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Zusammenfassung

Das Mammakarzinom ist weltweit die haufigste Krebserkrankung von Frauen. Trotz des groRtenteils
guten Ansprechens auf die Therapie sind Resistenzen problematisch, deren zugrundeliegenden
Mechanismen nicht vollstandig verstanden sind. Die Entstehung des Mammakarzinoms ist haufig
durch einen Defekt in dem DNA-Reparaturweg Homologe Rekombination (HR) gekennzeichnet, wie
z.B. durch eine BRCA1-Defizienz. Eine Folge eines HR-Defekts ist genomische Instabilitdit mit
vermehrten DNA-Schaden, die die intrazellulare Immunantwort aktivieren. Allerdings zeigen spatere
Karzinome haufig eine erhohte BRCA1 Expression und gesteigerte DNA-Reparaturkapazitat, welches
u.a. auf chemo- und radio-resistente Tumorstammzellen (CSCs) zurlickgefihrt wird. Flr die Analyse
dieses Paradoxons fehlen geeignete, isogene Zellsysteme, die das Wissen liber die Auswirkungen der
reduzierten Expression des HR-Proteins BRCA1 auf das Wechselspiel von intrazellularer Immunantwort
und Tumorstammzellen erweitern wiirde, und daher Gegenstand der vorliegenden Arbeit waren.
Dazu wurde zunéachst ein isogenes Zellsystem etabliert und charakterisiert: Die MCF7 mit drei BRCA1
Allelen wurde Uber CRISPR/Cas9 spezifisch in Exon 9 bzw. 14 modifiziert. Eine Modifikation wurde bei
finf Klonen in Exon 9 und bei drei Klonen in Exon 14 in einem bzw. zwei der drei Allele in der PCR und
im Bioanalyzer bestatigt, ohne einen vollstandigen Knockout. Die BRCA1 Expression war stabil um max.
43 % (Klon 9.3, p: 0,0226) reduziert. Interessanterweise zeigten Exon 9 veranderte Klone eine
gesteigerte Proliferationsrate (um bis zu 3 h); Exon 14 Klone eine teilweise verringerte Rate (um bis zu
4 h). Diese Variation war auf unterschiedliche Langen der S-Phase zurlickzufiihren. Eine signifikant
verminderte HR-Kapazitat zeigten sieben der acht BRCA1 Klone unabhangig vom Exon, um bis zu 77 %
in Klon 14.3 (p<0,0001), ein Klon (Klon 14.2) zeigte eine um 33 % gesteigerte Kapazitdt. Die Klone mit
der geringsten und hochsten HR-Kapazitdt wiesen eine hohe Anzahl an DNA-Schaden (Bsp. Klon 14.3
mit YH2AX Foci: 12,26 + 0,79 (p<0,0001), MCF7: 3,56 + 0,16) und RAD51 Foci (Bsp. Klon 14.3: 8,22 +
0,75 (p: 0,0069), MCF7: 5,28 + 0,28) nach MMC auf. Dies deutet auf einen eingeschriankten Abschluss
der fehlerfreien HR hin. Dies fiihrte in dem Klon mit der geringsten HR-Kapazitat (Klon 14.3) zu
vermehrten Chromatinbriicken (62,00 + 2,00 % (MCF7: 2,25 + 0,25 %)) in der Mitose und zur Bildung
von Mikrokernen (23,29 + 10,19 % (MCF7: 11,21 £ 2,51 %)) nach DNA-Schadigung. Eine reduzierte HR
wurde durch Analysen des zellularen Uberlebens nach DNA-schidigenden Agenzien wie MMC, PARP1-
Inhibition und ionisierende Strahlung bestatigt. Eine erhéhte MMC-Sensitivitat lag in allen Exon 14
Klonen und in drei der Exon 9 Klonen vor. Eine erhéhte Resistenz vgl. zur MCF7 (ICso: 0,39 pg/ml)
wiesen zwei Exon 9 Klone auf (Klon 9.2 und Klon 9.3: ICso von 0,46 pug/ml). Die héchste MMC-
Empfindlichkeit zeigte Klon 14.3 (ICso: 0,18 pg/ml), bestatigt durch das hochste Niveau endogener
DNA-Schaden (yH2AX Foci: 10,25 + 1,29 (p<0,0001); MCF7: 1,43 + 0,08). Die Empfindlichkeit gegen
PARP1-Inhibition deutete in einigen Klonen auf eine ausgepragte HR-Defizienz hin, mit dem
sensitivsten Klon 9.4 (ICso: 0,40 uM; MCF7, 1Cso: 1,00 uM). Andere zeigten eine erhohte Resistenz und
HR-Profizienz (Bsp. Klon 9.3, I1Cso: 1,70 uM (p: 0,032)). Eine erhéhte Strahlenempfindlichkeit wurde bei
allen Exon 14 und einigen Exon 9 Klonen festgestellt, mit dem sensitivsten Klon 14.3 (Ds7: 2,0 Gy (p:
0,0335)) vgl. zur MCF7 (Ds7: 3,0 Gy). Radioresistenzen zeigten zwei Exon 9 Klone (Klon 9.2 mit Ds;: 3,6
Gy und Klon 9.5 mit Ds7: 3,1 Gy). Die Daten wiesen also darauf hin, dass die BRCA1 Verdnderung S-
Phase-spezifisch Exonl4-abhangig zu einer Sensibilisierung flihrte und Exon 9-abhangig zu
Resistenzen. Die reduzierte BRCA1 Expression beeinflusste zudem die Expression von CHK1 und
FANCD?2, die ebenfalls in die DNA-Reparatur und -Schadensantwort involviert sind: Parallel zeigten sie
eine reduzierte CHK1 Expression (R?=0,52; p: 0,0277), weshalb RAD51 um max. 67 % und FANCD2 um
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max. 108 % (p-Wert: 0,0012) kompensatorisch erhoht exprimiert wurden. Letzteres wurde jedoch
nicht vermehrt Gber Monoubiquitinierung aktiviert, welches bei diesen Klonen zu den hohen DNA-
Schaden flihrte. Dies weist zusammen mit der unterschiedlichen HR-Kapazitdt auf eine verdnderte
DNA-Schadensantwort und eine veranderte Rekrutierung von DNA-Reparaturfaktoren in der S-Phase
hin. Dariber hinaus wurden zellmorphologische Verdnderungen von einem epithelialen in Richtung
eines mesenchymalen Phanotyps beobachtet. Dies bestatigt sich durch eine veranderte Expression von
Stammezellfaktoren: ZEB1 wurde bis zu sechsfach erhéht, E-Cadherin dynamisch und ALDH1A1 leicht
erhoht exprimiert. Auffallend war ein erhéhter CSC-Anteil (ALDH-positive Zellen) in Klonen mit zwei
intakten BRCA1 Allelen, erhoht um 18 % in Klon 9.2 mit der hochsten Resistenz. Ein reduzierter CSC-
Anteil fuhrte zu einer erhéhten Sensitivitat in Klonen mit einem intakten Allel. Unabhangig vom CSC-
Anteil war die Menge an endogener dsDNA im Cytosol reduziert, mit dem niedrigsten Niveau in Klon
14.2 mit 3496,55 + 121,46 ng/10° Zellen (MCF7: 5139,46 * 96,11 ng/10° Zellen). Eine erhdhte
strahlungsinduzierte Akkumulation cytosolischer dsDNA wurde in allen Klonen festgestellt, wobei das
héchste Level Klon 14.1 aufwies mit 7152,97 + 457,68 ng/10° Zellen (MCF7: 6709,71 + 242,09 ng/10°
Zellen). Erste Analysen zweier BRCA1l-Klone bezogen auf eine strahlungsinduzierte Expression
immunrelevanter Gene ergaben keinen Hinweis auf eine aktivierte intrazelluldre Immunantwort.
Die wichtigste Beobachtung war, dass nur im diploiden BRCA1 Status ein erhohter Anteil an CSCs
auftrat, wahrend im haploiden bzw. triploiden Zustand vergleichsweise weniger CSCs zu verzeichnen
waren. Dies wurde in Exon 9 sowie in Exon 14 Klonen beobachtet und korrelierte am starksten mit der
Sensitivitit gegeniiber PARP1-Inhibition (p: 0,0023). Folglich bedingen eine BRCA1 Uberexpression und
ein haploider Zustand eine erhohte Empfindlichkeit in MCF7 aufgrund weniger CSCs. Die hohe
Resistenz der CSCs konnte auf eine vermehrte Aktivierung der Kinase ATR in der S-Phase
zuriickzufihren sein. Diese Annahme sollte Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen sein, in denen
ATR-Inhibitoren zur spezifischen Sensibilisierung resistenter Tumorstammzellen eingesetzt werden
kéonnten.
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Abstract

Breast cancer is the most common cancer in women worldwide. Despite the mostly good response to
therapy, resistances are problematic and their underlying mechanisms are not fully understood. The
development of breast cancer is often characterized by a defect in the DNA repair pathway
homologous recombination (HR), such as a BRCA1 deficiency. One consequence of a HR defect is
genomic instability with increased DNA damage that activates the intracellular immune response.
However, later carcinomas often show increased BRCA1 expression and increased DNA repair capacity,
which is attributed to chemo- and radio-resistant cancer stem cells (CSCs). For the analysis of this
paradox, suitable isogenic cell systems are missing, which would increase the knowledge about the
effects of the reduced expression of the HR-protein BRCA1 on the interplay between intracellular
immune response and cancer stem cells, and were therefore the subject of the present work.

First, an isogenic cell system was established and characterized: The MCF7 with three BRCA1 alleles
was modified via CRISPR/Cas9 specifically in exons 9 and 14, respectively. A modification was
confirmed in five clones in exon 9 and three clones in exon 14 in one or two of the three alleles in the
PCR and in the Bioanalyzer without a complete knockout. The BRCA1 expression was stably reduced
by max. 43 % (clone 9.3, p: 0.0226). Interestingly, exon 9 modified clones showed an increased
proliferation rate (by up to 3 h), exon 14 clones showed a partially reduced rate (by up to 4 h). This
variation was due to different lengths of the S phase. Seven of the eight BRCA1 clones showed a
significantly decreased HR capacity independent of the exon, up to 77 % in clone 14.3 (p<0.0001), one
clone (clone 14.2) showed a 33 % increased capacity. The clones with the lowest and highest HR
capacity showed a high number of DNA damages (e.g. clone 14.3 with yH2AX foci: 12.26 £ 0.79
(p<0.0001), MCF7: 3.56 + 0.16) and RAD51 foci (e.g. clone 14.3: 8.22 + 0.75 (p<0.0069), MCF7: 5.28 +
0.28) after MMC. This indicates a limited completion of error-free HR. This led to increased chromatin
bridges (62.00 + 2.00 % (MCF7: 2.25 £ 0.25 %)) in the mitosis in clone with the lowest HR capacity
(clone 14.3) and to the formation of micronuclei (23.29 + 10.19 % (MCF7: 11.21 + 2.51 %)) after DNA
damage. A reduced HR was confirmed by analyses of cellular survival after DNA-damaging agents such
as MMC, PARP1 inhibition and ionizing radiation. An increased MMC sensitivity was found in all exon
14 clones and in three of the exon 9 clones. An increased resistance compared to MCF7 (ICso:
0.39 pg/ml) was shown in two exon 9 clones (clone 9.2 and clone 9.3: ICso of 0.46 pg/ml). Clone 14.3
showed the highest MMC sensitivity (ICso: 0.18 pg/ml), confirmed by the highest level of endogenous
DNA damage (yYH2AX foci: 10.25 + 1.29, p<0.0001, MCF7: 1.43 £ 0.08). Sensitivity to PARP1 inhibition
indicated a pronounced HR deficiency in some clones, with the most sensitive clone 9.4 (ICso: 0.40 uM;
MCF7, ICso: 1.00 uM). Others showed an increased resistance and HR-proficiency (e.g. clone 9.3, ICso:
1.70 uM, p: 0.032). An increased radio sensitivity was found in all exon 14 and some exon 9 clones,
with the most sensitive clone 14.3 (Ds7: 2.0 Gy, p: 0.0335), compared to MCF7 (Ds7: 3.0 Gy). Two exon
9 clones showed radio resistances (clone 9.2 with Ds;: 3.6 Gy and clone 9.5 with Ds7: 3.1 Gy). The data
thus indicated that the BRCA1 modification led to S phase specific sensitization dependent on exon 14
and to resistances dependent on exon 9. The reduced BRCA1 expression also influenced the expression
of CHK1 and FANCD2 which are also involved in DNA repair and damage response: In parallel, they
showed a reduced CHK1 expression (R?=0.52, p: 0.0277), which is why RAD51 was expressed increased
by max. 67 % and FANCD2 by max. 108 % (p: 0.0012) compensatory. However, the latter was not
activated increased via monoubiquitination, which led to the high DNA damage in these clones. This,
together with the different HR capacity, indicates an altered DNA damage response and an altered
recruitment of DNA repair factors in the S phase. Furthermore, cell morphological changes from an
epithelial to a mesenchymal phenotype were observed. This is confirmed by an altered expression of
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stem cell factors: ZEB1 was increased up to sixfold, E-cadherin dynamic and ALDH1A1 slightly
increased. Noticeable was an increased proportion of CSCs (ALDH-positive cells) in clones with two
intact BRCA1 alleles, increased by 18 % in clone 9.2 with the highest resistance. A reduced CSC content
resulted in increased sensitivity in clones with one intact allele. Regardless of the CSC content, the
amount of endogenous dsDNA in the cytosol was reduced, with the lowest level in clone 14.2 with
3496.55 + 121.46 ng/10° cells (MCF7: 5139.46 + 96.11 ng/10° cells). An increased radiation-induced
accumulation of cytosolic dsDNA was observed in all clones with the highest level in clone 14.1 with
7152.97 + 457.68 ng/10° cells (MCF7: 6709.71 + 242.09 ng/10° cells). First analyses of two BRCA1
clones related to a radiation-induced expression of immune-relevant genes did not indicate an
activated intracellular immune response.

The most important observation was that only in the diploid BRCA1 status an increased proportion of
CSCs occurred, whereas in the haploid or triploid state comparatively less CSCs were observed. This
was observed in both exon 9 as well as exon 14 clones and correlated most strongly with the sensitivity
to PARP1 inhibition (p: 0.0023). Consequently, BRCA1 overexpression and a haploid state cause an
increased sensitivity in MCF7 due to fewer CSCs. The high resistance of CSCs might be due to an
increased activation of the kinase ATR in the S phase. This assumption should be the subject of future
studies in which ATR inhibitors could be used to specifically sensitize resistant cancer stem cells.
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Einleitung

1 Einleitung

Krebs ist weltweit eine der haufigsten tédlichen Krankheiten. Die WHO registrierte im Jahr
2018 weltweit 18,1 Millionen Neuerkrankungen und 9,6 Millionen krebsbedingte Todesfalle
[1]. Die drei haufigsten Entitaten sind Lungenkrebs, Darmkrebs und Brustkrebs, die ein Drittel
aller Krebsfélle ausmachen und fiir die weltweit hohe Mortalitatsrate verantwortlich sind [1].
Krebs bezeichnet eine Tumorerkrankung und ist hauptsachlich durch ein unkontrolliertes
Wachstum charakterisiert, welches durch besondere Merkmale (der sog. Hallmarks of Cancer
[2, 3]) verursacht wird, wie beispielsweise Genomische Instabilitdt, unbegrenztes
Replikationspotenzial und Umgehung der Immunreaktion.

Brustkrebs, das sog. Mammakarzinom, ist die haufigste Krebserkrankung der Frau [1] und wird
aufgrund seiner hohen Heterogenitat in Subtypen unterteilt [4]. Der Subtyp bestimmt die
Uberlebenswahrscheinlichkeit und Prognose der Patientinnen. Trotz zahlreicher
therapeutischer Ansatze zur Behandlung des Mammakarzinoms sind auftretende Resistenzen
problematisch. Dementsprechend besteht die Notwendigkeit, die Therapie zu verbessern und
die Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir alle Patientinnen, unabhingig vom Subtyp, zu erhéhen.
Um dies zu erreichen, ist es jedoch unerldsslich, die zugrundeliegenden Mechanismen zu
identifizieren, die einen neuen Tumor initiieren und Resistenzen verursachen.

1.1 Das Mammakarzinom

Das Mammakarzinom bezeichnet die Entartung der Brustdriise. Im Jahr 2018 wurden etwa
72.000 neue Falle diagnostiziert und etwa 19.000 Todesfalle in Deutschland von der WHO
registriert [1]. Insgesamt erkrankt jede achte Frau im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs [5]. Der
Anteil junger Frauen (unter 55 Jahre) liegt bei fast einem Drittel (drei von zehn Frauen) [5].

1.1.1 Klassifizierung des Mammakarzinoms in Subtypen und Prognose

Das Mammakarzinom umfasst eine Gruppe heterogener Karzinome und wird daher auf
Grundlage molekularer Eigenschaften in Subtypen eingeteilt, wobei hauptsachlich vier Typen
unterschieden werden: Luminal A, Luminal B, HER2 (engl. human epidermal growth factor
receptor 2)-positive und triple negative Mammakarzinome (TNBC, engl. triple negative breast
cancer), siehe Abb. 1.1 [4, 6, 7].

65-80 % 15-30 % 5-20 %
[ |} I ]
wminalA Lminals Herzs  [DRESNETES)
Ostrogen-/ Progesteron- HER2-Rezeptor Gen
Rezeptoren Amplifikation
Aggressivitat |

Abbildung 1.1: Subtypen des Mammakarzinoms mit deren Haufigkeit und Aggressivitit [Quellen im Text].
Luminal A und B sind durch Ostrogen- und/oder Progesteron-Rezeptoren gekennzeichnet und tragen zu 65 bis
80 % der Mammakarzinome bei. Dagegen weisen 15 bis 30 % eine Amplifikation des HER2 Gens auf (HER2+




Einleitung

Karzinome). Die triple negativen Mammakarzinome (TNBC) umfassen 5 bis 20% und besitzen weder
Hormonrezeptoren noch eine Amplifikation des HER2 Gens. Die Aggressivitat nimmt dargestellt von rechts nach
links ab, wobei die TNBC die hochste Aggressivitat aufweisen, Luminal A Tumore die niedrigste.

Je nach vorliegendem Subtyp gibt es erhebliche Unterschiede im Ansprechen auf die Therapie
und in der Uberlebensrate der Patientinnen. Ein groRer Teil der Mammakarzinome (65 bis
80 %) gehort zu den Subtypen Luminal A und Luminal B [8, 9]. Diese weisen
Hormonrezeptoren (Ostrogen- und/oder Progesteron-Rezeptoren) und eine unterschiedliche
Proliferationsrate auf [10, 11]. Die beste Prognose haben Patientinnen mit Luminal A
Karzinomen [12] aufgrund eines langsam proliferierenden Tumors [11]. Eine minimal
schlechtere Prognose weisen Patientinnen mit Luminal B Tumoren [12] aufgrund eines schnell
proliferierenden Tumors auf [10, 11]. Fast ein Drittel (15 bis 30 %) der Mammakarzinome
gehdren zu den HER2-positiven Tumoren, die eine Amplifikation oder Uberexpression des
Wachstumsrezeptors HER2 aufweisen, aber keine Hormonrezeptoren exprimieren [13]. Der
kleinste Anteil der Mammakarzinome (5 bis 20 %) umfasst die triple negativen Karzinome [14,
15]. Diese besitzen weder Ostrogen- und Progesteron-Rezeptoren, noch sind sie durch eine
Amplifikation des HER2 Gens charakterisiert [16]. Dieser Subtyp ist durch eine hohe
Aggressivitat gekennzeichnet, wobei Karzinome des Subtyps Luminal A die niedrigste
Aggressivitat besitzen (siehe Abb. 1.1) [17].

Die Standardtherapie fiir Patientinnen mit Mammakarzinom umfasst lokale Behandlungen,
wie Operation und Bestrahlung, und anschliefende systemische Therapien, wie adjuvante
Chemotherapien. Bei einigen Subtypen kdnnen zielgerichtete Therapien eingesetzt werden
[18, 19]. Aufgrund der unterschiedlichen therapeutischen Moglichkeiten und der Aggressivitat
der Tumore variiert die Uberlebenswahrscheinlichkeit je nach Subtyp erheblich, wie in Abb.
1.2 mithilfe des Schatzungsverfahren nach Kaplan-Meier dargestellt [12].
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Abbildung 1.2: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven der Patientinnen mit verschiedenen Subtypen des
Mammakarzinoms [12]. In (A) ist das Erkrankungs-freie Uberleben (Disease-free survival) und in (B) das
Gesamtiberleben (Overall survival) gegen die Monate nach der Operation (Months after surgery) aufgetragen.
Die Subtypen Luminal A, Luminal B, HER2-enriched (HER2-positiv) und TNBC sind farblich gekennzeichnet.




Einleitung

Die héchste Uberlebenswahrscheinlichkeit (Erkrankungs-freies Uberleben, Abb. 1.2 (A) und
Gesamtiiberleben, Abb. 1.2 (B)) haben Patientinnen mit Luminal A Tumoren, gefolgt von
Patientinnen mit Luminal B und HER2-positiven Tumoren [12]. Die hochste Mortalitatsrate
wird dagegen fir Patientinnen mit TNBC Mammakarzinom geschatzt (Abb. 1.2 (A) und (B))
[12]. Die hohe Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patientinnen mit Luminal A Tumoren beruht
u.a. auf einem guten Ansprechen auf eine Radiotherapie, welche durch eine hohe
Strahlenempfindlichkeit dieser Tumore bedingt ist [20, 21]. Trotzdem profitiert auch ein
gewisser Prozentsatz dieser Patientinnen nicht von der Therapie und entwickelt ein Rezidiv
[22]. Dabei ist insbesondere eine Verdnderung des Subtyps des Ursprungstumors (Luminal A)
zu einem Rezidiv mit Subtyp TNBC problematisch [22], welches in Abb. 1.3 anhand von Kaplan-
Meier-Kurven dargestellt ist [22].

1.04 T —Luminal Ato Triple 1.04 —Luminal Ato Triple
° ‘negative (n=18) ° ‘negative (n=18)
Luminal A concordant Luminal A concordant
(n=46) (h=46)
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wv L v |
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Abbildung 1.3: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven von Patientinnen mit einem Rezidiv (verdndert von Luminal A
zu TNBC) im Vergleich zu Patientinnen mit unverdndertem Luminal A-Rezidiv [22]. In (A) ist das Kumulative
Uberleben (Cum Survival) gegen das Gesamtiiberleben in Monaten (Overall Survival (months)) aufgetragen und
in (B) das Kumulative Uberleben (Cum Survival) gegen das Uberleben nach Rezidiv in Monaten (Post recurrence
survival (months)). Die Kurve ,Luminal A to Triple negative” ist in blau, der unveranderte Subtyp Luminal A
(,Luminal A concordant”) in griin gekennzeichnet.

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit (Gesamtiiberleben in Abb. 1.3 (A) und Uberleben nach
Ausbildung eines Rezidivs in Abb. 1.3 (B)) reduziert sich drastisch fiir Patientinnen mit einem
Rezidiv des TNBC Subtyps [22].

Daher besteht die Notwendigkeit bei allen Patientinnen mit Mammakarzinom, einschlieBlich
derjenigen mit gut behandelbaren Subtyp Luminal A, das Uberleben durch eine verbesserte
Therapie zu erhohen. Es ist daher wichtig, grundlegende Mechanismen zu identifizieren, die
zur Resistenz beitragen und die Uberlebenswahrscheinlichkeit beeinflussen. Danach sind
zunadchst die Entstehung des Mammakarzinoms und die genetischen Unterschiede zu
betrachten.
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1.1.2 Entstehung des Mammakarzinoms

Eine erbliche Ursache liegt bei etwa 10 % aller Mammakarzinome vor, wobei ein grofer Teil
davon auf Mutationen in den Genen BRCA1 (engl. breast cancer gene 1) und BRCA2 (engl.
breast cancer gene 2) beruht [23]. Eine Keimbahnmutation in BRCA1 oder BRCA2 wird bei 3
bis 5% aller Patientinnen als Hauptursache fir die Entstehung eines Mammakarzinoms
identifiziert [24]. Haufig werden diese mit der Entwicklung eines triple negativen
Mammakarzinoms assoziiert: Etwa 70 bis 90 % der BRCA1- und 16 bis 23 % der BRCA2-
Mutationstragerinnen entwickeln ein TNBC [25], wobei die Daten je nach Studienkohorte
variieren [26]. Aufgrund der haufigen Assoziation eines BRCA Status mit der Entwicklung eines
TNBC Karzinoms wurde in friheren Studien angenommen, dass alle BRCAI1-
Mutationstragerinnen an einem TNBC Mammakarzinom erkranken [27]. Diese Annahme
wurde jedoch in einer Studie von Mavaddat et al., 2012 widerlegt, in der nicht nur ein
Hormonrezeptor-negativer Subtyp (78 %) bei BRCA1-Mutationstragerinnen gefunden wurde,
sondern in geringem Umfang (12 %) auch die Subtypen Luminal A und B beobachtet wurden
[28]. Weiterhin konnte bei der Betrachtung aller TNBC Mammakarzinome nur ein Anteil von
14 bis 20 % auf eine Keimbahnmutation in BRCA1 oder BRCAZ2 zuriickgefiihrt werden [29, 30].
Von allen Luminal A Mammakarzinomen wurden 9 % durch eine Keimbahnmutation in BRCA1
und 35 % durch eine Keimbahnmutation in BRCA2 hervorgerufen [31].

Ein gemeinsames Merkmal von Mammakarzinomen ist ein allgemeiner Defekt in der
Homologen Rekombination (HR), der neben Mutationen in BRCA1 oder BRCA2 auch durch
Mutationen bzw. epigenetischen Veranderungen weiterer involvierter Gene verursacht
werden kann [30, 29, 32, 33]. Zudem kann neben einer Mutation auch eine Methylierung des
BRCA1-Promoters auftreten, welche in Gber 30 % der TNBC Mammakarzinome vorliegt [34].
Eine vorliegende HR-Defizienz kann unabhangig von einer BRCA1- oder BRCA2-Mutation Uber
den sog. HRD Assay (engl. homologous recombination deficiency) [35] identifiziert werden, in
welchem der Grad an genomischer Instabilitat Gber verschiedene Merkmale erfasst wird [36,
37, 38].

Dementsprechend ist ein Defekt in der Homologen Rekombination ein Kennzeichen der
Mammakarzinome und schlieBt den Subtyp Luminal A ein. Eine Mutation von BRCA1 kann
dabei in allen Subtypen auftreten und ist moglicherweise fiir die Aggressivitat und
Resistenzbildung von entscheidender Rolle. Die Bedeutung einer eingeschrankten und
defekten HR mit dem Schwerpunkt auf Mutationen in BRCA1 fir die Entstehung des
Mammakarzinoms und fiir das Therapieansprechen wird daher im Folgenden beschrieben.

1.2 Bedeutung der Homologen Rekombination fiir die Entstehung und

Therapieantwort des Mammakarzinoms

Das haufige Auftreten einer BRCA1-Mutation beim Mammakarzinom (wie bereits in Abschnitt
1.1.2 erwdhnt) verdeutlicht die wesentliche Funktion von BRCA1 bei der Entstehung des
Mammakarzinoms. Die Funktion von BRCA1 im DNA-Reparaturweg der Homologen




Einleitung

Rekombination ist von grofRer Bedeutung fir die Aufrechterhaltung der genomischen
Integritat, um die Initiilerung der Tumorgenese zu verhindern. Die Folgen eines BRCA1-Defekts
beeinflussen nicht nur die Tumorgenese, sondern auch das Ansprechen auf eine nachfolgende
Radio- und Chemotherapie. Die Homologe Rekombination und die Funktion von BRCAL1 in
dieser werden daher im nachsten Abschnitt beschrieben.

1.2.1 Die Homologe Rekombination (HR) und BRCA1 in der DNA-Reparatur

Die fehlerfreie Reparatur von DNA-Schiden ist fiir das Uberleben und fiir die genomische
Integritat eukaryotischer Zellen von entscheidender Bedeutung. DNA-Schaden kénnen von
inneren Faktoren wie dem Zellmetabolismus abhéngig sein (endogene DNA-Schdden) oder auf
duBere Einfllisse (exogene DNA-Schdden) zurlickzufiihren sein. Ein endogener DNA-Schaden
kann wahrend der Replikation auftreten und diese einschranken, z.B. durch Kollision der
Replikationsgabel mit Einzelstrangbriichen der DNA oder anderen Lasionen [39]. Im
Gegensatz dazu fiihrt ein exogener Schaden zu einer physikalischen oder chemischen
Veranderung der DNA [40]. Dies geschieht z.B. durch ionisierende Strahlung [41] oder durch
Chemotherapeutika [42].

Eine schwerwiegende Form der Schadigung stellt der DNA-Doppelstrangbruch (DSB, engl. DNA
double-strand break) dar. Der DSB ist potenziell letal und kann zu Mutationen, Deletionen,
Amplifikationen oder Translokationen fiihren, wenn er nicht oder nur unzureichend repariert
wird [43]. Die Akkumulation dieser chromosomalen Veranderungen fordert die genomische
Instabilitat, die zur Seneszenz, Apoptose oder zur Entartung der Zelle fiihren kann, was der
initiale Schritt in der Tumorentstehung ist [44].

Um genomische Instabilitdt zu vermeiden, ist die DNA-Schadensantwort (DDR, engl. DNA
damage response) daher fir die sofortige und effektive Reparatur von DNA-Schaden
unerlasslich. In der DDR wird die Erkennung der DNA-Schaden, die induzierte Signalkaskade
und die nachfolgende DNA-Reparatur zusammengefasst. Eine zentrale Rolle bei der
Koordination der DDR spielen die zur Familie der Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K)
gehorenden Serin/Theronin-Kinasen ATM (engl. ataxia-telangiectasia mutated) und ATR
(engl. ATM- and Rad3-related) [45]. Diese Kinasen werden nach DNA-Schadigung aktiviert und
zum Chromatin rekrutiert, wo sie weitere Faktoren der DDR aktivieren und auf diese Weise
die DNA-Reparatur und den Zellzyklus-Arrest regulieren [46, 47].

ATM muss als inaktives Homodimer zundchst durch Autophosphorylierung zu aktiven
Monomeren verandert werden [48]. ATR hingegen liegt als stabiler heterodimerer Komplex
mit ATRIP (engl. ATR interacting protein) vor [49]. ATR und ATM aktivieren eine groRe Anzahl
ihrer Zielproteine durch Phosphorylierung einer konservierten Aminosdure-Sequenz aus
Serin/Theronin und Glutamin, dem sog. SQ/TQ-Motif, und kénnen sich daher in ihren
Funktionen kompensieren [50]. Trotz dieser Redundanz liegt ein wesentlicher Unterschied in
den DNA-Schaden, welche zu der Aktivierung der Kinasen fihren: Wahrend ATM liberwiegend
nach strahlungsinduzierten DSBs aktiviert wird und in allen Zellzyklusphasen zur Verfligung
steht [51], wird ATR vorwiegend nach Schadigung in der S-Phase wahrend der Replikation
aktiviert [52]. Zudem kommt es zum Wechsel der Kinasen am DSB, da nach Erkennung durch
ATM dieser resiziert wird und dadurch ssDNA entsteht, welche (iber RPA (engl. replication
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protein A) gebunden und durch ATR erkannt wird [51, 52].

In der Signalkaskade von ATM und ATR werden die jeweiligen Downstream Kinasen CHK1
(engl. checkpoint kinase 1) [53] und CHK2 (engl. checkpoint kinase 2) [54] aktiviert und
rekrutieren weitere Faktoren in den Bereich des DSBs [55]. ATM phosphoryliert auch und
aktiviert direkt andere Faktoren, die an der DNA-Reparatur beteiligt sind wie z.B. FANCD2
(engl. fanconi anaemia group D2 protein) [56], H2AX (engl. H2A histone family member X) [57]
und BRCA1 [58].

Eine zentrale Rolle spielt die Phosphorylierung von der Histonvariante H2AX durch ATM, die
die DNA-Reparatur einleitet. ATM phosphoryliert H2AX an Serin 139 zu H2AXS13% (yH2AX)
[57], woraufhin weitere ATM-Molekiile rekrutiert werden und weitere Proteine der DNA-
Reparatur akkumulieren [59, 60]. Nach Initilerung der DNA-Schadensantwort kann die
Reparatur in der Zelle iiber wichtige DNA-Doppelstrang-Reparaturwege ablaufen: Uber das
Non-Homologous Endjoining (NHEJ), Gber die Homologe Rekombination (HR) oder lber das
Single-Strand Annealing (SSA) [61]. Welcher der Reparaturwege initiiert wird, hdangt von der
Phase des Zellzyklus ab. In allen Phasen des Zellzyklus, vorzugsweise aber in der G1- und G2-
Phase, kann die Reparatur tiber das NHEJ initiiert werden [62], wahrend in der S- und G2-
Phase die HR zur Verfligung steht [63]. Das SSA ist ein Reparaturmechanismus, der eingesetzt
wird, wenn weder die HR, noch das NHEJ verfligbar sind [64]. Im Gegensatz zur HR zeichnen
sich das NHEJ und das SSA jedoch durch eine hohe Fehleranfalligkeit aus [65]. Daher ist eine
funktionsfahige HR fiir eine fehlerfreie Reparatur essenziell [65]. Der Ablauf der DNA-
Reparatur Uber die HR lasst sich in drei Schritte unterteilen: Die Erkennung des DSBs, die
Modifizierung des DSBs und die Rekrutierung von RAD51 (engl. radiation 51), dargestellt in
Abb. 1.4 [55].

DNA-Doppelstrangbriiche Replikationsassoziierte Schaden

Erkennung des DSBs
DNA- Doppelstrangbruch (DSB) 0 BRCA1l Komplex A

IIIIIIIIH RAPSO{ BRCA1

Abraxas

Modifizierung des DSBs

3‘ Uberhinge des DSBs BRCA1 Komplex C

T 1T

ey
@@Q BRCA1-PALB2-BRCA2 \ \

Komplex

BRCA1

PALB2
Stranginvasion Rekrutierung von RAD51 /

o T

[TIT1 5

Abbildung 1.4: Schritte der Homologen Rekombination und involvierte BRCA1 Makrokomplexe und
Uberlappungen mit dem FA-Signalweg [modifiziert nach 55]. In die Erkennung des DSB (engl. DNA double-strand
break) ist der BRCA1 Komplex A aus RAP80, Abraxas und BRCA1 involviert. Die Initiierung der Resektion des DSBs

FA-Signalweg
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erfolgt Gber BRCA1 Komplex C aus CtIP und BRCA1. Die Rekrutierung von RAD51 zum DSB erfolgt (iber den
Komplex aus BRCA1, PALB2 und BRCA2. Der BRCA1 Komplex B besteht aus BRCA1, BRIP1 und TOPBP1 und ist
essenziell fur die DNA-Reparatur wahrend der Replikation. Zudem kénnen nach replikationsassoziierten Schaden
Uber ATR und CHK1 die Proteine FANCI und FANCD2 phosphoryliert werden, was eine Monoubiquitinierung (Ub)
dieses Komplexes initiiert und die Reparatur Gber den FA-Signalweg einleitet.

Der DSB wird zunachst durch den BRCA1 Komplex A aus BRCA1, Abraxas und RAP80 (engl.
receptor-associated protein 80) erkannt, der mit ubiquitinierten Histonen in der Nahe des
DSBs assoziiert [66, 59]. Die Assoziation des BRCA1 Komplex A hangt vom ATM-
phosphoryliertem H2AX (yH2AX) ab. Das Mediatorprotein MDC1 (engl. mediator of DNA
damage checkpoint protein 1) kann tber die BRCT-Domane direkt an YH2AX binden [67] und
mit RNF8 (engl. RING finger protein 8) einen Komplex bilden [68]. In diesem Komplex
interagiert MDC1 mit ATM (ber die FHA-Domane [69]. Auf diese Weise kann ATM das
Chromatin um den DSB erkennen und weitere Nukleosome mit H2AX-Histonen
phosphorylieren, wodurch das Signal verstarkt wird [69]. Nach Erkennung des DSBs in der HR
wird dieser zunachst in der Prédsynapsis modifiziert, wahrend in der Synapsis die Rekrutierung
von RAD51 erfolgt und in der Postsynapsis die DNA-Reparatur abgeschlossen wird [65].

Die Prasynapsis. In der Prasynapsis wird der DSB modifiziert. Dies geschieht durch Entfernen
von Nukleotiden der 5’-dsDNA-Enden des DSBs, um einzelstrangige DNA (ssDNA, engl. single
stranded DNA) mit 3’-Uberhingen zu erhalten, an die das Protein hSSB1 (engl. single-strand
DNA binding protein 1) bindet [70] und mit dem Protein RPA (engl. replication protein A)
interagiert [70]. Die Entfernung der 5’-dsDNA-Enden erfolgt durch die Interaktion des BRCA1
Komplex C aus BRCA1 und CtIP (engl. CtBP interacting protein) [71] zusammen mit dem MRN-
Komplex aus MRE11 (engl. meiotic recombination 11), RAD50 (engl. radiation 50) und NBS1
(engl. Nijmegen breakage syndrom 1) [72]. Der MRN-Komplex kann tiber das DNA-Bindemotif
von MRE11 direkt beide Enden des DSBs binden [73]. Durch die Aktivitat der Nukleasen MRE11
und CtIP konnen nun die 5’-dsDNA-Enden entfernt werden, wobei MRE11 als 3’-5’-
Exonuklease fungiert [74], wahrend CtIP die Resektion férdert [75]. AnschlieRend lagert sich
RPA an die 3’-ssDNA-Enden an, um sie vor nukleolytischen Abbau zu schiitzen und den
Austausch durch RAD51 zu veranlassen [76]. RAD51 wird tber den BRCA1-PALB2-BRCA2
Komplex zu den 3’-ssDNA-Enden rekrutiert und ersetzt schlieBlich RPA [77]. ATR stimuliert die
Interaktion von BRCA1 und PALB2 und férdert die Lokalisation von PALB2 im Bereich des DSBs
[78]. Der BRCA1-PALB2-BRCA2 Komplex fordert die Bindung von RAD51 an die ssDNA und
damit die Bildung der sog. RAD51-Nukleofilamente [79, 80].

Synapsis und Stranginvasion. In der Synapsis findet die Invasion der RAD51-Nukleofilamente
in den intakten DNA-Strang des Schwesterchromatids statt. Die Rekombinase und DNA-
abhangige ATPase RAD51 [81, 82] sucht die homologe DNA-Sequenz auf dem
Schwesterchromatid und bindet an den komplementaren DNA-Strang, was zur Bildung des
sog. Heteroduplex-DNA-Komplexes fiihrt [65]. Dieser Komplex wird aufgrund der
voriibergehenden Verdrangung des zweiten DNA-Strangs des Schwesterchromatids auch als
D-Loop bezeichnet (engl. displacement loop, Verdrangungsschleife) [83].
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Postsynapsis (Abschluss der Reparatur). Der DNA-Strang wird zuletzt in der Postsynapsis
verlangert. Daflir dissoziiert RAD51 von der DNA und setzt die 3’OH-Enden, die als Primer
dienen, fiir die DNA-Synthese frei. Die DNA-Synthese des komplementiaren DNA-Strangs
erfolgt hauptsachlich durch die DNA-Polymerase 6 [84]. Nach der Auflésung der D-Loop und
Synthese der DNA ist die fehlerfreie Reparatur erfolgreich abgeschlossen [85].

1.2.2 Die Homologe Rekombination und BRCA1 in der replikationsassoziierten Reparatur

ATR und der BRCA1 Komplex B (aus BRCA1, BRIP1 (BACH1) und TOPBP1 (engl. DNA
topoisomerase Il binding protein 1)) sind in der Reparatur von replikationsassoziierten DNA-
Schaden essenziell [86, 55]. Sekunddre DNA-Strukturen, wie z.B. vierstrangige DNA (die sog.
G4 DNA) mit einem hohen Guanin-Anteil, storen und beeintrdchtigen die Replikation [87].
Diese Strukturen werden von der Helikase BRIP1 (BACH1) aufgelost, nachdem diese von
BRCA1 in dem BRCA1 Komplex B phosphoryliert wurde [86, 88]. Dieser Komplex kann zudem
den Kontrollpunkt der S-Phase aktivieren, um die Reparatur der DNA-Schaden sicherzustellen
[86, 89, 90]. Wenn die Replikationsgabel auf solche DNA-Strukturen trifft, stoppt sie zuerst,
woraufhin RPA den Schutz gewahrleistet und ATR aktiviert wird [91]. Die Interaktion mit RPA
flihrt ATR in einem heterodimeren Komplex mit ATRIP [49] durch und phosphoryliert andere
Proteine, wie die Downstream Kinase CHK1 [91] und das Histon H2AX [92], um eine Reparatur
Uber die HR zu induzieren.

1.2.3 Der FA/HR Signalweg in der Reparatur von replikationsassoziierten DNA-Schaden

Replikationsassoziierte Schadigungen kénnen nach Lasionen wie ICLs (engl. interstrand cross
links) auftreten und den FA (engl. fanconi anaemia) Signalweg aktivieren, der aufgrund
uberlappender Funktionen mit der HR auch als FA/HR Signalweg [93] bezeichnet wird (siehe
Abb. 1.4). Eine Aktivierung dieses Signalweges findet wahrend der Replikation und daher
vorzugsweise in der S-Phase statt [93]. DNA-Schaden, wie z.B. ICLs, stellen ein Hindernis
wahrend der Replikation dar, da die kovalent verbundenen DNA-Strange nicht getrennt
werden kénnen, woraufhin die Replikationsgabel angehalten wird. Diese Strukturen werden
durch den FA/HR Signalweg erkannt und stabilisiert [93]. Fiir die Stabilisierung sind die HR-
Proteine RAD51, BRCA1 und BRCA2 ebenfalls wichtig [94]. Die Bindung von RPA an die ssDNA
flhrt zur Aktivierung von CHK1 tGber ATR [91]. ATR phosphoryliert zudem und aktiviert direkt
FANCI (engl. fanconi anaemia group | protein) und FANCD2 (ID2-Komplex) [95], die den
Wechsel zum FA/HR Signalweg vermitteln [96]. Dieses Ereignis fordert die
Monoubiquitinierung des ID2-Komplexes, indem es die Dissoziation vom ID2-Komplex
induziert [96, 97]. Der FA-Komplex besteht aus der E3 Ubiquitinligase FANCL (engl. fanconi
anaemia group L protein) [98] und einem E2 Ubiquitin-verbindenden Enzym UBE2T/FANCDT
(engl. fanconi anaemia group T protein), welche die Monoubiquitinierung des ID2-Komplexes
aus FANCI und FANCD2 nach ICLs katalysieren [99]. Dabei wird FANCD2 an Lysin 561
monoubiquitiniert [100]. Nach Aktivierung durch Monoubiquitinierung akkumuliert der ID2-
Komplex an dem ICL und co-lokalisiert weitere Downstream FA/HR Proteine [101]. In diesem
Schritt spielt BRCA1, auch FANCS (engl. fanconi anaemia group S protein) genannt, eine
wichtige Rolle, indem BRCA1 das Fortschreiten der CMG (engl. Cdc45-Mcm-GINS) Helikase zu
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den angehaltenen Replikationsgabeln verhindert [102]. Dariliber hinaus kann
monoubiquitiniertes FANCD2 mit BRCA1 und RAD51 in Foci akkumulieren und die Reparatur
einleiten [103]. Bei niedrigem replikativem Stress kann nicht-ubiquitiniertes FANCD2 zudem
unabhangig von FANCI mit dem BLM (engl. bloom) Helikase-Komplex interagieren und diesen
rekrutieren, um einen Neustart der Replikationsgabel zu ermdéglichen und die Aktivierung
weiterer, neuer Replikationsurspriinge zu verhindern [104]. Daher ist der FA/HR Signalweg
wichtig fiir die Stabilisierung und den Neustart angehaltener Replikationsgabeln.

Die Beteiligung von BRCA1 an allen wesentlichen Schritten der HR, sowohl bei der Reparatur
von DSBs als auch von replikationsassoziierten DNA-Schaden im FA/HR Signalweg,
verdeutlicht die wichtige Funktion von BRCA1. Fiir die Aufrechterhaltung der genomischen
Stabilitat umfassen die Funktionen von BRCA1 jedoch nicht nur die DNA-Reparatur, sondern
auch die Regulierung des Zellzyklus.

1.2.4 Die Funktion von BRCA1 im Zellzyklus

BRCAL1 erfiillt verschiedene Aufgaben bei der Regulierung des Zellzyklus, um die genomische
Integritat zu erhalten. Nach DNA-Schiaden wird BRCA1 durch ATM, ATR und CHK1
phosphoryliert, was die Reparatur von Schaden vor Eintritt in die Mitose (M-Phase) erlaubt
und das Uberleben der Zelle sichert [105, 106, 107, 108]. Ferner aktiviert und reguliert BRCA1
verschiedene Kontrollpunkte des Zellzyklus: So initiiert BRCA1 den G2 (Gap2-Phase)/M-
Kontrollpunkt nach Behandlung mit Anti-Mikrotubuli-Agenzien wie z.B. Taxol [109] und nach
Aktivierung von CHK1 als Reaktion auf DNA-Schadigung [110]. AuBerdem induziert BRCA1 den
Spindelkontrollpunkt und kontrolliert die Bildung der mitotischen Spindel [111] sowie den
Arrest in der G2/M- und in der S-Phase zusammen mit MDC1 [112] und yH2AX [113].

Fiir die Funktionen von BRCA1 bei der Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitat tber die
HR und die Zellzyklusregulierung verfliigt BRCA1 Uber funktionelle Domanen. Diese
ermoglichen die Bildung der Makrokomplexe und die Interaktion mit anderen Proteinen.
Daher wird im Folgenden auf den Aufbau des BRCA1-Proteins eingegangen. Ferner wird auf
Bereiche des BRCA1 Gens eingegangen, die durch eine hohe Mutationsrate gekennzeichnet
sind.

1.3 Das Brustkrebsgen BRCA1

1.3.1 Das BRCA1 Gen und Aufbau des BRCA1-Proteins

BRCA1 ist als erstes Hochrisikogen fiir familidgre Mamma- und Ovarialkarzinome im
Frihstadium identifiziert worden [114]. Das BRCA1 Gen besteht aus 24 Exons, ist auf
Chromosom 17 lokalisiert [115] und kodiert ein Protein aus 1863 Aminosauren mit primarer
Lokalisation im Nukleus [114, 116]. Verschiedene funktionelle Domanen und Strukturmotife
ermoglichen es BRCA1, vielfdltige Aufgaben als pleiotropes Protein bei der DNA-Reparatur
(HR) [117], der Zellzyklusregulierung [109] und als Transkriptionsfaktor zu erfillen [118].
Einige Domdnen und Motife des BRCA1-Proteins sind beispielhaft in Abb. 1.5 dargestellt.
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1AS N- . I] -C 1863 AS

RING NLS Coiled coil BRCT

DNA-Bindedomdne SCD

Abbildung 1.5: Beispielhafte Domanen des BRCA1-Proteins [Quellen im Text]. Nahe des Amino-Terminus (N)
befinden sich die RING finger Doméane und zwei Kernlokalisierungssignale (NLS). In der Nahe des Carboxy-
Terminus (C) sind das Proteinstrukturmotif Coiled coil und die BRCT-Domanen lokalisiert (alle grau unterlegt).
Zwischen der NLS und dem Coiled coil Strukturmotif ist die DNA-Bindedomane lokalisiert; die SCD Domane
schlielt das Coiled coil Strukturmotif ein.

Abkiirzungen: AS: Aminosaure; N: Amino-Terminus, RING (engl. really interesting new gene), NLS (engl. nuclear
localisation signal, Kernlokalisierungssignal), SCD (engl. serine containing domain), BRCT (engl. BRCA1 C-
terminus) und C: Carboxy-Terminus.

In der N-terminalen Region von BRCAL1 ist eine RING finger Domane (engl. really interesting
new gene) lokalisiert, die eine Zink-bindende Region mit einem konservierten Histidin-Motif
und sieben Cystein-Motifen aufweist [119]. Unter Verwendung der RING finger Domane
interagiert BRCA1 mit BARD1, um einen heterodimeren Komplex mit E3 Ubiquitinligase-
Aktivitat zu bilden [120, 121]. Dieser Komplex vermittelt die Poly-Ubiquitinierung von BRCA1
selbst, die die Bindung von BRCA1 an die DNA erhoht [122, 123], sowie die des Faktors CtIP,
der an der Entfernung der Enden beteiligt ist [124]. Das BRCA1-Protein besitzt zudem zwei
Kernlokalisierungssignale (NLS, engl. nuclear localisation signal), welche die Translokation von
BRCA1 liber das Importin-System in den Zellkern vermitteln [116]. Die Bindung an die DNA
erfolgt Gber die DNA-Bindedomane von BRCA1 [125]. BRCA1 interagiert mit PALB2 liber das
Strukturmotif Coiled coil, das seinerseits mit BRCA2 interagiert und einen Komplex bildet
[126]. Das Coiled coil Strukturmotif befindet sich in der SCD Domane (engl. serine containing
domain), die wichtige Serinreste flir Phosphorylierungen durch ATM und ATR enthalt [105, 58,
127, 128]. ATM kann die Serinreste an den Positionen S1387, S1423 und S1524 von BRCA1
phosphorylieren, um die Aktivierung des G2/M- (S1423) und des Intra-S-Kontrollpunkts
(S1387) zu regulieren; im Gegensatz dazu werden die Serinreste an den Positionen S1423,
$1524 und S1457 durch ATR teilweise redundant phosphoryliert [105, 128, 58, 127]. In der
N&dhe des C-Terminus sind zwei BRCT-Domanen (engl. BRCA1 C-terminus) lokalisiert, die die
Bindung von BRCA1l an durch ATM phosphorylierte Proteine an Serin in SXXF-Motifen
ermoglichen [129]. Zu diesen Proteinen gehoren CtIP [130], ABRAXAS (CCDC98) [131] und
BRIP1 [86, 129]. Diese Interaktionspartner bilden die Grundlage fir die BRCA1
Makrokomplexe: BRCA1 Komplex A, BRCA1 Komplex B und BRCA1 Komplex C, wie in Abb. 1.4
gezeigt und in Abschnitt 1.2.1 erwahnt. Mutationen in BRCA1, die diese Regionen verdandern,
haben einen erheblichen Einfluss auf die Bildung der Makrokomplexe und damit auf die HR.
Die Auswirkungen einer BRCAI-Mutation und einer veranderten DNA-Reparatur auf die
Tumorentwicklung und auf das Therapieansprechen werden daher im Folgenden erlautert.

1.3.2 Folgen einer BRCA1-Mutation fiir die Entstehung des Mammakarzinoms

Das Auftreten einer Keimbahnmutation in BRCA1 stellt ein hohes Risiko von bis zu 80 % fiir die
Entwicklung von Mamma- oder Ovarialkarzinomen dar [114, 132]. Eine dysfunktionale
Reparatur fordert daher die Tumorentwicklung und charakterisiert BRCA1-mutierte Tumore.

10



Einleitung

Neben seiner Funktion bei der DNA-Reparatur und der Aufrechterhaltung der genomischen
Stabilitat ist BRCA1 daher ein wichtiges Tumorsuppressor-Gen, das in seiner intakten Form die
Entstehung von Tumoren, insbesondere des Mammakarzinoms, verhindert.

1.3.3 Hohe Mutationsraten in Regionen des BRCA1 Gens

Mutationen im BRCA1 Gen sind in verschiedenen Regionen konzentriert und variieren in ihrer
Haufigkeit. Abhangig vom verdanderten Exon konnen dabei verschiedene Domanen des
BRCA1-Proteins betroffen sein. In Abb. 1.6 ist das 24 Exon lange BRCA1 Gen dargestellt und
die Exons mit einer hohen Mutationsrate sowie die betroffenen Proteindomdnen
gekennzeichnet [modifiziert nach 133].

/ Hohe Mutationsrate \

. —

Ex2-6 Ex11-13 Ex18-20
Gen Exon 1 l l Exon 24
Protein 1 AS N- . I] -C 1863 AS
RING NLS Coiled coil BRCT
DNA-Bindedomdne SCD

MRN-Komplex BRCA1-PALB2- Komplex A

RAD51 BRCA2 Komplex B

Komplex C Komplex Komplex C

Abbildung 1.6: Mutationsraten der verschiedenen Exons des BRCA1 Gens und betroffene Proteindomanen
[modifiziert nach 133, 55]. Dargestellt ist das BRCAI Gen aus 24 Exons und die drei Bereiche (Ex2-6, Ex11-13,
Ex18-20) mit hohen Mutationsraten. Unter dem BRCA1 Gen ist das BRCA1-Protein mit den jeweiligen Domanen
gezeigt, sowie die betroffenen BRCA1 Komplexe und Interaktionspartner.

Abkiirzungen: AS: Aminosaure; N: Amino-Terminus, Ex: Exon, RING (engl. really interesting new gene), NLS (engl.
nuclear localisation signal, Kernlokalisierungssignal), MRN (Komplex aus MRE11, RAD50 und NBS1) SCD (engl.
serine containing domain), BRCT (engl. BRCA1 C-terminus) und C: Carboxy-Terminus.

Die Region von Exon 2 bis Exon 6 ist durch eine hohe Mutationsrate gekennzeichnet und
kodiert die RING finger Domadne von BRCA1 [134, 133]. Eine ebenfalls hohe Mutationsrate
betrifft die Region von Exon 11 bis Exon 13, welche die DNA-Bindedomane und die NLS kodiert
[125]. Diese sind wichtig fiir die Interaktion mit dem MRN-Komplex [72] und regulieren
indirekt die Interaktion mit RAD51 und sind fiir die Interaktion mit p53 von Bedeutung [135]
(nicht gezeigt in Abb. 1.6). Regionen des Coiled coil Strukturmotifs und der SCD-Domaéne
werden ebenfalls von diesen Exons kodiert [133]. Dabei befinden sich 60 % der Protein-
kodierenden Sequenz in Exon 11 [114]. Darliber hinaus ist haufig die Region von Exon 18 bis
Exon 20 von Mutationen betroffen, welche die BRCT-Domanen kodieren [114, 136, 134, 133].
Die Bereiche mit hohen Mutationsraten kodieren demnach Domanen des BRCA1-Proteins, die
fiir die Ausbildung der BRCA1 Makrokomplexe wichtig sind. Mutationen in Exon 11 bis Exon
13 beeinflussen die Bildung des BRCA1 Komplex C, die Interaktion mit dem MRN-Komplex und
mit RAD51, wahrend Mutationen in den BRCT-Doméanen einen Einfluss auf die BRCA1

Komplexe A, B und C sowie den BRCA1-PALB2-BRCA2 Komplex haben (siehe Abb. 1.6).
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1.3.4 Therapie-Optionen fiir Patientinnen mit BRCA1-Mutation bzw. HR-Defekt

Mutationen in BRCA1 fordern nicht nur die Tumorgenese des Mammakarzinoms, sondern
beeinflussen auch das Ansprechen auf eine Radio- oder Chemotherapie nach
Tumorentwicklung. Deshalb ist es wichtig zu differenzieren, dass eine Mutation in BRCA1
zunachst die Entartung der Zelle initiiert, aber aufgrund einer dysfunktionalen DNA-Reparatur
eine hohere Radio- und Chemo-Sensitivitdt des spateren Tumors verursachen kann. Obwohl
fir BRCA1-Mutationstragerinnen eine hohere Sensitivitat gegeniber platinbasierten DNA-
schadigenden Agenzien (z.B. Cisplatin, Carboplatin) beschrieben wurde, sind damit keine
verbesserten Uberlebenschancen assoziiert [137, 138, 139]. Insbesondere fiir den TNBC
Subtyp ist zu beriicksichtigen, dass neben einer BRCA1-Mutation haufig eine Mutation in TP53
(engl. tumor protein 53) auftritt, die das Ansprechen auf die Therapie und die
Uberlebenschancen verschlechtert [140]. Um das Uberleben dieser Patientinnen zu
verbessern, wurden daher therapeutische Ansatze entwickelt, deren Wirksamkeit auf dem
BRCA1-Defekt beruhen.

