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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Das Urothelkarzinom der Harnblase (UC) zeichnet sich durch eine ausgeprigte Heterogenitit aus,
die Diagnostik und Therapie erschwert. Fiir die Heterogenitdt mitverantwortlich sind aberrante
Differenzierungsprozesse, die durch eine Deregulation der homootischen HOX-Gene
hervorgerufen werden kénnten, wie eine in vitro Analyse dreier unabhingiger Genexpressions-
Microarray-Analysen von UC-Geweben ergab. Der genaue Mechanismus der Regulation von
HOX-Genen beim Menschen ist bisher nicht bekannt; neu entdeckte potentielle Regulatoren sind
lange nichtkodierende RNAs (IncRNAs). Die IncRNA HOTAIR ist im HOXC-Cluster lokalisiert
und kann die Expression von Genen, insbesondere posterioren HOXD-Genen, liber Vermittlung
von repressiven Histonmodifikationen beeinflussen. Eine Uberexpression von HOTAIR korreliert
in vielen Tumoren mit einem aggressiven Phénotyp und einer schlechten Prognose. Auch in einer
in dieser Arbeit untersuchten gro3en Serie von UC-Gewebeproben waren die 25 % der Félle mit
der hochsten HOTAIR-Expression mit einer schlechten Prognose assoziiert. Die Effekte einer
ektopischen HOTAIR-Uberexpression in UC-Zelllinien variierten stark. In VM-CUB1 Zellen
wurde durch stabile HOTAIR-Uberexpression der erwartete aggressivere Phinotyp mit Markern
einer epithelial-mesenchymalen Transition, verstirkter Proliferation und Invasionsfahigkeit
induziert. Die Effekte der Uberexpression in 5637 waren teilweise entgegengesetzt, mit
Anzeichen einer Seneszenz-Induktion. Eine Mikroarray-Expressionsanalyse bestétigte die
zelllinienabhédngigen Effekte von HOTAIR auf HOX-Gene, Zellzyklusregulatoren und
Differenzierung. Auch ein breiterer bioinformatischer Vergleich mit Osophagus- und
Mammakarzinom-Zelllinien erbrachte nur eine sehr kleine Schnittmenge gemeinsamer HOTAIR-
Zielgene. Eines davon war PLAGLI, ein Schliisselregulator eines Netzwerkes von elterlich
gepragten Genen (IGN), das - mindestens in Méusen - das embryonale Wachstum reguliert. Auch
weitere Gene des IGN wurden in UC-Zelllinien durch HOTAIR beeinflusst, zum Teil vermittelt
tiber PLAGLI1. Diese Ergebnisse deuten auf eine Funktion von HOTAIR bei der Regulation von
elterlich gepriigten Genen. An IGN- und HOX-Genen wurden nach HOTAIR-Uberexpression
mittels Chromatin-Immunprizipitation Verdnderungen von Histonmethylierungen festgestellt,
darunter jedoch auch transkriptionsaktivierende. Dies deutet auf weitere, bisher unbekannte
Interaktionspartner von HOTAIR hin. Neu war auch die Beobachtung, dass Uberexpression von
HOTAIR zu einer verstirkten DNA-Methylierung des PLAGL1-Promotors fiihrt. Ein DNA-
Methylierungsarray ergab, dass sich nach HOTAIR-Uberexpression die Methylierung an
bestimmten CpG-Stellen tiber das gesamte Genom hinweg verdndert. Somit scheint HOTAIR die
Expression von Genen nicht nur iiber die Modulation von Histonmodifikationen, sondern auch der

DNA-Methylierung zu regulieren.



Summary

2 Summary

Urothelial carcinoma (UC) is characterized by pronounced heterogeneity that complicate
diagnosis and therapy. One factor contributing to heterogeneity may be aberrant
differentiation as a consequence of deregulated homeotic HOX gene expression. Deregulated
HOX gene expression UC was observed in an in vitro analysis of microarray gene expression
data sets from three independent UC tissue sample sets. While to date, the precise mechanism
of HOX gene regulation in human is not completely understood, newly discovered long non-
coding RNAs (IncRNAs) are candidate regulators. The IncRNA HOTAIR originating from
the HOXC gene cluster regulates gene expression, especially of posterior HOXD genes, by
directing repressive histone modifications. In many cancers HOTAIR overexpression is
correlated with an aggressive phenotype and poor prognosis. In this study, accordingly, highly
increased HOTAIR expression in 25 % of the patients was associated with poor prognosis.
The effects of ectopic HOTAIR overexpression differed between UC cell lines. Whereas
stably transfected VM-CUBI cells acquired the expected aggressive phenotype with marker
expression for epithelial-to-mesenchymal transition, increased proliferation and invasion,
5637 cells showed partly opposite effects including senescence induction. A microarray
expression analysis confirmed cell line dependent effects of HOTAIR on HOX gene
expression, cell cycle regulators and differentiation. A bioinformatic comparison with
oesophageal and mamma carcinoma cell lines revealed minimal overlaps between HOTAIR
target genes. A particularly interesting tissue independent target gene was PLAGLI1 a key
regulator gene of an imprinted gene network (IGN) regulating embryonic growth — at least -
in mice. Additional genes of the IGN were affected by HOTAIR in UC cell lines, partly
mediated by PLAGL1. These results suggest a function of HOTAIR in the regulation of
imprinted genes. At IGN and HOX genes histone methylation changes were observed after
HOTAIR overexpression using chromatin immunoprecipitation. Unexpectedly, at some sites,
activating modification increased, suggesting that HOTAIR may have additional unknown
interaction partners. Another new observation was that overexpression of HOTAIR led to
increased DNA methylation of the PLAGLI1 promoter. A DNA methylation array revealed
that following HOTAIR overexpression DNA methylation changed at specific CpG sites
throughout the genome. Thus HOTAIR seems to regulate expression of genes not only
through the modulation of histone modifications, but also through changing DNA methylation

patterns.
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3 Einleitung

3.1 Das Urothelkarzinom

Mit 429.000 Neuerkrankungen im Jahr 2012 stellt das Urothelkarzinom der Harnblase (UC)
die neunthiufigste Tumorerkrankung weltweit dar [1]. Das UC tritt bei Méinnern dreimal
hiufiger auf als bei Frauen (Verhiltnis 3,5:1) und bildet bei Ersteren sogar die fiinfthaufigste
Tumorerkrankung. Generell werden maligne Tumore des die ableitenden Harnwege
auskleidenden Ubergangsepithels als Urothelkarzinome zusammengefasst. Sie beinhalten
Tumore des Nierenbeckens, der Harnleiter, der Harnblase und der oberen Harnrdhre. Die
prominentesten Risikofaktoren fiir das UC sind Tabakrauch und industrielle, chemische
Karzinogene, besonders aromatische Amine [2].

Das UC kann sowohl klinisch, als auch molekular in zwei offensichtliche Unterarten geteilt
werden. Etwa zwei Drittel der diagnostizierten UCs sind papilldre, oft gut differenzierte
Tumore, die sich selten zu muskelinvasiven Tumoren weiterentwickeln [3, 4]. Sie weisen
zwar eine hohe Neigung zur Rezidivierung auf (ca. 70 %) und bediirfen einer
kostenintensiven Uberwachung und Weiterbehandlung, sind aber mit einer guten Prognose
assoziiert (5-Jahresiiberleben > 90 %) [5, 6]. Bei bis zu einem Drittel der Patienten werden
muskelinvasive, weniger differenzierte Tumore diagnostiziert. Trotz Entfernung der
Harnblase (radikale Zystektomie) entwickeln etwa die Hélfte dieser Patienten innerhalb von
zwel Jahren Metastasen, so dass das 5-Jahresiiberleben auf 50-60 % reduziert ist [7, 8]. Die
Erstlinien-Chemotherapie fiir das metastasierte UC basiert seit vier Jahrzehnten auf Cisplatin-
Kombinationen. Die meisten Tumore sprechen auf diese zwar anfanglich an, aber letztendlich
gewinnen die Patienten nur einen kleinen Uberlebensvorteil von wenigen Monaten [9-11].

Die Klassifizierung von UCs erfolgt nach dem TNM-System (Tab. 1.1) (UICC 2009)[12].
Dabei wird der Tumor anhand seiner Grofe und Ausbreitung (T) und dem Vorhandensein von
Metastasen in regiondren Lymphknoten (N) oder weiter entfernt (M) eingeteilt. Zusétzlich
erfolgt eine Einteilung {iber den Grad der histologischen Entartung des Tumors, dem Grading.
Dieses ist ein Mal} fiir die Storung der Gewebestruktur in Tumoren und auch genetische
Verdnderungen werden beriicksichtig. Genomisch stabile Tumore werden als low grade und
genomisch instabile Tumore als high grade eingestuft. Papillire Tumore werden nach dieser
Einteilung in drei Gruppen unterteilt: Die beiden genetisch stabilen Gruppen papilldre
urotheliale Neoplasien mit niedrig malignem Potenzial (PUNLMP) und nicht invasive low-
grade-Karzinome und das carcinoma in situ, welches einzelne Areale mit deutlichen
Kernpolymorphien aufweist. Neben der Einstufung in /low und high grade existert ein

dreistufiges Grading: G1 (gut differenziert), G2 (maBig differenziert) und G3 (schlecht bis
3
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undifferenziert). Low-grade-Tumore entsprechen G1 und Anteile von G2. Zudem entsprechen

high-grade-Tumore G2 bis G3 (WHO-Klassifikation).

Tabelle 3.1: Klassifizierung des Urothelkarzinoms der Harnblase nach dem TNM-System.

Tumorausbreitung - T

TX
TO
Ta
TIS
T1
T2
T2a
T2b
T3
T3a
T3b
T4
T4a
T4b

Beurteilung nicht moglich

Keine Anhaltspunkte fiir Primértumor
Nicht invasiver papilldrer Tumor
Carcinoma in situ

Infiltration subepithelialen Gewebes
Infiltration der Muskulatur

Infiltration der oberfldchlichen Muskulatur
Infiltration der duBeren Muskulatur
Infiltration des perivesikalen Fettgewebes
Mikroskopisch

Makroskopisch (extravesikal)

Infiltration benachbarter Gewebe
Infiltration der Prostata, Uterus oder Vagina

Infiltration der Becken- oder Bauchwand

Regiondre Lymphknoten

-N

NX
NO
NI
N2

N3

Beurteilung nicht moglich

Keine Anhaltspunkte

Metastase in solitirem Lymphknoten <2 cm

Metastase in solitirem Lymphknoten >2 cm und <5 cm oder
multiple Lymphknoten <5 cm

Metastasen in Lymphknoten > 5 cm

Fernmetastasen - M

MX
MO
M1

Beurteilung nicht moglich
Keine Fernmetastasen

Fernmetastasen
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Die Harnblase dient der Speicherung von Urin. Sie besteht von auBlen nach innen aus
folgenden Schichten: Serosa, muscularis, submucosa, muscularis mucosa und der lamina
propria. Das Urothel, eine Schicht von Epithelzellen, liegt auf der lamina propria. Dieses
Ubergangsepithel ist fiir die Barrierefunktion der Harnblase entscheidend. Es geht aus dem
Endoderm hervor und ist aus drei Arten von morphologisch klar unterscheidbaren Zellen
geschichtet. Die basalen Zellen sind mit 5-10 um die kleinsten und am wenigsten
differenziert. Es folgen die mit 20 pm etwas groferen intermedidren Zellen. Dem Lumen
zugewandt sind die am stirksten differenzierten Deckzellen, im Englischen als umbrella cells
treffend benannt. Sie sind hexagonal und verdndern ihre Breite ja nach Fiillstand der
Harnblase, die intermedidren Zellen verdndern dabei ihre Schichtung durch
Ubereinandergleiten. Die apikale Membran der Deckzellen ist von einer Plaque-Schicht
tiberzogen. Diese setzt sich aus Uroplakinen (UPla, UP1b, UP2 und UP3) zusammen, die
auch als biochemische Marker dieser Zellschicht dienen [13, 14]. Diese klare Hierarchie ist in
geringer differenzierten Urotheltumoren nicht mehr zu finden.

Zur Entstehung von UC tragen molekulare Verdnderungen maligeblich bei. Es wurden
vielfdltige genetische und epigenetische Verdnderungen einschlieBlich chromosomaler
Aberrationen, Aktivierung von Onkogenen, Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen und
Verianderungen in der Tumormikroumgebung gefunden [4, 15-17]. Ein hiufiges friihes
Ereignis in der Tumorentstehung ist ein Verlust von Teilen des Chromosom 9 [18, 19]. Diese
betreffen unter anderem das Gen CDKN2A im Abschnitt 9p21, das fiir den Zellzyklusinhibitor
p16™K4A und den p53-Aktivator p14°RF kodiert. Papilldre Tumore zeigen hiufig aktivierende
Mutationen im HRAS Gen (bis zu 30 %) [15, 20, 21], besonders aber im fibroblast growth
factor receptor 3 (FGFR3) Gen (70 %) [22-24]. Diese Mutationen fithren zur Aktivierung des
Rezeptortyrosinkinase (RTK)-RAS-Signalweges, der eine zentrale Rolle in der Proliferation
und Erneuerung von epithelialen Zellen spielt [25]. Uber 50 % der muskelinvasiven Tumore
besitzen strukturelle und funktionelle Defekte des Tumorsuppressors p53, sowie des
Retinoblastom-Proteins (pRB1) [26-28]. RBI -Mutationen treten alternativ zur CDKN2A4
Inaktivierung auf [29]. P53 ist ein wesentlicher Mediator von Checkpointsignalen und wirkt
auf diese Weise an der Kontrolle des Zellwachstums und der genomischen Stabilitét mit. Als
wesentlicher Faktor bei der Kontrolle des G1/S-Ubergangs des Zellzyklus beeinflusst pRB1
Zelldifferenzierung, Zellproliferation und die Einleitung von Seneszenz oder Apoptose.
Neben genetischen Verdnderungen sind auch epigenetische Verdnderungen an der Bildung
und der Progression des UCs beteiligt. Die Methylierung der DNA dient im Zellkern dazu,

Bereiche innerhalb des Genoms zu unterscheiden, die transkriptionell aktiv oder inaktiv sind.
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Dabei werden Cytidine in Cytosin-Guanosin-Dinukleotiden (,,CpG-Stellen) von DNA-
Methyltransferasen (DNMTs) methyliert. Man unterscheidet zwei Gruppen von DNMTs. Die
DNMTT1 ist vorrangig dafiir verantwortlich, dass die in der Mutterzelle vorhandene DNA-
Methylierung an die Tochterzellen weitergegeben wird und die DNMTs 3a und 3b sind
besonders fiir die Etablierung neuer DNA-Methylierung notwendig, zum Beispiel wihrend
der Zelldifferenzierung. In Tumoren ist das DNA-Methylierungsmuster hdufig gestort.
Inaktive Bereiche des Genoms sind normalerweise stark methyliert. Diese dichte
Methylierung geht in Tumoren héufig verloren; dieser Prozess wird Hypomethylierung
genannt. Im Gegensatz dazu sind aktive regulatorische Bereiche, wie Promotoren und
Enhancer, im normalen Gewebe wenig methyliert. In Tumoren kommt es zu einer verstiarkten
Methylierung solcher Regionen (Hypermethylierung) und somit zu einer Inaktivierung. Im
UC tritt hdufig eine starke Hypomethylierung tiber alle Tumorstadien hinweg auf. Am besten
lasst sich dieses Phdnomen an sogenannten long interspersed element-1 (LINE-1)-Sequenzen
nachvollziehen. Diese gehoren zur Gruppe der Retrotransposons und bilden fast 20 % des
menschlichen Genoms [30]. In den letzten Jahren wurde {iber moderne Screeningverfahren
die DNA-Methylierung im UC umfassend untersucht. Dabei wurden Hinweise dafiir
gefunden, dass auch anhand des DNA-Methylierungs-Musters eine Einteilung des UCs in
verschiedene Subtypen mdglich ist [31-33]. So tritt eine Hypomethylierung von CpG-Stellen
auBerhalb von CpG-Inseln gehduft in nicht invasiven UC auf. In muskelinvasiven UC ist
dagegen eine erhebliche Anzahl von CpG-Inseln hypermethyliert [32, 34]. Verschiedene
Kombinationen von Methylierungsverdnderungen werden als mdgliche diagnostische und
prognostische Biomarker untersucht [35].

AuBlerdem wirkt sich die DNA-Methylierung auf das humane Genom iiber die hohere
Wahrscheinlichkeit einer Mutation an 5-Methylcytosin aus, dort ist die Wahrscheinlichkeit
einer C — T Transition iiber eine Deaminierung erhoht. Solche Mutationen finden sich
verstédrkt in Tumoren dlterer Patienten.

Eine weitere Gruppe von Genen, die hdufig in UC mutiert sind, sind Chromatinregulatoren
[36]. Dazu gehoren Proteine, die Histone modifizieren oder Chromatin remodellieren. Die
Histonmodifikation erfolgt posttranslational iiber die Modifizierung von Aminosdureresten,
insbesondere Methylierung und Acetylierung von Lysinen und Phosphorylierung von Serinen.
Diese Modifikationen werden durch sogenannte Writer Proteine eingefiigt, von Readern
erkannt und von Erasern wieder entfernt. Die Histonmodifikation H3K4me3, die von
transkriptionsaktivierenden Komplexen erkannt wird, wird durch Methyltransferasen,

maligeblich MLL-Proteine, etabliert und durch Demethylasen, beispielsweise LSDI1
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(KDM1A), entfernt [37]. Einen gegenteiligen Effekt bewirkt eine Trimethylierung an H3K27
(H3K27me3), die durch die Methyltransferase EZH2 (Komponente des PRC2) eingebracht
wird und durch Demethylasen, wie UTX (KDM6A), JMJD3 und UTY, entfernt wird [38].
Diese Enzyme sind hdufig Komponenten gro3erer Proteinkomplexe. Neben der Methylierung
von Histonen spielt auch deren Acetylierung eine entscheidende Rolle in der Regulation der
Transkription. Die Acetylierung von Histonen und die damit einhergehende Aktivierung der
Transkription wird von Histonacetyltransferasen (HAT) vermittelt. Die Deacetylierung und
somit Inaktivierung der Transkription wird von Histondeacetylasen (HDAC) katalysiert [39].
Als Folge der Chromatinmodellierung verdndert sich die Anordnung der Nukleosomen auf
der DNA und die gesamte Chromatinstruktur, sodass Bereiche schwerer oder leichter flir die
Transkriptionsmaschinerie erreichbar werden. An diesem Prozess sind spezialisierte
Proteinkomplexe beteiligt, wie der SWI/SNF-Komplex [40]. Im UC sind einige
Chromatinregulatoren mehr als zufillig haufig mutiert. Insgesamt findet sich in 89 % der
muskelinvasiven Tumore eine Mutation in mindestens einem Chromatinregulator-Gen [41].
Am héufigsten mutiert sind die Histondemethylase KDM6A oder alternativ dazu die
Methyltransferase MLL2, sowie die SWI/SNF-Komponente A7-rich interactive domain 14
(ARID1A4). Der Verlust der Funktion dieser Enzyme fiihrt zur Inaktivierung der
Gentranskription. AufBlerdem sind hiufig MLL und MLL3 mutiert, sowie die
Histonacetyltransferasen E1A4-binding protein p300 (EP300) und CREB-binding protein
(CREBBP) und der Corepressor nuclear receptor co-repressor (NCORI) [4].

Uber den evidenten Unterschied zwischen papilldren und invasiven Tumoren hinaus zeichnet
sich das UC durch eine ausgepréigte Heterogenitét auf klinischer und molekularer Ebene aus.
Daher sind die Abschitzung einer individuellen Prognose und die Auswahl individuell
sinnvoller Therapieoptionen schwierig. Die Tumorheterogenitit ist auf Storungen der
Gewebedifferenzierung zuriickzufiihren, die auch fiir die Entstehung des UCs von
wesentlicher  Bedeutung sind. Daher ist ein Verstindnis der urothelialen
Differenzierungsmechanismen essentiell, um neue Erkenntnisse zu Verlaufsformen und
therapeutischen Angriffspunkten zu generieren. Dazu miisste gekldrt sein, in welchem
Abstammungsverhéltnis die verschiedenen Zelltypen innerhalb des Urothels zueinander
stthen und welche regulatorischen Mechanismen einer normalen oder gestdrten
Zelldifferenzierung zu Grunde liegen. Diese Fragen sind bis heute nicht vollstindig
beantwortet. Neueste Erkenntnisse deuten unerwartet darauf hin, dass papilldre Tumore aus
Zellen der intermedidren Schicht hervorgehen. Demgegeniiber sind Vorldufer des carcinoma

in situ (CIS) und muskelinvasiver Tumore Cytokeratin 5 positive Basalzellen [42].
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3.2 Das HOX-Gen-Cluster

Ein bekanntes System zur Regulation von Differenzierungsprozessen stellen die klassischen
Homoobox-Gene (HOX) dar. Diese Genfamilie umfasst im Menschen 39 homootische HOX-
Gene, die in vier Clustern (HOXA, HOXB, HOXC und HOXD) organisiert und auf vier
verschiedenen Chromosomen lokalisiert sind. Sie kodieren fiir Transkriptionsfaktoren, die an
der Festlegung der Korperachse wéahrend der embryonalen Entwicklung beteiligt sind. In der
Entwicklung des urogenitalen Systems sind die paralogen Gruppen 11 und 13 in der
posterioren Region des Embryos aktiv [43, 44]. Im erwachsenen Organismus regulieren die
HOX-Gene Gewebehomodostase und Differenzierung und legen somit weiterhin
Zellschicksale fest [45]. Da jedes adulte Gewebe ein spezifisches HOX-Expressionsmuster
besitzt, kann dessen Verdnderung zu Storungen der Zellidentitdt und der Differenzierung
fiihren [46-48]. Somit ist es denkbar, dass eine Deregulation der HOX-Gene auch im UC fiir
aberrante Differenzierungsprozesse ursichlich ist. Allerdings ist die Expression der HOX-
Gene im UC kaum untersucht. Im Wesentlichen gibt es nur eine Publikation [49], in der die
HOX-Gen-Expression in 15 Paaren von tumorfreien und dazugehorigen UC-Geweben
untersucht wurde. Dabei wurde eine Verdnderung des gesamten HOX-Expressionsmusters
beobachtet, insbesondere eine Reaktivierung der anterioren HOXC-Gene und Veridnderungen
der fiir die Entwicklung des Urogenitaltraktes wichtigen paralogen Gruppe HOX11.

