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Sammendrag

En av de store utfordringene innenfor kreftforskning, er & finne og identifisere stabile
biomarkerer som kan brukes til diagnostisering. I 2008 ble miRNA for forste gang detektert i
blod, siden har det ogsa blitt detektert 1 andre kroppsvasker. Ekstracellulaere miRNA er godt
egnet som potensielle biomarkerer, siden de har vist seg & vaere svart stabile 1 kroppsvasker
uten & bli degradert av ribonukleaser. miRNA er omkring 19-23 nukleotider lange
enkelttrddede RNA-molekyler, som deltar i reguleringen av genaktivitet og proteinsyntese 1
celler. Funksjonelt inngdr miRNA 1 et kompleks med proteiner, og forarsaker kloyving,
deadenylering og degradering av mRNA, samt hemming av translasjonen. miRNA i
exosomer, ble for forste gang beskrevet i 1983, og siden den gang har det blitt gjennomfort

flere studier for & kartlegge sammenhengen mellom exosomer og miRNA.

Den forste koblingen mellom miRNA og kreft ble oppdaget 1 2002, og det har i senere tid blitt
vist at miRNA har en viktig rolle innenfor utvikling og progresjon av nesten alle krefttyper,
deriblant brystkreft. I denne oppgaven har det blitt sekvensert miRNA fra brystkreftcellelinjer
med SOLiD-4 sekvensering, og analysert miRNA 1 exosomer med RT-qPCR-analyse. Det har
blitt vist at miRNA-uttrykket i de seks brystkreftcellelinjer ikke folger cellelinjenes genetiske
subtyper, men har 1 stedet kun en delvis sammenfallende uttrykksprofil. miRNA med et kjent
overuttrykk og kjente roller som regulatorer 1 brystkreft er ogsa heyt uttrykt i cellelinjene i
denne oppgaven. Det exosomale miRNA-uttrykket sammenfaller i stor grad med det
intracelluleere miRNA-uttrykket. Likevel er det funnet miRNA som kun er detektert i
cellelinjene eller exosomene, noe som kan tyde pé at utskillelsen av miRNA 1 exosomer kan
vaere en aktiv og selektiv prosess. Det er liten tvil om at miRNA har et stort potensial som
fremtidige biomarkerer bdde med diagnostisk og prognostisk verdi, samtidig som de kan bidra

til & utvikle nye profiler for en mer skreddersydd behandling av brystkreft.
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Forkortelser

mRNA- Messenger-RNA

ncRNA- Ikke-proteinkodende RNA

rRNA- Ribosomale RNA

tRNA- Transfer RNA

snRNA- Sma nukleere RNA

snoRNA- Sma nukleolere RNA

miRNA- MikroRNA

piRNA- Piwi-interacting RNA

siRNA- Sma-interfererende RNA

PASR- Promoter-assosierte short RNA

TASR- Termini-assosierte short RNA

eRNA- Enhancer RNA

nt- Nukleotider

RISC- RNA- induced- silencing complex

PR- Progesteronreseptor
HER2- Human epidermal growth factor
receptor-like 2

GRB7- Growth factor receptor-bound
protein 7

HDL- High-density lipoprotein

NPM1- Nucleophosminl

MYVBs- Multivesicular bodies

ESCRTs- Endosomal-sorting complexes
required for transport

RT-qPCR- Reverse transcription
quantitative real time polymerase chain

reaction

Lu- Luminal

BaA- Basal-A

BaB- Basal-B

ATCC- American Type Culture
Collection

DMEM- Dulbecco’s Modified Eagle
medium

RPMI- Roswell Park Memorial Institute
medium
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pri- miRNA- Primary microRNA

pre-miRNA- Precursor microRNA
RNase- Ribonuklease
miRISC- MicroRNA -assosiert-RNA-induced-

silencing complex

Ran-GTP- Ran-guanosintrifosfat-avhengig

transporter

Ago2- Argonaut2

UTR- Untranslated region

P-bodies- Processing-bodies

kb- Kilobase

ER- Ostrogenreseptor

TEM- Transmisjon elektronmikroskopering

PBS- Phosphatebuffered saline

total-RNA- TotRNA

mg/ml- Milligram/milliliter

ml- Milliliter

rpm- Rotasjoner per minutt

pl- Mikroliter

RIN- RNA integrity number

M- Molar

cDNA- Komplementert DNA

RT- Revers transkripsjon

EM- Elektronmikroskopi

vil



Innholdsfortegnelse

2o o] o [P P O PP O PP PP PP P PPR i
SAMIMENAIAG ... eiiie ettt rre s e seseeeeeeeeeaeeeaeseeeaessaes s s e s s st s ra s s s aaa s aseseseasaeeeaeesesesssssssssssnrnres iv
FOTKOMTRISEI ..ttt ettt et e et vi
O [ o oTe [0 4 Lo o S PO 1
1.1 Ikke-proteinkodende RNA MOIEKYIET ........eeevveiiiiiiiiii i ee e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeresersar e raaaaaaes 1
1.1.1 SMA-regUIatoriSke RNA ......uviiieeeiiieeeee ettt eeeeecr e e e e e e e eeeeeeeaarabaereeeaeeeeeeesanssareraeeess 1

O I 1 011 A ==Y V=T U 2

1.2 Biogenesen @V MIRNA ...t e e e e e ettt e e e e e eea b e e e eeeaataaseeesansanaeeeeenntnnnaaaaans 3
1.3 MIRNA SOM GENIEEUIGTOIE.....cccc i i i s e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeereesessserrsrasnrannnnnen 5
T YL 4 <) i S PP 8
1.4.1 Klassifisering av brystKreft ...t e e e e e e e e e e e e e e e aaaaas 8
A T VI 4 (=Y i t=] | L= [T =] U 9

1.5 BryStKreft OZ MIRNA ... .o e s e s e e e e e eeeeaeaeaeaaaaeeereseasssssssssssersrasnnnnan 10
1.6 Ekstracellulaert MIRNA ...t 12

O S0t 5 (o 1Y 4= PP 13

2. Materiale 08 MELOUE .. .ccoeiiieeeeeeeeeeeeeeeeee et e s e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeaeas s e s sa b e b e ba b eeeeeeeeeens 15
0 N 01T 1Y 11 (=T P PSP PUPUPRPUPRNt 15
2.2 Isolering av total-RNA fra CeIRIIN I ... e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeens 17
2.3 QUDIL® FIUOTOMELEL ..ottt ettt ettt et e sae e et esbe e et esb e e e bt e sbeeeareennee 18
2.4 AGIleNnt 2100 BiOanalyzZer .uuuuuiuiuiuiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaera e aeaaaeeeaeaeaaaaeeeraereren 18
I V=T A TY=1 2 Y= P PSP PUPUPRPUPNt 19
2.5.1 Sequensing by Oligo Ligation and Detection (SOLID):........coouvvvvivrreeeeieeeeeeeeeecirrreeeeeeeeee e 20
SOLID™ -SEKVENSEIING ..ottt teeeeeeeeeeeeeee et et et eeeeeseseeeeseteteteeseeseseseeeeeteteeeeeseseneseaeenens 20
2.5.2 Bibliotek fOr SOLID™ 4-SEKVENSEIING ..v.veeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eeeee e eetet et et s e eeeneneeeeeeees 21
2.5.3 Templated beads for SOLID ™ 4-SEKVENSEIING . .....eveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeeeeeeeeeseseeeeeeens 22
2.5.4 Work-flow analyse (WFA) 0g SOLID 4-SEKVENSEIING ...ecevieeeeeeiiiiiirieeeieeeeeeeeeeeivrreeeeeeeeeeeen 23
2.5.5 Bioinformatikk, CLC Genomics WOrkbenCh.......ccoooivvuiiiiiiiiiiiiiicc e 23



A N N T = o 1o Y 1.0 =] SRS 24

2.6.1 Isolering av MIRNA fra @XOSOMEN ...cciiiiieeeeee et e s e e e e e eeeeeeaeaaeaseeeeesenens 24
2.6.2 Reverse transcription quantitative real time polymerase chain reaction (RT-gPCR)........... 25

2.7 Transmisjons-elektronmikroskopi (TEM) @V @XOSOMEN .......ccoeceeurrrreeieeeeeeeiieeciirrreeeeeeeeeeeeeeennnnns 26

B RESUITATET .ttt 27
3.1 SOLID ™ -SEKVENSEIING . vvveeeeeeeeeeeeeee ettt et et et e e ee ettt et et e eeseseseae et et eteeseeseseseeeeseeeeeeeeees 27
3.1.1 miRNA-uttrykket fglger ikke klassifiseringen av brystkreftcellelinjer ........ccoccvvvvveeeeieennnnnn. 28
3.1.2 Sammenligning av miRNA-uttrykket i ulike subtyper av cellelinjer......cccccceeeieiiiiiininnnnnnnnn, 31

3.2 Transmisjons-elektronmikroskopi @V EXOSOMEN .........ceevvevveveieiiriiiiii e seeeeeeeeeeeeeeeaeeeereeeeeens 33

3. 3 Ekstracellulaere miRNA som er detektert i eX0SOMEr .......cocceviviiiiiiiiiiniiiicc e 34
3.3.1 God korrelasjon mellom parallellene av miRNA detektert i exosomer.........ccccceevvvveveeennnens 34
3.3.2 Uttrykk av miRNA i exosomer fglger ikke cellelinjenes genetiske subtype.......ccccccevveennnnn. 36

3.4 Selektiv utskillelse av miRNA i exosomer fra brystkreftcellelinjer ......cccoceeeeeieeeiiiiiiiiiiiiniiiieeene, 41

O D 1T UL o o U UPOUU N 43
5. KONKIUSJON 08 VIAEIrE @SPEKEET wuvviitititciiiiiee et e s e e e e e e e eeeeaaaeaesaseseaenens 49
6. RETIANSEI ..ciiiiiiiiii e e e s s 51
A o] e 1T o Lo 1< TP PURUPUPRPUPNE 61
7.1. SOLID™ bead coNCeNtration Chart..........cc.cvuevevevcueieceeieieeeeeee e seee 61
7.2. Kvalitetskontroll av tOtRNA ...ttt 62
7.3. Kontroll av miRNA isolert fra @XOSOMET .......c.iiiiiiiiiiiiiiiciiictc e 65

iX



1. Introduksjon

1.1 Ikke-proteinkodende RNA molekyler

I mer enn 50 &r har et “gen” vert synonymt med en del av genomet som koder for et
messenger RNA (mRNA), som igjen translateres til et protein. Selv om de proteinkodende
genene bare utgjer omkring 1-2 % av genomet, har transkriptomanalyser vist at opptil 90 %
av genomet blir transkribert [1]. Den delen av genomet som blir transkribert, men ikke
translatert, kalles ikke-proteinkodende RNA (non-coding RNA, ncRNA). Antallet
proteinkodende gener har vart relativt konstant gjennom evolusjonen, mens mengden av
ikke-proteinkodende sekvenser har gkt proporsjonalt med kompleksiteten til organismene [2].
Disse ncRNA molekylene har viktige regulatoriske roller 1 utvikling [3-5], stressrespons og
respons pa andre stimuli [6-8], samt 1 sykdomsutvikling [9, 10]. ncRNA deles inn i
infrastrukturelle ncRNA og regulatoriske ncRNA. Ribosomale RNA (rRNA), transfer RNA
(tRNA), smé nukleeere RNA (snRNA) og sma nukleoleere RNA (snoRNA) er eksempler pa
infrastrukturelle konstitutivt uttrykte RNA. Regulatoriske ncRNAs har derimot en mer direkte
rolle i regulering av genekspresjonen og deles inn 1 mikroRNA (miRNA), piwi-interacting
RNA (piRNA), sméd interfererende RNA (siRNA) og lange ikke-kodende RNA (long non-
coding (IncRNA)) [11]. I tillegg er det nylig beskrevet, men ikke fullstendig karakterisert
ulike klasser regulatoriske ncRNA som: promoter-assosierte short RNA (PASR) termini-
associated short RNA (TASR) og enhancer RNA (eRNA) [7, 8, 12, 13].

1.1.1 Sma-regulatoriske RNA

Sma-regulatoriske RNA, er i storrelse, den minste klassen av regulatoriske RNA. De er
mindre enn 40 nukleotider (nt), og deles inn i tre ulike klasser basert pd funksjon: siRNA,
piRNA og miRNA [14]. siRNA er med pa a regulere genuttrykket ved sekvensspesifikk
binding av mRNA, med pafelgende kloyving av mRNA’et via RNA-induced- silencing
complex (RISC). piRNA er ogsé involvert 1 nedregulering av genuttrykk, serlig i form av

hemming av uttrykket av transposoner under embryogenesen [15, 16].

miRNA er omkring 19-23 nt lange enkelttrdidede RNA-molekyler (det korteste og lengste
miRNA et som har blitt oppdaget er pa henholdsvis 15-0g 27 nt) som deltar i reguleringen av



genaktivitet og proteinsyntese i celler. Funksjonelt inngar miRNA 1 et kompleks med
proteiner, og kan forarsake kloyving, deadenylering og degradering av mRNA, samt hemming
av translasjonen [17-22]. Det forste medlemmet av miRNA familien, /in-4, ble oppdaget 1
1993 i nematoden Caenorhabditiselegans. Lin-4 viste seg a regulere /in-14 proteintranslasjon,
som forte til et lavere niva av lin-14-proteinet 1 tidlig larvestadium [23]. miRNA ble imidlertid
ikke anerkjent som en egen klasse regulatoriske molekyler for tidlig pa 2000-tallet [24, 25].
Siden 1993 har det blitt oppdaget og identifisert flere tusen miRNA 1 ulike arter, som alle blir
lagret 1 en offentlig database kalt miRBase [17]. Siden et miRNA kan binde en rekke mRNA
og et mRNA kan reguleres av flere miRNA, har det blitt estimert at uttrykket til mer enn
tredjedel av de humane genene blir regulert av miRNA [26].

1.1.2 miRNA-gener

Omkring 70 % av miRNA-genene er lokalisert i introner og/eller eksoner. De resterende 30 %
finnes 1 omradene mellom andre gener (intergenic regions/intergeniske regioner) [27].
Vanligvis er miRNA som er lokalisert inne 1 introner og eksoner orientert i samme retning
som vertsgenet, slik at de transkriberes sammen med vertsgenet som et stort transkript. |
motsetning vil miRNA som er lokalisert 1 intergeniske regioner transkriberes derimot som
uavhengige transkripter [28]. Det finnes ogsd miRNA 1 introner og eksoner som er orientert 1
motsatt retning av vertsgenet, og disse transkriberes 1 likhet med intergeniske miRNA som
uavhengige transkripsjonsenheter. Ofte opptrer miRNA 1 sdkalte genomiske clustere (grupper
av miRNA som er nart hverandre 1 genomet) og ofte, men ikke alltid er miRNA 1 slike
clustere 1 familie (har sekvenslikhet 1 seed regionen, se kapittel 1.3). miRNA med genomisk
narhet transkriberes ofte sammen som sékalte polycistroniske RNA, men miRNA lokalisert
lenger fra hverandre enn 50 kilobaser (kb) transkriberes vanligvis uavhengig av hverandre

[29].



