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Zusammenfassung (Abstract)

Eine charakteristische molekulargenetische Veranderung in oligodendroglialen Tumoren sind
kombinierte Allelverluste, d.h. ein sog. Loss of Heterozygosity (LOH) auf den Chromosomenarmen 1p
und 19q (LOH 1p/19q). Mit dieser Veranderung sind besseres Ansprechen auf Chemotherapie und
lingeres Uberleben im Vergleich zu Gliomen ohne diese genetische Verdnderung assoziiert. In
diesem Zusammenhang wurden Tumor-relevante Gene mit einer verstarkten Promotormethylierung
identifiziert. Epigenetische Veranderungen und insbesondere Promotormethylierung stellen einen
Mechanismus der Inaktivierung Tumor-relevanter Gene dar. Im Rahmen eines globalen Screening-
Ansatzes mittels Differential Methylation Hybridization wurde in Vorarbeiten zu dieser
Dissertationsschrift fir die Kandidatengene ADM, CGI69 und CLSTN1 in Tumorproben mit LOH
1p/19g eine Promotorhypermethylierung gefunden. In der vorliegenden Arbeit wurden die
genannten drei Gene weitergehend hinsichtlich ihrer Promotormethylierung, Expression und
prognostischen Relevanz in diffusen Gliomen hin untersucht.

Insgesamt wurde eine Kohorte von 53 oligodendroglialen und 37 astrozytdren Tumoren zunachst
bzgl. des Promotormethylierungsstatus der drei Kandidatengene durch Natriumbisulfit-
Sequenzierung und mittels Combined Bisulfite Restriction Analysis (COBRA) untersucht. Generell
konnte fiir die untersuchten Gene eine hdufigere Promotormethylierung in Tumoren mit LOH 1p/19q
als in Tumoren ohne diesen molekularen Marker bestatigt werden. Oligodendrogliome wiesen eine
haufigere und starker ausgepragte Promotormethylierung auf als Astrozytome. Die ADM-mRNA-
Expressionsanalysen ergaben eine generell hohere Expression in den Tumorproben im Vergleich zu
Normalgehirngewebe, welches eine geringere ADM-Expression trotz fehlender
Promotormethylierung aufwies. Innerhalb des Tumorkollektivs fand sich kein eindeutiger
Zusammenhang zwischen ADM-Promotormethylierung und ADM-mRNA-Expression. Tendenziell
ergab sich eine hohere Methylierungsrate und eine niedrigere mRNA-Expression in Gliomen mit LOH
1p/19q. Ein positiver ADM-Methylierungsstatus in Gliomen war signifikant mit einer langeren
Uberlebenszeit der Patienten assoziiert.

Der CGI69-Promotor war in den meisten Fdllen der eigenen Tumorserie methyliert. Zwischen
Methylierungsstatus und mRNA-Expression konnte in den untersuchten Gliomen kein signifikanter
Zusammenhang festgestellt werden. Die Promotorregion von CLSTN1 war in der Mehrzahl der
analysierten Gliome methyliert. Methylierte Tumoren zeigten aber eine stdarkere Expression der
zugehoérigen mRNA als unmethylierte Tumoren. Die CLSTNI-mRNA-Expression war in
Oligodendrogliomen signifikant starker als in Astrozytomen. Insgesamt exprimierten die analysierten
Gliome CLSTN1 geringer als das Normalgehirngewebe. Zwischen LOH 1p/19q und CLNSTNI mRNA-
Expression bestand kein Zusammenhang. Die Uberlebenszeit der Patienten war tendenziell langer fiir
Patienten, deren Tumoren einen methylierten CLSTN1-Promotor aufwiesen.

In mRNA-Expressionsanalysen an Gliomzelllinien vor und nach einer demethylierenden Behandlung
mit 5-Aza-2‘-Deoxycytidin zeigten alle drei Kandidatengene zumindest in einem Teil der untersuchten
Zelllinien einen Expressionsanstieg nach der 5-Aza-2‘-Deoxycytidin Behandlung, wobei der ADM-
Promotor in den untersuchten Zelllinien allerdings nicht methyliert war. Die eigenen Ergebnisse
sprechen flir von Gen zu Gen unterschiedliche Zusammenhidnge zwischen dem
Promotormethylierungsstatus und der Genexpression, deren Regulation demnach komplex ist und in
Gliomen nicht allein durch den Grad der jeweiligen Promotormethylierung determiniert wird. Fir
ADM und CLSTN1 deuten die eigenen Resultate darauf hin, dass eine verstdrkte
Promotormethylierung in diffusen Gliomen mit einer besseren Prognose assoziiert ist. Es steht zu
vermuten, dass die Methylierung dieser Gene im Zusammenhang mit dem kdrzlich identifizierten
Glioma-CpG Island Methylator Phenotype (G-CIMP) steht, der insbesondere in IDH1-mutanten
diffusen Gliomen beobachtet wird.
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1 Einleitung

Oligodendrogliale Tumoren zeichnen sich im Vergleich zu astrozytaren Tumoren dadurch
aus, dass sie in der Mehrzahl der Falle gut auf eine Chemotherapie mit DNA-Alkylantien
ansprechen und mit einer deutlich lingeren Uberlebenszeit assoziiert sind. Obwohl seit
Jahren bekannt ist, dass gutes Ansprechen auf Chemotherapie und glinstige Prognose mit
Allelverlusten (LOH, Loss of Heterozygosity) auf den Chromosomenarmen 1p und 19q
korrelieren, sind die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen bislang unbekannt. Erst
kiirzlich konnten mit Hilfe genomweiter DNA-Sequenzierungen zwei potentielle
Tumorsuppressorgene auf 1p (FUBP) und 19q (CIC) identifiziert werden, die Mutationen in
oligodendroglialen Tumoren aufweisen [1, 2]. Aus anderen Arbeiten geht hervor, dass
epigenetische Veranderungen und im Besonderen eine aberrante Promotormethylierung
alternative Mechanismen der Inaktivierung von Tumor-relevanten Genen darstellen. In
Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe an oligodendroglialen Tumoren wurden mittels eines
genomweiten Analyseverfahrens, welches Gene mit verandertem DNA-Methylierungsmuster
identifiziert, der sogenannten Differential Methylation Hybridisation (DMH), mehrere
interessante Kandidatengene identifiziert, die im Vergleich zu normalem Hirngewebe eine
Hypermethylierung des Promotors im Tumorgewebe aufwiesen. In dieser Arbeit werden drei
ausgewahlte Kandidatengene, die flir Adrenomedullin (ADM), Solute Carrier Family 25
Member 39 (CGI69 bzw. SLC25A39) und Calsyntenin 1 (CLSTN1) kodieren, an einem
erweiterten Kollektiv aus oligodendroglialen und astrozytdren Tumoren hinsichtlich ihrer
Promotormethylierung und mRNA-Expression analysiert und durch den Vergleich mit
histologischen Befunden und klinischen Verlaufsdaten der zugehdrigen Patienten auf ihre

mogliche Relevanz als diagnostische bzw. prognostische Marker hin untersucht.

Ziel dieser Arbeit ist es somit letztlich, die molekularen Grundlagen glialer Tumoren besser
zu verstehen und neue molekulare Marker zu identifizieren, die moglicherweise eine
Vorhersage des individuellen Ansprechens auf eine adjuvante Therapie und/oder der

Prognose erlauben.



1.1 Grundlagen der Tumorentstehung

In einer gesunden Zelle kontrollieren verschiedene molekulare Mechanismen und
Signalwege Proliferation, Differenzierung und Zelltod. Die Entstehung von Tumorzellen aus
normalen menschlichen Zellen stellt einen Prozess dar, der mehrere Schritte erfordert.
Genetische bzw. epigenetische Veranderungen konnen dabei zu molekularen
Veranderungen fiihren, die der betroffenen Zelle Wachstumsvorteile verschaffen, den

normalen Kontrollmechanismen entziehen und so zur Entstehung von Krebszellen fihren.

Als Grundlage fir die maligne Transformation einer Zelle werden die folgenden sieben

Kriterien angesehen (s. Abb. 1):
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Abb. 1: Charakteristika von Tumorzellen als Grundlage fir maligne Transformation (modifiziert nach Ref. [3]).

1. Zunachst muss die Zelle unabhdngig von duReren Wachstumsfaktoren sein, sich also
mit Wachstumssignalen selbst versorgen kdnnen. Als anschauliches Beispiel ldsst sich
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die autokrine Stimulation durch den Plattchenwachstumsfaktor (platelet-derived
growth factor, PDGF) anfiihren. Wird eine Zelle durch das Simian Sarcoma Virus (SSV)
infiziert, veranlasst dies die Zelle zur Sekretion groRer Mengen an PDGF-ahnlichen
Proteinen. Gleichzeitig sind an der Oberflache derselben Zelle PDGF-Rezeptoren
vorhanden, die nun stimuliert werden. So kommt es zu einer massiven
Rezeptorstimulierung und dadurch zu einem kontinuierlichen Uberfluten der Zelle
mit wachstumsstimulierenden Signalen [4]. Auch eine Rezeptor-Uberexpression kann
zu iberschieBender Proliferation fiihren. Dies ist zum Beispiel bei der Uberexpression
des HER2/neu-Rezeptors in Magen- und Brustkarzinomen der Fall [5]. Weiterhin kann
es durch Veranderungen des Rezeptors selbst zu einer konstanten Stimulierung der
Zelle kommen, so wie beim haufig in Glioblastomen mutierten EGF-Rezeptor, bei
dem eine Deletion der extrazellularen Domane unabhangig von der Ligandenbindung

zur konstitutiven Rezeptoraktivierung und Zellproliferation flihrt [6].

Neben der Unabhangigkeit von externen Wachstumsfaktoren muss die Zelle eine
Unempfindlichkeit gegeniiber wachstumslimitierenden Faktoren aufweisen. Es gibt
zum einen l6sliche Wachstumsinhibitoren und solche, die an die extrazellulare Matrix
oder an die Oberflachen von umgebenden Zellen gebunden sind. Die inhibierenden
Signale werden von der Zelle liber Transmembranrezeptoren empfangen, die an
intrazelluldre Signalwege gekoppelt sind. Uber zwei unterschiedliche Mechanismen
kann die Zellproliferation verhindert werden. Entweder kann die Zelle in die Go-Phase
des Zellzyklus versetzt werden, oder sie wird in einen postmitotischen Zustand
versetzt, der normalerweise einer Differenzierung gleichkommt. Normale Zellen sind
fahig, auf Antiproliferationssignale zu reagieren. Dieser Mechanismus basiert unter
anderem auf Proteinen, die den Ubergang der Zelle von der Gi- in die S-Phase des
Zellzyklus regeln. Viele Signalwege in diesem Zusammenhang laufen Uber das
Retinoblastom-Protein (pRb). Wenn diese Signalwege defekt sind, kommt es zu
einem Verlust der wachstumsinhibierenden Wirkung [3]. Der zweitgenannte
Mechanismus, also dass Zellen in einen postmitotischen Zustand versetzt werden,
wird ebenfalls von Tumorzellen umgangen. Hier spielt z.B. das c-Myc Onkogen,

welches fir einen Transkriptionsfaktor kodiert, eine wichtige Rolle. Wahrend der



normalen Zellentwicklung hat Myc eine wachstumsstimulierende Wirkung, die durch
einen anderen Faktor, Max, antagonisiert werden kann. Dies geschieht durch
alternative Komplexe von Max mit einer Gruppe von Mad-Transkriptionsfaktoren.
Diese Mad-Max-Komplexe koénnen nun differenzierungsinduzierende Signale
hervorbringen [7]. Ist aber c-Myc liberexprimiert, kann es zu einem Uberwiegen der
Myc-Max-Komplexe und somit zum Zellwachstum anstatt von Zelldifferenzierung

kommen.

AuBerdem muss die Zelle dem programmierten Zelltod, d.h. der sogenannten
Apoptose, entkommen. Die Fahigkeit von Tumorzellen die Apoptose zu umgehen,
wird als ein Charakteristikum der meisten, wenn nicht aller Krebsformen angesehen.
Beim Mechanismus des programmierten Zelltods lassen sich grob zwei Anteile
unterscheiden. Zunachst gibt es einen sensorischen Teil in Form von Rezeptoren auf
der Zelloberfliche, die Uberlebens-und Todesfaktoren binden und zum anderen
intrazellulare Sensoren, die zum Beispiel auf DNA-Schaden oder durch Onkogene
hervorgerufene Imbalancen reagieren. Zudem spielen in Geweben Zell-Zell-Kontakte
eine Rolle, die, wenn sie aufgelost werden, Apoptose zur Folge haben. Der
Effektorteil des Mechanismus wird durch den sensorischen Teil aktiviert und fihrt die
Apoptose aus. Bestandteile sind unter anderem das Tumorsuppressorgen p53, das

aus Mitochondrien stammende Cytochrom c und diverse Caspasen [3].

Weiterhin muss die Zelle ein unendliches Replikationspotential besitzen. Normale
Zellen haben eine limitierte Generationenzahl, sie kdnnen sich also nur begrenzt
teilen und vermehren. Sie geraten letztendlich in das Stadium der replikativen
Seneszenz. Die replikative Seneszenz kann in Zellkulturen durch das Ausschalten der
pRb- und p53-Tumorsuppressorgene umgangen werden. Nach einigen weiteren
Generationen aber gelangen die Zellen in ein Stadium, das ,Krise” genannt wird. Hier
kommt es zu End-zu-End-Verbindungen von Chromosomen und damit zu einer
karyotypischen ,,Unordnung” mit massivem Zelluntergang. Eine wichtige Rolle spielen

hier die Telomere an den Chromosomenenden, die bei jeder Zellteilung kiirzer



werden und so einen limitierenden Faktor fiir die Replikationsfahigkeit einer Zelle
darstellen. Wahrend dieses Prozesses entstehen jedoch auch immer wieder Zellen,
die diesem Schicksal entkommen und unsterblich, das heiRt immortalisiert werden.

Ein Vorgang, wie er auch bei der Tumorprogression vorkommt [8].

Ein weiterer Punkt, der erfiillt sein muss, ist die durch Angiogenese sichergestellte
nutritive Versorgung der Tumorzellen. Auch diese Fahigkeit wird wahrend der
Tumorprogression erworben. Um zu Uberleben, muss eine Zelle in maximal circa 100
pum Nahe zu einem Blutgefal} liegen. Die Angiogenese wird von einem Gleichgewicht
aus proliferativen und antiproliferativen Signalen gesteuert. Auch hier spielen auf
Endothelzellen gelegene Transmembranrezeptoren und |6sliche Faktoren eine Rolle.
Beispielhaft zu nennen ist der vascular endothelial growth factor (VEGF), der an
Tyrosinkinase-Rezeptoren der Endothelzellen bindet und eine GefidlRneubildung
initiiert. Ein Beispiel fiir Angiogenese-hemmende Faktoren ist das Thrombospondin-
1, welches an CD36, ebenfalls ein Transmembranrezeptor auf Endothelzellen, bindet
[3]. Das Auftreten der Fahigkeit zur Neoangiogenese wahrend der Tumorprogression
wird ,angiogenic switch” genannt [9]. Dieser wird wahrscheinlich durch eine
Verschiebung des Gleichgewichts von anti- zu proangiogenetischen Faktoren

induziert [3].

Ein weiteres Charakteristikum von Tumorzellen ist die Fahigkeit zur Gewebsinvasion
und Metastasierung. Hier spielen Zell-Zell-Adhdsionsmolekiile, also z.B. Mitglieder
der Immunglobulin- und calciumabhangigen Cadherin-Familien, eine wichtige Rolle.
Auch zu nennen sind Integrine, die die Zellen mit der Extrazellularmatrix verbinden.
Ein gut untersuchtes Beispiel fiir Adhdsionsmolekiile ist das E-Cadherin. Verbinden
sich zwei dieser E-Cadherin-Molekiile, so fihrt dies unter anderem zur Weiterleitung
von Antiwachstumssignalen. AulRerdem wird durch dieses ,Errichten von Briicken”
zwischen den Epithelzellen die Integritdt des Gewebes ermdglicht [10]. In vielen
epithelialen Tumoren ist diese Funktion nicht mehr intakt [11]. In diesem

Zusammenhang ist auch der Mechanismus der epithelialen-mesenchymalen



Transition zu nennen. Dieses Programm wird normalerweise von Zellen wahrend der
Embryogenese und wahrend der Wundheilung genutzt und befahigt sie zur Invasion
und Motilitat [10, 12]. Das gleichzeitige Auftreten einer Verminderung von Zell-Zell-
Kontakten durch die Unterdriickung der Transkription von Cadherinen und die
Entwicklung von mesenchymalen Eigenschaften stellen zentrale Eigenschaften der
epithelialen-mesenchymalen Transition dar. Diese ist mit Anfangsstadien der

Karzinogenese, der Tumorzellinvasion und mit Tumorrezidiven assoziiert [12].

7. SchlieRlich muss die Zelle der Immuniiberwachung entweichen. Eine Moglichkeit der
Zelle der sog. Immunosurveillance zu entkommen ist, dass sie nur schwach antigen
wirkt. Sie kann auch zuvor als starkes Antigen gewirkt haben und schwacher antigen
wirkende Varianten hervorgebracht haben. Tumor-assoziierte Antigene (TAA) kbnnen
mit der Tumorprogression supprimiert werden. Ein anderer Mechanismus besteht in
der Freisetzung von Faktoren wie IL-10 und TGF-B, die Immunzellen eliminieren und
die lokale Immunantwort auf den Tumor unterdriicken kénnen. Auch kénnen
Tumorzellen regulatorische T-Zellen anlocken, die zytotoxische T-Zellen inaktivieren

[13].

Alle diese Eigenschaften ermdoglichen es der Krebszelle, die Verteidigungsmechanismen des
Organismus gegen eine maligne Entartung zu (berwinden und sich unabhangig zu

vermehren.

1.1.1 Onkogene

Aus Protoonkogenen, also normalen, fir das Zellwachstum erforderlichen Genen, kénnen
sogenannte zelluldre (c-)Onkogene entstehen, die tumorauslésend wirken. Daneben gibt es
virale Onkogene, die von Viren in die Zellen eingeschleust werden [14]. Generell entstehen
Onkogene durch genetische Verdnderungen, die entweder zu einer Vermehrung des
Proteinprodukts eines Gens oder zu einem Anstieg der intrinsischen Aktivitat der jeweiligen
Proteine fiihren. Veranderungen, die Gene zu Onkogenen aktivieren, lassen sich drei groRRen

Klassen zuordnen [15]:



1. Translokation oder Transposition von DNA innerhalb des Genoms: Krebszellen
zeigen haufig gebrochene und falsch wieder verbundene Chromosomen, wodurch
Fragmente transloziert werden. Hierdurch kann ein Gen zum Beispiel hinter einem
sehr aktiven Promotor zu liegen kommen und dadurch in seiner Expression erheblich
verstarkt werden. Dies kann auch durch die Transposition von einem Gen oder einem

Promotor innerhalb eines Chromosoms geschehen.

2. Amplifikation eines Protoonkogens: Die Anzahl der Kopien des Protoonkogens in der

Zelle wird erhoht.

3. Punktmutationen in einem Protoonkogen: Die Aktivitat des Proteinprodukts eines
Protoonkogens kann verstarkt, oder es kann gegen Degradierung unempfindlicher

werden.

Onkogene erwirken eine permanente Aktivierung der zu Zellwachstum fiihrenden

Signalwege. Dabei kdnnen sie unterschiedlichen Gruppen angehdéren [16]:

. Wachstumsfaktoren (z.B. sis-Onkogen, int-Onkogen),

° transmembrandare Wachstumsfaktorrezeptoren (z.B. erbB-Onkogen, fms-
Onkogen),

° membranassoziierte Tyrosinkinasen (z.B. abl-Onkogen),

° membranassoziierte Guaninnukleotid-bindende Proteine (z.B. ras-Onkogen),

° zytosolische Serin-Threoninkinasen (z.B. raf-mil-Onkogen, mos-Onkogen),

° zytosolische Hormonrezeptoren (z.B. erbA-Onkogen),

° Transkriptionsfaktoren (z.B. fos-, jun-, myc-, myb-, rel-Onkogene) und

° Apoptoseinhibitoren (z.B. bc/2-Onkogen).



1.1.2 Tumorsuppressorgene

Eine ebenso wichtige Rolle in der Krebsentstehung wie die Onkogene spielen ihre
»,Gegenspieler”, die Tumorsuppressorgene. Diese haben eine supprimierende Wirkung auf
die  Zellproliferation. Die Proteinprodukte der Tumorsuppressorgene kdnnen
unterschiedliche Funktionen haben. Einige sind verantwortlich fir die Reparatur defekter
DNA, andere kontrollieren die Adhdsion von Zellen untereinander oder an die
Extrazelluldarmatrix, die in normalen Geweben unabdingbar und in Krebszellen haufig gestort

ist [17].

Fir die Entwicklung von Malignitat ist haufig der Verlust genetischer Information
verantwortlich. Tumorsuppressorgene sind in Krebszellen oft inaktiv, zum Beispiel kann ein
Allelverlust bestehen. Im Gegensatz zu Onkogenen haben Tumorsuppressorgene beziiglich
des Zellphanotyps eine rezessive Wirkung. In Anwesenheit eines Wildtypallels ist dieses
bestimmend fiir den Phdnotyp. Deshalb ist normalerweise der Verlust beider Allele
notwendig, um den Zellphanotyp zu andern. Der Verlust der Tumorsuppressorgen-Funktion
kann entweder durch eine genetische Mutation oder durch epigenetisches Gen-Silencing,

z.B. Uber eine Promotormethylierung zustande kommen [18].

Ein gut untersuchtes Beispiel flir Tumorsuppressorgene ist das Retinoblastom-Gen, Rb.
Retinoblastome sind Tumoren des Kindesalters, die als sporadische und als familidgre Form
vorkommen. Die sporadische Form entsteht meist unifokal. Die familidre Form tritt
typischerweise bilateral, beziehungsweise multifokal auf. Die Untersuchungen von Rb
weisen auf einen zweistufigen Mechanismus in der Entstehung des Retinoblastoms hin. Nach
dem ,, Two-Hit-Modell“ von Knudson sind zwei aufeinander folgende schadigende genetische
Ereignisse notwendig, um aus einer gesunden Zelle eine Krebszelle zu machen. Bei familidren
Krebsformen wird die erste Veranderung, das heilSt der erste ,Hit“, also ein mutiertes Allel
des Tumorsuppressorgens vererbt. Erst durch den Verlust des zweiten Allels kommt es zur

Retinoblastomentstehung [19].

Bei der sporadischen Form des Retinoblastoms missen zwei somatische Mutationen
erfolgen, um zu einem Krebsphdanotyp zu fiihren. Wird ein Wildtypgen in eine

Retinoblastomzelle eingeschleust, zeigt es eine tumorsupprimierende Wirkung [20].



1.1.3 Epigenetik und Tumorentstehung

Wie schon erwahnt, kann epigenetisches Gen-Silencing liber eine Promotormethylierung zu
einem Verlust der Expression der entsprechenden Genprodukte und damit einem Verlust

ihrer tumorsupprimierenden Wirkung fiihren.

Der Begriff Epigenetik bezieht sich auf das Studium vererbbarer Veranderungen von
Genfunktion, die nicht die Gensequenz betreffen [21]. Wahrend die genetische Information
die Basis fur die Synthese aller Proteine darstellt, kommt der Epigenetik in zellularen
Prozessen eher eine regulierende Rolle zu. Sie bestimmt, wie, wo und wann die genetische
Information genutzt wird [22]. Die grundsatzlichen Mechanismen der Epigenetik sind DNA-

Methylierung und Histon-Modifikation.

Um zu gewadhrleisten, dass Proteine dem Zellbedarf entsprechend synthetisiert werden,
bedienen sich die Zellen der Verpackung ihrer DNA in Chromatin. Die Nukleinsdure wird
zunachst um Oktamere von globuldren Histonproteinen gewickelt, wodurch sogenannte
Nukleosomen entstehen. Diese werden wiederum zu Chromatin angeordnet. Das Chromatin
existiert in zwei unterschiedlichen Formen. Die kondensierte Form stellt den inaktiven
Zustand dar, die offene Form den aktiven, in dem die Gene abgelesen werden kdénnen. Diese
beiden Chromatinzustande sind dynamisch veranderlich, wodurch sie den jeweiligen
Zellbediirfnissen angepasst werden kdnnen. Dies geschieht durch reversible Methylierung

von DNA und Histon-Modifikation.

