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1 Einleitung

1.1 Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Weltweit betrachtet ist das Mammakarzinom die haufigste Krebserkrankung und krebs-

bedingte Todesursache der Frau (Kamangar, Dores, & Anderson, 2006).

Deutschlandweit erkrankten 2016 rund 69.000 Frauen an einem Mammakarzinom. Mit
Stand 2016 zahlt die Brustdriise der Frau zu den haufigsten Tumorlokalisationen, was
den prozentuellen Anteil aller Krebsneuerkrankungen (29,5 %) (Abb. 1) und krebsbe-
dingten Todesursachen (17,6 %) betrifft. Die Inzidenz der Neuerkrankungen nimmt seit
1980 stetig zu, wobei die Mortalitatsrate annahernd konstant bleibt (Abb. 2). Allein in
Deutschland starben 2016 tiber 18.000 Frauen an den Folgen eines Mammakarzinoms
(Robert Koch-Institut, 2019). Die Krebssterblichkeit ist hierbei zumeist auf die metasta-
tische Verbreitung zuriickzufiihren (Wang & Zhou, 2011), vor allem in Lunge, Leber und

im Skelettsystem (Cummings et al., 2014).

Nach den aktuellen Inzidenzraten des Zentrums fir Krebsregisterdaten erkrankt etwa
eine von acht Frauen im Laufe ihres Lebens an einem Mammakarzinom. Ungefahr 30 %
der Patientinnen sind bei Diagnosestellung jlinger als 55 Jahre. In Deutschland gab es
nach Einflihrung des Mammographiescreenings im Jahr 2005 bis 2009 einen zusatzli-
chen Anstieg der Neuerkrankungsrate, welche auf eine Uberdiagnose zuriickzufiihren
ist. Seit 2005 werden nun alle Frauen im Alter von 50 bis 69 alle zwei Jahre schriftlich zur
Teilnahme an einem Screening-Programm eingeladen. Das mittlere Erkrankungsalter
liegt bei 64 Jahren. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate liegt aktuell bei 87 %, wohinge-

gen die relative 10-Jahres Uberlebensrate bei 82 % liegt (Robert Koch-Institut, 2019).
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Abb. 1: Prozentualer Anteil der hdufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebsneuer-
krankungen in Deutschland 2016 (ohne nicht-melanotischen Hautkrebs) (Robert Koch-

Institut, 2019)
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Abb. 2 : Absolute Zahl der Neuerkrankungs- und Sterbefalle nach Geschlecht, ICD-10
C50, Deutschland 1999-2016/2017, Prognose (Inzidenz) bis 2020 (Robert Koch-Institut,
2019)



1.1.2 Atiologie

Die Griinde fiir die Entstehung eines Mammakarzinoms sind multifaktoriell (Lakhani,
Ellis, Schnitt, Tan, & van de Vijver, 2012), so dass lediglich beobachtbare Risikofaktoren
benannt werden kdnnen. Hierzu zédhlen zum Beispiel eine positive Familienanamnese,
hormonelle Einfliisse, Hormonersatztherapie mittels Ostrogen-Gestagen-Therapie,
Kontrazeptiva, Alter, Adipositas, Schlafmangel, Nikotin- und Alkoholabusus, ionisie-
rende Strahlen oder bestimmte fibrosierende oder pramaligne beziehungsweise friihin-
vasive Lasionen der Mamma (fibrozystische Mastopathie, duktale Hyperplasie, sklero-
sierende Adenose, radidre Narbe, atypische duktale oder lobuldre Hyperplasie, lobula-
res Carcinoma in situ, duktales Carcinoma in situ) (AGO, 2019; Hiddemann W. & Bartram
C.R. , 2010; Kloppel, Kreipe, Remmele, & Dietel, 2013; Rhiem & Schmutzler, 2015;
Tavassoli & Devilee, 2003).

In rund 5 % aller diagnostizierten Mammakarzinome liegt die Ursache in Mutationen in
einem der beiden Tumorsuppressorgene BRCA1 (BReast CAncer 1) und BRCA2 (BReast
CAncer 2). Beim hereditaren Mammakarzinom betragt der Anteil solcher Mutationen
sogar 25 % (Meindl, Ditsch, Kast, Rhiem, & Schmutzler, 2011). Bei Frauen mit einer ge-
netischen Veranderung von BRCA1 liegt das lebenslange Risiko an einem Mammakarzi-

nom zu erkranken bei 40 — 87 % (C. Engel, Zachariae, & Fischer, 2015).

1.1.3 Klassifikation

Nach der WHO-Klassifikation (WHO, engl. World Health Organization) aus dem Jahr
2012 lassen sich Mammakarzinome und Prakanzerosen nach ihrem vorherrschenden
histologischen Phanotyp klassifizieren (Tabelle 1) (Lakhani et al., 2012).

Nach der Union Internationale Contre le Cancer (UICC) erfolgt zur Prognosebestimmung
eine Einteilung in Tumorstadien auf Basis der TNM-Kriterien (TumorgrofRe des Primartu-
mors, Lymphknotenstatus, Fernmetastasen) (Sobin, Gospodarowicz, & Wittekind,

2011).

Hinzu kommt ebenfalls fiir jedes Mammakarzinom, die immunhistochemische Expres-
sionsbestimmung des Ostrogen- und Progesteronrezeptors (ER und PR), des HER2
(Human Epidermal Growth Factor Receptor 2)-Rezeptors zur Therapiepradiktion und des

Proliferationsmarkers Ki-67. Nach deren Expressionsstatus erfolgt die Einteilung in vier
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sogenannte intrinsische bzw. molekulare Subtypen Luminal A, Luminal B, Basal-like und

HER2 (Abb. 3 )(Harbeck, 2013).

1.1.4 Therapie

Aufgrund der zahlreichen Einflussfaktoren, wie beispielsweise dem Kernmalignitatsgrad,

histologischem Phanotyp und molekularem Subtyp handelt es sich beim Mammakarzi-

nom um eine ausgesprochen heterogene Erkrankung. Je nach Alter, Familienanamnese,

Menopausenstatus, TumorgroRe, Tumorgrading, Proliferationsfaktoren (Ki67), Lymph-

knotenbefall, Metastasen, histologischem Typ, Hormonrezeptorstatus und HER2-Status

wird in der Regel im Rahmen eines Tumorboards fir die Patientin ein individuelles Risi-

koprofil erstellt und entsprechend etablierter (S3-)Leitlinien eine Therapieempfehlung

abgegeben (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, & AWMF).

Tabelle 1: WHO Klassifikation modifizierter Auszug aus (Lakhani et al., 2012)

Vorlduferlasionen

Duktales Carcinoma in situ (DCIS)

Lobuldre Neoplasie

Lobuldres Carcinoma in situ

Klassisches lobuldres Carcinoma in situ

Pleomorphes lobuldres Carcinoma in situ

Atypische lobuladre Hyperplasie

Invasive Mammakarzinome

Invasives Mammakarzinom, kein spezieller Typ (“no special Type”, NST)

Invasives lobuldres Karzinom

Tubulares Karzinom

Kribriformes Karzinom

Muzinoses Karzinom

Karzinom mit medulldren Eigenschaften

Karzinom mit apokriner Differenzierung

Karzinom mit siegelringzelliger Differenzierung

Invasives mikropapillares Karzinom

Metaplastisches Karzinom, kein spezieller Typ
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Molekularer Subtyp Luminal A Luminal B Basal-like HER2
derzeitige ER und PR ER und/oder PR ER und PR HER2-| ositiv
klinische Klassifikation® positiv positiv und HER2- P
negativ
*erfasst gaf. nur eine Proliferation Proliferation (triple negativ)
Untergruppe des (Ki-67) niedrig (Ki-67) hoch
molekularen Subtyps
Rezidivrisiko Rezidivrisiko ch z
S emotherapie
niedrig hoch vorzugsweise neoadjuvant
(Indikation ab cT1b cNO)
. Endokrine Chemotherapie Chemo- Trastuzumab +
Therapieempfehlung Therapie — endokrin therapie Chemotherapie
+endokrine
Therapie*

'falls. E_R und/oder PR
positiv
Abb. 3: Molekulare Subtypen und Therapieempfehlung
nach Univ.-Prof. Dr. med. Nadia Harbeck (Abb. entnommen aus: (Harbeck, 2013))
Legende: ER - Ostrogenrezeptor, PR — Progesteronrezeptor, HER2 —,, Human Epidermal
Growth Factor Receptor 2, Ki67-Proliferationsmarker

1.1.5 Pathogenese

Das wohl bekannteste Modell der Mammakarzinomentstehung geht von einer , linearen
Progression” aus. Wellings et al. publizierten 1975, dass die meisten invasiven
Mammakarzinome ihren Ursprung in den Milchdriisengangen, in den sogenannten ter-
minalen duktulo-lobuldren Einheiten (TDLEs ) haben. Eine terminale duktulo-lobulare
Einheit (TDLE) besteht aus einem Lobulus und dem Ductus terminalis, welche eine sek-
retorische Einheit der Brustdrise bilden. Hier entwickeln sich in den TDLEs die verschie-
denen Krebsvorstufen: Aus einer epithelialen Proliferation eine atypische duktalen Hy-
perplasie (ADH) und daraus ein duktales Carcinoma in situ (DCIS). Dieses kann in ein
invasives Mammakarzinom Ubergehen (Bombonati & Sgroi, 2011; Wellings, 1980;

Wellings & Jensen, 1973; Wellings, Jensen, & Marcum, 1975).

1.1.6 Duktales Carcinoma in situ (DCIS)

Das duktale Carcinoma in situ (DCIS) entsteht innerhalb des duktulo-lobuldren Systems
und ist eine intraduktale neoplastische Proliferation von Epithelzellen, die durch eine
intakte Basalmembran und Myoepithelzellschicht vom Bruststroma getrennt ist. Es wird

als obligate Prakanzerose angesehen. Unbehandelt entwickelt sich in 40 % der Félle ein
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invasives Karzinom. Daher besteht bei der Diagnose ,,DCIS“ eine (chirurgische) Behand-
lungsindikation (Cowell et al., 2013; Kaminska, Ciszewski, topacka-Szatan, Miotfa, &
Starostawska, 2015; Lakhani et al., 2012; Sinn & Kreipe, 2013). Zur Abgrenzung zu lo-
buldren Karzinomen lasst sich bei DCIS immunhistochemisch E-Cadherin nachweisen
(Bocker & Decker, 2008a). Ohne systematisches Screening betragt der Anteil der diag-
nostizierten DCIS nur 5 %. Seit dessen Einflihrung ist der prozentuelle Anteil nun auf
20 % gestiegen (Pinder, 2010). Dieser Prozentsatz zeigt, wie wichtig dieses Screening fiir
die Betroffenen ist, da ansonsten solche Diagnosen lGbersehen werden und sich daraus
invasive Mammakarzinome entwickeln konnten. Meist sind tumorassoziierte Mikro-

kalzifizierungen bei der Mammographie zu erkennen (Kldppel et al., 2013).

Zur besseren prognostischen Vorhersagbarkeit bezliglich einer Entwicklung eines
Mammakarzinoms zahlt nicht nur die Feststellung eines DCIS, sondern auch die GroRe
des Tumors, der Kernmalignitatsgrad, das Auftreten von (Komedo-)Nekrosen und der

Abstand vom Resektionsrand (Pinder, 2010).

Der Kernmalignitatsgrad steht in einem engen Zusammenhang mit der Wahrscheinlich-
keit zur Progression zum invasiven Karzinom (Pinder, 2010). Das DCIS wird daher nach
dem Kernmalignitatsgrad in niedrig-, intermediar- und hochmaligne unterteilt. Beispiels-
weise ist das DCIS mit hochmalignem Kerngrad meist gréBer als 5 mm und zeigt mikro-
skopisch eine hochgradig atypische Zellenpopulation und oft multiple prominente Nuk-

leolen. Komedonekrosen sind ebenfalls haufiger nachweisbar (Lakhani et al., 2012).

1.1.7 Invasives Mammakarzinom

Seit der 4. Auflage der WHO-Klassifikation aus dem Jahr 2012 wird das vormals ,invasiv
duktale Mammakarzinom - nicht anders spezifiziert” (IDC) als invasives Mammakarzi-
nom (NST, ,,no special type“, nicht spezieller Typ) bezeichnet, da es keine speziellen
histo-logischen Differenzierungsmerkmale aufweist, die anderen Kategorien von
Mammakarzinomen zuzuordnen waren (Sinn & Kreipe, 2013). Die Tumorzellen kdnnen
clusterartig, trabekelartig angeordnet sein, aber auch tGberwiegend solide und syncytial
infiltrative Muster aufweisen. Tumorzellen variieren stark in ihrem Aussehen, das Zyto-
plasma kann reichlich und eosinophil sein. Die Morphologie der Zellkerne variiert von
regular und uniform bis pleomorph mit prominenten Nukleolen (Lakhani et al., 2012).

Die GrofRe des Tumors variiert von wenigen Millimetern bis zu Gber 100 mm und ist
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palpatorisch von derber Konsistenz. Makroskopisch weisen diese Tumoren teilweise
eine radiare, irreguldare Morphologie auf (Bocker & Decker, 2008b; Lakhani et al., 2012).
Die Schnittflache prasentiert sich meist grauweil mit gelber Streifung. In bis zu 80 % der
Falle liegt neben dem invasiven Mammakarzinom ein duktales Carcinoma in situ (DCIS)
vor. Ein invasives Mammakarzinom vom NST-Typ kann dann diagnostiziert werden,
wenn mehr als 50 % des Gesamttumors keinem der spezifischen Muster anderer
Mammakarzinome entspricht (Kl6ppel et al., 2013; Lakhani et al., 2012). Mit 75 % macht
das invasive Mammakarzinom vom NST-Typ den groRten Teil der Mammakarzinome aus

(Bocker & Decker, 2008a; Yerushalmi, Hayes, & Gelmon, 2009).

1.1.7.1 Invasives lobuldres Mammakarzinom

Das invasive lobuldre Mammakarzinom macht 5-15 % aller invasiven Mammakarzinome
aus und stellt den zweithaufigsten Subtyp der invasiven Mammakarzinome dar (Bécker
& Decker, 2008a; Lakhani et al., 2012; Yerushalmi et al., 2009).

Immunhistochemisch lasst sich in Gber 80 % der Falle der Verlust der membrandsen
E-Cadherin-Expression nachweisen (Kloppel et al., 2013), wodurch es zur fehlenden Ad-
hasion zwischen den Tumorzellen kommt, was die besondere diskohasive Morphologie
ausmacht. Zumeist sind die Tumorzellen in einreihigen Ketten bzw. zeilenférmig (,,gén-
semarschartig”) angeordnet. Ebenso findet man keine desmoplastische Stromareaktion.
Dementsprechend weisen 8-16 % solcher Karzinome keinen mammographischen Be-

fund auf (Bocker & Decker, 2008b).

1.2 Epitheliale-Mesenchymale Transition

Charakteristisch fiir Tumorzellen eines invasiven Mammakarzinoms ist die Fahigkeit zur
Invasion in das umgebende Gewebe. Hierbei kommt es zum Uberschreiten der
Myoepithelschicht und der Basalmembran mit der Moglichkeit zur lymphogenen und
hamatogenen Metastasierung.

Ein Modell fiir die Fahigkeit zur Invasion und Ausbildung von Metastasen ist die Epithe-
liale-Mesenchymale-Transition (EMT). Hier spielen Transkriptionsfaktoren wie Twistl
und Snaill, die auch wahrend der Embryonalentwicklung aktiv sind, eine wichtige Rolle

(Ansieau, 2013; Choi et al., 2013; Knudsen et al., 2012).
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1.2.1 Einfihrungin die EMT

Im Wesentlichen ist die EMT ein evolutiondrer Transdifferenzierungsprozess (J. P.
Thiery, 2002; Jean Paul Thiery, Acloque, Huang, & Nieto, 2009), welcher an der
Embryogenese und Wundheilung beteiligt ist (Drasin, Robin, & Ford, 2011; Kalluri &
Weinberg, 2009; Y. Kang & Massague, 2004; Jean Paul Thiery et al., 2009; J. P. Thiery &
Sleeman, 2006; J. H. Tsai & Yang, 2013; Ye & Weinberg, 2015).

Auch in der Tumorinitiation und Progression wird in der Literatur die EMT als zentraler
Mechanismus diskutiert (Kalluri & Weinberg, 2009). Hinweisend darauf zeigen Studien,
dass in Uber 95 % der Mammakarzinome innerhalb des Primartumors Epithelzellen
mesenchymale Eigenschaften annehmen (Tomaskovic-Crook, Thompson, & Thiery,

2009).

Grundsatzlich lasst sich die EMT in drei Subtypen unterteilen (Kalluri & Weinberg, 2009;
Riede & Werner, 2017):

Typ 1: Die klassische Form der EMT wird wahrend der Embryogenese beobachtet und
ist essentiell, da dieser Prozess zur Ausbildung der drei Keimblatter (Ekto-, Endo- und
Mesoderm) wahrend der Gastrulation fihrt. Der Prozess ermdoglicht die Migration von
Zellen und Ausbildung der Neuralleiste. Spater, bei der Organbildung, kommt es zur Um-
kehr der EMT — der MET (Mesenchymale-Epitheliale-Transition). Mittels Transdifferen-
zierung werden Mesenchymzellen, mit der Fahigkeit der Migration, zu ortsstiandigen

Epithelzellen (Kalluri & Weinberg, 2009).

Typ 2: Dieser Typ der EMT findet wahrend der Wundheilung, Geweberegeneration und
Organfibrose statt und ist entziindungsassoziiert. Fibroblasten wandern in den Gewebe-
defekt ein und es erfolgt eine Reepithelialisierung. Bei fortbestehendem Entziindungs-
reiz kommt es zur Organfibrose, da die EMT nicht unterdriickt wird. Der Prozess kann

zur Organdestruktion fiihren (Kalluri, 2009).

Typ 3 (onkogene EMT):

Der letzte Schritt zu einer malignen Entartung ist die Invasion und Metastasierung und
beschreibt den dritten Typ der EMT, welcher bei der Tumorprogression reaktiviert wird
(Drasin et al., 2011; Kalluri & Weinberg, 2009; Kim et al., 2017; X. Liu & Fan, 2015; Son
& Moon, 2010; Jean Paul Thiery et al., 2009; Ye & Weinberg, 2015).
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1.2.2 EMT und Tumorprogression

Uber bisher noch nicht abschlieBend geklirte Regelmechanismen wandeln sich Zellen
mit epithelialen Eigenschaften (Ausbildung von Zellverbanden, apikal-basale Polarisa-
tion, Basalmembran, Verbindung Uber Tight Junctions, Adherens Junctions,
Desmosomen und Gap Junctions) (Jean Paul Thiery et al., 2009; Welsch & Sobotta, 2006),
zu solchen mit mesenchymalen (Drasin et al., 2011) beziehungsweise auch stammzell-
artigen Eigenschaften um (Ansieau, 2013). Zellen mesenchymalen Phanotyps weisen
keine organisierte Zellschicht auf, besitzen keine apikale-basale Polarisation und besit-
zen die Fahigkeit zum Abbau der Tight Junctions und der extrazellularen Matrix. Durch
diese erlangten Fahigkeiten kdnnen sie die Basalmembran penetrieren, in entfernte Ge-
webe gelangen und sich dort auch wieder zu Epithelzellen transformieren (Yang et al.,
2004). Dieser Vorgang wird als ,,Mesenchymale-Epitheliale Transition” bezeichnet (MET)
(Taube et al., 2010). Jene Zellen, die diese Entwicklung vollzogen haben, zeigen auler-
dem erhohte Apoptoseresistenz. Hier weisen Karzinomzellen beide Zelleigenschaften
auf (Kalluri & Weinberg, 2009; Kim et al., 2017; Lamouille, Xu, & Derynck, 2014). Durch
diese Transformation kommt es zur Bildung von Metastasen Gber lymphogene und ha-

matogene Streuung in lebenswichtige Organe (Mathew et al., 2017).

1.2.3 Schlisselfaktoren bei der EMT

Zur Initiierung einer EMT bedarf es einer Aktivierung verschiedener embryonischer Pro-
teine, wie die Transkriptionsfaktoren ZEB1, SNAIL und Twist1. Diese steuern sowohl die
Expression als auch die Repression zahlreicher Proteine, die an der Zellpolaritat, Zell-
Zell-Kontakt, Zytoskelettstruktur und an der Degradation der extrazellularen Matrix be-
teiligt sind (Ansieau, 2013; Lamouille et al., 2014; Peinado, Olmeda, & Cano, 2007; Jean
Paul Thiery et al., 2009).

Diese embryonalen Proteine sind in den adulten Zellen gewdhnlich inaktiv, kénnen aber
in Tumoren reaktiviert werden. Durch die Reaktivierung dieser Transkriptionsfaktoren
erlangen die Tumorzellen einen Selektionsvorteil und sind gegentiiber einer Apoptose
immun, da sie auch den protektiven p53-Signalweg inhibieren kdnnen (Ansieau, 2013).
Zudem zeigen sich Tumorzellen gegeniiber einer Chemotherapie resistenter (A. Singh &

Settleman, 2010).
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Der Vollstandigkeit halber sei erwahnt, dass EMT nicht als alleiniges Metastasierungs-

modell erachtet wird (Lépez-Soto, Gonzalez, Smyth, & Galluzzi, 2017).

1.3 Twistl

Das Twist1 Gen (Twist Family BHLH Transcription Factor 1) ist auf dem Chromosom 7p21
lokalisiert und besteht aus zwei Exons und einem Intron, wobei nur das erste Exon fir

ein Protein codiert (Zhu, Ma, Wang, Song, & Lv, 2016).

