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1. Zusammenfassung 

Harnblasenkrebs (BC) stellt eine häufige maligne Tumorerkrankung mit heterogenem 

biologischen Verhalten dar. Die Unterscheidung zwischen nicht-muskelinvasivem (NMIBC) 

und muskelinvasivem (MIBC) Harnblasenkrebs ist essenziell für die therapeutische Strategie 

und prognostische Einschätzung. MicroRNAs (miRNAs) sind kleine nicht-kodierende RNAs; 

sie regulieren posttranskriptional die Genexpression und könnten als Biomarker für die 

Tumorprogression fungieren. 

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Validierung einer miRNA-Expressionssignatur zur 

Klassifikation des Invasionspotentials von Harnblasentumoren, insbesondere zur 

Differenzierung zwischen NMIBC und MIBC sowie zur Risikostratifizierung hinsichtlich des 

Progressions- bzw. Invasionspotenzials von pT1 high-grade Tumoren. 

Gewebeproben von Patienten mit NMIBC und MIBC sowie die Zelllinien T24, J82 und RT112 

wurden untersucht. Die miRNA-Expression wurde mittels quantitativer Polymerase-

Kettenreaktion (qPCR) analysiert. Funktionelle Assays (BrdU-Proliferationstest, Transwell-

Migrations- und Invasionsassay) wurden eingesetzt, um die biologischen Effekte der miRNAs 

auf Proliferation, Migration und Invasion zu evaluieren. Bioinformatische Ansätze, Receiver-

Operating-Characteristic-(ROC)-Analysen und Hauptkomponentenanalysen (PCA) dienten 

der Validierung, der diagnostischen Präzision und der Festlegung von Schwellenwerten. 

Die differenziell exprimierten miRNAs miR-138-5p, miR-146b-5p, miR-155-5p und miR-200a-

3p wurden zwischen NMIBC und MIBC identifiziert und korrelierten signifikant mit 

Tumorstadium und Differenzierungsgrad. Funktionelle Untersuchungen zeigten, dass die 

Überexpression von miR-200a-3p und miR-155-5p die Proliferation, Migration und Invasion 

in BC-Zelllinien modulierte. Die miRNA-Signatur ermöglichte eine hochpräzise Klassifikation 

von NMIBC und MIBC. Schwellenwerte der einzelnen miRNAs wurden definiert, um das 

Progressionsrisiko bei pT1 high grade Tumoren vorherzusagen. 

Die etablierte miRNA-Signatur erweist sich als potenzieller Biomarker zur Unterscheidung 

zwischen NMIBC und MIBC sowie zur Risikoabstufung bei pT1 high grade Tumoren. Diese 

Signatur könnte die klinische Entscheidungsfindung optimieren und die Basis für prospektive 

Studien darstellen.  
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1.1 Summary 

Bladder cancer (BC) represents a prevalent malignancy characterized by heterogeneous 

biological behavior. The differentiation between non-muscle-invasive bladder cancer 

(NMIBC) and muscle-invasive bladder cancer (MIBC) is critical for therapeutic decision-

making and prognostic assessment. MicroRNAs (miRNAs), small non-coding RNAs, regulate 

gene expression and hold potential as biomarkers for tumor progression. 

This dissertation aimed to develop and validate a miRNA expression signature for classifying 

the invasive potential of bladder tumors, specifically to distinguish NMIBC from MIBC and to 

stratify progression risk in pT1 high-grade carcinomas. 

Tissue specimens from patients with NMIBC and MIBC, alongside T24, J82, and RT112 cell 

lines, were analyzed. MiRNA expression was quantified via quantitative polymerase chain 

reaction (qPCR). Functional assays, including BrdU proliferation, Transwell migration, and 

invasion assays, were conducted to assess the biological impact of miRNAs on proliferation, 

migration, and invasion. Bioinformatic analyses, encompassing receiver operating 

characteristic (ROC) curves and principal component analysis (PCA), were utilized to validate 

diagnostic accuracy and establish cut-off values. 

Differentially expressed miRNAs—miR-138-5p, miR-146b-5p, miR-155-5p, and miR-200a-

3p—were identified between NMIBC and MIBC, demonstrating significant correlations with 

tumor stage and grade. Functional assays revealed that overexpression of miR-200a-3p and 

miR-155-5p modulated proliferation, migration, and invasion in BC cell lines. The miRNA 

signature achieved high discriminatory accuracy between NMIBC and MIBC. Defined cut-off 

values for individual miRNAs enabled prediction of progression risk in pT1 high-grade 

tumors. 

The established miRNA signature emerges as a promising biomarker for differentiating 

NMIBC from MIBC and stratifying risk in pT1 high-grade tumors. This signature may enhance 

clinical decision-making and serve as a foundation for prospective investigations. 
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2. Einleitung 

2.1 Epidemiologie der Harnblasentumore 

 Inzidenz 

Das Harnblasenkarzinom (BC) ist die zehnthäufigste Tumorerkrankung weltweit, sowie der 

zweithäufigste Urogenitaltumor. Mindestens 95 % der Harnblasenkarzinome sind 

Urothelkarzinome, während mit 3-5 % die reinen Plattenepithelkarzinome selten auftreten. 

Weltweit werden jährlich 950.000 Neuerkrankungen bei Männern versus 240.000 bei 

Frauen verzeichnet1. Die Zahlen belegen, dass Männer bis zu fünfmal häufiger betroffen sind 

als Frauen1. In Deutschland erkranken jährlich ca. 16.600 Menschen an malignen 

Neubildungen der Harnblase. Jährlich erreicht man eine Zahl von knapp 31.000 neuen 

Fällen2. Das mittlere Erkrankungsalter liegt zwischen 70 und 75 Jahren, weniger als 1 % der 

Neuerkrankungen betreffen Patienten unter 40 Jahren. Die Mortalitätsrate weltweit beträgt 

3.3 bei Männern versus 0.86 bei Frauen pro 100.000 Patienten pro Jahr1, in Deutschland 6.6 

bei Männern versus 1.9 bei Frauen3,4. Inzidenz wie auch Mortalitätsraten schwanken stark in 

unterschiedlichen Ländern. Dies ist auf Faktoren wie variierende Noxenexposition, 

Ernährungs- und Rauchverhalten, sowie auf gesundheitliche Aufklärung und medizinische 

Standards zurückzuführen1.  

 

 Ätiologie und Pathogenese 

Der bedeutendste Risikofaktor für die Entstehung von BC ist das Rauchen. Tabakrauch 

enthält aromatische Amine und polyzyklisch-aromatische Kohlenwasserstoffe, deren 

karzinogene Wirkung nachweislich auf direkte Schädigung der DNA und deren 

Reparaturmechanismen zurückzuführen ist 1,5,6. Dabei steigt das Risiko exponentiell mit 

Zunahme des Konsums. Auch Passivrauchen, Gelegenheitsrauchen und der Konsum von E-

Zigaretten sind mit der Karzinogenese assoziiert. Aromatische Amine, 

Kohlenwasserstoffverbindungen sowie Azofarbstoffe finden sich ebenfalls in Lacken und 

Pflanzenschutzmitteln. Daher sind Berufsgruppen wie u.a. Maler und Lackierer durch 

erhöhte Exposition stark gefährdet, ein BC zu entwickeln. Chronische Entzündungen 

begünstigen die Tumorentstehung, wie sie bei Steinleiden und wiederkehrenden 

Harnwegsinfekten vorkommen. Therapeutische Bestrahlung des kleinen Beckens, 

gegebenenfalls in Kombination mit systemischer Chemotherapie wie Cyclophosphamid, 

begünstigt ebenfalls die BC-Tumorgenese und -Progression. 

BC weisen eine hohe Mutationsrate auf. Beim nicht-invasiven Harnblasenkarzinom (non-

muscle invasive bladder cancer, NMIBC) sind die Gene FGFR3, HRAS, KRAS, TP53, PIK3CA 

und STAG2 betroffen, beim muskel-invasiven Harnblasenkarzinom (muscle invasive bladder 

cancer, MIBC) sind die Gene TP53, FGFR3 und RB1 hochfrequentiert betroffen. Diese Gene 

sind an wichtigen zellulären Prozessen wie Zellzykluskontrolle, Proliferation und Apoptose 

beteiligt7. Das BCs gilt weiterhin als der Tumor mit den drittmeisten Mutationen in Genen 

für homologe rekombinationsbedingte Reparatur von DNA-Schäden, wie ATM, BRCA1/2 und 



 
10 

 

CHEK25. Genetische Prädisposition durch Vererbung spielt bei dieser Erkrankung eine 

untergeordnete Rolle, ist jedoch auch mit einem geringen Prozentsatz an der Ätiologie 

beteiligt. Weiterhin wurden 14 einzelne Nukleotidpolymorphismen (single nucleotide 

polymorphismen, SNPs) und eine Deletion im Gen GSTM1 gefunden8. Dementsprechend ist 

der Pathomechanismus der BC-Tumorgenese komplex. In 80 % der BC konnten aktivierende 

bzw. zu Überexpression führende FGFR3-Genmutationen nachgewiesen werden, welche mit 

NMBIC assoziiert sind. Auch Mutationen in den Ras-Genen HRas, KRas und NRas konnten in 

bis zu 15 % der NMIBC nachgewiesen werden. Die muskelinvasiven Harnblasentumore 

(muscle invasive bladder cancer, MIBC) dagegen weisen hochfrequent inaktivierende 

Mutationen der p53/Rb/PTEN-Gene auf, die mit der Induktion von Invasion und 

Metastasierung assoziiert sind 7,9–13.   

Das Rauchen ist eine der bedeutendsten bekannten Ursachen für die Entstehung von BC und 

kann unmittelbar die DNA der urothelialen Zellen schädigen. In Reaktion auf einen 

Doppelstrangbruch wird die intrinsische DNA-Reparatur-Kaskade ausgelöst, die Checkpoint-

Protein-Kinase 2 (CHEK2) wirkt als Tumorsuppressor 14. Mittels retrospektiver Studien 

konnte eine Assoziation zwischen CHEK2-Mutation bzw. Herunterregulation und der 

Entstehung von BC belegt werden15. Breyer et al. konnten erstmals einen Zusammenhang 

zwischen Raucherstatus und CHEK2-Herunterregulation retrospektiv darstellen. Im Urothel 

gesunder Raucher wurde eine signifikante Herunterregulation von CHEK2 und ein 7.4-fach 

höheres Risiko zur BC-Entstehung gefunden, während im Urothel gesunder ehemaliger 

Raucher kein statistisch signifikanter Unterschied in der CHEK2-Expression zwischen 

Nichtrauchern und ehemaligen Rauchern vorlag6. 

 

 Krankheitsstadien 

95 % aller BC sind maligne Veränderungen der Zellen des Urothels. Carcinoma in situ (CIS 

bzw. Tis im TNM-System) sind flache, schlecht differenzierte tumoröse Läsionen. Die Tumore 

beschränken sich bei initialer Diagnose in 75 % auf die Mukosa (Cis und pTa) oder auf die 

Submukosa (pT1), ca. 20-25% der NMIBC-Tumore werden initial als pT1 highgrade Tumore 

diagnostiziert16. Die übrigen 25 % sind bereits über die Submukosa hinaus in die 

Muskelschicht oder in perivesikale Strukturen eingedrungen und werden als muskelinvasive 

Tumore (MIBC) bezeichnet (pT2-4). pT2a Tumore sind oberflächlich in die Muscularis propria 

eingewachsen, während pT2b bereits tiefer in die Muskelschicht eingedrungen sind. pT3 

Tumore sind über die Muskelschicht hinaus in das perivesikale Fettgewebe vorgedrungen, 

pT4a Tumoren sind in Prostata, Gebärmutter, Vagina und/oder den Darm eingedrungen, 

während T4b-Tumoren in die Becken- oder Bauchwand eingewachsen sind (Abb.1) 3,8,17–19.  

Cis-Läsionen sind zwar bei Diagnosestellung nicht invasiv, allerdings durch eine aggressive 

Tumorbiologie und eine bekannte Neigung zu invasiver Progression gekennzeichnet20. 
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Histopathologisch wird die Lokalisation und Ausbreitung des Primärtumors mittels Union 

Internationale Contre le Cancer (UICC) –TNM-Klassifikation (T= Tumor; N=Nodus, 

Lymphknoten; M=Fernmetastase) beurteilt19. Zusätzlich erfolgt bei den NMIBC low grade 

Tumoren eine Risikobewertung mittels European Organisation for Research and Treatment 

of Cancer (EORTC) Score in niedriges, mittleres und hohes Risiko3,16,21,22. Bei invasiven 

Tumoren erfolgt weiterhin das Grading in G1-G3 nach WHO-Klassifikation von 1973, 

zusätzlich eine Einteilung in papilläre Urothelmalignität mit niedrigem malignem Potenzial 

(papillary urothelial neoplasm of low malignant potential, PUNLMP), low grade und high 

grade nach den neuesten WHO-Kriterien von 20048. 

 

 pT1 high grade Tumore 

Dieses Stadium weist im Vergleich zu pTa und pT1 low grade Tumoren eine deutlich 

schlechtere Prognose hinsichtlich Gesamtüberleben (overall survival, OS), 

progressionsfreiem Überleben (progression free survival, PFS) und rezidivfreiem Überleben 

(recurrence free survival, RFS) auf. Innerhalb von 5 Jahren rezidivieren 84 % der pT1 high 

grade Tumore und in bis zu 45 % kann es zur Progression in die Muskelschicht kommen8,23.  

 

 Diagnostik 

Symptomatisch erscheinen Patienten mit überwiegend indolenter Mikrohämaturie (10-15 

%) oder Makrohämaturie (68-97,5 %)8. Ein Symptomkomplex aus erhöhter 

Miktionsfrequenz, Dysurie und vermehrtem Harndrang kann auf begleitende 

Harnwegsinfektion, Cis oder invasive Tumorstadien hinweisen, die in besonders 

fortgeschrittenen Stadien bei vorhandener Harnleiterobstruktion von Flankenschmerz 

begleitet sein können3,8,19,24. Diagnostisch werden Anamnese, körperliche Untersuchung, 

Abb.1: Arten und Stadien von Harnblasentumoren nach dem Tissue Node Metastasis (TNM) System, dem 

Grading System nach WHO Kriterien von 1973 (G1-G3) und nach WHO Kriterien von 2004 (PUNLMP, low 

grade, high grade). Quelle: Sanli, O. et al. Bladder cancer. Nat. Rev. Dis. Primer 3, 17022 (2017) 
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bildgebende Verfahren sowie Urinzytologie appliziert. Labordiagnostisch können bereits im 

Harn vorhandene maligne Zellen mikroskopisch detektiert werden. Eine unauffällige 

Urinzytologie schließt ein low grade BC nicht aus, macht aber ein MIBC sehr 

unwahrscheinlich3,8,19,24. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) und Immunzytologie 

geben eine genauere Auskunft über das Vorhandensein eines BC8. Biomarker wie z.B. 

Telomerase und Survivin zeigen spezifisch das Vorhandensein maligner Zellen an, während 

das nukleäre Matrixprotein 22 (NMP22) und das bladder tumor antigen (BTA) unspezifisch 

auf einen erhöhten Zellumsatz verweisen8. Letztere sind als Schnelltest oder Immunassay 

von der FDA zugelassen, weisen jedoch beträchtliche Schwankungen hinsichtlich Sensitivität 

und Spezifität auf, die u.a. durch benigne Erkrankungen wie Steinleiden in ihrer Aussagekraft 

stark beeinflusst werden8. Durch eine hohe Anzahl falsch positiver Ergebnisse sind sie somit 

wenig geeignet für eine zuverlässige onkologische Diagnostik8,18. Weitere Marker können 

aufgrund mangelnder Testqualität oder mangelnder Datenlage nicht diagnostisch genutzt 

werden8. Ein Markerpanel aus NMP22/EGFR, sowie BTA/CEA wurde in Hochrisikogruppen 

(Alter, Raucherstatus) mit einer hohen Sensitivität von 90% beschrieben8,25.  

Immunhistochemisch werden die Zytokeratine 5 und 20 (CK5, CK20) auf den Zellen 

nachgewiesen. Sie erlauben eine grobe Einteilung in die luminalen (CK20 positiv, CK20+) 

oder basalen (CK5 positiv, CK5+) Subtypen und können weiterhin zur Risikobewertung 

herangezogen werden26. Goldstandard in der BC-Diagnostik ist die Zystoskopie. Bei 

ausreichendem Verdacht auf ein Urothelkarzinom folgt eine transurethrale Resektion der 

Blase (TUR-B) und anschließend die histologische Befundung8.  

Für nachgewiesene FGFR3-Alterationen werden spezielle FGFR3-Inhibitoren eingesetzt. Dies 

ist möglich dank der umfassenden wissenschaftlichen Arbeit, die über zwei Jahrzehnte lang 

den genauen physiologischen sowie pathophysiologischen Mechanismus von FGFR3 

untersucht und mit BC-Merkmalen sowie Follow-up-Daten von Patienten korreliert hat9–

11,13,27–29. 

 

 Molekulare Subtypisierung 

BC lassen sich immunhistochemisch in luminal und basal einteilen. Einem Konsensusmeeting 

folgend werden BC in 6 Subtypen klassifiziert: luminal papillär, luminal nicht-spezifiziert, 

luminal instabil, stroma-like, basal squamous und neuroendokrin-like 30–33. Luminale Tumore 

gelten als gut differenziert, sowie chemoresistent. Die Expression von CK19, CK20 und 

Uroplakin ist charakteristisch für luminale Tumore26. Es können Mutationen in den Genen 

FGFR3, RAS, PIK3CA und GATA-3 nachgewiesen werden32–34. Basale Tumore wachsen solide, 

sind schlecht differenziert und haben mit kurzem Langzeitüberleben eine schlechte 

Prognose32–34. Sie sind aggressiv bzw. invasiv, chemosensitiv und häufig von Cis 

begleitet32,34,35. Onkogene Signalwege mit Beteiligung von RB1, MYC und E2F3 sind häufig 

betroffen32–38.  
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 Therapie 

Die Therapie des BC erfolgt abhängig von Histologie, Erkrankungsstadium und 

Risikobewertung. NMIBC werden via TUR-B reseziert. Bei low risk NMIBC wird zur 

Rezidivprävention zusätzlich eine adjuvante Instillationstherapie in Form von 

Chemotherapie appliziert. Tumore mit intermediate risk können zur Rezidivprävention und 

Progressionsverhinderung oder -verzögerung zusätzlich zur TUR-B mit einer adjuvanten 

Chemotherapieinstillation oder BCG‑Instillation behandelt werden, high risk Tumore werden 

mittels TUR-B und BCG-Instillation therapiert8,16,19. Metaanalysen zeigen eine Senkung der 

Rezidiv- und Progressionsrate durch intravesikale Immuntherapie mit BCG im Vergleich zu 

TUR-B ohne und mit nachfolgender Chemotherapieinstillation8,39–41. 

PT1 high grade Tumore stellen nach wie vor eine besondere Herausforderung hinsichtlich 

individueller Therapieentscheidung zwischen Organerhalt und radikaler Zystektomie dar. 

Nach aktuellen Leitlinien bewertet der EORTC-Score anhand von Tumoranzahl, Tumorgröße, 

Rezidivrate, T-Stadium, Grading und dem Vorhandensein von CIS das potenzielle 

Invasionsrisiko16,22. Aufgrund verschiedener Einflussfaktoren, wie individueller Begutachtung 

durch den Pathologen, ist diese Art der Risikobewertung jedoch limitiert. Bei Zystektomie 

nach high risk pT1G3-Diagnose kann der Tumor in bis zu 30 % der Fälle ein Upstaging 

erfahren, ohne dass ein Risikofaktor mit dem Upstaging verbunden war42. Bei 

Therapieversagen und/oder dem Vorliegen eines Hochrisiko pT1 high grade Tumors kann 

individuell eine frühe radikale Zystektomie empfohlen werden. Bei Hochrisiko-pT1 high 

gradeTumoren mit zwei oder mehr Risikofaktoren, also multifokal und/oder > 3 cm groß 

und/oder mit gleichzeitigem CIS, kann die frühe Zystektomie empfohlen werden. Für kleine 

Tumore ohne CIS kann organerhaltend therapiert werden42.  

Bei MIBC und gewünschtem Blasenerhalt kann eine vollständige TUR-B mit anschließender 

Radiotherapie oder Radiochemotherapie durchgeführt werden8. Standardtherapie des MIBC 

mit kurativem Ansatz ist jedoch die radikale Zystektomie mit bilateraler pelviner 

Lymphadenektomie8. Perioperativ wird je nach Tumorstadium adjuvante oder neoadjuvante 

Kombinations-Chemotherapie eingesetzt8.  

Beim metastasierten BC kann in der Erstlinie cisplatinhaltige Chemotherapie oder 

Gemcitabin/Cisplantin eingesetzt werden8. Nicht-Cisplatin-geeignete Patienten können 

Gemcitabin/Caboplatin erhalten8, bei positivem PD-L1-Status können die Checkpoint-

Inhibitoren Atezolizumab oder Pembrolizumab verabreicht werden8. Bei Progress nach 

platinhaltiger Erstlinien-Chemotherapie können Patienten in der Zweitlinie Checkpoint-

Inhibitoren wie Pembrolizumab, Atezolizumab oder Nivolumab erhalten, bei 

Kontraindikation gegen Checkpointinhibitoren können Vinflunin oder alternativ Taxane 

verabreicht werden8. 

 

 Prognose 

Die Prognose ist stark vom Krankheitsstadium bei Erstdiagnose, dem Alter und dem 

allgemeinen Gesundheitszustand des Patienten abhängig. PT1 Tumore weisen ein bis zu 45 
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%iges Progressionsrisiko auf, während bei MIBC das Metastasierungsrisiko mit der 

Tumortiefe korreliert8. Bei Metastasierung besteht auch nach radikaler Zystektomie 

innerhalb der ersten beiden Jahre ein Progressionsrisiko. Dabei entstehen Rezidive in 15-20 

% im kleinen Becken, 10-15 % in pelvinen und retroperitonealen Lymphknoten. Von 

Fernmetastasierung sind zu 43 % die Leber, zu 35 % die Lunge, zu 28 % die Knochen, und die 

männliche Harnröhre in 5-10 % betroffen21. 

Jedoch muss bei jedem Patienten ein Progressions- und Rezidivrisiko individuell eingeschätzt 

werden. Biomarker, die den möglichen Krankheitsverlauf, sowie den Therapieerfolg sicher 

einschätzen können, fehlen bis dato21. 

 

2.2 MicroRNA (miRNA) 

MiRNA sind kleine, 16-25 Nukleotid (nt) lange, nicht-kodierende RNA-Moleküle.  

Die Rolle von miRNA in der posttranskriptionellen Genregulation war bis 1993 unbekannt 

und wurde erstmals von Victor Ambros und Gary Ruvkhun beschrieben. Sie untersuchten C. 

elegans Mutanten mit Entwicklungsdefekten in der Übergangsphase vom Larven zum 

Erwachsenenstadium aufgrund von Alterationen in den Genloci lin-4 und lin-14. Lee, Ambros 

et al. fanden heraus, dass das lin-4-Gen nicht für ein Protein kodierte, sondern für eine 22nt 

lange nicht-kodierende RNA, eine miRNA43. Parallel dazu entdeckten Ruvkun et al., dass lin-4 

mit der 3′-untranslated region (3'UTR) der mRNA des lin-14-Gens interagiert und zu einer 

Translationsinhibition führt44. Mit der Entdeckung einer weiteren miRNA, let-7, konnte 2000 

der Zusammenhang zur humanen Physiologie hergestellt werden45. Ambros publizierten 

2004 in Nature einen wegweisenden Review-Artikel über die posttranskriptionelle Rolle von 

miRNA auf die Genexpression und deren Rolle in physiologischen und möglicherweise 

pathophysiologischen Prozessen46. 2024 erhielten Victor Ambros und Gary Ruvkun den 

Nobelpreis in der Kategorie ‚Physiologie oder Medizin‘.  