1.2 Biogenesen av miRNA

Biogenesen av miRNA starter 1 cellekjernen og bestar i hovedsak av tre trinn, transkripsjon av
primary miRNA (pri-miRNA) i kjernen, prosessering av pri-miRNA til precursor miRNA
(pre-miRNA) 1 kjernen og dannelsen av modent miRNA 1 cytoplasma (figur 1.1) [30].

pri-miRNA- transkriptet transkriberes vanligvis av RNA polymerase II fra pri-miRNA
genene, men det finnes ogsd enkelte pri-miRNA som blir transkribert av polymerase III [31-
33]. pri-miRNA kan vare et relativt langt transkript pa flere tusen basepar [30, 34, 35]. Etter
transkripsjonen av pri-miRNA, blir transkriptet prosessert i kjernen av et kompleks som bestér
av et ribonuklease III enzym (RNase III) kalt Drosha, og det dobbelttradig-RNA
bindingsproteinet DGCRS [32, 36]. Drosha er den katalytiske delen av komplekset, mens
DGCRS gjenkjenner pri-miRNA og stabiliserer interaksjonen med Drosha [15]. Denne
prosesseringen resulterer 1 et 60-70 nt langt pre-miRNA som er organisert 1 en harnélstruktur.
I basen pa denne hérnalstrukturen er det en 5 fosfatgruppe og et 3° overheng, noe som er
karakteristisk for produkter av en RNase III reaksjon. pre-miRNA et blir transportert ut av
kjernen av en Ran-guanosintrifosfat-avhengig transporter (Ran-GTP), Exportin-5 [15, 30, 37],
hvor Exportin-5 gjenkjenner harnalsstrukturen og 3" overhenget pa pre-miRNA et [32].

I cytoplasma blir pre-miRNA et videre prosessert. Denne prosesseringen skjer ved hjelp av et
annet RNA polymerase III enzym, Dicer, ssmmen med en dobbeltrddet RNA bindingspartner,
TRBP [32]. TRBP er med pé & stabilisere Dicer slik som DGCRS gjor med Drosha [38].
Dicer/TRBP kutter begge trddene 1 hdrndlsstrukturen 19-23 nt fra basen, og genererer dermed
et miRNA-dupleks. Duplekset inkorporeres sa 1 et kompleks, kalt RNA-induced- silencing
complex (RISC), som bestar av Dicer, TRBP og en endonuklease med navn Argonaute 2
(Ago2). Ago2 er den katalytiske komponenten 1 komplekset [3, 14]. Den ene trdden av
miRNA-duplekset degraderes som oftest, mens den andre blir veerende 1 RISC, nd kalt
miRNA-assosiert-RNA-induced- silencing complex (miRISC) [39]. Traden som blir
inkorporert 1 komplekset bestemmes ut 1 fra hvilket RNA-molekyl som har den minst
termodynamisk stabile 5 enden, og betegnes som det modne miRNA’et. miRNA’et kan na

negativt regulere genuttrykket ved direkte baseparring med mRNA [14].
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Figur 1.1. Biogenesen av miRNA

pri-miRNA blir transkribert av RNA polymerase Il i kjernen. Transkriptet blir videre
prosessert av Drosha-komplekset til pre-miRNA (60-70 nt). pre-miRNA transporteres ut
av kjernen av Exportin-5. I cytoplasma prosesseres pre-miRNA et videre til et modent
og funksjonelt miRNA (19-23 nt) ved hjelp av endonukleasen Dicer. Det modne

miRNA et inkorporeres sa i miRISC, og forarsaker sekvensspesifikk nedregulering av

genuttrykk [19, 20, 31-33, 36, 39-41].



1.3 miRNA som genregulatorer

Den eksakte mekanismen for hvordan miRNA nedregulerer sine mélgener er et omdiskutert
tema, men det foreligger hovedsakelig to modeller som forklarer hvordan miRNA regulerer
genuttrykket [14, 21, 22, 40]. Den ene modellen bygger pa at miRNA forérsaker degradering
av mRNA’et, og uten mRNA kan det heller ikke lages noe protein. Den andre modellen
foreslar hemming av translasjonsinitiering med péafelgende degradering av mRNA’et som den
primare virkematen. I cellen er disse prosessene sé tett koblet at en hemming av translasjonen
uansett vil fore til degradering av mRNA, dersom ikke mRNA’et aktivt beskyttes mot
degradering [42]. Det er vist at mange av de faktorene som forarsaker degradering av mRNA,
ogsa er involvert 1 regulering av translasjonen [20]. Nar miRNA’et er en del av RISC
komplekset, kan bindingssetet p4 mal-mRNA et gjenkjennes. Dette bindingssetet finnes oftest
13" untranslated region (UTR) pa mRNA"et, og binder med standard Watson and Crick
baseparing [21]. I hvor stor grad bindingen mellom miRNA-mRNA er komplementar, ser ut
til & ha en betydning for reguleringsmekanismen [14]. miRNA 1 pattedyr binder som regel
ikke fullstendig komplementaert til mRNA, bortsett fra i den sdkalte seed-sekvensen. Seed-
sekvensen bestar av nukleotid 2-7 p4 5° enden av miRNA et som binder fullstendig
komplementeaert til mRNA [43]. Likevel finnes det eksempler pa at miRNA ogsé kan vare
funksjonelle selv med en lav grad av komplementaritet i seed sekvensen [22]. En fullstendig
komplementar binding i den sentrale regionen (nukleotid 9-12) mellom miRNA og mRNA
stimulerer en Argonaut-mediert kloyving av mRNA, men dette er vanligere 1 planter enn hos

pattedyr [22].

Det finnes flere modeller for hvordan miRNA regulerer genuttrykket hos pattedyr: bindingen
av miRISC til 3'UTR sekvensen forer til et mer tilgjengelig mRNA, noe som fremmer
deadenylering og eksonukleaseaktivitet. Proteinet GW182 binder Ago2 i miRISC, og
rekrutterer dermed det poly (A)-bindings proteinet (PABP), deadenylasekomplekset
CCR4:NOT1 og decapping proteinkomplekset DCP1:DCP2 [18, 21, 22, 44-46]. Dette kan
tyde pa at degradering av mRNA utgjer en viktig del av miRNA-mediert nedregulering av
genuttrykket. Det har ogsa blitt foreslatt at miRNA kan inhibere translasjonen ved hemming
av elongering eller tidlig terminering, samt & bidra til degradering av et translatert protein [14,
21, 47, 48]. Figur 1.2 viser hvordan miRNA kan regulere genuttrykket via tre forskjellige
modeller: 1) Hemme initiering av translasjonen ved a hindre gjenkjennelse av EIF4E-cap og

med det hemme dannelsen av eller blokkere ribosomale enheter som 80S pa mRNA. 2)



Hemme elongeringen ved at ribosomet dissosierer fra mRNA"et, samt degradere nytranslatert
peptid. 3) Destabilisere mRNA ved & binde til deadenylerende komplekser, blant annet
GW182, som forer til en deadenylering av mRNA med pafelgende degradering. miRISC
bundet til mRNA kan ogsa bli lagret eller degradert i sakalte processing-bodies (P-bodies)
[40].
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miRISC binder til bindingssetet pA mRNA og regulerer genuttrykket via: 1) Hemme

initiering av translasjonen ved & blokkere 80 S. 2) Hemme elongeringen ved & fa

ribosomene til & dissosiere fra mRNA eller degradere nylig translatert peptid. 3)

Redusere stabiliteten til mRNA som ferer til en deadenylering med péfolgende

degradering av mRNA [40].



1.4 Brystkreft

12009 ble 2745 kvinner og 15 menn rammet av brystkreft i Norge. Risikoen for & fa
brystkreft stiger med ekende alder, og ca 80 % av de som blir rammet er over 50 &r.
Brystkreft hos menn forekommer, men ut 1 fra statistikken er sannsynligheten for & utvikle
denne formen for kreft sveert liten [49]. Brystkreft er ikke én enkelt sykdom, men en samling
av brysttumorer som har forskjellig genetikk, patologi, genomisk variasjon og klinisk utfall

[50].

1.4.1 Klassifisering av brystkreft

Brystkreft klassifiseres 1 fem ulike subtyper basert pd genuttrykk [51-53]. Disse fem
subtypene deles inn 1 estrogenreseptor (ER)-positive eller ER-negative. De ER-positive
tumorene uttrykker ER, ER-responsive gener, samt andre gener som er karakteristiske for
luminale epitelceller, og de kalles derfor for luminal-subtype [54]. Genuttrykket til den
luminale subtypen av brystkreft korrelerer med genuttrykket til de normale luminale
epitelcellene 1 brystet. Dette inkluderer transkripsjonsfaktorene GATA3 og FOXA1 som er
viktige for luminal differensiering [55]. Den luminale subtypen uttrykker ofte (HER)2, og
basert pa uttrykket av blant annet ER, PR og HER2 kan den luminale subtypen deles i to
undergrupper, kalt luminal-A og luminal-B. Luminal-subtype tumorer har generelt en bedre
prognose enn basal-lignende tumorer, og er oftere stadium I (klinisk TINOMO, tumor <2 cm 1

starste diameter) ved diagnosetidspunkt enn den basale subtypen [56-60].

De ER-negative tumorene deles inn i tre undergrupper: HER2-positive (alternativt kalles
denne ERBB2 siden ERBB2 er navnet pa genet som koder for HER2), basal-lignende- og
sakalte normale brystvevlignende-tumorer. HER2—positive tumorer har et hayt uttrykk av
gener lokalisert 1 HER2 ampliconet (i 17g21), inkludert HER2 og growthfactor receptor-
bound protein 7 (GRB7), aktivering av (NF)-kB og transkripsjonsfaktoren GATA4, samtidig
som uttrykket av ER og GATA3 mangler [61, 62].

De basal-lignende tumorene mangler ER og HER-2, og har et genuttrykk som ligner basale
epitelceller og myoepitelceller i fra bryst. De har ofte mutasjoner i tumor-suppressorgenene
(gener som er assosiert med negativ regulering av cellesyklus, apoptose og differensiering),

TP53 og PTEN, og er assosiert med en “aggressiv”’ type med en dérlig prognose.



Trippel negativ-fenotype tumor er tumorer som verken uttrykker ER, PR eller HER2. Disse er
nesten alltid klassifisert som basal-lignende type [63]. Trippel negativ type brystkreft har en
markant heyere risiko for tilbakefall de forste 3-5 arene etter diagnose tidspunkt
sammenlignet med de to ER-positive undergruppene. Samtidig er risikoen for tilbakefall etter

3-5 ar markant lavere for denne gruppen enn for de ER-positive undergruppene [64, 65].

Den normale brystvevlignende undergruppen har fétt sitt navn fordi den ligner normalt
brystvev med et relativt hoyt uttrykk av mange gener karakteristisk for fettceller og andre
ikke-epiteliale celletyper, og lavt uttrykk av luminale og epiteliale gener. Denne undergruppen
er assosiert med sveaert ulike prognoser som strekker seg fra luminal-A med den aller beste

prognosen, til HER-2 og basal-lignende tumorer [51, 52, 66-68].

1.4.2 Brystkreftcellelinjer

Det er en stor utfordring a forsta biologien til brystkreft. Siden sykdommen er sa kompleks og
bestar av s& mange forskjellige undergrupper, er det vanskelig & bruke én enkelt
eksperimentell modell innenfor forskningen [69]. Den mest brukte modellen innenfor
forskning pé brystkreft er brystkreftcellelinjer. Mye av den informasjonen man har om de
ulike brystkrefttypene har man funnet ut ved studier utfort med cellelinjer [69].
Brystkreftcellelinjer har blitt brukt til & underseke hvordan proliferasjon, apoptose og
migrering er deregulert 1 brystkreft, samt for a forstd brystkreftpatologien og finne nye
terapimal [50, 69]. Basert pa genuttrykk deles brystkreftcellelinjer inn 1 gruppene luminal,
basal-A og basal-B [70]. Sammenligning av subtyper i brysttumorer og cellelinjer viser at de
fleste luminale cellelinjene ligner pa luminal-A eller luminal-B-tumorer, de fleste basal-A
cellelinjene ligner pé basal-lignende og de fleste av basal-B ligner enten pd basal-lignende
eller HER2 tumorgruppen. Sammenligning av brystkrefttumorer opp mot de ulike gruppene
av cellelinjer, viser at de fleste basal-lignende tumorer svarer til basal-A cellelinjer. Luminal-
A-og B tumorer ligner mest pa luminale cellelinjer, mens HER2 ligner enten pa luminale eller
basal-A cellelinjer [70]. Grunnen til dette avviket mellom brystkrefttumorer og
brystkreftcellelinjer kan vere at cellelinjene ikke inneholder celler fra normalt epitel eller
stroma som pdvirker den genetiske profilen. Det kan ogsé skyldes et fravaer av interaksjon
og/eller signalering mellom tumor og det omkringliggende vevet i1 cellekulturene. Den mest

sannsynlige forklaringen er kanskje at cellelinjene stammer fra subpopulasjoner av kreftceller



som er selektert frem pa grunn av vekstfordeler, og dermed viser noe mindre variasjon 1

genuttrykket enn brysttumorer [71].

1.5 Brystkreft og miRNA

En av de store utfordringene innenfor kreftforskning, er & finne og identifisere stabile
biomarkerer som kan brukes 1 diagnostisering. Eksisterende diagnostiske metoder for &
detektere brystkreft har mange begrensninger. P4 navaerende tidspunkt er mammografi antatt
som den mest pélitelige metoden for & oppdage brystkreft som fremdeles er sa lite utviklet at
kvinnen ikke merker den selv. [ Norge blir alle kvinner 1 alderen 50-69 ar invitert til
mammografiprogrammet hvert annet ar [72]. Denne metoden er forbundet med varierte
tolkninger av resultater, og kan dermed gi falske positive eller negative resultater [73, 74]. Det
hevdes ogsé at antall dede av brystkreft i Norge og andre europeiske land ikke har blitt
redusert etter innferingen av mammografi [75]. Dersom det finnes biomarkerer for brystkreft i
blod, spytt eller urin hos dem som er rammet, vil dette kunne forbedre diagnostikken og den
kliniske behandlingen av brystkreft [73]. Analyse av kroppsvasker er mye brukt i
diagnostikk, fordi det er reproduserbart, enkelt, ikke-invasivt og koster lite. Mange ulike
komponenter kan potensielt vaere biomarkerer for brystkreft: dette inkluderer bade frie,
sirkulerende kreftceller (Circulating tumor cells—CTC) og makromolekyler som lipider,
proteiner, DNA, RNA og miRNA som stammer fra kreftcellene eller omkringliggende celler

assosiert med kreften [76].

