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Referat

Das nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom (NSCLC) stellt eine der bedeutendsten
Krebserkrankungen weltweit dar. Die Prognose ist aufgrund der spaten Diagnosestellung jedoch
oft sehr schlecht. Ein wichtiger Therapiepfeiler insbesondere in fortgeschrittenen Stadien ist die
Radiotherapie. Als potenzielle diagnostische und prognostische Biomarker wurden in der
vorliegenden Arbeit mikro-RNA (miRNA) im Plasma von NSCLC-Patienten unter Radiotherapie
bestimmt. MiRNA sind kurze, nicht-kodierende RNA, welche sowohl in Zellen als auch in vielen
KorperflUssigkeiten wie Blutplasma zu finden sind, und vielfaltige Funktionen austben.

Fiir diese Arbeit wurden sechs miRNA (miR-16-5p, -21-5p, -29a-3p, -144-3p, -150-5p und -155-
5p) ausgewadbhlt, die in der Literatur einen Zusammenhang zu NSCLC bzw. einer Radiatio gezeigt
hatten. Von diesen konnten vier miRNA erfolgreich in einem Kollektiv aus 178 NSCLC-Patienten
vor Beginn einer Radiotherapie, nach Bestrahlung mit 20 Gy und nach Ende der Radiotherapie
sowie in 30 gesunden Blutspendern quantifiziert werden. Fiir die Detektion der miRNA erfolgte
die Etablierung der droplet digital PCR (ddPCR), welche im Vgl. zur RT-gPCR eine Quantifizierung
ohne Referenz-miRNA ermdglicht.

Der Vergleich der PCR-Methoden RT-gPCR und ddPCR erbrachte einen starken Zusammenhang
beider Detektionsmethoden. Der Vergleich von Patientenproben mit Plasmaproben gesunder
Blutspender zur Analyse der diagnostischen Wertigkeit der miRNA konnte aufgrund
unterschiedlicher praanalytischer Voraussetzungen nicht bewertet werden.

Wahrend die Analyse im Patientenkollektiv deutlich unterschiedliche Expressionslevel der vier
miRNA zeigte, ergab sich eine starke Korrelation der miRNA untereinander. Die miR-16-5p war
in diesem Kollektiv aufgrund starker Schwankungen der Expressionslevel nicht als Referenz-
miRNA fir die RT-gPCR geeignet. Fiir zwei miRNA (miR-29a-3p und -150-5p) zeigte sich
insbesondere bei Patienten mit fortgeschrittenem UICC-Stadium ein Abfall im Verlauf der
Radiotherapie. Zusammenhange der Expressionslevel der miRNA zum UICC-Stadium und zum
Gesamtiiberleben der Patienten ergaben sich insbesondere nach Strahlentherapie. Patienten
mit hoheren Expressionsleveln der miR-29a-3p bzw. -144-3p wiesen ein besseres
Gesamtiberleben auf. Hervorzuheben ist, dass sich die Kombination von vier miRNA nach
Strahlentherapie als vom UICC-Stadium unabhangiger Prognosemarker erwies.

Insgesamt zeigte die vorliegende Arbeit eine klinische Bedeutung der untersuchten miRNA und
einen Zusammenhang mit dem Gesamtiiberleben nach einer Radiotherapie. Weitere
Untersuchungen auf diesem Feld scheinen vielversprechend.
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miRNA im Verlauf der Strahlentherapie von Patienten mit nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom

(NSCLC), Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 76 Seiten, 2023
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1 Einleitung

1.1 Das nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Bronchialkarzinom zahlt zu den bedeutendsten Krebserkrankungen unserer Zeit. Weltweit
stellte es im Jahr 2020 die haufigste Krebstodesursache dar (World Health Organization 2021).
Bosartige Neubildungen der Lunge und Bronchien waren in Deutschland im Jahr 2020 fiir 4,5 %
aller Todesfalle verantwortlich, sprich etwa einem von 22 Todesfallen (Statistisches Bundesamt
Deutschland 2020). Folgende Abbildung zeigt den Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen an
allen Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2016 (ohne nicht-melanotischen Hautkrebs), unter

denen das Lungenkarzinom den zweiten bzw. dritten Platz bei Frauen bzw. Mdnnern belegt.
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Abbildung 1. Hédufigkeit verschiedener Tumore nach Geschlecht (Zentrum fiir Krebsregisterdaten 2019)

Die Inzidenz der Erkrankung steigt bei beiden Geschlechtern ab dem 60. Lebensjahr stark an und
das mediane Erkrankungsalter liegt fiir beide Geschlechter um das 70. Lebensjahr (Robert Koch-

Institut 2016).

1.1.2 Histologie

Nach histologischem Subtyp werden kleinzellige (SCLC) von nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen (NSCLC) unterschieden. Die nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinome
umfassen Plattenepithel- und Adenokarzinome, groRzellige Karzinome und andere seltene
Subtypen sowie Mischformen und stellen den Hauptteil aller Bronchialkarzinome dar. Den
groBten Teil unter den NSCLC bilden die Adenokarzinome mit insgesamt 42 % (Zentrum fir

Krebsregisterdaten 2020).
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Abbildung 2. Bésartige Neubildungen der Lunge nach hist. Typ (Zentrum fiir Krebsregisterdaten 2020)

1.1.3 Diagnostik und Staging

Die Basisdiagnostik umfasst neben klinischer Untersuchung, Anamnese und Labor eine Rontgen-
Thorax-Aufnahme, eine Spiral-CT inklusive Nebennieren und Oberbauch, eine Bronchoskopie
sowie eine Ultraschalluntersuchung des Abdomens. U. a. zur Diagnostik von Hirnmetastasen
kann sich eine MRT anschlieRen. V. a. zum N-Staging des NSCLC und zur Entdeckung von
Fernmetastasen ist die FDG-PET geeignet. Die Diagnosesicherung per Biopsie ist obligat (S3-
Leitlinie 2018). Bei auffdlligen Lungenherden sollte ebenfalls die Maoglichkeit eines
extrapulmonalen Primartumors mit pulmonalen Metastasen bedacht werden.

Das Staging des NSCLC erfolgt mithilfe der TNM-Klassifikation nach den Kriterien der Union
internationale contre le cancer (UICC). Abhangig von TumorgréBe (T), Nodalstatus (N) und
Metastasierung (M) wird das Tumorstadium festgelegt. Dies bereitet die Grundlage fiir das
weitere Therapievorgehen und dient der Prognoseabschatzung. Folgende Abbildung zeigt die

seit Januar 2017 geltende Einteilung.

Tla IA1 1B A 1B IVA IVA IVB
Tib IA2 11B A 1B IVA IVA IVB
Tic IA3 1B A I11B IVA IVA IVB
T2a 1B 1B A 1B IVA IVA IVB
T2b IA 1B A 1B IVA IVA VB
T3 1B 1A 1B Ic IVA IVA IVB
T4 A A 1B IHc IVA IVA VB

Abbildung 3. TNM-Klassifikation des NSCLC (Greiner und Schaudt 2016)

Etwa die Halfte der Patienten befindet sich bei Diagnosestellung bereits in Stadium IV
(Kraywinkel und Schonfeld 2018), (Robert Koch-Institut 2016). Die Metastasierung des NSCLC
erfolgt hamatogen v. a. in Gehirn, Knochen, Leber, Nebennieren und lymphogen in
intraabdominelle, axillare, supraklavikuldre und zervikale Lymphknoten (S3-Leitlinie 2018).

Die Friherkennung des Bronchialkarzinoms gestaltet sich aufgrund der unspezifischen

Symptomatik schwierig. Ein Screening mittels Low-Dose-CT fiir Risikopersonen wird in



Deutschland aufgrund der Strahlenbelastung und der hohen Rate an falsch-positiven Befunden
nicht empfohlen (S3-Leitlinie 2018), (Swensen et al. 2005). Untersuchungen zur Aussagekraft
von Tumormarkern, wie bspw. CEA, ergaben, dass diese in Betrachtung der geringen Pravalenz
einer Lungenkrebserkrankung nur einen geringen positiven pradiktiven Wert mit vielen falsch-
positiven Befunden aufzeigten (S3-Leitlinie 2018).

Es existiert noch keine geeignete Methode zur Diagnostik des Bronchialkarzinoms im
asymptomatischen Friihstadium und zum Screening asymptomatischer Patienten. Es scheint
daher sinnvoll, an weiteren minimalinvasiv zuganglichen diagnostischen Biomarkern zu
forschen, da von der fritheren Diagnosestellung ein deutlicher Uberlebensvorteil zu erwarten

ist.

1.1.4 Generelle Therapieempfehlungen und Radiotherapie des NSCLC

In den Stadien |, Il und IlIA ist die operative Resektion in Form einer Lobektomie mit vollstandiger
Dissektion ipsilateraler Lymphknoten in kurativer Intention die Therapie der ersten Wahl (S3-
Leitlinie 2018). Neben der Operation erfolgt stadienabhangig eine adjuvante oder neoadjuvante,
platinbasierte Chemotherapie. Eine Bestrahlung wird als adjuvante Radiatio bei R1/R2-Situation
oder als definitive Radiotherapie bei Inoperabilitat des Primartumors sowie bei mediastinalem
Lymphknotenbefall eingesetzt (DGHO 2019). Ab dem Stadium [lIA4 mit einem mediastinalen
Lymphknotenbefall liegt keine Operabilitdt mehr vor (Leyn et al. 2014). Hier wird eine definitive
Radiochemotherapie empfohlen, je nach Ausdehnung des Primartumors und Allgemeinzustand
des Patienten in kurativer oder palliativer Intention (S3-Leitlinie 2018). Das Stadium IV wird
durch das Vorliegen von Fernmetastasen definiert und i. d. R. palliativ therapiert. Es stehen
abhangig vom ECOG-Status eine Kombinationschemotherapie, eine systemische
Immuntherapie oder der Best Supportive Care zur Verfliigung. Einen Sonderfall stellt die
oligometastasierte Erkrankung dar, welche auch im Stadium IV kurativ therapiert werden kann
(S3-Leitlinie 2018). Bei nicht kurativ therapierbaren nicht-plattenepithelialen Tumoren bzw.
Plattenepithelkarzinomen von Nichtrauchern erfolgt eine molekulare Diagnostik zur
Identifizierung moglicher Treibermutationen fiir eine gerichtete Therapie. Durch den Einsatz
gezielter molekularer Therapien kann das mediane Uberleben von 8-18 Monaten in Stadium VB
auf bis zu vier Jahre im Median verlangert werden (S3-Leitlinie 2018).

Die Strahlentherapie ist ein zentraler Baustein der Therapie des NSCLC und stellt eine
Therapiemdglichkeit maligner Tumore mittels ionisierender Strahlen dar. Uber die Bildung freier
Radikale im Gewebe werden Zellen und ihr Erbgut geschadigt. Dies betrifft sowohl kanzerdses
als auch gesundes Gewebe, wobei Tumorzellen i. d. R. anfalliger fir die Bestrahlung sind, da ihre

Teilungsrate erh6ht und DNA-Reparaturmechanismen gestort sind.



Die Strahlentherapie erfolgt bei NSCLC zumeist als Bestrahlung des Primartumors. Es werden
inoperable Tumore oder das Tumorbett nach inkompletter Resektion bestrahlt bzw. erfolgt
ab N2-Situation meist eine adjuvante Radiatio des Mediastinums. Ab Stadium Il wird die
simultane Radiochemotherapie eingesetzt. Weiterhin ist im palliativen Setting eine
neoadjuvante Bestrahlung des Tumors ebenso moglich wie die Bestrahlung von Metastasen.
Im kurativen Ansatz kommen v. a. die konventionelle Fraktionierung oder die hyperfraktionierte
akzelerierte Radiatio zum Einsatz. Es werden i. d. R. 1,8-2,0 Gy pro Tag 5 x/ Woche bis zu einer
Gesamtdosis von 60—-66 Gy verabreicht. Eine Steigerung der Gesamtdosis von 60 Gy auf 74 Gy
flihrte nicht zu einem héheren Gesamtiiberleben (Bradley et al. 2015). Im palliativen Ansatz
erfolgt meist eine hypofraktionierte Applikation.

Nebenwirkungen einer Strahlentherapie umfassen die akute Osophagitis, Miidigkeit,
Abgeschlagenheit und Ubelkeit, Myelopathien und Pneumonitiden. Eine symptomatische
Strahlenpneumonitis tritt in 5-15 % der Falle auf und kann in eine pulmonale Fibrose libergehen
(DGHO 2019). Die Haufigkeit und Schwere der Nebenwirkungen korreliert mit Dosis,
Fraktionierung und Bezug des Strahlengangs zum betroffenen Organ (S3-Leitlinie 2018).

Eine weitere Herausforderung ist das Auftreten von Radioresistenzen. Louis Harold Gray,
Namensgeber der Einheit Gray, erkannte erstmals 1953 den Effekt einer Oxygenierung auf das
Tumoransprechen auf Rontgenstrahlen im Mausmodell (Gray et al. 1953). Das Prinzip der
hypoxischen Radioresistenz wird v. a. fir solide Tumore beschrieben, in deren hypoxischen
Anteilen die Wirksamkeit ionisierender Strahlung aufgrund des Sauerstoffmangels herabgesetzt
ist. Es sind auch Mutationen bekannt, die zu einer héheren Radioresistenz in NSCLC beitragen,
bspw. im EGF-Rezeptor oder durch Aktivierung der Akt/Proteinkinase B (Brognard et al. 2001),
(Dutta und Maity 2007). Ebenso spielen Zellzyklusphase und das Funktionieren verschiedener
DNA-Reparaturmechanismen eine Rolle fiir die Strahlenempfindlichkeit von humanen Zellen
(Lobrich und Jeggo 2007). Gleichzeitig ergibt sich bei NSCLC-Patienten durch die biologische
Vielfalt der Tumore ein sehr unterschiedliches Ansprechen auf die Radiotherapie (Florczuk et al.
2017).

Es scheint also sinnvoll, Marker zu finden, welche mit dem Ansprechen auf eine Radiotherapie
korrelieren. Dies kann den Therapieerfolg verbessern und unerwiinschte Nebenwirkungen

reduzieren.

1.1.5 Pravention und Risikofaktoren
Einen verbreiteten und gut untersuchten Risikofaktor fir die Entwicklung eines
Bronchialkarzinoms stellt das Tabakrauchen dar. 1957 veroffentlichte der Medical Research

Council im British Medical Journey einen Bericht, in dem erstmals ein Zusammenhang zwischen



der gestiegenen Lungenkrebsrate und der Zunahme des Tabakrauchens in der Bevoélkerung
aufgezeigt wird (The Medical Research Council 1957). 85 % der Lungenkrebstodesfille in der EU
lieRBen sich im Jahr 2004 auf Tabakrauchen zurickfiihren (S3-Leitlinie 2018). Dem Rauchverzicht
bzw. -stopp kommt demnach eine groRRe praventive Bedeutung zu (IARC Working Group on the
Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans 2004). Besonders bei Adenokarzinomen stellen
Umwelteinflisse und Gefahrstoffe wie Radon- oder Feinstaubbelastung mogliche Karzinogene
dar. Andere bekannte Risikofaktoren sind eine familidre Vorbelastung, ionisierende Strahlen,

Dieselmotorenemissionen und eine berufliche Gefahrstoffexposition (S3-Leitlinie 2018).

1.1.6 Prognose

Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate betrigt fiir das Bronchialkarzinom insgesamt bei Frauen
etwa 22 % und bei Mannern 17 %, Stand 2019 (Zentrum fir Krebsregisterdaten 2020). Diese
schlechten Zahlen liegen z. T. darin begriindet, dass das Bronchialkarzinom aufgrund seiner
unspezifischen Symptome haufig erst in einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert wird.
Bei Erstdiagnose befinden sich ca. 23 % der Patienten in Stadium Il und 53 % der Patienten im
nicht kurativ therapierbaren Stadium IV (Robert Koch-Institut 2016).

Prognosebestimmend sind beim NSCLC u. a. das Tumorstadium inkl. Metastasierung,
Differenzierungsgrad und TumorgréRe, der Genotyp des Tumors, der histologische Subtyp, das
Geschlecht, der Allgemeinzustand und die Komorbiditdten des Patienten (DGHO 2019). In den
letzten Jahren nahm hierbei die prognostische Bedeutung molekulargenetischer Marker und die
damit einhergehende individualisierte Therapie deutlich zu (Redaktion Deutsches Arzteblatt
2019). Das mediane Uberleben ist hierbei besonders vom UICC-Stadium abhingig. Wahrend
nach zwei Jahren noch 97 % der Patienten in Stadium IA am Leben sind, sind es in Stadium IVB
nur noch 10 %. Zu sehen sind die 2- und 5-Jahres-Uberlebensraten nach der 8. Auflage der TNM-

Klassifikation.
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Abbildung 4. Uberleben von NSCLC-Patienten nach Stadium (Goldstraw et al. 2016)



Zur prognostischen Stratifizierung mittels Biomarkern existieren zahlreiche Untersuchungen.
Schon lange untersuchte Marker fiir die Prognose des NSCLC sind u. a. EGFR, Her-2, Ki-67, p53
und BCL-2, welche jedoch nur inkonsistente Ergebnisse lieferten und einen schwachen
prognostischen Wert aufwiesen (Zhu et al. 2006). Auch fiir die CEA- und CYFRA 21-1-Level im
Plasma wurde in mehreren Untersuchungen ein prognostischer Wert beschrieben (Grunnet und
Sorensen 2012), (Pujol et al. 2004). Auch Hypoxiemarker wurden als prognostische Marker fir
NSCLC-Patienten unter Radiotherapie untersucht. Bspw. ergab sich das Protein Osteopontin im
Plasma als leicht zugadnglicher Marker mit prognostischer Wertigkeit in einem Kollektiv aus 69
inoperablen NSCLC-Patienten unter Radiotherapie (Ostheimer et al. 2014).

Erfolgversprechend scheint besonders die Zusammenfassung mehrerer prognostischer
Biomarker (Lai et al. 2020). Eine weitere aussichtsreiche Perspektive stellen die leicht

zuganglichen zirkulierenden mikro-RNA (miRNA) im Plasma dar.

1.2 Mikro-RNA

1.2.1 Entdeckung, Funktion und Bedeutung

Die erste Beschreibung der mikro-RNA (miRNA) erfolgte 1993 in dem Fadenwurm
Caenorhabditis elegans (C. elegans). Hier wurde die mRNA-antagonistische Nukleotidsequenz
lin-4 entdeckt (Lee et al. 1993). Sieben Jahre spater wurde die Nukleotidsequenz let-7 neben
C. elegans auch in verschiedenen Tierspezies und in menschlichem Gewebe nachgewiesen
(Pasquinelli et al. 2000). Auch in Viren wurden miRNA entdeckt, was ihre konservierte Rolle in
der Entwicklungsgeschichte aller Lebewesen unterstreicht (Pfeffer et al. 2004). MiRNA gehoren
zu den sogenannten nicht-codierenden RNA, welche an der Regulation der Transkription und
Translation anderer Gene beteiligt sind. Sie bestehen aus etwa 19-25 Ribonukleotiden und
kommen sowohl intra- als auch extrazellular vor. I. d. R. wirken sie durch eine spezifische
Bindung an die mRNA bzw. an die 3 untranslatierte Region und der damit einhergehenden
posttranskriptionellen Inhibition der Translation (Bartel 2004), (Bartel 2009). Es stellte sich
heraus, dass ein groRRer Teil der kodierenden mRNA durch miRNA reguliert wird (Friedman et al.
2009). Im Jahr 2006 wurde der Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin fir die Entdeckung der
RNA-Interferenz verliehen, bei der miRNA eine malRgebliche Rolle spielen (Fire et al. 1998).
Hierbei erfolgt in eurkaryotischen Zellen eine Suppression der Translation der Zielgene durch
gezielte Degeneration der entsprechenden mRNA, u.a. durch antagonistische miRNA-
Sequenzen (Cerutti und Casas-Mollano 2006).

Seit ihrer Entdeckung waren miRNA in den letzten Jahren Objekt intensiver Forschung und
bieten vielfaltige Moglichkeiten auf diagnostischer, prognostischer und sogar therapeutischer

Ebene. Da sie Assoziationen zu malignen Verdnderungen zeigen, im peripheren Blut zu finden



sind und eine hohe Stabilitdt besitzen, besteht ein grofRes Potenzial fir zirkulierende miRNA in

der Krebsfriiherkennung und zur pradiktiven und prognostischen Diagnostik des NSCLC.

