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2. Abkürzungsverzeichnis 
AUC  Fläche unter der Kurve (area under the curve) 

bp   Basenpaare (base pairs) 

ccRCC  klarzelliges Nierenzellkarzinom (clear cell renal cell carcinoma) 

cDNA  komplementäre Desoxyribonukleinsäure (complementary DNA) 

C. elegans Caenorhabditis elegans 

circRNA  zirkuläre Ribonukleinsäure (circular ribonucleic acid) 

Cq   cycle quantification  

EGLN3  Egl-9 family hypoxia-inducible factor 3 

et al.  et alia 

FC   Fold Change 

GAPDH  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

gDNA  genomische DNS 

HIFα  Hypoxia-inducible factor alpha 

linRNA  lineare RNS 

miRNA  microRNA 

NOX4  NADPH-Oxidase 4 

NZK  Nierenzellkarzinom 
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   (quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction) 

TBP  TATA-Box binding Protein 

TCGA  The Cancer Genome Atlas 

TMEM  Transmembrane Protein 

U   Einheiten (Units) 

VCL  Vinculin 

vs.   versus  
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3. Zusammenfassung 
Hintergrund: Zirkuläre RNAs (circRNAs) wurden kürzlich als wichtige Einflussfaktoren 

auf die Karzinogenese und Tumorprogression beschrieben. Zusätzlich sind sie 

vielversprechende neue Biomarker zur Prognoseeinschätzung von Patienten mit 

Nierenzellkarzinom (NZK). Dies ist eine der ersten Studien, die circRNAs als 

Biomarker für das krankheitsspezifische, rezidivfreie und Gesamtüberleben von 

Patienten mit Nierenzellkarzinom untersucht hat. 

Zielstellung: Das Ziel dieser Studie war die Identifikation und Validierung von 

circRNAs im NZK-Gewebe und die Evaluation von drei differenziell exprimierten 

circRNAs als prognostische Biomarker für die o.g. klinisch relevanten Endpunkte. 

Methoden: Microarray-Analysen wurden zur genomweiten Identifikation der circRNAs 

verwendet. Anschließend wurden drei differenziell exprimierte circRNAs (circEGLN3, 

circNOX4 und circRHOBTB3) experimentell validiert und die Expression dieser 

circRNAs und der dazugehörigen mRNAs in 99 NZK-Tumorproben und 85 

angrenzenden Normalgewebeproben mittels RT-qPCR gemessen. Das diagnostische 

und prognostische Potenzial wurde mittels C-Statistik, Kaplan-Meier-Analysen, 

univariater und multivariater Cox-Regression, Entscheidungskurven-Analyse, 

internem Bootstrapping und dem Akaike-Informationskriterium bestimmt. 

Ergebnisse: Die Expression von circEGLN3 ermöglichte eine Unterscheidung 

zwischen Normal- und Tumorgewebe mit einer Genauigkeit von 97%. Ein 

prognostisches Modell wurde mittels multivariater Cox-Regression erstellt und 

beinhaltete circEGLN3, circRHOBTB3 und linRHOBTB3 für die drei Endpunkte. Ein 

kombiniertes Modell aus klinisch-pathologischen Variablen und der bestimmten RNA-

Signatur verbesserte die prognostische Vorhersagegenauigkeit der Endpunkte im 

Vergleich zur separaten Anwendung. Anhand von internem Bootstrapping und dem 

Akaike-Informationskriterium wurde die statistische Signifikanz und Robustheit des 

Modells bestätigt. 

Schlussfolgerungen: Diese Arbeit zeigte, dass circRNA-basierte Modelle die 

prognostische Genauigkeit im Hinblick auf die Endpunkte krankheitsspezifisches, 

rezidivfreies und Gesamtüberleben bei NZK-Patienten im Vergleich zu bisher 

angewendeten Modellen mit klinisch-pathologischen Standardvariablen verbessern 

können. 
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4. Abstract 
Background: Circular RNAs (circRNAs) as important elements in cancer initiation and 

progression have been discovered recently. Furthermore, they are be promising new 

biomarkers to assess the clinical outcome of patients with renal cell carcinoma (RCC). 

This is one of the first studies evaluating circRNAs as biomarkers for cancer-specific, 

recurrence-free and overall survival. 

Objective: The aim of this study was to discover and validate circRNAs in clear cell  

RCC (ccRCC) tissue and evaluate three differentially expressed circRNAs as potential 

prognostic biomarkers for clinically relevant outcome endpoints. 

Methods: Microarray analysis was used for genome-wide identification of circRNAs. 

Subsequently, three differentially expressed circRNAs (circEGLN3, circNOX4, and 

circRHOBTB3) were experimentally validated and the expression of these circRNAs 

and their linear counterparts measured in 99 malignant and 85 adjacent non-malignant 

ccRCC tissue samples using RT-qPCR. The diagnostic and prognostic potential was 

assessed using C-Statistics, Kaplan-Meier method, univariate and multivariate Cox 

regression, decision curve analysis, internal validation via bootstrapping and Akaike 

information criterion. 

Results: Accuracy of circEGLN3 was 97% for differentiating between normal and 

malignant tissue. The prognostic model for the three endpoints was generated by 

multivariate Cox regression and included circEGLN3, circRHOBTB3 and linRHOBTB3. 

Predictive accuracy for the endpoints was significantly improved by applying a 

combined model of clinicopathological factors and RNA-signature rather than 

separated models. Statistical significance and robustness of the model was confirmed 

by internal bootstrapping. 

Conclusion: This study demonstrated the benefit of combining circRNA signatures 

with standard clinicopathological factors to improve predictive accuracy of cancer-

specific, recurrence-free and overall survival in ccRCC.  
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5. Einführung und Zielstellung 
Im Jahr 2018 wurde weltweit bei schätzungsweise 400.000 Menschen ein 

Nierenzellkarzinom (NZK) diagnostiziert, davon verstarben 170.000 an dieser 

Erkrankung [1]. Der häufigste histologische Subtyp dieser Tumorentität ist, mit einem 

Anteil von 70-75 %, das klarzellige Nierenzellkarzinom [2]. 

Aufgrund der späten klinischen Manifestation werden 20-30 % der Patienten erst im 

metastasierten Stadium der Erkrankung diagnostiziert, wobei das 5-Jahresüberleben 

von Patienten mit fortgeschrittener Erkrankung bei unter 10 % liegt [3]. Auch 

annähernd 25 % der primär nicht metastasierten Patienten entwickeln nach der 

therapeutischen Nephrektomie noch Metastasen [4]. 

Eine Vorhersage des klinischen Verlaufs der Erkrankung basiert bis zum heutigen Tag 

vor allem auf klinisch-pathologischen Kenngrößen, deren prognostischer Wert 

eingeschränkt ist (Übersicht in [5]). Molekulargenetische Biomarker sind bisher nicht 

als prognostische Marker im Nierenzellkarzinom etabliert. Um den Bestrebungen der 

modernen Medizin gerecht zu werden und Patienten künftig möglichst individualisierte 

Therapien mit Verbesserung des Langzeitüberlebens und der Heilungsrate anbieten 

zu können, sind Fortschritte bei der prognostischen Einordnung des 

Nierenzellkarzinoms dringend notwendig. Weiterhin können durch neue Erkenntnisse 

der molekularen Tumorbiologie bisher unbekannte therapeutische Zielstrukturen 

ermittelt werden. 

In den letzten Jahren wurde mit dem Next-Generation-Sequencing eine 

leistungsstarke Methode zur Analyse großer genetischer Datenmengen entwickelt. Im 

Zuge dessen konnten zahlreiche Gruppen nicht-kodierender Ribonukleinsäuren 

(RNAs) näher charakterisiert und neue Gruppen identifiziert werden. Zirkuläre RNAs 

(circRNAs), deren funktionelle Relevanz 2012 erstmals beschrieben wurde, stellen 

eine neue Gruppe nicht-kodierender RNA dar. Es wurde nachgewiesen, dass sie die 

Initiation und den Progress neoplastischer Erkrankungen steuern [6, 7]. 

CircRNAs sind kovalent geschlossene Ringstrukturen, welche weder die bei linearer 

RNA auffindbaren 5‘-3‘-Enden, noch einen Poly-(A)-Schwanz aufweisen [8]. In 

zahlreichen Studien konnte bereits eine spezifische Expression der circRNAs in 

verschiedenen Tumorarten nachgewiesen werden (Übersicht in [9]). Anhand der 

Expressionsprofile konnten diagnostische und prognostische Aussagen abgeleitet 

werden, was für die funktionelle Relevanz der circRNAs spricht [10, 11]. Insbesondere 
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ihre Funktion als "Schwämme" (sponges) für microRNA (miRNA) scheint bei der 

Entstehung von Tumorerkrankungen relevant zu sein [7].  