Den forste koblingen mellom miRNA og kreft ble oppdaget 1 2002, da det ble vist at
microRNA-15 (miR-15) og miR-16 var nedregulert 1 B-celle kronisk lymfatisk leukemi [77].
Senere har det ogsd blitt vist at miRNA har en viktig rolle innenfor utvikling og progresjon av
nesten alle krefttyper, deriblant brystkreft [73]. I 2005 viste lorio ef al. at en sammenligning
av 76 primare brystkreft- og 10 normale vevsprover, ga et resultat pa 29 miRNA med
signifikant forskjellig uttrykk. Noen miRNA var nedregulerte, som miR-10b, miR-125b og
miR-145, mens miR-21 og miR-155 var oppregulerte, noe som viste at miRNA kan ha bade

krefthemmende og kreftfremmende egenskaper [78].

Et onkogent miRNA (onkomiR) fremmer tumorutvikling ved & hemme utrykket av tumor-
suppressorgener. miR-21 er et eksempel pa et miRNA som er et onkomiR 1 brystkreft. Dette

miRNA’et er ofte overuttrykt 1 brystkreft [ 78], og det er assosiert med en langtkommen
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sykdom og en dérlig prognose [79]. miR-21 har en viktig rolle 1 reguleringen av tumorvekst
[79], invasjon [80], metastasering [81], og det er vist at miR-21 er involvert i resistens mot

kjemoterapi [82].

miR-155 er et annet onkomiR som ogsa har vist seg & vere involvert 1 resistens mot
kjemoterapibehandling[83]. Dette miRNA et fremmer metastase [84], celleoverlevelse og
cellemigrering 1 brystkreft [85]. Overuttrykk av miR-155 1 brystkreftceller har ogsa vist seg a
fremme celleproliferasjon, tumorvekst og dannelse av metastaser [86]. 2011 ble det vist at
en nedregulering av miR-155-uttrykket 1 brystkreftcellelinjer kunne hemme vekst av
brystkreftceller ved & indusere cellearrest 1 GO/G1 fasen av cellesyklusen. Disse resultatene
antyder at ved 4 nedregulere onkomiR "er, kan dette brukes som en del av strategien i

brystkreftbehandling [84].

miRNA som har et lavere uttrykk 1 kreftceller ssmmenlignet med normale celler kan ha
sakalte krefthemmende egenskaper. Disse miRNAene hemmer uttrykket av onkogener, og
virker dermed som tumorsuppressorer [87]. miR-34a er en kjent tumorsuppressor, og
uttrykket av dette miRNA et har vist seg & redusere risikoen for metastase 1 brystkreft, samt &
veaere assosiert med en lavere risiko for tilbakefall eller ded som felge av brystkreft [88]. miR-
34a har ogsa vist seg a vaere involvert 1 celledad in vivo, da bade ved apoptotisk og ikke-
apoptotisk celleded [89]. miR-31 er, i likhet med miR-34a, ogsé assosiert med evnen til &
hindre dannelsen av metastaser 1 brystkreft. Uttrykket av dette miRNA"et er negativt korrelert
med bade tilstedevearelsen av metastaser og sannsynligheten for tilbakefall, uavhengig av
andre molekylaere markerer. miR-31 hemmer alene minst fire ulike trinn 1 invasjons- og
metastase-prosessen: lokal invasiv vekst, intraluminal overlevelse, effektiv dissosiasjon av

kreftceller fra primersvulst inn 1 blod- og lymfesystemet og evnen til & danne metastaser [90].
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1.6 Ekstracellulaert miRNA

Siden det forste miRNA et ble oppdaget, har det vaert mye forskning innen dette feltet [91-
97]. 12008 ble miRNA for forste gang detektert 1 blod [98], og det har ogsé blitt detektert 1
andre kroppsvasker som urin, spytt og melk [73]. Ekstracelluleere miRNA er godt egnet som
potensielle biomarkerer, fordi de har vist seg & vere sveart stabile 1 kroppsvasker uten a bli
degradert av ribonukleaser. En studie utfort 1 2008 der stabiliteten til miRNA 1 sirkulasjonen
ble undersgkt, viste at miRNA "et forble intakt selv etter gjentatte temperaturendringer og flere
fryse-tine sykluser. Ved tilfersel av syntetisk miRNA 1 forsekene, s man derimot en
umiddelbar degradering av det syntetiske miRNA“et, noe som har stettet opp om teorien at

miRNA som finnes 1 blodet, ma vere beskyttet for ikke & bli degradert av ribonukleaser [98].

Opphavet til stabilt ekstracelluleert miRNA er ennd ikke fullstendig kartlagt, men det har blitt
foreslatt tre ulike opphav: 1) En passiv lekkasje fra edelagte celler fordrsaket av vevsskader,
apoptose, inflammasjon eller celler som har kort levetid. i1) Aktiv sekresjon av miRNA
bundet til RNA-bindende proteiner. Slike RNA-bindende proteiner kan vare high-density
lipoprotein (HDL), Ago2 eller nucleophosminl (NPM1). ii1) Et tredje opphav til sirkulerende
miRNA kan veare aktiv sekresjon av miRNA via mikrovesikler som exosomer, mikropartikler
eller apoptopiske vesikler [99]. Det faktum at ekstracelluleert miRNA er stabilt 1 blod, tyder pé
at miRNA kan vere assosiert med proteinkomplekser eller lokalisert inne 1 mikropartikler noe
som beskytter mot degradering [99]. En studie gjennomfert av Turchinovich ef al. 1 2011
antydet at mesteparten av ekstracelluleert miRNA er assosiert med Ago2, og at dette kan
indikere at sirkulerende miRNA er biprodukter fra dede celler pa grunn av stabiliteten til dette
komplekset [ 100]. Studier har ogsa vist at sirkulerende miRNA kan vere bundet til NPM1
som kan vere med pd & gi et stabilt miRNA 1 sirkulasjonen [100, 101]. En studie utfort 1 2008
viste at mikrovesikler som exosomer i cellekulturer inneholder miRNA, og at disse
mikrovesiklene fungerte som effektive barere for miRNA [102]. Studier som har blitt utfert
etter denne viser ogsé at mikrovesikler 1 blod kan vare en blanding av flere forskjellige
mikrovesikler som mikropartikler, exosomer og andre partikler med vesikulaer struktur [103,

104].
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1.6.1 Exosomer

Exosomer ble for forste gang beskrevet i 1983 [105], og siden den gang har det blitt
gjiennomfert flere studier for & kartlegge sammenhengen mellom exosomer og miRNA [101,
106-108]. Exosomene blir dannet ved invers budding av endosomale membraner, og gir med
det opphav til multivesicularbodies (MVBs). MVBs har blitt vist til & vare et trinn i
modningen av lysosomer, samt at de kan vere forlepere til exosomer [109]. MVBs blir til
exosomer ved & fusjonere sammen med plasmamembranen, og frigjere innholdet
ekstracelluleert (figur 1.3). Disse membranvesiklene, med sterrelse 30-100 nanometer (nm),
blir frigjort fra flere celletyper bédde ved normale forhold og ved sykdom [99, 110]. Det er
tenkelig at det er biokjemiske egenskaper som styrer hvorvidt MVBs utvikler seg til
lysosomer eller exosomer [111]. Hvilke mekanismer som styrer utviklingen av MBV’s til
lysosomer eller exosomer er noe uklart, men multikomplekset “endosomal-sorting complexes
required for transport” (ESCRTs) er foreslétt & ha en rolle 1 dannelsen av lysosomer [112],

mens utviklingen av exosomer muligens kan vare ubiquitin-avhengig [111].

Det har blitt foreslatt at exosomer ikke inneholder miRNA ved en tilfeldighet, men at det tvert
imot er en aktiv prosess som kontrolleres av spesifikke proteiner i RISC-komplekset. Ago2
har blitt observert 1 exosomer fra THP-1-celler [113]. GW182 som er en del av miRISC-
komplekset, er ogsa funnet i exosomer [114]. Dette kan tyde pa at exosomer ikke bare leverer
miRNA, men ogsé proteiner som er assosiert med RISC-komplekset, noe som kan bidra til en
okt funksjon av miRNA [99]. Tidligere har det vert tenkelig at det kun er hormoner,
nevrotransmitterer og cytokiner som har vert involvert 1 intercelluleer kommunikasjon, men
okende mengder data viser at membranvesikler som exosomer ogsa finnes intercellulert, og
kan spille en viktig rolle 1 den intercellulere kommunikasjonen [99, 111, 115, 116]. Flere
studier har vist at exosomer som inneholder miRNA kan skilles ut av en type celler for
deretter 4 tas opp av mottakerceller hvor miRNA’et virker pa4 samme méte som endogent
miRNA[99, 117-119]. Hvordan ekstracellulaert miRNA blir tatt opp av mottakerceller er
fortsatt uklart, men det foreligger noen teorier. Chen et al. 2011, fremmet en teori om at
miRNA som er funnet i vesikler kan bli tatt opp av mottakerceller nar vesiklene gjennomgér
fagocytose, endocytose eller direkte fusjon med membranen til mottakercellene. miRNA som
er bundet til proteinkomplekser kan muligens tas opp av andre celler via spesifikke reseptorer
pa celleoverflaten. Dersom slike reseptorer foreligger, vil dette kunne gi et spesifikt opptak av

ekstracelluleert miRNA 1 cellene [99].
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Figur 1.3. Dannelse og frigjoering av exosomer, modifisert fra [99].
MYVB:s er vist til 4 veere et trinn i dannelsen av lysosomer og exosomer. Exosomer blir
dannet i MVBs ved invers budding av endosomale membraner. Exosomer blir frigjort

ekstracellulzert ved at MVBs fusjonerer sammen med plasmamembranen, for deretter a

frigjore exosomene [99, 109, 111, 112].
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2. Materiale og metode

2.1 Cellelinjer

Cellelinjer som ble brukt i denne oppgaven var Hs 578 T, MDA-MB 231, HCC 1569, MCF 7,
AU 565 og HCC 1187 (oppsummert 1 tabell 2.1). Hs 578 T-cellelinjen har sitt opphav fra en
basal-lignende brystkreft fra en 74 &r gammel kvinne, og ER og PR negativ. Denne cellelinjen
klassifiseres som en basal-B subtype cellelinje [70, 71, 120]. MDA-MB 231 har sitt opphav
fra en 51 ar gammel kvinne, og er fra en basal-lignende tumor med en trippel negativ
fenotype. Som cellelinje er MDA-MB 231 klassifisert som en basal-B subtype, og er
karakterisert som en svart invasiv (in vitro), aggressiv og metastaserende (in vivo) cellelinje
[70, 71, 121]. HCC 1569 er fra en 70 ar gammel kvinne, og klassifisert som basal-A cellelinje
med uttrykk av HER2 [70, 71]. MCF 7 er den mest brukte brystkreftcellelinjen 1 verden, og er
fra en 69 &r gammel kvinne med en ER- og PR-positiv luminal-A brystkrefttumor. MCF 7 er
klassifisert som en luminal cellelinje [70, 71, 121, 122]. AU 565 er fra en 43 &r gammel
kvinne med HER2- positiv tumor, og er en luminal cellelinje [71, 123]. HCC 1187 er
klassifisert som en basal A cellelinje fra en 41 ar gammel kvinne, og er fra en trippel negativ

fenotype tumor [70, 71].

Cellelinjene ble dyrket som anbefalt fra American Type Culture Collection (ATCC).
Vekstmedium som ble brukt var enten Dulbecco’s Modified Eagle medium (DMEM, fra
Sigma Aldrich) eller Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI fra Sigma Aldrich)
med 10 % fotalt kalveserum (FBS). Cellene ble inkubert ved 37 °C under 5 % CO, og

subkultivert 1-3 ganger per uke, for & ha optimale vekstvilkar.

Ved subkultivering ble mediet pipettert av, og cellene ble vasket med 5-10 milliliter (ml)
phosphate buffered saline (PBS fra Sigma Aldrich). Deretter ble 1-2 ml trypsin (Sigma
Aldrich) tilsatt, og cellene ble inkubert pa 37 © C til de losnet fra dyrkningsflaskene. For &
aspirere cellene ble vekstmedium brukt (DMEM eller RPMI med 10 % FBS), og 1 x 10° (T-
25) -4 x 10° (T-75) celler ble overfort til en ny dyrkningsflaske med etterfylling av passende
mengde vekstmedium (totalt 10 ml i1 T-25 og 20 ml i T-75).
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Tabell 2.1. Oversikt over cellelinjer, klassifisering, uttrykk av reseptorer, alder pa

pasient og dyrkningsbetingelser som er brukt i denne oppgaven [71].

Cellelinje | Klasse ER PR Trippel | Her2 Alder | Medium | Andre
negativ betingelser
Hs578 T |BasalB |- - 748 | PMEM* 1001 (mg/ml)
10%FBS | . .
insulin
MDA-MB |Basal B | - - + 514 | PMEMZ
10 % FBS
231
HCC 1569 | Basal A | - - + 70 & | REPMIF
10 % FBS
HCC 1187 | Basal A | - - + 414 | RPME
10 % FBS
MCF 7 Luminal | + + 69 ar DMEM +
10 % FBS
AUS565 | Luminal |- - + 43 5 | RPMIF
10 % FBS

- DMEM- Dulbecco’s Modified Eagle medium, RPMI- Roswell Park Memorial Institute medium,

FBS- Fatalt kalveserum
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2.2 Isolering av total-RNA fra cellelinjer

Total-RNA (totRNA) isolering ble utfort etter protokoll fra Forskningsgruppe for RNA og

transkriptomikk, Universitetet 1 Tromsg. Isoleringen bestod 1 alt av seks trinn:

1) Cellelysering: Dette trinnet startet med & sentrifugere celler-vekstmedium pa 1000 g i 3
minutter. Supernatanten ble pipettert av, og cellene ble vasket med PBS etterfulgt av en ny
sentrifugering pd 1000 g i 3 minutter. Supernatanten ble deretter pipettert av, cellene ble lysert
ved tilsetning av 1 ml Trizol-reagent med pafelgende pipettering opp og ned til pelleten var
lost. Trizol-reagenten er en en-fase losning bestdende av fenol og guanidine isothiocyanate
som deaktiverer RNaser, lyserer cellene og stabiliserer RNA. Celler med Trizol-reagent ble
satt pa romtemperatur (RT) 1 5 minutter for fullstendig lysering av cellene. Dette ble s&

overfort til et 1,5 ml Lobind Eppendorfror.