Schon im Jahr 1987 konnte an Drosophila melanogaster (Fruchtfliege) durch Thisse et
al. die Bedeutung von Twistl wahrend der Gastrulation aufgezeigt werden. Durch Akti-
vierung dieses Faktors kommt es zur Migration der Zellen aus der Ventraleinfurchung
und zur Bildung der Mesodermanlage in der Embryogenese (Thisse, El Messal, & Perrin-

Schmitt, 1987).

Twist1 hat einen maligeblichen Einfluss auf die Zellplastizitat (Schmidt et al., 2015), die
insbesondere wahrend der Embryonalentwicklung eine essentielle Rolle spielt (Kim et
al., 2017; Zhu et al., 2016). Mutationen des Twist1-Gens sind verantwortlich fir das au-

tosomal-dominante vererbte Saethre-Chotzen-Syndrom (Kress et al., 2006).

Yang et al. beschrieben 2004, dass Twist1 ein Hauptregulator-Gen ist, welches in invasi-
ven lobuldaren Mammakarzinomen tGberexprimiert ist. Eine hohe Twist1-Expression geht
mit einer hohen Tumorinvasion- und Metastasierungsrate einher. Unter dem Einfluss
einer Hochregulation des Transkriptionsrepressors Twistl kommt es zu einer verander-
ten Genexpression. Solche EMT-induzierenden Transkriptionsfaktoren binden an die
E-Box Elemente des Promotors von Genen welche fiir E-Cadherin codieren (Yang et al.,
2004). Weitere Studien belegen, dass Twist1 (iber die Repression des E-Cadherins we-
sentlich zur Metastasierung beitragt (Peinado et al., 2007; J. H. Tsai, Donaher, Murphy,
Chau, & Yang, 2012; Yang et al., 2004). Eine neuere Studie von Shamir et al. zeigte, dass
sich bereits eine erhohte Twist1-Expression auf Gene auswirkt, welche die Zell-Matrix-

Adhasion regulieren (Shamir et al., 2014).

Die Verminderung der E-Cadherin-Expression fiihrt zum Verlust der Zell-Zell-Adhasion.
Tumorzellen werden motil und transformieren zu mesenchymalen Zellen, was zur

Metastasenbildung fiihren kann (Y. Kang & Massague, 2004; Yang et al., 2004). Auch
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wahrend der Tumorinitiation soll Twist1 eine bedeutende Rolle spielen, da auch im DCIS

bereits Twist1-Expressionen detektiert wurden (Ansieau, 2013; Pang et al., 2014).

Insgesamt wird die Bedeutung der Twist1-Expressionslevel kontrar diskutiert. Zum einen
wird eine starke nukledre Twist1-Expression in Mammakarzinomen mit einer schlechten
Uberlebensrate assoziiert (Soini et al., 2011), und zum anderen wird postuliert, dass
Twist1l-negative Mammakarzinome ebenso mit einer schlechten Prognose einhergehen
kénnen (Drasin et al., 2011; Montserrat et al., 2011). In der Metastase ist die MET abge-
schlossen und man hat wieder den vollen epithelialen Phanotyp. Daher wird in ihr kein
Twist1, kein Vimentin, jedoch E-Cadherin exprimiert (J. H. Tsai et al., 2012). Einen mog-
lichen Erklarungsversuch bietet die Arbeit von Schmidt et al. Sie konnten in ihrer Arbeit
aufzeigen, dass ein Teil der immortalisierten humanen Mammaepithelzellen mit indu-
zierbarem Twist1-Konstrukt (HMLE-Twist1-ER-Zellen), durch eine transiente Twist1-Ak-
tivierung persistierende stammzelldhnliche Eigenschaften erwerben, nachdem sie einen
mesenchymalen-epithelialen Transformationsprozess durchlaufen haben. Durch den Er-
werb von epithelialen und zugleich mesenchymalen Eigenschaften erklaren sie auch das
invasive Wachstumsverhalten. Die anschlieBende Twist1-Inaktivierung lberpriften sie
mittels der Wnt5a-Expression. Die erfolgreiche Twist1-Deaktivierung korrelierte mit ei-
nem niedrigen Wnt5a-Spiegel (Schmidt et al., 2015). Shi et al. zeigten im Jahr 2014 eine
mogliche Interaktion eines Komplexes von Twistl (Twist/BRD4/P-TEFb und RNA-Pol Il)
am Enhancer/Promotor von Wnt5a, wodurch es hier durch die Induktion von Twist1 zur
erhohten Wnt5a Expression kommt, welche wahrend der EMT die Tumorigenitdt von

Mammakarzinomzellen vorantreibt (Shi et al., 2014).

Wie allerdings Twist1 wahrend der Tumorgenese aktiviert wird, bleibt weiterhin unklar

(Y. Kang & Massague, 2004).

Ungeachtet davon kénnen die genannten Transkriptionsfaktoren auch zu einer veran-
derten Expression spezifischer microRNAs (miRNAs) fihren, welche wiederum zu einer
veranderten Genexpression fihren (Kalluri & Weinberg, 2009), daher befasst sich fol-

gender Abschnitt mit der Biogenese und Funktion der microRNAs.
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1.4 microRNAs

MicroRNAs (miRNAs) sind kleine, endogene, einzelstrangige, nicht-kodierende Ribonuk-

leinsduremolekiile mit einer Lange von etwa 22 Nukleotiden (Ambros, 2004).

Die erste kleine regulatorische RNA, lin-4, wurde im Jahr 1993 bei der Erforschung des
Nematoden Caenorhabditis elegans (C. elegans) entdeckt, die einen negativen Einfluss

auf das Gen lin-14 ausibt (R. C. Lee, Feinbaum, & Ambros, 1993).

1.4.1 Biogenese von miRNAs

In folgender Abbildung ist die Synthese der miRNAs dargestellt.
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Abb. 4: Biogenese von miRNAs (Bildquelle: (Garzon, Marcucci, & Croce, 2010))
Dargestellt ist der mehrstufige Reifungsprozess einer microRNA.

Der Reifungsprozess einer miRNA erfordert mehrere Schritte (Garzon et al., 2010):

a) Im Zellkern werden miRNAs vorerst durch die RNA-Polymerase Il in eine lange pri-
mary precurser miRNA (pri-miRNA, Primartranskript) transkribiert.

b) Ebenso wie bei der mRNA findet hier eine Prozessierung statt, dadurch weisen
pri-miRNAs sowohl eine Cap-Struktur am 5’Ende als auch einen Poly-A-Schwanz am

3’Ende auf. Introns werden herausgeschnitten (Splicing). Sie bilden unvollstandige
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c)

d)

e)

f)

g)

h)

Haarnadelstrukturen (Stemloops). Diese werden von einem Proteinkomplex, dem
Microprozessor, bestehend aus Drosha und DGCR8/Pasha erkannt und gebunden.
Die Ribonuklease Drosha schneidet diese Haarnadelstruktur heraus, sodass eine
precurser-miRNA (pre-miRNA) entsteht, welche sich aus 60-80 Nukleotiden zusam-
mensetzt.

Diese pre-miRNA wird mittels Exportin5 aus dem Nucleus ins Zytoplasma transpor-
tiert.

Hier erkennt das RNAse Enzym Dicerl die doppelstrangige RNA-Struktur und wird
aktiv. Es schneidet sie so, dass eine doppelstrangige miRNA-Sequenz (miRNA-
Duplex) entsteht. Die einzelstrangige miRNA (mature miRNA) entsteht dadurch, dass
die nicht benoétigte Sequenz von dem miRNA-Duplex abgetrennt wird.

An diese einzelstrangige mature miRNA kann nun der RNA-induced silencing complex
(RISC) binden.

Dieser RISC-Komplex reguliert nun iber zwei Mechanismen die Expression der mess-
enger RNA (mRNA). Die mRNA ist eine einzelstrangige RNA, welche spater als Mat-
rize der Proteinbiosynthese dient.

Bei einer hohen Komplementaritdt der miRNA in der 3’ untranslatierten Region der
Ziel-mRNA leitet der RISC-Komplex eine Degradation der mRNA ein.

Bei einer partiellen komplementdren Bindung der Basensequenz der miRNA und

mMRNA wird die Translation und somit die Proteinbildung gehemmt.

Im Vergleich zu gewdhnlichen RNA-Strangen, codieren miRNAs nicht fiir ein Protein,

kénnen aber durch ihre hohe Basenpaarung vor allem in der 3’UTR (untranslatierte Re-

gion) einer mRNA des betroffenen Gens die Expression des Proteins posttranskriptionell

steuern. Sie kénnen die Genexpression unterdriicken und verhindern dadurch deren

Translation (Bartel, 2009; Y. B. Lee et al.,, 2009; Lin & Gregory, 2015; Wienholds &

Plasterk, 2005). In anderen Studien ist auch bekannt, dass miRNAs ebenso in der 5’UTR

binden kénnen (Grey et al., 2010; I. Lee et al., 2009).

Durch ihr Bindungsmuster in der 3’UTR kdnnen miRNAs als negative Regulatoren in der

Proteinexpression agieren (Bushati & Cohen, 2007). Weiters belegen zahlreiche Studien,
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dass miRNAs eine regulatorische Funktion auf die EMT ausiiben kdnnen (Chan & Wang,

2015; Zou, Liu, Gong, Hu, & Zhang, 2017).

So spielen miRNAs, wie hsa-miR-199a und hsa-miR-214, welche in dieser Doktorarbeit
untersucht wurden, auch eine mogliche Rolle in der Tumorprogression (Y. B. Lee et al.,
2009). Bereits 2009 zeigten Lee et al. in ihren Studien, dass wahrend der Embryogenese
Twist1 diese beiden miRNAs steuern kann. Die Gene der beiden miRNAs liegen innerhalb
des Introns des Dynamin-3 Gens. Twistl kann durch die Bindung an die E-Box dieser
Region die Expression des Transkripts steuern aus dem diese beiden miRNAs resultieren.
Durch eine Twist1-Inhibierung kam es zu erniedrigten Expressionen von miR-199a und
miR-214. Die Studie zeigt, dass Twistl unter physiologischen Bedingungen das miR-
199a/214 Cluster steuern kann (Y. B. Lee et al., 2009).

Im Jahr 2013 konnten weitere Studien, wie die von Baumgarten et al. zeigen, dass
Twist1- und hsa-miR-199a- und hsa-miR-214-Expression korrelieren. In dilatativen Kar-
diomyopathien war sowohl die Twist1 Expression (43 %) wie auch die Expression von
hsa-miR-199 (rund 38 %) und hsa-miR-214 (rund 41%) reduziert (Baumgarten et al.,
2013).

Die miRNAs hsa-miR-199 und hsa-miR-214 spielen auch bei der Progression des
Mammakarzinoms eine Rolle und werden in DCIS und Karzinomen vom NST-Typ diffe-
renziell exprimiert (Schultz et al., 2013; Schultz et al., 2010). Beide miRNAs sind im NST
im Vergleich zum DCIS (iberexprimiert (Schultz, Bartsch, Sotlar, Petat-Dutter, et al.,
2011). Zusatzlich konnte im Rahmen der Dissertation von Dr. med. Harald Bartsch ge-
zeigt werden, dass es durch eine Inhibition beider miRNAs zu einer markanten Reduk-
tion der Invasivitat der aggressiven Mammakarzinomzellen, wie MDA-MB-231 (Chavez,
Garimella, & Lipkowitz, 2010) und TMX2-28, fiihrte (Bartsch, 2016). Andererseits kénnen

andere miRNAs auch als Tumorsuppressoren agieren (Pal & Pal, 2013).
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1.5 BRCA1 (BReast CAncerl)

1990 wurde von Hall et al. erstmals das BRCA1-Gen auf dem langen Arm des Chromo-
soms 17921 lokalisiert (Hall et al., 1990). Vier Jahre spater wurde es von Miki et al. klo-
niert. Es setzt sich aus 24 Exons zusammen von denen 22 fiir ein Protein mit einem Mo-
lekulargewicht von rund 220 kDa codieren, welches aus 1863 Aminosduren besteht

(Miki et al., 1994).

BRCAL ist ein nukledres Phosphoprotein, welches eine bedeutsame Rolle in der Auf-
rechterhaltung der genomischen Integritat spielt und als Tumorsuppressor fungiert. Es
ist an der DNA-Reparatur von Doppelstrangbriichen beteiligt, verhindert ein unkontrol-
liertes Zellwachstum, leitet die Apoptose ein und reguliert Transkriptionsfaktoren (Arizti
et al., 2000; Boulton, 2006; Kreienberg, Moebus, Jonat, & Kiihn, 2011; Miki et al., 1994;
Wu, Koike, Takeshita, & Ohta, 2008).

Das BRCA1-Protein hat mehrere funktionelle Domanen (Abb. 5 B)(S. L. Clark, A. M.
Rodriguez, R. R. Snyder, G. D. Hankins, & D. Boehning, 2012), welche mit zahlreichen
Proteinen, die selbst wiederum Tumorsuppressoren sind, interagieren und Komplexe
bilden (Silver & Livingston, 2012), um geschadigte DNA zu reparieren (C.-X. Deng, 2006;
Jhanwar-Uniyal, 2003).

Im N-terminalen Bereich (Exone 2-7) liegt eine Zink-Finger Domane, die fir die E3-
Ubiquitin-Ligasen Aktivitat von BRCA1 zustandig ist. Dieser Bereich interagiert mit wei-
teren Proteinen, wie BARD1 (BRCA1-Associated RING Domain), BAP1 und E2F1 (C. X.
Deng & Brodie, 2000).

Am C-terminalen Ende in den Exons 16-24, liegt die zweifach besetze BRCT(BRCA1-C-
Terminal)-Domane. Sie ist eine Phosphoprotein-bindende Doméne, welche direkt mit
weiteren Tumorsuppressorgenen wie p53, BRCA2 und RNA Pol Il interagiert (S. L. Clark,
A. M. Rodriguez, R. R. Snyder, G. D. V. Hankins, & D. Boehning, 2012).
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Abb. 5 A und B: Mutationsrate (A) und funktionelle Domdnen (B) von BRCA1 (modifi-
zierte Abbildung aus (Serena L. Clark et al., 2012))

Mit 3426 bp macht das Exon 11 den groRten Anteil (60 %) von BRCA1 aus (El Khachibi et
al., 2015). Dieser Bereich interagiert mit RAD51. RAD51 ist ein Reparaturprotein, das
ebenso an DNA-Doppelstrangbriichen beteiligt ist (Scully et al., 1997).
In den Exons 2 bis 7, 11 bis 13 und 16 bis 24 sind die haufigsten Mutationen zu beobach-
ten (Abb. 5 A) (Serena L. Clark et al., 2012). Solche Mutationen kénnen Folgen von Inse-
rtionen, Deletionen, Rasterverschiebungen oder Basensubstitutionen sein (Jhanwar-

Uniyal, 2003).

Keimbahnmutationen im BRCA1-Gen erhdhen das Risiko einer genetischen Instabilitat.
Ein einziger (funktioneller) Allelverlust muss nicht obligat zur Tumorprogression fiihren,
sondern erhoht lediglich das Erkrankungsrisiko. Bei einer zusatzlichen Mutation des
zweiten Allels (Loss of Heterozygosity, LOH “) fihrt dies laut der Knudsons-Zweischritt-
Hypothese zur kompletten Inaktivierung des Gens und somit zur Entwicklung eines

Mammakarzinoms (Knudson, 1971).

Ein alternativer Mechanismus einer Inaktivierung dieses Gens wird auch der Hyper-

methylierung des BRCAI-Promotors zugesprochen. Hier kommt es folglich zur
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verminderten Expression dieses Gens. Darunter fallt die Gruppe der sporadisch auftre-

tenden Mammakarzinome (Esteller et al., 2000).

Annahernd 5 % aller Mammakarzinome sind auf eine Keimbahnmutation des BRCA1 und
BRCA2 Gens zuriickzufiihren (ACOG Committee on Practice Bulletins, 2009; Apostolou,
2013; Schlehe & Schmutzler, 2008).

BRCA1-Mutationstragerinnen wird eine frihzeitige (prédmenopausale) Ovarektomie
empfohlen. Dies wiirde das Brustkrebsrisiko auf beinahe 50 % reduzieren (Domchek &
Rebbeck, 2007; Eisen et al., 2005; Gorski, Kennedy, Hosey, & Harkin, 2009). BRCA1-Mu-
tationstrdgerinnen gehen mit einer schlechten Prognose und hoher Metastasierungs-
rate einher. Rund 85 % davon erkranken hdochstwahrscheinlich an einem Mammakarzi-
nom und bis zu 50 % an einem Ovarialkarzinom (Meind| et al., 2011). Charakteristisch
ist ein frilhes Erkrankungsalter. Bei diesen genetisch bedingten Mammakarzinomen
handelt es sich auch haufig um tripel-negative Mammakarzinome (engl.: triple negative
breast cancer, TNBC). TNBC exprimieren weder die Hormonrezeptoren Estrogen (ER)
und Progesteron (PR) noch Human Epidermal Growth factor-2 (HER2) (Kreienberg et al.,
2011).

Tumorsuppressoren, wie das BRCA1, kdonnen die Aktivierung des EMT-Programms
(siehe Kapitel 1.2.1, Typ 3) unterdriicken und somit auch die Entstehung eines
Mammakarzinoms. In den Untersuchungen von Bai et al. konnte gezeigt werden, dass
durch heterozygote Keimbahnmutationen von BRCA1 die Transkriptionsfaktoren der
EMT und dadurch die EMT aktiviert wird. Weiters stellten sie fest, dass in Keimbahnmu-
tationstragerinnen die Aktivierung dieser Transkriptionsfaktoren in den Epithelzellen
der Mamma bereits vor der Tumorinitiation stattfindet. Zusammenfassend erklarten sie,
dass es Uber die Bindung von BRCA1 an die Promotorregion von Twist1 zur Inhibierung
der Twist1-Transkription kommt. Dies belegten auch ihre qPCRs (quantitative Polymera-
sen-Kettenreaktion) in denen der mRNA-Spiegel von BRCA1 invers mit der Twist1-Ex-

pression korrelierte (Bai et al., 2014).
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2  Zielsetzung der Arbeit

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass eine transiente

Twist1-Aktivierung in Zelllinien zu einer Suppression von BRCA1 fiihrt.

Diese Doktorarbeit untersucht einen moglichen Mechanismus (Abb. 6), wie es durch
Twist1 induzierte, microRNA-vermittelte Suppression von BRCA1 zu einer Induktion der
epithel-mesenchymalen Transition (EMT) kommen kann. Hierbei wurde der Einfluss der

microRNAs hsa-miR-199a-5p und hsa-miR-214 auf BRCA1 analysiert.
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Abb. 6: Médégliche Interaktion von BRCA1, Twistl und der beiden microRNAs
hsa-miR199a-5p und hsa-miR214

Fragestellung und Abfolge des Vorhabens:

1. Mogliche Einflussnahme einer transienten Twistl-Aktivierung auf BRCA1?
Uberpriifung der Expressionslevel der beiden microRNAs (hsa-miR-199a-5p und
hsa-miR-214) in HMLE-Twist1-ER-Zellen mittels gPCR und Verifizierung des
BRCA1-Proteinlevels mittels Western Blot.

2. Mégliche Einflussnahme einer Uberexpression der beiden microRNAs (hsa-miR-
199a-5p und hsa-miR-214) auf BRCA1-Expression in unterschiedlichen Zelllinien
(MCF-7, HMT-3522-51)?

Uberpriifung mittels gPCR und Verifizierung des BRCA1- Proteinlevels mittels
Western Blot.

3. Mogliche direkte Interaktionen der microRNAs hsa-miR-199a-5p und hsa-miR-

214 auf die 3’UTR von BRCA1?

Uberpriifung mittels eines Luciferase Assays.
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3 Methoden und Material

3.1 Zellkulturbiologische Methoden und Material

3.1.1 Verwendete Zelllinien und Kulturmedium

3.1.1.1 MCF-7 Zelllinie

Die humane MCF-7-Brustkrebs-Zellline (= Michigan Cancer Foundation 7) wurde 1970
an der Michigan Cancer Foundation aus einem malignen Pleuraerguss einer neunund-
sechzig Jahre alten Kaukasierin gewonnen, welche an einem Adenokarzinom der
Mamma erkrankt war (Soule, Vazquez, Long, Albert, & Brennan, 1973). Die MCF-7 Zell-
linie wurde als nicht-invasives Mammakarzinom klassifiziert (Soule et al., 1973) und ist
in vitro durch die gute epitheliale Differenzierung, die E-Cadherin-Expression und der
Ostrogenrezeptor-Expression ein gutes Modell fiir die Mammakarzinomforschung. Zu-
gabe von Ostrogen zum Zellmedium bewirkt eine Proliferation der Zellen und kann als
Modell fiir Frihstadien von Mammakarzinomen herangezogen werden (Sommers,

Byers, Thompson, Torri, & Gelmann, 1994).

GemaR der Einteilung nach ihrem Genexpressionsprofil zahlt diese Zelllinie zum mole-
kularen luminal-A Subtyp und ist zu den niedrig invasiven Mammakarzinomzelllinien zu-
zuordnen (Lacroix & Leclercqg, 2004). Nach dieser Zuordnung ist sie Ostrogenrezeptor
(ER) positiv (Holliday & Speirs, 2011) und Progesteronrezeptor (PR) positiv (Dai, Cheng,
Bai, & Li, 2017; L. W. Engel & Young, 1978). Ebenso wurden bereits einige Studien mit
dieser Zelllinie im Zusammenhang einer Twist1-Uberexpression durchgefiihrt, wodurch
eine EMT induziert werden konnte (Mironchik et al., 2005; Wang, Liu, Ying, Lin, & Zhou,
2016). Eine voriibergehende Uberexpression des Transkriptionsfaktors Twist1 fiihrt zur
morphologischen Veranderung des luminalen Typs zu einem basal-ahnlichem Phanotyp

(Wang et al., 2016).

Auf Grund der genannten Eigenschaften, wurde diese Zelllinie von uns als Analogie zum

DCIS fiir die Untersuchung verwendet.