MiRNA regulieren posttranskriptional ca. 60 % aller humanen Gene und nehmen Einfluss auf 

zelluläre Prozesse wie Proteinbiosynthese, Proliferation, Differenzierung, EMT, 

Metastasierung, Migration und Invasion. Veränderungen im Expressionslevel von miRNA 

können zu dysreguliertem zellulärem Verhalten führen und im Zuge dessen onkogene 

Prozesse initiieren47–49. 

 

 Biogenese und miRNA-vermittelte Genregulation  

MiRNA werden zunächst durch die RNA-Polymerasen II als primary miRNA (pri-miRNA) 

transkribiert. Der microprocessor-complex, bestehend aus der RNase III Drosha und dem 

RNA-Bindeprotein DiGeorge syndrome critical region gene 8 (DGCR8) prozessiert die pri-

miRNA in eine ca. 70 nt lange pre-miRNA mit Hairpin-Struktur, welche dann mittels 

EXPORTIN5 aus dem Nukleus ins Zytoplasma transportiert wird. Die RNA-Endoribonuklease 

Dicer schneidet die doppelsträngige pre-miRNA in zwei miRNA-Einzelstränge: einen miRNA-

5p-Strang (Vorwärtsstrang, 5'-3') und den fast vollständig komplementären miRNA-3p-
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Strang (reverser Strang 3'-5'). Die Art der weiteren Prozessierung im RNA-induced silencing 

complex (RISC), bestehend aus Dicer, TAR RNA-Bindepprotein (TRBP) und Argonaute (AGO) 

1–4, bestimmt, welcher der beiden Einzelstränge oder ob gegebenenfalls beide Stränge 

funktional sind14. In der Regel ist der -5p-Strang der Leitstrang und wird zur Reifung weiter 

prozessiert und in der Folge biologisch aktiv, während der -3p-Folgestrang degradiert wird51. 

Neuere Arbeiten zeigen vermehrt, dass in einigen dysregulierten Prozessen beide Stränge 

funktional koexistieren und sogar unterschiedliche Zielstrukturen regulieren. Die 

entstandene einzelsträngige miRNA enthält an Position 2-7 des 5‘-Endes die sogenannte 

„Seed“-Sequenz, die komplementär zur Ziel-mRNA ist52. Die Biogenese von miRNA ist in 

Abbildung 5 grafisch dargestellt51–56.   

Der regulatorische Effekt von miRNA beruht auf posttranskriptioneller Inhibition der 

Proteinbiosynthese. MiRNA vermitteln die translationale Inhibition auf unterschiedlichen 

Wegen: bei vollständiger Komplementarität der Sequenzen wird die mRNA direkt durch das 

katalytisch aktive AGO2-Protein zerschnitten. Bei unvollständiger Komplementarität kommt 

es zur Rekrutierung eines Ribonukleoproteinkomplexes, des miRNA-induced silencing 

complex (mIRISC), bestehend aus AGO2 und einem glycinetryptophan-repeat–containing 

protein (GW182), welches die „silencing domain“ enthält. MIRISC bindet die Ziel-mRNA 

sequenzspezifisch an der 3’ untranslated region (3’UTR), genannt miRNA response elements 

(MREs). Der vollständige Mechanismus der Translationsinhibition ist weiterhin unklar, es ist 

jedoch bekannt, dass der miRISC-Complex an der 5′-Untereinheit der mRNA bindet, die eine 

Erkennungssequenz-Cap für die Ribosomen darstellt. Weiterhin wird die 

Ribosomenrekrutierung inhibiert, indem die 40s- und 60s-Untereinheiten blockiert und 

somit die Formierung zum translationsaktiven Ribosomenkomplex verhindert wird. Auch die 

Verdrängung der Translationsinitiationsfaktoren eukaryotic translation initiation factor 4A1 

(eIF4A1) und eIF4A2 spielt eine Rolle. Weiterhin wird die mRNA durch Deadenylierung am 

3′‑Ende und de-Capping am 5′‑Ende durch decapping-activator-DEAD-box-protein 6 (DDX6) 

destabilisiert und damit der Abbau beschleunigt57. 

Ein weiterer Mechanismus wurde kürzlich anhand bioinformatischer Analysen erkannt und 

publiziert. Dieser beschreibt eine miRNA-vermittelte Genexpressionsmodulation via miRNA-

Interaktion mit der Promotorregion einer proteinkodierenden Sequenz51 58. Durch diese 

Mechanismen nehmen miRNA indirekt Einfluss auf diverse zelluläre Prozesse. Von einer 

Expressionsmodulation können Proteine aller Art betroffen sein, u.a. Transkriptionsfaktoren, 

Kinasen und Matrixmetalloproteasen. Die miRNA-vermittelte Regulation der Genexpression 

ist ein flexibler physiologischer Prozess und wird unter bestimmten Umständen gerichtet 

verändert. So regulieren beispielsweise miR-15 den dynamischen Prozess des 

Knochenumbaus durch Förderung der Osteoblastendifferenzierung, während Vertreter der 

miR-34-Familie die Differenzierung von Osteoklasten regulieren59. 
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 Die Rolle von miRNA in Tumoren 

Diverse Publikationen konnten belegen, dass miRNA signifikant mit pathologischen 

Prozessen assoziiert sind 60–62. MiRNA spielen in der Tumorgenese eine entscheidende Rolle 

als onkogene Treiber (OncomiR) oder als Tumorsuppressoren. Dabei ist die onkogene 

Expressionsderegulation sowohl als miRNA-Überexpression als auch -Repression 

nachgewiesen. Es gibt verschiedene Deregulationswege. Eine Option ist die genomische 

Instabilität. Weitere Möglichkeiten sind Promotorvariationen, veränderte 

Methylierungsmuster und Histonmodifikation. Die Enzyme Drosha und Dicer der miRNA-

Biogenese können dysfunktional agieren 60,63. An einigen Mechanismen sind long non-coding 

RNAs (lnc-RNAs) beteiligt. Lnc-RNA sind >200nt lange nicht-kodierende RNA-Moleküle. Sie 

deregulieren miRNA durch „sponging“, indem sie diese binden und so für die target-mRNA 

nicht verfügbar machen, sowie durch kompetitive Hemmung durch Bindung an der target-

mRNA. Die Prozessierung von pri-miRNA kann durch Interaktion mit Drosha und Dicer 

gestört werden. Lnc-RNAs können die Stabilität durch gesteigerten Abbau oder 

Stabilisierung der miRNA beeinflussen, sowie die Expression der miRNA über 

Histonmodifikation beeinflussen64–68. Tumorgewebe weisen einen signifikanten Unterschied 

im Expressionslevel spezifischer miRNA auf, verglichen mit den Expressionslevels in 

zugehörigem Normalgewebe. Die Konsequenz einer veränderten miRNA-Expression 

Abb.2: Schematische Darstellung der miRNA Biogenese und miRISC Aktivität zur mRNA Degradation  

Quelle: Acunzo, M., Romano, G., Wernicke, D. & Croce, C. M. MicroRNA and cancer – A brief overview. Adv. 

Biol. Regul. 57, 1–9 (2015) 
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hinsichtlich ihrer tumorigenen Wirkung ist vielfältig. So können diverse zelluläre Prozesse 

betroffen sein, die in die Initiation, Progression und Metastasierung von Tumoren münden. 

MiRNA-vermittelte Genexpressionskontrolle spielt eine kritische Rolle hinsichtlich der 

zellulären Stressantwort bei oxidativem Stress, Hypoxie und DNA-Schäden63. MiRNA haben 

direkten Einfluss auf die Regulation von onkogenen oder tumorsuppressiven Proteinen. Die 

miRNA let-7 beispielsweise ist als Tumorsuppressor bekannt und infolge einer 

Herunterregulation mit der Entstehung von Mamma-, Kolon- und Lungentumoren assoziiert. 

Let-7 inhibiert die Expression der Proto-Onkogene RAS, HMGA2, MYC und KRAS und ist 

assoziiert mit erhöhter Tumorprogression und Metastasierung69–72. Mir21 findet sich in 

diversen soliden Tumoren und hämatologischen Erkrankungen deutlich überexprimiert und 

fördert die Tumorprogression via Inhibition der Tumorsuppressoren p53 und PTEN73.  

 

 

 MiRNA in Harnblasentumoren 

Catto et al. (2004) untersuchten das Expressionsprofil von 322 miRNA in gesundem Urothel, 

sowie in low grade und high grade NMIBC und in MIBC. Sie fanden, dass miRNA-

Expressionsunterschiede spezifisch für den Tumorphänotyp auftreten. Alterationen waren 

bereits auf molekularer Ebene erkennbar, bevor es zu histologischen Veränderungen am 

Gewebe kam, so konnte der Krankheitsverlauf vorhergesagt werden74.  

Baumgart et al. analysierten mittels Microarray-Analyse (Abb.5) die spezifischen 

Expressionsunterschiede zwischen NMIBC- und MIBC-Proben und fanden 63 miRNA, die in 

NMIBC verglichen mit MIBC-Geweben signifikant verändert exprimiert waren. Folgende fünf 

wurden mittels PCR quantifiziert: miR-138-5p, miR-146b-5p, miR-155-5p, miR-144-5p und 

miR-200a-3p. Bis auf miR-144-5p konnte die unterschiedliche Expression zwischen NMIBC 

und MIBC mittels qPCR validiert werden. Sie konnten weiterhin anhand der Expressionslevel 

eine Assoziation zum Tumorstadium (T-Kategorie) herstellen75.  
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Diverse Arbeiten an Harnblasenkarzinomen belegen die funktionelle Rolle von miRNA im 

Prozess der Tumorentstehung, Progression, Invasion und Metastasierung.  Viele 

Arbeitsgruppen untersuchten den Unterschied der miRNA-Expression in gesundem Urothel 

im Vergleich zu Tumorgewebe. Weniger Daten existieren bis dato zur veränderten 

Expression in nicht-muskelinvasiven Tumoren verglichen mit muskelinvasiven Tumoren. Die 

Datenlage ist heterogen hinsichtlich individueller Signaturen und der diagnostischen Power. 

Das Potenzial von miRNA zur Früherkennung einer möglichen Invasion bleibt bislang 

unterrepräsentiert. 

 

 

 Zirkulierende miRNA in extrazellulären Vesikeln (EV) 

Extrazelluläre Vesikel sind kleine Membranpartikel, die von allen Zellen sezerniert und von 

Empfängerzellen endozytotisch resorbiert werden können. Sie entstehen entweder durch 

Abschnürung aus der Plasmamembran und Freisetzung in den extrazellulären Raum 

(Membran „budding“) oder durch Einschnürung der Plasmamembran in die Zelle hinein. 

(Abb. 4). Durch Einstülpung der Plasmamembran nach innen entstehen exosomale Vesikel 

(Exosomen), die zu den frühen Endosomen transportiert werden und mit deren Membran 

verschmelzen. Während der Reifung zu späten Endosomen kommt es durch Einstülpung der 

Membran zur Bildung und Akkumulation von intraluminalen Vesikeln (ILV); diese Struktur 

wird auch als multivesikuläre Bodies (MVB) bezeichnet. Die MVBs verschmelzen mit der 

Plasmamembran der Zelle und ILVs werden als Exosomen freigesetzt. Sie verbreiten sich 

Abb.3: Heatmap der Microarray-Analyse von miRNA in NMIBC (gelb; n=10) und MIBC (blau; n=14) 

verglichen zu NMIBC. Die Daten wurden anhand ihrer miRNA-Expressionslevel unsupervised hierarchisch 

geclustert. Die Analyse zeigt 63 miRNA an, die in diesen beiden Krankhieitsstadien unterschiedliche 

Expressionlevel aufweisen. Die durch rote  Rahmen gekennzeichnten miRNA wurden zur weiteren 

Untersuchung ausgewählt39. 
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über Körperflüssigkeiten und können so entfernte Gewebe bzw. Organe erreichen. Man 

unterscheidet Exosomen (50-150 nm), Mikrovesikel (100-1000 nm) und apoptotische 

Körperchen (>1000nm). Sie können Proteine, Lipide und Nukleinsäuren transportieren und 

sind im physiologischen wie auch im pathophysiologischen Zustand Modulatoren 

interzellulärer Kommunikation76. Exosomen sind unter den EV die stabilsten und 

biokompatibelsten Partikel beim Transport innerhalb von Körperflüssigkeiten und können 

darüber hinaus physiologische Schranken wie die Blut-Hirn-Schranke überwinden. Exosomen 

spielen bei der Entstehung von Tumoren eine Rolle hinsichtlich Progression, Metastasierung 

und beim Umbau des TME sowie bei der Entwicklung von Therapieresistenzen, um den 

Tumorzellen einen Überlebensvorteil zu verschaffen77. Das macht sie in der Onkologie zu 

einem vielversprechenden Biomarker zur Früherkennung, zum Therapieverlauf, sowie als 

therapeutisches Transportvehikel75–77. 

 

 

Baumgart et al. beschreiben in ihren Arbeiten nicht nur die spezifische Alteration 

bestimmter miRNA in Harnblasenkarzinomen. Sie untersuchten den Zusammenhang von 

durch invasive Urothelkarzinomzelllinien sezernierten, exosomalen miRNA und dem 

Invasionsstadium von Harnblasenkarzinomen in vitro78. Sie zeigten eine invasionsassoziierte 

Signatur von 15 miRNA, die in Exosomen invasiver BC-Zellen signifikant verändert exprimiert 

waren. Sieben waren hochreguliert, acht herunterreguliert in invasiven im Vergleich zu nicht 

invasiven BC-Zellen. Weiterhin analysierten sie miRNA-Level in Tumorgewebe und in EVs aus 

Urin von NMIBC und MIBC. Sie fanden eine signifikant höhere Expression von exosomalen 

miR-146b-5p und miR-155-5p im Urin von MIBC, verglichen mit NMIBC-Proben.  

 

 

Abb.4: Schematische Darstellung der Biogenese von extrazellulären Vesikeln und der  molekularen 

Zusammensetzung von Exosomen, in denen u.a. miRNA transportiert werden142. 
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 Potenzial der miRNA als BC‑Biomarker in Gewebe und Liquid Biopsy  

Die tumorigene wie auch tumorsuppressive Rolle von miRNA in verschiedenen soliden 

Tumoren und hämatologischen Neoplasien wurde intensiv untersucht. Ihre spezifische 

Dysregulation in Tumorgewebe und ihre hohe Stabilität in Körperflüssigkeiten wie Blut und 

Urin machen sie zu vielversprechenden Biomarkern hinsichtlich Früherkennung, Prognose 

und Therapieverlauf. Ebenso könnten sie als Angriffspunkt zielgerichteter Therapien dienen. 

Überexpression von onkogenen miRNAs könnte durch Inhibition reguliert werden, niedrige 

Expressionslevel tumorsuppressiver miRNAs könnten durch Substitution mit synthetischen 

„mimics“ behandelt werden48,51,79–83. 

Es wurden bereits klinische Studien durchgeführt, um die diagnostische Relevanz von miRNA 

als „liquid biomarker“ in Urin und Blut zu bewerten47. Erkenntnisse der uroonkologischen 

Forschung an BC legen nahe, dass anhand von Unterschieden in der Expression spezifischer 

miRNA nicht nur die Tumorgenese genauer beschrieben werden, sondern auch die 

unterschiedlichen Progressionsstadien von Tumoren definiert werden können.  

Ein systemisches Review aus 2022 identifizierte 25 relevante Arbeiten zum diagnostischen 

Nutzen von miRNA aus liquid biopsies von Patienten. Diese ergaben jedoch heterogene 

Ergebnisse und es konnte keine einheitliche miRNA-Signatur identifiziert werden, was die 

Notwendigkeit weiterer Forschung unterstreicht84. 

Eine Meta-Analyse aus 2024 zu Exosomen als minimalinvasive Biomarker im Urin belegte 

hohe Werte in der Diagnostik von BC, wobei lnc-RNA die höchste Sensitivität und miRNA die 

höchste Spezifität aufwiesen85.  

Die bisherigen Forschungsdaten lassen den Schluss zu, dass exosomale miRNA auch ein 

vielversprechender prognostischer Marker zur Identifizierung des Invasionspotenzials in die 

Muskelschicht sein können. Die Anwendung sowohl als diagnostischer, als auch als 

prognostischer Biomarker muss erst noch durch klinische Studien validiert werden. 
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3. Zielstellung 

Ziel dieser Promotionsarbeit war die Definition und Validierung eines molekularen miRNA-

Marker-Profils zur akkuraten Bewertung des Invasionspotentials von Tumoren der 

Harnblase. NMIBC können organerhaltend therapiert werden, während bei MIBC die 

radikale Zystektomie die Standardtherapie darstellt. PT1 high grade Tumore sind nicht-

muskelinvasive Tumore, weisen jedoch ein bis zu 30 %iges Progressionsrisiko zur 

Muskelinvasion auf. Diese Tumore stellen hinsichtlich der individuellen 

Therapieentscheidung zwischen Organerhalt oder radikaler Zystektomie nach wie vor eine 

Herausforderung dar. Die aktuelle Risikobewertung bezüglich des Invasionspotentials ist 

limitiert, sodass molekulare Marker benötigt werden, um eine sichere Risikobewertung zu 

gewährleisten und damit die Therapieentscheidung zu unterstützen. 

Diesem Ziel untergeordnet waren folgende Fragestellungen: 

 

1. Können die Daten aus den Vorarbeiten validiert werden?  

 

2. Ist die Vorhersage des Invasionspotentials bereits an TUR-Präparaten möglich?  

 

3. Weisen muskelinvasive und nicht-muskelinvasive Areale der Resektionspräparate 

unterschiedliche Expressionsprofile auf?  
 

4. Kann mittels miRNA-Profil eine Differenzierung der pT1 high grade Tumore hinsichtlich 

ihres Muskelinvasionsrisikos erzielt werden?  

 

5. Spiegelt das miRNA-Profil tumorbiologische Eigenschaften wider?  

 

6. Sind die miRNA-Expressionsprofile mit den klassischen molekularen Subtypen assoziiert? 

 

7. Wie sicher kann das miRNA-Profil anhand von TUR-Präparaten NMIBC von MIBC 

trennen? 

 

8. Kann die Aussagekraft der miRNA-Profile hinsichtlich des Invasionsrisikos durch 

komplexe bioinformatische Analysen validiert werden? 

 

9. Welche funktionelle Rolle spielen die vier final ausgewählten miRNAs im 

Invasionsprozess von BC-Zellen? 
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4. Material & Methoden 

4.1 Material 

 Verbrauchsmaterialien 

 

CIM-plates Agilent 
Deckgläser CarlRoth 
DNA/RNA LoBind tubes 1,5ml, 2ml Eppendorf 
E-plates Agilent 
Handschuhe, nitril Abena 
Kanülen   
Kimtech Präzisionstücher Kimberly-Clark Professional 
Kryoröhrchen  TPP 
LightCycler 480 Multiwell Plate 96, white Roche 
LightCycler480 Sealing Foil Roche 
Multistep Spitzen, combitips advanced Eppendorf 
Transwell-Inserts Invasion, FluoroBlok System  
(8 µm, für 12-well Platte) 

Corning 

Transwell-Inserts Migration, FluoroBlok System  
(8 µm, für 12-well Platte) 

Corning 

Objektträger Langenbrinck 
Pasteurpipetten, Glas   
Petrischalen Falcon 
PCR Reaktionsgefäße 8er-softstripes, 0,1ml Biozym 
Pipetten  Eppendorf, Gilson 
Pipettenspitzen, gefiltert, DNase,-, RNase-, Pyrogen-frei, 
steril 

Sapphire, Greiner bio-one 

Pipettenspitzen, ungefiltert Greiner bio-one 
Quadriperm, Objektträger mit vier Kammern Sarstedt 
Reaktionsgefäße 0,1ml, 0,2ml, 0,5ml, 1ml, 1,5 ml, 2ml Eppendorf 
Serologische Pipetten 2ml, 5ml, 10ml, 25ml Greiner bio-one 
Skalpell, Einweg Braun 
Transwell-Inserts (Porengröße:)  Corning  
Wattestäbchen Bellawa 
Zellkulturflaschen 25cm2, 75cm2, 175cm2 Greiner bio-one 
Zellkulturplatten 6-, 12-, 24-well Corning  
Zellzählkammern Biozym Scientific GmbH  
Zentrifugenröhrchen 15ml, 50ml Sarstedt AG & Co.  

 

 

  

Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien 
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 Reagenzien & Gebrauchslösungen 

  
Aqua dest. Ampuwa 
Aphidikulin Calbiochem, Merck 
Acid-Phenol  
Chloroform  
4′,6-Diamidino-2-phenyl-indol -dihydrochlorid (DAPI) Sigma-Aldrich 
Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium (DMEM) Sigma-Aldrich 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) Serva 
Descocept Flächendesinfektionsmittel VWR 
Ethanol, absolut VWR 
Eosin Sigma-Aldrich 
Fetales Kälberserum (FCS) VWR 
Hämatoxylin Sigma-Aldrich 
Immersionsöl Olympus 
Kristallviolett  Sigma-Aldrich 
Lipofectamin RNAiMax Thermo Fischer Scientific 
Methanol  Thermo Fischer Scientificmimic 
Minimum Essential Medium Eagle (MEM) Sigma-Aldrich 
miRIDIAN microRNA Mimic Transfection Control Dy547 Horizon Discovery 
Opti-MEM Zellkulturmedium Thermo Fischer Scientific 
Pufferlösung (PBS)  Sigma-Aldrich 
Zellkultur Objektträger Merck 
RNaseZAP Sigma-Aldrich 
RPMI Zellkulturmedium Sigma-Aldrich 
Syn-hsa-miR-155-5p miScript miRNA Mimic Qiagen 
Syn-hsa-miR-200a-3p miScript miRNA Mimic Qiagen 
TaqMan MicroRNA Assay RNU48, ID: 001006 Thermo Fischer Scientific 
TaqMan MicroRNA Assay hsa-miR-191-5p, ID: 002299 Thermo Fischer Scientific 
TaqMan MicroRNA Assay hsa-miR-361-5p, ID: 000554 Thermo Fischer Scientific 
TaqMan MicroRNA Assay hsa-miR-138-5p, ID: 002284 Thermo Fischer Scientific 
TaqMan MicroRNA Assay hsa-miR-146b-5p; ID: 474220 Thermo Fischer Scientific 
TaqMan MicroRNA Assay hsa-miR-155-5p; ID: 467534 Thermo Fischer Scientific 
TaqMan MicroRNA Assay hsa-miR-200a-3p; ID: 000502 Thermo Fischer Scientific 
Trypanblau 0,4% Sigma-Aldrich 
Trypsin Sigma-Aldrich 

 

  

Tabelle 2: Reagenzien und Gebrauchslösungen 

https://www.sigmaaldrich.com/DE/de/substance/minimumessentialmediumeagle1234598765
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 Kits 

Cell Proliferation ELISA BrdU (Colometric) Roche 
miRNeasy Isolationskit für FFPE Gewebe Qiagen 
miRNeasy Isolationskit für Zellen Qiagen 
TaqMan microRNA RT Kit, 1000 reactions Applied Biosystems/Thermofisher 

Scientific 
   

 

 Geräte & Software 

Absaughilfe Integra 
Fluoreszenzmikroskop ECLIPSE T100 Nikon 
GraphPad Prism 9 GraphPad Software, Inc 
ImageJ Open Source 
LightCycler® 480  Roche/ Lifescience Mannheim 
LightCycler® Software 1.5.1 Roche/ Lifescience Mannheim 
LUNA-II™  Logos Biosystems 
Mikroskop Axiovert S Zeiss 
Mikroskop ECLIPSE Ci Nikon  
Mikrotom Leica 
Mikrotomklinge S35, Einweg Feather 
Multisteppipette analog Eppendorf 
Multisteppipette digital Eppendorf 
Nikon NIS-Elements BR5.02.01 Nikon 
NormFinder  Open Source, Department of 

Molecular Medicine, Aarhus   
Platten-Reader Infiniti F200 pro Tecan 
Pipettierhilfe Integra 
RTCA Software Pro Agilent, OMNI Life Science (OLS) 
Spektrophotometer NanoDrop® ND-1000 Peqlab 
Thermomixer comfort Eppendorf 
Thermocycler UNO II Biometra 
Tischzentrifuge Biozym 
Tischzentrifuge Mini SPin Eppendorf 
Vortexer, Vortx gene 2 Scientific Industries 
Wasserbad pfm medical 
xCelligence® real time cell analyser (RTCA) Agilent, OMNI Life Science (OLS) 
Zentrifuge 5804R Eppendorf 
Zotero Open Source 

 

 

Tabelle 3:  Kits 

Tabelle 4: Geräte und Software 

https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sxsrf=ALiCzsad1jbsH5TgQZBcoirDiZqXisX68g:1661618865337&q=GraphPad+Software,+Inc&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLSz9U3MM0wysjJWMQq5l6UWJARkJiiEJyfVlKeWJSqo-CZlwwAEBBHUicAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwidt-HRvOf5AhXEQPEDHU0LCOIQmxMoAXoECFQQAw
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 Patientenkohorte 

Zur Untersuchung der ausgewählten miRNA wurden multizentrisch formalinfixierte, in 

Paraffin eingebettete (FFPE) Tumorgewebe von Patienten verwendet. 