1.2.2 Zirkulierende miRNA als Tumormarker

Im Jahr 2008 wurden miRNA nicht nur im Gewebe sondern auch in Serum und Plasma entdeckt
und es wurde bereits ein breites diagnostisches und prognostisches Potential der zirkulierenden
miRNA ausgemacht (Chen et al. 2008), (Gilad et al. 2008), (Mitchell et al. 2008). Neben Plasma
und Serum konnten miRNA auch in verschiedenen Koérperflissigkeiten wie Speichel, Urin, Liquor
oder Muttermilch nachgewiesen werden (Weber et al. 2010).

Die miRNA werden im Zellkern als pre-miRNA in Haarnadel-Formation transkribiert. Im Zytosol
werden sie Teil des RNA-induced Silencing-Komplexes (RISC) zur Translationsregulation (1) oder
es erfolgt der Export nach extrazellular. Dies geschieht einerseits Uber Multivesicular Bodies
(MVB), welche Exosomen freisetzen (2), liber Mikrovesikel, welche sich aus der Zellmembran
bilden (3) oder es wird freie reife oder pre-miRNA freigesetzt (4). Diese liegt im Plasma an RNA-
Transportproteine oder an HDL gebunden vor (Creemers et al. 2012). In Abbildung 5 ist die

Transkription und Freisetzung der miRNA dargestellt.
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Abbildung 5. Zellulére Freisetzung und extrazellulédre Transport der miRNA (Creemers et al. 2012)

Die zirkulierenden miRNA zeigten eine hohe Stabilitdit bei mehrmaligem Einfrieren,
Schwankungen des pH-Wertes und eine Resistenz gegen plasmaeigene RNAsen (Arroyo et al.
2011), (Valadi et al. 2007). Vermutet wurde, dass besonders Blut- und Endothelzellen und gut

durchblutete Organe wie Leber, Lunge und Niere groBere Mengen miRNA zur Zell-Zell-



Kommunikation an das Blut abgeben. Ebenso werden bei einer Zelllyse intrazellulare miRNA
freigesetzt (Chen et al. 2012), (Pritchard et al. 2012), (Schwarzenbach et al. 2014).

Es wurde fir verschiedene Gewebe nachgewiesen, dass sich die miRNA-Expressionsprofile
zwischen gesundem und Tumorgewebe z. T. deutlich unterscheiden (Calin und Croce 2006), (Lu
et al. 2005). Auch im Plasmaprofil von miRNA zwischen Gesunden und Tumorpatienten wurden
flir zahlreiche Krebsarten Unterschiede gefunden. Einige miRNA scheinen gezielt von
Tumorzellen sekretiert bzw. im Zytosol retiniert zu werden (Aushev et al. 2013), (Chen et al.
2008), (Mitchell et al. 2008), (Palma et al. 2012). Hieraus ergibt sich ein grofles Potenzial der
zirkulierenden miRNA zur Diagnostik vom Tumorerkrankungen aus leicht zuganglichem Material

wie Blutplasma oder Serum.

1.2.3 Rolle zirkulierender miRNA bei NSCLC-Patienten

Bereits ein Jahr nach der Entdeckung zirkulierender miRNA konnte ein diagnostisches Potenzial
fur Patienten mit NSCLC ausgemacht werden. Es fand sich ein erhdhter Gehalt an Plasma-miRNA
innerhalb der Krebspatienten und diese wurden in tumorstammigen Exosomen nachgewiesen
(Rabinowits et al. 2009). Von verschiedenen Autoren wurden diagnostische miRNA-Signaturen
aus Plasma zur Friherkennung eines NSCLC und zur Entdeckung von Hochrisiko-
Patientengruppen entwickelt (Bianchi et al. 2011), (Boeri et al. 2011), (Sozzi et al. 2014), (Ulivi
et al. 2013), (Wozniak et al. 2015). Haufig untersuchte Marker fiir das Bronchialkarzinom stellen
bspw. die onkogenen miR-19a, -19b und -20 dar, welche im Serum erhéhte Level im Vergleich
zu gesunden Kontrollen aufwiesen (Lampignano et al. 2020). Dabei wurden teilweise
gegensatzliche Beziehungen zwischen den Expressionsleveln zellularer und zirkulierender
miRNA festgestellt (Boeri et al. 2011), (Niu et al. 2019).

Auch eine prognostische und pradiktive Assoziation verschiedener Plasma-miRNA zum
Gesamtiiberleben wurde bei NSCLC-Patienten festgestellt. Hierbei gibt es eine groRe Zahl an
verschiedenen miRNA mit Bedeutung flir das NSCLC, bspw. die miR-30d, miR-21, miR-125b oder
miR-29a (Boeri et al. 2011), (Cui et al. 2013), (Hu et al. 2010), (Joerger et al. 2014).

Auch fir die zelluldre Reaktion auf eine Bestrahlung scheinen miRNA eine Rolle zu spielen. In
Lungengewebe und NSCLC-Zelllinien konnten nach Bestrahlung verdanderte Expressionslevel
zelluldrer miRNA festgestellt werden sowie ein Zusammenhang einiger miRNA zum

Therapieansprechen (Tang et al. 2016), (Wang et al. 2011), (Weidhaas et al. 2007).



1.2.4 Ausgewdhlte miRNA: miR-16-5p, -144-3p, -150-5p, -29a-3p, -21-5p, -155-5p

Aufgrund von Literaturdaten wurden in der vorliegenden Studie sechs miRNA mit diagnostischer
oder prognostischer Bedeutung fiir das NSCLC oder einem Bezug zur Radiotherapie ausgewahlt.
Die miR-21 gehort zu den am héaufigsten vorkommenden und hochkonservierten miRNA. Sie
wird im Wesentlichen in allen Zellen exprimiert und spielt eine wichtige Rolle bei Gesundheit
und Krankheit. In zahlreichen Tumoren einschlieBlich dem Bronchialkarzinom zeigt sie sich
Uberexprimiert und nimmt eine prognostisch relevante Rolle ein (Bautista-Sanchez et al. 2020),
(Jenike und Halushka 2021). Die onkogene miR-21 zeigte sich in mehreren unabhangigen
Studien in Tumorgewebe aus NSCLC im Vgl. zu gesundem Lungengewebe hochreguliert und es
scheint ein Zusammenhang zum Tumorstadium zu bestehen (Wei et al. 2011), (Yanaihara et al.
2006), (Zhang et al. 2010). Sie zeigte sich auch im Serum von NSCLC-Patienten als unabhangiger
prognostischer Marker und hohe Level der miR-21 steigerten auf zelluldarer Ebene die Resistenz
der Tumorzellen gegen eine Bestrahlung (Liu et al. 2013).

Xinying et al. zeigten eine negative prognostische Bedeutung hoher Expressionslevel sowohl der
miR-21 als auch der miR-155 fiir NSCLC-Patienten auf (Xinying Xue et al. 2016). Auch die miR-
155 zeigte im Tumorgewebe von 55 NSCLC-Patienten eine negative prognostische Bedeutung
hoher Expressionslevel (Yanaihara et al. 2006). Hohere Expressionslevel der miR-155 waren auch
in 80 gepaarten Gewebeproben mit einem schlechteren Gesamtiberleben assoziiert. In NSCLC-
Patienten zeigte die miR-155 erhdhte Level in sekretierten tumorstammigen Exosomen und kam
daher als potenzieller diagnostischer Marker fir das Adenokarzinom der Lunge infrage
(Rabinowits et al. 2009). Im Zellexperiment zeigte die miR-155 auf zelluldrer Ebene einen
radioprotektiven Effekt (Babar et al. 2011).

Fiir die miR-16-5p wurde gezeigt, dass sie in vitro Wachstum und Migration von NSCLC-Zellen
hemmt (Ke et al. 2013), (Liu et al. 2019), (Wang et al. 2018a). Im Plasma zeigte sich tendenziell
eine Herunterregulation der miR-16-5p bei Krebspatienten, so z.B. bei Magenkarzinom-
Patienten (Zhang et al. 2015). Als Effekt einer Bestrahlung entdeckten Wang et al. in
Prostatakarzinom-Zellen erhohte Level der miR-16-5p, welche die Radiosensitivitdit des
Gewebes steigerte (Wang et al. 2019). Auch in NSCLC steigerte die miR-16-5p die
Radiosensitivitat der Zellen im Zellexperiment (Du et al. 2021), (Wang et al. 2020). Andererseits
wird diese miRNA auch regelmaRig als Referenz-miRNA in der RT-qPCR eingesetzt (s. u.) (Chim
et al. 2008).

Die miR-144-3p wird in vielen Tumoren, bspw. Magen-, Nieren- oder hepatozelluldren
Karzinomen, herunterreguliert. Sie scheint im Gewebe eine tumorsuppressive und
proapoptotische Wirkung auszuiiben (Liang et al. 2017), (Liu et al. 2015), (Liu et al. 2016). Dies
konnte auch fiir das NSCLC gezeigt werden (Boeri et al. 2011), (Pan et al. 2015), (Zha et al. 2013).



Andererseits fanden Pu et al. in Patienten mit Plattenepithel-Ca. der Lunge erhohte Level der
miR-144-3p sowohl im Plasma als auch im Gewebe (Pu et al. 2016). In der Literatur fand sich
auch eine prognostische Bedeutung der miR-144. Fiir die miR-144 in Tumorgewebe waren nach
Analyse der TCGA-Datenbank niedrigere Level mit einer schlechteren Prognose assoziiert (Yin et
al. 2018).

Die zirkulierende miR-144-3p wurde bei NSCLC-Patienten unter Radiatio bisher nicht untersucht.
Es zeigte sich jedoch ein Zusammenhang der Expressionslevel der miR-144 zu einer Bestrahlung.
Fiir Ratten wurde ein Anstieg der rno-miR-144-3p im Plasma zwei Wochen nach
Thoraxbestrahlung gemessen und die miR-144-3p schien in die Prozesse von Entziindung,
Immunantwort und Zellwachstum involviert zu sein, welche durch eine Bestrahlung aktiviert
werden (Gao et al. 2017). Fir den Nebenstrang der miR-144, die miR-144-5p, wurde gezeigt,
dass er in humanem NSCLC-Gewebe unter Bestrahlung herunterreguliert wird. Eine erhéhte
miR-144-5p-Expression steigerte in vitro die Sensitivitat von NSCLC-Zellen gegeniiber
Bestrahlung (Song et al. 2018).

Fir die Gewebespiegel der miR-150-5p in Bronchialkarzinomen wurden teils unterschiedliche
Entdeckungen gemacht. Einerseits wurden erniedrigte Level und eine tumorsuppressive
Wirkung nachgewiesen (Dai et al. 2019), (Misono et al. 2019), (Suetsugu et al. 2018).
Andererseits fanden sich erhohte Gewebelevel in Lungenkrebspatienten und in vitro zeigte sich
ein prometastatischer und onkogener Effekt der miR-150 (Li et al. 2016), (Li et al. 2019), (Zhang
et al. 2018). Andere Autoren fanden fiir hohe Gewebelevel der miR-150 in klinischen
Tumorproben von NSCLC-Patienten eine negative prognostische Bedeutung (Yin et al. 2015). Fir
NSCLC-typische Zelllinien wurde in vitro nachgewiesen, dass diese die miR-150-5p unter
normalen Umstdanden aktiv in die Umgebung exportieren, sodass dort die ca. 8-fache
Konzentration im Vgl. zum Zytoplasma vorliegt (Aushev et al. 2013). Die miR-150-5p zeigte
demnach in verschiedenen Studien veranderte Expressionslevel in NSCLC und scheint vermehrt
durch Tumorzellen ins Plasma sekretiert zu werden.

Untersuchungen von Dinh et al. fanden einen Zusammenhang der Level der miR-150-5p
und -29a-3p im Plasma von NSCLC-Patienten mit der eingesetzten Strahlendosis wahrend einer
thorakalen Radiotherapie (Dinh et al. 2016).

Die miR-29a ist Mitglied der miR-29-Familie, wobei der miR-29a-3p-Strang den Leitstrang
darstellt (miRBase 21.11.2020). Die miR-29a-3p ist in vielen Tumoren, bspw. in Prostata-,
Magen-, Pankreaskarzinomen und auch in NSCLC, herunterreguliert und (bt dort eine
tumorsuppressive Wirkung aus (Cui et al. 2011), (Li et al. 2017), (Muniyappa et al. 2009), (Wang
et al. 2018b), (Zhao et al. 2015). Im Gegensatz zu Bronchialkarzinomgewebe scheint die

zirkulierende miR-29a-3p bei NSCLC-Patienten eine proinvasive Funktion austiben. Fabbri et al.
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entdeckten, dass Lungenkrebszellen exosomale miR-29a sekretierten, welche an der Tumor-
Gewebe-Grenze die Metastasierung des Tumors beglinstigte (Fabbri et al. 2012). Zu ihrer
molekularen Funktion ist auch bekannt, dass sie bspw. im Herzen einen antifibrotischen Effekt
vermittelt (van Rooij et al. 2008). In Mauselungen zeigte sich ebenfalls ein antifibrotischer Effekt
bei Bleomycin-induzierter Lungenfibrose (Cushing et al. 2011), (Xiao et al. 2012). Den gleichen
Effekt entdeckten Dinh et al. auch in der menschlichen Lunge. Es zeigte sich auch ein
Zusammenhang des miRNA-Levels der miR-29a-3p mit klinischen und dosimetrischen

Parametern (Dinh et al. 2016).

1.2.5 Detektionsmethoden zirkulierender miRNA

Die Quantifizierung zirkulierender miRNA gestaltet sich aufgrund verschiedener Faktoren
schwierig. So ist ihr Gehalt im Plasma sehr gering und es handelt sich um kurze
Nukleotidsequenzen mit einer hohen Variabilitat (Blondal et al. 2013), (Kroh et al. 2010).
Ubliche Messmethoden fiir miRNA stellen neben PCR-basierten Methoden die Messung per
Sequenzierung und per Hybridisierung, bspw. mittels Microarray, dar. Die microRNA Quality
Control-Studie durch Mestagh et al. von 2014 bietet einen Vergleich verschiedener
kommerzieller Detektionsmethoden. Bei niedrigen miRNA-Konzentrationen, welche bei miRNA
im Plasma vorliegen, zeigte die RT-gPCR die beste Sensitivitat. Die Messung per Sequenzierung
zeigte nur bei ausreichenden Ausgangsmengen eine gute Sensitivitdit. Ein Vorteil der
Sequenzierung ist die Maoglichkeit, unbekannte miRNA zu identifizieren, sie ist jedoch
kostenintensiv. Kostengiinstiger ist die Messung per Microarray, bei der fluoreszenzmarkierte
Sonden auf einem Trager die gesuchte Sequenz binden. Hier ist ein hoher Durchsatz moglich,
jedoch kénnen nur miRNA mit bekannten Sequenzen erfasst werden (Mestdagh et al. 2014).
Eine weitere auf einer Hybridisierung beruhende Messmethode ist die digitale Nanostring-
nCounter-Technologie, welche Uber Hybridisierungssonden ohne Amplifikation und cDNA-
Synthese auskommt (Fortina und Surrey 2008). Die hybridisierungsbasierten Methoden zeigten
im Vergleich die niedrigste Sensitivitat (Di Leva und Croce 2013), (Fortina und Surrey 2008).
Zwischen den verschiedenen Messmethoden wurde nur eine Konkordanz von ca. 55 %
gefunden, sodass empfohlen wird, Expressionsunterschiede von miRNA idealerweise in zwei
Messmethoden zu bestatigen (Mestdagh et al. 2014). Sequenzierung und Hybridisierung eignen
sich besonders zum Screening, da eine grofRe Zahl an miRNA gemessen werden kann. Fir
Analysen zirkulierender miRNA mit bekannten Sequenzen sind PCR-basierte Methoden

aufgrund ihrer hohen Sensitivitat bei geringen Ausgangsmengen vorteilhaft.
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Die am meisten verbreitete Methode der Messung von zirkulierenden miRNA ist die Real-Time
quantitative PCR (RT-gPCR). Hierbei wird die Fluoreszenz des amplifizierten Produktes wahrend
des Synthesevorgangs detektiert. Somit steigt mit jedem Zyklus die Intensitat des Signals in
Abhangigkeit von der Menge der Amplifikate. Als Ergebnis kann der sogenannte Ct-Wert (Cycle
Threshold, Schwellenwertzyklus) angesehen werden. Er gibt den PCR-Zyklus an, ab dem eine
Probe in exponentielle Amplifikation Gbergeht. Diese Methode kann genutzt werden, um eine
bestimmte Menge Nukleinsdure zu quantifizieren, indem der Ct-Wert gegen ein Referenzgen
normalisiert wird. Dies ist notwendig, um eine Vergleichbarkeit und Unabhangigkeit von
Einflussfaktoren wie bspw. ungleicher RNA-Extraktion oder der Ko-Isolation von PCR-Inhibitoren
zu erreichen.

Die RT-gPCR benoétigt daher fiir die Quantifizierung von miRNA stabil exprimierte Referenzgene
bzw. -miRNA. In zahlreichen Studien mit zirkulierenden miRNA ergibt sich das Problem, eine
geeignete Referenz in Plasma und Serum zu finden. Haufig eingesetzt wird bspw. die ubiquitar
vorhandene miR-16, welche auch in Zellmaterial als endogene Referenz zum Einsatz kommt.
Andere genutzte Referenzgene sind snoRNA (small nucleolar RNA) wie U6, die mittlere Gesamt-
mMiRNA (Mean miRNA-Expression) oder einzelne, durch Normfinder-Analysen als stabil
identifizierte miRNA. Auch die Kombination mehrerer miRNA kann als Referenz verwendet
werden. Mitunter kommt auch eine exogene, bei der Isolation zugesetzte Spike-In-Kontrolle zur
Anwendung (Chim et al. 2008), (Lagos-Quintana et al. 2003), (Lawrie et al. 2008), (McDonald et
al. 2011), (Mestdagh et al. 2009), (Ulivi et al. 2013).

Die Anspriiche an ein Referenzgen beinhalten u. a. eine stabile Expression im untersuchten
Material und eine Resistenz gegen pathologische Einflisse wie Entziindungszustande oder
maligne Prozesse. Gleichzeitig sollte es zur Vermeidung methodischer Fehler derselben RNA-
Klasse wie die untersuchte Sequenz (sprich miRNA) angehoren. Besonders fiir zirkulierende
miRNA ist jedoch die Etablierung allgemeinglltiger Referenzgene schwierig, da die miRNA-
Expressionslevel von zahlreichen Kofaktoren und Komorbiditaten beeinflusst werden und u. a.
zirkadianen Schwankungen unterliegen (Marabita et al. 2016).

So gibt es fir die Analyse zirkulierender miRNA per RT-qPCR bis heute keine einheitliche
BezugsgroRe. Die Inkonsistenz der Studienergebnisse zu zirkulierenden miRNA scheint z. T.
durch die mangelnde Vergleichbarkeit der eingesetzten Methodik begriindet zu sein. Zusatzlich
erschweren mehrere analytische Schritte wie bspw. Blutentnahme, miRNA-Isolation, cDNA-
Synthese und RT-qPCR, welche zwischen den Studien nicht einheitlich durchgefiihrt wurden, die
Vergleichbarkeit von  Ergebnissen (D'Antona et al. 2019). Auch ungleiche
Lagerungsbedingungen, eine unterschiedliche Ausbeute der RNA-Isolation oder die Ko-Isolation

von PCR-Inhibitoren sowie hamolytische oder zellhaltige Proben kdnnen die Ergebnisse
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verfalschen und die Vergleichbarkeit weiter einschranken (Blondal et al. 2013), (McDonald et al.
2011).

Eine alternative PCR-Methode, die in den letzten Jahren an Bedeutung gewann und welche eine
Quantifizierung ohne Referenzgen ermdglicht, ist die droplet digital PCR (ddPCR). Hier erfolgt
die Auftrennung einer Probe mit definiertem RNA-Gehalt in ca. 20.000 Tropfchen. In jedem
Tropfchen lauft eine gesonderte PCR-Reaktion ab. Diese fallt positiv oder negativ aus, abhangig
davon, ob die gesuchten Fragmente in einem Tropfchen enthalten sind. Aus der Zahl der
positiven und negativen Tropfchen kann mittels Poisson-Regressionsanalyse die in einem
Nanogramm RNA enthaltene Zahl an Kopien des Ausgangsprodukts berechnet werden (Bio-Rad
Laboratories), (Pinheiro et al. 2012).

Die ddPCR hat das Potenzial, den Problemen der heterogenen Normierung von Plasma-miRNA
in der RT-gPCR zu begegnen und eine Quantifizierung ohne Referenzgen zu ermdglichen.

