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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Brustkrebs ist eine der wesentlichen gesundheitlichen Herausforderungen unserer Ge-
sellschaft. Mit jahrlich beinahe zwei Millionen Neuerkrankungen weltweit ist das
Mammakarzinom die haufigste Krebserkrankung in der weiblichen Bevdlkerung (Heer et
al. 2020).

Seit 2009 wird erstmals ein Rickgang der Inzidenz in Deutschland beobachtet. Trotz-
dem wurde im Jahr 2017 noch bei 67.295 Patientinnen im Alter von uber 20 Jahren eine
Form von Brustkrebs diagnostiziert (Zentrum flr Krebsregisterdaten im Robert-Koch-
Institut 2021a). Damit ist durchschnittlich jede achte Frau in ihrem Leben von einer Form
des Mammakarzinoms betroffen.

Fast die Halfte der Neuerkrankungen tritt bei Patientinnen im Alter von 50 — 69 Jahren
auf (Hubner et al. 2020). Aus diesem Grund wird seit 2005 in Deutschland ein an die
europaischen Leitlinien angepasstes Mammographie-Screening zur Friherkennung an-
gewendet. Damit sollen Vorstufen, auch Vorlauferlasionen genannt, oder auch frihe For-
men des Mammakarzinoms rechtzeitig erkannt werden, da diese mit einer besseren
Prognose therapiert werden kénnen (Katalinic et al. 2020; Kooperationsgemeinschaft
Mammographie GbR 2021). Im Evaluationsbericht des nationalen Mammographiescree-
nings von 2017 wird beschrieben, dass mithilfe dieser MalRnahme ungefahr 80 % der
invasiven Karzinome noch vor einem Lymphknotenbefall diagnostiziert werden konnten
und weniger als ein Viertel der Karzinome eine unglinstige Prognose hatte (Deutsches

Mammographie-Screening-Programm 2019).

Das Mammakarzinom ist mit weltweit jahrlich 600.000 Todesfallen auch die haufigste
krebsbedingte Todesursache bei Frauen (Sung et al. 2021; Heer et al. 2020). In Deutsch-
land lief3 sich seit den neunziger Jahren eine Verminderung der Mortalitdt um mehr als
ein Viertel beobachten, bis sich die Zahl der Todesfalle im Jahr 2014 bei ungefahr
18.000 Todesfallen in Deutschland pro Jahr einpendelte (Hubner et al. 2020; Zentrum
fur Krebsregisterdaten im Robert-Koch-Institut 2021b).

Die Abnahme der Sterblichkeit I&sst sich durch eine bessere Vorsorge, eine effektivere
Chemo-, Antihormon- und Immuntherapie sowie durch deren multimodale Anwendung

erklaren (Hubner et al. 2020). Damit ist die 5-Jahres-Uberlebensrate von 79 % im Jahr
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2002 auf 87 % im Jahr 2016 gestiegen (Krebs in Deutschland 2006, S. 52-55; Krebs in
Deutschland fiir 2015/2016 2019, S. 78-81).

Als Risikofaktoren fur die Erkrankung an Brustkrebs gelten eine frihe Menarche, eine
spate Menopause und Erstgeburten im Alter von Uber 30 Jahren. Ein ungesunder Le-
bensstil mit Fettleibigkeit aufgrund von fettreicher Nahrung und exzessiver Alkoholkon-
sum sowie eine Strahlenexposition der Patientinnen im jungen Alter erh6hen ebenfalls
das Risiko zu erkranken. Zudem erkranken in der westlichen Welt ungefahr 10 % der
Patientinnen aufgrund von genetischer Pradisposition. Dabei besteht ein hdheres Risiko,
wenn enge Familienmitglieder, Verwandte ersten Grades oder mehr als zwei Angehorige
betroffen sind (Thakur et al. 2017; Bravi, Decarli, and Russo 2018; John et al. 2007;
McPherson, Steel, and Dixon 2000).

Geographisch lieR sich lange Zeit ein Unterschied in der Inzidenz zwischen fortschrittli-
chen und weniger entwickelten Landern erkennen. Begrindet wurde dies durch ein ver-
bessertes Screening und vermehrte Anwendung von Hormontherapien mit Ostrogenpré-
paraten wahrend der Wechseljahre in den fortschrittlichen Staaten. Aktuelle Trends zei-
gen aber, dass sich die Inzidenzzahlen der Lander angleichen. Grund hierflr ist zum
einen ein erhohtes Bewusstsein der Bevdlkerung fir die Risikofaktoren in den OECD-

Staaten und zum anderen Screening in weniger entwickelten Staaten (Torre et al. 2016).

1.1.2 Klassifizierung des Mammakarzinoms nach histologi-

schen und biologischen Merkmalen

Brustkrebs ist eine heterogene Tumorerkrankung, bei der eine Differenzierung der Lasi-
onen bedeutend fur die Einschatzung des Krankheitsverlaufs, die Prognose und eine an
die Patientin angepasste Therapie ist (Yeo and Guan 2017). Vorlauferlasionen, wie bei-
spielsweise das Carcinoma in situ, mussen hierbei histologisch von invasiven Karzino-

men abgegrenzt werden.

Vorlauferlasionen des invasiven Mammakarzinoms sind Neoplasien aus abnormen
Epithelzellen, die beim duktalen Carcinoma in situ (DCIS) vollstandig im Brustgang oder
bei den lobularen Neoplasien (lobulares CIS, Atypische lobuléare Hyperplasie) im Brust-
drisenlappen liegen. Mikroskopisch sehen sie dem invasiven Karzinom ahnlich, durch-
brechen jedoch nicht die Basalmembran. Die Neoplasien unterscheiden sich in der

Wahrscheinlichkeit ein invasives Karzinom zu entwickeln. Wahrend das DCIS als nicht
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obligate Prakanzerose gilt, ist das Risiko, ein invasives Karzinom zu entwickeln, bei ei-
nem diagnostizierten LCIS hoher (Ward et al. 2015).

Der Oberbegriff Mammakarzinom fasst alle malignen Tumore der Brustdrise zusam-
men. Dazu gehoren die invasiven duktalen Karzinome, welche vom Milchgangsepithel
ausgehen, die invasiven lobuldren Karzinome, die sich aus den Milchdrisenlappchen

entwickeln sowie weitere Sonderformen.

Seit 2013 wird das duktale Karzinom nach der WHO-Klassifikation ,invasive carcinoma
of no special type (NST)“ genannt und ist mit 40 — 75 % der Diagnosestellungen die
haufigste Erkrankungsform (Vuong et al. 2014). Diese Subgruppe umfasst alle Brust-
krebsformen, die nach Ausschlussverfahren keiner ,speziellen“ Gruppe zugeordnet wer-
den konnen. Zu den ,speziellen“ Gruppen zahlen unter anderem das invasive lobulare
Karzinom, das tubulare, kribriforme und muzindése Karzinom sowie das Karzinom mit
medulldren Eigenschaften und mit apokriner oder siegelringzelliger Differenzierung

(Sinn and Kreipe 2013; Leitlinienprogramm Onkologie 2020).

Im Zusammenhang mit der zwdlften St. Gallen International Breast Cancer Conference
2011 wurde eine Klassifikation mithilfe biologischer Marker des Ersttumors eingefihrt.
Anhand klinisch-histologischer Faktoren wie Ostrogen (ER)- und Progesteronrezeptoren
(PR) und dem Nachweis der human epidermal growth factor receptor 2-Positivitat

(HER2) sowie des Proliferationfaktors Ki67 lassen sich vier Subtypen definieren:

Tabelle 1: Einteilung der Subtypen anhand klinisch-histologischer Faktoren
Luminal A ER und/ oder PR +, HER2 -, Ki-67 niedrig
Luminal B — HER2-neg ER und/ oder PR +, HER2 -, Ki-67 hoch
— HER2-pos ER und/ oder PR +, HERZ2 Uberexprimiert,
jedes Ki-67
HER2-positiv ER und PR -, HER2 Gberexprimiert
Triple negative ER und PR -, HER2 -

Die Einteilung in Subgruppen soll besser zwischen den einzelnen Typen differenzieren,
um genauere Prognosen zu liefern und eine individuellere Gestaltung der Therapie zu
ermoglichen (Goldhirsch et al. 2011).
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1.1.3 Diagnostik und Staging

Grundsatzlich werden Tumore der Brust in hochentwickelten Landern wie Deutschland
oder der USA entweder bei Vorsorgeuntersuchungen oder aufgrund von Symptomen
festgestellt (McDonald et al. 2016).

Frauen zwischen 50 — 69 Jahren haben die Mdglichkeit, sich im Rahmen des Mammo-
graphie-Programmes (s.0.) im Zweijahresrhythmus untersuchen zu lassen. Das Mam-
mographie-Screening ist mit einer Sensitivitat von 100 % fur Dichtegrad 1 des American
College of Radiology (ACR), d.h. bei fettreichem Brustgewebe und 72,9 % fur Kategorie
ACR3 (heterogene Dichte) die effektivste Methode der Friherkennung (Weigel et al.
2017).

AuRerhalb des Screenings werden die Tumore oft erst bei Auftreten von Symptomen
erkannt. Schmerzen, axillare Lymphadenopathie, spontane, blutige Mammillensekretion
oder Hauterscheinungen wie Erytheme oder Odeme kénnen Anzeichen fir eine Erkran-

kung an Brustkrebs sein (Apantaku 2000).

Bei Verdacht auf einen Tumor sollte der Befund beim Gynakologen durch weitere Unter-
suchungen abgeklart werden. Nach einer ausfihrlichen Anamnese, bei der Risikofakto-
ren, Familienanamnese, Medikamenteneinnahme und Vorerkrankungen abgefragt wer-
den, wird zunachst eine klinische Untersuchung beider Brustdrisen durchgefihrt. Diese

beinhaltet die Inspektion sowie die Palpation von Brust und Lymphknoten.

Liegt bei der klinischen Brustuntersuchung ein auffalliger Befund vor, sollten bildge-
bende Verfahren zur weiteren Diagnostik herangezogen werden. Bei Patientinnen Gber
40 Jahren sollte in jedem Fall eine mammographische Untersuchung erfolgen. Ergan-
zend dazu wird in der S3-Leitlinie von 2020 bei schlechter Beurteilbarkeit der Mammo-
graphie oder dichtem Brustgewebe eine Ultraschall-Untersuchung empfohlen. Nachteil
der Sonographie sind vermehrte falsch-positive Befunde, die unnétige Kontrollen und
aufwendige Biopsien zur Folge haben. Bei Frauen unter 40 Jahren kann hingegen eine
klinische Untersuchung, Sonographie und perkutane Biopsie zur sicheren Diagnostik
ausreichen und eine Mammographie nur bei fehlender Eindeutigkeit notwendig sein
(Leitlinienprogramm Onkologie 2020).

Eine weitere wichtige Methode der Bildgebung ist die Magnetresonanztomographie
(MRT), welche jedoch nicht als Standarddiagnostik verwendet wird, sondern nur bei be-
stimmten Indikationen Anwendung findet. Kann durch andere bildgebende Verfahren

keine eindeutige Diagnose gestellt werden, sollte zusatzlich ein kontrastmittelverstarktes
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MRT durchgefuhrt werden. Mit einer Sensitivitat von fast 100 % kénnen besonders nicht-
verkalkte Auffalligkeiten wie lobuldre Neoplasien festgestellt werden (Bennani-Baiti,
Bennani-Baiti, and Baltzer 2016).

Zur histologischen Sicherung der Befunde sollte anschlieBend an die Bildgebung eine
Stanz- oder Vakuumbiopsie durchgeflihrt werden. Die Stanzbiopsie wird standardmaRig
unter Ultraschallkontrolle durchgefiihrt. Bei auffalligen Mikrokalkablagerungen findet
eine Vakuumbiospie unter Rontgenkontrolle statt (Liu and Huang 2018).

Die enthommenen Gewebeproben lassen sich mit dem Grading-System nach Elston und
Ellis (Modifikation des Bloom und Richardson-Gradings) in verschiedene Malignitats-
grade einteilen. Anhand der Tubulusausbildung, Kernpolymorphie und Mitoserate kann
die Differenzierung des Tumors von gut bis schlecht differenziert festgestellt und in die

Grade G1 — G3 eingeteilt werden (Christgen, Langer, and Kreipe 2016).

Wird letztendlich ein maligner Tumor diagnostiziert, schlief3t sich bei klinischem Verdacht
auf Metastasierung oder ab einem UICC Stadium Il mit erhéhtem Risiko fir Metastasen
an die Diagnostik ein Staging der Erkrankung anhand der TNM-Klassifikation an. Im
Rahmen der Basis-Staging-Untersuchung werden mittels CT von Thorax und Abdomen
und Skelettszintigraphie Lunge, Leber und Skelett auf Metastasen sowie Lymphknoten

auf Befall untersucht (Leitlinienprogramm Onkologie 2020).

Die TNM-Klassifikation gibt die Ausbreitung des Tumors im Kdrper an. Zusammen mit
der UICC-Einteilung kann sie als Grundlage fur die Einschatzung der Prognose sowie
als Basis fur eine an die Patientinnen angepasste Therapie herangezogen werden (Li et
al. 2015). Zur Bestimmung wird die Grée oder der Einfluss des Primartumors auf Nach-
barstrukturen (T), die Gré3e, Anzahl und/ oder Region der befallenen Lymphknoten (N)
und die Fernmetastasierung (M) gepruft (Cserni et al. 2018). Praoperativ wird durch kli-
nische Daten das klinische Stadium (cTNM) und postoperativ anhand der histologischen
Auswertung der Gewebeproben das pathologische Stadium (pTNM) erhoben
(Leitlinienprogramm Onkologie 2020).

114 Metastasierung des Mammakarzinoms

Trotz stetig besser werdender Friherkennungs- und Therapiemal3nahmen, um frihe
Stadien mit guter Prognose rechtzeitig zu diagnostizieren, entwickeln 30 — 40 % der
Brustkrebspatientinnen Metastasen. Bei der Metastasierung I6sen sich Krebszellen vom

Primartumor, durchwandern das umgebende Gewebe und breiten sich tUber die Lymph-
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oder Blutbahn systemisch im Kérper aus, um sich an entfernten Kérperregionen anzu-
siedeln und zu vermehren. Oft sind lebenswichtige Organe betroffen, deren Funktion
dadurch erheblich eingeschrankt wird. Aufgrund von Therapieresistenzen, besonders
von Hirnmetastasen (HM), verschlechtert sich die Prognose mit der Diagnose von Me-
tastasen enorm und letztendlich sind sie die Ursache fir 90 % aller Todesfalle im Zu-

sammenhang mit Brustkrebs (Jin and Mu 2015; Gupta and Massague 2006).

Tumorzellen (TZ) kdnnen zum einen Uber den Lymphabfluss in regionare Lymphknoten
(LK) in der axillaren, infra- und supraklavikularen Region und entlang der A. mammaria
interna streuen (Leitlinienprogramm Onkologie 2020). Die Erkenntnis Gber einen Befall
der Lymphknoten dient als wichtiger Prognosefaktor. Bei einem positiven Befund mit
mehr als drei befallenen Lymphknoten sinkt die 5-Jahres-Uberlebensrate im Vergleich
zu Patientinnen mit metastasenfreien LK um ungefahr 30 % (Carter, Allen, and Henson
1989).

Bei Streuung uber die Blutbahn sind Pleura (7 % der Falle), das zentrale Nervensystem
(ZNS, 17 % der Falle), Lunge (23 % der Falle), Leber (27 % der Falle) und Knochen
(48 % der Falle) besonders anfallig fir Fernmetastasen. Die Praferenz ist abhangig vom
Subtyp des Brustkrebses. Fur einen Knochenbefall sind vor allem die Typen Luminal A
und Luminal B der St. Gallen Klassifikation und fur Lebermetastasen der Subtyp HER2
verantwortlich (Soni et al. 2015). Besonders gravierend sind Metastasen im ZNS. Drei
Viertel der Hirnmetastasen stehen im Zusammenhang mit einer Erkrankung an einem
HER2-positiven oder Triple-negativen Tumor (Kennecke et al. 2010). Zerebrale Meta-

stasen sind Bestandteil dieser Arbeit und werden im Kapitel 1.2 genauer behandelt.

Eine weitere wichtige medizinische Herausforderung ist die metastatische Latenz. Nicht
selten kommt es bei Patientinnen Jahre nach der Erstdiagnose und radikaler Therapie
zu einem Ruckfall aufgrund von systemisch metastasierter Erkrankung. Grund dafur sind
Mikrometastasen bzw. disseminierte oder zirkulierende Tumorzellen (CTC/DTC), die
beim allgemeinen pratherapeutischen Staging nicht erkannt wurden (Jin and Mu 2015;
Redig and McAllister 2013). Die Zellen verbleiben auf unbestimmte Zeit im Ruhezustand
und es wird angenommen, dass schlie3lich 3 % der CTCs/ DTCs uberleben, um Mikro-
metastasen zu bilden, von denen sich dann 1 % zum Tumor entwickelt (Luzzi et al. 1998;
Giancotti 2013).
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1.1.5 Therapie des Mammakarzinoms

Die Therapie des Mammakarzinoms ist abhdngig vom Lymphknotenstatus und vom Vor-

kommen von Fernmetastasen.

Wird der Brustkrebs friihzeitig und noch vor Befall von Lymphknoten, Knochen und in-
neren Organen diagnostiziert, gilt die operative Entfernung des Tumors als priméare Stra-
tegie. Studien belegen, dass brusterhaltende Operationen (BET) mit anschlieRender Be-
strahlung eine ahnliche Uberlebensrate wie die alleinige Mastektomie aufweisen und
aufgrund eines besseren kosmetischen Ergebnisses und damit geringerer psychischer
Belastung fur die Patientinnen praferiert werden sollten (Fisher et al. 2002; Sakorafas
2001). Um bei der BET das lokale Rezidivrisiko zu senken, wird eine RO-Resektion mit
tumorfreien Randern im Gesunden gefordert. Ein vergroRerter Abstand vom Schnittrand
zum Tumor kann dabei die Prognose nicht verbessern (Moran et al. 2014). Die anschlie-
Rende Strahlentherapie ist notwendig, um bei multizentrischen Tumoren verbliebenes
Restgewebe und mikroskopische Foki zu behandeln und reduziert ein erneutes Auftre-
ten des Krebses um 25 % (Fisher et al. 2002; Newman and Kuerer 2005).

Lediglich in Ausnahmefallen, wie beim inflammatorischen Mammakarzinom oder bei Be-
funden, bei denen kein tumorfreier Resektionsrand erreicht werden kann oder eine post-
operative Strahlentherapie kontraindiziert bzw. von der Patientin nicht gewlinscht ist, ist

die Mastektomie Mittel der Wahl (Leitlinienprogramm Onkologie 2020).

Bei Patientinnen mit unauffalligen Lymphknoten sollte erganzend eine Biopsie des
Sentinel-Lymphknotens (SLNB) durchgefuhrt werden. Die SLNB ist eine effektive Me-
thode, um den Lymphknotenstatus zu erfassen und liefert Informationen tUber das Risiko
einer lokalen und systemischen Ausbreitung sowie fir die Organisation der weiteren
Therapie, wie etwa die Entfernung weiterer axillarer Lymphknoten. Bei einem negativen
Ergebnis oder rein mikroskopischem Befall des Sentinel-Lymphknotens ist eine axillare
Dissektion (ALND) nicht indiziert (Leitlinienprogramm Onkologie 2020; Galimberti et al.
2013). Bei einem makroskopischen Befund kann ein Verzicht auf die axillare Lymphkno-
tenentfernung ebenfalls diskutiert werden, sofern die Patientin eine BET mit anschlie-
Render systemischer Therapie erhalt. Fur die reine Sentinel-Lymphknotenentfernung
(SLND) wurden, bei verminderter Morbiditat nach der Behandlung, dhnliche Ergebnisse
fur das krankheitsfreie Uberleben wie bei der ALND erreicht (Lucci et al. 2007; Giuliano
et al. 2010; Giuliano et al. 2011).
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Erganzend zur operativen Entfernung des Tumors sollte eine systemische Therapie in
Erwagung gezogen werden. Diese verfolgt das Ziel, verbliebene TZ zu zerstéren, um
Rezidive zu verhindern und ein krankheitsfreies Uberleben langfristig zu erméglichen
(Early Breast Cancer Trialists' Collaborative 2005). Die Behandlung kann pra- und/ oder
postoperativ angewendet werden. Eine Indikation fur eine neoadjuvante Anwendung mit
anschlieRender operativer Resektion besteht bei fortgeschrittenem, inoperablem Tumor
oder inflammatorischem Karzinom bzw. mit bestimmten histologischen Markern (HER2,
TNBC und fortgeschrittenen Luminal B Karzinom nach St. Gallen Klassifikation

(Leitlinienprogramm Onkologie 2020).

Zu den Moglichkeiten der systemischen Behandlung zahlen eine endokrine Therapie,
Chemo- und/ oder Antikérpertherapie. Die entsprechende Intervention wird anhand der
Brustkrebssubtypen ausgewahlt. Bei ER-positiven Typen, wie unter anderem Typ Lumi-
nal A, wird eine endokrine Behandlung mit Aromatasehemmern oder ein selektiver Ost-
rogen-Rezeptor-Modulator (SERM) empfohlen. Unter flnfjahriger adjuvanter Medikation
senkt Tamoxifen die jahrliche Brustkrebssterblichkeitsrate um mehr als 30 % (Goldhirsch
etal. 2011; Early Breast Cancer Trialists' Collaborative 2005). Liegt ein Luminal-B-Tumor
mit erhdhtem Risiko fur Rezidive, ein HER2-positiver oder ein Triple-negativer Tumor
vor, sollte die Patientin nach der S3-Leitlinie eine Chemotherapie erhalten. Eine pra-
oder postoperative Anwendung liefert in Bezug auf das Gesamtuberleben ahnliche Er-
gebnisse. Eine neoadjuvante Therapie kann den Patientinnen vermehrt jedoch eine an-
schliefende BET ermdglichen. Standardpraparate der adjuvanten Chemotherapie sind
Anthrazykline in Kombination mit einem Taxan. Zur Behandlung von HER2-positiven Tu-
moren wird zusatzlich zur Chemotherapie eine HER2-spezifische Antikorpertherapie mit

Trastuzumab empfohlen (Leitlinienprogramm Onkologie 2020).

