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Zusammenfassung

Zusammenfassung

BRCA1 (BReast CAncer 1, early-onset) ist ein Tumorsuppressorgen und kodiert fiir ein
multifunktionelles Protein, das an der Erhaltung der genomischen Integritit beteiligt
ist. BRCAI-Keimbahnmutationen sind mit einer erblichen Form von Brust- und
Eierstockkrebs sowie mit erhohtem Risiko fiir eine Vielzahl weiterer Tumorentitaten
assoziiert. Konstitutionelle Epimutationen des BRCAI-Gens werden analog zu
Sequenzmutationen als ,Erster Hit“ im Sinne der Knudson-Hypothese und als

krebsdisponierender Faktor diskutiert.

Unter Beriicksichtigung neuster wissenschaftlicher Erkenntnisse, die eine entscheidende
Rolle der stromalen Mikroumgebung fiir die Krebs-Disposition, -Initiation und
-Progression belegen, wurden im Rahmen dieser Arbeit die biologischen Konsequenzen
einer BRCAI-Haploinsuffizienz in nicht-neoplastischen Zellen mesenchymalen
Ursprungs untersucht. Hierfiir wurden primére dermale Fibroblasten (BRCAI™*Y)
einer Patientin mit lebenszeitlich frith aufgetretenen Neoplasien sowie einer
konstitutionellen BRCA I-Epimutation auf transkriptioneller und zellbiologischer Ebene
charakterisiert und mit isogenen Kontrollfibroblasten (BRCAI™) der gesunden

monozygoten Zwillingsschwester verglichen.

Eine Microarray-basierte komparative Expressionsanalyse identifizierte 285 zwischen
BRCAI™ und BRCAI™ Fibroblasten differenziell  exprimierte  Gene.
Uberreprasentiert waren vor allem Gene, die fiir extrazellulire Strukturproteine

(z.B. COL11A1, COL5A1, FLG, KRT19), mit der extrazelluliren Matrix assoziierte
Faktoren (z.B. ADAMI12, LOXL2, PLOD2), sowie protumorigene Wachstumsfaktoren
und Chemokine (z.B. IL6, CXCL12, CXCL6, FGF5) kodieren. Der explorative
Vergleich des generierten BRCA 1™*M-Expressionsprofils mit bereits publizierten
Expressionsdaten verschiedenster Zelltypen identifizierte eine starke Analogie zu der

transkriptionellen Signatur von sogenannten CAFs (Cancer associated fibroblasts).

BRCAI™* Fibroblasten zeigten im Vergleich zu BRCAI™ Fibroblasten verinderte
zellbiologische FEigenschaften, unter anderem eine verstarkte Proliferation, Migration
sowie eine abnorme Aktinarchitektur, die sich durch die vermehrte Existenz von Aktin-
Stressfasern darstellte. Eine im Vergleich zu BRCAI" erhohte Konzentration des

Ketonkérpers B-Hydroxybutyrat im Zellkulturiiberstand der BRCA 1™ Fibroblasten
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deutete auf metabolische Veranderungen zu Gunsten einer aeroben Glykolyse hin.
Dariiber hinaus wirkte konditioniertes Medium der BRCAI™® Fibroblasten in vitro
deutlich starker proliferationsfordernd auf die Epithelial- bzw. Krebszelllinien HMLE
und A549 als dies fiir die Kontrollfibroblasten der Fall war. Die Ergebnisse zeigen, dass
BRCAI™ sich transkriptionell, zellbiologisch und funktionell in gleicher Weise von
BRCATI™ Fibroblasten unterscheiden wie tumornah entnommene CAFs von normalen

Fibroblasten.

CAFs sind Zellen der Tumormikroumgebung und foérdern sowohl parakrin durch
Sekretion tumorigener Substanzen als auch durch Modifikation der extrazelluldren
Matrix (EZM) deren Wachstum. Die primére Existenz oder Ko-Evolution von
angrenzenden Tumorzellen galt lange Zeit als Voraussetzung fiir die Genese von CAFs.
Aktuelle Studien konnten jedoch zeigen, dass normale Fibroblasten in witro in
kompletter Abwesenheit von Krebszellen, CAF-typische phanotypische und funktionelle
Eigenschaften annehmen koénnen, wenn durch einen shRNA-Knockdown die Expression
eines der Tumorsuppressorgene BRCA1, RB, TP53 oder PTEN reduziert wird.

Die im Rahmen dieser Arbeit generierten Daten belegen, dass ein CAF-dhnlicher
Zustand in nicht-tumortsen mesenchymalen Zellen vorhanden sein kann und in dem
untersuchten Fall mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die konstitutionelle BRCAI-
Epimutation zuriickzufithren ist. Konstitutionelle Verdnderungen der stromal-
epithelialen Interaktionen zugunsten einer Tumor-fordernden Mikroumgebung in
genetisch krebspradisponierten Individuen koénnen einen Aspekt des bis heute nicht
vollstandig aufgekldrten Pathomechanismus von BRCA I-Mutationen bei der erblichen
Tumorgenese darstellen. Das Wissen um die mesenchymale Beteiligung bei der
hereditaren Kanzerogenese birgt das Potenzial, gezielte chemopraventive Mafinahmen
zu entwickeln, die durch Regulation der abnormen stromalen Konstitution in
Individuen mit BRCA 1-Mutationen die Initiation der Krebserkrankung verzogern oder

verhindern konnen.
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Einleitung

Mhite there are several chrone diseases more destructive of ffe than cancer

none 1§ more faa/‘ea/,“ Charles Mayo, 1926

Wie schon vor 90 Jahren von Charles Mayo, dem Mitbegriinder der US-amerikanischen
Organisation ,Mayo Clinic* in Rochester, formuliert [1], ist Krebs auch heute noch eine
der gefiirchtetsten Erkrankungen weltweit [2-4]. Einer der Griinde hierfiir ist
vermutlich, dass die zur Verfiigung stehenden Behandlungsoptionen
nebenwirkungsreich und in einem hohen Mafle belastend sind und nur bei einem Teil
der Patienten zu andauernden Erfolgen fiihren. Trotz langjédhriger intensivster
wissenschaftlicher  Auseinandersetzung mit der FErkrankung wund potenziellen
therapeutischen Zielen, sind auch heute noch viele der grundlegenden Fragen der
Kanzerogenese und Tumorbiologie unbeantwortet geblieben und geben der

Wissenschaft immer neue Réatsel auf.

Krebs stellt per se keine eigene Krankheitsentitat dar, sondern beschreibt viel mehr
eine Gruppe von mehr als 100 distinktiven Pathologien. Diese definieren sich als
Malignitaten, die durch abnorme und unkontrollierte Proliferation von Zellen

gekennzeichnet sind [5].

1.1 Epidemiologie der Krebserkrankungen

Onkologische Erkrankungen stellen durch ihre Komplexitat und die verbundenen hohen
Behandlungskosten eine der grofiten Herausforderungen des Gesundheitswesens dar.
Jahrlich erkranken etwa eine halbe Million Menschen in Deutschland an Krebs [6], so
dass  Krebserkrankungen nach Herz-Kreislauferkrankungen die zweithéufigste
Todesursache in Deutschland sind und im Jahr 2013 fiir insgesamt 223 842 Sterbefalle

verantwortlich waren [7].
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In den vergangenen Jahrzehnten wurden enorme Fortschritte bei der Diagnostik und
Therapie onkologischer Erkrankungen erreicht, die die Prognose vieler Erkrankter
deutlich verbesserten. So leben heute durchschnittlich tiber 50% der Betroffenen noch
5 Jahre nach Diagnosestellung, und haben damit, abhangig vom Tumortyp, eine gute
Chance auf eine dauerhafte Heilung [6]. Durch diese Entwicklung gelang es das
durchschnittliche krebsbedingte Sterbealter im Jahr 2013 auf einen Tiefstwert von 73,4
Jahren und damit nur knapp unterhalb des natiirlichen mittleren Sterbealters von 78
Jahren zu erhohen [6]. Daraus lasst sich ableiten, dass ein GroBteil der

Krebserkrankungen Personen fortgeschrittenen Alters betreffen.

Krebs im Kindes- und Jugendalter macht insgesamt nur 1% aller Falle aus. Jahrlich
erkranken in Deutschland etwa 2000 Kinder und Jugendliche unter 18 Jahren [§],
wodurch nach europaischer Definition péadiatrische Krebserkrankungen zu den ,seltenen
Erkrankungen“ gehoéren. Auch in der padiatrischen Onkologie fiihrte die
Weiterentwicklung therapeutischer Mafinahmen und Medikamente zu einer deutlichen
Verbesserung der Prognose. Die 5-Jahres-Uberlebensraten stiegen innerhalb von
35 Jahren um 25% auf 83% im Jahre 2010 und liegen damit fir Krebserkrankungen im
Kindes- und Jugendalter deutlich hoher als fir die Falle im Erwachsenenalter [8]. Trotz
der Seltenheit kindlicher Tumore und der guten Prognose stellen Krebserkrankungen
dennoch bei européischen Kindern nach dem ersten Lebensjahr die zweithaufigste

Todesursache dar.

Die Haufigkeit der Tumorlokalisationen ist abhangig von Geschlecht und Alter, sowie
fir bestimmte Tumorarten auch von der geographischen Lage. In Deutschland
erkranken Manner meist an Karzinomen der Prostata (26%), der Lunge (14%) oder des
Darmes (13%). Frauen hingegen sind am héaufigsten von Tumoren der Brustdriise
(31%), sowie ebenfalls von Darm- (13%) und Lungenkarzinomen (8%) betroffen [6]. Bei
unter 18-jahrigen Patienten sind Leukdmien (31 %), Tumore des zentralen

Nervensystems (24 %) und Lymphome (14 %) besonders haufig [8].

1.2 Genetik der Kanzerogenese

Die Kanzerogenese ist ein mehrstufiger Prozess, der durch genetische und
phénotypische Veranderungen von normalen Zellen zur Evolution von Krebszellen
fiuhrt, die sich durch eine Imbalance von Zellproliferation und Zelltod auszeichnen
[5, 9]. Ein Charakteristikum von neoplastischen Zellen ist deren genomische

Instabilitéat, die zur Akkumulation genetischer Lasionen fithrt [5, 10, 11]. Die Initiation
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der Kanzerogenese wird durch ererbte oder somatische Mutationen in Genen getriggert,
die fiir die Kontrolle des Zellzyklus und zellularer Wachstumsprozesse verantwortlich
sind. Solche in die Kanzerogenese involvierten Gene lassen sich in zwei Klassen

einteilen: Onkogene und Tumorsuppressorgene.

1.2.1 Onkogene

Ein molekularer Mechanismus der Kanzerogenese ist die Wachstumsstimulation durch
mutative Aktivierung von Protoonkogenen zu Onkogenen [12-14]. Protoonkogene
wirken in einem normalen physiologischen Kontext kontrolliert proliferationsférdernd
und kodieren haufig fiir Proteine, die an Signaltransduktionskaskaden und bei der

Produktion von mitogenen Signalen beteiligt sind [13-15].

Die Konversion eines Protoonkogens in ein aktiviertes Onkogen basiert auf
Mutationsereignissen, die einen Funktionsgewinn (,gain-of-function®) zur Folge haben.
Dieser kann entweder durch Punktmutationen, Genamplifikationen oder chromosomale
Rearrangements, die zur Fusionierung des betroffenen Gens mit anderen Genen und
deren regulativen Elementen fiihren, herbeigerufen werden [16, 17]. Die
Flunktionsgewinne der Onkogene konnen sich entweder auf struktureller Ebene durch
eine konstitutiv gesteigerte Aktivitdt des Proteins oder auf transkriptioneller Ebene

durch eine verstarkte Expression bemerkbar machen.

Ein Beispiel fiir eine strukturverdndernde Aktivierung eines Onkogens mittels eines
chromosomalen Rearrangements ist das mit dem Philadelphia-Chromosom assoziierte
Translokationsprodukt t(9;22)(q34;q11). Das daraus resultierende Fusionsprotein
BCR-ABL ist bei der Chronisch Myeloischen Leukdmie (CML) fir das unkontrollierte

Wachstum myeloischer Zellen verantwortlich [18-20].

Die Aktivierung von Protoonkogenen zu Onkogenen durch ,Gain-of-Function®-
Mutationen ist dominant und entfaltet ihre tumorigenen Effekte bereits bei
Involvierung eines Allels [21]. Mutationen in Protoonkogenen werden haufig im Laufe
des Lebens durch schadigende Umweltweinfliisse erworben und selten ererbt. Eine
Ausnahme bilden hier funktionsgewinnende Keimbahnmutationen des Protoonkogens
RET, die mit dem Tumorsyndrom Multiple Endokrine Neoplasie Typ 2 kausal
assoziiert sind [22-24].
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1.2.2 Tumorsuppressorgene

Ein weiterer die Kanzerogenese initiierender Mechanismus ist die Funktionsstorung der

Zellwachstumskontrolle durch Mutationen von Tumorsuppressorgenen (TSG).

Carl Nordling und Alfred Knudson beschrieben in ihrer als ,2-Hit-Hypothese®
bekannten Theorie die biallelische Inaktivierung eines TSG als notwendige
Voraussetzung fir die Entstehung sporadischer sowie hereditdrer Tumore [25, 26].
Dabei kann das initiale Mutationsereignis entweder somatisch erworben (Abb. 1A) oder
aber als Keimbahnmutation ererbt sein (Abb. 1B). Ein Verlust der Heterozygotie (loss-
of-heterozygosity, LOH) durch Non-Disjunction, mitotische Rekombination oder
Deletionen hat die Inaktivierung der zweiten Genkopie des betroffenen
Tumorsuppressorgens zur Folge und leitet die Kanzerogeneseprozesse ein (Abb. 1)
[27, 28]. Epigenetische Stilllegung mittels Promotermethylierung ist ein weiterer
Mechanismus, der sowohl als erster als auch als zweiter ,Hit“ an der biallelischen
Inaktivierung von TSG beteiligt sein kann (Abb. 1C+D) [29-32] und im Detail in
Kapitel 1.5.2 beschrieben ist.

Keimbahn Tumor
- [utation —& — LOH —L —
A e T —
— — —
+
5 —
—
Mutation M Silencing M
i — Mutali === S]lencl R
¢ —_—> —— 1
— R L e T L
7 Silencing ¢
D = Silencing .LT..T._U.I. oder LOH ) .LLT._TLLL

Abb. 1 Mechanismen biallelischer Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen nach Knudsons
,»2-Hit-Hypothese®. Inaktivierte Allele sind blau schattiert. Vertikale Pfeile markieren ein
Mutationsereignis.  Grine Symbole zeigen die epigenetische Stilllegung wvon TSGs mittels
Promotermethylierung. Graphik verindert nach Balmain et al. (2003) [28].

Der Begriff TSG bezieht sich weniger auf eine distinkte Proteinfunktion sondern
definiert eine Gruppe von Genen, die im Rahmen ihrer unterschiedlichen
physiologischen Funktionen daran beteiligt sind, Zellen vor einer malignen

Transformation zu bewahren [33, 34]. Funktionell lassen sich TSGs in drei Gruppen
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unterteilen: ,Caretaker”, ,Gatekeeper® und ,Landscaper® [34-36]. “Caretaker”-Gene
sind essentiell fir das regelrechte Gewebewachstum durch Erhaltung der Integritat und
Stabilitat des Genoms. Viele dieser Gene kodieren fiir Proteine, die Teil der Zellzyklus-
kontrollpunkte oder der zellularen DNA-Reparaturmaschinerie sind [33-35]. Durch das
Zusammenspiel dieser Proteine wird sichergestellt, dass wahrend der DNA-Replikation
induzierte DNA-Schéden effizient repariert werden und die Zellteilung bis zur
Beendigung dieser Prozesse arretiert wird, um die Akkumulation von genetischen
Aberrationen zu vermeiden [37-39]. Die Funktionen der ,Caretaker“-Gene sind in
Zellen vieler unterschiedlicher Gewebe identisch und sind daher nicht gewebespezifisch.
Aberrationen in “Caretaker”-Genen fithren zu neoplastischen Veranderungen, sind
jedoch per se nicht ausreichend um die Entwicklung eines Tumors zu initiieren
[34, 37, 40]. Vielmehr kommt es in deren Folge zu einer Schwéchung der genomischen
Stabilitdt und einer erhohten Mutationsrate in anderen Genen, deren Beeintrachtigung
wiederum zur Tumorentstehung beitragen kann, wie z.B. der zweiten Klasse der

Tumorsuppressorgene, der sogenannten ,,Gatekeeper“-Gene [37].

,Gatekeeper“-Gene regulieren die Zellteilung und das Wachstum von Geweben durch
Inhibition der Proliferation und Forderung der Apoptose und anderer Formen des
Zelltods in beschiadigten Zellen [33, 34, 41]. Dariiber hinaus kontrollieren sie die
Transformation von pluripotenten zu terminal differenzierten Zellen verschiedener
Gewebe [42, 43]. Aus diesen Funktionen lésst sich ableiten, dass die ,Gatekeeper“-Gene
im Gegensatz zu ,Caretaker“-Genen gewebespezifischer agieren miissen [34, 44]. Der
Funktionsverlust eines ,,Gatekeepers® ist der limitierende Faktor bei der mehrstufigen
Tumorgenese [41], sodass eine Wiederherstellung der normalen Funktion die

Weiterentwicklung neoplastischer Veranderungen inhibiert [33-35].

Wissenschaftliche FErkenntnisse der letzten Jahre iiber die Bedeutung der
Mikroumgebung bei der Tumorentstehung fithrten zur Definition einer neuer Gruppe
von TSGs, den ,Landscapern® [35, 44, 45]. Die von diesen Genen kodierten Proteine
sind fiir die Aufrechterhaltung der stromalen Homdostase verantwortlich, die
regulierend auf die Proliferation benachbarter Zellen wirkt. Die erstmalige Definition
von ,,Landscaper‘-Genen basierte auf der Beobachtung, dass initiierende Lésionen, die
zur Ausprigung eines Juvenilen Polyposis-Syndroms fithren, nicht in den Tumorzellen
selbst, sondern in den umgebenden stromalen Zellen nachgewiesen werden konnen [45].
Funktionalitiaten, die potenziell mit ,Landscaper®-Genen assoziiert sein konnten, sind
z.B. die Regulation von Proteinen der extrazellulairen Matrix, zellularer

Oberflachenproteine, Adhéasionsmolekiile und Wachstumsfaktoren [35, 46, 47].
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Polypen Risiko fiir
Epitheliale kolorektales Karzinom
b \ Zellen
> adenomatds i

Sporadisch

Gatekeeper
(FAP)

Caretaker
(HNPCC)

Landscaper
(JPS,UC)

Abb. 2 Divergente Pathomechanismen der Entstehung von kolorektalen Karzinomen unter
Beteiligung verschiedener TSG-Typen. Die Hilfte aller Individuen entwickelt bis zum
70. Lebensjahr benigne adenomatdése Polypen. Diese konnen im Laufe der Zeit entarten und Tumore
bilden. Hereditire Verdinderungen des ,Gatekeeper“-Gens APC (Adenomatous Polyposis Coli) fihren
zur Ausprigung einer Familidren Adenomatdsen Polyposis (FAP). Auf Grund der enorm grofien Anzahl
von adenomatdsen Polypen im Darm ist eine kanzerdse Entartung hoch wahrscheinlich. Patienten mit
hereditirem kolorektalem Karzinom ohne Polyposis (HNPCC) bilden nicht mehr oder héaufiger Polypen
aus als die Gesamtbevélkerung. Jedoch kommt es viel hdufiger zu einer kanzerdsen Entartung eines
Polypen, da ererbte Mutationen in den ,Caretaker®-Genen der DNA-Reparatur wie MLHI, MSH2,
MSHG6, PMS2 die Akkumulation genetischer Ldsionen begiinstigen. Beim Juvenilen Polyposis-
Syndrom (JPS) sowie der Autoimmunerkrankung Colitis ulcerosa (UC) kommt es zur Akkumulation
hamartomatdoser Polypen. Diese entstehen durch eine missgeleitete Proliferation stromaler Zellen, die mit
hereditaren oder somatischen Verdnderungen von ,Landscaper®-Genen, wie z.B. SMADJ, assoziiert
sind. Der Kontakt epithelialer Zellen mit der abnorm proliferierenden Mikroumgebung in den Polypen
fiihrt zu einem erhdohten Risiko einer neoplastischen Transformation dieser Zellen. Abbildung modifiziert
nach Kinzler und Vogelstein (1998) [45].

Die modelhafte Definition von ,Caretakern“, ,Gatekeepern“ und ,Landscapern“ trug
entscheidend zum Verstandnis der Rolle von TSGs bei der Genese von
Krebserkrankungen bei. Abb. 2 zeigt am Beispiel des kolorektalen Karzinoms wie
Veranderungen von  Genen  unterschiedlicher TSG-Typen iiber divergente
Pathomechanismen zur Entwicklung dhnlicher Krankheitsbilder fithren kénnen [45]. In

Anbetracht neuerer wissenschaftlicher Daten scheint es wahrscheinlich, dass sich die
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Funktionalitdt der drei Gruppen deutlich iiberschneiden kann. Viele TSGs kodieren fiir
vielseitiges Proteine, die je nach Gewebe sehr unterschiedliche Funktionen ausiiben
konnen und folglich nicht nur einer TSG-Gruppe zugeordnet werden konnen. So weisen
z.B. TP53 (tumor protein p53), BRCA1 (Breast Cancer 1, early-onset) und BRCAZ2
(Breast Cancer 2, early-onset) typische Charakteristika von sowohl ,Gatekeepern“ als
auch von ,Caretakern® auf [48]. Fiir die Gene NFI (neurofibromin 1) und RB
(retinoblastoma protein) wird zuséatzlich zu ihrer klassischen Rolle als ,Gatekeeper®

eine gewebespezifische Funktion als ,Landscaper® diskutiert [35, 36, 44, 49-51].

1.3 Atiologie und Disposition

Boveri und Bauer erkannten vor tber 100 Jahren die Bedeutung genetischer
Veranderungen fiir die Kanzerogenese und definierten Krebs als ,genetische
Erkrankung® [52-54]. Bis heute lielen neue wissenschaftliche Erkenntnisse diese
Definition, bis auf den Einfluss epigenetischer Faktoren, unangetastet, fithrten jedoch
zu einem tieferen Verstandnis tiber das komplexe Wechselwirkungsgefiige von exogenen

Faktoren und Genetik [55, 56].

1.3.1 Exogene Umweltfaktoren

Nur etwa 5-10% der Krebserkrankungen sind eindeutig auf hereditare genetische
Defekte zuriickzufiihren [57]. Fiir die restlichen 90-95% wird eine Kausalitat von
schadlichen Umwelteinfliissen oder einem ungesunden Lebensstil diskutiert. Es wird
geschatzt, dass durch Krebs verursachte Sterbefille in etwa 25-30% auf Tabakkonsum,
in 30-35% auf Erndhrungsstil und 15-20% auf Infektionen zuriickzufithren sind [58-63].
Weitere das  Krebsrisiko modulierende Faktoren sind  Strahlungsbelastung,
Umweltverschmutzung, Stress und Ubergewicht [64]. Die Tatsache, dass schédliche
exogenen Faktoren solch einen starken Einfluss auf die Krebsentstehung haben,
tangiert nicht die Relevanz genetischer Veranderungen bei der Kanzerogenese, sondern
steht vielmehr damit in Verbindung [55]. Dies liegt darin begriindet, dass alle
genannten exogenen FKinflisse das Potenzial besitzen, direkt oder indirekt durch
metabolische oder hormonelle Mediatoren DNA-Schiaden zu induzieren oder die
genetische Integritat durch Beeintrachtigung wichtiger zellularer Prozesse wie

Zellzyklus oder DNA-Reparatur zu geféhrden.

Ein Beispiel fir direkte mutagene Effekte exogener Faktoren sind durch polyzyklische

aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) induzierte G-nach-T-Transversionen, die
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innerhalb von wenigen Minuten beim Tabakrauchen auftreten. Solche typischen
Austausche finden sich in Lungentumorgewebe haufig in dem Tumorsuppressorgen
TP53 und sind vermutlich fiir die Entstehung von Lungenkarzinomen ursédchlich
[65-68]. Indirekte Effekte &uBerlicher Einfliisse auf das Krebsrisiko kommen zum
Beispiel durch eine ungesunde FErnahrungsweise zustande, die eine Adipositas
begiinstigt. Hohe Cholesterinspiegel, Insulinresistenz und Ubergewicht konnten in
Studien mit einer erniedrigten Konzentration an antioxidativen Enzymen sowie mit
einer erhohten Menge an mit oxidativem Stress verbundenen mutagenen Produkten
korreliert werden [69-71]. Ebenfalls konnte nachgewiesen werden, dass oxidative DNA-
Schéadigungen bei iibergewichtigen Personen viel haufiger und in grofleren Mengen
vorhanden sind [69, 72]. Welche Gene bei der Adipositas-abhangigen Kanzerogenese in
der Folge von tumorigenen Schéden betroffen sind, ist zum heutigen Zeitpunkt jedoch

nicht geklart.

1.3.2 Polygene Disposition und Risikogene niedriger Penetranz

Die Empfindlichkeit eines jeden Individuums gegeniiber exogenen Umweltfaktoren ist
grofitenteils genetisch determiniert und basiert auf der Kapazitat zur Neutralisierung

dieser adversen Effekte.

Ein Merkmal, das mit dem Krebsrisiko assoziiert ist und stark interindividuell variiert,
ist die Fahigkeit, DNA-Schiaden effizient zu reparieren [73, 74]. Die individuelle DNA-
Reparatur-Kapazitat zeigt ein Vererbungsmuster, das mit einem komplexen und

polygen kodierten Merkmal vereinbar ist [75, 76].

Unter Berticksichtigung der Daten mehrerer relevanter Studien lasst sich herleiten, dass
jede Person im Durchschnitt etwa 30 Aminosduresequenz-verandernde Varianten in
Genen verschiedener DNA-Reparatur-Mechanismen tragt [77-79]. Der kausale
Zusammenhang zwischen dieser genetischen Vielfalt und biochemischen Variationen der
DNA-Reparaturprozesse erscheint plausibel, ist jedoch nicht vollstandig auf

mechanistischer Ebene geklart [80].

Das genetisch determinierte Risiko an sporadischen Karzinomen zu erkranken wird
vermutlich durch Kombinationen von Einzelnukleotid-Polymorphismen (Single
nucleotide polymorphisms, SNP) in vielen funktionell unterschiedlichen Genen polygen
determiniert. Durch genomweite Assoziationsstudien (GWAS) mit sehr grofien
Patientenkohorten konnten bereits erfolgreich polymorphe Loci identifiziert werden, die

mit einem erhdhten Risiko fiir verschiedene Tumore assoziiert sind [81-84].
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Héaufig korrelieren die innerhalb solcher Studien identifizierten Varianten in neuen
Suszeptibilitidtsgenen mit einem nur sehr gering erhéhten Erkrankungsrisiko (< 1,3-

fach) und einer niedrigen Penetranz [84].

Die kumulativen Effekte solcher polymorpher Marker zuverldssig zu prognostizieren
und zur individuellen Risikoabschitzung zu nutzen, birgt eine grofle Herausforderung
aber auch Chance fiir die moderne Krebsvorsorge. Eine der ersten Studien, die sich eine
mathematisch-statistische Beschreibung der polygenen Suszeptibilitdt zum Ziel machte,
wurde von Pharoah el al. durchgefiihrt und 2002 publiziert [85]. Unter Ausschluss von
Varianten der bekannten Hochriskogene BRCAI und BRCA2 wurde die
Populationsverteilung des Brustkrebsrisikos einem mathematischen Modell angepasst,
das auf der Loci-tibergreifenden Multiplikation der geringen Risiken per Variante
basierte. Gemafi dem verwendeten Modell konnten 12% der Population der
Hochrisikogruppe zugeordnet werde, deren Risiko bis zu einem Alter von 70 Jahren an
Brustkrebs zu erkranken, 1 zu 10 oder hoher betragt. Die Halfte aller Brustkrebsfille
betraf tatsachlich Personen dieser Hochrisikogruppe. Nur 12% der Brustkrebsfille
wurden hingegen bei Personen diagnostiziert, die gemafi dem polygenen Modell der

Gruppe mit dem niedrigsten Risiko zugeordnet worden waren.

Mittlerweile existiert eine Vielzahl von Studien, die sich mit dem kombinierten Risiko
haufiger Polymorphismen fiir verschiedene Tumorerkrankungen beschéftigen und
hierfir die Berechnung des sogenannten ,,polygenic risk scores® (PRS) heranziehen [86—
88]. Die Identifizierung von Hochrisikopatienten anhand eines Sets bekannter Loci wird
im klinischen Alltag bereits in einigen spezialisierten Einrichtungen angeboten und wird
z.B. in Grofibritannien vom ,National Institute of Health and Care Excellence® im

Rahmen von Praventionsprogrammen empfohlen [83, 86, 89].

1.3.3 Monogene Disposition, Risikogene hoher Penetranz und hereditare
Tumorsyndrome

Die Entdeckung der ersten krebsdisponierenden Gene basierte auf der Erkenntnis, dass
lebenszeitlich frith auftretende Tumore innerhalb einiger Familien aggregierten und die
Vererbung den Mendelschen Gesetzen folgte [90, 91]. Durch Segregationsanalysen in
betroffenen Familien und Genkartierungen mittels positionaler Klonierungsstrategien
konnten Zusammenhdnge zwischen Verdnderungen bestimmter Gene und den fiir

Tumorsyndrome typischen Phanotypen hergestellt werden.
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Tab. 1 Auswahl hoch-penetranter, hereditidrer Tumorsyndrome

Syndrom Typische Tumore Erbgang Inzidenz Gene
1:30 000 bis
Ataxia Telangiectasia Lymphome, Leukdmien AR - ATM
. 1:100 000
Mammakarzinom, benigne und
Cowden-Syndrom maligne Schilddriisentumore und AD 1:200 000 PTEN
Endometriumkarzinome
Adenomatose Polypen des
Familidre adenomatose Kolons/Rektums, gastrointestinale AD 1:5 000 bis APC
Polyposis Tumore, Papillare 1:10 000 g
Schilddriisenkarzinome
Familidgrer Brust- und M | Ovarialkari AD 1:500 bis BRCAI,
Eierstockkrehs amma-und Ovarialkarzinome 1:1 000 BROA2
o . . MLHI1, MSH2,
Hereditares non-polypdses Kolorektale Adenokarzinome, .
i . i AD 1 in 400 MSHG6, PMS1,
kolorektales Karzinom Endometriumkarzinome
PMS2
Multiple Polypen, Tumore des MADH/,
Juveniles Polyposis-Syndrom Gastrointestinal-und des AD 1:100 000 (SMAD),
Kolorektaltrakts BMPRIA
Brustkrebs, Osteosarkome,
Li-Fraumeni-Syndrom Nebennierenrindentumore, AD selten TP53
Leukdmien
orimére Hyperparathyreoidismus
Multiple Endokrine Neoplasie primare )pe.IpaIa IVTCOICISIIS,
Tvo 1 Pankreaskarzinome, AD 1:100 000 MEN1
P Hypophysenadenome
Multivle Endokrine Neonlasi medullare Schilddriisenkarzinome,
T b ‘121,) © HICORHINE Seopiasie Phéochromozytom, AD 1:30 000 RET
i Schleimhautneurome
Gastrointestinale Karzinome,
Peutz-Jeghers-Syndrom ASHIOMLEs 1.na ¢ a17?n0me AD 1:200 000 LKB1 (STK11)
Mammakarzinome, Keimzelltumore
Klarzellige Nierenzellkarzinome,
Phaocl ozytome,
von Hippel-Lindau }aO( 1r<.)mo7}, — . AD 1:36 000 VHL
Hémangioblastome, retinales
Angiom
XPA, ERCOS,
. Plattenepithelkarzinome, XPC, ERCC?2,
Xeroderma pigmentosum . AR 1:1 000 000
Basalzellkarzinome, Melanome XPE, ERCCY,
ERCCS5
1:13 500 bis
Familidres Retinoblastom Pédiatrische Tumore der Retina AD © OUR OIS RB1

1:25 000

Abkiirzungen Erbgang: AD = autosomal dominant, AR = autosomal rezessiv. Informationen entnommen aus Nagy

et al. [92].
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Das erste als Tumorsuppressor erkannte und charakterisierte Gen war RB1, dessen
Veranderungen zu dem monogen erblichen padiatrischen Retinoblastom fithren
[26, 93, 94]. Das RBI1-Protein agiert als molekulare Verbindung zwischen dem
mitogenen Signaltransduktionswegen und der Zellzyklusregulation [95]. 1979 folgte die
Entdeckung von TP53, einem Gen, dessen Involvierung bei der viralen Transformation
von Zellen sowie als Ziel somatischer Mutationen in Tumoren beobachtet wurde [96].
Zehn Jahre spéter wurde erkannt, das Keimbahnmutationen auch dieses Gens zu einem
hoch-penetranten Tumorsyndrom, nédmlich dem sogenannten Li-Fraumeni-Syndrom,
fihren [97]. 1994 und 1995 folgten die Beschreibungen von BRCA1 und BRCA2, zwei
multifunktionalen Genen, deren Verdnderungen fiir die hereditare Form des Brust- und
Eierstockkrebs (HBOC) kausal sind [98, 99].

Einige der bekannten Tumorsyndrome sind genetisch heterogene Entitdten und kénnen
durch Verédnderungen mehrerer Gene verursacht werden, die zumeist Teil derselben
Signalkaskaden sind oder eine homologe Funktionalitdt aufweisen. Ein Beispiel ist das
Syndrom Xeroderma pigmentosum, das mit einer erhohten Wahrscheinlichkeit fiir das
Auftreten von UV-induziertem Hautkrebs einhergeht. Verdnderungen der Gene
XPA/XPC/XPE (Xeroderma Pigmentosum, Complementation Group A/C/E) sowie
ERCC3/ERCC2/ERCC4/ERCC5 (Excision Repair Cross-Complementation Group
3/2/4/5), die alle Teil der Nukleotidexzisionsreparatur (NER) sind, konnten als
ursachlich identifiziert werden [100-102].

Hereditare Tumorsyndrome werden in den meisten Fallen dominant vererbt, zeigen
aber auf molekularer Ebene ein rezessives Wirkmuster, das in Kapitel 1.2.2 naher
beleuchtet wird. Hinweise auf das mogliche Vorliegen eines hereditaren Tumorsyndroms
ergeben sich aus der Familienanamnese. Folgende klinische Kriterien sprechen fiir eine

erbliche Atiologie einer Krebserkrankung [92]:

e mehrere Generationen sind betroffen

e lebenszeitlich deutlich fritheres Auftreten der Tumore als fiir die jeweilige

Entitat typisch
e multiple primére Neoplasien in einem Individuum

e Auftreten einer Krebserkrankungen in Kombination mit anderen nicht-malignen

Manifestationen, die auf genetische Atiologie schlieBen lassen
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Charakteristisch fiir Neoplasien innerhalb erblicher Tumorsyndrome im Gegensatz zu
denen sporadischer Formen sind, dass sie weitgehend unabhangig von &ufleren
Einfliissen entstehen und kaum durch Anderungen der Lebensweise beeinflussbar sind.
Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden bereits iiber 200 verschiedene hereditare
Krebssyndrome beschrieben [92, 103]. Tab. 1 zeigt eine Auswahl der bekanntesten

monogenen Tumorsyndrome.

Hereditédre Krebssyndrome koénnen mit einem erhohten Risiko fiir bosartige Tumore
verbunden sein, pradisponieren aber in vielen Féllen auch fiir benigne Tumore wie beim
Cowden-Syndrom oder der Multiplen Endokrinen Neoplasie. Beriicksichtigt man sowohl
maligne als auch benigne Manifestationen, so haben viele der Tumorsyndrome eine fast

vollstédndige Penetranz bis zu einem Alter von 70 Jahren [92, 103].

1.4 Der Tumorsuppressor BRCA1 (BReast CAncer 1, early-onset)

1.4.1 Die Struktur von BRCA1

Das humane Gen BRCA1 ist auf Chromosom 17 im Genlocus 17q21 lokalisiert und
umspannt tber 80 kb genomischer DNA [98, 104]. BRCA1 besteht aus insgesamt 24
Exons, wovon 22 kodierend sind. Das zentral gelegene Exon 11 hat eine Lénge von
3427 bp und macht iiber 50% des kodierenden Bereiches des Gens aus. Die genomische
Region des BRCAI1-Gens ist charakterisiert durch eine Akkumulation repetitiver
Sequenzen. Besonders zahlreich sind die zu den ,short interspersed nucleotide
elements“ (SINE) zdhlenden Alu-Sequenzen vertreten, die 42% der gesamten

genomischen Sequenz von BRCA1 bilden [104].

BRCAT1 besitzt einen gemeinsamen bidirektionalen Promoter mit dem Gen NBR2 (next
to BRCAI1 gene 2) [105]. Der regulatorische Bereich ist in eine ~2,8 kb grofie CpG-
reiche Region eingebettet und reicht vom Nukleotid -1810 5° stromaufwéarts bis zum

intragenischen Nukleotid 4+974.