Eine regulatorische Funktion einzelner circRNAs durch Bindung an funktionell 

bedeutsame miRNAs wurde im Nierenzellkarzinom bereits in mehreren Studien 

nachgewiesen [12-14]. Das prognostische Potenzial der circRNAs im 

Nierenzellkarzinom wurde bis zur Veröffentlichung der Publikation [15], die dieser 

Arbeit zugrunde liegt, jedoch nur in einer Studie berücksichtigt: Huang et al. [16] 

wiesen eine Assoziation zwischen der Expression von circABCB10 und der  

Gesamtüberlebensdauer der untersuchten Patienten nach. Seitdem wurden vier 

weitere Studien veröffentlicht, die den Zusammenhang zwischen Expressionsniveau 

der untersuchten circRNA und der Gesamtüberlebensdauer der Studienkohorte 

analysieren [17-20]. Chen et al. [20] untersuchten neben dem Einfluss der Expression 

von circRAPGEF5 auf das Gesamtüberleben auch das rezidivfreie Überleben. 

Obwohl in diesen Studien auch zunehmend das prognostische Potenzial der circRNAs 

berücksichtigt wird, liegt ihr Schwerpunkt jedoch auf der Untersuchung funktioneller 

Zusammenhänge. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, eine umfassende 

Analyse mehrerer circRNAs als prognostische Marker zur Vorhersage der Endpunkte 

krankheitsspezifisches Überleben, rezidivfreies Überleben und Gesamtüberleben bei 

NZK-Patienten durchzuführen. 

Diese Zielstellung wurde in drei Phasen bearbeitet: I) Die Microarray-basierte 

Identifikation des circRNA-Profils in NZK-Proben; II) die analytische Validierung 

ausgewählter differenziell exprimierter circRNAs; III) die Evaluation der prädiktiven 

Aussagekraft der circRNAs allein und in einem kombinierten Modell mit 

konventionellen klinisch-pathologischen Variablen. 

 

6. Methodik 
6.1. Patienten und Gewebeproben 

Die in dieser Arbeit verwendeten Gewebeproben wurden im Zeitraum von 2003 bis 

2016 im Rahmen von radikalen oder partiellen Tumornephrektomien bei Patienten mit 

klarzelligem NZK entnommen (Appendix Tabelle 1). Im Anschluss an die Entnahme 

erfolgte die Klassifikation des Tumorgewebes (Tumorstadium nach den UICC TNM- 

Richtlinien von 2002 und 2012, Fuhrman-Grad gemäß WHO-Kriterien von 2004) durch 

zwei erfahrene Uropathologen. Die Proben wurden in einem RNA-

Stabilisierungsreagenz asserviert und anschließend bei −80 °C gelagert. 
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Anamnestische, klinische und pathologische Daten der Patienten wurden zum 

Zeitpunkt der Operation und im Verlauf erfasst.  

Die Ethikkommission der Charité – Universitätsmedizin Berlin stimmte der 

Untersuchung des humanen Gewebematerials im Rahmen der vorliegenden 

Forschungsarbeit zu (EA1/134/12). Die Durchführung der Arbeit erfolgte entsprechend 

der Satzung zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis der Charité – 

Universitätsmedizin Berlin in ihrer aktuellen Fassung vom 29.03.2018. Alle Patienten 

wurden mündlich und schriftlich über die Studienteilnahme aufgeklärt und stimmten 

schriftlich der Verwendung des entnommenen Gewebes im Rahmen dieser 

Forschungsarbeit zu. 

 

6.2. RNA-Isolierung und Charakterisierung 

Aus dem pathologisch bestätigten Tumorgewebe wurden Proben gleichen Gewichts 

entnommen und mittels TissueLyser (Qiagen, Hilden, Deutschland) homogenisiert. 

Anschließend erfolgte die Isolierung der Gesamt-RNA einschließlich der circRNAs mit 

dem miRNeasy-Mini-Kit (Qiagen). Zur Beurteilung der Reinheit und Konzentration der 

gewonnenen RNA erfolgte die Messung der Absorptionsquotienten (260 zu 280 nm 

und 230 zu 260 nm) mit dem NanoDrop-1000-Spektrophotometer (NanoDrop 

Technologies, Wilmington, USA). Die Qualität der isolierten RNA wurde anhand der 

RNA-Integritäts-Werte (RIN-Werte), die mit dem Bioanalyzer 2100 (Agilent 

Technologies, Santa Clara, USA) bestimmt wurden, beurteilt. Es wurden 

ausschließlich RNA-Proben mit einem RIN-Wert ≥6 verwendet. 

 

6.3. Microarray-Analysen 

Die aufgereinigte Gesamt-RNA für die Microarray-Messung wurde aus sieben 

gepaarten Gewebeproben isoliert. Diese Paare bestanden jeweils aus einer Probe des 

klarzelligen NZK-Gewebes und einer Probe des angrenzenden Nierennormalgewebes 

desselben Patienten. 

Die Microarray-Analysen wurden als Auftragsleistung durch ArrayStar Inc. (ArrayStar, 

Rockville, USA) durchgeführt. ArrayStar führte vor der Microarray-Analyse eine 

Anreicherung der circRNA-Konzentration mittels enzymatischer Verdauung von 

linearer RNA (linRNA) mit RNAse R durch. Der ArrayStar-Microarray V2.0 besteht aus 

13.617 spezifischen Sonden für humane circRNAs. Die Microarray-Rohdaten wurden 

gemeinsam mit der Abteilung Bioinformatik des Berlin Institute of Health (BIH) 



 

10 
 

analysiert und anschließend interdisziplinär beurteilt. Auf Grundlage der 

Fluoreszenzunterschiede zwischen Normal- und Tumorgewebe wurden Aussagen zur 

differenziellen Expression der circRNAs getroffen. 

 

6.4. Divergente Primer und quantitative Reverse Transkriptase 

Polymerasekettenreaktion (RT-qPCR) 

Durch die Verbindung eines downstream 3‘-Endes eines RNA-Abschnittes mit dem 

upstream 5‘-Ende entsteht für jede circRNA eine individuelle sogenannte backsplice 

junction [8]. Anhand dieser spezifischen RNA-Sequenz können circRNAs identifiziert 

werden (Abb. 1). 

 

 

Abbildung 1: Struktur einer circRNA 
Exemplarische Darstellung der Primerlokalisation und Exonkomposition für 

circEGLN3. Eigene Darstellung. 

 

 

Es wurden backsplice junction spezifische divergente Primer für die drei circRNAs 

entwickelt. Diese bilden in der RT-qPCR Amplicons mit einer Länge von 127bp 

(circEGLN3), 126bp (circNOX4) und 140bp (circRHOBTB3). Im Gegensatz zu 
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konvergenten Primerpaaren, wie bei der Amplifikation von linearer RNA verwendet, 

bewirken divergente Primer auf der linearen Form der RNA eine Amplifikation in 

entgegengesetzter Richtung. 

Zur Messung von circRNAs in der RT-qPCR wurden divergente Primer mithilfe der 

Datenbank Primer3 entworfen und von TIB MolBiol (TIB MolBiol Berlin, Deutschland) 

hergestellt. 

Die RT-qPCR-Messungen wurden nach den MIQE-Richtlinien durchgeführt [21]. Die 

circRNA-Expression im Gewebe wurde mit dem Maxima SYBR Green qPCR Master 

Mix (Thermo Fisher, Waltham, USA) am LightCycler 480 (Roche, Mannheim, 

Deutschland) gemessen. Am Ende der RT-qPCR-Messung wurde die jeweilige 

Schmelzkurve des PCR-Produkts analysiert. Diese war bei allen gemessenen 

Produkten eingipflig. Die Analysen erfolgten als Dreifachbestimmung im 96-

Mikrotiterplatten-Format. Bei jeder PCR-Messung wurden zwei interne Kontrollen 

sowie No-template-Kontrollen mitgeführt, um die Varianz der Messergebnisse der 

unterschiedlichen Platten quantifizieren zu können. Zur Normalisierung der 

gemessenen circRNA-Expression wurden die mRNAs der Gene GAPDH, PPIA und 

TBP bestimmt. Die mRNAs der Gene PPIA und TBP sind aufgrund ihrer hohen 

Expressionsstabilität geeignete Referenzgene im klarzelligen Nierenzellkarzinom [22]. 

GAPDH ist weithin als Haushaltsgen bekannt und wurde daher vornehmlich als 

Referenzgen in den Publikationen zur circRNA Expressionsanalyse verwendet [7]. Die 

differenzielle Expression wurde anhand der 2−ΔΔCt Methode, normalisiert auf die o.g. 

Referenzgene, mit dem Programm qBase+ (Biogazelle, Gent, Belgien) durchgeführt. 

 

6.5. Statistische Auswertung 

Zur statistischen Auswertung wurden die Programme SPSS (Version 25, IBM Corp. 