2) Faseseparering: I dette trinnet ble 0,2 x volum kloroform tilsatt, og preven ble satt pd is i
20 minutter med vending av reret hvert 2. minutt. Deretter ble dette sentrifugert ved 9000
rotations pr minute (rpm) i 30 minutter. Ved tilsetning av kloroform vil RNA et separeres ut 1

den vannleselige fasen etter sentrifugering.

3) RNA-felling: Den nederste organiske fasen ble fjernet, etterfulgt av en ny sentrifugering pa
9000 rpm 1 5 minutter. Den gverste vannfasen ble sa pipettert over i et nytt 1,5 ml Lobind
reagensror for 1 x volum av isopropanol ble tilsatt og blandet godt, for det ble satt 1 kjoleskap

12 timer. Proven ble sa sentrifugert pd 15000 g 1 30 minutter, for supernatanten ble fjernet.

4) RNA vasking: 1 ml iskald 80 % etanol ble tilsatt, etterfulgt av en ny sentrifugering pa
15000 g i1 5 minutter. Supernatanten ble pipettert av, og pelleten ble torket 1 avtrekkskap i 15

minutter.
5) Resuspendering: Pelleten ble resuspendert 1 10 mikroliter (ul) nukleasefritt vann.

6) Kvalitativ og kvantitativ kontroll: Kontroll av preven ble gjennomfert ved bruk av Qubit

Fluorometer (se kapittel 2.3) og Agilent 2100 Bioanalyzer (se kapittel 2.4) (se appendiks 7.2).
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2.3 Qubit® Fluorometer

Qubit® Fluorometer bruker fluorescens som er spesifikk for proteiner, RNA, DNA. Denne
fluoriserende markeren fluoriserer kun nar den er bundet til RNA, DNA eller proteiner.
Kvantifisering med Qubit fluorometer detekterer kun molekyler som er av interesse, 1
motsetning til andre metoder slik som UV-absorbans som ogsa kan detektere degraderte
nukleinsyrer og frie nukleotider [124]. I denne oppgaven ble Qubit® Fluorometer brukt til
kvantitativ analyse etter isolering av totRNA og miRNA fra exosomer (se kapittel 2.2 og

2.6.1). Qubit® Fluorometer ble utfort etter protokoll fra Invitrogen.

2.4 Agilent 2100 Bioanalyzer

Agilent 2100 Bioanalyzer er et system som kan brukes for & kvantifisere og analysere kvalitet
og starrelse av RNA, DNA, celler og proteiner. Dette systemet skiller pravene etter storrelse
ved bruk av en gel-elektroforese. Det brukes en chip som inneholder smé brenner og
mikrokanaler som tilferes gel, fluoriserende marker og prevene. Provene blir separert med
elektroforese, og blir detektert med fluorescens. Resultatene fra elektroforesen visualiseres
som gel-liknende bind og et diagram. Ved totRNA-analyse vil ogsé et RNA integrity number
(RIN) si noe om hvor intakt eller degradert RNA et er. RIN har verdier fra 1 til 10, hvor 10 er
fullstendig inntakt RNA. Det finnes ulike chip’er til ulike prever. I denne oppgaven ble det
brukt chip’er til total-RNA, smaRNA og DNA. For totRNA analyse ved isolering av totRNA
(se kapittel 2.2) ble det brukt TOTAL RNA 6000 Nano Chip. Til miRNA analyse ved
bibliotekspreparering for SOLiD-sekvensering og exosomer, ble det brukt Small RNA Chip
(se kapittel 2.5.2 og 2.6.1). For a undersoke kvantitet og sterrelse av DNA ved
bibliotekspreparering til SOLiD-sekvensering, ble det brukt en High Sensitivity DNA chip.
Alle analysene ble utfert etter protokoll fra Agilent Technologies [125].
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2.5 Sekvensering

Sanger sekvensering har vaert den mest brukte metoden til sekvensering av DNA siden den
ble beskrevet for forste gang 1 1977 [126]. Sanger sekvensering bygger pd deteksjon av
nukleotid spesifikke endemerkede DNA-fragmenter i ulike sterrelser, som separeres ved hjelp
av gelelektroforese. Ved a sette fragmentene sammen, vil de representere hele DNA-trdden. |
de siste drene har bruken av automatisert Sanger sekvensering (ogsa kalt forste generasjons
teknologi) for genomanalyser blitt redusert, siden metoden béde er tidkrevende og dyr.
Behovet for nyere og forbedrede metoder for & sekvensere store mengder DNA (genom) og
RNA (transkriptom), har fert til utviklingen av sakalt neste generasjon sekvenserings (NGS)-
teknologi [127]. NGS som sekvenseringsteknikk ble valgt ut av Nature Methods som "the
method of the year 2007"/ metoden av aret 2007 [128]. Fordelene med NGS-teknologien er
muligheten til & produsere store mengder data, samt muligheten til & identifisere og
kvantifisere uoppdagede transkripter. NGS leser DNA-templatene randomisert gjennom hele
genomet. Templatene kan leses ved & dele opp genomet i mindre fraksjoner, for deretter &
ligere fraksjonene av DNA et med adaptorer for randomisert lesning under DNA syntesen
[129]. NGS-teknologien har resultert i omfattende studier for & sammenligne hele genomet i
forskjellige organismer (dybde-sekvensering), samt 4 underseoke hvordan genetiske forskjeller
1 det humane genomet kan pavirke helse og sykdom [75]. NGS har ogsa vist seg a vere en
teknologi som kan brukes 1 andre karakteriseringer og profileringer, som for eksempel av

mRNA og miRNA [128].
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2.5.1 Sequensing by Oligo Ligation and Detection (SOLiD):
SOLiD™ 4-sekvensering

SOLiD™ 4 systemet er en av de tre mest kjente NGS-teknologiene. Dette systemet ble
tilgjengelig 1 2007, og skiller seg fra de andre teknologiene ved & vere en ligase-mediert
sekvensering, noe som vil si at det brukes en ligase 1 stedet for polymerase ved elongering av
templatet [ 128]. I dette systemet blir adaptorer bundet til DNA-fragmenter, som videre blir
bundet til magnetiske kuler (eller sakalte "beads"). For opp-amplifisering av DNA et pa disse
magnetiske kulene blir det gjennomfert en sdkalt emulsjons-PCR (polymerase chain reaction).
Vanndrapene i oljeemulsjonen inneholder amplifikasjonsreagenser, de magnetiske kulene og
et enkelt DNA templat med adaptorer. Festet til kulene er det adaptorer (P1 adaptor) som er
komplementzare til adaptorene som er festet til DNA- templatet, og de kan derfor brukes som
primere ved emulsjons-PCR’en. Kuler med opp-amplifisert templat blir isolert ved hjelp av
anrikningskuler som kun binder magnetiske kuler med templat. For sekvensering blir anrikede

kuler deponert og kovalent bundet til en liten glassplate laget spesielt for dette formalet.

Selve sekvenseringen starter med en hybridisering av en primer til P1 adaptoren. Deretter blir
prober som bestér av et bestemt fluoriserende merket 8-mer oligonukleotid ligert til primeren.
Fire fluoriserende fargekoder er festet til probene (figur 2.1). Hvilken fluoriserende fargekode
proben fér, bestemmes ut i fra de to ferste basene pa proben. Hvert ligeringstrinn blir
etterfulgt av en deteksjon av de fluoriserende fargekodene. Etter deteksjon er det en kloyving
av proben etter 5 basen og fargekoden frigjares, for en ny hybridisering- og ligeringssyklus
gjiennomfores. Etter flere sykluser med hybridisering og ligering, denatureres og fjernes det
ny-syntetiserte ligeringsproduktet, og en primer som binder ett nukleotid oppstrems i forhold
til primer 1 starter en ny prosedyre med hybridisering og ligering. Dette primer-skiftet vil
utferes totalt fem ganger med en ny redusering av ett nukleotid, og hver base vil da vare
sekvensert to ganger [128-130]. SOLiD™ 4 systemet fra Applied Biosystem ble brukt ved
sekvensering av SmaRNA fra brystkreftcellelinjene beskrevet 1 kapittel 2.1.
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Figur 2.1, modifisert fra [131]. Fire fluoriserende fargekoder blir tilknyttet proben

under SOLiD™ 4-sekvensering.

2.5.2 Bibliotek for SOLiD"" 4-sekvensering

I denne oppgaven ble smaRNA bibliotek utarbeidet etter protokoll, Small RNA Library
Preparation, SOLiD™ Total RNA-Seq Kit fra Applied Biosystems. SmaRNA biblioteks-
preparering startet ved & utarbeide startmateriale: Total-RNA ble isolert fra cellelinjene Hs
578 T, AU 565, HCC 1569, HCC 1187, MCF 7 og MDA-MB 231 (se kapittel 2.2). Mengde
og kvalitet av totRNA ble undersokt ved bruk av Agilent 2100 Bioanalyzer (se kapittel 2.4).
Den totale andelen av smaRNA 1 cellelinjene varierte fra 0,2 % til 0,5 %. For & fjerne store
RNA-molekyler og oke andelen smaRNA 1 pravene, ble proven anriket for smaRNA.
Invitrogen PureLink® miRNA Isolation Kit ble brukt til dette formalet. Metoden baseres pa
kolonner med silikamembraner som separerer smaRNA fra storre RNA. Storre RNA binder til
silikamembranen, mens smaRNA elueres ut, og overfores til en ny kolonne for vasking med
vaskebuffer. SmaRNA elueres ut til slutt med RNase-fritt vann. Andelen miRNA etter
anrikning av smaRNA ber ha en konsentrasjon mellom 1 -100 nanogram for & kunne lage

komplementzrt-DNA (cDNA)- bibliotek til sekvensering med SOLID™ 4.
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Anriket smaRNA ble undersgkt ved bruk av Agilent 2100 Bioanalyzer (se kapittel 2.4), og ut i
fra disse resultatene ble mengden av preven som ble brukt til biblioteket bestemt. Anriket
RNA ble hybridisert og ligert med adaptorsekvenser etter protokoll. Det ble utfert en revers
transkripsjon for 4 f4 dannet cDNA. cDNA ble renset ved & bruke MinElute® PCR
Purification Kit fra Qiagen. Deretter ble cDNA storrelsesselektert ved bruk av gel, amplifisert
med en PCR reaksjon og renset med kolonnerensning, alle trinnene utfoert etter protokoll. Ved
a bruke barcoded SOLiD™ 3’ PCR Primers 1 PCR reaksjonen var det mulig & sekvensere flere
prover pa en gang. Etter rensingen ble storrelsen av det amplifiserte cDNA undersekt ved
Agilent 2100 Bioanalyzer (se kapittel 2.4). Viste resultatene fra Agilent over 50 % av onsket
lengde av miRNA-ligeringsproduktet, var neste trinn system templated bead preparation etter
protokoll. I denne oppgaven viste resultatene over 50 % av ensket miRNA-ligeringsprodukt,

sa preparering av templated beads ble startet.

2.5.3 Templated beads for SOLiD"™ 4-sekvensering

"Templated beads” ble utarbeidet ved & bruke det automatiserte SOLiD®EZ Bead ™
systemet. Systemet bestar av tre trinn, hvorav det forste er 4 bruke SOLiD "™ EZ Bead™
Emulsifier for & preparere emulsjonen som bestér av det preparerte biblioteket og P1-kuler.
Det andre trinnet er 4 bruke SOLiD "™ EZ Bead™ Amplifier for 4 utfere emulsjons-PCR. For
& vaske og anrike de magnetiske kulene med biblioteket ble SOLiD "™ EZ Bead™ Enricher
brukt. Etter anrikning ble kulene modifisert pa 3 enden, for & kunne binde kovalent til
glassplatene som ble brukt til sekvensering. Alle trinnene ble utfort etter protokollene Applied
Biosystems SOLiD™ EZ Bead™ Emulsifier Getting Started Guide, Applied Biosystems
SOLiD™ EZ Bead™ Amplifier Getting Started Guide og Applied Biosystems SOLiD™ EZ
Bead™ Enricher Getting Started Guide.
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2.5.4 Work-flow analyse (WFA) og SOLiD 4-sekvensering

For a kunne kalkulere korrekt mengde lesning med kuler som skulle deponeres pa
glassplatene, ble en work-flow analyse utfert. SOLiD™ bead concentration chart (se
appendiks 7.1) fra Applied Biosystems ble brukt for & estimere konsentrasjonen av lgsningen
med kuler for de ble deponert pa glassplaten for WFA, optimalt omrade for sekvenseringen er
mellom 750 000 til 1,25 millioner kuler/ pl. En slik analyse gir konsentrasjonen av kuler 1
losningen, som kan brukes for 4 fa riktig mengde kuler deponert pé glassplaten til selve
sekvenseringen. En full glassplate kan 1 folge protokollen Applied Biosystems SOLiD™ 4

System Instrument Operation Guide inneholde 708 millioner positive P2 kuler.

Plater med kuler, reagenser og oppsett av SOLiD 4 Analyzer ble utfort etter protokollen
Applied Biosystems SOLiD™ 4 System Instrument Operation Guide med mindre
modifikasjoner. For vasking av kuler (Kp2.1) ble «Covalent Declump 3» brukt i steg 1, en
ekstra sonikering (Covalent Declump 1) ble utfort etter steg 8, samt at kuler med templat ble
fordelt 1 2 Lobind rer 1 steg 5 og kombinert 1 steg 11. For preparering av glassplaten (Kp2.2)
ble ikke vasking med SOLiD™ XD Slide Prep Reagent og SOLiD™ XD Slide Deposition
Buffer v2 gjennomfert (steg 3 til og med steg 8), og for "bead deposition" (Kp2.3) ble steg 2
samt 10-11 repetert og inkuberingen 1 steg 11 ble utfort ved 37 °C.