Bei den beteiligten Enzymen handelt es sich um

. DNA-Methyltransferasen (DNMTs), die fir die DNA-Methylierung zustandig
sind [22],
. Histon-Deacetylasen (HDACs), welche Acetylgruppen von Histonen entfernen

(deacetylierte Histone signalisieren inaktives Chromatin),

. Histon-Acetylasen, welche die fir eine Genaktivierung notwendigen

Acetylierungen von Histonen durchfiihren,

° Histon-Methyltransferasen, die eine N-terminale Methylierung von Histonen

und damit Inaktivitat erwirken und



° verschiedene methylierte DNA-bindende Proteine (MBDs), wie z.B. das
Methylcytosin-Bindeprotein MeCP,. MeCP, bindet einerseits spezifisch an
methylierte DNA und andererseits an verschiedene weitere Proteine, die als

Komplex zur Verdichtung des Chromatins beitragen [23].

Eine Stérung der genannten Mechanismen kann eine Fehlregulation der Genexpression
bewirken [21]. Die DNA-Methylierung stellt den bestuntersuchten Mechanismus

epigenetischer Modifikation dar.

1.1.4 DNA-Methylierung

Methylierung ist eine epigenetische Modifikation der DNA, die durch verschiedene DNA-
Methyltransferasen (DNMT1, 3a und 3b) katalysiert wird. So wie die strukturellen
Veranderungen wird auch das spezifische Methylierungsmuster bei der Zellteilung an die
Tochterzellen weitergegeben. Die Funktion der DNA-Methylierung ist vielfaltig. Sie spielt
eine Rolle bei der transkriptionellen Repression von Genen, in der Chromatinstruktur-
Modulation, der X-Chromosom-Inaktivierung, beim genomischen Imprinting und der

Unterdrickung von repetitiven und parasitaren DNA-Sequenzen [22].

Das menschliche Genom enthdlt einen hohen Anteil an methyliertem Cytosin (5-
Methylcytosin). Bei Wirbeltieren sind nur Cytosin-Reste in der Dinukleotidfolge 5°-CpG-3°
methyliert. Das CpG-Dinukleotid ist im Genom unterreprasentiert, d.h. dieses enthalt nur
etwa 20% der statistisch zu erwartenden CpG-Dinukleotide. Dies liegt daran, dass durch eine
Deaminierung von 5-Methylcytosin Thymin, also eine Mutation entsteht [24]. Eine
Ausnahme stellen kurze, 0,5-4 kb lange Regionen dar, die reich an CpG-Dinukleotiden sind
und deshalb auch CpG-Inseln genannt werden. Per definitionem bestehen diese CpG-Inseln
aus mindestens 500 bp und lber 55% Cytosin und Guanin. Das Verhaltnis von gemessenem
CpG-Anteil zum statistisch zu erwartenden CpG-Anteil betrdagt mindestens 0,65 [25]. Im
menschlichen Genom existieren circa 30 000 dieser DNA-Sequenzen. Die CpG-Inseln finden
sich in proximalen Promotorregionen fast der Halfte aller Gene. Sie sind in gesunden Zellen
im Allgemeinen unmethyliert [26]. Im Gegensatz dazu sind in Tumorzellen die CpG-Inseln

verschiedener Tumorsuppressorgene haufig stark methyliert, was zu einer Unterdriickung
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der Transkription der betroffenen Gene fiihrt [27]. Demgegeniiber kann eine
Hypomethylierung genregulatorischer Sequenzen eine verstarkte Transkription nach sich
ziehen. Bei genetischen Veranderungen reicht haufig eine einzelne Mutation aus, um einen
bestimmten Signalweg zu unterbrechen. Im Unterschied dazu kommen verschiedene
epigenetische Veranderungen, anders als genetische Mutationen, haufig gemeinsam in

einem Signalweg vor [3].

Die Methylierung von DNA stellt fir die Zelle einerseits einen wichtigen Mechanismus der
Genregulation dar, andererseits ist sie auch eine potentielle Schwachstelle. So sind die
Methylierungsmuster in Krebszellen regelmaRig verandert und man findet neben
regionsspezifischen  Hypermethylierungen im  Allgemeinen auch eine globale

Hypomethylierung, die eine genomische Instabilitat beglinstigt [22].

Die Identifizierung von in Krebszellen hyper- oder hypomethylierten Genen kdnnte helfen,
molekulare Mechanismen der Tumorinitiation und -progression zu verstehen [27]. Es sind
bereits einige tumorrelevante Gene entdeckt worden, die in bestimmten Krebsformen durch
Hypermethylierung in ihrer Transkription unterdriickt werden. Beispiele sind das DNA-
Reparaturgen MGMT (O-Methylguanin-DNA- Methyltransferase) [28], die Zellzyklus-
Inhibitoren CDKN2A und B (Cyclin-abhdngiger Kinase-Inhibitoren 2A und 2B) [29, 30] und
RASSF1 (Ras Association Domain Family Protein 1 Gen) [31-33].

Mehrere Arbeiten haben bereits lber die Hypermethylierung von Tumorsuppressorgenen
und anderen Genen in glialen Tumoren berichtet. Hierzu gehdren CDKN2A [34, 35], CDKN2B,
p14°fF [34], RB1, TP73 [36], DAPK1 [37] und MGMT ([28]. Die klinische Bedeutung solcher
Erkenntnisse lasst sich an einer Studie von Hegi et al. (2005) veranschaulichen. Diese
Autoren stellten fest, dass Glioblastom-Patienten, deren Tumoren eine Methylierung des
MGMT-Promotors aufweisen, von einer zusatzlich zur Radiotherapie gegebenen
Chemotherapie mit Temozolomid profitieren. Die mittlere Uberlebenszeit lag bei dieser
kombinierten Therapie bei 21,7 Monaten. Bei Patienten, die nur mit Radiatio behandelt
wurden, dagegen nur bei 15,3 Monaten. Im Gegensatz dazu wurde kein signifikanter
Therapieerfolg bei zusatzlicher Chemotherapie fiir Patienten mit Glioblastomen ohne

MGMT-Promotormethylierung festgestellt [38].
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1.2 Gliome
In dieser Arbeit wird auf oligodendrogliale, astrozytire und oligoastrozytare Tumoren
eingegangen, die alle zu der Gruppe der Gliome gehoéren. Ein Auszug der WHO-Klassifikation

diffuser glialer Tumoren ist in Abb. 2 dargestellt.
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Abb. 2: WHO-Klassifikation der hier besprochenen diffusen Gliome.
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1.3 Oligodendrogliale Tumoren

1.3.1 Definition

Oligodendrogliale Tumoren gehéren zu den neuroepithelialen Tumoren. Beim
Oligodendrogliom WHO-Grad Il (O Il) handelt es sich um ein diffus infiltrierendes, gut
differenziertes Gliom. Es besteht aus neoplastischen Zellen, die eine morphologische
Ahnlichkeit mit Oligodendrogliazellen besitzen. Typischerweise sind diese Tumoren in den

zerebralen Hemispharen lokalisiert [39].

Beim anaplastischen Oligodendrogliom WHO-Grad Il (AO Ill) handelt es sich um ein
Oligodendrogliom mit fokalen oder diffusen Malignitatsmerkmalen und einer schlechteren

Prognose [40].

1.3.2 Einteilung und Epidemiologie

Zu der Gruppe der Oligodendrogliome gehdoren Tumoren mit einem kontinuierlichen
Spektrum von gut differenzierten Neoplasien bis hin zu hoch malignen Tumoren. Die gut
differenzierten Tumoren werden als WHO-Grad Il eingestuft, anaplastische
Oligodendrogliome als WHO-Grad Ill. AuRerdem unterscheidet man zwischen
Oligodendrogliomen und Oligoastrozytomen, die zusatzlich eine astrozytiare Komponente

aufweisen [40].

O Il stellen circa 2% aller primaren Hirntumoren [41] und 5-6% aller Gliome dar [39]. Die
Inzidenz liegt bei 0,32/100.000 Personen/Jahr [41]. Der Altersgipfel liegt bei etwa 41 Jahren
[41, 42]. Bei Kindern kommen Oligodendrogliome selten vor. Manner sind mit einem
Geschlechterverhaltnis von 1,1:1 etwas haufiger betroffen als Frauen. Die weiRe
Bevolkerung ist mit einem Verhaltnis von 2,7:1 deutlich haufiger betroffen als die schwarze.
Die 5-Jahres-Uberlebensrate wird mit circa 72% beziffert, die 10-Jahres-Uberlebensrate mit

56% [41].
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AO Il reprasentieren etwa 1% der primdren Hirntumoren und 20-35% der
oligodendroglialen Tumoren. Die jahrliche Inzidenz liegt bei circa 0,17/100.000
Personen/Jahr. Die Prognose ist mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 45% und einer 10-
Jahres-Uberlebensrate von 34% ungiinstiger als die der O Il. Auch hier sind Manner mit
einem Verhaltnis von 1,3:1 haufiger betroffen als Frauen und Menschen mit weiRer
Hautfarbe doppelt so haufig wie Menschen mit schwarzer Hautfarbe. Das mittlere Alter bei
der Diagnosestellung liegt bei 49 Jahren [41]. AO lll kdnnen entweder de novo entstehen

oder aus einem vorbestehenden O Il [40].

Die Atiologie des Oligodendroglioms ist unklar [39]. Als mégliche Ursache werden chemische
Karzinogene in Betracht gezogen. Auch eine virale Tumorgenese, in der das JC-Virus eine
Rolle spielt, wird nicht ausgeschlossen [43]. Oligodendrogliome entstehen meist in der
Hirnrinde und in der weillen Substanz der zerebralen Hemispharen. Der Frontallappen ist in

50-65% der Falle betroffen, gefolgt von Temporal-, Parietal- und Okzipitallappen [39].

1.3.3 Molekulargenetik der oligodendroglialen Tumoren

Die kennzeichnende Veranderung in oligodendroglialen Tumoren ist die gleichzeitige
Deletion des kurzen Arms des Chromosom 1 und des langen Arms des Chromosom 19 (s.
Abb. 3). Diese wird in 80-90% der O Il gefunden [44-46]. Dabei zeigen die meisten Tumoren
den Verlust einer ganzen Kopie von 1p und 19q aufgrund einer unbalancierten Translokation
(t(1;19) (g10;p10)) [47]. Bei AO lll kommt dieser kombinierte Allelverlust in etwa 50-70% der
Falle vor, also etwas seltener als bei O Il. Die haufige Koinzidenz der Allelverluste auf den
genannten Chromosomenarmen ist auffallig und wirft die Frage auf, ob ein synergistischer
Effekt ursachlich ist und die Tumoren durch diesen gleichzeitigen Verlust einen selektiven
Wachstumsvorteil erlangen [46]. Die genannte Veranderung findet sich haufiger bei
Tumoren, die im Frontal-, Parietal- und Okzipitallappen liegen, als bei solchen im

Temporallappen, in der Insula oder im Dienzephalon [39].

Das Tumorsuppressorgen CDKN2A auf 9p21 ist in bis zu einem Drittel der AO Il deletiert.
Dies ist besonders haufig bei AO Il ohne LOH 1p/19q der Fall. Solche AO Ill, die eine
homozygote Deletion von CDKN2A aufweisen, zeigen zudem haufig Verluste der
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benachbarten Gene p14°f" und CDKN2B, beides Tumorsuppressorgene [48]. CDKN2A und
CDKN2B kodieren fur Proteine, die eine direkte regulatorische Rolle in der G1/S-Phase des
Zellzyklus einnehmen [49, 50]. In einer kleinen Anzahl AO Ill konnten Punktmutationen oder

eine homozygote Deletion von CDKN2C auf 1p32 nachgewiesen werden [51, 52].

Die auf 1p gelegenen Gene SHREW1, TP73 und RAD54 waren in Oligodendrogliomen mit 1p-
Deletion in verschiedenen Studien vermindert exprimiert. Diese reduzierte Expression war
teilweise mit einer Promotorhypermethylierung assoziiert, jedoch nie mit Mutationen [53,
54]. Kandidatengene auf 19q, von denen bisher berichtet wurde, sind p190RhoGA, das
myelin-related epithelial membrane protein gene 3, ZNF342 und PEG3 [39]. Erst kirzlich
wurden mit FUBP1 und CIC zwei neue interessante Tumorsuppressorgenkandidaten
identifiziert, wobei insbesondere CIC besonders haufig in oligodendroglialen Tumoren

mutiert vorliegt [1, 2].

Weitere genetische Veranderungen in O Il sind Gewinne auf Chromosom 7 und Verluste auf
den Chromosomen 4, 6, 11p, 14 und 2 [45]. Verluste auf den Chromosomen 9 und 10
kommen haufiger in anaplastischen Varianten vor [55]. Verluste von 17p und TP53-
Mutationen, die in astrozytdaren Tumoren haufig sind, kommen bei Oligodendrogliomen
selten vor und wenn, dann nahezu ausschlieRlich in Tumoren ohne 1p/19qg-Deletionen [45].
Veranderungen, die gehauft in AO Ill gefunden wurden, sind Zugewinne auf den
Chromosomen 7 und 15¢g und Verluste auf den Chromosomen 4q, 6, 9p, 10q, 11, 13q, 18

und 22q. Eine Deletion von 10q kommt hier in etwa 10% der Falle vor [40].

Trost et al. fihrten die Methode der komparativen genomischen Hybridisierung an 70
Tumoren durch, darunter 40 Oligodendrogliome und 30 Oligoastrozytome. Sie kamen zu
dem Ergebnis, dass die haufigsten Aberrationen Verluste von 19q (64%), 1p (59%), 9p (26%),
4q (21%), 10q (19%), 18q (17%) und Zugewinne von 7q (24%), 19p (19%) und 7p (17%) sind.
In ihrer Studie bestatigten sie auch, dass ein kombinierter 1p/19g-Verlust mit einer langeren
Uberlebenszeit assoziiert ist. AuRerdem zeigten sie, dass Zugewinne auf den Chromosomen
7, 89, 19q und 20 und Verluste auf den Chromosomen 9p, 10, 18g und Xp mit kirzerem

Uberleben korrelieren [56].

Weniger als 10% der AO Il zeigen eine Amplifikation der Protoonkogene EGFR, PDGFRA,

MYC, CDK4, MDM2 oder MDM4 [40]. Die durchschnittliche Anzahl an chromosomalen und
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genetischen Aberrationen steigt mit dem WHO-Grad. AO lll zeigen also mehr Veranderungen
als O Il. Es ist folglich anzunehmen, dass es bei einer malignen Progression zu einer

Akkumulation von verschiedenen genetischen Veranderungen kommt [46].

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass Mutationen im Isocitrat-Dehydrogenase 1 (IDH1)-Gen
und seltener im IDH2-Gen in der Mehrheit der diffusen Astrozytome, Oligodendrogliome
und Oligoastrozytome der WHO-Grade Il und Ill sowie der sekundaren Glioblastome (WHO-
Grad IV) zu einem sehr frihen Zeitpunkt in der Tumorentstehung nachweisbar sind und
somit eine entscheidende Bedeutung fiir die Initiierung der Tumorentstehung haben dirften
[57, 58] (s. Abb. 3). Isocitratdehydrogenasen (IDH) sind Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-
Phosphat (NADP+; IDH1 und IDH2)- oder Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid (NAD+, IDH3)-
abhangig und katalysieren die oxidative Decarboxylierung von lIsocitrat (ICT) in a-
Ketoglutarat (a-KG), wobei von den fiinf bekannten Isocitratdehydrogenase (IDH)-Genen
lediglich die NADPH-abhangigen IDH1 (lokalisiert im Zytoplasma, Peroxisomen und
endoplasmatischen Retikulum) und /DH2 (Lokalisation in den Mitochondrien) eine
Bedeutung fir die Tumorgenese der Gliome haben. Die drei NAD-abhdngigen
Isocitratdehydrogenasen sind ausschlieRlich in Mitochondrien lokalisiert und Bestandteil des
Krebs-Zyklus [59].

In einem Genom-weiten Sequenzierungsansatz von Glioblastomen konnten Parson et al. [60]
zeigen, dass IDH1 haufig in sekundaren Glioblastomen (WHO-Grad 1V) mutiert ist.
Nachfolgende Studien konnten dies bestatigen und zusatzlich zeigen, dass IDH1-Mutationen
in primdren Glioblastomen (WHO-Grad IV) mit bis zu 5-10% selten auftreten, dagegen in
sekundaren Glioblastomen (WHO-Grad IV) ein sehr hdufiges Ereignis darstellen [57, 58].
Klinisch sind sowohl bei Glioblastomen, als auch bei anaplastischen Astrozytomen
Mutationen im IDH1-Gen signifikant mit einer deutlich glinstigeren Prognose assoziiert [57,
61]. Multivariate Analysen haben ergeben, das /IDH1-Mutationen den zur Zeit starksten

unabhangigen glinstigen prognostischen Faktor darstellen [61-63].
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1.3.4 Epigenetische Veranderungen in oligodendroglialen Tumoren

Neben den genannten genetischen Verdnderungen sind bereits mehrere Gene bekannt,
deren Expression in Oligodendrogliomen in unterschiedlichem Male durch aberrante
Promotormethylierung, also durch epigenetische Mechanismen, reprimiert wird. Dazu
gehoren u.a. CDKN2A, CDKN2B, RB1, p14*%, TP73, DAPK1, ESR1, THBS und TIMP3 [39].
Besonders bei Tumoren mit 1p/19g-Verlust ist die Expression von MGMT auf 10926 durch
Promotorhypermethylierung vermindert [28]. AuBerdem ist die Expression von CITED4 auf
1p34.2 in der groBen Mehrheit der Oligodendrogliome mit LOH1p/19q epigenetisch durch
Promotormethylierung reprimiert. Diese Verdnderung scheint einen positiven
prognostischen Wert zu haben [64]. Zudem ist EMP3 auf 19q13.3 in oligodendroglialen und
astrozytiren Tumoren haufig hypermethyliert und zeigt entsprechend verdnderte
Expressionsmuster [65]. Auch das auf 19q13 gelegene ZNF342, ein Zinkfingergen, ist in
seiner Expression spezifisch in O Il vermindert und kann in Zelllinien durch die Behandlung

mit einem demethylierenden Agens wieder hochreguliert werden [66].

Ein groRer Teil der Oligodendrogliome zeigt eine gleichzeitige Hypermethylierung von
multiplen Genen. Deshalb scheint ein genereller Defekt in der Regulierung der DNA-
Methylierung zugrundezuliegen [39], der zu einer als CpG island methylator phenotype
beschriebenen Verdnderung fihrt [67] und mechanistisch in aktuellen Arbeiten auf
Mutationen der IDH1 oder IDH2 Gene zuriickgefiihrt werden konnte, die zu einer
Akkumulation eines Neometaboliten, 2-Hydroxyglutarat, in den Gliomzellen fiihren, welches
eine  Vielzahl von  oa-Ketoglutarat-abhangigen = Enzymen  inhibiert,  darunter
Histondemethylasen und Tet-Hydroxylasen, was letztlich zu einer globalen

Hypermethylierung von Histonen und DNA fiihrt [68, 69].
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Abb. 3: Ausgewahlte (epi-)genetische Verdanderungen wahrend der Entstehung von Gliomen. Modifiziert nach

Ref. [70].
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1.4 Astrozytire Tumoren

1.4.1 Definition

Wie auch die oligodendroglialen Tumoren gehoéren die astrozytiaren Tumoren zu den
neuroepithelialen Neoplasien [71]. Es handelt sich um Gliome, deren Tumorzellen
morphologische Ahnlichkeiten zu astrozytiren Zellen aufweisen. Sie werden in pilozytische
Astrozytome WHO-Grad |, subependymale Riesenzellastrozytome WHO-Grad |, pleomorphe
Xanthoastrozytome WHO-Grad |Il, diffuse Astrozytome WHO-Grad |IlI, anaplastische
Astrozytome WHO-Grad Ill und Glioblastome WHO-Grad IV eingeteilt [72]. In dieser Arbeit
wird auf das diffuse Astrozytom WHO-Grad |l, das anaplastische Astrozytom WHO-Grad llI

sowie primare und sekundare Glioblastome WHO-Grad |V eingegangen.

Das diffuse Astrozytom WHO-Grad Il (A 1l) ist ein langsam wachsender Tumor, der relativ
hoch differenzierte Tumorzellen enthdlt und vorwiegend bei jungen Erwachsenen
vorkommt. Haufig ist es supratentoriell, vor allem im Frontal- und Temporallappen
lokalisiert. Es kommt jedoch auch im Hirnstamm und Rickenmark vor. Es besteht eine
Tendenz zur Progression zum anaplastischen Astrozytom WHO-Grad Ill und letztlich zum

sekundaren Glioblastom WHO-Grad IV [73].

Das anaplastische Astrozytom WHO-Grad Ill (AA Ill) ist ein diffus infiltrierender, bosartiger
Tumor des Erwachsenenalters. Es liegt meist in den GrolRhirnhemisphdren und zeigt Zeichen
von Malignitdt. Es kann aus einem A Il oder de novo entstehen [71, 74]. Die

Vorzugslokalisationen entsprechen denen des A Il [74].

Das Glioblastom WHO-Grad IV (GB IV) ist ein astrozytarer Tumor des Erwachsenenalters mit
hoher Malignitat und duBerst schlechter Prognose. Die meisten Glioblastome entstehen de
novo in den GroBhirnhemisphdren [71, 75]. Sie werden auch als primdre Glioblastome
WHO-Grad IV (pGB V) bezeichnet. Sekunddre Glioblastome WHO-Grad IV (sGB 1V)
entstehen durch Progression aus vorbestehenden A Il oder AA lll. Sie reprasentieren weniger
als 10% der Glioblastome [75]. Die Diagnose eines sGB IV setzt einen klinischen bzw.
bildgebenden oder histologischen Beweis der Entwicklung aus einem weniger malignen

Gliom voraus [76].
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1.4.2 Einteilung und Epidemiologie der Astrozytome

Das A Il stellt 10-15% der astrozytiaren Tumoren dar. Hierunter werden das fibrilldre, das
gemistozytische und das protoplasmatische Astrozytom zusammengefasst. Die Inzidenz liegt
bei etwa 0,54/100.000 Personen/Jahr [41]. Nach der WHO-Klassifikation liegt der Altersgipfel
bei 30-40 Jahren [73]. Das CBTRUS gibt ein medianes Alter bei der Diagnosestellung von 47
Jahren an. Das Verhaltnis von Mannern zu Frauen liegt bei 1,18:1. Die 5-Jahres-

Uberlebensrate wird mit 38%, die 10-Jahres-Uberlebensrate mit 31% angegeben [41].

Das AA Il stellt 3,2% aller Hirntumoren dar. Die Inzidenz liegt bei 0,47/100.000
Personen/Jahr [41]. Das durchschnittliche Alter bei Diagnosestellung liegt bei 45 Jahren [74].
Das mediane Alter wird von CBTRUS mit 51 Jahren angegeben. Das Verhaltnis von
erkrankten Mannern zu Frauen liegt bei 1,47:1. Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei 29%,

die 10-Jahres-Uberlebensrate bei 22% [41].

Das GB IV ist mit 20,3% der haufigste primare Hirntumor [41] und stellt 60-75% der
astrozytaren Tumoren dar [75]. Die Inzidenz wird mit 3,05/100.000 Personen/Jahr
angegeben [41]. Diese Angabe umfasst allerdings nur pGB IV, da nur Primardiagnosen in die
Inzidenzrate eingerechnet werden. Das GB IV kann in jedem Lebensalter auftreten, der
Altersgipfel liegt zwischen 45 und 75 Jahren [75]. Das CBTRUS gibt das mediane
Erkrankungsalter mit 64 Jahren an [41], eine Studie im Kanton Zirich in der Schweiz kam zu
einem mittleren Alter von 61 Jahren bei Diagnosestellung [77]. sGB IV treten signifikant
friiher auf (mittleres Erkrankungsalter 45 Jahre) als pGB IV [75]. Manner erkranken mit
einem Verhiltnis von 1,62:1 hiufiger als Frauen. Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt fiir das
GB IV bei nur 3%, die 10-Jahres-Uberlebensrate bei 2% [41]. Patienten mit sGB IV {iberleben

im Schnitt etwas langer als Patienten mit pGB IV [75].