Wurden zum Zeitpunkt der Erstdiagnose bereits Fernmetastasen festgestellt, ist eine
vollstandige Heilung in der Regel nicht mehr zu erwarten. Fast zwei Drittel der
Patientinnen versterben innerhalb der nachsten funf Jahre an der Erkrankung und
nur ungefahr 11 % leben nach der Diagnose langer als zehn Jahre (Mariotto et al. 2017).
Bei dieser unglinstigen Prognose sollte daher das Aufhalten der Progression und der
Erhalt der Lebensqualitat primares Therapieziel sein. Grundsatzlich sollten die Patien-

tinnen zur palliativen Behandlung eine systemische Therapie erhalten.
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Vor Anwendung sollte jedoch eine grundliche Abwagung des Nutzens unter Berucksich-
tigung des Gesundheitszustands und der persdnlichen Anliegen der Patientinnen durch-
gefuhrt werden (Leitlinienprogramm Onkologie 2020; Cherny, Paluch-Shimon, and
Berner-Wygoda 2018).

1.2 Die Bedeutung der microRNA fiir die Metastasierung

ins zentrale Nervensystem

1.2.1 Die Barriere der Blut-Hirn-Schranke

Hirnmetastasen (HM) treten immer 6fter als Spatkomplikation einer bereits stattgefunde-
nen systemischen Metastasierung auf. Die steigenden Fallzahlen lassen sich durch ver-
besserte Diagnostik, durch eine erfolgreichere therapeutische Kontrolle des Primartu-
mors sowie einer effektiveren Therapie von extrakraniellen Metastasen erklaren, die die

Lebensdauer der Patientinnen verlangern (Leitlinienprogramm Onkologie 2020).

Trotz systemischer Therapie werden bei 10 — 30 % der Brustkrebspatientinnen Hirnme-
tastasen (HM) diagnostiziert. Die Inzidenz bei Autopsien ist deutlich héher, da das Scree-
ning nicht im Rahmen der Routineuntersuchung durchgefiihrt wird, sondern meist nur
bei Auftreten von Symptomen wie Veranderungen des Geisteszustandes, Ubelkeit oder
Kopfschmerzen (Hadjipanteli et al. 2020; Martin et al. 2017).

Die Prognose ist mit einer durchschnittlichen Uberlebensdauer von nur 2 — 25 Monaten
noch immer unginstig. Zusatzlich nimmt die Lebensqualitat der Betroffenen deutlich ab,
da HM sowohl die sensorischen als auch die kognitiven Funktionen der Patientinnen
einschranken (Li, Peng, et al. 2017; Bublak 2019; Kanchan et al. 2020).

Um ins Gehirn zu streuen, missen die Krebszellen die Blut-Hirn-Schranke (BHS) durch-
dringen (Abbildung 1). Die BHS wird hauptséachlich durch Endothelzellen (EZ) gebildet,
die mit Zellen der neurovaskularen Einheit, wie Perizyten, Immunzellen, Gliazellen und
Nervenzellen, in Kontakt stehen. Uber Tight-Junctions (TJ) werden die EZ untereinander
eng verbunden, sodass ein parazellularer Substanz- und Flissigkeitsaustausch weitge-
hend verhindert werden kann (Curtaz, Schmitt, Blecharz-Lang, et al. 2020; Helms et al.
2016; Schick et al. 2021). EZ sind auf3erdem durch eine geringe Transzytoserate ge-
kennzeichnet, wodurch sie einen transzellularen Austausch wesentlich stoppen kénnen.
Diese dichte Barriere ermdglicht, dass ein Wechsel zwischen Substanzen aus Blut und

Gehirn nur reguliert Gber Transporter der Zelle stattfinden kann.
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Die BHS wendet damit eine ungehinderte Diffusion von Molekilen ins zerebrale Gewebe
ab und schitzt das Gehirn so vor toxischen Metaboliten, Entziindungen und Krankheits-

erregern (Weidle, Niewohner, and Tiefenthaler 2015; Daneman and Prat 2015).

Blood Flow
Blood
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Lumen J”“Ct'°” BBB
Basement
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Microglia
Tumor cells
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| J L )
! |
Normal BBB Tumor-Brain BBB

Abbildung 1: Aufbau der BHS im gesunden Hirn und im Tumorhirn
(Ljubimova et al. 2017)
Fiir die Verwendung dieser Abbildung in der Dissertation ist keine
Genehmigung erforderlich, da es sich um einen Open-Access-Artikel handelt.

Der genaue Mechanismus, wie die TZ durch die BHS gelangen, ist Ziel derzeitiger For-
schungsprojekte. Einige Studien nehmen an, dass die Affinitdt der TZ zu bestimmten
Organen, wie unter anderem dem Gehirn, insbesondere durch freigesetzte Vesikel ge-
lenkt wird. Dabei handelt es sich vorwiegend um Exosome, die vom Primartumor sekre-
tiert werden und in die organspezifischen Zellen eindringen. Dort errichten sie durch Ver-
anderung der residenten Zellen eine prametastatische Nische und bereiten die Metasta-
sierung vor (Wilhelm et al. 2018; Rana, Malinowska, and Zoller 2013; Curtaz, Schmitt,
Blecharz-Lang, et al. 2020).

Die Schutzbarriere der BHS erhalt ein konstantes Milieu im Gehirn, welches essenziell
fur die regulare Funktion des zentralen Nervensystems ist. Gleichzeitig verhindert sie
unter physiologischen Umstanden die Durchdringung vieler Krebsmedikamente ins ze-
rebrale Gewebe. Ursache hierfir ist die geringe Transzytoserate sowie ein begrenzter
parazellularer Transport hydrophiler Molekile und polarisierte Effluxtransporter, die den

Eintritt von lipophilen synthetischen Molekilen ins Nervengewebe abwenden (Arvanitis,
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Ferraro, and Jain 2020; Angeli et al. 2019). Dieser Mechanismus behindert systemische
Medikamente an der Zerstérung von TZ, die sich bereits im Gehirn angesiedelt haben

und die Zellen kénnen sich dort ungehindert im Schutz der Barriere ausbreiten.

Kommt es durch die eingewanderten TZ schlieRlich zur Metastasenentwicklung im Ge-
hirn, ist die Barrierefunktion nicht mehr intakt (Abbildung 1). Es entsteht die lickenhafte
Blut-Tumor-Schranke (engl. Blood-Tumor-Barrier, BTB). Diese eroffnet den Weg fiir sys-
temische Therapien. Seit dieser Erkenntnis riickt neben der standardmafigen operati-
ven und strahlentherapeutischen Behandlung auch die Therapie mit systemischen Me-
dikamenten in den Vordergrund. Diese kann bei Penetration durch die permeable BTB

auch im Gehirn therapeutische Wirkung erzielen (Leitlinienprogramm Onkologie 2020).

1.2.2 Exosome und exosomale miRNA

Erst vor 40 Jahren entdeckten die Arbeitsgruppen Harding und Stahl sowie Pan und
Johnstone in reifenden Retikulozyten von Saugetieren die Funktion von extrazellularen
Vesikeln (Harding and Stahl 1983; Pan and Johnstone 1983). Seit ihrer Entdeckung
1983 sind Exosome zentrales Thema aktueller Forschungsprojekte, in denen ihre Be-
deutung flr physiologische, als auch pathologische Vorgange des Koérpers untersucht
wird (Teles et al. 2021).

Exosome gehdren wie auch Mikrovesikel (MV) und Apoptosekoérper (ApK) zu den extra-
zellularen Vesikeln. Exosome sind 30 — 100 nm grof3e Vesikel aus einer Phospholipid-
Doppelschicht, die sowohl von gesunden, als auch von Tumorzellen in die extrazellulare
Umgebung sekretiert werden (Thery, Zitvogel, and Amigorena 2002). Krebszellen kdn-

nen dabei etwa das Zehnfache der Menge aussenden (Dilsiz 2020).

Die Biosynthese der Exosome basiert auf dem endozytotischen Weg (Abbildung 2).
Nach Invagination der Plasmamembran, Uberwiegend an Clathrin-Uberzogenen Mikro-
domanen, kommt es zur Entwicklung von frilhen Endosomen (engl.: early endosomes,
EE). Ihre Funktion ist die Sortierung des Inhalts der endozytotischen Vesikel, der neben
Bestandteilen der Plasmamembran auch aus Material des Golgi-Apparates besteht.
Wahrend Proteine und Lipide durch Recycling zurlick an die Membran geflhrt werden,
kommt es zur Reifung zu spaten Endosomen (engl. late endosomes, LE) (Huotari and
Helenius 2011). Die Einstulpung der LE-Membran fihrt zur Bildung von intraluminalen
Vesikeln (ILV), welche im Lumen der Endosomen verbleiben. Die Endosomen werden

nun als multivesikulare Kérper (MVK) bezeichnet, die anschlielend entweder lysosomal

11



1 Einleitung

abgebaut werden oder wiederum mit der Membran der Zelle fusionieren, um ihren Inhalt
extrazellular abzugeben. Der Transport der MVK durch die Zelle wird durch RabGTPase-
Proteine reguliert. Eine Hemmung dieser fihrt zu Anhaufung von MVK und stoppt die

Exosomensekretion (Hsu et al. 2010; Kalani, Tyagi, and Tyagi 2014).

Studien belegen verschiedene Moglichkeiten der Synthese und Ausschuttung von Exo-
somen. Dabei wird zwischen dem klassischen ESCRT-abhangigen und dem alternativen
ESCRT-unabhangigen Weg unterschieden. Der ESCRT (endosomal sorting complexes
required for transport) ist ein Komplex aus vier verschiedenen Proteinen, der fir die
MVK-Bildung sowie die Formierung und das Sortieren von Vesikeln und Proteinen ver-
antwortlich ist. Alternativ kbnnen Sphingomyelinasen in raft-basierten Mikrodomanen fur
die ESCRT-unabhangige Sortierung der Proteine zustandig sein. Diese produzieren zu-
dem durch Hydrolyse von Sphingomyelin Ceramide, welche durch ihre kegelférmigen
Strukturen eine spontane Verformung der endosomalen Membran auslésen kénnen,
wodurch die Bildung von Vesikeln geférdert wird (Trajkovic et al. 2008). Oberflachenpro-
teine, wie beispielsweise Tetraspanine, induzieren ebenfalls die Biogenese der Exo-
some. Ahnlich wie Ceramide sind sie in der Lage, durch ihre kegelférmige Gestalt die

Einstllpung der Membran zu beguinstigen (Zhang et al. 2019).
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Abbildung 2: Biogenese der Exosome (Guenat et al. 2017)
Fiir die Verwendung dieser Abbildung in der Dissertation ist keine
Genehmigung erforderlich, da es sich um einen Open-Access-Artikel handelt.

Uber Exosome kénnen die Zellen des Tumors mit Zellen der Zielorgane kommunizieren.

Die extrazellularen Vesikel transportieren, abhangig von ihrer Herkunft, verschiedene
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bioaktive Verbindungen, wie beispielsweise Proteine, Lipide, Desoxyribonukleinsdure
(DNA) und Ribunukleinsdure (RNA), einschlieBlich messengerRNA (mRNA) und
microRNA (miRNA) (Burek et al. 2019; Curtaz, Schmitt, Blecharz-Lang, et al. 2020). Ab-
bildung 3 zeigt die Aufnahme der Exosome in der Zielzelle. Durch Fusion mit der Ziel-
membran (1), Endozytose (2), Phagozytose (3) oder Rezeptor-Ligand-Bindung (4) kon-
nen die Inhalte der Exosome in die Zielzelle gelangen und den Phanotyp der Empfan-
gerzelle verandern (Valadi et al. 2007; Wortzel et al. 2019).

SECRETING CELL

MVE

1. Fusion

2. Endocytosis

v
v
RNAs \
\ / 3. Phagocytosis f 9

RNAs

4. Surface interaction
TARGET CELL

Abbildung 3: Kommunikation der Exosome und Mikrovesikel mit der Zielzelle (MVE)
(Guenat et al. 2017)
Fiir die Verwendung dieser Abbildung in der Dissertation ist keine
Genehmigung erforderlich, da es sich um einen Open-Access-Artikel handelt.

In der Krebsforschung erscheint besonders die Funktion der transportierten miRNA in-
teressant. Der genaue Mechanismus fur die Beladung von Exosomen mit miRNA ist bis-
her noch unklar. Forschungsprojekte haben jedoch die Beteiligung mehrerer Proteine an
der miRNA-Sortierung identifiziert. Beispielsweise ist dabei das heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein A2B1 (hnRNPA2B1) von Bedeutung. Villarroya-Beltri et al. zeigten,
dass hnRNPA2B1 an spezielle Sequenzen der miRNA binden kann und sie zur Auf-

nahme an die Exosome leitet (Villarroya-Beltri et al. 2013).

Um in der Zielzelle eine Wirkung auszuldsen, muss eine entsprechende Konzentration
von miRNA vorliegen. Daher wird angenommen, dass die Menge nicht allein durch Auf-
nahme reifer miRNA erreicht wird, sondern Exosome aus Krebszellen eigenstandig in
der Lage sind, eine zellunabhangige Biosynthese von miRNAs durchzufihren. Die fur

die Funktion von reifer miRNA benétigten Enzyme zur Hemmung der mRNA-Targets
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sind bereits in den Exosomen erhalten. Dazu gehoren Dicer, Argonautenprotein 2
(AGO2) und ds-RNA-Bindeprotein TRBP, die den RISC-loading-Complex (RLC) bilden
und damit die Beladung des RNA induced silencing complex (RISC) mit miRNA induzie-
ren. Uber Bindung des RISC an die Ziel-mRNA kommt es dann zur Genstummschaltung
(Melo et al. 2014).

1.2.3 MiRNA in der Tumorentstehung

MiRNAs sind kurze Einzelstrang RNAs mit 21 — 23 Nukleotiden, die sowohl in Zellkultu-
ren und Geweben als auch in Korperflissigkeiten, wie unter anderem Serum, vorkom-
men (Li and Rana 2014; Backes, Meese, and Keller 2016). Die erste miRNA, lin-4, wurde
1993 von Lee et al. im Caenorhabditis elegans entdeckt (Lee, Feinbaum, and Ambros
1993). Erst sieben Jahre spater wurde die miRNA let-7 gefunden, die damit auch die
erste miRNA bei Sdugetieren war. Heute umfasst die Datenbank miRBase (v22) miRNA-
Sequenzen von 271 Organismen und insgesamt fast 50.000 reife miRNAs (Kozomara,
Birgaoanu, and Griffiths-Jones 2019).

Als RNA-induced silencing complex (RISC) binden sie an die 3‘-untranslatierte Region
korrelierender mRNA-Targets und regulieren dadurch die posttranskriptionelle Genex-
pression. Durch Translationshemmung, als auch durch den Abbau der mMRNA kommt es
zur Genhemmung (Fusco 2010). Das Zusammenspiel der miRNA und ihren Zielgenen
erscheint als komplexes Netzwerk, da eine einzelne miRNA mehrere mRNAs zum Ziel
haben kann. Ebenso kann eine mRNA durch unterschiedliche miRNAs inhibiert werden
(Lewis et al. 2003).

MiRNAs sind fiir zahlreiche pathologische Prozesse des Korpers von Bedeutung. Neben
viralen Infektionen, Herz-Kreislauf-Erkrankungen und entzindlichen Krankheiten, spie-
len miRNAs vor allem bei Tumoren eine zentrale Rolle (Li and Rana 2014; Backes,
Meese, and Keller 2016; Burek et al. 2019).

Ihre Funktion besteht dabei in der Férderung oder Suppression der Krebsentstehung
(Zhang et al. 2007). MiRNAs beguinstigen die Tumorentwicklung, indem sie mMRNAs, die
fir Suppressorproteine kodieren, inhibieren. Umgekehrt wird die Tumorbildung bei
Stummschaltung von mRNAs, die fur Onkoproteine kodieren, unterdriickt. Kommt es zu

einer Dysregulation der miRNA durch beispielsweise epigenetische Veranderungen oder
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Mutation, wird dadurch das Zellwachstum, die Zelldifferenzierung und Apoptose beein-
flusst. Damit wird die Entartung der Zellen geférdert und schlieRlich kommt es zur Bil-
dung von Neoplasien (Hosseinahli et al. 2018; Cheng et al. 2005; Rothschild 2014).

1.2.3.1 Die Rolle der exosomalen miRNA bei der Fernmetasta-

sierung

Studien belegen die Beteiligung der miRNA an verschiedenen Prozessen der Fernme-
tastasierung. Nach Gao et al. sind miRNAs verantwortlich fir die epithelial-mesen-
chymale Transition (EMT), bei der der Verlust von E-Cadherin eine Ablésung der TZ
ermdglicht (Gao et al. 2018). Ebenso kénnen miRNAs beispielsweise bei der lokalen
Invasion und Intravasation eine Rolle spielen (Sossey-Alaoui, Bialkowska, and Plow
2009; Keklikoglou et al. 2012). Intravasation bezeichnet das Durchdringen der Krebszel-
len durch die Basalmembran von Lymph- bzw. BlutgefaRen. Des Weiteren bereiten die
in Exosomen transportierten miRNAs durch Veranderung des Phanotyps der Empfan-
gerzelle die prametastatische Nische vor (Rana, Malinowska, and Zoller 2013). In Bezug
auf die BHS sind miRNAs zudem in der Lage, die Integritat dieser zu regulieren (Bai et
al. 2016).

Ergebnisse von Analysen der miRNA im Zusammenhang mit Fernmetastasierung beim
Mammakarzinom zeigen Dysregulationen einzelner miRNAs auf. Beispielsweise haben
Xing et al. die Veranderung der miRNA-509 im Zusammenhang mit Brustkrebs und ze-
rebralen Metastasen untersucht. Die Resultate zeigen Wechselwirkungen der miRNA-
509 mit dem RhoC-TNFa-Netzwerk auf, welches bei HM durch Herunterregulierung der
miRNA aktiviert wird, dadurch die Permeabilitat der BHS steigert und letztendlich zum
Einstrom von TZ ins Gehirn beitragt (Xing et al. 2015).

1.2.3.2 MiRNA als Biomarker

Die frihzeitige Entdeckung von Krebs kann die Lebensqualitat der Betroffenen wesent-
lich verbessern und die Mortalitat deutlich verringern. Ziel der aktuellen Krebsforschung
ist es deshalb, neue zuverldssige und kostenglinstige Technologien der Frihdiagnostik
zu entwickeln, die in der Lage sind schon kleine pathologische Veranderungen des Kor-

pers zu erkennen. Diese Anzeichen umfassen zahlreiche biochemische Einheiten. Ne-

15



1 Einleitung

ben Enzymen, zytogenetischen und zytokinetischen Parametern und Metaboliten spie-
len vor allem auch Veranderungen von Nukleinsauren, wie beispielsweise von miRNAs,
eine wichtige Rolle als Krebsbiomarker (Wu and Qu 2015; Renz et al. 2001).

Dysregulationen des miRNA-Expressionsmusters sollen das Erkennen von Brustkrebs
in frihen Stadien erleichtern, frihzeitige Hinweise fur das Gesamtlberleben liefern und
Méoglichkeiten zur Verhinderung von Fernmetastasen bieten. Zusatzlich zur Standarddi-
agnostik wie Mammographie, MRT, histologische Rezeptoren und Biopsie, etc. soll dem-
zufolge mithilfe der im Blut zirkulierenden miRNA eine neue, minimalinvasive und risiko-
arme Methode zur Diagnostik und Prognostik etabliert werden (Backes, Meese, and
Keller 2016).

Die Funktion der miRNA als Biomarker wird in anderen Tumorentitaten, wie zum Beispiel
bei Darm- oder Harnblasenkrebs, ebenfalls erforscht (Tang et al. 2019; Usuba et al.
2019). In Bezug auf Brustkrebs wurden bereits verschiedene miRNAs auf ihren Zusam-
menhang mit dem Uberleben untersucht. Beispielsweise muss nach Hong et al. bei ho-
her Expression von miR-210 mit einer schlechten Prognose gerechnet werden (Hong et
al. 2012). Studien pruften auch die Funktion der miRNA als Biomarker flir Brustkrebs-
subtypen. Anhand ihrer Ergebnisse zeigen Sokilde et al., dass durch die Expression von
miRNA-99a/ let7c/ mir-125b-2 eine Unterteilung der Luminal-Subtypen mdglich ist
(Sokilde et al. 2019). MiRNA-Marker fur die Entstehung von Hirnmetastasen beim

Mammakarzinom sind Thema dieser Dissertationsarbeit.

1.2.3.3 Auf miRNA basierender Therapieansatz in der Behand-

lung von Tumoren

Das Erkennen von spezifischen miRNAs dient nicht nur als diagnostisches Mittel, son-
dern ermdglicht auch neue Lésungsansatze zur Pravention und Behandlung von Krebs.
Im Allgemeinen wird angestrebt, Uberexprimierte Onco-miRNA zu hemmen und herun-
terregulierte Suppressor-miRNA zu ersetzen (Rothschild 2014). Bisherige Versuche zur
Inhibition von miRNAs basieren auf Expressionsvektoren (miRNA-Schwamme), nieder-
molekularen Inhibitoren oder Antisense-Oligonukleotiden (anti-miR), welche zur ausge-
wahlten miRNA komplementar sind und entweder systemisch oder durch lokale Injektion
verabreicht werden kénnen (Li and Rana 2014). Durch Verhinderung der Exosomenauf-

nahme in die Zielzellen und durch die Entfernung von Exosomen aus dem Kreislaufsys-
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tem, sollen ebenfalls neue Therapiemdglichkeiten etabliert werden (Dilsiz 2020). Der Er-
satz der miRNA soll durch synthetische miRNA-Mimetika und DNA-Plasmide gelingen
(Hosseinahli et al. 2018).

Bisherige in vivo-Versuche zeigen teilweise begrenzte Wirksamkeiten der Methoden auf.
Ein Problem im Zusammenhang mit modifizierten Oligonukleotiden ist beispielsweise
der frihzeitige Abbau dieser. Noch bevor sich die anti-miRs im Gewebe verteilen kénnen
werden sie metabolisiert und mit dem Urin ausgeschieden. Zudem wird oftmals eine sehr
hohe Dosis an Antisense-Oligonukleotiden (80 mg pro kg) benétigt. Damit steigt das Ri-

siko unerwunschte Nebenwirkungen zu entwickeln (Li and Rana 2014).