Einen therapeutischen Ansatz bei BRCAI-mutierten Mammakarzinomen ist der Einsatz von
PARP-Inhibitoren [141, 142, 143]. Die Polymerase PARP1 (engl. poly ADP-ribose polymerase 1)
erkennt Einzelstrangbriiche der DNA (SSB, engl. single-strand break) [144], woraufhin PARP1
polymere Ketten von ADP-Ribose (engl. adenosine diphosphate) fiir die Rekrutierung anderer
Einzelstrangreparatur-Proteine synthetisiert [145], wie XRCC1 (engl. x-ray cross
complementing 1), die die SSBs stabilisieren, so dass die DNA-Polymerase B die
komplementaren Basen synthetisieren und die DNA Ligase lll, die die DNA-Enden miteinander
verbinden kann [146].

Einer der ersten PARP-Inhibitoren ist Olaparib (KU0059436) [142], der die enzymatische
Aktivitat von PARP1 durch Inhibition der Auto-Poly-ADP-Ribosylierung und durch Halten von
PARP1 auf dem DNA-Strang (engl. trapping) hemmt [147]. Dadurch wird die Rekrutierung
weiterer Reparaturproteine in den Bereich der Schadigung verhindert, wodurch nach Kollision
mit der Replikationsgabel ein ein-endiger Doppelstrangbruch entsteht [142, 148]. Fiir die
Reparatur dieses Schadens und Auflésung der Blockierung, damit der Zellzyklus fortgesetzt
werden kann, wird eine funktionsfahige HR benétigt [149].

Daher zeigt die Kombination von PARP-Inhibitoren wie Olaparib mit einer HR-Defizienz, z.B.
durch einen BRCA1- oder BRCA2-Verlust, die Wirkung der synthetischen Letalitat [141, 142,
143]. Die synthetische Letalitdt bezeichnet die genetische Interaktion zwischen PARP1 und
BRCA: ein individueller Verlust des einzelnen Gens hat keine letale Wirkung, wahrend der
gleichzeitige Verlust jedoch zum Zelltod fihrt [150]. Die Monotherapie mit PARP1-Inhibition
durch Olaparib oder Talazoparib zeigte vielversprechende Resultate in Kohorten von
Patientinnen mit Mammakarzinom und Keimbahnmutationen in BRCA1 oder BRCA2 [151,
152]. GroRangelegte Phase IlI-Studien haben die Wirksamkeit von Olaparib erwiesen und eine
verbesserte  Uberlebensrate bei BRCA-Patientinnen mit fortgeschrittenem und
metastasiertem Mammakarzinom bestatigt [153]. Die Wirkung von PARP-Inhibition wurde
sogar in praklinischen Studien unabhangig von einer BRCA1- oder BRCA2-Mutation in
Mammakarzinomzelllinien beobachtet [143, 153]. Tumore kénnen daher unabhangig von
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einer BRCA1- oder BRCA2-Mutation eine HR-Defizienz, die sog. BRCAness, aufweisen [154].
Chopra et al.,, 2020 beobachteten eine BRCAness bei 69 % der untersuchten TNBC
Mammakarzinome [155]. Ursachen fir diese konnen dabei Mutationen in HR-relevanten
Genen wie in PALB2, BARD1, BRIP1 etc. sein [30].

Die hohe Wirksamkeit der PARP1-Inhibitoren wurde in weiteren Studien mit
Immuncheckpoint-basierten Therapien kombiniert (NCT03025035) [156]. Immuncheckpoint-
Therapien basieren auf Veranderungen der intrazelluldaren und adaptiven Immunantwort und
finden auch Anwendung als Monotherapie bei Tumoren mit HR-Defizienz, womit sich das
nachste Kapitel befasst.

1.4 Folgen einer HR-Defizienz fiir die adaptive und intrazelluldre
Immunantwort

1.4.1 Folgen einer HR-Defizienz fiir die adaptive Immunantwort

Eine HR-Defizienz beeinflusst nicht nur die Tumorentstehung und das Ansprechen auf die
Therapie, sondern kann auch die Reaktion des Immunsystems auf den Tumor verandern.
Normalerweise erkennt das Immunsystem den Tumor und reagiert auf ihn. Diese Reaktion
kann jedoch durch die Expression immunogener Neo-Antigene auf den Tumorzellen
unterdriickt werden und so die adaptive Immunantwort beeinflussen [157]. Immunogene
Neo-Antigene beziehen sich auf Rezeptoren und Transmembranproteine auf Tumorzellen,
welche die Immunantwort modellieren kénnen [157]. Eine hohe Rate dieser wurde in TNBC
Tumoren festgestellt, die in BRCAI-mutierten Tumoren hoéher, aber nicht signifikant, war
[158].

Bei der Immunreaktion wirken diese Rezeptoren und Transmembranproteine als
Immuncheckpoint-Komponenten und werden daher auf verschiedenen Immunzellen [159,
160] wie z.B. T-Lymphozyten exprimiert, wodurch sie eine pro- oder anti-inflammatorische
Wirkung haben kénnen [161]. Das Transmembranprotein PD-L1 (engl. programmed cell death
protein ligand 1) gehort zu den Immuncheckpoint-Komponenten und kann auf Tumorzellen
exprimiert werden [162, 163]. Normalerweise induzieren T-Zellen die Expression von PD-L1
und infiltrieren wéhrend der Immunreaktion das Gewebe, wo sie Interferone freisetzen [164].
Die Bindung von PD-L1 an den Rezeptor PD-1 (engl. programmed cell death protein 1) oder
CD80-Rezeptoren auf aktivierten T-Zellen fihrt schlieBlich zur anti-inflammatorischen
Reaktion, indem die die Immunreaktion unterdriickt wird [165].

Daher ermdglicht die Expression von PD-L1 oder PD-1 auf Tumorzellen die direkte Interaktion
mit T-Zellen und verhindert die Erkennung der entarteten Zelle und die Auslosung der
Immunreaktion. Eine erhéhte Expression von Immuncheckpoint-Komponenten, wie z.B. PD-
L1 bei TNBC-Tumoren [166], erlaubt weitere Ansatzpunkte fir zielgerichtete Therapien und
den Einsatz von sog. Immuncheckpoint-Inhibitoren in der Tumorbehandlung. Liganden (PD-L1)
[167] oder Rezeptoren (PD-1) [168] kdnnen lGber monoklonale Antikérper blockiert werden
und so das anti-inflammatorische Signal des Tumors unterdriicken, wodurch eine
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Immunreaktion Uber aktivierte T-Zellen eingeleitet werden kann. Die Anwendung von
Immuncheckpoint-Inhibitoren gegen Molekiile, wie z.B. CTLA-4 (engl. cytotoxic T lymphocyte
antigen-4), PD-1 und PD-L1, die auf Tumorzellen und Immunzellen exprimiert werden, wurde
in zahlreichen Studien bei Patientinnen mit Mammakarzinom untersucht, welche sich in einer
frihen Phase befinden [169, 170, 171, 172, 173, 174]. Eine hohe Ansprechrate auf diese
Agenzien wurde bei Patientinnen mit metastasierenden Tumoren wie dem TNBC [170] und
PD-L1-positiven Tumoren [169, 174] beobachtet.

Bei Patientinnen mit Mammakarzinom wurde nicht nur die Anwendung als Monotherapie von
Immuncheckpoint-Inhibitoren untersucht, sondern auch die Kombination mit PARP-Inhibition
analysiert. Gegenwartig wird die Kombination von anti-PD-L1 und PARP-Inhibition bei
Patientinnen mit TNBC Mammakarzinom und/oder BRCA1- oder BRCA2-Mutationen in
laufenden Studien (NCT03101280 und NCT03330405) untersucht [175]. Die kombinierte
Anwendung zeigte jedoch bereits im Mausmodell einen Effekt, indem Olaparib die
intrazellulare und adaptive Immunantwort stimuliert und die Wirkung von Immuncheckpoint-
Inhibitoren ermoglicht [176, 177].

1.4.2 Folgen einer HR-Defizienz fiir die intrazellulare Immunantwort

Eine HR-Defizienz beeintrachtigt nicht nur die adaptive Immunantwort, sondern verandert
auch die intrazellulare Immunantwort. Infolge einer defekten HR und erhéhten genomischen
Instabilitdit kommt es zu DNA-Schaden, die als ssDNA- und dsDNA-Fragmente (iber bisher
unbekannte Mechanismen in das Cytosol freigesetzt werden, wo sie akkumulieren und die
intrazellulare Immunantwort Gber cGAS-STING (cGAS, engl. cyclic GMP-AMP synthase; STING,
engl. stimulator of interferon genes) aktivieren [178, 179, 163].

CGAS erkennt die cytosolische dsDNA [180] und katalysiert die Produktion von cGAMP (engl.
cyclic guanosine monophosphate-adenosine monophosphate) [181]. cGAMP stimuliert die
Konformationsdanderung von STING von einem inaktiven Monomer zu einem aktiven Dimer
[182, 183]. AnschlieBend aktiviert STING die Kinase TBK1 (engl. TANK-binding kinase 1), die
den Faktor IRF3 (engl. interferon regulatory trancription factor 3) phosphoryliert und die
Genexpression von Typ 1 Interferonen hochreguliert [184]. Die Expression von Typ 1
Interferonen fiihrt schlieBlich im Organismus zur Aktivierung diverser Immunzellen wie
beispielsweise T-Lymphozyten [185, 186] und zur Stimulierung oder Modulation der
Immunantwort.

In verschiedenen Tumorentitdaten wurde nach Aktivierung von STING eine erh6hte Expression
von Immuncheckpoint-Komponenten wie z.B. PD-1, die die adaptive Immunantwort
beeinflussen, beobachtet [187, 188]. Daher beeinflusst ein HR-Defekt direkt die intrazellulare
und adaptive Immunantwort. Eine funktionelle HR verhindert eine Aktivierung der
Immunreaktion nicht nur durch die Reparatur von DNA-Schaden, sondern auch durch den
Schutz neu replizierter DNA vor nukleolytischer Degradation durch Endo- und Exonukleasen
wie MRE11 [189, 94]. Auf diese Weise wird eine Akkumulation cytosolischer DNA-Fragmente
durch eine intakte HR verhindert. Diese Funktion wurde von Bhattacharya et al., 2017
bestatigt, die den Abbau neu replizierter genomischer DNA durch MRE11 in Abwesenheit von
RAD51 beobachteten sowie die Freisetzung dieser ins Cytosol, woraufhin die intrazelluldre
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Immunantwort induziert wurde [190]. Neben der Schutzfunktion vor nukleolytischem Abbau
verhindern HR-Proteine durch ihre sequenz-unspezifische DNA-Bindung auch direkt die
Freisetzung von DNA-Fragmenten in das Cytosol [191]. Aufgrund ihrer Funktionen bei der
DNA-Reparatur und dem Schutz wahrend der Replikation befinden sich HR-Proteine
hauptsachlich im Zellkern [192]. In einem geringen Anteil kann jedoch eine zusatzliche
Lokalisation im Cytosol vorliegen, wo diese Proteine Giber cGAS-STING direkt die intrazellulare
Immunantwort aktivieren kénnen [192]: So kann cytosolisch lokalisiertes MRE11 dsDNA im
Cytosol direkt erkennen und den cGAS-STING Signalweg induzieren [193].

Eine HR-Defizienz fordert daher die Aktivierung der intrazelluldren Immunantwort, die
wiederum die adaptive Immunantwort stimuliert. Der Einsatz von Immuncheckpoint-
Inhibitoren liegt daher bei Tumoren mit einer HR-Defizienz nahe, die eine aktivierte
intrazellulare Immunantwort und eine erhohte Expression immunogener Neo-Antigene
zeigen. Trotz dieser therapeutischen Ansadtze bei HR-defizienten Mammakarzinomen ist die
Entstehung von Resistenzen gegen PARP-Inhibition [194] und Immuncheckpoint-Inhibition ein
Problem [195]. Liu et al., 2017 beobachteten Resistenzen gegen PARP-Inhibition bei BRCA1-
defizienten Mammakarzinomen [194]. Bei TNBC Mammakarzinomen zeigten sich Resistenzen
gegen Immuncheckpoint-Inhibition ebenfalls als problematisch [195]. Generell stellt die
Chemo- und Radioresistenz von Tumorzellen die Hauptursache fiir das Fehlschlagen einer
Therapie und die Entwicklung eines Rezidivs dar [196]. Verschiedene Mechanismen kdnnen
zur Entwicklung von Resistenzen fiihren. Resistenzen gegen PARP-Inhibition basierten auf der
zellularen Verfligbarkeit des Inhibitors, dem Einfluss auf die Aktivitat oder Haufigkeit der PAR-
Ketten, der Reaktivierung der HR und dem Einfluss des Schutzes der Replikationsgabel [197].
AulRerdem identifizierten Liu et al., 2017 in BRCA1-mutierten TNBC Zelllinien mit Resistenzen
gegeniber PARP-Inhibition eine Population resistenter Zellen, die sog. Tumorstammzellen
[194]. Die Bedeutung der DNA-Reparatur lber die HR bei der Resistenzvermittlung von
Tumorstammzellen wird daher im nachsten Kapitel ndher ausgefiihrt.

1.5 Bedeutung der HR fiir die Therapieresistenz von Tumorstammzellen

1.5.1 Problematik von Therapieresistenzen

Das groRRte Hindernis bei der Therapie des Mammakarzinoms ist unter anderem die
Entwicklung von Chemo- und Radioresistenzen, von der ein grofRer Teil der Patientinnen
betroffen ist. Eine kleine Zellpopulation, die sog. Tumorstammzellen (CSCs, engl. cancer stem
cells), ist fur die Entwicklung von Chemo- [194] und Radioresistenz [198, 199] verantwortlich.
Diese Zellpopulation ist in der Lage, das Tumorwachstum nach der Therapie zu reinitiieren und
weist ein hohes Metastasierungspotenzial auf [200, 201]. Es wird angenommen, dass CSCs
durch die Therapie selektiert werden und in der Folge durch die Entwicklung eines Rezidivs
eine schlechte Prognose verursachen [202]. Der Grund, warum Tumorstammzellen zur
Resistenz beitragen und einen neuen Tumor initiieren kdnnen, liegt in ihren charakteristischen
Eigenschaften, wie z.B. in einer erhéhten DNA-Reparaturkapazitat [203].
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1.5.2 Eigenschaften der Tumorstammzellen

Das Tumorgewebe zeichnet sich durch eine hohe Heterogenitat aus und setzt sich aus
verschiedenen Zellpopulationen zusammen [3, 202]. Eine dieser Zellpopulationen sind die
Tumorstammazellen, die das heterogene Tumorgewebe erhalten [3, 202]. Tumorstammzellen
sind aufgrund ihrer Fahigkeit, sich selbst zu erhalten, und ihres hohen
Differenzierungspotenzials in der Lage, diesen Prozess zu bewailtigen [204, 202]. Im
hierarchischen Modell der CSC-Hypothese wird davon ausgegangen, dass nur
Tumorstammzellen diese einzigartigen Eigenschaften besitzen [206, 205]. Deshalb sind nur
diese Zellen fahig, sich durch asymmetrische Zellteilung in nicht-tumorigene Tumorzellen zu
differenzieren und die Tumormasse zu erhalten [205], wie in Abb. 1.7 dargestellt [206, 205].
Im Gegensatz dazu konnen die Tumorzellen der Tumormasse nur Uber symmetrische
Zellteilung den gleichen differenzierten Zelltyp hervorbringen und haben daher ein begrenztes
Differenzierungspotenzial (siehe Abb. 1.7).

Hierarchisches Modell der
Tumorstammzell (CSC) Hypothese

Tumarstammzelle (C5C)

Irﬁsﬂbsterha&
|

=
Asymmetrische
Zellteilung
Differenzierte Zelle Differenzierte Zelle
Symmetrische Symmetrische
Zellteilung - ) Zellteilung

DM"Q DJ'MHQ

Heterogenes Tumorgewebe

Abbildung 1.7: Hierarchisches Modell der CSC-Hypothese [modifiziert nach 206, 205]. Tumorgewebe zeichnet
sich durch eine hohe Heterogenitat mit verschiedenen Zellpopulationen aus. Dabei existieren Tumorstammzellen
(CSC, engl. cancer stem cell), welche sich lber eine asymmetrische Zellteilung selbsterhalten kdonnen und
differenzierte Zellen hervorbringen kénnen. Differenzierte Zellen wiederum kénnen {iber eine symmetrische
Zellteilung nur den gleichen Zelltyp hervorbringen und nicht in andere Zelltypen differenzieren.

Die Existenz von Tumorstammzellen wurde in verschiedenen Entitdten bestatigt, und diese
Zellen wurden anhand vielfaltiger Marker charakterisiert und identifiziert [207, 208, 209, 210].

Beim Mammakarzinom wurden CSCs (BCSCs, engl. breast cancer stem cells) erstmals von Al-
Hajj et al., 2003 beschrieben [207]. In dieser Studie wurden BCSCs aus humanen
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Mammakarzinomen (iber den Nachweis der Oberflichenproteine CD44* high) ynd CD24¢ 'ow)
isoliert [207]. Bei der Initiierung von CD44* high /CD24( 1ow) _Zellen in NOD/SCID-Mé&usen
zeigten die BCSCs ein hdheres tumorigenes Potenzial als die anderen Zellen der Tumormasse
[207]. Folglich kdnnen die BCSCs durch die Expression von CD44 [207] und durch die
Abwesenheit oder geringe Expression von CD24 [207] charakterisiert werden. Dariiber hinaus
kdnnen BCSCs durch die Expression des Rezeptors CD133 [211] identifiziert werden. Eine
weitere Eigenschaft von BCSCs und CSCs ist die Bildung von Tumorsphdren in in vitro-
Experimenten, wie Laranjo et al., 2020 gezeigt haben [212]. Ein universelles und unabhangiges
Merkmal stellt jedoch die hohe Expression und Aktivitdit der ALDH (engl. aldehyde
dehydrogenase) dar [213, 194]. Die Aktivitdat der ALDH1 wird sogar als prognostischer
Biomarker flr ein verschlechtertes Gesamtiiberleben bei verschiedenen Tumorentitaten
verwendet [214, 215]. Tumorstammazellen tragen zu einem verschlechterten Uberleben bei,
weil sie — neben ihrer Fahigkeit, die Tumormasse zu erhalten — ein hohes
Metastasierungspotenzial besitzen [201] und mit Therapieresistenzen [194, 198, 199]
assoziiert sind [200].

Fir den Metastasierungsprozess muss die Tumorstammzelle die sog. Epitheliale zu
Mesenchymale Transition (EMT, engl. epithelial-to-mesenchymal transition) durchlaufen, um
sich zunachst vom Primartumor abzulésen und als zirkulierende Tumorzelle lber den
Blutkreislauf oder das LymphgefaRsystem an den Ort der Metastase zu gelangen [216]. Die
EMT bezieht sich auf einen biologisch determinierten Prozess, bei dem sich eine Zelle mit
einem epithelialen Phinotyp in einem dynamischen, reversiblen Ubergang zu einem
mesenchymalen Phanotyp verdndert, erstmals von Elizabeth Hay in Prozessen der
Embryogenese und Organogenese beschrieben [217, 218]. Sie ist wichtig bei normalen und
pathophysiologischen Prozessen wie der Entwicklung/ Differenzierung [217, 218],
Wundheilung [219] und Geweberegeneration sowie bei Organfibrosen [220] und bei der
Tumorprogression [221]. Im Prozess der EMT werden drei Phanotypen unterschieden: der
epitheliale, der mesenchymale und der ,Hybrid“-Phanotyp, die charakteristische Merkmale
aufweisen. Dieser Ubergang wird liber verschiedene Transkriptionsfaktoren wie z.B. TWIST1
oder ZEB1 reguliert [222]. Der Grad der Stammzellartigkeit variiert je nach Phanotypen und je
nachdem, ob es sich bei der Zelle um eine normale Zelle in der Entwicklung/Differenzierung
oder um eine Tumorzelle handelt [223].

Der epitheliale Phdanotyp weist die Expression von E-Cadherin, EpCAM (engl. epithelial cell
adhesion molecule) und Cytokeratin auf und zeigt eine apical/ basale Zellpolaritat [216]. In
diesem Phanotyp bildet Aktin ein dichtes, festes und kortikales Netzwerk aus [223]. Zellen mit
einem epithelialen Phanotyp sind durch enge Zellverbindungen gekennzeichnet und daher
nicht invasiv [221]. In der Entwicklung ist dieser Zelltyp mit einem hohen stammzelldhnlichen
Charakter assoziiert; wurde aber in Tumorzellen als stammzelldhnlicher oder nicht-
stammzelldhnlicher Phanotyp beschrieben [221].

Der ,Hybrid“-Phanotyp befindet sich zwischen dem epithelialen und mesenchymalen
Phanotyp [222]. Dieser Phdnotyp kann daher sowohl epitheliale Marker wie E-Cadherin,
EpCAM, Cytokeratin, als auch mesenchymale Marker wie Vimentin, N-Cadherin und
Fibronektin exprimieren [222]. Die Polaritdat dieser Zellen kann ,apical/basal“ oder

17



Einleitung

,vorn/hinten” sein [222], wobei Aktin ein festes und dichtes Netzwerk oder auch filamentos
sein kann [223]. Die zellularen Verbindungen des ,Hybrid“-Phanotyps sind eher locker, was
einen invasiven Phanotyp erlaubt [223]. In der Entwicklung wird der ,,Hybrid“-Phanotyp mit
einem Verlust des Stammzellcharakters beschrieben, aber ist in Tumorzellen mit dem Erwerb
von Stammzelleigenschaften assoziiert [223].

Der mesenchymale Phanotyp zeigt eine hohe Expression von Vimentin, N-Cadherin und
Fibronektin, wahrend die Zellpolaritat ,vorn/hinten” ist [216]. Aufgrund des filamentds
strukturierten Aktins und der individuellen Zellverbindungen ist dieser Phanotyp hoch-invasiv
[223]. In der Entwicklung ist der mesenchymale Phanotyp nicht mit Stammzelleigenschaften
assoziiert, aber in Tumorzellen ist er mit stammzelldahnlichen Merkmalen verknipft [223].
Ein mesenchymaler Phanotyp weist jedoch nicht ausschlieRlich auf einen
Tumorstammezellcharakter hin: Es wurde beobachtet, dass Tumorzellen keinen vollstandigen
Prozess der EMT durchlaufen miissen, sondern haufig einen ,Hybrid“-Phanotyp aufweisen,
der fir die Adaption wahrend der Metastasierung essenziell ist [224], weshalb
Tumorstammzellen auch epitheliale Eigenschaften besitzen koénnen. Dieser Phanotyp
verdeutlicht die hohe Plastizitdt und Dynamik der EMT-Zustande [225].

Tumorstammzellen kdnnen daher, unabhangig von ihrer Stammzellartigkeit, unterschiedliche
EMT-Zustdnde aufweisen, um eine hohe Anpassungsfahigkeit zu erhalten, welche
Metastasierungsprozesse und Resistenzmechanismen ermoglicht [222, 224].
Tumorstammzellen mit mesenchymalen Eigenschaften wurden fiir die Rezidiventwicklung
nach Therapie verantwortlich gemacht, da diese Zellen die Therapie als freigesetzte
Tumorzellen (berlebten [226]. Therapieresistenzen in Verbindung mit Tumorstammzellen
wurden auch bei Mammakarzinomzellen beobachtet, da Zellen mit
Tumorstammzelleigenschaften die neoadjuvante Chemotherapie lGberlebten [227]. Die EMT
tragt somit als Faktor zur Resistenz von Tumorstammzellen bei. Ein weiterer
Resistenzmechanismus ist die veranderte DNA-Reparatur in Tumorstammzellen.

1.5.3 Hochregulierte DNA-Reparatur als Resistenzmechanismus in Tumorstammzellen

Eine Ursache fiir die Chemo- und Radioresistenz von Tumorstammezellen ist die hochregulierte
DNA-Reparatur, insbesondere eine hochregulierte HR [203]. Eine erh6hte RAD51 Expression
wurde mit einer Resistenz in CSCs von BRCAI-mutierten TNBC assoziiert [194]. Bei anderen
Tumorentitdten, wie z. B. dem Pankreaskarzinom, wurde im Vergleich zu den anderen
Tumorzellen eine erhdhte Expression von BRCA1 und RAD51 in CSCs gefunden [228]. In einer
anderen Studie wurde in einem Mausmodell ebenfalls eine hohe Expression von BRCA1 und
anderen an der HR beteiligten Genen in Tumorstammzellen beobachtet [229]. Aufgrund ihrer
erhohten Reparaturkapazitat zeigen CSCs eine erhohte Toleranz gegeniiber endogenen DNA-
Schiden wie Replikationsstress [203] und zeigen daher eine verbesserte Uberlebensrate im
Fall von zusatzlichen exogenen DNA-Schaden durch Chemo- oder Radiotherapie. Weiterhin
beschreiben andere Studien BRCA1 als einen negativen Regulator in normalen [230] und
malignen Stammzellen [231].
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1.5.4 Funktion von BRCAL1 in normalen und malignen Stammzellen

BRCA1 reguliert die Differenzierung sowohl von normalen Stammzellen des epithelialen
Brustgewebes [230] als auch von Tumorstammzellen des Mammakarzinoms [231]. BRCA1
induziert die Differenzierung von Ostrogenrezeptor (ER, engl. estrogen receptor) -negativen
Stammzellen oder Vorldufer-Zellen zu ER-positiven, luminalen Zellen im normalen
Brustgewebe, wie Liu et al., 2008 anhand von in vitro Systemen und humanisierten NOD/SCID-
Mausmodellen zeigten [230]. Die Differenzierung wird durch die EMT reguliert, die BRCA1
Uber den Transkriptionsfaktor TWIST unterdriickt und so die Dedifferenzierung zu einem
mesenchymalen Phanotyp wahrend der normalen und malignen Entwicklung verhindert
[232]. Eine hochregulierte Expression dieser EMT-Faktoren wurde bereits in CSCs des
Mammakarzinoms beobachtet, was die Fahigkeit zur Invasion und Kolonisierung unterstiitzt
[233]. BRCAL1 ist an zahlreichen Signalwegen der Differenzierung u.a. im Mammakarzinom
beteiligt [234, 235, 236]. Zudem wurde eine erhdhte Expression des Stammzellmarkers ALDH
in BRCAI-mutierten Mammakarzinomen beobachtet, was auf einen hohen Anteil an CSCs
hinwies [237]. Ein Defekt oder gar Verlust des BRCA1 Gens hat daher schwerwiegende Folgen
flr die Differenzierung und fiihrt bei normalen und malignen Zellen zum Stammzellcharakter,
weshalb BRCA1-defiziente Tumorzellen einen erh6hten Stammzellcharakter aufweisen. Dies
bestatigt die Funktion von BRCA1 als negativer Regulator bei der Differenzierung von
Stammzellen. Die teils kontroversen Beobachtungen, dass eine BRCA1-Defizienz den
Tumorstammzellanteil erhdht [194], andererseits aber eine erhéhte BRCA1 Expression [228]
und DNA-Reparaturkapazitat in Tumorstammzellen [203] gefunden wurden, sollen in der
vorliegenden Arbeit aufgeklart werden.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Auswirkungen einer veranderten Homologen Rekombination und BRCA1 Expression wurden
in Bezug auf Uberexpression — teilweise in Tumorstammzellen — nachgewiesen [203]. Zum
anderen wurden bisher die Folgen eines HR-Defekts mit Knockout-Zelllinien hinsichtlich der
Akkumulation cytosolischer dsDNA und der intrazelluldre Immunantwort untersucht [190]
und die Auswirkungen haploider Zustande auf die genomische Stabilitat analysiert [238]. Es
fehlt jedoch an geeigneten, stabilen und isogenen Zellsystemen, um die Folgen einer
reduzierten Expression von BRCA1 auf die Tumorstammzellfraktion und die intrazelluldre
Immunantwort und damit auf die Strahlenempfindlichkeit zu untersuchen. Daher soll in der
vorliegenden Arbeit die folgende Frage beantwortet werden:

»Welchen Einfluss haben eine reduzierte BRCA1l Expression und DNA-Reparatur auf den
Tumorstammzellanteil und die intrazellulére Immunantwort, und damit auf die
Strahlenempfindlichkeit in der Mammakarzinomzelllinie MCF7 (engl. Michigan Cancer
Foundation 7) des Subtyps Luminal A?“

Um diese Frage zu kldren, sollte zunachst ein isogenes Zellsystem mit unterschiedlichen
Expressionsniveaus von BRCA1 etabliert werden.
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2 Material und Methoden

Der folgende Abschnitt beinhaltet im ersten Teil eine Erfassung liber das verwendete Material
(2.1 Material) und beschreibt im zweiten Teil die durchgefiihrten Methoden (2.2 Methoden)
fiir die Etablierung eines isogenen Zellsystems in MCF7 und fiir die Analyse der MCF7-Klone
hinsichtlich DNA-Reparatur, Tumorstammzelleigenschaften und intrazellularer
Immunantwort.

2.1 Material

In diesem Abschnitt sind die verwendeten Materialien gelistet und zusammengefasst.

2.1.1 Zelllinien

Es wurde mit zwei Brustkrebszelllinien (siehe Tab. 2.1) und mit CRISPR/Cas9 (CRISPR, engl.
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats; Cas9, engl. CRISPR-associated 9)-
modifizierten Mammakarzinomzelllinien (siehe Tab. 2.2) gearbeitet.

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber die verwendeten Tumorzelllinien. Abkiirzungen: MCF7: engl. Michigan Cancer
Foundation 7; Lum A: Luminal A, TNBC: engl. triple-negative breast cancer

Zelllinie Ursprung Subtyp Etabliert von

MCF7 Pleuraerguss Lum A [239]

HCC1937 Primares duktales TNBC [240]
Karzinom

Tabelle 2.2: Ubersicht iiber die CRISPR/Cas9-modifizierten Zelllinien

Kodierung Ursprungszelllinie CRISPR/Cas9 Modifikation
Klon 9.1 MCF7 BRCA1 - Exon 9

Klon 9.2 MCF7 BRCA1 - Exon 9

Klon 9.3 MCF7 BRCA1 - Exon 9

Klon 9.4 MCF7 BRCA1 - Exon 9

Klon 9.5 MCF7 BRCA1 - Exon 9

Klon 14.1 MCF7 BRCA1 - Exon 14

Klon 14.2 MCF7 BRCA1 - Exon 14

Klon 14.3 MCF7 BRCA1 - Exon 14
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2.1.2 Plasmide

Zur CRISPR/Cas9-Modifikation wurde das Plasmid PX458 (siehe Tab. 2.3) verwendet; die
Plasmidkarte ist im Anhang in Abb. A.1 gezeigt.

Tabelle 2.3: Verwendete Plasmide

Plasmid Erhalten von GroRe Resistenz
PX458 Addgene #48138 9.300 bp Ampicillin
pDR-GFP Addgene #26475 8.646 bp Ampicillin
pPEGFP-N1 Addgene #6085-1 4.733 bp Kanamycin, Ampicillin

2.1.3 single guide RNAs

Zur CRISPR/Cas9-Modifikation des BRCA1 Gens wurden verschiedene sgRNAs (engl. single
guide RNA) gegen unterschiedliche Exons des BRCA1 Gens in den Vektor (siehe Tab. 2.4)
kloniert. Die verwendeten sgRNAs wurden mithilfe des Online-Tools crispr.mit.edu ermittelt
und sind in Tab. 2.4 aufgeflhrt.

Tabelle 2.4: Verwendete single guide RNAs

sgRNA (BRCA1)
Exon 9 forward

Sequenz (5’ = 3’)
CACCGTTGTTACAAATCACCCCTCA
AAACTGAGGGGTGATTTGTAACAAC
CACCGCCCATCATTAGATGATAGG
AAACCCTATCATCTAATGATGGGC

Exon 9 reverse
Exon 14 forward
Exon 14 reverse

2.1.4 Primer

Fiir die primare PCR-Analyse wurden die nachfolgend aufgefiihrten Primer (siehe Tab. 2.5)
verwendet.

Tabelle 2.5: Verwendete Primer. Abklrzungen: Tm: engl. melting temperature (Anlagerungstemperatur der
Primer)

Erwartete

Primer Tm[°C] Sequenz (5’ = 3’)

Fragmentlange bei

Exon 9 short forward 58,9 TTCCCTATAGTGTGGGAGATCA 101 bp

Exon 9 short reverse 54,7 CAAACTTTGCCATTACCCTTTT (BRCA1, Exon 9 short)
Exon 9 long forward 55,3 CCACACCCAGCTACTGACCT 494 bp

Exon9 long reverse 55,3 CTCTTCCAGCTGTTGCTCCT (BRCA1, Exon 9 long)
Exon 14 short forward 55,9 CGATGGTTTTCTCCTTCCATT 169 bp

Exon 14 short reverse 55,3 TTGCTCCTCCACATCAACAA (BRCA1, Exon 14 short)
Exon 14 long forward 61,4 CCACACCCAGCTACTGACCT 419 bp

Exon 14 long reverse 59,4 CTCTTCCAGCTGTTGCTCCT (BRCA1, Exon 14 long)
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Fiir die Quantitative Echtzeit-PCR wurden folgende Primer (siehe Tab. 2.6) verwendet.

Tabelle 2.6: Verwendete Primer. Abkirzungen: IL-6: Interleukin 6, TLR-9: engl. toll-like receptor 9, CXCR4: engl.
C-X-C motif chemokine receptor type 4, GAPDH: engl. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, Tm: engl.
melting temperature (Anlagerungstemperatur der Primer)

Primer Tm[°C] Sequenz (5’ = 3’)

IL-6 reverse 53,7 GCATTTGTGGTTGGGTCA

IL-6 forward 61,8 CCTTCGGTCCAGTTGCCTTCT
TLR-9 reverse 65,7 CGGGGTGCTGCCATGGAGAAG
TLR-9 forward 67,6 CGCCCTGCACCCGCTGTCTCT
CXCR4 reverse 59,4 CCAGAAGGGAAGCGTGATGA
CXCR4 forward 61,8 TGACGGACAAGTACAGGCTGC
GAPDH reverse 60,6 GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG
GADPH forward 59,8 GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT

2.1.5 Antikorper

Die verwendeten Antikérper mit den dazugehorigen Herstellern und verwendeten
Verdiinnungen sind in der Tab. 2.7 aufgelistet. Die im Western Blot verwendeten Antikorper
wurden in Odyssey Blocking Buffer (Li-Cor, Nebraska, USA) angesetzt. Fir die
Immunfluoreszenz wurden die Antikérper in Waschlésung 1 angesetzt (siehe Tab. 2.22).

Tabelle 2.7: Verwendete Erstantikorper fiir die Detektion im Western Blot. Abkirzungen: ALDH1A1: engl.

aldehyde dehydrogenase 1A1, CHK1: engl. checkpoint kinase 1, FANCD2: engl. fanconi anemia group D2, HSC70:
engl. heat shock 70, RAD51: engl. radiation 51, ZEB1: engl. Zinc finger E-box homeobox 1

Antikorper Hersteller Nummer Verdiinnung
Anti-ALDH1A1 (A-6), Santa Cruz Biotechn., #sc398578 1:1000

Maus, monoklonal Heidelberg 4 °C Uber Nacht
Anti-CHK1 (2G1D5), CellSignalling Techn.®, = #2360 1:750

Maus, monoklonal Denver, USA 4 °C (iber Nacht
Anti-E-Cadherin (H-108), Santa Cruz Biotechn., #sc8426 1:1000

Maus, monoklonal Heidelberg 4 °C Uber Nacht
Anti-FANCD?2 (FI17), Santa Cruz Biotechn., #sc20022 1:2000

Maus, monoklonal Heidelberg 4 °C Uber Nacht
Anti-HSC70, Santa Cruz Biotechn., #sc7298 1:1000

Maus, monoklonal Heidelberg 4 °C Uber Nacht
Anti-RAD51(AB-1), Merck, #PC130 1:1000
Kanninchen, polyklonal Darmstadt 4 °C Uber Nacht
Anti-ZEB1, Bethyl, Montgomery, #A301-922A 1:2000
Kanninchen, polyklonal Texas, USA 4 °C Uber Nacht
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Tabelle 2.8: Verwendete Zweitantikérper fiir die Detektion im Western Blot. Abkirzungen: RT:
Raumtemperatur

Antikorper Hersteller Nummer Verdiinnung
IR-Dye®800CW Goat-Anti-Mouse LI-COR, #926-32210 1:7500

IgG, Maus, monoklonal Nebraska, USA 1 h bei RT
IR-Dye®680RD Goat-Anti-Mouse LI-COR, #926-68070 1:7500

IgG, Maus, polyklonal Nebraska, USA 1 h bei RT
IR-Dye®680RD Goat-Anti-Rabbit LI-COR, #926-68070 1:7500

IgG, Kanninchen, polyklonal Nebraska, USA 1 h bei RT

Tabelle 2.9: Verwendete Erstantikorper fiir die Immunfluoreszenz (RAD51, YH2AX). Abkirzungen: RAD51: engl.
radiation 51, YH2AX (engl. phosphorylated (y) H2A histone family member X)

Antikorper Hersteller Nummer Verdiinnung
Anti-RAD51(AB-1) Merck, #PC130- 1:1000
Kanninchen, polyklonal Darmstadt 100UL 4 °C Gber Nacht
Anti-yH2AX (Ser139) Merck, #05-636 1:2000

Maus, monoklonal Darmstadt 4 °C (iber Nacht

Tabelle 2.10: Verwendete Zweitantikorper fiir die Immunfluoreszenz (RAD51, yH2AX). Abkiirzungen: RAD51:
engl. radiation 51, YH2AX: engl. phosphorylated (y) H2A histone family member X, RT: Raumtemperatur

Antikorper Hersteller Nummer Verdiinnung
Alexa Fluor®488, Goat anti-Rabbit Thermo Fischer #A32723 1:500

IgG (H+L), Ziege, polyklonal Scientific, Schwerte 1 hbeiRT
Alexa Fluor®647, Goat anti-Mouse = Thermo Fischer #A32728 1:600

IgG (H+L), Ziege, polyklonal Scientific, Schwerte 1 hbeiRT

Tabelle 2.11: Verwendete Erstantikorper fiir die Immunfluoreszenz (cytosolische dsDNA, COX 1V).
Abkirzungen: COX IV: engl. cytochrome c oxidase 4, RT: Raumtemperatur

Antikorper Hersteller Nummer Verdiinnung
Anti-dsDNA (Klon AE-2) Merck-Millipore, #MAB1293 1:100

Maus, monoklonal Darmstadt 4 °C Uiber Nacht
Anti-COX IV (mitochondrial loading | Abcam, #AB 16056 1:200

control) Kanninchen, polyklonal Cambridge, UK 1 h beiRT
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Tabelle 2.12: Verwendete Zweitantikérper fir die Immunfluoreszenz (cytosolische dsDNA, COX IV).

Abkirzungen: RT: Raumtemperatur

Antikorper

Goat anti-Mouse IgG Antibody, Cy3
conjugate, Ziege, polyklonal

Alexa Fluor®488, Goat anti-Rabbit
IgG (H+L), Ziege, polyklonal

2.1.6 Chemikalien

Hersteller
Merck-Millipore,
Darmstadt

Thermo Fischer
Scientific, Schwerte

Nummer Verdiinnung
#AP124C 1:400

1 h bei RT
#A32723 1:200

1 h beiRT

Tabelle 2.13: Chemikalien (verwendet am UKE in Hamburg)

Bezeichnung

Agarose, For Routine Use

Ampicillin sodium salt
AmpliSize™Molecular Ruler (50-2.000 bp)
Ladder

Bakterien (One Shot TOP10 E. coli)

Bovine Serum Albumin (BSA)

Coulter ® Isoton® Il Losung

Cytochalasin B from Drechslera dematioidea
Diamidinophenyllindole (DAPI)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)
Dithiothreitol (DTT)

DNase | recombinant, RNase-free
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
Entellan

Ethanol

Ethidium bromide solution
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Formaldehyd (37 % (wt/vol))

Formamid (>99,0%) 2,5 L

Giemsa’s Azur-Eosin-Methylenblauldsung
Glycerin

Goat Serum

Immersionsol

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO4)
Kanamycin

Kristallviolett

Kupfer(Il)-Sulfat-Lésung

MACS® Bleach Solution 1000 ml

Hersteller

Sigma-Aldrich, Steinheim, #A9539-500G
Sigma-Aldrich, Steinheim, #A0166-5G
Bio-Rad Laboratories, Miinchen, #170-8200

Thermo Fisher Scientific, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, #A7030
Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, #8448011
Sigma-Aldrich, Steinheim, #C6762
Merck, Darmstadt, #124653100
Sigma-Aldrich, Steinheim, #D2650
Merck, Darmstadt, #106586
Sigma-Aldrich, Steinheim, #43816
Merck, Darmstadt, #4716728001
Sigma-Aldrich, Steinheim, #10938025
Merck, Darmstadt, #107960

Merck, Darmstadt, #100983
Sigma-Aldrich, Steinheim, #£1510-10ML
Serva, Heidelberg, #11280

Merck, Darmstadt, #104002

VWR, Darmstadt, #24311.320

Merck, Darmstadt, #109204

Roth, Karlsruhe, #3783

Sigma-Aldrich, Steinheim, #G9023-10ML
Zeiss, Gottingen, #444969-0000-000
Merck, Deutschland, # 928-4000

Merck, Darmstadt, #104936

Merck, Darmstadt, #104873
Sigma-Aldrich, Steinheim, #K4378
Merck, Darmstadt, #115940
Sigma-Aldrich, Steinheim, #C2284
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
#130-093-663
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Bezeichnung
MACSQuant® Calibration Beads 100 tests

MACSQuant®Running Buffer 1500 ml

MACSQuant®Storage Solution 1500 ml

MACSQuant® Washing Solution 1500 ml

MegaCell ™™ RPMI-1640 Medium
B-Mercaptoethanol

Methanol

Magnesiumchlorid (MgCl,)
Mitomycin C (MMC)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydroxid (NaOH)
Novex™MagicMark™ XP

Western Protein Standard, ungefarbt
Odyssey® Blocking Solution

Olaparib (AZD2281, Ku-0059436)
Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS), 1 x
Propidiumiodid (PI)

Ribonuklease A (RNase A)

Saponin

SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein Standard
Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Tris-Base

Tris-Borat-EDTA

Tris-EDTA

Tris-HCI

Triton X-100

Trypsin-EDTA, 0,05 %

Tween®20

UltraPure™ Distiled Water
Vectashield® Mounting Medium

Hersteller

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
#130-093-607

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
#130-092-747

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
#130-092-748

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
#130-092-749

Sigma-Aldrich, Steinheim, #M3817-500ML
Sigma-Aldrich, Steinheim, #M3148
J.T.Bakker, Pleasant Prairie, #8045
Sigma-Aldrich, Steinheim, #M8266
Medac, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, #56150
Sigma-Aldrich, Steinheim, #58045
Thermo Fischer Scientific, Schwerte,
#LC5602

Li-COR, Nebraska, USA, #927-40000
Selleckchem, Miinchen, #51060

Thermo Fisher, USA

Merck, Deutschland

Serva, Heidelberg, #34388
Sigma-Aldrich, Steinheim, #47036-50G-F
Life Technologies, Carlsbad, USA, #LC5925
Sigma-Aldrich, Steinheim, #L4509
Sigma-Aldrich, Steinheim, #T1503
Sigma-Aldrich, Steinheim, #93290
Sigma-Aldrich, Steinheim, #T9285
Sigma-Aldrich, Steinheim, #T3253
Sigma-Aldrich, Steinheim, #T8787

Life Technologies, Carlsbad, USA, #25300054
Sigma-Aldrich, Steinheim, #P1379

Life Technologies, Carlsbad, USA, #10977
Vector Laboratories, Burlingame, USA,
#H-1000
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Tabelle 2.14: Chemikalien (verwendet am FLI in Jena)

Bezeichnung Hersteller

Ampicillin-Natrium-Salz Carl Roth, Karlsruhe

Bacto Agar Difco Laboratories, Detroit, MI, USA
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol Carl Roth, Karlsruhe

Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe

2xYT-Medium (Yeast / Trypton-Medium) Sigma-Aldrich, Steinheim

2.1.7 Puffer und Lésungen

Tabelle 2.15: Fertige Losungen (verwendet am FLI in Jena)

Bezeichnung Hersteller
Elektroporationsldsung Ingenio™ Mirus Bio LLC, Madison, WI, USA
T4-Ligase-Reaktionspuffer (10x) Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

Tabelle 2.16: Medien fiir die Kultivierung von Bakterien (verwendet am FLI in Jena)

Substanz Zusammensetzung
LB-Agar Lysogeny broth 20 g/l Agar, 5 g/l Hefeextrakt,
5 g/I NaCl, 10 g/l Trypton,
pH 7,4 (autoklaviert fiir 20 min bei 121 °C)

LB-Medium Lysogeny broth 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/I NaCl, 10 g/ Trypton,
pH 7,4 (autoklaviert fiir 20 min bei 121 °C)
2YT-Medium Yeast/Trypton 10 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, 16 g/I Trypton,

pH 7 (autoklaviert fiir 20 min bei 121 °C)

Tabelle 2.17: Selektionsantibiotika fiir die Kultivierung von Bakterien (verwendet am FLI in Jena)

Antibiotikum Stamml6sung Verwendete Konzentration
Ampicillin 100 mg/ml in ddH,0 100 pg/ml
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Tabelle 2.18: Medien und Lésungen fiir die Zellkultivierung (verwendet am FLI in Jena)

Substanz

Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
ohne L-Glutamin und Natriumpyruvat,

4,5 g/l Glucose (DMEM)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, 1 x (PBS)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Fotales Kalberserum (FKS)
L-Glutamin (200 mM)
Natriumpyruvat (100 mM)
Trypsin (2,5 %, 10x)

Hersteller
PAN-Biotech, Aidenbach

PAA Laboratories, Colbe
Carl Roth, Karlsruhe
PAN-Biotech, Aidenbach
Lonza, Verviers, Belgien
PAN-Biotech, Aidenbach
c.c.pro, Oberdorla

Tabelle 2.19: Zusammensetzung der Medien fiir die Zellkultivierung (verwendet am UKE in Hamburg)

Bezeichnung
DMEM

Kryomedium

1x PBS, pH 7,4

RPMI

Gehalt
10 %

2%

100 U/ml
100 pg/ml
90 %

10 %

137 mM
10 mM
2,7mM
2mM

10 %

2%

100 U/ml
100 pg/ml

Substanz

FKS

Glutamin

Penicillin (ggf.)
Streptomycin (ggf.)
FKS

DMSO

NaCl
Na;HPO42H,0

KCl

KH,PO4

FKS

Glutamin

Penicillin (ggf.)
Streptomycin (ggf.)

Tabelle 2.20: Puffer und Losungen fiir die Agarose-Gelelektrophorese

Bezeichnung
10 x TBE

Gehalt
278

10,8 g
19¢g

ad 250 ml

Substanz

Tris

Borsaure
EDTA

bidest. Wasser
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Tabelle 2.21: Puffer fiir Western Blot und Proteinextraktion

Bezeichnung
Puffer A

Phenylmethylsulfonylfluorid
5x Probenpuffer nach
Laemmli

Laufpuffer

SDS

10 x Tris-Glycin (TG)-Puffer

10 x TBS-T

1 x Transferpuffer

Tabelle 2.22: Losungen fiir die Zellzyklus-Analyse (DNA-Gehalt)

Bezeichnung
Propidiumiodid-Farbelosung

Gehalt
20 mM
450 mM
50 mM
0,2 mM
0,5mM
0,5 pg/mi
0,5 ug/mi
1,0 ug/ml
0,5 ug/mi
40 pg/ml
137 mM
200 mM
50 mM
100 mM
2%
0,1%

10 %

10 %

10 %
1,92 M
250 mM
150 mM
TBS

0,05 %
10 %

10 %

10 %

Gehalt
10 pg/ml
1%
0,1%

Substanz
Hepes
NaCl

NaF

EDTA

DTT
Leupeptin
Pepstatin A
Trypsin-Inhibitor
Aproptinin
Bestatin
NaCl

Tris-HCI, pH 6,8
DTT

SDS
Bromphenolblau
10 x TG-Puffer
SDS

Glycin
Tris Base
NaCl

Tween20
TG-Puffer
10 x TG-Puffer
Methanol

Substanz
Pl-Losung
RNase

Triton X-1000

Tabelle 2.23: Puffer und Losungen fiir die Inmunfluoreszenz (RAD51, yH2AX)

Bezeichnung
Blockierungslosung

Fixierungslosung

Gehalt
1x
3%
1x
4 %

Substanz
PBS
BSA
PBS
PFA

28



Material und Methoden

Bezeichnung
1 x PB-Puffer

PB-DTT

PB-T

Waschlosung 1

Waschlosung 2

Tabelle 2.24: Puffer und Losungen fiir die Immunfluoreszenz (cytosolische

Bezeichnung
Losung fir Antikorper

Blockierungslésung

Fixierungslosung

1x PBT

Triton-X in PBS

50 % Formamid

1xTBS

Tabelle 2.25: Puffer und Losungen fiir den Mikrokern-Nachweis

Bezeichnung
4 % Giemsalosung

Gehalt
100 mM
30 mM
10 mM
1mM
1x
1mM
1x
0,5 %
1x

1,5 %
0,1%
1x
0,5 %

Gehalt
1x
1%
2%
0,1%
1x
1%
2%
1x
4 %
1x
0,1%
1x
0,2%
1x
50 %
1x

Gehalt
1x
4%

Substanz
100 mM KAc
KCl
Na;HPO4
MgCl,
PB-Puffer
DTT
PB-Puffer
Tween 20
PBS

BSA
Tween 20
PBS
Tween 20

dsDNA, COX V1)

Substanz
PBS

BSA

Goat serum
Saponin
PBS

BSA

Goat serum
PBS

PFA

PBS

Tween 20
PBS
Triton-X
PBS
Formamid
TBS

Substanz

PBS

Giemsa’s Azur-Eosin-
Methylenblaulésung
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Tabelle 2.26: Puffer und Losungen fiir den Kolonietest

Bezeichnung Gehalt Substanz
Fixierlosung 70 % Ethanol
Farbeldsung 0,1 % (in H,0) Kristallviolett

2.1.8 Enzyme

Tabelle 2.27: Verwendete Enzyme (verwendet am UKE in Hamburg)

Bezeichnung Hersteller
T4-DNA-Ligase Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

Tabelle 2.28: Verwendete Enzyme (verwendet am FLI in Jena)

Bezeichnung Hersteller
I-Scel Restriktionsenzym New England BiolLabs, USA

2.1.9 Bakterienstamme

Tabelle 2.29: Verwendete Bakterienstimme (verwendet am FLI in Jena)

Bezeichnung Eigenschaften

Escherichia coli DH5a F_, endAl, rec A_, gyrA96, hsdR

2.1.10 Kits

Tabelle 2.30: Inhalt vom GeneJET Plasmid Mini Prep Kit: 250 Reinigungen, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA, #K0503 (verwendet am FLI in Jena)

Bezeichnung Volumen bzw. Menge
Resuspension Solution 70 ml

Lysis Solution 70 ml

Neutralization Solution 100 ml

Wash Solution (concentrated) 100 ml

RNase A (10 mg/ml) 0.7 ml

Elution Buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.5) 30 ml

GenelET Spin Columns 250 Stiick

Collection Tubes (2 ml) 250 Stiick

Tabelle 2.31: Inhalt vom Plasmid Miniprep Kit I, peqGOLD: 50 Reinigungen, VWR international, Pennsylvania,
USA, #12-6945-01

Bezeichnung Volumen bzw. Menge
Perfect Bind DNA Columns 50 Stiick
2,0 ml Collection Tubes 50 Stiick
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Bezeichnung

Solution |

Solution Il

Solution 11l

PW Plasmid Buffer

DNA Wash Buffer (concentrated)
RNase A

Elution Buffer (10 mM Tris-HCI, pH 9.0)

Volumen bzw. Menge
30 ml
30 ml
40 ml
30 ml
40 ml
100 i
15 ml

Tabelle 2.32: Inhalt vom GeneJET Plasmid Maxiprep Kit: 25 Reinigungen, Thermo Fisher Scientific,

Massachusetts, USA, #K0492 (verwendet am FLI in Jena)

Bezeichnung

Resuspension Solution

Lysis Solution

Neutralization Solution

Endotoxin Binding Reagent

Wash Solution | (concentrated)

Wash Solution Il (concentrated)

RNase A Solution

Elution Buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.5)
GenelET Maxi Purification Columns pre-
assambled with collection tubes (50 ml)
Collection tubes (50 ml)

Volumen bzw. Menge
180 ml

180 ml

180 ml

24 ml

180 ml

180 ml

6x1.2ml

45 ml

25 Stlick

25 Stick

Tabelle 2.33: Inhalt vom QIAGEN Plasmid Plus Maxi Kit (25): Qiagen, Venlo, Niederlande, #12963

Bezeichnung

QIAGEN Plasmid Plus Spin Colums
QlAfilter Maxi Cartridges
Caps for QlAfilter

Tube Extenders (20 ml)
Collection Tubes (2 ml)
Buffer P1

Buffer P2

Buffer S3

Buffer ETR

Buffer BB

Buffer PE (concentrate)
Buffer EB

RNase A

LyseBlue

Volumen bzw. Menge
25 Stiick
25 Stiick
25 Stiick
25 Stiick
25 Stiick
250 ml
250 ml
3x70ml
25 ml
2x70 ml
6 ml

15 ml

25 mg
250 ul
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Tabelle 2.34: Inhalt vom Applied Biosystems™ Big Dye™ Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit: Applied

Biosystems™, Foster City, Kalifornien, USA #15869786

Bezeichnung

BigDye®Terminantor v1.1 Ready Reaction Mix
M13 (-21) Primer

PGEM Control DNA

5 x Sequencing Buffer

Volumen bzw. Menge
200 ul
1 Tube
1 Tube
1 Tube

Tabelle 2.35: Inhalt vom DNeasy Blood & Tissue Kit (50): Qiagen, Venlo, Niederlande, #69504

Bezeichnung

DNeasy Mini Spin Colums (colorless) in 2 ml
Collection Tubes (2ml)

Buffer ATL

Buffer AL

Buffer AW1 (concentrate)

Buffer AW2 (concentrate)

Buffer AE

Proteinase K

Volumen bzw. Menge
50 Stiick

100 Stiick

10 ml

12 ml

19 ml

13 ml

22 ml

1,25 ml

Tabelle 2.36: Inhalt vom High-Performance GoTaq® G2 DNA Polymerase with Mg-Free Buffer System: Promega,

Fitchburg, USA, #M7806

Bezeichnung

MgCl,

GoTaq®G2 Flexi DNA Polymerase
5 X Colorless GoTaq®Flexi Buffer
5 X Green GoTaq®Flexi Buffer

Volumen bzw. Menge
15x1,2 ml

5x500 U

20x 1 ml

20x 1 ml

Tabelle 2.37: Inhalt vom dNTP Mix, PCR Grade: 10 mM each, 1 x 200 ul, Qiagen, Venlo, Niederlande, #201900.
Abkirzungen: dATP: engl. deoxyadenosine triphosphate; dCTP: engl. deoxycytosine triphosphate; dGTP: engl.
deoxyguanosine triphosphate; dTTP: engl. deoxythymidine triphosphate

Bezeichnung
Mix containing 10 mM each of dATP, dCTP,

Volumen
1 x 200 pl

Tabelle 2.38: Inhalt vom Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System: Promega, Fitchburg, USA, #A9282

Bezeichnung

Membrane Binding Solution

Membrane Wash Solution (concentrated)
Nuclease-free Water

Wizard®SV Minicolumns

Collection Tubes (2 ml)

Volumen bzw. Menge
100 ml

75 ml

13 ml

250 Stiick

250 Stiick
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Tabelle 2.39: Inhalt vom Click-iT®EdU imaging Kit: Life-Technologies, Carlsbad, USA, #C10340. Abkiirzungen:

EdU: engl.: 5-ethynyl-2’-deoxyuridine

Bezeichnung

EdU

Alexafluor® Azide 594
DMSO

Click-iT® Edu-reaction buffer
CuSO;

Click-iT® Edu buffer additive

Volumen bzw. Menge
5mg

1 Ampulle

4 ml

4 ml

1 Ampulle

400 mg

Tabelle 2.40: Inhalt vom ALDEFLUOR™-Kit: STEMCELL Technologies SARL, Grenoble, Frankreich, #01700

Bezeichnung

Dry ALDEFLUOR™ Reagent
DEAB-Reagent

HCI

DMSO
ALDEFLUOR™-Assay Buffer

Volumen bzw. Menge
50 ug

1ml

1,5 ml

1,5 ml

4 x25ml

Tabelle 2.41: Inhalt vom NE-PER™ Extraction Kit: Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA, #78833

Bezeichnung

Cytoplasmic Extraction Reagent | (CER |)
Cytoplasmic Extraction Reagent Il (CER Il)
Nuclear Extraction Reagent (NER)

Volumen
10 ml
550 pl

5 ml

Tabelle 2.42: Inhalt vom Quant-iT ™ PicoGreen™ dsDNA Assay-Kit: Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,

USA, #P11496

Bezeichnung

Quant-iT™PicoGreen® dsDNA reagent
20 x TE (Component B)

Lambda DNA standard (Component C)

Volumen
1ml

25 ml
1ml

Tabelle 2.43: Inhalt vom RNeasy Mini Kit (250): Qiagen, Venlo, Niederlande, #74106

Bezeichnung

RNeasy Mini Spin Columns (pink)
Collection Tubes (1,5 ml)
Collection Tubes (2 ml)

Buffer RLT

Buffer RW1

Buffer RPE (concentrate)
RNase-Free Water

Volumen bzw. Menge
250 Stiick

250 Stiick

250 Stiick

220 ml

220 ml

55 ml

50 ml
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Tabelle 2.44: Inhalt vom Quanti®Tect Reverse Transcription Kit (200): Qiagen, Venlo, Niederlande, #205313

Bezeichnung

gDNA Wipeout Buffer, 7 x
Quantiscript®Reverse Transcriptase
Quantiscript RT Buffer, 5 x

RT Primer Mix

RNase-free Water

Volumen bzw. Menge
4 x 100 pl

4 x 50 pl

4 x 200 pl

4 x 50 pl

4x1,9ml

Tabelle 2.45: Inhalt vom AccuPower®2xGreenStar™qPCR Master Mix: Bioneer, Korea, #K-6251

Bezeichnung

2 x Master Mix
DEPC-D.W.
ROX dye (80 x)

2.1.11 Verbrauchsmaterialien

Volumen bzw. Menge
4x0,625 ml

1x1,2ml

1x0,6 ml

Tabelle 2.46: Verbrauchsmaterialien (verwendet am FLI in Jena)

Bezeichnung
Durchflusszytometrie-Rohrchen (5 ml)
Einmalspritzen (5 ml, 2 ml)

Kiivetten Ingenio™ (0,2 cm)
Multilochplatten (6 well)

Multilochplatten (24 bzw. 96 well)
Pasteurpipetten (Glas, 2 ml)
Pipettenspitzen

Pipettenspitzen Multi Flex (0,5 — 200 pl)
ReaktionsgefdRe (0,2 ml)

ReaktionsgefdaRe (1,5 ml und 2 ml)
Reaktionsréhrchen (15 ml und 50 ml; Falcon)
Serologische Pipetten (2 ml, 50 ml; Falcon)
Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)
Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?)

