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Christin Richter Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Epidemiologie des Harnblasenkarzinoms

Bosartige Neubildungen der Harnblase werden als Harnblasenkarzinom oder
Blasenkrebs (BC) bezeichnet. Sie gehdren zu den malignen, epithelialen Tumoren, da
sie meistens von der Schleimhaut der ableitenden Harnwege ausgehen (Deutsche
Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF, 2020).

1.1.1 Inzidenz des Harnblasenkarzinoms

In Deutschland zahlt das Harnblasenkarzinom zu den zehn haufigsten Tumorentitaten.
Dabei sind etwa 5,1% der Krebsneuerkrankungen bei Mannern (viert haufigste
Krebsart), aber nur etwa 2% der Krebsneuerkrankungen bei Frauen (12. haufigste
Krebsart) als Blasenkrebs diagnostiziert (Zentrum fur Krebsregisterdaten (ZfKD) im
Robert Koch-Institut, 2019). Im Jahr 2018 erkrankten daran etwa 13.500 Manner und
4.770 Frauen, dabei stieg das Erkrankungsrisiko mit dem Alter deutlich an (Abbildung
1). Zudem sind die altersstandardisierten Inzidenz- und Mortalitatsraten bei Mannern
seit dem Jahr 2000 rucklaufig. Bei Frauen sind beide Raten annahrend konstant

geblieben, aber deutlich niedriger als bei den Mannern (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Absolute Fallzahlen (2018) und altersstandardisierte Inzidenz- und Mortalititsraten
nach Geschlecht in Deutschland 1999 - 2018 je 100.000 (Welt-Standard) fiir das
Harnblasenkarzinom (ICD-10 C67). Basierend auf Daten des Zentrums fiir Krebsregisterdaten (ZfKD)
am Robert Koch-Institut (Stand: 2022)

Weltweit zahlt das Harnblasenkarzinom auch zu den zehn haufigsten
Tumorerkrankungen und macht 3% der Krebsneuerkrankungen sowie 2,1% der

gesamten Krebstodesfalle aus. Auch global gesehen treten Blasenkarzinome bei
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2 Einleitung Christin Richter
Mannern haufiger auf als bei Frauen, wobei die Inzidenz- und Sterblichkeitsraten bei
Mannern mit 9,5 bzw. 3,3 pro 100.000 Neuerkrankungen etwa viermal hoher sind als
bei Frauen. Damit ist Blasenkrebs die sechsthaufigste Krebsart und die neunthaufigste

Krebstodesursache bei Mannern weltweit (Sung et al., 2021).

1.1.2 Pathogenese und klinische Vielfalt des humanen Harnblasenkarzinoms

In Deutschland, Europa und Nordamerika handelt es sich bei mehr als 90% der BC-
Falle histologisch gesehen um Urothelkarzinome. Die verbleibenden Anteile der
Harnblasenkarzinome sind entweder Plattenepthithelkarzinome (1%),
Adenokarzinome (1%), andere spezifische Karzinome/Malignome (1%) oder
unbekannt (3%, Knowles und Hurst, 2015, Kraywinkel, Fiebig und Schulz, 2018). Fur
Urothelkarzinome gibt es derzeit zwei Klassifizierungssysteme: die TNM-Klassifikation
(Ta-T4) und die WHO-Klassifikation (nicht-muskelinvasiv versus muskelinvasiv,
Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF, 2020). Bei der Diagnose
handelt sich bei etwa 80% der Falle um nicht-muskelinvasive Blasenkarzinome
(NMIBC) im Stadium Ta-T1. Bei etwa 20% der diagnostizierten BCs geht man von
muskel-invasiven Blasenkarzinomen (MIBC, T2-T4) aus. In Deutschland liegt zudem
der Anteil von MIBC bei Frauen mit 32% deutlich héher als bei Mannern mit 24%
(Knowles und Hurst, 2015, Kraywinkel, Fiebig und Schulz, 2018). Bei etwa 80% der
NMIBC-Patienten treten Rezidive auf, wahrend es bei etwa 30% zu einer Progression
zum MIBC kommt (Batista et al., 2020). MIBCs haben eine unginstige Prognose,
neigen zu Metastasierung und sind therapierefraktar (Knowles und Hurst, 2015).
NMIBC und MIBC unterscheiden sich stark auf molekularbiologischer Ebene. NMIBC
gelten als genomisch stabil und weisen in der Regel einen diploiden Karyotyp mit
wenigen strukturellen genomischen Rearrangements auf. Der Verlust von
Chromosom 9 zahlt als ein frihes Ereignis in der BC-Pathogenese, das sowohl bei
NMIBC als auch bei MIBC-Subtypen auftritt (Knowles und Hurst, 2015, Batista et al.,
2020). MIBCs gelten als genomisch instabil, da sie haufig aneuploid sind, mehrere
Chromosomenumlagerungen  aufweisen und eine beeintrachtigte = DNA-
Doppelstrangbruch-Reparatur besitzen (Bentley et al., 2009, Knowles und Hurst,
2015).
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Christin Richter Einleitung 3
1.2  Genomische Instabilitat, DNA-Reparatur und Auswirkungen auf die Krebs-

Progression

Genomische Stabilitat ist eine wichtige Voraussetzung fur die Vitalitat und
Funktionalitat eukaryotischer Zellen. Jedoch kommt es jeden Tag in jeder humanen
Zelle zu mehr als 55.000 DNA-Schadigungen, entweder in Form eines DNA-
Einzelstrang- oder Doppelstrangbruches (DSB, Bernstein et al., 2013). Diese Schaden
konnen durch endogene Prozesse wie DNA-Replikation, Transkription und
Chromosomensegregation, aber auch durch adullere Einflisse wie chemische
Mutagene und Strahlung verursacht werden. Obwohl DSB essentiell sind fur
physiologische Prozesse wie die meiotische Rekombination wahrend der
Gametogenese (Massy, 2013), die V(D)J-Rekombination wahrend der Bildung von
Antikdrpern und Lymphozytenrezeptoren (ein Schlisselmechanismus des adaptiven
Immunsystems, Alt et al., 2013) oder die neuronale Entwicklung (Alt und Schwer,
2018), gehodren sie doch zu den gefahrlichsten Arten von DNA-Schaden, da sie zu
Insertionen, Deletionen oder chromosomalen Translokationen fuhren kdnnen. Solche
weitreichenden Veranderungen des Genoms tragen zur Krebsentstehung
und -progression bei (Hanahan und Weinberg, 2011, Gao et al., 2016). Eine effiziente
Reparatur von DSB mit minimalen bzw. gar keinen Veranderungen der DNA-
Bruchstelle ist somit flr die Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitat und der

Krankheitsvorbeugung unerlasslich.

1.2.1 DNA-Doppelstrang-Reparatur

Die DSB-Reparaturmechanismen lassen sich weitestgehend unterteilen in solche, die
eine umfangreiche Homologie von einem Schwesterchromosom oder einer
homologen Sequenz nutzen, oder die wenig bis gar keine Sequenzhomologien nutzen.
Die zwei bekanntesten hierfur sind die homologe Rekombination (HR) und das
sogenannte kanonische nicht-homologe End-Joining (c-NHEJ). Wahrend HR
vorwiegend in der S-Phase des Zellzyklus der vorrangige DSB-
Reparaturmechanismus ist, da in dieser Phase unter anderem Schwester-Chromatide
als Template zur Verfugung stehen, ist c-NHEJ wahrend des gesamten Zellzyklus aktiv
(Mao et al., 2008).
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4 Einleitung Christin Richter
1.2.1.1 Homologe rekombinante Reparaturmechanismen
HR bendtigt umfangreiche (>100 bp) DNA-Sequenzhomologien und DNA-
Einzelstrange zur Stranginvasion (Pannunzio, Watanabe und Lieber, 2018), daher ist
der erste Schritt der rekombinanten Reparaturmechanismen die Einleitung der 5°- zu -
3'-Resektion der DSB-Enden (5'-3'-Resektion) durch den MRN-Komplex. Der dadurch
entstandene DNA-Einzelstrang wird durch das Replikationsprotein A (RPA) zur
Stabilisierung, zum Schutz vor Degradation und zur Verhinderung der Ausbildung von
DNA-Sekundarstrukturen gebunden. RPA wird durch RAD51 ersetzt, sodass es zur
Ausbildung des RAD51-Nukleoproteinfilaments kommt, welches eine Homologiesuche
durchflihrt. Ist das homologe Template gefunden, erfolgt die sogenannte
Stranginvasion. Hierfir dringt das RADS51-Nukleoproteinfilament der beschadigten
DNA in das unbeschadigte homologe DNA-Molekul ein, wodurch es zur Ausbildung
eines Displacement-Loops (D-Loop) kommt. Fur die anschlieBend erfolgende
Reparatur gibt es vier verschiedene Mdglichkeiten: Break-Induced Replication (BIR),
Double Holliday Junction (dHJ), Synthesis-Dependent Strand Annealing (SDSA) oder
Single-Strand Annealing (SSA).
BIR kommt in Abwesenheit eines zweiten DNA-Endes zum Einsatz. Hier wachst sich
der D-Loop zu einer vollstandig geformten Replikationsgabel aus und vervollstandigt
den DNA-Strang bis zum Chromosomenende. Beim dHJ-Mechanismus kommt es zur
Bildung von Holliday-Junctions an beiden Enden des Doppelstrangbruchs. Das
bedeutet, der neu synthetisierte DNA-Strang verbindet sich im D-Loop mit dem zweiten
DSB-Ende, wodurch die namensgebende dHJ-Struktur entsteht. Bei der Auflésung
dieser Struktur koénnen im Gegensatz zu allen anderen homologen
Reparaturmechanismen Crossover-Produkte entstehen. Beim SDSA kommt es direkt
zur Auflésung des D-Loops nach der Replikation des 3‘-Endes des eindringenden
DNA-Strangs bevor dieser mit dem anderen DSB-Ende ligiert wird. SSA repariert DSB
zwischen zwei sich wiederholenden Sequenzen, sogenannten Tandem-Repeats,
dabei kommt es zur Uberlappung der homologen DNA-Strange an diesen Tandem-
Repeats. Jedoch fuhrt SSA immer zum Verlust der DNA-Sequenz zwischen den
beiden Tandem-Repeats (Li und Heyer, 2008, Li et al., 2019a).

1.2.1.2 Nicht-homologes End-Joining

C-NHEJ ist der schnellste DSB-Reparaturmechanismus (Mao et al., 2008) und
bendtigt keine bzw. nur bis zu 4 bp Mikrohomologien sowie keine 5'-3'-Resektion,
tatsachlich werden die DNA-Enden durch Anlagerung des Ku-Heterodimers sogar vor
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dem Abbau geschutzt (Pannunzio, Watanabe und Lieber, 2018). Diese Anlagerung
des Ku-Heterodimers, das aus einer 70 kDa (Ku70, kodiert durch XRCC6) und einer
80 kDa (Ku80, kodiert durch XRCCS5) groRen Untereinheit besteht, sowie der
katalytischen Untereinheiten der DNA-abhangigen Proteinkinase (DNA-PKcs, kodiert
durch PRKDC) an beide DSB-Enden ist sogleich auch der erste Schritt der c-NHEJ-
vermittelten DNA-Reparatur. DNA-PKcs haben einerseits eine katalytische Funktion,
infolge derer sie sich und andere c-NHEJ-Faktoren phosphorylieren und dadurch
aktivieren konnen (Chiruvella, Liang und Wilson, 2013), andererseits fungieren sie als
Scaffold fur andere c-NEHJ-Proteine (lliakis, Murmann und Soni, 2015). Zudem
regulieren DNA-PKcs die Aktivierung der Nuklease Artemis (kodiert durch DCLRE1C),
die vor allem wichtig fur die V(D)J-Rekombination (Moshous et al., 2001) ist. Weiterhin
wird Artemis fur die Verarbeitung strahlungsinduzierter DSB bendtigt, damit stabile
ligierbare DNA-Enden zur Verfugung stehen (Chiruvella, Liang und Wilson, 2013). Die
eigentliche Ligation erfolgt durch den DNA-Ligase IV (kodiert durch LIG4)-XRCC4-
Komplex. Diese Reaktion wird durch XLF (kodiert durch NHEJ1) stimuliert, das mit
XRCC4 Filamente bildet, die sich helikal um die DNA wickeln (Ropars et al., 2011).
Der LIG4-XRCC4-Komplex wird auRerdem durch den Aprataxin und PNK-like Faktor
(APLF) mit dem Ku/DNA-PKcs-Komplex verbunden (Hammel et al., 2016), was den
NHEJ-Reparatur-Komplex an den DSB-Enden stabilisiert und die XRCC4-LIG4-
vermittelte DNA-Ligation beschleunigt (Grundy et al., 2013, Rulten et al., 2011). Der
Ablauf des c-NHEJ und die beteiligten Proteine sind in Abbildung 2 dargestellt.
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DNA-Doppelstrangbruch
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Abbildung 2: Kanonisches nicht-homologes End-Joining. DNA-Doppelstrangbriiche (DSB) werden
durch XRCC5/XRCC6 (Ku-Komplex) erkannt. Daraufhin bindet der XRCC5/XRCC6/PRKDC (Ku/DNA-
PKcs)-Komplex an die DSB-Enden. Wenn nétig werden DSB-Enden durch PRKDC-reguliertes
DCLRE1C (Artemis) prozessiert. Die Ligation der DSB-Enden erfolgt durch den LIG4 (DNA-Ligase IV)-
XRCC4-Komplex, der durch NHEJ1 (XLF) stimuliert und durch APLF stabilisiert wird. Eigene

Darstellung in Anlehnung an lliakis, Murmann und Soni, 2015, Hammel et al., 2016, Pannunzio,
Watanabe und Lieber, 2018, Frit et al., 2019.
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Wenn es bei der c-NHEJ-vermittelten DSB-Reparatur Verzogerungen gibt, kann es zur
Initiierung der 5'-3'-Resektion und damit zu einem Wechsel hin zu alternativen End-
Joining (alt-EJ)- Reparaturmechanismen kommen (Pannunzio, Watanabe und Lieber,
2018, Shibata und Jeggo, 2020). Alt-EJ sind sowohl Ku als auch LIG4/XRCC4-
unabhangig (Bétermier, Bertrand und Lopez, 2014, Rulten et al., 2011) und sind wie
das Microhomology-Mediated End-Joining (MMEJ) auf homologe Sequenzen
angewiesen. Sie erfordern, ahnlich wie das SSA, 5-3-Resektion, um
Mikrohomologien (2-20 bp) fur die Ligation freizulegen. MMEJ fuhrt immer zu
Deletionen und ist dadurch hochgradig mutagen (Rulten et al., 2011, McVey und Lee,
2008, Sfeir und Symington, 2015).

1.2.2 DNA-Reparatur und Blasenkrebsprogression

FUr den Erhalt der genomischen Stabilitat missen sowohl HR als auch c-NHEJ korrekt
funktionieren. Kommt es zu Beeintrachtigungen der DSB-Hauptreparatur-
mechanismen, werden alternative fehleranfallige Reparaturmechanismen aktiviert,
welche zu Deletionen und chromosomalen Rearrangements fuhren kénnen. Dadurch
wird die genomischen Instabilitat, die Krebsentstehung und -progression gefordert
(Rodgers und McVey, 2016, McVey und Lee, 2008, Gao et al.,, 2016). So konnte
gezeigt werde, das primare Epithelkarzinomzellen einen invasiven mesenchymalen
Phanotyp erwerben, wenn sie durch chromosomale Rearrangements Chromosomen
mit Tight Junctions-Gene verlieren (Gao et al., 2016).

Bentley et al. (2004) konnten zeigen, dass in muskelinvasiven BCs DSB nicht mittels
c-NHEJ sondern durch MMEJ repariert wurden, wodurch Chromosomen-
translokationen mit umfangreichen Mikrohomologien an den DNA-Bruchstellen
entstanden. In einer weiteren Studie der Autoren (Bentley et al., 2009) wurde gezeigt,
dass der Unterschied in der DSB-Reparatur zwischen NMIBC, die c-NHEJ fahig
waren, und MIBC, die nicht c-NHEJ fahig waren, durch eine verminderte Ku-DNA-
Bindungsaktivitat zustande kam, die aber nicht auf Mutationen oder veranderte
Expressionslevel von XRCC5 oder XRCC6 zuruckzuflhren war. Die genaue Ursache
fir den Wechsel von c-NHEJ zu alt-EJ in MIBC blieb damit weiterhin unbekannt.

1.3  Der Transkriptionsfaktor E2F1

Der Transkriptionsfaktor E2F1 gilt als ein Schlusselprotein bei der Regulation des

Zellzyklus und der Initiierung von Apoptose als Reaktion auf DNA-Schaden. Jedoch ist
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er auch als Hauptmediator der Tumorprogression und Chemotherapieresistenz
bekannt (Engelmann und Putzer, 2012, PGtzer und Engelmann, 2013). E2F1 gehort
zur Familie der E2F-Transkriptionsfaktoren, die aus acht verschiedenen Mitgliedern
(E2F1-E2F8) besteht und die alle in der Transkription, der Regulation des Zellzyklus
und der Apoptose involviert sind (DeGregori und Johnson, 2006). E2F-Proteine
bestehen aus mehreren evolutionar konservierten Domanen, die bei den meisten
Mitgliedern der Familie zu finden sind. Zu diesen Domanen gehdren die DNA-
Bindungs-, die Dimerisierungs-, die Transaktivierungs- und die Pocket-Protein-
Bindungsdomane. Aufgrund von strukturellen, funktionellen und molekularen
Unterschieden werden die Mitglieder der E2F-Familie in drei Hauptgruppen unterteilt:
Aktivatoren (E2F1 - E2F3a), kanonische Repressoren (E2F3b-E2F6) und atypische
Repressoren (E2F7 und E2F8) der Gentranskription (Lammens et al., 2009).

E2F1 gehort zu den Transkriptionsaktivatoren, wobei die E2F1-Aktivitat selbst durch
das Retinoblastom-Tumorsuppressorprotein (pRb) sowie die Pocketproteine p107 und
p130 kontrolliert wird. Durch die Bindung von dephosphoryliertem Rb an E2F1 kommt
es zur Maskierung der Transaktivierungsdomane und zur Inhibierung der E2F1-
Aktivitat. Wahrend der Zellzyklusprogression werden die Rb-Proteine durch Cyclin-
abhangigen Kinasen phosphoryliert, wodurch die Bindung zu E2F1 geldst und dessen
Inaktivierung aufgehoben wird (Dyson, 1998).

Wahrend der Krebsentstehung und -progression zeigt E2F1 eine ambivalente
Funktion. So fungiert es zu Beginn der Karzinogenese als Tumorsuppressor durch
Aktivierung von Apoptose-Signalwegen nach DNA-Schadigung, um die maligne
Transformation der Zellen zu verhindern (Stanelle und Putzer, 2006). In spateren
Krebsstadien kommt es jedoch zu einer Deregulierung der E2F 1-Expression und damit
zu einem Wechsel hin zu einer Tumoraggressivitats-fordernden Funktion, welche die
Initiierung der Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT), die Tumorangiogenese und
Extravasation sowie die Erhdhung der Motilitat, Invasivitat und Chemoresistenz von
Tumorzellen beinhaltet (Engelmann und Putzer, 2010, Alla et al., 2012, Engelmann et
al., 2013, Knoll et al., 2014, Meier et al., 2014, Wang et al., 2016, Jusino und Saavedra,
2019).

1.3.1 Die Rolle des E2F1-miR-Netzwerks bei der Tumorprogression

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass zwischen dem
Transkriptionsfaktor E2F1 und verschiedenen microRNAs (miRs) eine regulatorische
Verbindung besteht. MiRs werden durch E2F1 oder andere Transkriptionsfaktoren
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aktiviert und hemmen dann entweder E2F1 direkt oder Gene, die in der
Tumorprogression eine Rolle spielen (O'Donnell et al., 2005, Pulikkan et al., 2010,
Knoll, Emmrich und Putzer, 2013, Knoll et al., 2014, Aguilar et al., 2021). Diese
gegenseitige Regulation von miRs und E2F1 beeinflusst modglicherweise das
Gleichgewicht zwischen den tumorsuppressiven und aggressivitatsfordernden

Eigenschaften von E2F1.

1.3.1.1 MiRs in humanen Malignomen und speziell im humanen BC

MiRs sind 20 bis 24 Nukleotid lange nicht-kodierende RNA-Molekile, die die
Genexpression auf posttranskriptioneller Ebene regulieren. Sie wurden erstmals in C.
elegans als wichtige Regulatoren in der larvalen Entwicklung des Nematoden
gefunden (Lee, Feinbaum und Ambros, 1993, Reinhart et al., 2000). Fur die miR-
Biogenese werden die bis zu mehreren Kilobasen gro3en primaren (pri)-miRs mit der
charakteristischen doppelstrangigen stem loop - Struktur von der RNA-Polymerase I,
gelegentlich auch von der RNA-Polymerase |ll produziert (Borchert, Lanier und
Davidson, 2006, Lee et al., 2004). Mit Hilfe der miR-Prozessierungsenzyme Drosha
und Dicer werden pri-miRs zunachst zu pre-miRs und anschliel3end den reifen miRs
prozessiert. Dabei werden sie vom Zellkern in das Zytoplasma transloziert (Kim, Han
und Siomi, 2009). Zusammen mit einem Protein aus der Argonauten-Familie bilden die
reifen miRs den miR-induced silencing complex (miRISC), der fur die Erkennung und
Inhibierung der entsprechenden Ziel-mRNAs verantwortlich ist (Bartel, 2004, He und
Hannon, 2004, Carthew und Sontheimer, 2009). MiRs interagieren durch eine
komplementare Antisense-Sequenz mit der 3’'UTR ihrer Ziel-mRNA, wodurch diese
uber Deadenylierung destabilisiert und degradiert bzw. ihre Translation behindert oder
gehemmt werden kann (Filipowicz, Bhattacharyya und Sonenberg, 2008, Carthew und
Sontheimer, 2009).

MiRs sind an einer Vielzahl von physiologischen und regulatorischen Prozessen unter
anderem aber auch an der Krebsentwicklung beteiligt (Lee, Feinbaum und Ambros,
1993, Esquela-Kerscher und Slack, 2006, Adams, Kasinski und Slack, 2014, Budakoti
etal., 2021). Etwa 50 % der annotierten humanen miRs befinden sich in Regionen des
Genoms, die als Fragile Sites gelten (Calin et al., 2004). Diese genomischen Loci sind
besonders anfallig flr die Bildung von Lucken oder Brichen wahrend der Metaphase,
wodurch es zu Chromosomenumlagerungen, Schwesterchromatidaustausch oder
auch intrachromosomaler Genamplifikation kommen kann, die dann zur genomischen

Instabilitat der betroffen Region oder auch des gesamten Chromosoms beitragen
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(Bjerregaard et al., 2018, Glover, 1998). In mehrere Arbeiten konnte gezeigt werden,
dass verschiedene miRs veranderte Expressionslevel in humanen Tumoren aufweisen
und dass sie je nach ihren Zielgenen als Tumorsuppressor oder Onkogen fungieren
konnen. Ein Paradebeispiel fur eine miR mit onkogener Funktion, sogenannte
OncomiR, ist die intensiv erforschte hsa-miR-21. Sie ist in einer Vielzahl von
Krebsarten wie Gliomen, Brust- oder Darmkrebs hochreguliert und wird aufgrund ihrer
Zielgene wie zum Beispiel PTEN, PDCD4, RECK und STAT3 mit erhdhter
Proliferation, Migration sowie Tumorinvasivitat assoziiert (Bautista-Sanchez et al.,
2020). Im BC sind neben hsa-miR-21 (Catto et al., 2009) auch die Mitglieder der hsa-
miR-130-Familie (Egawa et al., 2016) durch die Inhibierung von PTEN als OncomiRs
bekannt. Des Weiteren ist eine Vielzahl von miRs, die weitestgehend als
Tumorsuppressor identifiziert wurden, im BC herunterreguliert (Li et al., 2020). Dazu
gehoren unter anderem die Mitglieder der hsa-miR-200-Familie, die EMT und die
Sensitivitat fur EGFR-Inhibitoren regulieren (Adam et al., 2009), sowie hsa-miR-34a
(Lodygin et al., 2008), hsa-miR-99a und hsa-miR-100 (Catto et al., 2009), die den
Zellzyklus, Proliferation und Migration von Krebszellen beeinflussen. Die
Herunterregulierung dieser miRs konnte auf die Hypermethylierung ihrer Promotoren
in BC zurickgefuhrt werden (Catto et al., 2009, Lodygin et al., 2008, Adams, Kasinski
und Slack, 2014). MiRs und vor allem OncomiRs sind als ein wichtiger Bestandteil der

Tumorforschung und Krebstherapieentwicklung etabliert.

1.3.1.2 Die Interaktion von E2F1 und miRs

MiRs sind ein integraler Bestandteil des E2F1-Regulationsnetzwerkes, indem sie
entweder E2F1 als Zielgen haben oder selber E2F1-Zielgene sind. Dabei bilden sie
mit E2F1 Feedback-Loops, die zur Feinabstimmung der E2F1-Aktivitat beitragen.
Diese Wechselwirkungen sind nicht nur komplex und zellkontextabhangig, sondern
auch von grofRer Bedeutung fur die Tumorprogression (Knoll, Emmrich und Putzer,
2013).

MiRs die E2F1 als Zielgen besitzen kénnen sowohl als Tumorsuppressor als auch
OncomiRs fungieren. So konnte gezeigt werden, dass E2F1 durch miR-17-5p und
miR-20a negativ reguliert wird (O'Donnell et al., 2005), wodurch die E2F1-vermittelte
Apoptose inhibiert und die Tumorprogression unterstitzt wird (Matsubara et al., 2007,
Diaz et al., 2008). Im Gegensatz dazu fuhrte die negative Regulation von E2F1 durch
miR-106 in hochmalignen Gliomen zur Hemmung der Proliferation und Initiierung

deren Apoptose (Yang et al., 2011). Auch miR-330-3p und miR-205 fungieren als
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Tumorsuppressor, indem sie jeweils durch Hemmung von E2F1 die Phosphorylierung
von Akt-Kinasen reduzieren und dadurch die Apoptose induzieren (Lee et al., 2009,
Dar et al., 2011). Die Wirkung der miRs mit E2F1 als Zielgen ist demnach stark vom
Krebsstadium abhangig. Die Hemmung von E2F1 kann einerseits in frihen
Krebsstadien zur Inhibierung der Apoptose und damit zur Tumorprogression beitragen,
anderseits in spaten Krebsstadien die pro-metastatische Funktion von E2F1
unterbinden.

