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Faith in Fact

| should have more faith.

| ought to know by thistime

that when a fact appears to be opposed
to a long train of deduction,

it invariably provesto be capable

of bearing some other interpretation.

Sherlock Holmes
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1 Einleitung 1

1 EINLEITUNG
1.1 Epigenetische M echanismen und beteiligte Faktoren

Unter Epigenetik versteht man vererbbare Modifikationen, die zu verdnderten
Genexpressionen flihren, ohne die primédre Basensequenz der DNA zu verdndern [Paulsen und
Ferguson-Smith, 2001]. Epigenetische Mechanismen sind entscheidend fiir die Kontrolle von
Entwicklungsabldufen wiahrend der Embryonalentwicklung und der Gametogenese, filir die
gewebespezifische Genexpression und die generelle Abschaltung von Genen. Stérungen
konnen zu Fehlregulationen in Entwicklungsprozessen wie der Inaktivierung des X-
Chromosoms, der Imprinting-Muster und zu verschiedenen Anomalien flihren [Li, 2002].
Drei verschiedene Mechanismen sind allgemein als epigenetisch akzeptiert: die DNA-
Methylierung, Histonmodifikationen und die RNA-assoziierte Stilllegung von Genen [Jones,
2005]. Die ersten beiden sind Grundlage dieser Arbeit.

Epigenetische Markierungen durch kovalente Modifikationen von DNA und Histonen tragen
zur Unterscheidung zwischen aktivem und inaktivem Chromatin bei und sind als solche
vererbbar. Histonmodifikationen stellen universelle regulatorische Mechanismen unter
Eukaryoten dar, wihrend DNA-Methylierung eher bei hoheren eukaryotischen Organismen
mit komplexeren Genomen von Bedeutung ist [Li, 2002].

Auch bei der Tumorentstehung sind epigenetische Verdnderungen mittlerweile als

fundamentale Mechanismen etabliert.

1.1.1 Verdnderungen der DNA-Methylierung

DNA-Methylierung findet man bei Mammaliern vornehmlich als Methylierung von
Cytosinresten in CpG-Dinukleotiden. Die kovalente, postreplikative Anheftung eines
Methylrestes wird von zwei unterschiedlichen Klassen von DNA-Methyltransferasen
(DNMT) katalysiert, DNMT1 und DNMT3A bzw. DNMT3B. Die Methyltransferase DNMT1
dient durch ihre erhohte Spezifitdt flir hemimethylierte DNA-Abschnitte zur Erhaltung der
Methylierung wéahrend der Replikation [Pradhan et al., 1999]. DNMT3A und DNMT3B
werden aufgrund ihrer erhohten Aktivitdt gegeniiber nichtmethylierter DNA als de-novo-
Methylasen betrachtet [Bestor, 2000; Okano et al., 1998]. Mittlerweile gibt es Hinweise
darauf, dass auch die DNMT1 als de-novo-Methylase physiologisch von Bedeutung ist [Goll
und Bestor 2005].

Das 5-Methylcytosin in CpG-Dinukleotiden ist hauptsachlich auf repetitive Sequenzen wie

LINE und SINE-Retrotransposon-Elemente, sowie auf CpG-reiche Satelliten verteilt, die etwa
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die Hilfte des Genoms ausmachen. Nur einen kleinen Anteil von ca. 5% der DNA steuern die
Einzelkopiegene bei. In regulatorischen Bereichen von etwa der Hilfte aller Gene sind oft
Cluster von CpG-Dinukleotiden als sog. CpG-Inseln zu finden. Diese bleiben meist, auch im
Laufe von Methylierungsverdnderungen, unmethyliert [Razin, 1998].

Innerhalb eines humanen Lebenszyklus gibt es zwei Phasen mit starken
Methylierungsverdnderungen - wihrend der Gametogenese und wéhrend der frithen
Embryonalentwicklung. Bekanntermaflen sind sowohl das paternale als auch das maternale
Genom notwendig fiir die Embryonalentwicklung, wobei diese funktionellen Unterschiede
auf differentieller Expression der parentalen Allele beruhen, dem sog. Imprinting. Die
differentielle Expression wird wesentlich durch unterschiedliche Methylierung der elterlichen
Allele  bewirkt. Das Imprinting-Muster der Gameten wird wéahrend  der
Embryonalentwicklung in somatischen Zellen aufrechterhalten. Im Verlauf der Gametogenese
wird das Imprinting jedoch in den Primordialen Keimzellen (PGC) geloscht und wéhrend der
Reifung der Gameten neu gesetzt (vgl. Abb. 1.1) [Allegrucci et al., 2005; Reik und Walter,
2001; L1, 2002].

- \\\
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Abb. 1.1 : Epigenetische Reprogrammierung der Methylierungsmarken wahrend der Gametogenese [ modifiziert
aus Li, 2002]. PGC: Primordiale Keimzellen; HDAC: Histondeacetylase (vgl. 1.1.3).

Starke = DNA-Methylierungsveranderungen finden auflerdem wihrend der frithen
Embryonalentwicklung statt. Nach der Ausbildung der Zygote werden sowohl die paternalen
als auch die maternalen Chromosomen einer erheblichen Demethylierung unterworfen, die bis
zum Blastocystenstadium dafiir sorgt, dass die meisten Methylierungsmarken, die dem Muster

der Gameten entsprechen, ausgeloscht werden (vgl. Abb. 1.2, schwarze Linie). Nur die
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Methylierung von Genen, die durch Imprinting reguliert werden, bleibt erhalten (gestrichelte
rote Linie). Nach der Implantation wird in einer Welle von de-novo-Methylierungen das
Methylierungsmuster neu gesetzt (griine Linie). Entsprechend ist das Expressionsniveau der
DNMT3A und DNMT3B in diesem Stadium der frithen Embryonalentwicklung besonders
hoch [Craig, 2005].

embryonales Ektoderm

F "\WMI\‘/re‘soderm .

| Imprinted X-Inaktivierung

| Extra-embryonaler Teil

—1 Embryonaler Teil
____ zufallige X-Inaktivierung
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A

] Trthoektoderm : 5 primitives Endoderm und
i ! ICM, Trophoblast :
Fertilisation E35 E7.0
Implantation der Gastrulation

Blastozyste

Abb. 1.2: Reprogrammierung der DNA-Methylierung wahrend der Embryonalentwicklung der Maus [ modifiziert
aus Li 2002]. Der relative Gehalt methylierter CpG-Sellen (y-Achse) i gegen den zeitlichen Verlauf der
Embryonal entwi cklung (x-Achse) aufgetragen.

Welche Rolle diese De- und anschliessende Remethylierung flir die frithe Entwicklung
spielen, ist nicht vollkommen gekldrt. Man nimmt an, dass die Demethylierung zu einer
Dekondensation des Chromatins fithrt und somit eine transkriptionelle Aktivierung von
zygotischen Genen, die in der friithen Embryonalentwicklung entscheidend sind, ermdglicht
wird. Dariiber hinaus konnte es nachfolgende genomische Reprogrammierungen durch
Histonmodifikationen und Chromatin-Remodellierung erleichtern und die de-novo-
Methylierung die Repression von Retrotransposons sichern [Kimmins und Sassone-Corsi,
2005; Craig, 2005]. Entsprechend werden wihrend der Embryonalentwicklung, insbesondere
um den Zeitpunkt der Implantation bis zur Gastrulation, viele regulatorische Chromatin-
Faktoren gebraucht, wie z.B. Chromatin-remodellierende Proteine, Transkriptionsfaktoren
und DNA- bzw. Histon-modifizierende Enzyme wie DNA- und Histon-Methyltransferasen
und Histon-Deacetylasen.

Starke Verdnderungen der DNA-Methylierungsmuster treten aulerdem pathologisch in

Krebszellen auf. Hier gibt es zwei Arten von Veridnderungen, die DNA-Hypermethylierung
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und die DNA-Hypomethylierung.” Ausfiihrlich untersucht ist das Phinomen der DNA-
Hypermethylierung. Diese fithrt zu einer Hypermethylierung von CpG-reichen
Promotorregionen, die normalerweise von der Methylierung verschont bleiben. Entsprechend
folgt eine Repression der  Genaktivititen. Bekannte Beispiele sind die
Promotorhypermethylierung von pl16 (CDKNZ2A), GST-P1l, RARB2, und RASSF1A
[Myohanen et al., 1998; Lee et al., 1994; Esteller, 2002; Grote et al., 2005; Dammann et al.,
2005]. DNA-Methylierung kann die Genaktivitdt durch verschiedene Mechanismen
blockieren. Sie kann zu einer direkten Blockade der Bindung von Transkriptionsfaktoren
fithren, oder iiber eine Bindung von Methylgruppen-bindenden Proteinen (MeCPs, Methyl
CpG binding proteins) wirken. Diese Proteine beinhalten eine spezielle Domdne (MBD,
methyl CpG binding domain), mit der sie an methylierte CpG-Stellen binden kdnnen. Diese
rekrutieren  weitere =~ Korepressoren,  Histon-Deacetylasen = und  ATP-abhidngige
Chromatinremodellierungs-Komplexe (vgl. 1.1.2, 1.1.3), die einen repressiven
Chromatinstatus herbeiftihren und so zur Inaktivierung der betroffenen Gene beitragen [Craig,
2005].

Experimentell und therapeutisch konnen DNA-Methylierungen durch den DNA-
Methyltransferase-Inhibitor 5-aza-2’-Desoxycytidin (5-aza-dC) beeinflusst werden. 5-aza-dC
ist ein Pyrimidin-Analog, welches in die genomische DNA inkorporiert wird. Dort bildet es
durch kovalente Bindung einen Komplex mit der DNMT1, die fiir die Aufrechterhaltung der
Methylierung wéhrend der Replikation zustdndig ist. Durch ihre kovalente Bindung an 5-aza-
dC wird sie jedoch inaktiviert, so dass im Laufe der Zellteilungen die Methylierung verloren
geht und betroffene Gene zur Reexpression gelangen konnen [Karpf und Jones, 2002;
Strathdee und Brown, 2002]. Unter dem Handelsnamen Decitabine wird der Inhibitor
erfolgreich u.a. zur Therapie bei Leukdmien und beim myelodisplastischen Syndrom in Phase

III Studien eingesetzt [Silverman et al., 2002].

Die zweite Methylierungs-Verdnderung stellt die genomweite DNA-Hypomethylierung dar,
die zu einer Reduktion des 5-Methylcytosins im Genom um bis zu 70% fiihrt und sich u.a. in
der Hypomethylierung von repetitiven LINE-Sequenzen widerspiegelt [Ehrlich, 2002]. Sie
wird vor allem im Prostatakarzinom im Laufe der Progression zunehmend beobachtet
[Santourlidis et al., 1999]. Die globale Hypomethylierung wird heute nicht mehr als zufilliges
Ereignis betrachtet. Neben repetitiven Sequenzen sind einige Einzelkopiegene von der

Hypomethylierung betroffen [Hoffmann und Schulz, 2005] und kdnnen zur Reexpression

" Die Begriffe Hyper- und Hypomethylierung beziehen sich jeweils auf den Normalzustand eines Gewebes oder
Zelltyps und bedeuten entsprechend eine Zunahme von Methylierungen an CpG-Stellen oder eine
Verminderung.
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gelangen. Hierzu gehoren vor allem die sog. Cancer-Testis Antigene (vgl.1.1.5). Aber auch
andere ektopische Marker und Gene, die Tumorzellen einen Vorteil bei der Anpassung an das
sich in Tumoren dndernde Mikromilicu bicten, sind betroffen. Dariiber hinaus konnte die
generelle Hypomethylierung auch zu chromosomaler Instabilitit fiihren und die
Rekombination zwischen repetitiven Sequenzen beglinstigen.

Bei Prostatakarzinomen findet man eine Untergruppe mit starker Hypomethylierung und
zusitzlich mit Verdnderungen auf Chromosom 8. Diese nehmen einen besonders aggressiven
Verlauf und weisen auf einen Zusammenhang zwischen Hypomethylierung und
chromosomaler Instabilitdt hin [Schulz et al., 2002].

In einigen Karzinomen zeigen Hyper- und Hypomethylierung eine Korrelation. Beim
Kolonkarzinom treten beide Verdnderungen frith auf. Beim Harnblasenkarzinom findet man
eine Hypomethylierung schon in frithen Stadien mit einem Anstieg der Hypermethylierung
wihrend der Progression [Florl et al.,1999; Maruyama et al., 2001]. Diese Befunde lassen
vermuten, dass beide Verdanderungen unterschiedliche Ursachen haben. Die Grundlage fiir das
unterschiedliche zeitliche Auftreten der Hypomethylierung in den einzelnen Tumorentitéten
ist bis dato ungeklédrt. Es hiufen sich aber Hinweise darauf, dass Methylierungsmuster in
normalen Geweben durch Interaktion zwischen DNA-Methylierung und dem Chromatinstatus

etabliert und aufrecht erhalten werden.

1.1.2  Chromatinremodellierung

Das Chromatin stellt einen hoch organisierten, kondensierten Protein-DNA-Komplex dar, in
dem DNA mit Histonproteinen assoziiert ist. Eine fundamentale Einheit dieses Polymers ist
das Nukleosom. Dieses besteht aus 147 Basenpaaren DNA, die um ein Histonoktamer
gewunden ist. Das Histonoktamer setzt sich aus jeweils zwei Kopien der Histonproteine H2A,
H2B, H3 und H4 zusammen [Luger et al., 1997]. Aus diesen Komplexen ragen die N-Termini
heraus, interagieren mit anderen Nukleosomen und flihren so zu einer iibergeordneten
Struktur. Diese herausragenden Histonschwiénze sind Ziel einiger Histonmodifikationen, die
zusitzlich die Chromatinstruktur beeinflussen und somit sowohl zur Unterscheidung von
Heterochromatin und Euchromatin beitragen als auch zur Regulation von Genaktivitdt [Hake
et al., 2004].

Die Chromatin-Remodellierung kann auf verschiedene Arten erreicht werden: durch
kovalente Histonmodifikationen, durch Austausch der klassischen Histone gegen
Histonvarianten, oder durch Aufbrechen der Grundnukleosomenstruktur iiber Lockerung der

Histon-DNA-Kontakte; und schlieBlich durch direkte Modifikation der DNA selbst.
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Zur Lockerung der Histon:DNA-Kontakte, die eine mechanische Verschiebung der
Nukleosomen ermdglicht, stehen verschiedene Chromatin-Remodellierungs-Komplexe zur
Verfligung. Sie gehoren zu ATP-abhdngigen Multi-Protein-Komplexen der SWI2/SNF2
Familie und unterteilen sich in verschiedene Unterfamilien, die nach der konservierten
ATPase-Komponente eingeteilt werden [Gibbons, 2005]. Einzelne sind bei der Tumorigenese
impliziert. Diese Multi-Proteinkomplexe variieren die Nukleosomenstruktur durch
nichtkovalente Verdnderungen, in dem sie die Energie der ATP-Hydrolyse nutzen. Diese fiihrt
zu einer voriibergehenden Lockerung der DN A-Histon-Struktur, so dass die Nukleosomen auf
der DNA beweglich sind. Hierdurch wird Transkriptionsfaktoren der Zugang zu den Genen
erleichtert. Umgekehrt kann dieses aber auch den Zugang von Faktoren ermdglichen, die

durch Rekrutierung weiterer Proteine (vgl. 1.1.3) zu einer Heterochromatisierung beitragen.

1.1.3 Zusammenhinge zwischen Histonmodifikationen und Chromatinstatus

Ein Zusammenhang zwischen Histonmodifikationen und Heterochromatisierung wurde zuerst
in Drosophila entdeckt. Hier wurde gefunden, dass das Drososphila Polycomb-Gen
Su(var)3-9 eine Histonmethyltransferase-Aktivitdt enthélt, die spezifisch ist fir
Methylierungen am Lysin 9 im Histon H3 (H3K9) und eine Ausbreitung der
Heterochromatisierung beim Phdnomen der ,,position effect variegation® reguliert [Reuter
und Spierer, 1992]. Die Histonmethyltransferase-Aktivitdt geht von einer SET-(Suvar3-9,
E(z); Trithorax) Doméne aus, die hochkonserviert ist und in einigen Chromatin-
modifizierenden Proteinen enthalten ist [Sims et al., 2003].

Im Allgemeinen findet man eine Reihe verschiedener Modifikationen an Histonschwinzen.
Hierzu gehdren vor allem Methylierungen an Lysinresten. Sie konnen als mono-, di- oder tri-
Methylierung vorkommen. Je nach Lysinrest und je nach Anzahl der Methylreste markieren
diese Modifikationen einen aktiven oder inaktiven Chromatinabschnitt. Methylierungen an
H3K9 gelten neben denen an H3K27 und H4K20 als wichtige repressive Verdnderungen. Sie
stehen z.B. im Zusammenhang mit der Inaktivierung des X-Chromosoms [Plath et al., 2003].
Im Gegensatz dazu werden Methylierungen an H3K4, H3K36 und H3K79 in aktivierten
Regionen des Genoms gefunden [Santos-Rosa und Caldas, 2005]. Neben den Lysinen kdnnen
auch Argininreste methyliert werden. Phosphorylierungen finden an Serin- und
Threoninresten statt. Ferner tragen poly-ADP-Ribosylierung, Ubiquitinierung und
Sumoylierung zu Variationen bei, die insgesamt als Histon-Code bezeichnet werden. Durch
Verdnderung der Chromatinstruktur oder der Bindemdglichkeiten von Effektorproteinen
wirken sie auf die Transkription von Genen [Allis et al., 2004]. Die Histonmethylierungen an

Lysinresten werden in dieser Arbeit im Vordergrund stehen.
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Histonacetylasen (HATs) und Histondeacetylasen (HDACs) modifizieren Histonschwénze
und tragen zu einer offenen bzw. zu einer kompakteren Chromatinstruktur bei. Entsprechend
ist ein deacetylierter, kompakter Zustand charakteristisch fiir Heterochromatin. Ein
verdndertes Niveau von Histonacetylasen und —deacetylasen ist mit aberranter Genexpression
assoziiert und kann zur Tumorentstehung beitragen [Mei et al., 2004; Santos-Rosa und
Caldas, 2005]. Einen kiinstlichen in vitro-Ansatzpunkt bieten kommerzielle
Histondeacetylierung-Inhibitoren wie die Hydroxam-Sduren Suberoylanilidohydroxam-Saure
(SAHA) und Trichostatin A (TSA). Durch Zugabe dieser Inhibitoren auf Zellkulturen kdnnen
diese leicht reversiblen Modifikationen beeinflusst werden und ein acetylierter Zustand von
Lysinen erreicht werden. Dadurch werden durch Deacetylierung verursachte Abschaltungen
von Genexpressionen aufgehoben. Dieser Mechanismus bietet auch Ansdtze fiir die
Tumortherapie. Ein bekanntes Beispiel der Expressionsinduktion in Tumorzellem durch
HDAC-Inhibitoren ist das p21/CDKN1A-Gen [Li und Wu, 2004]. Die Histondeacetylasen
werden in drei groBe Untergruppen unterteilt und agieren jeweils in Multi-Proteinkomplexen.
Zwei wichtige Komplexe der HDAC-Klasse I sind der SIN3- (swtch independent protein 3)
und der NuRD-Komplex (nucleosome remodeling complex). Der NuRD-Komplex wird von
methyl-CpG-bindenden Proteinen (MBD, vgl. 1.1.1) rekrutiert und bereitet mit der
Histondeacetylierung eine folgende Histonmethylierung vor. Im allgemeinen wird jedoch
angenommen, dass unter normalen Bedingungen Histonmodifikationen frithe Ereignisse sind,
die vor der DNA-Methylierung stattfinden [Mutskov und Felsenfeld, 2004] und so z.B. die
H3K9-Methylierung als Signal wirkt fir DNA-Methyltransferasen, die selber geringe
Sequenzspezifitdt besitzen. [Sims et al., 2003]. Die dritte Klasse der Histondeacetylasen
unterscheidet sich durch ihre Abhingigkeit vom Coenzym NAD'. Ein wichtiger Vertreter
dieser Familie der Sirtuine ist SIRT1. Diese Histondeacetylase steht in Verbindung mit p53-
induzierter Apoptose und ist von Bedeutung fiir das Uberleben der Zelle unter
physiologischem Stress. Ein hohes Expressionsniveau wihrend der Embryonalentwicklung
konnte in der Maus gezeigt werden. Ein Zusammenhang mit der Regulation von
Genexpressionen auf Chromatinebene wird vermutet [Pruitt et al., 2006 PloS Genetics].
Anders als die Histondeacetylasen der Klasse I und II, werden Sirtuine nicht durch Inhibitoren
wie TSA und SAHA beeinflusst.

Wihrend Acetylierungen als leicht reversibel gelten, werden Lysinmethylierungen als
stabilere Markierungen von Genaktivitdten angesehen, die diesen Zustand auf Dauer erhalten.
Diese Annahme stiitzt sich u.a. darauf, dass lange kein Enzym identifiziert werden konnte, das
die Demethylierung von Histonen katalysiert. So stand lediglich der Austausch gegen

Histonvarianten als Mittel zur Verfligung. In neuerer Zeit wurde ein Enzym namens LSD1
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(Lysin Demethylase 1) entdeckt, welches durch eine Amin-Oxidase-Reaktion Lysine
demethylieren kann [Shi et al., 2004]. Dieses Enzym wirkt spezifisch auf die Methylierung an
H3K4, die einen aktiven Zustand markiert. Die Enzymspezifitit kann jedoch unter
Vermittlung des Androgenrezeptors zur Methylierung an H3K9 verschoben werden, die fiir
einen inaktiven Chromatinstatus steht. Durch die Authebung dieser repressiven
Methylierungsmarken konnen zahlreiche Gene zur Aktivierung gelangen [Metzger et al.,
2005].

Durch Wechselwirkung der verschiedenen Histonmodifikationen untereinander werden
Bindungsvoraussetzungen geschaffen flir Proteine, die zusitzlich an der Chromatinregulation

beteiligt sind und miteinander interagieren.
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Abb. 1.3: Ubersicht moglicher Interaktionen 2wischen DNA-Methylierung, Histon-Modifikationen und
Chromatinfaktoren [modifiziert aus Craig, 2005]. Sowohl an dem Histonkomplex (gelb) mit terminalen
Histonschwénzen (H3K) als auch an dem dort herum gewundenen DNA-Abschnitt (schwarz) konnen
verschiedene Modifikationen stattfinden. Sowohl mit diesen Modifikationen als auch mit der DNA selbst kann
eine Vielzahl regulatorischer Faktoren interagieren, z.B. das Heterochromatin-Protein 1 (HP1).

Abb. 1.3: bietet eine Ubersicht einiger beteiligter Komponenten und Sequenzen von
Interaktionen wihrend der Chromatin-Modifikation. Diese kann durch Bindung eines
sequenzspezifischen transkriptionellen Repressors oder einer nicht translatierten RNA an die

DNA ausgelost werden. Diese rekrutieren weitere Korepressoren oder das Heterochromatin-
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Protein 1 (HP1) bzw. Polycomb-Homologe (vgl. 1.1.4). Ein gebundener Korepressor
interagiert nach Methylierung am Histon H3 mit einem Chromatin-Remodellierungs-
Komplex, der DNA-Histon-Assoziationen lockert. Histondeacetylasen kdnnen angreifen und
Histonmethyltransferasen, die meistens eine SET-Domidne beinhalten, addieren
Methylgruppen an denselben Histonschwanz. Bis zu drei Methylgruppen sind moglich,
wodurch weitere funktionelle Unterschiede entstehen. In einer alternativen Sequenz kdnnen
auch Histonmethyltransferasen und methylierte Lysinreste die Polycomb-Homologe oder HP1
rekrutieren, welches dann DNMTs binden kann und zu einer Methylierung von DNA fiihrt.
Damit impliziert die Histonmethylierung die Methylierung von DNA. Diese Sequenz ist
bisher aber bei Mammaliern noch nicht bewiesen.

Umgekehrt konnen methylierte CG-Stellen in der DNA von einem methyl-CpG bindenden
Protein erkannt werden, welches dann z.B. mit Histondeacetylasen, oder einem Polycomb-
Homolog interagieren kann. Polycomb Homologe verfligen teilweise selber iiber eine
Histonmethyltransferaseaktivitit durch eine SET-Doméne, so dass aus der DNA-

Methylierung eine Histonmethylierung resultieren kann.

1.1.4 Polycomb Proteine als epigenetische Regulatoren

Polycomb- und Trithorax-Proteine wurden zuerst bei Drosophila melanogaster beschrieben,
wo sie die stabile Kontrolle von Homdoboxgenen iibernehmen, die zuvor transient durch
Segmentierungsgene  geleistet ~ wurde. = HomoOoboxgene sind  wihrend  fotaler
Entwicklungsprozesse mafgeblich an der Regulation von Zellschicksalen beteiligt.
Mutationen fiithren zu pleiotropen Effekten und homdotischen Transformationen. Zusammen
formen Polycomb- und Trithoraxproteine ein zelluldres Gedéchtnis, welches dafiir
verantwortlich ist, den epigenetischen Status der Zielgene wéhrend der gesamten Lebenszeit
eines Organismus aufrecht zu erhalten [Gunster et al., 2001]. Wihrend die Trithorax-Proteine
aktivierend auf die Genexpression wirken, agieren die Polycomb-Proteine (PcG) inhibierend.
Die Regulation erfolgt auf der Chromatinebene durch Etablierung eines repressiven
Chromatinstatus iiber Histon-Deacetylierung und —Methylierung bzw. Assoziation mit
Chromatin-Remodellierungs-Faktoren, so dass z. B. eine Bindung von Transkriptionsfaktoren
ausgeschlossen wird.

PcGs binden in Drosophila an spezielle regulatorische Elemente, sog. PREs (polycomb
response element), die jedoch bis jetzt in Mammaliern noch nicht identifiziert worden sind.
Das YY I-Protein kann als einziges direkt an DNA binden. Im Gegensatz zur Fliege werden

die Polycomb-Proteine in Mammaliern gewebe- und zelltypspezifisch exprimiert.
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Es gibt mehrere humane Polycomb-Orthologe, die im allgemeinen in zwei verschiedenen
Proteinkomplexen organisiert sind, dem PRC1 (polycomb repressive complex) und dem PRC2
[Valk-Lingbeek et al., 2004]. Durch den Komplex PRC2 wird die Repression initiiert. Der
Kern dieses Komplexes besteht aus den Proteinen EZH2, EED und SUZI2. Die
Aufrechterhaltung der Repression wird durch den PRC1 Komplex gewihrleistet, der u.a. aus
den Proteinen RNF2, HPC, EDR und BMI-1 besteht. Je nach Gewebe und Zelltyp variiert die
Zusammensetzung der Komplexe, wobei es jedoch nicht zu einer Vermischung der beiden
Komplexe kommt [Gunster et al, 2001]. Sie spielen u.a. eine Rolle bei der
Embryonalentwicklung, = H&matopoese, = X-Inaktivierung,  Zellzykluskontrolle  und
Selbsterneuerung. Entsprechend wurden auch Zusammenhdnge zwischen verdnderter
Polycomb-Genexpression und der Entstehung und Progression verschiedener Tumorarten
beobachtet.

Das EZH2-Gen, welches auf Chromosom 7q35 lokalisiert ist, wurde zundchst als
iiberexprimiert in fortgeschrittenen Tumoren und Metastasen der Prostata und der Mamma
beschrieben. In denen soll es mit erhohter Invasivitdit der Tumoren und aggressivem
klinischen Verlauf assoziiert sein [Kleer et al., 2003; Varambally et al., 2002]. In neueren
Studien wurde eine Uberexpression auBerdem in Tumoren der Lunge und Endometrium,
sowie in Lymphomen [Raaphorst, 2005] und Melanomen berichtet [Bracken et al., 2003]. In
einigen Tumorarten wurden Amplifikationen des EZH2-Gens gefunden, die auch mit einer
Erhohung der Expression korrelierten; fiir Prostatakarzinome wurden dort keine
Amplifikationen berichtet [Bracken et al., 2003]. Saramiki et al. fanden solche kiirzlich in
Prostatakarzinom-Zelllinien und -Geweben, vor allem bei fortgeschrittenen,
hormonrefraktiren Tumoren [Saramaiki et al., 2006]. Ferner wurde eine Regulation von EZH2
und EED iiber den pRB-E2F-Signalweg beschrieben, so dass eine hdufig in Tumoren
vorkommende Deregulation des Signalweges zu einer Uberexpression von EZH2 fiihren
konnte. Obwohl die Expression von EZH2 nicht vom Zellzyklus abhéingig ist, konnte ein
hohes Expressionsniveau nur in proliferierenden Zellen gezeigt werden [Bracken et al., 2003].
Zudem gibt es durch Studien an Méusen Hinweise auf eine Beteiligung von Ezh2 bei der
Aufrechterhaltung von Stammzell-Pluripotenz und eine Koexpression mit dem frithen
Pluripotenz-Gen Oct3/4 [Cao und Zhang, 2004].

EZH2 enthélt, wie einige andere Chromatinfaktoren, eine SET-Doméne, mit deren Hilfe es
die (Tri-) Methylierung von Lysin 27 am Histon H3 (H3K27) reguliert. In dieser Weise ist es
auch an der Inaktivierung des X-Chromosoms zur Dosiskompensation beteiligt. EZH2 kann
aber auch bis zu zwei Methylgruppen auf H3K9 {ibertragen. Die Methylierung von H3K27
durch EZH2 verbindet den PRC2-Komplex mit PRC1-Komplex, da methyliertes H3K27 als
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Bindungsstelle fiir das im PRC1 vorkommende HPC gilt. Ferner wird angenommen, dass die
Methylierung an H3K27 bendtigt wird, um Promotoren von Zielgenen durch DNA-
Methylierung endgiiltig abzuschalten [Lund und van Lohuizen, 2004]. Welche Methylierung
EZH2 setzt, wird beeinflusst durch die Zusammensetzung des gesamten PRC2-Komplexes.
Variationen in der Zusammensetzung des Komplexes und verschiedene Assoziationen mit

anderen Proteinen fithren zu verdnderten Substratspezifitdten und werden neuerdings auch als

PRC3 oder PRC4 bezeichnet.

Abb. 1.4: Ubersicht tiber die Zusammensetzung und Funktion der Polycomb-Komplexe PRC1 und PRC2, sowie
den Abwandlungen des PRC2-Komplexes, PRC3 und PRC4 [modifiZert aus Baylin und Ohm, 2006]. Im
Allgemeinen wirken diese Komplexe (griine Ovale) repressiv auf Gene, die an Entwicklung und Differenzierung
(EDG) beteiligt sind, in dem sie zB. Methylgruppen auf Lysinreste von Histonschwénzen (vgl. 1.1.3) Ubertragen
(schwarze Striche an beige gefarbten Ovalen).

Zum PRCI1-Komplex gehort u.a. das Polycomb-Protein BMI-1 (B-cell specific Moloney
murine leukemia virus integration site 1). Das Gen fiir BMI-1 ist auf Chromosom 10p13
lokalisiert. Urspriinglich wurde es als kooperierendes Onkogen von c-Myc entdeckt [Jacobs et
al., 1999]. BMI-1 wirkt repressiv auf die Loci p16'™<** und p19™™ und beeinflusst damit die
RB- (Retinoblastom) und p53-Signalwege. Eine Repression von pl6 durch BMI-1 fiihrt dazu,
dass RB phosphoryliert wird und E2F-abhingige Gentranskription zur Zellzyklusprogression
und DNA-Synthese fiihrt. Weiterhin behindert ein fehlendes p19-Protein die Aktivierung von
p53 und verhindert dadurch Zellzyklusarrest und Apoptose [Park et al., 2004]. BMI-1 hat

physiologisch ein hohes Expressionsniveau in hdmatopoetischen und neuralen Stammzellen.
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Die Expressionsmuster von BMI-1 und EZH2 sind unter physiologischen Bedingungen hiufig
kontrdr. Es gibt Hinweise darauf, dass das Stammzellschicksal teilweise durch Polycomb-
Proteine reguliert wird und speziell BMI-1 an der Selbsterneuerung von himatopoetischen
Stammzellen und an der Proliferation von neuralen Vorlduferzellen beteiligt ist [Lessard und
Sauvageau, 2003; Molofsky et al., 2003].

Auflerdem wurde eine erhohte BMI-1-Expression in einer Population von Tumorzellen mit
stammzelldhnlichem Phénotyp bei Leuk&dmien und in soliden Tumoren von Gehirn und Brust
gefunden [Dick et al., 2003; Valk-Lingbeek et al., 2004; Liu et al., 2005]. Dort kdnnte es ein
stammzelldhnliches Transkriptionsprogramm und konstitutive Selbsterneuerung erlauben.
Uberexpression tritt auch bei Lymphomen, Osteosarkomen, Kolon- und Leberkarzinomen
sowie einigen Lungenkarzinomen auf. Die Mechanismen der Expressionsregulation von

BMI-1 selbst, sowie seine Bedeutung fiir das Prostatakarzinom sind unklar.

1.1.5 Die Chromatinfaktoren CTCF und CTCFL

Die Ausbreitung einer Heterochromatisierung kann durch sog. boundary-Elemente verhindert
werden. Die daraus resultierende Unterteilung des Genoms in funktionell unabhdngige
Doménen wird durch den CCCTC-bindenden Faktor (CTCF) vermittelt. Durch verschiedene
Kombinationen seiner elf Zink-Finger-Domidnen kann CTCF an eine Vielzahl
unterschiedlicher DNA-Sequenzen binden, u.a. an Imprinting-Kontrollregionen (ICR) und an
CpG-Inseln [Klenova et al, 2002; Dunn und Davie, 2003]. Durch seine
methylierungsabhéngige Bindung an ICRs trigt er zur Regulation des Imprintings bei, indem
er iiber die Moglichkeit der Interaktion von Enhancern mit Genpromotoren entscheidet.
Ferner kann dieser Faktor gezielt Regionen vor einer Methylierung der DNA schiitzen. Unter
physiologischen Bedingungen ist CTCF bis auf das Stadium der Spermatozyten ubiquitér
exprimiert. Das CTCF-Gen liegt auf Chromosom 16q22, einer Region, die hédufig durch
Mutationen oder Allelverluste in Karzinomen betroffen ist. Eine kiinstliche Uberexpression
wirkt inhibierend auf die Zellproliferation.

Im Jahr 2002 wurde ein paraloges Gen namens BORIS (Brother of Regulator of Imprinting
Stes) bzw. CTCFL ( CCCCTC-binding factor-like) in Hodenextrakten beschrieben [Loukinov
et al., 2002]. Dieses Protein hat alle 11 Zink-Finger-Domédnen mit CTCF gemeinsam,
unterscheidet sich jedoch in den Doménen-flankierenden Regionen und den beiden Termini,
so dass unterschiedliche Funktionen und Wirkungen auf den Chromatinstatus zu vermuten
sind. Im Gegensatz zu CTCF wurde CTCFL als hodenspezifisches Protein beschrieben, mit
einander ausschlieBendem Expressionsmuster von CTCF und CTCFL wéhrend der

ménnlichen Keimzellentwicklung. Wéhrend CTCF ausschlielich in murinen postmeiotischen
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runden Spermatiden gefunden wurde, war die CTCFL Expression in fritheren Stadien, den
primdren Spermatocyten detektierbar. Diese Analyse ergab sowohl im Cytoplasma als auch in
Nuklei CTCFL-Firbungen. Ahnliche Ergebnisse sind im humanen Hoden beschrieben
[Loukinov et al., 2002]. Die Resultate einer gleichzeitigen Féarbung mit einem 5-
Methylcytosin-spezifischen Antikorper flihrten zu der Annahme, dass Expression von CTCFL
und Ausloschung sowie Reetablierung der vererbten Methylierungsmarken im

Zusammenhang stehen.

Abb. 1.5: Modéll fiir Léschung (schwarz gestrichelt) und Reetablierung der DNA-Methylierung (griin) sowie
Expresson von CTCFL (rot) und CTCF (blau) in den Sadien der Spermatogenese. Innerhalb eines
Hodentubulus erfolgt die Reifung der Sadien der Spermatogenese von Auf3en nach Innen. SG: Spermatogonien,
Sc: Spermatozyten, S Spermatiden, Sz Spermatozoen, S Sertoli-Zellen. [ modifiziert aus Loukinov et al., 2002].

Ferner wurden mégliche Kompetitionen zwischen den beiden Proteinen um Bindungstellen,
vor allem im Falle einer Deregulation, angenommen, die zu aberranten DNA-
Methylierungsmustern beitragen konnten [Robertson, 2005]. Weitere Spekulationen {iiber
Interaktion mit einer nicht identifizierten Histonmethyltransferase wurden angestellt
[Loukinov et al., 2002; Klenova et al., 2002].

Mit seiner Lokalisation auf Chromosom 20q13.2 liegt das CTCFL-Gen, wie auch CTCF, in
einer Region, die in verschiedenen Tumorarten von chromosomalen Aberrationen betroffen
ist. Wihrend der Locus 16q22 jedoch hdufiger einem Allelverlust unterliegt, finden im
Bereich 20q13 meistens Amplifikationen statt. Gen-Amplifikationen von CTCFL sind nicht
beschrieben. Verweise auf unpublizierte Befunde zu Uberexpressionen von CTCFL in
verschiedenen Tumoren flihrten zur Eingliederung des Gens in die Klasse der sog. Cancer-

Testis Antigene [Loukinov et al., 2002; Zendman et al., 2003].
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Per Definition zeichnen sich diese Gene dadurch aus, dass sie normalerweise nur in
Keimzellen innerhalb des Hoden exprimiert werden, aber nicht in normalen somatischen
Geweben. Zusitzlich gelangen sie in Tumoren zur Reexpression. Als Schliisselmechanismus
fiir die Reaktivierung wird die Demethylierung von Promotoren angesehen. Es gibt aber auch
Fille, in denen alleinige Hypomethylierung fiir eine Aktivierung nicht ausreichend ist. Die
Cancer-Testis Antigene werden in zwei Gruppen unterteilt: Die erste Gruppe umfasst einzelne
Gene wie CTCFL, die auf autosomalen Chromosomen liegen. Uber die einzelnen Gene ist im
Allgemeinen wenig bekannt. Zur zweiten Gruppe gehdren Gene, die hiufig als Multigen-
Familien auf dem X-Chromsosom lokalisiert sind, wie z.B die MAGE-Gene [Zendman et al.,
2003; De Smet et al., 1997]. Diese Gruppe wurde héufiger untersucht, z.B. wurde die
Induktion durch den Methylierungsinhibitor 5-aza-dC gezeigt. Einige MAGE-Proteine
scheinen an der Zellzyklusregulation und Transkriptionskontrolle beteiligt zu sein, jedoch
sind wenige Details definitiv. Wegen ihrer Eigenschaften als tumorspezifische Antigene sind

MAGE-Proteine als Ziele fiir die Immuntherapie genutzt worden.
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1.2 DasProstatakarzinom

Die Prostata ist eine exokrine Driise des méinnlichen Urogenitaltrakts. Thre physiologische
Funktion besteht in der Produktion des alkalischen Prostatasekrets. Dieses ist zu etwa einem
Drittel Bestandteil des Ejakulats und enthdlt sowohl Glykoproteine als auch Enzyme, die
aktivierend auf die Spermien wirken.

Das Prostatakarzinom (PCa) ist generell der zweithdufigste bosartige Tumor des Mannes,
doch fallen dabei geographische und ethnische Unterschiede auf. Epidemiologische Studien
deuten auf besonders niedrige Inzidenzen bei Asiaten und besonders hohe bei
Nordamerikanern afrikanischer Abstammung hin. Es geht zu 70% von Epithelien der
peripheren Zone der Prostata aus. In der zentralen Zone finden im Alter vorwiegend
entziindliche Prozesse statt. Die benigne Prostatahyperplasie (BPH) geht aus der
Ubergangszone hervor. Beim Prostatakarzinom handelt es sich in 97% der Fille um
Adenokarzinome, die in 35% solitdr im Driisenepithel entstehen und zu 65% multizentrisch

sind. [Alken und Walz, 1998].

r"";“"'-q'#—‘ Vaorde
k& e Kommis
D_u::tus N
ejaculatao “
Praostata- t

lkapsel

O Periphere Zone [OUbergangszone [ Zentrale Zone
[ Tumorgewebe

Abb. 1.6: Anatomie des méannlichen Urogenitaltrakts mit Einteilung der Prostata in die drei unterschiedlichen
Zonen und Stadieneinteilung des Prostatakar zinoms [ www. prostateline.com) .

Die Einteilung der Stadien erfolgt nach dem TNM-System (vgl. Tab. 1.1).
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Tab. 1.1: TNM-Klassifikation des Prostatakarzinoms [ 6.Aufl. UICC 2002]

Klassifikation des Prostatakar zinoms nach der TNM-K lassifikation

T Primartumor

TX | Primértumor kann nicht beurteilt werden

TO | Kein Anhalt fiir Primartumor

T1 | Klinisch nicht erkennbarer Tumor, der weder tastbar noch in bildgebenden Verfahren sichtbar ist
T1la Tumor zufélliger histologischer Befund (inzidenzielles Karzinom) in 5% oder
weniger des resezierten Gewebes
T1b Tumor zufilliger histologischer Befund (inzidenzielles Karzinom) in mehr als 5% des
resezierten Gewebes
T1c Tumor durch Nadelbiopsie diagnostiziert (z.B. wegen erhéhtem PSA)

T2 | Tumor auf die Prostata begrenzt

T2a Tumor infiltriert die Hilfte eines Lappens oder weniger
T2b Tumor infiltriert mehr als die Hélfte eines Lappens
T2c Tumor infiltriert beide Lappen

T3 | Tumor durchbricht die Prostatakapsel
T3a Extrakapsulédre Ausbreitung (ein- oder beidseitig)
T3b Tumor infiltriert Samenblase(n)

T4 | Tumor infiltriert benachbarte Strukturen (Blasenhals, Sphinkter externus, Rektum, Levator-Muskulatur,
Beckenwand)

N Regionare L ymphknoten

NX | Regiondre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

NO | Kein Anhalt fiir regiondre Lymphknotenmetastasen

N1 | Regiondre Lymphknotenmetastasen

M Fernmetastasen

MX | Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden

MO | Kein Anhalt fiir Fernmetastasen

M1 | Fernmetastasen

M1a Nicht regiondrer Lymphknotenbefall
M1b Knochenmetastasen

M1c andere Manifestation

Der Tumor breitet sich zundchst lokal intraprostatisch aus (pT1). Ein makroskopischer Befall
eines oder beider Prostatalappen entspricht dem Stadium T2. Der Durchbruch durch die
Prostatakapsel und die Infiltration des umliegenden Gewebes (T3) findet erst spédt statt und
geht mit einer Verschlechterung der Prognose einher. In ca. 52% der pT3-Fille sind die
Lymphknoten von Metastasen befallen. Werden weitere Strukturen von Nachbarorganen wie
z.B. Blasenhals oder Rektum befallen, liegt ein pT4-Tumor vor. Bei etwa einem Drittel der
Patienten mit diagnostiziertem klinisch manifestem Karzinom ist mit Knochenmetastasen zu
rechnen. Im Vergleich zur Gradeinteilung der Differenzierung nach Dohm in Grade G1-G3
(differenziert bis undifferenziert), unterteilt der an der Driisenstruktur orientierte Gleason-
Score in 10 Untergruppen (2-4, gut differenziert; 5-7 miaBig differenziert; 8-10
undifferenziert) und soll bessere prognostische Aussagen erlauben.

Die Therapie des PCa erfolgt stadienbezogen. Beim Primértumor kommen eine kurative
Prostatektomie oder Bestrahlung in Betracht. Im Falle von Metastasen kommt eine
Hormontherapie zum Einsatz, die zur chemischen Kastration fiihrt. Da Androgene das
Wachstum des Tumors stimulieren, erfolgt der Androgenentzug bzw. die Verabreichung von

Ostrogenen. Etwa 80% der PCa sprechen auf den Hormonentzug an. Bei den meisten
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Patienten hélt dieses jedoch nur etwa 12-33 Monate an. Danach kommt es hdufig zu einer
erneuten Tumorprogression und der Ausbildung eines hormonrefraktdren Tumors [Rizzo et
al., 2005]. Die Entscheidung iiber Diagnose und therapeutische Malnahmen im Einzelfall
wird durch Heterogenitét hinsichtlich verschiedener Differenzierungsstadien innerhalb eines
Tumors und der Multifokalitit erschwert. Aufgrund der zunehmenden Anzahl von
Vorsorgeuntersuchungen in den letzten Jahren z.B. mit Hilfe eines PSA-Tests werden immer
mehr Prostatakarzinome in fritheren Stadien erkannt. So verlagert sich der Bedarf von
weiteren Markern zur Fritherkennung, zu Markern mit prognostischer Relevanz, die eine

Subklassifizierung ermdglichen und eine Eingruppierung von aggressiven Tumoren erlauben.

Das prostataspezifische Antigen (PSA) ist ein Glykoprotein, das vorwiegend im
Prostatasekret sezerniert wird. Ein geringer Teil gelangt in die Blutbahn, wobei der
Serumspiegel mit dem Prostatavolumen korreliert. Im Falle eines Tumors nimmt der PSA-
Spiegel zu. Durch die Verbesserung der PSA-Testsysteme der letzten Jahre ist eine sensitivere
Bestimmung auch von niedrigeren Konzentrationen moglich geworden. Dennoch ist das PSA
als Tumormarker weder absolut spezifisch noch sehr sensitiv und kann auch durch andere
Umstidnde falsch-positiv beeinflusst werden. Der PSA-Spiegel kann auch bei gutartigen
Prostataerkrankungen wie der BPH erhoht sein und tendiert generell zu einer Erhdhung im
Laufe des Alters. Umgekehrt kommen auch Prostatakarzinome vor, die nur sehr wenig PSA
sezernieren und nicht detektiert werden. So ergibt sich eine betrdchtliche Grauzone [Schulz,
2005].

Wie bei anderen Tumorarten treten auch beim Prostatakarzinom neben dem sporadischem
Karzinom auch hereditire Formen auf. Beide Formen unterscheiden sich jedoch nicht deutlich
genug hinsichtlich molekularer Verédnderungen. Wahrend bei anderen Tumorarten hereditére
Formen zur Aufklidrung von Schliisselereignissen beigetragen haben, waren Studien beim
Prostatakarzinom weniger erfolgreich. Es wurden zwar in verschiedenen Studien jeweils
einzelne Marker herausgestellt, diese konnten jedoch durch andere Studien und in
verschiedenen Populationen nicht bestétigt werden [Schulz, 2005; Simard et al., 2003]. Am
besten reproduzierbar wurden in hereditdren Karzinomen Mutationen und Polymorphismen
im RNASE-L-Locus gefunden. RNASE L ist an einem Abwehrmechanismus gegen virale
Infektionen, besonders doppelstriangiger RNA, beteiligt [Silverman, 2003].

In sporadischen Karzinomen treten verschiedene Verdnderungen auf, nach wie vor fehlen
jedoch definitive Marker. Im Gegensatz zu anderen Tumoraten, gibt es beim
Prostatakarzinom wenige Hinweise auf wichtige Onkogene, die flir die Entstehung von

Tumoren und deren Progression entscheidend sein konnten. Das bei vielen anderen
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Tumorarten implizierte RAS-Gen spielt beim Prostatakarzinom keine Rolle. Eine erhdhte c-
Myc-Expression, z.B. durch Amplifikationen, kommt vor allem in metastatischen
Prostatakarzinomen vor und fiithrt zu einer verstirkten Zellproliferation. Als weitere
Onkogene gelten Bcl-2, als antiapoptotischer Faktor, sowie ErbB2 (Her2/Neu), welches zur
Familie der epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptoren gehdrt [Karan et al, 2003]. Die
Proliferation des prostatischen Epithels wird auBerdem durch eine spezielle Gruppe von
Transkriptionfaktoren, den ETS-Faktoren reguliert. Einige dieser Mitglieder findet man in
Prostatakarzinomen iiberexprimiert [Tomlins et al., 2005].

Als fiir das Prostatakarzinom charakteristische Aberrationen sind, neben genomischen
Alterationen in Form von Mutationen und chromosomalen Verdnderungen, besonders
epigenetische Mechanismen von Bedeutung. Dariiber hinaus gibt es einige signifikante
Befunde zu verdnderten Genexpressionen von Enzymen oder Transkriptionsfaktoren, die
spezifisch fiir das Prostatakarzinom sind.

Hinsichtlich der genomischen Verdnderungen wurden einige Polymorphismen in
verschiedenen Loci beschrieben. Assoziiert mit einem erhdhten Risiko fiir Prostatakarzinome
sind Polymorphismen der Gene GST-T1 und IGF-1 [Schalken et al., 2005].