Zellzahlkammern SD100 Nexcelom

Hersteller

Sarstedt, Nimbrecht

Braun, Melsungen

Mirus Bio LLC, Madison, WI, USA
Becton Dickenson, Heidelberg
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Carl Roth, Karlsruhe

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Carl Roth, Karlsruhe

Brand, Wertheim

Sarstedt, Nimbrecht

Becton Dickenson, Heidelberg
Becton Dickenson, Heidelberg
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Bioscience, Lawrence, MA, USA
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Tabelle 2.47: Verbrauchsmaterialien (verwendet am UKE in Hamburg)

Bezeichnung
Black 96 well plate

Boyden Chamber
Criterion™PrecastTris-HCl Gel, 4-15 %
Deckglaschen, 15 mm

Erlenmeyerkolben 2000 ml WH
Erlenmeyerkolben 1000 ml WH
Filterpapier Criterion™Blotter
Handschuhe, Micro-Touch®Nitra-Tex® Size Small
Kulturflasche T-25

Kulturflasche T-75

Messzylinder, 250 ml

Messzylinder, 500 ml

Objekttrager Superfrost

Odyssey Nitrozellulose Membran

Pipette serolog., 1 ml steril

Pipette serolog., 2 ml steril

Pipette serolog., 5 ml steril

Pipette serolog., 10 ml steril

Pipette serolog., 25 ml steril

Pipette serolog., 50 ml steril
Pipettenspitzen, 0,5-20 pl
Pipettenspitzen, 50-1000 ul
Reaktionsgefal 1,5 ml

Reaktionsgefal® 15 ml

Reaktionsgefal® 50 ml

Realtime PCR-Platten

(Hard-Shell®PCR Plates, 96-well, thin-well)
Realtime PCR-Platten-Folie

(Microseal® B’seal” Seals)

Réhrchen 5 ml, 75 x 12 mm (Flow Cytometry)
Safeguard, Filter Pipettenspitzen, 20 pl

Safeguard, Filter Pipettenspitzen, 200 pl

Safeguard, Filter Pipettenspitzen, 1000 pl

TipStack Pack, 0,5-10 ul
TipStack Pack, 0,5-100 pl
Transferpipetten, 3,5 ml
Uvette® (220 - 1600 nm)
Zellkulturplatte (6-well)

Hersteller

Phenix Research Products Inc., Kalifornien, USA,
#MPG-655076

Thermo Fisher, USA, #140656

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, #345-0028
Roth, Karlsruhe, #P232.1

Roth, Karlsruhe, #X742.2

Roth, Karlsruhe, #X741.2

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, #170-4085
Ansell, Yarra City, Australien, #700112
Sarstedt, Nimbrecht, #83.3910

Sarstedt, Nimbrecht, #83.3911

Roth, Karlsruhe, #K259.2

Roth, Karlsruhe, #K260.2

Roth, Karlsruhe, #1880.1

LI-COR, Nebraska, USA, #926-31092
Sarstedt, Nimbrecht, #86.1251.001
Sarstedt, Nimbrecht, #86.1252.001
Sarstedt, Nimbrecht, #86.1253.001
Sarstedt, Nimbrecht, #86.1254.001
Sarstedt, Nimbrecht, #86.1685.001
Sarstedt, Nimbrecht, #86.1689.001
Eppendorf AG, Hamburg, #0030000.854
Eppendorf AG, Hamburg, #0030000.919
Sarstedt, Nimbrecht, #72.690.001
Sarstedt, Nimbrecht, #62.554.502
Sarstedt, Nimbrecht, #62.554.501

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, #HSP9601

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, #MSB1001

Sarstedt, NUmbrecht, #55.1579

PEQLAB Biotechnologie GmbH Biotechnik,
Erlangen, #81-1020

PEQLAB Biotechnologie GmbH Biotechnik,
Erlangen, #81-1011

PEQLAB Biotechnologie GmbH Biotechnik,
Erlangen, #81-050

Sarstedt, Nimbrecht, #70.113.600
Sarstedt, Nimbrecht, #70.760.451
Sarstedt, Nimbrecht, #86.1171.001
Eppendorf AG, Hamburg, # 952010051
Sarstedt, Nimbrecht, #83.3920
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Bezeichnung
Zellkulturplatte (12-well)
Zellkulturplatte (24-well)

2.1.12 Gerate

Tabelle 2.48: Gerdte (verwendet am FLI in Jena)

Bezeichnung

Autoklav VE-150

Bioanalyzer Aligent 2100

Brutschrank Kelvitron®t
Durchflusszytometer FACS Aria
Eismaschine MF 36
Elektroporationsgerat Nucleofector ®II
FlUssigkeits-Absaugsystem BVC 1
Heizblock Thermomixer® comfort
Kleinschittler Vortex Genie 2
Pipettensatz Pipetman

Pipettierhilfe Pipetboy acu
Reinstwasseranlage Milli-Q®Advantage A10
Schittelinkubator Multitron 2
Spark®Multimode Microplate Reader
Spektrophotometer NanoDrop 1000
Sterilwerkbank NU-437-400E
Thermocycler C1000TM
Tischzentrifuge 5415 C
Tischzentrifuge Heraeus Fresco 21
Tischzentrifuge Sprout®Mini-Zentrifuge
Zellkultur-Inkubator MCO-18AIC
Zellzahler Cellometer Auto T4
Zentrifuge 1LR

Zentrifuge 3K15 Sigma

Tabelle 2.49: Gerédte (verwendet am UKE in Hamburg)

Bezeichnung

Accu-jet Pro

Autoklav

Brutschrank (CO; Inkubator)
Brutschrank Heracell 240
Blot-Kammer Criterion Precast

CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System

Coulter Counter 22
Durchflusszytometer (BD FACS Canto)

Hersteller
Sarstedt, Niimbrecht, #83.3921
Sarstedt, Nimbrecht, #83.3922

Hersteller

Systec, Wettenberg

Agilent Technologies, Waldbronn
Heraeus Instruments, Hanau

BD Bioscience, San Jose, USA
Scotsman-FRIMONT S.P.A., Mailand, ltalien
Amaxa Biosystems, Gaithersburg, MD, USA
Vakuumbrand, Wertheim

Eppendorf, Hamburg

Scientific Industries, Bohemia, NY, USA
Gilson, Middletown, WI, USA

Integra Biosciences, Zizers, Schweiz
Millipore, Schwalbach am Taunus

Infors, Bottmingen, Schweiz

Tecan Group AG, Mannedorf, Schweiz
Thermo Scientific, Wilmigton, DE, USA
Integra Biosciences, Fernwald

Bio-Rad, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

Thermo Scientific, Wilmigton, DE, USA
Heathrow Scientific, Vernon Hills, IL, USA
Sanyo, San Diego, CA, USA

Nexcelom Bioscience, Lawrence, MA, USA
Heraeus Instruments, Hanau
Laborzentrifugen, Osterode

Hersteller

Brand, Deutschland

Meditech, Norderstedt
SANYO Medical, Bad Nenndorf
Heraeus, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Beckman Coulter, Krefeld

Becton Dickson, Biosciences, Franklin Lakes, NJ
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Bezeichnung

Eismaschine FM-120DE-50

FACS Gerat MACSQuant®X and MACSQuant
Fluoreszenzmikroskop Axionvision Observer Z1
Gefrierschrank

Gelelektrophoresekammer CriterionCell
Heizblock Thermostat 5320
Kamerasysteme

Kolbenhubpipetten 0,5 - 10 ul
Kolbenhubpipetten 10 - 100 pl
Kolbenhubpipetten 100 - 1000 pl
Konfokalmikroskop Leica TCS SP8 X
Lichtmikroskop ECHO, REB-01
Magnetrihrer

MediPan-Gerat AKLIDES®

NanoDrop ONE ¢

Netzgerate

pH-Meter

Photometer (Bio-Photometer)
Rontgenrohre RS225
Schittler

Sterile Werkbank Herasafe
Thermocycler

Primus 25 advanced® Thermocycler
Vakuumpumpe

Vortexer Vortex-Genie® 2

Waagen

Warmeschrank
Wasserbader

Zentrifugen

Hersteller

Hoshizaki Europe, Amsterdam

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Carl Zeiss, Microscopy GmbH, Gottingen
Kryotec, Deutschland

Bio-Rad, Miinchen

Eppendorf AG, Hamburg

AxioCamMRm, Zeiss, Gottingen
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
ECHO, #REB-01-0160, San Diego, USA
Ikameg Ret, IKA Labortechnik, Staufen
MEDIPAN GmbH, Dahlewitz

Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, USA
Consort E455, Frobel Laborgerate, Lindau
Consort E802, Frobel Laborgerate, Lindau
Beckman Coulter, Krefeld

Eppendorf AG, Hamburg

Gulmay, Surrey, UK

Edmund Bihler, Johanna Otto GmbH,
Mini-Shaker, Modell Kithner, Braun, Melsungen
Polymax 1040, Heidolph, Schwabach
Heraeus, Hanau

Peqglab, VWR, Pennsylvania, USA

Oerlikon LeyboldVacuum, Pfaffikon, CH
Scientific Industries, Bohemia, USA
P1200, Mettler Toledo, Giessen

AE160, Mettler Toledo, Giessen

New Classic MS, Mettler Toledo, Giessen
Memmert, Schwabach

Haake W19/D3, Karlsruhe

Lauda, Lauda-Kénigshofen

Biofuge 15 R, Heraeus, Hanau
Labofuge 400 R, Heraeus, Hanau
Microfuge R, BeckmanCoulter, Krefeld
Megafuge 1.0R, Heraeus, Hanau
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2.1.13 Software

Tabelle 2.50: Eingesetzte Software (verwendet am FLI in Jena)

Software

Cellometer Auto X4 software
Chromas Lite 2.01

NanoDrop 1000 3.7.0

Hersteller

Nexcelom Bioscience, Lawrence, MA, USA
Technelysium, South Brisbane, Australien
PEQLAB Biotechnologie, Erlangen

Tabelle 2.51: Eingesetzte Software (verwendet am UKE in Hamburg)

Software

Aklides Nuk 10160418

Axio-Vision Rel. 4.7

BD FACS DIVA ™ Software 6.1.2.
CFX Manager ™ Software #1845000
FlowLogic™, Flow Cytometry Analysis Software
GraphPadPrism 6 bzw. 8

Image J

Imaris x64 7.6.1.

ModFit LTTM Software 3.2.
Odyssey® Infrared Imaging System

Hersteller

MEDIPAN GmbH, Dahlewitz

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Gottingen
Becton Dickson Biosciences, Franklin Lakes, NJ
Bio-Rad, Miinchen

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
GraphPad Software Inc, CA, San Diego
Wayne Rasband

Oxford Instruments, Abingdon, England
Verity Software House, Inc.

LI-COR, Nebraska, USA
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2.2 Methoden

Die nachfolgend beschriebenen Methoden wurden teilweise im Leibniz-Institut flr
Alternsforschung - Fritz-Lipmann-Institut (FLI) in Jena, teilweise im Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf (UKE) in Hamburg durchgefiihrt.

2.2.1 Generierung von MCF7 Zellen mit CRISPR/Cas9-verdnderten BRCA1 Allelen

Flr die Herstellung von MCF7-Zellen mit stufenweise reduzierter BRCA1 Expression wurde wie
nachfolgend beschrieben vorgegangen. Es wurde die humane Mammakarzinomzelllinie MCF7
verwendet, welche drei Genkopien (Allele) von BRCA1 tragt. Um MCF7-Klone mit
unterschiedlicher Anzahl ausgeschalteter BRCA1 Allele zu erhalten, wurden zunachst
geeignete single guide RNAs gegen Exon 9 und Exon 14 des BRCA1 Gens entwickelt. Nach
Klonierung geeigneter guide-Sequenzen in den Cas9-Vektor (Ligation), erfolgte die
Transfektion in MCF7 Zellen (siehe Transfektion von humanen Zellen durch Elektroporation
(FLI, Jena)). Eine erfolgreiche Einbringung des Vektors in die Zellen konnte lber die Expression
von GFP (engl. green fluorescent protein) Giberprift werden. Daraufhin wurden GFP-positive
MCF7 Zellen mithilfe eines Durchflusszytometers (FACS, engl. fluorescence-activated cell
sorting) vereinzelt und sortiert (siehe Abschnitt Durchflusszytometrie (FLI, Jena)). Als
Einzelzell-Kolonien wurden die GFP-positiven MCF7 Zellen in einer Vertiefung einer 96-
Lochplatte kultiviert, expandiert und auf eine erfolgreiche Modifikation in einer primaren
Analyse in der PCR (engl. polymerase chain reaction) bzw. im Bioanalyzer untersucht.

Entwicklung von sgRNAs gegen Exon 9 bzw. Exon 14 des BRCA1 Gens (FLI, Jena)
Mithilfe des Online-Tools crispr.mit.edu wurden single guide RNAs (sgRNAs) gegen Exon 9 bzw.
Exon 14 von BRCA1 ermittelt (siehe Tab. 2.4).

Ligation (FLI, Jena)

Die Ligation der Oligonukleotide (sgRNAs, siehe Tab. 2.4) mit einem aufbereiteten,
linearisierten Vektor (zur Verfligung gestellt von Isabell Vetterlein, siehe Tab. 2.3) erfolgte
mithilfe der T4-DNA-Ligase im dazugehorigen Ligasepuffer bei 16 °C (iber Nacht (siehe Tab.
2.52).

Tabelle 2.52: Zusammensetzung eines einfachen Ligationsansatzes

Reagenz Volumen bzw. Menge
Linearisierter Vektor 0,1ug

Oligonukleotid 1ug

T4-Ligasepuffer (10 x) 2 ul

T4-Ligase 2 ul(5U)

ddH,0 Auf 20 pl auffillen

Transformation (FLI, Jena)
Das Plasmid mit ligierter sgRNA wurde Uber E. coli Bakterien des Stammes DH5a (siehe Tab.
2.29) vermehrt. Das Konstrukt wurde hierbei durch Hitzeschock in die bereits chemisch
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kompetenten E. coli Bakterien eingebracht. Je Ansatz wurde dafiir ein Aliquot von 100 pl
kompetenter DH5a (Lagerung bei — 80 °C) langsam auf Eis aufgetaut und vorsichtig mit 5 pl
des Ligationsansatzes (siehe Tabelle 2.52) gemischt. Es folgte eine 30-miniitige Inkubation auf
Eis, anschlieRend der Hitzeschock fir 2 min bei 42 °C. Die Transformationsansatze wurden
danach fiir 5 min auf Eis gelagert, bevor sie in 600 pl vorgewarmten 2 x TY-Medium fiir 1 h bei
37 °C schittelnd inkubiert wurden. Daraufhin wurde der Transformationsansatz auf LB-
Agarplatten mit Ampicillin als Selektionsantibiotikum ausplattiert und die Bakterienkulturen
Uber Nacht bei 37 °C im Inkubator kultiviert.

Anzucht von Bakterienkulturen (FLI, Jena)

Die transformierten DH5a-Bakterienkulturen wurden auf LB-Agar-Platten mit Ampicillin
ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C im Inkubator kultiviert. In der Mini-Praparation sollte
die Ligation auf ihren Erfolg Giberpriift werden. Dazu wurden Einzelkolonien ausgewahlt und
in 4 ml LB-Medium mit Ampicillin in ein steriles 15 ml Falcon-Réhrchen Ubertragen. Diese
wurden bei 170 rpm im Schittelinkubator Giber Nacht bei 37 °Cinkubiert. Fir die Vermehrung
und spatere Reinigung in der Maxi-Praparation wurden auf gleiche Weise vorgegangen.

Analytische Mini-Praparation des Plasmids plus ligierter sgRNA (FLI, Jena)

Fiir die Analyse kleinerer Mengen von Plasmid-DNA wurde diese Uber eine Mini-Praparation
unter Verwendung des GeneJET Plasmid Mini Prep Kits (siehe Tab. 2.30) extrahiert. Dafir
wurden von einer Ubernacht-Schiittelkultur 4 ml verwendet und diese schrittweise in einem
2 ml-ReaktionsgefaR zentrifugiert bei >16.000 x g fiir 1 min bei 4 °C und der Uberstand
verworfen. Danach wurde das Pellet in 250 ul Resuspension Solution gelost und resuspendiert.
Die Zellen wurden lysiert iber die Zugabe von 250 ul Lysis Solution und vorsichtigem
Invertieren. AnschlieRend wurden zu der Probe 250 ul Neutralisationspuffer gegeben, dieses
gemischt und fir 2 bis 5 min bei RT inkubiert. Nun folgte ein Zentrifugationsschritt bei
>18.000 x g fiir 10 min bei 18 °C. Nach Uberfiihrung des Uberstands in ein neues 1,5 ml-
ReaktionsgefaR, wurde dieser mit 800 pl Ethanol (99 %, reinst.) gemischt und fir 20 min bei
-20 °C inkubiert. Das DNA-Pellet wurde bei >18.000 x g fiir 10 min bei 18 °C zentrifugiert und
der Uberstand entfernt, um die DNA zu préazipitieren. Das DNA-Pellet wurde anschlieRend mit
200 ul 75 % Ethanol gewaschen und erneut bei >18.000 x g fiir 2 bis 3 min bei 18 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und die DNA bei RT an der Luft getrocknet,
danach in 20 ul ddH,0 aufgenommen und bis zur Analyse bei -20 °C gelagert.

Aufreinigung von DNA durch Isopropanol- oder Ethanol-Prazipitation

Fiir die Verwendung der praparierten DNA-Fragmente aus dem vorherigen Abschnitt fiir eine
Sequenzierung oder Transfektion in humane Zellen, war ein hoher Reinheitsgrad der
Nukleinsduren erforderlich. Daher wurden Riickstande von Salz oder Puffer entfernt, indem
die in Losung befindliche DNA ausgefillt wurde. Die DNA-Probe (erhalten aus der Mini-
Prdparation) wurde mit 25 pl eiskaltem 96 % Ethanol versetzt. Anschliefend folgte ein
Zentrifugationsschritt bei 14.000 rpm fiir 40 min bei 4 °C, der Uberstand wurde verworfen.
Das Pellet wurde in 50 pl 80 % Ethanol resuspendiert. Nun wurde die DNA-Probe bei
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14.000 rpm fiir 15 min bei 4 °C zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Pellet
getrocknet. Die gereinigten DNA-Fragmente wurden in 20 bis 50 pl ddH,0 aufgenommen und
bis zur weiteren Analyse bei -20 °C gelagert.

Sequenzierung zur Bestatigung der Ligation (FLI, Jena)
Flr die Bestatigung, dass die Ligation der sgRNA mit dem Vektor erfolgreich war, wurde dieses
Konstrukt in der Sequenzierung nach Sanger tUberpruft.

DNA-Sequenzierung

Mithilfe der Sequenzierung lGber die Didesoxy- oder Kettenabbruchmethode nach Sanger [241]
kann die exakte Abfolge der Nukleotide ermittelt werden. Zur Uberpriifung der Ligation des
Vektors PX458 mit der entsprechenden sgRNA (gegen Exon 9 bzw. Exon 14 von BRCA1) wurde
daher eine Sanger-Sequenzierung durchgefihrt. Dazu wurden zuvor in der Masterarbeit von
I. Vetterlein 2016 [242] optimale Sequenzierungsprimer konstruiert. Die Reaktionen fir die
Sequenzierung wurden unter Verwendung des Big Dye Kits angesetzt. Der dazugehorige
Ansatz ist in Tab. 2.53 gezeigt, das im Thermocycler C1000™ verwendete Programm in Tab.
2.54.

Tabelle 2.53: Ansatz fiir Sequenzierung

Ansatz fiir Sequenzierung Volumen
Plasmid-DNA (200 — 400 ng/ul) 1l
Sequenzierungspuffer 1,5 ul
Sequenzierungsprimer (10 uM) 0,5 ul
BigDye-Mix 1l
ddH,0 6 |,1|

Tabelle 2.54: PCR-Programm fiir Sequenzierung

Schritt Temperatur [°C] Zeit [s] Zyklus-Anzahl
1 95 300 1
95 30 '
2 55 10 25
60 240 |
3 12 >0 1

Die in der Sequenzierungs-PCR erhaltenen Produkte wurden mit 30 pl eiskaltem 99 % Ethanol
versetzt, gemischt und 20 min bei RT inkubiert. Die auf diese Weise ausgefallten DNA-
Fragmente wurden bei >18.000 x g fir mind. 25 min bei 18 °C zentrifugiert und dadurch
prazipitiert, der Uberstand wurde verworfen. Der entstandene Niederschlag wurde mit 100 pl
75 % Ethanol gewaschen, bei >18.000 x g fir 5 bis 6 min bei 18 °C zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Im Anschluss wurden die Proben unter Ausschluss von Licht bei RT
getrocknet. Die Proben wurden in 20 yl ddH;0 aufgenommen und auf eine Platte fur die

41



Material und Methoden

Sequenzierung gegeben. Die Sequenzierung erfolgte in der Abteilung Genomanalyse des FLI
in Jena. Die erhaltenen Rohdaten wurden mithilfe des Programms Chromas Lite 2.01
(Technelysium) gelesen und Uber die BLAST-Analyse (blastn) ausgewertet, indem die
Sequenzen (Vektorsequenz und sgRNA gegen Exon 9 bzw. Exon 14) geprift wurden.

Maxi-Praparation des Plasmids plus ligierter sgRNA (FLI, Jena)

Um grofRere Mengen Plasmid-DNA (hier des CRISPR-Cas9-Vektors PX458 mit ligierter sgRNA
gegen Exon 9 bzw. Exon 14 aus der vorangegangenen Mini-Prdparation) fir analytische
Zwecke zu extrahieren, wurde eine Maxi-Praparation mit dem GeneJET Plasmid Maxiprep Kit
(siehe Tab. 2.32) durchgefiihrt. Dazu wurden 250 ml einer Ubernacht-Schiittelkultur 5.000 x g
fiir 10 min abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. AnschlieRend wurde das Pellet in
6 ml Resuspension Solution aufgenommen. Der Zellaufschluss erfolgte nach Zugabe von 6 ml
Lysis Solution durch vorsichtiges Invertieren (vier-bis sechsmal). AnschlieRend erfolgte ein
Inkubationsschritt fiir 3 min bei RT. Nun wurde die Probe mit 6 ml Neutralization Solution
versetzt und funf- bis achtmal invertiert. Zur Probe wurden 0,8 ml Endotoxin Binding Reagent
zugegeben, flnf- bis achtmal invertiert und fir 5 min bei RT inkubiert. Dieser Ansatz wurde
bei 4.000 — 5.000 x g fiir 20 min bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde sauber und
rickstandfrei in ein neues 50 ml Reaktionsgefall Uberfihrt, zu diesem wurde die gleiche
Menge 96 % Ethanol gegeben und sofort flinf- bis sechsmal invertiert. Ein Teil der Probe (ca.
20 ml) wurden auf die Column Ubertragen, welche anschlieRend fiir 3 min bei 2.000x g
zentrifugiert wurde, der Durchfluss wurde verworfen und die Column zuriick in das Collection
tube gegeben. Dieser Schritt wurde wiederholt. Daraufhin wurden 8 ml der Wash Solution |
(zu welcher vorher Isopropanol hinzugegeben wurde) auf die Column gegeben. Es folgte eine
Zentrifugation bei 3.000 x g flir 2 min, der Durchfluss wurde verworfen und die Column zurick
in das Collection tube platziert. Nun wurden 8 ml der Wash Solution Il (zu welcher vorher
Ethanol hinzugegeben wurde) auf die Column gegeben. AnschlieRend wurde bei 3.000 x g fir
2 min zentrifugiert, der Durchfluss verworfen und die Column in das Collection tube platziert.
Dieser Schritt (mit Wash Solution Il) wurde wiederholt. Nun wurde bei 3.000 x g fir 5 min
zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Die Column wurde in ein neues 50 ml Collection
tube platziert und 1 ml des Elution Buffer auf die Membran in der Column gegeben, fiir 2 min
bei RT inkubiert und bei 3.000 x g fiir 5 min zentrifugiert, um die Plasmid-DNA zu eluieren.
Optional konnte die Ausbeute der DNA um 20 bis 30 % gesteigert werden, indem ein
zusatzlicher Eluierungs-Schritt erfolgte mit 0,5 ml. Die Column wurde verworfen und die
gereinigte Plasmid-DNA bis zur weiteren Analyse bei -20 °C gelagert.

Kultivierung humaner Zellen (FLI, Jena und UKE, Hamburg)

Das Passagieren der humanen, adharent wachsenden Mammakarzinomzelllinien (siehe Tab.
2.1 und Tab. 2.2) wurde unter einer sterilen Werkbank durchgefiihrt. Alle verwendeten Puffer
und Lésungen wurden mit ddH.O hergestellt und vor Gebrauch autoklaviert bzw. steril
filtriert. Die Kultivierung der eingesetzten Zelllinien erfolgte in DMEM-Medium mit 10 % FKS,
2 % Glutamin und ggf. 1% Penicillin-Streptomycin im Brutschrank bei 37 °C, 5% CO;-
Atmosphare und 100 % Luftfeuchtigkeit in Zellkulturflaschen. Fiir die Versuche und Analysen
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wurden Zelllinien in den Passagen 10 bis 30 verwendet. Alle 3 bis 7 Tage wurden die Zellen
passagiert. Hierzu wurde das Medium abgesaugt und der Zellrasen mit 1 x PBS zur Entfernung
von Mediumsresten gespllt. AnschlieBend wurde abhdngig von der GrofBe der
Zellkulturflasche (T-25 oder T-75), 1 ml oder 3 ml 0,25 %-ige Trypsinlosung auf die Zellen
gegeben, um den Zellrasen abzulésen. Nach 2 bis 3 min Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen
in 5 ml (T-25) oder 10 ml (T-75) Medium resuspendiert. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte
mittels Zellzéhlgerat (Coulter-Counter®) in isotonischer Losung (Coulter-Beckman solution®).
Im Anschluss wurden die Zellen verdiinnt in neue Zellkulturflaschen gegeben oder fiir
Analysen verwendet. Fir die Kryolagerung der Zellen in fliissigem Stickstoff und bei -196 °C
wurde entsprechendes Kryomedium aus 90 % FKS und 10 % DMSO verwendet.

Transfektion von humanen Zellen durch Elektroporation (FLI, Jena)

Bei der Transfektion wird fremde DNA in eukaryotische Zellen eingebracht. Bei der transienten
Transfektion wird die DNA nicht stabil, sondern lediglich voriibergehend ins Wirtsgenom
integriert. Um die MCF7 Zellen zu transfizieren, wurden diese von ein bis drei
Zellkulturflaschen mit 50 bis 70 % konfluenten Zellen durch Trypsin geldst, in 7 ml
serumbhaltigen Medium resuspendiert und in einem 15 ml Falcon-Réhrchen tberfihrt. Fir die
Bestimmung der Zellzahl wurden 20 pl der Zellsuspension auf eine Zdhlkammer (Nexcelom)
aufgetragen und die Zellzahl mittels Zellzahler Cellometer Auto X4 bestimmt. Nach
Zentrifugation bei 200xg fir 5min bei RT wurde das Uberstehende Kulturmedium
abgenommen und das Zellpellet in PBS aufgenommen. Es wurden pro Transfektionsansatz 1 x
10° Zellen verwendet. Das jeweilige Volumen an Zellsuspension wurde kalkuliert und in ein
steriles 1,5 ml-Reaktionsgefal pipettiert und bei 200 x g fliir 4 min bei RT zentrifugiert und das
PBS entfernt. Die Zellen wurden nun in 100 pl Elektroporationslosung Ingenio™
aufgenommen und mit 2 pug Plasmid-DNA gemischt. Diese Suspension wurde unverziglich in
eine Ingenio™-Kivette (0,2 cm; Mirus) Uberfuhrt, in das Elektroporationsgerdt Amaxa
(Biosystems) eingesetzt und das entsprechende Programm fir die MCF7-Zelllinie (nach
Herstellerangaben von Lonza) gestartet. Danach wurde der gesamte Ansatz auf zwei
Vertiefungen einer 6-Lochplatte mit je 2 ml Kulturmedium verteilt. Diese wurden flir zwei Tage
kultiviert, bevor sie in der Durchflusszytometrie sortiert wurden (siehe nachsten Abschnitt).

Durchflusszytometrie (FLI, Jena)

In der vorliegenden Arbeit wurde das Durchflusszytometer FACS Aria™ (BD Bioscience) der
FACS Core Facility des FLI in Jena verwendet, um die CRISPR/Cas9-Genomeditierung (nach
Transfektion von Cas9-Vektor mit ligierter sgRNA) der MCF7 Zellen nachzuweisen. Die GFP-
positiven MCF7 Zellen wurden einzeln und unabhangig in die Vertiefungen einer 96-Lochplatte
Uber die Durchflusszytometrie ausgesat (engl. sorting). Fir die Vorbereitung der
Durchflusszytometrie wurden die transfizierten Zellen nach 24-stiindiger Expression geerntet,
zweimal mit 1 x PBS gewaschen und in einem Medium aus 1 x PBS + max. 2 % FKS gelost. Des
Weiteren wurden pro Vertiefung einer 96-Lochplatte 200 ul Medium vorgelegt. Die
anschlielfende experimentelle Durchfiihrung sowie die Auswertung der FACS-Analyse und
Sortierung der Zellen in die 96-Lochplatten wurden von Mitarbeitern der FACS Core Facility
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des FLI in Jena durchgefihrt.

Expansion der einzelnen MCF7-Klone

Zunachst wurden die einzelnen Zellen der 96-Lochplatten kultiviert und schrittweise auf
groRere Zellkulturgefalle expandiert: 24-Lochplatte, 12-Lochplatte und 6-Lochplatte, bevor
diese in T-25-Zellkulturflaschen kultiviert wurden.

Primadres PCR-Analyse der MCF7-Klone mit verdnderten BRCA1 Allelen

Die Veranderungen (Genomeditierung Gber CRISPR/Cas9) der BRCA1 Allele in Exon 9 bzw.
Exon 14 der MCF7-Klone wurden (ber eine primare PCR-Analyse validiert und tiberprift. Dazu
wurde zundchst die genomische DNA isoliert und in der PCR unterschiedliche groRe Bereiche
um die Cas9-Schnittstelle amplifiziert. Daher wurde ein langes Fragment (/ong) und ein kurzes
Fragment (short) untersucht, um unterschiedlich groRe Modifikationen zu erfassen (siehe Tab.
2.5).

Isolierung genomischer DNA

Zunachst wurden 1 x 10° Zellen pro Vertiefung einer 6-Lochplatte ausgelegt und die DNA der
Zellen am nachfolgenden Tag lber das DNeasy Blood & Tissue Kit (siehe Tab. 2.35) isoliert.
Dazu wurde die Zellsuspension (maximal 5 x 10° Zellen) in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR tberfihrt
und fir 5 min bei RT und 300 x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet
wurde anschliefend in 200 pl 1 x PBS aufgenommen, resuspendiert und 20 pl Proteinkinase K
hinzugefligt. Danach wurden 200 pl Buffer AL ohne Ethanol hinzugefiigt, der Ansatz gemischt
und bei 56 °C fir 10 min inkubiert. Nun wurden 200 pl Ethanol (96 — 100 %) dazu gegeben und
gemischt, um eine homogene Lésung zu erhalten. Dieser Ansatz wurde auf eine DNeasy Mini
spin column in einem Collection tube gegeben und bei >6.000 x g fiir 1 min zentrifugiert; der
Durchfluss wurde verworfen. Nun wurden 500 ul Buffer AW1 auf die Sdule gegeben und es
folgte eine Zentrifugation bei >6.000x g fir 1 min; der Durchfluss wurde entfernt.
AnschlieBend wurden 500 ul Buffer AW2 auf die Saule gegeben und der Ansatz bei 20.000 x g
fir 3 min zentrifugiert, um die DNeasy Membran zu trocknen. Die DNeasy Mini spin column
wurde in ein 1,5 ml-ReaktionsgefaR platziert und direkt auf die DNeasy Membran 200 pl Buffer
AE gegeben. Nach einer 1-minitigen Inkubation folgte eine Zentrifugation bei >6.000 x g fir
1 min, um die DNA zu eluieren. Die Konzentration (ng/ul) wurde Gber den Spektrophotometer
NanoDrop ONE € bestimmt.

PCR-Analyse

Die erzeugten genetischen Veranderungen der BRCA1 Allele wurden in der PCR untersucht
und validiert. Dazu wurde ein kiirzerer bzw. langerer Bereich um 50 bp bzw. 200 bp, die Cas9-
Schnittstelle flankierend, bestimmt und entsprechende Primer verwendet (siehe Tab. 2.5).
Diese Bereiche wurden fir Exon 9 und Exon 14 von BRCA1 in der PCR amplifiziert. Der Ansatz
fr die PCR war wie folgt zusammengesetzt (siehe Tab. 2.55).
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Tabelle 2.55: Zusammensetzung des Mastermix fiir die PCR

Ansatz fiir PCR

Buffer
MgCl2
(25 mMm)

dNTPs
(20 mM)

Primer forward
(100 pmol/pul)

Primer reverse
(100 pmol/ul)

ddH20

Taqg-Polymerase

Volumen
Exon 9 short
5ul
1l
(Ziel: 1 mM)
2,5 ul
(Ziel: 0,2 mMm)
1l
(1:10 Verdiinnung,
10 pmol/pl)
(ziel: 0,2 pmol/ul)
1ul
(1:10 Verdiinnung,
10 pmol/pul)
(Ziel: 0,2 pmol/ul)
13,35 ul
0,15 pl

Volumen
Exon 9 long
5ul
1l
(Ziel: 1 mM)
2,5 ul
(Ziel: 0,2 mMm)
0,5 pl
(1:10 Verdiinnung,
10 pmol/pul)
(ziel: 0,2 pmol/ul)

0,5 ul
(1:10 Verdiinnung,
10 pmol/pul)
(Ziel: 0,2 pmol/ul)
14,35 pl
0,15 ul

Volumen
Exon 14 short
5ul
1l
(Ziel: 1 mM)
2,5 ul
(ziel: 0,2 mMm)
1l
(1:10 Verdiinnung,
10 pmol/ul)
(ziel: 0,2 pmol/ul)
1ul
(1:10 Verdiinnung,
10 pmol/pul)
(Ziel: 0,2 pmol/pl)
13,35 ul
0,15 pl

Volumen
Exon 14 long
5ul
1l
(Ziel: 1 mM)
2,5 ul
(ziel: 0,2 mMm)
0,5 ul
(1:10 Verdiinnung,
10 pmol/ul)
(ziel: 0,2 pmol/ul)
0,5 ul
(1:20 Verdinnung,
10 pmol/pul)
(Ziel: 0,2 pmol/ul)
14,35 pl
0,15 ul

Insgesamt wurden 24 ul des Mastermix und 1 pl der genomischen DNA (100 ng Gesamt-DNA)
auf Eis zusammengefihrt. Dazu wurde das nachfolgende PCR-Programm fiir Exon 9 bzw. Exon
14 verwendet (siehe Tab. 2.56) und die PCR im Primus 25 advanced® Thermocycler

durchgefihrt.

Tabelle 2.56: PCR-Programm fiir Exon 9 short und long; Exon 14 short und long

Schritt

Temperatur [°C]

95
95
54
72
72
4

Zeit [s]

Zyklus-Anzahl

120
30
30
50

300

unendlich

1

35
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Gelelektrophoretische Auftrennung

Fir die Ermittlung der DNA-Fragmente, welche in der vorangegangenen PCR amplifiziert
wurden, wurden diese in der Agarose-Gelelektrophorese nach ihrer GroRe aufgetrennt. Es
wurde ein 2 %-iges Agarosegel verwendet. Dafiir wurden 5 g Agarose in 250 ml 1 x TBE (10 x
TBE aus Tab. 2.20 wurde 1:10 verdiinnt) durch Erhitzen gel6st und anschlieBend 3 pl
Ethidiumbromid hinzugefiigt. Vor Auftragen der Proben in die Taschen des Gels wurden zu
diesen DNA-Ladepuffer (6x) gegeben. Neben den Proben wurde in eine Geltasche ein
Langenstandard (AmpliSize™Molecular Ruler, 50-2.000 bp Ladder) gegeben. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte in 1 x TBE-Puffer und bei 120 V fiir 30 bis 45 min. Die
DNA-Banden wurden unter UV-Licht visualisiert und dokumentiert. Die erhaltenen DNA-
Fragmente wurden mit den Fragmentlangen der unveranderten, wildtyp MCF7-Zelllinie
verglichen.

Untersuchungen im Bioanalyzer Aligent 2100 (FLI, Jena)

Fiir die Analyse im Bioanalyzer Aligent 2100 wurden die Bereiche wie im Abschnitt PCR-
Analyse Uber eine PCR amplifiziert und elektrophoretisch im Bioanalyzer Aligent 2100 in einer
Mikrokapillare aufgetrennt. Die Analyse im Bioanalyzer Aligent 2100 sowie die Aufbereitung
der Daten wurden von Mitarbeiten der Abteilung Bioinformatik am FLI in Jena durchgefiihrt.

2.2.2 Analyse der Proteinexpression in den MCF7-Klonen

Die Expression von BRCA1l und die Expression weiterer in der DNA-Reparatur relevanten
Proteine, aber auch Proteine der EMT wurden im Western Blot in den MCF7-Klonen analysiert.
Die einzelnen Schritte des Proteinnachweises sind nachfolgend verfasst.

Proteinextraktion

Die Proteine wurden aus ganzen Zellen extrahiert. Daflir wurde das Medium von den Zellen
abgenommen, diese mit 1 x PBS gespdlt, mit Trypsin gelost und in DMEM-Medium mit 10 %
FKS aufgenommen. Die anschliefenden Schritte erfolgten auf Eis, um eine Degradation der
Proteine zu vermeiden. Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml-ReaktionsgefaR Gberfihrt und
bei 1.200 rpm fiir 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen
und das Zellpellet in 10 ml eiskaltem 1 x PBS aufgenommen und der Zentrifugationsschritt
wiederholt. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und das Zellpellet in 1 ml eiskaltem
1 x PBS aufgenommen und in ein steriles 1,5 ml-Reaktionsgefald Uberfiihrt. Es folgte ein
weiterer Zentrifugationsschritt bei 1.200 rpm fiir 5 min und bei 4 °C, der Uberstand wurde
vorsichtig entfernt. AnschlieBend wurde zu dem Zellpellet in einem Volumen von 1:1
Extraktionspuffer, welcher 146 pl Puffer A, 5 ul PMSF und 50 pl Glycerol beinhaltete, gegeben.
In diesem Puffer wurde das Zellpellet gelost und das 1,5 ml-Reaktionsgefall im Wechsel fiir je
1 min in flissigem Stickstoff eingefroren und danach fir 1 min in einem 37 °C warmen
Wasserbad erhitzt. Dieser Schritt wurde dreimal wiederholt. Danach wurde das 1,5 ml-
Reaktionsgefald bei 11.000 rpm fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert, um Zellreste und Zelltrimmer
abzusetzen. Der Uberstand wurde abgenommen und in ein steriles 1,5 ml-Reaktionsgefil}
Uberfihrt. Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration wurden von diesem Extrakt 2 pl
entnommen. Die Lagerung des Extraktes erfolgte bei -80 °C.
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Bestimmung der Proteinkonzentration mithilfe der BCA-Methode

Die Proteinkonzentration des extrahierten Proteins wurde tber die BCA-Methode (BCA, engl.
bicinchoninic acid) ermittelt. Die BCA-Methode basiert auf der Biuret-Reaktion. In dieser
werden Kupfer-lonen (Cu?*) durch die Aldehydgruppen der Proteine zu Cu*-lonen reduziert.
Diese lonen kénnen dann einen Komplex mit BCA bilden und Licht der Wellenlange 562 nm
absorbieren. In Abhéngigkeit der Proteinmenge/ Konzentration steigt die Absorption linear an
(zwischen 20 und 2.000 pg/ml). Das Photometer wurde zundchst mit sechs Verdiinnungen von
BSA kalibriert, um einen Standard zu erhalten.

Es wurden Bicinchoninsdure-Lésung (Reagenz A) und Kupfer-(Il)-Sulfat-Lésung (Reagenz B)
verwendet. Zuerst wurden 2 pl des Proteinextraktes 1:25 in 48 ul ddH;0 verdiinnt. In der
Leerprobe (engl. blank) wurden 2 ul Extraktionspuffer und 48 ul ddH.O verwendet. Die
Farbereagenz war aus 50 Teilen Reagenz A und einem Teil Reagenz B zusammengesetzt. Von
dieser wurden zu den verdiinnten Proteinextrakten und des blanks je 1 ml hinzugegeben. Die
Ansdtze wurden anschlieBend gemischt und fiir 30 min bei 37 °C in einem Wasserbad
inkubiert. Die Extinktion der Proben wurde im Photometer bei einer Wellenlange von 562 nm
und als Duplikate gemessen.

SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

In der SDS-PAGE (engl. sodium dodecyl! sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) werden
Proteine nach ihrer GroRe in einem Gradienten-Tris-HCI-Polyacrylamid-Gel (4-15 %)
elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieRend auf eine Nitrozellulosemembran transferiert.
Es wurde eine Gesamtproteinmenge von 40 pg eingesetzt, die Proben mit 5 x Laemmli-Puffer
und ddH;0 in einem 1,5 ml-Reaktionsgefall angesetzt, ein maximales Volumen von 30 pl
wurde dabei nicht tberschritten. Dieser Ansatz wurde zunachst zentrifugiert, die Proteine fir
5 min bei 95 °C im Heizblock denaturiert und erneut zentrifugiert.

Das Gradienten-Tris-HCI-Polyacrylamid-Gel (4-15 %) wurde mit ddH,0 und Laufpuffer gespilt
und in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Die Reservoirs der Kammer wurden mit
Laufpuffer geflillt, der Kamm des Gels entfernt und die Geltaschen ebenfalls mit Laufpuffer
gespllt. AnschlieRend wurden mogliche Luftblasen unterhalb des Gels entfernt.

Das gesamte Volumen der Proben wurde in die entsprechenden Geltaschen mit einer Pipette
gegeben. AuBerdem wurde in eine Geltasche der GroRenstandard SeeBlue® Plus2 Pre-stained
Protein Standard aufgetragen, in eine weitere Geltasche der GroRenstandard
Novex™MagicMark™XP. Verbliebene Geltaschen wurden mit 5 x Probenpuffer befillt. Die
Gelelektrophorese erfolgte fiir 10 min bei 100 V (die sog. Sammelphase) und fiir 80 min bei
200V (die sog. Trennphase) auf Eis.
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Western Blot

Nachdem die Proteine in der SDS-PAGE elektrophoretisch im Criterion™Blotter aufgetrennt
wurden, sollten sie im Western Blot auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen werden, um
einen anschliefRenden immunologischen Nachweis (iber fluoreszenzgekoppelte Antikdrper zu
ermoglichen.

Zunachst wurde die Nitrozellulosemembran fiir 10 s in Wasser aktiviert und fir 15 min in
Transferpuffer aquilibriert. Die Apparatur fiir den Western Blot wurde nach den
Herstellerangaben zusammengebaut. Der Proteintransfer erfolgte zunachst fiir 1 h bei 100V,
gefolgt von 30V Uber Nacht unter stindigem Umwalzen des Transferpuffers bei 4 °C im
Kidhlraum. Nach erfolgreichem Transfer wurde die Membran kurz mit 1 x TBS gespilt und
mindestens fiir 6 h in Odyssey Blocking Buffer inkubiert, um unspezifische Bindestellen fiir den
Antikorper zu blockieren.

Proteindetektion

Fir die Proteindetektion wurde das LI-COR-System und fluoreszenzmarkierte Zweitantikorper
(siehe Tab. 2.8) verwendet. Zunachst wurden bestimmte Erstantikdrper (siehe Tab. 2.7),
welche in Odyssey Blocking Buffer entsprechend verdiinnt wurden, unter Schwenken tber
Nacht bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die Nitrozellulosemembran dreimal mit 1 x TBS-
T fir jeweils 10 min gewaschen, um Uberschiissige Antikorperreste zu entfernen. Alle
nachfolgenden Schritte erfolgten im Dunkeln. Die entsprechenden sekundaren,
fluoreszenzgekoppelten Antikorper (siehe Tab. 2.8) wurden in Odyssey Blocking Buffer
angesetzt, und die Nitrozellulosemembranen fir 1 h unter Schwenken bei RT darin inkubiert.
Daraufhin erfolgten drei Schritte, in denen die Membran mit 1 x TBS-T fiir 10 min gespilt
wurde. Die Detektion der Proteine erfolgte mit dem Odyssey CLX 289 detektiert, die
Quantifizierung mit dem Programm Odyssey® Infrared Imaging System. Die
Hintergrundsignale wurden vom System automatisch herausgerechnet und ein Wert fir die
Intensitat (entspricht der Proteinmenge) ausgegeben.

Auswertung der Proteinexpression

Zur Ermittlung der endogenen und absoluten Proteinmenge wurde das gemessene
Proteinsignal auf das Proteinsignal der Ladekontrolle (HSC70) normalisiert.
Gemessenes Proteinsignal

Absolute Proteinmenge = - (2-1)
Gemessenes HSC70 Signal

Der Vergleich der Proteinexpression der MCF7-Klone zur unveranderten MCF7 erfolgte (iber
die Normierung der Proteinexpression der MCF7 auf 1 und die Berechnung der
Proteinexpression der MCF7-Klone relativ zur MCF7.

. . . Absolutes Protein
Relative Proteinexpression = - - (2-2)
Absolute Proteinexpression MICF7
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2.2.3 Bestimmung der Proliferationsrate

Zur Ermittlung der Proliferationsrate wurde zunichst in einer Doppelbestimmung je 1 x 10°
Zellen in 5ml Medium in einer T-25-Zellkulturflasche ausgelegt. Insgesamt wurden pro
Zelllinie 20 Zellkulturflaschen ausgelegt. Nach 24 h erfolgte die Zahlung der ersten zwei
Zellkulturflaschen. Dazu wurde das Medium abgenommen, die Zellen kurz mit 1 x PBS gesplilt,
mit Trypsin geldst und die Zellzahl bestimmt. Dieses erfolgte alle 2 Tage bis hin zu 8 Tagen.

Auswertung der Verdopplungszeit (Generationsrate)

Zur Bestimmung der Verdopplungszeit (Generationsrate) in Stunden (h) wurde zunachst die
Anzahl an Zellteilungen n bestimmt. Dazu wurde von dem Logarithmus der Zellzahl am letzten
Tag der Logarithmus der Zellzahl am ersten Tag subtrahiert.

Zellteilungen n = log (Zellzahl am letzten Tag) - log (Zellzahl am ersten Tag) (2-3)

AnschlieBend wurde die Teilungsrate v (Tagen = d) bestimmt, indem die Zellteilungen n durch
die Gesamtzahl an Tagen dividiert wurde.

Teilungsrate v (d) = ——ceflungen n (2-4)
etiungsrate Vi) = Gesamtzahl an Tagen (d)

Daraufhin wurde die Teilungsrate v in Stunden (h) umgerechnet.

Teilungsrate v (d,
Teilungsrate v (h) = 9168 () (2-5)

Die Verdopplungszeit (Generationsrate) in (h) wurde wie folgt berechnet.

1
Verdopplungszeit (h) = 2-6
ppiung (h) Teilungsrate v (h) (2-6)
Die Verdopplungszeit entspricht der Proliferationsrate der untersuchten Zelllinien und wurde
zum Vergleich der Zelllinien untereinander und zur MCF7 verwendet.

2.2.4 Analyse des Zellzyklus

Die Zellzyklusphasen wurden (iber den DNA-Gehalt (X) innerhalb der Zellen ermittelt (Fiir die
G1-Phase: X=1; S-Phase: 1 £ X < 2 und G2-Phase: X=2). Dazu wurden 2,5 x 10° Zellen in 5 ml
Medium in einer T25-Zellkulturflasche ausgelegt und bei Erreichen einer Konfluenz von 60 bis
70 % geldst und bei 1.200 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen,
die Zellen in 1 x PBS gespilt und erneut bei 1.200 rpm fiir 5 min zentrifugiert und in 1 ml 1 x
PBS aufgenommen. Nun wurden die Zellen fixiert, in dem die Zellsuspension unter Mischen in
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4 ml Ethanol (80 % und eiskalt) getropft. Bis zur Farbung wurden die Zellen bei - 20 °C gelagert.
Die DNA der Zellen wurde tber Propidiumiodid (Pl) gefarbt, ein Farbstoff, welcher in die DNA
interkaliert. Dafiir wurden die Zellen bei 1.200 rpm fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Pellet in 1 ml 0,1 % Tween20 in 1 x PBS gewaschen. Dieser Ansatz wurde
erneut bei 1.200 rpm fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und die Zellen in
0,5 ml PI-Farbeldsung (siehe Tab. 2.22) aufgenommen. Nun folgte eine Inkubation fiir 30 min
unter Lichtausschluss bei RT.

Bestimmung des DNA-Gehaltes in der Durchflusszytometrie

Der DNA-Gehalt wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Dazu wurden die gefarbten Zellen
Uber Gaze vor der Analyse vereinzelt. In der Messung wurde Uber den FSC (engl. Forward-
Scatter) die ZellgroRe ermittelt, Gber den SSC (engl. Sideward-Scatter) die Granularitat, Gber
die PE-A (engl. PE-Area) der DNA-Gehalt und Uber die PE-W (engl. PE-Width) Dubletten
ausgeschlossen. Pro Messung wurden 20.000 Zellen untersucht. Die Auswertung der
jeweiligen Zellzyklusphasen erfolgte tiber das Programm ModFIT LT (Version 3.2).

2.2.5 Bestimmung der relativen HR-Kapazitdt im Plasmid-Rekonstruktionsassay

Die relative HR-Kapazitat wurde tber den Plasmid-Rekonstruktionsassay bestimmt.

Transfektion der Zellen

Dazu wurden pro Loch einer 12-Lochplatte 1 x 10° Zellen ausgesidt. Nach 24 h folgte ein
Waschschritt mit 1 x PBS und der Austausch mit Antibiotika-freiem Medium (1 ml/Loch). Nun
folgte die Transfektion des linearisierten Plasmids pDR-GFP (siehe Anhang, Abb. A.2) und zur
Kontrolle die des Plasmids pEGFP-N1 (siehe Anhang Abb. A.3). Die Plasmide wurden in einer
Konzentration von 1 pg/10° Zellen eingesetzt und als Transfektionsagenz Fugene ®HD
(Promega) verwendet nach Angaben von Promega. Es folgte eine Inkubation fiir 48 h bei 37 °C.

Vermehrung des Plasmids

Die Plasmidvermehrung erfolgte wie in Abschnitt 2.2.1 beschrieben und es wurden fiir das
Plasmid pDR-GFP Ampicilin (50 mg/I), fur das Plasmid pEGFP-N1 Kanamycin (50 mg/l) und die
Bakterien (One Shot TOP10. E.coli) verwendet und liber die Isolation Gber Maxi-Praparation
(siehe Abschnitt 2.2.1).

Linearisierung des pDR-GFP-Plasmids

Vor Transfektion erfolgte die Linearisierung des pDR-GFP-Plasmids Uber das
Restriktionsenzym  |-Scel. Dazu wurden 40ug Plasmid und 40 U I-Scel
(Ursprungskonzentration: 5.000 U/ml) verwendet und fiir 6 bei 37 °C inkubiert. Dieser Ansatz
wurde auf ein 1 %-iges Agarosegel fiir 5h bei 100 V elektrophoretisch aufgetrennt.
AnschlieBend wurde mittels Skalpells die Bande mit dem linearisierten Plasmid ausgeschnitten
und Uber das Kit Wizard ®S Gel and PCR Clean-Up System Kit von Promega nach
Herstellerangaben isoliert.
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Bestimmung der HR-Kapazitit in der Durchflusszytometrie

Die relative HR-Kapazitdt wurde in der Durchflusszytometrie bestimmt. Zellen, die fahig sind,
die HR anzuwenden, kénnen den artifiziell induzierten DNA-Doppelstrangbruch im
linearisierten pDR-GFP-Plasmid mithilfe des Bereiches mit dem verkiirzten GFP-Protein
reparieren, wodurch ein intaktes GFP entsteht. Zellen mit einer HR-Defizienz sind dagegen
nicht fahig, diese Reparatur durchzufiihren, weshalb kein funktionales GFP-Protein generiert
wird.

Fir die durchflusszytometrische Analyse wurden die Zellen Giber Trypsin geldst, zweimal mit 1
x PBS gespilt und in 500 pl 1 x PBS aufgenommen. Die Zellen wurden zudem Uber Gaze vor
der Messung vereinzelt und auf Eis unter Ausschluss von Licht gelagert. In der
Durchflusszytometrie wurden tber FITC (Fluorescein Isothiocyanat) die griine Fluoreszenz des
GFP gemessen und Uber PE (Phycoeryhtrin) die Autofluoreszenz der Zellen bestimmt. Pro
Messung wurden 30.000 Zellen untersucht. Die anschlielende Auswertung erfolgte (iber die
BD FACS DIVA™ Software.