2.5.5 Bioinformatikk, CLC Genomics Workbench

Bioinformatikk brukes for a lagre, analysere og tolke biologiske resultater. Det finnes flere
bioinformatikk-platformer, men i dette forseket ble resultater fra sekvenseringen analysert
med CLC Genomics Workbench av CLC bio. CLC Genomic Workbench brukes til &
analysere og visualisere resultater fra NGS. Dette ble utfort ved & bruke CLC Genomic
Workbench for a trimme adaptorer, og deretter ble sekvensene telt og annotert opp mot en
versjon av miRBase 17. Etter analysering pA CLC Genomic workbench ble resultatene

importert 1 Microsoft Excel for normalisering og oppsummering.
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2.6 miRNA fra exosomer

2.6.1 Isolering av miRNA fra exosomer

Exosom-isoleringen startet med & la cellene st pd samme mediet 1 minimum 72 timer. Mediet
som ble brukt var enten DMEM eller RPMI med 10 % fetalt kalveserum (FBS). Kalveserumet
ble sentrifugert pa 120 000 g 1 70 minutter, for supernatanten ble tilsatt til mediet. Etter 72
timer ble mediet samlet opp, og sentrifugert ved 4000 g 1 5 minutter for & fjerne celler fra
mediet. Supernatanten ble deretter sentrifugert ved 37600 g (Beckman Optima'™ LE-80K) i
70 minutter for pelletering av exosomene, for den ble pipettert av. Pelleten ble vasket ved a
tilsette PBS etterfulgt av en ny ultrasentrifugering pa 37600 g 1 70 minutter. Etter
sentrifugeringen ble PBS pipettert av, og pelleten ble lost 1 200 uL PBS, og overfort til 1,5 ml
Lobind Eppendorfror.

800 ul Trizol ble tilsatt, og preven ble satt pé is 1 5 minutter. Deretter ble 0,2 x volum
kloroform tilsatt, etterfulgt av ny inkubering pa is 1 20 minutter med vending av reret hvert 2.
minutt. Dette ble sa sentrifugert ved 9000 rpm 1 30 minutter, og Trizol-fasen (den nederste
fasen) ble pipettert av, etterfulgt av en ny sentrifugering pa 9000 rpm i1 8 minutter hvor den
gverste fasen (vannfasen) ble overfort til et nytt 1,5 ml Lobind Eppendorfrer. Deretter ble 20
ul glykogen, 10 % 5 Molar (M) ammoniumacetat (NH4OAc) og 1 x volum av isopropanol
tilsatt for proven ble satt i1 kjeleskap 1 2 timer. I nerver av ammoniumacetat og isopropanol,

bidrar glykogen som en barer av miRNA, som vil gi et storre utbytte av rensingen.

Roret ble sé sentrifugert pa 15000 g i 30 minutter, og supernatanten ble pipettert av. 1 ml
iskald 80 % etanol ble tilsatt, etterfulgt av en sentrifugering pa 15000 g 1 5 minutter.
Supernatanten ble pipettert av, og pelleten ble tarket i avtrekkskap 1 15 minutter. Pelleten ble

resuspendert 1 15 pl nukleasefritt vann.

Kvalitativ og kvantitativ kontroll ble utfert ved bruk av Qubit Fluorometer og Agilent 2100
Bioanalyzer etter protokoll henholdsvis fra Invitrogen og Agilent Technologies (se kapittel

2.3 og 2.4) (se appendiks 7.3).
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2.6.2 Reverse transcription quantitative real time polymerase chain reaction (RT-
qPCR)

RT-gPCR er en hurtig og reproduserbar metode nar man skal vurdere RNA uttrykk, og er
derfor en metode som blir mye brukt og sett pa som en gullstandard [132, 133]. I denne
oppgaven er MiRCURY LNA™ UNIVERSAL RT microRNA PCR fra Exigon brukt. LNA
star for locked nucleic acid, som vil si at det brukes en klasse av nukleinsyre-analoger som har
en ribose-ring som er 13st 1 en bestemt konformasjon. Disse LNA nukleosidene bestar av baser
som ogsd er 4 finne 1 DNA og RNA, og de kan derfor danne Watson and Crick basepar. Ved &
lase en konformasjon som er perfekt for en Watson and Crick baseparring, blir det sterke
bindinger til den komplementaere traden, og den nydannede duplekset forblir mer stabil (har et
heyere smeltepunkt). For & bedre sensitiviteten i analysen, som ofte kan vaere et problem 1
slike analyser pa grunn av miRNA med nesten identisk sekvens (isomiR"er), er det her en
forbedret primer-affinitet. En poly-A hale blir forst lagt til RNA-transkriptene, etterfulgt av en
cDNA-syntese med en primer som binder spesifikt til de ulike miRNA’ene. SYBR Green er et
fargestoff som fluoriserer ved binding til dobbelt-tradig DNA. Etterfulgt av primer-mediert
replikasjon av mal-sekvensen binder flere molekyler av SYBR Green til produktet og avgir et
sterk fluoriserende signal som enkelt kan detekteres. Fluorescens-basert real-time qPCR-

teknologi gir en rask og heysensitiv deteksjon av PCR-produktene [134, 135].

I denne oppgaven ble RT-qPCR satt opp etter protokoll miRCURY LNA™ UNIVERSAL RT
microRNA PCR fra Exiqon. Protokollen bestod av 2 deler: cDNA-syntese og qPCR.
Universal cDNA synthesis kit ble brukt for & lage en mastermix, som sammen med templat-
RNA (exosom-RNA med konsentrasjon pa Sng/ ul) ble inkubert forst 1 60 minutter pa 42 °C,
5 minutter pa 95 °C for varme-inaktivere revers transkriptasen, og deretter rask nedkjeling til
4 °C. cDNA ble tilsatt til en blanding av SYBR Green mastermix og nukleasefritt vann for det
ble overfort til et PCR-panel fra Exiqon. Det ble pipettert 10 pl til hver brenn som inneholdt
en probe som var spesifikk for et miRNA. Real-Time PCR ble satt opp etter protokoll
(Exiqon).

Resultatene fra Real-Time PCRen ble gjennomgatt ved bruk av SDS 2.3 programvare. Alle
proveresultatene ble kontrollert for & ha en logaritmisk fase. Hvis ikke logaritmisk fase var
tilstede, ble disse resultatene fjernet manuelt. Resultatene ble deretter satt inn 1 Microsoft

Excel for sammenligning og korrigering av tekniske variasjoner.
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2.7 Transmisjons-elektronmikroskopi (TEM) av exosomer

Transmisjons-elektronmikroskop bruker elektroner (istedenfor lys som brukes i et vanlig
lysmikroskop) for & visualisere preven, som er exosomer i denne oppgaven. Ved a bruke
elektroner som har kortere belgelengde enn lys, vil man kunne fa en tusen ganger bedre
opplesning [136]. I denne oppgaven ble TEM utfort etter protokoll fra Rani et. al med
modifiseringer [137]. Mediet som ble brukt hadde stétt pa cellene 1 72 timer. Mediet ble
sentrifugert pd ultrasentrifuge ved 37600 g i 1 time og 10 minutter. Supernatanten ble pipettert
av og pelleten ble lost opp 1 37,5 ul PBS, og tilsatt 12,5 ul 8 % paraformaldehyd.

1 drépe, tilsvarende 10 pl, av denne blandingen ble tilsatt pa en parafilm og en
elektronmikroskopi(EM)-grid ble péfert drapen 1 20 minutter. Grid en med exosomene ble
vasket ved 4 tilsette 1 drape (tilsvarende 50 pl) PBS, med pafelgende inkubering i 1 minutt.
Dette ble gjentatt 2 ganger med tilsammen 3 drdper PBS.

Grid en ble fiksert ved & legge den 1 50 pl 1 % glutaraldehyd i 5 minutter. Deretter ble den
vasket 1 drédper pa 100 pl destillert vann og inkubert 1 2 minutter. Dette trinnet ble gjentatt 4

ganger.

Grid en ble sa overfort til 50 ul 2 % metylcellulose/ 4 % uranylacetat, i forholdet 9:1, og satt
pa is i 10 minutter. Overskuddet av denne veasken pa grid'en ble terket av med filterpapir.
Deretter ble den luftterket 1 10 minutter, og overfort til en gridboks for mikroskopering ble

utfort.
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3. Resultater

miRNA har vist seg & ha en viktig rolle innenfor utvikling og progresjon 1 de fleste typer av
kreft, ved & ha en kreftfremmende eller krefthemmende funksjon. I denne oppgaven har det
blitt sekvensert miRNA fra forskjellige subtyper av brystkreftcellelinjer, for & underseke om
det finnes forskjeller i miRNA-uttrykket mellom subtypene, og om det er noen spesifikke
miRNA som skiller seg ut ved enten a ha et hoyt uttrykk eller er uttrykt konsekvent i alle
cellelinjene. miRNA eller profiler av miRNA som er spesifikke for alle cellelinjene, og som

ikke uttrykkes 1 normalt brystvev, kan ha et potensial som mulige biomarkerer.

3.1 SOLiD™ 4-sekvensering

For a underseke miRNA-uttrykket mellom forskjellige subtyper av cellelinjer har det blitt
isolert totRNA fra cellelinjene Hs 578 T, MDA-MB 231, HCC 1569, MCF 7, AU 565 og
HCC 1187. Fra denne isoleringen har sm4RNA blitt sekvensert med SOLiD"™ 4-sekvensering
(se kapittel 2.2-2.5.5) og miRNA-uttrykket har blitt analysert.

Resultatene fra sekvensering av disse cellelinjene viste et totalt antall av sekvenser pa
194.281.961. Dette utgjorde i prosent: 12 % fra AU 565, 14 % fra Hs 578 T, 9 % fra MCF 7,
13 % fra MDA-MB 231, 43 % fra HCC 1569 og 9 % HCC 1187. Adaptorer ble gjenkjent og
eliminert, og 52 % av de totale sekvensene var igjen etter trimming av adaptorer. Disse
sekvensene ble annotert opp mot en versjon av miRBase 17, hvor 21.053.460 sekvenser ble
gjenkjent som modne miRNA, noe som tilsvarte 11 % av totalt antall sekvenser ved

sekvensering.

Sekvenseringsdata ble importert inn 1 Microsoft Excel hvor miRNA-sekvensene ble

normalisert med linezr-skala normalisering, og uttrykt som sekvenser per million.
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3.1.1 miRNA-uttrykket folger ikke klassifiseringen av brystkreftcellelinjer

Uttrykket av miRNA fra sekvenseringen har blitt satt opp med Pearsons korrelasjon, for &
undersgke korrelasjonen mellom de ulike subtypene av cellelinjene, samt av cellelinjer
innenfor samme subtype. Pearsons korrelasjon kan brukes til & se en lineer sammenheng
mellom to variabler. Korrelasjonen kan strekke seg fra -1 til +1. Nar korrelasjonen er +1 er
det en fullstendig positiv korrelasjon, mens -1 er en fullstendig negativ korrelasjon. Er

korrelasjonen 0, er det ingen korrelasjon.

Pearsons korrelasjon med lineare resultater har lett for & bli pavirket av enkelte miRNA som
er sterkt uttrykt, derfor er det satt opp Pearsons korrelasjon pa logaritmiske tall, som vist i
tabell 3.1.1. De cellelinjene som har best korrelasjon basert pA miRNA-uttrykket er AU 565
(luminal(Lu)) og HCC 1569 (basal-A(BaA)) med en verdi pa 0.766. MCF 7 som ogsa er
klassifisert som en luminal cellelinje, har en god korrelasjon med begge disse cellelinjene,
verdier pa henholdsvis 0.756 med AU 565 (Lu) og 0.765 med HCC 1569 (BaA). Dette kan
tyde pa at disse tre cellelinjene har et ganske likt uttrykk av miRNA. Ved a g inn 1
resultatene (ikke vist her) vises det for eksempel at miR-103a er et miRNA som er hayt
uttrykt 1 alle tre cellelinjene. | HCC 1569 (BaA) og AU 565 (Lu) er miR-29b ogsa hayt
uttrykt, men det er ikke tilfelle 1 MCF 7 (Lu). miR-29a er hoyt uttrykt i HCC 1569 (BaA),
men dette er mye lavere uttrykt i AU 565 (Lu) og MCF 7 (Lu).

MDA-MB 231 (basal-B(BaB)) korrelerer best med en basal-A cellelinje, HCC 1569 med en
verdi pa 0.708, men korrelerer ogsé i stor grad med Hs 578 T (BaB) og MCF 7 (Lu) (0.702 og
0.703). HCC 1187 (BaA) har, 1 likhet med HCC 1569 (BaA), best korrelasjon med en
cellelinje klassifisert som luminal, AU 565 (Lu).

Disse resultatene viser at cellelinjer som er klassifisert likt, ikke nedvendigvis korrelerer best

ndr miRNA -uttrykket blir ssmmenlignet.
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Tabell 3.1.1. Pearsons korrelasjon av miRNA-uttrykket fra cellelinjer sekvensert med
SOLiD™ 4-sekvensering. (Lu): Luminal-subtype, (BaA): Basal A-subtype, (BaB): Basal
B-subtype. Korrelasjon=1 viser fullstendig korrelasjon, verdier lik 0 viser ingen

korrelasjon.

AU 565 MCF 7 MDA-MB |HCC 1569 Hs578T HCC 1187
231 (BaB) |(BaA) (BaB) (BaA)

AU 565 (Lu)

MCF 7 (Lu)
MDA-MB 231
(BaB)

HCC 1569 (BaA)
Hs 578 T (BaB)
HCC 1187 (BaA)

For & bekrefte resultatene i fra Pearsons korrelasjon ble en annen statistisk metode for &
beregne korrelasjon, Spearmans Rho, brukt. Spearmans Rho undersegker korrelasjonen
mellom data som er rangert etter storrelse, der det hoyest uttrykte miRNA et er rangert som 1,
det nest hayest uttrykte miRNA er rangert som 2 osv. Spearmans Rho kan variere i likhet med
Pearsons fra -1 til +1. Er verdien -/+1 viser det en god korrelasjon mellom to variabler. Er
Spearmans Rho narmere verdien 0, er det liten eller ingen korrelasjon. Tabell 3.1.2 viser

Spearmans Rho av resultatene fra sekvenseringen.

Spearmans Rho viser samme trenden som Pearsons korrelasjon: at det ikke er fullstendig
korrelasjon av miRNA -uttrykket mellom de ulike subtypene av de brystkreftcellelinjene som
er undersogkt 1 denne oppgaven. Den beste korrelasjonen med Spearmans Rho er mellom AU
565 (Lu) og MCF 7 (Lu) som har en verdi pa 0.704. Som vist i Pearsons korrelasjon
korrelerer ogsda HCC 1569 (BaA) best med MCF 7 (Lu) og AU 565 (Lu) med Spermans Rho.
Ved ogsa 4 ga inn i resultatene her (ikke vist her) vises det at miR-103a er det miRNA et som
er hoyest uttrykt 1 AU 565 (Lu) og MCF 7 (Lu), og uttrykt som det tredje hayest uttrykte
miRNA'et i HCC 1569 (BaA). Det som er mest uttrykt i HCC 1569 er miR-29b som ogsé er
hoyt uttrykt 1 AU 565 (Lu) rangert som 2, mens det 1 MCF 7 (Lu) er rangert som 21. miR-29a
er det nest hoyest uttrykte miRNA et 1t HCC 1569 (BaA), men dette er mye lavere uttrykt 1
AU 565 (Lu) og MCF 7 (Lu), rangert som 16 og 55.
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MDA-MB 231 (BaB) har med Spearmans Rho den beste korrelasjonen med MCF 7 (Lu),
etterfulgt av Hs 578 T (BaB) og HCC 1569 (BaA). Forskjellen fra Pearsons korrelasjon er at
MDA-MB 231 na korrelerer best med MCF 7 (Lu) (HCC 1569 (BaA) i Pearsons korrelasjon).
HCC 1569 (BaA) korrelerer ogsa best i folge Spearmans Rho med en luminal cellelinje, AU
565 (Lu). HCC 1187 (BaA) korrelerer ogsa best med en luminal cellelinje, men med
Spearmans Rho er dette MCF 7 (Lu) (HCC 1569 (BaA)i Pearsons korrelasjon).