Die ddPCR zeigte im Vgl. zur RT-qPCR eine niedrigere Variabilitat bei vergleichbarer Sensitivitat
(Campomenosi et al. 2016), (Hindson et al. 2013). Andere Autoren fanden eine hohere
Sensitivitdt und bessere Reproduzierbarkeit der Messergebnisse der ddPCR. Die ddPCR zeigte
sich weniger anfallig fir Storeinflisse wie PCR-Inhibitoren, da sie im Vgl. zur RT-gPCR eine
Endpunkt-PCR darstellt und die Menge des amplifizierten Produktes erst nach Abschluss der
Amplifikation gemessen wird (Hindson et al. 2013). Da die ddPCR noch weniger verbreitet ist als
die RT-gPCR, ist ihr Einsatz durch die neu notwendige Etablierung der Methode, Schulung des
Personals und Beschaffung der notwendigen Gerate zu Beginn mit einem hoheren Aufwand
verbunden (Precazzini et al. 2021). Ist sie als Verfahren einmal etabliert, ist ein hoherer
Durchsatz bei vergleichbaren Kosten moglich (Campomenosi et al. 2016). Kritisch zu sehen ist
der hohe Umsatz an Verbrauchsmaterial durch die ddPCR und der im Vgl. zur RT-gPCR héhere
Zeitaufwand. Dennoch scheint sie geeignet, den Problemen, welche sich bei der Quantifizierung
zirkulierender miRNA mittels RT-qPCR ergeben, zu begegnen und somit einen neuen Standard

zur Detektion dieser vielversprechenden Biomarker zu etablieren.
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2 Zielstellung

Das Lungenkarzinom weist als haufigstes bzw. zweithaufigstes Malignom bei Mannern bzw.

Frauen eine sehr hohe Mortalitdt auf. Um diese zu verbessern, gibt es Ansatze u. a. zu

geeigneten Friherkennungsmethoden, verbessertem Therapiemonitoring oder neuen

prognostischen Biomarkern. Ein moglicher Weg fiihrt zu den minimalinvasiv erreichbaren

miRNA im Plasma. Hier besteht das Problem der exakten und vergleichbaren Messbarkeit. Die

bisher libliche Quantifizierung per RT-gPCR weist eine ungeniigende Vergleichbarkeit auf. Vor

diesem Hintergrund soll in der vorliegenden Arbeit die ddPCR fiir ausgewahlte zirkulierende

miRNA etabliert und deren Bedeutung in einem Kollektiv aus NSCLC-Patienten unter

Strahlentherapie untersucht werden.

Folgende Fragestellungen sollen beantwortet werden:

1. Ist die ddPCR eine Uberlegene Messmethode im Vergleich zur RT-gPCR und wie geeignet
ist die ddPCR im klinischen Alltag?

2. Ist die zirkulierende miR-16-5p als potenzielles Referenzgen fir die RT-qPCR im
Patientenkollektiv einsetzbar?

3. Wie sind die Plasma-Expressionslevel der miR-16-5p, -21-5p, -29a-3p, -144-3p, -150-5p
und 155-5p in diesem Studienkollektiv und gibt es einen Zusammenhang der miRNA-
Level untereinander?

4. Gibt es Veranderungen der Expressionslevel der miRNA im Plasma im Verlauf der
Strahlentherapie?

5. Unterscheiden sich die Expressionslevel der miRNA zwischen Patienten mit NSCLC und
gesunden Blutspendern?

6. Gibt es einen Zusammenhang zwischen den miRNA-Leveln im Plasma und klinischen
Parametern der Patientenkohorte?

7. Gibt es einen prognostischen Zusammenhang der miRNA-Level im Patientenkollektiv
mit dem Gesamtuberleben?

8. Besitzt die Kombination mehrerer miRNA eine prognostische Bedeutung in diesem

Studienkollektiv?
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3 Material und Methoden
3.1 Material
3.1.1 Gerite

Acura 855 Mehrkanalpipette 5-50pl
Biofuge fresco

Centrifuge 5415 D

Centrifuge 5415 R

Eismaschine AF103

FastGene High Speed Minizentrifuge
Kihlschrank -80 °C Ultra Low

Mikrofuge

Mikrozentrifuge Mini Star silverline
Multipipette Plus

Nanodrop 2000c

Pipet-Lite Multi Pipette L8-50XLS+, 5-50ul
Pipetten 10;20;100;200;1000y!

Pipetten 2,5: 20; 100; 200; 1000 pl

Plate Holder

PX1™ Plate Sealer

QX200™ Droplet Generator
QX200™Droplet Reader

Rotor-Gene 6000

T1 Thermocycler

T100™ Thermocycler

TG8™ Cartridge Holder

Vortex-Genie 2

3.1.2 Chemikalien und Reagenzien
DEPC-Wasser

Ethanol

Isopropanol

QX200™ ddPCR™ EvaGreen Supermix
QX200™ Droplet Generation Qil for EvaGreen

Trockeneis

Socorex (Ecublens, Schweiz)

Heraeus (Hanau, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Scotsman (Mailand, Italien)

Nippon Genetics Europe (Dlren, Deutschland)
Sanyo (Moriguchi, Japan)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
VWR (Radnor, USA)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
ThermoFischer Scientific (Waltham, USA)
Rainin (GielRen, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Gilson (Limburg, Deutschland)
Bio-Rad (Minchen, Deutschland)
Bio-Rad (Minchen, Deutschland)
Bio-Rad (Minchen, Deutschland)
Bio-Rad (Minchen, Deutschland)
Corbett Research (Sydney, Australien)
Biometra (Gottingen, Deutschland)
Bio-Rad (Minchen, Deutschland)
Bio-Rad (Minchen, Deutschland)

Scientific Industries (New York, USA)

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Fisher Chemical (Waltham, USA)
Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Bio-Rad (Minchen, Deutschland)
Bio-Rad (Minchen, Deutschland)
Linde AG (Miinchen)
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3.1.3 Synthetische Oligonukleotide

Best.nr. Bezeichnung Hersteller Sequenz

YP00205702 | hsa-miR-16-5p | Qiagen (Hilden) | 5'-UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG-3'
YP00204230 | hsa-miR-21-5p | Qiagen (Hilden) | 5'-UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA-3*
YP00204698 | hsa-miR-29a-3p | Qiagen (Hilden) | 5'-UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA-3’
YP00204754 | hsa-miR-144-3p | Qiagen (Hilden) | 5-'UACAGUAUAGAUGAUGUACU-3*
YP00204660 | hsa-miR-150-5p | Qiagen (Hilden) | 5'-UCUCCCAACCCUUGUACCAGUG-3*
YP00204308 | hsa-miR-155-5p | Qiagen (Hilden) |5'-UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU-3'
YP02119305 | hsa-miR-451a | Qiagen (Hilden) | 5-AAACCGUUACCAUUACUGAGUU-3*
YP00203954 | UniSp6 Qiagen (Hilden)

3.1.4 Kits

miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit
miRCURY LNA™ RT Kit
miRCURY LNA™ SYBR Green PCR Kit

3.1.5 Verbrauchsmaterial

ddPCR™ 96-Well Plates

Biosphere® Filter Tips 2-200ul
Gefrierbehadlter

Einmalhandschuhe Micro Touch Nitra Tex
PCR Heat Seal Foil
PCR-Reaktionsbehilter 0,5 ml, 1,5 ml
permanent Marker

Pipettenspitzen ,,Safe Seal Tips“
Pipettenspitzen , Filter Tip“

Pipette Tips in Green-Pak®200/250pl
PCR 0,1 ml 4-Tube & 4-Cap Strips
Reaktionsbehalter 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml
TG8™ Cartridges

TG8™ Gaskets

3.1.6 Software und Datenbanken
Microsoft Office
QuantaSoft™ Software

SPSS, Version 25

Qiagen (Hilden, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)

Bio-Rad (Minchen, Deutschland)
Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)
Fisher Scientific (Waltham, USA)
Ansell (Richmond, Australien)
Bio-Rad (Minchen, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Faber-Castell (Stein, Deutschland)

Biozym (Hessisch Oldendorf)

Greiner Bio-One (Kremsmiinster, Osterreich)

Mettler-Toledo (Greifensee, Schweiz)
Biozym (Hessisch Oldendorf)
Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)
Bio-Rad (Minchen, Deutschland)
Bio-Rad (Minchen, Deutschland)

Microsoft (Redmond, USA)
Bio-Rad (Minchen, Deutschland)
IBM (Armonk, USA)
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3.1.7 Patientenkohorte
Die Rekrutierung der Patienten erfolgte von April 2017 bis September 2020 in der Klinik und
Poliklinik flir Strahlentherapie im Universitatsklinikum Halle. Patienten, die mit der Diagnose
Nicht-Kleinzelliges Bronchialkarzinom zur Strahlentherapie kamen, wurden unter folgenden
Einschlusskriterien aufgenommen:

1. Histologisch gesichertes NSCLC (Adeno- oder Plattenepithelkarzinom)

2. UICC-Stadium I, II, Il oder IV

3. Alter > 18 Jahre

4. Indikation zur kurativen oder palliativen Radiotherapie oder Radiochemotherapie (3D-

konformal oder stereotaktisch) des Primartumors (mit/ohne Radiotherapie der
Metastasen)

5. Vom Patienten unterschriebene Einwilligungserklarung
Ausschlusskriterien waren:

1. Vorherige Operation oder Entfernung des Primartumors

2. Teilnahme an sich gegenseitig ausschliefenden Studien

3. Malignom < 5 Jahre vor Diagnose des NSCLC

4. Nur palliativ intendierte Radiotherapie von Metastasen im Stadium UICC IV
Es wurden primar 200 Patienten rekrutiert, es erfolgte ein nachtraglicher Ausschluss von
22 Patienten aufgrund im Nachhinein festgestellter Ausschlusskriterien, Abbruch der
Radiotherapie bzw. auf Wunsch des Patienten.
Von 30 gesunden Blutspendern lag ebenfalls Material vor. Ein positives Ethikvotum durch das
Ethikkomitee der medizinischen Fakultdt mit der Bearbeitungsnummer 2017-15 lag zum
Studienzeitraum fiir die durchgefiihrten Untersuchungen vor. Alle Teilnehmer wurden
ausfihrlich Giber den Zweck und Ablauf der Untersuchung aufgeklart und die Plasmaproben mit
schriftlicher Einwilligung der Patienten gewonnen.
Die Kohorte bestand aus 178 Patienten, welche mit der Diagnose NSCLC eine Bestrahlung in der
Klinik und Poliklinik fir Strahlentherapie am Universitatsklinikum Halle erhielten. Die
Zusammensetzung ist in der folgenden Tabelle dargestellt. Aufgrund von Rundungen weicht die

Summe der Prozentwerte geringfligig von 100 % ab.
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Tabelle 1. Patientencharakteristik

Studienkollektiv (n = 178)

Geschlecht w/m 53 (30 %) /125 (70 %)
Alter [Jahre] Median (Min.—Max.) 69 (45-91)
Histologie Adeno-Ca. 75 (42 %)

Plattenepithel-Ca. 68 (38 %)

Andere 35(20 %)
Grading G1-G2 40 (22 %)

G3-G4 51 (29 %)

unbekannt 87 (49 %)
T-Stadium T1-2 63 (35 %)

T3-4 99 (56 %)

unbekannt 16 (9 %)
N-Stadium NO 48 (27 %)

N1-3 113 (63 %)

Nx 17 (10 %)
M-Stadium MO 93 (52 %)

M1 72 (40 %)

Mx 13 (7 %)
UICC-Stadium I 20 (11 %)

[ 14 (8 %)

I 61 (34 %)

\Y 73 (41 %)

unbekannt 10 (6 %)
GTV [ccm] Median (Min.—Max.) 27,9 (1,5-1597,0)
Therapie-Ansatz kurativ/ palliativ 104 (58 %) / 74 (42 %)
Konzept STX/ normofraktioniert 52 (29 %) / 126 (71 %)
Karnofsky-Index Median (Min.—Max.) 80 (50-100)
Immuntherapie nein/ ja/ unbekannt 122/55/1
Chemotherapie nein/ ja/ unbekannt 86/ 84/ 8

3.2 Methoden
3.2.1

Blutenthahmen und Plasmaisolation

Es erfolgten Blutentnahmen zu drei Zeitpunkten: vor der ersten Bestrahlung (TO), nach
Bestrahlung mit 20 Gy (T1) und nach Abschluss der Radiotherapie (T2). Bei stereotaktisch
bestrahlten Patienten erfolgten diese vor (TO) und nach der Radiatio (T2). Alle Blutproben
wurden in der Ambulanz der Klinik und Poliklinik flir Strahlentherapie oder auf der zugehérigen
Station abgenommen und im Labor der Arbeitsgruppe Molekulare Strahlenbiologie (Laborleiter:
Dr. M. Bache) im Universitatsklinikum Halle verarbeitet. Die gewonnenen Plasma- und Serum-

Roéhrchen wurden 30-60 min bei Raumtemperatur gelagert, bevor sie 10 min bei 4500 RPM
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zentrifugiert wurden. Plasma und Serum wurden in Kryoréhrchen tberfiihrt bzw. aliquotiert und

bei -80 °C kryokonserviert.

3.2.2 MiRNA-Isolation und cDNA-Synthese

Die Gesamt-miRNA wurde aus dem Plasma per miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen)
laut Herstellerprotokoll aus 250 ul Plasma isoliert. Die Konzentration der gewonnenen miRNA
wurde per Nanodrop 2000c an 2 pl tiber die Messung der Absorptionen bei 230 nm, 260 nm und
280 nm (A230, A260, A280) bestimmt. Als Indikator fiir die Qualitdt der gewonnenen miRNA
wurde der Quotient der Absorptionen bei A260/A230 nm und A260/A280 nm genutzt
(ThermoFisher Scientific 2010). Die miRNA wurde bei -80 °C kryokonserviert. Zur Bestimmung
des Hb-Wertes wurden am Nanodrop 2000c an 2 pl Plasma die Absorptionen bei 415 nm, 380
nm, 450 nm und 260 nm gemessen (A415, A380, A450, A260). Bestimmt wurde das freie
Hamoglobin nach der 3-Wellenlangen-Methode nach Harboe nach folgender Formel:
Hb [g/L] = (167,2*A415-83,6*A380-83,6%A450) * 0,01017.

Mittels reverser Transkription erfolgte das Umschreiben der miRNA in cDNA mit dem miRCURY

LNA RT Kit (Qiagen) mit folgendem Reaktionsansatz:

miRNA 10 ng (Volumen X)
DEPC-Wasser 6,5 ul - X
Reaktionspuffer 2 ul

Enzym-Mix 1l

Spike-In 0,5 ul
Gesamtvolumen 10 pl

Das Volumen X wurde nach folgender Formel berechnet: X [ul] = 10 [ng]/miRNA-Konzentration
[ng/ ul]. Bis auf den Enzym-Mix wurden alle Bestandteile gevortext. Alle Komponenten wurden
auf Eis gelagert und vor Verwendung herunterzentrifugiert. Fir etwa die Halfte der Proben lag
schon cDNA vor. Hier erfolgte im Nachhinein die Verdiinnung der cDNA entsprechend der

gemessenen miRNA-Konzentration auf 1 ng/ ul. Diese war mit folgendem Ansatz umgeschrieben

worden:
miRNA 6,5 ul
Reaktionspuffer 2 ul
Enzym-Mix 1l
Spike-In 0,5 ul
Gesamtvolumen 10 pl

Alle Proben wurden in 0,5 ml PCR-Tubes fiir 60 min bei 42 °C im T1 Thermocycler (Biometra)

inkubiert und anschlieRend bei -80 °C gelagert. Die Effektivitat der cDNA-Synthese jeder Probe
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wurde Uber die Messung des RNA-Spike-Ins, welcher beim Umschreiben zugesetzt wurde,

mittels RT-qPCR Uberprift.

3.2.3 RT-gPCR

Zur Vorbereitung der RT-gPCR erfolgte das Lésen der UniSp6-Primer bzw. der miRNA-Primer in
80 ul bzw. 220 pl Nuklease-freiem Wasser. Die gewonnene LOosung wurde gevortext,
herunterzentrifugiert, 30 min auf Eis inkubiert und anschlieRend aliquotiert und bei -20 °C
gelagert. Es wurde eine Verdiinnung der cDNA im Verhéltnis von 1:30 mit DEPC-Wasser

hergestellt. Folgender Ansatz wurde verwendet:

SYBR-Green™ 5ul
PCR-Primer 1l
cDNA, 1:30 verdlnnt 4 ul
Reaktionsansatz 10 pl

In einer 72-Well-PCR-Platte wurden die Komponenten zueinander gegeben. Die Amplifizierung

und Fluoreszenzmessung erfolgten im Rotor-Gene 6000 (Corbett Research) nach folgendem

Protokoll:
Schritt Temperatur Dauer
Hold 95 °C 10 min
Cycling 40 x 95 °C 10 sec
60 °C 60 sec
Pre-Melt 55°C 90 sec
Melt 55-99 °C 5sec/1°C

3.2.4 Droplet digital PCR

In den aktuellen Versuchen wurde die cDNA so verdiinnt, dass zwischen 10-1.000 positive
Tropfchen je Well gemessen wurden, da bei ca. 100 positiven Tropfchen die genaueste Messung
in der ddPCR moglich ist. Die optimale Verdiinnung wurde fiir jede miRNA mithilfe einer
Verdlinnungsreihe ermittelt. Flir die Optimierung der Annealingtemperatur und der
Verdinnung jeder miRNA wurden Testversuche durchgefiihrt. Eine Erhéhung der
Annealingtemperatur steigert die Spezifitdit der Primer, jedoch sinkt die Ausbeute am
gewiinschten PCR-Produkt, indessen werden bei niedrigen Temperaturen zunehmend
unspezifische Zwischenprodukte vervielfaltigt. Die besten Ergebnisse wurden bei einer
Annealingtemperatur von 58 °C und einer Verdiinnung von 1:25 fiir die miR-29a-3p und die
miR 150-5p, 1:100 fiir die miR-144-3p und 1:250 fir die miR-16-5p ermittelt. Da die gemessene
Konzentration der miRNA in Kopien/ng RNA angegeben wird, ist es von Bedeutung, dass die

Konzentration der eingesetzten cDNA bei 1 ng/ul liegt. Uber die Kenntnis der vorliegenden
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Verdinnung kann hierdurch die Konzentration je Nanogramm RNA ermittelt werden. Die zu
messenden Proben wurden am Vortag verdiinnt und dann tber Nacht bei -80 °C gelagert. Am
Folgetag fand die Messung per ddPCR im PCR-Labor des Julius-Bernstein-Instituts fiir Physiologie
der medizinischen Fakultdt der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg statt
(Ansprechpartner: Prof. Dr. O. Thews, Frau S. Reime).

Zur Vorbereitung wurden alle Komponenten auf Raumtemperatur erwdrmt, > 10 sec gevortext

und anschliefend herunterzentrifugiert. Ein Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

QX200™ ddPCR EvaGreen 11 ul
Primer 1,1l
verdinnte cDNA 9,9 ul
Reaktionsansatz 22 ul

Die Komponenten wurden in PCR-Streifen pipettiert, herunterzentrifugiert und fir 3 min bei
Raumtemperatur inkubiert. 20 pl wurden in den Sample-Streifen eines Cartridges tberfiihrt und
je 70 ul Droplet Generation Qil in die daflir vorgesehenen Streifen. Die Cartridges wurden mit
einem Gasket abgedeckt und im Droplet Generator (Bio-Rad) wurden daraufhin Trépfchen
erzeugt, die als Volumen von 40 pul per 8-Kanal-Pipette in eine 96-Well-PCR-Platte lberfiihrt
wurden. Nach jeder tiberfihrten Reihe wurde diese zunachst mit einem Klebestreifen tiberklebt,
da das verwendete Ol fliichtig ist. Nach Transfektion aller Proben in die PCR-Platte wurden die
Wells mit einer BioRad Piercable Foil Heat Seal im PX1 PCR Plate Sealer (Bio-Rad) verschlossen.