Das Haupttranskript ist 7,8 kb lang und kodiert fiir die 1863 Aminosduren des 220 kDa
schweren BRCA1-Proteins [98, 106]. Am N-terminalen Ende des Proteins befindet sich
eine RING (Really Interesting New Gene)-Finger-Doméne, die sowohl DNA-Protein-
Interaktionen als auch Protein-Protein-Interaktionen vermittelt [107, 108]. Dariiber
hinaus besitzt BRCA1 eine Kernlokalisierungssequenz, die fiir den aktiven nukledren
Import des Proteins essentiell ist [109]. Eine hochkonservierte ,Coiled-coil* Region

beherbergt die Transaktivierungsdomédnen AD1 und AD2, die synergistisch an der
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Transkriptionsregulation von Zielgenen des BRCA1-Proteins beteiligt sind [110]. Das
C-terminale Ende des Proteins umfasst eine von Tandemrepeats kodierte globulére

Doméne BRCT  (BRCA1-C-Terminus), die fir  Proteine der  DNA-
Reparaturmaschinerie typisch ist [111].

(a) C

E23fs
126A
C61G

Exon 11

BARD1 PalB2 Ctip
Abraxas
BACH1

(b)

G25R
e \W31R
W31c

Oligonucleotide
binding (OB)

BRCA2

3418

PalB2 RAD51 ssDNA RAD51

TiBS

Abb. 3 Schematische Struktur der Proteine BRCA1 (a) und BRCA2 (b). Zwischen den Arten
homologe Domanen sind blaw markiert. Haufig durch Mutationen verdinderte Aminosdurestellen sind iber
der jeweiligen Proteindarstellung notiert. Pfeile kennzeichnen Stellen, an denen das BRCA1-Protein von
CHEK2 bzw. ATM phosphoryliert wird. Fiir Protein-Protein-Interaktionen wichtige Regionen sind
durch schwarze Balken unter Angabe des Bindungspartners dargestellt. Abbildung entnommen aus
Henderson et al. (2012) [112].

Obwohl keine direkten Sequenzhomologien von BRCAI und BRCAZ2 bestehen, weisen
beide Gene durch ihre umfassende Groie und das groBe zentrale Exon 11 Ahnlichkeiten
auf genomischer Ebene auf. Trotz ihrer sehr unterschiedlichen Ausstattung an
funktionellen = Proteindoménen sind BRCA1 und BRCA2 beides nukledre
Tumorsuppressorgene und funktionell sowie pathofunktionell eng verwandt. Orthologe
des humanen BRCAI1-Gens existieren nicht nur in Mammalia sondern auch in den
meisten anderen Chordaten, so wie z.B. Gallus gallus oder Xenopus laevis und wurden
auch in Pflanzen wie Arabidopsis thaliana gefunden [113-115]. In verschiedenen
Hefearten und Drosophila melanogaster konnten bisher keine Orthologen des humanen
BRCA1-Gens identifiziert werden. Der Grad der arteniibergreifende Sequenzidentitét
der orthologen BRCA 1-Gene ist, verglichen mit anderen Tumorsuppressoren wie TP53,

RB, APC oder NF1 mit zu 90-98% Ubereinstimmung sehr niedrig.
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Das humane BRCAI-Gen zeigt insgesamt nur 58% identische DNA-Sequenzen mit dem
orthologen Gen der Maus [116]. Dennoch sind die 120 aminoterminalen und die 80
carboxyterminalen Aminosauren hochkonserviert und fiir viele Arten tber 80%
identisch, was die enorme funktionelle Relevanz der in dieser Region lokalisierten

Proteindoménen unterstreicht [114, 117].

1.4.2 Die Funktionen von BRCA1

BRCA1 ist ein multifunktionelles Protein, das unter anderem in DNA-
Reparaturprozessen, der Kontrolle der Zellzykluscheckpoints, Ubiquitinierung von
Proteinen und der Umstrukturierung des Chromatingeriists involviert ist [118]. Abb. 4
zeigt schematisch die verschiedenen Funktionen von BRCA1 und dessen bekannte

Interaktionspartner.
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Abb. 4 Das BRCAI1-Netzwerk. Die funktionelle Beteiligung von BRCA1 umfasst u.a. die Prozesse
DNA-Reparatur, Zellzykluskontrolle, Chromatin-Remodellierung und Ubiquitinierung. Viele dieser
Prozesse sind mechanistisch noch micht vollstindig aufgeklart. Abbildung modifiziert nach Narod und
Foulkes (2004) [118].
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DNA-Reparatur

BRCA1-defiziente Zellen reagieren hypersensitiv auf DNA-schidigende Einfliisse wie
ionisierende Strahlung (IR), ultraviolette Strahlung (UV) und DNA-alkylierende
Agenzien [119]. Dies lésst vermuten, dass BRCA1 eine wichtige Rolle bei der effizienten
Reparatur dieser DNA-Schaden spielt, die essentiell fiir die Toleranz von Zellen

gegeniiber diesen Faktoren ist.

Es existieren fiinf verschiedene DNA-Reparatur-Maschinerien, die in Abhéngigkeit von
der Art der DNA-Lésionen getriggert werden. Diese sind Homologe Rekombination
(HR), Nicht-homologes End-Joining (NHEJ), Nukleotidexzisionsreparatur (NER),
Basenexzisionsreparatur (BER) und Mismatch-Reparatur (MMR) [120-122].

Nach Schéadigung der DNA kolokalisieren BRCA1, BRCA2 und RADS51 in einem
Komplex und bilden an der Stelle des Defektes subnukleére Foci [123, 124]. Dabei wird
BRCAL1 von den Kinasen ATM und CHEK2 phosphoryliert [125-127]. BRCA1 ist Teil
des BASC (BRCAl-associated genome surveillance complex)-Komplexes, der sich aus
den Tumorsuppressoren und DNA-Reparaturproteinen MSH2, MSH6, MLH1, ATM,
BLM, RAD50, NBS1 sowie dem DNA-Replikationsfaktor RFC zusammensetzt [128].
Dieser Komplex gilt als Sensor fiir DNA-Defekte und vermittelt die Reparatur von
Doppelstrangbriichen mittels homologer Rekombination [129].

Dartiber hinaus ist BRCA1 auch an der Reparatur von DNA-Schiden durch NER
beteiligt. BRCA1 fordert die globale sowie transkriptionsgekoppelte NER auf eine
pH3-unabhéngige Weise, unter anderem durch die transkriptionelle Induktion NER-
relevanter Gene wie XPC, DDB2 und GADD/5 [130, 131]. Die Defekte in der
transkriptionsgekoppelten NER in BRCAl-defizienten Zellen beruhen auf einer
Blockierung der RNA-Polymerase-II-Transkriptions-Maschinerie an Stellen oxidativ-
geschadigter DNA [130].

Es konnte gezeigt werden, dass BRCAIl-defiziente embryonale Mausfibroblasten eine
signifikant reduzierte Aktivitit der NHEJ-Reparaturprozesse aufweisen, was einen
Beitrag von BRCA1 auch in diesem Reparaturweg nahelegt [132]. Neuere Studien
stiitzen diese Hypothese und belegen, dass auch der in-vitro Knockdown von BRCA1 in
HEK293-Zellen zu einer deutlichen Inhibition der Reparatur von Doppelstrangbriichen
mittels NHEJ fithrt [133].
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Kontrolle der Zellzykluscheckpoints

Zellen, die sich in der mitotischen Ruhephase (GO-Phase) oder Seneszenz befinden
exprimieren nur marginale Mengen von BRCAI und BRCAZ2 [134]. Im Gegensatz dazu
ist mRNA-Transkript der beiden Gene wahrend der Transitionen von G1- zu S-Phase
und G2- zu M-Phase reichlich nachweisbar [106, 135]. Die zellzyklusabhangigen
Expressionsmuster von BRCAI und BRCAZ2 sprechen fiir eine Rolle der beiden

Proteine in den Prozessen der Mitose und Zellteilung.

BRCA1 reguliert DNA-Schaden-abhéngige Kontrollprozesse der Zellteilung und stellt
somit die genomische Integritdt sicher. DNA-Defekte fithren zu der Aktivierung des
G1/S-Checkpoints und verhindern somit, dass beschadigte DNA in der S-Phase
repliziert wird. Der Tumorsuppressor p53 ist an der Aktivierung des G1/S-Checkpoint
beteiligt und reguliert die Transkription des CDK-Inhibitors 1 (p21) [136, 137]. Diese
Funktion des pb3-Proteins ist jedoch abhangig von der vorherigen Phosphorylierung
durch die Kinasen ATM/ATR [138]. Es konnte gezeigt werden, dass BRCA1 diesen
Phosphorylierungsprozess von pb53 vermittelt und daher BRCA1-defiziente Zellen eine
defekte oder verminderte durch IR und UV induzierte Aktvierung des G1/S-
Checkpoints aufweisen [138, 139].

Der S-Phasen-Checkpoint fiihrt zu dem sofortigen Stopp der DNA-Replikation bei
Auftreten von DNA-Schiaden [140]. BRCA1-defiziente HCC1937-Zellen weisen einen
defekten S-Phasen-Checkpoint auf, der jedoch durch die Komplementation von
funktionellem BRCA1-Protein aufgehoben werden kann [141]. Der genaue
Wirkmechanismus von BRCA1 bei der Aktivierung dieses Checkpoint ist bisher
ungeklart, aber vermutlich mit einer Komplexbildung von BRCA1, BRCA2, RAD51
und FANCD2 verbunden [142, 143] .

Neben den G1/S-und S-Phasen-Checkpoints aktivieren DNA-Schéden ebenfalls den
G2/M-Checkpoint und verhindern somit, dass genetische Léasionen in der Mitose an
Tochterzellen weitergegeben werden. Wéahrend der Aktivierung der G2/M-Checkpoints
reguliert BRCA1 die Kinase CHKI1, die wiederum die Expression von Cyclin B und
CDKI1 (Cyclin-dependent kinase 1) reduziert und somit das Eintreten der Zellen in die
Mitose verhindert [144-146]. Die Phosphorylierung von BRCA1 durch die
Phosphokinase ATM ist dabei eine Grundvoraussetzung fiir die Funktion von BRCA1
bei der Regulation des G2/M-Checkpoints [127, 141, 147, 148].
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Chromatin-Remodellierung

Die raumliche Umstrukturierung des Chromatingeriists erleichtert den Zugang
verschiedener Reparaturproteine zu DNA-Lésionen und erméglicht somit die effiziente
Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen. Mehrere multimere Proteinkomplexe,
darunter auch der BRCAIl-beinhaltende BASC-Komplex, sind an diesem Prozess
beteiligt. Dartiber hinaus interagiert BRCA1 mit den Chromatin-remodellierenden
Proteinen SWI/SNF, sowie der Helikase BACHI1 [118, 149, 150]. Die pathogene
krebsdisponierende Deletion von Exon 11 des BRCA 1-Gens fiihrt zu einer reduzierten
Affinitat des BRCA1-Proteins zZu seinen Chromatin-remodellierenden
Interaktionspartnern [149]. Dies spricht fir eine wichtige Rolle der Chromatin-

Remodellierung fiir die Tumorsuppressoreigenschaften des BRCA1-Proteins.
Ubiquitinierung

Viele von BRCA1 ausgefiihrte Funktionen beruhen auf der Aktivitat als E3-Ubiquitin-
Ligase, die BRCA1 als Heterodimer mit dem Interaktionspartner BARD1 ausiibt [151].
Bei der Ubiquitinierungsreaktion wird das globuliare Protein Ubiqutin kovalent tiber
eine Isopeptidbindung an Zielproteine gebunden und modifiziert somit deren
Eigenschaften und zelluldre Schicksale. Proteine mit E3-Ubiquitin-Ligasefunktion sind
fur die Substratspezifitit der Ubiquitinierungsreaktion verantwortlich. BRCA1
vermittelt die Ubiquitinierung verschiedener Zellzyklus- und DNA-Reparatur-
regulierender Proteine, und induziert somit deren Degradierung iiber das 26S-
Proteasom, was wiederum diese Prozesse reguliert [152, 153]. Der BRCA1l-abhéngige
proteasomale Abbau der Proteine Cyclin B und CDC25C verhindert z.B. die
Akkumulation dieser Proteine und damit das Voranschreiten des Zellzyklus zur Mitose
[153]. Die DNA-Schaden-abhéangige Ubiquitinierung der Endonuklease CtBP-interacting
protein (CtiP) wiederum fiithrt nicht zu deren Degradierung, sondern zu einer

Anlagerung an das Chromatin und zur Kontrolle des G2/M-Checkpoints [154].

BRCAL1 ist ebenfalls an der spezifischen Ubiquitinierung von H2A-Histonen beteiligt
und sorgt so fir die Stabilitit des Heterochromatins [155-157]. Der Verlust der
BRCA1-Aktivitat im Mausmodell fiithrt zur Reduktion kondensierter DNA-Regionen im
Genom und zur transkriptionellen Derepression der Satelliten-DNA und damit

assoziierter genomischer Instabilitat [158].
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1.4.3 BRCA1 bei der hereditaren und sporadischen Tumorgenese

Keimbahnmutationen der Gene BRCA1 und BRCAZ2 sind urséchlich fiir eine erbliche
Form von Brust-und Eierstockkrebs (HBOC), der sich durch ein lebenszeitlich deutlich
fritheres Auftreten kennzeichnet als sporadische Formen. 0,1 bis 0,2% der
Gesamtbevolkerung sind von pathogenen BRCA1/2-Mutationen betroffen [159, 160].
Dabei liegt die Pravalenz in einigen Bevolkerungsgruppen, wie z.B. Ashkenazi-Juden,

durch die Existenz von Griindermutationen um einen Faktor 10 hoher [161, 162].

Das Risiko fiir priadisponierte Frauen bis zu einem Alter von 80 Jahren an Brustkrebs
zu erkranken liegt fir BRCA I-Mutationen bei 80% sowie fur BRCA2-Mutationen bei
88% und damit in etwa 6-mal hoher als fir die Gesamtbevolkerung im selben Alter
[163, 164]. Die Penetranz fiir Ovarialkarzinome liegt bei 65% bzw. 37% fir BRCA1
bzw. BRCA2-Mutationen [163]. BRCA1/2-Mutationen fihren auch in ménnlichen
Individuen zu einer erhohten Krebsinzidenz, wobei hier BRCA2-Verdanderungen einen
deutlich stérkeren Einfluss haben und insbesondere das Risiko fiir ménnlichen
Brustkrebs, Prostatakrebs sowie Pankreaskarzinome erhéhen [165]. Dartiber hinaus
wurden Keimbahnmutationen der Gene BRCA1/2 mit einer Vielzahl weiterer
Tumorentitidten in Verbindung gebracht. So fanden sich in unterschiedlichen
Metastudien Assoziationen mit dem Risiko fiir verschiedene intestinale Tumore,
Eileitertumore, Hirntumore, hamatologische Malignitiaten, Lymphome und Melanome
[166-170]. Viele dieser Assoziationen konnten jedoch nicht mit ausreichender
statistischer Starke belegt werden und waren im Vergleich unterschiedlicher Studien
inkonsistent [171]. Dies liegt moglichweise darin begriindet, dass die moderate
Suszeptibilitat fiir andere als Brust-und Ovarialtumore in BRCA1/2-Mutationstragern
von exogenen oder weiteren genetischen Faktoren mitbeeinflusst wird und daher
zwischen verschiedenen ethnischen und geographischen Populationen variieren kann
[167].

Eine  konstitutive  komplette  Defizienz von  BRCA1  durch  biallelische
Keimbahnmutationen galt lange Zeit als nicht mit dem Leben vereinbar zu sein. Diese
Annahme wurde ebenfalls durch Mausmodell-Experimente gestiitzt. Embryonen mit
homozygoter Defizienz des murinen Brcal-Gens sterben bereits zwischen dem 10. und
13. Tag der Gestation und weisen multiple Entwicklungsdefekte neurologischer Gewebe
auf, die auf eine Deregulation von Proliferation und Zelltod hindeuten [172-174].
Aktuell wurde jedoch von zwei Patienten mit biallelischen pathogenen BRCAI-
Varianten berichtet, die im Alter von 23 bzw. 28 Jahren an Brustkrebs bzw.

Ovarialkarzinom erkrankten. Beide zeigten dariiber hinaus multiple kongenitale
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Anomalien wie Kleinwuchs, Mikrozephalie und mentale Retardierung, sodass das
Krankheitsbild als neuer Subtyp der Fanconi-Andmie (FA-S) definiert werden konnte
[175, 176].

Bis heute ist nicht abschlieSfend geklart worin die hohe Gewebesperzifitat von BRCA I-
Varianten fiir den hoch-penetranten Phénotyp begriindet liegt. Es wird jedoch
vermutet, dass hier die hormonelle Sensitivitat des Zielgewebes eine entscheidende
Rolle spielt [177]. In nicht 6strogen-responsiven Geweben gehen Zellen mit somatisch
erworbener, vollstandiger BRCA1-Defizienz durch ROS (reaktive Sauerstoffspezies)-
induzierten Zelltod zugrunde. In Brust-und Ovarialgewebe hingegen kommt es unter
Ostrogeneinfluss zur Aktivierung des Pi3K/AKT-Signalwegs, der die nukleire
Akkumulation von Nrf2 bedingt [178]. Nrf2 ist ein Transkriptionsfaktor der die
Expression von antioxidativen und Phase-II-Enzymen der Biotransformation reguliert
und somit zur Neutralisierung der adversen Effekte von ROS beitragt [179]. Dieser
Prozess ermdglicht das Uberleben BRCA1-defizienter Brustepithelzellen sowie BRCA1-
defizienter Brusttumorzellen in vitro und somit vermutlich auch die Tumorgenese in
ostrogenabhéngigem Gewebe in wvivo [180, 181]. BRCA1 fungiert dariiber hinaus als
Koregulator der Androgenrezeptor-Transaktivierung und des Androgen-induzierten
Zelltods [182, 183]. Diese Funktion kénnte mit dem erhdhten Risiko fiir Prostatakrebs
in ménnlichen BRCA1/2-Mutationstrégern in Verbindung stehen. Da im menschlichen
Organismus die Ostrogen-bzw. Androgen-Sensitivitit jedoch nicht nur auf Brust-,
Ovarial- und Prostatagewebe beschrankt ist, sondern in unterschiedlich starker
Auspragung eine Vielzahl weiterer Organe betrifft, kann die oben beschriebene

Hypothese keine vollstandige Erklarung fiir die Gewebespezifitat bieten.

Mammakarzinome von Patienten mit BRCAI- und teilweise auch BRCA2-Mutationen
weisen histopathologisch spezifische Charakteristika auf. Das Tumorgewebes ist haufig
nur sehr schwach differenziert und anaplastisch, sodass laut dem Klassifizierungssystem
der ,,Union Internationale Contre le Cancer (UICM) eine Einstufung als ,hochgradig®
vorgenommen wird [184]. Weitere Indikatoren fiir eine BRCA I-abhangige hereditare
Atiologie sind eine scharfe, periphere Begrenzung, starke lymphozytire Infiltration und
starke mitotische Aktivitdt [184-186]. In 90% der Félle weisen BRCAI-abhangige
Tumore keine Rezeptoren fiir die Steroidhormone Ostrogen und Progesteron auf.
Ebenfalls zeigt sich keine Amplifikation der epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren
Her2/neu (human epidermal growth factor receptor 2, erb-B2, c-erbB2), sodass Tumore
in dieser typischen Kombination héaufig als ,triple-negativ® bezeichnet werden koénnen
[184, 186]. Etwa 80% der triple-negativen Tumore sind ,basal®, d.h. sie besitzen ein

Expressionsprofil, das demjenigen basal-myoepithelialer Zellen der normalen Brust
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entspricht, und durch typische Marker (CK5/6, CK17, CK14) gekennzeichnet ist [187].
Dariiber hinaus zeigen viele Tumore eine stark positive immunochemische
Anfarbbarkeit des Tumorsuppressors p53 und in 66% der Félle das Vorhandensein
somatischer Mutationen des Tumorsuppressorgens TP53 im Vergleich zu 35% der
sporadischen Tumore [184, 185, 188, 189].

Veranderungen der Gene BRCA1 und BRCAZ2 sind nicht nur fir die hereditére
Tumorgenese ursachlich sondern spielen auch eine entscheidende Rolle bei der
sporadischen Tumorgenese. In 50-70% der sporadischen Brust-und Ovarialtumore ist
ein somatischer Verlust (LOH) eines BRCAI1-Allels sowie in 30-50% eines BRCA2-
Allels nachweisbar [190, 191]. BRCA1/2-mRNA-Transkript sowie Protein sind in etwa
90% der sporadischen hochgradiger Tumore stark reduziert oder tberhaupt nicht
detektierbar [192, 193]. Eine aberrante Methylierung des BRCAI-Promoters wird in
11-14% der sporadischen Mammakarzinome und in 5-31% der Ovarialkarzinome
gefunden, sodass eine epigenetische Stilllegung neben LOH einen Mechanismus der

BRCA I-Inaktivierung in der sporadischen Tumorgenese darstellt [194-199] .

1.5 Epigenetik

1942 fiihrte der britische Entwicklungsbiologe Conrad Hal Waddington die Epigenetik
(altgr. Epi: ,dazu“, jauBerdem®) als mechanistische Grundlage fir die durch &uBlere
Einfliisse induzierte phéanotypische Plastizitit eines Genotyps ein. Er definierte die
Lehre der Epigenetik als ,,Zweig der Biologie, der kausale Wechselwirkungen zwischen
Genen und deren Produkten studiert, die schliellich den Phénotyp hervorbringen*
[200].

Der heutige Begriff Epigenetik umschreibt die Gesamtheit der reversiblen
transkriptionellen und postranskriptionellen Regulationsmechanismen der Genaktivitat,
die nicht in der DNA-Basensequenz kodiert, jedoch mitotisch und teilweise auch
meiotisch vererbbar sind [201]. Zu den epigenetischen Mechanismen gehéren die DNA-
Methylierung [29, 202], Histon-Modifikationen [203, 204], Remodellierung der
Chromatin-Architektur [203, 204] sowie RNA-Interferenz-vermittelte Mechanismen
[205, 206] (siehe Abb. 5).

Epigenetische = Modifikationen  steuern  gewebe- —und  zelltypspezifisch  das
transkriptionelle Programm einer Zelle und sind daher entscheidend an der
Aufrechterhaltung einer normalen Physiologie beteiligt. Die Entstehung vieler

pathologischer Prozesse unterschiedlichster Art, SO wie Krebs,
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Autoimmunerkrankungen und Depressionen gehen mit Aberrationen epigenetischer
Modifikationen einher [194, 195, 207, 208].

Chromosom [

< Schwesterchromatid

Histon- @, ¢ 7 wtEm " 57
Modifikationen & *

. : ,~— Nukleosom

RNA-
Interferenz

DNA-
Methylierung

Abb. 5 Drei Typen epigenetischer Information. Histon-Modifikationen, RNA-Interferenz und
DNA-Methylierung. Abbildung modifiziert nach Sawan et al. (2008) [209].

1.5.1 DNA-Methylierung

Die am besten untersuchte epigenetische Modifikation der DNA ist die Methylierung,
die in Eukaryoten auf die kovalente Verkniipfung einer Methylgruppe mit der C5-
Position von Cytosinbasen beschrankt ist [210, 211]. 98% der DNA-Methylierung in
somatischen Zellen findet sich im Kontext von CpG-Dinukleotiden, wobei die meisten
dieser Positionen im Genom methyliert vorliegen [212]. Eine Ausnahme bilden die
sogenannten CpG-Inseln (CGls), Cluster von CpGs-Stellen die zum groBten Teil
unmethyliert sind [213-215]. CGIs beherbergen in etwa 7% aller CpGs im menschlichen
Genom, obwohl sie nur etwa 0,7% der Gesamtsequenz ausmachen [216, 217]. CGIs
kolokalisieren mit den Promotoren aller bekannten konstitutiv exprimierten
Haushaltsgene, sowie mit 40% der gewebespezifisch exprimierten Gene [218, 219]. Es

besteht eine negative Korrelation zwischen der DNA-Methylierung von Promotoren
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und der Expressionsaktivitiat benachbarter Transkriptions-Startstellen [220, 221], die
vermutlich durch zwei unterschiedliche Mechanismen zustande kommt. Zum einen
kann DNA-Methylierung die Bindung von aktivierenden sowie reprimierenden
Transkriptionsfaktoren an ihre spezifischen Transkriptionsbindungsstellen sowohl
positiv als auch negativ beeinflussen und damit die Expression modulieren [222-225].
Zum anderen binden Methyl-bindende Proteine (MBDs) methylierte CpG-Dinukleotide
und induzieren damit eine Deacetylierung der Histone, die folglich eine Chromatin-

Kondensation und Gen-Repression hervorruft [226, 227].

1.5.2 DNA-Methylierung und Krebs

Krebsentstehung ist mit weitreichenden Veranderungen der DNA-Methylierungsmuster
assoziiert. Diese konnen sowohl Verluste als auch Zugewinne von 5-Methylcytosinen
darstellen, die entsprechend Hypomethylierung bzw. Hypermethylierung genannt

werden.

1.5.2.1 Methylierungsveranderungen in der Tumorgenese

Die Evolution von Tumorzellen geht mit einer globalen, genomweiten
Hypomethylierung einher [228], die fiir eine genomische Instabilitdt und generalisierte
transkriptionelle Deregulation verantwortlich ist [229, 230]. Dem gegeniiber steht die
spezifische Hypermethylierung von CpG-Inseln in Promotorregionen, insbesondere
denen von Tumorsuppressorgenen [31, 231, 232]. Die hierdurch vermittelte
transkriptionelle Stilllegung dieser Gene fiihrt zur Fehlleitung Krebs-relevanter
Signalwege und fordert somit die weitere Evolution der Krebszellen. Das Muster der
Promoter-Hypermethylierung verschiedener TSGs ist teilweise spezifisch fiir bestimmte
Tumorentitaten und kann daher als Tumormarker Verwendung finden [233, 234].
Einige Tumorarten zeigen jedoch eine Hypermethylierung zahlreicher CpG-Inseln im
gesamten Genom, eine Auspriagung die als ,CpG Island Methylator Phenotype®
(CIMP) beschrieben wird und sowohl mit giinstigen als auch ungiinstigen Prognosen in
Verbindung gebracht wurde [235, 236]. Kirzlich veroffentlichte Studien postulieren,
dass globale sowie spezifische Aberrationen der Methylierung im Rahmen der
Krebsentstehung eine Konsequenz somatischer Mutationen in Genen der epigenetischen
Regulation sowie z.B. DNMT3, IDH1/2 oder TETZ2 sein kénnen [236-239)].
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1.5.2.2 Epimutationen und hereditire Tumordisposition

Hypermethylierung von TSG-Promotoren konnen nicht nur im Laufe der
Tumorentstehung erworben werden, sondern auch als konstitutionelle Epimutationen in
nicht-neoplastischem Gewebe vorkommen. Die epigenetisch vermittelte
transkriptionelle Stilllegung eines TSG-Allels kann in hereditaren
Tumordispositionssyndromen analog zu Sequenzmutationen als ,Erster Hit“ im Sinne
der Knudson-Hypothese angesehen werden [240]. Konstitutionelle Epimutationen treten
haufig in Form eines somatischen Aberrationsmosaiks auf [241]. So pradisponieren z.B.
Epimutationen des maternalen Allels der Imprinting Kontrollregion 1 (ICR1) auf
Chromosom 11p15 im Nierenparenchym fiir die Entstehung pédiatrischer Wilms-
Tumore. Dies ist mit dem Verlust der genetischen Pragung (loss of imprinting, LOI)
der reziprok aktiven Gene HI19 und I[GF2 wund des selektiv-parentalen

Expressionsmusters verbunden [242, 243].

Konstitutive Methylierungsveranderungen der Gene BRCA1 und RADS51 wurden als
Dispositionsfaktor fiir frithen Brust- und Ovarialkrebs und andere Krebsarten
diskutiert, wobei die Evidenzlage fiir diese Korrelationen noch limitiert ist [244-247]. In
mehreren Studien konnten in Individuen mit fir HBOC typischen Stammbaumen aber
ohne Nachweis einer Sequenzmutation monoallelische BRCAI- und RADS5I-
Epimutationen in etwa 12-40% der Blutzellen detektiert werden [244, 245]. Der Grad
des Methylierungsmosaiks korrelierte dabei mit der Auspragung von fir BRCAI-
Mutationen typischen morphologischen Eigenschaften des Mammatumors [246]. Eine
BRCA I-Epimutation im Mosaik konnte ebenfalls als wahrscheinliche Ursache fir den
Krebs-diskordanten Phénotyp eines von unserer Gruppe beschriebenen und in der
vorliegenden Arbeit analysierten monozygoten Zwillingspaares identifiziert werden
[247].

Epimutationen der Gene MLH1 (MutL homolog 1, colon cancer, nonpolyposis type 2)
und MSH2 (MutS protein homolog 2) wurden alternativ zu Sequenzmutationen als
Ursache fir das Lynch-Syndrom, eine familidire Darmkrebsform ohne Polyposis,
beschrieben [248]. Diese betroffenen Patienten zeigten sowohl eine aberrante
Methylierung des MLH1-Promoters im Blut und anderen non-neoplastischen Geweben
als auch im Tumorgewebe. Die Inaktivierung des unmethylierten Alleles durch LOH
oder somatische Mutationen im Tumorgewebe stellten den ,Zweiten Hit“ nach
Knudson dar und fiithrten zum Verlust der MLHI-Expression sowie zu einem MSI
(Mikrosatelliteninstabilitats)-Phénotyp des Tumors und belegen damit die pathogene
Kausalitat der Epimutation fir die Krebsentstehung [249-251]. MLHI-Epimutationen
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sind schatzungsweise fir 1-10% der Krankheitsfalle verantwortlich, in denen die
Patienten die klinischen Kriterien eines Lynch-Syndroms erfiillen und deren Tumore
immunohistochemisch einen kompletten Verlust der MLHI-Expression zeigen, jedoch
keine Sequenzmutationen der Gene MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 oder
EPCAM nachgewiesen werden konnen [252].

Aufgrund der bereits zahlreich bekannten Familien mit epigenetisch verursachtem
Lynch-Syndrom dient diese FErkrankung als Modell zur Erforschung der
intergenerationalen Vererbungsmuster (siche Abb. 6) von Krebs-pradisponierenden

Epimutationen.
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Abb. 6 Vererbungsmodi konstitutiver MLHI1-Epimutationen in Familien mit Lynch-
Syndrom. A) Zwei Stammbdaume mit de novo Entstehung einer MLHI-Epimutation und fehlender
transgenerationaler Transmission, B) Nichi-Mendelsche Vererbung einer de movo entstandene MLHI-
Epimutation mit partieller Léschung des Methylierungsdefekts in der Keimbahn, C) Dominante
Mendelsche Vererbung einer sekunddren MLHI-Epimutation hervorgerufen durch eine Sequenzvariante.
Es kommt zur Léschung der Methylierungsaberration in der Keimbahn und einer Wiederherstellung in
den von der Sequenzvariante betroffenen Nachkommen. Abbildung modifiziert nach Hitchins et al. (2015)
[240].

In den meisten bisher beschriebenen Fallen handelte es sich um eine de mnovo
Entstehung der MLHI-Aberrationen, zumeist auf dem maternalen Allel und mit
fehlender Weitergabe an die Nachkommen (Abb. 6A) [240, 253, 254]. In einem Fall
wurde eine nicht-mendelsche Vererbung des Methylierungsdefekts von einer erkrankten
Frau an nur einen ihrer drei Sohne berichtet, wobei alle Nachkommen das betroffene
Allel ererbt hatten [255]. Bei zweien der Sohne lag das Allel jedoch unmethyliert vor

und wurde regelrecht transkribiert, was fiir eine partielle Loschung der Epimutation in
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der weiblichen Keimbahn spricht. Die Spermatozoen des Sohnes mit der ererbten
MLHI1-Epimutation zeigten ebenfalls eine komplette Reversion des betroffenen Allels
zum normalen Methylierungszustand (Abb. 6B). Eine Vererbung nach einem
klassischen dominanten Mendelschen Muster zeigt sich in Féllen, in denen die MLH1-
Epimutation sekundéar als Folge eines cis-agierenden genetischen Defektes in der
genomischen Umgebung bedingt ist, so wie es z.B. fiir den bekannten Austausch
¢.-27C>A in der 5 untranslatierten Region von MLHI der Fall ist [256, 257]. In den
Spermatozoen betroffener Méanner ist die Epimutation nicht nachweisbar, wird jedoch

in der nachsten Generation bei Ererbung des veranderten Allels wiederhergestellt
(Abb. 6¢).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Obwohl der Verlust der BRCA1-Funktion als entscheidender Motor, sowohl fiir die
sporadische als auch die hereditiare Tumorgenese gilt und diese Assoziation zahlreich
beschrieben ist, konnte der genaue Pathomechanismus bisher nicht endgiiltig aufgekléart
werden. Da sich die meisten Vorhaben zur Erforschung der BRCA I-abhéngigen
Kanzerogenese auf Krebszelllinien beschréanken, sind die Konsequenzen einer BRCA I-
Haploinsuffizienz in gesundem Gewebe genetisch prédisponierter Individuen weitgehend

unbekannt.

Ziel dieser Arbeit war die umfangreiche Charakterisierung der molekularen und
zellbiologischen Effekte einer BRCA I-Haploinsuffizienz in nicht-neoplastischen Zellen
mesenchymalem Ursprungs. Als Untersuchungsmaterial dienten primére dermale
Fibroblasten (BRCAI™*) einer Patientin mit multiplen Neoplasien sowie einer
konstitutionellen BRCA I-Epimutation. Als Kontrolle standen isogene Fibroblasten
(BRCAI™) der gesunden monozygoten Zwillingsschwester —mit normalem
Methylierungsstatus des BRCAI-Promoters zur Verfiigung. Dadurch wurde eine

Analyse in einem einzigartigen isogenen System ermoglicht.