Armonk, USA), GraphPad Prism (Version 8.1, La Jolla, USA) und MedCalc (Version 

19.0.6, Ostende, Belgien) angewandt. Kontinuierliche Daten wurden mit nicht-

parametrischen Tests (Mann-Whitney U-Test, Kruskal-Wallis Test, Spearman 

Korrelation) ausgewertet, kategoriale Daten mit dem Chi-Quadrat und Fisher-Test. Die 

Diskriminationsfähigkeit der Modelle und Variablen wurde durch receiver operating 

characteristic (ROC)-Kurven anhand der Fläche unter der Kurve (AUC) ermittelt. Die 

errechneten Modelle wurden mit dem Akaike-Informationskriterium bewertet [23]. Die 

Überlebenswahrscheinlichkeiten wurden anhand von Kaplan-Meier-Kurven, univariate 

und multivariate Cox-Regressionen mit den o.g. Programmen bestimmt. Die hierbei 
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verwendeten Trennwerte wurden mit der Software X-tile (Rimm Lab, New Haven, 

USA) errechnet [24]. Die in silico-Analyse der miRNA-circRNA-Bindungsstellen 

erfolgte mit dem Webtool CircInteractome [25]. Für die darauffolgende miRNA-Gen-

Interaktionsanalyse wurden die Datenbanken miRDB [26] und TargetScan [27] 

verwendet. Ein p-Wert <0.05 wurde als statistisch signifikant angenommen. 

 

7. Ergebnisse 
7.1. Patientenkohorte 

Für die Studie wurde Gewebe von 99 Patienten mit klarzelligem Nierenzellkarzinom 

verwendet (Appendix Tabelle 1). Zusätzlich wurde gepaartes, an das Tumorgewebe 

angrenzendes Normalgewebe von 85 Patienten eingesetzt.  

 

7.2. Microarray-basierte Identifikation differenziell exprimierter circRNAs und 

Auswahl relevanter circRNAs zur weiteren Evaluation 

In dem Microarray der NZK-Proben wurden 13.261, der insgesamt 13.617, circRNAs 

mit spezifischen Sonden detektiert.  

Eine anschließende Analyse der Microarray-Rohdaten zusammen mit der Abteilung 

für Bioinformatik des Berlin Institute of Health ergab, dass 78 circRNAs in den 

Tumorgewebeproben signifikant höher exprimiert waren als im Nierennormalgewebe 

(Log2 Fold Change ≥1, p ≤0.05). 91 circRNAs waren im Tumorgewebe signifikant 

niedriger exprimiert (Log2 Fold Change ≥−1, p ≤0.05).   

Zur Auswahl relevanter circRNAs im Hinblick auf ihre Verwendung als potenzielle 

Biomarker wurden folgende Kriterien angewandt: Log2 Fold Change ≥2, p ≤0.05, 

Signalstärke auf dem Microarray ≥500 (gerätespezifisch) (Abb. 2). Es verblieben fünf 

erhöhte und elf erniedrigte circRNAs, die diese Kriterien erfüllten. Drei dieser circRNAs 

leiten sich von den Genen EGLN3, NOX4 und RHOBTB3 ab, deren Rolle bei der 

Initiation und Progression des NZK oder anderen Krebserkrankungen bereits 

beschrieben wurde [28-30]. Aufgrund ihrer ausgeprägten Expressionsdifferenz im 

Microarray und ihrer potenziellen funktionellen Relevanz wurden die drei circRNAs 

circEGLN3 (hsa_circ_0101692), circNOX4 (hsa_circ_0023984) und circRHOBTB3 

(hsa_circ_000744) für die weitere Validierung ausgewählt. Die Nomenklatur der 

circRNAs ist bisher uneinheitlich (Übersicht in [9]). Die Identifikationsnummer der in 

dieser Arbeit untersuchten circRNAs ist der Datenbank circBase entnommen [31]. Aus 
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Gründen der besseren Lesbarkeit wurden diese im vorliegenden Text nach dem 

Ursprungsgen benannt. 

 

 

Abbildung 2: Volcano Plot der im Microarray detektierten circRNAs 
Die ausgewählten circRHOBTB3, circNOX4 und circEGLN3 sind hervorgehoben. Die 

gestrichelten Linien grenzen p=0.05 und Log2 Fold Change=│2│ ab. Eigene 

Darstellung. 

 

 

7.3. Analytische Validierung der ausgewählten circRNAs und Bewertung der RT-

qPCR Assays 

Es wurden spezifische RT-qPCR Assays für die circRNAs und den mRNAs der 

jeweiligen Ursprungsgene entwickelt. Die Spezifität der Produkte wurde anhand der 

PCR-Schmelzkurven und einer gelelektrophoretischen Auftrennung der Produkte 

überprüft. Darüber hinaus wurden weitere Experimente (siehe 6.3.1 – 6.3.4.) 

durchgeführt, deren Ergebnisse die Zirkularität und Spezifität der PCR-Produkte 

belegen. Des Weiteren wurde die Wiederholbarkeit (Intra-Assay Variation) und die 

Reproduzierbarkeit (Inter-Assay Variation) der RT-qPCR-Messungen überprüft. Diese 

erfüllten die Kriterien anwendungsbereiter RT-qPCR-Assays entsprechend der MIQE-

Richtlinien. 
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7.3.1. RNAse-R-Behandlung der Gesamt-RNA 

CircRNAs werden aufgrund ihrer Zirkularität von der Exoribonuklease RNAse R nicht 

abgebaut [7]. Im Gegensatz dazu kann lineare RNA mithilfe der RNAse R degradiert 

werden. Wird RNAse R in der Gesamt-RNA nach der RNA-Isolierung angewandt, führt 

dies zu einer relativen Anreicherung der circRNA. Diese Technik wird insbesondere 

vor Sequenzierung und RT-qPCR angewandt [32]. Für dieses Experiment wurde ein 

Reaktionsgemisch mit 1 µg isolierter Gesamt-RNA, 3 U RNAse R (Epicenter, Illumina, 

San Diego, USA) und 10 U Ribonuklease Inhibitor (abm, Richmond, Canada) 

hergestellt. Das Gemisch wurde zusammen mit dem Reaktionspuffer und Wasser in 

einem Gesamtvolumen von 10 µl für 15 Minuten bei 37 °C inkubiert [32]. Zur späteren 

Normalisierung wurde ein spike-in mit RNA von C. elegans durchgeführt. Als lineare 

Kontrollen dienten linEGLN3, linNOX4, linRHOBTB3, linGAPDH und linVCL. Memczak 

et al. [7] haben bereits Experimente zur circRNA-Anreicherung durch RNAse-R-

Behandlung an HEK-Zellen durchgeführt und eine Anreicherung der circ4 und circ9 

beschrieben. Daher dienten diese beiden circRNAs ebenfalls als Kontrollen der 

Methodik. Die Expression von linearer und zirkulärer RNA wurde im Anschluss mittels 

RT-qPCR bestimmt und auf die C. elegans miR-39 normalisiert (Abb. 3). Die 

Behandlung der Gesamt-RNA mit RNAse R führte zu einem Anstieg der Cq-Werte für 

alle linearen RNAs im Vergleich zu den unbehandelten Proben. Für die circRNAs 

ergab sich eine Reduktion des Cq-Wertes nach Behandlung mit RNAse R, also eine 

relative Anreicherung. 

 

 

Abbildung 3: RNAse-R-Behandlung 
Relative Anreicherung der circRNAs nach RNAse-R-Behandlung von (A) 

Nierennormalgewebe, (B) NZK-Tumorgewebe und (C) HEK-Zellen. Darstellung 

übersetzt und entnommen aus der zugrundeliegenden Originalpublikation [15]. 
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7.3.2. Sanger-Sequenzierung der circRNA backsplice junction 

Aufgrund der individuellen backsplice junction Sequenz kann eine circRNA durch 

Sequenzierung dieser Basenfolge identifiziert werden. Für die drei zu verifizierenden 

circRNA wurden entsprechende divergente Primer entwickelt und die Länge der in der 

RT-qPCR entstandenen Amplicons mittels Gelelektrophorese bestimmt. Die 

entstandenen Banden korrekter Länge wurden aufgereinigt und anschließend durch 

die Firma LGC (Berlin, Deutschland) mittels Sanger-Sequenzierung sequenziert (Abb. 

4). 

 

 

Abbildung 4: Sanger-Sequenzierung  
Die Sequenzierung wurde mit vorwärts (→) und rückwärts (←) gerichteten Primern 

durchgeführt. Darstellung der zugrundeliegenden Originalpublikation [15] entnommen. 

 

 

7.3.3. Verwendung Random-Hexamer-Primer vs. Oligo(dt)-Primer zur cDNA-Synthese 

Aufgrund ihrer kovalent geschlossenen Struktur besitzen circRNA keinen Poly-(A)-

Schwanz [8]. Aus diesem Grund werden Random-Hexamer-Primer zur Amplifikation 

der circRNA während der cDNA-Synthese (complementary DNA) verwendet. 