Im T100 Thermal Cycler (BioRad) lief die PCR-Reaktion nach folgendem Protokoll ab:

Schritt Dauer Temperatur | Funktion
1. Schritt (1x) | 5 min 95 °C Polymerase-Aktivierung, Denaturierung der cDNA
2. Schritt (40 x) | 30 sec 95°C Denaturierung der cDNA
1 min 58 °C Annealing der Primer, Amplifikation
3. Schritt (1 x) | 5 min 4°C Stabilisierung des Farbemittels
4. Schritt (1 x) | 5 min 90 °C Stabilisierung des Farbemittels
5. Schritt oo 4°C Infinite Hold

Die Verdnderungsrate der Temperatur war auf 1,6 °C/sec eingestellt. Nach Abschluss der PCR-
Reaktion erfolgte die Messung der positiven und negativen Tropfchen im QX200™ Droplet
Reader (Bio-Rad). Hierfiir wurde die verschlossene Platte in den Plate Holder eingesetzt und in
das Zahlgerat Uberfihrt. Die Zdhlung wurde durch das Programm QuantaSoft™ gesteuert. Das
Ergebnis der Messung konnte der Software entnommen werden. Der Grenzwert zwischen
negativen und positiven Tropfchen wurde durch die Software fiir jeweils alle Wells einer miRNA
festgelegt. Die in QuantaSoft™ gemessenen Werte wurden in das Programm Excel (Microsoft

Office) Uberfiihrt und analysiert. Als Grundlage galt der aus der in QuantaSoft™ als
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Concentration bezeichneten Menge positiver Tropfchen berechnete Wert der Kopien je

Nanogramm RNA. Hierbei wurde folgende Formel verwendet:
Kopien
ng RNA

Kopien

= Konzentration [ ] * 2,222 x Verdinnungsfaktor = 1 [nguﬁ]

Durch die mitgefiihrten Kontrollproben wurde eine vergleichbare Effektivitdit der ddPCR
gewadhrleistet bzw. durch unauffillige Negativkontrollen konnte eine Verunreinigung des
Mastermixes ausgeschlossen werden. Spike-In-Kontrollen sicherten die erfolgreiche cDNA-

Synthese und den Ausschluss der Ko-Isolation von PCR-Inhibitoren.

3.2.5 Statistische Auswertung

Nach experimenteller Ermittlung aller Messwerte wurden Verteilungs- und
Korrelationsanalysen mit dem Programm SPSS, Version 25 (IBM) und in Excel (Microsoft Office)
durchgefihrt. Im Kolmogorov-Smirnov- und im Shapiro-Wilk-Test wurde keine
Normalverteilung der gemessenen miRNA-, Konzentrations- und Hb-Werte festgestellt. Daher
kamen nicht parametrische statistische Tests zum Einsatz. Fiir Mittelwertvergleiche zwischen
zwei unabhédngigen Stichproben fand der Mann-Whitney-U-Test Verwendung, fir
> 2 Stichproben der Kruskal-Wallis-Test. Bivariate Korrelationsanalysen wurden nach Spearman-
Rho durchgefiihrt. Fiir Analysen verbundener Stichproben kam der Wilcoxon-Test zum Einsatz.
Fir Uberlebensanalysen kamen Kaplan-Meier-Kurven und Log-Rank-Test sowie die uni- und
multivariable Cox-Regression zum Einsatz. Fiir die Uberlebensanalysen wurden die am Median
dichotomisierten miRNA-Level eingesetzt.

Vor Studienbeginn war eine Fallzahlschatzung gemaR dem Verfahren von Hsieh und Lavori
erfolgt (Hsieh und Lavori 2000). Hierbei angenommen wurden eine Power von 80 %, ein
Signifikanzniveau von 5%, eine Varianz der Exposition von 0,25 nach logarithmischer
Transformation, ein klinisch relevanter Effekt von HR = 2,3 bezogen auf Anderung (Abnahme)
des Ct um eine Einheit, Uberleben von 20 % der Studienpopulation und Korrelation von r = 0,7
zwischen zwei Parametern. Diese ergab eine Mindestzahl von 127 Patienten fiir eine nicht-
stratifizierte Auswertung (siehe Studienprotokoll). Der primare Endpunkt war hierbei das
Gesamtiiberleben der Patienten ab Beginn der Bestrahlung bis zum Versterben bzw. letzten
Kontakt in der Nachverfolgung. Diese Patientenzahl wurde innerhalb der Studie erreicht, daher
koénnen flr nicht-stratifizierte Berechnungen lber den primaren Endpunkt Aussagen lber die
statistische Signifikanz getroffen werden. Ein Signifikanzniveau von p < 0,05 wurde als statistisch
signifikant betrachtet. Fir andere Auswertungen nicht den primaren Endpunkt betreffend
erfolgte anhand des p-Wertes eine Einschatzung ob ein relevanter bzw. bedeutender Effekt

vorliegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung der ddPCR

Zu Beginn wurde die Auftrennung der Banden positiver und negativer Tropfchen sowie die
optimale Verdinnung fir die zu untersuchenden miRNA ermittelt. Wahrend sich die Banden
positiver und negativer Tropfchen der miR-16-5p, miR-29a-3p, miR-144-3p und -150-5p sehr gut
auftrennen lieBen, war eine Messung der miR-21-5p aufgrund einer unzureichenden
Auftrennung der Banden positiver und negativer Tropfchen auch nach Testung verschiedener
Verdinnungen und Annealing-Temperaturen nicht méglich. Die Analyse der miR-155-5p war
aufgrund niedriger Expressionslevel nicht durchfihrbar. Zu sehen sind reprasentative
Messungen der miR-150-5p, -155-5p und -21-5p mittels ddPCR (Abbildungen 6-8) verschiedener
Patientenproben. Es zeigt sich die deutliche Auftrennung positiver und negativer Tropfchen in
der Messung der miR-150-5p im Vgl. zu den niedrigen Leveln der miR-155-5p und der schlechten
Auftrennung der Tropfchen in der miR-21-5p.
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Abbildung 7. miR-155-5p, Verdiinnung 1:25, exemplarisch fiir Spender 2
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Abbildung 8. miR-21-5p, Verdiinnung 1:1000, exemplarisch fiir Spender 3

Um die optimale Verdiinnungsstufe zu ermitteln, wurde in sechs Verdiinnungsschritten von 1:25
bis 1:5000 gemessen. Es zeigte sich ein linearer Zusammenhang zwischen der Héhe der
Verdinnung und der mittels ddPCR bestimmten Konzentration mit R>-Werten von > 0,99 fiir die
miR-16-5p in drei von vier untersuchten Proben. Dieser Zusammenhang unterstreicht die
Validitat der Messergebnisse der miR-16-5p im eingesetzten Konzentrationsbereich. Ab
Verdinnungen von 1:1000 waren grofRere Abweichungen zu beobachten, daher wurde eine
Verdinnung von 1:250 fiir die Messung der miR-16-5p eingesetzt. Analog wurde fiir die miR-
29a-3p und -150-5p eine optimale Verdiinnung mit 1:25 und fir die miR-144-3p mit 1:100
ermittelt. In der folgenden Abbildung ist der Zusammenhang zwischen Verdiinnungsgrad und

per ddPCR ermittelter Konzentration exemplarisch fiir die miR-16-5p fiir Spender 4 dargestellt.
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Abbildung 9. Zusammenhang zwischen Verdiinnungsgrad und per ddPCR ermittelter Konzentration

Der Vergleich der Expressionslevel der vier untersuchten miRNA zeigte die hoéchsten
Expressionslevel fiir die miR-16-5p mit dem ca. 18-fachen der miR-29a-3p, 3-fachen der miR-
144-3p und 22-fachen der miR-150-5p. Die medianen Expressionslevel der vier miRNA sind in

der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abbildung 10. mediane Expressionslevel der gemessenen miRNA in Kopien/ng RNA (n = 455)

Die miR-16-5p wies hierbei im Patientenkollektiv ein medianes Expressionslevel von 19.609
Kopien/ng RNA auf, die miR-29a-3p von 1111 Kopien/ng RNA, die miR-144-3p von 5888
Kopien/ng RNA und die miR-150-5p von 872 Kopien/ng RNA.

Der Vergleich von RT-gPCR und ddPCR erfolgte an 30 Proben. Dabei zeigte sich ein
exponentieller Zusammenhang zwischen den per ddPCR ermittelten Kopien/ng RNA und den in
der RT-gPCR bestimmten Ct-Werten. Folgende Tabelle gibt die Exponentialfunktion zwischen
beiden Werten sowie deren R-Wert und die zugehdrigen p-Werte an.

Tabelle 2. Zusammenhang zw. RT-qPCR und ddPCR

miR-16-5p miR-29a-3p miR-144-3p miR-150-5p
f(Kopien/ng RNA): | y = 3E+09e0%*% | y = 5E+10e%3% | y = 2E+09e 04 | y = 7E+10e 0553
Ct
R%-Wert 0,73 0,93 0,78 0,96
p-Wert < 0,001 <0,001 <0,001 < 0,001

Die miR-29a-3p und -150-5p wiesen hierbei R:-Werte > 0,93 auf (p < 0,001). Diese Korrelation
spricht fur eine hohe Reproduzierbarkeit der gemessenen Werte und unterstreicht die Validitat
beider Messmethoden. Fiir die miR-16-5p und -144-3p waren die R:-Werte mit 0,73 bzw. 0,78
(p<0,001) deutlich niedriger. Dies weist auf die Notwendigkeit einer Normierung der
Messwerte der RT-gPCR mittels Referenzgen hin. Beispielhaft ist in Abbildung 11 der

Zusammenhang zwischen beiden PCR-Methoden fiir die miR-150-5p dargestellt.
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Abbildung 11. Korrelation ddPCR und RT-qPCR am Bsp. der miR-150-5p

In jedem Ansatz wurden zwei Vergleichskontrollen sowie eine Negativkontrolle mitgefiihrt. Die
Schwankungen der Kontrollproben fiir die miR-29a-3p, -144-3p und -150-5p wiesen eine
Standardabweichung von 11-23 % des Mittelwerts auf. Fiir die miR-16-5p ergab sich eine
deutlich hohere Standardabweichung von 55 % bzw. 78 % des Mittelwerts.

Um Unspezifitaten auszuschlieen, wurden die PCR-Produkte in ein Plasmid kloniert und
anschlieRend sequenziert. Dabei wurden die Sequenzen der einzelnen miRNA spezifisch
nachgewiesen.

Die Beziehung der miRNA-Level untereinander wurde nach Spearman-Rho untersucht. In dieser
Arbeit wurden Korrelationskoeffizienten von rs > 0,9 als sehr stark, von rs = 0,9-0,7 als stark, von
rs = 0,4-0,7 als moderat, von rs = 0,1-0,4 als schwach und von rs < 0,1 als unwesentlich bewertet
(Schober et al. 2018).

Mit einem Korrelationskoeffizienten von r.>0,8 wiesen die vier gemessenen miRNA
untereinander eine starke bis sehr starke Korrelation auf. Der starkste Zusammenhang innerhalb
der untersuchten miRNA bestand zwischen den miR-29a-3p und -150-5p (rs= 0,900) und der
geringste Zusammenhang lag zwischen den miR-144-3p und -150-5p vor (rs= 0,794). Folgende
Tabelle gibt die Korrelationskoeffizienten innerhalb der untersuchten miRNA an.

Tabelle 3. Korrelation der miRNA nach Spearman-Rho (n = 455)

miR-29a-3p miR-144-3p miR-150-5p
miR-16-5p rs 0,826 0,832 0,808
p-Wert < 0,001 <0,001 < 0,001
miR-29a-3p rs 0,850 0,900
p-Wert <0,001 < 0,001
miR-144-3p rs 0,794
p-Wert < 0,001
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Der Zusammenhang zwischen miR-29a-3p und -150-5p ist in Abbildung 12 grafisch als

Streudiagramm dargestellt und zeigt die Abhdngigkeit beider Expressionslevel voneinander.
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Abbildung 12. Streudiagramm der Expressionslevel von miR-29a-3p und -150-5p

Zusammenfassend wurden als erster Schritt der Etablierung der neuen PCR-Methode die
optimalen Versuchsbedingungen fiir die ddPCR ermittelt. Es zeigte sich, dass die miR-21-5p und
-155-5p nicht valide messbar waren. Fiir die anderen vier miRNA wurde die entsprechende
Verdiinnungsstufe ermittelt. Die miR-16-5p wies im Vergleich die hochsten Expressionslevel der
vier untersuchten miRNA auf. Im Vgl. mit der RT-qPCR ergab sich ein starker Zusammenhang
beider Messmethoden, insbesondere fiir die miR-29a-3p und -150-5p. Auch untereinander

wiesen die vier untersuchten miRNA starke bis sehr starke Korrelationen auf.

4.2 Einflussfaktoren — Hb-Wert, miRNA-Gesamtkonzentration und Lagerungsdauer

Der Einfluss des Hb-Werts im Plasma, der miRNA-Gesamtkonzentration der aus dem
Patientenplasma isolierten Probe und der Lagerungsdauer wurde durch den
Korrelationskoeffizienten nach Spearman-Rho quantifiziert. Der Hb-Wert der Studienproben lag
zwischen 0,0001 und 1,08 g/l mit einem medianen Hb-Wert von 0,027 g/I. Stark hamolytische
Proben mit einem Hb-Wert > 1 g/L waren in der vorliegenden Studie von den Untersuchungen
ausgeschlossen worden und 98 % aller Proben wiesen einen Hb-Wert von Hb < 0,25 g/L auf. Auf
die untersuchten miRNA war ein schwacher Effekt des Hb-Werts der Proben zu beobachten. Die
miRNA-Gesamtkonzentration lag zwischen 0,6 und 101,3 ng/ul mit einem medianen Wert von
8,0 ng/ul. Fur die miRNA-Gesamtkonzentration der Proben zeigte sich fir alle vier miRNA
ebenfalls ein schwacher Zusammenhang mit den gemessenen miRNA-Leveln. Die
Lagerungsdauer der Proben betrug zwischen 32 und 1234 Tagen mit einer medianen

Lagerungsdauer von 603 Tagen. Fir die Lagerungsdauer ergab sich eine schwache Korrelation
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mit den Expressionsleveln der miR-16-5p, -29a-3p und -150-5p und ein moderater

Zusammenhang zu denen der miR-144-3p. Es zeigten sich besonders innerhalb der Proben mit

einer Lagerungsdauer > 590 Tage geringere miRNA-Level. An diesen Proben waren bereits

Analysen erfolgt, sodass sie bereits aufgetaut worden waren. Dies ldsst schlussfolgern, dass

durch Lagerung und Auftauen der Proben ein Abbau der miRNA erfolgte.

Um einen Einfluss von Hb-Wert, miRNA-Gesamtkonzentration und Lagerungsdauer auf die

Uberlebensanalysen ausschlieBen zu kénnen, wurden die Faktoren als unabhingige Variablen in

der multivariablen Regressionsanalyse bericksichtigt. Folgende Tabelle zeigt die Korrelation

nach Spearman-Rho zwischen Hb-Wert, miRNA-Gesamtkonzentration und Lagerungsdauer mit

den miRNA-Leveln.

Tabelle 4. Korrelation zw. miRNA-Expressionsleveln und Einflussfaktoren (n = 455)

miR-16-5p miR-29a-3p miR-144-3p miR-150-5p

Hb-Wert rs 0,247 0,102 0,257 0,107

p-Wert | <0,001 0,030 <0,001 0,022
miRNA- rs -0,241 -0,233 -0,262 -0,252
Konzentration

p-Wert < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
Lagerungsdauer | r -0,335 -0,322 -0,449 -0,284

p-Wert < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

Insgesamt zeigte sich ein schwacher Effekt der Einflussfaktoren auf die miRNA-Expressionslevel.

AusschlieBlich auf die miR-144-3p zeigte sich ein moderater Effekt der Lagerungsdauer der

Proben.

Da die miR-144-3p den drei untersuchten Einflussfaktoren am starksten unterworfen war, sind

exemplarisch die Level dieser miRNA in Abhangigkeit des Hb-Werts,

Gesamtkonzentration und der Lagerungsdauer dargestellt (Abbildung 13—15).
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Abbildung 13. Level der miR-144-3p in Abh. des Hb-Werts [g/I]

der miRNA-
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4.3 Bewertung der miR-16-5p als potenzielle Referenz-miRNA fiir die RT-qPCR

Aufgrund der haufigen Verwendung der miR-16-5p als Referenzgen fiir zirkulierende miRNA in

der RT-gPCR wurde die Werteverteilung der miR-16-5p genauer analysiert. Die Streuungsmalie

der miR-16-5p in den untersuchten Patientenproben sind in der folgenden Tabelle dargestellt:

Tabelle 5. Lagemafe der miR-16-5p (n = 455)

Kollektiv
Mittelwert [Kopien/ng RNA] 71.673
Median [Kopien/ng RNA] 19.609
Minimum [Kopien/ng RNA] 0
Maximum [Kopien/ng RNA] 1.460.965
Standardabweichung/Mittelwert [%)] 211
Standardfehler des Mittelwerts/Mittelwert [%] 10
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Es zeigte sich eine Standardabweichung von 211 % vom Mittelwert. Einzelne Patientenproben
weisen besonders hohe Expressionslevel vom 20-fachen des Mittelwerts bzw. sehr geringe Level
nahe der Nachweisgrenze auf. Die Schwankungen der miRNA-Expressionslevel der NSCLC-
Patientenkohorte sind fiir die miR-16-5p insgesamt als hoch zu bewerten. Abbildung 16 zeigt die

Werteverteilung der miR-16-5p im Studienkollektiv.
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Abbildung 16. Histogramm der Verteilung der miR-16-5p

Aufgrund der starken Schwankungen der Werte der miR-16-5p sowie der starken Korrelationen
der miRNA untereinander (rs > 0,8) ist die miR-16-5p nicht als geeignetes Referenzgen fiir die

RT-gPCR in diesem Kollektiv zu betrachten.

4.4 \Vergleich von Patientenproben und Blutspendern

Es erfolgte ein Vergleich der Blutspender mit den NSCLC-Patientenproben vor Bestrahlung.
Zwischen Blutspendern und Patienten zeigten sich Unterschiede im Mann-Whitney-U-Test. Im
Gesamtvergleich aller Patienten vor Bestrahlung (n = 178) und der Blutspender (n = 30) zeigten
sich relevante Unterschiede in den Expressionsleveln der miR-16-5p (p =0,001), -144-3p
(p<0,001) und -150-5p (p<0,001). Die Patientenproben wiesen hierbei hohere
Expressionslevel auf. Fiir die miR-29a-3p zeigte sich kein bedeutender Unterschied (p = 0,143).
Da eine inverse Korrelation der miRNA-Expressionslevel mit der Lagerungsdauer der Proben
vorlag (s. Tabelle 4, Abbildung 15), wurde ein getrennter Vergleich der 3&lteren
(Lagerungsdauer >590 Tage) und bereits fir andere Untersuchungen aufgetauten
Patientenproben (NSCLC-1) mit jlingeren (Lagerungsdauer <590 Tage) bisher nicht
untersuchten Patientenproben (NSCLC-2) und den Blutspendern durchgefiihrt. Die Proben der
Blutspender waren langfristig gelagert und fiir andere Analysen aufgetaut worden. Zwischen der

Gruppe NSCLC-1 (n = 86) und den Blutspendern (n = 30) ergab sich fiir keine der untersuchten
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miRNA ein relevanter Unterschied. Die Gruppe NSCLC-2 (n=92) wies jedoch im Vgl. mit
Blutspendern aber auch mit NSCLC-1 bedeutend héhere Expressionslevel aller vier untersuchten
miRNA (p < 0,001) auf. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass unterschiedliche Expressionslevel
der untersuchten miRNA zwischen NSCLC-Patienten (gesamte Gruppe) und Blutspendern nicht
durch tumorentitatsspezifische Merkmale begriindet werden kénnen, sondern moglicherweise
auf praanalytische Einflussfaktoren zuriickgefiihrt werden miissen. Diese Verteilung ist in der

folgenden Abbildung dargestellt.
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Abbildung 17. Vgl. der Expressionslevel zw. Blutspendern, NSCLC-1 und NSCLC-2

4.5 Korrelationen der miRNA-Expressionslevel zu klinischen Parametern

Der Zusammenhang zwischen klinischen Parametern und den miRNA-Expressionsleveln wurde
mittels Mann-Whitney-U-Test, der Korrelation nach Spearman-Rho sowie mittels Kruskal-Wallis-
Test untersucht. Es erfolgte eine Analyse des Zusammenhangs zwischen den miRNA-
Expressionsleveln mit Alter, Geschlecht und UICC-Stadium der Patienten.

Pratherapeutisch (TO) ergaben sich keine Unterschiede der Expressionslevel zwischen Mannern
(n =125) und Frauen (n =53). Nach Bestrahlung mit 20 Gy (T1) wiesen mannliche Patienten
(n=88) im Vgl. zu weiblichen Patienten (n=42) héhere Expressionslevel der miR-29a-3p
(p=0,032) auf. Die miR-16-5p, -144-3p und 150-5p zeigten zu diesem Zeitpunkt keine
Expressionsunterschiede. Nach Ende der Bestrahlung (T2) ergab sich ebenfalls kein Unterschied
der vier untersuchten miRNA zwischen Mannern und Frauen.

