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1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung
1.1.1 Nierenkarzinome

Nierenkarzinome sind weltweit eine der haufigsten Krebsentitaten, sowohl bei Mannern,
als auch bei Frauen. So schatzte die American Cancer Society flr das Jahr 2019 73.820
neue Falle von Nierenkarzinomen und 14.770 Todesfalle. Das bedeutet, dass es sich bei
Mannern jahrlich bei 5 % aller neuen Krebserkrankungen um Nierenkarzinome handelt,
bei Frauen bei 3 %. Somit waren Nierenkarzinome bei Mannern die sechsthaufigste, bei
Frauen die achthaufigste neue Krebserkrankung im Jahre 2019 (Siegel et al., 2019).
Weltweit gehen die Schatzungen von etwa 270.000 jahrlichen Neuerkrankungen aus
(Stukalin et al., 2016). Unter allen Nierenkarzinomen ist das Nierenzellkarzinom (Renal
Cell Carcinoma, RCC) mit etwa 90 % das mit groRem Abstand Haufigste (Stukalin et al.,
2016) und daruber hinaus die am haufigsten zum Tode flihrende Krebserkrankung des
Urogenitaltrakts (Zhou et al., 2019). Innerhalb der Nierenzellkarzinome wiederum ist das
klarzellige Nierenzellkarzinom (clear cell RCC (ccRCC)) mit etwa 80 % der haufigste
Subtyp. Besonders das metastasierte Nierenzellkarzinom wird durch seine jahrlich etwa
um 2 % steigende Inzidenz zu einem immer groRer werdenden Problem (Stukalin et al.,
2016), die Mortalitat von Nierenzellkarzinomen erhoht sich jahrlich um 1,5 bis 5,9 % (Li et
al.,, 2019b). 25 bis 30 % aller Patienten mit RCC stellen sich bereits initial mit
metastasiertem Nierenzellkarzinom vor und etwa 30 % der behandelten Patienten mit
lokalem RCC erleben ein Rezidiv (Stukalin et al., 2016).

Der Goldstandard zur Behandlung von nicht-metastasierten Nierenzellkarzinomen
besteht nach wie vor aus kurativer partieller oder radikaler Nephrektomie, Patienten mit
metastasiertem Nierenzellkarzinom werden in der Regel systemisch mit palliativer
Intention behandelt (Rini et al., 2009; Ellinger et al., 2016). Ein entscheidender Fortschritt
in der Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms war die Entwicklung von

Immuntherapien und Targeted Drugs, doch Resistenzen gegenuber Medikamenten und



Bestrahlung stellen in der klinischen Praxis nach wie vor grof3e Probleme dar (Wang et
al., 2020; Shih et al., 2011; Rini et al., 2009), weshalb das mittlere Uberleben von
Patienten mit metastasiertem RCC immer noch unter 3 Jahren liegt (Greef und Eisen,
2016). All dies sind Grunde, wieso die weitere Erforschung der Pathogenese des ccRCC
und die ErschlielBung neuer therapeutischer Ziele so wichtige und dringliche Vorhaben
sind (Wang et al., 2020). Durch weitere Erforschung von Therapien, die spezifische und
relevante, biologische Pathways der Karzinogenese zum Ziel haben, konnten weitere

therapeutische Ansatze erschlossen werden (Ellinger et al., 2016; Rini et al., 2009).

Da N®-Methyladenosin (m®fA) eine wichtige Rolle in Entstehung und Progression des
ccRCC (Wang et al., 2020) und vielen weiteren Krebsarten spielt, konnte m®A eine
wichtige Rolle in der Diagnostik, Prognostik und Therapie gerade des metastasierten
ccRCC einnehmen. So konnte es als Tumormarker dienen, weitere Informationen zur

individuellen Prognose geben und als Ziel fur innovative Krebstherapien dienen.

1.1.2 N6-Methyladenosin (m°®A)
1.1.2.1 EinfUhrung

m®A ist eine RNA-Modifikation, welche eine elementare Rolle in fast allen zellularen
Prozessen (Cao et al., 2016) und Stadien des mRNA-Metabolismus (Zhao et al., 2017),
sowie der Entstehung und Progression von Krebs (Li et al., 2019b) und zahlreichen
anderen Krankheiten spielt. Es ist die haufigste mMRNA-Modifikation bei Saugetieren (Fu
et al., 2014), so sind etwa 0,1 bis 0,4 % aller Adenosinrickstande methyliert (Zhou et al.,
2019) und es ist genomweit in etwa 25 % aller Transkripte vorhanden (Lan et al., 2019).
Es ist im ganzen Transkriptom zahlreich vertreten, so findet es sich in der mRNA von Uber
7600 Genen und Uber 300 nichtcodierenden, sogenannten ,noncoding RNAs“ (Zhou et
al., 2019). Das ,Epitranskriptom®, also die posttranslationale Modifikation von mRNA,
entwickelte sich in den letzten Jahren zu einem sehr wichtigen Feld der
Biowissenschaften, zu dem weltweit eine grolde Anzahl an Studien entstand (Niu et al.,
2018), denn man weil}, dass es eine wichtige Rolle in zahlreichen biologischen und
pathologischen Ablaufen, vor allem in der Entstehung von Krebs, spielt (Davalos et al.,
2018).



mPA wurde bereits in den 1970er-Jahren entdeckt. Die genauen Mechanismen der
Regulation konnten allerdings erst vor wenigen Jahren identifiziert werden. Die
entscheidende Entdeckung dabei war die ldentifizierung von FTO als Demethylase oder
,Eraser” der m®A-Modifikation (s.u.) (Deng et al., 2017). Ein weiterer Meilenstein in der
Forschung zu m®A waren die Entwicklungen von transkriptomweiten Sequenzierungen
wie  mSA-sequencing (mPA-seq), combined mOA-specific methylated RNA
immunoprecipitation with next generation sequencing (MeRIP-seq), m®fA-level and
isoform characterization sequencing (m8A-LAIC-seq) (Zhao et al., 2020a) und Weiterer.
Mithilfe dieser neuen Techniken konnte gezeigt werden, dass die m®A-Modifikation ein
reversibler und dynamischer Prozess ist, der mehr als 7600 Gene mit 12.000 m®A-Stellen
beeinflusst (Zhou et al., 2019; Ma et al., 2019). m®A ist evolutionar stark konserviert (Lan
et al., 2019) und tritt vor allem an den RRmPACH-Sequenzen (R = A, G, oder U; R = A
oder G; und H = A, C, oder U) auf (Zhao et al., 2017). Besonders hohe Konzentrationen
findet man in 3’'UTRs, um Stoppcodone und in langen internen Exons (Zhao et al., 2017).
Daruber hinaus findet man es in precursor mMRNAs (pre-RNAs) und long noncoding RNAs
(Inc-RNAs) (Sun et al., 2019).

Die mfA-Modifikation wird auf dynamische Art von drei Gruppen von Proteinen reguliert.
Durch Methylasen, auch ,Writer” genannt, wird die Bindung der Methylgruppe katalysiert.
Besonders hervorzuheben ist hier der m®A methyltransferase complex (MTC), bestehend
aus METTL3, METTL14 und WTAP, doch auch andere Proteine wie METTL4 und -16,
ZC3H13, KIAA1429 und RBM15 funktionieren als Writer (Deng et al., 2017; Zhao et al.,
2020b). Die Abspaltung der Methylgruppe wird durch Demethylasen oder ,Eraser”
unterstitzt, bisher sind FTO und ALKBH5 bekannt (Deng et al., 2017). Verschiedene
spezifische, mfA-bindende Proteine, ,Reader’ genannt, erkennen die Methylgruppe und
Ubersetzen sie in verschiedenste biologische Signale und Prozesse (Zhou et al., 2019).
Bisher sind einige Reader identifiziert worden: YTHDC1 und -2, YTHDF1, -2 und -3, elF3,
HNRNPA2B1, HNRNPC, HNRNPG, RBMX und IGF2BP1, -2 und -3 (Liu et al., 2020a;
Liang et al., 2020; Zheng et al., 2020). Diese Reader sind Gegenstand dieser Arbeit, wir
untersuchten die 6 Reader HNRNPA2B1, HNRNPC, YTHDC1 und YTHDF1-3.



1.1.2.2 Funktionen von mfA

mBA ist involviert in den kompletten mRNA-Metabolismus und beeinflusst viele
wesentliche Aspekte, wie beispielsweise RNA-Prozessierung, Transport der RNA vom
Nukleus ins Zytoplasma und RNA-Translation, -Abbau und -Splicing (Dai et al., 2018).
Daruber hinaus reguliert es die Sekundarstruktur der RNA (Niu et al., 2018). Weiterhin
steuert es den Metabolismus von verschiedenen noncoding-RNAs wie long-noncoding
RNAs (Inc-RNAs), microRNA (miRNA) und zirkularen RNAs (circRNAs) (Dai et al., 2018;
Ma et al., 2019). Auf diesem Wege nimmt mfA eine wichtige regulatorische Rolle in
zahlreichen entscheidenden zellularen Prozessen wie Genexpression, Meiose,
zirkadianem Rhythmus, (Cao et al., 2016) zellularen Stressantworten (Zhang et al., 2016)
Stammzellerneuerung, Antworten auf DNA-Schadigung, sowie in Tumorigenese und

Neurogenese ein (Zheng et al., 2020).