Die HOX-Cluster kodieren zusitzlich fiir eine grole Anzahl nichtkodierender RNAs
(ncRNAs) (Abb. 3.1) [50]. Hierzu zdhlen einzelne microRNAs, flir die zum Teil bereits eine
Assoziation mit der Aggressivitit von Tumoren gezeigt wurde [51-53] und eine groBere
Anzahl langer nichtkodierender RNAs (IncRNA). Auch fiir diese ist zum Teil eine Bedeutung
in der Tumorigenese beschrieben [54-56]. Es wird vermutet, dass einige dieser ncRNAs direkt

an der Regulation der Transkription von HOX-Genen beteiligt sind.

Wie die Expression von HOX-Genen in Vertebraten gesteuert wird, ist noch nicht vollstindig
verstanden. Im Gegensatz dazu ist die transkriptionelle Regulation der HOX-Gene in
Drosophila melanogaster gut untersucht [57]. Sie erfolgt iiber das antagonistische
Zusammenspiel der Histon-modifizierenden Polycomb (PcG) - und Trithorax (Trx) -
Komplexe. Polycomb-Proteine vermitteln die transkriptionsinaktivierenden und Trx-Proteine
die transkriptionsaktivierenden Histonmodifikationen [58]. In Drosophila melanogaster
binden diese Proteine an die DNA iiber spezifische cis-regulatorische Sequenzen, den
polycomb/trithorax group response elements (PRE/TREs) [59]. In Vertebraten wurden
analoge Sequenzen nicht gefunden [60]. Polycomb- und Trithorax-Komplexe werden durch

andere Faktoren an die DNA rekrutiert, um dort epigenetische Zustéinde mit entsprechenden
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Histonmodifikationen einzustellen. Fiir diese Rekrutierungsfunktion sind bestimmte IncRNAs

geeignete Kandidaten.

MIR196B
HOTAIRM1 HOXA-AS2 HOXA-AS3 HOXA10-AS HOXA11-AS HOTTIP
|
Chr.7 | A1 | A2 | A3 | Ad | A5 | A6 | A7 A9 | A10 | A1 Al13
HOXB-A51 MIR10A HOXB-AS3 MIR3185
| |
Chr. 17 B1 B2 B3 B4 B5S B6 BY B8 B9 B13
MIR196A2
MIR615 HOXC-AS1/As2/AS3 HOTAIRHOXC13-AS
| | |
Chr. 12 Cc4 C5 Co Cc8 C9 | Cl0 | Cl1 | C12 | C13
MIR7704 HOXD-AS1 MIR10B HOXD-AS2
| | | |
Chr.2 | D1 D3 | D4 DE | D9 | D10 | D11 | D12 | D13
anterior zentral posterior

Abbildung 3.1: Die HOX-Cluster mit den Genen fiir nichtkodierende RNAs im Menschen.
Basierend auf Daten der UCSC-Genom-Datenbank sind schematisch nichtkodierende RNAs und ihre Lage in

den HOX-Loci dargestellt.

3.3 Lange nichtkodierende RNAs

Die Entdeckung von IncRNAs ist vor allem auf die Weiterentwicklung von Hochdurchsatz-
Sequenzierungsmethoden zurlickzufiihren. LncRNAs sind definiert als mindestens
200 Nukleotide lange RNAs, die nicht fiir ein Protein kodieren. Sie werden typischerweise
durch die RNA-Polymerase II transkribiert, hdufig gespleiflit und polyadenyliert [61]. Generell
sind IncRNAs hédufig schwicher als protein-kodierende Gene exprimiert und vorzugsweise im
Nukleus lokalisiert. Viele IncRNAs zeichnen sich durch ein Expressionsmuster aus, dass
starker gewebespezifisch ist als das von Protein-kodierenden Genen [62]. Obwohl sie als neue
Faktoren bisher wenig untersucht wurden, konnte an einzelnen Beispielen gezeigt werden,
dass IncRNAs eine Vielzahl von regulatorischen Funktionen ausiiben kénnen. Sie fungieren

als Signalmolekiile, Geriist fiir Protein-Protein-Interaktionen (scaffold) oder iiber einen
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Abfangmechanismus (decoy) [63]. Eine sehr interessante Funktion ist die Rekrutierung von
Multi-Enzym-Komplexen (z.B. Polycomb-Komplexe), die Chromatinmodifikationen
vermitteln, denn IncRNAs kénnen dadurch iiber den Verpackungszustand des Chromatins und
die Expression von Genen mit entscheiden [61, 64]. Die Regulation von
Differenzierungsprozessen durch epigenetische Mechanismen wie Chromatinmodifikationen
und DNA-Methylierung ist weithin akzeptiert. Vermutlich wird jedoch die Feinregulation bei
der Festlegung des Zellschicksals von IncRNAs vermittelt, wodurch sie zu zentralen

epigenetischen Faktoren bei der Regulation von Differenzierungsprozessen werden [65, 66].

Die wohl bekannteste und am besten untersuchte IncRNA, die mit Chromatin modifizierenden
Proteinen interagiert, ist XIST (X- inactive-specific transcript). Sie ist auf dem X-Chromosom
lokalisiert und ist wesentlich an der Inaktivierung des zweiten X-Chromosoms in Frauen
beteiligt. XIST wird ausschlielich vom inaktiven X-Chromosom transkribiert [67] und wirkt
in cis auf die Transkription vieler Gene. Sie rekrutiert PRC2 und andere Chromatin
verdandernde Faktoren und initiiert so die Inaktivierung vieler Gene und eine Kompaktierung

des Chromatins, die anschlieBend durch DNA-Methylierung stabilisiert wird [68].

Auch fiir einige IncRNAs, die in Clustern elterlich genomisch gepriagter Gene liegen, wurde
eine Interaktion mit Polycomb-Proteinen beschrieben. So soll die IncRNA HI19,
wahrscheinlich {liber die Rekrutierung von Polycomb-Proteinen, andere geprigte Gene in
trans reprimieren [69]. Weiterhin scheint die vom véterlichen Allel transkribierte IncRNA
Kengtlotl iiber einen dhnlichen Mechanismus wie XIST einige weiter entfernt lokalisierte,
vom miitterlichen Allel transkribierte Gene zu inaktivieren. Die Inaktivierung dieser Gene
hingt eng mit dem Auftreten von H3K9me2/3 und H3K27me2/3 Histonmodifikationen
zusammen und es wurden Hinweise auf eine Rekrutierung des PRC2 und anderer Chromatin

modifizierender Komplexe beschrieben [70, 71].

Fiir eine weitere IncRNA, ANRIL, wurde eine Interaktion mit CBX7, einer Komponente des
PRC1, beschrieben [72]. Uber diesen Mechanismus ist sie an der Inaktivierung des CDKN2A-
Locus beteiligt, der wesentliche Proteine fiir die Einleitung der zelluliren Seneszenz als

Antwort auf zelluldren Stress kodiert [73].

Eine weitere relativ gut untersuchte IncRNA ist HOX antisense intergenic RNA (HOTAIR),
deren Gen im HOXC-Locus auf Chromosom 12q13.13 lokalisiert ist. Das Besondere an dieser
IncRNA ist, dass fiir sie eine regulatorische Wirkung in frans auf die Expression von
posterioren HOXD-Genen nachgewiesen werden konnte [48]. Die Repression der
Genexpression kann iiber die Rekrutierung des PRC2-Komplexes (Trimethylierung von

H3K27) und/oder des LSD1/CoREST/REST-Repressorkomplexes (Demethylierung H3K4)
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vermittelt werden [74]. Auch eine aktivierende Wirkung von HOTAIR auf bestimmte Gene
wurde beobachtet [75, 76]. Jedoch ist der verantwortliche Mechanismus unklar, da

entsprechende Interaktionspartner bisher nicht identifiziert werden konnten.

HOTAIR ist in verschiedenen Tumorarten verstirkt exprimiert. Diese erhohte Expression
korreliert oft mit einer schlechten Prognose und fordert Progression und Metastasierung [75-
80]. Dieser Zusammenhang wurde erstmalig von Gupta et al. 2010 in Nature [77] flir das
Mammakarzinom publiziert. Bei Tumoren des Urogenitaltrakts war HOTAIR zu Beginn
meiner Dissertation nicht untersucht. Inzwischen wurde fiir das papillire UC eine

Uberexpression von HOTAIR und deren Korrelation zur Rezidivbildung berichtet [81].

In vielen Tumorentititen wird eine Korrelation zwischen hoher HOTAIR-Expression und
gesteigerter Invasivitit und Metastasierung beschrieben [77, 82, 83]. Die epithelial-
mesenchymale Transition (EMT) ist ein biologischer Prozess, bei dem epitheliale Zellen ihre
Zellpolaritit und ihre Zell-Zell-Adhdsion vermindern, einen mesenchymaleren Phinotyp
annehmen und damit ihr Migrations- und Invasions-Potenzial erhohen [84]. Dieser Prozess ist
ein wichtiger Bestandteil der Tumorinvasion und Metastasierung. HOTAIR fordert offenbar
die EMT. So wurde nach siRNA-vermitteltem Knockdown von HOTAIR in Magenkarzinom-
Zelllinien (AGS und SGC7901) eine mesenchymal-epitheliale Transition beobachteten [85].
AuBlerdem konnte ein durch TGF-B ausgeloste EMT in vier verschiedenen Zelllinien durch

HOTAIR-Knockdown gestoppt werden [86].

Liu et al. fanden in der humanen Lungenadenokarzinom-Zelllinie A549 einen Zusammenhang
zwischen der HOTAIR-Expression und der Sensitivitit gegeniiber Cisplatin. FEine
Uberexpression von HOTAIR mittels stabiler Transfektion verringerte die Cisplatin-
Sensitivitdt; mittels siRNA-vermitteltem HOTAIR Knockdown konnte die Cisplatin-
Resistenz wieder aufgehoben werden. Wahrscheinlich wird dieser Effekt iiber die
Herunterregulierung von p21 durch HOTAIR bewirkt [87].

Aktuell steht im Blickpunkt der Forschung, welche Faktoren die HOTAIR-Expression
beeinflussen und liber welche anderen Mechanismen, abgesehen von der Rekrutierung von
EZH2 und LSD1, HOTAIR die Expression von Genen beeinflussen kann.

Die Sequenz und Struktur von IncRNAs ist wihrend der Evolution weniger konserviert als die
von protein-kodierenden Genen [62, 88]. Die genomische Syntenie wird stirker als die
Sequenz konserviert [88]. Wahrscheinlich entwickeln sich IncRNAs sehr schnell. Daher
lassen sich in der Maus gefundene Funktionen von IncRNAs nicht hundertprozentig auf den

Menschen tibertragen; sie geben aber wichtige Hinweise iiber die moglichen Funktionen.
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In einer ersten Analyse von Hotair in der Maus nach Deletion des Maus HoxC-Locus wurden
nur wenige Verdanderungen der HoxD-Expression oder des Chromatinstatus beschrieben. Dies
filhrte zu der Interpretation, dass HOTAIR in der Maus und im Menschen verschiedene
Funktionen austiibt [89]. Da bei dieser Studie jedoch nicht Hotair allein, sondern auch acht
HoxC-Gene und weitere ncRNA-Gene deletiert waren, konnen Aussagen zur Funktion von
Hotair nur begrenzt gemacht werden. Daher wurden in einer zweiten Arbeit die
Auswirkungen eines selektiven Knockouts von Hotair untersucht [90]. Dieser Knockout
resultierte in Expressionsverdnderungen von iiber 100 Genen, davon wurden 80 % erhoht
exprimiert. Unter diesen Genen waren die vorher beschriebenen Zielgene Hoxd10, Hoxdl 1
und Hoxdl3, wahrend die zu Hotair benachbarten Gene Hoxcl0 und Hoxcll unverandert
blieben. Diese Expressionsdnderungen gingen mit einer genomweiten Verdnderung der
Trimethylierung an H3K4 und H3K27 einher. Wie im Menschen konnte eine Interaktion von
Hotair mit den Chromatin-modifizierenden Faktoren Ezh2, Suz12 und Lsdl nachgewiesen
werden. In dieser Studie wurde zum ersten Mal ein Zusammenhang zwischen Hotair und
gepriagten Genen beschrieben. In den Knockout-Méusen war die Expression von iiber 30
gepragten Genen verdndert, darunter die véterlich geprigten Gene DIkI, Igf2, Mest und
Plagll und die miitterlich geprigten Gene H/9 und Meg3. Da DNA-Methylierung ein gut
untersuchter Regulator von gepragten Genen ist, wurden am DIlkI-Meg3-Locus die auf den
elterlichen Allelen unterschiedlich methylierte intergenic differentially methylated region (1G-
DMR) untersucht. Dort wurden aber keine signifikanten Verdnderungen festgestellt. Im
Menschen ist ein Zusammenhang zwischen HOTAIR und geprigten Genen noch nicht

beschrieben.

3.4 Gene mit Imprinting

Elterlich genomisch geprigte Gene (genomically imprinted genes), im Folgenden nur kurz
»gepriagte Gene genannt, liegen hiufig zu mehreren in Clustern vor. Bei diesen Genen sind
beide elterlichen Allele (maternal und paternal) durch epigenetische Modifikationen wie z.B.
DNA-Methylierung unterschiedlich markiert. Dadurch werden geprigte Gene nur von einem
der elterlichen Gene exprimiert; das zweite Allel ist inaktiv. Solche Markierungen sind vor
allem in speziellen CpG-reichen regulatorischen Elementen, bezeichnet als imprinted control
regions (ICRs), zu finden [91, 92]. Viele Cluster enthalten eine lange nicht fiir Proteine
kodierende RNA, die in der Vergangenheit eher als antisense-Transkript bezeichnet wurde
und nun der Definition von IncRNAs entspricht [93]. Die Expression gepriagter Gene ist

streng reguliert. Dies ist besonders wichtig, da diese eher kleine Gruppe von Genen zentrale
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Funktionen bei der Regulation von fotalen Wachstumsprozessen und des Gleichgewichts
zwischen Pluripotenz und Differenzierung ausiibt [94]. Inzwischen wurde fiir verschiedene
Gene mit Imprinting (PEG3, H19, DLK1) nachgewiesen, dass sie eine wichtige Rolle bei der
Erhaltung adulter Gewebestammzell-Populationen spielen, indem sie auch dort das Potenzial
zur Selbsterneuerung und Differenzierung beeinflussen [95-97]. Entsprechend sind Storungen
des Imprinting-Musters ursichlich fiir diverse Wachstumsdefekt-Syndrome und werden auch
im Zusammenhang mit gestorter Differenzierung und Tumorentstehung untersucht [98].
Geprigte Gene werden vor allem iiber die DNA-Methylierung an differenziell methylierten
Regionen (DMRs) reguliert.

Haufig werden geprigte Gene koordiniert exprimiert. In der Maus wurde ein imprinted gene
network (IGN) identifiziert, das das embryonale Wachstum reguliert [99]. Plagl] scheint ein
Masterregulator dieses Netzwerkes zu sein, denn ein Knockout verdndert die Expression
verschiedener Gene dieses Netzwerkes, wie Igf2, H19, Cdknlc und DIkI. Dieses Netzwerk

war auch in Prostatakarzinomen detektierbar und dort insgesamt vermindert exprimiert [100].
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Abbildung 3.2: Netzwerk koregulierter gepragter Gene in der Maus, aus [99].
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Im Harnblasenkarzinom sind gepragte Gene bisher nur wenig untersucht. Die meisten Studien
betreffen das IGF2/H19 Cluster [101-103] und wie die verdnderte HI19-Expression
therapeutisch genutzt werden kann [104]. AuBerdem wurden die Mechanismen der héufig
verminderten Expression des Zellzyklusregulator-Gens CDKNIC identifiziert, an der auch
eine Reexpression der IncRNA LITI/KCNQI1OT]1 beteiligt war [105]. Fiir die gepriagten Gene
DLKI und MEG3 konnte eine verminderte Expression im UC als Folge einer epigenetischen
Inaktivierung nachgewiesen werden [106]. Die aberrante Expression von Genen mit

Imprinting scheint also, wie bei anderen Tumorarten [107], auch im UC relevant zu sein.

3.5 Fragestellung

Bisher gibt es kaum publizierte Expressionsdaten fiir die HOX-Loci im UC. Daher stellte sich
die Frage, wieweit eine Deregulation der HOX-Gene im UC stattfindet und ob diese mit einer
Tumorprogression einhergeht.

Die im HOXC-Cluster kodierte IncRNA HOTAIR wurde in vielen Tumorarten erhoht
vorgefunden und diese erhohte Expression korrelierte oft mit einer schlechteren Prognose. Ob
dies auch fiir das UC gilt, sollte untersucht werden.

Entsprechend war eine HOTAIR-Uberexpression in vielen Untersuchungen auch mit einem
aggressiveren Phinotyp der Tumorzellen assoziiert. Daher sollte untersucht werden, in
welcher Weise eine Uberexpression von HOTAIR im UC Einfluss auf
Differenzierungsprozesse und den Phanotyp von UC-Zellen nimmt. Da HOTAIR HOX-Gene
reguliert, war eine spezielle Fragestellung, welchen Einfluss eine verdnderte HOTAIR-
Expression auf die Expression von HOX-Genen hat. Zur Beantwortung dieser Frage wurden
stabil HOTAIR iiberexprimierende Klone der UC-Zelllinien 5637, T24 und VM-CUBI auf
Verdanderungen von Proliferation, Klonogenitdt, verankerungsunabhidngigem Wachstum,
sowie der Invasions- und Migrationsfahigkeit untersucht.

Aus den Untersuchungen ergab sich die Vermutung, dass die Zielgene von HOTAIR stark
gewebespezifisch sind, im Einklang mit der bekannten Beobachtung, wonach IncRNAs selbst
hdufig gewebespezifisch exprimiert sind und somit auch gewebespezifische Funktionen
ausiiben. Daher wurden, im Vergleich von eigenen und publizierten RNA-Expressionsarrays
gewebespezifische und allgemeine Zielgene von HOTAIR gesucht. Bei dieser Untersuchung
wurde ein Zusammenhang zwischen HOTAIR und gepréigten Genen im UC gefunden und im

weiteren Verlauf der Arbeit mechanistisch verfolgt.
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Einleitung

Um herauszufinden, ob und wie HOTAIR Einfluss auf mehrere Gene des Imprinted Gene
Networks (IGN) hat, wurde nach Modulation der HOTAIR-Expression die Expression der
gepragten Gene PLAGLI, CDKNIC, IGF2 und H19 verfolgt.

Da beschrieben ist, dass HOTAIR {iber die Rekrutierung der Chromatinmodifizierer EZH2,
SUZ12 und LSDI1 die Methylierung an H3K27 und H3K4 und somit die Genexpression
reguliert [74], stellte sich die Frage, ob HOTAIR im UC die Expression von Zielgenen iiber
Verdnderungen der Histonmodifikation reguliert. Daher wurde mittels Chromatin-
Immunoprizipitation (ChIP) die Trimethylierung an potentiellen HOTAIR-Zielgenen
quantifiziert.

Da geprigte Gene wesentlich mittels DNA-Methylierung reguliert werden, stellte sich die
Frage, ob HOTAIR auch die DNA-Methylierung beeinflussen kann. Dazu wurde nach
HOTAIR-Uberexpression mittels Pyrosequenzierung der DNA-Methylierungsgrad an
einzelnen CpG-Stellen in den regulatorischen Regionen von IGN-Genen untersucht. Um
Einfliisse von HOTAIR auf das DNA-Methylierungsmuster genomweit zu untersuchen,

wurde ein DNA-Methylierungsarray durchgefiihrt.
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Material und Methoden

4 Material und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 UC-Gewebe

Zuvor war die HOTAIR-Expression in einem Diisseldorfer Probenset (19 UC-Gewebe, 9
Gewebe aus tumorfreien Harnblasen, Ethikvotum 3836 April 2012) gemessen worden [108].
Auf Grund der geringen Probenanzahl wurde in dieser Arbeit auf ein groBeres Probenset
zuriickgegriffen. Diese Proben wurden von Dr. rer. nat. Tibor Szarvas und Dr. med. Christian
Niedworok (Urologische Universititsklinik Essen) zur Verfiigung gestellt. Die Gewebe
wurden in der urologischen Universitdtsklinik Essen mit Einverstindnis der Patienten
gesammelt und aufbereitet. Die Ethikkommission der medizinischen Fakultdt der Universitét
Duisburg-Essen gab ihre Zustimmung mit dem Ethikvotum Nr. 07-3537. Das Set enthélt
sieben Proben von normalen, tumorfreien Blasen und 108 UC-Proben. In der folgenden

Tabelle sind die Bezeichnung der UC-Proben und die Patientencharakteristika aufgelistet.

Tabelle 4.1: Charakteristika der untersuchten UC-Gewebe.