Mittels komparativer Microarray-basierter Transkriptomanalyse und anschlieBender
bioinformatischer Genontologie-Anreicherungsuntersuchung sollten Riickschliisse auf
deregulierte molekulare Signalwege und zellulire Prozesse gezogen werden. Diese
Befunde sollten anschliefend ergebnisabhéngig durch entsprechende Analysen zur
Charakterisierung  zellbiologischer  FEigenschaften, wie z.B. Proliferations- und
Migrationsverhalten, Metabolismus und Zytoskelett-Architektur erganzt werden. Zur

Beurteilung des tumorigenen Potenzials der aberranten transkriptionellen und
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zelluliren Eigenschaften der BRCAI™ Fibroblasten sollte der Einfluss der
sezernierten Fraktion dieser Zellen auf das Wachstum von Krebszellen beobachtet

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verwendete Geriate
5415D, Tischzentrifuge

Axiovert 25, Durchlichtmikroskop

CB 210, Zellkulturinkubator

CLSM 510-UV, konfokales Laserscanmikroskop
DNA Engine Tetrad® 2, Thermocycler

EVOS® XL Cell Imaging System

FACSDiva™, Durchflusszytometer

Gel iX Imager, Transilluminator

GeneChip® Fluidics Station 450

GeneChip® Hybridization Oven 645
GeneChip® Scanner 3000

Heraeus™ MegafugeTM 16R

HS18, Sterilwerkbank

Mini-PROTEAN® System, SDS-PAGE-System
Molecular Imager® ChemidocTM XRS
NanoDrop™ ND 2000, Spektralphotometer

peqPOWER E300, Spannungsgerat

Eppendorf, Hamburg

Carl Zeiss, Oberkochen

Binder, Tuttlingen

Carl Zeiss, Oberkochen

Bio-Rad, Miinchen

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Becton Dickinson, Heidelberg

Intas, Gottingen

Affymetrix, Santa Clara, USA
Affymetrix, Santa Clara, USA
Affymetrix, Santa Clara, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Kendro Laboratory Products, Hanau
Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad, Miinchen

Peqlab, Erlangen

Peqlab, Erlangen
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PerfectBlue™ Minigelsysteme
PyroMark Q96 ID, Pyrosequenzierer
Safire, Luminometer

Spectra FlourPlus, Fluorometer
StepOnePlus™, Real time Thermozykler
TransBlot® Turbo™ Transfer System
Vacuum prep worktable

vortex-genie 2, Riittler

VWB 26, Wasserbad

2.1.2 Gebrauchsgegenstande

8-Kammer-Objekttrager
96-well-qPCR-Platten

accu-jet® pro, Pipettierhilfe

Adhesive Sealing Sheets

Cellstar®, 96-well-Kulturplatten
Cellstar®, serologische Pipetten
Cellstar®, Zellkulturflaschen

CoolCell® LX Container, Einfrierbehélter
Cryotubes, Kryokonservierungsrohrchen
Culture-inserts in p-dish 35 mm
CytoScan HD Array

Einkanalpipetten

HuGene 1.0 ST Array

Mikroreaktionsgeféfie
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Peqlab, Erlangen

Qiagen, Hilden

Tecan, Maennedorf, Schweiz

Tecan, Maennedorf, Schweiz

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Bio-Rad, Miinchen

Biotage, Uppsala, Schweden

Scientific Industries, New York, USA

VWR, Darmstadt

BD Biosciences, San José, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Braun, Melsungen

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Greiner Bio-One, Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Biocision, Larkspur, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
IBIDI, Martinsried

Affymetrix, Santa Clara, USA

Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich
Affymetrix, Santa Clara, USA

Sarstedt, Niimbrecht
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Neubauer-Zahlkammer

Pipettenspitzen mit Filter

Polypropylenréhrchen mit Schraubverschluss

TransBlot® Turbo™ Mini PVDF Transfer Packs

2.1.3 Chemikalien

Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Aqua ad iniectabilia
Bromophenolblau
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithreitol (DTT)

Ethanol

Ethidiumbromid 1%
Giemsa-Azur-Eosin Methylenblau
Glycerol

Hoechst 33342

Isopropanol

Kaliumchlorid
Magnesiumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid

Orange G

Paraformaldehyd

Permafluor™, Eindeckmedium

Propidiumiodid

Brand, Wertheim

Starlab, Hamburg

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Bio-Rad, Miinchen

Sigma-Aldrich, Minchen
B.Braun, Melsungen
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
VWR, Radnor, USA

Sigma-Aldrich, Miinchen

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Beckman Coulter, Krefeld

Sigma, St.Loius, USA
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Rotiphorese® Gellosung 40

Saponin

B3-Mercaptoethanol

StarPure® Agarose Low EEO
Tetramethylethylendiamin

TRIzol® Reagent

Trypsin fir die Chromosomenfarbung

Tween®-20

2.1.4 Kommerzielle Kits

Ambion® WT Expression Kit

CellTiter-Glo® Luminiscence Kit

CytoScan® HD Reagent Kit

EZ DNA Methylation™ Kit

FastStart® Taq DNA Polymerase Kit
GeneChip® Hybridization, Wash and Stain Kit
PyroMark® Reagent Kit

QIAamp® DNA Mini Kit

QuantiTect® SYBR RT-PCR Kit

QubitTM Protein Assay Kit

RNeasy®” Mini Kit

SuperScript® III First-Strand Synthesis System
Western Lightning® Chemiluminiscence Reagent

B-Hydroxybutyrate Assay Kit
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Carl Roth, Karlsruhe

Invitrogen, San Diego, USA

Merck, Darmstadt

Starlab, Hamburg

Applichem, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Biochrom KG Seromed, Berlin

Merck, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Promega, Madison, USA

Affymetrix, Santa Clara, USA

Zymo Research, Irvine, USA

Roche Diagnostics, Rotkreuz, Schweiz
Affymetrix, Santa Clara, USA

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Qiagen, Hilden

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Perkin Elmer, Waltham, USA

Sigma-Aldrich, Miinchen
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2.1.5 Software

ChemiDoc™ Image Lab Bio-Rad, Minchen
Chromosome Analysis Suite 2.0 Affymetrix, Santa Clara, USA
Expression Console Affymetrix, Santa Clara, USA
Gimp 2.8 Peter Mattis

ImageJ Wayne Rasband, NIH, USA
Intas Capture Intas, Gottingen

LSM 510 Carls Zeiss, Oberkochen
PyroMark Assay Design SW 2.0 Qiagen, Hilden

PyroMark CpG Software Qiagen, Hilden

R Studio R, Boston, USA

StepOne™ Software 2.3 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Tecan Xfluor™ Tecan, Maennedorf, Schweiz
Transcriptome Analysis Suite Affymetrix, Santa Clara, USA
ZEN 2011 Carls Zeiss, Oberkochen

2.1.6 Puffer, Losungen und Medien

Kommerziell erhaltliche Puffer und Medien fir die Zellkultur:

Gibco® Dulbecco’ dified eagle medi
1De0  PHIDECCo s HOAHed cagle medii Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

(DMEM)

Gibco® Dulbecco’s phosphate buffered saline Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Gibco® Fotales Bovines Serum (FBS) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Gibco® Natrium-Pyruvat (100mM) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Gibco® Penicillin-Streptomycin Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Gibco® Recovery Cell Culture Freezing Medium Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Gibco® Trypsin-EDTA (0,05%), phenol red

Selbst hergestellte Puffer und Medien:

y,Lower Tris“ fiir SDS-PAGE-Trenngel

L,Upper Tris“ fur SDS-PAGE-Sammelgel

0,1M Sorensen-Puffer zur Chromosomenfarbung
Denaturierungspuffer Pyrosequenzierung
DMEM-Vollmedium

IF-Blockpuffer

Magic mix

PBST (WB-Waschpuffer)

SDS-PAGE Laufpuffer

Serumfreies DMEM-Medium
Trypsin-Stammlosung zur Chromosomenfarbung
Waschpuffer Pyrosequenzierung

WB-Blockpuffer
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Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

1,5M Tris-HC1 pH 8,8

1M Tris-HCI pH 6,8

122 mM Na,HPO x2H,0,
78 mM Nal,PO x2H,0, pH 7,2

200 mM NaOH

500 ml DMEM, 10% FBS, 1% Pen/Strep,
1% Natrium-Pyruvat

3% BSA in PBS, 0,1% Tween 20

48% Harnstoff, 15mM Tris-HCI pH 7,5,
8,7% Glycerin, 1%SDS,

0,004% Bromphenolblau, 143 mM [-
Mercaptoethanol

137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na,HPO,, 1,8 mM KH,PO,, 0,2% Tween 20

25 mM Tris-HCI pH 8,3; 250mM Glycin,
0,1% SDS

500 ml DMEM, 1% Pen/Strep,
1% Natrium-Pyruvat

2,5% Trypsin in H20

10 mM Tris-HCL pH 7,6, 2M NaCl,
1 mM EDTA, 0,1% Tween 20

5% Milchpulver in PBST
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2.1.7 Probanden, Anamnese und Probenmaterial

Das im  Folgenden  verwendete  Patientenmaterial stammt aus  einem
Probandenkollektiv, das im Rahmen einer Kooperationsstudie vom Institut fir
Humangenetik Mainz sowie dem Deutschen Kinderkrebsregister rekrutiert worden war.
Die Studie wurde durch ein Votum der Ethikkommission der Landesdrztekammer
Rheinland-Pfalz legitimiert  (Nr. 837.440.03(4102)). Es handelt sich um Material eines
weiblichen monozygoten Zwillingspaares mit diskordanter Krebsdisposition, das im
Weiteren mit A24 bzw. D24 kodiert wird. Die Zwillingsschwestern wurden 1977
geboren und wuchsen im gleichen Haushalt auf. 1982, im Alter von vier Jahren, wurde
bei A24 eine B-Zell-Vorldufer lymphatische Leukdmie (ICD10: C91.0) diagnostiziert.
Ein erster chemotherapeutischer Behandlungsversuch musste auf Grund einer
Streptokokken-Sepsis ~ abgebrochen — werden. Im  Jahr 1984  folgte  eine
radiochemotherapeutische Behandlung. Auf Grund eines Rezidivs im gleichen Jahr
wurde eine Knochenmarkstransplantation mit Spendermaterial der gesunden Schwester
D24 durchgefiithrt, was zu einer kompletten Remission fiihrte. 2003, im Alter von 25
Jahren, erkrankte A24 an einem Adenokarzinom der Schilddriise (ICD10: C73), sodass
diese operativ entfernt werden musste. Seitdem werden Schilddriisenhormone mittels

Substitutionstherapie zugefiihrt.

Weitere korperliche Unterschiede der beiden Zwillingsschwestern zum Zeitpunkt der
Untersuchung bezogen sich auf die Kérpergrofie (A24: 156 cm vs. D24: 168 cm) sowie
den Kopfumfang (A24: 51 c¢cm vs. D24: 52 cm). Sowohl bei D24, der gesunden
Schwester, als auch bei Familienangehorigen der letzten vier Generationen sind keine
Krebserkrankungen bekannt. Beiden Probanden wurden Hautbiopsien sowie Blut und

Saliva entnommen.

2.1.8 Priméarzellen und Zelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Primarzellen/Zelllinien verwendet:
Primére humane dermale Fibroblasten

Die primaren Fibroblastenkulturen wurden aus Hautstanzen etabliert, die 2006 den in
2.1.7 beschriebenen Individuen aus dem linken Oberarm entnommen wurden. Primére
Hautfibroblasten wachsen adhérent und weisen in Kultur eine Verdopplungszeit von
etwa 18 bis 24 Stunden auf. Die Kulturen sind im Folgenden als BRCAI1™*/A24
(betroffener Zwilling) bzw. BRCAI1™/D24 (gesunder Zwilling) kodiert. Kulturen, die
aus einer Einzelzellklonierung von entstanden sind, wurden mit BRCAI1™ EZK n

kodiert.
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A549

AbH49 ist eine Lungenkrebszelllinie, die 1972 aus dem entarteten Lungengewebe eines
58-jahrigen kaukasischen Mannes etabliert wurde. Die Zelllinie wéachst als Monolayer

adharent und enthélt einen hypotriploiden Chromosomensatz.
HMLE

Die HMLE-Zelllinie wurde aus gesundem, humanem Brustepithelgewebe isoliert und
immortalisiert. Da sich in HMLE-Zellen experimentell effizient eine Epithelial-
mesenchymale Transition (EMT) anstofilen lasst, werden sie haufig als Modell fir

Metastasierung verwendet.

2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur und zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung humaner adharent wachsender Zellen

Alle verwendeten Zellkulturen wurden adhérent wachsend in Zellkulturflaschen mit
Gasaustauschventil bei 37°C und 5% CO, in wassergesattigter Atmosphére kultiviert.
Ein Wechsel des Kulturmediums erfolgte alle zwei bis drei Tage. Soweit nicht anders
angegeben wurde Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)-Vollmedium

verwendet.

2.2.1.2 Subkultivierung/Passagierung

Die Zelldichte der kultivierten Zellen wurde regelméafliig mikroskopisch kontrolliert. Bei
Erreichen einer Konfluenz von etwa 80% wurde eine Passagierung vorgenommen. Das
Kulturmedium wurde hierzu vollstandig entfernt und die Zellen wurden mit Dulbecco's
phosphate-buffered saline (DPBD) gewaschen. Anschlieend wurde der Zellrasen mit je
1 ml Trypsin/EDTA-Lésung pro 25 cm” Kultivierungsfliche versetzt und 3-5 min bei
37°C bis zur vollstandigeren Ablosung inkubiert. Die Zellsuspension wurde mit einem
entsprechenden Volumen an frischem DMEM-Vollmedium gemischt und in eine neue

Zellkulturflasche geeigneter Grofle tiberfithrt bzw. auf mehrere Flaschen aufgeteilt.
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2.2.1.3 Zellzahlbestimmung

Zur Zellzahlbestimmung wurden 10 pl der Zellsuspension mittels Kapillarkraft in eine
Neubauer-Zahlkammer eingesogen. AnschlieBend wurden lichtmikroskopisch die
Zellzahlen von acht Groquadraten der Kammer ausgezéihlt. Auf Grund des definierten
Volumens der Zahlkammer konnte die Zellkonzentration der Suspension iiber folgende

Formel bestimmt werden:
Zellzahl/ml = Arithmetisches Mittel der Zellzahl pro Quadrat x 10*

Zur Unterscheidung toter und vitaler Zellen wurde die Zellsuspension vor der Zahlung
im Verhaltnis 1:1 mit einer 0,4%-igen Trypanblaulosung vermischt. Abgestorbene,
perforierte Zellen nehmen den Farbstoff auf und erscheinen im Mikroskop blau.
Lebende Zellen hingegen bleiben ungefarbt. Bei der Berechnung der Zellzahl nach
Trypanblaufirbung wurde der Verdinnungsfaktor beriicksichtigt:

Zellzahl/ml = 2 x Arithmetisches Mittel der Zellzahl pro Quadrat x 10*

2.2.1.4 Kryokonservierung

Zur Kryokonservierung wurden iiblicherweise 80% konfluente Kulturen einer 25 cm™
Zellkulturflasche verwendet. Dazu wurden die Zellen wie in 2.2.1.2 beschrieben geerntet
und anschlieBend bei 1000 rpm fiir 5 Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen. Das Pellet wurde in 1 ml Recovery™ Cell Culture Freezing Medium
resuspendiert und in ein Kryoréhrchen iiberfiihrt, das in einem CoolCell®-Behélter bei
-80°C eingefroren wurde. Nach ein bis zwei Tagen wurden die Kulturen zur dauerhaften

Lagerung in flissigen Stickstoff tiberfiihrt.

2.2.1.5 Auftauen von kryokonservierten Zellen

Kryokonservierte Zellen wurden bei 37°C schnell aufgetaut und in 8 ml DMEM-
Vollmedium aufgenommen. AnschlieBend wurde die Suspension bei Raumtemperatur
(RT) fiir 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet
wurde in 3,5 ml frischem DMEM-Vollmedium aufgenommen, in eine 25 cm’™

Zellkulturflasche ausgesit und wie gewohnt weiterkultiviert.

35



Material und Methoden

2.2.1.6 Herstellen von konditioniertem Medium

Zur Herstellung von Fibroblasten-konditioniertem Medium wurden 500.000 Zellen in
einer 25 cm®Zellkulturflasche in 3 ml Vollmedium ausgesit. Nach 72-stiindiger
Kultivierung im Zellinkubator wurde das Medium abgenommen, 10 min bei 4000 rpm
zentrifugiert, um feste Bestandteile abzutrennen und anschlieBend in 1 ml Aliquots bei
-80°C asserviert. Zur Herstellung von Serum-freiem konditioniertem Medium wurden
die Zellen 24 Stunden nach der Aussaat drei Mal mit DPBS gewaschen, anschliefend
72 Stunden in Serum-freien DMEM inkubiert und wie beschrieben geerntet. Als
Kontrolle diente DMEM-Vollmedium bzw. Serum-freies DMEM, das unter denselben
Bedingungen allerdings in einer zellfreien Kulturflasche inkubiert und analog behandelt

worden war.

2.2.1.7 Einzelzellklonierung priméarer Fibroblasten

Um eine effiziente Einzelzellklonierung der priméaren Fibroblastenkulturen zu erreichen,
wurde eine neue Klonierungsstrategie entwickelt, die die Vorteile der iiblichen Limiting-
Dilution-Methode und der Klonierung mit Hilfe von Glassplittern [258] verbindet.
Dafiir wurden zuerst 6 mm-Deckglaschen in einer Zellkulturschale platziert. In die
Mitte eines jeden Deckgliaschens wurden 10 pl einer Zellsuspension gegeben, die auf

rechnerisch eine Zelle pro pl verdiinnt worden war (Abb. 7).

Abb. 7 Erster Schritt der entwickelten FEinzelzellklonierungsprozedur fiir priméire
Hautfibroblasten.

Um ein erstes Anhaften der Zelle an die Deckglédschen zu ermoglichen, wurden die
Schalen eine Stunde im Zellkulturinkubator gelagert. AnschlieBend wurde die
Kulturschale mit DMEM-Vollmedium aufgefiillt und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Unter mikroskopischer Kontrolle wurden am néachsten Tag Deckglaschen mit einer
einzigen Zelle separiert und zur Kultivierung in eine 96-well-Platte tiberfithrt. Um eine

bessere Effizienz zu erreichen, wurden Deckglédschen mit zwei oder drei angehafteten
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Zellen nicht verworfen sondern sorgfiltig mit einer feinen Pinzette von iiberzahligen

Zellen befreit (Abb. 8).

— -~
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Abb. 8 Entfernen von iiberzihligen Zellen von den Deckglischen zur Steigerung der
Klonierungseffizienz

Die Einzelzellen wurden zwei Mal wochentlich mit steril filtriertem, konditioniertem
Medium der Fibroblasten-Ausgangskultur gefiittert. Nach Erreichen einer 80%igen
Konfluenz wurden die Einzelzellkulturen in Kulturgefifie eines néchstgrofieren Formats
passagiert (96-well-Platte -> 48-well-Platte -> 24-well-Platte -> 12-well-Platte -> 6-
well-Platte -> 25 cm*Kulturflasche). Bei Erreichen der Konfluenz in einer 25 cm’
Flasche wurden die Einzelzellkulturen kryokonserviert und bis zur weiteren Analyse in

fliilssigem Stickstoff gelagert.

2.2.1.8 CellTiter-Glo® Lumineszenz-Zellviabilititsassay

Um das Proliferationsverhalten der priméren Fibroblasten sowie den Einfluss des A24/
D24-Fibroblasten-konditionierten Mediums auf die Proliferation von Krebszelllinien zu
untersuchen, wurden Wachstumskurven mittels CellTiter-Glo® Lumineszenz
Zellviabilitatsassays erstellt. Dieser Test beruht auf der Quantifizierung von ATP
stoffwechselaktiver Zellen, das zur Oxidation von Luciferin beitragt und dadurch eine
messbare  Lichtreaktion  hervorruft. Dabei ist die Emissionsstarke des
Lumineszenzsignals proportional zum intrazelluliren ATP-Gehalt und dient als Maf§
fir die Zahl lebender Zellen bezogen auf den Kontrollansatz zu Beginn des

Wachstumsexperiments.

Es wurden jeweils 2.000 Fibroblasten in 100 pl DMEM-Vollmedium in eine 96-well-
Platte ausgesiat und bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Am nachsten Tag erfolgte die
erste CellTiter-Glo® -Messung von sechs technischen Replikaten anhand der
Anweisungen des Herstellers. Weitere Messungen wurden alle 24 Stunden fiir 10 Tage
durchgefiihrt. Das Wachstumsmedium der Zellen wurde zwei Mal wochentlich

ausgetauscht.
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Fir die Untersuchung des Effektes von konditioniertem Medium der FIB A24- bzw.
FIB D24-Kulturen auf das Proliferationsverhalten verschiedener Krebszelllinien wurden
diese ebenfalls in 100 pl DMEM-Vollmedium in 96-well-Platten ausgeséat. Die benotigte
Zellzahl unterschied sich hierbei allerdings je nach Zelllinie sowie der Art des

verwendeten Testmediums und ist in Tabelle 1 dargestellt.

Tab. 2 Anzahl benétigter Zellen pro Ansatz eines CellTiter-Glo® Lumineszenz
Zellviabilititsassays mit Fibroblasten-konditioniertem Medium

FIB-kond. Med.

Zelllinie serumhaltig Zellzahl pro well
HMLE aF 2.000

HMLE - 6.000

A549 4= 500

Am néchsten Tag erfolgte eine Messung des Ausgangswertes. AnschlieBend wurde das
Medium abgenommen und die Zellen zweimal mit 100 pl DPBS gewaschen. Je nach
Ansatz wurden die Zellen mit serumhaltigen oder serumfreien konditioniertem Medium
der Fibroblastenkulturen FIB A24 (BRCA1™*) bzw. FIB D24 (BRCATI™) oder dem
Kontroll-konditioniertem Medium gefiittert und fiir drei bis sechs Tage weiterkultiviert.
Das Wachstumsverhalten wurde dabei alle 24 Stunden in 6 Replikaten mittels

CellTiter-Glo® Lumineszenz Zellviabilititsassay bestimmt.

2.2.1.9 Migrationsstudien

Um das in vitro Migrationsverhalten der priméiren Fibroblasten FIB A24 (BRCA 1"*")
bzw. FIB D24 (BRCATI™) zu vergleichen, wurden Zellkultureinsiatze (Culture-Inserts
von IBIDI) verwendet, die es ermoglichen, Zellen in zwei Zellmonolayerflichen
auszusden, die durch einen Spalt definierter Breite getrennt sind. Dazu wurden jeweils
12.000 Zellen in 70 pl DMEM-Vollmedium pro Kammer des Einsatzes ausgesat. Nach
24 Stunden wurde der Einsatz mit einer sterilen Pinzette entfernt. Anschlieflend wurde
die Migration der Zellen durch den Spalt alle 6 Stunden an einer definierten Stelle des
Spalts  mikroskopisch ~ beobachtet  und  fotographisch  dokumentiert.  Die
Migrationsgeschwindigkeit wurde mittels der Software ImageJ unter Zuhilfenahme des

Plug-Ins Scratch Assay Analyzer von MiToBo bestimmt und ausgewertet.
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2.2.1.10 Immunfluoreszenzfarbung und konfokale Laserscanmikroskopie

Mit Hilfe der Immunfluoreszenzfarbung IF) von Proteinen kénnen deren Quantitéten
und Lokalisationen innerhalb der Zelle untersucht werden. Bei der indirekten IF
werden Primarantikorper verwendet, die an das Zielantigen binden. Im nachsten
Schritt binden fluoreszenzmarkierte Sekundarantikorper an die Primérantikorper und
ermoglichen einen fluoreszenzoptischen Nachweis des zu untersuchenden Proteins. Zur
Orientierung innerhalb der Zellkompartimente werden Zellkerne iiblicherweise mit dem

Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33342 angefarbt.

Es wurden 7.000 Zellen der Fibroblastenkulturen FIB A24 (BRCA1™*) bzw. FIB
D24 (BRCATI™) pro well eines 8-Kammer-Objekttragers ausgesiat und tiber Nacht im
Zellkulturinkubator kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Fixierung der Zellen durch eine
10 minttige Inkubation mit 4% PFA in PBS bei RT. Nach dreimaligem Waschen mit
DPBS wurden unspezifische Bindungsstellen durch Inkubation in IF-Blockpuffer
blockiert. Zur Permeabilisierung der Zellmembranen wurden die Zellen anschlieBend 20

min mit 0,2% Saponin behandelt.

Tab. 3 Primirantikorper und fluoreszierende Sekundéirantikorper fiir die IF

Antikorper Verdiinnung Hersteller
Maus anti-Human Paxillin 1:100 R&D Systems
The Fisher Scientific
Kaninchen anti-Human Ki-67 1:200 LOTIO HISHET SCIEHHe
(Molecular Probes)
Maus anti-Human Kollagen I 1:200 abcam
The Fisher Scientific
Alexa Fluor 488 Phalloidin 1:200 LOTIO HISHCT BCIehic
(Molecular Probes)
Hoechst 33349 1:5.000 Thermo Fisher Scientific
oechs .
° ? (Molecular Probes)
Alexa Fluor 488 1:200 Thermo Fisher Scientific
Maus anti-Kaninchen ' (Molecular Probes)
Alexa Fluor 546 1:200 Thermo Fisher Scientific
Maus anti-Kaninchen ' (Molecular Probes)
Thermo Fisher Scientific
Alexa Fluor 488 Ziege anti-Maus 1:200 LETINO BISHEL SCIEHAC
(Molecular Probes)
Alexa Fluor 546 Ziege 1:200 Thermo Fisher Scientific
anti-Kaninchen ' (Molecular Probes)
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Der Primarantikérper wurde nach Angaben des Herstellers (siehe Tab. 3) in IF-
Blockpuffer verdinnt und iiber Nacht bei 4°C auf die Zellen gegeben. Anschliefend
erfolgte  dreimaliges Waschen mit PBST wund die Inkubation mit dem
Sekundarantikérper (1:200 verdiinnt in IF-Blocklosung) und dem Kernfarbstoff Hoechst
33342 (1:10.000) fiir 1 Stunde bei RT unter Lichtausschluss. Nach der Farbung wurden
die Zellen erneut drei Mal mit PBST sowie ein Mal mit destilliertem Wasser
gewaschen, mit Permaflour eingedeckt und bis zur Detektion bei 4°C im Dunkeln

aufbewahrt.

Die mikroskopische Analyse erfolgte an dem konfokalen Laserscanmikroskop CLSM
510-UV von Zeiss. Diese Art der Mikroskopie ermoglicht eine Untersuchung besonders
diinner Préaparatschnitte in hoher Auflésung. Dies beruht auf der Blockierung des

Lichts aller Ebenen exklusive des von der Scharfeebene stammenden Anteils.

2.2.1.11 Zellzyklusanalyse mittels Durchflusszytometrie (FACS)

Fluorescence-activated cell sorting (FACS) erméglicht die Quantifizierung von Zellen
und die Analyse ihrer physikalischen Eigenschaften. Das Prinzip beruht auf dem
Passieren von einzelnen Zellen des Messbereichs einer Laserlichtquelle und der
Auswertung des dadurch entstehenden Streulichts. Die Intensitdt des sogenannten
Vorwiértsstreulichts gibt Information tber die Grofle der untersuchten Zelle. Das
Seitwéartsstreulicht ermoglicht eine Aussage iiber die Granularitat der Zelle. Aulerdem
kann die Fluoreszenzstarke detektiert werden, wenn eine Fluoreszenzfarbung
spezifischer Zellbestandteile vorgenommen wurde. Dies macht man sich bei der Analyse
von Zellzyklusphasen zu Nutze, indem man die Nukleinsauren mit dem Farbstoff
Propidiumiodid anfarbt. Dieser interkaliert mit einem Farbstoffmolekiil pro 4 bis 5
Basenpaaren, sodass von der Fluoreszenzintensitat linear auf den Nukleinsduregehalt
der Zelle geschlossen werden kann. Wird im Vorfeld RNA enzymatisch entfernt, sodass
nur der DNA-Gehalt analysiert wird, kann direkt auf die Zellzyklusverteilung der

Zellen geschlossen werden.

Zur Untersuchung wurden etwa 500.000 Zellen in ihrer logarithmischen
Wachstumsphase geerntet und samt Kulturmedium 5 Minuten bei 1000 rpm und 4°C
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschliefend mit eiskaltem PBS gewaschen und
unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Zur Fixierung der Zellen wurde das Pellet in
100 pl kaltem PBS resuspendiert und anschlieBend wurden 2 ml eiskalter 70%iger
Ethanol hinzugefiigt. Die Suspension wurde mindestens 15 Minuten bei -20°C inkubiert

und anschliefend 5 Minuten bei 1000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das entstandene
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Pellet wurde in 333 pl PBS resuspendiert und mit 1pl RNase (10mg/ml) versetzt. Der
RNA-Verdau erfolgte 1 Stunde bei Raumtemperatur. Anschliefend wurden 164 pnl
Propidiumiodid (50 pg/ml) hinzugebenen und die Zellen wurden bis zur Messung in
einem FACS-Rohrchen auf Eis aufbewahrt. Die Messung erfolgte an einem BD
FACSDiva Durchflusszytometer und wurde von Dr. Markus Eich (FACS Core Facility,
Mainz) betreut. Die Analyse der Zellzyklusphasen wurde mit Hilfe der Software
ModFIT LT 1.4 durchgefiihrt.

2.2.1.12 Kolorimetrische Quantifizierung von -Hydroxybutyrat im
Zellkulturiiberstand

Zur Quantifizierung von sezernierten Ketonkorpern im Zellkulturiiberstand der
Fibroblasten wurde das kommerziell erhaltliche 3-Hydroxybutyrate Assay Kit (Sigma-
Aldrich) verwendet. Dieses basiert auf der kolorimetrischen Messung eines Produktes
(450nm), welches durch enzymatische Reaktionen aus B-Hydroxybutyrat entsteht und

sich mengenméafig proportional dazu verhélt.

In einer 24-well-Platte wurden jeweils 100.000 Zellen pro Vertiefung ausgeséit und iiber
Nacht kultiviert. Am néchsten Tag wurden die Zellen zwei Mal mit DPBS gewaschen
und anschlieBend mit optiMEM + 2% FBS gefiittert. Nach einer Inkubation von 48
Stunden wurden die Uberstinde abgenommen, durch Zentrifugation von Zelldebris
befreit und anschlieBend nach Anleitung des Herstellers dem kolorimetrischen [3-
Hydroxybutyrat-Assay zugefithrt. Jede Probe wurde in 6 technischen Replikaten
gemessen. Die Zellen wurden abgelost, zwei Mal mit DPBS gewaschen und einer

Proteinmengenbestimmung unterzogen, wie in 2.2.4.1 beschrieben.

2.2.2 Zytogenetische und molekularzytogenetische Methoden

2.2.2.1 Praparationen von Metaphasechromosomen von priméaren
Fibroblastenkulturen

Es wurden Fibroblastenkulturen einer 25 cm™Zellkulturflasche fiir die Priparation
verwendet, die eine Konfluenz von etwa 30% aufwiesen und sich somit in ihrer
logarithmischen Wachstumsphase befanden. Im ersten Schritt wurde den Kulturen ein
Derivat des Spindelgifts Colchicin (Colcemid) hinzugefiigt, um den Spindelapparat der
sich in der Mitose befindlichen Zellen zu depolymerisieren und somit die Trennung der
Schwesterchromatiden zu verhindern. Es folgte eine Inkubation von 40 min bei 37°C
und anschliefend wurden die Zellen mittels Trypsinverdau abgelost und 5 Minuten bei

1700 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde langsam unter standigem Schiitteln in 0,4%
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KCI resuspendiert und anschlieBend 25 min bei 37°C inkubiert, wodurch eine
hypoosmotische Lyse der Zellen stattfand. Danach wurden die Zellen durch Zugabe von
Fixativ (25% Eisessig/75% Methanol) fixiert und dreimal in Fixativ gewaschen. Im
letzten Schritt wurde das Zellpellet in einem kleinen Volumen Fixativ aufgenommen
und anschliefend auf schragstehende Objekttriager aufgetropft. Die Spreitung und
Dichte der Metaphasen wurde unter dem Phasenkontrastmikroskop tiberpriift und die
Auftropfwinkel sowie die Verdimnung der Zellsuspension entsprechend angepasst.
Anschliefend wurden die Praparate in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70% -> 90 %
-> 100%) je 3 Minuten dehydriert.

2.2.2.2 GTG-Bandenfiarbung von Chromosomenpraparaten

Zusatzlich zu der Beurteilung der Metaphasechromosomen beziiglich numerischer
Aberrationen ermoglichen unterschiedliche Farbemethoden die eindeutige Zuordnung
der 46 Chromosomen anhand ihrer spezifischen Béanderung sowie die Beurteilung
struktureller Chromosomenaberrationen. Die GTG-Bénderung beruht auf einer
Farbung der Chromosomen mit Giemsa im Anschluss an eine proteolytische
Behandlung. Dunkel geféarbte Chromosomenbanden stellen GC-arme
Chromsomenabschnitte dar, die in der Interphase transkriptorisch inaktiv sind und
deshalb stark kondensiert vorliegen (konstitutives Heterochromatin). Bereiche, die nach
der GTG-Farbung hell erscheinen sind GC-reich, kodieren fiir stark transkribierte Gene
(z.B. Haushaltsgene) und werden deshalb friih repliziert.

Die wie in 2.2.2.1 hergestellten Chromosomenpraparate wurden fir die Farbung erst 2
Stunden bei 85 bis 90°C gealtert. AnschlieBend erfolgte eine proteolytische Behandlung
fir 15 bis 50 Sekunden in Trypsin-Losung (2,5% Trypsin-Stammlsg. in physio. NaCl)
mit anschlieBendem Waschen in physiologischer Kochsalzlosung. Danach wurden die
Praparate fiir 6 bis 7 Minuten in der Chromosomen-Farbelosung gefarbt und
anschlieBend mit destilliertem Wasser abgewaschen. Nach dem Trocknen und
Eindecken der Préaparate wurden diese an einem Licht-Mikroskop im Durchlichtmodus

fotographiert und vollstandig karyotypisiert.

2.2.2.3 Genomische quantitative Real-time PCR

Die quantitative Real-time-PCR ist eine Methode, die simultan zur Vervielfachung
eines DNA-Abschnitts auf Basis der herkommlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
die Quantifizierung dieser Region in Echtzeit ermdglicht. Die Quantifizierung basiert

auf dem Cyaninfarbstoff SYBR-Griin, der in doppelstrangige DNA interkaliert und in
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Folge dieser Komplexbildung eine starke Fluoreszenzemission bei einer Wellenlange von
521 nm zeigt. Die Fluoreszenzstirke korreliert dabei proportional mit der Amplifikation
der DNA wéhrend der PCR-Zyklen und lasst somit auf die urspriingliche Quantitat der

Zielsequenz schliefen.

Wird genomische DNA mittels qPCR untersucht, so lasst sich durch Vergleich der sich
ergebenden Daten fiir die Zielregion und fiir ein Referenzgen bekannter Kopienanzahl
(z.B. RFC3) auf die Kopienanzahlen der zu analysierenden Region im Genom schlieflen.
Auf diese Weise lassen sich zum Beispiel im SNP-Array detektierte Deletionen und

Duplikationen validieren.

Tab. 4 Primer fiir die genomische quantitative Real-time PCR.

Primersequenzen Annealing Lokalisation
Assay Quelle
(F=Forward, R=Reverse) -Temp. gDNA
F: AGGAGAAAGGAAGGGAAGCA o e 197 5110, 15
RSPO3 El 60°C ¢ 1r.6.( 7,119,159 selbst entworfen
R: GTTTTGGCTGCCGATGTATT 127,119,261
F: CCTCCTCCTCCCCTATGTG Chr.6: 127.118.627-
RSPO3_5‘up 60°C . N selbst entworfen
R: GCAGGAGACGCTCCAGTG 127,118,687
F: TGTCTGTGTGTGGGTCTGC Chr.5: 111.731.009-
NREP E5 60°C : o selbst entworfen
R: TCTTGCGGTTCACTTCCTTT 111,731,076
F: CTGCTGTCTGGTTGTGATGG Chr.5: 111731895
NREP_13 60°C I selbst entworfen
R: CTTCCCGGACACACTGCT 111,731,888
F: AGCATTGTCTTAGTCTGGAAC Chr.13: 3389890y,  Lachelorarbeit
RFC3 60°C oo of T Miriam
R: GGGTGAGAGCAAGGGAAC 33,828,499

Grunow, 2010

Es wurden mit Hilfe des Programms Primer3 spezifische Primer entworfen sowie
bekannte Primer fiir das Kontrollgen RFCS verwendet (Tab. 4). Jeder Ansatz wurde in

Triplikaten bestimmt und nach folgendem Schema vorbereitet:
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Tab. 5 Ansatz genomische qPCR-Analyse

Komponente Quantitit
Genomische DNA 25 ng

Primermix (Reverse und Forward, jeweils 10 ptM) 1 ul

2xQuantiTect SYBR Master Mix 12,5 nl

Nuklease-freies Wasser auf 25pl

Die Analyse erfolgte im ABI 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems)

nach folgendem Programm:

Tab. 6 PCR-Programm fiir die genomische Real-time PCR

Zyklen Dauer Temperatur Prozess

1x 15 min  95°C Initiale Denaturierung
30 sec 95°C Denaturierung

45 x 30 sec 60°C Annealing
40 sec 72°C Elongation

Die Messung der Fluoreszenzintensitat erfolgte im Elongationsschritt bei 72°C. Zum
Ausschluss  von unspezifischen Signalen und Amplifikationsprodukten wurden
Negativkontrollen mitgefiihrt sowie eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiithrt. Die
Qualitat sowie Effizienz der Assays wurde mittels Standardkurven mit DNA-
Verdiinnungsreihen iiberpriift. Zur Bestimmung der Kopienanzahl der zu
untersuchenden Zielgene wurden deren Ct-Werte auf die Werte des Referenzgens RFCS3
normalisiert. Diese Auswertung erfolgte mit der Software 7500 FAST System SDS
v.2.0.5 (ABI).

2.2.3 Molekulargenetische Methoden

Konventionelle molekularbiologische Basismethoden wie Gelelektrophorese oder
Polymeraseketten-Reaktion sind im Weiteren nicht im Detail beschrieben und wurden

nach Standardprotokollen durchgefiihrt [259].
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2.2.3.1 Extraktion genomischer DNA

®

Zur Extraktion genomischer DNA aus kultivierten Zellen wurde das Kit QIAamp
DNA Mini Kit (QIAGEN) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die
Konzentrationsmessung der extrahierten DNA wurde mit Hilfe des Spektralphotometer
NanoDrop ND 2000 durchgefiihrt. Die Ausbeute einer typischen Extraktion aus 1 x 10°
Primarfibroblasten betrug etwa 30 pg genomischer DNA in einem Volumen von 60 pl
AE-Puffer.

2.2.3.2 Bisulfit-Konvertierung genomischer DNA und Pyrosequenzierung

Eine Methylierungsanalyse mittels Pyrosequenzierung wird durch eine vorhergehende
Behandlung der zu untersuchenden genomischen DNA mit Natriumhydrogensulfit
ermoglicht. Hierbei werden unmethylierte Cytosine in einer Deaminierungsreaktion zu

Uracil umgewandelt.

NH, NH, 0 0
NF | HSO4 N)j\ H,0 HN)i OH H|\|J\|
O%\N OH O)\N S0, * O%\N so; HSO o)\m/
H H NH, H H
Cytosin Cytosin- Uracil- Uracil
sulfonat sulfonat

NH,
N)E/CHS SOs
. ;O%H
H
5-Methylcytosin

Abb. 9 Bisulfit-Konvertierung von nicht-methylierten Cytosinen zu Uracil.

In der darauf folgenden PCR werden diese Uracil-Basen als Thymidin amplifiziert und
bei der Pyrosequenzierung als solches erkannt. Methylierte Cytosine (5-Methyl-
Cytosin) sind hingegen unempfindlich fiir die Bisulfit-Konvertierung, bleiben in ihrem
urspringlichen Zustand und werden in der Pyrosequenzierung als Cytosin detektiert.
Der Vergleich der generierten Basenabfolge wéhrend der Pyrosequenzierung mit der
bekannten genomischen Ausgangssequenz gibt Auskunft iiber den Methylierungsstatus

einzelner Cytosine des zu untersuchenden DNA-Abschnitts.

