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Zusammenfassung

Die Entwicklung von nicht-invasiven Tumormarkern fiir die Diagnostik und Nachsorge
von Harnblasenkarzinomen ist von groem klinischen Interesse, um die standardisierte
Zystoskopie als einen zeit- und kostenintensiven Eingriff mit dem Risiko weiterer Kompli-
kationen abzuldsen. Ein solches Verfahren konnte auf der RNA-Zusammensetzung des
Urins als Indikator einer verdnderten Genexpression basieren, sodass im Vorfeld dieser
Arbeit eine Transkriptomanalyse der urinen RNA von gesunden Probanden und Patienten
mit Harnblasenkarzinom im fortgeschrittenen Tumorstadium durchgefiihrt wurde. Anhand
definierter Kriterien wurden die linearen und insbesondere die zirkuldren Transkripte des
TRAMI1- und S100A6-Genlokus als Untersuchungsobjekte fiir potentielle Tumormarker
des Harnblasenkarzinoms festgelegt.

Zirkuldre RNAs (circRNA) sind kovalent geschlossene, zumeist nicht-kodierende RNA-
Molekiile, die in vielen Geweben und Korperfliissigkeiten nachgewiesen und deren tumor-
biologisch relevante Funktionen bereits anhand einzelner RNA-Spezies gezeigt werden
konnten. Durch das Fehlen von freien Enden weisen circRNAs eine hohere Halbwertszeit
als lineare Transkripte in Zellen auf und deren Stabilitit in Korperfliissigkeiten kann zu-
satzlich durch die Verpackung in Exosomen gesteigert werden, weshalb die Sensitivitét der
Detektion von circRNAs im Urin der von linearen RNAs iiberlegen sein kdnnte. Zusam-
men mit der Gewebs- und Entwicklungs-spezifischen Expression stellen zirkuldre Tran-
skripte neue vielversprechende Markerkandidaten fiir die nicht-invasive Diagnostik des
Harnblasenkarzinoms dar.

In dieser Arbeit konnten fiir den TRAM1-Genlokus lineare sowie zwei der vier vorherge-
sagten zirkuldren RNA-Spezies in humanen Harnblasenkarzinomzelllinien nachgewiesen
werden, wihrend flir den S100A6-Genlokus nur das Vorliegen linearer Transkripte gezeigt
werden konnte. Verschiedenste experimentelle Herangehensweisen wurden fiir die Detek-
tion und Verifizierung von circRNAs entwickelt, sodass zirkuldre TRAM 1-Transkripte per
PCR-Nachweis, Klonierungen und Sequenzierung sowie iiber einen Ansatz aus Antisense-
Oligonukleotiden (asON) mit anschlieBender RNase H-Spaltung auch auf der RNA-Ebene
untersucht werden konnten. Im nichsten Schritt wurde fiir die experimentell ermittelten
circRNAs des TRAM1-Genlokus die spezifische Amplifikation und Quantifizierung per
qPCR etabliert, die niedrige Expressionsniveaus der Transkripte in Harnblasenkarzinom-

zelllinien erkennen lieB. Die weitere Uberpriifung der Amplifikationsprodukte mittels
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RNase R-Hydrolyse sowie der Ausschluss von tandem repeats auf der DNA-Ebene konn-
ten ebenfalls die Vervielfaltigung von zirkuldren RNA-Spezies bestétigen.

Die in silico Analysen der verifizierten circRNAs des TRAM1-Genlokus ergaben mogliche
Funktionen in der Bindung von micro RNAs und Proteinfaktoren, wobei anhand der ermit-
telten unterschiedlichen zelluldren Lokalisation von TRAMI1-Transkripten verschiedene
Aufgaben im Zellstoffwechsel vermutet werden konnten. Weitere funktionelle Einblicke
sollten durch Suppressionsstudien iliber den bereits erprobten asON-Ansatz generiert wer-
den, indem verschiedene TRAM1-Transkripte in Harnblasenkarzinomzelllinien spezifisch
gehemmt werden sollten. Dabei gelang die Entwicklung eines Antisense-Gapmers, wel-
ches lineare und zirkuldre RNA-Spezies effektiv supprimiert. Auch die spezifische Adres-
sierung von zirkuldren TRAMI1-Transkripten konnte durch die Positionierung von asONs
auf der backsplice junction erzeugt werden. Zusétzlich wurden die eingesetzten Gapmere
auf Auswirkungen auf das Expressionsniveau von TRAM1-Proteinen untersucht, dessen
Nachweis drei potentielle Isoformen erkennen lie. Ein Einfluss der Hemmung von
TRAMI1-Transkripten konnte jedoch nur fiir die potentielle Isoform 2 vermutet werden. In
den abschlieBenden funktionellen Analysen konnten tumorsuppressive Eigenschaften der
zirkuldren TRAM1-Transkripte abgeleitet werden.

Die Untersuchung der differentiellen Genexpression von linearen TRAMI- und S100A6-
Transkripten lieferte {ibereinstimmende Ergebnisse der per Transkriptomanalyse ermittel-
ten Werte von Patientenurinen mit den gemessenen Daten aus Harnblasenkarzinomzellli-
nien, indem TRAMI-RNAs eine Unterexpression und S100A6-RNAs eine Uberexpression
im fortgeschrittenen Tumorstadium erkennen lieBen. Dagegen spiegelte die differentielle
Genexpressionsanalyse der nachgewiesenen zirkuldren TRAMI1-Transkripte die starke
Unterexpression der Transkriptomanalyse im Zellkulturmodellsystem nicht wider. Wéh-
rend sich lineare S100A6-Transkripte auch in weiteren Untersuchungen durch eine solide
Nachweisbarkeit und hohere Expression im fortgeschrittenen Krankheitsstadium als
Markerkandidaten fiir die Diagnostik des Harnblasenkarzinoms empfahlen, schienen linea-
re und zirkuldire TRAM1-Transkripte als potentielle Tumormarker ungeeignet.

Dennoch kénnten circRNAs aufgrund ihrer hervorstechenden Eigenschaften in zukiinftigen
Tumormarkersystemen eine entscheidende Rolle fiir die nicht-invasive Diagnostik und
Fritherkennung von Harnblasenkarzinomen spielen. Fiir den Einsatz im klinischen Alltag
miisste der Nachweis der zirkuldren Transkripte im Urin mit hoher Sensitivitdt und Spezifi-
tat erfolgen sowie standardisiert im Patientenmaterial messbar sein. Ein besseres Verstdand-
nis der vielfaltigen Funktionen von circRNAs konnte zudem die Entwicklung von thera-

peutischen Strategien zur Behandlung von Blasentumoren vorantreiben.
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Summary

The development of non-invasive tumor markers for the diagnosis and post-treatment
monitoring of urinary bladder carcinoma is of major clinical interest since the standardized
cystoscopy is time- intensive, expensive, and can cause additional complications. One pos-
sibility for safe and simple detection of bladder cancer is based on the RNA composition of
urine, which can serve as a direct indicator of altered gene expression. Therefore, a tran-
scriptome analysis of urinary RNA from healthy subjects and patients with advanced blad-
der carcinoma was performed in order to identify new potential tumor markers. Using
well-defined criteria linear and especially circular transcripts of the TRAM1 and S100A6
gene locus were selected for further studies on marker molecules of bladder cancer.
Circular RNAs (circRNA) are covalently closed, mostly non-coding transcripts detected in
many tissues and liquid biopsies. Notably, circular RNA species had been reported to be
involved in functions in malignant cell growth. Owing to the absence of free ends, circ-
RNAs possess a higher half-life time in cells compared to linear transcripts. Furthermore,
packaging into exosomes can increase the stability of circRNAs in liquid biopsies and may
lead to a higher sensitivity in the detection of urinary transcriptome. Along with the tissue-
and development-specific expression, circRNAs are promising new marker candidates for
the non-invasive diagnosis of bladder carcinoma.

For the TRAMI gene locus, linear and two out of four predicted circular RNA species
could be verified in human bladder cancer cell lines. Conversely, for the SI00A6 gene lo-
cus the existence of only linear transcripts could be shown in cells. Here, various experi-
mental approaches were developed for the detection and verification of circRNAs. In a first
step, circular TRAMI1 transcripts were investigated using PCR amplification followed by
cloning and sequencing of DNA. Moreover, an approach of antisense oligonucleotides
(asON) and RNase H action should confirm the findings on the RNA level. Next, specific
amplification and quantification of the approved circular TRAMI transcripts was estab-
lished via qPCR and showed low expression levels for both RNA species in bladder cancer
cell lines. The further examination of amplification products using RNase R hydrolysis
together with the exclusion of tandem repeats on the DNA level could also affirm the
existence of the two circular TRAMI1 transcripts.

In silico studies of verified TRAMI1 circRNAs led to possible functions including the bin-
ding of micro RNAs or protein factors. Besides, different cellular localization of both RNA

species gave hints on possible different roles in cell metabolism. Further functional in-
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sights should be gained by specific suppression of TRAMI transcripts in bladder cancer
cell lines using antisense gapmers. An asON targeting linear and circular TRAMI tran-
scripts resulted in an efficient reduction of RNA levels. Additionally, developing asONs
against backsplice junctions led to a specific inhibition of the two circular TRAM1 RNA
species. In order to detect the influence of applied gapmers on the protein level, antibody
detection of TRAMI1 protein was established and revealed three potential isoforms. How-
ever, an effect of transcript suppression could be assumed only for potential TRAMI iso-
form 2. Lastly, the final functional studies suggested tumor suppressive properties of circu-
lar TRAMI1 transcripts.

Investigating differential gene expression, linear TRAM1 and S100A6 transcripts showed
consistent results of data from transcriptome analysis and bladder cancer cell lines:
TRAMI1 RNAs resulted in a lower expression and S100A6 RNAs exhibited an overexpres-
sion at advanced tumor stages, respectively. In contrast, differential gene expression of
both circular TRAMI transcripts in the cell culture model system could not confirm the
decreased expression predicted by the transcriptome analysis. While linear SI00A6 RNAs
indicated higher levels at the advanced tumor stages and a robust detection in all following
expression studies, linear and circular TRAMI transcripts seemed to be not suitable for
potential tumor markers of bladder carcinoma.

However, according to their extraordinary properties, circRNAs could play an important
role in future tumor marker systems and the non-invasive diagnosis of bladder cancer. For
the use as a clinical application, detection of circular transcripts in urine should be per-
formed based on a standardized protocol and has to run with high sensitivity and specifici-
ty. Finally, a better understanding of the divers functions of circRNAs could promote the

development of new therapeutic strategies to treat bladder cancer in patients.
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1  Einleitung

Der erste Teil der Einleitung befasst sich mit Grundlagen und Kennzahlen des Harnbla-
senkarzinoms, welches den thematischen Rahmen dieser Doktorarbeit bildet. Im Anschluss
an die Einfilhrung in die Diagnostik von Blasentumoren inklusive RNA-basierter Tumor-
marker werden Transkriptomanalysen als Methodik zur ErschlieBung neuer Markermole-
kiile vorgestellt. Die dieser Arbeit zu Grunde liegende Transkriptomanalyse von RNA aus
Patientenurin brachte mit TRAM1 und S100A6 zwei Markerkandidaten hervor, deren mo-
lekulare Mechanismen und biochemische Funktionen sowie mogliche Rollen in onkogenen
Stoffwechselwegen im Folgenden genauer beleuchtet werden. SchlieBlich standen insbe-
sondere die zirkuldren RNA-Spezies der beiden Markerkandidaten als noch junges For-
schungsfeld im Zentrum der Betrachtungen, sodass im letzten Abschnitt der Einleitung
umfassend auf den aktuellen Kenntnisstand zu Vorkommen, Eigenschaften und Funktionen
von zirkuldren Transkripten sowie deren Assoziation mit Tumorerkrankungen und potenti-

ellen klinischen Anwendungen eingegangen wird.

1.1 Das Harnblasenkarzinom

1.1.1 Epidemiologie, Symptome, Risikofaktoren und Pathogenese des
Harnblasenkarzinoms

Das Harnblasenkarzinom stellt die vierthdufigste Krebserkrankung beim Mann dar und tritt
vorwiegend im hoheren bis hohen Lebensalter auf, dabei sind Frauen nur ca. halb so hiufig
betroffen. Jahrlich erkranken in Deutschland etwa 30.000 Personen neu am Blasentumor
mit einer Todesrate von ca. 6.000 Menschen (Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V., 2016). Als typische Symptome treten zumeist schmerz-
lose Mikrohdmaturien und Makrohdmaturien auf, wobei letztere mit héheren pathologi-
schen Stadien des Harnblasenkarzinoms assoziiert werden (Ramirez et al., 2016). Oft
zeichnen sich allerdings keine eindeutigen Anzeichen einer Tumorerkrankung ab oder sind
nicht von denen einer Blasenentziindung differenzierbar. Schmerzen und Dysurien entste-
hen tiberwiegend erst in fortgeschrittenen Tumorstadien (Niederhuber et al., 2014). Zu den
Risikofaktoren zéhlen neben genetisch bedingten Vorerkrankungen (Skeldon et al., 2013)

erworbene Faktoren durch Tabakkonsum (Barbosa et al., 2018), chronische Entziindungen
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des Harntraktes (Partin et al., 2015), chemische Substanzen sowie Strahlen- und Chemo-
therapien (Referenz: Griffiths and Action on Bladder Cancer Group, 2013).

Die Pathomechanismen des Harnblasenkarzinoms sind komplex und beinhalten eine Viel-
zahl vermuteter genetischer Aberrationen. Ein Entstehungsweg ist mit Mutationen des Fib-
roblast Growth Factor Receptor 3 (FGFR3) und Harvey Rat Sarcoma Viral Oncogene
Homolog (HRAS) assoziiert, die zur Aktivierung von mitogen-activated protein (MAP)-
Kinasewegen fiihren (Bakkar et al., 2003). Besonders schwerwiegend wirken sich Inakti-
vierungen von Tumorsuppressorgenen aus: So konnten Mutationen des Tumorproteins p53
bei iiber 50% aller fortgeschrittenen Tumore der Harnblase nachgewiesen werden (Sarkar
et al., 2000). Weiterhin werden Alterationen der Tumorproteine p21 und pl6 sowie des
Retinoblastom-Proteins (Rb) mit hdheren pathologischen Stadien des Harnblasenkarzi-
noms in Verbindung gebracht (Shariat ef al., 2004). Zusétzlich kdnnen Mutationen in der
Phosphoinositid-3-kinase (PI3K), dem Tuberdse Sklerose Komplex 1 (TSC1), dem protein
patched homolog 1 (PTCH) und dem deleted in bladder cancer protein I (DBC1) zur Er-
stellung von Mutationssignaturen herangezogen werden, die die Differenzierung in prog-
nostisch relevante Subgruppen von Tumoren ermdglichen (Lerner et al., 2017). Dennoch
verfiigt jedes Blasenkarzinom iiber ein individuelles Expressionsprofil an hoch- und herun-
terregulierten Onko- und Tumorsuppressorgenen. Nicht zu vergessen ist die entscheidende
Rolle des Immunsystems wihrend der Tumorentwicklung und -progression, die durch

fehlgesteuerte Immunzellen weiter vorangetrieben werden kann (Thompson et al., 2015).

1.1.2 Klassifizierung des Harnblasenkarzinoms

Das Harnsystem aus Nierenbecken, Harnleiter, Harnblase und Harnréhre ist mit den
Epithelzellen des Urothels ausgekleidet, die iiber eine spezielle Membran in direktem Kon-
takt mit Urin und damit auch potentiellen Pathogenen, Toxinen sowie Hormonen stehen
(Lazzeri, 2006). Daher bilden sich Harnblasenkarzinome mehrheitlich in dieser inneren
Schleimhaut und konnen in tiefere Schichten wie die Blasenwand vordringen sowie in die
angrenzenden Organe des Harnsystems invadieren, in spiten pathologischen Stadien sogar
in entfernte Korperregionen metastasieren (Abbildung 1.1). Die exakte Klassifizierung von
malignen Tumoren erfolgt {iber das tumor nodes metastasis (TNM)-System, wobei ,,T* die
GroBe und Ausdehnung des Tumors, ,,N“ die Anzahl und Lokalisation befallener Lymph-
knoten und ,,M*“ das Vorhandensein von Metastasen beschreibt (Colombel et al., 2008).
Nicht-invasive Harnblasenkarzinome beschrdnken sich auf das Urothel und werden in den

Stadien carcinoma in situ (Tis), papillires Karzinom (Ta) und T1 zusammengefasst, wobei
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letzteres Stadium auch als non muscle invasive bladder cancer (NMIBC) bezeichnet wird.
Ab dem T2-Stadium spricht man dagegen von einem muscle invasive bladder cancer

(MIBC) (Mitra and Cote, 2009).

Fettkapsel

Muskelschicht

Schleimhaut | Bindegewebe

Abbildung 1.1: Klassifizierung der Stadien eines Harn-
blasenkarzinoms anhand des TNM-Systems. Die Stadien
carcinoma in situ (Tis bzw. Cis), papilldres Karzinom (Ta)

cIs
Ta

T1 . C . . .
und T1 beschreiben nicht-invasive Harnblasenkarzinome, die

T2 sich auf das Urothel der Harnblase beschrianken. Die Stadien
T2, T3 und T4 werden als invasive Harnblasenkarzinome

LK bezeichnet und infiltrieren die Muskelschicht der Harnblase.
Ein hoheres Tumorstadium geht mit einer gesteigerten Ma-

T4 lignitidt der Tumorzellen einher, sodass zusétzlich auch be-
nachbarte Organe und Lymphknoten infiltriert sowie Meta-
stasen in entfernte Korperregionen ausgebildet werden kon-
nen (Referenz: Universitdtsklinikum Koln, 2020).

NN

Die histologische Einteilung von Blasenkarzinomgewebe erfolgt anhand der World Health
Organisation (WHO)-Klassifizierung von 2016 (Moch et al., 2016). Fiir nicht-muskelin-
vasive Stadien wird der European Organisation for Research and Treatment of Cancer
(EORTC)-Risikokalkulator mit der Unterscheidung von niedrigem, intermedidrem und
hohem Risiko verwendet (Sylvester et al., 2006). Fiir invasive Tumore erfolgt das dreistu-
fige Grading anhand der WHO-Klassifikation von 1973: Diese beschreibt die Zelldhnlich-
keit des Tumorgewebes mit intaktem Harnblasengewebe und lésst sich in gut differenziert
(G1), miBig differenziert (G2) und schlecht differenziert (G3) einteilen (Metts et al.,
2000). Ein hoheres Tumorstadium geht mit abnehmenden Differenzierungsgrad und ge-
steigerter Malignitit der Tumorzellen einher. Seit 2004 existiert eine neue WHO-Klassifi-
zierung aus einer Kombination von Grading und Risikobewertung, die zwischen low/ in-
termediate/ high risk und low/ high grade unterscheidet (Colombel et al., 2008). Zwar soll
die Tumor-Klassifikation die Wahl einer geeigneten Therapie erleichtern, dennoch er-
schweren verschiedene zellulire Phénotypen mit unterschiedlichen Mutationen selbst in-
nerhalb einer Neoplasie die prdzise Diagnostik und Prognose von Harnblasenkarzinomen

(Wadlow and Ramaswamy, 2005).
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1.1.3 Diagnostik des Harnblasenkarzinoms

Bei Vorliegen von klinischen Symptomen werden zunichst nicht-invasive Methoden zur
Diagnostik des Harnblasenkarzinoms und Abgrenzung von anderen Erkrankungen des
Harnsystems eingesetzt. Dazu gehoren die Feststellung von Mikrohdmaturien im Urinstrei-
fentest oder Mikroskop (Mitra and Cote, 2010), Sonographien (Hilton and Jones, 2014)
und Urographien (Trinh et al., 2018) des Harntraktes sowie die mikroskopische Untersu-
chung von Urothelzellen im Patientenurien (Yafi et al., 2015). Dabei dient die Urinzytolo-
gie der Analyse der Zellen hinsichtlich Dysplasien geringer Differenzierung, die jedoch
stark abhingig von der individuellen Beurteilung des Pathologen ist (Raitanen ef al., 2002)
und bei gleichzeitig hoher Spezifitit dennoch eine zu niedrige Sensitivitit aufweist
(Carmack and Soloway, 2006). Letztlich sind die klinischen Parameter von nicht-invasiven
Untersuchungsmethoden nicht ausreichend fiir den alleinigen Einsatz in der Primérdiag-
nostik, sodass der Goldstandard fiir die Diagnose und Nachsorge von Blasentumoren die
invasive Zystoskopie darstellt (Mitra and Cote, 2010). Die Blasenspiegelung ist ein bildge-
bendes Verfahren zur Visualisierung des Urothels mit der Moglichkeit der Durchfiihrung
einer transurethralen Resektion (TURB), die die Entnahme von Gewebeproben auffilliger
Strukturen bis hin zur kompletten Entfernung von Tumorgewebe beschreibt (Babjuk et al.,
2019). Auch durch Weiterentwicklungen wie die WeiSlicht- und insbesondere die Fluores-
zenz-Zystoskopie zeigt diese Methode als einzige eine ausreichend hohe Sensitivitdt und
Spezifitiat zur Diagnostik des Harnblasenkarzinoms (Mowatt ef al., 2011). Aufgrund der
hohen Untersuchungskosten, der geringen Bereitschaft von Patienten zu invasiven Eingrif-
fen sowie moglicher Komplikationen wie der Entziindung des Urothels besteht jedoch ein
hoher Bedarf an einem nicht-invasiven Verfahren zur Detektion von Tumoren des Harn-

traktes (Mitra and Cote, 2010).

1.1.4 RNA-basierte Tumormarker des Harnblasenkarzinoms

Eine solche nicht-invasive Methode zur Detektion von Blasentumoren konnte auf einem
Urin-basierten Tumormarkersystem beruhen, von denen in den letzten Jahrzehnten viele
entwickelt und getestet wurden (Shariat ez al., 2008). Dabei ist Urin als Untersuchungsob-
jekt gegeniiber Blut zu bevorzugen, da dieser nur in direkten Kontakt mit den Organen des
Harnsystems kommt und somit die Wahrscheinlichkeit von spezifischen Markerkandidaten
fiir das Harnblasenkarzinom im Urin steigt (Mitra and Cote, 2009). Zwar sind fiinf dieser

nicht-invasiven Nachweisverfahren bereits von der Food and Drug Administration (FDA)
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fiir die Detektion und das Monitoring von NMIBC zugelassen (Soria et al., 2018), aller-
dings konnte sich bisher keine dieser Methoden im klinischen Alltag oder international
durchsetzen (Babjuk et al., 2017).

Neben dem Nachweis von Proteinen, Antigenen oder DNA im Urin von Patienten, ist die
Untersuchung der RNA-Zusammensetzung aufgrund der transient oder dauerhaft veridnder-
ten Genexpression von Tumorzellen von groflem Interesse. Eine Vielzahl solcher differen-
tiell exprimierter Transkripte konnte bereits als potentielle Tumormarker identifiziert wer-
den (Hanke, 2007), wobei zumeist eine Uberexpression dieser RNAs im Vergleich zum
Urin von gesunden Patienten nachweisbar ist (Shariat et al., 2008). Ein Beispiel fiir ein
bereits entwickeltes Verfahren ist der Cxbladder Monitor (CxbM)-Test mit der Detektion
von vier signifikant erhohten messenger RNAs (mRNA) im Urin von Harnblasenkarzi-
nompatienten sowie einem weiteren Transkript, welches mit nicht-malignen Phénotypen
assoziiert wird und die Rate falsch-positiver Testergebnisse reduzieren soll (Kavalieris et
al., 2017). Die Methode befindet sich in der klinischen Phase II — III und tiberzeugt mit
hohen Werten fiir die Sensitivitdt und Spezifitit von bis zu > 90% (Kavalieris et al., 2017;
Koya et al., 2020). Damit iibertrifft der CxbM-Test alle bisher zugelassenen nicht-
invasiven Methoden zur Detektion von Blasentumoren und gilt derzeit als das Verfahren
mit dem groBiten Potential zur Bestdtigung bis hin zum Abldsen von zystoskopischen Un-
tersuchungen z.B. in Verlaufskontrollen (Lotan et al., 2017).

Ein weiteres vielversprechendes mRNA-basiertes Verfahren ist der XPERT Bladder
Cancer Test (Pichler et al., 2018) neben einzelnen bekannten Markerkandidaten wie dem
bladder tumor antigen (BTA) oder dem nuclear matrix protein 22 (NMP22) (Pichler et al.,
2017). Auch nicht-kodierende Transkripte wie die long noncoding RNA (IncRNA) meta-
stasis associated lung adenocarcinoma transcript 1 (MALATI) (Yazarlou et al., 2018),
micro RNAs (miRNA) (Santoni ef al., 2018) oder zirkuldre RNAs (circRNA) (Song et al.,
2020; Zhang et al., 2017b) werden als potentielle Urin-basierte Tumormarker untersucht.
Dennoch ist neben der Detektion auch die korrekte Klassifizierung von Harnblasenkarzi-
nomen ein Ziel von nicht-invasiven Verfahren, welche anhand von Tumormarkersystemen
noch keine ausreichend hohe klinische Sicherheit bietet und daher die Zystoskopie als
Goldstandard fiir die Diagnostik von Blasentumoren bisher nicht ablésen konnte (Soria et
al., 2019). Als Losungsansatz werden daher Kombinationen von nicht-invasiven Nach-
weisverfahren (Birkhahn et al., 2007) sowie die weitere Suche nach Markerkandidaten
auch in Hinblick auf das korrekte Staging und Grading von Tumoren der Harnblase ange-
strebt. Dabei konnten Transkriptomanalysen der urinen RNA von Harnblasenkarzinompa-

tienten eine entscheidende Rolle bei der ErschlieBung von neuen Tumormarkern spielen.



1 Einleitung 6

1.1.5 Transkriptomanalysen

Als Transkriptom bezeichnet man die Gesamtheit aller RNA-Molekiile einer biologischen
Einheit, wihrend die Transkriptomanalyse die Untersuchung der Zusammensetzung und
der Haufigkeiten von Transkripten einer biologischen Probe beschreibt. Dafiir wird die
isolierte RNA zunidchst in komplementidre cDNA umgeschrieben und im Anschluss an das
next generation sequencing (NGS) die Datenanalyse auf der Grundlage von Datenbanken
durchgefiihrt. Je nach Fragestellung kdnnen die Existenz von Transkripten, Splei3varianten
oder bestimmten Mutationen untersucht, de novo Genomassemblierungen durchgefiihrt
sowie die differentielle Genexpression von zwei Proben betrachtet werden (Hoeijmakers et
al., 2013). Im Kontext des Harnblasenkarzinoms ist die Transkriptomanalyse einzelner
Zellen (Yu et al., 2019), von Gewebeproben (Hovelson et al., 2018) und dem Urin von
Patienten (Sin et al., 2017) interessant. Erste Studien konnten bereits vielversprechende
Markerkandidaten fiir kodierende Transkripte sowie circRNAs, IncRNAs und miRNAs
identifizieren und gaben weiterfiihrende Einblicke in mdgliche Funktionen, Interaktions-
partner und Netzwerke von potentiellen Tumormarkern (Dong et al., 2019; Li et al.,
2018a; Sin et al., 2017).

Die dieser Arbeit zu Grunde liegende Transkriptomanalyse (Riiger, 2017) befasste sich mit
der differentiellen Genexpression von uriner RNA aus gesunden Probanden und Patienten
mit Blasentumoren im fortgeschrittenen Stadium und war der Ausgangspunkt fiir die Aus-
wahl der kodierenden und zirkuldren Transkripte des SI00A6- und TRAMI1-Genlokus als

zu untersuchende Markerkandidaten fur das Harnblasenkarzinom.

1.2 S100A6 (S100 Calcium-bindendes Protein A6)

S100A6, auch als Calcyclin bekannt, gehort der Familie der Ca?*-bindenden S100-Proteine
an, die als Cluster auf dem humanen Chromosom 1 lokalisiert sind (Lesniak et al., 2009).
Die S100-Proteine kommen in diversen Zelltypen vor und regulieren wichtige Prozesse
wie die Proliferation, Differenzierung, Migration und Invasion von Zellen (Donato ef al.,
2013; Shiota et al., 2011). Die Struktur und Funktion der S100-Proteine wird durch deren
Bindung von Calcium-Ionen reguliert, sodass Fluktuationen des intrazelluliren Ca**-Spie-
gels zu unterschiedlichen zelluliren Antworten fithren (Zimmer and Weber, 2010). Als
Markerkandidaten werden sie bereits mit vielen verschiedenen Tumorarten in Zusammen-
hang gebracht (Bresnick et al., 2015), wobei der Nachweis von S100B im Tumorgewebe

und Serum schon seit lingerem als diagnostischer Marker fiir das Melanom eingesetzt wird
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und zusédtzlich auch der urine SI00A7-Spiegel Auskunft liber das Vorliegen eines Mela-
noms geben konnte (Brouard et al., 2002).

Fiir SIO0A6 konnten Funktionen in zelluldren Stressantworten (Lesniak ef al., 2005), der
Proliferation und Differenzierung (Les$niak et al., 2009) sowie der Apoptose von Zellen
(Joo et al., 2008) und der Regulation des Cytoskeletts (Les$niak et al., 2017) gezeigt wer-
den. Zudem kann S100A6 mit dem Tumorsuppressor p53 wechselwirken und Einfluss auf
dessen Stabilitit und Aktivitit nehmen (Stomnicki et al., 2009). Dariiber hinaus ist
S100A6 nicht nur innerhalb der Zelle im Zytoplasma und Zellkern lokalisiert, sondern liegt
auch im extrazellulirem Raum vor und kann in sekretorische Prozesse eingreifen (Jurewicz
et al., 2014). SchlieBlich wird S100A6 als ein Marker fiir Stammzellen sowie Tu-
morstammzellen vermutet (Les$niak et al., 2017). Die SI00A6 mRNA- und Proteinlevel
werden beispielsweise durch Serum, den fumor necrosis factor (TNFa) und viele Stress-
faktoren hochreguliert (Le$niak et al., 2009). Weiterhin steigern Transkriptionsfaktoren
wie [(-Catenin und der nuclear transcription factor xB (NF-kB) die Expression von
S100A6 (Joo et al., 2003; Kilanczyk et al., 2012).

Eine S100A6-Uberexpression konnte bereits in vielen Tumorarten gezeigt werden wie bei-
spielsweise im Melanom sowie Tumoren des Colons, der Pankreas, der Brust und der
Harnblase (Cross et al., 2005; Komatsu et al., 2002; Ohuchida et al., 2007; Shah et al.,
2014). Aufgrund des extrazelluldren Vorkommens kdnnen S100A6-Transkripte und deren
Proteine in vielen Korperfliissigkeiten nachgewiesen werden, so korrelieren die S100A6-
Level im Blutserum mit der Progression von vier verschiedenen Tumorarten (Le$niak et
al., 2017), darunter auch das Harnblasenkarzinom (Ismail ez al., 2016; Nishi et al., 2014).
Dennoch tritt ein Anstieg von S100A6 im Serum in verschiedenen Krankheitsbildern auf
und miisste fiir die nicht-invasive Diagnostik einer Krebserkrankung in Kombination mit
spezifischen Tumormarkern eingesetzt werden (Les$niak et al, 2017). Die S100A6-
Proteinlevel im Urin wurden ebenfalls in zwei Studien untersucht und konnten als Biomar-
ker fiir die Lupus Nephritis (Turnier et al., 2017) und Tumore des oberen Magen-Darm-
Traktes (Husi et al., 2019) identifiziert werden, wéhrend iiber den Zusammenhang von
S100A6-Transkripten im Urin und dem Vorliegen eines Blasentumors bislang keine Daten

vorliegen.
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1.3 TRAMI (Translocation associated membrane protein 1)

In Sdugetierzellen ist das endoplasmatische Retikulum (ER) der Hauptort zur Herstellung
und Insertion von Membranproteinen sowie der Eintrittsort fiir 16sliche Proteine in die
Kompartimente des sekretorischen Weges (Lang et al., 2017). Wéhrend der Targeting-
Phase des cotranslationalen Proteintransports erkennt das signal recognition particle (SRP)
das N-terminale hydrophobe Signalpeptid (SP) von sekretorischen Proteinen oder SP-
dquivalente transmembranére Helices (TMH) von naszierenden Membranproteinen (Hegde
and Bernstein, 2006; Nilsson et al., 2015) und interagiert mit dem Ribosom, sodass die
Syntheserate der Polypeptidkette herabgesetzt wird (Lipp et al., 1987). Auf diese Weise
erreicht der SRP/Ribosom/Polypeptid-Komplex die ER-Membran noch vor der Fertigstel-
lung des Vorlduferpeptids (Lakkaraju ef al., 2008). Im nédchsten Schritt bindet das SRP an
den SRP-Rezeptor (SR) (Egea et al., 2005) und das Ribosom an den Sec61-Komplex
(Prinz et al., 2000), woraufhin sich das SRP unter GTP-Hydrolyse wieder vom SR 16st und
fiir das nichste SP zur Verfiigung steht (Cross et al., 2009).

Ribosom Cytosol

S|gnal-
2 SRP Sequenz

GTP GDP
—ki‘»
| U
/ AN
Sec61- SRP- SP- Komplex

Komplex  Rezeptor
ER-Lumen

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des cotranslationalen Proteintransportes durch die
ER-Membran in Sidugerzellen. Das 80S-Ribosom beginnt mit der Translation der mRNA und das
N-terminale SP des Vorlduferpeptids, auch Signalsequenz genannt, wird synthetisiert. (1) Das SRP
erkennt und bindet sowohl das SP als auch das Ribosom, sodass es zu einer Verlangsamung der
Elongationsrate kommt. (2) Der SRP/Ribosom/Polypeptid-Komplex bindet an den SR und den
Sec61-Komplex, worauthin sich das SRP unter GTP-Hydrolyse wieder vom Ribosom und dem SR
16st und die Bindung des Ribosoms an den Sec61-Komplex gestarkt wird (3). (4) Der Translokati-
onskanal 6ffnet sich und die Polypeptidkette wird in Richtung des ER-Lumens geschoben. Das SP
wechselwirkt neben dem Sec61-Komplex auch mit TRAMI1 und Phospholipiden der ER-Membran.
(5) Die Synthese des Polypeptids schreitet voran und das SP wird enzymatisch von der Polypep-
tidkette gespalten, sodass das fertige Vorlduferpeptid in das Lumen das ERs entlassen werden kann
(Meyer, 2001).
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Das wachsende Polypeptid kann nun in den heterotrimeren Sec61-Komplex insertiert wer-
den (Gorlich et al., 1992a), dessen Sec61a-Untereinheit eine wéssrige Pore fiir das Vorlédu-
ferpeptid formt und die Translokationsphase durch die ER-Membran initiiert (Devaraneni
et al., 2011). Konkret wird die zu Beginn des Translokationsprozesses noch schwache
Bindung zwischen dem Sec61-Komplex und dem Ribosom erhoht, sobald die Polypep-
tidkette eine Lange von ca. 70 Aminosduren erreicht hat und ein funktionales SP vorhan-
den ist. Gleichzeitig 6ffnet sich der Sec61-Kanal und die wachsende Polypeptidkette kann
in das Lumen des ERs eintreten (Zimmermann et al., 2011). Dabei durchqueren sekretori-
sche Proteine die Membran vollstindig (Abbildung 1.2), widhrend bei Membranproteinen
nur bestimmte Sequenzen in das ER-Lumen gelangen, andere in das Cytosol exponiert
oder in die ER-Membran insertiert werden.

Wihrend fiir manche Polypeptide der SR und Sec61-Komplex fiir den Import in das ER
ausreichend sind (Gorlich and Rapoport, 1993), bendtigen Vorlduferpeptide mit ineffizien-
tem SP zusitzlich deren assoziierte Membrankomponenten translocon-associated protein
(TRAP) (Nguyen et al., 2018; Wiedmann et al., 1987) und TRAMI. Fiir letzteres konnte
aber auch eine stimulatorische Wirkung auf die Translokation von TRAM1-unabhingigen
Polypeptidketten gezeigt werden (Gorlich and Rapoport, 1993), weshalb es zusammen mit
dem SRP und Sec61-Komplex als minimales Translokon bezeichnet wurde (Voigt et al.,
1996). Das TRAM1-Protein besteht aus acht transmembrandren (TM) Doménen und wech-
selwirkt neben dem Ribosom sowohl mit 16slichen als auch Membranproteinen in einem
frithen Stadium der Translokation bzw. Membraninsertion (Gorlich et al., 1992b; High et
al., 1993). Konkret soll TRAM1 an der Ausbildung einer engen Bindung des Ribosoms an
das Translokon beteiligt sein (Voigt et al., 1996), die fiir die Offnung des Sec61-Kanals
zum ER-Lumen notwendig ist (Crowley et al., 1994). Zudem wurde eine Rolle in der
Translokationspause vorgeschlagen, die bei einigen sekretorischen Proteinen beobachtet
werden konnte. Wihrend dieser Verzogerung hélt das Polypeptid an, die Ribosom-
Membran-Bindung kann reorganisiert werden und einzelne Doménen des Vorlduferpeptids
werden dem Cytosol ausgesetzt, sodass diese durch cytosolische Enzyme modifiziert oder
gezielt degradiert werden konnen. TRAM1 soll wihrend dieses Prozesses das Ausmal der
dem Zellplasma ausgesetzten Peptidsequenzen modulieren und eventuell die Exposition
von bereits translokierten Doménen unterbinden. AuBlerdem kénnte TRAMI1 die Durchmi-
schung von lumenalen und cytosolischen Zellinhalten verhindern sowie die Architektur
und Porengrof3e des Translokons beeinflussen (Hegde ef al., 1998).

Dariiber hinaus ermoglicht TRAM1 vermutlich die Bewegung von TM Peptidsequenzen

aus der wissrigen in die hydrophobe Umgebung: Diese sollen nicht vorzeitig in die ER-
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Membran diffundieren und werden von TRAMI so lange aktiv im Translokon gehalten,
bis die Translation fortgeschritten oder abgeschlossen ist. So konnte TRAMI eine zweite
Hille um den Sec61-Kanal bilden, die von TM Dominen vor Verlassen des Translokons
durchquert werden muss und insbesondere bei polytopischen Membranproteinen fiir ein
koordiniertes Insertieren der TM-Segmente sorgt (Do et al., 1996).

In ersten Studien wurde vorgeschlagen, dass Polypeptide mit durchschnittlich kiirzeren N-
und H-Regionen des SPs TRAMI fiir eine effektive Insertion bendtigen (Voigt et al.,
1996). Laut den neusten Erkenntnissen konnte diese Beobachtung fiir die N-Regionen,
jedoch nicht fiir die H-Regionen bestitigt werden (Klein et al., 2020). Dariiber hinaus zeig-
ten die SPs und TMHs von TRAM 1-Substraten durchschnittliche Hydrophobizititen sowie
Glycin/Prolin-Anteile, weshalb TRAMI1 vermutlich kein substratspezifischer Rezeptor von
bestimmten Vorlduferpeptiden darstellt und die Steuerung des Sec61-Komplexes nicht
direkt beeinflusst (Klein et al., 2020). Die Frage, wie genau TRAM1 den Proteinimport in
das ER unterstiitzt, ist nicht abschlieBend geklért. Aufgrund der hohen Anzahl geladener
Reste in den TM Segmenten von TRAM1 wird jedoch eine Funktion als Chaperon fiir die
Integration von nicht-optimalen TM Peptidsegmenten vermutet (Tamborero et al., 2011).
Weiterhin konnte durch dessen TRAM/LAG1/CLNS8 (TLC)-homologer Domine eine Ein-
flussaufnahme auf die ER-Membran in der Néhe des Sec61-Komplexes beobachtet werden
(Winter and Ponting, 2002): So konnte TRAMI1 als ,,Membran-Chaperon* mit Ceramiden
und Sphingolipiden wechselwirken und eventuell die Dichte und Phospholipidpackung der
ER-Membran verdndern (Guth et al., 2004).

Weiterhin spielt TRAMI eine Rolle in der Immun- und Stressantwort von Zellen: So kann
dessen Toll-Interleukin 1 Rezeptor (TIR)-Doméne (Yamamoto et al., 2003) die cytosoli-
sche TIR-Doméne des Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) binden und als Signaliibermittler die
Produktion von Typ I Interferonen in frithen Endosomen induzieren. In der Folge kommt
es zur Aktivierung von nachgeschalteten Kinasen und Genen zur Immunabwehr von Pa-
thogenen (Kagan ef al., 2008). In Mikroglia als den Immunzellen des zentralen Nervensys-
tems begiinstigt TRAMI1 den anti-entziindlichen M1-Phénotyp sowie den Neuaufbau von
Gewebe (Wang et al., 2016) und in HepG2-Zellen wurde eine schiitzende Wirkung vor
einer ER-Stress-induzierten Insulinresistenz gezeigt (Tang et al., 2015). Allgemein konnte
eine TRAMI1-Funktion in der Beseitigung fehlgefalteter ER-Proteine und der Dislokation
von Membranproteinen festgestellt werden (Ng ef al., 2010). Dariiber hinaus wird TRAM1
fiir die unique short region protein (US)2- und US11-gesteuerte Dislokation der schweren
Ketten der major histocompatibility complex (MHC)-Klasse-I-Komplexe des humanen

Cytomegalovirus bendtigt (Oresic ef al., 2009).
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Dennoch wurde bis heute (Stand September 2020) keine Assoziation von TRAMI1 mit on-
kogenen oder tumorsuppressiven Prozessen beschrieben. Einzig im locally advanced rectal
cancer (LARC) konnten TRAM1-Transkripte in Gewebeproben vorhersagen, ob ein Pati-
ent gut auf eine praoperative Chemoradiotherapie vor der Tumorresektion ansprechen wird
(Millino et al., 2016). Uber den Zusammenhang von TRAM 1-Transkripten im Urin und
Erkrankungen des Harntraktes oder eines Blasentumors liegen somit bislang ebenfalls kei-

ne Daten vor.

1.4 Zirkulare RNAs

1.4.1 Die Entdeckung von zirkuldren RNAs

Zirkuldre RNAs wurden erstmals 1976 als einzelstringige kovalent geschlossene RNA-
Molekiile in Form von pflanzlichen Viroiden beschrieben (Sanger et al., 1976) und wurden
lange Zeit als Fehler oder Nebenprodukte des mRNA-Spleiflens in Vertebraten betrachtet
(Memczak et al., 2013). Erst 2012 berichteten Salzman et al. von der Expression zirkulérer
Transkripte durch eine Vielzahl von Genen (Salzman et al., 2012), was erst durch die Ent-
wicklung von Methoden wie dem NGS ermdglicht wurde. Darauthin detektierten Jeck et
al. per NGS mehr als 25.000 distinkte circRNAs in humanen Fibroblasten (Jeck et al.,
2013) und Memczak et al. entwickelten einen fortgeschrittenen bioinformatischen Ansatz
zur Identifikation von zirkuldren Transkripten im Genom von Organismen (Memczak et
al., 2013). Seitdem stieg die Forschung zu circRNAs signifikant an und fiihrte zu der Er-
kenntnis, dass zirkuldre Transkripte womoglich eine wichtige biologische Rolle spielen
konnten (Hansen et al., 2013; Memczak et al., 2013). Schlie8lich wurden Datenbanken mit
bioinformatischen und experimentellen Erkenntnissen fiir zirkuldre Transkripte entwickelt:
So informiert beispielsweise circBase iiber die Gewebs-spezifische Expression von circ-
RNAs (Memczak et al., 2013), Circular RNA Interactome unterstiitzt beim Entwurf von
divergenten Primern und trifft Vorhersagen iiber die Bindung von miRNAs sowie RNA-
bindenden Proteinen (Dudekula et al., 2016) und CIRCpedia kann die Konservierung von
circRNAs iiber verschiedene Spezies, Zelltypen, Gewebe und Erkrankungen feststellen

(Dong et al., 2018).
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1.4.2 Die Entstehung zirkuldrer RNAs

CircRNAs werden wihrend einer nicht-kanonischen Form des alternativen Spleiflens ge-
bildet, in dem es zur kovalenten Verkniipfung der 5°- mit den 3°- oder 2°-Enden von pra-
mRNAs kommt und die sogenannten backsplice junctions (BSJ) entstehen (Liang and
Wilusz, 2014). Backsplicing-Mechanismen sind sehr komplex und ermdglichen die Pro-
duktion von verschiedenen circRNAs ausgehend von einer mRNA-Matrize (Zhang et al.,
2016a). Man unterscheidet 3 Typen von zirkuldren Transkripten: Exon-Intron-circRNAs
(EIciRNA), zirkuldre intronische RNAs (ciRNA) und exonische zirkulire RNAs (ecir-
cRNA) (Han et al., 2018; Panda et al., 2017). Wahrend ciRNAs und EIciRNAs vor allem
im Zellkern auftreten, liegen ecircRNAs hauptsdchlich im Zytoplasma vor (Li et al.,
2015b; Zhang et al., 2014). Auch wenn die Biogenese von zirkuldren Transkripten nicht
abschlieBend geklart ist, wurden verschiedene Modelle fiir Backsplicing-Mechanismen

vorgeschlagen (Abbildung 1.3) (Jeck et al., 2013; Zhang et al., 2014).

Pre-mRNA ; s
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Abbildung 1.3: Biogenese von linearen und zirkuliren Transkripten. (a) Kanonisches Spleifien
der pra-mRNA in eine reife lineare mRNA. (b) Lariat-getriebene Zirkularisierung (Exon-Skip-
ping): Die pra-mRNA bildet zunéchst eine Lariat-Struktur aus Exons und Introns, die im néchsten
Schritt durch das Entfernen der Introns in einer ecircRNA, einem Intron-Lariat sowie einer mRNA
resultiert. (¢) Zirkularisierung liber Basenpaarungen von Intronsequenzen: Flankierende Introns mit
invers komplementiren Sequenzen oder ALU-Elementen begiinstigen die Zirkularisierung von
Exons, die zu ElcircRNAs oder ecircRNAs fiihren kann. (d) Bindung von RBPs: RBPs verbinden
spezifische Sequenzmotive von flankierenden Introns der pra-mRNA und fordern das Backsplicing
sowie die Exon-Zirkularisierung. (e) Biogenese von ciRNAs: Manche Lariatstrukturen des Spleil3-
prozesses konnen ciRNA-Molekiile bilden. Der Prozess ist von einem Konsensus-Motiv abhingig
bestehend aus einem 7-Nukleotid GU-reichen Element nahe der 5°-Spleifstelle und einem 11-
Nukleotid C-reichen Element nahe dem Branchpoint (Zhao et al., 2019).
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Die Lariat-getriebene Zirkularisierung (Abbildung 1.3 b) nutzt das Exon-Skipping wihrend
der pri-mRNA-Reifung fiir die Bildung von ecircRNAs, die iiber Exon-enthaltende Lariat-
Strukturen gefolgt vom internen Spleien des Lariats erzeugt werden (Jeck and Sharpless,
2014). Ebenso konnen cis-regulatorische intronische Elemente wie flankierende invers
komplementire Sequenzen oder ALU-Elemente die Zirkularisierung von EIciRNAs und
ecircRNAs begiinstigen (Abbildung 1.3 ¢) (Chen, 2016). Allgemein konnte dabei ein posi-
tiver Einfluss der Lénge der flankierenden Introns auf die Generierung von zirkuldren
Transkripten festgestellt werden (Salzman et al., 2013), obwohl auch invers komplementi-
re Sequenzen von nur 30 — 40 Nukleotiden die Bildung einer circRNA vorantreiben konn-
ten (Liang and Wilusz, 2014). Dennoch scheint eine starke Basenpaarung zwischen zwei
oder innerhalb eines Introns die Effizienz der Herstellung von zirkuldren Transkripten sig-
nifikant zu verbessern (Zhang et al., 2014).

Auch trans-regulatorische RNA-bindende Proteine (RBP) konnen durch die Bindung spe-
zifischer Stellen der flankierenden Introns der pri-mRNA und anschlieBende Dimerisie-
rung die Zirkularisierung von ElcircRNAs fordern (Abbildung 1.3 d) (Chen and Yang,
2015), wobei fiir Muscleblind (MBL) und Quaking (QKI) ein direkter Zusammenhang von
deren Expressionsniveaus mit der Abundanz von bestimmten circRNAs gezeigt werden
konnte (Conn et al., 2015). So scheint das Protein QKI in die Hochregulation von Hunder-
ten von zirkuldren Transkripten wéihrend der epithelial-mesenchymalen Transition in hu-
manen Zellen involviert zu sein (Conn et al., 2015). Dagegen konnen negativ wirkende
RBPs die Basenpaarung von Intronsequenzen destabilisieren und so die Zirkularisierung
von Transkripten unterbinden (Qian et al., 2018).

Dariiber hinaus konnte fiir einige der 5‘- nach 2°-verkniipften Lariat-Strukturen als Neben-
produkte des kanonischen Spleilens eine erhohte Stabilitit nachgewiesen werden (Zhang
et al., 2013), deren partielle Degradation an den 3‘-Enden zur Bildung von ciRNAs fiihren
kann (Abbildung 1.3 ) (Wang, 2015). Fiir dessen Herstellung miissen ciRNAs jedoch vor
der enzymatischen Hydrolyse durch Branching-Enzyme geschiitzt werden, was durch ein
7-Nukleotid GU-reiches Element nahe der 5°-Spleifistelle und eine 11-Nukleotid-lange
Cytosin-reiche Sequenz nahe dem Branchpoint sichergestellt wird (Zhang et al., 2013).
Zudem konnte kiirzlich auch die Generierung von tRNA intronischen zirkuliren RNAs
(tricRNA) aus prda-tRNAs in Abhingigkeit der Spaltung des Bulge-Helix-Bulge-Motivs
durch die tRNA-spleiBende Endonuklease (TSEN) gezeigt werden (Noto ef al., 2017).
Insgesamt wurde eine niedrigere Effizienz fiir das Backsplicing mit weniger als 1% im
Vergleich zum kanonischen Spleiflen von linearen Transkripten festgestellt, welches so-

wohl co- als auch posttranskriptional stattfinden kann (Chen, 2020). Da beide Prozesse
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miteinander gekoppelt sind und durch das gleiche SpleiBosom katalysiert werden, konnte
eine Kompetition der Herstellung von linearen und zirkuldren Transkripten beobachtet
werden (Ashwal-Fluss et al., 2014). Dennoch zeigten Studien in humanen Zelllinien eine
unabhingige Regulation der circRNA-Expression von den jeweiligen kodierenden Tran-

skripten (Salzman et al., 2013).

1.4.3 Vorkommen und Eigenschaften von zirkularen RNAs

Zirkulédre Transkripte werden der Klasse nicht-kodierender RNAs zugeordnet und zeichnen
sich durch eine hohe Stabilitdt, Abundanz und Konservierung in Sdugetierzellen aus (Jeck
et al., 2013). In vielen Geweben und Korperfliissigkeiten konnten bereits circRNAs identi-
fiziert werden (Memczak et al., 2013; Panda et al., 2017), wobei diese mit Ausnahme des
Gehirns liberwiegend niedriger als kodierende Transkripte exprimiert werden (Abu and
Jamal, 2016). Zudem konnte eine Gewebs- und Entwicklungs-spezifische Expression von
circRNAs gezeigt werden (Qu et al., 2018). Insgesamt wird der Anteil an zirkuldren Tran-
skripten mit 0,002 — 0,03% der zelluldiren RNA-Masse, 1% der Poly(A)-RNAs und 3 — 20
x10% Molekiilen pro Zelle angegeben (Guo et al., 2014; Salzman et al., 2013).

Strukturell kdnnen reife circRNAs eine Lange von unter 100 Nukleotiden bis zu mehr als 4
kb aufweisen, wobei die meisten humanen zirkuldren Transkripte einige Hundert Nukleo-
tide umfassen (Lasda and Parker, 2014) und aus einem bis fiinf Exons bestehen (Guo et al.,
2014). Die meisten Genloki bringen nur ein oder zwei distinkte circRNAs hervor (Salzman
et al., 2013) und am Backsplicing sind liberwiegend deren mittlere (Zhang et al., 2014)
sowie ldngere Exons beteiligt (Jeck and Sharpless, 2014). Aufgrund ihrer Zirkularitit und
dem Fehlen von freien Enden inklusive 3°‘-Poly(A)-Schwanz und 5°-Capstruktur
(Memczak et al., 2013) sind circRNAs resistent gegeniiber Exoribonukleasen wie bei-
spielsweise der RNAse R und weiteren zelluldren Exonukleasen (Jeck et al., 2013). Zirku-
lire Transkripte verfiigen daher mit ca. 48 h (Jeck et al., 2013) iiber eine ldngere Halb-
wertszeit in Zellen als lincare mRNAs mit durchschnittlichen 10 h (Schwanhéusser et al.,
2011). Zwar stellt das Backsplicing einen ineffizienten Prozess dar, dennoch kdnnen
circRNAs aufgrund ihrer hohen Stabilitdt zu hohen Abundanzen in Zellen akkumulieren

(Zhang et al., 2016b).
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1.4.4 Funktionen zirkuldarer RNAs

Zirkulédren Transkripten werden 4 Hauptfunktionen zugeordnet: Sie konnen als ,,Schwim-
me* (sponges) mit microRNAs (miRNA) assoziieren und somit indirekt die Translation
von mRNAs regulieren sowie die Transkription und das Spleiflen von Zielgenen beeinflus-
sen (Conn et al., 2017; Panda, 2018; Zhang et al., 2013). Zudem konnte die Bindung von
RBPs sowie die Translation von ausgewéhlten circRNAs gezeigt werden (Ashwal-Fluss et
al., 2014; Legnini et al., 2017). Auch aufgrund weiterer vielféltiger Funktionen (Chen,
2020) wurden circRNA-Spezies mit diversen Erkrankungen wie Krebs, Alzheimer, Parkin-
son und kardiovaskuldren Leiden in Verbindung gebracht (Floris et al, 2017; Lukiw,
2013; Yang et al., 2018b). Weiterhin konnen zirkuldre Transkripte als Vorlage fiir eine
rolling circle Replikation oder die Moglichkeit der Neuanordnung von genetischem Mate-

rial wahrend des viralen Vermehrungszyklus fungieren (Lasda and Parker, 2014).

1.4.4.1 Regulation der Transkription und des Spleifiens

Im Gegensatz zu ecircRNAs sind ciRNAs und EIciRNAs (vgl. Abschnitt 1.4.2) vor Allem
im Zellkern lokalisiert und konnen die Transkription und den Splei8prozess von Zieltran-
skripten regulieren. Beispielsweise kann die ciRNA ci-ankrd52 einen Komplex mit der
RNA-Polymerase II (pol II) bilden und die Transkription des ankyrin repeat domain 52
(ANKRD52)-Gens iiber die Promotorregion steigern (Zhang et al., 2013). Auch die EI-
ciRNAs circEIF3J und circPAIP2 kénnen Komplexe mit dem Ul small nuclear Ribonu-
cleoprotein Particle (snRNP) und der pol II bilden und die Transkription von deren Ziel-
genen fordern (Li et al., 2015b). SchlieBlich bindet die circRNA des Arabidopsis SEP3-
Gens an seinen DNA-Lokus, um die Spleileffizienz der SEP3-mRNA zu beeinflussen
(Conn et al., 2017).

1.4.4.2 Funktion als miRNA-Sponge

MiRNAs sind ca. 23-Nukleotid-lange nicht-kodierende RNAs mit essentiellen Funktionen
in regulatorischen Netzwerken und biologischen Prozessen wie der Apoptose, der Prolife-
ration, der Immunantwort und der Kanzerogenese von Zellen (Dragomir et al., 2018). Im
Allgemeinen konnen miRNAs die Translation ihrer Zieltranskripte durch Bindung an deren
3‘-nicht-translatierte Regionen inhibieren und als competitive endogenous RNAs (ceRNA)
agieren (Zhong et al., 2018). Auch circRNAs werden der Klasse der ceRNAs zugeordnet,
da sie liber ihre miRNA-Bindungsstellen die Stabilitit oder Translation von Zieltranskrip-
ten durch Kompetition um die gleichen miRNAs beeinflussen konnen (Zhong et al., 2018).

Weiterhin koénnen circRNAs miRNA-Spezies auch temporir binden und speichern sowie
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an entfernte Orte in der Zelle transportieren (Zhao et al., 2019). Die ersten als miRNA-
Schwimme identifizierten circRNAs waren CDR1as (ciRS-7) und circSry, wobei letztere
im Hoden exprimiert wird und 16 spezifische Bindungsstellen fiir die miR-138 aufweist.
CDR1as kommt im Gehirn von Menschen und Mausen vor und kann mit mehr als 70 kon-

servierten Bindungsstellen fiir miR-7 dessen Aktivitét inhibieren (Hansen ef al., 2013).

1.4.4.3 Bindung von RBPs

Zirkulédre Transkripte konnen auch iiber die Bindung von RBPs in diverse biologische Pro-
zesse eingreifen, beispielsweise durch die Ausbildung einer RNA-Haarnadelstruktur in
Kombination mit der durch doppelstringige RNA aktivierte Proteinkinase (PKR) zur Re-
gulation der Immunantwort von Zellen (Liu et al., 2019a). Weiterhin kann circ-Foxo3 den
inhibitor of DNA binding 1 (ID-1), E2F transcription factor 1 (E2F1) und weitere RBPs
zum FEinleiten der Seneszenz von Kardiomyozyten binden (Du et al., 2017a). Zusétzlich
konnen circRNAs die posttranskriptionelle Regulation durch Bindung von Argonauten-
Proteinen, QKI und Hu-antigen R (HuR) beeinflussen (Hansen et al., 2011; Huang et al.,
2020; Jeck and Sharpless, 2014).

1.4.4.4 Translation von zirkulidren RNAs

Mehr als 80% der identifizierten circRNAs enthalten nur exonische Sequenzen und haben
somit das Potential zur Kodierung eines Polypeptids (Pamudurti et al., 2017). Die Transla-
tion von linearen mRNAs ist jedoch abhidngig von der bei circRNAs fehlenden 5°-
Capstruktur, weshalb interne ribosomale Eintrittsstellen (IRES) als Erkennungsstellen fiir
Ribosomen in circRNAs mit einem offenen Leserahmen (ORF) vorgeschlagen wurden (Li
et al., 2018c). Dieser alternative Mechanismus der Cap-unabhingigen Translation wurde
bereits in Zellen unter Stressbedingungen oder einer viralen Infektion auch fiir lineare
Transkripte beobachtet (Godet et al., 2019). Obwohl IRES-Elemente in ca. 10% der huma-
nen mRNAs gefunden werden konnten (Weingarten-Gabbay et al., 2016), sind die biologi-
schen Implikationen einer IRES-gesteuerten Translation noch Gegenstand der Forschung
(Lei et al., 2020).

Bereits in frilhen Studien wurde die Translation von IRES-enthaltenden circRNAs durch
eukaryotische Ribosomen beschrieben (Chen and Sarnow, 1995), was durch eine syntheti-
sche circRNA mit insertierter IRES und die Synthese des green fluorescent protein besti-
tigt werden konnte (Wang and Wang, 2015). Darauthin konnte auch die Translation von
spezifischen endogenen eukaryotischen circRNAs gezeigt werden: Ein Beispiel ist das

Transkript circ-FBXW?7, das in das 21-kDa Protein FBXW7-185aa translatiert werden
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kann und die Stabilitdt des c-Myc-Proteins beeinflusst sowie die Progression von malignen
Glioma inhibieren kénnte (Yang et al., 2018c). Zudem konnten durch eine Analyse der
Translation in menschlichem Herzmuskelgewebe 40 Mikroprotein-kodierende circRNAs
identifiziert werden (van Heesch et al., 2019), deren zumeist verkiirzte Versionen eines
kanonischen Proteins eine biologische Relevanz haben kdnnten. Da diesen Peptiden jedoch
oft essentielle Doménen fehlen, wurden vor allem Funktionen als dominant-negative Pro-
teinvarianten, Protein-Decoys oder Modulatoren von alternativen Protein-Komplexen vor-
geschlagen (Legnini ef al., 2017). Weitere Studien konnten sowohl eine 5°-Cap- als auch
IRES-unabhingige Translation von circRNAs zeigen, die sich vermutlich durch eine spezi-
fische Sequenz nahe dem Translationsstart erkléren ldsst. Diese dhnelt dem Konsensus-
Motiv fiir eine N6-Methyladenosin-Modifikation, wurde vermehrt in circRNAs detektiert

und kann die Translation in humanen Zellen antreiben (Yang et al., 2017b).

1.4.5 Zirkuldre RNAs in Krebserkrankungen

Zirkulédre Transkripte kdnnen vielfdltige Funktionen in der Progression von malignen Tu-
moren erfiillen (Feng et al., 2019) und in die Zellproliferation, zelluldre Apoptosemecha-
nismen, den epithelial-mesenchymalen Ubergang (EMT) sowie die Zellkommunikation
iiber Exosomen involviert sein. Beispielsweise konnten fiir das Prostatakarzinom 171
circRNA-Spezies eindeutig mit der Krebszellproliferation in Verbindung gebracht werden
(Chen et al., 2019). In Darmkrebsproben traten stets niedrigere circRNA:mRNA-Ratios im
Vergleich zu gesundem Gewebe auf, was fiir eine negative Korrelation von zirkuldren
Transkripten mit steigender Proliferationsrate spricht (Bachmayr-Heyda et al., 2015). All-
gemein konnte iiberwiegend eine Herabsetzung der circRNA-Expression in Tumoren beo-
bachtet werden (Li et al., 2019), welche auch auf die hohen Proliferationsraten und einen
Verdiinnungseffekt in Krebszellen zuriickgefiihrt werden kann (Bachmayr-Heyda et al.,
2015). Im Gegensatz dazu war das zirkuldre Transkript circ 0026134 signifikant in Gewe-
ben und Zelllinien des non-small-cell lung cancer (NSCLC) hochreguliert und konnte mit
der Proliferation und Metastasierung von Krebszellen durch Bindung von miR-1256 und
miR-1287 in Verbindung gebracht werden (Chang et al., 2019). Besonders interessant ist
die Regulation verschiedener Krebsarten durch circTADA2A: Wihrend die circTADA2A/
miR-203a-3p/CREB3-Achse in die Progression und Metastasierung von Osteosarkomen
involviert ist (Wu et al., 2019), konnte fiir die circTADA2A-E6/miR-203a-3p/SOCS3-
Achse eine Inhibition beider Prozesse im Brustkrebs gezeigt werden (Xu et al., 2019). Zu-
dem scheint das Transkript circRNA 0023642 die EMT von Magenkrebszellen durch eine
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Steigerung der E-Cadherin- und Senkung der N-Cadherin-, Vimentin- und Snail-
Expression zu beeinflussen (Zhou et al., 2018). Weiterhin kann circFoxo3 Komplexe mit
der E3-Ubiquitin-Ligase Mdm2 bilden und mit p53 ein Schliisselprotein der Zellzyklus-
kontrolle und Apoptose regulieren (Du et al., 2017b). Durch die genetische Instabilitit von
Tumorzellen konnten Fusions-circRNAs (f-circRNAs) als Ergebnis von chromosomalen
Translokationen in Lymphomen mit der Resistenz gegeniiber apoptotischen Signalen und
therapeutischen Wirkstoffen in Verbindung gebracht werden (Guarnerio et al., 2016).
Nicht zuletzt sind circRNAs auch in die Vesikel-gesteuerte Zellkommunikation eingebun-
den, indem beispielsweise ciRS-133 iiber Exosomen in Prdadipozyten eingeschleust wer-
den kann und eine Rolle in der Kachexie von Magenkrebspatienten zu spielen scheint

(Zhang et al., 2019).

1.4.6 Zirkulare RNAs im Harnblasenkarzinom

In einer Microarray-Analyse zur Identifikation von differentiell exprimierten Transkripten
des Harnblasenkarzinoms konnten 285 hoch- sowie 184 herunterregulierte circRNA-
Spezies festgestellt werden, wobei die cirtcRNA-MYLK durch eine signifikante Uberex-
pression auffiel und eine positive Korrelation mit dem mRNA-Level des vascular endothe-
lial growth factor A (VEGFA) erkennen lieB3. Darauthin konnte die Bindung von miR-29a
an die circRNA-MYLK zur Regulation der VEGFA-Expression gezeigt werden, die zur
Steigerung der Zellproliferation und Migration sowie zur Induktion der EMT fiihrte. Zu-
dem waren die Expressionslevel der circRNA-MYLK mit einem steigenden Staging und
Grading von Blasentumoren korreliert (Zhong et al., 2017). In einer weiteren Studie konn-
ten 14 hoch- und 42 herunterregulierte zirkuldre Transkripte via NGS von Tumoren und
gesundem Gewebe der Harnblase festgestellt sowie mittels quantitativer Polymerase-
Kettenreaktion (qPCR) bestétigt werden (Yang et al., 2017a). Fiir die bereits aus anderen
Tumorerkrankungen bekannte circ-ITCH konnten ebenfalls niedrigere Expressionslevel im
Harnblasenkarzinom festgestellt werden: So konnte die circRNA-Spezies zu einem G1-
Zellzyklusarrest durch Bindung von miR-17 und miR-224 fiihren und dessen Fehlen die
Proliferation und Invasion von Blasentumoren vorantreiben (Yang et al., 2018a). Auch fiir
die circRNAs BCRC-3 (Xie et al., 2018) und circHIPK3 (Li et al., 2017) konnten miRNA-
Sponge-Aktivitdten und eine Inhibition der Progression von Blasentumoren ermittelt wer-
den. Letztere kann iiber die Bindung von miR-588 die Expression der Heparanase regulie-
ren und kdnnte daher ebenso wie BCRC-3 via die miR-182-5p/p27-Achse als ein therapeu-

tisches Zielmolekiil fiir die Behandlung des Harnblasenkarzinoms fungieren. Zuletzt er-
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wihnt sei das zirkuldre Transkript circTCF25 mit der potentiellen Bindung von miR-103a-
3p und miR-107, welche die Hochregulation der CDK6 und 13 weiteren mit der Prolifera-
tion, Migration und Invasion von Tumorzellen assoziierten Genen zur Folge haben konnte
(Zhong et al., 2016).

Diese Ergebnisse schlagen eine Rolle fiir circRNAs in der Diagnostik, Behandlung und
Verlaufskontrolle von Blasentumoren vor. Da insbesondere eine verbesserte Fritherken-
nung von Tumoren des Harntraktes den Therapieerfolg maf3geblich steigern konnte, wur-
den in einer Transkriptomanalyse von NMIBC-Patienten circHIPK3 und circCDYL als
vielversprechende diagnostische Zielmolekiile identifiziert (Okholm et al., 2017). Bislang
liegen jedoch nur zwei Studien zur Genexpression von circRNAs im Urin vor: NGS-
Analysen von exosomaler uriner RNA detektierten 1092 circRNAs im Prostatakarzinom-
Patienten (Vo et al., 2019), sodass der Nachweis von circRNAs in der Nuklease-
geschiitzten Umgebung von Exosomen moglich ist. Aber auch freie zirkuldre Transkripte
konnten in einer ersten Microarray-Analyse von Urinproben von Harnblasenkarzinompati-
enten und gesunden Probanden als eine neue Klasse von nicht-invasiven Biomarkern iden-

tifiziert werden (Song et al., 2020).

1.4.7 Klinische Anwendungen von zirkuldren RNAs

1.4.7.1 Zirkulire RNAs als potentielle Biomarker

Bereits in vielen Studien konnte eine Deregulation von zirkuldren Transkripten in malig-
nen Tumoren im Vergleich zum gesunden Gewebe gezeigt werden, die oftmals mit kli-
nisch-pathologischen Eigenschaften wie der Tumorgrofle und dem TNM-Staging korreliert
ist (Huang et al., 2017) und die potentielle Funktion von circRNAs als Biomarker fiir
Krebserkrankungen unterstreicht. Beispielsweise erhdhte sich die Expression einer circ-
RNA-Spezies in Gebdrmutterhalstumoren mit steigendem TNM-Stadium sowie der Zu-
nahme an Metastasen (Song et al., 2019). Zudem konnten circRNAs aufgrund ihrer erh6h-
ten Stabilitdt im Blutserum (Li ef al., 2015a), im Speichel (Jh et al., 2015) sowie im Urin
(Song et al., 2020) detektiert werden und stellen daher vielversprechende Markerkandida-
ten fiir eine nicht-invasive Tumordiagnostik dar. Die Halbwertszeit der zirkuldren Tran-
skripte wird zusitzlich durch deren Verpackung in Exosomen gesteigert, die eine Nuklea-
se-geschiitzte Umgebung darstellen und circRNAs in Korperfliissigkeiten zu entfernten
Geweben und Organen transportieren konnen (Li et al., 2015a). So konnte erst kiirzlich
eine Reihe deregulierter circRNA-Spezies in den Exosomen des Serums von Brustkrebspa-

tienten identifiziert werden (Wang et al., 2019).
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1.4.7.2 Zirkulire RNAs als potentielle therapeutische Ziele und Vektoren

Verschiedene therapeutische Strategien wurden fiir zirkuldre Transkripte mit unterschiedli-
chen Funktionen vorgeschlagen: Onkogene circRNAs konnten durch small interfering
RNAs (siRNA) mit perfekter Komplementaritit zum Backsplicing-Ubergang gezielt ge-
hemmt werden (Zhang and Xin, 2018). Weiterhin wurden Antisense-Oligonukleotide
(asON) zur Inhibition der prd-mRNAs von zirkuldren Ziel-Transkripten diskutiert (Geng et
al., 2018). Dagegen konnte die Expression von Tumorsuppressor-circRNAs durch das
Einbringen von exogenen Sequenzen angeschaltet bzw. gesteigert werden (Geng et al.,
2018). Dennoch bringt dieses noch junge Forschungsfeld viele Herausforderungen mit sich
wie die Reduktion von Nebenwirkungen, der Ausschluss von Off-Target-Effekten sowie
die spezifische Inhibition von zirkuldren ohne gleichzeitige Hemmung der linearen Tran-
skripte eines Genlokus (Frazier, 2014; Wang et al., 2017; Zhang and Xin, 2018). Nicht
zuletzt wiirde sich aufgrund der hohen Stabilitét von circRNAs und der Fahigkeit zur Bin-
dung von miRNAs und Proteinen auch eine Funktion als therapeutischer Vektor anbieten,
indem spezifische circRNAs mit Bindungsstellen fiir onkogene miRNAs oder Proteine in
Tumorzellen eingebracht werden und dort physiologische Regulationsmechanismen wie-

derherstellen konnten (Zhao et al., 2019).

1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Das Standardverfahren fiir die Diagnose und Nachsorge von Harnblasenkarzinomen ist
nach wie vor die invasive Zystoskopie, die als einzige Methode ausreichend hohe Werte
fiir die Sensitivitdt und Spezifitit des Nachweises von Blasentumoren aufweist. Die vielfal-
tigen Nachteile dieses medizinischen Eingriffes legen den Fokus zukiinftiger Diagnostik
jedoch auf nicht-invasive Tumormarkersysteme z.B. auf Grundlage der RNA-Zusammen-
setzung des Urins, sodass im Vorfeld dieser Arbeit eine Transkriptomanalyse der urinen
RNA von gesunden Probanden und Patienten mit Harnblasenkarzinom im fortgeschritte-
nen Tumorstadium durchgefiihrt wurde (Riiger, 2017). Die erste Aufgabe bestand daher in
der Auswahl geeigneter RNA-Markermolekiile und der Definition von Kriterien fiir die in
silico Suche nach potentiellen Tumormarkern des Harnblasenkarzinoms. Nach der Festle-
gung auf die linearen und insbesondere die zirkuldren Transkripte des TRAMI- und
S100A6-Genlokus als Untersuchungsobjekte stellte sich zunédchst die Frage, ob die RNA-
Spezies in Harnblasenkarzinomzelllinien experimentell nachgewiesen werden konnen.
Dafiir wurden verschiedenste Nachweisverfahren entwickelt und der Fokus auf die Vali-

dierung von zirkuldren RNA-Spezies der genannten Genloki gelegt.
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Im néchsten Schritt sollte die differentielle Genexpression von TRAMI1- und S100A6-
Transkripten in Harnblasenkarzinomzelllinien und den Urinproben der Transkriptomanaly-
se untersucht werden. Im Mittelpunkt dieser Genexpressionsstudien stand auch die Frage
nach der Ubereinstimmung der experimentellen Ergebnisse mit den in silico Analysen der
Transkriptomdaten. Zudem sollten mdgliche Riickschliisse von einer rein diagnostischen
auf eine potentielle tumorbiologische Funktion der Zieltranskripte in der Entstehung und
Progression des Harnblasenkarzinoms gezogen werden.

Da nur fir den TRAMI-Genlokus zirkuldire RNA-Spezies verifiziert werden konnten,
wurde dieser Markerkandidat im letzten Teil der Arbeit in das Zentrum der Betrachtungen
geriickt. Zunéchst sollten mdgliche Funktionen insbesondere der bestitigten circRNA-
Spezies hinterfragt werden, weshalb in silico Analysen von miRNA-Bindungsstellen und
potentiell bindenden RBPs sowie die Untersuchung der zelluldren Lokalisation von
TRAMI1-Transkripten durchgefiihrt wurden. Auch der Nachweis des TRAM1-Proteins und
die Identifikation von vorhergesagten Interaktionspartnern sollten weitere Einblicke in die
Biologie des Markerkandidaten erlauben. SchlieBlich wurden Suppressionsstudien von
linearen und zirkuldren TRAMI-Transkripten in Harnblasenkarzinomzelllinien geplant,
um deren Auswirkungen auf der RNA- und Proteinebene sowie auf tumorbiologisch rele-
vante Parameter zu untersuchen und weitere potentielle Funktionen von TRAMI-

Transkripten validieren zu konnen.
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2

Material

Im Folgenden sind die Firmensitze der Material- und Gerétehersteller aufgelistet. Diese

werden in den Tabellen und im weiteren Verlauf der Arbeit nicht mehr angegeben.

A
B

o T 0

Q

=)

e

<

Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA), Air Liquide (Diisseldorf, D)

Beckman Coulter (Brea, CA, USA), Becton Dickinson (East Rutherford, NJ, USA) Biometra
(Gottingen, D), Bio-Rad (Hercules, CA, USA), Biosan (Riga, LVA), Biozym (Hessisch- Ol-
dendorf, D), Bosch (Gerlingen-Schillerhdhe, D), Biifa (Oldenburg, D)

California Institute of Technology (Charlottesville, VA, USA), Carl Roth (Karlsruhe, D)
Denver Instrument GmbH (Géttingen, D), DSMZ (Braunschweig, D)

Epicentre (Madison, WI, USA), Eppendorf (Hamburg, D), Epson (Meerbusch, D)
Fackelmann (Hersbruck, D), Feather (Osaka, Japan), Fluka (Buchs, CH), Forma Scientific
(Marietta, USA)

GE Healthcare (Miinchen, D), Gibco (Dublin, IRL), Gilson (Middleton, WI, USA), Greiner
Bio-One (Frickenhausen, D), GSL Biotech LLC (Chicago, IL, USA)

Heidolph Instruments (Schwabach, D), Heraeus (Hanau, D), Hettich (Tuttlingen, D), Hoefer
(Holliston, MA, USA), HP Medizintechnik (Oberschleiheim, D)

IKA (Staufen, D), Infors (Bottmingen, CH), Institute for Theoretical Chemistry (Wien, AT),
Integra Biosciences (Zizers, CHE)

Kern & Sohn (Balingen-Frommern, D), KNF (Freiburg, D)

Labortechnik Medingen (Arnsdorf, D), Liebherr (Bulle FR, CHE), LKB Instruments (Mount
Waverly, Australien), Lonza (Basel, Schweiz)

Macherey-Nagel (Diiren, D), Marienfeld Superior (Lauda-Konigshofen, D), Meditrade (Kie-
fersfelden, D), Merck (Darmstadt, D), Metabion (Planegg / Steinkirchen, D), Microsoft Cor-
poration (Redmond, USA), Millipore (Eschborn, D), Molecular Dynamics (Caesarea, IL)
NCBI (Rockville Pike, MD, USA), nerbe plus (Winsen / Luhe, D), New England Biolabs
(Ipswich, MA, USA), Nimagen (Nijmegen, NL)

OriGene Technologies (Herford, D)

PBIL-IBCP (Lyon, FR), Pharmacia Biotech (Freiburg, D), Phase (Liibeck, D), Promega (Ma-
dison, WI, USA)

Qiagen (Hilden, D)

Renner GmbH (Dannstadt-Schauernheim, D)

Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA), Sanyo (Miinchen, D), Sarstedt (Niirmbrecht,
D), Sartorius (Gottingen, D), Sci Ed (Boulder, CO, USA), Schott (Mainz, D), Scaltec Instru-
ments (Gottingen, D), Scotsman (Vernon Hills, USA), Serva (Heidelberg, D), Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA), Systec (Linden, D)

Techne (Staffordshire, UK), Technische Universitit Wien (Wien, AT), The Scripps Research
Institute (La Jolla, CA, USA), Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA), The RNA
Institute (Washington Ave Albany, NY, USA)

Vilber-Lourmat (Eberharzell, D), VWR (Erlangen, D)

Zeiss (Jena, D)
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2.1 Gerate

Tabelle 2.1: Gerite.

Bezeichnung

Hersteller

ABI PRISM Genetic Analyzer 3130

ABI PRISM qPCR-Gerét 7900HT
Autoklav Systec V-65

Autoklav Systec VX-95

Autoklav Varioklav

Blotapparatur TE77X

Brutschrank Function Line
Chemilumineszenz-Imagingsystem Fusion Solo
CO,-Inkubator Forma Series 11 Water Jacket
Destille Destamat

Edelstahlbehélter

Eismaschine Scotsman AF 100
Elektrophorese Netzteil Power Supply EPS 3500
Elektrophorese Netzteil PowerPac 300
Feinwaage ALJ 220-5 DNM

Fluoroskan Ascent FL.

Gefrierschrank MDF-U7386S
Gefrierschrank -20°C

Gefrierschrank -80°C

Geldokumentation Variocam

Gelkammer Agarosegele Sub-Cell GT
Gelkammer PAGE Multigel-Long C47
Gelkammer SDS-PAGE SE260
Glasflaschen mit Gewinde

Heizblock DRI-Block DB 2D
Heizschrank

Kiihlfalle Savant RVT400

Kiihlschrank GSL1801

Magnetheizriihrer IKA-Combimag RCT
Messzylinder

Mikroskop Axiowert 25

Mikrowelle

Millipore-Anlage

NALGENE Cryo 1°C Freezing Container
Neubauer Zahlkammer

PCR-Block UNO II

pH-Meter Lab 850

Pipetten

Pipetten

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Systec

Systec

HP Medizintechnik
Hoefer

Heraeus

Vilber-Lourmat

Thermo Fisher Scientific
Heraeus

Carl Roth

Scotsman

Pharmacia Biotech
Bio-Rad

Kern & Sohn

Thermo Fisher Scientific
Sanyo

Liebherr

Forma Scientific

Phase

Bio-Rad

Biometra

Hoefer

Schott

Techne

Heraeus

Thermo Fisher Scientific
Bosch

IKA

Schott

Zeiss

Bosch

Millipore

Thermo Fisher Scientific
Marienfeld-Superior
Biometra

Schott

Eppendorf

Gilson
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Bezeichnung

Hersteller

Pipettierhilfe

Prizisionswaage ALJ 220-5DNM
Prizisionswaage SBA 41

Ria Rotator

Rotator

Scanner Epson Perfection 2580 Photo
Schiittelinkubator HT

Schiittler Vibrofix VFI

schwenkende Plattform Polymax 1040
schwenkende Plattform WT 16
Spektralphotometer Nanodrop ND-1000
Sterilwerkbank Herasafe
Stickstofftank GT140

Thermoblock T Gradient

Thermomix 5436

Tischzentrifuge Combi-Spin FVL-2400
Trockenschrank

Typhoon FLA 9500

UV-Tisch

Vakuumpumpe Laboport
Vakuumzentrifuge Speed Vac
Vortexer Vibrofix VF1

Waage Mixx-412

Waage Sartorius 2354

Wasserbad W22

Zellhomogenisator

Zentrifuge 5804R

Zentrifuge Avanti J-25

Zentrifuge Microfuge R

Zentrifuge Microfuge 22R

Zentrifuge Rotixa/RP

Zentrifuge Universal 32

Integra Biosciences
Kern und Sohn
Scaltec Instruments
Heidolph Instruments
Renner GmbH

Epson

Infors

IKA

Heidolph Instruments
Biometra

VWR

Heraeus

Air Liquide
Biometra

Eppendorf

Biosan

Heraeus

GE Healthcare

Phase

KNF

Thermo Fisher Scientific

IKA

Denver Instrument GmbH

Sartorius

Labortechnik Medingen

Carl Roth
Eppendorf
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Hettich

Hettich
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2.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.2: Verbrauchsmaterialien.

Bezeichnung Hersteller
Blotting-Papier Rotilabo (1 mm) Carl Roth
Einmalhandschuhe Meditrade
Filtermembranen 0,2 pm, regenerierte Zellulose GE Healthcare
Kryo-Rohrchen 1,5ml /2 ml Greiner Bio-one
MasterClear real-time PCR Film Eppendorf
NucleoSEQ-Saulen Macherey-Nagel

PCR-Ro6hrchen 8er-Strips, 0,2 ml
Petrischalen (10 cm)

Pipettenspitzen mit Filter
Pipettenspitzen mit Filter
Pipettenspitzen ohne Filter
Plastik-Einmalpipetten
PVDF-Membran Immobilon-P (PorengréofBe: 0,45 pm)
Reaktionsgefille 0,2 ml/ 1,5 ml /2 ml
ReaktionsgefdBie 15 ml/ 50 ml
Skalpell

Spritzen

384-Well-PCR-Platte farblos
96-Well-Platte weil3

12-Well Zellkulturplatte

Zahnstocher

Zellkulturflaschen (75 cm?, 175 cm?) fiir adhirente Zellen
mit Filter
Zellkulturschalen (60-15 mm, 21 cm? Wachstumsfliche)

Zellkulturschalen (100-20 mm, 58 cm? Wachstumsfléche)
Zellschaber

Biozym Scientific
Sarstedt

Thermo Fisher Scientific
nerbe plus
Sarstedt

Greiner Bio-one
Merck

Sarstedt

Greiner Bio-one
Feather

Becton Dickinson
Eppendorf
Greiner Bio-one
Greiner Bio-one
Fackelmann
Sarstedt

Greiner Bio-one
Greiner Bio-one

Greiner Bio-one
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2.3 Chemikalien

Tabelle 2.3: Chemikalien.

Bezeichnung Hersteller
Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (19:1 v/v) Carl Roth
Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (37,5:1 v/v) Carl Roth
Agar Gibco
Agarose LE Biozym
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth
Ampicilin Carl Roth
3-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich
Borséure Carl Roth
Bromphenolblau (BPB) Sigma-Aldrich
Calciumchlorid Sigma-Aldrich

Chloroform/Isoamylakohol (24:1)
Coomassie brilliant blue R-250
D(+)-Sucrose

DEPC-behandeltes Wasser
Desoxyribonukleosidtriphosphat (ANTP) Solution Mix
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
Dinatriumhydrogenphosphat
Essigsdure

Ethanol > 99,8%

Ethanol, vergillt

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ficoll 400

Formamid 99,5%, deionisiert
Glycerin 87%

Glycin

Guanidiniumthiocyanat (GuSCN)
Harnstoff

Hefeextrakt

Hi-Di Formamide
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonséure (HEPES)
Isopropanol

Kaliumacetat
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycin

Lipofectamine 2000

Magnesiumacetat-Tetrahydrat

Merck
Sigma-Aldrich

Fluka

Thermo Fisher Scientific
New England Biolabs
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Carl Roth

Carl Roth

Merck

Biifa

Gibco

Sigma-Aldrich

Fluka

Sigma-Aldrich

Carl Roth

Carl Roth

Merck

Carl Roth

Carl Roth

Thermo Fisher Scientific
Carl Roth

Merck

Sigma-Aldrich

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Thermo Fisher Scientific
Merck
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Bezeichnung Hersteller
Magnesiumchlorid Merck
Magnesiumsulfat Sigma-Aldrich
Methanol Carl Roth
Milchpulver Carl Roth
Natriumacetat Merck
Natriumchlorid Carl Roth
Natriumdesoxycholat Merck
Natriumdihydrogenphosphat Merck
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth
Natriumhydroxid Merck
N-Lauroylnatriumsarcosin Serva

Nonidet P-40 (NP-40) LKB Instruments
Phenol/Chloroform/Isoamylakohol (25:24:1, pH 4,5-5,0) Carl Roth
Phenol/Chloroform/Isoamylakohol (25:24:1, pH 7,5-8,0) Carl Roth
Ponceau S Sigma-Aldrich
QIAzol Lysis-Reagenz Qiagen
Salzséure 32% Merck

SYBR-Gold (10.000-fach Konzentrat in DMSO)
Tamoxifen
N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris-HCl

a, o, a-Tris-(hydroxymethyl)-methylamin (Tris)
Trypton/Pepton aus Casein

Triton X-100

Tween 20

Wasserstoffperoxid, 35%

Xylencyanol (XC)

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Serva

Carl Roth

Carl Roth
Sigma-Aldrich
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2.4 Puffer und Losungen

Die verwendeten Puffer und Losungen wurden mit demineralisiertem Wasser aus einer

Millipore-Anlage (Millipore GmbH) hergestellt.

Tabelle 2.4: Puffer und Losungen.