Chromosomale Verdanderungen betreffen den Verlust oder Zugewinn von Regionen einzelner
Chromosomenarme. Von Deletionen betroffene Chromosomenarme sind 2q, 3p, 4q, 5q, 6q,
749, 8p, 9q, 10p, 10q, 11p, 12p, 13q, 15q, 16q, 17 p, 17q, 18q, 19q, 20q, 21q und auf dem Y-
Chromosom [Dong, 2001]. In einigen Regionen konnten Tumorsuppressorgene identifiziert
werden, die durch einen Chromosomenarm-Verlust betroffen sind [Dong, 2006]. Hierzu
zdhlen u.a. das RB1-Gen und der Transkriptionsfaktor KLF5 auf Chromsom 13q, das p27
KIP1-Gen auf Chromosom 12p, sowie die Gene fiir PTEN und p16 auf Chromosom 10q bzw.
9p. Am héaufigsten ist der Chromosomenarm 8p von Deletionen betroffen. Diese werden
einerseits als frithes Ereignis im Laufe der Tumorigenese betrachtet, andererseits werden sie
auch als assoziiert mit hherem Tumorgrad und —stadium beschrieben. Dariiber hinaus wurde
eine starke Assoziation mit genomweiter DNA-Hypomethylierung gefunden, die im Laufe der
Tumorprogression zunimmt [Schulz et al., 2002]. Zahlreiche Versuche zur Identifizierung
potentieller Kandidatengene auf Chromosom 8 wurden unternommen. Eines der wichtigsten
Kandidatengene in der betroffenen Region ist der prostataspezifische Transkriptionsfaktor
NKX3.1, der fiir die Zelldifferenzierung in der Entwicklung der normalen Prostata von
Bedeutung ist [Schulz und Hatina, 2006; Shen wund Abate-Shen, 2003]. Sein
Expressionsverlust steht im Zusammenhang mit der Tumorprogression [Hughes et al., 2005].
Mutationen werden u.a. bei PTEN gefunden. Dieses Gen begrenzt die Aktivitdt des AKT-

Kinase-Signalwegs. Es ist in einem Drittel aller hormonrefraktiren Prostatakarzinome
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mutiert, zumeist bei hohen Tumorstadien [DeMarzo et al, 2003]. Speziell im
Prostatakarzinom zeigen viele Tumorsuppressorgene ein auffilliges Verhalten. Obwohl
haufig ein Allelverlust in Tumoren auftritt, sind Inaktivierungen beider Allele durch
Mutationen, homozygote Deletionen oder Promotor-Hypermethylierungen eher selten und auf
sehr fortgeschrittene Tumoren beschrinkt [Schulz und Hatina, 2006]. Trotzdem geht die
Expression dieser Gene hdufig verloren. Fiir diese Befunde konnten Haploinsuffizienz oder
andere epigenetische Mechanismen als DNA-Hypermethylierung einen Erklarungsansatz fiir
die Inaktivierung bieten.

Unter epigenetischen Mechanismen werden Verdnderungen von DNA-Methylierung und
Chromatin zusammengefasst, die beide miteinander interagieren (vgl. 1.1). Durch DNA-
Hypermethylierung sind im PCa bis dato etwa 30 Gene mit variierender Privalenz betroffen.
In 70 - 95% der Fille beobachtet man Hypermethylierungen der Gene GST-P1, RARB2,
RASSF1A, APC, COX2, MDR1, TIG1 und HIC1 [Schulz und Hatina, 2006; Li et al., 2005].
Eine Untergruppierung von Karzinomen basierend auf Methylierungsmarkern ist denkbar. Da
bei den Genen GST-P1 und RARB2 keine Hypermethylierung in normalem Prostatagewebe
nachgewiesen werden kann, gelten diese als besonders spezifische und auch sensitive Marker
[Florl et al, 2004]. Wéhrend RARB2 die Differenzierung von Zellen durch Retinsdure
vermittelt, ist das GST-P1-Genprodukt am Fremdstoffmetabolismus beteiligt. Fiir die
Hypermethylierung des GST-P1-Gens werden Testsysteme entwickelt, die eine Detektion in
Korperfliissigkeiten erlauben sollen. Auf diese Weise soll die Zahl der Prostatabiopsien bei
der Diagnostik des Karzinoms reduziert werden [Schalken et al., 2005].

Im Prostatakarzinom findet man auch eine genomweite Hypomethylierung, die mit
fortschreitender Progression zunimmt und vor allem repetitive Sequenzen betrifft
[Santourlidis et al., 1999; Schulz et al., 2002]. In jlingerer Zeit wurden auch einige betroffene
Einzelkopiegene beschrieben [Hoffmann und Schulz, 2005], speziell im Prostatakarzinom die
Heparanase [Ogishima et al., 2005]. Ebenso sind Verdnderungen der Histonmodifikationen
beschrieben, die mit verdnderten Chromatinstrukturen zusammenhdngen konnten (vgl. 1.1).
Fiir einzelne regulative Chromatinproteine wie EZH2, YY1 und LSD1 sind Uberexpressionen
in Prostatakarzinomen nachgewiesen worden [Varambally et al., 2002; Seligson et al., 2005;
Metzger et al, 2005]. Denkbar sind auch Einflisse auf andere spezifisch in
Prostatakarzinomen {iiberexprimierte Gene, z.B. fiir Telomerase (hTert), Hepsin, einer
Transmembran-Serinprotease, und AMACR, der an der Oxidation von Fettsduren in
Peroxisomen beteiligten o-Methylacyl-Coa-Racemase [Hughes et al., 2005].

Modifikationen von DNA und Histonen sowie andere regulatorische Chromatinproteine

interagieren mit einem in Ansédtzen bekannten Netzwerk von transkriptionellen Aktivatoren
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und Repressoren in der Prostata. Dieses Netzwerk kontrolliert normalerweise Proliferation
und Differenzierung in der Prostata und verkniipft Signale von zahlreichen
Wachstumsfaktoren, Hormonen und Zelladhidsionsmolekiilen. Im Prostatakarzinom kénnen
sowohl solche Signale, aber auch das Netzwerk selbst gestort sein. Eine wesentliche
Komponente des Netzwerks ist der Androgenrezeptor. Die Funktion des Androgenrezeptors
ist neben genetischen Aberrationen wie Punktmutationen oder Genamplifikation auch durch
Hypermethylierung oder vielfiltig verdnderte Expressionen von Korepressoren oder
Koaktivatoren beeintrachtigt [Feldman und Feldman, 2001]. Eine zweite Komponente ist
NKX3.1, das ein Zielgen des Androgenrezeptors ist [Shen und Abate-Shen, 2003]. Dessen

Expression geht hdufig, wie oben erwihnt, im Laufe der Progression verloren.

1.3 Stammzellen, Krebsund Tumorstammezellen

Der Entdeckung von hdmatopoetischen Stammzellen folgte die Identifizierung von adulten
Stammzellen in verschiedenen Geweben. Diesen wenigen multipotenten Gewebestammzellen
steht eine breite Masse von Zellen unterschiedlichen Differenzierungsgrades gegeniiber.
Hierbei muB3 eine Balance erhalten werden, durch kontinuierliche Ersetzung seneszenter oder
apoptotischer ausdifferenzierter Zellen oder kurzfristige Regeneration nach Verletzungen des
Gewebes. Das hierarchische System innerhalb eines Gewebes basiert auf den Stammzellen.
Sie sind undifferenziert und multipotent. Obwohl sie unter normalen Bedingungen wenig oder
nicht teilungsaktiv sind, besitzen sie die Fahigkeit zur Selbsterneuerung durch asymmetrische
Teilung und unbegrenztes proliferatives Potential. Ein beteiligter Regulator ist wahrscheinlich
das OCT4-Gen, dessen Aktivitdt u.a. durch epigenetische Mechanismen vermittelt wird. Die
Plastizitit der Stammzellen wird wesentlich von der Umgebung durch Bildung von sog.
Stammzell-Nischen beeinflusst. Durch Teilungen gehen iiber verschiedene Vorlduferzellen
schlieBlich terminal differenzierte Zellen hervor [Miller et al., 2005]. Bei diesem Ubergang
verdndern sich sowohl Morphologie und Funktion der Zelle als auch die
Genexpressionsmuster wesentlich. Gene flir die Erhaltung von Pluripotenz und
Selbsterneuerung miissen abgeschaltet, zelltyp-spezifische Gene aktiviert werden. Die
Regulation dieser Expressionsverdnderungen wird durch epigenetische Mechanismen
vermittelt [Wu and Sun, 2006; Feinberg et al., 2006].

In den letzten Jahren durchgefiihrte Untersuchungen an Tumorzellen ergaben weitreichende
Parallelen zum Stammzell-Phidnotyp hinsichtlich Immortalitdt, Differenzierungsgrads und

epigenetischen Status. Fiir einige tumorassoziierte Signalwege, wie z.B Notch-, Sonic
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Hedgehog- und Wnt-Signalwege, sowie fir BMI-1 als Chromatinregulator konnte eine
regulative Bedeutung fiir die Selbsterneuerung von Stammzellen gezeigt werden [Lessard und
Sauvageau, 2003; Beachy et al., 2004; Valk-Lingbeek et al., 2004]. Die Annahme, dass die in
Tumoren beobachtete DNA-Hypomethylierung nicht zufillig stattfindet und neben repetitiven
Elementen auch gezielt Einzelkopiegene betroffen sind, hat sich zunehmend bestétigt
[Hoffmann und Schulz, 2005]. Monk und Holding postulierten bereits frither, dass es in
Tumorzellen durch die dort gefundenen epigenetischen Verdnderungen zur Reexpression
frither, embryonaler Gene kommt, die den Tumorzellen einen Stammzell-Phénotyp verleihen

[Monk und Holding, 2001]

ES Keimzellen somatische Zellen

Entwicklungsstadien-spezifische Gene Zelltyp-spezifische Gene
maligne

Abb. 1.7: Modell fir die Hypothese der Reepression frither Gene in Zellen mit Sammzellphénotyp aus soliden
Tumoren, ZG: Stammzell-erhaltende Genexpression. Potentielle Kandidatengene sind entwicklungsstadien-
spezifisch in embryonalen Sammzellen und Keimzellen exprimiert und bedeutsam fur deren Eigenschaften. Im
Laufe der Differenzierung werden sie physiologisch durch regulative epigenetische Verénderungen inaktiviert.
In Prostatakarzinomen konnte eine genomweite DNA-Hypomethylierung auch diese Gene betreffen und eine
Reexpression in vielen Tumorzellen erlauben.

Basierend auf dem Postulat von Monk und Holding stellt Abb. 1.7 ein Modell zur
Arbeitshypothese fiir die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit am Prostatakarzinom dar.
Demnach werden frithe embryonale Gene, die in Verbindung mit Stammzell-Charakteristika
wie Selbsterneuerung und Pluripotenz stehen, im Laufe der Differenzierung von somatischen
Zellen durch epigenetische Mechanismen wie DNA-Methylierung abgeschaltet. In diesen
Zellen werden von nun an zelltyp-spezifische Gene exprimiert. In transformierten, malignen

Zellen dndern sich die Expressionsmuster. Durch im Prostatakarzinom prominente DNA-
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Hypomethylierung konnte eine Reaktivierung der Stammzell-erhaltenen Gene induziert
werden.

Im selben Jahr stellten Reya et al. eine weitere Hypothese auf, die sich auch auf Parallelen
zwischen Stammzellen und Tumorzellen stiitzt. Diese Hypothese betrachtet aberrante
Stammzellen als Ausgangspunkt einer Zellhierarchie in Tumoren [Reya et al, 2001].
Demnach sollte eine deregulierte Selbsterneuerung von Stammzellen zur Tumorentstehung
fithren und diese jeweiligen Gewebestammzellen den Ausgangspunkt von Transformationen
in den verschiedenen Krebsarten bilden (vgl. 4.4). Diese Hypothese basiert auf
Beobachtungen, dass bei Leukdmien nur eine kleine Subpopulation von Zellen ein
unbegrenztes proliferatives Potential aufwies und im Xenograft-Modell immunsupprimierter
Mause tumorigen war [Bonnet und Dick, 1997]. Weitere Hinweise boten die schlechten
Ausbeuten bei der Etablierung von Zelllinien aus Tumorgeweben und die geringe Effizienz,
mit der Karzinom-Zelllinien in Xenograft-Modellen Tumore bilden. Die bei verschiedenen
Tumorarten beobachtete Heterogenitdt hinsichtlich des Differenzierungsgrades der Zellen
innerhalb eines Tumors, ist mit der Idee einer undifferenzierten Volduferzelle als
Ausgangspunkt der Tumorigenese gut in Einklang zu bringen [Al-Hajj und Clarke, 2004;
Polyak und Hahn, 2006].

Inzwischen gelang es verschiedenen Arbeitsgruppen eine kleine Population dieser
mutmallichen Tumorstammzellen aus unterschiedlichen soliden Tumoren oder
entsprechenden Zelllinien zu isolieren. Da gewebespezifische Stammzell-Marker weitgehend
unbekannt sind, wurden fiir die Isolation zwei verschiedene Verfahren verwendet, die auf der
Ausnutzung allgemeiner Stammzelleigenschaften beruhen (vgl. 2.23). Einige Arbeitsgruppen
nutzten die Expression des Oberflichenantigens CD133 aus. Dieses wurde urspriinglich auf
hdmatopoetischen Stammzellen entdeckt. Andere verwendeten zur Isolation den
Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33342. Da Stammzellen iiber ein spezifisches
Transportersystem verfligen, konnen diese den Farbstoftf aktiv herauspumpen, wéhrend
differenzierte Zellen gefirbt bleiben. Mit diesen Methoden gelang die Isolation u.a. aus
Gehirntumoren, Mamma- und Lungenkarzinomen [Singh et al., 2003; Hirschmann-Jax et al.,
2004; Yuan et al., 2004; Al-Hajj et al., 2003; Kondo et al., 2004], sowie gastrointestinalen
Tumoren [Haraguchi et al., 2006] und Retinoblastomen [Seigel et al., 2005]. Nachdem im
Jahr 2004 Stammzellen aus normalem Prostatagewebe isoliert worden waren [Richardson et
al., 2004], gelang kiirzlich auch die Isolation von Tumorstammzellen aus Prostatatumoren
[Collins et al., 2005]. Der Anteil dieser Tumorstammzellen lag meistens nur zwischen 0,01%
und 2% aller Tumorzellen. Selbsterneuerungs- und Proliferationspotential sowie

Tumorigenitdt dieser Zellen wurden jeweils durch funktionelle Analysen bestdtigt. Die
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Identifizierung dieser Zellen bleibt jedoch schwierig, da keine genaue Charakterisierung der
Zellen vorgenommen wurde und bisher keine spezifischen Stammzell-Marker gefunden
werden konnten. Eine genaue Untersuchung des Genexpressions-Profils dieser isolierten
Zellen wurde bis dato nicht berichtet.

So konnte trotz dieser deutlichen Hinweise auf ihre Existenz die genaue Herkunft der
Tumorstammzellen noch nicht gekldrt werden und wird auf Grund verschiedener Modelle
kontrovers diskutiert (vgl. 4.4). Ausgangspunkt dieser Debatte ist die Frage, woher die sog.
Tumorstammzellen tiberhaupt ihre Féahigkeiten zur deregulierten Selbsterneuerung erhalten.
So gibt es zum einen die Mdoglichkeit, dass wahre Gewebestammzellen durch
Transformationen aberrant werden und durch gesteigerte Proliferation zu einem
prianeoplastischem Stadium fiihren, dass durch weitere Aberrationen zunehmend maligne
wird. Zum anderen bestiinde theoretisch die Moglichkeit, dass eine weiter differenzierte
Vorlduferzelle durch Dedifferenzierung die Féhigkeit zur Selbsterneuerung wieder erlangt
[Dean et al., 2005; Bonnet, 2005; Galderisi et al., 2006].

Fiir die Theorie der direkten Abstammung von einer wahren Stammzelle gibt es zwei hiufig
zitierte Argumente. Zum einen sind dies die bereits aktivierten Mechanismen zur
Selbsterneuerung. Diese miissten dann in der Tumorstammzelle nur aufrecht erhalten werden
und wiren einfacher zu erlangen als eine Reaktivierung dieses Mechanismus in einer
differenzierteren Zelle. Zum anderen iiberdauern Stammzellen lange Zeitperioden und haben
dadurch mehr Gelegenheit Mutationen zu akkumulieren, als reifere kurzlebigere Zellen
[Bonnet, 2005]. Eine Gegenfrage zum letzten Argument stellte R. Weinberg, der die
niedrigere Proliferationsrate von ruhenden Stammzellen zu bedenken gab, die theoretisch
weniger Gelegenheit zur Akkumulation einer Vielzahl von Mutationen bietet [4th Heinrich

Behr Symposium zu Stem Cells and Cancer, Heidelberg Mirz 2006].

Im Prostatakarzinom ist die Frage nach der Herkunft der Tumorstammzellen durch die
Unklarheiten iiber die Entstehungsmechanismen der verschiedenen Kompartimente des
Prostataepithels zusédtzlich erschwert.

Das Prostataepithel setzt sich im wesentlichen aus drei verschiedenen Zelltypen zusammen,
den Basalzellen, die den &uBeren Rand der Driisentubuli umgeben, den sekretorischen
luminalen Zellen, die in das Innere der Driisen hineinreichen und eingestreuten
Neuroendokrinen Zellen. Schon in der normalen Prostata ist die genaue hierarchische
Abstammung dieser Zellen von der Gewebestammzelle unklar. Man nimmt an, dass es unter
den Basalzellen Stammzellen oder Vorlduferzellen gibt, aus denen durch Teilung und

Differenzierung iiber intermedidre Zellen sekretorische Zellen hervorgehen [van Leenders et
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al., 2003]. Sowohl Basalzellen als auch sekretorische Zellen exprimieren Marker, die auch im
embryonalen Urogenitalsinus gefunden werden. Dennoch konnten auch spezifische
Markermolekiile fiir jede Differenzierungsstufe gefunden werden [Bui und Reiter, 1998;
Tokar et al., 2005]. Wéhrend Basalzellen die Cytokeratine CK5 und CK14 und das nukleére
Protein p63 exprimieren, findet man bei sekretorischen Zellen die Cytokeratine CK8 und
CK18, den Androgenrezeptor und PSA-Expression. Schwierigkeiten bei der Zuordnung von
Stammzellen und die Lokalisation ihrer Nischen innerhalb des Prostatagewebes entstehen
weiter durch die Existenz von intermedidren Zellen (transit amplifying cells), die Marker
beider Zellpopulationen exprimieren und proliferieren. Da bis dato kein eindeutiger Prostata-
Stammzellmarker gefunden werden konnte, gelang Collins et al. die Isolation von
Tumorstammzellen aus Prostatakarzinomen nach lidngerer Zeit nur mit Hilfe des sonst
allgemein verwendeten Oberflichenmarkers CD133 [Collins et al., 2005]. Daher konnte auch
im Prostatakarzinom die genaue Abstammung dieser Zellen nicht geklirt werden. Es bleibt
offen, ob die Heterogenitit der Prostatatumoren von einer wahren Stammzelle ausgeht, die in
viele verschiedene Subtypen differenzieren kann, oder ob Transformationen einer
sekretorischen Zelle zu ihrer Dedifferenzierung fiihren. Entartete, den sekretorischen dhnliche
Zellen machen den groBten Anteil der Tumormasse aus und Basalzellen konnen auf Grund
der Entartung der Driisenstruktur nicht mehr identifiziert werden. Das Fehlen von
Basalzellmarkern wie Cytokeratin CK5 und CK14 oder p63 wird sogar zur histologischen
Diagnostik genutzt (vgl. Abb. 1.8).

Abb. 1.8: Immunhistochemi sche Férbung von Prostatakarzinomgewebe. In der unteren linken Bildhél fte befindet
sich eine normale Driise mit deutlichem Lumen. Am &uf3eren Driisenrand ist die Basal zellschicht mit einem
Antikorper gegen basal e Zytokeratine blau angeféarbt (weif3er Pfeil). Darunter liegen die mit einem Antikor per
gegen das cytosolische Sgnaltransduktionsprotein SPRY2 leicht rosa geférbten sekretorischen luminalen Zellen
(schwarzer Pfeil). Im angrenzenden Tumorgewebe (oben rechts) ist eine klare Driisenstruktur verloren gegangen
und Basalzellen fehlen.
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Zusdtzliche Fragen hinsichtlich des genauen Modells zu Tumorstammzellen als
Ausgangspunkt solider Tumoren werfen die Funde von sehr kleinen Tumorstammzell-
Populationen (s.0.) auf. Geht man von einer wahren Stammzelle mit deregulierter
Selbsterneuerung als Ausgangspunkt aus, so miisste sich die Population dieser Stammzellen
vergroBern und ginge mit einer entsprechenden Uberexpression von Genen fiir die
Selbsterneuerung einher (vgl. C in Abb. 4.1). Eine solche Uberexpression wurde bei einzelnen
Tumorarten gefunden [Dean et al, 2005; Lessard und Sauvageau, 2003]. Bleibt die
Stammzell-Population aber klein, miisste sich die Population der intermedidren
Ubergangszellen vergroBern, um die zunehmende Tumormasse zu genererieren (vgl. D in
Abb. 4.1. D).

Die Charakterisierung von Tumorstammzellen und die damit verbundene mdgliche
Aufkldrung der zugrunde liegenden Transformationsmechanismen sind von entscheidender
Bedeutung fiir die Therapie von Tumorerkrankungen. Da vermutlich residuale
Tumorstammzellen, die nicht durch gingige Chemotherapeutika auszuldschen sind, zur
Rezidivbildung in einem Zeitraum von mehreren Jahren fithren, kdnnte nur eine Therapie mit
einem gezielten Angriff gegen die Tumorstammzellen eine Langzeitheilung ermdglichen.
Speziell im Prostatakarzinom vermutet man einen Zusammenhang zwischen
Tumorstammzellen und der Entwicklung einer Androgen-Unabhingigkeit [Feldman und
Feldman, 2001]. Diese Vermutung beruht u.a. auf ersten Hinweisen auf normale Stammzellen
in der Prostata, die sich aus Beobachtungen zum Androgenentzug, z.B. durch Kastration im
Rattenmodell und beim Menschen ergaben. Dieser Entzug fiihrte zu einem massiven
GroBlenverlust der Prostata durch Zelltod. FEin kleinerer Anteil von Zellen konnte
offensichtlich jedoch auch ohne Androgene iiberleben und nach Androgengabe eine normal
grofle Prostata mit ihren verschiedenen Zelltypen regenerieren. Da diese normalen Prostata-
Stammzellen den Androgenrezeptor nicht exprimieren, konnte dieses auch fiir
Tumorstammzellen gelten und diese dadurch androgen-unabhéngig machen [Rizzo et al.,
2005]. Sollten die mutmaBlichen Tumorstammzellen Ausgangspunkt der Tumorigenese sein,
konnte ein Verbleib solcher Zellen nach einer Therapie zur Ausbildung eines Androgen-
resistenten Tumors fiihren.

Gezielte Ansatzpunkte flir einen Angriff gegen Tumorstammzellen konnten z.B. durch

Analysen des Expressionsprofils der isolierten Zellen mittels Microarrays aufgedeckt werden.
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Das Pluripotenzgen OCT4

Aufgrund der Bedeutung epigenetischer Mechanismen sowohl fiir Embryonalentwicklung als
auch Stammzellerhaltung wiirde man bei diesen Prozessen eine Beteiligung von Genen
erwarten, die durch solche Mechanismen selbst reguliert sind und/ oder Einfluss auf diese
ausiiben. In diesem Zusammenhang und mit Hinblick auf die Hypothese der Reexpression
embryonaler Gene durch Hypomethylierung (vgl. Abb. 1.7) erscheint das Pluripotenzgen
OCT4 besonders interessant. Das auf Chromosom 6p21 lokalisierte OCT4-Gen (auch OCT3/4
genannt) kodiert fiir einen Faktor, der in unmittelbarem Zusammenhang mit
Stammzellerhaltung und epigenetischen Mechanismen steht. OCT4 ist einer der frithesten in
der Embryonalentwicklung exprimierten Transkriptionsfaktoren, der auch als POUSF1
bekannt ist. Er gilt bei hoheren Mammaliern als Masterregulator frither embryonaler Gene.
Viele Erkenntnisse {iber diesen Faktor stammen aus Studien an Maiausen. Das Gen wird
zundchst in der inneren Zellmasse des Embryos exprimiert. Dort gilt Oct4 als Stammzell-
Uberlebensfaktor, da das genaue Expressionsniveau entscheidend ist fiir das Schicksal der
embryonalen Stammzellen [Gidekel et al., 2003]. Fehlende Expression fithrt zur Entwicklung
zum  Trophoektoderm, wihrend Uberexpression in einer Differenzierung zu
extraembryonalem Endoderm und Mesoderm resultiert [Niwa et al., 2000]. Im Laufe der
weiteren Entwicklung wird seine Expression herunterreguliert und auf primordiale
Keimzellen beschrdnkt. Seine Beteiligung am Gleichgewicht zwischen Selbsterneuerung und
Differenzierung impliziert eine strenge Regulation von OCT4 selbst. Bei Méusen wurde
gezeigt, dass das Gen wihrend der Embryonalentwicklung durch DNA-Methylierung
abgeschaltet wird. Zudem gibt es Hinweise auf weitere regulatorische Elemente, die auch
dazu beitragen, das Gen in primordialen Keimzellen vor DNA-Methylierung zu schiitzen,
damit es dort konstitutiv exprimiert werden kann und zur Aufrechterhaltung eines
undifferenzierten Zustandes beitragt [Gidekel und Bergman, 2002].

Da nicht alle regulatorischen Regionen von OCT4 zwischen Mensch und Maus konserviert
sind, konnen nicht alle Erkenntnisse aus Maiusen ohne weiteres auf die menschliche
Entwicklung iibertragen werden [Nordhoff et al., 2001]. Eine Studie an einer humanen
Teratokarzinom-Zelllinie hat gezeigt, dass die putative OCT4-Promotorregion dort zunéchst
unmethyliert ist und nach Induktion der Differenzierung der Zelllinie mittels
Retinsdurebehandlung zunehmend methyliert wird [Deb-Rinker et al., 2005]. Wé&hrend
aktivierende Transkriptionsfaktoren die Region verlassen, binden dort Repressorkomplexe.
Wegen seiner Funktion bei der Erhaltung der Pluripotenz von Stammzellen wurde OCT4 als

Kandidat fiir die Aufrechterhaltung eines &hnlichen Phénotyps in einer Population von



1 Einleitung 27

Tumorzellen postuliert [Chambers und Smith, 2004]. Gut untersucht ist die Expression des
humanen OCT4 in Keimzelltumoren. Dort wird es vornehmlich in Seminomen und
Embryonalkarzinomen als Untergruppe der Keimzelltumoren exprimiert und ist
wahrscheinlich flir die Erhaltung des Stammzellcharakters dieser Tumorzellen mit

verantwortlich [Loijenga et al., 2003; Jones et al., 2004].
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1.4 Ziel der Arbeit

Die Einfiihrung der PSA-Diagnostik hat die Fritherkennung des Prostatkarzinoms (PCa)
entscheidend erleichtert. Dennoch verbleiben schwierige Probleme und es ergeben sich Neue.
Zum einen sind Sensitivitdt und Spezifitit der PSA-Diagnostik begrenzt, zum anderen
bediirfen nicht alle Prostatakarzinome einer definitiven Therapie wie Prostatektomie oder
externe Strahlentherapie. Da sich das Prostatakarzinom hinsichtlich molekularer
Verdnderungen, klinischem Verlauf und Prognose als heterogener Tumor darstellt, fehlen
aussagekriftige prognostische Marker, die eine Subgruppierung der Prostatakarzinome
erlauben und agressive Tumoren identifizieren, so dass jeweils angemessene
Therapiestrategien eingeschlagen werden konnen. Anders als bei anderen Tumorarten, hat
beim PCa ein Vergleich mit hereditiren Formen keine fiir diesen Zweck brauchbaren
Kandidatengene ergeben. So werden diese immer noch auf unterschiedlichen Wegen gesucht
(vgl 1.2).

Eine prominente molekulare Verdnderung im Prostatakarzinom stellen Aberrationen in den
DNA-Methylierungsmustern dar, die sowohl Hypermethylierung als auch Hypomethylierung
umfassen (vgl. 1.2). Die Ursachen bzw. Mechanismen fiir beide Verdnderungen und fiir ihren
zeitlichen Verlauf sind immer noch ungeklirt. Im Laufe der letzten Jahre hat sich eine immer
enger werdende Verkniipfung zwischen der DNA-Methylierung und dem Chromatinstatus
und damit der transkriptionellen Aktivitdt von Genen ergeben [Robertson, 2002]. Eine Reihe
neuer beteiligter regulierender Faktoren wurde entdeckt und komplexe wechselseitige
Interaktionen zwischen DNA-Methylierung und Chromatin-Modifikationen wurden
beschrieben (vgl. 1.1). Ein Ziel dieser Arbeit war es, Faktoren, die an diesen Interaktionen
beteiligt sein konnen, auf ihre Expression, Regulation und Rolle bei den
Methylierungsverdnderungen im Prostatakarzinom zu untersuchen. Hierdurch sollten
Hinweise auf mdgliche Mechanismen der Methylierungsverdnderungen erzielt und eventuell
Markergene fiir das Prostatakarzinom gewonnen werden. Zu den in dieser Arbeit untersuchten
Faktoren zihlen die Polycomb-Gene EZH2 und BMI-1, die Histondeacetylase SIRTI1, die
DNA-Methyltransferase DNMT3B, das Cancer-Testis Antigen CTCFL wund das
Pluripotenzgen OCTA4.

Waihrend sich differenzierte, somatische Zellen von embryonalen Zellen und Keimzellen
hinsichtlich ihres DNA-Methylierungsmusters und Chromatinstatus unterscheiden, kdnnen
zwischen Tumorzellen und frithen Entwicklungsstadien Parallelen gefunden werden. Im
Unterschied zu genetischen Aberrationen sind epigenetische Verdanderungen variabel und

reversibel und konnten daher wesentlich zur Heterogenitidt von Tumorzellen innerhalb eines
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Tumors beitragen [Ohlsson et al., 2003]. Die Annahme, dass die in Tumoren beobachtete
DNA-Hypomethylierung neben repetitiven Elementen auch gezielt Einzelkopiegene betriftt,
hat sich zunehmend bestitigt [Hoffmann und Schulz, 2005]. Speziell im Prostatakarzinom
stellt sich die Frage, ob eine zunehmende DNA-Hypomethylierung oder andere epigenetische
Mechanismen zu der von Monk und Holding postulierten Reexpresession von Genen, die
Tumorzellen einen undifferenzierten Stammzell-dhnlichen Phénotyp verleihen [Monk und
Holding, 2001], fiihrt. Auch unter diesem Aspekt wurden EZH2, BMI-1, SRT1, DNMT3B,
CTCFL und OCT4 hypothesenorientiert auf Grund ihrer funktionellen Bedeutung fiir
Pluripotenz, Selbsterneuerung und epigenetische Mechanismen als Kandidaten ausgewihlt.
Die Expression dieser Gene in der Gesamttumormasse von Prostatakarzinomen und ihre
Regulation- soweit sinnvoll- sollten im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden.
Erkldrungsansitze fiir den stammzelldihnlichen Phénotyp von Tumorzellen wurden von Reya
et al. [2001] noch weitergeflihrt. Thre Hypothese fiihrte diesen Phénotyp nicht nur auf die
Reexpression einzelner Stammzell-erhaltender Gene zuriick, sondern postulierte eine
Abstammung der Tumorzellen von transformierten Gewebestammzellen (vgl. C in Abb. 4.1
C). Da die Richtigkeit des Modells bis dato nicht bewiesen ist und mutmaBliche isolierte
Tumorstammzellen nicht genau spezifiziert sind, ist unklar ob die Herkunft ihrer
Stammzelleigenschaften tatséchlich auf der direkten Transformation einer Gewebestammzelle
beruht oder auf einem Riickgewinn dieser Eigenschaften durch Dedifferenzierung
fortgeschrittenerer Vorlduferzellen. Je nachdem konnte der Anteil von Tumorzellen mit
Expression der Kandidatengene stark unterschiedlich sein.

Die Resultate der Analysen von Kandidatengenen der vorliegenden Arbeit sollten Aufschluss
geben iiber die Richtigkeit der Modelle zur Existenz von Tumorstammzellen und ihrer
Herkunft. Die Untersuchung der Expression mutmaBlich beteiligter Faktoren konnte Hinweise
auf die der Transformation zugrunde liegenden Mechanismen erbringen. Die Ergebnisse
dieser Analyse sind nicht nur unter grundlegenden tumorbiologischen Fragestellungen von
Interesse. Ein verbessertes Verstindnis der beteiligten Mechansimen wird dringend fiir die
Optimierung von Antitumor-Therapien benoétigt, die auch Tumorstammzellen erfassen und

womoOglich nur auf diese Weise einen Langzeit-Therapiererfolg ermdglichen werden.
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2 MATERIAL UND M ETHODEN
2.1 Humane Zelllinien
2.1.1 Prostatakarzinom-Zelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vier verschiedene humane Prostatakarzinom-Zelllinien
untersucht. Diese stammen von der American Type Culture Collection (ATCC). Bei LNCaP
handelt es sich um eine Zelllinie aus einer Lymphknotenmetastase eines 50-jdhrigen
Européers [Horoszewicz et al., 1983]. PC-3 stammt aus einer Knochenmetastase eines 62-
jahrigen Europders mit einem Grad IV Adenokarzinom [Kaighn et al., 1979]. DUI145
resultiert aus einer Gehirnmetastase eines 69-jahrigen Europiders [Stone et al., 1978]. Die

Zellinie 22Rv1 wurde iiber ein Xenograft aus Méusen isoliert [ Sramkoski et al., 1999].

2.1.2 Teratokarzinom-Zelllinien

Die Teratokarzinom-Zelllinien TERA-1, TERA-2 [Fogh et al, 1977] und NTERA-2
[Andrews, 1988] wurden jeweils aus Lungenmetastasen von Embryonalkarzinomen eines 47-
jahrigen bzw. von 22-jdhrigen Kaukasiern generiert. Alle drei Linien wurden von Dr. Bettina
Schmidt, ehemals Urologische Klinik, zur Verfiigung gestellt. Die Zelllinie NCCIT
entstammt einem Teratokarzinom eines adulten Japaners. Diese wurde freundlicherweise von

Dr. R. Lower, Paul-Ehrlich Institut Langen, bereit gestellt.

2.1.3 Harnblasenkarzinom-Zelllinien

Bei den untersuchten Harnblasenkarzinom-Zelllinien (TCC-Zelllinien) handelt es sich
ausschliesslich um  Urothelkarzinom-Zelllinien (vgl. Tab. 2.1). Diese wurden
freundlicherweise von Dr. J. Fogh, Sloan-Kettering Cancer Center, Rye, New York, USA
iiber Herrn Prof. Dr. Schmitz-Driger und von Dr. M.A. Knowles, ICRF Cancer Medicine
Research Unit, Leeds, UK zur Verfligung gestellt. Thre Identitit wurde von der DSMZ

(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) iiberpriift.
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Tab. 2.1: Ubersicht (iber die verwendeten Harnblasenkarzinom (TCC)-Zelllinien mit Informationen zum
Tumor aus dem se etabliert wurden (-, Daten nicht sicher bekannt); [ Masterset al., 1986; Williams., 1980]

Zdlinie Tumorstadium | Tumorgrad Geschlecht des Alter des
Patienten Patienten
5637 - - M 68
HT-1376 pT2 G3 W 58
SD - - - -
VMCubl - - M -
VMCub2 - - - -
253] pT4 G4 M 53
SW1710 - - w 84
BFTC905 pTa G3 W 51
BFTC909 - G3 M 64
RT-4 pT2 Gl M 63
RT-112 - G2 \\ -
647v pT1 G2 M 59-
639v - G3 M 69
J82 pTa G1-2 M 58
UM-UC3 - - M -

2.2 Gewebeproben

Die fiir die Isolation von DNA und RNA verwendeten Proben der Prostatakarzinome sowie
die Normalgewebeproben wurden aus der Gewebebank der Urologischen Klinik, Universitét
Diisseldorf, bereitgestellt. Sie stammen von Patienten der Urologischen Klinik,
Universitdtsklinikkum Diisseldorf. Die Einwilligung aller Patienten wurde mittels eines
Formblatts routinemadssig eingeholt, und die Ethikkommission hat {iber die entsprechenden
Projekte positiv entschieden. Alle Gewebe wurden unmittelbar nach Begutachtung durch
einen Pathologen in fliissigem Stickstoff schockgefroren und anschliessend bei —80 °C
gelagert. Eine Auflistung der verwendeten Gewebeproben mit entsprechendem

pathologischem Befund gibt die nachfolgende Tabelle.
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Tab. 2.2: Ubersicht liber die verwendeten Prostatagewebeproben mit zugehorigem pathol ogischem Befund
(PT: Prostatatumor).

Proben| Alter Tumorstadium [Lymphknotenstadium| Metastasen | Gleason-Summe
PT 36 72 pT3b pNO MO 7
PT 38 75 pT2b pNO MO 7
PT 50 67 pT3b pN1 MO 7
PT 65 62 pT3b pNO MO 7
PT 83 76 pT3b pNO MO 7
PT 89 68 pT2b pNO MO 3
PT 93 73 pT3b pNO MO 7
PT 95 74 pT3b pN1 MO 10
PT 97 71 pT3a pNO MO 7
PT 99 67 pT2b pNO MO 5
PT 101 68 pT3a pNO MO 8
PT 105 59 pT3a pNO MO 5
PT 107 59 pT3a pNO MO 7
PT 117 68 pT3b pNO MO 5
PT 119 63 pT3b pN1 MO 9
PT 121 65 pT2b pNO MO 6
PT 127 71 pT2b pNO MO 6
PT 133 72 pT2b pN1 MO 7
PT 139 65 pT3b pN1 MO 9
PT 141 69 pT2b pNO MO 4
PT 145 70 pT4 pN1 MO 7
PT 161 64 pT2b pNO MO 5
PT 163 65 pT3a pN1 MO 5
PT 169 72 pT3a pNO MO 7
PT 171 61 pT2b pNO MO 5
PT 175 73 pT2b pNO MO 8
PT 183 67 pT3a pNO MO 6
PT 187 68 pT2b pNO MO 8
PT 189 63 pT2b pNO MO 7
PT 191 72 pT2b pNO MO 7
PT 205 73 pT3a pNO MO 7
PT 213 59 pT2a pNO MO 7
PT 215 58 pT3a pNO MO 7
PT 217 62 pT2b pNO MO 8
PT 219 64 pT4 pNO MO 7
PT 225 62 pT3b pNO MO 6
PT 227 72 pT2a pN1 MO 7
PT 230 68 pT2a pNO MO 7
PT 232 70 pT2b pN1 MO 7
PT 236 74 pT3a pNO MO 7
PT 238 62 pT2a pNO MO 6
PT 245 66 pT3a pNO MO 7
PT 247 55 pT3b pN1 MO 7
PT 253 61 pT3a pN1 MO 7
PT 256 71 pT3b pNO MO 7




2 Material und Methoden 33

Auflerdem flossen 7 Proben aus normalem Prostatageweben von Patienten im Alter von 55
bis 73 Jahren in die Analysen ein. Hiervon entstammten alle Proben einer Prostatektomie. Das
entnommene Gewebe lag moglichst weit von tumordsem Material entfernt und wurde von
einem Pathologen entnommen.

In der Primirzellkultur wurden normale Uroepithelzellen kultiviert. Das Ausgangsmaterial
hieflir stammte aus jeweils einem Harnleitersegment, das Patienten der Urologischen Klinik
wihrend Nephrektomien entnommen wurden. Auch fiir diese Proben liegt das Einverstindnis
der Patienten und der Ethikkomission vor.

Die verwendeten Ejakulatproben wurden freundlicherweise von Dr. Kruse, andrologische

Abteilung der Hautklinik, zur Verfligung gestellt.

2.3 Vektoren und Konstrukte

Folgende Plasmide kamen zum Einsatz

e pGL3-Basic Promega Mannheim

e pBluescript II KS + Stratagene Californien, USA

e pCR*4-TOPO Invitrogen Mannheim

e pCR*2.1-TOPO Invitrogen Mannheim

e pReceiverM03 Genecopoeia Maryland, USA

e pRL-TK Promega Mannheim

e p850 Steinhoff and Schulz, 2003

e CTCFL-GFP-Expressionskonstrukt
Genecopoeia Maryland, USA
e CTCFL Promotor/pGL3-Konstrukt diese Arbeit
2.4 Bakterienstamme

Wihrend der Transformation kompetenter Bakterien wurden folgende E.coli-Stimme

eingesetzt:
e One Shot®TOP10 Invitrogen =~ Mannheim
e One Shot®TOP 10 F° Invitrogen =~ Mannheim

e  Epicurian Coli®XL2-Blue
MRF" ultrakompetente Zellen Stratagene  Californien, USA
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2.5 Chemikalien

Acrylamid 37,5:1 30%

Agarose

Ampicillin

Aprotinin

6 x Auftragspuffer
5-Aza-2"-Desoxycytidin
Choleratoxin

Collagen

Cycloheximid
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

AppliChem
Sigma-Aldrich

Sigma Aldrich Chemie
Calbiochem

MBI Fermentas

Sigma Aldrich Chemie
Calbiochem

Sigma Aldrich Chemie
AppliChem

diphenyltetrazolium Bromid (MTT) Sigma Aldrich Chemie

DMSO

DNA-Lingenstandards
dNTP-Mix

FACSFlow ™

Fotales Kdlberserum

Fugene 6 Transfektions-Reagenz

Geneticinsulfat (G418)

HEPES
HiPerFect
Hoechst 33342
IPTG

Luria Agar

Luria Broth Base

Magermilchpulver
Oligo (dT15)

PBS
Penicillin/Streptomycin
Protein- Auftragspuffer

Proteinase Inhibitor-Mix

Sigma Aldrich Chemie
MBI Fermentas
PeqLab

BD Biosciences
Seromed Biochrom
Roche

Gibco BRL

Sigma Aldrich Chemie
Qiagen

Sigma Aldrich Chemie
Sigma Aldrich Chemie
Becton, Dickinson

Gibco BRL

Trade Service Int.
Roche

Biochrom
Biochrom
Fermentas

Sigma Aldrich Chemie

Darmstadt
Steinheim
Taufkirchen
Darmstadt
St.- Leon-Rot
Taufkirchen
Darmstadt
Taufkirchen

Darmstadt

Taufkirchen
Taufkirchen
St.- Leon-Rot
Erlangen
Heidelberg
Deisenhofen
Mannheim
Paisley,
Schottland
Taufkirchen
Hilden
Taufkirchen
Taufkirchen
Sparks,MD, USA
Paisley,
Schottland
Zewen
Mannheim
Berlin

Berlin

St.- Leon-Rot

Taufkirchen
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e Protein-Marker
e Random Primer
e RNAI-Marker

e SAHA

e Sigma Blocker
e Stop Loading buffer
e TAE, SSC

e Trypsin/EDTA
e Trypsininhibitor
e Tween 20

e Vectashield

e Versene

e X-Gal

e Zellkulturmedien

PeqLab

Roche

Boehringer

Biomol

Sigma Aldrich Chemie
Amersham Pharmacia
Eppendorf

Biochrom

Sigma Aldrich Chemie
SERVA

Vector

Gibco BRL

Boehringer
Gibco BRL

Erlangen
Mannheim
Mannheim
Hamburg
Taufkirchen
Freiburg
Hamburg
Berlin
Taufkirchen
Heidelberg
Californien, USA
Paisley,
Schottland
Mannheim
Paisley,
Schottland

Alle weiteren Chemikalien wurden iiber die Firmen Merck (Darmstadt) und Sigma-Aldrich

Chemie (Deisenhofen) bezogen.

26 Enzyme

e DyNazyme ™I
DNA-Polymerase

e HotStarTaqg-DNA-Polymerse

e Klenow Fragment

e LightCycler® FastStartDNA
Master”™ SYBR Green I

e LightCycler® FastStartDNA
Master™ HybProbe

e Proteinase K

e QuantiTect ™ SYBR® Green
PCR Kit

e Restriktionsendonukleasen

e Ribonuclease Inhibitor

Finnzyme OY
iber Biometra
QIAGEN
Roche

Roche

Roche

Qiagen

Qiagen
Roche
MBI Fermentas

MBI Fermentas

Espoo,Finnland
Gottingen
Hilden

Mannheim

Mannheim

Mannheim

Hilden

Hilden
Mannheim
St.- Leon-Rot

St.- Leon-Rot
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Shrimp Alkalische Phosphatase
Superscript

T4-DNA-Ligase

T4 DNA Polymerase

2.7 Antikorper

2.8

anti-a-Tubulin
anti-BMI-1

anti-BMI-1

anti-c-Myc

anti CTCF

anti-CTCF

anti-CTCFL

anti-EZH?2
anti-RNAPolll
anti-CD133 (293C3)-PE

Cy3-anti-Maus

FITC-anti-Kanninchen

HRP-conjugiert Ziege-anti-Maus/

Ziege-anti-Kanninchen

Alexa 488-anti Kanninchen

M olekularbiologische Kits

BCA™ Protein Assay
Blood & Cell Culture
DNA Midi Kit

BrdU Cell Proliferation ELISA

CellTiter-Glo®

Luminescent Cell Viability Assay

CpGenome™

36
Roche Mannheim
Invitrogen Mannheim
Roche Mannheim
MBI Fermentas St.- Leon-Rot
MBI Fermentas St.- Leon-Rot
Sigma Aldrich Chemie Deisenhofen
Abgent Californien, USA
Prof. A.P. Otte Amsterdam, NL
Santa Cruz Heidelberg
Abcam Cambridge, UK
BD Biosciences Heidelberg
Abcam Cambridge, UK
Upstate Dundee, UK
Abcam Cambridge, UK
Miltenyi Bergisch-Gladbach
JacksonlmmunoResearch
Cambridgeshire,UK
JacksonlmmunoResearch
Cambridgeshire,UK

Santa Cruz Heidelberg
Invitrogen Mannheim

Pierce Bonn

Qiagen Hilden

Roche Mannheim

Promega Mannheim
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DNA Modification Kit
Dual-Luciferase®

Reporter Assay System

ECL Western Blot

Analysis System
Fast Plasmid Mini Kit
MinElute"™Gel Extraction Kit
QIAfilter®Plasmid Maxi Kit
RNeasy®Mini Kit
RNeasy®Micro Kit
TOPO TA Cloning Kit

2.9 Medien, Puffer und L dsungen

29.1

29.2

Bakterienmedien, autoklaviert

LB-Medium :
25 g Luria Broth Base
ad 1000 ml dH,0

LB-Agar:

30,5 g Luria Agar Base
ad 1000 ml dH,O

Q-Biogene

Promega

Amersham
Eppendorf
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen

Invitrogen

nach Abkiihlen entsprechend Antibiotikum zugeben

2 x YT-Medium:

16 g Trypton

10 g Hefe Extrakt
5 g NaCl

ad 1000 ml dH,O

Standardlosungen

DEPC-H,0:

0,1% (v/v) Diethylpyrocarbonat in dH,O,

mind. 4 h bei RT riihren lassen, autoklavieren

Ethidiumbromid-Ldsung:

0,5 mg/ml Ethidiumbromid

Heidelberg

Mannheim

Freiburg
Hamburg
Hilden
Hilden
Hilden
Hilden
Groningen,

Holland



2 Material und Methoden

38

293

MTT-Losung:

5 mg/ml MTT in PBS,
steril filtriert

MTT-Lysispuffer:

0,6% Eisessig
10% SDS
in DMSO

PBS. pH 7.2:
137,0 mM NaCl
2,7 mM KCl

8,1 mM NazHPO4
1,5 mM KH,POy4
TE-Puffer:

10 mM Tris/HCI pH 7,4
1 mM EDTA pH 8,0

Trypsininhibitor:
0,5 mg/ml in PBS

Losungen Western-Blot-Analyse

RIPA-Puffer, pH 7.4:

50 mM Tris-Base

150 mM NacCl

1% Nonidet P40

0,5% Na-Desoxycholat
0,1% SDS

10 mM NaF

10 mM Na-Pyrophosphat

1 mM EDTA

1 mM EGTA

1 mM Na-Vanadat

20 mM B-Glyzerophosphat
1 Tablette Proteaseinhibitorcocktail pro 10 ml
(Zugabe vor Gebrauch)
Lagerung bei -20°C

HB-Pufter:

10 mM Tris-Base, pH 7,3
10 mM KCl1

1,5 mM MgCl

0,5 mM B-Mercaptoethanol

4 ul/ml Proteinase Inhibitor Mix (Sigma P8340)
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Lysis-Puffer:
HB-Puffer + 0,4% NP-40

Puffer C:

20 mM HEPES, pH 7,9

400 mM NacCl

1 mM EDTA

1 mM DTT

4 ul/ml Proteinase Inhibitor Mix

Trenngel (Ansatz fir 2 Gele 4 6.2 cm x 8.7 cm):

5,9 ml dH,0

5 ml Acrylamid 37,5:1, 30%
3,8 ml 1,5 M Tris-Base pH 8,8
150 pl 10% SDS

150 pl 10% APS

6 ul TEMED

Sammelgel (Ansatz fiir 2 Gele 4 6.2 cm x 8.7 cm):

0,75 g Saccharose

3,2 ml dH,O

0,883 ml Acrylamid 37,5:1, 30%
0,333 ml 1 M Tris pH 6,8

50 ul 10% SDS

33 ul 10% APS

3,3 ul TEMED

Laufpuffer :

28,4 mM Tris
192 mM Glycin
0,1% SDS

ad 1000 ml dH,O

Western-Blot-Puffer, pH 8.3:

25 mM Tris-Base
150 mM Glycin
10% Methanol

Blockpufter:
5% Magermilchpulver in PBS

Antikorper-LOsungen:

0,1% Tween 20 in PBS
1% Magermilchpulver
entsprechende Verdiinnung des Antikorpers

Waschlosung:
0,1% Tween 20 in PBS
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294

295

Stripping-Losung:

10 mM B-Mercaptoethanol
2% SDS

62,5 mM Tris HCI pH 6,8

Losungen Immuncytochemie

TBS-Puffer, pH 7.4:

165 mM NaCl
50 mM Tris

Saponin:
5 mg/ml in TBS

Natrium-Borhydrid:
1 mg/ml in TBS

Evansblue-Firbeldosung:

1% in PBS

Spezielle Materialien und Geréte

AbiPrism377 Applied Biosystems
Agilent Chip Agilent Technologies
Cytomics FC 500 Beckman Coulter
ELISA Easy Reader SLT-Labinstruments

EASY-CAST™
Elektrophoresis Systems Owl Scientific

FACSCalibur Becton Dickinson
Gel Print 20001 MWG-Biotech
Hyperfilm ECL Amersham Pharmacia
Immobilon™-P Millipore
LightCycler 11 Roche

Mikroskop Eclipse E 400 Nikon

Mikroskop Eclipse TE 2000-S Nikon
Mini-V8.10 Vertical
Gel Electrophoresis System Biometra

MiniLumat LB9506 Berthold

Darmstadt
Waldbronn
Krefeld

Osterreich

USA
Heidelberg
Ebersberg
Freiburg
Bedford, USA
Mannheim
Diisseldorf
Diisseldorf

Gottingen

Bundoora,Vic,
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Nanodrop

pH-Meter

Power Supply
Spektralphotometer

Sterilfilter

T3 ThermoCycler

Trio Thermoblock

Victor 1420 Multilabel Counter
Whatman Filterpapier

Nanodrop Technologies

WTW
Biometra
Eppendorf
Millipore
Biometra
Biometra
Wallac
Whatman

Australien
Wilmington,DE,
USA

Weilheim
Gottingen
Ko6ln

Eschborn
Gottingen
Gottingen
Turku, Finland
Maidstone, UK

Verbrauchsmaterialen fiir die Zellkultur stammten von den Firmen Greiner (Frickenhausen),
Falcon/Becton Dickinson (Meylen Cedex, Frankreich) und Nunc (Roksilde, Danemark).
Zentrifugen der Firmen Eppendorf und Beckmann standen zur Verfligung.