Die Kontrolle der mRNA-Translation in eukaryotischen Zellen ist entscheidend, um die
Dauer und Quantitat der Genexpression zu steuern (Wang et al., 2015). Aufgrund ihrer
dynamischen Natur hat die posttranskriptionelle Regulierung einige Vorteile gegenuber
der transkriptionellen mRNA-Regulierung, denn sie kann deutlich schneller auf Stimuli
reagieren, kann eine Feinabstimmung der Proteinmengen bewirken und lokalisierte
Kontrolle gewahrleisten (Moore, 2005). Dies erlangt besondere Bedeutung bei der
Entwicklung und Differenzierung von Zellen, wenn das stadiumsspezifische Transkriptom
schnell verandert werden muss, um eine neue ldentitat zu entwickeln oder wahrend
Stresssituationen wie extremen Temperaturen, Sauerstoff- oder Nahrstoffmangel und der

Exposition von Giften (Zhang et al., 2016).

1.1.2.3 m®A und Krankheiten

mOA spielt eine essentielle Rolle in der Entstehung und Entwicklung von Krebs (Li et al.,

2018) sowie weiteren Erkrankungen (Cao et al., 2016).

In den letzten Jahren hat sich das Verstandnis von mfA und seiner Rolle bei
Krebserkrankungen stark gemehrt. Diese neuen Informationen besitzen wesentliche

klinische Relevanz, denn die mfA-Modifikation spielt eine wichtige Rolle in der Biologie
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von Karzinomen und zahlreiche m8A-Regulatorproteine korrelieren
nachgewiesenermallen mit der Prognose und dem Kklinischen Outcome von
Krebspatienten. All dies sind Griinde flr die Relevanz der méA-Modifikation und der Grund
dafiir, dass m®A groRes Potenzial in der Entwicklung neuartiger Krebstherapien besitzt
(Liang et al., 2020). Auch die Biologie der RNA als solche erhalt in der Biowissenschaft
immer grof3ere Relevanz und Aufmerksamkeit (Dai et al., 2018). Besonders die Epigenetik
von RNAs entwickelte sich zu einem wichtigen Forschungsfeld, das wichtige Neuerungen
in Therapie verschiedener Krankheiten des Menschen verspricht (Cui et al., 2017). Als
haufigste mRNA-Modifikation erhielt m®A somit in den letzten Jahren viel Beachtung,
(Zheng et al., 2020) aus der eine Vielzahl an Studien entstand (Niu et al., 2018).

Es ist bekannt, dass m®A eine essentielle Rolle in der Entstehung vieler verschiedener
Krebsentitaten, wie Mammakarzinomen (Zheng et al., 2020), malignen hamatologischen
Erkrankungen (Zhou et al., 2019) - besonders gut erforscht bei der akuten myeloischen
Leukémie (AML) (Zheng et al., 2020) - hepatozellularen Karzinomen (HCC) (Zheng et al.,
2020), Glioblastomen (Zheng et al., 2020), Pankreaskarzinomen (Taketo et al., 2018),
kolorektalen Karzinomen (CRC) (Nishizawa et al., 2018) und vielen weiteren spielt.
Daruber hinaus konnte es in diversen Krebsentitaten als therapeutisches Ziel genutzt
werden, beispielsweise bei Glioblastomen (Cui et al., 2017) und der AML (Sun et al.,
2019).

Es gibt zahlreiche Wege, auf denen m®A Tumorentstehung beeinflusst: Besonders stark
beeinflusst m®A die Tumorigenese, indem es die Expression von Genen, die entscheidend
fur die Biologie von Krebserkrankungen sind, also von Onkogenen und
Tumorsuppressorgenen, verandert. Diese Veranderungen haben eine besondere
Signifikanz, da die Dysregulation der Genexpression einer der Schlisselmechanismen in
der Entstehung von Krebs ist (Jaffrey und Kharas, 2017). Die Veranderungen der
Genexpression kommen dadurch zustande, dass in Karzinomen die m8A-regulierenden
Proteine, sprich Writer, Eraser und Reader und somit die m®A-Konzentration haufig
dysreguliert sind (Zheng et al., 2020). Diese Dysregulation beeinflusst durch den Effekt
auf die Genexpression zahlreiche zellulare Prozesse und kann unter Anderem zu
verminderter Zellproliferation, beeintrachtigter Selbsterneuerungskapazitat,

Entwicklungsfehlern und Zelltod fuhren (Zhou et al., 2019), was wiederum auch
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verschiedene Krankheiten wie Ubergewicht, Infertilitat und Wachstumsretardierung zur
Folge hat (Cao et al., 2016). Dartber hinaus férdert sie insbesondere die Initiation und
Progression von Krebserkrankungen (Zheng et al., 2020), da sie auch entscheidend fur
Proliferation, Migration und Invasion von Krebszellen verantwortlich ist (Liu et al., 2020a).
Dariiber hinaus konnte bewiesen werden, dass die m®A-Konzentration in zirkulierenden
Tumorzellen (CTCs) signifikant dysreguliert ist, was auch auf einen Beitrag zur

Metastasierung schlief3en lasst (Ma et al., 2019).

Das m®A-Level korreliert signifikant mit der Aktivitat vieler, wichtiger Signalwege oder
Pathways der Tumorentstehung (Li et al., 2019b) wie beispielsweise BRD4, MYC, SOCS2
oder EGFR (He et al., 2019), indem es die mRNA-Expression sowohl von Onkogenen,
als auch von Tumorsuppressorgenen reguliert (Zhao et al.,, 2020a) und somit
Krebsentstehung entweder fordern oder hemmen kann. Im  klarzelligen
Nierenzellkarzinom beispielsweise, beeinflusst mfA laut Zhou et al. (2019) den VHL-
gesteuerten Hypoxie-Pathway und p53-vermittelte Zellprozesse, welche synergistisch
Pathogenese und Progress von ccRCCs beférdern, welche schlechtere klinische

Parameter und ein kirzeres Uberleben zur Folge haben.

Diese Dysregulationen von méA-regulierenden Proteinen und den entsprechenden Genen
konnten somit als potentielle Marker zur molekularen Tumordiagnostik und -prognostik
dienen und neue Ziele in der Erforschung und Entwicklung neuartiger molekularer

.Largeted therapies® bieten.

Eine weitere Einflussnahme von mfA auf Krebsentstehung ist die Tatsache, dass
alternatives Splicing von pre-mRNA haufig in Tumoren zu finden ist und diese von mfA
reguliert wird (Dai et al., 2018). Auch die Regulierung von anderen RNA-Arten wie miRNA
und Inc-RNA beeinflusst Tumorigenese (Dai et al., 2018). Darlber hinaus ist m®A an der
Selbsterneuerung von Krebsstammzellen und der Entstehung von Resistenzen gegen

Bestrahlung und Chemotherapien beteiligt (Dai et al., 2018).

2019 konnten Zhou et al. (2019) zum erstem Mal zeigen, dass Dysregulationen der mfA-
modifizierenden Proteine die Prognose von Patienten mit ccRCC signifikant verandern.
Das m®A-Level im ccRCC war herunterreguliert, so wie man es beispielweise schon in

Brustkrebs oder Glioblastomen nachweisen konnte. Diese Herunterregulation fuhrte zu
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einer schlechteren Prognose und schlechteren klinischen Parametern. Zheng et al. (2020)
und Wang et al. (2020) konnten aufzeigen, dass viele mfA-regulierende Proteine in
klarzelligen Nierenzellkarzinomen dysreguliert sind, was nahelegt, dass diese eine grol3e
Rolle in der Entstehung von ccRCCs spielen. Daruber hinaus konnten sie, ahnlich zu Zhao
et al. (2020c) ein mfA-bezogenes Risikoprofil als prognostisches Werkzeug bei Patienten
mit ccRCC entwickeln, was auch das prognostische Potential von m®fA weiter
unterstreicht. AuBerdem wurde deutlich gemacht, dass die Expressionslevel der m°A-
regulierenden Proteine als Biomarker zur Unterscheidung einzelner RCC-Subtypen

dienen koénnten (Zheng et al., 2020).

Aufgrund der Relevanz von m®A und ihrer regulierenden Proteine in der Entstehung von
Krebs im Allgemeinen und von ccRCC im Speziellen, untersuchten wir in dieser Studie
die 6 Reader HNRNPA2B1, HNRNPC, YTHDC1 und YTHDF1-3 auf mRNA- und
Proteinebene auf eine madgliche Dysregulation und die Folgen, die eine Solche auf
Prognose und klinisch-pathologische Parameter hat. Als direkte, ausfuhrende Proteine
der m®A-regulierten Prozesse vermuten Zhao et al. (2020b), dass gerade die Reader eine

besonders wichtige Rolle in der Entstehung von Tumoren spielen.

1.2 Material und Methoden
1.2.1 Patienten

Die Gewebeproben wurden von der Biobank des Centrums fur Integrierte Onkologie (CIO)
KdIn-Bonn gesammelt. Alle Patienten wurden in der Klinik und Poliklinik fir Urologie und
Kinderurologie radikal oder partiell nephrektomiert. Alle Patienten gaben eine informierte
schriftliche Einwilligung zur Sammlung des biologischen Materials. Die Studie wurde von

der Ethikkommission der Universitat Bonn unter der Nummer 127/17 anerkannt.

Frisch gefrorenes ccRCC- und korrespondierendes gesundes Nierengewebe wurde bei -
80 °C aufbewahrt und fur die Versuche auf mRNA-Ebene genutzt. Fir die
Immunhistochemie wurden archiviertes, formalinfixiertes und in Paraffin eingebettetes
Gewebe in Form eines TMA (Tissue Multiarray) genutzt. Alle Gewebeproben wurden von

einem Uropathologen erneut untersucht und gemaR der WHO-Klassifikation von 2009
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beurteilt. Die klinisch-pathologischen Daten sind in der Tabelle S1 des Anhangs der

Originalpublikation zu finden.