1.4.3 Molekulargenetik der astrozytiren Tumoren

Astrozytome treten weit Uberwiegend sporadisch auf. Sehr selten sind dagegen Astrozytome
im Rahmen von vererbbaren Tumorsyndromen, wie z.B. dem Li-Fraumeni-Syndrom, einem

autosomal dominant vererbten Tumorpradispositions-Syndrom, das durch Mutationen im
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TP53-Gen auf 17p13.1 verursacht wird, oder der erblichen multiplen Enchondromatose Typ
1[73].

Das TP53-Gen auf Chromosom 17p kodiert flir den Tumorsuppressor p53. p53 spielt eine
wichtige Rolle in einer groBen Anzahl von zelluldren Prozessen wie dem Zellzyklusarrest,
Reaktion auf DNA-Schadigung, Apoptose, Angiogenese und Differenzierung [78]. Die
Mutation von TP53 wird auch als ,genetischer Fingerabdruck der Astrozytome” bezeichnet
(s. Abb. 3). Sie kommt am haufigsten in gemistozytdaren Astrozytomen (A IlI) vor (88%).
Fibrillare Astrozytome (A 1) zeigen Mutationen in 53% bzw. 63%, OA Il in 44% und O Il in 13%
der Falle [44, 79]. Unter den TP53-Mutationen sind bei Astrozytomen G:C->A:T-Transitionen,
vorwiegend an CpG-Dinukleotiden, am haufigsten. Der bestuntersuchte Mechanismus der
Entstehung dieser Veranderung ist die Deaminierung von 5-Methylcytosin an CpG-Sites,
wodurch es zu einem Ersatz von 5-Methylcytosin durch Thymin kommt [42]. In
niedriggradigen Astrozytomen fallt eine Korrelation von vorliegender TP53-Mutation und

Promotormethylierung des MGMT-Gens auf [80].

Noch haufiger als TP53-Mutationen sind in A Il, AA Il und sGB IV allerdings Mutationen im
IDH1 oder (seltener) IDH2 Gen, die in ca. 60 — 70 % dieser Tumoren zu detektieren sind und

vermutlich die friiheste Veranderung in der Tumorentstehung darstellen [57, 58] (s. Abb. 3).

Eine weitere Veranderung, die in astrozytaren Tumoren vorkommt, betrifft den
Wachstumsfaktor PDGF (Platelet-derived growth factor). In normalen Zellen reguliert PDGF
verschiedene Prozesse, darunter Zellproliferation, -differenzierung und -migration. In
Astrozytomen sind PDGF und seine Rezeptoren haufig Uberexprimiert. In Studien mit
astrozytaren Zelllinien wurde gezeigt, dass die Zellen PDGFR-a exprimieren und abhangig

vom WHO-Grad mit Zellteilung auf PDGF reagieren [81].

Die haufigsten genomischen Imbalancen in A Il sind Gewinne der Chromosomenarme 7qg und
8qg [82, 83]. Polysomie von 7q stellt einen negativen prognostischen Faktor dar [84].
AuBerdem sind Allelverluste auf dem langen Arm von Chromosom 22 (LOH22q, 17% der
Astrozytome) und Deletionen von Chromosom 6 (14%) zu nennen. Die hé&ufigsten
Veranderungen bezliglich der Chromosomenanzahl sind Zugewinne von 7q, 5p, 9 und 19p

und Verluste von 19qg und Xp [73].
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In AA lll kommt neben einer TP53-Mutation haufig ein Heterozygotieverlust an 17p (50-60%)
vor. Weiterhin bestehen haufig Allelverluste auf 10q (35-60%) und seltener PTEN-
Mutationen (18-23%). In AA lll kommen Allelverluste auf 22q in 20-30% der Falle vor. Ein
Allelverlust auf 199 kommt im Vergleich zu niedriggradigen Astrozytomen in der
anaplastischen Variante haufiger vor (46%). In etwa einem Drittel der AA Ill besteht ein
Allelverlust auf 6q [74]. Mutationen in Genen, die Bestandteile des RB1-Signalwegs
darstellen (CDKN2A, CDKN2B, RB1, und CDK4) korrelieren mit einer schlechten Prognose von
Patienten mit AA Il [85].

GB IV zeigen die hochste Rate an genomischen Veranderungen unter den Gliomen. Primare
und sekundare Glioblastome sollten als unterschiedliche Entitaten betrachtet werden, da sie
Uber Storungen unterschiedlicher genetischer Signalwege entstehen. lhnen gemeinsam ist

eine hohe Rate an Allelverlusten auf 10q [86].

Die haufigste Genamplifikation in pGB IV ist die des EGFR (epidermal growth factor receptor
gene) Gens auf Chromosom 7. Die amplifizierten EGFR-Gene kommen meist als
extrachromosomale  double-minute  Elemente  vor  [75]. Double-minutes  sind
extrachromosomale Chromatinkdrper, die keine Zentromere besitzen und folglich bei der
Zellteilung ungleich aufgeteilt werden [87]. Diese Veranderung kommt haufiger in pGB IV als
in sGB IV vor (40% versus 8%) [75, 88, 89]. Die EGFR-Amplifikation ist mit einer EGFR-
Uberexpression auf mRNA- und Proteinebene assoziiert. Viana-Pereira et al. ermittelten
jeweils eine Amplifikation und Uberexpression in 48% bzw. 53% der GB IV, fanden allerdings
keinen Zusammenhang zwischen EGFR-Verinderungen und der Uberlebenszeit der

Patienten [90].

Auffallig ist, dass die EGFR-Amplifikation nicht bei Patienten unter 35 Jahren beobachtet
wird. Sie ist haufig mit strukturellen Veranderungen und trunkierten Proteinvarianten
vergesellschaftet. Die hdufigste Variante ist EGFRvIII, welches in etwa 50% der Glioblastome
mit EGFR-Amplifikation vorkommt. Diese Variante ist Liganden-unabhédngig konstitutiv
aktiviert und fuhrt zu Zellproliferation Uber PI3-Kinase-, RAS- und Mitogen-aktivierte

Proteinkinase-Signalwege. Punktmutationen von EGFR sind selten (3-5%) [75].
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In 30-40% der Falle und fast ausschlieflich in pGB IV ist das PTEN-Gen mutiert. PTEN ist Teil
des PI3K/PTEN/AKT-Signalwegs, der (ber eine Bindung von Wachstumsfaktoren an EGFR

und andere Wachstumsfaktorrezeptoren aktiviert wird.

Der p53/MDM2/p14*¥-Signalweg ist ebenfalls in GB IV verandert. Der p53-Signalweg spielt
insbesondere eine wichtige Rolle in der Entstehung von sGB IV. TP53-Mutationen gehdéren
nach IDH1-/IDH2-Mutationen zu den ersten detektierbaren genetischen Veranderungen in
zwei Dritteln der niedriggradigen diffusen Vorlaufer-Astrozytome. In gesunden Zellen wird
infolge DNA-Schadigung p53 aktiviert. Der Verlust einer normalen p53-Funktion kann aus

ARF entstehen [76]. TP53-Mutationen

einer veranderten Expression von p53, MDM2 oder p14
sind in niedriggradigen Gliomen und sGB IV haufiger anzutreffen als in pGB IV. G:C>A:T-
Mutationen von TP53 kommen haufiger in sGB IV vor (56%) als in pGB IV (30%) [42]. Die
Amplifikation von MDM?2 (murine double minute 2) kommt in ca. 10% der GB IV vor und
ausschlieBlich in pGB IV ohne TP53-Mutation [76]. Das Genprodukt MDM2 bindet an p53
und inaktiviert dieses [75]. Der Verlust von p14ARF—Expression wird in GB IV in 76% der Fdlle
gesehen. Dieser Verlust korreliert typischerweise mit einer homozygoten Deletion oder einer

Promotormethylierung von p14ARF

. Eine Promotormethylierung kommt zwar in sGB IV
haufiger vor als in pGB IV, jedoch wird bezliglich der Gesamtanzahl von Veranderungen, also
homozygoter Deletion und Promotormethylierung, kein Unterschied in den Untergruppen

gesehen [80].

Der p16'NK4a/RBl-SignaIweg scheint sowohl in der Entstehung von pGB IV als auch in sGB IV
eine Rolle zu spielen. Das Retinoblastom-Protein (RB1) kontrolliert den Ubergang von der G;-
in die S-Phase des Zellzyklus. RB1 wird vom CDK4/cyclin-Komplex phosphoryliert, wodurch
der Transkriptionsfaktor E2F-Gene aktiviert, die die G;-S-Transition vermitteln. p16INK4a
bindet an CDK4, hemmt den CDK4/Cyclin-Komplex und inhibiert so die G;-S-Transition. Der

Verlust einer normalen RB1-Funktion kann also durch verdanderte Expression von RBI,

p16/NK4", oder CDK4 zustande kommen [76].

Homozygote Deletionen von p16™** kommen hiufiger in pGB IV als in sGB IV vor, jedoch
gibt es keinen Unterschied beziiglich der Gesamtanzahl an Verdnderungen, homozygote
Deletionen und Promotormethylierung zusammengenommen [80]. Eine

Promotormethylierung von RB1 kommt in sGB IV haufiger vor als in der primdren Variante
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(43% versus 14%). Dabei besteht in 85% der Falle mit RBI-Expressionsverlust eine
Hypermethylierung des Promotors, wahrend 93% der Tumoren mit RBI1-Expression einen
normalen RBI-Genstatus aufweisen [92]. Es besteht also eine deutliche Korrelation von
Methylierung und Expression von RB1. Die RB1-Methylierung wird nicht in A Il und AA Il

gesehen, hinweisend auf ein spates Ereignis in der Progression [76].

Zudem kommen in GB IV regelmafig Mutationen des NF1-Gens (14%), des ERBB2-Gens (8%)
und des PIK3R1-Gens (10%) vor [93].

Neben den genannten Signalwegen kommen in GB IV verschiedene Heterozygotieverluste
vor. Der sowohl in primaren als auch in sekunddren GB IV am haufigsten vorkommende
Allelverlust ist der von Allelen auf 10q (60-80%) [94-96]. Allelverluste auf 10p kommen
dagegen fast ausschliefRlich in pGB IV vor [96], d.h. ein kompletter Verlust von Chromosom
10 ist typisch fir die primdre Variante. Allelverluste auf 22q kommen signifikant haufiger bei
sGB IV (82%) als bei pGB IV (41%) vor [97]. Allelverluste auf 19q sind haufiger in sGB IV
(54%), dagegen selten in pGB IV (6%). Allelverluste auf 1p kommen in den beiden Varianten
ahnlich haufig vor (pGB IV 12%, sGB IV 15%). Deletionen auf 13q fanden sich in 12% der pGB
IV und in 38% der sGB IV [98].

Auf die Bedeutung von IDH1 bzw. IDH2 wurde bereits weiter oben eingegangen. Wichtig ist
hier nochmals festzuhalten, dass Mutationen dieser Gene hauptsachlich in sGB IV sowie in
pGB IV von jlingeren Patienten vorkommen, insgesamt aber nur in etwa 5-8% aller pGB IV

nachweisbar sind [57, 58].

1.4.4 Epigenetische Veranderungen in astrozytaren Tumoren

Gonzales-Gomez et al. fanden in niedriggradigen Astrozytomen eine Hypermethylierung von
MGMT, THBS1, TIMP-3 und p16™“ in jeweils mindestens 45% der Fille, dagegen
ermittelten sie fir GSTP1, DAOK und p14”**F Methylierungsraten von weniger als 10% [99].
Eine Promotormethylierung von p14°% fand sich in 26% der A Il und war mit einer kiirzeren

Uberlebenszeit der Patienten assoziiert [79].
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Eine MGMT-Promotormethylierung wurde in 48% der A Il gesehen. Diese Veranderung ist
weiterhin assoziiert mit TP53-Mutationen, d.h. 92% der niedriggradigen Astrozytome mit
MGMT-Methylierung zeigen gleichzeitig eine TP53-Mutation, wahrend nur 39% der Falle
ohne MGMT-Methylierung diese Mutation aufwiesen [100]. AulRerdem gibt es haufiger
G:C>A:T-Transitionsmutationen an CpG-Sites in niedriggradigen Astrozytomen mit MGMT-

Mutation (58%) als in solchen, die diese Veranderung nicht aufweisen (11%) [100].

In GB IV ist der Promotor von MGMT in etwa 40% der pGB IV und etwa 60-70% der sGB IV
methyliert [70]. Die Methylierung korreliert mit einem langeren Uberleben von Patienten
unter Temozolomid-Therapie. AuBerdem gehduft vorkommende Promotormethylierungen
in GB IV betreffen p14ARF, RB1 und TIMP-3. Sie kommen haufiger in der sekundaren als in der

primaren Variante vor [75].
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1.5 Oligoastrozytire Tumoren

1.5.1 Definition des Oligoastrozytoms

Beim Oligoastrozytom WHO-Grad Il (OA Il) handelt es sich um ein diffus infiltrierendes
Gliom, das aus einer Mischung von neoplastischen Zellen besteht, die den Tumorzellen von
O Il und A Il dhneln [101]. Das anaplastische Oligoastrozytom WHO-Grad Il (AOA Ill) ist
durch  Malignitatszeichen wie erhohte Zellularitdt, nukledare Atypie, zelluldrer

Pleomorphismus und erhéhte mitotische Aktivitat gekennzeichnet [101].

1.5.2 Einteilung und Epidemiologie

OA Il kommen mit einer Inzidenz von 0,1/100.000 Personen/Jahr vor [42]. Vornehmlich sind
Erwachsene mittleren Alters betroffen, der Altersgipfel liegt bei 35-45 Jahren [101]. Das
mittlere Alter bei Diagnosestellung liegt bei 40 Jahren. Die mittlere Uberlebenszeit liegt bei
85 Monaten, die 5-Jahresiiberlebensrate bei 70% und die 10-Jahres-Uberlebensrate bei 49%
[42]. Manner sind mit einer Geschlechterverteilung von 1,3-1,7:1 haufiger betroffen als
Frauen [101]. Die Inzidenz der AOA Il liegt bei 0,08/100.000 Personen/Jahr. Das mittlere
Alter bei Diagnosestellung liegt bei 46 Jahren [42]. Manner sind etwas haufiger betroffen als
Frauen (1,15:1) [102]. Beide Tumorformen sind lberwiegend in den GroRhirnhemispharen
lokalisiert, am haufigsten im Frontallappen, gefolgt vom Temporallappen. Die Atiologie der

oligoastrozytaren Tumoren ist unklar, eventuell spielt das JC-Virus eine Rolle [43, 103].

1.5.3 Molekulargenetik der oligoastrozytiren Tumoren

Die Veranderungen in OA Il 3hneln denen in oligodendroglialen und astrozytaren Tumoren.
Auch hier besteht haufig, in 30-50% der Falle, ein kombinierter Allelverlust von 1p und 19q
[101, 104], der fir oligodendrogliale Tumoren typisch ist. Etwa 30% der Oligoastrozytome

zeigen ein mutiertes TP53-Gen, welches typischerweise in astrozytiren Tumoren
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vorgefunden wird (s. Abb. 3). So traten in einer Studie von Ohgaki et al. TP53-Mutationen in
gemistozytaren A Il in 88%, in fibrillaren A 1l in 53% und in OA Il in 44% der Falle auf, jedoch
nur in 13% der O Il. Kombinierte Allelverluste von 1p/19q werden typischerweise in Tumoren
ohne TP53-Mutationen und besonders haufig in O Il gefunden (69%), gefolgt von OA Il (45%).
Sie sind selten in Astrozytomen (fibrillare A Il: 7%, gemistozytare A Il: 0%) [42]. Qu et al.
zeigten, dass in der groRen Mehrzahl der Falle (9/11) die oligodendrogliale und die
astrozytare Komponente eines Tumors den gleichen Genotyp besaen. In wenigen Tumoren
(2/11) zeigten die Komponenten unterschiedliche Muster. Ein Tumor zeigte in seiner
oligodendroglialen Komponente einen kombinierten Allelverlust von 1p und 19q und in der
astrozytaren Komponente eine TP53-Mutation. In einem anderen Tumor fanden die Autoren
einen LOH1p/19qg-Verluste im oligodendroglialen Anteil, jedoch auch Tumoranteile ohne 1p-
Verluste. Die Funde in den beiden letztgenannten Tumoren kénnten auf eine Entstehung von
einzelnen oligoastrozytaren Tumoren aus unterschiedlichen Zellklonen hindeuten [105].
Allerdings haben die meisten Oligoastrozytome entweder TP53-Mutationen oder
kombinierte 1p/19g-Allelverluste in beiden histologischen Komponenten. Diese Tatsache
spricht eher fir die Tumorentstehung aus einer einzigen Vorlauferzelle [101].
Oligoastrozytome zeigen wie Oligodendrogliome und diffuse Astrozytome in bis zu 80% der

Falle IDH1- oder IDH2-Mutationen [57, 58].

AOA Il zeigen die Verdnderungen, die auch die WHO-Grad-II-Tumoren besitzen: IDH1/2-
Mutationen und LOH 1p/19g oder TP53-Mutationen. AuRerdem sind in AOA Il viele
Veranderungen zu finden, die auch bei oligodendroglialen und astrozytdren Tumoren eine
Progression anzeigen. Dazu gehoren Allelverluste auf 9p, homozygote Deletionen von

CDKN2A, sowie Allelverluste auf den Chromosomen 10 und 11p [101].
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1.6 Klinik und Therapie der Gliome
Zwei Drittel der Gliom-Patienten werden durch Krampfanfille auffallig. AuBerdem kommen
haufig Kopfschmerzen und andere Zeichen erhéhten Hirndrucks vor. Auch kommt es zu

fokalen neurologischen Ausfallen und kognitiven sowie mentalen Veranderungen [106-108].

Oligodendrogliale Tumoren, insbesondere AO Ill und AOA lll, sprechen haufig gut auf
Strahlen- und Chemotherapie an [109]. Die mikroskopische morphologische Diagnostik steht
am Anfang der Erstellung eines Therapiekonzeptes. Bei Gliomen ist der operative Eingriff
meist zugleich eine diagnostische und therapeutische MaRnahme. In niedriggradigen
Gliomen (WHO-Grad 1l) ist die Bedeutung der MGMT-Promotormethylierung nicht
hinreichend belegt und z.T. widerspriichlich mit teilweise glnstiger [110] aber auch
unglinstiger Prognose [111]. Die Standardtherapie fiir niedriggradige Gliome wird kontrovers
diskutiert. Wahrend einige Autoren die frihzeitige Resektion beflirworten, empfehlen
andere, wenn moglich, zunachst eine engmaschige Verlaufskontrolle. Grundsatzlich ist in
jedem Fall aber eine bioptische Diagnosesicherung notwendig. Als ergdnzende
Therapieoptionen zur Operation stehen sowohl Chemotherapie als auch Bestrahlung zur
Verfligung, wobei es bislang keine sicheren Daten dafiir gibt, dass eine friihzeitige Therapie
das Gesamtiiberleben begiinstigt [112]. In anaplastischen oligodendroglialen Tumoren ist die
MGMT-Promotormethylierung prognostisch, unabhangig von der Art der Behandlung, d.h.
Radiotherapie, Chemotherapie oder deren Kombination [113]. In der NOA-4 Studie fand sich
eine  Assoziation von langerem  progressionsfreien Intervall und MGMT-
Promotormethylierung in anaplastischen Gliomen, wobei dieser Effekt auch in der
Patientengruppe nachweisbar war, die nur mit Strahlentherapie behandelt wurde [61].
Anaplastische astrozytdare Gliome des WHO-Grad Il werden nach Maoglichkeit immer
postoperativ bestrahlt oder mit Chemotherapie behandelt [61]. Beim Glioblastom (WHO-
Grad V) besteht der Therapiestandard aus Operation, Bestrahlung und konkomitanter sowie

adjuvanter Chemotherapie mit Temozolamid [108].

Fiir die Prognose wichtige Faktoren sind der Allgemeinzustand des Patienten, der mithilfe
des Karnofsky-Index (sogenannter Aktivitats-Index zur Beurteilung der Aktivitdt des
Patienten unter Einbeziehung korperlicher und sozialer Faktoren [114] bestimmt wird) und
das Patientenalter [108]. Bezliglich der Molekulargenetik gibt es derzeit drei Biomarker, die

als aussagekraftige prognostische Marker in Gliomen anzusehen sind. Zum einen
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kombinierte Allelverluste auf 1p und 19q insbesondere in oligodendroglialen Tumoren, die
MGMT-Promotorhypermethylierung in Glioblastomen und anaplastischen Gliomen, sowie
Mutationen des IDH1- und IDH2-Gens in diffusen Gliomen. Die IDH1-Mutationen wurden

kiirzlich als wichtigster prognostischer Marker in diffusen Gliomen identifiziert [61, 62].

1.7 Untersuchung der Kandidatengene ADM, CGI69 und CLSTN1 in glialen
Tumoren

Im Rahmen der zu Beginn erwdhnten Vorarbeiten wurde fiir die genomweite Analyse von
Tumorgeweben auf de novo-Methylierungen eine Mikroarray-basierte Methode (differential
methylation hybridisation, DMH) mit 7680 CpG-reichen Fragmenten eingesetzt. Dafir
standen jeweils zehn AO Il mit bzw. ohne kombinierten Allelverlust von 1p und 19q zur
Verfligung. Die genomische DNA wurde dabei zundchst durch ein haufig schneidendes
Restriktionsenzym (Msel) verdaut und zwei Adaptoren ligiert. Dann wurde sie mit zwei
methylierungssensitiven Restriktionsenzymen  (BstUl,  Hpall)  geschnitten. Die
Restriktionsfragmente wurden Uber Adaptersequenzen amplifiziert, mit fluoreszierenden
Farbstoffen markiert und zusammen mit ebenso aufbereiteter Normalgewebe-DNA auf
Mikroarrays mit CpG-reichen Sequenzen hybridisiert. Die Mikroarrays wurden schlief3lich
Uber einen Mikroarray-Scanner eingelesen. De novo methylierte oder demethylierte
Sequenzen konnten Uber ihr Hybridisierungssignal erkannt werden. Mittels Natriumbisulfit-
Sequenzierung als unabhangige Methode wurden die identifizierten Kandidatengene
validiert. Von den 7680 CpG-reichen Fragmenten zeigten 448 Klone in mindestens einem
Tumor Hinweise auf eine de novo-Methylierung. Es waren keine quantitativen Unterschiede
zwischen Tumoren mit bzw. ohne LOH1p/19q festzustellen. 285 Klone wurden sequenziert
und identifiziert, darunter 161 Gene und mRNAs. Von diesen wurden 30 Kandidatengene
ausgewahlt, die entweder in mindestens 40% der Tumoren einer Gruppe (mit/ohne
LOH1p/19q) ein rotes, d.h. ein auf Hypermethylierung hinweisendes Signal aufwiesen,
funktionell interessant erschienen oder in interessanten chromosomalen Regionen lagen.
Diese 30 Kandidatengene wurden anschlieBend stichprobenartig mittels Natriumbisulfit-
Sequenzierung auf ihre Promotormethylierung hin verifiziert. Daflir wurde von jeweils drei

Tumoren mit rotem Signal in der DMH und von Kontrollgewebe ein Fragment der
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Promotorregion amplifiziert, kloniert und anschlieRend sequenziert. Eine Hypermethylierung

fand sich ausschlieBlich in Tumorgeweben, nicht aber im Kontrollgewebe.

Basierend auf diesen Vorarbeiten wurden die Kandidatengene ADM (11p15.4), CGI69
(17921.31) und CLSTN1 (1p36.22) ausgewahlt, die in den DMH-Experimenten in Tumoren
mit LOH1p/19qg eine Methylierung in der jeweiligen Promotorregion aufwiesen. Diese Gene
wurden in der vorliegenden Arbeit an einem erweiterten Kollektiv aus oligodendroglialen
und astrozytaren Tumoren hinsichtlich Promotormethylierung und mMRNA-Expression
analysiert und durch den Vergleich mit klinischen Verlaufsdaten auf ihre mogliche Relevanz

als diagnostische bzw. prognostische Marker hin untersucht.

30



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Tumorgewebe und Referenzgewebe

In die Tumorserie aufgenommen wurden gliale Tumoren von Patienten, die im Zeitraum von
1990 bis 2004 in der Neurochirurgischen Klinik der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf
behandelt wurden. Alle untersuchten Tumorproben wiesen einen histologisch bestimmten
Tumorzellanteil von mindestens 80% auf. Die operativ entfernten Tumorproben wurden
unmittelbar nach ihrer Entnahme in fllissigem Stickstoff gefroren und bei -80°C gelagert. Die
Extraktion der Nukleinsdauren wurde bereits in Vorarbeiten durchgefiihrt. Die Tumoren
wurden am Institut flir Neuropathologie der Heinrich-Heine-Universitat gemalR der WHO-
Klassifikation der Tumoren des Nervensystems beurteilt und klassifiziert [72]. Fir die
experimentellen Untersuchungen der Tumorproben lag ein Votum der Ethikkommission der

Medizinischen Fakultat (Studiennummer 2696) vor.