2.10 Software

2.10.1

Programme

Genesis 1.0

Lucia G Version 4.80
ACT-1

SPSS 12.0

Reference Manager 10.0

Datenbanken

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
http://www.ensemble.org
http://expasy.org/sprot

http://www.atcc.org

2.11 Oligonukleotidprimer

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech bezogen.

Genspezifische siRNAs wurden von der Firma Ambion bezogen, die Negativkontrolle (non

targeting) von der Firma Qiagen.
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Tab. 2.3: verwendete Oligonukl ectide fir RT-PCR-Analysen

Bezeichnung Sequenz ™ Amplifikat Verwendung Referenz
5= 3
CTCFL fwd CAGGCCCTACAAGTGTAACGACTGCAA 66,5 °C 270 bp CTCFL-Expression Loukinov et al., 2002
CTCFL rev GCATTCGTAAGGCTTCTCACCTGAGTG 66,5 °C
CTCFL Sonde AGTAAATTGAAGCGCCATGTCCGATC 63,2 °C eigen
CTCF fwd TCGCAAGTGGACACCCAAATC 59,8 °C 175 bp CTCF-Expression Loukinov et al., 2002
CTCF rev GAACCCATTCAGGGGAAAAGC 59,8 °C
OCT4 fwd GGTATTCAGCCAAACGACCATC 60,3 °C 540 bp OCT4-Expression eigen
OCT4 rev TGGGAGAGCCCAGAGTGGTGAC 65,8 °C
EZH2 fwd GCCAGACTGGGAAGAAATCTG 59,8 °C 276 bp EZH2-Expression eigen
EZH2 rev TGTGTTGGAAAATCCAAGTCA 54,0 °C
BMI-1 fwd AGCAGCAATGACTGTGATGCACTTA 61,3 °C 244 bp BMI-1-Expression eigen
BMI-1 rev GTTCTCCAGCATTTGTCAGTCCATC 63,0 °C
DNMT3B fivd GACTTGGTGATTGGCGGAA 56,7 °C 270 bp DNMT3B-Expression | Kimura et al., 2003
DNMT3B rev GGCCCTGTGAGCAGCAGA 60,5 °C
p21 GTGAGCGATGGAACTTCGAC 59,4 °C 325bp p21-Expression eigen
p21 TTCCTCTTGGAGAAGATCAGC 57,9 °C
Aktin 661 fivd TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA |72 2 °C 661 bp Aktin-Expression Schmidt et al., 2001
Aktin 661 rev CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATGGAGGG | 70,9 °C
GAPDH350 fwd | TCCCATCACCATCTTCCA 53,7 °C 350 bp GAPDH-Expression
GAPDH350 rev CATCACGCCACAGTTTCC 56,0 °C Schmidt et al., 2001
CK18 fwd AGTCTGTGGAGAACGACATCC 67,2 °C 312 bp CK18-Expression eigen
CK18 rev TGGTGCTCTCCTCAATCTGC 65.1 °C
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Tab. 2.4: verwendete Oligonukleotide fir Promotoranalysen

Bezeichnung Sequenz ™ Amplifikat Verwendung Referenz
523

CTCFL Promhyp fwd GAGGAGAGTAGGTGGGTTTGA 59, °C 163 bp Bisulfitsequenzierung | eigen

CTCFL Promhyp rev CACTACCACCCTCCACTCTC 61,4 °C

OCT 4 Promhyp fwd2 | AAGTTTTTGTGGGGGATTTGTAT 55,3 °C 185 bp Bisulfitsequenzierung | Deb-Rinker et al., 2005

OCT 4 Promhyp rev2 CCACCCACTAACCTTAACCTCTA 60,6 °C

CTCFL PromKlon fwd | CCAGTATCTCAGTGCCTCCTG 61,8 °C 557 bp Promotorkonstrukt eigen

CTCFL PromKlonrev | CTGCCTCGTGCACCGCGTG 65,3 °C in vitro Methylierung

Tab. 2.5: verwendete Oligonukleotide fir Sequenzierungen

Bezeichnung Sequenz ™ Verwendung Referenz
523

CTCFL Konstrl fwd ACCATGGCAGCCACTGAGATCTC 64,2 °C CTCFL-GFP Expressionskonstrukt eigen

CTCFL Konstr2 fwd CGCAAGAGATGGAGGTGTTGCAG 64,2 °C CTCFL-GFP Expressionskonstrukt eigen

CTCFL Konstr3 fwd CCTTCCGTACGGTCACTCTGCTG 66,0 °C CTCFL-GFP Expressionskonstrukt eigen

CTCFL Konstr4 fwd CTACGTGTGCATATGCGCAAC 59,8 °C CTCFL-GFP Expressionskonstrukt eigen

CTCFL Konstr5 fwd CATCCTGAAGGAAGCCACAAAG 60,3 °C CTCFL-GFP Expressionskonstrukt eigen

CTCFL Konstr6 rev GTCAGGATGTACTTCTCGCTC 59,8 °C CTCFL-GFP Expressionskonstrukt eigen

CTCFL KonstrD2rev TCTGAGCAATTCACCAAGATC 55,9 °C CTCFL-GFP Expressionskonstrukt eigen

CTCFL KonstrE2rev GCAGCAGTGTGTGGCCATTAG 61,8 °C CTCFL-GFP Expressionskonstrukt eigen

CTCFL KonstrF2rev GAACCTTCCACTGTGATGTCTG 60,3 °C CTCFL-GFP Expressionskonstrukt eigen

Seq pGl3Basic fwd CAGTGCAAGTGCAGGTGCCAG 63,7 °C CTCFL-Promotorkonstrukt eigen

Seq pGl3Basic rev TCCATCTTCCAGCGGATAGAATG 60,6 °C CTCFL-Promotorkonstrukt eigen

T7 GTAATACGACTCACTATAGGGC 64,0 °C Plasmid-Sequenzierung Promega

T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG 53,2 °C Plasmid-Sequenzierung Promega

M13 fwd CACGACGTTGTAAAACGAC 54,5 °C Plasmid-Sequenzierung Promega
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2.12 Umgang mit Bakterienzellen
2.12.1 Kultur von E.coli-Zellen

Die Anzucht der Bakterienstimme wurde in LB-Medium bei 37 °C unter Schiitteln (250 rpm)
fiir 16-18 h vorgenommen. Die Selektion von Plasmid-transformierten Bakterien erfolgte
durch Zugabe von Ampicillin (50 pg/ml) zum Medium.

Zur voriibergehenden Sicherung sowie zur erneuten Anzucht von Gefrierkulturen wurden die
Bakterien auf LB-Agar-Platten (50 pg/ml Ampicillin; LBamp) in 10 cm-Schalen ausgestrichen
und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Einzelne Klone konnten danach in LBayp-Medium
kultiviert werden.

Zum Anlegen von Gefrierkulturen wurden 850 pl einer frischen Bakterienkultur mit 170 pl
87%-igen Glycerin in einem Kryorfhrchen vermischt und anschliessend als 15%-ige

Glycerinlosung bei —70 °C gelagert.

2.12.2 Plasmidpriparationen

Fir eine Plasmidpréparation im Mini-Format wurden 4 ml-Kulturen einzelner Klone
angesetzt (50 pg/ml Ampicillin). Nach Inkubation bei 37 °C unter Schiitteln (250 rpm) tiber
Nacht wurden 2 ml der Mini-Kultur zur Préparation der Plasmid-DNA mit Hilfe des
Eppendorf Fast Plasmid Mini Kits eingesetzt. Diese erfolgte nach Herstellerangaben iiber
alkalische Lyse und Saulenaffinitdtschromatographie.

Fiir eine Plasmidpréparation im Maxi-Format wurden aus einer 4 ml {iber-Tag-Kultur (8 h)
500 pl fiir eine 250 ml iiber-Nacht-Kultur eingesetzt (50 pg/ml Ampicillin). Die komplette
iiber-Nacht-Kultur wurde zur Préparation der Plasmid-DNA mit dem QIAfilter® Plasmid
Maxi Kit nach Herstellerangaben eingesetzt.

Die DNA-Konzentration sowie die Reinheit der Prdparationen wurden photometrisch
bestimmt. Zur Verifizierung der priparierten Plasmid-DNA wurde eine Restriktionsverdau
(vgl. 2.13.1) mit anschliessender Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt.
Hochdurchsatz-Plasmidpréparationen flir anschliessende Sequenzierungen wurden als
Auftragsarbeit erledigt. Zur Vorbereitung wurden jeweils 1,2 ml YT-Medium (100 pg/ml
Ampicillin) pro Well einer speziellen 96-Well-Platte (Qiagen) verteilt. Anschliessend wurde
jedes Well mit einem einzelnen Klon angeimpft. Die luftdurchldssig verschlossene Platte
wurde fiir 24 h bei 325 rpm bei 36 °C inkubiert. Plasmidpréparation und Sequenzierung (vgl.

2.19.3) wurden vom Biologisch-Medizinischen Forschungszentrum (BMFZ) {ibernommen.
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2.13 Klonierung

2.13.1 Verdau von DNA durch Restriktionsendonucleasen

Zur Untersuchung der gewonnen Plasmid-DNA bzw. zur Isolierung definierter DNA-
Fragmente wurden 1 pg bzw. 5 pg Plasmid-DNA mit geeigneten Restriktionsendonukleasen
in 4-5-fachem Uberschuss (4-5 U/ug DNA) in einen 20 pl-Ansatz gegeben. Der zugehdrige
Restriktionspuffer wurde einfach eingesetzt. Nach Inkubation fiir 1 h bei 37 °C wurde der
Restriktionsverdau mit 6 x Ladepuffer gestoppt und auf einem 1%-igen Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Klonierungen vorgenommen:

e CTCFL-Promotor/pGL3Basic; zur Herstellung dieses Konstrukts wurde eine
Teilsequenz des CTCFL-Promotors (557 bp), die zuvor mit Hilfe des TOPO TA Cloning
Kits in den pCR2.1-TOPO-Vektor inseriert worden war, mit den Restriktionsenzymen
Kpnl und Xhol herausgeschnitten und in den pGL3-Vektor eingefligt. Dieses Konstrukt
wurde spiter zur Transfektion von Zellen eingesetzt um die Aktivitdit des CTCFL-
Promotors in verschiedenen Zelllinien unter Einfluss von in vitro-Methylierung zu
analysieren.

e pReceiverMO3; zur Untersuchung der Effekte einer CTCFL-Uberexpression wurde ein
kommerzielles Expressionkonstrukt benutzt, welches den kompletten ORF mit einem
GFP-Anhang in einem Expressionsvektor beinhaltete. Bei der Transfektion wurde als
Kontrolle der leere Vektor transfiziert. Hierfir wurde zuvor der ORF mit den

Restriktionsenzymen ECORI und Notl herausgeschnitten.
2.13.2 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die gewiinschten PCR- oder DNA-Fragmente zur weiteren Klonierung wurden aus dem
Agarosegel ausgeschnitten und unter Verwendung des MinElute Gel Extraction Kits nach

Herstellerangaben isoliert. Eine Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch.

2.13.3 Auffillreaktion

Um den leeren pReceiverMO3-Vektor zu religieren, wurden zundchst die tiberhdngenden 5'-
Enden aufgefiillt. Fiir die Reaktion wurde 1 pg Plasmid-DNA in einen 20 pl-Ansatz
eingesetzt. Zusammen mit einfach eingesetztem Puffer, 2 mM dNTPs und 1 U T4 DNA
Polymerase wurde der Ansatz 5 min bei Raumtemperatur und anschlieBend zur Inaktivierung
des Enzyms fiir 10 min bei 70 °C inkubiert. Der Ansatz wurde direkt weiter verwendet flir die
Ligationen mit glatten Enden (vgl. 2.13.4).
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2.13.4 Ligation

Fiir die Ligation von Vektor- und Insert-DNA wurde die T4-DNA-Ligase eingesetzt, die
durch das Kniipfen kovalenter Phosphodiesterbindungen zwischen den freien gegenstriangigen
3"- und 5°-OH-Gruppen doppelstringige DNA-Enden verbindet. Fiir einen Ligationsansatz
wurden in einem Gesamtvolumen von 20 pl 100 ng linearisierte Vektor-DNA, 1 U T4-DNA-
Ligase (Roche), 2 ul Ligase-Puffer [10x] und 50-100 ng isolierte Insert-DNA iiber Nacht bei
4°C inkubiert.

Fiir die Ligation des pReceiverMO3-Vektors mit glatten Enden wurde der komplette Ansatz
der Auffiillreaktion (vgl. 0) verwendet. Diesem wurde einfach eingesetzter Enzympuffer, PEG
(5%) und 5 U T4-Ligase (Fermentas) zugesetzt. Nach 1 h bei 22 °C und 10 min bei 65 °C zur
Enzyminaktivierung wurden 30 ng DNA aus dem Ligationsansatz zur Transformation

eingesetzt.

2.13.5 Transformation von ultrakompetenten Zellen

Die Epicurian Coli®XL2-Blue MRF' ultrakompetenten Zellen zeichnen sich durch ihre
Fahigkeit zur effektiven Aufnahme von Fremd-DNA aus. Jedes Aliquot (70 pl) wurde mit
1 pl B-Mercaptoethanol (Endkonzentration 25 mM) versetzt und fiir 10 min auf Eis inkubiert.
Aus dem Ligationsansatz wurden 30 ng Fremd-DNA pro Aliquot hinzugegeben und fiir
weitere 30 min auf Eis inkubiert. Die Aufnahme der DNA in kompetente Zellen wéhrend der
Transformation wird durch einen kurzeitigen Hitzeschock von 30 sec bei 42 °C erreicht. Nach
kurzer Inkubation auf Eis wurden jedem Aliquot 450 pl auf 42 °C vorgewidrmtes SOC-
Medium zugefiigt und die Zellen 1 h bei 37 °C bei 250 rpm geschiittelt. Anschliessend
wurden 100 und 250 pl der Bakteriensuspension auf LBamp-Agarplatten ausgestrichen und

uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.13.6 Blau-Weiss-Selektion

Zur Identifizierung positiver Klone nach Transformationen wurde teilweise eine Blau-Weiss-
Selektion benutzt. Bei Verwendung von TOP10 F’-Zellen wurde hierflir vor dem
Ausplattieren 40 pl einer 2%-igen X-Gal-Losung und 7 pl einer 20%-igen IPTG-Losung auf
die Platte aufgebracht. Die beiden Komponenten dienen als Substrat bzw. Induktor fiir das [3-
Galactosidase-Gen, dessen Expression zur Blaufarbung von Klonen ohne Insert fiihrt. Diese
Zellen zeichnen sich durch ein enthaltenes Episom aus, welches dazu fiihrt, dass inserierte,
u.U. toxische Sequenzen nicht exprimiert werden. AuBlerdem enthalten sie einen Repressor

des LacZ-Gens, welcher die Induktion durch IPTG erfordert. Bei normalen TOP10-Zellen ist
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das LacZ-Gen konstitutiv aktiv, so dass zur Blau-Weiss-Selektion nur X-Gal hinzugegeben
werden muss. Nach Inkubation tiber Nacht konnen positive, weile Klone von negativen, blau

gefdrbten unterschieden werden.

2.13.7 Klonierung von PCR-Produkten

Bei der PCR-Reaktion hdngt die Tag-Polymerase hdufig ein zusitzliches Adenosin-Nukleotid
an das 3'-Ende eines neu synthetisierten DNA-Stranges an. Dieses wird beim TOPO TA
Klonierungs Kit zur Klonierung von PCR-Produkten genutzt, da der enthaltene
Klonierungsvektor einen komplementiren Thymidin-Uberhang aufweist.

Fir die Klonierung eines PCR-Produktes muss dieses zundchst nach der Agarose-
Gelelektrophorese isoliert werden (vgl. 2.13.2). Von dem frischen Eluat wurden 2 pl zur
Ligation mit 10 ng Vektor, 120 mM NaCl und 6 mM MgCl, in einen Ansatz von 10 pl
eingesetzt und 5 min bei RT inkubiert. Fiir die anschliessende Transformation von One
Shot®TOP10- bzw. One Shot®TOP10 F’-Bakterienzellen mittels Hitzeschock (vgl. 2.13.5)

wurden 2 pl des Ligationsansatzes verwendet.

2.14 Kultivierung humaner Zellen
2.14.1 Kultivierung von Prostatakarzinom-Zellen

Die Prostatakarzinom-Zelllinien wurden in RPMI Medium mit 10% hitzeinaktiviertem
foetalem Kélberserum (FCS) und 100 U/ml Penicillin sowie 100 pg/ml Streptomycin (1%
Pen/Strep) bei 37 °C in einer wasserdampfgesittigten Atmosphire mit 5% CO, kultiviert. In
75 em’-Kulturflaschen mit je 12 ml Medium wuchsen sie adhérent und wurden alle 2-4 Tage
1:8 passagiert. Hierzu wurden die Zellen nach Absaugen des Mediums kurz mit PBS
gewaschen und anschliessend bis zu 5 min mit Trypsin/EDTA [0,2% /0,05%] bei 37 °C
inkubiert. Nachdem sich die Zellen vom Flaschenboden gelost hatten, wurden sie in 5 ml
frischem Medium/FCS aufgenommen und 5 min bei 400 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und das Zellpellet in 8 ml frischem Medium resuspendiert. Von dieser
Suspension wurde 1 ml in eine neue Flasche mit vorgelegtem Medium tiberfiihrt.

Zum Anlegen von Gefrierkulturen wurden die Zellen zunéchst, wie zur Passage, gewaschen,
abgeldst und zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstands wurden sie in 1 ml eiskaltem FCS
mit 10% DMSO resuspendiert und in 2 ml-Kryordhrchen tiberfiihrt. Nach einer 10-miniitigen
Inkubation bei RT wurden die Zellen fir 3-4 h bei —20°C, danach fir 24 h bei —70°C

eingefroren. Schliesslich wurden sie dauerhaft in fliissigem Stickstoff gelagert.
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Zum Auftauen der Zellen wurden sie moglichst kurz bei 37 °C inkubiert, dann in 10 ml
Medium aufgenommen und nach 5-miniitiger Zentrifugation bei 400 x g der Uberstand
abgesaugt. Das in frischem Medium resuspendierte Pellet wurde in einer neuen Kulturflasche
ausgesit. Alle verwendeten Zelllinien wurden regelmadssig auf eventuelle Kontamination von

Mykoplasmen getestet.

2.14.2 Kultivierung von Teratokarzinom-Zellen

Die Teratokarzinom-Zelllinien wurden in Analogie zu den Prostatakarzinom-Zellen kultiviert
(vgl. 2.14.1). Die Zellinie NCCIT wurde in RPMI Medium gehalten, die Zelllinien TERA-1
und TERA-2 in McCoys Medium mit 10% hitzeinaktiviertem FCS und 1% Pen/Strep.

2.14.3 Kultivierung von Urothelkarzinom-Zellen

Die Urothelkarzinom-Zelllinien wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium mit
stabilisierten Glutamin, 10% hitzeinaktiviertem FCS und 1% Pen/Strep kultiviert. Kultur,

Passage und Behandlung der Zellen mit Inhibitoren erfolgten wie unter 2.14.1 beschrieben.

2.14.4 Primirzellkultur

Zum Anlegen einer Zellkultur von normalen Uroepithelzellen aus einer Ureter-Probe wurde
das Prdparat in einer Petrischale zweimal mit Waschpuffer (PBS/ 0,1% EDTA/ 0,33 KU
Aprotinin/ 0,01 M HEPES) gewaschen. Nach Entfernung von Geweberesten mit einem
sterilen Priparierbesteck wurde das Ureterstiick in einer neuen Petrischale gewaschen. Der
Lénge nach aufgeschnitten wurde der Ureter, mit der Epithelseite nach oben, liber Nacht in
Waschpuffer bei 4 °C gelagert. Zur Vorbereitung von mittelgro3en Zellkulturflaschen wurden
diese jeweils mit 12 ml PBS gefiillt, eine Kollagenlosung (0,02 mg/ml) zugesetzt und tiber
Nacht bei 4 °C gelagert. Vor Gebrauch der Flaschen am ndchsten Tag wurden diese einmal
mit PBS gewaschen.

Am zweiten Tag wurde das Préparat zweimal mit Keratinocyten-SFM-Vollmedium (5%
Pen/Strep, 0,03 pg/ml Choleratoxin) gewaschen und unter dem Binokular mit 2 sterilen Glas-
Pasteurpipetten die Epithelzellen abgestreift. Die Zellsuspension wurde 5 min bei 400 x g
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in KSFM resuspendiert und, je nach PelletgroBBe, auf zwei
bis drei mittelgroe vorbehandelte Zellkulturflaschen verteilt. Am dritten Tag wurden die
Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit frischem Medium versehen.

Bevor die normalen Uroepithel-Zellen fiir Experimente eingesetzt wurden, wurden diese

zundchst einmal passagiert, um sie von Fibroblasten zu bereinigen. Hierzu wurden die Zellen
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mit PBS gewaschen, 1 min mit 3 ml Versene inkubiert und anschliessend unter Beobachtung
solange mit Trypsin/EDTA [0,2% / 0,05%] inkubiert, bis sich zuerst die Fibroblasten ablosten
und abgesaugt werden konnten. Nach einer erneuten Inkubation mit 3 ml frischem Trypsin/
EDTA wurde die Reaktion mit 3 ml Trypsininhibitor gestoppt und die Zellen 5 min bei 400 x
g zentrifugiert. Je nach PelletgroBe wurde die Zellsuspension auf mehrere mittelgrofie

unbehandelte Zellkulturflaschen verteilt.

2.14.5 Behandlung von Zellen mit Inhibitoren

Zur Behandlung sidmtlicher Zelllinien unterschiedlicher Gewebeabstammung mit 5-Aza-2’-
Desoxycytidin (5-aza-dC), einem Inhibitor der DNA-Methylierung, wurden diese 3 Tage in
Medium mit 2 pM 5-aza-dC kultiviert. 5-aza-dC wurde téglich frisch zugesetzt. Nach 3 Tagen
wurden die Zellen gewaschen und zur Gewinnung von RNA eingesetzt. Die optimale 5-aza-
dC-Konzentration, bei der noch mehr als 50% der Zellen lebensféhig ist, wurde zuvor mit
Hilfe eines MTT-Tests ermittelt (vgl. 2.15.1).

Die  Behandlung der  Zelllinien mit dem  Histon-Deacetylierungs-Inhibitor
Suberoylanilidohydroxamsdure (SAHA) erfolgte dhnlich. Die Komponente wurde mit einer
Endkonzentration von 2 uM iiber 48 h tédglich frisch zugesetzt. Auch diese Konzentration
wurde nach einem MTT-Test festgelegt. Anschliessend wurden die Zellen, sowie jeweils ein
unbehandelter und ein nur mit Lésungsmittel behandelter Ansatz zur Prdparation von RNA
verwendet.

Zur Inhibition der Translation wurden Prostatakarzinom-Zelllinien mit Cycloheximid (10
pg/ml) behandelt. Der Inhibitor wurde fiir 48 h parallel zu mehreren Ansdtzen hinzugegeben.
Alle 12 h wurde ein Ansatz zur Préparation von Proteinlysat eingesetzt. Parallel zum 48 h-

Ansatzt wurde ein Ansatz nur mit Losungsmittel (Ethanol) behandelt.

2.15 Analytische und funktionelle Tests an humanen Zellen
2.15.1 MTT-Test

Der MTT-Test dient zur Messung von Lebensfahigkeit und Wachstum von Zellen. Er misst
die Aktivitdt der mitochondrialen Dehydrogenasen lebender Zellen unabhéngig davon, ob sie
gerade DNA synthetisieren oder nicht. Das 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl-)2,5-diphenyl-
tetrazolium-Bromid (MTT) gehort zu einer Klasse von Tetrazoliumsalzen. Es dringt in die
Zellen ein, sein Tetrazoliumring wird durch Dehydrogenasen aktiver Mitochondrien
aufgebrochen, so dass das alkohollosliche dunkelblaue Formazan entsteht. Dieses wird nach

Lyse der Zellen durch einen SDS-haltigen Puffer freigegeben. Die Intensitdt der
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alkoholischen Formazanlosung wird photometrisch mittels eines ELISA-Lesegerites
bestimmt (Testwellenlinge 570 nm, Referenzwellenlédnge 630 nm).

Der MTT-Test wurde u.a. zur Messung der Toxizitdt verschiedener 5-Aza-2'-Desoxycytidin-
Konzentrationen fiir verschiedene Zelllinien durchgefiihrt. Hierfiir wurden Zellkulturen 3
Tage lang in Medium unterschiedlicher 5-aza-dC-Konzentrationen (0, 1, 2, 4 puM) in
Mikrotiterplatten kultiviert. Der Inhibitor wurde téglich frisch zugesetzt. Nach Zugabe von 20
ul der MTT-Losung und Inkubation fiir 2 h im Brutschrank, wurde der Uberstand abgegossen.
100 pl des MTT-Lysispuffers wurden zugegeben, nach 5 min Mischen auf einem Schiittler
erfolgte die Auswertung. Ahnlich wurden spiter verschiedene Konzentrationen des Histon-

Deacetylierungs-Inhibitors SAHA getestet.

2.15.2 Cell Titer Glo®-Test

Auch der Cell Titer® Glo-Test dient zur quantitativen Bestimmung lebender Zellen und
basiert auf der Quantifizierung von ATP, welches die proportionale Anzahl metabolisch
aktiver Zellen mittels Luciferase signalisiert. Die Luciferase katalysiert die mono-
Oxygenierung von Luciferin in der Gegenwart von Magnesium, ATP und Sauerstoff. Der
Test wurde zundchst eingesetzt um die Toxizitdt verschiedener siRNA-
Transfektionsreagenzien zu bestimmen. Hierfiir wurde jeweils eine feste Zellzahl in 100 pl
Medium pro 96-Well ausgesit. Parallel wurden Hintergrundkontrollen angesetzt, die nur
Medium ohne Zellen enthielten. Die Zellen wurden nach Herstellerangaben mit den
jeweiligen angepassten Mengen Transfektionsreagenz versetzt und fiir 72 h im Brutschrank
inkubiert. Die Durchfiihrung des Tests erfolgte nach Herstellerangaben. Die Messung des
Chemolumineszenz-Signals erfolgte am Victor Counter (Testwellenlinge 570 nm,
Referenzwellenlinge 630 nm).

Nach Festlegung auf ein Transfektionsreagenz wurde mit Hilfe des Tests auBerdem eine
Verlaufskurve erstellt mit zwei verschiedenenen siRNA Konzentrationen fiir Zeitwerte von
24, 48 und 72 h. Spiter wurde der Cell Titer® Glo-Test als funktioneller Test eingesetzt um
Effekte des siRNA-Knock-downs des CTCFL Gens auf die Proliferation zu untersuchen.

2.15.3 BrdU-Inkorporationstest

Der BrdU-Inkorporations-Test wurde ergdnzend zum MTT-Test zur Bestimmung der
Toxizitdt verschiedener 5-aza-dC-Konzentrationen durchgefiihrt. Dieser Test bestimmt die
DNA-Syntheserate. Das den Zellen zugesetzte Bromdesoxyuridin wird als Thymidinanalogon
wihrend der DNA-Synthese eingebaut. Die BrdU-Markierung der vorbehandelten Zellen
erfolgte bei 37 °C tiber Nacht nach Herstellerangaben. Nach Fixierung der Zellen wird die
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zellulire DNA denaturiert, damit das inkorporierte BrdU besser zuginglich wird fiir die
Detektion mittels eines Antikdrpers. Der Einsatz eines Peroxidase-konjugierten Antikorpers
ermoglicht die Detektion der Immunkomplexe iiber eine Substratreaktion. Die Peroxidase
katalysiert in Anwesenheit von Hydrogenperoxid die Oxidation von Diazylhydrazid, so dass
das Reaktionsprodukt photometrisch messbar wird (ELISA-Reader; Testwellenlinge 405 nm,
Referenzwellenlédnge 570 nm). Dies korreliert mit der DNA-Syntheserate und meist auch mit

der Anzahl proliferierender Zellen.

2.15.4 Giemsa-Fiarbung

Diese einfache Farbemethode firbt die Kerne von Zellen magentafarben und das Zytoplasma
grau-blau. Die Giemsa-Férbung wurde eingesetzt zur Bestimmung der ndtigen individuellen
G418 (Neomycin)-Konzentration zur Selektion der einzelnen Prostatakarzinom-Zelllinien, der
Teratokarzinom-Zellinie NCCIT und normaler Uroepithel-Zellen nach der Transfektion mit
dem CTCFL-GFP-Konstrukt. Fiir die Giemsafarbung von Zellkulturen in 6-Well-Platten oder
Petrischalen wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Eine Fixierung erfolgte einmal
mit PBS/Methanol (1:1) und zweimal mit Methanol. Anschliessend wurde durch Zugabe von
2 ml Giemsalosung/25 cm’ fiir 2 min gefirbt. Nach Zugabe des gleichen Volumens an
destilliertem Wasser (2 min) wurde die Farbelosung abgegossen und die Platten bzw. Schalen

griindlich unter fliessendem Wasser gewaschen.

2.15.5 DNA-Transfektion

Die Transfektion von Zelllinien, d.h. das Einbringen von fremdem genetischen Material in die
Zellen, wurde unter Verwendung des Transfektionsreagenzes FuGene (Roche) nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Dieses liposomale Transfektionsreagenz fithrt zur
Komplexierung von Nukleinsduren. Diese Komplexe fusionieren mit der Plasmamembran, so
dass das fremde genetische Material in die Zellen gelangt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
verschiedene Plasmidkonstrukte zur Transfektion verwendet.

Zur DNA-Transfektion wurden je nach Versuchsansatz und Proliferationsrate der Zellen 1 x
10° Zellen in 10 cm- Schalen bzw. 6-Well-Platten ausgesit. Nach ca. 12 h wurden die Zellen
mit PBS gewaschen und anschliessend mit 10 ml bzw. 800 pl Medium mit 2% FCS versehen.

Der zuzugebende Transfektionsansatze setzte sich wie folgt zusammen:
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Tab. 2.6: Zusammensetzung des Mastermix pro Transfektionsansatz je nach Versuchsformat

1x Ansatz 10 cm-Schalen 1 x Ansatz 6-Well

5 pg Plasmid-DNA 1 pg Plasmid-DNA

10 pl Fugene 3 pl Fugene

ad 200 pl Medium ohne Zusitze ad 100 pl Medium ohne Zusitze

Analog wurden entsprechende Ansitze mit einem Kontrollvektor und ein Leer-Ansatz ohne
Plasmid-DNA jedoch mit Transfektionsreagenz verwendet.

Nach 48 h wurde mit der Selektion positiv transfizierter Zellen durch Zugabe angepasster
Mengen G-418 (Geneticin-Sulfat) begonnen. Transfizierte Zellen profitieren von dem im
Expressions-Konstrukt ~ enthaltenen =~ Neomycin-Resistenz-Gen.  Die  notwendigen
Konzentrationen fiir die jeweiligen Zelllinien wurden zuvor mit untransfizierten Zellen mit

anschlieBender Giemsa-Fiarbung bestimmt. Die Selektion wurde iiber acht Tage durchgefiihrt.

Tab. 2.7: G418 Endkonzentration fur transfizerte Zelllinien

Zdllinie | Endkonzentration G418 [mg/ml]
22Rv1 1,5

PC-3 0,2

DU145 0,75

NCCIT 0,2

Zellen, die mit dem CTCFL-GFP-Expressionskonstrukt transfiziert wurden, wurden
fotografisch dokumentiert und zur Priparation von RNA eingesetzt. Zellen, die mit dem
CTCFL-Promotor-Konstrukt bzw. dem p850-Konstrukt transfiziert wurden, unterlagen keiner
Selektion, sondern wurden 72 h nach der Transfektion lysiert und fiir den Luciferase-Test
verwendet. Das p850-Konstrukt enthdlt den L1.2B Retrotransposon-Promotor, der transfiziert
wurde als Vergleichswert eines Promotors mit starker Aktivitdt. Um diesen Test durchfiihren
zu konnen, wurde jeder Ansatz mit dem pRL-TK-Vektor kotransfiziert. Der pRL-TK-Vektor
enthélt den Herpes simplex Virus Thymidinkinase-Promotor, um moderate Expression des
Renilla Luciferase-Gens zu erzielen. Durch Kotransfektion dieses Vektors steht mit Hilfe der
zweiten Luciferase eine interne Kontrolle zur Verfiigung, die unter den verschiedenen

Ansitzen einen Vergleich der Transfektionseffizienzen erlaubt.

2.15.6 Dual-Luciferase® Reporter Test-System

Dieses System wird benutzt um eukaryotische Genexpression zu studieren. Hierbei werden
zwei Reporterenzyme gemessen. Die Luciferase von Photinus pyralis korreliert dabei direkt

mit der Aktivitdt der transfizierten Promotor-Konstrukte, wihrend die Luciferase von Renilla
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reniformis als interne Kontrolle verwendet wird, um die Transfektionseffizienz verschiedener
Ansitze vergleichen zu konnen. Lichtemission wird erreicht durch Oxidation des Leuchtkéfer
Luciferins unter Verbrauch von ATP, Mg®" und O,. Gemessen wurden jeweils die Ansitze
mit den verschiedenen Promotorkonstrukten und mit den leeren Vektoren. Zur Analyse
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 1 x Lysepuffer lysiert. In fiir das verwendete
Luminometer passenden Rohrchen wurden 10 pl Lysat mit 50 pl Luciferase Substrat
vermischt und nach 2 min Inkubationszeit die Leuchtkidfer Luciferase-Aktivitit gemessen.
Anschliessend wurden 50 pl Stop and Glo Reagenz® (Promega) zugegeben und sofort die
Aktivitdt der Renilla Luciferase bestimmt. Entsprechende Leerwerte filir die beiden Substrate

wurden gemessen und in die Berechnung mit einbezogen.

2.15.7 siRNA-Transfektion

Die Ausnutzung des Mechanismus der RNA Interferenz bietet eine effektive Methode zur
Analyse von Gen-Funktionen. Dieser in Eukaryoten natiirlich vorkommende Mechanismus
gehort zum angeborenen zelluldren Immunsystem und dient dazu die Expression von fremden
Genen, die durch Infektionen in die Zellen gelangt sind, posttranskriptionell still zu legen.
Dabei werden lange Transkripte doppelstrangiger RNA durch ein Homolog der dsRNA
spezifischen RNase 111 namens Dicer zu kurzen interferierenden RNAs (siRNA) prozessiert.
Diese binden an das Molekiil RISC (RNA induced silencing complex mit ssRNase-Aktivitit)
und werden dort entwunden. Der antisense-Strang spezifiziert RISC zur Degradation der Ziel-
mRNA.

Kiinstliche, gegen das gewlinschte Zielgen synthetisierte siRNAs sind 21 Nukleotide lang.
Diese werden mit Hilfe Lipid-basierter Reagenzien komplexiert und konnen so durch
Transfektion in eukaryotische Zellen gelangen. Der siRNA-Effekt, hdlt typischerweise fiir
mehrere Tage an und bietet iiber die ndtige Basenkomplementaritdt hohe Spezifitét.
Entsprechend wurden verschiedene spezielle siRNA-Transfektionsreagenzien zuvor auf
Toxizitdt und Effektivitdt ausgetestet. Hierzu wurden Zelllinien mit diesen Mittel nach
Herstellerangaben in verschiedenen Konzentrationen alleine oder in Kombination mit siRNAs
transfiziert und anschliessend Cell Titer Glo®-Analysen (vgl. 2.15.2) bzw. quantitative RT-
PCRs (vgl. 2.18.3) durchgefiihrt. Hierbei handelte es sich um drei verschiedene kommerzielle,
nicht-validierte siRNAs gegen das Zielgen CTCFL bzw. eine validierte siRNA gegen das
Kontrollgen GAPDH. Zur Garantie von 75% Knock-down-Erfolg bietet die Firma Ambion
drei verschiedene siRNAs fiir das CTCFL-Gen an. Als Kontrolle wurde eine

fluoreszenzmarkierte non-targeting siRNA transfiziert. Aufgrund der Resultate dieser
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zahlreichen Vorversuche, wurde spiter HiPerFect (Qiagen) als Transfektionsreagenz
festgelegt. Dieses zeichnete sich durch gute spezifische siRNA-Effekte bei niedrigen
eingesetzten siRNA-Konzentrationen aus, so dass unspezifische Nebeneffekte minimiert
werden sollten.

Zur Transfektion der Prostatakarzinom-Zelllinie DU145 und der Teratokarzinom-Zellinie
NCCIT wurden jeweils 1,8 x 10° Zellen pro well in 6-Well-Platten in Medium ohne
Antibiotikum ausgesét. Nach 12 h wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 1,4 ml
frischem Medium ohne Antibiotikum mit 10% FCS versehen. Fiir einen 100 pl-Ansatz wurde
die entsprechende Menge siRNA fiir eine Endkonzentration von 25 nM in Optimem-Medium
verdiinnt und mit 12 pl HiPerFect Transfektionsreagenz gemischt. Nach 10 miniitiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurde der Ansatz tropfenweise auf den Zellen verteilt. Die
verschiedenen CTCFL-siRNAs wurden jeweils einzeln und teilweise als Pool zur
Transfektion eingesetzt. Ferner wurde eine Negativ-Kontrolle der Firma Qiagen verwendet
und ein weiterer Ansatz enthielt nur Transfektionsreagenz und keine siRNA, um
Nebeneffekte des Transfektionsreagenzes einbeziehen zu konnen. Am néchsten Tag wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und frischem Medium versehen. Nach 72 h erfolgte die
Zelllyse zur RNA-Priparation.

2.16 Préaparation von Nukleinsduren aus humanen Zellen

2.16.1 DNA-Préparation aus Zelllinien

Hochmolekulare genomische DNA aus Kulturzellen wurde mit Hilfe des QIAGEN Blood &
Cell Culture Kits isoliert. Hierzu wurden in Konfluenz gewachsene Zellen einer 75 cm’-
Kulturflasche zunédchst gewaschen und trypsiniert (vgl. 2.14.1) und nach Zugabe von frischem
Medium/FCS bei 4 °C pelletiert (1500 x g, 10 min). Nach zweimaligem Waschen des
Zellpellets mit kaltem PBS wurde es mit einem Volumen Zelllysispuffer und drei Volumen
dH,O fiir 10 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss an eine weitere Zentrifugation wurden die
Zellen nach Zugabe des Nukleus-Lysispuffers und QIAGEN Protease [20 mg/ml] iiber Nacht
bei 50 °C inkubiert.

Am ndchsten Tag erfolgte die Isolierung der genomischen DNA  iiber

Affinitdtschromatographie nach Herstellerangaben.
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2.16.2 DNA Préparation aus Spermien

Sperma-Proben von gesunden Minnern wurden freundlicherweise von Dr. Kruse aus der
andrologischen Abteilung der Hautklinik, Universitdt Diisseldorf, als Kontrolle zur
Verfiigung gestellt. Zur DNA-Préiparation aus Spermien wurden diese zundchst aus dem
Ejakulat aufgereinigt. Hierzu wurden jeweils 250 ul der Proben in einem Corex-Rohrchen mit
10 ml Puffer 1 (150 mM NaCl, 10 mM EDTA, pH 8,0) versetzt und fiir 10 sek bei maximaler
Geschwindigkeit gevortext. Nach 10 miniitiger Zentrifugation bei 2500 g wurde der
Uberstand bis auf 1 ml verworfen, 10 sek gevortext und die Suspension in ein 2 ml-
Eppendorf-Gefdl3 iiberfiihrt. Um auch die Spermien von den GefiBwidnden zu sammeln
wurden weitere 0,5 ml Puffer 1 in das Corex-Rohrchen gegeben, gevortext und in das
Eppendorf-Gefd3 tiberfiihrt. Im Anschlufl an eine 2 miniitige Zentrifugation bei maximaler
Geschwindigkeit in einer Mikrozentrifuge, wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und
das Pellet in 300 pl Puffer 2 (100 mM Tris HCI pH 8,0, 10 mM EDTA, 500 mM NaCl, 1%
SDS, 2% B-Mercaptoethanol) resuspendiert. Zusammen mit 100 pl Proteinase K [20 mg/ml]
wurde die Losung fiir 2 h bei 55 °C inkubiert. Danach wurden weitere 20 pl Proteinase K
zugesetzt und flir weitere 2 h inkubiert. Es wurden 400 pl Puffer AL aus dem QIAamp DNA
Mini Kit und 400 pl Ethanol zugeben und die Losung durch Vortexen gemischt. Zur Isolation
der DNA {iber Affinitdtschromatographie wurde nach Herstellerangaben mit Schritt 5 des
Gewebeprotokolls aus dem QIAamp DNA Blood Mini Kit Handbuch weiter verfahren.

2.16.3 RNA-Priparation aus Zelllinien

Zur RNA-Préparation aus Zellkulturen wurden diese in mittelgroen Zellkulturflaschen bis zu
80% Konfluenz kultiviert. Zur Lyse der Zellen wurde 1 ml Trizol auf die Zellen gegeben und
anschlieend die Suspension in ein 2 ml Eppendorf-GefaB tiberfiihrt. Nach Zugabe von 200 pl
Chloroform und kurzem Vortexen, wurde die Losung fiir 3 min bei RT inkubiert. Eine
Zentrifugation erfolgte bei 4 °C fiir 15 min mit 12000 g. Die obere wissrige Phase wurde in
ein neues Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt, mit dem gleichen Volumen 70%-igem Ethanol versetzt
und 15 sek gevortext. Die RNA wurde tiiber Sidulenaffinititschromatographie nach
Herstellerangaben mit Hilfe des RNeasy Mini Kits isoliert.

Bei Versuchsansitzen mit bis zu 1 x 10° Zellen (z.B. 6-Wells siRNA-Analyse) wurde die
RNA mit Hilfe des RNeasy Micro Kits gewonnen. Hierbei wurden die Zellen mit dem zum

Kit gehorigen Puffer lysiert und anschliessend nach Herstellerangaben fortgefahren.

2.16.4 RNA-Priparation aus Spermien
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Auch zur Isolierung von RNA aus Spermien mussten diese zundchst aus Ejakulat aufgereinigt
werden (vgl. 2.16.2). Nach erneuter Zentrifugation wurden diese jedoch nicht in Puffer 2
resuspendiert, sondern es wurde mit Schritt 2 des RNeasy Micro Kit Handbuchs fortgefahren
und die Zellen durch Zugabe von 350 pl RLT-Puffer lysiert. Die RNA-Isolation iiber
Affinitdtschromatographie erfolgte nach Herstellerangaben.

2.17 Quantitéats- und Qualitatskontrolle von Nukleinséuren

Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Plasmid-DNA, genomischer DNA und
RNA wurde durch Messung der optischen Dichte bei 260 nm und 280 nm vorgenommen.

Dariiberhinaus wurde die RNA-Konzentration von Prédparationen mit geringem
Ausgangsmaterial am Nanodrop bestimmt. Die Qualitit wurde mit Hilfe des Agilent

Picochips im BMFZ als Auftragsarbeit analysiert.

2.18 RT-PCR
2.18.1 Reverse Transkription

Der Einsatz einer Reversen Transkriptase, einer viralen RNA-abhdngigen DNA-Polymerase,
erlaubt die Transkription von RNA zu ¢cDNA (complementary DNA). In dieser Arbeit wurde
die SuperScript™ II Reverse Transkriptase des Herstellers Invitrogen verwendet. Die
verwendeten cDNAs wurden aus RNA von Zelllinien und Gewebe nach folgendem Schema
hergestellt:

2 ng RNA wurden mit 0,04 nmol Oligo (dT);s Primern, jeweils 10 nmol dNTPs und sterilem
Wasser auf ein Gesamtvolumen von 12 pl gebracht und fiir 5 min bei 65°C inkubiert. Ein

Mastermix der librigen Komponenten wurde pro Ansatz nach folgendem Schema angesetzt:

Tab. 2.8: Pipettierschema Mastermix Reverse Transkription

K omponenten Endkonzentration
5 x Reaktionspuffer 1 x
0,1 MDTT 0,01 M
RNase Inhibitor 40U

Nach einer kurzen Abkiihlung der Proben auf Eis und Zugabe von 7 pl Mastermix pro Probe
folgte eine Inkubation von 2 min bei 42 °C. Im Anschluss an eine Zugabe von 200 U
SuperScript™ II Reverse Transkriptase pro Probe wurden die Ansdtze 50 min bei 42 °C und

15 min bei 70 °C inkubiert. Die so hergestellten cDNAs wurden bei —20°C gelagert.
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2.18.2 Qualitative PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wird zur exponentiellen Amplifikation spezifischer
Nukleinsdureabschnitte eingesetzt. Dabei wird die Eigenschaft von DNA-Polymerasen, DNA
zu duplizieren, ausgenutzt. Hierfiir wird ein Nukleinsdure-Strang mit einem freien 3'-OH-
Ende benoétigt. Dieser wird in einer PCR kiinstlich durch kurze DNA-Fragmente, sog.
Oligonukleotide oder Primer zur Verfligung gestellt. Die beiden Primer (forward und reverse)
binden nach einem Denaturierungschritt an den zu amplifizierenden DNA-Einzelstrang
(Primeranlagerung oder Annealing) und kénnen dann von der Polymerase verldngert werden,
so dass der zwischen ihnen befindlich DNA-Abschnitt verdoppelt wird. Denaturiert man
anschliessend die neu synthetisierte doppelstrangige DNA durch eine Temperaturerhdhung in
ihre Einzelstringe, so konnen neue Primermolekiile binden und eine Neusynthese stattfinden.

Die Untersuchung der Expressionsniveaus von CTCFL und seines Paralogen CTCF in
Zelllininien aus Harnblasen- und Prostatakarzinomen mit und ohne Einfluss des
Methylierungsinhibitors 5-aza-dC erfolgte mittels RT-PCR. Gleichzeitig wurden als
Positivkontrollen die Expressionen von Proben aus Hoden-Tumor- und Hoden-
Normalgewebe bestimmt. Um das Niveau der Expression besser einordnen zu kénnen, wurde
gleichzeitig ein Sequenzabschnitt des Haushaltsgens Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) amplifiziert. Als Probenmaterial wurde jeweils 1 pl cDNA des 20
ul Ansatzes aus der Reversen Transkription eingesetzt. Der zu pipettierende Mastermix der

Reaktionen setzte sich pro 50 pl-Ansatz wie folgt zusammen.

Tab. 2.9: Mastermix Primerpaare CTCFL und CTCF

K omponenten Endkonzentration
10 x Reaktionspuffer Finnzymes 1 x
Fwd-Primer 20 pmol
Rev-Primer 20 pmol
dNTPs jeweils 150 uM
DyNAzyme' "1l Tag DNA Polymerase 1U
dH,O ad 49 ul

Tab. 2.10: Mastermix Primerpaar GAPDH 350

K omponenten Endkonzentration

10 x Reaktionspuffer Finnzymes 1 x

Fwd-Primer 25 pmol

Rev-Primer 25 pmol

dNTPs jeweils 100 uM

DyNAzyme Taq ' "1 DNA Polymerase 1 U
Formamid 2%

dH,O ad 49 ul
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Die Proben wurden jeweils in 0,5 ml-Einmalreaktionsgefi3en mit Mineral6l iiberschichtet.
Nach Optimierung der PCR-Bedingungen ergaben sich fiir den T3 ThermoCycler folgende
PCR-Programme:

Tab. 2.11: zusammengefasste PCR-Bedingungen fiir die Primerpaare CTCFL/CTCF/GAPDH 350

Temperatur Dauer Anzahl Zyklen
95 °C 5 min 1
94 °C 30 sec

57/ 56/ 54°C 30 sec 30/ 35/ 30
72 °C 30 sec
72 °C 10 min 1

Die Dauer der Primer-Verldangerung hingt von der Lange des entstehenden PCR-Produkts ab,
wobei 1000 bp pro Minute als Anhaltspunkt gelten kann.
Es wurden jeweils 10 pl PCR-Produkt der Reaktionen mit 6 x Auftragspuffer vermischt und

iiber ein Agarosegel (2%) aufgetrennt.