Auch durch E2F1 transaktivierte miRs konnen als Tumorsuppressor oder
Tumorpromotor fungieren. So zum Beispiel induziert E2F1 in einer Art negativen
Feedback Loop das miR-17/miR-92-Cluster, welches wiederum E2F1 hemmt und
dadurch eine UbermaRige Akkumulation des Transkriptionsfaktors in den Zellen
verhindert (Sylvestre et al., 2007, Woods, Thomson und Hammond, 2007). Als
Tumorpromotor fungiert das E2F1-regulierte miR-224/miR-452-Cluster, das in
Melanom-Zellen EMT induziert und die Zellmigration sowie -invasion férdert (Knoll et
al., 2014). In Melanom-Zellen konnte zudem die ein weitere Interaktion zwischen E2F 1
und hsa-miR-205 identifiziert werden, bei der E2F1 Uber die Regulierung des
Verhaltnisses von anti-onkogenen und onkogenen Isoformen des Tumorproteins p73
(TAp73/DNp73-Ratio) miR-205 inhibiert und dadurch die Chemotherapieresistenz von
Hautkrebszellen erhéht (Vera et al., 2013). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass
miRs eine neue Ebene der E2F1-Regulierung darstellen und somit neue

therapeutische Ansatze bei der Tumorbehandlung sein konnten.

1.3.2 Die Rolle von E2F1 bei der DNA-Reparatur und der genomischen Stabilitéat

Neben der physiologischen Funktion als transkriptioneller Regulator fur Gene, die fur
den G1/S-Phasenubergang und den mitotischen Zellzyklus wichtig sind, besitzt E2F1
auch transkriptionsunabhangige Funktionen. Es unterstitzt die DSB-Reparatur direkt
an der DSB-Stelle, indem es DNA Damage Foci bildet, die sich mit klassischen DSB-
Markern wie yH2AX und BRCA1 Uberschneiden (Chen et al., 2011, Liu et al., 2003).
Die Lokalisation von E2F1 and die DSB-Stelle erfolgt durch die ATM/ATR-Kinasen-
vermittelte Phosphorylierung von E2F1 an Serin 31, wodurch es zur spezifischen
Bindung mit dem Topoisomerase-lI-Bindungsprotein (TopBP1) kommt, das wahrend
der DNA-Schadensreaktion mehrere Funktionen hat (Lin, Lin und Nevins, 2001, Liu et
al., 2003). An der DSB-Stelle ist E2F1 an der Remodellierung der Chromatinstruktur
beteiligt, in dem es im acetylierten Zustand die Histonacetyltransferasen p300 und
CBP sowie den Chromatinmodulator BRG1 direkt binden kann. Diese kdnnen die
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Histonacetylierung induzieren und so den Zugang fur DSB-Reparatur- sowie DNA-
Resektionsproteine verbessern (Manickavinayaham et al., 2019, Manickavinayaham,
Dennehey und Johnson, 2021).

E2F1 unterstutzt spezifisch Homologie-abhangige DSB-Reparaturmechanismen.
Unter anderem rekrutiert es das MRN-Komplexmitglied NBS1 zum DSB, welches in
der 5'-3'-Resektion involviert ist (Chen et al., 2011). Diese spielt eine wichtige Rolle
bei der Wahl des DSB-Reparaturmechanismus, wobei umfangreiche DNA-
Endresektionen zur anschliellenden HR- oder MMEJ-vermittelten DSB-Reparatur
tendieren (Ceccaldi, Rondinelli und D'Andrea, 2016, Pannunzio, Watanabe und Lieber,
2018). Weiterhin ist E2F1 fur die transkriptionelle Regulation und Rekrutierung von
RAD51 verantwortlich, das essentiell fir die Stranginvasion wahrend der HR-
vermittelten Reparaturmechanismen ist (Choi und Kim, 2019).

Grundsatzlich ist E2F1 also ein Mediator der DSB-Reparatur und damit der
genomischen Stabilitat. Jedoch scheint es auch bei der DNA-Reparatur Diskrepanzen
zwischen der physiologischen E2F1-Funktion und der E2F1-Funktion wahrend der
Tumorprogression besonders im Harnblasenkarzinom zu geben. Im BC korreliert eine
hohe E2F1-Expression mit der Entwicklung vom oberflachlichen, NMIBC hin zum
MIBC Phanotyp (Lee et al., 2010). Jedoch weisen MIBCs im Vergleich zu NMIBCs
auch eine erhdhte genomische Instabilitat auf, die mit einer fehlerhaften DSB-
Reparatur im Zusammenhang steht (Bentley et al., 2009, Bentley et al., 2004). Das
gleichzeitige Auftreten von genomischer Instabilitat und hohen E2F1-Level deutet
entweder auf eine ineffiziente HR-vermittelte DSB-Reparatur oder auf die Beteiligung

von E2F1 an anderen DSB-Reparaturmechanismen hin.

1.4  Zielsetzung der Arbeit

Das Harnblasenkarzinom gehért zu den zehn haufigsten Tumorerkrankungen in
Deutschland und weltweit. Obwohl 80% der diagnostizierten Falle sich als NMIBC
herausstellen, die durch eine transurethrale Resektion entfernt werden kdnnen, ist das
Harnblasenkarzinom klinisch hochrelevant. So treten bei etwa 80% der NMIBC-
Patienten Rezidive auf und etwa 30% entwickeln sich zu einem MIBC weiter. MIBCs
haben eine unglnstige Prognose, neigen zu Metastasierung und sind
therapierefraktar., NMIBC und MIBC unterscheiden sich stark  auf
molekularbiologischer Ebene. Wahrend NMIBC als genomisch stabil mit diploiden
Karyotyp und wenigen strukturellen genomischen Rearrangements gelten, sind MIBCs
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mit einem aneuploiden Karyotyp genomisch instabil und durch mehrere
Chromosomenumlagerungen sowie eine beeintrachtigte c-NHEJ-vermittelte DSB-
Reparatur charakterisiert. Zudem weisen MIBC eine deutlich erhdhte Expression des
Transkriptionsfaktors E2F1 auf. In seiner Funktion als Mediator der DSB-Reparatur
deutet das gleichzeitige Auftreten von genomischer Instabilitat in MIBC trotz hoher
E2F1-Level entweder auf eine ebenfalls ineffiziente HR-vermittelte DSB-Reparatur in
MIBCs oder auf die Beteiligung von E2F1 an anderen DSB-Reparaturmechanismen
wie das c-NHEJ hin. Daher standen in der vorliegenden Arbeit folgende Fragen im

Vordergrund:

1. In wie fern ist E2F1 in die c-NHEJ-vermittelte DSB-Reparatur, welche

nachweislich in MIBC gestort ist, involviert?

2. Sind auch andere Faktoren wie miRs an diesem Prozess beteiligt?

3. Gibt es einen Zusammenhang zwischen E2F1, c-NHEJ und der BC-

Progression?

Der E2F1/miR-888/APLF-Signalweg in DSB-Reparatur und BC-Progression
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21 Materialien

2.1.1 Geréte
Apparatur
Axiovert 25 und 40
Bakterieninkubator
BioPhotometer
Celloshaker
Centrifuge 5415C
Centrifuge 5415R
CFX96 Touch™ Real-
Time PCR system
ChemiDoc™Touch
Imaging System
CO2 Inkubator CB150
Gel Doc™ EZ Imager

GFL-3033
Hera Cell 240
Hera Safe

Prazisionswaage 572

Lumat LB9507

Mastercycler gradient
MicroCam 3.3

Mini-PROTEAN 3

Multifuge 3L-R
NanoDrop ND1000
Neon Transfection

System

Geratetyp
Mikroskop
Inkubator
Spektralphotometer
Schdattler
Zentrifuge
Tischzentrifuge
Real-Time PCR
Detektionssystem
Lumineszenz
Detektionssystem
CO2 Inkubator
Lumineszenz
Detektionsystem
Schuttelinkubator
CO2-Inkubator
Zellkulturwerkbank

Waage

Luminometer

Thermozykler

Digitalkamera

System fur vertikale
Gelelektrophorese
Zentrifuge
Spektralphotometer

Zellelektrophoresegerat

Hersteller

Carl Zeiss (Gottingen)
Kendro (Langenselbold)
Eppendorf (Hamburg)
Renner (Darmstadt)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Bio-Rad (Munchen)

Bio-Rad (Munchen)

Binder (Tuttlingen)
Bio-Rad (Munchen)

GFL (Burgwedel)
Heraeus (Osterode)

Heraeus (Osterode)

Kern (Balingen-
Frommern)

Berthold Technologies
(Bad Wildbad)

Eppendorf (Hamburg)

dhs (Greifenstein-
Beilstein)

Bio-Rad (Munchen)

Heraeus (Osterode)
PEQLAB (Erlangen)

Invitrogen (Carlsbad)
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Pico 17 Centrifuge Tischzentrifuge Heraeus (Osterode)
S@feflow 1.2 Zellkultur-Werkbank Nunc (Wiesbaden)
SevenExcellence S470- pH-Tischmessgerat Mettler-Toledo (Giel3en)
Basic

T100™ Thermal Cycler Thermozykler Bio-Rad (Mlnchen)
Tecan Spark Multimode- Tecan (Mannedorf)

Mikroplattenlesegerat

Thermomixer 5436 Thermomixer Eppendorf (Hamburg)

Thermomixer comfort = Thermomixer Eppendorf (Hamburg)

Trans-Blot SD Blot-Kammer Bio-Rad (Minchen)

Trockenschrank Trockenschrank Binder (Tuttlingen)

APTLINE™ Serie FDc

UV- Cleaner UV/ICTAR  UV-Transilluminator Vilber Lourmat
(Eberhardzell)

Vortex GENIE®2 Schuttler Scientific Industries (New
York)

Vortex GENIE®2 Schdattler Scientific Industries (New
York)

Yellow Line MSH basic Magnet-Rihrer mit IKA (Staufen bei

Heizplatte Breisgau)

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Die in dieser Dissertation verwendeten Chemikalien und Reagenzien sind von
folgenden Firmen bezogen worden: Amersham Biosciences (Freiburg), BD-Bioscience
(Heidelberg), BioLegend (Amsterdam), Bio-Rad (Muinchen), Cell Signaling (Frankfurt),
Eppendorf (Hamburg), Fermentas (Waltham), Gibco (Darmstadt), Merck KGaA
(Darmstadt), PAA (Pasching), PAN-Biotech (Aidenbach), Roche (Mannheim), Roth
(Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma-Aldrich (Steinheim). Restriktionsenzyme
und DNA-modifizierende Enzyme wurden von New England Biolabs (Frankfurt),

Invitrogen (Karlsruhe) und Promega (Mannheim) bezogen.

2.1.3 Kits
Bezeichnung Hersteller
DNeasy Blood & Tissue Qiagen (Hilden)

Der E2F1/miR-888/APLF-Signalweg in DSB-Reparatur und BC-Progression
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Dual-Luciferase® Reporter Assay System
ECL Plus Western Blotting Detection
System

EZ DNA Methylation Kit

First Strand cDNA Synthesis Kit

iTaq Universal SYBR® Green Supermix
Luciferase Assay System

Neon™ Transfection System 100 pL Kit
NucleoBond AX 500 Kit

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-Up
NucleoSpin®miRNA

NucleoSpin®RNAII

pcDNA™3.1 TOPO® TA Expression Kit
peqGold Hot Start Mix Y

Plasmid DNA purification Kit (Nucleo-Bond)
QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis
Kit

SuperSignal™ West Femto

TACS® XTT Cell Proliferation Assay
TagMan® MicroRNA Reverse Transcription
Kit

TagMan® Small RNA Assay

TaqgMan® Universal Master Mix

TagMan™ Copy Number Assay

TagMan™ Copy Number Reference Assay
TaqPath™ ProAmp™ Master Mix

TuroboFect™ Transfection Reagent

2.1.4 Plasmide
Bezeichnung
pNHEJ-GFP-
Reporter

Beschreibung

Reporterplasmid mit NHEJ-Reporterkassette

Christin Richter
Promega (Mannheim)
Thermo Fisher Scientific
(Schwerte)
Zymo Research (Irvine)
Thermo Fisher Scientific
(Schwerte)
Bio-Rad (Munchen)
Promega (Mannheim)
Invitrogen (Carlsbad)
Macherey-Nagel (Duren)
Macherey-Nagel (Duren)
Macherey-Nagel (Duren)
Macherey-Nagel (Duren)
Invitrogen (Carlsbad)
PEQLAB (Erlangen)
Macherey-Nagel (Duren)
Agilent Technologies (Bbblingen)

Thermo Fisher Scientific
(Schwerte)

Trevigen (Frankfurt)

Applied Biosystems (Darmstadt)

Applied Biosystems (Darmstadt)
Applied Biosystems (Darmstadt)
Applied Biosystems (Darmstadt)
Applied Biosystems (Darmstadt)
Applied Biosystems (Darmstadt)

Fermentas (Waltham)

(GFP mit

Pem1-Intron, Ad-Exon mit Hindlll- und I-Scel Schnittstellen)

(Seluanov, Mao und Gorbunova, 2010)
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pcDNA3.1.MIR888
pPcDNA3.1.TurboRe
d
pGL4[hRIuc/CMV]
pGL4[luc2]-MIR888-
Promotor
piLenti.scr.
piLenti.MIR888
piLenti.siAPLF
pLenti.APLF
pLenti.control
PMIR-APLF 3'UTR

pmiR-ZIP888

pmiR-ZIPscr.

Material & Methoden

CMV Expressionvektor mit hsa-miR-888-5p
CMV Expressionvektor mit TurboRed

Reporterplasmid mit Renilla-Luziferase mit vorgeschaltetem
CMV-Promotor (Promega)

Reporterplasmid mit FireFly-Luziferase mit vorgeschaltetem
MIR888-Promotor

Lentivektor-basierter Expressionsvektor mit Kontroll siRNA,
randomisierter Sequenz gegen kein humanes Zielgen
gerichtet (Applied Biological Materials)
Lentivektor-basierter Expressionsvektor mit hsa-miR-888-
op

Lentivektor-basierter Expressionsvektor mit siRNA gegen
APLF (Applied Biological Materials)

Lentivektor-basierter Expressionsvektor mit humanem
APLF (Applied Biological Materials)

Lentivektor-basierter Expressionsvektor ohne Gensequenz
(Applied Biological Materials)

Reporterplasmid mit Luziferase-Gen mit nachgeschalteter
APLF 3'UTR

Lentivektor-basierter Expressionsvektor mit AntagomiR
gegen hsa-miR-888 (Bioscience)

Lentivektor-basierter Expressionsvektor mit unspezifischer

scramble Sequenz (Bioscience)

Plasmidkarten im Anhang S. XX

2.1.5 Adenovirale Vektoren

Bezeichnung Beschreibung

Ad.E2F1 adenoviraler Expressionsvektor mit E2F1

Ad.GFP adenoviraler Expressionsvektor mit GFP

Ad.Sh.E2F1  adenoviraler Expressionsvektor mit ShRNA gegen E2F1

Ad.Sh.GFP adenoviraler Expressionsvektor mit ShRNA gegen GFP

Der E2F1/miR-888/APLF-Signalweg in DSB-Reparatur und BC-Progression
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n Christin Richter

2.1.6 Bakterienstamme

Bezeichnung

One shot®TOP10 E. coli

E. coli JM109
XL10-Gold® E. coli

2.1.7 Zelllinien

Zelllinie

HT-1197

J82

RT-112

RT-4

RT-4.miR-888

RT-4.miR-scr.

RT-4.si.APLF

RT-4.si.Scr.

SW1710

T24

T24.miR-scr.

Beschreibung/Hersteller

chemisch kompetente Bakterien (Invitrogen)

chemisch kompetente Bakterien (Promega)

Ultrakompetente Bakterien (Agilent)

Herkunft

Zellen aus dem humanen Blasenkarzinom (XY),
CVCL_1291

Zellen aus dem humanen Blasenkarzinom (XY),
CVCL_0359

Zellen aus dem humanen Blasenkarzinom (XX),
CVCL_1670

Zellen aus dem humanen Blasenkarzinom (XY),
CVCL_0036

humane Blasenkarzinom-Zelllinie mit stabiler
Expression der hsa-miR-888-5p
humane Blasenkarzinom-Zelllinie mit stabiler

Expression einer miR-scramble, Kontrollzelllinie
zu RT-4.miR-888

humane Blasenkarzinom-Zelllinie mit stabiler
Expression von von si.APLF, einer siRNA gegen
humanes APLF

humane Blasenkarzinom-Zelllinie mit stabiler
Expression einer siRNA-scramble, Kontrollzelllinie
zu RT-4.siAPLF

Zellen aus dem humanen Blasenkarzinom (XX),
CVCL_1721

Zellen aus dem humanen Blasenkarzinom (XX),
CVCL_0554

humane Blasenkarzinom-Zelllinie mit stabiler
Expression einer miR-scramble, Kontrollzelllinie

zu T24.miR-ZIP888

Medium
DMEM
DMEM
RPMI
RPMI
RPMI +
Puromycin
RPMI +
Puromycin
RPMI +
Puromycin
RPMI +
Puromycin
DMEM
DMEM
DMEM +
Puromycin
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T24.miR-ZIP888

UMUC-3

UMUC-3.APLF

UMUC-

3.Kontrolle

UMUC-3.miR-
888

UMUC-3.miR-

SCr.

VM-CUB1

Material & Methoden 19

humane Blasenkarzinom-Zelllinie mit stabiler
Expression der miR-ZIP888, eine AntagomiR
gegen hsa-miR-888

Zellen aus dem humanen Blasenkarzinom (XY),

CVCL_1783

humane Blasenkarzinom-Zelllinie mit stabiler
Expression des humanen APLF
humane Blasenkarzinom-Zelllinie, lentiviral

transduziert mit pLenti.control, Kontrollzelllinie zu
UMUC-3.APLF

humane Blasenkarzinom-Zelllinie mit stabiler
Expression der miR-ZIP888, eine AntagomiR
gegen hsa-miR-888

humane Blasenkarzinom-Zelllinie mit stabiler
Expression einer miR-scramble, Kontrollzelllinie
zu UMUC-3.miR-ZIP888

Zellen aus dem humanen Blasenkarzinom (XY),

CVCL_1786

DMEM +
Puromycin
DMEM

DMEM +
Puromycin
DMEM +
Puromycin
DMEM +
Puromycin
DMEM +
Puromycin
RPMI

DMEM w/o Sodium Pyruvat (PAN-Biotech) + 10% FKS (PAN-Biotech), RPMI (PAN-Biotech) + 10% FKS
(PAN-Biotech), Puromycin 2 ug/mL (Roth)

2.1.8 Antikbrper

Bezeichnun

g Beschreibung Herkunft

Anti-mouse 2" Antikorper gerichtet gegen Maus-IgG, Cell Signaling

IgG-HRP konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) (Frankfurt)

Anti-rabbit 2" Antikrper gerichtet gegen Kaninchen- Cell Signaling

IgG-HRP IgG, konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase (Frankfurt)
(HRP)

APLF polyklonaler Antikdrper (Kaninchen) Thermo Fisher
gerichtet gegen humanes APLF Scientific (Schwerte)

Artemis monoklonaler Antikdrper (Kaninchen) Cell Signaling
gerichtet gegen humanes Protein Artemis (Frankfurt)

(DCLRE1C)
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B-Actin monoklonaler Antikérper (Maus) gerichtet
gegen humanes [B-Aktin

DNA-PKcs polyklonaler Antikdrper (Kaninchen)
gerichtet gegen humane DNA-PKcs
(PRKDC)

E2F-1 polyklonaler Antikorper (Kaninchen)
gerichtet gegen humanes E2F1

Ku70 monoklonaler Antikdrper (Kaninchen)
gerichtet gegen humanes Ku70 (XRCC6)

Ku80 monoklonaler Antikérper (Kaninchen)
gerichtet gegen humanes Ku80 (XRCCY5)

Ligase IV monoklonaler Antikdrper (Kaninchen)
gerichtet gegen humane Ligase IV (LIG4)

normal unkonjugiertes Isotyp-Kontroll-

rabbit IgG Immunglobulin (Kaninchen)

XLF polyklonaler Antikdrper (Kaninchen)
gerichtet gegen humanes XLF (NHEJ1)

XRCC4 monoklonaler Antikérper (Maus) gerichtet

gegen humanes XRCC4

2.1.9 Oligonukleotide
Primer Sequenz (5°- 3")

Genexpression (semi-quantitative und qPCR)

Aktin F: CGGGAAATCGTGCGTGACATTA

R: ACCGCTCATTGCCAATGGTGAT
APLF F: TGAGGCAATGAGCTGTTCTG

R: CATGCAGGATGTCCTCTTGA
CDH1 F: TGCCCAGAAAATGAAAAAGG

R: GTGGTATGTGGCAATGCGTTC
CDH2 F: AGCCCGGTTTCATTTGAGGG

R: TTGAGGGCATTGGGATCGTC
DCLRE1C F: AAAGAAGGTTGGAGTGCAGCTTG

R: CCAGCTGGTAAGAGAGTCACAAC
GAPDH F: ATCGTGGAAGGACTCATGACCACA

Christin Richter

Sigma-Aldrich
(Steinheim)
Cell Signaling
(Frankfurt)

Cell Signaling
(Frankfurt)
Cell Signaling
(Frankfurt)
Cell Signaling
(Frankfurt)
Cell Signaling
(Frankfurt)
Santa Cruz
(Heidelberg)
Cell Signaling
(Frankfurt)
Santa Cruz
(Heidelberg)
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Kif4

LIG4

Nanog

NHEJ1

OCT4

PRKDC

SNAI1

VIM

XRCC4

XRCC5

XRCC6

ZEBA1

R:

mAam Ao m A M A m Ao m A A MmO mAO T Ao T Ao M D
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AAGGCCATGCCAGTGAGCTTC
GATGCTCACCCCACCTTCTT
TTTCTCACCTGTGTGGGTTCG
CTCAGAGTTCAGCACTTGAGCA
GAGTCCTACAGAAGGATCATGCAG
AACTGGCCGAAGAATAGCAA
ACTGGATGTTCTGGGTCTGG
CACTGATTCTACGGGTGCGA
AACGTTGCTAGCTCCCTCAC
TCGCAAGCCCTCATTTCACC
CCACAGAACTCATACGGCGG
CTTTGTCGTGTGGAGGGAAT
CACAACGGGGTTCAGAAGTT
CGAGTGGTTCTTCTGCGCTA
CTGCTGGAAGGTAAACTCTGGA
CTCCCTGAACCTGAGGGAAAC
TTGCGCTCCTGAAAAACTGC
TTGTTGTCAGGAGCAGGACC
TCTGCAATGGTGTCCAAGCA
GGACGTGGGCTTTACCATGA
GGGGATTGTCAGTGCCATCT
CCGAGATACAGGCATCTTCCT
AGCTTTAACCTGCTGAGTGCT
GCTGTTTCAAGATGTTTCCTTCCA
CCTTTCCTGTGTCATCCTCCC

Chromatin-immunprazipitation

APAF-1_BS

APLF_BS1

APLF_BS2

DCLRE1C_BS

LIG4_BS

F:

R
F
R
F
R:
F
R
F

GCCCCGACTTCTTCCGGCTCTTCA
GGAGCTGGCAGCTGAAAGACTC
CGTCAGCGTTGACTGTCACT
TTCGAATTCCGGTGGATTTA
TAAATCCACCGGAATTCGAA
AGTCCTGGTGGCTTTCTTCA
CCTTTCCTGCCATTTTTCTTT
CTTGTGGGATTACCGTGAGG
CGGTCCGCTCCTTCTAGG

Der E2F1/miR-888/APLF-Signalweg in DSB-Reparatur und BC-Progression
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R: TTTGGCTTCAGTTTGCTTCC

MIR888_BS1 F: AGGGTTCAGGCATTCTGTTG
R: TCGAGAAGGCAGTTGAAAGG
MIR888_BS2 F: AGTTGAAGGGCAATGAGCTG
R: TAATCTGGGCGACTGACACA
NHEJ1_BS F: CTGGCCGAGTGGAAAGAATA
R: CCTGGGAGACTCCTTCCTTC
PRKDC_BS F: GGGCCTCACCAATCACAG
R: CTGGTGCTGTAGGACCCAGT
XRCC4_BS F: CAACCCCTTCTCGAAGATCA
R: ATCTAAATCCCGCCTTTTCC
XRCC5_BS F: CAAGTGCAGTTGCTCACACC
R: ATAGCTCTCTGCACCCTGGA
XRCC6_BS F: CATGCGTGATGACGTAGAGG
R: TCGCACACTTAAGGCTAACG
Klonierung
APLF 3'UTR F: TAGCTACTAGTGGATTTCCTTTTGAGTGATAAA
Hindlll/Spel R: TAGCTAAGCTTTAGTTATACTCAAAAGTGTCTTCAGG
MIR888 F: TCTTGCCTCGAGCTGGTCCTGGCAATCATCCAGATA
R: GAATTTACGCGTCACTGCCCTCCAACTTGGCAT
MIR888 F: catctgcagCCACAATTAGCCATGTTGTG
Pstl/Xbal R: CATTCTAGACACCACAAAAGTGTACTTGG
MIR888-Prom. F: GGTACCTGAGtttggctggcctttggac

Kpnl/Hindlll R: GCCGGAAGCTTACcatggcgcctgaaccce

Methylierungsspezifische PCR

Methylierte F: AGAAGAATAGAAAATGGAATAAGATGGTC

CpG-Island R: TAAAACGAAATCTCGCTCTATCGCC

Unmethylierte F: AAGAATAGAAAATGGAATAAGATGGTT

CpG-Island R: TTTAAAACAAAATCTCACTCTATCACCC

Sequenzspezifische Mutagenese

CopGFPmut F: CTACCCCAGCGGCTAAGAGAACCCCTTCC
R: GGAAGGGGTTCTCTTAGCCGCTGGGGTAG
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2.1.10 Online-Datenbanken und -Softwares

Name
Cellosaurus
Cscan
dbDEMC

DIANA -microT-

CDS

JASPAR
MethPrimer

miRBase

miRmap

NCBI

Primer3Plus

QuikChange
Primer Design
TargetScan
TCGA

DiseaseMeth
Tissue Atlas

UCSC Genome
Browser

Venn diagram

Link
https://web.expasy.org/cellosaurus/
http://159.149.160.88/cscan/
https://www.biosino.org/dbDEMC/ind
ex

http://diana.imis.athena-
innovation.gr/
DianaTools/index.php?r=MicroT_CD
S/ index

https://jaspar.genereg.net/
https://www.urogene.org/methprimer/

https://www.mirbase.org

https://mirmap.ezlab.org/

https://www.ncbi.nim.nih.gov/
https://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi
https://www.agilent.com/store/primer
DesignProgram.jsp
http://www.targetscan.org/vert_80/
http://cancergenome.nih.gov/
https://xenabrowser.net/
http://diseasemeth.edbc.org/
https://ccb-web.cs.uni-
saarland.de/tissueatlas2

https://genome.ucsc.edu/

http://bioinformatics.psb.ugent.be/we

btools/ Venn
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2.2 Methoden

2.2.1 Nukleinsdure-Arbeitstechniken

2211 Isolierung genomischer DNA

Genomische DNA wurde aus Krebszellen mit Hilfe des DNeasy Blood & Tissue Kits
(Qiagen) nach Herstellerangaben isoliert. Zum Abbau von Proteinen in den Zelllysaten
wurden 2 mg/ml Proteinase K (Qiagen) verwendet. Die gereinigte DNA wurde in
150 yL Nuklease-freiem Wasser aufgenommen und bei —-20°C gelagert. Die
Bestimmung der DNA-Konzentration und -Reinheit erfolgte spektroskopisch mittels
NanoDrop ND1000.