1.2.2 Quantitative Echtzeit-PCR

Die RNA-Isolation wurde in einer vorangegangen Publikation detailliert erlautert (Deng et
al., 2015). Zusammenfassend wurde zunachst das Gefriergewebe auf fllissigem Stickstoff
gekuhlt in etwa 50 mg schwere Stucke geschnitten und anschlieRend mittels Yttrium-
stabilisierten  Zirkonoxid-Beads (Silibeads, Sigmund-Lindner, Warmensteinach,
Deutschland) im Precellys24 Tissue Homogenizer (Peglab, Erlangen, Deutschland)
homogenisiert. Anschliellend nutzten wir das mirVana miRNA Isolation Kit (Ambion,
Foster City, CA, USA), um Gesamt-RNA aus dem Gefriergewebe zu isolieren. Diese
wurde mit DNase (Ambion) behandelt, um sie von verbliebenen DNA-Resten zu reinigen.
Der RNA-Gehalt wurde mithilfe eines NanoDrop 2000 Spektrophometers (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, DE, USA) bestimmt und die RNA-Integritat wurde durch Evaluation

der ribosomalen 28S- und 18S-Banden in einer Gelelektrophorese Uberprift.

Die Genexpression von HNRNPA2B1, HNRNPC, YTHDC1 und YTHDF1-3 wurde mithilfe
einer quantitativen Echtzeit-PCR gemessen. Die bendtigte komplementare DNA (cDNA)
wurde mittels des PrimeScript RT Reagent Kits mit genomischem DNA (gDNA)-Eraser
(Takara Bio, Saint-Germain-en-Laye, Frankreich) aus 1 ug der Gesamt-RNA gewonnen.
Fir die PCR-Experimente nutzten wir 2,5 ng/ul cDNA-Templates, SYBR Premix Ex Taq
Il und den Farbstoff Rox Plus und je 10 pmol/pl Vorwarts- bzw. Ruckwartsprimer auf
einem QuantStudio™ (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Die relativen Expressionslevel wurden mithilfe der QuantStudio 3D AnalysisSuite
Cloud Software (Applied Biosystems) bestimmt. Als Vergleichswert der Genexpression
wurden die jeweiligen Genexpressionen ins Verhaltnis zu den Expressionen von Beta-
Actin (ACTB), Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und Peptidylprolyl-
Isomerase A (PPIA) gesetzt, wie in einer vorherigen Publikation beschrieben (Ellinger et
al., 2015). Die Primersequenzen sind in der Tabelle S2 im Anhang der Originalpublikation

aufgefuhrt.
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1.2.3 Immunhistochemie (IHC)

Um die Ergebnisse auf Proteinebene zu bestatigen, wurden die Expressionen der sechs
Reader mittels einer Immunhistochemie untersucht. Mithilfe eines Tissue Microarray
(TMA) evaluierten wir die Expressionslevel in Gewebe aus verschiedenen
Nierenzellkarzinomen: aus ccRCC, papillarem RCC (pRCC), chromophobem RCC
(chRCC), sarkomatoidem RCC (sRCC) und Onkozytomen sowie aus gesundem
Nierengewebe, wie bereits von Schrodter et al. (2016) beschrieben. Formalinfixiertes, in
Paraffin eingebettetes, archiviertes Gewebe, in 5 uym Dicke geschnitten, wurde zur
Expansion fur 45 Minuten in ein Wasserbad bei 45 °C gegeben, anschlieend auf
Objekttrager uUberfihrt, und fir 60 Minuten bei 65 °C getrocknet. Danach wurden die
Objekttrager im Benchmark Ultra System (Ventana Medical Systems, lllkirch, Frankreich)
behandelt, mithilfe wessen sie deparaffinisiert, mit zellkonditionierendem Puffer (CC1-
Puffer, pH 8) vorbehandelt und anschlieend mit den primaren Antikdrpern
(HNRNPA2B1: 1:110; HNRNPC: 1:100; YTHDC1: 1:350; YTHDF1: 1:100; YTHDF2:
1:100; YTHDF3: 1:1000) bei 37 °C fir 36 Minuten inkubiert wurden. Die Signalstarke
wurde mit der HRP Multimer Technology des UltraView DAB IHC Detection Kits (Ventana)
gemessen. Abschlielend wurden die Gewebeschnitte mit Hamalaunlosung sauer nach
Mayer (Ventana) gegengefarbt. Die Farbintensitaten wurden quantitativ mithilfe der
QuPath Software gemessen (Bankhead et al., 2017). Die klinisch-pathologischen Daten
der IHC-Kohorte sind in der Tabelle S3 im Anhang der Originalpublikation aufgefihrt.

1.2.4 Statistische Analyse

Die statistischen Analysen (t-Test, Mann-Whitney-U-Test, Kruskall-Wallis-Test, uni- und
multivariate Cox-Regressionsanalysen, Kaplan-Meier-Analysen und Spearman-
Korrelation) wurden mit dem Statistical Package for the Social Sciences (SPSS ®),
Version 26/27 (SPSS Inc., IBM Corp., Armonk, NY, USA) durchgefuhrt. Statistische

Signifikanz wurde ab p <0.05 angenommen.
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1.3 Ergebnisse
1.3.1 mRNA-Expression

Die Genexpression der sechs Reader wurde in 166 ccRCC- und 102 Normalgeweben
untersucht. Die klinischen Parameter dieser PCR-Kohorte sind in Tabelle S1 im Anhang
der Originalpublikation zu finden. Die Expressionslevel aller 6 Gene war im Tumorgewebe
im Vergleich zum Normalgewebe signifikant herunterreguliert (p jeweils <0.001) (Abb. 1
der Originalpublikation). Auch die Spearman-Korrelation zeigte daruber hinaus eine
signifikante Korrelation zwischen allen sechs Readern (Tabelle S4 im Anhang der
Originalpublikation). Dartber hinaus korrelierte die Herunterregulation aller Reader mit
einem erhodhten M-Stadium bei ccRCC-Patienten (p jeweils <0,05) (siehe Abbildung S1
im Anhang der Originalpublikation). Korrelationen mit anderen klinischen Parametern
konnten nicht gefunden werden (Tabelle S3 im Anhang der Originalpublikation). Die
prognostische Relevanz der Dysregulation wurde mithilfe von Kaplan-Meier-Analysen
untersucht. Fir YTHDC1 und YTHDF3 konnte eine Korrelation mit verkirztem Gesamt-,
progressionsfreiem und krebsspezifischem Uberleben festgestellt werden (YTHDCH1:
Overall Survival (OS): log-rank p = 0,004; Progression-Free Survival (PFS): log-rank p =
0,031; Cancer-Specific Survival (CSS): log-rank p = 0,037) (Abb. 2 der
Originalpublikation) (YTHDF1: OS: log-rank p = 0,008; PFS: log-rank p = <0,001; CSS:
log-rank p = 0,007) (Abb. 2 der Originalpublikation) Dartber hinaus korrelierte YTHDF1
mit einem kirzeren Gesamtiberleben (OSS: log-rank p = 0,035) (Abb. 2 der
Originalpublikation). Univariate Cox-Analysen bestatigten die Ergebnisse der Kaplan-
Meier-Analysen (p jeweils <0,05) und zeigten somit ebenfalls den prognostischen Wert
der m®A-Reader bei Patienten mit ccRCC. Dariiber hinaus konnten wir in der univariaten
Cox-Analyse eine Korrelation von klinisch-pathologischen Daten wie Grading (G1/2 vs.
G3/4), pT-Stadium (pT1/2 vs. 3/4), pN-Stadium (pNX/0 vs. pN+) und M-Stadium (pM+ vs.
pM1) mit dem Uberleben (OSS, PFS, CSS) feststellen (mit Ausnahme des pN-Stadiums
bezogen auf PFS). In der multivariaten Cox-Analyse konnten diese pradiktiven Aussagen
nicht beobachtet werden (siehe Tabellen S6a-c im Anhang der Originalpublikation). Um
die Ergebnisse noch weiter zu validieren, glichen wir unsere Ergebnisse mit den Daten
aus der KIRC (Kidney Renal Clear Cell Carcinoma)-TCGA-Datenbank ab, wodurch
unsere Ergebnisse teilweise bestatigt werden konnten: HNRNPA2B1 (p <0,01), YTHDF2
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(p =0,01) und YTHDF3 (p <0,01) sind laut der TCGA-Datenbank wie in unseren
Ergebnissen herunterreguliert (Abbildung S2 im Anhang der der Originalpublikation). Die
anderen Gene waren allerdings nicht dysreguliert. Auch die Uberlebensanalysen
validierten wir mit der TCGA-Datenbank, daflur erstellten wir Kaplan-Meier-Analysen
mithilfe der GEPIA-Website. Es zeigte sich, dass die meisten untersuchten Gene mit
einem kirzeren Uberleben korrelierten, so waren HNRNPC (p =0,02), YTHDC1 (p <0,01),
YTHDF1 (p =0,03), YTDF2 (p <0,01) und YTHDF3 (p <0,01) mit einem kirzeren
Gesamtuberleben assoziiert und YTHDC1 (p <0,01), YTHDF1 (p <0,01), YTHDF2 (p
=0,01) und YTHDF3 (p =0,03) auRerdem mit einem verkurzten PFS (Abb. S3 im Anhang
der Originalpublikation).