2.18.3 Quantitative PCR

Waihrend die qualitative PCR nur eine Endpunktbetrachtung des Produkts erlaubt, bietet die
quantitative real-time PCR (QRT-PCR) den Vorteil der Detektion des Produkts vom Ansatz
bis zur Auswertung. Die entstandene Produktmenge wird wihrend jedes PCR-Zyklus
gemessen. Zudem ldsst sich die Kinetik der Reaktion beobachten. Zur Verfolgung des
entstehenden Amplikons gibt es grundsétzlich zwel verschiedene
Fluoreszenzdetektionssysteme: ein nichtspezifisches Detektionssystem, welches auf der
Markierung des Amplikons durch interkalierende Farbstoffe basiert, und ein spezifisches,
welches fluoreszenzmarkierte Sonden verwendet. Beide Systeme beruhen auf dem Anstieg
der Fluoreszenz proportional zum Anstieg der Konzentration des Produkts. Aufgrund dieser
Proportionalitét ist zudem eine Quantifizierung der Ausgangsmenge des Templates moglich.
Bei dem in dieser Arbeit verwendeten interkalierendem Farbstoff handelt es sich um SYBR
Green™ der Firma Roche, der eine Anregungswellenlinge von 597 nm und eine
Emissionswellenldinge von 520 nm besitzt.

Um zwischen korrektem Produkten und Artefakten durch Primerdimere 0.4. zu unterscheiden,
fithrt man bei diesem Detektionssystem anschliessend eine Schmelzpunktanalyse durch.
Dabei wird das Reaktionsgemisch im Anschluss an die eigentliche PCR in 1 °C-Schritten von
der Primeranlagerungstemperatur + 5 °C bis auf 99 °C erhitzt und kontinuierlich die
Fluoreszenz gemessen. Der Temperaturschritt, bei dem das Produkt schmilzt und der
Farbstoff dissoziiert, ist durch einen Abfall der Fluoreszenz gekennzeichnet und wird in der

Ableitung als Peak dargestellt. Bei einer optimal eingestellten PCR ist ein einzelner spitz
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zulaufender Peak zu erwarten, der das spezifische Produkt darstellt. Unterschiedlich grofe
Produkte oder Produkte anderer Sequenzen haben unterschiedliche Schmelzpunkte.

Als alternatives Detektionssystem kommen fluoreszenzmarkierte Sonden zum Einsatz. Bei
diesem Detektionssystem wird zum PCR-Ansatz zusitzlich ein fluoreszenzmarkiertes
Oligonukleotid hinzugegeben, dessen Sequenz spezifisch fiir das zu amplifizierende Produkt
ist und die zwischen den beiden Primern hybridisiert. Diese Sonden sind in der Regel 20-30
Basen lang und am 5'- und am 3’-Ende markiert. Konventionell wird hierflir 6-Carboxy-
Fluorescein (FAM, Reporter) bzw. 6-Carboxy-Tetramethylrodamin (TAMRA, Quencher)
verwendet. Die Emission der Fluoreszenz erfolgt erst bei Hybridisierung an die Zielsequenz,
der Mechanismus beruht auf dem Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET). Wéhrend
der Elongationsphase der PCR trifft die Polymerase auf die hybridisierte Sonde am 5'-Ende
und hydrolysiert diese iiber ihre 5°-3" Exonukleaseaktivitdt. Durch diese Hydrolyse wird der
Reporterfarbstoff rdumlich von seinem Quencher getrennt und seine emittierte Fluoreszenz
wird nicht mehr umgeformt, so dass sein Fluoreszenzanstieg messbar wird.

Die Fluoreszenz wird wéhrend jedes Zyklus gemessen. Ob Annealing- oder
Elongationsschritt als Zeitpunkt der Messung definiert werden, ist vom Detektionssystem
abhéngig. Der gemessene Fluoreszenzwert wird in einer Amplifikationsgraphik auf der
Ordinate gegen die Zyklenzahl auf der Abzisse dargestellt. Sowohl der Fluoreszenzfarbstoff,
als auch die eingesetzten Materialien haben eine gewisse Grundfluoreszenz, die jedoch
unterhalb des Schwellenwertes liegt. Der Schwellenwert (Treshold) errechnet sich aus der
Standardabweichung der Hintergrundfluoreszenz zwischen Zyklus 3 und 15, welche mit dem
Faktor zehn multipliziert wird. Wéhrend der Amplifikation des Produkts kommt es erst nach
einer gewissen Anzahl Zyklen zum Anstieg der Fluoreszenz, welcher im Laufe der Reaktion
den Schwellenwert iibersteigt. Der Schnittpunkt zwischen zunehmender Fluoreszenz und
Schwellenwert nennt sich Cycle-Treshold (Cr). Dieser Wert stellt den niedrigsten messbaren
positiven Wert der QRT-PCR dar und gibt eine Zykluszahl an. Dieser Wert steht in direktem
Zusammenhang zur eingesetzten Ausgangkonzentration. Ist der Cr —Wert niedrig, so ist die
Ausgangkonzentration hoch. Der Ct —Wert erlaubt die Quantifizierung einer Reaktion. Er
verhélt sich umgekehrt proportional zum Logarithmus der Ausgangsmenge.

Zur Quantifizierung gibt es zwei verschiedene Strategien. Die absolute Quantifizierung beruht
auf einer Verdiinnungsreihe von RT-PCR Produkten mit bekannten Konzentrationen. Bei der
relativen Quantifizierung wird die Genexpression eines Zielgens auf ein Haushaltsgen
bezogen und normalisiert. Eine weitere Optimierung der relativen Quantifizierung ermoglicht

die Korrektur um die real-time PCR Effizienzen, die jeweils erzielt wurden.
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In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression verschiedener Gene in zahlreichen Proben
mit der Hilfe der QRT-PCR analysiert. Als Proben kamen cDNAs unterschiedlicher
Gewebeherkunft und Zelllinienherkunft, mit oder ohne Inhibitoren behandelt, zum Einsatz.
Diese wurden entweder pur oder in Verdiinnungen von 1:5 oder 1:10 eingesetzt.
Grundsitzlich wurden mindestens Doppelwerte, bei fraglichen Proben auch Mehrfachwerte,
generiert.

Ein GroBteil der in dieser Arbeit untersuchten Genexpressionen wurden mit Hilfe eines
Enzymmix, der auf SYBR Green™ (Roche) basiert, und unmarkierten Primern aus
Eigendesign durchgefiihrt. Der Enzymmix des LightCycler® FastStartDNA Master™™ SYBR
Green I wurde nach Herstellerangaben vermischt. Der Standard-PCR-Mix, der bei der

Analyse verschiedener Gene verwendet wurde, setzte sich wie folgt zusammen:

Tab. 2.12: Pipettierschema Sandard-Mastermix

K omponenten Endkonzentration
dH,O ad 10 pl
Fwd-Primer 10 pmol
Rev-Primer 10 pmol
SYBR-Green Enzymmix 1 x
cDNA 1:5 Verdiinnung 1 pl

Zielsequenzen folgender Gene wurde unter Verwendung des Standard-Mastermix amplifziert:
GAPDH, &-Aktin (nur jeweils 5 pmol Primer), p21, CTCF, OCT4, BMI-1, EZH2, DNMT3B.
Die PCR-Protokolle fiir die einzelnen Gene waren variabel. Alle begannen mit einem
Denaturierungsschritt bei 95 °C flir 10 min und endeten mit einem Kiihlschritt bei 40 °C fiir
30 sek. Alle Schmelzkurven begannen 5 °C oberhalb der Annealingtemperatur und
beinhalteten 1 °C-Schritte bis zur Temperatur von 99 °C. Die Fluoreszenzdetektion erfolgte
wihrend der Elongationsphase.

Amplifikationsschritte und Starttemperaturen fiir die Schmelzkurve waren genabhingig. Die

genabhdngigen Variationen werden nachfolgend im Detail angegeben.

Tab. 2.13: genabhéngige Variationen der PCR-Protokolle der untersuchten Gene

Gen Annealingtemperatur Zyklenzahl
GAPDH 59 36
[3-Aktin 65 40
p21 63 40
CTCF 61 40
OCT4 66 40
BMI-1 65 40
EZH2 60 45
DNMT3B 62 40
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Die Gene MAGE-AL, NY-ESO-1, SRT1, CD133 sowie ein weiteres stabiles Referenzgen
namens TBP wurden ebenfalls mit Hilfe des SYBR Green™- Systems analysiert. In diesen
beiden Féllen stammte der Farbstoff jedoch von der Firma Qiagen als Komponente des
QuantiTect® Primer Assays. Hierbei handelt es sich um ein validiertes kommerzielles
Primerdesign fiir QRT-PCRs, basierend auf SYBR Green™. Die Primer bestehen aus einem
Mix von Fwd- und Rev-Primer und wurden nach Herstellerangaben gelost und nach

folgendem Schema in den Mastermix fiir die beiden Gene eingesetzt:

Tab. 2.14: Pipettierschema Mastermix

K omponenten Endkonzentration
dH,O ad 10 pl
10 x QuantiTect® Primer Assay 1x
2 x QuantiTect® SYBR Green 1 x
cDNA 1:5 Verdiinnung 1 pl

Das Universalprotokoll fiir Primer dieser Produktserie beginnt mit einem Denaturierungschritt
bei 95 °C fiir 15 min. Anschliessend erfolgt die Amplifikation. Wihrend der
Elongationsphase wurde die Fluoreszenz detektiert. Nach der Schmelzpunktanalyse endete

die Reaktion mit dem gewohnten Kiihlschritt.

Tab. 2.15: Universal-PCR-Protokoll Quanti Tect® Primer Assays

Temperatur Dauer Anzahl Zyklen

94 °C 15 sec

55 °C 20 sec 40

72 °C 20 sec

Schmelzkurve

95 °C

70 °C

90 °C

Die Bestimmung der Genexpression von CTCFL erfolgte mit einer spezifischen markierten
Sonde. Das Sondendesign wurde selbst vorgenommen und jeweils eine FAM- bzw. TAMRA-
Markierung angehdngt. Auch hier wurde ein Enzymmix der Firma Roche verwendet. Dieser
stammte aus dem FastStart DNA Master’”® HybProbe Kit und wurde nach

Herstellerangaben vermischt. Hierfiir setzte sich der Mastermix wie folgt zusammen.

Tab. 2.16: Pipettierschema Mastermix

Komponenten Endkonzentration
dH,O ad 10 pl
Fwd-Primer 10 pmol
Rev-Primer 10 pmol
Sonde 4 pmol
Enzymmix 1 x
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Fiir die Analyse des CTCFL-Gens wurden je Probe 2 ul unverdiinnte cDNA eingesetzt.

Da der Einsatz von Sonden der Reaktion zusidtzliche Spezifitit verleiht, entfillt eine
anschliessende Schmelzpunktanalyse. Die Reaktionen beginnen zunidchst mit einem
Denaturierungsschritt bei 95 °C fiir 10 min. Anschliessend erfolgt die Amplifikationsphase
mit 45 Zyklen und einer Annealingtemperatur von 66°C. Die Fluoreszenzdetektion erfolgt

hier wihrend des Primeranlagerungsschrittes. Die Reaktion endet mit einem Kiihlschritt bei

40 °C fur 30 sek.

2.19 DNA-Analyse mittels Bisulfit
2.19.1 Bisulfitumwandlung

Die Bisulfitumwandlung [Clark et al., 1994] denaturierter genomischer DNA wurde mit Hilfe
des CpGenome™ DNA Modification Kits vorgenommen. Wihrend das enthaltene Natrium-
Bisulfit durch Desaminierung unmethylierte Cytosinreste in Uracilreste konvertiert, bleiben 5-
Methylcytosinreste unverdndert. So fithrt die Bisulfitumwandlung zu einer veridnderten
Sequenz unmethylierter DNA im Vergleich zur unbehandelten Ausgangs-DNA und zur
behandelten methylierten DNA. Da anschlieend die beiden Komplementéarstrange nicht mehr
exakt zueinander passen, wird mit dem angepassten Primerdesign ein Strang auf sein
Methylierungsmuster untersucht.

Es wurde jeweils 1 ug DNA aus Zelllinien oder Gewebeproben eingesetzt und nach
Herstellerangaben umgewandelt. Nach Fillung der umgewandelten DNA wird sie in 50 pl

TE-Puffer aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei —20°C gelagert.

2.19.2 Methylierungsspezifische PCR (MS-PCR)

Fiir diese DNA-PCR wurden Primer konzipiert, die methylierte und unmethylierte Allele
gleichmissig amplifizieren. Dabei sind die Primer komplementér zu einem Bereich um den
Transkriptionsstart des zu untersuchen CTCFL bzw. OCT4 Gens. Hiermit sollte der Einfluss
des Methylierungsstatus des Promotorbereichs in Zelllinien und Gewebeproben auf die
Expression der beiden Gene tiberpriift werden. Von der Bisulfit-umgewandelten DNA wurden
jeweils 4 pul des 50 pl Ansatzes zu einem Gesamtansatz von 50 pl aus folgenden

Komponenten hinzugegeben:
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Tab. 2.17: Pipettierschema Primerpaare CTCFL Promhyp und OCT4 Promhyp

Endkonzentration K omponenten Endkonzentration
CTCFL OCT4
1 x 10 x Reaktionspuffer Qiagen 1 x
20 pmol Fwd-Primer 10 pmol
20 pmol Rev-Primer 10 pmol
100 pM dNTPs 150 pM
1U HotStarTaq DNA Polymerase 1U
ad 46 pl dH,O ad 46 pl

Die Amplifikation erfolgte im Biometra T3 Thermocycler mit Heizdeckel mit folgender

Programmierung:

Tab. 2.18: PCR-Bedingungen Primerpaar CTCFL Promhyp

Temperatur Dauer Anzahl Zyklen
95 °C 15 min
58 °C 5 min 1
72 °C 45 sec
94 °C 45 sec
58 °C 30 sec 30
72 °C 30 sec
72 °C 10 min 1

Tab. 2.19: PCR-Bedingungen Primerpaar OCT4 Promhyp

Temperatur Dauer Anzahl Zyklen
95 °C 15 min 1
95 °C 45 sec
58 °C 45 sec 40
72 °C 1 min
72 °C 10 min 1

Im Anschluss wird jeweils der gesamte PCR-Ansatz auf einem Agarosegel (2,5%)
elektrophoretisch aufgetrennt, die spezifische Bande des PCR-Produkts ausgeschnitten und
das PCR-Produkt eluiert (vgl. 2.13.2), um unverziiglich fiir die Ligation und Klonierung in
den TA-Vektor mit Hilfe des TOPO TA Cloning Kits eingesetzt zu werden (vgl. 2.13.7). Um
Aussagen iiber eine moglicherweise vorliegende Promotorhypermethylierung treffen zu
konnen, wird aus mehreren Klonen die Plasmid-DNA prdpariert (vgl. 2.12.2) und diese

sequenziert.

2.19.3 Sequenzierung

Die zu sequenzierenden Proben wurden als Auftragsarbeit an das BMFZ gegeben. Dort wird
die Sequenzierung nach der Kettenabbruch-Methode von Sanger unter Verwendung von ,,.Dye

Terminatoren” durchgefiihrt. Ublicherweise werden T3- oder T7-Primer verwendet. Die
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Sequenzier-Reaktion beruht auf der gezielten, aber statistisch verteilten Unterbrechung der
Komplementarstrang-Synthese durch den Einbau eines Didesoxynukleotids. Diese haben
keine freie 3’ OH-Gruppe, so dass die Synthese bei Einbau eines solchen Didesoxynukleotids
unterbrochen wird. Meistens werden parallel vier Ansdtze vorbereitet, bei denen jeweils ein
anderes Desoxynukleotid markiert ist. Eine genaue Auftrennung der markierten
Syntheseprodukte unterschiedlicher Lénge iiber Polyacrylamid-Gelelektrophorese erfolgt im

BMFZ automatisiert mit Hilfe des ABI Prism' " -Sequenziergerites.

2.19.4 In vitro Methylierung

Zur Untersuchung der Sensibilitit des CTCFL-Promotors hinsichtlich DNA-Methylierung,
wurde das hergestellte CTCFL-Promotor-Konstrukt in vitro methyliert und anschliessend
erneut in Zelllinien eingebracht. Die transfizierten Zellen wurden spiter lysiert und in einem
Luciferase-Test analysiert. Als Kontrollansatz galt das transfizierte Konstrukt ohne in vitro
Methylierung und ein Vergleich zum LINE1-Promotor, der ebenfalls unbehandelt und in vitro
methyliert eingesetzt wurde. Es kamen die DNA-Methylasen Sssl und Hpall zum Einsatz.
Wihrend die Sssl Methylase jedes C im Dinukleotid CG methyliert, modifiziert die Hpall
Methylase das innere C in der Erkennungssequenz CCGG. Da zur Transfektion viel DNA
bendtigt wurde und entsprechende Verluste bei der Aufreinigung der methylierten DNA zu
beachten waren wurden jeweils mehrer Ansétze zu 3 ug bzw. 4 pg gleichzeitig methyliert und

vor der alkoholischen Féllung vereinigt. Ein Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

Tab. 2.20: Pipettierschema Mastermix Sssl

K omponenten Sssl Endkonzentration
Plasmid-DNA 3ug
Puffer NEB2 Ix
SAM 480 uM
Sssl-Methylase 18U
dH,O ad 50 pl
Tab. 2.21: Pipettierschema Mastermix Hpall
Komponenten Hpall | Endkonzentration
Plasmid-DNA 4 g
Hpall-Puffer 1 x
SAM 400 uM
Hpall-Methylase 88U
BSA 5 g
dH,O ad 50 pl

Die Reaktionsansdtze wurden jeweils fiir 1,5 h bei 37 °C und fiir 20 min bei 65 °C inkubiert.
Zur alkoholischen Fillung wurden sie jeweils vereinigt. Nach Zugabe 1/5 fachen Volumens

4 M LiCl-Losung und 2,5 fachem Volumens eisgekiihlten Ethanols absolut, wurden die
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Proben mindestens 30 min bei —70 °C gelagert. Anschliessend erfolgte eine 30 miniitige
Zentrifugation bei 4 °C mit 12.000 g. Das DNA-Pellet wurde mit 70%-igem Ethanol
gewaschen und erneut fiir 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in 25 pl TE-Puffer gelost.
Zur Kontrolle der Effektivitat der in vitro Methylierung wurden jeweils 500 ng DNA in einen
Restriktionsverdau mit der methylierungssensitiven Restriktionsendonuklease Hpall
eingesetzt. Bei vollstandiger Methylierung der Erkennungsstellen kann dieses Enzym die
DNA nicht zerschneiden. Das Resultat wurde mittels DNA-Agarosegelelektrophorese (1%)

dokumentiert.

2.20 Western-Blot-Analyse

Mit Hilfe einer immunologischen Technik, die Western Blotting genannt wird, kdnnen
geringe Mengen eines Proteins in einer Zelle nachgewiesen werden. Mit dieser Methode sollte
iiberpriift werden, wie sich das mRNA-Expressionsniveau von CTCFL in mit Inhibitoren
behandelten und unbehandelten Zelllinien auf Proteinebene fortsetzt. Dazu werden Proteine
von Zellextrakten einer SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) unterworfen.
Die aufgetrennten Proteine werden dann auf einer Membran immobilisiert. Die Detektion der
Proteinbanden erfolgt tiber indirekte Immunfluoreszenz. Als Proben wurden Proteinlysate von
Prostatakarzinom-Zelllinien verwendet. Diese wurden zuvor teilweise mit dem
Methylierungsinhibitor 5-aza-dC oder Cycloheximid, einem Inhibitor der Translation,
behandelt. Parallel wurden immer unbehandelte Ansdtze mitgefiihrt. Zur Validierung der
Resultate aus der siRNA-Analyse wurden auch transfizierte Zellen zur Gewinnung von
Proteinlysaten eingesetzt. Als Positivkontrollen wurde das Lysat von normalem
Hodengewebe eingesetzt. Um Aussagen iiber Expressionsunterschiede zwischen
unterschiedlichen Zelllinien treffen zu konnen, wurde zusitzlich durch Immundetektion der
Nachweis des a-Tubulin-Proteins als Referenz gefiihrt.

2.20.1 Préparation von Proteinlysaten

Zur Analyse der Kinetik des CTCFL-Proteins wurden Prostatakarzinom-Zelllinien {iber 48 h
mit Cycloheximid behandelt. Der Inhibitor wurde dem Medium in einer Endkonzentration
von 10 pg/ml zugesetzt. Alle 12 h wurde jeweils ein Ansatzt zur Priparation von
Proteinlysaten verwendet. Parallel wurde auch ein Ansatz zum Zeitpunkt 0 h und eine
Losungsmittelkontrolle zur Préparation verwendet.

Ahnlich wurden Zellen mit 5-aza-dC behandelt und zusammen mit unbehandelten Ansitzen
zur Prédparation eingesetzt. Hierzu wurden die Zellen zusammen mit RIPA-Puffer auf dem

Schiittler fiir 1 h auf Eis inkubiert. Die Zellsuspension wurde in ein Reaktionsgefal iiberfiihrt
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und zur Homogenisierung mehrfach durch eine Kaniile gezogen. Nach 5 miniitiger
Zentrifugation bei 12.000 g wurde der Uberstand aliquotiert und bei —80 °C gelagert.

Zur Priparation von Lysaten aus Hodengewebe wurde &hnlich verfahren. Als
Ausgangsmaterial stand Gewebepulver zur Verfligung. Hiervon wurden 20 mg in RIPA-
Puffer gelost und wie oben beschrieben aufgearbeitet. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe eines kéiuflichen Nachweissystems nach

Herstellerangaben.

Zur fraktionierten Préparation von Proteinlysaten wurden die Zellen trypsiniert und das
Zellpellet einmal mit PBS gewaschen. Das gewaschene Pellet wurde in 400 ul HB-Puffer
resuspendiert und fiir 1 min bei 150 g in einer Kiihlzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 200 pl Lysispuffer resuspendiert. Die Proben wurden 10
min auf Eis inkubiert und dabei mehrfach vorsichtig invertiert. Nach einem 5 miniitigen
Zentrifugationsschritt bei 4 °C und 15 000 g, wurde der Uberstand als zytoplasmatische
Fraktion abgenommen. Das Pellet wurde mit dem Lysispuffer gewaschen und 5 min auf Eis
inkubiert. Nach einer 5 miniitigen Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen. Dieser
Waschschritt wurde noch einmal wiederholt- AnschlieBend wurde das Kernpellet in 150 pl
Puffer C resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Dabei wurde das Lysat jede Minute kurz
gevortext. Nach 5 miniitiger Zentrifugation wurde der Uberstand als nukleire Fraktion

abgenommen.

2.20.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Unter denaturierenden Bedingungen konnen Proteine in einer SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese tiiber ihre unterschiedlichen Molekulargewichte aufgetrennt werden. Die
Denaturierung der Proteine einer Probe wird durch einen SDS-haltigen Ladepuffer erreicht.
Zur Reduktion von Disulfidbriicken enthélt dieser Puffer zusitzlich Mercaptoethanol. Durch
Bindung der SDS-Anionen an die Hauptketten des Proteins erhélt dieser Komplex eine
negative Ladung, die proportional zur Masse des Proteins ist. Die urspriingliche Ladung des
nativen Proteins ist vernachldssigbar. Zusitzliches SDS im Laufpuffer hédlt das Protein im
denaturierten Zustand. Aufgrund der anionischen Sulfatreste des Detergenz wandern die
Proteine im elektrischen Feld zu Anode.

Fiir den Gellauf wurde zunichst ein 10%-iges Polyacrylamidgel als Trenngel zwischen zwei
Glasplatten gegossen. Nach 1-stiindiger Polymerisation wurde die Sammelgellosung
luftblasenfrei auf das Trenngel pipettiert und der Kamm eingesetzt. Nach Entnahme des

Kamms wurden in der Laufkammer die Geltaschen mit Laufpuffer gespiilt.
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Pro Spur wurden 30 pg Gesamtprotein aufgetragen. Hierzu wurde das entsprechende
Probevolumen mit Auftragspuffer (2,5 ul/10 pl Probe) versetzt, 2 min bei 99 °C denaturiert,
auf Eis abgekiihlt und anschliessend mit einer Hamilton-Spritze aufgetragen. Zusitzlich
wurde ein Molekulargewichtsmarker aufgetragen. Das Einlaufen der Proben in das

Sammelgel erfolgte bei 70 V, der Trennlauf bei 150 V.

2.20.3 Protein Blot

Das Proteingel aus dem Elektrophoreselauf fand unmittelbar weitere Verwendung fiir den
Proteinblot. Die Proteine wurden auf einer Immobilon™-P-Membran immobilisiert. Dazu
wurde der Elektroblot luftblasenfrei aufgebaut und anschliessend in die Kammer des

Nassblotters eingesetzt. Der Blotvorgang erfolgte bei 2 mA/cm” Gel fiir etwa 1,5 h,

2.20.4 Immundetektion

Die Immundetektion der Zielproteine erfolgte iiber indirekte Immunfluoreszenz. Hierfiir
wurden zundchst unspezifische Bindungsstellen der Blotmembran durch -einstiindige
Inkubation bei RT in Blockpuffer bzw. Sigma Solution gesittigt. Die Inkubation mit dem
zielproteinspezifischen Antikorper erfolgte bei 4 °C iiber Nacht in Blockpuffer mit einer
entsprechenden Verdiinnung des Primérantikdrpers (anti-CTCFL: 250 ng/ml; anti-Tubulin:
200 ng/ml, anti-c-Myc: 400 ng/ml). In mehreren Waschschritten wurden {iiberschiissige
Antikorper-Molekiile entfernt. Auch die Inkubation mit dem Sekundarantikorper
(Meerrettichperoxidase-gekoppelte Ziege-anti-Kaninchen- bzw. Ziege-anti-Maus-Antikorper)
erfolgte fiir 1 h unter Schwenken mit der entsprechenden Losung (beide 80 ng/ml) nach
Herstellerangaben. Im Anschluss an mehrere Waschschritte wurde die Peroxidasereaktion mit
einem lumineszierenden Farbstoff gestartet. Hierfiir wurden pro Membran 1 ml der im Kit
enthaltenen Peroxidase-Nachweislosung mit 1 ml der Enhancer-Losung vermischt und die
Membran darin fiir I min geschwenkt. Die Membran wurde luftblasenfrei in Folie verpackt
und in der Dunkelkammer gegen geeignete Chemolumineszenzfilme exponiert. Die

Belichtungszeit variierte von 10 sec bis zu 3 min.

2.20.5 Stripping

Um eine Proteinmembran nach einer Immundetektion noch einmal einsetzen zu konnen,
miissen zunéchst die gebundenen Antikorper abgewaschen werden. Hierzu dient die Stripping
Methode. Die Membran wird dazu in einem Falcon-Rohrchen mit 20 ml der frisch
angesetzten Sripping Losung fir 30 min bei 50 °C in einem Wasserbad inkubiert.
Anschliessend erfolgen jeweils 10 miniitige Waschschritte in PBS/ 0,1% Tween und 5%
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Milchpulver in PBS/ 0,1% Tween bei RT. Nach erneutem Blockieren unspezifischer

Bindungsstellen kann mit der nichsten Antikorper- Inkubation begonnen werden.

2.21 Immunhistochemische Analyse der Proteinexpression in Geweben

Die immunhistochemischen Fiarbungen wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Engers,
Institut fiir Pathologie libernommen. Die verwendeten Paraffinschnitte von Gewebeproben
wurden zundchst mit Xylol und Ethanol deparaffiniert und mit einer absteigenden
Alkoholreihe rehydriert. Nach der Blockierung endogener Peroxidase-Aktivititen erfolgte
eine Antigendemaskierung mit Hilfe eines Citratpuffers (10 mM) fiir 15 min in einem
Schnellkochtopf. Endogenes Biotin wurde mit Avidin und Biotin (0,02% in TBS-Puffer) fiir
15 min bei RT blockiert. Anschlieend erfolgte die Inkubation mit dem Primérantikorper fiir
30 min bei Raumtemperatur (CTCFL Abcam 1:200; EZH2 Upstate 1:50; BMI-1 Dr. Otte
1:50), ein Waschschritt mit PBS und die Inkubation mit dem Sekundérantikorper. Nach einem
Waschschritt mit PBS wurde das Nachweissubstrat zugegeben und die Priparate mit

Himatoxilin gegengefirbt. Zuletzt erfolgte die Eindeckelung.

2.22 Immuncytochemische Analyse von Proteinexpressionen

Mit Hilfe der immuncytochemischen Analyse sollten die Resultate der
immunhistochemischen Analyse bzgl. der intrazelluldren Lokalisation des CTCFL-Proteins
bestdtigt werden. Zudem sollte zur Aufkldrung der funktionellen Rolle von CTCFL und
CTCEF eine Kolokalisation untersucht werden. Hierzu wurden ferner Doppelfarbungen gegen
RNA-Polymerase II vorgenommen.

Fir die Farbungen wurden Zellen verschiedener Zelllinien in 6 Well-Platten auf
Deckgldschen ausgesit. Jeweils ein Ansatz wurde anschliessend 3 Tage mit 5-aza-dC
behandelt (vgl. 2.14.1), ein zweiter Ansatz blieb unbehandelt. Die Zellen wurden mit PBS
gewaschen und anschliessend fiir 10 min bei —20 °C mit Methanol fixiert. Nach einer 10
miniitigen Trocknungsphase wurden die Zellen mit TBS-Puffer (150 mM Tris HCI, 33 mM
NaCl, pH 7,4) gewaschen. Zur Permeabilisierung der Zellkerne wurde eine Saponinlosung [5
mg/ml] fiir 5 min auf die Zellen gegeben. Nach Zugabe der Na-Borhydridlosung [1 mg/ml]
fiir 5 min wurden die Zellen erneut mit TBS gewaschen. Zum Blocken wurden die
Deckglédschen fiir 1 h auf 50 pl Ziegen Serum, 1:50 in PBS verdiinnt, gelegt. Nach einem
Waschschritt wurden die Deckglédschen in die Antikorperlosungen gelegt und tiber Nacht bei
4 °C in einer feuchten Kammer gelagert. Die Antikdrper wurden in PBS verdiinnt (CTCFL 5
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pg/ml; CTCF BD 2,5 pg/ml, CTCF Abcam 2,5 pg/ml, RNAP II Abcam 20 pg/ml). Die Zellen
wurden erneut gewaschen und in die Sekundérantikdrperlosungen gelegt (FITC-Ziege anti-
Kaninchen 30 pg/ml in PBS; Cy3-Ziege anti-Maus 7,5 pg/ml; Alexa 488-Ziege anti-
Kanninchen 5 pg/ml). Zur Gegenfirbung der gesamten Zelle enthielten die Verdiinnungen
0,01% Evansblue. Da die Antikdrper mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert sind, wurden
die Zellen fiir 1 h bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach weiteren Waschgéngen wurden die
Deckgldschen kurz getrocknet, eingedeckelt und fixiert. Die Auswertung erfolgte am
Mikroskop Nikon Eclipse E400.

Fir die Doppelfirbungen erfolgten die Inkubationen mit den verschiedenen Antikorpern
sequentiell. Zwischen erster und zweiter Farbung wurde ein zweiter Blockschritt mit
Kaninchenserum (1:50 verdiinnt) eingezogen. Zur Betrachtung der Zellen am konfokalen
Mikroskop wurden die Kerne der Zellen vor dem Eindeckeln zusétzlich fiir 5 min mit Hoechst

33342 in einer Endkonzentration von 5 pM angefarbt.

2.23 FACS-Analysen zur ldentifizierung von Tumor zellen mit Stammzell-Phanotyp

Die Durchflusszytrometrie mit Hilfe des FACS-Gerites (Fluorescence Activated Cell Sorting)
ermoglicht das Zéhlen und die quantitative Analyse von physikalischen und molekularen
Eigenschaften von Zellen in einem Fliissigkeitstrom. In diesem Strom werden die Zellen
durch hydrodynamische Fokussierung einzeln an einer Lichtquelle vorbeigeleitet. Dabei
werden die Grofle basierend auf der Vorwirtstreuung, die interne Komplexitdt anhand der
Seitwértstreuung des Lichts, sowie verschiedene potentielle Zelleigenschaften mit Hilfe
Fluoreszenz-markierter ~Antikorper gleichzeitig gemessen. Als Lichtquelle werden
verschiedene Laser verwendet. Fiir die Analyse der Zellen mit Hilfe des Hoechst 33342-
Farbstoffes wurde ein UV-Laser benétigt. Das von den Zellen abgestrahlte Licht wird zu
Photodetektoren und Multipliern gelenkt, die die Signale detektieren und digitalisieren.
Géngige Darstellungsmoglichkeiten sind das Streudiagramm (Dot Plot) und das Histogramm.
Je nach FACS-Gerit besteht dariiber hinaus die Moglichkeit verschiedene Zellpopulationen
zu sortieren und getrennt voneinander zu sammeln.

Die Verwendung des Hoechst 33342-Farbstoffes beruht auf der Ausnutzung einer Stammzell-
typischen Eigenschaft, der Resistenz gegeniiber zytotoxischen Substanzen. Diese wird duch
Expression verschiedener ATP-Bindekasettentransporter (ABC-Transporter) vermittelt.
Durch Nutzung der Energie aus der ATP-Hydrolyse ermdglichen sie einen aktiven Efflux der
Substanzen. Zur Familie der ABC-Proteine gehort die Gruppe der Multi Drug Resistance
Gene (MDR). Diese Eigenschaft wird ausgenutzt, indem Tumorzellen mit dem DNA-
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bindenden Farbstoff Hoechst 33342 gefiarbt werden. Zellen mit dieser Stammzell-Eigenschaft
verlieren mit Hilfe des ABC-Systems ihre Farbung, differenziertere Tumorzellen bleiben
gefirbt. Goodell et al. hatten zuerst entdeckt, dass eine Darstellung der Férbung bei zwei
verschiedenen Wellenlédngen im Dot Plot am FACS-Gerét eine kleine ungefarbte Population
von Zellen abgrenzt [Goodell et al., 1996]. Diese sog. Sde Population besitzt einen
Stammzell-Phénotyp und tumorigene Eigenschaften.

Zur Sortierung verschiedener Zellpopulationen in Tumorzelllinien nach Féarbung mit dem
Fluoreszenzfarbstoftf Hoechst 33342 wurden die Zellen zunichst trypsiniert und in
vorgewiarmtem Medium mit 2% FCS und 1 mM HEPES-Puffer resuspendiert. Nach
Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe der Neubauer-Zihlkammer wurden jeweils 1 x 107 Zellen
pro Ansatz verteilt. Beim ersten Versuch wurden die Zellen jeweils fiir 60, 90 und 120 min
mit dem Farbstoff gefirbt. Parallel wurde zu jeweils einem Ansatz zusétzlich Verapamil, ein
Inhibitor des Transportersystems, in einer Endkonzentration von 50 pM hinzugegeben. Bei
Wiederholungsversuchen erfolgte die Farbung nur noch fiir 90 min, bei 37 °C mit einer
Endkonzentration von 5 pg/ml Hoechst 33342. Nach Ablauf der Fiarbezeit wurden die Zellen
bei 900 x g =zentrifugiert und in HBSS mit 2% FCS und 1 mM HEPES-Puffer so
resuspendiert, dass die Zellen als Einzelzellsuspension vorlagen. Zur Firbung toter Zellen
wurde zusdtzlich eine Propidium-lodid-Losung zu einer Endkonzentration von 1 pg/ml
zugegeben. Bis zur FACS-Analyse wurden die Zellen auf Eis gelagert. Bei der Uberfiihrung
der Zellsuspension in spezielle FACS-R6hrchen wurde diese zusétzlich auf einen Nylon-Filter
mit definierter Porengrofe gegeben, um die Suspension von verklumpten Zellen zu
bereinigen. Die FACS-Analyse mit anschlieBender Sortierung der Zellen wurde am Cytomics
FC 500-Gerit vorgenommen, bei einer Anregungswellenlinge des UV-Lasers von 350 nm.
Die Fiarbung der Zellen wurde in zwei verschiedenen Wellenldngenbereichen analysiert, im
Blaubereich bei 424-444 nm und im Rotbereich bei 675 nm fiir Hoechst-ungefarbte Zellen.
Forward und Sde Scatter-Einstellungen, die eine Limitierung iiber Zellmorphologien
erlauben, wurden nicht stark stringent gewihlt. Zellreste und tote Zellen wurden
ausgeschlossen. Die genaue Justierung des Geréts und Einstellung der Analyse-Parameter
wurde freundlicherweise von Dr. J. Fischer entsprechend seiner Erfahrungen zum
Versuchsansatz mit hdmatopoetischen Zellen vorgenommen. Bis zu 3% der ungefirbten
Zellen wurden als Sde Population eingegrenzt und von den iibrigen Zellen isoliert. Beide
Zellfarktionen wurden jeweils in Vollmedium aufgenommen. Nach der Sortierung wurden die
gewonnenen Zellen bei 900 x g zentrifugiert, mit PBS gewaschen und zur Prédparation von

RNA eingesetzt (vgl. 2.16.3).



2 Material und Methoden 71

Ein zweiter Ansatz zur Identifizierung von mutmaBlichen Tumorstammzellen beruht auf der
Verwendung eines allgemein fiir Stammzellen typischen Oberflichenmarkers. Das humane
Prominin 1, ein transmembranéres Glykoprotein wurde urspriinglich als Oberflichenmarker
namens CD133 bei einer Subpopulation von hdmatopoetischen Stammzellen entdeckt
[Miraglia et al., 1997]. Nach der Verwendung bei einigen normalen Geweben [Uchida et al.,
2000; Corbeil et al, 2000; Richardson et al, 2004], gelang eine Anreicherung von
Tumorzellen mit Stammzell-Phénotyp erstmals bei Gehirntumoren [Singh et al., 2003]. Zur
Anreicherung mit Hilfe eines Antikorpers gegen CD133 wurden im Laufe der Zeit zwei
verschiedene Systeme verwendet. Neben der klassischem FACS-Analyse mit Hilfe eines
Fluoreszenzmarkierung des Antikdrpers kam héufig ein System mit magnetisschen Sdulen
und einer Kopplung des Antikdrpers mit magnetischen Partikeln zum Einsatz.

Zur Identifizierung CD133-positiver Zellen in Tumorzelllinien mittels FACS-Analyse wurden
die Zellen zunichst trypsiniert und die Zellzahl bestimmt. Zur Analyse wurden jeweils 3 x 10°
Zellen pro Ansatz eingesetzt und in 80 ul FACS Flow-Puffer aufgenommen. AnschlieBend
wurde nach Herstellerangaben 10 pl des anti-CD133-Antikdrpers (293C, Miltenyi) bzw. einer
Isotypkontrolle hinzugegeben. Bei der Isotypkontrolle handelt es sich um einen Antikdrper
derselben Spezies, desselben Isotyps, der auBerdem ebenfalls mit Phycoerithrin (PE)
gekoppelt ist, um hiermit um eine potentielle Hintergrundfluoreszenz des spezifischen
Antikorpers korrigieren zu konnen. Die Markierung der Zellen erfolgte bei 4 °C fiir 10 min.
Danach wurden die Zellen mit 1 ml Puffer gewaschen und fir 10 min bei 300 x g
zentrifugiert. Nachdem der Uberstand abgenommen worden war, wurden die Zellen in FACS-
Flow-Puffer resuspendiert und mit Propidiumiodid mit einer Endkonzentration von 1 mg/ml
gefarbt. Zusitzlich wurde ein entsprechender Ansatz ohne jegliche Zugabe eines Antikorpers
vorbereitet, um auch die Eigenfluoreszenz der Zellen abschétzen zu kdnnen.

Die Einstellungen der Parameter flir die Analyse am FACSCalibur-Gerdt, sowie die
Bedienung des Gerites wurden freundlicherweise von Frau Dipl-Biol. S. Bork
vorgenommen. Hierbei wurden die Einstellungen so gewdhlt, dass sdmtliche

Hintergrundfluoreszenzen sowie tote Zellen ausgeschlossen wurden.
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3 ERGEBNISSE
3.1 Expressonsanalyseder Kandidatengene

3.1.1 Die Polycomb-Gene EZH2 und BMI-1

Aufgrund ihrer funktionellen Bedeutung fiir epigenetische Mechanismen und Hinweisen auf
eine Beteiligung an der Entstehung verschiedener Tumoren, wurden die beiden Polycomb-
Gene EZH2 und BMI-1 als Kandidaten fiir die Arbeitshypothese dieser Arbeit betrachtet (vgl.
1.3,1.4). Thre Expression in Prostata- und Urothelkarzinom-Zelllinien wurde zunédchst mittels
qualitativer, spéter mittels quantitativer RT-PCR charakterisiert. Dargestellt sind relative
Expressionen nach Abgleich auf die Expression des Haushaltsgens GAPDH als interne
Kontrolle.

Im Vergleich zu Kontrollen aus zwei verschiedenen normalen Uroepithel-Primérzellkulturen
(UEC) wiesen einige der untersuchten Urothelkarzinom-Zelllinien ein erhohtes EZH2
Expressionsniveau auf (graue Balken in Abb. 3.1). Die Prostatakarzinom-Zelllinien zeigten

teilweise ein noch hoheres Expressionsniveau.
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Abb. 3.1: EZH2-Expressionsniveau (graue Balken) in Urothelkarzinom-Zelllinien (SW1710 bis HT-1376),
verschiedenen Uroepithel-Primérze Ikulturen (UEC) und Prostatakarznom-Zelllinien (PC-3 bis DU145), relativ
zum Haushaltsgen GAPDH. Das mittlere Expressionsniveau der beiden UEC wurde als 1 angenommen (rote
Linie) und die Gbrigen Proben entsprechend normiert. Schwarze Balken geben das jeweilige Expressionsniveau
nach Behandlung der Zellen mit 5-aza-dC an.
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Um zu analysieren, ob die Expression durch DNA-Methylierung beeinflusst wird und
induziert werden kann, wurden die Zelllinien parallel zu den unbehandelten Ansétzen mit dem
Methylierungsinhibitor =~ 5-aza-2’-Desoxycytidin ~ behandelt und auch  hier das
Expressionsniveau bestimmt. Dabei zeigte sich, dass, von wenigen Ausnahmen mit miBiger
Erhohung abgesehen, keine signifikante Induktion der EZH2-Expression erzielt werden

konnte.

Analog wurde das Expressionsniveau des Polycomb-Gens BMI-1 analysiert. Hier zeigte sich
ein vergleichsweise niedriges Expressionsniveau in Urothelkarzinom-Zelllinien und ein
hoheres in Prostatakarzinom-Zelllinien. Die Werte der erhdhten BMI-1-Expressionen in
Prostatakarzinom-Zelllinien lagen jedoch weit unter den Werten der erhohten EZH2-
Expression (siche unterschiedliche Skalierungen der y-Achse in Abb. 3.1 und Abb. 3.2). Wie
bei der Analyse von EZH2 konnte auch hier im allgemeinen keine signifikante Induktion

durch Behandlung mit 5-aza-dC erreicht werden.

10
BMI-1/GAPDH
9
8
7
g 6
‘g
s 5
-
2
o 4
2
=
=
5 3
2
1 i
0 L
5az7a-dC- + -+ -+ - + - + -+ -+ - 4 -+ -+ -+ -+ - - -+ - - -+ -+ -+ -+
olﬁ% N — O
S & & S © 5 8 3 A wn
= O O < = ~ = O O = 58 « = =
= E E o 8 §$ 2 c g g2 2 23 2883 & &3
5 @ m 2 8 3 2 = ¥ 8 S & & £ 5o & 8 4 &

Abb. 3.2: BMI-1 Expressionsniveau (graue Balken) in Urothelkarzinom-Zelllinien (SW1710 bis HT-1376),
verschiedenen Uroepithel-Primérze Ikulturen (UEC) und Prostatakarznom-Zelllinien (PC-3 bis DU145), relativ
zum Haushaltsgen GAPDH. Das mittlere Expressionsniveau der beiden UEC wurde als 1 angenommen (rote
Linie) und die Ubrigen Proben entsprechend normiert. Schwarze Balken geben das jeweilige Expressionsniveau
nach Behandlung der Zellen mit 5-aza-dC an.

Um festzustellen, ob auch in Geweben von Prostatakarzinom-Patienten eine im Vergleich von
Primdrtumoren zu Normalgeweben erhohte Expression der Polycomb-Gene festgestellt

werden kann, wurden 45 Tumorgewebe- und 7 Normalgewebeproben mittels quantitativer



3 Ergebnisse 74

RT-PCR untersucht. Zur relativen Quantifizierung wurde auBerdem die Expression des
Haushaltsgens GAPDH und von Cytokeratin 18 (CK18) bestimmt. Mit dem Bezug der
Polycomb-Genexpressionen auf CK18 werden die Werte jeweils um den Anteil stromaler
Zellen korrigiert, da dieses Cytokeratin ausschliesslich in epithelialen Zellen exprimiert wird
und der Anteil stromaler Zellen damit herausgerechnet wird.

Fiir EZH2 ergibt sich in Relation zu beiden Kontrollgenen eine in Tumorgeweben erhdhte
Expression (p=0,088; p=0,235). Die Unterschiede waren allerdings bei der iiblichen Grenze
von p<0,05 nicht signifikant.
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Abb. 3.3: EZH2-Expressionsniveau relativ. zu GAPDH bzw. CK18 in priméaren Prostatatumor- und
Normalgeweben, dargestellt als Boxplot-Diagramme. Im Boxplot-Diagramm zeigt die untere Kante der Kéasten
den 25% Wert, die obere den 75% Wert. Innerhalb der Késten liegen also 50% der Félle. Als Serne
gekennzeichnet sind die Extrenwerte, die mehr als drei Kastenldngen vom oberen bzw. unteren Kastenrand
entfernt liegen. Ausreifer sind die Félle, die 1,5 bis 3 Kastenlangen vom oberen bzw. unteren Kastenrand
entfernt liegen. Diese sind mit einem Kreis gekennzeichnet. Von der unteren und oberen Kastenkante sind
senkrechte Linien mit Querbalken gezogen, sog. Whiskers. Mit diesen Linien werden die grofden und kleinsten
Werte (ausgenommen Extremwerte und Ausreif3er) eingegrenzt.

Analog wurde die Analyse fiir BMI-1 relativ zu GAPDH und CK18 durchgefiihrt. Entgegen
der Ergebnisse der Expressionsanalyse in Prostatakarzinom-Zelllinien ergab sich flir das
Gewebe von Primédrtumoren eine im Vergleich zu Normalgewebe erniedrigte Genexpression.
Nach Korrektur um den Anteil epithelialer Zellen ergab sich fiir diesen Befund eine
statistische Signifikanz (p=0,075; p=0,001).
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Abb. 3.4: BMI-1-Expressionsniveau relativ. zu GAPDH bzw. CK18 in primdren Prostatatumor- und
Normal geweben, dargestellt als Boxplot-Diagramme.

Da die beiden Polycomb-Gene EZH2 und BMI-1 unter physiologischen Bedingungen héiufig
ein gegensitzliches Expressionsmuster zeigen, wurde die Expression beider Gene in den
Gewebeproben auf eine lineare Abhdngigkeit untersucht. Hierzu wurde eine
Regressionsanalyse durchgefiihrt. Fiir EZH2 und BMI-1 konnte kein Zusammenhang
festgestellt werden (r=0,09).

Spéter flossen die Expressionswerte dieser Gewebeproben in weitere statistische Analysen
ein, um zu verfolgen ob eine Korrelation mit Methylierungsverdnderungen besteht

(vel. 3.2.3).

Zur Validierung der Expressiondaten auf Proteinebene wurde eine immunhistochemische
Analyse durchgefiihrt. Hierflir wurden Patientenproben verwendet, die auch zuvor fiir die
mRNA-Analyse eingesetzt wurden.

Auch auf Proteinebene konnte fiir BMI-1 eine erniedrigte Expression in Tumorgeweben
dargestellt werden (Abb. Abb. 3.5 A, B, C). Die Paraffinschnitte zeigten ein ausschlieBlich
nukledres Farbemuster, welches in normalen Driisen besonders intensiv erschien. In normalen
Driisen zeigten sowohl Basalzellen (Abb. B VergroBerungsausschnitt, weie Pfeile) als auch
sekretorische Zellen (schwarze Pfeile) positive Farbungen. In tumordsem Gewebe waren die
BMI-1-Farbungen sichtbar schwicher, Basalzellen waren nicht mehr zu identifizieren.

Fir EZH2 ergab die immunhistochemische Analyse eine stirkere nukledre Férbung im
Tumorgewebe (Abb. D) im Vergleich zu normalen Driisen (Abb. E). Auch hier waren sowohl
Basalzellen (Abb. E, weille Pfeile) als auch sekretorische Zellen (schwarzer Pfeil) gefarbt. Bei

der Durchsicht verschiedener Paraffinschnitte fiel jedoch eine gewisse Heterogenitét der
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EZH2-Expression in Tumorgeweben auf. Abb. F stellt diese zwischen verschiedenen

Tumorarealen innerhalb eines Schnittes dar.