2.2.6 Erzeugung von DNA-Schiden

Mitomycin C

Das bifunktionale Alkylans MMC (engl. mitomycin C) verursacht Vernetzungen von
Guanosinresten und zu einem kleineren Anteil (bis 13 %) Vernetzungen gegenuberliegender
DNA-Strange (engl. interstrand crosslinks) sowie zu einem groRen Anteil Mono-Addukte, zu
einem geringerem Anteil Vernetzungen auf dem gleichen DNA-Strang (engl. intrastrand
crosslinks) [243, 244].

Fir die Herstellung der MMC-Stamml6sung (0,3 mM) wurden die 2 mg MMC (entspricht einer
Flasche) in 20 ml sterilem Wasser gel6st und lichtgeschiitzt bei 200 rpm fiir 30 min bei 37 °C
inkubiert. Die Stammldsung wurde, abhangig von der Anwendung unterschiedlich verdiinnt
und lichtgeschitzt fiir 1 h auf die Zellen gegeben. Die Stabilitat von MMC in Lésung konnte fir
6 h gewahrleistet werden.

Olaparib

Olaparib [142, 141] ist ein Inhibitor des Enzyms PARP1 (engl. poly-ADP-ribose polymerase 1),
einem wichtigen Enzym der Einzelstrangreparatur (SSB, engl. single-strand breaks). Wird
PARP1 Uber Olaparib an der Replikationsgabel gehalten (engl. trapping) kommt es zur Kollision
mit der Replikationsgabel in der S-Phase und aus einem SSB entsteht ein ein-endiger DNA-
Doppelstrangbruch (engl. double-strand break). Da diese Schadensart, wenn fehlerfrei, Giber
die HR repariert werden muss, bewirkt PARP-Inhibition in HR-defizienten Zellen synthetische
Letalitat [141, 142, 143].

Fir die Herstellung der Stammlésung (10 mM) wurden 5 mg Olaparib in 1,15 ml DMSO gel6st
und diese bei -80 °C gelagert. Bei Verwendung wurde die Stammldsung 1:1000 mit DMSO
verdiinnt (100 uM).

51



Material und Methoden

lonisierende Strahlung

lonisierende Strahlung versursacht vielfdltige DNA-Schaden. 1 Gy ionisierende Strahlung
induziert etwa 3000 bis 4000 Basenschaden, 1000 SSBs und 20 bis 40 DSBs. AuRerdem
verursacht ionisierende Strahlung Vernetzungen zwischen Proteinen und DNA und den beiden
DNA-Strangen (ca. 200 bis 400 pro Zelle pro Gy) [245]. Die Bestrahlung der Zellen erfolgte bei
RT mit einer Rontgenréhre RS225 bei 200 kV und 15 mA mit einer Dosisrate von 1,2 Gy/min
(0,5 mm Cu- und 0,8 mm Be-Filter).

2.2.7 Analyse des zelluldren Uberlebens im Koloniebildungstest

Der Koloniebildungstest ermoglicht es, die Empfindlichkeit der Zellen gegeniber
verschiedenen DNA-schadigenden Agenzien zu bestimmen. Dazu wurden 250 Zellen in jede
Vertiefung einer 6-Lochplatte in 1,5 ml Medium ausgesat. Auf diese Weise konnte die
Klonalitat einzelner Zellen ermittelt werden. Die nach der Behandlung tGberlebenden Zellen
kénnen innerhalb von 7 bis 14 Tagen Kolonien ausbilden. Das Medium wurde abgenommen
und die Zellen flr 5 min mit 70 %-igem Ethanol fixiert und anschlieBend getrocknet. Die
Farbung erfolgte mit 0,1 %-igem Kristallviolett fir 5 bis 10 min. Das Kristallviolett wurde
abgenommen und Uiberschiissige Reste mit Leitungswasser entfernt und die Platte getrocknet.
Kolonien aus mehr als 50 Zellen wurden gezihlt und quantifiziert. Das zellulire Uberleben der
Zellen bei unterschiedliche Behandlungspunkten wurde anhand der Anwachsrate
(Plattierungseffizienz, engl. plating-efficiency, PE) bestimmt und auf die unbehandelte
Kontrolle normiert.

Analyse des zellulidren Uberlebens nach MMC

Fir die Bestimmung der zellularen Empfindlichkeit gegentiber MMC, wurden 250 Zellen in
jede Vertiefung einer 6-Lochplatte ausgesat und tGber Nacht bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.
Im Anschluss wurde MMC in den Konzentrationen von 0 pg/ml; 0,5 pg/ml und 1,0 pg/ml auf
die Zellen gegeben und diese fir 1 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Das Medium wurde
abgenommen, die Zellen zweimal mit 1 x PBS gespiilt und frisches Medium hinzugegeben. Die
Zellen wurden fiir 7 bis 14 Tage im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.

Analyse des zelluliren Uberlebens nach Olaparib

Fiir die Bestimmung der zelluldren Empfindlichkeit gegeniiber Olaparib wurden 250 Zellen in
jede Vertiefung einer 6-Lochplatte ausgesat und (iber Nacht bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.
Im Anschluss wurden O uM bis 3,0 uM Olaparib auf die Zellen gegeben und diese fiir 24 h im
Brutschrank inkubiert. Das Medium wurde abgenommen, die Zellen zweimal mit 1 x PBS
gespllt und frisches Medium hinzugegeben. Die Zellen wurden fir 7 bis 14 Tage im
Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.

Analyse des zelluldren Uberlebens nach ionisierender Strahlung

Fir die Bestimmung der zelluldren Strahlenempfindlichkeit wurden 250 Zellen in jede
Vertiefung einer 6-Lochplatte ausgesat und tiber Nacht bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Im
Anschluss wurden die Zellen mit 0 Gy bis 6 Gy bestrahlt. Das Medium wurde abgenommen,
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die Zellen zweimal mit 1 x PBS gespilt und frisches Medium hinzugegeben. Die Zellen wurden
fiir 7 bis 14 Tage im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.

2.2.8 Nachweis von RAD51 Foci und YH2AX Foci in der Immunfluoreszenz

Behandlung der Zellen

Pro Vertiefung einer 12-Lochplatte wurden 1 x 10° Zellen auf einem Deckglidschen ausgelegt
und iber Nacht bei 37 °Cim Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 30 min
mit EdU (engl. 5-ethynyl-2’-deoxyuridine) inkubiert, das Medium abgenommen, einmal mit 1 x
PBS gespilt und frisches Medium, sowie 0,5 pg/ml MMC auf die Zellen gegeben und diese fir
1 h bei 37 °Cim Brutschrank inkubiert. Danach wurde das Medium abgenommen, zweimal mit
1 x PBS gesplilt, frisches Medium auf die Zellen gegeben und diese fiir 6 h bzw. 24 h bei 37 °C
im Brutschrank inkubiert. Unbehandelte, ebenfalls EdU-markierte Zellen dienten als Kontrolle.

Praextraktion und Fixierung

Nachdem die Zellen im Brutschrank inkubiert wurden, wurde das Medium abgenommen und
der Zellrasen zweimal mit kaltem (4 °C) 1 x PBS gespiilt, die 12-Lochplatte wurde anschlieBend
auf Eis gestellt. Nicht-Chromatin-gebundenes Protein wurde extrahiert, indem die Zellen mit
0,5 ml kaltem (4 °C) PB-DTT pro Vertiefung gespilt wurden, die Lyse der Zellen erfolgte durch
0,5 ml kaltem (4 °C) PB-T pro Vertiefung auf Eis, wobei die Platte gelegentlich leicht
geschuttelt wurde. Das PB-T wurde vorsichtig entfernt und die lysierten Zellen mit 0,5 ml
kaltem (4 °C) PB-DTT pro Vertiefung gespult. Dieser Schritt erfolgte fir 3 min auf Eis und
ebenfalls unter gelegentlichem, vorsichtigem Schitteln. AnschlieRend wurden die Zellen
fixiert, indem 300 pul 4 %-igem Paraformaldehyd (PFA) pro Vertiefung hinzugegeben wurde
und die Zellen fir 10 min bei RT inkubiert wurden. Das PFA wurde abgenommen, die Zellen
dreimal mit 1 x PBS gesplilt und bis zur Farbung bei 4 °C im Kihlschrank gelagert.

Farbung tiber Immunfluoreszenz

Die Zellen wurden fiir mindestens 3 h in Blockierungslésung inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen zu blockieren. Dann wurde der priméare Antikdrper, angesetzt in Waschlésung
1 (siehe Tab. 2.23) inkubiert. Daflir wurde 50 ul der Antikdrperlésung auf Para-Film vorgelegt
und auf diese das Deckglaschen mit der Zellseite gelegt. Die Zellen wurden in einer feuchten
Kammer Uiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Es folgten drei Waschschritte der Deckgldaschen fiir
10 min in Waschlésung 2 (siehe Tab. 2.23). Die nachfolgenden Schritte wurden unter
Lichtausschluss durchgefiihrt. Der sekundare Antikdrper wurde zusammen mit DAPI (1:1.000)
in Waschlésung 1 angesetzt. Von dieser Losung wurden 50 ul auf Para-Film gegeben und die
Deckglaschen mit der Zellseite auf die vorgelegte Antikorperlésung gelegt und in einer
feuchten Kammer fir 1 h bei RT inkubiert. Danach erfolgten drei Schritte, in denen die
Deckglaschen in Waschlésung 2 fiir je 10 min gespult wurden. Parallel erfolgte das Ansetzen
der EdU-Farbelosung mit dem Farbstoff Alexafluor® azide 594. Dieser Ansatz wurde in einem
Volumen von 50 pl auf Para-Film vorgelegt und die Deckglaschen mit der Zellseite darauf
platziert. Es folgte eine Inkubation in einer feuchten Kammer fiir 30 min bei RT. Anschliefend
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wurden die Zellen dreimal fiir je 10 min mit 1 x PBS gewaschen und in Vectashield Mounting-
Medium eingebettet und der Rand mit Nagellack abgedichtet.

Auswertung der mikroskopischen Aufnahmen

Die fokalen Farbungen von RAD51 (6 h nach MMC) wurden am Fluoreszenzmikroskop
(Axiovision Obserever Z1) ausgewertet. Es wurden mit der integrierten Kamera des
Mikroskops und unter der Verwendung der Software Axio Vision Rel. 4.7 pro Objekttrager
zufdllig ausgewahlte Bereiche aufgenommen und dazu der Modus Mehrdimensionale
Bildaufnahme verwendet.

Die verwendete Belichtungszeit wurde vorher definiert und fir die Vergleichbarkeit der
Aufnahmen nicht verandert. Die aufgenommenen Bilder wurden mithilfe der Software
Image J ausgewertet, indem die Schwellenwerte fiir die zu zahlenden Foci (RAD51) initial
bestimmt wurden. Dabei wurden die Anzahl der Foci in EdU-positiven Zellen gezahlt und pro
Ansatz die Foci von mindestens 100 Zellen gezahlt.

Auswertung mittels AKLIDES®-Gerat von MediPan

Die Bewertung der fokalen Farbungen von RAD51 und yH2AX (24 h nach MMC) erfolgte im
AKLIDES®-Gerat von MediPan. Die Foci wurden automatisiert mithilfe der Software Aklides
Nuk 10160418 gemessen und gezahlt. Dazu wurden pro Zelle die Anzahl ,,Foci ok und mit der
Anzahl , Foci invalid” gemessen und die Summe dieser pro Zelle gebildet. Die Summe dieser
Foci pro Zelle wurde fir die Analyse verwendet und die durchschnittliche Foci-Anzahl
berechnet.

2.2.9 Nachweis von Mikrokernen iliber Giemsa-Farbung

Behandlung der Zellen

Pro Kammer eines Boyden Chambers wurden 25 x 103 Zellen in 500 pl Medium ausgelegt und
Uber Nacht bei 37 °C und 5 % CO;-Begasung im Brutschrank inkubiert. Dann wurde mit der
unbehandelten Kontrolle wie folgt verfahren: 18 h nach Aussaat wurde zu den Zellen
Cytochalasin B (8 ug/ml) fiir 6 h gegeben. Fir die Zellen, die mit MMC behandelt wurden,
wurde wie nachfolgenden beschrieben fortgefahren: Zunachst wurde MMC (20 mg) in 20 ml
ddH,0 geldst und fir 30 min unter Schiitteln und bei 37 °C inkubiert. Nach ungefahr 16 h bis
24 h nach Aussaat wurden die Zellen fur 1 h mit MMC (1,5 pug/ml) behandelt. Daraufhin wurde
zweimal mit 1 x PBS gespiilt und frisches Medium hinzugegeben. Dieser Ansatz wurde fiir 18 h
im Brutschrank inkubiert und anschlieRend fiir 6 h mit Cytochalasin B (8 ug/ml) behandelt.

Fixierung und Farbung der Zellen

Nach der Cytochalasin B-Behandlung der Kontrolle und der MMC-behandelten Zellen, wurden
diese einmalig mit 1 x PBS gespiilt und anschlieBend mit eiskaltem Methanol fiir 10 min fixiert
und getrocknet. Nach Entfernung der Kammern der Boyden Chamber Slides erfolgte nun die
Farbung mit 4 % Giemsa-Farbeldsung (siehe Tab. 2.25) unter leichtem Schitteln fiir 15 min.
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Beschichtung und Eindeckeln der Boyden Chamber Slides
Nach wiederholtem Spiilen mit H,O wurden die Boyden Chamber Slides getrocknet und mit
Entellan beschichtet und mit einem Deckglaschen versehen.

2.2.10 Der ALDEFLUOR™-Assay

Die Aldefluor-positiven Zellen wurden mithilfe des ALDEFLUOR™-Kit (siehe Tab. 2.40)
bestimmt, womit der Anteil an Tumorstammzellen in der Zellpopulation der verwendeten
Zelllinien ermittelt werden konnte. Eine erhohte ALDH-Expression und Aktivitat von ALDH
(engl. aldehyde dehydrogenase) charakterisiert Tumorstammazellen.

Der verwendete ALDEFLUOR™-Assay misst die Aktivitdt dieses Enzyms (ALDH). Das Enzym
ALDH kann das Substrat, den Farbstoff BAAA (BODIPY-aminoacetaldehyd) umsetzen, welcher
in die Zellen diffundiert und Uber die ALDH in negativ-geladenes, fluoreszierendes BAA
(BODIPY-aminoacetat) umgewandelt wird. BAA kann nicht aus der Zelle diffundieren, da der
Efflux ausschlieRlich Gber ABCD-Transporter erfolgt und diese Transporter vorher tiber einen
Inhibitor in dem ALDEFLUOR™ Buffer transient inaktiviert wurden. Daher akkumuliert dieser
Fluoreszenzfarbstoff in der Zelle und erzeugt ein starkes Signal. Um Fluoreszenzsignal aus dem
Hintergrund zu definieren, wurde fiir jede Probe zusatzlich eine Negativkontrolle verwendet,
welcher der ALDEFLUOR™ Reagent der ALDH-Inhibitor DEAB (N, N-diethylaminobenzaldehyd)
hinzugefligt wurde.

Pro Ansatz wurden 1 x 10° Zellen in einer T-25-Zellkulturflasche ausgelegt und tber Nacht bei
37 °C und 5 % CO2-Begasung im Brutschrank inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen mit
Trypsin gelost, in DMEM-Medium mit 10 % FKS aufgenommen, die Zellsuspension in ein 5 ml-
ReaktionsgefiR tiberfiihrt, bei 1.200 rpm fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Das Zellsediment wurde in 1ml ALDEFLUOR™Buffer aufgenommen und 5 ul
ALDEFLUOR™Reagent hinzugefligt. Parallel dazu wurde eine Kontrolle vorbereitet, in der 1 ml
ALDEFLUOR™Buffer vorgelegt- und erganzend dazu 5pul DEAB hinzugefiigt wurde.
AnschlieBend wurden 0,5 ml der Probe in die Kontrolle hinein pipettiert. Die Inkubation
erfolgte flir 45 min bei 37 °C im Brutschrank. Im Anschluss wurden die Kontrolle- und die
Probe bei 1.200 rpm fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellsediment in
0,5 ml ALDEFLUOR™ Buffer gelost. Die Proben wurden bis zur Analyse im Durchflusszytometer
(MACSQuant®X and MACSQuant Analyzer 10) auf Eis gelagert.

Auswertung der Aldefluor-positiven Zellen
Die Auswertung der Daten aus der durchflusszytometrischen Analyse erfolgte mithilfe der
Software FlowLogic™.
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2.2.11 Immuncytochemischer Nachweis der cytosolischen dsDNA

Behandlung der Zellen

Jede Vertiefung einer 12-Lochplatte wurde mit einem Deckglaschen bestlickt, pro Vertiefung
1,5 x10° Zellen ausgelegt und die Zellen Gber Nacht bei 37 °C und 5% CO,-Begasung im
Brutschrank inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen fiir die Behandlung mit ionisierender
Strahlung (8 Gy) bestrahlt. Die unbehandelten Zellen dienten als Kontrolle.

Fixierung der Zellen

Die unbehandelten und die bestrahlten Zellen wurden nach 16 h fixiert. Dazu wurden die
Zellen zundchst einmal mit 1 x PBS gespllt und anschlieBend mit 4 % Paraformaldehyd fir
20 min fixiert.

Praextraktion der Zellen

Die Zellen wurden dreimal fiir je 5min mit 1 x PBS gespilt. Die Prdextraktion
(Permeabilisierung der Membran) erfolgte Uber 0,2 %-Triton-X in PBS fir 10 min.
AnschlieBend wurden die Zellen dreimal mit 1 x PBST gespiilt.

Behandlung der Zellen mit Formamid

Die Zellen wurden mit 50 % Formamid-PBS-Losung bei RT zunachst 10 min inkubiert, um die
spatere immunologische Bindung der primaren Antikorper zu erleichtern. Dann wurde das
Formamid entfernt und auf 75 °C erwdrmtes 50 % Formamid-PBS-Losung gegeben und fir
15 min bei 75 °C im Wasserbad inkubiert.

Behandlung mit RNase A

Nun wurde das Formamid entfernt und 1 x TBS hinzugegeben. Daraufhin wurde dreimal fir je
5 min mit 1 x TBS gesplilt. Die RNAse A wurde bei 95 °C aktiviert und auf die Zellen gegeben
(1 mg/ml) und fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach der RNase A-Behandlung wurde mit den
unbehandelten und mit 8 Gy bestrahlten Proben bei der Blockierung fortgefahren (siehe
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen). Wahrend parallel Kontrollproben mit DNase |
behandelt wurden (siehe Behandlung mit DNase ).

Behandlung mit DNase |

Parallel wurden Kontroll-Proben zusatzlich mit DNase | behandelt. Diese wurden direkt nach
der RNase A-Behandlung zunachst dreimal mit 1 x TBS gesplilt. Dann erfolgte die Behandlung
mit DNase | mit 30 U, 60 U und 90 U fiir 1 h bei 37 °C. Anschliefend wurde auch bei diesen
Proben mit der Blockierung fortgefahren.

Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
Die Blockierung erfolgte Gber die 1 % BSA/ 2 % Goat serum-Losung (siehe Tab. 2.24) fir 1 h
bei RT.

Immunfluoreszenzfarbung der dsDNA

Nach der Blockierung erfolgte die Inkubation des ersten primaren Antikorpers gegen dsDNA
(engl. double-stranded DNA) (siehe Tab. 2.11), welcher in der Losung aus 1 % BSA/ 2 % Goat
serum + 0,1 % Saponin (siehe Tab. 2.24) angesetzt wurde. Die Antikérperlosung (30 ul) wurde
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tropfenweise auf Para-Film gegeben und die Deckgldaschen mit der Seite der Zellen auf diese
gelegt. Die anschlieflende Inkubation erfolgte liber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer.
Nun wurde dreimal mit PBST fiir je 5 min gespiilt, bevor der sekundare Antikorper (siehe Tab.
2.12) fir 1 h bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert wurde.

Immunfluoreszenzfarbung der COX IV

Nachdem dreimal fiir 5 min mit PBST gespuilt wurde, wurde der priméare Antikorper gegen COX
VI (siehe Tab. 2.11), welcher in der Losung aus 1 % BSA/ 2 % Goat serum + 0,1 % Saponin (siehe
Tab. 2.24) angesetzt wurde, flir 1 h bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach erneutem
dreimaligem Spilen fiir 5 min mit PBST, wurde der sekundare Antikorper (siehe Tab. 2.12) fir
1 h bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert.

Farbung des Nukleus mit DAPI
Die Zellen wurden dreimal mit PBST fiir 5 min gesplt und der Zellkern mit DAPI (50 ng/ml) fir
10 min im Dunkeln gefarbt.

Eindeckeln

Die Zellen wurden mit PBST gesplilt und mit Vectashield Mounting-Medium eingebettet.
AnschlieBend erfolgte die Versiegelung der Deckglaschen mit Nagellack. Die Objekttrager
wurden iber Nacht und im Dunkeln bei 4 °C getrocknet.

Aufnahme und Auswertung der immuncytochemischen Bilder

Die Aufnahme der immuncytochemischen Bilder erfolgte in der Microscopy Core Facility des
UKE unter der Verwendung des Konfokalmikroskops Leica TCS SP8 X. Beispielhafte Bilder sind
anhand des MCF7 wildtyps im Anhang gezeigt (siehe Anhang A.4).

Die Auswertung der immuncytochemischen Bilder erfolgte mithilfe der Software Imaris x64
7.6.1. Dazu wurde die Intensitdt des Roten Signals (dsDNA), des Griinen Signals (COX IV) und
Blauen Signals (DAPI) gemessen und die mittlere Intensitat bestimmt (siehe Anhang, Abb. A.4).
Uberlagerung des Roten Signals mit dem Blauen Signal wurden von der gesamten mittleren
Intensitat des Roten Signals abgezogen. Es wurden je nach Objekttrager und Zelldichte
mindestens 100 Zellen ausgewertet.

2.2.12 Nachweis der cytosolischen dsDNA im Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay

Behandlung der Zellen

Es wurden in einer T-75-Zellkulturflasche je 1 x 10° Zellen (Kontrolle und Behandlung)
ausgelegt und die Zellen Gber Nacht bei 37 °C und 5% CO; im Brutschrank inkubiert. Im
Anschluss wurden die Zellen fiir die Behandlung mit ionisierender Strahlung (8 Gy) bestrahlt.
Die unbehandelten Zellen dienten als Kontrolle. Nach 16 h wurden die Zellen gel6st, gezahlt
und 1 x 10° Zellen in ein 1,5 ml-ReaktionsgefaR tberfihrt.

Extraktion der cytoplasmatischen Fraktion
Die Extraktion des cytoplasmatischen Anteils erfolgte liber das NE-PER™Extraction Kit (siehe
Tab. 2.41). Nach 6-miniitiger Zentrifugation bei 500 x g wurde der Uberstand verworfen und
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die Zellen in 100 pl kaltem 1 x PBS gelost. AnschlieBend wurden die Proben bei 500 x g fir
4 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen. Fir die Extraktion der
cytoplasmatischen Fraktion wurde 100 pl eiskaltes CER I (siehe Tab. 2.57) hinzugefiigt.

Tabelle 2.57: Verwendete Volumina fiir die jeweiligen Zell-Volumina

Zellvolumen (ul) CER I (pl) CER Il (i) NER (pl)
10 100 5,5 50

20 200 11 100

50 500 27,5 250

100 1000 55 500

Nach Herstellerangaben (NE-PER™ Extraktionskit) und Empfehlung fiir HeLa Zellen (2 x 10° Zellen entspricht

einem 20 pl Zellvolumen)

Die in CER | geltsten Zellen wurden auf maximaler Stufe 15 s im Vortex-Genie® 2 gemischt.
Dann folgte eine Inkubation fir 10 min auf Eis. Nun wurden 5,5 pul eisgekihltes CER Il (siehe
Tab. 2.57) zur Probe gegeben. Die Proben wurden nun auf maximaler Stufe 5s im Vortex-
Genie® 2 gemischt. Nach einer ein-minitigen Inkubation auf Eis, wurden die Proben erneut
auf maximaler Stufe 5 s im Vortex-Genie® 2 gemischt. Nun wurden die Proben fiir 5 min bei
16.000 x g und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand (100 ul) wurden anschlieBend in gekiihlte
1,5 ml-ReaktionsgefalRe Gberfiihrt und bei -80 °C bis zur Analyse gelagert.

Analyse der cytoplasmatischen Fraktion mittels Quant-iT ™ PicoGreen™ dsDNA Assay-Kit
Zuerst wurden die Losungen wie folgt angesetzt: Der 20 x TE Buffer wurde 1:20 mit ddH.0
verdinnt, um 1 x TE Buffer (entspricht dem 1 x Assay Buffer) zu erhalten. Das Quant-iT™
PicoGreen® Reagent wurde 1:200 in 1 x TE Buffer verdiinnt (siehe Tab. 2.42). Bei jeder
Messung wurde eine parallel eine Standardkurve verwendet. Diese wurde wie folgt angesetzt
(siehe Tab. 2.58). Es wurde die DNA-Ausgangslosung (Lambda DNA-standard aus dem Kit)
verwendet. Diese DNA-Ausgangslosung bestand aus 300 pl (294 ul 1 x Assay Buffer + 6 pl
Lambda DNA-standard). Diese wurde vor der Anwendung kurz gemischt und zentrifugiert.

Tabelle 2.58: Standardkurve fiir den Quant-iT ™ PicoGreen™ dsDNA Assay

Nr. Finale Konzentration [ng/ml] Ausgangskonzentration [ng/ml]
1 1000 2000

2 500 1000

3 250 500

4 125 250

5 62,5 125

6 31,25 62,5

7 15,625 31,25

8 7,8125 15,625

9 3,90625 7,8125
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Die Verdinnungsreihe fiir die Standardkurve wurde dann wie folgt erstellt: Von
Ausgangsldsung Nr.1 wurden 150 pl mit 150 ul 1 x Assay Buffer vermischt und auf diese Weise
300 ul Ausgangslésung Nr. 2 erhalten (siehe Tab. 2.58). Fiir die weiteren Verdiinnungsreihen
(Nr. 3 bis Nr. 9) wurden die jeweiligen Ausgangslésungen mit 150 pl 1 x Assay Buffer vermischt
und wie bei Ausgangslésung Nr. 2 verfahren. Diese Standardkurve wurde in die 96-Lochplatte
mit 100 ul pro Vertiefung gegeben. AuBerdem wurden drei Leerproben (100 ul 1 x Assay
Buffer) in die Vertiefungen gegeben.

Die in Abschnitt Extraktion der cytoplasmatischen Fraktion erhaltene DNA-LOsungen (Probe)
wurden verwendet und 2 pl dieser mit 98 ul 1 x Assay Buffer vermischt.

Pro Vertiefung (Standardkurve bzw. Probe) wurden 100 pl Quant-iT™ PicoGreen® Reagent
hinzugefligt und flir 5 min unter Ausschluss von Licht bei RT inkubiert.

Die Messung erfolgte bei einer anregenden Wellenldange von 480 nm und einer emittierenden
Wellenldange von 520 nm im Spark®Multimode Microplate Reader (Tecan Group AG)
gemessen, zur Verfliigung gestellt von der Abteilung Biochemie (UKE).

Auswertung der Menge cytosolischer dsDNA

AnschlieBend wurde der erhaltene Fluoreszenzwert der Leerprobe von jedem
Fluoreszenzwert der Standardkurve bzw. Probe abgezogen. Die DNA-Menge (ng) pro 1 x 10°
Zellen (ng/ 108 Zellen) der Proben wurde anhand der Standardkurve ermittelt.

2.2.13 Analyse der mRNA Expression von immunrelevanten Genen

Extraktion der Gesamt-RNA

Es wurden je 1 x 10° Zellen in einer T-75-Zellkulturflasche ausgelegt und am nichsten Tag mit
8 Gy bestrahlt. Nach 16 h erfolgte die Extraktion der Gesamt-RNA Ulber das RNeasy Mini Kit
(siehe Tab. 2.43) aus den unbehandelten und mit 8 Gy bestrahlten Zellen.

Dazu wurden zunichst maximal 1 x 107 Zellen als Pellet geerntet: Das Medium wurde
abgenommen, einmal mit 1 x PBS gesplt, die Zellen wurden mit Trypsin geldst und die Zellzahl
bestimmt. AnschlieBend wurden sie bei 1.200 rpm fiir 5 min bei 4 °C zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und die Zellpellets auf Eis gelagert.

Zunachst wurde fir <5 x10° Zellen 350 ul Buffer RLT, fur <1 x 107 Zellen 600 ul Buffer RLT
eingesetzt und das Pellet darin gelost. Zu diesem wurden je 1 Volumen 70 % Ethanol
hinzugegeben und durch Pipettieren vermischt. Bis zu 700 pul der Probe wurden auf eine
RNeasy Mini Spin Column in einem 2 ml Collection Tube gegeben, das Reaktionsgefald
vorsichtig geschlossen und bei 8.000x g fiir 15s zentrifugiert, der Uberstand wurde
verworfen.

AnschlieBend wurden 700 ul Buffer RW1 auf die Membran der RNeasy Mini Spin Column
gegeben und bei 8.000 x g fiir 15 s zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen. Nun wurden
500 ul Buffer RPE auf die RNeasy Mini Spin Column gegeben, das ReaktionsgefaR vorsichtig
geschlossen und bei 8.000 x g fiir 15 s zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen. Erneut
wurden 500 pl Buffer RPE auf die RNeasy Mini Spin Column gegeben, das Reaktionsgefal
vorsichtig geschlossen und bei 8.000 x g fiir 2 min zentrifugiert, der Uberstand wurde
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verworfen. Die RNeasy Mini Spin Column wurde in ein neues 1,5 ml-ReaktionsgefaR liberfihrt.
Auf die Membran der RNeasy Mini Spin Column wurden 30 bis 50 ul RNase-freies Wasser
gegeben, das ReaktionsgefaR vorsichtig geschlossen und bei 8.000 x g fiir 1 min zentrifugiert,
um die RNA zu eluieren. Die Bestimmung der Konzentration der extrahierten Gesamt-RNA
erfolgte im NanoDrop ONE €.

cDNA-Synthese iiber die Reverse Transkription

Nun erfolgte die Transkription der gesamten mRNA (engl. messenger RNA) in cDNA (engl. copy
DNA) unter Verwendung des Quanti®Tect Reverse Transcription Kit (siehe Tab. 2.44). Zunachst
wurde die RNA auf Eis aufgetaut. Dagegen wurden die Reagenzien gDNA Wipeout Buffer,
Quantiscript® Reverse Transcriptase, Quantiscript RT Buffer, RT Primer Mix und das RNase-
freie Wasser bei RT (15 bis 25 °C) aufgetaut. Jedes Reagenz wurde vor der Anwendung kurz
gemischt, zentrifugiert und anschlieRend auf Eis gestellt. Nun wurde die Reaktion fir die
Eliminierung der genomischen DNA (gDNA) auf Eis angesetzt nach Tab. 2.59 (von Qiagen). Es
wurden insgesamt 500 ng RNA eingesetzt und das entsprechende Volumen je nach
Konzentration eingesetzt.

Tabelle 2.59: Komponenten der Reaktion zur Eliminierung der genomischen DNA (Angaben von Qiagen)

Reagenz/ Komponente Volumen
gDNA Wipeout Buffer, 7 x 2 ul
Template RNA, bis zu 1 ug variabel
RNase-freies Wasser variabel
Gesamtes Reaktionsvolumen 14 pl

Dieser Ansatz wurde fir 2 min bei 42 °C im Heizblock erhitzt und anschlieRend sofort auf Eis
platziert. Nun wurde der Mastermix flir die Reverse Transkription angesetzt nach Tab. 2.60,
um die cDNA zu synthetisieren.

Tabelle 2.60: Komponenten der Reaktion fiir die Reverse Transkription

Reagenz/ Komponente Volumen
Quantiscript Reverse Transcriptase 1l
Quantiscript RT Buffer, 5 x 4l

RT Primer Mix 1l
Template RNA aus Eliminierungsschritt 14 ul
Gesamtes Reaktionsvolumen 20 ul

Dieser Ansatz wurde auf Eis angesetzt und anschlieRend fir weitere 20 min bei 42 °C im
Heizblock inkubiert. Fir die Inaktivierung der Quantiscript Reverse Transcriptase wurde der
Ansatz flir 3 min bei 95 °C inkubiert. Anschlieend wurde der fertige Reaktionsansatz (cDNA)
bei -20 °C gelagert bzw. in der Quantitativen Echtzeit PCR eingesetzt.
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Analyse der mRNA Expression in der Quantitativen Echtzeit PCR (qPCR)

Nach der Reversen Transkription der mRNA in cDNA kann die Expression in der Quantitativen
Echtzeit PCR untersucht werden. Dabei ist die gPCR (quantitative Echtzeit PCR) hoch sensitiv
und eignet sich fiir die Quantifizierung von Gene, die niedrig exprimiert vorliegen sowie fir
geringfligige Veranderungen in der mRNA Expression [246]. In der Quantitativen Echtzeit PCR
wird in die neu synthetisierten PCR-Produkte der fluoreszierende Farbstoff SYBR Green |
eingebaut, welcher mit hoher Spezifitat in die kleine Furche der DNA integriert wird [246, 247].

Die erhaltene cDNA aus der Reversen Transkription der mRNA wurde 1:5 verdiinnt eingesetzt
und die jeweiligen Primer aus Tab. 2.6 verwendet. Zudem wurde der
AccuPower®2xGreenStar™qPCR Master Mix (siehe Tab. 2.45) verwendet. Der Master Mix
(jeweils fur jedes Gen) wurde auf Eis wie folgt angesetzt (siehe Tab. 2.61).

Tabelle 2.61: Zusammensetzung des Master Mix fiir die Quantitative Echtzeit PCR

Reagenz/ Komponente Volumen

2 X Greenstar Master Mix 15 pl

PCR Primer forward (10 pmol) 2 ul

PCR Primer reverse (10 pmol) 2 ul

50 X ROX dye 1l

cDNA (template)* 5-10 pl
DEPC-distilled water Auf 25 ul aufgefillt

*Insgesamt wurden 5 pl cDNA-LGsung eingesetzt

Der komplette Ansatz (25 pl) wurden pro Vertiefung einer 96-Lochplatte gegeben und
anschlieend mithilfe des CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System mit nachfolgendem
Programm (siehe Tab. 2.62) gemessen. Die Daten (Ct-Werte, engl. threshold cycle) wurden aus
der CFX Manager ™ Software entnommen.

Tabelle 2.62: Programm fiir die Quantitative Echtzeit PCR im CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System

Schritt Temperatur [°C] Zeit [s] Zyklus-Anzahl
1 95 180 1
95 10
2 45
57,8 30
3 98 10 1
4 65 60
5 4 unendlich

61



Material und Methoden

Auswertung der relativen mRNA Expression

Zur Auswertung der mRNA Expression der immunrelevanten Gene nach Bestrahlung, wurde
die relative Quantifizierung nach Pfaffl angewendet [246]. Dabei wird als Mals fiir die
Quantifizierung der Startmenge die sogenannten Ct oder CP (engl. crossing point)-Werte
verwendet [246]. Der Ct/CP-Wert entspricht der Anzahl an PCR-Zyklen, die nétig sind, um ein
konstantes Fluoreszenzniveau zu erreichen [246].

Zunachst wurde die mRNA Expression (Zyklen) des Zielgens (/L-6 bzw. TLR-9 bzw. CXCR4) auf
die mRNA Expression des Haushaltsgens GAPDH normalisiert und auf diese Weise der delta-
Ct-Wert erhalten.

Ct-Wert des Zielgens (IL6 bzw. TLR-9 bzw. CXCR4)

Delta Ct-Wert = (2-7)
Ct-Wert des Haushaltsgens (GAPDH)

In der vorliegenden Arbeit wurde der delta Ct-Wert der unbehandelten Kontrolle und der mit
8 Gy behandelten Probe fiir die Gene IL-6, TLR-9 und CXCR4 ermittelt. Es wurden hierbei die
endogenen mRNA-Level dieser Gene mit der der MCF7 verglichen bzw. die mRNA-
Expressionslevel nach Behandlung mit 8 Gy mit der der MCF7 verglichen.

2.2.14 Statistische Auswertung

Fiir die statistischen Analysen wurden der ungepaarte Student’s t-Test verwendet. P-Werte
wurden auf Basis des zweiseitigen t-Tests ermittelt (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 und
*Hx* p <0,0001).
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3 Ergebnisse

Die Homologe Rekombination (HR) ist einer der wichtigsten DNA-Doppelstrangbruch-
Reparaturwege und verhindert genomische Instabilitdt [65]. Bei Tumorstammzellen (CSCs,
engl. cancer stem cells) ist die chromosomale Stabilitdt von herausragender Bedeutung, indem
sie durch eine hochregulierte HR in der S-Phase DNA-Schdaden vermeiden [203].
Beeintrachtigungen in der HR, wie durch einen BRCA1-Verlust, verursachen
replikationsassoziierte DNA-Schaden, die als Fragmente im Cytosol akkumulieren und die
intrazelluldare Immunantwort initiieren. Aufgrund der erhéhten Expression von HR-Genen,
einschlielRlich BRCA1, in CSCs verschiedener Tumorentitaten [228, 194], wiirde man aufgrund
der verbesserten HR-Kapazitdt weniger cytosolische DNA erwarten. Es ist unklar, wie die
Menge der HR-Proteine, z.B. von BRCA1, die Tumorstammzellfraktion und die intrazellulare
Immunantwort beeinflusst.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen einer reduzierten BRCA1 Expression auf
die HR-Kapazitat, die Tumorstammazellfraktion und die intrazelluldre Immunantwort anhand
eines isogenen Zellsystems in der epithelialen Mammakarzinomzelllinie MCF7 untersucht.
Diese Zelllinie tragt drei BRCA1 Genkopien (Allele) [248], die Giber CRISPR/Cas9 [249] spezifisch
verandert wurden. Auf diese Weise wurden Klone mit stabil reduzierten BRCA1l
Expressionsniveaus generiert, welches die Analyse einer verdanderten HR ermdglichte.

3.1 Etablierung eines isogenen Zellsystems

Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurde ein isogenes Zellsystem mit unterschiedlichen
Stufen an HR hergestellt. Es wurde die epitheliale und luminale Mammakarzinomzelllinie
MCF7 verwendet, die drei BRCA1 Allele tragt [248]. Ziel war es, die Allele funktionell
auszuschalten. Dazu wurde diese Zelllinie mit einem CRISPR/Cas9-tragenden Vektor plus
ligierter single guide RNA gegen Exon 9 bzw. Exon 14 transfiziert.

3.1.1 Geazielte Verdanderung des BRCA1 Gens in Exon 9 und Exon 14

Abb. 3.1 zeigt die gezielte Veranderung des BRCA1 Gens mit der schematischen Darstellung
der drei BRCA1 Allele von MCF7, des einzelnen BRCA1 Gens und der relevanten
Proteindomanen.
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Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der gezielten Verinderung des BRCA1 Gens mit CRISPR/Cas9 in MCF7
Zellen [119, 125, 126, 129, 133]. Veranderungen im BRCA1 Gen (rot) wurden in Exon 9, zwischen der RING finger
Domane und einem Kernlokalisierungssignal (RING bzw. NLS) (grau), oder in Exon 14, zwischen
Proteinstrukturmotif Coiled coil (in Teilen der SCD-Doméane) und BRCT-Domane (grau) liegend, mit CRISPR/Cas9
vorgenommen.

Abkiirzungen: RING (engl. really interesting new gene), NLS (engl. nuclear localisation signal,
Kernlokalisierungssignal), SCD (engl. serine containing domain) und BRCT (engl. BRCA1 C-terminus).

Mithilfe von CRISPR/Cas9 und single guide RNAs gegen Exon 9 bzw. Exon 14 von BRCA1
wurden  Veranderungen zwischen der RING finger Domdne und einem
Kernlokalisierungssignal (NLS) bzw. zwischen dem Proteinstrukturmotif Coiled coil, in Teilen
der SCD-Domane, und der BRCT-Domane erzeugt.

Es wurden 200 MCF7 Klone mit erfolgreich integriertem CRISPR/Cas9 Vektor plus single guide
RNA etabliert. Von diesen wurden 80 Klone expandiert, welche in der primaren PCR-
Untersuchung auf Veranderungen der BRCA1 Allele analysiert wurden. Um sowohl kleinere
als auch groRere Cas9-induzierte Verdanderungen zu identifizieren, wurden in der PCR ein
kiirzerer und langerer Bereich um die Schnittstelle in Exon 9 bzw. Exon 14 amplifiziert.
Deletionen und Insertionen wurden anhand der Fragmentlangen im Vergleich zur
unveranderten MCF7 ermittelt.
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3.1.2 Untersuchung der veranderten BRCA1 Allele in der PCR

In Abb. 3.2 sind acht Klone mit deutlichen Veranderungen in Exon 9 und 14 des BRCA1 Gens
gezeigt. Dargestellt sind die elektrophoretisch aufgetrennten PCR-Fragmente der Klone, der
MCF7, der Negativkontrolle (Wasser) und des Markers.

Cas9

Primer ) 200 bp‘zoo bp ¢ Primer
Klone

14.1 14.2 9.1 9.2 93 143 94 95

Primer === 50 bp fSO bp 4= Primer

Cas9

Abbildung 3.2: Herstellung von fiinf in Exon 9 und drei in Exon 14 veranderten BRCA1-Klonen. Exponentielle
MCF7 Zellen wurden mit dem die single guide RNA gegen Exon 9 oder 14 tragenden Vektor (pSpCas9-(BB)2A-
GFP) elektroporiert, durchflusszytometrisch sortiert, expandiert und DNA isoliert. Bereiche, die Cas9-
Schnittstelle von je 200 bp Lange (oben) oder 50 bp Lange (unten) flankierend, wurden in der PCR amplifiziert
und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Fragmentlangen von MCF7 (Exon 9 (499 bp und 107 bp) und Exon 14
(403 bp und 159 bp)), Wasser (H20) und des Markers (M) dienten zur Kontrolle.

Die aufgetrennten PCR-Fragmente beinhalteten die Bereiche auf allen drei BRCA1 Allelen. In
der oberen Gelhilfte ist der langere Bereich, in der unteren der kiirzere Bereich um die Cas9-
Schnittstelle dargestellt. In der ersten Bande wurde der Marker mit bekannten
Fragmentlangen aufgetragen. Die zwei weiteren Banden zeigen Exon 9 und Exon 14 der
unveranderten MCF7, die folgenden Banden zeigen die finf in Exon 9 und drei in Exon 14
veranderten Klone. In der unteren Gelhalfte handelte es sich bei den unteren schwachen
Banden um unspezifische Primer-Dimere. Klon 14.1 zeigte im langeren und im kirzeren
Fragment eine veranderte Linge, die auf kleinere Deletionen und Insertionen hinwies.
Deutlich grofRere Veranderungen wurden in Klon 14.2 festgestellt, welcher mehrere
Fragmente mit unterschiedlichen Langen besaR. Dabei war ein Fragment um ca. 200 bp langer
im Vergleich zur MCF7, im groBeren und kleineren Bereich um die Schnittstelle. Kleinere
Insertionen wiesen Klon 9.1, Klon 9.2 und Klon 9.3 nur in den ldngeren Fragmenten auf. Klon
14.3 besall im kirzeren Fragment eine Insertion von wenigen Basenpaaren. Eine groRe
Deletion von ca. 100 bp im langen Fragment wurde in Klon 9.4 erzeugt. Diese zeigte sich nicht
im kiirzeren Fragment, moglicherweise durch den Verlust der Bindestelle fiir die Primer. Klon
9.5 wies nur in dem langeren Fragment eine Insertion von wenigen Basenpaaren auf.

Die in dieser primaren Analyse festgestellten Verdnderungen der BRCA1 Allele wurden weiter
spezifiziert, indem die exakte Lange der Fragmente im Bioanalyzer ermittelt wurde.
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3.1.3 Untersuchung der veranderten BRCA1 Allele im Bioanalyzer

Zur detaillierteren Charakterisierung der veranderten BRCA1 Allele wurden die Langen der
PCR-Fragmente elektrophoretisch in einer Kapillare im Bioanalyzer bestimmt. Ein Beispiel fir
ein Elektropherogrammiist in Abb. 3.3 anhand von Klon 14.2 dargestellt. Der Marker (M) zeigt
die bekannten Fragmentlangen. Es waren zwei Peaks erkennbar, wobei einer dem wildtyp
BRCA1 Allel entsprach (418 bp, WT) und der zusatzliche Peak ein mutiertes BRCA1 Allel
(601 bp, Mut) mit einer Insertion von 183 bp beinhaltete. In Klon 14.2 war folglich ein BRCA1
Allel betroffen.

Klon 14.2
WT M
| [bp]
Mut
l ‘ 10380

50

Abbildung 3.3: Veranderte BRCA1 Allele des Klons 14.2. Dargestellt ist das Elektropherogramm des BRCA1-
Klons 14.2. Die Langen der PCR-Fragmente wurden mithilfe des Agilent 2100 Bioanalyzer unter Verwendung
entsprechender mikrofluidischer Chips und mithilfe der bekannten Fragmentlangen des Markers (M) ermittelt.
Zur Kontrolle diente das MCF7 wildtyp BRCA1 Allel (WT). Das verdnderte BRCA1 Allel ist mit Mut gekennzeichnet.

Alle BRCA1-Klone mit den dazugehdrigen Ergebnissen sind in Tab. 3.1 zusammengefasst. Diese
zeigt die Langen fir die kurzen und langen PCR-Fragmente, die im Bioanalyzer ermittelt
wurden; die Anzahl verdanderter Allele; ob eine Insertion (Ins) oder Deletion (Del) vorlag und
das Ergebnis der vorangegangenen primdren PCR-Untersuchung (positiv oder negativ). Die
Fragmente der drei BRCA1 Allele sind farblich gekennzeichnet, wobei schwarz das wildtyp
BRCA1 Allel zeigt. Die Ergebnisse des Bioanalyzer bestatigten die Befunde der PCR-Analyse. Es
wurden Klone mit einem bzw. zwei verdanderten BRCA1 Allelen vorgefunden, wobei kein
vollstandiger Knockout aller Allele erreicht wurde. Die in Exon 9 veranderten Klone zeigten im
kurzen PCR-Fragment kleinere Insertionen oder Deletionen von 5 bp, wobei ein Allel verdandert
war. Aufgrund der geringen Verdanderungen wurden diese Klone in der PCR als negativ
gewertet. Jedoch wurden alle Exon 9 Klone basierend auf Veranderungen des langen PCR-
Fragments als positiv gewertet. Uberwiegend wurden Basenpaare inseriert. Klon 9.1 zeigte
Insertionen von 45 bp und 61 bp mit zwei verdnderten Allelen. Die Klon 9.2, Klon 9.3 und Klon
9.5 zeigten Insertionen von 5 bp mit einem veranderten Allel. Eine gréBere (177 bp) sowie
eine kleinere (2 bp) Deletion wurden in Klon 9.4 bestatigt, welcher zwei veranderte Allele
aufwies.

Deutliche groRere Veranderungen wurden in den Exon 14 veranderten Klonen nachgewiesen.
Anhand der kirzeren PCR-Fragmente besall Klon 14.1 zwei veranderte Allele mit einer
Deletion von 16 bp bzw. einer Insertion von 19 bp. Eine grolRe Insertion von 182 bp wurde in
einem Allel in Klon 14.2 festgestellt. Zwei veranderte Allele in Klon 14.3 wiesen eine Deletion
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von 6 bp bzw. eine Insertion von 18 bp auf. Alle wurden in der primdren PCR als positiv
identifiziert. Anhand des kiirzeren PCR-Fragments zeigte der Klon 14.1 zwei verdanderte Allele,
mit einer Deletion von 15 bp und einer Insertion von 25 bp. Die gréBere Insertion mit 183 bp
in Klon 14.2 wurde auch hier bestatigt. Eine Deletion von 6 bp und eine Insertion von 20 bp
wurden in Klon 14.3 nachgewiesen.

Tabelle 3.1: Veranderte BRCA1 Allele in MCF7 Zellen. Das wildtyp (WT) BRCA1 Allel ist in schwarz, die
verdanderten Allele in grau bzw. beige gekennzeichnet. Abkiirzungen: Del: Deletionen, Ins: Insertionen

Klon Kurzes PCR-Fragment Langes PCR-Fragment
Exon 9 Bioanalyzer Zahl veranderter Allele | Ins/ Del PCR Bioanalyzer Zahl verinderter Allele | Ins/ Del PCR
[bp] [bp]
MCF7 WT 101 494
9.1 107 0 / Negativ | 490, 535, 551 2 Ins/ Ins Positiv
9.2 102, 107 1 Ins Negativ 487,492 1 Ins Positiv
9.3 100, 105 1 Ins Negativ 482,487 1 Ins Positiv
9.4 102 0 / Negativ | 486, 484, 309 2 Del/ Del Positiv
9.5 102, 107 1 Ins Negativ 486, 491 1 Ins Positiv
Klon Kurzes PCR-Fragment Langes PCR-Fragment
Exon 14 Bioanalyzer Zahl veranderter Allele | Ins/ Del PCR Bioanalyzer Zahl veranderter Allele | Ins/ Del PCR
[bp] [bp]
MCF7 WT 169 419
14.1 170, 154, 189 2 Del/ Ins Positiv 412,397, 437 2 Del/ Ins Negativ
14.2 170, 352 1 Ins Positiv 418, 601 1 Ins Positiv
14.3 169, 163, 187 2 Del/ Ins Positiv 419, 413, 439 2 Del/ Ins Negativ

Zusammenfassung 3.1

Zusammenfassend wurde ein isogenes Zellsystem mit einer unterschiedlichen Anzahl
veranderter BRCA1 Allele und unterschiedlichen Exons (9 und 14) erfolgreich etabliert. Dabei
wiesen flinf Klone eine Verdanderung in Exon 9, drei Klone eine Veranderung in Exon 14 auf;
wobei ein bzw. zwei Allele der insgesamt drei BRCA1 Allele betroffen waren und kein
vollstandiger Knockout erhalten wurde. Nun galt es, die Auswirkungen der Veranderungen des
jeweiligen Exons des BRCA1 Gens und der Anzahl verdanderter Allele auf die Proteinexpression
von BRCA1 und von in der DNA-Reparatur relevanten Proteinen in den Klonen zu untersuchen.
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3.2 Charakterisierung der BRCA1-Klone

3.2.1 Expression von BRCA1 und von in der DNA-Reparatur relevanten Proteinen

Die Auswirkungen der veranderter BRCA1 Allele wurden im nachsten Schritt auf Proteinebene
untersucht. Zunachst wurde der direkte Einfluss auf die Proteinmenge von BRCA1 sowie
mogliche Kompensationsmechanismen tber andere fiir die DNA-Reparatur relevante Proteine
wie FANCD2, CHK1 und RAD51 analysiert. Die Expressionsniveaus dieser Proteine in den
BRCA1 Klonen, MCF7 und BRCA1-defizienten HCC1937 (HCC) sind in Abb. 3.4 dargestellt.

MCF7 14.1 142 9.1 9.2 93 143 94 9.5 HCC

1 b, ot X IR P R ER TR PR e Lo A
BRCA1 cm—
24 = wx T
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Abbildung 3.4: Vergleich der Expression von DNA-Reparaturproteinen in den acht BRCA1-Klonen. Es wurden je
40 pg Gesamtproteinextrakt exponentiell wachsender Zellen gelelektrophoretisch getrennt und BRCA1l
(220 kDa), FANCD2 (165 kDa), CHK1 (56 kDa), RAD51 (37 kDa) und HSC70 (70 kDa) immunologisch detektiert.
HCC1937 (HCC) diente als Negativkontrolle, HSC70 als Ladekontrolle. Dargestellt ist die Quantifizierung aus drei
unabhangigen Experimenten mit Fehler des Mittelwertes, normiert auf MCF7 Zellen. Die BRCA1-Klone mit zwei
intakten Allelen sind in dunkelgrau, die mit einem in hellgrau markiert. Statistisch signifikante Abweichungen: p-
Wert £0,05 = *; p-Wert £ 0,01 = **; p-Wert <0,0001 = **** (Student’s T-Test).

Deutliche Unterschiede in der BRCA1 Expression wurden in den acht Klonen identifiziert. Diese
waren unabhangig von dem verdanderten Exon und der Anzahl der intakten Allele. Eine
signifikante Reduktion der relativen BRCA1 Expression auf 0,57 + 0,12 (p-Wert: 0,0226) zeigte
sich in einem in Exon 9 verdanderten Klon (Klon 9.3). In den weiteren Klonen war die Expression
auf 0,97 bis 0,68 reduziert. Klon 14.2 und Klon 9.1 wiesen eine relative Expression von 0,87 +
0,14 bzw. 0,89 £ 0,20 auf. In Klon 9.2 und Klon 14.3 war eine relative Expression von 0,82 +
0,11 bzw. 0,83 + 0,19 vorhanden. Eine starkere Reduktion wiesen Klon 14.1 und Klon 9.5 auf,
mit 0,75 + 0,13 bzw. 0,68 + 0,16. Die geringste Veranderung (auf 0,97 + 0,27) zeigte Klon 9.4,
wahrend die BRCA1-defiziente HCC1937 eine relative Expression von 0,52 + 0,14 (p-Wert:
0,0255) zeigte, bei es sich um ein verkirztes BRCA1-Protein aufgrund eines mutierten BRCA1

68



Ergebnisse

Allels (Insertion an Position 5382 (5382insC)) handelt [250].

FANCD2 wurde in den BRCA1-Klonen unterschiedlich exprimiert. Die Expression war haufig
erhoht, wobei die signifikant hochste relative FANCD2 Expression in Klon 14.1 mit 2,08 + 0,13
(p-Wert: 0,0012) auftrat. Erhohte Expressionsniveaus wurden in Klon 9.5 (1,97 £ 0,28) (p-
Wert: 0,0255), Klon 9.1 (1,65 £ 0,09) (p-Wert: 0,0017), Klon 14.3 (1,45 £ 0,30) und Klon 14.2
(1,28 + 0,11) beobachtet. Eine leicht erhohte Expression zeigte Klon 9.3 (1,10 £ 0,19). Eine
reduzierte FANCD2 Expression lag bei zwei Exon 9 Klonen vor: Klon 9.4 (0,96 + 0,26) und Klon
9.2 (0,71 £ 0,12). Die niedrigste FANCD2 Expression zeigte HCC1937 (0,24 + 0,05) (p-Wert:
<0,0001). Somit wiesen alle Exon 14 Klone eine vergleichbare oder erhéhte FANCD2
Expression auf. Hingegen fihrten Veranderungen in Exon 9 zu einer erhdhten, konstanten
oder reduzierten FANCD2 Expression.

Eine reduzierte CHK1 Expression wiesen fast alle Klone auf, welche mit der reduzierten BRCA1
Expression korrelierte (R?= 0,52; p-Wert: 0,0277), gezeigt in Abb. 3.5.
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Abbildung 3.5: Korrelation der relativen CHK1 Expression mit der relativen BRCA1 Expression. Dargestellt ist
die relative CHK1 Expression gegen die relative BRCA1 Expression der BRCA1-Klone, welche eine Korrelation
(R?=0,52; p-Wert: 0,0277) aufwies. Statistisch signifikante Abweichungen: p-Wert > 0,05 = ns; p-Wert < 0,05 = *
(Student’s T-Test).