Bezeichnung

Zusammensetzung

Blockierlosung
Coomassie-Entfarbelosung

Coomassie-Farbelosung

DNA-Isolationspuffer

6x DNA-Ladepuffer fiir Agarosegele

Elektrophoresepuffer fiir Agarosegele
Elektrophoresepufter fiir PAGE

10x Elektrophoresepuffer fiir
SDS-PAGE
FDA-Gebrauchslosung

FDA-Stockldsung
Ficoll-Ladepuffer

Fraktionierungspuffer
5x Hybridisierungspuffer
2x Ladepuffer fiir semidenaturierende

PAGE
Ladepuffer fiir denaturierende PAGE

2x Laemmli-Probenpuffer

Lyse-Pufter

Lysozym-Ldsung
Nonidet P-40 Puffer (NP-40)

PBS™

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)

15% Polyacrylamidldsung,
denaturierend

5 % (w/v) Milchpulver in TBST

40% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsdure

50% (v/v) Methanol, 7% (v/v) Essigsaure, 0,25% (W/v)
Coomassie brilliant blue R-250

100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 25 mM
EDTA (pH 8,0), 0,5% (w/v) SDS, 0,1 mg/ml Protei-
nase K, 20 pg/ml RNase A

50% (v/v) Glycerin, 1x TAE, ImM EDTA, 0,2% (w/v)
SDS, 0,025% (w/v) BPB und XC

1x TAE-Puffer, pH 8,5

1x TBE-Puffer, pH 8,3

250 mM Tris (pH 8,3), 2 M Glycin, 1% (w/v) SDS,
pH 8,3

40 uM FDA in Tricine-NaCl-Puffer

10 mM FDA in DMSO

20% Ficoll / 1x TBE

150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM
EDTA (pH 8,0)

75 mM HEPES, 250 mM Kaliumacetat, 5 mM Magne-

siumacetat-Tetrahydrat, pH 7,4
50% (v/v) Glycerin, 2x TBE, 0,1% (w/v) BPB und XC

7 M Harnstoff, 1x TBE, 0,1% (w/v) BPB und XC

125 mM Tris-HCI, 4% (w/v) SDS, 20% (v/v) Glycerin,
10% (v/v) B-Mercaptoethanol, 0,004% (w/v) BPB,

pH 6,8

8% (w/v) Sucrose, 5% (v/v) Triton X-100, 50 mM
EDTA, 50 mM Tris-HCI, pH 8,0

10 mg/ ml Lysozym in 1x TE-Puffer

50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 150 mM NaCl, 1% (v/v)
NP-40 oder 0,1% (v/v) Triton X-100

137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8 mM Na,HPO; - 2 H,O,
1,5 mM KH,POs4, 0,9 mM CaCl,, 0,5 mM MgCl,,

pH 7.4

137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na,HPOj, - 2 H>0,
1,5 mM KH,POy4, pH 7,4

15% (v/v) Acrylamid/ bis-Polyacrylamid (Vernet-
zungsgrad 19:1, v/v), 0,1% (w/v) APS, 0,1% (v/v)
TEMED, 1x TBE, 7 M Harnstoff
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Bezeichnung

Zusammensetzung

15% Polyacrylamidldsung,
semidenaturierend

Ponceau S-Farbelosung

2x Probenpuffer fiir Proteinextrakte
aus Zellen
radioimmunoprecipitation assay
Puffer (RIPA)

2x RNA-Ladepuffer fiir Agarosegele

4% Sammelgellosung

4x Sammelgelpuffer
Strip-Puffer

SYBR-Gold Gebrauchslosung
Transferpuffer

12% Trenngellosung

4x Trenngelpuffer
Tricine-NaCl-Puffer
50x Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE)

10x Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE)

Tris-EDTA-Puffer (TE)
1x Trypsin/ EDTA-Gebrauchslosung

Waschpufter Tris-buffered saline with
Tween 20 (TBST)

15% (v/v) Acrylamid/ bis-Polyacrylamid (Vernet-
zungsgrad 19:1, v/v), 0,1% (w/v) APS, 0,1% (v/v)
TEMED, 1x TBE, 4 M Harnstoff

0,2% (w/v) Ponceau S, 3% (v/v) Essigsédure

500 mM Tris-HCI, 20 mM DTT, 4% (w/v) SDS, 20%
(v/v) Glycerin, 0,05% (w/v) BPB, pH 6,8

50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 150 mM NaCl, 1% (v/v)
NP-40 oder 0,1% (v/v) Triton X-100, 0,1% (w/v) SDS,
0,5% (w/v) Natriumdesoxycholat

95% (v/v) Formamid, 0,5 mM EDTA, 0,025% (w/v)
SDS, 0,025% (w/v) BPB und XC, 0,025% (w/v) Ethi-
diumbromid

4% (v/v) Acrylamid/ bis-Polyacrylamid (Vernetzungs-
grad 37,5:1, v/v), 0,1% (w/v) SDS, 0,1% (w/v) APS,
0,1% (v/v) TEMED, 1x Sammelgelpufter

1 M Tris, pH 6,8

200 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS, 1% (v/v) Tween 20,
pH 2,2

0,002% (v/v) SYBR-Gold (10.000-fach Konzentrat in
DMSO) in 1x TBE

1x Elektrophoresepuffer fiir SDS-PAGE, 15% (v/v)
Methanol

12% (v/v) Acrylamid/ bis-Polyacrylamid (Vernet-
zungsgrad 37,5:1, v/v), 0,1% (w/v) SDS, 0,1% (w/v)
APS, 0,1% (v/v) TEMED, 1x Trenngelpuffer

1,5 M Tris, pH 8,8

10 mM Tricine, 150 mM NaCl, pH 7,8

2 M Tris (pH 8,5), 1 M Essigsédure, 100 mM EDTA,
pH 8,5

890 mM Borsdure, 20 mM EDTA (pH §,3), 890 mM
Tris (pH 8,3), pH > 8,0

10 mM Tris-HCI (pH 8), 1 mM EDTA, pH 7,4
Trypsin/ EDTA (10x) in PBS

30 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% (v/v) Tween 20,
pH 7,4
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2.5 Zellkultur

2.5.1 Zellkulturmedien und -zusitze

Tabelle 2.5: Zellkulturmedien und -zusitze.

Bezeichnung Hersteller

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) Sigma-Aldrich

Fetales bovines Serum Superior (FBS) Merck

Medium 199 Lonza

Opti-MEM 1 Thermo Fisher Scientific
RPMI 1640 GE Healthcare

0,4% Trypanblau (in 0,81% (w/v) NaCl & 0,06% (w/v) Sigma-Aldrich
Kalium-Phosphat)
10x Trypsin/ EDTA (0,5% (v/v), 0,2% (v/v)) GE Healthcare

2.5.2 Humane Zelllinien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sind humanen Ursprungs und Adhisionszell-

linien, die als Monolayer wachsen und kultiviert wurden.

Tabelle 2.6: Humane Zelllinien.

Bezeichnung Beschreibung Bezugsquelle

ECV-304 humane Harnblasenkarzinomzelllinie, Derivat von T-24, DSMZ
histologischer Grad G3, p53-Mutation (DSMZ-Nr. ACC 310)

RT-4 humane Harnblasenkarzinomzelllinie, klinisches Stadium T2, DSMZ
histologischer Grad G1 (DSMZ-Nr. ACC 412)

293T humane embryonale Nierenzelllinie, Trdger eines Plasmids DSMZ

kodierend fiir die Temperatur-sensitive Mutante des groB3en
SV-40 T-Antigens (DSMZ-Nr. ACC 635)

2.6 Bakterienkultur

2.6.1 Bakterienkulturmedien

Die verwendeten Puffer und Losungen wurden mit demineralisiertem Wasser aus einer
Millipore-Anlage (Millipore GmbH) hergestellt und vor dem Gebrauch fiir 20 min bei
120°C autoklaviert.
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Tabelle 2.7: Bakterienkulturmedien.

Bezeichnung Zusammensetzung

Luria broth Medium (LB) 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 1% (w/v) Trypton/Pepton aus
Casein, 1% (w/v) NaCl, pH 7,4

Super Optimal broth with Catabolite 2% (w/v) Trypton/Pepton aus Casein, 0,55% (W/v)

repression Medium (SOC) Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 10 mM KCI, 20 mM
MgCl,, 20 mM Glucose, pH 7,0

Fiir das GieBBen von Agarplatten wurden 1 Liter LB-Medium mit 1,5% (w/v) Agar versetzt
und wie oben beschrieben autoklaviert. Bevor das jeweilige Antibiotikum zugesetzt wer-
den konnte, musste die Losung zundchst auf 55°C abgekiihlt werden. Je nach vorhandenem
Resistenzgen im Bakterienstamm wurden entweder 30 pg/ ml Kanamycin oder 100 pg/ ml
Ampicillin dem Medium hinzugefiigt. AnschlieBend wurde die Losung unter der Steril-
werkbank in Petrischalen gegossen, ca. 2 h abkiihlen und trocknen lassen und bei 4°C ge-

lagert.

2.6.2 Bakterienstimme

Tabelle 2.8: Bakterienstamme.

Bezeichnung Genotyp Hersteller

E. coli DH5a F- endA1 gInV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR  Thermo Fisher Scientific
nupG ¢80dlacZAM15 A(lacZY A-argF)U169,
hsdR17(rK- mK+), A—

2.7 Enzyme

Tabelle 2.9: Enzyme.

Bezeichnung Hersteller
AmpliTag-DNA-Polymerase, 5 U/ ul, mit Puffer I und II Thermo Fisher Scientific
EcoRI, 10 U/ ul Thermo Fisher Scientific
FastDigest EcoRI, 1 pl/ Reaktion Thermo Fisher Scientific
Lysozym aus Hithnereiweif3, > 40.000 U/ mg Sigma-Aldrich
Proteinase K, 20 mg/ ml Merck

RiboLock RNase Inhibitor, 40 U/ ul Thermo Fisher Scientific
RNase A, 10 mg/ ml Thermo Fisher Scientific
RNase H, 2 U/ pul Thermo Fisher Scientific
RNase R, 20 U/ pl Epicentre
Taq-DNA-Polymerase, 5 U/ pl, mit ThermoPol Puffer New England Biolabs

TURBO DNase, 2 U/pl Thermo Fisher Scientific
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2.8 Antikorper

Tabelle 2.10: Antikorper.

Bezeichnung

Hersteller

Rabbit-anti-TRAM1 (TA308042), IgG, polyklonal
Goat-anti-Rabbit (P0448), HRP-gekoppelt, IgG, polyklonal
Mouse-anti-B-Aktin (sc-47778), 1gG, polyklonal

OriGene Technologies
Agilent Technologies
Santa Cruz Biotechnology

Goat-anti-Mouse (P0447), HRP-gekoppelt, I1gG, polyklonal Agilent Technologies
2.9 Kits

Tabelle 2.11: Kits.

Bezeichnung Hersteller

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
Caspase-Glo 3/7 Assay Systems

Dual Promoter TA Cloning Kit with pCRII vector
ExS-Pure Enzymatic PCR Cleanup Kit

GenElute Plasmid Miniprep Kit

QlAquick Gel Extraction Kit

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit

RNeasy Midi Kit

SuperScript Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR
SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate Kit
2x SYBR Select Master Mix

Thermo Fisher Scientific
Promega

Thermo Fisher Scientific
Nimagen

Sigma-Aldrich

Qiagen

Thermo Fisher Scientific
Qiagen

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

2.10 Grofienstandards

Tabelle 2.12: Grofienstandards.

Bezeichnung

Hersteller

Gene Ruler DNA Ladder Mix

Gene Ruler Ultra Low Range DNA Ladder
PageRuler Prestained Protein Ladder
RiboRuler High Range RNA Ladder

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific




2 Material 33

2.11 Nukleinsiauren

2.11.1 Primerpaare

Die in dieser Arbeit fiir PCR-Reaktionen verwendeten Primerpaare wurden von der Firma
Metabion synthetisiert und geldst in H2O mit einer Endkonzentration von 100 uM gelie-
fert. Die Konzentrationen und der Reinheitsgrad der DNA-Oligonukleotide wurden pho-
tometrisch iiberpriift (Abschnitt 3.3.3) sowie die Qualitdtskontrolle mittels denaturierender
PAGE (Abschnitt 3.3.8.2) durchgefiihrt. In Tabelle 2.13 sind nur die Primerpaare gelistet,
die aus einer Vielzahl entworfener Primer pro Ziel-Transkript flir nachfolgende Versuche
ausgewdhlt oder aus anderen Quellen bezogen wurden. Alle weiteren in dieser Arbeit an-

gegebenen DNA-Oligonukleotide sind in Abschnitt 7.3 im Anhang angefiihrt.

Tabelle 2.13: Primerpaare mit deren zugehorigen Sequenzen, Amplikonlingen sowie den
Zieltranskripten. (fwd/ for P = forward Primer, rev P = reverse Primer)

Bezeichnung Sequenz 8’ - 3’ Amplikon- Ziel-
linge Transkripte

188 fwd' CACATCCAAGGAAGGCAGCAG

18S rev! GACTTGCCCTCCAATGGATCC 152bp I8S-rRNA*

M13 fwd GTTTTCCCAGTCACGAC

M13 rev CAGGAAACAGCTATGAC ) )

linTRAM1 fwd P8 ATCTGGTCAGCTTAGTGCGT 111 bp iﬁﬁe;giﬁrl

linTRAM1 rev P8 TCTTATGGAGGGCTATCCCCA /

Transkripte
TRAMP 1 -for? AATCACGCGGACATCGTCTC 131y, lneare TRAMI-
TRAMP] -rev? TGTTCTTCTGTTGCTGGGAGG P Transkripte

circjunction 56 - fwd 2 CTACTTCCAGAAAACCAAAAAAAAGA
circTRAM1-56 rev P2 ACAGTAGCCAAATCTTTGATGCC
circTRAM1-57 fwd P4 CAGCTGGCTTACTGGCTTCA
circTRAM1-57 rev P4 TTGCTGGGAGGGTGACATTG

83 bp circTRAM1-56

118 bp  circTRAMI1-57

lineare und zir-

1inS100A6 fwd P9 ACTTGGACCGGAACAAGGAC i
1inS100A6 rev P9 AGGGTGTCTCCATCTTCCCT 126bp  kulire SI00A6-
Transkripte
ICAM for? AGCCGCAGTCATAATGGGC
ICAM rev? TATTTCTTGATCTTCCGCTGGC 72bp ICAMI
HUPO fwd' CTGGAGAAACTGCTGCCTCAT .
HUPO rev' CACCTTATTGGCCAGCAACA 99'bp HUPO
B-Glu fwd' TTTGGAATTTTGCCGATTTCAT .
B-Glu rev! GCCGAGTGAAGATCCCCTTT 78 bp GUSB
BCAP31 fwd P5 AAGCAAAAACTAGAGAAAGCTGAA 133 bp BCAP3 LY
BCAP31 rev P5 TGTCCATGGGACCATCTACTG
BCRC-3 fwd divergen® ~ GTCAGGAGGGCAGCAGTAGA 173 bp BCRC.A

BCRC-3 rev a'ivergent3 AACTCAATAGCCATTTCACCAC
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Bezeichnung Sequenz §’ - 3’ Amplikon- Ziel-
linge Transkripte
MALAT] fwd’ GACGGAGGTTGAGATGAAGC
MALATI rev? ATTCGGGGCTCTGTAGTCCT 84bp MALATI
GAP2 fwd' ATCCCATCACCATCTTCCAGG
%
GAP2 rev' CCTTCTCCATGGTGGTGAAGA 108 bp GAPDH
p27 fwd’ TAATTGGGGCTCCGGCTAACT 16 b 57K
p27 rev? TGCAGGTCGCTTCCTTATTCC p p
BAX 2 fwd' TGGAGCTGCAGAGGATGATT _ B
BAX 2 rev! AGCTGCCACTCGGAAAAAGA P ax
Ki67 fwd' CGGACTTTGGGTGCGACTT
678
Ki67 rev' CAACTCTTCCACTGGGACGAT 202 bp Ki-67
. euli
circTRAMI fwd P6 GTTTGGGGCACATTCATTCTCATC 320 bp, ?g&rle
circTRAMI1 rev P6 GGAGAAGTGCATTCGCCTGT 384 bp )
Transkripte
. el
circS100A6 fwd P6 GGGTCCTCTCTGAGTCAAATCCA 150 bp, gllrog :ge
circS100A6 rev P6 GGCTGGGCTTGGAGAAATTTGA 443 bp )
Transkripte
circS100A6-24 fwd P4 GGTCAAATTT AAGCTGCAGGATGC .
circS100A6-24 rev P4  AGGAAGGTGACATACTCCTGGAA 102bp  circS100A6-24
ircS100A6-27 fwd P2
circS100A6-27 fwd CATCTTCCACAAGTACTCCGGC 106 bp cireS100A6-27

circS100A6-27 rev P2

TCTGCGCAGCGAGCCAAT

! zur Verfiigung gestellt von Merle Hanke (IMM, Universitiit zu Liibeck)
2 zur Verfiigung gestellt von Rosel Kretschmer-Kazemi Far (IMM, Universitit zu Liibeck)

3 (Xie et al., 2018)
4 (Tripathi et al., 2013)

* fiir weitere Informationen vgl. Tabelle 4.13

Y fiir weitere Informationen vgl. Tabelle 4.22



2 Material

35

2.11.2 Antisense-Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten unmodifizierten Antisense-Oligonukleotide (asON) wur-

den von der Firma Metabion synthetisiert und geldst in H2O mit einer Endkonzentration

von 100 uM geliefert. Die eingesetzten modifizierten asONs (Gapmere) wurden zusétzlich

per Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) aufgereinigt. Die Konzentrationen

und der Reinheitsgrad der DNA-Oligonukleotide wurden photometrisch iiberpriift (Ab-

schnitt 3.3.3) sowie die Qualitdtskontrolle mittels denaturierender PAGE (Abschnitt
3.3.8.2) durchgefiihrt.

Tabelle 2.14: Antisense-Oligonukleotide mit deren zugehdrigen Sequenzen und Ziel-Tran-
skripten. Weiterhin wurde ein scrambled Gapmer (scr3) als Kontrolle ohne genomische Zielse-
quenz in dieser Arbeit verwendet. Phosphorothioat-modifizierte Internukleotid-Verkniipfungen

sind mit einem Stern gekennzeichnet und 2’-O-Methyl-Modifikationen unterstrichen dargestellt.

Bezeichnung

Sequenz 5’ —» 3’

Ziel-Transkripte

asOligo56-1
asOligo56-6
asOligo57-1
asOligo58-1
asOligo59-2

asOligo-linE4-1
asOligo-linE4-2
asON linE1-T1
asON linE1-T2
asON linE1-T3
asON linE3-T4

asON linE4-1

asON 56-1
asON 56-6
asON 57-1
asON 57-5
asON scr3!
asON ICAM1?

GTAGCTTGTTCTTTTTTTTGG
TCAGTAGCTTGTTCTTTTTTT
CTTTTGCCGTTATTTTTTTGG
ATTTTGTCATCAGGTTATGGG
ATGTCCGCGTGATTGTCATCA

GTAGAACGCACTAAGCTGACC

CTAAGCTGACCAGATTCATTA

U*G*C*U*C*C*G*C*C*C*C*G*G*T*T*C*U*G*C*U

G¥*U*G*CHT*T*T*T*C*T*T*G*C*G*A*A*U*C*G*C

A*G*A*C*G*A*T*G*T*C*C*G*C*G*T*G*A*U*U*C

C*G*C*C*A*CH*T*A*G*C*A*T*G*T*A*G*A*A*G*A*A

G*U*A*G*A*A*C*G*C*A*CHFT*A*A*G*C*T*G*A*C*C

G¥U*A*G*CH*T*T*G*T*T*CHT*T*T*T*T*T*U*U*G*G
U*C*A*G*T*A*G*CH¥T*T*G*T*T*C*T*T*T*U*U*U*U
C*UXU*UAT*G*C*C*G*T*T*A*T*T*T*T*T*U*U*G*G
A*AXGHCHT*THT*FT*G*C*C*G*T*T*A*T*T*U*U*U*U
C*C*G*G*T*C*A*G*A*C*C*A*G*T*G*C*G*U*C*C*G
A*¥U*C*A*G*A*T*G*C*G*T*G*G*C*C*T*A*G*U*G

circTRAM1-56
circTRAM1-56
circTRAM1-57
circTRAM1-58
circTRAM1-59

lineare und zirkulire
TRAMI-Transkripte
lineare und zirkulire
TRAMI-Transkripte
lineare TRAMI1-
Transkripte
lineare TRAMI1-
Transkripte
lineare TRAMI1-
Transkripte
lineare und zirkulire
TRAMI-Transkripte
lineare und zirkulire
TRAMI-Transkripte
circTRAM1-56
circTRAM1-56
circTRAM1-57

circTRAM1-57

ICAM1

! (Kretschmer-Kazemi Far and Sczakiel, 2003)
2 zur Verfiigung gestellt von Rosel Kretschmer-Kazemi Far (IMM, Universitit zu Liibeck)
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2.12 Programme

Tabelle 2.15: Programme.

Bezeichnung

Hersteller / Institut

Applied Biosystems 7900 Fast Real-Time PCR
System Software SDSv2.4.1
BLAST / Primer-BLAST

Chromas 2.6.6

Clone Manager 7.04

Image Quant 5.2

IrfanView 4.44

LALIGN/PLALIGN

mfold

Microsoft Office 2010

MULTALIN

NEB Tm Calculator v.12.0

Oligo Extinction Coefficient Calculator
RNAfold WebServer

Thermo Fisher Scientific

NCBI
Techne

Sci Ed

Molecular Dynamics

Technische Universitit Wien
California Institute of Technology
The RNA Institute

Microsoft Corporation
PBIL-IBCP

New England Biolabs

The Scripps Research Institute
Institute for Theoretical Chemistry

Snapgene viewer 5.1 GSL Biotech LLC

Tabelle 2.16: Weblinks.

Bezeichnung Weblinks

BLAST https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
circNet http://circnet.mbc.nctu.edu.tw/

Circular RNA Interactome
Ensembl
LALIGN/PLALIGN

mfold
miRBase
miRDB
MULTALIN

NCBI

NEB Tm Calculator v.12.0

Oligo Extinction Coefficient Calculator
Primer-BLAST

reactome

RNA22

RNAfold WebServer

StarMir
STRING
TarBase

TargetScan
UniProt

https://circinteractome.nia.nih.gov/
https://www.ensembl.org/index.html

https://fasta.bioch.virginia.edu/fasta www?2/fasta
www.cgi?rm=lalign
http://www.unafold.org/mfold.php
http://www.mirbase.org/

http://www.mirdb.org/
https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?
page=/NPSA/npsa_multalin.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://tmcalculator.neb.com/#!/main
http://www.fechem.uzh.ch/MT/links/ext.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://reactome.org/
https://cm.jefferson.edu/rma22/
http://mna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/
RNAfold.cgi
http://sfold.wadsworth.org/cgi-bin/starmirtest2.pl
https://string-db.org/
https://carolina.imis.athena-innovation.gr/diana
tools/web/index.php?r=tarbasev8%:2Findex
http://www .targetscan.org/vert 72/
https://www.uniprot.org/
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3  Methoden

3.1 Insilico Analysen von Transkripten und Anwendungen

3.1.1 Insilico Analysen von linearen Transkripten

Fiir die in silico Analysen linearer Transkripte wurde zundchst der gesuchte Genlokus in
Ensembl und NCBI betrachtet und die vorhergesagten Spleiflvarianten beider Datenbanken
miteinander verglichen. Konkret wurden die Exon-Intron-Strukturen, die Langen, der Bio-
typ, das transcript support level (TSL) sowie die log(fc)-Werte der einzelnen Spleiflvarian-
ten aus der Transkriptomanalyse ermittelt und diese Daten fiir den selektiven Entwurf von
Primerpaaren (Abschnitt 3.1.3) verwendet. Weiterhin wurden die Produkte kodierender
RNA-Spezies in UniProt untersucht und unter anderem die Lokalisation und Funktionen
der Proteine in der Zelle sowie mogliche Modifikationen und Protein-Isoformen studiert.
Die Analyse der Beteiligung an Stoffwechselwegen und Identifikation von Interaktions-

partnern eines Proteins wurde in reactome und STRING durchgefiihrt.

3.1.2 In silico Analysen von zirkuldren Transkripten

3.1.2.1 Analyse zirkulirer Transkripte eines Genlokus

Fiir die in silico Studien zirkuldrer Transkripte wurden zunichst die in der Transkriptom-
analyse auffilligen zirkuliren RNAs (circRNA) in Circular RNA Interactome betrachtet
und die Lingen und Exon-Kompositionen sowie deren backsplice junction (BSJ) Sequen-
zen ermittelt, auf deren Basis die Entwicklung divergenter Primerpaare (Abschnitt 3.1.3)

stattfand (Dudekula et al., 2016).

3.1.2.2 Analyse RNA-bindender Proteine mit vorhergesagten Bindungsstellen in
zirkuliren Transkripten

Die Analyse RNA-bindender Proteine mit vorhergesagten Bindungsstellen in zirkuldren
Transkripten und deren flankierenden Regionen wurde mittels der Plattform Circular RNA

Interactome durchgefiihrt (Dudekula ef al., 2016).

3.1.2.3 Analyse flankierender Intron-Sequenzen von zirkulidren Transkripten

Die Analyse von Intron-Sequenzen zirkuldrer Transkripte kann einen Hinweis darauf ge-

ben, mit welcher Wahrscheinlichkeit eine vorhergesagte circRNA-Spezies real in der Zelle
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vorkommt. Dafiir wurden die flankierenden Introns der zirkuldren RNAs auf invers kom-
plementdre Sequenzen untersucht, welche nach deren Basenpaarung das Backsplicing
durch rdumliche Anndherung der Exonenden erleichtern konnen (Chen, 2016).

Zunichst wurden die Sequenzen der Introns bzw. untranslatierten Regionen (UTR)-Berei-
che des jeweiligen linearen Referenztranskriptes fiir die Bildung von circRNAs aus der
Datenbank Ensembl bezogen. AnschlieBend wurden die nicht-kodierenden Sequenzen mit-
einander verglichen, die bei dem jeweiligen zirkuldren Transkript an die dulleren Exons der
spiteren BSJ angrenzen. Daflir wurde die Komplementaritit der Sequenzen mittels der
Software LALIGN/PLALIGN untersucht, welche nach dem Smith-Waterman Algorithmus
(Smith and Waterman, 1981) lokale Alignments der Sequenz-Eingaben durchfiihrt. Als
Ergebnis erhdlt man die Ausgabe der invers komplementiren Sequenzen sowie die Anzahl
und den prozentualen Anteil der komplementdren Nukleotide. Die hochsten drei Sequenz-
iibereinstimmungen wurden darauthin genauer betrachtet und alle weiteren lokalen A/ign-
ments nur mit der Anzahl und dem Anteil der komplementédren Nukleotide zusammenge-

fasst.

3.1.3 Entwicklung von Primerpaaren

Primer sind einzelstringige DNA-Oligonukleotide, die als Startsequenz fiir die Amplifika-
tion ausgewdhlter DNA-Sequenzen in der konventionellen und quantitativen PCR (Ab-
schnitt 3.3.7) sowie der Sequenzierungsreaktion (Abschnitt 3.3.13) dienen. Die Entwick-
lung von konvergenten Primerpaaren wurde zunédchst anhand der Sequenzeintridge des hu-
manen Transkriptoms in der NCBI-Datenbank vorgenommen, die Spezifitit der Primer
mittels einer BLAST-Analyse untersucht und schlieBlich die Uberpriifung auf ungiinstige
Sequenzmotive durchgefiihrt.

Konkret wurden fiir die Analyse von linearen Transkripten konvergente Primerpaare ent-
worfen, die zu einem PCR-Produkt einer Lange von 70 — 150 Nukleotiden fithren und eine
Schmelztemperatur von 57 — 63 °C aufweisen, um Anwendung in der nachfolgenden two-
step quantitativen PCR finden zu konnen. Weitere Kriterien wihrend der Entwicklung der
DNA-Oligonukleotide betreffen deren Position in der Zielsequenz, wobei man zwischen
Exon-Exon-bindenden, Intron-umspannenden und innerhalb eines Exons liegenden Pri-
merpaaren unterscheidet. Zu bevorzugen ist die erstgenannte Kategorie an Primerpaaren,
da hier die Amplifikation von genomischer DNA nahezu ausgeschlossen ist und nur reife
Transkripte mit vorhandenen Exon-Exon-Ubergiingen nachgewiesen werden kdnnen. Auch

Intron-umspannende Primerpaare liefern eine hohere Sicherheit der Detektion von Nukle-
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insduren des Transkriptoms, sofern das eingeschlossene Intron ausreichend groB ist und so
die effiziente Amplifikation eines ldngeren PCR-Produktes auf genomischer Ebene verhin-
dern kann. Schlielich bringen Primerpaare innerhalb des gleichen Exons das grofite Risi-
ko mit sich, dass neben den Zieltranskripten auch DNA-Sequenzen amplifiziert werden,
sofern Spuren von genomischer DNA in den Proben der RNA-Isolation zu finden sind.
Weiterhin wird die Vorauswahl an Primerpaaren fiir den Nachweis eines bestimmten Tran-
skriptes mittels einer BLAST-Analyse auf Bindung an unerwiinschte Nukleinsiure-
Sequenzen iiberpriift. Andererseits kann die Detektion von Spleilvarianten eines Genlokus
durch das Primerpaar gegen das Zieltranskript nicht immer ausgeschlossen werden. Daher
richtete sich in dieser Arbeit zusétzlich der Blick auf die Daten der Transkriptomanalyse
und die gemessenen log(fc)-Werte der einzelnen SpleiBlvarianten eines Gens. Es wurde
anhand der Auswahl der Oligonukleotidpaare versucht, Transkriptvarianten mit gleicher
Tendenz der log(fc)-Werte einzuschlieBen und von solchen ohne oder mit umgekehrter
Richtung abzugrenzen.

Zuletzt wurden die einzelnen Sequenzen der Oligonukleotide genauer betrachtet und auf
ungiinstige Motive gepriift. Dazu zéhlen mehrfache Wiederholungen des gleichen Nukleo-
tids direkt hintereinander sowie ein zu hoher GC-Anteil insbesondere am 3°-Ende der Se-
quenzen. Aulerdem wurde das Potential fiir die Bildung selbstkomplementdrer Strukturen
und eine mogliche Dimerisierung von Oligonukleotiden fiir die abschlieBende Entschei-
dung fiir oder gegen ein Primerpaar einbezogen.

Fiir den Nachweis von zirkuldren Transkripten wurden neben den bereits beschriebenen
konvergenten Primern mit aufeinander zulaufender Ausrichtung auch solche entworfen, die
auf einer linearen Sequenz in entgegengesetzte Richtungen zeigen wiirden. Diese divergen-
ten Primerpaare erzeugen nur dann ein spezifisches PCR-Produkt, wenn die Enden des
vorhergesagten zirkuldren Transkriptes aneinander gesplei3t sind und die DNA-Polyme-
rase die jeweils andere Primerbindungsstelle erreichen kann. Wihrend das konvergente
Oligonukleotidpaar also zeigt, ob ein bestimmtes Transkript {iberhaupt in der vorliegenden
Probe vorhanden ist, konnen divergente Primerpaare einen Hinweis darauf geben, ob aus
der Transkriptvariante auch zirkuldre RNA-Spezies hervorgehen.

Fiir den konkreten Entwurf der divergenten Primerpaare wurde die Plattform Circular RNA
Interactome genutzt (Dudekula et al., 2016), die bereits fiir die Suche nach zirkuldren
RNAs eines Genlokus verwendet wurde. Durch Eingabe der Bezeichnung der jeweiligen
circRNA ldsst sich unter anderem die BSJ-Sequenz ermitteln und kann fiir die Entwicklung
der Oligonukleotide in NCBI {iibertragen werden. Das weitere Vorgehen fiir den Entwurf

der divergenten Primerpaare entspricht der oben beschriebenen Prozedur fiir lineare Tran-
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skripte. Im Verlauf der Arbeiten an zirkuliren RNAs stellte sich jedoch die Uberpriifung,
ob divergente Primer mehrere zirkuldire RNA-Spezies nachweisen konnen, als besonders
wichtig heraus, da dies zu mehreren anstatt eines einzelnen spezifischen PCR-Produktes
filhrt. Demnach mussten in einem fortgeschrittenen Stadium des Forschungsvorhabens
neue Vorgehensweisen fiir den Entwurf von spezifischen divergenten Primern entwickelt

werden.

3.1.4 Entwicklung von Antisense-Oligonukleotiden

Die Entwicklung von Antisense-Oligonukleotiden (asON) wurde mit dem Ziel einer Se-
quenz-spezifischen Degradation von Transkripten in vitro (Abschnitt 4.2.4) oder in Zellen
(Abschnitt 4.7.4) durchgefiihrt. Dabei bilden die einzelstringigen DNA-Oligonukleotide
einer Liange von 13 bis 25 Nukleotiden einen Duplex mit der komplementéren Sequenz des
jeweiligen Transkriptes, welcher durch das Enzym RNase H erkannt und die RNA-
Sequenz hydrolysiert werden kann (Lundin et al., 2015). Auch die Formierung transla-
tionskompetenter Komplexe kann durch die Bindung von asONs an ihr Ziel-Transkript

sterisch erschwert werden (Chan et al., 2006).

3.1.4.1 Faltung von Transkripten

Damit asONs ihre suppressive Wirkung auf ein Transkript optimal erzielen kdnnen, miis-
sen die Bindungsstellen der mRNA frei zugénglich und nicht in stabilen Sekundérstruktu-
ren involviert sein. Daher wurden die linearen Ziel-Transkripte zunéchst unter Nutzung der
Programme mfold und RNAfold WebServer mit den voreingestellten Bedingungen gefaltet
und fiir die Suppression zugingliche Bereiche identifiziert. Dabei wurden verschiedene
vorgeschlagene Sekundérstrukturen betrachtet und verglichen und ungepaarte Sequenzbe-
reiche nur dann als zugénglich eingestuft, wenn diese in allen Strukturvorschldgen konser-
viert waren. Des Weiteren sollten die einzelstrdngigen Sequenzbereiche eine Linge von 10
Nukleotiden nicht unterschreiten. Die Strukturvorhersagen beruhen auf der Berechnung der
freien Enthalpie AG (Gibbs Enthalpie), wobei die Ausbildung von Sekundirstrukturen mit
hoher Energiefreisetzung als wahrscheinlich angenommen wird und zu einer thermodyna-

misch stabilen Gesamtstruktur der RNA fiihrt.

3.1.4.2 Entwurf von Antisense-Oligonukleotiden

Nachdem geeignete ungepaarte Sequenzbereiche der zu supprimierenden linearen Tran-

skripte definiert waren, wurden pro zugingliche RNA-Sequenz mehrere asONs entworfen.
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Konkret wurde die jeweils erste Basenpaarung des DNA-RNA-Hybrides ausgehend vom
5‘- und 3‘-Ende des asONs mdoglichst im ungepaarten Bereich von Haarnadelstrukturen
angesetzt, sodass das Auflosen partiell doppelstringiger Bereiche der RNA-Sekundar-
struktur und die Anlagerung des asONs aus beiden Richtungen erleichtert wird.

Fiir die Entwicklung von asONs gegen zirkuldre Transkripte wurden keine Sekundérstruk-
turvorhersagen einbezogen, da nur die BSJ fiir eine spezifische Suppression einer zirkula-
ren RNA infrage kommt. Pro Transkript wurden mehrere DNA-Oligonukleotide entworfen
und entlang der BSJ-Sequenz verschoben. Ebenso wie bei der Generierung von Primerpaa-
ren (Abschnitt 3.1.3) wurden auch die asONs auf unerwiinschte Sequenzmotive sowie Off-
Target-Effekte iiberpriift und in die finale Auswahl der Sequenzen fiir die Suppressionsex-

perimente einbezogen.

3.1.4.3 Modifikationen von Antisense-Oligonukleotiden

Wihrend fiir die in vitro Analyse der RNase H-Spaltung nicht-modifizierte asONs ver-
wendet werden konnen, werden diese im zelluldren Milieu noch vor Eintreten des Suppres-
sionseffektes durch Nukleasen degradiert. Daher werden in zelluldren Suppressionsstudien
chemisch modifizierte asONs eingesetzt, die eine erhdhte intrazelluldre Stabilitdt aufwei-
sen. Andererseits sollten diese Modifikationen nicht zytotoxisch sein oder Sequenz-
unabhéngige biologische Effekte hervorrufen sowie die Watson-Crick Basenpaarung nicht
unterbinden.

Die erste ausgewdéhlte Modifikation betrifft daher das Zucker-Phosphat-Riickgrat des ge-
samten DNA-Oligonukleotids, wo der Austausch eines Sauerstoffatoms durch ein Schwe-
felatom in der Phosphodiesterbindung vorgenommen wird. Die zweite Modifikation wird
jeweils an den 4 terminalen Nukleotiden vom 3‘- und 5‘-Ende des Phosphorothioats (PS)
angewendet und die 2‘-OH-Gruppe der Ribose durch eine 2‘-O-Methylgruppe substituiert.
Wihrend die PS-Modifikation zu keiner Einschrinkung des RNase H-Mechanismus fiihrt,
konnen die zusétzlich 2°-O-Methyl-modifizierten Regionen nicht durch das Enzym gespal-
ten werden (Altmann et al., 1996). Daher werden beide Modifikationen in einem asON
vereint und dieses als Gapmer bezeichnet, sodass die flankierenden 2°-O-Methyl-
modifizierten Regionen die Resistenz gegeniiber Nukleasen erhéhen und der zentrale PS-
modifizierte Bereich weiterhin RNase H-abhingige Mechanismen erlaubt (Kurreck et al.,
2002). Auch beim Entwurf und der Validierung der Gapmere insbesondere beziiglich Off-
Target-Effekten muss die eingeschrinkte RNase H-Spaltung des Ziel-Transkriptes nur an
PS-modifizierten Nukleotiden des asONs beachtet werden.
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3.1.5 Analyse von miRNA-Bindungsstellen in Transkripten

Fiir die Analyse von miRNA-Bindungsstellen in Transkripten wurde sich zunéchst ein
Uberblick iiber die verfiigbare Software und deren verwendete Algorithmen und Kriterien
verschafft (Agarwal ef al., 2015; Chipman and Pasquinelli, 2019; Peterson et al., 2014).
Insgesamt wurden 26 Programme getestet, von denen 11 nicht mehr funktional waren oder
auf einer veralteten Datenbank beruhten. Von den verbleibenden Programmen wurden 7
(TargetScan, miRanda, TarBase, miRDB, miRNAMap, TargetSpy, miRNet) fiir die Analyse
der miRNA-Bindungsstellen in linearen RNA-Spezies genutzt, die nur die 3'-UTR eines
Transkriptes erfassen. Weitere 4 Softwares (miRBase, RNA22, StarMir, TargetScan) er-
laubten entweder eine beliebige Sequenzeingabe oder enthielten auch die kodierenden Be-
reiche von Transkripten in der Auswahl und konnten zusétzlich fiir die Untersuchung von
miRNA-Bindungsstellen in circRNAs genutzt werden. Die Plattformen Circular RNA In-
teractome und circNet sind als einzige auf die Vorhersage der Bindungsstellen in zirkuld-
ren Transkripten spezialisiert, wobei letztere Datenbank fiir die Analyse von circRNA-
miRNA-mRNA-Netzwerken genutzt wurde. Jedes Programm setzt eigene Schwerpunkte in
der Berechnung von Bindungswahrscheinlichkeiten und der Gewichtung einzelner Parame-
ter wie der Konservierung und Zuginglichkeit von Bindungsstellen, der Anderung der
freien Enthalpie AG und der Bindung des seed-Bereiches von miRNAs, welche eine per-
fekte Komplementaritit von 6 bis 7 Nukleotiden aufweisen sollte (Rajewsky, 2006). Daher
wurden die Ergebnisse verschiedener Plattformen miteinander verglichen und wiederholt
auftretende miRNAs als potentielle Kandidaten fiir eine reale Bindung an Transkripte in

der Zelle betrachtet.

3.2  Zellbiologische Methoden

Die verwendeten Zelllinien wurden im CO»-Inkubator bei einer Temperatur von 37°C, 5%
CO»-Begasung und einer Luftfeuchtigkeit von mindestens 95% kultiviert. Alle Zellkultur-
arbeiten wurden bei Raumtemperatur unter einer sterilen Werkbank der Sicherheitsstufe 11
durchgefiihrt, wobei die verwendeten Puffer, Medien und Chemikalien vor der Benutzung
im Wasserbad auf 37°C erwdrmt wurden. Vor Beginn der Zellkulturarbeiten wurden die
Zellen hinsichtlich Kontaminationen, Wachstumsverhalten, Morphologie und Konfluenz

lichtmikroskopisch kontrolliert.
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3.2.1 Kultivierung und Passagieren von Zelllinien

ECV-304-Zellen wurden in Medium 199, RT-4-Zellen in Medium RPMI 1640 und 293T-
Zellen in Dulbecco’s MEM in 75c¢m?-, 175cm?-Gewebekulturflaschen oder in Zellkultur-
schalen kultiviert, wobei alle verwendeten Medien mit 10% FBS supplementiert wurden.
Alle Zelllinien wurden ausgehend von einer Kryokultur aus 10° Zellen in 1 ml Einfrierme-
dium (Abschnitt 3.2.2) in Kultur genommen. Zunichst wurde das jeweilige Medium in ein
50ml-PPN-Ro6hrchen dekantiert und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Nach Zugabe
von 1x Trypsin/EDTA folgte eine fiinfminiitige Inkubation der entsprechenden Zelllinie im
Brutschrank bei 37°C. Das Abldsen der Zellen vom Flaschenboden wurde im Lichtmikro-
skop tiberpriift und gegebenenfalls durch Klopfen gegen die Kulturflasche unterstiitzt. Zum
Abstoppen der Reaktion wurde das aufgefangene Medium in die Zellkulturflasche zurtick-
gefiihrt und die Zellsuspension in ein 50ml-PPN-Rohrchen iiberfiihrt. Dieses wurde fiir 4
min bei 1000 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 1 ml des
jeweiligen Mediums resuspendiert.

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mittels Neubauer Zdhlkammer und Trypanblaufirbung,
dessen Farbstoff nur in ,,tote Zellen eindringt. Vitale Zellen aus 4 Grof8quadraten wurden

ausgezédhlt und deren Mittelwert zur weiteren Berechnung der Zellzahl herangezogen:
Zellzahl pro ml = mittlere Zellzahl aus 4 GroBquadraten - 10.000 - 2 (Verdiinnungsfaktor).

Zur weiteren Kultivierung wurde frisches Medium in eine neue Zellkulturflasche vorgelegt
und das entsprechende Volumen der Zellsuspension hinzugefiigt. Je nach Konfluenz und
Zelllinie wurde zwei- bis dreimal pro Woche Medium gewechselt oder die Zelllinie ab

einer Konfluenz von 80% passagiert.

3.2.2 Kryokonservierung von Zelllinien

Zur Kryokonservierung von Zelllinien wurde zunichst der NALGENE Cryo 1°C Freezing
Container mit Isopropanol befiillt und fiir einen Tag bei -80°C gelagert. Das Einfrierme-
dium wurde aus dem jeweiligen Zellkulturmedium versetzt mit 20% FBS und 10% DMSO
hergestellt. Die Zellen wurden iiber mehrere Passagen expandiert und 10° Zellen in 1 ml
Einfriermedium in ein Kryo-Rohrchen {iberfiihrt. Nach einer Lagerung von mindestens
einem Tag bei -80°C in der Einfrierhilfe, die eine langsame und kontinuierliche Tempera-
turreduktion um 1°C pro Minute garantiert, konnten die Kryo-Réhrchen zur langfristigen

Konservierung der Zelllinien in den Fliissigstickstoff-Tank tiberfiihrt werden.
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3.2.3 Transfektion von Zelllinien mit Antisense-Oligonukleotiden

Die Transfektionsversuche erfolgten in 12-Well-Platten, wobei sich nachfolgende Volu-
menangaben auf ein Loch der Platte beziehen. 100.000 ECV-304-Zellen oder 150.000 RT-
4-Zellen wurden ca. 18 h vor der Transfektion pro Well ausgebracht, sodass die Konfluenz
bei Versuchsbeginn bei 90% lag.

Zunidchst wurde der Transfektionsmix aus der doppelten Konzentration des jeweiligen
asONs in OptiMEM I hergestellt, wihrend in einem weiteren Ansatz das Transfektionsrea-
genz Lipofectamine 2000 (LF) ebenfalls in doppelter Konzentration in OptiMEM 1 pipet-
tiert wurde. Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten des LF-Ansatzes wurden gleiche
Anteile beider Mischungen vereint, sodass die Endkonzentration von 5 pg/ml fiir LF und
von 100 nM fiir das verwendete asON erzielt wurden. Eine weitere Inkubation von 20 min
bei Raumtemperatur diente der Micellenbildung mit den darin eingeschlossenen asONs.
Das jeweilige Medium wurde wihrend der 20-miniitigen Komplexbildung abgesaugt und
die Zellen mit 1 ml OptiMEM I gewaschen. Nachdem 400 pl des Transfektionsmixes in
jedes Well gegeben wurden, erfolgte eine vierstiindige Inkubation der Zellen im Brut-
schrank. AnschlieBend wurde der Transfektionsmix mit 1 ml nicht-supplementierten Zell-
kulturmediums verdiinnt und abgesaugt und durch 1 ml des jeweiligen Vollmediums er-
setzt. Die Zellen wurden bis zur Zellernte fiir weitere 48 h im CO»-Inkubator kultiviert und

beobachtet.

3.2.4 Tamoxifen-Behandlung von ECV-304-Zellen

Als Positivkontrolle fiir die Induktion von apoptotischen Prozessen wurden ECV-304 fiir 5
h mit 100 uM Tamoxifen in supplementiertem Zellkulturmedium behandelt und anschlie-
Bend die Zellernte fiir die RNA-Isolation (Abschnitt 3.2.5.1), fiir Western Blot Analysen
(Abschnitt 3.2.5.3) sowie fiir die Vitalitits- und Apoptosemessung (Abschnitt 3.2.7) vor-

genommen.

3.2.5 Zellernte

3.2.5.1 Zellernte fiir RNA-Isolation

ECV-304- und RT-4-Zellen wurden zur Isolation der Gesamtzell-RNA wie in Abschnitt
3.2.1, 3.2.3 und 3.2.4 beschrieben in Zellkulturschalen (60-15 mm, 21 ¢m? Wachstumsfla-
che) oder 12-Well-Platten kultiviert. Das Zellkulturmedium wurde abgesaugt und durch 1
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ml QIAzol-Reagenz ersetzt, welches unter anderem Phenol und Guanidiniumthiocyanat
enthélt und fiir die Denaturierung von Zellen, Proteinen und Membranen sowie die Inhibie-
rung von RNasen sorgt. Die in 12-Well-Platten kultivierten transfizierten Zellen wurden
ebenfalls in 1 ml QIAzol-Reagenz pro drei Wells einer Mehrfachbestimmung aufgenom-
men. Nach mehrmaligem Resuspendieren und einer Zelllyse von 5 min wurde die homo-
genisierte Zellsuspension in einem 1,5 ml-Reaktionsgefdfl bis zur weiteren Bearbeitung bei
-80°C gelagert oder direkt mit der in Abschnitt 3.3.1 beschriebenen RNA-Isolation fortge-

fahren.

3.2.5.2 Zellernte fiir DNA-Isolation

ECV-304-Zellen wurden nach Abschnitt 3.2.1 in 75 ¢cm?-Zellkulturflaschen kultiviert und
die Zellernte bis zur Trypsinierung der Zellen durchgefiihrt. Das Abstoppen der Reaktion
wurde jedoch mit eisgekiihltem supplementiertem Medium 199 durchgefiihrt und die an-
schlieBende Zentrifugation fiir 4 min bei 1000 rpm und 4°C durchgefiihrt. Der Uberstand
wurde darauthin abgenommen, das Pellet in 1 ml gekiihltem PBS resuspendiert und die
Zellsuspension in ein 1,5 ml-Reaktionsgefdl} tiberfiihrt. Nach einem weiteren Zentrifuga-
tionsschritt von 1 min bei 4000 rpm wurde der Uberstand erneut abgesaugt und das Pellet
nochmals nach gleichem Vorgehen mit 1 ml PBS gewaschen, um auch letzte Reste des
Zellkulturmediums zu entfernen. Das Zellpellet wurde abschlieBend in 2 ml DNA-
Isolationspuffer resuspendiert und auf vier 1,5 ml-Reaktionsgefdfle verteilt, die iber Nacht
fiir 12 — 18 h schiittelnd bei 50°C inkubiert wurden. Dabei sorgt die im Puffer enthaltene
RNase A fiir die Hydrolyse der zelluliren RNA, wahrend SDS und die zugesetzte Pro-
teinase K zur Denaturierung bzw. dem Abbau von Proteinen fiihren. Am néchsten Tag

wurde mit der in Abschnitt 3.3.2 beschriebenen DNA-Isolation fortgefahren.

3.2.5.3 Zellernte fiir Western Blot Analysen
Unbehandelte ECV-304- und RT-4-Zellen wurden nach Abschnitt 3.2.1 in Zellkulturfla-

schen kultiviert und die Zellernte inklusive der Zahlung der Zellen wie beschrieben durch-
gefiihrt. Nach Abschnitt 3.2.3 in 12-Well-Platten transfizierte Zellen wurden nach Absau-
gen des Mediums zweimalig mit 1 ml vorgewdrmten PBS gewaschen und unter Zugabe
von 150 pl 1x Trypsin/EDTA 5 bis 7 min im Brutschrank inkubiert, wobei das Ablosen der
Zellen vom Boden der 12-Well-Platten lichtmikroskopisch tliberpriift wurde. Zum Abstop-
pen der Trypsinierung wurde 1 ml des jeweiligen vorgewirmten supplementierten Medi-

ums verwendet und die erhaltenen Zellsuspensionen pro Transfektionsansatz zusammen in
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15 ml-PPN-Ro6hrchen tiberfiihrt. Es erfolgte der Zentrifugationsschritt und die Zellzahlbe-
stimmung wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben.

Nachdem die Gesamtzellzahlen aller Proben vorlagen, wurden diese erneut fiir 1 min bei
4000 rpm zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und die Zellpellets mit 1 ml PBS ge-
waschen. Nach Uberfithren der Proben in 1,5 ml-Reaktionsgefifle wurden diese nochmals
wie beschrieben zentrifugiert und das Pellet in 50 ul PBS aufgenommen. SchlieBlich wur-
den 50 pl 2x Probenpuffer hinzugefiigt, die Ansétze fiir 5 min bei 95°C denaturiert und
anschlieend bei -20°C gelagert.

3.2.5.4 Zellernte fiir Western Blot Analysen nach alternativen Protokollen

Da Western Blots der zelluldren Proteinextrakte nach TRAMI1-Detektion ein sehr komple-
xes Bandenmuster aufwiesen, sollte anhand verschiedener Vorgehensweisen bei der Pro-
benaufbereitung der Zellextrakte iiberpriift werden, ob der beobachtete Effekt auf die Bio-
logie des TRAM1-Proteins zuriickgefiihrt werden kann oder durch verschiedene Protokolle
zur Herstellung der Proteinextrakte variiert wird. Dafiir wurden die unbehandelten Zellen
wie in Abschnitt 3.2.5.3 beschrieben geerntet und gezéhlt.

Nach der Zentrifugation fiir 1 min bei 4000 rpm wurde der Uberstand abgenommen und
die Zellpellets mit 1 ml eisgekiihltem PBS gewaschen. Die Proben wurden in 1,5 ml-
Reaktionsgefdfle tiberfiihrt, nochmals wie beschrieben zentrifugiert und das Pellet in 1 ml
kaltem NP-40- oder RIPA-Puffer pro 107 Zellen aufgenommen. Es folgte die Zelllyse
schiittelnd bei 4°C fiir 30 min und eine Zentrifugation bei 12.000 rpm und 4°C fiir 20 min.
Lysispuffer unterscheiden sich in der Fahigkeit zur Solubilisierung von Proteinen und wer-
den nach der Lokalisation des Ziel-Proteins ausgewihlt: Fiir die Lyse von Membran-
gebundenen Proteinen wie TRAMI1 werden der NP-40- und der RIPA-Puffer empfohlen,
wobei letzterer zusétzliche ionische Detergenzien fiir die Solubilisierung schwer 16slicher
Proteine enthélt. Der NP-40-Puffer dagegen kann auch fiir die Lyse von Proteinen aus Ge-
samtzellextrakten verwendet werden, sodass der Einsatz beider Puffer sinnvoll fiir die vor-
liegenden Versuchsbedingungen ist.

Die Uberstinde wurden in neue Reaktionsgefife transferiert und zu gleichen Anteilen mit
2x Laemmli-Probenpuffer versetzt. AnschlieBend wurden die Proben fiir 5 min bei 70°C
statt 95°C denaturiert, da es bei zu hohen Temperaturen fiir Membranproteine zur Bildung
von Aggregaten kommen kann. Bis zur Auftrennung in der SDS-PAGE (Abschnitt 3.4.1)

wurden die Proteinextrakte bei -20°C gelagert.
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3.2.5.5 Zellernte fiir Vitalitiits- und Apoptosemessung

Zunichst wurden unbehandelte, Tamoxifen-behandelte und transfizierte ECV-304-Zellen
im Lichtmikroskop hinsichtlich Konfluenz, Morphologie und Anteil toter Zellen im Medi-
um beurteilt. Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen zweimalig mit 1 ml vorge-
wiarmten PBS gewaschen und anschlieend unter Zugabe von 150 pl 1x Trypsin/EDTA 5
bis 7 min im Brutschrank inkubiert, wobei das Abldsen der Zellen vom Boden der 12-
Well-Platten lichtmikroskopisch tliberpriift wurde. Zum Abstoppen der Trypsinierung wur-
de 1 ml eisgekiihltes PBS versetzt mit 10% FBS zugefiigt und die erhaltenen Zellsuspensi-
onen nach mehrmaligem Mischen in 1,5ml-Reaktionsgefil3e auf Eis iiberfiihrt. Zur Erstel-
lung von Standardreihen wurden ECV-304-Zellen zunichst wie bereits beschrieben ausge-
zdhlt und dann mit der Zellernte fortgefahren. Es folgte eine Zentrifugation bei 1000 rpm
fiir 4 min bei 4°C, an die sich das Abnehmen des gebildeten Uberstandes anschloss. Das
Pellet wurde in 500 pl gekiihltem PBS resuspendiert und die Zellsuspension erneut zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde nochmals abgenommen, die Zellpellets in 100ul Tricine-
NaCl-Puffer aufgenommen und auf Eis gehalten. Es folgten die Vitalitdtsmessung der

transfizierten ECV-304-Zellen und die Bestimmung der Apoptoserate (Abschnitt 3.2.7).

3.2.6 Zellfraktionierung

Die Auftrennung von Zellen in Kern- und Cytoplasmafraktion per differentieller Zentrifu-
gation wurde zur Analyse des Vorkommens bzw. der Anreicherung verschiedener Tran-
skripte in den zwei unterschiedlichen Zellkompartimenten durchgefiihrt. Dafiir wurden
ECV-304-Zellen wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben in Zellkulturschalen (100-20 mm, 58
cm? Wachstumsfliche) kultiviert und expandiert. Zunédchst wurde das Zellkulturmedium
dekantiert und die Zellen zweimal mit eisgekiihltem PBS** gewaschen. Nach der Zugabe
von 1 ml Fraktionierungspuffer wurden die Zellen mit einem Zellschaber von der Platte
gelost und mehrfach resuspendiert. Die Zellsuspension wurde darauthin in den vorgekiihl-
ten Zellhomogenisator gefiillt und die Zellen auf Eis durch auf- und abbewegen des Stem-
pels weiter lysiert. Nach Uberfiihren der homogenisierten Zelllssung in 1,5 ml-Reaktions-
gefiBle erfolgte eine Zentrifugation bei 4°C fiir 10 min mit 540 x g, sodass sich Kern- und
Cytoplasmafraktion auftrennten. Die im Uberstand befindliche cytoplasmatische Fraktion
wurde abgenommen, auf mehrere 1,5 ml-ReaktionsgefaBe verteilt und das doppelte Volu-
men QIAzol-Reagenz hinzugefiigt. Das Zellpellet mit der Kernfraktion wurde in 500 pl

QIAzol resuspendiert und alle Proben 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
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wurde mit der RNA-Isolation nach Abschnitt 3.3.1 fortgefahren oder die Proben bei -80°C
gelagert.

3.2.7 Vitalitats- und Apoptosemessung

Die Zellernte fiir die Vitalitdts- und Apoptosemessung wurde nach Abschnitt 3.2.5.5
durchgefiihrt und zunéchst Standardreihen anhand definierter Zellzahlen fiir unbehandelte
und Tamoxifen-behandelte ECV-304-Zellen aufgenommen. Diese dienten der Uberprii-
fung, ob sich die Zellviabilitdt und Apoptoseraten unter den gegebenen Versuchsbedin-
gungen bestimmen lassen und das gewdéhlte System zur Apoptosedetektion valide Ergeb-
nisse in ECV-304-Zellen liefert.

Die Zellviabilitdt wurde iiber die Stoffwechselaktivitit mittels Fluoresceindiacetat (FDA)
bestimmt, welches die Zellmembran durchdringen kann und durch intrazelluldre Esterasen
zu Fluorescein umgesetzt wird. Die Fluoreszenzintensitdt des gebildeten Farbstoffs ange-
geben in relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU) ist linear mit der Lebendzellzahl korreliert
und diente der Abschitzung von zellschddigenden Einfliissen nach der Suppression ver-
schiedener TRAMI1-Transkripte. Fiir die Untersuchung von transfizierten ECV-304-Zellen
wurden 25 pl der in 100 pl Tricine-NaCl-Puffer aufgenommenen Zellen in weille 96-Well-
Platten auf Eis tiberfiihrt. AnschlieBend wurden 25 pl gekiihlte 40 uM FDA-Gebrauchs-
16sung zu den Proben hinzugefiigt und die Platte so lange auf Eis gehalten, bis die Fluores-
zenz-Messung im Fluorometer gestartet werden konnte. Nach dem Schiitteln der Platte fiir
15 s bei 300 rpm wurde die Fluoreszenz-Zunahme bei einer Extinktion von 485 nm und
Emission von 538 nm iiber 20 Messpunkte innerhalb von 10 min aufgenommen. Zur Aus-
wertung wurde das Fluoreszenz-Signal gegen die Zeit aufgetragen und die Steigung der
Geraden im linearen Bereich der Kurve bestimmt.

Der Nachweis der Apoptoserate erfolgte liber die Messung der Caspase 3/7-Aktivitdt mit-
tels des Caspase-Glo 3/7 Assay Systems, dessen Reagenz zunichst die Zellen lysiert und
die Freisetzung von intrazelluldren Caspasen bewirkt. Im nédchsten Schritt wird das enthal-
tene Caspase 3/7-Substrat gespalten und die Menge des erzeugten Produktes per Lucifera-
se-Aktivitit in Biolumineszenz iibersetzt. Das auf diese Weise generierte Lumineszenz-
Signal wird in relativen Lichteinheiten (RLU) gemessen und beschreibt die Lichtausbeute
pro Zeiteinheit, die proportional zur Caspase 3/7-Aktivitéit der jeweiligen Probe ist. Nach
Abschluss der Vitalitdtsmessung wurde das Caspase 3/7-Reagenz in 1:1-Verdiinnung zu
den Proben hinzugefiigt und die Platte fiir 90 min lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur gela-

gert, sodass bei der Bestimmung der Caspase 3/7-Aktivitit die maximale Effektstirke er-
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mittelt werden kann. Die Biolumineszenz-Messung am Fluorometer wurde durch 5 Daten-
punkte im Abstand von je 1 min vorgenommen. Die gemessene Caspase 3/7-Aktivitit
wurde zudem auf die Zellviabilitdt normiert, um Schwankungen der Zellzahlen auszuglei-

chen und das Ausmal3 an Transfektionsschiden einzubeziehen.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 RNA-Isolation

3.3.1.1 RNA-Isolation aus Zelllinien

Die Isolation der Gesamtzell-RNA der in 1 ml QIAzol gelagerten ECV-304- und RT-4-
Zellsuspensionen (Abschnitt 3.2.5.1) wurde nach dem Prinzip der Phenol-Chloroform-
Extraktion durchgefiihrt. Dafiir wurden die Proben zunéchst auf Eis aufgetaut und an-
schlieBend 200 ul Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) hinzugefiigt. Es folgte das Invertie-
ren der Ansétze fiir 15 s, eine Inkubation fiir 3 min bei Raumtemperatur und ein Zentrifu-
gationsschritt fiir 15 min bei 4°C und 12.000 x g. Die Zellsuspension wird so in 3 Phasen
aufgetrennt, wobei sich Zellbestandteile, Lipide und Proteine in der unteren organischen
Phase ansammeln und die zelluldire DNA in der Interphase akkumuliert. Die in der oberen
wissrigen Phase befindliche Gesamtzell-RNA wird in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefdl3
transferiert und 500 pl 100% Isopropanol zugesetzt. AnschlieBend werden die Proben ge-
mischt, 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und 10 min bei 4°C und 12.000 x g zentrifu-
giert, sodass die Nukleinsiuren durch Aussalzen gefillt werden. Der Uberstand wird im
néchsten Schritt abgenommen und das Pellet zum Entfernen von Salzen mit 75% Ethanol
gewaschen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt von 7.500 x g fiir 5 min bei 4°C
wird der Uberstand erneut abgesaugt und das Pellet ca. 10 min auf Eis getrocknet. Es folg-
te das Resuspendieren des Pellets in 45 pl destilliertem Wasser sowie die Quantifizierung
und Qualitdtskontrolle der isolierten Gesamtzell-RNA (Abschnitt 3.3.3). Nach Bestehen
der Reinheitspriifung und Isolation ausreichender Mengen an Nukleinsdure konnte mit der

DNA-Hydrolyse (Abschnitt 3.3.1.2) fortgefahren werden.

3.3.1.2 DNA-Hydrolyse

Im Anschluss an die RNA-Isolation aus ECV-304- und RT-4-Zellen (Abschnitt 3.3.1.1)
wurde eine zusitzliche DNA-Hydrolyse durchgefiihrt, um Rest-Mengen storender zellula-
rer DNA fiir die nachfolgenden Analysen zu entfernen. Dafiir wurde pro 10 pg Nuklein-
sdure-Ausbeute ein 50 pl-Ansatz mit 2 U Turbo-DNase und 10x Turbo-DNase-Puffer an-
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gesetzt und fiir grolere Ausbeuten entsprechend hochskaliert. Es folgte eine 30-miniitige
Inkubation bei 37°C mit anschlieBender Phenol-Chloroform-Extraktion nach Abschnitt
3.3.1.3.

3.3.1.3 Phenol-Chloroform-Extraktion

Im Anschluss an die DNA-Hydrolyse (Abschnitt 3.3.1.2), RNase R-Hydrolyse (Abschnitt
3.3.5) sowie RNase H-Spaltung (Abschnitt 3.3.4) wurde eine Phenol-Chloroform-
Extraktion durchgefiihrt, um Nukleinsduren von Proteinen und Lipiden abzutrennen. Das
verwendete 1:1-Gemisch aus Phenol und Chloroform ist zudem mit Isoamylalkohol ver-
setzt, um das Aufschdumen der organischen Phase zu verhindern. Wird Phenol mit einem
pH-Wert von 4,5 - 5,0 gewéhlt, ist eine weitestgehend DNA-freie RNA-Isolation mdglich.
Bei saurem pH-Wert lagern sich Protonen an die negativ geladenen Phosphodiestergruppen
der DNA an, sodass diese eine neutrale Nettoladung erhélt und in die organische Phase
gelangt. Die zellulire RNA dagegen bleibt aufgrund ihres hoheren pKa.-Wertes im pH-
Bereich von 4,5 — 5,0 negativ geladen und liegt in der wéssrigen Phase vor.

Die Ansétze wurden in 1:1-Verdiinnung mit der eisgekiihlten Phenol-Chloroform-Isoamyl-
alkohol-Losung (25:24:1) versetzt, 5 min lang intensiv gemischt und anschliefend fiir 5
min bei 18.000 x g und 4°C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation liegen drei Phasen vor:
In der oberen wissrigen Phase liegen Nukleinsduren, in der weillen Interphase und unteren
organischen Phase dagegen Proteine vor. Die obere Phase wurde in neue 1,5 ml-Reaktions-
gefdfle tiberfiihrt und in 1:1-Verdiinnung mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt,
um verbliebene Phenolreste aus den Proben zu entfernen. Erneut wurden die Losungen
zum Durchmischen der Phasen fiir 3 min kréftig geschiittelt und anschlieend 5 min lang
bei 18.000 x g und 4°C zentrifugiert, um darauthin ein zweites Mal die obere Phase in neue
1,5 ml-ReaktionsgefdBle zu transferieren. Im Anschluss erfolgte eine Ethanolfdllung der

Nukleinsduren nach Abschnitt 3.3.1.4.

3.3.1.4 Ethanolpriizipitation von Nukleinsiduren

Die Ethanolfillung im Anschluss an die Phenol-Chloroform-Extraktion (Abschnitt 3.3.1.3)
diente der Aufkonzentrierung der Nukleinsdurelosung sowie dem Entfernen von Salzen,
die sich auf nachfolgende Anwendungen stérend auswirken kdnnten. Daflir wurden die
Proben mit einem Zehntel des Volumens der wéssrigen Phase an 3 M Natriumacetat (pH-
Wert 5,2), welches die Hydrathiille der Nukleinsduren aufbricht und deren Loslichkeit
senkt, und dem 2,5-fachen Volumen eisgekiihlten 100% Ethanol versetzt und gemischt. In

Gegenwart der monovalenten Kationen und dem sauren pH-Wert bilden die Nukleinsduren
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einen unloslichen Niederschlag, der nach einer Lagerung fiir 45 min bei -80°C und an-
schlieBender Zentrifugation fiir 60 min bei 18.000 x g und 4°C sichtbar wird. Alternativ
wurde eine Prizipitation iiber Nacht bei -20°C mit einer Zentrifugation von 45 min bei
18.000 x g und 4°C durchgefiihrt. Der Uberstand der Proben wurde nun abgenommen und
das Pellet mit 1 ml 70% eisgekiihltem Ethanol gewaschen. Nach einem weiteren Zentrifu-
gationsschritt fiir 30 min bei 18.000 x g und 4°C wurde der Uberstand erneut abgesaugt,
das Pellet auf Eis getrocknet und anschliefend in variablen Volumina an destilliertem
Wasser resuspendiert. AbschlieBend wurde im Falle der RNA-Isolation aus Zelllinien die

Konzentrationsbestimmung und Reinheitspriifung vorgenommen (Abschnitt 3.3.3).

3.3.1.5 RNA-Isolation aus Urin

Das Verfahren zur RNA-Isolation aus humanem Urin sowie die Stabilisierung von Spon-
tanurin wurde am Institut fiir Molekulare Medizin von Merle Hanke etabliert (Hanke,
2007) und fiir die nachfolgend beschriebene Urinprdparation verwendet. Direkt nach dem
Erhalt der Urinprobe eines Probanden wurden 6 ml Urin in eine Monovette aufgezogen,
die mit 3,54 g GuSCN-Pulver gefiillt ist. Das chaotrope Salz fiihrt unter anderem zur Dena-
turierung von Nukleasen, die andernfalls zu einem raschen Abbau der urinen RNA fiihren
wiirden. Durch Rotieren der Monovette wurde das GuSCN-Pulver in Urin geldst und die
stabilisierte Urinlosung mit 500 ul 1 M Natriumacetat (pH 7,0) sowie 167 ul 30% N-
Lauroylsarcosin versetzt. SchlieBlich wurde die Urinprobe durch Zugabe von 1 M HEPES
(pH 7,0) auf ein Volumen von 10 ml und einen pH-Wert von 7,0 gebracht und in 2,5 ml-
Aliquots bei -80°C gelagert.

Fiir die RNA-Isolation wurden die Proben rotierend aufgetaut und zu 1,9 ml der stabilisier-
ten Urinlosung 190 ul 1 M HEPES (pH 7,0), 2,09 ml 70% Ethanol sowie 21 ul B-Mercap-
toethanol hinzugefiigt. Alle weiteren Schritte erfolgten nach Herstellerangaben mittels des
RNeasy Midi Kits, welches unter anderem auch eine DNA-Verdauung auf der Silica-
Membran beinhaltet. Das Eluat wurde schlieflich lyophilisiert und in 16 pul RNase-freiem
Wasser resuspendiert. Die urine RNA wurde bis zur Reversen Transkription (Abschnitt
3.3.6) bei -80°C gelagert und keine Konzentrationsbestimmung durchgefiihrt, da die RNA-

Konzentration zu gering fiir eine photometrische Detektion ist.

3.3.2 DNA-Isolation aus Zelllinien

Nachdem ECV-304-Zellen iiber Nacht in DNA-Isolationspuffer nach Abschnitt 3.2.5.2

lysiert worden waren, wurde mit der DNA-Isolation nach dem Prinzip der bereits in Ab-
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schnitt 3.3.1.3 beschriebenen Phenol-Chloroform-Extraktion fortgefahren. Im Unterschied
zur RNA-Isolation wird jedoch eine Phenol-Losung mit pH 7,5 - 8,0 eingesetzt, bei wel-
cher sowohl die Phosphodiestergruppen der RNA als auch der DNA ihre negative Ladung
beibehalten und somit beide Nukleinsduren in der wéssrigen Phase vorliegen. Da der ein-
gesetzte DNA-Isolationspuffer aber unter anderem 20 pg/ ml RNase A enthélt und die zel-
luldre RNA tiiber Nacht hydrolysiert wird, gelingt durch die Phenol-Chloroform-Extraktion
bei neutralem pH-Wert eine weitestgehend RNA-freie Isolation der zelluldren DNA.

Die Ansdtze wurden in 1:1-Verdiinnung mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1,
pH 7,5-8,0) versetzt, 5 min lang intensiv gemischt und anschlieBend fiir 5 min bei 18.000 x
g zentrifugiert. Die obere wissrige Phase wurde darauthin in neue 1,5 ml-Reaktionsgefafe
iiberfiihrt und der Schritt wiederholt, um eine moglichst reine DNA-LOsung zu erhalten.
Alle weiteren Schritte erfolgten analog zur Beschreibung in Abschnitt 3.3.1.3 gefolgt von
der Ethanolprézipitation nach Abschnitt 3.3.1.4, wobei auf das Arbeiten auf Eis bzw. bei
4°C verzichtet werden konnte. Eine weitere Anderung ergab sich nach der Zugabe von 3 M
Natriumacetat und 100% Ethanol, auf die keine Lagerung im Gefrierschrank erfolgte, son-
dern fiir die Féllungsreaktion direkt mit der Zentrifugation bei 18.000 x g fiir 30 min fort-
gefahren wurde. Weiterhin wurde das Waschen der Pellets mit 1 ml 70% Ethanol zweimal
durchgefiihrt und jeweils nur fiir 15 min bei 18.000 x g zentrifugiert. SchlieBlich wurden
die DNA-Pellets nach dem Trocknen in destilliertem Wasser bei 65°C resuspendiert und
gelost und die Konzentrationsbestimmung und Reinheitspriifung am Spektrometer vorge-

nommen (Abschnitt 3.3.3).

3.3.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die photometrische Konzentrationsmessung von Nukleinsduren bei einer Absorption (A)
von 260 nm erfolgte mittels des Spektrometers Nanodrop ND-1000 und diente zudem auch
der Bestimmung der Reinheit und Qualititskontrolle der vorliegenden Nukleinsdurelosung.
Diese ldsst sich durch zusétzliche Absorptionsmessungen bei 230 nm, 260 nm und 280 nm
und den daraus generierten Quotienten ableiten. Konkret wurde nach Initialisierung des
Spektrometers mit destillierten Wassers zundchst der Nullwert der Absorption des Lo-
sungsmittels ermittelt und anschlieBend 1,5 pl der Nukleinsaurelosung auf den Probenteller
aufgetragen. Die Konzentrationsmessung fand unter Nutzung der Einstellungen ,,RNA-40*
oder ,,DNA-50% in Zweifachbestimmung statt.

Der Azso/Azso -Wert gibt Auskunft iiber die Verunreinigung einer Nukleinséureldsung mit

Proteinen: Fiir RNA sollte er zwischen 1,9 und 2,1 liegen, wihrend reine DNA-L6sungen
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einen Quotienten zwischen 1,8 und 2,0 aufweisen. Werte < 1,8 deuten dagegen auf eine
Kontamination mit Proteinen hin, da insbesondere die aromatischen Aminosduren mono-
chromatisches Licht bei einer Wellenldnge von 280 nm absorbieren. Nukleinsduren dage-
gen weisen ein Absorptionsmaximum von 260 nm aufgrund der aromatischen Ringstruktu-
ren der Purine und Pyrimidine auf. Der Az30/Aze0 -Wert gibt Aufschluss iiber eine mdgliche
Kontamination mit organischen Verbindungen wie Phenol oder Guanidiniumthiocyanat
oder chaotropen Salzen — reine Nukleinséureldsungen verfiigen {iber einen Quotienten zwi-
schen 2,0 und 2,2. Organische Verbindungen dagegen weisen ein Absorptionsmaximum
von 230 nm auf und fithren zu A230/A260 -Werten < 2,0. Unter Nutzung des Lambert-Beer-
Gesetzes konnte die Konzentration der Nukleinsdureldsung iiber die Absorption bei 260

nm berechnet werden:

Axo=¢cd — Aze0
e-d
(A260 = Absorption bei 260 nm, & = molare Extinktionskoeffizient [cm™ M™!], ¢ = Konzen-

tration [M], d = Schichtdicke der Kiivette [cm]).

Der Extinktionseffizient wurde entweder dem Synthesezettel der bestellten Nukleinsduren
entnommen oder selbst berechnet mittels des Werkzeugs ,,0ligo Extinction Coefficient
Calculator®. Die Schichtdicke d betrug bei allen Messungen 1 cm. Bei einer unbekannten
Sequenz wurde die Konzentration ndherungsweise bestimmt unter der Annahme, dass eine
Az von 1 einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstringiger DNA, 40 pg/ml einzel-
strangiger RNA oder 33 pg/ml einzelstrangiger DNA entspricht.

3.3.4 Hybridisierung von Nukleinsduren und RNase H-Spaltung

Die Hybridisierung von Nukleinsduren wurde in dieser Arbeit zur Bindung von asONs an
die BSJs von zirkuldren RNAs sowie an ungepaarte Sequenzbereiche von linearen Tran-
skripten mit anschlieBender RNase H-Hydrolyse genutzt. Dafiir wurden 750 ng ECV-304
Gesamtzell-RNA mit 12 ng des jeweiligen asONs in verdiinntem 5x Hybridisierungspuffer
versetzt, wobei sich die eingesetzten Mengen der Nukleinsduren an den nachgeschalteten
Experimenten und ausreichender Nachweisbarkeit von Gelbanden orientierten. Die Ansét-
ze wurden darauthin zum Aufldsen von Sekundirstrukturen 3 min bei 95°C denaturiert
und anschlieend eine Stunde lang bei 37°C hybridisiert. Der ndchste Schritt bestand in der
RNase H-Spaltung des doppelstringigen Bereiches des RNA-DNA-Hybrides, der mit der
Zugabe von 2 U RNase H zum Ansatz eingeleitet wurde. Nach einer Inkubation von 20

min bei 37°C wurde erneut die gleiche Menge Enzym zugesetzt und der Inkubationsschritt
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wiederholt. Es folgten eine Phenol-Chloroform-Extraktion (Abschnitt 3.3.1.3) und Etha-
nolprézipitation (Abschnitt 3.3.1.4), die Umschrift von RNA in ¢cDNA mittels reverser
Transkription (Abschnitt 3.3.6), die Amplifikation der zu untersuchenden Transkripte in
der konventionellen PCR (Abschnitt 3.3.7.1) und schlieBlich die Visualisierung der erhal-
tenen PCR-Produkte im Agarosegel (Abschnitt 3.3.8.1) oder denaturierenden Polyac-
rylamidgel (Abschnitt 3.3.8.2).

3.3.5 RNase R-Hydrolyse

Die RNase R stellt eine hochprozessive 3°- 5°-Exonuklease dar und verdaut lineare Tran-
skripte mit mindestens sieben ungepaarten Nukleotiden (Vincent and Deutscher, 2006),
sodass zirkuldire RNAs ohne freie 3°-Enden nicht durch das Enzym hydrolysiert werden.
Die RNase R-Verdauung von zelluldrer RNA diente daher als ein wichtiges Werkzeug zur
Unterscheidung von linearen und zirkuldren Transkripten per Quantifizierung der jeweili-
gen PCR-Amplifikate (Abschnitt 3.3.7.3).

Zunichst wurden verschiedene Reaktionsbedingungen fiir die RNase R-Hydrolyse getestet,
wobei sich die nachfolgend genannten als am effektivsten fiir die Nutzung der Proben in
der quantitativen PCR herausstellten. Konkret wurden 2 pg ECV-304 RNA mit 1 U RNase
R, 40 U RiboLock RNase Inhibitor sowie 2 pl 10x RNase R-Puffer versetzt und mit destil-
liertem Wasser auf 20 pl aufgefiillt. Parallel wurde eine Kontrolle aus zelluldrer RNA und
Puffer ohne Enzymzugabe mitgefiihrt und die Ansétze fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Es
folgten eine Phenol-Chloroform-Extraktion (Abschnitt 3.3.1.3) und Ethanolprizipitation
(Abschnitt 3.3.1.4), die Umschrift von RNA in cDNA mittels reverser Transkription (Ab-
schnitt 3.3.6) und schlieBlich die Amplifikation der zu untersuchenden Transkripte in der
quantitativen PCR (Abschnitt 3.3.7.3).

3.3.6 Reverse Transkription

Die nach Abschnitt 3.3.1 isolierte zelluldre und urine RNA kann nicht direkt in der kon-
ventionellen oder quantitativen PCR (Abschnitt 3.3.7) verwendet werden, da die dort zum
Einsatz kommende Tag-Polymerase nur DNA-Stringe amplifizieren kann. Daher muss
zunichst die Reverse Transkription der RNA in komplementdre cDNA erfolgen. Zudem
sind DNA-Molekiile im Gegensatz zur RNA wesentlich stabiler und laufen viel weniger
der Gefahr einer Degradation durch Nukleasen. Die isolierte zellulire RNA wurde nur

dann revers transkribiert, wenn sowohl die photometrische Qualitidtskontrolle (Abschnitt
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3.3.3) als auch die Reinheits- und Integritéitspriifung in der analytischen Agarose-Gelelek-
trophorese (Abschnitt 3.3.8.1) bestanden wurde. Die niedrig konzentrierte urine RNA wur-
de dagegen ohne standardisierte Kontrollen direkt in cDNA umgeschrieben.

Das Umschreiben von zelluldrer RNA in cDNA erfolgte mittels des RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kits unter Nutzung von Random Hexamer Primern, die aus zufalligen Se-
quenzen von sechs Nukleotiden bestehen und sich an verschiedene Stellen der RNA anla-
gern konnen. Auf diese Weise kann gewihrleistet werden, dass die cDNA-Synthese an
unterschiedlichen Startpositionen der RNA-Sequenz beginnt und sich das gesamte Tran-
skriptom der Zellen in der cDNA-Sequenz widerspiegelt. Die nach Abschnitt 3.3.1 isolierte
zelluldre RNA wurde zundchst mit 100 pmol dieser Primer pro 20 pl-Ansatz versetzt, fiir 5
min bei 65°C denaturiert und danach sofort auf Eis gestellt. AnschlieBend wurden die Mas-
termixe fiir RT- und NoRT-Ansédtze pipettiert, wobei letzterer eine Negativkontrolle ohne
Reverse Transkriptase darstellt und somit keine Umschrift in cDNA erfolgen kann. Folg-
lich lassen sich Signale dieses Kontroll-Ansatzes in nachgeschalteten Versuchen auf DNA-
Kontaminationen der isolierten RNA zuriickfithren und Aussagen auf der Ebene des Tran-
skriptoms eindeutig zuordnen. Die genaue Zusammensetzung der Ansitze ist in Tabelle

3.1 aufgelistet.

Tabelle 3.1: Zusammensetzung von RT- und NoRT-Proben aus zelluléirer RNA.

Reagenz Konzentration/ Menge Volumen
Zellulire RNA 2 pg (maximal 4 pug) 11 pul
100 uM Random Hexamer Primer 100 pmol 1 pl
oder 20 pM spezifischer Primer 20 pmol 1 pl
5x Reaction Buffer 1x Bedingungen 4 ul
10 mM dNTP Mix 20 pmol 2 ul
20 U/ pl RiboLock RNase Inhibitor™® 20U 1 pl
200 U/ ul RevertAid M-MuLV RT* 200U 1 pl

* wurde bei NoRT-Proben durch 1 pl destilliertes Wasser ersetzt

Nachdem die Mastermixe fiir RT- und NoRT-Ansédtze den Proben hinzugefiigt wurden,
konnte die Reverse Transkription im Thermalcycler mit folgendem Programm gestartet
werden: Die Hybridisierung von Random Hexamer Primern an die zelluldire RNA fiir 5
min bei 25°C gefolgt von der Elongationsphase fiir 1 h bei 42°C und der Inaktivierung der
Reversen Transkriptase flir 5 min bei 70°C. Anschlieend wurden die Proben bei -20°C
gelagert oder Verdiinnungsreihen fiir nachfolgende Experimente angefertigt. Obwohl laut
dem Hersteller eine maximale Konzentration von 4 pg RNA pro 20 pl-Ansatz eingesetzt
werden konnen, wurde fiir den gesamten Versuchsablauf RT-Reaktionen mit einem RNA-

Input von 2 pg als vorteilhaft bewertet und etabliert. Unter der Annahme, dass die einge-
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setzte RNA vollstindig in cDNA umgeschrieben wird, liegt die Endkonzentration der RT-
Ansitze demnach bei 100 ng/ ul cDNA.

Das Umschreiben von uriner RNA in cDNA erfolgte mittels des SuperScript 11l First-
Strand Synthesis System for RT-PCR. Zunichst wurden 7,5 pl RNA-Losung fiir die RT-
und NoRT-Proben in PCR-RShrchen vorgelegt und mit Random Hexamer Primern sowie
dem dNTP-Mix nach Tabelle 3.2 versetzt. Der Ansatz wurde ebenso fiir 5 min bei 65°C
denaturiert und sofort auf Eis gestellt. Nun konnten alle weiteren aufgelisteten Reagenzien
in einem Mastermix zusammengefiihrt und den Proben hinzugefiigt werden. Es folgte die
Hybridisierung der Random Hexamer Primer an die urine RNA fiir 10 min bei 25°C ge-
folgt von der Elongationsphase fiir 50 min bei 50°C und dem Beenden der Reaktion fiir 5
min bei 85°C. Anschliefend wurden die Proben bei -20°C gelagert oder Verdiinnungsrei-
hen fiir nachfolgende qPCRs (Abschnitt 3.3.7.3) angefertigt: Faktor 1:16 fiir die Detektion
von ausgewihlten Markermolekiilen sowie eine 1:180-Verdiinnung fiir den Nachweis des

Standardgens 18S-rRNA.

Tabelle 3.2: Zusammensetzung von RT- und NoRT-Proben aus uriner RNA.

Reagenz Konzentration/ Menge Volumen
urine RNA - 7,5 ul
200 ng/ ul Random Hexamer Primer 300 ng 1,5 ul
10x Reaction Buffer 1x Bedingungen 2 ul
10 mM dNTP Mix 10 pmol 1l
25 mM MgCl, 100 pmol 4 ul
100 mM DTT 200 pmol 2 ul
40 U/ pl RNaseOUT* 40U 1l
200 U/ pl Superscript III RT* 200 U 1 ul

* wurde bei NoRT-Proben durch 1 pl destilliertes Wasser ersetzt

3.3.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

3.3.7.1 Konventionelle PCR mittels der Taq-Polymerase

Die konventionelle PCR unter Verwendung der hitzestabilen Tag-DNA-Polymerase wurde
zum spezifischen Nachweis von Transkripten mittels der in Abschnitt 2.11.1 und 7.3 gelis-
teten Primerpaare eingesetzt. Dabei erfolgt die Amplifikation von Nukleinsduren nach ei-
ner zuvor festgelegten Anzahl von PCR-Zyklen, die bei allen durchgefiihrten Versuchen
zwischen 30 und 40 Zyklen lag und je nach Abundanz des nachzuweisenden Transkriptes
variiert wurde. Weiterhin enthélt ein PCR-Ansatz die zur Vervielfiltigung nétigen Nukleo-

tide (ANTPs), einen auf die DNA-Polymerase abgestimmten Reaktionspuffer sowie die
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nach Abschnitt 3.3.6 synthetisierte cDNA. Die eingesetzte Menge an cDNA-Template va-
riierte ebenfalls je nach zu amplifizierendem Transkript und wurde nach Tabelle 3.3 zu-
sammen mit allen Komponenten auf Eis angesetzt. Zudem wurden auch die erstellten
NoRT-Proben in die Reaktion einbezogen und gleichberechtigt zu den RT-Ansétzen be-
handelt. Eine weitere eingefiihrte Kontrolle, die sogenannte non template control (NTC),
enthielt alle Komponenten der PCR-Reaktion bis auf das cDNA-Template und diente dem
Ausschluss von DNA-Kontaminationen des PCR-Reaktionsansatzes. Anschliefend wurden
die PCR-Ansitze in den Thermalcycler gestellt und das in Tabelle 3.4 angefiihrte Pro-

gramm gestartet.

Tabelle 3.3: Zusammensetzung eines Standard-PCR-Reaktionsansatzes.

Reagenz Konzentration/ Menge Volumen
10x Thermopol Puffer 1x Bedingungen 2,5 ul
2 mM dNTP-Mix je 200 uM 2,5 ul
0,25 U/ ul Tag-Polymerase 0,625 U 2,5 ul
2 uM forward und reverse Primer je 200 nM je2,5ul
cDNA 10 pg—1pg 2,5 ul
destilliertes Wasser - ad 25 pl

Tabelle 3.4: Temperatur- und Zeiteinstellungen der Phasen der konventionellen PCR sowie
Zyklenanzahl eines Standard-PCR-Programmes.

Phase Zeit Temperatur Anzahl Zyklen
Initiale Denaturierung 30s 95°C 1
Denaturierung 20s 95°C

Hybridisierung 30s 50 - 60°C 30-40
Elongation 30s 68°C

Finale Elongation 5 min 68°C 1

Die Temperatur fiir die Hybridisierung der Primerpaare wurde mittels des ,,NEB Tm Cal-
culators* unter Eingabe der verwendeten Polymerase und des Puffers sowie der Konzentra-
tion der Primer an die Bedingungen der konventionellen PCR angepasst. Nach Abschluss
der Reaktion wurden die PCR-Ansitze zur Uberpriifung und Quantifizierung der Amplifi-
kate auf ein Agarosegel aufgetragen (Abschnitt 3.3.8.1), fiir die Sequenzierung vorbereitet
(Abschnitt 3.3.13), fiir einen Ligationsansatz verwendet (Abschnitt 3.3.11.1) oder zunichst
bei -20°C gelagert.

3.3.7.2 Konventionelle PCR mittels der AmpliTaq-Polymerase

Die praktische Umsetzung der konventionellen PCR unter Nutzung der Taq-DNA-Poly-

merase wurde bereits im vorherigen Abschnitt beschrieben und lésst sich bis auf wenige
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Anderungen auf die Herstellung von PCR-Amplifikaten mittels der AmpliTag-DNA-Poly-
merase iibertragen. Der Grund fiir die Verwendung einer modifizierten Taq-Polymerase
mit verdnderten Pufferbedingungen ist der Einsatz dieses Enzyms in der gPCR (Abschnitt
3.3.7.3) im 2x SYBR Select Master Mix. Unter den dort eingestellten Temperatur- und Puf-
ferbedingungen konnten insbesondere fiir die zirkuldren Transkripte stabile PCR-Amplifi-
kate detektiert werden, was in der konventionellen PCR mit verschiedenen Variationen der
Einstellungen nicht gelang. Daher wurde fiir ausgewdhlte PCR-Produkte auch in der kon-
ventionellen PCR auf die Vervielfdltigung mittels der AmpliTag-Polymerase unter den

nachfolgend angefiihrten Parametern umgestellt.

Tabelle 3.5: Zusammensetzung des PCR-Reaktionsansatzes unter Nutzung der AmpliTaq-
DNA-Polymerase.