Spearmans Rho viser mye av de samme tendensene som Pearsons korrelasjon. Selv om
Spearmans Rho viser litt forskjell 1 korrelasjonen, er trenden fortsatt den samme. Trenden
viser at uttrykket av miRNA ikke folger klassifikasjonen av cellelinje-subtypene. Dette viser
at uttrykket av miRNA innenfor samme subtype kan variere mye, og at miRNA uttrykket ikke

folger den genetiske klassifiseringen for disse cellelinjene.

Tabell 3.1.2. Spearmans Rho av miRNA-uttrykket fra cellelinjer sekvensert med
SOLiD™ 4-sekvensering. (Lu): Luminal-subtype, (BaA): Basal A- subtype, (BaB): Basal
B-subtype. Spearman Rho kan variere fra -1 til + 1. Er verdien -/+ 1 viser det en god
korrelasjon mellom to variabler. Er Spearmans Rho nermere verdien 0, er det liten

eller ingen korrelasjon.

AU 565 |MCF7 |MDA-MB |HCC 1569 Hs 578 T HCC 1187
231 (BaB) |(BaA) (BaB) (BaA)

AU 565 (Lu)

MCF 7 (Lu)
MDA-MB 231
(BaB)

HCC 1569 (BaA)
Hs 578 T (BaB)
HCC 1187 (BaA)
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3.1.2 Sammenligning av miRNA-uttrykket i ulike subtyper av cellelinjer

Resultatene fra sekvenseringen ble rangert etter uttrykket av miRNA, og de 15 mest uttrykte
miRNAene i cellelinjene er vist 1 figur 3.1. De 15 mest uttrykte i hver cellelinje utgjorde
totalt 42 forskjellige miRNA som vist 1 linjediagrammet (figur 3.1). I diagrammet er det
rangerte verdier, dette vil tilsi at det miRNA et som er mest uttrykt er det som har verdi 1.0,
og ikke-detektert miRNA har verdien 250. Cellelinjer som er samme subtype, er i samme
fargesjanger. miR-103a er rangert som det mest uttrykte miRNA et i 3 av cellelinjene, AU
565 (Lu), MCF 7 (Lu) og HCC 1187 (BaA), og det er ogséd hoyt rangert hos de resterende tre
cellelinjene. miR-23a og miR-24 viser seg ogsé & vaere hoyt uttrykt i alle cellelinjene. Det
hoyeste rangerte miRNA et 1 MDA-MB 231 (BaB), HCC 1569 (BaA) og Hs 578 T (BaB) er
miR-29b. Trendene som ble vist med Pearsons korrelasjon og Spearmans Rho gér igjen 1 dette
diagrammet. MDA-MB 231 og Hs 578 T er klassifisert som basal-B cellelinjer, men har
ganske forskjellige uttrykk av miRNA. miR-31 er lavt uttrykt i MDA-MB 231, mens det 1 Hs
578 T er rangert som hoyt uttrykt. Med uttrykket av miR-489 er det omvendt, her er det hoyt
uttrykt i MDA-MB 231, mens det 1 Hs 578 T er lavt uttrykt. Det finnes ogsd miRNA som er
rangert helt likt 1 disse cellelinjene, eksempler pa dette er miR-29a, miR-29b, miR-98 og miR-
125b.

AU 565 og MCF 7 er klassifisert som luminale cellelinjer. I disse cellelinjene er miR-31, let-
7b og miR-130a eksempler pd miRNA som er detektert med ganske forskjellig rangert
miRNA-uttrykk. Uttrykk som derimot er ganske like 1 disse to cellelinjene er let-7f og miR-
15b.

HCC 1187 og HCC 15609 er klassifisert som basal-A cellelinjer, disse er muligens de som
ligner minst pa hverandre av cellelinjer av samme subtype. Dette vises ndr miR-29b er det
hoyest uttrykte miRNA"et 1 HCC 1569, mens det 1 HCC 1187 er lavt uttrykt. Andre eksempler
pa dette er miR-15b og miR-484, som er henholdsvis hayt og lavt uttrykt 1 HCC 1569 og
HCC 1187. Disse to cellelinjene har ogsd miRNA som er ganske likt uttrykt slik som miR-7
og miR-19b.

Dette diagrammet viser at de miRNA "ene som er rangert lavt (hoyt uttrykt) er & finne igjen 1
alle cellelinjene som hayt uttrykte, men som vist i figuren finnes det ogsé store variasjoner 1

uttrykket blant de 15 mest uttrykte miRNA"ene i disse cellelinjene.
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For & se naermere pa resultatene fra sekvenseringen har det blitt valgt ut 10 miRNA, som har
vist seg a vaere regulatorer i brystkreft [79, 88]. Det absolutte uttrykket av disse miRNA“ene
har blitt satt opp 1 et linjediagram med en logaritmisk skala, hvor verdien 1,0 tilsvarer ikke-
detekterte miRNA (figur 3.2). Som det ogsa ble vist i figur 3.1, peker miR-29b seg ut fra de
andre miRNA “ene som det mest uttrykte, etterfulgt av miR-21 og let-7f. miR-29b var det
hoyeste uttrykte miRNA'et i MDA-MB 231 (BaB), Hs 578 T (BaB) og HCC 1569 (BaA).
MDA-MB 231 (BaB) er kjent for & vaere en svaert aggressiv cellelinje, og viser med disse
resultatene at miRNA som er kjent for & veere oppregulerte i brystkreft, ogsé er hoyt uttrykt i
denne cellelinjen. To miRNA som ikke ble detektert i alle cellelinjene var miR-155 og miR-
181d. miR-155 var kun detektert 1 Hs 578 T (BaB) og HCC 1187 (BaA), og miR-181d ble
detektert i alle cellelinjene unntatt AU 565 (Lu) og MDA-MB 231 (BaB). HCC 1187 (BaA)
skiller seg fra de andre cellelinjene ved & ha et lavere uttrykk av disse 10 miRNA"ene. De
andre cellelinjene har samme trend, det vil si at de fleste miRNA ene er de samme

miRNAene som er hayt og lavt uttrykt i alle cellelinjene.

Disse resultatene viser at uttrykket av miRNA som fra for er vist & vaere regulatorer i

brystkreft, ogsé er representert blant de miRNAene som er hayest uttrykt i alle subtypene av

cellelinjene.
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Figur 3.2. Linjediagram som viser uttrykket av 10 utvalgte miRNA fra cellelinjene AU
565, MCF 7, MDA-MB 231, HCC 1569, Hs 578 T og HCC 1187 sekvensert med
SOLiD™ 4.
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3.2 Transmisjons-elektronmikroskopi av exosomer

For a verifisere isolering av exosomer (2.6.1), ble transmisjons-elektronmikroskopi utfert pa
exosomer fra cellelinjen MDA-MB 231. Figur 3.3 viser et representativt bilde tatt under
mikroskoperingen. En skala pd 500 nm har blitt lagt til bildene, for & kunne sammenligne
storrelsen pé vesiklene som er detektert. Bildet (figur 3.3) viser tilstedevarelse av vesikler
som befinner seg innenfor riktig sterrelsesomrdde som exosomer, 30-100 nm, for cellelinjen

MDA-MB 231. Det konkluderes med at exosomer er isolert i fra cellelinjene.

500Inm

Figur 3.3. Transmisjons-elektronmikroskopibilde av exosomer isolert fra cellelinjen

MDA-MB 231.
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3. 3 Ekstracellulaere miRNA som er detektert i exosomer

For & undersgke om exosomer skilles ut spesifikt fra cellene, og om det er noe forskjell 1
miRNA-uttrykket i exosomene fra forskjellige subtyper av cellelinjer, ble det i denne
oppgaven isolert exosomer fra cellelinjene AU 565, MCF 7, MDA-MB 231, HCC 1569 og Hs
578 T som visti2.6.1. Det samme ble utfert pA DMEM med 10 % kalveserum, for & bruke
den som en kontroll. RT-qPCR ble satt opp etter protokoll miIRCURY LNA™ UNIVERSAL
RT microRNA PCR fra Exiqon, for & undersoke miRNA-uttrykket i exosomene. Det ble forst
satt opp et panel med 384 brenner som inneholdt prober for spesifikke miRNA. Ut i fra
resultatene fra 384-brennerspanelet, ble miRNA som var hgyest uttrykt i1 disse cellelinjene
valgt ut, samt et utvalg av detekterte miRNA som er kjente regulatorer 1 brystkreft. Det ble
satt opp en ny parallell for de utvalgte miRNA med et 96-brennerspanel som inneholdt prober

for de spesifikke miRNAene. Resultatene ble normalisert med en global-mean normalisering.

3.3.1 God korrelasjon mellom parallellene av miRNA detektert i exosomer

Parallellene av miRNA fra exosomene er satt opp i et scatterplot for & underseke den tekniske
korrelasjonen. Et scatterplot kan brukes til & underseke om det er en assosiasjon mellom to
variabler. Scatterplottet viste at den tekniske korrelasjonen for 2 paralleller var god med R-
verdier fra 0.8317 til 0.9221 (tabell 3.1.3), og at resultatene var reproduserbare (figur 3.4).
Med en god teknisk korrelasjon og reproduserbare resultater, har gjennomsnittet av disse

parallellene blitt brukt 1 videre analyser.

Tabell 3.1.3. R-verdier som viser den tekniske korrelasjonen mellom parallellene fra

miRNA isolert fra exosomer satt opp i et scatterplott i figur 3.4.

R-verdi
Hs 578 T 0.9221
MCF 7
AU 565
HCC 1569 0.9009
MDA-MB 231 0.8682
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Figur 3.4. Scatterplot av den tekniske korrelasjonen mellom parallellene av miRNA fra

exosomer analysert med RT-qPCR. Scatterplottet viser en god teknisk korrelasjon, som

tyder pa at resultatene er reproduserbare.
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3.3.2 Uttrykk av miRNA i exosomer folger ikke cellelinjenes genetiske subtype

For & sammenligne uttrykket av miRNA mellom exosomene isolert fra de ulike cellelinjene,
har gjennomsnittsverdien fra parallellene til exosom-miRNA blitt satt opp 1 to linjediagram
(figur 3.5 med fortsettelse). DMEM/10 % FBS ble brukt som negativ kontroll. De forste
resultatene av DMEM/10 % FBS viste seg & inneholde betydelige mengder miRNA (fra det
fotale kalveserumet), noe som ville pavirket analysene av exosomene fra cellelinjene dersom
disse miRNA’ene ikke ble eliminert. Serum ble derfor sentrifugert og exosomene fjernet fra
serum, for det ble tilsatt DMEM og inkubert pa cellene (2.6.1). Nye analyser av DMEM med
sentrifugert serum viste kun to detekterte miRNA, miR-197 og miR-720. DMEM med
exosomfritt FBS ble brukt som negativ kontroll 1 denne oppgaven, og miR-197 og miR-720
ble derfor eliminert fra resultatene. Det lavest uttrykte miRNA et i resultatene hadde en ACq
pa 6.16 etter normaliseringen, derfor fikk de miRNA "ene som ikke ble detektert ACq pa 7.

Linjediagrammene (figur 3.5 -med fortsettelse) viser miRNA fra exosomer som ble detektert 1
alle fem cellelinjene. Figurene viser resultatene 1 global-mean normaliseringstall, det vil si en
invers relasjon til miRNA et (jo mer negative tallene er, desto heyere uttrykt er miRNA’et).
Som vist i figurene er mengde og type miRNA i exosomene forholdsvis likt 1 alle cellelinjene.
Noen miRNA er likevel differensielt uttrykt, blant annet er miR-21 er et miRNA som er hoyt
uttrykt. miR-21 er funnet overuttrykt 1 flere krefttyper, og blir assosiert med celleproliferasjon
og metastasering [138]. miR-21 er det miRNA’et som er hoyest uttrykt av alle 1t MCF 7 og
MDA-MB 231, men ikke fullt si hoyt uttrykt i de andre exosomene. Exosomer fra MCF 7 har
ogsd miR-342-3p som er hoyt uttrykt. Nedregulert miR-342-3p har blitt assosiert med
kjemoterapiresistens som tamoxifen, og kan med det ha en potensiell rolle som en marker for

tamoxifenrespons [139].

I AU-565 er miR-23a og miR-24 heyt uttrykt 1 exosomene. miR-24 er ogsé detektert som hoyt
uttrykt 1 exosomer fra HCC 1569 og Hs 578 T. I tillegg er let-7b funnet hoyt uttrykt 1 HCC
1569-exosomene, men ikke like hoyt uttrykt i de andre exosomene. Videre er miR-125b (fig.
3.5) hoyt uttrykt 1 exosomer fra Hs 578 T og MDA-MB 231 som begge er fra subtypen basal-
B, og lavere uttrykt 1 de andre exosomene. Figur 3.5 viser de samme tendensene som analysen
av det intracellulere miRNA-uttrykket fra cellelinjene: uttrykket av miRNA folger ikke

cellelinjenes genetiske subtyper, men har en fellesuttrykksprofil med noen fa unntak.
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Figur 3.5. RT-qPCR av exosom-miRNA som er detektert i alle cellelinjene. Jo mer negativ verdi, desto heyere uttrykk av miRNA.

miRNAene som er uttrykt folger omtrent samme trenden mellom cellelinjene, med noen unntak.
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I kapittel 3.1.2 ble det valgt ut 10 miRNA, som har vist seg a vare regulatorer 1 brystkreft [79,
88]. De samme 10 miRNA "ene er vist i figur 3.6, hvor miRNA i exosomene er sammenlignet.
Figur 3.7 viser en sammenligning av disse 10 miRNA’ene fra cellelinjene og exosomene. Vist
1 disse diagrammene er let-7f og miR-21 heyest uttrykt i alle exosomene. Disse var ogsa heyt

uttrykt i cellelinjene. miR-29b derimot, som jevnt over var heyt uttrykt i alle cellelinjene, er

kun detektert 1 exosomene fra HCC 1569.