1.3.2. Protein-Expression

Die immunhistochemische Farbung wurde mit einem TMA (Tissue Microarray)
durchgefuihrt, welcher 154 ccRCC-, 35 pRCC-, 14 sRCC-, 10 Onkozytom- und 30
Normalnierengewebe enthielt. Die klinisch-pathologischen Daten dieser Kohorte sind im
Anhang der Originalpublikation in Tabelle S5 aufgefuhrt, exemplarische Bilder in
Abbildung S4 ebendort. Die Bestimmung der Proteinexpression unterstitzte zu grof3en
Teilen unsere Ergebnisse aus der Auswertung der mRNA-Expression, so waren mit
Ausnahme von YTHDF3 alle Gene im ccRCC dysreguliert. HNRNPC und YTHDF2 waren
jedoch im Gegensatz zum mRNA-Level hochreguliert, alle anderen Gene waren wie
erwartet herunterreguliert (HNRNPA2B1, YTHDC1 und YTHDF: p = <0,001; YTHDF1: p
= 0,001) (Abb. 3 der Originalpublikation). Bezulglich der Herunterregulation von YTHDF2
fanden wir eine Korrelation mit einem niedrigeren Grading, was mit der speziellen Rolle,
die YTHDF2 in der Entstehung von diversen Krebsentitaten spielt (s.u.) erklart werden
konnte. In den Kaplan-Meier-Analysen zeigte sich ein klrzeres PFS bezlglich der
Dysregulation von YTHDC1 (log-rank p = 0,036) (Abb. 4 der Originalpublikation). Die
univariate Cox-Analyse bestatigte diese prognostische Aussage, darlber hinaus stellten
wir eine Korrelation zwischen niedrigeren YTHDC1-Levels und einem kirzeren CSS fest.
Auch hier konnten wir teilweise eine Korrelation zwischen fortgeschrittenen klinisch-
pathologischen Daten (Grading (G1/2 vs. G3/4), pT-Stadium (pT1/2 vs. 3/4), pN-Stadium
(PNX/0 vs. pN+) und M-Stadium (pM+ vs. pM1)) und Uberleben (OS, PFS, CSS)
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feststellen (Grading und pM-Stadium korrelierten mit OS, PFS und CSS, das pT-Stadium
korrelierte mit PFS und CS, p jeweils <0,05). In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse
konnten diese Beobachtungen jedoch nicht bestatigt werden (siehe Tabelle S6d-f im
Anhang der Originalpublikation). Bei den anderen RCC-Subtypen waren fast alle Gene
signifikant dysreguliert (sieche Tabelle S7 im Anhang der Originalpublikation). Im pRCC
waren alle Proteine hochreguliert (p jeweils <0,05) (Abb. 3 der Originalpublikation), im
chRCC waren HNRNPC und YTHDF1-3 hochreguliert (p jeweils <0,01) (Abb. 3 der
Originalpublikation). Im sRCC war die Dysregulation komplexer: HNRNPC, YTHDF2 und
-3 waren im Gegensatz zu Normalgewebe hoch-, YTHDC1 und YTHDF1 herunterreguliert
(p jeweils <0,05), fir HNRNPA2B1 wurde keine signifikante Dysregulation festgestellt
(Abb. 3 der Originalpublikation). Im Onkozytom waren alle Gene hochreguliert (p jeweils
<0,01) (Abb. 3 der Originalpublikation).

1.4 Diskussion

In der vorliegenden Studie zeigten wir, dass im ccRCC im Vergleich zu gesundem
Nierengewebe alle 6 Reader auf MRNA-Ebene und 5 Reader auf Proteinebene signifikant
dysreguliert sind. Diese Erkenntnis passt zu dem allgemeinen Kenntnisstand, dass die
mOA-regulierenden Proteine in vielen verschiedenen Krebsarten dysreguliert sind.
Besonders stimmen unsere Ergebnisse mit den Feststellungen von Zhou et al. (2019)
bezuglich ccRCC Uberein, dort konnte bereits gezeigt werden, dass erniedrigte Level von
m®A im ccRCC zu schlechteren klinischen Parametern und zu einem kiirzeren Uberleben
fuhren und die m®A-Dysregulation eine wichtige Rolle in der Progression des ccRCC
spielt. Auch die von uns festgestellte, aus der Dysregulation folgende, schlechtere
Prognose geht mit den Ergebnissen vieler Studien wie Zhou et al. (2019) konform. Auch
die TCGA-Datenbank bestatigt in Teilen unsere Ergebnisse und deutet ebenfalls darauf
hin, dass m®A im ccRCC herunterreguliert ist und diese Dysregulation mit einer
schlechteren Prognose korreliert. Aufgrund dieser Hinweise entsprachen unsere

Ergebnisse unseren Erwartungen.

Besonders vielversprechende Ergebnisse erhielten wir fir HNRNPA2B1, YTHDC1 und —
F1, da diese 3 Gene sowohl auf mMRNA-, als auch auf Proteinebene herunterreguliert sind.
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Von diesen 3 Genen wiederum konnten wir fir YTHDC1 die besten Ergebnisse messen,
denn es ist nicht nur auf mMRNA- und Proteineben herunterreguliert, sondern diese
Dysregulation geht auch mit einem schlechteren Uberleben (kiirzeres OS, PFS und CSS)
einher, was die Bedeutung, die YTHDC1 als diagnostisches und prognostisches
Werkzeug bietet, deutlich macht. Auch diese mit der Herunterregulierung von YTHDCA1
einhergehende schlechtere Prognose war von uns erwartet worden, da sie auch bereits
von Zhou et al. (2019) beschrieben worden war. Die Herunterregulierung von YTHDC1
auf mMRNA-Ebene korreliert, ebenso wie bei den anderen untersuchten Genen, mit dem
Vorhandensein von Fernmetastasen, was wiederum zu einem héheren AJCC-Staging

und einem schlechten Outcome fuhrt.

Eine besondere Betrachtung verlangt die Inkonsistenz der Dysregulation mancher
unserer Gene. So sind HNRNPC und YTHDF2 auf mRNA-Ebene herunterreguliert, auf
Proteinebene hingegen heraufreguliert. Ein Erklarungsansatz flr diese Ergebnisse war,
dass es fur diese Gene zahlreiche bekannte Splicingvarianten gibt. Somit untersuchten
wir die verwendeten Primer und Antikdrper daraufhin, wie gut diese die haufigsten
Splicingvarianten erkennen und ob darin der Grund flr die unterschiedlichen
Dysregulationen liegen konnte. Die Primer untersuchten wir mit dem Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST ®) der U.S. National Library of Medicine, die Antikorper
analysierten wir mithilfe der UniProt-Database. Es zeigte sich, dass die Primer gut designt
worden waren und alle wichtigen Splicingvarianten erkannten. Selbiges gilt fur die
Antikérper: Bei HNRNPC sind vier Isoformen durch alternatives Splicing bekannt, es bildet
sich ein Tetramer aus 3 Kopien der Isoform C1 und einer Kopie der Isoform C2. Der
verwendete Antikorper erkennt die Isoform C2, weshalb davon ausgegangen werden
muss, dass die Tetramere erkannt werden. Bezlglich YTHDF2 sind zwei Isoformen
bekannt, die beide vom verwendeten Antikorper erkannt werden. Daraus ergibt sich, dass
es keine bekannten, wichtigen Splicingvarianten gibt, die von den verwendeten Primern
bzw. Antikérpern nicht erkannt werden, womit das Primer- bzw. Antikérperdesign nicht als
Grund fur die Inkonsistenz bei der Dysregulation angenommen werden kann. Eine
mogliche Erklarung ware, dass die Stabilitadt der mMRNA aufgrund des Tumormetabolismus
posttranskriptionell erhéht wird, also die geringeren vorhandenen Mengen mRNA starker

translatiert werden und somit eine Herunterregulation der mRNA bei Heraufregulation der
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Proteine besteht. Dies zu untersuchen ubersteigt allerdings die Moglichkeiten dieser
Studie.

YTHDC1 ist wie YTHDF1-3 Teil der Familie der YT521-B-Homologie (YTH)-Domane. Wie
die anderen Proteine dieser Familie ist YTHDC1 ein direkter, zytoplasmatischer m®A-
Reader. Seine Hauptaufgabe ist das Splicen von mRNA (Dai et al., 2018), die Férderung
des Exports m®A-markierter RNA aus dem Nukleus und die Promotion von XIST (X
inactive specific transcript)-vermitteltem transkriptionellem Silencing des X-Chromosoms
(Zhao et al., 2020b). Es vermittelt die Rekrutierung von SRSF3 (serine and arginine-rich
splicing factor) an seine mMRNA-bindenden Regionen in der Nahe von mfA (Xiao et al.,
2016) und fordert Exoninklusion (Adhikari et al., 2016). In der Abwesenheit von YTHDC1
oder m®A bindet SRSF10 an seine mMRNA-Zielregionen und reguliert das Exonkskipping
(Xiao et al.,, 2016). Darlber hinaus fihrt YTHDC1 zu konzentrationsabhangigen
alternativen Splicingmustern, der genaue Mechanismus ist bisher jedoch nicht erforscht
(Adhikari et al., 2016). Alternatives Splicing von pre-mRNA ist ein haufig bei Krebs
beobachtetes Phanomen und bildet somit eine weitere Verbindung zwischen m®A und
Krebsentstehung (Dai et al., 2018). Es ist nachgewiesen, dass YTHDC1 eine Rolle in der
Entstehung von kolorektalen Karzinomen (CRC) (Li et al, 2019a) und
Prostatakarzinomen (PCa) (Liu et al.,, 2020a) spielt. Weiterhin fuhren niedrige
Expressionslevel von YTHDC1 zu einem schlechteren klinischen Outcome bei Patienten

mit Endometriumkarzinom (Liu et al., 2020a).