Zur methodischen Etablierung wurden zunächst FFPE-TUR-B-Präparate von pTa low grade 

Tumoren (n=10) und FFPE-Zystektomie-Präparate von pT2-4 Tumoren (n=13) von Patienten 

untersucht, die vor 2016 in der Klinik für Urologie und Kinderurologie in Homburg behandelt 

wurden, im Folgenden als Etablierungskohorte bezeichnet. 

Die Trainingskohorte oder Homburger-(HOM)-Kohorte besteht aus Patienten, die in der 

Klinik für Urologie und Kinderurologie in Homburg ab 2016 behandelt wurden. TUR-B 

Präparate und/oder Zystektomie-Präparate beider Kohorten wurden vom Institut für 

Pathologie der Uniklinik Homburg zur Verfügung gestellt. Klinische und histologische Daten 

wurden der klinikinternen Datenbank  entnommen. Die Trainingskohorte setzt sich 

zusammen aus den TUR-Präparaten von NMIBC (pTa low grade; n=27), invasiven (inv) und 

nicht-invasiven (ninv) Anteilen von MIBC (pT2-4; n=46;) nach TUR (n=16; inv n=16; ninv n=3) 

oder Zystektomie (n=23; inv n=22; ninv n=2), invasiven und nicht-invasiven Anteilen von 

pT1G3 (n=43) nach TUR (n=28; inv n=24; ninv n=21) oder Zystektomie (n=15; inv n=8; ninv 

n=11). Tumorfreies Urothel (n=10) von tumortragenden Harnblasen wurde ebenfalls 

untersucht. 

Die pT1 high grade und die pT2-4 Gewebe wurden anhand eines 4µm HE-Schnitts von einem 

Pathologen hinsichtlich nicht-invasiver und invasiver Areale bewertet; nicht-invasive Areale 

wurden grün markiert, invasive Areale wurden schwarz markiert. So konnten diese Areale 

separat isoliert und untersucht werden (Abb.7). 

Die Testkohorte oder Erlanger-(ERL)-Kohorte umfasst TUR-B-Präparate von NMIBC (pTa low 

grade; n=86), MIBC (pT2-4; n=90) nach TUR (n=16) oder Zystektomie (n=74) und pT1G3 nach 

TUR (n=108).  

 

 

 Ethikvotum 

Analyse der microRNA-Expression und Identifizierung von Zielgenen in urologischen 

Tumoren (Ethikkommission der Ärztekammer des Saarlandes: 162/13) 
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 Zelllinien  

In Tabelle 1 werden allgemeine und molekulare Charakteristika der fünf verwendeten 

Zelllinien aufgeführt86. HCV-29 wurde als gesunde Kontrolle eingesetzt, während die 

Zelllinien T24 und J82 als in vitro Modell für invasive BC, RT112 und 5637 für nicht-invasive 

BC verwendet wurden. 

Cell line Year Gender Stage Grade Histology FGFR3 PIK3CA HRAS TERT CDKN2A TP53 Subtype 

5637 1974 male nr G2 nr               

HCV-29* 1971 male na na urothelium              

J82  1972 male pT3 G3 UCC               

RT-112 1977 female pTa G2 UCC               

T24 1970 female pTa G3 UCC              

nr = not reported    Wild type  Molecular subtype     

na = not applicable     Genetic abberations   Luminal     

ucc = urothelial cell carcinoma    Unknown    Basal     
*biopsy after radiotherrapy     Mixed reports   Mixed         

            

           

 

 

 

Abb. 5: Nicht-invasives Areal eines MIBC Zystektomiepräparates. Das entartete Urothel der tumor- 

tragenden Harnblase ist erkennbar an diversen Zellatypien. HE, 40x. 

 

Tabelle 5: Allgemeine und molekulare Charakteristika der verwendeten Zelllinien T24, J82, RT112, 5637 und 

HCV-29 58 
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4.2   Methoden 

  MiRNA Isolation 

Von den FFPE-Gewebeproben der HOM-Kohorte wurden jeweils 5-10x 7 µm Schnitte 

erzeugt, auf Objektträger aufgezogen und im noch feuchten Zustand „gekratzt“: nach dem 

Muster des eingezeichneten HE-Schnitts wurden die invasiven und nicht-invasiven 

Tumorareale separat mit einem Skalpell aus dem Schnitt separiert. Die Proben der ERL-

Kohorte wurden uns als 10x7 µm Schnitte zugesandt; hiervon wurden je nach Größe des 

Areals 5-7 Schnitte nach Vorgabe der eingezeichneten Tumorareale trocken gekratzt, die 

Gewebepartikel in Eppendorftubes 2min in Xylol entparaffiniert und in 100% Ethanol (EtOH) 

2min, 70% EtOH 2min und 2x 2min Aqua dest. rehydriert. Aus dem freigelegten 

Tumorgewebe wurde mittels Qiagen-miRNeasy-Kit miRNA isoliert87 und in 50µl RNase-

freiem ddH₂O eluiert. Der RNA-Gehalt des Eluats wurde mittels NanoDrop spektrometrisch 

quantifiziert und auf 2ng/µl verdünnt. 

 

 Reverse Transkription (RT-PCR) 

Zur Analyse der miRNA-Expression via qPCR wurden die miRNA-Proben mit spezifischen 

Primern für jede Referenz und jedes Target separat in cDNA umgeschrieben. Dazu 

verwendeten wir ein TaqMan-miRNA-RT-Kit, das dNTPs, Reverse Transkriptase, RNAse-

Inhibitor und Puffer enthält, und erstellten daraus einen Mastermix pro Reaktion wie in 

Tabelle 2, von dem jeweils 7µl Reaktion gebracht werden. Weiterhin kommen zu dem 

Ansatz 3µl des jeweiligen Primers (5x), sowie 5µl der 2ng/µl miRNA-Verdünnung hinzu, 

sodass ein Reaktionsvolumen von 15µl mit final 10ng miRNA  vorliegt. Die cDNA entsteht in 

einem Standard-Cycler nach dem Protokoll in Tabelle 3. 

 

 

 

   

              

                Tabelle 6: Protokoll zur Erstellung eines Mastermix für die reverse Transkription von miRNA in cDNA.        

              

 

 

 

                

              Tabelle 7: PCR-Cycle-Programm für die reverse Transkription von miRNA in cDNA. 

             

Reagenz 1x 

100mM dNTPs 0.15 µl 

Multiscribe reverse transcriptase 
50U/ul 

1.00 µl 

10x RT buffer 1.50 µl 

RNase Inhibitor 20U/ul 0.19 µl 

Nuclease free water 4.16 µl 

Reverse Transkription 
 

16°C 30min 
42°C 30min 

Stop 85°C 5min 
Hold 4°C ∞ 
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 Real-time qPCR 

Zur Quantifizierung der jeweiligen miRNA wurde ein Mastermix separat für jede Referenz 

und jedes Target mit 0,5µl des jeweiligen Primers (20x), 5µl Fast Advanced Mastermix und 

3,5µl ddH₂O erstellt. Von dem Mastermix wurden 18µl zusammen mit 2µl cDNA, im 50%-

Ansatz wurden 9 µl Mastermix mit 1µl cDNA in Reaktion gebracht. Der 50%-Ansatz 

entspricht exakt der Hälfte des eingesetzten Reaktionsvolumens und wurde mittels 

Etablierungskohorte validiert. Es wurden identische Expressionsdaten je Probe 

entsprechend dem 100%-Ansatz gemessen. Zur Einsparung von Reagenzien und 

Probenmaterial wurde dieser Ansatz für alle folgenden qPCR‑Runs verwendet. Jede Probe 

wurde im Triplikat gemessen, laut Programm in Tabelle 4.  

                   

  

 

     

              Tabelle 8: PCR-Cycle-Programm für die reverse Transkription von miRNA in cDNA 

 

 

 Normalisierung und Auswertung der Expressionsdaten 

Der LightCycler ermittelt Expressionslevel als crossing points (CP). Die Normalisierung der 

CP-Werte erfolgte über die ∆∆CP-Methode nach Livak, indem aus den Mittelwerten (MW) 

der Triplikate ein ∆CP aus der Differenz CP(Target) – CP(Referenz) gebildet wurde. Die ∆CP-Werte 

wurden mit (-1) multipliziert und als -∆CP zur statistischen Auswertung und grafischen 

Darstellung verwendet. Dieser Schritt dient dazu, die Werte proportional zu ihrem 

tatsächlichen Expressionslevel grafisch darstellen zu können. Auch die cut-off Werte wurden 

aus den -∆CP-Daten generiert. 

Die relative Expression (∆∆CP) wurde via ∆∆CP = MW ∆CP(Behandlung) – MW ∆CP(Kontrolle) 

ermittelt. In dieser Arbeit wurden keine Behandlungs- und Kontrolldaten erhoben, sondern 

verschiedene Stadien des BC gegeneinander verglichen und  es werden verschiedene 

Konditionen innerhalb der Zellkulturexperimente untersucht. Die relativen 

Expressionsunterschiede wurden als Foldchange (fch) angegeben, der sich folgendermaßen 

berechnet: fch = 2- ∆∆CP. 88  

 

4.2.4.1 Effizienzermittlung 

Die ∆∆CP-Methode nach Livak hat den Nachteil, dass sie eine akkurate Verdopplung der 

Moleküle pro Zyklus voraussetzt, was einer Effizienz von 2 (E = 2) entspricht. Die reale 

Effizienz der qPCR erreicht jedoch unter optimierten Bedingungen Werte von E= 1,7 – 1,9 

mit einer Schwankungsbreite von 1,5 – 2,1. Um die qPCR-Daten international und auch 

zwischen einzelnen Anwendern transparent und reproduzierbar zu generieren, wird nach 

Enzymaktivierung 95°C   20sec 

Amplifikation: 40 
Zyklen 

95°C   3sec 
60°C   1min 

Stop 37°C   1min 

Hold 4°C       ∞ 
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MIQE-Guidlines89 88 empfohlen, die Effizienzen aller Primer zu ermitteln und gegebenenfalls 

eine Effizienzkorrektur zu applizieren90. 

Die Ermittlung der einzelnen Primer-Effizienz erfolgt über eine Standardkurve. Die Steigung 

der Standardkurve beschreibt die Kinetik der PCR-Amplifikation und gilt als Effizienz der 

Amplifikationsreaktion bzw. des jeweiligen Primers. Eine perfekte Amplifikation würde eine 

Standardkurve mit einer Steigung von "2" erzeugen; das bedeutet, dass sich mit jedem 

Zyklus die Templatemenge optimal verdoppelt. Die reale PCR-Effizienz wird mit folgender 

Formel berechnet:  

E = 10 -1/Steigung  

Beispiel: Steigung = -3,036 → E = 10 -1/-3.036 →  E = 2,084 

1.7 ≙ 70% Effizienz 

1.93 ≙ 93% Effizienz 

2.0 ≙ 100% Effizienz 

Es wurden fünf Proben unterschiedlicher Tumorstadien des BC ausgewählt und die miRNA 

laut Standard-RT-Protokoll in cDNA umgeschrieben. Im nächsten Schritt erfolgte eine 

Präamplifikation mittels Standard-qPCR-Protokoll im Thermocycler. Sinn der Prä-

Amplifikation ist es, genügend Template zu erzeugen, um eine sinnvolle Standardkurve 

erstellen zu können. Bei der Erstellung einer Standardkurve mittels LightCycler sollte die 

Range der ermittelten CPs zwischen CP 14 und CP 35 liegen, da in diesem Bereich eine hohe 

Zuverlässigkeit und Sensitivität gewährleistet ist. 

Die Verdünnungsreihe enthielt mindestens fünf Stufen. Das Präamplifikat wurde 1:100 

verdünnt und dann in jeweils 1:10 Schritten verdünnt. Jede Verdünnungsstufe wurde im 

Triplikat via absoluter Quantifizierung gemessen. 

In der LightCycler® 480-Software wurde als Analyse die Abs Quant/2nd Derivative Max 

Methode angewandt. Die Software berechnete die Effizienz automatisch und zeigt sie im 

Analysefenster an.  

 

4.2.4.2 Referenzermittlung 

Im Rahmen der Normalisierung ist die Identifikation von Kalibratoren, sogenannten 

Referenzen, wichtig. Geeignete Referenzen sind diejenigen Strukturen, deren Expression 

sich unter sich verändernden biologischen Konditionen nicht verändert. 

In einer vorangegangenen laborinternen Arbeit wurden mittels Array-Analyse Kandidaten-

miRNA herausgefiltert, die über verschiedene BC-Tumorstadien stabile Expressionswerte 

zeigten. Diese miRNAs wurden mit der Literatur sowie Empfehlungen der Firma91 verglichen 

und auf Basis der Recherche92–94 wurden vier miRNAs und eine small nucleolar RNA als 

Referenzkandidaten ausgewählt: RNU48, miR-191-5p, miR-361-5p, miR-16-5p, miR-29c-5p. 

Diese wurden vorab mit der Etablierungskohorte auf ihre Expressionsstabilität überprüft.  
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Die 417 Daten der HOM- und ERL-Kohorte wurden final mittels NormFinder-Software 

getestet. NormFinder ist ein Open-Source-Algorithmus zur Identifizierung des optimalen 

Normalisierungsgens bzw. -gensets unter einer Reihe von Kandidaten95. 

 

 Validierung des Transfektionserfolgs 

4.2.5.1 Transiente Transfektion mit fluoreszenzmarkiertem mimic 

Zunächst wurde überprüft, ob die miRNA-mimics nach Transfektion erfolgreich von den 

Zellen aufgenommen werden können. Dazu wurde ein fluoreszenzmarkiertes non-function-

mimic in T24 (20nM), J82(10nM), RT112(5nM), und HCV29(5nM) transfiziert und die 

Zellkerne wurden mit DAPI gefärbt. Die rotleuchtenden Partikel belegen das Vorhandensein 

der eingebrachten mimics und damit die erfolgreiche Transfektion (Abb.10). 

 

4.2.5.2 Dosisabhängige Expressionslevel nach Transfektion 

Eine weitere Kontrolle, ob das Einbringen der mimics in die Zellen erfolgreich war, erfolgte 

via qPCR. Dazu wurden 5nM, 10nM und 20nM mimics in die Zellen transfiziert. Es wurden je 

eine Negativkontrolle (neg) und eine Transfektionsreagenzkontrolle (negtrans) mitgeführt. 

Die mimic-Konzentration wurde in Relation gesetzt zur Konzentration der negtrans-Kontrolle 

und als Foldchange (fch) angegeben. Der fch zwischen Negativkontrolle und 

Transfektionsreagenzkontrolle wurde herangezogen, um eine Aussage darüber zu treffen, 

ob das Reagenz an sich intrazellulär zu erhöhter Expression der untersuchten miRNA führt. 

 

4.3 Statistische Tests 

Die statistischen Analysen wurden mittels GraphPad Prism (v.9.3.1) durchgeführt, exakte 

Angaben sind jeweils unter den Abbildungen zu finden. Receiver Operating Characteristics 

(ROC)-Kurven dienen der Beurteilung eines Klassifikators zur Trennung zweier Gruppen 

mittels Sensitivität und Spezifität. GraphPad vollführte automatisch die ROC-Kurven-Analyse 

und gab Werte für Sensitivität und Spezifität an, sowie cut-off-Werte je nach Kombination 

beider. Mit dem Youden-Index kann ein optimaler Schwellenwert zur Trennung zweier 

Gruppen gefunden werden. Über die Formel Youden-Index = (Sens. + Spez.) -1 kann der 

theoretisch optimale Wert manuell errechnet werden. 

 

 

4.4 Molekulare Subtypisierung 

Die molekulare Subtypisierung der Testkohorte erfolgte im Institut für Pathologie am 

Universitätsklinikum Erlangen. Von allen MIBC-Tumoren wurden Tissue Microarrays (TMA) 

angefertigt, die insgesamt 4 Gewebestücke à 0,6 mm aus verschiedenen Arealen des 
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jeweiligen Tumors widerspiegeln. Es wurden jeweils 2 µm FFPE-Schnitte angefertigt, 

entparaffiniert und für CK5/6 (Clone XM26, monoclonal mouse, DiagnosticBioSystems®, 

1:50), CK14 (Clone SP53, rabbit monoclonal, CELL MARQUE, 1:50), CK20 (Clone Ks 20.8, 

mouse monoclonal, DAKO®, 1:50), GATA3 (clone L50-823, mouse, monoclonal, DCS®, 1:100), 

CD44 (clone DF1485, mouse, monoclonal, Dako®, 1:150) und FOXA1 (Clone ab55178, mouse 

monoclonal, Abcam®, 1:1000) auf einem Ventana Benchmark Ultra Färbeautomaten anhand 

standardisierter, akkreditierter Färbeprotokolle gefärbt. Die Auswertung der Färbungen 

erfolgte anhand des immunreaktiven Scores (IRS) und des H-Scores. (Quelle: 

Fördermittelantrag) 

 

4.5 Bioinformatische Analysen 

Die Expressionsdaten der Trainings- und Testkohorte wurden zur Arbeitsgruppe von Prof. 

Lenhof am Zentrum für Bioinformatik der Universität des Saarlandes gereicht und von der 

Doktorandin Lea Eckhart analysiert. Sie nutzte als künstliche Intelligenzsysteme (KI) die vier 

maschinellen Lernalgorithmen AdaBoost, k-nearest neighbors (KNN), neurale Netze und 

random forests mit unterschiedlichen Hyperparametern, um eine akkurate Klassifizierung 

der BC mittels der vier miRNAs einzeln und in Kombination zu erzielen. Anhand der ERL-

Daten wurden Algorithmen erstellt und KI-Modelle trainiert, auf den HOM-Daten wurde 

getestet. Diese Modelle sind deutlich komplexer als cut-off-Werte und könnten eine noch 

genauere Klassifizierung der BC‑Gruppen ermöglichen und damit das 

Muskelinvasionspotential durch korrekte Eingruppierung in die MIBC‑Gruppe zuverlässig 

vorhersagen. 

 

4.6 Allgemeine Zellkulturmethoden 

 Auftauen  

Die Zellen wurden aus dem Stickstoff entnommen, zügig auf 37°C erwärmt, mit 5ml Medium 

resuspendiert und bei 300g für 3min zentrifugiert. Das Pellet wurde in Medium 

resuspendiert, in eine Zellkulturflasche (75cm²) pipettiert und bei 37°C, 5 % CO₂ kultiviert. 

Nach 24 Stunden wurde ein Medienwechsel durchgeführt.  

 

 Subkultivierung  

Die Zellen wurden zweimal pro Woche bei einer Konfluenz von 80-90 % gesplittet; dazu 

wurde das Medium abgesaugt, einmal mit 5ml PBS gewaschen und mit 3ml Trypsin versetzt. 

Die Zellen T24, J82, HCV-29 und 5637 wurden für 4min, RT112 für 8min im Wärmeinkubator 

bei 37°C abgelöst. Die abgelösten Zellen wurden in 8ml Medium aufgenommen, 3min bei 

300g zentrifugiert und das Pellet mit dem jeweiligen Medium resuspendiert und in 

gegebenem Verhältnis in eine frische Flasche inokuliert.  
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 Kryokonservierung  

Um Zellen wegzufrieren, wurden sie wie oben beschrieben abgelöst und das Pellet in 2ml 

einer 1:1 Mischung aus DMEM, 30% FCS und 10% Dimethylsulfoxid (DMSO) resuspendiert. 

Die Zellen wurden in ein 2ml Kryoröhrchen überführt, zunächst im -80°C Tiefkühlschrank 

schonend eingefroren und anschließend in flüssigem Stickstoff auf Dauer konserviert. 

 

 Zellzählung  

Um eine definierte Zellzahl für unterschiedliche Assays einsetzen zu können, wurden die 

Zellen abgelöst, in 5ml Medium resuspendiert, 10µl dieser Zellsuspension mit 10µl 

Trypanblau versetzt, in eine Zellzählkammer pipettiert und automatisiert mit dem LUNAII-

Zellzählgerät gezählt. Die Software des Gerätes analysiert die Größe der Zellen, den 

prozentualen Anteil lebender und toter Zellen und erlaubt weiterhin eine 

Verdünnungsberechnung für das gewünschte Volumen anhand der Lebendzellzahl. 

 

                    

                

 

 

 

 

 

 

 

                

 

 

                 Tabelle 9: Etablierte Zellzahlen für die Zelllinien T24, J82, RT112, 5637 und HCV-29 zum Einsatz in die   

                 jeweiligen Assays. 

 

 

 Medien 

Die Zelllinien T24 und HCV-29 wurden in DMEM +10% FCS kultiviert, J82 in MEM +10% FCS 

und RT112 und 5637 in RPMI +10 % FCS.  

 

4.7 Transiente Transfektion  

 Workflow und Transfektionskontrollen 

Für die funktionellen Zellexperimente wurden synthetische miRNA, sogenannte mimics 

eingesetzt, um die miRNA-Expression künstlich zu erhöhen. Mimics lagen als 5nmol 

Lyophilisat vor und wurden durch Lösen in 250µl RNase-free H2O auf eine 

Zelllinie Transfektion BrdU CIM-plate E-plate Migration Invasion 

T24 7x105 5 x 103 3 x 104 1x104 5x104 5x104 

J82 6x105 3 x 103 3 x 104 1x104 3x104 3x104 

RT112 9x105 7 x 103 5 x 104 3x103 7x104 7x104 

5637 9x105 7 x 103 5 x 104 3x103 7x104 7x104 

HCV29 7x105 5 x 103 6 x 104 4x103 5x104 5x104 
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Stockkonzentration von 20µM resuspendiert. Durch 1:1 und 1:10 Verdünnung wurden 

Aliquots mit Arbeitskonzentrationen von 10µM und 1µM erstellt. 

An Tag 1 wurden Zellen in 6-Well-Platten in Konzentrationen wie in Tabelle 5 beschrieben, in 

Opti-MEM ausgesät und 4 Stunden im Wärmeschrank gelassen, damit sie sich absetzen 

konnten. Opti-MEM ist ein speziell entwickeltes Starving-Medium, das kein FCS enthält, aber 

durch die Zugabe von u. a. Insulin den Starving-Prozess für Zellen schonender gestaltet. Dies 

reduziert den Bias in Folgeexperimenten, der durch intrazellulären Stress verursacht werden 

und folglich die Analyse von biochemischen Prozessen verzerren könnte. Der Starving-

Prozess an sich führt zu einer verbesserten zellulären Endozytose der Lipidkomplexe. Die 

Zellen waren zu Transfektionsbeginn zu 80 % konfluent, die Transfektion erfolgte in 2ml 

Opti-MEM-Medium.  