Bisulfit-Pyrosequenzierung ist eine Echtzeit-Sequenziermethode zur hochauflésenden
quantitativen Analyse des CpG-Methylierungsgrades eines gewilinschten DNA-

Abschnitts. Die Pyrosequenzierung beruht auf der Synthese eines Komplementarstrangs
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durch das sequenzielle Hinzupipettieren einzelner Nukleotide. Wird das Nukleotid
inkorporiert, so wird Pyrophosphat freigesetzt, das eine enzymatische Kaskade
aktiviert, die zur Generierung eines detektierbaren Lichtblitzes fiithrt. Da sich die
Signalstérke direkt proportional zu der Menge an inkorporiertem Nukleotid verhélt,
wird eine genaue Quantifizierung ermoglicht. Vor jedem weiteren Zyklus werden

iberschiissige Nukleotide durch einen Apyrase-Verdau entfernt.

Jeweils 500 ng genomischer DNA der Fibroblasten wurden nach Herstellerangaben mit
dem EZ DNA Methylation Direct Kit (Zymo Research) Bisulfit-konvertiert.
Anschliefend wurden die zu untersuchenden DNA-Abschnitte mittels PCR amplifiziert.
Die Bisulfitsequenz-spezifischen Primer wurden aus einer relevanten Publikation [247]

entnommen und sind in Tab. 7 aufgefiihrt.

Tab. 7 Primersequenzen des Assays fiir die Bisulfit-Pyrosequenzierung von BRCA1

Amplifikationsprimer . . Lokal.
Assay Sequenzierprimer
(F=Forward, R=Reverse) gDNA
F: ATTTAGAGTAGAGGGTGAAGC Chr. 17-
BRCAL b R. TOTATCCOTCCOCATCCTCTAATT —~ TTGAGAAATTTTATAGTTTGTTTT 43,125,321
43,125,506

(biotinyliert)

Die Préaparation und Aufreinigung der einzelstrangigen PCR-Produkte mit dem
biotinylierten Primer erfolgt mit Hilfe von Streptavidin-Sepharose-Beads. Diese binden
die biotinylierten Einzelstrange und isolieren sie mittels der Ansaugvorrichtung der
Vacuum-Prep-Workstation (Qiagen) aus dem Reaktionsgemisch. Die Proben wurden
nach einem Standardprotokoll denaturiert und gewaschen und zusammen mit dem
Sequenzierprimer und Annealingpuffer in die Sequenzierplatte gegeben. Es folgte ein
Denaturierungsschritt fiir 2 Minuten bei 80°C. Die Kartusche aus der die sequenzielle
Pipettierung der Reagenzien durch Uberdruck in die Sequenzierplatte erfolgte, wurde
mit den Nukleotiden, sowie mit Substrat und Enzym gefiillt. Nach dem Einbringen der
Kartusche und der Platte in den Pyrosequenzierer sowie Eingabe der zu analysierenden
Sequenz wurde der Lauf prozessiert und anschliefSend mit Hilfe der Software Pyro

Q-CpG (Qiagen) ausgewertet.
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2.2.3.3 Extraktion totaler RNA

Die Gesamt-RNA aus kultivierten Zellen wurde mittels der Einzelschrittmethode nach
Chomezynski und Sacchi [260] unter Verwendung des Reagenz TRIzol (Invitrogen)
vorgenommen. Dazu wurden 10°Zellen mit 1 ml TRIzol-Reagenz versetzt und 5 min bei
RT unter gelegentlichem Vortexen inkubiert, sodass eine Zelllyse stattfand.
Anschliefend erhielt man durch Zugabe von 200 pl Chloroform wund kraftigem
Schiitteln ein Zweiphasengemisch, welches 2 min bei RT inkubiert wurde. Zur
Trennung der Phasen wurde das Gemisch 15 min bei 12.000 g bei 4°C zentrifugiert.
Anschlielend wurde die obere, wéssrige Phase abgenommen, da diese die RNA enthielt.
Die DNA-enthaltende Interphase und die Protein-haltige untere Chloroform-Phase
wurden verworfen. Die wassrige Phase wurde zur Féllung der RNA mit 500 pl
Isopropanol versetzt, 10 min bei RT inkubiert und anschlieend 5 min bei 12.000 g und
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das RNA-Pellet zweifach in
jeweils 1 ml 70%igem Ethanol gewaschen, wobei die Zentrifugation 5 min bei 12000 g
und 4°C erfolgte. Das RNA-Pellet wurde bei RT getrocknet, bis es gldnzend erschien,
und anschliefend in 50 pl RNase-freiem Wasser resuspendiert. Die RNA wurde stets
auf Eis hantiert sowie bei -80°C gelagert. Die Konzentrationsmessung der extrahierten
RNA wurde mit Hilfe des Spektralphotometer NanoDrop ND 2000 durchgefiihrt. Die
Ausbeute einer typischen Extraktion aus 1 x 10° Primarfibroblasten betrug etwa 25 ng
totaler RNA in einem Volumen von 30 pl RNAase-freiem H,O. Die Qualitat und
Integritat der isolierten RNA wurden mit Hilfe elektrophoretischer Auftrennung auf
einem 1%igen Agarosegel mit Ethidium-Bromid (EtBr) beurteilt. Idealerweise sind 28S-
rRNA (28S-ribosomale Ribonukleinsaure) sowie 18S-rRNA als zwei distinkte Banden zu
erkennen, wobei das Intensititsverhéltnis von 28S-rRNA zu 18S-rRNA 2:1 betragen
sollte. Degradierte RNA erscheint auf dem Gel als Schmier.

2.2.3.4 cDNA-Synthese fiir die RT-qPCR

Die reverse Transkription von RNA wurde mittels SuperScript III First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) durchgefithrt. Es wurde jeweils 1 ng totaler
RNA eingesetzt und nach Herstellerangaben (siehe Tab. 8) zu einem Annealing-Ansatz

kombiniert.
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Tab. 8 Pipettierschema fiir den Annealing-Ansatz der Reversen Transkription

Komponente Quantitit
totale RNA 1 ng
50pM Oligo(dT)30 1l

50 ng/pl random hexamers 1 pl

10mM dNTPs 1l

RNase-freies H,O auf 10 pl auffiillen

Zur Denaturierung wurde der Ansatz im PCR-Thermozykler 5 min bei 65°C und
anschliefend mindestens 1 min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurden 10 pl des

Reaktions-Mixes zugegeben, bestehend aus den folgenden Komponenten:

Tab. 9 Pipettierschema fiir den Reaktions-Mix der Reversen Transkription

Komponente Quantitit
10x RT Puffer 2 ul
25 mM MgCl, 4l
0,1 M DTT 2 ul
RNaseOUT (40U /nl) 1l

SuperScript III RT (200 U/pl) 1l

Die Synthese fand im Thermozykler statt und bestand aus einer 10-miniitigen
Inkubation bei 25°C gefolgt von einer Inkubation fiir 50 min bei 50°C. Anschlieend
wurde das Enzym bei 85°C fiir 5 min deaktiviert und die Reaktion somit terminiert.
Nach Abkiihlung des Ansatzes auf Eis wurde die RNA enzymatisch durch Zugabe von
1 pl RNase H und 20 min Inkubation bei 37°C entfernt. Die synthetisierte cDNA wurde
bei -20°C gelagert.
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2.2.3.5 Genexpressionsanalyse mittels quantitativer Real-time Reverse-
Transkription PCR (RT-qPCR)

Die Genexpressionsanalyse mittels RT-qPCR, beruht auf derselben Methodik wie die
genomische Real-time qPCR (in 2.2.2.3 beschrieben). Der Unterschied besteht in der
durch cDNA  als

Untersuchungsmaterial im Gegensatz zu genomischer DNA. Durch Quantifizierung der

Verwendung  von reverse  Transkription  generierter
c¢DNA konnen Riickschliisse auf die Menge der in der Zelle vorhandenen mRNA des
Zielgens und somit seine Expressionsaktivitat geschlossen werden. Zu diesem Zweck
werden Haushaltsgene als Normalisierungsgrundlage verwendet, da diese kontinuierlich
stabil exprimiert werden. Diese Methode wurde in dieser Arbeit unter anderem

verwendet, um die Ergebnisse von Expressionsarrays zu validieren.

Es wurden mit Hilfe des Programms Primer3 spezifische Primer (Tab. 10) auf Basis der

cDNA-Sequenz entworfen sowie bekannte Primer fiir die Haushaltsgene TBP und
GAPDH verwendet.

Tab. 10 Primer fiir die Reverse Transkription quantitative Real-time PCR

Zielgen Forward Primer Reverse Primer

ACTA2 ATCACCAACTGGGACGACAT AGGGTGGGATGCTCTTCAG
BRCA1 AGAAAGGGCCTTCACAGTGT CCAAACCTGTGTCAAGCTGA
CAV1 GCGACCCTAAACACCTCAAC TGCCGTCAAAACTGTGTGTC
COL11A1 TGAAGACCACACTGGAAAACC TTTCTTCTCCACGCTGATTG
COL8A1 TGGCAAAGAGTATCCACACCT TTGTTCCCCTCGTAAACTGG
CXCL12 AGAGCCAACGTCAAGCATCT CTTTAGCTTCGGGTCAATGC
FAP ACCATGAAAAGTGTGAATGCTTC GTTGCTGTGTAAGAGTATCTCCA
FN1 TACCAAGGCTGGATGATGGT TTGTGTCCTGATCGTTGCAT
HOXC6 CCAGGACCAGAAAGCCAGTA GGTCTGGTACCGCGAGTAGA
HOXCS CGAAAACGTCGGATTGAAGT CTTCATCCTTCGGTTCTGGA
g AAAGAGGCACTGGCAGAAAA TGATTTTCACCAGGCAAGTC
1LS TCCAAACCTTTCCACCCCAA CCAGTTTTCCTTGGGGTCCA
KRT19 GTGAAGATCCGCGACTGGTA TCCTGGAGTTCTCAATGGTG
MGP TCACATGAAAGCATGGAATCTT CCATCTCTGCTGAGGGGATA
PDPN GCCGAAGATGATGTGGTGAC CGTGGACTGTGCTTTCTGAA
TBX1 AGATACCAGCCCCGCTTC CGTGTCTCCTCGAACACAAA
TGFBI CATGAACCGGCCTTTCCTG CAGCAGTTCTTCTCCGTGGA
TNC CCCCAGTGACTGCAACAAC CCGTCACTTCTGTCACAACG
WIF1 TGTTTCAGAGGGGAAAATGG TGCAGCTTGCCAGGTAAAAT
WISP1 AGCACACGCTCCTATCAACC CCATCAGGACACTGGAAGGA
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Je mnach Moglichkeit wurden die Primerpaare exonspannend entworfen, um eine
Amplifikation von potenziell kontaminierendem genomischem Material zu verhindern

bzw. dieses in der Schmelzkurvenanalyse zu detektieren.

Jeder Ansatz wurde in Triplikaten bestimmt und nach folgendem Schema vorbereitet:

Tab. 11 Pipettierschema fiir die RT qPCR-Analyse

Komponente Quantitit

¢DNA-Template 12,5 ng

Primermix (Reverse und Forward, jeweils 3 ptM) 1,25 nl

2xQuantiTect SYBR Master Mix 6,25 nl

Nuklease-freies Wasser auf 12,51l

Die Analyse erfolgte im StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems)

nach folgendem Programm:

Tab. 12 PCR-Programm fiir die RT Real-time PCR

Zyklen Dauer Temperatur Prozess

1x 15 min  95°C Initiale Denaturierung
30 sec 95°C Denaturierung

45 x 30 sec 60°C Annealing
40 sec 72°C Elongation

Die Messung der Fluoreszenzintensitéit erfolgte im Elongationsschritt bei 72°C. Zum
Ausschluss von unspezifischen Signalen und Amplifikationsprodukten wurden
Negativkontrollen (H,0 sowie Kontrolle ohne Reverse Transkriptase) mitgefithrt, sowie
Schmelzkurvenanalysen durchgefithrt. Es gab zu keiner Zeit einen Hinweis auf eine
genomische Kontamination der cDNA-Proben sowie unspezifische Amplifikationen. Die
Qualitat sowie Effizienz der Assays wurde mittels Standardkurven mit cDNA-

Verdiinnungsreihen iiberprift. Zur relativen Quantifizierung der zu untersuchenden
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Zielgene wurden deren Ct-Werte mittelsMAACt-Methode auf die Werte der

Haushaltsgene normalisiert.

2.2.3.6 Genexpressionsanalyse mittels Expressionsarrays

Eine Anwendungsmoglichkeit von DNA-Arrays ist die simultane Analyse der
Expression tausender mRNA-Transkripte zur Erstellung sogenannter

Expressionsprofile.

Die Expressionsanalysen der Ausgangskulturen FIB A24 (BRCA1™) bzw. FIB D24
(BRCAI™)wurden von Benjamin Irmscher vorbereitet und in Zusammenarbeit mit der
Firma Affymetrix realisiert. Die Hybridisierung erfolgte auf einem Affymetrix Human
Genome U219 Array, der einen 3’'IVT-Array darstellt. Dieser Chip enthélt tiber 53.0000
unterschiedliche Sonden und deckt damit iiber 36.000 Transkripte von mehr als 20.000

Genen ab.

Die Expressionsanalysen der Einzelzellklone wurden auf den institutseigenen Geréten
unter Verwendung des Chips Affymetrix HuGene 2.0 ST durchgefiihrt. Dies ist ein
sogenannter Whole-Transcript-Gene-Array (WT) und unterscheidet sich von dem oben
genannten Chip hauptsachlich durch die Designstrategie der Oligonukleotide. So
decken die Sonden des WT-Arrays die Enden jedes Exons ab und akkumulieren nicht
nur in der 3'-Region des Transkriptes, wie es bei den 3'IVT-Arrays (z.B. U219) der Fall
ist. Der HuGene 2.0 ST enthalt tiber 1,35 Millionen unterschiedliche Sonden, die 40.000
Transkripte von 24.000 Genen abdecken sowie 11.000 long noncoding RNAs (IncRNA).

Die Praparation der Proben fiir die Hybridisierung auf den HuGene-Chip beginnt mit
100 bis 200 ng DNase-behandelter RNA, deren Qualitdt und Integritdt sowohl
photometrisch als auch per Gelkontrolle gesichert wurde. Zuerst wird in einer reversen
Transkription unter Verwendung von random Primern die RNA in doppelstrangige
cDNA umgeschrieben. Gleichzeitig wird eine Promoter-Region fir die T7 RNA-
Polymerase inseriert. Anschliefend wird eine in witro Transkriptions-Reaktion
durchgefithrt, in der antisense-RNA synthetisiert wird. Diese dient wiederum als
Template fiir die Synthese von sense-strand-cDNA, die unter Inkorporation von dUTPs
stattfindet. Nach der Aufreinigung der ¢cDNA wird diese fragmentiert. Dies geschieht
durch das enzymatische Entfernen der Uracil-Basen durch das Enzym UDG (Uracil-
DNA-Glykosylase) und durch Einfithren eines Einzelstrangbruchs an derselben Stelle
durch APE1 (Apurin/Apyrimidin-Endonuklease). AnschlieBend werden die Fragmente
mit Biotin markiert und fiir 16 Stunden bei 55°C unter Rotation im Ofen auf den Chip
hybridisiert. Nun wird ein Streptavidin/Phycoerythrin-Konjugat auf den Chip
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aufgebracht, das an die Biotin-markierten hybridisierten Fragmente bindet. Zur
Signalamplifikation wird anschlieend ein biotinylierter anti-Phycoerythrin-Antikorper
hinzugegeben sowie anschliefend erneut ein Streptavidin/Phycoerythrin-Konjugat.
Phycoerythrin absorbiert Laserlicht von einer Wellenldange von 488 nm und emittiert
Photonen bei 575 nm. Das emittierte Signal des Phycoerythrins kann anschlieBend

mittels eines Affymetrix GeneChip Scanners 3000 aufgenommen werden.

Die Normalisierung und Hintergrundbereinigung der Daten beider Chipsorten erfolgte
mittels der Software Affymetrix Expression Console. Fiir die Normalisierung wurde der
RMA-Algorithmus verwendet. Die Analyse zur Identifizierung von differenziell
exprimierten Genen erfolgte mit Hilfe der Software Affymetrix Transcriptome Analysis

Suite unter Anwendung des ANOVA-Algorithmus.

2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.2.4.1 Proteinextraktion aus eukaryotischen Zellen

Zur totalen Extraktion von Proteinen aus priméiren Fibroblasten wurden jeweils 1 x 10°
Zellen eingesetzt. Das zuvor dreifach mit PBS gewaschene Zellpellet wurde in 100 pl
Magic Mix aufgenommen und 10 min bei Raumtemperatur und danach 20 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurde die viskose Zellsuspension auf eine QIAshredder-Séaule
(Qiagen) aufgetragen und eine Minute bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. In
diesem Schritt wurde die genomische DNA geschert sowie Zelltriimmer abgetrennt,
sodass ein klares Proteinlysat entstand. Die langfristige Lagerung der Lysate erfolgte
bei -80°C. Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen wurde mit dem Qubit Protein
Assay Kit (Thermo Scientific) nach Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt.
Typischerweise betrug die Ausbeute je Ansatz ca. 600 pg Totalprotein in einem

Endvolumen von 80 pl.

2.2.4.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Bei der SDS-PAGE handelt es sich um die elektrophoretische Auftrennung von

Proteinen entsprechend ihres Molekulargewichts. Dafiir werden die Proteine durch
Hitze und Detergenzbehandlung mit SDS denaturiert, sowie mit DTT dissoziiert. Es
entstehen SDS-Protein-Komplexe, deren negative Ladung sich proportional zu ihrer
Masse verhalt und die vergleichbare hydrodynamische Eigenschaften besitzen. Die
Auftrennung der Proteine erfolgt in einem Gel definierter Porengréfie, das durch
radikalische Polymerisation von Acrylamid und Bisacrylamid hergestellt wird. Fiir

Gele, die anschlieBend zur Detektion des BRCA1-Proteins geblottet werden sollten,
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wurde im Rahmen dieser Arbeit 6%iges Polyacrylamid verwendet. Zum Zwecke der
anschlieBenden Detektion von ACTIN wurden 10%ige Gele benutzt. Vor dem
Auftragen der Proben auf das Gel wurden diese mit Magic Mix auf die gewiinschte
Proteinkonzentration eingestellt und 5 min bei 95°C denaturiert. Der Gellauf erfolgte
bei 200 V fiir 45 min (ACTIN) bzw. 90 min (BRCAL).

2.2.4.3 Western Blot
In dem Western Blot-Verfahren werden die auf SDS-PAGE-Gelen aufgetrennten

Proteine durch ein rechtwinklig angelegtes elektrisches Feld auf eine
Polyvinylidenfluorid-Membran transferiert und via hydrophober Wechselwirkungen
immobilisiert. In dieser Arbeit wurden Trans-Blot Turbo transfer packs (Biorad) samt
vorgeschnittener und getréankter Membranen und Filterpapiere nach Herstellerangaben
verwendet. Die Ubertragung der Proteine erfolgte im Trans-Blot Turbo Transfer

System (Biorad) unter folgenden Bedingungen: 1,3 A konstant, bis zu 25 V, 15 min.

2.2.4.4 Immundetektion von Proteinen

Nach dem Proteintransfer per Western Blot wurden die PVDF-Membranen fiir
1 Stunde bei Raumtemperatur in WB-Blockpuffer inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen abzuséttigen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem
zielproteinspezifischen Primérantikérper (Tab. 13) bei 4°C tiber Nacht unter leichtem
Schiitteln. Die Membran wurde dreimal 5 min in PBST gewaschen und anschliefend 1

Stunde mit dem HRP-gekoppelten Sekundérantikorper inkubiert.

Tab. 13 Im Western Blot verwendete Antikorper und Verdiinnungen

R Verdii
Antikorper ‘er unnung . Hersteller
(in 5% Magermilch in PBST)
Maus Anti-Human BRCA1 1:50 EMD Milli
of ID Millipore
(Ab-1, MS110) ’ pe
Kaninchen Anti-Hum:
an'm( 1o A-uman 1:500 Sigma-Aldrich
Actin
Ziege Anti-Maus HRPO 1:6000 Dianova
Ziege Anti-Kaninchen 1:6000 Dianova

HRPO

Es folgte erneut dreimaliges Waschen in PBST. Zur Detektion wurde die Membran auf
einer transparenten Folie platziert und mit 1 ml ECL-Reaktionslosung (Western
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Lightning Chemiluminescence Reagent von Perkin Elmer) benetzt, die zuvor durch
Mischen von Substrat- und Enzymlésung vorbereitet worden war. Das Signal auf der
Membran wurde mit Hilfe des digitalen Systems Chemidoc XRS Molecular Imagers
aufgenommen, wobei die geeignete FExpositionszeit empirisch ermittelt wurde. Die
densitometrische Analyse der Banden erfolgte mit der Software ChemiDoc Image Lab
(Biorad).
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Ergebnisse

3.1 Darstellungen projektrelevanter Ergebnisse aus anderen
Arbeiten

Die in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen zum Zwillingsvergleich der
krebdiskordanten Individuen A24 und D24 basieren teilweise auf Daten, die bereits in
anderen Arbeiten zuvor generiert worden waren [261, 262], sowie bereits publiziert
worden sind [247]. Die genannten Arbeiten beschéftigten sich vorrangig mit der
detaillierten Fallprasentation, sowie einer ersten molekulargenetischen Analyse der
A24/D24-Fibroblasten, die als Basis zur Erstellung der Arbeitshypothese fiir diese
Arbeit diente. Um eine bessere Verstandlichkeit des Ergebnisteils der vorliegenden
Arbeit zu erreichen, werden die zuvor generierten und publizierten Daten im Folgenden

kurz beschrieben.

Das monozygote Zwillingspaar wurde eingehend korperlich untersucht und wies primar
eine diskordante Krebsanamnese auf (klinische Details siehe Kapitel 2.1.7). Auf Grund
der nahezu iibereinstimmenden genetischen Information in monozygoten Zwillingen
sind epigenetische Unterschiede eine mogliche Erklarung fiir eine diskordante
Krebsdisposition. Aus diesem Grund wurden die Methylierungsmuster einiger
Tumorsuppressorgene (ATM, BRCA1, BRCA2, MLH1, RAD51C, TP53) in
unterschiedlichem biologischem Material des Zwillingspaares mittels Bisulfit-
Pyrosequenzierung untersucht. Es zeigte sich eine konstitutiv erhohte Methylierung des
BRCA 1-Promoters in A24-Fibroblasten (12%) im Gegensatz zu D24-Fibroblasten (3%).
Dieser Befund konnte ebenfalls in den Salivaproben der Zwillinge detektiert werden
(A24: 9% vs D24: 2%). Eine weiterfithrende Analyse des BRCAI-Promoters mittels
klassischer Bisulfit-Plasmid-Sequenzierung bestétigte die BRCA I-Hypermethylierung in
13% der Allele in genomischer DNA der A24-Fibroblasten (Abb. 10). Dies spricht fir
das Vorliegen einer heterozygoten BRCA I-Epimutation im Mosaik in etwa 25% der
A24-Fibroblasten.
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Diese Auffalligkeit blieb stabil erhalten {iber eine Vielzahl von Zellkultur-Passagen
sowie bei Bestrahlung mit vy-Strahlung (1Gy). Da die gefundene Epimutation im
BRCAI1-Promoter vermutlich zur Inaktivierung einer Kopie des Tumorsuppressors
flihrt, stellt sie einen ersten Treffer im Sinne der Knudson-2-Treffer-Hypothese dar und
kommt als potenzieller Ausloser fiir den diskordanten Krebsphanotyp des

Zwillingspaars in Frage.

Erkrankter Zwilling Gesunder Zwilling
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Abb. 10 Methylierungsmuster des BRCA1-Promoters in genomischer DNA aus A24-
Fibroblasten (links) und D24-Fibroblasten (rechts). Jede Linie steht fir ein mit klassicher
Bisulfit-Plasmid-Sequenzierung analysiertes Allel (DNA-Molekil). Leere Symbole zeigen unmethylierte,
gefillte Symbole methylierte CpGs an. Es wurden 13 CpGs analysiert, davon 3 in Exon 1 und 10 in der
5'upstream  Region. Epimutationen (im Gegensatz zu stochastischen Methylierungsfehlern) sind mit
einem Pfeil markiert und treten in 6 von 47 analysierten Allelen von A2/ auf. Orignalabbildung aus der
Publikation Galetzka et al. (2012) [247].

Es wurden zuséatzlich genomische SNP-Array-Analysen durchgefithrt und heterozygote
Mosaik-Deletionen im Lokus 5¢22.1 (NREP) sowie in 6q22.33 (RSPOS3) festgestellt.
Obwohl eine Haploinsuffizienz der Gene NREP sowie RSPOS& die Krebsentstehung
fordern konnte, ist nach heutigem Kenntnisstand ein Zusammenhang beziiglich der

diskordanten Krebsdisposition unwahrscheinlich.

Auf Grund der Epimutation im Mosaik werden die A24-Fibroblasten im Weiteren als
BRCA 1™ Fibroblasten sowie die D24-Fibroblasten als BRCAI* Fibroblasten

bezeichnet
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3.2 Vergleich der BRCA1-Expression in BRCA1™*M°* und
BRCA1" Fibroblasten auf mRNA und Protein-Ebene

Diese Arbeit umfasst die Charakterisierung der molekular- und zellbiologischen
Konsequenzen einer epigenetisch modulierten BRCA I-Haploinsuffizienz in dermalen
Fibroblasten, entnommen aus gesunder Haut des beschriebenen Zwillingspaars. Ziel
dieses Vorhabens war es, einen moglichen kausalen Zusammenhang zwischen der
BRCA1-Epimutation und der diskordanten Krebsdisposition des Zwillingspaares durch
experimentelle Daten zu untermauern. Dabei ist eine Grundvoraussetzung fir die
Belastbarkeit der Hypothese, dass als Folge der Epimutation tatséchlich eine
erniedrigte BRCA 1-Expression in den BRCA ™™ Fibroblasten nachweisbar sein sollte.
Aus diesem Grund wurde zur initialen Charakterisierung des Untersuchungsmaterials
und zum Nachweis der BRCA I-Haploinsuffizienz die BRCA1-Expression auf mRNA
und Proteinebene untersucht und mit den isogenen Kontrollfibroblasten BRCAI™
verglichen. Die konstitutive BRCAI-mRNA-Expression wurde mittels RTq-PCR
analysiert und auf die Expression des Referenzgens TBP normalisiert. Die PCR-
Effizienzen wurde mit Hilfe der Software ,LineRegPCR* berechnet und wurden in der
Auswertung beriicksichtigt. Die BRCA 1™ Fibroblasten zeigten eine 29% niedrigere
relative Expression der BRCAI-mRNA verglichen mit den Kontrollfibroblasten
BRCATI™ (Abb. 11).
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Abb. 11 Relative BRCAI-mRNA-Expression BRCAI™™° vs, BRCAI** Fibroblasten

analysiert mittels RTq-PCR. Die relative Expression wurde berechnet als 2 'AACt, normalisiert auf

das Referenzgen TBP und die Referenzprobe BRCAI™ und ist dargestellt als Mittelwert +Standardfehler
des Mittelwerts (SEM). Die Anzahl der gemessenen Replikate belduft sich fir die BRCA1-Messung auf
n=3 und fir die TBP-Messung auf n=>5; p=0,017.

Dieser Unterschied erwies sich laut Student-t-Test als statistisch signifikant (p=0,017).
Da die BRCAI™* Fibroblasten die Epimutation in einem etwa 25%igen Mosaik

tragen, ist der Expressionsunterschied von etwa einem Viertel in dem zu erwartenden
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Bereich und spricht fiir eine komplette transkriptionelle Stilllegung des methylierten
Allels.

Die Immunodetektion des BRCAI1-Proteins in Zelllysaten aus Primérzellen ist
bekanntermaflen schwierig [62, 263]. Hauptgrund dafiir ist die niedrige
Expressionsmenge des Proteins in Priméarzellen. Das hohe Molekulargewicht von
220 kDa erschwert zusétzlich das Blotten des Proteins vom SDS-Gel auf die
PVDF-Membran und erniedrigt somit die detektierbare Proteinmenge noch weiter.
Trotz dieser Schwierigkeiten konnte ein Protokoll etabliert werden, das die erfolgreiche
Detektion des BRCA1-Proteins in den Proteinextrakten der BRCA™*" und BRCA 1™
Fibroblasten ermoglichte. Die Banden wurden densitometrisch quantifiziert und mit
den Intensitaten der Banden des Referenzproteins ACTB verrechnet. Unabhéngig von
der Menge des eingesetzten Totalproteins wurde in den Proteinextrakten der
BRCA 1™ Fibroblasten verglichen mit denen der BRCAI™ Fibroblasten eine deutlich
geringere basale BRCA1-Proteinmenge detektiert (Abb. 12A).
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Abb. 12 Basale BRCAI1-Proteinexpression in totalen Proteinextrakten (TP) von
BRCA1™Y* vs., BRCA1"™ Fibroblasten analysiert mittels Western-Blot. Die Detektion erfolgte
mit dem monoklonalen Primdrantikérper Anti-BRCA1 (MS110, wvon Millipore). ACTB wurde als
Referenzprotein und Ladekontrolle detektiert. Die Quantifizierung der Bande wurde mit Hilfe der

Software ChemiDoc Image Lab (Biorad) vorgenommen.

Die Expressionsunterschiede beliefen sich auf 32% (150pg TP) bzw. 42% (50pg TP)
(Abb. 12B), und waren somit in etwa mit den Erwartungen, basierend auf den BRCA 1-
mRNA-Expressionsunterschieden, vereinbar. Da nur sehr geringe Proteinmengen zur
Verfiigung standen, konnten nicht ausreichend viele Replikate analysiert werden, um

eine statistische Auswertung zu ermoglichen.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass sich die Mosaik- BRCA I-Epimutation in

den BRCA1™¢ Fibroblasten in einer Runterregulation der Expression sowohl auf
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mRNA- als auch auf Proteinebene niederschlagt und somit potenziell zu Veranderungen

von Krebs-relevanten Prozessen in der Zelle fithren kann.

1mosMe

3.3 Komparative Transkriptomanalyse der BRCA
BRCAI1" Fibroblasten

VS.

3.3.1 Identifizierung von differenziell exprimierten Genen

Zur Identifizierung von deregulierten potenziell Krebs-relevanten Signalwegen und
molekularen Prozessen in den BRCA 1™ Fibroblasten im Vergleich mit der isogenen
Kontrolle BRCA1™  wurden komparative genomweite  Expressionsanalysen
durchgefiihrt. Um Kultivierungsartefakte auszuschliefen, wurden jeweils vier

unabhangig kultivierte Fibroblastenproben pro Individuum untersucht.

Die Analyse wurde in Kooperation mit der Firma Affymetrix unter Verwendung von
Affymetrix Human Genome U219 Arrays durchgefithrt. Zur Normalisierung der
Rohdaten wurde das Programm Affymetrix ,FExpression Console“ unter Anwendung
des Robust Multi-Array Average Algorithmus (RMA) verwendet. Die Analyse erfolgte,
nicht direkt auf Genebene, sondern wie fiir 3'TVT-Arrays (3’ ,,In vitro transcription®-
Arrays) ublich auf Ebene der sogenannten ,Probe Sets“, einer Gruppierung von

unterschiedlichen Sonden, die spezifisch eine gemeinsame Zielsequenz binden.

Uber eine anschlieBende Varianzanalyse (,analysis of variance*, ANOVA) konnten
Probe Sets isoliert werden, die zwischen BRCAI™ und BRCAI™™° Fibroblasten
differenziell exprimiert waren. Auf Grund des Mosaikstatus der BRCA ™M
Fibroblasten wurden moderate Signifikanzkriterien fiir die differenziell exprimierten
Gene (DEGs) definiert. Dabei wurden Probe Sets mit einer mindestens 1,5-fachen
Hoch-oder Runterregulation und einem p-Wert kleiner als 0,05 als signifikant

differenziell exprimiert beurteilt.

Die ANOVA-Analyse identifizierte 376 Probe Sets, die 285 unterschiedliche differenziell
exprimierte Gene reprasentierten. Bezogen auf die Gesamtmenge der mit dem U219-
Array untersuchten Gene waren somit 0,014% der Gene als zwischen BRCA 1™ und
BRCATI™ Fibroblasten differenziell exprimiert anzusehen. Dabei waren 133 Probe Sets
(91 Gene) in BRCAI™™° Fibroblasten im Vergleich zu BRCAI™ Fibroblasten
signifikant hochreguliert, sowie 243 Probe Sets (194 Gene) runterreguliert. Die 100 am
starksten regulierten Gene sind in den Tabellen Tab. 14 und Tab. 15 darstellt.
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60

Tab. 14 Top 100 der in BRCA1™™° im Vergleich zu BRCA1™" Fibroblasten stérker

exprimierten Probe Sets. F'C steht fir den Expressionsunterschied (,fold change®).

Probe Set FC p-Wert Gen Probe Set FC p-Wert Gen
11725765 a at 35,45 0,0020 COL11A1 11756509 a at 2,05 0,0487 BAMBI
11725766 x at 24,98 0,0036 COL11A1 11722199 at 2,03 0,0128 ADAMI12
11733707 _x at 21,68 0,0020 COL11A1 11759440 at 2,03 0,0254 GLS
11751904 x at 14,40 0,0026 COL11A1 11720489 a at 2,02  0,0250 ACTC1
11733706 s at 8,50  0,0035 COL11A1 11755071 a at 2,00 0,0073 HMCN1
11764247 s at 5,09  0,0076 WISP1 11719218 at 1,97 0,0474 SOCS3
11746463 a at 4,73  0,0222 1L6 11718832 a at 1,96 0,0270 LOXL2
11720606 a at 4,48  0,0385 SFRP?2 11720527 at 1,93 0,0040 LTBP?2
11731822 at 442 0,0133 WISP1 11727164 at 1,92 0,0203 ACVR2A
11744219 at 4,36 0,0373 GO0S?2 11735346 s at 1,92  0,0227 C1QTNF5
11741116 at 4,02 0,0345 FLG 11739976 _a at 1,92  0,0491 ITGA11
11730801 at 3,94 0,0232 CXCL6 11715351 at 1,90 0,0182 COL1A1
11718876 at 3,88 0,0215 DNER 11740758 a at 1,89  0,0098 LINC00478
11747927 a at 3,75  0,0014 POSTN 11758071 s at 1,88  0,0043 SULF1
11747928 x at 3,63 0,0012 POSTN 11735570 a at 1,85 0,0207 SORBS?2
11736422 s at 3,61  0,0026 POSTN 11757404 x at 1,85 0,0031 1D3
11729238 a at 3,56 0,0147 CSRP2 11757645 s at 1,85 0,0152 FIBIN
11729239 x at 3,56  0,0118 CSRP?2 11715352 x at 1,84  0,0255 COL1A1
11749527 a at 3,54  0,0357 POSTN 11720230 at 1,84  0,0295 TES
11736423 a at 3,53  0,0026 POSTN 11754993 s at 1,84  0,0247 PXDN
11746931 a at 3,20 0,0303 INHBA 11748659 a at 1,83  0,0261 EFEMP1
11719198 s at 3,17 0,0175 CCND2 11758382 s at 1,83  0,0012 ABCCY
11731246 s _at 3,12 0,0055 SERTADY 11721493 a at 1,82  0,0205 SULF?2
11728809 a at 3,05 0,0071 COLS8A1 11737874 a at 1,82  0,0065 SULF1
11755841 a at 2,99 0,0150 KIF26B 11720528 at 1,81  0,0012 LTBP2
11764077 s _at 2,84  0,0439 EDILS 11716685 s _at 1,80  0,0256 MYO1D
11732519 at 2,78  0,0427 CH25H 11722111 at 1,79  0,0018 HLX
11723174 a at 2,75  0,0115 FNDC1 11754008 x at 1,79  0,0070 ID3
11720607 _a at 2,62  0,0349 SFRP2 11725806 at 1,77 0,0284 KCNJS
11715673 _x at 2,60 0,0091 JUNB 11755643 a at 1,77  0,0002 TNS3
11729157 a at 2,60 0,0029 MFAP/ 11731596 _a at 1,76  0,0333 ZNF503
11721335 x at 2,50  0,0159 PLOD2 11724983 at 1,75 0,0083 PCDH7
11723785 s at 2,49  0,0230 LIMCH1 11751896 _a at 1,75  0,0242 COL12A1
11725764 a at 249  0,0233 COL11A1 11724886 _a at 1,74 0,0129 LRRN3
11721334 a at 2,36  0,0237 PLOD2 11716835 a at 1,71  0,0127 DHRS3
11751903 s _at 2,35  0,0055 COL11A1 11747935 a at 1,71  0,0252 TNC
11718743 a at 2,34 0,0019 CXCL12 11716666 _a at 1,70  0,0078 ID3
11716203 _a at 2,32 0,0056 MGP 11726015 at 1,70  0,0010 GPC6
11715683 a at 2,30  0,0220 KRT7 11722352 s at 1,69 0,0138 ACTA2
11756294 a at 2,29  0,0034 JAM?2 11744969 a at 1,69  0,0009 PAPLN
11757336_s_at 2,28  0,0133 LIMCH1 11749254 a at 1,69 0,0122 PRSS23
11722597 a at 2,26  0,0036 CXCR7 11720338 at 1,68  0,0085 FIBIN
11760425 a at 2,22 0,0451 1L6 11752501 a at 1,67 0,0430 CXCR7
11717274 s _at 2,20 0,0495 COL5A1 11720452 at 1,65 0,0110 PLEKHH?
11743282 a at 2,20 0,0070 SULF1 11751633 x at 1,656 0,0022 PRSS23
11734225 x at 2,18 0,0177 LIMCH1 11715465 at 1,63  0,0194 IGFBP4
11717272 at 2,14 0,0496 COL5A1 11721046 a at 1,63 0,0251 SERINC?2
11727163 a at 2,08  0,0325 ACVR2A 11727067 a at 1,62  0,0262 SLITS
11723364 at 2,07 0,0013 L1TD1 11741013 a at 1,62 0,0145 LRRNS
11715846 at 2,06 0,0185 EFEMP1 11745839 a at 1,62 0,0039 CYorf3
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Tab. 15 Top 100 der in BRCA1™™ im Vergleich zu BRCA1" Fibroblasten schwiéicher

exprimierten Probe Sets. FC steht fir den Expressionsunterschied (,fold change®).