Bei sechs von acht Klonen ging die reduzierte CHK1 Expression mit einer erhéhten FANCD2
Expression einher, aber es wurde keine Korrelation festgestellt (R>=0,26; p-Wert: 0,1338). Die
signifikant starkste Reduktion auf 0,63 + 0,12 war in Klon 9.3 (p-Wert: 0,0348) vorhanden. Eine
leichte Reduktion zeigten Klon 14.2 mit 0,89 + 0,14; Klon 14.3 mit 0,88 £ 0,12 und Klon 9.5 mit
0,85 + 0,08. Die CHK1 Expression war auf 0,74 + 0,08 in Klon 14.1 (p-Wert: 0,00312) und in
Klon 9.1 auf 0,72 + 0,08 (p-Wert: 0,0198) reduziert. Eine auf 0,71 + 0,11 reduzierte CHK1
Expression zeigte Klon 9.2, jedoch ohne erhohte FANCD2 Expression. Die Expression blieb in
Klon 9.4 mit 1,03 + 0,22 nahezu unveradndert. Bei der HCC1937 war die CHK1 Expression leicht
erhéht (1,16 +0,32).

Eine leicht erhohte RAD51 Expression war in den meisten BRCA1-Klonen vorhanden. Die
hochste relative RAD51 Expression lag in Klon 9.5 mit 1,67 + 0,21 vor. In Klon 14.2 war die
RAD51 Expression auf 1,36 + 0,56 erhoht, in Klon 14.3 auf 1,31 + 0,50 und Klon 9.4 auf 1,28 +
0,57. Leicht erhohte Expressionsniveaus zeigten Klon 14.1 mit 1,05 + 0,13; Klon 9.2 mit 1,14 +
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0,41 und Klon 9.3 mit 1,06 + 0,42. Eine reduzierte Expression auf 0,70 + 0,13 wies Klon 9.1 auf.
In der HCC1937 war die Expression auf 1,74 + 0,97 erhoht.

AbschlieBend war die Expression von in der Homologen Rekombination und DNA-Reparatur-
relevanten Proteine in den BRCA1l-Klonen signifikant verdandert. Zusatzlich zu einem
reduzierten BRCA1 Expressionsniveau auf maximal 0,57 in Klon 9.3, waren FANCD2 und RAD51
vorwiegend erhoht exprimiert und CHK1 gleichzeitig reduziert. Eine veranderte Expression in
diesen HR-Proteinen kann bereits endogen zu mehr DNA-Schdaden fiihren. Diese Schaden
wurden im nachsten Abschnitt in den BRCA1-Klonen untersucht.

3.2.2 Endogene DNA-Schiaden in den BRCA1-Klonen

Die DNA-Schadensantwort und DNA-Reparatur tber die Homologe Rekombination kénnen
bereits durch endogene Schaden aktiviert werden. Ein Indiz dafir ist das durch DNA-
Schadigung aktivierte monoubiquitinierte FANCD2 in der Synthese-Phase (S-Phase) [56] und
die endogene Bildung von spontanen RAD51 Foci, die z.B. nach Uberexpression von RAD51
beobachtet wurde [251]. DNA-Doppelstrangbriiche werden Gber yH2AX Akkumulation
sichtbar [252], wahrend eine unvollstdndige Replikation Gber Chromatinbricken [253] und
Mikrokerne [254] charakterisiert werden kann. Der Grad an Monoubiquitinierung von
FANCD2 wird durch die L/S Ratio bestimmt. Monoubiquitiniertes FANCD?2 ist groRer (large, L-
Bande) als nicht-monoubiquitiniertes FANCD2 (small, S-Bande). In Abb. 3.6 (A) ist die FANCD2
Expression und die jeweilige L/S Ratio dargestellt.
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Abbildung 3.6: Erh6hte FANCD2 Expression mit geringerer Monoubiquitinierung in BRCA1-Klonen. Es wurden
je 40 ug Gesamtproteinextrakt exponentiell wachsender Zellen gelelektrophoretisch getrennt und FANCD2
(165 kDa) immunologisch detektiert. HCC1937 (HCC) diente als Negativkontrolle, HSC70 (70 kDa) als
Ladekontrolle. Die L/S Ratio wurde durch Subtraktion der oberen (L) durch die untere (S) Bande des FANDC2
Signals ermittelt. (A) Dargestellt ist die Quantifizierung dreier unabhingiger Experimente mit Fehler des
Mittelwertes, normiert auf MCF7 Zellen. Die BRCA1-Klone mit zwei intakten Allelen sind in dunkelgrau, die mit
einem in hellgrau markiert. Statistisch signifikante Abweichungen: p-Wert < 0,05 = *; p-Wert < 0,01 = **; p-Wert
<0,0001 = **** (Student’s T-Test). (B) Inverse Korrelation der L/S Ratio mit der relativen FANCD2 Expression mit
R%=0,79; p-Wert: 0,0012.

Eine signifikant reduzierte Monoubiquitinierung von FANCD2 lag in allen BRCA1-Klonen vor,
unabhangig vom betroffenen Exon und der Anzahl intakter BRCA1 Allele. Der Anteil von
monoubiquitiniertem FANCD2 wurde durch die L/S Ratio bestimmt. Dabei war es schwierig,

die beiden Banden, die nahe beieinanderlagen, zu quantifizieren. Einen signifikant reduzierten
Anteil zeigten die folgenden Klone: Klon 14.1 (0,32 + 0,06; p-Wert: 0,0034), Klon 14.3 (0,39 +
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0,05; p-Wert: 0,0045), Klon 9.1 (0,40 + 0,05; p-Wert: 0,0047) und Klon 9.5 (0,24 + 0,03; p-Wert:
0,0006). MCF7 wies eine L/S Ratio von 0,77 + 0,04 auf. Geringe Abweichungen traten in Klon
14.2 (0,67 £ 0,03), Klon 9.2 (0,67 + 0,10), Klon 9.3 (0,61 + 0,03; p-Wert: 0,0311) und Klon 9.4
(0,62 +0,06) auf. Die HCC1937 zeigte eine L/S Ratio von 0,54 + 0,03 (p-Wert: <0,0001). Es war
auffallig, dass eine hohere FANCD2 Expression invers mit einer geringeren
Monoubiquitinierung korrelierte (R?>= 0,79; p-Wert: 0,0012), siehe Abb. 3.6 (B). Der GroRteil
des FANCD2-Proteins schien in Klonen mit vergleichsweise niedriger FANCD2 Expression
aktiviert zu werden. Insgesamt wurde ein Uberwiegend reduzierter Anteil an
monoubiquitiniertem FANCD2 in den Klonen nachgewiesen, welches auf weniger DNA-
Schaden wahrend der Replikation hinwies. Die gleichzeitig erhéhte FANCD2 Expression kdnnte
einen Kompensationsmechanismus fiir die reduzierte BRCA1 Expression darstellen. Die
endogen auftretenden DNA-Schaden in den BRCA1-Klonen galt es, weiter zu untersuchen.
Dazu wurden yH2AX als Marker fur DSBs [252], spontane RAD51 Foci [251], sowie
Chromatinbriicken [253] und Mikrokerne [254] untersucht. Abb. 3.7 zeigt zur genaueren
Analyse der endogenen DNA-Schaden in den BRCA1-Klonen die spontanen yYH2AX (A) und
RAD51 Foci (B); Chromatinbriicken (C) und Mikrokerne (D) im unbehandelten Zustand.
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Abbildung 3.7: Verdnderte endogene DNA-Schiaden in BRCA1-Klonen. Exponentielle MCF7 Zellen wurden
fixiert, yH2AX (A) und RAD51 (B) immuncytochemisch mit entsprechenden Erst- und fluoreszenzgekoppelten
Zweitantikorpern und nukledre DNA mit DAPI gefarbt. Dargestellt ist die Quantifizierung der Foci pro Zelle. MCF7
und HCC1937 dienten zur Kontrolle. (C) Chromatinbriicken wurden mit DAPI gefarbt. Dargestellt ist der
prozentuale Anteil unbehandelter Zellen mit Chromatinbriicken. (D) Mikrokerne wurden in exponentiellen Zellen
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durch 6 h Cytochalasin B Behandlung, Fixierung und Giemsafarbung untersucht. Dargestellt ist die
Quantifizierung des prozentualen Anteils von Zellen mit Mikrokernen. Die BRCA1-Klone mit zwei intakten Allelen
sind in dunkelgrau, die mit einem in hellgrau markiert.

Es handelt sich um zwei unabhdngige Experimente mit Fehler des Mittelwertes. Statistisch signifikante
Abweichungen: p-Wert > 0,05 = ns; p-Wert £ 0,01 = **; p-Wert <0,0001 = **** (Student’s T-Test).

Weniger DSBs (anhand von YyH2AX) waren in den meisten BRCA1-Klonen vorhanden, teilweise
abhangig vom Exon, aber unabhangig von der Anzahl intakter BRCA1 Allele. Signifikant
weniger YH2AX Foci wurden in den Exon 9 Klonen beobachtet: Klon 9.3 mit 0,36 + 0,04; Klon
9.4 mit 0,22 + 0,03 und Klon 9.5 mit 0,67 £+ 0,06 (p-Wert: <0,0001). Klon 9.2 zeigte mit 2,39 +
0,65 (p-Wert: 0,2543) nur einen leichten und nicht signifikanten Anstieg. Die signifikant
hochste Anzahl spontaner YH2AX Foci mit 10,25 £ 1,29 wies Klon 14.3 auf (p-Wert: <0,0001).
Signifikant mehr yH2AX Foci waren in Klon 14.2 (5,48 + 1,28) und in der HCC1937 (4,08 + 0,39)
(p-Wert: <0,0001) vorhanden. Eine ahnliche YH2AX Foci Zahl wie MCF7 (1,43 £ 0,08) zeigte
Klon 14.1 mit 1,47 + 0,13 ohne signifikanten Unterschied (p-Wert: 0,7908).

Die Anzahl spontaner RAD51 Foci war deutlich reduziert bei den meisten BRCA1-Klonen. Die
Reduktion war unabhangig vom veranderten Exon und der Anzahl intakter Allele. Signifikant
weniger RAD51 Foci wiesen folgende Klone auf: Klon 14.1 (3,75 £ 1,68), Klon 14.3 (1,96 £ 0,02),
Klon 9.2 (1,64 +1,29), Klon 9.4 (3,68 + 1,61) und Klon 9.5 (0,45 + 0,6), verglichen zur MCF7 mit
6,13 + 1,82 (p-Wert: < 0,0001 bei Klon 14.1, Klon 14.3, Klon 9.2, Klon 9.5 und der p-Wert bei
Klon 9.4: 0,0028). Weniger RAD51 Foci wies Klon 9.1 mit 4,67 + 0,00 auf, aber ohne
signifikanten Unterschied zur MCF7 (p-Wert: 0,5536). Signifikant mehr RAD51 Foci mit 11,20
+ 0,88 (p-Wert: <0,0001) zeigte Klon 14.2, wahrend Klon 9.3 mit 6,23 + 2,45 (p-Wert: 0,3459)
eine leicht erhohte RAD51 Foci Zahl aufwies. Eine signifikant reduzierte Foci Zahl zeigte die
HCC1937 mit 3,54 + 1,05 (p-Wert: <0,0001) verglichen zur MCF7.

Das Auftreten von Chromatinbriicken wurde bei MCF7 und zwei BRCA1-Klonen (Klon 9.2 und
Klon 14.3) untersucht. Uber 50 % der Zellen in Klon 14.3 wiesen Chromatinbriicken auf (51,00
+ 1,00 %). Nahezu keine Chromatinbriicken lagen in Klon 9.2 (1,35 + 0,25 %) und der MCF7
(1,25 + 0,25 %) vor. Der prozentuale Anteil der Zellen mit Mikrokernen wurde in MCF7, Klon
9.2, Klon 14.3, Klon 9.5 und in der HCC1937 bestimmt. Den hochsten Anteil von Zellen mit
Mikrokernen wies Klon 14.3 mit 15,49 + 6,25 % auf. Weniger Zellen mit Mikrokernen wurden
in Klon 9.5 (7,21 + 0,57 %) und den HCC1937 (5,93 + 0,58 %) gefunden. Geringere
Unterschiede zeigte Klon 9.2 (12,05 0,45 %) zur MCF7 (9,82 * 0,87 %). Beispielhafte
mikroskopische Aufnahmen sind im Anhang in Abb. A.5 dargestellt.

Zusammenfassend unterschieden sich die endogen auftretenden DNA-Schaden in den Klonen
erheblich. Weniger spontane DSBs (yH2AX Foci) traten in den meisten Klonen auf. Jedoch
zeigte ein in Exon 14 veranderter Klon (Klon 14.3) hohe Level an DSBs. Gleichzeitig war die
Anzahl der spontanen RAD51 Foci in den meisten Klonen reduziert, in zwei Klonen dagegen
erhoht (Klon 14.2 und Klon 9.3). Die verringerte Anzahl von RAD51 Foci deutete auf eine
geringere Aktivierung der Homologen Rekombination im unbehandelten Zustand hin. Der
Klon mit einem hohen Level an DSBs zeigte auch die hochste Anzahl an Chromatinbriicken und
Mikrokernen.

Vermehrte endogene DNA-Schaden kénnen zu einer Verlangerung der G1- und G2-Phase
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fiihren [255, 256]. Ein verdnderter Zellzyklus beeinflusst zudem die Proliferation. Die
Verteilung und Kontrolle des Zellzyklus hangen von BRCA1 und CHK1 ab, die unabhangig und
in Interaktion agieren [109, 110]. Daher wurden im nachsten Abschnitt die Proliferationsrate
und die Zellzyklusverteilung in den BRCA1-Klonen analysiert.

3.2.3 Proliferation und Zellzyklusverteilung in den BRCA1-Klonen

Die Proliferationsrate und die Zellzyklusverteilung wurden in den acht BRCA1-Klonen
untersucht. MCF7 und HCC1937 wurden zur Kontrolle verwendet. In Abb. 3.8 ist sowohl die
Proliferationsrate graphisch und die Verdopplungszeit (h) in tabellarischer Form in (A) als auch
die Zellzyklusverteilung in (B) gezeigt.
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Abbildung 3.8: Proliferationsrate und verdnderte Zellzyklusverteilung in BRCA1-Klonen. (A) Die
Proliferationsrate wurde in exponentiellen Zellen bis Tag 7 bestimmt. Die Verdopplungszeit (h) aus zwei
unabhangigen Experimenten ist tabellarisch dargestellt. Die Fehler stellen den Fehler des Mittelwertes dar.
Statistisch signifikante Abweichungen: p-Wert < 0,01 = ** (Student’s T-Test). (B) Die Zellzyklusverteilung wurde
in exponentiellen Zellen gemessen, diese fixiert, mit Propidiumiodid gefarbt und die Zellzyklusphase anhand des
DNA-Gehalts durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind die prozentualen Anteile der Zellen in G2-
(weiB), S- (hellgrau) und G1- (grau) Phase dreier unabhangiger Experimente mit Fehler des Mittelwertes. MCF7
und HCC1937 dienten zur Kontrolle. Abkiirzungen: G2-Phase (gap2 phase); S-Phase (Synthese-Phase); G1-Phase
(gap1 phase).

Daten in (B) aus Masterarbeit S. Classen, 2019 [257]

Auffadllig war, dass eine signifikant erhohte Proliferationsrate in allen Exon 9 veranderten
Klonen (p-Wert: 0,0018) mit einer kiirzeren Verdopplungszeit auftrat: mit 27,01 h fiir Klon 9.1;
27,42 h fir Klon 9.3; 26,84 h fiir Klon 9.4 und 25,69 h fiir Klon 9.5, im Vergleich zur MCF7
(28,91 h). Nur ein Exon 9 Klon (Klon 9.2) zeigte eine geringere Proliferationsrate mit einer
Verdopplungszeit von 33,38 h. Dagegen fiihrte die Verdnderung in Exon 14 zu einer
Verlangerung des Zellzyklus mit deutlich niedrigeren Proliferationsraten. Die Exon 14 Klone
zeigten im Vergleich zur HCC1937 (40,86 h) eine signifikant erhéhte Proliferationsrate: Klon
14.1 mit 32,46 h; Klon 14.2 mit 30,60 h und Klon 14.3 mit 28,71 h (p-Wert: 0,0086).

Die Zellzyklusverteilung wurde aus dem DNA-Gehalt mit Propidiumiodid-Farbung mittels
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Durchflusszytometrie bestimmt und mit der MCF7 verglichen. Eine kiirzere S-Phase wiesen
alle BRCA1-Klone auf, mit Ausnahme von Klon 9.2. Daraus resultierte in einigen Zellen ein
hoherer G1- oder G2-Phaseanteil. Ein Anstieg von bis zu 10 % an den Zellen in der G1-Phase
trat bei nahezu allen Exon 9 Klonen auf: Klon 9.1 (57,7 £ 4,1 %); Klon 9.3 (55,3 + 4,4 %) und
Klon 9.5 (58,6 £ 4,8 %), verglichen zur MCF7 mit 48,0 £ 1,1 %. Der S-Phase-Anteil war in diesen
Klonen um etwa 10 % reduziert: Klon 9.1 mit 34,4 + 3,0 %; Klon 9.3 mit 34,6 £ 4,3 % und Klon
9.5 mit 34,0 + 3,7 % (MCF7: 44,1 £ 0,6 %). Eine Zunahme (um 3 %) der Zellen in der G2-Phase
zeigten zwei in Exon 9 verdnderte Klone: Klon 9.3 (10,2 + 0,2 %) und Klon 9.4 (10,1 + 1,2 %)
(MCF7: 7,9 £ 0,5 %). Die S-Phase war bei diesen Klonen verkirzt: Klon 9.3 (34,6 + 4,3 %) und
Klon 9.4 (43,3 £ 1,7 %). Ein Exon 9 Klon (Klon 9.2) mit der niedrigsten Proliferationsrate hatte
eine dhnliche Zellzyklusverteilung wie die MCF7: eine leicht verkirzte S-Phase (44,9 £ 0,7 %)
und G1-Phase (5,4 + 0,2 %) und etwas langere G2-Phase (49,7 + 0,8%). Alle Exon 14
veranderten Klone wiesen eine verkirzte S-Phase und einen erhdéhten Anteil von Zellen in der
G2-Phase auf. Diese Klone zeigten einen 3 %-ige Anstieg der Zellen in der G2-Phase: Klon 14.1
(10,3 £ 0,8 %), Klon 14.2 (10,3 + 1,5 %) und Klon 14.3 (10,4 + 1,1 %). Der S-Phase-Anteil war
um etwa 10 % reduziert: Klon 14.1 (35,6 + 3,3 %), Klon 14.2 (42,5 + 1,1 %) und Klon 14.3 (37,2
* 3,6 %). Gleichzeitig war der Anteil an G1-Phase-Zellen erhoht: Klon 14.1 (54,0 £+ 2,5 %), Klon
14.3 (52,4 + 2,5 %) und Klon 14.2 (47,2 + 2,6 %). Den hochsten Anteil an G2-Phase-Zellen
zeigte die HCC1937 Zelllinie mit 19,0 £ 0,7 %.

Zusammenfassend zeigten Exon 9 veranderte Klone eine Uberwiegend erhdhte, Exon 14
veranderte Klone eine niedrigere bzw. unveranderte Proliferationsrate. Eine verkiirzte S-
Phase und langere G1- oder G2-Phase wiesen sieben der acht Klone Exon-unabhangig auf.

Zusammenfassung 3.2

Zusammenfassend zeigten alle untersuchten BRCA1-Klone eine stabil reduzierte BRCA1
Expression auf maximal 0,57 in Klon 9.3, unabhangig vom veranderten Exon und der Anzahl
intakter Allele. Die Expression war dabei stets hoher als die, laut Anzahl intakter Allele,
erwartete. Eine weitere Folge waren eine zumeist erhdhte FANCD2 und RAD51 Expression und
gleichzeitig reduzierte CHK1 Expression. Endogene Schaden lagen reduziert in den meisten
Klonen vor, mit einer geringeren FANCD2-Monoubiquitinierung trotz erhéhter Expression von
FANCD2. Das Niveau der endogenen DSBs (yH2AX) war in den Klonen reduziert, bis auf Klon
14.2 und Klon 14.3, und die endogene RAD51 Foci-Bildung zumeist reduziert, bis auf Klon 14.2
und Klon 9.3. Hohe DNA-Schaden anhand von Chromatinbriicken und Mikrokernen zeigte Klon
14.3. Weitere Folgen waren eine (berwiegend erhodhte Proliferationsrate in Exon 9
veranderten Klonen, mit Ausnahme von Klon 9.2 mit der niedrigsten Rate. Im Gegensatz dazu
fiihrte eine Veranderung in Exon 14 zu einer verringerten oder unverdnderten
Proliferationsrate. In allen Klonen, bis auf Klon 9.2, war die S-Phase verkiirzt, woraus ein
hoherer Anteil an Zellen in der G1- bzw. G2-Phase resultierte. Das veranderte Auftreten
spontaner DNA-Schaden und eine veranderte Proliferation konnten auf einen Defekt in der
HR hinweisen. Daher galt es, die funktionellen Aspekte der HR Uber die relative HR-Kapazitat,
RAD51 Foci-Bildung nach MMC-Schidigung und das zelluldre Uberleben nach verschiedenen
DNA-schadigenden Agenzien (MMC, Olaparib und Bestrahlung) zu untersuchen.
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3.3 Auswirkungen auf die Homologe Rekombination

Ein Defekt in der RAD51-vermittelten Homologen Rekombination von DNA-
Doppelstrangbriichen wurde bereits in BRCA1-defizienten Zellen beschrieben [258]. Diese
Zellen wiesen eine Uberempfindlichkeit gegeniiber DSBs-induzierenden Agenzien auf [258].
Die BRCA1-Klone in der vorliegenden Arbeit zeigten jedoch keinen vollstandigen Verlust der
BRCA1 Expression. Der Einfluss der reduzierten BRCA1 Expression auf die HR in den Klonen
und eine mogliche Beeintrachtigung wurden im nachsten Abschnitt untersucht.

3.3.1 Relative HR-Kapazitdt in den BRCA1-Klonen

Die relative HR-Kapazitat wurde mithilfe des Plasmid-Rekonstruktionsassays (PRA) [259, 260]
in den BRCA1-Klonen bestimmt, wie in Abb. 3.9 gezeigt. Abb. 3.9 (A) zeigt zunachst den
schematischen Ablauf des Plasmid-Rekonstruktionsassays [259, 260]. Ein Plasmid mit einem |-
Scel geschnittenen GFP und verkirzten GFP wird in die Zellen transfiziert. HR-profiziente
Zellen sind in der Lage, das geschnittene GFP durch Homologe Rekombination unter
Verwendung des verkilrzten GFP zu reparieren. Daher fluoreszieren diese Zellen in der
Durchflusszytometrie griin. Der Anteil dieser GFP-positiven Zellen wurde zur Bestimmung der
HR-Kapazitat relativ zur MCF7 verwendet, wie in Abb. 3.9 (B) dargestellt.
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Abbildung 3.9: Reduzierte HR-Kapazitit in BRCA1l-Klonen. (A) Schematische Darstellung des Plasmid-
Rekonstruktionsassays und (B) Darstellung der relativen HR-Kapazitat in den BRCA1-Klonen. HCC1937 diente als
Negativkontrolle. Die HR-Kapazitat wurde auf MCF7 normiert. Die BRCA1-Klone mit zwei intakten Allelen sind in
dunkelgrau, die mit einem in hellgrau markiert. Dargestellt ist die Quantifizierung dreier unabhangiger
Experimente mit Fehler des Mittelwertes dar. Statistisch signifikante Abweichungen: p-Wert > 0,05 = ns; p-Wert
<0,01 = **; p-Wert < 0,001 = ***; p-Wert < 0,0001 = **** (Student’s T-Test).

(B) aus Masterarbeit S. Classen, 2019 [257] und aus [261]
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Die relative HR-Kapazitat war signifikant reduziert bei den meisten BRCA1-Klonen, unabhéngig
von dem veranderten Exon und der Anzahl intakter BRCA1 Allele. Alle Exon 9 Klone zeigten
eine signifikante Reduktion: Klon 9.1 (0,40 £ 0,06), Klon 9.2 (0,38 + 0,10), Klon 9.3 (0,51 £ 0,11)
und Klon 9.5 (0,52 + 0,13) (p-Werte: 0,0002; 0,0008; 0,0031 und 0,0080). Klon 9.4 zeigte
ebenfalls eine Reduktion (0,84 *+ 0,18), jedoch ohne Signifikanz. Ein in Exon 14 veranderter
Klon (Klon 14.2) erhohte jedoch die HR-Kapazitat auf 1,33 £ 0,21. Dieser Klon zeigte zudem ein
hohes Niveau an spontanen DSBs und RAD51 Foci (siehe Kapitel 3.2). Die niedrigste HR-
Kapazitat mit einer Reduktion von 77 % (0,23 + 0,06 (p-Wert: <0,0001)) wies Klon 14.3 auf, der
zudem ein hohes Niveau an endogenen DNA-Schaden aufwies (siehe Kapitel 3.2). Die relative
HR-Kapazitat war signifikant reduziert in Klon 14.1 auf 0,39 + 0,06 (p-Wert: 0,0003). Die
insgesamt niedrigste HR-Kapazitat trat in der Negativkontrolle HCC1937 (0,01 £ 0,004) mit
einer Signifikanz von p-Wert <0,0001 auf. Vorwiegend wiesen die BRCA1-Klone
erwartungsgemald eine reduzierte HR-Kapazitdt. Dieser mogliche HR-Defekt wurde in den
nachsten Schritten weiter definiert.

3.3.2 RAD51 Foci-Bildung nach MMC-Schadigung

Die Bildung von RAD51 Foci nach DNA-Schaden ist ein weiterer Hinweis auf eine HR-Profizienz.
Als DNA-schadigendes Agens wurde das bifunktionelle Alkylans MMC (engl. mitomycin C)
verwendet. Dieses interkaliert in die DNA und verbindet die DNA-Strange kovalent
miteinander [262], wobei dieser Schaden weitgehend (iber die Homologe Rekombination
repariert wird. Eine potenziell beeintrachtigte Rekrutierung von RAD51 — initiiert 6 Stunden
nach MMC-Schadigung — wurde in den BRCA1-Klonen analysiert (in Abb. 3.10 gezeigt).
Beispielhafte immuncytochemische Aufnahmen der RAD51 Foci in Klon 9.2 sind in (A)
dargestellt und in (B) die Quantifizierung der Anzahl der RAD51 Foci 6 Stunden nach MMC-
Behandlung aller BRCA1-Klone, der MCF7 und HCC1937.
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Abbildung 3.10: Verminderte RAD51 Foci-Bildung in BRCA1-Klonen. Exponentielle Zellen wurden mit EdU-Puls
markiert (rot), mit MMC behandelt, fixiert und immuncytochemisch mit entsprechenden Erst- und
Zweitantikdrpern und nukledre DNA mit DAPI gefarbt. Dargestellt sind RAD51 Foci (griin) des Klons 9.2 (A) und
in (B) die Quantifizierung aller BRCA1-Klone zweier unabhangiger Experimente mit Fehler des Mittelwertes.
MCF7 und HCC1937 dienten zur Kontrolle. Die BRCA1-Klone mit zwei intakten Allelen sind in dunkelgrau, die mit
einem in hellgrau markiert. Statistisch signifikante Abweichungen: p-Wert > 0,05 = ns; p-Wert <0,01 = **; p-Wert
<0,001 = ***; p-Wert < 0,0001 = **** (Student’s T-Test).

Eine verminderte RAD51 Foci-Bildung trat in allen BRCA1-Klonen, bis auf Klon 9.3, auf. Es gab
dabei weder eine Abhangigkeit vom Exon, noch von der Zahl intakter Allele. Klon 9.3 zeigte
signifikant mehr RAD51 Foci (7,80 + 0,55; p-Wert: <0,0001) im Vergleich zur MCF7 (5,21 +
0,19). Weniger RAD51 Foci zeigten alle anderen Exon 9 Klone: Klon 9.4 mit 4,63 £ 1,02 (p-Wert:
0,3627) und Klon 9.5 mit 1,79 + 0,19 (p-Wert: <0,0001). Die niedrigste Anzahl an RAD51 Foci
trat in Klon 9.2 mit 1,33 + 0,42 (p-Wert: <0,0001) auf, wie als Beispiel in Abb. 3.10 (A)
dargestellt. Alle Exon 14 Klone waren in der Bildung der RAD51 Foci beeintrachtigt: Klon 14.1
mit 3,76 + 0,23 (p-Wert: 0,0079), Klon 14.2 mit 3,18 + 0,22 (p-Wert: <0,0001) und Klon 14.3
mit 2,02 £ 0,33 (p-Wert: 0,0006). Die HCC1937 zeigte eine RAD51 Foci Anzahl von 2,09 + 1,38
(p-Wert: <0,0001). Die BRCA1-Klone zeigten 6 Stunden nach Schadigung eine eingeschrankte
Bildung von RAD51-Foci. Es wurde weiter untersucht, ob die RAD51 Foci-Auflosung zusatzlich
zur eingeschrankten Bildung beeintrachtigt war. Daher wurden die residuellen RAD51 Foci 24
Stunden nach der Schadigung mit MMC untersucht und andere Stressindikatoren wie yYH2AX,
Chromatinbriicken und Mikrokerne analysiert.
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3.3.3 Exogene DNA-Schidden durch MMC

Signifikante Unterschiede in Bezug auf die endogenen DNA-Schaden in den BRCA1-Klonen
wurden bereits in dem Abschnitt 3.2 festgestellt. Eine Zunahme dieser DNA-Schaden 24
Stunden nach MMC-induzierter exogener Schadigung wurde ebenfalls durch die Analyse von
YH2AX und RAD51 Foci, Chromatinbriicken und Mikrokernen beobachtet. Abb. 3.11 zeigt
signifikante Unterschiede in den DNA-Schaden in den BRCA1-Klonen nach MMC-Behandlung.
Fir Klon 9.2, Klon 14.2 und Klon 14.3 sowie MCF7 und HCC1937 sind die yH2AX (A) und RAD51
Foci (B); fur Klon 9.2, Klon 14.3 und MCF7 die Chromatinbriicken (C) und fiir Klon 9.2, Klon 9.5
und Klon 14.3 sowie fir die Kontrollen die Mikrokerne (D) dargestellt.
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Abbildung 3.11: Veranderte Level an DNA-Schdaden nach MMC in BRCA1-Klonen. Exponentielle MCF7 Zellen
wurden mit MMC behandelt, nach 24 h fixiert, YH2AX (A) und RAD51 (B) immuncytochemisch mit spezifischen
Erst- und fluoreszenzgekoppelten Zweitantikorpern und nukledre DNA mit DAPI gefarbt. Dargestellt ist die
Quantifizierung der Foci pro Zelle. MCF7 und HCC1937 dienten zur Kontrolle. (C) Chromatinbriicken wurden mit
DAPI gefarbt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Zellen mit Chromatinbriicken unbehandelt und MMC-
behandelt. (D) Mikrokerne wurden in exponentiellen und mit MMC-behandelten Zellen nach 6 h Cytochalasin B
Behandlung, Fixierung und Giemsafarbung untersucht. Dargestellt ist der prozentuale Anteil von Zellen mit
Mikrokernen. Es handelt sich um zwei unabhangige Experimente mit Fehler des Mittelwertes. Statistisch
signifikante Abweichungen: p-Wert > 0,05 = ns; p-Wert < 0,05 = *; p-Wert < 0,01 = **; p-Wert < 0,0001 = ****
(Student’s T-Test).
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Deutliche Unterschiede in den MMC-induzierten DSBs (yH2AX) traten in den BRCA1-Klonen
auf. Signifikant mehr DSBs waren in Klon 14.2 mit 18,91 + 1,04 und Klon 14.3 mit 12,26 + 0,79
(p-Wert: <0,0001) im Vergleich zur MCF7 (3,56 + 0,16) vorhanden. Ein Exon 14 veranderter
Klon (Klon 14.1) zeigte weniger DSBs mit 0,76 + 0,07 (p-Wert: <0,0001). Alle Exon 9 Klone
wiesen weniger DSBs auf: Klon 9.2 mit 3,12 + 0,54 (in Abb. 3.11, p-Wert: 0,5982), Klon 9.3 mit
0,72 £0,07; Klon 9.4 mit 1,46 + 0,15 und Klon 9.5 1,43 + 0,11 Foci pro Zelle (p-Wert: <0,0001)
(Daten sind in der Abb. 3.11 nicht gezeigt). Die HCC1937 wies mehr yYH2AX Foci auf als die
MCF7 (9,72 £ 0,67; p-Wert: <0,0001).

Die signifikant hochste Anzahl an RAD51 Foci nach MMC zeigte Klon 14.2 (15,21 + 1,03; p-
Wert: <0,0001) im Vergleich zur MCF7 (5,28 + 0,28), wie auch Klon 14.3 mit 8,22 + 0,75 Foci
(p-Wert: 0,0069). Eine signifikant reduzierte RAD51 Foci Zahl lag in Klon 9.2 (1,86 £ 0,35; p-
Wert: 0,018) vor. Die Anzahl an RAD51 Foci nach MMC war ebenfalls reduziert in Klon 9.4 mit
1,48 £ 0,12; Klon 9.3 mit 0,49 * 0,05 und Klon 9.5 mit 0,26 + 0,02 (Daten sind in der Abb. 3.11
nicht gezeigt). Die HCC1937 wies eine signifikant hohere RAD51 Foci Anzahl mit 8,47 + 0,52
(p-Wert: <0,0001) auf. Die Anzahl der Zellen mit Chromatinbriicken stieg in Klon 14.3 von
51,00 + 1,00 % auf 62,00 + 2,00 % nach MMC an. Nahezu keine Zellen mit Chromatinbriicken
wies Klon 9.2 mit 1,35 + 0,25 % vor und 1,9 + 0,05 % nach MMC auf; dhnlich wie die MCF7, die
vor der Behandlung 1,25 £ 0,25 % Zellen mit Chromatinbriicken zeigte, die nach der
Behandlung auf 2,25 £ 0,25 % anstiegen.

Der Anteil an Zellen mit Mikrokernen nach MMC stieg in den BRCA1-Klonen an. Den héchsten
Anstieg wies Klon 14.3 auf, welcher im Vergleich zur MCF7 signifikant mehr Zellen mit
Mikrokernen vor (15,49 + 6,25 %) und nach MMC zeigte (23,29 + 10,19 %) (MCF7: vor MMC:
9,81+0,87 % und nach MMC: 11,21 + 2,51 %). Klon 9.2 und Klon 9.5 wiesen vor (12,05 + 0,45 %
bzw. 7,21 + 0,57 %) und nach der Behandlung (13,57 + 6,43 % bzw. 11,06 + 5,06 %) eine
ahnliche Anzahl wie die MCF7 auf. Die HCC1937 zeigte einen zweifachen Anstieg des Anteils
von 5,93 +0,58 % auf 12,25 + 0,45 %. Beispielhafte mikroskopische Aufnahmen sind in Anhang
in Abb. A.6 gezeigt.

AbschlieBend war die Anzahl der MMC-induzierten DNA-Schdaden in den in Exon 14
veranderten Klonen erhoht, wobei Klon 14.3 die hochsten Werte aufwies, charakterisiert
durch den erhdhten Anteil an YH2AX und RAD51 Foci sowie an Chromatinbriicken und an
mikronukledaren Zellen. Bei den meisten Exon 9 veranderten Klonen traten weniger DNA-
Schaden auf. Ein moglicher Einfluss dieser unterschiedlichen DNA-Schaden — endogen und
nach MMC-Behandlung — auf das zellulire Uberleben nach MMC wurde im nichsten
Abschnitt in den BRCA1l-Klonen untersucht. Die MMC-Sensitivitat stellt eine weitere
Charakterisierung eines moglichen HR-Defekts dar [258].

3.3.4 Uberleben nach MMC

BRCA1-defiziente Zellen reagieren haufig sensitiv gegentiber MMC [258], welches eine HR-
Defizienz kennzeichnet. Ein moglicher HR-Defekt in den BRCA1-Klonen wurde Uber die
Sensitivitit gegen MMC spezifiziert. Das zellulire Uberleben der BRCA1-Klone sowie von
MCF7 und HCC1937 nach ansteigenden Konzentrationen MMC ist in Abb. 3.12 gezeigt.
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Abbildung 3.12: Signifikante Unterschiede im Uberleben nach MMC in BRCA1-Klonen. Exponentielle Zellen
wurden mit ansteigenden Konzentrationen von MMC behandelt, fixiert, gefarbt und die Kolonien gezahlt. MCF7
und HCC1937 dienten zur Kontrolle. Dargestellt sind die Werte dreier unabhéngiger Experimente mit Fehler des
Mittelwertes. Statistisch signifikante Abweichungen: p-Wert > 0,05 = ns; p-Wert < 0,05 = *; p-Wert < 0,01 = **;
p-Wert < 0,0001 = **** (Student’s T-Test).

Daten aus Masterarbeit S. Classen, 2019 [257]

Signifikante Unterschiede im zelluliren Uberleben nach MMC waren in den BRCA1-Klonen
vorhanden, die mit dem ICso-Wert [263] bestimmt wurden. Die Mehrheit der Klone zeigte eine
erhohte MMC-Sensitivitat. Alle Exon 14 Klone waren signifikant empfindlicher als die MCF7.
Die ICso-Werte dieser Klone waren: Klon 14.1 mit 0,20 pug/ml; Klon 14.2 mit 0,31 pg/ml und
Klon 14.3 mit 0,18 pug/ml (MCF7: 0,39 pug/ml). Klon 14.1 wies eine Plattierungseffizienz (PE)
nach 1 uM MMC von 0,01 + 0,00 genauso wie Klon 14.2, und Klon 14.3 mit 0,00 + 0,00 als
sensitivster Klon (MCF7: 0,04 + 0,00) (p-Werte: Klon 14.1: 0,0016; Klon 14.2: 0,0054; Klon 14.3:
<0,0001). Exon 9 verdnderte Klone waren teilweise sensitiver und teilweise resistenter. Die
sensitiven Klone (Klon 9.4 und Klon 9.5) hatten ICso-Werte von 0,18 bzw. 0,26 ug/ml und ein
signifikant schlechteres Uberleben (PE: 0,01 + 0,00 bzw. 0,03 + 0,02) (Klon 9.4: p-Wert:
0,0051)). Die beiden resistenten Klone, Klon 9.2 und Klon 9.3, zeigten jeweils einen I1Cso-Wert
von 0,46 ug/ml und signifikant besseres Uberleben (PE: 0,14 + 0,02 bzw. 0,09 + 0,03) (Klon 9.2:
p-Wert: 0,029). Klon 9.1 zeigte eine dhnliche MMC-Empfindlichkeit wie MCF7 mit einer PE von
0,04 + 0,00. Die HCC1937 wies ein besseres Uberleben als einige Klone auf mit einem 1Cso-
Wert von 0,20 pg/ml und einem signifikant schlechteren Uberleben nach 1 pM MMC mit einer
PE von 0,01 £ 0,00 (p-Wert: <0,0001). Eine signifikant hohere MMC-Sensitivitat zeigten
darliber hinaus Klone mit einem intakten BRCA1 Allel im Vergleich zur MCF7 mit drei intakten
BRCA1 Allelen (p-Wert: <0,0001), wie in Abb. 3.13 dargestellt. Die BRCA1-Klone mit einem
intakten Allel unterschieden sich ebenfalls signifikant von denen mit zwei intakten Allelen (p-
Wert: 0,0125).
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Abbildung 3.13: Abhangigkeit der MMC-Sensitivitat von der Anzahl intakter BRCA1 Allele in MCF7. Zwei intakte
Allele bedingten teilweise Resistenzen, ein BRCA1 Allel eine erhéhte Sensitivitat gegenliber MMC. Dabei zeigten
sich signifikante Unterschiede zwischen den BRCA1-Klonen mit einem Allel und zwei BRCA1 Allelen, sowie
zwischen den BRCA1-Klonen mit einem intakten Allel zur MCF7 mit drei intakten BRCA1 Allelen. Statistisch
signifikante Abweichungen: p-Wert > 0,05 = ns; p-Wert < 0,05 = *; p-Wert < 0,0001 = **** (Student’s T-Test).

Insgesamt flhrte eine Veranderung in Exon 14 von BRCA1 zu einer erhéhten Sensitivitat
gegeniiber MMC, wobei die héchste Sensitivitat in Klon 14.3 auftrat. Veranderungen in Exon
9 verursachten nicht nur eine erhdhte Sensitivitat in den meisten Klonen, sondern auch eine
Resistenz in zwei Klonen (Klon 9.2 und Klon 9.3). Zwei Klone (Klon 14.3 und Klon 9.4) zeigten

zudem eine hohere MMC-Sensitivitat als die HCC1937.

3.3.5 Uberleben nach PARP1-Inhibition mit Olaparib

Die Uberwiegend erhohten Sensitivitaiten deuteten auf einen Defekt in der Homologen
Rekombination hin. Zur weiteren Bestatigung wurde die Sensitivitat gegentber der Inhibition
von PARP1 (engl. poly ADP-ribose polymerase 1) mit Olaparib in den BRCA1-Klonen bestimmt.
Olaparib (KU0059436) ist einer der ersten PARP1 Inhibitoren [142], die eine synthetische
Letalitdt in Kombination mit einer HR-Defizienz zeigten [141, 142, 143].

In Abb. 3.14 (A) ist das zelluldre Uberleben nach PARP1-Inhibition mit ansteigenden Olaparib-
Konzentrationen in den BRCA1l-Klonen, der MCF7 und HCC1937 dargestellt. Das zelluldre
Uberleben anhand der PE nach 2,00 uM Olaparib ist als Sdulendiagramm in Abb. 3.14 (B)
gezeigt.
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Abbildung 3.14: Signifikante Unterschiede im Uberleben nach PARP1-Inhibition in BRCA1-Klonen.
Exponentielle Zellen wurden mit ansteigenden Konzentrationen von Olaparib behandelt, fixiert, gefarbt und die
Kolonien gezahlt. MCF7 und HCC1937 dienten zur Kontrolle. Die BRCA1-Klone mit zwei intakten Allelen sind in
dunkelgrau, die mit einem in hellgrau markiert. Dargestellt sind die Werte dreier unabhdngiger Experimente mit
Fehler des Mittelwertes. Das gesamte Uberleben nach ansteigenden Konzentrationen ist in (A) und das
Uberleben nach 2,0 uM Olaparib anhand der Plattierungseffizienz in (B) gezeigt.

Statistisch signifikante Abweichungen: p-Wert > 0,05 = ns; p-Wert < 0,05 = *; p-Wert < 0,01 = **; p-Wert <0,001
=**¥*. n-Wert < 0,0001 = **** (Student’s T-Test).

Signifikante Unterschiede im zelluliren Uberleben nach PARP1-Inhibition waren in den
BRCA1-Klonen vorhanden. Eine erh6hte Sensitivitat gegeniliber Olaparib zeigten die meisten
Klone, welches durch den ICso-Wert [263] bestatigt wurde. Eine erhdhte Resistenz trat jedoch
bei zwei Klonen auf: Klon 14.2 (ICso: 1,40 uM) und Klon 9.3 (ICso: 1,70 uM; p-Wert: 0,032)
(MCF7: 1Cs0: 1,00 uM). Eine erhohte Olaparib-Sensitivitat zeigten Klon 9.5 (0,80 uM; p-Wert:
0,0276), Klon 14.3 (ICso: 0,70 uM; p-Wert: 0,0161) und Klon 9.1 (ICso: 0,60 uM; p-Wert:
0,0045), wobei Klon 14.1 und Klon 9.4 mit einem ICso-Wert von 0,40 uM die sensitivsten Klone
waren. Keinen veranderten ICso-Wert von 1,00 uM besall Klon 9.2. Die hochste
Empfindlichkeit gegeniiber Olaparib wies die HCC1937 mit einem ICso-Wert von 0,03 uM auf.
Zusétzlich zu Klon 14.2 und Klon 9.3 wurden zwei weitere Klone (Klon 9.2 und Klon 9.5) als
resistent identifiziert, tiber die PE nach 2,00 uM Olaparib. Die grofSte tGiberlebende Zellfraktion
mit signifikantem Unterschied zur MCF7 lag bei Klon 9.3 mit einer PE von 0,38 + 0,02 (p-Wert:
0,0004) vor, gefolgt von Klon 9.2 mit 0,37 + 0,02 (p-Wert: 0,0002) und Klon 9.5 mit einer PE
von 0,28 + 0,02 (p-Wert: 0,0191). Eine niedrigere PE als die MCF7 (0,22 + 0,02) zeigte Klon 9.1
mit 0,19 + 0,01 (p-Wert: 0,0296). Zwei der drei in Exon 14 veranderten Klone wiesen ebenfalls
eine verringerte, teilweise signifikant reduzierte PE im Vergleich zur MCF7 (0,22 £ 0,02) auf:
Klon 14.1 mit 0,20 £ 0,01 (p-Wert: 0,0777, ns) und Klon 14.3 mit 0,16 + 0,004 (p-Wert: 0,0038).
Hingegen zeigte Klon 14.2 mit einer PE von 0,32 + 0,03 (p-Wert: 0,004) eine signifikant hohere
PE als die MCF7. Nahezu keine Uberlebende Zellfraktion zeigten Klon 9.4 mit 0,06 + 0,01 (p-
Wert: <0,0001) und die HCC1937 mit 0,00 + 0,00 nach 2,00 uM Olaparib. Es war auffallig, dass
die Olaparib-Sensitivitat von der Anzahl intakter Allele abhangig war. BRCA1-Klone mit zwei
intakten Allelen zeigten eine erhéhte Olaparib-Resistenz, wahrend Klone mit einem intakten
BRCA1 Allel eine erhohte Sensitivitat aufwiesen, wie in Abb. 3.15 dargestellt.
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Abbildung 3.15: Abhangigkeit der Olaparib-Sensitivitat von der Anzahl intakter BRCA1 Allele in MCF7. Zwei
intakte Allele bedingen Resistenzen, ein BRCA1 Allel eine erhdhte Sensitivitdt gegeniiber Olaparib. Dabei zeigten
sich signifikante Unterschiede zwischen den BRCA1-Klonen mit einem Allel und zwei BRCA1 Allelen, sowie
zwischen den BRCA1-Klonen mit zwei intakten Allelen zur MCF7 mit drei intakten BRCA1 Allelen. Statistisch
signifikante Abweichungen: p-Wert > 0,05 = ns; p-Wert < 0,01 = ** (Student’s T-Test).

Die Klone mit zwei intakten Allelen und einer erhéhten Olaparib-Resistenz unterschieden sich
signifikant von der MCF7 mit drei intakten Allelen (p-Wert: 0,0023). Einen ebenfalls
signifikanten Unterschied zeigten die BRCA1-Klone mit einem intakten BRCA1 Allel (Olaparib-
sensitiv) zu den Klonen mit zwei BRCA1 Allelen (Olaparib-resistent) (p-Wert: 0,0034). Die
unterschiedlichen Olaparib-Sensitivitaten bestatigten weitgehend einen HR-Defekt bei
einigen BRCA1-Klonen. Olaparib verursacht hauptsachlich S-Phase-spezifische Schaden, da
PARP1 auf der Replikationsgabel gehalten wird (engl. trapping) und somit ein Hindernis
wahrend der Replikation darstellt, was zu einem ein-endiger DNA-Doppelstrangbruch fiihrt
[142]. Folglich kann der HR-Defekt hauptsachlich replikationsassoziierte Funktionen in den
Olaparib-sensitiven Klonen eingeschrankt haben.

Neben der Reparatur von Schiaden wie DNA-Strang-Vernetzungen (durch MMC) oder ein-
endigen DSBs (durch Olaparib) ist die Homologe Rekombination wichtig fiir die Reparatur von
strahlungsinduzierten Schaden in der S-Phase [149]. Der DSB stellt eine biologisch signifikante
Lasion dar und ist daher potenziell letal fir die Zelle. lonisierende Strahlung erzeugt meist
Einzelstrangbriiche und Basenschaden, die mit der Replikationsgabel kollidieren und ein-
endige DSBs verursachen [264], die Uber die HR repariert werden missen. Eine erhdhte
Strahlenempfindlichkeit ist daher ein Anzeichen fiir eine defekte HR. Das zellulidre Uberleben
nach ionisierender Strahlung wurde in den BRCA1-Klonen bestimmt.

3.3.6 Uberleben nach ionisierender Strahlung

Signifikante Unterschiede im zelluliren Uberleben nach ansteigender Dosis ionisierender
Strahlung zeigten die BRCA1-Klone, wie in Abb. 3.16 dargestellt.
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Abbildung 3.16: Signifikante Unterschiede im Uberleben nach Bestrahlung in BRCA1-Klonen. Exponentielle
Zellen wurden mit ansteigender Dosis bestrahlt, fixiert, gefarbt und die Kolonien gezahlt. MCF7 und HCC1937
dienten zur Kontrolle. Dargestellt sind die Werte dreier unabhéngiger Experimente mit Fehler des Mittelwertes.
Statistisch signifikante Abweichungen: p-Wert < 0,05 = * (Student’s T-Test).

Daten aus Masterarbeit S. Classen, 2019 [257]

Die Radiosensitivitit wurde in den BRCA1-Klonen auf Grundlage des zelluliren Uberlebens
nach ionisierender Strahlung unter Verwendung der Dosis D37 bestimmt. D37 ist die Dosis, bei
der statistisch jede Zelle mindestens ein letales Ereignis erfahrt und 37 % der Zellen Gberleben.
Eine deutliche Radioresistenz wiesen zwei in Exon 9 veranderte BRCA1-Klone auf, verglichen
zur MCF7 (Ds7: 3,0 Gy): Klon 9.2 (Ds7: 3,6 Gy) und Klon 9.5, (D37: 3,1 Gy). Alle Klone, die in Exon
14 verandert waren, wurden radiosensitiver: Klon 14.1 mit D37 von 2,8 Gy und Klon 14.2 mit
D37 von 2,9 Gy. Die hochste Strahlenempfindlichkeit besall ein Klon, welcher in Exon 14
verandert war (Klon 14.3), mit einer D37 von 2,0 Gy. Die anderen Exon 9 Klone waren
radiosensitiver als die MCF7: Klon 9.4 mit D3yvon 2,8 Gy und Klon 9.1 mit D37 von 2,4 Gy. Klon
9.3 zeigte eine ahnliche Radiosensitivitat wie die MCF7 (D37: 3,0 Gy). Die Unterschiede im
zelluldren Uberleben nach 6 Gy wurden durch die PEs der Klone deutlich. Ein signifikant
schlechteres Uberleben nach 6 Gy bzw. keine iiberlebende Zellfraktion wies Klon 14.3 mit
einer PE von 0,00 £ 0,00 (p-Wert: 0,0335) auf. Eine hohere PE zeigten einige Klone: Klon 9.2
mit 0,07 + 0,00 und Klon 14.2 mit 0,06 + 0,01 (MCF7: 0,03 * 0,01), wahrend andere BRCA1-
Klone eine reduzierte PE aufwiesen wie Klon 9.3 mit 0,02 + 0,01 und Klon 9.4 mit 0,01 + 0,00.
Eine zur MCF7 dhnliche PE zeigten Klon 9.1, Klon 9.5 und Klon 14.1 mit einer PE von 0,03 +
0,01.

Das zelluldre Uberleben nach 4 Gy ionisierender Strahlung korrelierte zudem signifikant mit
der relativen HR-Kapazitat (siehe Kapitel 3.3, Abb. 3.9), dargestellt in Abb. 3.17 (A) (R2=0,85,
p-Wert: 0,0012) und war abhdngig von der Anzahl intakter Allele (Abb. 3.17 (B)). Die
Strahlenempfindlichkeit (basierend auf dem Uberleben nach 4 Gy) in den Klonen mit zwei
BRCA1 Allelen unterschied sich signifikant im Vergleich zu den Klonen mit einem BRCA1 Allel
(p-Wert: 0,0398) (Abb. 3.17 (B)). Weiterhin zeigten die BRCA1-Klone mit einem BRCA1 Allel
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einen signifikanten Unterschied zur MCF7 mit drei Allelen (p-Wert: 0,0025), wie in Abb. 3.17
(B) gezeigt.
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Abbildung 3.17: Abhingigkeit des zelluliren Uberlebens nach 4 Gy von der relativen HR-Kapazitit und Anzahl
intakter BRCA1 Allele. In (A) ist die relative HR-Kapazitdt der BRCA1-Klone und MCF7 gegen das zellulare
Uberleben nach 4 Gy aufgetragen, dieses korrelierte signifikant miteinander (R?=0,85; p-Wert: 0,0012). In (B) ist
das zelluldre Uberleben nach 4 Gy gegen die Anzahl intakter BRCA1 Allele aufgetragen. Dabei zeigten sich
signifikante Unterschiede zwischen den BRCA1-Klonen mit einem Allel und zwei BRCA1 Allelen, sowie zwischen
den BRCA1-Klonen mit einem intakten Allel zur MCF7 mit drei intakten BRCA1 Allelen. Statistisch signifikante
Abweichungen: p-Wert > 0,05 = ns; p-Wert < 0,05 = *; p-Wert < 0,01 = ** (Student’s T-Test).

AbschlieBend zeigten alle in Exon 14 veranderten Klone eine hohere Strahlenempfindlichkeit,
wahrend zwei in Exon 9 veranderte Klone (Klon 9.2 und Klon 9.5) eine héhere Resistenz
aufwiesen.

Zusammenfassung 3.3

Die Funktionalitdt der HR war unterschiedlich in den BRCA1-Klonen eingeschrankt. Eine
reduzierte HR-Kapazitat, bis auf Klon 14.2, lag in allen Klonen vor. Eine maximale Reduktion
um 77 % zeigte Klon 14.3. Die Initiierung von RAD51 Foci nach MMC war ebenfalls vermindert
in den Klonen, bis auf Klon 9.3. Gleichzeitig waren exogen durch MMC induzierte DNA-
Schdden in den Klonen erhéht, bis auf Klon 9.2. Das héchste Niveau an DSBs (YH2AX Foci),
Chromatinbriicken und Mikrokernen nach MMC wies Klon 14.3 auf. Ein méglicher HR-Defekt
wurde iber Untersuchungen des zelluldren Uberlebens nach DNA-schidigenden Agenzien wie
MMC, Olaparib und ionisierender Strahlung spezifiziert. Alle Exon 14 Klone und die meisten
Exon 9 Klone waren sensitiver gegeniiber MMC, wobei die hchste Empfindlichkeit Klon 14.3
aufwies. Dieser Klon zeigte zudem das hochste Niveau an DNA-Schaden und die niedrigste HR-
Kapazitat. Eine erhohte Resistenz zeigten zwei Exon 9 Klone (Klon 9.2 und Klon 9.3). Die
unterschiedliche Empfindlichkeit gegen PARP1-Inhibition bestatigte in Klonen mit zwei
verdanderten Allelen und Exon-unabhédngig einen HR-Defekt aufgrund erhohter Sensitivitat,
wahrend Klone mit einem veranderten Allel resistenter wurden. Die Empfindlichkeit gegen
ionisierende Strahlung war in allen Exon 14 veranderten Klonen héher, mit der hoéchsten
Sensitivitat in Klon 14.3. Im Gegensatz dazu wurde die héchste Radioresistenz in Klon 9.2, der
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ebenfalls MMC-resistent war, beobachtet. Dieser Klon zeigte zudem den niedrigsten Anteil an
G2-Phasezellen (siehe Kapitel 3.2). Ein weiterer Exon 9 Klon (Klon 9.5) war ebenfalls
radioresistent.

Eine mogliche Ursache fiir die unterschiedlichen Empfindlichkeiten der BRCA1-Klone stellen
veranderte Tumorstammzelleigenschaften dar, die im nachsten Abschnitt betrachtet wurden.

3.4 Tumorstammzelleigenschaften

Als Ursache fiir die unterschiedlichen Sensitivitaiten und Resistenzen wurden in diesem
Abschnitt die Eigenschaften von Tumorstammzellen und der Anteil an Tumorstammzellen in
den BRCA1-Klonen im Vergleich zur MCF7 analysiert. Tumorstammzellen (CSCs, engl. cancer
stem cells) sind flir das Auftreten von Radioresistenzen verantwortlich [198, 199] und zeichnen
sich durch die Expression bestimmter Stammzellmarker und einen mesenchymalen Phanotyp
aus [207, 265]. BRCA1 spielt sowohl in normalen Stammzellen [230] als auch im malignen
Kontext eine wesentliche Rolle [231]. Die Charakterisierung des Tumorstammzellstatus in den
BRCA1-Klonen erfolgte zunachst lber die Zellmorphologie, anschlieend liber die Expression
von EMT-Markern und Uber die Aktivitat von ALDH (engl. aldehyde dehydrogenase).