 

TUBE 1: Mimic Ansatz Reagenz Medium 

Negativkontrolle (neg.) / + 150 µl Opti-MEM 

Transfektionskontrolle (neg. trans) / + 150 µl Opti-MEM 

Mimic Kontrolle 10nM (mimko) 2µl (10nM) + 150 µl Opti-MEM 

Mimic (10nM) 2µl (10nM) + 150 µl Opti-MEM 
 

 

 

    

                            

                           

      

              

                

                 

Tube 1 und Tube 2 wurden durch Pipettieren gut durchmischt, anschließend zusammen 

pipettiert und 5min bei RT inkubiert, damit sich Lipid-mimic-Komplexe bilden konnten. 

Das Medium wurde abgesaugt, die Zellen dreimal mit 2ml PBS gewaschen und mit 1,7ml 

Opti-MEM aufgefüllt. Die Transfektionsansätze wurden tröpfchenweise zu den Zellen 

gegeben und 24 Stunden bei 37°C und 5% CO₂ inkubiert. An Tag 2 wurde das Medium 

abgesaugt, die Zellen dreimal mit 2ml PBS gewaschen und mit 2ml Komplettmedium 

aufgefüllt. Die Zellen wurden für weitere 24 Stunden inkubiert, damit sie sich einerseits von 

der Transfektion erholen und andererseits die physiologischen Prozesse ablaufen konnten, 

die durch die Überexpression der mimics ausgelöst wurden. An Tag 3 wurden die Zellen mit 

300µl Trypsin für 3min, RT112 für 5min inkubiert. Die abgelösten Zellen wurden mit 700 µl 

Medium in 1,5ml tubes überführt und bei 300g für 3min zentrifugiert. Das Medium wurde 

anschließend abgesaugt, die Zellen in 1ml resuspendiert, gezählt und auf eine etablierte 

Zellzahl je nach anschließendem Assay eingestellt (Tabelle 5). 

TUBE 2: Lipofectamin Ansatz Reagenz Medium 

Negativkontrolle (neg.) / + 150 µl Opti-MEM 

Transfektionskontrolle (neg. trans) 8µl Lipofectamin + 150 µl Opti-MEM 

Mimic Kontrolle (mimko) 8µl Lipofectamin + 150 µl Opti-MEM 

Mimic (10nM) 8µl Lipofectamin + 150 µl Opti-MEM 

Tabelle 10:  Pipettierschema zum Ansatz einer transienten Transfektion von Zellen in 2ml Medium mit einer 

Arbeitskonzentration von 10nM. In Tube 1 wurde der Teil des Ansatzes erstellt, der die mimics enthielt, Tube 

2 enthielt das Transfektionsreagenz. Beide Tubes wurden separat angesetzt, gut durchgemischt, 

zusammenpipettiert und zur Bildung von reaktiven Komplexen 5min bei RT inkubiert.                                     
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Es wurde in jeweils vier Versuchskonditionen wie folgt transfiziert: die Negativkontrolle 

(neg) wurde ausschließlich mit Opti-MEM versetzt. Die Negativ-Transfektionskontrolle 

(negtrans) wurde mit Opti-MEM und Lipofectamin inkubiert, um einen möglichen Effekt 

durch das Transfektionsmedium selbst erfassen zu können. Die mimic-Kontrolle (mimko) 

enthielt Lipofectamin und ein funktionsloses mimic, welches der Beobachtung von Effekten 

durch das Einbringen synthetischer mimics an sich diente. Die vierte Kondition enthielt 

Lipofectamin und das mimic, welches in der jeweiligen Zelllinie überexprimiert werden 

sollte.  

Die Konzentration von mimics muss nach bestimmten Gesichtspunkten optimal eingestellt 

werden: Ziel ist es, mittels einer Überexpression zellphysiologische Effekte zu generieren 

und zu beobachten, ohne dabei eine völlig unnatürlich hohe Konzentration einzusetzen. Eine 

zu hohe Konzentration kann intrazellulären Stress führen, der durch die Akkumulation der 

mimics zu hochmolekularen RNA-Spezies entsteht. Diese führen dann zu unerwünschten 

Nebeneffekten wie Proliferationsverzögerung oder Zelltod96. Verschiedene Arbeiten zu 

miRNA-Überexpressions-Experimenten nutzten Konzentrationen von 25nM oder 100nM96. 

In dieser Arbeit wurden Konzentrationen ≤ 25nM verwendet. 

Unterschiedliche Konzentrationen je Zelllinie ergaben sich aus dem Umstand, dass manche 

Zelllinien empfindlicher auf das Einbringen von mimics reagierten; so konnten für T24 und 

J82 5-25 nM, für RT112 und HCV29 5nM eingesetzt werden. In Vorversuchen wurden der 

Transfektionserfolg, die konzentrationsabhängigen Foldchanges, sowie funktionelle Effekte 

durch die Überexpression untersucht, um die finalen Konzentrationen je Zelllinie individuell 

zu generieren. 

 

 Kontrolle des Transfektionserfolgs 

Zur Kontrolle des Transfektionserfolgs wurden die Zellen abgelöst, zentrifugiert, der 

Überstand abgesaugt und das Pellet in Flüssigstickstoff trocken kryokonserviert. Aus dem 

Pellet wurde miRNA isoliert und via RT und qPCR überprüft, ob die Überexpression 

erfolgreich war.  

Als weitere Kontrolle des Transfektionserfolges wurden Zellen mit einem non-targeting-

mimic transfiziert, welches keine funktionellen Effekte in der Zelle erzielt, jedoch mit dem 

fluoreszierenden Farbstoff Cy3 markiert und so mikroskopisch als rot leuchtende Partikel 

darstellbar war (absorbance/emission max: 547/563 nm). Dazu wurden die Zellen nach 

erfolgter Transfektion an Tag 3 abgelöst, mit 1ml Medium in Quadriperm OT ausplattiert 

und über Nacht im Wärmeschrank inkubiert. Zur Fixierung wurde das Medium abgesaugt, je 

1ml eiskalter MeOH zugegeben, 5min bei RT inkubiert, abgesaugt und bei RT unter dem 

Abzug trocken gelassen. Vollständig getrocknete OTs wurden zur Kernfärbung mit 1ml DAPI-

Lösung (1:1000) versetzt, für 7min bei RT inkubiert, anschließend 3x mit PBS für jeweils 5min 

gewaschen und danach bei RT getrocknet und die OTs eingedeckt. 
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4.8 Funktionelle Analysen 

 BrdU-Assay 

Zunächst wurden die Reagenzien vorbereitet. Das BrdU-Labeling-Reagenz wurde 1:100 mit 

sterilem Zellkulturmedium auf eine Konzentration von 100 µM verdünnt. 100µl der Anti-

BrdU-POD working solution wurden 1:100 mit 9,9ml Antikörperlösung versetzt. 

An Tag 1 wurden die Zellen ausgesät (Tabelle 4) und 24 Stunden im Wärmeschrank 

inkubiert. An Tag 2 erfolgte die Zugabe von 10µl BrdU-Labeling-Solution (100 µM) um eine 

10 µM Sollkonzentration zu erreichen. Während der Zellproliferation wird 

Bromodeoxyuridin (BrdU) in die neusynthetisierte DNA eingebaut. Das Labeling erfolgte für 

18 Stunden. An Tag 3 wurde das Labeling der Zellen beendet, indem die Flüssigkeit über 

dem Waschbecken abgeklopft und anschließend die Zellen für 30min bei RT mit der im Kit 

enthaltenen Fixierlösung fixiert wurden. Im nächsten Schritt erfolgt die Zugabe von 100µl 

Anti-BrdU-POD-working solution; diese enthält mit Meerrettichperoxidase gekoppelte 

Antikörper, die an das eingebaute BrdU binden. Nach dreimaligem Waschen mit 300µl 

Waschlösung wurden pro Well 100µl Substratlösung zugegeben; das Substrat wurde in den 

folgenden 20min von der Meerrettichperoxidase zu einem blauen Farbstoff umgesetzt. Um 

die Reaktion zu stoppen, dienten pro Well 25µl 1M H₂SO₄, welches gleichzeitig den blauen 

Farbstoff in einen gelben Farbstoff umsetzte. Unter leichten Schüttelbewegungen wurde 

1min inkubiert und anschließend zügig spektrometrisch gemessen, da der Farbkomplex nur 

für 5min stabil bleibt. Die Absorptionsmessung erfolgte im Tecan Reader mit einem 450 nm 

Filter und einer Referenzwellenlänge von 620 nm. 

Es wurden stets zwei Kontrollen mitgeführt. Die Background-Kontrolle erfolgte pro Platte im 

Triplikat und diente der potenziellen Detektion unspezifischer AK-Bindung an ungelabelten 

Zellen; sie bestand aus Zellen, Fixierlösung, Anti-BrdU-POD-Working-Solution und Substrat. 

Die Leerkontrolle (Blank) erfolgte ebenfalls im Triplikat und bestand aus BrdU-Labeling-

Solution, Fixierlösung, Anti-BrdU-POD-Working-Solution und Substrat. Sie diente der 

Überprüfung einer potenziellen unspezifischen Färbung der Platte selbst. 

 

 Transwell-Assays und mikroskopische Auswertung 

Für die Endpoint-Migrations- und Invasionsversuche (Assays) wurden FluoroBlok-Einsätze 

(Inserts) verwendet, die nach dem Boyden-Chamber-Prinzip funktionieren. Diese speziellen 

Inserts sind mit einer lichtundurchlässigen Polyethylenterephthalat-Membran (PET) 

versehen, die Wellenlängen zwischen 400 und 700nm blockiert und so die Detektion von 

Fluoreszenzsignalen ermöglicht. Das Signal von fluoreszenzmarkierten Zellen in der oberen 

Kammereinheit, welche nicht migriert sind, wird durch die FluoroBlok-Membran 

abgeschirmt und dadurch falsch positive Signale verhindert. 

Die Boyden-Chamber ist ein zweikammeriges System, mit dem die Chemotaxis von Zellen 

ermittelt werden kann. Die obere Kammer repräsentiert einzelne Inserts; sie dienen der 

Inokulation der Zellsuspension und werden begrenzt von einer Membran mit definierter 
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Porengröße, in unserem Fall 8μm. Für Invasions-Assays trägt die Membran außerdem eine 

Schicht aus Matrigel, welches eine biologische Gewebematrix nachahmt. Die untere 

Kammer enthält Zellmedium mit einem Lockstoff (chemoattractant), auf dessen 

biochemischen Reiz hin die Zellen zu migrieren beginnen. Das Medium der unteren Kammer 

wird mit 8µg/ml oder 10µg/ml des Proliferationshemmers Aphidikulin versetzt, um die reale 

Zellzahl an der Membran nicht durch zusätzlich entstehende Zellen zu verzerren. Die Zellen, 

die durch die Membran migriert sind, lagern sich an der Unterseite der Membran an, wo sie 

fixiert und gefärbt werden können. 

 

                  

 

 

 Migration und Invasion via Transwell-Inserts 

Die Zellen wurden wie in 2.2.5 und 2.2.6 beschrieben transfiziert und für die Folgeversuche 

präpariert. Die Zellsuspension enthielt die gewünschte Anzahl an Zellen in FCS-freiem 

Medium. Für Invasionsversuche wurde die obere Kammer zur Rehydratation der 

Matrigelschicht zunächst auf RT gebracht, dann mit 200μl PBS befüllt und für 2 Stunden im 

Brutschrank verwahrt. Das PBS wurde anschließend vorsichtig abpipettiert, ohne die 

Matrigelschicht zu stören. Es wurden 200μl á 5x104 Zellen in die Inserts pipettiert und die 

Inserts in die Platte eingesteckt. Die Wells der 24-Well-Platten wurden mit jeweils 750μl 

Medium +10% FCS und Aphidikulin (8μg/ml bei T24, J82 und 5637; 10μg/ml bei HCV-29 und 

RT112) befüllt. Migrationsversuche wurden für 16h, Invasionsversuche für 24h im 

Brutschrank inkubiert. Im Anschluss wurden die Inserts vorsichtig aus den Wells gehoben, 

das Medium in der oberen Schicht durch vorsichtiges Pipettieren an den Ecken abgesaugt 

und mit Wattestäbchen sanft gereinigt, um verbliebene, nicht-migrierte Zellen zu entfernen. 

Die 24-Well-Platte wurde zunächst mikroskopisch untersucht, ob gegebenenfalls Zellen im 

Medium schwimmen, die sich von der Membran gelöst haben könnten oder nicht daran 

adhärieren konnten. Das Medium wurde dann abgesaugt und zum Waschen der Inserts 

wurden je 750μl PBS eingefüllt, die Einsätze wurden darin eingetauscht. Die Zellen wurden 

dann mit 750μl eiskaltem 100% Methanol (MeOH) in einer frischen Platte durch Inkubation 

Abb.6: Prinzip der Boyden Chamber von transwell inserts für Zellchemotaxis Analysen12 
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für 10min bei -20⁰C fixiert und im Anschluss 3x für 5min mit PBS gewaschen. Zur 

Kernfärbung der fixierten Zellen wurden die Inserts in 750μl DAPI-Lösung (1:1000) getaucht, 

für 7min bei RT inkubiert und anschließend erneut 3x mit PBS für jeweils 5min gewaschen. 

Die Zellen wurden bis zur mikroskopischen Auswertung in 750μl PBS bei 4°C oder ohne PBS 

für mehrere Wochen bei -20⁰C gelagert. 

 

 Visuelle Quantifizierung der Endpoint-Daten 

Die Anzahl der migrierten Zellen auf der unteren Seite der Membran wurde mit einem 

inversen Mikroskop detektiert und bei 10x Vergrößerung wurden je drei zufällig 

ausgewählte Gesichtsfelder mit der Leica-NDS-Software gespeichert (Abb.9). Diese Bilder 

wurden mit der ImageJ-Software ausgezählt. Um die Migration zu berechnen, wurde 

zunächst die Gesamtzahl der migrierten Zellen pro Insert bestimmt. Dazu wurde ein 

Mittelwert aus der Anzahl der Zellen der drei Gesichtsfelder gebildet. Der Mittelwert wurde 

durch die Fläche des Mikroskop-Betrachtungsfeldes, der sog. Sehfeldzahl, geteilt und dann 

multipliziert mit der Fläche des Transwell-Inserts.  

Beispiel: (210/0,0022 cm2) x 0,33 cm2 = 69.300 Zellen  

Anschließend wurde die prozentuale Migration berechnet, indem diese Zahl durch die 

Anzahl der ausgesäten Zellen dividiert und anschließend mit 100 multipliziert wurde. 

 Beispiel: (69.300/70000) x 100 = 99 % Migration 

 

Vergrößerung 10x 
 

Sehfeldzahl  2,5 cm 

Objektfelddurchmesser d =Sehfeldzahl/Vergrößerung 0,25 

Bildverarbeitung 0,34 μm/px 

Auflösung (2880 x 2048) px 

Fläche a 681836,544 μm² 
 

0,681836544 mm² 
 

0,006818365 cm² 

Fläche Insert  0,33 cm² 

Berechnung gesamt 
migrierter Zellzahl (migr.) 

= (Mittelwert Zellzahl migr. / Fläche a) x Fläche transwell 
insert 

Berechnung prozentualer 
Migration/Invasion (%) 

 
= (Zellzahl migr./ Zellzahl Einsaat) x 100 

Tabelle 11: Daten zur visuellen Quantifizierung der transwell assays mit einem Mikroskop 
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 Real-time cell analysis (RTCA)  

Das RTCA-System beruht auf der Messung der Impedanz von Goldelektroden innerhalb der 

RTCA-plates, bei E-plates am Boden der Platte, bei CIM-plates an der Unterseite der oberen 

Kammer bzw. an der Membran, an die sich migrierte Zellen haften. Durch die Vermehrung 

von Zellen bei der Proliferationsmessung bzw. die Ansiedlung der Zellen auf der Unterseite 

der Membran bei Migrationsversuchen ändert sich die Spannung an den Elektroden, die 

Zellen erhöhen die Impedanz der Elektroden. Diese Änderung wird von der Software als 

Signal detektiert und als Cell Index grafisch umgesetzt. Der Cell Index (CI) ist die Differenz 

aus der Impedanz t=n zu einem Zeitpunkt und der Impedanz t=0 im zellfreien Zustand. Beim 

normalisierten Zellindex wurden Daten zu einem gewählten Zeitpunkt auf 1.0 (100 %) 

gesetzt. Hier wurde für alle RTCA-Analysen der Zeitpunkt 4h ausgewählt, da die Zellen so 

lange benötigen, um sich nach Inokulation im Insert abzusetzen. 

 

 

 

        

                 Abb.8: Schematische Darstellung des Stromflusses im Well einer E-Platte. A Elektronenfluss    

                von einem Sensor zum nächsten innerhalb von zellfreiem Medium. B Abgelenkter Stromfluss zwischen  

                zwei Sensoren durch die Anwesenheit von Zellen, die an der Goldelektrode anhaften/wachsen12. 

Abb.7: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der unteren Membran eines FluoroBlok transwell inserts 

nach Migration von T24 Zellen. Einsaat 5x104 Zellen (A-C). Zellkerne wurden mit DAPI gefärbt und 

manuell in der ImageJ Software ausgezählt.  

A: T24 neg; B: T24 negtrans; C: T24 miR-200a-3p(20nM). 10x Vergrößerung 
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4.8.5.1 Migration 

Die untere Kammer der CIM-plate wurde mit 160μl Medium +10% FCS und Aphidikulin 

befüllt. Anschließend wurde die obere Kammer darauf fixiert und das Konstrukt für 30min 

bei RT inkubiert, damit Platte und Medium dieselbe Temperatur annehmen. Zellen wurden 

wie in 1.2.5 und 1.2.6 vorbereitet und zu einer 100μl Suspension mit einer Zellzahl laut 

Tabelle 4 und FCS-freiem Medium präpariert. Die Platte wurde in den RTCA Analyzer gesetzt, 

eine Backgroundmessung vorgenommen und anschließend die Zellen in die oberen 

Kammern pipettiert. Die Platte wurde 30min. in der Zellkulturbank belassen, damit sich die 

Zellen absetzen konnten, bevor die Platte in das Gerät gesetzt, das Experiment gestartet und 

für 72 Stunden gemessen wurde. Je Kondition wurden die Zellen im Duplikat gemessen und 

der Versuch dreimal wiederholt. 

 

4.8.5.2 Proliferation 

In die E-plate wurden 100μl FCS-haltiges Medium gefüllt und die Platte für 30min. in der 

Zellkulturbank belassen, bevor im RTCA-Analyzer eine Backgroundmessung durchgeführt 

wurde. Zellen wurden wie in 1.2.5 und 1.2.6 behandelt und zu einer 100μl Suspension mit 

einer Zellzahl laut Tabelle 4 und FCS-haltigem Medium vorbereitet. Die Zellsuspension 

wurde in die Platte pipettiert und eine Stunde in der Zellkulturbank bei RT stehen gelassen, 

damit sich die Zellen absetzen können. Dann wurde die Platte in das Gerät gesetzt und der 

Versuch für 96 Stunden gemessen. Je Kondition wurden die Zellen im Duplikat gemessen 

und der Versuch dreimal wiederholt. 

Abb.9: Prinzip der RTCA Migration via Impedanzmessung Messung97in einer xCelligence CIM-Plate. 1: CIM-

Plate, obere und untere Kammer; 2: Eeinzelnen wells der CIM-Plate mit inokulierten Zellen (a), der 

Membran mit 8μm Porengröße und der unteren Kammer, die Medium mit Chemoattractant enthält (c); 3: 

elektronenmikroskopische Aufnahme einer Zelle, kurz bevor sie durch die Pore migriert; 4: Goldelektroden 

an der Unterseite der Membran der oberen Kammer. 5: 

schematischer Ablauf der Migration innerhalb eines CIM-plate wells: Zellen werden in einer 100μl 

Zellsuspension in die obere Kammer gefüllt, migrieren durch die Membran und adhärieren an deren 

Unterseite. Durch die Adhäsion wird eine Impedanzänderung als Signal detektiert 
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5. Ergebnisse 

5.1 Vorversuche: Normalisierung und Etablierung von Referenzen, miRNA 

Expressionstestung und miRNA-mimic-Transfektionsexperimente 

 Referenzstabilität 

Die Expressionslevel der fünf ausgewählten Testreferenzen wurden anhand von 12 Proben 

(pTa n=6; pT2-4 n=6) analysiert. Tabelle 5 zeigt Anzahl (n), Mittelwert (MW), 

Standardabweichung (STD) und Standardfehler des MW (SEM). MiR-16-5p und miR-29c-3p 

zeigen die höchste Streuungsbreite in STD und SEM und werden von weiteren Analysen 

ausgeschlossen. 

 

 

 

 

 

 

Die Referenzstabilität von RNU48, miR-191 und miR-361 wurde anhand von 417 Proben (pTa 

n=119; pT1 high grade n=163; pT2-4 n=135) der HOM- und ERL-Kohorte mittels NormFinder-

Algorithmus ausgewertet (Abb. 11). Die stabilste Referenz ist diejenige, die den kleinsten 

Variationswert laut Algorithmus und gleichzeitig die geringste Standardabweichung 

aufweist. Mir-361 erwies sich durch niedrigsten Stabilitätswert (Abb.8) und niedrigste 

Standardabweichung (Tab.6) als stabilste Referenz.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  n MW STD SEM 

RNU48 12 24,84 0,67 0,19 

miR-16 12 22,83 1,37 0,40 

miR-29c 12 22,32 1,58 0,46 

miR-191 12 23,69 1,19 0,34 

miR-361 12 25,90 1,35 0,39 

Tab. 12: Daten der Testung auf Referenzstabilität 

 

Abb.10: Ermittlung von Referenzstabilität 
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Referenz STD 

RNU48 1,53 

miR-191 1,18 

miR-361 1,10 
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Referenz STD 

RNU48 1,53 

miR-191 1,18 

miR-361 1,10 

 Tabelle 13:  Standardabweichung(B) 
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 Effizienzermittlung 

Anhand der fünf BC-Proben erstellt die LightCycler® 480 Software Standardkurven und 

berechnet die Effizienz.Tabelle 7 zeigt Effizienzwerte der Referenzprimer RNU48, miR-191-

5p, miR-361-5p und der Targetprimer miR-138-5p, miR-146b-5p, miR-155-5p und miR-200a-

3p, Abbildung 9 zeigt die Standardkurve der ausgewählten Referenz miRNA´-361. 

 

 

 

 

 

 

         

 

 

 

 

 

 

Primer Effizienzwert  

RNU48 2.084 

miR-191-5p 1.850 

miR-361-5p 2.033 

miR-138-5p 1.996 

miR-146b-5p 2.135 

miR-155-5p 2.084 

miR-200a-3p 2.027 

Tabelle 14: Effizienzwerte der Referenz- und Targetprimer; AnalyseAbs/Quant/2nd Derivate Max 

Methode via LightCycler® 480 

Abb.11: Standardkurve zur Effizienzermittlung des Primers miR-361-5p.  
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 Validierung des Transfektionserfolgs 

5.1.3.1 Transiente Transfektion mit fluoreszenzmarkiertem mimic 

Die rotleuchtenden Partikel belegen das Vorhandensein der eingebrachten Kontrollmimics 

in T24, J82, RT112, und HCV29 (Abb.12). 

 

Abb.12: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Zelllinien T24 (A1-3), J82(B1-2), RT112 (C1-3) 

und HCV29(D1-3) nach Transfektion mit Cy3 markierten mimics (miRIDIAN microRNA Mimic 

Transfection Control Dy547). 