Reagenz Konzentration/ Menge Volumen
10x Puffer 11 1x Bedingungen 2,5 ul
2 mM dNTP-Mix je 200 uM 2,5 ul
25 mM MgCl, 1,5 mM 1,5 ul
0,25 U/ ul AmpliTag-Polymerase 0,625 U 2,5 ul
2 uM forward und reverse Primer je 200 nM je2,5ul
cDNA 10 pg—1pg 2,5 ul
destilliertes Wasser - ad 25 pl

Tabelle 3.6: Temperatur- und Zeiteinstellungen der Phasen der konventionellen PCR sowie
Zyklenanzahl des PCR-Programmes unter Nutzung der AmpliTaq-Polymerase.

Phase Zeit Temperatur Anzahl Zyklen
Initiale Denaturierung 120 s 95°C 1
Denaturierung 15s 95°C

Hybridisierung 30s 50 - 60°C 30-40
Elongation 60 s 72°C

Finale Elongation 5 min 72°C 1

Nach Abschluss der Reaktion wurden die PCR-Ansitze zur Uberpriifung und Quantifizie-
rung der Amplifikate auf ein Agarosegel aufgetragen (Abschnitt 3.3.8.1), fiir die Sequen-
zierung vorbereitet (Abschnitt 3.3.13), fiir die weitere Verwendung in der qPCR verdiinnt

(Abschnitt 3.3.7.3) oder bei -20°C gelagert.

3.3.7.3 Quantitative PCR

Im Unterschied zur konventionellen PCR, die eine Quantifizierung des Amplifikats nur am
Ende der Reaktion erlaubt, erfolgt die Quantifizierung der PCR-Produkte bei der qPCR in

Echtzeit und wird daher auch als Real-time quantitative PCR bezeichnet. Andererseits
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wurde auch der Begriff der RT-qPCR geprégt, der auf die in dieser Arbeit eingesetzte
Quantifizierung von Transkripten mit vorgeschalteter reverser Transkription abhebt.
Zunichst wurden 4 pl der verdiinnten RT- und NoRT-Proben fiir eine Vierfachbestimmung
nach einem zuvor erstellten Schemata in eine 384-Well-Platte vorgelegt. AnschlieBend
wurde pro nachzuweisendem Transkript ein Mastermix bestehend aus 0,2 pl 10 pM for-
ward und reverse Primer (f.c. 200 nM), 0,6 pl destilliertem Wasser und 5 ul 2x SYBR
Select Master Mix hergestellt und 6 pl dieser Losung pro Probe hinzugefiigt. Dabei wird
auch in der quantitativen PCR die non template control pro Reaktionsansatz mitgefiihrt
und 4 pl destilliertes Wasser mit 6 pl des Mastermixes versetzt. Die Platte wurde schliel3-
lich durch eine Folie abgedichtet, fiir 2 min bei 1000 rpm zentrifugiert und in den Ther-
malcycler Abi Prism 7900HT eingefahren. Nach Eingabe der Proben konnte das in Tabelle
3.7 angefiihrte Programm zur Durchfiihrung der qPCR gestartet werden. Die Auswertung
der erhaltenen Daten erfolgte mit der Software SDSv2.4.1.

Tabelle 3.7: Temperatur- und Zeiteinstellungen der Phasen der quantitativen PCR sowie
Zyklenanzahl des PCR-Programmes.

Phase Zeit Temperatur Anzahl Zyklen

Aktivierung der Uracil- 120 s 50°C 1

DNA-Glykosylase (UDG)

Aktivierung der AmpliTaq- 120s 95°C 1

DNA-Polymerase

Denaturierung 15s 95°C

Hybridisierung und 60 s 60°C 40

Elongation

Aufnahme der 15s 95°C

Dissoziationskurve 15s 60°C 1
15s 95°C

Die Einstellungen des qPCR-Programmes werden nachvollziehbar nach Betrachtung der
Komponenten des SYBR Select Master Mixes, der sich aus den Farbstoffen SYBR Green
und Carboxy-X-Rhodamin (ROX), den Enzymen AmpliTaq-DNA-Polymerase und Uracil-
DNA-Glykosylase (UDG) und dNTPs inklusive dUTP zusammensetzt. Dabei verhindert
die Aktivierung der UDG die Reamplifikation verbliebener PCR-Produkte durch Entfernen
von Uracil in Einzel- oder Doppelstriangen, sodass die entstehenden apyrimidinischen Posi-
tionen des Phosphodiester-Riickgrats die Vervielféltigung von Amplifikaten blockieren
(Longo et al., 1990). Der ROX-Farbstoff dagegen stellt eine interne Referenz zur Normie-
rung des Reportersignals R, wéhrend der Datenanalyse dar. Nach der Aktivierung der
AmpliTag-Polymerase und anschlieBenden Denaturierung der Nukleinsduren kommt es in

der gewdhlten two-step qPCR im gleichen Temperaturintervall zur Hybridisierung der
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Primer an die Einzelstringe und Elongation durch die DNA-Polymerase. Wéhrend des
Auffiillens des beginnenden DNA-Doppelstranges interkaliert der Fluoreszenzfarbstoff
SYBR Green sequenzunabhéngig in die kleine Furche der PCR-Amplifikate, was zu einer
1000-fach starkeren Signalintensitdt des gebundenen gegeniiber dem ungebundenen Farb-
stoff fithrt. Das emittierte Fluoreszenzsignal ist dabei proportional zur Menge der gebilde-
ten PCR-Produkte.

Abbildung 3.1 beschreibt exemplarisch die Darstellung des Amplifikationsplots eines
Markermolekiils, der eine Funktion des normierten Reportersignals R, gegen die Anzahl
durchgefiihrter PCR-Zyklen darstellt. Die typische Amplifikationskurve einer RT-Probe
lasst drei Phasen erkennen: Zu Beginn der Messung ist die Menge an PCR-Produkt noch
zu gering, um Uiber das Hintergrundsignal hinauszuwachsen, welches durch das manuelle
Setzen einer Baseline fiir jedes untersuchte Transkript individuell anhand der Abszissen-
achse festgelegt wird. In der zweiten Phase kommt es zur exponentiellen Zunahme der
Amplifikate einer Ziel-Sequenz, die sich in einem ebenso starken Anstieg des Fluoreszenz-
signals widerspiegelt. SchlieBlich folgt die Plateau-Phase ohne signifikante Zunahme der
Fluoreszenzaktivitit, da die Amplifikation von PCR-Produkten durch die Reduktion von
Ressourcen wie Nukleotiden oder der DNA-Polymerase und inhibitorische Effekte stark

eingeschriankt wird.

1.000 E+1

&

Baseline

1.000
0,9
0,8
0,7
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- 4—— Threshold

Abbildung 3.1: Darstellung des Amplifikationsplots eines Markermolekiils. Aufgetragen ist
Funktion des normierten Reportersignals R, gegen die Anzahl durchgefiihrter PCR-Zyklen. Die
Baseline fur die zu untersuchenden Transkripte wurde in diesem Beispiel auf den Bereich zwischen
3 und 15 Zyklen festgelegt und beschreibt das Hintergrundsignal der Fluoreszenz-Detektion zu-
sammen mit dem Threshold. Dieser wurde beispielsweise fiir die blau gekennzeichneten Amplifi-
kationskurven auf 0,85 eingestellt. Der Cycle Threshold (Cr) der genannten Kurven liegt bei einem
Wert von ca. 20 und beschreibt den ersten Anstieg des Fluoreszenz-Signals {liber den Threshold
hinaus.
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Neben der Baseline wird auch der Threshold der Proben eines Markermolekiils manuell
eingestellt, indem anhand der Ordinatenachse des Amplifikationsplots der Beginn der ex-
ponentiellen Zunahme des Fluoreszenzsignals abgeschitzt wird. Wéhrend ein zu hoch an-
gesetzter Threshold nicht den gesamten Anstieg der exponentiellen Phase einbezieht und
somit zu Signalverlust flihrt, kommt es bei einem zu niedrig gesetzten Wert zur zusitzli-
chen Detektion von unspezifischen Hintergrundsignalen und damit zu iiberhéhten Proben-
signalen. Korrekt eingestellte Werte flir Threshold und Baseline haben demnach einen ent-
scheidenden Einfluss auf die akkurate Bestimmung des Cycle Thresholds bzw. Cts und
sollten fiir die Vergleichbarkeit von verschiedenen qPCR-Experimenten moglichst kon-
stant gehalten werden.

Der Cr-Wert wiederum beschreibt die Anzahl an Zyklen auf der Abszissenachse, bei der
die exponentielle Zunahme des PCR-Produktes beginnt und ist zunichst der Wert, mit dem
sich die Ergebnisse eines Experimentes beschreiben und vergleichen lassen. Je hoher der
Cr-Wert einer Probe ist, desto niedriger ist die Zahl der detektierten PCR-Produkte bzw.
das Expressionsniveau, welches sich durch folgende Formel berechnen lisst:

Expressionsniveau = 240~ €1 |

Neben der Normierung auf die interne Referenz durch den ROX-Farbstoff findet nach der
ersten Analyse aller aufgenommenen Daten eine zweite Normierung statt, die der Korrek-
tur von Abweichungen der Konzentration und des Volumens einzelner cDNA-Proben
dient. Dafiir wird das Expressionsniveau des zu untersuchenden Transkriptes auf die Werte

eines oder mehrerer Referenzgene relativiert.

Expressionsniveau Transkript

relatives Expressionsniveau = x 10°

Expressionsniveau Referenzgen

Soll die Relativierung des Expressionsniveaus des Markermolekiils auf mehrere Standard-
gene erfolgen, wird zuvor der Mittelwert des Expressionsniveaus dieser Referenzgene ge-
bildet und zur Normierung herangezogen. Damit wird das Expressionsniveau des Tran-
skriptes indirekt auf die eingesetzte Gesamtzell-RNA Menge normiert und unabhingig von
dieser, da die als Referenzgene verwendeten Haushaltsgene unabhingig von genregulatori-
schen Ereignissen sein sollten und somit die cDNA-Menge der jeweiligen Probe reprédsen-
tieren.

Fiir die genaue Berechnung der Kopienzahlen ist die Anfertigung einer individuellen Stan-
dardreihe fiir jedes zu quantifizierende Transkript notig, da die genannte Formel zur Be-
rechnung des Expressionsniveaus die Amplifikations-Effizienz des Amplikons und Lauf-
unterschiede zwischen qPCR-Experimenten nicht einbezieht. Dennoch wurde in dieser

Arbeit von dem Mitfiihren einer Standardreihe in jedem Versuch abgesehen und der Be-
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griff ,,Kopienzahlen* auf das berechnete Expressionsniveau eines Markermolekiils nach
der oben angefiihrten Formel bezogen.

Zur einmaligen Bestimmung von Amplifikations-Effizienzen ausgewéhlter Markermolekii-
le wurden serielle Verdiinnungsreihen von PCR-Amplifikaten aus der konventionellen
PCR mittels der AmpliTaqg-DNA-Polymerase eingesetzt. Die gemessenen Cr-Werte der
Verdiinnungen werden in Abhédngigkeit des dekadischen Logarithmus der Verdiinnung
aufgetragen und die Steigung der Standardgeraden zur Berechnung der Amplifikationseffi-

zienz ermittelt.
1t
E=10"m
(E = Amplifikationseffizienz, m = Steigung der Standardgeraden)

Eine perfekte Amplifikationseffizienz von 100% entspricht einer Verdopplung der Ampli-
fikate pro PCR-Zyklus. Die Effizienz der Amplifikation eines PCR-Produktes sollte zwi-
schen 90% und 110% liegen, um anndhernd vergleichbare Aussagen iiber die vorliegenden
Kopienzahlen von Transkripten treffen zu kénnen.

SchlieBlich erfolgt im letzten Schritt des QPCR-Programmes die Aufnahme der Dissoziati-
onskurve und Bestimmung des Schmelzpunktes T des vorliegenden PCR-Produktes. Die
Dissoziationskurve beschreibt die Anderung des Fluoreszenzsignals mit der Temperatur,
die sich durch die Wechselwirkung des SYBR Green Farbstoffes mit dem PCR-Produkt
ergibt. Dafiir wird direkt nach Abschluss der 40 PCR-Zyklen ein Temperaturprofil gefah-
ren bestehend aus der Denaturierung der PCR-Produkte bei 95°C, gefolgt von der Tempe-
raturreduktion auf 60°C und dem graduellen Erhdhen der Temperatur auf 95°C (Tabelle
3.7). Die Schmelztemperatur kennzeichnet sich durch die maximale Abnahme des Fluores-
zenzsignales und ist spezifisch fiir eine bestimmte Sequenz, sodass diese die Identifikation
des korrekten PCR-Amplikons ohne zusétzliche Kontrolle im Agarosegel erlaubt (vgl. Ab-
bildung 4.10 C). Dariiber hinaus gibt die Dissoziationskurve Hinweise auf das Vorliegen
von Primerdimeren oder anderen unspezifischen Nebenprodukten, die sich durch weitere

lokale Maxima im Kurvenverlauf duBlern (vgl. Abbildung 4.15 A und 4.15 B).

3.3.8 Elektrophoretische Auftrennung und Detektion von Nukleinsduren

3.3.8.1 Analytische Agarose-Gelelektrophorese

Die analytische Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Nukleinsduren nach
deren Ladung und GroBe und wurde zur Quantifizierung und Qualititskontrolle der zellu-

lairen RNA nach der RNA-Isolation (Abschnitt 3.3.1), von Amplifikaten der konventionel-
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len PCR und qPCR (Abschnitt 3.3.7) und fiir die Restriktionsanalyse von Plasmiden (Ab-
schnitt 3.3.11.4) eingesetzt. Weiterhin wurden im Agarosegel aufgetrennte diskrete Banden
von PCR-Produkten ausgeschnitten und fiir nachfolgende Anwendungen aufgereinigt (Ab-
schnitt 3.3.10). Die Prozentigkeit des Agarosegels wurde in Abhéngigkeit der Linge der

aufzutrennenden Nukleinsduren nach Tabelle 3.8 gewéhlt.

Tabelle 3.8: Optimaler Auftrennungsbereich von Agarosegelen verschiedener Prozentigkeit.

Anteil Agarose optimaler Auftrennungsbereich
0,5% 1.000 — 10.000 bp

1% 1.000 — 5.000 bp

2-3% 200 bp — 1.000 bp

5% bis maximal 500 bp

Die entsprechende Menge Agarose wurde in einem Glaskolben eingewogen, mit 1x TAE
auf das bendtigte Volumen pro Gel aufgefiillt und im Anschluss im Mikrowellenofen
mehrmals aufgekocht, bis die Agarose vollstindig geldst war. Die Agaroselosung wurde
daraufthin mit 2 pl 10 mg/ ml Ethidiumbromid pro 50 ml Losung versetzt und fiir die Po-
lymerisation in horizontale Gelschlitten gegossen. Nach Verfestigung der Gele wurden
diese in mit 1x TAE gefiillte horizontale Gelkammern gelegt und mit Proben sowie einer
geeigneten DNA- oder RNA-Leiter beladen, die zuvor mit 6x DNA-Ladepuffer oder 2x
RNA-Ladepuffer fiir Agarosegele versetzt wurden.

Zur Quantifizierung und Qualitdtskontrolle der isolierten zelluliren RNA wurden 0,6 pg
der Proben und 3 pul des GroBenstandards RiboRuler High Range RNA Ladder mit destil-
liertem Wasser auf 10 pl Gesamtvolumen gebracht, mit 2x RNA-Ladepuffer versetzt und
in einprozentigen Agarosegelen aufgetrennt. Die zelluldre Gesamt-RNA weist eine Zu-
sammensetzung von ca. 80% rRNA, 15% tRNA, 5% mRNA und einem geringen Anteil
anderer RNA-Typen auf. Dementsprechend sind im Agarosegel vor allem die Banden der
ribosomalen RNA detektierbar: Die humane 28S-rRNA bei ca. 5 kb, die 18S-rRNA bei 2
kb und die 5,8S- sowie 5S-rRNA bei 100 — 200 b. Die tRNA einer GroB3e von 70 — 100 b
ist hdufig nicht oder nur sehr schwach erkennbar, wihrend sich mRNAs aufgrund ihrer
unterschiedlichen Lingen keinen distinkten Banden zuordnen lassen. Eine intakte zelluldre
Gesamt-RNA zeichnet sich durch ein Intensitétsverhdltnis von 2:1 der Banden der 28S- zur
18S-rRNA aus und ldsst diese als scharfe Banden hervortreten, wohingegen ein Schmier
oder Abbauprodukte im unteren GroBenbereich fiir eine schlechte RNA-Integritit spre-

chen.
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Fir die gelelektrophoretische Auftrennung von Amplifikaten der konventionellen PCR
wurden variierende Volumina der 25 pl-Ansétze mit 6x DNA-Probenpuffer versetzt und in
drei- bis flinfprozentigen Agarosegelen aufgetragen. Fiir die Spezifitétspriifung von qPCR-
Amplifikaten wurde stets der gesamte 10 pl-Reaktionsansatz auf das Agarosegel geladen.
Zusitzlich wurde in Abhdngigkeit der erwarteten Langen der aufzutrennenden Amplifikate
3 ul der Gene Ruler Ultra Low Range DNA Ladder oder des Gene Ruler DNA Ladder Mix
als Langenstandard mitgefiihrt.

Der Gellauf fand jeweils bei 10 V/ cm statt (Gelkammer: Sub-Cell GT) und wurde je nach
Fragmentgrofle nach 45 — 120 min gestoppt, sodass sich die BPB-Bande ca. auf halber Ho-
he des Gels befand. Die anschlieBende Detektion der Nukleinsduren unter UV-Licht ist
moglich, da Ethidiumbromid sowohl in DNA als auch in RNA interkaliert und dadurch
deren Anregungsspektrum verschiebt. Die Anregung bei Licht einer Wellenldnge von 312
nm erzeugt ein Fluoreszenzsignal, welches proportional zur Menge der eingesetzten Nuk-
leinsduren ist. Die Gele wurden bei verschiedenen Expositionszeiten detektiert und photo-

graphisch festgehalten.

3.3.8.2 Analytische Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Die analytische PAGE dient der Auftrennung geladener Molekiile und wurde zur Uberprii-
fung der Integritdt von Nukleinsduren verwendet. Zur Bestimmung von FragmentgroBen
wurde die Position der Banden der zu untersuchenden Nukleinsduren mit denen eines Lén-
genstandards ins Verhiltnis gesetzt. Die Farbung der Polyacrylamidgele zum Nachweis der
aufgetragenen Nukleinsduren erfolgte bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt fiir 15 min mit-
tels des sensitiven Fluoreszenzfarbstoffes SYBR-Gold, anschlieBend wurde die Detektion

am Typhoon FLA 9500 bei einer Wellenldnge von 495 nm vorgenommen.

Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Unter Verwendung der denaturierenden, vertikalen PAGE wurden PCR-Produkte sowie
gelieferte Primerpaare und asONs visualisiert und kontrolliert. Der in der Polyacrylamid-
gellosung und im Probenpuffer enthaltene Harnstoff sowie der Gellauf bei hohen Tempera-
turen dienen der Denaturierung von Sekundérstrukturen, sodass eine Auftrennung der Nuk-
leinséuren nach der Grofe moglich ist.

Die zehn- oder 15-prozentige Polyacrylamidgellosung wurde laut Abschnitt 2.4 hergestellt,
Harnstoff fiir eine 7 M Losung eingewogen und unter Warmezufuhr auf dem Magnetriihrer
gelost. AnschlieBend wurde die Losung mittels eines 0,2 um Filters filtriert und APS (f.c.
0,1%) und TEMED (f.c. 0,1%) zum Start und zur Katalyse der Reaktion hinzugefiigt, wo-
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rauf die radikalische Polymerisation und Quervernetzung der Gellosung einsetzt. Es folgte
das sofortige Gielen der Losung in die vorbereiteten Gelkammern und die Polymerisie-
rung fiir 10 min bei Raumtemperatur. Die Gele konnten nun in die Laufapparatur einge-
spannt und der Gelvorlauf bei 25 V/ cm (Gelkammer: Multigel-Long C47) fiir 30 min bei
Raumtemperatur zur gleichméfBigen Verteilung von Salzen im Gel und dem Vorwédrmen
des Gels durchgefiihrt werden. Als Laufpuffer wurden ca. 400 ml 1x TBE pro Gelappara-
tur verwendet. Wihrenddessen wurden die Proben fiir den Gelauftrag vorbereitet, wobei
zur Kontrolle der erworbenen DNA-Oligonukleotide 2 pmol und zur Analyse der PCR-
Produkte 10 pl eines 25ul-Ansatzes mit 250 ng Template und 40 PCR-Zyklen aufgetragen
wurden. Die Ansitze wurden in 1:1-Verdiinnung mit Formamid oder Ladepuffer versetzt,
fiir 5 min bei 95°C denaturiert und bis zum Gelauftrag auf Eis gelagert. Der verwendete
GroBenstandard wurde 1:100 verdiinnt und 2 pl dieser Verdiinnung ebenfalls in Formamid
denaturiert. Nach Beenden des Vorlaufs wurden die Taschen des Gels mehrmals gespiilt,
um den beim Probeneinlauf storenden Harnstoff zu entfernen. Zunéchst wurden die nicht
benoétigten Taschen des Gels mit Ladepuffer befiillt, anhand dessen BPB-Bande der spétere
Lauffortschritt des Gels nachvollzogen werden konnte. AnschlieBend erfolgte der Gelauf-
trag der Proben und deren Auftrennung bei Raumtemperatur und 25 V/ em fiir 90 — 120
min. Je nach gewiinschtem Grad der Auftrennung der Nukleinsduren wurde der Gellauf
erst gestoppt, wenn sich die BPB-Bande in der 2. Hélfte des Gels oder an der unteren Gel-
kante befand.

Semidenaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Durch den Einsatz der semidenaturierenden, vertikalen PAGE wurden die Hybridisie-
rungsprodukte aus ECV-304 Gesamtzell-RNA und den einzelstrdngigen asONs aufge-
trennt. Die verwendeten nativen Bedingungen im Probenpuffer und der Gellauf mit niedri-
ger Spannung und Temperatur dienen dem Erhalt von Sekundérstrukturen. Lediglich die
Polyacrylamidgellosung enthdlt 4 M Harnstoff, sodass die Vielzahl an mdglichen ausge-
bildeten Strukturen auf stabile Isoformen reduziert und die Analyse des Bandenmusters
erleichtert wird.

Die 15-prozentige Polyacrylamidgellosung wurde laut Abschnitt 2.4 hergestellt, Harnstoff
fiir eine 4 M Losung unter Erwédrmen gelost und APS (f.c. 0,1%) und TEMED (f.c. 0,1%)
zugesetzt. Der Gelvorlauf bei 12,5 V/ cm (Gelkammer: Multigel-Long C47) wurde fiir 30
min im Kiihlraum durchgefiihrt, gefolgt vom Gellauf mit Proben fiir ca. 2,5 h bei 4°C und
12,5 V/ cm. Die Ansidtze und der Lingenstandard wurden zuvor in 1:1-Verdiinnung mit

Ficoll-Ladepuffer versetzt und sich an den oben genannten Auftragsmengen fiir den
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SYBR-Gold-Nachweis orientiert. Alle nicht genannten Schritte verliefen analog zur dena-

turierenden PAGE.

3.3.9 Quantifizierung von Gelbanden

Die Quantifizierung von Gelbanden erfolgte unter Nutzung des Programmes Image Quant
und diente der Auswertung von Signalen in Polyacrylamidgelen (Abschnitt 3.3.8.2) und
Western Blots (Abschnitt 3.4). Dafiir wurden zunéchst gleich groe Késtchen um alle Gel-
banden gelegt und zusitzlich ein weiteres Rechteck zur Quantifizierung und spateren Sub-
traktion des Hintergrundsignals. Im Falle der Western Blot Auswertung fand zusétzlich
eine Normierung von Probensignalen eines Proteins auf die dazugehorigen Banden eines

Standardgens statt.

3.3.10 DNA-Isolation aus Agarosegelen

Im Anschluss an die analytische Agarose-Gelelektrophorese (Abschnitt 3.3.8.1) und Visua-
lisierung der Nukleinsduren unter UV-Licht wurden die Banden von Amplikons aus kon-
ventionellen PCR-Ansétzen mit einem sterilen Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnit-
ten und in ein 2 ml-Reaktionsgefdl} liberfiihrt. Zur Vermeidung von Photoaddukten und
fehlerhaften DNA-Sequenzen wurden sehr kurze Expositionszeiten der Gele unter UV-
Licht eingehalten. Die weitere Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte nach Herstelleran-
gaben mittels des QI4Aquick Gel Extraction Kits, wobei die Elution der Nukleinsduren von
der Sdule durch Zugabe von 50 pl destilliertem Wasser erfolgte. Nach erneuter Kontrolle
der aufgereinigten Amplifikate im Agarosegel wurden diese fiir die konventionelle PCR
mit anschlieBender Sequenzierung (Abschnitt 3.3.13) oder Ligation in einen Plasmidvektor

(Abschnitt 3.3.11.1) eingesetzt.

3.3.11 Klonierung von DNA-Fragmenten in kompetente Bakterienzellen

Fiir die Klonierung von DNA-Fragmenten in kompetente Bakterienzellen wurde zunichst
per konventioneller PCR ein Amplifikat hergestellt (Abschnitt 3.3.7.1), welches anschlie-
Bend in einen Vektor ligiert (Abschnitt 3.3.11.1) und das Ligationsprodukt in kompetente
Bakterienzellen transformiert wurde (Abschnitt 3.3.11.2). Nach der Uberpriifung des In-
serts per Kolonie-PCR (Abschnitt 3.3.11.3) wurden die Bakterien vermehrt und eine Plas-

midpraparation durchgefiihrt (Abschnitt 3.3.12). SchlieBlich wurde eine Restriktionsanaly-
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se des Inserts vorgenommen (Abschnitt 3.3.11.4) oder die Proben direkt fiir die Sequen-

zierreaktion vorbereitet (Abschnitt 3.3.13).

3.3.11.1 Ligation von DNA-Fragmenten

Die fiir diese Arbeit verwendete Ligationsstrategie basiert auf dem sogenannten 7A4-
Cloning, bei der ein linearisierter Vektor mit Thymidin-Uberhang mit einer doppelstriingi-
gen DNA-Sequenz mit Adenin-Uberhang fusioniert wird. Der Uberhang des Inserts wird
durch das Enzym Taq-Polymerase wéihrend der konventionellen PCR erzeugt, welche héu-
fig ein Adenin an das Ende des Amplifikats anhdngt (Hu, 1993). Konkret wurde die Liga-
tion von Vektor und Insert mittels des Dual Promoter TA Cloning Kits with pCRII vector
nach Herstellerangaben durchgefiihrt und 1 pl des PCR-Ansatzes von linearen Transkrip-
ten sowie 3 pl des PCR-Ansatzes von zirkuldren Transkripten in der Reaktion eingesetzt.
Ein Ansatz ohne Insert zur Uberpriifung der Religation des Vektors wurde nur in den ers-
ten Klonierungsarbeiten mitgefiihrt und fiel mehrfach negativ aus. AnschlieBend wurde mit

der Transformation des Plasmids in E. coli DH5a Zellen fortgefahren.

3.3.11.2 Transformation von Plasmid-DNA in kompetente Bakterienzellen

Im Anschluss an die Ligation von Vektor und /nsert wurden 50 pl chemisch kompetente E.
coli DH5a in vorgekiihlte ReaktionsgefdBle vorgelegt und mit 2 pl der Ligationsansitze
vermischt. Nach einer dreiffigminiitigen Inkubation auf Eis wurden die Ansétze fiir 30 s
einem Hitzeschock von 42°C unterzogen, um die Effizienz der Aufnahme der Plasmide in
die Bakterienzellen zu steigern. Die Plasmid-Zellsuspension wurde sofort fiir 2 min zuriick
in Eis gestellt und anschlieend in 250 pl vorgewdrmten SOC-Medium aufgenommen und
fiir 1 h bei 37°C schiittelnd mit 225 rpm inkubiert. Nach dieser Regenerationsphase wur-
den 100 pl und 150 pl des Ansatzes auf 2 Agarplatten ausgestrichen und diese tiber Nacht
bei 37°C gelagert. Sobald einzelne Kolonien auf dem Néhrboden sichtbar waren, wurde
das Wachstum unterbrochen und die Platten bei 4°C gelagert. Am nichsten Tag wurden
die Agarplatten ausgewertet und die Kolonien eines Ausstrichs ausgezéhlt oder abge-
schétzt. Fiir die weitere Bearbeitung der Amplifikate von linearen Transkripten wurden ca.
zehn Bakterienklone von der Platte ausgewahlt und fiir Amplifikate auf Grundlage vorher-
gesagter zirkuldrer RNA-Spezies wurden alle Kolonien von den Agarplatten gepickt und
fiir die nachfolgende Kolonie-PCR vorgesehen. Dieses Vorgehen begriindete sich zum
einen auf der Beobachtung, dass zirkuldre Transkripte erst nach 40 PCR-Zyklen in einer

sichtbaren Bande auftreten und in ersten Versuchen eine niedrige Klonierungseffizienz
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festgestellt wurde und zum anderen auf der Tatsache, dass sich ein Uberblick iiber potenti-

ell vorhandene circRNAs eines Genlokus verschafft werden sollte.

3.3.11.3 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR diente der Amplifikation und Identifikation der Vektor-Inserts bzw. der
Uberpriifung, ob eine DNA-Sequenz in den pCRII-Vektor eingebracht wurde. Dafiir wurde
ein 25 pl-Reaktionsansatz fiir eine konventionelle PCR nach Abschnitt 3.3.7.1 pipettiert
und die vorgesehenen 2,5 pl fiir das cDNA-Template durch 2,5 pl destilliertes Wasser er-
setzt. Als Primerpaare kdnnen entweder diejenigen verwendet werden, die auch zur Erzeu-
gung des PCR-Inserts verwendet wurden oder M13-Primer, die Bindungsstellen upstream
und downstream des Inserts in der Vektorsequenz aufweisen. AnschlieBend wurden die
ausgewdhlten Kolonien mit einem Zahnstocher gepickt, auf ein nummeriertes Késtchen
einer Kontroll-Platte {ibertragen und in den PCR-Ansatz gemischt. Nach 30 PCR-Zyklen
unter den zuvor fiir jedes Primerpaar etablierten Bedingungen wurden die PCR-Ansétze im
Agarosegel aufgetrennt und mit dem PCR-Amplifikat des Ligationsansatzes verglichen.
Die ausgewihlten Bakterienkolonien wurden schlieBlich in 3 ml-Ubernachtkulturen ver-

mehrt und die Plasmidpréparation nach Abschnitt 3.3.12 durchgefiihrt.

3.3.11.4 Analytische Restriktionsverdauung von Plasmid-DNA

Fiir eine weitere Validierung der mittels Miniprdparation (Abschnitt 3.3.12) gewonnenen
Plasmide wurden analytische Restriktionsansétze durchgefiihrt. Die dabei verwendeten
Restriktionsenzyme konnen doppelstrangige DNA an spezifischen Sequenzmotiven spalten
und erzeugen DNA-Fragmente definierter Linge. Diese konnen wiederum per Agarose-
Gelelektrophorese visualisiert werden (Abschnitt 3.3.8.1) und geben Aufschliisse iiber die
Linge, Orientierung sowie die Sequenz des Imserts im Plasmid. Damit ein ausreichend
starkes Signal der Fragmente fiir die Detektion mittels Ethidiumbromid erzeugt wird, wur-
de 1 pg Plasmid in der Restriktionsverdauung eingesetzt und diese vollstindig im Agaro-
segel aufgetragen. Zusitzlich wurden auch 500 ng ungeschnittene Plasmid-DNA im Gel
visualisiert. Zur Bestimmung der Groflen der eingebrachten Inserts wurde die praparierte
Plasmid-DNA mit EcoRI verdaut, da dieses Restriktionsenzym an Sequenzmotiven im
Vektor nur wenige Nukleotide upstream und downstream vom Insert schneidet und das
erzeugte DNA-Fragment nahezu der Linge des Inserts entspricht. Alle weiteren Restrikti-
onsenzyme wurden spezifisch fiir das zu erwartende /nsert gewihlt und die analytische

Restriktionsverdauung nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
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3.3.11.5 Herstellung von Glycerinkulturen zur Konservierung ausgewihlter
Bakterienstimme

Zur Konservierung der erzeugten Bakterienkulturen wurden 200 pl der nach Abschnitt
3.3.12 erzeugten Ubernachtkulturen mit 200 ul 87-prozentiger sterilisierter Glycerinldsung
versetzt und gemischt. Die Lagerung der so erhaltenen Glycerinkulturen erfolgte im Ge-

frierschrank bei -80°C.

3.3.12 Préparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Zur Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli DH5a Zellen wurde eine vereinzelte Kolonie
von der Agarplatte ,,gepickt” und in 3 ml LB-Medium iiber Nacht bei 37°C und 180 Upm
im Warmluftschiittler inkubiert. Die benétigte Menge an LB-Medium wurde zuvor mit
einem Antibiotikum versetzt, welches sich nach den vorhandenen Resistenzgenen des Bak-

terienstammes richtete.

3.3.12.1 Minipriparation

Die Préparation der Plasmid-DNA wurde nach Herstellerangaben mittels des GenElute
Plasmid Miniprep Kits bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die anschlieBende Konzentrati-
onsbestimmung und Qualititskontrolle der erhaltenen Plasmid-Ldsungen erfolgte spektral-
photometrisch (Abschnitt 3.3.3) und per Restriktionsanalyse (Abschnitt 3.3.11.4). Zur
exakten Validierung der Sequenz und Orientierung des I/nserts wurden Proben fiir eine

Sequenzierreaktion vorbereitet (Abschnitt 3.3.13).

3.3.12.2 Kitlose Minipriparation

Fiir die Minipriiparation ohne Verwendung eines kommerziellen Kits wurden die Uber-
nachtkulturen in 15 ml-PPN-R&hrchen iiberfithrt und 1 min bei 8000 rpm zentrifugiert.
Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt und der Uberstand nach der Zentri-
fugation verworfen. Das Pellet wurde in 80 pul Lyse-Puffer und 7 pl Lysozym-Losung auf-
genommen, in 1,5 ml-Reaktionsgefdfe iiberfiihrt und zum Hitzeaufschluss der Bakterien
fiir 1 min bei 95°C inkubiert. Nach einer zweiminiitigen Lagerung auf Eis erfolgte die
Zentrifugation fiir 15 min bei 14.000 rpm. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml-Reak-
tionsgefdl3 liberfithrt und mit dem einfachen Volumen Isopropanol versetzt. Die Proben
wurden gemischt und 5 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uber-
stand abgenommen und das Pellet in 150 pl 70% Ethanol resuspendiert. Nach einer Zentri-

fugation von 2 min bei 14.000 rpm wurde der Uberstand erneut abgenommen und das Pel-
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let fiir ca. 10 min getrocknet. Im Anschluss wurde das Pellet in 150 pl TE-Puffer aufge-
nommen, welcher zuvor mit 10 pg/ ml RNase A zum Abbau der bakteriellen RNA versetzt
wurde. Die Ansédtze wurden nach einer fiinfminiitigen Inkubation bei 37°C entweder direkt
der nachfolgenden Phenol-Chloroform-Extraktion unterzogen oder bei -20°C gelagert.

Im zweiten Teil des Protokolls wurden die Proben in 1:1-Verdiinnung mit Phenol/Chloro-
form/Isoamylalkohol (25:24:1, pH 7,5-8,0) versetzt, 5 min lang intensiv gemischt und an-
schlieBend fiir 5 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Die obere wissrige Phase wurde darauf-
hin in neue 1,5 ml-ReaktionsgefdB3e iiberfiihrt und alle weiteren Schritte analog zur Be-
schreibung in Abschnitt 3.3.1.3 gefolgt von der Ethanolprizipitation nach Abschnitt 3.3.1.4
bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Eine Anderung ergab sich nach der Zugabe von 3 M
Natriumacetat (pH 5,2) und 100% Ethanol, auf die keine Lagerung im Gefrierschrank er-
folgte, sondern fiir die Fallungsreaktion direkt mit der Zentrifugation bei 14.000 rpm fiir 30
min fortgefahren wurde. Weiterhin wurde das Waschen der Pellets mit 700 ul 70% Ethanol
durchgefiihrt und fiir 15 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Schlieflich wurden die Plasmid-
DNA-Pellets nach dem Trocknen in 50 ul TE-Puffer aufgenommen und die in Abschnitt

3.3.12.1 beschriebene weitere Vorgehensweise gewéhlt.

3.3.13 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA wurde zur Verifizierung von Amplifikaten der konventionel-
len PCR (Abschnitt 3.3.7) sowie von PCR-Inserts nach der Klonierung in Bakterienzellen
(Abschnitt 3.3.11) und erfolgter Plasmidpraparation (Abschnitt 3.3.12) durchgefiihrt. Dafiir
wurde mit der Didesoxy- bzw. Kettenabbruch-Methode nach Sanger gearbeitet und zu-
néchst komplementdre DNA-Strénge in einer linearen PCR-Reaktion hergestellt. Der PCR-
Mix des BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kits enthdlt neben dNTPs zur Ketten-
verlangerung auch fluoreszenzmarkierte ddNTPs, die aufgrund des fehlenden 3‘-Hydroxyl-
restes zum Kettenabbruch fithren und PCR-Produkte unterschiedlicher Linge erzeugen.
Der Sequenzierungsansatz wird schlielich durch eine Gelmatrix in den Glaskapillaren des
Sequenziergerites der Lange nach aufgetrennt und die 4 verschiedenen Fluoreszenzsignale
je ddNTP am Ende der DNA-Strange detektiert. Im Ergebnis erhdlt man eine Sequenz-
Datei, in der die Basenreihenfolge durch verschiedenfarbige Kurven dargestellt ist und die
Amplitude der Kurven Aufschluss iiber die Wahrscheinlichkeit des Auftretens der Base an
dieser Position gibt.

Im Falle der direkten Sequenzierung von PCR-Produkten mussten diese zunichst von Pri-

mern und Nukleotiden befreit werden, um keinen storenden Einfluss auf die nachfolgende
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Sequenzierung auszuiiben. Die Aufreinigung wurde mittels des ExS-Pure Enzymatic PCR
Cleanup Kits nach Herstellerangaben durchgefiihrt und der gesamte Ansatz in der Sequen-
zierreaktion eingesetzt. AnschlieBend wurden die Sequenzierungsansitze nach Tabelle
3.10 pipettiert und das in Tabelle 3.11 angefiihrte Programm im 7Thermalcycler gestartet.
Dabei wurden die aufgereinigten Amplifikate mit einem der verwendeten Primer der kon-
ventionellen PCR vervielfiltigt, wihrend die priparierten Plasmide mit dem forward oder

reverse M13-Primer angesetzt wurden.

Tabelle 3.10: Zusammensetzung eines Sequenzierungsansatzes.

Reagenz Konzentration/ Menge Volumen
5x Sequenzierungspuffer 1x Bedingungen 3,5ul
BigDye Terminator Ready Reaction Mix - 1 ul

10 uM forward oder reverse M13-Primer 500 nM 1 ul
oder spezifischer Primer

DNA 600 ng— 1ug Sul-14,5 pl
destilliertes Wasser - ad 20 pl

Tabelle 3.11: Temperatur- und Zeiteinstellungen sowie Zyklenanzahl des Sequenzierungs-
programmes.

Phase Zeit Temperatur Anzahl Zyklen
Initiale Denaturierung 3 min 96°C 1
Denaturierung 10s 98°C

Hybridisierung 90 s 60°C 25
Elongation 90 s 50°C

Nach dem Beenden der Reaktion wurden die Ansdtze mittels NucleoSEQ-Sédulen nach
Herstellerangaben aufgereinigt, um bei der Sequenzierung stérende Reagenzien wie Salze,
Nukleotide, Primer und Label zu entfernen. Zudem wurden die Proben vor der Injektion in
das Kapillarelektrophorese-System unter Zugabe von 1:1 hochdeionisiertem Hi-Di Form-
amide fiir 2 min bei 95°C denaturiert, worauf sich die Lagerung auf Eis oder bei -20°C bis
zur Sequenzierung anschloss. SchlieBlich wurde die Platte fiir die Sequenzierung mit den
Proben beladen und die Reaktion gestartet. Die Analyse der erhaltenen Daten und Validie-
rung der Sequenzen wurde mittels der Programme ,,Chromas* und ,,Snapgene viewer

durchgefiihrt.
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3.4 Biochemische Methoden

3.4.1 SDS-PAGE

Die diskontinuierliche vertikale Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) wurde zum Auftrennen von Proteinen aus Zellextrakten nach ihrer Grof3e
verwendet. Die in Probenpuffer vorliegenden Proteine (Abschnitt 3.2.5.3 und 3.2.5.4) wur-
den vor dem Gelauftrag durch eine Inkubation bei 95°C bzw. 70°C fiir 5 min und das ent-
haltene DTT bzw. 3-Mercaptoethanol denaturiert, da es zum Aufldsen von Disulfidbriicken
und zur Anlagerung von SDS an hydrophobe Ketten der Proteine fiihrt. Zudem erhalten die
zelluldren Proteine in diesem Schritt eine einheitliche negative Ladung und werden lineari-
siert, sodass diese lediglich nach ihrer GroBe aufgetrennt werden kénnen. Schlieflich sor-
gen die im Probenpuffer enthaltenen Detergenzien insbesondere bei lipophilen Membran-
proteinen fiir die Loslichkeit in wéssrigen Medien.

Zur Auftrennung der zelluldren Proteinextrakte wurden ein 12% Trenngel und 4% Sam-
melgel eingesetzt und in die Gelkammer (85 x 100 x 0,75 mm) pipettiert, wobei die Pro-
zentigkeit des Trenngels anhand der vorhergesagten Massen der TRAMI1-Isoformen und
der Ladekontrollen festgelegt wurde. Nach Auspolymerisieren des Gels und Zusammenbau
der vertikalen Gelapparatur wurde diese mit 1x Elektrophoresepuffer als Laufpuffer befiillt
und der Vorlauf fiir 30 min bei 15 V/ cm (Gelkammer: SE260) durchgefiihrt. AnschlieBend
wurden die Proteinproben sowie 5 pl des GroBenstandards Pageruler Prestained Protein
Ladder in die Taschen des diskontinuierlichen Polyacrylamidgels geladen und der Gellauf
mit einer Spannung 5 V/ cm gestartet, bis die Proben in das Trenngel eingelaufen waren.
Der restliche Hauptlauf wurde bei 15 V/ cm fiir 60 — 90 min durchgefiihrt, bis die 10 kDa-
Bande des Proteinstandards die untere Gelkante erreicht hatte. Nach dem Auseinanderbau-
en der Gelapparatur wurde das Trenngel fiir den nachfolgenden Western Blot zugeschnit-

ten und 5 min in Transferpuffer dquilibriert.

3.4.2 Western Blot

Fiir den spezifischen Nachweis eines ausgewdhlten zelluldren Proteins mittels priméren
und sekundiren Antikdrpern wurden die aufgetrennten Proteinextrakte auf einer Membran
fixiert, da die Bindung von Immunglobulinen an ihr Antigen direkt im Polyacrylamidgel
nicht moglich ist. Zundchst wurde die zugeschnittene PVDF-Membran (8 x 8,5 cm) in

100% Methanol fiir 2 min aktiviert und anschlieend fiir mindestens 5 min in Transferpuf-
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fer aquilibriert. Ebenso wurden sechs Blotting-Papiere pro Blot fiir mindestens 5 min in
Transferpuffer gelagert. Nachdem auch das SDS-Gel im Anschluss an die PAGE é&quilib-
riert war, wurde das Blot-Sandwich aus der Anode, drei Blotting-Papieren, der PVDF-
Membran, dem Gel, drei Blotting-Papieren und der Kathode gebaut. Das Semi-Dry Blotten
der Proteine auf die Membran wurde mit 0,8 mA/ cm? fiir 2,5 h in der horizontalen Blotap-
paratur TE77X durchgefiihrt.

Fiir die ersten Versuche und Etablierungsarbeiten wurde das Gel zur Uberpriifung der Auf-
trennung der zelluldren Proteine und der Blotting-Effizienz mit Coomassie Brilliant Blue R
gefarbt, der sich unspezifisch an die basischen Seitenketten der Aminosduren anlagert.
Dazu wurde das Gel fiir 10 min in der Coomassie-Farbelosung geschwenkt und anschlie-
Bend mehrmals mit der Coomassie-Entfarbelosung gewaschen, bis der Gelhintergrund
vollstindig entfdrbt war. Die Proteinbanden wurden dabei durch die jeweils enthaltene
Essigsdure im Gel fixiert, sodass das Gel abschlieBend dokumentiert werden konnte. Wei-
terhin wurde bei jedem Versuch auch die Membran unspezifisch mittels der Ponceau S-
Farbelosung angeférbt, dessen Farbstoff sich ebenfalls an positiv geladene Aminogruppen
von Proteinen anlagert. Die PVDF-Membran wurde fiir 10 min in der Firbelosung inku-
biert und anschlieBend mehrmals mit demineralisiertem Wasser gespiilt, bis sich die Ban-
den der zelluliren Proteinextrakte deutlich vom Hintergrund abhoben. SchlieBlich wurde
die Membran in eine Folie gelegt und fiir die Auswertung eingescannt. Die Ponceau S-
Féarbung wurde im letzten Schritt durch Waschen der Membran mit Transferpuffer wieder

entfernt und mit der Immunodetektion der Membran fortgefahren.

3.4.3 Immunodetektion mittels Antikérpern

Nach dem Blotten von zelluldren Proteinen auf eine PVDF-Membran wurde diese zunédchst
fiir 1 h schwenkend in Blockierldsung inkubiert, um alle unspezifischen Bindungsstellen
der Membran zu sittigen. Wéihrenddessen wurden alle nachfolgend bendtigten Antikdrper-

16sungen in Blockierlosung nach Tabelle 3.12 angesetzt.

Tabelle 3.12: Verwendete Antikorper sowie deren Verdiinnungen in Blockierlosung.

Antikorper Verdiinnungsfaktor Blockierlosung Antikorperlosung
Rabbit-anti-TRAM1 1:1000 5ml S5ul
Goat-anti-Rabbit 1:2000 5ml 2,5 ul
Mouse-anti--Aktin 1:1000 3ml 3ul

Goat-anti-Mouse 1:1000 5ml S5ul
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Nach dem Blockieren der unspezifischen Bindungsstellen wurde die Membran fiir 1 h bei
4°C mit dem jeweiligen Primirantikorper inkubiert, der sich gegen das Antigen des nach-
zuweisenden Proteins richtet. Es folgte das zweimalige Waschen der Membran mit TBST
fiir 15 min und die Inkubation mit dem Sekundirantikorper fiir 1 h bei 4°C. Dieser ist ge-
gen den Fc-Stamm des Antikorpers der Spezies gerichtet, in der der Primédrantikorper her-
gestellt wurde und mit dem Enzym Meerrettichperoxidase fiir den Chemilumineszenz-
Nachweis gekoppelt. AnschlieBend wurde die Membran erneut zweimal mit Waschpuffer
gewaschen und die Chemilumineszenz-Detektion mittels des SuperSignal West Dura Ex-
tended Duration Substrate Kits nach Herstellerangaben vorgenommen. Dabei wird die
Biolumineszenz durch Umsetzung von Luminol in seine oxidierte Form im Imagingsystem
Fusion Solo nachgewiesen.

Fiir die Detektion eines zweiten Proteins mussten zundchst alle gebundenen Antikdrper
entfernt werden, was durch eine zweimalige Inkubation der Membran fiir 10 min in Strip-
Puffer erzielt werden konnte. Im ndchsten Schritt wurde diese zweimal fiir 10 min in PBS
dquilibriert und anschlieend zweimal fiir 10 min mit TBST gewaschen, bevor erneut mit
dem Blockieren der Membran begonnen und der gesamte Ablauf bis zur Detektion wieder-
holt werden konnte. Die so erhaltenen Aufnahmen des GroBenstandards unter WeiBlicht
und der Proteine aus Zellextrakten mittels Chemilumineszenz wurden iibereinander gelegt
und die Quantifizierung der Gelbanden und Normalisierung auf ein Standardgen nach Ab-

schnitt 3.3.9 durchgefiihrt.
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4  Ergebnisse

4.1 Auswahl von Markerkandidaten fiir das Harnblasenkarzinom

4.1.1 Vorarbeiten

Die Suche und Identifikation von nicht-invasiven Tumormarkern fiir das Harnblasenkarzi-
nom ist bereits seit vielen Jahren ein wichtiger Forschungszweig des Instituts fiir Moleku-
lare Medizin. Wesentliche Meilensteile stellten dabei die Entwicklung eines standardisier-
ten Verfahrens zur Stabilisierung und Préparation von uriner RNA dar sowie die Evaluati-
on erster Markerkandidaten zur Unterscheidung maligner Krankheitsstadien der Harnblase
(Hanke, 2007). Daraufthin wurde 2013 eine diagnostische Studie anhand von 284 Proben
von Patientenurin gestartet und 5 potentielle Tumormarker zur Differenzierung von Harn-
blasenkarzinomstadien identifiziert. Diese ermoglichten bereits die Unterscheidung von
low grade und high grade Harnblasenkarzinomen sowie gesunden Probanden mit einer
Sensitivitdt von bis zu iliber 70% (personliche Mitteilung von Georg Sczakiel). Um im
nichsten Schritt verbesserte Werte fiir die Sensitivitdt und Spezifitit von Tumormarkern zu
erreichen, sollte ein systematischer Ansatz per Transkriptomanalyse der Identifikation neu-
er Markerkandidaten dienen. Dieser basierte auf dem Vergleich der urinen RNA von ge-
sunden Probanden (C) und Patienten mit Harnblasenkarzinom im fortgeschrittenen Tu-
morstadium (high risk, high grade (H)) und wurde 2017 am Institut fiir Molekulare Medi-
zin durchgefiihrt (Riiger, 2017).

Fiir die Transkriptomanalyse wurde zunidchst RNA aus jeweils 7 reprdsentativen humanen
Urinen der beiden Patientengruppen isoliert, nach definierten Kriterien gepoolt und zur
Herstellung von cDNA-Bibliotheken verwendet. Die per next generation sequencing erhal-
tenen Daten wurden einer Qualitétskontrolle beziiglich der Sicherheit von Basenpositionen,
dem GC-Gehalt und weiteren Eigenschaften unterzogen und mit einem Referenzgenom
verglichen. Dieser als Mapping bezeichnete Schritt wurde anhand von Datenbanken wie
Ensembl fiir kodierende und nicht-kodierende Transkripte sowie circBase fur zirkuldre
RNAs mittels des Burrow-Wheeler-Algorithmus (BWA) (Li and Durbin, 2009) durchge-
fiihrt. Zuletzt erfolgte die Normierung der Daten auf transcripts per kilobase per million
(TPM), sodass Unterschiede in der Tiefe der Sequenzierung sowie den Transkriptlingen

der beiden Vergleichsgruppen ausgeglichen werden konnten.
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Fiir die differentielle Genexpressionsanalyse der Patientengruppen wurden die Expres-

sionsunterschiede als logio(fold change) bzw. log(fc) angegeben und wie folgt berechnet:

Patientengruppe H [TPM]

log(fc) =

Patientengruppe C [TPM]

(log(fc) > 0 fiir iiberexprimierte Transkripte in der Patientengruppe H,
log(fc) = 0 ohne Expressionsunterschiede eines Transkriptes beider Patientengruppen

und log(fc) < 0 fiir unterexprimierte Transkripte in der Patientengruppe H).

Das vorldufige Endergebnis der Transkriptomanalyse waren sehr umfangreiche Listen fiir
kodierende, nicht-kodierende und zirkulére Transkripte unter Angabe des Gennamens, der
Transkriptbezeichnung, der TPM-Werte fiir die Patientengruppen C und H sowie der zuge-
horigen log(fc)-Werte. Diese tabellarische Auflistung legte den Grundstein fiir die Aus-

wahl der zu untersuchenden Markerkandidaten in der vorliegenden Arbeit.

4.1.2 Kriterien fir die Auswahl von Markerkandidaten

Im ersten Schritt der Auswahl an potentiellen Tumormarkern fiir das Harnblasenkarzinom
mussten Kriterien definiert werden, um aus der Vielzahl an Transkripten geeignete Kandi-
daten rausfiltern zu konnen. Daflir wurden die Listen aus der RNA-Sequenzierung zu-
nédchst nach Transkripten mit den jeweils hochsten und niedrigsten log(fc)-Werten fiir die
differentielle Genexpression der Patientengruppen C und H sortiert. Als nédchstes wurden
die log(fc)-Werte der 5 bereits untersuchten Tumormarker der diagnostischen Studie be-
trachtet und der Schwellenwert fiir die Auswahl neuer Markerkandidaten auf log(fc) > 0,6
fiir tiberexprimierte bzw. log(fc) < 0,6 fiir unterexprimierte Transkripte der Patientengrup-
pe H festgelegt. Da das Ziel der Transkriptomanalyse in einer verbesserten Sensitivitit und
Spezifitdt von Tumormarkern fiir das Harnblasenkarzinom bestand, wurden alle Transkrip-
te unterhalb bzw. oberhalb dieser gesetzten Grenzwerte vorerst ausgeschlossen. Weitere
Kriterien fiir die Selektion von Markerkandidaten wurden wie folgt definiert:

- das transcript support level (TSL) fiir lineare Transkripte sollte < 2 bzw. nicht not
annotated (NA) sein,

- flir den Entwurf von Primerpaaren sollten die reifen Transkripte eine Lidnge von
mindestens 150 Nukleotiden sowie deren ungespleiBite pri-mRNAs eine Intron-
Exon-Struktur aufweisen,

- alle gemappten Spleiflvarianten eines Gens sollten ebenso einbezogen werden und

moglichst das gleiche Vorzeichen bzw. dhnliche log(fc)-Werte aufweisen.
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Der TSL gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der ein Transkript existiert oder nur auf bioin-
formatischen Vorhersagen beruht. Ein hoher TSL von 1 bis 2 steht dabei flir ein RNA-
Modell, dessen reales Vorkommen durch Primérdaten gestiitzt wird. Zudem wurde der
Fokus dieser Arbeit auf die Untersuchung von zirkuldren RNAs gelegt, da diese ein noch
junges Forschungsfeld darstellen und aufgrund der postulierten hoheren Stabilitdt in Kor-
perfliissigkeiten eine neue Kategorie vielversprechender Tumormarker bilden koénnten.
Auch die bekannten biologischen Funktionen eines Transkriptes wurden betrachtet, um
erste Erkenntnisse iliber potentielle Markerkandidaten zu gewinnen. SchlieBlich fiel die
Wahl der zu untersuchenden Tumormarker auf TRAM1 und S100A6, da fiir beide Gene
eine Vielzahl zirkuldrer RNAs mit dhnlichen log(fc)-Werten detektiert wurden und auB3er-
dem eine Korrelation mit dessen kodierenden Transkripten erkennbar ist. Des Weiteren
sollten zwei Markerkandidaten mit gegensdtzlichen Expressionsprofilen untersucht wer-
den, da dessen Quotient eine noch bessere Unterscheidung von gesunden Probanden und
Harnblasenkarzinom-Patienten ermoglichen konnte. Im Folgenden werden die Ergebnisse
der Transkriptomanalyse fiir die linearen und zirkuldren Transkripte des S100A6- und

TRAMI1-Genlo-kus genauer betrachtet.

4.1.3 Ergebnisse der Transkriptomanalyse fiir S1I00A6

Fiir den SI00A6-Genlokus konnten 5 lineare Transkriptvarianten identifiziert werden, de-
ren log(fc)-Werte das gleiche Vorzeichen und dhnliche Tendenzen aufweisen (Tabelle 4.1).
Alle S100A6-Transkripte verfiigen laut Ensembl iiber die erforderliche Lénge fiir den Ent-
wurf von Primerpaaren und bis auf eine RNA-Spezies iiber TSL-Werte von 1 — 2. Die
konvergenten Primerpaare wurden so entwickelt, dass die Transkriptvarianten mit log(fc)-
Werten < 0,6 vom PCR-basierten Nachweis ausgeschlossen sind. Daraus ergibt sich vor-
erst ein theoretischer log(fc)-Wert von 0,62 fiir die verbleibenden drei S100A6-Transkripte
zur Unterscheidung der Patientengruppen C und H, der in Abschnitt 4.4.1 allerdings
nochmals thematisiert wird. Die Berechnung des log(fc)-Wertes fiir die Summe der drei
S100A6-Transkripte erfolgte unter Mittelwertbildung der TPM-Werte fiir die Gruppen C
und H, die dann zur Kalkulation des neuen log(fc)-Wertes nach der oben genannten Formel

genutzt werden konnten.



4 Ergebnisse 78

Tabelle 4.1: Ergebnisse der Transkriptomanalyse fiir lineare S100A6-Transkripte. Die Ex-
pressionsdaten der Patientengruppen C und H wurden auf TPMs normiert und fiir die Berechnung
von log(fc)-Werten verwendet. Der TSL bewertet die Wahrscheinlichkeit fiir die reale Existenz
eines RNA-Modells (Stand Mai 2020). Die *-markierte RNA-Spezies ist laut circBase die Tran-
skriptvariante, aus der die zirkuléren RNAs des S100A6-Genlokus hervorgehen. Die in blau her-
vorgehobenen Transkriptvarianten wurden beim Entwurf von Primerpaaren aufgrund der genann-
ten Kriterien ausgeschlossen.

Transkriptname v .
und Ensembl-ID Linge [bp] C [TPM] H [TPM] log(H/C) TSL  Beschreibung
S100A6-205 . .
ENST00000496817 673 19,22 79,05 0,61 2 Protein kodierend
S100A6-204 311 4,70 10,46 0,35 1 Intron
ENST00000462951
S100A6-202 . .
ENST00000368720 673 17,23 70,63 0,61 3 Protein kodierend
S100A6-201*

Protein kodi
ENST00000368719 665 28,04 120,51 0,63 1 rotein kodierend
S100A6-203 . .
ENST00000462776 479 4,24 13,01 0,49 2 Protein kodierend
> - 21,49 90,06 0,62 - -

Weiterhin konnten durch die Transkriptomanalyse 4 zirkulire RNAs (circRNA) des
S100A6-Genlokus identifiziert werden (Tabelle 4.2), die laut circBase die erforderliche
Lange flir den Entwurf von Primerpaaren aufweisen. Allerdings gibt es zum jetzigen Zeit-
punkt (Stand Mai 2020) fiir circRNAs noch keinen Parameter wie den TSL-Wert, der eine
Einschitzung iiber die reale Existenz bioinformatisch vorhergesagter zirkulérer Transkripte
vornimmt. Die ermittelten log(fc)-Werte liegen fiir alle zirkuldiren S100A6-Transkripte
zwischen 0,5 und 0,6 und stimmen damit mit den Werten der linearen S100A6-RNAs
iiberein. Dennoch wurde die Entwicklung von divergenten Primerpaaren zunachst nach der
circRNA ausgerichtet, die den hochsten log(fc)-Wert aufweist. Wie in Abschnitt 4.4.1 ge-
nauer erldutert wird, fithrt dies zum Ausschluss der Transkriptvarianten circS100A6-24
und circS100A6-27, wiahrend die circRNAs circS100A6-25 und circS100A6-26 durch die
Primerpaare detektiert werden. Daraus ergibt sich ein theoretischer log(fc)-Wert fiir die
beiden nachzuweisenden zirkuldren S100A6-Transkripte von 0,57 zur Unterscheidung der
Patientengruppen C und H. Da circBase keine offiziellen Namen fiir die aufgelisteten circ-
RNAs eingefiihrt hat, wurden die im Text genutzten Transkriptnamen selbst vergeben und

sollen der Vereinfachung und besseren Zuordnung der Transkripte zum Genlokus dienen.



4 Ergebnisse 79

Tabelle 4.2: Ergebnisse der Transkriptomanalyse fiir zirkulire S100A6-Transkripte. Die
Expressionsdaten der Patientengruppen C und H wurden auf TPMs normiert und fiir die Berech-
nung von log(fc)-Werten verwendet. Die Transkriptnamen wurden selbst vergeben und sollen der
Vereinfachung und besseren Zuordnung der Transkripte zum Genlokus dienen. Die in blau hervor-
gehobenen Transkriptvarianten wurden wie im Text beschrieben beim Entwurf von Primerpaaren
ausgeschlossen.

Transkriptname circBase-1D Linge [bp] C [TPM] H [TPM] log(H/C)
circS100A6-24 hsa_circ 0014224 231 29,96 105,43 0,55
circS100A6-27 hsa_circ_ 0014227 452 7,32 21,51 0,47
circS100A6-25 hsa circ_0014225 390 102,25 391,17 0,58
circS100A6-26 hsa_circ_0014226 683 87,06 314,28 0,56
X - - 94,66 352,73 0,57

4.1.4 Ergebnisse der Transkriptomanalyse fiir TRAMI1

Fir den TRAMI1-Genlokus konnten ebenfalls 5 lineare Transkriptvarianten identifiziert
werden, deren log(fc)-Werte bis auf eine RNA-Spezies dhnliche Tendenzen aufweisen und
nur einen geringen Expressionsunterschied der beiden Patientengruppen aufzeigen (Tabelle
4.3). Lediglich fiir das Transkript TRAM1-203 konnte eine deutliche Unterexpression in
Harnblasenkarzinompatienten gemessen werden, allerdings ist dessen Existenz mit einem
TSL von 5 bisher nicht belegt. Dennoch wurden alle drei Transkriptvarianten mit negati-
vem Vorzeichen der log(fc)-Werte in den Nachweis durch die entworfenen Primerpaare
eingeschlossen, sodass sich in Summe ein theoretischer log(fc)-Wert von -0,46 fiir die de-
tektierbaren linearen TRAMI-Transkripte ergibt. Wahrend zwar alle RNA-Spezies iiber
die erforderliche Lénge fiir den Entwurf von Primerpaaren verfiigen, weisen die von den
konvergenten Primerpaaren ausgeschlossenen Transkriptvarianten dariiber hinaus hohe
TSL-Werte auf und wurden bisher nicht durch Primérdaten bestétigt.

Ausschlaggebend fiir die Wahl von TRAMI1 als zweiten Markerkandidaten waren jedoch
die in der Transkriptomanalyse detektierten circRNAs des TRAMI1-Genlokus (Tabelle
4.4). Die log(fc)-Werte der zirkuldiren TRAM1-Transkripte sind alle im negativen Bereich
und weisen eine deutliche Unterexpression in der Patientengruppe H auf. Auch hier erfolg-
te der Entwurf von divergenten Primerpaaren nach der circRNA mit der stirksten differen-
tiellen Genexpression, was flir die TRAMI1-Transkripte auf circTRAMI1-58 zutrifft. Die
entwickelten Primerpaare konnen jedoch alle aufgelisteten circRNAs des TRAMI-
Genlokus nachweisen, wie in Abschnitt 4.2.1 genauer erkldrt wird. Da zudem alle Tran-

skripte iiber die erforderliche Lédnge fiir eine PCR-basierte Detektion verfiigen, kann der
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theoretische log(fc)-Wert fiir die ausgewahlten zirkuldren TRAM1-Transkripte in Summe

mit -1,26 zur Unterscheidung der Patientengruppen angegeben werden.

Tabelle 4.3: Ergebnisse der Transkriptomanalyse fiir lineare TRAMI1-Transkripte. Die Ex-
pressionsdaten der Patientengruppen C und H wurden auf TPMs normiert und fiir die Berechnung
von log(fc)-Werten verwendet. Der TSL bewertet die Wahrscheinlichkeit fiir die reale Existenz
eines RNA-Modells (Stand Mai 2020). Die *-markierte RNA-Spezies ist laut circBase die Tran-
skriptvariante, aus der die zirkuldiren RNAs des TRAM1-Genlokus hervorgehen. Die in blau her-
vorgehobenen Transkriptvarianten wurden beim Entwurf von Primerpaaren aufgrund der genann-
ten Kriterien ausgeschlossen.

:;Znéﬁzg::;?’;'; Liinge [bp] C [TPM] H [TPM] log(H/C) TSL Beschreibung
Eig}l\,/(l)i)_ozoo 01 2* 62213 2785 8,43 6,08 -0,14 1  Protein kodierend
Eig}l\,/(l)i)_ozoo 05 521425 3394 8,14 5,13 -0,20 2 Protein kodierend
oozt 28 am o5 e

Eigl;/(l)lo_()z(?()zS 18678 535 3,04 4,34 0,15 4 Protein kodierend
EE?%%)?S&WOO 42 20,12 1,63 109 3 PrTOrzisssi:ir;fs

) - 12,23 4,28 -0,46 - -

Tabelle 4.4: Ergebnisse der Transkriptomanalyse fiir zirkulire TRAMI1-Transkripte. Die
Expressionsdaten der Patientengruppen C und H wurden auf TPMs normiert und fiir die Berech-
nung von log(fc)-Werten verwendet. Die Transkriptnamen wurden selbst vergeben und sollen der
Vereinfachung und besseren Zuordnung der Transkripte zum Genlokus dienen.

Transkriptname circBase-1D Linge [bp] C [TPM] H [TPM] log(H/C)
circTRAM1-58 hsa_circ_0084758 176 41,33 0,66 -1,80
circTRAM1-56 hsa_circ_0084756 383 21,56 0,81 -1,43
circTRAM1-57 hsa_circ_0084757 447 18,51 0,98 -1,28
circTRAM1-59 hsa_circ_0084759 422 20,04 3,08 -0,81

X - - 25,36 1,38 -1,26
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4.2 Nachweis von TRAMI1-Transkripten in Zelllinien

4.2.1 Lineare und zirkuldre Transkripte des TRAM1-Genlokus

Das lineare Transkript TRAM1-201 verfiigt iiber 11 Exons und ist laut circBase die Vorla-
ge fiir die Generierung von zirkuldren RNAs des TRAM1-Genlokus (Abbildung 4.1). Die
Exons 1 bis 6 sind in die Bildung von circRNAs involviert, wobei die Exons 4 und 5 in
allen Transkripten vorkommen. Daher wurden zunichst 5 konvergente Primerpaare nach
Abschnitt 3.1.3 entworfen, die in den Exons 4 und 5 liegen und sowohl lineare als auch
zirkuldre Transkripte per PCR-Amplifikation nachweisen konnen. Diese beantworten auch
die Eingangsfrage eines Experimentes, ob die Probe i{iberhaupt TRAM1-Transkripte ent-
hélt. Bei positivem PCR-Signal kann im nachstem Schritt das Vorliegen zirkuldrer RNAs
untersucht werden, wobei unter Nutzung der konvergenten Primerpaare nur ein Amplifika-
tionsprodukt erwartet wird. Demnach miisste in die Berechnung der Summe des log(fc)-
Wertes aus Tabelle 4.3 neben den linearen Transkripten auch die circRNAs des TRAM1-
Genlokus einbezogen werden. Da aber zu diesem Zeitpunkt der Arbeit nicht bekannt war,
welche der vorhergesagten TRAMI1-Transkripte real existieren, wurden zunichst keine

weiteren Kalkulationen von log(fc)-Werten beziiglich der konvergenten Primerpaare ange-

stellt.
1 383 830 < 7
. Exonl , Exon2 4147 Exon 3 5169 Exon 4 6186 Exon 5 7f5 Exon6 | 3(:99‘
5 | | | 1 I I'Exon7:830-901  Exon 10:1150-1311 |
NM_014294.5 (TRAM1-201) - < Exon 8:901-1006  Exon 11: 1311-3099
- S0 5 746 Exon 9: 1006-1150

hsa_circ_0084758 (circTRAM1-58)

448 «— —3 831

hsa_circ_0084756 (circTRAM1-56)
38I4 - S 831

hsa_circ_0084757 (circTRAM1-57)
321 <« > 746
I

hsa_circ_0084759 (circTRAM1-59)

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung von Transkripten des TRAM1-Genlokus. In blau
dargestellt ist das Referenz-Transkript TRAM1-201 als Ausgangspunkt fiir die in schwarz angege-
benen zirkulédren RNAs des TRAM1-Genlokus. In blauen Késtchen eingetragen sind die zugehdri-
gen Introns und deren GroBen. Die Exongrenzen sind durch vertikale Striche und die Anzahl Ba-
senpaaren gekennzeichnet. Durch blaue Pfeile werden die entwickelten konvergenten Primerpaare
symbolisiert. Die Transkriptnamen der zirkuldren RNAs und deren Abkiirzungen sind ebenfalls in
schwarz angegeben. Rot dargestellt sind divergente Primerpaare, die zunédchst anhand der Tran-
skriptvariante circTRAMI1-58 entworfen wurden, aber iiber Bindungsstellen in allen zirkuldren
RNAs des TRAM1-Genlokus verfiigen.
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circTRAM1-58 circTRAM1-56 circTRAM1-59 circTRAM1-57
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Abbildung 4.2: Zirkulire Transkripte des TRAM1-Genlokus. Die Exons der zirkuldren RNAs
sind farblich verschieden gekennzeichnet. Rot dargestellt sind divergente Primerpaare, die zunéchst
anhand der Transkriptvariante circTRAMI1-58 entworfen wurden, aber iiber Bindungsstellen in
allen zirkuliren RNAs des TRAMI1-Genlokus verfiigen. In schwarz angegeben ist die Linge der
reifen zirkuldren RNAs, in rot dargestellt ist die Lange der PCR-Produkte nach Amplifikation mit
dem final ausgewéhlten Primerpaar.

4.2.2 PCR-basierter Nachweis von Transkripten des TRAM1-Genlokus

Der Nachweis von Transkripten des TRAM1-Genlokus anhand der entworfenen Primer-
paare wurde zunichst per konventioneller PCR (Abschnitt 3.3.7.1) durchgefiihrt und 250
ng cDNA der humanen Harnblasenkarzinomzelllinien ECV-304 in 40 PCR-Zyklen ampli-
fiziert. Alle PCR-Amplikons der konvergenten Primerpaare waren mit den erwarteten
GroBen im 5%-Agarosegel nachweisbar und das Primerpaar mit der stirksten Signalinten-
sitdt des RT-Ansatzes wurde fiir nachfolgende Versuche ausgewéhlt (Anhang, Abschnitt
7.2, Abbildung 7.1).

Die PCR-Reaktionen der divergenten Primerpaare lieen in allen Ansédtzen PCR-Signale
iiber 300 bp erkennen (Abbildung 4.3 A), die theoretisch den zirkuldren Transkripten
circTRAM1-56, circTRAM1-59 und circTRAMI1-57 zugeordnet werden konnten. Ledig-
lich fir die RNA-Spezies circTRAMI1-58 war per konventioneller PCR zunichst kein
Amplifikat nachweisbar. Weitere Versuche mit verschiedenen Temperaturen fiir den Hy-
bridisierungsschritt der PCR-Reaktion &nderten das Ergebnis der Amplifikation nicht.
Auch in diesem Fall wurde das Primerpaar mit der hochsten Signalintensitét fiir weitere
Untersuchungen festgelegt, wobei die NoRTs und NTCs aller PCR-Ansédtze schwache Ne-
benprodukte erkennen lieen. Fiir die divergenten Primer fiel die Wahl auf ,,circTRAM1
fwd & rev Primer 6.

Um im ndchsten Schritt erste Erkenntnisse iiber den Ursprung des PCR-Amplifikats der
divergenten Primer zu gewinnen, wurden 5 pl des bereits amplifizierten 25 pl-PCR-
Ansatzes unter den gewihlten Bedingungen in 30 Zyklen erneut vervielfaltigt und im Aga-

rosegel analysiert (Abbildung 4.3 B). Das resultierende PCR-Amplifikat wies keine der
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zuvor beobachteten distinkten Banden mehr auf, sondern zeigte einen Schmier mit PCR-
Produkten bis in den hohen kbp-Bereich. Dagegen fiihrte die Reamplifikation des PCR-
Amplikons des ausgewihlten konvergenten Primerpaares zum gleichen PCR-Produkt nur

mit stirkerer Signalintensitét.

B
A circTRAM1 fwd &
revPrimer6  Marker GeneRuler
Ultra Low Range
circTRAM1 fwd & circTRAM1 fwd & circTRAM1 fwd & circTRAM1 fwd & ¢DNA NoRT NTC DNA Ladder (bp)
rev Primer 1 rev Primer 2 rev Primer 6 Marker GeneRuler rev Primer 7 Marker GeneRuler = oy g
Ultra Low Range —— Ultralow Range o pr

cDNA NoRT NTC cDNA NoRT NTC cDNA NoRT NTC DNA Ladder (bp) ~ cDNA NoRT NTC DNA Ladder (bp)

w300 [
200 [
e -150
100
75 4
-0 -50 UEES
Abbildung 4.3: PCR-basierter Nachweis zirkulirer TRAM1-Transkripte. (A) Nachweis von
PCR-Produkten nach Amplifikation von 250 ng ECV-304 cDNA mittels divergenten Primerpaaren.
Fiir alle PCR-Ansdtze wurden Negativkontrollen mitgefiihrt. Der Probenauftrag nach 40 PCR-
Zyklen erfolgte in 5% Agarosegelen. (B) Reamplifikationsprodukt nach 30 PCR-Zyklen des PCR-
Amplikons der ausgewihlten divergenten Primerpaare nach 40 PCR-Zyklen und Auftrag im 2%
Agarosegel.

Fiir die nach der Reamplifikation entstehenden PCR-Produkte im hohen kbp-Bereich gibt
es zwei mogliche Erkldrungen. Einerseits erzeugen die divergenten Primerpaare auch sehr
lange Amplifikationsprodukte, wenn ein nach auflen gerichteter Primer an ein lineares
TRAMI1-Transkript bindet und die Tag-Polymerase den komplementiren Strang bis zum
Ende des Transkriptes synthetisiert. Dabei handelt es sich zwar um eine lineare anstatt ei-
ner exponentiellen Amplifikation von PCR-Produkten, dennoch kdnnten diese Amplifikate
nach einer hohen Anzahl PCR-Zyklen im Agarosegel nachweisbar werden. Andererseits
konnten bei der reversen Transkription einer zirkuldren RNA sogenannte Concatemere
generiert werden, da die reverse Transkriptase bei einer zirkuldren Matrize keinen End-
punkt erreicht und das Transkript bis zum Abbruch des Syntheseschrittes immer wieder
umléuft. Dieser rolling circle Mechanismus wiirde demnach sehr lange cDNA-Stringe
generieren, die ebenfalls zu geringen Anteilen lange Amplifikationsprodukte erzeugen
konnten, wenn die divergenten Primerpaare an dufleren Stellen des Concatemers binden
oder nur einer der beiden Primer bindet. Nach sehr vielen PCR-Zyklen konnten auch in
diesem Fall detektierbare Signale im hohen kbp-Bereich produziert werden.

Weiterhin wurden die Amplifikationsprodukte der divergenten Primer nach verschiedenen

Anzahlen von PCR-Zyklen analysiert (Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.2). Im Ergeb-
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nis filhrten auch in diesem Experiment mehr PCR-Zyklen zu héheren Amplifikationspro-
dukten und zum Signalverlust kiirzerer PCR-Produkte. Das bereits in Abbildung 4.3 A
beobachtete Bandenmuster wurde jedoch starker aufgetrennt und lie daher zwei mdgliche
Hypothesen fiir den Ursprung der PCR-Signale zu: Zum einen konnten die Banden den
oben genannten circRNA-Kandidaten des TRAMI1-Genlokus zugeordnet werden, zum
anderen konnten die beobachteten distinkten PCR-Signale auf dem Nachweis von wieder-

holten Sequenzabschnitten eines Concatemers beruhen.

4.2.3 Klonierung und Sequenzierung von TRAM1-Amplifikaten

Die per konventioneller PCR hergestellten Amplifikate der konvergenten und divergenten
Primerpaare wurden im néchsten Schritt in bakterielle Vektorsysteme ligiert (Abschnitt
3.3.11.1) und in E. coli DH5a Zellen transformiert (Abschnitt 3.3.11.2). Die anschlie3ende
Uberpriifung der Vektor-Inserts per Kolonie-PCR (Abschnitt 3.3.11.3) ergab fiir das kon-
vergente Primerpaar das PCR-Amplikon erwarteter Grof3e. Die Analyse des eingebrachten
PCR-Produktes anhand der spiteren Sequenz-Dateien konnte den korrekten Abschnitt der
durch die konvergenten Primer eingegrenzten linearen TRAMI1-Sequenz bestitigen (An-
hang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.3).

Das Ergebnis der Amplifikation von Klonen mit Vektor-Inserts der divergenten Primer ist
beispielhaft in Abbildung 4.4 dargestellt und zeigt, dass sowohl viele Proben ohne distinkte
PCR-Produkte vorlagen als auch Ansétze mit Banden verschiedenster GroB3en. Fiir die Ko-
lonie-PCR wurden die jeweiligen Bedingungen der konventionellen PCR {ibernommen, 30

PCR-Zyklen durchgefiihrt und 10 pl der PCR-Ansétze im Agarosegel aufgetragen.

Klonbezeichnung m::;i;fvegsggf’ Abbi}dung 4.4: Kolonie-PCR
NALadder (bp)  zur Uberpriifung von Vektor-
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Wihrend zunéchst nur Klone mit distinkten PCR-Banden fiir die Sequenzierung vorberei-
tet wurden, sollten in weiteren Versuchen alle hergestellten Bakterienklone einbezogen
werden. Diese wurden in Ubernachtkulturen vermehrt, die Plasmidpriparation nach Ab-
schnitt 3.3.12 durchgefiihrt und die Sequenzierreaktion nach Abschnitt 3.3.13 vollzogen.
Ziel dieser Vorgehensweise war es, nicht nur circRNAs des TRAM1-Genlokus zu identifi-
zieren, sondern auch einen Uberblick der Abundanzen potentiell zirkulirer TRAMI-
Transkripte in Zellen zu gewinnen. Die Ergebnisse der Klonierungsversuche wurden zur
besseren Ubersichtlichkeit und Beschreibung in hiiufiger auftretende und weniger abun-
dante Sequenzen aufgeteilt. Insgesamt wurden 89 Bakterienklone nach Einbringen des

PCR-Amplifikats der divergenten Primerpaare analysiert.

% | 1%

| 1%

Z]Illl

| 1%

| 1%

Anzahl Bakterienklone

4,3,2/4

4,3/6/4
4,3/8,7,6,5,4
4,3/10,9,8,7,6,5,4
4/87,6,54
4,3/7,6,54

Exon-Kombinationen

Abbildung 4.5: Statistik seltener TRAM1-Sequenzen. Analyse von Bakterienklonen nach Ein-
bringen des PCR-Amplifikats der divergenten Primerpaare. Die Sequenzen sind geordnet nach
deren Exon-Kombinationen, wobei durch Komma getrennte Exons der Anordnung in linearen
TRAMI1-Sequenzen entsprechen. Dagegen symbolisiert der Schrigstrich Exon-Uberginge, die auf
ein Backsplicing zirkuldrer RNAs hindeuten konnten. Die Anzahl der Bakterienklone einer Se-
quenz ist in absoluten Zahlen sowie relativen Anteilen bezogen auf die Gesamtmenge an analysier-
ten Sequenzen angegeben.

Positiv ist zundchst zu erwdhnen, dass sich alle analysierten Sequenzen dem TRAMI-
Genlokus zuordnen lieen. Bei Betrachtung der weniger abundanten Bakterienklone (Ab-
bildung 4.5) war auffillig, dass vor allem langere Sequenzen aufgelistet sind. Allgemein
sind kiirzere Amplifikate bei den durchgefiihrten PCR-Reaktionen im Vorteil, da die ge-
wihlten Bedingungen auf die Vervielfiltigung kurzer PCR-Produkte abzielen. Wahrend
die Sequenz ,,4, 5, 6* nur auf die lineare Richtung schlieBen lieB, deutete die Sequenz ,,4, 3
/ 6/ 4“ auf ein Artefakt hin. Alle weiteren Bakterienklone konnten theoretisch zirkuldre
Transkripte darstellen, die bisher noch unbekannt sind bzw. nicht bioinformatisch vorher-

gesagt wurden. Ein Beispiel fiir ein eingebrachtes seltenes PCR-Amplifikat der divergen-
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ten Primer ist im Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.4 A dargestellt. Aufgrund der gerin-

gen Abundanz wurden die in Abbildung 4.5 gezeigten Sequenzen jedoch nicht weiter be-

trachtet.
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Abbildung 4.6: Statistik hiufiger TRAM1-Sequenzen. Analyse von Bakterienklonen nach Ein-
bringen des PCR-Amplifikats der divergenten Primerpaare. Die Sequenzen sind geordnet nach
deren Exon-Kombinationen, wobei durch Komma getrennte Exons der Anordnung in linearen
TRAM1-Sequenzen entsprechen. Dagegen symbolisiert der Schriigstrich Exon-Uberginge, die auf
ein Backsplicing zirkuldrer RNAs hindeuten konnten. Die Anzahl der Bakterienklone einer Se-
quenz ist in absoluten Zahlen sowie relativen Anteilen bezogen auf die Gesamtmenge an analysier-
ten Sequenzen angegeben.

Auch unter den abundanten Bakterienklonen (Abbildung 4.6) befanden sich mit ,,4, 3* und
,»4, 5% Sequenzen, die nur auf die lineare Richtung entlang eines TRAMI1-Transkriptes
hindeuteten. Die hédufigste Variante waren jedoch Klone, die ausschlielich Exon 4 in ih-
rem Bakterienvektor tragen. Viele dieser Sequenzen konnten eindeutig PCR- bzw. Klonie-
rungs-Artefakten zugeordnet werden, wie im Beispiel im Anhang, Abschnitt 7.2, Abbil-
dung 7.5 A demonstriert wird. Dennoch enthielten einige dieser Bakterienklone auch Exon
4-Amplikons, die zundchst nicht auf eine artifizielle Sequenz schlieen lieBen (Anhang,
Abschnitt 7.2, Abbildung 7.5 B). Es wurde daher die Vermutung angestellt, dass das Exon
4 selbst eine eigene zirkulire RNA ausbilden konnte. Auch die Betrachtung des einge-
brachten PCR-Produktes im Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.5 C lieB diesen Riick-
schluss zundchst zu. Da die gleiche Exon 4-Sequenz aus Abbildung 7.5 B dreimal hinterei-
nander im Bakterienklon in Abbildung 7.5 C gefunden wurde, kam der Verdacht eines
rolling circle Mechanismus wéhrend der reversen Transkription auf, der mehrere Exon 4-
Kopien hintereinander zu einem Concatemer verschmelzt. Bereits anhand der im Anhang,
Abschnitt 7.2, Abbildung 7.2 beobachteten PCR-Signale konnte ein solcher Mechanismus

als Ursache fiir das detektierte Bandenmuster vermutet werden. Dazu passend liefert ein
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PCR-Produkt aus dreimal der in Abbildung 7.5 B ermittelten Exon 4-Sequenz mit 107 bp
eine Lénge von 321 bp und wére stimmig mit den nachgewiesenen PCR-Signalen.

Die Sequenz des eingebrachten Exons 4 wurde daraufhin genauer betrachtet (Anhang, Ab-
schnitt 7.2, Abbildung 7.6) und festgestellt, dass die erwartete Basenabfolge fiir ein zirku-
lares Transkript aus Exon 4 sowie die theoretische BSJ-Sequenz nicht detektiert werden
konnten. Auch die zundchst vermutete Concatemer-Struktur lieB diesen BSJ-Ubergang
missen. Stattdessen wurde in beiden Bakterienklonen 7.5 B und 7.5 C die Exon 4-Sequenz
ermittelt, die mittels eines konvergenten Primerpaares hitte erzeugt werden kdnnen. Da
jedoch keine schliissige Erklérung fiir dieses Phinomen gefunden und ein zirkuldres Tran-
skript fiir Exon 4 bisher nicht vorhergesagt wurde, wurde diese Problematik nicht weiter
verfolgt.

Dennoch wurden im Folgenden nun neben der Anordnung von Exons auch eine iiberzeu-
gende Gesamtstruktur ohne Hinweise auf RT-, PCR- bzw. Klonierungs-Artefakte sowie
die korrekte BSJ-Sequenz als Kriterien fiir authentische zirkuldre Transkripte definiert.
Diese drei Merkmale trafen auf die Mehrheit der Bakterienklone mit eingebrachter Se-
quenz der RNA-Spezies circTRAMI1-57 (Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.4 B und
Tabelle 7.1) und circTRAM1-56 (Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.5 D) zu. Beide
Transkripte kommen auf einen Anteil von ca. 10% aller klonierten Sequenzen, wobei die
RNA-Spezies circTRAM1-56 hiufiger detektiert werden konnte.

Weiterhin wurde auch das potentiell zirkuldre Transkript ,,4, 3 / 5, 4* anhand der genann-
ten drei Kriterien analysiert. Wéahrend die reine Betrachtung der Exonanordnung zunéchst
eine zirkuldre Struktur vermuten lieB, konnte die genaue Untersuchung der Sequenzen
nicht {iberzeugen: Die Exons wiesen viele Abweichungen von den annotierten Sequenzen
sowie Primer-Duplikationen auf. Dariiber hinaus konnte keine einheitliche BSJ-Sequenz in
den analysierten Bakterienklonen detektiert werden, sodass insgesamt eher von artifiziellen
Inserts auszugehen war und keine weiteren Hinweise auf das Vorliegen einer authenti-
schen zirkuldren RNA gefunden wurden.

Um weitere Erkenntnisse iiber die PCR-Amplifikate der divergenten Primer zu gewinnen,
wurden im nichsten Schritt die nachweisbaren distinkten Banden ausgeschnitten (Ab-
schnitt 3.3.10) und ebenfalls die gesamte Klonierungsstrategie und Plasmidpréparation bis
hin zur Sequenzierung durchgefiihrt. Die drei typischen PCR-Produkte der divergenten
Primer sind im oberen Gelbild von Abbildung 4.4 in der Positivkontrolle ,,K* gut erkenn-
bar sowie im Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.7 gezeigt und beschriftet. Die unterste
dieser Banden konnte dem Transkript circTRAM1-56 mit dessen korrekter Sequenz zuge-

ordnet werden (Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.5 D) und die RNA-Spezies somit er-
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neut verifiziert werden. Die mittlere Bande lie3 ebenfalls das Transkript circTRAM1-56
sowie dessen intakte BSJ-Sequenz erkennen, wies aber eine artifizielle langere Version
von Exon 4 mit Sequenz-Duplikationen auf. Die oberste distinkte Bande zeigte wie bereits
beschrieben dreimal hintereinander die gleiche Exon 4-Sequenz (Anhang, Abschnitt 7.2,
Abbildung 7.5 C) und wurde als ein PCR- bzw. Klonierungs-Artefakt eingeordnet und des-
sen Herkunft nicht weiter untersucht.

Zusammengefasst konnten fiir die PCR-Amplifikate des divergenten Primerpaares gegen
zitkuldre TRAMI1-Transkripte anhand der Anordnung der Exons viele potentiell neue
circRNA-Kandidaten detektiert werden. Die genauere Analyse der Gesamtstruktur der er-
mittelten Sequenzen und der BSJs konnte jedoch mit circTRAM1-57 und circTRAM1-56
nur zwei authentische circRNAs bestdtigen, wobei letzteres Transkript durch eine hohere
Abundanz unter den Bakterienklonen sowie das Ausbilden von distinkten PCR-Banden

zunichst als der wichtigere circRNA-Kandidat des TRAM1-Genlokus identifiziert wurde.