Die MCF-7 Zellen wurden freundlicherweise von Prof. Dr. rer. nat. Hans Neubauer

(Heinrich-Heine-Universitat, Frauenklinik, Diisseldorf) zur Verfligung gestellt.
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Kulturmedium: RPMI 1640 ohne Phenolrot (Biochrom, #F1275), 10 % Fetal Calf Serum
(Biochrom, #50115), 25 mM Hepes (Sigma-Aldrich, #H0887) und 1% (v/v) Penicillin —
Streptomycin (Biochrom, #12143)

3.1.1.2 Hela Zelllinie

Als Positiv-Kontrolle bei Western Blots und qPCRs wurde die HPVTyp 18 positive Hela —
Zelllinie (Henrietta Lacks) verwendet (Skloot, 2010). lhren Namen erhielt diese Zelllinie
von einer 1951 verstorbenen Frau mit einem zervikalen Adenokarzinom namens
Henrietta Lacks. Aus dieser Zervixbiopsie wurde schlieBlich von Dr. Gey die erste

menschliche immortalisierte Zelllinie etabliert (Lucey, Nelson-Rees, & Hutchins, 2009).

Diese Zelllinie wurde von American Type Culture Collection (ATCC) CCL 2, Rockville,

Maryland, USA bezogen und nach dessen Protokoll in Kultur genommen.

Kulturmedium: RPMI 1640 mit Phenolrot (Biochrom, #F1275), 10% Fetal Calf Serum
(Biochrom, #50115)

3.1.1.3 HMT-3522-S1

Als eine weitere nicht-maligne humane Mammaepithelzelllinie wurde die HMT-3522-S1
Zelllinie verwendet. Sie ist im Gegensatz zur MCF-7 Zelllinie, eine 6strogenrezeptorfreie
und somit auch nicht durch Ostradiol stimulierbare, nicht-tumorigene benigne Mamma-
epithelzelllinie, welche aus einem fibrozystischem Mammagewebe gewonnen wurde.
Sie ist von einem epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) abhangig. Eine Mutation am Co-
don 179 fiir p53 konnte ebenso nachgewiesen werden (Briand, Petersen, & Van Deurs,
1987; Vidi, J Bissell, & A Lelieévre, 2013). Sie zahlt durch ihr Genexpressionsprofil zum
basaldahnlichem Subtyp und ist demnach ER und HER2 negativ (Rizki et al., 2008)

Diese Zellen wurden von ECACC (European Collection of Authenticated Cell Cultures,

#98102210, lot 08J002) bezogen und nach dessen Protokoll in Kultur genommen.

Kulturmedium: DMEM/Ham's F12 (1/1) + 2 mM Glutamine (Biochrom, #FG4815),
250 ng/ml Insulin (Sigma, #10516), 10 ug/ml Transferrin (Sigma, #T8158), 10E-8M sodium
selenite (Sigma, #55261), 10E-10M 17 beta-estradiol (Sigma, #E2758), 1 mg/ml hydro-
cortisone (Biochrom, #K3520), 5 ug/ml ovine prolactin (Sigma, #L6520-250°IU) und
20 pg/ml EGF (Sigma, #E5036)

3.1.1.4 HMLE-Twist1-ER-Zelllinie (Humane immortalisierte Mammaepithelzelllinie)

Die HMLE-Twist1-ER Zelllinie ist eine hormonrezeptornegative immortalisierte Zelllinie

(Elenbaas et al., 2001), welche retroviral mit einem Twist1-Konstrukt (pWZL-Twist-ER-
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Vektor) transduziert (Casas et al., 2011) wurde. Hierbei ist Twistl an einen mutierten
Ostrogenrezeptor gebunden und kann zur Induktion einer EMT durch 4-Hydroxytamoxi-
fen aktiviert werden (Casas et al., 2011; Mani et al., 2008; C. Scheel et al., 2011).

Diese, bereits mit dem Expressionsvektor transduzierte HMLE-Twist1-ER Zelllinie, wurde
freundlicherweise von Frau Prof. Dr. med. Christina Scheel vom Institut fir Stammzell-
forschung, Helmholtz Zentrum Miinchen, zur Verfligung gestellt.

Kulturmedium: Mammary Epithelial Cell Growth Medium (PromoCell GmbH,
Heidelberg, Deutschland #C-21010), Trypsin/EDTA (0,05 % Trypsin/ 0,02 % EDTA,
Biochrom, #12143), Trypsininhibitor (1%) (Biochrom, #L2181) (1/10 in PBS = 0,1%
(Biochrom, #L1825) und Penicillin Streptomycin (Biochrom, #A2113)

Tamoxifenstimulation:

Mittels Tamoxifenzugabe ldsst sich Twistl in HMLE-Twist1-ER Zellen aktivieren. Hierzu
wurde je einmalig die 4-Hydroxytamoxifen-Stocklosung (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland) von 0,2 mM auf eine 20 nM Konzentration (1:10000) mit Ethanol verdiinnt
und 0,5 pl davon zu 5 ml zum Arbeitsmedium hinzugefiigt um das ER-induzierbare

Twist1-Konstrukt zu aktivieren (Schmidt et al., 2015).

Die Versuche mit den unterschiedlichen Zeiten der Tamoxifenstimulation (24 Stunden,
48 Stunden, 72 Stunden) wurden in Triplets in biologischen Replikaten durchgefiihrt. Die
,Ernte” der kultivierten Zellen erfolgte nach 24-stiindiger, 48-stlindiger oder nach 72-
stindiger Tamoxifenbehandlung. Da der gréRte Effekt nach 72 Stunden zu erwarten
war, wurde ein weiteres biologisches Replikat angelegt. Fir die weitere Verwendung
wurde jeweils zu den genannten Zeiten zum einen RNA (siehe 3.2.1) und zum anderen

Proteine (siehe 3.1.6) isoliert.

3.1.1.5 H1299 Zelllinie

Die H1299-Zelllinie (ATCC® CRL-5803™) ist eine adhirente humane, p53-negative Lun-
genkarzinomzellline. Sie wurde freundlicherweise von Prof. Dr. rer. nat. Heiko

Hermeking zur Verfliigung gestellt. Die Kultivierung erfolgte analog der MCF-7-Zelllinie.

3.1.2 Zellkultur

Kryokonservierte Zellen (aus dem Stickstofflager (-80 °C)) wurden fir 2 min im Wasser-

bad bei 37°C aufgetaut. Diese wurden dann in ein mit 5 ml vorgewarmten Medium
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gefilltes Falcon Gberfuhrt und anschliefend fir 5 min bei 1100 Umdrehungen pro Mi-
nute zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt und das Zellpellet mit 5 ml jeweili-
gem Zellkulturmedium resuspendiert. Nach Uberfiihrung in eine T25 Zellkulturflasche,

wurde diese in den Brutschrank gestellt.
Die Inkubation aller Zellkulturen erfolgte bei 37°Cund 5 % CO;,

Es wurden hierzu Zellkulturflaschen (T25 Firma Sarstedt) verwendet.

3.1.3 Passagieren der Zellen

Um die Kulturzellen nicht an ihrem Wachstum zu hindern, missen die Zellen, sobald sie
eine gewisse Konfluenz erreicht haben, passagiert werden, da nach gewisser Zeit die
Nahrstoffe des Mediums aufgebraucht sind und Stoffwechselprodukte entstehen, die
toxisch wirken kénnen. AuBerdem wiirden sie in die Go-Phase geraten und sich nicht
weiter vermehren (Gstraunthaler & Lindl, 2013a). Die Passagierung erfolgte, sobald circa
80 % des Flaschenbodens bedeckt waren. Sie erfolgte nach 2 bis 3 Tagen und der Medi-

umwechsel nach ungefahr 7 Tagen.
Die Arbeit erfolgte wieder in Zellkulturflaschen (T25) der Firma Sarstedt.

Zuerst wurden 5 ml des Mediums aus der Flasche abgenommen. AnschlieBend erfolgte
ein dreimaliger Waschschritt mit je 1 ml PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)
(Biochrom, #L1825), welches wieder abgenommen wurde. Durch diese phosphatgepuf-
ferte Salzlésung werden noch Reste des Mediums von den Zellen abgespilt, damit die

nachfolgende Trypsinldsung besser einwirken konnte (Gstraunthaler & Lindl, 2013b).

Die Trypsinierung (Boxberger, 2013) ist eine weit verbreitete Methode um adharente
Zellen vom Flaschenboden zu |6sen. Hierfur wurde 1 ml Trypsin (0,05 % Trypsin/EDTA-
Losung, Biochrom, #L2143) hinzugefiihrt, geschwenkt und fir nur 3 Minuten bei 37 °C
und 5 % COzinkubiert. Durch die kurze Einwirkzeit von Trypsin werden nur extrazelluldre
Proteine gespalten, sodass die Zellen erhalten bleiben. EDTA, ein Ca?* Chelator |6st hier-
bei die Zell-Zell-Verbindungen. Die abgekugelten Zellen sitzen danach nur mehr punkt-
formig am Flaschenboden auf. Daher konnten die zuvor adhdrenten Zellen, durch vor-
sichtiges Abklopfen der Flasche, vom Flaschenboden geldst werden. Die Trypsinierung
wurde durch 1 ml FCS-haltiges Medium/Trypsininhibitor (Biochrom, #L2181) inhibiert

beziehungsweise die Proteolyse gestoppt. In weiterer Folge wurden die Zellen in ein
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15 ml Falcon Uberfiihrt und bei 5 Minuten und 1100 Umdrehungen pro Minute in die
Zentrifuge gestellt. Durch diesen Vorgang setzten sich die Zellen (Pellet) am Boden fest
und der Uberstand konnte abgekippt werden. Das Pellet wurde vorsichtig mit dem Me-
dium wieder resuspendiert, in eine Kulturflasche tberfihrt und wieder zuriick in den

Brutschrank gestellt.

3.1.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahlung erfolgte mit der Neubauer-Zahlkammer, einem optischen Prazisionsge-
rat, welche mit einem Hamocytometer versehen ist. Die Zahlung vor jeder Einsaat ist
insofern wichtig, um eine definierte Zellzahl einzusetzen und so die Wachstumsge-

schwindigkeit und weitere Arbeitsschritte genauer kontrollieren zu kénnen.

Da ausschlieRlich vitale Zellen gezahlt werden, wurde zum Anfarben Trypanblau (Sigma-
Aldrich, Deisenhofen) verwendet. Tote Zellen erscheinen dabei unter dem Mikroskop

tiefblau, wahrend vitale Zellen heller erscheinen.

Zuvor mussten die adhdrenten Zellen einer Trypsinierung unterzogen werden. Dazu
wurden die Giberfiihrten Zellen fiir 5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert, der Uberstand

abgenommen und mit 500 pl Zellmedium resuspendiert.

45 ul Trypanblau wurde hierfiir in einer Wellplatte vorgelegt und anschlieend 5 ul der
Zellsuspension zugegeben (1:10). 5 pl Trypanblau-Zellsuspension wurde fiur die Befil-
lung der Zahlkammer verwendet. Die Kammer, bestehend aus neun groRen Quadraten,
wurde unter das Mikroskop mit 10-fach-Objektiv gelegt. Aus den vier groBen Quadraten,
die je 0,1 ul fassen, werden jeweils die vitalen Zellen gezahlt und daraus der Mittelwert
errechnet. Aus der Summe der 4 GroRBquadrate x 10° errechnet sich die Zellzahl pro ml.

Die Multiplikation mit 10* ergibt die Zellkonzentration pro ml.

3.1.5 Stabile Transduktion mittels lentiviraler Vektoren

Uber die virale Transduktion werden unter Verwendung von Lentiviren Nukleinsiuren
in die Zellen transferiert.
Die stabile lentivirale Transduktion von MCF-7 und HMT-3522-S1 Zellen mit hsa-miR-
199a-5p und hsa-miR-214 wurde in enger Zusammenarbeit mit Frau Dr. rer. nat. Karina
Petat-Dutter (AG Sotlar) durchgefiihrt, da es sich um gentechnische Arbeiten der Sicher-
heitsstufe 2 (S2) handelt.
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Fir die jeweilige Uberexpression oder Knock-Down der beiden miRNA hsa-miR199a-5p
und hsa-miR214 wurde ein lentiviraler Plasmidvektor im gebrauchsfertigen viralen Par-
tikelformat von abmGood (http://www.abmgood.com) bezogen. Die lentiviralen
microRNA-Precursor-Vektoren exprimieren humane microRNA-Vorlaufer in ihrem nati-
ven Sequenzkontext, was eine korrekte Verarbeitung zu reifen microRNAs sicherstellt.
Das hemmende miRNA-Lentivirus wirkt durch Expression von anti-sense-microRNAs (in
siRNA-Form). Die verwendeten Vektoren sind aus der folgenden Tabelle 2 zu entneh-

men.

Tabelle 2: Vektoren, welche von Firma abmGood bezogen wurden

*  GFP hsa-mir-199a-1 5p only lentivirus (benutzerdefiniertes Konstrukt)
* Inhibitor hsa-miR-199a-5p Lentivirus (#mh35296)

*  GFP hsa-mir-214 Lentivirus (#mh15286)

* Inhibitor hsa-miR-214 Lentivirus (#mh35340)

e plLenti-lll-mir-GFP-Blank (Control) (#m002)

e plLenti-lll-mir-Off-Blank (Control) (#m008)

Die Transduktion erfolgte nach Angaben des Herstellers von abm® unter Verwendung
von Polybrene (Hexadimethrine bromide, Sigma-Aldrich, # H9268) in einer Endkonzent-

ration von 2 pl/ ml.

Eine 30%ige Konfluenz der Zellen waren ausreichend fiir eine erfolgreiche Transduktion.
Unter Konfluenz ist die Zelldichte, beziehungsweise inwieweit die Oberflache des Zell-

kulturgefalRes von den adharenten Zellen bedeckt ist, zu verstehen.

Die Inkubation erfolgte fiir maximal 12 Stunden bei 37 °C und in einer Atmosphére mit
5%igem CO,-Anteil.

Zur Selektion der stabil transduzierten Zellen wurde Puromycin (Sigma P8833-10 mg)

unter folgender Konzentration verwendet:

MCF-7: 1,5 - 2,0 ug/ ml
HMT-3522-S1: 1,0 ug/ ml

3.1.6 Proteinextraktion von adhdrenten Zellen

Um die Proteinexpression von BRCA1 analysieren zu kdnnen, miissen zuvor die Proteine
aus den Zellen isoliert werden. Die Proteinextraktion erfolgte nach einem hausinternen
Protokoll: Das Kulturmedium wurde vorsichtig unter sterilen Bedingungen unter der
Zellkultur-Hood abpipettiert. AnschlieBend dreimal mit je 1 ml warmen 0,89%igen NaCl

gewaschen und wieder abgenommen. Nach Zugabe von 70 ul Lysispuffer zu den T25
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Flaschen konnten die Zellen mit einem Zellschaber gelost werden und zusammen mit
dem Lysispuffer in ein 1,5 ml groBes Eppendorfgefall Gberfihrt werden. Der Lysis-Puffer
wurde zuvor im Verhaltnis von 1:100 aus ProteoBlock (Protease Inhibitor cocktail,
Fermentas, #R1321) und Proteolet (Fermentas, #K0311) vorbereitet.

AnschlieBend wurden die Eppendorfgefalie fir 30 Minuten bei 4°C im Kihlraum im Ka-

russellmischer (Fa neolLab, Heidelberg, Deutschland) gemischt.

Weiters erfolgte die Zugabe der Benzonase (Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland,
#1.01654.0001) (0,025 x Volumen (ul), hierbei wurden die Proben wieder fir 15 Minu-
ten lang gemischt. Danach wurden die EppendorfgefaBe bei 16000 x g fir 15 Minuten
bei 4°C (Eppendorf Centrifuge 5415 R) zentrifugiert. Der Uberstand mit den herausge-

I6sten Proteinen wurde dann in ein neues Eppendorfgefald (iberfiihrt.

Die Proteinlysate wurden immer bei -80°C bis zur Weiterverwendung zwischengelagert.

3.1.7 Proteinkonzentrationsbestimmung

Damit spater im Western Blot immer dquivalente Proteinmengen aufgetragen werden,
muss zuvor von den gewonnenen Lysaten die Konzentration bestimmt werden.

Zur quantitativen Proteinbestimmung wurde die photometrische Methode nach Lowry
verwendet (Lowry, Rosebrough, Farr, & Randall, 1951). Sie beruht auf zwei Reaktionen.
Die erste Reaktion ist die Biuret-Reaktion, hier bildet sich ein blauvioletter Komplex zwi-
schen den Peptidbindungen und Kupferionen in alkalischer Lésung. Diese unterstiitzt die
Reduktion der gelben Folin-Ciocalteau Reagenz zu Molybdanblau. Diese Blaufarbung

wird schlieBlich zur quantitativen Proteinkonzentration genutzt.

Das BSA-Proteinstandard-Set (Bio-Rad, #500-0207) wurde auf Raumtemperatur ge-
bracht und gemischt. Wahrenddessen wurden die Proteinlysate auf Eis aufgetaut und

zart gemischt.

Zuerst wurde Reagenz A’ bestehend aus 1 ml Reagenz A und 20 pl Reagenz S (DC Protein
Assay, Bio-Rad, #500-0116) vermischt. Danach wurde in einer ELISA Platte (TPP, #92696)
jeweils 25 pl der Reagenz A’ pro Probe vorgelegt. Danach wurde jeweils 5 pl des Protein-
lysats und 5 pl des Standards vorgelegt.

AnschlieBend wurden 200 pl vom Reagenz B (DC Protein Assay, Bio-Rad, #500-0116) je

Well zugefiigt und nachher leicht geschittelt. Die Inkubationszeit betrug circa 30
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Minuten bei 37 °Cin der Dunkelheit auf der Warmeplatte (Meday Nagel GmbH, Kiel). Im
Anschluss wurde die Platte auf Raumtemperatur gebracht. Es wurden jeweils Doppelbe-
stimmungen sowohl der Proben als auch der Standards durchgefiihrt. Die Proteinkon-
zentrationsmessung erfolgte am Elisa Reader (Varioskan) mit der Thermo Scientific
Skanlt® Software for Varioskan® Version 2.4.3 bei 750 nm. Die Konzentration wurde
nach der Formel (Konzentration = (Steigung x OD) + Achsenabschnitt) im Excelprogramm

unter der Verwendung einer Eichkurve der Proteinstandards (Abb. 7) berechnet.

Eichkurve
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Abb. 7: Beispiel einer Eichkurve

OD = optische Dichte

Zur Erklarung: Beispielsweise bei einer OD von 0,2 hat man die Konzentration von 1 pg/
ml.

3.1.8 Uberpriifung der Proteinexpression mittels Western Blot

Der Western Blot dient zum immunologischen Nachweis von Proteinen. Dieses Verfah-
ren wurde verwendet um den Gehalt und Veranderungen des Proteins BRCA1 zu visua-
lisieren. Auf Grund des groRen Molekulargewichts des zu untersuchenden Proteins von
BRCA1 (220 kDa) wurde das Tankblot-Verfahren (Nass-Blot-Verfahren) verwendet.

Als Ladekontrolle und zugleich ,,Housekeeping“-Gen wurde B-Aktin verwendet, welches
ubiquitar in Zellen exprimiert wird. Diese Ladekontrolle veranschaulicht aulRerdem die
gleichmiRige Beladung der Geltaschen und spiter die korrekte Ubertragung der Prote-
ine auf die Membran. So wurde sichergestellt, dass der Blot funktioniert hat. Weiters
wurde als Positivkontrolle des gesamten Blots die Hela-Zelllinie verwendet. Verwendet

wurde ein 8%iges Gel mit jeweiligem Zell-Lysat-Auftrag von 20 pg pro Laufbahn.

Zuvor wurde das Proteingemisch nach ihrer GroRe iber die SDS-Polyacrylamid-Gelelekt-

rophorese (SDS-PAGE, Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)
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aufgetrennt. AnschlieBend erfolgte die Ubertragung auf eine Tragermembran und zu-
letzt werden diese Proteinbanden durch spezifische primare Antikérper inkubiert und
mit sekunddren Antikérpern visualisiert (Mahmood & Yang, 2012; Schrodel, 2010).

Samtliche verwendete Reagenzien und Puffer sind aus Tabelle 3 sowie die dazugehorige

Firmenliste aus Tabelle 4 zu entnehmen.

3.1.8.1 Probenvorbereitung fiir SDS-PAGE

Die Proteinproben wurden durch Mischung mit dem LB-DTT auf eine einheitliche Kon-
zentration von 20 pg gebracht und anschlieBend fiir 5 Minuten bei 98 °C im Thermo-

cycler (Thermal Cycler 2720, Applied Biosystems) inkubiert.

3.1.9 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Wie bereits erwahnt, muss das Proteingemisch zuvor nach ihrer molekularen Gré3e auf-
getrennt werden. Hierfiir wurde das SDS-PAGE-System nach Laemmli verwendet. Dieses
ist ein diskontinuierliches Gel, bestehend aus einem Sammelgel (siehe 3.1.9.2) mit Ta-
schen fiir die Proben und einem Trenngel (siehe 3.1.9.1). Diese unterscheiden sich durch
ihren pH-Wert, ihrer lonenstarke und durch ihre PorengréfRe. Die Proteinlysate werden
zunachst im Sammelgel konzentriert, bevor sie im Trenngel aufgetrennt werden. Dieses
flihrt zu scharferen Banden und erlaubt groRRere Probenvolumina als in Gelen ohne Sam-
melgel. Uber ein Detergens wie SDS werden alle zu bestimmenden Proteine negativ ge-
laden und konnen anschlieBend nach ihrem Molekulargewicht separiert werden

(Laemmli, 1970).