A-D, DAPI: Detektion der Kernfärbung mit DAPI (368/461nm); 60x 

A-D, Cy3: Signal der Cy3 markierten mimics; (555/569nm); 60x 

A-D, DAPI/Cy3: Multikanal, mit DAPI- und Cy3-Signal; 60x 
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5.1.3.2 Dosisabhängige Expressionslevel nach Transfektion 

Abbildung 15 bestätigt anhand der fch-Werte, dass die Transfektion erfolgreich in den Zellen 

zu einer erhöhten Konzentration von miR-200a-3p und miR-155-5p führte, relativ bezogen 

auf die Konzentration der negtrans-Kontrolle. Die fch zwischen Negativkontrolle und 

Transfektionskontrolle (T24 fch:1.14; J82 fch: 0.17; RT112 fch:2,0; HCV29 fch:3,36) wiesen 

darauf hin, dass die Zugabe von Transfektionsreagenz selbst bereits eine leichte 

Veränderung in der Expression der untersuchten miRNA führte. In T24 Zellen änderte sich 

die Expression bei 5nM um fch 25.2, 10 nM um fch 202,25 und bei  20 nM um fch 278,20. In 

J82-Zellen änderte sich die Expression bei 5nM um fch 44,94, 10 nM um fch 128,00 und 20 

nM um fch 164,28. In RT112-Zellen änderte sich die Expression bei 5nM um fch 33,13, 10nM 

um fch 82,71 und 20nM um fch 163,14. In HCV29 Zellen änderte sich die Expression bei 5nM 

um fch 22.63, 10 nM um fch 60,13 und 20 nM um fch 235.57 (Abb.13). 

 

         

  

 

 

               

 

 

 

 
10µm 

Abb.13: qPCR Analyse zur Kontrolle des Transfektionserfolges. T24 (A), J82 (B), RT112 (C) und HCV29 (D) 

Zellen im nativen Zustand (neg), nach Behandlung mit 4µl Lipofectamin RNAimax (negtrans) und nach 

Transfektion mit je 4µl Lipofectamin RNAimax und 5nM, 10nM und 20nM mimic. Fold changes (fch) wurden 

berechnet zwischen neg und negtrans; die Konzentrationsunterschiede der mit mimic transfizierten Zellen 

wurden als fch in Relation zu negtrans berechnet.  
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5.2 Verifizierung der Vorergebnisse 

 Expressionslevel der miRNA in NMIBC vs. MIBC in der Etablierungskohorte 

Anhand der Etablierungskohorte wurde das klassische TaqMan-qPCR-System etabliert und 

gleichzeitig überprüft, ob die Daten der Vorarbeit75 bestätigt werden können. MirR-114 wies 

instabile Kurven auf. Nach Rücksprache mit der Firma, welche ihre Primer vorab nicht auf 

Tauglichkeit überprüfte und sich nur auf ein technisch definiertes Design beruft, wurde miR-

144 in den weiteren Experimenten nicht weiter untersucht. Die Daten (Abb.14) zeigten 

keinen signifikanten Unterschied zwischen NMIBC und MIBC in der Expression von miR-138-

5p (p=0.74; fch=1.10). Die Expression der miR-146b-5p (p<0.01; fch=4.89), miR-155-5p 

(p<0.01; fch=3.58) und miR-200a-3p (p<0.001; fch=0.74) waren signifikant unterschiedlich 

exprimiert in MIBC verglichen mit NMIBC. Die Erhöhung bzw. Erniedrigung der 

Expressionslevel entsprach bis auf miR-138-5p dem Level der Vorergebnisse 75. Die 

Normalisierung erfolgte über die RNU48 entsprechend den Vordaten75. In der 

Etablierungskohorte wurde nach Livak ausgewertet97, die Vordaten wurden mit der 

LightCycler480-Software normalisiert. 

 

 Expressionslevel der miRNA in NMIBC vs. MIBC in der Trainingskohorte HOM 

Die Vorergebnisse sollten nun anhand einer größeren, unabhängigen Trainingskohorte mit 

NMIBC (pTa low grade; TUR n=27) und MIBC (pT2-4; TUR n=16; CYS n=23) validiert werden. 

Für miR-138-5p (p=0,004; fch=0,36) und miR-200a-3p (p=0,0006; fch=0,39) zeigte sich eine 

signifikant geringere, für miR-146b-5p (p<0,0001; fch=22,13) und miR-155-5p (p<0,0001; 

fch=4,99) eine signifikant höhere Expression in MIBC verglichen mit NMIBC (Abb.15). Die 

Normalisierung erfolgt über miR-361. 

 

 Expressionslevel der miRNA in NMIBC vs. MIBC in der Testkohorte ERL 

Die Testkohorte ERL wurde nun herangezogen, um Qualität und Aussagekraft der 

untersuchten miRNA-Expressionsdaten aus Homburg an einer noch größeren, unabhängigen 

Kohorte eines anderen Instituts zu testen. 

Die Expressionslevel von miR-138-5p (p<0,0001; fch=0,42) und miR-200a-3p (p<0,0001; 

fch=0,54) ergaben eine signifikant geringere, die von miR-146b-5p (p<0,0001; fch=10,78) 

und miR-155-5p (p<0,0001; fch=6,69) eine signifikant höhere Expression in MIBC (pT2-4 

n=90; TUR+CYS) verglichen mit NMIBC (pTa low grade; TUR n=86) (Abb.16).  
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Abb.15: Die Expressionslevel der vier ausgewählten miRNAs miR-138-5p (A), miR-146b-5p (B), miR-155-5p 

(C) und miR-200a-3p (D) in NMIBC (pTa low grade; TUR n = 27) im Vergleich zu MIBC (pT2-4; TUR n=16; CYS 

n=23) wurden in der Trainingskohorte HOM mittels qPCR analysiert. Angegebene p-Werte wurden mit dem 

Man Whitney Test via GraphPad Prism erstellt, die p-Werte wurden mittels exakten, two tailed t-tests 

ermittelt.  

 

Abb.14: Die Expressionslevel der vier ausgewählten miRNAs miR-138-5p (A), miR-146b-5p (B), miR-155-5p (C) 

und miR-200a-3p (D) in NMIBC (n = 10) im Vergleich zu MIBC (n = 13) wurden anhand der 

Etablierungskohorte mittels qPCR analysiert. Die Normalisierung erfolgte über die Referenz RNU48. 

Angegebene p-Werte wurden in Excel mit dem t-test errechnet, MannWhitney U-Test wurde via Rangtest 

erstellt; fold changes (fch) wurden nach Livak manuell in Excel berechnet.  
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5.3 Vergleich der miRNA-Expression von TUR- und Zystektomiepräparaten 

Um zu prüfen, ob eine Vorhersage des Invasionspotentials bereits an TUR-Präparaten 

möglich ist, wurden die Expressionslevel aller vier miRNAs von TUR-Präparaten mit denen 

von Zystektomiepräparaten der Trainingskohorte verglichen. Untersucht wurden die 

Gruppen pT1G3 (TUR n=28; Cys n=15) und pT2-4 (TUR n=16; Cys n=23).  

Die statistischen Analysen (Abb.17) wiesen keine signifikanten Expressionsunterschiede auf 

zwischen TUR- und Zystektomiepräparaten, weder in den pT1G3 Tumoren, noch in den 

MIBC pT2-4 Tumoren. Man kann eine leichte Tendenz einer höheren miR-146b-5p 

Expression in den MIBC-Zystektomiepräparaten relativ zu den MIBC-TUR-Präparaten 

erkennen (Abb.17, 2B).  

 

Abb.16: Die Expressionslevel der vier ausgewählten miRNAs miR-138-5p (A), miR-146b-5p (B), miR-155-5p (C) 

und miR-200a-3p (D) in NMIBC (pTa low grade; n = 86; TUR)) im Vergleich zu MIBC (pT2-4; n = 90; TUR+CYS) 

wurden an der Testkohorte ERL mittels qPCR analysiert. Die Normalisierung erfolgte über die Referenz miR-

361-5p. Angegebene p-Werte wurden mit dem Man Whitney Test via GraphPad Prism erstellt, die p-Werte 

entspringen exakten, two tailed t-tests.  
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Anschließend wurden miRNA-Expressionsdaten von pT2-4 TUR- und Zystektomiepräparaten 

(TUR n=16; Cys n=74) der ERL-Kohorte erhoben und ausgewertet. Für die pT1G3 Gruppe 

lagen keine Zystektomiepräparate vor, sodass der TUR vs. Cys Vergleich für diese Gruppe 

entfiel.  

Die Daten (Abb.18) zeigten keinen signifikanten Expressionsunterschied in den miR-138-5p 

(p=0.137) und miR-155-5p (p=0.380). MiR-146b-5p (p=0.0004) war in den pT2-4 

Zystektomiepräparaten der ERL-Kohorte signifikant höher exprimiert, miR-200a-3p 

(p=0.038) signifikant niedriger exprimiert als in den TUR-Präparaten.     

1 

2 

Abb.17: Die Expressionslevel der vier miRNAs miR-138-5p (A), miR-146b-5p (B), miR-155-5p (C) und miR-200a-

3p (D) in pT1G3  (1 A-D: TUR n=28; Cys n=15) und pT2-4 (2 A-D: TUR n=16; Cys n=23) wurden anhand der 

Trainigskohorte HOM mittels qPCR analysiert. Die Normalisierung erfolgte über die Referenz miR-361-5p. 

Angegebene p-Werte wurden mit dem Man Whitney Test via GraphPad Prism erstellt, die p-Werte 

entspringen exakten, two tailed t-tests.  
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5.4 Expression der miRNA in invasiven vs. nicht-invasiven Tumorarealen  

Um die Hypothese einer potenziellen intratumoralen Heterogenität zu klären, wurden aus 

pT1G3 und pT2-4 Fällen der Trainingskohorte HOM je Probe invasive und nicht-invasive 

Areale von TUR- und Zystektomiepräparaten separat extrahiert, analysiert und ausgewertet. 

Anhand der Daten in Abb.18 können keine signifikanten Unterschiede zwischen invasiven 

und nicht-invasiven Arealen festgestellt werden, weder in TUR‑ noch in 

Zystektomiepräparaten von pT1G3 oder pT2-4 Tumoren. Man kann jedoch einen Trend 

erkennen, dass in invasiven Arealen miRNA-146b höher exprimiert wird als in nicht invasiven 

Arealen (Abb. 19 1B, , 3B, 4B). 

 

 

Abb.18: Die Expressionslevel der vier miRNAs miR-138-5p (A), miR-146b-5p (B), miR-155-5p (C) und miR-

200a-3p (D) in  pT2-4 (A-D: TUR n=16; Cys n=74) wurden anhand der Testkohorte ERL mittels qPCR 

analysiert. Die Normalisierung erfolgte über die Referenz miR-361-5p. Angegebene p-Werte wurden mit dem 

Man Whitney Test via GraphPad Prism erstellt, die p-Werte entspringen exakten, two tailed t-tests. 
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Abb.19: Die Expressionslevel der vier miRNAs miR-138-5p (A), miR-146b-5p (B), miR-155-5p (C) und miR-

200a-3p (D) in pT1hg  (TUR ninv n=21, inv n=24; Cys ninv n=11, inv n=8) und pT2-4 (TUR ninv n=3, inv n=16; 

Cys ninv n=2, inv n=22) wurden anhand der Trainigskohorte HOM mittels qPCR analysiert. Die 

Normalisierung erfolgte über die Referenz miR-361-5p. Angegebene p-Werte wurden mit dem Man Whitney 

Test via GraphPad Prism erstellt, die p-Werte entspringen exakten, two tailed t-tests. 
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5.5 MiRNA-Expressionsprofil von pT1 G3 Tumoren in Relation zu NMIBC und MIBC  

 HOM-Kohorte 

PT1G3 Tumore stellen eine besondere Herausforderung dar hinsichtlich der 

Therapieentscheidung zwischen radikaler Zystektomie und blasenerhaltender Therapie. Das 

miRNA-Expressionsprofil soll der molekularen Charakterisierung des Invasionspotentials in 

die Muskelschicht dienen. Anhand der Expressionsdaten der Trainingskohorte wurden die 

Gruppen pTa low grade, pT1G3 und pT2-4 verglichen. Von der Testkohorte wurden pTa low 

grade, pT1 high grade, und pT2-4 verglichen. 

PT1G3 Tumore unterscheiden sich in miR-138-5p (p=0.0004), miR-146b-5p (p=0.005), miR-

155-5p (p<0.0001) und miR-200a-3p (p=0.0052) signifikant von pTa low grade Tumoren 

(Abb. 19). Im Vergleich zu MIBC-Tumoren unterschieden sich die Expressionslevel von 

pT1G3 Tumoren nicht signifikant für miR-138-5p (p>0.999), miR-155-5p (p>0.999), miR-

200a-3p (p>0.999) und signifikant für miR-146b-5p (p<0.0001) (Abb.20).  

 

 
 

 

 

 

 

 ERL-Kohorte 

PTa low grade und pT2-4 Tumoren der ERL Kohorte unterschieden sich in allen vier miRNAs 

signifikant. PT1G3 Tumore unterscheiden sich in miR-146b-5p (p<0.0001) und miR-155-5p 

signifikant von pTa low grade Tumoren(p<0.0001), in miR-138-5p (p=0.1283) und miR-200a-

Abb.20: Die Expressionslevel der vier ausgewählten miRNAs miR-138-5p (A), miR-146b-5p (B), miR-155-5p (C) 

und miR-200a-3p (D) in pTa low grade (TUR n=27), pT1G3 (TUR n=28; CYS n=15) und pT2-4 (TUR n=16; CYS 

n=23) wurden an der Trainingskohorte mittels qPCR analysiert. Die Normalisierung erfolgte über die Referenz 

miR-361-5p. Angegebene p-Werte wurden via GraphPad Prism mit dem Kruskall-Wallis Test (Dunn’s multiple 

comparison) erstellt, die p-Werte sind via approximate t-test ermittelt.  
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3p (p=0.3781) unterscheiden sich pT1G3 nicht signifikant von pTa low grade Tumoren. Im 

Vergleich zu MIBC Tumoren unterschieden sich die Expressionslevel von pT1G3 Tumoren 

nicht signifikant für miR-138-5p (p=0.0621) und miR-155-5p (p>0.999), und signifikant für 

miR-146b-5p (p<0.0001) und miR-200a-3p (p<0.0001) (Abb.21). 

 

 

5.6 Korrelation von T-Kategorie und Differenzierungsgrad mit dem miRNA-Profil 

Es sollte überprüft werden, ob ein Zusammenhang zwischen miRNA-Expression und den 

Tumoreigenschaften T-Kategorie und Differenzierungsgrad (Grading) besteht. Das 

histologische Grading erfolgte in Homburg sowohl nach dem Grading System G1-G3 als auch 

nach dem neuen Grading low vs. high grade. Es wurden NMBIC- und MIBC-Proben 

analysiert.  

Die Expressionslevel nach T-Kategorien wurden an der ERL- und HOM-Kohorte gemeinsam 

überprüft (Abb.22, 2 A-D). Die Daten belegen, dass innerhalb der MIBC kein signifikanter 

Expressionsunterschied zwischen T2, T3 und T4 Tumoren für keine der vier miRNA vorlag. 

Die NMIBC Gruppe (Ta, T1) zeigte signifikante Expressionsunterschiede für miR-138-5p 

(p=0.0027), miR-146b-5p (p<0.0001) und miR-155-5p (<0.0001), nicht aber für miR-200a-3p. 

MiR-138-5p unterschied sich signifikant zwischen Ta und T3 (p=0.0003), T4 (p=0.0073). Ta 

und T1 unterschieden sich signifikant von T2, T3 und T4 in der Expression von miR-146b-5p 

(alle: p<0.0001). MiR-155-5p zeigte signifikante Unterschiede zwischen Ta und T2, T3 und T4 

(alle: p<0.0001), aber nicht zwischen T1 und T2, T3 und T4. Für miR-200a-3p gab es 

signifikante Unterschiede zwischen Ta und T2, T3 (p<0.0001) und T4 (p=0.0143) und 

zwischen T1 und T3 (p<0.0001), nicht aber zwischen T1 und T2 oder T4.  

Abb.21: Die Expressionslevel der vier miRNAs miR-138-5p (A), miR-146b-5p (B), miR-155-5p (C) und miR-

200a-3p (D) in pTa low grade (TUR n=86), pT1 high grade (TUR n=108) und pT2-4 (TUR n=16; Cys n=74) 

wurden anhand der Testkohorte mittels qPCR analysiert. Die Normalisierung erfolgte über die Referenz miR-

361-5p. Angegebene p-Werte wurden via GraphPad Prism mit dem Kruskall-Wallis Test (Dunn’s multiple 

comparison) erstellt, die p-Werte entspringen approximate t-tests.  
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Die NMIBC-Gruppe der HOM-Kohorte enthielt Proben aller drei Malignitätsgrade (G1, G2, 

G3). Die Graphik (Abb.21, 1 A-D) zeigt, dass es keinen signifikanten Unterschied in der G3 

Gruppe zwischen pTa und pT1 gab, allerdings kann man bei miR-146b-5p, miR155-5p und 

miR-200a-3p eine Tendenz erkennen, dass in den pT1 G3 Proben die Expressionslevel mehr 

in Richtung der MIBC gehen als die pTa G3. MiR-138-5p unterschied sich nicht signifikant 

zwischen G1 und G2 und G1 und G3, aber signifikant zwischen pTa G2 und G3 (p=0.0261). 

Für miR-146b-5p und miR-155-5p zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen pTa G1 

und pT1 G3 (p=0.0018), zwischen pTa G2 und pT1 G3 (p=0.0007), nicht aber zwischen G1 

und G2, pTa G1 und G3 und pTa G2 und G3. Die Expression der miR-200a-3p unterschied 

sich nicht signifikant hinsichtlich des Gradings.  

1 

2 

Abb.22: 1: Die TUR-Expressionslevel der vier miRNAs miR-138-5p (A), miR-146b-5p (B), miR-155-5p (C) und 

miR-200a-3p (D)in  pTa G1 (n=14), pTa G2 (n=21), pTa G3 (n=6), pT1 G3 (n=28) der HOM Kohorte.  

2: Analyse der TUR- und Cys-Expressionslevel der vier ausgewählten miRNAs miR-138-5p (A), miR-146b-5p 

(B), miR-155-5p (C) und miR-200a-3p (D) in pTa low grade (n=113), pT1 high grade (n=151), pT2 (n=36), pT3 

(n=57) und pT4 (n=26) der ERL und HOM Kohorte nach T-Kategorien. 

Die Expressionslevel wurden mittels qPCR analysiert. Die Normalisierung erfolgte über die Referenz miR-361-

5p. Angegebene Signifikanzniveaus wurden via GraphPad Prism mit dem Kruskall-Wallis Test (Dunn’s 

multiple comparison) erstellt. 
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Um innerhalb einer Gruppe Heterogenität auszuschließen, wurden die Expressionslevel der 

vier miRNA von low und high grade verglichen, ohne signifikante Unterscheidung in keiner 

miRNA (Anhang Abb.29).  

  

 

5.7 Molekulare Subtypisierung 

Die Eingruppierung der MIBC‑Fälle der Testkohorte hinsichtlich molekularer Subtypen 

erfolgte durch PD Dr. med. Markus Eckstein am Institut für Pathologie des Uniklinikums 

Erlangen. Von 96 Fällen konnten 60 pT2-4 Fälle dem luminalen, 36 dem basalen Subtypen 

zugeordnet werden. Mir-138-5p (p=0.897) zeigte keinen signifikanten 

Expressionsunterschied zwischen luminalem und basalem Subtyp (Abb.23). MiR-146b-5p 

(p<0.0001) und miR-155-5p (p=0.005) waren signifikant höher exprimiert, und miR-200a-3p 

(p<0.0001) war signifikant niedriger exprimiert im basalen Subtyp von MIBC.  

                       
 

 

 

 

5.8 ROC Kurven-Analyse und Definition der cut-off-Werte 

Zur Bewertung der diagnostischen Güte, d.h., wie sicher das Expressionsprofil der einzelnen 

miRNAs NMIBC von MIBC trennen kann, wurden ROC-Kurven mittels TUR-Expressionsdaten 

für alle vier miRNAs erstellt (Abb.24). Um die statistische Qualität des Tests durch eine 

höchstmögliche Anzahl an Fällen zu maximieren, wurden die Trainings- und die 

Testkohortendaten zusammen getestet. Die ROC-Kurven ergaben in Tabelle 15 angegebene 

Werte für AUC, Sensitivität (Sens) und Spezifität (Spez). Basierend auf den ROC-Kurven und 

unter Anwendung des Youden-Index konnten cut-off-Werte für alle vier miRNAs definiert 

werden (Anhang Abb.35; Tab. 15). 

 

 

Abb.23: Die Expressionslevel der vier miRNAs miR-138-5p (A), miR-146b-5p (B), miR-155-5p (C) und miR-200a-

3p (D) in MIBC ( pT2-4; luminal n=60; basal n=36) wurden anhand der Testkohorte ERL mittels qPCR 

analysiert. Die Normalisierung erfolgte über die Referenz miR-361-5p. Angegebene p-Werte wurden mit dem 

Man Whitney Test via GraphPad Prism erstellt, die p-Werte entspringen exakten, two tailed t-tests.  
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miRNA AUC Sensitivität Spezifität Cut-off 

miR-138-5p 0,57 (p=0,20) 40.63% 77.8% < -1.185 
miR-146b-5p 0.92 (p<0,0001) 93.55% 76.11% > -1.050 
miR-155-5p 0.88 (p<0,0001) 93.75% 70.8%; > -0.040 

miR-200a-3p 0.60 (p=0,07) 46.88% 80.53% < 2.855 
 

 

 

                  

                                      
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.24:  ROC-Kurven wurden aus den Daten von TUR-Präparaten der Gruppen NMIBC (pTa lg n=113) und 

MIBC (pT2-4 n=32) der Trainings- und Testkohorte erstellt. AUC 0.57 für miR-138-5p (p=0,20), Sensitivität 

(Sens) 40.63%, Spezifität (Spez) 77.8%; AUC 0.92 für miR-146b-5p (p<0,0001), Sens 93.55%, Spez 76.11%; 

AUC 0.88 für miR-155-5p (p<0,0001), Sens 93.75%, Spez 70.8%; AUC 0.60 für miR-200a-3p (p=0,07) Sens 

46.88%, Spez 80.53%. Unter Anwendung des Youden-Index konnten Cut-off-Werte für miR-138-5p (< -

1.185), miR-146b-5p (> -1.050), miR-155-5p (> -0.040) und miR-200a-3p (< 2.855) definiert werden. ROC 

Kurven wurden mit GraphPad Prism 9 erstellt, die Berechnung des Konfidenzintervalls (95%) erfolgte mit 

der Wilson/Brown Methode. Der Youden-Index wurde manuell in Excel Tabellen erstellt. 