YTHDF1 ist ebenfalls ein direkter, zytoplasmatischer m®A-Reader (Dai et al., 2018). Er
fordert auf verschiedenen Wegen die Genexpression. So fordert er direkt die Translation
von methylierten mRNAs (Wang et al., 2015), indem er mit Translationsfaktoren wie EIF3
und EIF4A3 (eukaryotic initiation factor) interagiert und methylierte Transkripte mit
Ribosomen verbindet (Lan et al., 2019). Es ist bekannt, dass YTHDF1 an der Entstehung
von Metastasen beim HCC beteiligt ist (Zhao et al., 2020b). Eine grof3e Rolle spielt es
auch im CRC, dort kann es sowohl Zellproliferation als auch —invasion verstarken, was
Uber grélkere Tumordurchmesser und vermehrte Lymphknoten- sowie Fernmetastasen
zu einem hoheren klinischen Stadium fuhrt (Lan et al., 2019). Ein Knockdown von
YTHDF1 hingegen fuhrt zu einer Suppression von Proliferation und Chemoresistenz der
CRC-Zellen (Liu et al., 2020a). Ebenso kann die Dysregulation von YTHDF1 die
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Zellproliferation, Formation von xenotransplantierten Tumoren und Chemoresistenz
gegen Cisplatin bei Nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen (NSCLC) bewirken (Zhao et
al., 2020b). Auch Auswirkungen auf andere Krebsarten sind bekannt, so sind Effekte bei
Blasenkarzinomen, Endometriumkarzinomen und Ovarialkarzinomen bekannt (Zhao et
al., 2020b), bei Ovarialkarzinomen gilt es als aussichtsreiches Ziel flr eine neuartige
Krebstherapie und korreliert mit schlechterem Staging, schlechterer Prognose und
kiirzerem Uberleben (Liu et al., 2020b). Eine Deletion von YTHDF1 verstarkt die
therapeutische Effizienz von PD-L1-Checkpoint-Blockern, einer fest etablierten
Immuntherapie bei Krebserkrankungen, was es zu einem mdglichen Ziel flr zuklnftige

immunologische Krebstherapien macht (Ma et al., 2019).

YTHDF2, ein weiterer direkter, zytoplasmatischer Reader aus der YTH-Domanenfamilie
(Dai et al., 2018), ist im Gegensatz zu YTHDF1 ein die Genexpression hauptsachlich
hemmendes Protein. Seine Hauptaufgabe ist die Vermittiung von mRNA-Abbau (Wang et
al., 2014). So erhoht ein Knockdown von YTHDF2 Menge und Lebensdauer von zellularer
mRNA (Maity und Das, 2016), nach Knockdown wurde ein Anstieg des totalen m®A-
Gehalts der mRNA um 21% nachgewiesen (Dai et al., 2018). Darlber hinaus gibt es
Verbindungen zu zahlreichen Krebsarten: So hat es zahlreiche Effekte auf die
Tumorigenese vom HCC, beispielsweise reguliert HIF-a-abhangige Hypoxie die YTHDF2-
Expression herunter, was zu einer Promotion von Tumorzellproliferation, Entziindung,
vaskularer Rekonstruktion und Metastasenbildung fuhrt (Zhao et al., 2020b). Weiterhin
wird angenommen, dass YTHDF2 eine Rolle im Zellmetabolismus von
Bronchialkarzinomen spielt (Zhao et al., 2020b) und mit der Entstehung von AML
verbunden ist (Li et al., 2018). Daruber hinaus ist YTHDF2 im Prostatakarzinom haufig
hochreguliert und ein Knockdown hemmt durch eine Steigerung des mPA-Gehalts
Proliferation und Migration von Pankreaskarzinomen (Sun et al., 2019). Auch in der
Entstehung von Endometrium- und Mammakarzinomen spielt YTHDF2 eine Rolle (Sun et
al., 2019). Beim Pankreaskarzinom nimmt YTHDF2 eine kompliziertere Stellung ein: Es
ist auf mMRNA- und Proteinebene hochreguliert und beglnstigt auf der einen Seite die
Proliferation von Krebszellen, indem es den AKT/GSK3beta/cyclin-D1-Signalweg
aktiviert, auf der anderen Seite hemmt es die Ausbildung von Metastasen, indem es YAP-

mRNA abbaut (Yang et al., 2017) und es kann die Invasion und Migration von
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Pankreaskarzinomen hemmen, indem es das EMT (epithelial-mesenchymal transition)-
Phanomen reguliert (Lobo et al., 2018; Chen et al., 2017). Aus diesen Grinden kdnnte
YTHDF2 in Zukunft als pradiktiver Biomarker fur Patienten mit Pankreaskarzinomen

genutzt werden (Sun et al., 2019).

Um die Funktion von mPA und die Vorteile posttranskriptioneller mRNA-Modifikationen zu
veranschaulichen, lohnt sich ein Blick auf die Wechselwirkungen zwischen mRNAs und
YTHDF1 bzw. -2. m®A kann durch diese beiden Reader gegensatzliche Effekte auf m°A-
enthaltende mRNAs ausfuhren (Bera und Lewis, 2020), nadmlich die mRNA-Translation
und somit die Genexpression durch YTHDF1 férdern oder durch YTHDF2 den mRNA-
Abbau beschleunigen und die Genexpression somit hemmen (Dai et al., 2018). Es zeigt
sich, dass YTHDF1 und -2 zu grol3en Teilen gleiche Ziel-mRNAs haben (Bera und Lewis,
2020), an diese aber zu unterschiedlichen Zeiten derer Lebenszyklen binden. YTHDF1
bindet zu einem friheren Zeitpunkt des Lebenszyklus einer mRNA an sie als YTHDF 2
(Bera und Lewis, 2020), was die Schlussfolgerung zuldsst, dass die Reader in einem
koordinierten Ablauf ihre Funktionen ausiben, um somit eine feine Kontrolle der Effizienz
der mRNA-Translation und somit Genexpression zu erreichen (Maity und Das, 2016). Es
kann also die Translation durch YTHDF1 beschleunigt werden, so lange ein bestimmtes
Protein bendtigt wird und die Stabilitdt dieser Nachrichten durch YTHDF2 verringert
werden, wenn die Translation nicht mehr bendtigt wird (Maity und Das, 2016). Dies ist ein
Beispiel fir die Dynamik des Prozesses der m®A-Methylierung und wie diese
Mechanismen die Genexpression mit schnellen Antworten auf veranderte Bedingungen
und zellularen Stress ausstatten und flexibel kontrollierbare Proteinproduktion ermdglicht
(Wang et al., 2014).

YTHDF3 ist ein weiterer direkter, zytoplasmatischer m®A-Reader. Er nimmt eine
unterstitzende Rolle in den Funktionen sowohl von YTHDF1 als auch YTHDF2 ein. Er
interagiert entweder mit YTHDF1 und den 40S- und 60S-Untereinheiten der Ribosome (Li
et al., 2017; Shi et al., 2017) oder mit YTHDF2, indem es an m®A-enthaltende mRNA
bindet und ihre Degradierung fordert (Shi et al., 2017). YTHDF3 kann also sowohl die
Genexpression verstarken, als auch hemmen, (Dai et al., 2018) und wirkt somit als
Feinjustierung fur die RNA-Erreichbarkeit von sowohl YTHDF1, als auch -2 (Dai et al.,
2018). Studien zeigten, dass YTHDF3 in der Entstehung mehrerer Krebsarten,
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beispielweise CRC und Bronchialkarzinomen, involviert ist. Im kolorektalen Karzinom
fuhrt ein Knockdown von YTHDF3 zu einer erhéhten Chemosensitivitat der Krebszellen
(Lobo et al., 2018) und verstarkt den Abbau von GAS5, was wiederum Zellproliferation
und Metastasierung beim CRC hemmt (He et al., 2019). Im PCa scheinen erhohte
YTHDF3-Level zu fortgeschrittenen Krankheitsstadien zu fluhren (He et al., 2019).

HNRNPAZ2B1 ist, anders als die Reader aus der YTH-Domanenfamilie ein nuklearer,
indirekter (s.u.) m®A-Reader (Cao et al., 2016). Es bindet somit indirekt an m®A-Stellen
auf RNA (Wu et al.,, 2018) und ist ein Regulator in der Prozessierung von miRNA
(microRNA) (Cao et al., 2016), indem er die Prozessierung (Cao et al., 2016; Zhao et al.,
2020b) und Reifung von primary miRNA (pri-miRNA) fordert (Maity und Das, 2016).
Daruber hinaus reguliert er alternatives Splicing von miRNA (Dai et al., 2018). Auch
HNRNPAZ2B1 steht in Verbindung zu verschiedenen Krebsarten. In Pankreaskarzinomen
fordert er die Entwicklung des EMT-Phanomens (Dai et al., 2017). In Mammakarzinomen
ist seine Expression erhoht, ein Knockdown hemmt die Proliferation der Krebszellen und
kann ihre Apoptose fordern (Ma et al., 2019). Zusammen mit METTL3 und -14 konnten
Zhao et al. (2020c) HNRNPA2B1 nutzen, um einen Risikoscore fir Patienten mit ccRCC

zu entwickeln.

HNRNPC ist ein indirekter m®A-Reader. Das bedeutet, dass er nicht direkt an die mRNA
bindet, sondern die Sekundarstruktur der mRNA so verandert, dass die Bindung an m®A-
Stellen erleichtert wird (Dai et al.,, 2018). Seine Hauptaufgaben liegen in der

Prozessierung von pre-mRNA und dem Splicen von mRNA (Dai et al., 2018).

Zusammenfassend konnten wir in dieser Studie auf mRNA- und teilweise auf
Proteinebene beweisen, dass die sechs untersuchten m®A-Reader im ccRCC dysreguliert
sind und dass diese Dysregulation zu einer schlechteren Prognose und schlechteren
klinisch-pathologischen Parametern wie einem erhdhten Risiko flr ein metastasiertes
RCC und somit einem héheren AJCC-Staging fuhren kann. Dartber hinaus fanden wir
eine Dysregulation von mfA-Readern auch in den anderen RCC-Subtypen pRCC,
chRCC, sRCC und in Onkozytomen. Trotz der kleinen Kohorten dieser Subtypen weisen

unsere Ergebnisse auf eine Dysregulation nicht nur im klarzelligen, sondern auch in
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anderen Typen des Nierenzellkarzinoms hin. Dies passt zu der Vermutung von Zheng et

al. (2020), m®A auch zur Differenzierung verschiedener RCC-Subtypen nutzen zu kdnnen.