Videre er hele 9 av disse 10 miRNA"ene detektert i HCC 1569. miR-29b, miR-98, miR-181d
er kun detektert 1 HCC 1569. Det er ogsa verdt & merke seg at verken AU 565 eller MDA-MB
231 har miR-34a, miR-29b, miR-98, miR-181d, miR-155 eller miR-365 tilstede 1 exosomene
sine. Hs 578 T har heller ikke uttrykk av miR-34a, miR-29b, miR-98, miR-181d, men har
derimot et ganske hoyt uttrykk av miR-155. MCF 7 har heller ikke detektert, miR-29b, miR-
98, miR-181d eller miR-155, men har det hayeste uttrykket av miR-21 og er den eneste
cellelinjen 1 tillegg til HCC 1569 der bade miR-34a og miR-365 er detektert.

Diagrammene viser store ulikheter i tilstedevearelsen av disse 10 brystkreftrelaterte
miRNAene i exosomene. Videre er det ogsa store forskjeller pa det intracellulaere miRNA-
uttrykket og tilstedevaerelsen av de samme 10 miRNA’ene 1 exosomene. Dette viser at
miRNA innholdet i exosomene ikke fullstendig reflekterer det intracelluleere miRNA
uttrykket, noe som kan tyde pa at utskillelse av miRNA 1 exosomer er en spesifikk og aktiv

Pprosess.
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Figur 3.6. Uttrykket av 10 miRNA som har vist seg 4 veere med i reguleringen av

brystkreft, i exosomer isolert fra ulike subtyper av cellelinjer, og analysert med RT-

qPCR. miRNA som ikke ble detektert fikk verdien 7,000.
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Figur 3.7. Sammenligning av uttrykket av 10 miRNA som har vist seg 4 veere med i

reguleringen av brystkreft, i exosomer og tilsvarende cellelinjer. miRNA som ikke ble

detektert fikk verdien 7,000 i exosomene og 1 i cellelinjene.
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3.4 Selektiv utskillelse av miRNA i exosomer fra brystkreftcellelinjer

Siden sammenligning av brystkreftrelaterte miRNA fra cellelinjer og exosomer viser at
miRNA ikke fullstendig reflekterer det intracelluleere miRNA-uttrykket, ble det gjort en storre
sammenligning av miRNA detektert 1 cellelinjer og exosomer fra de samme cellelinjene.
Resultatene fra begge analysene har blitt satt opp 1 et scatterplot (figur 3.8). Scatterplottet
viser at det ikke er sa store forskjeller mellom uttrykte miRNA 1 exosomene og uttrykte
miRNA i cellene. Det finnes imidlertid miRNA som er hayt uttrykt i cellene og ikke 1
exosomene, og omvendt. Disse miRNA “ene vil ligge nederst 1 hgyre hjernet pa plottet hvis de
er hayt uttrykt i cellene og lavt uttrykt i exosomene. Er de derimot heyt uttrykt 1 exosomene,
men lavt uttrykt i cellene, vil punktene ligge gverst mot venstre hjernet av plottet. Det er ogsd
miRNA som kun er detektert 1 exosomene eller kun 1 cellene. Er de bare detektert i
exosomene, vil de befinne seg pd y-aksen med verdi 1,0 i cellene. Jo heoyere opp pa y-aksen,
desto sterkere uttrykt er miRNAene 1 exosomene. Det har blitt valgt ut fem miRNA som
eksempler pA miRNA som kun er detektert i exosomene, merket med trekant-indikator. Disse
fem er uttrykt i exosomene, men ikke detektert i1 cellene. De fem averste trekantene
representerer henholdsvis, fra gverst ned mot origo: miRNA detektert 1 exosomer fra HCC
1569 miR-200c og miR-27b, miR-379 er detektert i exosomer fra AU 565 og MDA-MB 231,
og miR-106a er detektert 1 exosomer fra MDA-MB 231, men ikke i cellene. miR-200c¢ har vist
seg & kunne hemme celleinvasjon og migrering 1 brystkreft [ 140], mens miR-27b har vist seg

a fremme cellevekst i1 brystkreft [141].

Nederst mot hayre hjornet av plottet pa x-aksen med verdi 7, vises fem eksempler pA miRNA
som kun er detektert i cellene og ikke 1 exosomene, merket med trekant-indikator. Fra hoyre
mot origo er disse fem miRNA ene, miR-29b 1 MDA-MB 231, Hs 578 T og AU 565, miR-98
1 MCF 7 og miR-19b 1 AU565. miR-29b og miR-98 har vist seg & vare oppregulerte 1
brystkreft [79].

Et miRNA som skiller seg ut som heyt uttrykt bade 1 cellene og exosomene er miR-21, merket
som rosa firkant i scatterplottet. Dette er sterkt detektert bdde i celler og exosomer fra
cellelinjen MCF 7. Det har blitt vist i1 en studie at ved & hemme miR-21 1 MCF 7-celler og
MDA-MB 231-celler, sa ble ogsé cellevekst og migrering hemmet [142].

Dette scatterplottet viser at de fleste miRNA 1 exosomer ikke skilles ut selektivt fra
cellelinjene. Hadde det vert en fullstendig selektiv utskillelse ville det vart storre variasjon i

plottet, og punktene ville veert enda mer spredt. Samtidig er det et betydelig antall miRNA
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som er svart hoyt uttrykt 1 cellelinjene, men som ikke er detektert 1 exosomene. Dersom
inkorporeringen av miRNA utelukkende er en passiv prosess, vil miRNA som er hoyt uttrykt 1
cellelinjene, ogsa vere tilstede i exosomene: det exosomale miRNA-innholdet ville
gjenspeilet det intracellulere miRNA-uttrykket. Dette er ikke tilfellet med de miRNA’ene
som er markert med trekant pa x-aksen. I plottet vises ogsa en rekke eksempler pd miRNA
som finnes i exosomene, men som ikke er uttrykt i stor grad i cellelinjene, noe som tyder pa at

utskillelse av miRNA 1 exosomer fra brystkreftcellelinjer er en selektiv prosess.
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Figur 3.8. Scatterplot av detekterte miRNA i celler og exosomer fra cellelinjene AU 565,
MCF 7,Hs 578 T, HCC 1569 og MDA-MB 231. miRNA som ikke er detekterte i cellene
har fatt verdien 1,0, og ikke-detekterte miRNA i exosomene har fatt verdien 7.
Eksempler pA miRNA som kun er detektert enten i cellene eller i exosomene har fatt

indikator-marker som trekant.
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4. Diskusjon

Brystkreft er den hyppigste diagnostiserte krefttypen, og den ledende arsaken til dedsfall
grunnet kreft blant kvinner i verden. I 2008 tilsvarte brystkreft 23 % av totalt nye krefttilfeller
som ble diagnostisert blant kvinner, og 14 % av dedsfallene var forarsaket av brystkreft [143].
Behovet for en bedre diagnostisering av brystkreft er stort, og et omrade det forskes mye pa.
Behovet og mélet er 4 finne stabile biomarkerer som kan bidra til & oppdage brystkreft i en
tidlig fase. Per dags dato er det 2 markerer som kan brukes for & evaluere brystkrefttumorer
og deres terapeutiske respons, ER og HER2, men dette er histologiske prover, og vil ikke
kunne brukes som biomarkerer. Andre markerer som blir brukt er karbohydrat-antigener og
karsinoembryonisk-antigen, men disse egner seg ikke som diagnostiseringsmarkerer pa grunn

av deres lave sensitivitet, og brukes kun til 4 underseke progresjonen av tumoren [144].

En ideell biomarker mé vare sensitiv for & oppdage tumorer 1 en tidlig fase, samt vere
kostnadseffektiv [144]. Det har blitt funnet ut at miRNA 1 sirkulasjonen har et potensial som
mulige biomarkerer. I en studie der miRNA-profilene fra fullblod fra 48 brystkreftpasienter
og 57 kontrollpasienter ble sammenlignet, ble det funnet 59 miRNA som hadde et signifikant
differensielt uttrykk mellom brystkreftpasientene og kontrollgruppen [145]. En annen studie
viser til hoyt uttrykk av miR-21 og miR-29a i serum fra brystkreftpasienter sammenlignet
med friske individer [138]. Som nevnt tidligere er brystkreft en svert heterogen sykdom som
bestar av mange ulike undergrupper. miRNA som eventuelt kan brukes som biomarkerer, ma
derfor bli funnet igjen 1 alle disse undergruppene av brystkreft. De ma ogsa skille seg spesifikt

ut fra andre miRNA, og fra miRNA som blir funnet normalt hos friske kontroller.

I denne oppgaven ble det undersekt miRNA 1 6 forskjellige brystkreftcellelinjer med 2
cellelinjer av hver subtype: luminal, basal-A og basal-B. Det har ogsé blitt sammenlignet
miRNA i exosomer fra 5 av de samme cellelinjene. Som vist 1 resultatene ble sekvensene fra
SOLIiD 4-sekvenseringen annotert opp mot miRBase 17, det vil si at det i denne oppgaven
kun har blitt sett pA miRNA som allerede er kjente. I disse sekvensene som ikke har blitt
annotert, er det store muligheter for at det ogséd finnes miRNA som enné ikke har blitt

oppdaget, og som muligens kan ha en viktig rolle 1 brystkreftutviklingen.

For a kunne finne miRNA som kan brukes som biomarkerer har det i denne oppgaven blitt
undersekt om det finnes enkelte miRNA av de som har blitt detektert og annotert, som skiller
seg ut 1 alle cellelinjene. Korrelasjonen av uttrykte miRNA 1 disse cellelinjene ble undersokt
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med Pearsons korrelasjon og Spearmans Rho, som viste seg at den beste korrelasjonen ikke
nedvendigvis var mellom cellelinjer av samme subtype. Dette viser at det er stor variasjon 1
uttrykket av miRNA mellom cellelinjene av samme subtype og pa tvers av subtypene. Pa
grunn av stor forskjell 1 miRNA-uttrykket for cellelinjer av samme subtype, kan derfor ikke
miRNA-profiler brukes til & klassifisere disse cellelinje-subtypene nér
sammenligningsgrunnlaget er begrenset til seks cellelinjer. I disse resultatene er det ogsa vist
at det kan finnes uttrykk av miRNA som er like pd tvers av subtypene, siden cellelinjer av en
subtype kan korrelere bedre med cellelinjer av en annen subtype. En sammenligning av
miRNA-uttrykket fra sekvenseringen, viste at miR-103a, miR- 29b og miR-21 var miRNA
som var hegyt uttrykt blant alle cellelinjene (figur 3.1 og 4.1).

miR-29b er en viktig regulator av metastasering, og kan fungere som en marker for brystkreft
og progresjonen av brystkreft. I en studie der uttrykket av miR-29b i basal-B cellelinjen
MDA-MB 231 og den luminale cellelinjen MCF 7 ble sammenlignet, ble det vist at uttrykket
av miR-29b var hgyere i MDA-MB 231 som er en mer aggressiv, invasiv og metastaserende
cellelinje, enn 1 MCF 7. Studien viste ogsé at ved & hemme miR-29b i cellekulturer, okte
uttrykket av tumorsuppressor PTEN, som fremmer apoptose, hemmer invasjon og
metastasering [146]. Dette er 1 samsvar med resultatene 1 denne oppgaven der miR-29b var
hoyt uttrykt (rangert som hoyest uttrykt) i MDA-MB 231, og litt lavere 1 MCF 7. Dette kan
tyde pd at miR-29b har en viktig rolle i den aggressive cellelinjen MDA-MB 231. miR-29b er
ogsa det hoyest uttrykte miRNA"et 1 Hs 578 T og HCC 1569 og har ogsa et hayt uttrykk i AU
565, men noe lavere 1 HCC 1187. Siden miR-29b har en klar rolle i brystkreftutvikling og har
et relativt hayt uttrykk i alle cellelinjene, kan dette &pne for at dette miRNA’et potensielt kan
vare en biomarker for brystkreft. Samtidig viste resultatene 1 denne oppgaven at miR-29b var
lite uttrykt 1 exosomene, noe som kan vere et argument mot tilstedeverelsen av dette
miRNA’et 1 blodet til individer som er rammet av brystkreft (figur 4.1). Videre ma ogsa
uttrykket av miR-29b 1 blod og brystvev fra friske individer kartlegges for noen konklusjon
vedrerende mulig bruk av miR-29b som biomarker kan trekkes. Det at miR-29b er generelt
hoyt uttrykt intracellulert, men ikke 1 exosomene 1 alle cellelinjene, skyldes ikke ulike
analysemetoder (SOLID4 sekvensering og RT-qPCR-analyse). miR-29b var ogsa heyt uttrykt
1 Hs 578 T-cellelinjen analysert med samme metode som ved exosom-profileringene
(MiRCURY LNA™ UNIVERSAL RT microRNA PCR, Exiqon) tidligere utfort av
Forskningsgruppe for RNA og transkriptomikk (upubliserte resultater).
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Figur 4.1. Viser gjennomsnittsuttrykket av miR-29b, miR-21 og miR-23a i cellelinjer

(bla seyle, venstre y-akse) og exosomer (roed seyle, hoyre y-akse).

De fleste dedsfall forarsaket av brystkreft skyldes som regel utvikling av metastaser. Denne
prosessen innebarer flere trinn: cellene losner fra primartumor og sprer seg via
blodsirkulasjonen og/eller lymfesystemet, og migrerer gjennom basalmembranen i blod- eller
lymfeérene for de etablerer en ny svulst i det sekundare vevet [147]. miR-21 er overuttrykt i
flere krefttyper, deriblant brystkreft, og er assosiert med okt celleproliferasjon, metastasering
og redusert overlevelse [79, 138]. I brystkreft reguleres tumorsuppressor-genene programmed
celldeath 4 gene (PDCD4) og Tropomyosin 1 (TM1) direkte av miR-21 [148-150]. miR-21
har ogsa vist seg & kunne ha en rolle i resistens mot legemiddelterapi. En studie der effekten
av trastuzumab 1 HER2 positive brystkreftcellelinjer og brystkreftceller ble undersgkt, viste at
et overuttrykk av miR-21 bidro til & fremme resistens mot trastuzumab béade i
brystkreftcellelinjer og 1 brystkrefttumorer [82]. Dette viser at miR-21 kan ha mange ulike
funksjoner i brystkreft. [ samsvar med dette var miR-21 ogsa heyt uttrykt i alle cellelinjene i
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denne oppgaven, noe som videre bekrefter at dette miRNA “et har en viktig rolle 1 utviklingen

av brystkreft (figur 4.1).