Bei den aufgelisteten Beispielen handelt es sich also um Therapiekonzepte, die in Zu-
kunft weiter an Tier- und Zellmodellen erforscht werden missen, um eine akzeptable

Wirksamkeit zu erzielen und Nebenwirkungen zu minimieren.

1.3 Zielsetzung

Mit einer Uberlebensrate von nur 20 % im ersten Jahr nach der Diagnose sind Hirnme-
tastasen (HM) eine der gravierendsten Komplikationen bei Brustkrebs (Cheng and Hung
2007). Beim Grol3teil der Betroffenen treten sie als Spatkomplikation einer systemischen
Erkrankung auf. Aus diesem Grund ist es notwendig, Mediatoren zu finden, die an der
Auswanderung der Krebszellen durch die BHS beteiligt sind. Besonders interessant er-
scheint hierbei die Rolle der miRNA. Diese spezifischen Biomarker fir HM kénnen dann
vor allem bei Risikopatientinnen friihzeitig bestimmt werden und sollen damit zur Thera-

pieentscheidung beitragen.

Diese Promotionsarbeit hat damit zum Ziel, Dysregulationen der miRNA speziell im Zu-
sammenhang mit zerebralen Metastasen zu identifizieren. Dazu werden Serumproben
aus einem Patientinnenkollektiv der Frauenklink des Universitatsklinikum Wuarzburgs mit
unterschiedlichen Formen der Metastasierungen untersucht (Curtaz, Schmitt, Herbert,
et al. 2020). Hierbei soll Uberpruft werden, ob eine vermehrte oder verminderte Expres-

sion von miRNA stattfindet und welche Auswirkungen diese auf die Zelle ausubt.

Damit stellt sich die Frage, ob bei Patientinnen, die von Metastasierungen ins Gehirn
betroffen sind, miRNAs als Biomarker dienen kénnen und diese erganzend zur Stan-

darddiagnostik und zur Prognostik herangezogen werden sollten.
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2 Material und Methoden

2.1 Ethikvotum

Die Serumproben stammen von Patientinnen, die aufgrund eines Mammakarzinoms am
Uniklinikum Wurzburg vorstellig wurden. Die Patientinnen wurden Uber das Forschungs-

projekt und die Probenentnahmen aufgeklart und willigten schriftlich ein.

Die Probenentnahme wurde zuvor durch die Ethik-Kommission der Medizinischen Fa-

kultat der Universitat Wirzburg genehmigt (Aktenzeichen 137/18-me).

2.2 Gerate
- COg2-Inkubator — Heracell VIOS 250i, thermo scientific
- Combi Spin, FVL-2400N
- Eis: Scotsman AF 103
- Eppendorf Centrifuge 5424R
- H20-Wasserbad — GFL
- Heat block — Techne DRI-Block DB2A, Model FDB02AD
- Heraeus Megafuge 16R — thermo scientific, Nr.: 75004270
- Heraues Megafuge 40 R — Thermo Fisher, Nr.: 75004518
- Infinite M Plex — Tecan, Nr.: 30190085
- IsoFreeze PCR Cooler
- Kuhlschrank — LIEBHERR profi line
- Kuhltruhe - 20 °C - LIEBHERR/ Kirsch
- Kuhltruhe - 80 °C — TDE Series powered by H-Drive, thermo scientific
- Mikroskop — Axiovert 25/ Zeiss
- Multipipette (300 ul) — Eppendorf Research

- NanoDrop (Spektrophotometer)
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2.3

24

PCR-Platten Versiegler — Applied Biosystems, Nr.: S20-3827

Pipetten — Eppendorf Reference 0,1 — 2,0 ul, 0,5-10 ul, 10 =100 pl,
50 — 200 pl, 100 — 1000 pl

Pipettus — BRAND, accu jet pro 11 L 09756

Quantstudio Flex 7 Real Time PCR Systems — Applied Biosystems,
Nr.: 4484643

Thermo Cycler — Applied Biosystems 2720, Nr.: 4359659

Vortex — Model L46

Software

Graph Pad Prism 9
Magellan Pro 7.3
NanoDrop 2000

Quantstudio 6 & 7 Flex Real Time PCR System

Verbrauchsmaterial

96-well Platte — Thermo Fischer, Nr.: 167008

Disposable hemocytometer (4-chambers) — Funakoshi, Nr.: 521-10
Falcon 15 ml — Cell Star, greiner, Nr.: 188271N

Falcon 50 ml — Cell Star, greiner, Nr.: 227261

Filterspitzen (Grofke 0,1 — 10 ul, 10 — 100 pl, 2 — 200 pl, 100 — 1000 pl)
Glaspipette (1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) — greiner bio one

Glass Pastuer Pipettes — BRAND, ISO 7712, Nr.: 747720

Nalgene Cyroware/ Cyrogenic Vials, Nr.: 5000-0020

RNase Away — Sigma, Nr.: 83931
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2.5

RNase-freie Tubes (200 pl, 500 pl, 1,5 ml) — Sarstedt
TagMan Advanced miRNA Custom Array Cards

Zellkulturflasche (Tissue culture flask 75 cm?) — Sarstedt

Chemikalien

2-Mercaptoethanol — Sigma, Nr.: M7154

Ambion™ RNase-freies Wasser — Invitrogen, Nr.: 9937
Applied Biosystems™ TagMan™ Fast Advanced Mastermix
BrdU Cell Proliferation Assay — Merck Millipore, Nr.: 2750
Destilliertes Wasser — B.Braun

Dimethylsulfoxid — Sigma Aldrich, Nr.: D2650

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) - hoher Glucoseanteil —
Sigma-Aldrich, Nr.: D5796

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline — Sigma Aldrich, Nr.: D8537-1L/
D8662-500ml

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, mit MgCI2 and CaCl2 — Sigma Al-
drich, Nr.: D8662

Dulbecco's Modified Eagle's Medium, high glucose (ohne Phenolrot) —
Sigma Aldrich, Nr.: D1145

Ethanol 100 % — Sigma Aldrich, Nr.: 32205-1L-M

Ethanol 70 % — Fischar, Nr.: N-88006

Exosome Resuspension Buffer — Invitrogen, Nr.: 4478562
Fetal Bovine Serum (FCS) — Sigma, Nr.: F9665

Fetal Bovine Serum, charcoal stripped — Sigma, Nr.: F6765
Gelatine — Serva, Nr.: 22151

HCI 1M — Carl Roth, Nr.: UN 1789
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2.51

Isopropanol — Sigma, Nr.: 19516
L-Glutamine solution — Sigma, Nr.: G7513

MTT-Pulver (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide) —
Sigma, Nr.: M2128-1G

Penicillin-Streptomycin (PS) — Sigma, Nr.: P0781

Prepare cDNA templates kit (TagMan Advanced miRNA cDNA synthesis kit)
— Applied Biosystems, Nr.: A28007

Puromycin dihydrochloride from Streptomyces alboniger — Sigma,
Nr.: P8833

RPMI-1640 — Sigma Aldrich, Nr.: R7509
Total Exosome Isolation Reagent (from serum) — Invitrogen, Nr.: 4478360
Trypsin-EDTA Solution — Sigma, Nr.: T3924

Vybrant CFDA SE Cell Tracer Kit (+ DMSO) — Invitrogen, Nr.: V12883

Total Exosome RNA and Protein Isolation Kit —

Invitrogen

2 x Denaturing Solution, Nr.: 8694G
Acid-Phenol: Chloroform, Nr.: 9721G
Collection Tubes, Nr.: 12202G5
Filter Catridges, Nr.: 10051G2
Elution Solution, Nr.: 9911G2
miRNA Wash Solution 1, Nr.: 8680G

miRNA Wash Solution 2/3, Nr.: 8543G14
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252
cDNA synthesis Kit)

- 10 x Poly(A) Buffer

- 10 x RT Enzym-Mix

- 2 x miR-Amp Master Mix

- 20 x miR-Amp Primer Mix
- 20 x Universal RT Primer
- 25 x Ligation Adaptor

- 5 x DNA Ligase Buffer

- 5 x RT Buffer

- 50 % PEG 8000

- ATP

- dNTP Mix

- Poly(A)-Enzyme

- RNA Ligase

Prepare cDNA templates kit (TagMan Advanced miRNA

Poly(A) Tailing Reaktion

Adaptor ligation reaction

10 x Poly(A) Buffer
Poly(A)-Enzyme
ATP

RNase-freies Wasser

5 x DNA Ligase Buffer
50 % PEG 8000

25 x Ligation Adaptor
RNA Ligase

RNase-freies Wasser

Reverse transcription (RT) reaction

miR-Amp reaction

5 x RT Buffer

dNTP Mix

20 x Universal RT Primer
10 x RT Enzym-Mix

RNase-freies Wasser

2 x miR-Amp Master Mix
20 x miR-Amp Primer Mix

RNase-freies Wasser
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253 BrdU Cell Proliferation Assay — Merck Millipore
- 50 x Plate Wash Concentrate
- BrdU Reagent — 500 x konzentriert
- Conjugate Diluent
- Fixing Solution
- Goat anti-Mouse IgG, Peroxidase labeled — 2000 x konzentriert
- Prediluted BrdU Detection Antibody
- Stop Solution

- Substrate

2.6 Zellkulturen und Medien

cerebEND-210-Zellen cerebEND Kontrollzellen
- DMEM high glucose - DMEM high glucose
- 10% FCS Si - 10% FCS Si
- 1%PS - 1%PS
+ 3 yg/ml Puromycin + 3 pg/ml Puromycin
4T1-Zellen
-  RPMI
- 10% FCS Si
- 1%PS
- 2% L-Glutamin

2.7 Serumproben

In dieser Arbeit wurde ein Kollektiv aus 74 Brustkrebspatientinnen und 16 gesunden

Probandinnen verwendet.
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271 Einteilung nach Metastasierung

Die von Metastasierung betroffenen Korperregionen waren zunachst entscheidend fir
die Einteilung des Patientinnenkollektivs in finf Gruppen mit ungefahr 15 — 25 Teilneh-

merinnen.

Bei den Patientinnen der Gruppe 1 wurden zuvor zerebrale Metastasen diagnostiziert.
Gruppe 4 waren Patientinnen mit viszeralen Metastasen, wie in Leber und Lunge, und
bei den Patientinnen aus Gruppe 5 wurden zuvor ossare Metastasierungen diagnosti-
ziert. Bei den Patientinnen aus Gruppe 3 wurde der Brustkrebs frihzeitig festgestellt,
d.h. bei der Erstdiagnostik waren noch keine Metastasen vorhanden. Die Proben der

Frauen aus Gruppe 2 dienten der Kontrolle (Tabelle 2).

Von den 90 Patientinnen wurde jeweils eine Blutprobe gewonnen. Diese wurde bei

1000 x g fur 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert und das Serum abpipettiert.

Tabelle 2: Einteilung der Patientinnen nach der Metastasierung
Gruppe 1 (n =17) Zerebrale Metastasen
Gruppe 2 (n = 16) Kontrollgruppe, ohne Tumorleiden
Gruppe 3 (n = 18) Primarer Krebs, Friihdiagnose ohne Metastasen
Gruppe 4 (n = 26) Metastasen in Leber/ Lunge, viszeral
Gruppe 5 (n = 13) Ossare Metastasen

Die Serumproben wurden bei - 80 °C eingefroren.

2.7.2 Einteilung nach Rezeptoren

Zusatzlich zu der Einteilung nach Metastasen wurden die Proben nach Rezeptoren sor-
tiert. Im Hinblick auf die St. Gallen Klassifikation erschien dies sinnvoll, da so die Unter-
schiede zwischen den einzelnen Brustkrebssubtypen bzw. zwischen den einzelnen Re-
zeptorstatus untersucht werden konnten (Kapitel 1.1.2). Die Ergebnisse der miRNA-Ana-
lyse kdnnten damit auch einen Ansatzpunkt fur die Therapie der verschiedenen klinisch-

histologischen Subtypen liefern. Die Einteilung erfolgte in funf Untergruppen (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Einteilung der Patientinnen nach Rezeptorstatus
Gruppe 1 (n = 16) Kontrollgruppe, ohne Tumorleiden
Gruppe 2 (n =5) HER 2 +
Gruppe 3 (n = 14) TNBC
Gruppe 4 (n = 17) ER/ PR/ HER2 +
Gruppe 5(n=7) ER/ HER2 + oder PR/ HER2 +
Gruppe 6 (n = 31) ER/ PR +

2.7.3 Statistik der klinischen Daten

Zu jeder Patientin wurden die klinischen Daten erfasst. Diese sind in Tabelle 4 aufgezeigt
und beinhalten Patientinnen- sowie Tumoreigenschaften. Das Durchschnittsalter der
einzelnen Gruppen reichte von 55,9 bis 63,4 Jahre und 77 % der Probandinnen waren

zum Zeitpunkt der Serumentnahme postmenopausal.

Tabelle 4: ER Ostrogen Rezeptor, HER2 human epidermal growth factor 2, KO Kontrolle von ge-
sunden Probandinnen, OM Ossére Metastasen, PK Primérer Krebs, PR Progesteron Re-

zeptor, VM viszerale Metastasen, ZM Zerebrale Metastasen

KO PK VM oM ZM
Patientinneneigenschaften
Gesamtzahl 16 18 26 13 17
Durchschnittsalter 55,9 57,8 60,5 63,4 60,6
Verstorben 10 1 12
Pra-/postmenopausal 4/12 6/12 5/21 3/10 3/14
Tumoreigenschaften
ER/PR positiv 7 4
HER?2 positiv 3
Triple negative 1 4
Grading
Gut differenziert (G1) 2
MaRig differenziert (G2) 12 12 8 9
Schlecht differenziert (G3) 5 11 4 7
% der Ki67 positiven Zellen 29,7 % 33 % 26,7 % 43 %
(mittel)
Andere 1 1 1
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2.8 Methoden

2.8.1 Literaturrecherche

Die Literatur wurde hauptsachlich Gber die Datenbank Pubmed gesucht. Primar wurden
die Begriffe miRNA and breast cancer und brain metastasis and breast cancer recher-
chiert und ausgearbeitet. Zudem diente der Onlinezugang der Universitatsbibliothek
Wirzburg fir die Suche von Zeitschriften und Bichern. Die verwendete Literatur war in
deutscher sowie englischer Sprache verfasst und umfasste mehr als nur eine Kurzzu-
sammenfassung. Arbeiten, die lediglich Uber ein ,abstract® verfligten, wurden nicht zur

Recherche herangezogen.

2.8.2 Ermittlung von miRNA-Expressionsprofilen aus

Patientinnenserum

2.8.2.1 Vorbereitung

Ziel der Arbeit war es, miRNA aus Patientinnenserum zu untersuchen, um Informationen
uber verschiedene miRNA-Expressionsmuster zu gewinnen. Zur Erstellung eines Ex-

pressionsprofils mussten die Proben jeweils vier Arbeitsschritte durchlaufen.

Um wahrend der Gesamtdauer der Versuche RNase-frei zu arbeiten, wurden fiir die Pi-
petten ausschliel3lich sterile Filterspitzen sowie RNase-freie Tubes verwendet. Aul3er-

dem wurde der Arbeitsplatz vor Versuchsbeginn mit RNase Away gereinigt.

2.8.2.2 Isolation von Exosomen aus Patientinnenserum

Zur lIsolation der Exosome aus dem Patientinnenserum wurden Serummengen von
500 — 1000 pl eingesetzt.

Um Zellen und Detritus zu entfernen, wurden die Proben zu Beginn fir 30 Minuten bei
4 °C und mit 2.000 x g zentrifugiert und der entstandene Uberstand in ein neues Tube
uberfuhrt. Fur die Isolation wurde anschlieffend das 0,2-fache Volumen von Total Exo-
some Isolation Reagent (from serum) hinzugefiigt und danach im Kihlschrank fiir 30 Mi-
nuten bei 5 °C inkubiert. Die Zugabe der Total Exosome Isolation-Lésung ermdglichte

die Bindung von Wassermolekilen und fuhrte dazu, dass weniger I16sliche Molekile, wie
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beispielsweise Exosome, anschlieBend durch das Zentrifugieren isoliert werden konn-
ten. Dementsprechend wurden die Proben nach der Inkubation fiir 10 Minuten bei Raum-
temperatur bei 10.000 x g zentrifugiert. Das dabei entstandene Pellet, welches die Exo-
some enthalten hat, wurde durch die Zugabe von 200 ul Exosome Resuspension Buffer

gelost.

Die entstandene Exosomen-L6sung wurde bei - 80 °C eingefroren oder unmittelbar zur

miRNA-Isolation verwendet.

2.8.2.3 Isolation der RNA aus Exosomen

Unter Verwendung des Total Exosome RNA and Protein Isolation Kits wurde aus den
zuvor gewonnenen Exosomen RNA, die u. A. miRNA beinhaltet, isoliert (Burek et al.
2019). Die Methode basiert auf der Immobilisation der miRNA auf Glasfaserfiltern. Die

gewonnene miRNA wurde anschlieRend zur Herstellung von cDNA verwendet.

Zur Gewinnung der RNA wurde den Exosomen zunachst eine denaturierende Losung
zugesetzt, welche im Wasserbad auf 37 °C erwarmt werden musste. Nach einer funf-
minutigen Inkubationszeit auf Eis wurde anschlieBend durch Zugabe von Acid-Phenol:
Chloroform eine erste Reinigung der RNA durchgefuhrt. Durch funfminltiges Zentrifu-
gieren bei 15.000 x g der Proben wurde die Mixtur in eine obere wassrige, eine weille

Interphase und eine untere organische Phase getrennt.

Fir das weitere Vorgehen musste die wassrige Phase vorsichtig, ohne die Interphase
zu zerstoren, in ein neues Tube pipettiert und mit dem 1,25-fachen Volumen von 100 %
Ethanol gemischt werden, sodass mit der finalen Reinigung der RNA begonnen werden
konnte. Dazu wurde das Ethanol-RNA-Gemisch durch einen Glasfaserfilter abzentrifu-
giert und anschlielend insgesamt drei Mal durch den Filter gewaschen (Wash 1 und
Wash 2/3). Nachfolgend wurde die RNA mit 20 — 50 ul einer Low ionic-strength solution
eluiert und ein letztes Mal bei 10.000 x g fur 30 Sekunden zentrifugiert. Die RNA befand

sich im Durchfluss.

Im Anschluss wurde die gewonnene RNA mittels NanoDrop im Spektrophotometer un-
tersucht. Die gemessene Konzentration der RNA wurde zur Vorbereitung der cDNA-Vor-

lagen (Kapitel 2.8.2.4) verwendet.

Nach der Messung musste die RNA bis zur Weiterverarbeitung bei - 80 °C eingefroren

werden.
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2.8.2.4 Vorbereitung der cDNA-Vorlagen mit anschlieBender

Praamplifikation

Mithilfe des TagMan™ Advanced miRNA cDNA Synthese-Kits wurden die Proben flr
die Analyse vorbereitet. Die Vorbereitung der cDNA lief3 sich in drei Schritte gliedern:
Polyadenylierung, Ligation und reverse Transkription. Unter Verwendung einer 3'-Poly-
A-Polyadenylierung und 5'-Ligation einer Adaptorsequenz sowie eines RT-Universalpri-

mers konnte jede reife miRNA in cDNA umgeschrieben werden.

Die oben genannten Schritte folgten einem ahnlichen Ablauf. Zunachst wurde ein Mix

aus verschiedenen Komponenten vorbereitet, der dann zur miRNA hinzugefugt wurde.

Im ersten Abschnitt wurde fir die Polyadenylierungs-Reaktion ein Gemisch aus
10 x Poly(A)-Puffer, ATP, Poly(A)-Enzymen und RNase-freiem Wasser bereitgestellt.
Dieses wurde zu 2 pl der miRNA mit einer Konzentration von 6 — 8 ng gegeben. An-
schliefend wurden die Proben zur Reaktion fir 55 Minuten in den Thermo Cycler ge-
stellt. Fur die Polyadenylierung wurde die Mischung zunéchst fur 45 Minuten bei 37 °C

inkubiert und anschlielfend zum Reaktionsstopp fur 10 Minuten auf 65 °C erhitzt.

Fir die Adaptorligations-Reaktion im zweiten Schritt wurde zum Produkt der Poly(A)-
Tailing Reaktion ein Mix aus 5 x DNA-Ligase Puffer, 50 % PEG 8000, 25 x Ligase Adap-
tor, RNA Ligase und RNase-freiem Wasser gegeben. AnschlieRend wurde das Gemisch

zur Ligation im Thermo Cycler fur eine Stunde bei 16 °C inkubiert.

Dem Ergebnis aus der Ligations-Reaktion wurde zur reversen Transkription eine Mixtur
aus 5 x RT Puffer, dNTP Mix, 20 x Universal RT Primer, 10 x RT Enzym-Mix und RNase-
freiem Wasser zugefuigt. Die Mischung wurde erneut in den Thermo Cycler gestellt. Zu-
nachst wurden die Proben zur Reaktion fur 15 Minuten bei 42 °C inkubiert und darauf-

folgend zum Reaktionsabbruch auf 85 °C erhitzt.

Die dabei entstandene cDNA wurde anschlieRend in einer Pra-Amplifikations-Reaktion

vervielfaltigt.

Fir die Pra-Amplifikation in der miR-Amp Reaktion wurden jeweils 45 pl eines Mix aus
2 x miR-Amp Master Mix, 20 x miR-Amp Primer Mix und RNase-freiem Wasser vorge-
legt. Jeweils 5 yl des Produkts aus der reversen Transkriptase Reaktion wurden hinzu-

geflgt und ein letztes Mal im Thermo Cycler inkubiert. Bei 95 °C fur 5 Minuten wurden
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die Enzyme zunachst aktiviert. Danach sind die Proben vierzehn Zyklen von Denaturie-
rung (95 °C, 3 Sekunden) und Verlangerung (60 °C, 30 Sekunden) durchlaufen, bevor

sie zum Abbruch der Reaktion auf 99 °C erhitzt wurden.

Die entstandenen cDNA-Vorlagen wurden zur Aufbewahrung bei - 20 °C eingefroren.