3.1.9.1 Herstellung eines 8%igen Trenngels

Fir die ProteingrofRe von 220 kDa fiir BRCA1 empfiehlt sich laut der technischen Abtei-
lung der Firma abcam ((https://docs.abcam.com/pdf/events/German-WB-Webinar-15-
Jan.pdf)(Cathrin Zeeck, 22. Januar 2013) (abgerufen am 15.01.2015)) ein 8%iges Gel.

Es wurden fiir zwei Gele 4,8 ml Aqua bidest, 2,5 ml Separations Buffer und 2,6 ml 30%-
iges Acrylamide miteinander vermischt, entgast und mit 100 ul 10%iges APS versetzt.
Dieses wurde sodann zwischen zwei Glasplatten (Abstand 1 mm) (Abb. 8) blasenfrei pi-
pettiert und sofort mit etwas Aqua bidest liberdeckt, um eine gerade Ebene des Gels zu

erhalten. Dies wurde nach ca. 20 min mit Filterpapier wieder abgenommen.
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3.1.9.2 Herstellung eines 4,5%igen Sammelgels

3,05 ml Aqua bidest wurden mit 1,25 ml Stacking Gel-Puffer und 0,66 ml 30%igem
Acrylamide verriihrt, ebenso entgast und anschliefend wurde wieder 25 ul APS hinzu-
gefligt. Dieses Gemisch wurde (iber das Trenngel ebenso wieder blasenfrei pipettiert.

Sogleich wurde dann der Kamm fiir die Taschen eingesetzt. Nach einer Wartezeit von

einer halben Stunde war dieses Gel zur Weiterverwendung einsatzbereit.

Abb. 8: Mini-PROTEAN® Casting Stand der Firma Bio-Rad

Die Gele mit den Ladetaschen wurden in die Elektrophoresekammer des Mini-PRO-
TEAN® Tetra cell tank (Bio-Rad, #1703989) eingespannt, mit 700 ml Running buffer be-
fullt und am Ende wurden die Proben in die Ladetaschen vorsichtig hinein pipettiert. Zur
Bestimmung des Molekulargewichts wurde in die erste Tasche ein Marker (#161-0374,
Bio-Rad) gegeben. Die Auftrennung erfolgte danach unter einer konstanten Spannung
von 40 mA fiir zwei Gele fiir ca. 1,5 Stunden mit der Basic Power Supply von Bio-Rad)

(Abb. 9).
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Abb. 9: Gelelektrophorese im Mini-PROTEAN Tetra Cell System der Firma Bio-Rad

3.1.10 Blotten

Die zuvor aufgetrennten Proteine wurden nun auf eine Membran aus Polyvinylidenflu-

orid (PVDF) mittels Nass-Blot-Verfahren transferiert.

Nach der Elektrophorese wurde das Gel flir 15 Minuten im Transferpuffer (Boratpuffer)
aquilibriert. AnschlieRend wurden die aufgetrennten Proteine bei 100 Volt tiber Nacht,
jedoch fur mindestens 2 Stunden, auf eine PVDF-Membran, welche zuvor mit Methanol
und destilliertem Wasser vorbehandelt wurde, iber das Tank-Blot-Verfahren im Kiihl-
haus transferiert. Danach wurde die Membran mit PBS-Tween fiir je 10 Minuten dreimal
gewaschen und im Anschluss wurden die noch freien Proteinbindungsstellen der Memb-
ran mit Proteinen abgesattigt. Hierzu wurde die PVDF-Membran fiir 1 Stunde in 5%iger

Blockierungsmilch inkubiert.

Hinterher wurde die Membran in die jeweiligen Bereiche, der zu vermutenden Proteine,
wie BRCA1 (ca. 220 kDa) und B-Aktin (ca. 42 kDa) mit einer sterilen Schere getrennt. Die
jeweiligen Membranabschnitte wurden in 50 ml groRen Zentrifugenréhrchen (Firma

Sarsted) mit der jeweiligen Primarantikorperlosung Gber Nacht bei 4°C inkubiert.
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Der Antigen-spezifische Antikorper (Primarantikorper) fir BRCA1 wurde im Verhaltnis
1:1000 und der fiir B-Aktin 1:10000 mit der Blockierungsmilch verdiinnt. Nach abgelau-
fener Inkubationszeit wurden die Membranabschnitte fir drei jeweils zehnminttigen
Waschschritten in Waschpuffer (PBS-T) gewaschen um die eventuell ungebundenen An-

tikdrper zu entfernen.

Die Inkubation mit dem Sekundarantikorper, welcher an Peroxidase gekoppelt ist er-
folgte fir 1 Stunde bei Raumtemperatur auf einem Rollenmischer. Dadurch wird eine

Substratumwandlung katalysiert, bei der eine Chemilumineszenz entsteht.

Sekundarantikorper fiir BRCA1 wurden im Verhaltnis von 1:1000 und fir B-Aktin im Ver-
héltnis von 1:25000 (je anti-mouse) ebenso in 5%iger Blockierungsmilch verdiinnt. Da-
nach wurden die ungebundenen Antikorper wieder durch dreimaliges Waschen zu je 10

Minuten entfernt.

Zur Detektion wurden die Reagenzien 1 und 2 (ECL-System) kurz vorher vermischt und
anschliefend wurde diese auf die Membran aufgetragen und fiir 1 Minute zwischen 2
klaren Folien inkubiert. Uberschiissiges Reagenz wurde vorsichtig herausgewischt. Da-
nach wurde dieses ,Sandwich” in die Belichtungskassette eingelegt und in der Dunkel-
kammer ein Film aufgelegt. Nach 2 bis 10-minutiger Expositionszeit wurde der Film so-
lange in die Entwicklerlosung gelegt, bis die zu erwartenden Banden in den Bereichen
sichtbar waren. Nach kurzem Schwenken im Wasser wurde der Film in Fixierlésung ge-
legt und Reste der Fixierlosung mit Wasser entfernt. Unter Verwendung der Software
von Imagel 1.48 wurde die Farbtiefe der Proteinbanden bei 250 kDa fiir BRCA1 und bei
42 kDa fir B-Aktin berechnet. Zuvor wurden die belichteten Filme bei 600 dpi einge-
scannt. Die gewonnenen Messwerte wurden in eine EXCEL-Datei Gbertragen. Vom in-
vertierten Wert wurde der invertierte Hintergrundwert abgezogen und ins Verhaltnis

der Beladungskontrolle (R-Aktin — house-keeping Protein) gestellt.
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Tabelle 3: Chemikalien, Reagenzien und Puffer, welche fiir den Western Blot verwen-

det wurden

4x Separation Puffer (SP), pH 8,8

4x Stacking Gel Puffer (SGP), ph 6,8

3,69g Tris HCL
15,39 g Tris Base
100 ml Aqua bidest
0,4g SDS

400 ul Temed

mit HCl auf pH 8,8

3,51g Tris HCL
0,335 g Tris Base

50 ml Aqua bidest
0,2g SDS

200 ul Temed

mit 5 N HCl auf ph 6,8

1000 ml Aqua bidest

10x TBS, pH 7,5 10x PBS

87,8g NaCl 5,44 g KH,PO4
68,5g Tris HCI 27,86 g K;HPO,
9,0g Tris-Base 90 g NaCl

1000 ml Aqua bidest
Mit 5 M NaOH auf pH 7,4

PBS-0,1% Tween

1x PBS

1000 ml PBS (1x)

1 ml Tween 20

100 ml PBS (10x)
900 ml Aqua bidest

1 ml Aqua bidest

Transferpuffer, pH 9,0 LB-DTT

6,18 g Borsaure 100 pl Ladepuffer (4x)
1600 ml Aqua bidest 10 ul DTT

400 ml 100% Methanol

2gSDS

Mit 5 M NaOH auf pH 9

DTT 10% APS 10%

100 mg DTT 100 mg APS

1 ml Aqua bidest

8% Separationsgel (10ml) fiir 2 Gele — 1mm dick

4x Ladepuffer(10ml)

4,8 ml Aqua bidest

2,5 ml Separationspuffer (SP)
2,6 ml 30% Acrylamide

100 pl 10% APS

2 ml 1M Tris HCL

0,8 g SDS

4 ml 100% Glycerol

0,4 ml 14,7M Beta-Mercaptoethanol
1ml0,5M EDTA

8 mg Bromophenolblau

2,6 ml Aqua bidest
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4,5 % Sammelgel (5 ml)

1x Laufpuffer

3,05 ml Aqua bidest
1,25 ml SGP

0,66 ml 30% Acrylamide
25 pl 10% APS

70 ml 10x Tris-Glycerin-SDS-Buffer
630 ml Aqua bidest

5% Blocking Puffer

2,5 g Non-fat dried milk
50 ml PBS-Tween

Antikorper fiir Western Blot

Bezeichnung des Antikérpers Verdiinnung Firma, Bestellnummer
Primarantikorper: BRCA1 1/1000 Abcam #Ab94
Sekundarantikorper: anti-mouse 1/2000 GE Healthcare, Miinchen,
# RPN2108
Primarantikorper: B-Aktin 1/10 000 Sigma Aldrich, #A5441
Sekundarantikorpper: anti-mouse 1/25 000 GE Healthcare, Minchen,

# RPN2108
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Tabelle 4: Firmenliste der Materialien und Reagenzien die fiir den Western Blot bezo-

gen wurden

Reagenz

Firma, Bestellnummer

Acrylamide/Bis solution 30% 37,5:1

Bio-Rad, # 161-0158

Ammonium Persulfat (APS)

Bio-Rad, # 161-0700

Agua bidest

Kerndl, Weissenfeld

Beta-Mercaptoethanol 14,7M

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Borsaure (BH303)

VWR, # 20185.260

Bromophenol blau

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

di-Potassium hydrogen phosphate (K;HPO,

Merck, # 1.05104

Dithiothreitol (DTT)

Bio-Rad

EDTA, 0,5M

Thermo Scientific

Glycerin (CsHsOs3

Roth, # 4043.1

Hydrochloric acid (HCI)

Roth, # 6331.1

Methanol (CH;0)

Roth, # 4627.5

Natriumchlorid (NaCl)

Merck, # 1.06404

Non-fat dry milk

Bio-Rad, # 170-6404

Potassium di-hydrogen phosphate (KH2PO4)

Applichem, # A1043

Precision plus Protein Dual Color Standards
(Marker)

Bio-Rad, # 161-0374

Running Buffer Tris-Glycine-SDS Buffer (TBS) 10x

Sigma-Aldrich, # T7777

Dulbecco (PBS)

Biochrom, # L1825

Sodium Dodecyl Sulfate, C12H2504S-Na (SDS)

Serva, # 20765

Sodium Hydroxide Solution (Combi-Titrisol) (NaOH)

Merck, #9913

TEMED N,N,N’,N’-tetra-methylethylenediamine

Bio-Rad, # 161-0801

Trizma base, (Tris-Base) C4H1:NOs

Sigma-Aldrich, # T1503

Trizma-Hydrochloride (Tris-HCl), C4H11:NO3-HCI

Sigma-Aldrich

Tween 20

Merck

Entwickler: Agfa G150 Developer Replenisher 1 |

Ultra Medical GmbH,

Saarbriicken

Fixierer: Agfa

Ultra Medical GmbH, #G354

Mini Trans-Blot module

Bio-Rad, # 170-3935

Blotting membrane (PVDF)

Bio-Rad, # 162-0177

Blotting Paper

3MM Chr Whatman,
# 3030-917

Amersham ECL Western Blotting Detection Kit

GE Healthcare, Minchen,
# RPN2108

Amersham Hyperfilm ECL

GE Healthcare, Miinchen
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3.2 Molekularbiologische Methoden und Material

Zur Analyse der zu untersuchenden miRNAs und mRNA-Expression von BRCAI musste
zundchst die RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben werden. Erst danach konnte die

Quantifizierung erfolgen. Diese Schritte werden im Folgenden nun naher erlautert.

3.2.1 RNA-Isolierung aus Zellpellets

Die Extraktion, sowohl der mRNA als auch der miRNA, wurde mit dem RNeasy® Mini Kit
von Qiagen (Qiagen, Hildenstein, Deutschland, # 74104) durchgefiihrt und erfolgte ge-
malkk dem Herstellerprotokoll (RNeasy® Mini Handbook von Qiagen®
(www.giagen.com/handbooks)) mit einem DNase | Verdauungsschritt mit dem RNase-
Free DNase Set (Qiagen, Hildenstein, Deutschland, # 79254). Der RNeasy® Mini Kit von
Qiagen beinhaltet einen RLT-Buffer, RPE-Buffer und einen RW1-Buffer, deren Abklirzun-

gen und Zusammensetzung von der Firma Qiagen vertraulich ist.

Der DNase-Verdau war notwendig, um die DNA zu degradieren und somit den Reinheits-

grad der RNA zu erhéhen.

Zu Beginn wurde 10 ml RLT-Buffer und 100 ul B-Mercapthoethanol (=Mix1) angemischt.
R-Mercapthoethanol musste laut Herstellerangaben vor Zugabe des RLT-Buffers hinzu-
gefligt werden, um die intrazelluldre RNAse zu inaktivieren. Die Zusammensetzung des
RLT Buffers ist ein Lysepuffer, welcher Guanidiniumisothiocyanat enthalt, dessen ge-

naue Zusammensetzung von der Firma Qiagen allerdings nicht preisgegeben wird.

AnschlieBend wurden 600 pl vom Mix1 und 600 pl 70%iger Ethanol zum Zellpellet (max.
107 Zellen) gegeben. Nach Durchmischung wurden davon 700 pl in ein RNeasy Mini spin
colum, welches in einem 2 ml Colletion Tube integriert ist, iberflihrt und fir 15 Sekun-

den bei 8000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde anschlieBend verworfen.

Fir den DNasen Verdau wurden 350 pl RW1-Buffer hinzu pipettiert, wieder bei 8000 x g
15 Sekunden lang zentrifugiert und der Durchfluss wieder verworfen. Ebenso wie der
RLT Buffer, ist die genaue Zusammensetzung des RW1-Buffers streng vertraulich. Der

RW1 Buffer wird als Waschpuffer verwendet, welcher Guanidinsalz und Ethanol enthalt.

Danach wurde ein DNase Mix aus 10 pl DNase | und 70 wl RDD-Buffer in das Spin Colum
hinzugeflgt. Kurz fir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend wie-
der 350 ul RW1-Buffer dazugegeben um anschlieBend nach 15 Sekunden und 8000 x g
Zentrifugation den Durchfluss wegzukippen. Danach wurde mit 500 ul RPE-Buffer gewa-
schen und 15 Sekunden lang bei 8000 x g die Probe zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde
noch einmal wiederholt und diesmal aber 2 Minuten bei 8000 g zentrifugiert. Der Durch-

fluss wurde jeweils danach verworfen. Im Anschluss daran wurde das ganze nun in ein

41



neues 2 ml Colletion Tube Uberfiihrt und nochmalig 1 Minute bei maximaler Zentrifuga-
tionsleistung zentrifugiert. Nun wurde zum letzten Mal der Durchfluss verworfen. Das
Mini Spin column wurde in ein neues 1,5 ml Tube gegeben. Hier wurde dann 30-50 pl
RNAse freies Wasser dazugegeben. Noch einmal 1 Minute und bei 8000 g zentrifugiert
um die RNA herauszuldsen. Das Eluat wurde schliefRlich in ein verschraubbares Tube
Uberfihrt.

Die Messung der RNA-Konzentration und des Reinheitsgrads erfolgte Gber das Colibri-
Spektrophotometer (Titertek- Berthold, Pforzheim, Deutschland) bei 260 nm gemessen.
1,2 pl der extrahierten RNA wurden in den Messbereich vorgelegt. Als Nullabgleich
wurde nukleasefreies Wasser verwendet. Aus dem Verhaltnis beider Wellenlangen von
A260/A280 kann eine Aussage Uber die Reinheit der Proben getroffen werden. Dieser
Wert sollte zwischen 1,8-2,0 liegen. Ein Wert bis 1,8 spricht fiir eine reine DNA-Isolie-
rung. Ein Wert von 2,0 wiirde fir reine RNA-Isolierung stehen. 500 ng wurden fiir die

nachfolgende Reverse Transkription verwendet.

3.2.2 Reverse Transkription

Um spater Genexpressionsanalysen durchfiihren zu kénnen, musste zuvor die extra-
hierte RNA in cDNA-Sequenzen (engl.: complementary DNA) umgeschrieben werden, da

die RNA nur in Einzelstrangen vorliegt (M. S. Lee et al., 1989).

Hierzu wurde jeweils ein Reaktionsansatz in einem Gesamtvolumen von 20 ul herge-
stellt. Die cDNA wurde mit dem miSrcipt® Il Reverse Transcription Kit (Qiagen, Hilden-
stein, Deutschland, # 218160) nach Angaben im Herstellerhandbuch von Qiagen durch-
geflihrt. Durch die Verwendung des inkludierten HiFlex-Buffers konnte in den nachfol-

genden PCRs sowohl die microRNA als auch die mRNA quantifiziert werden.

Hierflr wurden einheitlich 12 ul RNA, welche zuvor auf Eis aufgetaut wurde, mit einer
Masse von 500 ng eingesetzt. Dazu wurde das gewonnene Lysat mit RNAse-freiem Was-
ser verdiinnt und in 0,2 ml PCR Tubes Uberfiihrt. Zusatzlich in jedes Réhrchen wurde ein
Mastermix aus 4 ul 5x miScript HiFlex-Buffer, 2 ul 10x miScript Nucleics Mix und 2 pl
miSript Reverse Transcriptase Mix hinzu pipettiert, leicht gemixt, kurz anzentrifugiert
und anschlieRend auf Eis gestellt. Danach erfolgte der Transkriptionsvorgang im Ther-
mocycler (Thermal Cycler 2720, Applied Biosystems) bei 37 °C fir 60 min und anschlie-

Rend fiir 5 min bei 95 °C um den Vorgang wieder zu inaktivieren, hierbei wird die Reverse
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Transkriptase denaturiert. Nach kurzer Kihlung der Proben auf 4 °C wurden diese im
Verhaltnis 1:10 mit 180 pl RNAse-freiem AquaDest verdiinnt und anschlieRend wurden

die cDNA-Praamplifikate bei -20 °C eingefroren.

Es kamen fir nachfolgende PCRs jeweils 2 pl (entspricht 20 ng) der generierten cDNA als

Template zum Einsatz.

3.2.3 mRNA-Quantifizierung

Die quantitative Echtzeit-Polymerasen-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)
oder auch kurz gPCR genannt, beruht auf dem Grundprinzip einer herkdmmlichen PCR.
Mit ihr kann spezifisch die relative Expression der mRNA analysiert werden kann. Sie
wurde unter Beriicksichtigung der MIQE Guidlines (Bustin et al., 2009) durchgefiihrt. Mit
der PCR ist es moglich kleine DNA-Fragmente in kurzer Zeit so oft zu amplifizieren, so-
dass diese mit liblichen Labormethoden untersucht werden kénnen (Mullis & Faloona,

1987).

Zur Normalisierung wurden in dieser Arbeit zwei Referenzgene (Tabelle 7) verwendet,
um somit die Varianz der Expressionsergebnisse stark zu reduzieren. Das Referenzgen
oder auch Houskeeping-Gen (siehe 3.2.3.6) genannt, ist ein nicht regulierbares Gen, da
sowohl die Expression im malignen und nicht-malignen Gewebe gleich ist (Holzapfel &
Wickert, 2007; Michael Walter Pfaffl, 2004; Vandesompele et al., 2002).

Zur Auswertung der Daten wurde die deltadelta ct-Methode modifiziert. Hierbei kbnnen
mehrere Referenzgene, Effizienzen und Fehler beriicksichtigt werden (Hellemans,

Mortier, De Paepe, Speleman, & Vandesompele, 2007).

Fir die Quantifizierung der mRNA von BRCA1 wurde folgender Reaktionsansatz (Tabelle
5) unter Verwendung des LightCycler®480 Probes Master (# 04707494001, Roche) und
unter Anwendung spezifischer Primer und UPL-Sonden verwendet (Tabelle 7). (Ndheres

zu UPL-Sonden siehe 3.2.3.5.)
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Tabelle 5: Komponenten fiir Reaktionsansatz fiir die gPCR

Komponente Volumen
LightCycler®480 Probes Master Mix von Roche 5ul
Primer ,,vorwarts” von TIB Molbiol variabel
Primer , rickwarts” von TIB Molbiol variabel
Spezifische UPL-Sonde von Roche 0,15 ul
RNase freies Wasser von Roche variabel
Template 2 ul
Kompletter Reaktionsansatz 10 ul

Die Primermenge war fir die jeweiligen Primer unterschiedlich, da sie je nach vorheriger

Konzentrationsbestimmung und Effizienztestung variierte (siehe auch 3.2.3.1).

Die qPCR wurde in Triplikaten nach dem Temperaturprotokoll, wie in Tabelle 6 darge-
stellt, in einer 96-Well Platte (White LightCycler®480 Multiwell Platten 96) durchgefiihrt.

Tabelle 6: Ablauf der qPCR

Schritte Zyklenzahl Zeit Temperatur
Prdinkubation 1 10 Minuten 95°C
Amplifikation 45 Zyklen jeweils
Denaturierung (Trennen der | 10 Sekunden | 95 °C
Strange)
Hybridisierung (Annealing) 15 Sekunden | 60 °C
Elongation (Kettenverldangerung) 1 Sekunde 72 °C

Die Assays wurden mit der LightCycler®480 Software, Version 1.5.0 analysiert.