All diese Erkenntnisse bilden einen weiteren Ausblick darauf, welch gro3es Potenzial die
weitere Erforschung von mfA und seinen regulierenden Proteinen fiir die Therapie,
Diagnostik und Prognostik von Krebserkrankungen im Allgemeinen und fir das RCC im
Speziellen birgt. Die Dysregulation konnte in Zukunft als prognostisches Werkzeug
genutzt werden und die schlechtere Prognose, die sich aus ihr ergibt konnte zur
Entwicklung weiterer prognostischer Tests und individualisierter Risikoscores fur ccRCC

genutzt werden, wie es Zheng et al. (2020) und Wang et al. (2020) bereits getan haben.

AbschlieRend hat m®A, beziehungsweise haben seine regulierenden Proteine, groRes
Potenzial, in der Zukunft als therapeutische Ziele in der Krebstherapie eingesetzt werden
zu konnen. Es wurden bereits Hemmstoffe fir die m®A-Eraser FTO und ALKBH5
gefunden, welche das Wachstum von Krebszellen hemmen konnten (Zhao et al., 2020b)
. Zhao et al. (2020b) vermuten sogar, dass die m®A-Reader als direkte, ausfiihrende
Komponenten in der Regulation der Genexpression durch m°A eine besonders wichtige
Rolle in der Entstehung von Krebserkrankungen spielen und somit auch besonders
vielversprechende und potente Ziele flr zukinftige Krebstherapien darstellen, wenn
Medikamente, die ihre Regulierung beeinflussen, gefunden werden konnen. Um all diese
Versprechen einzulésen, missen noch weitere Studien zu m®A und ihren regulierenden

Proteinen, besonders den Readern, durchgefiihrt werden.

1.5 Zusammenfassung

Né-Methyladenosin (m®A) ist die haufigste mRNA-Modifikation bei Saugetieren. Sie
beeinflusst entscheidend den RNA-Metabolismus und spielt essenzielle Rollen in fast
allen biologischen Prozessen wie Genexpression, Entwicklung und Differenzierung von
Gewebe, Antworten auf zellularen Stress und zirkadianem Rhythmus. Es spielt eine
entscheidende Rolle in der Karzinogenese und kdnnte in Zukunft - beziehungsweise kann
teilweise bereits jetzt - als prognostisches und diagnostisches Werkzeug und als
therapeutisches Ziel fir moderne Krebstherapien genutzt werden.
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Die m8A-Modifikation wird durch 3 Gruppen von Proteinen dynamisch und reversibel
reguliert. Methyltransferasen, auch Writer genannt, figen die Methylgruppe an das
Adenosin an, welche von Demethylasen, sogenannten Erasern, wieder entfernt werden
kann. m®A-Reader, m8A-spezifische RNA-bindende Proteine binden préaferiert an die m8A-
Stellen an der mRNA und fuihren so zu biologischen Funktionen wie Translation, Splicing
oder Abbau von mRNA, Ubersetzen also den m°A-Code in zellulare Prozesse und sind

somit die ausflihrenden Bestandteile des mfA-Mechanismus.

In dieser Studie untersuchten wir die Expressionen der 6 Reader HNRNPA2B1,
HNRNPC, YTHDC1 und YTHDF1-3 im klarzelligen Nierenzellkarzinom und anderen
RCC-Subtypen auf mMRNA- und Proteinebene. Wir konnten zeigen, dass auf mMRNA-Eben
alle sechs Reader signifikant herunterreguliert und auf Proteinebene funf der sechs
Reader dysreguliert sind. Die niedrigeren Levels mancher der Reader korrelierten mit
héheren Krankheitsstadien und einem verkirzten Gesamt-, progressionsfreiem und
krebsspezifischem Uberleben. Insbesondere YTHDC1 ist auf mRNA- und Proteinebene

dysreguliert und fihrt zu einem ungiinstigeren Stadium und einem kiirzeren Uberleben.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass, wie bereits in anderen Studien beobachtet,
die mfA-Reader im ccRCC dysreguliert sind und groRes Potenzial bergen, als
Tumormarker, individuelles Prognosewerkzeug und als therapeutisches Ziel fur
zuklnftige Krebstherapien genutzt werden zu kénnen. Weitere Studien sind nétig, um

dieses Potenzial weiter zu erforschen und vollstandig ausnutzen zu kénnen.
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proteins, from here on referred to as “readers,” preferentially bind to the m°A site
and mediate biological functions, such as translation, splicing or decay of RNA. In
this study, we examined the expression of the six m°A readers HNRNPA2B1,
HNRNPC, YTHDC1 and YTHDF1-3 in clear cell renal carcinoma (ccRCC). We show
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dysregulated in ccRCC and might therefore act as a tumor marker, could give fur-
ther information on the individual prognosis and be a target of innovative cancer
therapy.
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1 | INTRODUCTION

Kidney cancer is one of the most abundant cancers in both men and
women. In 2019, 73,820 new cases and 14,770 deaths were esti-
mated by the American Cancer Society in the United States of
America alone. Worldwide, about 270,000 new cases annually are
estimated.” Renal cell carcinoma (RCC) is by far the most common
kidney cancer® and furthermore the most lethal cancer in the geni-
tourinary system.” Approximately 80% of RCC are of the clear cell
subtype (ccRCC)." Partial or radical nephrectomy still is the gold-
standard treatment with curative intent for patients with localized
RCC. Patients with metastasis however are usually treated with a
systemic treatment, which in these cases has a palliative intent.>* A
significant therapeutic improvement was the introduction of im-
munotherapy and targeted drugs, but relative drug resistance and
resistance to radiotherapy are still big problems in clinical practice® ¢
and the median survival for patients with metastatic ccRCC still is
under 3 years,” which makes understanding the pathogenesis of
ccRCC and finding new therapeutic targets such an important topic.”

The methylation of N®-adenosine (méA) is the most common
messenger RNA (mRNA) modification in mammals® as between 0.1%
and 0.4% of total adenosine residues are methylated.” It plays a very
important role in cancer development and progression’® as well as in
almost all crucial cellular processes® and stages of mRNA metabo-
lism.’?> The field of “Epitranscriptomics” (posttranslational RNA-
modifications) is known to have diverse important roles in a wide
range of biological and pathological processes,*® especially in cancer,
which led to it being one of the hot spots in life science and resulted
in a vast number of studies worldwide.

m°A was first discovered in the 1970s. The regulatory me-
chanisms and the functional characteristics, however, remained
mostly unknown until recent years.'® It was shown that the m°A
modification is a reversible and dynamic progress that affects more
than 7600 human genes with 12,000 m°A sites.”*®> m°A is evolu-
tionary highly conserved,’® mainly occurs at the RRm®ACH-
sequences (R=A/G/U; R=A/G and H=A/C/U)*? and is especially
highly concentrated in 3’-untranslated regions, around stop codons
and in long internal exons.” Furthermore, it appears in precursor
mRNAs (pre-RNAs) and long noncoding RNAs (Inc-RNAs).*”

The m®A modification is dynamically regulated by three groups of
proteins. The attachment of the methyl group is catalyzed by the m®A
methyltransferase complex (MTC)—which is composed of METTLS,
METTL14 and WTAP—and by other proteins like METTL4 and -16,
ZC3H13, KIAA1429, and RBM15, also being called “writers.”*®? The
removal on the other hand is facilitated by FTO and ALKBH5, two meA
demethylases, also called “erasers.”'® YTHDC1, YTHDC2, YTHDF1-3,
elF3, HNRNPA2B1, HNRNPC, HNRNPG, RBMX, and IGF2BP1-3 are
mCA-specific binding proteins, from here on referred to as “readers”?°-%?
which recognize the methyl group and transform it into biological sig-
nals.” In this study, we have examined the six readers HNRNPA2B1,
HNRNPC, YTHDC1, and YTHDF1-3.

mC®A has been proven to play a critical role in tumorigenesis of

very many different types of cancer like breast cancer,?? hematologic

355
carclelar Wi py— L
malignancies,” especially well examined in acute myeloid leukemia
(AML),?? hepatocellular carcinoma (HCC),?? glioblastoma,22 pan-

creatic cancer,’® colorectal cancer (CRC)**

and many more, but also
to maybe serve as a therapeutic target in several types of cancers
like glioblastoma®® and AML.' It was found that m®A expression
levels significantly correlate with the activity of many cancer
hallmark-related pathways'® like BRD4, MYC, SOCS2, or EGFR?® by
regulating the mRNA expression levels of both oncogenes and tumor
suppressor genes,”’ thus promoting or suppressing tumorigenesis.
In 2019, Zhou et al.” for the first time showed that alterations of
the m®A modifiers have an impact on the prognosis of patients with
ccRCC. m®A levels in ccRCC were downregulated, just as in other
tumor entities like breast cancer and glioblastoma. m°A-
downregulation resulted in a poor prognosis and worse clinical

.22 and Wang et al.” showed that many of

characteristics.” Zheng et a
the m®A-regulating proteins were dysregulated in ccRCC which in-
dicated that the m®A-regulator proteins indeed play important roles
in ccRCC carcinogenesis. Furthermore, they could establish a m®A-
related risk signature serving as a prognostic tool for ccRCC, similar
to Zhao et al,?® all further promoting the idea of future m°A-
targeted treatments for ccRCC. Additionally, it was shown that m®A-
regulator protein expression levels could serve as biomarkers to
distinguish between RCC subtypes.??