Es standen insgesamt Tumorproben von 90 Patienten zur Verfligung (16 O I, acht OA I, 21
AO lll, acht AOA Ill, acht A Il, neun AA lll, neun sGB IV und elf pGB IV). Von 77 Patienten
lagen klinische Verlaufsdaten vor. Bei den entsprechenden Tumoren handelte es sich um
neun O Il, zwei OA Il, acht A Il, 23 AO lll, zehn AOA lll, acht AA Ill, sieben sGB IV und zehn
pGB IV. Das mittlere Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation lag bei 51 Jahren

(Spannweite: 25 - 91 Jahre). Das Geschlechterverhaltnis war fast ausgeglichen (m : w =1,05).

Als Referenzgewebe dienten nicht tumords verdanderte Hirngewebeproben. Fir die
Expressionsanalysen standen folgende kommerziell erhaltliche Normalgehirnproben zur
Verfligung: Hirn (gesamt), Rinde, Frontallappen, Parietallappen, Temporallappen,
Okzipitallappen und Corpus callosum (Biochain, Hayward, CA, USA) und zwei weitere
kommerziell erhaltlich Normalhirngewebs-RNA-Proben (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
USA, und Stratagene, La Jolla, CA, USA). Zusétzlich stand eine Probe von einem Patienten zur

Verfligung, der im Rahmen einer Temporallappenresektion bei chronischer Epilepsie
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chirurgisch behandelt worden war. Als Referenzgewebe bei den Methylierungsanalysen
wurden sechs Gehirngewebeproben von Patienten verwendet, die ebenfalls durch

Temporallappenresektion bei chronischer Epilepsie chirurgisch behandelt worden waren.

2.1.2 Zelllinien

Die Expressions- und Methylierungsanalysen wurden an den folgenden flinf
Glioblastomzelllinien durchgefuhrt: A178, LN428, U87MG, U373MG und A172. Diese
Zelllinien wurden von American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA)

erworben.

2.1.3 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von Sequenzen, die Uber die UCSC
(http://genome.ucsc.edu) erhéltlich waren, abgeleitet (Tab. 1). Die Oligonukleotide wurden
von der Firma MWG-Biotech bzw. Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland,
synthetisiert. Die Stammldsungen hatten eine Konzentration von 100 pmol/ul. Die
Primerstocks wurden in 5 mM Tris-HCI, pH 7,0 gel6st. Fiir die Reaktionen wurden diese
Stammldsungen im Verhaltnis 1:10 mit Aqua dest. verdiinnt, so dass die Endkonzentration

bei 10 pmol/ul lag.
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Gen Primername Primersequenz (5'->3) Methode Amplikon-

groBe/bp

ADM ADM_taqg_F1 AGTCGTGGGAAGAGGGAACT RT-PCR 196
ADM_taqg_R1 CCCTGGAAGTTGTTCATGCT RT-PCR
ADM_bs/not_F6 GCGGCCGCGTTTTTTGGGGGATTAGTGAGTT NBS 248
ADM_bs_R6.2 TAAAATCCTTATCCAAAACCCATAC NBS
ADM_bs_fw TTTGAGGTTATAGTTTTTTAGGTTT COBRA 435
ADM_bs_rv TAAATAACCAACTCTAATTCCTATA COBRA

CGI69 CGI69_tag_F1 GACTCCACCTGGCTGCTG RT-PCR 161
CGI69_taq_R2 CTGGTTCAGCCTCTGGAAGA RT-PCR
CGI69_bs/Not_F1D GCGGCCGCGAGAGTTTTGAGATTTAGAAGAA NBS 303

ATT

CGI69_bs_R1D ATTACAAAACAAACCTACAACTA NBS
CGI69_BS_F2 TGTAGTTGTAGGTTTGTTTTGTAAT COBRA 287
CGI69_BS_R2 ACCTTAACAACRCATTTTCACCAA COBRA

CLSTN1 CLSTN1 taqg_F GGAGCTAGAAACCAGCCACA RT-PCR 195
CLSTN1_tag_R GCCGTTGAACTCAAACACCT RT-PCR
CLSTN1_bs/not_F4 GCGGCCGCGAAGTGATAAGGGTRTTTTGGGT NBS 200
D
CLSTN1 _bs R1D AAACTATATCCCTTTCCCTAA NBS
CLSTN1_BS fw AGTGAATTTAGGATAGATTTT COBRA 395
CLSTN1_BS_rv AAACTATATCCCTTTCCCTAA COBRA

ARF1 ARF1F GACCACGATCCTCTACAAGC RT-PCR 111
ARF1R3 TCCCACAGTGAAGCTGATG RT-PCR

Tabelle 1: Verwendete Oligonukleotide (RT-PCR = Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction, NBS =
Natriumbisulfit-Sequenzierung, COBRA = Combined Bisulfite Restriction Analysis).

33



2.1.4 Puffer und Losungen

N

Die in den eigenen Untersuchungen eingesetzten Puffer und Losungen sind in Tab.
zusammengefasst.

10 x TAE-Puffer 400 nM Tris-Base
200 mM NaOAc

10 mM EDTA, pH 8,0

6 x Ladepuffer 0,25% Bromphenol-Blau
0,25% Xylencyanol FF

30% Glycerolin 1 x TE

ABI-Ladepuffer 4 ml Formamid

1ml0,5MEDTA pH 8.0

250 mg Blue Dextran

DNA-Leiter 100 bp Peglab, Biotechnologie GMBH, Erlangen,
Deutschland

Tabelle 2: Verwendete Puffer und Lésungen.



2.1.5 Kits

Tab. 3 gibt einen Uberblick iber die in den eigenen Untersuchungen eingesetzten
molekularbiologischen Kits.

Hersteller
EZ DNA Methylation-GoldTM Kit Zymo Research Corp., Orange, CA, USA
Jetquick PCR-Product Purification Spin Kit Genomed Molekularbiologische und Diagnostische

Produkte GmbH, Lohne, Deutschland
SYBR ® Green PCR Master Mix Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

BigDye®Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit  Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Tabelle 3: Verwendete Kits.

2.1.6 Enzyme

Tab. 4 fasst die in den eigenen Untersuchungen eingesetzten Enzyme zusammen.

Hersteller
Qiagen Hot Star Taq Qiagen, Hilden, Deutschland
Reverse Transkriptase (200 U/pl) Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Bsh12361 (#FD0924) Fermentas, Burlington, Kanada
Taqgal (#FD0674) Fermentas, Burlington, Kanada

Tabelle 4: Verwendete Enzyme.

2.1.7 Gerite

Eine Ubersicht (iber die wichtigsten in den eigenen Untersuchungen benutzten Laborgerite
findet sich in der nachfolgenden Tab. 5.
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Modell

Hersteller

Real-time PCR-Thermocycler = GeneAmp 5700 SDS

PCR-Thermocycler Trio-Thermoblock
Tischzentrifuge Rotofix 32
Tischzentrifuge 5417
Kahlzentrifuge EBA 12R
Geldokumentationssystem GelDoc1000 System

Gelkammern fiir Agarosegele  Sub-Cell
Sequenzierer Cycle Sequencer ABI377

Spektrophotometer NanoDrop™1000

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Biometra, Gottingen, Deutschland
Hettich Laborapparate, Bach, Schweiz
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Hettich Laborapparate, Bach, Schweiz
Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Tabelle 5: Verwendete Gerite.

36



2.2 Methoden

2.2.1 PCR

Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ermoglicht es, ein
gewlinschtes Fragment von Nukleinsduren in vitro zu vermehren. Hierflr bendétigt es ein
Startstlick, den sogenannten Primer. Das ist eine kurze Sequenz, die zum vorliegenden
Strang komplementér ist. Von hier ausgehend synthetisiert die Polymerase dann einen

Komplementarstrang.
Der Prozess besteht aus drei Schritten:

1. Die doppelstriangige DNA, die amplifiziert werden soll, wird zusammen mit der Taq
Polymerase, Mg2+, den vier Deoxyribonukleotid-Triphosphat-Monomeren (dNTPs)
und zwei Primern (jeweils ca. 20 Basen) auf 95°C erhitzt. Die Primer sind jeweils
komplementéar zu einem Endstlick des Zielsegments. Bei einer Temperatur von 95°C

zerfallt die DNA in zwei Einzelstrange.

2. Jetzt wird die Temperatur auf die Anlagerungs-Temperatur gesenkt. Die Primer
kénnen sich nun an die zu ihnen komplementdaren Sequenzen an den Enden des
Zielsegments anlagern. Die Temperatur liegt fiir die in dieser Arbeit verwendeten
Primer bei 56-60 °C, wobei diese Temperatur etwa 5°C unter der Schmelztemperatur

der Primer liegen sollte.

3. Die Temperatur wird auf 72°C angehoben. In diesem Schritt katalysiert das Enzym
vom Primer ausgehend den Aufbau des neuen Strangs. Nach Beendigung der

Replikation beider Strange liegen jeweils zwei identische Strange vor.

Der Zyklus aus Denaturierung, Anlagerung und Synthese kann nun wiederholt werden [115].

Die PCRs wurden in einem Thermocycler der Firma Biometra nach folgenden Protokollen

durchgefihrt:
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Reaktionsgemisch

Matrizen-Nukleinsaure 20-100 ng
10 x PCR-Puffer (15 mM MgCI2) 2,5 pl

2 mM dNTP-Gemisch 2,5 ul
forward Primer (10 pmol/pl) 1,5 ul
reverse Primer (10 pmol/pl) 1,5 ul

Tag DNA Polymerase (5 u/ul) 0,2 ul
Aqua dest. ad 25 pl

Reaktionsschritte

95°C 15 min Initiale Aktivierung der HotStar Taq
95°C 30s Denaturierung

56-60 °C 30s Anlagerung

72°C 30s Elongation

Wiederholung der letzten drei Schritte fur
insgesamt 35-45 Zyklen

72°C 5 min Auffillen der Doppelstriange

4°C ) Khlung bis zur Entnahme

2.2.2 cDNA-Synthese aus mRNA

Komplementdre DNA (cDNA, complementary DNA) enthalt nur solche DNA-Molekiile, deren
Sequenz komplementar zu den in der jeweiligen Zelle vorhandenen mRNA-Molekiilen ist. Sie
entspricht also den in der Zelle exprimierten RNAs. Das Ausgangsmaterial flir die Herstellung

von cDNA ist die Gesamt-RNA der Zelle.

Mit dem Enzym reverse Transkriptase ist es moglich, RNA in DNA umzuschreiben [15]. Das

Enzym benoétigt fir die DNA-Synthese einen Startpunkt, den Primer. Als Primer werden
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Oligonukleotide von sechs Basen Ldnge verwendet. lhre Sequenz ist zufdllig. Die Primer

binden an komplementare Sequenzen der RNA.

Flr die cDNA-Synthese wurden 3 pug Gesamt-RNA in ein 200 pl PCR-ReaktionsgefaR pipettiert
und mit Diethylpyrocarbonat (DEPC)-behandeltem Wasser auf 30,4 ul aufgefiillt. Das
Gemisch wurde fir flinf Minuten bei 70°C denaturiert und dann auf Eis gekiihlt. AuRerdem

wurde ein Reaktionsgemisch nach folgendem Protokoll angesetzt:

Reaktionsgemisch

0,1 M DTT (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 0,4 pl
RNAsin (40.000 U/ml, Promega, Madison, WI, USA) 1,0 ul
BSA (2,9 mg/ml) 1,7 ul
dNTP-Gemisch (25 uM je dNTP) 2,5 ul
pd(N)6 (1,5 pg/ul, Amersham Biosciences Europe, Freiburg, Deutschland) 3,0 ul
5 x H-RT-Puffer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 10,0 ul
Reverse Transkriptase (200 U/ul, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 1,0 pl
Gesamtvolumen 19,6 ul

Das Gesamtvolumen von 19,6 pl wurde nun zu den 30,4 pl RNA-L6sung gegeben, vermischt
und bei 42°C fur 50 Minuten inkubiert. Dann wurde die Temperatur fir zehn Minuten auf
70°C hochgefahren, um die reverse Transkriptase zu inaktivieren. Hiermit war die cDNA-
Synthese abgeschlossen. Um das Ergebnis zu liberprifen wurde nun ein Fragment der cDNA
des y-Actin F-Gens amplifiziert. Das Reaktionsprodukt wurde auf ein Agarosegel aufgetragen

und die Banden qualitativ und quantitativ liberpruft.
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2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde angewendet, um PCR-Produkte, DNA und RNA
aufzutrennen und sichtbar zu machen. Es wurden Gele mit Agarose-Konzentrationen von

1,5-3% verwendet.

Je nach gewiinschter Konzentration wurde eine entsprechende Menge Agarose in einem
passenden TAE-Puffer-Volumen aufgekocht. Danach wurden je 100 ml TAE-Agarose-Gemisch
5 ul Ethidiumbromid-Lésung (1 mg/ml) zugegeben. Dann wurde das Gemisch in einen
Geltrager gegossen und ein Taschenkamm eingesetzt. Es wurde abgewartet bis das Gel
vollstandig polymerisiert war. Das feste Gel konnte nun in eine mit 1 x TAE-Puffer gefiillte
Laufkammer eingesetzt werden. Die Proben wurden dann mit einem entsprechenden
Volumen 6 x-Ladepuffer versetzt, in die Geltaschen pipettiert und bei einer Spannung von
180 V aufgetrennt. Bei jedem Lauf wurde eine 100-Basenpaar-Leiter mitgefiihrt, anhand
derer die Fragmentlangen der Proben abgelesen werden konnten. Wenn der Blaumarker
(Bromphenolblau) des Ladepuffers etwa die Mitte des Gels erreicht hatte, wurde der Lauf
gestoppt und das Gel der Kammer entnommen. Es wurde unter UV-Licht im GelDoc 1000-

System betrachtet und digital dokumentiert.

2.2.4 Methylierungsspezifische PCR und Natriumbisulfit-Behandlung

Die Methode der Natriumbisulfit-Behandlung von DNA hat zum Ziel, methylierte von
unmethylierten Cytosin-Basen zu unterscheiden. Durch diese Behandlung der DNA wird
unmethyliertes Cytosin in Uracil umgewandelt, wihrend 5-Methyl-Cytosin unverandert
bleibt (s. Abb. 4). Die in Uracil umgewandelten Basen werden bei einer spateren PCR-
Amplifikation und Sequenzierung als Thymin registriert. Das methylierte Cytosin wird

weiterhin als Cytosin gelesen.
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Abb. 4: Strukturformel von nicht methyliertem Cytosin und die Umwandlung in Uracil bei der Natriumbisulfit-
Behandlung.

Ein Cytosin-Molekiil kann (ber sein Cs-Atom Addukte bilden, zum Beispiel mit einem Bisulfit-
lon. Diese relativ langsame Reaktion mit Natriumbisulfit wird bei saurem pH-Wert (pH 5,0)
katalysiert und ist einzelstrangspezifisch. In wassriger Losung wird das Cytosin-Bisulfit-
Addukt unter Abspaltung der NH,-Gruppe zum Uracil-SO3-Derivat desaminiert und durch
eine abschlieBende Alkali-Behandlung zu Uracil desulfoniert. Fir die Natriumbisulfit-
Behandlung wurde das EZ DNA Methylation-Gold™ Kit gemaR den Angaben des Herstellers

verwendet (Zymo Research, Orange, CA, USA).

2.2.5 Sequenzierung der Natriumbisulfit-behandelten DNA

Zur Untersuchung des Methylierungsmusters aller CpG-Dinukleotide in einer bestimmten
Gen- bzw. Promotorregion steht die direkte Sequenzierung Natriumbisulfit-behandelter DNA

zur Verfligung.

Hierfiir wurde die zu untersuchende Sequenz nach der Natriumbisulfit-Behandlung zunachst
durch eine PCR amplifiziert. Dafir wurden in Abhangigkeit von der untersuchten
Gensequenz die folgenden Protokolle verwendet:
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ADM [ €GI69

2 mM dNTP 2,5 ul

reverse Primer Zielgen 1,5 ul

Aqua dest. 15,875 ul

CLSTN1

2 mM dNTP 2,5 ul

reverse Primer Zielgen 1,5 ul

Aqua dest. 10,875 ul
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Daraufhin wurden die jeweiligen PCR-Produkte mithilfe des Jetquick PCR-Product Purification

Spin Kit nach Angaben des Herstellers aufgereinigt (Genomed, L6hne, Deutschland).

Ein Aliquot jedes aufgereinigten PCR-Produktes wurde nach der Dye-Terminator-Methode
der Firma Applied Biosystems (Foster City, CA, USA) sequenziert. Diese folgt dem Prinzip der
Kettenabbruch-Reaktion nach Sanger [116]. Diese Sequenzierreaktion basiert auf einer
statistisch verteilten Unterbrechung der Synthese des Komplementarstranges. Zusatzlich zu
den normalen Deoxynukleotiden (dNTPs) sind dem verwendeten Nukleotidgemisch
Dideoxynukleotide (ddNTPs) zugesetzt. Diese besitzen keine 3‘-OH-Gruppe. Wird ein
markiertes Nukleotid in den entstehenden Strang eingebaut, so flhrt dies zum Abbruch der
Synthesereaktion [117]. Bei der Dye-Terminator-Methode sind die genannten ddNTPs
fluoreszenzmarkiert. Die vier verschiedenen Farbmolekiile emittieren nach Anregung durch
einen Argonlaser Licht verschiedener Wellenlangen. Bei dieser PCR wird im Gegensatz zur
herkémmlichen Reaktion nur ein einzelnes Oligonukleotid und kein Oligonukleotidpaar

eingesetzt. Folglich verlauft die Synthese nur in eine Richtung.

Markierungsreaktion

BigDye Termination V.1.1 Cycle Sequencing Kit Mix 2 ul
Oligonukleotid (10 pmol/pul) 0,5 ul
PCR-Produkt 2-7,5 ul
Aqua dest. ad 10 pl
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Thermocycler
Einstellungen

96°C 10s Denaturierung
50°C 5s Anlagerung
60°C 4 min Elongation

Wiederholung der drei Schritte fiir insgesamt
25 Zyklen.

4°C oo Kihlung bis zur
Entnahme

Das Reaktionsprodukt wurde zusammen mit 25 pl 100%-igem Ethanol und 1 pl mit
Dextranblau angefarbtem 3 M Natrium-Acetat pH 4,6 in ein 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen
gegeben und vermischt. Die Mischung wurde bei 4°C mit 14000 rpm fir 20 Minuten
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet zweimal mit 200 pl 70%-igem

Ethanol gewaschen.

Das Pellet wurde fiir 15 Minuten in einem Heizblock bei 42°C getrocknet und dann in 4 pl

ABI-Ladepuffer aufgenommen. Dann wurde das Sequenziergel hergestellt:

Herstellung des Sequenziergels

Urea 21g
PAA29:1,3,3% 8,4 ml
10 x TBE 6 ml
Aqua dest. 20 ml
APS 10% 350 pl
TEMED 30 ul
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Der Harnstoff wurde in den restlichen Bestandteilen gelost. Dann wurden 350 pl 10% APS
(Ammoniumpersulfat) und 30 pl TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) zum

Polymerisieren zugegeben. Das Gel wurde zwischen zwei gereinigte Glasplatten gegossen.

Nach der vollstandigen Auspolymerisierung wurden jeweils 2 ul der Proben auf das
Sequenziergel aufgetragen. Die Auftrennung der Proben erfolgte in einer Laufzeit von acht
Stunden bei 2500 Volt, 48 Watt und 51°C Geltemperatur in einem semiautomatischen
Sequenziergerat (ABI377, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Ausgewertet wurden die

Ergebnisse mittels der ABI Sequencing Software.

Das Methylierungsmuster wurde in den Gliomen der Tumorserie und Normalgehirnproben
durch die Sequenzierung von Natriumbisulfit-behandelter DNA untersucht. Die Methylierung
der CpG-Dinukleotide wurde wie folgt analysiert. Die DNA wurde mit Hilfe des EZ DNA
Methylation-Gold™ Kit (Zymo Research Corp., Orange, CA, USA) mit Natriumbisulfit-
behandelt. Dann wurde ein bestimmtes Fragment durch eine PCR amplifiziert. Die
verwendeten Primer und die Fragmentlokalisationen sind in Tab. 1 ersichtlich. Daraufhin
wurde das PCR-Produkt mit dem Jetquick PCR-Product Purification Spin Kit (Genomed,
Lohne, Deutschland) aufgereinigt. Letztlich wurde das Produkt direkt durch die Dye-
Terminator-Methode sequenziert. Der Methylierungsstatus wurde wie in Abb. 5 dargestellt

klassifiziert.
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Abb. 5: Bewertung des Methylierungsstatus anhand der Sequenzierungsergebnisse der Natriumbisulfit-
behandelten DNA. 0 = nur T-peak (bzw. C-peak kleiner 10% des T-peaks); 1 = C-peak bis zu 50% des T-peaks; 2 =
C-peak und T-peak gleich groR bzw. C-peak doppelt so groR wie der T-peak; 3 = nur C-peak bzw. T-peak kleiner
10% des C-peaks. Der T-peak ist griin, der C-peak gelb dargestellt.
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Die Tumoren wurden zwei Gruppen zugeordnet. Eine Gruppe umfasste solche ohne
Methylierung. Hierzu gehorten die Tumoren mit einem Methylierungswert von 1, 2 oder 3 in
weniger als 50% der untersuchten CpG-Dinukleotide. Die zweite Gruppe umfasste Tumoren

mit einem Methylierungswert von 1, 2 oder 3 in mehr als 50% der CpG-Dinukleotide.

2.2.6 Kombinierte Bisulfit-Restriktionsanalyse (COBRA, Combined Bisulfite
Restriction Analysis)

Die kombinierte Bisulfit-Restriktionsanalyse ist eine quantitative Technik, mit der DNA-
Methylierung an ausgesuchten Genloci in kleinen Mengen genomischer DNA untersucht
werden kann. Bei dieser Methode wird ein Restriktionsenzym-Verdau genutzt, um
methylierungsabhangige Sequenzunterschiede in Natriumbisulfit-behandelter DNA zu
analysieren.

Zunachst wird die DNA mit Natrium-Bisulfit-behandelt (s. 2.2.4). Dann wird sie mittels PCR
amplifiziert. Das Ergebnis dieser beiden Schritte ist, dass unmethylierte Cytosinreste als
Thymin und methylierte Cytosinreste als Cytosin gelesen werden. Die Primer, die in der PCR
genutzt werden, beinhalten keine CpG-Dinukleotide, sodass die Amplifizierung der Proben
unabhadngig vom jeweiligen Methylierungsstatus ablauft [118].