2212 RNA- und miR-Extraktion

RNAs oder miRs wurden aus Krebszellen mit Hilfe des NucleoSpin® RNA Kit bzw.
NucleoSpin® miRNA Kit (Macherey-Nagel) nach den Herstellerangaben isoliert. Die
Aufreinigung der miR verlief Uber die Auftrennung der Gesamt-RNA in zwei Fraktionen
mit groRen (> 200 bp) oder kleinen RNAs (< 200 bp), wobei letztere die miRs enthielt.
Aufgereinigte RNA wurde anschlieRend mit 30 yL RNase-freiem Wasser eluiert und
bei -80° C gelagert. Die Bestimmung der RNA-Konzentration und -Reinheit erfolgte
spektroskopisch mittels NanoDrop ND1000.

2213 Bestimmung der DNA- bzw. RNA-Konzentration und -Reinheit

Die optische Dichte (OD) der Nukleinsaure wurde mit Hilfe des NanoDrop ND1000 bei
einer Wellenlange von 260 nm gemessen. Da Proteine ein Absorptionsmaximum bei
280 nm besitzen, bestimmt das Verhaltnis OD260/0D280 die Reinheit der
Nukleinsauren. Ein Verhaltnis von ~1,8 gilt allgemein als "rein" fir DNA und ein
Verhaltnis von ~2,0 gilt allgemein als "rein" fir RNA.

2214 Bisulfit-Konvertierung

Fur die methylierungspezifische PCR erfolgte im Anschluss der genomischen DNA-
Extraktion eine Bisulfit-Konvertierung, bei der unmethyliertes Cytosinen zu Uracil
desaminiert wurde, wahrend methylierte Cytosine (sowohl 5-Methylcytosin als auch 5-
Hydroxymethylcytosin) unverandert blieben. Hierfir wurden 500 ng genomische DNA

mit dem EZ DNA Methylation Kit (Zymo Research) nach Herstellerangaben behandelt.
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Aufgereinigte konvertierte DNA wurde mit 10 yL Elutionspuffer M eluiert und fur

methylierungsspezifische PCRs verwendet. Die Lagerung erfolgte bei -20° C.

2215 Reverse Transkription

Im Anschluss der RNA-Extraktion erfolgte die reverse Transkription. Fir mRNA-
Expressionsanalysen wurde 1 ug der Gesamt-RNA mit Hilfe des First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific) unter der Verwendung von Oligo(dT)-Primern
und nach Herstellerangaben in cDNA transkribiert. Das Umschreiben erfolgte fur 1 h
bei 37° C mit anschlieBender Hitzeinaktivierung fur 5 Minuten bei 95° C. Die
entstandene cDNA wurde zur Amplifizierung sequenzspezifischer Bereiche mittels
PCR (Detektions-PCR) oder fur Klonierungs-PCRs verwendet. Fir miR-
Expressionsanalysen wurden 25 ng der ,kleinen RNA*-Fraktion mit Hilfe des TagMan®
MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) nach Herstellerangaben in
cDNA transkribiert. Das Umschreiben erfolgte fur 30 Minuten bei 16° C, gefolgt von
30 Minuten bei 42° C und anschlieRender Hitzeinaktivierung fir 5 Minuten bei 85° C.
Die entstandene cDNA wurde als DNA-Template fur das TagMan® MicroRNA Assay

verwendet.

2216 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein enzymabhangiges Verfahren zur
Amplifizierung spezifischer DNA-Sequenzen eines DNA-Templates. Die PCR besteht
aus drei sich wiederholenden Schritten: Zunachst erfolgt die Denaturierung der DNA
bei 95° C, gefolgt von der Anlagerung der spezifischen Primer als Startpunk der
Neusynthese bei Annealingtemperaturen zwischen 55° und 60° C und anschlie3end
die Elongation der DNA durch die DNA-Tag-Polymerase bei 72° C. Durch das
zyklische Wiederholen dieser drei Schritte wird eine exponentielle Amplifikation der
gewiunschten DNA-Sequenz, die durch die eingesetzten Oligonukleotid-Primer
definiert wird, erreicht.

Zur Detektion der mRNA-Expressionslevel und fur die Methylierungsspezifische PCR
wurde der peqGOLD Hot Start-Mix (PEQLAB) verwendet, der bereits bis auf die Primer
und Template-DNA alle nétigen Komponenten enthalt. Bei jeder PCR wurde eine No-
Template-Kontrolle mit Wasser mitgefuhrt. FUr die Amplifikation der hsa-miR-888-5p,
des MIR888-Promotors sowie der APLF 3’'UTR wurde ebenfalls der peqGOLD Hot
Start-Mix (PEQLAB) bzw. zusatzlich die Phusion® High-Fidelity DNA-Polymerase
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(New England Biolabs) nach Herstellerangaben verwendet. Die Uberpriifung der PCR-

Produkte erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese.

2217 Quantitative Real-Time PCR

Die quantitative real-time PCR (qQPCR) wurde mit dem CFX96 Touch™ Real-Time
PCR Detektionssystem (BioRad, Minchen) durchgefihrt. Flr die Quantifizierung der
MRNA-Expression (nach Reverser Transkription) wurde der iQ™ SYBR® Green
Supermix (BioRad) nach Herstellerangaben verwendet, der den Fluoreszenzfarbstoff
SYBR Green enthalt. SYBR Green interkaliert mit doppelstrangiger DNA und bildet
dadurch einen DNA-Fluoreszenz-Komplex. Das Fluoreszenzsignal ist proportional zur
enthaltenen DNA, wodurch die Vervielfaltigung der DNA wahrend der gPCR
quantifiziert werden kann. Alle Ansatze wurden in Triplikaten durchgefuhrt. Die
Normalisierung erfolgte Uber die gemittelte Expression der Referenzgene GAPDH und
Aktin.

2.2.1.8 TagMan® MicroRNA Assay

Das TagMan® MicroRNA Assay wurde mit dem CFX96 Touch™ Real-Time PCR
Detektionssystem (BioRad, Munchen) durchgefihrt. Flir die Quantifikation der miR-
Expression (nach Reverser Transkription) wurde der TagMan® Universal Master Mix
(Applied Biosytems) in Kombination mit den TagMan® Small RNA Assays fur hsa-miR-
888-5p, hsa-miR-miR-891b und hsa-miR-892c, welche Primer-Sonden enthalten,
nach Herstellerangaben verwendet. Die Primer-Sonden bestehen aus einem FAM-
Fluoreszenzfarbstoff am 5'-Ende und einem Quencher am 3'-Ende, der die FAM-
Fluoreszenz mittels Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer reduziert. Wahrend der
DNA-Amplifikation kommt es zur Spaltung der Sonde durch die DNA-Tag-Polymerase,
wodurch das FAM-Fluoreszenzsignal nicht mehr durch den Quencher gehemmt
werden kann. Das Fluoreszenzsignal ist proportional zur enthaltenen DNA, wodurch
die Vervielfaltigung der DNA quantifiziert werden kann. Alle Ansatze wurden in
Triplikaten durchgefihrt. Die Normalisierung erfolgte Uber die Expression des
Referenzgens RNUGB.

2219 Copy Number Variation Assay

Das Copy Number Variation Assay wurde mit dem CFX96 Touch™ Real-Time PCR
Detektionssystem (BioRad, Minchen) durchgefuhrt. Zur Bestimmung der Kopienzahl
der genomischen Loci wurden der TaqPath™ ProAmp™ Master Mix (Applied
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Biosytems) in Kombination mit den TagMan™ Copy Number Assays (Applied
Biosytems) fur MIR888, MIR891b und MIR892c sowie dem TagMan™ Copy Number
Reference Assay (Applied Biosytems) fir die humane RNase P nach
Herstellerangaben verwendet. Das Assay funktioniert ebenfalls Uber das Prinzip von
Primer-Sonden, die entweder einen FAM-bzw. im Falle der Referenz einen VIC -
Fluoreszenzfarbstoff am 5'-Ende und einem Quencher am 3‘-Ende enthalten.
Wahrend der DNA-Amplifikation kommt es zur Spaltung der Sonde durch die DNA-
Taqg-Polymerase, wodurch das Fluoreszenzsignal nicht mehr durch den Quencher
gehemmt werden kann. Das Fluoreszenzsignal ist proportional zur enthaltenen DNA,
wodurch die Vervielfaltigung der DNA quantifiziert werden kann. Alle Ansatze wurden
in Triplikaten durchgefihrt. Die Normalisierung erfolgte Uber die Signalstarke des

Referenz-Assays.

2.2.1.10 Enzymatische Restriktion von DNA

Die enzymatische Restriktion von DNA erfolgte zur Durchfiihrung und Uberpriifung von
Klonierungen, sowie zur Linearisierung des pNHEJ-GFP-Reporterplasmids. Fur die
Herstellung der Plasmide piLenti MIR888, pGL4[luc2]-MIR888-Promotor und pMIR-
APLF 3'UTR wurden die jeweiligen PCR-Produkte und jeweiligen DNA-Vektroren mit
folgenden Restriktionsenzymen in den entsprechenden Reaktionspuffern nach
Herstellerangaben geschnitten: Pstl und Xbal, Kpnl und Hindlll, Hindlll und Spel. Zur
Entfernung der GFP-Gensequenz wurden alle piLenti-Vektoren mit BamHI| und alle
pmiR-ZIP-Vektoren mit Xbal und Xcml geschnitten. Die Restriktionsansatze wurden
anschlieBend auf 1% [w/v] Agarose-Gel aufgetragen, aufgetrennt, extrahiert und
anschlieRend ligiert. Zur Uberpriifung der durchgefiihrten Klonierungen wurden
Kontrollverdaue mit verschiedenen Enzymen in den entsprechenden Reaktionspuffern
nach Herstellerangaben durchgefihrt. Durch die bei der anschlielienden Agarose-
Gelelektrophorese entstanden Bandenmuster konnten Aussagen Uber den
Klonierungserfolg getroffen werden. Zur Linearisierung des pNHEJ-GFP-
Reporterplasmids wurden 95 ug der Plasmid-DNA mit HF-Hindlll (New England
BioLabs) uber Nacht bei 37° C inkubiert und anschlieBend mit Hilfe von Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol aufgereinigt.

2.21.11 Agarose-Gelelektrophorese
Nukleinsauren werden mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese ihrer Grof3e nach
aufgetrennt. Die Auftrennung erfolgt durch das Anlegen eines elektrischen Feldes, bei
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dem die negativ geladenen DNA-Fragmente durch ein poroses Agarose-Gel zur
Anode wandern. Es wurden je nach FragmentgrolRe Gele mit 2% oder 1% [w/V]
Agarose, 1x TAE (50x TAE-Stock: 2 M TRIS, 1 M Essigsaure, 50 mM EDTA) und
0,2 ug/mL Ethidiumbromid verwendet. Vor dem Beladen der Agarosegele wurden die
DNA-Proben mit 6x Gelladepuffer (New England Biolabs) versetzt. Die anschliefende
DNA-Auftrennung erfolgte bei 100 V fir 30-60 Minuten. Ein mitgefuhrter LAngenmarker
diente zur Abschatzung der DNA-Fragmentgrolien. Die Detektion der DNA-Fragmente

wurde durch Anregung mit UV-Licht bei der Wellenlange 312 nm erreicht.

22112 DNA-EXxtraktion aus Agarosegelen
Die zu extrahierende DNA wurde mit einem sterilen Skalpell aus dem Agarosegel
ausgeschnitten und anschlieBend mittels NucleoSpin® Gel and PCR Clean-Up

(Macherey-Nagel) nach Herstellerangaben aufgereinigt.

22113 Phenol-Chloroform- Isoamylalkohol-Aufreinigung

Far die Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol-Aufreinigung wurden die
Restriktionsansatz fur die Linearisierung des pNHEJ-GFP-Reporterplasmids 1:20 mit
Nuklease-freiem  Wasser verdinnt und anschlieRen 1:2 mit ROTI®
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol  (Roth) versetzt. Durch  Schitteln  und
anschlieBender Zentrifugation entstand ein 2-Phasen-Gemisch, bei dem sich in der
unteren organischen Phase die Proteine und in der oberen wassrigen Phase die
Nukleinsduren sammelten. Die obere Phase wurde abgenommen, erneut mit ROTI®
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol  versetzt,  geschittelt und  zentrifugiert.
Anschlielend wurde durch Zugabe von Natriumacetat und reinem Ethanol zur
wassrigen Phase die enthaltene DNA geféllt. Das entstandene DNA-Pellet wurde
mehrmals mit Ethanol gewaschen, getrocknet und abschliellend in 20 yL Nuklease-
freiem Wasser resuspendiert.

22114 Ligation

Fir die Klonierungen wurden DNA-Ligationen mit Hilfe der T4 DNA-Ligase
(Fermentas) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils 50 ng Vektor-
DNA (piLenti, pGL4[luc2] und pMIR-Report) mit der Insert-DNA (MIR888, MIR888-
Promotor und APLF 3'UTR) in den molaren Verhaltnissen 1:1, 1:3 oder 1:6, dem
Ligationspuffer und der 1 U T4 DNA-Ligase uUber Nacht bei 16° C inkubiert und zur
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anschlieRenden Vervielfaltigung bei der Transformation von chemisch kompetenten
E. coli One shot®TOP10 bzw. E. coli JM109 verwendet.

2.21.15 Sequenzspezifische Mutagenese

Zur Entfernung der GFP-Gensequenz wurde in allen pLenti-Vektoren mit Hilfe des
QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, USA) und spezifischen
Primern eine Punktmutation bei TYR70 des enthaltenen CopGFP eingefuhrt, um ein
verfrihtes Stoppsignal zu generieren. Die Oligonukleotide, die in diesem Kit
Anwendung fanden, wurden entsprechend der gewunschten Mutation der CopGFP-
Sequenz nach Herstelleranleitung und der QuikChange Primer Design-Software
entworfen und synthetisiert. Die Mutations-PCR wurde entsprechend der Angaben des
Herstellers durchgefihrt und mit einem anschlielenden Dpnl-Verdau maternale, nicht
mutierte  DNA entfernt. Die verbliebenen mutierten Plasmide wurden zur
anschlieBenden Vervielfaltigung bei der Transformation von chemisch kompetenten
E. coli XL10-Gold® verwendet.

2.2.1.16 Hitzeschock-Transformation

Fir die Hitzeschock-Transformation wurden 50 pyL-Aliqouts der chemisch
kompetenten E. coli-Suspensionen mit 5 uL Ligationsansatz versetzt und 30 Minuten
auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte der Hitzeschock bei dem der
Transformationsansatz exakt 45 Sekunden auf 42° C erwarmt und direkt danach 2
Minuten auf Eis abgekuhlt wird. Nach Zugabe von 500 yL angewarmten SOC-Medium
(2% [w/v] Trypton, 0,5% [w/v] Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCI2,
10 mM MgSO4 und 20 mM Glukose) erfolgte eine einstindige Inkubation im
Thermoschuttler bei 37° C und 450rpm. Danach wurden die Bakterien durch kurzes
Anzentrifugieren sedimentiert, in etwa 100 yL SOC-Medium resuspendiert, auf LB-
Agarplatten (500 mL LB-Medium mit 7,5 g Agar) mit entsprechenden Antibiotika
(Ampicillin 50 pg/mL oder Kanamycin 25 ug/mL) ausplattiert und Gber Nacht bei 37° C
inkubiert.

22117 Plasmid-Minipraparation

Zur lIsolierung der Plasmid-DNA aus den transformierten Bakterien wurden
Bakterienkolonien von den LB-Agarplatten einzeln gepickt und in je 2 mL LB-Medium
(1% [w/v] Trypton, 0,5% [w/v] Hefeextrakt, 1% [w/v] NaCl, pH7,5) mit entsprechenden
Antibiotika bei 37° C und 225rpm uber Nacht vermehrt. Die Bakterien wurden dann 3
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Minuten bei 14 000rpm pelletiert und in 300 uyL RES-Puffer (50 mM Tris/HCI pH8, 10
mM EDTA, 100 pg/mL RNase A) resuspendiert. Die alkalische Lysis der
Bakterienzellen erfolgte durch die Zugabe von 300 pL LYS-Puffer (200 mM NaOH, 1%
[w/v] SDS) fur 5 Minuten bei Raumtemperatur und anschlieRender Neutralisierung mit
300 uL NEU-Puffer (2,6 M Kaliumacetat pH 7,2) fur 10 Minuten auf Eis. Die
entstandene viskose Losung wurde 10 Minuten bei 14 000rpm und 4°C zentrifugiert
und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR Uberfiihrt. AnschlieBend wurde die
Plasmid-DNA durch Zugabe von 630 pL Isopropanol prazipitiert und fur 20 Minuten bei
14 000rpm und 4°C sedimentiert. Das entstandene DNA-Pellet wurde einmal mit 70%
Ethanol gewaschen, bei 37°C im Inkubator getrocknet und abschlielend in 30 pL
Nuklease-freiem Wasser resuspendiert. Der Ligations-/Klonierungserfolg wurde mit

Hilfe von Kontrollverdauen Uberpruift.

2.2.1.18 Plasmid-Maxipraparation

Zur Gewinnung hochkonzentrierter und -reiner Plasmid-Mengen wurden Plasmid-
Maxipraparationen mit Hilfe des NucleoBond AX 500 Kit (Macherey-Nagel) nach
Herstellerangaben durchgefuhrt. Die aufgereinigten Plasmide wurden zur Sequenz-

Uberpriifung zu Microsynth Seqlab (Gottingen) geschickt.

2.2.2 Protein-Arbeitstechniken

2221 Protein-Extraktion

Proteine wurden aus Krebszellen mit Hilfe eines NP-40-Zelllysispuffers (50 mM TRIS-
HCI pH7.5, 150 mM NaCl, 1% [v/v] NP-40, 0,5% [w/v] Natriumdesoxycholate) isoliert.
Hierfir wurden die Zellen mittels Zellschaber von den Kulturschalen abgelést und
durch Zentrifugation pelletiert. Das Zellpellet wurde 1:1 mit eiskaltem NP-40-
Zelllysispuffer und 1x Protease-Inhibitor-Cocktail (Roche) resuspendiert. Nach 30-
minutiger Inkubation auf Eis erfolgte die Auftrennung der unldslichen und I6slichen
Zellbestandteile durch Zentrifugation bei 14 000rpm und 4° C fir 10 Minuten. Der
Uberstand mit den gelsten Proteinen wurde in ein neues Reaktionsgefal tberfiihrt
und bei -20° C gelagert.

2222 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford
Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des Protein Assay Dye Reagent Concentrate
(BioRad) ermittelt. Der im Assay verwendete Farbstoff Coomassie® Brilliant Blue G-
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250 bindet an Proteine. Diese Bindung bewirkt eine Verschiebung des
Absorptionsmaximums des Farbstoffes von 465 auf 595 nm Wellenlange. Die mit
hoherer Proteinkonzentration steigende Absorption bei 595 nm Wellenlange kann
mittels Photometer gemessen werden (Bradford, 1976). Zur
Proteinkonzentrationsbestimmung wurde 1 uL der Proteinprobe in 700 yL Wasser,
99 uL PBS und 200 uL Protein Assay Dye Reagent Concentrate verdinnt. Die
Extinktion wurde nach flnfmindtiger Inkubation bei Raumtemperatur bei einer
Wellenlange von 595 nm im Eppendorf BioPhotometer gemessen. Durch die
Verwendung einer vorprogrammierten BSA-Eichkurve wurde die Proteinkonzentration

ermittelt.

2223 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die eindimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) trennt Proteine
der GrofRe nach auf. Dabei binden die Proteine das im Uberschuss zugesetzte
Natriumdodecylsulfat (SDS) und erhalten so eine negative Ladung, die proportional zu
ihrem Molekulargewicht ist. Zur Probenvorbereitung wurden 50 bis 100 ng Proteine mit
5x non-reducing sample buffer (Pierce Biotechnology, USA), 10x DTT (1 M) und
Wasser gemischt, fir 10 Minuten bei 95° C erhitzt und anschlieRend auf ein SDS-
Polyacrylamidgel geladen. Die Proben wurden zunachst in einem Sammelgel (125 mM
TRIS-HCI pH6.8, 0,1% SDS [w/v], 4% [v/v] Polyacrylamid, 0,11% [v/v] TEMED,
0,051% [w/v] Ammoniumpersulfat) konzentriert und anschlieBend im Trenngel
(375 mM TRIS-HCI pH8.8, 0,1% SDS [w/v], 10% [v/v] Polyacrylamid, 0,06% [v/v]
TEMED, 0,051% [w/v] Ammoniumpersulfat) aufgetrennt. Die Gele liefen bei 100 V fur
1-2 Stunden in SDS-Laufpuffer (25 mM TRIS, 190 mM Glycin, 0,1% [w/v] SDS).

2224 Western-Blot und Immundetektion

Beim Western-Blot werden die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine von der SDS-
PAGE auf eine Nitrozellulosemembran (Hybond ECL, Amersham) mittels eines
senkrecht zum Polyacrylamid-Gel gerichteten elektrischen Feldes Ubertragen. Flr den
Protein-Transfer wurde das Tankblot-Verfahren angewendet, bei dem die Membran
zunachst im Transferpuffer (40 mM TRIS, 25 mM Glycin, 20% [v/v] Methanol)
aquilibriert und dann zusammen mit der SDS-PAGE in einer Trans Blot-Kammer
(BioRad) einem elektrischen Feld (350 mA,100 V) fir 60 Minuten ausgesetzt wird.
Nach Entfernung des Polyacrylamid-Gels wird die Membran in einem Blockpuffer (5%
[w/v] Milch, TBST: 20 mM TRIS, 140 mM NaCl, 0,1% [v/v] Tween 20) fur eine Stunde
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bei Raumtemperatur schittelnd inkubiert, um unspezifische Bindungen der Antikorper
zu reduzieren. Anschliel3end erfolgte die Inkubation mit dem Primarantikérper, der in
5% Blockpuffer je nach verwendeten Antikorper 1:100 — 1:1000 verdunnt wurde, Uber
Nacht schittelnd bei 4° C. Nach dreimaligem Waschen mit TBST wurde die Membran
eine Stunde bei Raumtemperatur mit den HRP-konjugierten Sekundarantikdrper
(1:2500 in Blockpuffer) inkubiert, gefolgt von erneutem dreimaligem Waschen mit
TBST. Die Membranen wurden dann in TBS (20 mM TRIS, 140 mM NaCl) gelagert.
Durch die Zugabe der Substrate ECL Plus Western Blotting Detection Kits (Thermo
Fisher Scientific) oder SuperSignal™ West Femto (Thermo Scientific) konnte eine
Chemilumineszenzreaktion des Sekundarantikdrpers hervorgerufen werden und
dadurch die Antikorper-markierten Proteine detektiert werden. Die Chemilumineszenz
wurde mit dem ChemiDoc™ Touch Imaging System gemessen und mit der

dazugehdrigen Image Lab Software (Bio-Rad) ausgewertet.