 

 

 

 

 

Tabelle 15: AUC, Sensitivität und Spezifität der getesteten miRNA basierend auf ROC-Kurven; Cut-off 

basierend auf ROC-Kurven und Youden-Index 
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 Testanwendung der cut-off-Werte: Fallbeispiel Upstaging des Tumors 

Ein zum Zeitpunkt der Diagnosestellung 74-jähriger männlicher Patient wurde erstmals im 

März 2016 in der Universitätsklinik für Urologie und Kinderurologie in Homburg mit 

Verdacht auf ein Harnblasenkarzinom transurethral reseziert. Der pathologische Befund 

ergab ein Urothelkarzinom der Harnblase, klassifiziert als pT1 G2/3 (TUR 1 inv, ninv). 11 

Wochen später wurde der Patient erneut reseziert; das Gewebe sicherte den pathologischen 

Befund pT1 G2/3 (TUR 2 inv, ninv). Aufgrund des erhöhten Risikos einer Muskelinvasion 

wurde der Patient im Juli einer in domo DaVinci-Zystektomie zugeführt (Cys inv, ninv). Die 

pathologische Untersuchung der urotheltragenden Harnblase ergab ein Upstaging: einen 

pT3a Tumor mit begleitendem Cis und Fernmetastasen (pT3a, pN0, pM1, Cis). Alle drei 

Präparate lagen zur miRNA-Profil-Analyse vor und ergaben folgende Daten (Tab.16): 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die zuvor definierten cut-off-Werte sollen der frühzeitigen Risikobewertung hinsichtlich 

eines potenziellen Invasionsrisikos dienen. Angewandt auf die Expressionsdaten dieses 

Patienten zeigte miR-138-5p eine potenzielle Muskelinvasion an in 3 von 4 TUR-Arealen und 

in 2 von 2 Cys-Arealen, miR-146b-5p und miR-155-5p in 4 von 4 TUR-Arealen und 2 von 2 

Cys-Arealen, und miR-200a-3p in 1 von 4 TUR-Arealen und 1 von 2 Cys-Arealen an. In Tabelle 

6 sind die Werte gelb markiert, die laut cut-off eine positive Vorhersage hinsichtlich des 

Invasionspotentials treffen. Das Fallbeispiel macht klar ersichtlich, dass das hier erstellte 

miRNA-Profil bereits an den TUR-Präparaten die Invasion angezeigt hat. Das lässt den 

Schluss zu, dass die cut-off-Werte die Bewertung einer potenziellen Muskelinvasion bereits 

am TUR-Präparat möglich machen. 

   

 

 
-∆CP (138-361) -∆CP (146-361) -∆CP (155-361) -∆CP (200a-361) 

Patient TUR1 inv 
1,27 0,71 2,31 5,73 

Patient TUR1 ninv -1,40 1,00 2,35 3,52 

Patient TUR2 inv -3,23 -0,12 1,13 3,99 

Patient TUR2 ninv -0,88 0,94 3,25 -0,36 

Patient Cys inv -3,55 0,47 -0,37 3,20 

Patient Cys ninv 
-1,74 0,81 1,38 0,52 

Tabelle 16: Invasive und nicht-invasive Areale aus zwei TUR- und einem Zystektomiepräparat eines 

Patienten mit upstaging in der Zystektomie. Die Expressionslevel der vier miRNAs miR-138-5p, miR-

146b-5p, miR-155-5p und miR-200a-3p wurden mittels qPCR analysiert und ausgewertet. Die 

Normalisierung erfolgte über die Referenz miR-361-5p. Auf die Patientendaten wurden die zuvor 

definierten cut-off Werte angewandt und damit eine Risikobewertung hinsichtlich potentieller 

Muskelinvasion überprüft. Gelb markierte Werte zeigen laut cut-off ein potentielles 

Muskelinvsionsrisikon an. 
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5.9 Bioinformatische Analysen 

Die folgenden Analysen wurden von Frau Lea Eckhart aus der Arbeitsgruppe von Prof. 

Lenhof am Zentrum für Bioinformatik der Universität des Saarlandes erstellt98. In dieser 

Arbeit dienen ihre Analysen der bioinformatikgestützten Beurteilung der diagnostischen 

Power der vier miRNAs.  

Mit den Daten der ERL-Kohorte wurden verschiedene KI-Modelle trainiert. Die 

Klassifizierungen wurden dann anhand der HOM-Kohorte getestet. Die verwendeten Daten 

entsprechen den gegen miR-361-5p normalisierten ∆∆CP-Daten aus Kapitel 1.2.  

 

 Principle component analysis (PCA) 

Die PCA diente der Darstellung der Daten der drei BC-Gruppen pTa lg, pT1 hg und MIBC 

(pT2-4) (Abb.25 A), sowie der HOM- und ERL-Daten (Abb.25 B) im zweidimensionalen Raum. 

Die Daten wurden zur besseren Unterscheidung farblich sortiert. Die Sortierung nach 

Gruppe ließ eine gute Trennung der BC‑Gruppen erkennen. Das Auftragen der ERL- und 

HOM-Daten zeigte eine gute Homogenisierung beider Kohorten. Die Daten von TUR-B und 

Zystektomie zeigten eine leichte Homogenisierung (Anhang Abb.39). 

 

             
 

 

 

 

 

 

 Gruppentrennung durch Kombination verschiedener miRNA Paare 

Folgende Graphiken zeigen die zweidimensional aufgetragenen Daten der drei Gruppen 

nach miRNA-Paarungen. Es wurden alle vier miRNA in allen möglichen Zweierkombinationen 

separat aufgetragen, um herauszufinden, welche Kombination zur besten Trennung der 

Abb.25: (A) Principle component analysis (PCA) der vier miRNAs nach Gruppen pTa lg (blau), pT1 hg 

(grün) und MIBC (pT2-4, rot) (B)Principle component analysis (PCA) der vier miRNAs nach 

 Kohorten HOM (blau) und ERL (rot) 
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Gruppen führt. Die Paarung aus miR-146b-5p und 155-5p (Abb.25 D) erzielte die sauberste 

Trennung. MiR-155-p trennt die pTa Proben von den pT1hg und MIBC sehr gut, jedoch 

weniger die pT1hg von den MIBC (Abb.26 B, F). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 Diagnostische Güte: Accuracy, Sensitivität & Spezifität 

Anhand der vier KI-Modelle AdaBoost, KNN, Random Forest und Vanilla Neural Network 

wurden zur Differenzierung der pTa lg vs. MIBC Werte für Accuracy, Sensitivität und 

Spezifität der miRNAs einzeln oder  in verschiedenen Kombinationen erhoben, einmal 

inklusive der Zystektomiedaten (Abb.27), einmal ohne (Anhang Abb.40). Ohne 

Zystektomiedaten verblieben lediglich noch 23 Samples in der MIBC-Gruppe verglichen mit 

88 Samples der pTa lg Gruppe, was zu Einbußen in der Sensitivität führte. Frau Eckhart hat 

daraufhin durch zwei Sampling-Techniken die Sample-Balance künstlich wiederhergestellt, 

was die Sensitivitätswerte steigern konnte, allerdings auf Kosten der Spezifitätswerte.         

 

Das Vanilla Neural Network wurde als bestes Klassifizierungsmodell beurteilt. Dieses Modell 

stellte dar, dass die miR-146b-5p sowohl allein als auch in Kombination mit anderen miRNA, 

z.B. mit miR-155-5p die besten Werte hinsichtlich Accuracy, Sensitivität und Spezifität 

lieferte (Abb.27).                  

Abb.26: Die Gruppen pTa lg (blau), pT1 hg (grün) und MIBC (pT2-4, rot) wurden hinsichtlich ihrer 

Expression zweier miRNA aufgetragen. 

A: miR-138-5p + miR-146b-5p; B: miR-138-5p + miR-155-5p; C: miR-138-5p + miR-200a-3p 

D: miR-146b-5p + miR-155-5p; E: miR-146b-5p + miR-200a-3p; F: miR-155-5p + miR-200a-3p 
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Abbildung 28 zeigt das Vanilla Neural Network Modell für die Klassifizierung der drei BC 

Gruppen anhand einer Kombination aus den drei miRNAs miR-138-5p, miR-146b-5p und 

miR-155-5p. Ein weiteres Merkmal dieser Analyse war der Vergleich der histopathologischen 

Diagnose (actual class) und der vorhergesagten Gruppe. In der Gruppe der MIBC wurden 

durch den Algorithmus von 43 Fällen 36 (83.7%) als MIBC, 5 (11.6 %) als pT1 hg und 2 (4.6 %) 

als pTa lg vorhergesagt. Die Gruppe pT1 hg war heterogener, hier wurden von 61 Fällen ca. 

32 ( 52.5 %) als pT1 hg vorhergesagt, 22 (36.0 %) als MIBC und 7 (11.5 %) als pTa lg. In der 

pTa lg Gruppe wurden 27 (77.1 %) Fälle von 35 als pTa lg ermittelt, 5 (11.3 %) als pT1 hg und 

3 (8.6 %) als MIBC. 
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Abb.27: Maschineller Lernalgorithmus Vanilla Neural Network zur Beurteilung der diagnostischen 

Güte anhand der Parameter Accuracy, Sensitivität und Spezifität hinsichtlich der Differenzierung von 

NMIBC und MIBC. Das Modell wurde auf den ERL Daten trainiert und auf den HOM Daten getestet. 
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 Vorhersage der potenziellen Invasionsfähigkeit von pT1 high grade Tumoren  

Im nächsten Schritt wurde untersucht, inwiefern sich bioinformatisch eine Aussage über die 

potenzielle Invasionsfähigkeit treffen lässt. Dazu wurde ein Modell auf den kombinierten 

miR-146b-5p und miR-200a-3p-Expressionsdaten der pTa lg und MIBC (ohne Zystektomien) 

der ERL-Kohorte trainiert und auf den pT1 hg Daten der ERL- und der HOM-Kohorte 

getestet. Dabei ist ein wahrscheinliches Invasionspotential, also eine Eingruppierung in 

MIBC, ab einem Wert von 0.5 gegeben. Die Wahrscheinlichkeit, dass die Probe der pTa lg 

angehören könnte, wäre als 1 – Wahrscheinlichkeit zu berechnen. 

Abb.29 A zeigt die Streuung der pT1 hg Fälle im zweidimensionalen Raum hinsichtlich ihrer 

Wahrscheinlichkeit, dass sie invasiv sind bzw. werden (A). Diese Fälle sind ab einem Wert 

von 0.5 (50%) potentiell MIBC zuzuordnen und in rot aufgetragen.  

Abb. 29 B zeigt pT1 hg ERL- und HOM-Fälle separat aufgetragen. Ab einer 

Wahrscheinlichkeit von 0.5 würden 21/91 (23.1 %) der ERL-Kohorte und 21/44 (47.7 %) der 

HOM-Kohorte einer potenziellen Muskelinvasion zugeordnet.  

 

Abb.28: Vanilla Neural Network der kombinierten Expressionsdaten von miR-138-5p, miR-146b-5p, miR-

155-5p der Gruppen pTa lg (n=35), pT1 hg (n=61) und MIBC (n=43). Trainiert wurde das Modell auf den 

ERL Daten, getestet auf den HOM Daten. Das Modell vergleicht die histopathologische Klasse (actual class) 

mit der bioinformatisch vorausgesagten Klasse (predicted class). 
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Abb.29: Vanilla Neural Network Modell zur Vorhersage einer potentiellen Muskelinvasion (MIBC) von pT1 hg 

Tumoren aus kombinierten miRNA-Expressionsdaten von miR-146b-5p und miR-200a-3p. Trainiert wurde auf 

pTa lg und MIBC der ERL Kohorte, getestet auf pT1 hg der ERL und HOM Kohorte.  

A: 2D-Modell der Streuung der pT1 hg Daten von ERL und HOM (MIBC rot ≥ 0.5; NMIBC blau ≤ 0.5).  

B: Balkendiagramm der pT1 hg der ERL (rot; n=91) und HOM Kohorte (blau; n=44) zur Vorhersage einer 

potentiellen Muskelinvasion. 
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5.10 Funktionelle Analysen 

 MiRNA-Expressionslevel in Zelllinien 

Die Expressionslevel der vier miRNAs wurden in den muskelinvasiven Zelllinien T24 und J82, 

in den nicht-muskelinvasiven Zelllinien RT112 und 5637 und der nicht-tumorösen Urothel-

Zelllinie HCV-29 analysiert. Weiterhin sollte überprüft werden, ob die jeweiligen Zelllinien 

die Expressionslevel der Gewebeproben reflektieren und damit geeignete funktionelle 

Modelle darstellen. Alle miRNA wurden in Relation zu den Referenzen RNU48, miR-191-5p 

und miR-361-5p gesetzt. Für miR-138-5p konnten für T24, J82, RT112 und HVC-29 ähnlich 

hohe Expressionslevel festgestellt werden, eine niedrigere Expression in 5637. MiR-146b-5p 

war in T24, J82 und RT112 niedriger exprimiert als in 5637 und HCV-29, welche beide 

ähnliche Expressionslevel zeigten. MiR-155-5p zeigt in T24, J82 und 5637 höhere 

Expressionslevel als in RT112 und HCV-29, während sie in RT112 niedriger exprimiert war als 

in HCV-29. Mir-200a-3p war in T24, J82 und HCV-29 ähnlich exprimiert und deutlich 

niedriger als in RT112 und 5637. Die Daten für miR-155-5p, wonach die Expression in den 

muskelinvasiven Zellen höher war als in der nicht-muskelinvasiven Zelllinie RT112 und die 

Daten für miR-200a-3p, wonach diese in beiden muskelinvasiven Zelllinien niedriger 

exprimiert war als in den beiden nicht-muskelinvasiven Zelllinien, reflektieren die 

beobachteten Daten in den Gewebeproben und werden daher als funktionelle Modelle 

verwendet (Abb.30). 

 

Abb.30: Die Expressionslevel der vier miRNAs miR-138-5p (A), miR-146b-5p (B), miR-155-5p (C) und miR-

200a-3p (D) in den muskelinvasiven (invasiven) Zelllinien T24 und J82, in den nicht-muskelinvasiven (nicht 

invasiven) Zelllinien RT112 und 5637 und der nicht tumorösen Urothel Zelllinie HCV-29 wurden mittels 

qPCR analysiert. Die Normalisierung erfolgte über die Referenzen RNU48, miR-191-5p und miR-361-5p. 

Blaue Markierung beschreibt eine Abweichung zu den Gewebedaten, gelb beschreibt eine 

Übereinstimmung mit den Gewebedaten.  
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 Überexpression der miRNA mimics miR-200a-3p und miR-155-5p  

5.10.2.1 Proliferation 

Die Proliferation der Zelllinien T24 und J82 wurde nach Überexpression mit miR-200a-3p 

mimic, RT112 wurde nach Überexpression von miR-155-5p-mimic über 18h mittels BrdU-

Assay (Anhang Abb.36) und über 72h via RTCA analysiert (Abb.31). HCV-29 wurde nach 

Überexpression von miR-200a-3p hinsichtlich ihres Proliferationsverhaltens über 72h via 

RTCA untersucht.  

Nach Überexpression mit 20nM miR-200a-3p-mimic wurde die Proliferation der T24 Zellen 

gehemmt. Nach Transfektion mit dem Kontrollmimic bleibt die Proliferationsrate in den T24-

Zellen gleich der Rate der Zellen im nativen Zustand. Nach Zugabe des Transfektionsreagenz 

zeigen die T24-Zellen eine Zunahme der Proliferation. In J82 Zellen wurde durch miR-200a-

3p die Proliferation gehemmt, ebenso bei Zugabe des Kontrollmimic. Die Proliferation der 

J82 wurde durch reine Zugabe des Transfektionsreagenz gefördert. Die Proliferation der 

RT112 wurde durch miR-155-5p inhibiert, während die Transfektionsreagenzkontrolle und 

die Mimickontrolle die Proliferation leicht hemmten. Die Proliferation von HCV-29-Zellen 

wurde durch miR-200a-3p reduziert, durch das Transfektionsreagenz und durch das 

Kontrollmimic in ihrer Proliferation gefördert. 

 

5.10.2.2 Migration 

Das Migrationsverhalten der Zelllinien T24, J82 und HCV-29 wurde nach Überexpression mit 

miR-200a-3p-mimic, RT112 wurde nach Überexpression von miR-155-5p-mimic über 18h 

mittels Fluoroblok-Transwell-Inserts (Anhang Abb.38) und über 36h via RTCA beobachtet 

(Abb.32).  Die Mimickontrolle wurde in den RTCA-Experimenten mitgeführt. 

Die Migration von T24-Zellen wurde nach Überexpression von miR-200a-3p komplett 

inhibiert, nach Behandlung mit Transfektionsreagenz und nach Transfektion mit 

Kontrollmimic gehemmt (Abb.32 A). J82-Zellen wurden nach Überexpression von miR-200a-

3p in ihrer Migration gehemmt, durch Transfektionsreagenz allein in ihrer Migration 

gefördert und durch Transfektion mit Kontrollmimic gehemmt (Abb.32 B). Das 

Migrationsverhalten von RT112 wurde durch Überexpression von miR-155-5p fast komplett 

inhibiert, durch Transfektionsreagenz und Kontrollmimic stark reduziert (Abb.32 C). HCV-29-

Zellen zeigten nach Überexpression von miR-200a-3p einen ungewöhnlichen Kurvenverlauf 

und durch die beiden Kontrollen ein reduziertes Migrationsverhalten (Abb.32 D). Es ist 

möglich, dass einige Zellen migriert sind, aber nicht dauerhaft an der Membran adhärieren 

konnten und somit das Signal an der Membran sukzessive verloren ging. 
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Abb.31: Proliferationsverhalten der Zelllinien T24 (A), J82 (B), RT112 (C) und HCV-29 (D) im unbehalndelten 

Zustand (neg), nach Behamdlung mit Transfektionsreagenz (negtrans), nach Behandlung mit 

Transfektionsreagenz und Kontrollmimic (mimco) und nach transienter Transfektion von miR-200a-3p mimic 

oder miR-155-5p mimic, erstellt via RTCA xCelligence System. Die Graphen zeigen einen Zeitraum von 72h. 

Zellinokulation A: 1x104; B:1x104; C: 3x103; D: 4x103. 

A 

B 

C 

D 
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5.10.2.3 Invasion 

T24-Zellen nach Überexpression mit miR-200a-3p wurden fast vollständig in ihrem 

Invasionsverhalten inhibiert (miR-200a-3p: 1.9 %). Die Zellen zeigten nach 24h im Vergleich 

zu den nativen Zellen in den beiden Kontrollen ein gemindertes Invasionsverhalten 

(negtrans: 67.4 %; mimco: 75.6 %) (Abb.33 A). 

J82-Zellen zeigten nach Überexpression mit miR-200a-3p noch 40.9 % Invasion im Vergleich 

zu den unbehandelten Zellen, durch das Transfektionsreagenz noch 69.7 % Invasion und mit 

Kontrollmimic 31.8 % (Abb.33 B). 

Das Invasionsverhalten von RT112 wurde durch miR-155-5p total inhibiert (miR-155-5p: 0.0 

%), nahm durch Zugabe von Transfektionsreagenz deutlich zu (negtrans: 184.6 %), während 

die Invasion durch Kontrollmimic (mimko: 61.5 %) reduziert wurde (Abb.33 C).  

HCV-29 Zellen zeigten eine Invasionsminderung nach Behandlung mit miR-200a-3p (24.8 %) 

und mit Reagenz (negtrans: 77.2 %), durch das Kontrollmimic wurde das Invasionsverhalten 

gesteigert (mimko: 153.5 %) (Abb.33 D). 
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C 

D 

Abb.32: Migrationsverhalten der Zelllinien T24 (A), J82 (B), RT112 (C) und HCV-29 (D) im unbehalndelten 

Zustand (neg), nach Behamdlung mit Transfektionsreagenz (negtrans), nach Behandlung mit 

Transfektionsreagenz und Kontrollmimic (mimco) und nach transienter Transfektion von miR-200a-3p mimic 

oder miR-155-5p mimic, erstellt via RTCA xCelligence System. Die Graphen zeigen einen Zeitraum von 36h. 

Zellinokulation A: 3x104; B:3x104; C: 5x104; D: 6x104. 
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Abb.33: Invasionsverhalten der Zelllinien T24 (A), J82 (B), RT112 (C) und HCV-29 (D) im unbehalndelten 

Zustand (neg), nach Behamdlung mit Transfektionsreagenz (negtrans), nach Behandlung mit 

Transfektionsreagenz und Kontrollmimic (mimco) und nach transienter Transfektion von miR-200a-3p mimic 

oder miR-155-5p mimic. Zellen wurden in Fluoroblok Invasionsplatten inokuliert, nach 24h wurden die Zellen 

fixiert, mit DAPI (1:1000) gefärbt und mikroskopisch dargestellt. Quantifizierung erfolgte mittels ImageJ 

Software, Berechnug mittels Excel Software. 

Zellinokulation A: 5x104; B:3x104; C: 7x104; D: 5x104. 

A 
B 

C D 
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6. Diskussion 

Das Harnblasenkarzinom ist die zehnthäufigste Tumorerkrankung weltweit, sowie der 

zweithäufigste Urogenitaltumor. 30 % der nicht-muskelinvasiven Tumore durchlaufen eine 

Progression hin zum muskelinvasiven Stadium, was mit schlechter Prognose hinsichtlich 

Metastasierung und Langzeitüberleben sowie verringerter Lebensqualität durch Verlust der 

Harnblase einhergeht. Die Früherkennung des Invasionspotentials ist essenziell für die 

Diagnostik und könnte einerseits eine frühe, radikale Zystektomie rechtfertigen, um weitere 

Progression zur Muskelinvasion und Metastasierung zu verhindern. Weiterhin könnte ein 

sehr geringes Invasionspotenzial eine Überbehandlung durch potenziell unnötige, frühe 

radikale Zystektomie verhindern und eine organerhaltende Therapiestrategie rechtfertigen. 

Die Risikobewertungsstrategie nach bisheriger Leitlinie ist begrenzt und eröffnet einen 

unerfüllten medizinischen Bedarf für molekulare Biomarker, die eine sichere 

Risikobewertung hinsichtlich des individuellen Invasionspotentials zulassen. Dysregulierte 

miRNA sind an der Karzinogenese von BC maßgeblich beteiligt und können im klinischen 

Alltag potenziell einen prädiktiven und prognostischen Mehrwert haben.  

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, die Expression von spezifischen miRNA in 

verschiedenen Stadien des Harnblasenkarzinoms zu analysieren und als potenzielle 

Biomarker für Invasivität zu etablieren bzw. zu bestätigen. 

 

6.1 Methodenetablierung und Vorergebnisse 

Die RT-qPCR stellt eine essenzielle Methode zur Detektion minimalster Mengen von 

Nukleinsäuren in einem weiten Spektrum von Ausgangsmaterialien dar und ist im 

Laboralltag der naturwissenschaftlichen Forschung sowie medizinischer Diagnostik 

unverzichtbar geworden. 

Die Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments 

(MIQE)-Guidelines stellen einen Richtliniensatz aus 85 Einzelpunkten zur Durchführung und 

Publikation quantitativer Real-Time-PCR-Experimente und -daten dar. Sie wurden 

entwickelt, nachdem im Jahr 2002 eine Arbeit veröffentlicht worden war, in der behauptet 

wurde, es könnten Masernviren bei Kindern mit Autismus durch die Verwendung von RT-

qPCR nachgewiesen werden. Aber: die publizierten Daten waren vollständig 

unreproduzierbar, die Autoren hatten selbst nicht versucht, sie zu reproduzieren99–102. Nach 

eingehender Analyse wurde offensichtlich, dass die Rohdaten eine Vielzahl an 

grundlegenden Fehlern in der Datenanalyse aufwiesen. Dieser Vorfall veranlasste Stephen 

Bustin dazu, die MIQE-Richtlinien zu erstellen, um ein grundlegendes Qualitätsniveau für die 

Publikation von qPCR-Daten bereitzustellen89,103,104. Diese Richtlinien sollen unter allen 

Laboren Datenkonsistenz, methodische Transparenz, sowie Integrität innerhalb der 

vielfältigen wissenschaftlichen Literatur gewährleisten. Besonders die Methodik der 

Normalisierung schließt potenzielle, die wissenschaftliche Interpretation verzerrende inter-

run-variations aus.  
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In dieser Arbeit wurden essenzielle Kriterien dieser Guidlines erfüllt. Neben der 

Normalisierung der Probenqualität, -prozessierung  und -quantifizierung wurde die 

Datenanalyse optimal normalisiert. Geeignete Kalibratoren in dieser Arbeit, die sogenannten 

Referenzen, sind miRNA, deren Expression sich unter sich verändernden biologischen 

Konditionen nicht verändert, also in unterschiedlichen Tumorstadien unreguliert bleibt. Eine 

Vorabauswahl geeigneter Referenzen wurde bereits durch vorangegangene laborinterne 

Arbeit mittels Array-Analyse getroffen, die über verschiedene BC-Tumorstadien stabile 

Expressionswerte zeigte. Diese miRNA wurden mit der Literatur sowie Empfehlungen der 

Firma Thermofisher91 verglichen und auf Basis der Literaturrecherche92–94  vier miRNA und 

eine small nucleolar RNA als Referenzkandidaten ausgewählt: RNU48, miR-191-5p, miR-361-

5p, miR-16-5p, miR-29c-5p. Diese wurden vorab mit der Etablierungskohorte hinsichtlich 

ihrer Expressionsstabilität in NMIBC und MIBC untersucht. MiR-16-5p und miR-29c-5p 

wurden wegen der schlechtesten STD- und SEM-Werte in der ersten Testreihe von weiteren 

Tests ausgeschlossen. Die drei übrigen Referenzen wurden zusammen mit jeder Probe aus 

den zwei Patientenkohorten mitgeführt. So ergaben sich n=417 Daten, die über einen 

hochkomplexen mathematischen Algorithmus95 ausgewertet und miR-361-5p als stabilste 

Referenz identifiziert werden konnten.  