In this study, we examined the six readers HNRNPA2B1,
HNRNPC, YTHDC1, and YTDHF1-3. The fates of m°A-modified

mRNAs transcripts are diversely affected by the different readers.*®

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Patients
The tissue samples used were collected by the Biobank of the Center
for Integrated Oncology Cologne-Bonn. All patients underwent ra-
dical or partial nephrectomy at the Department of Urology at the
University Hospital Bonn. All patients gave written informed consent
for the collection of biomaterials. The study was approbated by the
Ethics Committee of the University of Bonn (vote: 127/17).
Fresh-frozen tissue of both ccRCC and correspondent normal
renal parenchyma were stored at —80°C and utilized for mRNA ex-
pression studies. For Immunohistochemistry, archived formalin-fixed
and paraffin-embedded tissues were utilized. All used tissues were
re-examined by an uro-pathologist and classified following the 2009
WHO classification. Clinicopathological parameters are provided in
Table S1.

22 |
reaction

Quantitative real-time polymerase chain

RNA isolation was described in detail previously.?” Briefly, the mir-
Vana miRNA Isolation Kit (Ambion) was used to isolate total RNA
which was treated with DNase (Ambion). The RNA quantity was
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FIGURE 1 The expression levels of m®A readers are significantly downregulated in ccRCC compared to normal tissue. ccRCC, clear cell
renal carcinoma; m®A, N°-Methyladenosine [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

evaluated utilizing a NanoDrop 2000 spectrophometer (Thermo
Fisher Scientific) and the RNA integrity was measured by evaluating
the 28S and 18S ribosomal RNA bands in gel electrophoresis.

The gene expression of HNRNPA2B1, HNRNPC, YTHDC1, and
YTHDF1-3 was evaluated through quantitative real-time polymerase
chain reaction (PCR). Complementary DNA (cDNA) was won from
1 pg total RNA utilizing the PrimeScript RT Reagent Kit with genomic
DNA Eraser (Takara Bio). PCR experiments were performed using
2.5 ng/ul cDNA template, SYBR Premix Ex Taq Il and Rox Plus and
10 pmol/ul forward/reverse primer on a QuantStudio (Applied Bio-
systems by Thermo Fisher Scientific). Relative expression levels were
determined using the QuantStudio 3D AnalysisSuite Cloud Software
(Applied Biosystems). Gene expression was normalized to beta-actin
(ACTB), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase and peptidyl-
prolyl isomerase A as described earlier.*® Primer sequences are
provided in Table S2.

2.3 | Immunohistochemistry

The six readers' expressions were further investigated in ccRCC,
papillary RCC (pRCC), chromophobe RCC (chRCC), sarcomatoid RCC

(sRCC), Oncocytoma and benign renal tissue utilizing a tissue

microarray (TMA), described previously by Schrédter et al.®?
Formalin-fixed, paraffin-embedded archival tissues were cut into
5um thick sections, placed inside a water bath at 45°C for ideal
expansion, applied on slides and dried at 65°C for 60 min. After-
wards, the slides were proceeded using the Benchmark Ultra system
(Ventana Medical Systems Inc.), which performed deparaffinization,
pretreatment with cell conditioning buffer (CC1 buffer, pH 8), and
incubation with the primary antibodies (HNRNPA2B1: 1:100;
HNRNPC: 1:100; YTHDC1: 1:350; YTHDF1: 1:100; YTHDF2: 1:100;
YTHDF3: 1:1000) at 37°C for 36 min. Signal detection was per-
formed with the HRP Multimer technology of the UltraView DAB
IHC Detection Kit (Ventana) and finally, the slides were counter-
stained using Mayer's hemalaun and bluing reagent (Ventana). The
staining intensities were measured quantitatively utilizing QuPath

software.®? Clinicopathological parameters are provided in Table S3.

2.4 | Statistical analysis

Statistical analyses (t test, Mann-Whitney U test, Kruskal-Wallis

test, wunivariate, and multivariate Cox regression analyses,

Kaplan-Meier estimates, Spearman's rank-order correlation test)

were appropriately executed with the Statistical Package for the
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Social Sciences (SPSS), version 26 (SPSS Inc., IBM Corp.). Statistical
significance was approved at p <.05.

3 | RESULTS

3.1 | mRNA expression

Gene expression of the six readers was examined in 166 ccRCC and
102 normal renal tissues. Expression levels of all 6 genes were
significantly reduced in ccRCC in comparison to normal tissue
(p all <.001) (Figure 1). Spearman's rank-order correlation test also
showed a significant correlation between all six readers (Table S4).
Furthermore, downregulation of all six readers was correlated
with clinical M stage in ccRCC patients (p all <.05) (Figure S1).
Also, YTHDC1-downregulation correlated with a worse AJCC-
Staging (p=.033). Associations with other clinicopathological
parameters were not observed (p all >.05) (Table S3). The prog-
nostic potential for all genes was studied via Kaplan-Meier esti-
mates: Regarding YTHDC1 and YTHDEF3, a correlation with
shorter overall (OS), progression-free (PFS), and cancer-specific
survival (CSS) was found (YTHDC1: OS: log-rank p =.004; PFS: log-
rank p =.031; CSS: log-rank p =.037) (Figure2) (YTHDF3: OS: log-
rank p=.008; PFS: log-rank p<.001; CSS: log-rank p=.007)
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(Figure 2). Also, YTHDF1 was correlated with a shorter OS (log-
rank p=.035) (Figure 2). Univariate Cox regression analyses
confirmed our findings from the Kaplan-Meier estimates (p all
<.05) and also demonstrated the prognostic value of m°A readers
in patients with ccRCC. Also, advanced clinicopathological para-
meters like Grading (G1/2 vs. G3/4), pT-Stage (pT1/2 vs. pT3/4),
pN-Stage (pNX/0 vs. pN+), and pM Stage (MO vs. M1) were found
to correlate with survival (OS, PFS, CSS) in univariate Cox re-
gression analysis (except pN-Stage considering PFS). In the mul-
tivariate Cox regression analysis, this predictive information was
not observed (see Table Séa-c).

For further validation, we also examined the genes via the
kidney renal clear cell carcinoma-TCGA dataset. The results partly
supported our findings: HNRNPA2B1 (p <.01), YTHDF2 (p=.01),
and YTHDF3 (p<.01) are downregulated, just as in our study
(Figure S2). The other genes, however, were not significantly
dysregulated in the TCGA dataset. Considering survival, the
prognostic value was examined with Kaplan-Meier estimates via
the GEPIA-website. Most of the studied genes were correlated
with a shorter survival: HNRNPC (p=.02), YTHDC1 (p<.01),
YTHDF1 (p=.03), YTHDF2 (p<.01), and YTHDF3 (p <.01) were
correlated with a shorter OS and YTHDC1 (p<.01), YTHDF1
(p<.01), YTHDF2 (p=.01), and YTHDF3 (p =.03) were correlated
with a shorter PFS (see Figure S3).
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FIGURE 2 The mRNA expression level of YTHDC1, YTHDF1, and YTHDF3 is predictive for a shortened survival in patients with ccRCC.
ccRCC, clear cell renal carcinoma; mRNA, messenger RNA [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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3.2 | Protein expression

Immunohistochemical staining was executed using a TMA consisting
of 154 ccRCC, 35 pRCC, 10 chRCC, 14 sRCC, 10 Oncocytoma, and
30 normal renal tissues. See Table S5 for clinicopathological para-
meters and Figure S4 for exemplary pictures. Protein expression
partly supported our findings on the mRNA level, all genes except
YTHDF3 were significantly dysregulated in ccRCC. HNRNPC and
YTHDF2, surprisingly, were upregulated and the other genes
downregulated in comparison to normal renal tissue (HNRNPA2B1,
HNRNPC, YTHDC1, and YTHDF2: p<.001; YTHDF1: p=.001)
(Figure 3).

For YTHDF2-downregulation, we found a correlation with a
lower grading (p =.001), which may be explained by the diverse roles
YTHDF2 plays
Kaplan-Meier estimates indicated a shorter PFS regarding YTHDC1

in several types of cancer.*®> Furthermore,

(log-rank p=.036) (Figure 4). Univariate Cox regression analyses
confirmed this finding, furthermore, a correlation between lower
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FIGURE 4 Kaplan-Meier estimates demonstrate a shorter
progression-free survival in patients with low YTHDC1 expression
[Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

YTHDC1 levels and a shorter CSS was found. Again, advanced clin-
icopathological parameters like Grading (G1/2 vs. G3/4), pT-sStage
(pT1/2 vs. pT3/4), pN-Stage (pNX/0 vs. pN+) and pM Stage (pM+ vs.
pM1) were found to partly correlate with survival (OS, PFS, CSS) in
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FIGURE 3 The protein expression levels of m®A readers are dysregulated in RCC compared to normal renal tissue. m°A,
Né-Methyladenosine; RCC, renal cell carcinoma [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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univariate Cox regression analysis (Grading and pM-Stage correlated
with OS, PFS and CSS, pT stage correlated with PFS and CSS, p all
<.05). In the multivariate Cox regression analysis, however, this
predictive information could not be observed (see Table Séd-f).

Among the other RCC subtypes, most of the genes correlated
with a significant dysregulation (Table S7). In pRCC, all proteins were
upregulated (p all <.01) (Figure 3). In chRCC, HNRNPC, and YTHDF1-
3 were upregulated (p all <.01) (Figure 3). In sRCC, the dysregulation
was more complex: HNRNPC, YTHDF2, and YTHDF3 were upregu-
lated, YTHDC1 and YTHDF1 were downregulated compared to
normal tissue (p all <.05), for HNRNPA2B1, no significant dysregu-
lation was found (Figure 3). Finally, in Oncocytoma, all genes were
upregulated (p all <.01) (Figure 3).