Die Auswertung der qPCR erfolgte mit dem Relative expression software tool for group-
wise comparison and statistical analysis of relative expression results in real-time PCR
(REST) (Michael W. Pfaffl, Horgan, & Dempfle, 2002). Hier erfolgt die Auswertung nach

der folgenden Formel:

(EZieIgen) ACPZieIgen (Kontrolle - Behandlung)

R (relative Expression) = (E ) ace
Referenzgen Referenzgen (Kontrolle -Behandlung)

unter Berlicksichtigung der Effizienzkorrektur und Normalisierung der Referenzgene

(Tabelle 7) nach MIQE-Anforderungen (Michael Walter Pfaffl, 2004).
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3.2.3.1 Primerdesign und Primereffizienzliberprifung

Die Primer (Tabelle 7) wurden in Zusammenarbeit mit Frau Dr. rer. nat. Karina Petat-
Dutter designt. Die dazugehoérigen UPL-Sonden, welche in Kapitel 3.2.3.5 naher erldutert
werden, wurden von der Firma Roche, Mannheim bezogen.

Alle Oligonukleotide wurden unter Verwendung der kostenlosen webbasierten Probe-
finder-Software im Assay Design Center entworfen, die liber die Roche-Homepage unter
www.roche-applied-science.com zuganglich ist. Alle Oligonukleotide wurden von der
TIB-Molbiol GmbH, Berlin, synthetisiert.

Das Primerdesign wurde dabei so gestaltet, dass die Schmelztemperatur von lber
80 °C nicht Uberschritten wird, da sonst die Polymerasen denaturieren wiirden. Da die
Lange der Primersequenz mit der Schmelztemperatur linear steigt, wurde die Ldnge un-
ter 25 Nukleotiden gehalten. Somit liegt die Schmelztemperatur dieser Primer bei 59 —
60 °C. Ebenso wurde darauf geachtet, dass die Primer eine dhnliche Schmelztemperatur
aufweisen, da sonst keine spezifische Hybridisierung moéglich ware. Weiters wurde da-
rauf geachtet, dass die verwendeten Primer nicht komplementar zueinander waren, da
es sonst zu einer Dimerenbildung kommen wiirde. Bevor diese Primer zum Einsatz
kamen, wurden sie vorher hinsichtlich ihrer optimalen Konzentration, Spezifitat und Ef-

fizienz getestet.
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Tabelle 7: Primerdesign der Referenzgene und dem Zielgen mit zugehorigen UPL-Son-
den.

Diese Tabelle zeigt die verwendeten Vorwarts-(F1) und Rickwaértsprimer (R1) mit den dazuge-
horigen UPL Sonden. Samtliche Primer aus dieser Tabelle wurden von der Firma TIB Molbiol,

Berlin bezogen.

Referenzgen 1

Primer Sequenz Position Amplicon

REEP5 X4 F1 5 TGCAGATGCCATCACTAAAGA 3’ 642 - 662

REEP5 X5 R1 5 CATCAAGCTCCAGTAGGAAGGT 3¢ 749 -770 12900

UPL #4 5‘cTTccTae 3°

Referenzgen 2

Primer Sequenz Position Amplicon

DDX24 X2 F1 | 5 TCCGTGACAAACTGGACATC 3* 779 -798

DDX24 X3 R1 | 5' TGGCAAAGGCAAGAGTTTTC 3* 825-844 e

UPL # 66 5 GGCTGCTG 3¢

Zielgen

Primer Sequenz Position Amplicon

BRCA1 X14 F1 | 5’AAGAGGAGCTCATTAAGGTTGTTG 3' 4806 - 4829

BRCA1 X15R1 | 5 GATTCCAGGTAAGGGGTTCC 3* 4910 - 4929 12400

UPL # 25 5 TGGAGGAG 3°
AAGAGGAGCTCATTAAGGTTGTTGATGTGGAGGAGCAACAGCTG-

Amplicon GAAGAGTCTGGGCCACACGATTTGACGGAAACATCTTACTTGCCAAGGCAAGAT
CTAGAGGGAACCCCTTACCTGGAATC

3.2.3.2 Optimale Primerkonzentrationsbestimmung

Hier wurde auf einer weillen 6-Well-Platte (Roche) jeweils senkrecht der Riickwarts-Pri-
mer beziehungsweise horizontal der Vorwarts-Primer in einer Konzentration von jeweils
0,3 uM, 05 uM, 0,75 uM und 1,0 uM aufgetragen. Hinzu kam noch ein LightCycler®480
Probes Master Mix von der Firma Roche sowie die jeweilige UPL-Sonde und Template.
Diese Platte wurde wieder mit einer Folie versiegelt, zentrifugiert und zur Analyse in den
LightCycler®480 gestellt. Der niedrigste cp(crossing point)-Wert bestimmte die optimale

Primerkonzentration.
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3.2.3.3 Primerspezifitat

20 ul dieser PCR-Amplifikate wurden auf ein 2,5%iges Agarosegel aufgetragen. Als spe-
zifisch wurde ein Primer erst dann gewertet, wenn nur eine Bande unter ultraviolettem

Licht zu sehen war.

Fiir ein 2,5%iges Agarosegel wurden 2,5 g Agarose (pegGOLD Universalagarose von Peq
Lab, #35-1020) und 97,5 g TBE(Tris-Borsaure-EDTA)-Buffer (Sigma, #T4415-4L) verwen-
det. Dies wurde in einem Eppendorf-Gefall gemischt. Kurz fir 2 mal 1 Minute in der

Mikrowelle erhitzt. Danach wurden 3 pl Ethidiumbromidlosung dazugegeben.

Ethidiumbromid ist ein interkalierender roter fluoreszierender Phenanthridinfarbstoff
zum Nachweis der Nukleinsdauren. Die Molekiile lagern sich dabei zwischen die einzelnen
Basen und fluoreszieren unter ultraviolettem Licht. Die Lichtintensitat steigt dabei direkt
proportional zur vorliegenden DNA.

Dies wurde dann in den Geltrager (PerfectBlue- Gelsystem Mini ExM von Peqlab,
#40-1410) gegossen. AnschlieRend wurden 2 Kdmme platziert. Nach dem Festwerden
des Gels wurden die Kimme rausgezogen. Die zu analysierenden Proben werden vor
dem Auftragen mit einem Bromophenolblau Ladepuffer vermischt. Der Ladepuffer ent-
halt Farbstoffe zur Sichtbarmachung. In die erste Geltasche kam ein Marker (peqGOLD
DNA-Sizer XIII (72 — 1353 bp), PeqlLab, #25-2170) von 7 ul. Zu den Proben kam ein 10x
Loading Buffer von 2 pl dazu. Das Gerat (Power Supply, Bio-Rad Model 200/2.0) wurde
auf 120 Volt und auf 45 Minuten eingestellt. Beim Anlegen der Spannung wandern die

negativ geladenen Nukleinsdaure-Molekiile in Richtung des Pluspols.

Danach wurde die Gelplatte entnommen und unter dem UV-Tisch angesehen oder foto-

grafiert.

3.2.3.4 Primereffizienz

Zur Bestimmung der Effizienz wurde eine Standardkurve in Duplikaten auf einer 96-
Wellplatte (Firma Roche) erstellt. Die Effizienz (E) berechnet sich aus der Steigung der

Standardkurve nach der Formel: E = 10-1/Steigung

Die Effizienzbestimmung erfolgte sowohl fiir das Targetgen als auch fiur die Referenz-

gene.

Die Primer wurden mit der zuvor optimal bestimmten Konzentration, der zugehorigen
UPL-Sonde, einem LightCyler Master-Mix und einer cONA-Probe aufgetragen. Die cDNA
egal welcher Konzentration wurde eine Verdinnungsreihe angelegt (1, 1/2, 1/4, 1/8,
1/16, 1/32).
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Mit Steigung ist hier der Anstieg der Kurve der nachweisbaren dsDNA im Laufe der PCR
gemeint. Der Wert fir die Effizienz sollte nach Moglichkeit 2,00 erreichen. Dies wiirde
bedeuten, dass sich die Menge der dsDNA (doppelstrangige DNA) pro Zyklus verdoppelt.
In diesem Fall wiirde die PCR optimal arbeiten. Das hei8t aber auch, dass rein theore-
tisch keine Effizienz Gber 2,00 existieren kann. Auf Grund von Messungenauigkeiten

kann dies aber vorkommen. Es wurde demzufolge ein Wert von 2,00 (+ 0,1) angestrebt.

3.2.3.5 Universal-ProbelLibrary (UPL)-Sonden

UPL-Sonden der Firma Roche (Mannheim, Deutschland) sind acht bis neun Basen lange
Sonden, sogenannte bindungsstarke LNA(Locked Nucleic Acids)-Basen (Ugozzoli,
Latorra, Pucket, Arar, & Hamby, 2004). Durch spezielle modifizierte Konformationsan-
derung sind sie unflexibel und kénnen daher die Zielspezifitdt erhdhen. Fir jede Zielse-
guenz gibt es verschiedene Sonden. Diese spezifischen Sonden besitzen am 5‘ Ende ei-
nen fluoreszenzmarkierten Reporter (FAM) und am 3‘ Ende einen Quencher (dark quen-
cher dye), welcher das Fluoreszenzsignal des Reportes zunachst unterdriickt. Zunéchst
findet eine Hybridisierung mit der komplementaren Zielsequenz (hier dem Amplicon von
BRCA1 laut Tabelle 7) statt. Bei der Elongation der Tag-Polymerase wird die Sonde ab-
gebaut. Der abgespaltene Reporter gibt so dann seine Fluoreszenz frei. Diese Fluores-

zenz wird im LightCycler® gemessen.

3.2.3.6 Housekeeping-Gene

Housekeeping-Gene dienen der Aufrechterhaltung von Zellfunktionen und werden in ih-
rer Aktivitat nicht reguliert und sind expressionsstabil. Daher werden diese zur Norma-
lisierung der zu analysierenden Proben eingesetzt um dadurch die relative cDNA-Menge
pro Probe genauer zu bestimmen. Zur Testung der mRNA-Expression wurden Referenz-
gene wie REEP5 (Receptor accessory protein) und DDX24 (Dead Box Helicase 24) ver-
wendet (Andersen, Jensen, & Orntoft, 2004). Diese wurden aus einer von Eisenberg und
Levanon veroffentlichten Liste ausgewahlt (Eisenberg & Levanon, 2013), da es sogar bei
Housekeeping-Genen zu unterschiedlichen Expressionsunterschieden kommen kann

(Thellin et al., 1999; Tricarico et al., 2002).
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3.2.4 microRNA-Quantifizierung

Die Bestimmung der microRNA Expression von hsa-mir-199a-5p und hsa-mir-214 er-
folgte nach dem Protokoll des miScript PCR System Handbook 10/2011 von Qiagen.
Hierzu wurde das miScript SYBR® Green PCR Kit (Qiagen, 218073) und der miScript

Primer Assay (Tabelle 9) nach Angaben des Herstellers von Qiagen verwendet.

SYBR® Green | ist ein fluoreszierender Farbstoff, der zum Nachweis doppelstréngiger
DNA (dsDNA) dient, der sich in die Furche doppelstrangiger DNA einlagert. Die Fluores-
zenz nimmt hierbei proportional mit der Menge an PCR-Produkten zu. Der Ct-Wert (engl.

cycle threshold) bezeichnet den Beginn des exponentiellen Kurvenverlaufs.

Als Template wurden je 2 ul zu 25 ng verwendet. Die jeweiligen Proben wurden immer
in Tripletts zu 8 pl Mix und 2 pl Template in eine 96-Well-Platte (LightCycler®480 Multi-
well Plate 96 white, Roche) pipettiert. Der Reaktionsansatz ist aus Tabelle 8 zu entneh-

men. Als Negativkontrolle wurde der Mix ohne Template verwendet.

Diese Wellplatte wurde anschlieBend mit einer Folie (LightCycler®480 Sealing Foil,
Roche) versiegelt und fiir 1 min bei 1000 g im Plattenzentrifuge zentrifugiert, bevor sie
anschliefend in den LightCycler®480 Roche kam. Um die Hot-Star-Tag-Polymerase im
2x QuantiTect SYBR Green PCR Mastermix zu aktivieren wurde der Ansatz wie aus Ta-
belle 10 fir 15 Minuten vorinkubiert. Weitere Schritte sind der Tabelle 10 zu entneh-

men.

Tabelle 8: Reaktionsansatz mit SYBR Green zur Validierung der miRNAs

Komponente Volumen
2x QuantiTect SYBR Green PCR Mastermix 5ul
10x miScript Universal Primer (enthélt ,Vorwartsprimer”) 1l

10x miSrcipt Primer Assay (Hs_RNU6-2_11, Hs_miR-214_2,Hs_miR-199a_1) | 1yl
(enthalt ,Rickwartsprimer”)

RNase freies Wasser von Roche 1l
Template (cDNA) (25ng) 2 ul
Kompletter Reaktionsansatz 10 ul

Tabelle 9: miScript Primer Assays der Firma Qiagen

Target Primer Assay Bestellnummer

snRNA RNU6-2 Hs_RNU6-2_11 MS00033740 (=Referenzgen)
hsa-miR-199a-5p Hs miR199a_1 MS00006741
hsa-miR-214-3p Hs_miR214 2 MS00031605
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Fir die miRNA Expressionsstudien wurde zur Normalisierung ein Referenzgen verwen-
det, welches immer stabil und gleichmaRig exprimiert wird. Hierfir wurde die snRNA
RNUG6-2 ausgewdhlt, da es schon erfolgreich in zahlreichen Studien verwendet wurde
(Gordanpour, Nam, Sugar, Bacopulos, & Seth, 2012; K. Kang, Peng, Luo, & Gou, 2012;
Schaefer et al., 2010).

Tabelle 10: Programmverlauf der gPCR mittels SYBR Green

Programmverlauf Zeit Temperatur

Initiale Aktivierung 15 Minuten 95 °C

Immer wiederkehrende 40 Zyklen von:

1. Denaturierung (lI6sen der Wasserstoffbriickenbindung | 15 Sekunden 94 °C
zwischen den DNA-Doppelstrdangen)

2. Annealing (Anlagerung der Primer) 30 Sekunden 55 °C

3. Elongation (Aufbau des Komplementarstranges) 30 Sekunden 70 °C

Die Daten wurden mit der LightCycler®480 Software, Version 1.5.0 , relative quantifica-

tion with calibrator normalization” analysiert.

3.2.4.1 Wnt5a-Quantifizierung

Die gPCR fiir die Wnt5a-Expression erfolgte ahnlich der microRNA-Quantifizierung. Der
Reaktionsansatz bestand aus je 0,5 pul Vorwarts- und Riickwartsprimer (Tabelle 11), 5 ul
SYBR Green PCR Master Mix (aus dem miScript SYBR® Green PCR Kit (Qiagen, 218073),
2 ul RNase freies Wasser (Roche) und 2 ul Template. Als Referenzgen wurde REEP5 ver-

wendet.

Tabelle 11: Primer fiir Wnt5a-Expression

Primer Sequenz Amplicon
WNT5A F 5'CGGGCCACAGTTGAGTAGTG 3*

127 bp
WNT5A R 5 CGGTAATTAGGGCTTTCCAA 3°

3.3 Bioinformatische Analysen

Zur Vorhersage von moglichen potentiellen Bindungsstellen der beiden microRNAs
(hsa-miR-199a-5p, hsa-miR-214) in der 3‘UTR der mRNA von BRCA1 wurde die
,microRNA.org” Datenbank (http://www.microrna.org) verwendet, welche auf einem

miRanda-Algorithmus basiert (Betel, Wilson, Gabow, Marks, & Sander, 2008).
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3.4 \Verifizierung eines moglichen Einflusses der hsa-miR-199a-5p

mittels Luciferase-Reporter-Assay

Der Luciferase-Reporter-Assay wird verwendet um die Genexpression beziehungsweise
die Genregulation auf Transkriptionsebene zu untersuchen.

In unserm Fall wurde mit diesem Uberprift inwieweit das Gen BRCA1 von der miRNA
(hsa-miR199a-5p) reguliert werden kdnnte.

Hierfiir wurde das Dual-Luciferase®Reporter Assay System von Promega (# E1910) ver-
wendet. Hier kann Aktivitat von Glihwirmchen- und Renilla-Luciferasen in einer Probe
gemessen werden. Es wurde das Reporter Plasmid psiCHECK™-2 von Promega verwen-
det (# C8021, Promega, Madison, USA). Der psiCHECK™-2 Vektor enthalt als Reporte-
renzyme die beiden Luciferasen Renilla und Firefly (Takahashi et al., 2015; Yao & Lin,
2012). Bei der Firefly-Luciferase reagiert Luciferol, ATP und Sauerstoff zu Kohlendioxid,
AMP und Licht. Die Renilla-Luciferase bendtigt zur Reaktion kein ATP (Greer & Szalay,
2002). Die bei der Reaktion entstandene Lichtemission wird Uber die Biolumineszenz
gemessen.

Flr diese Untersuchung waren drei Schritte notwendig: 1. Klonierung, 2. Transfektion
und Kultivierung, 3. Signalentwicklung und Detektion. Die Vorarbeiten, wie Klonierung
und Transfektion fiir den Luciferase-Assay wurden in enger Zusammenarbeit mit Frau

Dr. rer. nat. Karina Petat-Dutter durchgefihrt.

3.4.1 Klonierung der regulatorischen Teilsequenz in den Vektor

Fir die Klonierung verwendeten wir ein Standardprotokoll nach Ronald P. van Rij ver-

wendet (Van Rij, 2011).

Ein Teil der regulatorischen BCRA1 3'-UTR-Region (http://www.ncbi.nim.nih.gov/nuc-
core/NM_007294.3), ((Position 6431-7207) siehe Tabelle 13), die die beiden interessan-
ten Bindungsstellen fiir miR-199a-5p (Positionen 6444-6466 und 7156-7181) enthalt,

wurde in den psiCHECK2 Reporter-Vektor kloniert.

Fir die Untersuchung wurden zwei Vektoren vorbereitet: Ein Vektor enthielt die Wild-
typsequenz und der andere Vektor trug Mutationen an den beiden miR-199a-5p-Seed-
Sequenzen. Als Insert fur die Wildtyp- und Mutationssequenzen wurden von IDT (In-

tegrated DNA Technologie, Inc) gBlocks® Genfragmente gekauft.
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Die jeweiligen Sequenzen wurden in die multiple cloning region (MCR) des Vektors ein-
gebaut. Die MCR hat Erkennungssequenzen fiir die beiden Restriktionsenzyme Notl und

Xhol (Abb. 10).

Fiir die Amplifikation wurden Primer aus Tabelle 12 verwendet, welche auch die Erken-

nungssequenzen fir die Restriktionsendonukleasen (Xhol und Notl) enthielten.

Tabelle 12: Verwendete Primer fiir die Amplifikation der jeweiligen Inserts

BCRA1 3’UTR Xhol F

5’ ccg CTC GAG gat caa gaa ttc agc 3’

length:24 Tm: 63,83°C gc%: 54,17

Bemerkung: Dieser Vorwartsprimer (F) BCRA1 3'UTR Xhol F enthalt die Xhol Erken-
nungsstelle, die durch GroBbuchstaben gekennzeichnet ist.)

BCRA1 3’UTR Notl R
5’ ttt aGC GGC CGC gga agt gtt tg 3’
Ldnge: 23 Tm: 66,60°C gc%: 56,52  Amplicon: 809 bp

(Hinweis: Dieser Rlickwartsprimer (R) BRCA1 3'UTR Notl R enthélt die Notl Erken-
nungsstelle, welche durch GroBbuchstaben gekennzeichnet ist.)

Die Kleinbuchstaben fiir die Restriktionsstelle zeigen zusatzliche Nukleotide zur effi-
zienten Restriktion der am Ende des PCR-Fragments befindlichen Stelle. Die Basen,
die Teil der 3'UTR-Zielsequenz sind, sind als blaue Buchstaben angegeben (Tabelle 13)

3.4.1.1 Vorbereitung des psiCHECK™-2 Vektors und Ligation

Als Reporter-Plasmid wurde der psiCHECK™-2 Vektor von Promega verwendet. Die mo-
difizierten BRCA1-3'UTR -Sequenzen wurden in die multiple Klonierungsregion (MCR)
stromabwarts des Translations-Stopcodons SV40 der synthetischen Renilla-Luciferase
(hRLuc) des Vektors kloniert. Die Renilla-Luciferase-Aktivitat wurde dann als Indikator
fir die Wirkung der kiinstlichen 3'UTR (modifizierte 3'UTR) auf die Transkriptionsstabili-
tat und die Translationseffizienz verwendet. Der psiCHECK ™ -2 Vektor enthélt auch ein
konstitutiv exprimiertes Glihwiirmchen-Luciferase-Gen, das als interne Kontrolle zur

Normalisierung der Transfektionseffizienz diente.

Der psiCHECK™-2 Vektor wurde ebenso in gleicher Weise mit den Restriktionsenzymen
Xhol und Notl geschnitten. Durch die so entstandenen ,sticky ends” konnte das Insert
kohasiv in den psiCHECK™-2-Vektor ligiert werden. Dies erfolgte jeweils unter Verwen-

dung von Standardprotokollen.

Die Plasmidkonstrukte wurden durch DNA-Sequenzierung von der Sequiserve GmbH

Minchen auf Korrektheit Gberpruft.
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Fir die Sequenzierung verwendete Primer:

* psiCHECK2 SeqF: GAGTTCGTGAAGGTGAAGGG
* psiCHECK2 SeqR: CCGAAGACTCATTTAGATCCTCA

Da Versuche mit MCF7- und HMLE-Zellen mehrmals fehlschlugen wurden H1299 Zellen
verwendet. Diese wurden von Univ.- Prof. Dr. rer. nat. Heiko Hermeking zur Verfiigung

gestellt.