Die Erkennungsstellen der hier verwendeten Restriktionsenzyme Bsh1236/ und Tag! bleiben
nach der Bisulfit-Modifikation nur erhalten, wenn sie methyliert waren. An unmethylierten
Erkennungsstellen werden die PCR-Produkte nicht geschnitten. Mit dieser Technik ist eine
schnelle Analyse des Methylierungs-Zustands eines Gens in einer groRen Anzahl von Proben
moglich. In der vorliegenden Arbeit wurden die PCR-Produkte von ADM, CLSTN1 und CGI69
mit dem Restriktionsenzym Bsh1236/ (Erkennungsstelle CGACG) und CGI69 zusatzlich mit
dem Restriktionsenzym Tagl/ (Erkennungsstelle TACGA) verdaut und anschlieBend auf ein
2,5%-iges Agarosegel geladen. Das Amplikon von ADM ist 435 bp lang und besitzt vier
Bsh1236/-Erkennungsstellen. Bei vollstandiger Methylierung entstehen nach dem Verdau
finf Fragmente mit 42, 14, 252, 18 und 105 bp Lange. Die FragmentgroRe 18 bp und 105 bp
sind nadherungsweise durch das CG-Repeat CGCGCG und die daraus resultierenden
unterschiedlichen Schnittmdglichkeiten bedingt (s. Abb. 10). Das Amplikon von CGI69 ist 287

bp lang und besitzt jeweils zwei Bsh1236/- und Tagl-Erkennungsstellen. Bei vollstandiger
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Methylierung entstehen nach dem Verdau jeweils drei Fragmente mit 69, 176 und 38 bp
bzw. 140, 44 und 104 bp Linge. Die FragmentgroRen 176 und 38 bp fir Bsh1236/ sind
ndaherungsweise durch das CG-Repeat CGCGCG und die daraus resultierenden
unterschiedlichen Schnittmoglichkeiten bedingt (s. Abb. 19). Das Amplikon von CLSTN1 ist
395 bp lang und besitzt flinf Bsh1236/- und zwei Tagl-Erkennungsstellen. Bei vollstandiger
Methylierung entstehen nach dem Verdau fir Bsh1236/ sechs Fragmente mit 66, 24, 94, 153,
10 und 46 bp Lange. Die FragmentgrofRen 153 und 10 bp sind ndherungsweise durch das CG-
Repeat CGCGCG und die daraus resultierenden unterschiedlichen Schnittmoglichkeiten
bedingt. Fir Tagl resultieren drei Fragmente mit 164, 29 und 202 bp Lange (s. Abb. 26).
Unmethylierte Erkennungsstellen werden durch die Bisulfit-Modifikation von den Enzymen
nicht erkannt. So entstehen abhangig vom Methylierungsstatus unterschiedliche Fraktionen
von PCR-Fragmenten, welche die Relation an DNA-Methylierung an dieser Stelle in der

zugrundeliegenden genomischen DNA widerspiegeln.

Verdaureaktion

PCR-Produkt 5ul
Puffer (Fast Digest®) 2 ul
Aqua dest. 12 ul
Enzym 1l

Inkubation flr 5 min. bei 37°C (Bsh1236l), bzw. 65°C (Taqg|l)
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2.2.7 Vorarbeiten: Zelllinienbehandlung mit 5-Aza-2‘-Deoxycytidin

Die Substanz 5-Aza-2‘-Deoxycytidin hat eine demethylierende Wirkung. Sie wird wahrend
der Replikation in die DNA integriert. Sie stellt ein Cytidin-Analogon dar. Die Carbongruppe

an Position fiinf des Pyrimidinrings ist hier durch eine Nitrogruppe ersetzt (s. Abb. 6).

IH; [‘|~”‘E
A
N I\‘J N//j
HO_ o)\rq) )\

HO 9] M
CH;. O \\C O
% g H; - .
KH N @ N
OH H OH OH
5-Aza-Z2'-Deoxycytidin bl el

Abb. 6: Strukturformeln des Cytidin-Analogons 5-Aza-2’-Deoxycytidin und von Cytidin.

Eingebaut in die DNA kommt es zu einer kovalenten Bindung mit dem Enzym DNA-Cytosin-
Cs-Methyltransferase 1 (DNMT1). DNMT1 methyliert den neu synthetisierten DNA-Strang
nach seiner Replikation. So wird sichergestellt, dass das Methylierungsmuster auf die
Tochterstrange Gbernommen wird. Durch die Bindung von 5-Aza-2‘-Deoxycytidin an DNMT1
wird dieses nicht-kompetitiv gehemmt, so dass der neu synthetisierte Strang unmethyliert
bleibt. Nach zwei Replikationszyklen erhadlt man vollstandig demethylierte DNA. Durch eine
Demethylierung kann die Expression von Genen, die durch Methylierung inhibiert ist,

gesteigert werden [119].

5-Aza-2‘-Deoxycytidin hat auRerdem eine toxische Wirkung. Unter anderem fihrt es zur
Dekondensation von Chromatin, zur Veranderung der DNA-Replikationszeit und zu
Chromosomenbriichen. Hinzu kommen mutagene Effekte von 5-Azacytosin-DNMT1-
Addukten. Es standen die mit 5-Aza-2‘-Deoxycytidin behandelten Zelllinien A178, U87MG,

LN428, A172 und U373MG zur Verfligung. Die Zelllinien wurden unter Standardbedingungen
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geziichtet (1), sowie unter vier unterschiedlichen Bedingungen mit 0,5 uM (2), 1,0 uM (3),
2,5 uM (4) oder 5,0 uM (5) 5-Aza-2‘-Deoxycytidin. Die DNA der Zelllinien fur die hier
durchgeflihrten Experimente wurde von Herrn PD Dr. A. Waha (Institut fiir Neuropathologie,
Bonn) zur Verflgung gestellt. Es wurden Expressionsanalysen mittels Real-time RT-PCR

sowohl fir die behandelten als auch die nichtbehandelten Zelllinien durchgefiihrt.

2.2.8 Real-time RT-PCR (TagMan) zum semiquantitativen Nachweis der
Genexpression

Ziel der Real-time Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (Real-time RT-PCR) war
es, die relative Expression von mRNA zu analysieren. Im Gegensatz zur herkdmmlichen PCR,
bei der nur das Endprodukt bestimmt wird, wird bei der Real-time RT-PCR das entstehende
Produkt kontinuierlich nach jedem Zyklus gemessen. Eine quantitative Bestimmung der
Produktmenge ist hierbei nur in der exponentiellen Phase der Reaktion moglich, da hier die
Produkt-Zunahme mit der in der Reaktion eingesetzten Matrizenmenge direkt korreliert

[120].

Bei dieser Methode wird jeweils ein Oligonukleotidpaar verwendet. In dieser Arbeit wurde
der Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green dem Reaktionsmix zugesetzt. Dieser Farbstoff steigert
seine Fluoreszenz durch Interkalieren in die doppelstrangige DNA. Die Fluoreszenzstarke, die
nach jedem abgelaufenen Zyklus detektiert wird, korreliert mit der Menge der produzierten

Doppelstrange.

Jede Gewebeprobe wurde in einem doppelten Ansatz analysiert. Als Referenzgen diente
ARF-1  (ADP-Ribosylierungsfaktor-1, NCBI GenBank-Zugangsnummer M.36340). Als
Normalgewebe wurden nicht neoplastisch veranderte Hirnproben (s. 2.1.1.) verwendet. Vor
Beginn der  Expressionsanalysen der Tumorserie  wurden die optimalen

Konzentrationsverhaltnisse der verschiedenen Primerpaare ermittelt.
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DM

Mastermix SYBR® Green 12,5 pl

reverse Primer 0,25 ul

caGl69

Mastermix SYBR® Green 12,5 ul

reverse Primer 1,5l

CLSTN1 und ARF1

Mastermix SYBR® Green 12,5 ul

Reverse Primer 1,5 ul

Die Ansdtze wurden in 96-Well-Platten pipettiert. Die Reaktion wurde im Gene Amp 5700
Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA) durchgefiihrt.
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Reaktionsschritte

95°C 10 min Denaturierung

95°C 15s Denaturierung

60°C 1 min Anlagerung und Elongation
4°C oo Kihlung bis zur Entnahme

Wahrend der PCR wurde die Fluoreszenz-Zunahme nach Anregung mit einer Wellenldange
von 485 nm von der CCD Kamera kontinuierlich gemessen. Nach Abschluss der Reaktion
wurden die Ergebnisse mit Hilfe der GeneAmp 5700 Software ausgewertet. Aus den
erhobenen Daten wurde durch das Auftragen der logarithmischen relativen
Produktzunahme gegen die Zyklenzahlen eine Verlaufskurve der Fluoreszenz-Intensitat
erstellt. Es wurde bei der Auswertung darauf geachtet, dass der Threshold-Wert so gewahlt
wurde, dass moglichst alle Verlaufskurven in dem exponentiellen Anteil geschnitten wurden

(s. Abb. 7).

Rn 10 -

0,1 4

40 Zyklen

10

Abb. 7: Darstellung von typischen Kurvenverlaufen in der Real-time RT-PCR. Eine nach rechts verlagerte Kurve
entspricht einer geringeren mRNA-Expression.
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Hieraus ergaben sich Cr-Werte, die zur Quantifizierung der relativen mRNA-Expression
benutzt wurden. Der Ci-Wert ist hierbei ein fester Schwellenwert, der oberhalb der
Basisfluoreszenz liegt. Aus diesen Daten wurde dann die relative mRNA-Expression der
untersuchten Probe im Vergleich zu einer mitgefiihrten Kontrollprobe errechnet. Durch die
Methode der Real-time RT-PCR lasst sich die mRNA-Expression von Genen sehr sensitiv
bestimmen, jedoch wird keine Aussage Uber die GroRe des Amplikons gemacht. Deshalb
wird am Ende der Reaktion eine Dissoziationskurve erstellt. Die untersuchten Proben sollten
einen scharfen Peak bei der Schmelztemperatur des Amplikons zeigen. Die mitgefiihrten

Leerkontrollen diirfen keine signifikanten Fluoreszenzsignale aufweisen.

In dieser Arbeit wurde die komparative Ci-Methode (AAC;) eingesetzt. Mit dieser Methode
lasst sich die Expression von Genen relativ zur Expression eines Referenzgens quantifizieren.
Als Referenzgene dienen sogenannte Haushaltsgene, also Gene, die in allen Zellen und
Geweben moglichst gleichstark exprimiert werden. Hier wurde ARF1 als Referenzgen
verwendet (s. 2.1.3), das gemaR Vorarbeiten der Arbeitsgruppe in Gliomen unterschiedlicher

WHO-Grade relativ gleichférmig exprimiert wird.

Wie schon erwahnt, wurde jede Tumorprobe doppelt gemessen. Deswegen wurde zunachst
der Mittelwert der beiden Ci-Werte ermittelt. Dann wurde die Differenz der Mittelwerte von
Ziel- und Kontrollgen errechnet (AC; = Mittelwert Cy(Zielgen)-Mittelwert Cr(Referenzgen)).
Dann wurde der AACt-Wert ermittelt. Dieser errechnet sich aus der Differenz der ACt-Werte
der Tumorproben und der ACr-Werte der Normalgewebeproben. Durch diesen Schritt
werden die Kontrollgewebewerte gleich null gesetzt. So stellt man die Werte der
Tumorproben in Relation zu denen des Normalgewebes dar. Letztendlich werden die AAC+-

ACT) " Dadurch erhilt man die relative mRNA-Expression des

Werte entlogarithmiert (2
Zielgens im Tumorgewebe. In jedem Lauf wurde eine bestimmte Matrize (Universal Human
Reference RNA, Stratagene, La Jolla, CA, USA) als Kontrollprobe mitgefiihrt, um die
verschiedenen Laufe untereinander vergleichen zu kénnen und um die Expressionswerte der

Proben auf einen gemeinsamen Wert beziehen zu kdnnen.
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2.2.9 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Fir die statistischen Analysen der Ergebnisse wurde die Software IBM® SPSS® Statistics 18
(SPSS Inc., IBM, Chicago, IL, USA) verwendet. Im Folgenden werden die im Rahmen dieser

Arbeit verwendeten statistischen Tests kurz erlautert.

Der Mann-Whitney-Test wurde fiir Vergleiche der Mittelwerte einer Variable zweier
Fallgruppen verwendet. Es wird keine GauRsche Normalverteilung vorausgesetzt. Es wurde

jeweils die exakte Signifikanz angegeben.

Kaplan-Meier Uberlebensanalysen wurden zum Vergleich der Uberlebenszeit der Patienten

in verschiedenen Fallgruppen mittels Log-Rang-Test durchgefiihrt.

Der exakte Test nach Fisher wurde fir die Untersuchung von Zusammenhangsmalen in
Kreuztabellen mit geringen Fallzahlen genutzt. Es wurde jeweils die zweiseitige exakte

Signifikanz angegeben.

In den statistischen Tests wurde jeweils von einem Signifikanzniveau von 5% ausgegangen.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der molekularen Analysen des Adrenomedullin (ADM)-
Gens

Die nachfolgende Abbildung (Abb. 8) zeigt zur Ubersicht ein Piktogramm des ADM-Gens und
dessen Lokalisation auf Chromosom 11. Als Ausschnitt ist darunter der untersuchte
Sequenzabschnitt mit den verwendeten Primern und den jeweiligen Schnittstellen der

Restriktionsenzyme und den untersuchten CpG-Positionen dargestellt.

chril (pis.4 CETEEEN BN

Scale 1 ko) |
chrl 1E3IZES 00| 1ezeTean| 1032750“ 1 azzsaee| 163a5500] 10329a0a|
Refien Genes
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CRG Islands (Islands < 300 Dages are Light Greend

=EEe=

CoG: 43
cpo1 1

aatttttttttttaaattttaatttttaatttagtttttttgagttttgtttttatCthaaattt
tattagtttatttCGaaaCGtCGgggttttggtttttigg Cagtgagttttgbtttittce
gttttgtttCGtttttgtttCthtttttCGCGggagtttggggtCGCthtCthtaggCGttaa
gtCegtaggggggcectytt taftaauobtatagEEEEEEEGEEEE- g gt tCCggttattCeCs
ttgtttttttCGCGggtttttgttgtttttCGttaggaggttttgtatttlGggtlGtatgggttt
tggataaggattttaagaggttgtagtggCeGtttttteGtttcGgectattgtttgaattttgtat
ttaaagagggttgtggtagtttttgtattaatCGtttggagtttatatttaagttttttgggtacc
agggattttttttttttCottbtttttttttttttattttaattttagttttaaaggaagtaatgCc
CGCGtECGagagtaggagCGCGCGtggttgaggaaagaaagggaaggtaatcGggtagtttaggtt
ECGEttCGLCGtttttttat tCGtoCGt ttataaaq i -  J
tttttggtgatattggatagaatagtttaagttttgttatttCGggttttttattgtagttgggtt
tggatttCGgagttttgttattgttagtgggalGtttgagatttttttttttaagtatttggtaga
ttattttEEtaqtaggtaggtgtggtagatttfgggggttaagaggtggggtggggggtagtgttt
gttaaggttttaaattgggagCGttgggtgaggggaataatttattttggagggttttttgagaga
tagatatattttatattttgggtttagttCGtgtatatagttggaggtttagagatttagtttttt
ttgtttCGttagttaagttttaagaagttgagtagagattttttgggagtttggCGgggtgtagCc
gttttttttgCGgggtttgttattCegtCGgCGCGtgtaaaCGtttttggCGtttttttglGCGga
gggagataagCGtttgagttagggaaagCGCGggttaaattCGtLttCGLCGgggtttttgttCGtt
tttCGLgtttCGttCGgglGgtgtagttggttCGggtgtttaCGttCGattttttttttttttttt
tagggtttgcetttcetagtcogg@iBaagttggttttocteGttttgatgtatttgggttccett

Abb. 8: Piktogramm von Chromosom 11 mit Darstellung des ADM-Gens und den assoziierten CpG-Inseln
(http://genome.ucsc.edu; assembly Feb.2009 (GRCh37/hg19)). Darunter Ausschnitt der Promotorsequenz nach
Natriumbisulfit-Behandlung. Die CG-Dinukleotide sind als methyliert, d.h. nicht konvertiert dargestellt. Alle
CpG-Dinukleotide sind unterstrichen dargestellt. Die Sequenzabschnitte mit roter bzw. griner Schrift
bezeichnen die Primer flr die Natriumbisulfit-Sequenzierung (FragmentgroRe: 248 bp) mit 19 CpG-Positionen.
Die griin bzw. rot hinterlegten Sequenzabschnitte bezeichnen die Primer fiir die COBRA (FragmentgroRe: 435
bp). Die gelb hinterlegten Sequenzabschnitte bezeichnen die Schnittstellen fir Bsh1236/, die orange
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hinterlegen Sequenzabschnitte bezeichnen die Schnittstellen fur Tagl. Das blau hinterlegte ATG kennzeichnet
den Transkriptionsstart von ADM. Nach einem vollstandigen Verdau ergeben sich folgende FragmentgréRen:
Bsh1236l: 42, 14, 252, 18, 105 bp (FragmentgréRe ndherungsweise, bedingt durch die CpG-Repeats CGCGCG
und den daraus resultierenden unterschiedlichen Schnittmdoglichkeiten), Tag/: 314, 121 bp.

3.1.1 Natriumbisulfit-Sequenzierung

Zur Validierung der DMH-Daten aus den Vorarbeiten wurde die Natriumbisulfit-
Sequenzierung zur Analyse des Methylierungsstatus und zur Bestimmung des
Methylierungsmusters an einem erweiterten Kollektiv von insgesamt 32 oligodendroglialen
Tumoren, darunter drei O Il, ein OA Il, 21 AO Ill und sieben AOA lll, sowie sieben
Normalgehirnproben durchgefiihrt (s. 2.1.1.). Insgesamt waren 20 Tumoren nach den in
2.2.5 dargestellten Bewertungskriterien methyliert und 14 nicht methyliert. Eins von drei O
I, das OA Il, 14 der 21 AO lll und drei der sieben AOA Ill waren methyliert (s. exemplarisch
Abb. 9). Die Normalgehirnproben waren unmethyliert. Zusatzlich wurde eine Methylase-
behandelte Normalgehirnprobe als Positivkontrolle fir die Methylierungsanalysen mit

untersucht.
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Abb. 9: Beispielhaft ausgewéhlte Resultate der Sequenzierung von Teilen der 5-CpG-Insel des ADM-Gens nach

Natriumbisulfit-Behandlung in (a) einem anaplastischen Oligodendrogliom (AO37) und in (b) einer
Normalgehirnprobe. Die einzelnen CpG-Dinukleotide sind mit einem Stern markiert. In der Tumorprobe (a) sind
die CpG-Dinukleotide methyliert, in der Normalgehirnkontrolle (b) dagegen nicht. Gezeigt sind Resultate der
Sequenzierung des reversen Strangs.

Die vollstandigen Ergebnisse sind mit den COBRA- und Expressionsdaten im Zusammenhang

mit dem LOH1p/19g-Status in Tab. 6 abgebildet.
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Diag. | Case | LOH 1p | LOH 139 BE
ol 015 + + -
on s + + +
ol 021 + + -
QA | 042 - + +
A ADS + -
ACIN | A0 - - -
A AT - - +
AQI | ADS + + +
AN AD13 + + +
AD | AD20 + - -
AQI | A021 + + +
A AD22 - - -
A AD23 + + +
AON | AD24 - +
AN | AD25 + + -
AOT | AD26 + + -
AD | AD25 + + +
AQNN | AD32 + + +
A | AD3S + + +
AD | ADZE + + -
AOIN | AOST + + +
A | AD3E + +
AN | AD3S + + +
A | ADES + + +
AN ADS4 + + +
ADA N ADAT + - -
ADA NI ADALZ + + -
ADA | ADATS - - +
A4 NI ADAN + + +
A0S N ADALES + + -
ADA NI ADALL - - -
AOA NI ADATT + + +
MNE NE1 - n.a. n.a. 0,00
ME MEZ - na. na. 0,00
NE MNEZ - n.a. n.a. 0,00
MNE ME4 - n.a. n.a. 3,70
NE NES - n.a. n.a. 3,00
MNE ME& - n.a. n.a. 0,00
ME NET - n.a. n.a. 3,00
MNE ME| MNE ME + n.a. n.a. 66,66

Enpression <05 |:| 0, keine Methylierung |:| 1 leichte Methylierung

:l Expreszion III.E-Z.EI- 2, mibige Methglierung- 3, starke Methylierung

m Express=ion > 2,0

Tabelle 6: Methylierungsmuster der 5-CpG-Insel von ADM in 32 Gliomen, sieben Normalgehirngewebeproben
und einer Methylase-behandelten Positivkontrolle (MB NB). Der Methylierungsstatus wurde mittels
Natriumbisulfit-Sequenzierung an 18 CpG-Stellen wie unter 2.2.5 beschrieben erhoben. Neben den
prozentualen Methylierungswerten sind zusatzlich die Ergebnisse der COBRA, die relative mRNA-Expression
sowie der LOH-Status (+ = Allelverlust, - = kein Allelverlust) angegeben.
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3.1.2 Kombinierte Bisulfit-Restriktionsanalyse (COBRA)

Die Serie aus oligodendroglialen Tumoren wurde nochmals erweitert, um auch den
Methylierungsstatus in astrozytdar differenzierten Tumoren zu untersuchen. Fir diese
Untersuchung wurde die COBRA verwendet. Es wurden insgesamt 88 Gliome untersucht. In
28 Tumoren war eine Methylierung des ADM-Promotors nachweisbar (3/11 O I, 1/4 OA I,
5/11 AO 1ll, 13/26 AOAIIIl, 3/8 All, 1/9 AA1lI, 2/9 s GB IV, 0/10 pGB IV).

AQA44
AOA1E
(-)-Kir.

(+)-Kir.

AOCE
ADB3
AD23
AD29
OA1

o
L O

uvmu M M M UM UM UM UM M

Abb. 10: Ausgewahlte Ergebnisse der COBRA fiir ADM. Die methylierten Tumoren weisen bis zu finf Fragmente
auf, entsprechend der unterschiedlich starken Promotormethylierung und dem konsekutiven Enzymverdau. Die
unmethylierten Tumoren zeigen nur ein einzelnes, ungeschnittenes PCR-Fragment. 100bp-Leiter; UM: nicht
methylierter Tumor; M: methylierter Tumor; (-)-Ktr.: Negativ-Kontrolle, (+)-Ktr.: vollstandig geschnittene, Sssl-
behandelte Positiv-Kontrolle.

Basierend auf den Methylierungsuntersuchungen mittels COBRA konnte festgestellt werden,
dass Tumoren mit oligodendroglialer Komponente (22/52, 42%) signifikant haufiger

methyliert waren als astrozytdre Tumoren (6/36, 17%) (Exakter Test nach Fisher: p = 0,019).

Waéhrend in pGB IV (0/10, 0%) keine ADM-Methylierung nachweisbar war, zeigten die
niedriggradigen Tumoren O Il und OA Il (4/15, 27%) und A Il (3/8, 38%) sowie die sGB IV (2/9,
22%) und AA Il (1/9, 11%) eine erhohte Methylierungsrate. Die haufigste
Promotormethylierung fand sich in den anaplastischen oligodendroglialen Tumoren AO llI

und AOA Il (18/37, 49%) (s. Abb. 11).
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Abb. 11: Anzahl der ADM-methylierten und -unmethylierten Tumoren in den verschiedenen Tumorgruppen.
Die Ergebnisse basieren auf mittels COBRA erhobenen Daten. Dunkel dargestellt sind die ADM-methylierten
Tumoren. Die Gesamtzahl der in den einzelnen Gruppen untersuchten Patientenproben ist oberhalb der
jeweiligen Balken angegeben.

Im Kollektiv der AO IIl und AOA Ill ergab sich kein signifikanter Zusammenhang von
Methylierungs- und LOH-Status (mit LOH1p/19q: 12/20 (60%) methyliert, ohne LOH1p/19q:
6/16 (38%) methyliert, Exakter Test nach Fisher: p = 0,315).

3.1.3 Gegeniiberstellung der Ergebnisse der Natriumbisulfit-
Sequenzierung und der COBRA

32 oligodendrogliale Tumoren konnten mit beiden Analyseverfahren untersucht werden
(drei O 11, ein OA 1l, 21 AO Il und sieben AOA llI, vgl. Tab. 6). Dreizehn Proben wurden durch

beide Verfahren als methyliert erkannt, zwolf Proben durch beide als nicht methyliert. Eine

Probe wurde in der COBRA als methyliert und in der Natriumbisulfit-Sequenzierung als nicht
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methyliert ermittelt. Sechs Proben waren in der Natriumbisulfit-Sequenzierung methyliert

und in der COBRA unmethyliert.

3.1.4 ADM-Expressionsanalysen in Gliomzelllinien mit und ohne
Behandlung mit 5-Aza-2‘-Deoxycytidin

Um der Frage nachzugehen, ob eine demethylierende Behandlung von Glioblastomzelllinien
einen Einfluss auf die ADM-Genexpression hat, wurde die Real-time RT-PCR fir die Zelllinien
A178, US7MG, A172, U373MG und LN428 vor und nach Behandlung mit unterschiedlichen
Konzentrationen von 5-Aza-2‘-Deoxycytidin ermittelt. Flr die Zelllinien A178, U373MG und
A172 fand sich ein Anstieg des Expressionsniveaus durch die Behandlung mit 5-Aza-2'-
Deoxycytidin. In der Zelllinie U87MG fand sich kein Expressionsanstieg. Die Zelllinie LN428

sowie die Normalgehirnproben zeigten keine ADM-Expression (s. Abb. 12).
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relative mRMA-Expression
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Abb. 12: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Expressionsanalyse von ADM in den Gliomzelllinien A178,
U373MG, Al172, U87MG und LN428 vor und nach der Behandlung mit 5-Aza-2‘-Deoxycytidin. Die Zelllinien
wurden entweder unter Standardbedingungen geziichtet (1), oder unter vier unterschiedlichen Bedingungen:
0,5 UM 5-Aza-2‘-Deoxycytidin (2), 1,0 uM 5-Aza-2‘-Deoxycytidin (3), 2,5 uM 5-Aza-2‘-Deoxycytidin (4) oder 5,0
UM 5-Aza-2‘-Deoxycytidin (5). Angegeben sind die Expressionswerte in Relation zur Universal-RNA.