Probe Set FC

Probe Set FC

11759471 x at -8,21
11759470 _at -7,10
11759610 at -7,01
11732881 s at -6,67
11731500 _a_at -5,93
11757033 a_ at -5,82
11758790 _a_ at -4,99
11758251 s at -4,45
11717825 a at -4,39
11717826 _x at -4,12
11735486 at -3,72
11741558 a at -3,47
11716395 _a_at -3,39
11722977 _at -3,35
11723503 _at -3,25
11727270 a at -3,20
11723070 _a_at -3,10
11757849 s at -3,08
11727272 _x_at -2,88
11722893 at -2,87
11750279 _a at -2,85
11735487 _at -2,83
11740290 _a_ at -2,73
11724381 at -2,65
11727271 _a_at -2,62
11723502 at -2,52
11763492 _a at -248
11750898 a at -2,44
11733607 _a_at -2,39
11757903 _s_at -2,36
11737135 _a_ at -2,33
11763202 x at -2,31
11728397 at -2,23
11758967 s _at -2,23
11723501 _at -2.21
11723246 s at -2,19
11722503 at -2,15
11744141 x at -2,14
11726080 _a_at -2,13
11735463 a at -2,13
11725980 at -2,12
11720558 _a_at -2,11
11724912 at -2,07
11723607 _a_at -2,06
11724198 a at -2,05
11729381 _a_at -2,03
11729996 _a_ at -2,02
11718102 at -2,00
11722583 _a_ at -1,97
11726383 a at -1,96

p-Wert Gen
0,0036 LCE1F
0,0028 LCE1F
0,0000 HOXB-AS3
0,0000 TBX1
0,0181 KRT19
0,0109 IL13RA2
0,0192 STMN2
0,0000 HOXBS3
0,0317 STMN2
0,0449 STMNZ2
0,0174 HOXCS
0,0007 HOXB6
0,0016 GPR56
0,0012 HOXBS
0,0018 PRLR
0,0383 TRIM55
0,0142 CYTL1
0,0062 PNMA2
0,0328 TRIM55
0,0018 HOXB7
0,0460 STC1
0,0001 HOXCS
0,0000 HOXC6
0,0054 FAM65B
0,0069 TRIM55
0,0019 PRLR
0,0249 NRN1
0,0007 HOXB3
0,0013 LRRC34
0,0166 COL4A5
0,0000 HOXC6
0,0050 FAMG65B
0,0402 MTIM
0,0304 TFPI2
0,0050 PRLR
0,0038 SFRP1
0,0428 ITGBS
0,0259 FOLRS
0,0192 GALNT15
0,0310 NTNG1
0,0332 CFD
0,0376 GEM
0,0335 NDNF
0,0421 AGFG1
0,0125 STC1
0,0444 AKS5
0,0013 SLFN12
0,0338 CcD59
0,0092 IGFBP2
0,0108 OLFM1

11761116 _a at -1,96
11728302 at  -1,95
11718977 a_at -1,94
11739518 a at -1,04
11744519 a at -1,94
11725274 s at -1,92
11734389 a at -1,92
11751957 a at -1,92
11739466 a at -1,90
11755866 a at -1,90
11718539 a at -1,89
11737708 a at -1,88
11749567 a at -1,88
11728101 at  -1,87
11732455 at  -1,86
11746162 a at -1,86
11723928 at  -1,85
11730391 at  -1,85
11730742 x at -1,85
11733608 x at -1,85
11750435 a at -1,85
11720240 at  -1,84
11755932 a at -1,84
11719809 x at -1,83
11721043 at  -1,83
11725830 a at -1,83
11732922 at  -1,82
11740338 a at -1,82
11752562 x at -1,82
11726479 a at -1,81
11730541 x at -1,81
11724965 at  -1,80
11744140 a at -1,80
11727791 s at -1,78
11731606 at  -1,78
11747210 a at -1,78
11759287 at  -1,78
11716422 x at -1,76
11725457 at  -1,76
11727448 x at -1,76
11730469 s at -1,76
11741123 x at -1,76
11725321 a at -1,75
11741599 at  -1,75
11731800 at  -1,74
11739770 s at -1,73
11718685 a at -1,72
11728404 at  -1,72
11729374 at  -1,72
11719242 s at -1,71

p-Wert Gen
0,0379 FAM65B
0,0118 TGFA
0,0204 CAPN2
0,0327 FLRT3
0,0367 POLE?2
0,0492 RGS20
0,0419 GLYATL2
0,0003 HERCY
0,0246 ECHDC1
0,0019 OLFM1
0,0088 NRN1
0,0499 ORCS
0,0248 DDX55
0,0065 ZNF367
0,0235 KCNJ15
0,0426 FAM/9B
0,0079 PNMA2
0,0096 SEMASA
0,0262 AKIRIN1
0,0001 LRRC3
0,0149 IRX5
0,0048 LOC10106023
0,0057 HCLS1
0,0153 BLOC1S6
0,0133 ERI1
0,0152 PLCL2
0,0019 GJA3
0,0328 AGFG1
0,0381 CDH13
0,0007 MX2
0,0062 TAF1A
0,0420 BLOC1S1
0,0331 FOLRS3
0,0155 DLAT
0,0078 SCIN
0,0451 SRI
0,0391 DNAJB/
0,0372 SPTBN1
0,0225 FBXO033
0,0241 ST6GALNACS
0,0392 LMO2
0,0140 ADK
0,0355 CRK
0,0068 LCE2A
0,0303 C3orf70
0,0152 TMOD2
0,0151 TXNRD2
0,0480 SHCBP1
0,0210 KRT3
0,0481 CAMK2N1
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Die Gesamtheit aller differenziell exprimierten Gene wurde einer hierarchischen
Clusteranalyse unterzogen. In der Clusteranalyse werden Messwerte an Hand ihrer
Ahnlichkeit gruppiert. Bei der Expressionsarray-Analyse macht man sich diese
Methode zu Nutze, um z.B. Proben ahnlicher Expressionsmuster zu identifizieren. Zur
Clustergenerierung wurde hier die ,,complete linkage“ Methode angewendet. Dabei wird
jeweils der groffite Abstand zwischen den Punkten aus zwei Clustern als euklidischer

Abstand berechnet und in einem Dendrogramm dargestellt.

BRCA1" 4 —|
BRCA1% 3 _l

BRCA1Wt 2
BRCA1" 1
BRCA1mosMe 7
BRCA1mosMe 3

BRCA1mosMe 2
BRCA1mosMe 4

Abb. 13 Dendrogramm der “complete linkage” Cluster Analyse mit differenziell
exprimierten Genen der je 4 Replikate der BRCA1™ und BRCA1™**° Fibroblasten

In der Clusteranalyse gruppierten sich zwei Hauptcluster von je vier Proben (Abb. 13).
Die Zuordnung der Proben entsprach der Zugehorigkeit der Fibroblasten zu dem
jeweiligen Zwilling, dem diese entnommen wurden. Diese Beobachtung bestéatigte, dass
die Expressionsprofile wahrend der Fibroblastenkultivierung stabil bestehen blieben
und sich spezifisch zwischen BRCA 1™ und BRCA 1™ Fibroblasten unterschieden.

3.3.2 Ergebnisvalidierung mittels RT-qPCR

Zur Validierung des Arrayexperimentes wurden die Expressionsunterschiede zwischen
BRCAT™ und BRCAI™™¢ Fibroblasten fiir 10 Gene mittels RT-qPCR gemessen. Es
wurden bewusst Gene gewéhlt, deren Expressionsunterschiede unterschiedlich stark
ausgeprigt waren. Dies ist in diesem Projekt von besonderer Bedeutung, da in den
weiteren Analysen auch Gene beriicksichtigt werden sollen, die relativ geringe, jedoch

signifikante Expressionsunterschiede zeigen.
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@ RTqPCR

WISP1
B3 Array

WIF1

TNC

TBX1

KRT19

IL6

HOXC8

HOXC6

COL8A1

COL11A1

-7,5 -2,5 2,5 7.5
log2 (FC BRCA1™MosMe FIB vs. BRCA1"!FIB)

Abb. 14 Vergleich der mRNA-Expressionslevel 10 ausgewéidhlter Gene analysiert mittels
Expressionsarray und RT-qPCR. Dargestellt sind die logarithmierten Fxpressionsverhdltnisse
BRCAI™Me ys. BRCAT™  fiir beide Untersuchungsmethoden. Fiir das RT-gPCR-Experiment wurde die
relative Expression berechnet als 2°°“ und auf das Referenzgen TBP normalisiert. Die Anzahl der
gemessenen Replikate belduft sich auf n=3. Die Werte der Array-Untersuchung wurden einer
Normalisierung mittels ANOVA-Algorithmus unterzogen.

In Abb. 14 sind die sich im Array und in der RT-qPCR ergebenden
Expressionsverhiltnisse von BRCAI™™* zu BRCAI™ logarithmisch aufgetragen.
Positive Werte zeigen eine hohere Expression, negative Werte eine niedrigere
Expression des jeweiligen Gens in BRCA 1™ Fibroblasten im Vergleich zu BRCAI™
Fibroblasten an. Der Trend der Expressionsverhaltnisse, die mittels Array analysiert
wurden, bestatigte sich in der RT-qPCR fiir alle untersuchten Gene. Allerdings gab es
teilweise Unterschiede in der Starke der differenziellen Expression. Dabei fiel auf, dass
oftmals die gemessenen Expressionsunterschiede in der RT-qPCR hoher waren als die
im Arrayexperiment gemessenen Werte. Solche Diskrepanzen kommen zumeist durch
die stark unterschiedlichen Arten der Normalisierung zwischen den beiden Methoden

oder auf Grund der Detektion unterschiedlicher Transkripte zu Stande.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse jedoch, dass die Verwendung des U219-Arrays

in dem vorliegenden Vorhaben geeignet war, Expressionsunterschiede zwischen den
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BRCA 1™ und BRCAI" Fibroblasten zu identifizieren. Dabei wurde das Ausmafl der

differenziellen Expression in einigen Féllen tendenziell unterschatzt.

3.3.3 Explorative, funktionelle Analyse mittels “Database for Annotation,
Visualization, and Integrated Discovery” (DAVID)

Im néchsten Schritt wurden die gewonnenen Expressionsdaten unter Zuhilfenahme des
webbasierten Tools ,,Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery*
(DAVID) analysiert, um das Expressionsprofil der BRCA1™** Fibroblasten in einen
funktionellen Zusammenhang einordnen zu koénnen. Dieses Tool weist einem Satz von
Genen assoziierte biomedizinische Ontologien (gene onotology, GO) zu und bestimmt
anschlieBend den Grad deren Anreicherung. Dabei werden folgende drei Bereiche
abdeckt: ,Zellulare Komponente“, , Biologischer Prozess* und ,Molekulare Funktion®.
DAVID nutzt den exakten Fisher Test zur Berechnung der statistischen Signifikanz der

Anreicherung.

Die in BRCA 1™ signifikant hoher sowie niedriger exprimierten Gene wurden separat
der DAVID-Analyse unterzogen. Tab. 16 zeigt die meistangereicherten Ontologien fiir
die in BRCA 1™ hoher exprimierten Gene.

Sowohl fiir die Analyse der ,Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes“-Pathways
(KEGG) auch als fur alle drei Kategorien der GO-Analyse fanden sich signifikante
Anreicherungen. Die starkste Akkumulation zeigte sich in der Kategorie der ,,Zelluldren
Komponenten“, wobei der Begriff ,strukturelle Bestandteile der EZM®“ mit einem p-
Wert von 1,7x10™" die statistisch hochste Signifikanz in der Kategorie sowie in der
gesamten Analyse erreichte. Auffillig war, dass in dieser Kategorie 8 von 10 signifikant
angereicherten Begriffen, wie z.B. | proteinose extrazellulare Matrix“, ,Kollagen“ und
,Basalmembran® in einem starken Zusammenhang zum Interzellularraum standen.
Einige Begriffe, die in der Kategorie ,Biologischer Prozess“ stark gehauft vorkamen,
wie z.B. ,,Zelladhéasion“ und ,,Organisation der extrazelluldren Struktur®, bezogen sich
ebenfalls auf Prozesse des extrazelluliren Raumes. Dies galt ebenfalls fir die
Annotationsgruppe ,,Bestandteil der extrazellularen Matrix“, die mit einem p-Wert von
7,93x10° in der Kategorie ,Molekulare Funktion“ den meist angereicherten Begriff
darstellte. In der Analyse der KEGG-Pathways fielen ebenfalls die zwei aulerhalb der
Zellkorper  stattfinden Signalwege ,EZM-Rezeptor-Interaktion® sowie ,Fokale
Adhéasion“ auf, da deren Anreicherung die hochste Signifikanz innerhalb dieser

Pathway-Analyse erreichte.
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Tab. 16 Ergebniszusammenfassung der DA VID-Analyse der in BRCA1™*™° Fibroblasten
signifikant héher exprimierten Gene im Vergleich zu BRCA1™ Fibroblasten.

GO Zellulare Komponenten GO Biologische Prozesse
Terminus # P Terminus # P

' Wert? ! Wert?
Bestandteil d. extrazellularen Region 27 1,70E-11 Zelladhasion 18 1,63E-07
proteinose extrazelluldre Matrix 17  457E-11 biologische Adhésion 18  1,65E-07
extrazelluldre Matrix 17 1,40E-10 Organisation d. extrazelluliren Struktur 9  287TE-06
Bestandteil d. extrazellularen Matrix 9  4,35E-07 Organisation d. extrazelluliren Matrix 7 2,17E-05
Kollagen 5  5,25E-05 Entwicklung d. Neuralleiste 9  258E-05
Basalmembran 5 1,18E-03 pos. Regulation v. Entwicklungsprozessen 9 1,34E-04
fibrillares Kollagen 3 2,22E-03 Muskelentwicklung 8 1,51E-04
extrazelluldrer Raum 12 2,29E-03 Zellmotilitat 11 2,48E-04
Golgi Zisterne 4 2,55E-03 pos. Regulation d. Zelldifferenzierung 8  2,50E-04
ATP-sensitive Kaliumkanéle 2 1,77E-02 Skelettentwicklung 9  9,51E-01
GO Molekulare Funktionen KEGG Signalwege
Terminus 71% P Terminus # P

Wert 2 ! Wert?

strukturelle Bestandteile d. EZM 6  7,93E-05 EZM-Rezeptor-Interaktion 5 1,37E-03
Bindung v. Wachstumsfaktoren 6  2,04E-04 Fokale Adhéasion 6  5,84E-03
Bindung von Calcium-Ionen 15 2,05E-04 Hypertrophe Kardiomyopathie 4 1,32E-02
strukturelle Molekiilaktivitat 11 1,43E-03 TGF-8 Signalweg 4 1,41E-02
Bindung von Metall-Ionen 33 475E-03 Zytokin-Rezeptor-Interaktion 5  6,58E-02
Bindung von Kationen 33 5,56E-03
Bindung von lonen 33 T7,10E-03
Bindung von Glykosaminoglykanen 4 356E-02 ' Anzahl der Gene in einer funktionellen
Bindung von Polysacchariden 4 4,52E-02 Annotationsgruppierung

* p-Wert der Anreicherungssignifikanz, berechnet per
Interaktion mit polymerischen Strukturen 4 4 52E-02 exaktem Fisher-Tests

Tab. 17 zeigt jeweils fir jede GO-Kategorie die meistangereicherten biomedizinischen
Ontologien fiir die in BRCAI™* niedriger exprimierten Gene. In der Kategorie
,Biologische Prozesse“ fallt eine extrem starke Haufung von Begriffen auf, die im
Zusammenhang zu  embryonaler  Entwicklung  stehen, wie , Entwicklung
anteriorer/posteriorer Muster®, ,Regionalisierung® und ,embryonale
Skelettentwicklung:. Dies ist auf eine starke Prasenz von Genen der HOX-Genfamilie in

der Genliste der unterexprimierten Gene zuriickzufithren (siehe Tab. 15).

Eine Bedeutung von HOX-Genen fiir die Krebsentstehung wird vermutet, konnte bisher
aber noch nicht bewiesen werden. Gleiches gilt fiir eine mogliche Assoziation mit
BRCAT1 [264]. Es ist allerdings bekannt, dass das Expressionsprofil von HOX-Genen in
Fibroblasten stark von der Entnahmestelle der Zellen beeinflusst wird [265]. Da solche
positionsabhédngigen Verdnderungen in der HOX-Gensignatur nicht krankheitsrelevant
sind, spielen sie vermutlich auch bei dem Vergleich der BRCA1™™* und BRCAI™
Fibroblasten keine Rolle. Die erneute DAVID-Analyse der in BRCA 1™ Fibroblasten
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niedriger exprimierten Gene unter Ausschluss der HOX-Gene ergab eine deutlich
geringere Anreicherung, als es fiir die Analyse der in BRCAI™"® héher exprimierten
Gene der Fall war. In der Kategorie der ,Biologischen Prozesse“ waren nur vier
Begriffe statistisch signifikant angereichert und zwar ,Purindesoxyribonukleotid-
Biosynthese“, ,Reaktion auf organische Substanzen“, ,Doppelstrangbruch-Reparatur®,
,Reaktion auf endogene Stimuli” und ,2'-Desoxyribonukleotid-Biosynthese”. Alle diese
Annotationsgruppen stehen in Zusammenhang mit DNA-Schadigung und DNA-
Reparatur. Interessanterweise war in 3 dieser 5 Ontologien BRCA1 als eines der fiir die

Anreicherung verantwortlichen Gene beteiligt.

Tab. 17 Ergebniszusammenfassung der DAVID-Analyse der in BRCA1™"* Fibroblasten
signifikant niedriger exprimierten Gene im Vergleich zu BRCA1" Fibroblasten.

GO Biologische Prozesse
(inkl. HOX-Gene)

GO Biologische Prozesse
(exkl. HOX-Gene)

Terminus 71% P Terminus 7 P
Wert 2 ' Wert?
Entw. anteriorer/posteriorer Muster 8,33E-05 Purindesoxyribonukleotid-Biosynthese 2 1,90E-02
Regionalisierung 8,43E-04 Reaktion auf organische Substanzen 14  2,01E-02
embryonale Skelettentwicklung 1,06E-03 Doppelstrangbruch-Reparatur 4 2,13E-02
emryonale Musterbildung 10  1,50E-03 Reaktion auf endogene Stimuli 9 4,00E-02
embryonale Organentwicklung 8 1,76E-03 2'-Desoxyribonukleotid-Biosynthese 2 4,68E-02
Embryonalentwicklung d. Chordaten 11 1,87E-03 Glycerin-3-Phosphat Metabolismus 2 5,59E-02
Embryonalentwicklung 11 2,00E-03 Biosynthese organischer Sauren 5 6,09E-02
embryonale Skelettmorphogenese 5 2,56E-03 Biosynthese Carboxyl-Sauren 5 6,09E-02
Skelettentwicklung 10 4,92E-03 Bind. v. Kofaktoren und Proteinen 2 7,38E-02
Skelettmorphogenese 6 5,42E-03 Desoxyribonukleotid-Biosynthese 2 7,38E-02
GO Zellulire Komponenten GO Molekulare Funktionen
(exkl. HOX-Gene) (exkl. HOX-Gene)
Terminus 7?& P Terminus 7 P
Wert 2 ' Wert?
neuronales Auswachsen 8 2,82E-02 Bindung identischer Proteine 13 1,93E-02
Bestandteil d. extrazellularen Region 14  6,85E-02 Translations-Freisetzungsfaktoraktivitat 2 5,60E-02
zellulares Auswachsen 11 7,71E-02 Translations-Terminationsfaktoraktivitit 2 5,60E-02
Mitochondrium 15  8,28E-02 Kinaseaktivitéat f. Nukleobasen -side,-tide 3 6,34E-02
Intrins. Fakt. a. d. aufleren Plasmamem. 2 8,28E-02 Bindung v. DNA-Einzelstrangen 3 9,69E-02
extrazellulare Region 24 8,89E-02 Zytokin-Rezeptor-Aktivitat 3 9,69E-02

KEGG Signalwege (exkl. HOX-Gene)

. # p-Wert ' Anzahl der Gene in einer funktionellen
Terminus 1 ) . .
Annotationsgruppierung
? p-Wert der Anreicherungssignifikanz, berechnet per
Cystein- und Methioninmetabolismus 3 5,17E-02 exaktem Fisher-Tests

Fir die Kategorien ,Zellulare Komponenten“ sowie ,Molekulare Funktion® konnte

jeweils nur ein signifikant angereichter Begriff gefunden werden. Fiir die Ontologie
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,heuronales Auswachsen“ kann weder ein Zusammenhang zum extrazellularen Raum
noch zur DNA-Reparatur festgestellt werden. Dies betrifft ebenfalls den in der
Kategorie ,Molekulare Funktion“ angereicherten Begriff ,Bindung identischer
Proteine“, da dies ein funktionell neutraler Begriff ohne spezifische Verbindung zu
bestimmten zellularen Prozessen ist. Die Pathway-Analyse ergab keinen signifikant

angereicherten Signalweg.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sich der hoher exprimierte Teil des
Expressionsprofils der BRCA 1™ Fibroblasten im Vergleich zu BRCA 1" Fibroblasten
auch funktionell deutlich von dem niedriger exprimierten Teil unterscheidet. Dabei sind
die in BRCA 1™ Fibroblasten hoher exprimierten Gene stark mit Prozessen assoziiert,
die mit dem extrazellularen Raum und der extrazellularen Matrix in Verbindung
stehen. Die funktionelle Anreicherung der Gene, die in BRCAI™* Fibroblasten
niedriger exprimiert sind, war hingegen geprigt von Prozessen, die mit DNA-

Schadigung und DNA-Reparatur verkniipft sind.

3.3.4 Literaturrecherche als Vorbereitung zur Hypothesengenerierung

Um festzustellen, ob &hnliche Verédnderungen des Expressionsprofils bei Fibroblasten
bereits in anderen Zusammenhangen berichtet worden sind, folgte eine umfangreiche
Literaturrecherche. Dabei  wurde mittels PubMed [266] nach relevanten
wissenschaftlichen ~ Publikationen  gesucht.  Dies  geschah ~ durch  Eingabe
unterschiedlicher Schlagwortern in verschiedenen Kombinationen, so wie: “dermal
fibroblasts”, ,expression profile“, ,collagen upregulation®, ,COL11A1*“ ,extra cellular
matrix gene upregulation, ,tumor suppressor®, ,cancer® ,POSTN® usw. Durch
Analyse der gefunden Literatur und Vergleich des Expressionsprofils BRCA1™M  vs.
BRCAT" mit bereits publizierten Expressionsprofilen von Fibroblasten im Rahmen
unterschiedlichster experimenteller Fragestellungen, fiel eine grofie Ubereinstimmung zu
sogenannten ,Cancer-associated fibroblasts® (CAFs) bzw. Tumor-assoziierten
Fibroblasten auf. Um im néachsten Schritt konkrete Parallelen zwischen den
Expressionprofilen von BRCA 1™ Fibroblasten und denen von CAFs aufdecken zu
konnen, wurden in der aktuellen Literatur zum Thema ,,Cancer-associated fibroblasts*
Gene bzw. Proteine identifiziert, die als Marker fir den CAF-Zustand dienen bzw.

typischerweise im Vergleich zu normalen Fibroblasten in CAFs dereguliert sind.

Wie erwartet waren viele der identifizierten Marker Strukturproteine und Enzyme, die

am Umbau der Extrazelluliren Matrix (EZM) beteiligt sind. Zusétzlich fiel eine
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Uberreprisentation von Zytokinen und Wachstumsfaktoren auf. Die Ergebnisse dieser

Recherche sind in Tab. 18 zusammengefasst.

Tab. 18 Ergebnis der Literaturrecherche in Reviews zur Identifizierung von spezifischen
CAF-Markern und deregulierten Proteinen/Genen in CAFs

Beschriebene CAF-Marker bzw.

Reviews zu CAFs . .
deregulierte Proteine/Gene

Madar et al. 2013 [267] JCAV1, CXCL12, FSP1, HGF, MMP1, PDGF, PDGFR,
Cancer associated fibroblasts-more than meets the eye o-SMA, TGF-8, VIM

Togo et al. 2013 [268]

Carcinoma-associated fibroblasts are a promising

COL1A1, FADP, FN1, FSP1, NG2, PALLD, PDGFR,
) PDPN, POSTN, o-SMA, TNC, VIM

therapeutic target

Kharaishvili et al. 2014 [269]

The role of cancer-associated fibroblasts, solid stress JCAVI1, DES, FAP, FSP1, HGF, LOXL1, MMPs,
and other microenvironmental factors in tumor PDGFRR, POSTN, PTEN, «-SMA, TNC, VIM

progression and therapy resistance

Valcz et al. 2014 [270] CCLs, COL1A1, COL3A1, COL4A1, CXCLs, EGF, FAP,
Importance of carcinoma-associated fibroblast- FGF, FN1, FSP1, HGF, IL6, I1L8, MMPs, PDGF, PDPN,
derieved proteins in clinical oncology POSTN, SDF1, TGF-3, TNC, VEGF, VIM

Polanska et al. 2013 [271]

Carcinoma-associated fibroblasts: non-neoplastic

COL1A1L, FADP, FN1, NG2, PALLD, PDGFR, PDPN,

. a-SMA, TNC, VIM
tumour-promoting mesenchymal cells

3.3.5 Hypothesengebundener Vergleich der Expressionsprofile von
BRCA1™* Fibroblasten und CAFs

Um zu iiberpriifen, ob das mRNA-Expressionsprofil von BRCAI™™° Fibroblasten
tatsiachlich Ahnlichkeiten zum Expressionsprofil von CAFs hat, wurde die Liste der
differenziell exprimierten Gene insbesondere nach EZM-assoziierten Genen sowie
Zytokinen durchsucht. Eine Auswahl dieser ist in Abb. 15 unter Darstellung der
Expressionswerte einzelner biologischer Replikate in Form einer Heatmap dargestellt.
Zusatzlich wurde die Expression einiger im Array auffalliger sowie unauffélliger CAF-
Schliisselgene mittels RT-qPCR analysiert (Abb. 16).

In der Gruppe der EZM-assoziierten Strukturproteine fiel eine starke Uberexpression
der Kollagene COL11A1, COL5A1, COLSA1 und COLI1A1 in BRCAI™* im Vergleich

zu BRCAI™ Fibroblasten auf. Fiir COL11A1 erreichte das Expressionsverhéaltnis eines

Probe Sets einen Wert von 35,45 und stellt somit das am starksten differenziell

68



Ergebnisse

regulierte Probe Set im gesamten Arrayexperiment dar. Fir COL4A1 konnte weder im
Array noch in der RT-qPCR ein Expressionsunterschied festgestellt werden. FEine
weitere deregulierte Genfamilie waren die Keratine mit einer signifikant hoheren
Expression fiir KRT7 sowie niedrigerer Expression fir KRT19 und KRTS34 in
BRCA 1™ Fibroblasten. Dariiber hinaus konnte in der RT-qPCR eine 4-fach hohere
Expression des fiir das EZM-Strukturprotein Fibronektin kodierenden Gens FN1 in
BRCA 1™ Fibroblasten festgestellt werden.

In der Gruppe der Gene, die fir EZM-modulierende Enzyme kodieren, fand sich unter
anderem eine moderate aber signifikante Uberexpression der zwei wichtigen CAF-
Marker POSTN und TNC in BRCAI™ im Gegensatz zu BRCAI™ Fibroblasten,
wobei sich letztere ebenfalls in der RT-qPCR bestéatigte. Dariiber hinaus zeigte sich
ebenfalls eine signifikante Hochregulation weiterer EZM-assoziierter Gene, unter
anderem von LOXL2 und MGP, die in der Literatur bereits mit CAFs in Verbindung
gebracht wurden. Die RT-qPCR bestétigte die signifikant differenzielle Expression von
MGP, wies jedoch mit 9,5 einen vielfach starkeren Expressionsunterschied auf. Zudem
ergab die RT-qPCR fiir das CAF-Schliisselgen PDPN eine 3,85-fache Uberexpression in
BRCAI™ verglichen mit BRCAI™ Fibroblasten. Weder Array noch RT-qPCR
zeigten Expressionsunterschiede der CAF-typischen Gene MMPI und MMP1/j in
BRCAI™ vs. BRCAI™ Fibroblasten.

Beobachtet werden konnte auflerdem eine zwischen BRCAI™™ und BRCAI™
differenzielle Expression von Zytokinen und Wachstumsfaktoren, die als CAF-
Schlisselmarker identifiziert worden waren. Dabei waren IL6, CXCL6 sowie CXCL12
moderat und signifikant hochreguliert, wohingegen fiir F'GFJ5 eine niedrigere Expression
festgestellt werden konnte. Die RT-qPCR bestitigte die leichte Uberexpression von
CXCL12. Zusatzlich zeigte sich in der RT-qPCR fiir die CAF-Schliisselgene FAP, ILS
und TGFB, die im Arrayexperiment unauffallig waren, eine stark signifikante

Im()s} Te

differenzielle Expression, mit hoheren Expressionswerten fiir BRCA im Vergleich
zu BRCAT™. Die Expression von CAVI1, dessen Verlust als Marker fiir einen CAF-
Phénotyp gilt, war in BRCAI™™¢ Fibroblasten im Gegensatz zu BRCAI™ erniedrigt.

Dieser Unterschied war allerdings nicht statistisch signifikant.
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Abb. 16 Vergleich der mRNA-Expressionslevel ausgewéhlter CAF-Schliisselgene in
BRCA1™"¢ Fibroblasten vs. BRCA1™ Fibroblasten mittels RT-qPCR. Die relative Expression
wurde berechnet als 2 22 und auf das Referenzgen TBP sowie die Probe BRCA1Y normalisiert. Die
Fehlerbalken zeigen FRQ i =2 -(AACELT*SD(AGH) mit T=Konfidenzniveau und
SD=Standardabweichung. Die Anzahl der gemessenen Replikate belduft sich auf n=3. Die statistische
Auswertung erfolgt mittels Studentschem t-Test mit *p<0,05, **p<0,0005, ***p<0,00005.

Das Expressionsprofil von BRCA1™ vs. BRCAI" wurde im nichsten Schritt auf
Veranderungen hin untersucht, die direkt auf die Haploinssuffizienz von BRCAI
zuriickzufithren sind. Dies sollte einen Hinweis darauf geben, ob die durch die BRCA I-
Epimutation im 25%-igen Mosaik hervorgerufene BRCAI-Defizienz sich auf
funktioneller Ebene tiberhaupt stark genug auswirkt, um nachgeschaltete Signalwege
und Prozesse zu regulieren. Das Expressionsprofil von BRCAI™™¢ wurde mit
publizierten Expressionsdaten verglichen, die an Lymphozyten von BRCAI-
Mutationstragern generiert worden waren. Es fand sich eine 10%ige Ubereinstimmung
der Gene, die in beiden Studien differenziell exprimiert waren. Unter Berticksichtigung
des geringgradigen Aberrationsmosaiks und des dadurch begriindeten Herabsetzens der
Grenzwerte fir differenziell exprimierte Gene (DEGs) auf 25% fand sich sogar eine
Schnittmenge von 25%. Dabei waren zum Beispiel PXDN, CSRP2, ENPP2 und
FOXP1 in BRCAI™™ und in Lymphozyten mit BRCAI-Mutationen gleichermafen
hochreguliert. Dartiber hinaus fand sich auch eine Runterregulation von Genen, die in
DNA-Reparatur-Prozessen mit BRCA1 assoziiert sind. Diese waren zum Beispiel
MSH?2, CHEK2 und RAD51AP1 (Abb. 15).
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3.3.6 Hypothesengebundene ,Ingenuity upstream regulator* Analyse der
Expressionsprofile BRCA1™™° vs. BRCA1" Fibroblasten

Im néchsten Schritt wurden die gewonnenen Expressionsdaten unter Zuhilfenahme der
Ingenuity Pathway Analysis Software der Firma Qiagen analysiert, um das
Expressionsprofil der BRCA 1™ Fibroblasten in einen funktionellen Zusammenhang
einordnen bzw. den funktionellen Zusammenhang zu CAFs iiberpriifen zu koénnen.
Dieses Tool stellt eine Verbindung her zwischen der Gesamtheit aller differenziell
exprimierten Gene einer Expressionsstudie sowie iibergeordneten Regulatoren, die
potenziell fiir die Induktion dieses Expressionsmusters verantwortlich sein koénnten.
Dabei greift die Software auf einen Wissenspool zuriick, der sich aus wissenschaftlichen

Publikationen und Datenbanken speist.

Zusétzlich wird bei dieser Analyse eine Vorhersage beziiglich des Aktivierungszustandes
der ,upstream regulator® Molekiile gemacht. Dies beruht aus der Berechnung eines
z-transformierten  Aktivierungswertes, der sich aus der Gesamtheit der
Expressionswerte der Gene eines Netzwerks zusammensetzt. Der p-Wert ist in diesem
Zusammenhang ein Maf fiir die Signifikanz der Schnittmenge der von dem ,upstream

regulator beeinflussten Gene mit der Liste der DEGs des analysierten Experimentes.

Bei der Analyse des Expressionsprofils der BRCA 1™ vs. BRCA1™ Fibroblasten ergab
die Vorhersage 18 aktivierte sowie 8 reprimierte vorgeschaltete Regulatoren (,,upstream
regulator®) (siehe Tab. 19). Dabei gehorten viele der Regulatoren den Molekiilklassen

», Wachstumsfaktor®, , Transkriptionsfaktor” und ,Zytokin“ an.

Der Wachstumsfaktor TGFB1 war dabei der ,upstream regulator®, der mit dem
niedrigsten p-Wert von 2,22x10™" als aktiviert vorhergesagt wurde. Wie in Abb. 17
gezeigt, steht TGFB1 mit einer Vielzahl von Genen in Beziehung, die in BRCA 1™
Fibroblasten im Vergleich zu BRCAI™ hoher exprimiert waren. Dies gilt zum Beispiel
fiir die Kollagen-Familie sowie fiir andere CAF-Schliisselmolekiile wie POSTN oder IL6.
Zusatzlich zu TGFB1 zeigten sich auch TGFB3 sowie die TGF-8-Genfamilie als solche
als in BRCA 1™ Fibroblasten potenziell aktiviert.
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Tab. 19 Ergebnis der Ingenuity “upstream regulator” Analyse.

Vorhergesagter "Upstream . z-transt.
Aktivierungsstatus Regulator" Molekiltyp Wer.t .der p-Wert
Aktivierung
TGFB1 Wachstumsfaktor 3,131 2,22E-12
; COMMD3-BMI1 Transkriptionsfaktor 2,449 8,64E-08
TGFB3 Wachstumsfaktor 2,343 8,53E-07
ERBB2 Kinase 2,318 5,04E-06
EGF Wachstumsfaktor 2,201 6,96E-06
TWIST1 Transkriptionsfaktor 2,333 8,20E-06
TGF- Gruppe 2,364 1,05E-05
I VEGFA Wachstumsfaktor 2,092 1,60E-05
aktiviert CXCR4 G-Protein-gekoppelter Rezeptor 2,359 1,15E-04
1 FGE2 Wachstumsfaktor 2,401 7,97E-04
EDN1 Zytokin 2,186 5,80E-03
I MYD&S anderer Typ 2,766 8,47E-03
GDF2 Wachstumsfaktor 2,166 8,50E-03
; TICAM1 anderer Typ 2,215 2,41E-02
MTPN Transkriptionsfaktor 2,000 2,47E-02
I 1L27 Zytokin 2,179 2,77E-02
| SAMSN1 anderer Typ 2,000 3,18E-02
IL6 Zytokin 2,744 2,97E-01
__________________________ AHR Kemrezeptor 22826 2 87F-05
CRI1L anderer Typ -2,236 4,69E-05
a-catenin Gruppe -2,377 6,33E-05
reprimiert I TP63 Transkriptionsfaktor -2,406 2,90E-04
FAS Transmembran-Rezeptor -2,283 7,31E-04
MEOX2 Transkriptionsfaktor -2,000 2,28E-03
; PRKAA2 Kinase -2,190 1,18E-02
i PPARGCIA Transkriptionsfaktor -2,425 2,31E-02

Dargestellt sind alle vorgeschalteten Regulatoren mit eindeutig vorhergesagtem Aktivierungsstatus.
Exogene Regulatoren und Chemikalien wurden aus der Analyse ausgeschlossen.