Et annet miRNA som er hoyt uttrykt er let-7f som er en del av let-7 familien. Let-7 familien
har 13 medlemmer (let-7a-1, 7a-2, 7a-3, 7b, 7c, 7d, 7e, 7f-1, 7f-2, 7g, 7i, mir-98, og mir-202)
lokalisert pd 9 ulike kromosomer, og er definert som en familie fordi seed-sekvensen er lik.
miRNAene i let-7 familien er tumorsuppressorer, og er derfor ofte nedregulert 1 mange
krefttyper [152]. I noen krefttyper som lungekreft og eggstokkreft er medlemmene av let-7
familien ofte fullstendig nedregulert [153, 154]. Det har ogsa blitt funnet at medlemmer av
let-7 familien ogsa kan vare oppregulert i kreft, og ikke bare fungere som en tumorsuppressor
[152]. En studie av det globale miRNA-uttrykket i primare brystkreftsvulster (113 vevsprover
av brystkreftsvulster og 40 prever av normalt brystvev) viste at let-7f var 1 av 9 miRNA
(miR-21, miR-365, miR-181b, let-7f, miR-155, miR-29b, miR-181d, miR-98, og miR-29c,
uthevet miRNA er ogsa funnet oppregulert i cellelinjene brukt i denne oppgaven, se figur 3.1
og figur 3.2) som var oppregulert mer enn to-fold ndr man sammenlignet med normalt
brystvev [79]. let-7f er et av de hayest uttrykte miRNA “ene 1 brystkreftcellelinjene som er
brukt i denne oppgaven. I likhet med de andre miRNA’ene som er hoyt uttrykt, er det
imidlertid ikke blitt gjort en sammenligning med normale celler fra brystvev slik at man ikke
kan konkludere med en oppregulering av let-7. Likevel er let-7f et av de miRNA ene som er
heyest uttrykt 1 alle disse cellelinjene, noe som kan tyde pa at dette miRNA et kan ha en
viktig rolle 1 de ulike subtypene av brystkreft.

Resultatene 1 oppgaven har vist at det finnes flere miRNA med et kjent overuttrykk 1 kreft
som ogsa er hayt uttrykt i brystkreftcellelinjene, og blant disse miRNA’ene kan det finnes
potensielle biomarkerer. Potensialet som biomarkerer er relatert til ekstracellulaer
tilstedevaerelse 1 kroppsvasker, for eksempel 1 form av exosomer. En nylig publisert studie
undersokte om miRNA 1 hovedsak var & finne innkapslet 1 exosomer, eller om de var 4 finne
som fritt sirkulerende. Dette ble undersegkt i serum og spytt, og det viste seg at
konsentrasjonen av miRNA var konsekvent hgyere inne i exosomene enn som fritt
sirkulerende [155]. I denne oppgaven ble det bekreftet at det finnes et stort antall miRNA 1
exosomer som er skilt ut 1 fra brystkreftcellelinjer. Metoden som er brukt for profilering
detekterer kun kjente miRNA, noe som muliggjer en exosomal tilstedeverelse av miRNA

som ikke er kjent, men som ogsé kan ha et potensial som biomarkerer
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Det har blitt foreslétt at ekstracelluleert miRNA 1 hovedsak er bundet til Ago2, og at det er et
fatall av miRNA som er innkapslet 1 vesikler som exosomer [156]. Pa bakgrunn av dette, ble
det ogsé gjort et forsek pa & detektere miRNA fra proteinkomplekser, deriblant Ago2, i denne
oppgaven. Det ble valgt ut tre forskjellige cellelinjer: en luminal cellelinje, MCF 7, en basal-
A, HCC 1569 og en basal-B, MDA-MB 231. Dette forseket ble utfort ved & eliminere
exosomer fra mediet med ultrasentrifugering, og filtrere mediet gjennom et 50 kilodalton
(kDa)-filter for & fjerne mindre proteiner (Ago2 ~95 kDa). Denne fraksjonen ble deretter
analysert pd samme panelet som ble brukt til profilering av miRNA fra exosomene
(MiRCURY LNA™ UNIVERSAL RT microRNA PCR , Exiqon), og en RT-qPCR-analyse
ble utfort. I denne analysen ble det ikke detektert noen miRNA. Det kan bade skyldes lite
protein-miRNA komplekser og/eller for lite startmateriale. Basert péd disse forsekene kan man
ikke trekke noen konklusjon om hvorvidt miRNA i hovedsak er bundet til proteinkomplekser
eller innkapslet 1 vesikler i disse brystkreftcellelinjene. Denne mangelen pa detektert miRNA i
proteinfraksjonen, peker i retning av at det ekstracelluleere miRNA’et primeert finnes 1

€xosomer.

I exosomene ble det detektert mange miRNA, deriblant flere miRNA som skilte seg ut som
heyere uttrykt enn de resterende. Det miRNA et som var hegyest uttrykt ved sammenligning
av miRNA 1 exosomene, var miR-23a. Siden dette miRNA et er hoyt uttrykt 1 exosomer fra
alle brystkreftcellelinjene, kan det tyde pa at det kan ha en viktig funksjon 1 disse cellene og
kanskje ogsa 1 brystkreft (figur 4.1). En studie der miRNA uttrykket fra brystkreftsvulster (21
prover) ble ssmmenlignet med normalt brystvev (20 prever) ved bruk av SOLiD-
sekvensering, viste at dette miRNA et er fem-fold oppregulert i1 brystkreft sammenlignet med
normalt brystvev [138]. Dette kan tyde pa at miR-23a er generelt oppregulert 1 brystkreft, og
kan vare en lovende kandidat som en biomarker, siden det ogsa er hoyt uttrykt i exosomene

fra alle brystkreftcellelinjene i denne oppgaven.

Det har blitt foreslatt at miRNA 1 exosomer skilles ut selektivt fra cellene [117, 157].
Resultatene som er presentert i denne oppgaven statter en viss selektiv utskillelse. For
eksempel er onkomiR et miR-155 detektert i exosomer fra HCC 1569, men ikke i selve
cellelinjen. Dette apner for at tumorceller aktivt kan skille ut spesifikke miRNA som kan
bidra til & fremme kreftutvikling og metastasering. Det finnes ogsa en rekke miRNA som er
hoyt uttrykt 1 cellelinjene, men som ikke blir detektert 1 exosomene. miR-29b er hayt uttrykt 1
alle cellelinjene, men finnes kun i exosomer fra HCC 1569. miR-125b er hoyt uttrykt i alle
cellelinjene, men det haye uttrykket reflekteres kun 1 exosomene fra Hs 578 T og MDA-MB
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231. miR-125b er tidligere funnet i serum hos brystkreftpasienter, der et hoyt uttrykk av miR-
125b korrelerte med et lavere antall apoptotiske celler og ekt resistens mot kjemoterapi [158].
Det at uttrykket av miR-125b ogsa blir funnet hoyt uttrykt i exosomene fra basal-B subtype
cellelinjene 1 denne oppgaven, viser at dette miRNA "et kan ha en viktig rolle i denne subtypen

spesielt.

Dersom det ikke hadde veert en selektiv utskillelse av miRNA til exosomene, kunne man
forventet at miRNA-innholdet i exosomene reflekterte det intracellulaere uttrykket. For et stort
antall miRNA viser resultatene nettopp dette (figur 3.8). Alle cellelinjene har for eksempel et
hoyt uttrykk av miR-21, miR-23a og miR-24 bade intracellulert og i exosomene. Resultatene
som er presentert i denne oppgaven viser at miRNA-innholdet i exosomene 1 stor grad
reflekterer det intracelluleere miRNA-uttrykket, samtidig som en rekke miRNA skilles ut

selektivt.

Hvis det er slik at uttrykket av miRNA 1 exosomene 1 stor grad reflekterer uttrykket 1
kreftceller, kan exosomale miRNA-profiler fra blod potensielt brukes som ikke-invasive
indikatorer pa hvor aggressiv tumoren er for behandling. Tilstedevarelsen av miRNA som er
assosiert med okt celleproliferasjon, metastasering, resistens mot kjemoterapeutika eller

prognose, kan kanskje pavirke fremtidige valg av behandling mot brystkreft.
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5. Konklusjon og videre aspekter

I denne oppgaven har det blitt vist at miRNA-uttrykket 1 seks brystkreftcellelinjer ikke falger
cellelinjenes genetiske subtyper, men har i stedet kun en delvis sammenfallende
uttrykksprofil. miRNA med et kjent overuttrykk og definerte roller som regulatorer 1
brystkreft, er ogsd heyt uttrykt i cellelinjene 1 denne oppgaven. Enkelte miRNA, som miR-
29b, miR-23a og miR-21, er hayt uttrykt i alle cellelinjene. Exosomer fra disse cellelinjene
inneholder en rekke ulike miRNA, og det exosomale miRNA-uttrykket sammenfaller 1 stor
grad med det intracelluleere miRNA-uttrykket. Likevel er det funnet miRNA som kun er
detektert i cellelinjene eller exosomene, noe som kan tyde pa at utskillelsen av miRNA 1

exosomer kan vare en aktiv og selektiv prosess.

En tidlig diagnose av brystkreft er avgjerende for et best mulig utfall. miRNA har vist seg &
kunne ha et potensial som biomarkerer for tidlig deteksjon av brystkreft, noe som resultatene i
denne oppgaven ogsé stetter. Det har blitt detektert miRNA som er hoyt uttrykt i alle
subtypene av brystkreftcellelinjer, og som kan detekteres ekstracellulert (i denne oppgaven i
form av exosomer). Et viktig og interessant eksperiment ville vere & utfore et nytt forsek for &
detektere miRNA 1 proteinfraksjonen, for deretter 4 underseke om miRNA som er bundet til
proteiner har en annen uttrykksprofil enn miRNA i exosomene. Det ville ogsd vart enskelig &
inkludere flere cellelinjer for & fa et storre datagrunnlag, ogsa “normale celler”, for eksempel
cellelinjen Hs 578 bst, som er derivert fra samme pasient som Hs 578 T. Dette er viktig for &
kunne si noe om forskjellen pd miRNA-uttrykket i brystkreft og normale celler, og er

grunnleggende i seken etter mulige biomarkerer.

For miRNA kan brukes som biomarkerer 1 brystkreft ma det utferes flere studier 1 store
populasjoner, der uttrykket av miRNA sammenlignes hos brystkreftrammede og friske
individer. Ved Institutt for samfunnsmedisin ved Universitetet i Tromse ble det 1 1991 startet
en landsdekkende undersekelse kalt 'Kvinner, livsstil og helse', senere endret undersgkelsen
navn til 'Kvinner og kreft'. Formalet med studien er a lete etter arsaker til kreft hos kvinner,
spesielt brystkreft. Fra 2006 er det blitt samlet inn blod 1 det som kalles postgenom-studien.
Denne delen av undersgkelsen gir en mulighet til & studere sammenhengen mellom gener som

er aktive ved blodprevetakingen, og senere risiko for kreft. 50 000 blodprever er né samlet
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inn, og deler av dette materialet brukes na til & sammenligne miRNA-profilene 1 blod og

serum fra kvinner som er blitt rammet av brystkreft med friske individer.

For at enkelte miRNA eller miRNA-profiler skal kunne brukes som biomarkerer for
brystkreft, ma ogsé spesifisiteten kartlegges. En optimal biomarker ma vare spesifikk for
brystkreft og gi lav andel av falske negative- og positive pravesvar. Det er liten tvil om at
miRNA har et stort potensial som fremtidige biomarkerer bade med diagnostisk og
prognostisk verdi, samtidig som de kan bidra til 4 utvikle nye profiler for skreddersydd

behandling av brystkreft.
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7. Appendiks

7.1. SOLiD™ bead concentration chart
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Figur 7.1. SOLiD™ bead concentration chart fra Applied Biosystems, ble brukt for &
estimere konsentrasjonen av lesning med kuler for de ble deponert pa glassplaten for en
work-flow analyse, optimalt omréde for sekvenseringen er mellom 750 000 til 1,25

millioner kuler/ pl.
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7.2. Kvalitetskontroll av totRNA

I noen tilfeller vises storrelsen pd RNA’et i sekunder péd x-aksen (figur 7.3 og figur 7.5-7.11)
Dette skyldes lav konsentrasjon 5S RNA som brukes som et av referanse-RNA’ene, og vil

ikke pavirke kvaliteten pa analysen.
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Figur 7.2. Elektroforese-diagram av totRNA isolert fra cellelinjen MDA-MB 231, som
har blitt analysert med en TOTAL RNA 6000 Nano Chip pa Agilent 2100 Bioanalyzer.
RIN -verdien var pa 10, som viser at det var fullstendig inntakt RNA.
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Figur 7.3. Elektroforese-diagram av totRNA isolert fra cellelinjen Hs 578 T, som har
blitt analysert med en TOTAL RNA 6000 Nano Chip pa Agilent 2100 Bioanalyzer. RIN

verdien var pa 10, som viser at det var fullstendig inntakt RNA.
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Figur 7.4. Elektroforese-diagram av totRNA isolert fra cellelinjen MCF 7, som har blitt
analysert med en TOTAL RNA 6000 Nano Chip pa Agilent 2100 Bioanalyzer. RIN-

verdien var pa 9,9 som viser at det var nesten fullstendig inntakt RNA.
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Figur 7.5. Elektroforese-diagram av totRNA isolert fra cellelinjen HCC 1569, som har
blitt analysert med en TOTAL RNA 6000 Nano Chip pa Agilent 2100 Bioanalyzer. RIN-

verdien var pa 10 som viser at det var fullstendig inntakt RNA.
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Figur 7.6. Elektroforese-diagram av totRNA isolert fra cellelinjen HCC 1187, som har
blitt analysert med en TOTAL RNA 6000 Nano Chip pa Agilent 2100 Bioanalyzer. RIN-

verdien var pa 9,7 som viser at det var fullstendig inntakt RNA.
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7.3. Kontroll av miRNA isolert fra exosomer
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Figur 7.7. Elektroforese-diagram av miRNA isolert fra MCF 7-exosomer, som har blitt

analysert med en Small RNA Chip pa Agilent 2100 Bioanalyzer.
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Figur 7.8. Elektroforese-diagram av miRNA isolert fra AU 565-exosomer, som har blitt
analysert med en Small RNA Chip pa Agilent 2100 Bioanalyzer
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Figur 7.9. Elektroforese-diagram av miRNA isolert fra HCC 1569-exosomer, som har

blitt analysert med en Small RNA Chip pa Agilent 2100 Bioanalyzer.
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Figur 7.10. Elektroforese-diagram av miRNA isolert fra Hs 578 T-exosomer, som har

blitt analysert med en Small RNA Chip pa Agilent 2100 Bioanalyzer.
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Figur 7.11. Elektroforese-diagram av miRNA isolert fra MDA-MB 231-exosomer, som
har blitt analysert med en Small RNA Chip pa Agilent 2100 Bioanalyzer.
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