4.2.4 Nachweis von TRAM1-Transkripten auf RNA-Ebene

Fiir den Nachweis von zirkuldren RNAs auf der RNA-Ebene wurde ein Ansatz aus Anti-
sense-Oligonukleotiden (asON) mit anschlieBender RNase H-Spaltung gewihlt (Abbildung
4.7). Das Ziel dieses Vorgehens war es zum einen, neben dem indirekten PCR-basierten
Verfahren auch einen Hinweis auf die Existenz einer zirkuldren RNA direkt auf der Tran-
skript-Ebene zu erhalten. Zum anderen sollte {iberpriift werden, ob das Versuchskonzept
inklusive der Antisense-Strategie auf circRNAs {ibertragbar ist und die entworfenen asONs
funktional sind. Dies sollte zundchst anhand nicht-modifizierter asONs und bereits isolier-
ter zelluldrer RNA getestet und erst im néchsten Schritt in Zellkulturversuchen untersucht
werden.

Im ersten Schritt wurden fiir jede potentielle circRNA des TRAM1-Genlokus 4 — 5 asONs
nach Abschnitt 3.1.4 entworfen. Zu dem Zeitpunkt, als das in Abbildung 4.7 beschriebene
Versuchskonzept entwickelt und ausgetestet wurde, waren die Klonierungsarbeiten aus
Abschnitt 4.2.3 noch nicht abgeschlossen, sodass nicht-modifizierte asONs zunichst gegen
alle vorhergesagten circRNA-Kandidaten entworfen wurden. Die nachfolgend in den Ex-
perimenten verwendeten asONs sind in Tabelle 2.14 in Abschnitt 2.11.2 gelistet. Wie in
Abschnitt 3.3.4 genannt wurde die zellulire Gesamt-RNA aus ECV-304 zunichst mit dem
jeweiligen asON sowie 5x Hybridisierungspuffer versetzt und nach einem kurzen Denatu-
rierungsschritt fiir 1 h bei 37°C hybridisiert. Das Ergebnis dieser Reaktion wurde einmalig
im semidenaturierenden PAA-Gel (Abschnitt 3.3.8.2) kontrolliert und zeigte keine Hinwei-
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se auf RNA-Degradation (Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.8). Im néchsten Schritt
folgte die RNase H-Verdauung, dessen Bedingungen ebenfalls einmal anhand von Positiv-
und Negativkontrollen iiberpriift wurden (Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.9) und an-
schlieend auf die vorliegenden Proben iibertragen wurden. Zum Entfernen von Enzymen,
Salzen und Abbauprodukten durchliefen die Ansdtze darauthin eine Phenol-Chloroform-
Extraktion (Abschnitt 3.3.1.3) sowie eine Ethanolprizipitation (Abschnitt 3.3.1.4). Die
aufgereinigten Proben wurden im Anschluss in cDNA umgeschrieben (Abschnitt 3.3.6),
mittels divergenten Primern in der konventionellen PCR in 30 Zyklen amplifiziert (Ab-

schnitt 3.3.7.1) und mittels der denaturierenden PAGE analysiert (Abschnitt 3.3.8.2).

Hybridisierung der

(1) asONs mit zellulirer (2 RNase H-Hydrolyse  (3) (4)
RNA
linearisierte circRNA
NG _+_ 7
backsplice junction
Sequenz asON gegen backsplice

junction Sequenz
circTRAM1-58: 176 bp RNase H

circTRAM1-56: 383 bp DNA-RNA-Hybrid
circTRAM1-59: 422 bp
circTRAM1-57: 447 bp

I:> Reverse Transkription, konventionelle PCR

Visualisierung von PCR-Produkten in Agarose-/ PAA-Gelen

Abbildung 4.7: Schematische Darstellung des Versuchskonzeptes zum Nachweis von zirkuli-
ren Transkripten auf der RNA-Ebene. (1) In griin angegeben sind die zirkuldren RNAs des
TRAMI1-Genlokus mit deren Transkriptlingen und der Darstellung als Kreis. Diese sind Bestand-
teil der isolierten Gesamtzell-RNA. (2) Die BSJs werden durch vertikale Striche symbolisiert, ge-
gen die auch die entworfenen asONs gerichtet sind. (3) Das aus circRNA und asON gebildete
DNA-RNA-Hybrid kann durch das Enzym RNase H im doppelstrangigen Bereich gespalten wer-
den, sodass der hydrolysierte Bereich der RNA durch gelbe Striche symbolisiert wird und die neu-
en Enden des entstandenen linearen Transkriptes bildet (4). Die linearisierte circRNA kann im An-
schluss an die reverse Transkription nicht mehr durch die entworfenen divergenten Primerpaare per
konventioneller PCR nachgewiesen werden und ist nicht mehr in Gelsystemen detektierbar.

Zunichst ist zu erwdhnen, dass trotz mehrerer Anldufe in den Etablierungsarbeiten der
Nachweis der drei typischen PCR-Banden im Agarosegel nach Amplifikation mittels di-
vergenten Primern nicht moglich war. Daher wurde auf Polyacrylamid-Gele und die De-
tektion mit SYBR-Gold umgestellt, was zwar den Nachweis der PCR-Produkte erlaubte,
das Bandenmuster durch die viel hhere Sensitivitit aber komplexer und schwieriger inter-
pretierbar werden lieB (Abbildung 4.8). Dennoch konnten die intensiv angefdrbten Banden

> 300 bp den bisher beobachteten PCR-Produkten der divergenten Primer mit hoherer Auf-
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trennung zugeordnet werden. Bis auf 3 Proben zeigten alle Ansdtze das gleiche Banden-
muster im genannten Bereich mit ca. der gleichen Signalintensitit und Anzeichen auf eine

unspezifische Degradation von RNA wihrend der Durchfiihrung waren nicht erkennbar.
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Abbildung 4.8: PCR-basierter Nachweis zirkulirer TRAMI-Transkripte nach Hybridisie-
rung mit spezifischen asONs und RNase H-Hydrolyse. 12 ng spezifische asONs gegen
circRNAs des TRAM1-Genlokus wurden mit 750 ng ECV-304 RNA hybridisiert, die RNase H-
Hydrolyse durchgefiihrt und die Proben aufgereinigt. Nach reverser Transkription erfolgte die
Amplifikation der Ansitze mittels divergenten Primern in 30 PCR-Zyklen. Der Probenauftrag er-
folgte in 10% denaturierenden Polyacrylamid-Gelen.

Die erste der drei genannten Proben ist die NTC als Kontrolle der PCR-Reaktion, die eben-
falls Banden oberhalb von 300 bp zeigte. Diese waren jedoch schwiécher ausgeprdgt im
Vergleich zu den anderen Ansédtzen und konnten aufgrund der hohen Sensitivitit von
SYBR-Gold auf minimalen Verunreinigungen basieren. Die zweite Probe betrifft ECV-304
RNA nach Hybridisierung mit dem asOligo58-1, die insgesamt eine deutlich abgeschwich-
te Signalintensitit aufwies. Diese konnte jedoch nicht in weiteren Gelen bestétigt werden
und lieB sich auch wihrend der Durchfiihrung der PAGE mit Schwierigkeiten beim Pro-
benauftrag begriinden. Zuletzt ist die Probe ECV-304 RNA nach Hybridisierung mit dem
asOligo56-1 auffillig, die eine starke Reduktion der Banden im genannten Bereich erken-
nen lieB und somit den Verdacht einer spezifischen Spaltung des DNA-RNA-Duplex durch
die RNase H erweckte. Die PCR-Signale des zirkuldren Transkriptes circTRAM1-56 wi-
ren dann wie im vorliegenden Gel nicht mehr detektierbar. Allerdings lie sich der intensiv
angefarbte Schmier am oberen Rand der Probe nicht erkldren. Da auch in weiteren Gelen

Hinweise auf eine spezifische Hydrolyse von circTRAMI1-56 festgestellt werden konnten,
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diese aber ebenfalls nicht den eindeutigen Beweis lieferten, sollte noch ein weiteres asON
gegen das zirkuldre Transkript getestet werden.

Parallel wurden auch gegen lineare Sequenzbereiche von TRAMI-Transkripten asONs
nach Abschnitt 3.1.4 entwickelt und der beschriebene Versuchsablauf durchgefiihrt. Dabei
richten sich die zwei entworfenen asONs gegen Exon 4 (Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung
7.10) aufgrund der Beteiligung dieses Exons an allen Transkripten des TRAM1-Genlokus
auch gegen die vorhergesagten circRNA-Kandidaten. Der PCR-Nachweis erfolgte sowohl
iiber konvergente als auch divergente Primerpaare und parallel zur Testung des zweiten

asONs gegen circTRAM1-56.
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Abbildung 4.9: PCR-basierter Nachweis von TRAM1-Transkripten nach Hybridisierung mit
spezifischen asONs und RNase H-Hydrolyse. 12 ng spezifische asONs gegen TRAMI1-Tran-
skripte (linE4-1, linE4-2) bzw. circTRAM1-56 (asOligo56-6) wurden mit 750 ng ECV-304 RNA
hybridisiert, die RNase H-Hydrolyse durchgefiihrt und die Proben aufgereinigt. Nach reverser
Transkription erfolgte die Amplifikation der Ansétze mittels konvergenten Primern in 30 PCR-
Zyklen. Der Probenauftrag erfolgte (A) in 5% Agarosegelen und (B) in 10% denaturierenden Poly-
acrylamid-Gelen.

Die PCR-Produkte der konvergenten Primer zeigten Signale auf der erwarteten Hohe bei
einer Amplikonlédnge von 111 bp (Abbildung 4.9 A). Dabei zeigte die Probe ECV-304
RNA nach Hybridisierung mit dem asOligo56-6 folgerichtig keine Reduktion der Banden-
intensitdt nach RNase H-Zusatz, genauso wie die Negativkontrolle in Form von unbehan-
delter ECV-304 RNA und die Probe ECV-304 RNA nach Hybridisierung mit dem asON
linE4-2. Letztgenanntes DNA-Oligonukleotid schien somit keine effiziente RNase H-Spal-
tung von TRAM1-Transkripten zu bewirken. Dagegen liel die Probe ECV-304 RNA nach

Hybridisierung mit dem asON linE4-1 als einzige eine eindeutige Reduktion der Signalin-
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tensitdt nach der RNase H-Hydrolyse erkennen, sodass dieses asON auch in den spéteren
Zellkulturversuchen eingesetzt wurde.

Das Ergebnis der PCR-Reaktion mittels konvergenten Primerpaaren wurde auch durch die
Amplifikationsprodukte der divergenten Primer in Abbildung 4.9 B bestdtigt. Wéhrend die
Negativkontrolle als reine ECV-304 RNA und die Probe ECV-304 RNA nach Hybridisie-
rung mit dem asON linE4-2 mit und ohne RNase H-Zusatz keine erkennbaren Unterschie-
de im Bandenmuster aufwiesen, zeigte die Probe ECV-304 RNA nach Hybridisierung mit
dem asON linE4-1 deutlich schwichere PCR-Signale. Da beide asONs gegen Exon 4 ge-
richtet sind, kdnnen sie auch zirkuldre Transkripte des TRAM1-Genlokus adressieren. Der
PCR-Nachweis fiir beide Arten von Primerpaaren lieferte den eindeutigen Hinweis, dass
das asON linE4-1 auf beiden Transkriptebenen eine effektive RNase-H Hydrolyse bewir-
ken konnte.

Auch ECV-304 RNA nach Hybridisierung mit dem asOligo56-6 lie} einen Signalverlust
der PCR-Banden erkennen, insbesondere auf Hohe von 300 bp. Erneut konnte somit eine
spezifische Spaltung des zirkuldren Transkriptes circTRAM1-56 durch ein zweites asON
vermutet werden. Dieses Ergebnis stimmte mit den Analysen der Bakterienklone nach
Einbringen der PCR-Produkte divergenter Primer iiberein (Abschnitt 4.2.3), in denen die
PCR-Banden des Primerpaares vor allem auf die RNA-Spezies circTRAM1-56 zuriickge-
fiihrt werden konnten. In diesem Abschnitt konnte durch das entwickelte Versuchskonzept
auch auf der RNA-Ebene ein Zusammenhang der beobachteten PCR-Produkte und zirkul-
ren RNAs des TRAM1-Genlokus hergestellt werden.

4.2.5 Nachweis von TRAM1-Transkripten mittels quantitativer PCR

Im néchsten Schritt sollten die per konventioneller PCR ausgewéhlten konvergenten und
divergenten Primerpaare fiir den Nachweis von Transkripten des TRAM1-Genlokus mit-
tels der quantitativen PCR (Abschnitt 3.3.7.3) getestet und die Sensitivitit und Spezifitét

sowie die Amplifikationseffizienzen bestimmt werden.

4.2.5.1 Nachweis von TRAM1-Transkripten mittels konvergenten Primern

Das per konventioneller PCR ausgewihlte konvergente Primerpaar ,,linTRAM1 fwd & rev
Primer 8 fiir den Nachweis von Transkripten des TRAM1-Genlokus wurde anhand von 10
ng bis 5 pg ECV-304 cDNA in halblogarithmischen Verdiinnungen quantifiziert (Abbil-
dung 4.10 A) und die erhaltenen Cr-Werte nach Abschnitt 3.3.7.3 in Expressionsniveaus

bzw. Kopienzahlen umgerechnet. Theoretisch miisste eine Halbierung bzw. Reduktion um
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ein Zehntel der eingesetzten cDNA-Menge auch zur gleichen Abnahme der ermittelten
Kopienzahlen fiihren. Tatsdchlich traf dieser Zusammenhang anndhernd auf die gemesse-
nen Werte zu, obwohl die Expressionsniveaus groftenteils etwas zu niedrig beziiglich ihrer
doppelt oder zehnfach hoheren Vergleichswerte waren. Dennoch konnten auch fiir 5 pg
ECV-304 cDNA noch TRAMI-Kopien detektiert werden, sodass sich das ausgewéhlte
konvergente Primerpaar sowie TRAMI1 als potentieller Markerkandidat auch fiir die nach-
folgende Untersuchung von Urinproben mit sehr niedrigen RNA-Mengen eignete.

Fiir die Spezifititspriifung wurden die Ansétze anschlieBend qualitativ im Agarosegel (Ab-
schnitt 3.3.8.1) analysiert, wie beispielhaft in Abbildung 4.10 B anhand der hdchsten ein-
gesetzten cDNA-Menge demonstriert wird. Im Ergebnis zeigten die Amplifikationsproduk-
te die bereits per konventioneller PCR bestétigte Amplikonldnge von 111 bp ohne unspezi-
fische Nebenprodukte. Auch die mitgefiihrten Kontrollen lieBen keine unerwarteten PCR-
Produkte oder Primerdimere erkennen, sodass das konvergente Primerpaar TRAMI-
Transkripte auch unter den Bedingungen der quantitativen PCR spezifisch nachweist. Dies
wurde zusitzlich durch die Betrachtung der Dissoziationskurve der Amplifikationsproduk-
te belegt (Abbildung 4.10 C), die nur ein Maximum sowie eine Schmelztemperatur von
79,2 - 79,9°C erkennen lieBen. Im Fall von unspezifischen PCR-Produkten wiren zusétzli-
che lokale Maxima im Kurvenverlauf erkennbar und Primerdimere wiirden sich durch ei-
nen Anstieg bei 70 - 75°C duflern, was fiir die konvergenten Primer weder in den RT-
Proben noch in den Kontrollen beobachtet werden konnte.

Zuletzt wurde die qPCR-Effizienz der TRAM1-Amplifikation untersucht (Abbildung 4.10
D). Dafiir wurden zundchst 25 ng cDNA aus ECV-304-Zellen per konventioneller PCR
mittels der konvergenten Primer und unter Nutzung der AmpliTag-DNA-Polymerase (Ab-
schnitt 3.3.7.2) amplifiziert und im Agarosegel das Vorliegen des korrekten PCR-
Produktes bestitigt. AnschlieBend wurden serielle Verdiinnungen des Amplifikats von
1:100 bis 1:10'° durchgefiihrt und in der qPCR eingesetzt. Die Standardgeraden erhdlt man
durch den Auftrag der gemessenen Cr-Werte gegen die Vierfachbestimmung einer Ver-
diinnung des PCR-Produktes. Aus der Steigung der Geraden kann mit der in Abschnitt
3.3.7.3 beschriebenen Formel die qPCR-Effizienz einer Amplifikation berechnet werden,
die fiir die konvergenten Primer einen nahezu perfekten Wert von 99,49% ergab. Das Be-
stimmtheitsmaB} R? bestéitigte mit einem Wert von 99,91% den perfekten linearen Zusam-
menhang der Standardkurve, sodass das konvergente Primerpaar insgesamt eine effiziente,

sensitive und spezifische Amplifikation von TRAMI1-Transkripten ermdglichte.
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Abbildung 4.10: Nachweis von TRAM1-Transkripten in der quantitativen PCR. (A) 10 ng bis
5 pg ECV-304 cDNA wurden in einer halblogarithmischen Verdiinnungsreihe mittels den ausge-
wihlten konvergenten Primern in Vierfachbestimmung quantifiziert und die Sensitivitdt und Spezi-
fitdt des Primerpaares betrachtet. Fiir alle cDNA-Verdiinnungen wurden Negativkontrollen sowie
einmal die NTC mitgefiihrt. Die Mittelwerte + der Standardabweichung der Kopienzahlen der RT-
Proben und der NTC sind in rot angegeben. (B) Als Beispiel fiir die qualitative Analyse der PCR-
Produkte im 5 % Agarosegel sind die Proben der hochsten cDNA-Konzentration nach 40 qPCR-
Zyklen gezeigt. (C) Dissoziationskurve des Amplifikationsproduktes der konvergenten Primer
aufgenommen nach 40 qPCR-Zyklen. Diese beschreibt die Anderung des Fluoreszenzsignals mit
der Temperatur und dient der Bestimmung des Schmelzpunktes T des vorliegenden PCR-
Produktes. (D) Standardreihe zur Bestimmung der Amplifikationseffizienz des konvergenten Pri-
merpaares. Das PCR-Produkt zum Nachweis von TRAM1-Transkripten wurde per konventioneller
PCR erzeugt und serielle Verdiinnungen von 1:100 bis 1:10'° durchgefiihrt. Diese wurden in der
gPCR eingesetzt und gegen den Cr-Wert einer Vierfachbestimmung aufgetragen, sodass aus der
Steigung der Regressionsgeraden die qPCR-Effizienz ermittelt werden konnte.
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4.2.5.2 Nachweis von zirkuliren TRAM1-Transkripten mittels divergenten Primern

Das per konventioneller PCR ausgewihlte divergente Primerpaar ,,circTRAM1 fwd & rev
Primer 6* fiir den Nachweis von zirkuldren Transkripten des TRAMI1-Genlokus wurde
anhand von 100 ng bis 1 ng ECV-304 cDNA in halblogarithmischen Verdiinnungen sowie
der maximalen cDNA-Menge von 200 ng quantifiziert (Abbildung 4.11 A) und die erhal-
tenen Ct-Werte nach Abschnitt 3.3.7.3 in Expressionsniveaus bzw. Kopienzahlen umge-
rechnet. Allerdings lie sich fiir die divergenten Primer keine Sensitivitdtsbestimmung
durchfiihren, da die Kopienzahlen der RT-Proben keinen proportionalen Zusammenhang
zur eingesetzten cDNA-Menge zeigten. Dartiber hinaus lieen auch die NoRT-Ansétze in

Relation zu ihren RT-Proben hohe Expressionsniveaus erkennen.
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Abbildung 4.11: Nachweis von zirkuliiren TRAMI1-Transkripten in der quantitativen PCR.
(A) 200 ng sowie 100 ng bis 1 ng ECV-304 cDNA wurden in einer halblogarithmischen Verdiin-
nungsreihe mittels den ausgewéhlten divergenten Primern in Vierfachbestimmung quantifiziert und
die Sensitivitdt und Spezifitit des Primerpaares betrachtet. Fiir alle cDNA-Verdiinnungen wurden
Negativkontrollen sowie einmal die NTC mitgefiihrt. Die Mittelwerte + der Standardabweichung
der Kopienzahlen der RT-Proben und Kontrollen sind in rot angegeben. (B) Als Beispiel fiir die
qualitative Analyse der PCR-Produkte im 5 % Agarosegel sind die RT- und NoRT-Proben der
cDNA-Konzentrationen 100 ng und 50 ng nach 40 qPCR-Zyklen gezeigt.
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Die qualitative Analyse der Ansdtze im Agarosegel (Abbildung 4.11 B) demonstrierte die
Ursache fiir die schwankenden Kopienzahlen der gPCR-Proben: Es konnten keine einheit-
lichen PCR-Amplifikate in den RT-Proben verschiedener cDNA-Konzentrationen detek-
tiert werden. Stattdessen wies sogar jeder einzelne RT-Ansatz einer Vierfachbestimmung
ein individuelles Bandenmuster verschiedener Signalintensitidten auf. Weiterhin lieBen
auch die NoRT-Proben unterschiedliche Amplifikationsprodukte erkennen, was die relativ
hohen Expressionsniveaus der Negativkontrollen erklirte.

Da die ausgewdhlten divergenten Primer somit nicht fiir die Quantifizierung von zirkuldren
TRAMI-Transkripten unter den gewédhlten qPCR-Bedingungen geeignet schienen und
zudem auch wihrend der Klonierungsarbeiten (Abschnitt 4.2.3) die Detektion von PCR-
Artefakten durch das Primerpaar gezeigt werden konnte, wurde nach neuen Konzepten fiir
die Entwicklung von divergenten Primern gegen die zirkuldren RNA-Spezies des TRAMI-
Genlokus gesucht.

4.2.5.3 Entwicklung neuer divergenter Primerpaare fiir den spezifischen Nachweis
zirkulirer TRAMI1-Transkripte

Obwohl das bisher verwendete divergente Primerpaar gegen zirkuldre Transkripte des
TRAMI-Genlokus hilfreich und funktional fiir die Validierung aller vorhergesagten
circRNA-Kandidaten in einem Amplifikations- und Klonierungsansatz war und so die Ve-
rifizierung der tatséchlich nachweisbaren circRNAs circTRAMI1-56 und circTRAM1-57
ermoglichte, stellte sich dieses Primerpaar als ungeeignet fiir eine spezifische Amplifikati-
on und Quantifizierung der experimentell bestitigten zirkuliren TRAM1-Transkripte her-
aus.

Fiir die Entwicklung neuer divergenter Primer wurden zunichst die Anforderungen an ein
optimales Primerpaar definiert: Dieses sollte stabile cDNA-Signale ohne Amplifikations-
produkte der Negativkontrollen aufweisen und in den RT-Proben nur eine spezifische
Bande erkennen lassen, weshalb zukiinftige Primerpaare nur gegen ein zirkuldres Tran-
skript gerichtet sein sollten. Daher wurden im néchsten Schritt divergente Primer jeweils
gegen circTRAMI-56 und circTRAM1-57 nach Abschnitt 3.1.3 entworfen (Anhang, Ab-
schnitt 7.2, Abbildung 7.11). Allerdings fiihrte die Entwicklung neuer Primerpaare gegen
das Transkript circTRAMI1-56 nach dem bisherigen Vorgehen auch zur Detektion von
circTRAM1-57 (Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildungen 7.11 und 7.12). Aufgrund der sehr
dhnlichen Strukturen der beiden circRNAs, die sich nur um ein Exon und die BSJ-Sequenz
unterscheiden, musste eine neue Strategie filir den spezifischen Nachweis des Transkriptes

circTRAM1-56 erarbeitet werden.
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Dafiir wurden zwei Mdglichkeiten in Betracht gezogen: Entweder man nimmt die Detek-
tion und Quantifizierung durch eine Tagman-Sonde gerichtet gegen die BSJ der circRNA
vor oder positioniert einen der beiden Primer direkt auf der BSJ von circTRAM1-56. Da
jedoch die Quantifizierung von PCR-Amplifikaten mittels SYBR-Green nicht nur kosten-
giinstiger sondern auch die Analyse des Schmelzpunktes erlaubt, wurde zunichst letztge-

nannter Ansatz verfolgt und zwei neue forward Primer gegen die BSJ-Sequenz von

circTRAM1-56 entwickelt (Abbildung 4.12).

circTRAMl 56 CircTRAM1-57
Exon 6 Exon 6
Primerpaar circTRAM1 fwd- und revPrimer 6
Exon 4 Primerpaare circTRAM1-56 PP1 - PP5
Primer circjunction-56 fwd 1 - 2
Exon 4 Primerpaare circTRAM1-57 PP1 - PP5

circTRAM1-57
backsplice junction Sequenz: Exon 6 — Exon 2
5’-CTCTACTTCCAGAAAACCAAAAAAATAACGGCAAAAGCTTCTATCATTTTTGTT-3’

circTRAM1-56
backsplice junction Sequenz: Exon 6 — Exon 3
5’-CTCTACTTCCAGAAAACCAAAAAAAAGAACAAGCTACTGAATCAGTGTCCCTTT-3’
5’-CTTCCAGAAAACCAAAAAAAAGAACA-3’ circjunction-56 fwd 1
5’-CTACTTCCAGAAAACCAAAAAAAAGA-3’ circjunction-56 fwd 2

Abbildung 4.12: Darstellung der zirkuliren Transkripte circTRAM1-56 und circTRAM1-57
mit den entworfenen divergenten Primern. Die Exons der zirkuldren RNAs sind farblich ver-
schieden gekennzeichnet. Mit roten Pfeilen dargestellt ist das divergente Primerpaar, welches ge-
gen alle vorhergesagten zirkuliren RNAs des TRAM1-Genlokus gerichtet ist. Die griinen Pfeile
reprasentieren die entworfenen Primerpaare gegen circTRAMI1-57, wihrend die in blau gekenn-
zeichneten Primer, entwickelt gegen circTRAM1-56, beide zirkuliren TRAM1-Transkripte adres-
sieren. Der violette Pfeil deutet die gegen die BSJ von circTRAM1-56 entwickelten forward Primer
an. Darunter sind die BSJ-Sequenzen fiir beide Transkripte angegeben sowie die Sequenzen der
neu entworfenen forward Primer gegen circTRAM1-56.

Da die beiden Transkripte circTRAMI1-56 und circTRAMI-57 Exon 6 in ihrer BSJ-
Sequenz gemeinsam haben, wurde nach einem Primer spezifisch fiir Exon 3 gesucht, der
aber trotzdem gegen die BSJ von circTRAMI1-56 gerichtet ist. Wird der Primer zu weit in
Exon 3 gesetzt, besteht die Gefahr einer Detektion von linearen TRAM]1-Transkripten.
Wird der Primer zu weit in Exon 6 positioniert, kdnnte auch die RNA-Spezies
circTRAM1-57 detektiert werden. Nur forward Primer kamen fiir diesen selektiven Nach-
weis in Frage, da die Tag-Polymerase Spezifitit am 3"-Ende des Primers benétig und diese

iiber Exon 3 erzeugt werden sollte. Da Fehlpaarungen am 5'-Ende toleriert werden und
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nicht essentiell fiir den Start der Polymerisation sind, wiirde ein reverse Primer mit dem 5°-
Ende in Exon 3 nicht das gewiinschte Ergebnis erzielen.

Der erste forward Primer wurde daher 7 Nukleotide und der zweite forward Primer 4 Nuk-
leotide in Exon 3 positioniert und die restlichen Nukleotide bis zum Erreichen der optima-
len Schmelztemperaturen in Exon 6 aufgefiillt. Zur Anwendung dieser Primer wurden sie
mit den fiinf bereits entworfenen reverse Primern gegen circTRAMI1-56 kombiniert und
direkt unter quantitativen PCR-Bedingungen getestet (Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung
7.13). Im Ergebnis wurde der Primer ,,circjunction-56 fwd 2 mit 4 Nukleotiden in Exon 3
in Kombination mit den Primern ,,circTRAMI1-56 PP1 - PP3* fiir die nachfolgenden Ver-
suche ausgewdhlt.

Der spezifische Nachweis von circTRAMI1-57 gelang dagegen ohne den Entwurf zusétzli-
cher als der in Abbildung 4.12 angegebenen divergenten Primer, sodass am Ende die Pri-
merpaare ,,citcTRAM1-57 PP3 und PP4* fiir die Austestung in der quantitativen PCR fest-
gelegt wurden (Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.14).

4.2.5.4 Etablierung von divergenten Primerpaaren fiir die Quantifizierung von
zirkuliren TRAM1-Transkripten

Die in Abschnitt 4.2.5.3 ausgewdhlten divergenten Primerpaare gegen circTRAM1-56 und
circTRAM1-57 sollten im néchsten Schritt in der quantitativen PCR (Abschnitt 3.3.7.3) ge-
testet und analysiert werden. Dafiir wurde nicht nur die cDNA der humanen Harnblasen-
karzinomzelllinie ECV-304 eingesetzt, sondern auch die der RT-4-Zellen hinzugezogen,
sodass jeweils das G3- und G1-Krebsstadium fiir die Quantifizierung der PCR-Amplikons
vertreten war (Abbildung 4.13). Allgemein konnte iiberwiegend eine Herabsetzung der
circRNA-Expression in Tumoren beobachtet werden (Li et al., 2019), weshalb auch die
G1-Zelllinie in die Untersuchung eingeschlossen wurde und die Chance auf eine Detektion
der niedrig exprimierten zirkuldren Transkripte erhohen sollte. Zusdtzlich wurde die 18S-
rRNA als Standardgen fiir die spédtere Normierung der Expressionswerte von Zieltranskrip-
ten in ECV-304- und RT-4-Zellen mitgefiihrt.

Zunichst war auffillig, dass die circTRAMI1-57-Amplifikation ein ca. zehnfach hoheres
Expressionsniveau im Vergleich zur Vervielfdltigung von circTRAMI1-56 aufwies. Dar-
iiber hinaus zeigte das Primerpaar ,,circTRAMI1-57 PP3* auch Expressionswerte in den
NoRTs und NTCs, die in der qualitativen Analyse im Agarosegel unspezifische Signale
erkennen lieen. Daher wurde fiir die Quantifizierung von circTRAM1-57 das Primerpaar
,CiItcTRAM1-57 PP4* festgelegt, welches keine unspezifischen Banden im Agarosegel und

nur eine zufdllige Kontamination in 2 Proben der NTCs einer Vierfachbestimmung auf-
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wies. Fiir den Nachweis von circTRAMI1-56 schied die Primerkombination ,,56 — fwd 2 +
rev PP1“ aufgrund der Signale in allen Kontrollen aus. Die beiden anderen Primerpaare
zeigten bis auf eine vereinzelte Probe keine PCR-Produkte sowie keine unspezifischen
Amplifikate in den Kontrollen, weshalb die Entscheidung anhand der RT-Proben getroffen
wurde. Diese wiesen in beiden Fillen die korrekte Amplikonléinge ohne erkennbare Ne-
benprodukte im Agarosegel auf, sodass fiir nachfolgende Versuche die Primerkombination
06 — fwd 2 + rev PP2“ aufgrund der hoheren Expressionswerte und kleineren Stan-

dardabweichungen fiir die Quantifizierung von circTRAMI1-56 festgelegt wurde.
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Abbildung 4.13: Quantifizierung von circTRAM1-56 und circTRAM1-57 mittels der in Ab-
schnitt 4.2.5.3 ausgewiihlten divergenten Primerpaare. 10 ng ECV-304 und RT-4 cDNA wur-
den unter Nutzung der abgebildeten Primerpaare in Vierfachbestimmung quantifiziert und aus den
ermittelten Cr-Werten die Kopienzahlen berechnet. Die Mittelwerte + der Standardabweichung der
RT-Proben, NoRT-Proben und NTCs sind in rot angegeben.

Nach der Standardisierung der Kopienzahlen auf die 18S-rRNA zeigten sich in allen RT-
Proben hohere Expressionsniveaus in RT-4-Zellen, was einen ersten Hinweis auf einen
funktionalen Zusammenhang der zirkuliren TRAMI-Transkripte mit verschiedenen
Krankheitsstadien liefern konnte. Die konkreten Kopienzahlen fiir beide Zelllinien nach
der Normierung sind in Abbildung 4.14 beispielhaft fiir die final ausgewidhlten PCR-
Amplikons angegeben. Die differentielle Genexpression zirkulirer TRAM1-Transkripte in
Harnblasenkarzinomzelllinien wird in Abschnitt 4.5.1.2 ausfiihrlich thematisiert.

Zudem wurde der Versuch mit den in Abbildung 4.13 angefiihrten Primerkombinationen
nochmals mit 50 ng cDNA-Template aus ECV-304- und RT-4-Zellen wiederholt und
konnte die oben beschriebene Auswahl von Primerpaaren bestétigen. Dariiber hinaus wur-
den 50 ng als einzusetzende cDNA-Menge fiir nachfolgende Quantifizierungen der zirkul-
ren TRAMI-Transkripte festgelegt, da sich die reinen Kopienzahlen der RT-Proben im
Vergleich zu 10 ng cDNA-Template iiberwiegend deutlich erhdhten und die Negativkon-

trollen trotzdem keine oder nur sehr geringe Hintergrundsignale anzeigten (Abbildung
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4.14). Weiterhin war es das Ziel, in einen Bereich der zuverldssigen Quantifizierung von
PCR-Produkten zu kommen: So konnten die Cr-Werte fiir circTRAM1-57 auf ca. 31 und
fiir circTRAMI1-56 immerhin auf 34 — 35 nach Einsatz von 50 ng cDNA-Menge reduziert
werden. Dennoch zeigen zirkuldre Transkripte im Allgemeinen eine niedrige Expression in
Zellen (Salzman et al., 2013), was die Detektion erschwert und die Anfélligkeit fiir Fehler

und Signalrauschen erhoht.
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Abbildung 4.14: Quantifizierung von circTRAM1-56 und circTRAM1-57 mit 10 ng und 50 ng
cDNA-Template. 10 ng und 50 ng ECV-304 und RT-4 ¢cDNA wurden unter Nutzung der final
ausgewdhlten Primerpaare fiir citcTRAMI1-56 und circTRAM1-57 in Vierfachbestimmung quanti-
fiziert und die Kopien sowie die Kopien normiert auf die 18S-rRNA dargestellt. Die Mittelwerte +
der Standardabweichung der RT-Proben, NoRT-Proben und NTCs sind in rot angegeben. Die Rei-
henfolge der Proben in der Legende entspricht der Reihenfolge der Balken im Diagramm.

Die PCR-Amplifikate der final ausgewihlten Primerpaare fiir circTRAMI-56 und
circTRAM1-57 wurden im néchsten Schritt per konventioneller PCR unter Nutzung der
AmpliTaq-DNA-Polymerase (Abschnitt 3.3.7.2) und 250 ng ECV-304 cDNA hergestellt
und im Agarosegel das Vorliegen des korrekten PCR-Produktes verifiziert. Die Ansétze
konnten daraufhin der Sequenzierreaktion zugefiihrt und am Ende die korrekten Amplifi-
kate fiir die zirkuldren Transkripte des TRAMI-Genlokus bestdtigt werden. Weiterhin
wurden die PCR-Amplifikate zur Bestimmung der qPCR-Effizienz, Analyse der Dissozia-
tionskurve sowie Ermittlung des Schmelzpunktes genutzt. Dafiir wurden serielle Verdiin-
nungen der PCR-Ansitze von 1:100 bis 1:10'° durchgefiihrt und in der qPCR eingesetzt.
Die Sensitivitét der divergenten Primerpaare fiir circTRAM1-56 und circTRAM1-57 wur-
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de dagegen nicht bestimmt, da bereits bei 10 ng cDNA-Template Cr-Werte nahe dem De-
tektionslimit der qPCR gemessen wurden.

Die Spezifititspriifung der Primerpaare fiir die zirkuldren TRAM1-Transkripte wurde be-
reits ausfiihrlich beschrieben und war das Hauptkriterium fiir Auswahl der jeweiligen Pri-
merkombination. Dennoch wurden neben den bisherigen qualitativen Analysen im Agaro-
segel nun die Betrachtung der Dissoziationskurven in den Mittelpunkt gestellt. Fiir
circTRAM1-57 wurde eine Schmelztemperatur von 77,4 - 79,2°C je nach eingesetzter
Verdiinnung gemessen, welche anhand des eindeutigen globalen Maximums der Dissozia-
tionskurve bestimmt wurde (Abbildung 4.15 A). Diese lieB3 allerdings auch einen geringen
Signalanstieg bei 83 - 84°C erkennen, der sich bei Betrachtung der qPCR-Amplifikate im
Agarosegel jedoch nicht durch eine zusétzliche Bande duflerte. Zudem war dieses lokale
Maximum bei der Quantifizierung von 50 ng cDNA nicht zu beobachten, sodass eventuell
ein Artefakt der Reamplifikation vorliegt oder das zusétzliche Signal nur bei hohen Kon-
zentrationen des PCR-Amplifikats auftritt.

Fiir circTRAM1-56 konnte je nach eingesetzter Verdiinnung eine Schmelztemperatur von
73,7 — 75,1 °C ermittelt werden, wobei eine Verschiebung des globalen Maximums der
Dissoziationskurve bei hoheren Konzentrationen erkennbar war (Abbildung 4.15 B). Auch
hier lieB} sich ein zweiter Signalanstieg in der Kurve erkennen, der jedoch wesentlich stér-
ker ausfiel im Vergleich zu Abbildung 4.15 A. Dieses Nebenprodukt trat nur bei hohen
Konzentrationen des PCR-Produktes auf und konnte anhand der qualitativen Analyse im
Agarosegel dem Transkript circTRAM1-57 zugeordnet werden, was die Schmelztempera-
tur von 77 - 79°C des lokalen Minimums bestitigt. Bei der Quantifizierung von 50 ng
cDNA konnte jedoch keine Bande fiir circTRAMI1-57 detektiert werden, sodass auch fiir
die divergenten Primer von circTRAM1-56 im relevanten zelluldren Konzentrationsbereich
ein spezifisches PCR-Produkt detektiert wurde.

Abschliefend wurden die qPCR-Effizienzen fiir die Amplifikation der zirkuldren TRAM1-
Transkripte untersucht, indem die gemessenen Cr-Werte gegen die Vierfachbestimmung
einer Verdiinnung des PCR-Produktes aufgetragen wurden. Aus der Steigung der Stan-
dardgeraden kann mit der in Abschnitt 3.3.7.3 beschriebenen Formel die qPCR-Effizienz
einer Amplifikation berechnet werden, die fiir die divergenten Primer gegen circTRAMI-
57 einen Wert von 92,50% lieferte (Abbildung 4.15 C). Dieser lag zwar im akzeptablen
Bereich von 90 — 110% fiir qPCR-Effizienzen, bedeutete aber niedrigere detektierte Ex-
pressionsniveaus fiir ein Transkript als real in der Zelle vorliegen. Das Bestimmtheitsmal3
R? konnte mit einem Wert von 99,94% den linearen Zusammenhang der Standardkurve

bestitigen.
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Abbildung 4.15: Dissoziationskurven und qPCR-Effizienzen der Amplifikation von
circTRAM1-56 und circTRAMI1-57. Dissoziationskurven von (A) circTRAMI1-57 und (B)
circTRAM1-56 nach Amplifikation mit divergenten Primern aufgenommen nach 40 qPCR-Zyklen.
Diese beschreibt die Anderung des Fluoreszenzsignals mit der Temperatur und dient der Bestim-
mung des Schmelzpunktes Tm des vorliegenden PCR-Produktes. Die Pfeile weisen auf mogliche
Nebenprodukte der Amplifikation hin. Standardreihe zur Bestimmung der Amplifikationseffizien-
zen von (C) circTRAMI1-57 und (D) circTRAM1-56. Die PCR-Produkte zum Nachweis der zirku-
laren TRAMI1-Transkripte wurden per konventioneller PCR erzeugt und serielle Verdiinnungen
von 1:100 bis 1:10' durchgefiihrt. Diese wurden in der qPCR eingesetzt und gegen den Cr-Wert
einer Vierfachbestimmung aufgetragen, sodass aus der Steigung der Regressionsgeraden die qPCR-
Effizienz ermittelt werden konnte.

Auch fiir die Amplifikation von circTRAMI1-56 konnte der lineare Zusammenhang der
Standardkurve mit einem Wert von 99,90% fiir das Bestimmtheitsmal3 belegt werden, die
qPCR-Effizienz des divergenten Primerpaares war mit 87,90% allerdings zu niedrig (Ab-
bildung 4.15 D). Die zu geringe Amplifikationseffizienz {iberraschte jedoch nicht ange-

sichts der hohen gemessenen Cr-Werte fiir das zirkuldre Transkript, welches in den Klo-
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nierungsarbeiten als die hédufigere Variante identifiziert werden konnte. circTRAM1-57
dagegen wies ca. zehnfach hohere Kopienzahlen in der gPCR-Detektion auf, welche min-
destens auf dem gleichen Expressionsniveau auch flir circTRAMI1-56 erwartet worden
wiren. Aufgrund der sehr komplexen Ausgangssituation beziiglich des Entwurfes diver-
genter Primer gegen circTRAMI1-56 wurde jedoch mit diesem Primerpaar weiter gearbeitet
und die spezifische Detektion des Transkriptes als wichtigstes Kriterium gewertet.

Dennoch stellt die niedrige Abundanz von circRNAs in Zellen ein Hindernis fiir eine soli-
de Quantifizierung per qPCR dar, da sich die Amplifikationskurven nahe dem Signalrau-
schen bewegen und die Unsicherheit der detektierten CTs steigt. Aus diesem Grund wur-
den fiir die Analyse der qPCR-Effizienzen nicht die hergestellten Plasmide mit den pas-
senden TRAM1-Sequenzen genutzt, sondern stattdessen Praamplifikate aus der konventio-
nellen PCR verwendet. So konnte eine Praamplifikation von cDNA-Proben vor der Quanti-
fizierung insbesondere fiir die spéteren funktionellen Zellkulturstudien eine Strategie fiir
die Generierung zuverlédssigerer Expressionsdaten er6ffnen. Andererseits konnte dies auch
zusitzliche Fehlerquellen durch die Entstehung unspezifischer Nebenprodukte einbringen,
weshalb die Konzentrationen der einzusetzenden Verdiinnungen nicht zu hoch gewihlt
werden sollten. Allerdings waren in Anbetracht der in diesem Kapitel aufgeworfenen Fra-
gen zundchst weitere Studien notig, um zirkuldre Transkripte als die Ursache der detektier-

ten PCR-Banden zu bestitigen (Abschnitt 4.3).

4.2.6 Entwurf von divergenten Primern gegen circTRAM1-58 und
circTRAMI1-59

Im letzten Schritt wurden neue divergente Primer gegen circTRAM1-58 und circTRAM1-
59 entworfen und mit bereits vorhandenen Primern kombiniert (Anhang, Abschnitt 7.2,
Abbildung 7.15), um die Ergebnisse der Klonierungsarbeiten zu zirkuldiren TRAMI-
Transkripten zu liberpriifen. Zudem zeigte die Entwicklung divergenter Primerpaare gegen
circTRAM1-56 und circTRAM1-57, dass die Positionierung von Primern einen entschei-
denden Einfluss darauf hat, ob und mit welcher Abundanz ein zirkuldres Transkript nach-
gewiesen werden kann. Allerdings konnten sowohl circTRAMI1-58 als auch circTRAMI1-
59 in verschiedenen Primerkombinationen und unter variierenden Parametern in der kon-
ventionellen PCR nicht detektiert werden. Stattdessen konnten erneut nur die Transkripte
circTRAM1-56 und circTRAM1-57 amplifiziert werden, sodass die beiden anderen vor-
hergesagten circRNAs des TRAM1-Genlokus endgiiltig als nicht bestitigt eingestuft und

nicht weiter betrachtet wurden.
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4.2.7 Fazit zum Nachweis von linearen und zirkuldren TRAM1-Transkripten
in Zelllinien

Fiir den TRAM1-Genlokus werden 4 zirkuldre RNA-Spezies vorhergesagt, die potentiell
alle mit den anfangs entworfenen divergenten Primerpaaren detektiert werden konnten.
Lineare TRAMI1-Transkripte konnen mittels der entwickelten konvergenten Primerpaare
nachgewiesen werden, die stabile Amplifikate in der konventionellen PCR erkennen lie-
Ben. Auch die divergenten Primer zeigten PCR-Signale auf der erwarteten Hohe, sodass
die PCR-Amplikons der jeweils ausgewihlten Primerpaare in Vektoren eingebracht und in
Bakterien transformiert wurden, um deren Sequenzen nach Vermehrung und Plasmidpra-
paration analysieren zu konnen. Fiir das PCR-Amplikon der konvergenten Primer konnte
die korrekte Sequenz von TRAM1-Transkripten bestétigt werden. Das divergente Primer-
paar erzeugte PCR-Produkte unterschiedlichster Léngen, deren Sequenzen, Abundanzen
und Hinweise auf zirkuldre Transkripte untersucht wurden. Zwar deuteten viele analysierte
Amplifikate anhand der Exonanordnung auf das Vorliegen von circRNAs hin, konkretere
Anzeichen konnten jedoch nur fiir circTRAMI-56 und circTRAM1-57 gefunden werden,
die zusétzlich die vorhergesagte BSJ-Sequenz aufwiesen. Die Analyse der distinkten PCR-
Banden der divergenten Primer konnte ebenfalls das Transkript circTRAM1-56 bestitigen.
Fiir den Nachweis von TRAM1-Transkripten auf der RNA-Ebene wurde ein Ansatz aus
asONs und RNase H-Spaltung gewihlt, dessen Vorgehen sich auch als funktional fiir zir-
kuldre RNA-Spezies herausstellte und in spéteren Suppressionsstudien in Zelllinien ange-
wendet werden sollte. Dabei konnte ein wirksames asON gegen alle TRAM1-Transkripte
identifiziert und weiterhin die Hydrolyse von circTRAM1-56 durch ein asON gegen des-
sen BSJ indirekt anhand der PCR-Banden gezeigt werden, sodass auch der Nachweis der
circRNA-Spezies auf der RNA-Ebene gelang. Im nichsten Schritt wurden die ausgewéhl-
ten Primerpaare zur Detektion von TRAMI-Transkripten in der qPCR getestet, wobei die
konvergenten Primer zu einem sensitiven und spezifischen PCR-Signal mit nahezu perfek-
ter Amplifikationseffizienz fiihrten. Fiir die anfangs entworfenen divergenten Primer gegen
alle vorhergesagten circRNAs des TRAMI-Genlokus konnte dagegen kein proportionaler
Zusammenhang des Expressionsniveaus zur eingesetzten cDNA-Menge sowie unspezifi-
sche PCR-Signale erkannt werden. Darauthin wurden spezifische divergente Primer gegen
circTRAM1-56 und circTRAMI1-57 entwickelt, die eine separate Detektion und Quantifi-
zierung der circRNA-Spezies erlaubten. Beide zirkuldren Transkripte wiesen ein sehr nied-
riges Expressionsniveau in Harnblasenkarzinomzelllinien auf, die durch nicht optimale
qPCR-Effizienzen bei der Amplifikation noch verstirkt wird. Aufgrund der sehr komple-

xen Ausgangssituation beziiglich des Entwurfes von divergenten Primern gegen
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circTRAM1-57 und insbesondere circTRAM1-56 wurde jedoch mit den Primerpaaren wei-
ter gearbeitet und die spezifische und separate Detektion der Transkripte als wichtigstes
Kriterium gewertet. Der Versuch des spezifischen Nachweises von weiteren vorhergesag-
ten circRNAs war dagegen nicht erfolgreich und bestétigte die Ergebnisse der Klonie-
rungsarbeiten zu zirkuldren TRAMI1-Transkripten, sodass insgesamt von den vorgestellten
RNA-Spezies nur circTRAM1-56 und circTRAM1-57 durch verschiedene experimentelle

Herangehensweisen verifiziert werden konnten.

4.3 Weitere experimentelle Nachweise zur Zirkularitat von TRAM1-
Transkripten

4.3.1 Analyse der flankierenden Intronsequenzen von vorhergesagten
zirkularen TRAMI-Transkripten

Die Analyse der angrenzenden Introns bzw. untranslatierten Regionen (UTR)-Bereiche
zitkuldrer TRAMI1-Transkripte wurde nach Abschnitt 3.1.2.3 durchgefiihrt und fiir die
identifizierten invers komplementéiren Sequenzen die Anzahl und der prozentualen Anteil
der komplementéren Nukleotide analysiert (Tabelle 4.5).

Die Analyse von flankierenden nicht-kodierenden Sequenzen der zirkuliren TRAMI-
Transkripte kann einen Hinweis darauf geben, mit welcher Wahrscheinlichkeit eine vor-
hergesagte circRNA-Spezies real in der Zelle vorliegt. Fiir die Transkripte circTRAM1-58,
circTRAM1-59 und das zwischenzeitlich vermutete zirkuldre Exon 4 konnten keine invers
komplementiren Sequenzen festgestellt werden. Dieses Resultat war {ibereinstimmend mit
den Ergebnissen der Klonierungsversuche (Abschnitt 4.2.3) sowie des spezifischen Nach-
weises einzelner zirkuldrer TRAM1-RNA-Spezies (Abschnitte 4.2.5.4 und 4.2.6). Dagegen
konnten fiir die experimentell bereits mehrfach bestitigten Transkripte circTRAM1-56 und
circTRAM1-57 invers komplementére Intron-Sequenzen der angrenzenden am Backspli-
cing beteiligten Exons festgestellt werden. Die hochsten drei Sequenziibereinstimmungen
zeigten dabei fiir beide zirkuldren RNA-Spezies lokale Alignments iiber lange Bereiche
von 334 — 465 Nukleotiden mit einer hohen Ubereinstimmung von 60 — 70%. Die Introns
1, 2 und 6 konnten somit durch Basenpaarung von invers komplementéren Sequenzen ei-
nen aktiven Beitrag zur Generierung der Transkripte circTRAM1-56 und circTRAM1-57
leisten, indem sie die Exonenden in rdumliche Néhe bringen und den Prozess des Backspli-

cings erleichtern.
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Tabelle 4.5: Analyse der flankierenden nicht-kodierenden Sequenzen von zirkuliren
TRAMI1-Transkripten. Die angrenzenden Introns bzw. UTR-Bereiche der am Backsplicing betei-
ligten Exons wurden auf invers komplementédre Sequenzen untersucht und die lokalen Alignments
mittels der Software LALIGN/PLALIGN berechnet. Die hochsten drei Sequenziibereinstimmungen
sind angegeben und die weiteren Ausgaben nur mit der Anzahl und dem Anteil der komplementi-
ren Nukleotide zusammengefasst.

Transkriptname beteiligte Introns / UTRs invers komplementire Sequenzen

circTRAM1-58 Egzﬁ z - keine invers komplementéren Sequenzen
- 334 nts mit 67,4 % Ubereinstimmung
Intron 2 - 351 nts mit 65,2 % Ubereinstimmung

circTRAM1-56 - 465 nts mit 61,9 % Ubereinstimmung
Intron 6 . . .
- 8 weitere Alignments mit 74 - 188 nts
und 58,7 - 70,7 % Ubereinstimmung

- 389 nts mit 70,2 % Ubereinstimmung
- 346 nts mit 68,8 % Ubereinstimmung

. Intron 1 , . L
circTRAM1-57 Iﬁézﬁ ; ~ 375 nts mit 68,3 % Ubereinstimmung
- 35 weitere Alignments mit 64 - 464 nts
und 57,3 - 76,6 % Ubereinstimmung
. 5¢-UTR L
circTRAMI1-59 - keine invers komplementéren Sequenzen
Intron 5
, Int L
zirkuldres Exon 4 ntron 3 - keine invers komplementéren Sequenzen
Intron 4

4.3.2 Uberpriifung der tandem repeat Hypothese fiir TRAM1-Transkripte

Die tandem repeat Hypothese beschreibt die Annahme, dass der Nachweis von BSJs nicht
auf der Existenz von zirkuldren Transkripten beruht, sondern auf Duplikationen von
Exonsequenzen im Genom zuriickgefiihrt werden kann (Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung
7.16). Um diese Moglichkeit zu untersuchen, wurde die genomische DNA (gDNA) nach
Abschnitt 3.3.2 aus ECV-304-Zellen isoliert und das Versuchsprinzip durch die Amplifika-
tion von S100A6-Transkripten mit konvergenten Primerpaaren getestet (Anhang, Ab-
schnitt 7.2, Abbildung 7.17). Diese Uberpriifung wurde deshalb nicht anhand des TRAM1-
Genlokus vorgenommen, da entweder die Intronsequenzen zu lang fiir eine PCR-basierte
Detektion sind oder kein geeignetes Primerpaar vorlag. Das Ergebnis der Gelanalyse der
S100A6-Amplifikation konnte jedoch sowohl die Idee des Experimentes als auch die In-
taktheit der extrahierten zelluldren gDNA bestdtigen.

Darauthin wurden alle relevanten divergenten Primerpaare fiir den Nachweis zirkulédrer
TRAMI1-Transkripte unter den Bedingungen der konventionellen PCR (Abschnitt 3.3.7.1)
oder qPCR-Einstellungen (Abschnitt 3.3.7.3) auf die tandem repeat Hypothese tiberpriift
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(Abbildung 4.16). Wihrend unter qPCR-Bedingungen keine Amplifikate durch Verwen-
dung der divergenten Primer gegen circTRAMI-58 bzw. alle zirkuliren TRAMI-
Transkripte nachgewiesen werden konnten, fiihrte die Amplifikation per Einstellungen der
konventionellen PCR fiir ECV-304 ¢cDNA zum erwarteten Bandenmuster. Diese PCR-
Banden konnten nicht durch Vervielfiltigung der genomischen DNA detektiert werden,
sodass fiir das genannte Primerpaar keine Hinweise auf tandem repeat Sequenzen gefun-
den wurden. Auch fiir die Amplifikation von circTRAM]1-56 konnte diese Schlussfolge-
rung gezogen werden, die nur unter den Bedingungen der quantitativen PCR distinkte

Banden einer korrekten Amplikonlédnge von 83 bp in der cDNA- und Plasmid-Probe er-

zeugte.
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Abbildung 4.16: Uberpriifung der tandem repeat Hypothese anhand der entworfenen diver-
genten Primerpaare gegen circTRAM1-58, circTRAM1-56 und circTRAM1-57. Der PCR-
basierte Nachweis erfolgte mittels divergenten Primern gegen zirkuldire TRAM1-Transkripte nach
Amplifikation von (A) 250 ng ECV-304 cDNA oder gDNA in 40 Zyklen unter konventionellen
PCR-Bedingungen und (B) 50 ng ECV-304 cDNA oder gDNA und 800 pg Plasmid-DNA in 40
Zyklen mit dem 2x SYBR Select Master Mix. Fiir alle Ansdtze wurden Negativkontrollen mitge-
fiihrt, wobei die Kontrolle ,,gDNA NK* nur aus 250 ng gDNA und Wasser bestand. Die Proben-
namen ,,56“ und ,,57° beschreiben jeweils die Verwendung von Plasmiden mit eingebrachten Se-
quenzen von circTRAM1-56 und circTRAM1-57. Der Probenauftrag erfolgte in 3% Agarosegelen.
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Zuletzt konnten die PCR-Produkte von circTRAMI1-57 unter beiden Amplifikationsbedin-
gungen mittels der entworfenen divergenten Primer nachgewiesen werden. Wihrend in
Abbildung 4.16 B keine Signale auf gDNA-Ebene detektiert werden konnten, zeigte die
konventionelle PCR unter Nutzung der Tag-Polymerase Amplifikationsprodukte in der
gDNA-Probe. Die Ansitze wurden daraufhin weiter aufgetrennt, sodass sich zwei distinkte
Banden der gDNA-Amplifikation erkennen lieBen. Diese PCR-Produkte befanden sich
jedoch nicht auf gleicher Hohe wie das circTRAM1-57-Amplikon einer Lange von 118 bp,
sodass entweder unspezifische Produkte oder PCR-Artefakte vorliegen konnten.

Zusammenfassend konnten die beobachteten Amplifikate der divergenten Primerpaare
gegen zirkuldre TRAMI-Transkripte nicht in genomischer zelluldrer DNA nachgewiesen
werden, sodass keine Hinweise auf tandem repeat Sequenzen als Ursache fiir die Detektion

von BSJs gefunden werden konnten.

4.3.3 RNase R-Hydrolyse von TRAMI1-Transkripten

Als letzten Nachweis fiir die Zirkularitit der Transkripte circTRAMI1-56 und circTRAM1-
57 wurde die RNase R-Verdauung gewéhlt, die nur lineare Transkripte hydrolysiert und
zirkuldre RNAs nicht adressiert (Vincent and Deutscher, 2006). Dafiir wurde ECV-304
RNA nach Abschnitt 3.3.5 mit der RNase R verdaut und aufgereinigt und die Amplifikate
von TRAMI-Transkripten in Enzym-behandelter und unbehandelter zelluldrer RNA quan-
tifiziert. Zunédchst wurde jedoch anhand von Kontrollen beurteilt, wie sich die genannten
Transkripttypen in der quantitativen PCR der zwei Ansétze verhalten: Als Positivkontrol-
len fiir die erfolgte Hydrolyse von linearen RNAs wurden die Standardgene HUPO und
GUSB verwendet, die in Abschnitt 4.5 genauer thematisiert werden. Als Negativkontrolle
wurde das zirkuldre Transkript BCRC-3 ausgewihlt (Xie et al., 2018), welches ebenfalls in
Harnblasenkarzinomzelllinien vorliegt und bereits von den Autoren erfolgreich im RNase
R-Nachweis getestet wurde.

Die Positivkontrollen HUPO und GUSB zeigten nach der Amplifikation und Quantifizie-
rung per qPCR eine signifikante Reduktion der Kopienzahlen um 2 — 3 Logstufen im Ver-
gleich von RNase R-behandelter mit unbehandelter zelluldrer RNA (Abbildung 4.17). Da-
gegen liel die Negativkontrolle BCRC-3 eine Zunahme des Expressionsniveaus nach En-
zymbehandlung erkennen, obwohl gleichbleibende Kopienzahlen erwartet wurden. Da in
beiden Ansdtzen exakt 2 pg der gleichen Charge ECV-304 RNA verwendet wurden, kann
die RNase R-behandelte Probe theoretisch nicht héhere Kopien eines Transkriptes anzei-

gen als die Probe ohne Enzymzusatz. Praktisch konnte diese Beobachtung aber durch eine
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gesteigerte Effizienz der reversen Transkription sowie der Amplifikation in der qPCR er-
klart werden, da sich nach der Enzymbehandlung wesentlich weniger Nukleinsduren im
Ansatz befinden und somit weniger Konkurrenz um Substrate auftritt sowie inhibitorische
Effekte verringert sein konnten. Der Anstieg des Expressionsniveaus von circRNAs nach
RNase R-Hydrolyse anstatt von gleichbleibenden Kopienzahlen im Vergleich der Proben
konnte auch von anderen Arbeitsgruppen als Ergebnis der RT-qPCR beobachtet werden
(Panda and Gorospe, 2018). Wéhrend die RNase R-Verdauung von zelluldrer RNA unter
den gewihlten Bedingungen demnach einen effektiven Abbau von linearen Transkripten
zur Folge hatte, konnte diese Aktivitit bei der Quantifizierung einer circRNA nicht beo-
bachtet werden, sodass die RNase R-Behandlung der Proben insgesamt als funktional und

aussagekriftig fiir den Nachweis von zirkuldren Transkripten eingestuft wurde.

10.000,00 154.772,15 463,17
-157, 100.000,00 - 500,00
1.000,00 - 10.000,00 - 400,00
1.057,69 B cDNA -RNase R
.057,
1.000,00 - < 300,00 - B NoRT - RNase R
§ 100,00 - H :;.’ B cDNA + RNase R
-3 -3
2 2 100,00 - ¥ 200,00 - B NoRT + RNase R
10,05
10,00 | @NTC
10,00 | 100,00
1,00 1,00 - 0,00
B-Glu HUPO BCRC-3

Abbildung 4.17: Vergleich der Quantifizierung von GUSB, HUPO und BCRC-3 von RNase
R- und unbehandelten Proben. 2 pg ECV-304 RNA wurden nach Abschnitt 3.3.5 mit RNase R
behandelt und unbehandelte zellulire RNA in allen Reaktionsschritten mitgefiihrt. 10 ng cDNA
(BCRC-3) und 1 ng cDNA (GUSB und HUPO) wurden in Vierfachbestimmung quantifiziert und
die Kopien von RNase R- und unbehandelten Proben verglichen. Die Mittelwerte + der Stan-
dardabweichung der RT-Proben, NoRT-Proben und NTCs sind in rot angegeben. Die Reihenfolge
der Proben in der Legende entspricht der Reihenfolge der Balken im Diagramm.

Auch die TRAMI1-Amplifikate der konvergenten Primer lieBen die Abnahme der Kopien-
zahlen um 2 — 3 Logstufen im Vergleich von RNase R-behandelter mit unbehandelter
ECV-304 RNA erkennen (Abbildung 4.18). Da aufgrund der geringen Abundanz der zir-
kuldren TRAMI1-Transkripte das PCR-Amplikon der konvergenten Primer vor allem auf
der Vervielfaltigung dieses Sequenzabschnittes in linearen RNAs beruht, war diese Reduk-
tion des Expressionsniveaus zu erwarten und kompatibel mit den Ergebnissen der Positiv-

kontrollen fiir lineare Transkripte (Tabelle 4.6).
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Abbildung 4.18: Vergleich der Quantifizierung von TRAM1-Transkripten von RNase R- und
unbehandelten Proben. 2 ug ECV-304 RNA wurden nach Abschnitt 3.3.5 mit RNase R behandelt
und unbehandelte zellulire RNA in allen Reaktionsschritten mitgefiihrt. 10 ng cDNA (TRAMI)
und 50 ng cDNA (circTRAM1-56 und circTRAM1-57) wurden in Vierfachbestimmung quantifi-
ziert und die Kopien von RNase R- und unbehandelten Proben verglichen. ,,TRAMI1“ beschreibt
die Amplifikationsprodukte des ausgewihlten konvergenten Primerpaares. Die Mittelwerte + der
Standardabweichung der RT-Proben, NoRT-Proben und NTCs sind in rot angegeben. Die Reihen-
folge der Proben in der Legende entspricht der Reihenfolge der Balken im Diagramm.

Die Quantifizierung von circTRAM1-56 und circTRAMI1-57 in den Proben mit und ohne
Enzymbehandlung entsprach ebenfalls der beobachteten Zunahme der Kopienzahlen nach
RNase R-Hydrolyse wie fiir die Positivkontrolle BCRC-3 (Abbildung 4.18). Wihrend fiir
circTRAM1-56 ein starker Anstieg des PCR-Signals im Vergleich von RNase R-
behandelter zu unbehandelter zelluldrer RNA erkennbar war, zeigte circTRAMI1-57 nur
leicht erhdhte Kopienzahlen. Um dieses Ergebnis zu bestdtigen, wurden die Proben noch-
mals in Achtfachbestimmung quantifiziert und ausgewertet (Tabelle 4.6). In der zweiten
Durchfiihrung konnten die zuvor gemessenen log(fc)-Werte fiir circTRAMI1-56 und
circTRAM1-57 im Vergleich der Proben mit und ohne Enzymbehandlung reproduziert
werden. Ein weiterer Grund fiir die Wiederholung der Quantifizierung waren die im ersten
Versuch positiven NoRT-Kontrollen fiir beide Transkripte, die in der zweiten Messung fiir
circTRAM1-56 jedoch nicht mehr auftraten und auf eine Kontamination der Proben wih-
rend des Pipettierens der Ansdtze im ersten Experiment schlieBen lieBen. In der
circTRAM1-57-Detektion dagegen waren auch in der zweiten qPCR positive Werte der
NoRT-Proben erkennbar. Per qualitativer Analyse dieser Kontrollen im Agarosegel konn-
ten darauthin Primerdimere als Ursache fiir die PCR-Signale identifiziert werden, die bis-
lang nicht zu beobachten waren. Da diese in der Enzym-behandelten Probe stirker ausge-
pragt waren, konnte auch hier eine bevorzugte Bildung von Nebenprodukten aufgrund der
insgesamt niedrigeren Konzentration an Nukleinsduren in den RNase R-hydrolysierten
Ansitzen angenommen werden. Dennoch konnte sowohl fiir circTRAM1-56 als auch fiir

circTRAM1-57 durch steigende bzw. gleichbleibende Expressionsniveaus im Vergleich
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von RNase R-behandelter mit unbehandelter zelluldrer RNA der Nachweis fur die Zirkula-

ritdt der Transkripte erbracht werden.

Tabelle 4.6: Vergleich der Quantifizierung von Transkripten von RNase R- und unbehandel-
ten Proben. Alle angefiihrten Transkripte wurden per qPCR untersucht und die Expressionsni-
veaus von RNase R- und unbehandelten Proben verglichen. Als MaB fiir die Zunahme oder Reduk-
tion einer RNA-Spezies nach RNase R-Hydrolyse wurden log(fc)-Werte fiir jedes Transkript be-

rechnet.

. A) Kopien von B) Kopien von
Transkript ¢DNA - RNase R cDNA + RNaseR 108 (B/A)
HUPO 154.772,15 1.057,69 -2,17
GUSB 4.157,14 10,05 2,62
TRAM1 66.353,49 223,56 2,47
BCRC-3 251,15 463,17 0,27
circTRAM1-56
1. Quantifizierung 16,18 86,13 0,73
2. Quantifizierung 13,66 74,9 0,74
circTRAM1-57
1. Quantifizierung 100,04 144,75 0,16
2. Quantifizierung 94,22 105,11 0,05

4.3.4 Fazit zu den weiteren experimentellen Nachweisen zur Zirkularitit von
TRAMI-Transkripten

Zusammenfassend konnten fiir die bestdtigten der vorhergesagten zirkuldren TRAMI-
Transkripte circTRAM1-56 und circTRAM1-57 in diesem Kapitel weitere Indizien ge-
sammelt werden, dass die detektierten Amplifikationsprodukte auf der Vervielféltigung
einer zirkuldren RNA-Spezies beruhten. In der Analyse von flankierenden Intron-Sequen-
zen der am Backsplicing beteiligten Exons konnte fiir beide circRNAs invers komplemen-
taire Intron-Sequenzen festgestellt werden, die durch Basenpaarung die Exonenden in
rdumliche Nidhe bringen und so einen Beitrag zur Generierung von circTRAMI1-56 und
circTRAM1-57 leisten kénnten. Weiterhin lieferte die Uberpriifung der tandem repeat Hy-
pothese mittels der ausgewahlten divergenten Primerpaare keine Hinweise auf Exondupli-
kationen im Genom von ECV-304-Zellen, die falschlicherweise auch zum PCR-basierten
Nachweis von BSJs fiihren konnten. Auch der enzymatische Ansatz per RNase R-Hydroly-
se konnte die Zirkularitdt der Transkripte circTRAM1-56 und circTRAM1-57 bestétigen:
Die Quantifizierung beider PCR-Amplifikons in den Proben mit und ohne Enzymbehand-

lung entsprach der beobachteten Zunahme der Kopienzahlen nach RNase R-Hydrolyse wie
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in der Positivkontrolle fiir circRNA-Spezies. Dagegen zeigten TRAMI1-Amplifikate der
konvergenten Primer eine signifikante Abnahme der Kopienzahlen im Vergleich von
RNase R-behandelter mit unbehandelter ECV-304 RNA, wie sie fiir lineare Transkripte
erwartet wurde.

SchlieBlich kam insbesondere auch wihrend der Suche nach einem geeigneten Primerpaar
fiir circTRAM1-56 die Frage auf, ob nicht die Bindung weniger Nukleotide des forward
Primers fiir eine Vervielfdltigung entlang von linearen Sequenzbereichen ausreichend ist,
die die BSJ-Sequenz nicht mehr vollstindig einschlieft (Abbildung 7.13). Anhand des ne-
gativen Ergebnisses der RNase R-Hydrolyse von ECV-304 RNA konnte zumindest gezeigt
werden, dass ein Grofteil der Amplifikationsprodukte auf Grundlage des zirkuldren
TRAMI1-Transkriptes generiert wurde. Dennoch konnte nicht ausgeschlossen werden, dass
es nicht auch zu Fehlpaarungen des auf der BSJ positionierten forward Primers kommt und
anteilig auch Sequenzbereiche linearer TRAMI-Transkripte zum PCR-Signal von
circTRAM1-56 beitragen konnten.

4.4 Zusammenfassung der Versuchsergebnisse fiir Transkripte des
S100A6-Genlokus

4.4.1 Darstellung und PCR-basierter Nachweis der Transkripte des S100A6-
Genlokus

Das lineare Transkript ST00A6-201 verfiigt iiber drei Exons und ist laut circBase die Vor-
lage fiir die Generierung von zirkuldren RNAs (Abbildung 4.19), wobei alle drei Exons in
die Bildung von circRNAs des S100A6-Genlokus involviert sind. Zunédchst wurden 5 kon-
vergente Primerpaare nach Abschnitt 3.1.3 entworfen und in verschiedenen Exons positio-
niert, sodass das lineare und verschiedene zirkuldre S100A6-Transkripte per PCR-Amplifi-
kation nachgewiesen werden konnen. Die Validierung der entworfenen Primerpaare wurde
auch fiir S100A6-Transkripte zundchst per konventioneller PCR durchgefiihrt (Abschnitt
3.3.7.1) und 250 ng ECV-304 cDNA in 40 PCR-Zyklen amplifiziert. Vier von fiinf PCR-
Amplikons waren mit den erwarteten Grofen im 5%-Agarosegel nachweisbar (Anhang,
Abschnitt 7.2, Abbildung 7.18) und das Primerpaar ,,linS100 fwd & rev Primer 9* wurde
fiir nachfolgende Versuche ausgewihlt und in Abbildung 4.19 eingetragen. Da das genann-
te konvergente Primerpaar auch die zirkuliren RNA-Spezies circS100A6-24, circS100A6-
25 und circS100A6-26 detektiert, miissten diese in die Kalkulation der Summe des log(fc)-

Wertes fiir SI00A6-Transkripte aus Tabelle 4.1 einbezogen werden. Auch fiir diesen
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Markerkandidaten wurde jedoch zundchst von weiteren Berechnungen des log(fc)-Wertes

abgesehen, bis die Existenz von zirkuldren S100A6-Transkripten abschlieBend geklirt

war.
v v
1 2
5} Exon 1 ?3 Exon 2 4?2 Exon 3 6813
3
| I I - - |
NM_014624.3 (S100A6-201)
453 —> 683
L ]
L)
hsa_circ_0014224 (circS100A6-24)
1 - 452

hsa_circ_0014227 (circS100A6-27)

294 —s 683
]

hsa_circ_0014225 (circS100A6-25)

1 <« —> 683

hsa_circ_0014226 (circS100A6-26)

Abbildung 4.19: Schematische Darstellung von Transkripten des S100A6-Genlokus. In blau
dargestellt ist das Referenz-Transkript SI00A6-201 als Ausgangspunkt fiir die in schwarz angege-
benen zirkuldren RNAs des S100A6-Genlokus. In blauen Késtchen eingetragen sind die zugehori-
gen 2 Introns und deren Gréfen. Die Exongrenzen sind durch vertikale Striche und die Anzahl
Basenpaaren gekennzeichnet. Durch blaue Pfeile werden die ausgewdhlten konvergenten Primer-
paare symbolisiert. Die Transkriptnamen der zirkuliren RNAs und deren Abkiirzungen sind eben-
falls in schwarz angegeben. Rot dargestellt sind divergente Primerpaare, die zunédchst anhand der
Transkriptvariante circS100A6-25 entwickelt wurden, aber auch iiber Bindungsstellen in der zirku-
laren RNA circS100A6-26 verfiigen. Dagegen kann sich an die Transkripte circS100A6-24 und
circS100A6-27 nur jeweils einer der beiden entworfenen Primer anlagern, sodass es nicht zur ex-
ponentiellen Amplifikation dieser RNA-Spezies kommt.

Da ECV-304-Zellen demzufolge iiber S100A6-Transkripte verfiigten, konnte im néchsten
Schritt das Vorliegen zirkuldrer RNA-Spezies mittels fiinf entworfener divergenter Pri-
merpaare untersucht werden. Diese wurden anhand des Transkriptes circS100A6-25 entwi-
ckelt und adressieren dariiber hinaus auch circS100A6-26, sodass theoretisch zwei PCR-
Amplifikate detektiert werden konnten (Abbildung 4.19 und 4.20). Tatsichlich wurden in
der konventionellen PCR und anschlieBenden Analyse im Agarosegel jedoch fiir keine der
beiden zirkuldren Transkripte PCR-Signale auf der korrekten Hohe nachgewiesen (An-
hang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.19). Stattdessen wurde das Primerpaar ,,circS100 fwd &
rev Primer 6° fiir weitere Versuche bestimmt, welches die stiarkste Intensitit fiir eine unbe-
kannte PCR-Bande bei ca. 250 bp erkennen lieB. Die genetische Herkunft dieses beobach-
teten Amplifikats und die Frage nach dem Vorliegen eines noch unbekannten zirkulidren

S100A6-Transkriptes sollte in nachfolgenden Untersuchungen erforscht werden.



4 Ergebnisse 114

circS100A6-24 circS100A6-27 circS100A6-25 circS100A6-26
S~ A
E
231 bp f 390bp  EXOA2
150 bp
Exon 3 1 Exon.3

Abbildung 4.20: Zirkuléire Transkripte des S100A6-Genlokus. Die Exons der zirkulédren RNAs
sind farblich verschieden gekennzeichnet. Rot dargestellt sind divergente Primerpaare, die zunéchst
anhand der Transkriptvariante circS100A6-25 entwickelt wurden, aber auch iiber Bindungsstellen
in der zirkuliren RNA circSI00A6-26 verfiigen. Dagegen kann sich an die Transkripte
circS100A6-24 und circS100A6-27 nur jeweils einer der beiden entworfenen Primer anlagern, so-
dass es nicht zur exponentiellen Amplifikation dieser Transkriptvarianten kommt. In schwarz an-
gegeben ist die Linge der reifen zirkuliren RNAs, in rot dargestellt ist die Liange der PCR-
Produkte nach Amplifikation mit dem final ausgewéhlten Primerpaar.

4.4.2 Klonierung und Sequenzierung von S100A6-Amplifikaten

Die per konventioneller PCR hergestellten Amplifikate der ausgewéhlten konvergenten
und divergenten Primerpaare wurden im nédchsten Schritt in bakterielle Vektorsysteme li-
giert (Abschnitt 3.3.11.1) und in E. coli DH5a Zellen transformiert (Abschnitt 3.3.11.2).
Die anschlieBende Uberpriifung der Vektor-Inserts per Kolonie-PCR (Abschnitt 3.3.11.3)
ergab fiir das konvergente Primerpaar das PCR-Amplikon erwarteter Grofle. Die Analyse
der eingebrachten PCR-Produkte anhand der spéteren Sequenz-Dateien konnte den korrek-
ten Abschnitt der durch die konvergenten Primer eingegrenzten linearen S100A6-Sequenz
bestitigen (Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.20).

Das Ergebnis der Amplifikation von Klonen mit Vektor-Inserts der divergenten Primer ist
beispielhaft in Abbildung 4.21 dargestellt und zeigte in Analogie zu den TRAM1-Studien,
dass sowohl Proben ohne distinkte PCR-Produkte vorlagen als auch Ansétze mit Banden
verschiedenster GroBlen. Fiir die Kolonie-PCR wurden die jeweiligen Bedingungen der
konventionellen PCR iibernommen, 30 PCR-Zyklen durchgefiihrt und 10 pl der PCR-

Ansitze im Agarosegel aufgetragen.
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gefiihrt wurde.

Alle 124 hergestellten Bakterienklone wurden in Ubernachtkulturen vermehrt, die Plas-
midpriparation (Abschnitt 3.3.12) sowie die Sequenzierreaktion (Abschnitt 3.3.13) durch-
gefiihrt und die erhaltenen DNA-Sequenzen analysiert. Von den 124 Plasmiden trugen 82
ein PCR-Produkt in ihrem Vektor und 74 Bakterienklone enthielten S100A6-Sequenzen,
wobei die gefundenen Off-Target-Sequenzen beispielsweise der 16S-rRNA oder dem Cal-
cyclin-Transkript zugeordnet werden konnten. Fiir die verbleibenden 74 Bakterienklone
wurden 3 Hauptkategorien und 4 Unterkategorien gebildet und die Sequenzen nach diesen

Kriterien geordnet und ausgezéhlt (Tabelle 4.7).

Tabelle 4.7: Statistik der analysierten S100A6-Sequenzen geordnet nach Kategorien. Analyse
von Bakterienklonen nach Einbringen des PCR-Amplifikats der ausgewéhlten divergenten Primer-
paare. Die 74 untersuchten S100A6-Sequenzen wurden in 3 Hauptkategorien eingeteilt und an-
schlieBend weiteren Unterkategorien zugeordnet. Die Anzahl der Bakterienklone ist in absoluten
Zahlen sowie relativen Anteilen bezogen auf alle analysierten S100A6-Sequenzen angegeben, wo-
bei die einzelnen Sequenzen mehrfach verschiedenen Unterkategorien zugeordnet werden konnten.

Kategorie Anzahl Bakterienklone
1) Sequenzen bestehend aus Exon 2 und 3 52 (70%)

2) Sequenzen bestehend aus Exon 1, 2 und 3 18 (24%)

3) Sequenzen innerhalb eines Exons 4 (5%)

?) ettt Backsping Tbergings. 32 43%)

B) Sequenzen bestehend nur aus Primern 5 (7%)

C) Sequenzen mit kryptischer Exonanordnung 3 (4%)

D) Sequenzen mit Poly(A)-Schwanz 3 (4%)
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Zunichst waren auch bei Betrachtung der eingebrachten S100A6-Amplifikate in Analogie
zu den TRAMI-Studien kiirzere Sequenzen bestehend aus Exon 2 und 3 (Kategorie 1)
abundanter als lingere Sequenzen (Kategorie 2). Die Sequenzen in Kategorie 3 dagegen
konnten eindeutig PCR- bzw. Klonierungsartefakten zugeordnet werden, was ebenso auf
die Unterkategorien B und C zutraf. Im Gegensatz zu den Klonierungsarbeiten zu
TRAMI-Transkripten wurde jedoch der Fokus nicht auf die Anordnung der Exons gelegt,
sondern direkt mit exakten Sequenzanalysen begonnen, da die S100A6-Transkripte nur
iiber maximal 3 Exons verfligen.

Auf den ersten Blick lie8 die Mehrheit der eingebrachten S100A6-Amplifikate des diver-
genten Primerpaares auf das Vorliegen zirkuldrer Transkripte schlieBen. 70% der Sequen-
zen gingen von Exon 3 in Exon 2 iiber und dhnelten damit der Sequenz von circS100A6-
25. Dagegen zeigten 24% der Bakterienklone den Ubergang von Exon 3 nach Exon 1, der
jedoch am Anfang oder der Mitte von Exon 1 stattfand und nicht am Ende des Exons, so-
dass die detektierten S100A6-Amplifikate weniger dem zirkuldren Transkript circS100A6-
26 entsprachen. Keine der analysierten S100A6-Sequenzen enthielt die in der Literatur
beschriebenen BSJs und jeder Bakterienklon trug eine individuelle S100A6-Sequenz mit
individueller BSJ-Sequenz in seinem Plasmid. Im Folgenden galt es daher herauszufinden,
ob die eingebrachten Sequenzen zirkuldre S100A6-Transkripte darstellen konnten oder es
sich um RT-, PCR- oder Klonierungs-Artefakte handelt.

Dafiir wurden die eingebrachten S100A6-Amplifikate zundchst nach deren Léngen sortiert
und die individuellen BSJs betrachtet. Im nichsten Schritt wurden die potentiellen BSJ-
Sequenzen wiederum nach dhnlichen Sequenzen geordnet und fiir die Bakterienklone aus
Kategorie 1 vier Gruppen definiert. Beispielhaft ist die Gruppe mit den meisten zugeordne-
ten Bakterienklonen in Tabelle 4.8 angefiihrt, in der der BSJ-Ubergang gehiuft in einem
engen Sequenzbereich von Exon 2 auftrat. Die in der Tabelle genannten 13 Bakterienklone
gleicher Lange, Sequenz und potentieller BSJ stellten gleichzeitig die abundanteste und
auffélligste Gruppe von allen S100A6-Sequenzen dar. Aufgrund der Haufigkeit und Se-
quenziibereinstimmung der Amplifikate konnte hinter diesen Bakterienklonen am wahr-
scheinlichsten ein reales zirkuldres Transkript stehen. In den weiteren angefiihrten Beispie-
len der Tabelle wird der Ubergang nach Exon 3 erst einige Nukleotide spiter vollzogen
und nicht an den gleichen Stellen in Exon 3, sodass die potentiellen BSJ-Sequenzen insge-
samt betrachtet eher zufillig erschienen. Dieses Fazit lie sich auch durch Betrachtung der
anderen drei Gruppen mit dhnlichen BSJ-Ubergiingen ziehen und wurde ebenso durch die

Gruppierung und Analyse der langeren S100A6-Sequenzen aus Kategorie 2 bestétigt.
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Tabelle 4.8: Statistik von S100A6-Sequenzen mit ihnlichen potentiellen BSJ-Ubergiingen.
Analyse von Bakterienklonen nach Einbringen der PCR-Amplifikate des ausgewahlten divergenten
Primerpaares. Die 52 S100A6-Sequenzen aus Kategorie 1 wurden der Lénge nach sortiert und in
Gruppen mit dhnlichen potentiellen BSJ-Ubergangen eingeteilt. Die Anzahl der Bakterienklone ist
in absoluten Zahlen sowie relativen Anteilen bezogen auf die Gesamtmenge an analysierten
S100A6-Sequenzen angegeben. Fiir die Strukturen der potentiellen BSJ-Sequenzen geben die un-
terstrichenen Basen den Ubergang von Exon 2 nach Exon 3 an.

Anzahl Bakte- Liénge der eingebrach-
fzat Dakte ange der emgebrac Struktur der potentiellen BSJ-Sequenz

rienklone ten Sequenzen

13 (18%) 81 bp TTTTTTTTGGCCATCTTCCACAA

6 (8%) 93 bp TTTTTTTTGGTCCTCCTCGTGGC

2 (3%) 412 bp, 86 bp TTTTTTTTGGTCAGGCCATCTT

1 (1%) 113 bp TTTTTTTTGGTCAAAGGATCAGGCC

Passend dazu lieferte die Unterkategorie D aus Tabelle 4.7 ein Argument gegen das Vor-
liegen von Amplifikaten zirkuldrer RNAs, da auch Sequenzen mit Poly(A)-Schwanz detek-
tiert werden konnten, die trotzdem einen Exoniibergang wie den einer BSJ erkennen lieen
(Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.21). Die drei betrachteten Bakterienklone enthielten
als einzige S100A6-Sequenzen, die bis zum Ende des Transkriptes in Exon 3 liefen. Da
alle weiteren eingebrachten Sequenzen vorzeitig den Ubergang von Exon 3 nach Exon 2
zeigten, konnte die Existenz eines Poly(A)-Schwanzes nicht iiberpriift werden. Es konnte
daher nur spekuliert werden, ob alle detektierten Sequenzen auf der Grundlage von Tran-
skripten mit dieser 3’-Modifikation beruhen, die eindeutig fiir das Vorliegen von linearen
RNA-Spezies spricht und die nachgewiesenen S100A6-Amplifikate als Artefakte identifi-
zieren wiirde.

Zuletzt richtete sich das Augenmerk auf die 32 eingebrachten S100A6-Amplifikate mit
iiberlappenden Sequenz-Bereichen als potentielle BSJs (Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung
7.22), was auf fast die Hélfte aller analysierten Bakterienklone zutraf (Tabelle 4.7, Unter-
kategorie A). Zudem wurde auch die distinkte PCR-Bande des ausgewéihlten divergenten
Primerpaares bei ca. 250 bp (Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.19) ausgeschnitten (Ab-
schnitt 3.3.10) und ebenfalls die gesamte Klonierungsstrategie und Plasmidpréparation bis
hin zur Sequenzierung durchgefiihrt. Im Ergebnis konnte fiir das PCR-Signal eine S100A6-
Sequenz einer Linge von 223 bp bestehend aus den Exons 1, 2 und 3 festgestellt und das
genannte Amplifikat mit einem iiberlappenden Sequenz-Bereich von 6 Nukleotiden erneut
bestétigt werden.

Solche invers komplementiiren Sequenzen als potentielle BSJ-Ubergiinge kénnten einen
weiteren Hinweis auf das Vorliegen von Artefakten darstellen, indem es wihrend der

cDNA-Synthese zu einem template switching der reversen Transkriptase kommt (Houseley
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and Tollervey, 2010). Die kurzen homologen Sequenzen treten auch beim trans-Spleilen
von zwei unabhingig transkribierten RNA-Molekiilen auf, was ebenfalls die Detektion von
S100A6-Sequenzen mit umgekehrter Exonreihenfolge erkliren konnte (Houseley and
Tollervey, 2010). Da reverse Transkriptasen nicht iiber Proofreading-Mechanismen verfii-
gen, konnten ebenso Riickwértsspriinge des Enzyms fiir ungewdhnliche Exonanordnungen
wie die einer zirkuldren Struktur verantwortlich sein (Houseley and Tollervey, 2010). Ne-
ben den genannten sind noch weitere Szenarien denkbar, die zu pseudo-zirkuldren Exon-
strukturen fithren konnten, weshalb Artefakte einen signifikanten Anteil an detektierten
Sequenzen mit nicht-kanonischen Spleifistellen ausmachen (Cocquet et al., 2006). Ein
wichtiges Merkmal von Artefakten, insbesondere von template switching Events, ist die
Zufilligkeit des Auftretens solcher Mechanismen (Jeck and Sharpless, 2014), die sich
dementsprechend auch in den detektierten Sequenzen widerspiegelt. Fiir das ausgewihlte
divergente Primerpaar zum Nachweis zirkuldrer SI00A6-Transkripte konnten viele Ampli-
fikate nicht-identischer Sequenzen dokumentiert werden, wohingegen nur wenige Bakte-
rienklone mit gleicher eingebrachter S100A6-Sequenz gefunden werden konnten. SchlieB3-
lich sollten jedoch weitere spezifischere Versuche zum Nachweis der Zirkularitdt von
Transkripten mehr Klarheit dariiber bringen, ob die detektierten Sequenzen Artefakte oder
reale circRNAs des S100A6-Genlokus darstellen.