Ein anderer als ,upstream regulator® identifizierter Wachstumsfaktor war FGF2 mit
einem p-Wert von 7,97x10". In dem zugehérigen Netzwerk zeigte sich eine der
Vorhersage entsprechende Aktivierung der Zielmolekiille SOCS3, ACTA2, BDNF,
CCND2, ID3, IGFBP4, INHBA und JUNB sowie die Repression von SFRP1 (Abb. 18).
Das Expressionsverhalten von zwei weiteren Genen CXCL12 und IGFBP2 entsprach

nicht dem von Ingenuity vorhergesagtem Expressionsverhalten.
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Abb. 17 Molekulares Netzwerk um den ,upstream regulator* TGFBI1, identifiziert mittels
Ingenuity. Die Farbintensitaten der Symbole zeigen das Ausmafl der differenziellen Expression, wobei
die Farbe Rot fiir in BRCAI™® niedriger exprimierte und Griin fiir in BRCAI™™M® héher exprimierte
Gene steht. Sterne markieren Gene, deren Expression sich in BRCAI™M® vys. BRCAI™ signifikant
unterscheidet, wobei hier der Durchschnitt aller ProbeSets pro Gen bericksichtigt wurde. Orangene
Pfeile stehen fiir aktivierende, blaue Pfeile fir inhibierende molekulare Beziehungen. Gelbe Pfeile zeigen
eine Inkonsistenz zwischen wvorhergesagtem Effekt sowie gemessener Expression des Zielmolekiils an.
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Dariiber hinaus erschien auch der Transkriptionsfaktor TWIST1 mit einem p-Wert von
8,2x10° als potenziell vorgeschalteter Regulator (Tab. 19). Bis auf eine Ausnahme
entsprach hier das FExpressionsverhalten der Zielmolekiile dem vorhergesagten
Expressionsverhalten. Unter den 11 Zielmolekiilen von TWIST1 befanden sich vier, die
bereits bei der vorhergehenden Literaturrecherche (Tab. 18) als CAF-Schliisselproteine
identifiziert worden waren, namlich COL1A1, CXCL12, IL6 und ACTA2 (Abb. 19).

Viele der in der Ingenuity Analyse vorhergesagten vorgeschalteten Regulatoren spielen
bekanntermafien eine Rolle bei der Induktion und Aufrechterhaltung des CAF-
Zustandes. So sind zum Beispiel TGF-$ sowie TWIST1 sowohl an der metabolischen
als auch an der phanotypischen Reprogrammierung von normalen Fibroblasten zu
CAFs beteiligt [272, 273]. FGF2 spielt dariiber hinaus eine Rolle bei der
Kommunikation von CAFs und Tumorzellen [274]. Alle drei Regulatoren haben dabei
z.B. CXCL12 und COL1A1 als transkriptionelles Zielgen gemeinsam. Zusammenfassend
stiitzen die Ergebnisse der ,Ingenuity upstream regulator* Analyse die hypothetische
Annahme, dass das transkriptionelle Programm von CAFs auch in den untersuchten

BRCA 1™ Fibroblasten zu finden ist, wenn diese mit BRCAI™ verglichen werden.
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Abb. 18 Molekulares Netzwerk um den ,upstream regulator®“ FGF2, identifiziert mittels
Ingenuity. Fir Legende und Farbkodierung siehe Abb. 17.
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Abb. 19 Molekulares Netzwerk um den ,,upstream regulator* TWIST1, identifiziert mittels
Ingenuity. Fir Legende und Farbkodierung siehe Abb. 17.

3.4 Komparative zellbiologische und funktionelle
Charakterisierung der BRCA1™*M® yvs. BRCA1" Fibroblasten
hinsichtlich CAF-typischer Eigenschaften

3.4.1 Analyse der Proliferationsgeschwindigkeit mittels CellTiter-Glo®
Lumineszenz-Zellviabilitatsassay

Im Weiteren sollte untersucht werden, ob BRCAI™¢ Fibroblasten aufler dem
transkriptionellen Profil auch typische zellbiologische Eigenschaften von CAF's besitzen.
Da ein erhohter proliferativer Index ein Merkmal ist, das CAFs aller Quellen
gemeinsam haben, wurde das in wvitro Proliferationsverhalten von BRCAI™M
Fibroblasten untersucht und mit dem der isogenen Kontrollfibroblasten BRCAI™
verglichen. Es wurden Wachstumskurven iiber 10 Tage erstellt, indem taglich die
Quantitit lebender Zellen mit dem CellTiter-Glo® Lumineszenz-Viabilitétstest
bestimmt wurde. Dieses Experiment wurde jeweils mit Fibroblastenkulturen der

Passagen 6 und 11 durchgefiihrt.

Fir Fibroblasten der Passage 6 zeigte sich ab Tag 3 bereits eine signifikant stérkere
Proliferation der BRCAI™™* Fibroblasten im Vergleich zu BRCAI™ Fibroblasten
(Abb. 20A). Fur Fibroblasten der Passage 11 wurde dieser signifikante
Wachstumsvorsprung sogar schon am zweiten Tag des Experiments evident (Abb. 20B).

Die Unterschiede in der Proliferation vergroflerten sich fiir Zellen beider Passagen im
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Laufe des Experiments. Am Tag 10 des Experiments wurde ein RLU-Signal
(normalisiert) gemessen, das fiir BRCAI™™ Fibroblasten im Vergleich zu BRCAI™
Fibroblasten um 157 (Passage 6) bzw. 185 (Passage 11) Prozentpunkte hoher lag.
Sowohl BRCAI™* als auch BRCAI™ Fibroblasten der Passage 11 proliferierten
langsamer als die der fritheren Passage 6. Auffillig war jedoch, dass BRCA ™M
Fibroblasten nach dem mikroskopisch bestéatigten Erreichen einer Konfluenz in den
Wachstumsgefafien weiterhin ein exponentielles Wachstum fortfithrten. Es war keine

Kontaktinhibition zu erkennen, so wie es fiir Fibroblasten zu erwarten wére.
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Abb. 20 10-tidgige Wachstumskurven der BRCA1™" und BRCAI1" Fibroblasten der

()

Zellkulturpassagen 6 und 11. Die relative Zahl lebender Zellen wurde mittels CellTiter-Glo
Lumineszenz-Zellviabilitatsassay photometrisch bestimmt. Dargestellt sind die RLU (relative light units)
+SEM (Standardfehler des Mittelwertes) normalisiert auf die Messwerte des Kontrollansatzes von Tag 0
des FExperimentes. Die Anzahl der gemessenen Replikate belauft sich auf n=6. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels Studentschem t-Test mit *p<<0,005, **p<0,0005, ***p<0,00005.

3.4.2 Analyse des Proliferationsverhaltens mittels Immunfluoreszenzfarbung
von Ki-67
Dariiber hinaus wurde das Proliferationsverhalten von BRCAI™™* und BRCAI™
Fibroblasten auch mittels immunhistochemischer Detektion des Proteins Ki-67
analysiert. Dieses Protein ist wihrend der aktiven G(1)-, S-, G(2)- und M-Phase
des Zellzyklus den Chromosomen angelagert und kann zu dieser Zeit detektiert werden.
Wihrend der G(0)-Phase von ruhenden Zellen ist es jedoch nicht nachweisbar [275]. Im
7
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Gegensatz zur Wachstumsanalyse mittels CellTiter-Glo®” Lumineszenz-
Zellviabilitatsassay, bei dem von der Zahl Ilebender Zellen auf die
Wachstumsgeschwindigkeit geschlossen wird, kann mit diesem Verfahren die

Wachstumsfraktion einer Zellpopulation direkt bestimmt werden.

ZmosMe un d

Abb. 21 zeigt ein reprasentatives Ergebnis einer Ki-67 Farbung von BRCA
BRCAT" Fibroblastenkulturen. In dem zufillig gewahlten Bildausschnitt waren fir
BRCATI™ Fibroblasten keine eindeutig Ki-67-positiven Zellen nachzuweisen, wohingegen

drei BRCA 1™ Fibroblasten eine Ki-67-Farbung aufwiesen.

Hoechst Ki67 Merge

100 um 100 um 100 um
100 um 100 um 100 um

Abb. 21 Reprisentative Aufnahme einer indirekten Immunfluoreszenzfirbung des
Kernantigens Ki-67 (rot) an BRCA1"*™® vs. BRCA1™ Fibroblasten. Zur Orientierung wurden
die Zellkerne mit Hoechst 33342 angefirbt (blau,).

BRCA1"t FIB

BRCA1mosMe EIB

Nach statistischer Auswertung von insgesamt mindestens 105 Zellen pro Probe ergab
sich fir BRCAT™ ein proliferativer Index von 0,05 und fiir BRCAI™™* ein Wert von
0,14. Daraus errechnete sich fir BRCAI™™ ein fast 3-fach hoherer Anteil von
proliferierenden Zellen im Vergleich zu BRCAT™ (Abb. 22). Der Unterschied erwies sich

mit einem p-Wert=0,02 als statistisch signifikant
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Abb. 22 Statistische Auswertung der Ki-67-Immunfluoreszenzfirbung an BRCAI™M* vs.
BRCA1" Fibroblasten. FEs wurden & unabhingige Experimente mit jeweils mindestens 32
auswertbaren Zellen in die Analyse einbezogen. Die Gesamtzahl der ausgewerteten Zellen belief sich fiir
BRCAI™Me quf 129 und fir BRCAI™ auf 105. Werte sind dargestellt als Mittelwert +SEM. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels Studentschem t-Test mit *p<0,05.

3.4.3 Zellzyklusanalyse mittels “fluorescence-activated cell sorting” (FACS)

Sowohl die Ergebnisse des CellTiter-Glo® Lumineszenz-Zellviabilititsassay als auch die
der Ki-67-Farbung bestétigten eindeutig ein im Vergleich zu BRCAI" beschleunigtes
Wachstumsverhalten der BRCA 1™ Fibroblasten und einen erhdhten proliferativen
Index. Um die damit potenziell assoziierten Veranderungen des Zellzyklusverlaufs
nachzuweisen, wurde eine Zellzyklusanalyse mittels FACS unter DNA-Farbung mit
Propidiumiodid durchgefiihrt. Die Rohdaten wurden einer Prozessierung mit der
Software ModFit LT 4.1 unterzogen, um die Zellzyklusphasen zu identifizieren und
quantifizieren. Auf Grund des limitierten Untersuchungsmaterials konnte die Analyse
nicht ausreichend oft repliziert werden um eine statistische Auswertung zu ermoglichen.

Die Analyse erfolgte daher rein deskriptiv.

Nach Analyse von insgesamt 10000 Zellen pro Probe war kein deutlicher Unterschied in
der Gl-Phasen-Zellfraktion zwischen BRCAI™ und BRCAI™™* Fibroblasten
nachweisbar (81,52 % vs. 79,91%, Abb. 23). Der Anteil der Zellen, die sich in der
S-Phase befanden, war mit 15,02% fiir BRCAI™ Fibroblasten hoher als fiir BRCA 1™
Fibroblasten mit 11,01%. Die Beobachtungen entsprachen nicht den Erwartungen, da
vor dem Hintergrund der schnelleren Proliferation und hoéheren Ki-67-Indices in
BRCAI™* Fibroblasten eine gegenteilige Datenlage plausibel gewesen wire. Der
Anteil der Zellen in der G2-Phase war in BRCA 1™ Fibroblasten mit 9,08% hoher als
in BRCAT™ mit 3,46%. Diese Beobachtung war kongruent mit bereits bestehenden
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Studien die fir BRCAI-defiziente Zellen eine Akkumulation in der G2/M-Phase des
Zellzyklus beschrieben haben. Unterschiede in der Granularitidt und Zellgrofle waren in
der FACS-Analyse nicht darstellbar.

BRCA1" FIB BRCA1mosMe F|B
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Abb. 23 Zellzyklusanalyse der BRCA1™" vs. BRCA1" Fibroblasten mittels FACS nach
Propidiumiodid-Fédrbung. Das Datenfitting erfolgte mit Hilfe der Software ModFit LT 4.1.

3.4.4 Untersuchung zum in vitro Migrationsverhalten

Es ist aus der Literatur bekannt, dass CAFs oder mit Krebszellen ko-kultivierte
Fibroblasten in wvitro ein charakteristisches Migrationsverhalten zeigten, das sich durch
erhohte Motilitat sowie ein kollektives Migrationsmuster auszeichnet [276, 277]. Das
in vitro Migrationsverhalten von BRCAI™™* und BRCAI™ Fibroblasten wurde unter
Zuhilfenahme von IBIDI-Zellkultureinsitzen untersucht (Abb. 24 und Abb. 25).
Vorteile dieses Verfahrens gegentiiber dem konventionellen Scratch-Assays ist die
vollstandige Reproduzierbarkeit des Migrationsspalts in Grofle und Form. Auflerdem
wird die Zerstorung von Zellen mit Freisetzung von potenziell migrationsmodulierenden
Substanzen vermieden, die zwar bei Untersuchungen der Wundheilung jedoch nicht bei

reinen Migrationsanalysen erwiinscht ist.
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Abb. 24 Reprisentatives Ergebnis fiir IBIDI-Migrationsassays der BRCAI1™M® s,
BRCAT1" Fibroblasten. Im Laufe des Experiments wurde zu den angegebenen Zeitpunkten der
Migrationsfortschritt  photomikroskopisch — dokumentiert. Mit Hilfe wvon Markierungen an den
Zellkulturgefifien wurde gewdhrleistet, dass zu jedem Zeitpunkt tubereinstimmende Bildausschnitte

aufgenommen wurden.

Das Migrationsverhalten der BRCA 1™ und BRCAI" Fibroblasten wurde fiir 36 h
beobachtet, wobei am Ende des Experiments der Migrationsspalt fast vollstéindig
gefiillt war. Der groBte Unterschied in der Migration zwischen BRCAI™™ und
BRCATI™ Fibroblasten konnte zum Zeitpunkt 18 h beobachten werden und betrug
11,18% Prozentpunkte. Die Unterschiede in der Migration zwischen BRCA 1™ und
BRCATI™ waren zu allen analysierten Zeitpunkten nur moderat ausgepriagt jedoch
signifikant. Da kein Proliferationsinhibitor verwendet wurde, kann jedoch nicht
abschlieBend geklart werden, ob der hier gezeigt Effekt tatséchlich auf eine erhdhte
Motilitat zurtickzufiihren ist oder durch eine Kombination aus verstérkter Proliferation

und Motilitdt von BRCA 1™ Fibroblasten zu erklaren ist.

Zusatzlich zu den Unterschieden in der Geschwindigkeit der Migration sind in
BRCA1™™ und BRCAI™ auch differierende Migrationsmuster zu erkennen. Dabei fillt
bei BRCAI™¢ eine vergleichsweise gerichtete Migration der Fibroblasten als
Migrationskollektiv auf. Dies ist insbesondere zu den Zeitpunkten 24 h und 36 h an der
der Migrationsfront zugewandten Orientierung der Zellen im Verband zu beobachten.
Das Migrationsmuster der BRCAI™" Fibroblasten hingegen stellt sich eher diffus ohne

einheitliche Orientierung des Zellverbandes dar.
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Abb. 25 Statistische Auswertung des IBIDI-Migrationsassay der BRCA 1™ vs. BRCAI1™
Fibroblasten. Die Analyse der Migration erfolgte tiber die automatische Messung der besiedelten Fldche
des Migrationsspaltes mittels ImageJ unter Zuhilfenahme des Plug-Ins ,Scratch Assay Analyzer® von
MiToBo. Fir den Zeitpunkt 36 h konnte keine zuverldssige automatische Auswertung durchgefihrt
werden. Werte sind dargestellt als Mittelwert +SEM. Die Anzahl der gemessenen Replikate belduft sich
auf n=3. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Studentschem t-Test mit *p<0,05.

3.4.5 Untersuchung des Aktin-Zytoskeletts mittels Phalloidin-
Fluoreszenzfirbung

Die wichtigsten Aufgaben des Proteins Aktin sind die Stabilisierung, Adhésion und
Fortbewegung der Zelle sowie die Regulation der Proliferation. Dabei spielt auch das
Signaltransduktionsprotein Paxillin eine Rolle, das innerhalb fokaler Adhasionkomplexe
akkumuliert, die das Aktingeriist mechanisch in das Substrat verankern. Das Anfarben
von fibrillairem Aktin (F-Aktin) mittels Phalloidinfairbung in Kombination mit dem
immunhistochemischen Nachweis von Paxillin gilt als geeignetes Instrument zur
unterstiitzenden Darstellung der diesen Prozessen zugrundeliegenden morphologischen

Veranderungen.

Sowohl F-Aktin als auch Paxillin konnten erfolgreich in BRCAI1™™* und BRCATI™
Fibroblasten histochemisch angefarbt werden (Abb. 26). Dabei ergab sich ein zwischen
beiden Kulturen deutlich unterschiedliches Erscheinungsbild. BRCA 1™ Fibroblasten
zeigten ein stark organisiertes Aktin-Skelett mit charakteristischen F-Aktin-
Stressfasern, die sich parallel durch den gesamten Zellkorper zogen. Im Gegensatz dazu
erschien das Immunfluoreszenzsignal fiir F-Aktin in BRCAI™ Fibroblasten insgesamt

schwécher, ohne distinkte Orientierung und vornédmlich der Zellmembran angelagert.
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Abb. 26 Reprisentative Aufnahme einer Phalloidinfirbung von F-Aktin (griin) und
indirekten Immunfluoreszenzfirbung von Paxillin (rot) an BRCAI1™M* vs. BRCAI™
Fibroblasten. Zur Orientierung wurden die Zellkerne mit Hoechst 33342 angefarbt (blau,).

Das Signal der Paxillin-Farbung hingegen war in BRCAI™ Fibroblasten stéarker
ausgepragt, insbesondere im Nukleus-nahen Bereich (Abb. 26). Im Gegensatz dazu
akkumulierte das Paxillin-Signal in BRCA 1™ Fibroblasten verstirkt an den Enden
der F-Aktin-Stressfasern.

3.4.6 Indirekte Immunfluoreszenzfirbung von Kollagen I in BRCA1™"* und
BRCA1" Fibroblasten

Das Expressionsprofil von BRCAI™™¢ Fibroblasten zeigte im Vergleich zu BRCAI™
Fibroblasten eine massiv erhohte mRNA-Expression von fiir unterschiedliche Kollagene
kodierende Gene. Da insbesondere Typ I Kollagen als Marker fiir einen aktivierten
Zustand von Fibroblasten gilt, sollte die Expression dieses Proteins im nachsten Schritt
mittels Immunfluoreszenzfirbung analysiert werden. Verwendet wurde ein anti-
Kollagen-I-Antikorper, der gegen das native Protein gesamter Lange produziert worden
war. Folglich sollte sowohl Prokollagen I als auch prozessiertes Kollagen I von diesem

erkannt werden koénnen.
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Abb. 27 Reprisentative Aufnahme einer indirekten Immunfluoreszenzfirbung von Typ I
Kollagen (rot) an BRCAI1™™° vs. BRCAI1™ Fibroblasten. Zur Orientierung wurden die
Zellkerne mit Hoechst 33342 angefirbt (blau).
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In beiden Fibroblastenkulturen konnte spezifisch Kollagen I detektiert werden, wobei
das Signal fir BRCAI"™ Fibroblasten sehr schwach war und nah an der
Detektionsgrenze lag (Abb. 27). Auf Grund der grofitenteils intrazellularen Lokalisation
war davon auszugehen, dass es sich bei dem detektierten Protein hauptsachlich um
Prokollagen I handelte. Extrazellulares fibrillires Kollagen I war nur in Ansatzen und
nur in BRCA ™™ Fibroblasten zu erkennen, was allerdings bei der Immunfluoreszenz
von primaren Fibroblasten im lockeren Zellverbund nicht anders zu erwarten war. Das
Signal akkumulierte um den Zellkern herum und war in der Peripherie der Zellkorper

vollstandig abwesend.

Die Menge an intrazellulirem Kollagen I war in BRCA 1™ Fibroblasten im Vergleich
zu BRCAI™ Fibroblasten sehr stark erhoht. Diese Ergebnisse zeigen, dass sich die
aberrante Hochregulation der Kollagene in BRCAI™™ Fibroblasten bis auf
Proteinebene niederschlagt und so potenziell zu einer verédnderten Architektur der EZM

fihren kann.
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3.4.7 Quantifizierung von sezernierten Ketonkorpern im Zellkulturiiberstand
von BRCA1™™® und BRCA1" Fibroblasten

CAFs sezernieren auf Grund einer metabolischen Umprogrammierung mehr
Ketonkorper als normale Fibroblasten. Benachbarte Krebszellen nutzen diese als leicht
zu verwendende Energiequelle. Um zu untersuchen, ob sich analog zu CAFs auch
BRCA 1™ Fibroblasten auf diese Weise von BRCAI™ unterscheiden, wurde die
Menge an Ketonkoérpern in Form von 8-Hydroxybutyrat im Zellkulturiiberstand beider

Kulturen bestimmt.
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Abb. 28 Ketonkérper-Konzentration in Zellkulturiiberstinden von BRCAI1™™° und
BRCA1™ Fibroblasten gemessen mittels kolorimetrischem #-Hydroxybutyrat-Assay. Die
Ketonkonzentrationen wurden normalisiert auf 1 pg Gesamtprotein pro Ansatz in einer Vertiefung einer
96-well-Platte. FEs wurden jeweils zwei technische Replikate in drei unabhdngigen Fxperimenten
analysiert. Dargestellt  ist der Mittelwert + SEM. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
Studentschem t-Test mit *p<0,005.

Die Konzentration der Ketonkorper im Zellkulturiiberstand von BRCAI™™*
Fibroblasten war im Mittel um das 2,2-fache hoher als im Uberstand der
Kontrollfibroblasten BRCAI™ (Abb. 28). Das Ergebnis war reproduzierbar und mit

einem p-Wert von 0,002 als statistisch signifikant anzusehen.

3.4.8 Zytogenetische Analyse der BRCA1™**™* vs. BRCA1™ Fibroblasten

In unterschiedlichen Zellsystemen konnte gezeigt werden, dass eine BRCA I-Defizienz
zu einer chromosomalen Instabilitdt fithren kann. Um zu analysieren, ob es in
BRCAI™* Fibroblasten Hinweise auf chromosomale Rearrangements gibt, die
potenziell mit der BRCAI-Epimutation in Zusammenhang stehen koénnten, wurden
diese zytogenetisch untersucht.
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Tab. 20 Statistik der zytogenetischen Analyse der BRCA1™*"¢ und BRCA1" Fibroblasten.

Anteil Anzahl Karyotypen #
abnormer abnormer
Metaphasen  Populationen

E 46,XX 16
5 4 20% 2 44,XX,del(2)(q),del(4)(q),-7,-18 * 1
R (4/20) ” ’ T
) 46,XX,+M 3
e wxx T 5
16,XX,der(1),der(1),add(17)(q) 1
P i 46,XX,add(3)(p),der(4),der(9),der(11),add(12)(p) 7
_5 5 46,XX,-4,-5,-6,-12,-15,+5M * 1
/:,:' (iiﬁlﬁ) 8 16,XX,t(7,15)(p11,q11),19? 1
8: 46,XX,del(1)(q-),del(3)(p-orq-),-5,-17,4-21,4+-22,4-2M 1
[ 46,XX,add(8)(q),-12,-22,+2M,+ace(12q) 1
| 46,XX,del(15)(q22) 1
45,XX,dic(2,12)(q,p) 1

del=Deletion, M=Markerchromosom, der=derivatives Chromosom, add=zusdtzliches Material unbekannter Herkunfft,
t=Translokation, acc=azentrisch, dic=dizentrisch. Dic mit * markierten Karyotypen sind crfahrungsgemdfl auf
typische Kultur- und Prdaparationsartefakte zurickzufihren.

Insgesamt wurden 18 bzw. 20 Metaphasen der BRCAI™" Fibroblasten und BRCA 1™
Fibroblasten analysiert (Tab. 20). Wie zu erwarten, fand sich fir 80% der Metaphasen
der BRCATI™ Fibroblasten ein unauffilliger weiblicher Chromosomensatz 46,XX.
Lediglich drei Metaphasen zeigten Aberrationen, die in dieser Art héaufig durch
Kultivierung und Chromosomenpraparation zustande kommen und mit grofler

Wahrscheinlichkeit Artefakte darstellen.

Unter 18 untersuchten Metaphasen der BRCAI™* Fibroblasten befanden sich nur
drei mit unauffalligem Chromosomensatz. 83,3% der Metaphasen wiesen eine Vielzahl
chromosomaler Aberrationen auf. Sieben dieser Aberrationsmuster traten jeweils nur in
einer einzelnen untersuchten Metaphase auf. Der Karyotyp 46,XX,add(3)(p),
der(4),der(9),der(11),add(12)(p) hingegen wurde wiederholt nachgewiesen und fand sich
in fast 40% der analysierten Metaphasen. Abb. 29 zeigt exemplarisch eine Metaphase

der BRCA 1™ Fibroblasten mit dem klonal vorkommenden aberranten Karyotyp.
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Abb. 29 Exemplarische Aufnahme einer G-Bandenfdrbung von Metaphase-Chromosomen
von BRCA1™™° Fibroblasten. Karyotyp: 46,XX,add(3)(p),der(4),der(9),der(11),add(12)(p). Die

roten Kéasten markieren chromosomale Rearrangements.

Solch ein wiederholtes Auftreten von multiplen chromosomalen Rearrangements in
Kulturen dermaler Fibroblasten wurde in der wissenschaftlichen Literatur bereits

beschrieben und als ,variegated translocation mosaicism" bezeichnet [278].

3.4.9 Analyse des proliferationsférdernden Effektes von BRCA1™™° und
BRCAT1™ Fibroblasten-konditioniertem Medium auf Epithel- und

Krebszelllinien

Konditioniertes Medium von CAFs hat in wvitro einen proliferationsfordernden Effekt
auf Epithel- und Krebszelllinien. In den vorangegangen Experimenten konnte bereits
gezeigt werden, dass BRCAI™™* Fibroblasten im Vergleich zu BRCAI™ Fibroblasten
Eigenschaften besitzen, die in CAFs fiir eben diesen Effekt verantwortlich sind. Aus
diesem Grund wurde als néchstes untersucht, ob konditioniertes Medium von
BRCA 1™ Fibroblasten tatsdchlich ebenfalls das Wachstums von Epithel- und
Krebszelllinien in witro beeinflusst. Als Modellzelllinien wurden HMLE sowie A549
ausgewahlt, da diese bereits in Zusammenhang mit CAFs untersucht worden waren
und sich als reaktiv fiir parakrine Signale von Fibroblasten erwiesen haben. Dabei
diente HMLE als Modell einer epithelialen, sowie A549 als Model einer kanzerdsen

Zelllinie.
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Abb. 30 Proliferationsassay der Zelllinien HMLE und A549 unter Kultivierung in
Fibroblasten-konditioniertem Medium von BRCAI™ und BRCAI1™*™°, Die relative Zahl
lebender Zellen wurde mittels CellTiter-Glo” Lumineszenz-Zellviabilititsassay photometrisch bestimmi.
Dargestellt sind die RLU (relative light units) +SEM (Standardfehler des Mittelwertes) normalisiert auf
die Messwerte des Kontrollansatzes von Tag 0 des Experimentes. Die Anzahl der gemessenen Replikate
belduft sich auf n=5. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Studentschem t-Test mit *p<0,05,
**p<0,005, ***p<0,00005.

Im()sMe

In dem 5-tdgigen Experiment wuchsen HMLE unter Einfluss von BRCA
konditioniertem Medium schneller als bei BRCA 1™ konditioniertem Medium (Abb. 30).
Dabei lagen die gemessenen relativen RLU-Werte fiir BRCAI™ konditioniertes
Medium jeweils 17 bis 44 Prozentpunkte hoher. Die Unterschiede waren zu jedem
Zeitpunkt der Messung statistisch signifikant. Die in konditioniertem Medium der
beiden Kulturen kultivierten A549 Zellen wuchsen bis zum Tag 3 des Experiments
synchron. Ab dem 4 Tag war ein Wachstumsvorsprung der in BRCAI™
konditioniertem Medium kultivierten Zellen gegeniiber denen, die in BRCAI™
konditioniertem Medium kultiviert worden waren, zu verzeichnen. Dieser betrug zum
Schluss des Experimentes an Tag 5 422 Prozentpunkte und war mit einem p-Wert von

0,0007 statistisch signifikant.

Zusammenfassend lisst sich feststellen, dass Medium von BRCA ™M

BRCATI™ einen proliferationsfordernden Effekt auf beide untersuchten Zelllinien hatte,
wobei der Effekt auf HMLE deutlich grofler war. Ob dieser Einfluss ein fir die

verglichen mit
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untersuchten Zelllinien spezifischer ist oder sich auf andere Zelllinien tibertragen lasst,

ist jedoch nicht beurteilbar.

3.5 Separierung des Aberrationsmosaiks durch
Einzelzellklonierung der Fibroblastenkulturen BRCA 1™*M¢ ynd
BRCA1™

3.5.1 Klonierungsprozedur und Beobachtungen zur Klonierungseffizienz

Alle bisher gezeigten FErgebnisse wurden durch Analyse der Fibroblastenkultur
BRCA 1™ generiert. Diese enthélt die BRCAI-Epimutation nicht in allen Zellen,
sondern in einem etwa 12%igen Mosaik. Um zu bestatigen, dass die gefundenen
molekulargenetischen und zellbiologischen Auffélligkeiten tatsédchlich auf die BRCA1-
Epimutation zuriickzufiihren sind und um diese in einem Aberrations-reinen System
weiter zu analysieren, sollten im nachsten Schritt die verschiedenen Zellpopulationen
der  BRCAI™¢ Fibroblasten sowie der Kontrollkultur BRCAI™ durch

Einzelzellklonierung separiert werden.

Wie in Kapitel 2.2.1.7 beschrieben, wurde eine Methode zur Einzelzellklonierung
entwickelt, die die Klonierung von priméren Fibroblasten mit hoherer Effizienz als der
der klassischen Limiting-dilution-Methode erlaubte. Als Ausgangsmaterial wurden
jeweils fiir BRCAI™ und BRCAI* junge Kulturen (Passage 4) in ihrer
exponentiellen Wachstumsphase verwendet. Pro Kultur wurden jeweils 400 bzw. 200
Deckglaschen mit Zellsuspensionstropfen bestiickt und mikroskopisch analysiert
(Tab. 21).

Es konnten 133 Deckglischen mit jeweils einer Zelle fir BRCAI™™* und 60 fiir
BRCATI™ mikroskopisch separiert und in 96well-Platten in Kultur genommen werden.
Wiihrend der ersten Woche zeigten BRCA 1™ und BRCA 1™ Fibroblasten ein in etwa
vergleichbares Wachstum. In den weiteren Wochen beschleunigte sich das Wachstum
einiger Einzelzellklone von BRCA 1™ im Vergleich zu BRCAI™, sodass diese schneller
in groflere Kulturgefédfle passagiert werden konnten. Nach einer Kultivierungsphase von
zwei Wochen erreichten die ersten Einzelzellklone aus BRCAI™™¢ Fibroblasten
Konfluenz in der 96-well-Platte und konnten passagiert werden. Nach einem Monat
konnten die ersten BRCAI™ Einzelzellklone (EZK) kryokonserviert werden.
Insgesamt erreichten 91 BRCA 1™ EZK Konfluenz in einer 25 cm*Kulturflasche und

konnten eingefroren werden. Dies entspricht einer Klonierungseffizienz von 23%.
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Tab. 21 Statistik zur Einzelzell-Klonierungsprozedur der Fibroblastenkulturen BRCA1™
und BRCA 1™M°

BRCAI\\T BRCAIm()S‘\[“
Fibroblasten Fibroblasten

Anzahl bestiickter Deckglaschen 200 400

Anzahl separierter Einzelzellen 60 133

Kultivierungszeit bis erster EZK konfluent in

15 Tage 12 Tage
96well-Platte
Anzahl konfluente EZK in 6well-Platten 10 103
Anzahl kryokonservierte EZK 3 91
Kultivierungszeit bis erster EZK 54 Tage 98 Tage
kryokonserviert
Klonierungseffizienz 1,5% 23%

EZK= Einzelzellklon

Viele Einzelzellklone der BRCAI™ Fibroblastenkultur hingegen stellten das Wachstum
wenige Wochen nach Klonierungsbeginn ein und konnten nicht weiter passagiert
werden. Das Erreichen der ersten BRCAI™ EZKs mit einer ausreichenden Zellzahl zur
Kryokonservierung dauerte mit 7 Wochen deutlich linger als fir BRCAI™* EZK.
Insgesamt konnten nur drei EZK der BRCAI™ Fibroblasten eingefroren werden, wobei
diese Kulturen eine sehr langsames Wachstum und grofitenteils einen seneszenten
Phénotyp aufwiesen. Die Klonierungseffizienz fir BRCAI™ Fibroblasten entsprach

demnach nur 1,5%, und war somit deutlich niedriger als fiir BRCA 1™ Fibroblasten.

3.5.2 Methylierungsanalyse des BRCAI1-Promoters in aus BRCA 1™
Fibroblasten generierten Einzelzellklonen

Um zu untersuchen, ob die BRCAI-Epimutation fiir die tuberdurchschnittlich gute
Klonierbarkeit der BRCAI™™¢ Fibroblastenkultur und das besonders schnelle
Wachstum einiger EZK verantwortlich war, wurden 27 reprasentative EZK sowie die
Ausgangskulturen BRCA 1™ und BRCAI™ auf den Methylierungsstatus des BRCA I-
Promoters untersucht. Dafiir wurden 5 CpGs im Bereich des untranslatierten ersten
Exons des BRCAI-Gens mittels Bisulfit-Pyrosequenzierung analysiert. Die bereits fiir
BRCAI™* Fibroblasten im Vergleich zu BRCAI™™ Fibroblasten beschriebene
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erhohte Methylierung konnte in diesem Experiment bestatigt werden. Die Analyse der
Einzelzellklone sollte im néchsten Schritt zeigen, ob Klone mit einer heterozygoten
BRCA 1-Epimutation, die rechnerisch etwa 20 bis 25% des Mosaiks ausmachten

miissten, separiert worden waren.

Methylierungsgrad

0% -
QP NVOOAIRIORRP PR DD PN QPP AP

S !

BRCA1MosMe EZK Nr.

Abb. 31 Methylierungsanalyse des BRCAI1-Promoters in BRCAI1™™°, BRCAI™
Fibroblasten und den aus BRCA1™™°® gewonnenen Einzelzellklonen. Die Methylierungsgrade
(Verhaltnis von methylierten zu nicht-methylierten Cytosinen) wurden berechnet als Mittel der Werte
aller 5 untersuchten CpG-Stellen. FEs wurden drei unabhdngige Messungen mit n=38 durchgefiihrt.
Dargestellt sind jeweils der Mittelwert + SEM.

Die Methylierungsgrade der EZK bewegten sich zwischen 1% und 4% und entsprachen
somit der fir BRCAI" Fibroblasten gemessenen Werten (Abb. 31). Es gab keinen
Hinweis auf das Vorhandensein eines EZK mit heterozygoter oder homozygoter
BRCA 1-Epimutation.

Da keine Einzelzellklone mit BRCAI-Epimutation isoliert worden waren, war eine
Charakterisierung der Effekte dieser Aberration in weiteren molekulargenetischen und
zellbiologischen Experimenten nicht moglich. Die gewonnenen Einzelzellklone mit
normaler BRCA I-Promotermethylierung wurden jedoch vor dem Hintergrund einer
anderen Fragestellung weiterfithrend analysiert. Die gewonnen Ergebnisse sind im

Anhang (Kapitel 5) dieser Arbeit kurz zusammengefasst.
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Das Tumorsuppressorgen BRCA1 kodiert fiir ein aus 1863 Aminosduren bestehendes
multifunktionales Protein, das wunter anderem eine Rolle bei DNA-Reparatur,
transkriptioneller Regulation, Apoptose, Ubiquitinierung sowie der Zellzyklus-
Regulation spielt [153, 279-281]. Mutationen im BRCAI1-Gen fithren, neben einer
Erhohung des allgemeinen Krebsrisikos [167, 282], vor allem zu einer hereditaren Form
von Brust- und Eierstockkrebs, die durch das lebenszeitlich sehr frithe Auftreten und
eine hohe Penetranz gekennzeichnet ist [283]. Es wird vermutet, dass BRCA1 auch bei
der Entstehung sporadischer Tumorarten als treibender Faktor agiert, da in
kanzerosem Gewebe haufig somatische Aberrationen und/oder eine epigenetisch
vermittelte transkriptionelle Repression des Gens nachgewiesen werden konnen [284].
Trotz intensiver Forschung konnte der Pathomechanismus der BRCA I-assoziierten
Kanzerogenese bis heute nicht vollstandig aufgekléart werden. Eine verminderte DNA-
Reparatur-Kapazitat, die als kausal diskutiert wurde, konnte bisher nur in bereits
kanzeros entarteten Zellen jedoch nicht in gesunden priméaren Zellen genetisch
vorbelasteter Individuen bestatigt werden [285-287]. Da sich die Forschungsvorhaben
rund um BRCAI in den letzten 20 Jahren fast ausschlieflich auf Krebzelllinien
fokussiert haben, sind die Folgen einer BRCA 1-Defizienz in Primérzellen aus gesundem
Gewebe weitestgehend unerforscht. Neuere Studien zeigen, dass Krebszellen und
Tumore nicht als isolierte Entitdten zu betrachten sind, sondern in einer starken
Abhéangigkeit von ihrer Mikroumgebung, dem grofitenteils aus aktivierten Fibroblasten
bestehendem Tumorstroma stehen [288]. Erste Experimente zeigen, dass die
Umprogrammierung normaler Fibroblasten in solche CAFs durch Repression
verschiedener Tumorsuppressorgene, u.a. auch BRCAI, moglich ist [46, 289, 290].
Angesichts dieses Konzeptes kommt der Erforschung der Effekte von BRCAIL-
Veranderungen in priméaren nicht-neoplastischen stromalen Zellen mesenchymalen
Ursprungs, so wie Fibroblasten, eine zunehmend bedeutsame Rolle zu. Vor diesem
Hintergrund wurde in dieser Arbeit eine umfangreiche Charakterisierung priméarer

BRCA 1-defizienter Fibroblasten aus gesundem Gewebe auf molekulargenetischer und
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zellbiologischer Ebene vorgenommen, um potenzielle Gemeinsamkeiten zu tumor-nahen

stromalen Zellen wie CAFs aufzudecken .