Oligo(dt)-Primer, die eine Amplifikation linearer RNA beginnend am Poly-(A)-Schwanz 

ermöglichen, führen dementsprechend zu einer deutlich geringeren Amplifikation der 

circRNAs. Zum experimentellen Nachweis wurde die cDNA-Synthese sowohl mit 

Random-Hexamer-Primern (Roche, Mannheim, Deutschland) als auch mit Oligo(dt)-
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Primern (Roche, Mannheim, Deutschland) durchgeführt und anschließend 

vergleichend die Expression mittels RT-qPCR der circRNA (EGLN3, NOX4, 

RHOBTB3) und mRNA (GAPDH, TMEM) bestimmt. Die Synthese der cDNA wurde mit 

dem Transcriptor First Strand Synthesis Kit (Roche Applied Science, Mannheim, 

Deutschland) mit isolierter Gesamt-RNA aus gepoolten NZK-Tumorgewebeproben 

durchgeführt. 

 

7.3.4. Gelelektrophorese spezifischer qPCR-Produkten unter Verwendung divergenter 

und konvergenter Primer 

CircRNAs entstehen bei ko- oder post-transskriptionellen Backsplicing-Prozessen [8]. 

Sie können dementsprechend erst nach reverser Transkription zu cDNA detektiert 

werden. Sie lassen sich, im Gegensatz zu mRNA, nicht in genomischer DNA (gDNA) 

nachweisen. Es wurden RT-qPCR Messungen mit divergenten Primern zur 

Amplifikation von circRNA in cDNA und in gDNA durchgeführt. Zur Kontrolle erfolgte 

das Design konvergenter Primer, die im Bereich der Exons binden, aus denen sich die 

circRNAs prä-transskriptionell zusammensetzen. Nach gelelektrophoretischer 

Auftrennung der RT-qPCR-Produkte konnten die Produkte erwarteter Länge für die 

circRNAs nur in der cDNA Probe nachgewiesen werden. Die Produkte, welche mittels 

konvergenter Primer gebildet wurden, waren sowohl in cDNA als auch in gDNA 

nachweisbar (Abb. 5). 

 

 

Abbildung 5: Gelelektrophorese verschiedener RT-qPCR-Produkte 
Divergente (◄►) Primer zur Messung von circRNA amplifizieren die Sequenzen nur 

in cDNA. Konvergente (►◄) Primer bewirken eine Amplifikation der circRNA 

bildenden Exons in cDNA und gDNA. Darstellung der zugrundeliegenden 

Originalpublikation [15] entnommen. 
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7.4. Differenzielle Expression der circRNAs und ihr Bezug zu klinischen und 

pathologischen Variablen 

Als erster Schritt der klinischen Evaluation wurde das Expressionsniveau der circRNAs 

und der dazugehörigen linRNAs in den 99 Tumorgewebeproben und gepaarten 85 

Normalgewebeproben bestimmt.  

Der in der Microarrayuntersuchung prognostizierte Expressionsunterschied zwischen 

Normal- und Tumorgewebe bestätigte sich. Zwischen der Expression der circRNAs bei 

Patienten ohne Metastasen (M0; n=82) und Patienten mit bekannten Fernmetastasen 

(M1, n=17) bestand jedoch kein signifikanter Unterschied (Abb. 6). Weiterhin zeigte 

sich für alle circRNAs und dazugehörigen linRNAs kein signifikanter Unterschied des 

Expressionsniveaus im Bezug auf Alter und Geschlecht der Patienten sowie bezüglich 

des TNM-Stadiums, des Fuhrman-Grades, der Größe oder des R-Status des Tumors. 

Lediglich für circEGLN3 und linEGLN3 konnte mit zunehmendem Fuhrman-Grad von 

1 bis 4 eine signifikante Reduktion der Expression nachgewiesen werden (circEGLN3: 

11.9, 9.1, 7.8, 0.7, p=0.006; linEGLN3: 6.5, 5.3, 4.5, 0.5, p=0.004; Kruskal-Wallis Test. 

Der Zusammenhang zwischen erhöhter linRHOBTB3 Expression und einem höheren 

TNM-Stadium war mit p=0.051 nicht statistisch signifikant.  

Anhand der Expressionsdaten des circRNAs und linRNAs wurden ROC-Analysen zur 

Bewertung der RNAs als potenzielle Diskriminatoren zwischen Tumor- und 

Normalgewebeproben durchgeführt. Es zeigte sich, dass anhand des 

Expressionsunterschiedes der circRNAs bzw. linRNAs zwischen Normal- und 

Tumorgewebe eine eindeutige Zuordnung des jeweiligen Gewebes möglich ist. Die 

Beurteilung erfolgt anhand der AUC, diese war für alle untersuchten RNAs >0.81 

(p<0.0001 für die Differenz zu AUC=0.5, Mann-Whitney U-Test). Für die circEGLN3 

und linEGLN3 ergab sich sogar eine jeweilige AUC von 0.98 und für die Kombination 

dieser beiden RNAs eine AUC von 0.99. 

Die Expression von circRNAs und ihren jeweiligen linRNAs wiesen sowohl im Normal- 

als auch im Tumorgewebe eine hohe lineare Korrelation auf (Spearman 

Korrelationskoeffizienten (rs) zwischen 0.624 und 0.851). Das Verhältnis von circRNAs 

zu linRNAs im Normalgewebe war jedoch signifikant niedriger als im Tumorgewebe 

(circEGLN3/linEGLN3 0.68 vs. 1.57, p<0.0001; circNOX4/linNOX4 0.79 vs. 1.16, 

p<0.0001; circRHOBTB3/linRHOBTB3 0.95 vs. 0.99, p=0.022; Wilcoxon-Test). 

Betrachtet man die drei verschiedenen circRNAs und linRNAs untereinander, ergeben 

sich zahlreiche signifikante Korrelationen (Supplement Table S6A-C [15]).  Vergleicht 
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man die hier signifikanten Korrelationen im Normal- mit denen im Tumorgewebe, ist 

die Richtung der linearen Korrelation verschieden. Beispielsweise korrelieren 

circEGLN3 und linRHOBTB3 im Normalgewebe positiv miteinander (rs= 0.488, 

p<0.0001), wohingegen die Korrelation im Tumorgewebe negativ ist (rs= −0.261, 

p=0.009). Obwohl sich vergleichbare Korrelationen für circRNAs und linRNAs zeigten, 

weisen die Änderungen in den Verhältnissen und die verschiedenen Korrelationen auf 

eine – zumindest teilweise – voneinander unabhängige Regulation im Normal- und 

Tumorgewebe hin. 

 

 

Abbildung 6: Expression der circRNAs und linearen RNAs 
Die Expression wurde in NZK-Gewebeproben und Proben aus angrenzendem 

Nierennormalgewebe (N; n=85) gemessen. Die Tumorgewebeproben sind unterteilt in 

Patienten ohne bekannte Metastasen (M0; n=82) und Patienten mit Fernmetastasen 

(M1; n=17). Die p-Werte wurden mittels Kruskal-Wallis Tests ermittelt. Darstellung 

übersetzt und entnommen aus der zugrundeliegenden Originalpublikation [15]. 
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7.5. CircRNAs als prognostische Marker und Errechnung von RNA-Signaturen 

Zur Bewertung der prognostischen Aussagekraft der circRNAs wurde das 

krankheitsspezifische Überleben als primärer Endpunkt definiert. Sekundäre 

Endpunkte waren das rezidivfreie Überleben und das Gesamtüberleben. Die 

Endpunkte wurden als Zeitraum von der Nephrektomie bis zum Eintritt des jeweiligen 

endpunktdefinierenden Ereignisses bzw. bis zum letzten Nachverfolgungszeitpunkt 

festgelegt. 

Zur Analyse des Zusammenhangs zwischen der Expression der RNAs und der 

Endpunkte wurden Kaplan-Meier-Analysen durchgeführt. Hierfür wurden mithilfe der 

Software X-tile [24] optimierte Trennwerte definiert. 

Die erhöhte Expression von circEGLN3 und linEGLN3 war in den Kaplan-Meier-

Überlebensanalysen bei einer Beobachtungzeit von 165 Monaten mit einem signifikant 

verbesserten krankheitsspezifischen Überleben assoziiert (p=0.0001, Logrank-Test; 

Abb. 7), obwohl die Expression dieser beiden RNAs im Tumorgewebe deutlich höher 

war als im Normalgewebe (Abb. 6). Für circNOX4 und linNOX4 ergaben sich keine 

signifikanten Assoziationen zum krankheitsspezifischen Überleben. Die 

Expressionsniveaus von circRHOBTB3 und linRHOBTB3 waren unterschiedlich mit 

dem krankheitsspezifischen Überleben assoziiert (Abb. 7). Eine erhöhte Expression 

von circRHOBTB3 war mit einer signifikanten Verlängerung des 

krankheitsspezifischen Überlebens assoziiert (p=0.031, Logrank-test), die Erhöhung 

der Expression von linRHOBTB3 hingegen mit einer signifikanten Verkürzung 

(p=0.026, Logrank-Test). Diese umgekehrten Assoziationen der beiden RNAs zeigten 

sich auch für die beiden sekundären Endpunkte (Supplement Figure S2A-B [15]). Die 

Hazard Ratio der univariaten Cox-Regression bestätigte dieses Ergebnis unter 

Anwendung der berechneten Trennwerte für alle Endpunkte.  