Die unbehandelten Zelllinien A178, U373MG und A172 wurden mittels COBRA auf ihren
ADM-Promotor-Methylierungsstatus hin untersucht. Der ADM-Promotor erwies sich dabei in
diesen Zelllinien als nicht methyliert, so dass die Steigerung der ADM-Expression nach 5-Aza-

2‘-Deoxycytidin-Behandlung vermutlich einen indirekten Effekt darstellt.

3.1.5 mRNA-Expressionsanalyse

Die ADM-Genexpressionsanalysen in humanen Gliomen wurden mittels Real-time RT-PCR an
einer Serie von 82 Gliomen mit in ausreichender Menge und Qualitat verfiigbarer RNA

durchgefiihrt. Diese Serie setzte sich aus neun O I, zwei OA 1, 24 AO llI, elf AOA Ill, acht A ll,

61



acht AA lll, neun sGB IV und elf pGB IV zusammen. Als Kontrolle wurden zusatzlich zehn

Normalgehirnproben analysiert (s. 2.1.1). Als Referenzgen diente ARF1 (s. 2.1.3 und 2.2.8).

Die Expression in den Normalgehirnproben lag gemittelt bei 0,04, d.h. es konnte keine
nennenswerte Expression von ADM in gesundem Gehirngewebe nachgewiesen werden.
Deshalb werden hier die Ergebnisse der Expressionsanalyse in den einzelnen Tumoren relativ
zur Expression in humaner Universal-RNA (Stratagene) angegeben. Eine relativ zur Universal-
RNA verminderte Expression (<0,5) zeigten vermehrt die oligodendroglialen Tumoren (7/9 O
I, 2/2 OA 1I, 15/24 AO Ill und 10/11 AOA IIl gegentiber 3/8 A Il, 3/8 AA lll, 2/9 sGB IV und
2/11 pGB IV). Eine deutlich erhéhte Expression (>2,0) fand sich in elf Tumoren (0/9 O I, 0/2
OAll,0/8 All, 3/24 AO lll (12,5%), 0/11 AOA Ill, 3/8 AA Il (38%), 1/9 sGB IV (11%) und 4/11
pGB IV (36%) (s. Abb. 13).
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Abb. 13: Boxplot der ADM mRNA-Expression in den verschiedenen Diagnosegruppen und normalem
Hirngewebe (NB). Die angegebenen Expressionswerte sind normalisiert auf die Expression von ARF1 und relativ
zur normalisierten ADM-Expression im Human Universal RNA-Standard kalkuliert.
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Die 36 astrozytiren Tumoren der Serie zeigten eine signifikant hohere relative ADM-
Expression als die 46 Gliome mit oligodendroglialer Komponente (Mann-Whitney-U-Test: p =
0,001). Die Mittelwerte der mRNA-Expression lagen bei 1,64 versus 0,50, der Median bei
0,78 versus 0,17 (s. Abb. 14).
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Abb. 14: Boxplot mit der Verteilung der ADM-Expressionswerte relativ zum Human Universal RNA-Standard
getrennt fir astrozytdre und oligodendrogliale Tumoren. Die 36 astrozytdren Tumoren der Serie zeigten eine
signifikant hohere ADM-Expression als die 46 Gliome mit oligodendroglialer Komponente (Mann-Whitney-U-
Test: p =0,001).

Fiir das Kollektiv von AO IIl und AOA Ill wurden die Expressionswerte jeweils flir Tumoren
mit und ohne kombinierte Allelverluste auf 1p und 199 analysiert. Die Tumoren mit diesen
Allelverlusten (n = 18, Mittelwert 0,31, Median 0,11) zeigten niedrigere Expressionswerte als
die Tumoren ohne 1p/19g-Verluste (n = 16, Mittelwert 0,82, Median 0,22). Der

Expressionsunterschied war allerdings nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test: p = 0,198).
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3.1.6 Korrelation der Ergebnisse der Methylierungsanalyse und der mRNA-
Expression

Die Ergebnisse der Natriumbisulfit-Sequenzierung und der COBRA im Zusammenhang mit

dem LOH 1p/199g-Status und dem Expressionsniveau sind fir das ADM-Gen in Tab. 6

dargestellt.

In der Tumorserie zeigten ADM-methylierte Tumoren (n = 26) tendenziell niedrigere
Expressionswerte in der RT-PCR als unmethylierte Tumoren (n = 54), es bestand jedoch kein
signifikanter Zusammenhang zwischen Methylierungsstatus und relativer Expression

(Mittelwert 0,56 versus 1,24, Median 0,39 versus 0,50, Mann-Whitney-U-Test: p = 0,162) (s.

Abb. 15).
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Abb. 15: Darstellung der ADM mRNA-Expression vergleichend fiir unmethylierte und methylierte Tumoren
(Mann-Whitney-U-Test: p = 0,162).
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3.1.7 Uberpriifung der prognostischen Bedeutung der ADM-
Promotormethylierung und mRNA-Expression

Um die prognostische Bedeutung der ADM-Expression bzw. -Promotormethylierung zu
untersuchen, wurden Kaplan-Meier-Analysen fiir die Gruppe von Patienten mit
anaplastischen oligodendroglialen Tumoren durchgefiihrt. Innerhalb dieses Kollektivs fanden
sich nur drei Tumoren mit einer relativen ADM-Expression von uber 2,0, bzw. vier Tumoren
mit einer relativen Expression >1 so dass eine Gruppenbildung zur Uberlebensanalyse nicht
sinnvoll erschien. Dagegen war die Gesamtliberlebenszeit der Patienten mit ADM-
Promotormethylierung (n = 15, Median: 3660 Tage, Mittelwert: 3556 Tage) signifikant langer
als die der Patienten mit unmethyliertem ADM-Promotor (n = 18, Median: 859 Tage,
Mittelwert: 1579 Tage, Log Rang Test: p = 0,005) (s. Abb. 16).

1,0
—Tnicht methyliert
methyliert
—+— nicht methyliert-zensiert
methyliert-zensiert
0,89
=
@
£ 067
[T
=
[
L
|
E 0,47
x
0,27 ‘
0,0

1 1 I
0 2000 4000 6000
Uberleben (Tage)

Abb. 16: Kaplan-Meier Uberlebenskurve fiir Patienten mit AO Il oder AOA Ill mit (n = 15) und ohne (n = 18)
ADM-Promotormethylierung, Log Rang: p = 0,005.
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3.2 Ergebnisse der molekularen Analysen des Solute Carrier Family 25
Member 39 (CGI69 bzw. SLC25A39)-Gens

Die nachfolgende Abbildung (Abb. 17) zeigt zur Ubersicht ein Piktogramm des CGI69-Gens
und dessen Lokalisation auf Chromosom 17. Darunter ist der untersuchte Natriumbisulfit-
modifizierte Sequenzabschnitt mit den verwendeten Primern und den jeweiligen

Schnittstellen der Restriktionsenzyme und den untersuchten CpG-Positionen dargestellt.
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Abb. 17: Piktogramm von Chromosom 17 mit Darstellung des CGI69 (SLC25A39)-Gens und den assoziierten
CpG-Inseln (http://genome.ucsc.edu;assembly Feb.2009 (GRCh37/hg19)). Darunter ist der untersuchte
Ausschnitt der Promotorsequenz nach Natriumbisulfit-Behandlung abgebildet. Die CG-Dinukleotide sind als
methyliert, d.h. nicht konvertiert dargestellt. Alle CpG-Dinukleotide sind unterstrichen dargestellt. Die
Sequenzabschnitte mit griiner bzw. roter Schrift bezeichnen die Primer fiir die Natriumbisulfit-Sequenzierung
(FragmentgrofRe: 303 bp) mit 22 CpG Positionen. Die griin bzw. rot hinterlegten Sequenzabschnitte bezeichnen
die Primer fiir die COBRA (FragmentgroRe: 287 bp). Die gelb hinterlegten Sequenzabschnitte bezeichnen die
Schnittstellen fiir Bsh1236l, die orange hinterlegen Sequenzabschnitte bezeichnen die Schnittstellen fir Tagl.
»--.1.716 bp...” gibt die nicht dargestellten Basenpaare der Sequenz an. Das blau hinterlegte ATG kennzeichnet
den Transkriptionsstart von CGI69. Nach einem vollstandigen Verdau ergeben sich folgende FragmentgroRen:
Bsh1236l: 69, 176, 38 bp (FragmentgrofRe ndaherungsweise, bedingt durch das CpG-Repeat CGCGCGCG und den
daraus resultierenden unterschiedlichen Schnittmoglichkeiten), Taql: 140, 44,103 bp.

66


http://genome.ucsc.edu/

3.2.1 Natriumbisulfit-Sequenzierung

Eine Natriumbisulfit-Sequenzierung der 5-CpG-Insel von CGI69 wurde fiir 38 Tumoren
durchgefihrt, die alle in der untersuchten Sequenz methyliert waren. Darunter waren sechs
O I, drei OA 1I, 22 AO Ill und sieben AOA IIl. Es wurden sechs Normalgehirnproben
mitgefiihrt, von denen zwei unmethyliert waren, drei eine deutlich geringere
Methylierungsrate aufwiesen als die Mehrheit der Tumoren und eine Probe eine starke
Methylierung zeigte. Die Methylase-behandelte Positivkontrolle war stark methyliert.
Exemplarisch sind Ausschnitte aus den Ergebnissen der Sequenzierung von einer
unmethylierten Normalgehirnprobe und einer Tumorprobe in Abb. 18 dargestellt. Die
Ergebnisse der Natriumbisulfit-Sequenzierung sind gemeinsam mit den Ergebnissen der
COBRA und der Expressionsanalyse im Zusammenhang mit dem LOH 1p/19g-Status in Tab. 7

ersichtlich.
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a)

110 120 130
CGAACCGAACGAACTAAAACGTAAACAA ACCGAAAR

g b d Ve ¢ Ve

b)

100 110 120 130
CAAACCAAAMACAAACTA AAALAABCAT A AACAAACTCAAGA A
w ¥ Tr e Y

Abb. 18: Beispiele der Sequenzierungsanalysen von Teilen der CGI69 assoziierten 5’-CpG Insel in (a) einem AO
Il (AO63) und in (b) einer Normalgehirnprobe nach Natriumbisulfitboehandlung der DNA. Die einzelnen CpG-
Dinukleotide sind mit einem Stern markiert. In der Tumorprobe (a) sind die CpG-Dinukleotide methyliert, in der
Normalgehirnkontrolle (b) dagegen nicht. Die Sequenzierung des reversen Strangs ist abgebildet.
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Diag | Case PC LOH 1p LOH 19q BS COBRA

all 014 + + + +

ol 015 + + + +

ol 017 + - + +

ol 018 + + + +

ol 021 + + + +

ol 023 + + + +

oAl 0AL + + + +

oAl 0A2 - + + +

OAll 0A6 - - + +

A0 Il 0B - + + +

AQ I AO11 - - + -

AQ I AO17 - - + +

AQ Il AO018 + + + +

AQ Il AD19 + + + +

AQ il A020 + - + +

A0 il A021 + + + -

A0 Il A022 - - + +

A Il A023 + + + +

AO Il AO024 - - + +

A Il A025 + + + +

A Il A026 + + + +

A0 Il A029 + + + +

A0 Il A032 + + + +

AQ Il A035 + + + +

AO Il AO36 + + + +

AQ Il A037 + + + +

AQ il A038 + - + +

AQ il A033 + + + +

Ao Il A040 + + + +

Ao Il A063 + + + +

A Il A084 + + + +

AOAIIl| AOA7 + - + +

ACAIIl | AOA12 + + + +

AOAIIl | AOA13 - - + +

AQAII | AQAL4 + + + +

AOCA Il | AOAL8 + + + +

AOAII | AOA44 - - + -

AOAIIl | AOA77 + + + +

NB NB1 - na

NB NB2 + na.

NB NB3 + na. n.a.
NB NB4 + na. na.
e e
NB NB6 + na. n.a.
NB MB + na. n.a.

I:Irel. Expression 0,5-2 I:IO, keine Methylierung l:l 1, leichte Methylierung

rel. Expression »2 -2, maRige Methylierung -3, starke Methylierung

Tab. 7: Methylierungsmuster der 5-CpG-Insel von CG/69 in 38 Gliomen, sechs Normalgehirngewebeproben und
einer Methylase-behandelten Positivkontrolle (MB NB). Der Methylierungsstatus wurde mittels Natriumbisulfit-
Sequenzierung an 17 CpG-Stellen, wie unter 2.2.5 beschrieben, erhoben. Neben den prozentualen
Methylierungswerten sind zuséatzlich die Ergebnisse der COBRA, die relative mRNA-Expression sowie der LOH-
Status auf 1p und 19q (+ = Allelverlust, - = kein Allelverlust) angegeben.
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3.2.2 Kombinierte Bisulfit-Restriktionsanalyse (COBRA)

Die Serie aus oligodendroglialen Tumoren wurde fir die CGI69-Methylierungsanalysen
ebenfalls um astrozytar differenzierte Tumoren erweitert und so insgesamt 87 Tumoren
mittels COBRA untersucht. In 73 Tumoren (84%) wurde eine Methylierung der 5’-CpG-Insel
von CGI69 festgestellt (10/11 O Il, 4/4 OA I, 24/25 AO 11, 9/11 AOA lll, 5/8 A ll, 8/9 AA 1lI, 8/9
sGB IV und 5/10 pGB IV). Mit dieser Methode wurden zwei Normalgehirnproben untersucht,

sie waren nicht methyliert. Exemplarisch sind in Abb. 19 ausgewahlte Ergebnisse der COBRA

dargestellt.
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Abb. 19: Ausgewihlte Ergebnisse der COBRA Analyse fiir CGI69. Man erkennt bei den methylierten Tumoren
bis zu drei Fragmente, entsprechend der unterschiedlich starken Promotormethylierung und dem konsekutiven
Restriktionsenzymverdau. Die unmethylierten Proben weisen dagegen nur ein ungeschnittenes PCR-Fragment
auf. L, Langenstandard; M, methylierte 5’-CpG-Insel mit geschnittenen PCR-Fragmenten; UM, unmethylierte 5’-
CpG-Insel mit ungeschnittenen PCR-Fragmenten.; (-)-Ktr., ungeschnittene Negativ-Kontrolle; (+)-Ktr.,
vollstandig geschnittene, Sssl-behandelte Positiv-Kontrolle.

Die COBRA-Ergebnisse zeigten, dass Tumoren mit oligodendroglialer Komponente signifikant
haufiger methyliert waren (47/51, 92%) als astrozytare Tumoren (26/36, 72%, Exakter Test
nach Fisher: p = 0,018). Tumoren mit oligodendroglialer Komponente der WHO-Grade Il und
Il zeigten dabei eine dhnliche Haufigkeit der Methylierung (O Il und OA 11: 14/15, 93%, AO Il
und AOA IlI: 33/36, 92%).
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Die A Il (5/8, 63%) zeigten im Vergleich zu den malignen Varianten seltener eine
Methylierung von CGI69 (AA IlI: 8/9, 89% und sGB IV: 8/9, 89%), wohingegen die pGB IV mit
Abstand (5/10, 50%) am seltensten eine Methylierung der 5’-CpG-Insel dieses Gens
aufwiesen (s. Abb. 20).

40+
n =36

30

Tumoranzahl, n
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Abb. 20: Anzahl an CGI69-methylierten und -unmethylierten Tumoren in den verschiedenen Tumorgruppen
basierend auf den mittels COBRA erzielten Ergebnissen. Dunkel dargestellt sind die Tumoren mit 5-CpG-
Methylierung. Die Gesamtzahl der in den einzelnen Gruppen untersuchten Patientenproben ist oberhalb der
jeweiligen Balken angegeben.

Im Kollektiv der AO Ill und AOA Il waren alle Tumoren mit kombiniertem Allelverlust auf 1p
und 19q methyliert (20/20 Tumoren). Tumoren ohne 1p/19g-Verluste waren vereinzelt nicht

methyliert (3/15 Tumoren, 20% nicht methyliert; Exakter Test nach Fisher: p = 0,070).
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3.2.3 Gegeniiberstellung der Ergebnisse der Natriumbisulfit-
Sequenzierung und der COBRA

Insgesamt 38 Proben oligodendroglialer Tumoren (sechs O Il, drei OA I, 22 AO Ill, sieben

AOA III) wurden durch beide Verfahren, die Natriumbisulfit-Sequenzierung und die COBRA,

analysiert und zeigten weitgehend konkordante Ergebnisse. In 35 Proben wurden in der

COBRA und in der Natriumbisulfit-Sequenzierung eine CGI69-Methylierung nachgewiesen,

drei Proben waren in der COBRA nicht methyliert, in der Sequenzierung jedoch methyliert.

3.2.4 Funktionelle Bedeutung der CG169-Promotormethylierung:
Expressionsanalysen der Gliomzelllinien

Fir die Untersuchung der funktionellen Bedeutung der Methylierung des CGI69-Promotors
wurden die Expressionsniveaus von CGI/69 in den Gliomzelllinien A178, U373MG, Al72,
U87MG und LN428 vor und nach der Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen von
5-Aza-2‘-Deoxycytidin durch die Real-Time RT-PCR analysiert. In den Zelllinien A178,
U373MG, A172 und LN428 fand sich ein Expressionsanstieg nach 5-Aza-2‘-Deoxycytidin
Behandlung (s. Abb. 21).
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Abb. 21: Graphische Darstellung der Ergebnisse der Expressionsanalyse von CG/69 in den Gliomzelllinien A178,
U373MG, A172, U87MG, LN428 vor und nach der Behandlung mit 5-Aza-2'-Deoxycytidin sowie
Normalgehirngewebe (dargestellt ist der Mittelwert aus acht Gewebeproben, Standardabweichung 0,48). Die
Zelllinien wurden entweder unter Standardbedingungen (1) oder unter zwei unterschiedlichen Bedingungen
Behandlungsbedingungen, d.h. mit 0,5 uM 5-Aza-2‘-Deoxycytidin (2) oder 1,0 uM 5-Aza-2‘-Deoxycytidin (3),
kultiviert.

Flir CGI69 wurde die 5’-CpG-Insel in der Gliomzelllinie A172 auf ihren Methylierungsstatus

mittels COBRA untersucht. Sie war methyliert.

3.2.5 mRNA-Expressionsanalyse

Fiir CGI69 wurde die Real-time RT-PCR fir insgesamt 80 Gliome durchgefiihrt. Die Serie
bestand aus neun O II, zwei OA I, 25 AO Ill, elf AOA Ill, acht A Il, sieben AA Ill, neun sGB IV
und neun pGB IV. Als Kontrollgewebe wurden acht nicht neoplastisch verdnderte

Gehirnproben verwendet (s. 2.1.1) und deren Expressionswerte gemittelt (s. Abb. 22).

Die gemittelte relative Expression von CG/69 in den Normalgehirnproben lag bei 0,26 (relativ
zum Human Universal RNA-Standard). In drei Gliomen (4%) wurde eine auf 50% verminderte

CGI69-Expression relativ zum Normalgewebe gefunden. Darunter fanden sich ein AO lll, ein
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AOA Il und ein pGB IV. Eine um mehr als den Faktor 2 gesteigerte Expression relativ zum
Normalhirngewebe wurde in 43 Tumorproben (54%) festgestellt, darunter 4/9 O Il (44%),
1/2 OA Il (50%), 17/25 AO Il (68%), 6/11 AOA Il (55%), 3/8 A Il (38%), 5/7 AA Il (57%), 4/9
SGB IV (44%) und 3/9 pGB IV (33%).
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Abb. 22: Boxplot der CGI69 mRNA-Expression in den verschiedenen Tumorgruppen und in nicht-
neoplastischem Hirngewebe (NB) relativ zum verwendeten Human Universal RNA-Standard.

Die Expressionswerte in den Tumoren mit oligodendroglialer Komponente waren tendenziell
hoher (n = 47, Mittelwert 3,91, Median 2,47) als die der astrozytaren Tumoren (n = 33,
Mittelwert 2,05, Median 1,76, Mann-Whitney-U-Test: p = 0,054). Der Vergleich der Gruppe
mit (n = 20) und ohne kombinierten LOH1p/19q (n = 15) innerhalb des Kollektivs der AO Il

und AOA 11l zeigte keinen Expressionsunterschied (Mann-Whitney-U-Test: p = 0,908).

74



3.2.6 Korrelation der Ergebnisse der Methylierungsanalyse und der mRNA-
Expression

Tab. 7 zeigt die Ergebnisse der Natriumbisulfit-Sequenzierung und der COBRA im

Zusammenhang mit dem LOH 1p/19g-Status und dem Expressionsniveau. In der Tumorserie

fanden sich in der COBRA zwolf unmethylierte und 65 methylierte Tumoren, fir die die

relative mRNA-Expression ermittelt werden konnte. Methylierte und unmethylierte

Tumoren zeigten keinen wesentlichen Expressionsunterschied (Mittelwert 3,29 versus 2,34,

Median 2,21 versus 1,56, Mann-Whitney-U-Test: p = 0,214) (s. Abb. 23).
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Abb. 23: Relative CGI69 mRNA-Expression in nicht-methylierten und methylierten Tumoren. Die mRNA-
Ergebnisse wurden mittels Real-time RT-PCR bestimmt, die Methylierungsergebnisse wurden mittels COBRA
ermittelt (Mann-Whitney-U-Test: p = 0,214).
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3.2.7 Uberpriifung der prognostischen Bedeutung der
Promotormethylierung und mRNA-Expression

Die prognostische Bedeutung der CGI69-Expression und der CGI69-Promotormethylierung
wurde fur die Gruppe der Patienten mit anaplastischen oligodendroglialen Tumoren (AO llI
und AOA lll) untersucht. Die Gruppe der Tumoren mit einer um den Faktor >2 im Vergleich
zum Normalhirngewebe gesteigerten Expression umfasste 22 Tumoren, in zehn Tumoren
fand sich eine Expression von <2 in Relation zum Normalgehirngewebe. Patienten mit
Tumoren der Gruppe mit hoherer CGI69-Expression Uberlebten durchschnittlich 2093 Tage
(Median: 1730 Tage) nach Diagnosestellung, Patienten, deren mit Tumoren eine niedrigere

CGI69-Expression aufwiesen 2946 Tage (Median: 3390 Tage, Log Rang: p = 0,422).