4.1 Dermale Primarfibroblasten eines monozygoten Zwillingpaars
als Untersuchungsmaterial

Als  Untersuchungsmaterial fiir das experimentelle Vorhaben wurden primére

Hautfibroblasten eines krebsdiskordanten monozygoten Zwillingspaares verwendet.

Fibroblasten sind Hauptbestandteil des Bindegewebes sowie mesenchymaler Herkunft
und entstammen somit ontogenetisch aus dem mittleren Keimblatt (Mesoderm). Frisch
isolierte dermale Fibroblasten stellen eine homogene Population proliferierender Zellen
dar und eigneten sich daher als Material fiir das hiesige Forschungsvorhaben. Vor allem
in den 1990er Jahren wurden Hautfibroblasten von Krebspatienten mit hereditdren und
sporadischen Tumoren intensiv hinsichtlich ihrer zellbiologischen Eigenschaften wie
Proliferation, Migration und morphologischem Phéanotyp beforscht [291-294]. Studien,
die solche veranderten zelluliren Eigenschaften von Fibroblasten mit Mutation
spezifischer Tumorsuppressorgene in Zusammenhang bringen, existierten allerdings bis

heute nicht.

Das in dieser Arbeit verwendete Material eignete sich ideal zur Untersuchung der durch
BRCA 1-Haploinsuffizienz induzierten Effekte in den Fibroblasten der Probandin mit
multiplen Neoplasien, da Fibroblasten ihrer monozygoten Zwillingsschwester als isogene
Kontrolle zur Verfiigung standen. Beide Fibroblastenzelllinien unterschieden sich
ausschlieflich  durch den  Methylierungsstatus des BRCAI-Promoters [247].
Zwillingsstudien haben sich in der biomedizinischen Forschung fest etabliert [295]. Die
besondere Starke solcher Studien besteht darin, zwischen umweltbedingten und
genetischen Auslosern fiir bestimmte Erkrankungen sowie variabler Penetranz und
Expressivitat genetischer Erkrankungen differenzieren zu kénnen, ohne dass sehr grofie
Patientenkollektive wie bei Studien mit nicht verwandten Probanden von Noten sind.
Dies gelingt auf Grund der nahezu identischen genetischen Information monozygoter
Zwillingspaare. Aus diesem Grund zeigen monogen erbliche Erkrankungen mit
vollstandiger Penetranz so wie Chorea Huntington oder Neurofibromatose Typ 1 in
eineiigen Zwillingspaaren fast 100%ige Konkordanz [296, 297]. Liegt dennoch eine
Diskordanz solcher hoch-erblicher monogener Erkrankungen oder Merkmale in einem

monozygoten Zwillingspaar vor, so kann dies entweder auf epigenetische Unterschiede
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[298] zuriickzufithren sein oder auf das Vorliegen einer genetischen Verdnderung im

Mosaikstatus in einem der Zwillingsindividuen [299].

4.2 Mosaizismus von BRCA1-Aberrationen als

Krebsdispositionsfaktor

Das in dieser Arbeit untersuchte Material des Krebs-diskordanten Zwillingspaares ist
von besonderem Interesse, da hier sowohl ein somatisches Aberrationsmosaik als auch
eine Epimutation in Kombination auftreten. Die BRCAI-Epimutation die in etwa
20-25% der Fibroblasten des erkrankten Zwillings zu detektieren war, ist vermutlich in
der frithen Embryonalentwicklung nach der Zwillingsteilung entstanden. Auf Grund der
Detektion dieser Aberration in Fibroblasten ist davon auszugehen, dass das pathogene
Ereignis im mesodermalen Keimblatt stattgefunden haben muss. Da aufler Fibroblasten
und Saliva keine weiteren Gewebe zur Analyse zur Verfiigung standen, konnte keine
Aussage tber die spezifische Verteilung des Aberrationsmosaiks in verschiedenen
Organen der Probandin getroffen werden. FEine selektive und organspezifische
Variabilitat der BRCA I-Epimutationsmosaiks konnte jedoch erklaren, warum die
Probandin nicht, wie in erster Linie zu erwarten, an BRCA I-assoziiertem Brust- oder
Eierstockkrebs erkrankte, sondern an einer kindlichen akuten lymphatischen Leukémie
und einem Adenokarzinom der Schilddriise. In einer Metastudie konnte jedoch gezeigt
werden, dass pathogene Verdnderungen in Genen der BRCA-Signalkaskade auch mit
einem erhohten Risiko fiir bestimmte Formen der Leukédmien und Lymphomen
einhergehen [168]. Ebenfalls besteht eine Assoziation von BRCAI-Mutationen mit
Karzinomen der Schilddriise, da diese héufig in genetisch pradisponierten Individuen

als sekundare Neoplasie auftreten [300].

Zum heutigen Zeitpunkt sind nur zwei Falle eines konstitutionellen BRCA I-
Sequenzmutationsmosaiks bekannt [301, 302]. Trotz des geringen Aberrationsgrades
von 5% bzw. 30% kam es in beiden Fallen zu einem lebenszeitlich frithen Auftreten von
hochgradigem Brusttumoren, die bei dem im Jahr 2012 publizierten Fall sogar
synchron und metachron mehrfach auftraten. Dies impliziert, dass das Vorliegen einer
Aberration im  geringgradigen = Mosaik  nicht zwangslaufig ~mit  milderen
Krankheitsverlaufen verbunden sein muss als in heterozygoten Mutationstragern.
Interessanterweise lassen sich Parallelen zwischen dem in der vorliegenden Arbeit

beschriebenen und dem im Jahr 2015 publizierten Fall ziehen. Die Tochter der
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beschriebenen Patientin erkrankte im Alter von 18 Monaten an Akuter lymphatischer

Leukémie, so wie es fiir die hier untersuchte Patientin ebenfalls der Fall war.

4.3 Einfluss der BRCA I-Epimutation auf die Expression

Die in der Pryosequenzierung gesehene erhohte Methylierung des BRCA I-Promoters in
den BRCAI™™* Fibroblasten hatte sich bereits im Vorfeld in einem klassischen
Bisulfit-Plasmid-Sequenzierungs-Experiment als vollstandig methylierte 13 CpGs
umfassende Allele dargestellt. Das aberrante Methylierungsmuster konnte somit als
echte Epimutation definiert werden, die von stochastischen Methylierungsfehlern zu

differenzieren ist.

Eine Hypermethylierung des BRCAI1-Promoters ist bekanntermaflen ein héaufiges
Ereignis in der Tumorentstehung. So wird diese in ca. 20% der sporadischen
Brusttumore, einem Teil der Ovarialkarzinome sowie in Knochenmark von 38% der von
therapieresistenter akuter myeloischen Leukadmie betroffener Patienten gefunden [194,
303-305]. Auch konstitutionell vorhandene BRCA I-Epimutationen wurden bereits im
Vorfeld beschrieben. So konnten bei Patientinnen mit frith auftretendem Brust- oder
Ovarialkrebs jedoch ohne BRCAI/2-Sequenzmutationen aberrante Methylierungs-
muster des BRCA 1-Promoters im Blut detektiert werden [244, 306, 307], die analog zu
Sequenzmutationen als starker Dispositionsfaktor fiir die Krebsentstehung diskutiert

werden.

Die epigenetische Stilllegung (Silencing) des BRCAI-Promoters ist charakterisiert
durch die inverse Korrelation zwischen dem Methylierungsgrad mehrerer
aufeinanderfolgender CpG-Stellen und der Genexpression auf mRNA-Ebene [308, 309].
Sowohl in Tumormaterial als auch in Blut von Krebspatienten, bei denen eine
Hypermethylierung des BRCAI-Promoters detektiert wurde, wird iiblicherweise auch
eine reduzierte BRCAI-Expression auf mRNA-Ebene sowie in vielen Fallen auch auf
Proteinebene gefunden [305, 307-310]. Dieser Zusammenhang konnte in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls fiir die untersuchten BRCAI™™¢ Fibroblasten bestitigt
werden. Hier korrelierte das ~25%ige Epimutationsmosaik verglichen mit den
Kontrollfibroblasten BRCAI™ mit einer um etwa ein Drittel verminderten BRCA I-

Expression auf mRNA- sowie Proteinebene.
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4.4 CAF-spezifisches mRNA-Expressionsprofil in BRCA 1™mMe
Fibroblasten

Im Rahmen einer systematischen Charakterisierung der primaren BRCAI™™*
Fibroblasten wurde im ersten Schritt mittels einer Transkriptomanalyse ein
Expressionsprofil erstellt und in einem explorativen Verfahren mit publizierten
Expressionsdaten anderen Zelltypen verglichen. Dabei zeigte sich eine erstaunliche
Ubereinstimmung mit Expressionsdaten, die fiir sogenannte ,Cancer-associated
fibroblasts® (CAFs) bzw. Tumor-assoziierte Fibroblasten unterschiedlichen Ursprungs
berichtet worden waren. CAFs sind in nachster Umgebung zu Tumoren lokalisiert und
fordern sowohl parakrin durch Sekretion tumorigener Substanzen als auch durch
Modifikation der extrazelluliren Matrix (EZM) deren Wachstum [267]. Neuste
Erkenntnisse deuteten darauf hin, dass CAFs bzw. Fibroblasten in CAF-ahnlichem
Zustand nicht nur, so wie bisher angenommen, im entarteten Gewebe existieren,
sondern auch in gesundem Gewebe krebspradisponierter Individuen nachweisbar sein
konnen [311]. Aus diesem Grund erschien dieser Ansatzpunkt fir das hier bearbeitete
Projekt zur Erforschung der Konsequenzen einer BRCA I-Epimutation in Fibroblasten
aus gesunder Haut reizvoll. Ein detaillierter Abgleich der Expressionsdaten zeigte, dass
transkriptionelle CAF-Eigenschaften auch in BRCAI™* Fibroblasten detektiert
werden konnten, obwohl diese Zellen aus gesundem nicht-neoplastischem Gewebe
entnommen worden waren. Ein grofler Anteil derjenigen Gene/Proteine, die in der
Literatur als wichtigste Schliissel-Biomarker fir den CAF-Phénotyp beschrieben
worden waren, fielen in der Arrayanalyse und/oder in einer RT-qPCR-Analyse als
zwischen BRCA1™ und BRCATI™ Fibroblasten differenziell exprimiert auf (siehe
Tab. 18).

Die verstéirkte Expression von EZM-Strukturproteinen, die in BRCA 1™ Fibroblasten
als pragendste Eigenschaft der Expressionssignatur auffiel und unter anderem die Gene
COL11A1, COL5A1, FLG, FN1 und MGP betraf, ist eine typische Eigenschaft von
CAFs [277, 312].  Vergleichbar = mit  Myofibroblasten  innerhalb  einer
Wundheilungsreaktion sezernieren CAFs ein fibrillires Netzwerk bestehend aus
Kollagenen, Fibronektin, Proteoglykanen und Glykosaminoglykanen und umbhiillen
damit das Tumorgewebe [313-315] (siehe Abb. 32). Durch enzymatische
Remodellierung der EZM wie zum Beispiel durch kovalente Quervernetzung von
Kollagenmolekiilen zu Fibrillen entsteht eine desmoplastische Matrix, die sich durch

eine einzigartige Steifigkeit auszeichnet. Diese liegt weit iiber der von normalem
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Bindegewebe und beeinflusst entscheidend die Malignitdt und Metastasierung von
Tumoren [316-318].

a Fibroblast b Aktivierter Fibroblast
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Abb. 32 Uberblick iiber die zelluliren Verinderungen, die mit der Aktivierung von
Fibroblasten einhergehen. Der aktivierte Zustand ist charakterisiert durch eine verstirkte Ezpression
von Strukturproteinen und einer Verdichtung der EZM. Aktivierte Fibroblasten exprimieren hdufiga
a-smooth-muscle-actin, was zur Bildung wvon Stressfibrillen fihrt und dadurch die Zellmorphologie
verdndern kann. Abbildung modifiziert nach Kalluri et al. (2006) [312]

Grundvoraussetzung hierfiir ist eine stark verdnderte FExpression von KEZM-
remodellierenden Enzymen, die folglich als typisches Charakteristikum in CAFs
unterschiedlicher Urspriinge gleichermafien auftritt [269, 270, 319]. Diese konnte in der
vorliegenden Arbeit in den Expressionsdaten von BRCAI™™¢ Fibroblasten im
Vergleich zu den BRCAI" Kontrollfibroblasten ebenfalls beobachtet werden. Dabei
waren unter anderem Gene aufféllig, die fiir in der EZM aktive Kollagen-prozessierende
Enzyme wie ,Lysyl Oxidase-Like 2%, ,Procollagen-Lysine, 2-Oxoglutarate 5-
Dioxygenase 2“ und ,,Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 12
(LOXL2, PLOD2, ADAM12) kodierten. Eine bioinformatische Analyse mittels des
webbasierten Tools ,,Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery“
(DAVID) bestétigte die stark signifikante Anreicherung EZM-assoziierter genetischer
Ontologien im Expressionsprofil der BRCAI™™¢ Fibroblasten. Die generierten

Zm()skle

Ergebnisse implizieren, dass BRCA Fibroblasten trotz ihres Ursprungs aus
gesunder Haut dhnliches EZM-modulierendes Potenzial besitzen wie Myofibroblasten
oder CAFs. Vorrausetzung hierfiir ist naturgemaf, dass sich die verdanderte Expression
nicht nur auf transkriptioneller Ebene zeigt sondern sich auch auf Proteinebene
niederschliagt. Dies konnte reprasentativ. fir Typ I Kollagen mittels

Immunfluoreszenztarbung bewiesen werden.
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Die bioinformatische Analyse zur Identifizierung moglicher das Transkriptionsprofil
bedingender molekularer Effektoren bestéatigte die Analogie des Expressionsmusters von
BRCA 1™ Fibroblasten und CAFs auf einer weiteren Evidenzebene. Als méogliche
vorgeschaltete Regulatoren konnten so einige Molekiile identifiziert werden, fiir die ein
Einfluss auf die Bildung und Aufrechterhaltung des CAF-Phéanotyps bereits
beschrieben wurde, so wie die TGF-f-Familie, TWIST1, VEGF, FGF2 und IL6 [2609,
273, 312, 320, 321].

TGF- ist ein Zytokin, das sowohl tumorsupprimierende als auch tumorférdernde
Funktionen austiben kann [322]. Von Tumorzellen in groBen Mengen sezerniertes TGF-
B triggert durch die Aktivierung des TPRI-Smad-Signalweges die endogene Expression
von TGF- und CXCL12 und fiihrt dadurch zu der Ausbildung von zwei autokrinen
und sich gegenseitig verstarkenden Riickkopplungsschleifen, die entscheidend an der
Induktion des CAF-Phénotyps aus NOFs beteiligt sind [323-326]. Sowohl Gene der
TGF-f$-Genfamilie als auch CXCL12 zeigten in der Transkriptomanalyse der
BRCA1™¢ vs. BRCAI™ Fibroblasten eine auf das doppelte bis dreifache Niveau

erhohte Expression.

TWIST1 ist ein Transkriptionsfaktor, der eine essentielle Rolle in der embryonalen
Entwicklung von Gewebe mesodermalem Ursprungs spielt. Im Gegensatz zu den
meisten gesunden adulten Geweben ist TWIST1 in epithelialen Krebszellen sowie in
CAFs stark exprimiert [273, 327]. In einer aktuellen Studie konnte gezeigt werden, dass
die Synthese von TWIST1 in Fibroblasten eine notwendige und hinreichende
Bedingung fiir die Transdifferenzierung von normalen Fibroblasten (NOFs) zu CAFs
darstellt [273]. Das Silencing von TWIST1 in CAFs resultiert entsprechend in dem
Verlust des CAF-Phanotyps und der tumor-fordernden Eigenschaften der Fibroblasten
[273]. Die Expression von TWIST1 in Fibroblasten lasst sich durch Behandlung mit
dem proinflammatorischen Zytokin IL6 induzieren und resultiert wiederum in der
transkriptionellen Aktivierung des Chemokins CXCL12. IL6 zeigte in BRCAI™*
Fibroblasten im Vergleich zu BRCA ™ Fibroblasten eine starke Hochregulation.

Zum heutigen Zeitpunkt existiert nur eine einzige weitere Studie in der eine CAF-
ahnliche Expressionssignatur in Fibroblasten aus gesunder Haut nachgewiesen werden
konnte. Das dabei analysierte Material stammte von Personen, die durch eine Mutation
im Tumorsuppressorgen PTCH1 eine genetische Préadisposition fiir Basalzellkarzinome
trugen [311]. Da BRCA1 sowohl mit PTCHI als auch mit anderen Genen des

Hedgehog-Signalweges regulativ in Beziehung steht [328], kann hier ein konvergenter
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Mechanismus in der Induktion des CAF-ahnlichen transkriptionellen Programms durch

BRCA1- sowie PTCHI-Haploinsuffizienz vermutet werden.

Der Vergleich von Genexpressionsmustern primarer unbehandelter Fibroblasten sowie
pluripotenter Stammzellen mit und ohne BRCA I-Sequenzmutationen zeigte bisher in
mehreren Studien im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit keine signifikanten
Expressionsunterschiede sowie keine Hinweise auf CAF-spezifische Veranderungen
[3290-331]. Mogliche Griinde fir diese Diskrepanz sind, dass BRCA1-Defizienz-
spezifische Expressionsveranderungen in Fibroblasten schwer nachzuweisen sind wenn
Untersuchungsmaterial von Personen mit unterschiedlichem genetischem Hintergrund
sowie unterschiedlichem Alter verglichen werden. Es scheint wahrscheinlich, dass in
einem  solchen experimentellen Aufbau interindividuelle und altersbedingte
Unterschiede einen grofleren Einfluss auf die Genexpression haben als die BRCAI-
spezifischen Veranderungen, sodass diese maskiert werden konnen. Die Analyse eines
Aberrations-diskordanten monozygoten Zwillingspaares, wie in der vorliegend Arbeit
durchgefiihrt, zeichnet sich aus diesem Grund durch eine starkere Aussagekraft aus als
vergleichbare Studien mit sehr viel grofleren genetisch differenten Patientenkollektiven.
Auflerdem kann nicht ausgeschlossen werden, dass Sequenzmutationen die ein
modifiziertes oder trunkiertes BRCA1-Protein zur Folge haben, zu einem anderen
Expressionsprogramm in Fibroblasten fithren als solche Mutationen, die eine erniedrigte
Proteinmenge bedingen. Ein gemeinsames signifikantes Expressionsprofil fiir
unterschiedliche Mutationstypen zu erstellen, ist aus diesem Grund naturgemaf
schwierig und bedarf vermutlich einer viel grofleren Probandenanzahl, als in

gegenwéartigen Studien erreicht werden konnte.

4.5 Zellbiologischer Vergleich der BRCA1™*M° vs, BRCA1™
Fibroblasten hinsichtlich CAF-typischer Eigenschaften

4.5.1 In vitro Proliferation

JmosMe

Die im Rahmen dieser Arbeit generierten FErgebnisse belegen, dass BRCA
Fibroblasten eine signifikant stéarkere in wvitro Proliferation aufweisen als BRCAI™
Fibroblasten. Ein solcher Unterschied wurde auch schon zahlreich fiir den Vergleich
von CAFs und gepaarten NOFs, die z.B. aus den angrenzenden Regionen von
Brusttumoren, Zungenplattenepithelkarzinomen sowie Magenkarzinomen isoliert
worden waren, beschrieben [332-334]. Interessanterweise wurde eine erhohte

proliferative Kapazitiat nicht nur in CAFs sondern im Rahmen mehrere Studien in den
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80er und 90er Jahren auch in dermalen Fibroblasten aus gesunder Haut von
Krebspatienten — nachgewiesen  [335].  So  zeigten  Hautfibroblasten = von
Brustkrebspatienten im Gegensatz zu gesunden Personen keine mit dem Alter des
Probanden korrelierende Abnahme des proliferativen Potenzials [336]. AuBlerdem fiel in
Kultur eine geschwéachte Kontaktinhibition auf, die zu einer iiberhohten Zellsédttigung
in post-konfluenten Kulturen fiihrte. Diese Besonderheit konnte in der vorliegenden
Arbeit ebenfalls bei der Kultivierung von BRCA 1™ Fibroblasten beobachtet werden.
Analog zu den Ergebnissen der Zellzyklusanalyse von BRCA 1™ Fibroblasten konnte
in der Studie von Azzarone at al. eine Akkumulation der Zellen in der G2-Phase
anstatt eines zu erwartenden erhohten Anteils an in der S-Phase befindlichen Zellen als

potenzieller Grund fir das verdanderte Wachstumsverhalten gefunden werden [337].

Die Veranderungen des Proliferationsverhaltens und der Zellzyklusverteilung in
BRCA I-haploinsuffizienten Fibroblasten ist mit der Funktion von BRCA1l als
Zellzyklusregulator erklarbar [141, 338]. Analog zu dem proliferationssteigernden Effekt
der natiirlichen BRCA I-Defizienz in BRCAI™* Fibroblasten wurde ebendieser Effekt
in einer immortalisierten Fibroblastenzelllinie beschrieben, in der die BRCAI-
Expression artifiziell durch einen lentiviralen shRNA-Versuchsansatz runterreguliert
worden war [289]. Auch in normalen sowie entarteten epithelialen Brustzellen fiihrte
eine Inhibierung der BRCAI-Expression durch Antisense-Oligonukleotide zu einem

beschleunigten Wachstum der Zellen [339-341].

4.5.2 In vitro Migration

Ebenfalls fiel in BRCAI™¢ Fibroblasten ein leicht verdndertes in vitro
Migrationsverhalten auf, das sich vor allem durch eine kollektive, gerichtete
Konfiguration der Zellen auszeichnete. Ergebnisse aktueller Studien zur Motilitdt von
CAFs zeigen, dass CAFs in der Lage sind, ein kontextspezifisches migratorisches
Programm abzuspielen, das durch die Bewegung der Zellen in Zellverbanden innerhalb
der Tumormikroumgebung charakterisiert ist [276, 277]. Es wird vermutet, dass dieses
Verhalten parakrin durch von Tumorzellen sezernierten Signalen getriggert wird und
wiederum kausal mit einem verstarkten metastatischen Verhalten der Krebszellen
assozilert ist [277, 342, 343]. Dartiber hinaus berichten andere Studien, dass
Hautfibroblasten von Patienten mit hocherblichen Tumoren wie Brustkrebs,
Melanomen, Darmkrebs, Retinoblastomen und  Wilms-Tumoren auf 3D-Kollagen-
Gelmatrizen ein Migrationsverhalten zeigen, das mit ansteigenden Zelldichten verstérkt
ablauft, was zwar fiir tumorigene sowie fetale Fibroblasten, jedoch nicht fiir normale

adulte  Fibroblasten  typisch ist [344]. Die Detektion dieses abnormen
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Migrationsverhaltens in Hautfibroblasten hatte dabei einen starken pradiktiven Wert
beziiglich des Auftretens des selben abnormen Verhaltens in Fibroblasten, die aus der
Umgebung von Tumoren des selben Patienten entnommen worden waren [344]. Das
abnorme  migrative  Verhalten = war  ebenfalls in  Fibroblasten gesunder
Familienmitglieder einiger Brustkrebspatienten zu finden, deren Familienstammbaume
eine  monogen erbliche Kausalitit nahelegten [293, 345]. Wiahrend ein
migrationssteigernder Effekt eine BRCAI-Defizienz in Brustkrebszelllinien bereits
gezeigt worden ist, fehlt es noch an Studien zu solchen Einfliissen in priméaren nicht-

neoplastischen Zelltypen [341].

4.5.3 Organisation des Zytoskeletts

Eine weitere fiir Hautfibroblasten von Krebspatienten bereits beschriebene Auffélligkeit
ist das Auftreten von zytoskelettalen Abnormalitiaten. Antecol et al. berichteten {iber
eine verstirkte Aktin-Synthese und eine beschleunigte Remodellierung des Aktingeriists
in Fibroblasten von Patienten mit Retinoblastom, Polyposis coli und
Basalzellkarzinomen. In einer weiteren Publikation konnte eine Korrelation eines
desorganisierten Aktingeriists, das sich unter anderem durch die Abwesenheit von
Aktin-Stressfasern auszeichnet, mit Krebserkrankungen des Fibroblastendonors
festgestellt werden [346]. Diese Beobachtung, die mehrfach von Kopelovich et al.
insbesondere fir Zellen von Patienten mit familidrer adenomatoser Polyposis (FAP)
berichtet wurde [346-348], steht somit zu den Ergebnissen dieser Arbeit im
Widerspruch, da fir BRCAI™™ Fibroblasten ein verstirktes Auftreten von Aktin-
Stressfasern gezeigt werden konnte. Diese Diskrepanz liegt moglicherweise darin
begriindet, dass die FAP und BRCAI-assoziierte Krebserkrankungen zwei sehr
unterschiedliche Entitaten darstellen, deren Entstehung mit Veranderungen von zwei
nicht-verwandten Signalwegen assoziiert sind. Zytoskelettale Verdanderungen wie die in
BRCAI™* Fibroblasten gezeigte mit der verstirkten Expression von o-SMA
verbundene Ausbildung von Aktin-Stressfasern sind ein typisches funktionelles
Charakteristikum von aktivierten Fibroblasten wie Myofibroblasten und CAFs [349].
Die Ausbildung dieser kontraktilen Fasern ist eine Voraussetzung sowohl fiir die
Remodellierung der Matrix als auch fiir die kollektive Migration von aktivierten

Fibroblasten. Sie ist damit essentiell wichtig fiir die tumorfordernde Funktion von
CAFs [276, 350, 351].
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4.5.4 Produktion von Ketonkopern im Energiestoffwechsel

CAFs fordern das Tumorwachstum nicht nur durch den Aufbau einer vorteilhaften
extrazelluldren Matrix und die Freisetzung von pro-tumorigenen Zytokinen, sondern
auch durch die Bereitstellung von energiereichen Verbindungen. Dieses Konzept der
metabolischen Beziehung zwischen CAFs und Krebszellen wurde erstmalig 2009 von
der Arbeitsgruppe um M.P. Lisanti postuliert und als ,Reverse Warburg effect®
bezeichnet [352]. Geméaf dieses Modells findet die aerobe Glykolyse (auch bekannt als
,Warburg effect“) nicht in den Krebszellen selbst, sondern in den benachbarten
Fibroblasten statt [39, 353, 354]. Dieser Prozess dient der Bereitstellung von Laktat
und Ketonen, die zu den fiir das anabole Tumorwachstum essentiellen Metaboliten

zahlen.

Da auch in vitro in Zellkulturiiberstdnden von CAFs groflere Mengen an Ketonkoérpern
nachgewiesen werden konnen als in Uberstinden gepaarter NOFs, kann davon
ausgegangen werden, dass CAFs in der Lage sind, ihren Stoffwechselmodus auch in
Abwesenheit von Krebszellen beizubehalten. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass BRCA 1™ Fibroblasten eine signifikant héhere Menge des Ketonkérpers
B-Hydroxybutyrat sezernieren als die Kontrollfibroblasten BRCAI1", obwohl beide aus
gesunden Hautpartien entnommen wurden und nicht in Kontakt zu Tumorzellen

standen. Diese Ergebnisse geben somit einen Hinweis auf eine verédnderte
Stoffwechsellage der BRCA 1™ Fibroblasten.

Bisher wurde angenommen, dass der erste Schritt der metabolischen CAF-
Reprogrammierung notwendigerweise von Krebszellen ausgeht, die iiber die Freisetzung
von H,0, oxidativem Stress ausiiben. Dieser schadigt insbesondere die mitochondriale
DNA in CAF's und triggert in Folge katabole Prozesse wie Autophagie und Mitophagie
(mitochondriale Degradierung). Durch den Abbau funktionsfiahiger Mitochondrien
schaltet der Energiestoffwechsel von oxidativer Phosphorylierung (OXPHOS) zu
aerober Glykolyse um [353-355]. Dieser Prozess ist kausal mit der lysosomalen
Degradierung von Caveolin 1 (CAV1), dem proteinosen Hauptbestandteil der Caveoli,
sowie der Aktivierung des Hypoxie-induzierten Faktors (HIF1-a) verbunden [272, 356
358] (siehe Abb. 33). BRCAL1 scheint bei der Initiierung dieser durch oxidativen Stress
induzierten Reaktionen eine wichtige Rolle zu spielen. So kann BRCA1 die Expression
von Caveolin 1 durch Transaktivierung des CAV1-Promoters regulieren [359, 360].
Dartiber hinaus wirkt BRCA1 stabilisierend auf HIF1-a ein und reguliert somit dessen
nachgeschaltete Signalwege [361]. Des weiteren dient BRCA1 unter Einfluss von

oxidativem Stress als Wachter der genomischen Integritat mit Wirkung sowohl auf das
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Kerngenom als auch auf das mitochondriale Genom [125]. Mitochondriale DNA weist
eine besondere Sensitivitit gegeniiber DNA-Schaden auf, die durch reaktive
Sauerstoffspezies ausgelost werden [362], sodass ein Zusammenhang zwischen normaler
BRCA1-Funktionalitit und dem Status des mitochondrialen Metabolismus durchaus

plausibel erscheint.

Normaler « CAV1-Expression 4 * CAV1-Expression v
__ Fibroblast + OXPHOS 4 CAF — + OXPHOS ¥
<1 | ‘Glykolyse )k * Glykolyse 4
\‘\\\ e
@ Fibroblasten- % 5 R Oxidativer Stress
Aktivierung 1
_

Mitochondrium

Autophagie

'CAV1- Caveolare i ety @
' Lipid-Rafts | |\

Katabolismus

-

Abb. 33 Metabolische Verdnderungen, die mit der Aktivierung von Fibroblasten assoziiert
sind. Die Differenzierung von CAFs sowie Myofibroblasten geht mit dem Verlust von Caveolin 1 einher.
Dieser induziert den veranderten Phdnotyp, der durch einen reduzierten mitochondrialen Metabolismus
sowie eine verstirkte Glykolyse charakterisiert ist. Abbildung modifiziert aus Martinez-Outschoorn et al.
(2015) [356].

Wie 2012 von Salem et al. berichtet, fiihrte der shRNA-Knockdown von BRCAI in
einer immortalisierten Fibroblastenzelllinie zur Initiierung eines metabolischen CAF-
Phéanotyps [289]. In den Fibroblasten fanden sich anschlieBend Marker einer
verstarkten Mitophagie und Autophagie sowie eine verstirkte Ketonproduktion und
eine Hochregulation von HIF1-a [289]. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Anwesenheit
von oxidativen Stress ausiibenden Krebszellen keine notwendige Voraussetzung fir die
Entstehung von CAFs ist. Die Haploinsuffizienz von BRCA1 scheint, bei einem
normalen Mafl an im Gewebe vorhandenem oxidativem Stress, in Fibroblasten einen
ahnlichen Effekt auf die Auspragung eines metabolischen CAF-Phanotyps zu haben wie
die Anwesenheit von Krebszellen. Diese Erkenntnisse sind kongruent mit den in dieser
Arbeit  generierten Daten fir BRCAI™* Fibroblasten und erhirten den
Zusammenhang zwischen einer BRCA I-Defizienz und CAF-spezifischen metabolischen

Veranderungen in Fibroblasten.
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4.5.5 Chromosomeninstabilitat

In einer zytogenetischen Analyse an G-Banden gefarbten Metaphasepréaparaten wurde
im Rahmen dieser Arbeit in BRCAI™° Fibroblasten ein sogenanntes variiertes
Translokationsmosaik (,,varigated translocation mosaicism“, VITM) beobachtet. Der
Begriff VTM wurde 1975 im Zusammenhang mit dem chromosomalen
Aberrationsmuster in  dermalen  Fibroblasten = von  Patienten mit dem
Chromosomeninstabilitats-Syndrom Morbus Werner (Progeria adultorum) eingefiihrt
[278]. Er beschreibt das wiederholte Auftreten einer Vielzahl von chromosomalen
Rearrangements, die haufig klonal als spezifisches Set an scheinbar balancierten

Translokationen vorkommen.

Monoklonale chromosomale Aberrationen in einem geringen Anteil untersuchter Zellen
wurden zwar gelegentlich auch in Fibroblasten gesunder Individuen gefunden [363],
jedoch gilt der Nachweis eines ausgepragten VI'M als hochpathologischer Befund [278].
Mehrere Studien zeigten, dass solch typische chromosomale Aberrationsmuster als
Konsequenz einer Exposition gegeniiber ionisierender Strahlung entstehen kénnen, wie
z.B. bei der Ganzkorperbestrahlung zur Vorbereitung einer Knochenmarks-
transplantation. Der Anteil aberranter Zellen schwankte dabei zwischen den
untersuchten Patienten (49 - 88 %) und reduzierte sich im Laufe weniger Monate bis
Jahre, sodass nach durchschnittlich 9 Monaten kaum noch aberrante Zellklone

nachzuweisen waren [364].

Die Persistenz aberranter Zellklone in BRCAI™ Fibroblasten noch fast 30 Jahre
nach der Bestrahlung spricht fiir das Vorliegen einer gestérten Chromosomenstabiltét
bei der untersuchten Patientin. Ein Zusammenhang dieser Storung mit der BRCAI-
Haploinsuffizenz erscheint plausibel, da BRCA1 als DNA-Reparatur-Gen eine wichtige
Rolle bei der Erhaltung der genomischen Integritat spielt.

Es konnte gezeigt werden, dass die mammographische Bestrahlung in Fibroblasten von
Individuen mit homozygoter bzw. compound-heterozygoten BRCAZ2-Mutation(en) zu
umfangreichen chromosomalen Rearrangements fithrte. In  Fibroblasten mit
heterozygoter BRCA1-Aberration war dies jedoch nur fiir einige wenige Félle zu
beobachten [365]. Im Gegensatz zu BRCAI-defizienten nicht-neoplastischen
mesenchymalen Zellen ist die extrem starke Anreicherung von chromosomalen
Umbauten in BRCAI-defizienten Epithelzellen, Krebszelllinien und humanen sowie

murinen Tumoren bekannt und vielfach beschrieben [366-370].

Die Existenz von groflen chromosomalen Rearrangements in CAFs ist derzeit
Gegenstand kontroverser Diskussionen. So zeigten einige Studien enorme genetische
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Instabilitdt in CAFs aus Ovarial- und Brustkrebszellen, die in ihrem Ausmaf} der in
epithelialen Zellen beobachteten Instabilitat gleicht und eine Loss-of-Heterozygosity
(LOH)-Frequenz von nahezu 60% aufweist [371, 372]. Andere Studien konnten jedoch
Aberrationen der Genkopienzahl oder LOH nur in einem sehr geringen Prozentsatz von
CAFs von Brust- und Ovarialkrebsproben nachweisen und argumentieren gegen eine

grundsétzliche genomische Instabilitat als Charakteristikum von CAFs [373, 374].

4.5.6 Proliferationsmodulierendes Potenzial

Die Auswirkungen von durch CAFs ausgesendeten parakrinen Signalen auf benachbarte
Krebszellen sind vielfaltig, jedoch nur partiell mechanistisch aufgeklart. Es ist bekannt,
dass CAFs durch Sezernierung der Zytokine TGF-8 und CXCL12 potente Initiatoren
invasiven und metastatischen Verhaltens von Krebszellen darstellen. Dies wird durch
die Einleitung einer epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) getriggert, die dazu
fihrt, dass polarisierte epitheliale Krebszellen einen motilen mesenchymalen Phanotyp
annehmen [375-377]. Das stromal bereit gestellte CXCL12 fithrt neben anderen pro-
tumorigenen Effekten in benachbarten Tumoren zu einem verstédrkten Wachstum und
Angiogenese. Dies konnte mehrfach im Xenograft-Mausmodellen durch Ko-Injektion
von humanen Tumorzellen und CAFs beobachtet werden [325, 378, 379]. Die
funktionelle Komponente scheint dabei ausschliellich die sezernierte Fraktion zu
spielen, da sich in in vitro Experimenten das konditionierte Medium von CAFs als
ausreichend erweist, um diesen wachstumsmodulierenden Effekt auf Krebszellen
auszuiiben [380, 381].