2.8.2.5 Vervielfdltigung der cDNA in der Polymerase-
Kettenreaktion (QPCR)

Fir die Polymerase-Kettenreaktion wurden TagMan Advanced miRNA Custom Array
Cards verwendet. Jede Platte wurde mit acht verschiedenen cDNAs beladen. Fur eine
bessere Vergleichbarkeit wurde dabei versucht, jeweils zwei Proben aus vier der Pati-

entinnengruppen zu verarbeiten.

Die cDNA wurde zusammen mit Applied Biosystems TagMan Fast Advanced Master Mix
und RNase-freiem Wasser vorbereitet, wovon 100 pl des Gemisches in die Full6ffnung
der Platte gegeben wurden. Um Luftblasen zu vermeiden, wurde die Pipette nur bis zum
ersten Druckpunkt entleert. Zum Beflllen der Vertiefungen wurden die Array Cards an-
schlieBend zwei Mal fir eine Minute bei 1200 rpm zentrifugiert. Die Platten wurden mit-
hilfe des Versiegelers verschlossen, die Flllbehalter abgeschnitten und anschlielend

ins Applied Biosystems QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR System geladen.

Zur Enzym-Aktivierung wurden die Proben zunachst fir 10 Minuten auf 92 °C erhitzt.
Danach folgten 50 Zyklen von Denaturierung fur 1 Sekunde bei 95 °C und anschlieRen-

dem Annealing/ Extension fur 20 Sekunden bei 60 °C.
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Zur Identifizierung der miRNA waren die TagMan Advanced miRNA Custom Array Cards

mit folgenden Targets beladen:

hsa-miR-148a-3p
hsa-miR-92b-3p
hsa-miR-148b-3p
hsa-miR-296-5p
hsa-miR-130a-3p
hsa-miR-122-5p
hsa-miR-181a-5p
hsa-miR-16-5p
hsa-miR-125a-3p
hsa-miR-132-3p
hsa-miR-143-3p
hsa-miR-150-5p
hsa-miR-185-5p
hsa-miR-193a-5p
hsa-miR-197-3p
hsa-miR-199a-3p

hsa-miR-210-3p
hsa-miR-214-3p
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-222-3p
hsa-miR-223-3p
hsa-miR-24-3p
hsa-miR-26a-5p
hsa-miR-32-5p
hsa-miR-326
hsa-miR-340-5p
hsa-miR-342-3p
hsa-miR-410-3p
hsa-miR-425-5p
hsa-miR-485-3p
hsa-miR-486-5p
hsa-miR-490-3p

hsa-miR-885-5p
hsa-miR-484
hsa-miR-27a-3p
hsa-miR-483-5p
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-23a-3p
hsa-miR-181b-5p
hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-491-5p
hsa-miR-576-3p
hsa-miR-598-3p
hsa-miR-652-3p
hsa-miR-29a-3p
hsa-miR-320a
hsa-miR-625-5p
hsa-miR-548d-5p

Die Analyse erfolgte mithilfe der Software Quantstudio. Dafur wurden die Proben nach
den zwei Merkmalen — Metastasen und Rezeptoren — in Untergruppen eingeteilt (siehe
Kapitel 2.7).

2.8.3 Datenbankrecherche nach potenziellen Targets und

Signalwegen

Um die Komplexitat des miRNA-mRNA-Systems und ihre Effekte auf den gesamten Kor-
per zu verstehen, wurden verschiedene Datenbanken durchsucht. Hierbei wurden ledig-
lich die 26 miRNAs verwendet, die zuvor signifikante Unterschiede in ihrer Expression

aufwiesen.

Mithilfe der Datenbank TargetScan 7.2 wurden zunachst potenzielle Targets der jeweili-
gen miRNA herausgesucht (Whitehead Institute for Biomedical Research 2018). Dabei
wurden die finf Targets bericksichtigt, die den besten, d.h. niedrigsten kumulativ ge-
wichteten Kontextwert ++ (,cumulative weighted context++ score“ (CWCS)) aufweisen.
Der CWCS berechnet sich nach Agarwal et al. aus dem Bindungstyp (site type) sowie
14 weiteren Eigenschaften. Dabei werden Merkmale, wie beispielsweise eine geringere
Zielstellenhaufigkeit (engl. target-site abundance = TA) im Transkriptom oder eine stéar-

kere vorhergesagte Bindungsstabilitat der Seed-Sequenz der 5-miRNA-Region an die
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komplementare Sequenz der mRNA (,Seed-pairing Stability“ (SPS)), beriicksichtigt. So
kann durch den CWCS die Gesamtrepression fir jedes vorhergesagte Zielgen geschatzt

werden (Agarwal et al. 2015).

Im Anschluss an die Zielgen-Recherche wurden die Targets in der KEGG Pathway-Da-
tenbank zur Identifikation biologischer Signalwege Uberprift (Kanehisa and Goto 2000).
Zusatzlich wurden die miRNAs in der Human microRNA Disease Database auf Zusam-

menhange mit anderen Krankheiten untersucht (Huang et al. 2019).

2.8.4 Analyse der miRNA-210 in der Zellkultur

2.8.4.1 Kultivierung von cerebEND- und 4T1-Zellen

Fir die Versuche mit der Zellkultur wurden cerebEND- und 4T1-Zellreihen von Mausen
verwendet. Nach dem Auftauen wurden diese im CO-Inkubator bei 37 °C und einer At-

mosphare von 5 % CO2 kultiviert.

CerebEND-Zellen sind zerebrale Endothelzellen, die aus der Kleinhirnrinde von neuge-
borenen Mausen isoliert und in der Arbeitsgruppe fir verschiedene Forschungsfragen
verwendet wurden (Burek, Salvador, and Forster 2012; Gabbert et al. 2020; Salvador et
al. 2021; Burek et al. 2020; Dilling et al. 2017; Gerhartl et al. 2020; Rosing et al. 2020).
Es wurde sowohl eine reine cerebEND- (= Kontroll-), als auch eine cerebEND-210-Zell-
kultur, d.h. mit Uberexprimierter miRNA-210, verwendet. Die cerebEND-210-Zellreihe
wurde im Vorfeld dieser Arbeit etabliert. Ein murines in vitro BHS-Modell cerebEND
(Silwedel and Forster 2006) wurde mit einem pEGP-miR-Plasmid transfiziert. Die Uber-

expression von miR-210 wurde durch qPCR nachgewiesen.

Beide Zellreihen wurden in DMEM/ high glucose mit einem Zusatz von 10 % ml FCS,

1 % ml PS sowie 3 pg/ml Puromycin kultiviert.

4T1-Zellen sind Brustkrebszellen aus Brustdrisengewebe von BALB/c-Mausen. Die
Zelllinie wurde in einem Medium aus RPMI 1640 mit Zusatzen von 10 % FCS, 2 % L-
Glutamin und 1 % PS kultiviert.

Die Zellreihen wurden wochentlich ein bis dreimal subkultiviert. Durch Zugabe von 2 ml
Trypsin-EDTA auf die mit PBS gewaschenen Zellen wurden diese abgeldst. Der Ablo-
sungsvorgang wurde durch Zugabe von 4 ml Medium abgebrochen. Im Anschluss konn-

ten die Zellen entweder in einem Einfriermedium aus 80 % Medium, 10 % DMSO und
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10 % FCS eingefroren oder zur weiteren Kultivierung in einer neuen Zellflasche ausge-

sat werden.

2.8.4.2 BrdU-Proliferationsassay

Far den Proliferationsassay wurde das Kit BrdU Cell Proliferation Assay verwendet. Das
Kit basiert auf Bromdesoxyuridin (BrdU), ein Thymidin-Analogon, welches proliferie-
rende Zellen beim Eintritt in die S-Phase in ihre neu synthetisierte DNA einbauen. Je

hoéher die Proliferationsrate der Zellen ist, desto mehr BrdU wird in die DNA eingebaut.

BrdU kann immunchemisch nachgewiesen werden, sodass Zellen, die neue DNA pro-

duzieren, bewertet werden konnen.

Der Proliferationsassay wurde zweimal unabhangig voneinander unter jeweils gleichen
Bedingungen wiederholt. Fir das Verfahren wurden die cerebEND-210-Zellen und die
Kontrollzellen zunachst nach dem folgenden Schema auf 0,5 %-Gelatine auf einer 96-
well-Platte ausgesat. Die Konzentration der Zellen betrug jeweils 8.000, 4.000 oder

2.000 Zellen pro Pipettiervertiefung (= well).

112[3[4]5]6]7]8]9]10]11]12
A Blanks
B ‘ _ 8.000/ Vertiefung
C ‘ 4.000/ Vertiefung
D % 2.000/ Vertiefung
E % % Background
F % 2-6: cEND 210
G 7-11: cEND-Kontrolle

Z

H

Abbildung 4: Schema der 96-well-Platte beim Proliferationsassay

Um den Versuch weiterflihren zu kdnnen, wurde nach ausreichender Inkubationszeit bei
einer mikroskopischen Kontrolle geprift, ob sich die Zellen auf dem Boden der Vertie-
fungen abgesetzt hatten, damit das Medium gewechselt werden konnte. Dazu wurden

100 pl des DMEM-Zellkulturmediums in jede Pipettiervertiefung pipettiert. Zudem wur-
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den 20 pl einer Lésung, in der das BrdU-Label 1:500 in Medium verdinnt wurde, hinzu-
gefugt. AnschlieRend wurde die Zellplatte fir 24 Stunden in den Inkubator gestellt, um

dem BrdU ausreichend Zeit zum Einbau in die proliferierenden Zellen zu geben.

Nach 24 Stunden wurde erneut mikroskopisch kontrolliert, welche Zellkonzentrationen
fur den Versuch geeignet sind. Dabei wurden Zellen bevorzugt, die nicht sehr dicht ge-
wachsen sind. Dementsprechend wurden fir das weitere Experiment nur Konzentratio-

nen von 2.000 Zellen und 4.000 Zellen pro Pipettiervertiefung verwendet.

Im nachsten Versuchsschritt wurde das Medium zunachst aus den Vertiefungen entfernt
und jeweils 200 pl der Fixing Solution hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von
30 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Vertiefungen drei Mal mit einer Waschl6-
sung aus 50 x Wash Buffer und destilliertem Wasser (verdiinnt im Verhaltnis 1:50) aus-
gewaschen, bevor 100 ul pro Pipettiervertiefung des Detector Antibody (BrdU-Antibody)

hinzupipettiert wurden.

Die Zellen wurden nach einer Inkubation von 60 Minuten erneut drei Mal mit der Wasch-
I6sung gewaschen. Darauffolgend wurde eine verdunnte Lésung aus Goat anti-Mouse
IgG, Peroxidase Conjugate und dem zugehérigen Conjugate Dilute hergestellt. Von die-
ser Losung wurden 100 pl pro Pipettiervertiefung zu den Zellen zugeflgt und fir 30 Mi-
nuten bei Raumtemperatur inkubiert. Bevor 100 ul des TMB Peroxidase Substrates in
die Vertiefungen pipettiert wurden, musste wieder drei Mal mit der Waschlésung und ein
weiteres Mal mit destilliertem Wasser gewaschen werden. Wahrend einer Inkubations-
zeit von 30 Minuten farbten sich die BrdU-positiven Zellen blau. Um die Reaktion zu
stoppen, wurden abschlieftend 100 ul der Stop Solution pro Pipettiervertiefung hinzuge-

fugt. Dabei anderte sich die Farbe der positiven Vertiefungen zu gelb.

Zum Auslesen der Pipettiervertiefungen wurde der Infinite M Plex der Firma Tecan be-
nutzt. Dafir wurde die 96-well-Platte in das Gerat gelegt und die Ergebnisse mithilfe des
Magellan Pro 7.3 Programms bei einer Wellenlange von 450 nm (Referenz 550 nm) aus-

gelesen.

2.8.4.3 MTT-Assay

Der MTT-Assay wurde 1983 von Tim Mosmann zur |dentifizierung von lebenden Zellen

durch Erfassung ihrer Aktivitdt entwickelt. Mithilfe des MTT-Assays kdnnen Ruck-
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schliusse auf die Zytotoxizitat, Proliferation oder Aktivitat gezogen und zwischen leben-
den und toten Zellen differenziert werden (Mosmann 1983). Der Versuch beruht auf Tet-
razoliumsalz MTT (gelb), welches aufgrund seiner molekularen Struktur in der Lage ist,
durch die Zellmembran zu gelangen. Dort wird es durch mitochondriale Enzyme, En-
zyme im Zellplasma oder nichtenzymatische Reaktionen, wie beispielsweise durch
Glutathion, zu Formazan (violett) reduziert. Die nadelférmigen Formazankristalle zersto-
ren die Zellmembran, was unmittelbar zum Zelltod fuhrt. Dadurch wird die Formazanbil-
dung gestoppt. Durch Lyse der Zellen werden die intrazellularen Kristalle freigelegt und
kénnen geldst werden. So kénnen sie im Anschluss durch spektroskopische Messungen
erfasst werden (Prabst et al. 2017).

Erganzend zum Proliferationsassay sowie zum Vergleich der metabolischen Aktivitat
wurde der MTT-Assay zweimal unabhangig voneinander durchgefuhrt. Fir den Versuch
wurden die cerebEND-210-Zellen und die cerebEND-Kontrollzellen auf 0,5 %-Gelatine
auf jeweils einer 96-well-Platte in einer Verdinnungsreihe ausgesat und anschlielend

fir 24 Stunden im Brutschrank kultiviert:

11234 |5|6|7]8|9]|10]11|12
A
B 16.000/ Vertiefung
C 8.000/ Vertiefung
D 4.000/ Vertiefung
E 2.000/ Vertiefung
F 1.000/ Vertiefung
G 500/ Vertiefung
H

Abbildung 5: Schema der 96-well Platte beim MTT-Assay

Am Versuchstag wurden die Pipettiervertiefungen zunachst vom Medium entleert und
gewaschen. Dazu wurde PBS mit einem Zusatz von Magnesium und Calcium verwen-
det. Anschliefend wurden 100 pl einer MTT-LAsung in jede Vertiefung pipettiert. Die L6-
sung setzte sich aus 5 mg/ml MTT-Pulver und DMEM ohne Phenolrot zusammen. Die

Platten wurden zur Inkubation zurtck in den Inkubator gestellit.

Nach einer Inkubationszeit von vier Stunden wurde das Medium erneut entfernt und die

Pipettiervertiefungen anschlief3end zur Lyse der Zellen mit 100 pl Acid-Isopropanol pro
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Vertiefung, einer Lésung aus Salzsaure und Isopropanol, befillt. Vertiefungen mit meta-
bolischer Aktivitat farbten sich violett. Die Absorption des violetten Formazans wurde bei
einer Wellenlange von 570 nm (Referenz 630 nm) im Tecan-Scanner photometrisch er-

fasst.

2.8.4.4 Adhasionsassay

Der Adhasionsversuch untersucht die Anheftung der Brustkrebszellen (4T1) an die En-
dothelzellen (cerebEND) und wurde zweimal unabhangig voneinander wiederholt. Dazu
wurden die cerebEND-210-Zellen sowie die cerebEND-Kontrollzellen in einer Konzent-
ration von 40.000 Zellen pro Vertiefung auf 0,5 %-Gelatine auf jeweils einer 96-well-
Platte ausgesat und Uber Nacht im Inkubator kultiviert. Die Adhasion mit 4T1-Zellen
wurde im Vorversuch mit zwei Konzentrationen (25.000 pro Vertiefung, 15.000 pro Ver-
tiefung) durchgeflhrt. In einem zweiten Versuch wurde lediglich eine Konzentration von
15.000 4T1-Zellen pro Vertiefung verwendet.

11234 |5|6|7]8|9]|10]11|12
A
B 25.000/ Vertiefung
C 15.000/ Vertiefung
D
E
F
G
H

Abbildung 6: Schema der 96-well Platte beim Adhésionsassay

Am nachsten Tag wurde das Medium durch ein DMEM-Medium mit ssFCS Zusatz aus-

gewechselt und die Zellen erneut flr 24 Stunden im Brutschrank kultiviert.

Am Versuchstag wurden zunachst die 4T1-Krebszellen fur den Versuch vorbereitet.
Dazu wurden die mit Trypsin-EDTA abgeldsten Zellen im Medium fur 5 Minuten bei
100 x g zentrifugiert und das entstandene Pellet anschliefend mithilfe eines Farbstoffes
angefarbt. Der verwendete Farbstoff stammte aus dem Vybrant CFDA SE Cell Tracer
Kit und musste zuvor in DMSO geldst werden. Die angefarbten Zellen wurden nach einer

Inkubationszeit von 15 Minuten im Brutschrank erneut zentrifugiert und in Zellmedium
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(DMEM + ssFCS + PS) resuspendiert. Dieser Schritt wurde nach einer Inkubationszeit
von 30 Minuten wiederholt und anschliel3end konnten die Zellen in frischem Zellmedium
in einer Konzentration von 15.000 Zellen pro Vertiefung und 25.000 Zellen pro Vertiefung
auf den Endothelzellen ausgesat werden. Die Endothelzellen wurden dafiir zuvor zwei

Mal mit PBS gereinigt.

Nach 30 Minuten und nach einer Stunde Inkubationszeit, in der sich die Krebszellen an
die Endothelzellen binden konnten, wurden die Pipettiervertiefungen erneut mit PBS ge-

waschen und zur Messung im Tecan-Scanner mit 100 ul PBS pro Vertiefung gefillit.

Das Auslesen der Vertiefungen im Tecan-Scanner wurde bei einer Wellenlange von
492 nm (Referenz 535 nm) bei 50 Gains durchgeflhrt.

2.8.5 Statistische Auswertungsmethode

Die statistische Analyse der Ergebnisse erfolgte mithilfe der Software Graph Pad Prism
9.

Die Ergebnisse der miRNA-Expressionsprofile aus Versuch 2.8.2 (Ermittlung von
miRNA-Expressionsprofilen aus Patientinnenserum) wurden mithilfe des one-way A-
NOVA-Tests ausgewertet. Dabei wurde jede Untergruppe mit der Kontrollgruppe vergli-

chen.

Der unpaired t-Test wurde verwendet, um die Ergebnisse der Versuche aus der Zellkul-
tur, d.h. Proliferations-, MTT- und Adh&sionsassay, auf statistische Signifikanz zu unter-

suchen. Alle Zellkulturversuche wurden zweimal unabhangig voneinander wiederholt.

Signifikante Daten wurden in den Abbildungen der Ergebnisse mit dem Symbol (*) kennt-

lich gemacht. Die Bedeutung der jeweiligen Symbole zeigt Tabelle 5.

Tabelle 5: P-Value
ns = 0.1234
* = 0.0332
* = 0.0021
= 0.0002
= <0.0001
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3 Ergebnisse

3.1 Isolierung der RNA aus Serumexosomen

Die aus den Serumexosomen isolierte Gesamt-RNA zur Detektion von Expressionspro-
filen wurden zunachst mit NanoDrop gemessen. Bei den 90 Proben wurden Konzentra-
tionen von 3,1 ng/ul bis 25,7 ng/ul festgestellt (&: 7,8 ng/ul). Die Daten dienten der Be-
rechnung der bendtigten Menge (6 — 8 ng) fur die Herstellung von cDNA.

3.2 MiRNA-Expressionsprofile beim Mammakarzinom

Mithilfe der miRNA Array Cards wurde das Expressionsmuster von 48 verschiedenen
miRNAs aus 90 Serumproben untersucht. Die Proben wurden anhand von Metastasie-
rungsregionen und Rezeptorstatus in jeweilige Untergruppen eingeteilt. Die Auswertung
der Daten erfolgte mithilfe der Software Quantstudio und der endogenen Kontrolle hsa-
miR-320.

3.21 MiRNA-Expressionsprofile nach Metastasierung

Zunachst wurden die Proben anhand ihrer Metastasierung in die verschiedenen Korper-
regionen analysiert: Metastasierung ins zentrale Nervensystem, viszerale Metastasie-
rung, ossare Metastasierung und Brustkrebs ohne Metastasierung (BC ohne M). Die
Einteilung in Untergruppen ermdglichte es festzustellen, ob eine bestimmte miRNA-Dys-

regulation einer spezifischen Metastasierungsform zuzuordnen ist.

Jede einzelne Gruppe wurde mithilfe des one-way ANOVA-Tests mit der Kontrollgruppe
verglichen, sodass sich fur die Metastasierungsgruppen bei 14 miRNAs ein signifikanter
Unterschied im Expressionsprofil zeigte. Bei sechs miRNAs wurde ein erhdhtes und bei
acht miRNAs ein erniedrigtes Profil identifiziert. Die jeweiligen miRNAs sind in Abbildung
7 und Abbildung 8 dargestellt und zeigen die Veranderung des Expressionsmusters der
einzelnen Gruppen im Verhaltnis zur Kontrolle. Statistisch signifikante Daten sind ent-
sprechend mit dem Symbol (*) gekennzeichnet. Die Ergebnisse aller miRNAs sind im

Anhang aufgelistet.