3.4.1 Zellmorphologie der BRCA1-Klone

Eine zellmorphologische Veranderung der BRCA1l-Klone wurde im Vergleich zur MCF7
untersucht. Die MCF7 ist durch einen epithelialen Phanotyp mit einer runden
Zellenmorphologie gekennzeichnet. Abb. 3.18 zeigt beispielhafte lichtmikroskopische
Aufnahmen von der MCF7 und drei BRCA1-Klonen (Klon 14.1, Klon 9.4 und Klon 9.2).

Abbildung 3.18: Zellmorphologische Veranderungen von Klon 9.2. Beispielhafte Darstellung der
lichtmikroskopischen Aufnahmen von MCF7 und von den BRCA1-Klonen (Klon 14.1, Klon 9.4 und Klon 9.2).
Genauere morphologische Strukturen in MCF7 und in Klon 9.2 sind tiber den Digitalen Zoom (1.08) vergroRert
und mit Kreisen markiert. MaRstab 140 um, Objektiv 20x, 1.08 Digital Zoom.

Deutliche zellmorphologische Veranderungen wurden in Klon 9.2 festgestellt: Die Zellen
waren groller, spindelférmiger und anders organisiert, was auf einen mesenchymalen
Phanotyp hinweist [266]. Die MCF7 hingegen zeigte keine solche Organisation und wies runde
Zellen aufgrund ihrer epithelialen Merkmale auf [239]. Die epitheliale Zellmorphologie

86



Ergebnisse

veranderte sich in den restlichen Klonen nicht, im Vergleich zur MCF7. Klon 14.1 und Klon 9.4
sind beispielhaft dargestellt.

3.4.2 Expression von EMT- und Tumorstammazell-Markern in den BRCA1-Klonen

Tumorstammazellen zeichnen sich durch eine hohe Expression des Stammzellmarkers ALDH1
[213, 267] und mesenchymaler Marker [266] aus, wahrend der Verlust des epithelialen
Markers E-Cadherin einen invasiven Phanotyp unterstiitzt [268]. Weiterhin ist eine erhohte
ZEB1 Expression in CSCs bereits bekannt [269]. Daher wurde die Expression dieser Marker in
BRCA1-Klonen nachgewiesen und mit der MCF7 verglichen. In Abb. 3.19 ist die Expression von
EMT-Markern (ZEB1 und E-Cadherin) und des universellen Stammzellmarkers ALDH1A1 in den
BRCA1-Klonen, in der MCF7 und in der HCC1937 gezeigt.
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Abbildung 3.19: Veranderte Expression von EMT- und Tumorstammzellmarkern in BRCA1-Klonen. Es wurden
je 40 pg Gesamtproteinextrakt exponentiell wachsender Zellen gelelektrophoretisch getrennt und ZEB1
(130 kDa), E-Cadherin (110 kDa), ALDH1A1 (55 kDa), und HSC70 (70 kDa) immunologisch detektiert. HCC1937
(HCC) diente als Negativkontrolle, HSC70 als Ladekontrolle. Dargestellt ist die Quantifizierung zweier
unabhangiger Experimente mit Fehler des Mittelwertes, normiert auf MCF7 Zellen. Die BRCA1-Klone mit zwei
intakten Allelen sind in dunkelgrau, die mit einem in hellgrau markiert. Statistisch signifikante Abweichungen: p-
Wert £ 0,05 = *; p-Wert < 0,01 = **; p-Wert < 0,001 = *** (Student’s T-Test).

Die Expression des in die EMT involvierten Transkriptionsfaktors ZEB1 war signifikant in allen
BRCA1-Klonen erhoht, wobei die héchste relative Expression in Klon 9.1 (6,50 + 0,30) und Klon
9.5 (6,34 + 0,34) (p-Werte: Klon 9.1: 0,0029; Klon 9.5: 0,0039) auftrat. In allen Exon 14
veranderten Klonen war die ZEB1 Expression in dhnlicher Weise erhoht: Klon 14.3 (5,72 +
0,21), Klon 14.1 (5,43 + 0,23) und Klon 14.2 (4,76 * 0,26) (p-Werte: Klon 14.3: 0,0021; Klon
14.1: 0,0026; Klon 14.2: 0,0046). Eine drei- bis vierfach erhohte ZEB1 Expression war in den
Exon 9 Klonen vorhanden: Klon 9.3 (4,13 + 0,13), Klon 9.4 (3,17 £ 0,17) und Klon 9.2 (2,52 +
0,22) (p-Werte: Klon 9.3: 0,0016; Klon 9.4: 0,0061; Klon 9.2: 0,0196). Die niedrigste ZEB1
Expression wies die HCC1937 mit 0,07 + 0,02 auf (p-Wert: 0,0005).

Deutliche Unterschiede bezogen auf die E-Cadherin Expression zeigten die BRCA1l-Klone.
Einige Exon 9 verdnderte Klone wiesen eine erhohte E-Cadherin Expression (Klon 9.1 mit 1,66
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+ 0,06; Klon 9.5 mit 1,76 + 0,09) auf, wahrend andere eine reduzierte bzw. nahezu
unveranderte Expression zeigten (Klon 9.2 mit 1,05 + 0,06; Klon 9.3 mit 0,88 + 0,07 und Klon
9.4 mit 0,80 + 0,06) (p-Werte: Klon 9.1: 0,007; Klon 9.5: 0,0137). In allen Exon 14 veranderten
Klonen war eine signifikant erhohte Expression von E-Cadherin vorhanden (Klon 14.1 mit 1,67
+ 0,07; Klon 14.2 mit 1,95 + 0,06 und Klon 14.3 mit 1,66 + 0,06) (p-Werte: Klon 14.1: 0,0107;
Klon 14.2: 0,0034; Klon 14.3: 0,0082). In der HCC1937 war die Expression auf 1,47 + 0,07 (p-
Wert: 0,019) erhoht.

Eine leicht erh6hte ALDH1A1 Expression trat in einigen BRCA1-Klonen auf. Zu diesen gehorten
Klon 14.1 mit 1,28 + 0,07; Klon 14.2 mit 1,25 + 0,04; Klon 9.1 mit 1,34 + 0,04 und Klon 9.5 mit
1,19 £ 0,08, diese zeigten gleichzeitig eine erhdhte E-Cadherin Expression (Klon 14.2: p-Wert:
0,0321; Klon 9.1: p-Wert: 0,0107). In Klon 9.2 und Klon 9.3 war die ALDH1A1 Expression leicht
erhoht auf 1,05 + 0,05 bzw. 1,03 + 0,02. Hingegen wiesen Klon 9.4 mit 0,99 + 0,01 und Klon
14.3 mit 1,01 £ 0,01 nahezu keine veranderte ALDH1A1 Expression auf, wie die HCC1937 mit
1,04 £ 0,06.

3.4.3 Aktivitdt des Tumorstammzellmarkers ALDH1

Die veranderte Zellmorphologie und die veranderte Expression der Tumorstammazell-
relevanten Proteine deuteten auf einen erhéhten Anteil an CSCs in einigen BRCA1-Klonen hin.
Eine weitere Charakterisierung der CSCs erfolgte Uber die Aktivitdat von ALDH [213] im
ALDEFLUOR™Assay, da eine hohe Aktivitat in CSCs beschrieben wurde [213].

Abb. 3.20 zeigt den prozentualen Anteil Aldefluor-positiver Zellen in den BRCA1-Klonen, in der
MCF7 und in der HCC1937. Die Aldefluor-positiven Zellen lassen einen Riickschluss auf die
Aktivitat von ALDH zu. In (A) sind beispielhafte Streulicht-Diagramme der MCF7, der HCC1937
und von zwei Klonen (Klon 9.2 und Klon 14.1) gezeigt. Die prozentuale Quantifizierung aller
BRCA1-Klone ist in (B) dargestellt.
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Abbildung 3.20: BRCA1 Reduktion beeinflusst Stammzellartigkeit in MCF7. In exponentiellen Zellen wurde die
Aktivitdt von ALDH mithilfe des ALDEFLUOR ™Assays durchflusszytometrisch bestimmt. MCF7 und HCC1937
dienten zur Kontrolle. In (A) sind beispielhafte Streulicht-Diagramme von MCF7, HCC1937 und den BRCA1-Klonen
(Klon 9.2, Klon 14.1) dargestellt und in (B) die Quantifizierung des prozentualen Anteils Aldefluor-positiver Zellen
dreier unabhangiger Experimente mit Fehler des Mittelwertes. Die BRCA1-Klone mit zwei intakten Allelen sind in
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dunkelgrau, die mit einem in hellgrau markiert. Statistisch signifikante Abweichungen: p-Wert > 0,05 = ns; p-
Wert £ 0,05 = *; p-Wert £ 0,01 = **; p-Wert < 0,001 = *** (Student’s T-Test).

Signifikante Unterschiede in der Aktivitdt von ALDH zeigten sich bei den BRCA1-Klonen im
Vergleich zur MCF7. Einen signifikanten Anstieg in der ALDH-Aktivitat wiesen folgende Klone
auf: Klon 9.2 mit 46,73 + 2,99 %; Klon 9.3 mit 39,67 + 1,86 %; Klon 9.5 mit 36,91 + 1,39 % und
Klon 14.2 mit 38,84 + 3,63 % im Vergleich zur MCF7 (28,63 + 0,81 %) (p-Werte: 0,0003; 0,0012;
0,0014 und 0,0119). Diese Klone waren in einem der drei BRCA1 Allele verandert. Ein
signifikant reduzierter Anteil an Zellen mit aktiver ALDH lag in Klon 14.1 mit 20,89 + 0,62 %
und in Klon 9.4 mit 19,09 + 0,86 % vor (p-Werte: 0,0026 und 0,0003). Keine Unterschiede zur
MCF7 zeigten Klon 9.1 mit 29,05 £ 2,26 % und Klon 14.3 mit 28,62 £ 0,98 %. In diesen Klonen
war nur ein intaktes BRCA1 Allel vorhanden. Die HCC1937 hatte einen Anteil Aldefluor-
positiver Zellen von 24,49 + 0,99 % (p-Wert: 0,0135). Die Unterschiede in der ALDH-Aktivitat
in den BRCA1-Klonen wurden durch eine unterschiedliche Anzahl intakter BRCA1 Allele
bedingt, wie in Abb. 3.21 dargestellt.
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Abbildung 3.21: Abhangigkeit des CSC-Anteils (Aldefluor-positive Zellen (%)) von der Zahl intakter BRCA1 Allele
in MCF7. Dargestellt ist der prozentuale Anteil Aldefluor-positiver Zellen (entspricht den CSCs) und die Anzahl
der BRCA1 Allele in MCF7, den BRCA1-Klonen und der HCC1937. Zwei intakte BRCA1 Allele bedingten einen
erhohten Anteil Aldefluor-positiver Zellen und Resistenzen im Vergleich zur MCF7, wahrend ein intaktes Allel
eine Verringerung und eine erhdhte Sensitivitat erzeugte. Statistisch signifikante Abweichungen: p-Wert < 0,01
= ** (Student’s T-Test).

Klone mit zwei intakten BRCA1 Allelen zeigten einen erhéhten prozentualen Anteil Aldefluor-
positiver Zellen und eine erhdhte Resistenz mit einem signifikanten Unterschied zur MCF7 mit
drei intakten BRCA1 Allelen (p-Wert: 0,014). Diese Klone unterschieden sich signifikant zu den
BRCA1-Klonen mit einem intakten Allel (p-Wert: 0,003). Im Gegensatz dazu wiesen die BRCA1-
Klone mit nur einem intakten Allel einen reduzierten oder unveranderten CSC-Anteil auf, ohne
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signifikanten Unterschied zur MCF7 (p-Wert: 0,1533, ns); diese Klone waren durch eine
erhohte Sensitivitat charakterisiert.

Zusammenfassung 3.4

Folgen der BRCA1l Reduktion in den MCF7-Klonen waren ein veranderter Anteil der
Tumorstammzellen, welcher eine Ursache fiir die unterschiedlichen Sensitivitaten darstellt.
Ein Klon (Klon 9.2) zeigte ausgeprdgte zellmorphologische Veranderungen zu einem
mesenchymalen und spindelférmigen Phanotyp. Dariber hinaus wurde in allen BRCA1-Klonen
eine dynamisch veranderte Expression des epithelialen Markers E-Cadherin und eine erhohte
Expression des regulatorischen Transkriptionsfaktors ZEB1 beobachtet. Der universelle
Stammzellmarker ALDH1A1 war nur geringflgig erhoht. Jedoch wies die Messung der Aktivitat
der ALDH auf eine veranderte Tumorstammezellfraktion in den Klonen hin. Dabei fiihrte ein
verandertes BRCA1 Allel zu einer erhdohten Aktivitat in Klon 9.2, Klon 9.3, Klon 14.2 und Klon
9.5 und zu einer erhéhten Resistenz. Im Gegensatz dazu resultierten zwei veranderte BRCA1
Allele in einer verringerten oder unverdanderten Tumorstammzellfraktion, welches eine
erhohte Empfindlichkeit verursachte.

3.5 Einfluss auf die intrazellulare Immunantwort

Der Anteil an CSCs unterschied sich signifikant in den BRCA1-Klonen. Es ist bekannt, dass CSCs
DNA-Reparaturwege wie die HR hochregulieren [203]. Aufgrund dieser gesteigerten
Reparaturkapazitat wirde man bei Zellen mit hoher Stammzellartigkeit weniger DNA-Schaden
und weniger DNA-Fragmente im Cytosol erwarten. In Zellen mit einem HR-Defekt (RAD51-
depletierte Zellen) konnte bereits gezeigt werden, dass diese nach Bestrahlung dsDNA (engl.
double-stranded DNA) im Cytosol akkumulierten, wodurch die intrazellularen Immunantwort
Uber den cGAS-STING Signalweg aktiviert wurde [190]. Die Auswirkungen einer reduzierten
BRCA1 Expression und dadurch verminderten HR-Kapazitdt in den BRCA1-Klonen mit
unterschiedlichem CSC-Anteil wurden auf einen strahlungsinduzierten Anstieg der
cytosolischen dsDNA untersucht. Eine Aktivierung der intrazellularen Immunantwort in den
BRCA1-Klonen nach Bestrahlung wurde durch die mRNA Expression immunrelevanter Gene
analysiert. Zu diesen Genen gehorten IL-6 (Interleukin 6) [270], CXCR4 (engl. C-X-C-Motif
chemokine receptor 4) [271] und TLR-9 (engl. toll-like receptor 9) [272], die essenzielle Rollen
in der intrazelluldren Immunantwort spielen.

3.5.1 Médgliche strahlungsinduzierte Akkumulation von cytosolischer dsDNA in den
BRCA1-Klonen

Ein moglicher strahlungsinduzierter Anstieg der dsDNA im Cytosol wurde in den BRCA1-Klonen
analysiert. Zunachst wurde die cytosolische dsDNA von zwei BRCA1-Klonen 16 Stunden nach
Bestrahlung mit 8 Gy immuncytochemisch gefarbt, wie in Abb. 3.22 gezeigt. In Abb. 3.22 (A)
sind beispielhafte mikroskopische Aufnahmen der MCF7 ohne Bestrahlung mit 90 U DNase-
Behandlung und nach 8 Gy dargestellt. Die dsDNA im Cytosol ist rot dargestellt. Um den
Ursprung der DNA aus den Mitochondrien auszuschlieBen, wurde parallel die mitochondriale
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COX IV (engl. cytochrome c oxidase 4) (griin) nachgewiesen, die keine strahlungsinduzierte
Veranderung zeigte. Die Quantifizierung der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI, engl. mean
fluorescence intensity) des roten Signals (dsDNA) in 3.22 (B) zeigt die beiden BRCA1-Klone Klon
9.2 und Klon 9.5, in denen ein leichter Anstieg der cytosolischen dsDNA nach 8 Gy
nachgewiesen wurde.

A MCF7

0 Gy + DNase (90 U)
dsDNA Cox IV DAPI Merge

8 Gy
dsDNA Cox IV DAPI Merge

[ 0Gy-DNase (90 U)
Il 8 Gy - DNase (30 U)
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Abbildung 3.22: Minimaler strahlungsinduzierter Anstieg der cytosolischen dsDNA in Klon 9.2 und Klon 9.5. In
exponentiellen Zellen wurde cytosolische dsDNA nachgewiesen, indem diese mit 8 Gy bestrahlt, fixiert und
immuncytochemisch dsDNA sowie mitochondriale COX IV mit spezifischen Erst- und fluoreszenzgekoppelten
Zweitantikdrpern; nukledre DNA mit DAPI gefarbt wurde. Die mehrschichtigen Aufnahmen erfolgten (63x
Objektiv) mit dem Konfokalmikroskop Leica TCS SP8 X, ausgewertet mit dem Programm Imaris x64 7.6.1. (A)
Dargestellt sind die cytosolische dsDNA (rot) und COX IV (griin) in MCF7 und (B) die Quantifizierung der
cytosolischen dsDNA pro Zelle (MFI, engl. mean fluorescence intensity, Mittlere Fluoreszenzintensitat) zweier
BRCA1-Klone (Klon 9.2 und Klon 9.5) aus 100 Zellen mit Fehler des Mittelwertes. Das Hintergrundsignal (90 U
DNase-Behandlung) wurde abgezogen.

Eine strahlungsinduzierte Akkumulation und unterschiedliche endogene Niveaus
cytosolischer dsDNA wurden in Klon 9.2 und Klon 9.5 nachgewiesen. Die cytosolische dsDNA
(mittlere Fluoreszenzintensitat des roten Signals) stieg nach 8 Gy wie folgt an: Klon 9.2 (0 Gy:
7362,2 + 2924,9 auf 8 Gy: 8953,3 + 5649,2) und Klon 9.5 (0 Gy: 11825,8 + 2468,9 auf 8 Gy:
13429,1 £ 6792,3).

3.5.2 Expression immunrelevanter Gene nach Bestrahlung in zwei BRCA1-Klonen

Eine aktivierte intrazellulare Immunantwort durch strahlungsinduzierte Akkumulation
cytosolischer dsDNA wurde im nachsten Schritt in diesen beiden BRCA1-Klonen untersucht.
Dazu wurde die mRNA Expression immunrelevanter Gene 16 Stunden nach 8 Gy Bestrahlung
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in der Quantitativen Echtzeit PCR analysiert. In Abb. 3.23 ist die relative mRNA Expression der
immunrelevanten Gene (/L-6, TLR-9 und CXCR4) vor und 16 Stunden nach 8 Gy in den BRCA1-
Klonen Klon 9.2 und Klon 9.5 und in der MCF7 dargestellt.
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Abbildung 3.23: Geringfiigig strahlungsinduzierte Verdnderung der Expression von Genen der intrazellulidren
Immunantwort in Klon 9.2 und Klon 9.5. Die relative mRNA Expression immunrelevanter Gene ((A) /L-6, (B) TLR-
9 und (C) CXCR4) wurde in exponentiellen Zellen 16 h nach Bestrahlung mit 8 Gy bestimmt. Gesamt-RNA wurde
isoliert, mRNA in cDNA transkribiert, in der Quantitativen Echtzeit-PCR untersucht und normiert auf GAPDH.
MCF7 diente zur Kontrolle. Dargestellt ist die Quantifizierung der relativen mRNA Expression zweier
unabhangiger Experimente mit Fehler des Mittelwertes. Statistisch signifikante Abweichungen: p-Wert > 0,05 =
ns; p-Wert < 0,05 = *; p-Wert < 0,01 = ** (Student’s T-Test). Diese Abweichungen beziehen sich auf die mRNA-
Expressionsniveaus in der MCF7 nach 8 Gy.

Geringe, nicht signifikante Unterschiede in der relativen mRNA Expression von IL-6 zeigten
Klon 9.2 und Klon 9.5 im Vergleich zur MCF7 (vor und nach 8 Gy Bestrahlung). Die IL-6 mRNA
Expression veranderte sich wie folgt: Klon 9.2 (10,44 + 0,55 und 11,09 + 0,42) und Klon 9.5
(9,76 £ 0,49 und 8,53 + 0,47) im Vergleich zur MCF7 mit 8,69 + 0,77 vor und 10,71 + 0,70 nach
8 Gy. Nur geringe Veranderungen in der relativen Expression von TLR-9 vor und nach 8 Gy
zeigten Klon 9.2 und Klon 9.5: Klon 9.2 zeigte eine leicht erhohte Expression (10,75 + 1,12 und
13,24 + 0,16) und Klon 9.5 geringe Verdanderungen (10,02 + 1,24 und 10,79 £ 0,22, p-Wert:
0,0102). Allerdings war die mRNA Expression von TLR-9 nach 8 Gy in Klon 9.5 signifikant
niedriger mit 10,79 + 0,22 (p-Wert: 0,0102) als bei der MCF7 mit 8,69 + 0,77 vor und 10,71 +
0,70 nach Bestrahlung.

Obwohl keine signifikanten Veranderungen der relativen mRNA Expression des
Chemokinrezeptors CXCR4 nach 8 Gy Bestrahlung vorlagen und in MCF7 nahezu unverandert
waren (8,76 + 0,85 auf 8,83 + 0,07), war die endogene mRNA-Expression in den BRCA1-Klonen
(Klon 9.2 und Klon 9.5) héher im Vergleich zur MCF7: Klon 9.2 mit 11,19 + 0,90 und Klon 9.5
mit 11,24 + 0,08 (MCF7 mit 8,76 + 0,85). Die Expressionsniveaus nach 8 Gy Bestrahlung waren
in beiden Klonen (Klon 9.2: 12,46 £ 0,26; Klon 9.5: 11,60 * 0,41) signifikant erhéht im Vergleich
zur MCF7 (8,83 £ 0,07) (Klon 9.2: p-Wert: 0,005; Klon 9.5: p-Wert: 0,0214).

Insgesamt wurden nur geringe Unterschiede in der Expression der untersuchten
immunrelevanten Gene vorgefunden.
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3.5.3 Veranderte Level cytosolischer dsDNA und strahlungsinduzierte Akkumulation in
BRCA1-Klonen

Aufgrund der tendenziellen Akkumulation cytosolischer dsDNA nach Bestrahlung, wurde die
cytosolische dsDNA aller BRCA1-Klone 16 Stunden nach 8 Gy Bestrahlung im Picogreen-Assay
untersucht sowie die der Kontrollen MCF7 und HCC1937. In Abb. 3.24 ist die Quantifizierung
der Menge der dsDNA im Cytosol (ng/10° Zellen) vor und nach Bestrahlung mit 8 Gy in den
BRCA1-Klonen, in der MCF7 und der HCC1937 dargestellt.
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Abbildung 3.24: Strahlungsinduzierter Anstieg cytosolischer dsDNA in BRCA1-Klonen. dsDNA wurde in
exponentiellen Zellen 16 h nach Bestrahlung mit 8 Gy in der cytoplasmatischen Fraktion (ng/10° Zellen) mithilfe
des Quant-iT™PicoGreen™dsDNA Assays bestimmt. MCF7 und HCC1937 dienten zur Kontrolle. Die
BRCA1-Klone mit zwei intakten Allelen sind in dunkelgrau, die mit einem in hellgrau markiert. Dargestellt ist die
Quantifizierung zweier unabhangiger Experimente mit Fehler des Mittelwertes. Statistisch signifikante
Abweichungen: p-Wert > 0,05 = ns; p-Wert < 0,05 = *; p-Wert 0,01 = **; p-Wert £ 0,001 = ***; p-Wert <0,0001
= *¥*** (Student’s T-Test). Diese Abweichungen beziehen sich auf die Level cytosolischer dsDNA in der MCF7 nach
8 Gy.

Eine Reduktion der endogenen dsDNA im Cytosol wies die Mehrheit der BRCA1-Klone, bis auf
Klon 14.1 und Klon 9.4, im Vergleich zur MCF7 auf. Fast alle BRCA1-Klone zeigten eine
strahlungsinduzierte Akkumulation der cytosolischen dsDNA. Dieser Anstieg war in
unterschiedlichem AusmaR ausgepragt. Die MCF7 zeigte den hochsten strahlungsinduzierten
Anstieg der cytosolischer dsDNA mit 5139,46 + 96,11 ng/10° Zellen vor und 6709,71 + 242,09
ng/10°% Zellen nach 8 Gy. Die hochsten endogenen und strahlungsinduzierten Niveaus
cytosolischer dsDNA zeigte jedoch Klon 14.1: endogene Level mit 6777,45 + 413,26 ng/10°
Zellen, die nach Bestrahlung auf 7152,97 + 457,68 ng/10° Zellen anstiegen. Im Gegensatz dazu
lagen die niedrigsten endogenen Werte bei Klon 14.2 mit 3496,55 + 121,46 ng/106 Zellen vor,
die nach Bestrahlung auf 4176,10 + 137,39 ng/10° Zellen anstiegen. Einen hohen
strahlungsinduzierten Anstieg der cytosolischen dsDNA zeigten Klon 9.3 (4573,81 + 39,82

ng/10° Zellen vor und 6101,81 + 763,69 ng/10° Zellen nach 8 Gy) und Klon 9.5 (4266,51 *
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402,21 ng/10°8 Zellen vor und 5623,11 + 452,94 ng/10° Zellen nach 8 Gy). Eine ebenfalls hohe
Akkumulation wies ein in Exon 14 veranderter Klon (Klon 14.3) mit 4455,03 + 213,20 ng/10°
Zellen vor und 5418,23 + 449,32 ng/10° Zellen nach Bestrahlung auf. In Klon 9.1 stiegen die
Werte nach Bestrahlung von 4802,51 + 114,77 ng/10° Zellen auf 5352,41 + 310,05 ng/10°
Zellen an. Die HCC1937 zeigte endogen die niedrigsten Werte (1943,86 + 54,70 ng/10°Zellen)
und nach Bestrahlung eine Akkumulation der dsDNA auf 2915,66 *+ 402,89 ng/10° Zellen.
Geringfligige Veranderungen im Niveau der cytosolischen dsDNA vor und nach Bestrahlung
zeigten folgende Exon 9 Klone: Klon 9.4 mit 5493,63 + 203,20 ng/10° Zellen vor und 5463,72 +
269,20 ng/10° Zellen nach 8 Gy und Klon 9.2 mit 4916,42 + 239,09 ng/10° Zellen vor und
5132,81 + 165,65 ng/10° Zellen nach Bestrahlung. Mit Ausnahme von zwei Klonen (Klon 14.1
und Klon 9.3) waren die Werte nach Bestrahlung in den BRCA1-Klonen und den HCC1937 im
Vergleich zur MCF7 signifikant niedriger: Klon 14.2 (p-Wert: <0,0001), Klon 9.1 (p-Wert:
0,0077), Klon 9.2 (p-Wert: 0,0003), Klon 14.3 (p-Wert: 0,0208), Klon 9.4 (p-Wert: 0,0097), Klon
9.5 (p-Wert: 0,0491) und HCC1937 (p-Wert: <0,0001).

Die unterschiedlichen Mengen cytosolischer dsDNA endogen (Abb. 3.25 (A), R?=0,049; p-Wert:
0,5388) und nach Bestrahlung (Abb. 3.25 (B), R2=0,001; p-Wert: 0,9305) wurden nicht auf
einen unterschiedlichen Anteil an CSCs (Aldefluor-positiver Zellen (%)) zurlickgefihrt.
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Abbildung 3.25: Keine Korrelation der endogenen cytosolischen dsDNA bzw. cytosolischen dsDNA nach 8 Gy
mit den Aldefluor-positiven Zellen (CSCs) in den BRCA1-Klonen und der MCF7. In (A) ist der Anteil an Aldefluor-
positiver Zellen (%) gegen das endogene Level cytosolischer dsDNA (ng/10° Zellen) aufgetragen (R%= 0,049; p-
Wert: 0,5388). In (B) ist der Anteil an Aldefluor-positiver Zellen (%) gegen die Menge cytosolischer dsDNA (ng/10°
Zellen) nach 8 Gy aufgetragen (R?= 0,001; p-Wert: 0,9305). Statistisch signifikante Abweichungen: p-Wert > 0,05
=ns (Student’s T-Test).

Weder die reduzierten endogenen und strahlungsinduzierten Mengen cytosolischer dsDNA in
den meisten BRCA1-Klonen, noch der strahlungsinduzierte Anstieg beeinflussten die
Radiosensitivitit (das zelluldre Uberleben nach 8 Gy), wie in Abb. 3.26 gezeigt.
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Abbildung 3.26: Keine Korrelation der cytosolischen dsDNA endogen bzw. nach 8 Gy mit der Radiosensitivitat
(zellulires Uberleben nach 0 Gy bzw. 8 Gy) in den BRCA1-Klonen und der MCF7. Dargestellt ist in (A) das
endogene Level cytosolischer dsDNA (ng/10° Zellen) in Bezug auf das Uberleben nach 0 Gy (R?=0,02; p-Wert:
0,6939), in (B) das Level cytosolischer dsDNA (ng/10° Zellen) nach 8 Gy in Bezug auf das Uberleben nach 8 Gy
(R%=0,02; p-Wert: 0,7188). Hingegen ist in (C) das Uberleben nach 0 Gy (R?=0,21; p-Wert: 0,1814) und in (D) das
Uberleben nach 8 Gy auf den strahlungsinduzierten Anstieg cytosolischer dsDNA (ng/10° Zellen) bezogen
(R?=0,12; p-Wert: 0,3191). Statistisch signifikante Abweichungen: p-Wert > 0,05 = ns (Student’s T-Test).

Insgesamt wiesen die BRCA1-Klone eine strahlungsinduzierte Akkumulation cytosolischer
dsDNA und endogen reduzierte dsDNA-Niveaus auf, unabhangig vom veranderten Exon, der
Anzahl intakter Allele und dem Anteil Aldefluor-positiver Zellen. Das Ausmal’ des Anstiegs war
bei den Klonen unterschiedlich und in zwei in Exon 9 veranderten Klonen, Klon 9.2 und Klon
9.4, nahezu unverandert.

Zusammenfassung 3.5

Trotz strahlungsinduzierter Akkumulation von dsDNA im Cytosol lag keine erhohte
intrazellulare Immunantwort vor und wurde nicht als Ursache fiir die unterschiedlichen
Sensitivitdten in den BRCA1-Klonen identifiziert. Es wurden 16 Stunden nach 8 Gy zunachst
mithilfe der immuncytochemischen Farbung geringere Unterschiede festgestellt. Die
cytosolische dsDNA als Signal fiir die intrazellulare Immunantwort hatte jedoch nur eine
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geringfligig veranderte Expression der immunrelevanten Gene (/L-6, TLR-9 und CXCR4) zur
Folge. Jedoch wurde in einer genaueren Analyse Gber den Picogreen Assay eine Akkumulation
cytosolischer dsDNA nachgewiesen. Dabei zeigte nahezu alle BRCA1-Klone einen Anstieg nach
Bestrahlung, bis auf Klon 9.2 und Klon 9.4. Eine Assoziation der unterschiedlichen Level
cytosolischer dsDNA mit den auftretenden Resistenzen und Sensitivitdten in den BRCA1-
Klonen wurde nicht explizit beobachtet.

3.6 AbschlieBende Zusammenfassung

Die Homologe Rekombination (HR) verhindert das Auftreten von Mutationen und
genomischer Instabilitdt durch die fehlerfreie Reparatur in der S-Phase [65]. Eine
hochregulierte HR und damit hohere genomische Stabilitdt ist charakteristisch fur
Tumorstammzellen [203]. Eine defekte HR fiihrt dagegen zu DNA-Schaden in der S-Phase, die
als Fragmente ins Cytosol freigesetzt werden und akkumulieren, welches die intrazellulare
Immunantwort aktiviert [190]. Bisher fehlen Erkenntnisse, wie die Menge an HR-Proteinen,
z.B. von BRCA1, und die Verdanderung bestimmter Domdnen von BRCA1l den Anteil von
Tumorstammzellen beeinflussen und ob die intrazellulare Immunantwort in diesen Zellen
nach ionisierender Strahlung aktiviert wird. In der vorliegenden Arbeit wurde diese Frage
untersucht, indem ein isogenes Zellsystem mit einer stabil reduzierten BRCA1 Expression in
der Mammakarzinomzelllinie MCF7 entwickelt wurde.

3.1) Ein isogenes Zellsystem mit einer unterschiedlichen Anzahl von verdnderten BRCA1
Allelen und unterschiedlichen Exons (9 und 14) wurde erfolgreich etabliert. Flinf Klone wurden
in Exon 9, drei Klone in Exon 14 verandert mit einem oder zwei veranderten BRCA1 Allelen,
ohne einen vollstandigen Knockout aller drei Allele.

3.2) Die BRCA1 Expression war in den Klonen stabil, auf maximal 0,57 in Klon 9.3, reduziert
und stets hoher als erwartet. Gleichzeitig war die Expression von RAD51 und FANCD2 in den
meisten Klonen Uberwiegend erhoht. Die reduzierte CHK1 Expression korrelierte mit der
reduzierten BRCA1 Expression, die parallel zu einer erhohten FANCD2 Expression auftrat. Die
erhohte FANCD2 Expression korrelierte invers mit einer verminderten FANCD2-
Monoubiquitinierung. Es traten weniger endogene DSBs (yH2AX) in den Klonen auf mit
Ausnahme von Klon 14.2 und Klon 14.3 und weniger spontane RAD51 Foci mit Ausnahme von
Klon 14.2 und Klon 9.3 auf. Das hochste Niveau an endogenen DNA-Schiaden mit
Chromatinbriicken und Mikrokernen wies Klon 14.3 auf. Die Proliferationsrate war in vier der
finf Exon 9 Klonen erhdht, aber in Klon 9.2 am niedrigsten. Ein verdndertes Exon 14
verursachte eine niedrigere oder unveranderte Proliferationsrate. Die S-Phase war verkirzt
bei allen Klonen, bis auf Klon 9.2, mit einem héheren Anteil von Zellen in der G1- bzw. G2-
Phase.

3.3) Die HR-Kapazitat war reduziert in fast allen Klonen (auf3er in Klon 14.2), unabhangig vom
Exon und der Anzahl an Allelen, genauso wie die Bildung von RAD51 Foci nach MMC (auRer in
Klon 9.3). Die niedrigste HR-Kapazitat zeigte Klon 14.3. Nach MMC stieg die Anzahl residueller
DSBs (YH2AX) an (auBer in Klon 9.2), die RAD51 Foci blieben niedrig. In Klon 14.3 wurden mehr
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replikationsassoziierte Schaden wie Chromatinbricken und Mikrokerne nachgewiesen. Die
MMC-Empfindlichkeit war in allen Exon 14 Klonen erhoéht, wobei Klon 14.3 am
empfindlichsten war, und in den meisten der Exon 9 Klone; Klon 9.2 und Klon 9.3 waren jedoch
resistent. Die MMC-Sensitivitat war in den Klonen erhoht, welche nur ein intaktes BRCA1 Allel
aufwiesen. In einigen Klonen wurde eine erhohte Olaparib-Sensitivitat, in anderen dagegen
eine erhohte Resistenz wie in Klon 14.2, Klon 9.3, Klon 9.2 und Klon 9.5 nachgewiesen. Eine
erhohte Resistenz trat in Klonen mit zwei intakten BRCA1 Allelen auf. Die Radiosensitivitat
war zumeist erhoht, mit jedoch zwei resistenten Klonen (Klon 9.2 und Klon 9.5). Die
Radiosensitivitdat war abhangig von der relativen HR-Kapazitdt und Zahl intakter Allele. Die
hochste MMC- und Radioresistenz zeigte Klon 9.2, wahrend die hochste Empfindlichkeit bei
Klon 14.3 vorlag.

3.4) Ein unterschiedlicher CSC-Anteil wurde in den BRCA1-Klonen beobachtet, was eine
Ursache fur die unterschiedlichen Sensitivitaten darstellt. Dieser Anteil hing von der Anzahl
intakter BRCA1 Allele ab. Den hochsten Anteil an CSCs zeigte Klon 9.2, welcher eine
spindelférmige Zellmorphologie und die hochste Aktivitat von ALDH aufwies. Die EMT-Marker
waren in diesem Klon jedoch nahezu unverandert im Vergleich zur MCF7. Klon 14.2, Klon 9.3
und Klon 9.5 zeigten ebenfalls héhere CSC-Fraktionen sowie eine erhdhte ZEB1 Expression,
teilweise erhohte ALDH1A1 und E-Cadherin Expression. Diese Klone wiesen zwei intakte
BRCA1 Allele auf und waren gegen unterschiedliche DNA-schadigende Agenzien resistent.
3.5) Endogen war die Menge der cytosolischen dsDNA in den meisten BRCA1-Konen reduziert.
Die Mehrheit der BRCA1-Klone zeigte jedoch Exon-unabhangig und unabhangig von der
Anzahl an Allelen eine strahlungsinduzierte Akkumulation von dsDNA im Cytosol, mit
Ausnahme von Klon 9.2 und Klon 9.4, bei denen sich die Expression immunrelevanter Gene
nach Bestrahlung nur geringfligig veranderte.

SchlielRlich verursachte eine reduzierte BRCA1 Expression eine veranderte Expression von HR-
Proteinen und eine teilweise Exon-abhangig veranderte Proliferationsrate und
Zellzyklusverteilung. Die HR-Kapazitat war reduziert, die endogene DNA-Schaden waren
unterschiedlich. Es wurden sowohl erhéhte Sensitivitaten als auch Resistenzen beobachtet.
Eine Veranderung in Exon 14 und ein intaktes BRCA1 Allel fihrten hauptsachlich zu einer
erhohten Sensitivitat. Im Gegensatz dazu fiihrten ein verandertes Exon 9 und zwei intakte
Allele teilweise zu Resistenzen. Endogen reduzierte cytosolische dsDNA in den BRCA1-Klonen
erhohte sich nach Bestrahlung in unterschiedlichem Ausmal}, aber es wurde nur eine leicht
veranderte intrazellulare Immunantwort beobachtet. Als Ursache fiir die auftretende
Resistenz wurde ein erhohter CSC-Anteil, der von der Anzahl intakter BRCA1 Allele abhéngig
war, definiert.
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen einer reduzierten Proteinexpression von BRCA1
und spezifischer Veranderungen des BRCA1 Gens auf die HR in einem isogenen Zellsystem zu
analysieren. Weiterhin wurden die Folgen einer veranderten HR auf den Anteil an
Tumorstammzellen und auf eine Aktivierung der intrazellularen Immunantwort untersucht.
Fiir Tumorstammzellen ist bekannt, dass diese DNA-Doppelstrang-Reparaturwege wie die HR
hochregulieren [203] und eine erhdhte BRCA1 Expression aufweisen [228]. Eine andere Studie
beobachtete einen erhohten Tumorstammzellanteil nach einem BRCA1 Verlust [231]. Darlber
hinaus wurde ein HR-Defekt unter anderem von Bhattacharya et al., 2017 beschrieben, der zu
einer Akkumulation cytosolischer dsDNA und damit zur Aktivierung der intrazellularen
Immunantwort fuhrte [190]. Bislang fehlen Kenntnisse dariiber, wie sich eine reduzierte
BRCA1 Expression und eine gezielte Modifikation des BRCA1 Gens auf die HR, den Anteil an
CSCs und die intrazelluldare Immunantwort auswirken, da hierfir keine geeigneten Systeme
zur Verfligung stehen.

In der vorliegenden Arbeit wurde erfolgreich ein isogenes Zellsystem mit stabil reduzierten
BRCA1 Expressionsniveaus in der MCF7 etabliert. Die genetischen Veranderungen in Exon 9
und Exon 14 der BRCA1 Allele der MCF7-Klone wurden zunachst in der PCR und im Bioanalyzer
validiert, die Expression HR-relevanter Proteine bestimmt und endogene DNA-Schaden, das
Proliferationsverhalten und die Zellzyklusverteilung untersucht. AnschlieRend wurden die
Auswirkungen auf die HR untersucht. Dazu wurde die relative HR-Kapazitdat im Plasmid-
Rekonstruktionsassay bestimmt und die Bildung von RAD51 Foci und DNA-Schaden nach
MMC-Schadigung analysiert. AuRerdem wurde die Funktionalitdt der HR Uber das zelluldre
Uberleben nach MMC, PARP1-Inhibition (Olaparib) und ionisierender Strahlung
nachgewiesen. Die Ursachen fir die beobachteten Unterschiede in den Sensitivitaten der
BRCA1-Klone wurden daher in den nachsten Schritten fokussiert. Dazu wurde die CSC-Fraktion
auf Grundlage spezifischer Eigenschaften (ber die Zellmorphologie, die Expression von
Markern der EMT wund von Tumorstammzellen sowie die ALDH-Aktivitait im
ALDEFLUOR™Assay definiert. Ein erhohtes Signal fiir die Immunantwort sowie die Aktivierung
der intrazellularen Immunantwort nach BRCA1l Reduktion wurden Uber die
immuncytochemische Farbung und die Analyse der cytosolischen dsDNA im Picogreen Assay
und Uber die veranderte Expression immunrelevanter Gene nach Bestrahlung in der
Quantitativen Echtzeit-PCR untersucht.
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4.1 Notwendigkeit der Entwicklung eines isogenen Zellsystems zur
Untersuchung einer reduzierten HR

4.1.1 Ansatz fiir die Etablierung eines isogenen Zellsystems

In der vorliegenden Arbeit wurde ein isogenes Zellsystem entwickelt, das erstmals stabil
unterschiedliche Expressionsniveaus von BRCA1 im Kontext des Mammakarzinoms aufweist.
Eine Besonderheit der verwendeten epithelialen Mammakarzinomzelllinie MCF7 ist die
Amplifikation des BRCA1 Gens auf drei Genkopien (Allele) [248]. Neben Veranderungen des
einzelnen BRCA1 Gens konnte daher eine unterschiedliche Anzahl von Allelen funktionell
ausgeschaltet werden. Eine erhdhte Expression von HR-relevanten Genen wie z.B. von BRCA1
tritt in Mammakarzinomzelllinien haufig und unabhangig vom Subtyp auf [273], weshalb die
MCF7 Zelllinie ein geeignetes Zellmodell darstellt.

4.1.2 Nachteile bisher verfiligbarer Systeme

Frihere Studien zur veranderten HR haben sich auf Prozesse in der Tumorgenese des
Mammakarzinoms konzentriert. Der spdtere Einfluss im Tumorgewebe wurde bisher
vernachldssigt. Die nicht-tumorigene, epitheliale Brustzelllinie MCF10A (engl. Michigan
Cancer Foundation-10A) wurde haufig zur Analyse der frihen Entwicklung des
Mammakarzinoms verwendet. Mit dieser Zelllinie generierten Feng und Jasin 2017 in einer
Studie Uber CRISPR/Cas9 einen vollstandigen Knockout und einen heterozygoten Zustand
(BRCA2mut-) [274]. Der Nachteil der diploiden MCF10A ist daher, dass nur zwei Zustidnde
untersucht werden koénnen. Die Vorteile des CRISPR/Cas9-Systems sind jedoch eine
dauerhafte und stabile Verdanderung der Gene und die Mdglichkeit, einen vollstandigen
Knockout zu erhalten [275]. Andere verfligbare Systeme wie siRNA (engl. small interfering
RNA) haben den Nachteil, dass sie nur transient sind und es daher nicht erlauben, ein stabiles
System mit unterschiedlichen HR-Kapazitaten zu generieren. Problematisch sind die schnelle
Degradation der siRNA aufgrund geringer chemischer Stabilitdat und das Ausschalten stark
transkribierter Gene [276]. Zudem ist in den meisten Fallen kein vollstandiger Knockdown
moglich. In einigen Studien wurden siRNAs bereits eingesetzt, um an der HR beteiligte Gene
wie RAD51 [277] oder BRCA1 [89, 234] in Mammakarzinomzelllinien transient auszuschalten.
Die bereits erwahnten Nachteile traten auch in diesen Studien auf.

Feinere Abstufungen der Genexpression, wie eine Uberexpression oder einen Knockout,
erlauben Tetrazyklin-induzierbare Tet-on und Tet-off Systeme. Nachteile dieser Systeme sind
das An- bzw. Ausschalten der shRNA (engl. small hairpin RNA) Expression durch Zugabe von
Tetrazyklinen wie Doxyzyklin und die Kontrolle der Expression Uber Fluoreszenzfarbstoffe wie
turboRFP (RFP, engl. red fluorescent protein). Darliber hinaus kdnnen Wechselwirkungen mit
anderen Antibiotika im Zellkulturmedium die Expression beeinflussen. Auch Studien, in denen
HR-Gene wie RAD51 [278] und BRCA1 [279] Uber shRNA in Mammakarzinomzellen
ausgeschaltet wurden, zeigten haufig das Fehlen eines vollstandigen Knockdowns.
Tumorentstehung und Uberleben nach Therapie stehen im Fokus der Analyse von
Primarzellen von Mutationstragerinnen wie von BRCAI1. Heterozygote Zustinde und die
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daraus resultierenden Effekte der Haploinsuffizienz wurden an primdren Zellen von
Tragerinnen mit BRCA1- [238] und BRCA2-Mutationen [280] bzw. in retrospektiven Studien in
Bezug auf das Uberleben nach Chemotherapie [281] untersucht. Diese Ansitze basieren auf
spezifischen Mutationen in den HR-Genen und werden durch diese limitiert. AuRerdem
untersuchen solche Studien bereits vorhandene Keimbahnmutationen, spater erworbene
Mutationen wie z.B. in BRCA1 im Tumorgewebe sind sekundar.

4.1.3 Notwendigkeit eines neuen Zellsystems

Es fehlen dementsprechend Ansatze, in denen der Einfluss spezifischer genetischer
Verdanderungen zusammen mit einer stabil reduzierten Proteinexpression beim
Mammakarzinom untersucht wird. Zudem ist es in diesem Zusammenhang wichtig, den
Einfluss auf das Ansprechen auf eine Chemo- oder Radiotherapie zu berlicksichtigen. Das
vorliegende System kombiniert die Vorteile einer stabilen genetischen Veranderung lber
CRISPR/Cas9 mit der Erzeugung einer unterschiedlichen Anzahl ausgeschalteter BRCA1 Allele
im Kontext einer Tumorzelllinie. Daher stellt das neu etablierte MCF7 Zellsystem ein
adaquates System dar, um Auswirkungen einer verdanderten HR isogen zu untersuchen.

4.2 Isogenes MCF7 Zellsystem mit gezielt veranderter und stabil reduzierter
BRCA1 Expression

4.2.1 Etablierung eines isogenen Zellsystems

Die BRCA1 Allele in MCF7 wurden spezifisch in zwei Exons (Exon 9 und 14) verandert, welche
Regionen zwischen essenziellen Domanen kodieren. Exon 9 kodiert die Region zwischen der
RING finger Domane und einem Kernlokalisierungssignal, Exon 14 die Region innerhalb der
SCD-Domane zwischen dem Proteinstrukturmotif Coiled coil und der ersten BRCT-Domane.
Frihere Untersuchungen dieser Exons beschrankten sich auf SpleiRvarianten, die zum
Uberspringen dieser Exons [282] oder zu einem Stoppcodon aufgrund einer frame shift
Mutation (in Exon 14) flihrten und den Abbruch der Translation zur Folge hatten [283]. Ein
grofRer Anteil der bisherigen Studien [284, 285] befasste sich mit Mutationen in dem Exon 11
von BRCA1, welches die grofite Protein-kodierende Region umfasst [114]. In dieser Region
werden essenzielle Domanen des BRCA1-Proteins kodiert wie z.B. die DNA-Bindedomane
[125], Domaénen fiir die Interaktion mit dem MRN-Komplex [72] und fir die Interaktion mit
RAD51 [286]. Es fehlen daher Studien, in denen eine spezifische Veranderung von jeweils Exon
9 und Exon 14 in Kombination mit einer reduzierten BRCA1 Expression untersucht wird.
In der vorliegenden Arbeit wurde die primare Validierung der in Exon 9 bzw. Exon 14
verdanderten BRCA1 Allele in MCF7 durch die PCR-Analyse (vgl. Abb. 3.2) durchgefiihrt und im
Bioanalyzer spezifiziert (vgl. Tab. 3.1 und Abb. 3.3). Bei beiden Ansdtzen konnten positive
MCF7-Klone identifiziert werden, funf waren in Exon 9, drei in Exon 14 verandert. Exon-
unabhangig wurden ein bis zwei BRCA1 Allele verandert, ohne einen vollstandigen Knockout
aller drei Allele zu erhalten. Veranderungen in Exon 9 waren hauptsachlich auf kleinere
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Deletionen oder Insertionen zuriickzufihren, ein Klon (Klon 9.4) zeigte eine grofRere Deletion
von 177 bp. Hingegen wiesen die in Exon 14 verdanderten BRCA1-Klone groRere (Klon 14.2)
und kleinere Insertionen (Klon 14.1 und Klon 14.3) auf. Insgesamt wurde eine gréRere Anzahl
an Klonen generiert, die in Exon 9 verandert waren. Es ist daher moglich, dass in der MCF7
Zelllinie eine Veranderung in Exon 9 tolerierbarer ist als in Exon 14. Die von Exon 9 kodierte
Region beinhaltet keine wichtigen funktionellen Domanen des BRCA1-Proteins. AuBerdem ist
eine niedrige Mutationsrate in Exon 9 bekannt [133] und es wurden nur wenige
Keimbahnmutationen fiir Exon 9 von BRCA1 beschrieben: In der Datenbank ARUP [287] sind
lediglich vier Mutationen in Exon 9 aufgefiihrt, wovon zwei pathogen sind.

Andererseits kodiert Exon 14 wichtige Regionen des BRCA1-Proteins, zu denen Teile der SCD-
Domane gehoren, in denen Serinreste fiir die Phosphorylierung iber ATM und ATR lokalisiert
sind [105, 58, 127, 128]. Im Vergleich zu Exon 9, gibt es eine hohere Mutationsrate in Exon 14,
und die Datenbank ARUP [288] listet 28 Mutationen, von denen 27 pathogen sind. Somit
haben Einschrankungen in dieser Region einen groReren Einfluss auf die Funktionalitat des
BRCA1-Proteins, was die hohere Rate an pathogenen Mutationen und die niedrige Anzahl
expandierter BRCA1l-Klone mit einer Veranderung in Exon 14 erklart. Jedoch sind die
Mutationsraten beider Exons (Exon 9 und 14) im Vergleich zu anderen Regionen des BRCA1
Gens (Exon 2 bis 6, Exon 11 bis 13 und Exon 18 bis 20 [133]) deutlich niedriger. Das Fehlen
eines vollstandigen Knockouts der drei BRCA1 Allele in MCF7 ist auf fehlende
Zusatzmutationen in dieser Zelllinie zurickzufiihren. In BRCA1-defizienten Zelllinien liegt in
der Regel eine hohe Mutationslast vor und es sind kompensierende Zusatzmutationen wie
beispielsweise in TP53 (engl. tumor protein 53) vorhanden [140]. Die BRCA1-defiziente
HCC1937 tragt eine homozygote Mutation in BRCA1 (Insertion an Position 5382 (5382insC)),
welche ein verkiirztes BRCA1-Protein kodiert [250], und eine homozygote Mutation
(c.916C>T) in TP53.

Unabhangig von einem fehlenden vollstandigen Knockout wurde in der MCF7 Zelllinie eine
unterschiedliche Anzahl an BRCA1 Allelen in zwei Exons erfolgreich verandert, wodurch
unterschiedliche Klone generiert wurden. Die Auswirkungen dieser genetischen Veranderung
auf die BRCA1 Proteinexpression und die Expression anderer DNA-Reparaturproteine wurden
anschliefend untersucht.

4.2.2 BRCA1 Reduktion verandert Expression HR-relevanter Proteine in MCF7 Zellen

4.2.2.1Reduzierte BRCA1 Expression in MCF7-Klonen

Entgegen der Erwartung war die BRCA1 Expression in den MCF7 Klonen stets hoher als die von
einem (0,66) bzw. zwei (0,33) verdnderten Allelen erwartete Expression. Eine Reduktion der
relativen BRCA1 Expression auf 0,97 bis 0,68 lag in den Klonen vor, bis hin zur maximalen
Reduktion auf 0,57 in Klon 9.3 (vgl. Abb. 3.4). Das 220 kDa schwere BRCA1-Protein wurde in
den BRCA1-Klonen, in der MCF7 und in schwacher Auspragung in der BRCA1-defizienten
HCC1937 nachgewiesen. Fiur die HCC1937 wird jedoch in der Literatur ein am C-Terminus
verkiirztes BRCA1-Protein beschrieben [250]. Der verwendete Antikorper (#9010, Cell
Signaling) erkennt Aminosauren in der Nahe des N-Terminus des BRCA1-Proteins, weshalb
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auch ein verkirztes Protein immunologisch nachgewiesen werden konnte. Méglicherweise
konnte dieses Ergebnis durch ein niederprozentiges Acrylamidgel aufgelést werden.
Aullerdem konnten die verbleibenden intakten BRCA1 Allele die BRCA1 Expression in den
Klonen leicht erhoht haben. Vermutlich handelt es sich jedoch um ein nicht-funktionelles
Protein, das dennoch detektiert wurde. Zusammenfassend wurde in den BRCA1-Klonen
erfolgreich eine reduzierte BRCA1 Expression um bis zu 43 % erreicht.

4.2.2.2 Erhohte FANCD2 Expression und verringerte CHK1 Expression

Eine erhohte FANCD2 Expression lag in sechs der acht BRCA1-Klone vor (vgl. Abb. 3.4). Die
Expression war unabhdngig von dem verdnderten Exon und von der Anzahl intakter Allele.
Eine kompensatorisch erhohte FANCD2 Expression nach einem BRCA1-Verlust wurde bereits
von Kais et al., 2016 beschrieben [289]. Ein solcher Kompensationsmechanismus lber eine
erhohte FANCD2 Expression konnte daher ebenfalls in den BRCA1-Klonen vorliegen. BRCA1
reguliert die Expression von CHK1 sowie die Phosphorylierung und zelluldre Lokalisation [110],
weshalb eine reduzierte BRCA1 Expression einen direkten Einfluss auf die Expression von CHK1
hat. Dies wurde in den MCF7-Klonen mit reduzierter BRCA1 Expression bestatigt: Mit der
reduzierten BRCA1 Expression verringerte sich gleichzeitig die Expression von CHK1, eine
Ausnahme war Klon 9.4. Ein direkter Einfluss der BRCA1 Expression auf die CHK1 Expression
konnte durch eine Korrelation (R?= 0,52; p: 0,0277; vgl. Abb. 3.5) bestatigt werden. Die
starkste Reduktion zeigte daher Klon 9.3, der die niedrigste BRCA1 Expression von 0,57
aufwies (vgl. Abb. 3.4 und 3.5). Dariiber hinaus wurde bereits eine niedrige CHK1 Expression
in BRCA1-defizienten Zelllinien beschrieben [290]. Erstmals wurde in der vorliegenden Arbeit
trotz fehlender Korrelation (R2=0,26) eine reduzierte CHK1 Expression zusammen mit einer
erhohten FANCD2 Expression nach einer reduzierten BRCA1 Expression beobachtet. Daher
konnte die erhohte FANCD2 Expression ein Kompensationsmechanismus in MCF7 sein, um die
reduzierte BRCA1 und CHK1 Expression auszugleichen.

4.2.2.3 Kompensatorisch erh6hte RAD51 Expression

Eine erhohte RAD51 Expression wurde in BRCAI-defizienten Mammakarzinomen
nachgewiesen [291], wahrend eine andere Studie keinen direkten Zusammenhang zwischen
der BRCA1 und RAD51 Expression beobachtete [292]. Fiir die MCF7 ist eine RAD51 Expression
im mittleren Bereich bekannt [293]. In der vorliegenden Arbeit wurde nach Reduktion von
BRCA1 in der MCF7 eine leicht erhohte RAD51 Expression beobachtet, wobei die hochste
Expression in Klon 9.5 (1,67) und in Klon 14.2 (1,36) auftrat (vgl. Abb. 3.4). Ein direkter
Zusammenhang der erhohten RAD51 Expression mit der reduzierten BRCA1 Expression
konnte jedoch in keiner inversen Korrelation (R?= 0,28) bestatigt werden. Dennoch kdnnte die
erhohte RAD51 Expression in einigen der Klone ein Kompensationsmechanismus sein.