Die vorliegende Daten dieser Arbeit zeigen, dass sowohl die Lungenkrebszelllinie A549
als auch die nicht-tumortse Brustepithelzelllinie HMLE in Anwesenheit von
konditioniertem Medium von BRCAI1™™¢ Fibroblasten deutlich schneller proliferierten
als mit dem konditioniertem Medium der Kontrollfibroblasten BRCAI™. Der
naheliegende Zusammenhang zwischen einer BRCA 1-Defizienz, einem
proliferationsfordernden Effekt auf Krebszellen sowie einer starken Krebsdisposition
wird durch die Ergebnisse einer Studie gestiitzt, in der eine shBRCAI-
Fibroblastenzelllinie mit MDA-MB-231 Krebszellen in eine immunsupprimierte
Xenograft-Maus ko-injiziert wurden. Die verdnderten Fibroblasten fiihrten dabei im
Vergleich zu Kontrollfibroblasten zum Wachstum von Tumoren mit mehr als doppelter
Groe [289]. Folglich erscheint es plausibel, dass auch in wvivo in Individuen, deren
stromale  Zellen  durch  eine  konstitutive = BRCAI-Defizienz ~ tumorigene
proliferationsmodulierende Eigenschaften besitzen, aus neoplastisch entarteten Zellen

mit einer vergleichbar hoheren Wahrscheinlichkeit solide Tumore entstehen.
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4.6 Zusammenfassende Diskussion: Urspriinge des CAF-
Phanotyps in Fibroblasten aus nicht-neoplastischem Gewebe und

Auswirkungen auf die Krebs-Disposition

Die Urspriinge von CAFs im Tumorstroma zu verstehen, stellt auf Grund des hohen
Potenzials fiir die Optimierung von Krebstherapie und -pravention eine der wichtigsten
wissenschaftlichen Fragestellungen auf dem Forschungsgebiet der Tumor-Stroma-
Interaktionen dar. Es existieren bereits experimentelle Belege dafiir, dass CAFs aus
einer Vielzahl von moéglichen Zelltypen wie Epithelzellen, mesenchymalen Stammzellen,
normalen residenten Fibroblasten oder Endothelzellen entstehen kénnen. Die Transition
zum  CAF  erfolgt dabei {iber Transdifferenzierungsprozesse wie Epithelial-
mesenchymale Transition (EMT), Mesothelial-mesenchymale Transition (MMT) oder
Endothelial-mesenchymale Transition (EndMT) [312, 321, 324, 375, 382]. Allen bisher
beforschten Konzepten ist dabei gemein, dass die priméare Existenz oder Ko-Evolution
von angrenzenden Tumorzellen Voraussetzung fiir die Genese von CAFSs ist. Diese
initiileren und stimulieren die Transformation der verschiedenen Zelltypen zu CAFs
durch Sezernierung von Wachstumsfaktoren wie TGF-8 und CXCL12 [320, 383].

Aktuelle Studien konnten allerdings zeigen, dass normale Fibroblasten in wvitro auch in
kompletter Abwesenheit von Krebszellen CAF-typische, phanotypische und funktionelle
Eigenschaften annehmen kénnen, wenn durch einen shRNA-Knockdown die Expression
eines der Tumorsuppressorgene BRCA1, RB, TP53 oder PTEN reduziert wird [46, 289,
290]. Unter Beriicksichtigung dieser Beobachtungen scheint es naheliegend, dass auch
eine konstitutionelle Haploinsuffizienz dieser Tumorsuppressorgene z.B. durch Sequenz-
oder Epimutationen in vivo einen Einfluss auf die Konstitution stromaler Zellen haben

muss.

Die These, dass die veranderten Eigenschaften mesenchymaler Zellen eine Schliisselrolle
bei der Kanzerogenese in genetisch pradisponierten Individuen spielen, wird bereits seit
1985 von der Gruppe um Seth und Ana Schor von der Universitdt Dundee postuliert,
nachdem sie ein aberrantes Migrationsverhalten in dermalen Fibroblasten von
Tumorsyndrom-Patienten und deren Verwandten nachweisen konnten [292, 294, 345,
384, 385]. Zu diesem frithen Zeitpunkt existierten allerdings kaum Erkenntnisse iiber
die Funktion und Relevanz der Tumormikroumgebung, sodass damals keine Parallelen
zwischen den Eigenschaften genetisch préadisponierter Fibroblasten und CAFs gezogen

werden konnten.
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Das dieser Arbeit zugrundeliegende Forschungsvorhaben ist unseres Wissens nach das
erste, welches sich mit der umfangreichen Charakterisierung priméarer Fibroblasten mit
natiirlich  bedingter = BRCA1-Haploinsuffizienz  hinsichtlich  ihres  aktivierten
Tumorstroma-ahnlichen  Zustandes  beschaftigt. Dabei  stellten die BRCAI™
Fibroblasten der gesunden monozygoten Schwester eine einzigartige isogene Kontrolle
dar. Der Nachweis CAF-typischer Eigenschaften auf transkriptioneller und
funktioneller Ebene in den BRCAI™M® Fibroblasten der Patientin mit multiplen
Neoplasien gibt einen Hinweis darauf, dass die Auspréagung eines CAF-Phanotyps kein
exklusiv in Abhéangigkeit von Tumoren stattfindender Prozess sein kann, sondern
vielmehr konvergente Entstehungsmechanismen existieren miissen, die auch die

genetische Kodierung dieses speziellen Fibroblastenzustandes einschlielen.

Trotz der Tatsache, dass die untersuchten BRCAI™* Fibroblasten ein nur etwa
20-25%iges Aberrationsmosaik darstellen, waren die detektieren CAF-typischen
Unterschiede zu den Kontrollfibroblasten BRCAI™ auf transkriptioneller und
zellbiologischer Ebene sehr stark ausgeprdagt. Es ist anzunehmen, dass die CAF-
dahnliche Transdifferenzierung der von der BRCAI-Epimutation betroffenen
Zellpopulation in einer parakrinen Kettenreaktion auch zu Verdnderung der
benachbarten Fibroblasten mit normalem BRCA 1-Methylierungsstatus gefiihrt haben
muss. Solche Amplifikationen mittels para- und autokrinen Riickkopplungsschleifen
sind ein bekanntes Phénomen in CAFs und basieren vor allem auf der verstarkten
Expression von TGF-f und CXCL12, die ebenfalls in BRCAI™® Fibroblasten

detektiert werden konnten.

Hinsichtlich der in BRCAI™™* Fibroblasten beobachteten potenziell tumorigenen
FEigenschaften liegt der Schluss nahe, dass die Beschaffenheit der BRCA 1™
Fibroblasten kausal mit der diskordanten Krebsanamnese in dem Zwillingspaar
verbunden ist. Diese These setzt voraus, dass CAFs bzw. CAF-dhnliche Zellen nicht
nur das Potenzial haben, Krebswachstum zu fordern, sondern auch dieses de novo zu
initiieren. Dieses  Konzept wurde in der wissenschaftlichen Fachwelt lange Zeit
diskutiert und in Frage gestellt. Mittlerweile belegen aber zahlreiche experimentelle
Befunde, dass CAFs allein in der Lage sind, epitheliale Hyperplasie und sogar die
neoplastische Transformation von pramalignen epithelialen Zellen einzuleiten
[321, 386-389].

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten primaren Hautfibroblasten stellen dabei ein
Modell dar, welches den Zustand der mesenchymalen Zellen in den von Neoplasien

betroffenen Organen, ndmlich Knochenmark und Schilddriise, der erkrankten Patientin
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widerspiegelt. Tatsédchlich sind CAFs und somit wahrscheinlich auch CAF-dhnliche
Fibroblasten nicht nur von hoher Relevanz fiir die Entstehung von soliden Tumoren
wie  Schilddriisenadenomen, sondern auch von hamatologischen Neoplasien.
Mesenchymale stormale Zellen, die aus Knochenmark von Patienten mit akuter
Leukamie und multiplen Myelomen isoliert worden waren, zeigten analog zu den
Ergebnissen dieser Arbeit multiple abnorme CAF-typische Eigenschaften, die den
Krankheitsverlauf negativ beeinflussen und fiir eine Chemoresistenz verantwortlich sein
konnen [390-394].

Da es sich bei dem im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Material um primére Zellen
eines individuellen Zwillingspaares handelt, sind die erhobenen Daten als erweiterte
Fallstudie zu werten. NaturgemafS kann aus diesem Grund nicht vollstandig
ausgeschlossen werden, dass die zwischen BRCA1™™* und BRCATI™ Fibroblasten
detektierten Unterschiede auf andere genetische oder nicht-genetische Faktoren als die
BRCA1-Epimutation zuriickzufiithren sind. Ebenfalls kann nicht sicher prognostiziert
werden, ob solche Effekte auch auf andere Krebs-pradisponierte Individuen mit
BRCA1-Sequenzmutationen iibertragbar sind. Sehr viele der zum heutigen Zeitpunkt
bekannten BRCA 1-Mutationen fithren zu einem in der Aminosduresequenz veranderten
oder trunkierten BRCAI-Protein im Gegensatz zu Epimutationen, die eine
Expressionsreduktion bewirken. Unter Beriicksichtigung der vielfdltigen experimentellen
Evidenzen, die im Vorfeld zitiert wurden und die Plausibilitit der in dieser Arbeit
postulierten These erhédrten, kann davon ausgegangen werden, dass die vorliegende
Studie als Pilotstudie zur Erforschung der durch BRCA1-Defizienz hervorgerufenen

stromalen Veranderungen in hereditaren Krebserkrankungen dienen kann.

4.7 Implikationen zur Entwicklung chemopriventiver
Mafinahmen fiir genetisch priadisponierte Individuen

Die Erforschung und detaillierte Charakterisierung der veranderten stromalen
Eigenschaften in mesenchymalen Zellen Krebs-pradisponierter Individuen und deren
mechanistische Funktion bei der Kanzerogenese birgt ein enormes Potenzial fiir die
Entwicklung von chemopraventiven Mafinahmen, die den Ausbruch der
Krebserkrankung verhindern koénnen. Ein denkbarer Ansatz ist dabei der Einsatz von
bereits in der Entwicklung befindlichen, gegen das Tumorstroma gerichteten
Krebstherapeutika [268, 395, 396] zur Regulation der abnormen stromalen Konstitution

vor Initiation der Krebserkrankung. Grundsétzlich kommen fiir die zur Stroma-
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gerichtete Therapie und Pravention zwei Strategien in Frage: 1. Die Unterbrechung des
pro-tumorigenen Signalings zwischen CAFs und Tumorzellen; sowie 2. Die
Verhinderung der Aufrechterhaltung des CAF-Phénotyps mit allen seinen typischen
Eigenschaften.

Ein vielversprechendes Therapieziel ist der TGF-B-Signalweg, dessen Blockierung
mittels neutralisierender Antikorper, Antisense-Oligonukleotiden oder Kleinmolekiil-
Inhibitoren im Rahmen einiger klinischer Studien zu vorteiligen, lebensverldngernden
Effekten in Patienten mit verschiedenen Krebsleiden gefiihrt hat. Weitere sich in
praklinischen oder klinischen Studien befindliche Therapeutika, die auf die Inhibition
anderer fiir die CAF-Funktion essentieller Faktoren wie FAP-o, CXCL12, PDGF
abzielen, werden fiir die Therapie von Brustkrebs, chronischer myeloischer Leukamie
und Hautkrebs getestet [268, 320, 395-398]. Nachteile dieser Strategien sind jedoch,
dass sie in Prozesse und Signalwege eingreifen, deren Multifunktionalitat nicht nur fir
pathogene Prozesse eine Rolle spielt, sondern vor allem fir die Aufrechterhaltung von
normalen physiologischen Vorgangen verantwortlich ist. Die durch Inhibition solcher
Prozesse zu erwartenden Off-target Effekte konnen daher so stark ausgepragt sein, dass
diese im Rahmen einer priaventiven MaBinahme den Nutzen iibersteigen und daher nicht
anwendbar sind. Nebenwirkungen, die z.B. in klinischen Studien mit TGF-8
blockierenden Agenzien beobachtet werden konnten, reichten von Hautlédsionen und
transienten  Blutbildveranderungen  bis  zu  schwerwiegenden  systemischen
Inflammationen [399, 400]. Es bleibt zu klaren, ob die Anpassung dieser Therapien

durch Dosisreduktion eine Vermeidung dieser adversen Effekte erzielen kann.

Ein anderer chemopraventiver Ansatzpunkt ist die Kompensation von oxidativem
Stress, der in BRCA I-defizienten Zellen nicht effizient bekdmpft werden kann und zu
mitochondrialer Dysfunktion, Autophagie und metabolen Verdnderungen fiihrt. Der
Einfluss von oxidativem  Stress und antioxidativen Agenzien auf die
Tumormikroumgebung wurde mit Hilfe eines in wvitro Ko-Kultivierungsmodells mit
BRCA1-null HCC1937 Brustkrebszellen und  hTERT-immortalisierten humanen
Fibroblasten von Martinez-Outschoorn et al. untersucht [359]. Dabei konnte festgestellt
werden, dass die Fibroblasten eine verstarkte Produktion von H,O, aufwiesen, die
jedoch durch die exogene genetische Komplementierung des BRCAI-Gens in den
Krebszellen verhindert werden konnte. Gleiches konnte fiir den durch die Ko-
Kultivierung induzierten Verlust von CAV1 sowie die Induktion der MCT4-Expression
beobachtet werden, die beide funktionelle Marker von oxidativem Stress darstellen.
Interessanterweise hatte die Behandlung mit starken Antioxidantien wie N-Acetyl-

Cystein (NAC) und Tempol exakt denselben Effekt auf den Zustand der Fibroblasten
110



Diskussion

wie die BRCAI-Komplementierung. Diese Ergebnisse implizieren, dass antioxidative
Substanzen potente Modulatoren der fibroblastischen Phanotypen und Funktionen sein
konnen. Es bedarf allerdings der Klarung, ob solch ein Effekt auf BRCAI-
haploinsuffiziente Fibroblasten auch in Abwesenheit von Krebszellen besteht und somit
die Entwicklung von CAF-édhnlichen Zustanden auf diese Weise unterbunden werden
kann. Die Gabe von NAC, Resveratrol und Selen wurde bereits mehrfach als praventive
Mafinahme in Patienten mit BRCA I-Mutationen vorgeschlagen, da diese nachweislich
zu einer Reduktion von reaktiven Sauerstoffspezies und oxidativen DNA-Schaden fiihrt.
In klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass sich die Erkankungsprognosen durch

diese antioxidativen Mittel tatsachlich deutlich positiv beeinflussen lassen [401-403].

4.8 Schlussfolgerung und Ausblick

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefithrte in wvitro Charaktersierung von
Hautfibroblasten mit einer epigentisch determinierten BRCA I-Haploinsuffizienz deckte
eine Vielzahl von verdnderten molekulargenetischen, zellbiologischen und funktionellen
Eigenschaften auf und stellte auf Grund dieser spezifischen Beobachtungen einen
Zusammenhang zu Fibroblasten der Tumorumgebung (sog. CAFs) her. Zur Erginzung
der bisher durchgefiihrten Experimente werden im Weiteren Ko-Injektions-Experimente
der BRCA1™™¢ Fibroblasten mit verschiedenen Krebszellinien in immunsupprimierten
Xenograft-Mause erfolgen, um die Relevanz des CAF-ahnlichen Phanotyps dieser Zellen

auch in einem in vivo Modell beurteilen zu konnen.

Dariiber hinaus soll untersucht werden, ob die in dieser Arbeit detektierten
Auffélligkeiten auch in Fibroblasten eines grofieren Patientenkollektivs mit BRCAI-
Sequenz oder Epimutationen nachgewiesen werden kénnen. Durch Analyse von sowohl
gesunden aber genetisch pradisponierten Individuen und bereits erkrankten Patienten
kann geklart werden, ob die verdnderten Eigenschaften der Fibroblasten von Geburt an
vorhanden sind oder ob zu deren Ausprigung ein weiterer initiierender Faktor von
Noten ist. Die Erforschung dieses Sachverhalts birgt ein enormes Potenzial fiir die
Diagnostik und Vorsorge hereditarer Krebserkrankungen. Wird eine vollstandige
Korrelation zwischen der BRCA 1-Defizienz und dem konstitutiven CAF-Phéanotyp in
gesundem Gewebe bewiesen, so kann dies als Maf fiir die Pathogenitiat von neuen oder
beziiglich ihrer Pathogenitat noch nicht klassifizierten Mutationen dienen. Sollte der

CAF-Phéanotyp jedoch erst im Laufe des Lebens entstehen, kommt dieser als Indikator
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fiir den bevorstehenden Ausbruch einer Krebserkrankung in genetisch pradisponierten

Individuen in Frage.

Die vorliegende Arbeit zeigte die auflerordentliche FEignung von Fibroblasten
monozygoter Zwillinge mit Mosaikaberrationen und krebsdiskordanter Anammnese fiir
die Erforschung  der  verdnderten  Stromaeigenschaften  in  hereditaren
Tumordispositionssyndromen. Solche Konstellationen wurden bisher selten in der
Literatur beschrieben und bieten Zugang ANl auBergewohnlichem
Untersuchungsmaterial. Dies liegt wahrscheinlich darin begriindet, dass geringgradige
Aberrationsmosaike in der Vergangenheit mit den vorhandenen Analysemethoden kaum
zu detektieren waren. Mit der Entwicklung neuer Sequenziermethoden (Next
Generation Sequencing) steht nun allerdings eine Technologie bereit, die der
Identifizierung weiterer Krebs-diskordanter Zwillingspaare mit Mosaikaberrationen in
Tumorsuppressorgenen dienen und dadurch weiterfithrende Forschung auf diesem

Gebiet ermoglichen wird.

Die in der vorliegenden Arbeit belegten Ahnlichkeiten von BRCA I-haploinsuffizienten
Hautfibroblasten und CAFs zeigen eine neue Perspektive fiir die FErforschung
hereditarer Krebserkankungen auf. Das Wissen um die stromale Beteiligung bei der
Kanzerogenese birgt das Potenzial, die Komplexitat dieses Prozesses sowohl in
hereditaren als auch in sporadischen Fallen besser verstehen und somit potenziell

beeinfluflen zu konnen.
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5.1 Weiterfiihrende Charakterisierung der aus BRCA 1™sMe
Fibroblasten hervorgegangenen Einzelzellklone

5.1.1 Genomische qPCR-Analyse der Einzelzellklone zur Detektion von
partiellen Deletionen der Gene RSPO3 und NREP

Nebenbefundlich wurden in einer vorhergehenden Arbeit in den BRCAI™*
Fibroblasten partielle Mosaik-Deletionen der Gene RSPOS3 und NREP mittels
genomischer SNP-Array-Experimente festgestellt. Die Deletionen betrafen die

Promoterregion sowie Exon 1 von RSPOS3 sowie das gesamte Gen NREP.

Die Ausgangsfibroblastenkulturen BRCA1"*" und BRCAI™ sowie 23 aus BRCA 1™
generierten FEinzelzellklone (EZK) wurden mittels genomischer qPCR auf diese
bekannten Deletionen untersucht. Die Analyse bestitigte die um ca. 25% erniedrigten
Genkopienwerte fiir RSPOS und NREP in BRCA1™"* Fibroblasten im Vergleich zu
BRCATI™ Fibroblasten und einem Fibroblasten-Kontrollkollektiv (Abb. 34 und
Abb. 35). Diese Daten sprechen fiir im 50%igen Mosaik vorliegende heterozygote
Deletion der beiden Gene in den BRCA 1™ Fibroblasten.

Die Ergebnisse der genomischen qPCR der 23 klonalen Zelllinien stiitzten ebenfalls
diese Hypothese (Abb. 34 und Abb. 35). Fir alle analysierten Einzelzellklone ergaben
sich Genkopienwerte von entweder ~0,5, was einer heterozygoten Deletion entspricht,
oder ~1, was einer vollstindigen doppelten Genkopienanzahl entspricht.
Interessanterweise zeigte das Experiment eine vollstandige Korrelation der Deletionen
von RSPO3 und NREP in 14 von 23 analysierten Klonen. Die Abwesenheit von
Messwerten zwischen 0,5 und 1 bewies den Erfolg der Klonierungsprozedur und zeigt,
dass das somatische Zellmosaik des BRCAI™™¢ Fibroblasten vollstindig in klonale
Zelllinien separiert worden war. FKEine Korrelation des Deletionsstatus mit der

Wachstumsgeschwindigkeit der Einzelzellklone war nicht feststellbar.
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Abb. 34 RSPO3-Genkopienanzahl in BRCA1"* und BRCA1™™™° Fibroblasten sowie in aus
BRCA1™™° generierten Einzelzellklonen gemessen mittels genomischer SYBR-Green
qPCR. Die relative Genkopienanzahl wurde berechnet als 2 A4t ynd auf das Referenzgen RFC3 sowie
ein Fibroblasten-Kontrollkollektiv normalisiert. Die Fehlerbalken zeigen +RCN,mu=2 -(AdcurspAcy
mit T=Konfidenzniveau und SD=Standardabweichung. Die Anzahl der gemessenen Replikate belduft sich
auf n=3. Die Nummerierung der EZK wurde anhand des Zeitpunkts der Kryokonservierung gewdhlt und
korreliert somit mit der Wachstumsgeschwindigkeit.
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Abb. 35 NREP-Genkopienanzahl in BRCA1** und BRCA1™*™° Fibroblasten sowie in aus
BRCA1™™¢ generierten FEinzelzellklonen gemessen mittels genomischer SYBR-Green
qPCR. Die relative Genkopienanzahl wurde berechnet als 2 -A4Ct ynd auf das Referenzgen RFC3 sowie
ein Fibroblasten-Kontrollkollektiv normalisiert. Die Fehlerbalken zeigen £RCN, =2 (22O TSOEA it
T=Konfidenzniveau und SD=Standardabweichung. Die Anzahl der gemessenen Replikate belduft sich auf
n=3. Die Nummerierung der EZK wurde anhand des Zeitpunkts der Kryokonservierung gewdhlt und
korreliert somit mit der Wachstumsgeschwindigkeit.
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5.1.2 Zytogenetische Analyse der Einzelzellklone

Es folgte eine zytogenetische Analyse einer kleinen Auswahl von Einzelzellklonen an
G-Banden-gefiarbten Chromosomenpraparaten (Daten nicht gezeigt). Dabei zeigte sich,
dass das Vorhandensein der Deletionen der Gene RSPO3 und NREP in den
Einzelzellklonen vollstandig mit dem klonalen aberranten Karyotyp 46,XX,add(3)(p),
der(4),der(9),der(11),add(12)(p) korrelierte, der schon in der Ausgangskultur
BRCA 1™ detektiert worden war. Die Ergebnisse implizieren, dass die Deletionen
nicht als unabhangiges FEreignis, sondern als Teil eines komplexen chromosomalen

Rearrangements zu werten sind.

Die zytogenetische Analyse der EZK ohne Deletion der Gene RSPO3 und NREP ergab
andere aberrante  Karyotypen, die ebenfalls in der Untersuchung der
Ausgangsfibroblasten bereits nachgewiesen worden waren. Keiner der untersuchten

EZK zeigte einen unauffalligen Karyotyp ohne chromosomale Umbauten.

5.1.3 Transkriptomanalyse der BRCA1™**™° Einzelzellklone

5.1.3.1 Identifizierung differenziell exprimierter Gene

Zur naheren Charakterisierung der FEinzelzellklone wurden transkriptomweite
Expressionsanalysen  durchgefithrt und die Expressionprofile der EZK mit
(RSPO3/NREP"" EZK ) und ohne (RSPO3/NREP'* EZK ) RSOP3 und NREP-
Deletionen verglichen. Pro Gruppe wurden drei Einzelzellklone auf einem Whole
Transcript Array (Hugene 2.0 ST) der Firma Affymetrix untersucht. Zur
Identifizierung signifikant differenziell exprimierter Gene wurde eine ,analysis of
variance® (ANOVA) durchgefithrt. Dabei wurden Gene mit einer mindestens 2-fachen
Hoch- oder Runterregulation und einem p-Wert kleiner als 0,05 als signifikant
differenziell exprimiert betrachtet. In RSPOS/NREP"" EZK waren im Vergleich zu
RSPO3/NREP"" EZK 153 Gene stirker sowie 120 Gene schwiicher exprimiert. Die 100
am starksten differenziell exprimierten Gene sind in Tab. 22 und Tab. 23 dargestellt.
Die partiellen Deletionen des Gens NREP spiegelten sich in der Transkriptionsanalyse
in erniedrigten Expressionwerten in RSPO3/NREP" EZK wider (FC (NREP)= -2,29).
Uberraschenderweise war die Expression von RSPOS in den EZK mit der partiellen
Deletion des Gens sogar stark erhoht (FC (RSPO3)= 4,51).
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Tab. 22 Top 100 der in RSPO3/NREP"/- EZK im Vergleich zu RSPO3/NREP"/* EZK
stidrker exprimierten Gene. FC steht fir den Expressionsunterschied (,fold change®).

Transkript FC p-Wert Gen Transkript FC p-Wert Gen

1D ID

16705507 18,56  0,0264 SRGN 16858496 2,72 0,0121 CNN1
16997816 16,65 0,0034 EDILS 16968680 2,70 0,0060 SPP1
16997802 13,10 0,0053 HAPLN1 16811638 2,68  0,0209 SEMA7A
16716478 12,15 0,0107 ANKRDI 17056984 2,67 0,0045 INHBA
16976211 8,31  0,0035 IGFBP7 17111738 2,67 0,0470 OPHN1
16698185 7,83 0,0019 CHI3L1 16821174 2,67  0,0416 VATIL
17095887 7,81  0,0049 ASPN 16802413 2,66  0,0001 CORO2B
16826230 5,80  0,0279 NETO2 16751554 2,64  0,0045 KRT18
16784760 5,29 0,0069 DACTI 16767422 2,63 0,0198 PTPRB
16852858 5,16  0,0144 SERPINB7 16768923 2,63 0,0123 SLC9ATP1
16932914 5,06  0,0389 ZNF280B 16960114 2,53 0,0132 PLOD?2
16693308 5,03 0,0169 FLG 17012546 2,53 0,0072 TMEM200A
16967831 4,93  0,0307 EPGN 16861647 2,50  0,0091 KCNK6
17088159 4,89 0,0018 FAM225A 16823928 2,49  0,0318 LITAF
17070013 4,86 0,0034 RDH10 16888865 2,48  0,0039 GLS
16950440 474 0,0097 OXTR 16723422 2,44 0,0061 KIAA15/9L
16965798 4,52 0,0137 PCDH7 16829085 2,43 0,0444 SLC7AS
16780929 4,48  0,0071 COL4A1 16785127 2,42 0,0084 RHOJ
16769569 424 0,0012 NUAK1 16746310 2,41 0,0066 OPCML-IT?
17056426 4,24 0,0060 PDE1C 17072159 2,41 0,0059 OTTHUMG165053
17004612 4,19  0,0116 DSP 16871622 2,40  0,0217 COX7A1
16871915 4,02 0,0009 PPPIR14A 16821660 2,40  0,0404 FOXC2
17115996 3,82 0,0407 KRT18P10 17106997 2,34 0,0248 MSTY
16672214 3,79 0,0012 PEARI 16711909 2,31 0,0092 FRMD4A
16746290 3,77 0,0049 OPCML 17023517 2,31 0,0155 SAMDS3
16673126 3,72 0,0321 RGSY 16709936 2,30 0,0377 PPAPDCI1A
16819082 3,58 0,0202 LPCAT2 16776431 2,29 00,0091 COL4A2
17114272 3,57 0,0489 GPCY 16971382 2,29 0,0372 DCLK?2
17079353 3,50 0,0083 GDF6 16998823 2,29  0,0192 NREP
16777715 3,48  0,0064 FLT1 17061298 2,28 0,0449 RELN
16716350 3,41 0,0376 ACTA2 16677556 2,28  0,0367 TGFB2
16763600 3,40 0,0058 AMIGO2 16697674 2,27 0,0077 LINC00862
16844585 3,29 0,0312 KRTAP2-3 17012281 2,27 0,0015 TPD52L1
16763295 3,26 0,0240 PRICKLFE1 16875274 2,24 0,0419 TFPT
16883498 3,25 0,0082 NPAS2 16754269 2,24 0,0448 TRHDE
16928608 3,06 0,0022 OTTHUMG150945 17051872 2,23 0,0045 CALDI1
16870443 3,01 0,0226 CRLF1 16877297 2,23 0,0052 TRIB2
16901624 2,97  0,0413 MALL 16835672 2,22 0,0064 ITGA3
17012632 2,95  0,0068 ENPP1 16861630 2,21 0,0008 SPINT?2
16831442 2,92 0,0002 TRPV?2 16690908 2,20 0,0215 KCND3
16914972 2,87 0,0369 DOK5 16864393 2,19  0,0104 ATF5
16938654 2,87 0,0239 KRTI18P15 16983569 2,19 0,0003 Chorf17
17018039 2,81 0,0082 HLA-DPA1 17007965 2,19 0,0069 KCTD20
16722081 2,81 0,0002 MICAL2 17010198 2,18 0,0021 RIMS1
16705810 2,79  0,0052 UNC5B 16679596 2,17 0,0182 KIF26B
16661031 2,78 0,0428 EXTLI1 16849576 2,16  0,0466 LGALS3BP
16779667 2,74 0,0252 PCDH9 16798938 2,16 0,0324 SCGH
16919158 2,74 0,0009 TGM?2 16789334 2,16  0,0210 TDRDY
17013657 2,74 00,0460 ULBP1 16690211 2,15 0,0466 COL11A1
16995047 273 0,0306 ADAMTS12 17087430 2,15 0,0469 COL15A1
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Tab. 23 Top 100 der in RSPO3/NREP"/- EZK im Vergleich zu RSPO3/NREP"/* EZK

schwécher exprimierten Gene. FC steht fiir den Expressionsunterschied (,fold change®).

Transkript FC p-Wert Gen Transkript FC p-Wert Gen

1D ID

16914084 -11,89  0,0027 WISP2 16774303 -2,94  0,0259 RGCC
16906471 -9,40 0,0033 MSTN 17097869 -2,93  0,0159 MEGF9
16961449 -8,44 0,0002 SLCTA14 16935905 -2,92  0,0181 KIAA1644
16743673 -7,66 0,0009 MMP27 16837226 -2,92  0,0087 SNORAS3SB
16962536 -6,74 0,0056 MASP1 16942576 -2,91  0,0398 MITF
16978236 -6,67 0,0164 ADHIB 16854809 -2,89 00,0004 KC6
16853399 -6,06 0,0031 COLEC12 16724861 -2,89  0,0357 SERPING1
17019689 -6,01 0,0426 ENPP5 17055390 -2,84 00,0016 DGKB
16755173 -5,71 0,0008 PLXNC1 17019698 -2,82 0,0370 RCAN2
16778067 -5,67 0,0017 DCLK1 16702007 -2,79  0,0278 AKRIC3
16854301 -5,51 0,0013 ANKRD29 17089549 -2,79  0,0006 DNM1
16906346 -5,51 0,0037 DIRC1 16853807 -2,77 0,0212 LOC100287082
16829728 -5,30 0,0177 ASPA 16972993 -2,72 0,0115 TLR3
16850216 -5,27 0,0030 SECTM1 16693082 -2,71  0,0198 SELENBP1
16762154 -5,10 0,0011 ABCC9 16675158 -2,70  0,0034 PRGY
16983611 -4,98 0,0103 LOC643401 16945543 -2,65 0,0014 COLGAG6
16824572 -4.83 0,0006 GPRC5B 16855600 -2,64  0,0012 CCBE1
16850958 -4.78 0,0055 APCDD1 16714725 -2,63  0,0216 TMEM26
16963113 -4,70 0,0130 APOD 16788023 -2,62  0,0041 BDKRB2
17113448 -4,69 0,0266 IL13RA2 17088797 -2,59  0,0089 OR1J4
17012392 -4,51 0,0036 RSPOS3 16990288 -2,58  0,0268 PCDHB16
16837391 -4,41 0,0015 KCNJ2 16668420 -2,56  0,0237 CSF1
16990284 -4,34 0,0010 PCDHBS 16692834 -2,56  0,0005 CTSS
16964888 -4,08 0,0116 HTRAS3 16744205 -2,55  0,0145 ARHGAP20
17059165 -4,07 0,0046 HGF 16868481 -2,54  0,0190 OLFM?2
17019820 -3,96 0,0029 PTCHD4 17004198 -2,53  0,0017 FOXF?2
16931237 -3,91 0,0082 FBLN1 16852463 -2,51  0,0068 RAB27B
16856299 -3,86 0,0099 CFD 16965519 -2,51 0,0447 SOD3
16785789 -3,70 0,0388 GALNTI16 16788033 -2,50  0,0070 OTTHUMG171410
16992265 -3,63 0,0188 RANBP17 17099076 -2,49  0,0336 PTGES
16924620 -3,58 0,0180 ADAMTSS 17009316 -2,48 0,0468 ENPP/
16986655 -3,50 0,0248 THBS4 16978417 -2,48 0,0484 SLC39A8
16914478 -3,49 0,0130 EYA2 16691776 -2,47 0,0197 LOC100996920
16960084 -3,47 0,0067 SLC9A9 16832147 -2,45  0,0180 ALDH3A2
16743614 -3,46 0,0368 ANGPTLS 16743735 -2,45  0,0204 MMPS
16967771 -3,46 0,0056 1LS 16893349 -2,45 00,0056 SNED1
16938133 -3,34 0,0167 GALNTI15 16801473 -2,41  0,0294 AQPY
17072135 -3,34 0,0231 NOV 16889268 -2,39  0,0316 AOX1
16998682 -3,33 0,0106 EFNAS 16801487 -2,37  0,0053 LIPC
16848262 -3,26 0,0001 MIR4524A 16712879 -2,31  0,0081 SVIL
16745870 -3,20 0,0062 CDON 16760691 -2,30  0,0197 CI1R
16994597 -3,20 0,0027 FAM134B 16818114 -2,30 0,0115 HSD3B7
16901161 -3,19 0,0011 TBC1DS 16961551 -2,30  0,0157 PLD1
16848219 -3,18 0,0323 ABCAG 16896561 -2,29 0,0270 CYP1B1
17095566 -3,07 0,0148 SHC3 16735178 -2,29  0,0099 DCHS1
16751190 -3,06 0,0271 METTL7TA 16851309 -2,28  0,0042 GREBI1L
16980051 -3,00 0,0088 CLGN 17017641 -2,27  0,0213 TNXB
16832104 -2,99 0,0161 SLC47TA1 16703407 -2,26  0,0069 APBB1IP
16705283 -2,95 0,0056 OTTHUMG18330 16816186 -2,26  0,0261 Clborfls
16848097 -2,94 0,0231 FAM20A 16840318 -2,26  0,0027 LOCT728592
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1 mosMe

5.1.3.2 Komparative Analyse der Expressionsprofile von BRCA
BRCAT1" Fibroblasten und RSPO3/NREP"- vs. RSPO3/NREP*"/*
Einzelzellklone

VS.

Um auszuschlieBen, dass das in BRCAI™" Fibroblasten identifizierte CAF-spezifische
Expressionsprofil auf die RSPOS und/oder NREP-Deletion zuriickzufiihren sein kénnte
wurde die Gesamtheit der differenziell exprimierten Gene von BRCA 1™ vs. BRCAI™
Fibroblasten sowie von RSPOS/NREP"" vs. RSPO3/NREP"" Einzelzellklonen
verglichen. Beide Experimente wiesen weniger als 10% gemeinsam differenziell
exprimierte Gene auf (Abb. 36). Davon waren 16 Gene nicht mit CAF-typischen
Expressionsmustern assoziiert. Vier der gemeinsamen Gene, ACTA2, COL11A1, FLG
und PLOD2, waren Teil der CAF-spezifischen Signatur die in BRCA 1™ Fibroblasten
identifiziert worden war. In BRCA ™ Fibroblasten waren diese Gene, wie fiir CAF-
ahnliche Zellen typisch, stiarker exprimiert als in den Kontrollfibroblasten BRCAI™.
Im Gegensatz dazu zeigten RSPOS/NREP"" EZK eine niedrigere Expression dieser
Gene als die EZK ohne die Deletionen (RSPO3/NREPY" EZK). Zusammenfassend lief3
sich aus den gewonnen Daten kein Hinweis darauf ableiten, dass das CAF-spezifische
Expressionsprofil der Ausgangskultur BRCA 1™ mit den Deletionen der Gene RSPO3
oder NREP in Zusammenhang steht.

BRCA1mosMe FIB RSPO3INREP*-EZK FIB
Vs Vs
BRCA1T"'FIB RSPO3INREP**EZK FIB

!

ABCC9, ACTA2, CFD, COL11A1, DHRS3, EDIL3 ,FLG, GLS,
ID1, IL13RA2, INHBA, KIF26B, MAN1A1, PCDH?,
PDCD1LG2, PLOD2, RALGPS2, SORBS2, UNC5B, WISP1

Abb. 36 Komparative Venn-Analyse der differenziell exprimierten Gene zwischen BRCA 1"
vs. BRCA1™"° Fibroblasten und RSPO3/NREP*/* vs. RSPO3/NREP*/* Einzelzellklon-
Fibroblasten. Die Analyse wurde durchgefiihrt mittels des Online-Tools VENNY [404].
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