Die in Abbildung 7 A-F aufgezeigten miRNAs weisen eine signifikante Uberexpression

bei mindestens einer Untergruppe auf. Es fallt auf, dass keine der sechs miRNAs in allen
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Untergruppen eine signifikante Regulation aufweist. Zudem ist auffallig, dass hsa-miR-
122-5p, hsa-miR-296-5p, hsa-miR-490-3p und hsa-miR-576-3p hauptsachlich bei Meta-
stasen im ZNS vermehrt exprimiert werden, wahrend hsa-miR-486-5p sowohl bei Meta-
stasen im ZNS als auch bei viszeralen und ossaren Metastasen ein erhdhtes Expressi-

onsniveau vorweist.

hsa-miR-122-5p hsa-miR-193a-5p hsa-miR-296-5p
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Abbildung 7: miRNA-Expression im Verhéltnis zur Kontrolle, A-F: Uberexprimierte miRNA
Mittelwert + Standardabweichung
(A): hsa-miR-122-5p (B): hsa-miR-193a-5p (C): hsa-miR-296-5p (D): hsa-miR-486-5p
(E): hsa-miR-490-3p (F): hsa-miR-576-3p
BC ohne M: Breast Cancer ohne Metastasierung
*=p < 0.0332; **=p < 0.0021, one-way ANOVA-Test

Abbildung 8 A-H stellt die acht miRNAs mit verminderter Expression bei mindestens ei-
ner der Metastasierungsgruppen dar. Auch hier lasst sich bei keiner der miRNAs ein
signifikanter Unterschied in allen Untergruppen erkennen. Hsa-miR-130a-3p, hsa-miR-
148b-3p und hsa-miR-326 zeigen fur Metastasen im ZNS sowie fir viszerale und ossare
Metastasen eine signifikante Abnahme der Expression auf. Insbesondere die Expression

von hsa-miR-130a-3p ist bei ZNS-Metastasen deutlich reduziert.
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miRNA-Expression im Verhéltnis zur Kontrolle, A-F: Herunterregulierte miRNA

(A): hsa-miR-17-5p (B): hsa-miR-130a-3p (C): hsa-miR-148b-3p (D): hsa-miR-20a-5p
(E): hsa-miR-24-3p (F): hsa-miR-326 (G): hsa-miR-342-3p (H): hsa-miR-484

BC ohne M: Breast Cancer ohne Metastasierung

*=p < 0.0332; **=p < 0.0021, ***=p < 0.0002, **** = p < 0.0001, one-way ANOVA-

Test
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Far alle untersuchten miRNAs fallt auRerdem auf, dass die Ergebnisse der Patientinnen-
gruppe mit Brustkrebs, aber ohne Metastasen, bei keiner miRNA eine statistische Signi-

fikanz aufzeigen.

3.2.2 MiRNA-Expressionsprofile nach Tumorrezeptoren

Um Unterschiede zwischen den einzelnen Brustkrebssubtypen festzustellen, wurden die
Proben auferdem nach Rezeptorstatus sortiert und anschlieend in finf Untergruppen
zusammengefasst: (1) HER2 + (n = 5), (2) TNBC (n = 14), (3) ER/ PR/HER2 + (n = 17),
(4) ER oder PR/ HER2 + (n = 17) und (5) ER/ PR + (n = 31). Dadurch konnten Ruck-
schlisse gezogen werden, ob ein Zusammenhang zwischen einer bestimmten miRNA-

Dysregulation und einem Rezeptorstatus besteht.

Wie flr die Metastasierungsgruppen wurde ebenfalls fur die einzelnen Rezeptorgruppen
der one-way ANOVA-Test durchgeflihrt. Beim Vergleich jeder einzelnen Gruppe mit der
Kontrollgruppe zeigte sich insgesamt bei 21 miRNAs ein signifikanter Unterschied im
Expressionsmuster. Bei zehn miRNAs wurde ein erhéhtes Expressionsprofil festgestellt,

wahrend das Expressionsniveau bei elf miRNAs erniedrigt war.

In Abbildung 9 und Abbildung 10 sind die jeweiligen miRNAs dargestellt, die mindestens
bei einer Untergruppe eine signifikante Veranderung der Expression aufweisen. Abge-
bildet ist das Verhaltnis der einzelnen Untergruppen zur Kontrolle. Ergebnisse der wei-

teren untersuchten miRNAs sind im Anhang aufgelistet.

Abbildung 9 A-J zeigt die miRNAs mit erhdhtem Expressionsmuster. Keine der unter-
suchten miRNAs weist eine signifikante Dysregulation in allen Untergruppen auf. Hsa-
miR-197-3p, hsa-miR-410-3p und hsa-miR-490-3p zeigen im Zusammenhang mit einem
positiven HER2-Rezeptor eine deutlich erhdhte Expression auf. Eine Uberexpression
der hsa-miR-32-5p Iasst sich lediglich bei einem triple-negativen Rezeptorstatus feststel-
len. Bei hsa-miR-125a-3p lasst sich eine Steigerung der Expression bei einem ER/ PR

positiven Status erkennen.
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Abbildung 9: miRNA-Expression im Verhéltnis zur Kontrolle, A-J: Uberexprimierte miRNA
Mittelwert + Standardabweichung
(A): hsa-miR-125-3p (B): hsa-miR-143-3p (C): hsa-miR-193-5p (D): hsa-miR-197-3p (E):
hsa-miR-296-5p (F): hsa-miR-32-5p (G): hsa-miR-410-3p (H): hsa-miR-486-5p (I): hsa-
miR-490-3p (J): hsa-miR-548d-5p
*=p < 0.0332; **=p < 0.0021, ***=p < 0.0002, **** = p < 0.0001, one-way ANOVA-
Test

Abbildung 10 A-K zeigt die miRNAs mit verringertem Expressionsmuster. Auch hier lasst
sich keine miRNA identifizieren, die bei allen Untergruppen signifikante Unterschiede
aufweist. Wahrend hsa-miR-326 und hsa-miR-342-3p eine deutlich reduzierte Expres-
sion bei triple-negativem, ER/ HER2 oder PR/ HER2 positivem oder ER/ PR positivem
Rezeptorstatus aufweisen, ist hsa-miR-130-3p zusatzlich auch bei dreifach positivem
(ER/ PR/ HER2 +) Status signifikant herunterreguliert. Fur hsa-miR-199a-3p und hsa-
miR-150-5p lasst sich zudem eine deutlich erniedrigte Expression bei triple-negativem

Rezeptorstatus feststellen.
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Abbildung 10:  miRNA-Expression im Verhéltnis zur Kontrolle, A-J: Herunterregulierte miRNA
Mittelwert + Standardabweichung
(A): hsa-miR-130a-3p (B): hsa-miR-148b-3p (C): hsa-miR-150-5p (D): hsa-miR-199a-3p
(E): hsa-miR-223-3p (F): hsa-miR-24-3p (G): hsa-miR-26-5p (H): hsa-miR-326 (l): hsa-
miR-342-3p (J): hsa-miR-885-5p (K): hsa-miR-92-3p
*=p < 0.0332; **=p < 0.0021, ***=p < 0.0002, **** = p < 0.0001, one-way ANOVA-
Test

3.3 Datenbankrecherche: Identifikation von moglichen

Zielgenen und Signalwegen
Far die Recherche von Zielgenen und Signalwegen fiir die 26 unter 2.8.2 identifizierten
miRNAs wurde sowohl die Datenbank TargetScan als auch die KEGG pathway Daten-

bank verwendet. Die Datenbank TargetScan hat fur jede miRNA mehrere Hundert Tar-

gets vorgeschlagen. Als mogliche Targets wurden die finf Gene ausgewahlt, die in der
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Datenbank TargetScan den niedrigsten CWCS vorweisen. Zur Identifikation von Signal-

wegen, an denen die Targets beteiligt sind, wurde die KEGG pathway Datenbank durch-

sucht (Tabelle 6).

Tabelle 6:

miRNAs und zugehdérige Targets, Signalwege und assoziierte Krankheiten

kursiv: indirekter Zusammenhang, fett: direkter Zusammenhang

Hauptzielgene
(TargetScan)

KEGG
Signalwege

Assoziierte
Krankheiten
(HMDD v3.2)

hsa-miR-122-5p

GNG13, ALDOA,
PLEKHB2, RFXAP,

Signalwege beim
Karzinom, HIF-1 Sig-
nalweg, Metaboli-
scher Signalweg, An-

Apoplex, Hepatitis B
Virus Infektion, Sep-

MASP1 tigenverarbeitung sis
und -prasentation,
COVID-19
hsa-miR-125a- | BOK, NIT1, MEAFS, Avontose Rhematoide Arth
3p-AL11 OXLD1, TRAF3IP3 Pop ’ gen,
Lungenneoplasmen
hsa-miR-130a- KDM2A, MDM4, | MicroRNAs beim Kar-| Schilddriisen-Neo-
3 KLF7, ENPP5, zinom, p53 Signal- | plasmen, Muskelatro-
P MYBL1 weg phie, Epilepsie
C1lorf74, ITM2B, Dickdarm-Neubildun-
hsa-miR-143-3 SLC25A15, Metabolischer gen, Kolorektales
P ABHD14A, Signalweg Karzinom, B-Zell-
SLC30A8 Lymphom
FoxO Signalweg,
hsa-miR-148b- | C180125, S1PR1, | o i olipid Signal- Asthma,
3 DCP2, PNRC2, weq. RNA-Dearada- Angststérungen,
P PTPRA 9: tion 9 Lungenneoplasmen
MYB, MDM4, M;i;r:?)iNA;’y’bgimnz/?r- Lupus Vulgaris, Sep-
hsa-miR-150-5p | ENSA, ADIPOR2, » PO Slg P garis, >ep
weg, Zellulare Senes-| sis, HIV-Infektion
HILPDA ) :
zenz, Reninsekretion
GPR6, HAUSS, I
hsa-miR-17-5p |  VSX1, PKD2, Gesc?&;‘fgﬁtrans' Le“‘éﬁ?&fﬁé\fﬁigom’
NKIRAS1 -
hsa-miR.193a. | PCOHA7, PCDHAS, | Metabolischer Signal- Ei‘;z'”gghg; Olrffrgnz
CA7, SPRED3, GA- | weg, ABC Transpor- gitls, Sepsis, )
5p patisches Cholangio-
NAB ter .
karzinom
CD53, ZIK1, Herpes simolex Diabetes Mellitus Typ
hsa-miR-197-3p | RNF146, USP41, S D Infoktion 2, Myokardinfarkt,
TMEM30C Lungenneoplasmen

KLHL3, SERPINE2,

Regulierung des Ak-

Parkinson, Graft-Ver-

hsa-miR-199a- TMSB4X, PAWR, tm-Zyto_skeIe.tts, Ad- sus-Hqst Erkrankupg,
3p NLK herens junction, Chronische Hepatitis
MAPK Signalweg C
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hsa-miR-32-5p

PCOLCEZ2, BTLA,
ANP32E, G3BP2

Hauptzielgene KEGG Assozue_rte
. Krankheiten
(TargetScan) Signalwege (HMDD v3.2)
Mineralische Absorp-
GPR137C, tion, Lipid und Arteri- . i
hsa-miR-20a-5p | CYBRD1, VLDLR, | osklerose, Signal- Le“kag'rez’ir';;aerze"
CROT, COX8C | wege beim Karzinom,
mTOR Signalweg
FBXW?7, RHOB, Ubiquitin-vermittelte Akute__lymphsatlsc.he
hsa-miR-223-3p LELP1. PTS Proteolyse, Salmo- | Leukamie, Sepsis,
TBC1,D17 ’ nellen-Infektion, Diabetes Mellitus Typ
RNA-Degradation 2
Apoptose, Signal-
wege beim Karzi- | Lungenneoplasmen,
SNN, FASLG,
hsa-miR-24-3p | REEP2, STRADB, | "om Proteoglykane | Neoplasmen der
beim Karzinom, Zel- | Bauchspeicheldrise,
NFASC . - .
ladhasionsmolekiile, Leukdmie
mTOR Signalweg
Alzheimer, Diabeti-
. STRADB, ARPP19, AMPK Signalweg, sche Nephropathie,
hsa-miR-26a-5p MAB21L1, > :
CREBZF. ZDHHC6 mTOR Signalweg Chronische
' Hepatitis B
HMGA1, EPN1, 3 Lupus Vulgaris,
hsa-miR-296-5p | RNF44, TFRC, E”dosziyt,‘?’:ﬁﬂ’/e’*”: T- | Atherosklerose, Hy-
TEAD3 g 9 pertonie
ZFYVE21, Lungenneoplasmen,

Kolorektales Karzi-
nom, virale Infekti-
onskrankheiten

hsa-miR-326

KCNIP2, CEPS8S,
CTRC, SYS1,
ZNF394

Multiple Sklerose,
Akute lymphatische
Leukamie, Diabetes

Mellitus Typ 1

hsa-miR-342-3p

DTNBP1, BTN2A1,
RGS4, UBE2D2,
MATNA1

Proteinverarbeitung
im endoplas-
matischen Retikulum

Glioblastom, Multip-
les Myelom, Sepsis

hsa-miR-410-3p

NPPC, DCTNG,
CBFB, TRAPPC3,
ARFIP1

cGMP-PKG Signal-
weg, Kontraktion der
vaskularen glatten
Muskulatur, Signal-
wege der Neurode-
generation

Apoplex, chronisch

myeloische Leuka-

mie, Kolorektales
Karzinom

hsa-miR-484

HSDL2, DBNDDZ2,
TARBP2,
CYB561D1, ARSD

Neoplasmen der
Bauchspeicheldrise,
Metabolisches Syn-
drom, Prostatatumore

hsa-miR-486-5p

GPX8, CSPGS5,
SRSF3,
KIAA0226L, BTAF1

Metabolischer Signal-
weg, Herpes simplex

virus 1 Infektion

Lupus Vulgaris, Sep-
sis, Diabetes Mellitus
Typ 2
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Hauptzielgene
(TargetScan)

KEGG
Signalwege

Assoziierte
Krankheiten
(HMDD v3.2)

hsa-miR-490-3p

VDAC1, TMOD3,
COMMD10,

Alzheimer, Influenza

Kolorektales Kar-
zinom, Chondro-

tion

PROSC. HNRNPA1 A, Spleilkosom sarkom, Ovarial-
’ karzinom
. TBCA, CAMLG, . Chronische Hepatitis
hsa "‘;R 548d GHRL, SRP9, CAP"’r’(’:tg;]%';a’(‘g’r‘fg’ B, Gliom, Non-Hodg-
P CBWD? P kin-Lymphom
Neuroaktive Ligand-
NPFFR2, ZNF616, Rezeptor-Wechsel- .
hsa-miR-576-3p MC'SA]II\?/ICAgy wirkung, Herpes Hfrlr;(t))rlg,sgrﬁlzpzoirr%m
KRTAP21’-2 simplex virus 1 Infek-

hsa-miR-885-5p

GALNT3, ZNF812,
ZADH2, FAM229B,

Metabolischer Signal-

Neoplasmen der
Bauchspeicheldrise,

MARCH4, NKX2-4

ralsklerose

NUDCD2 weg Alzhelmer, Myasthe-
nia Gravis
OAZ3, CHCHD10, Amvotrophe Late- Herzversagen, Harn-
hsa-miR-92b-3p SERTAD3, yotrop blasenkarzinom, Ma-

gentumoren

Die Menge an unterschiedlichen Targets und Signalwegen zeigt die weitreichenden Kon-

sequenzen einer miRNA-Dysregulation. Betroffen sind nicht nur Stoffwechselwege, son-

dern das miRNAs-mRNA-Netzwerk ist auch in der Lage eine HSV1-Infektion,

COVID-19-Erkrankung oder Alzheimer zu regulieren. Wichtiger Aspekt im Zusammen-

hang mit Signalwegen ist der Einfluss der miRNA auf die Krebsentstehung. Durch Be-

einflussung der Zellapoptose sowie mTOR-, cAMP-, MAPK-, HIF1- und p53-Signalwe-

gen konnen miRNAs die Entwicklung von Karzinomen steuern. Acht der gelisteten Tar-

gets sind direkt oder indirekt an dem Signalweg der Krebsentstehung beteiligt (Abbildung

11).
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@ Carcinogers O

Abbildung 11 B: Aund B
Pathways in cancer, KEGG pathway Datenbank
(Kanehisa and Goto 2000)
rot: direkter Zusammenhang, blau: indirekter Zusammenhang mit Krebsentstehung
Die Genehmigung fiir die Verwendung dieser Abbildung in der Dissertation liegt vor.

Zusatzlich wurde in der Human microRNA Disease Database nach Krankheiten recher-
chiert, die in Assoziation mit den jeweiligen miRNAs stehen. Auch hierbei wird das Aus-
mafl des miRNA-Netzwerks deutlich. Neben der Entstehung von Neoplasien hangen
beispielsweise auch chronische Hepatitis B, Asthma und Schlaganfalle mit miRNA-Dys-
regulationen zusammen (Tabelle 6).
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3.4 Zellkulturversuche

3.41 MiRNA-210

Immer mehr experimentelle Studien belegen eine klinische Relevanz fur miRNA-210.

Dysregulationen der miRNA-210 zeigen sich besonders im Zusammenhang mit hypoxi-
schem Stress. Neben hypoxischen Zellen bei kardiovaskularen Erkrankungen, wie bei-
spielsweise Arteriosklerose, akutem Myokardinfarkt oder Aortenklappenstenose, ist
auch hypoxisches Gewebe solider Tumore in der Lage eine vermehrte Expression von
miRNA-210 zu induzieren (Guan et al. 2019; Noman et al. 2016). Uber Serum-Exosome
gelangt die miRNA zu den Zielzellen und andert deren Zellphysiologie. MiRNA-210 be-
einflusst dort den mitochondrialen Stoffwechsel und die Angiogenese sowie Reaktionen
auf DNA-Schaden, Apoptose und Zelluberleben und tragt damit zur Tumorentwicklung
bei (Huang and Zuo 2014). Diese Erkenntnis lasst miRNA-210 als Marker flr Hypoxie

und damit als Marker fur hypoxisches Tumorgewebe vermuten.

Die Zellkulturversuche ermoglichten es, das Verhalten zerebraler Endothelzellen bei er-
héhter miRNA-210-Expression zu beurteilen. Exosome kdnnen transportierte miRNAs in
die Zellen anderer Organe integrieren, beispielweise in die zerebralen Endothelzellen,
die in direktem Kontakt mit dem Blut stehen. Dadurch wird die Wirkung der spezifischen
miRNA in der Zielzelle verstarkt. Ahnliches kann durch Uberexpression von miRNA in
den zerebralen Endothelzellen erreicht werden. In nachfolgenden Experimenten wurden
zerebrale Endothelzellen verwendet, die miRNA-210 Uberexprimieren. Die Auswirkung
dieser Uberexpression auf die Endothelzellen wurde in einer Reihe von Experimenten

untersucht.
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3.4.2 BrdU-Proliferationsassay

Mithilfe des Proliferationsassays wurde die proliferierende Aktivitat der cerebEND-Zellen
untersucht. Dabei wurde jeweils eine Anzahl von 2.000 und 4.000 cerebEND-Zellen pro

Vertiefung verwendet.

2.000 Zellen pro Vertiefung 4.000 Zellen pro Vertiefung

() 3 o 2.0-
% *%kkk % *kk%k
= -~ = .
=9 c 9 1.5
s¥ 24 o
B3 SR
Lo 8o 104
S £ S E
£ - i
£ £ 0.5
S S
E oA E o0 .
Kontrolle 210 Kontrolle 210
cerebEND-Zellen cerebEND-Zellen

Abbildung 12:  Proliferationsassay mit 2.000 und 4.000 cerebEND-Zellen pro Vertiefung
Mittelwert + Standardabweichung, **** = p < 0.0001, unpaired t-Test

Bei beiden getesteten Zellzahlen weisen die transfizierten cerebEND-210-Zellen eine
signifikant erhdhte Proliferationsrate gegeniiber den Kontrollzellen auf. Die Durchflh-
rung des Versuchs mit 2.000 Zellen pro Pipettiervertiefung zeigt zudem im Vergleich zu
den 4.000 Zellen pro Pipettiervertiefung eine fast doppelt so gro3e Zunahme der Prolife-
ration (+ 128 % bei 2.000 Zellen im Vergleich zu + 68 % bei 4.000 Zellen).

3.4.3 MTT-Assay

Erganzend zum Proliferationsassays wurde der MTT-Assay zur Beurteilung der metabo-
lischen Aktivitat durchgefiihrt. Der Graph in Abbildung 13 zeigt die metabolische Aktivitat
der cerebEND-Zellen in Abhangigkeit von der Zellzahl, d.h. in einer Verdunnungsreihe
von 16.000 — 500 Zellen. Zudem wird das Verhaltnis der cerebEND-210-Zellen zu den
cerebEND-Kontrollzellen in Abbildung 14 dargestellt.
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— Kontrolle
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Abbildung 13:  MTT-Assay in Abhéngigkeit von der Zellzahl
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Abbildung 14:  MTT-Assay einer Verdiinnungsreihe — Verhéltnis der cerebEND-210-Zellen zur Kontrolle
Mittelwert + Standardabweichung, * = p <0.0332, one-way ANOVA-Test

Insgesamt ist die Aktivitat und damit die Proliferation der cerebEND-210-Zellen im Ver-
gleich zu den Kontrollzellen erhdht. Zudem zeigen die ermittelten Werte eine Abhangig-
keit der Aktivitat von der Zellzahl auf, was auch das Resultat des Proliferationsassays
bestatigt (Abbildung 12). Besonders bei Konzentrationen von 1.000 Zellen pro Pipettier-
vertiefung zeigen sich signifikante Unterschiede in der Aktivitat (p < 0.0332).
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3.44 Adhasionsassay

3.4.41 Vorversuch zur Bestimmung der Zellzahl

Mit dem Adhasionsversuch lasst sich die Anheftung der Brustkrebszellen an die zereb-
ralen Endothelzellen zeigen. Bei einem Vorversuch zur Ermittlung der bendtigten Zell-
zahl an 4T1-Zellen fur die Adhasion an den cerebEND-Endothelzellen wurden zunachst
Zellzahlen von 15.000 Zellen pro Pipettiervertiefung und 25.000 Zellen pro Pipettierver-

tiefung verwendet.

15.000 4T1-Zellen pro Vertiefung  25.000 4T1-Zellen pro Vertiefung

i T

1.5

*kkk

1.0 1.0

0.5+ 0.5+

Adhdsion

im Verhaltnis zur Kontrolle
Adhdésion

im Verhaltnis zur Kontrolle

0.0- 0.0-

Kontrolle 210 Kontrolle 210
cerebEND-Zellen cerebEND-Zellen

Abbildung 15: Vorversuch des Adhésionsassays mit 15.000 und 25.000 4T1-Zellen pro Vertiefung
Mittelwert + Standardabweichung, **** = p <0.0001, unpaired t-Test

Wahrend die Adhasion bei einer Konzentration von 25.000 Zellen pro Pipettiervertiefung
bei beiden cerebEND-Zelltypen fast identisch war, war bei einer Zellzahl von 15.000 pro
Pipettiervertiefung eine deutliche Abnahme der Adhasion bei den cerebEND-210-Zellen
im Vergleich zur Kontrolle zu erkennen (Abbildung 15). Aufgrund dieses Ergebnisses
wurde bei der weiteren Durchfihrung des Versuchs lediglich eine Konzentration von

15.000 Zellen pro Pipettiervertiefung verwendet.
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3.4.4.2 Adhasionsassay mit einer Konzentration von 15.000

4T1-Zellen pro Pipettiervertiefung

Die Resultate aus dem Vorversuch und nach erneuter Durchfiihrung des Versuchs mit
einer Zellzahl von 15.000 4T1-Zellen pro Pipettiervertiefung zeigen eine verminderte An-
heftung der 4T1-Zellen an die cerebEND-210-Zellen. Bei den cerebEND-210-Zellen
zeigte sich im Vergleich zu der Kontrolle letztendlich insgesamt eine Abnahme der Ad-

hasion um 20 %.