Bezeich | Alter |Sex |T |G| N |M| Rau- | Uberleben | Tod Karzinom
-nung | (Jah- cher (Monate) bedingter Tod
re)
T1 67 M|0]1]|0 1 189 0
T2 66 M|0]2]|0 0 65 1 1
T3 67 Wi 0]|2]-1 0 100 1 0
T4 69 M|0]2]|0 0 9 1 0
T5 56 M|0]1]|0 1 63 0
T6 54 M|0]2|0 1 55 1 0
T7 54 M|0]2]|0 1 54 1 0
T8 73 M|0]1]|0 1 64 1 1
T9 52 M [0 1]0 1 114 1 0
T10 62 M|0]2]|0 1 112 0
T12 72 M|0]2]|0 1 47 0
T13 48 M |[0I1]0 1 41 0
T14 78 M|0]2]|0 1 45 0
T15 73 M|0]1]|0 1 46 0
T16 64 M |1 1|0 1 37 1 0
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Material und Methoden

Karzinom

bedingter Tod

Tod

Uberleben

(Monate)

46

37
166

17
164
30
93

89
50

60

141

46

16
21

93

166
14
14

25

57
43

10
15

67

cher

1

1

-1

1
1

Sex | T|G| N | M| Rau-

W 2|2

W 2|3

M |22

M |22
M |22

(Jah-

re)

73

64
65

87
67

83

44
77
65

62

54
62
42

72
43

72
67

45

58
&3

74
56
60
61

77
76

64
59
83

63

Bezeich | Alter

-nung

T15
T16
T17
T18
T19
T20
T21
T22
T23
T24
T25
T26
T27
T28
T29
T30
T31
T32
T33
T34
T35
T36
T37
T38
T39
T40
T41
T42
T43
T47
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Karzinom

bedingter Tod

Tod

Uberleben

(Monate)

186

12

181

1,1

21

14
198

16
42

24
94
21

155
24

5,1

70

24

147
26

32

128
55

cher

0

-1

313

Sex | T|G| N | M| Rau-

M

(Jah-

re)

48

70
74
66
72
59
65

70
82
75

65

65

44
63

65

64
72

84
48

36
63

60
47

73

46

71

63

64
48

76

Bezeich | Alter

-nung

T48
T49
T50
T51
T52
T53
T54
T55
T56
T57
T58
T59
T60
T62
T64
T65
T66
T67
T68
T69
T70
T71
T72
T73
T74
T75
T76
T77
T78
T79
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Material und Methoden

Bezeich | Alter |[Sex | T |G| N | M| Rau- Uberleben | Tod Karzinom
-nung | (Jah- cher (Monate) bedingter Tod
re)
T80 59 M |3(3/0/0 1 17 1 1
T81 65 M |3(3/0/0 1 11 1 1
T82 58 M |3[201/0 1 1 1 0
T83 71 M |[3(3]|1]1 0 5 1 1
T84 63 M |3[3/0/0 1 3 1 1
T85 68 M |3[3/01/0 1 27 0
T86 77 M |3[3|-1]0 0 1 1 1
T87 68 M |3[2|01/0 0 119 0
T88 68 M |3[3/01/0 0 118 0
T89 71 Wi 3[3]1]0 0 3 1 1
T90 73 Wi3[3|-1]0 1 3 1 1
T91 87 Wi 3[3]|-1]0 1 2 1 1
T92 61 M |3(2101/0 69 0
T93 66 M |3[3|1]1 6 1 1
T94 69 Wi i3[3]1]1 1 1 0
T95 85 M |4(3|-1|0 0 5 1 1
T97 60 M (42| 1]1 0 5 1 1
T98 66 M |4(3/01/0 1 27 1 1
T99 72 M (412|111 0 171 0
T100 59 M (43| 1]1 1 16 1 1
T101 59 M|4]3|1]1 1 15 1 1
T102 74 Wil4 3|11 0 12 1 1
T103 45 M |[413|-1]0 0 46 1 1
T104 53 M|4]3|1]1 7 1 1
T105 63 Wi i4[|3|-1]0 1 137 0
T106 64 Wil4]3]1]1 1 16 1 1
T107 67 Wi4|3]1]1 1 1 1 1
T108 60 Wi4[3]1]1 0 8 1 1
T109 71 W l14[3]0]0 1 2 1 1
T110 95 Wi4|2-1]0 0 6 1 1
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Material und Methoden

Bezeich | Alter |[Sex | T |G| N | M| Rau- Uberleben | Tod Karzinom
-nung | (Jah- cher (Monate) bedingter Tod
re)
T112 61 M (4131010 51 1 1
T113 58 M |4(3|-1]0 24 1 1
T114 78 M[|4(3|1]1 1 9 1 1
T115 53 W l14[3]-1]0 1 1 1
T117 71 M |4(3|-1]0 1 5 1 1

M = ménnlich, W = weiblich
Das Tumorstadium ist nach dem TNM-System angegeben; G = Grading (1-3).
Beim Lymphknotenbefall (N) steht 1 fiir positiv, O fiir negativ und -1 fiir unbekannt. In den

Kategorien Raucher, Tod und Karzinom bedingter Tod steht 1 fiir ja und O fiir nein.

4.1.2 Zelllinien

Die verwendeten Urothelkarzinom-Zelllinien wurden von Dr. J. Fogh (Sloan-Kettering
Cancer Research Center, Rye, New York USA) und Prof. M.A. Knowles (ICRF Cancer
Medicine Research Unit, Leeds UK) zur Verfiigung gestellt und im urologischen
Forschungslabor der Uniklinik Diisseldorf kultiviert. Die verwendeten Osophaguskarzinom-
Zelllinien wurden von Prof. Dr. med. N. Stocklein (Chirurgisches Forschungslabor, Klinik fiir
Allgemein-, Viszeral- und Kinderchirurgie) und weitere Zelllinien von der DSMZ
(Braunschweig) zur Verfligung gestellt. Urotheliale Primirzellen (UPs) wurden aus

Harnleitern von Nephrektomien wie beschrieben gewonnen [109].
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Tabelle 4.2: Ubersicht tiber die verwendeten Zelllinien.

Material und Methoden

Zelllinie Patient/in TNM/Grading Referenz

Geschlecht,

Alter [Jahre]
Urothelkarzinom
BFTC-905 F, 51 Ta, G3 Tzeng et al. 1996 [110]
RT-4 M, 63 T2, G1 Rigby et al. 1970 [111]
RT-112 F G2 Masters et al. 1986 [112]
SW-1710 F, 84 G3 Kyriazis et al. 1984 [113]
J82 M, 58 TCC O’Toole et al. 1978 [114]
253) M, 53 T4, G4 Elliott et al. 1974 [115]
5637 M, 68 G2 Fogh 1978 [116]
639-V M; 69 G3 Elliott et al. 1976 [117]
647-V M, 69 G2 Elliott et al. 1976 [117]
HT-1376 F, 58 T2, G3 Rasheed et al. 1977 [118]
T24 F, 81 G3 Bubenik et al. 1973 [119]
UM-UC-3 M TCC Grossmann et al. 1986 [120]
UM-UC-6 M TCC Grossmann et al. 1986 [120]
VM-CUBI1 M TCC Williams et al. 1980 [121]
SD

Urothel normal (immortalisiert)

TERT-NHUC Chapman et al. 2006 [122]

Mammakarzinom

T47D F, 54 Invasiv-duktales Keydar et al. 1979 [123]
Mammakarzinom

MCF7 F, 69 metastasiertes Soule et al. 1973 [124]
Mammakarzinom

SK-BR3 F, 43 Trempe 1976 [125]

Prostatakarzinom

PC-3 M, 62 G4 Kaighn et al. 1979 [126]

22RV1 M Sramkoski et al. 1999 [127]

DU-145 M, 69 Metastase eines | Mickey et al. 1980 [128]
Prostatakarzinoms
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Zelllinie Patient/in TNM/Grading Referenz
Geschlecht,
Alter [Jahre]
LNCaP M, 50 Lymphknotenmetastase | Horoszewicz et al. 1980
[129]

Prostata normal

PNT2 M, 33 SV40-immortalisiert

PrEC M Sobel et al. 2006 [130]

Osophaguskarzinom

KYSE-30 M, 64 Gut differenziert, | Shimada et al. 1992 [131]
invasiv, ESCC

KYSE-270 M, 79 Gut differenziert, | Shimada et al. 1992 [131]
invasiv, ESCC

KYSE-410 M, 51 Wenig differenziert, | Shimada et al. 1992 [131]
invasiv, ESCC

KYSE-520 F, 58 Moderat differenziert, | Shimada et al. 1992 [131]
invasiv, ESCC

COLO-680N F, 57 ESCC

LN1590 Lymphknotenmetastase | Hosch et al. 2000 [132]

PT1590 Primértumor, Hosch et al. 2000 [132]
Adenokarzinom

OE19 M, 72 Adenokarzinom Rockett et al. 1997 [133]

OE33 F, 73 Barrett-esophageal Rockett et al. 1997 [133]
Adenokarzinom

Teratokarzinom

NCCIT M Teshima et al. 1988 [134]

Tera-1 M, 47 Fogh et al. 1978 [116]

ESCC: esophageal squamous cell carcinoma

4.1.3 Bakterienstamme
E.coli XL-1 Blue Agilent (200130)
E.coli Stbl2 Addgene
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4.1.4 Plasmide
pLZRS-RfA
pLZRS-HOTAIR
pcDNA4/TO_LACZ
pcDNA4/TO _ZAC1 DS

pcDNA4/TO_ZAC1 Delta

4.1.5 Enzyme
HotStar Taq Polymerase

Fast Digest Restriktionsenzyme

4.1.6 Antikorper

Immunfluoreszenz
Vimentin

E-Cadherin

Alexa Fluor 488 anti-mouse oder -rabbit

ChIP

H3K27me?2/3

H3K4me3

Normal rabbit IgG
Normal mouse IgG
Western Blot

EZH2

SuzZ12

a-Tubulin

Goat anti mouse IgG HRP
Goat anti rabbit [gG HRP

Material und Methoden

Addgene (31601)

Addgene (26110)

Invitrogen

ZACI1 Isoform 1 (ENST00000367571) ohne
5’-UTR, original ATG mutiert, aktives ATG
an +24 bp vom originalen ATG [135]

ZAC Isoform 1 ohne 5’-UTR und groBten
Teil des ersten proteinkodierenden Exons

[135]

Qiagen

Fermentas

Abcam (#ab92547), 1:400
Cell Signaling (#24E10), 1:100

Invitrogen

Active Motif (#39535)
Active Motif (#39915)
Santa Cruz Biotechnology (sc2027)
Santa Cruz Biotechnology (sc2025)

Cell Signaling (#3147), 1:3000
Abcam (#ab175187), 1:2000
T-5168, Sigma-Aldrich, 1:50.000
Santa Cruz (sc-2005)

Santa Cruz (sc-2004)

23



4.1.7 Kits und Assays
QuantiTect SYBR Green PCR Kit

ZR Plasmid Miniprep™-classic

QIAfilter Plasmid Maxi Kit

QIAshredder

RNeasy Mini Kit

QuantiTect Reverse Transcription Kit
Lipofectamine RNAIMAX

DNA Clean and Concentrator
XtremeGENE 9 DNA Transfection Reagent
DharmaFECT®1

ChIP-IT Express Kit

QIAamp DNA Mini Kit

PyroMark PCR Kit

PyroMark Gold Q24 Reagents
HotStarTag®DNA polymerase 1000 units
EZ DNA Methylation-Gold Kit
WesternBright Chemilumineszenz Substrat
Quantum

Pierce BCA Protein Assay

4.1.8 Substanzen
PCR und Gelelektrophorese

Aqua ad injectabili

DNA Ladder Mix (0,5 pg/ul)
6x Ladepuffer

dNTPs (10 mM)

50x TAE Puffer

Agarose

Medien

Luria Broth Base

DMEM

DMEM high glucose

Material und Methoden

Qiagen

Zymo Research
Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen
Invitrogen
Zymo Research
Roche
Dharmacon
Active Motif
Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Zymo Research

Biozym

Thermo Scientific

DeltaSelect
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Eppendorf

Sigma Aldrich

Invitrogen
GIBCO
GIBCO
24



RPMI-1640

McCoy 5A

FCS

PBS

OPTIMEM

10x DMEM

Trypsin/EDTA

L-Glutamin (100x)

Pyruvat (100x)

Vitamine (100x)

Antibiotika und Chemotherapeutika
Ampicillin

Puromycin

Cisplatin
Penicillin/Streptomycin
Western Blot

Protease Inhibitor Cocktail
Phosphatase Inhibitor Cocktail 3
Lammli Probenpuffer
PageRuler Prestained Protein Ladder
10x Tris/Glycin/SDS-Puffer
Milchpulver, entfettet

Bovine Serum Albumin

High performance chemoluminescence film

Amersham Hyperfilm ECL
Tertramethylethylendiamin (TEMED)
RotiphoreseGel® 30

Tween®20

Ammoniumpersulfat (APS)
H/E-Firbung

Hamatoxylin-Lésung modifiziert nach Gill

Material und Methoden

GIBCO

GIBCO
Biochrom AG
Biochrom AG
GIBCO
Biochrom AG
Life Technologies
GIBCO

GIBCO

GIBCO

Sigma
Invitrogen
TEVA
GIBCO

Sigma

Sigma

Biorad

Thermo Scientific
Biorad

Drogerie

Sigma

GE-Healthcare

Sigma
Roth
Merck

Sigma

Merck
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I

Eosin Y-Solution 0,5 % wissrig
Methanol AnalaR NORMAPUR
Ethanol AnalaR NORMAPUR
2-Propanol AnalaR NORMAPUR
Roti®-Histol

Eukitt

Pyrosequenzierung
Streptavidin Sepharose Beads
PyroMark Annealing Buffer
PyroMark Binding Buffer
Sonstiges

Giemsa-Ldsung

NaHCOs3

Difco™ Agar noble
Natriumchlorid
Magnesiumchlorid

TRIS (C4H11NOs3)

Glycin (C2HsNO2)
Natriumhydroxid

Triton X-100
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA),

Natriumsalz
NP-40

DOC

Salzsdure 25 %
-Mercaptoethanol
Collagen IV C5533
Mounting Medium

Matrigel™ Matrix, phenolrotfrei

Material und Methoden

Merck

VWR International GmbH
VWR International GmbH
VWR International GmbH
Roth

0. Kindler GmbH

Amersham
Qiagen
Qiagen

Merck
GIBCO
BD
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck

Merck
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Dako

Becton Dickinson
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4.1.9 Losungen und Puffer

Material und Methoden

2x DMEM

10 ml FCS, 10 ml 10x DMEM, 1 ml 100x L-Glutamin,
Sml 20x NaHCOs (3,7g in 50ml H20), 1ml
Penicillin/Streptomycin,

ad 50 ml H2O; steril filtriert

Protein Lysis Puffer RIPA

3 ml 5 M NaCl, 1 ml NP-40, 0,5 g DOC, 1 ml 10 % SDS,
200 pl 0,5 M EDTA, 5 ml 1 M Tris (pH 7,6),

ad 100 ml H20

Transfer Puffer 5x Stocklosung

34 g TRIS, 144 g Glycin,
ad 2 1 H20

Transfer Puffer 1x

200 ml 5x Transfer Puffer, 100 ml Methanol,
ad 11H20

10 x TBS-Puffer

87,7 g NaCl [1,5 M], 12,11 g TRIS [100 mM],
ad 11H.0, pH 7,4

Milder Stripping Puffer

15 g Glycin, 1 ml SDS 10 %, 1 ml Tween 20,
ad 100 ml H20, pH 2

RLN-Puffer

50 mM Tris-Cl pH 8, 140 mM NaCl, 1,5 mM MgCla,
0,5 % (v/v) Nonidet P-40 (1,06 g/ml)

4.1.10 Oligonukleotide
qRT-PCR Primer 5¢-3¢

Fiir TFPI2 und PON2 wurden QuantiTect Primer Assays der Firma Qiagen verwendet
(Hs_TFPI2_1SG #QT00086149; Hs PON2 1 SG #QT00095690).
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Material und Methoden

Gen Bezeichnung Sequenz Twm Produktlinge
[°C1  [bp]
TBP WGF ACAACAGCCTGCCACCTTA 59,3 120
WG R GAATAGGCTGTGGGGTCAGT 59
HOTAIR  QRT fwd GGTAGAAAAAGCAACCACGAAG 634 170
C
QRT rev ACATAAACCTCTGTCTGTGAGTG 63
CC
HOXAI QRT fwd GCTCACAGAACTTCAGTGCGC 63,6 231
QRT rev CAGTTCCGTGAGCTGCTTGG 64,4
HOXA1l  QRT fwd CAGCAGAGGAGAAAGAGCGG 62,7 146
QRT rev TCGGATCTGGTACTTGGTATAGG 59,4
HOXA13  QRT fwd CTGGAACGGCCAAATGTACTG 62,7 142
QRT rev CTTGGTATAAGGCACGCGCTT 63,6
HOXB2 QRT fwd CGAGTTCCCTTGGATGAAAGAG 623 130
QRT rev CGGCAGTCCCAGGCCAT 65,7
HOXBI13  QRT fwd CTCCCTGTTGCCTGTGGACAG 65,4 154
QRT rev GGCGCAGGCGTCAGGAG 66,8
HOXC6 QRT fwd CAGGACCAGAAAGCCAGTATC 58,8 118
QRT rev TCTGGTACCGCGAGTAGATC 57,9
HOXCI11  QRT fwd2 CCCGGATGCTGAACCTGA 63,2 88
QRT rev2 AGCCGGTCTCTGCTCAGT 58,6
HOXCI12  QRT fwd CCGGCAGCTTGGTATCGC 65,1 85
QRT rev CGAGAGCGGCTGTTGATCG 65,5
HOXC13  QRT fwd TCAGCGGGCACCCGGAG 69.4 185
QRT rev CCGGTAGCTGCTCACCTCG 64,4
HOXD3 QRT fwd CAATGCTTCTAGCTCCTCAGCC 62,7 122
QRT rev TCTTGTCCTCGCAGCTCTCTC 62,3
HOXD9 QRT fwd CCCAGGCTGTTCGCTGAAG 644 96
QRT rev GCGTGGATCCAGTTCGCG 66,3
HOXD10 QRT fwd GAGCTGCCTGGCTGAGG 60,8 102
QRT rev GCAGTGAGCCAATTGCTGG 62,9
HOXDI11  QRT fwd CAGAAGGCAGCGGTGGCG 68,8 116

QRT rev GTACTTGGTATAGGGACAGCGC 60,0
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Gen

HOXD12

HOXD13

E-Cadherin

Vimentin

ZEBI

GATA2

GATA3

GATAG6

PCDHBS

LAMB3

KRT5

KRT14

KRT13

P21
(CDKNI1A)

Bezeichnung

2 QRT fwd
2 QRT rev
QRT fwd
QRT rev
QRT fwd

QRT rev

QRT fwd
QRT rev

QRT fwd
QRT rev
QRT fwd
QRT rev
QRT fwd
QRT rev
QRT fwd
QRT rev
QRT fwd
QRT rev
QRT fwd
QRT rev
QPCR fwd
QPCR rev
QRT fwd
QRT rev
QRT F2
QRT R2
fwd

rev

Sequenz

AGCAGATTGCGGAGTTGG
CTTGCTGGTCGCTGAGG
GACATGGTGTCCACTTTCGG
GTAGACGCACATGTCCGGC
ACCAGAATAAAGACCAAGTGAC
CA
AGCAAGAGCAGCAGAATCAGAA
T
AATGGCTCGTCACCTTCGTGAAT
CAGATTAGTTTCCCTCAGGTTCA
G
TCACATCAAATCAGGAAGAGATC
CACTGTGAATTCTTAAGTGCTC
GACCCTGTCTGCAACGCC
GCTCTTCTTGGACTTGTTGGAC
ATTAAGCCCAAGCGAAGGCTG
CATTGGCATTCCTCCTCCAGA
CAGCAAGATGAACGGCCCAG
TGCACACGGGTTCACCCTC
AGGTGTGTTTGACCGGAGAC
TCCCTATTTCTTCACCAGCGC
CAAGCCTGAGACCTACTGC
GCCACATTCTCTACTCGGTG
GATGATCCAGAGGCTGAGAGC
CTCGGCCAGCTTGTTCCTG
GCGCACCATGCAGAACCTG
CCTCCACGCTGCCAATCATC
CACTCTGTCTAAGACTGACC
GTGGCATCCATCTCCACG
GGAAGACCATGTGGACCTGT

GGCGTTTGGAGTGGTAGAAA

Material und Methoden

Tm

[°C]
59,9
59,2
61,4
62,7
61,1

61,9

66,2
60,5

583
54,4
62,9
60,3
64,8
64,6
61,8
61

60,0
63,7
56,1
58,3
61,4
64,4
66,3
66,2
49,4
61,1
59,8

60,1

Produktlinge

[bp]
102

198

172

160

131

123

100

146

99

108

130

140

141

146
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Gen

P57
(CDKN1C)

P14
(CDKN2A)

P16
(CDKN2A)

P15
(CDKN2B)

TP63

KDMIA

EZH2

DNMT3A

H19

PLAGLI1

IGF2

LIT1

Bezeichnung

F3

R3
QRT fwd

QRT rev
Fwd

rev

qPCR-F1

qPCR-R1
TA QPCR F1
TA QPCR RI
dN QPCR F1
dN QPCR R1
QRT F1
QRT R2

Fl

R1

QRT F1

QRT F1

Fl

R2

F2

R2

F2
R2
F1
R1

Sequenz

GCGGCGATCAAGAAGCTG

CGACGACTTCTCAGGCGC
GTGGCCCTCGTGCTGATG

CAGCAGCTCCGCCACTC
CAACGCACCGAATAGTTACG

AGCACCACCAGCGTGTC
GCGGGGACTAGTGGAGAAGG

GCCTCCCGAAACGGTTGA
AAACCCAGCTCATTTCTCTT
CAATGGGCTGAACTGAACATA
CGCCATGCCTGTCTACAAAA
TCTTCCTGTGATGGGATCTTC
CCGTTCAGTTTGTGCCACC
CAGTCGTACTGCCAACATGC
AATGTGTCCTGCAAGAACTG
CATTTTTCTGCACAGGATCTTT
GAGGACTCCATCACGGTG
GGTCATTGCAGGGACTGC
CACCAGCTGCCGAAGGCCAA

CCAGCCTAAGGTGTTCAGGAAGG
GGCATATGGCTACCCATTCTCCC

CA

TTCCGGTTGAACGTCTTCTCACA

GT
CAGTGAGACCCTGTGCGGCG
GCTTGCGGGCCTGCTGAAGT
CCCTGCTGTGCCTTCAGCCC
CCAGGCTGCCTCACCCAACG

Material und Methoden

Twm
[°C]
63,2

63,3
64,0

62,0
59,3

59,3
63,3

64,5
55,6
58,6
62,1
59,1
62,5
60,3
56,3
58,4
57,4
60,2
71,1
65,4
71,2

67,3

69,9
69,3
69,8
70,6

Produktlinge

[bp]
81

106

177

77

146

172

150

115

139

122

70

88

168
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Gen Bezeichnung Sequenz Twm Produktlinge
[°C1  [bp]
SUZ12 QRT fwd AGCAAGAGATGACCTGCATTGC 64,0 203
QRT rev CAGGTTGGCGATGAATATCCTG 63,8
MEST qPCR _F1 TCTGTGGGTGTGGTTGGAAG 62,0 157
qPCR _R1 TCGGTTTGTCACTGAAGCCA 62,8
GRBI10 qPCR_F1 GTAGCCAAAGTCCCCTCCAC 60,9 150
qPCR_R1 GGCTGTCACGGAGGAGAAAA 62,6
PON2 qPCR_F2 TCAGCACTTTCATAGACAACGAA 60,2 156
T
qPCR_R2 TGGCATAGAAATGTGCCGGT 63,6
PPPIR9A F AGAGGCGCCAGAGAGAGCTGC 68,0 70
ACAGTGTTCTCGTCATCGTCGGC 70,4
R A

Der Twm und die Produktlinge wurden mit dem UCSC In-Silico PCR Tool ermittelt.