2225 Chromatinimmunprazipitation

Mit der Chromatinimmunprazipitation (ChlP) kann die Bindung von Proteinen an
distinkten DNA-Abschnitte in vivo nachgewiesen werden. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde die Methode zum Nachweis der Bindung des Transkriptionsfaktors E2F1 an
spezifische Sequenzen der NHEJ-Gen-Promotoren und des humanen MIR888-
Promotors durchgefuhrt. Die ChIP erfolgte nach einem veranderten Protokoll von
Nelson, Denisenko und Bomsztyk (2006) und mit einem optimierten ChIP-Puffer
(50 mM TRIS-HCL pH7.5, 120 mM NaCl, 10 mM KCI, 2 mM MgClz, 1 mM EDTA, 1 mM
EGTA, 0,5% Natriumdesoxycholate, 0,5% NP-40, 0,5% Triton-X 100). Fir die ChIP
wurden Krebszellen mit Formaldehyd (Endkonzentration: 1,42%) fur 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert, um Proteine und DNA Uber die Bildung von Iminen
miteinander zu vernetzen (reversibles Crosslinking, Hoffman et al., 2015). Nachdem
die Crosslinking-Reaktion durch Zugabe von Glycin (Endkonzentration 125 mM)
gestoppt wurde, wurden zum Freisetzen des Chromatins die Zellen mit Hilfe des ChlP-
Puffers und zusatzlichen Protease-Inhibitor-Cocktail (Roche) lysiert. Anschlielend
wurde durch Ultraschall die DNA fragmentiert, hierfir wurde insgesamt viermal fur 15
Sekunden bei einer Amplitude von 50% gepulst und zwischen den Pulsen die Probe
zwei Minuten auf Eis gekuhlt. Von jeder Probe wurde ein Aliquot als 10%-Input (10%
Volumenanteil der Prazipitationsproben) abgenommen, die DNA Uber eine Ethanol-
Fallung pelletiert und bei -20°C gelagert. Die Immunprazipitation der Proben erfolgte
durch die Zugabe des spezifischen E2F1-Antikbrpers oder eines unkonjugierten

Der E2F1/miR-888/APLF-Signalweg in DSB-Reparatur und BC-Progression



Christin Richter Material & Methoden

Kanninchen-lgGs (Mock-IP). Die Aufreinigung der Protein-DNA-Komplexe erfolgte
mittels Bindung der Antikérper an Protein G-gekoppelte Sepharose (GE Health). Nach
mehrmaligem Waschen mit ChIP-Puffer wurde die DNA der aufgereinigten wie auch
die der 10%-Input Proben mittels Chelex 100 isoliert. Chelex ist ein in wassriger
Losung suspendiertes lonenaustauschharz, welches die polaren zellularen
Bestandteile, darunter auch DNasen aber nicht DNA bindet. Nach Zugabe von Chelex
wurden die Prazipitate zur Auflosung der Protein-DNA-Komplexe auf 95° C erhitzt und
anschlieBend zentrifugiert, um Chelex und die daran gebunden Proteinen zu
pelletieren. Die prazipitierte DNA verblieb im wassrigen Uberstand und konnte direkt

fur PCR-basierte Analysemethoden verwendet werden.

2.2.3 Zellbiologische Arbeitstechniken

2.2.3.1 Kultivierung von Zellen aus dem humanen Blasenkarzinom

Die BC-Zelllinien HT-1197, J82, RT-112, RT-4, SW1710, T24, UMUC-3 und VM-CUB1
standen als Aliquotes, gelagert bei -196°C in FlUssigstickstoff, zur Verfigung. Pro
Zelllinie wurde ein Aliquot im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Die Zellen wurden fur 5
Minuten bei 300 g pelletiert und das Einfriermedium entfernt. Die Zellpelltes wurden
dann im jeweiligen verwendeten Kulturmedium (DMEM oder RPMI mit 10% [v/v]
Fotalem Kalberserum [FKS], 1x MEM non-essential amino acids, 100 pg/mL Penicillin,
100 U/mL Streptomycin, 1,25 pg/mL Amphotericin B, optional 2 ug/mL Puromycin)
resuspendiert und auf 10 cm-Zellkulturplatten Uberfuhrt. Die Kulturen wurden im
Brutschrank bei 37°C und 5% [v/v] CO2 kultiviert. Bei allen Zelllinien handelte es sich
um adharent wachsende Zelllinien, die alle drei bis vier Tage gesplittet werden
mussten. Hierfir wurde zunachst das alte Medium entfernt, die Zellen mit etwa DPBS
gewaschen und anschlieend durch Zugabe von Trypsin-EDTA abgeldst. Ein Teil der
abgel6sten Zellen wurde dann auf neue Zellkulturplatten mit frischem Kulturmedium
uberfuhrt. Zur erneuten Lagerung im Flussigstickstoff wurden die Zellen mit DBS
gewaschen, durch Trypsin-EDTA gel6st und in dem jeweiligen Kulturmedium mit
zusatzlich 10% DMSO resuspendiert.

2232 Zellzahlbestimmung

Zur Zellzahlbestimmung wurde eine Neubauer-Zahlkammer verwendet. Nach
Auszahlung der auf den vier Zahlfeldern liegenden Zellen konnte unter
Berucksichtigung des Volumens der Zahlkammer (0,1 pL pro Zahlfeld) die Anzahl der
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Zellen pro Milliliter bestimmt werden. Hierfur wurde der erhaltene Mittelwert der
ausgezahlten Zellen der vier Zahlfelder mit 10* multipliziert. Dadurch war es madglich,

eine definierte Anzahl an Zellen flr die durchgefihrten Zellexperimente auszusaen.

2233 Transiente Transfektion mit Plasmid-DNA

Als transiente Transfektion wird das nicht dauerhafte Einbringen von Fremd-DNA
(Plasmid-DNA) in eukaryotischen Zellen bezeichnet. Fur Luziferase-Assays wurden
Krebszellen mit Hilfe des TuroboFect™ Transfection Reagents (Fermentas)
transfiziert. Hierfur wurden einen Tag vor der Transfektion Zellen ausgezahlt und mit
gleichen Zellkonzentrationen ausgesat. Die TurboFect-DNA-Reaktion wurde nach
Herstellerangaben vorbereitet und zu den Zellen gegeben. Fur das Plasmid-
basierende NHEJ-Assay wurden Krebszellen Uber Elektroporation mit Hilfe des
Neon™ Transfection Systems (invitrogen) transfiziert. Hierfur wurden die Zellen
ausgezahlt und mit der Plasmid-DNA nach Herstellerangaben vermischt. Die
Elektroporation erfolgte fir UMUC-3-Zelle bei 1150 V flr zweimal 30 ms und fir RT-4
bei 1300 V fur zweimal 20 ms.

2234 Adenovirale Transduktion von Zellen

Als adenovirale Transduktion wird das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryotische
Zellen mit Hilfe eine adenoviralen Vektors bezeichnet. Die hier verwendeten
adenoviralen Vektoren wurden vom Institut fur experimentelle Gentherapie und
Tumorforschung produziert und bereitgestellt. Fir die adenovirale Transduktion
wurden 5x108 RT-4 Zellen bzw. 3x108 T24 und UMUC-3-Zellen am Vortag ausgeséat
und entsprechend der eingesetzten MOI (Multiplicity of infection: Viruspartikel pro
Zelle) die bendtigten Virusmengen berechnet. RT-4-Zellen wurden mit dem Ad.E2F1
bzw. Ad.GFP und MOI 5, T24- und UMUC-3-Zellen mit dem Ad.sh.E2F1 bzw.
Ad.sh.GFP und MOI 15 transduziert. Die entsprechende Virusmenge wurde in 1 mL
Nahrmedium aufgenommen und direkt auf die Zellen, bei denen vorher der Uberstand
entfernt wurde, getropft. Nach 30-mindtiger Inkubation bei 37° C wurde frisches
Nahrmedium zu den Zellen gegeben. RT-4-Zellen wurden 24 Stunden, T24- und
UMUC-3-Zellen 72 Stunden nach der Transduktion flr Expressionsanalysen und

funktionelle Assays geerntet.
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2235 Herstellung stabiler Zelllinien mittels lentiviraler Transduktion

Bei der lentiviralen Transduktion wird das verwendete Transgen direkt in das Genom
der Wirtszelle eingebaut und so Zelllinien mit stabiler Expression des gewlnschten
Zielgenes generiert. Die hier verwendeten lentiviralen Partikel zur Uberexpression
oder Hemmung von hsa-miR-888-5p bzw. APLF wurden vom Institut far
experimentelle Gentherapie und Tumorforschung produziert und bereitgestellt. Fur die
lentivirale Transduktion wurden 1x10% RT-4-, T24- oder UMUC-3-Zellen ausgezahlt,
mit 5 mL der jeweiligen lentiviralen Partikel-Mediumlosung vermischt und fur 72
Stunden bei 37° C inkubiert. Danach wurde das Medium entfernt, die Zellen mit PBS
gewaschen, trypsiniert und zentrifugiert. Abschlielend wurden die Zellen auf frischen
Zellkulturplatten ausgesat und das jeweilige Nahrmedium mit 2 pg/mL Puromycin zur
Selektion versetzt. Die Transgenexpression wurde durch qPCRs, TagMan® MicroRNA

Assays und/oder Immunblots Uberpruft.

2236 Einzelklonselektion

Durch den ungerichteten Einbau der Transgene in das Genom der Wirtszellen bei der
lentiviralen Transduktion entstehen multiklonale Zellpopulation. Um klonale Effekte bei
weiterfihrenden Experimenten auszuschlieien wurden serielle Verdinnungen zur
Gewinnung von Einzelklonen durchgefiihrt. Hierfir wurde 96-Well-Platten (8 [A bis H]
x 12 [1 bis 12] Wells) verwendet, in denen in einem Anfangs-Well (A1) 4000 Zellen der
multiklonalen Zelllinie ausgesat wurden. In einer ersten Verdunnungsreihe wurde vom
Anfangs-Well A1 bis H1 siebenmal 1:2 verdinnt, bei der anschlieRenden zweiten
Verdunnungsreihe wurde vom 1. bis zum jeweils 12. Well der Plattenreihe die Zellen
erneut 1:2 verdunnt. Nach etwa 5-7 Tagen wurden die Platten unter dem Mikroskop
auf Zellkolonien, die von einer einzigen Zelle abstammen, Uberprift. Identifizierte
Einzelklone wurden subkultiviert und ihre Transgenexpression durch gPCRs,
TagMan® MicroRNA Assays und/oder Immunblots bestatigt.

2.2.4 Zellfunktionsanalysen

2.2.4.1 Luziferase-Assay

Mit dem Luziferase-Assay kann die Aktivitdt von Promotoren und andere
regulatorischen Gensequenzen untersucht und quantifiziert werden. In Folge dieser
Arbeit wurde zum einen die regulatorische Aktivitat der APLF 3’'UTR unter Einfluss der
hsa-miR-888-5p mit Hilfe des Luciferase Assay System (Promega) untersucht. Hierfur
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wurden entsprechende Krebszelllinien mit pMIR-APLF 3'UTR transfiziert, nach 24
Stunden mit 1x Cell Culture Lysis Reagent (Promega) lysiert und anschlieRend
unldsliche Zellbestandteile durch Zentrifugation pelletiert. Die Uberstéande wurden fiir
die Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford und zur Messung der Luziferase-
Aktivitat verwendet. Je Aktivitdtsmessung wurden dreimal 25 uL des Uberstandes in
Messrohrchen Uberfuhrt und automatisch 50 uL Luziferase-Substrat (Promega) durch
das Lumineszenzmessgerat (Berthold Technologie) injiziert. Gemessen wurde
anschliel3ende das bei einer Wellenlange von 562 nm emittierte Lichtsignal, das durch
die Katalyse des im Substrat enthaltene Luziferin durch die Luziferase entstanden ist.
Der Messwert wurde in RLU (relative luciferase unit) angegeben und gegen die
Proteinkonzentrationen der Lysate normalisiert.

Zum anderen wurde die Aktivitat des MIR888-Promotors unter Einfluss des
Transkriptionsfaktors E2F1 mit Hilfe des Dual-Luciferase Reporter Assay System
(Promega) nach Herstellerangaben untersucht. Hierfur wurden Krebszellen mit
pGL4[luc2]-MIR888-Promotor  (Firefly-Luziferase), pGL4[hRluc/CMV] (Renilla-
Luziferase) und entsprechenden Expressionsvektoren co-transfiziert. Nach 24
Stunden wurden die Zellen mit 1x Passive Lysis Buffer (Promega) lysiert und
anschlie3end unldsliche Zellbestandteile durch Zentrifugation pelletiert. Zur Messung
der beiden Luziferase-Aktivititen wurden je dreimal 20 yL des Uberstandes in
Messrohrchen Uberfuhrt. AnschlieRend wurde durch das Lumineszenzmessgerat
(Berthold Technologie) automatisch zuerst 50 yL LARII, das Substrat der Firefly-
Luziferase, injiziert und die Lumineszenz gemessen. Daraufhin erfolgte die Zugabe
von 50 uyL Stop & Glo Reagent, das Substrat der Renilla-Luziferase, welches
gleichzeitig die Firfly-Luziferase inhibierte, und eine erneute Messung der

Lumineszenz. Die Firefly-RLU wurden mit Hilfe der Renilla-RLU normalisiert.

2242 Proliferations- / XTT-Assay

FUr das XTT-Assay wurden Zellen in 96-well Platen ausgesat. Zur Messung der
Viabilitdt bzw. der Proliferation wurden das TACS XTT Kit (Trevigene) nach
Herstellerangaben verwendet. Die Zellen wurden mit dem XTT-Reagenz fur zwei
Stunden bei 37° C inkubiert, wodurch in vitalen Zellen die Umwandlung von XTT zu
Formazan stattfand. Die Menge des gebildeten Formazans wurde photometrisch bei
einer Wellenlange von 450 nm mit Hilfe des Tecan Sparks (Tecan) gemessen und

quantifiziert.
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2243 Invasions- / Boyden-Chamber-Assay

Zur Analyse der motilen Eigenschaften von Zellen wurden Invasionsassays
durchgefihrt, in denen die Zellen entlang eines chemotaktischen Gradienten durch
eine porose Membran (Porengrof3e: 8,0 um) wandern. Hierfur wurden Tumorzellen in
serumfreiem Medium in einem Zellkultureinsatz auf einer mit Matrigel-beschichteten
Membran ausgesat und dieser in 6-Well-Platten mit 20%-igem FBS-Medium gehangt.
Der eingestellte FBS-Gradient dient als Anreiz zur Migration und bewirkt eine
gerichtete Zellbewegung. Sofern die Zellen zur Invasion befahigt sind, verdauen Sie
das Matrigel und gelangen auf die Membran. Anschlie3end migrieren sie durch dessen
Poren, und kédnnen auf der gegeniberliegenden Seite der Membran detektiert werden.
Fir die Beschichtung wurde das fliissige Matrigel (BD- Bioscience) auf Eis aufgetaut,
mit einem bestimmten Volumen an FBS-freiem Medium versetzt, um die
Proteinkonzentration des Matrigels auf 3,1 mg/mL einzustellen, und anschliel3end auf
den Zellkultureinsatz gegeben. Nach mindestens 30-minutiger Inkubation im
Brutschrank bei 37°C und dem Aushéarten des Gels, wurden die Zellen in serumfreiem
Medium auf die mit Matrigel-beschichtete Membran gegeben und die Einsatze in FBS
(20%)-haltiges Medium gehangt. Nach 36 Stunden im Brutschrank (37°C, 5% CO32)
wurden das Matrigel und nicht migrierte Zellen mit einem Wattetupfer entfernt und die
Einsatze mit PBS gewaschen. Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit dem
Fluoreszenzfarbstoff DAPI. Nach einem erneuten Waschschritt mit PBS wurden
Fluoreszenzaufnahmen von der Unterseite der Membran angefertigt und mit dem

Programm ImagedJ (http://rsbweb.nih.gov/ij) die Anzahl invasiver Zellen bestimmt.

2244 Migrations- / Scratch-Assay

Um einen Aufschluss Uber das Migrationsverhalten von Zellen zu erhalten, wurde ein
Scratch, auch Wundheilungsassay genannt, durchgefiuhrt. Hierfir wurden 2-Well-
Silikon-Zellinserts (IBIDI) verwendet, in denen die Zellen ausgesat wurden. Nachdem
etwa 90% Konfluenz erreicht war, wurden die Inserts entfernt und die Zellen vorsichtig
mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurde frisches Nahrmedium, das mit dem
Proliferationshemmer Aphidicolin (5ug/mL) versetzt wurde, dazugegeben und die
Grolke der Spalte mit dem Durchlichtmikroskop dokumentiert. Diese Messungen
wurden nach 24 Stunden wiederholt. Die Migration der Zellen wurde als Reduktion der
Wunde in jedem Bild mit Hilfe der Software Imaged (http://rsbweb.nih.gov/ij)

gemessen.
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2.2.5 DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur-Assay

2.25.1 Pulsfeldgelelektrophorese

Die Pulsfeldgelelektrophorese wurde durch das Institut fur Medizinische
Strahlenbiologie (Leiter: Prof. Dr. med. George E. lliakis) der Universitatsmedizin
Essen nach Standardprotokoll (Singh et al., 2011) durchgefuhrt. Zur Bestimmung der
DSB-Reparaturkinetik wurden die entsprechenden Krebszelllinien mit 20 Gy bei
Raumtemperatur bestrahlt und anschlief3end fir O bis 4 Stunden bei 37° C inkubiert.
Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurden die Zellen geerntet, in serum-freien,
HEPES-gepufferten Medium in einer Konzentration von 6x106 Zellen/mL
resuspendiert und mit einem gleichen Volumen vorgewarmter 1% low-melting-
Agarose (BioRad) gemischt. Die Zellsuspensionen wurden in Glasrohrchen mit 3 mm
Durchmesser pipettiert, auf Eis zum Erstarren gebracht und dann in 5 mm lange
zylinderformige Blocke geschnitten. Fur die Bestimmung der Strahlendosiswirkung
wurden die Zellen zuerst in Agarose-Gelblocken gebettet und dann mit 0, 10, 20 oder
30 Gy bestrahlt. Alle Agarose-Blocke wurden mit Lysis-Buffer (10 mM TRIS-HCI
pH7.6, 50 mL NaCL, 100 mM EDTA, 2% [v/v] N-Lauroyl-Sarkosyl, Proteaseinhibitor)
fur zunachst eine Stunde bei 4° C, gefolgt von 18 Stunden bei 50° C inkubiert. Sie
wurden dann schuttelnd fur eine Stunde bei 37° C mit Waschpuffer (10 mM Tris—HCI
pH7.6, 50 mM NaCl, 100 mM EDTA) gewaschen und anschlieRend mit RNase-Ldsung
(10 mM Tris—HCI pH7.6, 50 mM NaCl, 100 mM EDTA, 0,1 mg/mL RNaseA) fur eine
Stunde bei 37° C behandelt.

Fir die Pulsfeldgelelektrophorese wurden 0,5% Agarosegele mit 0,5 pg/mL
Ethidiumbromid hergestellt, die Geltaschen mit den vorbereiteten Agarose-Blocken
beladen und mit 1% Agarose versiegelt. Die asymetrische
Feldinversionsgelelektrophorese wurde fir 40 Stunden bei 8° C durchgeflhrt.
Wahrend dieser Zeit wechselten sich Zyklen von 50 V (1,25 V/cm) fur 900 s in die
Vorwartsrichtung mit Zyklen von 200 V (5,0 V/cm) fur 75 s in die Gegenrichtung ab.
Die Gele wurden mit dem 'Typhoon' (GE Healthcare) gescannt und der Anteil der
freigesetzten DNA (FDR) wurde mit ImageQuant 5.2 (GE Healthcare) analysiert. Flr
die Strahlendosiswirkungskurven wurde der FDR, welcher &quivalent zum Anteil der
vorhandenen DSB ist, gegen die Strahlendosis aufgetragen. Mit Hilfe dieser wurde
dann die aquivalente Strahlendosis (Deq) berechnet und gegen die Zeit aufgetragen,

um die Kurven fur die DSB-Reparaturkinetik zu erhalten.
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2252 Plasmid-basierter NHEJ-Assay

Das NHEJ-Reparatur-Assay wurde mit Hilfe eines fluoreszierenden
Reporterkonstruktes, das eine prazise und quantitative Messung der NHEJ-Aktivitat
zuladsst, und nach dem Protokoll von Seluanov, Mao und Gorbunova, 2010
durchgefuhrt. Das dafir verwendete Plasmid pNHEJ-GFP-Reporter wurde
freundlicherweise von Dr. Vera Gorbunova und Dr. Andrei Seluanov (The Gorbunova
& Seluanov Laboratory) der Universitat Rochester bereitgestellt. Die NHEJ-GFP-
Reporterkasette (Abbildung 3) besteht aus einem GFP-Gen mit einem eingefugten
Pem1-Genintron und einem adenoviralen Exon, welches von Hindlll-
Erkennungssequenzen flankiert wird. Die intakte NHEJ-Kassette ist GFP-negativ, da
das adenovirale Exon den GFP-Leserahmen unterbricht. Nach der Induktion von DSBs
durch Hindlll wird das adenovirale Exon entfernt und NHEJ stellt die Funktion des
GFP-Gens wieder her.

CMV

Hindlll Hindlll

: : IE
SD SA SD SA

Abbildung 3: NHEJ-Reporterkassette fiir die Analyse der DSB-Reparatur. Die Reporterkassette
besteht aus einem GFP-Gen mit einem eingefiigten Pem1-Genintron, welches ein adenovirales Exon
enthalt, flankiert von HindllI-Erkennungssequenzen. Die intakte NHEJ-Kassette ist GFP-negativ, da das
adenovirale Exon den GFP-Leserahmen unterbricht. Nach der Induktion von DSBs durch HindlIll wird
das adenovirale Exon entfernt und NHEJ stellt die Funktion des GFP-Gens wieder her. CMV:
Cytomegalovirus-Promoter, GFP: offener Leserahmen fir griin fluoreszierendes Protein SD:
SpleiRdonor; SA: Spleiltakzeptor, Ad: adenovirales Exon. Eigene Darstellung basierend auf Seluanov,
Mao und Gorbunova, 2010.

Fir das NHEJ-Reparatur-Assay wurde das pNHEJ-GFP-Reporterplasmid mit Hindll|
linearisiert und zusammen mit einem TurboRed-Expressionsplasmid in RT-4- und
UMUC-3- Zellen mittels Elektroporation eingebracht. Nach 24 Stunden wurden die
Zellen fir Durchflusszytometrie (FACS)-Analysen vorbereitet, dafir wurden sie mit
Trypsin/EDTA geerntet, zweimal mit PBS gewaschen, in Cell Staining Buffer
(BioLegend) resupendiert und in FACS-Rdéhrchen Uberfihrt. Die FACS-Analysen
wurden in Zusammenarbeit mit der Core Facility fur Zellsortierung und Zellanalyse
(Leitung: Prof. Dr. Brigitte Muller-Hilke) der Universitatsmedizin Rostock durchgeflhrt.
Die Kalibrierung der FACS-Parameter sowie das Gating fur die Grun-gegen-Rot-

Fluoreszenz-Plots wurden durch die Messung von nur GFP-positiven, nur TurboRed-
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positiven und Fluoreszenz-negativen Zellpopulationen erreicht. AnschlieRend konnte
von den mit linearisiertem pNHEJ-GFP-Reporterplasmid und TurboRed-
Expressionsvektor co-transfizierten Zellen der Anteil der grinen (GFP+) und roten
(RFP+) Zellen ermittelt werden. Dabei entsprach der Prozentsatz der GFP+-Zellen der
Effizienz der DSB-Reparatur und der Prozentsatz der RFP+-Zellen zeigte die Effizienz
der Transfektion an. Die relative DSB-Reparatureffizienz wurde Uber das Verhaltnis
GFP+/RFP+ berechnet.

2.2.6 Bioinformatische und statistische Analysen

Gen- und Promotorsequenzen wurden dem UCSC Human Genome Browser (Kent et
al., 2002) oder der miRBase Datenbank (Kozomara, Birgaoanu und Griffiths-Jones,
2019) entnommen. Primersequenzen wurden mit Hilfe der Online-Softwares
PrimerBlast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Primer3Plus (Untergasser et al., 2007),
QuikChange Primer Design (Novoradovsky et al., 2005) oder MethPrimer (Li und
Dahiya, 2002) entworfen. E2F 1-Bindestellen wurden mit Cscan (Zambelli et al., 2012),
und JASPAR (Fornes et al., 2020) unter Verwendung der offiziellen mRNA-Transkript-
IDs (NCBI, 2018), der JASPAR-Positionsgewichtungsmatrix MA0024.1, MA0024.2
bzw. MA0024.3 und eines Bereichs von -1000 bp bzw. -1500 bp bis zum annotierten
Transkriptionsstart vorhergesagt. MiRs, die APLF als Zielgen haben, wurden mit Hilfe
der Online-Datenbanken TargetScan (McGeary et al., 2019), Diana-microT
(Paraskevopoulou et al., 2013) und miRmap (Vejnar und Zdobnov, 2012) identifiziert.
MiR-Expressionsprofile in humanen physiologischen Geweben und humanen
Blutproben wurden dem Tissue Atlas (Keller et al., 2021) und der DEMC-Datenbank
(Yang et al., 2017) entnommen. Die Human Disease Methylation Datenbank
DiseaseMeth 2.0 (Xing et al., 2021) wurde zur Untersuchung des Methylierungsstatus
des MIR888-Promotors (-1500/+0 bp) verwendet: Array- und NGS-basierte
Technologie Experimentelle Plattformen, Kontrollen desselben Gewebes/derselben
Zelllinie, t-Test-Methode der differenziellen Analyse, p-Wert von 0,05 und absolute
Methylierungsdifferenz > 0,2. Graphen der DBS-Reparaturkinetik (PFGE-Daten)
wurden als nicht-lineare Regression von GraphPad Prism dargestellt. FACS-Daten
wurden mit Hilfe der FlowJo-Software analysiert (Gating und Erstellung der Grin-
gegen-Rot-Fluoreszenz-Plots). Patienten-RNA-Seqg-Daten aus TCGA-Kohorten mit
Blasenkrebs wurden dem Xena-Browser (https://xenabrowser.net/) entnommen. Eine
hohe (Uber dem definierten Schwellenwert) oder niedrige (unter dem definierten
Schwellenwert) Expression von E2F1 und APLF wurde mit Hilfe des Medians der
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Expression definiert. Der Schwellenwert T fur E2F1 wurde mit T = 9,2 (Median = 9.
124) und fur APLF wurde mit T = 6,0 (Median = 6,22) festgelegt. Die Patienten wurden
nach dem kombinierten Expressionsmuster von E2F1 und APLF gruppiert. Die Kurven
der Uberlebensraten und der rezidivfreien Uberlebensraten wurden nach der Kaplan-
Meier-Methode analysiert. Mit GraphPad Prism wurden alle Diagramme erstellt und
alle Signifikanzlevel berechnet. Daftir wurde je nach Datenlage ungepaarten T-Tests,
Mann-Whitney-U-Tests, einfache oder zweifache Varianzanalysen mit Bonferroni-

Korrektur oder Log-Rank-Tests mit Bonferroni-Korrektur verwendet.
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3. ERGEBNISSE

Die ambivalente Natur des Transkriptionsfaktors E2F1 als Zellzyklusregulator und
Promotor der Tumorprogression ist in zahlreichen Studien demonstriert worden.
Neben seiner Funktion als Regulator des Zellzyklus und der Apoptose unterstutzt
E2F1 die durch homologe Rekombination (HR)-vermittelte Reparatur von DNA-
Doppelstrangbrichen (DSB), indem es HR-relevante Gene transaktiviert (Yang, Lin
und Lin, 2008, Choi und Kim, 2019), Reparaturfaktoren rekrutiert (Chen et al., 2011)
und ein aktiver Bestandteil des DSB-Reparaturkomplexes ist (Biswas und Johnson,
2012, Manickavinayaham, Dennehey und Johnson, 2021). Die pro-metastatische
Aktivitat von E2F1 wird unter anderem im Blasenkarzinom (BC) deutlich. Eine hohe
E2F1-Expression korreliert mit der Entwicklung vom oberflachlichen, nicht-
muskelinvasiven Blasenkarzinom (NMIBC) zum muskelinvasiven Blasenkarzinom
(MIBC, Lee et al.,, 2010) und der Expression von EMT (Epithelial-Mesenchymal
Transition)-Markern (Khan et al., 2017). MIBCs weisen im Vergleich zu NMIBCs eine
erhdohte genomische Instabilitdt auf, die mit einer fehlerhaften DSB-Reparatur im
Zusammenhang steht (Bentley et al., 2009, Bentley et al., 2004). Das gleichzeitige
Auftreten von genomischer Instabilitat und hohen E2F1-Level deutet entweder auf eine
ineffiziente HR-vermittelte DSB-Reparatur oder auf eine Beteiligung von E2F1 an
anderen DSB-Reparaturmechanismen, wie das nicht-homologe End-Joining (NHEJ)
hin. Um die ambivalenten Funktionen von E2F1 besser zu verstehen, soll in der
vorliegenden Arbeit die Wechselwirkungen zwischen E2F1 und DSB-Reparaturwegen
mit dem Fokus auf das kanonische NHEJ (c-NHEJ) und deren Auswirkungen auf die

Tumorprogression mechanistisch betrachtet werden.