Ein multivariates Vorhersage-Modell wurde mit allen circRNAs und linRNAs durch 

multivariate Cox-Regression mittels Rückwärtselimination (Einschluss: p<0.050, 

Ausschluss: p>0.100) erstellt. In diesem reduzierten RNA-Modell verblieben lediglich 

circEGLN3, circRHOBTB3 und linRHOBTB3 für alle definierten Endpunkte. Die C-

Statistik-Daten der prognostischen Indices der Cox-Regression als Werte für die 

prädiktive Voraussagekraft für das Gesamt-RNA-Modell (alle RNAs) und das 

reduzierte RNA-Modell (circEGLN3, circRHOBTB3 und linRHOBTB3) wiesen dabei 

keine wesentlichen Unterschiede für die drei Endpunkte auf (Gesamt-RNA-Modell vs. 

reduziertes RNA-Modell, krankheitsspezifisches Überleben: 0.730 vs. 0.726, p=0.863; 
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Abbildung 7: Kaplan-Meier-Kurven 
Krankheitsspezifisches Überleben in Abhängigkeit der Expression von circRNAs und 

linearen RNAs. Die Ermittlung der Trennwerte erfolgte mit dem Programm X-tile [24]. 

Grüne Kurven bilden hier Patienten ab, deren Expression oberhalb des Trennwertes 

lag, rote Kurven eine Expression unterhalb des Trennwertes. Die p-Werte wurden mit 

dem Logrank-Test berechnet. Darstellung übersetzt und entnommen aus der 

zugrundeliegenden Originalpublikation [15]. 
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rezidivfreies Überleben: 0.764 vs. 0.735, p=0.478; Gesamt-Überleben: 0.741 vs. 

0.738, p=0.897, Angabe als AUC in der ROC-Analyse). Daher wurde das reduzierte 

RNA-Modell für die weitere Auswertung der Endpunkte verwendet und wird im 

Folgenden als RNA-Signatur bezeichnet. 

  

7.6. Verbesserung der prognostischen Vorhersagekraft durch ein circRNA-basiertes 

klinisch-genomisches Modell 

Bisher gelten klinisch-pathologische Kenngrößen als Goldstandard für die Vorhersage 

des krankheitsspezifischen, rezidivfreien und Gesamtüberlebens nach der operativen 

Tumorentfernung. Hierfür werden üblicherweise die Daten zur Tumorgröße, zum TNM-

Stadium, zum Fuhrman-Grad und zum Tumorbefall des chirurgischen 

Absetzungsrandes (R-Status) herangezogen. 

Auch in unseren Proben bestätigten sich diese Variablen als signifikante Prädiktoren 

für die drei Endpunkte sowohl in den Kaplan-Meier-Analysen als auch anhand der 

univariaten Cox-Regression (Supplement Figures S4A-C und Table 8 [15]). Hierfür 

wurden die Variablen wie folgt dichotomisiert: Tumor-Stadium I+II vs. III+IV, Fuhrman-

Grad 1+2 vs. 3+4, R-Status R0 vs. R1, Tumorgröße <7 cm vs. ≥7 cm. Die vier klinisch-

pathologischen Variablen wurden kombiniert für die folgenden Auswertungen 

verwendet und als klinisches Modell bezeichnet.  

Weiterhin ließ sich für diese Patientenkohorte feststellen, dass die klinischen Variablen 

Alter, Geschlecht und Art der gewählten Operation (radikale vs. partielle 

Nephrektomie) keinen signifikanten Zusammenhang mit den Überlebensendpunkten 

aufwiesen. 

Für die beiden Modelle – klinisches Modell und RNA-Signatur – wurden ROC-Kurven 

basierend auf den prognostischen Indices der Cox-Regression erstellt. Die jeweiligen 

Flächen unter der Kurve waren statistisch nicht signifikant unterschiedlich (klinisches 

Modell vs. RNA-Signatur, krankheitsspezifisches Überleben: 0.779 vs. 0.726, p=0.452; 

rezidivfreies Überleben: 0.718 vs. 0.735, p=0.837; Gesamtüberleben: 0.657 vs. 0.738, 

p=0.268). 

Eine weitere Vergleichsmöglichkeit stellt die Entscheidungskurven-Analyse dar, in der 

die prognostische Präzision der Modelle verglichen wird [33]. Diese Methodik gilt als 

empfindlicher als die C-Statistik  [34]. Bei dieser Berechnung ergab sich ein Vorteil der 

RNA-Signatur gegenüber dem klinischen Modell für alle Endpunkte (Abb. 8). 
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Abbildung 8: ROC-Kurven und Entscheidungskurvenanalyse 
Abgebildet sind die drei Endpunkte krankheitsspezifisches, rezidivfreies und 

Gesamtüberleben. (A), (C) und (E) zeigen die C-Statistik-Kurven der drei 

prognostischen Modelle (klinisches Modell, RNA-Signatur, Gesamtmodell; siehe 

Appendix Tabelle 2) für die drei Endpunkte. (B), (D) und (F) zeigen die dazugehörigen 

Entscheidungskurven [33]. Darstellung übersetzt und entnommen aus der 

zugrundeliegenden Originalpublikation [15]. 
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Wesentlich ist jedoch, dass sich der prognostische Index und damit die prognostische 

Präzision (C-Statistik und Entscheidungskurve) durch die Kombination des klinischen 

Modells mit der RNA-Signatur verbessert (Abb. 8E und F). Im Folgenden wird die 

Kombination beider Modelle als Gesamtmodell bezeichnet. 

Die Hazard Ratio der multivariaten proportionalen Regression nach Cox bestätigten 

die Unabhängigkeit der Variablen des Gesamtmodells in Bezug auf die Vorhersage 

der Endpunkte. Auch nach Anwendung der Rückwärts-Elimination waren die 

verbleibenden Variablen unabhängig, im Folgenden als reduziertes Gesamtmodell 

bezeichnet (Appendix Tabelle 2). 

Für dieses reduzierte Gesamtmodell nach Rückwärts-Elimination gab es keine 

signifikante Abnahme der prognostischen Vorhersagekraft (Gesamtmodell vs. 

reduziertes Gesamtmodell, krankheitsspezifisches Überleben: 0.832 vs. 0.821, 

p=0.439; rezidivfreies Überleben: 0.818 vs. 0.816, p=0.740; Gesamtüberleben: 0.776 

vs. 0.768, p=0.529, Angabe als AUC in der ROC-Analyse). 

Die berechnete Signifikanz des Gesamtmodells und des reduzierten Gesamtmodells 

wurden durch internes Bootstrapping bestätigt. 

Des Weiteren wurde das Akaike-Informationskriterium angewendet, um das Modell zu 

beurteilen [23]. Auch hier bestätigte sich eine Verbesserung des klinischen Modells 

durch den Einschluss der RNA-Signatur. Die mit dem Akaike-Informationskriterium 

errechneten normalisierten Wahrscheinlichkeiten waren für das reduzierte 

Gesamtmodell (Kombination von vier klinischen Variablen mit der RNA-Signatur) für 

alle frei Endpunkte im Vergleich zum klinischen Modell wesentlich höher 

(krankheitsspezifisches Überleben: 0.886, rezidivfreies Überleben: 0.759, 

Gesamtüberleben: 0.991). 

 

7.7. In silico-Analyse von circRNA-miRNA-Gen Interaktionen 

Für die Analyse wurden zunächst miRNAs identifiziert, die mögliche Bindungsstellen 

mit den drei circRNAs circEGLN3, circNOX4 und circRHOBTB3 aufweisen. Für die 

Vorhersage wurde das Web-Tool CircInteractome genutzt, welches auf der Datenbank 

TargetScan beruht [27]. Die miRNAs wurden nach ihrem TargetScan context+ score 

geordnet. Anschließend wurden die fünf miRNAs mit dem niedrigsten context+ score 

(<−0.19) für jede circRNA ausgewählt. Für die anschließenden potenziellen miRNA-

Gen-Interaktionen wurden mit Hilfe der Datenbanken miRDB [26] und TargetScan [27] 

entsprechende Gene für die gewählten miRNAs identifiziert ((Trennwerte Target Score 
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>90 (miRDB) und total context++ score <−0.5 (TargetScan)). In Abb. 9 sind die 

möglichen Interaktionen für die drei circRNAs dargestellt. Es wurden nur miRNA-Gen-

Interaktionen abgebildet, die sowohl in der Datenbank miRDB als auch der Datenbank 

TargetScan gelistet waren. 