Im gesamten untersuchten Tumorkollektiv fand sich nur ein Tumor mit einer im Vergleich
zum Normalhirngewebe auf unter 50% verminderten CG/69-Expression. Da die Tumoren von
33 der 36 Patienten mit AO Il oder AOA |Ill einen positiven CGI69-
Promotormethylierungsstatus aufwiesen, war eine aussagekraftige Gruppenbildung fiir eine

Kaplan-Maier-Analyse hinsichtlich der Uberlebenszeitkorrelation nicht méglich.
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3.3 Ergebnisse der molekularen Analysen des Calsyntenin 1 (CLSTN1)-
Gens

Die nachfolgende Abbildung (Abb. 24) zeigt zur Ubersicht ein Piktogramm des CLSTNI-Gens
und dessen Lokalisation auf Chromosom 1. Darunter ist der untersuchte, Natriumbisulfit-
modifizierte Sequenzabschnitt mit den verwendeten Primern und den jeweiligen

Schnittstellen der Restriktionsenzyme und den untersuchten CpG-Positionen dargestellt.

|mr-: w3622 (M W IT W T

Zeale 20 b} |
chrar | ssoaees| ss10000] sszea0e) ss3a0ea| sa40000] Fas0aea| ws6a00al sa7eeoal @ss0000|

J RefSeq Gehes
J
\

PIKACOH 4
CLSTHI ¥ b e
CLETNA Bt et
cpG: 32 |
[ I |

CpG: 19
CpG: 159 2]

\

agagggggagggtttttttgttttttttatttattCGgattttCGtatttttaagaattagtatCo
tattatgttattgagaaagagCGCGtatattagtggttttttgaaagttataaatagatttttttl

LCGggggtaggtttCGgggCGggagt CGgtgtgggtagtgttgCGC
thttttaattgtttattaggCGCGtttCGttgatttCGttttttggattttttttCGtgattttt
tttaatatttttattggggagaCGaggatt] ggttttggggggCGaCGCGatt tgtECEN
gataagggttttgggt CGtattgtttCGtCGgggttthGtttttCGgCGgagCGggtgggaagga
tgagttttCGgggtggagaaggaggagCGggttitCoggtatCetttattCGgttttaggagttCe
ggagCGCGCGtagggaCGCGgagttgaggttttttatttgCGgitagggaaagggatatagttitt
CGggtttttttCGegtCGttCGgaatttattttaggCGCGLLttCGCGgYCGCGCGttttaggCGgy
gtCGaCGggt tCGgaggCGCGCGLECGLtgtCGggt tCGECGCGCGCGtttttttCottttttttt
LECGLEtttttCGggt tCGCGCGELtttagggttCGECGCGCGCGCGEEECGCGECGEEttttatt
LLCGLLtttLtCGLCGttatttCGLLtttCGgtCeggtattttCGtCGgattCGagagagagCGLCe
tCGttattttagttgttgtCGttgtttttagtaagaCGttgttttgaggCGgyggagyggCGLtCGCGL

1 I 3

H H ¥ 2 -
Hi H

T

t ¥
CpG Islarnds (If)ands { 390 Bases are Light Green)

tCGCGtCGCGgagtagttagttttaggtttttagagtttCGagagtttCGagagtttCGLtCGgCE
tttCGCGeGtttttttgtCGttttCGtttCGggt tggCGATBLt gCGtCEtttCGttttCGCattg

Abb. 24: Piktogramm von Chromosom 1 mit Darstellung des CLSTN1-Gens und den assoziierten CpG-Inseln
(http://genome.ucsc.edu;assembly Feb.2009 (GRCh37/hgl9)). Darunter Ausschnitt der untersuchten
Promotorsequenz des CLSTN1-Gens nach Natriumbisulfit-Behandlung. Die CG-Dinukleotide sind als methyliert,
also nicht konvertiert dargestellt. Alle CpGs sind unterstrichen dargestellt. Die Sequenzabschnitte mit griiner
bzw. roter Schrift bezeichnen die Primer fir die Natriumbisulfit-Sequenzierung (FragmentgroRe: 200 bp) mit 19
CpG-Positionen. Die griin bzw. rot hinterlegten Sequenzabschnitte bezeichnen die Primer fiir die COBRA
(FragmentgroRe: 395 bp). Die gelb hinterlegten Sequenzabschnitte bezeichnen die Schnittstellen fiir Bsh1236l,
die orange hinterlegen Sequenzabschnitte bezeichnen die Schnittstellen fir Tagl. Das tirkis hinterlegte ATG
kennzeichnet den Transkriptionsstart von CLSTN1. Nach einem vollstindigen Verdau ergeben sich folgende
FragmentgroRen: Bsh1236/: 66, 24, 94, 153, 10, 46 bp (FragmentgroBe naherungsweise, bedingt durch das
CpG-Repeat CGCGCG und den daraus resultierenden unterschiedlichen Schnittmoglichkeiten), Tagl: 164, 29,
202 bp.
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3.3.1 Natriumbisulfit-Sequenzierung

Die Natriumbisulfit-Sequenzierung der 5’-CpG-reichen Region von CLSTN1 wurde fur 38
Tumoren, sechs Normalgehirnproben und eine Methylase-behandelte Normalgehirnprobe
als Positivkontrolle durchgefiihrt. Unter den Tumorproben waren sechs O Il (5/6 methyliert),
drei OA Il (3/3 methyliert), 22 AO Il (18/22 methyliert) und sieben AOA Il (6/7 methyliert).

Die Positivkontrolle war methyliert (s. exemplarisch Abb. 25 und Tab. 8).

130 140 150 160
CG:EEeHE ECHCT L EEGEC AAAAAC GCA A ACCCC AC G & & A

w w W w * S +4

b)

130 140 150 160
CCChC CLCHNC TELCRC CALEAATHKCARAdBC CLOChEOAR kA

T

Abb. 25: Ausschnitte aus den Ergebnissen der Natriumbisulfit-Sequenzierung der 5’-CpG-reichen Region von
CLSTN1 eines methylierten AO lll, (AO22) (a) und einer Normalgehirnprobe (b). Die CpG-Dinukleotide sind mit
einem Stern markiert. In der Tumorprobe (a) sind die CpG-Dinukleotide methyliert, in der

Normalgehirnkontrolle (b) dagegen nicht. Die Sequenzierung des reversen DNA-Strangs ist abgebildet.
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Die Ergebnisse der Natriumbisulfit-Sequenzierung und der COBRA sind gemeinsam mit den

Daten der Expressionsanalyse und dem LOH 1p/19g-Status in Tab. 8 angegeben.

Disg | CasePC| LOH1p LOH 19g 12 . X
on | oz + + ]
on | o + + |

ol 015 + +

ol 017 + -

ol 018 + +

ol 021 + +

oAl 0A2 - +

oAl 0A6 - -

oAl 0AL + +

AQII | AOB - +

AQII | AO11 - -

AOII | A17 - -

AOII | AO18 + +

AQII | AO18 + +

AQII | AO24 - -

AQII | AO22 - -

AOQII | AO20 + -

AQII | AO21 + +

AOII | AO25 + +

AOII | AO23 + +

AQII | AO26 + +

AQII | AO29 + +

AO I | AQ32 + +

AOQII | AO40 + +

AOQII | AO35 + + -

nom | Aoss |+ * N -
nom | Aoz |+ * | N I I
Aol | AO38 + - ]

AQII | AO33 + +

AOII | AO63 + +

A0 | Aos4 + + |

AOA Il | AOAT7 + -

AOAIIl | AOA12 + +

AOA Il | AOA13 - - -

AOAIIl | ADA14 + +

A0A Il | ADALS + + ]

aoau | aoas | - - | L B ]
AOAIIl | AOAT7 + +

NB NB1 -

NB NB2 -

NB NB3

NB NB4 -

NB NBS

NB NB6 -

NB MB

Expression <0,5 |:|O, keine Methylierung |:| 1, leichte Methylierung

Expression > 0,5 -2, maRige Methylierung -3, starke Methylierung

Tab. 8: Methylierungsmuster der 5-CpG-Insel von CLSTN1 in 38 Gliomen, sechs Normalgehirngewebeproben

und einer Methylase-behandelten Positivkontrolle (MB NB).
Natriumbisulfit-Sequenzierung an 19 CpG-Stellen wie unter 2.2.5 beschrieben erhoben.

Der Methylierungsstatus wurde mittels
Neben den

prozentualen Methylierungswerten sind zusatzlich die Ergebnisse der COBRA, die relative mRNA-Expression

sowie der LOH-Status auf 1p und 19q (+ = Allelverlust, - = kein Allelverlust) angegeben.
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3.3.2 Kombinierte Bisulfit-Restriktionsanalyse (COBRA)

Die COBRA wurde fir CLSTN1 ebenfalls an der erweiterten Tumorserie von 87
oligodendroglialen und astrozytiren Tumoren durchgefiihrt. Die Tumoren teilten sich
folgendermaRen auf die verschiedenen Entitaten auf: elf O Il, vier OA 1l, 25 AO llI, elf AOA llI,
acht A ll, neun AA lll, neun sGB IV und zehn pGB IV. 64 Tumoren (74%) zeigten eine
Methylierung des CLSTN1-Promotors (8/11 O I, 4/4 OA 1I, 20/25 AO Ill, 9/11 AOA Ill, 6/8 A Il
6/9 AA lll, 7/9 sGB IV und 4/10 pGB IV) (s. Abb. 27). Abb. 26 zeigt exemplarisch Ergebnisse

der COBRA.
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Abb. 26: Ausgewahlte Ergebnisse der COBRA Analyse fir CLSTN1. Methylierte DNA wurde entsprechend der
unterschiedlich starken Promotormethylierung in bis zu sechs Fragmente geschnitten. Die unmethylierten
Proben weisen dagegen nur ein ungeschnittenes PCR-Fragment auf. L, Langenstandard; M, methylierter
Promotor mit geschnittenen PCR-Fragmenten; UM, unmethylierter Promotor mit ungeschnittenen PCR-
Fragmenten.; (-)-Ktr., ungeschnittene Negativ-Kontrolle; (+)-Ktr., vollstdndig geschnittene, Sssl-behandelte
Positiv-Kontrolle.

Tumoren mit oligodendroglialer Komponente (41/51, 80%) waren haufiger methyliert als
astrozytare Tumoren (23/36, 64%), wobei der Unterschied in der Haufigkeit statistisch nicht
signifikant war (Exakter Test nach Fisher: p = 0,138). Die wenigsten methylierten Tumoren
fanden sich unter den pGB IV (4/10, 40%). A Il (6/8, 75%), AA Il 6/9 (67%) und sGB IV (7/9,

78%) verhielten sich &dhnlich. Auch zwischen den oligodendroglialen Tumoren
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unterschiedlicher WHO-Grade bestand kein Unterschied hinsichtlich der Haufigkeit der
CLSTN1-Promotormethylierung (O Il und OA 11: 12/15, 80%; AO IIl und AOA III: 29/36, 81%).
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Abb. 27: Anzahl der CLSTNI-methylierten und unmethylierten Tumoren in den unterschiedlichen
Diagnosegruppen. Dunkel dargestellt sind die Tumoren mit CLSTN1-Promotormethylierung. Die Gesamtzahl der
in den einzelnen Gruppen untersuchten Patientenproben ist oberhalb der jeweiligen Balken angegeben.

AO [l und AOA 1l mit kombiniertem Allelverlust auf 1p und 19q waren signifikant haufiger
methyliert (19/20 (95%)) als Tumoren ohne LOH 1p/19q (9/15 (60%)) (Exakter Test nach
Fisher: p =0,027) (s. Abb. 28).
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Abb. 28: Darstellung der Ergebnisse der COBRA fiir CLSTN1 in AO Il und AOA lllI, aufgeteilt nach Tumoren mit
und ohne LOH 1p/19q. Exakter Test nach Fisher: p = 0,027. Dunkel dargestellt ist die Anzahl der Tumoren mit
CLSTN1-Promotormethylierung. Die Gesamtzahl der in den beiden Gruppen untersuchten Patientenproben ist
oberhalb der jeweiligen Balken angegeben.

3.3.3 Gegeniiberstellung der Ergebnisse der Natriumbisulfit-
Sequenzierung und der COBRA

Insgesamt 38 Tumorproben wurden mittels beider Methoden auf CLSTNI-

Promotormethylierung hin analysiert (sechs O IlI, drei OA Il, 22 AO lll und sieben AOA lII).

Beide Methoden zeigten zumeist konkordante Ergebnisse, allerdings waren sechs Tumoren

in der Sequenzierung methyliert und in der COBRA unmethyliert, sowie vice versa finf

Proben in der Sequenzierung methyliert und der COBRA unmethyliert.
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3.3.4 CLSTN1-Expressionsanalysen in Gliomzelllinien mit und ohne 5-Aza-
2‘-Deoxycytidin-Behandlung

Bei CLSTN1 stieg die Expression in den Zelllinien A172, U87MG und LN428 nach 5-Aza-2‘-

Deoxycytidin-Behandlung an (s. Abb. 29). Im Vergleich zum Mittelwert der

Normalgehirnproben (relative Expression 7,88 im Vergleich zum Universal Human RNA-

Standard) war die Expression in den Zelllinien niedrig. Die Zelllinie A172 zeigte in der COBRA

keine Methylierung der untersuchten CLSTN1-Promotorregion.
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Abb. 29: Darstellung der Ergebnisse der Expressionsanalyse von CLSTN1 in den Gliomzelllinien A178, U373MG,
A172, U87MG, U428 vor und nach der Behandlung mit 5-Aza-2‘-Deoxycytidin sowie in Normalgehirngewebe
(dargestellt ist der Mittelwert aus sechs Gewebeproben, Standardabweichung 0,18). Die Expressionsdaten
basieren auf Ergebnissen der Real-time Reverse Transkriptase-PCR mit ARF1 als Referenzgen. Die Zelllinien
wurden entweder unter  Standardbedingungen 1), oder unter zwei unterschiedlichen
Behandlungsbedingungen, d.h. 0,5 puM 5-Aza-2‘-Deoxycytidin (2) oder 1,0uM 5-Aza-2‘-Deoxycytidin (3),
kultiviert.
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3.3.5 mRNA-Expressionsanalyse

Eine CLSTNI1-Expressionsanalyse wurde fiir insgesamt 85 Gliome durchgefiihrt. Darunter
waren zehn O Il, vier OA 1, 23 AO lll, elf AOA Ill, acht A ll, neun AA Ill, neun sGB IV und elf
pGB V. Sechs nicht pathologisch veranderte Gehirnproben wurden als Kontrollgewebe

verwendet (s. 2.1.1). Als Referenzgen wurde ARF1 (s. 2.1.3 und 2.2.8) verwendet.

Der Mittelwert der relativen CLSTNI1-Expression im Normalgehirngewebe im Vergleich zu
Universal Human RNA-Standard lag bei 7,88. Fir die Tumorserie wurden die
Expressionswerte in Relation zu diesem Mittelwert gesetzt. 63 Tumoren (74%) zeigten eine
relativ zum Normalhirngewebe verminderte CLSTN1-Expression (<0,5). Darunter waren 5/10
O 11 (50%), 2/4 OA 1l (50%), 8/8 A 1l (100%), 17/23 AO Il (74%), 6/11 AOA Il (55%), 8/9 AA Il
(89%), 6/9 sGB IV (67%) und 11/11 pGB IV (100%). Acht Gliome zeigten eine gesteigerte
relative Expression (>1, 9%: 1/10 O 11 (10%), 1/4 OA 1l (25%), 4/23 AO Ill (17%) und 2/11 AOA
Il (18%)). Eine Uberexpression (>2,0) zeigte ein AO Ill mit isoliertem Verlust auf 19q (relative

Expression 2,53) (s. Abb. 30).
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Abb. 30: Boxplot der relativen CLSTNI-mRNA-Expression in den verschiedenen Diagnosegruppen. Die
Tumoranzahl in den einzelnen Diagnosegruppen ist jeweils tiber den Balken angegeben.

Die Serie umfasste 37 astrozytire Gliome und 48 Gliome mit oligodendroglialer
Komponente. Oligodendrogliale Tumoren wiesen eine tendenziell etwas héhere relative
MRNA-Expression im Vergleich zu astrozytaren Tumoren auf (Mittelwert 0,247 versus 0,585,

Mann-Whitney-U-Test: p = 0.746) (s. Abb. 31).
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Abb. 31: Boxplot fir die relative CLSTNI-Expression in astrozytire Tumoren (n = 37) und Gliomen mit
oligodendroglialer Komponente (n = 48) (Mann-Whitney-U-Test p = 0,746).

Die Expressionswerte fiir oligodendrogliale Tumoren mit und ohne LOH 1p/19q wurden
vergleichend fur das Kollektiv von AO Il und AOA Il analysiert (LOH 1p/19q, n = 19, kein LOH
1p/19q, n = 14). Die Expressionswerte zeigten keine signifikante Korrelation zum LOH
1p/19g-Status (Mann-Whitney-U-Test: p = 0,548). Im selben Tumorkollektiv wurden die
CLSTN1-Expressionswerte fir den einzelnen Allelverlust von 1p gesondert untersucht. Fir
Tumoren mit LOH 1p lag der Mittelwert bei 0,544, fir Tumoren ohne LOH 1p lag der
Mittelwert bei 0,693 (Mann-Whitney-U-Test: p = 0,428).
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3.3.6 Korrelation der Ergebnisse der Methylierungsanalyse und der mRNA-
Expression

Die Ergebnisse der Natriumbisulfit-Sequenzierung, der LOH 1p/19g-Status und die

Ergebnisse der CLSTNI1-Expressionsanalyse sind in Tab. 8 ersichtlich. Es gab keine

signifikanten Unterschiede bezliglich der relativen Expression zwischen CLSTN1-methylierten

(n = 60, Mittelwert 0,448, Median 0,325) und -unmethylierten Tumoren (n = 22, Mittelwert

0,321, Median 0,235, Mann-Whitney U-Test: p = 0,051) (s. Abb. 32).

2 00 n=22
' *
n =60
o]
o
1,50
c
2
“
0 _—
&
=
Ll
: *
g 1,00
e
£
o
2
o
m
_E
50
R
,DD- _L
[ [
nicht methylierte Tumoren methylierte Tumoran

Abb. 32: Boxplot fir die relative CLSTNI-Expression der CLSTNI1-methylierten (n = 60) und CLSTNI-
unmethylierten Gliome (n = 22, Mann-Whitney-U-Test: p = 0,051).
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3.3.7 Uberpriifung der prognostischen Bedeutung der CLSTN1-
Promotormethylierung und mRNA-Expression in Gliomen

Die prognostische Bedeutung der relativen CLSTNI1-Expression und der CLSTNI-
Promotormethylierung im Kollektiv der Patienten mit anaplastischen oligodendroglialen
Tumoren (AO Il und AOA Ill) war nur sehr eingeschrankt beurteilbar, da die Tumoren
mehrheitlich keine Promotormethylierung und eine herabgesetzte relative Expression
aufweisen und somit eine aussagekraftige Gruppenbildung fiir eine Kaplan-Maier-Analyse
nicht moglich war. Die Gruppe der Tumoren mit einer relativen Expression >0,5 umfasste elf
Tumoren, 23 Tumoren zeigten eine relative Expression <0,5. Die Patienten der beiden
Gruppen Uberlebten nahezu gleich lang (Mittelwerte: 1877 versus 1630 Tage, Mediane: 1414
versus 1632 Tage). Patienten, deren Tumoren einen unmethylierten CLSTNI-Promotor (n =
6) aufwiesen, zeigten ein tendenziell kiirzeres Uberleben als solche mit CLSTNI-Promotor-
methylierten Tumoren (n = 27) (Mittelwerte: 911 Tage versus 2206 Tage, Mediane: 492 Tage

versus 1730 Tage).
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4 Diskussion

4.1 Promotormethylierung und Genrepression

Eine aberrante Genfunktion und verdanderte Genexpressionsmuster sind charakteristisch fiir
Tumorzellen. Mutationen in Genen kénnen zu spezifischen Vorteilen einer Zelle fihren, fur
die in einer Zellpopulation selektiert wird. Dieses Prinzip lasst sich auch auf epigenetische
Veranderungen (ibertragen. Veranderungen in der Genexpression, die durch epigenetische
Veranderungen zustande kommen, kdnnen u.a. zu unkontrolliertem Wachstum und dadurch
zu Tumorentstehung fiihren [26]. Die Hypermethylierung von CpG-reichen Promotoren stellt
ein haufiges Charakteristikum menschlicher Neoplasien dar und kann zu einem Gen-Silencing
auf transkriptioneller Ebene fiihren [121]. Anderungen der Methylierungsmuster von
Promotoren konnen aber auch wahrend des Alterns vorkommen [26]. Die mogliche
Reversibilitat von epigenetischen Verdanderungen durch pharmakologische Beeinflussung
macht die Epigenetik zu einem wissenschaftlich hoch interessanten Gebiet, auch fir die
Behandlung von bésartigen Tumorerkrankungen. So wurde das Medikament 5-Azacytidin,

ein spezifischer Hemmer der DNA-Methylierung, bereits zugelassen [122].

Tumorentitdten scheinen jeweils bestimmte Methylierungsmuster aufzuweisen [123, 124].
In einer betrachtlichen Anzahl von Oligodendrogliomen wurden mehrere hypermethylierte
Gene gefunden [125]. In letzter Zeit wurden in mehreren Tumorentitaiten Gengruppen
entdeckt, die konsistent hohe Methylierungsniveaus aufweisen. Der Terminus CpG island
methylator phenotype (CIMP) beschreibt dieses Auftreten von tumorspezifischen globalen
Veranderungen der DNA-Methylierung, die zur Hypermethylierung zahlreicher Gene in den
Tumorzellen fihrt. In friiheren Arbeiten wurde ein CIMP fiir Kolonkarzinome entdeckt, ein
dhnliches Auftreten von Ansammlungen methylierter Promotoren wurde unter anderem
auch in Gliomen beobachtet [67, 126]. Noushmehr et al. haben dieses Phanomen erneut fiir
Gliome in den Focus gerickt, u.a. mit Identifizierung einer prognostisch besonders giinstigen

Tumorgruppe, worauf aber noch spater eingegangen wird [67].

In dieser Arbeit wurden die Gene ADM, CGI69 und CLSTN1 auf Promotormethylierung und

veranderte Genexpression und deren Korrelation zueinander, sowie auf ihre klinische, d.h.
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prognostische Bedeutung in Patienten mit Gliomen hin untersucht. Dabei wurden
hinsichtlich der Promotormethylierung zwei unterschiedliche Methoden zur Bestimmung des
Promotormethylierungsstatus verwendet. Zunachst wurde die Direktsequenzierung von
Natriumbisulfit-behandelter DNA angewandt, um mogliche Hot-Spot-Regionen zu
identifizieren. Zusatzlich wurde an einer erweiterten Tumorserie die COBRA-Methode
verwendet. Diese ermoglichte die Bestimmung der Promotormethylierung an einer groReren
Anzahl von Tumoren und ist weniger zeit- und kostenaufwendig. Fir die hier untersuchten
drei Gene fanden sich weitgehend konkordante Ergebnisse fiir die beiden Methoden.
Einzelne Diskrepanzen bzgl. des Methylierungsstatus sind durch die methodischen

Unterschiede und die unterschiedlichen untersuchten Sequenzabschnitte zu begriinden.

4.2 Adrenomedullin (ADM)

ADM (11p15.4) ist ein pluripotentes regulatorisches Peptid [127]. Es wurde 1993 durch
Kitamura et al. aus einem Phdaochromozytom isoliert und als Peptid identifiziert, das die
Adenylylcyclase stimuliert und in vivo als Vasodilatator wirkt [128]. Es wird in endokrinen
Geweben, Leber, Thymus, Milz, Binde- und Stiitzgeweben und im zentralen Nervensystem
exprimiert [127, 129]. Dem Peptid werden verschiedene Funktionen zugeschrieben:
Beeinflussung der kardiovaskuldaren Spannung, Bronchoelastizitdt, Hormonfreisetzung, der
renalen Ausscheidung, Apoptose, Angiogenese, Zellwachstum und Immunantwort im Sinne
einer Makrophagen-inhibierenden Wirkung und einer Hemmung der Komplementkaskade.
Diese Funktionen sind notwendig flir Prozesse, die durch prominentes Zellwachstum

charakterisiert sind, so wie Embryogenese, Wundheilung und Karzinogenese [127].

ADM konnte in weiten Teilen des zentralen Nervensystems durch immunhistochemische
Techniken lokalisiert werden, so auch in manchen GefaBendothelzellen und perivaskuldren

Gliazellen. Seine Expression ist in kortikalen Neuronen und Endothelzellen erhéht [129].

Martinez et al. stellten hohe ADM-Expressionslevel im Epithel von Luftwegen, Krebszelllinien
und Tumoren aus dieser Region fest [130]. In vielen epithelialen Tumoren besteht ein
vermindertes Sauerstoffangebot. In diesem Zusammenhang ist es interessant zu sehen, dass

das Peptid ADM und mehrere seiner Rezeptoren bei einem ischamischen Insult vermehrt
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exprimiert werden. Eine Reihe neuraler und epithelialer Tumoren exprimieren groRe
Mengen an ADM, im Serum wurden mit dem Auftreten einer malignen Erkrankung erhohte
Spiegel gemessen und diese erhohten Spiegel schienen mit einer schlechten Prognose

vergesellschaftet zu sein [127].

Zu epigenetischen Veranderungen von ADM finden sich derzeit noch keine Untersuchungen.
Im Rahmen der eigenen Untersuchungen wurde festgestellt, dass in oligodendroglialen
Tumoren die ADM-Promotorregion signifikant haufiger methyliert war als in astrozytaren
Tumoren (Exakter Test nach Fisher: p = 0,019). Methylierte Tumoren exprimierten ADM
tendenziell geringer als nicht methylierte Tumoren (Mann-Whitney-U-Test: p = 0,162). Diese
Beobachtung konnte im Zusammenhang mit der in niedriggradigen Tumoren geringeren
ADM-Expression im Sinne einer Repression durch Methylierung stehen. Jedoch waren die
Normalgehirnproben ebenfalls unmethyliert, gleichzeitig zeigten sie aber eine sehr niedrige
ADM-Expression, sodass auch alternative Regulationsmechanismen zu diskutieren sind, auf

die noch spater eingegangen wird.