31 E2F1 ist eine transkriptioneller Regulator des kanonischen nicht-

homologen End-Joinings

3.1.1 Die Expression des Transkriptionsfaktors E2F1 und der Faktoren des

kanonischen NHEJ korrelieren im humanen Blasenkarzinom

Das kanonische NHEJ (c-NHEJ) ist neben der HR der 2zweite
Hauptreparaturmechanismus fur DSB. Bisher gibt es keine Studien Uber den Effekt
von E2F1 auf das c-NHEJ. Daher wurden zunachst die Auswirkungen der E2F1-

Aktivitat auf die Invasivitat von aus Patienten stammenden metastatischen BC-
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Zelllinien in Verbindung mit der Expression von ausgewahlten am c-NHEJ-beteiligten
Faktoren untersucht. Hierzu wurden Migrations- und Invasionsassays sowie
Immunblot- und PCR-Analysen durchgefuhrt. Die im Nachfolgenden betrachteten
c-NHEJ- Faktoren sind entweder ausschliellich an der c-NHEJ-vermittelten
Reparatur, aber nicht an alternativen End-Joining-Signalwegen (alt-EJ) beteiligt
(XRCC6, XRCC5, PRKDC, NHEJ1, XRCC4 und LIG4; Chiruvella, Liang und Wilson,
2013) oder haben eine Endo- und Exonuklease-Aktivitat (DCLRE1C und APLF), die
fur die Bildung stabiler ligierbarer DNA-Enden und damit fir die Reparaturkinetik
wichtig ist (siehe auch Abschnitt 1.2.1.2, S. 4, Pannunzio, Watanabe und Lieber, 2018,
Shibata und Jeggo, 2020, lles et al., 2007, Hammel et al., 2016).

In Ubereinstimmung mit vorherigen Arbeiten (Khan et al., 2017, Lee et al., 2010)
zeigen die invasiven BC-Zelllinien T24 und UMUC-3 kontrar zu den nicht-invasiven
epithelialen BC-Zelllinie RT-4 ein hohes migratorisches und invasives Verhalten
(Abbildung 4A) in Verbindung mit hohen endogenen E2F1-mRNA- und
Proteinkonzentrationen (Abbildung 4B). Ahnliche Expressionsprofile wie E2F1 weisen
auch die c-NHEJ-Faktoren XRCC6, XRCC5, PRKDC, DCLRE1C, NHEJ1, XRCC4 und
LIG4 auf. Sie sind sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene in den invasiven
Zelllinien T24 und UMUC-3 im Vergleich zu RT-4 meist deutlich erhéht (Abbildung 4 B).
Im Gegensatz dazu zeigt APLF eine inverses Expressionsmuster gegeniber E2F1, es
ist in den nicht-invasiven RT-4-Zellen signifikant hoher exprimiert als in den invasiven
T24 und UMUC-3 (Abbildung 4 Mitte).

Diese positive Korrelation zwischen den Proteinkonzentrationen von E2F1 und den c-
NEHJ-Faktoren mit Ausnahme von APLF ist auch bei einem erweiterten Panel aus
BC-Zelllinien nachweisbar (Abbildung 4 C). Abundant E2F1-exprimierende Zellen
(J82, UMUC-3, VM-CUB1) weisen tendenziell hohe Level der c-NHEJ-Faktoren auf,
intermediar E2F1-exprimierende Zellen (SW1710, T24, HT1197) zeigen eine
schwankende aber tendenziell niedrigere Expression der c-NHEJ Faktoren und RT-4,
die wenig E2F1 exprimieren, weisen durchgangig niedrige Proteinlevel der c-NHEJ-
Faktoren auf. Dartber hinaus besteht bei allen hier untersuchten BC-Zelllinien auf
Proteinebene eine negative Korrelation zwischen APLF und E2F1: mit ansteigender
E2F1-Konzentration sinkt die APLF-Expression.
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Abbildung 4: Korrelation zwischen E2F1 und kanonischen NHEJ-Faktoren im humanen
Blasenkarzinom (A) Zellmigrations- (oben) und Invasionsassays (unten) fir die humanen
Blasenkarzinomzelllinien RT-4, T24, UMUC-3. Der Fold Change ist relativ zu den Werten der RT-4-
Zellen berechnet (auf eins gesetzt). (B) semiquantitative PCR (links) und Immunblots (rechts) zur
Bestimmung der endogenen mRNA- und Proteinkonzentrationen der kanonischen NHEJ-Faktoren und
E2F1 von RT-4, T24 und UMUC-3 bzw. (C) von einem erweiterten Panel aus humanen
Blasenkarzinomzelllinien (RT-4, HT1197, VM-CUB1, T24, SW1710, UMUC-3 und J82). Beta-Aktin dient
jeweils als Ladekontrolle. Signifikanzlevel sind mittels einer einfachen Varianzanalyse (one-way
ANOVA) und anschlieRender Bonferroni-Korrektur n=3 bestimmt worden (*** p<0,001).

Sowohl die positive Korrelation zwischen E2F1 und den c-NHEJ-Faktoren XRCC&6,
XRCC5, PRKDC, DCLRE1C, NHEJ1, XRCC4 und LIG4 als auch die negativ
korrelierenden E2F1- und APLF-Level lassen auf eine Regulation des c-NHEJ durch
E2F1 schlielien. Um diese Regulation zu validieren, wurde E2F1 mittels adenoviraler
Vektoren in den nicht-invasiven RT-4-Zellen transient Uberexprimiert und in invasiven
T24- und UMUC-3-Zellen mit Hilfe von shRNA gegen E2F1 transient ausgeschaltet.
AnschlieBend wurde die Uberexpression bzw. Ablation von E2F1 sowie die Expression
der c-NHEJ-Faktoren in Verbindung mit der Zellinvasionsfahigkeit mittels funktionellen
Assays, gPCR- und Immunblot-Analysen untersucht.

In der Tat fuhrte die Zugabe von E2F1 in den nicht-invasiven RT-4-Zellen neben einer
signifikant erhdhten Zellinvasivitat (Abbildung 5 A) zu einer deutlich erhdhten
MRNA- und Proteinkonzentration der c-NHEJ-Faktoren XRCC6, XRCC5, PRKDC,
DCLRE1C, NHEJ1, XRCC4 und LIG4 im Vergleich zur Kontrolle. APLF bildet erneut
eine Ausnahme, da mit gesteigerter E2F1-Expression die APLF-Konzentration
eindeutig abnimmt (Abbildung 5 B und C). Parallel dazu zeigen die E2F1-depletierten
T24- und UMUC-3-Zellen ein signifikant verringertes invasives Wachstum (Abbildung
5 A) in Verbindung mit einer deutlichen Expressions-Abnahme der untersuchten c-
NHEJ-Faktoren, sowie einer gesteigerten APLF-Expression relativ zu den jeweiligen
Kontrollen (Abbildung 5 B und C).
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Abbildung 5: E2F1 reguliert essentielle Faktoren des ¢c-NHEJ (A) Invasionsassay, (B) gPCR und
(C) Immunblots zur Bestimmung der mRNA- und Proteinkonzentrationen der kanonischen NHEJ-
Faktoren, E2F1 und die Ladekontrolle B-Aktin in RT-4-Zellen nach transienter E2F1-Uberexpression, in
T24- und UMUC-3-Zellen nach transienter E2F1-Ablation mittels shRNA (Sh.E2F 1) jeweils im Vergleich
zu den entsprechenden Kontrollen. Fold Changes sind relativ zu den entsprechenden Kontrollen
berechnet. Signifikanzlevel sind mit Hilfe von ungepaarten T-Tests bzw. zweifachen Varianzanalysen
(two-way ANOVA) und anschliefiender Bonferroni-Korrektur n=9 (* p <0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)
bestimmt worden.

Insgesamt gesehen flhrt eine hohe E2F1-Konzentration in humanen BC-Zellen zu
einer gesteigerten Expression aller hier untersuchten c-NEHJ-Faktoren. Eine

Ausnahme stellt APLF dar, dessen Expression bei erhdhtem E2F1-Level abnimmt.

3.1.2 EZ2F1 ist ein direkter Transaktivator der c-NHEJ-Faktoren aber gleichzeitig ein
indirekter negativer Regulator von APLF

Die starke Korrelation zwischen den c-NHEJ-Faktoren und E2F1 lasst auf eine
transkriptionelle Regulation durch E2F1 schlielen. Daher wurden die Promotor-
Regionen der c-NHEJ-Faktoren in silico mit Hilfe der Online-Datenbanken Cscan
(Zambelli et al., 2012), UCSC Human Genome Browser (Kent et al., 2002) und
JASPAR (Fornes et al., 2020) sowie in vivo mittels Chromatinimmunprazipitation
(ChlP) untersucht.
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Cscan ist eine Online-Datenbank mit genomweiten CHIP-seg-Datensatzen, die es
ermdglicht gemeinsame Regulatoren einer Gruppe von Genen aufzufinden (Zambelli
et al., 2012). Fir die hier untersuchten acht c-NHEJ-Faktoren gibt es 53 annotierte
Transkripte (NCBI, 2018) , von denen 16 in der Cscan-Transkriptdatenbank enthalten
sind. Effektiv wurden nur 10 Input-Transkripte fur die Cscan-Analyse verwendet, da
mehrere Transkript-IDs fur dieselbe zu analysierende genomische Region existieren
und somit als eine betrachtet werden. Als einziger c-NHEJ-Faktor verblieb LIG4 mit
drei verschiedenen Transkript-IDs (siehe Anhang S. XXIV). Insgesamt konnten 103
Transkriptionsfaktoren aus 263 unterschiedlichen ChlIP-Experimenten als
Uberreprasentiert in den genomischen Regionen -1000 bis zum annotierten
Transkriptionsstart der c-NHEJ-Faktoren identifiziert werden. Abbildung 6 A zeigt die
Hitmap fuar diese ChlP-Experimente je Input-Transkript. Nur sieben
Transkriptionsfaktoren (aus 15 ChIP-Experimenten) wurden als signifikant (p < 0,05
BONF.pvalue dunkelgriin) Uberreprasentiert gefunden, wobei allein NF-E2 als
madglicher gemeinsamer Regulator fir alle acht c-NHEJ-Faktoren mit neun von zehn
Hits (kein Hit bei NM_003401_LIG4) in Frage kommt. E2F1 (HA-E2F1, grun hinterlegt)
hat zwar ein ChIP-seq Peak-Signal bei acht von zehn Promotorregionen ist aber mit
einem p-Wert von 0,143 nicht signifikant Uberreprasentiert. Da die zwei fehlenden
Promotorregionen eines der drei LIG4-Transkripte und APLF sind, und da die E2F1-
und APLF-Expression negativ korreliert (siehe Abschnitt 3.1.1, S. 42), wurde die
Cscan-Analyse ohne APLF wiederholt (Abbildung 6B). Es wurden 101
Transkriptionsfaktoren aus 247 ChIP-Experimenten als Uberreprasentiert identifiziert.
Sieben Transkriptionsfaktoren (aus 14 ChlP-Experimenten) sind signifikant (p < 0,05
BONF.pvalue dunkelgrin) Uberreprasentiert unter anderem auch E2F1 (HA-E2F1,
grun hinterlegt) mit einem p-Wert von 0,02 und acht von neun Hits, wobei wieder nur
eine der drei LIG4-Transkripte (NM_003401) fehlt. Der Ausschluss von APLF fuhrt
somit zur Einstufung von E2F1 zu einem gemeinsamen Regulator der untersuchten c-
NHEJ-Faktoren XRCC6, XRCC5, PRKDC, DCLRE1C, NHEJ1, XRCC4 und LIG4.
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Abbildung 6: Cscan-Hitmap lberreprasentierter Transkriptionsfaktoren der c-NHEJ-Faktoren (A)
ChlP-Experimente je c-NHEJ-Input-Transkript mit APLF oder (B) ohne APLF. ,Blau® ChIP-Experiment
weist eine Anreicherung der genomischen Region -1000 bp bis zum annotierten Transkriptionsstart des
jeweiligen Input-Transkriptes auf, ansonsten ,weil}". Signifikanzlevel (Bonferroni-Korrektur) sind als
grine Balken dargestellt dabei sind p-Werte <0,05 dunkelgrin.

Die ChIP-seqg-Daten weisen darauf hin, dass die Promotoren der untersuchten c-
NHEJ-Faktoren aufler APLF E2F1-Bindestellen besitzen und verstarken die
Annahme, dass E2F1 die c-NHEJ-Faktoren transkriptionell reguliert.

Daher wurde im nachsten Schritt die Promotorregionen der c-NHEJ-Faktoren im Detail
betrachtet. Abbildung 7 zeigt jeweils schematisch den Aufbau der Promotorregion -
1000 bp bis zum annotierten Transkriptionsstart der c-NHEJ-Genloci. Mit Hilfe des
UCSC Genome Browsers und JASPAR wurden CpG Islands (grun), cis-regulatorische
Elemente: Promotor-ahnliche Signaturen (rot) und proximale Enhancer-ahnliche
Signaturen (orange) (Kent et al., 2002) sowie potentielle E2F1-Bindestellen mit
Bindungsaffinitaten (Fornes et al., 2020) identifiziert. Alle Promotorregionen weisen
potentielle E2F1-Bindestellen mit einem Bindungsaffinitats-Score groker q90
(Gewichtung von 0= keine bis 100= hohe Wahrscheinlichkeit fur eine Bindestelle)
direkt in Promotor-ahnlichen Signaturen (XRCC6, XRCC5, PRKDC, APLF, XRCC4),
in  Enhancer-ahnlichen Signaturen (DCLRE1C) oder zwischen zwei cis-
regulatorischen Elementen (NHEJ1, LIG4) auf (Abbildung 7 A).

Die Bindung von E2F1 an diesen potentiellen Bindestellen wurden mit Hilfe von ChlP-
Experimenten validiert. Hierfir wurden ChlP-Prazipitate von RT-4-Zellen, in denen
E2F1 tGberexprimiert wurde und UMUC-3 mit ausgeschaltem E2F1 (Knockdown) sowie

den jeweiligen Kontrollen hergestellt. Durch qPCRs fur die in Abbildung 7 A
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gekennzeichneten Bereiche der jeweiligen Promotorregionen konnte deren
Anreicherung in den E2F1-Prazipitaten relativ zu den IgG-Prazipitaten (ChlIP Fold
Enrichment) nachgewiesen werden. Der 10%-Input reprasentiert die vor der
Prazipitation eingesetzte etwa gleiche Menge an DNA. Das E2F1-Zielgen APAF-1
diente als Positivkontrolle (Meier et al., 2014). Durch E2F1-Uberexpression in RT-4-
Zellen kommt es zu einer signifikant erhdhten Anreicherung der Promotorregionen von
XRCC6, XRCC5, PRKDC, DCLRE1C, NHEJ1, XRCC4, und einer nicht signifikanten
jedoch erhdhten Anreicherung der Promotorregion von LIG4 jeweils im Vergleich zur
Kontrolle. Damit Ubereinstimmend fuhrt die Abnahme von E2F1 in UMUC-3 zu einer
deutlich verringerten Anreicherung dieser Promotorregionen im Vergleich zur Kontrolle
(Abbildung 7 B). AuBerdem wurden zwei potentielle E2F1-Bindestellen im APLF-
Promotor zwischen -500 und -150 bp (Abbildung 7 A) untersucht. Es konnte jedoch
keine Anreicherung dieser Regionen weder in den E2F1-Prazipitaten der RT-4-Zellen
(nach Uberexpression von E2F1) noch in E2F1-depletierten UMUC-3 bzw. in einer der
Kontrollen nachgewiesen werden (Abbildung 7 C).

Zusammengefasst (Abbildung 7 D) bestatigen diese Ergebnisse, dass E2F1 an die
Promotoren von XRCC6, XRCC5, PRKDC, DCLRE1C, NHEJ1, XRCC4 und LIG4
binden kann und diese direkt transaktiviert. Gleichzeitig wird die APLF-Expression

durch eine indirekte nicht-transkriptionelle Aktivitat von E2F1 gehemmt.
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Abbildung 7: E2F1 ist ein direkter Transaktivator der essentiellen c-NHEJ-Faktoren aber
gleichzeitig ein indirekter negativer Regulator von APLF (A) Schematischer Aufbau der
Promotorregion der c-NEHJ-Faktoren 1000 bp stromaufwarts bis zum annotierten Transkriptionsstart
(+1) mit CpG Islands (griin), cis-regulatorische Elemente: Promotor-ahnliche Signaturen (rot), proximale
Enhancer-ahnliche Signaturen (orange), potentiellen E2F1-Bindestellen und Primerbindestellen fir
ChIP-gPCRs. (B) ChIP-gPCR dargestellt als ChIP Fold Enrichment (CT-Werte der E2F1-Prazipitate
relativ zu denen der IgG-Prazipitate) und (C) ChIP-PCR fir RT-4-Zellen nach transienter E2F1-
Uberexpression (E, links), UMUC-3-Zellen nach transienter E2F1-Ablation mittels ShRNA (ShE, rechts)
im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen (k, ShK), 10%-Input als Reprasentation der vor der
Prazipitation eingesetzten DNA-Menge und APAF-1 als Positivkontrolle. Signifikanzlevel sind mit Hilfe
einer zweifachen Varianzanalyse (two-way ANOVA) und Bonferroni-Korrektur n=8 (* p <0,05) bestimmt
worden. (D) Méglicher Mechanismus fur den Einfluss von E2F1 auf die c-NHEJ-Faktoren.
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3.2 Eine E2F1-induzierte Transaktivierung des APLF-Inhibitors hsa-miR-888-
5p wird durch die Hypomethylierung des MIR888-Promotors ermoglicht

Es gibt zwei Moglichkeiten wie E2F1 APLF indirekt negativ regulieren kann. Entweder
hemmt es einen APLF-Aktivator oder es aktiviert einen APLF-Inhibitor. Das zweite
Szenario scheint wahrscheinlicher, da bekannt ist, dass E2F1 in Netzwerke mit
negativen Genregulatoren, sogenannten microRNAs (miRs), involviert ist (Knoll,
Emmrich und Putzer, 2013). MiRs sind 20 bis 24 Nukleotid lange nicht-kodierende
RNA-Molekule, die meistens an 3'UTRs von mRNAs binden und dadurch deren
Translation hemmen oder Abbau induzieren kénnen. Sie sind an einer Vielzahl von
zellularen Prozessen, unter anderem auch an der Krebsentwicklung, beteiligt (Lee,
Feinbaum und Ambros, 1993, Esquela-Kerscher und Slack, 2006, Adams, Kasinski
und Slack, 2014, Budakoti et al., 2021). Daher wurde im Folgenden untersucht, ob
APLF durch eine E2F 1-regulierte miR inhibiert werden kann.

3.2.1 Hsa-miR-888-5p ist ein negativer Regulator von APLF im humanen

Blasenkarzinom

Es gibt mehr als 30 verschiedene Algorithmen und eine Vielzahl von Online-
Datenbanken zur Vorhersage von miR-Zielgenen, jedoch unterscheiden sie sich bei
der Bestimmung von Interaktionswahrscheinlichkeiten und der Anzahl der Ziele. Laut
einer Studie von Fan und Kurgan (2015) sind die drei zuverlassigsten Datenbanken
zur Vorhersage von miR-Zielgenen TargetScan (McGeary et al., 2019), Diana-microT
(Paraskevopoulou et al., 2013) und miRmap (Vejnar und Zdobnov, 2012). Daher
wurden diese benutzt um miRs vorherzusagen, die die 3’UTR von APLF binden und
damit potentielle Inhibitoren von APLF sind. Bei einem rigiden Schwellenwert von 95%
als Vorhersage-Score wurde von TargetScan, Diana-microT und miRmap 79, 9 bzw.
47 miRs vorhergesagt (siehe Anhang S. XXVI), dabei wurden nur hsa-miR-888-5p und
hsa-miR-4657 von allen drei Datenbanken gefunden, die die APLF-3'UTR binden
(Abbildung 8 A). Expressionsdaten aus dem Gewebeatlas fir miRs (Tissue Atlas,
Keller et al.,, 2021) zeigen, dass beide miRs normalerweise nur gering in
physiologischen Geweben exprimiert werden (Abbildung 8 B). Im Gegensatz zu hsa-
miR-4657 zeigt hsa-miR-888-5p eine Gewebe-spezifisch erhdhte Expression, die sich
neben Hoden auf einige wenige Gewebetypen wie Nieren, Bauchspeicheldruse und
Schilddrise beschranken (Abbildung 8 B oben). Beide miRs sind im normalen

Der E2F1/miR-888/APLF-Signalweg in DSB-Reparatur und BC-Progression



Christin Richter Ergebnisse
Blasengewebe nur schwach exprimiert. Diese Unterschiede fanden sich laut DEMC-
Datenbank auch bei Expressionsanalysen mit Blutproben von Krebspatienten und
gesunden Probanden (Yang et al., 2017). Danach wurde eine erhdhte Expression von
hsa-miR-888-5p bei 14 verschiedenen Krebsarten einschlie3lich dem Blasenkarzinom
detektiert (Abbildung 8 C). Im Gegensatz dazu zeigt hsa-miR-4657 in Patienten mit
den getesteten Tumortypen gleich hohe bzw. teilweise sogar niedrigere
Blutkonzentrationen im Vergleich zum Normalblut (Abbildung 8 C). Weiterhin weisen
die invasiven BC-Zelllinien T24 und UMUC-3 kontrar zu den nicht-invasiven
epithelialen BC-Zelllinie RT-4 etwa 20 - 40-fach hohere endogene hsa-miR-888-5p-
Expressionslevel auf (Abbildung 8 D), was dem E2F1-Expressionsprofil ahnelt
(Abbildung 4B).

Weiterhin wurde in mehreren Publikationen demonstriert, dass hsa-miR-888-5p in
verschiedenen Krebsarten hochreguliert ist und zu den sogenannten OncomiRs zahlt,
die die Tumorprogression unterstitzen (Bobowicz et al., 2016, Cao, 2019, Hasegawa
et al., 2018, Hovey et al., 2015, Huang und Chen, 2014, Lewis et al., 2014, Li et al.,
2019b). Dies bedeutet mdglicherweise, dass der potentielle APLF-Inhibitor hsa-miR-
888-5p wahrend der durch E2F1-induzierten Tumorprogression dereguliert wird.
Folglich erscheint hsa-miR-888 ein vielversprechender Kandidat zu sein, um die
Inhibierung von APLF im Zusammenhang mit E2F1 im humanen Blasenkarzinom

mechanistisch zu untersuchen.
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Abbildung 8: Identifikation von hsa-miR-888-5p als potentieller APLF-Inhibitor (A) Venn-
Diagramm der drei Vorhersagealgorithmen (TargetScan, Diana-microT und miRmap) zur Identifikation
von miRs, die APLF als potentielles Zielgen haben (links) mit den stem loop-Sequenzen der beiden
potentiellen miRs hsa-miR-888-5p und hsa-miR-4657, enthommen aus der miRBase-Datenbank (Mitte)
und der vorhergesagten konsequente Paarung von APLF 3‘UTR und den miRs, enthommen aus der
TargetScan-Datenbank. Expressionsdaten von hsa-miR-888-5p und hsa-miR-4657 in (B)
physiologischen Geweben entnommen aus der Tissue Atlas Datenbank und (C) im Blut von
Krebspatienten entnommen aus der DEMC-Datenbank. (D) Nachweis der hsa-miR-888-5p Expression
mittels TagMan® MicroRNA Assay in den BC-Zelllinien RT-4, T24 und UMUC-3. Der Fold Change ist
relativ zu den Werten der RT-4-Zellen berechnet (auf eins gesetzt). Signifikanzlevel sind mittels einer
einfachen Varianzanalyse (one-way ANOVA) und anschlieRender Bonferroni-Korrektur n=3 bestimmt
worden (** p<0,01).
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Zur Uberprifung der Arbeitshypothese wurde zunachst die Wechselwirkung zwischen
hsa-miR-888 und APLF in BC-Zelllinien mittels qPCR- und Immunblots sowie
Luziferase-Assays analysiert. Hierfur wurden zum einen RT-4-Zellen hergestellt, die
stabil hsa-miR-888-5p exprimieren. Die Produktion des miR- Expressionsvektors
erfolgte Uber die Amplifikation eines 117 bp grolRen DNA-Fragments, welches den
stem loop der hsa-miR-888-5p enthielt. Die Sequenz flr den stem loop wurde der
miRBase Datenbank entnommen (Kozomara, Birgaoanu und Griffiths-Jones, 2019)
und ist in Abbildung 8 A dargestellt. Uber eine Zwischenklonierung in das pcDNA3.1-
Plasmid wurde die Sequenz anschliefend in den piLenti GFP2APuro Vektor
eingefliigt. Zum anderen wurden stabil miRZIP-888-xprimierende T24- und UMUC-3-
Zelllinien hergestellt. Bei miRZIP-888 handelt es sich um eine AntagomiR gegen miR-
888 (miR-Sequenzen mit antisense-Orientierung zur seed-Region). Als Kontrolle
wurde eine entsprechende miR-scramble Sequenz (miR-scr) verwendet. Nach
lentiviraler Transduktion der Zellen wurden Einzelklonkulturen generiert (n=3) und die
hsa-miR-888-5p Expression mithilfe des TagMan® microRNA Assays verifiziert
(Abbildung 9 A).