4.4.3 Nachweis von S100A6-Transkripten mittels quantitativer PCR

Im néchsten Schritt sollten die per konventioneller PCR ausgewéhlten konvergenten und
divergenten Primerpaare fiir den Nachweis von Transkripten des SI00A6-Genlokus in der
quantitativen PCR (Abschnitt 3.3.7.3) getestet und die Sensitivitdt und Spezifitit bestimmt
werden. Das per konventioneller PCR ausgewihlte konvergente Primerpaar ,,linS100 fwd
& rev Primer 9* fiir den Nachweis von Transkripten des S100A6-Genlokus wurde in Ana-
logie zu den TRAM1-Arbeiten anhand von 10 ng bis 5 pg ECV-304 ¢cDNA in halbloga-
rithmischen Verdiinnungen quantifiziert (Abbildung 4.22 A) und die erhaltenen Cr-Werte
nach Abschnitt 3.3.7.3 in Expressionsniveaus bzw. Kopienzahlen umgerechnet. Die Hal-
bierung bzw. Reduktion der eingesetzten cDNA-Menge um ein Zehntel fiihrte dabei anni-
hernd zur gleichen Abnahme der ermittelten Kopienzahlen. Fiir 5 pg ECV-304 cDNA
konnten noch ca. 500 S100A6-Kopien und damit ein zehnfach héheres Expressionsniveau
im Vergleich zur TRAMI1-Detektion (Abbildung 4.10 A) fiir die gleiche cDNA-Menge
nachgewiesen werden, sodass sich das ausgewéhlte konvergente Primerpaar sowie SI00A6

als Markerkandidat sehr gut fiir die nachfolgende Untersuchung von Urinproben eignete.
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Fiir die Spezifititspriifung wurden die Ansétze anschlieBend qualitativ im Agarosegel (Ab-
schnitt 3.3.8.1) analysiert, wie beispielhaft in Abbildung 4.22 B anhand der hochsten ein-
gesetzten cDNA-Menge demonstriert wurde. Im Ergebnis zeigten die Amplifikationspro-
dukte die bereits per konventioneller PCR bestétigte Amplikonlédnge von 126 bp ohne un-
spezifische Nebenprodukte. Auch die mitgefiihrten Kontrollen lieBen keine unerwarteten
PCR-Produkte oder Primerdimere erkennen, sodass das konvergente Primerpaar S100A6-
Transkripte auch unter den Bedingungen der quantitativen PCR spezifisch nachwies. Dies
wurde zusdtzlich durch die Dissoziationskurve der Amplifikationsprodukte belegt, die nur
ein Maximum sowie eine Schmelztemperatur von 81,4 — 82,3 °C erkennen lief3.

A B
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1.689.517,07
1.800.000 T
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c
§ 1.000.000 840.955,97 B cDNA
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Abbildung 4.22: Nachweis von S100A6-Transkripten in der quantitativen PCR. (A) 10 ng bis
5 pg ECV-304 cDNA wurden in einer halblogarithmischen Verdiinnungsreihe mittels den ausge-
wihlten konvergenten Primern in Vierfachbestimmung quantifiziert und die Sensitivitit und Spezi-
fitdt des Primerpaares betrachtet. Fiir alle cDNA-Verdiinnungen wurden Negativkontrollen sowie
einmal die NTC mitgefiihrt. Die Mittelwerte + der Standardabweichung der Kopienzahlen der RT-
Proben und der NTC sind in rot angegeben. (B) Als Beispiel fiir die qualitative Analyse der PCR-
Produkte im 5 % Agarosegel sind die Proben der hochsten cDNA-Konzentration nach 40 qPCR-
Zyklen gezeigt.

Das ausgewdhlte divergente Primerpaar ,,circSI00A6 fwd & rev Primer 6“ wurde nach
dem gleichen Vorgehen wie die anfangs entworfenen divergenten Primer fiir den Nachweis
zirkuldrer TRAM1-Transkripte in halblogarithmischen Verdiinnungen getestet und quanti-
fiziert (vgl. Abbildung 4.11). Auch fiir SI00A6 zeigten die Kopienzahlen der RT-Proben
keinen proportionalen Zusammenhang zur eingesetzten cDNA-Menge und die NoRT-
Ansitze lieBen ebenfalls starke PCR-Signale erkennen. Somit waren die ausgewéhlten di-
vergenten Primer fiir SI00A6-Transkripte ebenso wenig fiir die Quantifizierung von poten-

tiellen zirkuldren RNA-Spezies unter den gewéhlten qPCR-Bedingungen geeignet.
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4.4.4 Nachweis weiterer vorhergesagter zirkuldrer Transkripte des S100A6-
Genlokus

Da sich das per konventioneller PCR ausgewéhlte divergente Primerpaar zum Nachweis
von zirkuldren SI00A6-Transkripten als ungeeignet fiir eine Quantifizierung der detektier-
ten Amplifikate herausstellte und dariiber hinaus Unklarheit iiber die Identitit der PCR-
Signale herrschte, wurden neue Primerpaare gegen die weiteren vorhergesagten zirkuldren
RNA-Spezies des S100A6-Genlokus entworfen. Das Ziel war es, anhand der fiir die zirku-
liren TRAMI-Transkripte beschriebenen Kriterien eine moglichst spezifische Uberprii-
fung und Amplifikation der Transkripte circS100A6-24, circS100A6-26 und circS100A6-
27 herbeizufiihren. Da die Positionierung von Primern einen entscheidenden Einfluss da-
rauf hatte, ob und mit welcher Abundanz ein zirkuldres Transkript nachgewiesen werden
konnte, wurden sowohl Primer direkt auf der BSJ entwickelt als auch Primerpaare um den
Backsplicing-Ubergang gelegt. Alle entworfenen divergenten Primerpaare wurden unter
konventionellen PCR-Bedingungen und den Einstellungen der quantitativen PCR getestet
und verglichen.

Fiir das Transkript circSI00A6-26 konnten dabei erneut keine konkreten Hinweise auf das
Vorliegen in ECV-304-Zellen gefunden werden (Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.23),
sodass die vorhergesagte zirkuldre RNA-Spezies endgiiltig als nicht bestdtigt eingestuft
und nicht weiter betrachtet wurde. Fiir das Transkript circS100A6-24 konnten fiir alle Pri-
merpaare mit einem der Primer direkt auf der BSJ PCR-Produkte erwarteter Langen detek-
tiert werden, sodass das Primerpaar mit dem stérksten PCR-Signal in den RT-Proben fiir
weitere Untersuchungen festgelegt wurde (Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.24). Nach
dem gleichen Vorgehen wurde auch das finale Primerpaar fiir circS100A6-27 ausgewihlt,
wobei ebenfalls einer der Primer direkt auf der BSJ positioniert war (Anhang, Abschnitt
7.2, Abbildung 7.25). Beide Transkripte wurden darauthin erneut mit den vorgesehenen
Primerpaaren vervielfiltigt und die Amplifikate fiir die Sequenzierreaktion vorbereitet, an
dessen Ende die korrekten Sequenzen und BSJs fiir circSI00A6-24 und circS100A6-27
verifiziert werden konnten.

SchlieBlich wurden die anfangs entworfenen divergenten Primer fiir circS100A6-25 noch-
mals vergleichend unter konventionellen und quantitativen PCR-Bedingungen getestet
(Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.26). Dabei waren die PCR-Signale bei ca. 250 bp der
konventioneller PCR (vgl. Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.22) unter gPCR-Bedingun-
gen nicht mehr detektierbar, was ebenfalls fiir das bereits vermutete Vorliegen von Arte-
fakten sprach. Zudem konnten auch unter diesen Amplifikationsbedingungen keine kon-

kreten Hinweise auf die Existenz der RNA-Spezies circS100A6-25 gefunden werden, so-
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dass das Ergebnis der Klonierungsarbeiten zu zirkuliren S100A6-Transkripten stimmig

mit den Beobachtungen des Experimentes war.

4.4.5 Uberpriifung der Zirkularitit von S100A6-Transkripten

4.4.5.1 Analyse der flankierenden Intronsequenzen von vorhergesagten zirkuliren
S100A6-Transkripten

Die Analyse der angrenzenden Introns bzw. UTR-Bereiche zirkuldrer S100A6-Transkripte

wurde nach Abschnitt 3.1.2.3 durchgefiihrt und fiir die identifizierten invers komplementa-

ren Sequenzen die Anzahl und der prozentualen Anteil der komplementidren Nukleotide

analysiert (Tabelle 4.9).

Tabelle 4.9: Analyse der flankierenden nicht-kodierenden Sequenzen der vorhergesagten
zirkuliiren S100A6-Transkripte. Die angrenzenden Introns bzw. UTR-Bereiche der am Backspli-
cing beteiligten Exons wurden auf invers komplementéire Sequenzen untersucht und die lokalen
Alignments mittels der Software LALIGN/PLALIGN berechnet. Alle Sequenziibereinstimmungen
sind mit der Anzahl und dem Anteil der komplementiren Nukleotide angegeben.

Transkriptname beteiligte Introns / UTRs invers komplementire Sequenzen

, 3°’-UTR , . .
circS100A6-24 Intron 2 - 138 nts mit 59,4 % Ubereinstimmung
circS100A6-27 Isn;rlcj)zl; - keine invers komplementéren Sequenzen

3-UTR - 528 nts mit 100 % Ubereinstimmung
circS100A6-25 Intron 1 - 52 nts mit 71,2 % Ubereinstimmung
- 105 nts mit 59 % Ubereinstimmung

. 3°’-UTR . . o

circS100A6-26 5 UTR - 35 nts mit 74,3 % Ubereinstimmung

Die Analyse von flankierenden nicht-kodierenden Sequenzen der zirkuldren S100A6-
Transkripte kann einen Hinweis darauf geben, mit welcher Wahrscheinlichkeit eine vor-
hergesagte circRNA-Spezies real in der Zelle vorliegt. Fiir das Transkript circS100A6-27
konnten keine invers komplementdren Sequenzen der nicht-kodierenden Bereiche festge-
stellt werden. Dariiber hinaus wurde fiir circS100A6-26 und circS100A6-24 inverse Kom-
plementaritdt nur iiber einen relativ kurzen Nukleotid-Bereich identifiziert, sodass es in
vivo womoglich nicht zur Basenpaarung der nicht-kodierenden Sequenzen kommt und die-
ses Ergebnis kein eindeutiges Indiz fiir die Generierung von zirkuldren Transkripten liefer-
te. Im Gegensatz dazu wiesen der 3’-UTR und Intron 1 eine Sequenziibereinstimmung von
100% tber 528 Nukleotide auf, die den starken Verdacht der Beteiligung der nicht-

kodierenden Bereiche am Backsplicing der Exons 2 und 3 erzeugten. Aus Sicht der in Ta-
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belle 4.9 vorgestellten Analysen war das Transkript circSI00A6-25 damit der aussichts-

reichste Kandidat fiir die reale Existenz einer zirkuldren RNA-Spezies.

4.4.5.2 Uberpriifung der tandem repeat Hypothese fiir S100A6-Transkripte

Die tandem repeat Hypothese wurde bereits in Kapitel 4.3.2 anhand von TRAMI1-Tran-
skripten vorgestellt und sollte nun auch fiir die potentiellen circRNAs des S100A6-Genlo-
kus tliberpriift werden. Daher wurden die ausgewihlten Primerpaare fiir den Nachweis von
circS100A6-24, circS100A6-25 und circS100A6-27 unter den Bedingungen der konventi-
onellen PCR und qPCR-Einstellungen in ECV-304 gDNA getestet (Abbildung 4.23).

Marker GeneRuler :
Marker Gene- . Marker GeneRuler Marker GeneRuler . Marker Gene- =\ e ane CircS100A6-25
Ruler Ladder circ5100A6-24 Ultra Low Range ~ Yltra Low Range Circ$100A6-27 Ruler Ladder W Hang

DNA Ladder (bp) cDNA gDNA gDNA NoRT NTC
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Abbildung 4.23: Uberpriifung der tandem repeat Hypothese anhand der ausgewihlten diver-
genten Primerpaare gegen circS100A6-24, circS100A6-27 und circS100A6-25. Der PCR-
basierte Nachweis erfolgte mittels divergenten Primern gegen zirkulére S100A6-Transkripte nach
Amplifikation von (A) 250 ng ECV-304 cDNA oder gDNA in 40 Zyklen unter konventionellen
PCR-Bedingungen und (B) 50 ng ECV-304 cDNA oder gDNA in 40 Zyklen mit dem 2x SYBR
Select Master Mix. Fiir alle Ansdtze wurden Negativkontrollen mitgefiihrt, wobei die Kontrolle
»ZDNA NK*“ nur aus 250 ng gDNA und Wasser bestand. Der Probenauftrag erfolgte in (A) 3% und
(B) 5% Agarosegelen.

Fiir das vorhergesagte Transkript circS100A6-24 konnte unter beiden Amplifikationsbe-
dingungen eine stabile PCR-Bande in genomischer DNA auf der gleichen Hohe wie in der
cDNA detektiert werden. Die Sequenzierung dieses PCR-Signals konnte das gleiche Amp-
lifikat von 102 bp mit der korrekten BSJ wie fiir circS100A6-24 bestdtigen. Daher kdnnten
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Duplikationen des Exons 3 in der genomischen DNA von ECV-304-Zellen die Ursache fiir
die Detektion der vorhergesagten RNA-Spezies sein, die dann real nicht in der Zelle exis-
tieren wiirde. Dagegen konnten fiir circS100A6-27 weder unter den Bedingungen der kon-
ventionellen PCR noch mit qPCR-Einstellungen Amplifikationsprodukte auf der gDNA-
Ebene nachgewiesen werden, sodass flir dieses Transkript nicht von tandem repeat Se-
quenzen als Grundlage des PCR-Signals der cDNA auszugehen war.

Zuletzt konnten PCR-Produkte fiir circSI00A6-25 in ECV-304 gDNA unter beiden Ampli-
fikationsbedingungen mittels der ausgewéhlten divergenten Primer detektiert werden. Die
beiden deutlich erkennbaren PCR-Banden wurden daraufhin ausgeschnitten und fiir die
Sequenzierreaktion vorbereitet. Dabei konnte fiir ,,Bande 1 erneut ein Amplifikat mit in-
vers komplementiiren Sequenzen iiber 5 Nukleotide fiir den Ubergang von Exon 1 nach
Exon 3 detektiert werden, was wiederum die in den Klonierungsarbeiten beschriebene
Vermutung auf das Vorliegen von Artefakten anstatt von zirkuldren Transkripten stiitzte.
Das untere PCR-Signal bestand nur aus zwei Exons und lieB sich der in Tabelle 4.8 be-
schriebenen Statistik der abundantesten S100A6-Sequenzen mit dhnlichen BSJ-Ubergin-
gen zuordnen. Da somit die Amplifikationsprodukte der gDNA dieser Beispiele mit denen
der cDNA {ibereinstimmten, konnten die Ergebnisse und das Fazit der Klonierungsarbeiten
mit diesem Versuch bestitigt und die eingebrachten analysierten PCR-Produkte erneut als

Artefakte der reversen Transkription, der PCR oder der Klonierung eingestuft werden.

4.4.5.3 RNase R-Hydrolyse von S100A6-Transkripten

Fiir die konkrete Uberpriifung der Zirkularitit von S100A6-Transkripten wurde die RNase
R-Verdauung (Abschnitt 3.3.5) gewéhlt, die bereits in Kapitel 4.3.3 fiir lineare und zirkula-
re RNA-Spezies des TRAM1-Genlokus vorgestellt wurde. Anhand der Quantifizierung der
Standardgene HUPO und GUSB als Positivkontrollen fiir die Hydrolyse von linearen
RNAs konnte eine Reduktion der Kopienzahlen um 2 — 3 Logstufen im Vergleich von
RNase R-behandelter zu unbehandelter zelluldrer RNA nachgewiesen werden (Abbildung
4.17). Dagegen zeigte das zirkuldre Transkript BCRC-3 als Negativkontrolle der RNase R-
Hydrolyse keinen Riickgang des Expressionsniveaus durch die Enzymbehandlung, sodass
die RNase R-Behandlung von ECV-304 Gesamtzell-RNA funktional fiir den Nachweis der
Zirkularitdt von Transkripten war.

Auch die S100A6-Amplifikate der konvergenten Primer lieen eine Abnahme der Kopien-
zahlen um 3 Logstufen im Vergleich von RNase R-behandelter mit unbehandelter ECV-
304 RNA erkennen (Abbildung 4.24 A), was mit den Ergebnissen der Positivkontrollen fiir

lineare Transkripte iibereinstimmte. Allerdings zeigte auch die Quantifizierung von
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circS100A6-24 und circS100A6-27 in den Proben mit und ohne Enzymbehandlung eine
Reduktion des Expressionsniveaus um 3 Logstufen nach RNase R-Hydrolyse, sodass die

detektierten Amplifikate eindeutig nicht auf dem Nachweis von zirkuldren Transkripten

beruhten.
1.000.000,00 348.06342 —489.010,08
RNase R
Marker GeneRuler
100.000,00 - - + - + - Ultra Low Range
cDNA cDNA NoRT NoRT NTC DNA Ladder (bp)
10.000,00 - B cDNA - RNase R
363,06 1.099,76 417,68 [ NoRT - RNase R
1.000,00 -
g B CDNA + RNase R
o
x 100,00 1 @ NoRT + RNase R
ENTC
10,00 +
1,00 -
circS100A6-24  circS100A6-27 S100A6

Abbildung 4.24: Vergleich der Amplifizierung von S100A6-Transkripten von RNase R- und
unbehandelten Proben. 2 pg ECV-304 RNA wurden nach Abschnitt 3.3.5 mit RNase R behandelt
und unbehandelte zellulire RNA in allen Reaktionsschritten mitgefiihrt. (A) 10 ng cDNA wurden
in Vierfachbestimmung quantifiziert und die Kopien von RNase R- und unbehandelten Proben
verglichen. Die Mittelwerte = der Standardabweichung der RT-Proben, NoRT-Proben und NTCs
sind in rot angegeben. Die Reihenfolge der Proben in der Legende entspricht der Reihenfolge der
Balken im Diagramm. (B) 250 ng ECV-304 ¢cDNA wurden in 40 Zyklen unter konventionellen
PCR-Bedingungen amplifiziert und fiir alle Ansdtze Negativkontrollen mitgefiihrt. Der Probenauf-
trag erfolgte im 5% Agarosegel.

Da fiir die vorhergesagte RNA-Spezies circSI00A6-25 keine eindeutige Quantifizierung
gelang und zudem auch die mitgefiihrten Kontrollen unspezifische Signale in der qPCR
lieferten, wurde die RNase R- und unbehandelte zelluldre RNA vergleichend unter konven-
tionellen PCR-Bedingungen getestet (Abbildung 4.24 B). Die anfangs ausgewihlte PCR-
Bande des RT-Ansatzes bei ca. 250 bp, dessen Amplifikat invers komplementére Sequen-
zen iiber 6 Nukleotide am potentiellen Backsplicing-Ubergang aufwies, war nach der
RNase R-Hydrolyse nicht mehr detektierbar. Damit lie auch das letzte Experiment zur
Uberpriifung der Zirkularitit von S100A6-Transkripten auf das Vorliegen von Artefakten
beziiglich der klonierten PCR-Amplifikate schlieBen. Insgesamt konnten die RNase R-
Studien fiir keinen der circRNA-Kandidaten circS100A6-24, circS100A6-27 und
circS100A6-25 den Nachweis fiir zirkuldire RNA-Strukturen als Ursache der detektierten

Amplifikationsprodukte erbringen.
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4.4.6 Fazit zu vorhergesagten zirkuldren S100A6-Transkripten

Fiir den S100A6-Genlokus werden 4 zirkuldre RNA-Spezies vorhergesagt. Laut der diffe-
rentiellen Genexpressionsanalyse eignet sich das Transkript circS100A6-25 mit dem
hochsten log(fc)-Wert am besten zur Unterscheidung der Patientengruppen C und H. Daher
wurde zundchst der Fokus auf diese circRNA gelegt, die jedoch in Amplifikationsversu-
chen und Klonierungsarbeiten nicht bestitigt werden konnte. Auch das Transkript
circS100A6-26, welches ebenfalls durch die entworfenen divergenten Primer detektierbar
wire, konnte nicht verifiziert werden. Die Entwicklung zusétzlicher spezifischer Primer-
paare gegen die letztgenannte Transkriptvariante fithrte ebenso nicht zum Nachweis kor-
rekter PCR-Amplifikate, sodass circS100A6-26 endgiiltig als nicht existent in ECV-304-
Zellen eingestuft wurde.

Dagegen erzielte der spezifische Primerentwurf gegen circS100A6-24 und circS100A6-27
PCR-Produkte korrekter Linge und Sequenz, die allerdings nur bei Paaren mit einem der
Primer direkt auf der BSJ auftraten. Der quantitative Vergleich der Amplifikate in RNase
R- und unbehandelten Proben lieferte jedoch den eindeutigen Hinweis auf das Vorliegen
linearer S100A6-Transkripte, die durch die divergenten Primerpaare vervielféltigt wurden.
Die Positionierung von Primern direkt auf dem Backsplicing-Ubergang fiihrte fiir diese
zwei Beispiele zur Detektion von PCR-Artefakten anstatt real existierender zirkuldrer
RNA-Spezies. Fiir das Transkript circS100A6-24 konnte das Amplifikat auch in ECV-304
gDNA nachgewiesen werden, was ebenfalls fiir das Vorliegen von Artefakten sprach. The-
oretisch konnten auch tandem repeats des Exons 3 im S100A6-Gen den Nachweis von
PCR-Produkten mit der BSJ-Sequenz begriinden. Praktisch lag die Vermutung allerdings
auf der Positionierung der Primer als Ursache fiir die artifiziellen PCR-Signale, die sich
aufgrund der hohen Abundanz bzw. Effizienz der Amplifikation auch in genomischer
DNA aus ECV-304-Zellen detektieren lieBen. Zuletzt erzielte auch die Analyse der an-
grenzenden Introns bzw. UTR-Bereiche keine eindeutigen Hinweise auf invers komple-
mentire Sequenzen, die die Generierung der vorhergesagten zirkuldren RNA-Spezies
circS100A6-24 und circS100A6-27 erleichtern kdnnten.

Im Gegensatz dazu wiesen die flankierenden nicht-kodierenden Bereiche von circS100A6-
25 eine perfekte inverse Komplementaritit iiber einen weiten Sequenzbereich auf, die ei-
nen starken Hinweis auf die Existenz der zirkuldiren RNA-Spezies lieferte. Allerdings fiihr-
te auch filir dieses Transkript die RNase R-Verdauung zum Verlust der distinkten PCR-
Bande, welcher nur bei linearen Transkripten bzw. experimentellen Artefakten auftritt. Die

Amplifikation von zelluldrer gDNA mit dem anfangs ausgewéhlten divergenten Primer-
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paar lie ebenfalls distinkte PCR-Produkte erkennen, deren Sequenzen mit denen der Klo-
nierung von cDNA-Amplifikaten verglichen wurden. Fiir beide PCR-Signale konnten po-
tentielle Backsplicing-Ubergiinge aus invers komplementiren Sequenzen festgestellt wer-
den, die bei dem Auftreten von RT-Artefakten und template switching Events eine ent-
scheidende Rolle spielen. Zudem konnte in der Analyse der sequenzierten Bakterienklone
die korrekte BSJ fiir circS100A6-25 nicht identifiziert werden, stattdessen wurden schein-
bar zufillige Ubergiinge des Exons 3 nach Exon 2 festgestellt. Zwar konnte eine Gruppe
abundanter Bakterienklone mit gleicher oder dhnlicher potentieller BSJ detektiert werden,
allerdings war dieser Exon-Ubergang auch im Amplifikat der zelluliren gDNA aufzufin-
den, sodass auch der vielversprechende Kandidat circS100A6-25 nicht als zirkuldres Tran-
skript in ECV-304-Zellen nachgewiesen werden konnte. Da somit keine der vorhergesag-
ten zirkuliren RNA-Spezies des S100A6-Genlokus in den Harnblasenkarzinomzelllinien
ECV-304 und spiter auch RT-4 nachgewiesen werden konnte, wurden die Versuche zu
zirkuldren S100A6-Transkripten eingestellt und in dieser Arbeit nur zusammenfassend
beschrieben.

Dennoch stellten die mit den konvergenten Primern detektierten linearen Transkripte des
S100A6-Genlokus aufgrund ihrer hohen Abundanz in ECV-304-Zellen und den iiberzeu-
genden log(fc)-Werten der Transkriptomanalyse von Patientenurin einen vielversprechen-
den Markerkandidaten zur nicht-invasiven Diagnostik einer Harnblasenkarzinomerkran-
kung dar. Aus diesem Grund wurden lineare S100A6-Transkripte in die nachfolgenden
differentiellen Genexpressionsanalysen von Zelllinien und Urinproben verschiedener
Krankheitsstadien einbezogen. Zudem sollte ein potentieller Harnblasenkarzinommarker
mit gegenldufigem Expressionsprofil im Vergleich zu TRAM1 mitgefiihrt werden, um am
Ende zu aussagekriftigen Marker-Quotienten mit zuverldssiger Diagnostik der Krebser-

krankung zu gelangen.

4.5 Differentielle Genexpressionsanalysen in Zelllinien und
Urinproben

In diesem Kapitel stand die Frage im Mittelpunkt, ob sich die Ergebnisse der Transkrip-
tomanalyse von Urinproben gesunder Probanden und Harnblasenkarzinompatienten im
fortgeschrittenen Stadium auch in der differenziellen Genexpression von Transkripten in
etablierten Zelllinien widerspiegeln. Fiir diese Untersuchung wurden die humanen
Harnblasenkarzinomzelllinien ECV-304 und RT-4 ausgewéhlt, die jeweils das G3- bzw.

G1-Krebsstadium reprasentieren und bereits 2014 genauer charakterisiert wurden (Dubois,
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2014). Weiterhin sollte iiberpriift werden, ob die Expressionsunterschiede der Transkrip-
tomanalyse durch eine Amplifikation mit den entwickelten Primern und anschlieBende
Quantifizierung der Transkripte in den Urinproben bestdtigt werden konnen. Konkret wur-
den fiir diese Forschungsfrage sowohl die cDNA-Proben aus der gepoolten urinen RNA
einer Patientengruppe (Abschnitt 4.5.3.2) als auch die beiden daraus hervorgehenden

cDNA-Bibliotheken (Abschnitt 4.5.3.3) in der quantitativen PCR eingesetzt.

4.5.1 Differentielle Genexpressionsanalysen in Zelllinien

4.5.1.1 Differentielle Genexpressionsanalyse fiir lineare Transkripte

Fir die differentielle Genexpressionsanalyse der linearen TRAMI1- und S100A6-Tran-
skripte wurden die per konventioneller PCR ausgewéhlten und in der qPCR untersuchten
konvergenten Primerpaare verwendet. Zwar konnen die konvergenten Primer gegen
TRAMI1-RNA-Spezies auch die nachgewiesenen zirkuldren Transkripte circTRAMI1-56
und circTRAMI1-57 detektieren, allerdings zeigten diese eine sehr geringe Abundanz in
ECV-304-Zellen: Wihrend fiir lineare TRAM1-RNA-Spezies in 10 ng cDNA 138.734
Kopien ermittelt wurden (Abbildung 4.10), konnten fiir circTRAM1-57 nur 215 Kopien
und fiir circTRAM1-56 nur 25 Kopien quantifiziert werden (Abbildung 4.14). Da die zir-
kuldren Transkripte somit um den Faktor 1.000 bzw. 10.000 weniger in der Zelllinie vorla-
gen, konnten sie fiir die Betrachtung der differentiellen Genexpressionsanalyse linearer
RNA-Spezies vernachldssigt werden. Fiir den S100A6-Genlokus bestand diese Problema-
tik nicht, da keine zirkuldren Transkripte in den Harnblasenkarzinomzelllinien nachgewie-
sen werden konnten. Die Expressionsunterschiede der linearen TRAMI- und S100A6-
RNA-Spezies in ECV-304- und RT-4-Zellen wurden anhand von zwei verschiedenen
cDNA-Konzentrationen ermittelt (Tabelle 4.10). Die aus den Cr-Werten nach Abschnitt
3.3.7.3 berechneten Kopienzahlen wurden fiir den Vergleich beider Zelllinien auf das
ebenfalls quantifizierte Standardgen 18S-rRNA normiert.

Fiir lineare TRAMI-Transkripte konnte dabei in beiden eingesetzten cDNA-Konzen-
trationen eine Unterexpression in G3-Zellen mit log(fc)-Werten von ca. -0,6 bis -0,7 fest-
gestellt werden. Die Transkriptomanalyse von Urinproben gesunder Probanden und Bla-
senkarzinompatienten lieferte einen log(fc)-Wert von -0,46 (Tabelle 4.3), sodass sowohl
im Zellkulturmodell als auch im Patientenurin lineare TRAMI1-Transkripte im hdéheren
Krankheitsstadium ein reduziertes Expressionsniveau aufwiesen. Dagegen zeigten lineare
S100A6-Transkripte eine Uberexpression in ECV-304-Zellen mit log(fc)-Werten von ca.

0,4 bis 0,7, wobei die Expressionsdaten insgesamt stirkere Schwankungen erkennen lie-
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Ben. Auch fiir dieses Beispiel zeichnete sich jedoch eine Ubereinstimmung mit den Be-
rechnungen der Transkriptomanalyse ab, die fiir lineare S100A6-Transkripte einen sum-
mierten log(fc)-Wert von 0,62 im Vergleich der Patientengruppen ergab (Tabelle 4.1). Of-
fensichtlich schien das Zellkulturmodellsystem aus ECV-304 und RT-4 fiir diese beiden
Markerkandidaten stimmige Vorhersagen zu Expressionsunterschieden von Transkripten
im Urin gesunder Probanden und Patienten im fortgeschrittenen Stadium zu liefern. Da die
gegensitzlichen Expressionsdaten von TRAM1 und S100A6 auch in Harnblasenkarzinom-
zelllinien bestétigt werden konnten, wurden Quotienten aus beiden RNA-Spezies mit dem

Ziel einer eindeutigen Unterscheidung von Patientengruppen berechnet (Tabelle 4.11).

Tabelle 4.10: Expressionsunterschiede von linearen TRAM1- und S100A6-Transkripten in
ECV-304- und RT-4-Zellen. 10 ng und 1 ng cDNA wurden fiir die Quantifizierung der linearen
Transkripte per qPCR eingesetzt und die Expressionsniveaus von ECV-304 und RT-4 nach der
Normierung auf die 18S-rRNA verglichen. Als MaB fiir die Uber- oder Unterexpression der Tran-
skripte in den G3-Zellen wurden log(fc)-Werte fiir jede Konzentration berechnet und das Experi-
ment einmal wiederholt.

Konzentration A) Kopien ECV-304 B) Kopien RT-4 log (A/B)
TRAMI1

10 ng cDNA

1. Quantifizierung 3.287,14 12.809,89 -0,59

2. Quantifizierung 3.878,58 15.862,78 -0,61

1 ng cDNA

1. Quantifizierung 255,95 1.116,56 -0,64

2. Quantifizierung 291,82 1.567,30 -0,73
S100A6

10 ng cDNA

1. Quantifizierung 121.082,01 23.707,38 0,71

2. Quantifizierung 84.510,36 32.668,10 0,41

1 ng cDNA

1. Quantifizierung 11.937,94 2.644,50 0,65

2. Quantifizierung 7.063,17 2.353,90 0,48

Wihrend in ECV-304-Zellen sowie der Patientengruppe H die Ratio SI00A6/ TRAMI1
Werte im zweistelligen Bereich lieferte und insbesondere die Zahlen der 2. Quantifizierung
sehr genau mit denen der Transkriptomanalyse iibereinstimmten, lagen die Ergebnisse fiir
RT-4-Zellen und die Patientengruppe C im einstelligen Zahlenbereich bei ebenfalls nahezu
identischen Werten. Schlussfolgernd deutete eine erhohte RNA-Ratio der linearen Tran-
skripte ST00A6 und TRAM1 auf Grundlage der in Tabelle 4.11 ermittelten Daten auf eine
Tumorerkrankung der Harnblase im fortgeschrittenen Krebsstadium hin. Da die Abgren-
zung zu gesunden Probanden bzw. dem Gl-Zellkulturmodell mit einem Faktor 10 oder

hoher moglich war, schienen lineare S100A6- und TRAMI-Transkripte geeignete
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Markerkandidaten fiir die nicht-invasive Diagnostik des Harnblasenkarzinoms zu sein.
Insbesondere der Quotient aus beiden RNA-Spezies verfiigte iiber ein hohes diagnostisches
Potential zur sensitiven und spezifischen Unterscheidung von gesunden und am Harnbla-

senkarzinom erkrankten Patienten.

Tabelle 4.11: RNA-Ratios von linearen TRAM1- und S100A6-Transkripten in ECV-304- und
RT-4-Zellen. 10 ng und 1 ng cDNA wurden fiir die Quantifizierung der linearen Transkripte per
gPCR eingesetzt und aus den Expressionsniveaus von ECV-304 und RT-4 nach Normierung Tran-
skript-Ratios berechnet. Auch aus den Expressionsdaten der Transkriptomanalyse in den Tabellen
4.1 und 4.3 wurden die RNA-Ratios fiir SI00A6/ TRAMI in gesunden Probanden (C) und Patien-
ten mit Harnblasenkarzinom im fortgeschrittenen Stadium (H) kalkuliert.

RNA-Ratio S100A6/ TRAM1

Konzentration
ECV-304 RT-4 Gruppe H Gruppe C
10 ng cDNA
1. Quantifizierung 36,84 1,85
2. Quantifizierung 21,79 2,06 21,04 176
1 ng cDNA
1. Quantifizierung 46,64 2,37
2. Quantifizierung 24,2 1,50

4.5.1.2 Differentielle Genexpressionsanalyse fiir zirkuldre Transkripte

Fir die differentielle Genexpressionsanalyse der nachgewiesenen zirkuldiren TRAMI-
Transkripte circTRAM1-56 und circTRAMI1-57 wurden ebenfalls die per konventioneller
PCR ausgewdhlten und in der qPCR untersuchten divergenten Primerpaare verwendet. Die
Berechnung der konkreten Expressionsunterschiede in ECV-304- und RT-4-Zellen wurde
anhand der in Abbildung 4.14 vorgestellten qPCR-Daten vorgenommen (Tabelle 4.12).

Tabelle 4.12: Expressionsunterschiede von zirkuliren TRAMI1-Transkripten in ECV-304-
und RT-4-Zellen. 10 ng und 50 ng cDNA wurden fiir die Quantifizierung der zirkuldren Tran-
skripte circTRAM1-56 und circTRAMI1-57 per qPCR eingesetzt und die Kopienzahlen von ECV-
304 und RT-4 nach Normierung auf die 18S-rRNA verglichen. Als MaB fiir die differentielle Gen-
expression der Transkripte wurden log(fc)-Werte fiir jede Konzentration berechnet.

Transkript A) Kopien ECV-304 B) Kopien RT-4 log (A/B)
circTRAM1-56

10 ng cDNA 9,96 17,56 -0,25
50 ng cDNA 9,72 10,34 -0,03
circTRAM1-57

10 ng cDNA 87,81 187,96 -0,33

50 ng cDNA 131,98 179,49 -0,13
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Fiir zirkulire TRAMI1-Transkripte konnte nur eine leichte Unterexpression in G3-Zellen
festgestellt werden, wobei die Daten der 2. Quantifizierung mit 50 ng cDNA-Template fast
keinen Expressionsunterschied zwischen beiden Harnblasenkarzinomzelllinien erkennen
lieBen. Die Transkriptvariante circTRAMI1-57 zeigte dennoch eine etwas hohere differenti-
elle Genexpression im Vergleich zu circTRAM1-56. Die Ergebnisse der Transkriptomana-
lyse von Urinproben gesunder Probanden und Harnblasenkarzinompatienten lieferte dage-
gen einen log(fc)-Wert von -1,43 fiir circTRAM1-56 und von -1,28 fiir circTRAMI1-57
(Tabelle 4.4), die auch in der Hohe nicht fiir das Zellkulturmodellsystem bestétigt werden
konnten. Dennoch zeigten sowohl lineare als auch zirkulire TRAM]1-Transkripte ein redu-
ziertes Expressionsniveau im hoheren Krankheitsstadium, sodass eine tumorsuppressive

Funktion der RNA-Spezies des TRAM1-Genlokus vermutet werden konnte.

4.5.2 Auswahl von Standardgenen fiir nachfolgende Expressionsstudien

Fiir die nachfolgenden Studien zur differentiellen Genexpression in Urin sollten zundchst
potentielle Standardgene fiir die Normalisierung von Probenmaterial untersucht werden.
Diese geht jedoch iiber die bereits in quantitativen Vergleichen der Expressionsniveaus
angesprochenen Korrekturen von Konzentrations- und Volumenabweichungen der cDNA-
Ansitze hinaus. Einerseits ist die isolierte RNA-Menge aus Urin zu gering fiir eine photo-
metrische Konzentrationsbestimmung, sodass der Einsatz dquivalenter Anteile von Patien-
tenmaterial in der cDNA-Synthese nicht garantiert werden kann. Zum anderen ist insbe-
sondere fiir die Suche nach Markermolekiilen einer Erkrankung eine zuverldssige Normie-
rung von Patientenproben verschiedener Krankheitsstadien bzw. Material gesunder Pro-
banden essentiell. Allerdings kann die Expression der per Definition ubiquitir vorkom-
menden und nicht-regulierten Haushaltsgene in verschiedenen Zelltypen, Geweben, Tumo-
ren oder unter bestimmten Umweltbedingungen von der konstitutiven Genexpression ab-
weichen (Videira et al., 2007). Daher wurden vor der Analyse der Markerkandidaten im
Urin zundchst umfangreiche Recherchen zu geeigneten Standardgenen und Normalisie-
rungsstrategien in Blasentumoren, deren Zelllinien sowie im Urin durchgefiihrt (Martinez-
Fernandez et al., 2016; Ohl et al., 2006; Videira et al., 2007; Zhang et al., 2017a). Eine
solche Validierung von potentiellen Referenzgenen bzw. deren Transkripten findet mithilfe
von Programmen wie NormFinder, geNorm oder BestKeeper per statistischer Analyse der
experimentellen Daten statt. Am Ende sollten moglichst mehrere Haushaltsgene fiir die

Normalisierung von Probenmaterial auf die eingesetzte RNA-Menge verwendet werden,
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um eventuelle Abweichungen einzelner Gene iiber den Mittelwert aller verwendeten Stan-
dardgene zu minimieren (Derveaux et al., 2010).

Weiterhin wurden biostatistische und experimentelle Analysen zu geeigneten Standardge-
nen fiir die urine RNA-Menge bereits von Merle Hanke durchgefiihrt (Hanke, 2007). Im
Ergebnis zeigten alle getesteten Referenzgene eine hohe Varianz in Patientenurin verschie-
dener Krankheitsstadien, die jedoch fiir die 18S-rRNA am hdchsten war und die grundsitz-
liche Uberlegung ins Spiel brachte, Standardgene fiir die Datennormalisierung zu iiberprii-
fen. Eine geeignete Normierung auf die eingesetzte RNA-Menge konnte dabei unter ande-

rem fiir GAPDH, GUSB und HUPO vermutet werden (Tabelle 4.13).

Tabelle 4.13: Potentielle Standardgene zur Datennormalisierung in Expressionsstudien. An-
gegeben sind die Bezeichnung des Standardgens, die in dieser Arbeit verwendete Abkiirzung, der
Referenzname in NCBI sowie die Funktion des jeweiligen Genproduktes.

Bezeichnung Abkiirzung  Referenz in NCBI Funktion
18S-rRNA - U13369 ribosomale RNA
Glycerinaldehyd-3- GAPDH AF261085 Oxidoreduktase
Phosphat Dehydrogenase
Beta-Glucuronidase GUSB NM 000181 Lysosomale Exoglycosidase
Humanes saures riboso-

HUPO NM_001002 ib les Protei
males Protein (RPLPO) - ribosomates FTOTE

Dennoch sollten die PCR-Amplikons der in Tabelle 4.13 angefiihrten Referenzgene vor der
Verwendung im begrenzt verfiigbaren Patientenmaterial zunidchst anhand der isolierten
RNA aus Zelllinien getestet werden. Weiterhin sollten auch fiir ECV-304 und RT-4 geeig-
nete Standardgene fiir die nachfolgenden Suppressionsstudien identifiziert bzw. riickwir-
kend die durchgefiihrte 18S-rRNA-Normalisierung der bisherigen differentiellen Genex-

pressionsanalysen als zuverldssig bestdtigt werden.

Tabelle 4.14: Expressionsunterschiede von ausgewihlten Standardgenen in ECV-304- und
RT-4-Zellen. 30 pg cDNA (18S-rRNA) und 1 ng cDNA (alle anderen Referenzgene) wurden fiir
die Quantifizierung der Transkripte per qPCR eingesetzt und die Kopienzahlen von ECV-304 und
RT-4 verglichen. Als MaB fiir ein geeignetes Standardgen wurden die relativen Standardabwei-
chungen (Stabw) einer Vierfachbestimmung der RT-Proben und die log(fc)-Werte berechnet.

A) Kopien B) Kopien relative relative

Standardgen by 304 RT-4 Stabwvon A StabwvonB 8 (4B
18S-rRNA  98.442263,87 118.417.720,76  2,14% 4,95% -0,08
GAPDH 631.44826  350.157,75 10,68% 3,67% 0,26
GUSB 2.229.77 1.991,97 7,26% 8,74% 0,05

HUPO 72.382,77 70.964,69 3,84% 7,83% 0,01




4 Ergebnisse 132

Da die Qualitdt und Quantitéit der isolierten Gesamtzell-RNA spektralphotometrisch be-
stimmt und so anndhernd dquivalente RNA-Mengen in der reversen Transkription einge-
setzt werden konnten, wurde die Zuverldssigkeit der Normalisierung durch ein Standard-
gen in diesem Versuch anhand eines log(fc)-Wertes von nahezu null bewertet. Dariiber
hinaus wurden die relativen Standardabweichungen der Vierfachbestimmungen bei der
Entscheidung einbezogen sowie die qualitative Analyse der PCR-Amplikons im Agarose-
gel. Letztere lieferte fiir alle Referenzgene PCR-Produkte der erwarteten Langen und keine
unspezifischen Nebenprodukte. Der log(fc)-Wert von GAPDH war mit 0,26 zu hoch auch
im Vergleich der anderen potentiellen Standardgene, sodass dieses Transkript fiir die Da-
tennormalisierung ausschied. Die anderen drei Kandidaten 18S-rRNA, GUSB und HUPO
zeigten log(fc)-Werte von nahezu null und konnten so anndhernd &dquivalente RNA-
Mengen im Vergleich der cDNA-Proben bestitigen. Die Standardabweichungen der RT-
Proben lagen fiir alle drei Haushaltsgene unter 10% und waren fiir die 18S-rRNA am nied-
rigsten.

Somit konnten die 18S-rRNA, GUSB und HUPO fiir eine sichere Normalisierung von dif-
ferentiellen Genexpressionsanalysen in ECV-304 und RT-4 eingesetzt werden, ohne dass
eine signifikante Beeinflussung der Kopienzahlen von Markermolekiilen zu erwarten ge-
wesen wire. Die durchgefiihrten vergleichenden Untersuchungen der Expressionsniveaus
von TRAMI- und S100A6-Transkripten nach Normierung auf die 18S-rRNA mussten da-
her nicht mit einem anderen Standardgen wiederholt werden. Dennoch wurden fiir die
nachfolgenden funktionellen Studien die Normalisierung auf zwei Referenzgene ausge-
wihlt, die mit GUSB und HUPO die iiberzeugenderen log(fc)-Werte aufwiesen. Zudem
konnten beide PCR-Amplikons in der gleichen cDNA-Konzentration quantifiziert werden,
sodass keine weitere Verdiinnung und damit eine weitere mogliche Fehlerquelle vermieden
werden konnte. SchlieBlich wiesen alle getesteten Standardgene negative NoRT- und
NTC-Kontrollen auf, nur die NoRTs des 18S-rRNA-Amplifikats waren schwach positiv.
Aufgrund der hohen Abundanz des 18S-rRNA-Gens im Genom konnen selbst minimale
DNA-Riickstidnde per qPCR detektiert werden und zu Signalen in den Negativkontrollen
fiihren, weshalb GUSB und HUPO als Referenzgene bevorzugt wurden.

Dennoch konnten die Ergebnisse zur Expression von Standardgenen in Harnblasenkarzi-
nomzelllinien nicht ohne weiteres auf humanen Urin {ibertragen werden, der {iber eine sehr
komplexe und heterogene Zusammensetzung aus Zellen, Proteinen und Nukleinséuren
verfligt. Da jedoch GUSB auch in den Studien von Patientenurinen verschiedener Krank-

heitsstadien die iiberzeugendsten Werte fiir die Normalisierung lieferte (Hanke, 2007),
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wurde dieses Referenzgen im begrenzten Patientenmaterial fiir die Analyse der differenti-

ellen Genexpression verwendet.

4.5.3 Differentielle Genexpressionsanalysen in Urinproben

4.5.3.1 Auswahl von Transkripten fiir Genexpressionsanalysen in Urinproben

Die Auswahl der zu untersuchenden Transkripte fiir die nachfolgende differentielle Gen-
expressionsanalyse in den begrenzt verfiigbaren gepoolten Urinproben von Patienten wur-
de zunidchst anhand des Urins einer Testperson (weiblich, 23 Jahre, keine Harnblasener-
krankung bekannt) durchgefiihrt. Der Urin wurde in eine Monovette aufgezogen, stabili-
siert und denaturiert und anschlieBend die RNA-Isolation nach Abschnitt 3.3.1.5 vorge-

nommen, gefolgt von der reversen Transkription (Abschnitt 3.3.6) und der Quantifizierung

von Transkripten per qPCR (Abschnitt 3.3.7.3).

Tabelle 4.15: Quantitative Analyse von Transkripten im Urin einer Testperson. 1:160 ver-
diinnte cDNA (18S-rRNA) und 1:16 verdiinnte cDNA (alle anderen Transkripte) wurden in Vier-
fachbestimmung quantifiziert und aus den ermittelten Cr-Werten die Kopienzahlen fiir jedes Tran-
skript berechnet. Eine Normierung der Daten auf ein Standardgen wurde nicht vorgenommen. Die
Mittelwerte der RT- und NoRT-Proben sind angegeben, die NTCs waren fiir alle PCR-Amplikons
negativ. Die qualitative Analyse im 4% Agarosegel konnte die korrekten PCR-Amplifikate ohne
unspezifische Nebenprodukte bestétigen.

Transkript Kopien RT-Proben Kopien NoRT-Proben
18S-rRNA 302.419,58 42.809,98
HUPO 4.386,55 59,5

GUSB 98,21 0

S100A6 1.960,76 106,44
TRAM1 79,71 0
circTRAM1-56 0 0
circTRAM1-57 2,28 0

Zuerst fielen bei der quantitativen Analyse der untersuchten Transkripte (Tabelle 4.15) die
positiven Signale der NoRT-Proben fiir die PCR-Amplifikate von 18S-rRNA, HUPO und
S100A6 auf, deren Primerpaare alle innerhalb eines Exons bzw. auf dem Exoniibergang
platziert wurden. Dieses Ergebnis deutete auf eine DNA-Kontamination der urinen RNA
hin, obwohl die RNA-Isolation eine DNA-Hydrolyse beinhaltete. Die zirkuldren RNA-
Spezies circTRAM1-56 und circTRAM1-57 waren nicht im Urin eines gesunden Proban-
den angereichert, sodass beide Transkripte auch fiir die Analyse in den gepoolten Urinpro-
ben ausgeschlossen wurden. Neben den Standardgenen 18S-rRNA und HUPO zeigte auch
das S100A6-Amplifikat eine hohe Abundanz im getesteten Urin, sodass das lineare
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S100A6-Transkript fiir die nachfolgenden Untersuchungen ausgewdhlt wurde. Gleiches
galt auch fiir das lineare TRAM 1-Transkript, welches jedoch nur mit geringen Kopienzah-
len im Urin vorlag. Da nur drei Transkripte in dem verbleibenden Patientenmaterial aus
den 1:16-verdiinnten urinen cDNAs untersucht werden konnten, wurde wie bereits be-

schrieben noch GUSB als Referenzgen mitgefiihrt.

4.5.3.2 Differentielle Genexpressionsanalyse in gepoolten Urinproben der
Transkriptomanalyse

Im néichsten Schritt konnten nun die nach definierten Kriterien gepoolten urinen RNAs von
gesunden Probanden und Harnblasenkarzinompatienten der Transkriptomanalyse auf das
Vorliegen und Expressionsunterschiede der in Abschnitt 4.5.3.1 ausgewdhlten Transkripte

untersucht werden (Abbildung 4.25).
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Abbildung 4.25: Differentielle Genexpressionsanalyse von ausgewéihlten Transkripten in den
gepoolten Urinproben der Transkriptomanalyse. 1:16 verdiinnte cDNA wurde in Dreifachbe-
stimmung quantifiziert und die ermittelten Kopienzahlen sowie die Kopienzahlen normiert auf
GUSB fiir jedes Transkript in gesunden Probanden (C) und Patienten mit Harnblasenkarzinom im
fortgeschrittenen Stadium (H) verglichen. Als MaB fiir die differentielle Genexpression der Tran-
skripte wurden log(fc)-Werte berechnet. Die qualitative Analyse im 4% Agarosegel konnte die
korrekten PCR-Amplifikate ohne unspezifische Nebenprodukte bestitigen.

Dabei lagen die Expressionsniveaus der untersuchten Transkripte im zuverldssigen Bereich
der Quantifizierung und wiesen nur geringe Standardabweichungen in der Dreifachbe-
stimmung auf. Beim Vergleich der reinen Kopienzahlen der PCR-Amplikons in den Grup-
pen C und H fiel eine Zunahme der Expression von S100A6, TRAM1 und GUSB vom
gesunden zum erkrankten Stadium auf (Abbildung 4.25). Die fiir die linearen S100A6- und
TRAMI-Transkripte berechneten log(fc)-Werte schienen ohne eine Datennormalisierung

keine sinnvollen Aussagen zur differentiellen Genexpression treffen zu koénnen, da offen-
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sichtlich hohere cDNA-Mengen im Patientenurin der Gruppe H vorlagen. Zumindest wies
auch das Expressionsniveau von GUSB auf diese Schlussfolgerung hin, die ca. fiinffach so
hohe Kopienzahlen im Urin von erkrankten Patienten gegeniiber dem vom gesunden Pro-
banden aufwies. Folglich resultierte die Normierung der Kopien von S100A6 und TRAM1
auf GUSB in einem deutlich geringeren Anstieg der Graphen von C nach H.

Fiir das SI00A6-Amplifikat fiihrte das normalisierte Expressionsniveau zu einem log(fc)-
Wert von 0,3, wihrend die Transkriptomanalyse einen log(fc)-Wert von 0,62 im Vergleich
der Patientengruppen lieferte (Tabelle 4.1). Lineare SI00A6-Transkripte zeigten somit die
gleiche Tendenz in der Quantifizierung der gepoolten Urinproben wie in der Analyse der
Transkriptomdaten, sodass insgesamt die Uberexpression der RNA-Spezies im Urin von
Harnblasenkarzinompatienten im fortgeschrittenen Stadium gegeniiber gesunden Proban-
den bestitigt werden konnte.

Dagegen resultierte die Normalisierung des TRAMI1-Amplifikats auf GUSB in einem
log(fc)-Wert von 0,21, welcher nicht den summierten log(fc)-Wert von -0,46 der Tran-
skriptomdaten widerspiegelte, sondern das entgegengesetzte Vorzeichen aufwies. Bei Be-
trachtung der in Tabelle 4.3 angefiihrten log(fc)-Werte der einzelnen TRAMI1-Transkripte
lieBen diese bis auf eine RNA-Spezies mit hohem TSL keine gravierende differentielle
Genexpression erkennen. Moglicherweise zeigten lineare TRAM1-Transkripte keine signi-
fikanten Expressionsunterschiede in der urinen RNA der Gruppen C und H, wohingegen
im Zellkulturmodellsystem aus RT-4 und ECV-304 noch eine Unterexpression in der ho-
hermalignen Zelllinie bestdtigt werden konnte. Zusammenfassend stimmten die Daten der
Quantifizierung des TRAM1-Amplifikats in den gepoolten Urinproben nicht mit denen der
Transkriptomanalyse iiberein und lieBen entgegengesetzte Tendenzen in den log(fc)-Wer-
ten zur Unterscheidung von Harnblasenkarzinompatienten im fortgeschrittenen Stadium
und gesunden Probanden erkennen.

Um im letzten Schritt mégliche Ursachen fiir die Unterschiede in den Expressionsdaten der
gepoolten Urinproben und der Transkriptomanalyse zu ergriinden, wurde die Quantifizie-
rung der ausgewdhlten Transkripte auf die erstellten cDNA-Bibliotheken der Patienten-
gruppen C und H ausgeweitet, die weitere Amplifikations- und Fragmentierungsschritte

durchliefen und am Ende sequenziert und ausgewertet wurden.

4.5.3.3 Differentielle Genexpressionsanalyse in cDNA-Bibliotheken der
Transkriptomanalyse

Die differentielle Genexpressionsanalyse der in Abschnitt 4.5.3.1 ausgewdéhlten Transkrip-

te wurde auch in den cDNA-Bibliotheken der Patientengruppen C und H durchgefiihrt,
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wobei fiir letztere zwei Bibliotheken mit der Bezeichnung ,,AH4“ und ,,AH5* als techni-
sche Replikate angefertigt wurden. Weiterhin konnte auch eine Bibliothek aus uriner
cDNA von Harnblasenkarzinompatienten im ,,low risk, low grade*-Stadium (L) in die Un-
tersuchung eingeschlossen werden, die in einer weiteren Transkriptomanalyse sequenziert
wurde. Fiir die Quantifizierung der Transkripte per gPCR wurden 62,5 pg cDNA der Bib-
liotheken eingesetzt, was der gleichen Template-Menge wie in den 1:16-verdiinnten urinen
cDNAs entsprach. Da am Ende der Analysen noch Probenmaterial zur Verfiigung stand,
wurden auch die zirkuliren TRAMI1-Transkripte in den cDNA-Bibliotheken untersucht.
Allerdings konnte wie vermutet weder das Amplifikat von circTRAM1-56 noch das von

circTRAM1-57 in den gepoolten Patientengruppen detektiert werden.
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Abbildung 4.26: Differentielle Genexpressionsanalyse von ausgewéihlten Transkripten in den
cDNA-Bibliotheken der Transkriptomanalyse. 62,5 pg cDNA wurde in Dreifachbestimmung
quantifiziert und die ermittelten Kopienzahlen sowie die Kopienzahlen normiert auf GUSB fiir
jedes Transkript in gesunden Probanden (C) und Patienten mit Harnblasenkarzinom im ,,low risk,
low grade*-Stadium (L) und ,,high risk, high grade“-Stadium (H bzw. AH4 und AHS5) verglichen.
Die qualitative Analyse im 4% Agarosegel konnte die korrekten PCR-Amplifikate ohne unspezifi-
sche Nebenprodukte bestétigen.

Auch in den cDNA-Bibliotheken lagen die Expressionsniveaus der untersuchten Tran-
skripte im zuverldssigen Bereich der Quantifizierung, wobei die Standardabweichungen in
der Dreifachbestimmung vereinzelt hoher ausfielen. Bei Betrachtung der Expressionsprofi-
le von S100A6, TRAM1 und GUSB fielen zunéchst die relativ unterschiedlichen Graphen
fiir jedes PCR-Amplifikat auf, wihrend die Verldaufe der Kopien mit und ohne Datennor-
malisierung fiir lineare S100A6- und TRAMI-Transkripte dhnlich waren (Abbildung
4.26). Laut dem Expressionsniveau von GUSB lagen in der cDNA-Bibliothek von gesun-
den Probanden die geringsten und in der Gruppe L die hdchsten cDNA-Mengen vor, ge-
folgt von der Patientengruppe H mit leicht abfallenden Kopienzahlen. Dennoch beeinfluss-
te die Normierung der Kopien von S1I00A6 und TRAM1 auf GUSB den Kurvenverlauf nur

signifikant beziiglich des Expressionsniveaus in Gruppe C.
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Die Analyse der konkreten log(fc)-Werte in Tabelle 4.16 lieferte fiir die GUSB-Expression
keine Unterschiede zwischen den technischen Replikaten AH4 und AHS5 der Patienten-
gruppe H, die ebenso gering im Vergleich der urinen RNA von Harnblasenkarzinompatien-
ten im L- und H-Stadium ausfiel. Dagegen wiesen die Patientengruppen verschiedener
Tumorstadien log(fc)-Werte von 0,3 — 0,4 im Vergleich zu gesunden Probanden auf, die
die bereits angesprochene Vermutung der geringsten Template-Menge in der cDNA-

Bibliothek von Gruppe C ausdriickten.

Tabelle 4.16: Differentielle Genexpressionsanalyse von linearen TRAMI1- und S100A6-
Transkripten in den cDNA-Bibliotheken der Transkriptomanalyse. 62,5 pg cDNA wurde in
Dreifachbestimmung quantifiziert und die ermittelten Kopienzahlen sowie die Kopienzahlen nor-
miert auf GUSB fiir jedes Transkript in gesunden Probanden (C) und Patienten mit Harnblasenkar-
zinom im ,,low risk, low grade“-Stadium (L) und ,,high risk, high grade“-Stadium (H bzw. AH4
und AHS5) verglichen. Als MaB fiir die differentielle Genexpression der Transkripte wurden log(fc)-
Werte berechnet.

log (fc)
(L/C) (AH4/C) (AH5/C) (AH4/L) (AH5/L) (AH4/AHS)
GUSB

Kopien 0,38 0,33 0,31 -0,05 -0,07 0,02

TRAMI
Kopien 0,27 0,59 0,3 0,32 0,03 0,29
Kopien normiert auf GUSB  -0,11 0,26 -0,01 0,37 0,11 0,27

S100A6
Kopien 0,37 0,67 0,6 0,3 0,24 0,06
Kopien normiert auf GUSB  -0,01 0,34 0,3 0,35 0,31 0,04

Fiir das SI00A6-Amplifikat lag laut dem normalisierten Expressionsniveau keine differen-
tielle Genexpression zwischen gesunden Probanden und Harnblasenkarzinompatienten im
L-Stadium vor. Auch die technischen Replikate der Patientengruppe H zeigten mit einem
log(fc)-Wert von 0,04 keinen signifikanten Unterschied in der Genexpression. Der Ver-
gleich von gesunden Probanden bzw. der Patientengruppe L mit der Patientengruppe H
lieferte log(fc)-Werte von 0,3 — 0,35, die mit der Quantifizierung der cDNA der gepoolten
C- und H-Urinproben exakt iibereinstimmten (Abbildung 4.25). Die Syntheseschritte zur
Erstellung der cDNA-Bibliothek beeinflussten die Quantititen von linearen S100A6-
Transkripten in den Patientengruppen somit nicht und konnten den Unterschied zum
log(H/C)-Wert von 0,62 der Transkriptomanalyse (Tabelle 4.1) nicht erkldren. Dennoch
wiesen alle durchgefiihrten differentiellen Genexpressionsanalysen auf eine gesteigerte

Expression von SI00A6 im Urin der Patientengruppe H hin.
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Dagegen resultierte die Analyse der Expression des TRAMI1-Amplifikats bereits bei den
technischen Replikaten AH4 und AHS in einem log(fc)-Wert von ca. 0,3, sodass sich Aus-
sagen zur Patientengruppe H nur schwer begriinden lieBen. Nach der Normalisierung auf
GUSB lag eine Unterexpression im L-Harnblasenkarzinompatienten gegeniiber gesunden
Probanden mit einem log(fc)-Wert von -0,11 vor. Im Vergleich der Gruppen C und H zeig-
te die gepoolte Urinprobe AHS5 keinen Expressionsunterschied an, wihrend die Probe AH4
in einem log(fc)-Wert von 0,26 resultierte und damit sehr nah an dem log(fc)-Wert von
0,21 der cDNA vor der Bibliothekserstellung lag (Abbildung 4.25). SchlieBlich lie} sich
ein Anstieg der Expression der linearen TRAMI1-Transkripte vom L- zum H-Tumorsta-
dium erkennen, der fiir die Probe AH4 deutlich und fiir das Replikat AHS nur gering aus-
fiel. Insgesamt spiegelte sich jedoch der log(H/C)-Wert von -0,46 der Transkriptomdaten
(Tabelle 4.3) auch nicht in der Analyse der Expressionsunterschiede des TRAM1-Amplifi-
kats in den cDNA-Bibliotheken wider, sondern wies entgegengesetzte bis gleichbleibende
Tendenzen in den log(fc)-Werten zur Unterscheidung von Harnblasenkarzinompatienten
im H-Stadium und gesunden Probanden auf. Dass die Synthese der cDNA-Bibliotheken
die unterschiedlichen Ergebnisse der Transkriptomdaten und der quantitativen Analysen in
den gepoolten Urinproben erzeugte, konnte fiir TRAMI ebenfalls nicht bestétigt werden.
Weiterhin fiihrte die Wiederholung der Quantifizierung der ausgewéhlten Transkripte in
den cDNA-Bibliotheken zu den gleichen Expressionsprofilen fiir SI00A6 und TRAM1 mit
und ohne Datennormalisierung, sodass die quantitative PCR als ausgewidhlte Methode zur

Analyse der differentiellen Genexpression zuverldssige Ergebnisse lieferte.

4.5.4 Fazit zu differentiellen Genexpressionsanalysen von S100A6- und
TRAMI-Transkripten in Zelllinien und Urinproben

In diesem Kapitel wurde die differentielle Genexpression von S100A6- und TRAMI-
Transkripten in den humanen Harnblasenkarzinomzelllinien ECV-304 und RT-4 sowie den
cDNA-Proben und cDNA-Bibliotheken der gepoolten urinen RNA von gesunden Proban-
den und Patienten im fortgeschrittenen Stadium untersucht. Dabei zeigten lineare TRAM1-
Transkripte eine Unterexpression in G3-Zellen mit log(fc)-Werten von ca. -0,6 bis -0,7 und
lineare S100A6-Transkripte eine Uberexpression mit log(fc)-Werten von ca. 0,4 bis 0,7,
sodass fiir beide RNA-Spezies eine Ubereinstimmung der differentiellen Genexpression im
Zellkulturmodellsystem mit den per Transkriptomanalyse ermittelten Werten der Patien-
tenurine festgestellt werden konnte. Auch die berechneten Quotienten aus beiden RNA-

Spezies spiegelten diesen Konsens wider und kdnnten eine sichere Unterscheidung von
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gesunden und erkrankten Patienten ermdglichen. So deutete eine erhohte RNA-Ratio der
linearen Transkripte SIO0A6 und TRAMI1 auf eine Tumorerkrankung der Harnblase im
fortgeschrittenen Krebsstadium hin. Dagegen konnte die differentielle Genexpressionsana-
lyse der nachgewiesenen zirkuldren TRAMI1-Transkripte die Daten der Transkriptomana-
lyse nicht bestétigen: Fiir circTRAM1-56 und circTRAM1-57 konnte nur eine geringfligig
herabgesetzte Expression in ECV-304- im Vergleich zu RT-4-Zellen festgestellt werden,
wihrend die Ergebnisse der Urinproben gesunder Probanden und der Patientengruppe H
eine starke Unterexpression im Harnblasenkarzinompatienten erkennen lieen.

In den cDNA-Proben der gepoolten urinen RNAs der Patientengruppen fiihrte die Quanti-
fizierung der entwickelten PCR-Amplikons bei Betrachtung der reinen Kopienzahlen zu
einer Zunahme der Expression von S100A6, TRAM1 und GUSB vom gesunden zum H-
Stadium, sodass ein unspezifischer Anstieg der RNA-Menge in der erkrankten Patienten-
gruppe vermutet und die Expressionsdaten auf das Haushaltsgen GUSB normalisiert wur-
den. Fiir lineare S100A6-Transkripte resultierte das normalisierte Expressionsniveau in
einem log(fc)-Wert von 0,3 und zeigte somit die gleiche Tendenz wie in den Daten der
Transkriptomanalyse. Diese konnten zusdtzlich durch die Untersuchung der erstellten
cDNA-Bibliotheken der Patientengruppen bestitigt werden, die ebenfalls log(fc)-Werte
von 0,3 — 0,35 fiir den Vergleich der gepoolten Urinproben C und H lieferte. Zusammen-
fassend wiesen alle durchgefiihrten differentiellen Genexpressionsanalysen auf eine gestei-
gerte Expression von S100A6-Transkripten im G3-Zellkulturmodell und im Urin von Tu-
morpatienten im H-Stadium hin und lieBen daher auf ein onkogenes Potential des Gens
schlieBen. Fiir die nicht-invasive Diagnostik stellt SIO0A6 ein hoffnungsvoller Marker-
kandidat zur Erkennung des Harnblasenkarzinoms dar, nicht zuletzt auch aufgrund der
soliden Nachweisbarkeit in allen untersuchten Zell- und Urinproben.

Die Normalisierung der linearen TRAMI-RNA-Spezies auf GUSB fiihrte zu einem
log(fc)-Wert von 0,21 in der Analyse der gepoolten urinen cDNA-Proben, welcher das
entgegengesetzte Vorzeichen im Vergleich zu den Transkriptomdaten aufwies und die Un-
terexpression im Tumorpatienten nicht bestitigen konnte. Auch die Expressionsstudien in
den erstellten cDNA-Bibliotheken der Patientengruppen kamen fiir das PCR-Amplifikat
linearer TRAMI1-Transkripte eher zu dem Ergebnis einer gleichbleibenden bis leicht er-
hohten Genexpression erkrankter Patienten im H-Stadium. Somit widersprachen sich die
Daten der Transkriptomanalyse und des Zellkulturmodellsystems mit den Ergebnissen der
Quantifizierung der gepoolten urinen Patientenproben. Moglicherweise unterliegt die
TRAM1-Genexpression keinen signifikanten Anderungen wihrend der Kanzerogenese und

spielt keine besondere Rolle fiir Tumor-spezifische Prozesse. Sollte sich diese Schlussfol-
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gerung durch Testung von weiterem Patientenmaterial bestitigen, ist die Suche nach einem
anderen Markerkandidaten mit eindeutigem Riickgang des Expressionsniveaus im Tumor-
patienten sinnvoll. Auf diese Weise konnte ein Quotient aus S100A6-Transkripten und
einer RNA-Spezies mit gegenldufigem Expressionsprofil eine sensitive und spezifische
Unterscheidung von gesunden und am Harnblasenkarzinom erkrankten Patienten ermogli-

chen.

4.6 In silico Studien zu zirkuliren TRAMI1-Transkripten

4.6.1 Analyse von miRNA-Bindungsstellen in TRAM1-Transkripten

Zirkulédre Transkripte konnen iiber miRNA-Bindungsstellen verfiigen und haben somit das
Potential zur Speicherung und zum Transport von miRNAs sowie zur Regulation der Sta-
bilitdt oder Translation von Zieltranskripten durch Kompetition um die gleichen miRNA-
Spezies (Zhao et al., 2019; Zhong et al., 2018). Daher wurden die miRNA-Bindungsstellen
der experimentell bestétigten RNA-Spezies circTRAM1-56 und circTRAM1-57 untersucht
(Abschnitt 3.1.5) und die Ergebnisse verschiedener Programme miteinander verglichen.
Zudem wurden auch potentiell bindende miRNAs im kodierenden und nicht-kodierenden
Bereich von linearen TRAM1-Transkripten analysiert, um mogliche gemeinsame oder héiu-
fige miRNA-Spezies in beiden Transkripttypen des TRAMI1-Genlokus identifizieren zu
konnen. Diese konnten wiederum einen Hinweis auf Wechselwirkungen mit anderen
Stoffwechselwegen oder Regulationsmechanismen der Zelle geben.

Ein Ausschnitt der Analyse des 3°-UTRs von linearen TRAMI1-Transkripten ist im An-
hang, Abschnitt 7.2, Tabelle 7.2 fiir die auffdlligsten miRNAs dargestellt, deren Bindung
durch mehrere Algorithmen vorhergesagt und zum Teil durch weitere Kriterien wie die
Konservierung der Bindungsstelle in verschiedenen Organismen oder konkrete experimen-
telle Evidenzen untermauert wird. Im néchsten Schritt wurde mit der Untersuchung der
gesamten Sequenz des Referenz-Transkriptes TRAM1-201 als Ausgangspunkt fiir zirkuld-
re RNAs des TRAMI1-Genlokus fortgefahren (Anhang, Abschnitt 7.2, Tabelle 7.3), die
einen miRNA-Kandidaten in Exon 4 des kodierenden Bereiches lieferte, der dariiber hin-
aus auch circTRAMI-56 und circTRAMI1-57 supprimieren konnte. Beide experimentell
bestitigten zirkuldren Transkripte wurden darauthin mit verschiedenen Programmen auf
potentielle miRNA-Bindungsstellen untersucht (Anhang, Abschnitt 7.2, Tabelle 7.4) und
unterschiedliche miRNA-Spezies fiir beide circRNAs vorhergesagt, die auf das Exon 2 in
circTRAM1-57 und die BSJ von circTRAM1-56 zuriickzufiihren sind. Insgesamt betrach-
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tet konnten wihrend der Analysen von potentiellen miRNA-Bindungsstellen in TRAM1-
Transkripten viele verschiedene miRNA-Kandidaten ermittelt werden, die teilweise viel-
versprechende Wahrscheinlichkeiten fiir eine reale Wechselwirkung mit RNA-Spezies in
der Zelle aufwiesen oder deren Bindung in verschiedenen Bereichen von TRAMI1-Tran-
skripten vorhergesagt wurde. Dennoch konnte fiir den TRAM1-Genlokus keine auffillige
miRNA identifiziert werden, die liber mehrere Bindungsstellen verfiigt und Einfluss auf
die Regulation von TRAM1-Transkripten nehmen konnte. Ein Hinweis auf das Vorliegen
von miRNA-Sponges fiir circTRAM1-56 und circTRAM1-57 konnte ebenfalls nicht ge-
funden werden, da beide zirkuldre Transkripte weder viele Bindungsstellen fiir eine be-

stimmte miRNA noch fiir eine Vielzahl verschiedener miRNA-Spezies aufwiesen.

4.6.2 Analyse des circRNA-miRNA-mRNA-Netzwerkes von zirkuldren
TRAMI-Transkripten

Nachdem potentielle miRNA-Kandidaten mit Bindungsstellen in TRAMI-Transkripten
identifiziert und analysiert wurden, sollte nun das circRNA-miRNA-mRNA-Netzwerk des
TRAMI1-Genlokus untersucht werden. Dieses Netzwerk kann Hinweise auf Einfliisse von
TRAMI-Transkripten auf andere Genloki und Stoffwechselprozesse sowie Regulations-
mechanismen der Zelle geben. Die Analyse des TRAMI1-Netzwerkes wurde mittels
circNet durchgefiihrt und zunichst nur das circRNA-miRNA-Netzwerk fiir alle TRAM1-
Transkripte betrachtet (Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.27). Die Untersuchung von
Zielgenen potentiell bindender miRNAs wurde jedoch nur fiir die experimentell bestétigten
Transkripte circTRAMI1-56 und circTRAMI1-57 vorgenommen (Anhang, Abschnitt 7.2,
Tabelle 7.5 und 7.6) und lief vielféltige Funktionen der potentiell supprimierten Gentar-
gets erkennen. Ein konkreter Hinweis fiir die Einflussnahme auf einen bestimmten Stoff-
wechselweg oder die Einschrankung einer spezifischen zelluliren Funktion konnte nicht
gefunden werden. Die Analyse des circRNA-miRNA-mRNA-Netzwerkes wurde auch des-
halb durchgefiihrt, um die Folgen der Suppression von TRAM1-Transkripten durch asONs
in der Zelle abschétzen zu kénnen bzw. Hinweise auf mogliche betroffene Mechanismen
zu erhalten. Zwar konnten keine konkreten Untersuchungsparameter fiir die Suppressions-
studien ermittelt werden, dennoch zeigten die meisten Zielgene in der Uberpriifung ihrer
bekannten Funktionen eine Assoziation mit kanzerogenen Prozessen. Daher konnte z.B.
die Analyse des Zellwachstums, der Apoptoserate sowie weiteren KenngroBBen des Zell-
zyklus nach der Hemmung von TRAM -Transkripten Antworten auf die Fragen von Funk-

tionen linearer und insbesondere zirkuldrer RNA-Spezies des TRAM1-Genlokus liefern.



4 Ergebnisse 142

4.6.3 Analyse RNA-bindender Proteine mit vorhergesagten Bindungsstellen
in zirkuldren TRAMI1-Transkripten

Neben miRNAs konnen zirkuldre Transkripte auch iiber die Bindung von RNA-bindenden
Proteinen (RBP) in diverse biologische Prozesse eingreifen. Die Analyse von RBPs mit
vorhergesagten Bindungsstellen in circTRAMI1-56 und circTRAMI1-57 sowie deren flan-
kierenden Regionen lieferte fiir beide RNA-Spezies bis auf eine Ausnahme die gleichen
Ergebnisse und unterschied sich nur in der Anzahl an potentiell bindenden Proteinfaktoren
(Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.28). Die flankierenden Regionen der zirkuldren
TRAMI1-Transkripte wiesen zwar Bindungsstellen fiir abweichende RBPs auf, allerdings
erbrachte die genauere Betrachtung dieser Proteine keine entscheidenden Hinweise auf
Unterschiede z.B. in der Generierung oder Expression beider circRNA-Spezies. Stattdes-
sen ergab die Untersuchung der Funktionen der identifizierten Proteinfaktoren vor allem
allgemeine Aufgaben im RNA-Metabolismus von Zellen. Diese Schlussfolgerung konnte
auch fiir die Analyse der RBPs mit Bindungsstellen innerhalb der zirkuldren Transkripte
gezogen werden, die auch keine Beteiligung an einem gemeinsamen spezifischen Stoff-
wechselweg erkennen lieBen. Dennoch konnen circTRAMI-56 und circTRAMI1-57 die
genannten Proteinfaktoren potentiell binden und transportieren und beispielsweise Einfluss

auf Spleiflprozesse oder die Regulation von Transkripten in der Zelle nehmen.

4.7 Funktionelle Studien zu Transkripten des TRAM1-Genlokus

4.7.1 Nachweis des TRAMI1-Proteins in Zelllinien

Fiir das TRAMI1-Protein werden drei Isoformen vorhergesagt (Tabelle 4.17), wobei Iso-
form 1 auf das Referenztranskript NM_014294.5 (TRAM1-201) fiir zirkuldre RNAs zu-

riickgefiihrt werden kann und daher die wichtigste Isoform in dieser Arbeit darstellt.

Tabelle 4.17: Isoformen des TRAM1-Proteins. Angegeben sind die Bezeichnungen der Isofor-
men in NCBI, die Anzahl an Aminosiuren sowie die Massen der Proteine.

Isoform Bezeichnung Anzahl Aminosiuren Masse [kDa]
1 NP 055109 374 43
2 NP 001304733 343 33

3 NP_001304734 288 13




4 Ergebnisse 143

Im ersten Schritt wurde der Antikorper (AK) fiir die Detektion des TRAMI1-Proteins fest-
gelegt, wobei die Wahl auf einen polyklonalen IgG-AK mit Bindung im C-terminalen Be-
reich des Proteins fiel, dessen Reaktivitit mit Isoform 1 bereits in 293T-Zellen gezeigt
werden konnte (Landais et al., 2015). Da der Nachweis des TRAMI1-Proteins in den Harn-
blasenkarzinomzelllinien ECV-304 und RT-4 stattfinden sollte, wurde die Expression von
TRAMI in verschiedenen Organen und Geweben recherchiert: Demnach weist TRAMI1
die zweithochste Expression von allen humanen Gewebeproben in der Harnblase auf
(Fagerberg et al., 2014). Darauthin wurden die drei genannten Zelllinien kultiviert und
nach Abschnitt 3.2.5.3 geerntet, sodass die zelluldren Proteine denaturiert in Probenpuffer
vorlagen. Die Gesamtproteinextrakte wurden im néchsten Schritt per SDS-PAGE nach
ihrer GroBe aufgetrennt (Abschnitt 3.4.1) und anschlieBend auf einer Membran fixiert (Ab-
schnitt 3.4.2), um fiir den AK-Nachweis zuginglich zu sein (Abschnitt 3.4.3). Neben
TRAMI1 wurde (-Aktin als Standard fiir die Normalisierung der Probensignale mitgefiihrt.
Die verwendeten primdren AK gegen das Antigen und sekunddren horseradish (HRP)-
gekoppelten AK fiir die indirekte Immunodetektion sind in Tabelle 2.10 gelistet.

Nach Abschluss der Etablierungsarbeiten wurden zunédchst unterschiedliche Mengen Ge-
samtproteinextrakt, ausgedriickt durch die zuvor bestimmte Zellzahl, fiir den Protein-
Nachweis eingesetzt (Abbildung 4.27) und die Bandenmuster verschiedener Zelllinien mit-
einander verglichen. Dabei wiesen alle Proben (-Aktin-Signale auf der erwarteten Hohe
bei 42 kDa ohne zusitzliche Banden auf, wohingegen die TRAM1-Detektion ein wesent-
lich komplexeres Bandenmuster zeigte. Die Positivkontrolle in Form von 293T-Zellen lie3
ein schwaches [3-Aktin-Signal und jeweils 4 Banden im TRAM1-Nachweis erkennen. Das
starkste Signal konnte anhand des Proteinstandards Isoform 1 mit 43 kDa zugeordnet wer-
den, wihrend die weiteren schwicheren Banden nicht vorhergesagt wurden. ECV-304-
Zellen dagegen wiesen ein stirkeres [-Aktin-Signal auf, zeigten aber neben den intensiv
ausgeprigten Banden von Isoform 1 ebenfalls 2 schwichere Banden. Ob diese schwiéche-
ren Signale auf eine spezifische TRAMI1-Detektion zuriickzufiihren waren oder unspezifi-
sche Proteine durch den ausgewihlten Primédr-AK gebunden werden, blieb zundchst un-
klar. Zuletzt lieferte der $-Aktin-Nachweis auch fiir RT-4-Zellen ein stirkeres Signal und
die TRAM1-Detektion das komplexeste Bandenmuster: Wihrend Isoform 1 im Vergleich
mit den anderen Zelllinien schwéchere Banden zeigte, trat ein intensives Signal bei ca. 110
kDa auf. Weiterhin waren zusitzliche schwache Signale vorhanden, die anhand des Pro-
teinmarkers moglicherweise Isoform 2 mit 33 kDa zugeordnet werden konnten. Dennoch
sollten weitere Experimente folgen, um unspezifische von spezifischen TRAMI1-Signalen

zu unterscheiden und die vorgenommenen Zuordnungen der Isoformen zu bestitigen.
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Abbildung 4.27: Nachweis des TRAMI1-Proteins in ECV-304-, RT-4- und 293T-Zellen.
120.000, 90.000 und 60.000 Zellen der jeweiligen Zelllinie wurden denaturiert in Probenpuffer im
SDS-Gel aufgetragen und nach der Auftrennung auf einer Membran fixiert. Die Immunodetektion
erfolgte mit primédren AK gegen TRAMI1 und B-Aktin sowie sekundidren HRP-gekoppelten AK fiir
den Chemilumineszenz-Nachweis. Die den jeweiligen Banden zugeordneten Isoformen bzw. Mas-
sen des Proteins sind angegeben. Als Groflenmarker ,,M* wurde die PageRuler Prestained Protein
Ladder mitgefiihrt.

Um weitere Informationen iiber die Abundanz des TRAMI1-Proteins in Harnblasenkarzi-
nomzelllinien zu erhalten, wurde eine Quantifizierung der Gelbanden und Normalisierung
auf die Ladekontrolle 3-Aktin aus Abbildung 4.27 vorgenommen (Abbildung 4.28). Die
Betrachtung der relativen Bandenintensititen bestdtigte die beschriebenen Beobachtungen
zum Bandenmuster des TRAM1-Nachweises. Anhand der -Aktin-Signale wurde deutlich,
dass verschiedene Mengen Gesamtprotein pro Zelllinie auf die Membran iibertragen wur-
den, sodass eine Normalisierung der TRAM1-Banden notwendig wurde. Im Ergebnis zeig-
ten nun RT-4-Zellen hohere Signale in allen beobachteten TRAMI1-Banden im Vergleich
zu ECV-304, einzig die Positivkontrolle aus 293T-Zellen lieferte ein hoheres Signal fiir die
TRAMI1-Isoform 1. Dieses Ergebnis war iibereinstimmend mit der Analyse der differenti-
ellen Genexpression in Harnblasenkarzinomzelllinien (Abschnitt 4.5.1.1), in der lineare
TRAMI1-Transkripte eine Unterexpression in ECV-304-Zellen mit log(fc)-Werten von ca.
-0,6 bis -0,7 im Vergleich zu RT-4-Zellen zeigten.
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Abbildung 4.28: Quantifizierung des TRAM1-Proteins in ECV-304-, RT-4- und 293T-Zellen.
Dargestellt sind die relativen Intensitéten der Gelbanden aus Abbildung 4.27 sowie deren normali-
sierte Werte auf 3-Aktin. Quantifiziert wurden jeweils die Proben von 90.000 Zellen unter Nutzung
der Software ImageQuantTL.

Dennoch ergaben sich insbesondere auch durch das stirker abweichende Bandenmuster der
RT-4-Zellen verglichen mit denen von ECV-304 und 293T weiterfiihrende Fragen beziig-
lich der Probenaufbereitung und der idealen Konzentration fiir den Probenauftrag. Daher
wurde das in 2x Probenpuffer gelagerte Gesamtprotein nochmals fiir 5 min bei 95°C dena-
turiert, um mogliche Proteinaggregate oder nicht vollstindig linearisierte Strukturelemente
auflosen zu kdnnen, die zu abweichenden Signalen in der TRAM1-Detektion fiihren kénn-
ten. Zudem sollte durch die Auswertung einer Konzentrationsreihe mehr iiber das Auftre-
ten von zusétzlichen Banden in RT-4-Zellen in Erfahrung gebracht werden.

Auch nach der Wiederholung des Denaturierungsschrittes waren die bereits in Abbildung
4.27 erkennbaren zusitzlichen Banden im TRAM1-Nachweis vorhanden (Abbildung 4.29).
Wihrend 10.000 RT-4-Zellen fiir eine Proteindetektion nicht ausreichend waren, trat beim
Auftrag des Gesamtproteins von 30.000 Zellen Isoform 1 auf sowie ein starkes Signal fiir
die Bande bei 110 kDa. Ab 60.000 RT-4-Zellen zeigte sich eine zusitzliche intensive Ban-
de, hinter der die TRAM1-Isoform 2 vermutet wurde und ab 80.000 Zellen war auch auf
der Hohe von 70 kDa ein starkes Signal erkennbar. Dariiber hinaus waren in den héheren
Gesamtproteinmengen schwache Banden zwischen 10 kDa und 15 kDa vorhanden, bei
denen es sich moglicherweise um die TRAM1-Isoform 3 mit 13 kDa handelte. Zwar konn-
ten anstatt der vermuteten Isoformen 2 und 3 auch unspezifische Signale des TRAM1-AK
vorliegen, die erst bei hoheren Mengen Gesamtprotein auftreten, andererseits konnten bei-
den vorhergesagten Isoformen aber auch in niedrigeren Konzentrationen in der Zelle vor-
liegen und erst bei hoheren Auftragsmengen detektierbar sein. Um daher zunichst alle auf-
tretenden Signale des TRAMI1-Nachweises in den nachfolgenden Versuchen erfassen zu

konnen, wurden 60.000 — 80.000 Zellen als die optimale Auftragsmenge definiert. Die
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Proben der ECV-304-Zellen wurden ebenfalls erneut denaturiert und die gleichen Mengen
Gesamtprotein anhand der Zellzahlen wie in Abbildung 4.29 aufgetragen. Allerdings erga-
ben sich keine Anderungen zum Bandenmuster in Abbildung 4.27 und die optimale Auf-

tragsmenge der RT-4-Zellen konnte bestdtigt werden.
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Abbildung 4.29: Nachweis des TRAMI1-Proteins in RT-4-Zellen. 10.000, 30.000, 60.000,
80.000 und 100.000 Zellen wurden denaturiert in Probenpuffer im SDS-Gel aufgetragen und nach
der Auftrennung auf einer Membran fixiert. Die Immunodetektion erfolgte mit primédren AK gegen
TRAMI1 und (-Aktin sowie sekunddren HRP-gekoppelten AK fiir den Chemilumineszenz-
Nachweis. Die den jeweiligen Banden zugeordneten Isoformen bzw. Massen des Proteins sind
angegeben. Als GroBenmarker ,,M* wurde die PageRuler Prestained Protein Ladder mitgefiihrt.

Im nidchsten Schritt wurde nach weiteren moglichen Ursachen fiir die komplexen Banden-
muster des TRAM1-Nachweises gesucht, von denen viele allerdings schon in den Etablie-
rungsarbeiten beriicksichtigt wurden. Ubrig blieb zum einen die Frage nach posttranslatio-
nalen Modifikationen, die das Laufverhalten eines Proteins beeinflussen und so mehrere
Banden erzeugen konnten. Allerdings werden laut UniProt nur zwei Modifikationen in
Form einer Glykosylierung an Position 56 und der Phosphorylierung eines Serins an Posi-
tion 365 vorhergesagt. Zum anderen konnten Disulfidbriicken das Bandenmuster begriin-
den, da Isoform 1 drei und die Isoformen 2 und 3 jeweils zwei Cystein-Reste enthalten.
Auch diese Vermutung ist aber durch das im 2x Probenpuffer enthaltene Dithiothreitol
(DTT) eher unwahrscheinlich, welches zum Auflosen von Schwefelbriicken fiihrt. SchlieB3-
lich konnten auch weitere unbekannte TRAM1-Isoformen existieren, gleiche Epitope in
anderen Proteinen vorliegen oder der AK unspezifische Bindungen eingehen. Da nicht alle
Vermutungen einzeln {iberpriift werden konnten, wurden stattdessen alternative Protokolle
zur Préparation des Gesamtproteins aus Zellen (Abschnitt 3.2.5.4) getestet und die Ban-

denmuster von unterschiedlich hergestellten Proteinextrakten miteinander verglichen. Auf
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diese Weise sollten unter verschiedenen Bedingungen stabile Banden identifiziert werden,
deren Wahrscheinlich fiir ein spezifisches TRAM1-Signal steigt.

In den bisherigen Versuchen wurde mit Proben aus zellulirem Gesamtprotein gearbeitet,
die in 2x Probenpuffer aufgenommen und fiir 5 min (Abbildung 4.27) bzw. 10 min (Abbil-
dung 4.29) bei 95°C denaturiert wurden (Abschnitt 3.2.5.3). AnschlieBend erfolgte der
direkte Gelauftrag ohne weitere Lysierungsschritte. Alternativ wurden die unbehandelten
und gezdhlten ECV-304 und RT-4 in NP-40- oder RIPA-Puffer aufgenommen und eine
Zelllyse gefolgt von einer Zentrifugation durchgefiihrt (Abschnitt 3.2.5.4). Die Uberstiinde
wurden daraufhin mit 2x Laemmli-Probenpuffer versetzt, der statt DTT das Reduktions-
mittel 3-Mercaptoethanol enthielt, und fiir 5 min bei nur 70°C denaturiert, um die Bildung
von Aggregaten insbesondere bei Membranproteinen zu verhindern.