 

 

Abbildung 9: CircRNA-miRNA-Gen Netzwerk 
Die Netzwerke wurden mittels in silico-Analyse für (A) circEGLN3, (B) circNOX4 und 

(C) circRHOBTB3 ermittelt. Darstellung der zugrundeliegenden Originalpublikation 

entnommen [15]. 
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8. Diskussion 
In der vorliegenden Arbeit wurde in einem Mehrschritt-Prozess das prognostische 

Potenzial von drei circRNAs im klarzelligen Nierenzellkarzinom untersucht. Das 

Vorgehen umfasste zunächst die (I) genomweite Identifikation von differenziell 

exprimierten circRNAs mittels Microarray. Anschließend erfolgten die (II) 

experimentelle Validierung der Zirkularität und der differenziellen Expression von drei 

ausgewählten circRNAs und die (III) Evaluation des diagnostischen und 

prognostischen Potenzials dieser circRNAs im Vergleich und in Kombination mit 

konventionellen klinisch-pathologischen Variablen. 

Seit ihrer Erstbeschreibung als funktionell bedeutsame zelluläre Strukturen im Jahr 

2012 wuchs das wissenschaftliches Interesse an circRNAs stetig [6]. Einen 

besonderen Schwerpunkt bildete hierbei die Erforschung des Einflusses von circRNAs 

auf die Karzinogenese verschiedener Organe und der Einsatz der circRNAs als 

potenzielle Biomarker. 

Durch genomweite Analysen auf Grundlage von Microarray-Analysen oder RNA-

Sequenzierung wurden circRNA-Expressionsprofile bereits in zahlreichen 

Tumorgeweben und -zellen ermittelt (Übersicht in [9, 35]). 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Analyse des Expressionsprofils mittels 

Microarray-Technologie durch die Firma ArrayStar Inc. (ArrayStar, Rockville, USA) 

durchgeführt. Microarray-Analysen gelten als zuverlässige und effektive Instrumente 

zur Erstellung von circRNA-Profilen [36]. Aufgrund der spezifischen Sonden können 

nur circRNAs detektiert werden, die bereits vorher mithilfe von RNA-Sequenzierung 

identifiziert wurden. ArrayStar hat hierfür eine Datenbank mit 13.617 circRNAs auf 

Grundlage von hochrangig publizierten Studien erstellt [7, 8, 32]. In den resultierenden 

circRNA-Profilen bleiben einzelne circRNAs somit unter Umständen unerkannt, jedoch 

sind die Ergebnisse im Vergleich zu RNA-Sequenzierungen deutlich verlässlicher und 

besser standardisiert [36, 37]. Zusätzlich kann die Zuverlässigkeit des circRNA-Profils 

mit der Anzahl verwendeter Gewebeproben im Microarray erhöht werden. In dieser 

Studie wurden sieben gepaarte Proben verwendet, im Gegensatz dazu wurden in 

bisher veröffentlichten vergleichbaren Studien lediglich drei gepaarte Proben 

analysiert [12, 13]. 

Andere Studien griffen auf Daten der Gene Expression Omnibus (GEO) Datenbank 

zurück [38, 39]. Diese Datenbank stellt genomische Datensätze basierend auf 

Microarray-Analysen und Sequenzierungen öffentlich zur Verfügung. Zukünftig wird 
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dies eine wertvolle Ressource zur Analyse großer Datensätze sein und somit auch die 

Verlässlichkeit der Ergebnisse erhöhen. Zu diesem frühen Zeitpunkt der circRNA-

Forschung ist jedoch nur ein Microarray-Datensatz basierend auf vier gepaarten 

Gewebeproben für primär nicht-metastasierte circRNAs im Nierenzellkarzinom 

verfügbar (GSE100186, Stand 01.02.2020). Von den in diesem Datensatz 

aufgelisteten 250 differenziell exprimierten circRNAs (Log2 FC >│0.3│, p<0.025) wird 

circEGLN3 mit einer erhöhten Expression im Tumorgewebe (Log2 FC 2.36, p=0.021) 

aufgeführt, circNOX4 und circRHOBTB3 sind nicht aufgelistet. 

Andere Studien, die seit der Publikation unserer Arbeit [15] veröffentlicht wurden, 

nehmen eine funktionelle Relevanz der untersuchten circRNA im Nierenzellkarzinom 

aufgrund von bereits veröffentlichter Literatur zu anderen Tumorentitäten an [20, 40-

42]. 

Die vorliegende Arbeit stellt somit noch immer aufgrund der Verwendung sieben 

gepaarter Proben in der Microarray-Analyse eine deutlich zuverlässigere Erfassung 

des circRNA-Profils im Nierenzellkarzinoms dar als sonstige bisher veröffentlichte 

Studien. 

Aus dem sich ergebenden circRNA-Profil erfolgte als zweiter Teil dieser Arbeit die 

Auswahl und die technische Validierung von drei circRNAs. 

Als Auswahlkriterien wurden die bioinformatischen Kriterien der Microarraydaten 

berücksichtigt und zusätzlich circRNAs bevorzugt, deren Ursprungsgene in der 

Literatur bereits in Zusammenhang mit dem Nierenzellkarzinom gebracht wurden. 

In den Validierungsexperimenten (siehe 6.3.1 – 6.3.4) konnte erfolgreich die 

Zirkularität der untersuchten RNAs nachgewiesen und die Validität der entwickelten 

RT-qPCR-Assays bestätigt werden. Eine Kombination dieser Validierungsexperimente 

wird zum Nachweis der Zirkularität der Produkte als ausreichend erachtet (Übersicht 

in [9]). 

Als nächster Schritt wurde die Expression der drei circRNAs und ihrer 

korrespondierenden linRNAs in 99 Nierenzellgewebeproben und 85 

Nierennormalgewebeproben bestimmt. 

Eine erhöhte Expression von EGLN3 (alias PHD3) wurde bereits in früheren Studien 

mit einem verkürzten Gesamtüberleben bei NZK-Patienten in Verbindung gebracht 

[43]. Funktionell wurde hierfür eine Einflussnahme auf den Hypoxia-inducible factor α 

(HIFα) und eine verringerte Stabilität des Tumorsuppressors p27 bei erhöhten 

linEGLN3-Expression beschrieben [28, 44]. Eine erst kürzlich veröffentlichte Studie 
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bestätigte linEGLN3 als geeigneten diagnostischen Marker im Blut von 

Nierenzellkarzinom-Patienten [45]. 

In dieser Arbeit konnte eine signifikante Erhöhung von circEGLN3 und linEGLN3 im 

Tumorgewebe gegenüber der Expression im Normalgewebe nachgewiesen werden 

(Abb. 6). Interessanterweise ist eine erhöhte Expression über einem Trennwert von 

2.35 jedoch mit verbessertem krankheitsspezifischen, rezidivfreien und 

Gesamtüberleben verbunden (Abb. 7). Dieses Ergebnis ist kohärent mit der signifikant 

umgekehrten Korrelation zwischen Fuhrman-Grad und Höhe des Expressionsniveaus 

von circEGLN3 und linEGLN3. Hierbei ist eine reduzierte Expression mit zunehmender 

Entdifferenzierung anzunehmen. 

Hinsichtlich der funktionellen Relevanz von circEGLN3 wurden in einer in silico-

Analyse mögliche circRNA-miRNA-Gen-Interaktionen ermittelt (Abb. 9). Hierbei fällt 

bei den fünf evaluierten miRNAs besonders die Bindungskapazität von miR-31-5p und 

miR-1205 an das Ursprungsgen EGLN3 auf. Diese Beziehung könnte Ausdruck für 

einen selbstregulierenden Mechanismus bei der Entstehung des Nierenzellkarzinoms 

sein. Diese Hypothese wird durch den Bericht von Li et al. [46] gestützt, welche eine 

verringerte Expression von miR-31-5p im Nierenzellkarzinom gemessen haben. Im 

Prostatakarzinom wurde die Regulation von EGLN3 durch miR-1205 bereits 

beschrieben [47], Studien hierzu im NZK liegen jedoch bisher nicht vor. 

Nach der Veröffentlichung der dieser Arbeit zugrundeliegenden Publikation [15] 

erschien eine Arbeit von Lin et al. [18], die ebenfalls die Expression einer circEGLN3 

im Nierenzellkarzinom untersuchten. Es wird die Transkriptvariante hsa_circ_0031594 

untersucht, die sich aus zwei der fünf Exons zusammensetzt, aus denen die hier 

untersuchte hsa_circ_0101692 besteht. Lin et al. [18] beschreiben die Regulation von 

miR-1299 mittels sponging durch hsa_circ_0031594 und nehmen einen onkogenen 

Effekt über die hierdurch erhöhte Expression von Interferon regulartory factor 7 (IRF7) 

an. Zusätzlich wurde der Einfluss der Expression von hsa_circ_0031594 auf das 

Gesamtüberleben analysiert. Die Auswertung von 80 Patientenproben zeigte ein 

signifikant kürzere Überlebensdauer bei erhöhter Expression von hsa_circ_0031594 

in den Tumorgewebeproben. 