Wie in Abbildung 9 A und B dargestellt, fiihrt die Uberexpression von hsa-miR-888-5p
in RT-4-Zellen zu einer 40%-igen Abnahme der APLF mRNA-Expression und deutlich
niedrigeren APLF-Proteinkonzentration im Vergleich zu den RT-4-Kontrollzellen. In
Ubereinstimmung damit weisen hsa-miR-888-5p-depletierte invasive T24 und
UMUC-3 fur APLF eine signifikant erhdhte mRNA- und Proteinexpression auf. Zur
Validierung der Interaktion zwischen hsa-miR-888-5p und der humanen APLF-mRNA
wurde ein 314 bp grolles APLF-3'UTR-Fragment (Abbildung 9 C unten) amplifiziert,
das die vorhergesagte sowie eine weitere miR-888-Bindestelle mit niedrigem
Vorhersage-Score (<95%, nicht dargestellt) enthalt, und in den pMIR-Report
stromabwarts des Luziferase-Gens kloniert. Wie in Abbildung 9 C zu sehen ist, fuhrt
die verstarkte Expression von hsa-miR-888-5p in RT-4 zu einer um etwa 40%
verminderten Luziferase-Aktivitat. In den miR-888-depletierten T24- und UMUC-3-
Zellen wurde im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen eine vier- bis siebenfach
hoheren Reporteraktivitat gemessen.
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Abbildung 9: Hsa-miR-888-5p ist ein direkter Inhibitor von c-NHEJ-Faktor APLF (A) TagMan®
MicroRNA Assay zur Bestimmung der hsa-miR-888-5p Expression, (B) gPCR (oben) und Immunblots
(unten) zur Bestimmung der APLF mRNA- und Proteinkonzentrationen sowie (C) Luziferase-Assays zur
Bestimmung der Interaktion von hsa-miR-888-5p und der APLF-3’'UTR in den BC-Zelllinien RT-4, die
stabil hsa-miR-888-5p exprimieren, T24 und UMUC-3, die stabil miR-ZIP888, eine AntagomiR gegen
hsa-miR-888-5p, exprimieren, jeweils im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen (miR-scr.). Die
Messung der Luziferase-Aktivitat erfolgte 24 h nach der Transfektion und wurde gegen die
Proteinkonzentrationen der jeweiligen Ansatze normalisiert. Fold Changes sind relativ zu den
entsprechenden Kontrollen berechnet. Signifikanzlevel sind mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests (* p
<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001) bestimmt worden. (D) Mdglicher Mechanismus fir den Einfluss von E2F1
und hsa-miR-888 auf die c-NHEJ-Faktoren.

Die in sillico-Analysen konnten somit in humanen BC-Zellen bestatigt werden. Die
Gewebe-spezifische hsa-miR-888-5p interagiert mit der APLF-3'UTR und hemmt
dadurch die APLF-Expression (Abbildung 9 D). Interessanterweise ist keiner der
anderen hier untersuchten c-NHEJ-Faktoren von einem der verwenden
Vorhersagealgorithmen TargetScan (McGeary et al., 2019), Diana-microT
(Paraskevopoulou et al., 2013) oder miRmap (Vejnar und Zdobnov, 2012) als Zielgen
der hsa-miR-888-5p identifiziert worden, was noch einmal deren hohe Spezifitat fur
APLF unterstitzt.

3.2.2 EZ2F1 hemmt APLF (iber die Transaktivierung von hsa-miR-888-5p

Die positiv-korrelierenden Expressionsprofile von E2F1 und hsa-miR-888-5p in BC-
Zelllinie sowie die verminderten APLF mRNA- und Proteinkonzentrationen aufgrund
hoher E2F1- bzw. hsa-miR-888-5p-Expression, lasst auf eine Regulation der hsa-miR-
888-5p durch E2F1 schlieen. Zur Validierung dieses regulatorischen Signalweges
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wurden die Wechselwirkungen zwischen E2F1 und hsa-miR-888 -5p in BC-Zelllinien
mittels TagMan® MicroRNA-Assay und Immunblots, sowie ChlIP- und Luziferase-
Assays untersucht. Hierfur wurden RT-4-Zellen mit Ad.E2F1 und T24- und UMUC-3-
Zellen mit Ad.sh.E2F1 infiziert. Wie in Abbildung 10 A gezeigt, fuhrt die
Uberexpression von E2F1 in RT-4 zu einer im Vergleich zu Kontrollzellen deutlich
erhdhten hsa-miR-888-5p-Expression. Die Inhibition von E2F1in den invasiven BC-
Zelllinien T24 und UMUC-3 resultiert stattdessen in einer stark verminderten hsa-miR-
888-5p-Expression.

In einem nachsten Schritt wurde die Interaktion von E2F1 mit dem MIR888-Promotor
untersucht. Wie in Abbildung 10B (oben) dargestellt, weist die MIR888-
Promotorregion (-1500 bp bis zum annotierten Transkriptionsstart) zwei potentielle
E2F1-Bindestellen und ein CpG-Island (grun) auf. Die Bindung von E2F1 an diese
potentiellen Bindestellen wurden mit Hilfe von ChlP-Experimenten analysiert. Hierfur
wurden ChIP-Prazipitate von RT-4-Zellen mit Gberexprimiertem E2F1, UMUC-3-Zellen
mit E2F1-Knockdown und den jeweiligen Kontrollen hergestellt. Durch PCR-Analysen
fur die in Abbildung 10 B gekennzeichneten Bereiche konnte deren Anreicherung in
den E2F1-Prazipitaten im Vergleich zu IgG-Prazipitaten (Mock-IP) nachgewiesen
werden. Der 10%-Input reprasentiert die vor der Prazipitation eingesetzte etwa gleiche
Menge an DNA und APAF-1 diente auch hier als E2F 1-Bindungskontrolle (Meier et al.,
2014). Durch E2F1-Uberexpression in RT-4-Zellen kommt es zu einer Anreicherung
beider E2F1-Bindestellen im Vergleich zur Kontrolle und der Mock-IP (Abbildung 10 B,
Mitte links), wahrend E2F1-depletierte UMUC-3-Zellen eine verringerte Anreicherung
beider Regionen im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 10 B, Mitte rechts) aufweisen.
Zusatzlich wurde ein 371 bp groRes Fragment des MIR888-Promotors (Abbildung 10
B oben), das die beiden vorhergesagten E2F1-Bindestelle enthalt, amplifiziert und in
den pGLA4[/uc2]-Vektor stromaufwarts des Luziferase-Reportergens kloniert. Die
sequentielle Messung der Luziferase-Aktivitaten erfolgte 24 Stunden nach Co-
Transfektion der pGL4[/uc2]-MIR888-Promotor- und pGL4[hRIuc/CMV]-Vektoren. Die
relative Luziferase-Aktivitat wurde durch das Verhaltnis von Firefly- zu Renilla-
Luciferase-Aktivititat bestimmt. In Ubereinstimmung mit den vorherigen Ergebnissen
fuhrte die E2F1-Uberexpression in RT-4 zu einem Anstieg und die E2F1-Ablation in
UMUC-3 zur signifikanten Reduktion der Luziferase-Aktivitdt im Vergleich zur

jeweiligen Kontrolle (Abbildung 10 B unten).
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Abbildung 10: E2F1 ist ein direkter Transaktivator der hsa-miR-888-5p (A) TagMan® MicroRNA
und Immunblots zur Bestimmung der hsa-miR-888-5p Expression in RT-4-Zellen nach transienter E2F1-
Uberexpression, in T24- und UMUC-3-Zellen nach transienter E2F1-Ablation mittels sShRNA (Sh.E2F1)
jeweils im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen (B) Schematischer Aufbau der MIR888-
Promotorregion -1500 bp bis zum annotierten Transkriptionsstart (+1) mit CpG Islands (grun),
potentiellen E2F1-Bindestellen, Primerbindesstellen flir ChIP-gPCRs und der flir das Luziferase-Assay
verwendeten Promotorregion (oben). ChIP-PCR fiir RT-4-Zellen nach transienter E2F1-Uberexpression
(E, links), UMUC-3-Zellen nach transienter E2F1-Ablation mittels shRNA (ShE, rechts) im Vergleich zu
den jeweiligen Kontrollen (k, ShK), 10%-Input als Reprasentation der vor der Prazipitation eingesetzten
DNA-Menge und APAF-1 als E2F1-Bindungskontrolle (Mitte). Dual-Luciferase® Reporter Assay zur
Bestimmung der Interaktion von E2F1 und der MIR888-Promoterregion. Vierundzwanzig Stunden nach
der Transfektion erfolgte die sequentielle Messung der Firefly- und Renilla-Luciferase-Aktivitaten. Zur
Bestimmung der relativen Luziferase-Aktivitat wurde das Verhaltnis von Firefly- zu Renilla-Luciferase-
Aktivitdt und anschlieend Fold Changes zu den entsprechenden Kontrollen berechnet (unten).
Signifikanzlevel sind mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests (** p<0,01) bestimmt worden. (C)
Mechanismus fir die Regulation der c-NHEJ-Faktoren durch E2F1und hsa-miR-888-5p.

Diese Daten weisen darauf hin, dass E2F1 als direkter Transaktivator der c-NHEJ-
Faktoren XRCC6, XRCC5, PRKDC, DCLRE1C, NHEJ1, XRCC4, LIG4 und von hsa-
miR-888-5p fungiert, die wiederum ALPF inhibiert (Abbildung 10 C).

3.2.3 Die Aktivierung der Gewebe-spezifischen hsa-miR-888-5p wird durch
Hypomethylierung des Promotors erméglicht

Krebsentstehung und Tumorprogression sind nicht nur gekennzeichnet durch

genetischen Veranderungen in wichtigen Tumorsuppressor- und Onkogenen, die die
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Zellproliferation, DNA-Reparatur, Zelldifferenzierung und andere homoostatische
Funktionen regulieren, sondern auch durch epigenetische Mechanismen wie DNA-
Methylierung und Histonmodifikationen (Hanahan und Weinberg, 2011). In mehreren
Publikationen konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von normalerweise
stummgeschalteten Gewebe-spezifischen Genen wahrend der Tumorprogression auf
epigenetische Veranderungen zurickgefuhrt werden kénnen (Berdasco und Esteller,
2010, Bert et al.,, 2013, Rousseaux et al., 2013, Loriot et al., 2014). Damit
einhergehend ist bekannt, dass beim Blasenkarzinom haufig epigenetische
Modifikationen auftreten und mit veranderten Methylierungsmustern zwischen NMIBC
und MIBC assoziiert sind (Knowles und Hurst, 2015, Olkhov-Mitsel et al., 2017). Daher
wurde im Folgenden der epigenetische Aspekt der hsa-miR-888-Aktivierung
betrachtet. Hierfur wurde der DNA-Methylierungsgrad des MIR888-Promotors in silico
und in vitro mittels methylierungsspezifischer PCR untersucht.

Daten aus der Human Disease Methylation Datenbank (Xing et al., 2021) zeigen, dass
die MIR888-Promotorregion -1500 bp bis zum annotierten Transkriptionsstart beim
Blasenkarzinom im Vergleich zu gesundem Blasengewebe hypomethyliert ist
(Abbildung 11 A). Damit einhergehend wurde in der MIR888-Promotorregion
stromaufwarts der E2F1-Bindestellen (-1611 und -1337 bp) ein potentielles CpG-Island
(Kent et al., 2002) identifiziert (Abbildung 11 B oben). Methylierungsspezifische-PCRs
in RT-4-, T24- und UMUC-3 Zellen, bei denen die Amplifikation des potentiellen CpG-
Island mit spezifischen Primern fur die unmethylierte oder methylierte Variante des
CpGe-Island durchgefuhrt wurde, zeigten bei allen drei Zelllinien schwache Banden fir
ein methyliertes CpG-Motiv. Stattdessen waren nur bei den invasiven hsa-miR-888-
exprimierenden Zelllinien T24 und UMUC-3 pragnante Banden flur die unmethylierte
CpG-Variante detektierbar (Abbildung 11 B). Zur Validierung des Einflusses des
Methylierungsgrades auf die hsa-miR-888-Expression, wurden RT-4 Zellen
120 Stunden mit den Demethylierungsreagenz Azacitidin (AZA) oder DMSO
behandelt. Anschlie®Bend durchgefuhrte TagMan® MicroRNA-Assays und
methylierunsspezifische-PCRs zeigten, dass die Demethylierung des im MIR888-
Promotor gelegenen CpG-Islands zu einem signifikanten Anstieg der hsa-miR-888-5p-
Expression im Vergleich zur Kontrolle flihrte (Abbildung 11 C).
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Abbildung 11: Methylierungsgrad der CpG-Island im MIR888-Promotor reguliert hsa-miR-888-5p-
Expression (A) DNA-Methylierungsgrad der MIR888-Promotorregion -1500 bp bis zum annotierten
Transkriptionsstart enthnommen aus der Human Disease Methylation Datenbank. (B) Schematischer
Aufbau der MIR888-Promotorregion -1500 bp bis zum annotierten Transkriptionsstart (+1) mit CpG
Island (griin) und E2F1-Bindestellen (oben). Methylierungsspezifische PCR der CpG-Island mit
spezifischen Primer fir die unmethylierte (Un) oder methylierte (Me) Variante der vorhergesagten CpG-
Island in RT-4-, T24- und UMUC-3-Zellen. (C) TagMan® MicroRNA-Assay und Methylierunsspezifische
PCR in RT-4-Zellen nach Azacitidin-Behandlung (AZA). Fold Change ist relativ zu der Kontrolle
berechnet. Signifikanzlevel ist mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests (** p<0,01) bestimmt worden.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass es wahrend der BC-Progression zu
einer Hypomethylierung des MIR888-Promotors kommt, was diesen fir
Transkriptionsfaktoren wie E2F1 mdglicherweise zuganglicher macht (Héberlé und
Bardet, 2019). Dieses Ereignis in Kombination mit der erhéhten E2F1-Expression in
invasiven BC-Zellen erleichtert die E2F1-vermittelte Transaktivierung der hsa-miR-

888-5p und die damit einhergehende Inhibierung von APLF.

3.2.4 Das gesamte miR-888-Cluster ist im humanen Blasenkarzinom aktiv

Hsa-miR-888 ist Teil eines genomischen Clusters bestehend aus sieben miRs (hsa-
miR-892¢, hsa-miR-890, hsa-miR-888, hsa-miR-892a, hsa-miR-892b, hsa-miR-891b
und hsa-miR-891a), die sich in einer etwa 35 kbp grofden Region auf dem Antisense-
Strang des humanen X-Chromosoms Xq27.3 befinden (Abbildung 12 A, Kent et al.,
2002). Alle sieben miRs wurden in verschiedenen Krebsarten wie dem
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hepatozellularen Karzinom, Nephroblastom, Prostata-, Brust-, Bauchspeicheldrisen-,

kolorektalen- und nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom entweder als Tumorsuppressor

oder Onkogen mit einer Vielzahl von Zielgenen beschrieben (Tabelle 1).

Tabelle 1 Funktion der miRs des miR-888-Clusters in verschiedenen Krebsarten und ihre validierten

Zielgene.

miR
hsa-miR-892c
hsa-miR-890

hsa-miR-888

hsa-miR-892a

hsa-miR-892b

hsa-miR-891b

hsa-miR-891a

F: Funktion, S: Tumorsuppressor, P: Tumorpromotor, N/A: nicht bekannt

S

S/P

Krebsart[en]
Prostatakrebs
Prostatakrebs und
Triple-negativer
Brustkrebs

Blasen-, Prostata- und

Brustkrebs

Prostata- und
Kolorektalkrebs,
hepatozellulares
Karzinom

Prostata- und
Brustkrebs

Prostata-, Brust- und
Bauchspeicheldrisen-
krebs, Nephroblastom
Prostata- und nicht-
kleinzelliger
Lungenkrebs

validierte
Zielgene
N/A

MAD2L2,

WEE1, XPC,
CD147

APLF, RBL1,
KLF5, SMAD4,
TIMP2, CHD1

CD226,
PPP2R2A

TRAF2, TAK1,
TAB3
PARP1

N/A

Referenz
Hasegawa et al., 2018
Hasegawa et al., 2018,
Wang et al., 2019,
Hatano et al., 2015
Hasegawa et al., 2018,
Lewis et al., 2014,
Huang und Chen,
2014, Cao, 2019, Li et
al., 2019b, Richter et
al., 2019
Hasegawa et al., 2018,
Jia et al., 2017, Liang
et al., 2015

Hasegawa et al., 2018,
Jiang et al., 2016
Hasegawa et al., 2018,
Li, Huang und Hang,
2019, Xu et al., 2017
Hasegawa et al., 2018,
Lee et al., 2015

Insbesondere beim Prostatakarzinom konnte gezeigt werden, dass das gesamte miR-

888-Cluster zusammen exprimiert wird und mehrere krebsrelevante Funktionen

reguliert (Hasegawa et al., 2018). Interessanterweise befindet sich in der Xg27.3-

Region auch eine sogenannte rare fragile site, genomische Loci, die besonders anfallig

fur die Bildung von Lucken oder Bruchen wahrend der Metaphase der Zellteilung sind.

An diesen Loci kann es zu Chromosomenumlagerungen, Schwesterchromatid-
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austauschen oder auch intrachromosomaler Genamplifikation kommen, die zur
genomischen Instabilitat der betroffen Region oder auch des gesamten Chromosoms
beitragen (Bjerregaard et al., 2018, Glover, 1998). Daher wurde die miR-Expression
sowie die Genkopienzahl des miR-888-Cluster mittels TagMan® MicroRNA- und Copy
Number Variation Assay untersucht.

Expressionsanalysen von drei miRs, die sich am 3‘-Ende (miR-892c), mittig (MIR888)
und am 5'-Ende (MIR891b) des miR-888-Hauptclusters befinden (Abbildung 12 A,
orange markiert), ergaben, dass hoch-invasive UMUC-3 kontrar zu RT-4 eine etwa 6-
(miR-892c¢-5p), 50- (MiR-888-5p) bzw. 13000- (miR-891b) fach hdhere endogene miR-
Expression aufweisen (Abbildung 12 B). Zudem besitzen die UMUC-3-Zellen eine
veranderte Genkopienzahl der Cluster-miRs. Sowohl RT-4 als auch UMUC-3
entstammen mannlichen Spendern (XY, Bairoch, 2018) und sollten daher im Vergleich
zur gesunden weiblichen genomischen DNA (XX) eine einfache Kopienzahl von X-
Chromosom-standigen Genen besitzen. Wie in Abbildung 12 C zu sehen, trifft dies flr
RT-4-Zellen zu, sie weisen eine 1-fache Kopienzahl der drei miR-Loci im Vergleich zur
weiblichen genomischen DNA auf. Im Gegensatz dazu zeigen UMUC-3-Zellen eine
etwa 1,5-fache Genkopienzahl des miR-888-Clusters.

Genexpressionsanalysen mit Blutproben von Krebspatienten und gesunden
Probanden (DEMC-Datenbank, Yang et al., 2017), weisen eine kollektiv erhdhte miR-
Expression bei zwolf verschiedenen Krebsarten, unter anderem in den schon
genannten Krebsarten (Tabelle 1) auf. Eine Ausnahme davon bilden die Genprodukte
der 3'- (miR-892c) und 5‘-standigen (miR-891a) miRs sowie miR-892b (Abbildung 12
D).
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Abbildung 12: Expressions- und Genlocus-Analyse des gesamten miR-888-Clusters (A)
Schematische Darstellung des miR-888-Clusters auf dem menschlichen Chromosom Xq27.3 (hg38).
(B) TagMan® MicroRNA-Assay und (C) Copy Number Variation Assay der orange markierte miRs miR-
892¢, miR-888 und miR-891b in RT-4- und UMUC-3-Zellen. (D) Expressionsdaten aller miRs des miR-
888-Clusters im Blut von Krebspatienten enthommen aus der DEMC-Datenbank. Fold Changes sind
relativ zu den entsprechenden Kontrollen berechnet. Signifikanzlevel sind mit Hilfe des Mann-Whitney-
U-Tests (** p<0,01; *** p<0,001) bestimmt worden.

Wie schon beim Prostatakrebs beschrieben (Hasegawa et al., 2018) sind auch beim
Blasenkarzinom, vor allem in MIBC-Zellen wie UMUC-3, mehrere miRs des miR-888-
Clusters zusammen aktiviert. Zudem lassen diese Ergebnisse vermuten, dass die
Transaktivierung der Gewebe-spezifischen hsa-miR-888-5p und die damit
einhergehende Inhibition von APLF wahrend der BC-Progression durch weitreichende
epigenetische (Hypomethylierung) und genomische Veranderungen (Genduplikation)

ermoglicht wird.
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3.3 Auswirkungen des E2F1/miR-888/APLF-Signalwegs auf die DSB-

Reparatur, BC-Progression und Uberlebensraten von BC-Patienten

Der Transkriptionsfaktor E2F1 ist ein direkter Transaktivator der c-NHEJ-Faktoren
XRCC6, XRCC5, PRKDC, DCLRE1C, NHEJ1, XRCC4 und LIG4, aber auch der hsa-
miR-888-5p, die wiederum ALPF inhibiert. Dadurch stort der E2F1/miR-888-Signalweg
das relative Verhaltnis zwischen den c-NHEJ-Komponenten, indem die essentiellen c-
NHEJ-Komponenten hochreguliert, APLF aber depletiert wird.

APLF fungiert sowohl als ein Teil der DNA-Reparaturmaschinerie als auch ein Histon-
Chaperon (lles et al., 2007, Mehrotra et al., 2011). Wahrend der NHEJ-vermittelten
DSB-Reparatur verbindet APLF den Ku/DNA-PKcs-Komplex (XRCC5/XRCC6
/PRKDC) mit dem XRCC4/LIG4-Komplex (Hammel et al., 2016). Dadurch stabilisiert
es den NHEJ-Reparatur-Komplex an den DSB-Enden und beschleunigt die XRCC4-
LIG4-vermittelte DNA-Ligation (Grundy et al., 2013, Rulten et al., 2011). Zudem besitzt
APLF Nuclease-Aktivitat (Li et al., 2011), weshalb neben DCLRE1C auch APLF flr die
DNA-Endresektion verantwortlich sein konnte, die fur die Bildung kompatibler
ligierbarer DNA-Enden und damit fur die NHEJ-Reparaturkinetik wichtig ist
(Pannunzio, Watanabe und Lieber, 2018, Shibata und Jeggo, 2020).

In der Rolle als Histone-Chaperon kann APLF mit Histone interagieren und den Aufbau
von Nukleosomen modulieren (Burgess und Zhang, 2013). Zum einen erleichtert es
dadurch die DNA-Reparatur, in dem es die Chromatinstruktur an DSB verandert
(Mehrotra et al., 2011, Rulten et al., 2011). Zum anderen beeinflusst APLF die
Gentranskription durch Rekrutierung der mit inaktivem Chromatin assoziierten Histon-
Variante MacroH2A.1 an Genpromotoren von Pluripotenz- und EMT-Markern (Syed et
al., 2016, Varghese et al., 2021), die mit Tumorprogression in Verbindung gebracht
werden (Wang et al., 2014, Yin et al., 2015, Roche, 2018). Daher sollten nachfolgend
die Auswirkungen des E2F1/miR-888/APLF-Signalwegs auf die DSB-Reparatur sowie

die BC-Progression untersucht werden.

3.3.1 Hsa-miR-888 und APLF beeinflussen die DSB-Reparatur im humanen

Blasenkarzinom

Um den Einfluss des E2F1/miR-888/APLF-Signalwegs auf die DSB-Reparatur zu
untersuchten wurden Pulsfeldgelelektrophoresen (PFGE) und Plasmid-basierte
NHEJ-Assays durchgefuhrt. Hierfur wurden, zusatzlich zu den RT-4- und UMUC-3-
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Zellen, die stabil hsa-miR-888-5p bzw. miR-ZIP-888 exprimieren (siehe Abschnitt
3.2.1, S. 50), RT-4-Zellen mit stabiler si.APLF-Expression (APLF-Knockdown durch
siRNA gegen APLF) und UMUC-3-Zellen mit stabiler APLF-Expression hergestellt.
Nach lentiviraler Transduktion der Zellen wurden Einzelklonkulturen etabliert (n=3) und
die APLF-mRNA- und Proteinkonzentration mittels gPCR- und Immunblot-Analysen
verifiziert (Abbildung 13 A).

Fir die PFGE-Assays, die im Institut fir Medizinische Strahlenbiologie
(Universitatsmedizin Essen) unter der Leitung von Prof. Dr. med. George E. lliakis
durchgefuhrt wurden, wurden die Krebszellen mit 0-40 Gy fur die Strahlendosiswirkung
bzw. 20 Gy fur die Reparaturkinetik behandelt und anschlieRend 0-4 Stunden inkubiert.
Zur Bestimmung der Strahlendosiswirkung wurde der Anteil der freigesetzten DNA
(fraction of DNA release, FDR), welcher aquivalent zum Anteil der vorhandenen DSB
ist, gegen die Strahlendosis aufgetragen. Mit Hilfe der Strahlendosiswirkungskurven
konnte die aquivalente Strahlendosis (equivalent Gy dose, Deq) und damit die DSB-
Reparaturkinetik berechnet werden.