Allerdings fiihrte auch die Analyse dieser Proben nicht zu eindeutigen Erkenntnissen be-
ziiglich des Bandenmusters der TRAM1-Detektion in Harnblasenkarzinomzelllinien (An-
hang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.29). In ECV-304-Zellen entfielen die Signale bei ca. 70
kDa und 110 kDa, die Bande bei 55 kDa war erneut nachweisbar und Isoform 1 sowie die
potentielle Isoform 3 konnten ebenfalls anhand des Proteinstandards zugeordnet werden.
Dagegen zeigten RT-4-Zellen unter Nutzung verschiedener Protokolle zur Herstellung von
Proteinextrakten die Signale bei 70 kDa sowie 110 kDa und Isoform 1 war in allen Ansét-
zen stabil detektierbar. Die Banden der potentiellen Isoformen 2 und 3 waren nicht in allen
Proben vorhanden, dafiir aber jeweils sehr stark ausgeprigt. Dennoch konnten auch durch
verschiedene Verfahren zur Gesamtproteinpriparation komplexe Bandenmuster im
TRAMI1-Nachweis festgestellt werden, die sich in ECV-304 und RT-4 durchgehend unter-
schieden. Lediglich Isoform 1 war in allen Versuchen in beiden Zelllinien detektierbar und
wurde experimentell bestétigt, sodass diese TRAM1-Proteinvariante in den nachfolgenden
Untersuchungen im Mittelpunkt stand. Obwohl die Identitdt der anderen beiden Isoformen
nicht abschlieBend geklirt war, sollten diese ebenfalls in den Suppressionsstudien betrach-
tet und analysiert werden. Dafiir stellte sich das anfangs verwendete Protokoll zur Herstel-
lung von Proteinextrakten ohne zusétzlichen Lysierungsschritt als am praktikabelsten her-
aus und lieferte die stabilsten Ergebnisse, sodass diese Vorgehensweise fiir weitere Pro-

teindetektionen beibehalten wurde.

4.7.2 Analyse von Interaktionspartnern des TRAM1-Proteins

Die Analyse von Interaktionspartnern und Beteiligung an Stoffwechselwegen des TRAM1-

Proteins diente dem tieferen Verstindnis der biologischen Funktionen des Genproduktes in
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der Zelle sowie der Abschitzung moglicher Folgen der Suppression von TRAMI1-Tran-
skripten fiir den Zellstoffwechsel. Da das TRAMI1-Protein in der Membran des endoplas-
matischen Retikulum (ER) lokalisiert und dort in die Translokation naszierender Polypep-
tide involviert ist, interagiert TRAM1 vor Allem mit Proteinen dieses Mechanismus wie
z.B. dem Sec61-Komplex. Eine Reduktion von TRAM1 konnte sich negativ auf das Ge-
samtproteinlevel der Zelle auswirken und so zu sehr komplexen Einschrinkungen des
Zellmetabolismus flihren. Dariiber hinaus weist TRAM1 laut den Analysen in reactome
mit dem B cell receptor associated protein 31 (BCAP31) einen Interaktionspartner auf, der
direkt an der Regulation des Zelltods beteiligt ist. Konkret wird BCAP31 durch die Caspa-
se-8 in das pro-apoptotische Fragment p20 gespalten, welches im ER verbleibt und die
Kalzium-abhdngige mitochondriale Spaltung und Freisetzung von Cytochrom C bewirken
kann (Breckenridge et al., 2003). In der Transkriptomanalyse von Urinproben gesunder
Probanden und Patienten im H-Stadium zeigten lineare BCAP31-Transkripte mit log(fc)-
Werten von ca. 0,1 — 0,5 insgesamt leicht erhohte Expressionsniveaus in der gepoolten
Urinprobe erkrankter Patienten. Aufgrund der direkten Interaktion von TRAMI1 und
BCAP31 nach unbekanntem Mechanismus wurde letzteres auch durch dessen relevante
tumorbiologische Funktion in die nachfolgenden Versuche eingeschlossen. Auch fiir
BCAP31 wurden konvergente Primer nach Abschnitt 3.1.3 entworfen und unter konventi-
onellen und qPCR-Bedingungen getestet. Das Primerpaar mit der hochsten Signalintensitét
und ohne unspezifische Nebenprodukte wurde fiir die Quantifizierung der Transkripte in
ECV-304 und RT-4 genutzt, die mit einem log(fc)-Wert von -0,39 der auf GUSB und HU-
PO normalisierten Kopienzahlen auf eine Unterexpression im G3-Zellkulturmodell hinwies

und nicht mit den Daten der Transkriptomanalyse libereinstimmte.

4.7.3 Lokalisation von TRAMI1-Transkripten in der Zelle

Eine weitere Forschungsfrage befasste sich mit der Lokalisation von linearen und zirkula-
ren TRAMI1-Transkripten in der Zelle, fiir dessen Beantwortung die Auftrennung von Zel-
len in Kern- und Cytoplasmafraktion per differentieller Zentrifugation durchgefiihrt wurde
(Abschnitt 3.2.6). Im Anschluss wurde dic RNA aus beiden Fraktionen isoliert (Abschnitt
3.3.1), in komplementére cDNA umgeschrieben (Abschnitt 3.3.6) sowie ausgewéhlte Tran-
skripte per qPCR vergleichend quantifiziert und analysiert (Abschnitt 3.3.7.3). Die Unter-
suchung wurde in ECV-304 vorgenommen und beinhaltete die Suche nach geeigneten Po-
sitivkontrollen fiir beide Zellkompartimente: Wahrend zur Kontrolle der cytoplasmatischen

Fraktion das Transkript GAPDH verwendet werden konnte (Salzman et al., 2012), wurde
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die nicht-kodierende RNA MALAT]I (Tripathi et al., 2013) zum Nachweis der Kernfrakti-
on eingesetzt. Zudem wurden weitere Standardgene und die bereits erwéhnte Positivkon-

trolle fiir zirkuldre Transkripte BCRC-3 mitgefiihrt (Abbildung 4.30).
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Abbildung 4.30: Quantifizierung von TRAMI1-Transkripten in der cytoplasmatischen und
der Kernfraktion. 50 ng cDNA (circTRAM1-56, circTRAM1-57), 10 ng cDNA (BCRC-3, MA-
LATI, BCAP31, TRAMI), 1 ng cDNA (GUSB, HUPO, GAPDH) und 30 pg cDNA (18S-rRNA)
aus ECV-304-Zellen wurden in Vierfachbestimmung quantifiziert und die Differenzen aus den Cr-
Werten der cytoplasmatischen und der Kernfraktion gebildet. Ein positiver ACt-Wert deutet auf
eine Anreicherung des Transkriptes in der Kernfraktion hin, wahrend ein negativer ACr ein erhoh-
tes Vorkommen in der Cytoplasmafraktion beschreibt. Die Mittelwerte + der Standardabweichung
der RT-Proben sind in rot angegeben. Die qualitative Analyse im 4% Agarosegel konnte die kor-
rekten PCR-Amplifikate ohne unspezifische Nebenprodukte bestétigen.

Zunichst lieferte die Betrachtung der Positivkontrolle MALAT! einen ACt-Wert von 7
und zeigte somit eindeutig die Anreicherung der nicht-kodierenden RNA in der Kernfrak-
tion an. Der ACt-Wert des GAPDH-Transkriptes war im negativen Bereich bei -0,38 und
wies als Kontrolle der cytoplasmatischen Fraktion ebenfalls das erwartete Vorzeichen auf,
sodass die Zellfraktionierung von ECV-304-Zellen erfolgreich durchgefiihrt wurde. Wei-
terhin lieBen auch die mitgefiihrten Standardgene GUSB, HUPO und 18S-rRNA einen
negativen ACt-Wert erkennen und bestétigten diese Schlussfolgerung. Eine Normalisie-
rung der Daten auf ein konstitutiv exprimiertes Haushaltsgen war jedoch nicht moglich, da
es keine Kenntnis iiber ein dquivalent in beiden Zellfraktionen vorliegendes Transkript
gibt. Die BCAP31-mRNA schien mit einem ACr-Wert von -0,24 ebenfalls im Cytoplasma
von Zellen angereichert zu sein. Im Gegensatz dazu zeigten TRAMI-Transkripte mit ei-
nem ACt-Wert von 2 ein vermehrtes Vorkommen im Zellkern, was auch fiir die zirkulére
RNA-Spezies circTRAM1-57 mit einem ACt-Wert von 1,67 beobachtet werden konnte.
Die Positivkontrolle fiir zirkuldre Transkripte BCRC-3 lieferte ebenso einen positiven ACr-

Wert, obwohl fiir die Mehrheit der exonischen circRNAs eine Lokalisation im Cytoplasma
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postuliert wurde (Li et al., 2015b; Salzman et al., 2012; Zhang et al., 2014). Diese Feststel-
lung traf jedoch auf circTRAM1-56 mit einem ACt-Wert von -0,72 zu, welches in der cy-
toplasmatischen Fraktion angereichert war und sich damit von den anderen quantifizierten
TRAMI1-Transkripten abhob. Moglicherweise stellte die unterschiedliche Lokalisation der
circRNA-Spezies des TRAM1-Genlokus einen Hinweis auf verschiedene Funktionen bei-
der Transkripte in der Zelle dar. Erste Erkenntnisse zu dieser Uberlegung hitten bereits die

nachfolgenden Suppressionsstudien liefern kdnnen.

4.7.4 Suppression von TRAMI1-Transkripten in Zelllinien

Im letzten Kapitel dieser Arbeit sollten nun erste Informationen iiber mdgliche Funktionen
von TRAMI1-Transkripten in Zellen gesammelt werden. Da sowohl fiir die Transkriptom-
analyse als auch die differentielle Genexpression in Harnblasenkarzinomzelllinien eine
Unterexpression von RNA-Spezies des TRAM1-Genlokus im Urin von Patienten im fort-
geschrittenen Stadium bzw. G3-Zellkulturmodell festgestellt werden konnte, wurde der
Schwerpunkt auf die Untersuchung tumorbiologisch relevanter Parameter wie z.B.
Apoptose- und Proliferationsraten gelegt. Diese sollten nach der Suppression von TRAMI1-
Transkripten im Vergleich zu Kontroll-behandelten Zellen betrachtet werden, sodass zu-
nichst asONs nach Abschnitt 3.1.4 entwickelt und mit den bereits getesteten asONs (Ab-
schnitt 4.2.4) kombiniert wurden. Fiir eine ausreichende Stabilitdt und Halbwertszeit im
zelluldren Milieu bis zum Einsetzen des Suppressionseffektes sollten modifizierte asONs
in Form von Gapmeren appliziert werden (Tabelle 2.14). Alle in den nachfolgenden Stu-
dien verwendeten asONs sind in Abbildung 4.31 in rot dargestellt, wobei sich die in Exon
1 bindenden Gapmere ausschlielich gegen lineare TRAMI1-Transkripte richten. Die in
den Exons 3 und 4 gelegenen asONs konnen dagegen potentiell alle abgebildeten RNA-
Spezies des TRAM1-Genlokus supprimieren, wahrend die DNA-Oligonukleotide auf den
BSJs nur die Anzahl zirkuldrer TRAMI1-Transkripte herabsetzen sollten. Weiterhin sind
die ausgewdhlten Primerpaare fiir die Detektion von TRAMI1-RNAs angegeben, die um
das Primerpaar ,,TRAMP1 for & rev* zum Nachweis von ausschlieBlich linearen TRAM1-

Transkripten erweitert wurden.
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Abbildung 4.31: Schematische Darstellung der verwendeten Primerpaare und asONs zur
Suppression von TRAM1-Transkripten. In blau dargestellt ist das Referenztranskript TRAM1-
201 als Ausgangspunkt fiir die in schwarz angegebenen zirkuliren RNAs des TRAM1-Genlokus.
Durch blaue Pfeile werden die entwickelten konvergenten Primerpaare gegen lineare und zirkuldre
Transkripte symbolisiert, wihrend die orange gekennzeichneten Primer nur lineare TRAM1-RNAs
nachweisen. Blau und violett sowie griin dargestellt sind die ausgewiéhlten divergenten Primerpaare
gegen circTRAMI1-56 und circTRAMI1-57 in Analogie zu Abbildung 4.12. Rot markiert sind die
entworfenen asONs, wobei ,,E“ fiir das jeweilige Exon und ,, T fiir Target steht. Die asONs gegen
zirkuldre TRAM1-Transkripte wurden auf den BSJs positioniert und sind zweigeteilt dargestellt.

SchlieBlich wurden dem Untersuchungssystem noch Kontrollen hinzugefiigt: Das Gapmer
,»aSON ICAM1*“ richtete sich gegen Transkripte des interzelluliren Adhésionsmolekiil 1
(ICAM1) und diente in den Suppressionsstudien von TRAM1-RNAs als Negativkontrolle,
da keine bekannten Wechselwirkungen beider Genprodukte existieren. Zum anderen lagen
auch Primerpaare fiir den ICAM1-Nachweis vor, sodass die bereits gezeigte Suppression
von ICAM1-Transkripten mit dem genannten Gapmer (So6tje, 2011) auch als Positivkon-
trolle fiir die etablierten Transfektionsbedingungen verwendet werden konnte. Da das
asON gegen ICAMI jedoch ein reales Target in der Zelle aufweist und die Genprodukte
zudem in viele biologische und auch tumorassoziierte Prozesse involviert sind (Reina and
Espel, 2017), wurde zu einem spdteren Zeitpunkt noch das scrambled Gapmer ,,asON
scr3“ ohne vorhergesagtes zelluldres Zieltranskript in die Untersuchungen eingeschlossen.
Die Suppressionsstudien wurden in den Harnblasenkarzinomzelllinien ECV-304 und RT-4
durchgefiihrt, wobei die ersten Etablierungsarbeiten zunichst im G3-Zellkulturmodell vor-

genommen wurden.

4.7.4.1 Etablierungsarbeiten zur Suppression von TRAM1-Transkripten in Zellen

Die Transfektionsversuche zur Suppression von TRAMI-Transkripten erfolgten in Drei-

fachbestimmung in 12-Well-Platten, wobei ECV-304-Zellen fiir die Etablierung der Ver-
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suchsbedingungen und Auswahl von asONs fiir die finalen funktionellen Studien verwen-
det wurden. Etwa 16 h vor der Transfektion wurden zunichst 100.000 Zellen pro Well aus-
gebracht, sodass die Konfluenz bei Versuchsbeginn bei ca. 90% lag. Die Endkonzentratio-
nen im Transfektionsmix betrugen 5 pg/ml fiir Lipofectamine 2000 und 100 nM fiir das
jeweils eingesetzte Gapmer (Abschnitt 3.2.3). Nach 48 h wurde die Zellernte vorgenom-
men und die Gesamtzell-RNA jeder Probe isoliert (Abschnitt 3.3.1) sowie in cDNA umge-
schrieben (Abschnitt 3.3.6) und schlielich die Quantifizierung von Transkripten per qgPCR
durchgefiihrt (Abschnitt 3.3.7.3).

Insgesamt wurden 3 unabhingige Transfektionen in ECV-304-Zellen durchgefiihrt, sodass
fiir jedes verwendete asON mindestens zwei Vergleichswerte vorlagen. Die Betrachtung
der Kontrolle asON ICAMI1 lieferte eine Reduktion von ICAMI1-Transkripten auf 30 —
40% des Expressionsniveaus unbehandelter Zellen und bestétigte somit die Funktionalitét
der gewdhlten Versuchsbedingungen fiir Suppressionsstudien in ECV-304. Im néchsten
Schritt wurden die Expressionswerte von GUSB und HUPO in allen Proben nach Behand-
lung mit TRAM1-gerichteten Gapmeren verglichen. Hierbei waren keine spezifischen Ein-
flisse der TRAM1-Suppression auf die Standardgene erkennbar, sodass der Mittelwert aus
beiden Referenztranskripten weiterhin fiir die Normalisierung der Kopienzahlen eines
Zieltranskriptes auf die RNA-Menge einer Probe verwendet werden konnte. Weiterhin
konnte in den ersten Experimenten gezeigt werden, dass Lipofectamine 2000 als Transfek-
tionsreagenz keinen Einfluss auf die Expression von linearen und zirkuliren TRAMI-
Transkripten ausiibte. Zuletzt wurde die Normierung der Suppressionsdaten auf unbehan-
delte und Kontroll-behandelte (asON ICAM1) ECV-304 iiberpriift und kein wesentlicher
Unterschied zwischen beiden Vorgehensweisen festgestellt. Daher werden im Folgenden
nur die prozentualen Expressionswerte von Zieltranskripten nach der Normierung auf Kon-
troll-behandelte Zellen betrachtet (Tabelle 4.18).

Die Analyse der Expressionsniveaus von ausschlieBlich linearen TRAMI-Transkripten
lieferte fiir die drei in Exon 1 bindenden asONs Suppressionswerte von 20 — 50%, wohin-
gegen die in Exon 3 und Exon 4 lokalisierten Gapmere eine wesentlich stirkere Abnahme
bis in den einstelligen Prozentbereich erzielen konnten. Die gegen die zirkuldiren TRAM1-
Transkripte gerichteten asONs sollten eigentlich keinen Effekt auf das Expressionslevel
der linearen TRAMI1-RNAs ausiiben, reduzierten diese aber auf bis zu 20% im Vergleich
zu Kontroll-behandelten ECV-304. Vermutlich war eine partielle Bindung der Gapmere
asON 56-1 und asON 57-1 in linearen TRAMI1-Transkripten doch ausreichend fiir die
RNase H-Aktivitdt und Suppression der linearen RNA-Spezies. Die Betrachtung der Ex-

pressionswerte von linearen und zirkuldren Transkripten des TRAM1-Genlokus zusammen
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bestitigte die Werte der Detektion von nur linearen RNA-Spezies, sodass es kaum Unter-
schiede in der Anwendung der beiden konvergenten Primerpaare gegen TRAMI-Tran-
skripte gab. Die BCAP31-Expression schien durch die in Exon 1 von TRAMI-mRNAs
bindenden asONs nicht beeinflusst zu werden im Gegensatz zu den restlichen Gapmeren
gegen verschiedene TRAMI1-Transkripte, die eine Abnahme der Kopienzahlen um ca. die

Halfte in Relation zu Kontroll-behandelten Zellen lieferte.

Tabelle 4.18: Prozentuale Mengen von Zieltranskripten in ECV-304 nach Behandlung mit
TRAMI1-gerichteten asONs. Dargestellt sind die Expressionsniveaus von ausgewihlten Tran-
skripten aus drei voneinander unabhéngigen Transfektionsstudien in ECV-304-Zellen. Diese wur-
den auf den Mittelwert der Kopienzahlen von GUSB und HUPO normalisiert und zur Bildung des
prozentualen Suppressionsniveaus auf Kontroll-behandelte Zellen normiert. Hervorgehoben sind
die fiir die funktionellen Studien ausgewahlten asONs.

asON linear TRAM1 TRAM1 BCAP31  circTRAM1-56 circTRAM1-57
linE1-T1 40 -50% 50 - 60% 70 —90% 30 -80% 70%
linE1-T2 20-30% 30% 80 —90% 30 —-80% 30-50%
linE1-T3 20 -40% 50 - 60% 90% 40 -120% 50 -70%
linE3-T4 3-10% 7—14% 60% 0-10% 1%
linE4-1 4-12% 3-10% 40 - 80% 2-3% 1-3%
56-1 20 -60% 40 - 50% 50% 10% 10 —20%
57-1 20% 20 -50% 40% 30-50% 10 —20%

SchlieBlich wurden zirkuldire TRAM1-Transkripte durch die in Exon 1 lokalisierten asONs
reduziert, obwohl diese nur lineare TRAMI1-RNAs adressieren kénnen. Vermutlich war
diese Beobachtung auf eine systemische Regulation von TRAMI1-Transkripten zuriickzu-
fithren, sodass sich eine Abnahme des Referenztranskriptes auch in dem Expressionsni-
veau der hervorgehenden circRNAs widerspiegelte. Die in Exon 3 und Exon 4 gelegenen
Gapmere zeigten wiederum eine starke Hemmung von circTRAM1-56 und circTRAMI1-
57. Zudem richteten sich die Gapmere asON 56-1 und asON 57-1 auch gegen beide zirku-
liren TRAMI1-Transkripte, was ebenfalls durch die partielle Bindung der asONs in den
jeweiligen circRNAs erkldrt werden konnte. Dabei schien das asON 57-1 spezifischer fiir
sein Zieltranskript zu sein. Am Ende der Betrachtung aller durchgefiihrten Suppressions-
studien wurden die asONss fiir die nachfolgenden funktionellen Studien ausgewéhlt und in
Tabelle 4.18 markiert, wobei fiir die Gapmere gegen zirkuldre TRAM1-Transkripte weitere
Studien angestrebt wurden.

Zusitzlich wurden alle eingesetzten asONs auf Auswirkungen auf das TRAM]I-Protein
untersucht (Abbildung 4.32) und ECV-304-Zellen wie beschrieben transfiziert und fiir den
Protein-Nachweis geerntet (Abschnitt 3.2.5.3). Nach der Analyse der Probensignale der



4 Ergebnisse 154

TRAMI-Detektion wurde auBerdem eine Quantifizierung der Banden sowie Normalisie-

rung auf 3-Aktin vorgenommen (Abschnitt 3.4).
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Abbildung 4.32: Analyse des TRAMI1-Proteins nach Behandlung von ECV-304 mit TRAM1-
gerichteten asONs. Unbehandelte und transfizierte ECV-304-Zellen wurden denaturiert in Pro-
benpuffer im SDS-Gel aufgetragen und nach der Auftrennung auf einer Membran fixiert. Die Im-
munodetektion erfolgte mit primdren AK gegen TRAMI1 und -Aktin sowie sekunddren HRP-
gekoppelten AK fiir den Chemilumineszenz-Nachweis. Die den jeweiligen Banden zugeordneten
Isoformen bzw. Massen des Proteins sind angegeben. Als GroBenmarker ,,M* wurde die PageRuler
Prestained Protein Ladder mitgefiihrt.

Zunichst zeigten fast alle aufgetragenen Proteinextrakte aus ECV-304-Zellen ein bereits
bekanntes Bandenmuster aus denen der TRAM1-Isoformen zugeordneten und bei ca. 110
kDa lokalisierten Signalen. Die Proteindetektion in unbehandelten und Lipofectamine
2000-behandelten ECV-304 war nur im unteren TRAM1-Nachweis eindeutig erkennbar.
Vermutlich kam es auf der dariiber gezeigten Membran zu einem Fehler wéhrend des Pro-
teintransfers, sodass dic TRAMI1-Banden nur schwach bzw. nicht vorhanden waren. Die

Wiederholung der Proteinanalyse aller Proben konnte aber starke TRAM1-Signale fiir die
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genannten Kontrollen bestdtigen. Die Suppression von ICAM1-Transkripten zeigte keinen
erkennbaren Effekt auf das TRAM1-Bandenmuster des Proteinnachweises, welches fiir die
Normalisierung der Probensignale in der Bandenquantifizierung herangezogen werden
konnte. Die in Exon 1 der TRAM1-mRNA bindenden Gapmere lieBen eine starke Reduk-
tion der potentiellen Isoform 2 erkennen, die noch hoher in den Proben der gegen alle
TRAMI1-gerichteten asONs ausgeprdgt war. Der Einfluss der TRAMI1-Suppression auf
Isoform 1 schien in der qualitativen Analyse eher gering auszufallen, nur die Gapmere
asON 1inE3-T4 und asON linE1-T3 lieferten eine Abnahme der Signalstirke, wobei diese
allerdings auch im B-Aktin-Nachweis vorhanden war und fiir eine geringere Gesamtpro-
teinmenge der aufgetragenen Ansdtze sprach. Die Gapmere gegen circTRAMI-56 und
circTRAM1-57 fiihrten keine wesentliche Anderung des TRAM1-Bandenmusters im Ver-
gleich zu Kontroll-behandelten ECV-304 herbei. Die Wiederholung des Gelauftrags der
Proben sowie des Western Blots konnte die beschriebenen Beobachtungen fiir den
TRAMI- und B-Aktin-Nachweis bestétigen.

Die Quantifizierung der Gelbanden sowie Normalisierung auf -Aktin lieferte ebenfalls
eine Reduzierung der potentiellen TRAMI1-Isoform 2 fiir die asONs linE1-T1 und linE1-
T2 auf 30 — 40% im Vergleich zu Kontroll-behandelten ECV-304 (Anhang, Abschnitt 7.2,
Tabelle 7.7). Alle weiteren normalisierten Probensignale zeigten entweder keine signifi-
kante Abnahme der TRAM1-Signale oder lagen sogar deutlich {iber denen der Kontrollen,
sodass die quantitative Analyse zundchst keine eindeutigen Hinweise auf den Einfluss der

asON-vermittelten Suppression auf die TRAM1-Proteinlevel erkennen lie3.

4.7.4.2 Suppression von TRAM1-Transkripten in RT-4

Sowohl in der Transkriptomanalyse als auch in der differentiellen Genexpression von
Harnblasenkarzinomzelllinien konnten héhere Expressionslevel von linearen und zirkula-
ren TRAMI1-Transkripten im gesunden Patientenurin bzw. G1-Zellkulturmodell im Ver-
gleich zum jeweils maligneren Stadium festgestellt werden. Daher wurden die Suppressi-
onsstudien auch in RT-4-Zellen durchgefiihrt, die moglicherweise eine stirkere Reduktion
der TRAMI1-Expression erkennen lassen konnten. Zudem sollten die Untersuchungen im
G1-Zellkulturmodell die ausgewihlten Gapmere fiir die funktionellen Studien zu TRAMI1-
Transkripten bestétigen. Die Transfektionsversuche sowie die nachfolgenden Experimente
erfolgten dabei analog zur Beschreibung in ECV-304, nur die am Vortag der asON-
Behandlung ausgeséte Zellzahl war mit 150.000 Zellen pro Well hoher.

Allerdings zeigte bereits die Betrachtung der Positivkontrolle ICAMI ein unerwartetes

Ergebnis: Anstatt einer Absenkung der ICAMI1-Expression nach dem Einbringen des
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ICAM1-gerichteten Gapmers konnte eine Steigerung der Transkriptlevel auf 185% im
Vergleich zu unbehandelten RT-4 beobachtet werden. Dieses Ergebnis war zum Teil auch
auf den Abfall der Expressionswerte von GUSB und HUPO in allen Proben nach einer
asON-Behandlung zuriickzufiihren, sodass RT-4-Zellen offenbar stark durch Transfek-
tionsversuche geschddigt wurden und einen reduzierten Zellstoffwechsel aufwiesen. Ob-
wohl sich durch eine Normierung der zu untersuchenden Zieltranskripte auf Kontroll-
behandelte RT-4 die Auswirkungen der Transfektion auf die G1-Zelllinie nicht mehr in
den Expressionsdaten widerspiegeln sollten, konnte fiir die Mehrheit der asON-behandel-

ten Proben keine Suppression von TRAMI-Transkripten festgestellt werden (Tabelle
4.19).

Tabelle 4.19: Prozentuale Mengen von Zieltranskripten in RT-4 nach Behandlung mit
TRAMI1-gerichteten asONs. Die Expressionsniveaus der ausgewdhlten Transkripte wurden auf
den Mittelwert der Kopienzahlen von GUSB und HUPO normalisiert und zur Bildung des prozen-
tualen Suppressionsniveaus auf Kontroll-behandelte Zellen normiert. Hervorgehoben sind die fiir
die funktionellen Studien ausgewihlten asONs.

asON linear TRAM1 TRAM1 BCAP31  circTRAM1-56 circTRAM1-57
linE1-T1 115% 201% 129% 160% 145%
linE1-T2 145% 255% 133% 280% 188%
linE1-T3 211% 382% 156% 349% 202%
linE3-T4 124% 218% 123% 104% 69%
linE4-1 113% 205% 104% 111% 85%
56-1 78% 101% 59% 44% 65%
57-1 86% 104% 65% 71% 58%

Stattdessen wurden wie bei der Positivkontrolle zusétzlich oft hohere Kopienzahlen der
Transkripte festgestellt, die eigentlich durch die eingebrachten Gapmere reduziert werden
sollten. Lediglich die gegen circTRAM1-56 und circTRAMI1-57 gerichteten asONs lieBen
erniedrigte Expressionsniveaus von Zieltranskripten erkennen, die jedoch weit iiber der in
ECV-304-Zellen ermittelten Suppression von TRAM1-Transkripten lag.

Trotz der nicht liberzeugenden Expressionsdaten von TRAMI-Transkripten nach der
asON-Behandlung wurden die Proben auch beziiglich der Auswirkungen auf das TRAMI1-
Protein untersucht und ebenfalls eine Quantifizierung der Banden sowie Normalisierung
auf B-Aktin vorgenommen (Anhang, Abschnitt 7.2, Tabelle 7.8). Zunéchst zeigten auch in
RT-4-Zellextrakten alle aufgetragenen Proben das bereits bekannte Bandenmuster aus de-
nen der TRAMI1-Isoformen zugeordneten und bei ca. 110 kDa lokalisierten Signalen ana-
log zu Abbildung 4.32. Die Quantifizierung der normalisierten Banden zeigte nach der

Normierung auf Kontroll-behandelte RT-4 eine Abnahme der Signalintensitéten in allen
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Isoformen des TRAMI1-Proteins fiir die linE1-T2- und linE3-T4-behandelten Proben, so-
dass die Auswahl der Gapmere fiir die funktionellen Studien bestdtigt werden konnte. Wei-
terhin lieferten die asONs gegen circTRAM1-56 und circTRAM1-57 keine Reduktion der
Bandenintensitidten im TRAM1-Nachweis, wie bereits in ECV-304-Zellen gezeigt werden
konnte. Somit lie sich anhand der Suppressionsstudien kein Zusammenhang zwischen den
zirkuldren TRAMI1-Transkripten und dem TRAMI1-Protein erkennen. SchlieBlich waren
die Auswirkungen der Gapmere auf das TRAM1-Protein auch in RT-4-Zellen am stirksten
in der potentiellen Isoform 2 ausgeprégt, was erneut mit den Beobachtungen in ECV-304
iibereinstimmte und den Fokus der Proteinanalysen eher auf diese Signale des TRAMI-
Nachweises lenkte. Allerdings konnte auch fiir die bestétigte Isoform 1 eine Abnahme der
Signalintensitéiten in den Proben der genannten ausgewihlten Gapmere festgestellt werden,
sodass ein Einfluss der asON-vermittelten Suppression auf die TRAM1-Proteinlevel vor-
handen zu sein schien. Da sich in RT-4-Zellen eine eventuelle Abnahme von TRAMI-
Transkripten aber nicht quantifizieren lieB und die gemessenen Expressionslevel nach
asON-Behandlung sogar anstiegen, stellte die G1-Zelllinie kein geeignetes System fiir die
Suppressionsstudien zu RNA-Spezies des TRAM1-Genlokus dar und kam daher in den

nachfolgenden Versuchen nicht mehr zum Einsatz.

4.7.4.3 Suppression von zirkuliren TRAM1-Transkripten in ECV-304

Bereits in den ersten Suppressionsstudien in ECV-304-Zellen konnte eine Abnahme der
Expressionsniveaus der zirkuldren TRAMI1-Transkripte nach Transfektion der asONs 56-1
und 57-1 festgestellt werden (Tabelle 4.18). Allerdings war die Hemmung von Zieltran-
skripten in den Etablierungsarbeiten nicht spezifisch ausgeprégt, da sowohl lineare als auch
die jeweils nicht adressierte zirkuldre RNA-Spezies des TRAM1-Genlokus durch die ge-
nannten Gapmere supprimiert wurden. Vermutlich war dieses Ergebnis auf eine partielle
Bindung der gegen circTRAMI1-56- und circTRAM1-57-gerichteten Gapmere in weiteren
TRAMI1-Transkripten zuriickzufiihren, die die Aktivierung des RNase H-Mechanismus
bewirken konnte.

Um weitere Untersuchungen zur Spezifitit der Suppression von circTRAMI-56 und
circTRAM1-57 vorzunehmen, wurden zwei weitere asONs gegen die BSJ-Sequenzen ent-
wickelt (Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.30) und wie in Abschnitt 4.7.4.1 beschrieben
in ECV-304-Zellen eingebracht. Auch das eingangs erwihnte scrambled Gapmer asON
scr3 wurde in die Untersuchungen eingeschlossen und dessen Funktion als Negativkontrol-
le ohne zelluldres Target fiir die nachfolgenden Versuche getestet. Dabei entsprach der

Wert der zweiten Kontrolle mit ca. 40% der ICAM1-Hemmung in den Etablierungsarbei-
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ten und die Standardgene GUSB und HUPO zeigten konstante Expressionsniveaus in allen
Proben, was das Vorliegen von dquivalenten cDNA-Mengen in den Ansétzen anzeigte.
Daher wurde die Normalisierung der Expressionsdaten gefolgt von der Normierung auf
Kontroll-behandelte ECV-304 durchgefiihrt und die prozentualen Suppressionswerte von
Zieltranskripten betrachtet (Tabelle 4.20).

Tabelle 4.20: Prozentuale Mengen von Zieltranskripten in ECV-304 nach Behandlung mit
asONs gegen circTRAM1-56 und circTRAMI1-57. Die Expressionsniveaus der ausgewéhlten
Transkripte wurden auf den Mittelwert der Kopienzahlen von GUSB und HUPO normalisiert und
zur Bildung des prozentualen Suppressionsniveaus auf Kontroll-behandelte Zellen normiert. Her-
vorgehoben sind die fiir die funktionellen Studien ausgewéhlten asONs.

asON linear TRAM1 TRAM1 BCAP31  circTRAM1-56 circTRAM1-57
scr3 88% 81% 88% 96% 67%
56-1 103% 104% 101% 17% 34%
56-6 74% 79% 122% 21% 11%
57-1 120% 128% 122% 95% 25%
57-5 38% 38% 81% 2% 15%

Zunichst lieferte die Behandlung von ECV-304 mit der Negativkontrolle asON scr3 kon-
stante Expressionswerte in allen untersuchten Transkripten, lediglich circTRAM1-57 zeig-
te eine hohere Reduktion der Kopienzahlen im Vergleich zu ICAM1-supprimierten Zellen
an. Insgesamt sprach dieses Ergebnis aber fiir eine Verwendung des scrambled Gapmers in
den nachfolgenden funktionellen Suppressionsstudien. Weiterhin zeigten alle in diesem
Experiment verwendeten asONs keinen signifikanten Einfluss auf BCAP31-Transkripte,
deren Produkt als Interaktionspartner des TRAM1-Proteins identifiziert wurde. Der Ver-
gleich der beiden gegen circTRAMI1-56 gerichteten Gapmere liel einen klaren Favoriten
erkennen: Das asON 56-1 adressierte in diesem Transfektionsversuch keine linearen
TRAMI1-Transkripte, zeigte eine effektive Abnahme der Expression von circTRAMI1-56
auf 17% und supprimierte circTRAMI1-57 mit 34% immerhin weniger als noch in den
Etablierungsarbeiten beobachtet wurde. Das asON 56-6 schnitt fiir alle genannten Tran-
skripte schlechter ab und war sowohl weniger spezifisch als auch weniger wirksam. Auch
fiir circTRAM1-57 wurde das zuerst entwickelte Gapmer asON 57-1 beibehalten: Lineare
TRAMI1-Transkripte lieBen sogar leicht erhohte Expressionswerte erkennen, circTRAMI-
56 wurde nicht vom Gapmer adressiert und das Zieltranskript wurde effektiv auf 25% im
Vergleich zu Kontroll-behandelten ECV-304 gesenkt. Das asON 57-5 {iberzeugte dagegen
lediglich mit einer um 10% hoheren Wirksamkeit, war aber nicht spezifisch fiir sein zirku-
lires TRAM1-Transkript. Somit erwies sich die Strategie als vorteilhaft, die asONs eher
mittig auf der BSJ zu platzieren, da andernfalls lineare TRAM1-mRNAs ebenfalls starker
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gehemmt wurden, die Spezifitit unter den zirkuldren TRAM1-Transkripten aber nicht zu-
nahm (Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.30). Dennoch blieb festzuhalten, dass sich
circTRAM1-57 spezifisch supprimieren lie8, wihrend circTRAM1-56 nur zusammen mit
circTRAM1-57 adressiert werden konnte. Diese Beobachtung konnte moglicherweise da-
rauf zuriickgefiihrt werden, dass asON 56-1 auf dem Ubergang zu Exon 3 lokalisiert ist
und dieses Exon auch ein Bestandteil von circTRAM1-57 ist. Das asON 57-1 ist dagegen
mit 13 Nukleotiden in Exon 2 positioniert, welches nicht in der Sequenz von circTRAM1-
56 vorzufinden ist (Abbildung 4.31).

Auch die Auswirkungen der Gapmere gegen zirkulire TRAMI-Transkripte auf das
TRAMI-Protein wurden untersucht und ebenfalls eine Quantifizierung der Banden sowie
Normalisierung auf [3-Aktin vorgenommen (Anhang, Abschnitt 7.2, Tabelle 7.9). In der
qualitativen Betrachtung des TRAMI1-Nachweises war zundchst flir die aufgetragenen
Proben das bereits bekannte Bandenmuster aus denen der TRAM1-Isoformen zugeordne-
ten sowie bei 110 kDa und 70 kDa lokalisierten Signalen zu erkennen. Die Quantifizierung
der normalisierten Banden zeigte nach der Normierung auf Kontroll-behandelte ECV-304
gleichbleibende Signalintensitéten in den vorhergesagten Isoformen des TRAM1-Proteins
fiir die Proben nach der Transfektion mit asONs gegen zirkulire TRAM]1-Transkripte. Le-
diglich die Ansdtze der asONs gegen circTRAM1-57 lieBen eine Abnahme der Bandenin-
tensititen fiir die Isoformen 2 und 3 erkennen, dessen Aussagekraft jedoch mit Blick auf
die bisherigen Untersuchungen zum TRAM1-Protein fraglich war und in den nachfolgen-
den funktionellen Studien nochmals iiberpriift werden sollte. Insgesamt konnten fiir die
Quantifizierung und Normalisierung der Proteinbanden in allen TRAM1-Nachweisen star-
ke Schwankungen der normierten Signalintensititen festgestellt werden, sodass fiir gesi-
cherte Aussagen zum Einfluss einer asON-vermittelten Suppression stets die Ergebnisse

aus mehreren Experimenten miteinander verglichen werden sollten.

4.7.4.4 Funktionelle Studien zur Suppression von TRAM1-Transkripten in ECV-304

Nachdem die Transfektionsbedingungen, die Auswahl an Gapmeren und das Zellkultur-
modell fiir die funktionellen Studien zur Suppression von TRAMI1-Transkripten feststan-
den, wurden die konkreten tumorbiologisch relevanten Untersuchungsparameter definiert.
Demnach wurde sich die Analyse der Apoptose- und Proliferationsraten, der Zellvitalitét
sowie der Zellzyklusaktivitit von ECV-304 nach der Transfektion TRAMI-gerichteter
asONs zum Ziel gesetzt. Als Positivkontrolle fiir die Induktion von apoptotischen Prozes-
sen wurden Tamoxifen-behandelte ECV-304 ausgewéhlt (Abschnitt 3.2.4), die gleichzeitig

auch den Einfluss von Zelltod auf die weiteren genannten Parameter repréisentieren. Bevor
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die funktionellen Studien durchgefiihrt werden konnten, musste jedoch zunichst die Sup-
pression der TRAM1-Transkripte im aktuellen Transfektionsexperiment {iberpriift werden,
welches wie in Abschnitt 4.7.4.1 beschrieben durchgefiihrt wurde.

Die Betrachtung der Referenztranskripte lieferte zunachst sehr konstante Expressionswerte
fir HUPO, wihrend die Kopienzahlen von GUSB stdrkere Schwankungen in den trans-
fizierten Proben aufwiesen. Dennoch konnte die Normalisierung der Zieltranskripte auf
den Mittelwert beider Standardgene vorgenommen werden. Die Expression von GUSB
und HUPO in Tamoxifen-behandelten ECV-304 war dagegen im Vergleich mit den ande-
ren Proben sehr stark reduziert. Weiterhin zeigte die Positivkontrolle ICAM1 eine Supp-
ression auf 35% des Niveaus von unbehandelten Zellen und ordnet sich mit diesem Wert in
den Bereich der vorherigen Transfektionsexperimente ein. Die Normierung der normali-
sierten Zieltranskripte wurde sowohl auf ICAMI-supprimierte als auch auf asON scr3-
behandelte ECV-304 durchgefiihrt, da solide Versuchsergebnisse immer mit mehreren Ne-
gativkontrollen abgesichert werden und die gleichen Resultate liefern sollten (Gagnon and
Corey, 2019).

Dabei zeigte die Analyse der Expressionsniveaus von ausschlieBlich linearen TRAMI1-
Transkripten flir das asON 1inE1-T2 erneut nur eine miBige Suppression an, wihrend das
in Exon 3 lokalisierte Gapmer eine effektive Abnahme von linearen TRAM1-mRNAs auf
ca. 20% erzielte (Tabelle 4.21). Die gegen die zirkuldren TRAMI1-Transkripte gerichteten
asONs lieBen keinen hemmenden Einfluss auf die linearen RNA-Spezies erkennen, son-
dern zeigten stattdessen leicht erhohte Werte an. SchlieBlich bewirkte die Tamoxifen-
Behandlung eine Reduktion von TRAMI-mRNAs auf ca. die Hélfte im Vergleich mit
Kontroll-behandelten Zellen. Die Expressionsdaten der Detektion von linearen und zirkula-
ren TRAMI-Transkripten zusammen bestdtigten die Werte der linearen RNA-Spezies des
TRAMI1-Genlokus. Die beiden zirkuliren TRAM]1-Transkripte wurden durch die in Exon
1 lokalisierten asONs nur leicht reduziert, wobei die bereits vermutete systemische Regula-
tion von TRAM1-Transkripten fiir die Abnahme der Expressionswerte verantwortlich sein
konnte. Das Gapmer linE3-T4 bewirkte erneut eine starke Suppression von circTRAM1-56
und circTRAM1-57 auf unter 10% im Vergleich mit Kontroll-behandelten ECV-304, so-
dass insgesamt in dieser Probe der stirkste biologische Effekt zu erwarten wiére.

Das asON 56-1 senkte wie bereits beobachtet das Expressionslevel von beiden zirkuldren
Transkripten, wenn auch das von circTRAMI1-56 starker. Die konkreten Werte erreichten
allerdings nicht die starke Hemmung der Zieltranskripte wie in Tabelle 4.20. Gleiches galt
auch fir das Gapmer 57-1, welches zwar keine Reduktion der Expression von

circTRAM1-56 zeigte, sein Zieltranskript aber nur auf die Hilfte im Vergleich mit Kon-
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troll-behandelten Zellen herabsetzte. Insgesamt betrachtet war der Suppressionseffekt in
diesem Transfektionsexperiment nicht so ausgeprigt wie in vorherigen Studien, was auch
mit der Datennormalisierung und Expression der Referenztranskripte zusammenhing. Da-
her waren vielmehr die Relationen zwischen der Hemmung von Zieltranskripten und nicht
vorhandenen Auswirkungen auf Off-Target-Transkripte entscheidend, die mit den Be-
obachtungen der vorausgegangenen Suppressionsstudien itibereinstimmten. Auch die Nega-
tivkontrollen zeigten bzgl. ihrer Expressionswerte in den Proben die gleichen Tendenzen
an und lieBen nur vereinzelt groBere Abweichungen erkennen. AbschlieBend wurde
circTRAM1-57 durch die Tamoxifen-Behandlung ebenfalls um ca. die Hilfte im Vergleich
zu Kontroll-behandelten ECV-304 reduziert, wihrend die Expression von circTRAM1-56
als einzige RNA-Spezies unbeeinflusst blieb.

Tabelle 4.21: Prozentuale Mengen von Zieltranskripten in ECV-304 nach Behandlung mit
asONs gegen TRAM1-Transkripte oder mit Tamoxifen. Die Expressionsniveaus der ausgewihl-
ten Transkripte wurden auf den Mittelwert der Kopienzahlen von GUSB und HUPO normalisiert
und zur Bildung des prozentualen Suppressionsniveaus auf Kontroll-behandelte Zellen normiert.
Der erste Wert gibt dabei die Normierung auf ICAM1-supprimierte und der zweite Wert die Nor-
mierung auf asON scr3-behandelte Zellen an. Die Behandlung von ECV-304 mit Tamoxifen wurde
fiir 5h bei einer Konzentration von 100 uM im Vollmedium durchgefiihrt.

asON linear TRAM1 TRAM1 circTRAM1-56 circTRAM1-57
linE1-T2 72% | 60% 73%67%  90% | 58% 78% | 81%
linE3-T4 22%[19%  22%21% 2% | 2% 7% | 7%
56-1 144% | 120%  151% | 138%  44% | 29% 62% | 64%
57-1 139% | 116%  141%]129%  149% | 96% 50% | 52%
::ﬁ?l’:efftn' 55% | 46% 32%130%  138% | 89% 40% | 42%

Im néchsten Schritt wurden die Auswirkungen der ausgewihlten asONs auf das TRAM1-
Protein untersucht (Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.31) und die Quantifizierung der
Banden sowie die Normalisierung auf f-Aktin vorgenommen (Anhang, Abschnitt 7.2, Ta-
belle 7.10). In der qualitativen Betrachtung des TRAM1-Nachweises war zundchst das
bereits bekannte Bandenmuster aus denen der TRAMI-Isoformen zugeordneten sowie
weiteren Signalen fiir transfizierte Proben zu erkennen, wiahrend Tamoxifen-behandelte
ECV-304 keine spezifischen Proteinbanden erkennen lieBen und daher aus der Quantifizie-
rung und Normalisierung von TRAM1-Signalen ausgeschlossen wurden. Diese zeigte nach
der Normierung auf Kontroll-behandelte Zellen in allen Ansidtzen erneut keine signifikan-
ten Auswirkungen auf die bestitigte TRAM1-Isoform 1, wéhrend wiederum nur eine Re-

duktion der Signalintensititen der potentiellen Isoform 2 durch die asONs linE3-T4 und
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57-1 festgestellt werden konnte. Fiir das erstgenannte Gapmer korrelierte diese Beobach-
tung mit der hohen Suppression der TRAMI1-Transkriptvarianten (Tabelle 4.21). Fiir die
Probe nach Transfektion mit asON 57-1 stellte sich zum zweiten Mal die Frage nach einem
Zusammenhang der spezifischen Suppression von circTRAM1-57 und der Hemmung des
TRAMI1-Proteins.

Nachdem die weitestgehend spezifische Suppression von TRAMI-Transkripten gezeigt
werden konnte, wurde mit den funktionellen Studien zu mdglichen Auswirkungen der
TRAMI1-Hemmung und der Suche nach geeigneten Markermolekiilen sowie Nachweissys-
temen fiir die Untersuchung der genannten tumorbiologisch relevanten Parameter fortge-

fahren (Tabelle 4.22).

Tabelle 4.22: Auswahl von Markermolekiilen und Nachweissystemen fiir die funktionellen
Studien zur Suppression von TRAMI1-Transkripten. Angegeben sind die Bezeichnungen und
Abkiirzungen des Markermolekiils bzw. Reagenz sowie dessen zugeordneter biologischer Prozess
oder Zellstatus und die Detektionsmethode.

Bezeichnung Abkiirzung biologischer Prozess Methode
Fluoresceindiacetat FDA Zellvitalitit Lumineszenz-Messung
Caspase 3/7 - Apoptose Lumineszenz-Messung
Marker of Prolifera- Ki-67 . .
Zellproliferat PCR

tion Ki-67 (MKI67) crprofieration q
Cyclin-dependent p27%! o

Zellzyklusaktivitat PCR
kinase inhibitor 1B (CDKN1B) ehzyKlusaktiviia 4

B cel -
cell receplor asso BCAP31 Apoptose qPCR
ciated protein 31

Bcel2-associated X

. Bax Apoptose qPCR
protein

Begonnen wurde mit der Vitalitdts- und Apoptosemessung via FDA und der Caspase 3/7-
Aktivitit (Abschnitt 3.2.7), fiir die zunichst Standardreihen anhand definierter Zellzahlen
fiir unbehandelte und Tamoxifen-behandelte ECV-304 aufgenommen wurden (Anhang,
Abschnitt 7.2, Abbildungen 7.32 und 7.33). Dabei konnten sowohl die Versuchsbedingun-
gen fiir die Detektion beider Messgroflen etabliert werden als auch die Funktionalitdt des
Apoptose-Nachweises anhand der Positivkontrolle fiir die Induktion von apoptotischen
Prozessen gezeigt werden, sodass mit der Untersuchung der transfizierten Proben fortge-

fahren werden konnte (Abbildung 4.33).
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Abbildung 4.33: Vitalitits- und Apoptosemessung von ECV-304 nach Behandlung mit asONs
gegen TRAM1-Transkripte. Dargestellt sind (A) die Bestimmung der Zellviabilitdt mittels FDA
und (B) die Messung der Apoptoserate von Zellen nach der Normierung der Caspase 3/7-Aktivitit
auf die Zellviabilitit. Die Préparation der Ansétze sowie die Messung im Fluorometer erfolgte wie
in Abschnitt 3.2.7 beschrieben. Die Mittelwerte + der Standardabweichung der Proben sind in rot
angegeben.

Die Bestimmung der Zellviabilitit (Abbildung 4.33 A) lieferte fiir unbehandelte ECV-304
einen doppelt bis dreifach so hohen Wert im Vergleich zu denen transfizierter Zellen. FDA
wird in vitalen Zellen durch intrazelluldre Esterasen umgesetzt und kann zur Messung ei-
nes intakten Zellstoffwechsels herangezogen werden. Zellen nach der Transfektion von
Wirkstoffen hingegen werden allein schon durch die verwendete Methodik geschédigt, die
sich in diesem Versuch bereits in Kontroll-behandelten ECV-304 mit der niedrigsten Zell-
viabilitdt aller Proben duferte. Das Einbringen der asONs linE1-T2 und 1inE3-T4 fiihrte zu
leicht hoheren Werten der Zellvitalitdt im Vergleich zu den Negativkontrollen und die Pro-
ben der Gapmere gegen zirkulire TRAM1-Transkripte lieferten die hochste Viabilitédt unter
den transfizierten Zellen. Fraglich war zunichst, ob die Unterschiede in der Zellvitalitit auf
einen biologischen Hintergrund der Suppression von TRAM1-Transkripten zuriickgefiihrt
werden konnten. Da die Messung der Caspase 3/7-Aktivitit mittels des Caspase-Glo 3/7
Assay Systems jedoch den gleichen Verlauf der Werte wie die Bestimmung der Zellviabili-
tat zeigte, war fiir beide MessgroB3en eher von einem unspezifischen Anstieg z.B. aufgrund
von Schwankungen der Zellzahlen in den Ansétzen oder der Anordnung der Proben auf der
Platte auszugehen. Erst die Normierung der Caspase 3/7-Aktivitit auf die FDA-Messung
erlaubte Aussagen zur zelluldren Apoptoserate (Abbildung 4.33 B), die fiir unbehandelte
ECV-304 erwartungsgemal den niedrigsten Quotienten lieferte. Transfizierte Zellen unab-
hingig vom adressierten Zieltranskript fithrten dagegen zu etwa doppelt so hohen

Apoptoseraten ohne erkennbaren spezifischen Einfluss der asON-vermittelten Suppression
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von TRAMI-Transkripten. Am wahrscheinlichsten hitte ein Effekt fiir 1inE3-T4-
behandelte ECV-304 beobachtet werden kdnnen, da dieses Gapmer als einziges eine starke
Hemmung aller RNA-Spezies des TRAM1-Genlokus erzielen konnte (Tabelle 4.21). Da
aber auch in dieser Probe wie in den weiteren asON-supprimierten Zellen keine signifikan-
ten Unterschiede in den Apoptoseraten festgestellt werden konnten, gab dieser Versuchs-
ansatz keine Hinweise auf einen Zusammenhang der Hemmung von TRAM1-Transkripten
und zelluldren apoptotischen Prozessen.

Die Messung der Caspase 3/7-Aktivitdt ist auch deshalb sinnvoll, da sowohl am Ende des
intrinsischen als auch des extrinsischen Apoptoseweges die Procaspasen 3 und 7 in deren
aktive Isoformen gespalten werden und diese letztlich die Apoptose initiieren (Tang et al.,
2019). Die Bestimmung der Caspase 3/7-Aktivitdt enthilt somit als der letzte Effektor ei-
ner langen und komplexen Signalkaskade Informationen dariiber, ob Zellen apoptotische
Prozesse einleiten. Die Messung gibt jedoch keine Auskunft dariiber, an welchen Stellen
des Stoffwechselweges apoptotische Mechanismen greifen und ob es mogliche gegenregu-
latorische Mallnahmen gibt, die Zellen vor dem Zelltod bewahren kdnnten. Aus diesem
Grund wurden weitere spezifischere Molekiile mit Schliisselfunktionen in der zelluldren
Apoptose in Form von Bax und BCAP31 untersucht (Tabelle 4.22), von denen letzterer
zudem als Interaktionspartner des TRAM1-Proteins identifiziert wurde. Weiterhin wurden
die Detektion der Zellproliferation sowie der Zellzyklusaktivitét in die nachfolgenden Stu-
dien eingeschlossen und die jeweiligen Markermolekiile per qPCR in transfizierten und

Tamoxifen-behandelten ECV-304 quantifiziert (Tabelle 4.23).

Tabelle 4.23: Prozentuale Mengen von Markertranskripten in ECV-304 nach Behandlung
mit asONs gegen TRAM1-Transkripte oder mit Tamoxifen. Die Expressionsniveaus der aus-
gewihlten Transkripte zur Detektion tumorbiologisch relevanter Parameter wurden auf den Mittel-
wert der Kopienzahlen von GUSB und HUPO normalisiert und zur Bildung des prozentualen
Suppressionsniveaus auf Kontroll-behandelte Zellen normiert. Der erste Wert gibt dabei die Nor-
mierung auf ICAM1-supprimierte und der zweite Wert die Normierung auf asON scr3-behandelte
Zellen an. Die Behandlung von ECV-304 mit Tamoxifen wurde fiir 5Sh bei einer Konzentration von
100 uM im Vollmedium durchgefiihrt.

asON BCAP31 Bax Ki-67 p27%e!
linE1-T2 123% | 128% 161% | 159%  269% | 174% 207% | 197%
linE3-T4 101% | 105% 150% | 148%  198% | 128% 252% | 241%
56-1 93% 1 97% 109% | 108% 149% | 96% 80% | 76%
57-1 86% | 89% 99% | 97% 140% | 90% 65% | 62%
Tamoxifen-

231% | 240% 212% | 209% 30% | 19% 51% | 48%
behandelt
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Zunichst lieferte die Betrachtung der BCAP31-Expression in Tamoxifen-behandelten
ECV-304 stark erhdhte Werte von 230 — 240%, was die pro-apoptotische Funktion des
Proteins bestétigte. Dennoch konnten wie bereits beobachtet auch in diesem Transfek-
tionsversuch keine wesentlichen Auswirkungen der Suppression von RNA-Spezies des
TRAMI1-Genlokus auf die BCAP31-Transkriptlevel festgestellt werden, sodass sich auch
anhand dieses Markers keine Hinweise auf eine erhohte Apoptoserate im Zuge der
TRAMI1-gerichteten Hemmung feststellen lieen.

Mit Bax wurde ein zweiter Ausldser von apoptotischen Prozessen untersucht, der als Hete-
rodimer mit BCL2 spannungsabhéngige lonen-Kanile des Mitochondriums 6ffnet und z.B.
iiber die Freisetzung von Cytochrom C die Signalkaskade der zelluldren Apoptose aktiviert
(Pefia-Blanco and Garcia-Séez, 2018). Die Bax-Expression stieg in Tamoxifen-behandel-
ten Zellen ebenfalls auf iiber 200% an, wihrend die Gapmere gegen zirkuldre TRAM1-
Transkripte keine Auswirkungen auf das Transkriptlevel von Bax zeigten. Die asONs
linE1-T2 und linE3-T4 lieBen dagegen eine Steigerung der Bax-Expression auf 150 —
160% im Vergleich zu Kontroll-behandelten Zellen erkennen und lieferten damit einen
ersten Hinweis auf eine mogliche Induktion von apoptotischen Prozessen. Uberraschend
waren allerdings die hochsten Expressionswerte nach der linE1-T2-Behandlung sowohl fiir
Bax als auch fiir BCAP31, obwohl die Suppression von TRAMI1-Transkripten in diesen
Proben laut Tabelle 4.21 nur gering ausfiel.

Der Proliferationsmarker Ki-67 kann in Zellen der G1-, S-, G2- und M-Phase detektiert
werden, jedoch nicht in der teilungsinaktiven zelluldren GO-Phase (Sun and Kaufman,
2018). Folgerichtig war eine starke Reduktion der Ki-67-Expression in Tamoxifen-behan-
delten ECV-304 bis auf 20 — 30% nachweisbar, wihrend Zellen nach der Suppression von
circTRAM1-56 und circTRAM1-57 in den Proben gleichbleibende bis leicht erhohte Ki-
67-Transkriptlevel zeigten. Eindeutig war dagegen die gesteigerte Ki-67-Expression nach
Behandlung mit asON linE1-T2 und asON linE3-T4, wobei erneut das erstgenannte
Gapmer eine stirkere Zunahme des Markertranskriptes erzielte. Die Suppression von
RNA-Spezies des TRAM1-Genlokus fiihrte laut den Ergebnissen der Quantifizierung so-
mit zu einer erhdhten Zellproliferation, was mit der Analyse der differentiellen Genexpres-
sion in Harnblasenkarzinomzelllinien iibereinstimmen (Abschnitt 4.5.1.1) und die vermute-
te tumorsuppressive Funktion bestdtigen wiirde.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde mit p27¥®! ein Zellzyklusinhibitor und bekann-
ter Tumorsuppressor in die Untersuchung eingeschlossen, der die Aktivierung von Cyclin-
CDK-Komplexen verhindert (Bachs et al., 2018). Die Tamoxifen-Behandlung von ECV-

304 resultierte in einer Abnahme der p27XP!-Expression auf ca. die Hilfte im Vergleich
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zum Transkriptlevel der Kontrollen, da Zellen in Apoptose keinen aktiven Zellzyklus mehr
betreiben. Die asONs gegen zirkuldre TRAM1-Transkripte zeigten ebenfalls eine Redukti-
on der p27%Pl_Expression, wobei die Probe des gegen circTRAMI1-57-gerichteten Gap-
mers eine stirkere Senkung des Zellzyklusinhibitors erkennen lie. Mit Blick auf die Ex-
pressionsdaten aus Tabelle 4.22 konnte der beobachtete Effekt nur fiir das genannte zirku-
lare Transkript eindeutig zugeordnet werden, sodass die Suppression von circTRAM1-57
eventuell zu einem beschleunigten Zellzyklus in ECV-304 fiihren konnte. Dagegen liefer-
ten linE1-T2- und linE3-T4-behandelte ECV-304 erneut stark erhohte Werte der p27Xip!-
Expression auf 200 — 250% im Vergleich mit den Negativkontrollen, sodass die umgekehr-
te Tendenz beziiglich der Suppression von zirkuliren TRAMI-Transkripten beobachtet
werden konnte. Das Ergebnis der Hemmung von linearen TRAM1-mRNAs sprach fiir eine
Verlangsamung bis Inhibition des Zellzyklus und konnte damit die Vermutung einer tu-
morsuppressiven Funktion vorerst nicht bestéitigen.

Zusammenfassend lieferte die Vitalitits- und Apoptosemessung von ECV-304 nach Be-
handlung mit asONs gegen TRAM1-Transkripte weder Hinweise auf eine erhohte Zellvia-
bilitdt noch gesteigerte Apoptoseraten in den transfizierten Proben, sodass der Blick auf die
Quantifizierung spezifischer Markermolekiile gerichtet wurde. In dieser Analyse waren fiir
Bax-, Ki-67- und p27%P!-Transkripte zum Teil deutliche Expressionsunterschiede im Ver-
gleich zu Kontroll-behandelten Zellen feststellbar, die in den Proben der Suppression von
linearen TRAMI1-Transkripten allerdings gegensitzliche Tendenzen anzeigten. Eine klare
Zuordnung zu einer eher tumorsuppressiven oder krebsfordernden Funktion konnte daher
anhand der funktionellen Studien nicht erfolgen. Zusitzlich konnte zwar auf der Tran-
skriptebene die Hemmung von bestimmten RNA-Spezies des TRAM1-Genlokus gezeigt
werden, jedoch war die Suppression auf der Proteinebene nicht eindeutig nachweisbar.
Sollte der Einfluss der asON-Behandlung auf das TRAMI1-Protein tatséchlich sehr gering
ausfallen, konnte dieses Ergebnis die beobachteten geringen Auswirkungen in ECV-304-
Zellen erkldren. Andererseits gab es anhand der potentiellen TRAM1-Isoform 2 Hinweise
fiir eine Suppression auf der Proteinebene, sodass auch die zweite Hypothese der Gegenre-
gulation die Resultate der Quantifizierung erkldren konnte. In diesem Fall hitte die Hem-
mung von TRAMI-Transkripten zwar einen Einfluss auf den Zellstoffwechsel, wiirde
durch gezielte gegenregulatorische Maflnahmen aber nicht zum Zelltod fiihren. Diese mog-
lichen Szenarien konnten allerdings nur durch weitere Studien iiberpriift werden, in denen
sich der Fokus auch auf spezifischere Parameter in Hinblick auf die bekannten Funktionen
des TRAMI1-Proteins richten sollte. Gleiches gilt fiir die Untersuchungen der zirkuldren

TRAMI-Transkripte, wobei sich nach deren Suppression eine Steigerung der Ki-67- und
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Hemmung der p27%P!-Expression andeutete, die fiir eine tumorsuppressive Funktion der

circRNAs sprechen konnte.

4.7.5 Fazit der funktionellen Studien zu Transkripten des TRAM1-Genlokus

Im letzten Kapitel dieser Arbeit stand die Frage nach moglichen Funktionen von TRAM1-
Transkripten in Zellen im Mittelpunkt. Dafiir wurde zunichst der Nachweis des TRAMI1-
Proteins in Harnblasenkarzinomzelllinien etabliert, der neben einem sehr komplexen Ban-
denmuster die bestitigte Isoform 1 sowie die potentiellen Isoformen 2 und 3 erkennen lie83.
Auch alternative Protokolle zur Préiparation des Gesamtproteins aus Zellen konnten keine
neuen Erkenntnisse {iber die vielen zusitzlichen Banden des AK-Nachweises erbringen,
sodass weitere Versuche zur Detektion des TRAM1-Proteins und zur Bestdtigung der Iso-
formen 2 und 3 nétig sind. Die Analyse von Interaktionspartnern des TRAM1-Proteins und
dessen Beteiligung an Stoffwechselwegen sollte Aufschliisse iiber weitere mogliche Funk-
tionen des Genproduktes in Zellen liefern sowie Hinweise auf potentielle Untersuchsu-
chungsparameter fiir die nachfolgenden Suppressionsstudien geben. Im Ergebnis intera-
giert TRAMI in erster Linie mit Proteinen des ERs und einer Rolle in der Translokation
naszierender Polypeptide. Zudem konnte mit BCAP31 ein Interaktionspartner identifiziert
werden, der direkt in die Regulation von apoptotischen Prozessen involviert ist und daher
in die nachfolgenden Untersuchungen eingeschlossen wurde. Im néchsten Schritt richtete
sich der Blick wieder auf lineare und zirkuldre TRAM1-Transkripte, deren Lokalisation in
der Zelle durch eine Fraktionierung in Kern- und Cytoplasmaphase untersucht wurde.
Wiéhrend sowohl lineare RNA-Spezies des TRAM1-Genlokus als auch circTRAM1-57 im
Zellkern angereichert waren, schien circTRAMI1-56 vermehrt im Cytoplasma von Zellen
vorzuliegen. Die unterschiedliche Lokalisation der zirkuldiren TRAM1-Transkripte konnte
einen Hinweis auf verschiedene Funktionen der circRNAs in der Zelle darstellen, die unter
anderem in den anschlieenden Suppressionsstudien betrachtet werden sollten. Vorab wur-
den dafiir Gapmere geeigneter Positionen und Sequenzen entwickelt, die jeweils unter-
schiedliche RNA-Spezies des TRAM1-Genlokus spezifisch adressieren sollten. Nach der
Festlegung und Austestung der Transfektionsbedingungen in ECV-304-Zellen wurde eine
Vorauswahl an asONs fiir nachfolgende Versuche getroffen und die gleichen Untersu-
chungen in RT-4-Zellen wiederholt, da TRAMI1-Transkripte laut den Ergebnissen der dif-
ferentiellen Genexpressionsanalyse in der G1-Zelllinie in hoheren Mengen vorlagen. Al-

lerdings lieB sich eine eventuelle Abnahme von TRAM1-RNAs nach asON-Behandlung in
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RT-4 nicht quantifizieren, sodass die Harnblasenkarzinomzelllinie kein geeignetes System
fiir die Suppressionsstudien darstellte.

Konkret wurde fiir die Hemmung von ausschlielich linearen TRAMI1-Transkripten ein
Gapmer in Exon 1 der TRAMI1-mRNA positioniert, welches jedoch weder besonders ef-
fektiv noch spezifisch fiir sein Zieltranskript zu sein schien. Dagegen iiberzeugte das in
Exon 3 bindende asON in allen Transfektionen durch eine hohe Suppression von sowohl
linearen als auch zirkuldren TRAMI1-Transkripten. SchlieBlich lieBen die Gapmere gegen
circTRAM1-56 und circTRAMI1-57 in den Etablierungsarbeiten zwar eine Abnahme der
Expressionsniveaus ihrer Zieltranskripte erkennen, allerdings war diese nicht spezifisch
ausgeprigt und wirkte sich auf alle RNA-Spezies des TRAM1-Genlokus aus. Daher wur-
den zwei weitere asONs gegen die jeweiligen BSJ-Sequenzen entwickelt, wobei sich am
Ende die Strategie der mittigen Positionierung der Gapmere auf den BSJs durchsetzte und
lineare TRAMI1-Transkripte in den weiteren Versuchen nicht adressierte. Dennoch lie3
sich circTRAMI1-57 zwar spezifisch supprimieren, jedoch konnte circTRAM1-56 nur zu-
sammen mit circTRAM1-57 gehemmt werden. Zusatzlich wurden alle eingesetzten asONs
auf Auswirkungen auf das TRAMI1-Protein untersucht, wobei kein Einfluss der Suppres-
sion von TRAMI1-Transkripten auf die bestétigte Isoform 1 festgestellt werden konnte.
Dagegen war in allen Versuchen eine Hemmung der potentiellen Isoform 2 erkennbar, die
am eindeutigsten fiir die Gapmere linE3-T4 und 57-1 ausfiel. Somit konnte ein Einfluss der
asON-vermittelten Suppression auf die TRAMI-Proteinlevel vermutet werden, miisste
allerdings in weiteren Studien zum TRAM1-Nachweis und der potentiellen Isoform 2 be-
statigt werden.

Zuletzt konnten in den funktionellen Analysen keine Auswirkungen auf die Zellvitalitét
oder apoptotische Prozesse in Zellen nach der Suppression von TRAM1-Transkripten fest-
gestellt werden. Die Quantifizierung spezifischer Markermolekiile lieferte fiir Bax-, Ki-67-
und p27%P!_Transkripte insbesondere in den Proben der Hemmung von linearen RNA-
Spezies des TRAM1-Genlokus deutliche Expressionsunterschiede. Allerdings fiihrten die-
se zu gegensitzlichen Schlussfolgerungen, sodass eine eindeutige Zuordnung der TRAM1-
RNAs zu einer tumorsuppressiven oder krebsfordernden Funktion nicht erfolgen konnte.
Die Suppression der zirkuliren TRAMI1-Transkripte resultierte dagegen in einer Steige-
rung der Ki-67- und Hemmung der p27%P!-Expression, die fiir tumorsuppressive Eigen-
schaften der circRNAs sprechen konnte. Am Ende sind weitere Studien mit spezifischeren
Parametern notig, um mehr liber tumorbiologisch relevante und funktionale Aspekte der

linearen und zirkuldren RNA-Spezies des TRAM1-Genlokus zu erfahren.
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5  Diskussion

5.1 Nachweis von zirkuliren Transkripten

5.1.1 Vorgehen und Methoden zum Nachweis zirkuldrer Transkripte

Eine im Vorfeld dieser Arbeit durchgefiihrte Transkriptomanalyse von uriner RNA ver-
schiedener Patientengruppen sollte der Identifikation neuer Tumormarker fiir das Harnbla-
senkarzinom dienen. Uber definierte Kriterien wurden schlieBlich die linearen und zirkuli-
ren Transkripte des TRAMI1- und S100A6-Genlokus als die Untersuchungsobjekte dieser
Arbeit ausgewihlt, da insbesondere zirkuldre RNAs (circRNA) ein noch junges For-
schungsfeld und hoffnungsvolle Markermolekiile fiir Tumorerkrankungen darstellen. Fiir
den Nachweis von zirkuldren Transkripten der genannten Genloki wurden verschiedenste
experimentelle Ansétze entwickelt und mit der PCR-basierten Detektion von Amplifikaten
divergenter Primerpaare begonnen. Im Gegensatz zu den Amplikons linearer TRAM1- und
S100A6-Sequenzen waren die PCR-Produkte potentieller circRNAs nur schwach visuali-
sierbar und nicht immer eindeutig zuzuordnen. Dennoch zdhlt der PCR-basierte Nachweis
im Anschluss an die reverse Transkription zu den meistgenutzten Methoden zur Validie-
rung von circRNA-Spezies und gibt gleichzeitig Auskunft iiber die Abundanzen zirkulérer
Transkripte in Zellen sowie in Geweben und Korperfliissigkeiten (Cocquet et al., 2006).
Zwar stellt der Northern Blot das sicherste Verfahren zur Detektion von circRNAs dar und
kann auf die cDNA-Synthese sowie Amplifikationsschritte als mogliche Fehlerquellen
verzichten, jedoch werden aufgrund der benétigten RNA-Mengen und anspruchsvollen
experimentellen Umsetzung PCR-basierte Nachweise oftmals bevorzugt (Kristensen et al.,
2019).

Die Identifikation von PCR-Amplifikaten potentieller zirkuldrer Transkripte erfolgt unter
anderem per Sequenzierung, die in dieser Arbeit im Anschluss an einen Klonierungsansatz
durchgefiihrt wurde. Neben den linearen TRAM1- und S100A6-Sequenzen konnten jedoch
nur fir die zirkuldren RNA-Spezies circTRAMI1-56 und circTRAMI1-57 konkrete Anzei-
chen fiir deren reale Existenz gefunden werden. So deutete neben der korrekten Exonan-
ordnung die Detektion der jeweiligen backsplice junction (BSJ)-Sequenz auf das Vorliegen
einer authentischen circRNA hin. Um jedoch RT-, PCR- und Klonierungsartefakte sowie
das trans-Spleilen von Transkripten und tandem repeats auf der Genomebene als Ursache

fiir das Vorliegen von potentiellen zirkuliren RNA-Spezies ausschlieBen zu kdnnen
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(Cocquet et al., 2006; Houseley and Tollervey, 2010; Salzman et al., 2012; Szabo and
Salzman, 2016), sind weitere experimentelle Ansétze fiir den Nachweis von circRNAs
notig.

Fir den Nachweis von TRAMI-Transkripten auf der RNA-Ebene wurde anstelle des
Northern Blots ein Ansatz aus Antisense-Oligonukleotiden (asON) und RNase H-Spaltung
gewihlt, dessen Vorgehen sich als funktional fiir zirkuldre RNA-Spezies herausstellte. Im
Ergebnis konnte fiir circTRAM1-56 anhand eines asONs gegen die BSJ ein weiterer Hin-
weis flir dessen reale Existenz generiert werden. Fiir die nachfolgenden Messungen von
Expressionsunterschieden in Proben wurde zunédchst der gPCR-Nachweis fiir circTRAM1-
56 und circTRAM1-57 etabliert und neue Strategien fiir den Entwurf von divergenten Pri-
merpaaren entwickelt. Wahrend die Amplifikation von linearen TRAMI- und S100A6-
Sequenzen zu einem sensitiven und spezifischen PCR-Signal mit nahezu perfekter Ampli-
fikationseffizienz fiihrte, waren die qPCR-Effizienzen der Amplikons divergenter Primer-
paare nicht optimal, was auf die begrenzten Moglichkeiten und Herausforderungen der
Entwicklung spezifischer Primerpaare gegen circRNA-Spezies zurilickgefiihrt werden
kann. Diese miissen um die BSJ eines zirkuldren Transkriptes positioniert werden, was
nicht immer den Spielraum fiir den optimalen Entwurf von divergenten Primern offen
lasst. Zusdtzlich stellt die Spezifitdt eines Primerpaares fiir eine bestimmte circRNA eine
weitere Schwierigkeit dar, da oftmals mehrere Transkripte gleichzeitig durch divergente
Primer adressiert werden und zudem viele zirkuldire RNA-Spezies noch unbekannt sind.
Wenn diese in keiner Datenbank vorliegen, kdnnen sie auch nicht bei der Entwicklung von
Primerpaaren beriicksichtigt werden.

Zwar sollten die allgemeinen RT-qPCR Richtlinien unter anderem auch zum Primerdesign
befolgt werden (Bustin et al., 2009), dennoch kénnen zusétzliche Herausforderungen wie
die Bildung von Concatemeren wéhrend der reversen Transkription ebenfalls die effiziente
und spezifische Amplifikation und Detektion von circRNAs negativ beeinflussen (Chen et
al., 2018; Szabo and Salzman, 2016). Als Alternative wurde daher die quantitative Analyse
von zirkuldren Transkripten unter Nutzung der droplet digital PCR vorgeschlagen, die die
absolute Konzentration von circRNAs aus der Anzahl an positiven Reaktionen in den ein-
zelnen Kompartimenten berechnet und akkuratere Ergebnisse als die RT-qPCR insbeson-
dere auch bei limitierter circRNA-Menge liefern soll (Chen et al., 2018; Li et al., 2018b).
Dennoch war die Quantifizierung von circTRAM1-56 und circTRAM1-57 via RT-qPCR
moglich und erlaubte die spezifische und separate Detektion beider RNA-Spezies, sodass
mit den nachfolgenden Untersuchungen zur Zirkularitét der Transkripte fortgefahren wer-

den konnte.
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Beide vorhergesagten zirkuliren TRAM1-Transkripte wiesen ein sehr niedriges Expressi-
onsniveau in Harnblasenkarzinomzelllinien auf. Fiir eine solidere qPCR-Detektion weiter
entfernt vom Signalrauschen konnen circRNAs jedoch durch eine RNase R-Behandlung
der zelluliren RNA in Proben angereichert werden (Pandey et al., 2020). Eine noch wich-
tigere Funktion nimmt dieses Enzym fiir den Nachweis von zirkuldren RNA-Spezies ein,
da nur lineare Transkripte hydrolysiert und circRNAs aufgrund der fehlenden freien Enden
nicht adressiert werden (Vincent and Deutscher, 2006). So konnte der Ansatz aus RNase
R-Hydrolyse und RT-qPCR die Zirkularitit der Transkripte circTRAMI-56 und
circTRAM1-57 bestitigen, indem deren PCR-Amplikons in den Proben mit und ohne En-
zymbehandlung eine Zunahme der Kopienzahlen nach der RNase R-Hydrolyse zeigten,
wihrend Amplifikate linearer Sequenzen eine signifikante Abnahme erkennen lieBen. Der
zunichst verwunderliche Anstieg des Expressionsniveaus von circRNAs nach Enzymbe-
handlung anstatt von gleichbleibenden Kopienzahlen im Vergleich der Proben konnte auch
von anderen Arbeitsgruppen als Ergebnis der RT-qPCR beobachtet werden (Panda and
Gorospe, 2018), sodass die Hypothese einer gesteigerten Effizienz der reversen Transkrip-
tion sowie der Amplifikation in der qPCR nach der RNase R-Hydrolyse bestitigt wurde.
Dennoch sollte dieser Versuchsansatz moglichst mit einer quantitativen Auswertung der
enzymatischen Aktivitit bezogen auf das Zieltranskript einhergehen, da eine rein qualitati-
ve Analyse z.B. von PCR-Signalen in Gelen zu Fehlinterpretationen fithren kann. Zudem
existieren viele verschiedene Protokolle zur Durchfiihrung der RNase R-Hydrolyse, sodass
auch abhingig vom Probenmaterial, der verfiigbaren RNA-Menge sowie den nachfolgen-
den Anwendungen mdglicherweise erst geeignete Bedingungen fiir die Enzymbehandlung
etabliert werden miissen.

Weiterhin kann die Analyse der flankierenden nicht-kodierenden Sequenzen von potentiel-
len zirkuldren Transkripten Hinweise darauf geben, mit welcher Wahrscheinlichkeit eine
vorhergesagte circRNA-Spezies real existiert. So kann eine starke Basenpaarung zwischen
zwei oder innerhalb eines Introns die Effizienz der Herstellung von zirkuldren Transkripten
signifikant verbessern (Zhang et al., 2014), wobei bereits invers komplementire Sequen-
zen von nur 30 — 40 Nukleotiden die Bildung einer circRNA vorantreiben koénnen (Liang
and Wilusz, 2014). Fiir die vorhergesagten RNA-Spezies circTRAM1-56 und circTRAM1-
57 konnten flankierende invers komplementire Intron-Sequenzen der am Backsplicing
beteiligten Exons iiber Bereiche von 334 — 465 Nukleotiden festgestellt werden, sodass die
Introns 1, 2 und 6 durch Basenpaarung von cis-regulatorische Elementen einen aktiven

Beitrag zur Generierung der zirkuliren TRAM1-Transkripte leisten kdnnten.
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Fiir die vorhergesagten RNA-Spezies circTRAM1-56 und circTRAM1-57 konnten somit
durch verschiedene experimentelle Herangehensweisen viele Indizien gesammelt werden,
dass die detektierten Amplifikationsprodukte der divergenten Primer auf der Vervielfalti-
gung eines zirkuldren Transkriptes beruhen. Weitere Methoden zum Nachweis von zirkuli-
ren Transkripten sind die 2D-Gelelektrophorese oder gel-trapping Elektrophorese (Jeck
and Sharpless, 2014), die in situ Hybridisierung, die RNA-Sequenzierung sowie die Detek-

tion tiber Microarrays oder spezielle NanoString Technologien (Kristensen et al., 2019).

5.1.2 Unterscheidung von Artefakten und realen zirkuldren Transkripten

Ein weiteres Ziel neben der Identifikation von zirkuldren Transkripten eines Genlokus be-
stand darin, einen Uberblick iiber die Abundanzen potentieller circRNAs in Zellen zu ge-
winnen. Dafiir sollten mdglichst viele PCR-Produkte des jeweils ausgewéhlten divergenten
Primerpaares analysiert werden, welches allein 4 vorhergesagte zirkuldre RNA-Spezies fiir
den TRAMI1-Genlokus detektieren konnte. Der Versuchsaufbau von der RNA-Isolation
und reversen Transkription, der konventionellen PCR und Ligation von Amplifikat und
Vektor bis hin zur Transformation und Klonierung in Bakterienzellen, Plasmidpraparation
und abschlieBenden Sequenzierung bietet jedoch viele Moglichkeiten zum Einbringen von
artifiziellen Sequenzen.

Bereits wihrend der Umschrift der isolierten RNA in cDNA kann es zur Generierung von
RT-Artefakten kommen, die alle nachfolgenden Anwendungen negativ beeinflussen kon-
nen. So kann die RT wihrend der Polymerisation den RNA-Strang oder innerhalb eines
RNA-Molekiils die Position wechseln und artifiziell verkiirzte oder chimidre cDNAs her-
vorbringen, die als alternative Spleilvarianten fehlinterpretiert werden kdnnen (Cocquet et
al., 2006). Dabei beeinflussen die RNase H-Aktivitdt der jeweiligen RT sowie die Linge
der Sequenziibereinstimmung der RNA-Molekiile die Rate an Strangwechseln (Luo and
Taylor, 1990). Eine der wichtigsten Beobachtungen neben der Notwendigkeit von kurzen
homologen Sequenzen fiir inter- und intramolekulare Strangwechsel ist der Ubergang der
RNA-Sequenz an nicht-kanonischen Spleif3stellen (Cocquet et al., 2006). Zudem verfiigen
RTs {iiber keine Proofreading-Aktivitidt (Svarovskaia et al., 2003), die beispielsweise
Riickwirtsspriinge der RT und entstehende Exon-Neuanordnungen in der cDNA-Sequenz
korrigieren konnte. Weiterhin kann es auch zu einem trans-Spleiflen von Sense- und Anti-
sense-Transkripten insbesondere bei der Nutzung von random hexamer Primern als Start-
punkte der cDNA-Synthese kommen (Houseley and Tollervey, 2010). Jedoch kann die
Wahl der RT das Entstehen von Artefakten beeinflussen: Die in dieser Arbeit genutzte



5 Diskussion 173

Revertdid RT gehort zu den thermostabilen moloney murine leukemia virus (M-MuLV)
RTs, die die cDNA-Synthese bei 42°C durchfithren. Dagegen konnte unter der Nutzung
von hitzestabileren RTs mit einer Polymerisation bei 55°C die Bildung von RT-Artefakten
unterbunden bzw. eingeschrinkt werden (Cocquet et al., 2006). Auch fiir die Untersuchung
von potentiellen zirkuldren RNA-Spezies des TRAMI1- und S100A6-Genlokus per Analyse
von Amplifikaten der divergenten Primerpaare wire die Verwendung einer hitzestabileren
RT vermutlich hilfreich fiir die Vermeidung von artifiziellen Sequenzen gewesen.

Ebenso kann es wahrend der konventionellen PCR unter Nutzung der Taq-DNA-Polyme-
rase zur Bildung von unspezifischen Artefakten kommen, die durch erneute Amplifikatio-
nen in jedem PCR-Zyklus ebenfalls eine hohe Quantitit im Endprodukt erreichen konnen.
Dabei unterscheidet man zwei Arten von Fehlern in PCR-Reaktionen: Sequenzartefakte
und die Verschiebung der relativen Verhéltnisse von PCR-Produkten. Erstere konnen
durch die Bildung von chimiren Molekiilen, Heteroduplexen sowie Fehlern der Tag-
Polymerase entstehen, wihrend Unterschiede in den Amplifikationseffizienzen oder inhibi-
torische Effekte die Quantititen von PCR-Produkten beeinflussen konnen (Acinas et al.,
2005). Jedoch konnen diese Fehler in PCR-Reaktionen vermieden oder begrenzt werden,
indem die PCR-Bedingungen fiir das jeweilige Amplifikat optimiert werden. Zu nennen
wire insbesondere die Anpassung der Temperatur fiir die Hybridisierung der Primerpaare,
die unter anderem auch durch die Anwendung der fouchdown PCR spezifisch gesteuert
werden konnte. Weiterhin kann eine Prolongations-PCR durch eine verldngerte Synthese-
phase die Ausbeute des Endproduktes erhohen sowie die hotstart PCR unspezifische Ne-
benprodukte wihrend der Aufheizphase vermeiden. Chimére Sequenzen und Fehler der
Tag-Polymerase lassen sich durch eine moglichst kleine Anzahl PCR-Zyklen einschrianken
(Polz and Cavanaugh, 1998), wobei durch die geringe Abundanz potentieller zirkuldrer
Transkripte des TRAM1- und S100A6-Genlokus PCR-Signale erst nach 40 Zyklen mit
stirkerer Intensitdt auftraten und nicht reduziert werden konnten. Auch Veridnderungen der
PCR-Bedingungen und zahlreiche Optimierungsversuche konnten keine signifikant hohe-
ren Ausbeuten der jeweiligen gesuchten circRNA-Spezies erzielen. SchlieBlich kann die
Wahl der DNA-Polymerase die Generierung von artifiziellen Sequenzen beeinflussen: Die
fiir die Herstellung von PCR-Amplifikaten genutzte Taq-Polymerase verfiigt nicht iiber
eine 3‘-5‘-Exonukleaseaktivitit, sodass mit einer Fehlerrate von 107 zu rechnen ist (Eckert
and Kunkel, 1991). Dagegen verfiigen die Polymerasen Pfu und Pwo iiber eine solche
Proofreading-Aktivitit, was zu einer geringeren Fehlerrate von 10 fiihrt (Cline et al.,
1996). Dennoch war der ausschlaggebende Punkt fiir die Verwendung der Taq-Polymerase

die Ligationsstrategie in Form des 74-Cloning, die durch das Anhdngen eines Adenins an
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das Ende des Amplifikats durch das Enzym realisiert werden konnte, wihrend die genann-
ten archaebakteriellen Polymerasen glatte Enden des PCR-Produktes erzeugen.

Weiterhin konnen wihrend der Ligation artifizielle Sequenz-Konstrukte in den Vektor ein-
gebracht werden, indem beispielsweise mehrere Amplifikate hintereinander insertiert wer-
den. Allgemein sind kiirzere PCR-Produkte bei der Ligation im Vorteil gegeniiber sehr
langen Amplifikaten, genauso wie groflere Vektoren weniger effizient in Bakterienzellen
transformiert werden konnen. Dariiber hinaus benétigen groere Plasmide langere Replika-
tionszeiten, weshalb diese Bakterienzellen ldngere Verdopplungszeiten aufweisen und ge-
geniiber anderen Bakterienklonen im Nachteil sind. Der Blick auf die weniger abundanten
Bakterienklone nach der Klonierung des Amplifikats der divergenten Primer gegen
TRAMI-Transkripte lie8 vor allem langere eingebrachte Sequenzen erkennen und bestitigt
die beschriebenen Annahmen, wobei auch die gewihlten Bedingungen der konventionellen
PCR auf die Vervielfiltigung kurzer PCR-Produkte ausgerichtet wurden.

Sowohl in der Gruppe der héufigeren als auch der selteneren eingebrachten PCR-Ampli-
kons des divergenten Primerpaares gegen TRAM1-Transkripte konnten Sequenzen eindeu-
tig auf Artefakte zuriickgefiihrt werden. Dazu gehorten Amplifikate mit nur linearer Rich-
tung, mehrfach insertierte Sequenzen, Primer-Duplikationen und artifiziell verkiirzte Se-
quenzen. SchlieBlich wurden PCR-Produkte ohne authentische BSJ-Sequenz fiir das jewei-
lige zirkuldre Transkript neben der korrekten Exonanordnung ebenfalls als artifizielle
Strukturen gewertet. Obwohl auch unter den weniger abundanten Bakterienklonen potenti-
elle circRNA-Kandidaten vermutet werden konnten, wurden nur fiir die zirkuldren RNA-
Spezies circTRAMI1-56 und circTRAM1-57 konkrete Anzeichen fiir deren reale Existenz
gefunden und mehrere eingebrachte Amplifikate detektiert, sodass nicht von einem Zu-
fallsprodukt auszugehen war. Dennoch konnten auch die selteneren circRNA-Kandidaten
unbekannte, nicht bioinformatisch vorhergesagte zirkuldre Transkripte darstellen. Zur Kla-
rung dieser Fragestellung konnte vor dem beschriebenen Versuchsablauf eine RNase R-
Hydrolyse der zelluliren RNA vorgenommen werden, die lineare Transkripte effektiv ab-
baut und damit das Potential zur Generierung von Artefakten stark herabsetzt.