ChIP-Primer 5¢-3¢

Gen Bezeichnung Sequenz Tm Produktlinge
[°C1  [bp]
HOXC11 ChIP_F1 AACCAATCGCCTGAACGTCC 64,5 174
ChIP_R1 GTCTAGCGAGGGGGGAAAAT 61,6
ChIP_F2 CGTTCCAGGCGGGGGTCT 68,0 84
ChIP_R2 GGGGCAGCGCCTTCCACA 70,3
HOXC12 ChIP_F1 TGTCGGAGTGAGCAGCTAC 57,6 84
ChIP_R1 GCGGCAGAGAGAAACGCA 63,8
ChIP_F2 AATGGGTGACTGGTGCAGATT 61,7 108
ChIP_R2 CGGGATTCAGGAGATTATGC 59,5
HOXDI10 ChIP F1 GGGCACTCTGGCTTCCCT 62,7 57
ChIP_R1 CAGCTCTAGGGGCCTCCA 61,5
ChIP_F2 GAGCACGTGACCCGAGAG 60,6 81

ChIP_R2 CCTCTGCCGACCACATGA 61,9
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Gen Bezeichnung Sequenz Tm Produktlinge
[°C1  [bp]
HOXDI13 ChIP F1 AAACGTCCCGCGATGAGCTA 65,2 123
ChIP_R1 CCTCCTCTCCTTTCTCTCTG 55,8
ChIP_F2 CAGCGTACCGGCCAACGA 66,6 148
ChIP_R2 GGAGATGTAGGCCTCGTG 56,6
HOXC6  ChIP_F1 CGATTGTGTTGTCCTGATGTC 59,0 165
ChIP_R1 CCAGTTCCATTAGCCAAGAGA 59,3
ChIP_F2 TCCGAGTACAAACTGGAGACA 584 97
ChIP_R2 AGGAAGGGTTAGTGAAGTAGG 543
HOXAI11 ChIP F1 TCATGTGACCCGATGTTGA 594 152
ChIP_R1 ACACCGAGTGACGATCTGT 56,5
ChIP_F2 GGGGTGGTGGTAGACGTT 582 99
ChIP_R2 GAGGAGCTCGTGCACAGA 58,7
HOXB2  ChIP F1 GGCCTGGTGGAAAACAGA 59,6 91
ChIP_R1 TAGGAATGGGGGCTCATG 59.4
ChIP_F2 GGTCGCAGATGTCCTCCA 60,8 83
ChIP_R2 GAAGCACAAGCGGCAGAC 60,7
CTCFL Pro F1 GAACAGCCCATGCTCTTGGAG 644 113
Pro R1 CAGAGCCCACAAGCCAAAGAC 644
GAPDH  ChIP-FWD TACTAGCGGTTTTACGGGCG 62,3 166

ChIP-REV TCGAACAGGAGGAGCAGAGAGC 70,9

GA
TBP ChIP. WGF1 GGAGTGGCAGAACTGAAT 53,3 104
ChIP. WGR1 GCAAGAACGCTAGCTGAT 54,2
GRM6 ChIP_F GAGAGGGACGCTGGACAC 59,3 85
ChIP_R CTCCGTCTCCATCATGGTC 59,0
ZACl1 DMR ChIPF TGGGGGCAAAGCCAAGGTCG 71,6 154

DMR
DMR ChIP R  GCGTCCCAGCATCTGTCGCG 71,9
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Gen Bezeichnung Sequenz Tm Produktlinge
[°C1  [bp]

H19 ChIP F1 ATTCGCGGCCACTTTCCT 63,0 110
ChIP_RI1 GGCCTGGGAGAGTCTGTGA 61,4
ChIP_F2 CTCCTTGCTGCGCAATGTC 63,1 97
ChIP_R2 GGGAAGACAGGCAGTGCTC 61,0

IGF2 ChIP_F1 AACGCCCAGTCCGTTGGA 65,0 151
ChIP_R1 CTAGCGTTGCCCAAACAC 57,8

KvDMR  ChIPF TGATGCCACCCGGGCTCAGA 71,7 234
ChIP R GCTGTCCTCACGCGGTCACC 68,8

CDKNIC Prom ChIPF GCTAGCTCGCTCGCTCAGGC 67,2 179

(p57)
Prom ChIPR CGCCAATCGCCGTGGTGTTG 72,1

GRBI10 ChIP F1 CAACGTTTCGGTGAAAGCA 60,8 165
ChIP_RI1 AACTCTTCGCCTTTGCTGAT 59,1
ChIP_F2 GCCCGGCTGCAATACTCA 63,3 119
ChIP_R2 CGCGTCACATGGGTTTGG 64,6

MEST ChIP_F1 CGGTTCTCCGAAACATGG 60,0 181
ChIP_R1 GCACTTACCTGCCCCTAG 55,9
ChIP_F2 TCTGGGCCCTTGCATTGT 62,6 184
ChIP_R2 GCGGGGCAGGTTTCCTTT 64,6

PPPIR9A ChIP Fl GCTTTTCGCCCTTCCTTG 60,9 134

(Neurabin)
ChIP_RI1 AAGGCCGGGGTAACAGGT 61,7

PON2 ChIP F1 GTCCCACCTACCTGAGTG 53,5 165
ChIP_R1 ACCATCGAGCCGGGAAGA 64,1

Der Twm und die Produktlinge wurden mit dem UCSC In-Silico PCR Tool ermittelt.
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Pyrosequenzierung 5¢-3¢
Gen Name

PLAGLI1 Primer F
(ZAC1)

Primer R
Primer S

Sequence

analyse

H19 Primer F

Primer R

Primer S

Sequence

analyse

KvDMR Primer F
Primer R
Primer S
Sequence
analyse

7921 DMR2  Assay

Sequence

analyse

to

to

to

to

Material und Methoden

Sequenz

GAGGAGGGTGTGTTTTTGT

BIO-GTAATTTAGGTAGTTTTAT
AATCTATAAACCTCATACCAAATAAAC
CGCGAGTGCCGCCGGACCCCCTGGACGCCGCT

GGT ATT TTT GGA GGT TTT TTT TTA GGT TTT ATA
GTT TGG ATG GTA

BIO-CCA CCT AAA AAT CTA ATA CCA CTC CCA TAA
ATA TCC TAT TCC

GTA GGT TTA TAT ATT ATA GTT TGA GT
CCGCCCCAACTGGGGTTCGCCCGTGGAAACGTCC
CGGGTCACCCAAGCCACGCGTCGCAGGGTTCACG
GGGGTCATCTG

TTA GTT TTT TGY GTG ATG TGT TTA TTA
BIO-CCC ACA AAC CTC CAC ACC

TTG YGT GAT GTG TTT ATT A

cccCGgggtgacCGCGtgaggacagCGgeCGeacccCGacactgetgtg
ggeectCG

Hs SGCE 02 PM PyroMark CpG Assay PM00030205

aCGtgatctttaaaaaaaaaaCGtcctcacCGceatactcaccaCGCGa

F = forward, R = reverse, S = sequencing

siRNAs 5¢-3¢
HOTAIR siRNA1 [77]
HOTAIR siRNA2 [79]

Unspezifische Kontrolle

GAACGGGAGUACAGAGAG
UUUUCUACCAGGUGGGUAC
5¢-AGGUAGUGUAAUCGCCUUG-3¢
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LNA-GapmeRs von Exiqon 5¢-3¢
HOTAIR GCTTCTAAATCCGT

HOTAIR FAM

Negative control A AACACGTCTATACGC

4.1.11 Verbrauchsmaterialien
Zellkultur

Pasteurpipetten
Stripetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)
Zellkulturflaschen (T25, T75, T175)
Zellkulturschalen (10 cm, 6 cm)
Zellkulturplatten (96-, 24-, 12-, 6-Well)
Cryotube

Cell Scraper
Culture-Inserts
ThinCerts™  TC

Einsédtze 24-Well,

Porengrofie 8 pm

Combitips advanced (0,5 ml-10 ml)
Graduated Tip

Western Blot

Immobilon-P Transfer Membran

Whatman Paper

qRT-PCR

MicroAmp®Fast Optical 96-Well Reaction
Plate

MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate
MicroAmp™ optical Adhesive Film

Light Cycler Capillaries

Sonstiges

Falcon Rohrchen (15 ml, 50 ml)

Safe-Lock Tubes (0,5 ml-2 ml)

Material und Methoden

GCTTCTAATCCGTT/36-FAM/

Brand

Costar

Greiner bio-one
Greiner bio-one
Greiner bio-one
Thermo-Scientific
Sarstedt

ibidi

QGreiner

QGreiner

Starlab

Millipore

Whatman

Applied Biosystems

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Roche

Greiner bio-one

Eppendorf
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Objekttrager
Cover Glass
Micro-touch NitraTex®

Semper care®

4.1.12 Gerate
PCR

T3 Thermocycler
Trio-Thermoblock™

ABI Prism 7900HT

ABI Prism7500 fast
Lightcycler
Gel-Dokumentationsanlage
Elektrophoresekammern
Western Blot
Gelelektrophoresekammer
Tube Roller
Entwicklermaschine Curix 60
Schiittler

KS250basic

Thermomixer 5436
Zentrifugen

5415D

5415C

Minispin

5810

Allegra™ 2IR

Allegra™ 25IR

Avanti™ 30

Mikroskope

Eclipse TE2000-S

Material und Methoden

Engelbrecht
VWR
Ansell
SATRA

Biometra

Biometra

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Roche

INTAS

Biometra, Biorad

Biometra
Benchmark

Agfa

IKA-Labortechnik

Eppendorf

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Beckmann Coulter
Beckmann Coulter

Beckmann Coulter

Nikon
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Eclipse E400

Brutschrinke
CO2-AUTO-ZERO

Heracell™ 150i

Ultraschallgerit

HTU SONI 130
Pyrosequenzierung

PyroMark Q24 vacuum Workstation
PyroMark Q24 pyrosequencer
Absorptionsmessung

ELISA Easy Reader EAR 400 AT
FluoStar Optima

Nanodrop

Sonstiges

Vortexer

Pipetus®

Multipette®stream

Pipetten

Heizschrank

Inkubator shaker innova 4200

Material und Methoden

Nikon

Heraeus

Thermo Scientific

Heraeus

Qiagen
Biotage

SLT-Labinstruments Austria
bmG
peQlab (Thermo Scientific)

Neolab
Hirschmann
Eppendorf
Eppendorf; Gilson
Heraeus

New Brunswick Scientific
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4.2 Methoden

42.1 Praparation von Plasmiden

Die Préiparation von Plasmiden begann mit der Transformation des Plasmides in E. coli XL1-
Blue Bakterienzellen nach Herstellerangaben. Die transformierten Bakterien wurden in einer
10 cm-Kulturschale auf LB-Agar mit entsprechendem Antibiotikazusatz (100 pug/ml
Ampicillin) ausplattiert. Nach 24 h Inkubation bei 37 °C wurden einzelne Zellklone fiir eine
Ubernacht-Kultur in Medium iiberfiihrt. Nach maximal 16-18 h Inkubation wurde aus 2 ml
Bakterienkultur mit dem ZymoResearch Plasmid Miniprep™-classic Kit die Plasmid-DNA
nach Herstellerangaben isoliert. Nach Konzentrationsbestimmung der DNA am Nanodrop
wurde ein Kontrollrestriktionsverdau nach Herstellerangaben mit Fast Digest Enzymen der
Firma Fermentas durchgefiihrt und durch Elektrophorese auf einem 1 %igen Agarosegel
iiberpriift. Anhand des Ergebnisses dieses Kontrollverdaus wurde der Klon fiir die endgiiltige
Plasmidpréparation ausgewéhlt. Mit dem Rest der Minikultur wurde eine Maxikultur (200 ml
LB-Medium) angeimpft. Nach maximal 16-18 h Inkubation wurde aus dieser die Plasmid-
DNA mit dem QIAfilter Plasmid Maxi Kit der Firma Qiagen nach Herstellerangaben isoliert.
Mittels Nanodrop wurde die Konzentration der in Wasser aufgenommenen Plasmid-DNA

ermittelt und diese bei -20 °C gelagert.

4.2.2 Kultivierung von humanen Zellen

Alle Zellen wurden bei 37 °C in einer wasserdampfgesittigten Atmosphire mit 5 % CO:2
kultiviert. Urothelkarzinom-Zelllinien wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) mit 10 % hitzeinaktiviertem FCS (fetal calf serum) kultiviert. Fiir Prostatakarzinom-
, Teratokarzinom- und Osophaguskarzinom-Zelllinien wurde RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute) Medium mit 10 % FCS verwendet. Die Mammakarzinom-Zelllinien
T47D und MCF7 wurden in DMEM (Gibco #41966) mit 1x Glutamin, 1x Vitamin, 1x
Pyruvat und 10 % FCS und die Zelllinie SK-BR3 in McCoy 5A mit 10 % FCS kultiviert. Die
Zellen wuchsen adhirent in 25 cm?-Kulturflaschen in 5 ml oder in 75 cm?-Kulturflaschen in
10 ml Medium bis zu einer Konfluenz von 90 % und wurden alle 2-4 Tage umgesetzt. Dazu
wurden die Zellen durch Inkubation mit Trypsin/EDTA bei 37 °C abgel6st und im Verhiltnis
1:3-1:20 in eine neue Flasche mit frischem Medium iiberfiihrt.
Zur dauerhaften Lagerung der Zellen wurden Kryokulturen angelegt. Dazu wurden die Zellen
nach dem Abldsen in einem 15 ml Greiner-Réhrchen 5 min bei 1.000 rpm zentrifugiert. Das
Pellet wurde in 1 ml FCS mit 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) resuspendiert und in ein 1 ml
Kryorohrchen iiberfiihrt. Durch die Lagerung fiir 24 h bei -20 °C und anschlielend 24 h bei
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-70 °C wurden die Zellen langsam eingefroren. Zur endgiiltigen Lagerung wurden die
Kryordhrchen in fliissigem Stickstoff autbewahrt.

Zur Inkulturnahme der eingefrorenen Zellen wurden diese kurz bei 37 °C inkubiert, bis sie
aufgetaut waren. Danach wurden sie in 10 ml erwdrmtem Medium fiir 5 min bei 1.000 rpm
zentrifugiert. Das Pellet wurde in Medium aufgenommen und in eine Kulturflasche iberfiihrt.
Alle Zelllinien wurden in regelmifigen Abstinden auf Mykoplasmenkontamination mittels
PCR tberpriift. Der Zellkulturiiberstand wurde dazu 5 min bei 95 °C inkubiert und 5 min bei
13.000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir eine qualitative PCR verwendet
(Tab. 4.3), in der im Falle einer Kontamination die hoch konservierte Region der 16s rRNA
im Mykoplasmen-Genom als 500 bp Fragment amplifiziert wird. Als interne Positivkontrolle
diente das Plasmid pMyco-GEM-T [136], dass auf dem Agarosegel durch eine Bande bei
1000 bp detektiert wurde.

Tabelle 4.3: Bedingungen der Mykoplasmen-PCR.

Mastermix 50 pl PCR-Programm

H20 39,3 ul Dauer Temperatur [°C] Zyklen
10x PCR-Puffer 5ul 15¢ 95

5’Primer-Mix 1 ul 30¢ 94 34
3’Primer-Mix 1 ul 45¢ 65

dNTP (je 10mM) 0,5 ul I 72

Interne Kontrolle 1 ul 10 72

Taqg-Polymerase 0,2 ul 00 4

(5 U/ul)

Zellkulturiiberstand | 2 pl

¢ = Minuten, ‘‘= Sekunden

Tabelle 4.4: Sequenz (5'-3') der Mykoplasmen-PCR-Primer.

5’Primer-Mix (Endkonzentration je 5 pmol)

Primer 1 CRC CTG AGT AGT ATG CTC GC

Primer 2 TGC CGT RGT AGT ACA TTC GC

Primer 3 CGC CTG AGT AGT ACG TWC GC

Primer 4 CGC CTG GGT AGT ACA TTC GC

3¢ Primer-Mix

Primer 1 GCG GTG TGT ACA ARA CCC GA

Primer 2 GCG GTG TGT ACA AAC CCC GA

39




Material und Methoden

423 MTT-Test

Mit Hilfe des MTT-Tests kann die relative Anzahl lebender Zellen durch den Nachweis der
Aktivitdt von mitochondrialen Dehydrogenasen bestimmt werden. Diese setzen das schwach
gelbe  3-(4,5-Dimethylithiazol-2-yl)-2,5-Diphenyl-Tetrazolium-Bromid (MTT) in das
dunkelblaue Formazan um. Dieses wurde durch DMSO-vermittelte Zelllyse freigesetzt und
photometrisch mittels ELISA-Lesegerdt (Testwellenlinge 570 nm, Referenzwellenldnge
620 nm) oder FLUOstar Optima (Testwellenldnge 550 nm, Referenzwellenldnge 750 nm)
detektiert. Die Zellen wurden mit 10 % (v/v) 5 mg/ml MTT-Losung je Well fiir 1 h bei 37 °C
inkubiert, der Uberstand abgegossen und 50 pl DMSO je Well zugegeben.

Zur Erstellung von Proliferationskurven wurde eine definierte Anzahl von Zellen (5637
5.000 Zellen/96-Well, T24 1.000 Zellen/96-Well, VM-CUB1 2.000 Zellen/96-Well) in 96-
Wells in Vierfachbestimmung je Untersuchungstag ausgesit. Vier Tage lang wurde zur selben
Zeit ein MTT-Test durchgefiihrt. Zur Auswertung wurde zuerst von den Messwerten der
Leerwert (nur Medium) subtrahiert. Dann wurde aus den Messwerten des ersten Tages der
Mittelwert gebildet und auf diesen alle Messwerte normiert.

Auch die Cisplatin-Sensitivitit wurde mittels MTT-Test untersucht. Es wurden Zellen (5637
6.000 Zellen/96-Well, T24 und VM-CUBI 3.000 Zellen/96-Well) in Vierfachbestimmung in
96-Wells ausgesidt. Nachdem sich die Zellen iiber Nacht abgesetzt hatten, wurden sie mit
Cisplatin (5637 + VM-CUBI1 4 uM und 6 uM, T24 2 uM und 4 uM) fiir 48 h behandelt und
dann die Anzahl lebender Zellen mittels MTT bestimmt. Zur Auswertung wurde der
Mittelwert der unbehandelten Zellen auf 100 % gesetzt und die restlichen Werte auf diesen

normiert.

4.2.4 Limited Dilution Assay

Mit dem Limited Dilution Assay wurde die Fahigkeit aus Einzelzellen Kolonien bilden zu
konnen studiert. Dafiir wurde eine bestimmte Anzahl Zellen (5637 3.000 Zellen, T24 und
VM-CUB1 1.000 Zellen) in 10 cm Kulturschalen in Triplikaten ausgesédt. Sobald die
Kolonien mit bloBem Auge gut erkennbar waren (5637 2-3 Wochen, T24 und VM-CUBI 1-
2 Wochen), wurden sie mit Giemsa-Losung angefarbt. Dafiir wurden die Schalen zuerst mit
PBS und mit einem Gemisch aus PBS/Methanol (1:1) gewaschen. AnschlieBend wurden die
Zellen mit Methanol fiir 10 min fixiert und dann 5 min mit Giemsa-Ldsung bei

Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden die Schalen 30 min mit Wasser entfarbt.
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4.2.5 Soft-Agar Colony Formation Assay

Die Fihigkeit von Zellen zum verankerungsunabhingigen Wachstum wurde mittels Soft-Agar
Colony Formation Assay untersucht. Frisch angesetztes 2x DMEM und eine zuvor
hergestellte und autoklavierte 1,2 %ige Agar-Losung (1,2 g Noble Agar + 100 ml H:0,
autoklaviert) wurden im Wasserbad auf 40 °C erwérmt. Beide Komponenten wurden in einem
Verhiltnis von 1:1 gemischt und mit je 1,5 ml ein 6-Well beschichtet (Bottom Layer,
0,6 % Agar). Nach 30 min Inkubation im Brutschrank wurde eine zweite, die Zellen
enthaltene Schicht (Top Layer, 0,4 % Agar) aufgetragen. Diese bestand aus je einem Drittel
2x DMEM, 1,2 %igem Agar und Zellen. Wiederum wurden die 6-Wells mit 1,5 ml dieser
Mischung beschichtet. Von der UC-Zelllinie 5637 wurden 50.000 und von den UC-Zelllinien
T24 und VM-CUBI1 10.000 Zellen ausgesdt. Wéhrend einer mehrwochigen Inkubation
(5637 > 6 Wochen, T24 2-3 Wochen, VM-CUBI 3-4 Wochen) im Brutschrank wurde ein
Austrocknen durch tropfenweise Zugabe von Medium verhindert und das Wachstum von
Kolonien mittels Aufnahme von Fotos (NIS-elements D4, Nikon) unter dem Mikroskop

(Nikon eclipse TE2000-S) dokumentiert.

426 Scratch Assay

Mit dem Scratch Assay wurde die Migrationsfahigkeit von Zellen untersucht. In ein 12-Well
wurde ein Platzhalter (Culture Insert der Firma ibidi) gelegt. Dann wurden in die dafiir
vorgesehenen Kammern Zellen konfluent ausgesét. Nach Inkubation tiber Nacht wurden die
Platzhalter entfernt und die Wells mit Medium gefiillt. Das SchlieBen des entstandenen ca.
500 um breiten Spaltes wurde iiber 9h in 3 h Abstinden iiber Fotos verfolgt und die
Spaltbreite mittels Fotodokumentations-Software (NIS-elements D, Nikon) ausgemessen. Der
Versuch erfolgte in Quadruplikaten. Zur Auswertung wurde der Mittelwert des Zeitpunktes

Null auf 100 % gesetzt und die restlichen Werte auf diesen normiert.