Die mögliche Funktion von NOX4 bei der Onkogenese des Nierenzellkarzinoms wurde 

bereits beschrieben. Es wird angenommen, dass es durch eine erhöhte NOX4-

Expression zur vermehrten Akkumulation von HIFα kommt und dadurch das 

Wachstum und die Invasivität des Nierenzellkarzinoms begünstigt wird [29]. Meitzler 



 

28 
 

et al. [48] untersuchten die Expression von NOX4 in unterschiedlichen 

Tumorgewebetypen und fanden im NZK durch Auswertung von 

Microarraydatensätzen aus der Datenbank The Cancer Genome Atlas (TCGA) 

ebenfalls eine erhöhte Expression von NOX4. 

Entgegen diesen Berichten haben wir eine signifikant verringerte Expression von 

circNOX4 und auch von linNOX4 in den 99 Tumorgewebeproben im Gegensatz zum 

Normalgewebe gemessen (Abb. 6). In den weiteren Untersuchungen zeigten die 

Expressionsniveaus von circNOX4 und linNOX4 keine Assoziation mit der 

Überlebenswahrscheinlichkeit in Bezug auf die definierten Endpunkte und waren auch 

nicht Teil der prognostischen RNA-Signatur. In einer Analyse unserer Arbeitsgruppe 

wurden Überlebensdaten der TCGA-Datenbank in Abhängigkeit der Expression von 

linNOX4 ausgewertet (Supplement Figure S3B [15]). Diese ergab, dass eine niedrigere 

Expression von linNOX4 mit einem verbesserten Überleben assoziiert war. 

Die in dieser Arbeit ermittelte signifikante und reproduzierbare Reduktion der 

Expression von NOX4-RNA im NZK-Gewebe widerspricht zwar bisherigen 

Untersuchungen [29, 48]. Allerdings basieren die Ergebnisse von Gregg et al. [29] auf 

der NOX4-Expression in NZK-Zelllinien. Meitzler et al. [48] führten zudem keine 

experimentelle Validierung der TCGA-Datenanalyse durch. Zukünftig werden deshalb 

weitere Untersuchungen zur Expression von NOX4 im Nierenzellkarzinomgewebe und 

zu möglichen Einflussfaktoren auf die Expression notwendig sein. 

RHOBTB3 nimmt ebenfalls über das Onkogen HIFα Einfluss auf die Entstehung des 

Nierenzellkarzinoms. Konkret wird durch RHOBTB3 die Ubiquitinierung und somit der 

Abbau von HIFα reguliert. Bei verminderter Expression von RHOBTB3 kommt es zu 

einer HIFα-Akkumulation, die die Nierenzellkarzinomentstehung begünstigt [30]. 

Bisher gibt es keine Studien zur Regulation von circRHOBTB3 im NZK, allerdings 

haben Ning et al. [10] in einer Studie eine verringerte Expression von circRHOBTB3 

im Ovarialkarzinom bestimmt. 

In dieser Arbeit konnte eine signifikante Reduktion von circRHOBTB3 und 

linRHOBTB3 im Tumorgewebe nachgewiesen werden (Abb. 6). Bezüglich der 

Überlebensprognosen in Abhängigkeit vom Expressionsniveau ergab sich 

interessanterweise ein umgekehrter Zusammenhang zwischen circRHOBTB3 und 

linRHOBTB3. Eine Erhöhung über den gesetzten Trennwert ergab für circRHOBTB3 

eine verbesserte Überlebenswahrscheinlichkeit, während ein erhöhter Wert von 

linRHOBTB3 bei vergleichbarer Gruppengröße zu einer signifikanten Reduktion der 
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Überlebensdauer für alle drei Endpunkte führte (Abb. 7). Diese unterschiedlichen 

Überlebenstendenzen könnten Ausdruck für verschiedene Regulationsmechanismen 

von circRNAs und linRNAs bei der Karzinogenese und dem Tumorprogress sein. 

Voneinander unabhängige Regulationen von circRNA und linRNA desselben 

Ursprungsgens wurden unter anderem im Prostatakarzinom berichtet [49]. Eine 

mögliche Erklärung für den Zusammenhang zwischen linRHOBTB3-Expression und 

Überlebensprognose könnte ebenfalls in einer Veränderung des Expressionsprofils 

bei zunehmender Entdifferenzierung liegen. Die Assoziation zwischen höherem TNM-

Stadium und vermehrter linRHOBTB3-Expression zeigte eine Tendenz in diese 

Richtung (p=0.051) und sollte in zukünftigen Untersuchungen Beachtung finden. 

CircRHOBTB3 und linRHOBTB3 wurden gemeinsam mit circEGLN3 in das RNA-

Modell der Prognoseparameter für die drei Endpunkte einbezogen. 

Eine kürzlich veröffentlichte Arbeit untersuchte die Expression von circRHOBTB3 im 

Magenkarzinom und den Einfluss auf miR-654-3p. Hierbei konnte gezeigt werden, 

dass circRHOBTB3 im Magenkarzinom ebenfalls geringer exprimiert ist und über das 

fehlende Sponging von miR-654-3p die Expression des Tumorsuppressors p21 

reduziert wird [50]. Ein ähnlicher Mechanismus kann für die circRHOBTB3/miR-494-

3p/PTEN-Achse aus der in silico-Analyse dieser Arbeit angenommen werden (Abb. 9). 

Für das hepatozelluläre Karzinom und das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom wurden 

bereits erhöhte miR-494-3p-Expressionen und die daraus folgende verringerte 

Expression von PTEN beschrieben [51, 52]. Um die möglichen regulatorischen 

Funktionen und funktionelle Relevanz der circRNAs über die in silico-Analyse hinaus 

zu beurteilen werden in Zukunft weiterführende Experimente benötigt. 

Im dritten Teil dieser Arbeit wurde das prognostische Potential dieser neu 

beschriebenen circRNAs im Nierenzellkarzinom evaluiert. 

Auf Grundlage von klinischen Studien und retrospektiven multivariaten Analysen 

wurden zahlreiche klinisch-pathologische Modelle entwickelt, die eine Einteilung in die 

Prognosegruppen gut, intermediär und schlecht zulassen (Übersicht in [5]). Mit einem 

wachsenden Verständnis der Tumorbiologie und Subtypisierung des 

Nierenzellkarzinoms ist die Erweiterung der prognostischen Modelle um molekulare 

Biomarker jedoch notwendig, um den Therapiestandard auch zukünftig verbessern zu 

können. 

Es wurden bereits zahlreiche Arbeiten zu molekularen und genomischen Biomarkern 

im Nierenzellkarzinom veröffentlicht. In der dieser Arbeit zugrunde liegenden 
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Publikation [15] wurde jedoch erstmals eine umfassende Analyse der neuen circRNA-

Marker im Nierenzellkarzinom durchgeführt und mit diesen ein klinisch-genomisches 

Modell mit verbesserter prognostischer Aussagekraft erstellt. 

Die Bedeutung der RNAs in diesem Modell wird dadurch gestützt, dass circEGLN3, 

circRHOBTB3 und linRHOBTB3 auch in Kombination mit den klinischen Variablen 

nach Rückwärtselimination als unabhängige Variable in dem Modell verbleiben. Die 

Ergebnisse der C-Statistik, der Entscheidungskurven-Analyse, des internen Bootstrap-

Verfahrens und des Akaike-Informationskriteriums belegten die verbesserte 

Vorhersagekraft des neuen kombinierten Modells. Insbesondere die 

Entscheidungskurven-Analyse wird als verlässliches Bewertungskriterium eines 

prognostischen Modells empfohlen [33]. 

Der explorative Ansatz dieser Arbeit ist jedoch mit einigen Limitationen verbunden. Die 

Auswahl der Patienten erfolgte ausschließlich retrospektiv und basierte im 

Wesentlichen auf der Verfügbarkeit geeigneten Gewebematerials. Durch eine 

anfängliche Fallzahlberechnung (α=5%, β=80%) konnten Fehler erster und zweiter Art, 

jedoch weitgehend ausgeschlossen werden. Ferner wurde zwar die Rolle als 

prognostischer Marker exploriert, die Untersuchung möglicher molekularer 

Mechanismen beschränkte sich jedoch auf in silico-Analysen. Zusätzlich fehlt eine 

externe Validierung der Ergebnisse, welche die positive interne Validierung der 

vorliegenden Studie durch Bootstrapping und das Akaike-Informationskriterium in 

zukünftigen Untersuchungen bestätigen sollten. 