Abb. 3.5: Immunhistochemische Analyse der BMI-1- (A, B, C) und EZH2-Proteinexpression (D, E, F) in
Paraffinschnitten mit tumorésen Arealen (T) und normalen Drisen (N). In normalen Drisen sind Basalzellen
mit weiRen Pfeilen kenntlich gemacht, sekretorische Zellen mit schwarzen Pfeilen.
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3.1.2 Die Histondeacetylase SIRT1

Homologe fiir die NAD -abhingige Sirtuin Histondeacetylase SIRT1 in der Hefe spielen eine
zentrale Rolle in der epigenetischen Genregulation. Bei Mammaliern wird fiir das nukleére
Protein eine Rolle bei der Regulation von Entwicklung und Differenzierung vermutet.
Kuzmichev et al. beschrieben eine Assoziation von SIRT1 mit Komponenten des PRC2-
Komplexes (vgl. Abb. 1.4), dem auch EZH2 angehort [Kuzmichev et al, 2005].
Komponenten dieses nunmehr PRC4 genannten Komplexes wurden in einigen epithelialen
Tumoren iiberexprimiert gefunden [Kuzmichev et al., 2005]. Die Befunde in 3.1.1 kdnnten
demnach eine Verschiebung in der Zusammensetzung der Polycomb-Komplexe im
Prostatakarzinom anzeigen. Daher wurde die Expressionsanalyse des PRC4-spezifischen

S RT1-Gens unternommen, um dieser Vermutung nachzugehen.
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Abb. 3.6: SRT1-Expressionsniveau relativ zu TBP bzw. CK18 in priméren Prostatatumor- und Normal geweben,
dargestellt als Boxplot-Diagramme.

Da sich im Laufe dieser Arbeit Laborinterne Standards verdndert haben, wurde bei dieser
Analyse das Tata-Box bindende-Protein (TBP) als Referenzgen verwendet. In Analogie zum
Poylcomb-Gen EZH2, wurde auch die Histondeacetylase SRT1 in Tumoren mit tendenziell
erhohter Expression gefunden (p=0,128; p=0,565), doch war der Zusammenhang nicht
signifikant.
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3.1.3 Die de novo DNA-Methyltransferase DNMT3B

Da die denovo DNA-Methyltransferase DNMT3B besonders stark in fiithen
Entwicklungsstadien exprimiert wird, stellte sich vor dem Hintergrund der Hypothese einer
Reexpression frither Gene in soliden Tumoren und der Hypothese der Tumorstammzellen
(vgl. 1.3, 1.4) die Frage, ob auch DNMT3B in Prostatakarzinomen erhoht exprimiert ist.
Zudem beschrieben Huntriss et al. fiir die Transkriptvariante DNMT3B1, als eine der drei
DNMT3B-Transkriptvarianten, eine Assoziation mit der Toti- und Pluripotenz von humanen
Zellen [Huntriss et al., 2004]. Zur Analyse der Expression iiber quantitative RT-PCR wurden

Oligonukleotide verwendet, die alle drei Transkriptvarianten erfassten [Kimura et al., 2003].
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Abb. 3.7: DNMT3B-Expressionsniveau relativ zu Aktin bzw. CK18 in primdren Prostatatumor- und
Normal geweben, dargestellt als Boxpl ot-Diagramme.

Die Analyse ergab eine deutlich erhohte Expression der DNMT3B in Tumoren im Vergleich
zu Normalgeweben (p=0,002; p=0,704). Auffillig ist dabei, dass der zuvor hoch signifikante
Unterschied bei Bezug auf Aktin, beim Bezug auf CK 18 mRNA verloren geht (vgl. 4.1).
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3.1.4 Das Pluripotenzgen OCT4

Das OCT4-Gen wird in embryonalen Stammzellen exprimiert und gilt als wichtiger Faktor fiir
thre Pluripotenz. Es gibt Hinweise darauf, dass die Genexpression im Laufe der
Differenzierung durch DNA-Methylierung abgeschaltet wird. Eine Reexpression des Gens
wurde insbesondere bei Keimzelltumoren beschrieben (vgl. 1.3). Darauf basierend wurde
OCT4 auf eine Reexpression im Prostatakarzinom, das sich durch zunehmende DNA-
Hypomethylierung auszeichnet, untersucht. Die Genexpression wurde zu Beginn in
verschiedenen Zelllinien, relativ zum Haushaltsgen S-Aktin bestimmt. GAPDH kam als
Vergleichsgen nicht in Frage, da auch Teratokarzinom-Zelllinien bzw. Hodengewebeproben
analysiert wurden, die regelmdfig chromosomale Verdnderungen von Chromosom 12
aufweisen, welche auch den GAPDH-Locus betreffen kdnnen [Schmidt et al.,, 2001]. Als
Vergleichswert fiir eine erhohte Expression wurde das Expressionsniveau der
Teratokarzinom-Zelllinie TERA-2 herangezogen. Dieses wurde mit dem Wert 1 festgesetzt
und die iibrigen Werte entsprechend normiert. Danach zeigten die Urothel- und
Prostatakarzinom-Zelllinien eine vergleichsweise sehr niedrige Expression (graue Balken) mit
wenigen nach oben abweichenden Ausnahmen (s. unterschiedliche Skalierungen der y-

Achsen).
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Abb. 3.8: OCT4-Expressionsniveau (graue Balken) in Urothelkarzinom-Zelllinien (SW1710 bis VMCub?2),
verschiedenen Uroepithel-Primérzdlkulturen (UEC), Prostatakarzinom-Zelllinien (PC-3 bis DU145) und
Teratomkarzinom-Zdllinien (TERA-2 bis NCCIT), relativ zum Haushaltsgen Aktin. Das Expressionsniveau der
Teratokarzinom-Zelllinie TERA-2 wurde als 1 angenommen und die Ubrigen Werte entsprechend normiert.
Schwar ze Balken geben das jeweilige Expressionsniveau nach Behandlung der Zellen mit 5-aza-dC an.
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Da die groBtenteils niedrige Expression durchaus auf DNA-Methylierungen des Gens beruhen
konnte, wurde nach Behandlung der Zellen mit dem Methylierungsinhibitor 5-aza-dC das
Expressionsniveau erneut bestimmt. In einigen Fillen, z.B. in den Prostatakarzinom-Zellinien
PC-3 und DU145 sowie den Urothelkarzinom-Zelllinien HT-1376 und SD konnte eine
begrenzte Induktion (schwarze Balken) erlangt werden, allerdings wurde das
Expressionsniveau von Teratokarzinom-Zelllinien nicht anndhernd erreicht. In diesen konnte
ein erheblich hoheres Grundniveau (bis zu 57-fach hoher als in Prostatakarzinom-Linien)
nachgewiesen werden (graue Balken). Der Methylierungsinhibitor war in allen vier

Teratokarzinom-Zelllinien ineffektiv.

Die Expressionsanalyse wurde in Gewebeproben von 45 primiren Prostatakarzinomen und 7
Normalgeweben wiederholt, um Hinweise auf einen Expressionsunterschied zu gewinnen. Als
Referenzgene galten Aktin und CK18, um auch hier um den in der Tumorprobe enthaltenen
Anteil stromaler Zellen zu korrigieren. Die Gewebeproben der Tumoren zeigten eine

erniedrigte OCT4-Expression im Vergleich zu Normalgeweben (p=0,629; p=0,044).
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Abb. 3.9: OCT4-Expressionsniveau relativ zu Aktin bzw. CK18 in priméren Prostatatumor- und
Normal geweben, dargestellt als Boxpl ot-Diagramme.

Ein Vergleich der Expressionsstirke zwischen normalem Hodengewebe und normalem
Prostatagewebe erbrachte eine 45-fach hohere Expression im Hoden (ohne Abbildung).

Da im Mausmodell Hinweise auf eine regulatorische Bedeutung von Ezh2 auf das Oct4-
Expressionsniveau gefunden wurden [Cao und Zhang, 2004], wurde auch hier ein linearer
Zusammenhang liberpriift. Die Regressionsanalyse ergab einen Korrelationskoeffizienten von

r = 0,435 (p= 0,003), der tatséchlich auf einen méBig starken Zusammenhang hinweist.
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Hinweise auf eine Repression der Genexpression durch Promotorhypermethylierung und
statistische Zusammenhinge mit klinischen Parametern und Methylierungsverdnderungen

wurden spéter liberpriift (vgl. 3.2.3).

3.1.5 Die Chromatinfaktoren CTCFL und CTCF

Das CTCF-Gen ist als Chromatinfaktor mit regulatorischer Bedeutung fiir epigenetische
Mechanismen wie DNA-Methylierung bekannt. Er wird ubiquitér exprimiert. Demnach ergab
die Analyse der CTCF-Genexpression mittels qualitativer RT-PCR eine ubiquitére, starke
Expression in allen untersuchten Proben. Fiir einen Vergleich mit dem Expressionsniveau im
Hoden wurden anfianglich Proben aus normalem (B) und tumordsem Gewebe (A) verwendet.
Durch die bereits starke Expression in unbehandelten Proben konnte, zumindest bei
Verwendung der qualitativen RT-PCR mit Endpunktmessung, keine zusitzliche Steigerung
der Expression durch den Methylierungsinhibitor 5-aza-dC festgestellt werden. Fiir die

Analyse stand nur eine mit 5-aza-dC behandelte Kultur normaler Uroepithelzellen zur

Verfiigung.
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Abb. 3.10: CTCF Expressionsanalyse mittels qualitativer RT-PCR in Urothelkarzinom-Zelllinien (VMCubl bis
253J), verschiedenen Uroepithel -Primérzel Ikulturen (UEC), Prostatakarzinom-Zelllinien (PC-3 bis 22Rv1) und
ver schiedenen Hodengewebe-Paaren (A: Tumor, B: Normal). Als Kontrolle wurde paralld die Expression des
Haushaltsgens GAPDH bestimmt. Paarweise wurde jeweils die Expression in unbehandelten (-) und in mit dem
Methylierungsinhibitor 5-aza-dC (+) behandelten Ansitzen bestimmt.
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Der spiter entdeckte paraloge Faktor, CTCFL wurde als hodenspezifisch exprimiert
beschrieben. Erste Studien wiesen auf eine Reexpression in verschiedenen Tumoren hin
[Loukinov et al., 2002; Klenova et al., 2002]. Uber seine funktionelle Bedeutung ist wenig
bekannt.

Im Gegensatz zu CTCF ergab eine erste Expressionsanalyse fiir CTCFL in Zelllinien mittels
qualitativer PCR keine Expression in Urothel- und Prostatakarzinom-Zelllinien (-). Eine
starke Expression zeigten aber die Kontrollen aus zwei verschiedenen Paaren Hodentumor-
und Normalgewebe.

Besonders auffillig waren die starken Expressionssignale, die nach Behandlung mit dem
Methylierungsinhibitor 5-aza-dC (+) in allen Zelllinien, ausser in normalen Urothelzellen,

induziert werden konnten.
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Abb. 3.11: CTCFL Expressionsanalyse mittels qualitativer RT-PCR in Urothelkarzinom-Zelllinien (VMCubl bis
253J), verschiedenen Uroepithel-Priméarzdlkulturen (UEC), Prostatakarzinom-Zelllinien (PC-3 bis 22Rv1) und
verschiedenen Hodengewebe-Paaren (A: Tumor, B: Normal). Als Kontrolle wurde parallel die Expression des
Haushaltsgens GAPDH bestimmt. Paarweise wurde jeweils die Expression in unbehandelten (-) und in mit dem
Methylierungsinhibitor 5-aza-dC (+) behandelten Ansitzen bestimmt.

Eine Wiederholung der Expressionsanalyse fiir CTCFL mittels quantitativer RT-PCR (vgl.
Abb. 3.12) erwies das Ausmal} der Expressionsinduktion durch 5-aza-dC als teilweise mehr
als 100-fach. Auch hier wurde das hohe Expressionsniveau der Teratokarzinom-Zelllinie
TERA-2 auf den Wert 1 festgesetzt und die iibrigen Werte normiert. Demnach erreicht keine
der unbehandelten Zellen dieses Niveau, insgesamt sieben Zelllinien, davon alle vier

Prostatakarzinom-Zelllinien, tiberstiegen dieses jedoch deutlich nach Induktion mit 5-aza-dC.
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Abb. 3.12: CTCFL Expressionsanalyse mittels quantitativer RT-PCR in Urothelkarzinom-ZdIlinien (SW1710 bis
VMCub2), verschiedenen Uroepithel-Priméarzel lkulturen (UEC), Prostatakarzinom-Zellinien (PC-3 bis DU145)
und Teratokarzinom-Zdllinien (TERA-2 bis NCCIT) relativ zu Aktin. Paarweise wurde jeweils die Expression in
unbehandelten (-) und in mit dem Methylierungsinhibitor 5-aza-dC (+) behandelten Ansitzen bestimmt. Das
Expressionsniveau der Teratokarzinom-Zelllinie TERA-2 wurde als 1 angenommen und die Ubrigen Werte
entsprechend normiert.

In Analogie zu OCT4 konnte auch fiir CTCFL ein hoheres Grundniveau in verschiedenen
Teratokarzinom-Zelllinien demonstriert werden. Die Unterschiede waren jedoch nicht so
gravierend wie bei OCT4. Anders als bei den iibrigen Zelllinien, einschlieBlich NT2 und
NCCIT, konnte fiir TERA-1 und TERA-2 keine zusétzliche Induktion mit 5-aza-dC erreicht

werden.

Die Untersuchung der Proben aus Primértumoren und Normalgeweben ergab ein eher
niedrigeres Expressionsniveau fiir Tumorproben im Vergleich zu Normalgewebe. Allerdings

lagen die Werte in einzelnen Tumorproben deutlich {iber dem hochsten Normalniveau.
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Abb. 3.13: CTCFL-Expressonsniveau relativ zu Aktin bzw.

Normal geweben dargestellt als Boxpl ot-Diagramme.

CK18 in priméren Prostatatumor- und

Ein Vergleich der Expressionsstirke zwischen normalem Hodengewebe und normalem

Prostatagewebe, erbrachte eine 180-fach hohere Expression im Hoden (ohne Abbildung).
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Zur Expressionsanalyse auf Proteinebene war erst erst spit ein kommerzieller Antikorper
erhéltlich. Ein zuvor von Dr. Klenova (University of Essex, UK) freundlicherweise zur
Verfiigung gestelltes Aliquot eines als Auftragsarbeit hergestellten Huhn-Antikorpers hatte
keine zuverldssigen Resultate erbracht. Nach den Angaben zur Proteingréfe in der Swiss-
Prot-Datenbank und laut personlicher Kommunikation mit Dr. Klenova wurde flir das
CTCFL-Protein eine Proteinbande bei 75 bzw. 83 kDa erwartet. Als Positivkontrolle wurden
Proteinlysate aus normalem Hodengewebe verwendet. Diese wiesen eine Proteinbande bei ca.
83 kDa auf, die auch unter Beachtung der Bandenstirke fiir o-Tubulin (50 kDa) als
Ladungskontrolle, ein starkes Signal ergab. Auferdem wurden Prostatakarzinom-Zelllinien
untersucht. Den mRNA-Expressionsdaten entsprechend, zeigte die Zelllinie PC-3 auch die
niedrigste Proteinexpression. Die iibrigen Zelllinien-Lysate ergaben vergleichbar starke
Proteinbanden, die jedoch nicht das Niveau normalen Hodengewebes erreichten. Entgegen
den Resultaten der RT-PCRs konnte das CTCFL-Proteinniveau nicht durch eine 5-aza-dC
Behandlung (+) gesteigert werden (vgl. Abb. 3.14)
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Abb. 3.14: Proteinblot zum Nachweis von CTCFL in Prostatakarzinom-Zelllinien mit (+) und ohne (-) 5-aza-dC
Behandlung. Als Vergleichskontrollen wurden Proteinlysate aus normalem Hodengewebe und der
Teratokarzinom-Zelllinie TERA-2 verwendet. Aufgetragen sind jeweils 30 pug Protein. Als Ladungskontrolle
erfolgte anschlief¥end der Nachweis von o~ Tubulin.

Um auszuschlieen, dass die iibliche 3-Tages-Behandlung mit 5-aza-dC zu kurz war, um auf
Proteinebene einen Effekt zu erzielen, wurden die Zelllinien 22Rv2 und DU145 sechs Tage
lang behandelt und alle 24 h Proteinlysate gewonnen. Auch nach sechs Tagen Behandlung mit
dem Methylierungsinhibitor konnte keine Induktion von CTCFL auf Proteinebene
nachgewiesen werden (ohne Abb.).

Zur Ergriindung der Proteinkinetik wurden dieselben Zelllinien mit Cycloheximid, einem
Inhibitor der Proteintranslation, behandelt. Wéhrend der 48-stiindigen Behandlungszeit wurde

alle 12 h jeweils ein Ansatz zu Proteinlysat aufgearbeitet. Zusétzlich zur Ladungskontrolle
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o-Tubulin wurde der Proteinblot zum Nachweis von c-Myc eingesetzt, da fiir c-Myc eine
einsetzende Inhibition der Proteintranslation unter Cycloheximid nach 24 h bekannt war
[Hesketh, 1994 ].

Obwohl der Kontrollnachweis von c-Myc nach 24 h eine deutliche Reduktion der
Proteinexpression zeigte, konnte flir CTCFL zu keinem Zeitpunkt eine Verdnderung in der

Bandenintensitit beobachtet werden.
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Abb. 3.15: Proteinblot zum Nachweis von CTCFL in 22Rv1 und DU145 wahrend 48-stiindiger Behandlung mit
Cycloheximid. LSG: Ldsungsmittel-Kontrolle. Aufgetragen sind jeweils 30 pg Protein. Als Ladungskontrolle
erfolgte der Nachweis von o-Tubulin und von c-Myc zur Kontrolle der Wirksanmkeit des I nhibitors.

Zur Untersuchung von Proteinexpressions-Unterschieden im Gewebe wurde Paraffin-Material
immunhistochemisch mit dem CTCFL-Antikdrper gefirbt (vgl. Abb. 3.16).

Auch hier diente normales Hodengewebe als Positivkontrolle fiir die Farbungen. Diese zeigen
eine heterogene Farbung im Hodengewebe mit nukledrer Lokalisation in Spermatocyten (A)
und zytoplasmatischer Lokalisation in Spermatogonien (A und B, weile Pfeile), sowie in
Leydig Zellen (A, Bildmitte). Reprédsentative Schnitte aus Prostatagewebe erbrachten positive
Signale in Tumorarealen (C, linke Bildhélfte) und angrenzenden normalen Driisen (C, rechte
Bildhélfte). In normalen Driisen fand sich eine starke zytoplasmatische Féarbung in
Basalzellen und sowohl eine zytoplasmatische, als auch membran-assoziierte Fiarbung in
sekretorischen Zellen (D, E). Abbildung F zeigt Tumorgewebe derselben Patientenprobe mit

rein zytoplasmatischer CTCFL-Proteinexpression.
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Abb. 3.16: Immunhistochemischer Nachweis von CTCFL (braune Farbung) in normalem Hodengewebe (A, B)
und normalem (C, D, E) sowie tumortsem (C, F) Prostatagewebe. Weil3e Pfeile weisen auf zytoplasmatische
Expression in Spermatogonien hin.

Auflerdem wurde der CTCFL-Antikdrper zur Etablierung eines immuncytochemischen
Farbeprotokolls verwendet. Dabei wurden verschiedene Zelllinien auf Deckgldschen ausgesit
und parallel, mit 5-aza-dC behandelt und unbehandelt, zum Nachweis des CTCFL-Proteins
eingesetzt.

Die Teratokarzinom-Zelllinie NCCIT wurde als Positivkontrolle gefarbt (A), da diese auf
mRNA-Ebene ein hohes Basalniveau gezeigt hatte. Die Negativkontrolle ohne
Primédrantikérper (B) ergab keinen Hintergrund, so dass griine Fluoreszenzsignale in den
anderen Proben als spezifisch anzunehmen sind. Abbildungen C und D zeigen eine
ausschlieBliche nukledre Féarbung von CTCFL in der Zelllinie LNCaP, die durch 5-aza-dC (D)
offenbar starker wurde. PC-3 erschien dagegen mit einem schwicheren Fluoreszenzsignal (E),
welches sich durch 5-aza-dC auffillig um den Nukleus herum oder membranstindig darstellt
(F). Fir DU145 (G, H) und 22Rvl (I, J) waren keine auffilligen Unterschiede zwischen
behandelten und unbehandelten Ansétzen festzustellen. Bei beiden Zelllinien war das CTCFL

Protein nukleér lokalisiert.
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Abb. 3.17: Immuncytochemischer Nachweis von CTCFL (griine Fluoreszenz) in einer Teratokarzinom-Zelllinie
(NCCIT) und Prostatakarzinom-Zelllinien (LNCaP bis 22Rv1) mit Evansblue-Gegenféarbung (rot). (A) NCCIT,
(B) LNCaP Negativ-Kontrolle ohne Primarantikorper, (C) LNCaP, (D) LNCaP nach 5-aza-dC (E) PC-3, (F)
PC-3 nach 5-aza-dC, (G) DU145, (H) DU145 nach 5-aza-dC, (1) 22Rv1, (J) 22Rv1 nach 5-aza-dC.
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Eine fraktionierte Préparation von Proteinlysaten aus Prostatakarzinom-Zelllinien ermoglichte
eine Trennung zwischen zytoplasmatischen und nukledren Proteinen. Die erfolgreiche
Auftrennung wurde durch Immunnachweise von BMI-1, als nukleédres Protein, und GAPDH,

als zytoplasmatisches Protein, kontrolliert. AnschlieBend ergab der Nachweis des CTCFL-

Proteins folgende Ergebnisse:
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Abb. 3.18: Proteinblot zum Nachweis von CTCFL in und DU145 und PC-3 mit und ohne 5-aza-dC-Behandlung
nach fraktionierter Proteinpraparation. Aufgetragen sind jeneils 30 pug Protein. Als Ladungskontrolle erfolgte

der Nachweis von a~Tubulin.

Die Auftrennung der Proteinlysate ergab auf dem Proteinblot eine CTCFL-Bande in den
nukledren Fraktionen. Bei der Zelllinie DU145 findet sich auch in der unbehandelten
zytoplasmatischen Fraktion ein schwaches Signal, das aber vermutlich auf eine
Kontamination zuriickzufiihren ist. Die {ibrigen zytoplasmatischen Fraktionen sind ohne
Nachweis. Bei der mit 5-aza-dC behandelten PC-3-Zelllinie ist das Verhéltnis zwischen
nukledrer und cytoplasmatischer Fraktion schwicher. Auch bei Unterscheidung der beiden

Proteinfraktionen von Zellen ist keine 5-aza-dC-Induktion auf Proteinebene nachweisbar.
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3.1.6 Statistische Zusammenhinge zwischen Expression und klinischen Parametern

Um Aufschluss iiber eventuelle Zusammenhidnge zwischen dem Expressionsniveau der

untersuchten Gene in den einzelnen Gewebeproben zu bekommen, wurde eine Clusteranalyse

der RNA-Expressionsdaten durchgefiihrt.

DNMT3BE

Abb. 3.19: Clugteranalyse fur die Gene EZH2, BMI-1, SIRT1, DNMT3B, OCT4 und CTCFL bei den
untersuchten Prostatatumor-Gewebeproben (mit internen Fallnummern gekennzeichnet). Dunkel geférbte
Kasten zeigen ein niedriges Expressionsniveau an, weif3e Kasten ein hohes Expressi onsniveau.

Die hierarchische Clusteranalyse wurde mit Hilfe des Programmes Genesis durchgefiihrt. Im
Dendrogramm sind bestehende Zusammenhdnge in verschiedenen Knotenebenen durch
veristelte Linien dargestellt. Die Hohe der einzelnen Clusterschritte ist ein Maf} fiir die Hohe
des Distanz-Koeffizienten [Janssen und Laatz, 2005] und die Enge des Zusammenhanges.

Das Dendrogramm weist auf einen Zusammenhang zwischen den Genen OCT4 und BMI-1,

sowie CTCFL und BMI-1 hin. Die Regressionsanalyse ergab eine positive Steigung mit r =



3 Ergebnisse 91

0,297 bzw. 0,252. Fiir einen Zusammenhang zwischen OCT4 und CTCFL hatte r den Wert
0,377 (p=0,005), fir EZH2 und DNMT3B lag r bei 0,468 (p=0,001). Dabei fillt auf, dass die
Gene EZH2 und DNMT3B getrennt von den anderen Genen clustern.

Bei der Betrachtung der einzelnen Clustergruppen innerhalb der Tumorproben konnten keine
auffilligen Zusammenhidnge mit den klinischen Parametern wie z.B. Tumorstadium,
Auftreten von Rezidiven und Metastasen festgestellt werden (s. Tab. 2.2), obwohl sich die
Proben in zwei Hauptgruppen gliedern (PT161-PT139, PT232-PT95), von denen sich die
Proben PT101 und PT119 abgrenzen. Insgesamt standen 45 Tumorgewebe-Proben
unterschiedlichen Tumorstadiums und Gleason-Scores zur Verfligung (vgl. Tab. 2.2). Bei 12
Patienten wurden Lymphknoten-Metastasen gefunden. Die mittlere Follow-Up-Zeit betrug 64
Monate. Bei 13 Patienten kam es zu einem Rezidiv. Sechs Patienten entwickelten einen
hormonrefraktiren Tumor. Vier der untersuchten Patienten sind inzwischen verstorben, davon
drei mit einem Prostatakarzinom als Todesursache. Um weiteren Aufschluss iiber eventuelle
Korrelationen der Genexpression mit klinischen Parametern zu gewinnen, wurden die Proben
in Gruppen aufgeteilt. Fiir eine Korrelation mit den Tumorstadien erfolgte eine Aufteilung in
zwei Gruppen, nach pT < 2 und pT >2. Nach einer Boxplot-Analyse ergab ein Vergleich der
Mittelwerte mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests keine statistisch  signifikanten
Zusammenhinge zu den Expressionen der einzelnen Gene. Wiahrend fiir EZH2 ein Trend zu
zu erhohter Expression in hoheren Stadien erkennen war (p=0,352), konnte bei CTCFL und

OCT4 eine erniedrigte Expression in hoheren Stadien beobachtet werden (p=0,352; p=0,294).
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Abb. 3.20: Expressionsniveau der Gene CTCFL, OCT4 und EZH2 in Abhangigkeit vom Tumor stadium.

In Analogie zu EZH2 ergab sich auch ein Trend zu erhdhter Expression in hoheren Stadien fiir
SRT1 (p=0,471).

Zur Analyse der Proben anhand ihres Differenzierungsgrades wurden sie zunédchst nach dem
Wert ihrer Gleason-Summe zunichst in drei Gruppen aufgeteilt, Gleason 2-6, Gleason 7 und

Gleason 8-10. Deutlichere Ergebnisse erbrachte jedoch eine Einteilung in zwei Gruppen (vgl.
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Abb. 3.21). Als signifikantestes Ergebnis zeigte sich die CTCFL-Expression erniedrigt mit
zunehmender Dedifferenzierung des Tumors (p=0,022).

Ein dhnliches Muster mit erniedrigter Expression in schlechter differenzierten Tumoren zeigte
auch OCT4 (p= 0,28). Im Gegensatz dazu fanden sich Erh6hungen der Expressionen von
EZH2 und SRT1 mit zunehmender Entartung (p=0,266; p=0,460).
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Abb. 3.21: Expressionsniveau der Gene EZH2 und SIRT1 in Abhéngigkeit von der Gleason-Summe.

Eine Unterteilung der Proben nach Auftreten von Lymphknoten-Metastasen ergab keine

Auffilligkeiten.

Die Kaplan-Meier —Uberlebensanalyse ergab fiir vier der untersuchten Gene einen auffilligen
Trend, von denen einer statistische Signifikanz erreichte. Bei EZH2 ergab sich eine langere
Uberlebenszeit fiir Patienten mit niedriger Expression. Zu beachten ist, dass die Kurven bei
den Analysen nicht den Wert O erreichen, da nur 13 von 45 Patienten tiberhaupt ein Rezidiv
bekommen haben und bis dato vier Patienten verstorben sind. Fiir eine genauere
Uberlebensanalyse miissten die Patienten etwa 10 Jahre lang beobachtet werden.

Auch bei der DNMT3B bietet eine niedrigere Expression einen Uberlebensvorteil, der sogar
hoch signifikant ist. Bei der Analyse der Gene BMI-1 und SRT1 stellt sich ein umgekehrter
Trend dar. Hier bekommen Patienten mit niedriger Expression offenbar schneller ein Rezidiv.
Fiir das CTCFL-Gen wurde keine statistische Analyse durchgefiihrt, unter den vier Ausreilern
mit hoher Expression entwickelte jedoch ein Patient ein Rezidiv. Dieses entspricht ungefahr

der Rate von 13 Rezidiven bei 45 Patienten.
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Abb. 3.22: Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse zur Abhangigkeit der Zeit bis zum Auftreten des Rezidivs von der
Expression der Gene EZH2, BMI-1, SRT1 und DNMT3B. Gruppel: blau, Expressionswnerte unter Median;
Gruppe 2: griin, Expressionswerte Uber dem Median.

3.1.7 Einfluss von DNA-Methylierung und Histondeacetylierung auf die Kandidatengene

Wihrend die Expressionsdaten flir CTCFL in mit 5-aza-dC behandelten Zelllinien deutlich
auf eine Beteiligung der DNA-Methylierung bei der Regulation der Genexpression hinwiesen,
blieb fiir die anderen, vermindert exprimierten Kandidatengene offen, ob eine Genregulation
zusétzlich auf der Ebene der Histon-Deacetylierung stattfindet. Daher wurden Zelllinien mit
dem Deacetylierungsinhibitor Suberoylanilidohydroxam-Sdure (SAHA) behandelt, einzeln
oder in Kombination mit 5-aza-dC (vgl. 2.14.5). Aulerdem wurde ein unbehandelter Ansatz
und eine Ldsungsmittelkontrolle mitgefiihrt. Fiir BMI-1 konnten keine Hinweise auf eine
signifikante Induktion der Expression durch den Deacetylierungsinhibitor gefunden werden
(ohne Abbildung). Fiir OCT4 und CTCFL konnte zwar bei einer Untersuchung verschiedener

Zelllinien der induktive Effekt von 5-aza-dC erneut bewiesen werden, eine Behandlung mit
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94

SAHA ergab aber keine zusitzliche Verstirkung. Eine Ausnahme stellte die Teratokarzinom-

Zelllinie TERA-2 beim CTCFL-Gen dar.
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Abb. 3.23: (A), (B)Untersuchung der CTCFL-Expression relativ zu Aktin in unbehandelten und behandelten
Ansétzen von Urothelkarzinom-Zdlllinien (J82, VMCubl), Prostatakarzinom-Zelllinien (PC-3, 22Rv1, DU145)
und Teratokarzinom-Zdllinien (NCCIT, TERA-2). @, unbehandelt; sol, Losungsmittel; a, 5-aza-dC; S SAHA,
A+S 5-aza-dC + SAHA.
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Abb. 3.24: Untersuchung der OCT4-Expression relativ zu Aktin in unbehandelten und behandelten Ansétzen.
Abklrzungen s. Abb. 3.23.
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Die verwendete Konzentration des Deacetylierungsinhibitors war zuvor im MTT-Test (vgl.
2.15.1) auf seine Zytotoxizitdt liberpriift worden. Mit Hilfe einer quantitativen RT-PCR fiir
das CDKN1A/p21°"™-Gen wurde er auf seine Effektivitit getestet. In der Literatur war eine
erhohte p21 Expression nach Behandlung mit Inhibitoren beschrieben worden. [Li und Wu,
2004; Gui et al., 2004]. Die Untersuchung der vorliegenden Arbeit ergab in allen untersuchten
Zelllinien eine deutliche Induktion der Expression (dunkel graue Balken Abb. 3.25). Bei drei

von vier Linien fiel der Effekt stiarker als bei 5-aza-dC aus.
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Abb. 3.25: Untersuchung der p21-mRNA-Expression relativ zu Aktin mittels quantitativer RT-PCR ohne (&) und
mit Behandlung durch 5-aza-dC (aza) sowie SAHA (S. Es wurden jeweils zanvel Prostata- und zwei
Urothelkarzinom-Zelllinien verwendet.
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3.2 Einflussder DNA-M ethylierung auf die Promotoren von OCT4 und CTCFL
3.2.1 Promotorhypermethylierung

OCT4 gilt als Pluripotenzgen, sein Expressionsniveau ist entscheidend flir das Schicksal
embryonaler Stammzellen. Bei Mdausen wurde gezeigt, dass das Gen im Laufe der
Entwicklung durch DNA-Methylierung still gelegt wird. Eine Studie an der humanen
Teratokarzinomzelllinie NT2 hatte gezeigt, dass die putative OCT4-Promotorregion dort
zundchst unmethyliert ist und nach Induktion der Differenzierung der Zelllinie durch
Retinsdure zunehmend methyliert wird [Deb Rinker et al., 2005]. Daher wurde in der
vorliegenden Arbeit ein Abschnitt vor dem Transkriptionsstart auf den Methylierungszustand
der CpG-Dinukleotide mittels Bisulfit-Sequenzierung (vgl. 2.19) untersucht. Dieser Abschnitt

war in der NT2-Linie reprasentativ flir die Methylierungsverdnderungen insgesamt.
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Abb. 3.26: Untersuchung des OCT4-Promotorbereiches mittels Bisulfitsequenzierung. Oben: Der
Transkriptionsstart ist als +1 angegeben, Pfeile zeigen die Lokalisation der PCR-Primer an, senkrechte Striche
unterhalb die relative Lage der vier untersuchten CpG-Dinukleotide zueinander. Unten: Jedes Kreissymbol steht
fur ein CpG-Dinukleotid; schwarze Kreise zeigen Methylierung an; graue Kreise bedeuten keine Methylierung.
Bei weil3en Kreisen war die Sequenz nicht informativ. Untersucht wurden DNA-Proben aus mannlichem Blut,
Soermien, normalem Hodengewebe, zwei Teratokarzinom-Zelllinien, normalem Prostatagewebe und 2wei
Prostatakarzinom-Zelllinien jeweils mit und ohne 5-aza-dC-Behandlung. Jede Reihe steht fiir ein untersuchtes
Allel.
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Die Methylierungsanalyse ergab fiir Blut- und Spermienproben nahezu vollstddig methylierte
Allele. Im Gegensatz dazu waren die Allele der Teratokarzinom-Zelllinien in Analogie zum
hohen Genexpressionsniveau, absolut unmethyliert. Allele des normalen Hodengewebes
zeigten ein variables Methylierungsmuster, jedoch ein schwécheres als Prostatagewebe.
Zwischen Proben von Prostata-Normalgeweben und Prostatakarzinom-Zelllinien konnte kein
auffallender Unterschied des Methylierungsstatus festgestellt werden. Exemplarisch wurden
zwei Prostatakarzinom-Zelllinien mit dem Methylierungsinhibitor 5-aza-dC behandelt. Dieser

bewirkte eine Demethylierung einzelner Stellen.

Ausfiihrlicher wurde die Promotorregion des CTCFL-Gens untersucht, welches bereits in der
Expressionsanalyse bei Behandlung mit 5-aza-dC eindeutige Ergebnisse geliefert hatte. Hier
wurden in einem Areal vor dem Transkriptionsstart insgesamt 16 CpG-Dinukleotide auf ihren
Methylierungsstatus untersucht (vgl. Abb. 3.27). Einige verschiedende Normalgewebe
wurden als Kontrollen verwendet. Verschiedene Urothelkarzinom-Zelllinien wurden
ausgewdhlt um Zellen mit unterschiedlichem Expressionsniveau zu untersuchen.
Exemplarisch  wurden einige mit 5-aza-dC  behandelt. Neben verschiedenen
Prostatatumorgeweben unterschiedlicher Expressionsstirke wurden alle Prostatakarzinom-
Zelllinien mit und ohne 5-aza-dC-Behandlung betrachtet. Teratokarzinom-Zelllinien wurden
nicht mit dem Methylierungsinhibitor behandelt, da diese eine hoheres Grundniveau bei der

Genexpressionsanalyse gezeigt hatten.
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Abb. 3.27: Untersuchung des CTCFL-Promotorbereiches mittels Bisulfitsequenzierung. Senkrechte Sriche
unterhalb zeigen die relative Lage der 16 untersuchten CpG-Dinukleotide zueinander an. Untersucht wurden
DNA-Proben aus mannlichem Blut, Spermien, normalem und tumordsem Hodengewebe, Teratokarznom-
Zelllinien, normalen Harnblasengewebe und Uropepithel, Urothelkarzinom-Zelllinien mit und ohne 5-aza-dC-
Behandlung, normalem und tumordsem Prostatagewebe sowie aus Prostatakarzinom-Zelllinien jeweils mit und
ohne 5-aza-dC-Behandlung. Symbole s. Abb. 3.26. griine Boxen: Normal proben; rot: 5-aza-dC.
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Anders als bei OCT4 zeigten sich sdmtliche Allele dreier unterschiedlicher Spermienproben
gesunder Minner als komplett unmethyliert, in Ubereinstimmung mit dem physiologischen,
gewebespezifischen Expressionsmuster des CTCFL-Gens. Hodenproben von Tumor- und
Normalgewebe boten ein variables Methylierungsmuster mit vielen unmethylierten Stellen,
wihrend die Allele der Teratokarzinom-Zelllinien durchgéngig stark methyliert waren. Starke
Methylierung war auch bei unbehandelten Urothelkarzinom-Zelllinien zu beobachten, eine 5-
aza-dC-Behandlung resultierte in der Hypomethylierung einiger CpG-Stellen, vornehmlich
unter denjenigen im proximalen Promotor-Bereich lokalisiert sind. Prostatagewebeproben
zeigten dhnliche Methylierungsmuster wie die unbehandelten Zelllinien. Hier erschienen

jeweils einzelne Stellen unmethyliert ohne erkennbares zusammenhéngendes Muster.

3.2.2  Aktivitdt und Methylierungssensitivitdt des CTCFL-Promotors

Der 5’-Bereich des CTCFL-Gens, der die CpG-Insel in der vermutlichen Promotorregion
beinhaltet, wurde ferner in einen Luciferase-Reportervektor kloniert, um die Promotoraktivitét

durch Transfektion in verschiedenen Zelllinien zu testen.
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N /

Promotoranalyse

Abb. 3.28: Schematische Darstellung des 5'-Bereiches des CTCFL-Gens. Als schwarze Kreise sind die 16 CpG-
Dinuklectide dargestellt, die durch Bisulfitsequenzierung untersucht wurden. Der klonierte Bereich fir die
Aktivitatsanalyse des Promotors und Lokalisation der Hpall-Erkennungssequenzen snd ebenfalls
gekennzeichnet. Der Transkriptionsstart (ATG) ist als Pfeil dargestellt.

Das CTCFL-Promotorkonstrukt wurde in Zellen mit unterschiedlich hoher Genexpression
transfiziert (vgl. Abb. 3.29). Hierzu gehorten die Teratokarzinom-Zelllinien TERA-1 und
TERA-2, die Prostatakarzinom-Zelllinie PC-3 und die Urothelkarzinom-Zelllinie VMCubl.
Parallel wurden diese Zellen mit dem p850-Konstrukt transfiziert, welches den L1.2B-
Retrotransposon-Promotor enthdlt. Ein Vergleich dieser beiden mit dem Reporter-Test (vgl.
2.15.6) zeigte fiir den CTCFL-Promotor eine moderat starke Aktivitdt an (weile Balken, in
Abb. 3.29).

Nach einer in vitro Methylierung der beiden Konstrukte mit zwei verschiedenen Methylasen

wurden diese erneut in die Zellen transfiziert. Zum Einsatz kamen die Hpall-Methylase
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(graue Balken), die alle inneren Cytosine in der Erkennungssequenz CCGG methyliert, und
die Sssl-Methylase (schwarze Balken), die alle CpG-Dinukleotide modifiziert. Die
Methylierung des CTCFL-Konstruktes ergab in allen untersuchten Zelllinien eine Reduktion
der Promotoraktivitidt. Die Methylierung mit der Sssl-Methylase fiihrte sogar beinahe zu

einem volligen Aktivitdtsverlust.
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Abb. 3.29: Untersuchung der CTCFL-Promotoraktivitat und seiner Sensitivitat gegentiber DNA-Methylierung
relativ zum L1.2B Retrotransposon-Promotor in verschiedenen Zellinien. Die Konstrukte wurden unmethyliert
(weil3e Balken), Hpall-methyliert (graue Balken) und Sssl-methyliert (schwar ze Balken) transfiziert.
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Frithere Untersuchungen des L1.2B-Promotors hatten gezeigt, dass seine Aktivitdt durch in
vitro-Methylierung stark gemindert werden kann [Steinhoff und Schulz, 2003]. Dabei waren
jedoch keine Teratokarzinom-Zelllinien untersucht worden. Die Transfektion dieses in vitro
methylierten Konstruktes wurde in der vorliegenden Arbeit zur Kontrolle der Modifikation
durchgefiihrt.
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Abb. 3.30: Untersuchung des L1.2B-Retrotransposon-Promotors auf seine Sendtivitdt gegeniiber DNA-
Methylierung. Das Konstrukt wurden unmethyliert (weil3e Balken), Hpall-methyliert (graue Balken) und Sssl-
methyliert (schwarze Balken) transfiziert.

Die Aktivitdt des L1.2B-Promotors wurde mageblich in den Zelllinien 22Rv1 und VMCubl
durch die Methylierung beeinflusst (graue und schwarze Balken in Abb. 3.30). In den
Teratokarzinom-Zelllinien hatte diese Methylierung jedoch iiberraschend keinen
reprimierenden Einfluss, obwohl bei diesen Linien die Methylierung des CTCFL-Konstruktes
bei erfolgreich war. Hieraus ergeben sich Schlussfolgerungen sowohl fiir den Mechanismus
der tiber DNA-Methylierung vermittelten Repression des CTCFL-Promotors als auch fiir eine
Eigenschaft der Teratokarzinom-Zelllinien (vgl. 4.2).
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3.2.3 Korrelationen zwischen Methylierungsverdnderungen und Gen-Expressionsdaten

In Prostatakarzinomen werden sowohl Promotorhypermethylierungen als auch eine
genomweite Hypomethylierung gefunden. Da alle untersuchten Kandidatengene im
Zusammenhang mit epigenetischen Verdnderungen stehen wurden Korrelationen ihrer
Genexpression mit der Hypermethylierung untersucht. Die Daten zur Hypermethylierung
stammten aus fritheren Studien zu Methylierungsverdnderungen im Prostatakarzinom
[Santourlidis et al, 1999; Florl et al, 2004]. Diese umfassten einige der hdufig als
hypermethyliert — gefundenen  Gene, die u.U. auch direkte Zielgene fiir
Methylierungsverdnderungen durch die in dieser Arbeit untersuchten Kandidatengene sein
konnten. Hierbei handelt es sich um die Gene RASSF1A, GST-P1, RARB2, APC und ASC
(vgl. 1.2). Fiir die Analyse wurden zunéchst drei Methylierungskategorien gebildet, kein oder
ein Gen mit Hypermethylierung (0), zwei oder drei Gene mit Hypermethylierung (1) und vier
oder finf Gene mit Hypermethylierung (2). Um die auf Hypermethylierung untersuchten
Gene als einzelne Ziele sichtbar zu machen, wurde zudem die Methylierung jedes Gens mit
den Expressionsdaten der Kandidatengene korreliert. Hieraus sind einige Ergebnisse
exemplarisch in Tab. 3.1 aufgefiihrt.

Umgekehrt wurden auch Korrelationen mit dem Ausmall der Hypomethylierung, dass in
fritheren Arbeiten bestimmt worden war [Schulz et al., 2002; Florl et al., 2004], in den
Tumorproben untersucht. Hierzu wurde der Grad der Hypomethylierung (in %) zunichst
kategoriell in drei Gruppen unterteilt, Patienten mit 0-3% Hypomethylierung, mit 4-9% und
mit mehr als 10% Hypomethylierung. Bei einigen Féllen erschien jedoch spiter eine
Einteilung in nur zwei Gruppen sinnvoller. Aulerdem wurde in einer Regressionsanalyse der
individuelle numerischen Wert der Hypomethylierung bei den einzelnen Patienten mit der

Geneexpression korreliert und der Korrelationskoeffizient r bestimmt (vgl. Tab. 3.2).

Tab. 3.1: Korrelationen 2wischen Expression der untersuchten Regulator proteine und Methylierungszustand
einzelner im PCa typischerweise hypermethylierter Gene (ausgewahlte Ergebnisse)

Genexpression DNA-Hypermethylierung p-Wert

CTCFL GST-P1 0,041
OCT4 GST-P1 0,091
EZH2 RARB2 0,063
BMI-1 APC 0,024
DNMT3B GST-P1 0,064
DNMT3B APC 0,007
DNMT3B ASC 0,025
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Die Tabelle umfasst eine Auswahl der auffilligsten Ergebnisse, von denen vier tatsdchlich
statistisch signifikant sind und zwei auf die DNMT3B entfallen. Das hiufigste Zielgen von
Hypermethylierungen ist das GST-P1-Gen.

Eine Gegeniiberstellung der Zusammenhénge von Genexpression mit DNA-Hyper- und —
Hypomethylierung stellt Tabelle Tab. 3.2 dar. Die enthaltenen Ergebnisse basieren auf der
urspriinglichen kategoriellen Einteilung in je drei Gruppen. Fiir die spitere graphische
Darstellung einzelner exemplarischer Ergebnisse wurden die Proben hinsichtlich der DNA-
Hypomethylierung teilweise nur in zwei Gruppen eingeteilt. Daraus ergeben sich

entsprechend andere Signifikanzwerte.

Tab. 3.2: Ergebnisse der gtatistischen Analyse von Genexpressionen und kategorisierten
Methylierungsverdnderungen

Genexpresson| DNA-  Hypermethylierung DNA- Hypomethylierung
Signifikanz | Tendenz Expression | Signifikanz Tendenz Expression
CTCFL p=0,120 niedrig in Kat. 2 | p=0,242; niedrig bei >10%
r=0,236
OCT4 p=0,862 -- p=0,451; --
r=0,167
EZH2 p=0,618 niedrig in Kat. 0 | p=0,280; hoch in >10%
r=0,336
BMI-1 p=0,325 niedrig in Kat. 2 | p=0,275; hoch in >10%
r=0,026
DNMT3B p=0,259 hoch in Kat. 2 p=0,182; hoch in >10%
r=0,216
SRT1 p=0,883 -- p=0,905; niedrig bei >10%
r=0,216

Bei der Betrachtung von kategoriellen Methylierungsverdnderungen ergaben sich keine
statistisch signifikanten Zusammenhénge. Insbesondere fir CTCFL wird kein eindeutiger
Trend erkennbar, obwohl diesem Gen ein Einfluss auf DNA-Methylierungsmuster
zugeschrieben wurde (vgl. 1.1.5).

Die Korrelation der Genexpression mit den numerischen Werten der Hypomethylierung
wurde in einer Regressionanalyse bestimmt und ergab die in Tab. 3.2 aufgefiihrten Werte fiir
den Korrelationskoeffizienten r. Da sich bei diesem Wert ein starker Zusammenhang {iber
einen Wert nahe 1 darstellt, ergibt dieser z.B. fiir BMI-1 deutlich keinem Zusammenhang
zwischen Genexpression und dem Ausmall der Hypomethylierung. Auch bei dieser Analyse
ergibt sich der stirkste Zusammenhang mit der DNA-Hypomethlierung bei EZH2.

Exemplarisch sind einige dieser Ergebnisse nachfolgend als Diagramm dargestellt:
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Abb. 3.31: Expression der Gene CTCFL, EZH2 und DNMT3B in den Proben verschiedener Kategorien der
DNA-Hypermethylierung und DNA-Hypomethylierung.
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3.3 Funktionelle Analyse des CTCFL-Gens
3.3.1 siRNA-Analyse

Die Expressionsanalyse von CTCFL hatte bei Prostatakarzinomen auf einige AusreiBBer
hingewiesen (vgl. Abb. 3.13). Da iiber die funktionelle Bedeutung des CTCFL-Gens bislang
wenig bekannt war, eine proliferationssteigernde Rolle jedoch angenommen wurde, sollte
eine siRNA-Analyse mit angeschlossenen Proliferationstests Aufschluss bringen.

Fiir die Analyse standen kaufliche, jedoch nicht-validierte siRNAs gegen die CTCFL-mRNA
zur Verfligung. Um eine effektive Inhibition in 75% der Félle zu garantieren, stellte die Firma
Ambion drei verschiedene siRNAs zur Verfligung. Daher wurde zundchst zusitzlich eine
siRNA gegen die mRNA des GAPDH-Gens verwendet, um anhand dieser validierten siRNA
die Versuchsbedingungen fiir eine siRNA-Inhibition in verschiedenen Zellen zu etablieren.
AuBlerdem wurde eine fluoreszenzmarkierte non-targeting Negativ-Kontrolle zur
Abschidtzung von eventuellen Nebeneffekten der siRNA-Transfektion verwendet. Die
Fluoreszenz-Markierung erlaubte zusdtzlich die Kontrolle der Transfektionseffizienz im
Fluoreszenz-Mikroskop. Die Inhibition sollte in einer Prostatakarzinom-Zelllinie mit relativ
hoherer CTCFL-Expression durchgefiihrt werden. Hierflir eignete sich DU145. Zusétzlich
sollte auch eine Inhibition in der Teratokarzinom-Zelllinie NCCIT mit starker CTCFL-
Expression durchgefiihrt werden. Zundchst wurden in verschiedenen Experimenten einige
Transfektionsreagenzien, verschiedene siRNA-Konzentrationen und Inkubationszeiten
ausgetestet. Eine Transfektion mit einer siRNA-Endkonzentration von 25 nM mittels
HiPerFect und eine Praparation der RNA nach 72 Stunden hatte die besten Resultate erzielt.
SiRNA Nr.2 erschien ineffektiv. Eine Transfektion der Teratokarzinom-Zelllinie NCCIT mit
einzelnen siRNAs gegen CTCFL, sowie einer Kombination aus zwei ergab eine Reduktion
des CTCTL-Expressionsniveaus um bis zu 60% im Vergleich zur Negativ-Kontrolle. Dabei

wurde mittels quantitativer RT-PCR die CTCFL-Expression relativ zu Aktin bestimmit.
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Abb. 3.32: Quantitative mRNA-Expressionsanalyse von CTCFL relativ zu Aktin in der Teratokarzinom-Zelllinie
NCCIT nach Transfektion verschiedener SRNAs; ssRNA 1 (1), SSRNA 3 (3), Kombination von SRNA 1 und 3 zu
aquimolaren Verhaltnissen (insgesamt 25 nM; 1+ 3), Negativkontrolle (neg.) und einem untransfizierten Ansatz
mit Transfektionsreagenz (@). Das Expressionsniveau des Ansatzes mit der Negativkontrolle wurde auf den Wert
1 gesetzt und die Ubrigen Werte entsprechend normiert.