4.2.7 Boyden Chamber Assay

Mit Hilfe der Boyden Chamber wurde das Invasions- und Migrationsverhalten von Zellen
untersucht. Dabei wird die Fahigkeit von Zellen beobachtet, durch Poren von einer Seite einer
Membran auf die andere zu wandern. Bevor die Zellen in ThinCerts™ mit einer PorengroBe
von 8 um der Firma Greiner Bio-one gesetzt wurden, wurden sie 24 h in einem
Hungermedium mit nur 0,5 % FCS kultiviert. 50.000 Zellen wurden jeweils in OPTIMEM in
ein Transwell ausgesit und das 24-Well wurde mit DMEM mit 20 % FCS gefiillt. Fiir die
Untersuchung der Migration wurden die Transwells mit Collagen (1:20 in 0,1 % Essigsdure)
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beschichtet. Nach einer definierten Inkubationszeit wurden die migrierten Zellen (T24 9-8 h,
VM-CUBI1 und 5637 12-13 h) mittels H/E-Farbung sichtbar gemacht. Im Unterschied wurden
zur Untersuchung der Invasion die Transwells mit 25 pul Matrigel (1:37 verdiinnt, 216-
270 pg/ml) beschichtet und eine ldngere Inkubationszeit (T24 und VM-CUBI 24 h, 5637
36 h) verwendet. Fir die H/E-Farbung wurden die nicht gewanderten Zellen in den
Transwells mit Hilfe eines Q-Tips entfernt und die Zellen, die auf die andere Seite der
Membran gewandert waren, durch 10 min Inkubation mit kaltem Methanol fixiert. Dann
wurden sie fiir 5 min mit Hdmatoxylin behandelt, 5 min durch Waschen der Membran in
Wasser ,,gebldut” und mit Eosin 7 min inkubiert. Es wurde einmal kurz in H20 gespiilt und
anschliefend folgten mehrere Waschschritte mit aufsteigender Ethanolkonzentration (2x
70 %, 2x 80 %, 2x 100 %). Zum Schluss wurden die Membranen ausgeschnitten, in Xylol
getaucht und mit Eindeckmittel (Eukitt) und einem Deckglas eingedeckelt. Es wurden jeweils
fiinf Gesichtsfelder je Membran in 40x Vergroflerung unter dem Mikroskop ausgezéhlt. Dabei
wurden fiir die Migration die Zellen in den Poren und fiir die Invasion die Zellen, die sich auf
die Unterseite der Membran gesetzt hatten, gezédhlt. Zur Dokumentation wurden Fotos der
Membranen in 10x und 40x VergroBerung angefertigt (Nikon Eclipse E400, Software NIS-
Elements D3.2).

4.2.8 DNA-Transfektion
Fiir Transfektionen wurden je nach Zelllinie 100.000 — 250.000 Zellen je 6-Well ausgesit.

Nach Inkubation iiber Nacht wurde das Medium gewechselt und die Zellen mit dem X-
tremeGENE 9 DNA Transfection Reagent der Firma Roche nach Herstellerangaben
transfiziert. Es wurde jeweils 1 pg Plasmid und 3 pl Transfektionsreagenz je Well verwendet.
Bei einer transienten Transfektion wurden die Zellen nach 24-72 h geerntet.

Um Langzeit-Effekte untersuchen zu konnen wurde eine stabile Transfektion durchgefiihrt.
Hierfiir wurden die Zellen 48 h nach der Transfektion in 10 cm Schalen oder 25 ¢cm?
Kulturflaschen umgesetzt und zur Selektion mit einem Antibiotikum behandelt. Im Falle des
HOTAIR-Plasmids war ein Resistenzgen im Plasmid enthalten, durch das die Zellen, bei
denen das Plasmid zufillig stabil in das Genom integriert wurde, eine Resistenz gegeniiber
Puromycin erwerben (5637 0,1 pg/ml, T24 1 pg/ml, VM-CUBI 4 ug/ml). Nach 1-2 Wochen
konnte ein Pool von HOTAIR stabil iiberexprimierenden Zellen generiert werden. Zur
Untersuchung von Einzelklonen wurden die Zellen vor der Puromycin-Behandlung als
Einzelzellen ausgesit. Nach Bildung von Kolonien konnten diese einzeln abgeldst und so

Einzelklone expandiert werden.

42



Material und Methoden

Die stabile Uberexpression wurde mittels qRT-PCR nachgewiesen. Positive Klone oder Pools

wurden naher untersucht.

4.2.9 siRNA-Transfektion

Eine Herunterregulation von Zielgenen wurde durch den Einsatz von kiinstlichen small
interfering RNAs (siRNA) durchgefiihrt.

Zuerst wurden Zelllinien-abhingig 100.000-250.000 Zellen in 6-Wells ausgesét. Nach einer
Inkubation von 24 h wurden die Zellen nach Herstellerangaben mit dem Lipofektamin
RNAIMAX Transfektionsreagenz der Firma Invitrogen behandelt. Es wurden 10 nM siRNA
mit 3 pl Transfektionsreagenz eingesetzt. Nach 24-72 h Inkubation wurden die Zellen

weiterverarbeitet.

4.2.10 LNA-Transfektion
Eine andere Technik zur Herunterregulation von Zielgenen nutzt LNA-GapmeRs (LNA) der

Firma EXIQON. Diese Transfektion wurde mit dem DharmaFectA Transfektionsreagenz der
Firma Dharmacon nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Es wurden jeweils 50 nM LNA mit
5 ul Reagenz transfiziert. Die Zellen wurden analog zur siRNA-Transfektion ausgesédt und

weiterverarbeitet.

4.2.11 RNA-Praparation

Die Isolierung von RNA aus kultivierten Zellen erfolgte nach Herstellerangaben mit dem
RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen. Die Zelllyse erfolgte mit B-Mercaptoethanol versetztem
RLT-Puffer und darauf folgender Auftragung auf eine QIAshredder-Saule. Die isolierte RNA
wurde mittels Nanodrop quantifiziert und bei -70 °C gelagert.

4.2.11.1 Fraktionierte RNA-Préparation

Das Ziel der fraktionierten RNA-Praparation ist die Trennung der RNA-Fraktionen des
Cytoplasmas und des Nukleus.

Nach Transfektion der Zellen in 6-Wells wurden jeweils zwei 6-Wells vereint. Die RNA-
Isolierung erfolgte nach den Angaben des RNeasy Mini Handbook 06/2001 der Firma Qiagen.
Die Zellpellets wurden zuerst mit RLN-Puffer 5 min auf Eis inkubiert, so dass die
Zellmembran aufbrach. Nach einer Zentrifugation (2 min, 4 °C, 300g) wurde die
Cytoplasma-Fraktion im Uberstand mit RLT/B-Mercaptoethanol-Puffer und Ethanol gemischt

und auf eine RNeasy-Sdule gegeben. Das Zellkern-Pellet wurde zweimal mit RLN-Puffer
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gewaschen. Dann wurden die Zellkerne mit RLT/B-Mercaptoethanol-Puffer lysiert und tiber
eine QIAshredder-Sidule homogenisiert. Das Eluat wurde mit Ethanol gemischt und auch auf

eine RNeasy-Sdule gegeben. Anschlieend wurde nach Herstellerangaben weitergearbeitet.

4.2.12 Reverse Transkriptase PCR
Mit Hilfe der reversen Transkriptase kann RNA in cDNA (complementary DNA)

umgeschrieben werden. Die reverse Transkription wurde nach Herstellerangaben mit dem
QuantiTect Reverse Transcription Kit der Firma Qiagen durchgefiihrt. Die Inkubationszeit
wurde, wie im Handbuch fiir laingere RNAs empfohlen, auf 30 min erweitert. Wenn moglich
wurden 1 pg RNA umgeschrieben. Die cDNA wurden bei -20 °C gelagert und in einer 1:10
Verdiinnung in der qRT-PCR eingesetzt.

4.2.13 Quantitative Real Time-PCR (qRT-PCR)
Die Bestimmung der Expression auf RNA-Ebene erfolgte iiber eine qRT-PCR an den Geréten
ABI7900HT, ABI7500 fast (Applied Biosystems) und Lightcycler (Roche). Die

Zusammensetzung der Ansitze flir die Messungen an den einzelnen Geréten ist in Tabelle 4.5
und die verwendeten PCR-Programme in Tabelle 4.6 aufgefiihrt. Zur Qualitdtskontrolle

wurde am Ende jedes Laufes eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt.

Tabelle 4.5: Ubersicht iiber die Zusammensetzung der qRT-PCR Reaktionsansitze [pl].

Komponente ABI7900HT ABI7500 fast Lightcycler
25 pl Ansatz 20 pl Ansatz 10 pl Ansatz
H20O 10,5 8 3
2x  QuantiTect SYBR 12,5 10 5
Green PCR Mix
5’ Primer (10 pmol/ul) 0,5 0,5 0,5
3’ Primer (10 pmol/pl) 0,5 0,5 0,5
cDNA (1:5 oder 1:10) 1 1 1
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Tabelle 4.6: Zusammenfassung der an den drei qRT-PCR-Gerdaten verwendeten gRT-PCR-
Programme.

ABI7900HT ABI7500 fast Lightcycler

Dauer | Temp. | Zyklen | Dauer | Temp. | Zyklen | Dauer | Temp. | Zyklen
°C °C °C

15¢ 95 1 15¢ 95 1 15¢ 95 1

15¢ 94 45 20¢¢ 94 40 15¢ 94 40-50

30¢¢ X 20¢¢ X 20¢¢ X

30¢¢ 72 30¢¢ 72 Y 71

15¢ 95 1 15¢ 95 1 0 95 1

15¢ x-5 1 x-5 20¢¢ x-5

15¢ 95 30¢¢ 95 0 95

¢ = Minuten, ‘‘= Sekunden

x= Die Anlagerungstemperatur ist flir jedes Primerpaar individuell, sie liegt meisten 5 °C
unter dem Tm-Wert (vgl. Tabelle 4.7).
Y= Die Elongationszeit richtet sich nach der Lénge des Produktes (Elongationszeit in

Sekunden = Produktldnge [bp]/25 + 2).

Die Etablierung von PCRs mit neu entworfenen Primern wurde am Lightcycler durchgefiihrt.
Die Primer wurden so entworfen, dass sie in zwei aufeinander folgenden Exonen lokalisiert
waren und ein PCR-Produkt von ca. 100 bp bildeten. Dafiir wurde mit einer kleinen Anzahl
von Proben, fiir die moglichst in der Literatur eine Expression des Zielgens beschrieben
wurde, ein Probelauf gestartet. Dabei wurde die Anlagerungstemperatur der Primer 5°C unter
dem von der Firma Eurofins MWG Operon angegebenen Tm festgelegt. Die Bildung eines
spezifischen Produktes wurde anhand der Schmelzkurve beobachtet und iiber ein 2 %
Agarosegel verifiziert. Bei komplizierten Sequenzen wurde das PCR-Produkt iiber eine
Sequenzierung validiert. AnschlieBend wurde die Effizienz der qRT-PCR anhand einer
Eichkurve bestimmt. Dabei wurden Triplikate von drei Verdiinnungen (1:10, 1:100, 1:1000)
einer Probe mit starker Expression gemessen. Die ermittelten Ci-Werte wurden gegen den
Logarithmus der eingesetzten relativen Menge (Quantity) aufgetragen. Dabei wurden fiktive
Mengen verwendet, z.B. 1:10 = 100, 1:100 = 10, 1:1000 = 1. Ineffiziente PCRs wurden iiber
die  Erhdhung der  Anlagerungstemperatur  verbessert. Die so  optimierten
Anlagerungstemperaturen der in dieser Arbeit verwendeten qRT-PCR Primerpaare sind in

Tabelle 4.7 aufgefiihrt.
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Tabelle 4.7: Ubersicht der verwendeten Anlagerungstemperaturen der qRT-PCRs.

Gen Anlagerungs- | Gen Anlagerungs- | Gen Anlagerungs-
temp. [°C] temp. [°C] temp. [°C]

TBP 55 CDH1 60 KDMIA |55

(E-Cadherin) (LSD1)
HOTAIR | 59 Vimentin 60 EZH2 53
HOXA1 |60 ZEBI 55 DNMT3A | 55
HOXAI1 | 59 GATA2 59 H19 62
HOXA13 | 59 GATA3 55 PLAGL1 |60
HOXB2 |59 GATAG6 55 IGF2 62
HOXBI13 | 61 PCDHBS5 59 LIT1 62
HOXC6 |57 LAMB3 59 SUZ12 55
HOXCI11 |55 KRTS5 59 MEST 55
HOXC12 | 57 KRT14 59 GRB10 55
HOXC13 | 61 KRT13 55 PON2 55
HOXD3 |59 P21 (CDKNI1A) | 55 PPP1R9A | 62
HOXD9 |59 P57 (CDKNIC) | 60
HOXDI10 | 59 P14 (CDKN2A) | 60
HOXDI11 | 64 P16 (CDKN2A) | 55
HOXDI12 | 56 P15 (CDKN2B) | 60
HOXDI13 | 57 TP63 55

TP63 dN 55

Die Expression von Zielgenen wurde in Duplikaten in 96-Well Platten der Firma Applied
Biosystems gemessen. Bei jeder Messung wurde eine Standardeichgerade mit drei
Verdiinnungen (1:10, 1:100, 1:1000) mitgefiihrt. Als Referenzgen wurde das Haushaltsgen
TATA-box binding protein (TBP) in jeder Probe gemessen. Zur Auswertung wurde der
Quotient aus den quantitativen Werten von Zielgen und 7BP-Gen gebildet.

Die cDNA-Proben wurden 1:10 oder bei gering exprimierten Genen 1:5 verdiinnt eingesetzt.
Die Messungen wurden bei einer Abweichung der Cr-Werte der Duplikate von mehr als 0,5

wiederholt.
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4.2.14 mRNA Microarray

Die Microarray-Analyse wurde in Zusammenarbeit mit dem Biologisch-Medizinischen
Forschungszentrum (BMFZ) der Universitéit Diisseldorf erstellt.

Dazu wurden je drei unabhingige RNA-Priparationen von VM-CUBI1 LV 6, VM-
CUB1 _HOTAIR 20, 5637 LV 2 und 5637 HOTAIR 4 verwendet. Die Qualitidt der RNA
wurde mittels Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) bestimmt. Fiir die
Microarray-Analyse wurden RNA-Préparationen mit einer RNA integrity number (RIN) von
iiber 9 eingesetzt. Die cDNA-Synthese und die Biotin-Markierung (labelling) wurde nach
Herstellerangaben mit dem 3° IVT Express Kit der Firma Affymetrix durchgefiihrt. Nach der
Fragmentierung der markierten aRNA wurde diese auf einen Affymetrix PrimeViewTM
Human Gene Expression Microarray fir 16h bei 45°C hybridisiert, dann mittels
Streptavidin/Phycoerythrin angefarbt und wie vom Hersteller beschrieben gemessen.

Die Datenanalyse der Affymetrix CEL Dateien erfolgte mit der GeneSpring GX Software
Version 12.5 der Firma Agilent Technologies [137]. Die Daten sind in der GEO-Datenbank
unter der Zugangsnummer GSE57672 online verfiigbar. Es erfolgte ein Vergleich zwischen
den Triplikaten der Leervektor transfizierten und HOTAIR transfizierten Zellklonen innerhalb
der Zelllinien. Die beriicksichtigten Sonden mussten in allen drei Proben einer Bedingung
iiber dem Hintergrund exprimiert vorliegen, um in den Vergleich eingeschlossen zu werden.
Zur statistischen Untersuchung der differentiell exprimierten Gene wurde ein ungepaarter T-
Test durchgefiihrt. Die resultierenden p-Werte wurden nach Benjamini-Hochberg adjustiert
und der signifikante Schwellenwert (threshold) wurde auf p(corr) = 0,01 gesetzt.

4.2.14.1 Vergleich der Microarray-Daten mit publizierten Datensétzen

Die Affymetrix PrimeView CEL Daten, 6ffentlich zugénglich in der GEO-Datenbank unter
der Zugangsnummer GSE47638 [75], wurden mit dem Programm GeneSpring GX
verarbeitet. Dabei wurden die Sonden berticksichtigt, deren Expression iiber dem Hintergrund
mindestens einer Bedingung lagen (Kontrolle oder HOTAIR-Modulation). Es schloss sich ein
paarweiser Vergleich an. Sonden, mit wenigstens zweifacher Verdnderung wurden als
differentiell exprimiert gewertet (GSM1153921 vs. GSM1153920, also KYSE-180 Zellen
nach HOTAIR-Transfektion im Vergleich zur Kontrolle). Diese Daten wurden mit den
eigenen Daten verglichen, auch dabei wurde eine zweifache Verdnderung der Expression
vorausgesetzt.

AuBlerdem wurden eigene Daten mit den 6ffentlich zuganglichen ChIP Daten nach HOTAIR
Transfektion von MDA-MB-231 Mammakarzinomzellen verglichen [77]. Eine Liste von 674
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Genen, die eine erhohte Trimethylierung an H3K27 in Promotorregionen nach HOTAIR
Uberexpression zeigten, wurde mit 784 Genen, die sowohl in der UC-Zelllinie VM-CUBI als
auch in der UC-Zelllinie 5637 nach HOTAIR Uberexpression vermindert exprimiert waren
(p<0,01), mittels Excel verglichen.

4.2.15 Protein-Praparation

Aus subkonfluenten Zellkulturen wurden Totalproteinlysate extrahiert. Dazu wurden die
Zellen mit RIPA-Puffer und frisch zugesetztem Protease- sowie Phosphatase-Inhibitor-
Cocktail (1:100) 30 min auf Eis inkubiert. Dann wurde das Lysat mit einem Zellschaber
homogenisiert und bei 15.000 g fiir 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Die Uberstinde wurden bei -
70 °C gelagert.

4.2.16 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentration der gewonnenen Zelllysate wurde mittels Pierce BCA Protein Assay
der Firma Thermo Scientific nach Herstellerangaben bestimmt und am FLUOstar Optima

gemessen.

4.2.17 Western Blot Analysen

Es wurden 20 ug Proteinlysat in einem Endvolumen von 20 ul (maximal 25 pl) in Laemmli-
Puffer aufgenommen. Anschliefend wurden die Lysate 5 min bei 95 °C denaturiert, auf Eis
abgekiihlt und kurz zentrifugiert. Dann wurden die Lysate auf vorbereitete Polyacrylamidgele
(10-12 %) aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 120-180 V. Nach Auftrennung der
Proteine wurden diese in Transfer-Puffer auf eine Immobilion P polyvinylidene fluoride
Membran (Milipore) transferiert. Diese wurde vorher in Methanol aktiviert. Der Transfer
erfolgte bei 180 mA fiir 90 min. Danach wurde die Membran fiir ein Stunde mit einer Losung
aus 5 % Milchpulverldsung in TBS-T blockiert. Uber Nacht wurde die Membran mit dem
Erstantikorper bei 4 °C in der Blockierlosung inkubiert. Die Membran wurde dann dreimal
bei Raumtemperatur mit TBST-Losung fiir 10 min gewaschen. Der HRP-gekoppelte
Zweitantikorper (1:5.000) wurde fiir einen Stunde bei Raumtemperatur in 1 % Milch in TBS-
T inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurde die Membran zur Detektion mit
WesternBright  Chemolumineszenz  Substrat Quantum (Biozym  Scientific) nach
Herstellerangaben inkubiert und die Chemolumineszenz auf photosensitiven Filmen

(Amersham Biosciences) in der Dunkelkammer detektiert.
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4.2.18 Immunfluoreszenz
Zuerst wurden 200.000 Zellen in 6-Wells auf Deckgldschen ausgesdt. Nach 24-48 h

Inkubation wurde das Medium vorsichtig abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Die
Zellen wurden mit 4 % Formaldehyd in PBS fiir 10 min bei Raumtemperatur fixiert. An
dieser Stelle bestand die Moglichkeit die fixierten Zellen fiir mehrere Wochen in PBS bei
4 °C zu lagern. Nach jeder Inkubation wurden die Zellen dreimal 5 min mit PBS gewaschen.
Fir die Vimentin-Farbung wurden die Zellen 30 min mit 0,1 % Saponin in PBS
permeabilisiert. Die Permeabilisierung fiir die E-Cadherin-Farbung erfolgte durch eine
Inkubation fiir 10 min bei -20 °C in eiskaltem Methanol. Danach wurden die Zellen bei
Raumtemperatur fiir 30 min mit 1 % BSA und 0,2 % Tween-20 in PBS (Vimentin) oder 1 h
mit 5% Goat Serum und 0,1 % Triton-X 100 in PBS (E-Cadherin) blockiert. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Deckgldschen iiber Nacht bei 4 °C mit dem
Primérantikrper in 1 % BSA in PBS inkubiert (Vimentin 1:400, E-Cadherin 1:100). Die
Inkubation mit dem Zweitantikorper Alexa Fluor 488 anti Rabbit (1:500) erfolgte abgedunkelt
fiir 1 h bei Raumtemperatur in 1 % BSA in PBS. Weiterhin wurde die DNA mit einer 1:1000
verdiinnten DAPI  (4°,6-Diamidin-2-phenylindol)-Lésung (0,5 mg/ml) 2 min  bei
Raumtemperatur angefarbt. Die Deckglidser wurden auf einem Objekttriger eingedeckelt und
im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert.

Die Farbung wurde am Nikon Eclipse E400 (Software NIS-Elements D3.2) dokumentiert

4.2.19 Chromatin-Immunopréazipitation (ChlP)

Die ChIP wurde nach Herstellerangaben mit dem ChIP-IT™ Express Kit der Firma Active
Motif durchgefiihrt. Abweichend vom Protokoll wurden die Zellen in mehreren 75 cm?
Kulturflaschen subkonfluent kultiviert und mit Trypsin abgeldst. Die Fixierung fand in 15 ml
Greiner-Rohrchen statt. Nach der Homogenisierung der Zellpellets mit einem
Handhomogenisierer vom klassischen DOUNCE-Typ auf Eis wurde dieses unter den
Bedingungen 7 Zyklen a 20 s bei einer Amplitude von 25 % und 30 s Pausen sonifiziert. Das
gewonnene Chromatin wurde bei -70 °C gelagert. Zur Bestimmung der Effizienz der
Sonifizierung und der DNA-Konzentration wurde aus 50 pl der Chromatinldsung mittels
Phenol-Chloroform-Extraktion die DNA isoliert. Die DNA-Konzentration wurde am
Nanodrop gemessen. AuBlerdem wurden unterschiedliche Mengen der aufgereinigten DNA
auf ein 1% Agarosegel aufgetragen. Erfolgreich gescherte DNA zeigt einen Schmier
zwischen 200-1.000 bp.
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Bei der eigentlichen Immunopréizipitation wurden jeweils 20 pg Chromatin eingesetzt. Als
Kontrolle wurde jeweils eine INPUT-DNA mitgefiihrt. Diese enthielt auch 20 pg Chromatin
und wurde nicht mit Antikdrpern inkubiert. Generell wurde die Prizipitation mit je 3 pg
Antikdrper liber Nacht bei 4 °C durchgefiihrt. Als Negativkontrollen und zur Beurteilung von
unspezifischen Bindungen wurde eine Prézipitation mit Isotypkontrollen mitgefiihrt.