3.4.2 Transfektion, Signalentwicklung und Detektion

Einen Tag vor der Transfektion wurden die Zellen in 24-Well-Kulturplatten ausgesat. Pro
Well wurden 0,4 x 10°> H1299-Zellen (ATCC, NCI-H1299, CRL-5803™) verwendet. Diese
wurden mit RPMI 1640 (Biochrom, # 1275) und 10%igem FCS (Biochrom, #50115) kulti-
viert. Das Medium wurde am nachsten Tag eine halbe Stunde vor der Transfektion noch-

mals gewechselt.
Die Transfektion wurde in einem Endvolumen von 500 pl pro Well durchgefiihrt.
* 50 ngempty psiCHECK2
oder psiCHECK2-3'UTR/BRCA1wt
oder psiCHECK2-3'UTR/BRCA1mut
e 10 nM oligo (hsa miR-199a-5p oder Negative control #1)
e 2,3 ul HiPerFect reagent (Qiagen #301704)
Diese Zellen wurden mit dem Transfektionsmedium fiir 48 Stunden inkubiert.
AnschlieBend wurde die enzymatische Luciferase-Aktivitdt mit dem Dual-Luciferase Re-
porter (DLR™) Assay (Promega, #£1910) in dem Orion Il Mikroplatten-Luminometer-Ge-
rat (Titertek-Berthold GmbH, Pforzheim, Deutschland) mit dem Set up der Simplicity
Software, Version 4.10 ausgewertet. Die Transfektion wurde in Triplikaten durchgefihrt.
Im DLR™ Assay kdnnen die Aktivitaten der Firefly- und der Renilla- Luciferase in einer
einzelnen Probe gemessen werden. Die Firefly-Luciferase Aktivitat wird zuerst durch Zu-
gabe des Luciferase-Assayreagenz Il (LAR Il) bestimmt. Nach Quantifizierung der Firefly-
Aktivitat wird die Reaktion durch Zugabe des Stop & Glo® Reagenz gestoppt und gleich-
zeitig die Renilla-Luciferase- Reaktion initiiert.

Die Luciferase-Aktivitat korreliert hierbei direkt mit der Aktivitdt des Reportergens.
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Tabelle 13: Oligonukleotide — Teilsequenz der 3’UTR-Region von BRCA1

gblock 1 (Wild Typ) (BCRA1 3’-UTR Region (Position 6431-7207))

gatcaagaattcagcactttgggag|gccaaggtgggcagatcactgga|ggtcaggagttcgaaaccagcctggccaacatggtgaaaccccat

ctctactaaaaatacagaaattagccggtcatggtggtggacacctgtaatcccagetactcaggtggctaaggcaggagaatcacttcageecg
ggaggtggaggttgcagtgagccaagatcataccacggcactccagectgggtgacagtgagactgtggctcaaaaaaaaaaaataaaaaag
gaaaatgaaactagaagagatttctaaaagtctgagatatatttgctagatttctaaagaatgtgttctaaaacagcagaagattttcaagaacc
ggtttccaaagacagtcttctaattcctcattagtaataagtaaaatgtttattgtigtagcetctggtatataatccattectcttaaaatataagacc
tctggcatgaatatttcatatctataaaatgacagatcccaccaggaaggaagcetgttgetttctttgaggtgatttttttectttgetecctgttgetg

aaaccatacagcttcataaataattttgcttgctgaaggaagaaaaagtgtttttcataaacccattatccaggactgtttatagetgttggaagg

actaggtcttccctageccccccagtgtgcaagggcagtgaagacttgattgtacaaaatacgttttgtaaatgttgtgetgttaacactgealaa

taaacttggtagcaaacacttcc

gblock mut (BCRA1 3’-UTR Region (Position 6431-7207))
gatcaagaattcagcactttgggag E ggtcaggagttcgaaaccagcctggccaacatggtgaaaccccat
ctctactaaaaatacagaaattagccggtcatggtggtggacacctgtaatcccagetactcaggtggetaaggcaggagaatcacttcageeeg
ggaggtggaggttgcagtgagccaagatcataccacggcactccagectgggtgacagtgagactgtggctcaaaaaaaaaaaataaaaaag
gaaaatgaaactagaagagatttctaaaagtctgagatatatttgctagatttctaaagaatgtgttctaaaacagcagaagattttcaagaacc
ggtttccaaagacagtcttctaattcctcattagtaataagtaaaatgtttattgttgtagcetctggtatataatecattectcttaaaatataagacc
tctggcatgaatatttcatatctataaaatgacagatcccaccaggaaggaagctgttgetttctttgaggtgatttttttectttgetecctgttgetg
aaaccatacagcttcataaataattttgcttgctgaaggaagaaaaagtgtttttcataaacccattatccaggactgtttatagetgttggaagg

actaggtcttccctageccccccagtgtgcaagggcagtgaagacttgattgtacaaaatacgttttigtaaatgttgtgctgtt E E aa

taaacttggtagcaaacacttcc

Anmerkung:
Mutationen sind . markiert.

Vorhergesagte putative Bindungsstellen fir die hsa miR-199a-5p sind markiert und umrandet.

Verwendete Oligonukleotide:

hsa miR-199a-5p von Ambion Cat. # AM17100
Negative control #1 von Ambion Cat. # AM 171100

psiCHECK2 (empty) von Promega
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Abb. 10: Schematische Darstellung des psiCHECK™2 Vektors der Firma Promega)

(Abbildung aus: http://www.promega.de/products/rna-purification-and-analysis/rna-
interference/psicheck-1-and-psicheck-2-vectors/) (abgerufen am: 15.07.2015)

hRIuc: Renilla-Reporter-Luciferase (lhre Aktivitadt ist abhangig von der Regulation der

miR-199a auf BRCA1.)

hluc+: Firefly-Luciferase (Sie dient als interne Kontrolle, da sie konstant exprimiert wird.)

Vektorsequenz siehe unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY535007.1

(abgerufen am 15.07.2015).

3.5 Auswertung

Statistische Analysen wurden mit der Software von Microsoft ®EXCEL® 2016 durchge-
flhrt. Die gezeigten Daten wurden als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.
Statistische Analysen wurden mit dem Student t-Test durchgefiihrt. P-Werte von p <0,05

wurden als statistisch signifikant angesehen.
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4  Ergebnisse

4.1 Primereffizienz

Wie unter Punkt 3.2.3.1 bereits erklart wurde, war eine Bestimmung der optimalen Pri-
merkonzentration, Effizienz und Spezifitat der verwendeten Primer zu Beginn an unab-

dingbar, um die mRNA-Expression von BRCA1 mdglichst genau quantifizieren zu kénnen.

Fir alle drei Primerpaare (REEP5, DDX24, BRCA1) war die ausgewdahlte Primersequenz
spezifisch. Dies zeigte sich dadurch, indem nur eine einzige Bande unter ultraviolettem
Licht im Agarosegel fluoreszierte. In Abb. 12 zeigt sich in der Region fir das DNA-Frag-

ment von BRCA1 nur eine einzige Bande.

Das Primerpaar von BRCA1 zeigte die beste Effizienz (2,089), da es den erforderlichen
Wert von 2 erreichte. Eine minimale Abweichung von 0,089 war akzeptabel (Screenshot,
Abb. 11). Die Auswertung erfolgte mit der LightCycler®480 Software, Version 1.5.0. Bei
den Primern REEP5 und DDX24 wurde ebenso gleiches Procedere durchgefiihrt. Diese
beiden Primer lieferten eine Primereffizienz von annahernd 2. Tabelle 14 zeigt die Er-
gebnisse der Primertestung hinsichtlich der optimalen Primerkonzentration der jeweilig
verwendeten Primer, sowohl fiir Vor- als auch Rickwartsprimer, mit denen samtliche
gPCRs durchgefiihrt wurden. Das Primerpaar fiir BRCA1 zeigte die beste Effizienz (2,089)
da es nach jedem Zyklus zur Verdopplung der DNA kommt.

Tabelle 14: Optimale Primerkonzentration mit bester Effizienz

Niedrigster | Primerkonzentration | Effizienz | Messungenauig- | Spezifitat
Primerart | cp-Wert keit
vorwarts | riickwarts
REEP5 20,95 0,30 pl 1,00 pl 1,880 0,0151 ja
DDX24 23,74 0,75 ul 0,30 ul 1,853 0,0136 ja
BRCA1 24,49 1,00 pl 1,00 pl 2,089 0,0030 ja
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Abb. 11: Effizienztestung des Primerpaares von BRCA1 mit dem LightCycler®480 Il
(Firma Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim, Deutschland) Screenshot

Abb. 12: BRCA1 Primerspezifitat

Gezeigt ist die Spezifitat des Primerpaares von BRCA1. Im Agarosegel zeigt sich unter
ultraviolettem Licht nur eine einzige Bande. Somit ist dieser Primer spezifisch fir BRCA1.
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4.2 Untersuchungen an HMLE-Twist1-ER Zellen mit induzierbarem
Twist1-Konstrukt

4.2.1 Quantifizierung des BRCA1-mRNA-Levels im zeitlichen Verlauf

Mittels Kurzzeitstimulation wurde der zeitliche Effekt einer transienten Twist1-Aktivie-
rung auf BRCA1-mRNA-Level tiberpriift. Hierzu wurde nach Twist1-Aktivierung nach 24,
48 und 72 Stunden der jeweilige Effekt auf BRCA1 ermittelt.

Die Untersuchung wurde in technischen Triplikaten (siehe 3.2.3) durchgefiihrt. Als Ab-
gleich wurde eine , Kontrolle” (blaues Sdulendiagramm) ohne Stimulation mit Tamoxifen
verwendet. Nach 48-stiindiger Tamoxifenbehandlung (,48h“: griines Saulendiagramm)
kam es zu einer Herunterregulierung von BRCA1 um bis zu 40 % und nach weiteren 24
Stunden (,,72h“: griines Saulendiagramm) um weitere 20 %. Die Ergebnisse dieser Zellli-
nie sind in Abb. 13 bildlich dargestellt.

mRNA-Expression von BRCA1
im zeitlichen Verlauf der Tamoxifenbehandlung (72 h)
in HMLE-Twist1-ER Zellen

1,2
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Abb. 13: Relative mRNA-Expression von BRCA1 der Twistl induzierbaren HMLE-
Twist1-ER Zelllinie im zeitlichen Verlauf einer 24-, 48-, und 72-stiindigen Tamoxifen-
behandlung

,Kontrolle” (ohne vorherige Twist1-Induktion mit Tamoxifen)

,24h-48h-72h“ (Ernte und Analyse nach den angegebenen Stunden der Tamoxifenbe-
handlung)

Die Ergebnisse zeigen je drei technische Triplikate mit Angabe der Standardabweichung.
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Da sich der Haupteffekt der transienten Twist1-Aktivierung nach 72 Stunden zeigte, wur-
den biologische Replikate fiir diesen Zeitpunkt durchgefiihrt. Die biologischen Replikate
bestatigen das Ergebnis einer statistisch signifikanten BRCA1-Suppression durch Twist1-

Aktivierung um gemittelt 50 % (p = 0,012) (Abb. 14).

mRNA-Expression von BRCA1
in HMLE-Twist1-ER-Zellen (72 h)

p=0,012

0,5

relative mRNA Expression
g
(=]

Kontrolle (- TX) (+TX,72h)

Abb. 14: Relative mRNA-Expression von BRCA1 in HMLE-Twist-ER-Zellen
Gezeigt ist die relative mRNA-Expression vor (Kontrolle (-TX, 72 h), blaue Saule) und
nach Twistl-Induktion (+TX, 72 h, griine Saule) durch Tamoxifen nach 72 Stunden mit
Angabe der Standardabweichung der jeweils drei biologischen Replikate.

4.2.2 Western Blot Analyse von BRCA1 in HMLE-Twist1-ER Zellen

Neben der relativen mRNA-Expression von BRCA1 wurde der Effekt auf die BRCA1-Pro-
teinexpression mittels Western Blot untersucht.
Auch diese Untersuchung erfolgte nach 72-stiindiger Tamoxifen-Stimulation.

Im Vergleich zur Kontrolle (ohne Stimulation (-TX)) zeigte sich das BRCA1-Protein in einer
schwéacheren Bande (+TX), entsprechend einem Knockdown. Als Referenz- bzw. ,,House-
keeping“-Gen wurde R-Aktin verwendet (siehe Abb. 15). Die densitometrische Auswer-

tung ergab einen 30%igen Abfall des Proteingehalts von BRCA1 (siehe Abb. 16).
59



BRCA1220 kba —

Proteinexpression von BRCA1
in HMLE-Twist-ER Zellen
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Abb. 15: Nachweis der BRCA1-Proteinexpression in HMLE-Twist1-ER Zellen mittels

Western Blot
(- TX): ohne vorherige Twist1-Induktion;

(+ TX): nach Twist1-Induktion durch Tamoxifen nach 72 Stunden

Ladekontrolle: B-Aktin
eingesetzte Proteinmenge: 20ug/ Laufbahn
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Abb. 16: Proteinexpression von BRCA1 (densitometrische Auswertung aus Abb. 15)

der HMLE-Twist1-ER Zellen

Kontrolle (-TX): ohne Twist1-Induktion mit Tamoxifen
(+ TX, 72 h): Twist1-Induktion nach 72-stlindiger Tamoxifen-Stimulation
Normalisierung auf das “Housekeeping“-Gen 3-Aktin
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4.2.3 miRNA Expression in HMLE-Twist1-ER Zellen

Um die Hypothese zu erhérten, dass der Cluster der microRNAs hsa-miR-199a-5p und
hsa-miR-214 (Y. B. Lee et al., 2009; Yin et al., 2010), einen Einfluss auf mRNA- und
Proteinlevel von BRCA1 nimmt, wurde an den drei biologischen Replikaten nach 72 h

eine Expressionsanalyse dieser miRNAs mittels gPCR durchgefiihrt.

Wie in Abb. 17 dargestellt, zeigte sich nach 72 Stunden ein relativ ca. 2-facher Anstieg
(x 2,1) der Expression von hsa-miR-199a-5p in den HMLE-Twist1-ER Zellen nach Twist1-
Induktion (rote Saule) im Vergleich zur , Kontrolle” (ohne Tamoxifensttimulation (-TX) -
blaue Saule). Die hsa-miR-214 (griine Saule) zeigte eine um das ca. 4-fach (x 4,1) héhere
Expressionsrate in den HMLE-Twist1-ER-Zellen nach Twist1-Induktion im Vergleich zur
Kontrolle (ohne Tamoxifenstimulation - blaue Sdule). Die Auswertung ergibt sich aus drei
biologischen Replikaten mit Angabe der Standardabweichung, welche jeweils in Triplets

erstellt wurden.
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Abb. 17: Relative miRNA-Expression in HMLE-Twist1-ER Zellen

Gezeigt ist die relative miRNA-Expression von ,hsa-miR-199a-5p“ und , hsa-miR-214"
(griine Saulen) nach 72-stiindiger Stimulation mit 20 nM Tamoxifen (+TX) im
Vergleich zur , Kontrolle” ohne Tamoxifenstimulation ((-TX) blaue Saule) in HMLE-
Twist1-ER-Zellen mit Angabe der Standardabweichung der drei biologischen
Replikate.
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4.2.4 Wnt5a Expression in HMLE-Twist1-ER Zellen

Eine erfolgreiche Aktivierung von Twist1 |asst sich indirekt Uber die Bestimmung des
MRNA-Levels des Twistl-Targets Wnt5a nachweisen. Die relative Wnt5a Expression
zeigte einen 2,5-fachen Anstieg in den mit Tamoxifen (72 h) stimulierten HMLE-Twist1-
ER Zellen (grine Saule) im Vergleich zur Kontrolle (blaue Saule), der nicht mit Tamoxifen
stimuliert HMLE-Twist1-ER Zellen (Abb. 18).
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Abb. 18: Wnt-5a Expression in den HMLE-Twist1-ER Zellen (vor und nach Stimulation
mit Tamoxifen)

Gezeigt sind die Mittelwerte der technischen Triplikate. Nach 72-stliindiger Tamoxifen-
behandlung —welches gleichzusetzen ist mit einer Twist1-Aktivierung, zeigt sich ein 2,5-
facher Anstieg der Wnt5a-Expression.

4.3 Untersuchungen an der stabil transduzierten Zelllinie MCF-7

Um den Einfluss der beiden microRNAS hsa-miR-199a-5p und hsa-miR-214 auf BRCA1 in
einer gering invasiven Zelllinie, wie MCF-7 (siehe 3.1.1.1) untersuchen zu kénnen, er-
folgte zuvor Uber eine lentivirale Transduktion (siehe auch 3.1.53.1.4) die Uberexpres-

sion dieser beiden microRNAs in den MCF-7 Zellen.

Eine erfolgreiche Transduktion mit diesen Vektoren war an der Fluoreszenz der Zellen
zu erkennen (Abb. 19).
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Abb. 19: Uberpriifung der lentiviralen Transduktion von MCF-7 mit pre-miRNA
(mir-199a), fluoresziernde Zellen im linken Bild, Zellen im Phasenkontrast im rechten
Bild

4.3.1 Expressionsanalyse der beiden miRNAs hsa-miR199a-5p und hsa-miR-214 in

stabil transduzierten MCF-7-Zellen

Im weiteren Verlauf wurde die mégliche Auswirkung der Uberexpression der beiden
microRNAs auf BRCA1 untersucht. Hierzu wurde mit einer gPCR eine Transduktionskon-
trolle beziehungsweise Expressionskontrolle dieser stabil transduzierten MCF-7 Zellen

durchgefihrt.

Die Abb. 20A und 20B veranschaulichen die Transduktionskontrolle der die beiden
microRNAs hsa-miR-199a-5p und hsa-miR-214 lGberexprimierenden MCF-7-Zellen mit-
tels einer RT-gPCR nach der SYBR-Green-Methode. Die Analyse zweier biologischen Rep-
likate wurde jeweils in technischen Triplikaten nach vierzehntagiger Zellkultur durchge-
fihrt. Die MCF-7 Zellen mit integriertem Vektor von hsa-miR-199a-5p (rote Saule) zeigen
im Vergleich zu den Zellen mit dem Kontrollvektor (blaue Saule) eine tber 40-fach
(x 45,6) gesteigerte Expression (Abb. 20A). Die relative Expressionsrate von hsa-miR-214
(griine Saule) zeigt im Vergleich zu den Zellen mit dem Kontrollvektor einen geringeren
Anstieg um das ca. 5-fache (x 5,4) (Abb. 20B).
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miRNA-Expression (hsa-miR-199a-5p/ hsa-miR-214)
in der lGiberexprimierten Zelllinie MCF -7 (2 Wochen in Kultur)
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Abb. 20 A und B: Transduktionskontrolle in der Zellinie MCF-7

(gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus 2 biologischen Replikaten)
Kontrolle: MCF-7 Zellen mit integriertem Kontrollvektor

miR-1990on: MCF-7 Zellen mit integriertem Vektor von hsa-miR-199a-5p

miR-2140n: MCF-7 Zellen mit integriertem Vektor von hsa-miR-214

4.3.2 mRNA Quantifizierung von BRCA1 in der miRNA-iiberexprimierenden MCF-7-
Zelllinie

Mittels gPCR wurde die mRNA-Expression von BRCA1 in den miRNA-Uberexprimieren-

den Zellen gemessen. Die Analyse erfolgte in technischen Triplikaten. Wie in Abb. 21

dargestellt, zeigen diese stabil transduzierten MCF-7 Zellen, mit den jeweilig integrierten

Vektoren hsa-miR199a-5p (rote Sdule) und hsa-miR214 (griine Saule), im Vergleich zur

Kontrolle (blaue Sadule) eine um 70 % niedrigere mRNA-Expression von BRCA1.
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mRNA-Expression von BRCA1
in stabil transduzierten MCF-7 (2Wochen in Kultur)
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Abb. 21: Relative mRNA-Expression von BRCA1 in stabil transduzierten MCF-7 Zellen
Kontrolle: MCF-7 Zellen mit integriertem Kontrollvektor

hsa-miR-199-5p: MCF-7 Zellen mit integriertem Vektor von hsa-miR-199a-5p
hsa-miR-214: MCF-7 Zellen mit integriertem Vektor von hsa-miR-214

4.3.3 Western Blot-Analyse von BRCAL1 in stabil transduzierten MCF-7-Zellen

Neben der mRNA und microRNA Expression wurde die entsprechende BRCA1-Protein-
menge mit einem Western Blot untersucht. Fir die Analyse wurden zwei biologische
Replikate verwendet

Abbildung 22 zeigt den Knock-down vom BRCA1-Protein in hsa-miR-214 und hsa-miR-
199a-5p liberexprimierenden MCF-7 Zellen. Die densitometrische Auswertung (Abb. 23)
zeigt eine 60 bis 70 % niedrigere Proteinexpression von BRCA1 in den stabil transduzier-
ten MCF-7 Zellen , hsa-miR-199a-5p“ und , hsa-miR214“ im Vergleich zur Kontrolle (ohne

Uberexprimierung). Die Normalisierung erfolgte auf R-Aktin.
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Proteinexpresssion von BRCA1
in stabil transduzierten MCF-7 Zellen
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Abb. 22: Nachweis der BRCA1l Proteinexpression in transduzierten MCF-7 Zellen

mittels Western Blot

,Kontrolle”: MCF-7 Zellen mit einem Kontrollvektor

,hsa-miR-199a-5p“: MCF-7 Zellen mit aktivierten integriertem
microRNA-199a-5p Vektor

»hsa-miR-214“: MCF-7 Zellen mit aktivierten integriertem microRNA-214 Vektor
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Abb. 23: Proteinexpression von BRCA1 (densitometrische Auswertung von Abb. 22) der

stabil transduzierten MCF-7 Zellen nach 2-wdéchiger Kultur
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Im biologischen Replikat zeigt sich an den , hsa-miR-199a-5p “ transduzierten MCF-7
Zellen ein Knock-down von BRCA1 von 60 % im Vergleich zur ,Kontrolle“ ohne Uber-
exprimierung. Die ,hsa-miR-214“ transduzierten MCF-7 Zellen zeigen einen Knock-down

von BRCA1 von 20 % im Vergleich zur ,Kontrolle” ohne Uberexprimierung.