15.000 4T1-Zellen pro Vertiefung
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Abbildung 16:  Adhédsionsassay mit 15.000 4T1-Zellen pro Vertiefung
Mittelwert + Standardabweichung, **** = p <0.0001, unpaired t-Test
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4 Diskussion

Hirnmetastasen (HM) beim Mammakarzinom sind noch immer mit einer hohen Morbidi-

tat und Mortalitat verbunden.

Ein besseres Verstandnis Gber miRNAs als mégliche Biomarker kdnnte bei der friihzei-

tigen Detektion und Therapie eine zukunftige Hilfe darstellen.

4.1 MiRNA-Expressionsmuster beim Mammakarzinom

Zur Erstellung von miRNA-Expressionsprofilen wurden zunachst Exosome aus Serum-
proben mithilfe des Total Exosome Isolation Reagent (from serum) isoliert. Unter Ver-
wendung des Total Exosome RNA and Protein Isolation Kits wurde anschliefend aus
den Exosomen RNA extrahiert. Im Anschluss wurde das TagMan™ Advanced miRNA
cDNA Synthese-Kit verwendet, um die in der RNA enthaltene miRNA in cDNA umzu-
wandeln, zu praamplifizieren und sie damit fur die qPCR vorzubereiten. Mithilfe der
TagMan Advanced miRNA Custom Array Cards konnte so fir jede miRNA ein Expres-

sionsmuster erstellt werden.

Obige Verfahren sind etablierte Methoden, die die Gewinnung von reiner miRNA und die
Erfassung von Expressionsprofilen ermdglichen und bereits in unterschiedlichen
miRNA-Forschungsprojekten verwendet wurden. Allerdings muss beachtet werden,
dass insgesamt vier Schritte durchlaufen werden mussten, bis die isolierte miRNA ana-
lysiert werden konnte. Bei jedem Versuchsschritt konnten Fehler auftreten, die sich dann
im Ergebnis widerspiegeln. Diese Fehler kbnnen nur umgangen werden, indem jede

Probe mehrmals analysiert wird.

411 Probensammlung

Da das Screening auf Hirnmetastasen nicht zur Routineuntersuchung gehért, werden in
der Regel entsprechende Untersuchungen nur bei klinischer Symptomatik wie Kopf-
schmerzen, Ubelkeit und Erbrechen durchgefiihrt. Dies erschwert die Rekrutierung von
Probandinnen (Hadjipanteli et al. 2020).

Wie oben (Kapitel 1.2) bereits erwahnt, treten Hirnmetastasen zudem oft als Spatfolge

einer bereits stattgefundenen systemischen Metastasierung auf. Das bedeutet, dass es
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kaum Patientinnen gibt, die nur Metastasen im ZNS aufweisen. Vielmehr entwickeln sie
oft erst viszerale Metastasen und im weiteren Krankheitsverlauf kommt es zur Entste-

hung von Hirnmetastasen.

4.1.2 MiRNA-Expressionsunterschiede bei Metastasierung

Die Proben wurden zunachst anhand der von Metastasierung betroffenen Kérperregion
in Untergruppen eingeteilt: Metastasierung ins zentrale Nervensystem, viszerale Metas-

tasierung, ossare Metastasierung und Brustkrebs ohne Metastasierung.

Uber den Zusammenhang der aufgelisteten miRNAs und Metastasen beim Mammakar-
zinom ist in der Literatur nicht viel bekannt. Nachfolgend werden aktuelle Forschungser-
gebnisse diskutiert, die fur unsere Resultate bzw. fir die Entwicklung von Krebs und/

oder Metastasen relevant erscheinen.

In einzelnen Fallen weichen unsere Daten von bisherigen Forschungsergebnissen ab.
Méglicher Grund dafir ist zum einen, dass sich die genannten Studien auf andere Tu-
morarten beziehen und damit gegebenenfalls eine Tumorabhangigkeit zeigen. Zum an-
deren wurden in den Studien unterschiedliche Einteilungen der Proben, d.h. nicht nach
Metastasierungsregion, oder unterschiedliche Probenarten verwendet. Das Expressi-
onsmuster von exosomaler miRNA in Serumproben kann sich von dem miRNA-Profil
aus Gewebeproben gegebenenfalls unterscheiden. Die Literatur liefert dazu jedoch noch

keine genauen Daten (Cui and Cui 2020).

4.1.2.1 Signifikant erhohte Expressionsprofile

Die Funktion der miRNA ist die Hemmung ihrer zugehorigen Zielgene. Kommt es zur
Zunahme der miRNA-Expression, werden entsprechend mehr Targets gehemmt. Wer-
den dabei Targets gehemmt, die flir onkogene Proteine kodieren, kann die Tumorent-
stehung unterdriickt werden. Kodieren diese Zielgene jedoch fur tumorsuppressive Pro-

teine, fehlen wichtige Regulatoren und die Tumorentstehung wird geférdert.

Unsere Ergebnisse der Metastasierungsgruppen zeigen signifikant erhéhte Expressi-
onsprofile bei hsa-miR-122-5p, hsa-miR-193a-5p, hsa-miR-296-5p, hsa-miR-486-5p,
hsa-miR-490-3p und hsa-miR-576-3p (Kapitel 3.2.1).
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4.1.2.1.1 miRNA-122-5p

Nach Uen et. al kann miRNA-122-5p die Metastasierung bei BC begtnstigen, indem es
durch Stummschaltung von Syndecan-1 die Mobilitat der Krebszellen fordert. Diesen
Zusammenhang mit Syndecan-1 belegten auch Ibrahim et al. in Verbindung mit miRNA-
10b (Ibrahim et al. 2012). Durch Bindung von Botenstoffen tber die Hyparansulfat-Kette,
wie beispielsweise I6slichen Wachstumsfaktoren und Zytokinen, kann Syndecan-1 die
Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Zell-Matrix-Interaktion regulieren und férdert da-
mit die Metastasenentstehung (Uen et al. 2018). Ob speziell diese Reaktion auch ver-
antwortlich fir die Entstehung von ZNS-Metastasen beim Mammakarzinom ist, muss

noch untersucht werden.

Die Ergebnisse unserer Untersuchung zeigen jedenfalls eine vermehrte Expression im
Zusammenhang mit der Metastasierungsregion und dabei insbesondere bei ZNS-Meta-
stasen. Eine Hochregulation von miRNA-122-5p im Serum von Brustkrebspatientinnen
wurde ebenfalls bereits in Analysen von Li et al. und Wang et al. festgestellt. Die Studien
legen aber eine Abhangigkeit vom Rezeptorstatus dar, welche durch unsere Untersu-
chungen nicht bestatigt werden kann (Kapitel 3.2.2., Kapitel 4.1.5), (Li, Zou, et al. 2019;
Wang and Wang 2020).

4.1.2.1.2 miRNA-490-3p

Der miRNA-490-3p wurde bislang eine tumorsuppressive Funktion zugeschrieben. Ak-
tuelle Ergebnisse von Lu et al. zeigen jedoch eine erhdhte Expression beim ,invasive
carcinoma of no special type“ (NST) bei Brustkrebs und bei metastasierenden Zellreihen.
In vitro Experimente belegen den Einfluss der miRNA-490-3p auf die Metastasierung.
Durch Férderung der Proliferation, Koloniebildung, Migration und Invasion ist eine er-
héhte miRNA-490-3p-Expression damit insgesamt auch mit einer schlechten Prognose
in Bezug auf krankheitsfreies Uberleben und Gesamtiberleben verbunden (Lu et al.
2021). Unterschiede zwischen den einzelnen Metastasierungsregionen wurden in der
Studie nicht berlcksichtigt. In unseren Ergebnissen zeigt sich aber insbesondere bei

Metastasierung ins ZNS eine signifikante Erhdhung der Expression.

4.1.2.1.3 miRNA-296-5p

Verschiedene Studien schreiben der miRNA-296-5p eine tumorunterdriickende Funktion
zu. Beispielsweise soll miRNA-296-5p beim Nasopharynxkarzinom durch Umkehrung
des epithelial-mesenchymalen Ubergangs die Metastasierung verhindern (Chen et al.
2020). Eine weitere Studie zeigt eine tumorsuppressive Funktion der miRNA beim Pros-

tatakarzinom. Bei Hemmung des Zielgens Pin1 wird das Wachstum und die Proliferation
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der Prostatakrebszellen unterdriickt. Pin1 beeinflusst als Peptidyl-Prolyl-Isomerase ver-
schiedene Schlusselproteine, die an der Regulation des Zellwachstums und des Zell-

uberlebens beteiligt sind (Lee et al. 2014).

Anhand der oben genannten Forschungsergebnisse von Chen et al. und Lee et al. wiirde
man fur die Metastasierung beim Mammakarzinom ebenfalls eine tumorsuppressive
Funktion der miRNA-296-5p erwarten. Unsere Ergebnisse zeigen jedoch besonders in
der Gruppe der Patientinnen mit Hirnmetastasen eine Erhéhung der miRNA, was der
Funktion als Tumorsuppressor widerspricht. Fir den Zusammenhang von miRNA-296-
5p und Brustkrebs lassen sich in der Literatur keine Studien finden. Daher sind weitere
Untersuchungen nétig, um die Aufgabe der miRNA-296-5p bei der Metastasenentste-

hung zu verstehen.

4.1.2.1.4 miRNA-193-5p

Uber miRNA-193a-5p ist bekannt, dass sie die systemische Streuung bei einigen Krebs-
arten, wie beispielsweise beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom, unterdruckt. /n vitro
Versuche zeigen, dass durch die Stummschaltung von PIK3R3 und des mTOR Signal-
wegs die Migration und Invasion der Krebszellen sowie der epithelial-mesenchymale
Ubergang verhindert wird. Ergebnisse von in vivo Versuchen zeigen die direkte Hem-

mung der Metastasenentwicklung (Yu et al. 2015).

MiRNA-193-5p ist in den Serumproben unserer Probandinnen mit ZNS- und viszeralen
Metastasen erhdht. Das erhdhte Expressionsniveau wirde bedeuten, dass PI3K und
MTOR bereits durch die miRNA vermehrt gehemmt und eine Tumorentstehung damit
unterdrickt werden wirde. Dies widerspricht nicht nur den Forschungsergebnissen der
Lungenkrebsforschung, sondern auch den bisherigen Erkenntnissen der Brustkrebsfor-
schung, denn die medikamentdse Hemmung der Targets PI3K und mTOR findet in der

Therapie des Mammakarzinoms bereits Anwendung:

Das Krebsmedikament Alpelisib ist ein a-spezifischer Phosphatidy-inositol-3-Kinase-An-
tagonist (a-PI3K-Antagonist), der zusammen mit Fulvestrant bei postmenopausalen Pa-
tientinnen und Patienten mit einem HR-positiven, HER2-negativen, lokal fortgeschritte-
nen oder metastasierten Mammakarzinom mit Mutation im PIK3CA-Gen gegeben wird.
In entsprechenden in vivo Versuchen wurde dargelegt, dass durch Hemmung des

PIBK/AKT-Signalwegs das Tumorwachstum unterdriickt wurde (Novartis Pharma 2021).

mTOR (mammalian Target of Rapamycin) fungiert als Serin-Threoninkinase, deren Ak-

tivitat nachweislich bei vielen Tumoren erhdht ist. Das Immunsuppressivum Everolimus
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ist ein selektiver mTOR-Antagonist, der unter anderem bei postmenopausalen Frauen
mit einem HR-positiven, HER2-negativen, fortgeschrittenen Mammakarzinom angewen-
det wird. Durch Bindung an das intrazellulare Protein FKBP-12 kommt es zur Komplex-
bildung, welcher die Aktivitat des mTOR-Komplex-1 hemmt. Dadurch wird die Transla-
tion und Synthese von Proteinen, wie beispielsweise VEGF, der die Tumorangiogenese
fordert, reduziert und in Folge dessen das Wachstum und die Proliferation von Tumor-

zellen gehemmt (European Medicines Agency 2018).

Das Zusammenspiel von miRNA-193-5p und PI3K bzw. mTOR koénnte sich im Therapie-
monitoring zu Nutze gemacht werden. Nach Pasquinelli und Kollegen ist das Zusam-
menwirken von miRNA und Targets keine Einbahnstral3e, sondern Regulationen kénnen
in beiden Richtungen stattfinden (Pasquinelli 2012). Die genaue Steuerung von miRNA
durch Targets ist zwar noch nicht erforscht, sollte es aber durch die medikamentdse
Blockade von PI3K oder mTOR zu einem erniedrigten Spiegel von miRNA-193-5p kom-

men, kénnte dies Grundlage fiir das Monitoring bei Medikamentengabe sein.

Zur Bestatigung des Expressionsprofils unserer Ergebnisse sollten erneute Analysen

von miRNA-193-5p bei Hirnmetastasen durchgefiihrt werden.

4.1.2.1.5 miRNA-576-3p

Analysen zeigen das Zusammenspiel von miRNA-576-3p und seinem Zielgen Zyklin D1.
Durch Stummschaltung von Zyklin D1 wird die Zellteilung in der G1-Phase gestoppt und
eine Vermehrung der Krebszellen verhindert. Liang et al. fanden in ihren Untersuchun-
gen mit Blasenkrebszelllinien erniedrigte Spiegel von miRNA-576-3p. Eine vermehrte
Expression verhindert demnach die Proliferation der Krebszellen und zeigt beim Bla-

senkarzinom eine tumorsuppressive Funktion (Liang et al. 2015).

In unseren Ergebnissen zeigt sich miRNA-576-3p bei Brustkrebspatientinnen mit Hirn-
metastasen stark erhoht. Damit weichen unserer Ergebnisse nicht nur von den For-
schungsergebnissen von Liang et al. ab, sondern auch von den aktuellen Erkenntnissen
zur Therapie von Metastasen beim HR-positiven Mammakarzinom. Zur Behandlung wer-
den dabei CDK4/6-Inhibitoren wie Palbociclib oder Ribociclib eingesetzt, die durch Hem-
mung von Zyklin D1 den Zellzyklus von Krebszellen stoppen (Sobhani et al. 2019). Wie
bereits fur miRNA-193-5p diskutiert, konnte auch hier die Erkenntnis Uber einen Riick-
kopplungseffekt von miRNA und Target Grundlage fir ein Therapiemonitoring sein (Ka-
pitel 4.1.2.1.4).
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Um die Beteiligung von miRNA-576-3p an der Streuung der Krebszellen ins Gehirn und
damit die Funktion als Biomarker fiir ZNS-Metastasen zu Uberprufen, sind weitere Ana-

lysen notwendig.

4.1.2.1.6 miRNA-486-5p

Dysregulationen der Expression von miRNA-486-5p zeigen sich bei vielen Krebstumo-
ren, beispielsweise auch bei Tumoren der weiblichen Geschlechtsorgane. In unseren
Ergebnissen lassen sich sowohl bei Patientinnen mit Metastasen im ZNS als auch bei
viszeralen und ossaren Metastasen im Vergleich zur gesunden Gruppe signifikant er-
hoéhte Spiegel der miRNA feststellen. Somit sprechen unsere Ergebnisse dieser miRNA

eine tumorfoérdernde Funktion zu.

Die Literatur legt keine einheitlichen Expressionswerte dar. Nach Li et al. verhindert
mMiRNA-486-5p durch Hemmung von DOCK1 die Metastasierung beim Mammakarzi-
nom. Uber den Dock1/NF-kB/Snail-Signalweg kommt es zur Stummschaltung von Inter-
leukin-22 (IL-22) und damit zur Verhinderung des epithelial-mesenchymalen Ubergangs
(Li, Mou, et al. 2019). Anders als wir haben Li und Kollegen fur ihre Studie Gewebepro-

ben und keine Blutproben verwendet.

Im Gegensatz zu Li et al., die der miRNA-486-5p eine tumorsuppressive Funktion zuge-
schrieben haben, legten Zheng et al. eine onkogene Funktion dar. Zheng et al. zeigten
Dysregulationen von miRNA-486-5p beim Endometriumkarzinom im Zusammenhang
mit dem Target MARK1 auf. MARK1 ist ein Tumorsuppressor. Durch seine Inhibition
wird die Zellproliferation, Migration und Invasivitat der Krebszellen gefordert (Zheng et
al. 2020).

4.1.2.2 Signifikant erniedrigte Expressionsmuster

Eine erniedrigte miRNA-Expression bedeutet eine fehlende Stummschaltung der ent-
sprechenden Zielgene. Fehlt die Stummschaltung von Targets, die fiir tumorsuppressive
Proteine kodieren, wird die Tumorentstehung unterdrickt. Wird jedoch die Stummschal-
tung von Zielgenen herabgesetzt, die fur onkogene Proteine kodieren, wird die Tumo-

rentstehung geférdert.

Die miRNAs hsa-miR-130a-3p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-148b-3p, hsa-miR-20a-5p,
hsa-miR-24-3p, hsa-miR-326, hsa-miR-342-3p und hsa-miR-484 zeigen in unseren Un-

tersuchungen der Metastasierungsgruppen signifikant erniedrigte Expressionsmuster.

60



4 Diskussion

4.1.2.2.1 miRNA-130a-3p

Kong et al. zeigten in ihren Untersuchungen eine krebsférdernde Funktion der miRNA-
130a-3p im Zusammenhang mit RAB5B. Bei erniedrigter Expression der miRNA fehlt die
Stummschaltung des RAB-Proteins (Kong et al. 2018). RAB5B wurde 1992 von Wilson
und Wilson als Mitglied der Ras-Familie identifiziert. Vermutlich spielt das RAB-Protein
beim vesikularen Transport an der Zellmembran eine zentrale Rolle (Wilson and Wilson
1992). Diese Funktion kann der Grund daflir sein, dass bei erniedrigter Expression von
miRNA-130-3p die zellulare Proliferation, die Auswanderung der Krebszellen und damit
der Metastasierungsprozess begunstigt wird. MiRNA-130a-3p weist in unseren Ergeb-
nissen eine signifikant erniedrigte Expression im Zusammenhang mit Fernmetastasen
auf, was die onkogene Funktion der miRNA bestatigt. Bei Hirnmetastasen zeigt sich eine

besonders starke Abnahme.

4.1.2.2.2 miRNA-17-5p
Chen et al. untersuchten bereits die prognostische Funktion der Serum-miRNA-17-5p
beim Lungenkarzinom. lhre Ergebnisse zeigten eine erhohte Expression, die sie in Ver-

bindung mit einer schlechten Uberlebensprognose setzten (Chen et al. 2013).

Auch die Literatur liefert fir das Mammakarzinom Angaben zu erhéhten Expressions-
mustern. Bei Untersuchungen von Swellam et al. zur friihen Krebsdiagnostik zeigte
sich eine erhdéhte Konzentration von miRNA-17-5p in Serumproben von Brustkrebspati-
entinnen. Demnach wird miRNA-17-5p eine vielversprechende Funktion als Biomarker
zur frihen Brustkrebsdiagnostik zugeschrieben (Swellam et al. 2019). Im Gegensatz zu
den Resultaten von Chen et al. und Swellam et al. zeigen unsere Ergebnisse eine er-
niedrigte Expression. Da sich unsere Studie mit der Funktion von miRNAs als Biomar-
ker fur die Metastasenentstehung, d.h. beim fortgeschrittenen Mammakarzinom, be-
schaftigt, sind Abweichungen der Ergebnisse nicht abnorm. Inwiefern sich aber eine er-
niedrigte Konzentration auf die Entstehung von viszeralen Metastasen auswirkt, muss

weiter untersucht werden.

4.1.2.2.3 miRNA-148b-3p

Die Literatur liefert bisher noch keine Daten fur einen Zusammenhang zwischen miRNA-
148b-3p und der Entwicklung von Karzinomen. Da unsere Resultate fur alle drei Grup-
pen mit Fernmetastasen erniedrigte Expressionsmuster aufzeigen, scheint miRNA-
148b-3p am Metastasierungsprozess beteiligt zu sein. Dies sollte in weiteren Experimen-

ten erforscht werden.
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4.1.2.2.4 miRNA-20a-5p

Yu et al. untersuchten bereits die Funktion von miRNA-20a-5p beim Neuroblastom (Yu
et al. 2018). Demnach ist die miRNA-Konzentration bei einem Neuroblastom erniedrigt,
was die Tumorproliferation begunstigt und die Apoptose der Tumorzellen hemmt. Als

Ursache wurde die fehlende Stummschaltung des Zielgens ATG7 beschrieben.

In unseren Ergebnissen zeigt sich miRNA-20a-5p besonders bei Brustkrebspatientinnen
mit viszeralen Metastasen erniedrigt. Die Literatur liefert fir den Zusammenhang mit
Brustkrebs noch keine Daten. Welche genauen Targets und Signalwege am Metastasie-
rungsprozess beteiligt sind, sollte daher in weiteren Forschungsprojekten untersucht

werden.

4.1.2.2.5 miRNA-24-3p
In unseren Ergebnissen ist miRNA-24-3p bei Brustkrebspatientinnen mit viszeralen Me-

tastasen erniedrigt.

In der Literatur finden sich bereits Daten zu Dysregulationen von miRNA-24-3p beim
Mammakarzinom. Lu und Kollegen haben in Gewebeproben eine Hochregulation von
miRNA-24-3p festgestellt. Durch vermehrte Stummschaltung von p27Kip1 soll die Zell-
proliferation geférdert und die Krebszellapoptose gehemmt werden (Lu et al. 2015). Im
Unterschied zu unserer Studie wurden bei Lu und Kollegen Gewebe- und keine Serum-
proben verwendet. Dies konnte der Grund fur die Abweichungen der Ergebnisse sein.
Zudem geht es in ihrer Studie um das Wachstum der Krebszellen, nicht jedoch um die

Ausbreitung bzw. Metastasierung.