Uber eine qRT-PCR wurde die relative Menge von prizipitierten Sequenzen ermittelt. Dabei
wurde in Doppelbestimmung jeweils 2 pul Prizipitat eingesetzt. Als Standard diente die
INPUT-DNA. Die primerspezifischen Anlagerungstemperaturen konnen der Tabelle 4.8
entnommen werden. Zur Uberpriifung einer erfolgreichen H3K4me3 Prizipitation wurde das
in UC-Zellen transkriptionell aktive Haushaltsgen Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase
(GAPDH) gemessen. Fiir eine erfolgreiche H3K27me2/3 Prézipitation wurde das in UC-
Zellen transkriptionell inaktive Gen glutamate receptor, metabotropic 6 (GRM6) detektiert.

Tabelle 4.8: Ubersicht der verwendeten Anlagerungstemperaturen der qRT-PCR nach
Chromatinprazipitation.

Gen Anlagerungstemp. | Gen Anlagerungstemp.
[°C] [°C]

HOXCI1 1 55 TBP 56
HOXCI12 1 57 GRM6 60
HOXC12 2 53 ZAC1 DMR 60
HOXDI10 1 57 HI9 1 55
HOXDI10 2 55 H19 2 55
HOXDI3 1 55 IGF2 1 55
HOXDI13 2 55 KvDMR 60
HOXC6 1 53 CDKNIC (p57) 60
HOXC6 2 53 GRBI10 1 53
HOXAI1 1 53 GRBI10 2 53
HOXAI11 2 55 MEST 1 53
HOXB2 1 53 MEST 2 53
HOXB2 2 55 PPPIR9A 53
CTCFL 60 PON2 53
GAPDH 60
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4.2.20 DNA-Praparation

Die Zellen wurden in 25 cm Kulturflaschen bis zu 90 % Konfluenz kultiviert und

anschlieBend die DNA nach dem Standardprotokoll fiir kultivierte Zellen mit dem
QIAamp®DNA Mini Kit der Firma Qiagen isoliert. Die Konzentration wurde am Nanodrop
gemessen und die isolierte DNA bei 4 °C gelagert.

4.2.21 Bisulfit-Umwandlung von DNA
Nach Herstellerangaben wurden 500 ng DNA mit dem EZ DNA Methylation-Gold Kit der

Firma Zymo Research mit Bisulfit behandelt. Die umgewandelte DNA wurde in 25 pl eluiert
und bei -20 °C gelagert. Dabei wurden nicht methylierte Cytidine in Uracil umgewandelt.

4.2.22 Pyrosequenzierung

Die zu untersuchende Sequenz wurde zuerst iiber eine Block-PCR mit spezifischen Primern
amplifiziert. Daflir wurde 1 pl der Bisulfit-umgewandelten DNA eingesetzt. Der 7q21 DMR2
Assay wurde nach Herstellerangaben mit dem PyroMark-PCR Kit amplifiziert. Fiir die
anderen Assays erfolgte die PCR nach dem Pipettierschema der Tabelle 4.9 und dem PCR-
Programm mit den verwendeten primerspezifischen Anlagerungstemperaturen der

Tabelle 4.10. Die erfolgreiche Amplifikation wurde iiber ein 2 % Agarosegel verifiziert.

Tabelle 4.9: PCR zur Amplifizierung der Sequenz fiir die Pyrosequenzierung (Z = 50 pl).

Komponente Ansatz [pl]

H20 38,6
10x PCR-Puffer 5
dNTPs (10mM) 1
Primer fwd 1:10 (10 pmol/ul) 2
Primer rev 1:10 (10 pmol/ul) 2
Taq-Polymerase (Qiagen 5U/ul) 0,2
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Tabelle 4.10: Programm und Anlagerungstemperaturen der PCR zur Amplifizierung der
Sequenz fiir die Pyrosequenzierung.

Dauer Temperatur [°C] | Zyklen Assay X = Anlagerungstemp.
[°C]
15¢ 95 1 PLAGLI [138] 50
15¢ 94 45 HI19 [139] 56
20¢¢ X KvDMR [140] 60
20¢ 72
5¢ 72 1
¢ = Minuten, ‘‘= Sekunden

Das Programm fiir die Pyrosequenzierung wurde mit der Software PyroMark Q24 1.0.10
erstellt. Die Proben wurden an der PyroMark Q24 vacuum Workstation vorbereitet. Je 20 pl
der PCR wurden mit 40 pl Binding Buffer, 2 ul Streptavidin Beads und 18 ul Millipore H20
gemischt. Die Losung wurde 10 min schiittelnd inkubiert. In der Sequenzierungsplatte wurden
25 ul Sequenzierungsprimermix (25 pl Annealing Buffer mit 0,3 uM Primer) vorgelegt und
die mit der amplifizierten Sequenz beladenen Beads iiberfiihrt. Nach einer Inkubation von
2min bei 80°C und anschlieBenden Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde die
Pyrosequenzierung am PyroMark Q24 durchgefiihrt. Die Kartusche wurde dafiir mit der vom
Programm vorgegeben Menge an Substrat-, Enzym- und Nukleotidlosung befiillt.

4.2.23 DNA-Methylierungs-Array

Uber die Firma NXT-DX (Gent, Belgien) wurde im Austrian Institute of Technology eine
genomweite Analyse der DNA-Methylierung mit dem ,450K“ Infinium-DNA-
Methylierungsarray durchgefiihrt. Diese Methode erfasst etwa 2 % der CpG-Stellen im

Genom.

Hierfiir wurden fiir jede Probe drei unabhédngige DNA-Prédparationen durchgefiihrt. Es wurden
DNAs von VM-CUBI1 _LV6, VM-CUB1_HOTAIR 20, 5637 LV 2 und 5637 HOTAIR 4
analysiert. Die Qualitdt und Quantitit der isolierten DNA wurde iiber einen PicoGreen Assay
im GTL-Labor des BMFZ verifiziert. Je 500 ng DNA wurden nach Herstellerangaben auf
einen [llumina Infinium HumanMethylation459 BeadChip untersucht, dieser betrachtet
485.577 CpG-Stellen. Die Ergebnisse wurden nach dem [llumina Infinium Assay for
Methylation Manual Protokoll Version 11322371 analysiert. Der BeadChip misst den Grad

der DNA-Methylierung im Vergleich zu einer methylierten und unmethylierten Probe. Es
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werden sogenannte p-values erhalten, die zwischen 0 (keine Methylierung) und 1
(vollstindige Methylierung) liegen. Diese wurden normalisiert und fiir die statistische

Auswertung verwendet.

Als Qualitétskontrolle fiir die DNA wurde eine Bisulfit-Umwandlung der DNA mit den EZ
DNA Methylation Kit (Zymo Research) nach dem Illumina Deaminierungsprotokoll
durchgefiihrt. Ein Assay fir die methylierte Region von DNAJC15 und zwei Assays am
GNAS-Locus dienten als Qualitdtskontrolle und DNA aus Blut als Positivkontrolle. Die
Proben bestanden die Qualititskontrolle, wenn der erreichte Ci-Wert eines der beiden Gene
um nicht mehr als 5 von der Kontrolle abwich.

Fiir die Berechnung des p-Wertes wurde die Intensitit des Signals der Sonde mit der Intensitét
des Hintergrundsignals verglichen. Fiir die Analyse wurden nur Sonden herangezogen, bei
denen ein Unterschied zum Hintergrundsignal mit einer Signifikanz von p<10~ bestand; dies
waren 485.151 CpG-Stellen.

Die statistische Auswertung wurde fiir verschiedene Vergleiche ausgefiihrt. Zum einen wurde
jeweils innerhalb jeder UC-Zelllinie der HOTAIR-iiberexprimierende Klon mit dem LV-Klon
verglichen. Zum anderen wurden Zelllinien-tibergreifend beide HOTAIR-iiberexprimierenden
Klone mit den beiden LV-Klonen verglichen. Die Signifikanz wurde iiber einen Student‘s T-
Test mit anschlieBender Korrektur fiir multiples Testen nach Benjamini-Hochberg berechnet.
Der Schwellenwert wurde auf p(adj)<0,05 festgelegt. Diese Werte wurden als Excel-Tabelle

zur Verfiigung gestellt.

AuBlerdem konnten mit dem H2G2 Genome Browser die Daten graphisch dargestellt werden.

4.2.24 In silico Analysen oOffentlicher Datensatze

Fiir die in silico Analyse von offentlichen Datensétzen zu Genexpressionsveridnderungen im
Urothelkarzinom standen drei Datensitze online zur Verfiigung: Set 1 GSE13507 [141] ,
Set2 GSE3167 [142] und Set3 E-TABM-147 [143]. Diese drei Datensidtze wurden
ausgewahlt, weil sie auch Proben von normalen, tumorfreien Harnblasen enthielten.
Auflerdem wurden fiir die Erstellung eines HOX-Expressionsprofils der normalen Harnblase
Daten des Datensatzes GSE2361 [144] ausgewertet.

Die in der GEO DataSets Datenbank verfiigbaren Daten wurden als Series Matrix Files in
Form einer Text-Datei heruntergeladen und anschliefend in Excel importiert. Set 3 ist in der
ArrayExpress Achive of Functional Genomics Datenbank verfiigbar und wurde als Text-Datei

heruntergeladen und in Excel importiert.
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Fiir die Zuordnung von Gennamen zu den Sonden konnten entsprechende Platform-Dateien

heruntergeladen und in Excel importiert werden.

Anhand der so generierten Excel-Dateien wurden die Daten zu den HOX-Genen extrahiert
und in SPSS weiterverarbeitet. So wurde die Expression im normalen Gewebe mit dem im
Tumorgewebe verglichen und die Signifikanz mittels Mann-Whitney-U berechnet (p<0,05).
Auch wurden zur graphischen Veranschaulichung Boxplots erstellt. Enthielt die Platform
mehr als eine Sonde pro Gen, wurde dieses Gen als signifikant differentiell verdndert
exprimiert gewertet, wenn eine der Sonden signifikant verandert war. Diese Verdnderungen

wurden zur vereinfachten Darstellung in eine Heatmap iibersetzt.
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5 Ergebnisse

5.1 HOX-Genexpressionsmuster im Urothel

5.1.1 HOX-Genexpressionsmuster im normalen Urothel

Die Erstellung eines HOX-Genexpressionsmusters des normalen Urothels wurde durch eine
in silico-Analyse eines Offentlich zuginglichen Datensatzes von Ge et al. (GSE2361) [144]
bewerkstelligt (Abb. 5.1). Dieser Datensatz basiert auf der Expressionsanalyse von gepoolten
RNAs normaler Gewebeproben. Zur Vermeidung individueller Effekte wurden RNA-Proben
aus 36 Gewebetypen von zwei bis 84 Spendern gepoolt und auf einen Affymetrix Human
Genome U133A Array [HG-U133A] gemessen.

Um die Stirke der Expression der HOX-Gene einschitzen zu konnen, wurden die gewohnlich
stark exprimierten Haushaltsgene Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH),
Succinate dehydrogenase complex subunit A (SDHA) und TATA box binding protein (TBP)
mit aufgetragen (Abb. 5.1). Die relative Expression von 7BP liegt bei 66. Da iiblicherweise
TBP als Referenzgen fiir mRNA-Messungen im UC verwendet wird, werden in der folgenden
Analyse alle Gene mit einer relativen Expression grofer 50 als stark exprimiert gewertet.
Demnach wurden im HOXA-Cluster die Gene HOXAS5, A10 und A11 deutlich exprimiert. Das
HOXB-Cluster schien am aktivsten zu sein, besonders stark exprimiert wurden HOXBI, B2,
B5 und B7. Im HOXC-Cluster waren die Gene HOXC6, CI10 und CII exprimiert. Das
HOXD-Cluster ist mit Ausnahme von HOXDI nur wenig exprimiert. Die Gene HOXA13,
HOXB4, HOXCY9, HOXC12 und HOXDS sind nicht im Array repriasentiert.
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Abbildung 5.1: HOX-Genexpressionsprofil im normalen Urothel.
Das HOX-Expressionsprofil wurde aus dem Datensatz GSE2361 erstellt. Aufgetragen ist die relative RNA-

Expression. Beim Vorliegen von mehr als einer Sonde je Gen wurden die Expressionsdaten gemittelt. Die HOX-
Gene HOXA13, B4, C9, C12 und D8 waren nicht im Datensatz vorhanden. Als Referenzen fiir stark exprimierte
Gene wurden die Haushaltsgene SDHA, GAPDH und TBP einbezogen.
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5.1.2 HOX-Genexpressionsmuster im Urothelkarzinom

Um abzuschdtzen in wie weit aberrante Differenzierung wéhrend der Progression des UCs
durch eine aberrante Expression von HOX-Genen verursacht werden konnte, wurden HOX-
Genexpressionsprofile auf Grundlage der Daten von drei unabhéngigen Microarrays von UCs
mittels in silico-Analysen erstellt (GSE13507 [141], GSE3167 [142] und E-TABM-147
[143]). Eine Zusammenfassung der Daten war wegen der Verwendung unterschiedlicher
Plattformen nicht mdglich. Die drei Sets unterscheiden sich sowohl in der
Gesamtprobenanzahl als auch in der Verteilung einzelner Tumorstadien (Tabelle 5.1). Als
Kontrollen dienten jeweils Proben aus tumorfreien Harnblasen. Im ersten Set wurden
iiberwiegend Gewebe aus Tumoren fritherer Stadien untersucht. Im Gegensatz dazu bestand

das dritte Set vor allem aus Geweben weiter fortgeschrittener Tumore.

Tabelle 5.1: Probenzusammensetzung der UC-Datensitze, die zur Bestimmung des HOX-
Genexpressionsprofils im UC ausgewertet wurden.

Set 1 (GSE13507) Set 2 (GSE3167) Set 3 (E-TABM-147)
GEO GEO ArrayExpress
Hllumina  human-6  v2.0 | Affymetrix [HG-U133A] Affymetrix [HG U95Av2] +
expression beadchip [HG U95A]

Anzahl Anzahl Anzahl
Kontrolle 10 | Kontrolle 9 | Kontrolle 10
ucC 164 | UC 41 | UC 93
pTa 23 | nicht 28 | pTa 24

muskelinvasiv

pTl 80 | muskelinvasiv 13 | pT1 13
pT2 31 pT2 11
pT3 19 pT3 24
pT4 11 pT4 21

Um festzustellen, ob generell in UC-Geweben eine Verdanderung des HOX-Expressionsprofils
vorlag, wurden zunichst die jeweiligen Kontrollen aus tumorfreien Harnblasen mit den
jeweiligen UC-Geweben aller Stadien verglichen. In allen drei Studien war eine Verdnderung
der Expression von HOX-Genen in den Tumorproben zu beobachten (Abb. 5.2).
Uberwiegend kam es zu einer Verringerung der Expression. Allerdings waren nur sehr wenige

Verdnderungen in allen drei Datensétzen konsistent. Eine Ausnahme bildete HOXA2, dessen
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Expression sich einheitlich in allen drei Datensétzen verringerte. Einige Verdnderungen traten
in zwei der drei Sets auf, wie die verringerte Expression von HOXA4, HOXAI1, HOXB13 und
HOXCS5 und eine erhohte Expression von HOXB7. Jedoch waren auch Verdnderungen in
unterschiedlicher Richtung zu beobachten, z. B. von HOXB6, HOXB9, HOXC13, HOXDI und
HOXD?.
GSE13507
1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12 13

HOXA

N
]

HOXD

GSE3167

HOXD
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HOXA

HOXB

HOXC

oo [ .

Signifikant erhoht
Signifikant vermindert

Keine signifikante Veranderung zwischen Tumor und Normal
Keine Angaben

1000

Abbildung 5.2: HOX-Genexpressionsprofil im UC auf Grundlage der Ergebnisse dreier
unabhangiger Expressionsstudien.

Der Vergleich zwischen tumorfreiem Gewebe und UC-Proben wurde fiir die drei Sets einzeln durchgefiihrt. Die
Signifikanz wurde {iber einen Mann-Whitney-U-Test berechnet (p < 0,05). Rot = signifikant erhéhte Expression.
Griin = signifikant verminderte Expression. Gelb = keine signifikanten Verdnderungen der Expression. Grau =

Expressionsdaten zu diesem Gen waren nicht vorhanden.
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Um einen Zusammenhang zwischen Tumorprogression und HOX-Genen zu untersuchen,
wurden die HOX-Genexpressionsprofile der einzelnen Tumorstadien im Vergleich zu den
tumorfreien Proben fiir die drei Datensétze erstellt.

Allgemein ldsst sich sagen, dass Unterschiede im HOX-Expressionsmuster zwischen den
einzelnen Tumorstadien existieren. Allerdings sind auch diese zwischen den einzelnen
Probeserien wenig konsistent.

Als erstes wurde der Datensatz von Lee et al. analysiert (Abb. 5.3), der besonders viele T1-
Tumor-Proben enthielt. Darin konnte eine deutliche Aktivierung der mittleren HOXB-Gene
(HOXB4-9) in den friihen Stadien (Ta, T1) beobachtet werden. Von diesen blieb in den
hoheren Stadien nur HOXB9 erhoht exprimiert. Weiterhin trat eine verminderte Expression
der posterioren HOXD-Gene D8, D10, D11 und D13 und der HOXA-Gene 411 und 413 im
T1-Stadium auf. In allen Stadien wurden die beiden HOXA-Gene A9 und 470 vermindert
exprimiert. Generell war eine Verdnderung der in der urothelialen Embryonalentwicklung
wichtigen posterioren Loci 11 und 13 in den fortgeschrittenen Tumoren (ab T1) zu
beobachten. Nur in T2-T4 Tumoren traten eine erh6hte Genexpression von HOXC9 und eine
Verminderung von HOXD1 auf.

Im Datensatz von Dyrskjot et al. war lediglich eine Einteilung der Tumore zwischen nicht
muskelinvasiv (< T2) und muskelinvasiv (> T2) moglich. Generell wurde in diesem Set eine
Inaktivierung zahlreicher HOX-Gene gemessen, insbesondere der posterior gelegenen
(Abb. 5.4). In den nicht muskelinvasiven Tumoren wurden nur vier HOX-Gene (41, A7, B5
und B7) erhoht exprimiert. Die erhdhte Expression von HOXA! zeigten die muskelinvasiven
Tumore nicht mehr. HOXB5 wurde in den muskelinvasiven Tumoren sogar vermindert
exprimiert.

Auch im Datensatz von Stransky et al. zeigten die Tumorstadien unterschiedliche HOX-
Genexpressionsprofile (Abb. 5.5). Im Ta-Stadium wurden vier HOX-Gene (44, C5, D8 und
D10) vermindert exprimiert und vier HOX-Gene (B6, C6, DI und DY) verstarkt exprimiert.
Im T1-Stadium wurden die HOX-Gene A4, C5 und C6 wieder normal exprimiert. Die
fortgeschrittenen Tumore zeigten eine zusitzliche Expressionsverminderung von HOXA2 und
HOXA10. Die erhohte Expression von HOXC6 und die verminderte Expression von HOXA4
traten wieder auf. HOXD1(0 wurde wieder normal exprimiert.

Diese Auswertungen zeigten, dass eine aberrante HOX-Expression mit der Entstehung eines
UC einhergeht. Besonders die Aktivierung der mittleren HOXB-Gene scheint mit der
Entstehung von UCs zusammenzuhédngen. In weiter fortgeschrittenen Tumoren scheint die

Inaktivierung von posterioren HOX-Genen eine wichtige Rolle zu spielen. Auch wurde die

59



Ergebnisse

Heterogenitit von UCs deutlich, denn die Verianderungen der HOX-Genexpressionen waren
zwischen den drei Datensdtzen sehr unterschiedlich.
Die Verdnderungen der HOX-Genexpression konnten durch Verdnderungen von Regulatoren

der HOX-Gene entstehen, wie der HOX transcript antisense intergenic RNA (HOTAIR).
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]
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Abbildung 5.3: Veranderung der HOX-Genexpression wiahrend der Tumorprogression im Set 1.

Dargestellt ist der Vergleich zwischen den tumorfreien Geweben und den einzelnen Tumorstadien (Ta, T1, T2-
4). Die Signifikanz wurde tiber einen Mann-Whitney-U-Test berechnet (p < 0,05). Rot = signifikant erhdhte
Expression in den UC-Geweben. Griin = signifikant verminderte Expression. Gelb = keine signifikanten

Veranderungen der Expression.
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Abbildung 5.4: Veranderung der HOX-Genexpression wahrend der Tumorprogression im Set 2.

Es wurde ein Vergleich zwischen tumorfreien Geweben und nicht-invasiven bzw. muskelinvasiven Tumoren
durchgefiihrt. Die Signifikanz wurde {iber einen Mann-Whitney-U-Test berechnet (p < 0,05). Rot = signifikant
erhohte Expression in den UC-Geweben. Griin = signifikant verminderte Expression. Gelb = keine signifikanten

Verianderungen der Expression. Grau = Expressionsdaten zu diesem Gen waren nicht vorhanden.
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Abbildung 5.5: Verdnderung der HOX-Genexpression wiahrend der Tumorprogression im Set 3.
Der Vergleich zwischen tumorfreien Geweben und den einzelnen Tumorstadien (Ta, T1, T2-4) zeigt, dass sich
die HOX-Genexpression wihrend der Tumorprogression verdndert. Die Signifikanz wurde iiber einen Mann-
Whitney-U-Test berechnet (p < 0,05). Rot = signifikant erhéhte Expression in den UC-Geweben. Griin =

signifikant verminderte Expression. Gelb = keine signifikanten Verdnderungen der Expression. Grau =

Expressionsdaten zu diesem Gen waren nicht vorhanden.
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5.2 Expression der IncRNA HOTAIR in verschiedenen Tumorentitaten

5.2.1 Expression der IncRNA HOTAIR in Urothelkarzinom-Gewebeproben
Zuerst wurde die Expression der IncRNA HOTAIR in einem Set aus 108 UC-Geweben im

Vergleich zu sieben Geweben aus tumorfreien Harnblasen mittels qRT-PCR untersucht.
Davon wurden 14 UCs als pTa, 13 UCs als pT1, 17 UCs als pT2, 44 UCs als pT3 und 20 UCs
als pT4 klassifiziert. Weitere Parameter der Patienten— und Tumorkohorte sind in den
Tabellen 4.1 und 5.2 zu finden.