Die Veranderung der BRCA1 Allele in der MCF7 Zelllinie beeinflusste demnach nicht nur die
BRCA1 Expression, sondern verdanderte auch die Expression anderer HR-relevanter Proteine.
Endogen ist die MCF7 Zelllinie durch hohen Replikationsstress und endogene DNA-Schaden
gekennzeichnet. Inwieweit eine Veranderung von BRCA1 und der anderen untersuchten HR-
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Proteine einen Einfluss auf diese Schaden in den BRCA1-Klonen hatte, wurde im Folgenden
untersucht.

4.2.3 Reduzierte endogene DNA-Schaden nach reduzierter BRCA1 Expression

4.2.3.1Endogen reduzierte Aktivierung von FANCD2

Nach endogener DNA-Schadigung z.B. nach Replikationsstress und exogener DNA-Schadigung
wird FANCD2 durch Monoubiquitinierung aktiviert. Dies geschieht wahrend des Ubergangs
von der G1- zur S-Phase und fuhrt zur Bindung von FANCD2 an das Chromatin [103]. Die
Deaktivierung erfolgt beim Ubergang in die G2-Phase, da die Monoubiquitinierung tiber USP1
(engl. ubiquitin specific peptidase 1) wieder abgebaut wird [103, 294].

Eine reduzierte Aktivierung von FANCD?2 lag in den BRCA1-Klonen in Abwesenheit von exogen
induzierten DNA-Schdden vor. Diese erhohte FANCD2 Expression in den meisten BRCA1-
Klonen resultierte jedoch nicht in einer erhdhten Aktivierung (inverse Korrelation, R?=0,79; p-
Wert: 0,0012, vgl. Abb. 3.6 (B)). Das Ausmal’ der reduzierten Monoubiquitinierung war bei
den BRCA1-Klonen unterschiedlich (vgl. Abb. 3.6 (A) und (B)). In allen Exon 14 verdanderten
Klonen war FANCD2 im Vergleich zur MCF7 geringer monoubiquitiniert: Klon 14.1 und Klon
14.3 zeigten eine stark reduzierte Monoubiquitinierung, wahrend Klon 14.2 nur leicht
reduziertes monoubiquitiniertes FANCD2 aufwies. Unterschiede in der Aktivierung von
FANCD2 wurden auch in den Exon 9 veranderten Klonen beobachtet. Die Klone mit einer
erhohten FANCD2 Expression (Klon 9.1, Klon 9.3 und Klon 9.5) zeigten eine leicht reduzierte
FANCD2-Aktivierung (Klon 9.3) oder eine stark reduzierte Aktivierung (Klon 9.1 und Klon 9.5).
Im Gegensatz dazu zeigten Klon 9.2 und Klon 9.4 mit leicht reduzierter FANCD2 Expression nur
eine leicht reduzierte Monoubiquitinierung.

Folglich war das Ausmal’ einer reduzierten Aktivierung von FANCD2 nach einer Veranderung
in Exon 14 hoher als in Exon 9. Moglicherweise wurde FANCD2 in Exon 14 veranderten Klonen
in verminderter Weise aktiviert z.B. (iber CHK1 oder ATR. AuBerdem kann FANCD2 unabhangig
von der Monoubiquitinierung die Reparatur einleiten [104], dieser Mechanismus kdnnte
durch die erhohte Expression von FANCD2 vor allem in Exon 9 verdnderten Klonen
sichergestellt worden sein. Eine andere Erklarung fiir die eingeschrankte Aktivierung von
FANCD2 kénnte eine reduzierte Anzahl endogener DNA-Schaden sein. Andererseits kénnte
trotz hoher DNA-Schaden und erhohter FANCD2 Expression in den BRCA1l-Klonen eine
erhohte Aktivierung fehlgeschlagen sein. Die eingeschrankte Aktivierung konnte zudem durch
die reduzierte CHK1 Expression beeinflusst worden sein. CHK1 ist fiir die Monoubiquitinierung
von FANCD2 essenziell, da diese von der Phosphorylierung durch CHK1 an Serin S331 von
FANCD2 abhingig ist [295, 296]. Eine direkte Korrelation (R?= 0,05) zwischen der CHK1
Expression und der reduzierten Monoubiquitinierung von FANCD2 konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden.

Im Gegensatz dazu beobachteten Kais et al., 2016 nach einem vollstandigen BRCA1-Verlust
eine erhohte Monoubiquitinierung von FANCD2 und die Lokalisation zu Replikationsgabeln,
wo FANCD2 die Stabilitat gewahrleistet und einen Neustart fordert [289]. Bei DNA-Schaden
agiert FANCD2 zusammen mit FANCI und markiert Bereiche unvollstandiger Replikation [297].
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Aktiviertes FANCD2 erkennt daher diese DNA-Schaden, die den Kontrollpunkten in der S- und
G2-Phase entgangen sind, und leitet bestimmte Reparaturmechanismen in der Mitose ein
[297]. Solche DNA-Schaden kdnnten in den BRCA1-Klonen in reduziertem AusmaR vorliegen,
weshalb nur eine reduzierte Aktivierung von FANCD2 notwendig war. Ein moglicher Exon-
unabhangiger Einfluss der reduzierten BRCA1 Expression auf die E3 Ubiquitinligase-Funktion
von BRCA1 wurde ausgeschlossen, da diese fiir die Monoubiquitinierung von FANCD2 nicht
essenziell ist [298]. Insgesamt war die Quantifizierung der Menge des monoubiquitinierten
FANCD2-Proteins anhand der L/S Ratio schwierig, da die L- und S-Bande sehr nahe
beieinanderlagen. Dieser Umstand konnte die Ergebnisse ebenfalls beeinflusst haben. Daher
war es wichtig, weitere endogene DNA-Schiaden wie DSBs in den BRCA1l-Klonen zu
untersuchen und das AusmaR zu bestimmen.

4.2.3.2 Exon-abhangig reduzierte endogene DNA-Schaden (yH2AX Foci)

Endogene DNA-Schaden wurde durch den DSB-Marker yH2AX in den BRCA1-Klonen
nachgewiesen. Die Phosphorylierung an Serin 139 des Histons H2AX (yH2AX) [252] verdndert
die Chromatinkonformation im Bereich des DSBs und akkumuliert als intranukleare Foci [252].
Diese erlauben einen besseren Zugang fiir Reparaturproteine [299]. Die Phosphorylierung von
H2AX kann zudem nach Einzelstrangbriichen und wahrend Replikationsstress auftreten [92].
Unterschiedliche Level an DSBs waren in den BRCA1-Klonen vorhanden, diese waren abhangig
vom veranderten Exon und unabhadngig von der Anzahl intakter BRCA1 Allele (vgl. Abb. 3.7
(A)). Eine Veranderung in Exon 9 reduzierte die endogenen DSBs, aber Klon 9.2 zeigte keine
signifikante Veranderung. Im Gegensatz dazu lag ein erhohtes Niveau endogener DSBs in Exon
14 veranderten Klonen vor. Stark erhohte Niveaus zeigten Klon 14.1 und Klon 14.3 im
Vergleich zur MCF7, wahrend Klon 14.2 ein leicht erhéhtes Level aufwies. Ein ebenfalls hohes
Niveau endogener DNA-Schaden wies die HCC1937 auf. Eine andere Studie bestatigt diese
Beobachtung, d.h. nach einem BRCA1 Knockdown in DT40 Zellen wurden in diesen Zellen ein
erhohtes Niveau an DSBs beobachtet [300], wahrend eine andere Studie dies widerlegte [301].
Das reduzierte Niveau der endogenen DNA-Schaden in den Exon 9 Klonen deutet auf
geringeren Replikationsstress in diesen Klonen hin. Moglicherweise bedingt die reduzierte
BRCA1 Expression einen verbesserten Umgang mit endogenen DNA-Schiden. Eine
Veranderung in Exon 14 zusatzlich zur reduzierten BRCA1 Expression scheint jedoch diesen
positiven Effekt aufzuheben und die endogenen DNA-Schaden zu erhdéhen. Exon 14 kodiert
Teile der SCD-Domane und damit teilweise wichtige Phosphorylierungsstellen fir ATM- und
ATR [58]. Die Aktivierung der Kinase ATR ist von herausragender Bedeutung bei endogenen,
Replikationsstress in der S-Phase [54]. Moglicherweise ist in den Exon 14 Klonen die ATR-
Phosphorylierungsstelle an diesem Serin von BRCA1 verandert, was die Signalkaskade in
diesen Klonen beeinflusst und zu einem erhdhten Stressniveau gefiihrt haben kénnte. Diese
Annahme sollte in zukiinftigen Experimenten Uberpriift werden. Als nachstes wurde die
Fahigkeit der BRCA1l-Klone untersucht, die HR Uber die Rekrutierung von RAD51 nach
endogenen DNA-Schaden zu initiieren.
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4.2.3.3 Reduzierte Bildung spontaner RAD51 Foci

Endogene DNA-Schaden z.B. wahrend der Replikation kdnnen iber RAD51 die DNA-Reparatur
in der Zelle aktivieren und sogar aulRerhalb der S-Phase zur Rekrutierung von RAD51 fiihren
[251]. RAD51 hat daher nicht nur eine wesentliche Funktion bei der DNA-Reparatur, sondern
Ubernimmt auch eine schitzende Funktion wahrend der Replikation. RAD51 schitzt
zusammen mit BRCA2 die Replikationsgabeln vor nukleolytischem Abbau, wenn diese durch
DNA-Schaden angehalten werden mussten [189, 302]. Bei der klassischen DNA-Reparatur und
der Erkennung von DNA-Doppelstrangbriichen agiert RAD51 [286] zusammen mit BRCA1 [303]
und bildet nukledre Foci, die mit yH2AX interagieren. Eine reduzierte Anzahl endogener RAD51
Foci lag in den BRCA1-Klonen vor, mit Ausnahme von Klon 14.2 und Klon 9.3 (vgl. Abb. 3.7 (B)).
Aufgrund der reduzierten BRCA1 Expression in diesen Klonen schien daher nur eine begrenzte
Rekrutierung von RAD51 zu den endogenen DNA-Schaden moglich zu sein. Ein vollstandiges
Fehlen von RAD51 Foci war in den BRCA1-Klonen nicht zu erwarten, da BRCA1 immer noch
reduziert exprimiert wurde und die modifizierten Exons keine Regionen fir die Interaktion mit
RAD51 kodieren. Eine eingeschrankte Bildung von RAD51 Foci zeigte die HCC1937, was von
Hill et al., 2014 bestatigt wird [276].

Reduzierte endogene DNA-Schaden wurden mit yYH2AX Foci in den Exon 9 Klonen
nachgewiesen, die eine reduzierte RAD51 Foci-Bildung verursacht haben koénnten, mit
Ausnahme von Klon 9.3. Der reduzierte DNA-Schaden in diesen Klonen erforderte daher nur
eine reduzierte Initiierung der HR. Trotz hoher endogener DNA-Schaden (siehe YH2AX) kam es
in Exon 14 Klonen nur zu einer verminderten Bildung von RAD51 Foci, so dass in diesen Klonen
nur eine eingeschrankte Einleitung der DNA-Reparatur vorlag. Die begrenzte DNA-Reparatur
konnte durch die reduzierte CHK1 Expression verstarkt worden sein, da CHK1 die zentralen
Faktoren der HR wie RAD51 und BRCA2 phosphoryliert und damit die Rekrutierung von RAD51
zu dem DSB stimuliert [304].

AbschlieBend trat in den meisten BRCA1l-Klonen mit reduzierter BRCA1 Expression eine
verminderte Bildung von spontanen RAD51 Foci auf. Die Folgen der verminderten Reparatur,
insbesondere bei Exon 14 veranderten Klonen, wurden anhand von Chromatinbriicken und
Mikrokernen weiter analysiert.

4.2.3.4Endogener Stress anhand vermehrter Chromatinbriicken und Mikrokerne

Eine eingeschrankte Funktion von RAD51 hat schwerwiegende Folgen wahrend der
Replikation. Nach endogenen DNA-Schaden und Anhalten der Replikationsgabeln miissen
diese durch RAD51 geschiitzt werden [189, 302]. Fehlt dieser Schutz, entstehen in der
Anaphase der Mitose sog. Chromatinbriicken oder auch Anaphasebriicken genannt, die
normalerweise den Arrest der Mitose aktivieren [305]. Die Entstehung von Chromatinbriicken
wird geférdert, wenn trotz unvollstindiger Replikation durch replikativen Stress der Ubergang
von der S-Phase in die Mitose erfolgt [306].

Daher kénnen die unterschiedlichen Niveaus der endogenen DNA-Schaden (yH2AX) in den
BRCA1-Klonen die Replikation beeintrachtigt haben, was zu vermehrten Chromatinbriicken in
der Mitose gefiihrt haben konnte. Das hohe Niveau der endogenen DSBs in den Exon 14
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veranderten Klonen lieR ein vermehrtes Auftreten von Chromatinbriicken erwarten.
Chromatinbriicken wurden jedoch nur in einem einzigen Exon 14 veranderten Klon (Klon 14.3)
nachgewiesen: Dabei wiesen 50 % der Zellen des Klons 14.3 Chromatinbriicken auf (vgl. Abb.
3.7 (C)). Im Gegensatz dazu wurden in den anderen Exon 14 Klonen und allen Exon 9 Klonen
keine Zellen mit Chromatinbriicken beobachtet. Dieser Befund kann auf einen geringen Grad
an endogener DNA-Schadigung zumindest in den Exon 9 Klonen zuriickgefiihrt werden. In der
Literatur wurde gezeigt, dass eine intakte HR essenziell ist, um Replikationsstress und die
daraus resultierenden Chromatinbriicken zu vermeiden: Zum Beispiel wurden eine RAD51-
Defizienz [307] und ein milder HR-Defekt als Ursache fiir Chromatinbriicken beobachtet [308].
In der vorliegenden Arbeit konnte ein solcher Defekt nur in Klon 14.3 nachgewiesen werden,
der von allen Klonen das héchste Niveau an endogenen DNA-Schaden und Chromatinbriicken
aufwies. Ein weiterer Hinweis auf erhdhte endogene DNA-Schadigung sind die sog.
Mikrokerne im Cytosol. Nach endogenem Stress kdnnen Mikrokerne aus Chromatinbriicken
entstehen, die bei der Mitose zu chromosomalen Fragmenten und azentrischen
Chromosomen fiihren, von einer nukledren Membran umschlossen werden und in der G1-
Phase sichtbar werden [254]. Sie konnen auch nach einem vollstandigen Verlust von
Chromosomen in der Anaphase auftreten [309]. Mikrokerne haben gravierende Folgen in der
anschlieenden S-Phase, da keine vollstindige Replikation stattfinden kann und
chromosomale Aberrationen auftreten [310], die bei einer Fusion mit dem Nukleus sogar zu
groReren chromosomalen Anomalien flihren kénnen [310]. Auf diese Weise akkumulieren
Zellen irreversible DNA-Schaden, die die genomische Instabilitdt unterstlitzen. Die
Untersuchung der BRCA1-Klone auf Zellen mit Mikrokernen ergab Folgendes: Nur ein BRCA1-
Klon (Klon 14.3) wies einen hohen Anteil an Zellen mit Mikrokernen auf (vgl. Abb. 3.7 (D)).
Dieser Klon war bereits durch einen hohen Anteil an Zellen mit Chromatinbriicken
gekennzeichnet. Dagegen zeigten die anderen Exon 14 Klone und alle Exon 9 Klone einen
Anteil an Zellen mit Mikrokernen, der mit dem der MCF7 vergleichbar war (vgl. Abb. 3.7 (D)).
Fiir MCF7 Zellen sind endogen nur wenige Zellen mit Mikrokernen bekannt [311]. Dieses
niedrige endogene Niveau wurde durch die spezifische Veranderung des Exons 14 von BRCA1
in Klon 14.3 erhoht. Trotz hoher endogener DNA-Schaden wurden in diesem Klon nur eine
reduzierte Zahl an RAD51 Foci gebildet, was auf eine eingeschrankte Initiierung der HR und
einen mangelnden Schutz der Replikationsgabeln hinwies. Die ebenfalls hohen Niveaus an
endogenen DSBs in den anderen Exon 14 Klonen duRerten sich jedoch nicht in dem Auftreten
von Chromatinbriicken und Mikrokernen. Das niedrige Niveau endogener DNA-Schaden in
den in Exon 9 verdnderten Klonen deutet jedoch auf eine effizientere HR in der Reparatur der
DSBs und beim Schutz der Replikationsgabeln hin.

Die Aktivierung der HR fiir die DNA-Reparatur oder fir den Schutz der Replikationsgabel
erfolgt Uber zwei Unterwege in der DNA-Schadensantwort: Nach replikationsassoziierten
DNA-Schaden werden ATR und CHK1 [53] aktiviert, nach DSBs jedoch hauptsachlich ATM und
CHK2 [54]. Folgen der reduzierten CHK1 Expression in den BRCA1-Klonen kdnnten die
Reparatur replikationsassoziierter Schaden zusatzlich zur DSB-Reparatur beeinflusst haben.
Diese Annahme muss jedoch in zukiinftigen Experimenten verifiziert werden.
Zusammenfassend wirkte sich die reduzierte BRCA1 Expression in unterschiedlichem Ausmalf}
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auf die endogenen DNA-Schidden aus, wobei eine Veranderung in Exon 14 das Niveau
endogener Schaden erhohte. Ein Klon zeigte die hochsten Werte und wies neben endogenen
DSBs auch Chromatinbriicken und Mikrokerne auf. Im Gegensatz dazu verursachte eine
Veranderung in Exon 9 zusammen mit der BRCA1 Reduktion ein reduziertes Auftreten an
DSBs. Trotz dieser Unterschiede war bei den meisten BRCA1-Klonen die Initiierung der RAD51
Foci begrenzt. Die reduzierte BRCA1 Expression und damit verminderte CHK1 Expression
beeinflussen nicht nur die DNA-Reparatur, sondern wirken sich aufgrund ihrer Funktionen im
Zellzyklus auch auf diesen aus. BRCA1 reguliert in einem heterodimeren Komplex mit BARD1
verschiedene Kontrollpunkte im Zellzyklus und kann die Kontrollpunkte in der G1- und S-
Phase, der Intra-S-Phase [128] und in der G2- und M-Phase aktivieren [110, 131].
Phosphoryliertes CHK1 hingegen kann den Kontrollpunkt der G2- und M-Phase aktivieren
[110] und sowohl den Intra-S- [312] als auch den G2-Phase-Arrest [313] vermitteln. Bei DNA-
Schaden und Replikationsstress interagiert BRCA1 mit CHK1 und stabilisiert angehaltene
Replikationsgabeln und verzégert den Ubergang zur Mitose [314]. Die Auswirkungen einer
reduzierten BRCA1 und CHK1 Expression auf die Proliferation und Zellzyklusverteilung wurden
daher in den BRCA1-Klonen untersucht.

4.2.4 Exon-abhdngig veranderte Proliferationsrate und Exon-unabhangig veranderte

Zellzyklusverteilung

4.2.4.1Exon-abhangig erhohte bzw. verringerte Proliferationsrate

Abhédngig von dem betroffenen Exon veranderte sich die Proliferationsrate in den BRCA1-
Klonen, mit einer erhéhten Proliferationsrate in den Exon 9 veranderten Klonen (vgl. Abb. 3.8
(A)). Eine Ausnahme war Klon 9.2, der insgesamt die niedrigste Proliferationsrate aufwies. Eine
niedrige Proliferationsrate wurde bei den in Exon 14 verdanderten Klonen beobachtet (vgl. Abb.
3.8 (A)). Bei einem vollstandigen Verlust von BRCA1 wurde bisher eine erhohte
Wachstumsrate der Tumorzellen des Ovarialkarzinoms beobachtet [315]. Studien, die
spezifisch die Auswirkungen von Mutationen in Exon 9 bzw. Exon 14 von BRCA1 zusammen
mit einer reduzierten BRCA1 Expression auf die Proliferation untersucht haben, fehlen bisher,
weshalb in der vorliegenden Arbeit erstmals solche Beobachtungen gemacht wurden. Die
Auswirkungen eines Verlusts von Exon 9 sind bisher nur mit dem Verlust zuséatzlicher Exons
(wie Exon 10 und Exon 11) in verschiedenen Spleillvarianten von BRCA1 untersucht worden
[316]. In einer weiteren Studie wurde bei einer erhohten Expression dieser SpleiBvarianten
eine Lokalisation in den Mitochondrien beobachtet, wo sie eine anti-proliferative Aktivitat
zeigten [317]. Diese Beobachtungen bei einer alleinigen Veranderung von Exon 9 des BRCA1
Gens wurden in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt. Die reduzierte Proliferationsrate in
BRCA1-Klonen, die in Exon 14 verandert waren, konnte durch Verdnderungen von Regionen
der SCD-Domaédne verursacht worden sein. Mutationen in dieser Region, die zu einem
Austausch von Serin gegen Alanin flhrten, wurden in Ovarialkarzinomzellen mit einer
Veranderung der DNA-Reparatur und Aufhebung des G2/M-Kontrollpunkts beobachtet [318].
Die Folgen waren ein unkontrollierter Ubergang zur Mitose und die Entwicklung mitotischer
Aberrationen, die Chromosomenaberrationen und den Zelltod Uber die mitotische
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Katastrophe auslosten [318]. Daher konnten in den in Exon 14 verdnderten Klonen die
Serinreste fir diese Phosphorylierungen verandert worden sein, wodurch die Proliferation
beeintrachtigt und verlangsamt wurde. Eine verdanderte Zellzyklusverteilung kénnte zudem
die Proliferationsrate beeinflusst haben.

4.2.4.2Verkiirzte S-Phase in den BRCA1-Klonen

Eine leicht verkiirzte S-Phase trat in allen BRCA1-Klonen aufier in Klon 9.2 auf, unabhangig
vom betroffenen Exon und der Anzahl intakter Allele, welche in einer Akkumulation von Zellen
in der G1- bzw. G2-Phase resultierte (vgl. Abb. 3.8 (B)). Aufgrund der Exon-unabhangigen
Zellzyklusverteilung in den BRCA1-Klonen kdnnte die reduzierte Expression von BRCA1 die
Zellzyklusverteilung geringfligig verandert haben. Die verkiirzte S-Phase in den Klonen kénnte
die reduzierte BRCA1 [319] und CHK1 Expression [320] verstarkt haben, da diese Proteine
vorzugsweise in der S/G2-Phase exprimiert werden. Trotz verkiirzter S-Phase kam es in den
BRCA1-Klonen zu einer leicht erhéhten RAD51 Expression, obwohl RAD51 in Abhangigkeit vom
Zellzyklus in der S/G2-Phase exprimiert wird und in nicht-proliferierenden Zellen keine
Expression vorhanden ist [321]. Die Unterschiede in den BRCA1-Klonen waren jedoch im
Vergleich zur MCF7 gering (G2: 7,9 %; S: 44,1 % und G1: 48,0 %). Die leicht verkiirzte S-Phase
in den BRCA1l-Klonen koénnte durch eine verdnderte Bindung von BRCA1l an die
hypophosphorylierte Form des Rb Proteins (engl. retinoblastoma protein) bedingt worden
sein. Normalerweise bindet BRCA1 an das Rb Protein und induziert die De-Phosphorylierung
Uber die Inhibition von CDK2 (engl. cyclin dependent kinase 2), was zu einer Akkumulation von
Zellen in der G1- oder G2-Phase aufgrund eines Zellzyklusarrests fiihrt [322]. Eine erhdhte
Bindung von BRCA1 an Rb konnte daher in den Klonen stattgefunden haben und zu der
verkilirzten S-Phase gefiihrt haben. Es muss jedoch beriicksichtigt werden, dass es sich hierbei
um einen momentanen Ausschnitt handelt und dass keine Synchronisierung der Zellen
stattgefunden hatte. Ergebnisse bezogen auf die HCC1937 werden weitgehend in der Literatur
bestatigt (G2: 14,2 %; S: 42,3 % und G1: 43,5 %) [323].

Zusammenfassend beeinflusste die BRCA1 Reduktion die Expression von Proteinen, die an der
DNA-Reparatur beteiligt sind, und verursachte Exon-abhangig ein verdndertes Ausmal} an
endogenen DNA-Schaden. Die Proliferationsrate war je nach Exon erhoht (Exon 9, mit
Ausnahme von Klon 9.2) oder verringert (Exon 14), wahrend sich die Zellzyklusverteilung in
allen BRCA1-Klonen nur geringfiigig veranderte. Nachdem die BRCA1-Klone hinsichtlich ihrer
Proteinexpression, der endogenen DNA-Schaden, der Proliferationsrate und der
Zellzyklusverteilung charakterisiert worden waren, wurde der Einfluss dieser Veranderungen
auf die Funktionalitat der Homologen Rekombination nachgewiesen und tberpriift.
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4.3 BRCA1 Reduktion beeinflusst speziell die DSB-Reparatur der Homologen
Rekombination in MCF7

4.3.1 Reduzierte DSB-Reparatur in den BRCA1-Klonen

BRCA1 ist als essenzielles Protein in die HR involviert, weshalb BRCA1-defiziente Zellen einen
ausgepragten HR-Defekt und eine Uberempfindlichkeit gegeniiber DNA-schidigenden
Agenzien aufweisen [258].

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen einer reduzierten BRCA1 Expression auf
die Funktionalitat der HR in den BRCA1-Klonen untersucht. Zunachst wurde die relative HR-
Kapazitat mit dem Plasmid-Rekonstruktionsassay (PRA; GFP reporter assay) bestimmt [259,
260]. Eine signifikant reduzierte HR-Kapazitat zeigten die meisten der BRCA1l-Klone, mit
Ausnahme von Klon 14.2 (vgl. Abb. 3.9 (B)). Eine beeintrachtigte HR bei den BRCA1-Klonen
wurde aufgrund der reduzierten BRCA1 Expression erwartet und folglich bestatigt. Die
niedrigste HR-Kapazitat, um 77 % reduziert, zeigte Klon 14.3. Im Gegensatz dazu zeigte ein
Klon (Klon 14.2) eine um 33 % gesteigerte HR-Kapazitat. In diesem Klon war die BRCA1l
Expression lediglich um 10 % reduziert, wahrend die RAD51 Expression leicht erhéht war. Die
erhohte HR-Kapazitat wurde durch eine hohe Anzahl von spontanen RAD51 Foci bestatigt (vgl.
Abschnitt 4.2.3). Trotz erhohter Anzahl von RAD51 Foci und relativer HR-Kapazitat war dieser
Klon durch ein hohes Niveau an DSBs charakterisiert (vgl. Abschnitt 4.2.3). Der Ursprung der
hohen endogenen DNA-Schaden in diesem Klon kdnnte auf eine eingeschrankte Funktion der
HR wahrend der Replikation hinweisen. Diese replikationsassoziierte Funktion der HR sowie
eine aktivierte DNA-Schadensantwort werden im PRA nicht erfasst. Diese etablierte Methode
ist nur fir die Untersuchung von artifiziell induzierten DSBs geeignet. Daher kénnen mit
diesem Assay nur Rickschliisse auf die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen gezogen
werden. Ein Defekt in der Reparatur von DSBs wurde in einer Studie von Litman et al., 2005
Uber die im PRA nachgewiesene HR-Kapazitat nach Knockdown von BRCA1 Giber siRNA in MCF7
bestatigt [89]. Die reduzierte HR-Kapazitat in Bezug auf die DSB-Reparatur in den BRCA1-
Klonen kénnte durch den reduzierten Anteil an S-Phase-Zellen (vgl. 4.2.4) verstarkt worden
sein, weshalb in den Klonen mdglicherweise eine geringfligig hohere HR-Kapazitat vorliegt.
Die erhohte RAD51 Expression in den BRCA1-Klonen fiihrte dagegen nicht zu einer erhdhten
HR-Kapazitat. Dieser Befund wird durch eine Studie von Parplys et al., 2015 bestatigt, in
welcher Zellen mit einer erhohten RAD51 Expression eine verminderte HR-Kapazitat im PRA
zeigten und sogar eine erhohte Sensitivitat gegenliber MMC festgestellt wurde [293]. In einer
anderen Studie wurde ebenfalls festgestellt, dass Zellen mit einer erhohten RAD51 Expression
keine verbesserte Reparatur aufwiesen und sogar eine exzessive und unkontrollierte HR sowie
chromosomale Aberrationen zeigten [291]. Somit fihrte eine erhéhte RAD51 Expression zu
keiner verbesserten Reparaturkapazitat.

Fiir die genaue Charakterisierung eines HR-Defekts ist es daher wichtig, den PRA immer im
Kontext weiterer Analysen zu betrachten. In der vorliegenden Arbeit wurde daher lediglich
festgestellt, dass in sieben der acht BRCA1-Klone eine reduzierte Reparatur von DSBs durch
die HR vorlag.
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4.3.2 Exon-abhangige Reparatur residueller DNA-Schaden nach MMC

4.3.2.1Eingeschrankte RAD51 Rekrutierung nach exogenen DNA-Schaden

Die Funktionalitdt der HR wurde weiter analysiert, indem die Fahigkeit der BRCA1-Klone
untersucht wurde, nach MMC-induzierten DNA-Schaden RAD51 Foci zu bilden (vgl. Abb. 3.10
(B)). Eine reduzierte Fahigkeit lag in allen BRCA1l-Klonen, bis auf Klon 9.3, vor und war
unabhangig vom veranderten Exon und der Anzahl intakter Allele. Eine reduzierte und
eingeschrankte RAD51 Foci-Bildung wurde bereits in Zellen mit einer BRCA1-Defizienz
beobachtet [117].

Die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene Anzahl von RAD51 Foci in der MCF7 Zelllinie
nach MMC-Behandlung wird durch Ergebnisse von Meyer und Becker, 2020 bestatigt [261]. In
der HCC1937 wurden trotz eines verkiirzten BRCA1-Proteins RAD51 Foci nach Schadigung mit
MMC nachgewiesen. Dieser Befund wird von Sy et al., 2009 bestatigt, welche die Bildung von
RAD51 Foci in der HCC1937 nach Schadigung durch ionisierende Strahlung beobachteten
[126]. Eine andere Studie zeigte ein vollstandiges Fehlen von RAD51 Foci in BRCA1-defizienten
MEF Zellen sechs Stunden nach MMC-Behandlung [324]. Diese Zellen waren zudem durch
einen Defekt in p53 gekennzeichnet und wiesen kein verkiirztes BRCA1l-Protein wie die
HCC1937 Zellen auf [324].

Daher kann ein vollstandiger Verlust von BRCA1 in Kombination mit einem Verlust von p53 die
Bildung von RADS51 Foci verhindern. Im Gegensatz dazu sind einige Zellen mit einem
verkiirzten BRCA1-Protein in der Lage, in reduzierter Weise RAD51 Foci zu bilden. Allerdings
liegt in den BRCA1-Klonen neben einem wildtyp TP53 kein vollstandiger Verlust von BRCA1
vor, was die begrenzte, aber vorhandene RAD51 Foci-Bildung erklart. Darliber hinaus kdnnte
in den BRCA1-Klonen die Bildung von RAD51 Foci teilweise durch eine von BRCA1 unabhangige
Rekrutierung von RAD51 stattgefunden haben, wie von Nakada et al., 2012 beschrieben [325].
Zusammenfassend lasst der Zeitpunkt von sechs Stunden nach Behandlung nur die Aussage
zu, dass die Initilerung von RAD51 Foci in den BRCA1l-Klonen eingeschrankt war. Daher
bestand der nachste Schritt darin, das Vorhandensein residueller RAD51 Foci in den BRCA1-
Klonen 24 Stunden nach MMC-induzierten DNA-Schaden zu bestimmen.

4.3.2.2 Residuelle DNA-Doppelstrangbriiche nach MMC

Nach DNA-Schadigung durch MMC war der Anstieg an DSBs (yYH2AX Foci) in den BRCA1-Klonen
unterschiedlich ausgepragt und hing vom veranderten Exon ab (vgl. Abb. 3.11 (A)). Hohe
Niveaus induzierter DSBs waren in Exon 14 verdanderten Klonen (Klon 14.2 und Klon 14.3)
vorhanden und lagen in hoherem Ausmald als in der MCF7 und in den Exon 9 verdnderten
Klonen vor (vgl. Abb. 3.11 (A)). Neben der BRCA1 Reduktion schienen die veranderten Exons
das Auftreten der DNA-Schaden beeinflusst zu haben. Eine Zunahme an DSBs (yH2AX) 24
Stunden nach MMC wurde bereits fiir die MCF7 beschrieben [326, 261]. Ein hoheres Niveau
an MMC-induzierten DSBs zeigte die HCC1937 im Vergleich zur MCF7. Diese Beobachtung
stimmt mit den Ergebnissen von Krum et al., 2010 Uberein, die nach einem Knockdown von
BRCA1 erhohte yH2AX-Level auch ohne exogene Schadigung beobachteten [303]. Die
erhohten residuellen DSBs in den Exon 14 verdanderten Klonen deuteten darauf hin, dass diese
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Region von BRCA1 eine essenzielle Rolle bei der DNA-Reparatur spielt, wie z.B. die lokalisierten
Bereiche der Phosphorylierungsstellen fir ATM und ATR [105, 58, 127]. Veranderungen in den
Regionen, die von Exon 14 kodiert werden, kdnnten Bereiche der SCD-Doméane mit
Phosphorylierungsstellen von ATM (an den Positionen $1423, S1524, S1387) und ATR (an den
Positionen S1423, S1524, S1457) verandert haben [105, 127]. Eine beeintrachtigte
Phosphorylierung konnte zu einem vermehrten Auftreten von DSBs nach MMC in diesen
Klonen gefiihrt haben, die ineffizienter repariert wurden als z.B. in den Exon 9 veranderten
Klonen oder in der MCF7. Die Effizienz der Reparatur dieser DNA-Schdaden wurde im nachsten
Schritt anhand der Anzahl residueller RAD51 Foci 24 Stunden nach der Schadigung durch MMC
untersucht.

4.3.2.3 Auflésung residueller RAD51 Foci

Bei den BRCA1l-Klonen lag eine reduzierte Anzahl residueller RAD51 Foci nach MMC-
induzierten DNA-Schaden vor (vgl. Abb. 3.11 (B)). Die geringste Anzahl wiesen die in Exon 9
veranderten Klone auf. Ein hoher Anteil von residuellen RAD51 Foci wurde in zwei Klonen, die
in Exon 14 verdandert waren (Klon 14.2 und Klon 14.3), beobachtet. Der zweifache Anstieg der
RAD51 Foci nach der MMC-Behandlung in MCF7 stimmt mit den Ergebnissen der Dissertation
von F. Meyer, 2019 [326] (iberein. Residuelle RAD51 Foci wurden zudem in der HCC1937
Zelllinie beobachtet, jedoch in einem begrenzten Ausmal} im Vergleich zur MCF7. Dieses
Ergebnis wird in der Arbeit von Hill et al., 2014 bestatigt, in der eine eingeschrankte DSB-
Reparatur durch reduzierte RAD51 Foci-Bildung, jedoch ohne Beeintrachtigung der
schiitzenden replikationsassoziierten Funktion der HR, nachgewiesen wurde [276]. So
beeintrachtigt das verkiirzte BRCA1-Protein ausschliellich die DNA-Doppelstrang-Reparatur
der HR in der HCC1937 [250, 327]. Eine andere Arbeit dagegen zeigte, dass nach Knockdown
bzw. durch eine Mutation von BRCA1 keine RAD51 Foci nach DNA-Schadigung wie durch
ionisierende Strahlung gebildet wurden [328]. Dagegen wurde in einer weiteren Studie
beobachtet, dass MEF-Zellen nach einem homozygoten Knockout von Exon 11 von BRCA1
nach MMC-Schadigung RAD51 Foci bilden kénnen [329]. Weitere Studien identifizierten
Mutationen in BRCA1, die spezifisch die Interaktion mit PALB2 verhindern, als Ursache fiir die
reduzierte RAD51 Foci-Bildung und verminderte HR [126, 330]. Dementsprechend beeinflusst
die veranderte Region des BRCA1 Gens, die Proteinexpression und die Translation eines
verkiirzten BRCA1-Proteins die Bildung von RAD51 Foci nach Schadigung.

In der vorliegenden Arbeit kénnte daher sowohl die reduzierte BRCA1 Expression als auch das
spezifisch veranderte Exon zu der reduzierten RAD51 Foci-Bildung gefilihrt haben. Dartber
hinaus kénnte die reduzierte BRCA1 Expression in den Exon 9 veranderten Klonen zu einer
effizienteren DNA-Reparatur und damit zu einer schnelleren Auflésung der RAD51 Foci nach
exogenen DNA-Schiaden durch MMC gefiihrt haben. Im Gegensatz dazu zeigten Exon 14 Klone
mit reduzierter BRCA1 Expression eine verlangsamte Dynamik bei der Auflésung der RAD51
Foci. Der Vorteil einer reduzierten BRCA1 Expression wurde moglicherweise in diesen Klonen
durch die Verdanderung in Exon 14 verhindert. Die Auswirkungen der veranderten Dynamik bei
der Bildung und Auflésung der RAD51 Foci auf die Entstehung weiterer DNA-Schaden wurden
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Uber die Betrachtung der Chromatinbriicken und Mikrokerne 24 Stunden nach MMC-
Behandlung in den BRCA1-Klonen untersucht.

4.3.2.4Erhohtes Auftreten von Chromatinbriicken und Mikrokernen nach exogener
Schadigung

Endogen wurden bereits deutliche Unterschiede in Bezug auf die DNA-Schaden in den BRCA1-
Klonen festgestellt (vgl. Abschnitt 4.2.3). Auffallend war ein in Exon 14 veranderter Klon (Klon
14.3), der bereits endogen Chromatinbriicken und Mikrokerne zeigte. Das Auftreten von
Chromatinbriicken in diesem Klon wurde durch exogene Schadigung durch MMC erhéht (vgl.
Abb. 3.11 (C)). Die Entstehung von Mikrokernen nach Schadigung durch MMC wurde erstmals
von Benning et al., 1992 beschrieben [331]. Klon 14.3 wies einen hohen Anteil von
Mikrokernen vor und nach Schadigung durch MMC auf (vgl. Abb. 3.11 (D)). In den anderen
BRCA1-Klonen dagegen stieg der Anteil der Zellen mit Mikrokernen vergleichbar zur MCF7
(vgl. Abb. 3.11 (D)). Eine erhéhte Anzahl von Zellen mit Mikrokernen nach Schadigung durch
MMC ist in MCF7 bereits bekannt [332]. Diese Anzahl schien in den meisten der BRCA1-Klone
unbeeinflusst zu bleiben. Im Gegensatz dazu deutet der hohe Anteil an Chromatinbriicken und
Mikrokernen in Klon 14.3 auf erhohten Replikationsstress im Vergleich zur MCF7 hin, der
durch exogene Schadigung weiter gesteigert wurde.

Zusammenfassend erhohte die MMC-Behandlung das Ausmall an DNA-Schaden, wobei ein
Klon die hochste Anzahl von Chromatinbriicken und Mikrokernen aufwies. Die eingeleitete
RAD51-vermittelte DNA-Reparatur zeigte hierbei eine unterschiedliche Effizienz, wahrend
Exon 9 verdanderte Klone die RAD51 Foci schnell auflésen konnten, zeigten die Exon 14 Klone
eine verlangsamte Dynamik. Die Auswirkungen der unterschiedlichen DNA-Schaden und der
unterschiedlich schnellen Auflésung des Reparaturkomplexes auf das Uberleben nach DNA-
schadigenden Agenzien wurden anschliefend analysiert.

4.3.3 Exon- und Allel-Abhangigkeit der Sensitivitat gegeniiber DNA-schadigenden

Agenzien

4.3.3.1Exon- und Allel-abh3dngige MMC-Sensitivitat

Die Funktionalitat der HR kann weiter durch das zelluldre Uberleben nach MMC charakterisiert
werden. Das Agens MMC induziert Schaden, die durch die HR repariert werden miissen. Zu
diesen Schaden gehdren Quervernetzungen von DNA-Strangen, die hoch toxisch sind, da sie
die Transkription und Replikation in der Zelle verhindern [262]. Infolge der beeintrachtigten
Replikation werden DSBs verursacht, die tiber die HR repariert werden miissen [258]. Daher
fiihrt ein HR-Defekt zu einer Uberempfindlichkeit gegeniiber ICL-induzierenden Agenzien, was
mit RAD51-defizienten Zellen nachgewiesen wurde [333].

In der vorliegenden Arbeit wurde eine erhdhte Sensitivitdat gegentiber MMC bei den meisten
BRCA1-Klonen nachgewiesen (vgl. Abb. 3.12). Die Empfindlichkeit war vom veranderten Exon
und der Anzahl intakter Allele abhangig. Die MMC-Sensitivitat wurde anhand des I1Cso-Wertes
bestimmt, der die Konzentration des Agens angibt, bei der die halbmaximale Inhibition
erreicht wird [263]. Die MCF7 wies einen ICso-Wert von 0,39 pug/ml auf, was in der Literatur
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bestatigt wird (0,40 pg/ml) [276]. Eine erhohte Sensitivitat wurde durch eine Veranderung von
Exon 14 erreicht, wobei Klon 14.3 mit einem ICso-Wert von 0,18 pug/ml die héchste MMC-
Sensitivitdt aufwies. Dieser Klon war durch ein hohes MaR endogener und MMC-induzierter
DNA-Schaden, Chromatinbriicken und Mikrokerne gekennzeichnet (vgl. Abschnitt 4.2.3 und
4.3.1), was zu der hohen Empfindlichkeit gefiihrt haben kdnnte.

Im Gegensatz dazu fiihrte eine Veranderung in Exon 9 zu Resistenzen und erhdhten
Empfindlichkeiten. Zwei in Exon 9 verdanderte Klone (Klon 9.2 und Klon 9.3) zeigten eine
erhohte Resistenz, mit einem ICso-Wert von 0,46 pg/ml. Diese Klone wiesen eine reduzierte
Anzahl von DNA-Schdaden nach MMC im Vergleich zu den in Exon 14 veranderten Klonen auf
(vgl. Abschnitt 4.3.1). Die anderen Exon 9 Klone (Klon 9.1, Klon 9.4 und Klon 9.5) waren
dagegen durch eine erh6hte MMC-Sensitivitat charakterisiert. Die unterschiedlichen MMC-
Sensitivitdten hingen demnach nicht nur vom verdanderten Exon ab, sondern auch von der
Anzahl intakter BRCA1 Allele. Klone mit einem intakten BRCA1 Allel zeigten Exon-unabhadngig
eine erhohte Sensitivitdt, wahrend Klone mit zwei intakten Allelen dagegen eine erh6hte
Resistenz aufwiesen (vgl. Abb. 3.13). Ein weiterer Faktor, welcher zu den unterschiedlichen
Empfindlichkeiten betrug, kénnte eine begrenzte Aktivierung der DNA-Reparatur nach MMC-
induzierten DNA-Schaden sein. Durch MMC erzeugte DNA-Schaden sind haufig ICLs [262], die
wahrend der Replikation ein Hindernis darstellen und zu einem ein-endiger DSB fiihren [258].
Nach DNA-Schaden wie z.B. ICLs kann neben der Aktivierung der HR der FA Signalweg induziert
werden. In diesem Signalweg bindet monoubiquitiniertes und aktiviertes FANCD2 an das
Chromatin, so dass die Replikationsgabel geschiitzt wird und die Reparatur eingeleitet werden
kann [189, 94, 334]. In der vorliegenden Arbeit wurde in den BRCA1-Klonen bereits endogen
eine eingeschrankte Monoubiquitinierung von FANCD2 nachgewiesen, die Gberwiegend in
Exon 14 veranderten Klonen vorlag (vgl. Abschnitt 4.2.3). Fiir die Aktivierung von FANCD2 nach
MMC-induzierten ICLs ist die Phosphorylierung von FANCD2 an Serin S331 notwendig, die
Uber CHK1 erfolgt und die MMC-Sensitivitat bestimmt [296]. Eine reduzierte CHK1 Expression
(vgl. Abschnitt 4.2.2) wurde nach reduzierter BRCA1 Expression in den Klonen nachgewiesen.
Die verringerte CHK1 Expression kdnnte zu einer verminderten Phosphorylierung und
Aktivierung von FANCD2 gefiihrt und zu einer erhohten MMC-Sensitivitat in den Exon 14
veranderten Klonen beigetragen haben. Um diese Annahme zu bestatigen, muss jedoch die
Monoubiquitinierung von FANCD2 nach Behandlung mit MMC in den BRCA1-Klonen in
zukiunftigen Experimenten untersucht werden.

Die Folgen einer heterozygoten BRCA1-Mutation in MCF7 Zellen wurden in einer Studie von
Cousineau und Belmaaza, 2007 untersucht [335]. Diese Studie zeigte, dass ein heterozygoter
BRCA1-Status in MCF7 einen Phanotyp mit einer reduzierter HR-Effizienz (DSB-Reparatur) und
erhohter Sensitivitat gegenliber DSB-induzierenden Agenzien wie z.B. MMC erzeugt [335].
Dieser Phanotyp wurde in den Exon 14 veranderten Klonen und in einigen Klonen, die in Exon
9 verandert waren, bestatigt. Ein solcher Phanotyp ist fiir Mutationen, die fir ein verkirztes
BRCA1-Protein kodierten, jedoch nicht beschrieben [335].

Die weitere Charakterisierung der Funktionalitdt der HR erfolgte durch Analysen des zellularen
Uberlebens nach Olaparib.
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4.3.3.2 Exon-unabhdngige und Allel-abhdngige Olaparib-Sensitivitat

Die erhohten MMC-Sensitivitaten und die begrenzte Bildung von RAD51 Foci in den meisten
BRCA1-Klonen deuteten auf einen HR-Defekt hin. Um das Vorhandensein einer HR-Defizienz
in diesen Klonen zu bestatigen, wurde die Sensitivitdt gegenliber PARP-Inhibition untersucht.
Es wurde der Effekt der synthetischen Letalitdt bei der Inhibition von PARP und einem
gleichzeitigen HR-Defekt bisher beschrieben [141, 142, 143]. Bei der synthetischen Letalitat
der PARP Inhibitoren und einer HR-Defizienz, ist Funktion von PARP bei der Reparatur von
Einzelstrangbriichen von Bedeutung: PARP erkennt SSBs, synthetisiert polymere Adenosin-
Diphosphat-Ribose-(PAR)-Ketten und rekrutiert weitere Reparaturproteine [144, 146].

Die Inhibition von PARP1 durch Olaparib flihrt dazu, dass PARP1 auf der Replikationsgabel
gehalten wird (engl. trapping) und keine weiteren Reparaturproteine rekrutiert werden
kénnen, weshalb nach Kollision mit der Replikationsgabel ein ein-endiger DSB entsteht [142,
148, 147]. Olaparib wirkt daher hauptsachlich wahrend der Replikation in der S-Phase. Eine
fehlerfreie Reparatur in der S-Phase kann demnach nur tber die HR erfolgen [149]. Aufgrund
der Olaparib-Sensitivitat konnen daher Aussagen Uber die Reparatur von DNA-Schaden in der
S-Phase und damit iber die Funktion der HR wahrend der Replikation getroffen werden. Die
Uber den ICso-Wert [263] bestimmte Olaparib-Empfindlichkeit war bei den BRCA1-Klonen
unterschiedlich (vgl. Abb. 3.14 (A)). Die Sensitivitdt war unabhangig vom veranderten Exon,
aber abhangig von der Anzahl intakter BRCA1 Allele (vgl. Abb. 3.14 (A), (B) und Abb. 3.15). Bei
vier der acht Klone wurde eine erhéhte Sensitivitat durch den ICso-Wert und durch das
zelluldre Uberleben nach 2 uM Olaparib beobachtet. Es wurde jedoch eine iiberwiegend
erhohte Empfindlichkeit aufgrund einer reduzierten HR-Kapazitdt und verminderten Bildung
von RAD51 Foci erwartet. Die MCF7 zeigte einen ICso-Wert von 1,00 uM, was in der Literatur
(0,97 uM) bestatigt wird [336]. Klon 9.2 wies einen unverdnderten ICso-Wert von 1,00 uM auf.
Zwei andere Klone zeigten dagegen eine erhohte Olaparib-Resistenz, unabhangig vom
betroffenen Exon: Klon 14.2 (ICso: 1,40 uM) und Klon 9.3 (ICs0: 1,70 uM). Der Vergleich der
Uberlebenden Zellfraktion nach 2,00 uM Olaparib ergab vier resistente Klone (Klon 9.2, Klon
9.3, Klon 9.5 und Klon 14.2) und vier sensitive Klone (Klon 9.1, Klon 9.4, Klon 14.1 und Klon
14.3). Somit zeigte die Mehrheit der in Exon 9 verdnderten Klone eine erhéhte Resistenz gegen
Olaparib. Es war auffallig, dass alle Olaparib-resistenten Klone zwei intakte BRCA1 Allele
aufwiesen, wahrend die Olaparib-sensitiven Klone nur ein intaktes BRCA1 Allel besalRen (vgl.
Abb. 3.15). Bei diesen Klonen kdnnten nach Reduktion der drei BRCA1 Allele auf zwei Allele
vor allem die DSB-Reparaturfunktion der HR betroffen gewesen sein, wahrend die
replikationsassoziierten HR-Funktionen méglicherweise effizienter waren.

Es sind mehrere Mechanismen bekannt, die in BRCA-defizienten Tumoren/ Tumorzellen zu
einer Resistenz gegen Inhibition von PARP fiihren [197]. Dazu gehért die Wiederherstellung
der HR, die Nacson et al., 2018 in einer Studie identifizierten [337]. Sie postulierten, dass
Olaparib-resistente und BRCAI1-mutierte Tumorzellen in der Lage waren, mit PALB2 zu
interagieren und trotz eines verkiirzten BRCA1-Proteins RAD51 Foci zu bilden [337]. Diese
Zellen zeigten zudem einen Defekt in 53BP1 (engl. p53-binding protein 1) [337]. Daher fihrte
der gleichzeitige Verlust von BRCA1 und ein Defekt in 53BP1, einem Faktor des NHEJ, zu einer
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Reaktivierung der HR [338, 337]. Das 53BP1-Protein wiirde normalerweise das NHEJ initiieren,
indem es die Resektion der DNA-Enden und damit den initialen Schritt der HR unterbindet
[339]. Bei den BRCA1-Klonen lag jedoch kein Verlust von 53BP1 vor. Eine andere Erklarung fiir
die unterschiedlichen Empfindlichkeiten kdnnte eine beeintrachtigte Interaktion von BRCA1
mit PALB2 in den Exon 14 veranderten Klonen sein, da das Coiled coil-Strukturmotif fur die
Interaktion mit PALB2 in der SCD-Domane liegt, die teilweise von Exon 14 kodiert wird. Eine
andere Studie assoziierte Resistenzen gegen PARP-Inhibition mit Mutationen in der BRCT-
Domadne oder einem vollstandigen Verlust der BRCT-Domane von BRCA1 [340]. Dieser
Mechanismus wurde in den BRCA1-Klonen ausgeschlossen, da die BRCT-Domane nicht
verandert wurde. In einer weiteren Studie wurde eine erhohte Abhangigkeit von ATR in
BRCA1-defizienten und Olaparib-resistenten Zellen nachgewiesen; diese Zellen konnten
RAD51 zu DSBs und zu angehaltenen Replikationsgabeln trotz einer BRCA1-Defizienz
rekrutieren [341]. Durch die Anwendung von ATR-Inhibitoren wurden diese Zellen gegen
PARP1-Inhibition resensibilisiert [341]. Daher ware es wichtig, diesen Mechanismus in
weiteren Experimenten bei den BRCA1-Klonen zu untersuchen. Moglicherweise flhrten
Veranderungen in einigen der Exon 14 Klone zu veranderten Bereichen der
Phosphorylierungsstelle fiir ATR, was eine Erklarung fiir die erhohte Sensitivitat ist, wahrend
in Exon 9 verdanderten Klonen und einem Exon 14 Klon eine erhdhte ATR-Abhdngigkeit die
BRCA1 Reduktion kompensieren kénnte. Insgesamt deuteten die unterschiedlichen Olaparib-
und MMC-Sensitivitaten auf eine unterschiedlich eingeschrankte HR in den BRCA1-Klonen hin.
Der Einfluss dieser beeintrachtigten HR auf die Strahlenempfindlichkeit wurde daher anhand
des zelluldren Uberlebens nach ionisierender Strahlung in den BRCA1-Klonen untersucht.

4.3.3.3Exon- und Allel-abhangige Strahlenempfindlichkeit

lonisierende Strahlung erzeugt ein breites Spektrum diverser DNA-Schaden, wobei
hauptsachlich Schadigungen der Basen verursacht werden, gefolgt von SSBs und in
geringerem Anteil DNA-Protein-Quervernetzungen, DNA-Quervernetzungen und DSBs [245].
Indirekte Schaden werden durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS, engl. reactive oxygen
species) verursacht [245].

Zellen in der spaten G1- und G2-Phase und wahrend der Mitose haben die hochste
Strahlenempfindlichkeit, wahrend in der S-Phase eine erhohte Strahlenresistenz aufgrund
eines erhohten Niveaus von Proteinen der DNA-Synthese und -Reparatur und eines erhéhten
Niveaus von intrazellularem Glutathion, das als Radikalfanger wirkt, vorhanden ist [342, 343].
In der G2/M-Phase kann vor der Trennung der Chromosomen keine adaquate Reparatur
stattfinden, was ebenfalls zu der hohen Strahlenempfindlichkeit in dieser Zellphase beitragt
[343]. Von allen durch ionisierende Strahlung verursachten DNA-Schiaden ist der DNA-
Doppelstrangbruch eine biologisch zytotoxische Lasion, die nur durch die HR fehlerfrei
repariert werden kann [149]. Bei einer HR-Defizienz muss die Zelle jedoch auf alternative,
fehlerhafte Reparaturwege wie das NHEJ [62] oder das SSA [64] zurlickgreifen. Das NHEJ steht
in allen Phasen des Zellzyklus zur Verfligung [62], wahrend die HR aufgrund eines notwendigen
Schwesterchromatids auf die S/G2-Phase beschrankt ist [63]. Die SSBs oder beschadigten
Basen, die durch ionisierende Strahlung erzeugt werden [245], sind ein Hindernis fir die
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Replikationsgabel wahrend der Replikation, was zu einem ein-endigen DSB fihrt [39]. Dieser
Schaden wird hauptsachlich durch die HR repariert [149], da ein DSB-Ende fiir das NHEJ fehlt
[62]. lonisierende Strahlung erzeugt jedoch hauptsachlich DSBs mit zwei Enden, die liber das
NHEJ oder Uber die HR in der G2-Phase repariert werden kénnen [344]. Das NHEJ ist durch
eine hohe Fehleranfalligkeit charakterisiert [62], weshalb Zellen mit einem HR-Defekt eine
hohe Strahlenempfindlichkeit aufweisen [345]. Die Strahlenempfindlichkeit ist daher ein Indiz
fur eine HR-Defizienz bzw. -Profizienz. Daher zeigen BRCA1-defizienten Zellen eine hohe
Strahlenempfindlichkeit, wie in einer Studie von Foray et al., 1999 unter Verwendung von
HCC1937 bestatigt wurde [345].

In der vorliegenden Arbeit zeigten die meisten BRCA1-Klone Exon-abhdngig eine erhohte
(Exon 14) oder teilweise reduzierte (Exon 9) Strahlenempfindlichkeit (vgl. Abb. 3.16). Die
Radiosensitivitit wurde durch das zellulire Uberleben nach ionisierender Strahlung unter
Verwendung des D37-Wertes bestimmt. Der D3z-Wert entspricht der Dosis, bei der statistisch
gesehen jede Zelle mindestens ein letales Ereignis erfahrt und 37 % der Zellen tberleben. Eine
erhohte Radiosensitivitdit wurde bei den BRCA1l-Klonen mit einem verdanderten Exon 14
beobachtet, wobei Klon 14.3 der radiosensitivste Klon war (Ds37: 2,0 Gy). Im Gegensatz dazu
wurden neben einer erhéhten Strahlenempfindlichkeit in Klon 9.1 und Klon 9.4 und
unveranderten Empfindlichkeit (Klon 9.3), einige Exon 9 Klone mit einer erhdhten
Radioresistenz beobachtet (Klon 9.2 (Ds7: 3,6 Gy) und Klon 9.5 (Ds7: 3,1 Gy)). Der D37-Wert von
3,0 Gy der MCF7 wurde in der Dissertation von F. Meyer, 2019 [326] bestatigt.