4 | DISCUSSION

In the present study, we showed that all six readers are down-
regulated in ccRCC compared to normal tissue on mRNA level and
that five out of six readers are dysregulated on protein level. This
goes accordingly to the common dysregulations of m®A levels in
different types of cancer and especially the findings of Zhou et al.”
considering ccRCC, who stated that decreased m®A levels in ccRCC
resulted in worse clinical parameters and thus survival and that méA-
downregulation plays a crucial role in progression of ccRCC. This is
why the worse prognosis for ccRCC patients we could show for some
of the readers is also in conformity with many studies like Zhou
et al.” Also the TCGA dataset partly confirms our findings and also
suggests that m°A is downregulated in ccRCC and that this down-
regulation correlates with a worse prognosis. Because of all these
hints at the m®A-dysregulation in ccRCC and the worse prognosis,
our findings were expected.

Particularly interesting are HNRPA2B1, YTHDC1, and -F1, since
they are downregulated on both mRNA- and protein levels. From
these genes, the best results in our study were achieved for
YTDHC1. Not only could we show that it is consistently down-
regulated on both mRNA and protein levels in ccRCC, but also that
high levels of YTHDC1 are linked with a better outcome (longer OS,
PFS, and CSS), emphasizing the potential YTHDC1 may have as a tool
for diagnosis and prognosis. The worse prognosis of YTHDC1-
downregulation was expected since it was also described by Zhou
et al.” YTHDC1-downregulation on mRNA level, just like the down-
regulation of all other readers on mRNA level is correlated to the
existence of distant metastases and therefore a higher AJCC-staging
and a worse outcome.

The lack of consistency in the ways of dysregulation on mRNA
and protein level for HNRNPC, YTHDF2, and -3 was very curious,
especially considering HNRNPC and YTHDF2, since they were
downregulated on mRNA level and upregulated on protein level. This
might have been the case since these genes are known to have many
splice variants. To further determine this, we examined both the
primers of all our genes and the antibodies against HNRNPC and
YTHDF2 considering which splice variants they detect and if that
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may be the cause for the different directions of dysregulation. To
examine the primers, we used the Basic Local Alignment Search Tool
of the U.S. National Library of Medicine. The HNRNPC- and
YTHDF2-antibodies were studied with the use of the UniProt-
Database. The primers were found to have been designed well since
they all recognize all know important splice variants. The same could
be said about the antibodies: For HRNPC, there are four known
isoforms by alternative splicing. The subunit structure is composed
of a tetramer containing three copies of isoform C1 and one copy of
isoform C2. Since the antibody used detects the C2-isoform, it should
detect the tetramers. For YTHDF2, there are two known isoforms,
which are both recognized by the used antibody. This means that we
haven't found common splice variants that the primers resp. anti-
bodies couldn't detect and thus this is not the explanation for the
lack of consistency in the dysregulation in said genes. It could be
possible, that because of the tumor metabolism, mRNA stability is
posttrancriptionally enhanced leading to the reduced mRNA being
translated more and that this results in a reduction of the gene on
mRNA, but not on protein level. However, since this wasn't the scope
of our study, we cannot examine this hypothesis in greater detail.’

YTHDC1, just as the other members of the YT521-B-homology-
(YTH)-domain family is a cytoplasmic, direct m®A reader. Its main
function is mRNA splicing,®* facilitating nuclear export of m°A-
marked RNA and promoting transcriptional silencing from X chro-
mosome genes mediated by XIST (X inactive specific transcript).>” It
recruits serine and arginine-rich splicing factor 3 (SRSF3) to its
mRNA-binding regions near m®A®> and promotes exon inclusion.*
SRSF10 on the other hand binds to its target mRNA regions and
regulates exon skipping in the absence of YTHDC1 or m°A.%° Fur-
thermore, it has been observed to affect alternative splicing patterns
in a concentration-dependent manner, but the mechanism so far is
still unclear.*® Alternative pre-mRNA splicing and thus aberrant al-
ternative splicing variants are often found in cancer, creating another
link between m®A and cancer®* and explaining, why YTHDC1 is such
an important protein in the context of cancer. Unbalanced alter-
native splicing, which can occur because of YTHDC1-dysregulation
has been implicated in several kinds of cancer and may facilitate
tumor cell proliferation and invasion via certain protumorigenic and
the reduction of anti-tumorigenic isoforms®” and it is linked to al-
tering cancer-associated genes like BRCA2 and PGR.%®

SRSF3, which is recruited by YTHDC1, is a crucial promoting
factor in tumorigenesis in several kinds of cancer, like breast cancer,
CRC, ovarian cancer, osteosarcoma and glioblastoma. YTHDC1 is
also described to interact with m®A-writers like METTL3. METTL3-
downregularion, for instance, results in lower m®A levels of SRSFs,
via YTHDC1-dependent nonsense-mediated mRNA decay of SRSF
transcripts, reducing expression of SRSF-proteins. This results in
bigger changes in alternative splicing isoform-switches, which affect
tumor cell growth and progression in glioblastoma.®”

It is important to note, that in different kinds of cancer, moA-
regulating proteins can play diverse roles. In prostate cancer (PCa), it
could be proven that YTHDC1 acts as an oncogene® and it is
commonly upregulated in CRC** while it is downregulated in ccRCC
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and an upregulation correlates with a better outcome. Furthermore,
low YTHDC1 expression levels are directly linked to a poor clinical
outcome of patients with endometrial cancer,*° similar to our find-
ings considering ccRCC. This is not surprising, since different m°A-
regulating proteins, writers, erasers and readers are each linked to
distinct cancer pathway alterations which suggests that different
mC®A-regulators have diverse functional effects in different cancer
types.'© Also, it is well known that certain m®A-regulator proteins
can have opposite functions in different types of cancer?” and can
either work as a facilitator or a barrier of tumorigenesis*® because

they are context and tissue-specific”*?

and their downstream targets
differ in different cancer types.*® Also, Liu et al.?” suggest, that these
different dysregulations in different kinds of cancer lie within tumor
heterogeneity.

YTHDF1, another member of the YTH-domain family is also a
cytoplasmic direct m°A reader.®” It directly promotes the translation
of methylated mRNAs.** It is known that YTHDF1 plays an im-
portant role in the development of and is linked with worse outcome
in many kinds of cancer like HCC,'” CRC,*® where its knockdown
results in suppression of CRC cell proliferation and chemoresis-
tance® and non-small cell lung carcinoma,’’ but also bladder can-
cer,'” endometrial cancer,’” and ovarian cancer.*?

Like the other readers of the YTH domain family, YTHDF2 is a
cytoplasmic reader and directly binds to m®A-containing RNA.** Its
main function is to mediate mRNA decay.*> YTHDF2 depletion in-
creases both the abundance and the half-lives of cellular mRNAs.*®
After YTHDF2 knockdown a 21% increase of the total mRNA's m®A
ratio was observed.®* Furthermore, YTHDF2 has been linked to
several types of cancer like HCC' lung cancer, AML,*” PCa,*’ en-
dometrial cancer, breast cancer,'” or pancreatic cancer.'”

Just as the other cytoplasmic readers of the YTH domain family,
YTHDF3 is a direct m®A reader. It was observed to interact with
both YTHDF1*¢*? and YTHDF2*’ to facilitate either mRNA trans-
lation or decay.>* All in all, it works as a fine-tuning for the RNA
accessibility of both YTHDF1 and -2.* Studies showed that YTHDF3
is involved in tumorigenesis of several types of cancer including CRC,
lung cancer,? and PCa.”®

HNRNPA2B1 is a nuclear RNA-binding protein.** It indirectly
binds to m°A sites on RNAs®! and was identified as a regulator in
microRNA (miRNA) processing® by promoting and accelerating pri-

19 and maturation.*® Ad-

miRNA (primary miRNA) processing
ditionally, it regulates alternative splicing of miRNA.>* It was shown
that HNRNPA2B1 plays a role in pancreatic cancer®” and breast
cancer.® Together with METTL3 and -14, HNRNPA2B1 could be
used by Zhao et al.”® to build a risk score for patients with ccRCC.

HNRNPC is an indirect nuclear m°A reader, meaning just as
HNRNPA2B1 it alters the mRNA secondary structure so that m®A
binding is facilitated.>** HNRNPC is mainly involved in pre-mRNA
(precursor-mRNA) processing and mRNA splicing.®”

Summarizing, we could show that on mRNA level and partly
confirmed on protein level, the six readers HNRNPA2B1, HNRNPC,
YTHDC1, and YTHDF1-3 are dysregulated in ccRCC and that

this dysregulation can result in worse prognosis and worse

clinicopathological parameters like a higher risk of metastatic ccRCC
and therefore higher AJCC-Stage. Furthermore, we also found dys-
regulation of m®A in the other studied subtypes of RCC: pRCC,
chRCC, and sRCC as well as in Oncocytoma. Despite the small
number of tissues, this indicates a dysregulation not only in ccRCC
but also other kinds of renal carcinomas and supports the theory that
m®A could be used to distinguish between different kinds of RCCs.??

All these findings are another hint at what great promises the
understanding of m®A holds for RCC and cancer in general. The
dysregulation might in the future be used as a diagnostic tool and the
worse prognosis that was partly shown may be able to be used to
develop better prognostic tools and individualized risk scores for
ccRCC patients like Zheng et al.>?> and Wang et al.” did. Also, like
Zheng et al. proposed,”> m®A might be used for differentiating dif-
ferent RCC subtypes. Especially YTHDC1 seems to be a very pro-

mising m®A-regulating protein.

5 | CONCLUSION

The readers HNRNPA2B1, HNRNPC, YTHDC1, and YTHDF1-3 are
dysregulated in ccRCC and other subtypes of renal cell carcinoma. In
ccRCC, they partly correlate with worse clinicopathological para-
meters and shorter survival of the patients. Further studies are
needed to establish the potential use of m®A as a biomarker, a di-
agnostic tool and a target for future targeted anticancer therapy.
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