Wie flir andere Tumorentititen beschrieben, wurde in einigen UCs eine stark erhohte
HOTAIR-Expression gemessen, doch wurde kein signifikanter Unterschied zum
Normalgewebe iiber alle UC-Proben hinweg gefunden (Abb. 5.6). Auch zwischen den
normalen, tumorfreien Geweben und einzeln betrachteten T-Stadien konnten keine
signifikanten Verdnderungen gemessen werden. Allerdings schien die HOTAIR-Expression
mit steigendem Tumorstadium heterogener zu werden.

In 30 UC-Geweben wurde eine liber dem Mittelwert der tumorfreien Gewebe (Mittelwert der
relativen HOTAIR Expression = 0,048) liegende HOTAIR-Expression gemessen. Deshalb
wurden die 25 % der UC-Gewebe mit der hochsten HOTAIR-Expression zur Gruppe
HOTAIR-hoch und die restlichen 75 % zur Gruppe HOTAIR-niedrig zusammengefasst.
AuBlerdem wurde die ermittelte HOTAIR-Expression mit vorliegenden Parametern von
Patienten und Tumoren korreliert. Dabei konnten keine signifikanten Korrelationen der
HOTAIR-Expression mit Alter oder Geschlecht der Patienten, dem Tumor-Stadion oder
Tumor-Grad, dem Vorliegen einer Metastasierung oder dem Rauchverhalten der Patienten
beobachtet werden (Tab. 5.2). Allerdings ergab sich ein Zusammenhang zwischen stark
erhhter HOTAIR-Expression und einer schlechteren tumorspezifischen Uberlebenszeit bei

Aufteilung in die Gruppen HOTAIR-hoch und HOTAIR-niedrig (Abb. 5.7).
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Abbildung 5.6: Expressionsbestimmung der IncRNA HOTAIR in UC-Geweben im Vergleich zu
tumorfreien Geweben.

Die HOTAIR-Expression wurde mittels qRT-PCR in normalen, tumorfreien Geweben (BN) und UC-Geweben
(BT) gemessen. Die gemessene relative Expression wurde auf das Haushaltsgen 7BP normiert. Die
Zusammensetzung des UC-Gewebesets ist in Abschnitt 4.1.1 dargestellt. Die Signifikanz wurde iiber einen
Mann-Whitney-U-Test berechnet. (a) Aufgetragen ist die relative HOTAIR-Expression der Tumorproben. Der
Mittelwert der normalen, tumorfreien Gewebe (0,048) ist als gestrichelte Linie gekennzeichnet. Die UC-Gewebe
wurden in zwei Gruppen eingeteilt: HOTAIR-hoch (25 %) und HOTAIR-niedrig (75 %). In der HOTAIR-
niedrig Gruppe liegt die HOTAIR-Expression im Bereich oder unter dem Mittelwert der normalen, tumorfreien
Gewebe. (b+c) Auftragung der HOTAIR-Expression der normalen Harnblasen im Vergleich mit den UC-

Geweben insgesamt und den einzelnen T-Stadien als Boxplots und p-Werte nach Mann-Whitney-U.
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Tabelle 5.2: Korrelation der Patienten-Eigenschaften mit der HOTAIR-Expression in UC-

Geweben.

Die statistischen Berechnungen wurden von Dr. T. Szarvas durchgefiihrt.

Variable Anzahl HOTAIR-Expression Signifikanz
n Mittelwert (range) P
Alter
<65 54 1,95 (0,00 — 56,20) 0,822
> 65 54 1,70 (0,00 — 35,90)
Geschlecht
Mann 79 1,70 (0,00 — 56,20) 0,501
Frau 29 1,80 (0,10 — 14,90)
Stage
Ta 14 2,45 (0,10 — 15,70)
T1 13 2,60 (0,10 — 56,20)
T2 17 1,70 (0,00 — 15,00)
T3 44 1,50 (0,10 —38,50)
T4 20 1,50 (0,00 — 33,20)
nicht-invasiv 27 2,50 (0,10 — 56,20) 0,614
invasiv 81 1,60 (0,00 — 38,50)
Grade
Gl 7 2,50 (0,10 — 15,70)
G2 33 2,60 (0,00 — 35,90)
G3 68 1,35 (0,00 — 56,20)
Low-grade (G 1-2) 40 2,55 (10,00 —35,90) 0,256
High-grade (G 3) 68 1,35 (0,00 — 56,20)
Metastasen
NO/Nx/MO/Mx 80 1,60 (0,00 —35,90) 0,766
N +/M+ 28 1,20 (0,10 — 38,50)
Raucher
Ja 61 2,40 (0,00 — 56,20) 0,832
Nein 29 2,10 (0,10 — 35,90)
unbekannt 18
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Abbildung 5.7: Kaplan-Meier-Kurve fiir die Korrelation des tumorspezifischen-Uberlebens mit
der Expression der IncRNA HOTAIR.

Das Patientenkollektiv wurde auf Grund der HOTAIR-Expression der UC-Gewebeproben in zwei Gruppen
geteilt. Die Gruppe HOTAIR-hoch beinhaltet die 25 % der Patienten, deren UC-Gewebeproben die hdchste
HOTAIR-Expression zeigten. Die Signifikanz der Korrelation liegt bei p = 0,009.

5.2.2 Expression der putativen HOTAIR-Zielgene HOXD10 und HOXD12 im UC-

Gewebeset

Da Rinn et al. eine regulative Wirkung von HOTAIR auf die Expression posteriorer HOXD-
Gene beschrieben haben, wurde im Gewebeset die HOXDI10- und HOXDI2-Expression
mittels qRT-PCR bestimmt [48]. Um die Expression mit der HOTAIR-Expression besser
vergleichen zu konnen, wurden die Gewebe nach aufsteigender HOTAIR-Expression

aufgetragen.

HOXDI10 wurde in Ubereinstimmung mit der Analyse in Abschnitt 5.1.1 in den tumorfreien
Harnblasen nur gering exprimiert (Mittelwert der relativen HOXD10-Expression = 0,23). In
den UC-Geweben lag die HOXDI10-Expression in 44 Patienten iiber dem Mittelwert der
tumorfreien Harnblasen (Abb. 5.8 a), jedoch war der Unterschied zwischen tumorfreien und
UC-Geweben nicht signifikant (Abb. 5.8 b). Auch die Aufteilung der UC-Gewebe nach den
T-Stadien ergab keine signifikanten Verdnderungen (Abb. 5.8 ¢). Rinn et al. beschrieben eine
erhohte H3K27-Trimethylierung an posterioren HOXD-Genen und eine Verminderung der
Expression dieser Gene durch HOTAIR [48]. Uberraschenderweise wurde in vielen UC-
Geweben mit hoher HOTAIR-Expression auch eine hohe HOXDI0-Expression gemessen.
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Eine Korrelation nach Pearson iiber das gesamte Gewebeset hinweg ergab eine leicht positive

Korrelation von 0,33 zwischen HOTAIR- und HOXD10-Expression.
Weiterhin wurde auch die HOXD12-Expression im UC-Gewebeset untersucht. HOXD12 war

auch in diesem Set in den tumorfreien Harnblasen gering exprimiert (Mittelwert der relativen
HOXD|I2-Expression = 0,41). Auch hier zeigten 37 UC-Gewebe eine im Vergleich zum
Mittelwert der tumorfreien Harnblasen erhdhte Expression (Abb. 5.9 a). In einigen UC-
Geweben mit hoher HOTAIR-Expression wurde unerwartet eine hohe HOXD12-Expression
gemessen. Uber alle Proben des UC-Gewebesets wurde eine positive Korrelation nach
Pearson von 0,45 berechnet.

Der Vergleich zwischen tumorfreien Harnblasen und UC-Geweben deutete auf eine
Aktivierung der HOXDI2-Expression in einigen UC-Geweben hin und diese Aktivierung
schien mit steigender Progression héaufiger aufzutreten (Abb. 5.9 b+c). Allerdings sind diese

Verdnderungen nach dem Mann-Whitney-U-Test nicht signifikant.
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Abbildung 5.8: Expressionsbestimmung von HOXD10 in UC-Geweben im Vergleich zu
tumorfreien Geweben.

Die HOXD10-Expression wurde im UC-Gewebeset (Vgl. Abschnitt 4.1.1) mittels qRT-PCR gemessen und auf
das Haushaltsgen 7BP normiert. Die Signifikanz wurde {iber einen Mann-Whitney-U-Test berechnet. (a) Der
Mittelwert der tumorfreien Harnblasen (BN) von 0,23 ist als gestrichelte Linie eingezeichnet. Die UC-Gewebe
(BT) wurden nach aufsteigender HOTAIR-Expression aufgetragen. Die Gruppe HOTAIR-hoch beinhaltet die
25 % der Patienten, deren UC-Gewebeproben die hochste HOTAIR-Expression zeigten. (b+c) Verteilung der
HOXD10-Expression zwischen tumorfreien Harnblasen und UC-Geweben insgesamt und den einzelner T-

Stadien und p-Werte nach Mann-Whitney-U.
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Abbildung 5.9: Expressionsbestimmung von HOXD712 in UC-Geweben im Vergleich zu
tumorfreien Geweben.

Die HOXDI2-Expression wurde im UC-Gewebeset (vgl. Abschnitt 4.1.1) mittels qRT-PCR bestimmt und auf
das Haushaltsgen 7BP normiert. Die Signifikanz wurde iiber einen Mann-Whitney-U-Test berechnet. (a) Die
UC-Gewebe sind nach aufsteigender HOTAIR-Expression angeordnet. Der Mittelwert der tumorfreien
Harnblasen lag bei 0,41 und ist als gestrichelte Linie gekennzeichnet. Die 25 % der UC-Gewebe mit der
hochsten HOTAIR-Expression bildeten die Gruppe HOTAIR-hoch. (b+c) Vergleichende Darstellung der
HOXD12-Expression zwischen tumorfreien Harnblasen (BN) und UC-Geweben (BT) und der einzelnen T-
Stadien als Boxplots und p-Werte nach Mann-Whitney-U.
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5.2.3 Expression der IncRNA HOTAIR in UC-Zelllinien
Ob sich die heterogene Verteilung der HOTAIR-Expression der UC-Gewebeproben auch in

etablierten UC-Zelllinien beobachten lédsst, wurde mittels QqRT-PCR in einem Probensatz aus
15 UC-Zelllinien und drei Kontrollen untersucht. Als Kontrollen dienten uroepitheliale
Primérzellkulturen (UP) und die immortalisierte normale Urothelzelllinie TERT-NHUC. Das
Zelllinien-Set spiegelte die Bandbreite der HOTAIR-Expressionsniveaus wieder, die auch in
Geweben gefunden wurden. Die HOTAIR-Expression war in einzelnen UC-Zelllinien stark
erhoht exprimiert, in der Mehrheit der UC-Zelllinien jedoch eher niedrig auf dem Niveau der
Kontrollen (Abb. 5.10). Ein Zusammenhang zwischen Morphologie (epithelial vs.

mesenchymal) und HOTAIR-Expression war nicht erkennbar.
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Abbildung 5.10: Expressionsbestimmung der IncRNA HOTAIR in UC-Zelllinien im Vergleich zu
uroepithelialen Primarzellkulturen und der immortalisierten normalen Urothelzelllinie TERT-
NHUC.

Die HOTAIR-Expression wurde mittels qRT-PCR bestimmt und auf das Haushaltsgen TBP normiert. Die UC-
Zelllinien sind nach ihrer Herkunft aus papilliren (BFTC905 - J82) oder invasiven Tumoren angeordnet. Von
den stark HOTAIR exprimierenden UC-Zelllinien weisen drei einen mesenchymalen und eine (HT-1376) einen

epithelialen Phénotyp auf.
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5.3 Vergleich der Expression der IncRNA HOTAIR in UC-Zelllinien mit
Zelllinien anderer Tumorentitaten

Um die Stirke der in den UC-Zelllinien gemessenen HOTAIR-Expression besser einordnen

zu konnen, wurde in verschiedenen weiteren Karzinom-Zelllinien im Vergleich zur UC-

Zelllinie 639-V, einer UC-Zelllinie mit starker HOTAIR-Expression, mittels qRT-PCR die

HOTAIR-Expression untersucht.

Da eine erhohte HOTAIR-Expression zuerst fiir das Mammakarzinom beschrieben worden
war [77], wurde die HOTAIR-Expression in den Mammakarzinom-Zelllinien MCF7, T47D
und SK-BR3 gemessen. Die ausgewdhlten Mammakarzinom-Zelllinien besaflen eine hdhere
HOTAIR-Expression im Vergleich zur UC-Zelllinie 639-V, T47D eine fiinffach und MCF7
eine zweifach erhohte HOTAIR-Expression (Abb. 5.11 a).

Sowohl innerhalb der untersuchten UC-Zelllinien als auch der Mammakarzinom-Zelllinien
war die HOTAIR-Expression sehr heterogen. Um zu untersuchen, ob diese heterogene
Verteilung auch in anderen Tumorentititen vorliegt, wurde die HOTAIR-Expression in Serien

von Prostatakarzinom- und Osophaguskarzinom-Zelllinien gemessen.

Zur Verfligung standen die vier Prostatakarzinom-Zelllinien PC-3, 22Rv1l, DU-145 und
LNCaP, als Kontrollen dienten die normalen Prostataepithel-Zelllinien PNT2 und PrEC. Die
HOTAIR-Expression in den Prostatakarzinom-Zelllinien war gegeniiber den normalen
Prostataepithel-Zelllinien erhoht. In den drei Prostatakarzinom-Zelllinien PC-3, 22RV1 und
DU-145 war die IncRNA HOTAIR deutlich hoher exprimiert als in der UC-Zelllinie 639-V
(Abb. 5.11 b). Das HOTAIR-Expressionsniveau lag im Bereich der Mammakarzinom-
Zelllinie MCF7.

An Osophaguskarzinom-Zelllinien waren insgesamt neun verfiigbar. Davon hatten fiinf ihren
Ursprung in einem Plattenepithelkarzinom, drei in einem Adenokarzinom und LN1590 wurde
aus einer Lymphknotenmetastase eines Adenokarzinoms (PT1590) gewonnen. Auch hier war
die Verteilung der HOTAIR-Expression sehr heterogen (Abb. 5.11 ¢). Am stérksten war die
Expression in KYSE-270 und PT1590; sie lag im Bereich der Mammakarzinom-Zelllinie
T47D. Vier Osophaguskarzinom-Zelllinien zeigten eine héhere, zwei eine vergleichbare und

drei eine geringere HOTAIR-Expression als 639-V.

Da ein Zusammenhang zwischen der HOTAIR-Expression und Differenzierung vermutet
wurde, wurden als Modell fiir undifferenzierte Zellen die Teratokarzinom-Zelllinien NCCIT
und Tera-1 untersucht (Abb. 5.11 d). In beiden Zelllinien war die IncRNA HOTAIR sehr

gering, kaum messbar exprimiert.
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Abbildung 5.11: Expressionsbestimmung der IncRNA HOTAIR in Zelllinien verschiedener
Tumorentitiaten verglichen mit der UC-Zelllinie 639-V.

Die HOTAIR-Expression wurde mittels qRT-PCR bestimmt und auf das Haushaltsgen 7BP normiert. Alle
untersuchten Sets wurden mit der UC-Zelllinie 639-V verglichen. (a) Expression in drei Mammakarzinom-
Zelllinien. (b) Expression in vier Prostatakarzinom- und zwei Prostataepithel-Zelllinien. (¢) Expression in neun
Osophaguskarzinom-Zelllinien, angeordnet nach ihrer Herkunft aus einem Plattenepithelkarzinom (KYSE-30 —
COLO-680N), Lymphknotenmetastase (LN1590) oder Adenokarzinom. (d) Expression in zwei Teratokarzinom-

Zelllinien.
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5.4 Modulation der Expression der IncRNA HOTAIR

5.4.1 Knockdown der IncRNA HOTAIR
Der Knockdown von HOTAIR wurde mit zwei verschiedenen Techniken durchgefiihrt. Zuerst

wurde ein siRNA-vermittelter Knockdown unternommen. Dabei kamen zwei verschiedene
siRNAs zum Einsatz. Die siRNA1 wurde in der Arbeit von Gupta et al. [77] und die siRNA2
von Kogo et al. [79] verwendet. Beide siRNAs wurden an verschiedenen UC-Zelllinien
angewendet (Abb. 5.12). Als Kontrolle diente die Behandlung mit einer unspezifischen
siRNA. RNA wurde nach 48 h Inkubation geerntet.

Die Effizienz des Knockdowns unterschied sich zwischen den UC-Zelllinien. In RT-112, SW-
1710 und 639-V wurde die HOTAIR-Expression signifikant vermindert. In der RT-112
konnte mit beiden siRNAs die HOTAIR-Expression um 80 % (Abb. 5.12 a) und in SW-1710
um 50 % verringert werden (Abb. 5.12 b). In 639-V unterschied sich die Effizienz der beiden
siRNAs deutlich (Abb. 5.12 d). Mit siRNA1 wurde eine Verminderung auf 75 % und mit
siRNA2 auf 30 % erreicht. Demnach schien die Behandlung mit der siRNA2 insgesamt eine
effektivere Herunterregulation zu bewirken. In der UC-Zelllinie J82 konnte keine signifikante
Herunterregulation erreicht werden (Abb. 5.12¢). Dort war die endogene HOTAIR-
Expression am geringsten. Womdglich kann die HOTAIR-Expression mittels siRNA nicht
weiter vermindert werden.

Der siRNA-vermittelte Knockdown der IncRNA HOTAIR bewirkte eine Verminderung der
Expression auf bis zu 20 % des Ursprungswertes. Bei Protein-kodierenden Genen kann oft
eine stiarkere Herunterregulation erreicht werden. In der Literatur ist beschrieben, dass durch
die Behandlung mit locked nucleic acids (LNAs) eine hohere Effizienz des Knockdowns
insbesondere von nukleédr lokalisierten ncRNAs erzielt werden kann [145]. Daher wurde ein
LNA-vermittelter Knockdown im Vergleich zum siRNA-vermittelten Knockdown der
IncRNA HOTAIR in zwei UC-Zelllinien durchgefiihrt (Abb. 5.13). In der UC-Zelllinie
RT-112 wurde mittels LNAs eine Herunterregulation auf 25 % erreicht (Abb. 5.13 a). Hier
war der LNA-vermittelte Knockdown genauso effektiv wie der siRNA-vermittelte
Knockdown. Bei der UC-Zelllinie SW-1710 lag die HOTAIR-Expression nach Behandlung
mit LNAs gegen HOTAIR jedoch noch bei 70 % der Ausgangsexpression (Abb. 5.13 b), die
Herunterregulation mittels LNAs war somit deutlich weniger effektiv. Es konnte durch den
Einsatz von LNAs keine Steigerung der Knockdown-Effizienz von HOTAIR erreicht werden.
Bei Einsatz einer FAM-markierten LNA gegen die IncRNA HOTAIR konnte unter dem
Mikroskop bestétigt werden, dass die LNAs tatsdchlich in den Nukleus gelangten.
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Abbildung 5.12: Expressionsbestimmung von HOTAIR nach siRNA-vermitteltem Knockdown in
verschiedenen UC-Zelllinien.

Die HOTAIR-Expression wurde mittels qRT-PCR bestimmt und auf das Haushaltsgen TBP normiert. Der
HOTAIR-Knockdown wurde mit zwei verschiedenen siRNAs durchgefiihrt. Die Proben wurden nach 48 h
Inkubation mittels siRNA geerntet. Als Kontrolle diente die Behandlung mit einer unspezifischen siRNA,
welche auch zur Normierung der Expressionsdaten verwendet wurde. Die Signifikanzen wurden mittels T-Test

bestimmt (* 0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; *** p<0,001).
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Abbildung 5.13: Vergleich der Effizienz eines siRNA- oder LNA-vermittelten Knockdowns von
HOTAIR in den UC-Zelllinien RT-112 und SW-1710.

Die HOTAIR-Expression wurde mittels qRT-PCR bestimmt und auf das Haushaltsgen 7BP normiert. Die Werte
wurde auf die jeweilige Kontrolle normiert Die Signifikanzen wurden mittels T-Test bestimmt (* 0,01<p<0,05;
**0,001<p<0,01; *** p<0,001). Der HOTAIR-Knockdown wurde mit zwei siRNAs und einer LNA gegen die
IncRNA HOTAIR durchgefiihrt. Die Proben wurden nach 48 h Inkubation geerntet. (a) RT-112. (b) SW-1710.
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5.4.1.1 Ein siRNA- oder LNA-vermittelter Knockdown vermindert die Konzentration
der IncRNA HOTAIR im Cytoplasma

Khalil et al. zeigten mittels RNA-FISH, dass die IncRNA HOTAIR nicht nur im Nukleus,
sondern auch im Cytoplasma lokalisiert ist [146]. Daher stellte sich die Frage, ob ein siRNA-
oder LNA-vermittelter Knockdown die Konzentration von HOTAIR nur im Cytoplasma oder
auch im Nukleus verringert. Deshalb wurde eine fraktionierte RNA-Isolierung nach siRNA-
bzw. LNA-Knockdown an zwei UC-Zelllinien durchgefiihrt und anschliefend die HOTAIR-
Expression mittels qRT-PCR ermittelt.