Insgesamt waren die Unterschiede in der Radiosensitivitat nicht von der BRCA1 Expression,
sondern von der relativen HR-Kapazitit abhingig: So korreliert das Uberleben nach 4 Gy mit
der relativen HR-Kapazitat (R?=0,85; p-Wert: 0,0012) (vgl. Abb. 3.17 (A)). Der radiosensitivste
Klon 14.3 wies daher die niedrigste HR-Kapazitat auf. Die anderen Klone zeigten Unterschiede
im zelluldren Uberleben nach 4 Gy in Abhingigkeit von der relativen HR-Kapazitit. Der Klon
mit der héchsten HR-Kapazitat (Klon 14.2) zeigte ein relativ hohes zelluldres Uberleben nach
4 Gy. Darlber hinaus beeinflusste die Anzahl der intakten BRCA1 Allele das zelluldre
Uberleben nach 4 Gy (vgl. Abb. 3.17 (B)). BRCA1-Klone mit einem intakten Allel wiesen ein
signifikant reduziertes zelluldres Uberleben auf, im Vergleich zur MCF7 mit drei intakten
Allelen und den BRCA1-Klonen mit zwei intakten Allelen. Neben der Abhdngigkeit von der
Anzahl intakter  Allele sind  veradnderte Regionen der  ATM-abhangigen
Phosphorylierungsstellen in Exon 14 verdanderten Klonen ein Grund fir die erhohte
Strahlenempfindlichkeit. Die Phosphorylierung von BRCA1 an diesen Serinresten wurde von
Cortez et al, 1999 als ein wichtiger Mechanismus identifiziert, der wesentlich zur
Radioresistenz beitragt [105]. Andere Studien bestatigen diesen Befund und fligen hinzu, dass
die ATM-abhangige Phosphorylierung von BRCA1 wichtig fiir die Radioresistenz ist, aber nicht
essenziell fir die HR-vermittelte Reparatur ist [105, 346]. In einigen Exon 14 Klonen (Klon 14.1
und Klon 14.3) koénnten verdanderte ATM-Phosphorylierungsstellen eine erhohte
Strahlenempfindlichkeit verursacht haben, wahrend Klon 14.2 aufgrund einer erhohten HR-
Kapazitit eine erhdhte zelluldre Uberlebensrate nach 4 Gy zeigte.

Zusammenfassend lag in den BRCA1l-Klonen eine Exon- und Allel-abhangige Sensitivitat
gegenlber MMC und ionisierender Strahlung vor. Die Olaparib-Sensitivitat hing von der

116



Diskussion

Anzahl intakter BRCA1 Allele ab und nur teilweise vom veranderten Exon. Die durch MMC und
Bestrahlung induzierten DNA-Schaden unterschieden sich von den durch Olaparib-induzierten
Schaden, die hauptsachlich in der S-Phase auftraten. Weiterhin zeigten Klone, die eine
erhohte Radio- oder MMC-Resistenz aufwiesen, auch eine erhdhte Olaparib-Resistenz. Eine
gesteigerte Reparatur von replikationsassoziierten DNA-Schaden in der S-Phase kénnte bei
diesen Klonen zu einer erhéhten Radio-, MMC- und Olaparib-Resistenz gefiihrt haben. In
zuklinftigen Experimenten misste diese Vermutung bestdtigt werden, indem
replikationsassoziierte Funktionen der HR spezifisch und separiert von den Funktionen der HR
in der DSB-Reparatur untersucht werden.

Um die Ursachen fiir die unterschiedlichen Sensitivitdten zu identifizieren, wurden der Klon
mit der héchsten MMC-, Olaparib- und Radio-Resistenz (Klon 9.2) und der mit der héchsten
Sensitivitat (Klon 14.3) getrennt analysiert.

4.3.4 Eigenschaften des resistentesten und sensitivsten BRCA1-Klons

4.3.4.1 Charakteristika des resistentesten Klon 9.2

Der Klon mit den hochsten Resistenzen gegen MMC und ionisierende Strahlung war in Exon 9
verandert (Klon 9.2) und wies zwei intakte BRCA1 Allele auf. Bei diesem Klon wurde zudem
eine erhohte Resistenz gegen Olaparib festgestellt. Die endogenen Schaden (DSBs) waren in
diesem Klon im Vergleich zur MCF7 nur leicht erh6ht, die Anzahl der RAD51 Foci war reduziert.
Es wurden keine Chromatinbriicken nachgewiesen und dieser Klon wies eine mit der MCF7
vergleichbare Anzahl von mikronukledren Zellen auf. Dieser Klon zeigte die niedrigste
Proliferationsrate ohne eine verkiirzte S-Phase. Im Gegensatz zur Mehrheit der BRCA1-Klone
war die Expression von FANCD2 in diesem Klon nicht stark erhéht und der monoubiquitinierte
Anteil von FANCD2 nur leicht reduziert. Die CHK1 Expression war auf 0,71 reduziert. Wie bei
fast allen BRCA1-Klonen war die HR-Kapazitat in diesem Klon reduziert und es wurden wenige
RAD51-Foci nach MMC induziert. Dieser Befund deutete auf eine eingeschrankte DSB-
Reparatur in diesem Klon hin. Die BRCA1 Expression war lediglich um 18 % reduziert und die
RAD51 Expression war geringfligig erhoht.

4.3.4.2 Charakteristika des sensitivsten Klon 14.3

Der sensitivste Klon (Klon 14.3) war in Exon 14 verdndert und wies ein intaktes BRCA1 Allel
auf. Dieser Klon zeigte die hochste Empfindlichkeit gegen MMC und ionisierende Strahlung
und war zudem gegeniber Olaparib sensitiv. Auffallend hohe Niveaus an endogenen DSBs,
Chromatinbriicken und Mikrokernen bei gleichzeitig reduzierter Anzahl an RAD51 Foci
deuteten auf einen ausgepragten Reparaturdefekt in diesem Klon hin. Dieser Klon zeigte im
Vergleich zur MCF7 eine nahezu unverdnderte Proliferationsrate, jedoch mit einer verkiirzten
S-Phase. Die CHK1 Expression war auf 0,88 reduziert; die FANCD2 Expression war bei
gleichzeitig reduzierter Monoubiquitinierung erhoht. Die niedrigste HR-Kapazitit war in
diesem Klon vorhanden. Nach Schadigung durch MMC zeigte dieser Klon einen hohen Anteil
an DSBs. AuRerdem kam es zu einer verzogerten Einleitung der DNA-Reparatur, da nach sechs
Stunden nur wenige RAD51 Foci initiiert wurden. Eine verzégerte Auflosung der RAD51 Foci
nach 24 Stunden deutete ebenfalls auf eine beeintrachtigte DSB-Reparatur hin. Die BRCA1
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Expression wurde in diesem Klon ebenfalls nur um 17 % reduziert, wiahrend die RAD51
Expression um 31 % erhoht wurde.

Bei dem Vergleich des resistentesten Klons mit dem Klon mit der héchsten Sensitivitat lagen
die deutlichsten Unterschiede in dem veranderten Exon und in der Anzahl veranderter BRCA1
Allele vor, ohne einen Zusammenhang mit der reduzierten BRCA1 Proteinexpression. Dariiber
hinaus zeigten diese Klone erhebliche Unterschiede in dem Niveau der endogenen und durch
MMC-induzierten DNA-Schaden, wobei Klon 14.3 mit der hochsten Sensitivitat die hochsten
Werte aufwies. AnschlieBend wurde der Einfluss der verdanderten Exons und der Anzahl der
BRCA1 Allele auf den Phanotyp und damit auf den Tumorstammzellanteil als Ursache fir die
erhohte Sensitivitat bzw. Resistenz untersucht.

4.4 Tumorstammazellanteil bestimmt Resistenz in BRCA1 reduzierten MCF7-

Klonen

Tumorstammzellen und ihr Anteil bestimmen die Chemo- [194] und Radioresistenz [198, 199]
im heterogenen Tumorgewebe und sind durch verschiedene Marker charakterisiert [207,
265]. BRCA1 spielt eine regulatorische Rolle im Kontext der CSCs beim Mammakarzinom [231]
und bei Differenzierungsprozessen von Stammzellen des epithelialen Brustgewebes [230].
Neben der Assoziation mit Resistenzen wurde eine erhéhte Expression von CSC-assoziierten
Genen beim hochaggressiven Subtyp des Mammakarzinoms TNBC beschrieben [347].

Daher wurde ein veranderter Anteil dieser Zellpopulation als mogliche Ursache fir die
Resistenzen in den BRCA1-Klonen untersucht. Die Auswirkungen einer reduzierten BRCA1
Expression auf die Eigenschaften der Tumorstammzellen und den Anteil der CSC-Population
wurden in den BRCA1-Klonen im Vergleich zur MCF7 analysiert. Die erste Bewertung erfolgte
anhand der Zellmorphologie. Nur ein Klon (Klon 9.2) zeigte auffillige zellmorphologische
Veranderungen (vgl. Abb. 3.18). Dieser Klon war durch mesenchymale Eigenschaften wie
spindelférmige Zellen [266] und durch eine verdanderte Zellorganisation charakterisiert, wobei
dieser mesenchymale Phanotyp einen erhohten Stammzellcharakter und einen erhéhten CSC-
Anteil anzeigte [267]. Daher wurden die epithelialen und mesenchymalen Merkmale auf der
Grundlage des EMT-Status Uber die Expression der an der EMT beteiligten Faktoren weiter
spezifiziert. Die EMT bezieht sich auf einen biologisch determinierten Prozess, bei dem sich
eine Zelle von einem epithelialen zu einem mesenchymalen Phanotyp verandert [217, 218].
Im Normalgewebe spielt dieser Prozess eine Rolle bei der Differenzierung [217, 218] und bei
der Wundheilung [219]. Ein solcher Prozess wurde jedoch auch in Tumorzellen des
Mammakarzinoms beobachtet [348]. Der Erwerb eines mesenchymalen, tumor-
stammzelldhnlichen Phénotyps wird durch zahlreiche Transkriptionsfaktoren wie ZEBI,
TWIST, SNAIL, usw. erreicht [222]. Eine hohe Expression solcher Faktoren wurde zudem mit
einem erhohten Metastasierungspotenzial von z.B. Mammakarzinomzellen [349] und mit
einem erhohten stammzellahnlichen Phanotyp [350] assoziiert.

118



Diskussion

4.4.1 Dynamischer EMT-Status in BRCA1-Klonen

Der EMT-Status der BRCA1-Klone wurde im Western Blot unter Verwendung des epithelialen
Markers E-Cadherin und des regulatorischen Transkriptionsfaktors ZEB1 charakterisiert. Die
Unterdrickung von E-Cadherin flihrt zu einem invasiven, mesenchymalen Phanotyp [268]. Der
Faktor ZEB1 unterdriickt epitheliale Eigenschaften [351] und unterstlitzt damit die
Dedifferenzierung zu einem stammzelldhnlichen Phanotyp von Tumorzellen [352] und einen
invasiven Phanotyp [353]. ALDH1A1 wurde als unabhdngiger Stammzellmarker verwendet, da
die Uberexpression ein weiteres Merkmal von CSCs ist [215, 267].

In der vorliegenden Arbeit wurde eine erhohte ZEB1 Expression in den BRCA1l-Klonen
vorgefunden (vgl. Abb. 3.19). Dieser Befund deutet auf eine erhohte Stammzellartigkeit in den
Klonen hin, da eine erhohte ZEB1 Expression in CSCs bekannt ist [269]. ZEB1 reguliert und
initiiert einen pro-invasiven und stammzelldhnlichen Phanotyp tber seine regulatorische Rolle
in der EMT [353].

Die Charakterisierung der epithelialen Eigenschaften Uber E-Cadherin zeigte deutliche
Unterschiede in den BRCA1-Klonen (vgl. Abb. 3.19). Eine erhdhte Expression von E-Cadherin
wurde in allen Exon 14 verdanderten Klonen nachgewiesen, die auf einen epithelialen Phanotyp
hinwies, da ein Verlust einen mesenchymalen Phanotyp unterstiitzt [268]. Im Gegensatz dazu
war Expression von E-Cadherin nur in zwei in Exon 9 veranderten Klonen erhoht (Klon 9.1 und
Klon 9.5), bei jedoch gleichzeitig erhdohter ZEB1 Expression. Dieser Befund widerspricht der
Kenntnis, dass ZEB1 die E-Cadherin Expression liber epigenetische Mechanismen unterdriickt,
indem es Chromatin-Enzyme zum Promoter CDH1 Gens (E-Cadherin) rekrutiert [354]. Die
erhohte E-Cadherin und gleichzeitig erh6hte ZEB1 Expression in diesen Klonen lasst auf einen
Ubergangszustand (den ,Hybrid“-Phinotyp) zwischen dem epithelialen und mesenchymalen
Phanotyp schlieBen, welcher u.a. schon im Lungenadenokarzinom beschrieben wurde [355].
Dagegen zeigten die anderen Exon 9 Klone (Klon 9.3 und Klon 9.4) eine reduzierte Expression
von E-Cadherin oder eine zur MCF7 unveranderte Expression (in Klon 9.2), was einen
mesenchymalen, tumorstammzellahnlichen Phanotyp unterstiitzt. Eine ahnliche E-Cadherin
Expression in MCF7 und in der HCC1937 wurde von Dybdal-Hargreaves et al., 2018 bestatigt
[356]. Diese zeigten zudem eine cytoplasmatische Lokalisation von E-Cadherin in der HCC1937
mittels Immunfluoreszenz [356]. Daher ware es sinnvoll, in zuklinftigen Ansatzen neben der
Expression der EMT-Marker auch die Lokalisation dieser Faktoren immuncytochemisch zu
analysieren. Aufgrund der dynamischen Veranderung des EMT-Status darf eine Beurteilung
des Tumorstammzellcharakters nicht allein von einzelnen Faktoren abhdngen, sondern muss
stets in Verbindung mit weiteren unabhangigen Faktoren erfolgen.

Daher wurde die Expression von ALDH1A1 in den BRCA1-Klonen untersucht (vgl. Abb. 3.19).
ALDH1 gehort zur Familie der Aldehyd-Dehydrogenasen 1 und fungiert als unabhangiger
Stammzellmarker von normalen und malignen Stammzellen [213, 267]. Die Isoform ALDH1A1
wurde bei erhohter Expression mit dem Tumorstammzellstatus assoziiert [357].
Eine leicht erhdhte ALDH1A1 Expression wurde in einigen BRCA1-Klonen (Klon 14.1, Klon 14.2,
Klon 9.1 und Klon 9.5) nachgewiesen, wahrend andere Klone fast keine Verdnderung zeigten
(Klon 9.2, Klon 9.3, Klon 9.4 und Klon 14.3). Die reduzierte BRCA1 Expression, das verdnderte
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Exon und die Allel-Anzahl schienen keinen direkten Einfluss auf die Expression von ALDH1A1
zu haben. Dies steht im Widerspruch zu den Ergebnissen der Studie von Kim et al., 2019 in der
ein Anstieg in stammzellassoziierten Markern nach BRCA1 Knockdown Uber siRNA in der
Mammakarzinomzelllinie SKBR3 beobachtet wurde [231]. AuRerdem wurde keine Korrelation
zwischen der ZEB1 Expression und der ALDH1A1 Expression festgestellt (R2= 0,14).
Zusammenfassend wurden in den BRCA1-Klonen unterschiedliche Expressionsniveaus der
EMT-Faktoren E-Cadherin und ZEB1 sowie des Stammzellmarkers ALDH1A1 vorgefunden.
Jedoch wurde lediglich eine Veranderung des EMT-Status festgestellt, aber kein definiertes
Expressionsmuster identifiziert. In diesem Zusammenhang ist es wichtig zu beachten, dass es
sich bei den Prozessen der EMT- und des CSC-Phanotyps um dynamische und transiente
Zustande handelt. Demzufolge kdnnen transiente Zustande existieren, die nicht absolut dem
epithelialen oder mesenchymalen Status zugeordnet werden kdnnen. Diese dynamische
Plastizitat ist flir CSCs bekannt, bei denen die epithelialen Zellen eher proliferativ sind,
wahrend die mesenchymalen Zellen durch ein hohes Migrationspotenzial gekennzeichnet sind
[267, 268]. Folglich kbnnen CSCs unabhangig von ihrer Stammzellartigkeit einen epithelialen
oder mesenchymalen Phdnotyp aufweisen [267]. Fir die Bestimmung des Anteils an CSCs
wurde daher die Aktivitat der ALDH ermittelt.

4.4.2 Erhohte ALDH-Aktivitédt in resistenten BRCA1-Klonen

Ein weiteres wesentliches Merkmal von CSCs ist neben der Expression von ALDH1A1 die
Aktivitit der Aldehyd-Dehydrogenasen, die mithilfe des ALDEFLUOR™Assays bestimmt
werden kann [213]. Die Population der CSCs im Mammakarzinom mit dem Subtyp Luminal
oder HER2-positiv ist spezifisch durch Aldefluor-positive Zellen charakterisiert [358]. Daher
erlaubt die Analyse der ALDH-Aktivitat eine eindeutige Identifizierung der CSC-Population in
der MCF7 Zelllinie mit dem Subtyp Luminal A.

Deutliche Unterschiede in dem Anteil der Zellen mit erhéhter ALDH-Aktivitat wurden in den
BRCA1-Klonen festgestellt; diese waren von der Anzahl intakter BRCA1 Allele abhangig (vgl.
Abb. 3.20 (B) und Abb. 3.21). Im Gegensatz dazu war die CSC-Population unabhdngig vom
veranderten Exon, vom Ausmall der BRCA1l Reduktion und von der im Western Blot
nachgewiesenen ALDH1A1 Expression. Die ALDH1A1l Expression war unabhangig von der
ALDH-Aktivitat, da der ALDEFLUOR™Assay neben der Aktivitait von ALDH1A1 auch die
Aktivitdt anderer Isoformen der Aldehyd-Dehydrogenasen misst. Zhou et al.,, 2019
identifizierten ALDH-Isoformen (ALDH1A2, ALDH1A3, ALDH1B1, ALDH2, ALDH3A1, ALDH3A2,
ALDH3B1 und ALDH5A1), die im ALDEFLUOR™Assay eine Aktivitat zeigten [359]. ALDH1 hat
jedoch einen hohen Anteil an der nachgewiesenen Aktivitdt im Mammakarzinom [213], mit
der hochsten Aktivitdt von ALDH1A3 [360].

Ein erhdhter Anteil Aldefluor-positiver Zellen lag in einigen BRCA1-Klonen (Klon 14.2, Klon 9.2,
Klon 9.3 und Klon 9.5) im Vergleich zur MCF7 vor (vgl. Abb. 3.20 (B)). In diesen Klonen war
daher der Anteil der CSC-Population erhéht. Den héchsten Anteil zeigte Klon 9.2 mit 46,73 %
verglichen zur MCF7 mit 28,63 %. In anderen Klonen (Klon 14.1 mit 20,89 % und Klon 9.4 mit
19,09 %) dagegen war der Anteil an CSCs reduziert oder es wurde keine Veranderung zur
MCF7 beobachtet (Klon 9.1 mit 29,05 % und Klon 14.3 mit 28,62 %). In einer Studie von Kim
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et al., 2019 wurde nach einem BRCA1 Knockdown Uber siRNA in der Mammakarzinomzelllinie
SKBR3 eine Zunahme der Population der Aldefluor-positiven Zellen beschrieben [231]. Der in
der vorliegenden Arbeit ermittelte Anteil Aldefluor-positiver Zellen von 24,49 % in der
HCC1937 war in dieser Studie deutlich hoher (40 %) [231]. In der MCF7 Zelllinie flihrte, wie in
der vorliegenden Arbeit beobachtet, bereits eine Reduktion der amplifizierten drei BRCA1
Allele auf zwei Allele zu einer signifikant erhohten ALDH-Aktivitat (p-Wert: 0,014 im Vergleich
zur MCF7; p-Wert: 0,003 im Vergleich zu einem Allel), wahrend eine Reduktion der Allele auf
ein intaktes BRCA1 Allel diesen Effekt aufhob oder die Aktivitdt sogar reduzierte (p-Wert:
0,1533, ns) (vgl. Abb. 3.21). Somit hatte die Amplifikation der BRCA1 Allele auf drei Allele und
eine Reduktion auf ein Allel keinen Vorteil in Bezug auf die Tumorstammzellartigkeit in der
MCF7. Ein ausgewogenes Niveau von zwei Allelen, wie es in der normalen diploiden Zelle
vorhanden ist, schien den stammzellartigen Charakter in MCF7 aufgrund einer erhéhten
ALDH-Aktivitat zu verursachen.

Ein hoher Anteil an CSCs in den BRCA1-Klonen wurde mit einer erhohten Resistenz gegen
verschiedene DNA-schadigenden Agenzien assoziiert, wahrend ein reduzierter CSC-Anteil eine
hohere Sensitivitat verursachte (vgl. Abb. 3.21). Der erhohte Anteil an Tumorstammzellen
wurde daher als ein Resistenzmechanismus in den BRCA1-Klonen identifiziert. Der Klon mit
dem hochsten CSC-Anteil (Klon 9.2 mit 46,75 %) wies die hochste Resistenz gegen MMC und
ionisierende Strahlung auf und war resistent gegen Olaparib, gefolgt von Klon 9.3 mit 39,67 %
und einer erhéhten MMC- und Olaparib-Resistenz (MCF7: 28,63 %). Klon 9.5 zeigte eine
erhohte Radio- und Olaparib-Resistenz und einen Anteil an CSCs von 36,91 %. Nur in einem in
Exon 14 veranderten Klon (Klon 14.2) war der CSC-Anteil mit 38,83 % erhoht; dieser Klon
zeigte eine erhohte Olaparib-Resistenz. Unter Verwendung der PE (nach 2,00 uM Olaparib)
wurde bei allen BRCA1-Klonen mit erhohtem CSC-Anteil eine erhdhte Olaparib-Resistenz
beobachtet (vgl. Abb. 3.14 und Abb. 3.15). Es konnte ein Zusammenhang des Anteils an CSCs
mit der Anzahl intakter BRCA1 Allele nachgewiesen werden, aber es wurde kein Einfluss der
reduzierten BRCA1l Proteinexpression beobachtet. Darlber hinaus war in einigen der
resistenten Klone (Klon 9.2 und Klon 14.2) die Proliferationsrate reduziert (vgl. Abschnitt
4.2.4), was ebenfalls einen tumorstammzellartigen Phinotyp unterstiitzt. Ahnlich wie normale
Stammzellen besteht die chemo- und radio-resistente CSC-Population aus langsam
proliferierenden oder ruhenden Zellen (engl. quiescent cells) [361]. Bei einem reduzierten
Anteil von CSCs (Klon 14.1 mit 20,89 % und Klon 9.4 mit 19,09 %) oder unverdandertem Anteil
(Klon 9.1 mit 29,05 % und Klon 14.3 mit 28,62 %) zeigten die BRCA1-Klone eine erhohte
Empfindlichkeit.

Zusammenfassend wurde durch eine reduzierte BRCA1 Expression und in Abhangigkeit von
der Anzahl intakter BRCA1 Allele bei einigen Klonen der Tumorstammzellanteil erhéht und
eine phanotypische Veranderung eingeleitet. Ein Klon (Klon 9.2) zeigte sehr ausgepragte
Veranderungen der Zellmorphologie und des EMT-Status sowie den hoéchsten Anteil an CSCs.
Im Gegensatz dazu zeigten die anderen BRCA1-Klone, hauptsachlich Exon 14 veranderte
Klone, nur geringe Veranderungen und eine dynamisch veranderte Expression der EMT-
Faktoren und wiesen mit Ausnahme von Klon 14.2 eine Gberwiegend reduzierte Anzahl an

121



Diskussion

CSCs auf. Ein erhohter Anteil an CSCs, bestimmt durch die Aktivitdt von ALDH, hing von der
Anzahl intakter BRCA1 Allele ab und war mit dem Auftreten verschiedener Resistenzen in den
Klonen assoziiert. AbschlieRend stellt der erhéhte Anteil von Tumorstammzellen eine Ursache
fir das Auftreten von Resistenzen in den BRCA1-Klonen dar.

Eine Vielzahl von hochregulierten DNA-Reparaturwegen wie z.B. die HR wurden bisher als
Ursache fiir die erhohte Resistenz der Tumorstammzellen identifiziert [203, 202]. Bei
Tumorstammzellen des hochaggressiven Subtyps TNBC wurde trotz eines BRCA1-Defekts eine
Resistenz lGber RAD51 vermittelt [194]. Aufgrund der erh6hten Reparaturkapazitdat ware in
Tumorstammzellen mit weniger DNA-Schaden zudem weniger cytosolische DNA zu erwarten,
was zu einer reduzierten Aktivierung der intrazellularen Immunantwort fiihren wirde. Es ist
jedoch nicht bekannt, ob eine hochregulierte HR und weniger DNA-Schaden bei CSCs zu einer
reduzierten Akkumulation von dsDNA im Cytosol fiihren und damit die Aktivierung der
intrazellularen Immunantwort beeinflussen. Daher wurden die Akkumulation cytosolischer
dsDNA in den BRCA1-Klonen und eine verdnderte Aktivierung der intrazellularen
Immunantwort nach Bestrahlung untersucht. Es wurde angenommen, dass die BRCA1-Klone
mit einem hohen Tumorstammzellanteil weniger endogene DNA-Schaden aufweisen und
dadurch weniger dsDNA im Cytosol akkumulieren.

4.5 Endogen reduzierte Level cytosolischer dsDNA und keine Aktivierung
der intrazellularen Immunantwort trotz strahlungsinduzierter

Akkumulation

Zur ldentifizierung einer reduzierten Akkumulation von dsDNA im Cytosol — moglicherweise
in Abhdngigkeit vom Anteil der CSCs — wurde die cytosolische dsDNA endogen und nach
Bestrahlung in den BRCA1-Klonen untersucht. Weiterhin wurde eine aktivierte intrazellulare
Immunantwort durch Analyse der Expression immunrelevanter Gene lberprift.

Fiir einen HR-Defekt Gber einen Knockdown von RAD51 zeigten Bhattacharya et al., 2017
bereits, dass diese Zellen endogen oder nach Schadigung durch ionisierende Strahlung DNA
im Cytosol akkumulieren, die Uber den cGAS-STING Signalweg die intrazellulare
Immunantwort aktiviert [190]. Die cytosolische DNA kann aus Fragmenten stammen, die von
einer nukledaren Membran umgegeben sind, aber fragil und instabil sind [362, 163]. cGAS kann
zu diesen umschlossenen DNA-Fragmenten lokalisieren und die intrazelluldare Immunantwort
auslosen [363] und dadurch die Expression von Interferon-stimulierenden Genen aktivieren
[364]. In Tumorzellen kann nach endogenen oder exogenen DNA-Schiaden wie durch
ionisierende Strahlung DNA ins Cytosol freigesetzt werden [365] und den cGAS-STING
Signalweg aktivieren, der zur anschliefenden Produktion von Typ 1 Interferonen fiihrt [365].
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4.5.1 Hinweis auf eine strahlungsinduzierte Akkumulation cytosolischer dsDNA, ohne
Aktivierung der Expression immunrelevanter Gene in zwei BRCA1-Klonen

Ein verdanderter Anteil von CSCs in der Zellpopulation und ein unterschiedliches Niveau an
endogenen DNA-Schaden wurden bereits in den BRCA1-Klonen festgestellt (vgl. Abschnitt
4.4.2 und 4.2.3). Ob dieser Befund das Niveau der cytosolischen dsDNA endogen und 16
Stunden nach 8 Gy Bestrahlung beeinflusst, wurde in den BRCA1-Klonen untersucht.

In der ersten immuncytochemischen Analyse von zwei BRCA1-Konen (Klon 9.2 und Klon 9.5)
konnte nach Bestrahlung ein Anstieg der cytosolischen dsDNA nachgewiesen werden (vgl.
Abb. 3.22 (B)). Obwohl sich hauptsachlich ssDNA im Cytosol anreichert, ist die Menge der
dsDNA entscheidend fir die intrazellulare Immunantwort [179, 366, 367]. Dies ist auf eine
erhohte Affinitat von cGAS fiir dsDNA zuriickzufiihren, die nach der Erkennung durch STING
die Signalkaskade induziert [368].

Daher wurde eine mogliche Aktivierung der intrazellularen Immunantwort in zwei BRCA1-
Klonen (Klon 9.2 und Klon 9.5) testweise analysiert, indem die Expression immunrelevanter
Gene (/L-6, TLR-9 und CXCR4) nach ionisierender Strahlung in der Quantitativen Echtzeit PCR
untersucht wurde [270, 272, 271]. Trotz erhohter cytosolischer dsDNA nach Bestrahlung trat
in diesen Klonen nur eine geringfligig veranderte Genexpression auf, die keine exakten
Rickschliisse auf eine aktivierte Immunantwort zuldsst (vgl. Abb. 3.23). Fir andere Zellen mit
einem HR-Defekt wie z.B. RAD51-depletierten HT1080 Zellen wurde nach Bestrahlung eine
erhohte Expression der Gene /L-6, TLR-9 und CXCR4 beschrieben [190]. Ein solcher Effekt
wurde in den BRCA1-Klonen und der MCF7 nicht festgestellt. Generell ist die MCF7 durch eine
niedrige basale /L-6 und TLR-9 Expression [369] und eine niedrige Expression von CXCR4
charakterisiert [370]. In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression dieser Gene in den
BRCA1-Klonen durch eine reduzierte BRCA1 Expression oder strahlungsinduziert weder
verandert noch erhéht. In anderen Studien wird jedoch haufig der Subtyp TNBC mit einem
BRCA1-Defekt in Verbindung mit einer strahlungsinduzierten intrazelluldaren Immunantwort
untersucht [163]. Diese Zellen zeigten einen hochregulierten cGAS-STING Signalweg,
insbesondere in der S-Phase, und waren durch hohe Mengen cytosolischer DNA
gekennzeichnet [163]. Haufig wurde dabei eine chronisch aktivierte Immunantwort tber
CGAS-STING beobachtet [371], die auf eine erhohte genomische Instabilitat zurickgefihrt
wurde und mit einer hohen Expression von Neo-Antigenen assoziiert war [372].

In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch in der MCF7 Zelllinie des Subtyps Luminal A trotz
strahlungsinduzierter cytosolischer DNA keine Aktivierung des cGAS-STING Signalweges
beobachtet. Dies kénnte auf die niedrige basale Expression der immunrelevanten Gene und
auf keinen vollstéandigen Verlust von BRCA1 (wie in den TNBCs) zurlickzufiihren sein.

Neben dem verwendeten Subtyp und der fehlenden BRCA1-Defizienz ist auch die verwendete
Dosis der ionisierenden Strahlung eine weitere moégliche Ursache fiir die fehlende Aktivierung
der intrazellularen Immunantwort.

In einer Studie wurde gezeigt, dass hohe Einzeldosen (10 bis 15 Gy) keine intrazellulare
Immunantwort induzieren, da die cytosolische DNA bereits vor Erkennung durch die
Exonuklease TREX1 (engl. three prime repair exonuclease 1) degradiert wird [365]. Im
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Gegensatz dazu filihrte fraktionierte Bestrahlung (8 Gy x 3) im Vergleich zu einer Einzeldosis
von 20 Gy zu einer Aktivierung der intrazellularen Immunantwort aufgrund fehlender
Aktivierung von TREX1 [365]. Gegensatzlich zu diesem Befund wurden in einer anderen Studie
hohe Mengen cytosolischer DNA (ssDNA) in TNBC Zelllinien nach einer Einzeldosis von 10 Gy
nachgewiesen [367]. In dieser Studie wurde eine erhdhte strahlungsinduzierte Expression
immunrelevanter Gene in der TNBC Zelllinie MDA-MB-231 im Vergleich zur luminalen MCF7
festgestellt [367].

Daher tritt in Zelllinien mit TNBC Subtyp unabhangig von einer BRCA1-Defizienz eine erhdhte
strahlungsinduzierte Aktivierung der intrazellularen Immunantwort auf. Dagegen sind fir
luminale Zelllinien wie fir die MCF7 nur minimale Effekte beschrieben worden [367]. Die
Akkumulation von cytosolischer DNA nach Bestrahlung wurde nicht nur bei BRCA1- oder HR-
defizienten Tumorzellen [163] beobachtet, sondern auch bei HR-profizienten Tumorzellen
[373]. Eine chronische Stimulation von cGAS-STING kann neben der Aktivierung des
kanonischen cGAS-STING Signalweges tber IRF3 auch zur Aktivierung des nicht-kanonischen
Signalweges (iber den Faktor NF-kB (engl. nuclear factor kappa B) fiihren, wie in der triple-
negativen Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 bereits beobachtet wurde [371]. Der nicht-
kanonische cGAS-STING Signalweg spielt eine entscheidende Rolle bei Migrations- und
Metastasierungsprozessen und wurde bei Tumorzelllinien mit hoher chromosomaler
Instabilitat beschrieben [371].

Fir die in der vorliegenden Arbeit verwendete MCF7 Zelllinie ist jedoch keine chronische
Aktivierung des cGAS-STING Signalweges bekannt. Eine fehlende Aktivierung des cGAS-STING
Signalweges nach Bestrahlung muss jedoch in allen BRCA1l-Klonen abschlieBend bestatigt
werden. Neben dem kanonischen cGAS-STING Signalweg (iber die Aktivierung von IRF3 [374]
miusste auch der nicht-kanonische cGAS-STING Signalweg Uber NF-kB [371] untersucht
werden. Weiterhin ware es unerlasslich, die Produktion von Typ 1 Interferonen und der
chemo-attraktiven Cytokinen wie CXCL10 (engl. C-X-C motif chemokine ligand 10) und CCL5
(engl. CC-chemokine ligand 5) auf Proteinebene zu untersuchen.

Nach dieser primaren Analyse der cytosolischen dsDNA und einer aktivierten intrazellularen
Immunantwort in Klon 9.2 und Klon 9.5, wurden alle BRCA1-Klone vor und nach Bestrahlung
im Picogreen-Assay auf dsDNA im Cytosol analysiert.

4.5.2 Reduzierte endogene Level cytosolischer dsDNA und Akkumulation nach
Bestrahlung

Ein strahlungsinduzierter Anstieg der dsDNA im Cytosol wurde in der Analyse aller BRCA1-
Klone, der MCF7 und der HCC1937 im Picogreen-Assay bestatigt (vgl. Abb. 3.24). Auch andere
Studien bestatigen einen Anstieg in der MCF7 Zelllinie: In einer Studie von Erdal et al., 2017
wurde bei MCF7 nach 24 Stunden nach Bestrahlung mit 10 Gy ein Anstieg an cytosolischer
ssDNA festgestellt, der nicht so ausgepragt war wie bei den TNBC Zelllinien [367]. Nach DNA-
Schadigung (hier durch Mafosfamid) beobachteten Gaston et al., 2016 einen Anstieg der
cytosolischen dsDNA in MCF7 [375]. Entgegen der Erwartung, dass ein erhohter
Tumorstammzellanteil endogen und nach Bestrahlung zu einem reduzierten Niveau
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cytosolischer dsDNA fiihrt, zeigten die meisten BRCA1-Klone unabhéngig vom CSC-Anteil, dem
veranderten Exon und der Anzahl intakter BRCA1 Allele ein niedrigeres endogenes Niveau (bei
sechs der acht BRCA1-Klone). Eine erhohte strahlungsinduzierte Akkumulation cytosolischer
dsDNA wurde in allen Exon 14 verdanderten Klonen und einigen Exon 9 Klonen, bis auf Klon 9.2
und Klon 9.4, nachgewiesen. Das hdchste Niveau cytosolischer dsDNA war bereits endogen in
Klon 14.1 vorhanden und erhdhte sich daher nach Bestrahlung nur geringfligig. Klon 14.3
zeigte ebenfalls hohe Mengen cytosolischer dsDNA und endogener DNA-Schaden (vgl.
Abschnitt 4.2.3), wahrend das niedrigste Niveau endogen und nach Bestrahlung Klon 14.2
aufwies, was durch eine hohe relative HR-Kapazitat in diesem Klon erklart werden kann (vgl.
Abschnitt 4.3.1). Der Befund, dass die Mehrheit der Klone nach Bestrahlung dsDNA im Cytosol
akkumulierte, stimmt mit einer anderen Studie [163] Uberein, in der eine strahlungsinduzierte
Anreicherung cytosolischer dsDNA nach einem vollstandigen BRCA1-Verlust beobachtet
wurde. In einigen der Exon 9 veranderten Klone (Klon 9.3 und Klon 9.5) wurde ein hoher
strahlungsinduzierter Anstieg der cytosolischen dsDNA nachgewiesen. Diese Klone waren
jedoch nicht durch ein hohes Ausmal endogener DNA-Schaden charakterisiert (vgl. Abschnitt
4.2.3) und zeigten Resistenzen gegen MMC, Olaparib und Bestrahlung (vgl. Abschnitt 4.3.2).
Ein weiterer Exon 9 veranderter Klon (Klon 9.1) zeigte ebenfalls eine erhohte
strahlungsinduzierte Akkumulation cytosolischer dsDNA, aber eine erhdhte Sensitivitat (vgl.
Abschnitt 4.3.2). Klon 9.2 und Klon 9.4 zeigten nahezu keine oder nur geringfligige
strahlungsinduzierte Veranderungen in der cytosolischen dsDNA. Klon 9.2 zeigte eine erhéhte
Resistenz, keine Mikrokerne und ein niedriges Niveau an endogenen DNA-Schaden, wahrend
Klon 9.4 eine hohe Sensitivitat aufwies (vgl. Abschnitt 4.3.2 und 4.2.3). Somit entsprachen nur
Klon 9.1 und Klon 9.2 dem erwarteten Phanotyp. Ein Zusammenhang der cytosolischen dsDNA
(endogen, R?=0,049 bzw. nach Bestrahlung, R?=0,001) mit dem Anteil der Tumorstammzellen
konnte nicht identifiziert werden (vgl. Abb. 3.25 (A) und (B)). Weiterhin wurde keine
Korrelation der cytosolischen dsDNA (endogen bzw. nach Bestrahlung) mit der
Strahlenempfindlichkeit (zelluldres Uberleben nach 0 Gy bzw. 8 Gy) (vgl. Abb. 3.26 (A) und (B))
und dem strahlungsinduzierten Anstieg festgestellt (vgl. Abb. 3.26 (C) und (D)).

Folglich verursachte die Reduktion von BRCA1, unabhangig vom Exon und der Anzahl intakter
Allele, ein endogen niedrigeres Niveau an dsDNA im Cytosol und in den meisten BRCA1-Klonen
eine erhohte strahlungsinduzierte Akkumulation. Der Zustand war unabhangig vom Anteil der
Tumorstammzellen und wurde daher als Ursache fir die unterschiedlichen
Radiosensitivitaten ausgeschlossen.

4.6 Zusammenfassung und Modell

4.6.1 Zusammenfassung

Die HR verhindert das Auftreten von genomischer Instabilitat [65], einem Kennzeichen (engl.
hallmark) von Tumorzellen [2, 3]. Eine hochregulierte HR in Tumorstammzellen fihrt daher zu
einer hohen chromosomalen Stabilitdat und weniger DNA-Schaden in der S-Phase [203] und
verursacht Chemo- [194] und Radioresistenzen [198, 199]. Dagegen haben andere Studien
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einen erhohten Tumorstammzellanteil nach einem BRCA1 Verlust beobachtet [231]. Fir eine
reduzierte HR, z.B. durch eine BRCA1-Defizienz, wurden erhohte DNA-Schaden in der S-Phase
beschrieben [258], die als Fragmente im Cytosol akkumulieren und die intrazelluldre
Immunantwort aktivieren kénnen [190]. In Tumorstammzellen wiirde man daher aufgrund
der hohen BRCA1 Expression [228] und der verbesserten HR [194] weniger DNA im Cytosol
und eine verminderte Aktivierung der intrazellulairen Immunantwort erwarten. Diese
Erkenntnisse fehlen jedoch, da keine geeigneten Systeme zur Verfligung stehen, um den
Einfluss einer reduzierten Menge an HR-Proteinen wie z.B. von BRCA1 auf den Anteil an CSCs
und auf die intrazelluldre Immunantwort zu untersuchen.

Deshalb wurde in dieser Arbeit ein isogenes Zellsystem etabliert, um dieser Frage
nachzugehen. Dazu wurde die epitheliale Mammakarzinomzelllinie MCF7 verwendet, um die
Folgen einer reduzierten BRCA1 Expression auf die HR, den Tumorstammzellanteil und die
intrazelluldare Immunantwort zu analysieren. Hierflir wurden die drei BRCA1 Allele der MCF7
Uber CRISPR/Cas9 in Exon 9 bzw. in Exon 14 spezifisch verandert. MCF7-Klone wurden
erfolgreich in Exon 9 bzw. Exon 14 von BRCA1 verandert, wobei finf Klone validierte
Veranderungen in Exon 9, drei in Exon 14 zeigten. Darliber hinaus wurden in der Halfte der
Klone zwei BRCA1 Allele verandert und ein Allel in der anderen Halfte, unabhangig vom Exon.
Dementsprechend erlaubten die MCF7-Klone mit stabil reduzierten BRCA1l
Expressionsniveaus die Analyse einer veranderten HR in einem isogenen System.

Die BRCA1 Proteinexpression war auf 0,97 bis maximal 0,57 reduziert, unabhdngig von der
Anzahl der veranderten Allele. Diese Reduktion war mit einer verringerten CHK1 sowie einer
erhohten FANCD2 und RAD51 Expression assoziiert. In den meisten Klonen traten endogen
weniger DNA-Schaden auf und eine erhohte FANCD2 Expression korrelierte invers mit einer
verringerten Monoubiquitinierung. Veranderungen in Exon 9 verursachten eine erhohte
Proliferationsrate (mit Ausnahme von Klon 9.2), wahrend ein verdndertes Exon 14 eine
verringerte bzw. unveranderte Proliferationsrate zur Folge hatte. Eine geringfligig verkirzte
S-Phase trat bei nahezu allen Klonen auf. Auswirkungen auf die HR waren eine Exon-
unabhangig reduzierte relative HR-Kapazitat (Ausnahme Klon 14.2) und eine eingeschrankte
RADS51 Foci-Initiierung nach MMC (Ausnahme Klon 9.3). Die Anzahl residueller RAD51 Foci
nach 24 Stunden blieb in allen BRCA1-Klonen niedrig, mit einem Anstieg residueller DSBs
Uberwiegend in Exon 14 veranderten Klonen. Eine verlangsamte Dynamik und Auflésung der
residuellen RAD51 Foci wurde teilweise in Exon 14 Klonen beobachtet. Die héchsten Niveaus
an DNA-Schaden, endogen und nach Behandlung, zeigte Klon 14.3, der zudem die hochste
MMC- und Radio-Sensitivitdt aufwies. Insgesamt fiihrte eine Veranderung in Exon 14 zu einer
erhohten MMC- und Radio-Sensitivitat. Im Gegensatz dazu waren MMC- und radio-resistente
Klone in Exon 9 verandert. Die Sensitivitat gegen Olaparib war Exon-unabhangig und ein Exon
14 Klon (Klon 14.2) war Olaparib-resistent. Die MMC- und radio-resistenten Klone waren
zudem gegenliber Olaparib resistent. Als Ursache fiir die unterschiedlichen Sensitivitaten
wurde in dem Anteil an CSCs in Abhangigkeit von der Anzahl intakter BRCA1 Allele definiert.
Resistente Klone mit zwei intakten BRCA1 Allelen wiesen im Vergleich zur MCF7 einen
erhohten Anteil an CSCs auf. Ein Klon (Klon 9.2) zeigte zuséatzliche zellmorphologische
Veranderungen. Aufgrund transienter und dynamischer Verdanderungen des EMT-Status
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konnte kein definiertes Expressionsmuster der EMT-Faktoren in den Klonen festgestellt
werden. Unabhangig vom Anteil an CSCs und der Anzahl intakter Allele war der Anteil
endogener dsDNA im Cytosol bei den meisten BRCA1-Klonen reduziert. Nach Bestrahlung stieg
dieser Anteil in den meisten Klonen an. Die Untersuchung von zwei BRCA1-Klonen auf eine
strahlungsinduzierte Expression immunrelevanter Gene ergab nur geringe Veranderungen
und keinen Hinweis auf eine aktivierte Immunantwort.

4.6.2 Modell

Die Reduktion der BRCA1 Allele auf eine diploide Anzahl erhohte den Anteil der
Tumorstammzellen und damit die Resistenz in MCF7 Zellen. Aufgrund der Radio- und Chemo-
Resistenz der CSCs [198, 199, 194] ist der Anteil dieser Population im Vergleich zu den Nicht-
Tumorstammzellen (Non-CSCs) entscheidend fiir die Resistenzvermittlung. In Abb. 4.1 ist in
einem Modell dargestellt, wie sich die DSB-Reparatur und die Reparatur von
replikationsassoziierten DNA-Schaden nach BRCA1 Reduktion in Non-CSCs und CSCs verandert
hat.
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Abbildung 4.1: Modell der ATR-abhédngigen Aktivierung in der S-Phase als Ausgleich fiir die BRCA1 Reduktion
in Tumorstammzellen (CSCs) nach [55, 341]. Dargestellt sind die Homologe Rekombination mit allen involvierten
BRCA1 Makrokomplexen (BRCA1 Komplex A, B, C, BRCA1-PALB2-BRCA?2), sowie Teile des FA-Signalwegs. Dabei
wird die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen (DSBs) liber ATM initiiert (links), wahrend die Reparatur
replikationsassoziierter Schaden in der S-Phase (iber ATR eingeleitet wird (rechts). In der S-Phase steht zusétzlich
der FA-Signalweg zur Verfiigung. Blaue Pfeile markieren Prozesse in den Nicht-Tumorstammzellen (Non-CSCs),
wahrend rote Pfeile Resistenzmechanismen in CSCs kennzeichnen.
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Die DSB-Reparatur (links dargestellt) ist bei Non-CSCs aufgrund der reduzierten BRCA1
Expression und der Beeintrachtigung aller BRCA1 Makrokomplexe (A, B, C, BRCA1-PALB2-
BRCA2) reduziert und dadurch die Rekrutierung von RAD51 vermindert, was zu einer erhohten
Sensitivitat flihrt (blaue Pfeile). Bei den Non-CSCs kommt es zu einer eingeschrdankten DSB-
Reparatur und zu einer beeintrachtigten Reparatur replikationsassoziierter DNA-Schaden
(rechts dargestellt). Diese Beeintrachtigung ist auf den Einfluss einer reduzierten BRCA1
Expression auf den BRCA1 Komplex B zuriickzufiihren (blaue Pfeile). Auf der anderen Seite
konnte FANCD2 trotz erhohter Expression in den Non-CSCs nicht vermehrt Uber eine
Monoubiquitinierung aktiviert werden. Eine Ursache fiir die eingeschrankte FANCD2
Aktivierung konnte die reduzierte CHK1 Expression sein (blaue Pfeile). CHK1 ist notwendig, um
FANCD2 und FANCI durch Phosphorylierung zu aktivieren und eine nachfolgende
Monoubiquitinierung dieses Komplexes (FANCD2-FANCI) einzuleiten [296]. Daher lag eine
reduzierte Monoubiquitinierung von FANCD2 vor und der Kompensationsmechanismus (iber
den FA-Signalweg wurde nicht initiiert (blaue Pfeile).

Dagegen haben Tumorstammzellen (CSCs) einen BRCA1-unabhangigen Mechanismus, der die
BRCA1 Reduktion kompensiert, um die Reparatur zu initiieren (rechts dargestellt). Dieser
Mechanismus beinhaltet eine erhéhte Aktivierung der Kinase ATR (dicke rote Pfeile), die
entweder indirekt Gber PALB2 und BRCA2 oder direkt RAD51 zum Schaden rekrutiert (diinne
rote Pfeile) [341]. Aufgrund der kompensatorischen Aktivierung von ATR in der S-Phase
kénnen CSCs besser mit replikationsassoziierten Schaden umgehen, weshalb ein hoher Anteil
an CSCs zu einer erhohten Resistenz beitragt [341]. Im Gegensatz dazu ist der reduzierte Anteil
an CSCs in den sensitiven BRCA1-Klonen nicht ausreichend, um die reduzierte DSB-Reparatur
und replikationsassoziierte Reparatur in der S-Phase in den Non-CSCs auszugleichen.

4.7 Konklusion und Ausblick

4.7.1 Konklusion

Erstmalig konnte anhand eines isogenen Zellsystems gezeigt werden, dass eine diploide
Anzahl von BRCA1 Allelen den Anteil von Tumorstammzellen der MCF7 (Subtyp Luminal A)
erhoht, einen tumorstammzelldhnlichen Phanotyp erzeugt und durch eine verbesserte
Reparatur in der S-Phase Resistenzen hervorruft. Die reduzierte BRCA1 Expression verringerte
endogen auftretende dsDNA im Cytosol, verhinderte aber keinen strahlungsinduzierten
Anstieg und flhrte zu keiner Aktivierung der intrazellularen Immunantwort.

4.7.2 Ausblick

In zuklinftigen Experimenten ware es notwendig, neben der Anzahl veranderter Allele, auch
die induzierten Mutationen durch Sequenzierung der einzelnen BRCA1 Allele zu identifizieren.
Anhand der exakten Mutationen kénnen dann Riickschlisse auf veranderte Aminosduren
gezogen werden, die moglicherweise eine veranderte Proteinfaltung erzeugen oder gain-of-
function bzw. loss-of-function Eigenschaften verursachen. Weiterhin koénnte eine
immunologische Untersuchung der Phosphorylierungsstellen von ATM und ATR in den Exon
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Diskussion

14 veranderten Klonen weitere Informationen lber die beobachteten Empfindlichkeiten
geben.

Neben veranderter Proteinfaltung und Phosphorylierungsstellen des BRCA1-Proteins ware es
zudem von Bedeutung, die Interaktion von BRCA1 mit PALB2 und mit RAD51 in den BRCA1-
Klonen durch immuncytochemische Analysen oder durch eine Co-Immunprazipitation zu
untersuchen. Dariliber hinaus muss in zukiinftigen Ansatzen, die in der vorliegenden Arbeit
beeintrachtigte HR durch die Analyse replikationsassoziierter HR-Funktionen mithilfe des
DNA-Fiber Assays erweitert werden.

Fiir eine weitere Charakterisierung der Tumorstammzellen ware es sinnvoll, die Lokalisation
von EMT-Faktoren oder ALDH-positiven Zellen immuncytochemisch nachzuweisen. AuRerdem
sollte die Expression weiterer ALDH-Isoformen, die Aktivitaten im ALDEFLUOR™Assay zeigen,
in Western Blot-Analysen bestimmt werden.

Eine Validierung, dass die CSCs ursachlich fir die beobachteten Resistenzen sind, konnte durch
die Isolation der Aldefluor-positiven Zellen in der Durchflusszytometrie erfolgen. Auf diese
Weise konnte die Population von ALDH-positiven getrennt von den ALDH-negativen Zellen
untersucht werden. Des Weiteren kdnnte diese Population im Hinblick auf weitere CSC-
Marker wie die Oberflaichenproteine CD44 und CD24 in der Durchflusszytometrie
charakterisiert und die Sensitivitaiten gegen MMC, Olaparib und Bestrahlung bestimmt
werden. In den ALDH-positiven Zellen konnte der Nachweis einer erhéhten ATR Expression
und Aktivierung nach DNA-Schaden erfolgen und eine mogliche Sensibilisierung tiber ATR-
Inhibition untersucht werden. Fir den Nachweis, dass die phanotypischen Veranderungen
und der veranderte Anteil an CSCs auf die unterschiedliche Anzahl der veranderten BRCA1
Allele zurlickzufiihren sind, kdnnten weitere Allele verandert werden. Bei diesen Analysen
konnte in den resistenten BRCA1-Klonen, die zwei intakte BRCA1 Allele aufweisen, entweder
ein weiteres Allel verandert werden oder BRCA1 (iber Vektoren hochreguliert werden, um den
urspringlichen Zustand und die Sensitivitat in der MCF7 wiederherzustellen. CRISPR/Cas9-
oder siRNA-basierte Systeme kdnnten fir diesen Ansatz genutzt werden.

Hinsichtlich der intrazellularen Immunantwort wurde lediglich festgestellt, dass weniger
endogene dsDNA im Cytosol akkumulierte, jedoch nahezu alle BRAC1-Klone einen
strahlungsinduzierten Anstieg zeigten. Untersuchungen der intrazellularen Immunantwort
sollten daher nach unterschiedlicher Dosis ionisierender Strahlung, die auf den Analysen des
zelluldren Uberlebens basieren, durchgefiihrt werden (2 Gy, 4 Gy und 6 Gy). AuRerdem sollten
Proteine der intrazelluldren Immunantwort wie cGAS oder STING in Bezug auf ihre Expression
im Western Blot und ihre Lokalisation Uber immuncytochemische Analysen untersucht
werden. Dabei sollten sowohl Faktoren des , kanonischen” Gber IRF3 als auch des ,nicht-
kanonischen, alternativen” cGAS-STING Signalweges (iber NF-kB analysiert werden.
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Abbildung A.4: Immuncytochemische Analyse der cytosolischen dsDNA und der COX IV in der MCF7, 16 h nach
8 Gy und mit verschiedenen DNase-Behandlungen (30 U, 60 U, 90 U) (Beispielaufnahmen). Die cytosolische

dsDNA ist in rot, die COX IV in griin dargestellt. Abklirzungen: dsDNA: engl. double-stranded DNA, COX IV: engl.
cytochrome c oxidase 4, U: Units.
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Anhang

A RADS51 B YH2AX
Klon 9.2 Klon 14.3
C Chromatinbriicken und Mikrokerne
Klon 14.3

Abbildung A.5: Verdnderter endogener Stress in BRCA1-Klonen (Beispielaufnahmen). Exponentielle MCF7
Zellen wurden fixiert, RAD51 (A) und yH2AX (B) immuncytochemisch mit entsprechenden Erst- und
fluoreszenzgekoppelten Zweitantikérpern und nukledre DNA mit DAPI gefarbt. Dargestellt sind beispielhafte
Aufnahmen von RAD51 (griin) und yH2AX (rot) der Klone 9.2 und 14.3. (C) Chromatinbriicken wurden mit DAPI
gefarbt, beispielhaft dargestellt in Klon 14.3 (links) (63x Objektiv). Mikrokerne wurden in exponentiellen Zellen
durch 6 h Cytochalasin B Behandlung, Fixierung und Giemsafarbung untersucht, beispielhaft in Klon 14.3 (rechts)
(20x Objektiv mit 2.16 Digitalen Zoom) dargestellt.

A RAD51 und yH2AX Foci nach MMC
Klon 14.3
-MMC +MMC
B Mikrokerne nach MMC
Klon 14.3

-MMC

Abbildung A.6: Veranderter Stress nach Schadigung in BRCA1-Klonen (Beispielaufnahmen). Exponentielle
MCF7 Zellen wurden mit MMC behandelt, fixiert, RAD51 und yH2AX (A) immuncytochemisch mit
entsprechenden Erst- und fluoreszenzgekoppelten Zweitantikérpern und nukledre DNA mit DAPI gefarbt.
Dargestellt sind beispielhafte Aufnahmen von RAD51 (griin) und YH2AX (rot) in Klon 14.3. (B) Mikrokerne wurden
in exponentiellen Zellen nach MMC-Behandlung durch 6 h Cytochalasin B Behandlung, Fixierung und
Giemsafarbung untersucht, dargestellt in Klon 14.3 (mit Pfeilen markiert) (20x Objektiv mit 2.16 Digitalen Zoom).
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