Zwischen dem Alter des Patienten und den miRNA-Expressionsleveln ergab sich zu keinem

Messzeitpunkt eine relevante Korrelation nach Spearman-Rho.
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Mittels Kruskal-Wallis-Test wurden die Expressionslevel zwischen den UICC-Stadien I-IV
verglichen. Vor der Bestrahlung (TO) sowie nach Bestrahlung mit 20 Gy (T1) ergaben sich keine
Unterschiede fiir alle vier miRNA. Nach Ende der Bestrahlung (T2) zeigten sich Unterschiede in
den Expressionsleveln der miR-29a-3p (p = 0,010), miR-144-3p (p = 0,030) und der miR-150-5p
(p=0,005). Patienten mit fortgeschrittenem UICC-Stadium wiesen hierbei niedrigere
Expressionslevel auf. Fir die miR-16-5p ergaben sich keine Unterschiede nach Ende der
Bestrahlung. In Abbildung 18 ist die Verteilung der miR-29a-3p, -144-3p und -150-5p Uber die
UICC-Stadien -1V nach Ende der Bestrahlung (T2) dargestellt.
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Abbildung 18. Verteilung der miR-29a-3p und -150-5p iiber die UICC-Stadien nach Ende der Bestrahlung

Die Haufigkeitsverteilung der UICC-Stadien zu den Messzeitpunkten ist in Tabelle 6
wiedergegeben:

Tabelle 6. Hdufigkeitsverteilung der einzelnen UICC-Stadien iiber die drei Messzeitpunkte

UICC I uIcCll uviccl uvicC IV
T0 n=20 n=14 n=61 n=73
T1 n=4 n=9 n=>53 n=57
T2 n=16 n=9 n=>52 n =60

In der Analyse des Zusammenhangs der miRNA-Expressionslevel mit klinischen Parametern
ergab sich kein wesentlicher Zusammenhang zu Alter und Geschlecht der Patienten.
Insbesondere nach Bestrahlung zeigten sich Unterschiede in den Expressionsleveln der miRNA
zwischen den UICC-Stadien. Dabei wiesen Patienten mit fortgeschrittenem UICC-Stadium

geringere Expressionslevel im Vgl. zu den Patienten mit niedrigem UICC-Stadium auf.
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4.6 Gesamtiiberleben

Es wurden Uberlebensanalysen mittels Kaplan-Meier-Analyse und Log-Rank-Test fiir die
untersuchten miRNA zu den drei Messzeitpunkten durchgefiihrt. Das Gesamtiiberleben im
Patientenkollektiv war hierbei der primare Endpunkt der Studie. In diesem Abschnitt werden
Aussagen Uber die statistische Signifikanz gemacht (s. o.).

Fiir die Auswertung wurden die miRNA-Level am Median dichotomisiert. Vor der Bestrahlung
zeigten sich keine Unterschiede im Uberleben zwischen Patienten mit hohen (> Median) bzw.
niedrigen (< Median) Expressionsleveln fir alle vier untersuchten miRNA. Nach einer
Bestrahlung mit 20 Gy zeigte sich ein signifikanter Unterschied fiir die miR-29a-3p (p = 0,034).
Nach Ende der Radiatio ergaben sich signifikante Unterschiede fiir die miR-144-3p (p = 0,026)
bzw. ein Trend der miR-16-5p (p =0,061) und miR-29a-3p (p = 0,071). Patienten mit miRNA-
Leveln oberhalb des Medians wiesen ldngere Uberlebenszeiten auf. In den Abbildungen 19-22
sind die Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier anhand der dichotomisierten miRNA-Level
dargestellt. In den Tabellen 7-10 sind die Patientenzahlen in beiden Gruppen sowie die
medianen Uberlebenszeiten aufgetragen.
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Abbildung 19. Uberleben nach Kaplan-Meier nach der miR-29a-3p zum Zeitpunkt T1
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Tabelle 7. Zahl der Patienten nach miR-29a-3p-Expressionslevel zum Zeitpunkt T1

Monat miR-29a-3p < Median miR-29a-3p = Median
kumulative verbliebene kumulative verbliebene
Ereignisse Falle Ereignisse Falle

10 34 24 24 34

20 40 11 32 19

30 44 3 34 9

40 44 36 3

mediane Uberlebenszeit 7;(2,2-11,8) 16; (10,1-21,9)

[Mo]; (95 %-Kl)

2) miR-16-5p zum Zeitpunkt T2
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Abbildung 20. Uberleben nach Kaplan-Meier nach der miR-16-5p zum Zeitpunkt T2

Tabelle 8. Zahl der Patienten nach miR-16-5p-Expressionslevel zum Zeitpunkt T2

Monat miR-16-5p < Median miR-16-5p 2 Median
kumulative verbliebene kumulative verbliebene
Ereignisse Falle Ereignisse Falle

10 35 33 23 41

20 45 18 32 19

30 48 11 34 6

40 51 5 35

mediane Uberlebenszeit | 11; (5,6-16,4) 20; (7,8-32,2)

[Mo]; (95 %-Kl)
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3) miR-29a-3p zum Zeitpunkt T2
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Abbildung 21. Uberleben nach Kaplan-Meier nach der miR-29a-3p zum Zeitpunkt T2

Tabelle 9. Zahl der Patienten nach miR-29a-3p-Expressionslevel zum Zeitpunkt T2

Monat miR-29a-3p < Median miR-29a-3p 2 Median
kumulative verbliebene kumulative verbliebene
Ereignisse Falle Ereignisse Falle

10 35 33 23 41

20 45 17 32 20

30 47 10 35

40 50 4 36 3

mediane Uberlebenszeit | 11; (3,6-18,4) 21;(9,9-32,1)

[Mo]; (95 %-Kl)
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4) miR-144-3p zum Zeitpunkt T2
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Abbildung 22. Uberleben nach Kaplan-Meier nach der miR-144-3p zum Zeitpunkt T2

Tabelle 10. Zahl der Patienten nach miR-144-3p-Expressionslevel zum Zeitpunkt T2

Monat miR-144-3p < Median miR-144-3p 2 Median
kumulative verbliebene kumulative verbliebene
Ereignisse Falle Ereignisse Falle

10 36 34 22 40

20 47 19 30 18

30 50 13 32 4

40 54 5 32 2

mediane Uberlebenszeit | 10; (3,1-16,9) 21; (6,1-35,9)

[Mo]; (95 %-Kl)

Mittels univariabler Cox-Regressionsanalyse wurde das Risiko zu versterben in Abhangigkeit der

Plasma-Expressionslevel der miRNA quantifiziert. Fiir die miR-29a-3p zum Zeitpunkt T1 ergab

sich eine Hazard-Ratio von HR = 1,58 (p = 0,041) und fiir die miR-144-3p zum Zeitpunkt T2 ergab

sich eine Hazard-Ratio von HR = 1,61 (p = 0,030).

Die miRNA-Gesamtkonzentration, der Hb-Wert und die Lagerungsdauer beeinflussten die

prognostische Relevanz der miRNA nicht. Die Hazard-Ratio der univariablen Cox-Regression fiir

die miRNA, welche eine Assoziation mit dem Gesamtiiberleben bzw. einen Trend aufzeigten, ist

in Tabelle 11 dargestellt.
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Tabelle 11. univariable Cox-Regressionsanalyse der dichotomisierten miRNA-Level

miRNA Zeitpunkt | Anzahl | Hazard-Ratio | 95 %-KI p (HR) p (Modell)
29a-3p T1 128 1,58 1,02-2,46 0,041 0,039
16-5p T2 144 1,48 0,97-2,27 0,068 0,067
29a-3p T2 144 1,46 0,96-2,22 0,078 0.077
144-3p T2 144 1,61 1,05-2,49 0,030 0,029

Es erfolgte eine multivariable Cox-Regressionsanalyse unter Einbeziehung des Patientenalters,
des Geschlechts und des UICC-Stadiums. In der univariablen Regressionsanalyse hatte sich das
UICC-Stadium (HR = 1,49; p < 0,001) als signifikant mit dem Gesamtiberleben assoziiert gezeigt.
Alter und Geschlecht zeigten sich in der univariablen Regressionsanalyse nicht mit dem
Gesamtuberleben assoziiert.

Die multivariable Cox-Regressionsanalyse zeigte eine vom UICC-Stadium abhangige
prognostische Bedeutung der Expressionslevel der miR-29a-3p nach Bestrahlung mit 20 Gy (T1)
(HR=1,32; p=0,228) und der miR-144-3p nach Ende der Bestrahlung (T2) (HR=1,52;
p = 0,059). In der multivariablen Regression zeigten sich diese miRNA nicht als signifikant mit
dem Gesamtiiberleben assoziiert.

In Tabelle 12 sind jeweils die Ergebnisse der multivariablen Cox-Regression fiir die miRNA-
Expressionslevel adjustiert nach Alter, Geschlecht und UICC-Stadium dargestellt.

Tabelle 12. Multivariable Cox-Regression ausgewdihlter miRNA

miRNA Zeitpunkt | Anzahl | Hazard-Ratio | 95 %-KI p (HR) p (Modell)
miR-29a-3p | T1 128 1,32 0,84-2,06 0,228 0,004
miR16-5p T2 144 1,41 0,92-2,17 0,114 <0,001
miR-29a-3p | T2 144 1,43 0,94-2,18 0,099 <0,001
miR144-3p | T2 144 1,52 0,98-2,35 0,059 <0,001

Es erfolgte eine Zusammenfassung der dichotomisierten Expressionslevel aller vier miRNA in
einer kombinierten Variable (KmiR). Diese wurde in zwei Gruppen eingeteilt: (1) Patienten, bei
denen alle vier miRNA Expressionslevel unterhalb des Medians aufweisen (n=66) und (2)
Patienten, bei denen mindestens eine miRNA Expressionslevel oberhalb des Medians zeigte
(n=112).

Wahrend die Kombination der vier miRNA im Log-Rank-Test vor Beginn der Strahlentherapie
keine prognostische Bedeutung aufwies, zeigte sich nach Bestrahlung mit 20 Gy (T1) ein Trend
(p=0,079) und nach Ende der Radiotherapie eine prognostische Bedeutung fur das
Gesamtiberleben (p = 0,002).
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In Abbildung 23 ist das kumulative Uberleben der Studienpopulation in Abhingigkeit der

Kombination aller vier miRNA (KmiR) nach Ende der Bestrahlung (T2) fiir die Gruppen (1) und (2)

dargestellt.
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Abbildung 23. Uberleben nach Kaplan-Meier nach KmiR zum Zeitpunkt T2

Tabelle 13. Patienten in den Gruppen (1) und (2) der KmiR zum Zeitpunkt T2

Monat (1) (2)
kumulative verbliebene kumulative verbliebene
Ereignisse Falle Ereignisse Falle

10 28 19 30 55

20 35 11 42 26

30 36 8 46 9

40 39 3 47

mediane Uberlebenszeit | 6; (1,2-10,6) 21; (13,2-28,8)

[Mo]; (95 %-Kl)

Es zeigt sich ein signifikant besseres Uberleben in der Gruppe (2), in welcher nach Ende der
Bestrahlung mindestens eine miRNA Expressionslevel oberhalb des Medians aufwies.

Die Cox-Regression erbrachte eine Hazard-Ratio von 1,92 (p = 0,002; 95 %-KI = 1,26-2,93) fiir die
dichotome Kombination der vier miRNA. Diese zeigte sich ebenfalls unabhdngig von den
Einflussfaktoren Hb-Wert, miRNA-Gesamtkonzentration und Lagerungsdauer.

In der multivariablen Cox-Regression ergab sich fiir die Kombination der miRNA eine von Alter,
Geschlecht und UICC-Stadium unabhangige prognostische Bedeutung. Die Ergebnisse der
Regressionsanalysen mit Adjustierung nach Alter (1), Geschlecht (2) und UICC-Stadium (3) sowie

den drei Variablen gemeinsam (4) sind in Tabelle 14 dargestellt. Die Spalten geben jeweils die
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Variable an, welche neben der Kombination der miRNA (KmiR) in die multivariable Regression
aufgenommen wurde. In den Zeilen finden sich die jeweils berechneten Hazard Ratios und
entsprechenden p-Werte.

Tabelle 14. Multivariable Cox-Regression der KmiR adjustiert fiir Alter, Geschlecht und UICC-Stadium

4) Alter, Geschlecht,

1) Alter 2) Geschlecht 3) UICC-Stadium |UICC-Stadium
KmiR TO HR =0,85 HR =0,84 HR =0,97 HR=0,91
p=0,478 p=0,424 p=0,892 p =0,690
KmiR T2 HR = 2,01 HR = 2,00 HR = 1,92 HR =1,98
p = 0,002 p = 0,002 p = 0,004 p =0,002
Alter HR = 0,99 HR =1,01
p = 0,906 p=0,326
Geschlecht HR =0,62 HR =0,56
p = 0,066 p =0,030
UICC-Stadium HR =1,50 HR=1,61
p < 0,001 p < 0,001
p (Modell) p=0,017 p = 0,003 p < 0,001 p < 0,001

Es zeigte sich, dass die Kombination der vier miRNA zum Zeitpunkt T2 sowohl einzeln von den
Faktoren Alter, Geschlecht und UICC-Stadium als auch im Gesamtmodell prognostisch
unabhangig ist. Patienten, in welchen nach Ende der Radiatio mindestens eine der vier
einbezogenen miRNA Expressionslevel oberhalb des Medians aufwies (2), hatten ein etwa halb
so grolSes Risiko zu versterben im Vgl. zu Patienten, in welchen alle miRNA Expressionslevel
unterhalb des Medians aufwiesen (1).

Zusammenfassend zeigte sich nach Bestrahlung mit 20 Gy bzw. nach Ende der Radiotherapie
eine prognostische Bedeutung sowohl einzelner miRNA als der Kombination der vier
untersuchten miRNA. Patienten mit héheren miRNA-Expressionsleveln wiesen das bessere
Gesamtiiberleben auf. Im Gegensatz zu den einzelnen miRNA zeigte sich die Kombination der

vier miRNA als vom UICC-Stadium unabhéangiger Prognosemarker.

4.7 Analyse der miRNA-Expressionslevel in Abhdngigkeit vom Therapiezeitpunkt

Im Patientenkollektiv lagen Proben von 178 Patienten vor Bestrahlung, von 130 Patienten nach
der Bestrahlung mit 20 Gy und von 147 nach Ende der Bestrahlung vor. 110 Patienten wurden
zu allen drei Messzeitpunkten erfasst.

Die folgenden Verlaufsanalysen der miRNA-Expressionslevel wurden an den Patienten
durchgefiihrt, von welchen Daten zu allen drei Zeitpunkten erfasst wurden (n = 110). Fir die

miR-150-5p ergaben sich mittels Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben relevante
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Unterschiede zwischen den drei Behandlungszeitpunkten. Es zeigte sich sowohl zwischen
Zeitpunkt TO und T1 (p = 0,042), TO und T2 (p < 0,001) als auch zwischen T1 und T2 (p < 0,001)
eine Abnahme der miR-150-5p. Fiir die miR-150-5p ergab sich ein medianer Fold Change (FC)
von FCryro = 0,82 und von FCrz/ro = 0,58 und von FCry/r1 = 0,57. In Abbildung 24 ist der Verlauf
der miR-150-5p fir die 110 Patienten als Spaghetti-Plot dargestellt.
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Abbildung 24. Spaghetti-Plot der Verteilung der miR-150-5p iiber die Messzeitpunkte TO, T1 und T2

Fir die miR-16-5p, -29a-3p und -144-3p ergaben sich im Wilcoxon-Test keine relevanten
Anderungen zwischen den Therapiezeitpunkten TO, T1 und T2. Der mediane Fold Change
zwischen den Zeitpunkten TO und T1 bzw. TO und T2 lag bei FCri/ro = 1,07; FCryr0 = 1,12 fiir die
miR-16-5p, bei FCriymo= 0,92; FCro= 1,08 fiur die miR-29a-3p und bei FCrymo= 1,21;
FCromro = 1,26 fiir die miR-144-3p. Zu sehen sind die Level der miR-16-5p, -29a-3p, -144-3p
und -150-5p zu den drei Messzeitpunkten in den Abbildungen 25-28.
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Abbildung 25. mediane Expressionslevel miR-16-5p im Therapieverlauf
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Abbildung 26. mediane Expressionslevel miR-29a-3p im Therapieverlauf
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Abbildung 27. mediane Expressionslevel miR-144-3p im Therapieverlauf
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Abbildung 28. mediane Expressionslevel miR-150-5p im Therapieverlauf
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Es erfolgte eine getrennte Auswertung der Veranderungen wahrend der Radiotherapie in
Abhangigkeit vom UICC-Stadium. Hierflir wurden alle Patientenproben einbezogen. Fiir die miR-
29a-3p und -150-5p zeigte sich im Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben einen Abfall unter
Bestrahlung besonders in den Patienten mit fortgeschrittenem UICC-Stadium. Die Ergebnisse fiir
die Veranderungen nach UICC-Stadium fiir die miR-150-5p sind in der folgenden Tabelle
dargestellt und es ist jeweils die Anzahl (n) der verbundenen Stichproben angegeben.

Tabelle 15. Anderung der Level der miR-150-5p zu den Messzeitpunkten in Abh. vom UICC-Stadium

UICC-Stadium TO/T1 TO/T2 T1/T2
UICC I, Il n 13 25 10
p-Wert 0,221 0,493 0,508
uICCIIl n 53 52 46
p-Wert 0,025 0,003 0,017
UICC IV n 57 60 47
p-Wert 0,036 <0,001 0,016

Fiir die miR-150-5p ergab sich fur Patienten mit UICC-Stadium Ill und IV zu allen untersuchten
Zeitpunkten ein bedeutender Abfall der Expressionslevel, wahrend sich fiir Patienten mit UICC-
Stadium | und Il keine relevanten Veranderungen unter Bestrahlung zeigten. Fiir die miR-29a-3p
zeigte sich fur Patienten mit UICC-Stadium IV ein Abfall unter Bestrahlung zwischen den
Zeitpunkten TO und T2 (p=0,015; n=60) und im Trend auch ein Abfall zwischen den
Zeitpunkten T1 und T2 (p = 0,054; n = 47). Fiir Patienten mit UICC-Stadium I, Il oder Ill ergab sich
fir die miR-29a-3p keine relevante Anderung der Expressionslevel. Dargestellt sind die

Expressionslevel der miR-29a-3p zu den drei Messzeitpunkten fiir Patienten mit UICC-Stadium
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Abbildung 29. miR-29a-3p zu den drei Messzeitpunkten fiir Patienten mit UICC-Stadium IV (n = 47)
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Fir die miR-16-5p und -144-3p ergab sich keine relevante Anderung der Expressionslevel
wahrend einer Radiotherapie in der nach UICC-Stadium aufgetrennten Analyse.

Der Vergleich von NSCLC-Patienten mit ansteigenden, gleichbleibenden bzw. abfallenden
miRNA-Leveln wahrend bzw. nach einer Strahlentherapie erbrachte keinen Einfluss auf die
prognostische Bedeutung der miRNA. Auch die Richtung der Anderung der Expressionslevel
unter Radiotherapie selbst hatte keine prognostische Bedeutung fiir das Gesamtiiberleben. Fiir
die miR-150-5p ergab sich weder innerhalb der Patienten mit steigenden noch mit fallenden
Expressionsleveln unter Therapie eine prognostische Bedeutung.

Insgesamt zeigte unter den untersuchten miRNA die miR-150-5p eine Anderung unter Radiatio
mit abfallenden Expressionsleveln zwischen den Messzeitpunkten insbesondere innerhalb der
Patienten mit fortgeschrittenem UICC-Stadium Il und IV und fiir die miR-29a-3p ein Abfall der

Expressionslevel innerhalb der Patienten mit UICC-Stadium IV.
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5 Diskussion

5.1 Zusammensetzung des Studienkollektivs

Die Zusammensetzung des Studienkollektivs entspricht der Alters- und Geschlechtsstruktur der
NSCLC-Patienten in Deutschland. Mit einem Frauenanteil von 30 % liegt es etwas unter dem
Anteil von ca. 40 % aller Frauen unter den Neuerkrankten im Jahr 2019 in Deutschland. Das
mediane Alter von 69 Jahren im Studienkollektiv spiegelt das mediane Erkrankungsalter von 69
bzw. 70 Jahren fir Frauen bzw. Manner in Deutschland wider (Robert Koch-Institut 2016),
(Zentrum fir Krebsregisterdaten 2020). Die mediane Dosis von 60 Gy stimmt mit den aktuellen
Richtlinien zur Strahlentherapie des NSCLC {iberein (S3-Leitlinie 2018). Der Anteil der Patienten
mit UICC-Stadium Il oder IV entspricht mit 75 % (34 % Stadium lll; 41 % in Stadium 1V) der
Verteilung der NSCLC-Patienten in Deutschland (Stand 2013/2014) mit 73 % (22 % Stadium l;
51 % in Stadium V) (Kraywinkel und Schonfeld 2018). Die Patientenkohorte kann somit als
reprasentativ angesehen werden und es kann von einer Validitdt der Studienergebnisse fir

Patienten mit NSCLC in Deutschland ausgegangen werden.