4.1.2.2.6 miRNA-326

Pan et al. fassten 2019 in einem Review alle bereits bekannten Daten zu miRNA-326
und der Tumorentstehung zusammen. Demnach stellten Studien zu verschiedenen Tu-
morentitaten einen Zusammenhang von miRNA-326 und der zellularen Apoptose, dem

Tumorwachstum, der Zellinvasion und weiteren Zellmechanismen fest.

Beispielsweise verhindert eine erhohte Expression beim nicht-kleinzelligen Lungenkar-
zinom die Metastasierung. Durch Stummschaltung der Targets ADAM17, NSBP1 und
Phox2a wird die Invasion der Krebszellen gestoppt. Beim Magenkarzinom Iasst sich ei-
ner erniedrigten Expression eine schlechte Prognose zuordnen (Pan, Wan, and Wang
2019).
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Unsere Ergebnisse zeigen eine erniedrigte Expression von miRNA-326 und bestatigen
damit die tumorsuppressive Funktion. Vor allem die Patientinnengruppen mit Fernmeta-

stasen zeigen einen erniedrigten Spiegel auf.

Far das Mammakarzinom liegen Daten vor, die eine negative Korrelation von miRNA-
326 und dem Target B7-H3 beschreiben. Sun et al. stellten in ihren Untersuchungen ein
erniedrigtes Expressionsniveau von miRNA-326 und damit eine Erhéhung von B7-H3
bei etwa 80 % der Brustkrebspatientinnen fest. B7-H3 ist ein Immunmodulin der B7-Fa-
milie, welches nach Sun et al. das Wachstum des Mammakarzinoms durch Inhibition

von VEGF und damit der Angiogenese hemmt (Sun et al. 2014).

Inwiefern die Hemmung des Tumorwachstums mit einer Férderung der Metastasierung

zusammenhangt, muss durch weitere Untersuchungen erforscht werden.

4.1.2.2.7 miRNA-342-3p

Die Studie von Krupinova et al. belegt eine prognostische Funktion der miRNA-342-3p
beim Nebenschilddrusenkarzinom. lhre Daten zeigen eine herabregulierte Expression
der miRNA (Krupinova et al. 2021).

Unsere Ergebnisse weisen bei Patientinnen mit viszeralen und ossaren Metastasen

ebenfalls erniedrigte Expressionsmuster auf.

Aktuell gibt es in der Literatur keine Daten dazu, welche Rolle die miRNA-342-3p bei der
Metastasierung beim Mammakarzinom spielt. Informationen zu deren Funktion bei
Brustkrebs liefert lediglich die Studie von Ma et al. Diese untersuchten beim TNBC die
Funktion von miRNA-342-3p auf einen Zusammenhang mit der Sensitivitat fur eine Che-
motherapie (Ma et al. 2014). Weitere Forschungen sollten daher durchgefihrt werden,

um die Funktion der miRNA-342-3p als Biomarker beim Mammakarzinom zu Uberprifen.

4.1.2.2.8 miRNA-484

Uber miRNA-484 ist bekannt, dass sie das Tumorwachstum beim nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom fordert. Als verantwortliches Zielgen wurde Apaf-1 identifiziert. Apaf-1
leitet als Apoptotic protease activating factor-1 den programmierten Zelltod ein. Durch
Stummschaltung von Apaf-1 wird die Apoptose der Krebszellen verhindert und damit das

Tumorwachstum begunstigt (Li, Ding, et al. 2017).

Entgegen den Ergebnissen von Li et al. ist das Expressionsniveau von miRNA-484 in
unseren Ergebnissen bei Brustkrebspatientinnen mit viszeralen Metastasen signifikant

erniedrigt. Moglicherweise sind die Daten von Li und Kollegen tumorabhangig, was der
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Grund fur die Abweichungen der Ergebnisse sein konnte. Um die genaue Funktion von

miRNA-484 beim Mammakarzinom festzustellen, sind weitere Forschungsprojekte nétig.

4.1.2.3 Sonderfall: Brustkrebspatientinnen ohne Metastasen

Fir die Patientinnengruppe, die bei der Erstdiagnostik noch keine Metastasen entwickelt
hatte, zeigt sich bei keiner der untersuchten miRNAs eine statistische Signifikanz. Nach
unseren Daten kann man daher annehmen, dass miRNAs nur als Targetmarker bei be-
reits metastasierten Patientinnen angewendet werden konnen, nicht aber zur Diagnostik
eines Primartumors. Damit Metastasierungsprozesse dennoch friihzeitig erkannt wer-
den, kénnten engmaschige Blutkontrollen mit regelmaRigen miRNA-Analysen zur Be-
obachtung des Krankheitsverlaufs durchgeflihrt werden. Zuvor sollten diese Marker je-

doch in gréRReren klinischen Studien weiter validiert werden.

Unsere Studie beschaftigt sich speziell mit dem veranderten miRNA-Muster bei ZNS-
Metastasen. Um auch Metastasen in anderen Regionen frihzeitig diagnostizieren zu
kénnen, mussen ebenfalls die miRNA-Muster der jeweiligen Orte der Metastasierung
herangezogen bzw. genauer analysiert werden. Diese wurden in unserer Studie ver-

nachlassigt.

41.3 Targets der Blut-Hirn-Schranke

Eine Metastasierung ins Hirn kann durch Veranderung der Stummschaltung von Targets
begrindet werden, die das Durchschreiten der Krebszellen durch die BHS regulieren.
Dabei kommt es, wie oben beschrieben, entweder zu einer vermehrten Hemmung von
tumorsuppressiven Zielgenen oder aber zu einer verminderten Hemmung von onkoge-

nen Targets.

Schon vor mehr als 15 Jahren wurden suppressive Targets, die das Durchwandern der
Krebszellen durch die BHS verhindern, von Stark et al. identifiziert. Dazu gehoéren bei-
spielsweise KISS1, KAI1, BRMS1 und Mkk4 (Stark et al. 2005). Bei erhdhten Spiegeln
der jeweiligen regulatorischen miRNA im Blut kommt es zur Stummschaltung dieser
Gene, womit die Durchlassigkeit der BHS und damit die Einwanderung von Krebszellen

ins Hirn gefordert wird.
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Konkrete Targets, die die Metastasierung durch die BHS begulnstigen, wurden bisher
noch nicht festgelegt. Dennoch kann vermutet werden, dass unter physiologischen Um-
stdnden diese Targets durch die miRNAs gehemmt werden wirden. Kommt es zu einem
Abfall der miRNA-Konzentration im Blut, verringert sich auch die Stummschaltung der
Zielgene. Das heil¥t, sie kdnnen ihre onkogene Funktion ausiben, die BHS wird durch-

lassiger und damit wird der Metastasierungsprozess begunstigt.

Die Suche nach Targets und ihrer entsprechenden regulatorischen miRNAs, die die BHS

kontrollieren, sollte ein weiterer Ansatzpunkt fur Forschungen der Hirnmetastasen sein.

41.4 Bewertung der miRNA als Biomarker fur Hirnmetasta-

sen beim Mammakarzinom

Unsere Ergebnisse zeigen fur die Metastasierung ins ZNS erhdhte Expressionswerte
der miRNA-122-5p, miRNA-296-5p, miRNA-490-3p und miRNA-576-3p. Erniedrigte Ex-
pressionsniveaus bei Patientinnen mit Hirnmetastasen zeigen sich bei miRNA-130a-3p,
mMiRNA-148b-3p und miRNA-326.

Wird die aktuelle Datenlage von miRNA-Analysen der bisherigen Forschungsprojekte
am Mammakarzinom und anderen Krebsarten zusammen mit unseren Ergebnissen be-
trachtet, zeigen sich besonders bei vier miRNAs Ubereinstimmungen: mMiRNA-122-5p,
mMiRNA-490-3p und miRNA-130a-3p, miRNA-326.

Anhand der Kongruenzen mit der Literatur kann daher behauptet werden, dass miRNA-
122-5p, miRNA-490-3p, miRNA-130a-3p und miRNA-326 fiur ZNS-Metastasen spezi-
fisch sind. Allerdings muss fir miRNA-130a-3p und miRNA-326 erwahnt werden, dass
sie bei allen drei Fernmetastasierungsregionen erniedrigte Expressionsmuster aufzei-
gen und damit gegebenenfalls nicht allein spezifisch fir ZNS-Metastasen sind. Weitere
Studien mit einer gréReren Kohorte sowie funktionelle und statistische Analysen sollten
durchgefiihrt werden, um die Funktion der miRNAs als prognostisch zuverlassige Bio-

marker fur Hirnmetastasen zu Gberprifen.

Obwohl die Literatur fur miRNA-296-5p, miRNA-576-3p und miRNA-148b-3p keine Uber-
einstimmenden Daten liefert, sollten sie trotzdem als Anhaltspunkt fir weitere Experi-

mente verwendet werden.

65



4 Diskussion

Die kausalen Zusammenhange zwischen der dysregulierten Expression und der Entste-
hung von Hirnmetastasen lassen sich nur verstehen, indem zusatzliche Forschungspro-

jekte zur Identifikation der beteiligten Zielgene durchgefihrt werden.

41.5 MiRNA-Expressionsunterschiede bei Rezeptorstatus

Zusatzlich zur Unterteilung nach Metastasierung wurden die Proben anhand des Rezep-
torstatus in funf Untergruppen eingeteilt: HER2 +, TNBC, ER/ PR/ HER2 +, ER/ HER2 +
oder PR/ HER2 + und ER/ PR +.

Wahrend bei der Einteilung nach Metastasen lediglich 14 miRNAs signifikant veranderte
Expressionsmuster vorweisen, zeigen sich bei der Gliederung nach Rezeptorstatus 21
miRNAs signifikant dysreguliert. Diese Erkenntnis Iasst darauf schlieen, dass die un-

tersuchten miRNAs auch als Biomarker fir den Rezeptorstatus dienen kénnen.

Jedoch sollte bei der Analyse der Ergebnisse beachtet werden, dass bei der Auswahl
unserer Probandinnen primar nur die Metastasierungsregion beachtet und die Proben
erst danach nach Rezeptorstatus sortiert wurden. Dementsprechend ergeben sich flr
die einzelnen Untergruppen starke Abweichungen in der Anzahl der Proben. An dieser
Stelle muss also erwahnt werden, dass den Gruppen mit einem HER2 positiven Status
und einem ER/ HER2 oder PR/ HER2 positiven Status lediglich fiinf bzw. sieben Proben
zugeordnet wurden, wahrend die Gruppe ER/ PR positiv aus 31 Probandinnen bestand
(Tabelle 3). Aufgrund der unterschiedlichen Fallzahl erscheint ein Vergleich der Ergeb-
nisse der Untergruppen mit der Kontrollgruppe nur bei der Gruppe ER/ PR positiv sinn-

voll.

Fir die Patientinnen mit einem ER/ PR positiven Rezeptorstatus zeigen sich in unseren
Ergebnissen signifikant erhéhte Expressionsmuster bei miRNA-125-3p, miRNA-193-5p
und miRNA-486-5p. Signifikat erniedrigte Expressionsniveaus weisen miRNA-130a-3p
miRNA-148b-3p, miRNA-326 und miRNA-342-3p auf.

Auffallig ist, dass fast alle, mit Ausnahme von miRNA-125-3p, der aufgelisteten miRNAs
auch bei mindestens einer der Gruppen mit Fernmetastasen Dysregulationen aufweisen
(Tabelle 7). Obwohl ein ER/ PR positiver Rezeptorstatus als prognostisch glnstig gilt
und ca. 50 % der Probandinnen aus dieser Gruppe noch keine Metastasen entwickelt
hatten, zeigen sich die gleichen potentiellen miRNA-Biomarker wie bei Patientinnen mit

entwickelten Fernmetastasen, was eher fur eine unglnstige Prognose spricht
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(Dunnwald, Rossing, and Li 2007). Ob ein Zusammenhang besteht und inwiefern dieser
zur Vorhersage der Metastasenentwicklung bei ER/ PR positivem Status herangezogen

werden kann, muss durch weitere Forschung geklart werden.

Tabelle 7: Vergleich der dysregulierten miRNAs bei ER/ PR+ Rezeptorstatus mit Dysregulationen
bei Fernmetastasen
+ = erh6hte Expression, - = erniedrigte Expression

miRNA ER/PR + ZNS viszeral ossar
125-3p-AL11 | +

193-5p + + +

486-5p + + + +
130a-3p - -

148b-3p - - - -

326 - - - -
342-3p - - -

Um eine prognostische Funktion der miRNA bei den dbrigen Untergruppen zu bestati-
gen, sollten erneute miRNA-Analysen durchgefiihrt werden, bei denen die Frage nach
Biomarkern fir Rezeptorstatus im Mittelpunkt steht und die Probandinnen dementspre-

chend ausgewahlt werden.

4.1.6 Datenbankrecherche

Die Datenbankrecherche lieferte zuverlassige Target-Vorhersagen sowie Informationen

uber die Beteiligung an Signalwegen.

Fir die Zielgensuche wurden computergestitzte Verfahren, wie beispielsweise Tar-
getScan, verwendet, welche anhand der Komplementaritat der 3 UTR-Sequenz des Ziel-
gens und der Seed-Region gute Prognosen liefern. Jeder miRNA werden dabei mehrere
Hunderte Targets zugeordnet. Allerdings kann es dabei haufig zu falsch-positiven Er-
gebnissen kommen, da die Seed-Region der miRNA lediglich aus sechs bzw. sieben
Nukleotiden besteht (Huang and Zuo 2014). Mithilfe der Datenbank-Suche konnten acht
miRNAs identifiziert werden, die Uber insgesamt acht Targets direkt oder indirekt an der
Krebsentstehung beteiligt sind. Dabei ist zu beachten, dass es sich nicht nur um die
Entwicklung von Mammakarzinomen handelt, sondern die Krebsentstehung im Allge-

meinen bericksichtigt wurde.
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Uber die KEGG-Pathway Plattform wurden die jeweiligen Targets auf inre Beteiligung an
Signalwegen kontrolliert (Abbildung 11). Die Targets GNG13 und FASLG stehen nach
Datenbank-Uberpriifung in direktem Zusammenhang mit der Krebsentwicklung, d.h. sie
haben direkten Einfluss auf die Zellphysiologie der Krebszelle. GNG13 wird durch
miRNA-122-5p beeinflusst und reguliert die Apoptose der Krebszellen. FASLG ist Target
der miRNA-24-3p und steuert tGber Signalwege ebenfalls die Apoptose, ist aber zusatz-

lich flr die genomische Instabilitat der Zellen verantwortlich.

ALDOA, MDM4, NLK, TFRC, STRADB und GHRL regulieren Signalwege, die Einfluss
auf die Entwicklung eines Karzinoms nehmen, und stehen damit in indirektem Zusam-
menhang. ALDOA wird ebenfalls durch miRNA-122-5p reguliert und férdert Uber den
Signalweg HIF-1 den anaeroben Stoffwechsel der Krebszelle. Die miRNAs 130a-3p und
150-5p haben das Gen MDM4 zum Ziel. MDM4 ist Bestandteil des p53-Signalwegs und
nimmt vor allem bei der Entstehung von Blasenkrebs eine zentrale Rolle ein. NLK ist
Zielgen der miRNA-199a-3p. Uber Steuerung der Adherens Junction-Funktion reguliert
NLK das Zellwachstum und die Zelldifferenzierung. Zusétzlich wird tber den MAPK-Sig-
nalweg der Zellzyklus gesteuert. Uber den HIF-1-Signalweg reguliert TFRC den Sauer-
stofftransport der Zelle. TFRC wird durch miRNA-296-5p reguliert. STRADB wird durch
miRNA-26a-5p und miRNA-24-3p reguliert und gehért zum mTOR-Signalweg. GHRL ist
Target der miRNA-548d-5p und Teil der cAMP-Signalkette (KanehisalLaboratories
2020).

Oben aufgezeigte Targets haben prinzipiell eine onkogene Funktion. Durch ihre Wirkung
auf die Krebszelle fordern sie die Karzinomentwicklung. Diese Erkenntnis entspricht in
den meisten Fallen unseren Ergebnissen. Funf der zugehérigen miRNAs sind in unseren
Resultaten herunterreguliert. Ein erniedrigter miRNA-Spiegel bedeutet, dass die onko-
genen Targets nicht inhibiert werden und sie ihre Funktion ausiiben kdnnen. Ausnahmen
stellen dabei miRNA-122-5p, miRNA-296-5p und miRNA-543d-5p dar. In unseren Er-

gebnissen zeigen sich diese drei mit erhdhten Expressionswerten.

An dieser Stelle muss kritisch angemerkt werden, dass bei unserer Datenbankrecherche
nur die funf Targets mit dem niedrigsten Cumulative Weighted Context++ Score (CWCS)
bericksichtigt wurden. Dies lasst vermuten, dass bei der Auswahl der Gene relevante

Zielgene aulRer Acht gelassen wurden.

Allerdings kann diese Methode als Grundlage fiir weitere Forschungsansatze dienen. So
zeigt diese Arbeit mit miR-122-5p/ GNG13/ ALDO, miR-130a-3p/ MDM4, miR-150-5p/
MDM4, miR-199a-3p/ NLK, miR-24-3p/ FASLG/ STRADB, miR-26a-5p/ STRADB,
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miR-296-5p/ TFRC und miR-548d-5p/ GHRL Zusammenspiele von miRNA und jeweili-

gem Zielgen auf, die an der Krebsentstehung beteiligt sind.

Werden die Informationen der Datenbankrecherche mit den Ergebnissen der miRNA-
Analysen verglichen, zeigt sich eine Ubereinstimmung bei miRNA-130a-3p. In weiteren
Experimenten sollte daher ein Zusammenhang zu potenziellen Zielgenen, wie beispiels-

weise MDM4, erforscht werden, um die prognostische Funktion zu bestatigen.

4.2 Verhalten der Endothelzellen unter Einfluss von
miRNA-210

421 Bedeutung der miRNA-210 fur die Krebsentstehung

Bei umfangreichen Literaturrecherchen nach den miRNAs, die mithilfe der TagMan Ad-
vanced miRNA Custom Array Cards im Rahmen unserer Studie analysiert wurden,

zeigte sich, dass insbesondere miRNA-210 interessant fir die Krebsentwicklung ist.

Eine Uberexpression von miRNA-210 ist vor allem bei hypoxischen Zellen bekannt.
Durch Hemmung der Apoptose sowie Steuerung der Zellaktivitat und Angiogenese
nimmt sie bei Gefahr von Sauerstoffmangel eine schitzende Funktion fir die Zelle ein
(Guan et al. 2019; Kaiser et al. 2018; Blecharz-Lang et al. 2018; Ittner et al. 2020).

Tumorgewebe ist ein heterogenes Gewebe, bei dem durch Anomalien der Blutversor-
gung auch hypoxische Gewebsabschnitten entstehen. Es ist also nicht verwunderlich,
dass Tumore zum Schutz ihrer Zellen vermehrt miRNA-210 exprimieren, um damit ihre
Blutversorgung sicherzustellen. In verschiedenen Studien lieRen sich deswegen bei Tu-
morpatienten und -patientinnen erhéhte miRNA-210-Blutspiegel feststellen (Gee et al.
2010; Huang and Zuo 2014).

Die Bedeutung der miRNA-210 fur das Mammakarzinom ist umstritten. Wahrend einige
Studien der miRNA keine prognostische Funktion zuschreiben, setzen andere sie bei
Uberexpression mit einer ungiinstigen Prognose in Verbindung (Block et al. 2018; Hong
et al. 2012). Volinia et al. stellten in Untersuchungen fest, dass die miRNA-210 beim
Ubergang eines Carcinoma in situ zu einem invasiven Karzinom eine Rolle spielt. Als
verantwortliche Targets identifizierten sie BRCA1, FANCD, FANCF, PARP1, E-Cadherin
und Rb1 (Volinia et al. 2012):
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Zahlreiche Studien haben eine tumorsuppressive Funktion des BRCA1-Gens erwiesen.
Mutationen im BRCA1 gelten als Hochrisikomutation fur Brustkrebs, da sie verantwort-
lich fir ca. 40 — 45 % der genetisch bedingten Krebsfélle sind. Sollte BRCA1 wie bei
Volinia und Kollegen beschrieben durch miRNA-210 gehemmt werden, wird die tumor-
unterdrickende Funktion verhindert und die Krebsentstehung begunstigt. Beides, d.h.
eine Mutation des Gens und eine Stummschaltung durch die miRNA, férdern zwar die
Tumorentwicklung, aber eine miRNA-Stummschaltung fihrt nicht zu einer Mutation des
Gens. Eine Funktion der miRNA-210 als Marker fiur BRCA1-Mutationen kommt daher
nicht in Frage (Rosen et al. 2003).

Volinia und Kollegen haben als weitere Ursache fur die Entstehung eines Mammakarzi-
noms einen Zusammenhang von miRNA-210 und PARP1 (Poly-Adenosindiphosphat-
Ribose-Polymerase 1) erwiesen. Wahrend sich bei der Entwicklung eines Carcinomas
in situ eine Erhéhung von PARP1 zeigt, ist PARP1 bei der Entstehung eines invasiven
Karzinoms erniedrigt. Die Aufgabe von PARP1 besteht in dem Uberwachen von DNA-
Strangbriichen. Eine Hemmung von PARP1 fihrt demnach zu einer fehlerhaften DNA-

Reparatur.

Eine Studie von Malyuchenko und Kollegen untersuchte bereits die Funktion von PARP1
bei Tumoren. Entgegen den Ergebnissen von Volinia et al. zeigte sich PARP1 in ihren
Experimenten bei verschiedenen invasiven Tumoren, unter anderem auch beim Brust-
krebs, erhoht. Es wird angenommen, dass sich Krebszellen mithilfe von PARP1 vor ei-
nem Zelltod aufgrund von zytotoxischen DNA-Lasionen schutzen wollen, um damit ihr
Uberleben zu sichern. Malyuchenko und Kollegen identifizierten PARP1 daher als Tu-
mormarker, dessen erhohte Expression mit einer schlechten Prognose verbunden ist
(Malyuchenko et al. 2015).