Um den moglichen funktionellen Effekt einer demethylierenden Behandlung auf die
Genexpression zu untersuchen, wurde die ADM-Expression in den Zelllinien A178, U373MG,
A172, U87MG und LN428 vor und nach der Behandlung mit dem demethylierenden Agens 5-
Aza-2'-Deoxycytidin ermittelt. Drei der flinf Zelllinien, A178, U373MG und A172, zeigten
einen Expressionsanstieg, wie er auch in einer Studie von Ouafik et al. nachgewiesen werden
konnte [131]. Mit Ausnahme der Zelllinie LN428 exprimierten aber alle Zelllinien ADM um
ein Vielfaches hoher als die Zellen des Normalgehirngewebes, in dem in eigenen
Untersuchungen praktisch keine ADM-Expression nachweisbar war. Ouafik et al. berichteten
ebenfalls Uber erhdhte Level an ADM-mRNA in menschlichen Glioblastomzelllinien. Die
Zelllinien setzten zudem immunreaktives ADM ins Kulturmedium frei [131]. Die ADM-
Promotoren in den unbehandelten Zelllinien erwiesen sich zudem in den
Methylierungsanalysen als unmethyliert, was zu einer fehlenden ADM-Methylierung in den
meisten primaren Glioblastomen passt. Trotzdem kam es durch die Behandlung mit dem
demethylierenden Agens zu einer Expressionszunahme, so dass hier zusatzliche, indirekte
Regulationsmechanismen angenommen werden missen und die transkriptionelle
Regulation von ADM in Glioblastomzellen offenbar nicht Uber eine differentielle

Methylierung des ADM-Promotors erkldarbar ist. Es ware z.B. moglich, dass nicht die
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Demethylierung des ADM-Promotors selbst verantwortlich flir den expressionssteigernden
Effekt ist, sondern moglicherweise ein vorgeschalteter, ehemals methylierter
Transkriptionsfaktor, der dann an den ADM-Promotor bindet und zu einem
Expressionsanstieg fiihrt. Dies ldsst sich in den hier durchgefiihrten Experimenten nicht

weiter differenzieren.

ADM wird in mehreren Tumorentitdaten, zum Beispiel klarzelligen Nierentumoren und in
Krebszellen von Lunge, Kolon, Brust, Ovar, Prostata, Knorpel und Knochenmark hoch
exprimiert. Seine Wirkung wird Uber seine Rezeptoren Calcitonin receptor-like receptor/
receptor activity-modifying protein 2 und 3 (CLR/RAMP2 und CLR/RAMP3) vermittelt. In vitro
stimuliert ADM Uber diese Rezeptoren Zellproliferation, -migration und -invasion [132, 133].
Mit dem Auftreten einer malignen Erkrankung wurden erhdhte Serum-ADM-Spiegel
nachgewiesen, diese waren mit einer schlechten Prognose vergesellschaftet. Ouafik et al.
korrelierten Tumortyp und -grad mit der ADM-Expression [131]. Sie fanden hohe
Expressionslevel in allen untersuchten GB IV, niedrige Expressionslevel in AA 1ll und kaum
detektierbare Level in A Il und O II. Sie zeigten auch, dass den Zellkulturen zugefiigtes ADM
eine stimulierende Wirkung auf das in vitro-Wachstum von Glioblastomzellen hat. ADM
konnte also fiir Glioblastomzellen einen Wachstumsfaktor darstellen [131]. Boudouresque et
al. untersuchten ebenfalls durch Real-time RT-PCR die Expression von ADM in Gliomen
unterschiedlicher Grade und bestatigten die hohen Expressionslevel in GB IV, die niedrigeren
Level in AA Il und die kaum nachweisbaren Expressionsniveaus in niedriggradigen
Astrozytomen und Oligodendrogliomen [134]. Auch in den eigenen Untersuchungen wurde
eine erhohte ADM-Expression in glialen Tumoren im Vergleich zum Normalgehirngewebe,
welches ADM kaum exprimierte, beobachtet. Die ADM-Expression der Gruppe der
astrozytaren Tumoren war signifikant hoher als die der Tumoren mit oligodendroglialer
Komponente (Mann-Whitney U-Test: p = 0,001). Wie auch in den Studien von Ouafik et al.
[131] und Boudouresque et al. [134] beschrieben, bestand hier ein Zusammenhang von
Tumorgrad und ADM-Expression innerhalb der Gruppe astrozytdarer Tumoren. Die relative
Expression stieg von den A Il Gber die AA 1l zu den pGB IV an. Auffallig ist, dass wahrend der
Progression der astrozytaren Tumoren die Expression zunadchst von A Il zu AA 1l anstieg, sie
jedoch bei sGB IV wieder absank. Dies kann moglicherweise auf eine starkere

interindividuelle Schwankungsbreite innerhalb der hier untersuchten, relativ kleinen
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Kollektive  zurlickzufiihren sein. Insgesamt weisen die Ergebnisse auf eine

progressionsassoziierte Veranderung hin.

Die Expressionszunahme von ADM im Rahmen des untersuchten Tumorkollektivs kann Gber
seine oben beschriebene Funktion als sog. Onkogen erklart werden. Auch die weitgehend
fehlende Expression in den Normalgehirnproben deckt sich mit den Ergebnissen vorheriger
Studien. Weitere onkogene Eigenschaften von ADM lassen sich aus einer Arbeit von Cuttitta
et al. ableiten [127]. Hier konnte gezeigt werden, dass ADM bei Hypoxie hochreguliert wird,
ein Zustand, der wichtig sein kann fir Tumorwachstum, da eine hohe Expression von ADM
der Tumorzelle einen Uberlebensvorteil durch die Verbesserung ihrer nutritiven Versorgung
verschaffen konnte [127]. Ji und Xue wiesen auf eine zytoprotektive Funktion von ADM im
zentralen Nervensystem wahrend ischamischer Zustande hin [135]. Wahrscheinlich wirkt
ADM an zerebralen BlutgefaRen perfusionsregulierend [136]. Zudem wird ADM eine
immunsuppressive Wirkung zugesprochen, zum Beispiel soll ADM Makrophagen hemmen
und einen negativ regulatorischen Effekt auf die Komplement-Kaskade haben. Dies kénnte

folglich die Tumorzelle in die Lage versetzen, der Immunosurveillance zu entkommen [127].

Letztlich bleibt auffallig, dass es grundsatzlich einen Unterschied im Methylierungsstatus des
in den eigenen Untersuchungen analysierten 5’-CpG-reichen Abschnittes von ADM zwischen
Normalgehirn- und Tumorgewebe gibt, was einen Hinweis auf einen Zusammenhang
zwischen ADM-Promotormethylierung und Malignitat geben kdonnte. Aufgrund der eigenen
Untersuchungen scheint jedoch kein eindeutiger Zusammenhang zwischen Methylierung
und Expression von ADM in humanen Gliomen zu bestehen. Wie weiter oben bereits
diskutiert, kdnnen somit auch andere Mechanismen fiir eine aberrante Regulation der ADM-
Expression in Gliomen verantwortlich sein. Des Weiteren ist nicht auszuschlieRen, dass die
begrenzte Fallzahl der hier untersuchten Tumoren die fehlende Signifikanz der
Expressionsunterschiede mitbedingt. An diesem Punkt waren weitere Untersuchungen an

einem groReren Kollektiv notwendig.

In den Vorarbeiten war ADM als hypermethyliert in Tumoren mit kombiniertem Allelverlust
auf 1p und 19q aufgefallen. Es wurde bereits in zahlreichen Studien festgestellt, dass das
Vorliegen eines kombinierten LOH 1p/19q in oligodendroglialen Tumoren mit einer besseren

Prognose assoziiert ist [39]. Wie oben erwahnt, waren hohe ADM-mRNA-Spiegel in

93



vorangegangenen Studien mit einer schlechten Prognose vergesellschaftet [127]. Dies ldsst
sich mit der hier gefundenen niedrigeren ADM-Expression in Tumoren mit LOH 1p/19q
vereinbaren. Weiterhin zeichnete sich eine leicht lingere Uberlebenszeit fiir Tumoren mit
niedriger Expression innerhalb des eigenen Patientenkollektivs mit AO Il und AOA Ill ab. Die
Uberlebenszeit der Patienten mit positivem ADM-Methylierungsstatus war hingegen
signifikant langer als bei negativem (Log Rang-Test: p = 0,005). Wahrend die erhéhte ADM-
Expression also entgegen den Beobachtungen von Cuttitta et al. [127] in dem hier
untersuchten Gliomkollektiv keine deutliche prognostische Bedeutung zu haben scheint,
scheint die ADM-Promotormethylierung mit einer signifikant lingeren Uberlebenszeit von

Patienten mit anaplastischen oligodendroglialen Tumoren assoziiert zu sein.

4.3 Solute Carrier Family 25 Member 39 (CGI69)

CGI69 (Alias: SLC25A39, 17g21.31) ist ein bislang noch wenig charakterisiertes Gen, zu dem
es in der gegenwartigen Literatur kaum Untersuchungen gibt. Kirzlich entdeckten Nilsson et
al. [137] CGI69 als essentiellen Faktor in der Hambiosynthese. Es stellt einen moglichen
mitochondrialen Transporter dar. Ein Knockdown in Zebrafischen fiihrte in dieser Studie zu
einer schweren Andamie. Ein Gen-Silencing in murinen Erythroleukdamiezellen storte die
Eiseninkorporation in Protoporphyrin IX. Sdugetier-orthologe Hefen mit deletiertem CGI69

zeigten einen Eisenhomoostasedefekt [137].

CGI69 gehorte in den Vorarbeiten zu den in Tumoren mit kombiniertem LOH 1p/19q als
hypermethyliert ermittelten Genen. In der Natriumbisulfit-Sequenzierung wurden 38
oligodendrogliale Tumoren untersucht, in allen war eine Promotormethylierung vorhanden.
In der erweiterten Serie, die mittels COBRA untersucht wurde, waren 73 von 87 Tumoren
(84%) methyliert. Insgesamt fallt der sehr hohe Methylierungsanteil von CGI/69 in Gliomen
auf. Im Kollektiv der AO Ill und AOA IIl zeigten, wie nach den Ergebnissen der Vorarbeiten zu
erwarten war, Tumoren mit kombiniertem Allelverlust auf 1p und 19q tendenziell haufiger
eine methylierte Promotorregion als Tumoren ohne diese Allelverluste (Exakter Test nach
Fisher: p = 0,070). Bezliglich der Methylierungsanalyse fiel auRerdem auf, dass Tumoren mit
oligodendroglialer Komponente haufiger methyliert waren als astrozytdare Tumoren (Exakter
Test nach Fisher: p =0,018).
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Durch die demethylierende Behandlung von Gliomzellen mit 5-Aza-2‘-Deoxycytidin stieg die
CGI69-Expression in vier von flnf Zelllinien (A178, U373MG, A172 und LN428) an, wobei fiir
die Zelllinie A172 eine Methylierung des CGI69-Promotors nachgewiesen werden konnte.
Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Methylierung einen supprimierenden Einfluss auf die
relative Expression haben konnte, wobei eine signifikante Korrelation zwischen
Methylierung und Expression in der hier untersuchten Tumorserie nicht nachgewiesen
werden konnte. Bezliglich des WHO-Grads und dem LOH 1p/19g-Status ergaben sich keine

CGI69-Expressionsunterschiede im Subkollektiv der oligodendroglialen Tumoren.

Innerhalb des Kollektivs von AO IIl und AOA Il waren fast alle Tumoren methyliert (33/36
Tumoren, 92%). Deshalb waren ein Vergleich der Expression sowie eine Korrelation zur
Uberlebenszeit der Patienten fiir diese beiden Gruppen nicht aussagekraftig. Allerdings
scheint die CGI69-Promotormethylierung einen positiven Effekt auf die Prognose zu haben.
Die Gruppe der nicht methylierten Tumoren ist jedoch mit nur drei von 36 Tumoren zu klein,
um eine solche Aussage machen zu koénnen. Hier wadren Untersuchungen an einem

vergrolRerten Patientenkollektiv notwendig.

Aufgrund der eigenen Untersuchungen konnten fiir CG/69 gewisse Anhaltspunkte generiert
werden, die zu einem Tumorsuppressorgen passen wirden. So gab es in den
Zelllinienexperimenten Hinweise darauf, dass sich die Expression durch eine Behandlung mit
einem demethylierenden Agens erh6hen lasst. Allerdings fand sich kein Zusammenhang
zwischen Promotormethylierung und Expression im untersuchten Tumorkollektiv. Die
fehlende Korrelation zwischen Methylierung und Expression kdnnte an den bereits oben
diskutierten alternativen Regulationsmechanismen, aber auch an dem relativ kleinen
Tumorkollektiv liegen. Zudem besteht das Problem der von Fall zu Fall unterschiedlichen
Kontamination des Tumorgewebes mit normalen Zellen, wie Mikrogliazellen, Lymphozyten,
reaktive Astrozyten oder GefdRzellen. Insofern bleibt die Bedeutung hinsichtlich der
Gliompathogenese offen. Hier missten sich Untersuchungen an einem vergroRerten

Kollektiv bzw. funktionelle Untersuchungen in vitro anschliel3en.
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4.4 Calsyntenin (CLSTN1)

CLSTN1 oder Calsyntenin ist ein Transmembranprotein, welches sich in der postsynaptischen
Membran von exzitatorischen und inhibitorischen Synapsen befindet. Es besitzt unter
anderem zwei Cadherin-Domanen, denen eine Zelladhasionsaktivitat zugesprochen wird.
CLSTN1 ist auch unter dem Synonym Non-classical cadherin XB31 alphal bekannt und liegt
innerhalb einer umschriebenen Kandidatenregion fiir Oligodendrogliome auf 1p36.22 [138].
Die gestorte Funktion von Zell-Zell-Adhasionsmolekiilen spielt eine Rolle in der Fahigkeit von
Tumorzellen zur Gewebsinvasion und Metastasierung. CLSTN1 bindet u.a. Calcium mit seiner
zytoplasmatischen Domadne [139]. Konecna et al. zeigten, dass Calsyntenin-1 direkt mit der
leichten Kette von Kinesin-1 (KLC1) interagiert und damit eine Rolle im axonalen Transport

spielt [140].

Fransson et al. untersuchten Neuroblastome verschiedener Grade mit 1p-Deletion und
solche mit intaktem 1p bezlglich der CLSTN1-Expression. Sie konnten signifikant niedrigere
CLSTN1-Expressionslevel in Tumoren mit LOH 1p zeigen, es wurden allerdings keine
kompletten Expressionsverluste gefunden [141]. Ebenso berichtete eine Studie von
Janoueix-Lerosey et al., dass Neuroblastome mit 1p-Verlust eine verminderte CLSTN1-
Expression aufweisen [142]. Es wurden bereits epigenetische Untersuchungen bezliglich des
Methylierungsstatus von CLSTN1 in Prostatakarzinomen von Kwabi-Addo et al. durchgefiihrt,
die eine signifikant hohere Methylierung in Tumorzellen im Vergleich zu gesundem

Prostatagewebe ergaben [143, 144].

Auch in den eigenen Untersuchungen waren die CLSTN1-Promotoren der Tumoren in 74%
der Falle methyliert. In den Vorarbeiten war CLSTN1 als starker methyliert in Tumoren mit
LOH 1p/19q aufgefallen. In dem hier untersuchten Kollektiv der AO Il und AOA Il lieR sich
diese Beobachtung bestdtigen (Exakter Test nach Fisher: p = 0,027). Im Vergleich der
oligodendroglialen mit den astrozytdren Tumoren zeigte sich in der COBRA eine tendenziell
stiarkere Methylierung in den oligodendroglialen Tumoren (Exakter Test nach Fisher: p =
0,138). Um eine mogliche funktionelle Bedeutung der Methylierung zu untersuchen, wurden
in den Gliomzelllinien A178, U373MG, A172, U87MG und LN428 die Expressionsniveaus vor
und nach der Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen von 5-Aza-2‘-Deoxycytidin
gemessen. Die Zelllinien A172, U87MG und LN428 zeigten einen Expressionsanstieg nach der

Behandlung. Dies ist ein Hinweis auf eine methylierungsbedingte Hemmung der CLSTN1-
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Expression in den unbehandelten Zellen. Insgesamt war die relative Expression in den
unbehandelten Zelllinien um ein Vielfaches geringer als in den Normalgehirngewebeproben,
was auf eine Tumorsuppressorgen-Eigenschaft von CLSTNI hindeutet. Ahnlich verhielt es
sich mit den Proben der Tumorserie. 74% der Tumoren zeigten eine verminderte Expression

im Vergleich zum Normalhirngewebe.

Bei der Korrelation von CLSTN1-Promotormethylierungsstatus mit der mRNA-Expression gab
es keine signifikanten Unterschiede (Mann-Whitney U-Test: p = 0,051). Dies ist in Befund,
der wiederum gegen den klassischen Pathomechanismus einer verminderten Expression
durch Promotormethylierung spricht und an alternative Regulationsmechanismen denken

|asst.

Zwischen dem LOH1p/199g-Status und der CLSTNI-Expression bestand im untersuchten
Kollektiv der AO Il und AOA IIl kein Zusammenhang (Mann-Whitney U-Test: p = 0,548). Da
Fransson et al. fir Neuroblastome verschiedener Grade mit 1p-Deletion und solche mit
intaktem 1p signifikante Unterschiede in der CLSTNI1-Expression zeigen konnten [141] und
Janoueix-Lerosey et al. ebenfalls eine verminderte CLSTN1-Expression in Neuroblastomen
mit 1p-Verlust vorfanden [142], wurde in der eigenen Arbeit dieser einzelne Allelverlust im
Kollektiv der AO Il und AOA Il noch einmal gesondert betrachtet. Zu beachten ist jedoch,
dass im Vergleich zu den Untersuchungen bezliglich des kombinierten Allelverlusts von 1p
und 199 nur drei Tumoren zu den Berechnungen hinzukamen. Tendenziell war die
Expression bei Tumoren mit LOH 1p hoher, ohne dass hier jedoch ein signifikanter
Unterschied nachgewiesen werden konnte (Mann-Whitney-U-Test: p = 0,428). Die
Ergebnisse der genannten Studien konnten also fiir Gliome in der eigenen Serie nicht

bestatigt werden.

Beziglich der prognostischen Bedeutung ergaben sich fiur CLSTNI-Expression und
-Promotormethylierung keine signifikanten Beziehungen zum Gesamtiberleben von
Patienten mit anaplastischen oligodendroglialen Tumoren, jedoch war das auf Methylierung
hin untersuchte Patientenkollektiv letztlich zu klein, um mogliche Unterschiede mit

Signifikanz abbilden zu konnen.
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4.5 Schlussfolgerung

Die in Vorarbeiten zu dieser Promotionsarbeit gefundene aberrante Promotormethylierung
der drei Kandidatengene ADM, CGI69 und CLSTN1 konnte erfolgreich validiert werden. In
dieser Arbeit wurde erstmals die Bedeutung der Promotormethylierung von ADM in Gliomen
untersucht. Das ADM-Gen zeigt in glialen Tumoren eine verstarkte Promotormethylierung im
Vergleich zum Normalgehirngewebe. Zusatzlich findet sich eine deutlich haufigere
Promotormethylierung in oligodendroglialen Tumoren im Vergleich zu astrozytaren
Tumoren. Besonders interessant ist, dass anaplastische oligodendrogliale Tumoren eine
signifikant glinstigere Prognose aufwiesen, wenn der ADM-Promotor methyliert war. Ein
signifikanter Zusammenhang der ADM-Promotormethylierung mit der mRNA-Expression lief3
sich jedoch nicht nachweisen. Die hier nachgewiesene im Vergleich zu normalem
Hirngewebe erhohte mRNA-Expression im Tumorgewebe und die Daten der Literatur weisen

insgesamt eher auf onkogene Eigenschaften von ADM hin.

Auch fiir CGI69 wurde in dieser Arbeit erstmals eine haufige Promotormethylierung an einer
groBeren Serie von Gliomen nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass
oligodendrogliale Tumoren und insbesondere diejenigen mit kombinierten Allelverlusten auf
1p und 19q haufiger eine CGI69-Promotormethylierung aufweisen als oligodendrogliale
Tumoren ohne diese Verluste bzw. astrozytdre Tumoren. In den Zelllinienexperimenten liefl3
sich durch die demethylierende Behandlung eine Zunahme der Expression nachweisen, was
fiir eine epigenetische Regulation von CGI69 spricht. Die Methylierung des CGI69-Promotors
scheint zudem tendenziell einen positiven Einfluss auf die Prognose zu haben, wobei dieser
Zusammenhang in der eigenen relativ kleinen Patientenkohorte statistisch nicht signifikant
war. Eine signifikante Assoziation mit der mRNA-Expression war auch fir CGI69 nicht
nachweisbar, was auf alternative Regulationsmechanismen hinweist, wie bereits ausfihrlich

diskutiert.

Wie schon fur ADM und CGI69 konnte fiir CLSNT1 die in den Vorarbeiten in Tumoren mit
LOH 1p/19q verstarkte Promotormethylierung bestatigt werden. Auch hier lieR sich die
CLSTN1-Expression in Zelllinien durch demethylierende Behandlung steigern. Zudem fand
sich eine deutlich erhohte Expression in Tumorzellen im Vergleich zum
Normalgehirngewebe, sowohl in den Zelllinien als auch in primaren Gliomen. Methylierte

Tumoren zeigten jedoch niedrigere Expressionsraten als unmethylierte. CLSTN1 zeigte also
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ebenfalls kein klassisches Tumorsuppressorgen-Verhalten, auch wenn einige Ergebnisse auf

eine Funktion als Tumorsuppressorgen hinweisen.

Fiir die untersuchten Gene miissen also alternative Regulationsmechanismen in Betracht
gezogen werden. Es konnte bereits vor langerem gezeigt werden, dass ein groRer Teil der
Oligodendrogliome eine gleichzeitige Hypermethylierung von mehreren Genen aufweist
[26]. Deshalb konnte ein genereller Defekt in der Regulierung der DNA-Methylierung
zugrunde liegen [46]. Eckhardt et al. fiuhrten ein DNA-Methylierungs-Profiling der
Chromosomen 6, 20 und 22 durch. 17% der 873 analysierten Gene waren differenziell
methyliert und nur etwa ein Drittel dieser Gene zeigte eine inverse Korrelation zwischen
Methylierung und Transkriptlevel [145]. Ein Befund, der auch die in dieser Arbeit fehlende

signifikante Korrelation zwischen Promotormethylierung und mRNA-Expression unterstitzt.

Alle drei Gene zeigten in oligodendroglialen Tumoren eine hohere Methylierungsrate als in
astrozytdaren Tumoren. Dies passt zu den Ergebnissen, die kiirzlich anhand von
Promotormethylierungsprofilen an einer Serie von 272 Glioblastomen beschrieben wurden
[67]. Dabei konnte gezeigt werden, dass eine Subpopulation von Tumoren eine gréRere
Anzahl methylierter Loci aufweist, die als Glioma-CpG island methylator phenotype (G-CIMP)
bezeichnet wurden. Die G-CIMP positiven Glioblastome besitzen epigenetische und
expressionsregulatorische Unterschiede, die eher mit den Profilen niedriggradiger Gliome
mit besserer Prognose libereinstimmen als mit héhergradigen Gliomen. Die Tumorgruppe
entspricht der zuvor definierten Gruppe mit einer proneuralen Signatur [146], die darlber
hinaus auch in fast allen Fillen eine Mutation des IDH1-Gens aufweist. Eine mogliche
Erklarung fir die gute Prognose dieser Tumoren konnte auch darin bestehen, dass
diejenigen Gene, die Tumoren mit einer sogenannten mesenchymalen Signatur
charakterisieren, die eine hohe Aggressivitat aufweisen, epigenetisch herunterreguliert sind.
Die Beobachtung, die schon von Eckhardt et al. gemacht wurde, dass lediglich 17% der
methylierten Gene auch einen Expressionsverlust zeigten [145], kann wie oben bereits
diskutiert mehrere Griinde haben, die fir die hier untersuchten drei Kandidaten in

zuklinftigen Arbeiten weitergehend abgeklart werden mussten.
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