Mit der vorliegenden Arbeit wurde die Grundlage für einen translationalen 

Forschungsansatz geschaffen. In einem künftigen Projekt können etablierte, in ihrer 

prognostischen Aussagekraft bestätigte circRNAs in einem größeren 

Patientenkollektiv prospektiv untersucht werden. Des Weiteren wurden 

aussichtsreiche Ansatzpunkte zur Erforschung der funktionellen Relevanz von 

circRNAs in der Tumorbiologie des klarzelligen Nierenzellkarzinoms aufgedeckt. 
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10.  Appendix 

Tabelle 1: Eigenschaften der untersuchten Patientenkohorte 

Abkürzungen: NZK, Nierenzellkarzinom; G, histopathologischer Fuhrman-Grad; pT, pathologische 
Tumorklassifikation; R, Residualtumor. 
Tabelle übersetzt und entnommen aus der zugrundeliegenden Originalpublikation [15]. 
a Vor der Operation wurde das Metastasierungsstadium bildmorphologisch überprüft. 
b Errechnet mit dem Fisher Test, Chi-Quadrat Test oder Mann-Whitney Test zwischen beiden Gruppen. 
c Die TNM Stadieneinteilung erfolgte anhand des UICC Klassifikationssystems. 
d Die Überlebensdaten wurden den Kaplan-Meier-Analysen entnommen. Das mediane Überleben 
(Gesamtüberleben) entspricht dem Zeitpunkt zu dem die Überlebenswahrscheinlichkeit ≤50% beträgt. Für die 
beiden Endpunkte krankheitsspezifisches Überleben und rezidivfreies Überleben wurde dieser Wert in der 
Gruppe der nicht-metastasierten NZK nicht erreicht. Daher wurde der Mittelwert der Überlebenszeit (als Areal 
unter der Überlebenskurve) berechnet. 

  

Charakteristika Insgesamt NZK,  
nicht metastasiert a 

NZK,  
metastasiert a 

p-Wert b 

Patienten, Anzahl 99 82 17  
Geschlecht, ♂/♀; Anzahl (%) 30/69 25/57 (30/70) 5/12 (29/70) 1.000 

Alter, Jahre, Median (Spanne) 65 (36-87) 65 (36-87) 65 (37-78) 0.982 

Patholog. Stadium, Anzahl (%)     
 pT1 
 pT2 
 pT3 
 pT4 

43 
8 
47 
1 

40 (49) 
8 (10) 
34 (41) 
0 (0) 

3 (18) 
0 (0) 

13 (76) 
1 (6) 

0.004 

TNM-Stadium, Anzahl (%) c     
 I 
 II 
 III 
 IV 

40 
8 
34 
17 

40 
8 
34 
0 

- 
- 
- 

17 

 

Tumorgröße, Median mm (Spanne) 57 (20-220) 50 (20-220) 75 (35-150) 0.029 
R-Klassifikation, Anzahl (%)     
 R0 
 R1/2 
 RX 

85 
11 
3 

73 (89) 
7 (9) 
2 (2) 

12 (71) 
4 (23) 
1 (6) 

0.138 

Fuhrman-Grad, Anzahl (%)     
 G1 
 G2 
 G3 
 G4 

9 
68 
20 
2 

8 
60 
12 
2 

1 
8 
8 
0 

0.025 

Morbidität/Mortalität, Anzahl (%)     
 Metastasen 
 Krankheitsspezif. Tod 
 Tod insgesamt 

- 
26 (26) 
42 (42) 

22 (27) 
14 (17) 
30 (37) 

- 
12 (71) 
12 (71) 

 
<0.0001 

0.014 
Überleben, Monate, Median/Mittelwert (95% CI) d    
 Krankheitsspezifisch 
 Rezidivfrei 
 Gesamtüberleben 

125 (111-139) 
- 
126 (90.4-166) 

140 (127-153) 
127 (113-141) 
160 (103-160) 

27.2 (14.1-40.4) 
- 

11.8 (8.2-39.9) 
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Tabelle 2: Multivariate proportionale Hazardregression nach Cox der 
unterschiedlichen Vorhersage-Modelle für die Überlebensendpunkte 

Abkürzungen: CI, Konfidenzintervall (confidence interval); G, histopathologischer Fuhrman-Grad; HR, Hazard 
Ratio; R, R-Status.  
Tabelle übersetzt und entnommen aus der zugrundeliegenden Originalpublikation [15]. 
a Die RNAs wurden mit dem Programm X-tile dichotomisiert [24]. Die sich ergebenden Trennwerte sind in den 
Fußnoten c, d und e angegeben. b Trennwerte für das krankheitsspezifische Überleben: circEGLN3 (2.65), 
circRHOBTB3 (0.20), linRHOBTB3 (1.52). c Trennwerte für das rezidivfreie Überleben: circEGLN3 (2.10), 
circRHOBTB3 (0.50), linRHOBTB3 (0.72). d Trennwerte für das Gesamtüberleben: circEGLN3 (2.73), 
circRHOBTB3 (0.27), linRHOBTB3 (0.60). 
  

Variable a 
Krankheitsspezifisches Überleben Rezidivfreies Überleben Gesamtüberleben 

HR (95% CI) p-Wert HR (95% CI) p-Wert HR (95% CI) p-Wert 

RNA-Signatur. b ,c ,d 

circEGLN3 0.24 (0.10–0.57) 0.001 0.53 (0.18–1.03) 0.074 0.49 (0.23–0.95) 0.037 

circRHOBTB3 0.26 (0.09–0.73) 0.010 0.14 (0.04–0.49) 0.003 0.15 (0.05–0.49) 0.002 

linRHOBTB3 2.57 (0.95–6.90) 0.062 11.1 (2.79–43.8) 0.001 4.46 (1.52–13.0) 0.006 

Klinisches Modell 

Tumorstadium gruppiert 
(III+IV/I+II) 

3.54 (1.16–10.8) 0.027 0.79 (0.25–2.48) 0.685 2.02 (0.95–4.27) 0.064 

Fuhrman-Grad (3+4/1+2) 2.68 (1.03–7.02) 0.044 13.4 (4.06–44.3) <0.0001 3.00 (1.32–6.82) 0.009 

R-Status (R1/R0) 2.82 (1.05–7.59) 0.040 7.09 (1.75–28.7) 0.006 2.26 (0.91–5.59) 0.078 

Tumorgröße (≥7 cm<) 1.10 (0.42–2.87) 0.838 1.03 (0.35–2.97) 0.963 0.99 (0.46–2.14) 0.988 

Gesamtmodell (Klinisches Modell + RNA-Signatur) 

Tumorstadium gruppiert 
(III+IV/I+II) 

3.16 (0.93-10.8) 0.066 0.67 (0.19–2.37) 0.536 2.81 (1.23–6.42) 0.014 

Fuhrman-Grad (3+4/1+2) 2.04 (0.73–5.74) 0.177 9.98 (2.99–33.4) 0.0002 2.25 (0.99–5.12) 0.053 

R-Status (R1 vs. R0) 3.97 (1.28–12.3) 0.017 3.48 (0.76–15.9) 0.109 2.12 (0.87–5.18) 0.099 

Tumorgröße (≥7 cm<) 1.16 (0.44–3.11) 0.762 1.22 (0.36–4.13) 0.746 0.76 (0.36–1.64) 0.490 

circEGLN3 0.33 (0.13–0.79) 0.014 0.69 (0.22–2.19) 0.532 0.51 (0.24–1.09) 0.084 

circRHOBTB3 0.25 (0.08–0.80) 0.019 0.21 (0.05–0.94) 0.041 0.16 (0.05–0.53) 0.003 

linRHOBTB3 3.84 (1.35–10.9) 0.012 7.71 (1.55–38.3) 0.013 5.26 (1.74–15.9) 0.003 

Reduziertes Gesamtmodell (Klinisches Modell + RNA-Signatur nach Rückwärtselimination) 

Tumorstadium gruppiert 
(III+IV/I+II) 

3.98 (1.32–12.0) 0.014 – – 2.89 (1.39–5.99) 0.005 

Fuhrman-Grad (3+4/1+2) – – 8.53 (3.08–23.6) <0.0001 2.52 (1.15–5.53) 0.021 

R-Status (R1 vs. R0) 5.68 (2.09–15.4) 0.0007 3.54 (1.02–12.3) 0.047 – – 

Tumorgröße (≥7 cm<) – – – – – – 

circEGLN3 0.28 (0.12–0.68) 0.005 – – 0.50 (0.24–1.05) 0.067 

circRHOBTB3 0.21 (0.07–0.65) 0.007 0.18 (0.04–0.75) 0.018 0.17 (0.05–0.56) 0.004 

linRHOBTB3 3.59 (1.28–10.0) 0.015 8.19 (1.81–37.1)   0.006 5.37 (1.80–16.1) 0.003 
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