Proteinexpresssion von BRCA1
in stabil transduzierten MCF-7 Zellen

BRCAL 220 kDa - - -

RB-Aktin 42 kDa

Abb. 24: Nachweis der BRCA1 Proteinexpression in stabil transduzierten MCF-7 Zellen
(biologisches Replikat) mittels Western Blot

Kontrolle: MCF-7 Zellen mit einem Kontrollvektor

hsa-miR-199a-5p: MCF-7 Zellen mit aktivierten integriertem miRNA-199 Vektor
hsa-miR-214: MCF-7 Zellen mit aktivierten integriertem miRNA-214 Vektor

Hela: Positivkontrolle

eingesetzte Proteinmenge: 20 pg/ Laufbahn
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Abb. 25: Proteinexpression von BRCA1 (densitometrische Auswertung) der stabil
transduzierten MCF-7 Zellen (biologisches Replikat) aus Abb. 24

Kontrolle: MCF-7 Zellen mit einem Kontrollvektor
hsa-miR-199a-5p: MCF-7 Zellen mit aktivierten integriertem miRNA-199 Vektor
hsa-miR-214: MCF-7 Zellen mit aktivierten integriertem miRNA-214 Vektor
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Diese beiden Blots zusammengenommen und statistisch ausgewertet (Abb. 26) zeigen
einen signifikanten Knock-down (p = 0,02) von BRCA1 um 60 % in den , hsa-miR-199a-
5p“ stabil transduzierten MCF-7 Zellen im Vergleich zur , Kontrolle“ ohne einer miR-
Uberexpression. Das Signifikanzniveau wurde hierbei auf p < 0,05 gesetzt. Bei den ,hsa-
miR-214“ stabil transduzierten MCF-7 Zellen ist kein signifikanter Knock-down von
BRCA1 zu verzeichnen (p = 0,1).

Proteinexpression von BRCA1
in stabil transduzierten MCF-7 Zellen (2 biologische Replikate)

1,2
= 1,0
g 1 P=01
g
£ 08
c
T 0j6
° 06 P=0,02
o
g
5 04 =
2
€ 02
o
c

0
BRCA1
M Kontrolle ® hsa-miR 199a-5p hsa-miR-214

Abb. 26: Proteinexpression von BRCA1 (densitometrische Auswertung) in stabil trans-
duzierten MCF-7 Zellen (2 Replikate)

Kontrolle: MCF-7 Zellen mit einem dem jeweiligen integriertem Kontrollvektor
hsa-miR-199a-5p: MCF-7 Zellen mit aktivierten integriertem miRNA-199 Vektor
hsa-miR-214: MCF-7 Zellen mit aktivierten integriertem miRNA-214 Vektor
gezeigt sind die Mittelwerte mit Angabe der Standardabweichung und Signifikanz

4.4 Untersuchungen an der stabil transduzierten Zelllinie HMT-3522-S1

Als Progressionsmodell zur Entstehung eines Mammakarzinoms wurde die HMT-3522-
S1 Zelllinie (siehe 3.1.1.3) ausgewahlt um auch hier den etwaigen Einfluss der beiden

microRNAs hsa-miR-199a-5p und hsa-miR-214 auf die BRCA1 Expression zu Uberprifen.
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4.4.1 Expressionsanalyse der beiden miRNAs hsa-miR199a-5p und hsa-miR-214 in
stabil transduzierten HMT-3522-S1 Zellen

Abbildung 27 zeigt die Transduktionskontrolle, der (iberexprimierten HMT-3522-S1
Zellen. Die Analyse erfolgte nach zweiwdéchiger Kultur. Die Expression wurde jeweils in
technischen Triplikaten durchgefiihrt. Als Referenzgene wurden REEP5 und DDX24 ein-
gesetzt. Die HMT-3522-S1 Zellen mit integriertem Vektor von hsa-miR-199a-5p (rote
Saule) zeigen eine Uber 5,7-fache Expression im Vergleich zu den Zellen mit dem Kon-
trollvektor (blaue Saule). Die relative Expressionsrate von hsa-miR-214 (griine Saule)
zeigt einen Abfall um 70 % im Vergleich zu den Zellen mit dem Kontrollvektor (blaue

Séaule).
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Abb. 27: Transduktionskontrolle in der HMT-3522-S1 Zelllinie

Kontrolle: HMT-3522-S1 Zellen mit dem jeweiligen integriertem Kontrollvektor
hsa-miR-199a-5p: HMT-3522-S1 Zellen mit integriertem Vektor von hsa-miR-199a-5p
hsa-miR-214: HMT-3522-51 Zellen mit integriertem Vektor von hsa-miR-214

4.4.2 mRNA Quantifizierung von BRCAL1 in stabil transduzierten HMT-3522-S1 Zellen
Abbildung 28 zeigt die relative mRNA Expression von BRCA1 in der Zelllinie von HMT-
3522-S1 nachdem sie 2 Wochen in Kultur waren. Die qPCR zeigt, dass das mRNA-Expres-
sionlevel von BRCA1 in den stabil transduzierten HMT-3522-S1 Zellen ,hsa-miR-199a-
5p“ (rote Saule) um 60 % geringer ausfillt, als im Vergleich zur Kontrolle (blaue Saule).
Der BRCA1 Spiegel in den , hsa-miR-214“ stabil transduzierten Zellen (griine Saule) zeigt
sogar einen Knock-down von 90 %, obwohl die hsa-miR-214-Expression nur 30 % der

Kontrolle betragt.
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Abb. 28: Relative mRNA Expression von BRCA1 in der iiberexprimierenden Zelllinie
HMT-3522-S1 (nach 2-wochiger Kultur)

Kontrolle: HMT-3522 S1 Zellen mit dem jeweiligen integriertem Kontrollvektor
miR-1990on: HMT-3522 S1 Zellen mit integriertem Vektor von hsa-miR-199a.
miR-2140n: HMT-3522 S1 Zellen mit integriertem Vektor von hsa-miR-214-5p

4.4.3 Western Blot-Analyse von BRCAL1 in stabil transduzierten HMT-3522-S1 Zellen

Neben der mRNA und microRNA Expression wurde analog der vorangegangenen Unter-
suchungen, die BRCA1-Proteinmenge in den stabil transduzierten HMT-3522-S1 Zellen
mittels Western Blot untersucht. Die Ladekontrolle B-Aktin wurde gleichmaRig aufgetra-
gen. Dies zeigen die Banden in der Region von 42 kDa. Die Detektion von BRCAL in der
Region von 220 kDa zeigen verschiedene Bandenintensitdaten. Die Bande in der Region
,Kontrolle” scheint etwas starker zu sein im Vergleich zu , hsa-miR-199a-5p“. Die Bande
»hsa-miR-214“ scheint gleichstark zu sein, wie , Kontrolle”. Somit wird in den Zellen mit
der Gberexprimierten microRNA von hsa-miR-199a-5p BRCA1 im Vergleich zu den Zellen
mit dem Kontrollvektor in geringerem Ausmafd synthetisiert. Jene HMT-3522 S1 Zellen
mit den Uberexprimierten miRNAs von hsa-mir-214 zeigen hier keinen optischen Knock-
down von BRCA1 (Abb. 29). In der densitometrischen Auswertung (Abb. 30) ist dagegen
ein Knock-down von BRCA1 in beiden stabil transduzierten Zellen (,,hsa-miR-199a-5p“
und ,,hsa-miR214“) im Vergleich zu den Zellen mit integriertem Kontrollvektor zu erken-

nen.
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Proteinexpresssion von BRCA1
in stabil transduzierten HMT-3522-S1 Zellen
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Abb. 29: Nachweis der BRCA1 Proteinexpression in stabil transduzierten HMT-3522-S1
Zellen mittels Western Blot

Kontrolle: HMT-3522 S1 Zellen mit einem Kontrollvektor

hsa-miR-199a-5p: HMT-3522 S1 Zellen mit aktivierten integriertem miRNA-199 Vektor
hsa-miR-214: HMT-3522 S1 Zellen mit aktivierten integriertem miRNA-214 Vektor
Eingesetzte Proteinmenge: 20 pg/ Laufbahn

Positivkontrolle: B-Aktin
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Abb. 30: Proteinexpression von BRCA1l (densitometrische Auswertung) der stabil
transduzierten HMT-3522-S1 Zellen (2-wo6chige Kultur) aus Abb. 29)

Kontrolle: HMT-3522 S1 Zellen mit einem Kontrollvektor

hsa-miR-199a-5p: HMT-3522 S1 Zellen mit aktivierten integriertem miRNA-199 Vektor
hsa-miR-214: HMT-3522 S1 Zellen mit aktivierten integriertem miRNA-214 Vektor
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4.5 Datenbankrecherche iiber komplementidre Bindungsstellen der
miRNAs hsa-miR-199a-5p und hsa-miR-214 in der 3’UTR-Region von
BRCA1

Aus der Literatur ist bekannt, dass Twistl den miR199/214 Cluster induzieren kann
(Y. B. Lee et al., 2009). Wie die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, kann eine
Uberexpression dieser microRNAs zur Repression von BRCA1 fiihren. Mittels Datenbank-
recherche wurden mogliche Bindungsstellen der microRNAs hsa-miR-199a-5p und hsa-
miR-214 in der 3’UTR-Region von BRCA1 analysiert.

Nach der Datenbank microrna.org konnten in der 1382 bp langen 3’UTR-Region von
BRCA1 fir die hsa-miR-199a-5p (Sequenz siehe Abb. 31) zwei Bindungsstellen (Abb. 32)
mit einem guten mirSVR-Score (<-0,12) identifiziert werden. Uber den SVR-Score (Betel,
Koppal, Agius, Sander, & Leslie, 2010) kann eine gewisse Vorhersage getroffen werden,
inwieweit microRNAs an diese Region binden kdnnen.

Flr hsa-miR-214 konnten in der 3’UTR-Region von BRCA1 keine Bindungsstellen gefun-

den werden.

Help |l Download Submit

Mature sequence hsa-miR-199a-5p

aasentill IMAT0000231
number
L B hsa-miR-199a-5p
LU TITER Dl hsa-miR-199a

cccaguguucagacuaccuguuc

(SR hsa-mir-199a-1 hsa-mir-199a-2

Sequence

Abb. 31: Sequenz von hsa-miR-199a

(Screenshot: Quelle: http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MI-
MAT0000231) (abgerufen am: 15.06.2015) (Griffiths-Jones, Grocock, van Dongen,
Bateman, & Enright, 2006)
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3' cuugUCCAUCAGACUUGUGACCc 5' hsa-miR-19%9a-5p mirSVR score: -0.0027
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Abb. 32: Zwei Bindungsstellen fiir hsa-miR-199a-5p

(Screenshot: Quelle:
http://www.microrna.org/microrna/getMrna.do?gene=672&utr=5133&orga-
nism=9606#)(Betel et al., 2008) abgerufen am: 12.02.2015)
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Um zu Uberpriifen, ob hsa-miR-199a-5p die Expression von BRCA1 (NM_007294.3 Homo
sapiens breast cancer 1, early onset (BRCA1), transcript variant 1, mRNA) reguliert,

wurde ein Luciferase-Assay durchgefiihrt.

4.6 Einfluss der miRNA-Expression von hsa-miR-199a-5p auf BRCA1 im
Luciferase-Assay

Im Luciferase-Assay wurde der direkte Einfluss der microRNA hsa-miR-199a-5p auf das

BRCA1-Gen gemessen. Die Auswertung erfolgte Gber die Messung der Lumineszenz.

Fiir dieses Experiment wurde die H1299 Zelllinie verwendet, da die Transfektion der
HMLE-Zelllinie auch in Wiederholungen nicht gelang.

Die Transfektion erfolgte in technischen Replikaten (Triplikaten). Der Einfluss der hsa-
miR-199a-5p (rote Saule) auf die drei verschiedenen Plasmide (leer, Wildtyp (WT), mu-
tiert (Mut)) wurde auf eine pre-miR negative Kontrolle (blaue Saule) normalisiert.
Unter dem Einfluss von hsa-miR-199a-5p zeigte die Luciferase die niedrigste relative
Leuchtkraft mit dem Wildtyp (0,7), als mit der mutierten Sequenz (0,9) (Abb. 33). Dies
ist durch eine Bindung von hsa-miR-199a-5p auf die BRCA1-3’UTR unmutierten (WT)
Bindungsstellen und folglich auf die Regulation von BRCA1 durch hsa-miR-199a-5p zu

erklaren.

Im Wildtyp von BRCA1 kann normalerweise die microRNA hsa-miR199a-5p an die 3'UTR
binden. Der RNA-induced silencing complex (Risc-Komplex) erkennt diese Bindung und

degradiert daher das Plasmid. Es kommt zu keinem Leuchtsignal.

An eine mutierte Sequenz hingegen kann diese microRNA nicht binden. Der Risc-Kom-
plex erkennt dies nicht und wird daher auch nicht aktiv. Das Plasmid degradiert nicht

und es kommt zu einem Leuchtsignal.
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BRCA1 3'UTR in psiCHECK2:
Einfluss von miR199a5p (48h)

1,6

14 12

1,2

0,8 +— ol7 pre-miR neg.

0,6 - B miR-199a-5p

relative Luciferaseaktivitdt

SiCHECK2 leer BRCA1 3'UTR WT 1 BRCA1 3'UTR Mut 1

Abb. 33: Einfluss von miR-199a-5p auf BRCA1 in der 3'UTR-Region

Dargestellt ist die relative Luciferaseaktivitat.

Angegeben sind die Mittelwerte mit Angabe der Standardabweichung aus zwei unab-
hangigen Versuchen.
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5 Diskussion

Das Mammakarzinom der Frau ist mit 25,2 % (1,6 Millionen) die am haufigsten diagnos-
tizierte maligne Tumorerkrankung weltweit. Zugleich ist das Mammakarzinom die hdu-
figste krebsbedingte Todesursache (14,7 %, 522.000) der Frau (Stand: 2012) (Ferlay et
al., 2015). Vor allem die Fernmetastasierung in lebenswichtige Organe (Yang et al., 2004)

ist hauptverantwortlich fir die hohe Mortalitatsrate (siehe 1.1.1).

Eines der Hauptprobleme bei der Behandlung von Mammakarzinomen liegt in der He-
terogenitat dieser Tumoren. Sie werden zum einen nach histopathologischen Merkma-
len klassifiziert und zum Zwecke der Therapieentscheidung in molekulare Subtypen un-
terteilt (Degenhardt, Harbeck, & Wiirstlein, 2015) und schlieRlich nach den aktuellen S3-
Leitlinien (https://www.leitlinienprogramm-onkologie.de/leitlinien/mammakarzinom/)
(abgerufen am: 11.07.2018) der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizini-
schen Fachgesellschaften e.V., der Deutschen Krebsgesellschaft e.V. (DKG) und der

Deutschen Krebshilfe therapiert (Deutsche Krebsgesellschaft et al.).

Genexpressionsanalysen, wie beispielsweise der Prosigna®-Test von NanoString (Ettl,
2015), welcher auch am Pathologischen Institut der Ludwig Maximilians-Universitat
Minchen durchgefiihrt wird, geben einen noch besseren Aufschluss tiber die molekula-
ren Subtypen als immunhistochemische Untersuchungen. Diese Analysen geben Aus-

kunft iber das Prognoserisiko und Riickfallrisiko (Ettl, 2015; Wuerstlein et al., 2016).

Aufgrund der Haufigkeit des Mammakarzinoms und der daraus resultierenden hohen
Anzahl brustkrebsbedingter Todesfille ist es wiinschenswert pathophysiologische Me-
chanismen aufzudecken, die zur Entwicklung eines invasiven Mammakarzinoms fiihren.
Nur so lassen sich mogliche prognostische und pradiktive Biomarker identifizieren um

anschliefend mogliche Therapien entwickeln zu kénnen.

Daher war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, mogliche Zusammenhéange zwischen dem
Tumorsuppressor BRCA1 und dem Transkriptionsfaktor Twist1 unter dem Einfluss von
zwei ausgewdhlten microRNAs, hsa-miR-199a-5p und hsa-miR-214, im Rahmen der
EMT, dem vermutlich wichtigsten Schritt in der Metastasierung des Mammakarzinoms,

aufzuzeigen (Abb. 6).
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5.1 EMT als Erklarungsmodell fiir die Tumor- und Metastasenbildung

Die epitheliale-mesenchymale Transition, kurz EMT genannt, wird als ein initialer Schritt
flr die Tumorprogression und Metastasierung angesehen (Drasin et al., 2011; Kalluri &

Weinberg, 2009).

Laut Literatur haben invasive Mammakarzinome ihren Ausgangspunkt in den terminalen
duktulo-lobuldren Einheiten der Mamma (Wellings et al., 1975). Damit Zellen invasiv
werden kdnnen, missen sie bestimmte Eigenschaften erwerben. Wahrend der EMT
kommt es zur Umwandlung der Epithelzellen zu Zellen mit phanotypisch mesenchyma-
len Merkmalen und Eigenschaften. Vor allem der Verlust der Zellpolaritat und der Ver-
lust spezifischer fester Zellverbindungen befdhigt diese zur Invasion und Bildung von
Metastasen — siehe auch 1.2.2 (Christina Scheel & Weinberg, 2012; M. Singh, Yelle,
Venugopal, & Singh, 2017; J. P. Thiery & Sleeman, 2006). Die genauen biochemischen

Prozesse in der EMT sind noch nicht ausreichend geklart.

5.2 Twistl: Ein EMT induzierender Transkriptionsfaktor

Twist1 ist ein Transkriptionsfaktor, welcher EMT induzieren kann und somit an der Kar-
zinogenese beteiligt ist (Ansieau, 2013; Jung & Yang, 2015; Lamouille et al., 2014;
Christina Scheel & Weinberg, 2012; M. Singh et al., 2017; Yang et al., 2004). Yang et al.
stellten im Jahr 2004 in ihren Studien fest, dass die Expression von Twist1 in lobuldren
Mammakarzinomen deutlich gesteigert ist (Yang et al., 2004). Auch in einer anderen
Studie zeigte sich die pathogenetische Bedeutung eines geringen Twist1-Spiegels, wel-
cher bereits zur Initiation von malignen Hauttumoren fiihrt (Beck et al., 2015). Zudem
scheinen hohe Twist1-Spiegel scheinen fiir Metastasierungsvorgange verantwortlich zu
sein (Jung & Yang, 2015). AuBerdem wurden Twist1-Expressionen auch haufig bereits in
DCIS entdeckt, somit ware Twist1 als ein wichtiger Biomarker bei Mammakarzinomen
anzusehen (Ansieau, 2013). Weiters wurde bereits untersucht, ob eine Twistl-
Promotormethylierung und eine Twist1-Uberexpression miteinander korrelieren. Aller-
dings gab es hier keine signifikanten Unterschiede. Jedoch wird von den Autoren dieser
Studie empfohlen, dass in der Mammakarzinomdiagnostik eine etwaige Promotorme-
thylierung als ein weiterer Biomarker nebst einer Twistl-Uberexpression betrachtet

werden sollte (Gort et al., 2008).
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Aufgrund einer Studie aus dem Jahr 2007 von Sahlin et al. dachte man zunachst, dass
Patientinnen mit dem Saethre-Chotzen Syndrom (SCS) zugleich ein erhdhtes Risiko hat-
ten, an einem Mammakarzinom zu erkranken. Das Saethre-Chotzen Syndrom ist eine
kraniofaziale Fehlbildung, welche auf eine Mutation des Twist1-Transkriptionsfaktors
zurtickzufiihren ist. In dieser Studie erkrankten 15 von 29 schwedischen Frauen mit die-
sem Syndrom zugleich an einem Mammakarzinom (Sahlin et al., 2007). Zwei Jahre spa-
ter konnten multizentrische Studien von James et al. widerlegen, dass das Mammakar-

zinomrisiko bei Patientinnen mit dem SCS erhéht sei (James et al., 2009).

Xu et al. entwickelten 2017 ein Mausmodell mit einem onkogen induzierbaren Mamma-
tumor. Mause im fortgeschrittenem Stadium, welche im Wildtyp Twist1 exprimierten,
entwickelten Lungenmetastasen, wohin gegen jene fortgeschrittenen Tumorzellen mit
einem Twist1-Knockout, weit weniger Lungenmetastasen bildeten (Yixiang Xu et al.,

2017).

Die vorliegende Arbeit unterstiitzt die genannten Aussagen, dass eine Twist1-Induktion
zu einer EMT beitragen kann, in dem diese zu einer Uberexpression der beiden micro-
RNAs (hsa-miR-199a-5p und hsa-miR-214) fihrt und einhergehend zum Absenken der
BRCA1-Expression. Daher besteht Grund zur Annahme, dass durch diesen Prozess die

protoonkogene Wirkung von BRCA1 unterdriickt wird.

5.3 microRNAs im Zusammenhang einer EMT

Immer naher in den Fokus einer EMT induzierenden Wirkungen sind unter anderem

auch microRNAs geriickt (Nassar, Nasr, & Talhouk, 2017; Zou et al., 2017).

Sie gewinnen in der Karzinomforschung immer mehr an Bedeutung, da sie sowohl
tumorsuppressiv als auch onkogen wirken kénnen (lorio et al., 2005; Lewis, Shih, Jones-
Rhoades, Bartel, & Burge, 2003; Mees, Schwarze, Starke, Senninger, & Stolting, 2015;
Moazzeni, Najafi, & Khani, 2017; H. P. Tsai, Huang, Li, Chien, & Chen, 2018; Wilk & Braun,
2017).

Einen kleinen Uberblick tiber tumorsuppressive oder onkogene microRNAs gibt eine Stu-
die von Zhang und Ma (Zhang & Ma, 2012). Durch ihre geringe GrofRe und enorme Sta-
bilitat eignen sich microRNAs besonders gut als prognostische Biomarker (Huang, 2017).