Zur Untersuchung der Bedeutung der CTCFL-Expression fiir das Proliferationspotential
wurden Zellen der Linien NCCIT und DU145 entsprechend mit siRNA transfiziert und
anschlieend fiir verschiedene Proliferationstests wie einen MTT-Test (vgl. 2.15.2) oder
BrdU-Test (vgl. 2.15.3) verwendet. Zundchst wurde eine bis zu 30% reduzierte
Proliferationsrate in transfizierten Ansidtzen mit erniedrigter CTCFL-Expression gefunden,
diese konnte jedoch nicht bei Wiederholungen reproduziert werden.

Eine nachfolgendende Untersuchung der CTCFL-Proteinexpression nach siRNA-Transfektion
ergab keine Verdanderungen im Proteinspiegel in den verschiedenen Ansétzen im Vergleich zu
den Kontrollen (vgl. Abb. 3.33).
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Abb. 3.33: Western-Blot zum Nachweis des CTCFL-Proteins nach ssiRNA-Transfektion der Teratokarznom-

Zellinie NCCIT, be der zuvor auf mRNA-Ebene eine Reduktion gezeigt werden konnte. S-Tubulin wurde
anschlief?end als Ladungskontrolle detektiert.

3.3.2 Transfektionsexperimente mit einem CTCFL-Expressionskonstrukt

Als Parallelansatz zur Aufkldarung der Bedeutung von CTCFL fiir die Proliferation sollte in
Zelllinien mit niedriger CTCFL-Genexpression das Expressionsniveau kiinstlich erhoht
werden. Hierzu wurde ein kommerzielles Konstrukt verwendet. Das in den Expressionvektor
inserierte Fragment kodiert fiir ein Fusionsprotein aus CTCFL und dem griin fluoreszierenden
Protein (GFP). Fiir die Analyse wurden verschiedene Prostatakarzinom-Zelllinien mit dem
Konstrukt transfiziert. Zum Vergleich wurden parallel Ansdtze mit einem Leer-Konstrukt

transfiziert, bei dem der open reading frame (ORF) des CTCFL-Gens zuvor herausgeschnitten
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worden war. Uber die GFP-Fluoreszenz konnte sowohl die Transfektionseffizienz kontrolliert
werden, vor allem aber die ausschliessliche Lokalisation des CTCFL-Proteins im Nukleus

nachgewiesen werden (vgl. Abb. 3.34).

Abb. 3.34: Lokalisation der Fluoreszenz des trangfizierten GFP-Expressionskonstruktes im Nukleus von Zellen
der Prostatakarzinom-Zelllinie PC-3(A, B) im Vergleich zu mit dem leeren Vektor tranZizerten Zellen (C). Eine
Betrachtung der fluoreszenzmarkierten Zellen im Phasenkontrast (D-F) erlaubt die genaue Zuordnung.

Eine lang andauernde Selektion der mit dem Expressionskonstrukt transfizierten Zellen
gestaltete sich jedoch schwierig, da diese im Vergleich zu den mit dem leeren Vektor
transfizierten Zellen sich schneller abrundeten, teilweise apoptotisch wurden und meistens
thre Adhédrenz verloren. Eine vergleichende Expressionanalyse transfizierter und
untransfizierter Zellen mittels quantitativer RT-PCR ergab eine 250-fache Induktion der
mRNA (ohne Abb.).

Eine Sequenzierung des kommerziell erworbenen Konstrukts durch schrittweise
Sequenzierung sowohl des Sinn-Stranges, als auch des Gegenstranges ergab drei
Basenmutationen innerhalb des ORF, die nicht im Zusammenhang standen mit beschriebenen

Polymorphismen, jedoch jeweils zu einem Aminoséure-Austausch fiihrten.
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3.3.3 Untersuchungen zur Kolokalisation von CTCFL, CTCF und der RNA-Polymerase 11

Der funktionelle Zusammenhang zwischen CTCF und CTCFL ist nach wie vor nicht geklart.
Robertson stellte erneut ein Modell zur Kompetition von CTCF und CTCFL in Tumoren auf
[Robertson, 2005]. Vor diesem Hintergrund sollten Untersuchungen zur Kolokalisation am
konfokalen Mikroskop mit immuncytochemisch gefdarbten Prostatakarzinom-Zelllinien
Einsicht bringen. Zwei kiirzlich publizierte Studien zur funktionellen Rolle von CTCFL
[Hong et al.,2005; Vatolin et al., 2005] deuteten eher auf CTCFL als Transkriptionsfaktor hin
als auf einen Chromatinfaktor. Eine Kolokalisationsanalyse von CTCFL und der RNA-
Polymerase II (RNAPII) konnte Hinweise auf eine Lokalisation von CTCFL in
transkriptionell aktiven Foci bringen und damit auf seine funktionelle Rolle.

Zunichst wurden Doppelfarbungen am konventionellen Fluoreszenzmikroskop durchgefiihrt.
Eine Uberlagerung der Farbkanile war aus technischen Griinden nicht mdglich. Die Methode
wurde mit der Teratokarzinom-Zelllinie NCCIT etabliert (vgl. Abb. 3.35), da diese auf
mRNA-Ebende die hochste CTCFL-Expression ergeben hatte. Nachfolgend sind ferner einige
Ergebnisse zur Prostatakarzinom-Linie DU145 exemplarisch dargestellt (vgl. Abb. 3.36).

Bei beiden Zelllinien ergaben sich auffillige Unterschiede in den Farbemustern von CTCEF,
CTCFL und RNAPII. CTCF- und CTCFL-Firbungen zeigten ein punktformiges, fein iiber
den Nukleus verteiltes Farbemuster, wobei die Férbesignale beider Proteine an
unterschiedlichen Stellen lokalisiert erschienen. Die Farbung der RNAPII stellte sich weniger
punktformig dar und war in gréferen, netzartigen Strukturen iiber den Zellkern verteilt. In
Negativkontrollen mit den jeweiligen fluorszenzmarkierten Sekundérantikorpern (FITC,

Cy-3) fehlten diese Farbemuster.
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RNAP 11

Abb. 3.35: Doppelfarbungen der Teratokarzinom-Zelllinie NCCIT als Positivkontrolle gegen CTCF, RNAP 11
und CTCFL, Negativkontrollen wurden ohne Primarantikorper gefarbt; Aufnahmen vom Fluoreszenzmikroskop.
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Abb. s. Anhang

Abb. 3.36: Doppefarbungen der Prostatakarzinom-Zellinie DU145 gegen CTCF, RNAPII und CTCFL;
Negativkontrollen wurden ohne Priméarantikorper gefarbt; Aufnahmen vom Fluoreszenzmikroskop.
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Diese Befunde sollten mit einer iiberlagerten Darstellung der Einzelfirbungen und einer

besseren Auflosung am konfokalen Mikroskop weiter untersucht werden.

DU145 CTCFL-CTCF DU145 CTCFL-RNAPII

DU145 negativ
PC-3 5-aza-dC CTCFL-CTCF 087-pm-

PC-3 5-aza-dC.CTCFL-CTCF 203 um il PC-35-aza-dC CTGFL-CTCF 320 um _

Abb. 3.37: Nukledre Doppelfarbungen gegen CTCF (rot), CTCFL (grin) und RNAPII (rot), aufgenommen am
konfokalen Mikroskop. Zellkerne sind mit Hoechst 33342 blau angefarbt. GrundsétZich Darstellung pro

Quartett: oben links: Hoechst 33342; oben rechts: griin (CTCFL); unten links: rot (CTCF oder RNAPII); unten
rechts: Uberlagerung.
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Bei der Analyse am konfokalen Mikroskop wurden die Prostatakarzinom-Zelllinien DU145,
PC-3 und LNCaP untersucht. Diese hatten bereits bei fritheren immuncytochemischen
Analysen einzelne Auffilligkeiten ergeben (vgl. Abb. 3.17). Hiervon standen jeweils
unbehandelte und mit dem Methylierungsinhibitor 5-aza-dC behandelte Zellen zur
Verfiigung. Es wurden jeweils Doppelfarbungen von CTCFL und CTCF sowie von CTCFL
und RNAPII vorgenommen. Nach der Auswahl einzelner charakteristischer Zellen bieten sich
am konfokalen Mikroskop eine Reihe von Moglichkeiten zur Darstellung und Auswertung.
Abb. 3.37 bietet einen Uberblick iiber die beiden verschiedenen Doppelfirbungen bei
unbehandelten DU145-Zellen (A,B) unter Betrachtung der Hoechst 33342-Fluoreszenz zur
Markierung des Zellkerns und der einzelnen Farbkanile der Antikdrperfluoreszenzen, sowie
in der Uberlagerung. Bei einem Vergleich der Firbungen gegen CTCF und RNAP II (beide
rot) fiel erneut auf, dass CTCF als dhnlich kleine Punkte wie CTCFL erschien, jedoch mit
unterschiedlicher Lokalisation, widhrend RNAPII groere Strukturen farbte. Die
Negativkontrollen ergaben auch hier nur diffusen Hintergrund (C). Zahlreiche Feinschnitte
durch den Zellkern (s. Angabe um D-F) zeigten die unterschiedliche Verteilung der gefarbten
Proteine innerhalb des Zellkerns von PC3-Zellen. Dieses fiel auch bei Analyse der anderen
Zelllinien auf. CTCF und CTCFL waren nicht immer in denselben Schichten zu finden.
Wiéhrend CTCFL in nahezu jedem Schnitt zu sehen war, erschien CTCF eher in inneren
Schichten des Zellkerns.

Bei der Kolokalisations-Analyse konnte bestétigt werden, dass zwischen CTCFL und RNAPII
mehr Ubereinstimmungen zu finden sind als zwischen CTCFL und CTCF (vgl. Abb. 3.38).

Profila DU145 CTCFL-RNAPII
T -
L ir d ;lJ l]j l.!L [ k J-J Jl1 'lrr.,
o s %&ﬁm "vq"s'.\ s M ' MM

4 g 'II.I 12
Dist: m:\’y |

Frofile DU145 CTCFL-CTCF
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Abb. 3.38: Kolokalisations-Analyse fir CTCFL gegen RNAPII (A) und CTCF (B) in der Prostatakarznom-
Zelllinie DU145. Die Sgnale der einzelnen Farbkanéle sind als Peaks dargestellt. Angegeben ist der Verlauf der
Intenstéten entlang des roten Pfeiles, der die analysierte Srecke angibt. Gelber Pfeil: echte Kolokalisation;
brauner Pfeil: falsch-postives Sgnal ohne Kolokalisation.

Betrachtet man in Abb. 3.38 zundchst die fotographische Darstellung der iiberlagerten
Doppelfarbungen, so fillt bei CTCFL und RNAPII (A) eine groBere Anzahl von gelben
Punkten auf als bei CTCFL und CTCF (B). Gelbe Punkte resultieren aus der Uberlagerung
von roten und griinen Fluoreszenzen und deuten damit auf eine Kolokalisation hin (vgl. gelber
Pfeil Abb. 3.38). Einzelne falsch-positive Farbsignale erscheinen bréunlich gelb (vgl. brauner
Pfeil Abb. 3.38), kdnnen aber in der Profil-Darstellung deutlich von rein positiven Signalen
unterschieden werden. Entsprechend zeigt auch die Profildarstellung mehr zusammenliegende
und gleich hohe Peaks von CTCFL und RNAPII als von CTCFL und CTCF.

Eine weitere Moglichkeit zur Auswertung stellt das Histogramm dar, welches hier fiir DU145
ebenfalls eine stirkere Kolokalisation zwischen CTCFL und RNAPII (A in Abb. 3.39) als
zwischen CTCFL und CTCF (B) darstellt. Ein doppelt gefarbter Zellkern wurde ausgewéhlt
und verschiedene Areale mit sog. ROIs (region of interest) markiert. Fiir jedes ROI kann im
Streudiagramm die lineare Verteilung der einzelnen Punkte im Rot- und Griinkanal angezeigt
werden. AnschlieBend kann fiir jedes markierte Areal ein Uberlappungs-Koeffizient und der
iibliche Korrelationskoeffizient r (nach Pearson) bestimmt werden. Der Uberlappungs-
Koeffizient wird nach der Methode von Manders und Verbeek bestimmt [Manders et al.,
1992], er kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen. Im Falle 1 kolokalisieren alle Pixel. Dieser
Koeffizient war generell bei allen Analysen relativ hoch und offenbar empfindlich gegen
Hintergrundsignale. Dagegen ergab der Korrelationskoeffizient r zu den Streudiagrammen

eine genauere Abstufung.

DU145 CTCFL-CTCF

Abb. 3.39: Kolokalisation von CTCFL und RNAPII, sowie CTCFL und CTCF in DU145-Zellen. Innerhalb
begrenzter Areale (ROIs, rote Kasten) kdnnen separat analysiert werden und lineare Zusammenhange im
Streudiagramm betrachtet werden.
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Tab. 3.3: Koeffizenten-Werte der einzelnen ROI s fir CTCFL gegen RNAPII (A) und CTCFL gegen CTCF(B) in
DU145

ROI Korrelationskoeffizient r (A) Korrelationskoeffizient r (B)
1 0,55 0,24
2 0,31 0,29
3 0,43 0,32
4 0,33 0,00
5 0,77 0,22
6 0,25 0,29

Die in Abb. 3.39 eingezeichneten ROIs wurden exemplarisch ausgewéhlt um auch hier einen
Uberblick iiber echte Kolokalisationen zu gewihren. Fiir ROI2 wurde der gesamte Kern als
Messareal bestimmt. Eine genaue Darstellung echter Kolokalisation ist jedoch nur mit kleinen
Arealen moglich. Die insgesamt hohen Korrelationswerte zeigen eine deutliche
Kolokalisation von CTCFL und RNAPII an.

Die Zelllinie PC-3 wurde verwendet um den induktiven Effekt von 5-aza-dC auf die CTCFL-
Expression zu beweisen. Foto und Profil-Diagramm (A in Abb. 3.40) zeigen zunichst kaum
Kolokalisation von CTCF und CTCFL. Bei Betrachtung der Histogramm-Abbildungen und
Koeffizienten (vgl. Tab. 3.4) fillt eine deutliche Zunahme der Kolokalisationsereignisse nach
Behandlung der Zellen mit 5-aza-dC auf (B und C).

PC-3CTCFL-CTCF

Abb. 3.40: Kolokalisations-Analyse fir CTCFL gegen CTCF in der Prostatakarzinom-Zelllinie PC-3 mit und
ohne 5-aza-dC.
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Tab. 3.4: Koeffizenten-Werte der einzelnen ROIs fir CTCFL gegen CTCF in unbehandelten und behandelten -
PC-3-Zellen

ROI | Korrelationskoeffizient r ohne 5-aza-dC | K orrelationskoeffizient r mit 5-aza-dC
1 0,23 0,28
2 0,35 0,43
3 0,00 0,26
4 0,10 0,25
5 0,46 0,26

Ein dhnlicher Befund konnte auch in der Zelllinie LNCaP bestétigt werden. Hier wurde eine
Doppelfarbung von CTCFL und RNAPII in unbehandelten und behandelten Zellen
untersucht. Obwohl hier schon in unbehandelten Zellen ein, im Vergleich zu CTCFL gegen
CTCF, hoheres Mal3 an Kolokalisation von CTCFL und RNAPII gezeigt werden konnte,
wurde dieses durch Behandlung mit dem Methylierungsinhibitor durch Induktion der CTCFL-
Expression zusitzlich verstarkt (vgl. Abb. 3.41).

LNCaP CTCFL-RNAPII LNCaP 5-aza-dC CTCEL -RNAPI|

Abb. 3.41: Kolokalisationsanalyse fir CTCFL gegen RNAPII in der Prostatakarzinom-Zelllinie LNCaP mit und
ohne 5-aza-dC.

Auch die Werte der Korrelationskoeffizienten verschiedener Areale ergaben eine stirkere
Kolokalisation von CTCFL und RNAPII nach 5-aza-dC-Behandlung.

Tab. 3.5: Koeffizienten-Werte der einzelnen ROIs fir CTCFL gegen RNAPII in LNCaP

ROI | Korrelationskoeffizient r ohne 5-aza-dC | K orrelationskoeffizient r mit 5-aza-dC
1 0,08 0,13
2 0,06 0,17
3 0,30 0,27
) 0,03 0,45
5 0,00 0,21
0,14

Bei beiden Histogrammen wurde mit ROI 1 der gesamte Zellkern als Areal ausgewahlt. In
diesem Fall ermbglicht auch dieses einen Uberblick iiber die Variationen durch 5-aza-dC-

Behandlung. Desweiteren scheint in allen untersuchten Prostatakarzinom-Zelllinien die
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CTCFL-Lokalisation stirker mit der der RNA-Polymerase II zu korrelieren, als mit CTCF.
Eine Kolokalisation mit CTCF kann durch CTCFL-Induktion iiber 5-aza-dC-Behandlung

verstarkt werden.

3.4 Anreicherung von Prostatakar zinom-Zellen mit Stammzell-Phanotyp

In Ermangelung spezifischer Stammzellmarker bei den verschiedenen Tumorarten werden
bislang fiir die Anreicherung von Zellen mit Stammzell-dhnlichem Phinotyp zwei
verschiedene Verfahren verwendet, die allgemeine Eigenschaften von Stammzellen
ausnutzen.

Der Oberflichenmarker CD133 wurde bei einer Subpopulation von hdmatopoetischen
Stammzellen entdeckt [Miraglia et al., 1997] und zu deren Isolation bei bei einigen normalen
Geweben verwendet. Erste Berichte zum erfolgreichen Einsatz bei Tumorgeweben und —
Zelllinien erfolgreich liegen vor (vgl. 1.3).

Bei dem Einsatz des fluoreszierenden Hoechst-Farbstoffes 33342 wird die durch ABC-
Transporter vermittelte Resistenz von Stammzellen gegeniiber zytotoxischen Substanzen
ausgenutzt (vgl. 2.23).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zundchst mit der Anreicherung von Tumorzellen mit
Stammzell-Phénotyp unter Verwendung des Hoechst 33342-Farbstoffes begonnen. Hierfiir
wurde die Prostatakarzinom-Zelllinie 22Rvl auf Grund ihres bisher untersuchten
Expressionsmusters (vgl. 3.1) und ihrer Herkunft (vgl. 2.1.1) ausgewdhlt. Es stellte sich
jedoch heraus, dass die Zelllinie mit iiblichen Einstellungen bei hamatopoetischen Zellen nur
eine sehr geringe Sde Population ergab. Bei einem weiteren Versuch wurden die Sortier-
Bedingungen weniger stringent gesetzt (vgl. Abb. 3.42). Im linken unteren Quadranten setzt
sich eine kleine Population von ungefdrbten Zellen von den iibrigen Zellen ab. So fielen 3%
der Zellen in den SP-Rahmen und es konnten 80 000 Zellen gewonnen werden, die sich aus
einer Anreicherung von SP-Zellen und einem Anteil Nicht-SP-Zellen zusammensetzten.
Theoretisch sollten SP-Zellen in dieser Fraktion um einen Faktor >30 gegeniiber der

Ausgangspopulation angereichert sein.
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Hoechst Blau

Hoechst Rot

Abb. 3.42: Auswahlrahmen zur Anreicherung von 3% SP und den Ubrigen Non-SP-Zellen bei der FACS
Sortierung von 22Rv1-Zellen Uber Hoechst 33342. Bei der Analyse wird die Emission bei zwei unterschiedlichen
Wellenldngen bestimmt (Hoechst Rot und Hoechst Blau; vgl. 2.23). Tote Zellen wurden Uber eine
Propidiumi odid-Férbung ausgeschl ossen.

Die isolierten Zellen wurden anschlieBend zur Priparation von RNA verwendet und fiir
quantitative RT-PCR-Analysen eingesetzt. Ein Vergleich der SP-Fraktion zu den Non-SP-
Zellen und einem Ansatz nicht sortierter 22Rv1-Zellen ergab fiir vier Kandidaten-Gene eine

leicht erhohte Expression in den SP-Zellen.
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Abb. 3.43: Ergebnisse der quantitativen RT-PCR-Analyse fir das Expressionsniveau der Gene BMI-1, EZH2,
DNMT3B und OCT4 relativ zu TBP in der SP-Fraktion im Vergleich zu Non-SP-Zellen sowie nicht sortierten

22Rv1-Zellen. Der Sgnifikanzwert p fir den Vergleich anischen SP- zu Non-SP-Zellen ist angegeben.

Parallel wurde auch die CD133-Methodik zur Identifizierung von Stammzellen aus Tumor-

Zelllinien verfolgt. Ein anti-CD133-Antikorper, der zuvor mit magnetischen Beads gekoppelt

wurde, sollte eine Auftrennung der Zellen mit Hilfe eines Séulensystems der Firma Miltenyi

ermoglichen. Bevor mit der Etablierung der Anreicherung von Zellen iiber dieses System

begonnen wurde, sollte die Zelllinie 22Rvl am FACS-Gerdt zundchst mit einem

fluoreszenzmarkierten CD133-Antikorper desselben Unternehmens auf die Existenz CD133-
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positiver Zellen untersucht werden. Die Versuchsparameter wurden mit Hilfe einer
Isotypkontrolle eingestellt, um Eigenfluoreszenzen auszuschlieBen. Nach dieser Korrektur
konnte keine distinkte Zellpopulation mit deutlicher Fluoreszenz durch Bindung des CD133-

Antikorpers erkannt werden.
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Abb. 3.44: FACSAnalyse von 22Rv1-Zellen auf CD133-Positivitdt mit Hilfe eines fluoreszenzmarkierten
Antikorpers. Nach Abzug samtlicher Hintergrundfluoreszenzen konnnte oberhalb des Hintergrundes keine
distinkte Population von Zellen eingegrenzt werden.

Daher sollte eine RT-PCR-Analyse Aufschluss dariiber geben, ob eine CD133-Expression in

Prostatakarzinom-Zelllinien auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden kann.
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Abb. 3.45: Ergebnisse der quantitativen RT-PCR zur CD133-Expression relativ zu TBP in Prostatakarznom-
Zelllinien.

Absolut liegen die Werte der CD133-Expression recht niedrig. Hinsichtlich des

Expressionsniveaus unterscheiden sich die einzelnen Prostatakarzinom-Zelllinien.
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4 DISKUSSION

Epigenetische Mechanismen spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation von
Entwicklungsabldaufen und Differenzierungsprozessen, z.B. durch Festlegung von
Zellschicksalen wihrend der Embryonalentwicklung und Gametogenese. Der epigenetische
Status von Stammezellen unterscheidet sich von somatischen Zellen (vgl 1.1.1., 1.3).
Inzwischen sind epigenetische Verdnderungen auch als fundamentale Mechanismen bei der
Tumorentstehung etabliert. Die Regulation der Modifikationen von DNA und Chromatin
basiert auf einem komplexen Zusammenspiel verschiedener regulatorischer Faktoren,
Proteinkomplexe und Enzyme.

Beim Prostatakarzinom fehlen bisher Marker, die als Onkogene oder Tumorsuppressorgene
charakteristisch sind fiir diese Tumorart. Fiir die Diagnostik und Optimierung der
Therapiestrategien werden zusétzlich zum PSA-Test dringend aussagekriftige Marker zur
Subgruppierung bendtigt. Da im Prostatakarzinom auffallende epigenetische Verdnderungen
zu finden sind, wurden diese in der vorliegenden Arbeit als Ansatzpunkt fiir die Untersuchung
des Prostatakarzinoms gewdhlt. Ausgewdhlte regulatorische Faktoren sollten auf ihre Eignung
als Marker gepriift werden. Thre Analyse sollte Hinweise erbringen auf die Anwendbarkeit der
allgemein postulierten Modelle zu Tumorzellen mit stammzelldhnlichem Phénotyp. Diese
sind auch im Zusammenhang mit der Heterogenitit von Tumoren zu betrachten, die auch
beim Prostatakarzinom ein entscheidendes Problem darstellt.

In dieser Arbeit wurde eine Reihe verschiedener Gene fiir regulatorische Proteine untersucht.
Diese wurden auf Grund mehrerer Aspekte ausgewihlt. Einige der ausgewihlten Faktoren
stehen im Verdacht, einen direkten Einfluss auf Methylierungsmuster auszuiiben (vgl. 1.1.1,
1.1.4 und 1.1.5). Damit kamen sie kausal fiir die in Prostatakarzinomen gefundenen
Methylierungsverdnderungen in Betracht (vgl. 1.3). Diese und weitere untersuchte
Regulatoren konnten von Bedeutung sein fiir die Erhaltung von mutmaBlichen
Tumorstammzellen und deren Phianotyp (vgl. 1.1.1, 1.1.4 und 1.3). Ein Teil der ausgewéhlten
Gene konnte selbst durch Methylierung reguliert sein und damit auch Ziele der epigenetischen
Veridnderungen im Prostatakarzinom darstellen. Je nach Modell fiir die Tumorstammzell-
Hypothese konnten die untersuchten Gene in einem groferen oder kleineren Anteil der
Tumorzellen exprimiert sein.

Die Expression der Kandidatengene wurde in Gewebeproben von Prostatakarzinom-Patienten,
i Prostatakarzinom-Zelllinien und bei mutmalllichen Tumorstammzellen, die aus einer
Prostatakarzinom-Zelllinie isoliert wurden, untersucht (vgl. 3.1. und 3.4). AnschlieBend

wurden Zusammenhinge mit bereits frither bei diesen Patienten bestimmten
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Methylierungsveridnderungen analysiert (vgl. 3.2.3). Auch Zusammenhidnge zu klinischen
Parametern wurden gepriift (vgl. 3.1.6), da immer noch Bedarf an molekularen Markern
besteht, die eine Abgrenzung von aggressiven Prostatatumoren erlauben (vgl. 1.2).

Fiir zwei Kandidatengene wurde ihre Regulation durch Methylierung genauer analysiert (vgl
3.2). Da fiir einen dieser Faktoren bislang nur wenige Details zu seiner funktionellen

Bedeutung bewiesen sind, wurde eine funktionelle Analyse begonnen (vgl. 3.3).

4.1 Analyseder Expresson von Kandidatenfaktoren in Gewebeproben

Die Polycomb-Gene EZH2 und BMI-1

Eine bedeutende Gruppe von Proteinen, die auf der Chromatinebene die Repression
transkriptioneller Aktivitdt regulieren, sind die Polycomb-Proteine (PcG; vgl. 1.1.4).
Zusammen mit den aktivierenden Trithorax-Proteinen stellen sie eine Form des zelluldren
Gedichtnisses dar. Sie erhalten Zustande transkriptioneller Aktivitdt bzw. Inaktivitat aufrecht,
die zuvor durch voriibergehend wirkende regulatorische Faktoren initiiert wurden, und
propagieren diese liber Zellteilungen und Meiose hinweg [Jacobs und van Lohuizen, 2002].
Funde in neuerer Zeit deuteten darauf hin, dass auch das Schicksal von Stammzellen teilweise
durch PcG-Gene reguliert ist [Gil et al., 2005]. Erste Hinweise kamen aus Studien an Méusen.
Lessard et al. und Park et al. konnten 2003 zeigen, dass Bmi-1 das proliferative Potential von
normalen und leukdmischen Stammzellen bestimmt [Lessard und Sauveagau, 2003; Park et
al., 2003]. Bmi-1-defiziente Mause erlitten einen Verlust an hdmatopoetischen Zellen und
Neuronen im Kleinhirn [Valk-Lingbeek et al., 2004]. Clarke vermutet ferner, dass BMI-1
repressiv auf Gene wirkt, die an der Differenzierung beteiligt sind und dass BMI-1 notwendig,
aber allein nicht ausreichend fiir die Selbsterneuerung ist [4th Heinrich Behr Symposium zu
Stem Cells and Cancer, Heidelberg Mérz 2006].

Eine Uberexpression von BMI-1 wurde in einigen Tumorarten beschrieben. Hierzu gehdren
Colonkarzinome [Kim et al., 2004], Lymphome [Raaphorst, 2005], Medulloblastome [ Leung
et al., 2004; Shakova et al., 2005] und Lungenkarzinome [Breuer et al., 2005]. Fiir Patienten
mit Myelodysplastischem Syndrom wurde BMI-1 als prognostischer Marker fiir die
Progression vorgeschlagen [Mihara et al., 2006]. Eine Uberexpression von BMI-1 kann zu
einer verminderten P1l6/INK4a- und pl9/ARF-Expression fiihren, was die Progression
innerhalb des Zellzyklus erleichtert, da RB schneller hyperphosphoryliert wird und p53

leichter degradiert. Hierdurch werden Ubergiinge neoplastischer oder prineoplastischer Zellen
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zur Apoptose oder Seneszenz verhindert. Uber die BMI-1-Expression im Prostatakarzinom ist
wenig bekannt.

Ein anderes Polycomb-Gen, dass hinsichtlich seiner Bedeutung fiir Stammzellen und als
prognostischer Marker in den Blickpunkt geraten ist, ist das EZH2-Gen. Beispiele fiir den
regulatorischen Einfluss des Proteins auf die Pluripotenz geben die nachfolgenden Funde. Bei
Mausen konnte gezeigt werden, dass Ezh2 bereits in der totipotenten Zygote (E 0,5)
zusammen mit anderen wichtigen Faktoren wie z.B dem Pluripotenzgen Oct 4 exprimiert wird
[Surani 4th Heinrich Behr Symposium zu Stem Cells and Cancer, Heidelberg Mérz 2006].
Cao und Zhang vermuteten einen direkten regulatorischen Einfluss von Ezh2 auf das Oct 4-
Gen tiber die durch EZH2-vermittelten Methylierungen am H3K27 und Interaktion mit einer
unbekannten H3K9-spezifischen Histonmethyltransferase. In differenzierenden embryonalen
P19 Zellen konnte eine Assoziation von Ezh2 mit dem Oct 4-Promotor gezeigt werden [Cao
und Zhang, 2004].

Der genaue Mechanismus zur Vererbung des durch die Polycomb-Proteine vermittelten
repressiven Status ist immer noch ungekldrt [Taghavi und van Lohuizen, 2006]. Viré et al.
[2006] postulierten EZH2 auf Grund ihrer Ergebnisse als direktes Bindeglied zwischen
Histon-Methylierungen und DNA-Methylierung. [hre Resultate zur Interaktion von EZH2 mit
allen DNMT-Klassen, die sich bekanntlich funktionell stark unterscheiden, bediirfen der
Bestitigung durch weitere Arbeiten. Das aufgestellte Modell postuliert, dass die durch EZH2
vermittelten Methylierungen am H3K27 fiir die Bindung der DNA-Methyltransferasen an
Zielpromotoren bendtigt wird [Viré et al., 2006]. Taghavi und van Lohuizen erweiterten
dieses Modell um einen zweiten Aspekt, wonach EZH2 zur direkten Aktivierung der DNMT
beitrdgt und damit unmittelbar auf die DNA-Methylierung einwirken konnte [Hernandez-
Munos et al., 2005; Taghavi und van Lohuizen, 2006].

Die Auswirkungen einer Dysregulation des von Polycomb-Proteinen beeinflussten Systems in
Tumorzellen ist evident. Varambally et al. zeigten fiir EZH2 einen Zusammenhang mit der
Proliferation in Prostatakarzinom-Zelllinien [Varambally et al., 2002]. Ferner entdeckten sie
eine EZH2-Uberexpression in metastatischen, hormonrefraktiren Prostatakarzinomen. Diese
Ergebnisse  wurden  durch  Microarray-Analysen  von  Knochenmarksmetastasen
androgenunabhingiger Prostatakarzinome und primérer Tumore [Stanbrough et al., 2006],
sowie durch Funde von EZH2-Genamplifikationen in weit fortgeschrittenen Féllen neu
bestitigt [Saramiki et al., 2006]. Eine Assoziation der EZH2-Uberexpression mit der
Proliferation und Agressivitit wurde auch bei anderen Tumorarten gefunden. Hierzu gehoren
Mammakarzinome [Kleer et al., 2003; Collet et al., 2006], Harnblasenkarzinome [Raman et

al., 2005], sowie Melanome und Karzinome des Endometriums [Bachmann et al., 2006].
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Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zur Expression von BMI-1 und EZH2 wurden in
Prostatakarzinom- sowie Urothelkarzinom-Zelllinien im Vergleich zu kultivierten normalen
Urothelzellen begonnen. Wéihrend Urothelkarzinom-Zelllinien eine niedrigere BMI-1-
Expression als normale Urothelzellen (UEC1 und 2 in Abb. 3.2) =zeigten, lag das
Expressionsniveau der Prostatakarzinomzellen hoher. Fiir Prostatakarzinomzellen fehlte ein
unmittelbarer Vergleich zum Normalzustand, da vergleichbare Proben aus normalem
Prostatagewebe (normale Prostataepithelzellen) nicht zur Verfligung standen. Prinzipiell
lassen sich auch in Kultur nur normale Prostataepithelzellen mit einem basalzelldhnlichen
Phénotyp etablieren, da sekretorische Zellen in Kultur nicht {iberleben. Verglichen mit der bis
zu 11-fachen erhohten EZH2-Expression in Prostatakarzinomzellen fiel die BMI-1-Expression
in diesen Zellen jedoch niedrig aus (vgl. Abb. 3.1 und Abb. 3.2).

Fir EZH2 zeigten alle vier Prostatakarzinom-Zelllinien eine hohe Expression. Unter den
Urothelkarzinom-Zelllinien fielen insgesamt vier von 15 mit deutlich erhdhter Expression im
Vergleich zu den UEC-Proben auf. Zu diesen gehoren vor allem Urothelkarzinom-Zelllinien
fiir die bereits frither ein Verlust des RB-Proteins gezeigt werden konnte [ Grimm et al., 1995].
Ein Einfluss des RB-Signalweges auf die EZH2-Regulation wurde beschrieben [Bracken et
al., 2003]. Auch bei der Analyse von 45 primédren, nicht-metastasierten Prostatatumorproben
im Vergleich zu Normalgewebeproben, ergab sich eine erhohte EZH2-Expression (p=0,088;
vgl. Abb. 3.3). Ahnliche Ergebnisse hatten auch Varambally et al. gezeigt, wobei ein stark
signifikanter Anstieg der Expression erst bei metastasierten, hormonrefraktiren Tumoren zu
beobachten war. Bracken et al. konnten keine hohe Expression in priméren Prostatatumoren
finden, metastasierte Karzinome standen in ihrer Kohorte nicht zur Verfligung [Bracken et al.,
2003]. Fir die in dieser Arbeit untersuchte Probandengruppe standen ebenfalls keine
metastasierten Karzinome zu Verfligung. Sechs der Patienten entwickelten einen
hormonrefraktidren Tumor, eine Regressionsanalyse mit der EZH2-Expression ergab jedoch
keinen auffilligen Zusammenhang. Dafiir zeichnete sich ein, wenn auch nicht signifikanter,
Trend zu erhohter Expression in hoheren Tumorstadien (>pT2) und undifferenzierteren

Tumoren mit einer Gleason-Summe grof3er 8 ab (p=0,352; p=0,266; vgl. Abb. 3.20 und

Abb. 3.21). Bei der Uberlebensanalyse der 13 Patienten mit Rezidiv trennten sich die Kurven
der Patienten mit EZH2-Expression unterhalb des Medians (Gruppe 1) und oberhalb des
Medians (Gruppe 2) deutlich (vgl. Abb. 3.22) und zeigten eine ldngere rezidivireie Zeit fiir
Patienten mit niedriger Expression an. Die Signifikanzwerte der dargestellten
Uberlebensanalysen mit deutlich voneinander getrennten Kurven der beiden Patientengruppen

resultieren aus der jeweils niedrigen Fallzahl der zur Verfligung stehenden Proben. Die
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eigenen Ergebnisse entsprechen damit der oben angefiihrten Literatur, wonach die EZH2-
Expression in lokalisierten Prostatakarzinomen ansteigt, mit einer weiteren Zunahme im

metastasierten Tumoren.

Im Gegensatz dazu wurde fir BMI-1 in Gewebeproben aus lokalisierten Tumoren eine
statistisch signifikant erniedrigte Expression nachgewiesen (p=0,001; vgl. Abb. 3.4). Einzelne
Ausreiler und Extremwerte zeigten ein erhdhtes Expressionsniveau. Korrelationen mit
klinischen Parametern konnten nicht gefunden werden. Diese Daten dieser Arbeit sind die

ersten zur BMI-1-Expression im Prostatakarzinom.

Bei anderen Tumorarten wurde dagegen hiufig eine erhohte BMI-1-Expression gezeigt. In
normalem bronchialem Epithel zeichnen sich ruhende Zellen durch BMI-1-Positivitdt und
fehlende EZH2-Expression aus. Dieser Zustand spiegelt das gewohnte postulierte
gegensitzliche Expressionmuster dieser Polycomb-Gene aus den beiden verschiedenen PcG-
Komplexen wieder. In sich teilenden, neoplastischen Lungenkarzinomzellen nimmt die
BMI-1-Expression weiter zu und die EZH2-Expression steigt an [Breuer et al., 2004]. Beim
Lungenkarzinom wird diese Koexpression als frithe Verdnderung angenommen, die vor dem
Ubergang zu starker Proliferation stattfindet und zu einem Verlust der Zellidentitit fiihren
konnte. Einen Ubergang zur Koexpression findet man auch in Lymphomen, so dass Raaphorst
in dieser Tumorart eine Unfdhigkeit zur Herunterregulation des PRCI1-Komplexes (BMI-1)
annahm [Raaphorst, 2005].

In den untersuchten Prostatakarzinomen der vorliegenden Arbeit findet eine Verminderung
statt, sie zeigen allenfalls aberrant erniedrigte BMI-1-Genexpression. Es gibt aber durchaus
Beispiele flir eine Assoziation von verminderter BMI-1-Expression mit erhohter
Zellproliferation; z.B. bei B-Zellen im Lymphknoten. Ruhende B-Zellen der Rindenzone
zeigen eine verminderte BMI-1-Expression nach ihrem Ubergang zu sich schnell teilenden
Zentroblasten [Raaphorst et al, 2000]. Ferner beschrieben Gunster et al. in einer breit
angelegten Analyse, dass sich die Expression der Polycomb-Proteine stark zwischen
verschiedenen Geweben, sogar verschiedenen Zelltypen innerhalb eines Gewebes und je nach
Entwicklungszustand, unterscheiden kann [Gunster et al., 2001]. Demnach miissen sich die
eigenen Funde einer niedrigen BMI-1-Expression in Prostatatumoren und das von anderen
Gruppen beschriebene hohere Expressionsniveau bei anderen Tumorarten nicht

widersprechen.

AuBlerdem konnten die eigenen Ergebnisse zur Genexpression auf mRNA-Ebene durch eine
immunhistochemische Analyse auf Proteinebene bestétigt werden. Normale Driisen zeigten

eine stdrkere Farbung fliir BMI-1 als Tumorareale (vgl. Abb. 3.5). Hier waren sowohl
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Basalzellen als auch sekretorische Zellen gleichmiBig gefirbt. Vor dem Hintergrund der
Abstammungstheorie von Tumorstammzellen deutet dieses Muster nicht auf einen
Stammzellphdnotyp hin. Auch in Tumorarealen waren beide Zelltypen gefarbt, dabei gab es
eine deutliche Heterogenitit mit gefarbten und nicht gefarbten Zellen. In der Summe erschien
das Signal daher insgesamt schwécher. Die Hetereogenitdt der BMI-1-Expression konnte auf
eine Heterogenitit der Zellen hinsichtlich ithres Differenzierungsgrades hinweisen. Wenn z.B.
Medulloblastome einen grofleren Anteil undifferenzierter Zellen erhalten, in denen BMI-1 als
erhoht exprimiertes Gen zur Selbsterneuerung von Stammezellen beitrdgt, so scheinen im
Prostatakarzinom entweder weniger undifferenzierte Zellen vorhanden zu sein, oder BMI-1

stellt hier keinen entscheidenden Faktor dar.

Die Stochiometrie der Polycomb-Komplexe ist entscheidend fiir ihre Funktion [Cao und
Zhang, 2004]. Wie bei anderen Tumorarten, ergab auch die eigene immunhistochemische
Analyse fir EZH2 eine teilweise erhohte Expression, die sich heterogen zwischen
verschiedenen Tumorarealen darstellte (vgl. Abb. 3.5). Eine Verschiebung in der relativen
Komposition des PRC2-Komplexes auf mRNA- und Proteinebene konnte also durch die

eigenen Daten auch fiir das Prostatakarzinom bestétigt werden.

Es gibt Hinweise darauf, dass in einigen Tumorarten eine erhohte EZH2-Expression aus einer
Erhohung der Genkopienzahl resultieren konnte. Bracken et al. untersuchten eine breite
Palette von Tumorarten auf eine Amplifikation des EZH2-Gens und fanden diese bei 15% der
Tumoren. Die Erhohung der Genkopienzahl korrelierte zudem mit der Expression auf
Proteinebene [Bracken et al., 2003]. Die Genkopienzahl in Prostatakarzinomen wurde dabei
nicht untersucht. Kiirzlich wurden Amplifikationen auch flir Prostatakarzinome beschrieben.
Sie treten selten in Primirtumoren auf und hduften sich erst im Laufe der Progression
[Saraméki et al., 2006]. Hiermit wurde erneut die Bedeutung von EZH2 fiir aggressive
Tumoren belegt. Die Assoziation mit einem aggressiven Phinotyp zeichnete sich auch in der

vorliegenden Arbeit ab, obwohl nur Priméirtumoren untersucht wurden.

Entsprechend dieser Einschidtzung konnte eine tendenziell hohere EZH2-Expression auch in
Tumoren mit hoherem Ausmall an DNA-Hypomethylierung, und damit in weiter
fortgeschrittenen Tumoren, gezeigt werden (vgl. Abb. 3.31). Eine Korrelation mit
Hypermethylierungskategorien — ergab  keine  Auffilligkeiten. Dabei  wurde der
Methylierungsstatus einzelner Gene, die hdufig im Prostatakarzinom hypermethyliert sind,
kategoriell zusammengefasst. Um auch zu untersuchen, ob eines dieser hiufig methylierten
Gene als Zielgen unter dem Einfluss von EZH2 und BMI-1 steht, wurde jeweils die

Polycomb-Genexpression mit dem Methylierungsstatus der einzelnen Gene korreliert. Dabei
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stellte sich ein Zusammenhang zwischen der EZH2-Expression und der Methylierung des
RARB?2-Gens heraus (p=0,063), sowie zwischen der BMI-1-Expression und der Methylierung
des APC-Gens (p=0,024; vgl. Tab. 3.1). Da es sich um Mehrfachvergleiche handelt, miissten
die Signifikanzwerte mit einer entsprechenden Methode korrigiert werden (z.B. nach
Bonferroni) und die Assoziationen sind daher mit Vorsicht zu betrachten. Obwohl die bereits
beschriebenen Interaktionen zwischen DNA- und Chromatinmodifikationen (vgl. 1.1) einen
Einfluss von PcG-Proteinen auf die DNA-Methylierung ermoglichen, besteht speziell im
Prostatakarzinom offenbar kein direkter Zusammenhang mit vielen typischen Verdnderungen.
Bei der Behandlung von Urothel- und Prostatakarzinom-Zelllinien mit dem
Methylierungsinhibitor 5-aza-dC konnte keine Induktion der Polycomb-Genexpression
festgestellt werden. Dies macht eine Bedeutung der DNA-Methylierung fiir die Regulation

der Polycomb-Gene unwahrscheinlich.

Die Histondeacetylase SIRT1

SIRT1 gehért zur Sir 2-Familie der NAD -abhiingigen Histondeacetylasen. Damit ist dieses
Protein in die epigenetische Abschaltung von Genen involviert. Pruitt et al. zeigten einen
direkten Zusammenhang zwischen hypermethylierten Tumorsuppressorgenen und SRT1-
Expression [Pruitt et al., 2006]. Eine Inhibition von SRT1 fiihrte zur Reexpression dieser
Gene trotz  Hypermethylierung. Als  Onkogen reprimiert SRT1  offenbar
Tumorsuppressorgene, indem es einen inaktiven Chromatinstatus etabliert. Vaquero et al.
schlugen ein Modell vor, in dem SIRT1 die Deacetylierung von H4K16 katalysiert und das
Histon H1 zur Induktion eines repressiven Chromatinstatus rekrutiert. Daran schlie3t sich eine
Deacetylierung des Histons H1 an und eine Reduktion der aktivierenden Methylierung von
H3K79 an Promotoren von Zielgenen und innerhalb ihrer kodierenden Regionen [Vaquero et
al., 2004]. Dariiber hinaus wirkt SIRT1 als Onkogen, indem es mit verschiedenen
Transkriptionsfaktoren wie z.B. p53 interagiert und deren Funktion durch Deacetylierung des
Proteins limitiert. Auf diese Weise regelt SRT1 stress-induzierte Faktoren herunter,
verhindert Apoptose und fordert das Uberleben unter Stress-Bedingungen [Ford et al., 2005].
Im Laufe der Tumorprogression kann daraus eine Selektion neoplastischer Zellen resultieren
[Pruitt et al., 2006].

S RT1 wurde in einigen epithelialen Tumorarten, z.B. beim Mammakarzinom [Kuzmichev et
al., 2005], aber auch bei Patienten mit akuter myeloischer Leukidmie als liberexprimiert
beschrieben [Bradbury et al., 2005]. AuBerdem wurde eine hohe Srtl-Expression wéhrend

der Embryonalentwicklung bei Miusen gefunden. Das hochste Expressionsniveau findet sich
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bereits in frithen Stadien (E 4,5). Expression in Gehirn und Herz lassen eine Rolle bei Neuro-
und Kardiogenese vermuten. Eine hohe Expression in Neurosphiren aus murinen Gehirnen
(E 14,5) weisen auf eine Rolle bei neuralen Stammzellen hin [Hisahara et al., 2005].
Kuzmichev et al. beschrieben einen Zusammenhang zwischen SIRT1 und dem Polycomb-
Protein EZH2 in einem Mausmodell des Prostatakarznioms [Kuzmichev et al., 2005]. In
neuerer Zeit wird der urspriinglich als PRC2 bekannte EZH2-Komplex, je nach Komposition,
auch unter den Bezeichnungen PRC3 und 4 gefiihrt (vgl. Abb. 1.4). Mit wechselnder
Zusammensetzung und Assoziation mit anderen Proteinen dndern sich Substratspezifititen
und funktionelle Eigenschaften von PRC2. Fiir SIRT1 wurde eine spezifische Assoziation mit
dem als PRC4 gefiihrten Komplex gezeigt. Dartiber hinaus sind sowohl EZH2 und SRT1 z.B.
in Mammakarzinomen iiberexprimiert.

Die Analyse der SRT1-Genexpression wurde in der vorliegenden Arbeit unternommen, um
bereits oben diskutierte Hinweise auf einen Ubergang vom PRC2- zum PRC4-Komplex im
eigenen Probenkollektiv von Prostatakarzinomen zu festigen. Eine tendenzielle SRT1-
Uberexpression in Prostatatumoren konnte gezeigt werden (p=0,128; vgl. Abb. 3.6). In
Analogie zu EZH2 zeigte sich auch ein Trend zu erhohter Expression in hoheren
Tumorstadien (p= 0,471) und hoherer Gleason-Summe (p=0,460). Die Kurven der
Uberlebensanalyse zwischen hoher und niedriger Expression bei Patienten mit Rezidiv
trennten sich deutlich (p=0,211; vgl. Abb. 3.22), wenngleich hier eine hohere SRT1-
Expression einen Uberlebensvorteil anzeigt. Auch wenn eine Regressionsanalyse zwischen
EZH2 und SRT1 einen Koeffizienten r von 0,240 ergab und damit einen schwicheren
Zusammenhang angibt, implizieren die eigenen Daten auch flir das Prostatakarzinom eine
verdnderte Zusammensetzung des PRC2-Komplexes. Vorversuche zum EED-Gen, dass auch
zum PRC2 (PRC3/4)-Komplex gehort, zeigten ebenfalls Verdnderungen in einzelnen
Prostata- und Urothelkarzinom-Zelllinien (ohne Abb.). Obwohl hierbei nicht zwischen den
verschiedenen Formen von EED (vgl. Abb. 1.4) unterschieden wurde, deuten diese
Ergebnisse ebenfalls auf Variationen der Komplexzusammensetzung im Prostatakarzinom
hin.