Die Strahlendosiswirkungskurven zeigen, dass es sowohl bei den RT-4-Zellen mit
stabiler si.APLF-Expression als auch bei UMUC-3, mit stabiler miR-ZIP888- und APLF-
Expression, im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen zu keinen signifikanten
Unterschieden bei der Bildung von DSB nach Bestrahlung kommt (Abbildung 13 B und
C oben). Auch die DSB-Reparaturkinetik wurde durch die Ablation von APLF in den
RT-4-Zellen nicht beeinflusst (Abbildung 13 B unten). Im Gegensatz dazu fuhrt jedoch
die Erhéhung der APLF-Expression in UMUC-3-Zellen, sowohl durch die Inhibierung
der hsa-miR-888-5p als auch durch die direkte Zugabe von APLF, zu einer
verbesserten DSB-Reparatur. Beide Kurven der DSB-Reparaturkinetik zeigen einen
geringeren Anteil an unreparierten DSB innerhalb von vier Stunden im Vergleich zur

jeweiligen Kontrolle (Abbildung 13 C unten).
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Abbildung 13: Hsa-miR-888-5p und APLF beeinflussen die DSB-Reparatur humaner invasiver
BC-Zellen (A) gPCR (oben) und Immunblots (unten) zur Bestimmung der APLF mRNA- und
Proteinkonzentrationen in den BC-Zelllinien RT-4, die stabil si.APLF, eine siRNA gegen APLF,
exprimieren und UMUC-3, die APLF exprimieren. PFGE-Assays zur Bestimmung der Strahlendosis-
Wirkung (oben) und DSB-Reparaturkinetik (unten) in (B) RT-4-Zellen, die stabil si.APLF exprimieren
und (C) UMUC-3-Zellen, die stabil miR-ZIP888 (links) oder APLF (rechts) exprimieren.
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Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Expression von hsa-miR-888-5p und
APLF die DNA-Reparatur lediglich in invasiven BC-Zellen, nicht aber in nicht-invasiven
BC-Zellen beeinflusst. Zu beachten ist dabei jedoch, dass fur die PFGE-Assays DSB
mittels ionisierender Strahlung verursacht wurden, obwohl RT-4-Zellen hochgradig
radioresistent sind. Sie weisen nur eine geringe Bildung von DSB nach Bestrahlung
auf, insbesondere im 2D-Zellmodell und bei hohen Strahlendosen >4 Gy (Moneef et
al., 2003, Bodgi et al., 2019). Dies spiegelt sich auch in den Dosiswirkungskurven
wider, bei allen Dosen weisen RT-4 geringere FDR auf als UMUC-3, so liegt der FDR
bei 30 Gy fur RT-4 bei etwa 29% und UMUC-3 bei 31,5% (Abbildung 13 B und C oben).
Zudem wurden Reparaturzeiten von bis zu 4 Stunden betrachtet, obwohl die NHEJ-
vermittelte DSB-Reparatur nur etwa 30 Min bendtigt (Mao et al., 2008). Das heifdt, die
Ergebnisse der Reparaturkinetik konnten durch andere Reparaturmechanismen wie
das alt-EJ beeinflusst sein.

Daher wurde ein weiterer DSB-Reparatur-Assay durchgeflhrt, der auf einen
Reporterplasmid mit einer NHEJ-Reporterkassette (pNHEJ-GFP-Reporter) beruht
(Seluanov, Mao und Gorbunova, 2010). Das pNHEJ-GFP-Reporterplasmid wurde in
vitro mittels Restriktionsenzym Hindlll lineariziert, wodurch der Leserahmen des
enthaltenen GFP-Gens unterbrochen wurde und nur durch eine NHEJ-vermittelte
Reparatur wiederhergestellt werden kann. RT-4- und UMUC-3-Zellen wurden mit
linearisiertem pNHEJ-GFP-Reporterplasmid und TurboRed-Expressionsvektor co-
transfiziert. Die Anzahl der griinen (GFP+) und roten (RFP+) Zellen wurde anhand von
FACS-Analysen sowie Grin-gegen-Rot-Fluoreszenz-Plotten ermittelt. Die relative
DSB-Reparatureffizienz wurde Uber das Verhaltnis GFP+/RFP+ berechnet. Die
Uberexpression der hsa-miR-888-5p sowie die Ablation von APLF in RT-4-Zellen
fuhrte zu einer 30- bzw. 50-prozentigen Reduktion der DSB-Reparatureffizienz im
Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 14 A). Parallel dazu und in Ubereinstimmung mit
den PFGE-Assays fuhrte der Knockdown von hsa-miR-888-5p sowie die Zugabe von
APLF in den UMUC-3-Zellen zu einer signifikanten Steigerung (ca. 20%) der
Reparatureffizienz (Abbildung 14 B).
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Abbildung 14: Hsa-miR-888-5p und APLF beeinflussen die NHEJ-vermittelte DNA-
Reparatureffizienz in humane BC-Zellen. (A) Plasmid-basierter NHEJ-Assay fiur RT-4-Zellen, die
stabil hsa-miR-888-5p (oben) oder si.APLF (unten) exprimieren, sowie (B) UMUC-3-Zellen, die stabil
miR-ZIP888 (oben) oder APLF (unten) exprimieren. Zellen wurden mit linearisiertem pNHEJ-GFP-
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Reporterplasmid und TurboRed-Expressionsvektor co-transfiziert. Die Anzahl der grinen (GFP+) und
roten (RFP+) Zellen wurde mittels FACS-Analyse (Grin-gegen-Rot-Fluoreszenz-Plot, links) bestimmt.
Das Verhaltnis von GFP+ zu RFP+ wurde als MaR fir die DNA-Reparatureffizienz (Balkendiagramm,
rechts) verwendet. Signifikanzlevel sind mit Hilfe des Student-T-Tests (* p <0,05; ** p<0,01) bestimmt
worden.

Trotz uneinheitlicher Resultate bei der Untersuchung der DNA-Reparatur in den nicht-
invasiven RT-4-Zellen, konnte gezeigt werden, dass die hsa-miR-888-5p und APLF
die DSB-Reparatur beeinflussen. Die Ergebnisse lassen jedoch vermuten, dass die
DSB-Reparaturkinetik nicht von der APLF-Konzentration alleine, sondern auch von
anderen Faktoren wie zum Beispiel die Proteinlevel der essentiellen c-NHEJ-Faktoren
und/oder E2F1 bzw. die zusatzliche Aktivitat von anderen Reparaturmechanismen

abhangt.

3.3.2 Hsa-miR-888 und APLF beeinflussen die BC-Progression

Wie E2F1 ist auch APLF in seiner Funktion als Histon-Chaperon als
Transkriptionsregulator fur EMT-Marker bekannt (Khan et al., 2017, Varghese et al.,
2021, Syed et al., 2016) und daher mdglicherweise auch in der Lage die Zellinvasivitat
zu beeinflussen. Um den regulatorischen Effekt von APLF auf Pluripotenz- und EMT-
Markern zu Uberprifen, wurden Expressionsanalysen in verschiedenen BC-Zelllinien
durchgefuhrt. AnschlieRend wurde der Einfluss der hsa-miR-888-5p und APLF auf das
invasive Verhalten der Zelllinien mittels Boyden-Chamber-Assay untersucht.

In Ubereinstimmung mit der Literatur (Syed et al., 2016) fiihrte die Hemmung von APLF
in nicht-invasiven RT-4 im Vergleich zur Kontrolle zu einer signifikant hoheren
Expression der Pluripotenz-Marker NANOG und OCT4. Abweichend davon konnte
jedoch keine Erhohung der Expression von KLF4, CHD1 und ZEB1, welche gleiche
(KLF4), signifikant niedrigere (CHD1) oder signifikant hdhere (ZEB1) Expressionslevel
als die Kontrolle aufwiesen, festgestellt werden (Abbildung 15 A). Weiterhin zeigte der
EMT-Marker SNAI1 eine tendenziell hdhere Expression nach APLF-Ablation, wahrend
CHD2 und VIM schwacher exprimiert wurden (Abbildung 15 A). In UMUC-3 wurden
nach Uberexpression von APLF signifikant niedrigere mMRNA-Level der Pluripotenz-
Marker NANOG und OCT4, aber keine Veranderung der KLF4-Expression
nachgewiesen (Abbildung 15 B). AuRerdem fuhrte die Zugabe von APLF zu einer
erhdhten Expression von CHD1 und VIM und verminderten CDH2-Leveln im Vergleich
zu UMUC-3-Kontrollzellen (Abbildung 15 B).
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Da zumindest einige Pluripotenz- und EMT-Marker durch eine differentielle APLF-
Expression beeinflusst waren, wurde in einem nachsten Schritt, der Einfluss des
E2F1/miR-888/APLF-Signalweges auf die BC-Zellinvasivitat getestet. Wie bereits im
Abschnitt 3.1.1 (S. 42) gezeigt, fuhrte die veranderte E2F1-Expression in den RT-4 zu
einer Erhohung der Zellinvasivitat, wahrend UMUC-3 weniger invasiv waren. Eine
gleiche Wirkung erzielte auch die veranderte Expression der hsa-miR-888-5p und
APLF. So wiesen RT-4 mit hsa-miR-888-5p ein etwa 30-fach und RT-4-Zellen mit
si.APLF ein etwa 1,5-fach hoheres invasives Potenzial im Vergleich zu den
Kontrollgruppen auf (Abbildung 15 C). Parallel dazu zeigten UMUC-3-Zellen nach miR-
888-5p-Knockdown oder Zugabe von APLF ein deutlich vermindertes invasives
Verhalten (Abbildung 15 D).
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Abbildung 15: Hsa-miR-888-5p und APLF beeinflussen die BC-Progression (A) qPCRs zur
Bestimmung der mRNA-Expression der Pluripotenz- und EMT-Marker in RT-4 Zellen, die stabil si. APLF
exprimieren, und (B) UMUC-3-Zellen, die stabil APLF exprimieren. (C) Invasionsassays in RT-4-Zellen,
die stabil hsa-miR-888-5p exprimieren (links) oder si.APLF (rechts) exprimieren und (D) UMUC-3, die
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stabil miR-ZIP888 (links) oder APLF (rechts) exprimieren. Fold Changes sind relativ zu den
entsprechenden Kontrollen berechnet. Signifikanzlevel sind mit Hilfe der zweifachen Varianzanalyse
und anschlieliender Bonferroni-Korrektur n=8 oder des Mann-Whitney-U-Tests (* p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001) bestimmt worden.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass der E2F1/miR-888/APLF-
Signalweg nicht nur die NHEJ-vermittelte DNA-Reparatur, sondern auch die
Zellinvasivitat beeinflusst. Dabei fuhrt die Senkung der APLF-Konzentration in nicht-
invasiven BC-Zellen zum Anstiegt der Pluripotenz- und EMT-Marker und zu einer
gesteigerten Zellinvasivitat. In invasiven BC-Zellen konnte die Deaktivierung der
Pluripotenz- aber nicht der EMT-Marker reproduziert werden, trotzdem zeigte auch

hier APLF einen deutlich hemmenden Effekt auf die Zellinvasivitat.

3.3.3 APLF beeinflusst die Uberlebensprognosen von Blasenkrebspatienten

Die bisherigen Ergebnisse bestatigen, dass die Reparatur von DSB bei MIBC durch
Inhibieren der hsa-miR-888-5p verbessert und die Zellinvasivitat reduziert wird, indem
primar die APLF-Konzentration erhoht wird, wahrend die Expression von E2F1 und
der E2F1-regulierten c-NHEJ-Faktoren im Wesentlichen unverandert bleiben. Dieser
nicht-invasive Phanotyp wird nicht durch die Nachahmung des charakteristischen
Expressionsmusters von NMIBC (niedrige E2F1-, hohe APLF-, niedrige c-NHEJ-
Faktoren-Expression, siehe Abschnitt 3.1.1, S. 42) erzeugt, sondern durch Aktivierung
eines neuen Zustands, bei dem sowohl E2F1 als auch alle essentiellen c-NHEJ-
Faktoren inklusive APLF stark exprimiert werden. Um herauszufinden, ob dies klinisch
bedeutsam fir das Uberleben von BC-Patienten und damit potenziell therapeutisch
genutzt werden kann, wurden Kaplan-Meier-Kurven mit RNA-Seqg-Daten von BC-
Kohorten der TCGA-Datenbank (Goldman et al., 2020) erstellt. Eine hohe oder
niedrige Expression von E2F1 und APLF wurde Uber den Median der jeweiligen
Genexpression definiert. Der Einfluss des gesamten E2F1/miR-888/APLF-
Signalweges auf die Uberlebensprognosen von BC-Patienten konnte aufgrund
unzureichender hsa-miR-888-5p-Expressionsdaten in den aktuellen TCGA-BC-
Kohorten nicht durchgefuhrt werden.

Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen aber, dass die Uberlebensraten der BC-Patienten mit
sowohl hohem E2F1- als auch APLF-Level deutlich besser sind als mit einer niedrigen
APLF-Expression (Abbildung 16 A). Das gleiche Ergebnis zeigte sich auch fur die
rezidivfreien Uberlebensraten mit einer deutlichen Verbesserung der Uberlebensrate
bei hohen APLF-Expressionsleveln (Abbildung 16 B).
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Abbildung 16: APLF beeinflusst die Uberlebensprognose von Blasenkrebspatienten (A)
Uberlebensraten und (B) rezidivfreie Uberlebensraten von BC-Patienten mit hohen (schwarz) oder
niedrigen (grau) APLF-Expressionslevel jeweils in Kombinationen mit hohen E2F1-Expressionlevel.
RNA-Seqg-Patientendaten wurden der TCGA-Datenbank enthommen. 1 = hohe (iber dem definierten
Schwellenwert) | = niedrige (unter dem definierten Schwellenwert) Expression von E2F1 und APLF.
Der Schwellenwert T wurde mit Hilfe der jeweiligen Mediane festgelegt: E2F1 T = 9,2 (Median = 9. 124),
APLF T = 6,0 (Median = 6,22). P-Werte wurden mittels Log-Rank-Test bestimmt

Eine hohe APLF-Expression ist demnach nicht nur notwendig fur eine zuverlassige
DSB-Reparatur und verminderte BC-Progression, sondern auch flir eine verbesserte
Uberlebensprognose von BC-Patienten. Diese giinstige Erhohung der APLF-
Konzentration in MIBC kann zumindest in vitro durch Inhibition der hsa-miR-888-5p

erreicht werden.
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4, DISKUSSION

Harnblasenkarzinome, die bodsartigen Neubildungen der Harnblase bzw. der
Schleimhaut der ableitenden Harnwege, gehdren in Deutschland und weltweit zu den
zehn haufigsten Tumorerkrankungen (Zentrum fur Krebsregisterdaten (ZfKD) im
Robert Koch-Institut, 2019, Sung et al., 2021) und sind mit hoher Morbiditat, Mortalitat
und hohen Behandlungskosten verbunden (Abugomaa et al., 2020). Das mittlere
Erkrankungsalter liegt bei etwa 75 Jahren und Manner sind etwa drei- bis viermal
haufiger betroffen als Frauen, wobei die Sterblichkeitsrate vergleichbar ist, was auf
den hoheren Anteil von MIBC bei Frauen zurlckgefuhrt werden kann (Kraywinkel,
Fiebig und Schulz, 2018, Abugomaa et al., 2020, Knowles und Hurst, 2015). Obwohl
80% der diagnostizierten Falle sich als NMIBC herausstellen, die durch eine
transurethrale Resektion entfernt werden konnen, ist das Harnblasenkarzinom doch
klinisch relevant. So treten bei etwa 80% der NMIBC-Patienten Rezidive auf und etwa
30% entwickeln sich zu einem MIBC weiter (Batista et al., 2020). MIBCs haben eine
ungunstige Prognose, neigen zu Metastasierung und sind therapierefraktar (Knowles
und Hurst, 2015). NMIBC und MIBC unterscheiden sich stark auf
molekularbiologischer Ebene. Wahrend NMIBC mit diploiden Karyotyp und wenigen
strukturellen genomischen Rearrangements als genomisch stabil gelten , sind MIBCs
genomisch instabil und durch einen aneuploiden Karyotyp, Chromosomen-
umlagerungen und eine beeintrachtigte c-NHEJ-vermittelte DSB-Reparatur
charakterisiert (Knowles und Hurst, 2015, Bentley et al., 2009, Batista et al., 2020).
Zudem weisen MIBC eine deutlich erhdhte Expression des Transkriptionsfaktors E2F1
auf (Lee et al., 2010, Khan et al., 2017), der als Regulator des Zellzyklus, der Apoptose
und der HR-vermittelten DNA-Reparatur aber auch als Metastasierungs-férdernder
Faktor bekannt ist (Alla et al., 2010, Engelmann und Putzer, 2012, Putzer und
Engelmann, 2013). In seiner Funktion als DSB-Reparaturfaktor deutet das
gleichzeitige Auftreten von genomischer Instabilitat in MIBC trotz hoher E2F1-Level
entweder auf eine ineffiziente HR-vermittelte DSB-Reparatur oder auf die Beteiligung
von E2F1 an anderen DSB-Reparaturmechanismen wie das c-NHEJ hin.

Im Rahmen dieser Dissertation konnte nun in BC-Zelllinien nachgewiesen werden,
dass der Transkriptionsfaktor E2F1 am DSB-Reparaturmechanismus c-NHEJ beteiligt
ist, indem es die essentiellen c-NHEJ-Faktoren direkt transaktiviert und gleichzeitig die
APLF-Expression durch Aktivierung der OncomiR hsa-miR-888-5p in MIBC
herunterreguliert. Dieser E2F1/miR-888/APLF-Signalweg hat negative Auswirkungen
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auf die DSB-Reparatur, fordert die BC-Progression und verschlechtert die
Uberlebensraten von BC-Patienten. Die Ergebnisse dieser Arbeit erdffnen einen
neuen mechanistischen Einblick in die Entstehung der genomischen Instabilitat und
Tumorprogression des humanen Harnblasenkarzinoms, mit besonderem Fokus auf
die Doppelfunktion von APLF, und heben gleichzeitig die Bedeutung des E2F1-miRs-

Netzwerkes in der Feinabstimmung der DNA-Reparatur und Invasivitat hervor.

4.1 E2F1 als Masterregulator der c-NHEJ-vermittelten DSB-Reparatur

Bisher wurde E2F1 nur mit der HR-vermittelten DSB-Reparatur in Verbindung
gebracht, weil es HR-relevante Gene wie RAD51 transaktiviert (Yang, Lin und Lin,
2008, Choi und Kim, 2019), HR-Reparaturfaktoren wie NBS1 rekrutiert (Chen et al.,
2011) und als Bindungspartner fur Chromatinmodulatoren wie BRG1 aktiv an der DSB-
Reparatur beteiligt ist (Biswas und Johnson, 2012, Manickavinayaham, Dennehey und
Johnson, 2021). Die Ergebnisse dieser Arbeit definieren E2F1 zusatzlich als
Mastergenregulator der c-NHEJ-beteiligten Proteine. Das mechanistische Modell, wie
der Transkriptionsfaktor E2F1 die c-NHEJ-vermittelte DSB-Reparatur und dadurch die
BC-Progression beeinflusst, ist in Abbildung 17 dargestellt. E2F1 ist ein direkter
Regulator (Transaktivator) der c-NHEJ-Gene XRCC6, XRCC5, PRKDC, DCLRE1C,
NHEJ1, XRCC4 und LIG4, aber auch ein indirekter Negativregulator von APLF durch
die Aktivierung der OncomiR hsa-miR-888-5p. APLF verbindet den LIG4-XRCC4-
Komplex mit dem Ku/DNA-PKcs-Komplex durch direkte Interaktion des Ku-
Bindemotivs von APLF und der a/B-Domane von Ku80 (XRCC6, Nemoz et al., 2018),
sowie der direkten Bindung zwischen der N-terminaler Forkhead-assoziierten Domane
von APLF und XRCC4 (lles et al., 2007). APLF ist ein Hilfsfaktor, der den NHEJ-
Reparatur-Komplex an den DSB-Enden stabilisiert, mit dem Chromatin verankert und
die XRCC4-LIG4-vermittelte DNA-Ligation beschleunigt (Grundy et al., 2013, Rulten
etal., 2011, Hammel et al., 2016). In MIBC flhrt die erhdhte E2F 1-Konzentration (diese
Arbeit, Lee et al., 2010) zwar zu einem proportionalen Anstieg der Konzentration
essentieller c-NHEJ-Proteine, aber nicht von APLF, da es kein E2F1-Zielgen ist.
Zugleich fuhrten weitreichende epigenetische (Hypomethylierung) und genomische
Veranderungen (Genduplikation) zu einer Aktivierung der E2F1-regulierten OncomiR
hsa-miR-888-5p, die die 3’'UTR von APLF binden und dadurch die APLF-Expression
hemmen kann. Der APLF-Mangel fuhrt zu einer stochiometrischen Ungleichheit
zwischen den Bindungspartnern Ku80 bzw. XRCC4 und APLF, welche wahrscheinlich

Der E2F1/miR-888/APLF-Signalweg in DSB-Reparatur und BC-Progression



Christin Richter Diskussion

zu einer Destabilisierung des c-NHEJ-Multiproteinkomplexes und der Verlangsamung
der DSB-Ligation flhrt, was sich in eine messbar verschlechterte DSB-Reparatur
auswirkte. Zusatzlich zur DSB-Reparatur hat der E2F1/miR-888/APLF-Signalweg

einen Einfluss auf die BC-Progression und die Uberlebensraten von BC-Patienten.

OXRCCG @XRCCS PRKDC (DCLRE1C 4 NHEJ1 ? XRCC4 LG4 P

Jiixé%.sz?i L

hsa-miR-888-5p
hsa-miR-888-5p
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Abbildung 17: Mechanistisches Modell des E2F1-Einflusses auf die c-NHEJ-vermittelte DSB-
Reparatur und BC-Progression. E2F1 ist ein direkter Transaktivator der essentiellen Faktoren des c-
NHEJ und gleichzeitig ein indirekter Negativregulator von APLF. Wahrend der BC-Progression kommt
es zur Vervielfaltigung und Hypomethylierung des MIR888-Genomlocus, was diesen fiir den
Transkriptionsfaktoren E2F1 zuganglicher macht. Durch die erhéhten E2F1-Level in MIBC ereignet sich
parallel eine Hochregulation der essentiellen c-NHEJ-Faktoren und der hsa-miR-888, welche im
Gegenzug APLF inhibiert. Die Stérung der Stéchiometrie zwischen den essentiellen c-NHEJ-Proteinen
und APLF vermindert die DSB-Reparatur und férdert die Tumoraggressivitat. Eigene Darstellung
basierend auf Richter et al., 2019.

In der MIBC-Zelllinie UMUC-3 konnte durch Zugabe von APLF bzw. Ablation der hsa-
miR-888 unabhangig von veranderten E2F1-Leveln die DSB-Reparatur verbessert
und das Invasionspotenzial vermindert werden. Damit einhergehend verbessert sich
die Prognose fir BC-Pateinten hinsichtlich der Uberlebensraten und der rezidivfreien
Uberlebensraten, wenn die Tumoren sowohl hohe Level von E2F1 als auch APLF
exprimieren. Das bedeutet, dass die Wiederherstellung von APLF fur BC-Patienten mit
hoher E2F 1-Expression von therapeutischem Nutzen sein konnte.
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4.2 Tumorsuppressor oder Onkogen?: Die duale Rolle von APLF

APLF wurde in mehreren Veroffentlichungen mit zwei Hauptfunktionen beschrieben.
Zum einen fungiert es als Hilfsprotein bei der c-NHEJ-vermittelten DSB-Reparatur,
indem es den NHEJ-Reparatur-Komplex an den DSB-Enden stabilisiert und mit dem
Chromatin verankert, die Chromatinstruktur an DSB 6ffnet und somit die XRCC4-LIG4-
vermittelte DNA-Ligation beschleunigt (Grundy et al., 2013, Rulten et al., 2011,
Hammel et al., 2016). Zum anderen ist es ein H2A-H2B-Histon-Chaperon (Mehrotra et
al., 2011, Corbeski et al., 2018), das die Histon-Variante MacroH2A, welche mit
Genrepression assoziiert wird, an EMT-Genpromotoren rekrutiert (Burgess und
Zhang, 2013, Syed et al., 2016). Beide Funktionen sind in der Krebsentstehung und -
Progression kontrovers diskutiert, sodass APLF sowohl als Tumorsuppressor als auch
Onkogen betrachtet werden kann. Besitzt demnach APLF wie E2F1 eine ambivalente
Natur, dessen Funktion sich wahrend der Tumorprogression andert?

Im Glioblastom konnte gezeigt werden, dass eine hohe APLF-Expression mit erhdhter
DSB-Reparatureffizienz und dadurch erhohter Chemo- und Strahlungsresistenz
einhergeht. Die APLF-Ablation forderte die Chemo- und Strahlungssensitivitat in vitro
und in vivo (Dong et al., 2020). Dies ist vergleichbar mit dem Verhalten der RT-4-
Zellen, die viel APLF exprimieren (diese Dissertation), aber als hochgradig
strahlungsresistent gelten (Moneef et al., 2003, Bodgi et al., 2019). Auch in RT-4-
Zellen fuhrte die APLF-Ablation zur verminderten c-NHEJ-vermittelten DSB-
Reparatur, was jedoch nur in speziellen Plasmid-basierten NHEJ-Assays, aber nicht
in PFGE-Assays nachgewiesen werden konnte. Ob dies auch zu einer verbesserten
Strahlungssensitivitat fuhrt, bleibt offen. Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden,
dass die APLF-Ablaton MMEJ beginstigt (Rulten et al., 2011), ein
Reparaturmechanismus, der in Abwesenheit der Ku-Dimere und des XRCC4/LI1G4-
Komplexes fungiert, als langsam und fehleranfallig gilt und dadurch mit genomischer
Instabilitét in Verbindung gebracht wird (McVey und Lee, 2008, Sfeir und Symington,
2015). Damit Ubereinstimmend konnte Bentley et al. (2004, 2009) zeigen, dass NMIBC
c-NHEJ-fahig sind, aber die genomisch instabilen MIBC nicht. MIBC tendieren zu
mutagenen MMEJ, um DSBs zu reparieren. Dieser Unterschied in der DSB-Reparatur
kommt durch eine verminderte Ku-DNA-Bindungsaktivitat zustande, die aber nicht auf
Mutationen oder die Expressionslevel von XRCC5 und XRCC6 zurlickgeflhrt werden
konnte. APLF als Stabilisator des Ku/DNA-PKcs-Komplex und XRCC4/LI1G4-Komplex
konnte jedoch durchaus dafur verantwortlich sein. Ein APLF-Knockdown hat in diesem
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Kontext somit einen negativen Einfluss auf die Tumorprogression, was durch die
unterschiedlichen APLF-Konzentrationen der hier verwendeten unterschiedlich
aggressiven BC-Zelllinien und deren Verhalten hinsichtlich der NHEJ-
Reparatureffizienz nach Inhibierung oder Zugabe von APLF bestatigt wird.