5.2 Quantifizierung zirkulierender miRNA und Etablierung der ddPCR

In der vorliegenden Arbeit erfolgte innerhalb eines Kollektivs aus Bronchialkarzinompatienten
unter Bestrahlung die Analyse zirkulierender miRNA mittels droplet digital PCR (ddPCR). Zu
Beginn erfolgte die Etablierung der Methodik.

In verschiedenen Untersuchungen zu zirkulierenden miRNA wurde kein Unterschied zwischen
Serum- und Plasma-Leveln gefunden und beide als potenzielle Medien der Charakterisierung
von Biomarkern bewertet (Kroh et al. 2010), (Mitchell et al. 2008). Da Plasma generell die
haufiger gewahlte Ausgangssubstanz ist, bietet es die bessere Vergleichbarkeit mit anderen
Studien und wurde daher in der vorliegenden Studie als Ausgangssubstanz gewahlt.
Untersuchungen zirkulierender miRNA zeigten, dass der Schritt der miRNA-Extraktion aus dem
Plasma besonders fehleranfillig ist, wobei die Autoren das miRVana™ PARIS™-Kit (Ambion)
nutzten (McDonald et al. 2011). In der vorliegenden Studie wurde zur miRNA-Isolation das
Saulen-basierte miRNeasy Kit (Qiagen) verwendet, mit welchem im Vgl. zum miRVana™ PARIS™-
Kit hhere miRNA-Ertrage erzielt werden konnten (Kroh et al. 2010). MiRNA liegen in Plasma
und Serum nur in geringen Konzentrationen vor, sodass sich einige Studien auf eine definierte
Menge an Plasma bzw. Serum beziehen (Mitchell et al. 2008), (Weber et al. 2010).

Die Messung der miRNA-Gesamtkonzentration erfolgte fiir die vorliegende Arbeit
spektrometrisch am Nanodrop 2000c. Hierbei ist es moglich, auch sehr geringe Mengen an
miRNA zu detektieren, fiir RNA wird die Nachweisgrenze bei 1,6 ng/ul angegeben (Thermo

Fisher Scientific 2017). Die spektrometrische Konzentrationsbestimmung ist fur zirkulierende
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miRNA ein etabliertes Messverfahren (Garcia-Elias et al. 2017), (Jeong et al. 2011), (Templin et
al. 2011).

In der vorliegenden Arbeit schwankte die miRNA-Ausbeute aus dem Plasma ca. um das
100-fache (1-100 ng/pl). Durch eine Einstellung der Proben auf eine Konzentration von 1 ng/ul
konnte der Einfluss der miRNA-Gesamtkonzentration der extrahierten miRNA auf die
gemessenen miRNA-Expressionslevel minimiert werden.

Zur Quantifizierung der zirkulierenden miR-16-5p, -21-5p, -29a-3p, -144-3p, -150-5p und -155-
5p wurde die droplet digital PCR (ddPCR) eingesetzt. Diese PCR-Methode benétigt im Gegensatz
zur RT-qPCR kein Referenzgen, da Uber eine Auftrennung der Probe in viele kleine Tropfchen
eine absolute Quantifizierung der gemessenen miRNA erfolgt.

Die miR-16-5p, -29a-3p, -144-3p und -150-5p lieRen sich mit der angewendeten Methodik per
ddPCR valide quantifizieren. Die miR-21-5p und -155-5p konnten in den aktuellen
Untersuchungen per ddPCR nicht gemessen werden. Trotz Anwendung verschiedener
Annealingtemperaturen und Verdinnungsstufen war keine valide Auftrennung der Proben in
positive und negative Tropfchen fiir die miR-21-5p méglich. Ahnliche Ergebnisse in Bezug auf die
miR-21-5p erzielte B. Schmidt, welche wie in der vorliegenden Studie eine Annealingtemperatur
von 58 °C verwendete (Schmidt 2020). Anderen Autoren hingegen gelang es, die miR-21 mittels
ddPCR in Serum von NSCLC-Patienten im Friihstadium zu detektieren (Campomenosi et al.
2016). Es scheint, dass die eingesetzten Versuchsbedingungen, Chemikalien und Kits weiter zu
optimieren sind. Aufgrund der geringen Konzentration der miR-155-5p im Plasma von NSCLC-
Patienten lieBen sich bei einer Verdiinnung von 1:25 keine positiven Signale detektieren. Die
Expressionslevel der miR-155-5p waren in diesem Studienkollektiv demnach zu niedrig, um sie
per ddPCR zu detektieren. In einer Studie von Beheshti gelang es, die miR-155-5p erfolgreich per
ddPCR in Serumproben von Lymphompatienten zu bestimmen (Beheshti et al. 2019). Fir
weitere Untersuchungen der miR-155-5p in NSCLC-Patienten sind groRere Mengen an
Ausgangsmaterial notwendig, um eine geringere Verdiinnung einsetzen zu kénnen. Von den
sechs ausgewdhlten miRNA konnten in diesem Kollektiv somit vier miRNA mittels ddPCR im
Plasma von NSCLC-Patienten bestimmt werden.

Zwischen der miR-16-5p, -29a-3p, -144-3p und -150-5p wurde im Studienkollektiv ein starker
Zusammenhang mit Korrelationskoeffizienten von r,=0,794-0,900 festgestellt. Laut der
Datenbank miRBASE sind bisher keine Korrelationen der vier untersuchten miRNA bekannt.
Weitere Untersuchungen scheinen notwendig, um den Zusammenhang der hier analysierten
miRNA zu bestatigen.

Es erfolgte ein Vergleich der Detektionsmethoden RT-gPCR und ddPCR. In der vorliegenden

Studie wurde fiir die untersuchten miRNA ein exponentieller Zusammenhang zwischen den Ct-
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Werten der RT-qPCR und den per ddPCR ermittelten Konzentrationen in den Patientenproben
gefunden. Fiir die miR-29a-3p und -150-5p ergaben sich sehr starke Zusammenhinge (R? = 0,93
bzw. 0,96; p < 0,001). Geringere Zusammenhange zeigten sich fur die miR-16-5p und -144-3p
(R*=0,73 bzw. 0,78; p < 0,001).

Die eigenen Ergebnisse bestatigen den von anderen Autoren nachgewiesenen Zusammenhang
zwischen beiden PCR-Methoden. Vergleichbare R-Werte fiir den Zusammenhang zwischen RT-
gPCR und ddPCR fanden Campomenosi etal. fir 85 Serumproben von
Bronchialkarzinompatienten und gesunden Kontrollen fiir die miR-21, -126 und let-7a mit R
Werten von 0,95-0,98 (p < 0,001) (Campomenosi et al. 2016). Fiir die Messung der Viruslast in
Plasmaproben von CMV-infizierten Patienten ergab sich ebenfalls ein starker Zusammenhang
beider Messmethoden mit einem R>-Wert > 0,93 (Hayden et al. 2013). Dass die R%-Werte in der
vorliegenden Arbeit nicht Werte > 0,99 erreichten, ist ein Hinweis auf die in der RT-qPCR
notwendige Normierung der Ct-Werte mittels Referenzgen.

Eine absolute Quantifizierung in der RT-qPCR erfolgt i. d. R. nur nach Normierung mittels eines
stabil exprimierten Referenzgens. Als Referenzgen fiir die RT-gPCR werden bspw. kiinstlich
hinzugesetzte-Spike-In-Kontrollen, die mittlere Gesamt-miRNA oder einzelne, stabil exprimierte
miRNA eingesetzt. Fir zirkulierende miRNA konnte bisher keine einheitlich angewandte
Referenz im Plasma gefunden werden. Da von unterschiedlichen Autoren verschiedene
Methoden zur Normierung der Analysen zirkulierender miRNA mittels RT-qPCR eingesetzt
wurden, ist die Vergleichbarkeit der Studien zu diesem Thema einschrankt. Die ddPCR besitzt
gegeniber der RT-gPCR den groRen Vorteil, keine Referenz fiir eine absolute Quantifizierung zu

benétigen.

5.3 Eignung der miR-16-5p als Referenzgen

Ein haufig genutztes Referenzgen im Plasma flr Untersuchungen zu miRNA in Krebspatienten
mittels RT-qPCR ist die miR-16-5p (Chim et al. 2008), (Kroh et al. 2010), (Lawrie et al. 2008),
(Song et al. 2012).

Gegen die Eignung der miR-16-5p als Referenzgen fiir miRNA-Analysen im Plasma spricht die
Beeinflussung der Werte durch eine Hamolyse (Jacob et al. 2013), (Kirschner et al. 2013),
(McDonald et al. 2011), (Pizzamiglio et al. 2017), (Yamada et al. 2014). Ein Referenzgen sollte
unabhangig von dulleren Einflussfaktoren sein, da die Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen
Studien durch ein unterschiedliches Ausmal} an Hamolyse beeintrachtigt sein kann.

Sowohl in Patientinnen mit Mamma-Karzinom als auch in gesunden Spendern zeigte die miR-16

eine hohe interindividuelle Variabilitdt im Plasma (Cookson et al. 2012), (McDonald et al. 2011).
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Auch die Tatsache, dass die miR-16-5p im Plasma von Tumorpatienten herunter- bzw.
hochreguliert sein kann (s. u.), stellt ihre Eignung als Referenzgen weiter infrage.

Die Studienlage zur Eignung der miR-16-5p als Referenzgen der RT-gPCR im Plasma ist demnach
sehr heterogen. In diesem Patientenkollektiv fand sich eine starke Korrelation der miR-16-5p zu
den anderen untersuchten miRNA, was ebenfalls gegen die Eignung als Referenzgen spricht.
Angesichts der starken Schwankung der Expression im Studienkollektiv, des Einflusses einer
Hamolyse auf die miR-16-5p und eine mogliche Hoch- oder Herunterregulation in
Tumorpatienten scheint sie als Referenzgen in diesem Kollektiv und fiir andere Studien zu
zirkulierenden miRNA nicht geeignet zu sein.

Daher sind die Ergebnisse von Studien, welche die miR-16-5p als Referenz fir die RT-qPCR
nutzen, zu hinterfragen. Dieses Beispiel unterstreicht die Schwierigkeit, geeignete Referenzgene
fur Analysen von miRNA im Plasma zu finden. Auch angesichts von EinflussgroBen wie Hamolyse
oder Lagerungszeiten auf die Ergebnisse von sowohl RT-gPCR als auch ddPCR liegt nur eine
bedingte Aussagekraft und Vergleichbarkeit von verschiedenen Studien mit uneinheitlicher
Methodik vor.

Insgesamt konnten mit der hier aufgezeigten methodischen Herangehensweise vier von sechs
miRNA erfolgreich mittels ddPCR detektiert werden. Die ddPCR kann als geeignete Methode zur
Erfassung zirkulierender miRNA angesehen werden und ist nicht darauf angewiesen, eine
geeignete Referenz im Plasma zu finden. Sie bietet eine vielversprechende Perspektive fir

zuklnftige Analysen.

5.4  Einflussfaktoren

Fiir die Analyse zirkulierender miRNA in klinischen Anwendungen sollten jedoch Faktoren
beachtet werden, die die miRNA-Level in Patienten beeinflussen. Dies sind bspw. zirkadiane
Schwankungen der Expressionslevel, Essens- bzw. Fastenzeiten, da der Fettsduregehalt im
Plasma die Effizienz der miRNA-Extraktion beeinflussen kann und der Durchmesser der zur
Blutentnahme verwendeten Nadel, da der produzierte Hautlappen ebenfalls miRNA enthalt.
Auch Komorbiditdten des Patienten kdnnen die Ergebnisse verfilschen (Kroh et al. 2010),
(Precazzini et al. 2021). Zigarettenrauchen, ein wichtiger Faktor bei Lungenkrebspatienten, kann
ebenfalls die Plasmalevel einiger miRNA beeinflussen (Takahashi et al. 2013). Eigene
Berechnungen zeigten im Studienkollektiv keinen Effekt von Tabakrauchen auf die miRNA-
Expressionslevel (Daten nicht gezeigt). Fir Faktoren wie Geschlecht und BMI konnte im

Studienkollektiv kein wesentlicher Zusammenhang zu den miRNA-Leveln im Plasma gezeigt
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werden. Dies bestatigt die Ergebnisse anderer Autoren, welche ebenfalls keinen Effekt der
genannten Parameter auf miRNA-Plasmalevel feststellen konnten (Matias-Garcia et al. 2020).

Eigene Untersuchungen von moglichen Einflussfaktoren ergaben einen Zusammenhang der
miRNA-Expressionslevel zu Hb-Wert der Plasmaproben, miRNA-Gesamtkonzentration und der

Lagerungsdauer der Proben.

5.4.1 Effekte des Hb-Werts der Plasmaproben

In dieser Studie wurde ein schwacher Zusammenhang zwischen dem Hb-Wert im Plasma und
den Leveln der untersuchten miRNA mit Korrelationskoeffizienten von rs=0,102-0,257
gefunden.

Verschiedene Untersuchungen zeigten, dass die Expressionslevel zirkulierender miRNA durch
eine Hamolyse beeinflusst werden konnen (Pritchard et al. 2012). Bei einem Zerfall der
Erythrozyten werden die intrazellularen Bestandteile, u. a. miRNA, freigesetzt. Insbesondere die
Plasmalevel von miRNA, welche intrazellular gehauft vorkommen, werden dabei beeinflusst. Flr
diese Untersuchungen wurden i. d. R. Proben mit einem gezielt zugesetzten Erythrozytenlysat
und Hb-Werten von 0,25-10,0 g/L genutzt (Kirschner et al. 2013), (Koseoglu et al. 2011),
(McDonald et al. 2011), (McLellan et al. 2014). Kosoglu et al. bewerteten Proben mit einem Hb-
Wert von Hb<1,0g/L als nicht bis mild hdmolytisch (Koseoglu et al. 2011). In diesem
Studienkollektiv ist demnach bei Hb-Werten < 1,0 g/L nur von einer geringen Hamolyse
auszugehen.

Weiterhin zeigte sich, dass der Einfluss einer Himolyse auf verschiedene miRNA unterschiedlich
stark ist. Besonders die miR-16-5p scheint in hoher Konzentration in Erythrozyten vorzuliegen,
sodass sie bei deren Zerfall vermehrt freigesetzt wird (Kirschner et al. 2013), (McDonald et al.
2011), (Pizzamiglio et al. 2017). Auch im klinischen Alltag ist eine durch Blutentnahme oder
Probentransport bzw. -lagerung bedingte Hamolyse nicht zu vermeiden und sollte daher als

EinflussgroRe bei der Verwendung der miRNA als Biomarker beachtet werden.

5.4.2 Effekte der miRNA-Gesamtkonzentration

Zwischen den Expressionsleveln der untersuchten miRNA und der miRNA-Gesamtkonzentration
der Proben zeigte sich eine inverse Korrelation mit Korrelationskoeffizienten von r, = (-0,233)—
(-0,262), welche ebenfalls als schwach bewertet werden kann. In der Literatur finden sich zu
diesem Einflussfaktor keine Aussagen. Moglicherweise werden liegen in den isolierten miRNA-

Proben Verunreinigungen vor, welche durch den Nanodrop detektiert werden und die
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spektrometrisch gemessene Konzentration verfalschen. Weitere Untersuchungen beziiglich

dieser EinflussgrofRe scheinen notwendig.

5.4.3 Lagerung, Einfrieren und Auftauen der Proben

Verschiedene Studien beschreiben einen Einfluss der Lagerungsdauer bzw. des
vorangegangenen Auftauens der Proben auf die Plasma-Expressionslevel. Innerhalb des
vorliegenden Studienkollektivs zeigte sich ein schwacher bis moderater Zusammenhang
zwischen Lagerungsdauer der Proben und den Expressionsleveln der miRNA mit
Korrelationskoeffizienten von rs=(-0,284)—(-0,449). Dies bedeutet, dass in den langer
gelagerten Proben tendenziell niedrigere miRNA-Level gefunden wurden. Die miR-144-3p wies
hierbei den starksten Abbau Uber die Zeit auf.

Einige Studien verweisen auf einen Abbau von bei -80 °C gelagerten Plasma-, miRNA- oder
cDNA-Proben sowie einen Einfluss von mehrfachem Einfrieren und Auftauen (Bravo et al. 2007),
(Glinge et al. 2017), (Sourvinou et al. 2013). Interessanterweise detektieren andere Studien
jedoch stabile Expressionslevel auch nach langerer Lagerung von miRNA bzw. cDNA-Proben (iber
mehrere Monate und Jahre bei Temperaturen zwischen -20 °C und -170 °C und mehrmaligem
Auftauen und Einfrieren (Kroh et al. 2010), (Matias-Garcia et al. 2020), (Mitchell et al. 2008),
(Mraz et al. 2009). Vorteilhaft ist die zeitnahe Isolation der miRNA und reverse Transkription von
cDNA nach Gewinnung der Plasmaproben, da sich diese Medien als stabiler gegeniber einer
langeren Lagerungsdauer erwiesen als reines Plasma (Sourvinou et al. 2013). Empfehlenswert
kann auch eine zeitnahe Rekrutierung aller Patienten im Studienkollektiv sein, um eine langere
Lagerungsdauer der Proben zu vermeiden. Diese war jedoch durch die Fallzahlen am Studienort
begrenzt. Denkbar ware eine multizentrische Rekrutierung in einem kurzen Zeitintervall, um
langere Lagerungszeiten der Proben zu vermeiden.

Trotz geringer Hamolyse im Studienkollektiv, Lagerung der Proben bei -80°C und einer
einheitlichen Einstellung der miRNA-Konzentration zeigte sich ein schwacher bis moderater
Zusammenhang zu den Expressionsleveln der untersuchten miRNA. Durch die Dichotomisierung
der miRNA-Expressionslevel am Median konnte der Einfluss der genannten Faktoren auf die
berechneten Prognosedaten minimiert werden. Eine Aufnahme der Lagerungsdauer, der
miRNA-Gesamtkonzentration und des Hb-Wertes neben den miRNA-Leveln in der
multivariablen Cox-Regression hatte keinen Einfluss auf die berechnete Hazard-Ratio fiir das
Gesamtuberleben.

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um genaueren Aufschluss (iber die Bedeutung dieser

Faktoren zu geben.
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5.5 Vergleich der miRNA-Expressionslevel von NSCLC-Patienten und Blutspendern

In eigenen Untersuchungen wiesen Patientenproben in der ersten Studienhalfte (April 2017 bis
Januar 2019), die vor der aktuellen Analyse bereits bearbeitet worden waren, im Vgl. zu denen
in der zweiten Studienhalfte (Marz 2019 bis September 2020) insgesamt niedrigere miRNA-Level
auf. Auch in den Proben der Blutspender, welche im Vorfeld der vorliegenden Studie mehrfach
analysiert worden waren, zeigten sich im Vgl. zu der Gruppe der in der zweiten Studienhalfte
rekrutierten Patienten (NSCLC-2) niedrigere Expressionslevel, nicht jedoch im Vgl. zu den in der
ersten Halfte rekrutierten Patienten (NSCLC-1). Dies weist auf einen Abbau von miRNA aufgrund
des mehrfachen Auftauens und langeren Lagerungsdauer der Proben hin.

Da die Lagerungsdauer, der Hb-Wert und die miRNA-Gesamtkonzentrationen zwischen
Patienten- und Spenderproben differieren, ist keine direkte Vergleichbarkeit der Gruppen
gegeben. Im vorliegenden Studienkollektiv kénnen keine validen Aussagen liber diesen
Vergleich getroffen werden und die hier nachgewiesenen Unterschiede scheinen nicht auf
klinische Parameter sondern auf praanalytische Einflussfaktoren zurtickzufiihren zu sein.
Zahlreiche Studien zeigen jedoch Unterschiede in den Plasma-Expressionsleveln von miRNA
zwischen NSCLC-Patienten und gesunden Blutspendern. Jedoch zeigt sich in der Literatur ein
hoher Grad an Inkonsistenz der vorhandenen Studien (Zhong et al. 2021). Dies kann (wie bereits
beschrieben) z. T. durch unterschiedliche Detektionsmethoden und Normierungsmethoden bei
Untersuchungen per-RT-gPCR bedingt sein. Uneinheitliche Zusammensetzungen der
Patientenkollektive und unterschiedliche Versuchsabldufe kdnnen als weitere Ursachen
angesehen werden.

Rabinowits et al. wiesen fiir NSCLC-Patienten ca. zweifach erh6hte Gesamtlevel von Plasma-
miRNA im Vgl. zur gesunden Kontrollgruppe nach (Rabinowits et al. 2009).