Auch fiir den SI00A6-Genlokus werden 4 zirkuldre RNA-Spezies vorhergesagt, von denen
jedoch keine experimentell nachgewiesen werden konnte. Die Klonierung des Amplifikats
der divergenten Primer gegen circS100A6-25 und circS100A6-26 resultierte ebenfalls in
den fiir die TRAMI1-Transkripte beschriebenen artifiziellen Strukturen, wobei zusétzlich
mit dem vermehrten Auftreten von invers komplementiren Sequenzen als potentielle
Backsplicing-Ubergiinge ein starkes Indiz fiir RT-Artefakte als Ergebnis von template

switching Events detektiert werden konnte. Diese kurzen homologen Sequenzen und weite-
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re theoretische BSJs traten zudem an nicht-kanonischen Spleifistellen auf und lieferten
damit ein weiteres Argument fiir inter- und intramolekulare Strangwechsel der RT anstatt
real existierender circRNAs. Neben den zufilligen Ubergingen von Exon 3 nach Exon 2
der detektierten S100A6-Amplifikate konnte auch in 3 Bakterienklonen die beginnende
Sequenz des 3‘-Poly(A)-Schwanzes nachgewiesen werden, die in zirkuliren RNA-Spezies
fehlt und das Vorliegen von artifiziell erzeugten Sequenzen aus linearen Transkripten be-
statigt (Jeck and Sharpless, 2014).

Ein weiteres Instrument zur Unterscheidung von Artefakten und realen zirkuldren Tran-
skripten neben der genannten RNase R-Hydrolyse ist die Entwicklung spezifischer Primer-
paare gegen einzelne circRNA-Spezies anstatt der Detektion moglichst vieler zirkuldrer
Transkripte eines Genlokus, die per Detektion eines spezifischen PCR-Signals zusétzliche
Hinweise fiir die Existenz eines circRNA-Kandidaten liefern kdnnen. Dariiber hinaus kann
die Uberpriifung der Amplifikation von zellulirer DNA mittels divergenten Primern dem
Ausschluss von tandem repeats auf der gDNA-Ebene dienen, die félschlicherweise zum
Nachweis von BSJs in Transkripten fiihren wiirden (Jeck and Sharpless, 2014). Fiir die
RNA-Spezies circTRAM1-56 und circTRAM1-57 konnten keine Evidenzen fiir Exondup-
likationen im Genom von ECV-304-Zellen gefunden werden. Dagegen wurden fiir zirkula-
re S100A6-Transkripte PCR-Banden nach der Vervielfdltigung von zelluldrer gDNA de-
tektiert, die mit den vermuteten artifiziellen Sequenzen der Klonierung von cDNA-
Amplifikaten iibereinstimmten und somit ebenfalls das Vorliegen von Artefakten anstatt

von zirkuldren RNA-Spezies bestétigten.

5.1.3 Nachweis von zirkuldren Transkripten per Transkriptomanalyse

Die dieser Arbeit zu Grunde liegende Transkriptomanalyse diente der Untersuchung der
Zusammensetzung und der Haufigkeiten von Transkripten in Patientenurinen und zielte auf
den Vergleich der urinen RNA von gesunden Probanden und Patienten mit Harnblasenkar-
zinom im fortgeschrittenen Tumorstadium ab. Im Anschluss an die RNA-Isolation aus
Urin und Herstellung von cDNA-Bibliotheken wurden die per next generation sequencing
erhaltenen Daten auf Referenzgenome anhand des Burrow-Wheeler-Algorithmus (BWA)
gemappt. Dabei stand die Analyse der differenziellen Genexpression von kodierenden,
nicht-kodierenden und zirkuldren Transkripten im Mittelpunkt, sodass log(fc)-Werte als
MaB fiir die Expressionsunterschiede in den Patientengruppen berechnet wurden. Aus der

erhaltenen umfangreichen Auflistung von detektierten RNA-Spezies wurden schlieBlich
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die kodierenden und zirkuldren Transkripte des S100A6- und TRAMI1-Genlokus als zu
untersuchende Markerkandidaten fiir das Harnblasenkarzinom festgelegt.

Die in Abschnitt 5.1.2 beschriebenen RT- und PCR-Artefakte spielen auch eine Rolle in
der Transkriptomanalyse, da ebenfalls die Umschrift der urinen RNA in cDNA erfolgte
sowie Amplifikationsschritte fiir ausreichend hohe Nukleinsdure-Konzentrationen notig
waren. So konnen beispielsweise durch template switching Events und trans-Spleilen er-
zeugte Sequenzen als alternative Transkriptvarianten in cDNA-Datenbanken fehlinterpre-
tiert werden (Cocquet et al., 2006). Zwar sind die meisten RT-Artefakte eher selten und
von einem hohen Maf} an Zufilligkeit geprigt (Jeck and Sharpless, 2014), dennoch konn-
ten auch Transkripte mit hédufigen template switching Events identifiziert werden
(Houseley and Tollervey, 2010). Allgemein werden jedoch keine abundanten cDNA-
Molekiile identischer Sequenz als Resultat von RT-Artefakten erwartet (Jeck and
Sharpless, 2014), was eine Unterscheidung zu authentischen Spleif3varianten oder zirkulé-
ren Transkripten ermdglicht. Weiterhin konnte der Einfluss von tandem repeats im Genom
auf die falsche Zuordnung von scheinbaren BSJs in Sequenzierungsdaten als statistisch
nicht relevant eingestuft werden (Salzman et al., 2012). Auch die Hypothese, dass unge-
wohnliche Exonanordnungen ein Ergebnis von Translokationen im Genom von Krebszel-
len sind, konnte iiberwiegend nicht bestétigt werden (Salzman et al., 2012).

Bei der Herstellung von cDNA-Bibliotheken aus uriner RNA der Patientengruppen wurde
auf eine RNase R-Hydrolyse verzichtet, obwohl diese zirkuldre RNA-Spezies in den Pro-
ben hitte anreichern konnen und durch den Abbau von linearen Transkripten die Moglich-
keiten zum Erzeugen von artifiziellen Sequenzen deutlich reduziert hitte. Allerdings sollte
in der Transkriptomanalyse auch die differentielle Genexpression von linearen kodieren-
den und nicht-kodierenden Transkripten untersucht werden, weshalb dieser Reaktions-
schritt nicht sinnvoll gewesen wire. Dariiber hinaus waren die verfligbaren RNA-Mengen
aus den Urinproben der Patientengruppen sehr gering und nicht ausreichend fiir je einen
weiteren Ansatz mit RNase R-Hydrolyse. Fraglich ist auch, wie intakt die zirkuléren Tran-
skripte in den Urinproben vorliegen und ob die nach der RNase R-Behandlung verbleiben-
de RNA-Menge ausreichend fiir den gewdéhlten Versuchsablauf bis hin zur Sequenzierung
ist.

Es existieren viele verschiedene Protokolle zur Erstellung von cDNA-Bibliotheken fiir die
anschlieBende Sequenzierung und Detektion von zirkuldren RNA-Spezies. So sind weitere
Moglichkeiten zur Reduktion von linearen Transkripten die rRNA- und Poly(A)-RNA-
Depletion der isolierten Gesamt-RNA (Arnaiz et al., 2019), wobei erstere auch in der die-

ser Arbeit zu Grunde liegenden Transkriptomanalyse Anwendung fand, da ribosomale
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Transkripte fiir die Suche nach Tumormarkern fiir das Harnblasenkarzinom nicht von Inte-
resse waren. Zudem wird die rRNA-Depletion oftmals vor der RNase R-Hydrolyse des
Transkriptoms angewendet, um die grofle Anzahl linearer RNA-Spezies zuverldssig und
effektiv abzubauen. Weiterhin konnte in Transkriptomanalysen eine zehnfach hohere Fre-
quenz von BSJs in Poly(A)-RNA-depletierten Fraktionen festgestellt werden (Salzman et
al., 2012), weshalb dieser Reaktionsschritt ebenfalls sinnvoll zum Anreichern von zirkula-
ren Transkripten in Proben ist.

Ein weiterer Ansatzpunkt zur Reduktion falsch-positiver circRNA-Kandidaten ist die Wahl
eines geeigneten Algorithmus zur Identifikation von real vorkommenden zirkuldren Tran-
skripten. Dieser muss das Mapping der detektierten Sequenzen anhand der BSJs vorneh-
men, um eine Unterscheidung zu linearen RNA-Spezies zu gewihrleisten. Der in der Tran-
skriptomanalyse verwendete Algorithmus BWA kann diese Zuordnung nicht umsetzen und
bringt daher eine weitere Unsicherheit in die Suche nach potentiellen circRNAs als
Markerkandidaten fiir das Harnblasenkarzinom ein. Dagegen konnen beispielsweise Algo-
rithmen wie Map-Splice (Wang et al., 2010), KNIFE, PTESFinder, CIRCexplorer und CI-
RI (Lopez-Jiménez et al., 2018) BSJs identifizieren, wobei die Anwendung mehrerer un-
abhédngiger Algorithmen fiir eine zuverldssige Detektion von zirkuldren Transkripten emp-
fohlen wird (Hansen, 2018).

Neben neuen Algorithmen zur circRNA-Detektion ermdglichten auch Weiterentwicklun-
gen der Sequenzierungstechnologie wie ldngere reads und eine tiefere Sequenzierung den
Nachweis von zirkuldren Transkripten (Jeck and Sharpless, 2014), die auch aufgrund der
niedrigen Abundanz von circRNAs im Transkriptom notwendig waren. So koénnen durch
ausreichend lange oder paired-end reads circRNAs von artifiziellen Sequenzen unter-
schieden werden, indem neben der BSJ auch die Exonstruktur in die Vorhersage von zirku-
laren Transkripten einbezogen wird (Salzman ef al., 2012). Zudem konnen bei ausreichen-
der Tiefe der Sequenzierung circRNA-Spezies neben linearen und nicht-kodierenden Tran-
skripten in der gleichen Probe detektiert werden, sodass ein Reaktionsschritt zur Anreiche-
rung von circRNAs im Transkriptom entfallen kann, sofern ein geeigneter Algorithmus
zum Nachweis von zirkuldren Transkripten angewendet wird (Pandey et al., 2020).

Auch die fiir die Transkriptomanalyse von uriner RNA notwendigen Amplifikationsschrit-
te konnen die relativen Verhiltnisse von RNA-Spezies durch unterschiedliche Amplifika-
tionseffizienzen oder inhibitorische Effekte verfalschen. Diese konnen aufgrund der gerin-
gen RNA-Konzentration im Urin allerdings nur schwer vermieden werden und es wéren
sehr viele Patientenproben notwendig, um Vervielfaltigungsschritte zu reduzieren. Ein

optimiertes Protokoll fiir die RNA-Sequenzierung von Urinproben wurde jedoch bereits
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entwickelt und beinhaltete die Depletion von weiflen und roten Blutkorperchen (Sin ef al.,
2017), die das Ergebnis der Transkriptomanalyse zu Ungunsten spezifischer Markermole-
kiile beeinflussen kdnnten. Des Weiteren wurden in dieser Untersuchung Gene mit hohem
Expressionsniveau in Blutzellen als falsch-positive Markerkandidaten ausgeschlossen. Das
Mitfiihren von technischen und biologischen Replikaten sowie die Wiederholung der Tran-
skriptomanalyse konnen ebenfalls helfen, valide Markerkandidaten gegeniiber Zufallspro-
dukten und Artefakten zu identifizieren. Eine Alternative fiir die Detektion und Quantifi-
zierung von zirkuldren Transkripten in Proben ist die Nutzung von Microarray-
Plattformen, die bereits fiir den Nachweis von BSJ-Sequenzen von circRNAs zur Verfii-

gung stehen (Arnaiz et al., 2019).

5.2 TRAMI1- und S100A6-Transkripte als potentielle Tumormarker
fiir das Harnblasenkarzinom

Im néchsten Schritt wurde die differentielle Genexpression der anhand der Daten der Tran-
skriptomanalyse ausgewidhlten Markerkandidaten SI00A6 und TRAMI1 auch in Harnbla-
senkarzinomzelllinien und den gepoolten Urinproben der Patientengruppen per quantitati-
ver PCR untersucht. Im Mittelpunkt stand die Frage, ob sich die Ergebnisse der Transkrip-
tomanalyse auch in den urinen cDNA-Pools und cDNA-Bibliotheken von gesunden Pro-
banden und Harnblasenkarzinompatienten im fortgeschrittenen Stadium (high risk, high
grade) sowie in einem Zellkulturmodellsystem bestétigen lassen. Fiir die Studien in huma-
nen Harnblasenkarzinomzelllinien wurden die etablierten ECV-304- und RT-4-Zellen aus-
gewdhlt, die jeweils das G3- bzw. G1-Krebsstadium reprasentieren und die Patientengrup-
pen der Transkriptomanalyse imitieren sollten. Dabei zeigten lineare TRAM1-Transkripte
eine Unterexpression und lineare S100A6-Transkripte eine Uberexpression in ECV-304-
Zellen, sodass fiir beide RNA-Spezies eine Ubereinstimmung der differentiellen Genex-
pression im Zellkulturmodellsystem mit den Daten der Transkriptomanalyse festgestellt
werden konnte. Weiterhin deutete eine erhohte RNA-Ratio aus linearen S100A6- und
TRAMI1-Transkripten auf ein Harnblasenkarzinom im fortgeschrittenen Krebsstadium hin.
Dagegen konnte fiir circTRAM1-56 und circTRAM1-57 nur eine geringfiigig herabgesetz-
te Expression in ECV-304- im Vergleich zu RT-4-Zellen festgestellt werden, wéhrend die
Ergebnisse der Transkriptomanalyse eine starke Unterexpression im Harnblasenkarzinom-
patienten gegeniiber gesunden Probanden erkennen lieen.

Da die Untersuchungen im Zellkulturmodellsystem die ermittelte differentielle Genexpres-

sion der linearen Transkripte des TRAM1- und S100A6-Genlokus in der Transkriptomana-
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lyse bestitigten, konnten beide RNA-Spezies geeignete Markermolekiile fiir eine nicht-
invasive Diagnostik des Harnblasenkarzinoms darstellen. Der Quotient aus TRAMI1- und
S100A6-Transkripten ermoglichte eine Abgrenzung von gesunden Probanden bzw. dem
G1-Zellkulturmodell zum fortgeschrittenen Krankheitsstadium mit einem Faktor von min-
destens 10 und verfiigt somit liber das Potential zur sensitiven und spezifischen Detektion
von Harnblasenkarzinomen. Studien in einzelnen Patientenurinen konnten weiterfithrende
Erkenntnisse iiber die diagnostische Aussagekraft der beiden Markerkandidaten liefern.
Zudem konnten funktionelle Analysen in ECV-304 und RT-4 wie Suppressions- oder
Uberexpressionsexperimente nihere Informationen iiber Aufgaben und Mechanismen von
TRAMI1- und S100A6-Transkripten in Harnblasenkarzinomzellen einbringen.

Die Ergebnisse der Transkriptomanalyse fiir die zirkuldren Transkripte des TRAMI1- und
S100A6-Genlokus konnten nicht anhand des Zellkulturmodellsystems bestétigt werden, da
vorhergesagte circRNA-Spezies in den Zelllinien zum Teil nicht nachgewiesen werden
konnten und die beiden verifizierten zirkuldren TRAM1-Transkripte die hohe differentielle
Genexpression nicht in ECV-304- und RT-4-Zellen erkennen lieBen. Dieser Widerspruch
konnte auf die in Kapitel 5.1.3 genannten nicht optimalen Voraussetzungen zur Detektion
von zirkuldren Transkripten wie die fehlende Verifizierung via RNase R-Hydrolyse oder
die Verwendung eines spezifischen Algorithmus fiir circRNAs zuriickgefiihrt werden. So
konnte beispielsweise der Algorithmus BWA lineare TRAMI1-Transkripte félschlicher-
weise den RNA-Spezies circTRAM1-58 und circTRAM1-59 zuordnen. Mit Blick auf die
Untersuchungsergebnisse fiir den S100A6-Genlokus konnten auch Artefakte die Detektion
von zirkuldren S100A6-Transkripten in der Transkriptomanalysen begriinden. Des Weite-
ren existiert derzeit kein Werkzeug wie das transcript support level (TSL) auch fiir zirkula-
re Transkripte, welches Vorhersagen iiber die reale Existenz einer circRNA-Spezies er-
laubt. Daher beruhen die in circBase gelisteten zirkuldren Transkripte zu einem Grofteil
nur auf bioinformatischen Vorhersagen, weshalb die in dieser Arbeit nicht nachweisbaren
circRNA-Spezies auch generell in Zellen nicht existent sein konnten.

In den cDNA-Proben der gepoolten urinen RNAs der Patientengruppen fiihrte die Quanti-
fizierung der entwickelten PCR-Amplikons nach der Normalisierung fiir lineare S100A6-
Transkripte zu einem log(fc)-Wert mit gleicher Tendenz wie in der Transkriptomanalyse,
wihrend flir lineare TRAMI1-Transkripte ein log(fc)-Wert mit entgegengesetzte Vorzei-
chen im Vergleich zu den Transkriptomdaten festgestellt werden konnte. Auch die Expres-
sionsstudien in den erstellten cDNA-Bibliotheken der Patientengruppen kamen fiir das
PCR-Amplifikat linearer TRAM1-RNA-Spezies eher zu dem Ergebnis einer gleichblei-

benden bis leicht erhohten Genexpression im erkrankten Patienten, wohingegen fiir lineare
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S100A6-RNA-Spezies erneut das Ergebnis der Transkriptomanalyse bestdtigt werden
konnte.

Die unterschiedlichen Resultate fiir die differentielle Genexpression von TRAMI1-Tran-
skripten in der Transkriptomanalyse und per Quantifizierung in den gepoolten urinen
cDNAs und cDNA-Bibliotheken der Patientengruppen konnten unter anderem auf das in
die Berechnung des log(fc)-Wertes eingeschlossene Transkript TRAM1-203 zuriickgefiihrt
werden (Tabelle 4.3), welches laut der Transkriptomanalyse eine sehr starke Unterexpres-
sion im Harnblasenkarzinompatienten aufweist, dessen reale Existenz mit einem TSL von
5 jedoch sehr fraglich ist. Schliet man diese RNA-Spezies aus der Kalkulation des
log(fc)-Wertes der Transkriptomanalyse aus, zeigen lineare TRAMI-Transkripte keine
signifikanten Expressionsunterschiede in der urinen RNA von gesunden Probanden und
Harnblasenkarzinompatienten und wiirden damit in etwa mit den Ergebnissen der quantita-
tiven PCR {ibereinstimmen. Dennoch konnte anhand der Expressionsstudien im Zellkul-
turmodellsystem die stirkere Unterexpression von linearen TRAM1-Transkripten im fort-
geschrittenen Tumorstadium bestétigt werden, sodass sich die Frage nach der differentiel-
len Genexpression von linearen RNA-Spezies des TRAMI1-Genlokus anhand der Daten
nicht abschlieend kldren lésst.

Weiterhin kdnnten abweichende Ergebnisse in der Quantifizierung der urinen RNA-Pools
der Patientengruppen per Transkriptomanalyse oder qPCR auf die Amplifikations- und
Fragmentierungsschritte zur Erstellung von cDNA-Bibliotheken zuriickgefiihrt werden.
Obwohl beide Reaktionsschritte die relativen Verhiltnisse von RNA-Spezies verfalschen
konnen, konnten anhand der Daten von TRAM1- und S100A6-Transkripten keine eindeu-
tigen Belege fiir das Einbringen zusitzlicher Fehlerquellen durch die Synthese der cDNA-
Bibliotheken gefunden werden. Allgemein kdnnen die Ergebnisse der gPCR und der Tran-
skriptomanalyse direkt miteinander verglichen werden, da die reads der Sequenzierung auf
transcripts per kilobase per million (TPM) und die Kopien eines Markerkandidaten auf die
eines Haushaltsgens normiert werden. Dabei soll das Expressionsniveau des Standardgens
die Gesamt-RNA-Menge der jeweiligen Probe widerspiegeln, sodass zundchst mehrere
Referenzgene anhand von zellulirer RNA getestet wurden. SchlieBlich wurden die Tran-
skripte HUPO und GUSB fiir weitere Untersuchungen in Zelllinien und nur GUSB zur
Bestimmung der differentiellen Genexpression in Patientenurinen ausgewihlt. Dennoch
stellt Urin ein sehr komplexes und heterogenes Untersuchungsmaterial dar (Sin et al.,
2017) und die Suche nach geeigneten Referenzgenen ist schwierig (Martinez-Fernandez et
al., 2016). Die Normalisierung von Urinproben ist daher sehr fehleranfillig, selbst wenn

mehrere Transkripte zur Standardisierung herangezogen werden. Eine Mdglichkeit zur
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Umgehung der Normalisierungsproblematik ist die Bildung von Markerquotienten inner-
halb einer Probe und der Vergleich dieser Quotienten in Urinen gesunder Probanden und
Harnblasenkarzinompatienten (Hanke et al., 2020).

Ein Markerkandidat fiir eine solche RNA-Ratio sind die Transkripte des S100A6-Gen-
lokus, die in allen durchgefiihrten differentiellen Genexpressionsanalysen im Zellkultur-
modell und Tumorpatienten im fortgeschrittenen Krebsstadium iiberexprimiert waren. Fiir
die nicht-invasive Diagnostik stellt SI00A6 daher ein hoffnungsvoller Tumormarker zur
Erkennung des Harnblasenkarzinoms dar, nicht zuletzt auch aufgrund der soliden Nach-
weisbarkeit in allen untersuchten Zell- und Urinproben. Eine S100A6-Uberexpression
konnte bereits in vielen Tumorarten nachgewiesen werden, unter anderem auch in Harn-
blasentumoren (Cross et al., 2005). Auch das extrazellulire Vorkommen von S100A6-
Transkripten und deren Proteinen wurde bereits in Korperfliissigkeiten wie dem Blutserum
(Nishi ef al., 2014) und im Urin (Turnier ef al., 2017) gezeigt, allerdings liegen bisher kei-
ne Daten iliber den Zusammenhang von S100A6-Transkripten im Urin und Harnblasenkar-
zinomen vor. Um allerdings als Marker fiir eine nicht-invasive Diagnostik von Tumoren
der Harnblase in Frage zu kommen, muss S100A6 vermutlich mit weiteren spezifischeren
Markerkandidaten kombiniert werden, da ein Anstieg von S100A6-Proteinen im Urin bei-
spielsweise auch in Zusammenhang mit dem Lupus Nephritis (Turnier et al., 2017) und
Tumoren des oberen Magen-Darm-Traktes (Husi et al., 2019) steht. Insbesondere die Su-
che nach einem Markerkandidaten mit eindeutigem Riickgang des Expressionsniveaus im
Tumorpatienten scheint sinnvoll, sollte die TRAMI1-Genexpression keinen signifikanten
Anderungen wihrend der Kanzerogenese unterliegen und durch die Testung von weiterem
Patientenmaterial als Markermolekiil nicht bestitigt werden. Moglicherweise konnte ein
Quotient bzw. eine Kombination aus S100A6-Transkripten und der mRNA-Ratio aus dem
Onkoprotein 18 (OP18) und Uroplakin 1A (UPK1A) eine sensitive und spezifische Unter-
scheidung von gesunden und am Harnblasenkarzinom erkrankten Patienten erlauben, da
diese Transkripte erst kiirzlich fiir die nicht-invasive Diagnostik von Tumoren der Harn-

blase im Urin vorgeschlagen wurden (Hanke et al., 2020).

5.3 Funktionelle Studien zu zirkuliren TRAMI1-Transkripten

5.3.1 Funktionen zirkuldarer TRAM1-Transkripte

Zirkuldren Transkripten werden 4 Hauptfunktionen zugeordnet, zu denen die Translation

von ausgewahlten circRNAs, die Regulation der Transkription und des Spleiflens von Ziel-
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genen und die Bindung von RNA-bindenden Proteinen (RBP) sowie microRNAs (miRNA)
zdhlen (Zhang and Xin, 2018). Letztere beiden Funktionen wurden fiir die bestétigten zir-
kuldren Transkripte circTRAMI1-56 und circTRAM1-57 des TRAM1-Genlokus in in silico
Studien untersucht.

Uber die Bindung von RBPs kénnen zirkulire Transkripte in diverse biologische Prozesse
wie beispielsweise die Regulation der Immunantwort von Zellen (Liu ef al., 2019a), die
Seneszenz von Kardiomyozyten (Du et al., 2017a) oder die posttranskriptionelle Regulati-
on (Jeck and Sharpless, 2014) eingreifen. Die Analyse von RBPs mit vorhergesagten Bin-
dungsstellen in circTRAMI1-56 und circTRAM1-57 sowie deren flankierenden Regionen
lieferte fiir beide RNA-Spezies eine groe Ubereinstimmung an potentiell bindenden Pro-
teinfaktoren, zu denen beispielsweise Argonauten (Ago)-Proteine oder das Hu-antigen R
(HuR) gehoren. Fiir diese RBPs konnte bereits eine Bindung an circRNAs nachgewiesen
sowie deren Einfluss auf die posttranskriptionelle Regulation gezeigt werden (Hansen et
al., 2011; Huang et al., 2020). Die Analyse der Funktionen aller identifizierten Proteinfak-
toren ergab die Beteiligung der RBPs an allgemeinen zelluldren Prozessen rund um den
RNA-Metabolismus wie dem Spleilen von Transkripten oder dem Transport von RNA-
Spezies sowie an spezifischen Stoffwechselwegen, wobei jedoch keine gemeinsamen Me-
chanismen oder Stoffwechselwege festgestellt werden und mogliche Funktionen von
circTRAM1-56 und circTRAMI1-57 nicht abgeleitet werden konnten. Weiterhin kdnnen
zirkuldre Transkripte neben sponges auch als scaffolds, decoys oder recruiters mit regula-
torischen RBPs interagieren (Huang et al., 2020).

Uber die Bindung von miRNAs kénnen zirkulire Transkripte die Translation von mRNAs
regulieren (Zhong et al., 2018). MiRNAs sind ca. 23-Nukleotid-lange nicht-kodierende
RNAs, die iiblicherweise an die 3°-nicht-translatierte Region in kodieren Transkripten bin-
den und die Proteinsynthese durch Inhibition der Translation oder den Abbau der mRNA
beeinflussen konnen (Agarwal et al., 2015). Dabei sind miRNAs insgesamt nur partiell
komplementir zur Sequenz des Zieltranskriptes und eine perfekte Komplementaritit von 6
bis 7 Nukleotiden liegt nur im seed-Bereich am 5°-Ende der miRNA vor (Rajewsky, 2006).
Sowohl miRNAs als auch circRNAs konnen daher als competitive endogenous RNAs in
regulatorische Netzwerke und komplexe biologische Prozesse wie die Kanzerogenese von
Zellen eingreifen (Dragomir et al., 2018). Weiterhin kdnnen zirkuldre Transkripte miRNA-
Spezies an entfernte Orte in der Zelle transportieren (Zhao et al., 2019).

In die Untersuchung potentieller miRNA-Bindungsstellen der experimentell bestétigten
RNA-Spezies circTRAM1-56 und circTRAM1-57 wurde die Analyse des kodierenden und

nicht-kodierenden Bereiches von linearen TRAMI1-Transkripten eingeschlossen, um ge-
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meinsame miRNA-Spezies in beiden Transkripttypen identifizieren zu konnen. Insgesamt
konnten viele potentielle miRNA-Bindungsstellen in verschiedenen Bereichen von
TRAMI1-Transkripten ermittelt werden, deren miRNA-Bindungen mit teilweise vielver-
sprechenden Wahrscheinlichkeiten fiir eine reale Wechselwirkung in der Zelle vorherge-
sagt wurden. Eine auffillige miRNA mit mehreren Bindungsstellen in TRAMI1-RNA-
Spezies konnte jedoch nicht ermittelt werden, die Aussagen tiber mogliche Funktionen
insbesondere von zirkuldiren TRAMI-Transkripten hétte erleichtern konnen. Dennoch
konnen circTRAMI1-56 und circTRAMI1-57 die identifizierten miRNA-Spezies potentiell
binden und transportieren oder in Kompetition mit deren Bindung in mRNAs treten.

Uber die Analyse in Circlnteractome unter Nutzung des TargetScan Algorithmus wurden
mehr als 3000 circRNAs mit mindestens 20 miRNA-Bindungsstellen identifiziert, weshalb
die Bindung von miRNAs als eine Schliisselfunktion von zirkuldren Transkripten betrach-
tet wird (Dudekula et al, 2016). Dennoch muss die Vorhersage einer miRNA-
Bindungsstelle nicht gleichzeitig auch die Inhibition der Aktion dieser miRNAs bedeuten
(Kristensen et al., 2019). So spielt unter anderem das stochiometrische Verhiltnis von
Bindungsstellen im kodierenden Ziel-Transkript und dem potentiellen circRNA-Sponge
eine entscheidende Rolle, ob eine signifikante Reduktion der Ziel-mRNA-Repression her-
beigefiihrt werden kann (Thomson and Dinger, 2016). Weiterhin dienen experimentelle
Daten via Argonaut crosslinking oder Immunoprézipitation dem Nachweis einer realen
miRNA-circRNA-Interaktion, sollten flir zuverldssige Vorhersagen jedoch mit weiteren
spezifischen reporter assays und quantitativen Analysen von zirkuldren Transkripten er-
génzt werden (Kristensen ef al., 2019).

SchlieBlich konnte die Analyse des circRNA-miRNA-mRNA-Netzwerkes des TRAMI-
Genlokus ebenfalls keine Hinweise auf Wechselwirkungen mit einem bestimmten Stoff-
wechselweg der Zelle geben, dennoch konnte fiir die meisten Zielgene in der Untersu-
chung ihrer bekannten Funktionen eine Assoziation mit kanzerogenen Prozessen festge-
stellt werden. Obwohl die Funktionen der zirkuldren RNA-Spezies des TRAM1-Genlokus
im Zuge der durchgefiihrten in silico Studien nicht genauer charakterisiert werden konnten,
wire eine Assoziation mit onkogenen oder tumorsuppressiven Mechanismen in Zellen
auch mit Blick auf die Daten der Transkriptomanalyse denkbar. Ebenso konnten
circTRAM1-56 und circTRAM1-57 die Aktionen des TRAM1-Proteins beeinflussen und
an der Regulation der Translokation naszierender Polypeptide im endoplasmatischen Reti-

kulum (ER) beteiligt sein.
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5.3.2 Zelluldre Lokalisation zirkuldrer TRAMI1-Transkripte

Die zelluldre Lokalisation von TRAMI-Transkripten wurde in dieser Arbeit durch eine
Auftrennung von Zellen in Kern- und Cytoplasmafraktion per differentieller Zentrifugation
durchgefiihrt. Anhand der Positivkontrollen GAPDH fiir die cytoplasmatische Fraktion und
MALATTI fiir die Kernfraktion konnte die Anreicherung von Transkripten im jeweiligen
Zellkompartiment bestétigt werden. Wahrend sowohl lineare RNA-Spezies des TRAM1-
Genlokus als auch circTRAM1-57 laut der Fraktionierung vermehrt im Zellkern angerei-
chert waren, schien circTRAM1-56 vor allem im Cytoplasma von Zellen vorzuliegen. Die
Positivkontrolle fiir zirkuldre Transkripte BCRC-3 zeigte ebenfalls ein vermehrtes Vor-
kommen im Zellkern, obwohl fiir die Mehrheit der exonischen circRNAs eine Lokalisation
im Cytoplasma postuliert wurde (Li et al., 2015b; Salzman et al., 2012; Zhang et al.,
2014). Zudem konnten Xie et al. das vermehrte cytoplasmatische Vorliegen von BCRC-3
in der Néhe des Zellkerns per RNA fluorescence in situ hybridization (FISH) demonstrie-
ren (Xie et al., 2018). Es wire daher zum Einen denkbar, dass der sich in Abbildung 4.30
ergebende Nullpunkt des ACr-Wertes nicht exakt die Aufteilung von cytoplasmatischer
und Kernfraktion wiedergibt. Diese Hypothese wird durch den hohen ACr von ca. 7 des
MALATI1-Transkriptes gegeniiber dem nur leicht im negativen Bereich befindlichen ACt
von -0,38 des GAPDH-Transkriptes sowie weiteren mitgefiihrten Standardgenen bestétigt.
Somit konnten moglicherweise lineare TRAMI1-RNAs und circTRAMI1-57 in der Zelle
gleichverteilt oder sogar ebenfalls cytoplasmatisch lokalisiert sein. Zum Anderen existieren
Methoden fiir eine exaktere Fraktionierung von Zellkompartimenten, wéahrend die in dieser
Arbeit gewihlte differentielle Zentrifugation lediglich der Anreicherung von Transkripten
in der Kern- oder Cytoplasmafraktion diente.

Dennoch wiesen die bestitigten zirkuldiren TRAM1-Transkripte eine unterschiedliche Ver-
teilung in den Fraktionen von ECV-304-Zellen auf bzw. scheint circTRAM1-56 verstérkt
ins Cytoplasma transportiert zu werden. Diese circRNA-Spezies unterscheidet sich von
circTRAM1-57 lediglich durch das Fehlen von Exon 2 und dementsprechend eine abwei-
chende BSJ-Sequenz, die moglicherweise Signale fiir den Export von circTRAM1-56 aus
dem Zellkern vermitteln konnte. Obwohl Backsplicing-Prozesse im Nukleus stattfinden,
sind exonische circRNAs mehrheitlich im Cytoplasma lokalisiert (Chen, 2020). Der Trans-
port von circRNAs aus dem Zellkern erfolgt groBenabhingig durch die RNA-Helikasen
DDX39A oder DDX39B (Huang ef al., 2018) und das Protein YTHDC1, welches eine N6-
Methyladenosin-Modifikation in Transkripten erkennt (Chen, 2020). Zwar ist diese Modi-

fikation in zirkuldren RNA-Spezies weit verbreitet (Zhou et al., 2017), genauere Erkennt-
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nisse iiber den Einfluss des N6-Methyladenosins auf den Export von circRNAs liegen bis-
her jedoch nicht vor (Roundtree et al., 2017). Am Ende ist die steady-state Abundanz das
Ergebnis der Syntheserate, des nukledren Exports und des Abbaus eines zirkuldren Tran-
skriptes (Chen, 2020), sodass mehrere Prozesse die unterschiedliche Verteilung von
circTRAM1-56 und circTRAMI1-57 in der Zelle begriinden kdnnten. Des Weiteren konn-
ten die abweichenden Lokalisationen der zirkuldren TRAM1-Transkripte ein Hinweis auf

verschiedene Funktionen der circRNAs in der Zelle darstellen.

5.3.3 Funktionsanalyse durch Hemmung zirkuldrer TRAM1-Transkripte

Die Frage nach mdglichen Funktionen insbesondere von zirkuldren TRAM1-Transkripten
in Zellen sollte mithilfe von Suppressionsstudien genauer untersucht werden. Dafiir wur-
den Gapmere geeigneter Positionen und Sequenzen entworfen und in ECV-304-Zellen
getestet, die lineare und zirkuldre RNA-Spezies des TRAM1-Genlokus spezifisch adressie-
ren sollten. Eine durchgehend hohe Hemmung von Zieltranskripten auf bis zu < 10% konn-
te dabei lediglich fiir ein Antisense-Oligonukleotid (asON) festgestellt werden, welches
sich sowohl gegen lineare als auch zirkulire TRAM1-Transkripte richtete. Die Gapmere
gegen circTRAMI1-56 und circTRAM1-57 erzielten zwar eine Abnahme der Expressions-
niveaus ihrer Zieltranskripte, jedoch lie sich nur circTRAMI1-57 spezifisch supprimieren,
wihrend circTRAM1-56 nur zusammen mit circTRAMI1-57 gehemmt werden konnte. Die
Suppression von zirkuldren Transkripten via asONs mit einer Phosphorothioat- und 2°-O-
Methyl-Modifikation unter Nutzung des RNase H-Mechanismus war somit in Zellen prin-
zipiell moglich. Die Spezifitdit der Hemmung von zirkuldren RNA-Spezies hédngt jedoch
unter anderem von der Positionierung der Gapmere ab, wobei sich eine moglichst mittige
Ausrichtung von asONs auf der BSJ als vorteilhaft erwies und lineare Transkripte nicht
adressierte.

Es existieren viele Studien zur Suppression von circRNAs durch small interfering RNAs
(siRNA), wihrend der experimentelle Ansatz {iber asONs bisher kaum Verwendung fand.
Zwar wurde lange Zeit der Zellkern als Ort der RNase H-abhidngigen Spaltung von Tran-
skripten vermutet, inzwischen konnte die Funktionalitit der asON-vermittelten enzymati-
schen Hydrolyse jedoch sowohl im Nukleus als auch im Cytoplasma nachgewiesen werden
(Liang et al., 2017). Obwohl exonische circRNAs mehrheitlich im Cytoplasma lokalisiert
sind (Chen, 2020), konnen asONs daher ebenfalls die Hemmung von zirkuléren Transkrip-
ten bewirken. So konnte in zwei weiteren Studien zur Funktion von circPCMTDI1 in Leu-

kdmien (Papaioannou et al., 2019) und zu circRNAs der survival motor neuron Gene
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(Ottesen et al., 2019) die Suppression der jeweiligen circRNA-Spezies mittels Gapmeren
bestitigt werden. Sowohl siRNAs als auch Gapmere miissen dabei so auf der BSJ positio-
niert werden, dass weder lineare Transkripte des Genlokus noch potentielle off-Targets
adressiert werden, was aufgrund der begrenzten Moglichkeiten zum Entwurf der hemmen-
den Sequenzen eine grole Herausforderung darstellt. Weiterhin sind beide Anwendungen
abhingig von der Transfektionseffizienz in Zellen und fiihren lediglich zu einer transienten
Suppression ihrer Zieltranskripte. Allgemein konnte sowohl fiir siRNAs als auch Gapmere
eine hohe Stabilitit in Zellen und extrazelluldren Fliissigkeiten festgestellt werden
(Hickerson et al., 2008; Yu et al., 2013), weshalb RNA-Interferenz (RNAi) und der RNase
H-Mechanismus fiir die Hemmung von zirkuldren Transkripten in Frage kommen.

Neben der Untersuchung der asON-vermittelten Suppression auf der Transkriptebene wur-
den auch die Signale des TRAMI1-Proteins analysiert, wobei ein sehr komplexes Banden-
muster im TRAM1-Nachweis die Interpretation der Versuchsergebnisse erschwerte. Eine
Zuordnung der drei vorhergesagten TRAMI1-Isoformen zu den detektierten Signalen im
Chemilumineszenz-Nachweis war zwar anhand des Grofenstandards moglich, dennoch
konnte bisher nur Isoform 1 durch weitere Studien bestitigt werden. Ein Einfluss der Supp-
ression von TRAMI1-Transkripten auf Isoform 1 konnte jedoch nicht festgestellt werden,
wohingegen eine Hemmung der potentiellen Isoform 2 insbesondere durch das Gapmer
gegen lineare und zirkuldre TRAMI1-RNA-Spezies vermutet werden konnte.

Dagegen konnte in einer Studie zur Substratspezifitit von TRAMI1 in HeLa-Zellen eine
Suppression auf 1 — 5% der TRAMI1-Proteinmenge im Vergleich zur Kontrolle 3-Aktin
durch das Einbringen von zwei verschiedenen siRNAs gegen TRAMI1-Transkripte erzielt
werden (Klein et al., 2020). Zwar fehlt eine Angabe zur Masse der detektierten Bande
durch den verwendeten TRAM1-Antikorper (AK), allerdings wird auf die Nutzung dieses
AKs in einer vorherigen Studie verwiesen, in dessen Chemilumineszenz-Nachweis ein
TRAMI1-Signal bei ca. 33 kDa als einzige Bande erkennbar ist (Pfeffer e al., 2012). Bei
diesem Signal konnte es sich daher um die in dieser Arbeit vermutete TRAM1-Isoform 2
handeln, auch wenn die genannten Studien keine weitere Charakterisierung der detektier-
ten Bande des genutzten TRAM1-AKs vornahmen. Die Reduktion der TRAMI1-Protein-
menge in Folge der siRNA-vermittelten Hemmung von TRAM1-Transkripten wire dem-
nach kompatibel mit der in dieser Arbeit beobachteten Abnahme der potentiellen Isoform 2
durch asONs gegen TRAM1-RNA-Spezies.

Dennoch war der in dieser Arbeit detektierte asON-vermittelte Riickgang der Quantitdten
des TRAMI1-Proteins wesentlich geringer und weniger eindeutig ausgepragt als in der Stu-

die unter Nutzung einer RNAi-gesteuerten Suppression von TRAM1-Transkripten (Klein
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et al., 2020), weshalb sich erneut die Frage nach der besseren Hemmstrategie stellt. Zwar
konnen viele Faktoren unterschiedliche Wirksamkeiten von siRNAs und Gapmeren beein-
flussen, jedoch konnten in einer Untersuchung zum Vergleich der Hemmstiarken beider
Wirkstoffe klare Vorteile fiir das RNAi-Konzept festgestellt werden: So erzielten Ago2-
gerichtete siRNAs eine Suppression der Ago2-mRNA und des Ago2-Proteins bis auf ca.
20 — 30% des Ausgangsniveaus liber ein Zeitintervall von 24 — 120 h nach der Transfekti-
on. Dagegen konnten Gapmere gegen Ago2-Transkripte lediglich iiber ein Zeitintervall
von 24 — 48 h eine Hemmung der Ago2-mRNA auf ca. 20 — 30% und auf 80% des Aus-
gangsniveaus auf der Proteinebene bewirken. Als eine Ursache fiir die schwache Inhibition
des Ago2-Proteins konnte die Phosphorothioat (PS)-Modifikation identifiziert werden, die
aufgrund von Interaktionen dieser asONs mit der Zelloberfliche oder Polyanionen-
bindenden Proteinen zahlreiche unspezifische Nebenwirkungen hervorrufen kann (Detzer,
2010). Eine Wiederholung der Suppressionsstudien mit siRNAs anstatt von Gapmeren
gegen TRAMI1-RNA-Spezies scheint daher sinnvoll, um eine mdglichst hohe Hemmung
des TRAMI1-Proteins zu erzielen. So konnte TRAMI1 auch 48 h nach der Transfektion
noch immer in ausreichend hohen Konzentrationen in der Zelle vorliegen und eine lange
Halbwertszeit aufweisen, weshalb ein ldngerer Beobachtungszeitraum nétig wére und nur
mit der RNAi-gesteuerten Suppression von TRAMI1-RNA-Spezies realisiert werden kdnn-
te. Zumindest das verwendete asON gegen lineare und zirkuldre TRAM1-Transkripte hat
laut den qPCR-Daten auch das Potential zu einer hohen Reduktion des TRAM1-Proteins.
Erst wenn dieser Zusammenhang eindeutig gezeigt werden konnte, konnen auch Riick-
schliisse tiber einen moglichen Einfluss der Suppression von zirkuliren TRAMI-
Transkripten auf das TRAM1-Protein gezogen werden.

Zuletzt wurden funktionelle Analysen zum Einfluss der Suppression von TRAMI-
Transkripten auf die Zellvitalitidt oder apoptotische Prozesse in Zellen durchgefiihrt, in
denen keine signifikanten Auswirkungen festgestellt werden konnten. Dagegen waren per
Quantifizierung von Markermolekiilen wie Bax, Ki-67 und p27%®! insbesondere in Proben
mit Hemmung von linearen TRAMI-RNA-Spezies deutliche Expressionsunterschiede er-
kennbar, die allerdings keine eindeutigen Schlussfolgerungen auf tumorsuppressive oder
onkogene Funktionen von TRAMI-RNAs zulieBen. Die Suppression der zirkuldren
TRAMI-Transkripte fiihrte zu einer Steigerung der Ki-67- und Hemmung der p27XiP!-
Expression, sodass tumorsuppressive Eigenschaften fiir circTRAM1-56 und circTRAM1-
57 vermutet werden konnten.

In der bereits genannten Studie zur Hemmung von TRAM1-Transkripten mittels zwei ver-

schiedenen siRNAs in HeLa-Zellen konnte nach 96 h ein Riickgang des Zellwachstums
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und der Zellvitalitét festgestellt werden (Klein et al., 2020), weshalb erneut der gewéihlte
Beobachtungszeitraum von 48 h in den durchgefiihrten Transfektionsstudien zu kurz fiir
eindeutige Aussagen zum Einfluss der TRAM1-Suppression auf die Zellphysiologie gewe-
sen sein konnte. Des Weiteren konnten keine Hinweise auf die Aktivierung der unfolded
protein response (UPR) nach 96 h TRAMI-Hemmung gefunden werden (Klein et al.,
2020), die aufgrund der Funktion von TRAMI in der Translokation naszierender Polypep-
tide denkbar gewesen wiére. Die vermuteten tumorsuppressiven FEigenschaften fiir
circTRAM1-56 und circTRAMI1-57 konnten bereits fiir die zirkuldren Transkripte BCRC-
3 (Xie et al., 2018) und circHIPK3 (Li et al., 2017) in Blasentumoren ermittelt werden.
Weitere Beispiele fiir zirkuldire RNA-Spezies mit einer nachgewiesenen Hemmung der
Zellproliferation und Induktion der zelluldren Apoptose sind circZKSCAN1 (Yao et al.,
2017) und circSMARCAS (Yu et al.,, 2018) im Hepatozellulirem Karzinom sowie
circFoxo3 in Tumor-Xenografts (Yang et al., 2016). Dennoch sind weitere Studien zu zir-
kuldren Transkripten des TRAM1-Genlokus nétig, um mehr iiber tumorbiologisch relevan-
te und funktionale Aspekte der RNA-Spezies in Zellen und Geweben zu erfahren.

Eine solche Untersuchung konnte die Uberexpression von circTRAMI-56 und
circTRAM1-57 durch Vektoren darstellen, die mittels intronischer invers komplementérer
Sequenzen und unter Nutzung des zelluldren SpleiBosoms die Herstellung von zirkuldren
Transkripten ermoglichen (Kramer ef al., 2015). Durch die Klonierung der zu untersu-
chenden circRNAs und deren endogenen flankierenden Sequenzen zwischen die komple-
mentdren Intronsequenzen des Vektors konnten bereits die zirkuliren RNA-Spezies
CDRlas und circSry in Zellen iiberexprimiert und deren Funktionen studiert werden
(Hansen et al., 2013). Auch die in vitro Synthese von circRNAs z.B. mithilfe der T4 RNA-
Ligase gefolgt von der Transfektion in Zellen wurde bereits erfolgreich angewendet (Pet-
kovic and Miiller, 2015; Wesselhoeft et al., 2018). Insbesondere weil die zirkuldren Tran-
skripte des TRAM1-Genlokus eine sehr niedrige Expression in Harnblasenkarzinomzellli-
nien aufwiesen, konnte deren Uberexpression stirkere biologische Effekte als deren Supp-
ression auslosen und weitere Erkenntnisse {iber mogliche Funktionen von circTRAM1-56

und circTRAM1-57 in Zellen liefern.



5 Diskussion 189

5.4 Zirkulare Transkripte als potentielle Tumormarker und
therapeutische Ziele und Vektoren fiir das Harnblasenkarzinom

Jahrlich erkranken in Deutschland etwa 30.000, in den USA ca. 74.000 und weltweit etwa
550.000 Menschen an Blasenkrebs, welcher international unter den zehn hiufigsten Krebs-
erkrankungen gelistet ist (Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland
e.V., 2016; Richters et al., 2020; Siegel et al., 2015). Die Mehrheit der auftretenden Félle
wird als non muscle invasive bladder cancer (NMIBC) diagnostiziert und durch die
transurethrale Resektion (TURB) entfernt (Babjuk et al., 2019). Mit einer Rezidivrate von
bis zu 70% innerhalb von 5 Jahren nach der Erstdiagnose bendtigen Patienten jedoch eine
lebenslange, enge cystoskopische und cytologische Uberwachung, sodass Harnblasentu-
more die hochsten Kosten von allen Krebserkrankungen zur Folge haben (Aldousari and
Kassouf, 2010; Leal et al., 2016). Die Intensitit und Invasivitit dieser Untersuchungen
konnen dariiber hinaus zu psychischen Beeintrichtigungen der Patienten, Ablehnung der
Diagnostik sowie Komplikationen wie der Entziindung der Harnblase fithren (Kamat et al.,
2013; Mitra and Cote, 2010). Daher besteht ein groBes Interesse an der Entwicklung von
nicht-invasiven Anwendungen zum Nachweis von Blasentumoren beispielsweise durch
Urin-basierte Tumormarkersysteme. Da Urin in direkten Kontakt mit den Organen des
Harnsystems kommt und eine hohe Wahrscheinlichkeit fiir spezifische Markerkandidaten
von Harnblasentumoren aufweist, ist dieser als Untersuchungsobjekt gegeniiber Blut zu
bevorzugen (Mitra and Cote, 2009).

Aktuelle Strategien zur Identifikation von Tumormarkern im Urin basieren auf dem Ver-
gleich von Gewebs- oder Urinproben von gesunden Probanden und Harnblasenkarzinom-
patienten, wobei mogliche Markerkandidaten per Transkriptom- oder Microarray-Analyse
ausgewdhlt werden. So beziehen neue molekulare Tests zwischen 2 und 18 Biomarker ein
(Mengual et al., 2014; Sin et al., 2017), um eine hohe Sensitivitdt und Spezifitit in der
Diagnostik von Harnblasenkarzinomen zu erzielen. Dabei ist neben dem Nachweis von
Blasentumoren auch das korrekte Staging und Grading ein Ziel der Entwicklung von Tu-
mormarkersystemen (Soria et al., 2019), weshalb auch eine Kombination von nicht-
invasiven Verfahren einen Ldsungsansatz bietet (Birkhahn ef al., 2007). Dennoch konnte
sich bisher kein Tumormarkersystem fiir den klinischen Einsatz in der Primérdiagnostik
empfehlen und international durchsetzen (Babjuk et al., 2017), sodass die invasive Zysto-
skopie noch immer der Goldstandard fiir die Diagnose und Nachsorge von Blasentumoren

1st.
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Bislang richtete sich der Fokus der Untersuchungen vor allem auf messenger RNAs
(mRNA) und miRNAs als potentielle Tumormarker, die den dynamischen Prozess einer
malignen Transformation im Gegensatz zur DNA {iber eine verdnderte Genexpression wi-
derspiegeln (Calin and Croce, 2006; Sandvik et al., 2006). Andererseits ist RNA anfillig
fiir Degradationsprozesse und gegeniiber zelluldren Nukleasen, sodass die Sensitivitit der
Detektion in Korperfliissigkeiten zu gering sein konnte und die standardisierte Quantifizie-
rung im klinischen Alltag erschwert wird (Miiller et al., 2003). Aufgrund der erhohten Sta-
bilitdt von zirkuldren Transkripten mit einer Halbwertszeit von ca. 48 h in Zellen (Jeck et
al., 2013) gegeniiber den nur 10 h fiir lineare mRNAs (Schwanhéusser et al., 2011) stellen
circRNAs daher neue hoffnungsvolle Markerkandidaten fiir die Diagnostik des Harnbla-
senkarzinoms dar. So sind zirkuldre RNA-Spezies durch das Fehlen von freien Enden re-
sistenter gegeniiber zelluldren Exonukleasen (Jeck et al, 2013) und konnen zu hohen
Abundanzen in Zellen akkumulieren (Zhang et al., 2016b). Dariiber hinaus wird die Halb-
wertszeit von circRNAs zusétzlich durch deren Verpackung in Exosomen als eine Nuklea-
se-geschiitzte Umgebung gesteigert, die zirkuldre Transkripte in Korperfliissigkeiten zu
entfernten Geweben und Organen transportieren konnen (Li et al., 2015a).

Dennoch konnten neuste Studien die Degradation von zirkuldren RNA-Spezies unter nor-
malen und Stressbedingungen zeigen, indem circRNAs nach der Bindung von miRNAs
abgebaut werden: So konnte fiir CDR1as die Ago2-abhéingige Spaltung durch Bindung von
miR-671 nachgewiesen werden (Kleaveland et al., 2018). Weiterhin konnen die cytoplas-
matische Endonuklease RNase L (Liu et al., 2019a) sowie der Ribonuklease Komplex
RNase P/MRP zusammen mit dem N6-Methyladenosin-Leseprotein YTHDF2 und
HRSP12 (Park et al., 2019) zirkuldre Transkripte degradieren. Stark strukturierte circ-
RNAs konnen durch die ATP-abhéngige Helikase UPF1 und dessen assoziierte Endonuk-
lease G3BP1 abgebaut werden (Fischer et al., 2020). Allerdings ist keiner der genannten
Mechanismen spezifisch fiir den Abbau von zirkuldren RNA-Spezies, sodass weitere regu-
latorische Stoffwechselwege fiir die Aufrechterhaltung von physiologischen steady-state
Leveln von circRNAs in Zellen vermutet werden (Chen, 2020).

Bereits in vielen Geweben und Korperfliissigkeiten konnten zirkuldre Transkripte identifi-
ziert werden (Memczak et al., 2013; Panda et al., 2017), wobei diese iiberwiegend niedri-
ger als kodierende Transkripte exprimiert werden (Abu and Jamal, 2016). In Tumoren
konnte ebenfalls mehrheitlich eine Herabsetzung der Expression von zirkuliren RNA-
Spezies beobachtet werden (Li et al., 2019), welche auch auf die hohen Proliferationsraten
und einen Verdiinnungseffekt in Krebszellen zuriickgefiihrt werden kann (Bachmayr-

Heyda et al., 2015). Zudem konnten circRNAs aufgrund ihrer erh6hten Stabilitdt im Blut-
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serum (Li et al., 2015a), im Speichel (Jh et al., 2015) sowie im Urin (Song et al., 2020)
detektiert werden und wurden daher als Markerkandidaten fiir eine nicht-invasive Tu-
mordiagnostik vorgeschlagen. So konnten zirkuldre Transkripte in einer Microarray-
Analyse von Urinproben von Harnblasenkarzinompatienten und gesunden Probanden als
eine neue Klasse von Biomarkern identifiziert werden (Song ef al., 2020). Infolge der Ge-
webs- und Entwicklungs-spezifischen Expression von circRNAs (Qu et al., 2018) konnte
ebenfalls eine Korrelation von zirkuldren Transkripten mit klinisch-pathologischen Eigen-
schaften wie der Tumorgrofe und dem TNM-Staging in Studien gezeigt werden (Huang et
al., 2017). Da insbesondere auch die Fritherkennung von NMIBC und low grade Blasen-
tumoren ein zentrales Ziel der Entwicklung von nicht-invasiven Tumormarkersystemen
darstellt, wurde erst kiirzlich eine Transkriptomanalyse von NMIBC-Patienten durchge-
fithrt und die zirkuldren Transkripte circHIPK3 und circCDYL als vielversprechende diag-
nostische Markermolekiile vorgeschlagen (Okholm et al., 2017).

In malignen Blasentumoren konnen zirkuldre RNA-Spezies vielfdltige Funktionen wie die
Proliferation, Invasion, Metastasierung, Apoptose oder den epithelial-mesenchymalen
Ubergang (EMT) von Zellen steuern (Liu et al., 2019b). Daher konnten circRNAs mit
Kontext zur Tumorentstehung nicht nur als diagnostisches, sondern auch als therapeuti-
sches Werkzeug eingesetzt werden. Aufgrund der hoheren Stabilitdt von zirkuldren Tran-
skripten und der Fahigkeit zur Bindung von onkogenen miRNAs und Proteinen bietet sich
eine Funktion als therapeutischer Vektor an, der in Tumorzellen eingebracht wird und die
Malignitét herabsetzen konnte (Zhao et al., 2019). Dariiber hinaus wére auch der Einsatz
als Vektor fiir die Herstellung von Tumorsuppressor-Proteinen denkbar (Geng et al.,
2018), da die Translation von circRNAs bereits gezeigt werden konnte. Die ldngere Halb-
wertszeit von zirkuldren Transkripten konnte zudem die Frequenz und Dosis der Applika-
tion des therapeutischen Wirkstoffes reduzieren, was sich auch positiv auf das Auftreten
von Nebenwirkungen auswirken konnte (Holdt et al., 2018). Des Weiteren wurden fiir mo-
difizierte asONs, siRNAs und Antagomirs eine therapeutische Wirkung in vivo von 10 bis
15 Tagen bis hin zu einigen Wochen nach einer einzigen Injektion in den Korper nachge-
wiesen (Bennett and Swayze, 2010; Crooke et al., 2018; Jost et al., 2018), weshalb auch
die Stabilitdt von circRNAs durch chemische Modifikationen weiter erhoht und pharmako-
kinetische Eigenschaften verbessert werden konnten (Holdt ez al., 2018). Allerdings bleibt
die Synthese von zirkuldren Transkripten eine groe Herausforderung und ist derzeit ein
kosten- und zeitintensiver Prozess (Holdt ef al., 2018). Neben dem Einbringen von exoge-
nen circRNA-Spezies konnten onkogene zirkuldre Transkripte daher auch durch zum

Backsplicing-Ubergang komplementire siRNAs oder asONs gezielt gehemmt werden,
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wobei diese Strategie die Reduktion von Nebenwirkungen und der Ausschluss von Off-
Target-Effekten sowie der linearen Transkripte des Genlokus voraussetzt (Frazier, 2014;
Wang et al., 2017; Zhang and Xin, 2018).

Zusammenfassend stellen zirkuldre Transkripte aufgrund der vermeintlich erhdhten Stabili-
tat in Korperfliissigkeiten und der Gewebs- und Entwicklungs-spezifischen Expression
vielversprechende Tumormarker fiir die nicht-invasive Diagnostik des Harnblasenkarzi-
noms dar. Fiir den Einsatz im klinischen Alltag miisste der Nachweis der circRNAs im
Patientenmaterial mit hoher Sensitivitdt und Spezifitit erfolgen sowie standardisiert in der
jeweiligen Korperfliissigkeit messbar sein, um Kosten und Aufwand gering zu halten und
reproduzierbare Ergebnisse zu liefern. Zwar scheint Urin durch die Ndhe zu den Organen
des Harnsystems das ideale Untersuchungsobjekt zu sein, dennoch bildet Gesamturin ein
iiberaus komplexes Probenmaterial aus verschiedenen Zelltypen, benignen und malignen
Zellen sowie unterschiedlichen Phanotypen von Tumorzellen. Die Detektion von zirkula-
ren Transkripten als spezifische Biomarker muss daher auch bei einem hohen Hintergrund
an unspezifischen RNA-Spezies klinisch valide Ergebnisse generieren, was durch die all-
gemein niedrigere Abundanz von circRNAs in Tumoren erschwert wird. Dennoch wére der
Nachweis durch sensitive und spezifische Verfahren wie der RT-qPCR mit einem hohen
Durchsatz an Proben moglich und konnte nach einem standardisierten Protokoll erfolgen.
Zudem konnte die Isolation von Exosomen aus dem Urin ein sinnvoller Schritt fiir eine
verbesserte Detektion von zirkuldiren RNA-Spezies darstellen, falls diese tatsdchlich
Schutz gegeniiber urinen RNasen bieten und circRNAs in den Vesikeln angereichert sind.
SchlieBlich wire ein besseres Verstidndnis der vielfdltigen Funktionen und Regulationsme-
chanismen von zirkuldren Transkripten hilfreich, um therapeutische Strategien zur Behand-

lung des Harnblasenkarzinoms zu entwickeln.
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7.1 AbKkiirzungsverzeichnis
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bp Basenpaare

BPB Bromphenolblau

BSJ backsplice junction

BWA Burrow-Wheeler-Algorithmus

bzw. beziehungsweise

c Konzentration

C Cytosin

C Kontrollgruppe / Probanden ohne Harnblasenkarzinom
°C Grad Celsius

ca. zirka

cDNA komplementére Desoxyribonukleinsdure
circRNA zirkuldre Ribonukleinsiure

cm Zentimeter

CO; Kohlenstoffdioxid

Cr Cycle Threshold

d Schichtdicke

Da Dalton

dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate
ddNTPs Didesoxyribonukleosidtriphosphate
DEPC Diethylpyrocarbonat

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

DNase Desoxyribonuklease

dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate
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WHO World Health Organisation
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7.2 Zusitzliche experimentelle Daten
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Abbildung 7.1: PCR-basierter Nachweis von TRAMI1-Transkripten. Nachweis von PCR-
Produkten nach Amplifikation von 250 ng ECV-304 cDNA mittels konvergenten Primerpaaren.
Fiir alle PCR-Ansdtze wurden Negativkontrollen mitgefiihrt. Der Probenauftrag nach 40 PCR-
Zyklen erfolgte in 5% Agarosegelen.

Die entworfenen konvergenten Primerpaare zum Nachweis von linearen und zirkuldren
Transkripten des TRAMI1-Genlokus wurden per konventioneller PCR nach Abschnitt
3.3.7.1 getestet und 250 ng cDNA aus ECV-304-Zellen in 40 PCR-Zyklen amplifiziert.
Alle PCR-Amplikons waren mit der erwarteten GroBe im 5%-Agarosegel nachweisbar. Fiir
die nachfolgenden Versuche wurde das Primerpaar mit der stirksten Intensitit des RT-
Ansatzes gewdhlt, welches dariiber hinaus nur schwache Signale in der NoRT- und NTC-
Probe erkennen lie. Daher fiel die Wahl fiir die konvergenten Primerpaare auf ,lin-
TRAMI1 fwd & rev Primer 8 mit einer Amplikonlédnge von 111 bp. In weiteren Versu-
chen konnten Signale der Negativkontrollen dieses Primerpaares durch Optimierung der

PCR-Bedingungen vermieden werden.
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circTRAM1 fwd & rev Primer 6 Marker GeneRuler
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Abbildung 7.2: PCR-basierter Nachweis zirkulirer TRAM1-Transkripte nach verschiedenen
Anzahlen von PCR-Zyklen. Nachweis von PCR-Produkten nach Amplifikation von 250 ng ECV-
304 cDNA mittels divergenten Primerpaaren. Der Probenauftrag nach 30, 33, 36, 39 und 42 PCR-
Zyklen erfolgte in 5% Agarosegelen.

Die Amplifikationsprodukte der divergenten Primer wurden nach verschiedenen Anzahlen
von PCR-Zyklen analysiert. Nach 30 Zyklen waren erstmalig zwei distinkte Banden er-
kennbar, die iiber 33 und 36 Zyklen an Signalintensitit zunahmen. Nach 39 und 42 Zyklen
zeigte sich ein drittes PCR-Produkt, wohingegen die zwei zuerst detektierten Banden nach
42 Zyklen an Intensitdt verloren. Dariiber hinaus bildeten sich vermehrt langere Amplifika-
te, die in einem Schmier oberhalb der distinkten Banden resultierten. Mehr PCR-Zyklen
fithrten somit zu hoheren Amplifikationsprodukten und zum Signalverlust kiirzerer PCR-
Produkte. Dieses Ergebnis war stimmig mit den bisherigen Beobachtungen zu den Ampli-
fikationsprodukten des divergenten Primerpaares, insbesondere mit dem Verlust der typi-
schen PCR-Produkte im Reamplifikationsexperiment und der Ausbildung eines Schmiers
mit Amplifikaten bis in den hohen kbp-Bereich (Abbildung 4.3 B).

Dennoch blieb zunichst unklar, ob die drei beobachteten PCR-Banden den circRNA-
Kandidaten circTRAM1-56 (320 bp), circTRAMI1-59 (363 bp) und circTRAMI1-57 (384
bp) zuzuordnen sind, oder ob das beobachtete Bandenmuster auf dem Nachweis von anei-

nander gereihten Sequenzabschnitten eines Concatemers beruhte.
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ATCTGGTCAGCTTAGTGCGTTCTACCTTTTTGCCTGTGTTTGGGGCACATTCATTCTCATCTCTGAAAACTACATCTCAGACCCAACTATCTTATGGAGGGCTTATCCCCA
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TAGACCAGTCGAATCACGCAAGATGGAAAAACGGACACAAACCCCGTGTAAGTAAGAGTAGAGACTTTTGATGTAGAGTCTGGGTTGATAGAATACCTCCCGAATAGGGGT
111 bp PCR-Amplikon TRAM1 konvergente Primer
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Abbildung 7.3: PCR-Amplikon des konvergenten Primerpaares gegen TRAM1-Transkripte.
Analyse von Bakterienklonen per Sequenzierung nach Einbringen des PCR-Amplifikats der kon-
vergenten Primerpaare. Der forward und der reverse Primer wird jeweils durch violette Pfeile sym-
bolisiert, die Exons 4 und 5 sind in grauen Késtchen dargestellt und das 111 bp-lange PCR-
Amplikon von TRAMI1-Transkripten ist in blau markiert. Die obere Sequenz in 5°-3’-Richtung
entstammt den Sequenzierungsdaten, wéihrend der untere Strang in komplementirer Orientierung
automatisch durch das Programm ,,Snapgene* ergénzt wird.

Die per konventioneller PCR hergestellten Amplifikate der konvergenten Primerpaare
wurden in bakterielle Vektorsysteme ligiert (Abschnitt 3.3.11.1) und in E. coli DH5a Zel-
len transformiert (Abschnitt 3.3.11.2). Diese wurden in Ubernachtkulturen vermehrt, die
Plasmidpréparation nach Abschnitt 3.3.12 durchgefiihrt und die Sequenzierreaktion nach
Abschnitt 3.3.13 vollzogen. Die Analyse des PCR-Produktes konnte den korrekten Ab-
schnitt der durch die konvergenten Primer eingegrenzten linearen TRAM1-Sequenz besti-

tigen.
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Abbildung 7.4: Sequenzbeispiele fiir (A) ein seltenes PCR-Amplifikat und (B) ein héufiges
PCR-Amplifikat der divergenten Primer gegen zirkulire TRAMI1-Transkripte. Analyse von
Bakterienklonen per Sequenzierung nach Einbringen des PCR-Amplikons der divergenten Primer-
paare. Der forward und der reverse Primer wird jeweils durch griine Pfeile symbolisiert, die Exons
sind in grauen Késtchen dargestellt und die BSJs wurden orange markiert.

Die per konventioneller PCR hergestellten Amplifikate der divergenten Primerpaare wur-
den in bakterielle Vektorsysteme ligiert (Abschnitt 3.3.11.1) und in E. coli DH5a Zellen
transformiert (Abschnitt 3.3.11.2). Diese wurden in Ubernachtkulturen vermehrt, die Plas-
midpraparation nach Abschnitt 3.3.12 durchgefiihrt und die Sequenzierreaktion nach Ab-
schnitt 3.3.13 vollzogen. Der in Abbildung 7.4 A dargestellte Bakterienklon 73 wies mit
801 bp die langste eingebrachte Sequenz auf und konnte nur einmal detektiert werden. Die
Analyse des PCR-Amplifikats divergenter Primer konnte eine potentiell zirkulire TRAM1-
Sequenz bestétigen, die nicht bekannt war oder bioinformatisch vorhergesagt wurde. Bak-
terienklon 9 dagegen (Abbildung 7.4 B) konnte mit einer Lange von 384 bp, der richtigen
Anordnung der Exons sowie dem korrekten Backsplicing-Ubergang dem vorhergesagten

zirkuldren TRAM1-Transkript circTRAM1-57 zugeordnet werden.
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Abbildung 7.5: Sequenzbeispiele fiir (A) ein PCR- bzw. Klonierungsartefakt, (B) ein Exon 4-
Amplikon, (C) mehrere Exon 4-Insertionen hintereinander und (D) das PCR-Amplifikat des
zirkuliren Transkriptes circTRAM1-56. Analyse von Bakterienklonen per Sequenzierung nach
Einbringen des PCR-Amplikons der divergenten Primerpaare gegen zirkulire TRAMI-Tran-
skripte. Der forward und der reverse Primer wird jeweils durch griine Pfeile symbolisiert, die
Exons sind in grauen Késtchen dargestellt und die BSJ wurde orange markiert.

Die per konventioneller PCR hergestellten Amplifikate der divergenten Primerpaare wur-
den in bakterielle Vektorsysteme ligiert (Abschnitt 3.3.11.1) und in E. coli DH5a Zellen
transformiert (Abschnitt 3.3.11.2). Diese wurden in Ubernachtkulturen vermehrt, die Plas-
midpraparation nach Abschnitt 3.3.12 durchgefiihrt und die Sequenzierreaktion nach Ab-
schnitt 3.3.13 vollzogen. Der in Abbildung 7.5 A dargestellte Bakterienklon 67 wies eine

eingebrachte Sequenz aus Exon 4 mit Primer-Duplikationen auf und lie3 sich somit insge-
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samt als PCR- bzw. Klonierungsartefakt einordnen. Der in Abbildung 7.5 B gezeigte Bak-
terienklon enthielt wie viele weitere analysierte Sequenzen ausschlieBlich Exon 4, aller-
dings nicht mit der erwarteten Basenabfolge unter Annahme eines zirkuldren Exons, son-
dern mit der erzeugten Sequenz eines konvergenten Primerpaares (vgl. auch Abbildung
7.6). Die in Abbildung 7.5 C dargestellte Insertion mehrerer Exon 4-Amplikons hinterei-
nander wies jeweils die gleiche Sequenz auf wie der Bakterienklon aus Abbildung 7.5 B.
Eine zunichst vermutete Concatemer-Struktur, die bei der reversen Transkription einer
zirkuldren RNA entstehen konnte, konnte jedoch nicht bestitigt werden. Die einzelnen
Exon 4-Amplifikate liefen nicht bis zu den Enden des Exons und zeigten nicht die theoreti-
sche Sequenz eines Backsplicing-Uberganges. Daher war auch in diesem Fall eher von
einem Artefakt auszugehen, welches wihrend des 7A4-Clonings durch Aneinanderreihung
von PCR-Amplifikaten erzeugt wurde. Zuletzt konnte der Bakterienklon in Abbildung 7.5
D mit einer Lénge von 320 bp der eingebrachten Sequenz, der richtigen Anordnung der
Exons sowie der korrekten BSJ dem vorhergesagten zirkuliren TRAMI-Transkript
circTRAM1-56 zugeordnet werden.
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Abbildung 7.6: Sequenz des Exon 4-PCR-Amplikons der divergenten Primer. Analyse von
Bakterienklonen per Sequenzierung nach Einbringen des PCR-Amplikons der divergenten Primer-

paare gegen zirkuldire TRAM1-Transkripte. Der forward und der reverse Primer wird jeweils durch
griine Pfeile symbolisiert, die Exons sind in grauen Pfeilen dargestellt und die Sequenz in 5°-3"-
Richtung angegeben. In gelb markiert ist die Sequenz, die bei Vorliegen eines zirkuldren Tran-
skriptes aus Exon 4 nachweisbar sein miisste. In rot unterstrichen ist die Sequenz, die tatsdchlich in
vielen Bakterienklonen detektiert werden konnte.

Die per konventioneller PCR hergestellten Amplifikate der divergenten Primerpaare wur-
den in bakterielle Vektorsysteme ligiert (Abschnitt 3.3.11.1) und in E. coli DH5a Zellen
transformiert (Abschnitt 3.3.11.2). Diese wurden in Ubernachtkulturen vermehrt, die Plas-
midpraparation nach Abschnitt 3.3.12 durchgefiihrt und die Sequenzierreaktion nach Ab-
schnitt 3.3.13 vollzogen. Fiir 51% der Bakterienklone konnten eingebrachte PCR-Amplifi-
kate detektiert werden, die ausschlieBlich Exon 4-Sequenzen enthielten (Abbildung 4.6).
Allerdings konnte unter der Annahme eines zirkuldren Exons 4 nicht die in Abbildung 7.6
gelb markierte Basenabfolge und die BSJ-Sequenz ,,5 -ucuaaaauua-3"* nachgewiesen wer-
den. Stattdessen wurde die rot unterstrichene Sequenz detektiert, die der eines Amplifika-
tionsproduktes konvergenter Primerpaare entsprechen wiirde. Auch die in Abbildung 7.5 C
dargestellte eingebrachte Sequenz mehrerer Exon 4-Amplikons hintereinander konnte die

Vermutung einer zirkuldren Struktur fiir Exon 4 nicht bestétigen.
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Tabelle 7.1: Ubersicht der Bakterienklone mit eingebrachter circ TRAM1-57-Sequenz. Ange-
geben sind die Klonbezeichnungen, die Lingen der eingebrachten Sequenzen, die Uberpriifung der
korrekten BSJ-Sequenz sowie Anmerkungen zu Sequenzabweichungen.

Linge der eingebrachten  korrekte BSJ-

Klonbezeichnung TRAMI-Sequenz Sequenz? Anmerkung
Klon 9 384 bp ja -
Klon 19 374 bp ja fwd Primer unvollstindig
Klon 95 (JD Lig) 384 bp ja -
Klon 106 (JD Lig) 384 bp ja -
Klon 136 (JD Lig) 384 bp ja -
Exon 3 und Exon 2 mit
Klon 143 (JD Lig) 520 bp nein Sequenzabweichungen,

Exon 4 mit Sequenz-
Duplikationen

Neben der richtigen Anordnung von Exons wurde auch eine liberzeugende Gesamtstruktur
sowie die korrekte BSJ-Sequenz als Kriterien fiir authentische zirkuldre Transkripte defi-
niert. Diese drei Merkmale trafen auf die Bakterienklone 9, 95 (JD Lig), 106 (JD Lig) und
136 (JD Lig) mit eingebrachter Sequenz des zirkuldren Transkriptes circTRAMI1-57 zu.
Klon 19 wies eine unvollstindige Sequenz des forward Primers auf, konnte aber dennoch
eindeutig auf das Transkript circTRAMI1-57 zuriickgefiihrt werden. Dagegen zeigte das
eingebrachte Amplifikat des divergenten Primerpaares von Bakterienklon 143 (JD Lig)
keine iiberzeugende Gesamtstruktur und lie§ auf ein PCR- bzw. Klonierungsartefakt riick-

schlieB3en.
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circTRAM1 fwd &
revPrimer 6  Marker GeneRuler
Ultra Low Range
cDNA NoRT NTC DNA Ladder (bp)

Abbildung 7.7: Nachweis der drei typischen PCR-Banden des divergenten Primerpaares.
Nachweis von PCR-Produkten nach Amplifikation von 250 ng ECV-304 cDNA in 40 PCR-Zyklen.
Die drei typischen PCR-Banden der divergenten Primer sind mit roten Zahlen markiert und in 5%
Agarosegelen aufgetrennt worden.

Die drei nachweisbaren distinkten PCR-Banden der divergenten Primer wurden ausge-
schnitten (Abschnitt 3.3.10), in bakterielle Vektorsysteme ligiert (Abschnitt 3.3.11.1) und
in E. coli DH5a Zellen transformiert (Abschnitt 3.3.11.2). Diese wurden in Ubernachtkul-
turen vermehrt, die Plasmidpridparation nach Abschnitt 3.3.12 durchgefiihrt und die Se-
quenzierreaktion nach Abschnitt 3.3.13 vollzogen.

Die untere PCR-Bande ,,3“ konnte dem Transkript circTRAM1-56 mit dessen korrekter
Sequenz zugeordnet werden (Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.5 D). Die mittlere Bande
2" lieB ebenfalls das Transkript circTRAM1-56 sowie dessen intakte BSJ erkennen, wies
aber eine artifizielle ldngere Version von Exon 4 mit Sequenz-Duplikationen auf. Die obe-
re Bande ,,1* zeigte dreimal hintereinander die gleiche Exon 4-Sequenz (Anhang, Ab-
schnitt 7.2, Abbildung 7.5 C) und wurde wie bereits beschrieben als ein PCR- bzw. Klonie-
rungs-Artefakt eingeordnet.
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as0ligo59-2, asOligo58-1, asOligo57-1, asOligo56-1, + - Hybridisierungspuffer
12 ng 12 ng 12 ng 12ng + - Inkubation

Marker GeneRuler
Ultra Low Range
DNA Ladder (bp)

750 ng ECV-304 RNA

Gesamtzell-RNA
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Abbildung 7.8: Auftrag von Gesamtzell-RNA nach Inkubation mit spezifischen asONs gegen
circRNA-Kandidaten des TRAM1-Genlokus. 12 ng spezifische asONs wurden mit 750 ng ECV-
304 RNA sowie 5x Hybridisierungspuffer inkubiert und die Proben in 15% semidenaturierenden
PAA-Gelen aufgetrennt. Weiterhin wurden auch 12 ng der asONs ohne zelluldire RNA aufgetragen.
Als weitere Kontrollen wurde die Gesamtzell-RNA mit und ohne Hybridisierungspuffer sowie den
Inkubationsschritt ergénzt.

750 ng zelluldre Gesamt-RNA aus ECV-304 wurden mit 12 ng des jeweiligen asON sowie
5x Hybridisierungspuffer versetzt und fiir 3 min bei 95°C denaturiert (Abschnitt 3.3.4).
Nach der Hybridisierung fiir 1 h bei 37°C wurden die Ansétze einmalig im 15% semidena-
turierenden PAA-Gel (Abschnitt 3.3.8.2) aufgetragen. Darin erkennbar zeigte die ECV-304
RNA nach dem Inkubationsschritt und dem Zusatz des Hybridisierungspuffers keine An-
zeichen auf eine Degradation. Diese Beobachtung galt auch nach Hinzufiigen der asONs
zur Gesamtzell-RNA, sodass alle verwendeten Reagenzien frei von Nukleasen waren. Im
direkten Vergleich der Banden der asONs mit denen der asONs nach Inkubation mit ECV-
304 RNA war eine leichte Abnahme der Bandenintensitét feststellbar. Dieses Resultat
konnte einen Hinweis auf die erfolgte Hybridisierung von asON und zelluldrer Gesamt-

RNA darstellen.
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random Primer
+RNA ECV-304 RNA

Marker GeneRuler

Ultra Low Range

DNA Ladder (bp)
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Abbildung 7.9: Kontrolle der RNase H-Hydrolyse anhand von Gesamtzell-RNA sowie einer
synthetischen RNA nach Hybridisierung mit random Primern. 750 ng ECV-304 RNA versetzt
mit 5x Hybridisierungspuffer wurden mit und ohne RNase H inkubiert und beide Ansétze aufgetra-
gen. Ebenso wurden 49 ng einer T7-transkribierten linearen RNA mit Hybridisierungspuffer und
200 ng random Primern versetzt und mit und ohne RNase H inkubiert. Die Proben wurden in 15%
denaturierenden PAA-Gelen aufgetrennt.

Die Bedingungen der RNase H-Hydrolyse (Abschnitt 3.3.4) wurden ebenfalls einmal an-
hand von Positiv- und Negativkontrollen im denaturierenden PAA-Gel iiberpriift. Dafiir
wurden 750 ng zellulire Gesamt-RNA aus ECV-304 mit 5x Hybridisierungspuffer und 49
ng einer synthetischen RNA mit 200 ng random Primern sowie dem Hybridisierungspuffer
versetzt. Nach dem Denaturierungs- und Hybridisierungsschritt wurden zu den Ansétzen 2
U RNase H hinzugefiigt und diese fiir 20 min bei 37°C inkubiert. Nach Ablauf der Zeit
wurde erneut die gleiche Menge Enzym zugesetzt und der Inkubationsschritt wiederholt.
Die Negativkontrolle ECV-304 RNA ohne Zusatz von DNA-Oligonukleotiden zeigte keine
Anzeichen auf Degradation, sodass weder von Kontaminationen der verwendeten Reagen-
zien noch von einer unspezifischen Aktivitdt der RNase H auszugehen war. Dagegen war
beim T7-Transkript nach Hybridisierung mit random Primern und Inkubation mit RNase H
die Hydrolyse der Hauptprodukte im Bereich von 70 bp — 100 bp eindeutig erkennbar. Die
entstandenen Spaltprodukte in der Positivkontrolle befanden sich im Bereich von 40 bp —
60 bp der Markerbanden. Da das Enzym RNase H fiir die Hydrolyse einen minimalen
RNA-DNA-Duplex iiber sechs Basenpaarungen benoétigt (Giles and Tidd, 1992) und die
verwendeten random Primer genau sechs Nukleotide lang sind sowie an beliebigen Stellen
der synthetischen RNA binden konnen, lieB sich die beobachtete RNA-Degradation des
T7-Transkriptes auf die Aktivitidt der RNase H zuriickfiihren.
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Abbildung 7.10: Darstellung der entworfenen asONs gegen Exon 4 des linearen TRAMI1-
Referenztranskriptes TRAM1-201. Gezeigt sind drei Strukturvorschlige des Programmes mfold
zur Faltung von Exon 4. In eine dieser moglichen Sekundérstrukturen wurden die entwickelten
asONs ,,linE4-1* in blau und ,,linE4-2* in rot eingetragen.

Fiir das lineare Referenztranskript TRAM1-201 wurden zwei asONs gegen Exon 4 nach
Abschnitt 3.1.4 entwickelt, die sich aufgrund der Beteiligung dieses Exons an allen Tran-
skripten des TRAM1-Genlokus auch gegen die circRNA-Kandidaten richteten. Unter Nut-
zung des Programmes mfold wurde Exon 4 mit den voreingestellten Bedingungen gefaltet
und verschiedene vorgeschlagene Sekundidrstrukturen betrachtet. Ungepaarte Sequenzbe-
reiche wurden verglichen und nur dann als fiir die Suppression zugénglich eingestuft, wenn
diese in allen Strukturvorschldgen konserviert waren. SchlieSlich wurden zwei asONs an-
hand der ungepaarten Sequenzbereiche positioniert und beispielhaft in einer Sekun-

dérstruktur eingetragen.
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circTRAM1-56 circTRAM1-57

Exon 6 W Exon 6
Exon 4 Primerpaar circTRAM1 fwd- und revPrimer 6
Primerpaare circTRAM1-56 PP1 - PP5
Exon 4 Primerpaare circTRAM1-57 PP1 - PP5

Abbildung 7.11: Darstellung der experimentell nachgewiesenen zirkuliren Transkripte
circTRAM1-56 und circTRAM1-57 mit den entwickelten divergenten Primerpaaren. Die
Exons der zirkuldren RNAs sind farblich verschieden gekennzeichnet. Mit roten Pfeilen dargestellt
ist das divergente Primerpaar, welches gegen alle vorhergesagten zirkuldren RNAs des TRAMI1-
Genlokus gerichtet ist. Die griinen Pfeile repridsentieren die entworfenen Primerpaare gegen
circTRAMI1-57, wihrend die in blau gekennzeichneten Primer, entwickelt gegen circTRAM1-56,
beide zirkuldren TRAMI1-Transkripte adressieren.

Fiir den spezifischen Nachweis von circTRAMI1-56 und circTRAM1-57 wurden divergen-
te Primer jeweils gegen beide zirkuldren Transkripte nach Abschnitt 3.1.3 entworfen. Al-
lerdings fiihrte die Entwicklung von Primerpaaren gegen circTRAMI1-56 nach dem bishe-
rigen Vorgehen theoretisch auch zur Detektion von circTRAMI1-57. Wihrend die zirkulére
RNA circTRAMI1-56 den Backsplicing-Ubergang zwischen Exon 6 und Exon 3 aufweist
und die divergenten Primer daher in diesen Exons positioniert wurden, befindet sich die
BSJ fiir circTRAM1-57 am Ubergang von Exon 6 nach Exon 2. In der Folge detektierte
das in den letztgenannten Exons lokalisierte Primerpaar gegen circTRAMI1-57 auch nur
dieses Transkript. Dagegen miissten die divergenten Primer gegen circTRAMI-56 nach
den theoretischen Uberlegungen beide TRAM1-circRNAs nachweisen konnen, was expe-
rimentell unter den Bedingungen der konventionellen PCR und quantitativen PCR iiber-

priift wurde (Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.12).
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Marker
GeneRuler
Ultra Low PP1 PP2 PP3 PP4 PP5 Marker

Range DNA GeneRuler
Ladder (bp) © No NTC ¢ No NTC ¢ No NTC ¢ No NTC c No NTC Ladder Mix (bp)

Abbildung 7.12: PCR-basierter Nachweis von circTRAM1-56. Nachweis von PCR-Produkten
nach Amplifikation von 250 ng ECV-304 cDNA mittels divergenten Primerpaaren gegen
circTRAM1-56 (Primerpaare PP1-PP5, ¢ = cDNA, No = NoRT). Fiir alle Ansétze wurden Nega-
tivkontrollen mitgefiihrt. Der Probenauftrag nach 40 PCR-Zyklen erfolgte in 5% Agarosegelen. Die
Amplikonléngen fiir die Detektion von circTRAM1-56 sind in blau angegeben, wéhrend die PCR-
Produkte fiir circTRAM-57 in griin gekennzeichnet sind.

Fiir den spezifischen Nachweis von circTRAMI1-56 wurden divergente Primer nach Ab-
schnitt 3.1.3 entworfen und in der konventionellen PCR getestet. Wie bereits durch theore-
tische Uberlegungen vermutet werden konnte (Anhang, Abschnitt 7.2, Abbildung 7.11),
detektierten alle fiinf entwickelten Primerpaare beide bestitigten zirkulidren Transkripte des
TRAMI1-Genlokus. Tatsdchlich zeigten die circTRAMI1-57 zugeordneten PCR-Banden
sogar hohere Signalintensititen als die PCR-Produkte von circTRAMI1-56, dafiir aber nicht
erkldrbare Doppelbanden. Weiterhin wiesen auch die Negativkontrollen PCR-Signale auf,
sodass zunichst weitere Versuche fiir eine spezifische Detektion von circTRAM1-56 mit
gednderten PCR-Parametern unternommen wurden. Dazu zéhlte der Einsatz von geringe-
ren cDNA-Mengen, Variationen der Temperatur des Hybridisierungsschrittes sowie die
Austestung der Primerpaare unter den Bedingungen der quantitativen PCR. Dennoch ge-
lang der spezifische Nachweis von circTRAM1-56 ohne zusitzliche Nebenprodukte nicht,
weshalb eine neue Strategie fiir den Entwurf von divergenten Primerpaaren erarbeitet wer-

den musste.
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Marker
GeneRuler
Ultra Low Marker
1
Range DNA @ @ B @ GeneRuler
Ladder (bp) ¢ 56 57 No NTC ¢ 56 57 No NTC ¢ 56 57 No NTC No NTC Ladder Mix (bp)
- R See S e mer e SR s o

Legende:
c =cDNA, No = NoRT

(4) A (5) ‘ (6) 7 - 56 = Plasmid mit insertierter

Sequenz von circTRAM1-56
57 = Plasmid mit insertierter

Sequenz von circTRAM1-57

e circjunction-56 fwd 2 (1 - 5)

e circjunction-56 fwd 1 (6 - 10)
e circTRAM1-56 revPP1: (1), (6)

(8) (9) (10)

¢ 56 57 NoNTC ¢ 56 57 NoNTC ¢ 56 57 NoNTC
: s e *  circTRAM1-56 revPP2: (2), (7)

e CircTRAM1-56 revPP3: (3), (8)

e CircTRAM1-56 revPP4: (4), (9)

e  CircTRAM1-56 revPP5: (5), (10)

Abbildung 7.13: PCR-basierter Nachweis von circTRAM1-56 mittels forward Primern ge-
richtet gegen die BSJ-Sequenz. Nachweis von PCR-Produkten nach Amplifikation von 10 ng
ECV-304 cDNA oder 800 pg Plasmid mittels divergenten Primern gegen circTRAM1-56 und dem
2x SYBR Select Master Mix. Die Primerpaare wurden kombiniert aus den violett markierten for-
ward Primern gegen die BSJ-Sequenz und den reverse Primern der bereits entwickelten Primerpaa-
re PP1-PP5. Fiir alle Ansitze wurden Negativkontrollen mitgefiihrt. Der Probenauftrag nach 40
PCR-Zyklen erfolgte in 5% Agarosegelen. Die Amplikonldngen fiir die Detektion von circ-
TRAMI1-56 sind in blau angegeben, wéihrend die PCR-Produkte fiir circTRAM-57 in griin gekenn-
zeichnet sind.