Allgemein wird die Deregulation der DNA-Reparatur und der damit einhergehende
Chemo- bzw. Strahlentherapieerfolg kontrovers diskutiert. So wird die Akkumulation
von unreparierten DSB als eine treibende Kraft der karzinogenen Transformation
angesehen (Hanahan und Weinberg, 2011). Eine geringe DSB-Reparatureffizienz wird
einerseits mit der Initiierung der Karzinogenese, schlechten Patientenprognosen,
genomischer Instabilitat und Tumorprogression, andererseits mit Langzeituberleben
und erhéhter Chemo- sowie Strahlungssensitivitat in Verbindung gebracht (Kiwerska
und Szyfter, 2019). Daher kann APLF sowohl als Tumorsuppressor als auch
Tumorprogressions-fordernder Faktor je nach zellularem Kontext eingestuft werden.
Auch in der Funktion als Histon-Chaperon mit Einfluss auf Pluripotenz- und EMT-
Marker gibt es fur APLF widerspruchliche Ergebnisse. Majumder et al. (2018) zeigten,
dass APLF in Triple-Negativen Brustkrebszelllinien (TNBC) im Vergleich zu gesunden
Brustzellen deutlich erhéht war. Die Ablation von APLF in TNBC induzierte Apoptose,
beeintrachtigte die DSB-Reparatur und hemmte die Proliferation. Zudem wurde das
invasive und migratorische Potenzial von TNBC-Zellen reduziert in Verbindung mit
einer Senkung der EMT-Genexpression bzw. Hochregulierung des MET-spezifischen
Gens E-Cadherin (CDH1). Dies steht in einem starken Kontrast zu den Ergebnissen
in BC-Zelllinien, da hier die nicht-invasiven RT-4-Zellen eine deutlich hohere APLF-
Expression als invasive UMUC-3-Zellen aufweisen. Zwar fuhrte die Ablation von APLF
in den RT-4-Zellen auch zu einer Beeintrachtigung der DSB-Reparatur, aber
gleichzeitig wurde das invasive Potential erh6ht, einhergehend mit einer Verminderung
der CDH1-Expression, und es war zudem keine Veranderung der Proliferation
erkennbar (Daten nicht gezeigt). Bei Studien zur Reprogrammierung von Maus-
Fibroblasten in induzierte pluripotente Stammzellen (iPS-Zellen) konnte gezeigt
werden, dass durch Uberexpression von APLF die OCT4- und NANOG-Expression
gehemmt wird und APLF-Ablation die NANOG, KLF4 und CDH1-Expression
hochreguliert. Dies wurde auf die Funktion von APLF als Histon-Chaperon
zuruckgefuhrt, welches den Repressor MacroH2A.1 an Genpromotoren rekrutieren
und Histonmodifikationen wie die Methylierung von Histon H3 (H3K4me3) regulieren
kann (Syed et al., 2016). In den BC-Zelllinien fuhrte die Inhibition von APLF in nicht-
invasiven RT-4 zur erhdhten Expression und die Zugabe von APLF bei invasiven
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UMUC-3 zur verminderten Expression der Pluripotenz-Marker NANOG und OCT4. Die
Expression von CDH1 wurde in BC-Zelllinien im Gegensatz zu TNBC (Majumder et
al., 2018) und iPS-Zellen (Syed et al., 2016) durch APLF-Ablation gehemmt. Die
Stammzellmarker NANOG und OCT4 werden mit der Tumorprogression und
Aggressivitat verschiedener Krebsarten assoziiert, da sie unter anderem die epithelial-
mesenchymale Transition durch Regulation von CDH1, CDH2, ZEB1, SNAIL und VIM
unterstutzen (Wang et al., 2014, Yin et al., 2015, Qin et al., 2017, Palla et al., 2015,
Shao et al.,, 2018). Besonders OCT4, das beim Blasenkarzinom in hohem Male
exprimiert wird (Atlasi et al., 2007), steht unter Verdacht fur die Entstehung
sogenannter Krebsstammzellen verantwortlich zu sein, die fur die Entstehung,
Progression und das Wiederauftreten von MIBC verantwortlich gemacht werden
(Abugomaa et al., 2020). Obwohl die OCT4- und NANOG-Expression in BC-Zelllinien
durch APLF beeinflusst wird, fuhrt die Senkung der APLF-Konzentration in RT-4 bzw
die Zugabe von APLF in UMUC-3 nicht zu einer einheitlichen Aktivierung oder
Deaktivierung der EMT-Marker. Dennoch hemmt APLF in BC-Zelllinien die
Pluripotenz-Marker OCT4 und NANOG sowie das invasive Potenzial der Zellen.
Zusammengefasst hat APLF im Blasenkrebs die Tendenz zum Tumorsuppressor,
zumindest in spaten Stadien, da es die genomische Stabilitat durch eine effiziente
DSB-Reparatur sichert, die Expression von Stammzellmarkern und invasives
Verhalten hemmt, und mit einer guten Prognose fur BC-Patienten korreliert. In friihen
Krebsstadien konnte es jedoch eher fur einen strahlungsresistenten Phanotyp
verantwortlich sein. Zudem scheint diese Schlussfolgerung stark von der Krebsart und
dem Zellkontext abhangig zu sein, wodurch die Rolle von APLF bei der
Tumorprogression umestritten bleibt. Damit und auch im Hinblick auf die nicht
erstrebenswerte direkte Manipulation von DNA-Reparaturgenen eignet sich APLF
nicht direkt als Therapieansatz zur Krebsbehandlung. Eine vielversprechendere
Alternative als therapeutischer Ansatz ware die E2F1-regulierte hsa-miR-888, die
aufgrund der in dieser Doktorarbeit erhaltenen Daten, fur die Deregulation der APLF-

Expression im humanen Blasenkarzinom verantwortlich ist.

4.3 OncomiR hsa-miR-888: neues Werkzeug fir die Diagnostik und Therapie

des humanen Harnblasenkarzinoms
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Die Wiederherstellung der APLF-Expression durch die Regulation der miR-888-
Expression verbessert die DSB-Reparatur, vermindert das invasive Potenzial und
konnte fur BC-Patienten mit hoher E2F1-Expression von therapeutischem Nutzen
sein. Hsa-miR-888-5p wird als OncomiR eingestuft, da sie in mehreren Studien mit
einer starken onkogenen Wirkung in Verbindung gebracht wurde. So wurden erhohte
miR-888-Level in Brustkrebs (Huang und Chen, 2014), Prostatakrebs (Lewis et al.,
2014, Hasegawa et al., 2018), Gebarmutterhalskrebs (Hovey et al., 2015), Darmkrebs
(Bobowicz et al., 2016), hepatozellularen Karzinom (Li et al., 2019b) und Lungenkrebs
(Cao, 2019) gefunden. Bei verschiedenen Krebsarten fordert die miR die Zellmigration
und -invasion durch Hemmung von CDH1 (Cao, 2019, Huang und Chen, 2014) und
die Tumorproliferation und -progression durch Hemmung von SMAD4 (Hasegawa et
al., 2018, Lewis et al., 2014, Li et al., 2019b). Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass die hsa-miR-888 uUber APLF als Zielgen die DSB-Reparatureffizienz in
BC-Zelllinien beeinflusst.

Jedoch scheint hsa-miR-888 nicht allein, sondern in einem Verbund aus mehreren
miRs zu agieren. Wie beim Prostatakrebs (Hasegawa et al., 2018) konnte auch in
dieser Dissertation untersuchten BC-Zelllinien die Aktivierung des gesamten miR-
Clusters, bestehend aus den sieben miRs hsa-miR-892c, hsa-miR-890, hsa-miR-888,
hsa-miR-892a, hsa-miR-892b, hsa-miR-891b und hsa-miR-891a, nachgewiesen
werden. Seine Funktion und Rolle ist jedoch nicht einheitlich festgelegt, da die Cluster-
miRs meistens nur einzeln betrachtet wurden. So werden jeweils drei miRs des miR-
888-Clusters als Tumorsuppressor (miR-892c, miR-890, miR-892b) bzw.
Tumorprogressions-fordernd (miR-888, miR-892a, miR-891a) eingestuft, wahrend fir
die hsa-miR-891b beide Funktionen beschrieben wurden (Referenzen siehe Tabelle 1,
S. 59). Hatano et al. (2015) zeigten, dass die anti-onkogene Wirkung von hsa-miR-890
durch die Hemmung von DNA-Reparaturgenen und eine dadurch gesteigerte
Radiosensitivitat hervorgebracht wird. Demnach kénnte hsa-miR-890 wie hsa-miR-
888-5p bei BC zu einer verringerten DNA-Reparatur beitragen, was, wie zuvor schon
diskutiert, in frihen Krebsstadien durch eine erhéhte Chemo- und Strahlensensitivitat
zur Tumorhemmung, aber in spaten Stadien durch steigende genomische Instabilitat
zur Tumorprogression fuhren kann (Kiwerska und Szyfter, 2019). Interessanterweise
besitzen alle miRs des Clusters potenzielle Zielgene, die mit c-NHEJ aber auch
anderen DNA-Reparaturmechanismen assoziiert werden (Marquardt et al., 2020),
sodass das gesamte Cluster an der Deregulation der DNA-Reparatur wahrend der
Tumorprogression beteiligt sein konnte.
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Auffallig ist zudem, dass der genomische Bereich, insbesondere das CpG-Island,
stromaufwarts von MIR888 beim BC und in UMUC-3 hypomethyliert ist. In mehreren
Studien konnte schon gezeigt werden, dass epigenetische Modifikationen, wie
veranderte Methylierungsmuster, mit der Entstehung und Progression von
Blasenkrebs korrelieren (Reinert et al., 2011, Sanchez-Carbayo, 2012, Wolff et al.,
2010, Yu et al., 2018). Dabei wurden NMIBCs mit Hypomethylierungen in nicht-CpG-
Island-Regionen und MIBCs mit umfangreichen CpG-Island-Hypermethylierungen in
Verbindung gebracht (Knowles und Hurst, 2015). Das bedeutet, die Hypomethylierung
der hsa-miR-888-Region und moglicherweise der gesamten Clusterregion ist eine
untypische epigenetisch Veranderung in MIBCs.

Neben epigenetischen Veranderungen weisen die miRs dieses Clusters in invasiven
BC-Zelllinien eine veranderte Kopienzahl der genomischen Loci auf. Das miR-888-
Cluster befindet sich in einer etwa 35 kbp grolden Region auf dem Antisense-Strang
des humanen X-Chromosoms Xq27.3 (Kent et al.,, 2002). In dieser genomischen
Region liegt auch FRAXA, eine sogenannte rare fragile site, die besonders anfallig fur
die Bildung von Lucken oder Brichen wahrend der Metaphase ist. An diesen Loci kann
es zu Chromosomenumlagerungen, Schwesterchromatidaustausch oder auch
intrachromosomaler Genamplifikation kommen, die zur genomischen Instabilitat der
betroffenen Region oder auch des gesamten Chromosoms beitragen (Bjerregaard et
al., 2018, Glover, 1998). FRAXA ist folatsensitiv, das bedeutet, die genomische Region
wird bei langerem Folatentzug instabil (Bjerregaard et al., 2018). Ein signifikant
verringerter Folat-Spiegel wurde insbesondere bei Rauchern festgestellt (McDonald et
al., 2002, Tungtrongchitr et al., 2003, Vardavas et al., 2008), wobei Rauchen als
Haupterkrankungsrisiko fur Harnblasenkrebs gilt und etwa die Halfte der BC-
Inzidenzen dem Rauchen zugeschrieben wird (Antoni et al., 2017, Kraywinkel, Fiebig
und Schulz, 2018, Zentrum fur Krebsregisterdaten (ZfKD) im Robert Koch-Institut,
2019). Eine Ursache fur die Entstehung von Blasenkrebs kdnnte also ein durch
Rauchen verringerter Folat-Spiegel sein, wodurch FRAXA induziert wird, gefolgt von
genomischen (Genduplikation) und moglicherweise auch epigenetischen
(Hypomethylierungen) Veranderungen der Xq27.3-Region, was schliellich die
Aktivierung des miR-888-Clusters ermdglicht. Das wiederrum kénnte die DNA-
Reparatur und damit die genomische Stabilitat sowie Tumorprogression beeinflussen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen aulerdem, dass hsa-miR-888-5p sowie
andere miRs des Clusters als diagnostische Marker fur BC aber auch andere
Krebsarten fungieren konnen. Nach den deutschen ,S3-Leitlinie Friherkennung,
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Diagnose, Therapie und Nachsorge des Harnblasenkarzinoms® wird bislang kein
diagnostischer Marker zum Screening auf das Vorliegen eines Harnblasenkarzinoms
oder zur systematischen Fruherkennung des Harnblasenkarzinoms in der
Gesamtbevolkerung  oder in  Risikopopulationen  empfohlen  (Deutsche
Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF, 2020). Die Zystoskopie ist immer
noch der Goldstandard zur Diagnose und zur Uberwachung von Tumorpatienten.
Jedoch zeigen aktuelle Studien, dass Flussigbiopsien wie Blut- oder Harnproben sich
als vielversprechendes diagnostisches Werkzeug erweisen konnten. Sie sind nicht
invasiv, erleichtern dadurch die Probenentnahme und ermdglichen es, genomische
sowie molekularbiologische Veranderungen wahrend der Krebsprogression zu
Uuberwachen (Piao et al., 2021). So gibt es bereits den Bladder EpiCheck, der DNA-
Methylierung von Blasenkrebszellen im Urin identifizieren soll (Mancini et al., 2020).
Darlber hinaus gibt es mehrere Ansatze zur Detektion von miRs in Urinproben von
Patienten mit BC (Kutwin et al., 2018), Prostata- (Fujita und Nonomura, 2018) oder
Gebarmutterhalskrebs (Aftab et al.,, 2021), sowie in Blutproben von BC-Patienten
(Usuba et al., 2019) und zur Korrelation dieser mit dem Fortschreiten der
Tumorerkrankung. Weder hsa-miR-888 noch eine andere miR des miR-888-Clusters
wurden in diese Studien einbezogen, obwohl Expressionsanalysen mit Blutproben von
Krebspatienten eine kollektiv erhdhte miR-Expression unter anderem auch bei Blasen-
und Prostatakrebs zeigten. Deshalb sollten diese miRs auch als diagnostische Marker
mitberucksichtigt werden. Zudem ware es interessant zu untersuchen, ob die
Expression der Cluster-miRs auch im Urin von Krebspatienten nachweisbar ist und ob
eine kombinierte Analyse der Expressions- und Methylierungsprofile aus Blut- und
Urinproben mit den Krebsstadien korrelieren.

Expressionsanalysen von miR-888 bzw. des gesamten miR-888-Clusters kdnnten sich
auf die Wahl der Therapie auswirken, da sie an der Deregulation der DNA-Reparatur
wahrend der Tumorprogression beteiligt sind. So kénnte anhand der miR-Expression
vorab eine Aussage Uber den Erfolg der Chemo- und/oder Strahlentherapie getroffen
werden, der von der DNA-Reparatureffizienz abhangt (Kiwerska und Szyfter, 2019),
bzw. eine Feinabstimmung fir eine individualisierte Krebstherapie durchgefihrt
werden.

Weiterhin konnte auch die Regulation der hsa-miR-888-Expression in Krebszellen
einen therapeutischen Ansatz liefern. Hsa-miR-888-5p wird physiologisch sehr
restriktiv und nur in wenigen Geweben wie Hoden, Nieren, Bauchspeicheldrise und

Schilddrise exprimiert. Sie besitzt eine hohe Spezifitdt fur das c-NHEJ-Hilfsprotein
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APLF, da sie nur mit der 3’'UTR von APLF interagieren und dessen Expression hemmt,
aber keine der essentiellen hier untersuchten c-NHEJ-Faktoren als Zielgen hat. Die
Aktivierung der hsa-miR-888 in invasiven Krebsstadien ist zudem nicht nur
Blasenkrebs-spezifisch, sondern konnte auch in anderen Krebsarten gezeigt werden
(Bobowicz et al., 2016, Cao, 2019, Hovey et al., 2015, Huang und Chen, 2014, Lewis
et al., 2014, Li et al., 2019b). In diesem Sinne schlug auch schon Bader (2014) die
Hemmung von hsa-miR-888 als wirksame und neue therapeutische Anti-
Krebsstrategie vor. Dartber hinaus ist die Spezifitat dieser miR fur therapeutische
Eingriffe von Vorteil, da ihre selektive Inaktivierung in benachbarten gesunden Zellen,
die hsa-miR-888-5p normalerweise kaum oder gar nicht exprimieren, wenige oder
keine Nebenwirkungen verursachen sollte. Durch die gezielte Eliminierung der hsa-
miR-888-5p in Geweben, in denen sie normalerweise nicht exprimiert wird, kdnnte die
Deregulierung der DNA-Reparatur verhindert und die physiologische Funktion von
E2F1 - Unterstitzung der DNA-Reparatur und Aufrechterhaltung der genomischen

Stabilitat - wiederhergestellt werden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Harnblasenkarzinome (BC) gehoren zu den zehn haufigsten Tumorentitaten in
Deutschland und weltweit. Sie fuhren zu einer hohen Morbiditat, Mortalitdt und
steigenden Behandlungskosten. Die Progression vom nicht-muskelinvasiven (NMIBC)
zum aggressiven muskelinvasiven Blasenkarzinom (MIBC) ist durch starke
Veranderungen auf molekularbiologischer Ebene, genomische Instabilitat und eine
deutlich erhdhte Expression des Transkriptionsfaktors E2F1 gekennzeichnet. Dieser,
als Regulator des Zellzyklus, der Apoptose und HR-vermittelten DNA-Reparatur
bekannte Faktor, besitzt Schllsselfunktionen bei der Tumorprogression und
Metastasierung. In der vorliegenden Arbeit wurde E2F1 als Masterregulator c-NHEJ-
beteiligter Zielgene identifiziert und ein auf den Daten basierendes mechanistisches
Modell entwickelt, wie der Transkriptionsfaktor die c-NHEJ-vermittelte DSB-Reparatur
und dadurch die BC-Progression beeinflusst. Die c-NHEJ-Gene XRCC6, XRCCS5,
PRKDC, DCLRE1C, NHEJ1, XRCC4 und LIG4 werden durch E2F1 direkt
transaktiviert, wahrend APLF indirekt inhibiert wird. Die Ergebnisse dieser Arbeit
deuten darauf hin, dass epigenetische und genomische Veranderungen flur die
Aktivierung der E2F1-regulierten hsa-miR-888-5p verantwortlich sind, die die 3'UTR
von APLF bindet und dadurch die APLF-Expression in MIBC hemmt. Die durch den
E2F1/miR-888/APLF-Signalweg hervorgerufene Hemmung von APLF flhrte zu einer
ineffizienten DSB-Reparatur, fordert die BC-Progression und hat einen negativen
Einfluss auf die Uberlebensprognose von BC-Patienten. Die Wiederherstellung der
APLF-Expression in MIBCs durch die gezielte Inhibierung der hsa-miR-888-5p, die
physiologisch sehr restriktiv und in nur wenigen Geweben exprimiert wird, erhdhte die
DSB-Reparatureffizienz, verminderte das invasive Potenzial und verbesserte die
Uberlebensprognose von BC-Patienten. Zusammenfassend liefern die vorliegenden
Ergebnisse einen vielversprechenden Ansatz fur die klinische Anwendung der
OncomiR hsa-miR-888-5p als ein neues Werkzeug zur Diagnostik und Optimierung

der Therapie des Harnblasenkarzinoms.
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NM_001350967

XM_024448135

XM_024448134

NM_001289078

NM_001289076

NM_022487 ja

NM_001033855 ja*

NM_001289077

NM_001289079
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APLF
NHEJ1

XRCC4

LIG4

NM_001033857
NM_001033858
XM_011519616
XM_011519617
XM_017016557
XM_017016558
XM_011519619
XM_006717491
XM_011519620
XM_011519621
NM_173545

NM_024782

NM_001377499
NM_001377498
XM_017009827
XM_017009828
XM_017009829
NM_001318012
NM_022550

NM_022406

NM_002312

NM_001318013
XM_011543626
NM_001098268
NM_001352600
NM_001352598
NM_001352599
NM_001330595
NM_206937

NM_001379095
NM_001352602
NM_001352604
NM_001352601
NM_001352603
NM_003401

Anhang XXV
ja

ja

ja

ja

ja

ja
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Anhang

Vorhergesagte miRs, die die 3’'UTR von APLF binden
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miRmap
(score threshold 95)
miR

Score

TargetScan

(score threshold 95)

miR

score

Diana Tool
miTG
(score threshold 0,95)

miR

MicroT-CDS

score

hsa-miR-4491
hsa-miR-4657
hsa-miR-3177-5p
hsa-miR-3714
hsa-miR-556-3p
hsa-miR-647
hsa-miR-3121-5p
hsa-miR-548a-3p
hsa-miR-30c-1-3p
hsa-miR-19b-1-5p
hsa-miR-3689a-3p
hsa-miR-19b-2-5p
hsa-miR-222-5p
hsa-miR-3689c
hsa-miR-3689b-3p
hsa-miR-30c-2-3p
hsa-miR-30b-3p
hsa-miR-888-5p
hsa-miR-4763-3p
hsa-miR-19a-5p
hsa-miR-548ar-3p
hsa-miR-6514-3p
hsa-miR-548e
hsa-miR-98-3p
hsa-miR-1207-5p
hsa-miR-6126
hsa-miR-548u
hsa-miR-3128
hsa-miR-646

99,0
98,7
98,6
98,3
98,0
97,9
97,9
97,9
97,7
97,4
97,3
97,2
97,1
97,1
97,1
97,0
97,0
96,9
96,7
96,5
96,3
96,2
96,2
96,2
96,2
96,2
96,2
96,1
96,0

hsa-miR-556-3p
hsa-miR-199b-3p
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-323a-3p
hsa-miR-3129-5p
hsa-miR-1910-3p
hsa-miR-3714
hsa-miR-3158-3p
hsa-miR-6868-3p
hsa-miR-3682-3p
hsa-miR-542-3p
hsa-miR-135b-5p
hsa-miR-135a-5p
hsa-miR-337-3p
hsa-miR-6511a-5p
hsa-miR-188-3p
hsa-miR-3180-5p
hsa-miR-647
hsa-miR-8083
hsa-miR-34a-3p
hsa-miR-452-3p
hsa-miR-4773
hsa-miR-1976
hsa-miR-8062
hsa-miR-6514-3p
hsa-miR-4274
hsa-miR-6890-3p
hsa-miR-6767-3p
hsa-miR-4423-3p

hsa-miR-542-3p
hsa-miR-6875-3p
hsa-miR-888-5p
hsa-miR-4657
hsa-miR-589-3p
hsa-miR-103a-2-5p
hsa-miR-452-3p
hsa-miR-7845-5p
hsa-miR-4773

99,6
98,7
98,2
97,6
96,8
96,1
96,1
95,2
95,1
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hsa-miR-2052
hsa-miR-3192
hsa-miR-33b-5p
hsa-miR-4307
hsa-miR-548az-3p
hsa-miR-33a-3p
hsa-miR-548f
hsa-miR-4463
hsa-let-7g-3p
hsa-miR-33a-5p
hsa-miR-5690
hsa-miR-330-5p
hsa-let-7f-1-3p
hsa-let-7a-3p
hsa-miR-6511a-5p
hsa-let-7b-3p
hsa-miR-1254
hsa-miR-188-3p

96,0
96,0
95,9
95,9
95,8
95,7
95,6
95,5
95,5
95,4
95,3
95,3
95,2
95,2
95,2
95,2
95,1
95,1

hsa-miR-4661-3p
hsa-miR-561-3p
hsa-miR-758-3p
hsa-miR-5195-3p
hsa-miR-145-5p
hsa-miR-154-5p
hsa-miR-6773-3p
hsa-miR-5702
hsa-miR-4419b
hsa-miR-3119
hsa-miR-3678-3p
hsa-miR-7162-3p
hsa-miR-3192-5p
hsa-miR-4763-3p
hsa-miR-1207-5p
hsa-miR-4657
hsa-miR-4491
hsa-miR-4687-3p
hsa-miR-609
hsa-miR-500b-3p
hsa-miR-4666a-3p
hsa-miR-5582-5p
hsa-miR-6895-5p
hsa-miR-6787-3p
hsa-miR-7150
hsa-miR-548at-5p
hsa-miR-802
hsa-miR-216a-5p
hsa-miR-493-5p
hsa-miR-660-5p
hsa-miR-888-5p
hsa-miR-3929
hsa-miR-6126
hsa-miR-4708-3p
hsa-miR-6809-5p

98
98
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
96
96
96
96
96
96
96
96
96
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hsa-miR-8054 96
hsa-miR-548k 96
hsa-miR-548av-5p 96
hsa-miR-122-3p 96
hsa-miR-10a-3p 96
hsa-miR-5089-3p 96

hsa-miR-3908 96
hsa-miR-7845-5p 96
hsa-miR-4475 96

hsa-miR-6861-5p 96
hsa-miR-6888-3p 96
hsa-miR-4797-5p 96

hsa-miR-3907 96
hsa-miR-1178-3p 96
hsa-miR-4464 96
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