Fiir die miR-16-5p zeigten einige Studien deutlich erh6hte miRNA-Expressionslevel im Plasma
innerhalb von Tumorpatienten. P. Reis et al. stellten mittels Hybridisierung erhohte
Expressionslevel der miR-16-5p im Plasma von 78 NSCLC-Patienten im Vgl. zu 61 gesunden
Spendern fest (Reis et al. 2020). Sromek et al. verglichen die Plasmalevel von 61 NSCLC-Patienten
sowie 51 gesunden Kontrollen und stellten per RT-qPCR erhéhte Expressionslevel der miR-16 im
Patientenkollektiv fest. Interessanterweise fielen die Expressionslevel ein Jahr nach operativer
Entfernung des Primartumors auf die Level der gesunden Kontrollen ab (Sromek et al. 2017).
Gegensatzliche Entdeckungen wurden an einer Kohorte von chinesischen NSCLC-Patienten
gemacht. Hier fanden sich erniedrigte Plasmalevel der miR-16-5p im Vgl. zu gesunden
Probanden mittels RT-gPCR in 94 Patienten und per Microarray in 70 Patienten (Fan et al. 2016).

Die Mehrzahl der Studien weist jedoch auf eine Erhéhung der Plasmalevel der miR-16-5p in
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NSCLC-Patienten hin. In NSCLC-Zelllinien hingegen scheint die miR-16-5p herunterreguliert zu
sein (Ke et al. 2013), (Wang et al. 2018a).

Auch fir die miR-144-3p sind in der Literatur Unterschiede der Plasmalevel zwischen gesunden
Spendern und NSCLC-Patienten beschrieben. In einem Kollektiv aus 40 therapienativen NSCLC-
Patienten fanden sich erhohte Level der miR-144-3p sowohl im Plasma als auch im Gewebe im
Vgl. zu gesunden Normalspendern (n = 10) (Pu et al. 2016). Andererseits fanden sich fiir NSCLC-
Gewebeproben in einer Metaanalyse liber 125 gepaarte klinische Proben aus NSCLC-Gewebe
per RT-qPCR niedrigere Expressionslevel der miR-144-3p in den Tumorproben (p < 0,001) (Chen
et al. 2019).

In einem Review aus vier unabhangigen Reports und ca. 500 Patienten ergab sich eine hohe
Inkonsistenz der vorhandenen Studien zu den Expressionsleveln der miR-150 bei NSCLC-
Patienten. Fir Gewebelevel wurde sowohl eine Hoch- als auch eine Herunterregulation der
miR-150 in 400 bzw. 90 Patienten gefunden. Fiir die Plasmalevel der miR-150 zeigte sich eine
Erhohung in einem Kollektiv aus 11 NSCLC-Patienten im Vgl. zu 11 gesunden Kontrollen (Zhong
et al. 2021).

In NSCLC-Zellen fanden sich erniedrigte Gewebelevel der miR-29a verbunden mit einer
tumorsuppressiven Wirkung (Hu et al. 2016), (Li et al. 2017). Andere Autoren entdeckten, dass
die miR-29a durch Bronchialkarzinomzellen aktiv sekretiert wird und eine proinflammatorische
und prometastatische Rolle zu spielen scheint (Fabbri et al. 2012). Im Plasma fanden einige
Autoren flr das Bronchialkarzinom per Microarray und RT-qPCR erhdhte Plasmalevel der
miR-29a-5p im Vergleich von 145 Patienten- und 55 Kontrollproben (He et al. 2019).

Insgesamt zeigt sich, dass die Studienlage hierzu beschrankt und z. T. widersprichlich ist.
Weitere Untersuchungen zum diagnostischen Einsatz zirkulierender miRNA unter
standardisierten Bedingungen sind notwendig, um Erkenntnisse fiir den klinischen Einsatz zu

gewinnen.

5.6 Analyse der miRNA-Expressionslevel in Abhangigkeit vom Therapiezeitpunkt

In diesem Kollektiv wurde eine Abnahme der Plasmalevel der miR-150-5p wahrend der
Strahlentherapie beobachtet (s. Abbildung 28). Es =zeigte sich eine Reduktion der
Expressionslevel der miR-150-5p um das 1,7-fache zwischen Beginn und Ende der Radiatio
(FC=0,58). Dies bestatigen Ergebnisse anderer Autoren. In einer Metaanalyse von 30 Studien
zu Veranderungen zirkulierender miRNA unter Bestrahlung in verschiedenen Spezies zeigte die
miR-150 ca. 2,5-fach reduzierte Plasmalevel wahrend bzw. nach Bestrahlung und es zeigte sich

gleichzeitig eine Korrelation zur Strahlendosis (Matachowska et al. 2020).
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Dinh et al. beschrieben einen deutlichen Abfall der miR-150-5p im Plasma von 21 NSCLC-
Patienten wahrend einer Strahlentherapie. Es wurde diskutiert, dass erniedrigte miR-150-5p-
Level im Plasma durch intrazellulare Retention zustande kommen, da sich in vitro eine
intrazelluldare Akkumulation der miR-150-5p unter Radiatio ergab (Dinh et al. 2016). In Mausen
fliihrte eine Ganzkorperbestrahlung zu einer zeit- und dosisabhdngigen Abnahme der
zirkulierenden miR-150-5p (Gao et al. 2017), (Jacob et al. 2013), (Templin et al. 2011). Es wird
vermutet, dass miRNA, welche mit einer Radioexposition assoziiert sind, in den Prozess der
Reparatur von Strahlenschaden eingebunden sind, so auch die zirkulierende miR-150-5p
(Matachowska et al. 2020). Eigene Untersuchungen ergaben, dass sich der Abfall der
miR-150-5p-Level besonders innerhalb der Patienten mit fortgeschrittenem UICC-Stadium
zeigte (s. Tabelle 15).

Die miR-29a-3p zeigte in diesem Kollektiv nur innerhalb der Patienten mit UICC-Stadium IV
relevante Veranderungen unter Therapie mit einem Abfall der Expressionslevel zwischen TO und
T2 (p = 0,015) bzw. im Trend zwischen T1 und T2 (p= 0,054) (s. Abbildung 29). Fir Patienten mit
UICC-Stadium I-lIl ergaben sich keine bedeutenden Anderungen der miR-29a-3p.

In Ubereinstimmung mit eigenen Untersuchungen in Patienten mit UICC-Stadium IV stellten
Dinh et al. fir die miR-29a-3p dosisabhadngig abfallende Plasmaspiegel bei NSCLC-Patienten
unter Bestrahlung fest (Dinh et al. 2016). In der Metaanalyse durch Malachowska et al. aus 30
unabhangigen Studien gehorte die miR-29a im Plasma zu den sieben miRNA, welche verdnderte
Expressionslevel unter Bestrahlung und eine Korrelation zur Strahlendosis zeigten. Fiur die
miR-29a-3p ergaben sich hierbei sinkende Expressionslevel unter Bestrahlung (FC= 0,87;
95 %-KI: 0,79-0,96). Hierbei wurden 131 zirkulierende miRNA in verschiedenen Spezies je vor
und nach einer Bestrahlung mit einer medianen Dosis von 8 Gy untersucht (Matachowska et al.
2020).

Eigene Untersuchungen ergaben keine Verdanderung der Plasmalevel der miR-16-5p im
untersuchten Kollektiv wahrend einer Bestrahlung. Erste Untersuchungen lassen einen
Zusammenhang der miR-16-5p in NSCLC-Zelllinien mit einer Radioresistenz erkennen. In
radioresistenten Zellen fanden sich in NSCLC-Zelllinien niedrigere Expressionslevel der miR-16
(Wang et al. 2020). Weiterhin zeigte sich im Zellexperiment ein Abfall der Radiosensitivitat unter
Einbringen einer anti-miR-16-Sequenz (Du et al. 2021).

Fiir Ratten wurde ein Anstieg der rno-miR-144-3p zwei Wochen nach Thoraxbestrahlung im
Plasma gemessen. Interessanterweise wurde kein Anstieg im Lungengewebe der bestrahlten
Ratten nachgewiesen. Die miR-144-3p scheint dabei in die Prozesse von Entziindung,

Immunantwort und Zellwachstum involviert zu sein, welche durch eine Bestrahlung aktiviert
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werden (Gao et al. 2017). Eigene Untersuchungen konnten erstmalig zeigen, dass im Plasma von
NSCLC-Patienten keine Anderung der miR-144-3p unter Bestrahlung zu sehen ist.

Insgesamt gibt es relativ wenige Studien, welche die Veranderung zirkulierender miRNA in
Patienten mit NSCLC unter Radiotherapie untersuchen. Eigene Untersuchungen ergaben
erstmals Hinweise auf einen Zusammenhang der Plasma-Expressionslevel einzelner miRNA,
bspw. der miR-150-5p und -29a-3p, mit einer Radiotherapie. Weitere Untersuchungen
insbesondere zu einer pradiktiven Bedeutung der miRNA unter Radiotherapie in Abhangigkeit

vom UICC-Stadium der Patienten scheinen vielversprechend.

5.7 Korrelationen der miRNA-Expressionslevel mit klinischen Parametern

Es erfolgte die Messung der miRNA-Expressionslevel in 455 Patientenproben zu drei Zeitpunkten
vor, wahrend und nach einer Strahlentherapie und die Erfassung klinischer Parameter wie Alter,
Geschlecht und UICC-Stadium.

Eigene Berechnungen im Studienkollektiv zeigten keinen wesentlichen Zusammenhang
zwischen Patientenalter und -geschlecht mit den Expressionsleveln der untersuchten miRNA.
Andere Studien wiesen in gesunden Spendern ebenfalls keine Unterschiede der Expressionslevel
zwischen Mannern und Frauen nach und fanden keinen Zusammenhang zwischen Spenderalter
und miRNA-Expressionsleveln (Chen et al. 2008), (Matias-Garcia et al. 2020).

Im Studienkollektiv zeigten eigene Berechnungen zu den Zeitpunkten TO und T1 keine
Unterschiede der miRNA-Level zwischen Patienten mit unterschiedlichem UICC-Stadium. Erst
nach Ende der Bestrahlung (T2) zeigten sich niedrigere Expressionslevel der miR-29a-3p, -144-3p
und der miR-150-5p in Patienten mit fortgeschrittenem UICC-Stadium (s. Abbildung 18).

Die Zusammenhange von miRNA-Expressionsleveln zum UICC-Stadium im Plasma von NSCLC-
Patienten zu verschiedenen Behandlungszeitpunkten wahrend einer Radiotherapie wurden
bisher nicht untersucht.

Auch andere Autoren fanden einen Zusammenhang der Expressionslevel zirkulierender miRNA
mit dem UICC-Stadium in NSCLC-Patienten. In einem Kollektiv aus 260 inoperablen NSCLC-
Patienten vor einer Cisplatin-basierten Chemotherapie fanden Cui et al. erhdhte Plasma-
Expressionslevel der miR-155 und -125b in Patienten mit UICC-Stadium IV im Vgl. zu Patienten
mit Stadium IlIA bzw. IlIB (Cui et al. 2013).

Fiir die miR-150-5p fanden sich hohere Gewebelevel in 157 klinischen Proben von NSCLC-
Patienten mit fortgeschrittenem TNM-Stadium 1l oder IV im Vgl. zu den Patienten mit TNM-
Stadium | oder Il (p =0,02) (Yin et al. 2015). Dies steht in inversem Zusammenhang zu den hier

gefundenen Verhaltnissen im Plasma.

53



Andererseits wurde in Ubereinstimmung mit den eigenen Untersuchungen fiir die miR-29a-3p
in 62 klinischen Gewebeproben von NSCLC-Patienten ein Zusammenhang zwischen niedrigen
Gewebeleveln und fortgeschrittenem TNM-Stadium (p = 0,003) und Metastasierung gefunden
(p=0,02) (Li et al. 2017). Der Zusammenhang zum UICC-Stadium konnte durch eigene
Untersuchungen erstmals flir Patientenmaterial unter Bestrahlung und im Plasma bestatigt
werden.

Fiir die miR-144-3p wurden in 40 Patienten mit Plattenepithelkarzinom der Lunge per
Microarray hohere Plasmalevel in den fortgeschrittenen Stadien festgestellt (Pu et al. 2016). Flr
Patienten mit Adenokarzinom der Lunge (n = 445) zeigten sich unter Nutzung der Datenbank
TCGA (The Cancer Genome Atlas) hohere Expressionslevel der miR-144-3p im Gewebe in
Patienten mit fortgeschrittenem Stadium (p =0,031). Die selben Autoren entdeckten fir
Patienten mit Plattenepithelkarzinom der Lunge (n = 332) hingegen niedrigere Expressionslevel
der miR-144-3p in Patienten mit fortgeschrittenem Stadium (p = 0,040) (Chen et al. 2019).
Untersuchungen im eigenen Studienkollektiv fanden dagegen vor Bestrahlung (TO) keine
Unterschiede der Plasma-miR-144-3p zwischen Patienten mit unterschiedlichem UICC-Stadium
und zeigten und erst nach Bestrahlung niedrigere Expressionslevel in fortgeschrittenen UICC-
Stadien. Fir Patienten mit Adeno- bzw. Plattenepithelkarzinom ergaben sich hierbei keine
Unterschiede.

Fiir die miR-16-5p fanden sich hohere Plasmalevel in 61 NSCLC-Patienten in niedrigem TNM-
Stadium IA/IB im Vgl. zu fortgeschrittenen TNM-Stadien IIA-IV (Sromek et al. 2017). Dies konnte
durch eigene Untersuchungen nicht bestatigt werden, welche vor, wahrend und nach einer
Radiotherapie keinen Zusammenhang der Plasmaexpressionslevel der miR-16-5p mit dem UICC-
Stadium der Patienten fanden.

Eigene Ergebnisse weisen erstmals darauf hin, dass die Assoziation mit dem UICC-Stadium erst
wahrend bzw. nach Bestrahlung auftritt. Fiir die miR-150-5p zeigten die Patienten mit UICC-
Stadium Il oder IV im Vgl. zu den Patienten mit niedrigem UICC-Stadium einen Abfall der miRNA-
Level im Plasma wahrend der Radiotherapie zwischen allen drei Messzeitpunkten. Fir die
miR-29a-3p ergab sich nur innerhalb der Patienten mit UICC-Stadium IV ein relevanter Abfall
zwischen den Zeitpunkten TO und T2. Es ist also davon auszugehen, dass Patienten mit
fortgeschrittenem UICC-Stadium einen starkeren Abfall der Expressionslevel der miR-29a-3p
und besonders der miR-150-5p unter Radiotherapie aufweisen. Fiir die miR-16-5p und -144-3p
wurde hingegen kein starkerer Abfall der Plasmalevel in Patienten mit fortgeschrittenen UICC-
Stadien beobachtet.

Zusammenfassend finden andere Studien ebenfalls einen Zusammenhang von miRNA-

Expressionsleveln mit dem UICC-Stadium in NSCLC-Patienten, welcher jedoch z. T. im Gegensatz
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zu den eigenen Ergebnissen steht. Der Zusammenhang zwischen den Expressionsleveln der
miR-16-5p, -29a-3p, -144-3p und -150-5p zum UICC-Stadium wahrend bzw. nach einer

Bestrahlung wurde bislang nicht untersucht.

5.8 Zusammenhang der miRNA-Expressionslevel mit dem Gesamtiiberleben

Wahrend sich vor Beginn der Radiotherapie kein Zusammenhang der miRNA-Expressionslevel
mit dem Gesamtiiberleben der Patienten ergab, bestand eine prognostische Wertigkeit
einzelner miRNA wahrend bzw. nach Bestrahlung. Zum Zeitpunkt T1 ergab sich eine
prognostische Bedeutung der miR-29a-3p und zum Zeitpunkt T2 fiir die miR-144-3p und im
Trend flr die miR-16-5p und -29a-3p. Patienten mit hohen miRNA-Expressionsleveln wiesen das
bessere Gesamtiiberleben auf. In der multivariablen Cox-Regression erwiesen sich die einzelnen
miRNA als vom UICC-Stadium abhangige prognostische Marker. Dies steht im Einklang mit dem
gefundenen Zusammenhang der miRNA-Expressionslevel zum UICC-Stadium, welcher sich im
vorliegenden Studienkollektiv nach Bestrahlung manifestierte.

Die miR-29a-3p zeigte schon nach Bestrahlung mit 20 Gy (T1) einen prognostischen Wert und
im Trend auch nach Ende der Bestrahlung (T2) (s. Abbildungen 19, 21). Die miR-29a ist auch Teil
einer von Joerger et al. per Microarray entwickelten prognostischen Signatur aus sechs
zirkulierenden miRNA (miR-29a, -542-5p, -502-3p, -376a, -500a, -424) fiir NSCLC-Patienten unter
Chemotherapie. Diese zeigte in 49 Patienten nach 10 Monaten eine Hazard-Ratio von HR = 0,66
(95 %-KI = 0,53-0,82). Im Gegensatz zu den eigenen Ergebnissen besalRen Patienten mit hohen
Expressionsleveln der miR-29a-3p eine ungiinstige Prognose (Joerger et al. 2014). Dabei sind die
unterschiedliche Messmethodik, Therapieform, Beobachtungsdauer und geringe Fallzahlen der
von Joerger et al. eingeschlossenen Patienten zu beachten, weshalb keine direkte
Vergleichbarkeit gegeben ist.

Fiir die miR-29a wurde in NSCLC-Zelllinien ein suppressiver Effekt auf das proliferative und
proinvasive Gen CDC42 nachgewiesen (Li et al. 2017). Ein tumorsuppressiver Effekt kann die in
eigenen Untersuchungen gefundene schlechte Prognose von Patienten mit niedrigen
Expressionsleveln der miR-29a-3p erkldren. Weiterhin kann diese vom UICC-Stadium abhangige
prognostische Bedeutung auch mit der in diesem Kollektiv nachgewiesenen, unter Radiatio
aufgetretenen Assoziation der miR-29a-3p zum UICC-Stadium in Zusammenhang stehen.

Nach Bestrahlung (T2) ergab sich eine prognostische Aussagekraft der Expressionslevel der miR-
144-3p-Level mit einem besseren Gesamtiberleben in Patienten mit hoheren Plasma-
Expressionsleveln (s. Abbildung 22). Dies bestatigen die Ergebnisse von Wu et al., welche in 129

Patienten mit Adenokarzinom der Lunge per RT-qPCR ein besseres Gesamtiiberleben innerhalb
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der Patienten mit hoheren Plasmaleveln der miR-144-3p fanden (p = 0,003). Fiir Patienten mit
Plattenepithelkarzinom der Lunge fanden die Autoren hingegen keinen Zusammenhang. In
NSCLC-Zelllinien konnte ein antiproliferativer Effekt der miR-144-3p nachgewiesen werden (Wu
et al. 2016). Die miR-144 scheint in verschiedenem Tumorgewebe eine tumorsuppressive
Funktion auszuiiben, so auch in Mamma-, Magen- hepatozelluldren und Nierenzellkarzinomen
(Liang et al. 2017), (Liu et al. 2015), (Liu et al. 2016), (Pan et al. 2016). In Tumoren mit einer
héheren Wachstumsrate zeigte sich die miR-144 herunterreguliert (Boeri et al. 2011). Diese
Studien unterstitzen die eigenen Untersuchungen, welche niedrige miR-144-3p-Plasmaspiegel
nach einer Bestrahlung mit einer schlechten Prognose identifizierten.

Ein weiterer Zusammenhang der miR-144-5p besteht zur Radiosensitivitat. Sie forderte in vitro
die Sensitivitdit von NSCLC-Zellen gegeniiber Bestrahlung (Song et al. 2018). Dieser
Zusammenhang kénnte ebenfalls das bessere Uberleben nach Radiotherapie bei héheren
miR-144-3p-Leveln erkldaren. Moglicherweise ist die miR-144-3p als pradiktiver Marker flr
NSCLC-Patienten unter Radiotherapie anzusehen. In dem vorliegenden Studienkollektiv ergaben
sich erstmals Hinweise auf eine solche Bedeutung der Plasmalevel der miR-144-3p in NSCLC-
Patienten unter Radiotherapie.

In diesem Kollektiv ergab sich fiir die miR-16-5p im Trend eine prognostische Bedeutung nach
Ende der Radiotherapie (p = 0,061). Fir die miR-16-5p wurde in vitro ein tumorsuppressiver
Effekt nachgewiesen (Ke et al. 2013), (Liu et al. 2019), (Wang et al. 2018a). Diese Befunde
unterstlitzen ebenfalls das in eigenen Untersuchungen gefundene im Trend bessere
Gesamtliiberleben in Patienten mit héheren Expressionsleveln nach einer Radiotherapie.