 „Die effizienzkorrigierte relative Quantifizierung mittels Real-time RT-PCR stellt bis dato die 

genaueste Form der mRNA-Quantifizierung dar [Pfaffl et al]“88,90. Die in der 

wissenschaftlichen Landschaft gängigste Methode zur Analyse von qPCR-Daten ist die ∆∆CP-

Methode nach Livak97. Dementsprechend wurde aus den Mittelwerten der Triplikate ein 

∆CP aus der Differenz CP (Target) – CP (Referenz) gebildet. Die relative Expression (∆∆CP) wurde 

via ∆∆CP = MW ∆CP (NMIBC) – MW ∆CP (MIBC) ermittelt. Die ∆∆CP-Methode setzt eine akkurate 

Verdopplung der Moleküle pro Zyklus voraus, das entspricht einer Effizienz von 2 (E = 2). Die 

reale Effizienz der qPCR erreicht jedoch unter optimierten Bedingungen Werte von E= 1,7 – 

1,9 mit einer Schwankungsbreite von 1,5 – 2,1. MIQE-konform88-90 wurden daher die 

Effizienzen aller Primer via Standardkurve ermittelt. Eine perfekte Amplifikation würde eine 

Standardkurve mit einer Steigung von "2" erzeugen, was bedeutet, dass sich mit jedem 

Zyklus die Templatemenge optimal verdoppelt. Die Effizienzen von 6/8 Primern bewegen 

sich in einem engen Bereich um 2.0. Der Referenzprimer miR-191-5p erzielte 1.85, der 

Targetprimer miR-146b-5p 2.13. Diese Werte konnten experimentell bestätigen, dass die 

qPCR-Amplifikationen in dieser Arbeit optimal verliefen und damit die Qualität der Daten 

sicherstellten. Von einer Effizienzkorrektur konnte daher abgesehen werden. Das hat 

zugleich mehrere Vorteile: als die Effizienzen ermittelt wurden, war bereits ein großer 

Datensatz ermittelt, ohne die Effizienzen zu berücksichtigen. Die Wiederholungsmessungen 

dieser Proben hätten einen massiven Mehraufwand sowohl zeitlich als auch finanziell 

bedeutet, da die Proben unter veränderten Softwaresettings erneut hätten gemessen 

werden müssen, denn die LightCycler480-Software benötigt dazu veränderte Settings. 

Weiterhin wären damit die jeweiligen Probenvolumina verringert worden, die für 

weiterführende experimentelle Analysen und durch erneutes Auftauen die Qualität der 

gefrorenen Proben potenziell gefährdet worden. Des Weiteren erleichtert die Datenanalyse 

via ∆∆CP die Vergleichbarkeit mit anderen Arbeiten, da, wie oben beschrieben, diese 

Methode international die gängigste ist. Alle in dieser Arbeit dargestellten 
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Expressionsauswertungen basieren demzufolge auf komplexen und gleichzeitig 

transparenten und reproduzierbaren Analysemethoden. 

Die spektrometrische Quantifizierung von Nukleinsäuren ist in einer Range von 10-100 ng/µl 

am zuverlässigsten. Zu diesem Zweck wurden die RNA-Mengen zunächst auf 50ng/µl 

eingestellt und dann auf 2 ng/µl verdünnt und durch erneute Messung validiert. Die 

Quantifizierung von RNA kann durch den Einsatz des Qubit-Systems weiter optimiert 

werden. Das Qubit-System kann durch interkalierende Farbstoffe eine LOD von bis zu 

10pg/µl zuverlässig detektieren. Des Weiteren kann das Spektrometer lediglich eine UV-

Absorption messen, was eine Unterscheidung von Nukleinsäuren nicht erlaubt. Das Qubit-

Fluorometer jedoch nutzt targetspezifische Reagenzien, was die Konzentrationsmessung 

valider macht, da die Konzentration möglicher Verunreinigungen sowie das Vorhandensein 

weiterer Nukleinsäuren keine Rolle spielt. Zwar ist sowohl die Probenvorbereitungszeit 

länger als auch die Kosten pro Reaktion deutlich höher, jedoch lohnt sich diese Optimierung 

im Sinne der experimentellen Qualität und könnte zum Standard in der Diagnostik werden. 

 

6.2 Validierung der Vordaten: miRNA-Expressionsprofil trennt NMIBC von MIBC mit 

hoher Genauigkeit 

Nachdem das TaqMan-Advanced-System im Labor verwendet wurde, die Primer jedoch 

instabile Amplifikationskurven aufwiesen, wurde das klassische TaqMan-System mittels 

Etablierungskohorte reetabliert. Bereits die Daten der Re-Etablierung zeigten – neben 

stabilen Amplifikationskurven – eine Bestätigung der Vorarbeiten, dass die differenten 

Expressionsmuster dreier miRNA NMIBC und MIBC signifikant trennen können (Abb.14).  

Baumgart et. al beschrieb 2019 in ihrer Arbeit die relative Expression der vier spezifischen, 

in BC dysregulierten miRNA miR-138-5p, miR-146b-5p, miR-155-5p, und miR-200a-3p, die in 

NMIBC und MIBC unterschiedlich hoch exprimiert waren. Während miR-138-5p und miR-

200a-3p in MIBC niedriger exprimiert sind als in NMIBC, zeigen miR-146b-5p und miR-155-

5p höhere Expressionslevel in MIBC verglichen mit NMIBC (Abb. 13)75.  

In der Etablierungskohorte war das Expressionsprofil von miR-138-5p nicht signifikant 

unterschiedlich in NMIBC vs. MIBC und der fold change lediglich fch=1,10. Trainingskohorte 

wie auch Testkohorte konnten ausnahmslos für alle vier miRNA signifikante 

Expressionsunterschiede zwischen NMIBC und MIBC detektieren und somit die Daten der 

Vorarbeiten bestätigen. Dass miR-138-5p in der Etablierungskohorte keine statistische 

Signifikanz aufwies, kann auf die geringe Probenzahl von n=13 zurückgeführt werden. 

Weiterhin fiel auf, dass in der Vorarbeit von Baumgart et al. mit einem höheren Input an 

miRNA in die reverse Transkriptionsreaktion gearbeitet wurde, was ebenfalls zu einer 

Diskrepanz in Signifikanzniveau und fold change geführt haben kann. In dieser Arbeit wurde 

gemäß Herstellerprotokoll gearbeitet, um die Stabilität der Reaktionen gewährleisten zu 

können. Dieser Unterschied schlägt sich jedoch nicht auf die Aussagekraft der Auswertung 

nieder, da mehr Nukleinsäure-Input lediglich zu stärkerem Signifikanzniveau führt, das 

Expressionsprofil aller vier untersuchten miRNA jedoch in beiden Arbeiten einander 
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reflektiert. Drei voneinander unabhängige Patientenkohorten belegen damit, dass NMIBC 

und MIBC mittels dieser vier miRNA signifikant differenziert werden können.  

Studien haben die tumorsuppressive Wirkung von miR-138 untersucht und fanden die 

Regulierung diverser Zielgene, die an zellulären Prozessen wie Proliferation, Apoptose, 

Migration und Invasion beteiligt sind. Dabei ist besonders für Migration, Invasion und 

Metastasierung die epidermal-mesenchymale Transition (EMT) essenziell, indem epitheliale 

Zellen ihre Morphologie und ihr Motilitätsverhalten derart verändern, dass es zu vermehrter 

Überwindung physiologischer Barrieren kommt. MiR-138 inhibiert über Vimentin, ZEB1 und 

ZEB2 die EMT79,105,106. In BC ist die Expression von miR-138 niedriger als in gepaartem 

Normalgewebe106 sowie in MIBC niedriger als in NMIBC75, was eine Beteiligung am 

Invasionsprozess nahelegt. Bei Hals-Kopf- und bei Thyreoidtumoren wurde eine erniedrigte 

miR-138-Expression mit erhöhter Expression der Telomerase-Reverse-Transkriptase (TERT) 

assoziiert107. Survivin spielt eine Rolle bei abnormen Proliferations- und Invasionsprozessen. 

Im Zusammenhang mit unphysiologischer Survivin-Expression in BC wurde miR-138 mit der 

posttranskriptionellen Dysregulation der Survivin-mRNA assoziiert105. Weiterhin wurde 

beschrieben, dass miR-138 via EMT Lungenkarzinomzellen für Adriamycin sensibilisierte108. 

Cisplatin ist ein Standardtherapeutikum bei BC. Neuere Daten liefern Hinweise darauf, dass 

miR-138 eine Schlüsselrolle bei der Entstehung von Cisplatin-Resistenz  bei 

nichtkleinzelligem Lungenkarzinom spielen könnte109,110. Wang et al. haben die Korrelation 

von miR-138 und DNA damage beschrieben, was die zelluläre Sensitivität gegenüber 

therapeutischen Agenzien beeinflusst111. Das lässt die miRNA-138 als potenzielle 

diagnostische, sowie therapeutische Zielstruktur erscheinen. 

Das Expressionslevel der miR-200a-3p wird bei Baumgart et al. als signifikant niedriger in 

MIBC beschrieben als in NMIBC. Mitglieder der miR-200-Familie (miR-200a/b/c-3p/5p, miR-

141, miR-429) wurden in unterschiedlichsten untersuchten Tumortypen als dysreguliert 

beschrieben. MiR-200a ist nachweislich ein Schlüsselelement in der Inhibition der Histon-

Lysin-N-Methyltransferase EZH2, einer epigenetischen Einheit, die in embryonalen 

Stammzellen Prozesse wie Proliferation und Zelldifferenzierung reguliert112. Pignot et al. 

stellten einen Zusammenhang her zwischen Aggressivität und herunterregulierten 

Mitgliedern der miR-200-Familie, ebenso wie Assoziationen zu schlechterer Prognose 110. 

Eine Arbeit aus 2019 von Yang et al. zeigt im BC, dass miR-200a über direkte Regulierung der 

Dicer/miR-16/JNK2-Achse zu vermehrter Expression von MMP2 führt, was eine Barriere-

Degradation der extrazellulären Matrix (EZM) auslöst und so die Invasion initiiert113. 

Weiterhin zeigen Arbeiten, wie die Herunterregulation zu vermehrter Expression der 

EMT‑charakteristischen Proteine ZEB1 und ZEB2. im BC führt114. Diese Erkenntnisse legen 

einen tumorsuppressiven Charakter von miR-200a nahe52-53.  

MiR-146b wurde als dysreguliert in verschiedenen Tumorarten gefunden: In Mamma 

Karzinomen ist die Überexpression als tumorsuppressiv durch Inhibition von Invasion, 

Migration und Metastasierung beschrieben117, während erhöhte miR-146b Expressionslevel 

in Kolon- und Prostatatumoren zu einer Förderung von Proliferation, Migration und Invasion 

führen können118,119. Wie oben erwähnt, beschrieben Baumgart et al. 2019, dass miR-146b-

5p im BC höher exprimiert ist als in Normalgewebe, sowie in MIBC höher exprimiert als im 
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NMIBC75. Diese miRNA steht somit im Verdacht, an der Muskelinvasion beteiligt zu sein. Gao 

et al. beschreiben, dass miR-146b die Autophagie in PCa-Zellen über die Aktivierung des 

PTEN/AKT/mTOR-Signalwegs hemmen kann. Zhu et al. untersuchten kürzlich die Rolle von 

miR-146b in BC anhand von Geweben und Zelllinien. In ihrer 2019 veröffentlichten Arbeit 

beschreiben sie eindrücklich folgenden Mechanismus: miR-146b inhibiert (AU)-rich 

element/poly(U)-binding/degradation factor 1 (AUF1), einen posttranskriptionalen mRNA-

Destabilisator, was in der Folge zur Stabilisierung von Erythroblast Transformation specific-2 

(ets2) mRNA und somit zu vermehrter Translation führt. ETS2 ist ein Transkriptionsfaktor, 

der wiederum die Transkription von Matrix-Metallo-Proteasen (MMP) triggert. MMPs, 

vornehmlich MMP2 und MMP9, dienen der Degradation nahezu jeder EZM-Komponente, 

darunter Kollagene, Laminin und Proteoglykanen. Der Abbau physiologischer Zellbarrieren 

ist der erste Schritt zur Invasion120,121. Die Inhibition von miR-146b reduzierte die 

Invasionsfähigkeit von BC signifikant, wodurch diese miRNA als potenzielles Therapietarget 

in den Fokus der Wissenschaft rückt. Die Tatsache, dass sich das Expressionslevel von miR-

146b proportional zum Tumorstadium verhält, macht es zu einem potenziellen Biomarker in 

der Diagnostik, Verlaufskontrolle sowie der Risikobewertung des BC hinsichtlich des 

Muskelinvasionsverhaltens. 

Einige Arbeiten haben gezeigt, dass die Überexpression von miR-155 auffällig häufig in 

onkologischen Prozessen von hämatopoetischen malignen Neoplasien und soliden Tumoren 

auftritt, sowohl bei Leukämie-, Schilddrüsen-, Mamma-, Uterus-, Colon-, Pankreas-, Lungen-, 

als auch bei hepatozellulären Tumoren122. An Mammakarzinomzellen wurde beschrieben, 

dass miR-155 den Tumorsupressor Suppressor of cytokine signaling 1 (SOCS1) negativ 

reguliert. Die Überexpression von miR-155 triggert weiterhin die Aktivierung des JAK-STAT3 

Signalweg123, welcher an onkogener Signaltransduktion in diversen soliden Tumoren und 

hämatologischen Neoplasien beschrieben ist124, und weiterhin zur Therapieresistenz in BC 

führen kann125. Die Überexpression steht in Mammakarzinomen in Korrelation zu höherem 

Tumorgrad, fortgeschrittenem Tumorstadium und Lymphknotenmetastasierung. MiR-155-

5p ist in BC höher exprimiert als im gesunden Blasengewebe122 und das Expressionslevel 

steigt proportional mit dem Krankheitsverlauf, in MIBC ist miR-155 höher exprimiert 

beschrieben als in NMIBC75. 

 

 

6.3 MiRNA-Expression von muskelinvasiven im Vergleich zu nicht-muskelinvasiven 

Arealen der Resektate 

Die transurethrale Resektion ist Goldstandard zur Therapie und Diagnosestellung von 

Harnblasentumoren. Dabei ist die Schnitttiefe essenziell, denn um das Tumorstadium 

histologisch sicher beurteilen zu können, muss der Detrusormuskel mit erfasst sein126. TUR-

B-Präparate bestehen aus nichtinvasiven (ninv) und ggf. invasiven (inv) Anteilen, die in die 

Mukosa und möglicherweise weiter in die Muskelschicht eingewachsen sind. Um eine 

potenzielle Heterogenität der miRNA-Expressionsprofile beurteilen zu können, wurden in 
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dieser Arbeit aus den Tumorproben beide Areale extrahiert, soweit vorhanden, und 

verglichen. Die Daten zeigen keine signifikanten Unterschiede im Expressionsprofil der vier 

miRNA, weder in TUR- noch in Zystektomiepräparaten von sowohl pT1G3 als auch pT2-4 

Tumoren. Diese Feststellung erlaubt die Analyse der gesamten Tumormasse je Probe und 

gilt weiterhin als erster Hinweis hinsichtlich der Tauglichkeit von TUR-B-Resektaten zur 

Bewertung des Muskelinvasionspotentials. Da Zystektomiepräparate aufgrund von vorab 

erfolgten transurethralen Resektionen i.d.R. kaum bis keine nicht-invasiven Anteile mehr 

aufweisen, war die Probenanzahl hierfür gering, was bei der Bewertung nicht außer Acht 

gelassen werden kann. Jedoch gibt es hinsichtlich der erhobenen Daten keinerlei Hinweis 

auf ein abweichendes Expressionsprofil, weswegen eine Heterogenität der Gewebeanteile 

theoretisch ausgeschlossen werden kann. 

 

6.4 TUR-Präparate als geeignetes Probenmaterial zur Risikovorhersage 

Um die Frage zu klären, ob das TUR-B-Resektat zur sicheren Bewertung des 

Invasionspotentials eingesetzt werden kann, wurden im nächsten Schritt TUR- und 

Zystektomiepräparate hinsichtlich ihrer Expressionslevel der vier miRNA miteinander 

verglichen und innerhalb der pT1G3 und der MIBC pT2-4 Gruppen der Trainingskohorte 

konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Dies lässt darauf 

schließen, dass TUR‑Resektate als Probenmaterial zur Risikobewertung geeignet sein 

können. Die Vergleiche der Gruppen aus der Testkohorte zeigten keine signifikanten 

Expressionsunterschiede für miR-138-5p und miR-155-5p, und signifikante Unterschiede für 

miR-146b-5p und miR-200a-3p. Unterschiede in den Daten der beiden Kohorten könnten 

auf die unterschiedliche Anzahl an Proben zurückzuführen sein, da die ERL Testkohorte 

umfangreicher war als die HOM-Trainingskohorte. Ein weiterer gravierender Unterschied ist 

die Tatsache, dass die Markierung der Tumorareale beider Kohorten von zwei 

verschiedenen Pathologen durchgeführt wurde. Gleichwohl reflektieren miR-138-5p und 

miR-155-5p bereits im TUR-Präparat das Expressionsprofil des invasiven Tumors. Die Daten 

der HOM-Kohorte legen bereits nahe, dass alle vier miRNA geeignet sind, was weiterführend 

mittels komplexerer mathematischer Systeme getestet wurde. 

 

6.5 Analyse der pT1G3-Tumore  

PT1G3 Tumore stellen eine besondere Herausforderung dar hinsichtlich der 

Therapieentscheidung zwischen radikaler Zystektomie und blasenerhaltender Therapie. Das 

miRNA-Expressionsprofil soll in den pT1G3 Tumoren der molekularen Charakterisierung des 

Invasionspotentials in die Muskelschicht dienen. Im Vergleich der pT1G3/pT1hg Fälle mit 

den muskelinvasiven Fällen zeigte sich in der Trainingskohorte kein signifikanter Unterschied 

in den Expressionsleveln der miRNA 138-5p, miRNA-155-5p und miRNA 200a-3p, in der 

Testkohorte kein signifikanter Unterschied in der Expression von miRNA-138-5p und miRNA-

155-5p. In beiden Kohorten unterschieden sich die pT1G3/pT1 hg Expressionslevel der 
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miRNA-146b-5p signifikant von der NMIBC- und von der MIBC-Gruppe und zeigten einen 

Trend im Expressionslevel hin zur MIBC-Gruppe. Der Anstieg der miRNA 146b-5p und miRNA 

155-5p ist in Harnblasenkarzinomen sowie Mammakarzinomen mit Invasion und 

Metastasierung assoziiert 110,119,120,122,127,128. 

Die Daten deuten darauf hin, dass die miRNA-Erhöhung bzw. Erniedrigung relativ zu NMIBC 

betrachtet mit EMT- und Invasionsprozessen assoziiert werden kann. Weiterhin konnte 

gezeigt werden, dass spezifische miRNA ein Invasionspotential in die Muskelschicht bereits 

im pT1G3/pT1hg widerspiegeln, da ihre Expressionslevel bereits auf molekularer Ebene 

denen von muskelinvasiven Tumoren ähneln.  

 

6.6 Korrelation mit histopathologischen und klinischen Merkmalen 

Die Daten zeigen keinen signifikanten Unterschied zwischen G1 und G2 der pTa Gruppe, und 

keinen signifikanten Unterschied zwischen pTaG3 und pT1G3 in keiner der vier miRNA. Die 

Vorarbeit von Baumgart et al. zeigte in pT1 eine nicht signifikant geringere Expression von 

miR-138-5p als in pTa. MiR-146b-5p-, miR-155-5p- und miR-200a-5p-Level waren nicht 

signifikant unterschiedlich zu denen in pTa. Die Expression aller vier miRNA war in den 

untersuchten Kohorten beider Arbeiten signifikant mit einem höheren Tumorgrad assoziiert: 

niedrigere Expression von miR-138-5p und miR-200a-3p, höhere Expression von miR-146b-

5p und miR-155-5p warenin G3-Tumoren verglichen mit G1 und G2. Die Daten beider 

Arbeiten bestätigen einander. 

 

6.7 Molekulare Subtypen sind mit dem miRNA-Expressionsprofil assoziiert 

Die Klassifizierung von Tumoren in luminal und basal wurde intensiv erforscht und basiert 

auf der Expression von luminalen und basalen Markern wie den Zytokeratinen. KRT20 wird 

vermehrt im luminalen, KRT5 im basalen Subtyp identifiziert. In muskelinvasiven 

Harnblasenkarzinomen und in Mammakarzinomen konnte diese Typisierung mit 

unterschiedlicher Tumorbiologie und klinischem Outcome, besonders hinsichtlich des 

Ansprechens auf Erstlinien Chemotherapie assoziiert werden. Muskelinvasive 

Harnblasentumore wurden in einer Konsensusklassifikation in 6 molekulare Subtypen 

eingeteilt: luminal-papillär, luminal nicht spezifiziert, luminal instabil, stromareich, basal-

squamös und neuroendokrin-ähnlich30. Der Großteil der muskelinvasiven Urothelkarzinome 

kann dem „luminalen“ oder dem „basal-squamösen“ Subtyp zugeordnet werden. Luminale 

Tumore sind in der Regel gut differenziert und haben eine bessere Prognose. Basale Tumore 

sind assoziiert mit schlechter Differenzierung und aggressiverem 

Progressionsverhalten26,30,32–37. Breyer et al. untersuchten, ob das Risikoverhalten auch auf 

pT1 high grade Tumore anwendbar ist. Die Gruppe zeigte, dass pT1 high grade Tumore bei 

hoher KRT20 (CK20) und niedriger KRT50 (CK50) Exression dem luminalen Subtyp 

zugeordnet und in die Risikogruppen high risk und low risk eingeordnet werden konnten26. 
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Die molekulare Subtypisierung der ERL MIBC erfolgte anhand der immunhistochemischen 

Auswertung der Expression von CK5, CK14, CD44, GATA3, FOXA1 und CK20, welche eine 

Einteilung in luminale und basale Typen zulassen. Die Zuordnung wurde mit den 

Expressionsdaten der vier miRNA in Korrelation gesetzt und eine Assoziation identifiziert. 

Die analysierten miRNA-Expressionslevel sind mit EMT und Invasionsverhalten assoziiert. Die 

Korrelation mit der Subtypisierung kann diese Hypothese klar bestätigen. Ochoa et al. 

(2016) untersuchten den Zusammenhang zwischen miRNA und den molekularen Subtypen. 