Ein Zusammenhang zwischen SRT1-Expression und Methylierungsveranderungen konnte

nicht festgestellt werden.
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Die DNA-Methyltransferase DNMT3B

Wie bei EZH2 und SRT1 konnte in dieser Arbeit auch eine stark erhohte DNMT3B-
Expression in Prostatatumorgeweben nachgewiesen werden (p=0,002; vgl. Abb. 3.7). Bezieht
man die DNMT3B-Expression auf CK18-Expression, so wird der Expressionsunterschied
zwischen Tumor- und Normalgewebe kleiner. Dieses weist auf Expressionsunterschiede in
Subpopulationen der epithelialen Zellen hin, die eine weitere Untersuchung der DNMT3B-

Expression in Geweben mittels immunhistochemischer Analyse erforderlich macht.

Nachdem die Clusteranalyse auf einen Zusammenhang zwischen EZH2 und DNMT3B
hingedeutet hatte (vgl. Abb. 3.19), ergab sich bei der Regressionanalyse der Genexpressionen
mit r= 0,468 eine deutliche Korrelation der beiden Gene und spricht damit fiir die von
Taghavi und van Lohuizen [2006] postulierte Interaktion von EZH2 und DNMTs. In der
Uberlebensanalyse fiir Patienten mit Rezidiven ergab sich fiir die beiden Gruppen mit
niedriger bzw. hoher DNMT3B- Expression ein hoch signifikanter Unterschied (p=0,005).
Demnach hdngt eine hohe DNMT3B-Expression offenbar mit einer hoheren
Wahrscheinlichkeit zusammen an einem Rezidiv zu erkranken. Die Korrelation mit weiteren
klinischen Parametern ergab einen leichten nicht signifikanten Aufwaértstrend in Tumoren mit
hoherem Tumorstadium (p=0,541). Auf Grund dieser Ergebnisse sollte die Eignung der
DNMT3B als Marker fiir fortschreitende Prostatakarzinome mittels immunhistochemischer
Analyse weiter untersucht werden.

Die eigenen Befunde stimmen mit der Literatur insoweit tiberein, als eine deutlich erhdhte
DNMT3B-Expression in vielen Tumoren gefunden wurde [Esteller, 2005 ; Esteller, 2006].
Bezeichnend gilt dies auch fiir die Untergruppe der Embryonalkarzinome unter den
Keimzelltumoren [Skotheim et al, 2005], die einen hohen Anteil an undifferenzierten
Stammzellen enthalten.

Beispiele aus der Literatur zeigen die Bedeutung einer ausgeglichenen Aktivitdt von DNA-
Methyltransferasen flir die Pravention von neoplastischen Transformationen. Die verdnderte
Expression der DNA-Methyltransferasen 3A und 3B wurde bereits als Ursache fiir
Methylierungsverdnderungen in Tumoren untersucht [Robertson et al., 1999]. Ein kiinstlicher
Knock-Out der DNA-Methyltransferasen Dnmtl und Dnmt3b in Méusen fiihrt zu einer
Demethylierung aller untersuchten hypermethylierten Tumorsuppressorgene [Esteller, 2006].
Ein Knock-Out der Dnmt3b, jedoch nicht der Dnmt3a, fiihrt in murinen embryonalen
Fibroblasten zu einem partiellen Verlust der genomweiten DNA-Methylierung, was darauf
hindeutet, dass die Dnmt3b, neben der wichtigen Erhaltungs-Methyltransferase Dnmt1, zur

Aufrechterhaltung der Methylierung generell bendtigt wird [Dodge et al., 2005]. Ferner
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neigen Dnmt3b-defiziente Mause zu An- und Polyploidien, sowie Chromosomenbriichen.
Auch ein direkter repressiver Einfluss von DNA-Methyltransferasen auf die Transkription
von Genen, ohne Beteiligung ihrer Enzymaktivitit [Bachmann et al., 2001]

Die embryonale Lethalitit bei Dnmt3b-Knock-Out-Méausen ab Tag 13,5 pc [Dodge et al.,
2005] steht in Analogie zur frithen Expression der DNMT3B in humanen Oocyten wihrend
der Meiose 2 und embryonalen 2-4-Zellstadien. Die als besonders frith exprimiert geltende
Transkriptionsvariante DNMT3B1 ist in undifferenzierten humanen embryonalen
Stammzellen zu finden [Huntriss et al., 2004]. Diese Fakten waren verantwortlich fiir die
Auswahl der DNMT3B als Kandidatengen, auch vor dem Hintergrund der Tumorstammzell-
Hypothese. Eine Uberexpression in Prostatatumoren konnte in der vorliegenden Arbeit
gezeigt werden. Diese iibt offenbar einen unmittelbaren Einfluss auf den Methylierungsstatus
einzelner Genpromotoren aus. Somit korrelierte die Uberexpression mit einem GroBteil der
auf Hypermethylierung untersuchten Gene (GSTP1 p=0,064; APC p=0,007; ASC p=0,025),
sowie tendenziell mit der hochsten Methylierungskategorie 2 (p= 0,259; vgl. Abb. 3.31). Eine
zunechmende DNMT3B-Expression in Tumoren mit starker Hypomethylierung (vgl. Abb.
3.31) steht eventuell im Zusammenhang mit einer erhdhten Proliferationsrate in diesen
Tumoren. Dariiber hinaus ist eine hohere Expression von DNA-Methyltransferasen nicht
ausnahmslos mit einer verstirkten Methylierung gleichzusetzen. Vielmehr wiren diese
Ergebnisse durch ein Modell zu erkliren, dass von Robertson aufgestellt wurde [Robertson,
2002]. Dieses Modell stiitzt sich auf die Annahme, dass der Zellkern in unterschiedliche
Areale aufgeteilt ist, die sich hinsichtliches ihres Chromatinzustandes und damit
transkriptioneller Aktivitdt unterscheiden. Je nach Bedarf werden Gene in transkriptionell
aktive oder inaktive Regionen geleitet. Uberexprimierte DNMT3B konnte daher im Zellkern
fehlgeleitet werden und statt zu Methylierung inaktiver repetitiver Sequenzen zur
Hypermethylierung aktiver Gene beitragen.

Aus therapeutischer Sicht stellen Tumore mit hoher DNMT3B-Expression ein sinnvolles Ziel
fiir eine Therapie mit dem Methylierungsinhibitor 5-Aza-2"-Desoxycytidin dar, nachdem bei
Mausen gezeigt werden konnte, dass der zytotoxische Effekt dieses Inhibitors durch die
Dnmt3b vermittelt wird [Oka et al., 2005]. Bei Leukdmien und dem myelodysplastischem
Syndrom wird dieses Mittel inzwischen erfolgreich eingesetzt [Issa, 2005; Kantarjian et al.,
2006].
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Das Pluripotenzgen OCT4

OCT4 gilt als zentraler Faktor flir die Pluripotenz von Stammzellen. Dabei ist eine genaue
Regulation des Expressionsniveaus entscheidend fiir die Aufrechterhaltung der Pluripotenz in
embryonalen Stammzellen (vgl. 1.3). Wihrend eine verminderte Expression bei
Mausembryonen zur Ausbildung des Trophoectoderms fiihrt, resultiert eine Uberexpression in
der Differenzierung zu Endoderm und Mesoderm [Niwa et al, 2000]. Indem OCT4 die
Balance zwischen Selbsterneuerung und Proliferation gegeniiber einer Differenzierung
aufrechterhilt, gilt es nach Feinberg et al. auch als ein Beispiel fir Tumor-Progenitor-
Kandidatengene, welche in Stamm- oder Vorlduferzellen zu aberranten epigenetischen
Verdnderungen beitragen und zum neoplastischen Phénotyp fithren [Feinberg et al., 2006].
Unter physiologischen Bedingungen findet man bei Miusen eine hohe Oct4-Expression
zunichst in der Morula. Spiter ist die Expression auf die innere Zellmasse und die
primordialen Keimzellen beschridnkt, in somatischen Zellen geht sie verloren [Pesce und
Scholer, 2001]. Entsprechend findet man im adulten Hoden nur Expression in den Typ A
Spermatogonien. Die Suche nach OCT4-Bindestellen in entsprechenden Zielgenen ergab ein
Netzwerk von Signalwegen, mit denen OCT4 und Nanog, als weiterer wichtiger regulativer
Stammzell-Faktor, interagieren. Ein Differenzierung von Stammzellen wird somit vermieden
[Loh et al., 2006]. Boyer et al. konnten weiter eine Interaktion von OCT4 und Nanog mit dem
TGF-B- und Wnt-Signalweg zeigen. lhre Daten deuten auf einen autoregulatorischen
Feedback-Mechanismus zwischen OCT4, Nanog und dem Transkriptionsfaktor Sox2 hin
[Boyer et al., 2005].

Eine Uberexpression des OCT4-Gens in Tumoren wurde fiir verschiedene Tumorarten
beschrieben, wird jedoch, auch auf Grund der Unsicherheiten der Nachweistechniken,
kontrovers diskutiert. Monk und Holding zeigten zundchst mittels RT-PCR OCT4-Expression
in humanen Tumor-Zelllinien von Mamma-, Pankreas- und Kolonkarzinomen [Monk und
Holding, 2001]. Zudem stellten sie Expressionmuster von weiteren, nicht annotierten, frithen
embryonalen Genen dar, und verglichen die Phénotypen von priimplantierten embryonalen
Zellen mit dem Phinotypen von Tumorzellen. Ezeh et al. fanden nach RT-PCR-Analysen,
neben anderen Pluripotenzgenen, eine erhohte OCT4-Expression in Seminomen und
Mammakarzinomen und attestierten damit Mammakarzinomen ein Stammzell-Profil [Ezeh et
al., 2005]. Bemerkenswert an diesen Untersuchungen ist der Nachweis der Expression bei der
Analyse von Gesamttumoren, ohne vorherige Anreicherung von Zellen nach ihrem
Stammzell-Phéanotyp. Einen Hinweis auf OCT4 als Stammzellmarker fanden Tai et al. mittels
RT-PCR-Analysen von adulten humanen Stammzellen aus der Mamma, dem Pankreas und

Kolon [Tai et al, 2005]. Dabei ist die Charakterisierung dieser Stammzellen jedoch
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zweifelhaft. Diesen Befunden stehen Loijenga et al. kritisch gegeniiber. Sie fithrten Analysen
zur OCT4-Expression in verschiedenen Tumorarten auf Proteinebene durch und konnten
ausschlieBlich in distinkten Klassen von Keimzelltumoren eine Expression nachweisen.
Hierzu gehorten das Carcinoma in situ, das als obligate Préldsion gilt, die undifferenzierte
Seminom-Klasse und Embryonalkarzinom-Zellen in  Embryonalkarzinomen und
Teratokarzinomen [Loijenga et al, 2003]. Entsprechend postulierten sie OCT4 als
prognostischen Marker fiir die Subgruppierung von Keimzelltumoren. Dieser Vorschlag
wurde auch in anderen klinisch orientierten Publikationen aufgegriffen [Jones et al., 2004;
Richie, 2005]. Eine Analyse von Teratokarzinom-Zelllinien ergab eine OCT4-Expression in
der TERA-2-Linie vor einer durch Retinsdure-induzierten Differenzierung und durchgéngig in
der NCCIT-Linie. Beides wurde in der vorliegenden Arbeit bestdtigt (vgl. Abb. 3.8). Auch
Gidekel et al. kamen zu dem Schluss, dass OCT4-Expression in Keimzelltumoren den Zellen
pluripotentes Potential verleiht und die OCT4-Expression entscheidend fiir die
Aufrechterhaltung des malignen unreifen Phidnotyps ist [Gidekel et al, 2003]. Positive
Ergebnisse in anderen Tumorarten fithren Loijenga et al. auf PCR-Artefakte auf Grund der
Existenz von Pseudogenen zuriick. Suo et al. weisen auf sechs verschiedene Pseudogene hin,

von denen sie zwei in Tumoren transkribiert fanden [Suo et al., 2005].

Die zum Anfang der eigenen Arbeit verwendeten Primer wurden so ausgewihlt, dass alle bis
dato bekannten Transkriptvarianten von OCT4 erfasst wurden. Da Pseudogen-Expression als
scheinbare Uberexpression auffillt, ist die in dieser Arbeit gefundene Verminderung der
Expression sehr wahrscheinlich kein Artefakt. So ergab die Analyse in Urothelkarzinom-
Zelllinien eine groftenteils erniedrigte Expression im Vergleich zu kultivierten normalen
Uroepithelzellen (UEC; vgl. Abb. 3.8). Prostatakarzinom-Zelllinien zeigten ein im Vergleich
dazu leicht erhohtes Niveau, das jedoch bis zu 250-fach niedriger lag als die Expression in
Teratokarzinom-Zelllinien (vgl. Abgleich auf die Linie TERA-2). Ein dhnliches Bild ergab
die Untersuchung von Gewebeproben, in denen das Niveau in Tumoren signifikant niedriger
war als in angrenzenden normalen Arealen (p=0,044; vgl. Abb. 3.9). Mit zunehmendem
Tumorstadium und Gleason-Summe war im Gegensatz zu den bisher betrachteten Genen eher
ein Abwirtstrend zu erkennen (p=0,294; p=0,28; vgl. Abb. 3.21). Die Uberlebensanalyse
ergab keinen auffallenden Unterschied. Das Dendrogramm der Clusteranalyse wies auf einen
moglichen Zusammenhang zwischen OCT4 und BMI-1 bzw. CTCFL hin, der sich in der
Regressionsanalyse durch Korrelationskoeffizienten-Werte von 1=0,297 bzw. r=0,252 als

schwach herausstellte und nicht fiir eine direkte Interaktion dieser Faktoren spricht.
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Entsprechend seiner funktionellen Rolle wurde fiir OCT4 nicht unbedingt ein Einfluss auf
Methylierungsverdanderungen erwartet. Trotzdem wurde ein Trend zur Korrelation zwischen
OCT4-Expression und Methylierungszustand des GSTP1-Gens (p=0,091) gefunden.

Die Resultate dieser Arbeit zeigen, dass das Pluripotenzgen OCT4 weder als Tumormarker in
Betracht kommt, noch scheint eine Reaktivierung des Gens in der Tumormasse durch DNA-
Hypomethylierung stattzufinden. Wichtig wére es allerdings auch Metastasen zu untersuchen
(vgl. EZH2), die jedoch beim Prostatakarzinom nur selten zur Verfligung stehen, da sie nur
selten operativ entfernt werden. Mit OCT4 und BMI-1 wurden in dieser Arbeit zwei Marker
mit einem in Tumoren erniedrigten Expressionsniveau gefunden, die generell als stark
implizierte Kandidaten fiir die Tumorstammzell-Hypothese gelten und bei anderen
Tumorentititen angeblich tiberexprimiert gefunden wurden. Daher ist weniger die richtige
Auswahl der Kandidaten als die Richtigkeit des Modells zur Tumorstammzell-Hypothese im
Prostatakarzinom fraglich. Sollten diese tatsichlich existent sein, muss es sich, im Einklang
mit publizierten Versuchen zur Isolation dieser Population (vgl. 1.3), um einen extrem

geringen Anteil in der Tumormasse handeln.

Das Cancer-Testis Anticen CTCFL

Ahnliche Schlussfolgerungen lassen sich auch fiir CTCFL ziehen. Das CTCFL-Gen (auch als
BORIS bekannt) wurde in die Klasse der Cancer-Testis Antigene (CTA), neuerdings auch
Cancer/Germline Gene genannt, eingruppiert (vgl. 1.1.5). Stdndig werden neue Vertreter
dieser Genklasse identifiziert, die sich durch ein spezifisches Transkriptionsmuster
auszeichnen. Thre Transkription ist gewOhnlich auf Keimzellen beschrinkt und wird aberrant
in Tumorzellen gefunden. Zu den bekanntesten CTAs gehoren die MAGE-Gene [Melanoma
Antigen; Zendman et al., 2003], die ausfiihrlich in Melanoma-Zelllinien analysiert wurden,
und in Melanomen als Ziel fiir Immuntherapien verwendet werden. Auch zur Expression in
anderen Tumorarten gibt es zahlreiche Studien. Typisch fiir MAGE-Gene ist eine heterogene
Expression sowohl unter den verschiedenen Tumorarten, als auch innerhalb einzelner Tumore
[Simpson et al., 2005]. Bereits frith konnte ein Zusammenhang zwischen der Expression von
CTAs mit einer DNA-Hypomethylierung ithrer Promotoren gezeigt werden [De Smet et al.,
1996]. Diese gilt daher als wichtiger, wenn auch nicht ausschlieBlicher,
Regulationsmechanismus dieser Gene und gehdrt zur Definition der CTAs.

Dariiber hinaus konnte fiir das MAGE-A3-Gen gezeigt werden, dass die intratumordse
Heterogenitit mit dem Methylierungsstatus des Genpromotors in den einzelnen Zellen oder
Arealen korreliert [Sigalotti et al., 2004]. Haufig kann eine CTA-Expression {iberhaupt nur in

einem kleinen Anteil von Zellen innerhalb eines Tumors nachgewiesen werden. Unklar ist, ob
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die Expression von CTAs in Tumoren mit dem Aufireten von pluripotenten
Tumorstammzellen gleichzusetzen ist. Alternativ konnte eine unspezifische Aktivierung der
Gene durch die in Tumoren stattfindenen ,.globalen® epigenetischen Verdnderungen
verursacht werden. Simpson et al. haben neuerdings postuliert, dass die Aktivierung von
CTAs als Folge einer Aktivitdt libergeordneter stammzellinduzierender Faktoren stattfindet
[Simpson et al., 2005]. Diese sind noch nicht identifiziert, sollten aber einen direkten Einfluss
auf die DNA-Methylierung haben.

Dem CTCFL-Gen wurde auf Grund der Beobachtungen von Klenova et al. [2002] und
Loukinov et al. [2002] eine bedeutende Rolle bei der Reprogrammierung der
Methylierungsmarken wéhrend der Spermatogenese zugeschrieben (vgl. 1.1.5). Das Gen
selbst wird nach diesen Berichten physiologisch nur in priméiren Spermatocyten exprimiert.
Mit diesen Voraussetzungen stellt CTCFL einen Kandidaten dar, der entsprechende
Forderungen des Modells von Simpson, sowie den Vorgaben von Feinberg et al. [2006] fiir
ein Tumorprogenitor-Gen mit direktem Einfluss auf die DNA-Methylierung, erfiillt. Da
zudem eine Regulation des Gens selbst durch DNA-Methylierung wahrscheinlich ist, wurde
das CTCFL-Gen fiir die in dieser Arbeit zugrundeliegenden Tumorstammzell-Hypothese von
einer Reexpression frither Gene durch DNA-Hypomethylierung (vgl. 1.3) als Kandidat
ausgewdhlt.

Die Untersuchung der CTCFL-Expression in Urothel- und Prostatakarzinom-Zelllinien wurde
zundchst mittels qualitativer RT-PCR durchgefiihrt. Als Positivkontrollen fiir die Reaktion
ergaben die Tumor- und Normalproben aus Hodengewebe die erwartet starke Bande (vgl.
Abb. 3.11). Im Gegensatz dazu zeigte keine der untersuchten Zelllinien eine CTCFL-
Expression, wihrend der paraloge Faktor CTCF konstitutiv exprimiert war (vgl. Abb. 3.10).
Da auch der Einfluss der DNA-Methylierung untersucht werden sollte, wurden die selben
Proben auch nach Behandlung mit dem Methylierungsinhibitor 5-aza-dC untersucht. Dieses
filhrte zu einer massiven Expressionsinduktion von CTCFL, deren Bandenstirke in vielen
Zellen dem Hodenniveau gleich kam. Auch die Reproduktion mittels quantitativer RT-PCR
ergab, nach Abgleich auf die TERA-2-Linie, keine bis niedrige CTCFL-Expression in UEC-
Proben und Urothelkarzinom-Zelllinien, variierende Muster in den Prostatakarzinom-
Zellllinien, mit hochstem Niveau in der Zelllinie DU145, und deutlich stirkere Expression in
Teratokarzinom-Zelllinien (vgl. Abb. 3.12). Eine bis zu 100-fache Induktion der
Genexpression durch 5-aza-dC wurde ebenfalls bestétigt.

Die Untersuchung der Prostata-Gewebeproben ergab ein eher niedrigeres Expressionsniveau

in Tumorproben (p=0,768), das Boxplot-Diagramm verdeutlicht jedoch einige Ausreiler und
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Extremwerte (vgl. Abb. 3.13). Die Expression im normalem Hoden war 180-fach hoher im
Vergleich zu normalem Prostatagewebe.

Auf Proteinebene konnten zwar im Western-Blot Expressionsunterschiede unter den
Prostatakarzinom-Zelllinien und zu normalem Hodengewebe verifiziert werden, jedoch nicht
fiir die Induktion durch den Methylierungsinhibitor. Auf Grund ladngerer Induktionsversuche
und der Untersuchung der Proteinkinetik mittels Translationsinhibitor (vgl. Abb. 3.15) ist eine
auffillig lange Halbwertszeit des CTCFL-Proteins als Ursache zu vermuten. Dariiber hinaus
kommt die Translationseffizienz als Erklidrung fiir die auf Proteinebene gewonnenen
Erkenntnisse in Betracht. Insbesondere fiir keimzellspezifische Transkripte sind spezielle
Mechanismen beschrieben, die auf die Stabilitdt und Translation der mRNAs einwirken. So
werden z. B. einige Transkripte, die wichtig fiir die spitere mannliche Keimzellentwicklung
sind, zunichst mit einem kurzen Poly-A-Schwanz versehen und verbleiben untranslatiert im
Cytoplasma. Bei Bedarf erfolgt dann eine Aktivierung der Transkripte durch eine Extension
des Poly-A-Schwanzes und die Translation [Elliot, 2003]. Ob diese Erklidrung auf CTCFL

zutrifft ist unsicher, da die Lange des Poly-A-Schwanzes unbekannt ist.

Da das CTCFL-Gen bis dato wenig untersucht ist, stehen fiir die in dieser Arbeit erzielten
Resultate wenige Vergleichsmoglichkeiten zur CTCFL-Expression in anderen Tumorarten zu
Verfiigung. Es wurde zwar eine angebliche Uberexpression des Gens in 50% von 200
untersuchten Zelllinien und in bis zu 80% einiger Primédrtumore berichtet [Klenova et al.,
2002, Loukinov et al., 2002], die angekiindigten Originaldaten wurden jedoch nie der
Offentlichkeit zur Verfiigung gestellt. Da keine anderen Expressionsstudien verdffentlicht
wurden, waren diese vorangekiindigten Ergebnisse Grundlage fiir die Eingruppierung des
CTCFL-Gens in die Klasse der CTAs und fiir in Ubersichtsartikeln postulierte Modelle, die
aber nach wie vor weitere Bestétigung verlangen [Kalejs und Erenpreisa, 2005]. Entsprechend
fiihrt eine Ubersicht iiber die Expression der CTAs in verschiedenen Tumoren keine Daten fiir
CTCFL auf, da keine originalen Angaben zur Verfligung standen [Scanlan et al., 2004]. In
dieser Ubersicht werden nach eigener Analyse der Autoren, Angaben zum Expressionsniveau
des CTCFL-Gens in normalem Hoden (>2,0) und normalem Prostatagewebe (0,01) gemacht.
Diese Werte stehen in sehr guter Ubereinstimmung mit der in der vorliegenden Arbeit
bestimmten 180-fach hoheren Expression in normalem Hodengewebe (s.0.). In dieser
Hinsicht unterstiitzen die Ergebnisse dieser Arbeit die Zuordnung des Gens zu den CTAs.
Dariiber hinaus konnte auch fiir andere CTAs wie z.B. MAGE A-1 und NY-ESOL1 in priméren

Prostatakarzinomen keine Expression nachgewiesen werden [Fossa et al., 2004; Nakada et al.,
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2003; Hudolin et al., 2006], so dass eine niedrige Expression des CTAs CTCFL in
Prostatakarzinomen nicht ungewohnlich erscheint.

Eine kiirzlich erschienene Publikation zur funktionellen Bedeutung von CTCFL enthélt
Expressionsdaten, die mittels qualitativer RT-PCR generiert wurden, allerdings keinen
Vergleich zum Hodenniveau [Vatolin et al., 2005]. Dort werden Zelllinien aus Melanomen,
Neuroblastomen, Mamma- und Prostatakarzinomen mit Expression dargestellt. Von den fiinf
dort veranschaulichten Prostatakarzinom-Zelllinien standen in der vorliegenden Arbeit drei
nicht zur Verfiigung, die librigen beiden iibereinstimmenden Linien sind auch in dieser
Publikation negativ und bestétigen damit genau die eigenen Funde. Auflerdem beschreiben
Vatolin et al. CTCFL-Expression in Primirtumoren der Mamma, der Prostata und des Kolons,
wobei die verwendeten Tumoren nicht ndher charakterisiert sind. Eine zweite Publikation
dieser Arbeitsgruppe beschreibt eine CTCFL-Expression nach quantitativer RT-PCR in
Lungenkarzinom-Zelllinien. Davon erreicht jedoch nur eine das physiologische Hodenniveau,
die tbrigen liegen 100-fach niedriger, also nach den Daten der vorliegenden Arbeit im

Bereich der Expression normaler somatischer Gene [Hong et al., 2005].

Die Validierung der eigenen Daten gelang mit Hilfe einer immunhistochemischen Analyse
der CTCFL-Proteinexpression in Prostatageweben im Vergleich zu normalem Hodengewebe
(vgl. Abb. 3.16.). Diese ergab eine starke Farbung in normalen Hodentubuli, wobei das
Farbesignal in Spermatozyten, die in der Literatur als einziges positives CTCFL-Stadium
beschrieben werden, nukleédr lokalisiert war, und in Spermatogonien und Leydig-Zellen
zytoplasmatisch. In normalen Prostatadriisen waren sowohl Basalzellen als auch sekretorische
Zellen zytoplasmatisch bzw. membran-assoziiert gefirbt. In angrenzenden Tumorarealen
erschienen die Signale diffuser und schwicher, mit zytoplasmatischer Protein-Lokalisation.
Ein &hnliches Féarbemuster mit zytoplasmatischer und nukledrer Lokalisation im
Hodengewebe wurde auch von Loukinov et al. beschrieben [2002]. Bei einer Western-Blot-
Analyse mit fraktionierten Hodenlysaten erhielten sie eine Proteinverteilung von 10-30% im
Nukleus und dem iibrigen Protein im Zytoplasma. Da sie trotzdem CTCFL-Protein an CTCF-
DNA-Bindestellen nachweisen konnten, standen diese Funde fiir Loukinov et al. nicht im
Kontrast zur postulierten Funktion als Chromatinfaktor.

In jedem Fall verlangt die heterogene Proteinlokalisation in zwei verschiedenen Geweben
einen funktionsabhdngigen Transport innerhalb der Zelle. Es gibt einige Hinweise darauf,
dass gerade bei der Keimzellentwicklung der Transport von Transkriptions- und
Chromatinfaktoren zwischen Nukleus und Zytoplasma stark reguliert wird [Hogarth et al.,

2005]. Beispiele fiir einen gezielten Wechsel der Lokalisation zwischen Zytoplasma und Kern
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stellen Mitglieder der HDAC-Klasse II [Kim et al., 2006] und OCT4 dar. Pesce et al. konnten
fir OCT4-Protein eine vorwiegend nukledre Lokalisation in primordialen Keimzellen,
Gonozyten und Spermatogonien zeigen, die in weiter differenzierten Stadien in das
Zytoplasma tiberging und zunehmend schwécher wurde [Pesce et al., 1998].

Fir CTCFL wurde bisher kein Transfermechanismus beschrieben. Eine im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrte Datenbank-Analyse ergab zumindest ein nukledres Lokalisationssignal
innerhalb der CTCFL-Sequenz, die einen Kerntransport iiber sog. Importine ermdglichen
konnte [Hogarth et al.,, 2005]. LieBen sich die Beobachtungen zu OCT4 auf das CTCFL-
Protein iibertragen, wiren die Ergebnisse im Hoden kongruent und die zytoplasmatische
Farbung im Prostatagewebe passte zu dem niedrigen Expressionsniveau auf mRNA-Ebene
und dem Differenzierungszustand des Grof3teils der Zellen.

Eine immuncytochemische Analyse der Prostatakarzinom-Zelllinien und der Teratokarzinom-
Zelllinie NCCIT als Positivkontrolle konnte schwache Expressionsunterschiede unter den
Zelllinien bestdtigen. Mit Ausnahme von PC-3-Zellen, die eher eine submembranire
Fluoreszenz ergaben, wiesen alle anderen Zellen ein nukledres punktformig verteiltes
Proteinsignal auf. In Analogie dazu erbrachte eine eigene fraktionierte Proteinpréparation aus
Prostatakarzinom-Zelllinien mit anschlieBendem Western-Blot CTCFL-Banden vorwiegend
in nukledren Fraktionen. Unterschiede zwischen den Resultaten der immunhistochemischen
und cytologischen Untersuchung sowie der Western-Blot-Analyse beruhen vermutlich auf der
Spezifitit des Antikorpers je nach Zustand des Antigens. Wéhrend die Ergebnisse der
cytologischen Untersuchung klar und spezifisch erscheinen, ist der Antikorper auf dem
Proteinblot weniger spezifisch. Auch im Vergleich zur immunhistochemischen Analyse
bindet der Antikdrper bei den cytologischen Untersuchungen spezifischer. Die
Nachweistechniken beruhen auf verschiedenen Verfahren zur Denaturierung der Proteine,
welches die Unterschiede erkldaren konnte. Offensichtlich erfordert eine weitere Analyse der

CTCFL-Expression und —Funktion einen noch besseren Antikorper.

Eine allgemeine Reaktivierung des Gens in der Tumormasse konnte nicht festgestellt werden.
Die Zuteilung zur Gruppe der Cancer-Testis Antigene konnte in sofern bestétigt werden, als
eine Expression im Hoden, nicht aber in Normalproben gezeigt werden konnte und
Regulation durch Methylierung impliziert scheint (vgl. 4.2). Die Ergebnisse kdnnten durch
einen sehr kleinen Anteil von Zellen mit stammzellihnlichen Eigenschaften oder ein
tatsichlich volliges Fehlen einer Induktion in der verwendeten Probenkohorte erkliart werden.
Allerdings konnte die heterogene und teilweise auf wenige Zellen beschrinkte Expression von

anderen CTAs in verschiedenen Studien mittels RT-PCR nachgewiesen werden und scheiterte
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offenbar nicht an der Sensitivitdit der Methode. Wiirden von der untersuchten
Gesamttumormasse etwa 1% der Zellen eine 100-fach erhohte Expression zeigen, die dem
physiologischem Niveau im Hoden gleichkommen wiirde, so sollte dieses etwa in einem
zweifachen Anstieg der Expression in der Gesamtmasse resultieren. Ein Anstieg in diesem
AusmaB wurde nur in einzelnen Proben gefunden.

Die statistische Analyse ergab im Dendrogramm fiir die untersuchten Tumorproben einen
Zusammenhang zwischen CTCFL und OCT4 (r=0,377) bzw. BMI-1 (r=0,252). Wie fiir OCT4
ergab sich ein leichter Trend zu weiter erniedrigter Expression in Tumoren hoheren Stadiums
(p=0,352) und eine signifikante Erniedrigung in Tumoren mit hdherer Gleason-Summe
(p=0,022). Unter den 13 Patienten mit Rezidiven befand sich nur ein Patient in der Gruppe
mit niedriger CTCFL-Expression. In der Gruppe der Ausreiler wurde bislang bei einem
Patienten ein Rezidiv festgestellt. Dieses entspricht ungefihr der Quote von 13 Rezidiven bei
45 Patienten in der Gesamtgruppe. Als Tumormarker kommt diesem Gen demnach keine
Bedeutung zu.

Basierend auf der von Loukinov et al. postulierten funktionellen Bedeutung fiir die
Reprogrammierung von Methylierungsmarken, sollte ein Einfluss einer erhohten CTCFL-
Expression auf Methylierungsverdnderungen zu erwarten sein. Anhand der selben Annahme
stellte Robertson erneut das Modell einer Verdringung des CTCF-Proteins von seinen
Bindestellen durch ein iiberexprimiertes CTCFL-Protein auf. Wiahrend das CTCF-Protein
einen Schutz vor iibergreifender Methylierung und Heterochromatisierung bildet, soll eine
Bindung durch CTCFL zu Hypermethylierung fiihren [Robertson, 2005]. Auflerdem sieht er
in einem anschlieBenden Zusammenbruch der Barrieren zwischen unmethylierten und
methylierten Regionen die mogliche Ursache fiir eine zunehmende Hypomethylierung.

Bei der in dieser Arbeit gefundenen niedrigen CTCFL-Expression ist jedoch fraglich, ob
entsprechende Effekte beobachtet werden konnen. So zeigen die statistischen Analysen
zwischen Expression und Hyper-bzw. Hypomethylierung ein unschliissiges Ergebnis mit
vielen Ausreiflern und Extremwerten (vgl. Abb. 3.31). Der einzelne Zusammenhang zur
Methylierung des GST-P1-Gens (p= 0,041) ist, nach mathematischer Korrektur von
Mehrfachvergleichen nicht signifikant.

Eine zusammenfassende Betrachtung der Ergebnisse aus der Expressionsanalyse von sechs
Kandidatengenen, ergibt eine Uberexpression in Prostatakarzinomen fiir die Gene EZH2,
SRT1 und DNMT3B. Wiéhrend EZH2 in der Literatur zunehmend als Marker Afiir
metastasierte Prostatakarzinome diskutiert wird, sollte in Zukunft die prognostische

Aussagekraft der DNMT3B weiter untersucht werden.
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Fiir diese drei liberexprimierten Gene konnten keine Anhaltspunkte fiir eine Beteiligung der
DNA-Methylierung an ihrer Genregulation gefunden werden. Anders als die Gene OCT4 und
CTCFL, entsprechen diese also nicht der Vorstellung einer Reexpression frither embryonaler
Gene durch DNA-Hypomethylierung im Prostatakarzinom. Bei den Genen OCT4 und
CTCFL ist eine Beteiligung der DNA-Methylierung wahrscheinlich und soll im
nachfolgenden Kapitel diskutiert werden. Eine Reexpression dieser beiden Gene im
Prostatakarzinon bei Betrachtung der gesamten Tumormasse konnte nur in Einzelfdllen
gezeigt werden. Die Aktivierung dieser Gene sollte in angereicherten Tumorzellen mit

Stammzellphidnotyp erneut untersucht werden.

4.2 Methylierungsanalyse der Gene OCT4 und CTCFL

Im Verlauf der Embryonalentwicklung finden weitreichende Reprogrammierungen der
Genexpression und damit zusammenhédngende Verdnderungen der DNA-Methylierung und
der Chromatinstruktur statt (vgl. 1.1.1). Im Laufe der Karzinogenese werden héaufig dhnliche
Verianderungen gefunden. Die Parallele ldsst sich fortsetzen zwischen multipotenten Zellen
und Tumorstammezellen in der Aktivierung von embryonalen Genen und Faktoren, die eine
epigenetische Reprogrammierung ermoglichen.

In diesem Zusammenhang wurde OCT4 in der vorliegenden Arbeit nicht nur auf seine
Expression sondern auch auf seine Regulation durch DNA-Methylierung im Prostatakarzinom
untersucht.

Experimente an Médusen machen eine Beteilung der DNA-Methylierung bei der Abschaltung
des Oct4-Gens im Zuge der Differenzierung embryonaler Zellen sehr wahrscheinlich. Bei
fehlgeschlagenen Klonierungsversuchen von Maéusen wurde eine fehlerhafte OCT4-
Expression auf Grund mangelhafter epigenetischer Reprogrammierung als eine Ursache
vorgeschlagen [Boiani et al., 2002; Bortvin et al., 2003]. Tatsichlich blieb Oct4 im Zuge von
de-novo-Methylierungen ldnger unmodifiziert als andere, gewebespezifische Gene [Gidekel
und Bergmann, 2002]. Hierfiir machten die Autoren in Cis ein sog. Demodifikationselement
im proximalen Enhancer verantwortlich. Ob dieses Element Schutz vor Methylierung bietet
oder zu einer aktiven Demethylierung fiihrt, konnte nicht geklart werden. Dariiber hinaus
postulierten sie weitere in trans agierende Faktoren, die durch ihre Bindung einen
Methylierungsschutz verleihen, jedoch im Laufe der Embryonalentwicklung verloren gehen
oder durch andere Faktoren ausgetauscht werden. Hattori et al. fanden ein starkeres Ausmal3
an DNA-Methylierung des Oct4-Gens in differenzierten Zellen als in embryonalen

Stammzellen und versuchten die fehlende Genexpression in murinen Trophoectoderm-Zellen
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durch  Behandlung mit dem = Methylierungsinhibitor = 5-aza-dC ~ und  dem
Deacetylierungsinhibitor TSA zu induzieren. Wéhrend bei diesen Zellen die
Einzelkomponenten jeweils erfolgreich waren, wurde fiir die Zelllinie NIH3T3 die
Kombination aus beiden bendtigt [Hattori et al., 2004]. Diese Resultate fiihrten sie zu der
Annahme eines entwicklungsstadien- und zelltypspezifischen Regulationsmechanismus, der

u.a. auf einer Verkniipfung von DNA-Methylierung und Chromatinremodellierung beruht.

Auf Grund seiner erniedrigten Expression in Prostatatumor-Gewebeproben scheidet das
OCT4-Gen vermutlich fiir die Determinierung hypothetischer Tumorstammzellen aus.
Dennoch sollte die Regulation des Gens weiter untersucht werden, da dessen DNA-
Methylierungsstatus nur in einer einzigen humanen Zelllinie berichtet war und ein
Sequenzvergleich des OCT4-Gens zwischen Mensch, Maus und Rind wichtige Unterschiede
aufgedeckt hatte. Die Protein-Sequenz ist zwischen Maus und Mensch zu 87% konserviert,
die Sequenzen scheinen stirker konserviert zwischen Mensch und Rind [Nordhoff et al.,
2001]. Das Gen weist zwei verschiedene Enhancer-Elemente auf. Wahrend der distale
Enhancer auf die entscheidende Expression im praimplantierten Embryo und in den
primordialen Keimzellen einwirkt, aktiviert der proximale Enhancer die Expression im
Epiblasten. Es werden vier sog. konservierte Regionen (CR) beschrieben, die in engem
Zusammenhang mit anderen regulatorischen Einfliissen stehen. Eine wichtige Rolle spielt die
am weitesten vom Transkriptionsstart entfernte CR4, die das entscheidende distale Enhancer-
Element beherbergt. Diese Region ist zwischen Mensch und Maus nicht konserviert. Die
Sequenziibereinstimmung liegt bei nur 55%. Nordhoff et al zeigten ferner, dass z.B. SP-
Transkriptionsfaktoren, die vor allem in den konservierten Regionen binden, nach einer
Induktion der Differenzierung mit Retinsdure nicht mehr gebunden waren. Vermutungen zur
regulatorischen Beteiligung von nukledren Hormon-Rezeptoren an der Regulation wéhrend
der friilhen Embryonalentwicklung - ein entsprechendes responsives Element wurde
beschrieben - konnten wiederlegt werden, da diese erst deutlich nach der Herunterregulation
des Oct4-Gens selbst zur Expression gelangten.

Bei eigenen Versuchen zur Expressionsinduktion durch den Methylierungsinhibitor 5-aza-dC
in Zelllinien konnte in Einzelfdllen, vor allem aber bei drei von vier Prostatakarzinom-
Zelllinien eine Erhohung des Niveaus erreicht werden (vgl. Abb. 3.8). In Teratokarzinom-
Zelllinien, die ohnehin ein hoheres Basalniveau haben, war die Substanz ineffektiv. Versuche,
die Induktion durch Behandlung mit dem Deacetylierungsinhibitor SAHA zu verstarken,
waren ineffektiv (vgl. Abb. 3.24), obwohl die Effektivitit der eingesetzten Konzentrationen

durch Induktion des CDKN1A/p21°'P-Gens nachgewiesen werden konnte (vgl. Abb. 3.25).
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Diese eigenen Befunde stehen scheinbar im Widerspruch zu der von Hattori et al. postulierten
Kombination aus DNA-Methylierung und Chromatinmodifikationen, unterstreichen aber die
Bedeutung der vielfach erwéhnten zusitzlich regulatorischen Faktoren, neben der DNA-
Methylierung. Weitere Beispiele aus der Literatur zeigen auch, dass sich embryonale Gene
anders verhalten als Cancer-Testis Antigene und dass die DNA-Methylierung bei beiden Gen-
Gruppen einen unterschiedlichen Stellenwert hat. Koslowski et al. fanden bei ihren
Untersuchungen zu Aktivierungen von embryonalen Genen und Cancer-Testis Antigenen in
Tumoren, 80% der betrachteten Cancer-Testis Antigene durch 5-aza-dC induzierbar, jedoch
nur 18% der betrachteten embryonalen Gene [Koslowski et al., 2004]. AuBlerdem zeigten sie,
dass den DNA-Methyltransferasen DNMT1 und DNMT3B eine groflere Bedeutung bei der
Repression der Cancer-Testis Antigene zukommt, als bei den embryonalen Genen, die zur
Aktivierung weiterer spezifischer Transkriptionsfaktoren bediirfen.

Die Bedeutung der DNA-Methylierung flir die Regulation des OCT4-Gens sollte mittels
Bisulfitsequenzierung des Promotorbereiches genauer aufgekliart werden. Die unter 3.2.1
dargestellte Analyse des OCT4-Promotors auf DNA-Hypermethylierung verwendete eines der
von Deb-Rinker et al. veroffentlichten Primerpaare [Deb-Rinker et al., 2005]. In ihrer Arbeit
zeigten die Autoren, dass die untersuchte Region in unmittelbarer Ndhe zum
Transkriptionsstart liegt und nach Behandlung der Teratokarzinom-Zelllinie NT2 mit
Retinsdure starke Methylierungsverdnderungen durchlauft. Die Untersuchung der NT2-Linie
stellte die erste in humanen Zelllinien dar.

In der vorliegenden Arbeit wurden mit diesen Primern weitere humane Zelllinien und Gewebe
untersucht. Die Analyse erbrachte vollstandig methylierte Allele in Negativ-Kontrollen aus
ménnlichem Blut und Spermien. In Analogie zur OCT4-Expression in Typ A Spermatogonien
als einziges positives Stadium im adulten Hoden, war der Methylierungszustand in normalem
Hodengewebe heterogen, vermutlich auf Grund der zelluliren Heterogenitit. Die Allele der
stark exprimierenden Teratokarzinom-Zelllinien waren komplett unmethyliert. Im Gegensatz
dazu zeigten sowohl normale Prostata-Gewebeproben als auch Prostatakarzinom-Zelllinien
ein etwas heterogenes, aber im Ganzen stark methyliertes Muster. Eine Behandlung mit 5-
aza-dC fiihrte stellenweise zu Methylierungsverlusten. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass eine nahezu vollstindige Demethylierung fiir ein normales Expressionsniveau notig
wire. Ahnliches fanden Yamazaki et al., die im Rahmen von Klonierungsversuchen zeigten,
dass Oct4 extensiv demethyliert werden miisste, um zu erfolgreichen Klonierungen ohne
Entwicklungsdefekte zu gelangen [Yamazaki et al, 2006]. Sie fanden in klonierten 4-
Zellstadien eine residuale Oct4-Methylierung von 40%, d.h. weniger starke Methylierung als

in den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Prostatakarzinom-Zelllinien mit und ohne 5-
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aza-dC-Behandlung. Diese residuale Methylierung fiihrte jedoch weiterhin zu einer
Repression. Ferner beobachteten Deb-Rinker et al. bei ihren Differenzierungsexperimenten
der humanen NT2-Linie eine zeitliche Verzogerung zwischen Abschaltung der Expression
und Zunahme der Promotorhypermethylierung, die sie ebenfalls eine Verbindung von
Chromatinmodifikationen, z.B. Histondeacetylierung und DNA-Methylierung postulieren
lieB. Die DNA-Methylierung wirkt hierbei als endgiiltiger Mechanismus der
Transkriptionsrepression, die bei OCT4 nicht reversibel ist.

Neuesten Erkenntnissen zur OCT4-Regulation von Feldmann et al. zufolge, aber ohne
Beriicksichtigung moglicher Unterschiede zwischen Mensch und Maus, miisste OCT4 durch
Behandlung mit Deacetylierungsinhibitoren und durch Inhibition von
Histonmethyltransferasen induzierbar sein [Feldmann et al, 2006]. Die Autoren fiihrten
Chromatin-Immunoprézipitationen an murinen embryonalen Zellen durch, die sie durch
Retinsdure zur Differenzierung gebracht hatten um die Geschehnisse am Oct4-Promoter in
ausdifferenzierenden Zellen nachvollziechen zu konnen. Auf Grund ihrer Resultate
postulierten sie ein Modell fiir die Abfolge der Ereignisse bei der Inaktivierung der OCT4-
Transkription [Feldmann et al., 2006]. Dieses beginnt mit einer transienten Bindung von
Repressoren, die vermutlich die Bindung der H3K9-spezifischen Histonmethyltransferase
G9a herbeiftihren. Diese rekrutiert Histondeacetylasen, die zu einer Deacetylierung von
H3K9, H3K14 und H3K4 fiihren und eine anschlieBende Methylierung dieser Lysinreste
durch G9a und/oder andere Histonmethyltransferasen ermoglicht. Hier wire eine Beteiligung
der auch in dieser Arbeit untersuchten Histonmethyltransferase EZH2 denkbar, da diese zum
einen haufig selbst im Komplex mit HDAC1 und HDAC2 vorliegt [Kamminga et al., 2006].
Zum anderen finden Feldmann et al. zusétzlich eine zunehmende Di-und Tri-Methylierung
am H3K27, wie sie durch EZH2 vermittelt wird. Die Methylierung von H3K27 wird durch
eine Bindung des Heterochromatin-Proteins HP1 begleitet und endet schliellich in einer
hoher organisierten repressiven Chromatinstruktur. Eine statistische Regressionanalyse der
eigenen Daten ergab fiir EZH2 und OCT4 einen Korrelationswert von r= 0,435. Offenbar gibt
es tatsdchlich Interaktionen zwischen beiden.

Ein weiterer interessanter Punkt zu den zuvor diskutierten Inhibitor-Experimenten wurde
kiirzlich von Mc Garvey et al. publiziert [McGarvey et al., 2006]. Diese Autoren untersuchten
Methylierungs- und Chromatinstatus von hypermethylierten Tumorsuppressorgenen, die sie
durch Behandlung von Zelllininen mit 5-aza-dC reinduziert hatten. Dabei fanden sie heraus,
dass die Transkription zwar in vielen Féllen aktiviert werden konnte, die Umgebung der
Promotoren jedoch immer noch heterochromatische Eigenschaften beibehielt. So tauschten

die Promotoren zwar Dimethylierungen am H3K9 gegen Acetylierungen aus und gewannen



4 Diskussion 142

aktivierende Dimethylierungen an H3K4, sie behielten jedoch auch repressive
Histonmodifikationen wie Trimethylierungen an H3K9 und charakteristische repressive
Methylierungen an H3K27. Diese Befunde sind wichtig fiir Therapiekonzepte bei Leukdmien
und dem Myelodysplastischem Syndrom, bei denen Methylierungsinhibitoren zum Einsatz
kommen. Auftretende Remethylierungen nach Therapiepausen konnen auf diese Befunde
zuriickgefiihrt werden. In Analogie hierzu prasentierte J.P. Issa Daten zu Therapiestudien bei
Leukdmien, bei denen lidngere, wiederholte Therapiezyklen mit niedrigen Wirkstoff-
Konzentrationen zu den besten Therapierefolgen fiihrten [4th Heinrich Beer Symposium
Cancer and Stem Cells Heidelberg, Marz 2006].

Die Methylierungsanalyse von OCT4 und CTCFL ergab sowohl Gemeinsamkeiten als auch
Unterschiede. Wihrend OCT4 durch den Methylierungsinhibitor 5-aza-dC nur in Einzelféllen
induziert werden konnte, hatte die starke Induktion von CTCFL in allen Zelllinien einen
deutlichen Hinweis auf die Beteiligung der DNA-Methylierung an der Genregulation
erbracht. Versuche die Induktion durch Behandlung der Zellen mit dem
Deacetylierungsinhibitor SAHA zu verstdrken, waren, wie bei OCT4, ineffektiv (vgl. Abb.
3.23). Auch bei Hong et al [2005] erbrachte die Behandlung mit einem
Deacetylierungsinhibitor einer anderen Stoftklasse, dem Depsipeptid FK228 (DP), keine
stiarkere Induktion von CTCFL in Lungenkarzinom-Zelllinien. Bei einer Kombination von 5-
aza-dC und DP wurden jedoch die hochsten Expressionswerte gemessen. Solche Unterschiede
sind vermutlich auf die spezifische Reaktivitdt verschiedener Zelllinien auf Inhibitoren
unterschiedlicher Stoftklassen zuriickzufiihren [Kim und Robertson, 2006]. Die Ergebnisse
von Hong et al. wiirden auf eine, auch fiir OCT4 postulierte, Verkniipfung von DNA-
Methylierung und Chromatinmodifikationen, wie z.B. Histondeacetylierungen, bei der
Transkriptionsregulation des CTCFL-Gens hindeuten.