Die drei miRNA miR-16-5p, -29a-3p und -144-3p zeigten erst nach einer Bestrahlung einen
Zusammenhang der Plasmalevel zum Gesamtiiberleben der Patienten. Es handelt sich dabei um
eine vom UICC-Stadium abhangige prognostische Bedeutung. Die Bestrahlung scheint die
prognostische Bedeutung zu verstarken, da sich vor Beginn der Radiotherapie kein
Zusammenhang zum Gesamtiberleben zeigte. Auch der Zusammenhang zum UICC-Stadium
zeigte sich erst unter Bestrahlung. Es scheint daher einen unterschiedlichen Mechanismus
zwischen Patienten mit niedrigem und fortgeschrittenem Stadium in der molekularen Reaktion
der miRNA auf eine Bestrahlung zu geben.

Obgleich die miR-150-5p eine bedeutende Anderung unter Radiotherapie zeigte, ergaben
eigene Berechnungen keine prognostische Bedeutung der miR-150-5p zu allen untersuchten
Zeitpunkten. Die bisherige Studienlage zur prognostischen Bedeutung der miR-150-5p ist
heterogen. Es fand sich einerseits eine negative prognostische Bedeutung fiir hohe Gewebelevel

der miR-150 (Yin et al. 2015). Andererseits wurde auch fir niedrige Expressionslevel der miR-
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150-5p in NSCLC-Zelllinien eine negative prognostische Bedeutung unter Nutzung der TCGA-
Datenbank gefunden (Misono et al. 2019).

Fiir die gepoolte Variable aller vier miRNA (KmiR) ergab sich eine prognostische Bedeutung nach
Ende der Radiotherapie mit einem besseren Gesamtiiberleben der Patienten, in welchen
mindestens eine der vier miRNA Expressionslevel oberhalb des Medians aufwies (s. Abbildung
23). Diese Variable erwies sich in der multivariablen Cox-Regression als vom UICC-Stadium
unabhangiger Prognosemarker.

In der klinischen Anwendung erscheint die Zusammenfassung mehrerer miRNA angesichts der
teilweise heterogenen Studienergebnisse geeigneter zu sein als die Anwendung einzelner
miRNA. Ein gepooltes Tool kann Storfaktoren ausgleichen und scheint weniger fehleranfallig als
einzelne miRNA zu sein. Verschiedene Studien haben diagnostische und prognostische miRNA-
Signaturen entwickelt, welche jedoch keine einheitliche Zusammensetzung aufweisen. Hierbei
fand sich eine Bedeutung von einerseits zellularen miRNA als auch zirkulierenden miRNA. Yu et
al. entwickelten per RT-gPCR in einer Trainingskohorte aus 56 NSCLC-Patienten eine miRNA-
Signatur aus funf miRNA (miR-221, let-7a, miR-137, -372, -187) im Tumorgewebe, welche die
Patienten in eine Hoch- und eine Niedrigrisikogruppe einteilte. In einer Testkohorte aus
ebenfalls 56 NSCLC-Patienten ergab sich ein besseres medianes Gesamtiberleben der Patienten
in der Niedrigrisikogruppe der miRNA-Signatur (p = 0,008) (Yu et al. 2008). In einer Kohorte aus
243 Patienten mit NSCLC entwickelten Hu et al. eine Signatur aus vier miRNA im Serum (miR-486,
-30d, -1, -499), welche sich als unabhangiger Prognosemarker fiir das Gesamtiberleben erwies
(Hu et al. 2010). Boeri et al. entwickelten in 38 Patienten mit NSCLC ein Tool aus den Ratios von
10 verschiedenen miRNA zur miR-486-5p im Plasma zur prognostischen Stratifizierung von
NSCLC-Patienten bei Diagnosestellung. Durch die selben Autoren wurden miRNA-Signaturen fir
die Entdeckung von Hochrisikopatienten entwickelt (Boeri et al. 2011). Ein diagnostisches Panel
aus 24 miRNA fanden Wozniak et al. in 100 Patienten mit NSCLC im Friihstadium, welches eine
AUC von 0,92 erreichte (Wozniak et al. 2015). Eigene Untersuchungen konnten erstmals die
Kombination der miR-16-5p, -29a-3p, -144-3p und 150-5p als unabhadngigen prognostischen
Marker fiir Patienten nach Radiotherapie nachweisen.

Eigene Untersuchungen zeigten im Einklang mit den Ergebnissen anderer Autoren, dass ein
Zusammenhang zwischen den miRNA-Expressionsleveln mit dem Gesamtiiberleben besteht,
obgleich z. T. unterschiedliche Zusammenhange gefunden wurden. Erstmals wurden in diesem
Kollektiv Patienten unter bzw. nach Radiatio untersucht. Patienten mit hoheren miRNA-
Expressionsleveln wiesen hierbei das bessere Gesamtiiberleben auf. Insbesondere die
Kombination der vier miRNA (KmiR) erwies sich nach Ende der Radiotherapie als vom UICC-

Stadium unabhangiger Prognosemarker.
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Das prognostische und diagnostische Potenzial zirkulierender miRNA ist fiir NSCLC-Patienten bei
Weitem nicht ausgeschopft und besonders vielversprechend erscheint die Kombination
mehrerer miRNA. Weitere Studien sind notwendig, um die Bedeutung der zirkulierenden

miR-16-5p, -29a-3p, -144-3p und -150-5p fir NSCLC-Patienten zu kléren.

5.9 Fazit und Ausblick

Zirkulierende miRNA stellen leicht zugangliche, vielversprechende Biomarker mit pradiktiver,
diagnostischer und prognostischer Wertigkeit dar (Cacheux et al. 2019), (Mitchell et al. 2008).
MiRNA-basierte diagnostische Tools befinden sich fiir zahlreiche Erkrankungen wie bspw.
Osteoporose, Alzheimer-Demenz und kardiovaskuldre Erkrankungen in der klinischen Testung
(Bonneau et al. 2019). Fir Patienten mit NSCLC fanden sich in zahlreichen Studien Unterschiede
zwischen den miRNA-Expressionsleveln von Erkrankten und Gesunden. Ein grofRes Problem ist
die geringe Konkordanz zwischen verschiedenen Studien (Lampignano et al. 2020), (Rijavec et
al. 2019). Diese ergibt sich zum Teil aus der fehlenden Standardisierung der Quantifizierung
insbesondere zirkulierender miRNA, welche eine grofe Herausforderung zur Nutzung im
klinischen Alltag darstellt.

Auch zur prognostischen Stratifizierung von NSCLC-Patienten kdnnen die leicht zuganglichen
miRNA im Plasma dienen. Verschiedene Studien und auch die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit zeigten ein Zusammenhang zwischen Plasma-miRNA-Expressionsleveln und dem
Uberleben der Patienten. Es besteht jedoch eine hohe Inkonsistenz der gefundenen Ergebnisse.
In dem in dieser Studie untersuchten Kollektiv zeigte sich ein Zusammenhang einzelner miRNA
zu klinischen Parametern wie dem UICC-Stadium und dem Gesamtiiberleben wahrend bzw.
nach einer Radiotherapie. Insbesondere die Kombination der vier miRNA ergab einen vom UICC-
Stadium unabhangigen Prognosemarker.

Einen Losungsansatz fur die einheitliche Quantifizierung zirkulierender miRNA bietet die ddPCR
mit der Moglichkeit zur absoluten Quantifizierung ohne Notwendigkeit eines Referenzgens.
Eigene Untersuchungen zeigten eine Eignung der Methode zur Messung zirkulierender miRNA
in NSCLC-Patienten, obgleich im klinischen Alltag EinflussgroRen wie eine Hamolyse der Proben,
unterschiedliche miRNA-Ausbeute aus dem Patientenplasma oder Lagerungszeiten des
Materials bericksichtigt werden mussen.

Eine Bestrahlung kann Einfluss auf die zelluldren und Plasma-Expressionslevel verschiedener
miRNA haben. Diese kdnnen im Zusammenhang mit dem Therapieansprechen und der
Radiosensitivitdat des Tumors stehen. Sie bieten ein vielversprechendes diagnostisches und
prognostisches Tool in der Radiotherapie und wurden bisher nur in wenigen Studien untersucht.

Erstmals wurden in der vorliegenden Studie zirkulierende miRNA in einem groRRen Kollektiv von
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NSCLC-Patienten unter Radiatio (n = 178) mittels absoluter Quantifizierung per ddPCR zu drei
Zeitpunkten im Therapieverlauf untersucht.

Auch ein therapeutischer Einsatz von miRNA ist bereits Gegenstand der Forschung.
Tumorsuppressive miRNA kommen in Form sogenannter miRNA-Mimics fir die Therapie von
Erkrankungen, bei denen erniedrigte miRNA-Expressionslevel eine pathogenetische Rolle
spielen, infrage. Ebenso ist bei onkogenen miRNA der Einsatz von miRNA-Inhibitoren, spezifisch-
antagonistischen Sequenzen, denkbar. Probleme beim therapeutischen Einsatz stellen aktuell
die geeignete Darreichung, die Stabilitat der verabreichten miRNA-Therapeutika und Off-Target-
Effekte wie eine Immunaktivierung und damit einhergehende Nebenwirkungen dar (Bader et al.
2011), (Forterre et al. 2020), (Li und Rana 2014).

Fir die miR-144-5p als Biomarker fir das Ansprechen auf eine Radiotherapie wurde bereits ein
therapeutischer Ansatz als Mittel zur Steigerung der Radiosensitivitat diskutiert (Song et al.
2018). Fir die miR-29a wurde entdeckt, dass sie im Mausemodell das Fortschreiten einer
Bleomycin-induzierten Lungenfibrose hemmen kann, was einen praventiven Einsatz auch im
Menschen denkbar macht (Xiao et al. 2012). Agonisten der miR-29-Familie, bspw. Remlarsen als
miR-29b-Agonist, befinden sich in klinischen Untersuchungen zur Pravention profibrotischer
Hauterkrankungen (Gallant-Behm et al. 2019). Auch die miR-150-5p bietet sich aufgrund ihrer
Interaktion mit dem Tumorsuppressorgen SRCIN1 als therapeutisches Ziel fir NSCLC-Patienten
an (Zhang et al. 2018). Der Einsatz von Cobomarsen als Antagonist der miR-155, einer weiteren
onkogenen miRNA, fiir die Therapie von Leukdmie- und Lymphompatienten befindet sich bereits
in Phase-1l-Studien (Seto et al. 2018). Fiir das Lungenkarzinom stellen die Tumorsuppressoren
let-7 und miR-34 die am meisten untersuchten Studienobjekte dar und verschiedene Formen
der miRNA-Mimics befinden sich in der klinischen Forschung, auch ein miR-21-Antagonist steht
zur Debatte (Florczuk et al. 2017), (Forterre et al. 2020). Die miR-16 wurde als therapeutisches
Ziel in Zellen des malignen Mesothelioms untersucht. In vitro fiihrte die Gabe von miR-15/16-
Agonisten zu einer Wachstumshemmung der Krebszellen und einer Sensitivierung fiir die
Chemotherapeutika Permetrexed und Gemcitabine. In vivo fiihrte eine intravendse Applikation
im Maus-Xenograft zu einer dosisabhangigen Verkleinerung des Tumors (Reid et al. 2013).

Am weitesten fortgeschritten ist der therapeutische Einsatz eines miR-122-Antagonisten zur
Therapie der Hepatitis C (Lanford et al. 2010). Die Mittel Miravirsen (Roche Santaris) und RG-101
(Regulus Therapeutics) fuBen auf diesem Prinzip und befinden sich zur Zeit in Phase-Il-Studien
(Bonneau et al. 2019), (Janssen et al. 2013).

Diese Beispiele zeigen, dass miRNA ein groRes Potenzial flir den diagnostischen, prognostischen

und pradiktiven Einsatz nicht nur fiir Patienten mit NSCLC unter Radiotherapie aufweisen.

59



Aber fast 30 Jahre nach ihrer Entdeckung sind miRNA trotz ihres vielversprechenden Potenzials
noch nicht in der klinischen Praxis angekommen. Fir zukiinftige Analysen zirkulierender miRNA
scheint die allgemeine Etablierung eines standardisierten Vorgehens notwendig um die
Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Studien zu gewahrleisten. Hierfir sollten einheitliche
Protokolle beziglich Blutentnahme, Probenverarbeitung, miRNA-Isolation aus Plasma bzw.
Serum, cDNA-Synthese und Amplifikation entwickelt werden. Die ddPCR als Methode zur
absoluten Quantifizierung einzelner miRNA erwies sich in eigenen Untersuchungen als geeignet.
Um weitere interessante miRNA zu entdecken, bieten sich Methoden wie bspw. Microarrays
oder Sequenzierung an. Auch die molekularen Mechanismen der miRNA sollten zum besseren

Verstandnis weiter aufgeklart werden.
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6 Zusammenfassung

Das Bronchialkarzinom ist weltweit eine der haufigsten Krebserkrankungen mit den insgesamt
meisten Krebstodesfallen und wird haufig erst im fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert. Um
eine friihere Diagnosestellung zu ermoglichen und das Therapieansprechen fir Patienten mit
nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom (NSCLC) weiter zu verbessern, werden neue Biomarker
mit diagnostischer, prognostischer und pradiktiver Aussagekraft benotigt.

Ein vielversprechendes Feld stellen mikro-RNA (miRNA) dar, welche auch als zirkulierende
miRNA im Blut zu finden sind und Assoziationen zum Vorliegen und Fortschritt maligner
Veranderungen zeigen konnen. Einige Studien zeigten den Einfluss einer Bestrahlung auf
zirkulierende miRNA. Problematisch ist bei der Quantifizierung mittels RT-qPCR das Fehlen
geeigneter Referenz-miRNA im Blut. Die droplet digital PCR (ddPCR) ist eine alternative PCR-
Methode, mit der die Quantifizierung ohne Referenz-miRNA moglich ist.

In die Untersuchungen wurden 178 NSCLC-Patienten vor (TO, n = 178), nach Bestrahlung mit
20 Gy (T1, n=130) und nach Ende der Strahlentherapie (T2, n=147) sowie 30 gesunde
Blutspender eingeschlossen. Aus Blutplasma wurde die Gesamt-miRNA mittels miRNeasy
Serum/Plasma Advanced Kit (Qiagen) isoliert. Mittels RT-qPCR und ddPCR erfolgte die Messung
von in der Literatur identifizierten miRNA mit tumorbiologischer bzw. strahlenbiologischer
Bedeutung. Diese umfassten die miR-16-5p, -21-5p, -29a-3p, -144-3p, -150-5p und -155-5p. Die
Expressionslevel von vier miRNA wurden im Verlauf der Strahlentherapie bzw. mit den
klinischen Daten mittels Korrelationsanalyse nach Spearman-Rho, Kruskal-Wallis-Test, Mann-
Whitney-U-Test und Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben statistisch untersucht. Zudem
erfolgten Uberlebensanalysen mittels Kaplan-Meier-Methode und per Cox-Regression und
sowie die Messung und Analyse wichtiger EinflussgréBen wie Hb-Wert, miRNA-
Gesamtkonzentration und Lagerungsdauer der Proben.

Der Vergleich der Detektionsmethoden RT-qPCR und ddPCR zeigte exponentielle Funktionen mit
R2-Werten von 0,73-0,99, was auf eine Vergleichbarkeit hindeutet. Die miR-16-6p wies im
Vergleich untereinander ca. 3-fach (miR-144-3p) bzw. 20-fach (miR-29a-3p, -150-5p) hohere
mediane Expressionslevel auf. Es bestanden starke Korrelationen der vier miRNA untereinander
mit Korrelationskoeffizienten von 0,79-0,90. Die miR-16-5p erwies sich in diesem
Studienkollektiv durch eine starke Schwankung der Expression nicht als geeignete Referenz-
miRNA fur die RT-qPCR. Der Vergleich von Patienten und Blutspendern ergab deutliche
Unterschiede der miR-16-5p (p = 0,001), -144-3p (p <0,001) und -150-5p (p <0,001). Die
Wertung der Ergebnisse ist jedoch durch uneinheitliche prdanalytische Faktoren wie die
Lagerungsdauer eingeschrankt. Die Analyse im Therapieverlauf ergab reduzierte

Expressionslevel der miR-150-5p zwischen TO und T1 (p = 0,042), TO und T2 (p < 0,001) sowie T1
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und T2 (p < 0,001), insbesondere innerhalb der Patienten mit UICC-Stadium Il und IV. Die miR-
29a-3p zeigte nur innerhalb der Patienten mit UICC-Stadium IV sinkende Expressionslevel unter
Bestrahlung zwischen TO und T2 (p = 0,015). Die miR-16-5p und -144-3p zeigten keine relevanten
Veranderungen im Therapieverlauf.

Pratherapeutisch untersuchte miRNA-Level wiesen keinen Zusammenhang zu prognostisch
relevanten klinischen Parametern und dem Gesamtiberleben auf. Erst nach Strahlentherapie
(T2) ergaben sich Zusammenhange der Expressionslevel der miR-29a-3p, -144-3p und -150-5p
zum UICC-Stadium. Patienten mit fortgeschrittenem Stadium wiesen niedrigere Level der
untersuchten miRNA auf. Zum Gesamtiiberleben ergab sich wahrend bzw. nach Bestrahlung ein
statistisch signifikanter Zusammenhang der untersuchten miRNA, wobei das Uberleben der
Gruppe mit hoheren miRNA-Leveln gilinstiger war. Besonders die miR-29a-3p (p =0,034)
und -144-3p (p=0,026) waren nach einer Bestrahlung (T1 bzw. T2) signifikant mit dem
Gesamtiiberleben assoziiert. Die Kombination aller vier miRNA (KmiR) nach Bestrahlung (T2)
erwies sich als unabhangiger Prognosemarker.

Durch den Einsatz der ddPCR konnte die Problematik der heterogenen Normierung
zirkulierender miRNA mittels RT-gPCR vermieden werden. Im Einklang mit anderen Autoren
steht der Abfall der miRNA-Expressionslevel der miR-150-5p unter Strahlentherapie. Es ergaben
sich klare prognostische Zusammenhange der miRNA mit dem Gesamtiberleben und eine
Assoziation mit klinischen und prognostischen Parametern besonders nach Bestrahlung. Dies
betont die pradiktive Wertigkeit der miRNA. Anhaltspunkte zur diagnostischen Wertigkeit der
miRNA wurden ebenfalls gefunden.

Die Moglichkeiten der zirkulierenden miRNA als Biomarker sind langst noch nicht ausgeschopft

und bieten eine vielversprechende Perspektive.
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8

Thesen

Die ddPCR bietet mit der RT-qPCR vergleichbare Ergebnisse und ist im klinischen Alltag
einsetzbar. Die miR-16-5p, -29a-3p, -144-3p und -150-5p lassen sich mittels ddPCR
bestimmen, die miR-21-5p und -155-5p sind in diesem Kollektiv per ddPCR nicht
messbar.

Die Expression der miR-16-5p zeigt starke Schwankungen der Expressionslevel im
Studienkollektiv und ist keine geeignete Referenz-miRNA fiir die RT-qPCR im Plasma der
untersuchten NSCLC-Patienten.

Die Expressionslevel der miR-16-5p, -29a-3p, -144-3p und -150-5p unterscheiden sich im
Studienkollektiv deutlich voneinander, die miR-16-5p weist die hochsten
Expressionslevel auf. Untereinander bestehen sehr starke Zusammenhange der Level
der miR-16-5p, -29a-3p, -144-3p und -150-5p mit positiven Korrelationen.

Die Level der miR-150-5p im Gesamtkollektiv sowie die Level der miR-29a-3p innerhalb
der Patienten in UICC-Stadium IV fallen im Plasma im Verlauf der Strahlentherapie ab.
Die Expressionslevel der miR-16-5p und -144-3p zeigen keine relevanten Veranderungen
im Plasma unter Strahlentherapie.

Es gibt in diesem Studienkollektiv Unterschiede der Level zirkulierender
miR-16-5p, -144-3p und -150-5p zwischen gesunden Blutspendern und NSCLC-
Patienten, welche sich jedoch nicht auf klinische Charakteristika zuriickfiihren lassen.
Vor Bestrahlung zeigen sich keine Zusammenhange zu klinischen Parametern. Nach
Bestrahlung ergeben sich Zusammenhange zwischen den miRNA-Leveln im Plasma und
dem UICC-Stadium.

Wahrend bzw. nach Bestrahlung ergibt sich ein prognostischer Zusammenhang der
miR-29a-3p und -144-3p-Level im Plasma zum Gesamtiiberleben. Vor Bestrahlung ergibt
sich kein Zusammenhang zum Gesamtiiberleben.

Die Kombination der vier miRNA (KmiR) ist nach Bestrahlung ein unabhangiger

prognostischer Marker.
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