So kann eine Dysregulation von miRNA mit einer schlechten Prognose einhergehen

78



(Chan & Wang, 2015). lhre Expression ist gewebsspezifisch (Mishra & Merlino, 2009)
und sie sind mit etablierten Methoden relativ einfach nachweisbar (Hamam et al., 2017;
Nassar et al., 2017; Shin, Siu, Cheuk, Ng, & Kwong, 2015). Beispielsweise kann iber den
nCounter®-Assay von NanoString die Expression von Gber 800 verschiedener microRNAs

amplikationsfrei gemessen werden (Geiss et al., 2008; Y. Liu et al., 2015).

Uber komplementire Bindungen in der 3‘ untranslatierten Region (3’UTR) einer mRNA
kénnen solche microRNAs die Genexpression so mageblich verandern, dass diese zu
einer verminderten Translation von Proteinen oder zu Degradation der jeweiligen mRNA
fiihren konnen. Je mehr Bindungsstellen es fiir solche onkogenen miRNAs in dieser Re-
gion gibt, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit einer Repression der Genexpression

(Fang & Rajewsky, 2011; Guttilla, Adams, & White, 2012; Hamam et al., 2017).

5.3.1 Transiente Twistl Aktivierung fiihrt zur Uberexpression der microRNAs und
zum Absenken des BRCA1 Spiegels in HMLE-Twist1-ER-Zellen

Wie aus der Literatur bekannt ist, kann Twist1 Gber die Bindung an die E-Box innerhalb

des Dynamin3-Gens den miR199/214 Cluster steuern (Y. B. Lee et al., 2009). In weiteren

Studien konnte gezeigt werden, dass in epithelialen Ovarialkarzinomstammzellen vom

Typ Il die Expression dieser beiden microRNAs (mir-199, mir-214) erhoht war (Yin et al.,

2010).

In den Untersuchungen von Baumgarten et al. zeigte sich bei Patienten mit dilatativer
Kardiomyopathie im Vergleich zu Spenderherzen eine Repression des Faktors Twist1 um
43 %, welche ebenfalls mit einer reduzierten Expression von miR-199 um rund 38 % und
miR-214 um rund 41 % korrelierte. Durch Silencing von Twist1 in Rattenmyozyten kamen

sie zu einem ahnlichen Ergebnis (Baumgarten et al., 2013).

Aufgrund dieser genannten Studienlage war es interessant nachzupriifen, ob es eventu-
ell durch eine direkte Induktion von Twist1 tiber diese beiden microRNAs zum Absenken

des BRCA1 Spiegels kommen kdnnte.

Zundachst wurde im ersten Teil dieser vorliegenden Arbeit auf Zellebene UGberprift, in-
wiefern sich der mRNA-Spiegel von BRCA1 aufgrund einer Twistl-Induktion durch
Tamoxifen-Stimulation in den HMLE-Twist1-ER-Zellen verhalt. Die Expression, sowohl

der microRNAs als auch der mRNA von BRCA1 wurde mittels einer gPCR Uberprift.
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Zusatzlich wurde diese mRNA-Expression von BRCA1 auf Proteinebene mittels einem

Westernblot analysiert.

Nach einer transienten Aktivierung des Transkriptionsfaktors Twist1 von bis zu 72 Stun-
den zeigte sich in den HMLE-Twist1-ER-Zellen ein 50%iger Abfall des mRNA-Spiegels von
BRCA1 (Abb. 14). Dieses Ergebnis lieR sich auch auf Proteinebene verifizieren (Abb. 15
und Abb. 16).

Abb. 13 veranschaulicht einen kontinuierlichen Abfall des BRCA1-Spiegels nach Zugabe
von Tamoxifen um zwar nach 48 Stunden auf 60 % und nach 72 Stunden auf 40 % im

Vergleich zu den Zellen ohne vorherige Stimulation mit Tamoxifen.

Nach dieser Vorarbeit wurde das Expressionslevel der microRNAs (iberpriift. Die Analyse
zeigte folglich ein zu erwartendes Ergebnis: Nach einer 72-stiindigen Tamoxifenbehand-
lung zeigte sich ein 2,1-facher Anstieg der hsa-miR-199a und ein 4,1-facher Anstieg der
hsa-miR-214 (Abb. 17).

Somit wurde mit diesem Ergebnis wiederum veranschaulicht, dass die beiden micro-
RNAs lber den Transkriptionsfaktor Twist1 gesteuert werden kdnnten. Hierbei ist zu be-

achten, dass in diesen Zellen keine experimentelle Uberexpression stattgefunden hat.

Eine zusatzliche Wnt5a-Expressions-Analyse konnte die Twist1-Aktivierung bestatigen
(Abb. 18).

Somit bestéatigen diese Ergebnisse (siehe 4.2.3), dass Twist1 den miR-199/214 Cluster (Y.
B. Lee et al., 2009; Yin et al., 2010) steuert und es dariber hinaus in weiterer Folge zur

Herunterregulierung des BRCA1-Spiegels kommen kann.

5.4 Uberexpression von miR-199a-5p und miR-214 fiihrt zur
Reprimierung von BRCA1 in geringinvasiven Zellen sowohl auf
mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene

Die vorlaufigen Ergebnisse konnten zunachst die Hypothese bestatigen, dass diese bei-

den progressionsrelevanten microRNAs durch eine Twistl-Induktion lberexprimiert

werden und es folglich zu einem Knock-Down von BRCA1 fuhren kann.

Hsa-miR-199a-5p

Die mRNA-Expression von BRCA1 zeigte im Vergleich zur Kontrolle (ohne Uberexprimie-
rung) in den beiden Zelllinien mit der miR199a-Uberexpression in MCF-7 und HMT-3522-
S1 eine 70%ige bzw. 60%ige Herunterregulierung von BRCA1 ( Abb. 21 und Abb. 28).
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Hsa-miR-214

Die Uberexprimierung der miR-214 wirkte sich zum Teil stirker auf die BRCAI-Expres-
sion aus. In den MCF-7 Zellen zeigte sich eine 70%ige Herunterregulierung und in den
HMT-3522-51 sogar eine 90%ige Herunterregulierung (Abb. 21 und Abb. 28).

Eine weitere Frage, die sich stellte war, ob die Proteinsynthese von BRCA1 so maligeb-
lich von der Uberexpression der microRNAs beeinflusst wird, sodass es zu einer vermin-

derten Proteinsynthese kommen kann oder diese komplett inhibiert wird.

Daher wurde zugleich in all diesen Zelllinien auf Proteinebene mit Hilfe des Westen Blots

der BRCA1-Spiegel analysiert.

In der transduzierten MCF-7-Zellinie und einem biologischen Replikat und in der trans-
duzierten HMT-3522-S1 Zelllinie kam man zu einem &dhnlichen Ergebnis, wie in den
gPCRs — namlich der Herunterregulierung von BRCA1 (Abb. 26 und Abb. 30).

Die BRCA1-Bande im Bereich der 220 kDa Region stellte sich im Vergleich zur Kontrolle
in beiden miRNAs Uberexprimierten Zellen (miR-199/214) sehr schwach da (Abb. 22,
Abb. 24, Abb. 29). Dies kénnte darauf hindeuten, dass eine Uberexpression dieser
microRNAs den Tumorsuppressor BRCA1 auf Proteinebene herunterregulieren kénnen.
Diese Ergebnisse wiirden auch die Studie von Dr. med. Bartsch bekraftigen, da wie ein-
gangs erwahnt (siehe 1.4), diese beiden microRNAs auch im invasiven Mammakarzinom
Uberexprimiert sind (Bartsch, 2016). Daher ist Grund zur Annahme, dass der Tumorsup-
pressor BRCA1, zumindest auf Zellebene, durch diese microRNAs unterdriickt werden

kdnnte.

5.5 miR-199a ein mogliches direktes Target von BRCA1

Zusatzlich wurden komplementare Bindungsstellen dieser microRNAs in der 3’UTR von
BRCA1 in der Datenbank (,microRNA.org” Datenbank) recherchiert. Hier konnten in der
3’UTR fiir hsa-miR-199a-5p zwei Bindungsstellen eruiert werden. Die Bezeichnung ,,5p“
in der hsa-miR-199a-5p bezieht sich auf die Position der miRNA in der 3 UTR, welche
sich in diesem Fall in vorderer Position in 5°-3 Richtung befindet. Fiir die miR-214 konnte

in der Datenbank keine Bindungsstellen gefunden werden (siehe 4.5).

Um einen etwaigen direkten Einfluss dieser microRNA auf die mRNA-Synthese von
BRCA1 zu Uberpriifen wurde dies mit dem Luciferase Assay von Promega getestet. Nach
gescheiterten Transfektionsversuchen mit den HMLE-Twist1-ER Zellen wurden H1299

Zellen verwendet.
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Im Dual-Luciferase®Reporter Assay bestatigte sich, dass BRCA1 ein direktes Target von
hsa-mir-199a-5p ist. Dies zeigte sich in einer verminderten Leuchtkraft (Abb. 33). Eine
erst kiirzlich publizierte Studie von Ho et al. kam ebenso zu selbigem Ergebnis. Die Un-
tersuchungen wurden an 32 triple negativen Tumorproben durchgefiihrt. Hier korre-
lierte die miR-199a-3p Expression invers mit der von BRCA1-Expression. Dies zeigte sich
in den erniedrigten Proteinlevels. AuRerdem konnten sie ebenso eine direkte Interak-
tion der miR-199a-3p im Dual-Luciferase®Reporter Assay bestdtigen (Ho et al., 2018). In
dieser vorliegenden Doktorarbeit konnte somit gleichfalls eine inverse Korrelation mit
der miR-199a-5p und BRCA1 aufgezeigt werden.

MicroRNAs kdnnen, wie auch hier gezeigt wurde, an die 3’"UTR der mRNA von BRCA1

andocken und somit die Proteinproduktion vermindern.

5.6 Material und Methodenauswahl

5.6.1 Auswahl und aktuelle Studien der beiden microRNAs

Aus Voruntersuchungen in unserer Arbeitsgruppe kristallisierten sich zwei microRNAs
(hsa-miR-199-5p und hsa-miR-214) heraus, welche in invasiven Mammakarzinomen im
Vergleich zu DCIS hoher exprimiert waren (Schultz, Bartsch, Sotlar, Paetat-Dutter, et al.,
2011). Noch wahrend der Verfassung dieser Arbeit wurde zur Validierung verschiedener
microRNAs das NanoString®-System vorgestellt, welches in einer einzigen Probe bis zu
800 microRNAs gleichzeitig analysieren kann. In sechs formalinfixierten, paraffineinge-
betteten Tumorproben, mit einem duktalen Carcinoma in situ (DCIS) und einer invasiven
Komponente (NST), war die hsa-miR-199a-5p im invasiven duktalen Mammakarzinom
(NST) vergleichsweise signifikant liberexprimiert (p < 0,05) (Fehm et al., 2016). In einer
weiteren Studie von Dr. med. Bartsch war in invasiven Mammakarzinomen die
microRNA hsa-miR-199a ebenso signifikant Gberexprimiert (p < 0,0001). Die Expression

von hsa-miR-214 (p = 0,0733) war jedoch nicht so signifikant erhoht (Bartsch, 2016).

Auch andere Studien beschéftigen sich mit dem Einfluss der microRNA hsa-miR-199a-5p

in der Karzinomforschung, auf die nun genauer eingegangen wird.

In einer erst kiirzlich publizierten Studie aus dem Jahr 2018 von Tsai et al. wurde die
Expression von hsa-miR-199a-5p im unterschiedlichen Erkrankungsalter und Subtypen
genauer analysiert. Allerdings wurde hier bezlglich dieser microRNA keine Aussage Uber

die Pathogenitat getroffen (H. P. Tsai et al., 2018).
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Sowohl beim Lungenkarzinom (Ahmadi, Khansarinejad, Hosseinkhani, Ghanei, & Mowla,
2017) als auch beim Weichteilsarkom (KeRler et al., 2016) gilt diese microRNA als ein
markanter Biomarker.

In den Studien von Shin et al. im Jahr 2015 wurde die Expression dieser microRNA in
triple negativen Mammakarzinomen (TNBC) mit nicht triple negativen Mammakarzino-
men verglichen. Hier zeigte sich, dass diese in TNBC unterexprimiert war (Shin et al.,
2015). Auch die Untersuchungen von Piasecka et al. zeigten eine Herunterregulierung
der hsa-miR-199a-5p in TNBC (Piasecka, Braun, Kordek, Sadej, & Romanska, 2018). In
einer weiterfiihrenden Studie aus dem Jahr 2016 von Chen et al. - zu welcher auch Frau
Shin aus der vorigen Studie zdhlte — schreiben sie der miR-199a-5p eine EMT unterdri-
ckende Wirkung zu. Eine Uberexpression fiihrte hier zu verdndertem Twist1 (Chen et al.,

2016).

Beim Prostata-Adenokarzinom ist die miR-199a-5p ebenso ein direktes Target der mRNA
von Hypoxia-inducible factor-1 alpha (HIF-1a). Eine Uberexprimierung dieser microRNA
wirkte hier hingegen wiederum tumorsuppressiv Gber die Bindung an die 3 UTR (Zhong
et al,, 2017).

Bei der Untersuchung des follikuldaren Schilddriisenkarzinoms, wurde eine verminderte
Expression der miR-199a-5p festgestellt. Hier ist das CTGF-Gen (englisch: Connective
Tissue Growth Factor) ein Target der miR-199a-5p (Sun et al., 2016).

In den Studien von Guo et al. mit Leberkrebszellen wurde diese microRNA ebenso als

tumorsuppressiv identifiziert (Guo et al., 2015)

Bei Patienten mit einem Hepatozelluldrem Karzinom kam es durch die Cisplatin(Zytos-
tatika)-Behandlung, welche intravends appliziert wurde, zur verminderten Expression

dieser microRNA und dadurch zur verminderten Zellproliferation (Xu et al., 2012).

Somit gibt es unterschiedliche Aussagen Uber das Expressionsniveau der hsa-miR-199a-

5p und deren Auswirkungen.

In einer weiteren Studie wurden diese beiden microRNAs als mogliche therapeutischen
Targets beim Pankreas-Adenokarzinom ndher untersucht. Die Inhibierung dieser
microRNAs liel’ sich Gber die Marker wie a-SMA und Kollagen-Typ-I, welche durch den
TGF-R1 (Transforming Growth Factor-beta 1) beeinflusst werden, durch eine Verminde-
rung im Western Blot und in der Immunhistochemischen Farbung bestatigen (Kuninty
et al., 2016).
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Die microRNA miR-214 wurde ebenso in der Studie von Orso et al. bereits untersucht.
Hier kam man zu dem Ergebnis, dass diese microRNA die Tumorprogression beim

Mammakarzinom férdert (Orso et al., 2016).

5.6.2 Auswahl der Zelllinien fiir die Uberexpression der miRNAs

Um den Einfluss dieser miRNAs auf BRCA1 wahrend der EMT auf Zellebene untersuchen
zu kénnen wurde die gut etablierte und gering invasive MCF-7 Zelllinie und zum Ver-

gleich die HMT-3522-S1 Zelllinie ausgewahlt.

5.6.2.1 MCF-7-Zelllinie

Wie unter 3.1.1 erwdhnt, wird die MCF-7 Zellinie in der Literatur als geringgradig inva-
sive Mammazelllinie beschrieben, so wurde fiir diese Studie vorrangig diese Zelllinie aus-
gesucht um den Einfluss der der miRNAs hsa-miR199a und hsa-miR-214-5p auf BRCA1
besser untersuchen zu kénnen.

Zudem zeigten bisherige Forschungen mit MCF-7 Zellen in denen Twist1 Gberexprimiert
wurde, dass durch die Uberexpression dieses Faktors eine EMT ausgeldst wurde
(Mironchik et al., 2005). Weiters soll laut Literatur der BRCA1-Spiegel auf mRNA-Ebene,
ohne einer Uberexprimierung der microRNAs erhoht sein (Vissac, Peffault De Latour,
Communal, Bignon, & Bernard-Gallon, 2002). Dies wiirde bestatigen, dass BRCA1 ohne

Mutationen und anderer Einfliisse normalerweise als Tumorsuppressor agiert.

Daher wurden in dieser MCF-7 Zelllinie die beiden microRNAs Uber lentivirale Transduk-

tion Gberexprimiert und anschlieend weiter in Kultur genommen.

5.6.2.2 HMT-3522-51 Zelllinie

Als eine weitere Zelllinie wurde zum Vergleich eine benigne Zelllinie ausgewahlt, um die

moglichen Folgen einer Uberexpression der microRNAs besser studieren zu kdnnen.

Wie unter 3.1.1.3 erwdhnt wurde, ist sie eine Odstrogenrezeptorfreie und somit auch
nicht durch Ostradiol stimulierbar, nicht-tumorigene benigne Mammaepithelzelllinie,

welche aus einem fibrozystischem Mammagewebe entnommen wurde.

5.6.2.3 HMLE-Twist1-ER Zelllinie

Dank der Kooperation mit Frau Prof. Dr. med. Christina Scheel vom Helmholtz Zentrum
Minchen erhielten wir HMLE-Twist1-ER Zellen mit induzierbarem TwistI-Konstrukt. In

ihren Studien mit diesen Zellen stellt sie fest, dass eine voriibergehende Twistl-
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Aktivierung (15 Tage) mit anschlieBender Deaktivierung zur Induktion einer EMT fiihrte.
Diese Zellen erwarben stammzellartige Eigenschaften, welche sie zur Invasion und Me-
tastasierung befidhigte (Schmidt et al., 2015).

Daher wurde diese Zelllinie in dieser Arbeit verwendet, da sie ein interessantes Modell
beziglich auf die Induzierbarkeit der EMT darstellte. Durch den induzierbaren Transkrip-
tionsfaktor Twist1 konnten genauere Zusammenhange bezugnehmend der Twist1 indu-

zierbaren microRNAs auf BRCA1 und EMT erschlossen werden.

5.6.3 Methodenauswahl

dPCR und Westernblot-Analyse

Um die Expression von BRCA1 in den verschiedenen Zelllinien unter verschiedenen Aus-
gangsbedingungen zu Gberpriifen, sei es die Aktivierung des Twist1 Faktors in der HMLE-
Twist1-ER-Zelllinie oder die die lentivirale Uberexprimierung der beiden microRNAs in
der MCF-Zelllinie und HMT-3522-S1-Zellinie, wurden daher die Ergebnisse auf Transkrip-
tionsebene und auf Translationsebene Ergebnisse verglichen. Eine Genexpression auf
mMRNA- Ebene liefert zwar eine gewisse Vorhersagbarkeit auf die spatere Proteinexpres-
sion, dennoch ist sie kein tatsdchlicher Beweis fiir die ausschlaggebende Proteinbildung,
daher wurden neben den gPCRs zusatzlich auch immer Westernblotanalysen durchge-

fuhrt.

Wnt5A-Expression

Die Wnt5A Expressionsanalyse diente zur weiteren Verifizierung der Twist1- Aktivierung
und somit auch der EMT-Induktion (Y. Xu et al., 2017). So konnte bestatigt werden, dass
Uber die Tamoxifenstimulation der TwistI-Transkriptionsfaktor tatsachlich auch akti-

viert wurde.

Dual-Luciferase®Reporter Assay System von Promega

Um eine direkte Interaktion von mRNA und der microRNA-199a verifizieren zu kdnnen,

wurde dieser Assay ausgewahlt.
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6  Zusammenfassung und Ausblick

Das Mammakarzinom der Frau ist eine heterogene Erkrankung, die sich durch eine hohe
Zellplastizitat auszeichnet, welche durch verschiedene Faktoren hervorgerufen wird
(Turashvili & Brogi, 2017). Wegen der hohen Inzidenz und Mortalitatsrate, insbesondere
im metastasierten Stadium (Robert Koch-Institut, 2019), ist eine friihzeitige Diagnose-
und die Identifikation neuer therapeutischer Zielstrukturen fiir die Prognosestellung
wichtig. Dafiir ist es notwendig mogliche prognostische Biomarker und Regelmechanis-

men aufzudecken.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss des Transkriptionsfaktors Twist1 auf

den Tumorsuppressor BRCA1 wahrend der EMT auf Zellebene zu tberprifen.

In diesem Zusammenhang wurden die zwei microRNAs hsa-miR-199a-5p und hsa-miR-
214 naher untersucht, da, wie sich in Voruntersuchungen herausstellte, diese beiden
microRNAs besonders in invasiven Mammakarzinomen (NST) im Vergleich zu duktalen

Mammakarzinomen in situ (DCIS) stark Giberexprimiert waren.

In den hier durchgefiihrten Untersuchungen mit MCF-7 und HMT-3522-S1, stabil mit
den beiden microRNAs transfizierten Zellen, zeigte sich sowohl in der gPCR als auch in
der Westernblot-Analyse eine verminderte Expression von BRCA1 nach zweiwochiger
Kultur. Dies kénnte auf eine onkogene Wirkung dieser beiden microRNAs durch Knock-
down von BRCA1 deuten.

Weiters konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass in HMLE-Twist1-ER-Zellen
eine transiente Twist1-Aktivierung iber 72 Stunden zur Uberexpression dieser micro-
RNAs um das 2- bis 4-fache fiihrte. Daraus resultierte eine verminderte relative mRNA-
Expression von BRCA1 von bis zu 50 %. Das Ergebnis konnte per Westernblot auch auf
Proteinebene bestatigt werden. Somit konnte gezeigt werden, dass der Transkriptions-
faktor Twistl den miR199/214 Cluster steuert und es folglich tUber diese zur Induktion

einer EMT kommen kénnte.

Zusatzlich konnte mittels Luciferase-Assay gezeigt werden, dass die microRNA hsa-miR-
199a-5p ein direktes Target von BRCA1 ist. Somit kommt es (iber die TwistI-Induktion

Uber diese microRNA zum direkten Knockdown von BRCA1.

Die Inhibition des dargestellten Regelmechanismus kénnte eine mdogliche zukiinftige
Therapieoption darstellen, welche die Rate metastasierter Mammakarzinome reduzie-

ren konnte.
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