Fiir den spezifischen Nachweis von circTRAMI1-56 wurden divergente forward Primer
gegen die BSJ-Sequenz des Transkriptes entworfen und mit den bereits entwickelten re-
verse Primern kombiniert. Der erste Primer ,,circjunction-56 fwd 1 mit 7 Nukleotiden in
Exon 3 wurde in den PCR-Ansédtzen 6 bis 10 verwendet und zeigte zwar fiir alle Primer-
Kombinationen in den cDNA-Proben eine sehr schwache Bande auf Hohe des
circTRAM1-56-Amplikons, allerdings wiesen beide eingesetzten Plasmide Banden fiir ihr
jeweiliges circRNA-Amplifikat auf. Fiir das zirkuldre Transkript circTRAM1-57, représen-
tiert durch das Plasmid ,,57, war eine Amplifikation aber nicht erwiinscht, weshalb mit
diesem forward Primer nicht weiter gearbeitet wurde.

Der zweite Primer ,,circjunction-56 fwd 2 mit 4 Nukleotiden in Exon 3 wurde in den

PCR-Ansitzen 1 bis 5 verwendet und zeigte fiir alle Primer-Kombinationen in den cDNA-
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Proben eine stirkere Bande auf Hohe des circTRAM1-56-Amplikons, die durch das PCR-
Signal im Plasmid ,,56% bestétigt wurde. In den PCR-Ansétzen 4 und 5 war fiir das Plasmid
57 auch das Amplikon von circTRAM]1-57 bei ca. 150 bp schwach erkennbar, weshalb
diese Primer-Kombinationen ausschieden. In den PCR-Ansitzen 1 bis 3 war dagegen kein
Hinweis auf die Amplifikation von circTRAMI1-57 detektierbar, allerdings lieB sich in den
Ansétzen 2 und 3 auch fir das Plasmid ,,57“ eine sehr schwache Bande auf Hohe des
circTRAM1-56-Amplikons erkennen. Hierbei kdnnte es sich entweder um eine geringfiigi-
ge Kontamination der Proben mit circTRAM1-56-Sequenzen handeln oder eine Amplifika-
tion ohne Beteiligung der gesamten BSJ-Sequenz, die nur auf der Bindung der 4 Nukleoti-
de in Exon 3 beruht und somit auch fiir lineare Sequenzbereiche PCR-Produkte generiert.
Zunichst wurden jedoch die Primer-Kombinationen der Ansitze 1 bis 3 fiir weitere Versu-

che ausgewdhlt, um die aufgeworfenen Fragestellungen zu beantworten.
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Marker
GeneRuler

Ultra Low PP1 PP2 PP3 PP4 PP5 Marker
Range DNA GeneRuler

Ladder (bp) ¢ No NTC ¢ No NTC ¢ No NTC ¢ No NTC ¢ No NTC Ladder Mix (bp)

Abbildung 7.14: PCR-basierter Nachweis von circTRAM1-57. Nachweis von PCR-Produkten
nach Amplifikation von 250 ng ECV-304 cDNA mittels divergenten Primerpaaren gegen
circTRAM1-57 (Primerpaare PP1-PP5, ¢ = cDNA, No = NoRT). Fiir alle Ansédtze wurden Nega-
tivkontrollen mitgefiihrt. Der Probenauftrag nach 40 PCR-Zyklen erfolgte in 5% Agarosegelen. Die
Amplikonldngen fiir die Detektion von circTRAM1-57 sind in griin angegeben.

Fiir den spezifischen Nachweis von circTRAMI1-57 wurden divergente Primer nach Ab-
schnitt 3.1.3 entworfen und in der konventionellen PCR getestet. Dabei zeigten alle Pri-
merpaare in den cDNA-Proben Banden auf der erwarteten Hohe fiir die circTRAM1-57-
Amplifikation und weitere sehr schwache PCR-Produkte einer Lange von ca. 800 bp. Dar-
iiber hinaus wiesen auch die Kontrollen unspezifische Amplifikationsprodukte auf. In wei-
teren Versuchen mit gednderten PCR-Parametern sowie der Austestung der Primerpaare
unter den Bedingungen der quantitativen PCR konnten die unspezifischen Signale in den
RT-Proben sowie den Negativkontrollen jedoch nicht beobachtet werden. Die Wahl fiir die
Austestung in der qPCR fiel auf die Primerpaare ,,PP3* und ,,PP4%, die in allen durchge-
filhrten Experimenten mit der stirksten Signalintensitit bzw. der hochsten Spezifitit iiber-

zeugen konnten.
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circTRAM1-58 circTRAM1-56 circTRAM1-59 circTRAM1-57
= R 7 =
Exon 6 Exon 6
ﬂ: ::g 383 bp 7 ,
Exon 4 T 320bp 422 bp 7\ 447 bp
Exon\5 Exon 4 363 bp EXBH 5 384 bp Exon 3
Exon 4 /’
Exon 4
Primerpaar circTRAM1 fwd- und revPrimer 6 >

Primer circTRAM1-58/59 fwd 1-2
Primer circTRAM1-59rev1-3

Abbildung 7.15: Darstellung der vorhergesagten zirkuliren Transkripte des TRAM1-Gen-
lokus mit den entwickelten divergenten Primern. Die Exons der zirkulédren RNAs sind farblich
verschieden gekennzeichnet. Mit roten Pfeilen dargestellt ist das divergente Primerpaar, welches
gegen alle vorhergesagten zirkuliren RNAs des TRAMI1-Genlokus gerichtet ist. Die hellblauen
Pfeile représentieren die entworfenen forward Primer gegen circTRAM1-58 und circTRAM1-59,
wihrend die in pink gekennzeichneten reverse Primer gegen circTRAM1-59 entwickelt wurden.

Fiir den spezifischen Nachweis von circTRAM1-58 und circTRAM1-59 wurden Primer
jeweils gegen beide zirkuldren Transkripte nach Abschnitt 3.1.3 entworfen und mit bereits
vorhandenen divergenten Primern kombiniert. Zunichst wurden die forward Primer gegen
circTRAM1-58 und circTRAM1-59 in Exon 5 zusammen mit dem reverse Primer gegen
alle zirkuldren TRAMI1-Transkripte in Exon 4 eingesetzt und in der konventionellen PCR
mit variierenden cDNA-Mengen sowie verschiedenen Temperaturen des Hybridisierungs-
schrittes nach 40 PCR-Zyklen getestet. Im Ergebnis konnten per Sequenzierung der erhal-
tenen PCR-Banden jedoch nur die zirkuldren Transkripte circTRAM1-56 und circTRAM1-
57 detektiert werden, die ebenfalls durch die Primerkombinationen nachgewiesen werden
konnen.

Fir die Untersuchung von circTRAMI1-59 wurden sowohl die forward Primer gegen
circTRAM1-58 und circTRAM1-59 in Exon 5 als auch der forward Primer gegen alle zir-
kuldren TRAMI1-Transkripte in Exon 4 mit den reverse Primern gegen circTRAMI1-59
kombiniert und in der konventionellen PCR getestet. Auch hier konnten anhand des detek-
tierten Bandenmusters keine Hinweise auf die Existenz des zirkuldren Transkriptes

circTRAM1-59 gefunden werden.
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Intron 1 Intron 2
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circS100A6-25
Intron 1 Intron 2

3) Exonl1 —JJEGHl—— Exon3 —>
5 & Exon 3 [NERGHIZN

Exon 3

Abbildung 7.16: Darstellung der tandem repeat Hypothese am Beispiel von S100A6. Dic Exons
der zirkuldren RNAs sind farblich verschieden durch Rechtecke gekennzeichnet. Auf der Genom-
ebene sind diese durch Intronsequenzen miteinander verbunden. Die Pfeile symbolisieren die Tran-
skription sowie den Prozess des Spleilens von pra-mRNAs zu reifen Transkripten, die nur noch
aus Exons bestehen. Im Beispiel 1) liegt die Sequenz des Transkriptes S100A6-201 ohne Modifika-
tionen im Genom vor, sodass die mRNA mit der vorhergesagten Exonanordnung vorliegt. Im Bei-
spiel 2) liegen tandem repeats der Exons 2 und 3 in der DNA-Sequenz vor, die sich dementspre-
chend auch auf der Transkriptebene widerspiegeln. Zuletzt zeigt Beispiel 3) die zirkuldre RNA
circS100A6-25, die iiber das Backsplicing von Exon 3 nach Exon 2 generiert wird. In dem vorge-
stellten Modell wire die BSJ-Sequenz allerdings auch in Beispiel 2) nachweisbar, obwohl kein
zirkuléres Transkript vorliegt.

Die tandem repeat Hypothese beschreibt die Annahme, dass der Nachweis von BSJ-
Sequenzen nicht auf der Existenz von zirkuldren Transkripten beruht, sondern auf Duplika-
tionen von Exonsequenzen im Genom zuriickgefiihrt werden kann. Am Beispiel des Tran-
skriptes S100A6-201 (vgl. auch Abbildung 4.19) wird deutlich, dass die Duplikation der
Exons 2 und 3 in der DNA-Sequenz nach der Transkription und Prozessierung in eine reife
mRNA auch zur Detektion der BSJ-Sequenz von circS100A6-25 fithren kann, obwohl kein

zirkulédres Transkript vorliegt.
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Marker GeneRuler  |in5100 fwd & rev Primer 9 1in5100 fwd & rev Primer 1
Ultra Low Range Marker GeneRuler
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Abbildung 7.17: Uberpriifung der Intaktheit der isolierten zelluliren gDNA und des Vorge-
hens zur Validierung der tandem repeat Hypothese. Der PCR-basierte Nachweis erfolgte mittels
konvergenten Primern gegen S100A6 nach Amplifikation von 250 ng ECV-304 cDNA oder gDNA
in 30 PCR-Zyklen. Fiir beide Anséitze wurden Negativkontrollen mitgefiihrt, wobei die Kontrolle
»ZDNA NK*“ nur aus 250 ng gDNA und Wasser bestand. Der Probenauftrag erfolgte in 3% Agaro-
segelen. Die erwarteten GrofSen der PCR-Produkte sind ebenfalls angegeben.

Fiir die Uberpriifung der tandem repeat Hypothese wurde die genomische DNA nach Ab-
schnitt 3.3.2 aus ECV-304-Zellen isoliert und das Versuchsprinzip anhand von konvergen-
ten Primern gegen S100A6 getestet. Da das Primerpaar ,,1inS100 fwd & rev Primer 9% in-
nerhalb von Exon 3 positioniert wurde, wurde sowohl auf cDNA- als auch gDNA-Ebene
das gleiche PCR-Produkt von 126 bp erwartet. Fiir beide Proben lieB3 sich das Amplifikat
auf korrekter Hohe des Markers und ohne Nebenprodukte erkennen, sodass zunédchst von
einer intakten zelluldren gDNA ausgegangen werden konnte.

Das Primerpaar ,,linS100 fwd & rev Primer 1 dagegen hat den forward Primer in Exon 2
gelegen, wihrend der reverse Primer in Exon 3 positioniert wurde. Fiir die Amplifikation
von cDNA und gDNA wurden somit unterschiedliche Signale erwartet, da sich auf der
Genomebene ein Intron zwischen den Exons befindet. Das PCR-Produkt der cDNA konnte
mit einer Lidnge von 88 bp in der qualitativen Analyse im Agarosegel bestitigt werden.
Das Amplifikat der gDNA setzte sich aus dem erwarteten Produkt der cDNA plus die Lan-
ge von Intron 2 mit 371 bp zusammen, sodass insgesamt ein Amplifikat von 459 bp erwar-
tet wurde. Auch diese Uberlegung wurde durch eine PCR-Bande auf der korrekten Hohe
belegt, zudem waren alle Negativkontrollen in diesem Versuch frei von unspezifischen
Signalen. Zusammenfassend konnte die isolierte gDNA aus ECV-304-Zellen als intakt
verifiziert werden und das experimentelle Vorgehen zur Validierung der tandem repeat

Hypothese fiir die nachfolgenden Versuche verwendet werden.
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Abbildung 7.18: PCR-basierter Nachweis von S100A6-Transkripten. Nachweis von PCR-
Produkten nach Amplifikation von 250 ng ECV-304 cDNA mittels konvergenten Primerpaaren.
Fiir alle PCR-Ansdtze wurden Negativkontrollen mitgefiihrt. Der Probenauftrag nach 40 PCR-
Zyklen erfolgte in 5% Agarosegelen.

Die entworfenen konvergenten Primerpaare zum Nachweis von linearen und zirkuldren
Transkripten des S100A6-Genlokus wurden per konventioneller PCR nach Abschnitt
3.3.7.1 getestet und 250 ng cDNA aus ECV-304-Zellen in 40 PCR-Zyklen amplifiziert.
Vier PCR-Amplikons waren mit der erwarteten Grofle im 5%-Agarosegel nachweisbar, nur
das PCR-Produkt von ,,linS100 fwd & rev Primer 10* zeigte mehrere distinkte Banden und
schied damit fiir die weitere Verwendung aus. Die Primerpaare 5, 6 und 9 lagen innerhalb
eines Exons, wiahrend das Primerpaar 1 in den Exons 2 und 3 positioniert wurde und somit
zur Vermeidung von gDNA-Amplifikation zu bevorzugen war. Allerdings konnte diese
Moglichkeit fiir den S100A6-Genlokus trotz Nutzung von Intron-umspannenden Primern
nicht ausgeschlossen werden, da die Introns nur 588 bp bzw. 371 bp lang sind und genomi-
sche DNA-Sequenzen trotzdem effizient vervielfiltigt werden konnen (Anhang, Abschnitt
7.2, Abbildung 7.17). Fiir die nachfolgenden Versuche wurde daher das Primerpaar mit der
starksten Intensitdt des RT-Ansatzes gewéhlt, welches dariiber hinaus in mehreren Unter-
suchungen nur schwache oder keine Signale in der NoRT- und NTC-Probe erkennen lieB3.
Die Wahl fiir die konvergenten Primerpaare fiel auf ,linS100 fwd & rev Primer 9 mit
einer Amplikonldnge von 126 bp. In weiteren Versuchen konnten auch fiir diesen
Markerkandidaten die Signale der Negativkontrollen des ausgewéhlten Primerpaares durch

eine Optimierung der PCR-Bedingungen vermieden werden.
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Abbildung 7.19: PCR-basierter Nachweis zirkuldrer S100A6-Transkripte. Nachweis von
PCR-Produkten nach Amplifikation von 250 ng ECV-304 cDNA mittels divergenten Primerpaaren.
Fiir alle PCR-Ansdtze wurden Negativkontrollen mitgefiihrt. Der Probenauftrag nach 40 PCR-
Zyklen erfolgte in 5% Agarosegelen.

Die entworfenen divergenten Primerpaare zum Nachweis von zirkuldren Transkripten des
S100A6-Genlokus wurden per konventioneller PCR nach Abschnitt 3.3.7.1 getestet und
250 ng cDNA aus ECV-304-Zellen in 40 PCR-Zyklen amplifiziert. Dabei wies keine der
beobachteten PCR-Banden der RT-Proben die erwartete Grof3e fiir circS100A6-25 oder
circS100A6-26 auf, stattdessen konnte in 3 cDNA-Ansétzen verschiedener Primerpaare ein
distinktes Signal bei ca. 250 bp detektiert werden. Da dieses Signal in mehreren Proben
auftrat, wurde nicht von einem PCR-Artefakt ausgegangen und ein noch unbekanntes zir-
kuldres S100A6-Transkript vermutet. Andererseits hétte es sich auch um die Amplifikation
von Off-Target-Sequenzen handeln kdnnen. Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurde
das Primerpaar ,,circS100 fwd & rev Primer 6 mit der hochsten Signalintensitit der unbe-
kannten Bande fiir weitere Untersuchungen festgelegt.

Auch fiir diesen Markerkandidaten wurde eine Reamplifikation der PCR-Ansétze wie fiir
TRAMI1 beschrieben durchgefiihrt, die ebenfalls einen Schmier mit PCR-Produkten im
hoheren bp-Bereich anstatt der zuvor beobachteten Bande zeigte, wéhrend das konvergente

Primerpaar das gleiche Amplifikat nur mit stirkerer Signalintensitit lieferte.
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TCCCACAGAGGTAGAAGGGATAAATAAAAGTCGGGAACTCCCGAAGTAACATCTAGTTTCGGTTCCGGGGGTCCTTCCACTGTATGAGGACCTTCAAGTGGAGGACCAGGAACAAGGCCAGGTTCA
126 bp PCR-Amplikon S100A6 konvergente Primer

[ Exon 3 |
1inS100A6 revPrimer 9 1inS100A6 fwdPrimer 9

Abbildung 7.20: PCR-Amplikon des konvergenten Primerpaares gegen S100A6-Transkripte.
Analyse von Bakterienklonen per Sequenzierung nach Einbringen des PCR-Amplifikats der kon-
vergenten Primerpaare. Der forward und der reverse Primer wird jeweils durch griine Pfeile sym-
bolisiert, Exon 3 ist als graues Késtchen dargestellt und das 126 bp-lange PCR-Amplikon von
S100A6-Transkripten ist in blau markiert. Die obere Sequenz in 5°-3"-Richtung entstammt den
Sequenzierungsdaten, wihrend der untere Strang in komplementérer Orientierung automatisch
durch das Programm ,,Snapgene* ergénzt wird.

Die per konventioneller PCR hergestellten Amplifikate der konvergenten Primerpaare
wurden in bakterielle Vektorsysteme ligiert (Abschnitt 3.3.11.1) und in E. coli DH5a Zel-
len transformiert (Abschnitt 3.3.11.2). Diese wurden in Ubernachtkulturen vermehrt, die
Plasmidpréparation nach Abschnitt 3.3.12 durchgefiihrt und die Sequenzierreaktion nach
Abschnitt 3.3.13 vollzogen. Die Analyse des PCR-Produktes konnte den korrekten Ab-
schnitt der durch die konvergenten Primer eingegrenzten linearen S100A6-Sequenz besti-

tigen.
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Abbildung 7.21: Beispiele fiir eingebrachte S100A6-Sequenzen mit Poly(A)-Schwénzen. Ana-
lyse von Bakterienklonen per Sequenzierung nach Einbringen des PCR-Amplifikats des divergen-
ten Primerpaares. Der forward und der reverse Primer wird jeweils durch griine Pfeile symbolisiert,
die Exons sind als graue Késtchen dargestellt sowie Beginn und Ende des Vektors in blau markiert.
Die Poly(A)-Schwinze unterschiedlicher Lingen wurden in orange eingetragen. Die obere Sequenz
in 5'-3"-Richtung entstammt den Sequenzierungsdaten, wihrend der untere Strang in komplemen-
térer Orientierung automatisch durch das Programm ,,Snapgene® erginzt wird.

Die per konventioneller PCR hergestellten Amplifikate des divergenten Primerpaares wur-
den in bakterielle Vektorsysteme ligiert (Abschnitt 3.3.11.1) und in E. coli DH5a Zellen
transformiert (Abschnitt 3.3.11.2). Diese wurden in Ubernachtkulturen vermehrt, die Plas-
midpraparation nach Abschnitt 3.3.12 durchgefiihrt und die Sequenzierreaktion nach Ab-
schnitt 3.3.13 vollzogen. Wihrend der Analyse der eingebrachten PCR-Produkte konnten
fiir 3 Bakterienklone (Tabelle 4.7, Unterkategorie D) S100A6-Sequenzen mit Poly(A)-
Schwinzen festgestellt werden, die nicht fiir die Amplifikation von zirkuldren Transkripten
sprachen. Trotzdem wiesen diese Sequenzen Ubergiinge von Exon 3 nach Exon 2 auf, wie

sie beim Backsplicing von circRNAs zu erwarten wéren.
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Abbildung 7.22: Beispiel fiir eine S100A6-Sequenz mit iiberlappenden Sequenz-Bereichen als
potentielle Backsplicing-Uberginge. Analyse von Bakterienklonen per Sequenzierung nach Ein-
bringen des PCR-Amplifikats des divergenten Primerpaares. Der forward und der reverse Primer
wird jeweils durch griine Pfeile symbolisiert, die Exons sind als graue Késtchen dargestellt sowie
Beginn und Ende des Vektors in blau markiert. Der iiberlappende Sequenz-Bereich wurde in oran-
ge eingetragen. Die obere Sequenz in 5°-3"-Richtung entstammt den Sequenzierungsdaten, wih-
rend der untere Strang in komplementérer Orientierung automatisch durch das Programm ,,Snapge-
ne* ergénzt wird.

Die per konventioneller PCR hergestellten Amplifikate des divergenten Primerpaares wur-
den in bakterielle Vektorsysteme ligiert (Abschnitt 3.3.11.1) und in E. coli DH5a Zellen
transformiert (Abschnitt 3.3.11.2). Diese wurden in Ubernachtkulturen vermehrt, die Plas-
midpraparation nach Abschnitt 3.3.12 durchgefiihrt und die Sequenzierreaktion nach Ab-
schnitt 3.3.13 vollzogen. Das eingebrachte S100A6-Amplifikat zeigte einen {iberlappenden
Sequenzbereich iiber 6 Nukleotide, die entweder Exon 3 aus der einen Richtung oder Exon
1 aus der anderen Richtung zugeordnet werden kdnnten. Solche invers komplementéiren
Sequenzen konnten fiir fast die Hélfte der analysierten S100A6-Amplifikate als potentielle
Backsplicing-Uberginge festgestellt werden und kdnnten einen Hinweis auf das Vorliegen

von RT-Artefakten darstellen.
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Abbildung 7.23: PCR-basierter Nachweis von circS100A6-26. Nachweis von PCR-Produkten
nach Amplifikation von 250 ng ECV-304 ¢cDNA mittels divergenten Primern gegen circS100A6-26
und der Taq-Polymerase unter konventionellen PCR-Bedingungen (oberes Gelbild). Nachweis
unter qPCR-Bedingungen mit 10 ng ECV-304 cDNA und dem 2x SYBR Select Master Mix (unteres
Gelbild). Fiir alle Ansétze wurden Negativkontrollen mitgefiihrt. Der Probenauftrag nach 40 PCR-
Zyklen erfolgte in 5% Agarosegelen. Die Amplikonléngen fiir die Detektion von circS100A6-26
sind in weil} angegeben.

Fiir den spezifischen Nachweis von circS100A6-26 wurden neue divergente Primerpaare
entworfen und sowohl Primer direkt auf der BSJ-Sequenz als auch Primerpaare um den
Backsplicing-Ubergang positioniert. Durch Testung unter konventionellen PCR-Bedingun-
gen und den Einstellungen der quantitativen PCR sollten nur stabile und spezifische Amp-
lifikate in nachfolgenden Versuchen untersucht werden. Das obere Gelbild lieB3 in jedem
PCR-Ansatz unterschiedliche Amplifikationsprodukte in den RT-Proben erkennen, die
nicht den erwarteten Léangen fiir das Transkript circS100A6-26 entsprachen. Zudem zeig-
ten auch die Kontrollen weitere unspezifische PCR-Produkte. Dagegen konnten durch die
Amplifikation von circS100A6-26 unter qPCR-Bedingungen in allen Proben keine PCR-
Signale nachgewiesen werden. Das mittels der Taq-Polymerase detektierte Bandenmuster
wurde daher auf RT- oder PCR-Artefakte zuriickgefiihrt und bestétigte somit das Ergebnis
der Klonierungsarbeiten zu zirkuliren S100A6-Transkripten, in denen die RNA-Spezies

circS100A6-26 nicht verifiziert werden konnte.
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Abbildung 7.24: PCR-basierter Nachweis von circS100A6-24. Nachweis von PCR-Produkten
nach Amplifikation von 250 ng ECV-304 cDNA mittels divergenten Primern gegen circS100A6-24
und der Taqg-Polymerase unter konventionellen PCR-Bedingungen (oberes Gelbild). Nachweis
unter qPCR-Bedingungen mit 10 ng ECV-304 cDNA und dem 2x SYBR Select Master Mix (unteres
Gelbild). Fiir alle Ansédtze wurden Negativkontrollen mitgefiihrt. Der Probenauftrag nach 40 PCR-
Zyklen erfolgte in 5% Agarosegelen. Die Amplikonldngen fiir die Detektion von circS100A6-24
sind in weil} angegeben.

Fiir den spezifischen Nachweis von circS100A6-24 wurden neue divergente Primerpaare
entworfen und sowohl Primer direkt auf der BSJ-Sequenz als auch Primerpaare um den
Backsplicing-Ubergang positioniert. Durch Testung unter konventionellen PCR-Bedingun-
gen und den Einstellungen der quantitativen PCR sollten nur stabile und spezifische Amp-
lifikate in nachfolgenden Versuchen untersucht werden. Sowohl im oberen als auch im
unteren Gelbild konnten fiir die Primerpaare PP1, PP4 und PP5 PCR-Produkte erwarteter
Langen fiir das Transkript circS100A6-24 detektiert werden. Weshalb in den Kontrollan-
sitzen unter qPCR-Bedingungen auch PCR-Signale nachweisbar waren, blieb zunichst
unklar. Die Primerpaare PP2 und PP3 waren nicht direkt auf der BSJ positioniert und
konnten somit auch die Transkripte circS100A6-25 und circS100A6-26 amplifizieren. Da
jedoch keine PCR-Banden in diesen Ansdtzen erkennbar waren, wurde auch an dieser Stel-
le das Ergebnis der Klonierungsarbeiten zu zirkuldren S100A6-Transkripten bestétigt. Fiir
weitere Untersuchungen wurde das Primerpaar PP4 festgelegt, da es unter beiden Amplifi-

kationsbedingungen das jeweils stirkste PCR-Signal in den RT-Proben lieferte.
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Abbildung 7.25: PCR-basierter Nachweis von circS100A6-27. Nachweis von PCR-Produkten
nach Amplifikation von 250 ng ECV-304 ¢cDNA mittels divergenten Primern gegen circS100A6-27
und der Taq-Polymerase unter konventionellen PCR-Bedingungen (oberes Gelbild). Nachweis
unter qPCR-Bedingungen mit 10 ng ECV-304 cDNA und dem 2x SYBR Select Master Mix (unteres
Gelbild). Fiir alle Ansétze wurden Negativkontrollen mitgefiihrt. Der Probenauftrag nach 40 PCR-
Zyklen erfolgte in 5% Agarosegelen. Die Amplikonlédngen fiir die Detektion von circS100A6-27
sind in weil} angegeben.

Fiir den spezifischen Nachweis von circS100A6-27 wurden neue divergente Primerpaare
entworfen und sowohl Primer direkt auf der BSJ-Sequenz als auch Primerpaare um den
Backsplicing-Ubergang positioniert. Durch Testung unter konventionellen PCR-Bedingun-
gen und den Einstellungen der quantitativen PCR sollten nur stabile und spezifische Amp-
lifikate in nachfolgenden Versuchen untersucht werden. Die im oberen und unteren Gelbild
erkennbaren PCR-Produkte der Primerpaare PP2, PP3 und PP4 wiesen die erwarteten Lén-
gen fiir die Amplifikation des Transkriptes circS100A6-27 auf. Da nur in beiden PCR-
Verfahren detektierbare Signale als relevant eingestuft wurden, fiel die Wahl fiir weitere
Studien auf das Primerpaar PP4. Die Primerpaare PP1 und PP3 waren nicht direkt auf der
BSJ-Sequenz positioniert und kdnnten somit auch das Transkript circS100A6-26 amplifi-
zieren. Da jedoch keine weiteren PCR-Banden in diesen Ansétzen erkennbar waren, wurde
auch in diesem Versuch das Ergebnis der Klonierungsarbeiten zu zirkuldren S100A6-

Transkripten bestétigt.
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Abbildung 7.26: PCR-basierter Nachweis von circS100A6-25. Nachweis von PCR-Produkten
nach Amplifikation von 250 ng ECV-304 cDNA mittels divergenten Primern gegen circS100A6-25
und der Taq-Polymerase unter konventionellen PCR-Bedingungen (oberes Gelbild). Nachweis
unter qPCR-Bedingungen mit 10 ng ECV-304 cDNA und dem 2x SYBR Select Master Mix (unteres
Gelbild). Fiir alle Ansédtze wurden Negativkontrollen mitgefiihrt. Der Probenauftrag nach 40 PCR-
Zyklen erfolgte in 5% Agarosegelen. Die Amplikonléngen fiir die Detektion von circS100A6-25
sind in weil} angegeben.

Fiir den Nachweis von circS100A6-25 wurden die divergenten Primerpaare nochmals unter
konventionellen PCR-Bedingungen und den Einstellungen der quantitativen PCR getestet.
Die PCR-Signale bei ca. 250 bp (vgl. Abbildung 7.22) im oberen Gelbild waren unter
qPCR-Bedingungen nicht mehr detektierbar, was ebenfalls fiir das bereits vermutete Vor-
liegen von Artefakten sprach. Dagegen waren im unteren Gelbild andere Amplifikations-
produkte erkennbar, die allerdings ebenfalls nicht den erwarteten Langen fiir das Tran-
skript circS100A6-25 entsprachen. Zudem zeigten auch die Kontrollen weitere unspezifi-
sche PCR-Produkte. Auch unter qPCR-Bedingungen konnten daher keine konkreten Hin-
weise auf die Existenz der RNA-Spezies circS100A6-25 gefunden werden, sodass das Er-
gebnis der Klonierungsarbeiten zu zirkuldren S100A6-Transkripten erneut stimmig mit den

Beobachtungen des vorliegenden Experimentes war.
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Tabelle 7.2: Ausschnitt der Analyse von miRNA-Bindungsstellen des 3°-UTRs von linearen
TRAMI1-Transkripten. Angegeben sind die Bezeichnungen der miRNAs, der Rang und der Score
in miRDB sowie die Anzahl potentieller Bindungsstellen im 3°-UTR, der Score in TargetScan und
die Anzahl Publikationen zur miRNA-Bindung laut TarBase. Das (k) steht fiir eine konservierte
Bindungsstelle laut TargetScan.

miRNA-Bezeichnung Rang Score Anzahl Score Anzahl
miRDB  miRDB Bindungsstellen TargetScan Publikationen
hsa-miR-4307 1 100% 4 -0,21 -
hsa-miR-190a-3p 3 100% 3 -0,12 2
hsa-miR-190a-5p 134 63% 1 -0,5 2
hsa-miR-6835-3p 4 99% 2 -0,32 (k) -
hsa-miR-1225-3p 6 97% 1 -0,58 -
hsa-miR-1266-3p 11 96% 1 -0,44 -
hsa-miR-6810-5p 12 95% 1 -0,78 -
hsa-miR-105-5p 13 94% 2 -0,27 -
hsa-miR-155-5p 14 94% 2 -0,21 3
hsa-miR-7853-5p 15 94% 2 -0,26 -
hsa-miR-4766-5p 17 93% 2 -0,23 -
hsa-miR-5579-5p 18 93% 1 -0,55 -
hsa-miR-218-1-3p 19 93% 1 -0,51 -
hsa-miR-183-5p 20 92% 1 -0,32 3
hsa-miR-1277-5p 21 92% 2 -0,14 -
hsa-miR-195-5p 66 85% 1 -0,33 (k) -
hsa-miR-15a-5p 70 85% 1 -0,32 (k) 2
hsa-miR-16-5p 65 85% 1 -0,33 (k) 2
hsa-miR-15b-5p 71 85% 1 -0,32 (k) 2

In Tabelle 7.2 sind auffédllige miRNAs mit vorhergesagten Bindungsstellen im 3‘-UTR von
linearen TRAM1-Transkripten dargestellt, deren Bindung in miRDB, TargetScan und Tar-
Base vorhergesagt wurde. Die Analyse der miRNA-Bindungsstellen in linearen RNA-
Spezies wurde zunéchst in 7 verschiedenen Programmen durchgefiihrt, von denen jedoch
die 3 genannten Plattformen fiir den Vergleich der jeweils am hochsten gerankten miRNAs
ausgewdhlt wurden. Begonnen wurde mit der Betrachtung potentiell bindender miRNAs in
miRDB, wobei die 20 ranghdchsten miRNAs von insgesamt 180 vorhergesagten Bin-
dungskandidaten genauer betrachtet wurden. Den miRNAs wurden Scores fiir die Wahr-
scheinlichkeit der tatsdchlichen Bindung im 3°-UTR eines Transkriptes zugeordnet, der fiir
die 20 besten Kandidaten bei > 90% lag. Zudem wurde die Anzahl potentieller Bindungs-
stellen angegeben, wobei die RNA-Spezies hsa-miR-4307 mit 4 und hsa-miR-190a-3p mit

3 vorhergesagten Bindungsstellen und einem Score von 100% auffielen.
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Im néchsten Schritt wurde die gleiche Analyse in TargetScan durchgefiihrt und der Score
fiir bereits identifizierte Kandidaten ergénzt. Der sogenannte ,, context++ “-Score der Platt-
form bezieht 14 Kriterien fiir die Berechnung der miRNA-7argeting-Effizienz ein und
wird als das bisher préziseste Modell zur Vorhersage einer realen miRNA-Suppression
beschrieben (Agarwal et al., 2015). Je negativer der Score ist, desto wahrscheinlicher tritt
eine Hemmung des Ziel-Transkriptes in der Zelle ein. Eines dieser Kriterien ist die Kon-
servierung einer Bindungsstelle in verschiedenen Spezies, die Hinweise auf eine funktiona-
le miRNA-Suppression geben kann (Peterson et al., 2014). So zdhlte TargetScan 10 kon-
servierte und hunderte nicht-konservierte miRNA-Bindungsstellen fiir den 3‘-UTR von
linearen TRAMI-Transkripten und nahm eine besondere Gewichtung dieses Parameters
vor. Daher wurden alle miRNA-Kandidaten mit konservierten Bindungsstellen und einer
Auflistung in miRDB in die Tabelle aussichtsreicher miRNAs aufgenommen.

Zuletzt ergab die Analyse in Tarbase 72 miRNA-Bindungsstellen fiir den 3‘-UTR von
TRAMI1-Transkripten. Die Plattform hinterlegt zusétzlich die Anzahl an Publikationen mit
experimentellen Evidenzen fiir eine miRNA-Bindung, die sich fiir TRAMI auf insgesamt
44 Experimente belief. Nach Vorliegen der Ergebnisse aller drei Programme wurden die
anfangs betrachteten ranghdchsten miRNAs laut miRDB ohne Hinweise in TargetScan und
Tarbase aus der Tabelle entfernt, um nur die vielversprechendsten miRNA-Bindungs-

kandidaten fiir den 3‘-UTR linearer TRAM1-Transkripte im Blick zu behalten.
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Tabelle 7.3: Analyse von miRNA-Bindungsstellen der gesamten Sequenz des Transkriptes
TRAM1-201. Angegeben sind die Bezeichnungen der miRNAs, die Positionen der vorhergesagten
Bindungsstellen, der Score in miRBase sowie die Anzahl potentieller Bindungsstellen und der
Score in TargetScan fiir Bindungsstellen im 3°-UTR.

. . o Score Anzahl Score
miRNA-Bezeichnung  Position miRBase Bindungsstellen  TargetScan
hsa-miR-8073 5¢-UTR 81% 1 -
hsa-miR-3613-5p 5¢-UTR 72% 1 -0,1
hsa-miR-515-5p Exon 4 72% 1 -0,14
hsa-miR-1277-5p 3*-UTR  75%-93% 4 -0,14
hsa-miR-5591-5p 3*-UTR 78% 2 -

Die Untersuchung der gesamten Sequenz von TRAM1-201 als Referenz-Transkript fiir die
vorhergesagten circRNAs des TRAMI-Genlokus wurde mit miRBase durchgefiihrt und
lieferte 5 miRNA-Spezies mit vorhergesagten Bindungsstellen in verschiedenen Bereichen
des linearen TRAMI1-Transkriptes. Im 3°-UTR wurden 2 miRNAs ermittelt, von denen
hsa-miR-1277-5p bereits in Tabelle 7.2 an Position 21 in miRDB gelistet wurde. Auch an
dieser Stelle wurde deutlich, wie wichtig die Analyse von miRNA-Bindungsstellen in ver-
schiedenen Programmen war, da die Ergebnisse und das Ranking von miRNA-Kandidaten
doch sehr unterschiedlich ausfielen. Alle weiteren in Tabelle 7.3 aufgezidhlten miRNA-
Spezies konnten nicht in miRDB gefunden werden. Interessant war dagegen das Transkript
hsa-miR-515-5p, welches potentiell in Exon 4 im kodierenden Bereich bindet und laut
TargetScan auch iiber mogliche Bindungsstellen im 3°-UTR von linearen TRAMI-
Transkripten verfiigt. Da Exon 4 sowohl in circTRAM1-56 als auch circTRAMI1-57 ent-

halten ist, kann die miRNA-Spezies theoretisch beide zirkuldren RNAs supprimieren.
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Tabelle 7.4: Analyse von miRNA-Bindungsstellen der zirkuliren TRAMI1-Transkripte
circTRAM1-56 und circTRAM1-57. Angegeben sind die Bezeichnungen der miRNAs, die Posi-
tionen und die Anzahl potentieller Bindungsstellen sowie die Scores unter Nutzung verschiedener
Programme zur Vorhersage von miRNA-Bindungsstellen.

miRNA-Bezeichnung Position . Anzahl Score Programm
Bindungsstellen
circTRAM1-57
65% miRBase
hsa-miR-548az-5p Exon 2 1 4 RNA22
4 StarMir
hsa-miR-548az-3p Exon 2 1 64% miRBase
. 65% miRBase
hsa-miR-548bb-3p Exon 2 1 v RNA22
hsa-miR-153-3p Exon 2 1 64% miRBase
Exon 4 72% miRBase
hsa-miR-515-5p 1 v StarMir
(3°-UTR) (-0,14) (TargetScan)
. 68% miRBase
hsa-miR-3975 Exon 4 1 v StarMir
circTRAM1-56
Exon 4 72% miRBase
hsa-miR-515-5p 1 v StarMir
(3‘-UTR) (-0,14) (TargetScan)
. 68% miRBase
hsa-miR-3975 Exon 4 1 v StarMir
BSJ 61% miRBase
hsa-miR-3613-5p (5°-UTR) 1 (72%) (miRBase)
(3‘-UTR) (-0,1) (TargetScan)

Die Analyse der zirkuldren TRAM1-Transkripte ergab 6 miRNA-Spezies fiir circTRAM1-
57 und 3 miRNA-Spezies fiir circTRAMI1-56 mit vorhergesagten Bindungsstellen durch
verschiedene Plattformen. Davon binden 2 miRNA-Kandidaten potentiell in Exon 4 beider
circRNAs, wobei hsa-miR-515-5p bereits bei der Untersuchung des Referenztranskriptes
TRAMI1-201 auftrat. Weiterhin wurden fiir circTRAM1-57 vier miRNA-Bindungsstellen
in Exon 2 vorhergesagt, die in circTRAMI1-56 aufgrund des Fehlens dieses Exons nicht
vorhanden sind. Obwohl die 4 miRNA-Spezies zum Teil durch mehrere Programme besta-
tigt wurden, waren die Bindungswahrscheinlichkeiten insgesamt nicht allzu hoch. Dartiber
hinaus konnte fiir circTRAM1-56 im Gegensatz zu circTRAM1-57 eine Bindungsstelle fiir
hsa-miR-3613-5p auf der BSJ ermittelt werden, wobei die miRNA-Spezies auch potentiell
im 3°-UTR und 5°-UTR von linearen TRAM 1-Transkripten binden konnte.
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Abbildung 7.27: Darstellung des circRNA-miRNA-Netzwerkes des TRAM1-Genlokus. Die
Analyse des TRAMI-Netzwerkes wurde in circNet durchgefiihrt. miRNA-Kandidaten sind mit
gelben Punkten, circRNA-Kandidaten mit violetten Punkten angegeben. Die rot eingekreisten
miRNAs konnten bereits in Kapitel 4.6.1 bei der Untersuchung von miRNA-Bindungsstellen in
TRAMI-Transkripten ermittelt werden. Griin und blau sind die circRNAs gekennzeichnet, die in
experimentellen Studien in dieser Arbeit bestitigt werden konnten.

Zunichst wurde das circRNA-miRNA-Netzwerk fiir alle TRAM1-Transkripte betrachtet,
wobei einige der in Kapitel 4.6.1 ermittelten miRNA-Kandidaten auch in dieser Analyse
auftraten. Weiterhin wurde die Auswahl in circNet auf die vielversprechendsten Transkrip-
te flir eine reale Existenz oder Bindung beschrinkt, unter denen sich auch circTRAM1-56
und circTRAMI1-57 befanden und somit der experimentelle Nachweis beider circRNAs in

dieser Arbeit bestitigt werden konnte.
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Tabelle 7.5: Analyse der Zielgene von miRNAs mit potentiellen Bindungsstellen in zirkuliren
TRAMI1-Transkripten. Angegeben sind die Bezeichnungen der miRNAs, fiir die Bindungsstellen
in circTRAM1-56 und circTRAM1-57 in circNet vorhergesagt wurden. Bis auf die letzten beiden
miRNA-Kandidaten wurden die gleichen Spezies fiir die Bindung in den zirkuliren TRAMI-
Transkripten benannt. Dazu sind die jeweils vorhergesagten Zielgene fiir eine miRNA angegeben
und mehrmals auftretende Gentargets in blau hervorgehoben.

miRNA-Bezeichnung vorhergesagte Zielgene

hsa-miR-146a-3p BAZ2A, LILRB2, ADCY2, HNRNPAO, IFI44L
hsa-miR-452-5p DSTN, CDK6, TMED2, CDKN1B, ADORA2B
hsa-miR-519d-5p LPCAT3, CDK9, COL4A3BP, ERVMER34-1, C8orf44-SGK3
hsa-miR-519e-5p LPCAT3, PSME3, COL4A3BP, ERVMER34-1, C8orf44-SGK3
hsa-miR-515-5p LPCAT3, PSME3, COL4A3BP, ERVMER34-1, C8orf44-SGK3
hsa-miR-138-1-3p GNA13, SDCCAG3, LILRB2, FEM1B, MRVI1
hsa-miR-892b ABI2, ZNF384, IGF2BP3, DCAF7, LYPLA1
hsa-miR-607 YAF2, TSPAN1, TRIM10, RNF41, PDIA6
hsa-miR-1261 KDMS5B, LIMS3, ZNF460, ZNF256, IVNS1ABP
hsa-miR-944 DNAJB6, SNRNP27, ZNF460, HSPE1-MOB4, POC1B-GALNT4
(nur circTRAM1-56)

hsa-miR-153-5p COMMD3-BMI1, SLEN12L, ARPC1B, TSPAN1, POC1B-GALNT4

(nur circTRAM1-57)

Die Untersuchung von Zielgenen potentiell bindender miRNAs in circTRAMI1-56 und
circTRAM1-57 wurde fiir die jeweils 10 besten miRNA-Kandidaten durchgefiihrt, von
denen nur hsa-miR-515-5p und hsa-miR-153-5p aus den Analysen in Kapitel 4.6.1 fiir zir-
kuldre TRAM1-Transkripte bekannt waren. Fiir alle gelisteten miRNA-Spezies wurde nur
eine potentielle Bindungsstelle vorhergesagt. Zielgene, die mehrfach in der Tabelle ge-
nannt sind und durch verschiedene miRNAs gebunden werden kdnnten, wurden mit be-
sonderem Augenmerk untersucht, da sie iiber eine hohere Wahrscheinlichkeit der tatséchli-
chen Hemmung in der Zelle verfiigen. Besonders auffillig in diesem Zusammenhang wa-
ren die miRNA-Spezies hsa-miR-519d-5p, hsa-miR-519¢e-5p und hsa-miR-515-5p, die fast
identische Gentargets aufweisen. Alle Zielgene wurden darauthin einzeln in NCBI analy-
siert und nach Hinweisen auf gemeinsame Funktionen oder Stoffwechselwege durchsucht.
Da diese jedoch sehr divers waren und keine offensichtlichen Zusammenhinge erkennen
lieBen, wurden die Zielgene anhand ihrer bekannten Funktionen in 5 verschiedene Katego-
rien eingeordnet (Tabelle 7.6). Auch diese Statistik konnte jedoch keine weiteren Erkennt-
nisse liber die Einflussnahme auf bestimmte Regulationsmechanismen der Zelle liefern, da
die Zuordnung der Zielgene eine recht gleichméBige Verteilung auf die 5 Kategorien er-
kennen lieB. Einzig die Funktion ,,Zellstoffwechsel* beinhaltete mehr Gentargets, was nur

an der Zusammenfassung aller Zielgene in dieser allgemeinen Kategorie lag, die keine der
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anderen spezifischeren Funktionen zugeordnet werden konnten. AbschlieBend konnte so-
mit fiir die Netzwerk-Analyse des TRAM1-Genlokus weder die Wechselwirkung mit be-
stimmten Stoffwechselprozessen festgestellt werden noch schienen bestimmte zelluldre
Funktionen durch miRNAs mit potentiellen Bindungsstellen in zirkuliren TRAM1-Tran-

skripten eingeschréinkt zu sein.

Tabelle 7.6: Einordnung der Zielgene von miRNAs mit potentiellen Bindungsstellen in zirku-
liren TRAMI1-Transkripten. Angegeben sind die 5 entwickelten Kategorien der Funktionen von
Genen in der Zelle, denen die in Tabelle 7.5 beschriebenen Zielgene der genannten miRNAs zuge-
ordnet wurden.

Zielgene von miRNAs mit Bindungsstellen in

Funktion circTRAM1-56 und  circTRAM1-56  circTRAM1-57
circTRAM1-57 (hsa-miR-944)  (hsa-miR-153-5p)
Regulation der Genexpression 6 1 1
Zellstoffwechsel 14 4 3
Immunantwort 0 0
Zellzykluskontrolle 0 1
Wachstum und Entwicklung 1 1
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Abbildung 7.28: Analyse RNA-bindender Proteine mit vorhergesagten Bindungsstellen in (A)
circTRAM1-57 und (B) circTRAM1-56 sowie deren flankierenden Regionen. Dargestellt ist
die Anzahl vorhergesagter Bindungsstellen eines Proteinfaktors innerhalb der Sequenz des zirkula-
ren Transkriptes (Balken in griin) sowie in den jeweiligen flankierenden Regionen (Balken in oran-
ge). Die Analyse wurde in Circular RNA Interactome durchgefiihrt.

Die Untersuchung RNA-bindender Proteine (RBP) mit vorhergesagten Bindungsstellen in
circTRAM1-56 und circTRAMI1-57 lieferte jeweils elf Proteinfaktoren innerhalb der Se-
quenzen der zirkuldren Transkripte sowie zwei bzw. drei Proteinfaktoren in den flankie-
renden Regionen. Genau wie die Analyse der angrenzenden Intronsequenzen (Abschnitt
4.3.1) konnten auch in den flankierenden Regionen bindende Proteinfaktoren Hinweise auf
die Generierung und Existenz von zirkuldren Transkripten geben. Weiterhin wies die BSJ
von circTRAM1-56 keine Bindungsstellen fiir RBPs auf, wihrend fiir den Backsplicing-
Ubergang von circTRAM1-57 eine Bindungsstelle fiir EIF4A3 vorhergesagt wurde. Da-
rauthin wurden die Funktionen der identifizierten Proteinfaktoren in NCBI analysiert und
ebenfalls nach Hinweisen auf gemeinsame Mechanismen oder Stoffwechselwege gesucht.
Allerdings sind die aufgezdhlten Proteinfaktoren iiberwiegend an allgemeinen zelluldren
Prozessen rund um den RNA-Metabolismus beteiligt wie z.B. dem Spleilen von Tran-
skripten, dem Transport von RNA-Spezies oder der mRNA-Stabilitdt. Zwar sind einzelne
Proteine auch in sehr spezifischen Stoffwechselwegen von z.B. p53 oder 3-Aktin invol-
viert, die Beteiligung mehrerer Proteinfaktoren am gleichen Stoffwechselprozess konnte

jedoch nicht festgestellt werden.
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Abbildung 7.29: Nachweis des TRAM1-Proteins in Harnblasenkarzinomzelllinien unter Nut-
zung alternativer Protokolle zur Priparation von zellulirem Gesamtprotein. ECV-304- und
RT-4-Zellen wurden in verschiedenen Lysis- bzw. Probenpuffern denaturiert sowie im SDS-Gel
aufgetragen und nach der Auftrennung auf einer Membran fixiert. Die Immunodetektion erfolgte
mit priméren AK gegen TRAM1 sowie sekundédren HRP-gekoppelten AK fiir den Chemilumines-
zenz-Nachweis. Die den jeweiligen Banden zugeordneten Isoformen bzw. Massen des Proteins
sind angegeben. Als Groenmarker ,,M*“ wurde die PageRuler Prestained Protein Ladder mitge-
fiihrt.

Der Vergleich der Bandenmuster von unterschiedlich hergestellten zelluldren Proteinex-
trakten lieferte pro Probe 3 Signale in ECV-304, wobei die in NP-40-Puffer lysierten Zel-
len nur schwache Signale insbesondere fiir die oberste Bande erkennen lieBen. Zwei Ban-
den konnten anhand des mitgefiihrten Proteinstandards den Isoformen des TRAMI-
Proteins zugeordnet werden. Im Vergleich mit dem Bandenmuster aus Abbildung 4.27
entfielen die Signale bei ca. 70 kDa und 110 kDa, bei denen es sich wahrscheinlich um
Artefakte der TRAMI1-Detektion handelte. Die potentielle Isoform 3 war in Abbildung
4.27 nicht tiberpriifbar, da das Gel zur besseren Bandenseparation lédnger aufgetrennt wur-
de. Das Signal bei 55 kDa war dagegen in beiden TRAMI-Nachweisen von ECV-304-
Proteinextrakten vorhanden genauso wie die Bande von Isoform 1, die durch den Ver-
gleich mit der Literatur (Landais et al., 2015) als einzige TRAM1-Isoform als experimen-
tell bestatigt gilt.

Der TRAM1-Nachweis von RT-4-Zellen wies auch unter Nutzung alternativer Protokolle
zur Herstellung von Proteinextrakten ein komplexeres Bandenmuster auf. Die Banden des
in 2x Probenpuffer (2xPP) denaturierten Gesamtproteins entsprachen den zuvor festgestell-
ten Signalen, lediglich die potentielle Isoform 2 zeigte nur eine sehr schwache Intensitit.
Im Gegenzug war die Bande der mdglichen Isoform 3 sehr stark ausgeprdgt. Die Probe des
NP-40-Lysispuffers lieferte fiir RT-4 ebenfalls die schwéchsten Signale und nur die besté-

tige Isoform 1 war eindeutig identifizierbar. Die in RIPA-Puffer lysierten Zellen dagegen



7 Anhang 252

wiesen erneut ein starkeres Bandenmuster auf, welches eventuell auf die zusatzlich enthal-
tenen ionischen Detergenzien fiir die Solubilisierung schwer 16slicher Membranproteine im
Gegensatz zum NP-40-Puffer zuriickzufithren ist. Schwach erkennbar traten erneut die
Banden bei ca. 70 kDa und 110 kDa auf, die in allen drei RT-4-Proben im Gegensatz zur
TRAMI1-Detektion in ECV-304 vorhanden waren. Weiterhin waren die potentielle Isoform
2 und Isoform 1 mit sehr starken Banden nachweisbar und bestétigten die vorherigen Ana-

lysen des TRAM1-Proteins in RT-4-Zellen.
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Tabelle 7.7: Quantifizierung der Banden des TRAMI1-Nachweises nach Behandlung von
ECV-304 mit TRAM1-gerichteten asONs. Die relativen Intensititen der Gelbanden des TRAM1-
Proteins aus Abbildung 4.32 wurden mittels ImageQuantTL berechnet und anschliefend auf die
dazugehorigen B-Aktin-Signale normalisiert. Zur Bildung des prozentualen Suppressionsniveaus
wurden die normalisierten Bandenintensitdten auf Kontroll-behandelte Zellen normiert. Hervorge-
hoben sind die fiir die funktionellen Studien ausgewédhlten asONs.

asON 43 kDa Isoform 1 33 kDa Isoform 2 13 kDa Isoform 3
linE1-T1 167% 26% 56%
linE1-T2 282% 37% 76%
linE1-T3 709% 76% 2%
linE3-T4 284% 210% 94%
linE4-1 193% 72% 80%

56-1 157% 161% 160%

57-1 151% 133% 179%

Alle verwendeten asONs wurden auf Auswirkungen auf das TRAMI1-Protein untersucht
und nach der qualitativen Analyse der Probensignale der TRAMI-Detektion (Abbildung
4.32) eine Quantifizierung der Banden sowie Normalisierung auf (-Aktin vorgenommen.
Diese zeigte nach der Normierung auf Kontroll-behandelte ECV-304 keine Abnahme der
Signalintensitéten fiir die bestétigte Isoform 1 des TRAM1-Proteins und lieferte stattdessen
stark erhohte Werte von ca. 150 — 700% im Vergleich zur Kontrolle. Isoform 2 dagegen
lieB nur eine Reduktion der normalisierten Bandenintensititen fiir die asONs linE1-T1 und
linE1-T2 auf 30% bzw. 40% erkennen, wéhrend alle weiteren ermittelten Werte Gapmer-
behandelter Zellen nur eine geringe oder keine Abnahme der TRAM]I-Signale zeigten.
SchlieBlich wirkte sich die gemessene Suppression von TRAMI1-Transkripten ebenfalls
eher wenig auf die Proteinmenge von Isoform 3 aus und zeigte im Falle der asONs gegen
circTRAM1-56 und circTRAMI1-57 erneut gesteigerte Proteinlevel. Die stark reduzierte
Signalintensitdt der linE1-T3-Suppression konnte als Artefakt gewertet werden genauso
wie der Wert von Isoform 1 der gleichen Probe. Zusammenfassend lieferte die quantitative
Analyse der Gelbanden daher keine eindeutigen Hinweise zum Einfluss der supprimierten

TRAMI1-Transkripte auf die TRAM1-Proteinlevel.
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Tabelle 7.8: Quantifizierung der Banden des TRAM1-Nachweises nach Behandlung von RT-
4 mit TRAM1-gerichteten asONs. Die relativen Intensititen der Gelbanden des TRAM1-Proteins
wurden mittels ImageQuantTL berechnet und anschlieBend auf die dazugehorigen 3-Aktin-Signale
normalisiert. Zur Bildung des prozentualen Suppressionsniveaus wurden die normalisierten Ban-
denintensititen auf Kontroll-behandelte Zellen normiert. Hervorgehoben sind die fiir die funktio-
nellen Studien ausgewéhlten asONSs.

asON 43 kDa Isoform 1 33 kDa Isoform 2 13 kDa Isoform 3
linE1-T1 97% 51% 113%
linE1-T2 13% 7% 36%
linE1-T3 359% 84% 1.566%
linE3-T4 60% 45% 81%
linE4-1 110% 45% 89%

56-1 173% 137% 120%

57-1 82% 126% 184%

Alle verwendeten asONs wurden auf Auswirkungen auf das TRAMI1-Protein untersucht
und nach der qualitativen Analyse der Probensignale der TRAM1-Detektion eine Quantifi-
zierung der Banden sowie Normalisierung auf 3-Aktin vorgenommen. Diese zeigte nach
der Normierung auf Kontroll-behandelte RT-4 eine Abnahme der Signalintensititen in
allen Isoformen des TRAMI1-Proteins fiir die linE1-T2- und linE3-T4-behandelten Proben.
Weiterhin lieferten die asONs gegen circTRAMI1-56 und circTRAM1-57 keine Reduktion
der Bandenintensititen im TRAM1-Nachweis, sondern zeigten fiir alle Isoformen mit die
hochsten normalisierten Werte und bestdtigen damit das Ergebnis aus ECV-304-Zellen
(Tabelle 7.7). Insgesamt betrachtet waren die Auswirkungen der Gapmere auf das
TRAMI-Protein erneut am stirksten in der potentiellen Isoform 2 ausgeprigt, wihrend
Isoform 1 nur eine Abnahme der Signale fiir die genannten ausgewéhlten asONs aufwies
und die potentielle Isoform 3 sogar nur einen deutlich reduzierten Wert nach der linE1-T2-

Behandlung in der Quantifizierung erkennen lief3.



7 Anhang 255

Exon 6 — Exon 3 bzw. Exon 2
5’ -AACTCTACTTCCAGAAAACCAAAAAAAAGAACAAGCTACTGAATCAGTGTCCCTTTATTACTATG-3’ 56

CCAAAAAAAAGAACAAGCTAC Position asON 56-1
AAAAAAAGAACAAGCTACTGA Position asON 56-6

5"-AACTCTACTTCCAGAAAACCAAAAAAATAACGGCAAAAGCTTCTATCATTTTTGTTACTCTTCAG-3" 57
CCAAAAAAATAACGGCAAAAG Position asON 57-1
AAAAAATAACGGCAAAAGCTT Position asON 57-5

Abbildung 7.30: Darstellung der BSJ-Sequenzen von circTRAM1-56 und circTRAM1-57 mit
den Positionen der jeweils entworfenen asONs. Die BSJ-Sequenzen von circTRAMI1-56 (oben)
und circTRAMI1-57 (darunter) teilen das in blau gekennzeichnete Exon 6 und gehen dann in Exon
3 (circTRAMI1-56) bzw. Exon 2 (circTRAMI1-57) iiber. Unter den jeweiligen Backsplicing-Uber-
géngen sind die Positionen der entworfenen asONs angegeben. Griin markiert sind die 2°-O-
Methyl-modifizierten flankierenden Regionen, sodass nur die in schwarz gekennzeichneten Berei-
che fiir die RNase H-Spaltung zur Verfligung stehen.

Jeweils zwei asONs wurden gegen die BSJs von circTRAM1-56 und circTRAM1-57 ent-
wickelt. Die Gapmere 56-1 und 57-1 wurden bereits wiahrend der Etablierungsarbeiten in
ECV-304 getestet und zeigten zwar eine Wirksamkeit fiir ihr Zieltranskript, aber auch eine
unspezifische Suppression weiterer TRAM1-Transkripte (Tabelle 4.18). Die verwendeten
asONs wurden dabei zunichst relativ mittig auf dem Backsplicing-Ubergang mit 8 Nuk-
leotiden in Exon 6 und 13 Nukleotiden in Exon 2 bzw. Exon 3 positioniert, um mdglichst
keine linearen TRAM1-mRNAs zu adressieren und durch die leichte Verschiebung in das
unterschiedliche Exon trotzdem spezifisch fiir die jeweilige circRNA zu sein. Da diese
Strategie in den ersten Suppressionsstudien jedoch keine ausreichende Spezifitit erkennen
liel, wurden mit den asONs 56-6 und 57-5 zwei weitere Gapmere entworfen und diese
nochmals um 3 Nukleotide nach Exon 2 bzw. Exon 3 verschoben. Zwar steigt dadurch die
Wahrscheinlichkeit einer Hemmung von linearen TRAMI1-Transkripten weiter an, ande-
rerseits konnten circTRAM1-56 und circTRAM1-57 dafiir eventuell zielgerichteter supp-

rimiert werden.
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Tabelle 7.9: Quantifizierung der Banden des TRAM1-Nachweises in ECV-304 nach Behand-
lung mit asONs gegen circTRAM1-56 und circTRAM1-57. Die relativen Intensitéten der Gel-
banden des TRAMI1-Proteins wurden mittels /mageQuantTL berechnet und anschlieBend auf die
dazugehorigen B-Aktin-Signale normalisiert. Zur Bildung des prozentualen Suppressionsniveaus
wurden die normalisierten Bandenintensitidten auf Kontroll-behandelte Zellen normiert. Hervorge-
hoben sind die fiir die funktionellen Studien ausgewédhlten asONs.

asON 43 kDa Isoform 1 33 kDa Isoform 2 13 kDa Isoform 3
scr3 130% 56% 64%
56-1 106% 122% 97%
56-6 98% 121% 108%
57-1 82% 58% 18%
57-5 98% 44% 25%

Alle verwendeten asONs wurden auf Auswirkungen auf das TRAMI1-Protein untersucht
und nach der qualitativen Analyse der Probensignale der TRAM1-Detektion eine Quantifi-
zierung der Banden sowie Normalisierung auf B-Aktin vorgenommen. Dabei zeigten die
Proben nach Transfektion mit asONs gegen zirkuldire TRAM-Transkripte keinen Einfluss
auf die bestétigte Isoform 1 des TRAM1-Proteins. Weiterhin lieferten die Gapmere gegen
circTRAMI1-56 keine signifikanten Anderungen der Signalintensititen der potentiellen
Isoformen 2 und 3, wihrend die asONs gegen circTRAM1-57 eine Abnahme der Banden-
intensitdten auf ca. die Hélfte fiir [soform 2 und auf etwa ein Viertel fiir Isoform 3 erken-
nen lieBen. Ob eine Suppression von circTRAM1-57 wirklich im Zusammenhang mit der
Quantitdt von TRAMI1-Proteinen in Zellen steht, sollte in den nachfolgenden funktionellen
Studien nochmals iiberpriift werden. In den bisherigen Untersuchungen zum TRAMI-
Nachweis gab es allerdings keine Hinweise auf eine solche Relation, sodass eher von ei-
nem artifiziellen Ergebnis ausgegangen wurde. Da die Quantifizierung und Normalisierung
der Chemilumineszenz-Signale von Proteinbanden insgesamt sehr starken Schwankungen
unterlag, wurden immer die Resultate aus mehreren Experimenten einbezogen und mitei-
nander verglichen, um zu einem {iberzeugenden Fazit bzgl. des TRAM1-Nachweises zu
gelangen. Auch die Probe der Negativkontrolle asON scr3 wies groere Abweichungen in
den Signalintensititen von TRAMI1-Isoformen auf und bestdtigte damit die Aussage zu

Ergebnissen von Bandenquantifizierungen aus Proteinnachweisen.
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Abbildung 7.31: Analyse des TRAMI1-Proteins nach Behandlung von ECV-304 mit asONs
gegen TRAMI1-Transkripte oder mit Tamoxifen. Unbehandelte, transfizierte und Tamoxifen-
behandelte ECV-304-Zellen wurden denaturiert in Probenpuffer im SDS-Gel aufgetragen und nach
der Auftrennung auf einer Membran fixiert. Die Immunodetektion erfolgte mit primédren AK gegen
TRAMI1 und (-Aktin sowie sekunddren HRP-gekoppelten AK fiir den Chemilumineszenz-
Nachweis. Die den jeweiligen Banden zugeordneten Isoformen bzw. Massen des Proteins sind
angegeben. Als GroBenmarker ,,M* wurde die PageRuler Prestained Protein Ladder mitgefiihrt.

Um die Auswirkungen der ausgewéhlten asONs auf das TRAM1-Protein zu untersuchen,
wurde zundchst eine qualitative Betrachtung des TRAM1- und -Aktin-Nachweises vor-
genommen. Letzterer wies die erwartete Bande bei 42 kDa auf mit ca. gleichen Bandenin-
tensititen fiir alle transfizierten Proben. Lediglich Tamoxifen-behandelte ECV-304 lieBen
kein B-Aktin-Signal erkennen, was auch auf die Banden des TRAM1-Nachweises zutraf.
Das Signal am unteren Rand des Blots war vermutlich auf Degradationsprodukte zuriick-
zufiihren. Alle anderen Proben zeigten das bereits bekannte Bandenmuster aus denen der
TRAMI-Isoformen zugeordneten sowie vielen zusitzlichen Signalen, wobei die potentielle
Isoform 2 in diesem Versuch nur schwach nachweisbar war und deutlichere Unterschiede
erst nach der Verstiarkung der Signalintensititen erkennbar wurden. Insgesamt war qualita-
tiv jedoch ein einheitliches Bandenmuster im TRAM1-Nachweis zu beobachten mit etwas
schwicheren Signalen fiir unbehandelte und linE1-T2- sowie linE3-T4-behandelte Zellen,
sodass die Quantifizierung und Normierung auf 3-Aktin fiir alle Proben bis auf Tamoxifen-

behandelte ECV-304 durchgefiihrt werden konnte (Tabelle 7.10).
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Tabelle 7.10: Quantifizierung der Banden des TRAM1-Nachweises in ECV-304 nach Behand-
lung mit asONs gegen TRAMI1-Transkripte. Die relativen Intensititen der Gelbanden des
TRAMI-Proteins wurden mittels /mageQuantTL berechnet und anschliefend auf die dazugehori-
gen [-Aktin-Signale normalisiert. Zur Bildung des prozentualen Suppressionsniveaus wurden die
normalisierten Bandenintensititen auf Kontroll-behandelte Zellen normiert. Der erste Wert gibt
dabei die Normierung auf ICAMI1-supprimierte und der zweite Wert die Normierung auf asON
scr3-behandelte Zellen an.

asON 43 kDa Isoform 1 33 kDa Isoform 2 13 kDa Isoform 3
linE1-T2 90% | 81% 83% | 47% 50% | 164%
linE3-T4 97% | 88% 44% | 25% 16% | 53%
56-1 127% | 116% 97% | 54% 100% | 327%
57-1 134% | 121% 56% | 31% 285% | 937%

Alle verwendeten asONs wurden auf Auswirkungen auf das TRAMI1-Protein untersucht
und nach der qualitativen Analyse der Probensignale der TRAM1-Detektion eine Quantifi-
zierung der Banden sowie Normalisierung auf [3-Aktin vorgenommen. Die auf Kontroll-
behandelte Zellen normierten Signale zeigten erneut kaum Auswirkungen auf die bestétigte
TRAMI1-Isoform 1, was fiir die asONs linE1-T2 und linE3-T4 nur eine minimale Redukti-
on der Bandenintensitit und fiir die Proben nach Transfektion mit asONs gegen zirkuldre
TRAMI1-Transkripte eine leichte Steigerung der Signalintensitdten bedeutete. Dartiber hin-
aus lie das in Exon 1 der TRAMI1-mRNA bindende Gapmer keine eindeutigen Werte fiir
die Quantitit der potentiellen Isoformen 2 und 3 erkennen, sodass keine Aussage zum Ein-
fluss des asONs auf das TRAMI1-Proteinlevel moglich war. Das asON 1inE3-T4 lieferte
dagegen eine Abnahme der Bandenintensititen der genannten Isoformen auf ca. 20 — 50%
im Vergleich zu Kontroll-behandelten ECV-304, die bereits in RT-4-Zellen fiir die potenti-
elle Isoform 2 beobachtet werden konnte (Tabelle 7.8). Die Gapmere gegen zirkuldre
TRAMI1-Transkripte zeigten wiederum kein eindeutiges Ergebnis nach der Quantifizierung
der potentiellen Isoformen 2 und 3 mit zum Teil artifiziell hohen Werten fiir das Proteinle-
vel. Lediglich die potentielle Isoform 2 liel erneut eine reduzierte Signalintensitdt in der
Probe nach Transfektion mit asON 57-1 erkennen, die wiederholt auftrat (Tabelle 7.9) und
die Frage nach der Suppression des TRAMI1-Proteins durch eine spezifische Hemmung

von circTRAM1-57 aufwarf.
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Abbildung 7.32: Testung verschiedener Konzentrationen bzw. Volumina von FDA und dem
Caspase 3/7-Reagenz zur Vitalitiits- und Apoptosemessung in ECV-304. (A) Bestimmung der
Zellviabilitit mit 20 uM FDA f.c. in beiden getesteten Volumina. (B) Bestimmung der Caspase
3/7-Aktivitat mittels des Caspase-Glo 3/7 Assay Systems in beiden getesteten Volumina. (C) Nor-
mierung der Caspase 3/7-Aktivitéit auf die Zellviabilitit zur Ermittlung der Apoptoserate von Zel-
len. Die Préparation der Anséitze sowie die Messung im Fluorometer erfolgte wie in Abschnitt 3.2.7
beschrieben.

Fiir die Vitalitdts- und Apoptosemessung via Fluoresceindiacetat (FDA) und die Caspase

3/7-Aktivitit wurden zunichst Standardreihen anhand definierter Zellzahlen und zwei ver-

schiedenen Volumina der verwendeten Reagenzien fiir unbehandelte ECV-304 aufgenom-

men. Diese dienten der Uberpriifung, ob sich die Zellviabilitit und Caspase 3/7-Aktivitit

unter den gegebenen Versuchsbedingungen bestimmen lassen und es einen linearen Zu-

sammenhang zwischen den genannten Untersuchungsparametern und der eingesetzten

Zellzahlen gibt. Dabei zeigte die Bestimmung der Zellviabilitdt (Abbildung 7.32 A) diese

lineare Korrelation iiber einen Bereich bis 64.000 Zellen und nur einen geringfiigig hohe-

ren Anstieg unter Einsatz der doppelten Menge FDA in den Ansétzen. Die Messung der



7 Anhang 260

Caspase 3/7-Aktivitdt (Abbildung 7.32 B) bestitigte ebenfalls den linearen Zusammenhang
zu den eingesetzten Zellzahlen und liel nur einen leicht steileren Anstieg in den Proben
doppelter Substrat-Mengen erkennen. Sowohl in der Bestimmung der Zellvitalitit als auch
der Caspase 3/7-Aktivitit fithren steigende Zellzahlen somit zu einer Zunahme beider
Messgroflen, sodass die zelluldre Apoptoserate erst nach einer Normierung der Caspase
3/7-Aktivitdt auf die FDA-Messung aussagekriftige Werte lieferte. Auch in Abbildung
7.32 C unterschieden sich die Datensétze beider Volumina kaum und zeigten sogar den
gleichen Anstieg, der fiir unbehandelte ECV-304 erwartungsgemif gering ausfiel. Daher
konnte die vom Hersteller vorgeschlagene Menge von 100 pl Caspase-Reagenz in 1:1-
Verdiinnung mit der FDA-Losung und Zellen in Tricine-NaCl-Puffer fiir die nachfolgen-
den Studien auf die Hilfte reduziert werden. Um im nédchsten Schritt die Funktionalitit des
verwendeten Caspase-Glo 3/7 Assay Systems unter den gewihlten Versuchsbedingungen
zu liberpriifen, wurden Tamoxifen-behandelte ECV-304 als Positivkontrolle fiir die Induk-

tion von apoptotischen Prozessen mit unbehandelten Zellen verglichen.
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Abbildung 7.33: Vitalitits- und Apoptosemessung von unbehandelten und Tamoxifen-behan-
delten ECV-304. Dargestellt sind (A) die Bestimmung der Zellviabilitdt mittels FDA und (B) die
Messung der Caspase 3/7-Aktivitit mittels des Caspase-Glo 3/7 Assay Systems sowie (C) die Nor-
mierung der Caspase 3/7-Aktivitéit auf die Zellviabilitit zur Ermittlung der Apoptoserate von Zel-
len. Die Préparation der Anséitze sowie die Messung im Fluorometer erfolgte wie in Abschnitt 3.2.7
beschrieben.

Fiir die Vitalitits- und Apoptosemessung via FDA und die Caspase 3/7-Aktivitit wurden
Standardreihen anhand definierter Zellzahlen von unbehandelten und Tamoxifen-behan-
delten ECV-304 als Positivkontrolle fiir die Induktion von apoptotischen Prozessen aufge-
nommen. Diese dienten der Uberpriifung der Funktionalitiit des verwendeten Caspase-Glo
3/7 Assay Systems fur die Detektion von zelluldirer Apoptose unter den gewidhlten Ver-
suchsbedingungen. Dabei zeigte die Bestimmung der Zellviabilitit (Abbildung 7.33 A) den
erwarteten minimalen Anstieg fiir Tamoxifen-behandelte ECV-304, wihrend unbehandelte
Zellen im Bereich bis 20.000 Zellen einen linearen bis exponentiellen Kurvenverlauf auf-

wiesen. Die Messung der Caspase 3/7-Aktivitdt (Abbildung 7.33 B) bestitigte ebenfalls
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den linearen bis exponentiellen Zusammenhang zu den eingesetzten Zellzahlen fiir unbe-
handelte ECV-304 und lieB fiir Tamoxifen-behandelte Zellen erneut nur einen sehr gerin-
gen Anstieg erkennen. Erst nach der Normierung der Caspase 3/7-Aktivitit auf die FDA-
Messung konnten Aussagen zur zelluldren Apoptoserate beider Proben getroffen werden
(Abbildung 7.33 C), wobei sich wiederum die erwartet geringe Zunahme des Quotienten
fiir unbehandelte ECV-304 vergleichbar mit Abbildung 7.32 C reproduzieren lie3. Tamoxi-
fen-behandelte Zellen zeigten dagegen einen stirkeren Anstieg der Apoptoserate, sodass
die Funktionalitit des gewdhlten Untersuchungssystems unter den zuvor etablierten Ver-
suchsbedingungen anhand der Positivkontrolle fiir apoptotische Mechanismen demonstriert

werden konnte.
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7.3

Weitere Primer-Sequenzen

Die in dieser Arbeit verwendeten Primerpaare wurden von der Firma Metabion syntheti-

siert und geldst in H2O mit einer Endkonzentration von 100 uM geliefert. Die Konzentrati-

onen und der Reinheitsgrad der DNA-Oligonukleotide wurden photometrisch tiberpriift

(Abschnitt 3.3.3) sowie die Qualitdtskontrolle mittels denaturierender PAGE (Abschnitt

3.3.8.2) durchgefiihrt.

Tabelle 7.11: Primerpaare mit deren zugehorigen Sequenzen. (fwd P = forward Primer, rev P =
reverse Primer, PP = Primerpaar)

Bezeichnung

Sforward Primer 5° — 3’

reverse Primer 5° - 3’

linTRAM1 PP1
linTRAM1 PP3
linTRAM1 PP5
linTRAM1 PP9
circTRAM1 PP1
circTRAM1 PP2
circTRAM1 PP7
1inS100A6 PP1
1inS100A6 PP5
1inS100A6 PP6
1inS100A6 PP10
circS100A6 PP1
circS100A6 PP2
circS100A6 PP4
circS100A6 PP7
circTRAM1-56 PP1
circTRAM1-56 PP2
circTRAM1-56 PP3
circTRAM1-56 PP4
circTRAM1-56 PP5
circjunction-56 fwd 1
circjunction-56 fwd 2
circTRAM1-57 PP1
circTRAM1-57 PP2
circTRAM1-57 PP3
circTRAM1-57 PP5
circTRAM1-58/59
fwd P1

circTRAM1-58/59
fwd P2

GGCGAATGCACTTCTCCAAA
GGCGAATGCACTTCTCCAAAA
AGGCGAATGCACTTCTCCAAA
CTGTGTTTGGGGCACATTCA
GGGGCACATTCATTCTCATCTCT
TGGGGCACATTCATTCTCATCTC
TTTGGGGCACATTCATTCTCATCT
GAAGGAGCTCACCATTGGCT
TCGTGGCCATCTTCCACAAG
CTCGTGGCCATCTTCCACAA
AGCACACCCTGAGCAAGAAG
GGGTCCTCTCTGAGTCAAATCC
GGGGTCCTCTCTGAGTCAAATC
TCCTCTCTGAGTCAAATCCAGTG
TCAAATCCAGTGGTGGGTAATTGT
AGCTGGCTTACTGGCTTCAT
TGGCTTACTGGCTTCATGCT
TATCACAGCTGGCTTACTGGC
GGCTTCATGCTTTTCCTGAACTC
TGCTTTTCCTGAACTCTACTTCCA
CTTCCAGAAAACCAAAAAAAAGAAC
CTACTTCCAGAAAACCAAAAAAAAGA
GGCTTACTGGCTTCATGCTTT
ATCACAGCTGGCTTACTGGCT
ACATATCACAGCTGGCTTACTGG
TATCACAGCTGGCTTACTGGC

TTCATTCTCATCTCTGAAAACTACAT

TACATCTCAGACCCAACTATCTTAT

circTRAMI1-58 rev P1 CTAAGCTGACCAGATTCATTAAACT
circTRAMI1-59 rev P1 TAGAAGCTTTTGCCGTTATCTCAA

GCCCCAAACACAGGCAAAAA
GAATGTGCCCCAAACACAGG
TGAATGTGCCCCAAACACAG
TGGGGATAAGCCCTCCATAAG
GGAGAAGTGCATTCGCCTGT
GGAGAAGTGCATTCGCCTGT
GGAGAAGTGCATTCGCCTGT
CACCTCCTGGTCCTTGTTCC
AGCCAATGGTGAGCTCCTTC
GAGCCAATGGTGAGCTCCTT
TGTTCCGGTCCAAGTCTTCC
GGCTGGGCTTGGAGAAATTTGA
GGCTGGGCTTGGAGAAATTTGA
GGCTGGGCTTGGAGAAATTTGA
GGCTGGGCTTGGAGAAATTTGA
CGCCACTAGCATGTAGAAGA
ACAGTAGCCAAATCTTTGATGCC
CGCCACTAGCATGTAGAAGAAA
CAGTAGCCAAATCTTTGATGCCATA
GCATGTAGAAGAAAACAGTAGCCA

TGGGAGGGTGACATTGTACTG
GGGAGGGTGACATTGTACTGAA
CTTCTGTTGCTGGGAGGGTGA
CTGTTGCTGGGAGGGTGAC
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Bezeichnung

forward Primer 5° — 3’

reverse Primer 5° - 3’

circTRAM1-59 rev P2

GCAGGAAGACCATCGCCACA

circTRAM1-59 rev P3 CGCCACACAGGAGACGATGT

circS100A6-24 PP1
circS100A6-24 PP2
circS100A6-24 PP3
circS100A6-24 PP5
circS100A6-26 PP1
circS100A6-26 PP2
circS100A6-26 PP3
circS100A6-26 PP4
circS100A6-26 PP5
circS100A6-27 PP1
circS100A6-27 PP3
circS100A6-27 PP4

GTCAAATTT AAGCTGCAGGATGC
TCAAATCCAGTGGTGGGTAATTGT
CTCTCTGAGTCAAATCCAGTGGTG
TCAAATTT AAGCTGCAGGATGC
TAGGGAAGATGGAGACACCCT
GGGTCCTCTCTGAGTCAAATCC
CTCTCTGAGTCAAATCCAGTGGT
ATAGGGAAGATGGAGACACCCT
CTCTCTGAGTCAAATCCAGTGGT
TCTTCCACAAGTACTCCGGCA
ACCCTGAGCAAGAAGGAGCTG
GGCCATCTTCCACAAGTACTCC

GTTCACCTCCTGGTCCTTGTT
TCTTCCATCAGCCTTGCAATTT
GGTGACATACTCCTGGAAGTTCA
CTGGAAGTTCACCTCCTGGTC
GCTGTTCCGGGTTAGGACG
CACGCCTGGTGACGAGTCT
GCACGCCTGGTGACGAGT
GGGCTGTTCCGGGTTAGGAC
GTGACGAGTCTCCCCTCATCTG
GTGACGAGTCTCCCCTCATCTG
GGTGACGAGTCTCCCCTCATCT
ATCTGCGCAGCGAGCCA




7 Anhang 265

7.4 Danksagung

Ich mochte mich herzlich bei den Menschen bedanken, die mich wéhrend der Durchfiih-

rung des Promotionsvorhabens begleitet haben:

- Prof. Dr. Georg Sczakiel fiir die Ausgabe des Promotionsthemas und die Mog-
lichkeit zur Anfertigung einer Doktorarbeit am Institut fiir Molekulare Medizin

- Dr. Rosel Kretschmer-Kazemi Far fiir die fachliche und moralische Unterstiit-
zung wihrend der Promotionszeit

— Dr. Amir Madany Mamlouk fiir die Ubernahme der Zweitbetreuung der Doktor-
arbeit und hilfreichen Perspektivwechsel

- der Graduiertenschule CMLS der Universitit zu Liibeck fiir die Aufnahme als
Stipendiatin

- Kirsten Frank fiir die hilfreiche Unterstlitzung im Laboralltag

- Petra Héltig fiir die Unterstiitzung bei administrativen Angelegenheiten

- Ralf Werner, Dagma Struve und Karen Sievers fiir die Moglichkeit der Sequen-

zierung meiner Proben und die theoretische Einfithrung in die Sequenzanalyse.



7 Anhang

266

7.5 Lebenslauf

Josephine Dubois

geboren am 10.04.1992 in Berlin, Deutschland
wohnhaft in Bonsaiweg 41, 15370 Fredersdorf-Vogelsdorf

Bildungsweg
10/2015 - 10/2020

11/2014 — 08/2015

10/2011 - 10/2014

2011

Promotionsstudium

Graduate school for computing in medicine and life science,
Universitdt zu Liibeck

,Fast-Track“-Studiengang mit Kolloquium aus
112 Creditpoints und Promotionsabschluss

wissenschaftliche Mitarbeiterin

Institut fiir Molekulare Medizin, Universitit zu Liibeck
Bachelorstudium ,,Molecular Life Science”
Universitdt zu Liibeck

Bachelor of Science, NC: 1,6 (180 Creditpoints)
Abitur

Hans- und- Hilde- Coppi- Gymnasium, Berlin
Allgemeine Hochschulreife, NC: 1,0

Wissenschaftliche Projekte

04/2017 — 10/2020

10/2015 — 04/2017

11/2014 — 08/2015

Untersuchung von linearen und zirkulidren Transkripten
des TRAMI1- und S100A6- Genlokus im Kontext des Harn-
blasenkarzinoms

Institut fiir Molekulare Medizin, Universitit zu Liibeck

Entwicklung molekularer und bioinformatisch-basierter
Methoden zur Diagnose des Harnblasenkarzinoms

Institut fiir Molekulare Medizin, Universitit zu Liibeck

Zellbiologische Charakterisierung PiBuOM-modifizierter
siRNAs

Institut fiir Molekulare Medizin, Universitit zu Liibeck in Zu-
sammenarbeit mit dem Max Mousseron’s Biomolecules Insti-
tut, Universitdt Montpellier



7 Anhang

267

04/2014 - 10/2014

08/2009 — 12/2010

Publikationen
2021

2021

2020

2016

Untersuchungen zur Tumorbiologie des RNA-basierten
Tumormarkers OP18/Stathmin-1

Institut fiir Molekulare Medizin, Universitit zu Liibeck
Bachelorarbeit, Abschlussnote: 1,0

Rolle der Haushaltsgene in Genexpressionsanalysen und
Perspektiven der Tumorstammzellhypothese

Ausarbeitung einer eigenstidndigen wissenschaftlichen Arbeit
im Rahmen des Abiturs und ,,Jugend Forscht*

Abschlussnote 1,0

Auszeichnungen bei ,,Jugend forscht*:

¢ 1. Platz im Regionalwettbewerb Berlin-Mitte

e 2. Platz im Landeswettbewerb Berlin

e Sonderpreis fiir eine auflergewOhnliche Jugend forscht-
Arbeit aus dem Bereich der Grundlagenforschung

Josephine Dubois and Georg Sczakiel, “The TRAMI locus
expresses circular RNAs”

Manuskript in Vorbereitung

Josephine Dubois, Jacqueline Riiger, Bernhard Haubold, Rosel
Kretschmer-Kazemi Far and Georg Sczakiel, “Transcriptome
analyses of urine RNA reveals tumor markers for human
bladder cancer: development of amplicons for RT-qPCR-
based detection”

Manuskript in Vorbereitung

Merle Hanke, Josephine Dubois, Ingo Kausch, Sonja Petkovic
and Georg Sczakiel, “Oncoprotein 18 is necessary for malig-
nant cell proliferation in bladder cancer cells and serves as
a G3-specific non-invasive diagnostic marker candidate in
urinary RNA”

PLOS ONE, 15(7), Juli 2020

Annabelle Biscans, Jean-Rémi Bertrand, Josephine Dubois,
Jacqueline Riiger, Jean-Jacques Vasseur, Georg Sczakiel,
Christelle Dupouy and Frangoise Debart, “Lipophilic 2’-O-
Acetalester RNAs: Synthesis, Thermal Duplex Stability,
Nuclease Resistance, Cellular Uptake and siRNA Activity
after Spontaneous Naked Delivery”

ChemBioChem, 17(21), August 2016



7 Anhang 268

2012 Josephine Dubois, ,,Nicht alle sind gleich gut — Rolle der
Haushaltsgene in Genexpressionsanalysen und Perspektiven
der Tumorstammzellhypothese“

Junge Wissenschaft, Ausgabe 95, 2012

Konferenzbeteiligungen
10/2018 The Complex Life of RNA, EMBL, Heidelberg

Josephine Dubois and Georg Sczakiel,
“Circular RNAs of the TRAM1 System” (Abstract)

Projektantrige

12/2014 Drittmittelantrag bei der Werner und Klara Kreitz-Stiftung
Bewilligung von Drittmitteln in Héhe von 3.800€

05/2014 Drittmittelantrag bei der Werner und Klara Kreitz-Stiftung
Bewilligung von Drittmitteln in Héhe von 5.000€

Praktika

08/2009 Praktikum ,,Tumorstammzellen*
Max-Planck-Institut fiir molekulare Genetik, Berlin
Einflihrung in grundlegende Methoden der Zell- und Moleku-
larbiologie: Zellkultur, RNA-Isolierung, RT-PCR, Agarose-
Gelelektrophorese, Immunfloreszenz-Féarbung

10/2008 Praktikum ,,Umweltanalytik*
uabg - Gesellschaft fiir Umweltanalytik, Boden- und Gewisser-
schutz mbH, Berlin
Einfiihrung in Methoden zur chemischen Analyse der Trink-
wasserqualitdt und Bodenzusammensetzung sowie Einblicke in
Forschungsthemen zur Entwicklung von Nachweisverfahren

Lehrerfahrung

04/2018 — 12/2018 Betreuung einer Bachelorarbeit im Rahmen des Studiengangs
,,Molecular Life Science”

10/2017 - 01/2018 Betreuung eines Blockpraktikums im Rahmen des Studien-
gangs ,.Infection Biology*

07/2016 — 08/2016 Betreuung eines Praktikums am Institut fiir Molekulare Medi-

z1m



7 Anhang

269

Sprachen
Muttersprache
1. Fremdsprache

2. Fremdsprache

Deutsch
Englisch (CEFR: C1)
Franzosisch (CEFR: B1)