Zur ndheren Aufklirung sollte in dieser Arbeit der Methylierungszustand des Genpromotors
in verschiedenen Proben mittels Bisulfitsequenzierung sichtbar gemacht werden (vgl. Abb.
3.27). Hier ergaben sich bei CTCFL einige auffallende Unterschiede zum
Methylierungsmuster des OCT4-Gens in verschiedenen Zelltypen (vgl. Tab. 4.1). Wihrend
die Negativkontrollen aus minnlichem Blut vollstdndig methylierte Allele zeigten, ergaben
drei unterschiedliche Spermienproben vollstindig unmethylierte Allele. Dem niedrigen
Expressionsniveau entsprechend zeigten verschiedene Zelllinien und Prostatagewebe eine
starke Promotormethylierung. Diese war in Hodenproben deutlich aufgelockert, ein
Unterschied zwischen Tumor- und Normal-Geweben jedoch nicht ersichtlich. Uberraschend

konsistente Methylierung war bei den Teratokarzinom-Zelllinien zu finden, obwohl diese
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starker CTCFL exprimieren. 5-aza-dC-behandelte Proben zeigten entsprechend partielle, aber
deutliche Demethylierungen, besonders im 5’-Bereich der untersuchten Sequenz, die dem
Basalpromotor entspricht. Diese Ergebnisse weisen auf eine schrittweise Regulation durch
Methylierung hin. Wéhrend eine eingeschrinkte Transkription auch bei partieller
Demethylierung moglich ist, benétigt eine drastische Erhohung eine entsprechende
Hypomethylierung. Ein &hnliches Stufenmodell fanden auch Hong et al. [2005] in
Lungenkarzinom-Zelllininien. Auch hier waren Allele positiver Zellen heterogen methyliert.
Noch stirkere Methylierungen waren in nicht exprimierenden Zelllinien und Normalproben
zu finden, wobei sich das Muster bei beiden unterschied. Eine Behandlung mit 5-aza-dC
resultierte in nur partieller Demethylierung, hatte aber bereits eine 40-fache Induktion zur
Folge. Eine festere Fixierung des inaktiven Zustands in normalen Zellen konnte auch in der
vorliegenden Arbeit mittels qualitativer RT-PCR-Analyse von Zelllinien und normalen
uroepithelialen (UEC) nach 5-aza-dC-Behandlung gezeigt werden (vgl. Abb. 3.11).

Die bei der Analyse von OCT4 und CTCFL festgestellten Unterschiede sind in der

nachfolgenden Tabelle 4.1 noch einmal zur Ubersicht dargestellt:

Tab. 4.1: Unterschiede und Geme nsamkeiten awischen den Genen OCT4 und CTCFL hinsichtlich ihrer

Expression und ihres Methylierungsstatus in ver schiedenen Geweben und Zelllinien

OCT4

CTCFL

Expression--

Hoden: hoch
Teratokarzinom-Linien: hoch
Prostatagewebe: schwach

Expression--

Hoden: hoch
Teratokarzinom-Linien: schwach
Prostatagewebe: schwach

Effekte Inhibitoren --
der DNA-Methylierung: keine bis schwach
der Deacetylierung: keine

Eftekte Inhibitoren --
der DNA-Methylierung: stark
der Deacetylierung: keine bis schwach

DNA-Methylierung--

ménnl. Blut: stark

Spermien: stark

Hoden: schwach, heterogen
Teratokarzinom-Linien: keine
Prostatatumore: stirker, heterogen

DNA-Methylierung--

ménnl. Blut: stark

Spermien: keine

Hoden: stérker, heterogen
Teratokarzinom-Linien: stark
Prostatatumore:stérker, heterogen

nahezu vollstandige Demethylierung fiir
Aktivierung des Gens notwendig

geringe und partielle Demethylierung
ausreichend fiir Aktivierung des Gens

DNA-Methylierung als endgiiltiger
irreversibler Mechanismus

DNA-Methylierung reversibel, Induktion
moglich

weitere regulatorische, stadienspezifische
Faktoren sind offensichtlich von grof3er
Bedeutung

regulatorischer Effekt der Methylierung
durch Inhibition der Bindung spezifischer
Faktoren vermutet

Einfluss der Methylierung auf die Bindung
anderer Faktoren im Modell gezeigt

beteiligte Faktoren nicht bekannt
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Promotorstudie

Der regulatorische Einfluss der DNA-Methylierung sollte durch Analysen zur
Methylierungssensitivitit des CTCFL-Promotors weiter untersucht werden. Hierfiir wurde ein
selbst kloniertes Promotor-Konstrukt in vitro methyliert und in verschiedene Zelllinien
transfiziert. Parallel wurde ein Konstrukt mit dem Retrotransposon-L1.2B-Promotor in die
Zellen transfiziert. Hierbei handelt es sich um einen Promotor mit starker Aktivitdt. Durch den
Vergleich der Promotoraktivitit des CTCFL-Gens mit der des L1.2B-Promotors ldsst sich fiir
CTCFL eine moderat starke Promotoraktivitit ablesen.

Durch in vitro-Methylierung des CTCFL-Konstrukts wurde die Promotoraktivitit deutlich
beeinflusst, wobei sich je nach Enzym Abstufungen ergeben. Die Methylierung aller inneren
Cytosine in der viermal vorkommenden Sequenz CCGG durch die Hpall-Methylase (vgl.
Abb. 3.28) fiihrte zu einer Reduktion der Promotoraktivitit. Die Methylierung mit der Sssl-
Methylase, welche alle CpG-Stellen methyliert, fiihrte zu einem nahezu vollstindigen Verlust
der Promotoraktivitit. Hieraus ergeben sich zunédchst zwei Aspekte. Zum einen stehen die die
Effekte der Hpall-Methylierung in Analogie zu den Ergebnissen der Expressionsanalyse und
Bisulfitsequenzierung. Diese hatten fiir CTCFL gezeigt, dass schon partielle Demethylierung
zur Expression des Gens fiihrt. Umgekehrt zeigt auch die Methylierung an einigen Stellen mit
der Hpall-Methylase, dass eine residuale Promotoraktivitédt erhalten bleibt. Ferner hatte sich
bei den o.g. Analysen ein Stufenmodell fiir die Regulation des CTCFL-Gens durch
Methylierung ergeben. Dieses wird durch den Verlust der Promotoraktivitit bei Methylierung
aller CpG-Stellen mit der Sssl-Methylase bestétigt.

Zur Kontrolle der in vitro-Methylierung wurde auch das Konstrukt mit dem L1.2B-Promotor
methyliert. Fiir diesen war bereits bei fritheren Untersuchungen eine methylierungsabhéngige
Repression gezeigt worden. Diese wird durch Methylgruppen-bindende Proteine und mit
thnen assoziierten Repressorkomplexen vermittelt, also durch einen unspezifischen
Mechanismus. Bei den fritheren Untersuchungen waren Teratokarzinom-Zelllinien nicht
betrachtet worden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine deutliche Repression
der L1.2B-Aktivitdit in der Prostata- und der Urothelkarzinom-Zelllinie, jedoch keine
Repression in den beiden Teratokarzinom-Zelllinien. Dieser Effekt miifite in separaten
Studien untersucht werden und deutet auf eine Defizienz dieser Linien hinsichtlich der
Methylgruppen-bindenden Proteine oder ihrer assoziierten Repressoren hin. Da die
Repression des CTCFL-Promotors in den Teratokarzinom-Zelllinien jedoch erfolgreich war,
lassen diese Ergebnisse den Schluss zu, dass die Repression nicht iiber diese Faktoren

vermittelt wird. Am wahrscheinlichsten wirkt die Methylierung also durch Hemmung der
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Bindung spezifischer Transkriptionsfaktoren. Uber Studien zur Bindung von

Transkriptionsfaktoren am CTCFL-Promotor wurde bisher nicht berichtet.

4.3 Funktiondle Untersuchung des CTCFL-Gens

siRNA-Transfektion

Da bis vor kurzem wenige Details tliber die funktionelle Bedeutung des CTCFL-Gens bekannt
waren, sollten im Rahmen dieser Arbeit weitere Erkenntnisse gewonnen werden. Die
Annahme einer proliferationssteigernden Funktion sollte durch Inhibition des Gens durch
siRNA-Transfektion und Proliferationstests gepriift werden. Die Teratokarzinom-Zelllinie
NCCIT hatte zuvor das hochste Expressionsniveau gezeigt, das trotz einiger offensichtlicher
off-target-Effekte wiederholt mit nicht validierten, kommerziellen siRNAs um bis zu 60%
gesenkt werden konnte (vgl. Abb. 3.32). Eine Reduktion der Proliferationsrate konnte nicht
reproduziert werden, obwohl die Inhibition erfolgreich war. Diese Befunde konnten durch die
bereits diskutierte Stabilitit des CTCFL-Proteins erkldrt werden, die eine funktionelle
Durchsetzung der mRNA-Destabilisierung beschrinkt. Eine Western-Blot-Analyse bestitigte
die Stabilitdt, die Proteinexpression war trotz siRNA-Inhibition nicht reduziert (vgl. Abb.
3.33). Hierbei sind die bereits oben diskutierten Einschrankungen hinsichtlich der Spezifitat
des Antikorpers zu beachten (vgl. 4.1).

Transfektionsversuche mit einem CTCFL-Expressionskonstrukt

Die umgekehrte Strategie wurde mit der Transfektion eines CTCFL-Expressionskonstrukts in
Zelllinien mit niedriger Gen-Expression verfolgt. Die Fluoreszenz des erfolgreich
transfizierten Konstrukts erlaubte einen ausschlieBlichen Nachweis des Fusionsproteins im
Nukleus. Der transfizierte leere Vektor fithrte zu Fluoreszenzen in Nukleus und Zytoplasma
(vgl. Abb. 3.34). Diese Ergebnisse stimmen {iberein mit den Resultaten
immuncytochemischer Farbungen (vgl. Abb. 3.17) und der Western Blot-Analyse mit
fraktionierten Proteinlysaten (vgl. Abb. 3.18), die eine nukledre Lokalisation des Proteins
ergeben hatten und bestdtigen die Spezifitdit des CTCFL-Antikorpers in der
immuncytochemischen Analyse.

Eine vollstindige Selektion der mit dem Expressionkonstrukt positiv transfizierten Zellen,

war auf Grund zytotoxischer Effekte nicht moglich. Diese Effekte waren nicht bei Zellen zu
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beobachten, die mit dem Leer-Vektor transfiziert wurden. Eine vorldufige
Expressionsbestimmung von CTCFL in unvollstdndig selektionierten Zellen hatte bereits eine
250-fache Erhohung ergeben, die als Ursache fiir die beobachtete Zytotoxizitdt gelten konnte.
Eine parallel durchgefiihrte Sequenzierung zur Kontrolle des kommerziellen Konstruktes
hatte im ORF drei Basenpaarmutationen ergeben, die jeweils zu einem Aminosiureaustausch
filhren. Da das Unternehmen das korrigierte Konstrukt liber mehrere Monate nicht zur
Verfligung stellen konnte, bleibt zunichst offen, ob die Zytotoxizitdt auf einer Verdnderung
der funktionellen Eigenschaften durch die Mutationen beruht, oder auf eine zu starke
Uberexpression des CTCFL-Proteins zuriickzufiihren ist.

Auch die Interpretation einer mit dem Konstrukt durchgefiihrten Induktions-Analyse bleibt
offen. Auf Grund zweier Arbeiten aus der Literatur wurde die Induktion anderer Cancer-
Testis Antigene wie NY-ESO-1 und MAGE-A1 durch Uberexpression des CTCFL-Gens in
Prostatakarzinom-Zelllinien untersucht. Obwohl die 250-fache Uberexpression des CTCFL-
Gens festgestellt wurde, konnte keine erhdhte Expression der Gene NY-ESO-1 und MAGE-Al
in transfizierten Prostatakarzinom-Zellen gezeigt werden. Mit dem korrigierten Konstrukt
konnte gekldrt werden, ob die von Vatolin et al. und Hong et al. beschriebenen
Beobachtungen nicht flir Prostatakarzinom-Zelllinien gelten, oder ob die Funktionalitdt des
CTCFL-Proteins durch die drei Basenpaarmutationen eingeschrénkt ist.

Vatolin et al. [2005] und Hong et al. [2005] hatten in ihren kiirzlich publizierten Studien eine
Induktion der Cancer-Testis Antigene NY-ESO-1 und MAGE-AL durch Uberexpression des
CTCFL-Gens in dermalen Fibroblasten und Lungenkarzinom-Zelllinien zeigen kdnnen. Die
Aktivierung der Transkription &hnelte den Effekten der Induktion mit Hilfe des
Methylierungsinhibitors 5-aza-dC. Der Nachweis der Aktivitit des MAGE-A1-Gens erfolgte
mittels qualitativer RT-PCR mit teilweise heterogenen Produktbanden. Auch eine
vermeintliche OCT4-Induktion wurde dargestellt. Die Intensitit des Hodenniveaus wurde nur
in seltenen Fillen iiberschritten.

Bei weiteren Experimenten dieser Arbeitsgruppen stellte sich heraus, dass die bekannte
Identitdit von DNA-Bindestellen fir CTCF und CTCFL sich auch auf den MAGE-Al-
Promotor bezieht. Die regulative Funktion in Imprinting-Doménen {ibt CTCF durch eine
methylierungsabhidngige Bindung aus. Am MAGE-Al-Promoter fanden Vatolin et al. eine
methylierungsunabhidngige Bindung. Zusammen mit der Beobachtung einer zeitlichen
Verzogerung von ein bis zwei Tagen zwischen CTCFL- und MAGE-A1-Expression nach 5-
aza-dC-Behandlung fiihrte dieses zu dem Postulat einer direkten Vermittlung von
epigenetischen Verdnderungen am MAGE-Al-Promotor durch CTCFL und dem Ausschluss

einer Reaktivierung von CTAs durch genomweite Methylierungsverdnderungen. Fiir einen
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weiteren Beweis dieses Modell bediirfte es unbedingt weiterer Untersuchungen in vivo, u.a.
durch den Nachweis einer CTCFL-Uberexpression in verschiedenen, gut charakterisierten
Primértumoren und korrelierenden Uberexpressionen von CTAs. Bei einzelnen
hormonrefraktiren, metastasierten Prostatakarzinomen ist zwar eine Uberexpression von NY-
ESO-1 gezeigt worden [Fossa et al., 2004; Nakada et al., 2003], Untersuchungen zu CTCFL
fehlen jedoch. Solange steht diese Hypothese im Widerspruch zu verschiedenen
Expressionsstudien von CTAs unter physiologischen Bedingungen. Diese ergaben, dass z.B.
MAGE-A1 und NY-ESO-1 wihrend der Spermatogenese in fritheren Stadien als CTCFL
exprimiert werden und mit Einsetzen einer CTCFL-Transkription schwicher exprimiert
werden [Zendman et al., 2003; Kalejs und Erenpreisa, 2005]. Ahnliches gilt fiir OCT4. Diese
Abfolge interpretierten Zendman et al. als Hinweis darauf, dass CTCFL-Expression in
Karzinomen vermutlich Aberrationen von methylierungskontrollierten Tumor-assoziierten
Genen induzieren kann, aber auf Grund seines spiteren Expressionszeitpunktes im Verlauf

der Spermatogenese als Masterinduktor von CTAs unwahrscheinlich ist.

Untersuchungen zur Kolokalisation von CTCFL. CTCF und der RNA-Polymerase 11

Weitere Untersuchungen dieser Arbeit zu CTCFL als Chromatin-oder Transkriptionsfaktor
wurden mit Hilfe immuncytochemischer Féarbungen und Auswertungen am konfokalen
Mikroskop durchgefiihrt. Doppelfarbungen gegen CTCFL und CTCF bzw. CTCFL und RNA-

Polymerase 11 (RNAPII) zeigten unterschiedliche, aber stets nukledre Farbemuster (vgl.

Abb. 3.35, Abb. 3.36). Wihrend die Signale der Proteine CTCFL und CTCF in der Aufsicht
einer Zelle punktformig liber den Zellkern verteilt waren, lagen die Signale der RNAPII
netzartig eher im Inneren des Zellkerns. Die hochauflosende Betrachtung verschiedener
Diinnschnitte durch den Zellkern (vgl. Abb. 3.37) sowie eine dreidimensionale Simulation
(ohne Abb.) ergab auch eine unterschiedliche Verteilung von CTCFL- und CTCF-Farbungen.
Wihrend das CTCFL-Protein in nahezu allen Schichten des Kerns zu finden war, lag das
CTCF-Protein eher in inneren Schichten des Zellkerns verteilt. Dieses Muster deutet auf
unterschiedliche Funktionen von CTCFL und dem Chromatinfaktor CTCF hin, firr das
kiirzlich eine Funktion als Organisator von Chromatinstrukturen beschrieben wurde. Diese
Chromatinstrukturen sollen aktive Gene in entsprechende Areale im Zentrum des Zellkerns
dirigieren, damit diese Zugang zu Regionen erhohter transkriptioneller Aktivitdt erlangen
[Ling et al., 2006].



4 Diskussion 148

Die Unterteilung des Zellkerns in verschiedene Areale durch eine {ibergeordnete
Chromatinstruktur ist allgemein anerkannt. Demnach unterscheiden sich Regionen durch
genreiche und genarme Abschnitte, transkriptionell aktive und reprimierte Zonen und eine
frithe oder spite Replikation [Zinner et al., 2006]. Aktive Areale befinden sich in zentraleren
Regionen, inaktive Areale im Randbereich des Zellkerns. In der Studie von Zinner et al.
konnte gezeigt werden, dass diese verschiedenen Regionen durch unterschiedliche
posttranslationale Chromatinmodifikationen in Form von Methylierungen an Lysinresten
markiert und vermittelt werden. Wie bereits oben beschrieben (vgl. 1.1.3) korrelieren
spezifische Lysinmethylierungen an Histonschwdnzen mit aktivem bzw. inaktivem
Chromatin. Die Farbemuster einiger unterschiedlich modifizierter Lysinreste &hneln den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Das Farbemuster des dreifach methylierten H3K4 (tri-
H3K4) dhnelt dem in dieser Arbeit festgestellten netzartigen Muster der RNAPII, die
bekanntlich komplexiert in transkriptionell hoch aktiven Regionen vorliegt. Tri-H3K4 gilt als
Marker fiir aktives Euchromatin und zeigt die stirkste Kolokalisation mit naszierender RNA.
Die Proteine CTCFL und CTCF liegen punktformig iiber den Zellkern verteilt und dhneln
damit Farbungen von mono-H3K9, einem Marker fiir transkriptionell inaktive Doménen
innerhalb euchromatischer Bereiche [Zinner et al., 2006]. Diese Farbemuster unterscheiden
sich deutlich von denen, die heterochromatische Abschnitte markieren. Somit deuten diese
Vergleiche flir das CTCFL-Protein eher auf eine Funktion als Transkriptionsfaktor und nicht
als Chromatinfaktor hin. Diese Annahme wird unterstiitzt durch die in der vorliegenden
Arbeit festgestellte stirkere Kolokalisation von CTCFL und RNAPII. Fiir CTCFL und CTCF
konnte kaum Kolokalisation beobachtet werden (vgl. 3.3.3). Dieses zeigt eine Assoziation des
CTCFL-Proteins mit spezifischen transkriptionell aktiven Bereichen an, wéahrend fiir CTCF
eine breitere Beteiligung an der Chromatinorganisation moglich erscheint. Das Ausmal} der
Kolokalisation konnte durch den Methylierungsinhibitor 5-aza-dC bei beiden
Doppelfarbungen erhoht werden (vgl. Tab. 3.4, Tab. 3.5). Diese Ergebnisse lassen zunéichst
auf eine Induktion der CTCFL-Proteinexpression schliessen, die auf mRNA-Ebene
festgestellt wurde, aber in der Western Blot-Analyse, vermutlich auf Grund der
Antikorperspezifitat, nicht bestétigt werden konnte. Dieses flihrt auch zu einer Zunahme der
Kolokalisation von CTCFL und CTCF. Diese Beobachtungen wiren dadurch zu erkliren,
dass eine grofBere Menge CTCFL-Protein und weitere durch 5-aza-dC vermittelte
Methylierungsverdnderungen zu einer Kompetition von CTCFL und CTCF um
Bindungsstellen fiihrt. Damit stellen diese Resultate einen experimentellen Beweis der von
Robertson aufgestellten Hypothese [Robertson, 2005] zur Bedeutung von CTCFL und seiner
Kompetition mit CTCF (vgl. 4.1). Abweichend von der Hypothese nach Robertson scheint
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diese Kompetition, jedenfalls in somatischen Zellen, auf spezifische Abschnitte beschrankt zu

sein und kann damit nicht fiir genomweite Methylierungsverdnderungen verantwortlich sein.

4.4 Tumorsammzellen im Prostatakarzinom

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Identifizierung von Markergenen, die
Tumorzellen einen stammzelldhnlichen Phénotyp verleihen konnten. Da die Untersuchung
von Gewebeproben und Zelllinien fiir drei potentielle Tumorstammzell-Marker keine
auffillige Reaktivierung ergeben hatte, wurde in dieser Arbeit auch eine Anreicherung
mutmaBlicher Tumorstammzellen unternommen. Hierdurch sollte geklirt werden, ob diese
Zellen mit den géngigen Verfahren auch beim Prostatakarzinom zu isolieren sind und in
welcher Weise die in dieser Arbeit erzielten Resultate mit der Theorie der Tumorstammzellen
in soliden Tumoren tibereinstimmen.

Eine allgemeine Reaktivierung hypothesenorientiert ausgewdhlter Kandidatengene in der
gesamten Tumormasse konnte in der untersuchten Prostatatumor-Kohorte dieser Arbeit nicht
bestitigt werden. Der berichtete Anteil von Tumorstammzellen in verschiedenen Geweben
und Zelllinien ist mit 0,01% - 2% sehr klein. Wenn die Aktivierung solcher Gene auf die
Tumorstammzellen beschrinkt sein sollte, konnte der Nachweis einer Reaktivierung der
Markergene bei Betrachtung der gesamten Tumormasse schwierig sein. Zur Isolation von
Tumorzellen mit stammzelldhnlichem Phinotyp werden zwei gingige Verfahren verwendet, .
zum einen die Farbung von Zellen mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Hoechst 33342 mit
anschlieender FACS-Analyse, zum anderen die Isolation mittels eines Antikorpers gegen das
Oberflachenantigen CD133.

In dieser Arbeit wurde fiir die Anreicherung die Prostatakarzinom-Zelllinie 22Rv1 eingesetzt.
Diese Zellinie wurde zundchst auf Grund ihres Expressionsprofils hinsichtlich der
Kandidatengene und ihrer Herkunft (vgl. 2.1.1) ausgewihlt. Bei dem Versuch der
Anreicherung einer Sde Population (vgl. 2.23, 3.4) unter Verwendung des Hoechst 33342-
Farbstoffs stellte sich heraus, dass nur ca. 0,01% der 22Rv1-Zellen ungefirbt waren und eine
Festsetzung der Auswahlgrenzen flir diese kleine Sde Population entsprechend erschwerte.
Auch die Analyse einer Teratokarzinom-Zelllinie, die mit einem groBeren Anteil SP-Zellen
beschrieben worden war [Hirschmann Jax et al.,2004], brachte keine Erleichterung. Ein
Literaturvergleich zeigte, dass auch bei anderen Versuchen zur Anreicherung mittels FACS-
Geridt keine getrennten Populationen nachgewiesen werden konnten und die Auswahl der

Grenzen nahezu willkiirlich erscheint [Bhatt et al., 2003; Seigel et al., 2005]. In einigen
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Studien wurde Verapamil, ein Inhibitor der ABC-Transporter, verwendet, um die Lokalisation
der SP-Zellen anzuzeigen. Wie auch in den selbst durchgefiihrten Analysen, war dieses
Verfahren nicht immer aussagekriftig genug, um einen klare Unterscheidung zwischen SP-
Zellen und anderen Zellen zu treffen (ohne Abb.). Da auch Maitland und Collins in einem
vorldufigen Bericht nur 0,01% Tumorstammzellen aus 50 Prostatakarzinom-Biopsien
isolieren konnten, scheint der eigene Befund real niedrig [Maitland und Collins, 2005].

Bei einer Wiederholung der eigenen Isolationsversuche mittels FACS-Sortierung wurden die
Auswahlgrenzen weniger stringent gewdhlt, da eine Anreicherung der Zellen trotz
Kontamination gewohnlicher differenzierter Tumorzellen, eine Validierung der Kandidaten
erlauben wiirde und die Prédparation hochwertiger RNA erleichtern sollte. Entsprechend
konnte in einer quantitativen RT-PCR-Analyse durch einen Vergleich mit den {ibrigen Zellen
der Sortierung (Non-SP) und mit nicht sortierten 22Rv1-Zellen fiir die Gene BMI-1, EZH2,
DNMT3B und OCT4 eine hohere relative Expression in SP-Zellen gezeigt werden (vgl. Abb.
3.43). Fiir DNMTS3B erreichte diese eine statistische Signifikanz. Da es sich hier jedoch um
eine bis zu 30-fache Anreicherung mutmaBlicher Tumorstammzellen handeln sollte, blieb der
Anstieg der Expression deutlich unter den Erwartungen. Hieraus ergeben sich drei
Moglichkeiten zur Erklarung.

Erstens, in dieser Arbeit wurden Zellen isoliert, die nicht der Sde Population entsprechen.
Auf Grund der Versuchsanordnung und den Berichten anderer Arbeitsgruppen ist dieses
unwahrscheinlich. Rizzo et al. beschrieben kiirzlich die Isolation von 1% SP-Zellen aus der
Zelllinie 22Rv1 [Rizzo et al., 2005]. Eine Isolation von SP-Zellen aus dieser Zelllinie scheint
also generell moglich zu sein.

Zweitens konnten die Befunde darauf hindeuten, dass die Zellen der Sde Population nicht
den gesuchten Tumorstammzellen des Prostatakarzinoms entsprechen. Dieses wiirde erkléren,
warum Maitland und Collins nach ihrem vorldufigen Bericht zur Isolation von Sde
Population-Zellen [Maitland und Collins, 2005] das Verfahren gewechselt haben und in einer
spéteren Originalarbeit die Isolation von mutmaBlichen Tumorstammzellen mittels CD133-
Antikérper berichten [Collins et al., 2005]. Eine generelle Ubereinstimmung zwischen der
Population der SP-Zellen und der Population iiber CD133-isolierter Zellen scheint es nicht zu
geben. In Neuroblastom-SP-Zellen wurden nur eine niedrige CD133-Expression gefunden
[Hirschmann-Jax et al., 2004].

Die ansonsten erhobenen Daten (vgl. 4.1) deuten auf eine dritte Erkldrung hin, die eine stark
erhohte Expression der untersuchten bedeutenden Faktoren in Zellen der Sde Population
ausschlieBt und damit Riickschliisse auf das diskutierte Modell zu Tumorstammzellen in

soliden Tumoren ermdglicht (vgl. Abb. 4.1).
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Wie auch Collins et al. beide Methoden zur Anreicherung von Tumorstammzellen verfolgten,
wurde auch in der vorliegenden Arbeit parallel der zweite gingige Ansatz verfolgt. Hierfiir
sollte die Existenz CD133-positiver Zellen in den verschiedenen Prostatakarzinom-Zelllinien
zunidchst durch ein Screening am FACS-Gerit untersucht werden. Auch hier ergaben sich auf
Grund der geringen Anzahl positiver, fluoreszierender 22Rv1-Zellen Schwierigkeiten bei der
Einstellung der Parameter, so dass nach Abzug von Hintergrundfluoreszenzen keine
abgegrenzten Populationen markierter und unmarkierter Zellen erkennbar waren (vgl. Abb.
3.44). Bei zukiinftigen Analysen konnte durch eine Positivkontrolle und Erhéhung der zu
analysierenden Zellzahl hinsichtlich der Anzahl CD133-positiver Zellen in Prostatakarzinom-
Linien weitererer Aufschluss gewonnen werden. Als Positivkontrolle eignen sich jedoch

einzig CD34-positive himatopoetische Zellen, die nicht ohne weiteres zur Verfligung stehen.

Collins et al. [2005] beschrieben in ihrer spiteren Publikation zum Prostatakarzinom immer
noch die Anreicherung nur eines kleinen Anteils von Tumorzellen mit Stammzell-Phénotyp
mittels CD133 (0,1% - 0,3%). Sie verwendeten filir ihre zweite Analyse Prostatatumorgewebe
von 40 Patienten unterschiedlicher Gleason-Summen, sowie metastatische Stadien. In jedem
untersuchten Tumor konnten mutmaBliche Stammzellen gefunden werden. Auch fiir diese
Zellen konnte Selbsterneuerungs- und Proliferationspotential, sowie Invasivitit und
Uberleben in der Suspensionskultur nachgewiesen werden. Im Vergleich zu den bereits frither
isolierten CD133-positiven Zellen (1%) aus normalem Prostatagewebe [Richardson et
al.,2004], zeigten die aus Tumoren isolierten Zellen ein groBeres Proliferationspotential.
Immunhistochemische Analysen wiesen einen basalen Phanotyp mit Expressionen von CKS5,
CK14 und CK19 aus. Eine Firbung gegen CK18 ergab nur in einer Minderheit von Proben

schwache Signale.

Eine zwischenzeitliche Analyse der CD133-Genexpression mittels quantitativer RT-PCR in
der vorliegenden Arbeit ergab im Einklang mit dem FACS-Ergebnis ein niedriges
Expressionsniveau bei verschiedenen Zelllinien (vgl. Abb. 3.45). Dabei muss berticksichtigt
werden, dass zwischen der mRNA-Expression in verschiedenen Zelllinien und der
Proteinexpression des Oberfldchenantigens Unterschiede bestehen konnen. Fiir die Analysen
der vorliegenden Arbeit wurde die 22Rv1-Zelllinie auf Grund ihrer Herkunft (vgl. 2.1.1) und
der Expressionsmuster der verschiedenen Kandidatengene ausgewéhlt. Obwohl diese Zellen
in der mRNA-Analyse durch die niedrigste CD133-Expression auffallen (vgl. Abb. 3.45),
konnten sie dennoch nicht ungeeignet sein, da Rizzo et al. [2005] angeblich 1% Sde

Population-Zellen dieser Linie identifizieren konnten und Hirschmann-Jax et al. [2004] aus
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Neuroblastomen SP-Zellen isolieren konnten, obwohl diese eine niedrige CD133-Expression

aufwiesen (s.0.).

Betrachtet man die Ergebnisse dieser Experimente zusammen mit der Expression der
Kandidatengene in  Urothelkarzinom- und Prostatakarzinom-Zelllinien, sowie in
Prostatatumorgeweben, stellt sich heraus, dass speziell fiir das Prostatakarzinom mit seinen
charakteristischen epigenetischen Aberrationen keine allgemeine Reaktivierung von stark fiir
Selbsterneuerung und Pluripotenz implizierten Genen in sdmtlichen Tumorzellen
nachgewiesen werden kann. Die Isolation von Tumorzellen mit Stammzell-Phénotyp ergibt
extrem kleine Populationen. In diesen Zellen konnte keine aberrant erhdhte Expression von
Genen wie BMI-1 und OCT4 gefunden werden, die z.B. auf eine deregulierte
Selbsterneuerung schlieBen lassen wiirde. Auf Grund dieser erhobenen Daten kann das
Modell zur Existenz von Tumorstammzellen in Prostatatumoren prizisiert werden und ist

nachfolgend dargestellt (vgl.Abb. 4.1)

Stammzellen Tumor stammzellen
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Abb. 4.1: Dargtellung verschiedener diskutierter Modelle zur Stammzellhypothese in soliden Tumoren. SEG:
Selbsterneuerungs-Gen, TPG: Tumor-Progenitor-Gen. Orange gefarbte Zellen stellen Sammzellen dar, rosa
geférbte Zellen sind intermedidr und beige gefarbte Zellen snd ausdifferenziert. Schwarze Zellkerne weisen auf
transformierte Zellen hin. Modell A stellt den Zustand in einem normalen Gewebe dar. Modell B beschreibt das
herkémmliche Tumorigenese-Modell ohne Tumorstammzellen. In C ist das allgemein in der Literatur postulierte
Modell zu Tumorstammzellen dargestellt. Nach den erhobenen dieser Arbeit ist eine Anpassung des Modell an
die Verhaltnisse im Prostatakarzinomin D veranschaulicht. Genauere Ausfihrungen s. Text.
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Unter physiologischen Bedingungen sieht das derzeit diskutierte Stammzell-Modell in der
normalen Prostata (A) eine kleine Population mit etwa 1% Gewebestammzellen vor
[Richardson et al., 2004]. Im Rahmen der Selbsterneuerung durch asymmetrische Zellteilung
generieren sie intermedidre Zellen, die noch Proliferationspotential besitzen und zu den
verschiedenen Zelltypen der Prostata ausdifferenzieren konnen. Nach Seneszenz oder
Apoptose werden diese stiandig ersetzt.

Fiir die Tumorigenese herrschte vor der Entdeckung von Tumorstammzellen ein Modell vor,
das auf einer Transformation der proliferierenden intermediiren Zellen beruht (B), die zu
verstarkter Proliferation und aberrant differenzierten Zellen fiihrt.

Unter der Annahme von Tumorstammzellen wurde hdufig das dritte Modell (C) diskutiert.
Hierbei sorgen Deregulationen u.a. von Genen fiir die Selbsterneuerung zu einer
entsprechenden Uberexpression und damit zu einer verstiirkten Proliferation der sonst eher
ruhenden Stammzellen. Diese Proliferation wiirde jedoch eine grofler werdende Population
von Stammezellen und nachfolgend auch von intermedidren Zellen implizieren. Dadurch
miisste die Isolation von Tumorstammezellen einfacher und effektiver werden. Dartiber hinaus
lieBe sich vermutlich eine Reaktivierung der fiir die Selbsterneuerung (SEG) entscheidenden
Gene, auf Grund des groBeren Anteils von Stammzellen in der Tumormasse, direkt in
aufgearbeitetem makroskopischen Tumormaterial bestimmen. Dies wurde in der vorliegenden
Arbeit nicht beobachtet, die erzielten Resultate sprechen deutlich dagegen.

Die Befunde von marginalen Tumorstammzell-Populationen von 0,01%-0,3% und die in
dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen von Kandidatengenen an Zelllinien,
Tumorproben und isolierten Zellen sind mit einer zweiten, neuen Variante des
Tumorstammzell-Modells (D) vereinbar. Auch hier sind Tumorstammzellen der
Ausgangspunkt. Transformationen flihren jedoch nicht zu einer VergroBerung der
Tumorstammzell-Population selbst, sondern nur der intermedidren Zellen, die einen groferen
Teil der Tumormasse ausmachen, weiter ausdifferenzieren und die zu beobachtende
Heterogenitit des Tumors vermitteln. Damit wire das Expressionsniveau von SEGs in SP-
Zellen dieser Arbeit eher eine normale Stammzelleigenschaft als pathologisch. Zu diesem
Modell passen auch die von Feinberg et al. [2006] neu postulierten Tumor-Progenitor-Gene
(TPG), die unter normalen Umstinden die Stammzelleigenschaften durch Regulation von
Pluripotenz und Selbsterneuerung vermitteln sollen.

Laut Feinberg et al. konnten epigenetische Aberrationen dieser TPGs zu einer Expansion der
Vorlauferzellen (intermedidre Zellen) fiihren und zu ihrer malignen Entartung beitragen,
indem sie das Gleichgewicht zwischen ihrem limitierten replikativen Potential und Neigung

zur Differenzierung in Richtung Selbsterneuerung und Pluripotenz verschieben. Obwohl diese
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Tumor-Progenitor-Gene noch nicht identifiziert sind, kdmen einige der in dieser Arbeit
untersuchten Kandidaten in Frage. Fiir Feinberg et al. wiirden sich gute Kandidaten durch
ithren direkten Einfluss auf Verdnderungen der DNA-Methylierung auszeichnen. In ihrer
kiirzlich verdffentlichten Publikation hierzu werden sogar OCT4 und EZHZ2 als konkrete
Kandidaten aufgezédhlt. AuBlerdem weisen die Autoren darauf hin, dass auch unter den
aberrant abgeschalteten Genen Kandidaten zu suchen sind. So kdme z.B. das APC-Gen in
Betracht, das zum Wnt-Signalweg gehort und bei Drosophila eine Rolle bei der
asymmetrischen Zellteilung spielt. Dort reguliert es die Orientierung des Spindelapparates
senkrecht zur Stammzellnische, so dass eine der Tochterzellen die Nische verldsst und mit der
Differenzierung beginnt. Eine aberrant niedrige Expression konnte also dazu beitragen, dass
Stammzellen die Grenzen der Nischen iiberschreiten. Im Prostatakarzinom ist das APC-Gen
tatsichlich hiufig von Hypermethylierung betroffen und gehorte daher zur Gruppe der Gene,
die fiir Korrelationen zwischen Methylierungsverdnderungen und Expression der untersuchten
Kandidatengene herangezogen wurde. Hinweise auf eine generelle Aktivierung des Wnt-
Signalweges in Prostatakarzinomen sind jedoch rar. Im Gegensatz dazu wurde eine erhohte
Aktivitdit des Hedgehog-Signalwegs (vgl. 1.3) und einiger zugehoriger Faktoren im
Prostatakarzinom gezeigt [Karhadkar et al, 2004; Sanchez et al, 2004], die vor dem

Hintergrund der Tumorstammzell-Hypothese zu interpretieren wére.

Nach Auswertung der erhobenen Daten und der Beobachtungen in der Literatur ist
festzustellen, dass eine Isolierung von mutmaBlichen Tumorzellen mit anschliessender
Demonstration ihrer tumorigenen Eigenschaften nicht ausreichend ist. Weiterfiihrende
Analysen zur genauen Charaktersierung und Definition der isolierten Zellpopulationen
werden unbedingt bendtigt. Neben der gezielten Untersuchung von einzelnen ausgewihlten
Markern, wie in dieser Arbeit durchgefiihrt, sind breiter angelegte Expressionsanalysen z.B.
in Form von Microarrays notwendig. Obwohl einigen Arbeitsgruppen bereits frither die
Isolation von Tumorstammzellen gelang, gibt es bis dato keine Berichte tiber umfassende
Untersuchungen von  Genexpressionen.  Expressionsprofil-Analysen der isolierten
Tumorstammzellen im Vergleich zu anderen Zellpopulationen, wie z.B. intermedidren Zellen
und Zellen aus Metastasen, aber auch Stammzellen aus normalen Geweben, werden durch
Entschliisselung ihres Markerprofils zur genauen Einordnung der Zellen beitragen. Damit
sollte sich kldren lassen, welche Faktoren fiir den Stammzellcharakter verantwortlich sind und
ob diese durch die Transformation verdndert werden. Weiterhin lassen sich Unterschiede in
den verschiedenen Tumorarten aufdecken. Hierdurch sollten Erkenntnisse dariiber gewonnen

werden, ob die in anderen Tumoren implizierten Kandidaten, die teilweise in dieser Arbeit
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untersucht wurden, auch im Prostatakarzinom entscheidend sind, oder ob andere im
Vordergrund stehen. Die Charakterisierung des Methylierungsstatus der unterschiedlichen

Fraktionen konnte zusétzlich Aufschluss iiber die hierarchischen Beziehungen bringen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Epigenetische Verdnderungen spielen eine zentrale Rolle in der Tumorigenese. Diese basieren
auf einer Vielzahl von Interaktionen beteiligter Mechanismen und Faktoren. Aus solchen
Verianderungen ergeben sich Parallelen zwischen somatischen Tumorzellen und embryonalen
Stammzellen. Diese Beobachtungen flihrten zu der allgemeinen Hypothese einer
Reaktivierung von epigenetischen Regulatoren in Tumoren. Diese Reaktivierung kann durch
Verdnderungen der DNA-Methylierungen vermittelt sein und Faktoren betreffen, die z.B. fiir
Pluripotenz und Selbsterneuerung entscheidend sind und somit Tumorzellen einen Stammzell-
dhnlichen Phénotyp verleihen konnen.

Da aberrante DNA-Methylierungsmuster eine zentrale molekulare Verdnderung im
Prostatakarzinom darstellen, wurde die allgemeine Hypothese speziell am Beispiel dieser
Tumorart verfolgt. Als Kandidaten wurden die Polycomb-Gene EZH2 und BMI-1, die
Histondeacetylase SIRT1, die DNA-Methyltransferase DNMT3B, das Cancer-Testis Antigen
CTCFL und das Pluripotenzgen OCT4 untersucht. Die ergebnisse der Analysen sollten
Riickschliisse auf das Modell der Tumorstammzellen in soliden Tumoren am Beispiel des
Prostatakarzinoms erlauben. Ferner konnten sich Hinweise auf mogliche Mechanismen der
Methylierungsverdnderungen und Markergene fiir das Prostatakarzinom ergeben.

Bei der Untersuchung von Zelllinien und der Gesamttumormasse primérer, lokalisierter
Prostatatumore ergab sich fiir die Gene EZH2, SRT1 und DNMT3B eine erhohte Expression
im Vergleich zu Normalproben. Die Expressionanalysen deuten auf eine Verschiebung der
Komposition des Polycomb-Komplexes PRC2 im Prostatakarzinom hin, obwohl die relative
Zusammensetzung des Komplexes entscheidend fiir seine Substratspezifitit und
Funktionalitét ist. Es ergaben sich Zusammenhéinge fiir EZH2 mit Tumorstadium und -grad.
Die statistische Signifikanz fiir die DNMT3B setzte sich auch in der Uberlebensanalyse und
bei Zusammenhidngen mit Methylierungsverdnderungen der Tumorproben fort. Eine Eignung
als prognostischer Marker sollte zukiinftig weiter verfolgt werden.

Fiir die Gene OCT4 und CTCFL wurde bei Tumoren eine erniedrigte Expression festgestellt,
fir das BMI-1-Gen mit starker statistischer Signifikanz. Induktionsversuche mit den
Inhibitoren der DNA-Metylierung (5-aza-dC) und der Histondeacetylierung (SAHA), ergaben
eine bis zu 100-fach stirkere Expression des CTCFL-Gens nach Behandlung von Zellen mit
5-aza-dC. Untersuchungen zum regulatorischen Einfluss der DNA-Methylierung auf die Gene
OCT4 und CTCFL in unterschiedlichen humanen Geweben wurden bis dato nicht berichtet. In
dieser Arbeit wurde flir das CTCFL-Gen eine stufenweise Regulation des moderat starken
Promotors durch DNA-Methylierung festgestellt. Im Gegensatz dazu bewirkt sie bei OCT4
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eine irreversible Festigung der Inaktivierung, die zuvor durch stadienspezifische Faktoren
induziert wurde.

Funktionelle Analysen des wenig untersuchten CTCFL-Proteins zeigten zum einen eine
auffallende Stabilitdt, die vermutlich durch keimzellspezifische Mechanismen reguliert wird,
zum anderen eine vorwiegend nukledre Lokalisation. Zusammen mit hoch aufldsenden
Untersuchungen zur Kolokalisation von CTCFL, dem paralogen Faktor CTCF und der RNA-
Polymerase II am konfokalen Mikroskop deuten die Ergebnisse dieser Arbeit auf eine
funktionelle Bedeutung des CTCFL-Proteins als Transkriptionsfaktor hin.

Eine allgemeine Reaktivierung von epigenetischen Regulatoren beim Prostatakarzinom
konnte nicht festgestellt werden. Da das in der Literatur diskutierte Tumorstammzell-Modell
Stammzellen mit deregulierter Selbsterneuerung als Ausgangspunkt der Tumorigenese
vorsieht, wurden stark implizierte Faktoren wie z.B. BMI-1 und OCT4 erneut untersucht. Fiir
diese Gene war zuvor eine erniedrigte Expression bei der Untersuchung der
Gesamttumormasse lokalisierter Tumoren gezeigt worden. Jedoch konnte auch nach einer
Anreicherung von Zellen mit Stammzell-Phénotyp aus einer Tumorzelllinie bei diesen keine
auffallende Uberexpression der Gene EZH2, BMI-1, DNMT3B und OCT4 festgestellt werden.
Eine zusammenfassende Betrachtung der Ergebnisse dieser Arbeit ergibt, dass das géngige
Modell zu Tumorstammzellen in soliden Tumoren in dieser Form nicht auf das
Prostatakarzinom zutrifft. Vielmehr ldsst sich aus den eigenen Resultaten eine Variation des
Modells entwickeln, nach der eine vergroBerte Population intermedidrerer Zellen, die aus
transformierten Stammzellen hervorgehen, fiir die beschriebene Heterogenitit des

Prostatakarzinoms verantwortlich ist.
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6 ABSTRACT

DNA methylation and chromatin structure are interacting epigenetic mechanisms that have
been recognized as essential components for the regulation of of stem cell maintenance and
cell differentiation, e.g. during spermatogenesis. Interestingly, some epigenetic factors are
themselves inactivated by epigenetic mechanisms during differentiation. Moreover, epigenetic
alterations such as genome wide DNA hypomethylation of repetitive sequences and DNA
hypermethylation at specific gene promoters have a fundamental role in tumorigenesis.
Tumor cells, especially presumptive tumor stem cells, share certain properties with stem cells.
This raises the question to which extent epigenetic regulators important for spermatogenesis
and embryonal development become reactivated in tumors, e.g. as a consequence of aberrant
DNA hypomethylation, contributing in turn to further variation, e.g. in methylation patterns.
Therefore, the potential reexpression of candidate genes and their interactions with alterations
in DNA methylation was investigated in prostate cancers, which often display
hypomethylation or hypermethylation. Candidates important for epigenetic mechanisms and
stem cell phenotype are the polycomb genes EZH2 and BMI-1, the histone deacetylase SIRT1,
the DNA methyltransferase DNMT3B, the cancer testis antigen CTCFL and the transcription
factor OCT4.

Investigation of cell lines and primary prostate cancers demonstrated increased expression of
the EZH2, SRT1 and DNMT3B genes, whereas BMI-1 was significantly downregulated.
Aberrant expression of EZH2 and BMI-1 was confirmed by immunohistochemical analysis.
These findings can be interpreted as a shift in the relative composition of the polycomb
complexes PRC1 and PRC2 during progression of prostate carcinoma. Increased expression
of DNMT3B significantly correlated with changes in DNA methylation and survival of
prostate cancer patients.

The CTCFL and OCT4 genes were unexpectedly downregulated in primary tumors. Bisulfite
sequencing revealed strong methylation in prostate tissues, whereas testis tissues were less
methylated. The methylation inhibitor 5-aza-2’-deoxycytidine induced CTCFL expression up
to 100-fold in tumor cell lines. The other candidates, however, were neither influenced by the
methylation inhibitor nor by the deacetylation inhibitor suberoylanilide hydroxamic acid
(SAHA). Methylation sensitivity of the moderately strong CTCFL promoter was further
proven by transfection experiments using the in vitro methylated promoter. Taken together,
the data for CTCFL and OCT4 hints at a particularly important role for DNA methylation in
stepwise regulation of CTCFL expression, whereas OCT4 gene seems to be inactivated also
by other mechanisms.

Additional analyses of the CTCFL protein demonstrated predominant nuclear localization in
spermatocytes, but cytoplasmatic localization in normal and cancerous prostate tissues
suggesting nuclear transfer as a further regulatory mechanism for the protein. Confocal
studies for colocalisation with the paralogue factor CTCF and RNA polymerase II identify
CTCFL as a transcription factor rather than a chromatin protein.

In summary, a general reactivation of the investigated epigenetic regulators in prostate
cancers at large could not be detected. Even after enrichment of presumptive tumor stem cells
using Hoechst dye exclusion sorting, reactivation was found almost at a physiological level.
These results suggest a modified model for the tumor stem cell hypothesis in prostate cancers,
with maintenance of a small stem cell population, but increased self-renewal of intermediate
precursors.
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8 ABKURZUNGEN

5-aza-dC 5-aza-2’-Desoxycytidin

AMP Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

Bp Basenpaare

BrDU Brom-Desoxyuridin

BSA Bovines Serumalbumin

°C Grad Celsius

CD cluster of differentiation

CpG Cytosin/Guanin-Dinukleotid
DEPC Diethylpyrocarbonat

dH,O destilliertes Wasser

DMEM Dulbecco’s Modified Eagles Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

dNTPs Desoxyribonukleotidtriphosphat
DTT Dithiothreitol

E11.5 embryonic day

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure
EGTA Ethylenglykol-bis(B-aminoethylether)-N,N,N",N -tetraessigsdure
FCS fotales Kélberserum

fwd forward

g Schleuderziffer bei der Zentrifugation
GFP green fluorescent protein

h Stunde

H3 Histon H3

IPTG Isopropyl-B-D1-thiogalactopyranosid
K9 Lysinrest Position 9

kDa Kilodalton

LB Luria Broth

LINE long interspersed nuclear element
min Minute

OD optische Dichte

ORF open reading frame

PBS phosphate buffered saline

pc post coitum

PCa Prostatakarzinom

PGC primordial germ cell

PT Prostatatumor

rev reverse

RIPA radio immunoprecipitation assay
ROI region of interest

rpm rounds per minute

RT Raumtemperatur

SAM S-adenosyl-Methionin

SDS Sodiumdodecylsulfat

sek Sekunde

SINE short interspersed nuclear element
SSC standard sodium citrate buffer

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer
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TCC transitional cell carcinoma

TE Tris-EDTA-Puffer

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylendiamin

™ Schmelztemperatur

Tris Tris-(Hydroxymethyl)aminomethan

U Unit

UEC uroepithelial culture

X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-B-D-galactosid
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3 Ergebnisse

RNAP I

Abb. 3.36: Doppelférbungen der Prostatakarzinom-Zelllinie DU145 gegen CTCF, RNAPII und CTCFL;
Negativkontrollen wurden ohne Priméarantikorper gefarbt; Aufnahmen vom Fluoreszenzmikroskop.