Sie identifizierten 63 miRNA, die bei luminalen und basalen Tumoren so exprimiert wurden, 

dass sie einander ausschlossen. Die in basalen Tumoren gefundenen miRNA regulieren 

Gene, deren Expression typischerweise in der luminalen Tumorbiologie verändert ist, wie 

FOXA1, ERBB2, FGFR2, FGFR3 und der Urotheldifferenzierung (HOX5/8/13). Im Gegensatz 

dazu regulieren die miRNA in luminalen Tumoren Transkriptionsfaktoren der EMT wie 

ZEB1/2, außerdem Proteine, die mit Fibrose und dem Zytoskelett (Kollagene) assoziiert sind, 

sowie Gene, die typischerweise in der basalen Tumorbiologie veränderte Expressionen 

aufweisen, wie EGFR und STAT338. Ochoa et al. beschrieben, dass mehrere miRNA der 

basalen Tumore, darunter miR-146b, auf für luminale Tumore typische Gene ausgerichtet 

sind, die zuvor beim Mammakarzinom identifiziert wurden, darunter ERBB2-4 und FOXA1. 

Basale Tumoren überexprimierten miRNA, die bei verschiedenen soliden Tumoren häufig 

mit Aggressivität und einer schlechten Prognose verbunden sind, darunter miR-155. 

Luminale Tumoren exprimierten hohe Konzentrationen aller Mitglieder der miR-200-Familie 

(miR-200a/b/c) was mit früheren Erkenntnissen übereinstimmt38. Ochoa et al. korrelierten 

ihre miRNA-Signatur mit Überlebensdaten und stellten fest, dass Patienten mit 

Basaltumoren in allen Fällen die schlechtesten klinischen Überlebensraten und Prognosen 

zeigten.38 Leider konnten anhand der vorliegenden Patientendaten keine Rückschlüsse auf 

einen Zusammenhang zwischen den miRNA Expressionsdaten und Überlebensparametern 

gezogen werden, da die Patienten zwar in domo reseziert und/oder operiert wurden, die 

Nachsorge jedoch bei den niedergelassenen Urologen erfolgte und uns nicht vorlag. Die 

Literatur beschreibt in diversen Arbeiten zum Harnblasenkarzinom und zu anderen Tumoren 

den prognostischen Charakter von miRNA116,122,124,129–133.  

 

6.8 Diagnostische Anwendbarkeit der miRNA-Expressionsdaten 

Zur Bewertung der diagnostischen Güte wurden anhand der TUR-Expressionsdaten von 

Trainings- und Testkohorte für alle vier miRNA ROC-Kurven erstellt (Abb.18). Die ROC-

Kurven demonstrieren eine hohe und auch statistisch signifikante 

Diskriminierungsgenauigkeit für NMIBC vs. MIBC anhand hoher AUC-Werte für miR-146b 

und miR-155 bei gleichzeitig hohen Werten für Sensitivität und Spezifität in allen vier 

analysierten miRNA. Eine weit komplexere Bewertung der diagnostischen Güte der miRNA 

Expressionsdaten lieferten die bioinformatischen Analysen. 
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6.9 Validation der Aussagekraft der miRNA-Profile durch komplexe bioinformatische 

Analysen  

Das Klassifizierungsmodell Vanilla Neural Network ergab die genaueste Trennung von 

NMIBC und MIBC mittels miR-146b. Die Gruppentrennung anhand kombinierter miRNA 

Expressionsdaten ergab die beste Trennung in der Paarung miR-146b und miR-155 und 

zeigte die besten Werte hinsichtlich Accuracy, Sensitivität und Spezifität (Abb.26). 

Die bioinformatische principle component analysis (PCA) stellte grafisch eine gute 

Trennbarkeit zwischen den Gruppen NMIBC (pTa lg), pT1 hg und MIBC dar.  

Der bioinformatische Vergleich der histologischen Klasse und der nach Expressionsdaten 

geclusterten, vorhergesagten Klasse belegte eine gute Übereinstimmung bei pTa lg und 

MIBC. Den pT1 hg Fällen wurde zur Hälfte die histologische pT1 hg Gruppe vorhergesagt, 

wenigen Fällen wurde das nicht-muskelinvasive Stadium pTa lg vorhergesagt, und einem 

Drittel der pT1 hg Fälle wurde eine Muskelinvasion vorhergesagt. Diese Analyse 

unterstreicht die Notwendigkeit einer akkurateren, über die histopathologische 

Stratifizierung hinausgehenden Analyse zur Risikobewertung und zeigt weiterhin, dass die 

Risikobewertung durch die kombinierten miRNA-Daten möglich ist. Diagnostisch 

angewendet könnten damit frühzeitig die Patienten identifiziert werden, die bereits vor 

klinischem Progress einer wahrscheinlichen Muskelinvasion zugeordnet werden können, die 

dann von einer frühen radikalen Zystektomie profitieren.  

Das auf miR-146b und miR-200a kombiniert trainiert Modell sagte 47.7 % (HOM) und 21.3 % 

(ERL) der pT1G3 Fälle einen aggressiven Progress voraus. Das bildet die Daten der Literatur 

ab, wonach ca. 30 % aller pT1G3 Tumore muskelinvasiv werden. 

 

 

6.10 Funktionelle Analysen 

 Methodenoptimierung 

Um herauszufinden, welche funktionelle Rolle die vier miRNA im Muskelinvasionsprozess 

von Harnblasenkarzinomen haben, wurden, zusätzlich zu den Expressionsanalysen an FFPE-

Proben, funktionelle Assays durchgeführt. Die beiden Transfektionskontrollen belegen nicht 

nur, dass das methodische Einbringen der mimics stabil funktioniert, sondern auch, dass die 

mimics über einen Zeitraum von mindestens 4 Tagen (mikroskopische Kontrolle) in der Zelle 

verbleibt. Das gewährleistet real abbildbare funktionelle Assays, bevor regulatorische 

intrazelluläre Mechanismen die mimics abbauen56,134,135.  

Die Zelllinien wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an mimics behandelt, da sie 

sehr individuell auf die Transfektion reagierten. Das ist anhand der individuellen 

Dosisfindungsexperimente darin begründet, dass ein Effekt auf die zellulären Prozesse bei 

T24 erst ab 20nM erzielt wurde. Für J82 waren 10nM geeignet, RT112 und HCV-29 

reagierten sehr empfindlich auf die Transfektion mit vermehrtem Zelltod, sodass die 
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Konzentration von 5nM genutzt wurde. In dieser Arbeit wurden durch die Überexpression 

unphysiologisch hohe miRNA-Konzentrationen in die Zelle eingebracht, was zu veränderter 

Expression der Gene und folglich zu Veränderungen in den zellulären Prozessen führte. Die 

eingebrachten miRNA-Konzentrationen waren jedoch nicht so hoch, dass unspezifische 

Reaktionen oder Zelltod zu erwarten wären, die bei hohen Konzentrationen durch 

Akkumulation der mimics oder Generierung von Molekülen mit hohem Molekulargewicht 

ausgelöst werden können96. Jin et al. beschrieben diese Phänomene anhand von 

Transfektionsversuchen mit synthetischen mimics an HeLa Zellen. Sie postulierten, dass der 

Einsatz der gängigsten Experimentkonditionen von 25 bis 100 nM mimics zu den genannten 

side effects führt96, weswegen in dieser Arbeit die Maximalkonzentration von 20nM in den 

funktionellen Assays nicht überschritten wurde.  

Um zu verhindern, dass am Ende der Assays aufgrund von Proliferation der migrierten und 

invadierten Zellen falsch hohe Zellzahlen detektiert werden, wurde der 

Proliferationshemmer Aphidikulin in das Medium der unteren Zellkammern gegeben. In 

Vorversuchen konnte ein Effekt auf das Zellverhalten durch Aphidikulin ausgeschlossen 

werden.  

Um die Effekte der transienten Transfektion methodisch zu validieren, wurden für 

Proliferation, Migration und Invasion jeweils zwei unterschiedliche methodische Ansätze 

verfolgt, und diese anschließend verglichen. 

 

 qPCR-Expression der miRNA in den Zellen 

Die Messung der nativen miRNA-Level der Zelllinie ergab, bezogen auf das 

Invasionspotential, ähnliche Expressionslevel hinsichtlich muskelinvasiv und nicht-

muskelinvasiv zu den Gewebedaten bei miRNA 155-5p und 200a-3p, weswegen diese 

Zelllinien als funktionelle Modelle mit der jeweiligen miRNA weiter untersucht wurden. 

Die Auswertung der qPCR nach transienter Überexpression der mimics belegte, dass mit 

steigender Konzentration der transfizierten Mimics das intrazelluläre miRNA-Level 

proportional steigt und dass das Transfektionsreagenz allein nicht zu signifikanten 

Veränderungen in der miRNA-Expression führt. Der Versuch, miR-146b-5p mittels Anti-miR-

146b-5p zu inhibieren, resultierte in der qPCR nicht in einer veränderten Konzentration, bei 

keiner gewählten Dosis. Die Literatur beschreibt, dass dazu hohe Konzentrationen ab 100nM 

nötig seien, was ebenfalls zu keiner Veränderung führte und bei weiter steigender 

Konzentration zum vollständigen Zellsterben unmittelbar nach der Transfektion führte. 

Daher konnten keine funktionellen Inhibitionsversuche durchgeführt werden. 

 

 Überexpression von miR-200a-3p und miR-155-5p 

Die Überexpression von miR-200a-3p führte in T24 im BrdU- und RTCA-Assay zu 

verminderter Proliferation. Das bestätigt die Arbeit von Li et al., die eine antiproliferative 

Wirkung von miR-200a-3p auf T24-Zellen mit der onkogenen Funktion von STAT4 
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assoziierten und nachwiesen, dass miR-200a-3p als Regulator von STAT4 fungiert129. MiR-

200a-3p-Überexpression führte in J82 im BrdU-Assay zu geringfügiger und im RTCA Assay zu 

deutlich ausgeprägter Proliferationshemmung. Auch das Einbringen des Kontrollmimic führt 

bereits zur Proliferationshemmung, jedoch nicht so stark, wie das funktionelle miR-200a-3p 

mimic. Der Effekt des Mimics an sich wurde bis dato noch nicht beschrieben. Die Daten 

weisen darauf hin, dass die im physiologischen Zustand antiproliferative Wirkung durch die 

Herunterregulation reduziert wird. 

Das Transfektionsreagenz führte in beiden Zelllinien zu einer Förderung des Zellwachstums. 

Dieser Effekt ist bisher nicht beschrieben. Die Transfektion mittels Lipid-miRNA-Komplexen 

hängt mit der Ladung zusammen: kationische Lipide bilden mit anionischen Nukleinsäuren 

stabile Komplexe, die von der Zelle über Fusion eingeschleust werden können. Gibt es 

keinen Überschuss an negativ geladenen Teilchen, so wie im negativen Transfektionsansatz, 

bilden die Lipide womöglich Komplexe mit anderen negativ geladenen Molekülen im 

Reagenz, z.B. Wachstumsfaktoren, die proliferationsfördernd sind und so in die Zelle 

eingeschleust werden. 

Die Überexpression von miR-200a-3p führte in T24 und J82 in beiden Assays zu verminderter 

Migration und Invasion. Liu et al. beschrieben ebenfalls eine signifikant antiproliferative 

Wirkung, sowie Inhibition von Migration und Invasion nach Überexpression mit miR-200c in 

den invasiven T24- und UMUC3-Zelllinien. Sie zeigten weiterhin eine direkte Korrelation 

zwischen miR-200c-Überexpression und der verminderten Expression der miR-200c-

Targetstrukturen BMI-1 und E2F3, die als Regulatoren des EMT und der Zellzykluskontrolle 

bekannt sind 136. 

Die Überexpression von miR-155-5p führte in RT112 zu verminderter Proliferation im BrdU-

Assay und im RTCA-Assay, und zu verminderter Migration im Transwell-Assay sowie im 

RTCA-Assay und zu verminderter Invasion im Transwell-Assay. Zhang et al. beschrieben in 

humanen papillären Schilddrüsentumorzelllinien nach Überexpression von miR-155 eine 

proliferationsfördernde Wirkung durch Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signalwegs.  

 In HCV-29 führt die Überexpression von miR-155-5p zu verminderter Proliferation, 

Migration und Invasion. Diese Ergebnisse waren unerwartet, zumal miR-155-5p diese 

zellulären Prozesse nachweislich fördert. Es ist nicht auszuschließen, dass die mimics trotz 

niedriger Konzentration auf die - im Vergleich zu den invasiven Zelllinien - sensibleren 

Zelllinien RT112 und HCV-29 einen apoptoseinduzierenden Effekt ausüben. Dies kann in 

einer Folgearbeit unterstützend mit einem Tunel-Assay oder einem Viabilitäts-WST-Assay 

überprüft werden. 

Die funktionellen Zellexprimente in dieser und diversen anderen wissenschaftlichen 

Arbeiten geben einen guten Hinweis auf die Rolle, die die untersuchten miRNA  bei der 

Entstehung und Progression von Tumoren spielt. Generell fehlt den Zellen in diesen 

Experimenten jedoch das für einen komplexeren Gewebeverbund essenzielle 

Tumormikroenvironment (TME). Dysregulierte miRNA führen über unterschiedliche 

Interaktionskaskaden zu EMT und Invasion von Tumorzellen, woran das TME beteiligt ist. 

Die Zellen des TME reagieren auf veränderte miRNA-Level mit Abbau von zellulären 
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Barrieren, Tumorzellen selbst werden zu verstärkter Motilität befähigt. Ein in den 

vergangenen Jahren intensiv genutztes Modell der onkologischen Forschung ist die Bildung 

von Sphäroiden. Sphäroide sind dreidimensionale Modelle mit extrazellulärer Matrix (ECM), 

die einem Gewebesystem ähneln und das Mikroenvironment mit verschiedenen Zelltypen 

und für Gewebe typischen Sauerstoff- und Nährstoffgradienten enthalten können137,138. 

Tumorsphäroide aus BC‑Zellen könnten als Modell dienen, um die Konsequenz einer 

miRNA‑Dysregulation auf das TME besser zu verstehen. Tumorzellen könnten aus den 

Aggregaten auswandern, was die Fähigkeit zur Metastasierung beschreibt. Der invasive 

Charakter von Tumorzellen könnte durch Eindringen in eine umgebende Matrix dargestellt 

werden, wenn durch experimentell erzeugte Überexpression von Metalloproteasen die ECM 

abgebaut wird. Die Arbeit von Yoshida et al. beschreibt den Einfluss der Sphäroidkultur auf 

molekulare und funktionelle Eigenschaften von Blasenkrebszelllinien an RT4- und 5637-BC-

Zellen und vergleicht dieses Modell mit herkömmlicher 2D-Kultur, die in beiden Modellen 

unterschiedliche Proteinexpressionen aufwiesen sowie unterschiedliche 

Resistenzcharakteristika nach Cisplatintherapie zeigten139.  

 

6.11 Limitierungen der Arbeit 

Die manuelle Extraktion der Tumoranteile aus den Gewebeproben ist kritisch betrachtet 

nicht hoch präzise, da mit dieser Methode nicht-tumoröse Gewebepartikel makroskopisch 

nicht unterschieden werden können, während die Markierungen der Pathologen auch recht 

grob ausfallen können. Zusätzlich zu Tumorzellen kann sich Tumormikroenvironment (TME) 

in Form einzelner Zellen in den extrahierten Gewebeanteilen befinden; das bedeutet, dass 

auch die miRNA des TME, also von Zellen wie Fibroblasten und Immunzellen mit bewertet 

werden könnten. Dies verwässert möglicherweise die Ergebnisse. Eine mögliche Alternative 

wäre die präzise Extraktion reiner Tumorzellen, die mittels spezifischer Antikörper markiert 

und über FACS basiertes cell sorting purifiziert werden können140, was jedoch in der 

Routinediagnostik vorerst nicht umsetzbar sein wird.  Die Lasermikrodissektion ermöglicht 

eine sehr hohe Genauigkeit und minimiert die potenzielle Kontamination mit gesundem 

Gewebe. 
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7. Schlussfolgerung 

Die Risikostratifizierung von Harnblasentumoren hinsichtlich der Invasion in die 

Muskelschicht bleibt bis dato limitiert und eröffnet die unerfüllte medizinische 

Notwendigkeit präziser molekularer Marker zur Früherkennung von pT1G3 Tumoren, die im 

Krankheitsverlauf zur Invasion in die Muskelschicht fähig sind. Diese Arbeit untersuchte die 

Rolle der miRNA 138-5p, 146b-5p, 155-5p und 200a-3p hinsichtlich ihrer diagnostischen 

Eignung als Biomarker, die das Potenzial zur Muskelinvasion anzeigen sollen.  

Das Zusammenspiel verschiedener dysregulierter Faktoren in Kombination löst den 

spezifischen Invasionsprozess in die Muskelschicht aus. Die in dieser Arbeit untersuchten 

miRNA miR-146b-5p und miR-155-5p sind assoziiert mit Invasion, miR-138-5p und miR-200a-

3p sind assoziiert mit EMT, Migration und Invasion.  

Die Ergebnisse der Vorarbeiten konnten an zwei unabhängigen Kohorten bestätigt werden. 

Das Potential zur Muskelinvasion von pT1G3 Tumoren kann bereits am TUR-B Präparat 

bewertet werden, auch oberflächliche (nicht invasive Areale) dienen der Bewertung.  

Eine Differenzierung der pT1 high grade Tumore hinsichtlich ihres Muskelinvasionsrisikos 

kann mittels miRNA-Profil erzielt werden, da ihre Expressionslevel denen von 

muskelinvasiven Fällen ähneln. Somit könnte man ein Invasionsrisiko bereits im nicht-

muskelinvasiven Stadium detektieren. 

Das miRNA Profil spiegelt tumorbiologische Eigenschaften wieder, die Expressionsdaten der 

vier miRNA waren mit einem höheren Tumorgrad assoziiert. So kann auf molekularer Ebene 

die diagnostische Aussagekraft der klassischen Histologie validiert und optimiert werden. 

Drei von vier miRNA konnten anhand ihres Expressionsprofils mit den molekularen Subtypen 

assoziiert werden. 

Die ROC-Kurven zeigten eine signifikante Diskriminierungsgenauigkeit zwischen TUR- 

Präparaten von nicht-muskelinvasiven und muskelinvasiven Harnblasentumoren anhand der 

AUC zweier miRNA mit gleichzeitig hohen Werten für Sensitivität und Spezifität in allen vier 

analysierten miRNA.  

Die Trennbarkeit der unterschiedlichen Tumorstadien mittels miRNA-Profil konnte durch 

komplexe bioinformatische Analysen validiert werden. Weiterhin legen die Daten nahe, dass 

anhand bioinformatischer Analysen das Muskelinvasionsrisiko von pT1 hg Tumoren 

vorhergesagt werden kann.  

Die miRNA 155-5p zeigte in den Zellversuchen widersprüchliche Ergebnisse zu den 

Gewebedaten. Anhand der muskelinvasiven Zelllinien konnte eine Invasionshemmung durch 

Überexpression der tumorsuppressiven miRNA 200a-3p gezeigt werden. 
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8. Ausblick 

Das hier untersuchte miRNA-Profil hat prognostischen Charakter, kann diagnostische 

Unsicherheiten sensitiv und spezifisch  überwinden und bietet damit einen 

vielversprechenden Ansatz, künftig sowohl die Diagnostik als auch die Therapieentscheidung 

im uroonkologischen Alltag zu unterstützen. 

Vorarbeiten dieser Arbeitsgruppe geben Hinweise darauf, dass das Profil auch anhand von 

miRNA aus Exomen von liquid biopsies bestimmt werden kann75. Diese minimalinvasive 

Möglichkeit der Diagnostik aus Urin und Blut stellt für den Patienten eine schmerzfreie und 

zeitsparende Alternative dar und könnte die kostenintensive Zystoskopie ersetzen.  
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14. Anhang 

14.1 Gewebeexpression 

                    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.33: Die Expressionslevel der vier miRNAs miR-138-5p (A), miR-146b-5p (B), miR-155-5p (C) und 

miR-200a-3p (D) in pTa low grade (TUR n=27) und pTa high grade (TUR n=12) wurden anhand der 

Trainingskohorte mittels qPCR analysiert. Die Normalisierung erfolgte über die Referenz miR-361-5p. 

Angegebene p-Werte wurden mit dem Man Whitney Test via GraphPad Prism erstellt, die p-Werte 

entspringen exakten, two tailed t-tests.  

pTa lg vs. hg: miR-138-5p (p=0.6634), miR-146b-5p (p=0.6908), miR-155-5p (p>0.9999), miR-200a-3p 

(p=0.6150). 

 

 



 
100 

 

 

 

           

 

 

 

 

 

Abb.34: Die Expressionslevel der vier miRNAs miR-138-5p (A), miR-146b-5p (B), miR-155-5p (C) und 

miR-200a-3p (D) in pTa low grade (TUR n=86), pT1 high grade (TUR n=108) und pT2-4 (TUR n=16; Cys 

n=74) wurden anhand der Testkohorte mittels qPCR analysiert. Die Normalisierung erfolgte über die 

Referenz miR-361-5p. Angegebene p-Werte wurden via GraphPad Prism mit dem Kruskall-Wallis Test 

(Dunn’s multiple comparison) erstellt, die p-Werte entspringen approximate t-tests.  

pTa lg vs. pT1 hg: miR-138-5p (p=0.1093), miR-146b-5p (p<0.0001), miR-155-5p (p<0.0001), miR-200a-

3p (p=0.6307). 

pT1 hg vs. pT2-4: 138-5p (p=0.0621), miR-146b-5p (p<0.0001), miR-155-5p (p>0.999), miR-200a-3p 

(p<0.0001). 

pTa lg vs. pT2-4: miR-138-5p (p<0.0001), miR-146b-5p (p<0.0001), miR-155-5p (p<0.0001), miR-200a-

3p (p<0.0001). 
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14.2 ROC Kurven: Youden Index, sens/spez, cut-off-Werte 
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Abb.35: Basierend auf den ROC-Kurven und unter Anwendung des Youden-Index konnten cut-off-Werte 

für miR-138-5p (<-1.185) (A), miR-146b-5p (> -1.050) (B), miR-155-5p (> -0.040) (C) und miR-200a-3p (< 

2.855) (D) definiert werden. 
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14.3 Funktionelle Assays: 

 Proliferation: BrdU, RTCA Säulendiagramm 

 

       

 

 

Abb.36: Proliferationsverhalten der Zelllinien T24 (A), J82 (B), RT112 (C) im unbehandelten Zustand (neg), nach 

Behandlung mit Transfektionsreagenz (negtrans) und nach transienter Transfektion von miR-200a-3p (A,B) bzw miR-

155-5p (C) mimic. 
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Abb.37: RTCA xCelligence System: Proliferationsverhalten der Zelllinien T24 (A), J82 (B), RT112 (C) und HCV-29 (D) im 

unbehalndelten Zustand (neg), nach Behandlung mit Transfektionsreagenz (negtrans), nach Behandlung mit 

Transfektionsreagenz und Kontrollmimic (mimco) und nach transienter Transfektion von miR-200a-3p mimic oder miR-

155-5p mimic. Die Graphen zeigen einen Zeitraum von 72h.  
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 Migration Transwell Assay 

 

 

 

                  

 

 

Abb.38: Migrationsverhalten der Zelllinien T24 (A), J82 (B), RT112 (C) im unbehandelten Zustand (neg), nach Behandlung 

mit Transfektionsreagenz (negtrans) und nach transienter Transfektion von miR-200a-3p (A,B) bzw miR-155-5p (C) 

mimic. 
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14.4  Bioinformatische Tests 

                                                    

                                               
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.39: Principle component analysis (PCA) der vier miRNAs nach Gruppen Zystektomie (CX, rot) und TUR-B (blau). 
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Abb.40: Anhand der vier KI Modelle AdaBoost, KNN, Random Forest und Vanilla Neural Network wurden zur 

Differenzierung der pTa lg vs. MIBC Werte für Accuracy, Sensitivität und Spezifität der miRNAs einzeln, und der 

miRNAs in verschiedenen Kombinationen erhoben, hier ohne Zystektomiedaten. 
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