Basierend auf dieser Erkenntnis wurde eine Therapie mit PARP-Hemmern, wie Olaparib
und Talazoparib entwickelt. Da besonders BRCA-mutierte Zellen sensitiv reagieren, soll
mit der Therapie ihr Zelltod erzwungen werden, wahrend gesunde Zellen verschont blei-
ben. Dieses Konzept wird synthetische Letalitat genannt (Turk and Wisinski 2018). Die
genaue Funktion von miRNA-210 im Zusammenhang mit PARP1 beim Mammakarzinom
sollte nochmals untersucht werden, um zu klaren, ob bzw. wann es zu einer erhdhten

Expression von PARP1 kommt.

E-Cadherine haben nicht nur Einfluss auf die Entstehung eines invasiven Karzinoms,

sondern sind auch fur die Metastasierung von Bedeutung. Sie unterdriicken die Invasion
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von Tumorzellen, indem sie die Zell-Zell-Adh&sion steuern. Kommt es durch Uberex-
pression von miRNA-210 zur Stummschaltung von E-Cadherin, werden die Zell-Zell-
Kontakte instabil und die Krebszellen 16sen sich vom Primartumor. Gleichzeitig kdnnen
die Zellkontakte der BHS bei Verlust der E-Cadherin-Funktion beschadigt und die BHS
damit durchlassig werden (Zeljko et al. 2011).

Basierend auf der Literaturrecherche hatte diese Arbeit zum Ziel, die Auswirkung einer
Uberexpression von miRNA-210 auf Endothel- und Brustkrebszellen in Zellversuchen zu
untersuchen, um die bereits festgestellte onkogenen Eigenschaften im Zusammenhang

mit Hirnmetastasen zu Gberprufen.

4.2.2 Auswirkung der miRNA-210-Uberexpression auf die
Endothelzelle

4.2.21 Zellkultur

Die Zellkultur ist eine etablierte Methode, um Auswirkungen auf Zellen zu erforschen.
Mittels dieser Technik lassen sich gezielt Zellmechanismen und Zusammenhange un-
tersuchen und verstehen. Allerdings muss beachtet werden, dass die Zellen nur einen
kleinen Teil einer Einheit, wie beispielsweise in unserem Fall der BHS, darstellen und

nicht als alleinstehendes System verstanden werden kénnen.

Bei der hier verwendeten Zellkultur handelt es sich um eine manuell durchgefiihrte Me-
thode, bei der Storfaktoren auftreten, die nicht vermieden werden kénnen. Durch den
Transport der Zellkultur vom Inkubator zur Zellbank, Mediumwechsel, Verzégerungen
bei Behandlung mehrerer Zellkulturen, Auszahlen der Zellen bei Aussaat, Dauer der Kul-

tivierung, etc. kommt es zu Abweichungen zwischen den einzelnen Zellkulturen.

Um diese Fehlerquellen zu umgehen, suchen Forschungsprojekte nach Moglichkeiten
der Standardisierung. Bisher stehen diese Verfahren jedoch noch nicht zur allgemeinen

Verfigung, sodass die konventionelle Zellkultur stets obligatorisch ist.

4.2.2.2 Proliferation und metabolische Aktivitat

Mithilfe des verwendeten BrdU-Proliferationsassays wurde die Zellaktivitat der Endothel-

zellen bestimmt. Zur Bestatigung der Ergebnisse wurde ergédnzend der MTT-Assay
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durchgefuhrt. In beiden Versuchen wurde sowohl eine Zellreihe mit gesunden Endothel-
zellen als auch eine Zellreihe Endothelzellen mit Gberexprimierter miRNA-210 verwen-
det.

Bei den Proliferationsassays wurde versucht Stérfaktoren weitestgehend zu vermeiden.
Dazu wurden beide Versuche jeweils zwei Mal durchgefiihrt. Um die idealen Zellmengen
und Ergebnisse zu erhalten, wurden au3erdem verschiedene Zellzahlen pro Pipettier-
vertiefung verwendet. Beim BrdU-Proliferationsassay wurden zur Kontrolle zusatzlich
auf jeder Platte Blank- und Background-Wells angelegt. Die Blank-Wells enthielten keine

Zellen und den Zellen in den Background-Wells wurde kein BrdU-Reagent zugefugt.

Unsere Ergebnisse der Proliferationsassays zeigen eine vermehrte Proliferation bei

Uberexpression von miRNA-210 auf.

Wie bereits beschrieben (Kapitel 4.2.1) exprimieren Zellen in Stresssituationen, wie bei-
spielsweise bei Sauerstoffmangel, vermehrt miRNA-210. Damit versuchen sie, ihre Ver-
sorgung aufrecht zu erhalten und ihr Uberleben durch Beeinflussung des Zellzyklus und
durch Steuerung der Angiogenese zu sichern. Wird der Zelle miRNA-210 kunstlich hin-
zugefugt, finden vermutlich dhnliche Mechanismen statt. MiRNA-210 hemmt den Zelltod,
fordert die Zellteilung und die Angiogenese. Eine vermehrte Proliferation bei Uberex-
pression erscheint damit plausibel und kann als Anhaltspunkt flr weitere Experimente

herangezogen werden.

4.2.2.3 Zell-Zelladhasion an der Blut-Hirn-Schranke

Die Zell-Zelladhasion ist ein komplexer Prozess, bei dem verschiedene molekulare
Wechselwirkungen stattfinden. Durch Rezeptor-Ligand-Bindung kommt es zum Aus-
tausch von Molekulen und Veranderungen der Zellphysiologie sind méglich (Humphries
2009). Eine Adhasion von Krebszellen an die zerebralen Endothelzellen kann als erster
Schritt der Metastasierung ins Gehirn gedeutet werden. Dementsprechend interessant
sind Forschungsprojekte wie unseres, welche die Anheftung an Zellen der BHS unter-

suchen, um mogliche Therapieansatze zu finden.

Mithilfe des verwendeten Adhasionsassays wurde die Menge an Brustkrebszellen be-
stimmt, die sich nach einer genau definierten Zeit an Endothelzellen festgesetzt hat. Da-
bei wurde in unseren Versuchen sowohl eine Zellreihe mit gesunden Endothelzellen als

auch eine Endothelzellreihe mit Gberexprimierter miRNA-210 verwendet.

72



4 Diskussion

Aufgrund der erwiesenen Stummschaltung von E-Cadherinen erwarteten wir bei Uber-
expression von miRNA eine erhdhte Metastasierung ins Gehirn, bzw. in unserem Expe-
riment eine erhdhte Adhasion (Kapitel 4.2.1.) Zudem schreiben Studien, wie beispiels-
weise von Hong et al. einer Uberexpression von miRNA-210 eine schlechte Prognose
zu. Da Hirnmetastasen ebenfalls mit einer ungtinstigen Prognose assoziiert sind, rech-
neten wir fir die Adhasion der Krebszellen mit einer Steigerung bei Uberexpression von
miRNA-210 (Hong et al. 2012).

Unsere Ergebnisse zeigen jedoch eine signifikante Abnahme der Adhasion bei Uberex-
pression von miRNA-210. Vermutlich wird bei einer vermehrten Expression der Phano-
typ der Endothelzellen so verandert, dass weniger Bindungsstellen fir die Krebszellen
zur Verfugung stehen (Kapitel 1.2.2). Die entsprechenden Rezeptoren und Signalmole-

kile wurden in unseren Versuchen nicht identifiziert.

In unseren Daten zeigt sich zwar eine Abnahme um ca. 30 %, dieses Ergebnis erscheint
jedoch unzureichend, um eine Therapie mit miRNA-210 in Betracht zu ziehen. Zudem
mussen bisherige Studiendaten berlcksichtigt werden, bei denen ein erhdhtes Expres-
sionsniveau von miRNA-210 oftmals als prognostisch ungtinstig bewertet wurde. Eine

Therapie mit miRNA-210 erscheint daher nicht sinnvoll.
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Wahrend miRNAs in anderen Bereichen der Krebsdiagnostik und -therapie bereits An-
wendung finden, wurden fir die Diagnostik und Behandlung von Metastasen beim

Mammakarzinom bislang noch keine konkreten Ansatze gefunden.

Lassen sich obige miRNAs als zuverlassige Biomarker fur ZNS-Metastasen bestatigen,
werden auch hier neue Diagnostik- und Therapieverfahren ermdéglicht. Dazu sind jedoch
noch weitere Untersuchungen notwendig. In Zukunft missen die an der Tumorentste-
hung beteiligten Mechanismen weiter untersucht und die entsprechenden Molekule und
Signalwege identifiziert werden, um die Rolle der einzelnen miRNAs zu verstehen und
entsprechende Diagnostik- und Gentherapiestrategien fur die Klinik zu entwickeln. Dabei
sollte insbesondere die Identifikation der entsprechend zugehérigen Targets im Fokus
stehen. Anhand der zur Verfugung stehenden online-Datenbanken sollten potenzielle
Zielgene recherchiert werden, die anschlieRend durch gPCR belegt werden sollten. Fur
die gezielte Suche nach Biomarkern fir Hirnmetastasen sollte das Patientinnenkollektiv

entsprechend angepasst und vergré3ert werden.

Gleiches sollte auch fir die anderen Metastasierungsorte beim Mammakarzinom, die in

unserer Studie nicht im Fokus standen, durchgefiihrt werden.

Das Ziel ist es schlieBlich, eine auf Blutuntersuchungen basierende, kostenglinstige und
risikoarme Technologie zur Frihdiagnostik von Metastasen beim Mammakarzinom ein-

zurichten und eine miRNA-Inhibitions- bzw. Ersatz-Therapie zu etablieren.

Die ermittelten Daten und Ergebnisse dieser Promotionsarbeit sollen als Anhaltspunkt

fur weitere Forschungsprojekte dienen und Tendenzen aufzeigen.
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Das Mammakarzinom ist weltweit die haufigste krebsbedingte Todesursache bei
Frauen. Fortschritte in der Therapie ermdglichen zwar eine Verlangerung der Lebens-
dauer, jedoch kommt es dadurch vermehrt zur Bildung von Metastasen im zentralen
Nervensystem (ZNS). Die Diagnostik und Behandlung von ZNS-Metastasen sind be-
grenzt und die Lebensqualitat sowie Lebensdauer der Betroffenen nimmt bei zerebraler
Metastasierung rapide ab. Ziel aktueller Forschungsprojekte ist daher, Biomarker zu
identifizieren, die Hinweise auf eine Brustkrebserkrankung oder Metastasierung liefern.
So soll eine kostenguinstige, risikoarme und minimalinvasive Methode etabliert werden,
die zuverlassige Daten Uber die Prognose und dementsprechende Therapien erbringt.
Diese Arbeit hatte daher die Absicht, mithilfe von gPCR Expressionsprofile von miRNAs
aus Serumproben von Brustkrebspatientinnen zu erstellen und deren Funktion als prog-
nostische Biomarker fur eine Metastasierung ins ZNS zu erweisen. Anhand von Metas-
tasierung und Rezeptorstatus wurden die Proben in Untergruppen eingeteilt und statis-

tisch mit einer gesunden Kontrollgruppe verglichen.

Insgesamt zeigte sich bei 26 miRNAs eine signifikante Dysregulation der Expression bei
mindestens einer der Untergruppen. Insbesondere bei ZNS-Metastasen war das Expres-
sionsmuster bei mMiRNA-122-5p, miRNA-296-5p, miRNA-490-3p und miRNA-576-3p sig-
nifikant erhoht, wahrend die Expression von miRNA-130a-3p, miRNA-148b-3p und
miRNA-326 signifikant reduziert war. Basierend auf den Ubereinstimmungen unserer Er-
gebnisse mit den Daten bisheriger Forschungsprojekten wiesen vier miRNAs eine po-
tenzielle Funktion als Biomarker flir Metastasen auf: miRNA-122-5p, miRNA-490-3p und
miRNA-130a-3p, miRNA-326. Bei ZNS-Metastasen zeigten besonders miRNA-122-5p

und miRNA-490-3p statistisch relevante Veranderungen.

Um den Einfluss von miRNAs auf den gesamten Korper darzustellen, wurde mithilfe ver-
schiedener Datenbanken nach entsprechenden Zielgenen und Signalwegen fiur die 26
identifizierten miRNAs recherchiert. Neben dem Einfluss auf Stoffwechselwege und Er-
krankungen, zeigte sich bei acht Targets ein Zusammenhang mit der Entstehung von
Krebs.

Erganzend zur Identifikation von miRNA-Expressionsprofilen wurden Zellkulturversuche

mit zerebralen Endothel- (cerebEND) und Brustkrebszellen (4T1) durchgefihrt. Verwen-
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det wurden zwei cerebEND- und eine 4T1-Zellreihe von Mausen, von denen eine ce-
rebEND-Kultur zuvor in der Arbeitsgruppe Burek mit einem miRNA-210-Vektor trans-

fiziert wurde.

Studien belegen den Einfluss von miRNA-210 auf den mitochondrialen Stoffwechsel,
Angiogenese, Reaktionen auf DNA-Schaden, Apoptose und Zelliberleben sowie auf die
Proteine BRCA1, PARP1 und E-Cadherin und schreiben ihr damit eine Funktion in der

Krebsentstehung und Metastasierung zu.

Zur Bestimmung der Proliferation und Aktivitat der transfizierten cerebEND-210-Zellen
im Verhaltnis zur unbehandelten Kontrolle, wurden BrdU-Proliferationsassays und MTT-
Assays mit verschiedenen Zellzahlen durchgefihrt. Bei der Untersuchung der Prolifera-
tion zeigte sich in beiden Versuchen eine erhohte Aktivitat der cerebEND-210-Zellen, da
miRNA-210 vermutlich auch hier das Zelluberleben gesichert hat. Zudem wurde die An-
heftung der Brustkrebszellen an den zerebralen Endothelzellen im Adhasionsversuchs
Uberpruft. Hierbei wurde eine Abnahme der Adhasion der cerebEND-210-Zellen beo-
bachtet. Vermutet wird eine Veranderung des Phanotyps der Rezeptorbindungen der
cerebEND-210-Zellen.

Die Ergebnisse der Zellkulturversuche dienen als Grundlage fir weitere Experimente.
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Anhang

Tabelle 8: Expressions-Mittelwerte, Einteilung nach Metastasen
Kontrolle ZNS BCohne M | Viszeral Ossar
hsa-miR- | 1 500 1,057 0,889 1,016 1,039
148a-3p ’ , ) , ,
hsa-miR-
92b-3p 1,000 0,926 0,982 0,805 0,913
hsa-miR-
148b-3p 1,000 0,558 0,835 0,651 0,712
hsa-miR-
296-5p 1,000 3,307 1,447 0,967 1,868
hsa-miR- 1,000 0,371 0,726 0,598 0,640
130a-3p
hsa-miR-
122-5p 1,000 5,029 1,038 2,231 1,602
hsa-miR- 1,000 1,222 1,172 0,542 0,633
181a-5p
h.slas-r;iR' 1,000 0,905 0,870 0,864 1,091
-5p
hsa-miR- 1,000 2,595 2,137 4,399 2,908
125a-3p
h:;;";R' 1,000 2,716 13,113 1,347 0,836
-3p
hsa-miR-
143-3p 1,000 1,235 1,395 1,559 1,553
hsa-miR-
150-5p 1,000 0,810 0,962 0,497 0,566
hsa-miR-
185-5p 1,000 0,937 0,911 0,878 0,936
hsa-miR-
193a-5p 1,000 3,531 1,731 3,547 2,681
hsa-miR-
197-3p 1,000 3,802 1,285 1,839 2,094
hsa-miR-
199a-3p | /000 0,678 0,850 0,691 0,686
hsa-miR-
210-3p 1,000 1,054 0,847 0,855 1,300
hsa-miR-
214-3p 1,000 2,013 1,465 1,777 1,112
hszal-r;iR' 1,000 0,973 0,896 0,858 0,789
-5p
hsa-miR-
222-3p 1,000 0,888 0,898 0,721 0,766




hsa-miR-

rpsgp | 1000 0,919 0,921 0,680 0,862
"oesg | 1000 0,811 0,796 0679 | 0843
h;za'"s':: 1,000 0,895 0,986 0,554 0,663
h;"’z';';f 1,000 1,219 1,156 1,967 0,938
hs;'z':;m' 1,000 0,629 0,942 0,513 0,546
h;‘ZO"'S'E 1,000 1,245 1,259 1,022 0,745
h;‘ZZ"_:E 1,000 0,671 0,756 0,513 0,596
hjio"_;'s 1,000 4,638 0,778 5,925 0,293
hj;;"s's 1,000 0,810 0,927 0,817 0,834
"j;;;'g 1,000 1,192 1,008 0,357 0,628
“j;e“;'g 1,000 1,702 1,663 1,865 1,929
“j;o";'g 1,000 3,722 1,557 1,203 0,597
"ZZJ'E'E 1,000 1,999 1,039 0,459 0,641
hé‘;e"_:s 1,000 14,618 2,177 2,982 1,387
h;‘;;;s 1,000 1,344 1,301 0,869 0,988
";;2";';‘ 1,000 0,830 1,029 0,817 0,820
h;;:‘sis- 1,000 2,434 0,299 0,835 0,534
hsi;‘,m' 1,000 0,863 1,049 0,700 0,785
h;;a"_;'s 1,000 0,904 1,068 0,800 0,912
hj;;"s's 1,000 1,513 1,161 1,064 0,437
hsf,';‘;)“ 1,000 0,831 1,039 0,546 0,852
h;‘:a"_;'s 1,000 1,864 1,172 0,983 1,457
hsa-miR- | 599 1,598 1,176 0,963 1,144

181b-5p




hsa-miR-

1,000 0,860 1,082 0,620 0,907
20a-5p
h;‘;""m' 1,000 2,842 2,662 0,818 0,899
a-3p
hsa-miR-
320a
hsa-miR-
62550 1,000 1,102 1,050 0,600 1,010
hsa-miR-
54350 0,980 1,341 2,118 1,191 0,999
Tabelle 9: Expressions-Mittelwerte, Einteilung nach Rezeptoren

Kontrolle | HER2+ TNBC Triple | ER/HER2+ | o o0,

Positive PR/HER2+

'm'm"" 1,000 0,985 0,836 1,167 0,846 0,977
a-3p
";:l;“;"" 1,000 1,358 0,678 0,921 0,793 0,999
-3p
hsa-miR-
148535 1,000 0,649 0,689 0,730 0,627 0,734
";;;“;m' 1,000 1,957 2,834 2,296 1,215 1,378
-5p
'1?(;“““' 1,000 0,593 0,473 0,535 0,382 0,651
a-3p
hsamiR-| 4 599 1,258 1,648 1,272 2,262 3,214
122-5p
'15831'“““' 1,000 0,538 0,746 0,846 0,463 1,116
a-5p
"5136'_“5‘;,“' 1,000 1,091 0,622 0,919 0,826 0,937
'fza_,;mm' 1,000 1,824 0,670 2,337 2,881 5,336
a-3p
hsa-miR- 1,000 3,263 2,245 0,820 0,906 1,078
132-3p
"152'3“‘3"" 1,000 1,531 0,937 1,912 0,816 1,491
-3p
hsa-miR- 1,000 1,529 0,419 0,723 0,252 0,791
150-5p
"15;'5“;'“' 1,000 0,889 0,727 0,746 0,873 0,993
-5p
'fga;m'R' 1,000 2,553 2,244 2,462 3,971 2,565
a-5p
hsa-miR-| 4 599 10,807 1,279 2,588 0,998 1,540

197-3p




hsa-miR-

1,000 0,661 0,443 0676 | 0592 | 0847
199a-3p
hsamiR- |4 000 0,683 1,189 0,912 1,051 0,830
210-3p
hsa-miR- 1,000 2,425 1,510 2,126 1,292 1,364
214-3p
"Szal'_“s‘;"' 1,000 0,639 0,657 0,834 0,718 1,035
hsamiR-| 1000 0,820 0,623 0,795 0,769 0,919
222-3p
hsamiR-| 1000 1,128 0,682 0,811 0,408 0,786
223-3p
"Sza‘;_“;:" 1,000 0,644 0,539 0,787 0,466 0,823
hsa-miR- 1,000 0,683 0,484 0,751 0,200 0,949
26a-5p
";az'_“s‘;"' 1,000 1,025 3,514 1,084 0,716 0,725
hsamik | 1,000 0,502 0,435 0,736 0,538 0,673
hsamiR- |1 000 1,790 1,554 1,004 | 0458 | 0,963
340-5p
hsa-miR- 1,000 0,585 0,435 0,739 0,263 0,642
342-3p
hsamiR-| 1 000 36,784 1,257 2,832 0,461 0,652
410-3p
hsamiR-| 4 500 0,927 0,673 0,848 0,694 0,906
425-5p
hsamiR-| 1 000 0,185 0,616 0,872 0,698 0,736
485-3p
hsamiR-| 1 000 2,000 1,498 1,670 1,200 1,967
486-5p
hsamiR- |4 500 6,877 1,363 1,219 1,208 1,781
490-3p
hsa-miR-| 4 500 0,672 2,063 0,833 0,299 0,791
491-5p
hsa-miR- 1,000 4,046 3,367 2,709 1,596 4,273
576-3p
hsamiR- |4 000 0,644 0,873 1,004 0,470 1,242
598-3p
hsamiR-| 1000 0,565 0,578 0,806 0,575 1,113
652-3p
hsamiR-| 1 000 0,670 0,338 0,228 0,497 0,892
885-5p
hsamiR-| 1000 0,902 0,708 0,871 0,626 0,920

484




hsa-miR-

1,000 0,837 0,953 1,163 0,653 0,823
27a-3p
hsamiR- |4 500 2,135 0,789 0,559 1,092 1,073
483-5p
"5137'_“5‘;,“' 1,000 1,043 0,612 0,814 0,634 0,814
hsamiR-| 1 000 1,302 1,026 1,257 0,579 1,589
23a-3p
hsa-miR-
181b5p | 1000 1,280 1,608 1,172 0,722 1,231
hsamiR-| 1 000 1,207 0,737 0,896 0620 | 0,808
20a-5p
hsamiR-| 4 000 1,434 2,832 0,751 0,677 0,891
29a-3p
hsa-miR-
320a
hsamiR-| 1 000 0,837 0,737 1,102 0,576 0,966
625-5p
hsa-miR- 0,980 1,315 2,161 1,149 0,639 0,940

548d-5p