Als Kontrolle fiir die saubere Trennung von Cytoplasma- und Nukleus-Fraktion wurde die
IncRNA LIT1 gemessen, die nur im Nukleus lokalisiert sein soll [147]. Bei der UC-Zelllinie
RT-112 war die Trennung sauber, da im Cytoplasma eine sehr geringe und im Nukleus eine
einheitlich hohe LIT1-Expression gemessen wurde (Abb. 5.14 a). Die Trennung schien in der
UC-Zelllinie SW-1710 weniger gelungen zu sein, denn die LIT1-Konzentration in der
Cytoplasmafraktion war hoher als in RT-112 und die Konzentration von LIT1 im Nukleus
schwankte zwischen den einzelnen Proben (Abb. 5.14 c¢). Die HOTAIR-Expression war
endogen in beiden UC-Zelllinien im Cytoplasma geringer als im Nukleus (Abb. 5.14 b+d).
Nach Behandlung mit siRNA oder LNA sank in beiden UC-Zelllinien die HOTAIR-
Konzentration im Cytoplasma. Jedoch schien die HOTAIR-Konzentration nach siRNA-
Behandlung in beiden UC-Zelllinien im Nukleus anzusteigen. Nach LNA-Behandlung
verdnderte sich die HOTAIR-Konzentration im Nukleus nicht signifikant.
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Abbildung 5.14: Expressionsbestimmung der IncRNAs LIT1 und HOTAIR im Cytoplasma und
Nukleus nach HOTAIR-Knockdown in den UC-Zelllinien RT-112 und SW-1710.

Im Anschluss an eine fraktionierte RNA-Préparation wurde die HOTAIR- und LIT1-Expression mittels qRT-

PCR bestimmt und auf das Haushaltsgen 7BP normiert. Die Signifikanzen wurden mittels T-Test bestimmt (*

0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; *** p<0,001). Der HOTAIR-Knockdown wurde mit siRNA2 oder einer LNA

durchgefiihrt. Als Kontrollen diente eine unspezifische siRNA bzw. LNA. (a+c) Expression der IncRNA LIT1.
(b+d) Expression der IncRNA HOTAIR.
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5.4.2 Uberexpression der IncRNA HOTAIR in UC-Zelllinien
Die ektopische Uberexpression der IncRNA HOTAIR wurde mit dem Plasmid
pLZRS HOTAIR erreicht, das aus der Arbeit von Gupta et al. stammte [77]. Eine starke

transiente Uberexpression konnte in vielen UC-Zelllinien erreicht werden. Beispielhaft ist das
HOTAIR-Niveau nach transienter Transfektion (48 h Behandlung) fiir vier UC-Zelllinien in
Abb. 5.15 dargestellt. Verglichen mit dem endogenen HOTAIR-Niveau wurde eine 6.000- bis
100.000-fache Steigerung der HOTAIR-Expression erreicht.
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Abbildung 5.15: Expressionsbestimmung der IncRNA HOTAIR nach transienter
pLZRS_HOTAIR Transfektion in den UC-Zelllinien BFTC-905, 5637, HT-1376 und UM-UC-3.

Die Transfektion erfolgte mit dem pLZRS HOTAIR Plasmid (HOTAIR). Als Kontrolle wurde eine Transfektion
mit dem Leervektor pLZRS RfA (LV) durchgefiihrt, welche auch zur Normierung der Expressionsdaten auf
Eins verwendet wurde. Die HOTAIR-Expression wurde mittels qRT-PCR bestimmt und auf das Haushaltsgen

TBP normiert. Die Proben wurden 48 h nach Transfektion geerntet.
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5.5 Auswirkungen einer stabilen HOTAIR-Uberexpression in UC-Zelllinien auf
den Phanotyp
Da der Knockdown der HOTAIR-Expression offensichtlich nur begrenzt effizient ist und
insbesondere der nukleédr lokalisierte Anteil der IncRNA HOTAIR durch diese Methodik
kaum reduziert wird, wurde die regulatorische Funktion von HOTAIR im Folgenden nach
stabiler Uberexpression in UC-Zelllinien untersucht. Die stabile Expression wurde einerseits
gewdhlt, um Untersuchungsmethoden mit lidngeren Inkubationszeiten bei gesicherter
Uberexpression durchfiilhren zu kénnen, andererseits gab es Berichte, dass einige
regulatorische Effekte der IncRNA HOTAIR nur in Langzeitexperimenten zu beobachten sind
[75, 77].
Da Xu et al. [85] iiber Phédnotypverdnderungen durch Induktion einer mesenchymal-
epithelialen Transition (MET) nach siRNA-vermittelten HOTAIR-Knockdown in den
Magenkarzinom-Zelllinien AGS und SGC7901 berichteten, stellte sich die Frage, ob im
umgekehrten Ansatz durch eine ektopische Uberexpression der IncRNA HOTAIR eine
epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) induzieren werden kann. Es wurden die UC-
Zelllinien VM-CUBI und 5637 ausgewdhlt, da sie einen epithelialen Phinotyp zeigen. Als
dritte Zelllinie wurde T24 fiir die stabile Transfektion verwendet; diese zeigt eher einen
mesenchymalen Phinotyp. Zudem unterscheiden sich diese Zelllinien im Expressionsmuster
der posterioren HOXD-Gene (Abb. 5.16), die laut Rinn et al. [48] zu den Zielgenen von
HOTAIR gehoren. Wihrend die Expression von HOXD10-HOXDI13 in den UC-Zelllinien
VM-CUBI1 und T24 kaum detektierbar war, wurden diese Gene in der Zelllinie 5637 deutlich
exprimiert.
Die funktionelle Charakterisierung einer stabilen HOTAIR-Uberexpression in UC-Zelllinien
erfolgte an jeweils zwei Klonen mit unterschiedlich starkem Niveau der HOTAIR-
Uberexpression und einem Leervektor-Klon (Abb. 5.17). Die erreichte HOTAIR-Expression
war in der Zelllinie 5637 am geringsten und in VM-CUBI1 am hochsten.
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Abbildung 5.16: Expressionsprofil der posterioren HOXD-Gene der UC-Zelllinien VM-CUB1,
5637 und T24.

Die Expression der HOX-Gene D10, DI11, DI2 und DI3 wurde mittels qRT-PCR bestimmt und auf das

relative mRNA-Expression/TBP

Haushaltsgen TBP normiert. Die gemessene Expression in VM-CUBI ist in schwarz, in 5637 in grau und in T24

in hellgrau dargestellt.
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Abbildung 5.17: Expressionsbestimmung der IncRNA HOTAIR nach stabiler Transfektion in
Klonen der UC-Zelllinien 5637, T24 und VM-CUB1.

Die HOTAIR-Expression wurde mittels qRT-PCR bestimmt und auf das Haushaltsgen 7BP normiert. Es wurden
jeweils ein reprasentativer Leervektor-Klon (LV) und zwei HOTAIR-Klone mit unterschiedlich starkem
HOTAIR-Expressionsniveau ausgewdhlt. (a) Logarithmische Auftragung der HOTAIR-Expression in den
Klonen aus 5637. (b) Logarithmische Auftragung der HOTAIR-Expression in den Klonen aus T24. (c)
HOTAIR-Expression in den Klonen aus VM-CUBI.
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5.5.1 Auswirkung einer stabilen HOTAIR-Uberexpression in den UC-Zelllinien 5637,
T24 und VM-CUB1 auf die Proliferation und die Klonogenitat

In anderen Tumorentititen wurde nach ektopischer HOTAIR-Uberexpression eine Steigerung
der Proliferation beobachtet. Deshalb wurde die Proliferation der drei stabil mit HOTAIR
transfizierten UC-Zelllinien mittels MTT-Test iiber einen Zeitraum von vier Tagen bestimmt.
Bei der UC-Zelllinie VM-CUBI bewirkte die erhohte HOTAIR-Expression in beiden Klonen
eine deutliche Erhéhung der Proliferation (Abb. 5.18 c¢). Im Gegensatz dazu proliferierten die
HOTAIR-Klone der UC-Zelllinien 5637 und T24 langsamer (Abb. 5.18 a+b).

Die Fahigkeit zur Koloniebildung aus Einzelzellen wurde zuerst {iber einen Klonogenitatstest
bestimmt. Dazu wurde eine definierte Anzahl von Zellen in 12 cm Schalen ausgesit und diese
nach mehreren Wochen Inkubation mittels Giemsa angefarbt.

Nach stabiler HOTAIR-Uberexpression in der UC-Zelllinie VM-CUBI wurden mehr und
groBere Kolonien gebildet. In der UC-Zelllinie 5637 bewirkte die stabile HOTAIR-
Uberexpression den gegenteiligen Effekt. Die Fihigkeit Kolonien zu bilden war deutlich
schwicher ausgeprégt. In der UC-Zelllinie T24 war die Anzahl der Kolonien unverdndert,
allerdings waren die Kolonien der HOTAIR iiberexprimierenden Klone kleiner (Abb. 5.17).
Weiterhin wurde die Klonogenitit tiber einen Soft-Agar Assay untersucht. Dieser misst
zusétzlich die Fihigkeit zum verankerungsunabhingigen Wachstum und korreliert oftmals
besser mit der Féhigkeit im Xenograft Tumore zu bilden.

Die Zellen der UC-Zelllinie 5637 bildeten im Soft-Agar keine Kolonien (Abb. 5.20 a).
Dagegen  besaB  die  UC-Zelllinie T24  unbehandelt die  Féhigkeit des
verankerungsunabhingigen Wachstums. Nach stabiler Uberexpression von HOTAIR erh&hte
sich dieses Potenzial deutlich (Abb. 5.20b). Die unbehandelte UC-Zelllinie VM-CUBI
bildete nur sehr langsam Kolonien im Sofi-Agar. Nach Uberexpression von HOTAIR
entstanden die Kolonien deutlich schneller (Abb. 5.20 c).
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Abbildung 5.18: Proliferation der HOTAIR stabil Uberexprimierenden Klone der UC-Zelllinien
5637, T24 und VM-CUBH1.

Die Proliferation wurde mittels MTT-Test untersucht. Jeder Messpunkt ist der Mittelwert von vier technischen
Replikaten. Der Versuch wurde dreimal wiederholt und eine repréisentative Messung wurde fiir diese Abbildung
ausgewdhlt. Alle Messungen wurden auf den jeweiligen Mittelwert der Messung des ersten Tages normiert. Die
Signifikanzen wurden mittels T-Test bestimmt (* 0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; *** p<0,001). Es wurden ein
reprasentativer LV-Klon und zwei HOTAIR-Klone mit unterschiedlichem HOTAIR-Expressionsniveau
verglichen. (a) 5637 (b) T24 (c) VM-CUBI.
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Abbildung 5.19: Klonogenitiat der HOTAIR stabil tiberexprimierenden Klone der UC-Zelllinien
5637, T24 und VM-CUB1.

Fiir diesen Klonogenitétstest wurde jeweils eine definierte Anzahl von Zellen ausgesdt und nach mehreren

Wochen Inkubation eine Giemsa-Farbung durchgefiihrt. (a) Exemplarische Fotos der Giemsa-gefarbten Schalen.
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(b) Die Anzahl der Klone wurden mit Hilfe des Programms Imagel ausgezihlt. Jeder Wert entspricht dem

Mittelwert von drei gefdrbten Schalen. Die Signifikanzen wurden mittels T-Test bestimmt (* 0,01<p<0,05; **
0,001<p=<0,01).
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Abbildung 5.20: Verankerungsunabhéngiges Wachstum der UC-Zelllinien 5637, T24 und VM-
CUB1 nach stabiler HOTAIR-Uberexpression.
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Das verankerungsunabhingige Wachstum wurde mittels Soft-Agar Assay untersucht. Es wurden 50.000 Zellen
von 5637 und 10.000 Zellen von T24 und VM-CUBI je 6-Well ausgesit. Es wurden Triplikate ausgesét und der
Versuch wurde dreimal wiederholt. Dargestellt sind reprisentative Fotos (4x VergroBerung) nach 6-wochiger

Inkubation. Der angezeigte Malstab entspricht 500 um. (a) 5637, (b) T24, (c) VM-CUBI.

5.5.2 Auswirkungen einer stabilen HOTAIR-Uberexpression in den UC-Zelllinien
5637, T24 und VM-CUB1 auf das Migrations- und Invasionsverhalten

Da eine gesteigerte HOTAIR-Expression hdufig mit gesteigerter Invasions- und

Migrationsfahigkeit einhergeht, wurde die Migration und Invasion der UC-Zelllinien jeweils
zwischen dem HOTAIR-Klon mit der hoheren HOTAIR-Expression und dem entsprechenden
Leervektor (LV) verglichen.

Eine gingige Methode zur Messung der Migrationsfahigkeit von Zellen ist der Scratch Assay.
Dabei wird beobachtet, in welchem Zeitraum die Zellen eine Liicke im Zellrasen schlieflen
konnen. Diese Liicke wurde durch die Verwendung von Platzhaltern erzeugt und die
Spaltbreite nach 0, 3, 6 und 9 h fotografiert und ausgemessen.

Bei allen drei UC-Zelllinien schloss der HOTAIR-Klon die Liicke langsamer. Nach 6 h bzw.
9h konnte ein signifikanter Unterschied in der Breite der Liicke detektiert werden
(Abb. 5.21). Dabei wurde die Liicke nicht gleichmaBig geschlossen (Abb. 5.22). Bei beiden
UC-Zelllinien mit einem epithelialen Phanotyp (5637 und VM-CUBI) konnte am Anfang der
Messung eine relativ geschlossenen Zellfront erzeugt werden. Diese wurde im Verlauf des
Schlieflens der Liicke immer unregelméaBiger. Die mesenchymalere UC-Zelllinie T24 bildete

von Anfang an eine unregelmiBige Zellfront.
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Abbildung 5.21: Graphische Auswertung des Scratch Assays fiir die UC-Zelllinien 5637, T24
und VM-CUB1.

Der HOTAIR-Klon mit der stirkeren HOTAIR-Expression und der LV-Klon wurden untersucht. Nach 0, 3, 6
und 9h wurden Fotos aufgenommen und die Spaltbreite bestimmt. Der Versuch wurde in technischen
Triplikaten durchgefiihrt und dreimal wiederholt. Gezeigt ist eine représentative Messung. Die Signifikanzen

wurden mittels T-Test bestimmt (* 0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; *** p<0,001).

85



Ergebnisse

HOTAIR_20

Abbildung 5.22: Exemplarische Bilder der Scratch Assays der drei UC-Zelllinien 5637, T24 und
VM-CUB1 nach stabiler HOTAIR-Uberexpression.

Der HOTAIR-Klon mit der stirkeren HOTAIR-Expression und der LV-Klon wurden untersucht. Nach 0, 3, 6
und 9 h wurden Fotos aufgenommen und die Spaltbreite bestimmt. Die Fotos wurden in 4x VergroBerung
aufgenommen. Der MaBstab entspricht 500 pm. Die Zellfronten wurden mit einer weilen Linie markiert. Der
Versuch wurde in technischen Triplikaten durchgefiihrt und dreimal wiederholt. Gezeigt ist eine repréisentative

Messung.
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Eine weitere Methode zur Untersuchung des Migrationsverhaltens von Zellen nutzt die
Boyden-Chamber. Dabei wird die Fahigkeit von Zellen beobachtet, durch Poren von einer
Seite einer Membran auf die andere zu wandern. Nach einer Inkubationszeit von 8-9 h fiir die
UC-Zelllinie T24 und 12-13 h fiir die UC-Zelllinien VM-CUBI1 und 5637 nach Aussaat in die
mit Collagen beschichteten Transwells wurden die migrierten Zellen mittels H/E-Farbung
sichtbar gemacht. Fiir die graphische Auswertung wurden unter dem Mikroskop mindestens
fiinf Gesichtsfelder (40x VergrofBerung) je Membran ausgezdhlt. Ausgezdhlt wurden die
Zellen, die sich in den Poren der Membran befanden.

In den UC-Zelllinien 5637 und T24 war die Migration nach stabiler HOTAIR-Uberexpression
verringert. Im Gegensatz dazu bewirkte eine erhohte HOTAIR-Expression in der UC-Zelllinie
VM-CUBI eine verstiarkte Migration (Abb. 5.23).
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Abbildun_g 5.23: Migrationsverhalten der UC-Zelllinien 5637, T24 und VM-CUB1 nach stabiler
HOTAIR-Uberexpression.

Das Migrationsverhalten wurde durch Nutzung einer Boyden-Chamber untersucht. Die migrierten Zellen wurden
mittels H/E-Farbung sichtbar gemacht und es wurden je Membran fiinf Gesichtsfelder (40x VergroBerung)
ausgezahlt. Die Signifikanzen wurden mittels T-Test bestimmt (*** p<0,001). Die Normierung erfolgte auf den

jeweiligen LV-Wert.

Auch das Invasionsverhalten von Zellen kann durch Nutzung der Boyden-Chamber untersucht
werden. Im Unterschied zur Untersuchung der Migration wird die Membran mit Matrigel
beschichtet, welches die extrazelluldre Matrix simuliert. Es wird die Fahigkeit der Zellen
gemessen durch eine extrazelluldre Matrix und die Poren der Membran hindurch zu wandern.
Die Inkubationszeiten sind daher deutlich ldnger als bei der Untersuchung der Migration (24 h
T24 und VM-CUBI bzw. 36 h 5637). Nach der H/E-Farbung wurden die Zellen gezéhlt, die

sich auf der Unterseite der Membran abgesetzt hatten.
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Nach stabiler HOTAIR-Uberexpression war die Invasivitit der UC-Zelllinien 5637 und T24
verringert, die der UC-Zelllinie VM-CUBI verstérkt. Die graphische Auswertung zeigte einen
deutlich signifikanten Unterschied der Invasivitdt in allen drei UC-Zelllinien (Abb. 5.24 a).
Exemplarisch  sind in  Abb.5.24b  Fotos repridsentativer = Membranausschnitte

(10x VergroBerung) dargestellt, um die Unterschiede im Invasionsverhalten zu verdeutlichen.

a KR * kK 23

300 [
=
8
© 200
=3
e
[<H]
=
I
v

100

0 i
Lv_2 HOTAIR_4 LV _3 HOTAIR_15 V.6  HOTAIR_20
5637 T24 VM-CUB1

VM-CUB
S WY,

124 HOTAIR

o R

5
W gel

L)
T

-
_-;?‘:&j.
oL

*h ‘,_;

Abbildun_g 5.24: Invasionsverhalten der UC-Zelllinien 5637, T24 und VM-CUB1 nach stabiler
HOTAIR-Uberexpression.

Das Invasionsverhalten wurde mittels Matrigel-beschichteten Boyden-Chambers untersucht. Die Signifikanzen
wurden mittels T-Test bestimmt (* 0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; *** p<0,001). Die Normierung erfolgte auf
den jeweiligen LV-Wert. (a) Es wurden je Membran fiinf Gesichtsfelder (40x Vergroferung) ausgezihlt. (b)
Exemplarische Bilder der H/E-gefarbten Membranen (10x VergroBerung). Der MaBstab entspricht 100 um.
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5.5.3 Morphologische Veridnderungen nach stabiler HOTAIR-Uberexpression in den
UC-Zelllinien 5637, T24 und VM-CUB1

Uberdies wurden morphologische Veriinderungen nach HOTAIR-Uberexpression in den drei

untersuchten UC-Zelllinien durch Fotoaufnahmen dokumentiert.

Die stirksten morphologischen Verinderungen waren bei den VM-CUBI1 Klonen zu
erkennen. Die Zellverbdnde waren lockerer und die Zellen lidnglicher. Sie erschienen
insgesamt deutlich mesenchymaler (Abb. 5.25 a).

Der beobachtete mesenchymale Phidnotyp der HOTAIR {iiberexprimierenden VM-CUBI-
Klone deutete auf eine epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) hin. Dafiir spricht, dass
der epitheliale Marker E-Cadherin auf mRNA- und Proteinebene in beiden HOTAIR-Klonen
deutlich vermindert exprimiert vorliegt. Zusitzlich wurde in beiden HOTAIR-Klonen der

mesenchymale Marker Vimentin erhoht exprimiert (Abb. 5.25 b+c).

In den HOTAIR iiberexprimierenden Klonen der UC-Zelllinie 5637 schienen die Zell-Zell-
Kontakte lockerer zu sein. Besonders die Zellen des HOTAIR 16 Klons erschienen deutlich
abgerundet und weniger pflastersteinartig (Abb. 5.26 a).

Auch die HOTAIR {iberexprimierenden Klone der UC-Zelllinie T24 wiesen weniger stark
ausgeprigte Zell-Zell-Kontakte auf. Zudem schien der mesenchymale Phéinotyp noch

markanter zu sein. Die Anzahl von Zellausldufern war erhoht (Abb. 5.26 b).
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Abbildung 5.25: Beobachtete Veranderungen in der Morphologie der UC-Zelllinie VM-CUB1
nach stabiler HOTAIR-Uberexpression deuten auf eine Induktion der EMT hin.

(a) Fotos der VMCUBI1-Klone in 10x (oben) und 20x (unten) VergroBerung. Der MafBstab entspricht 100 pm. (b)
Immunfluoreszenz des epithelialen Markers E-Cadherin und des mesenchymalen Markers Vimentin (jeweils

griin) in 40x VergroBerung. In Blau wurden die Zellkerne mittels DAPI angeférbt. (c) Die E-Cadherin- und
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Vimentin-Expression wurde mittels qRT-PCR bestimmt und auf das Haushaltsgen 7BP normiert. Die

Signifikanzen wurden mittels T-Test bestimmt (* 0,01<p<0,05).
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Abbildung 5.26: Morphologie der stabil HOTAIR iiberexprimierenden Klone der UC-Zelllinien
5637 und T24.

Gezeigt sind exemplarische Fotos der Klone in einer 20x Vergroferung. Der Mafstab entspricht 100 um. (a)
5637, (b) T24.
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5.5.4 Effekte der stabilen HOTAIR-Uberexpression in den UC-Zelllinien 5637, T24
und VM-CUB1 auf die Cisplatin-Sensitivitat

Bei der humanen Lungenadenokarzinom-Zelllinie A549 wurde von Liu et al. [87] ein
Zusammenhang zwischen der HOTAIR-Expression und der Cisplatin-Sensitivitit beobachtet.
Zellen mit einer starken HOTAIR-Expression waren weniger sensitiv gegeniiber Cisplatin.
Dieser Zusammenhang wurde in den stabil transfizierten UC-Zelllinien iiber -eine
Dosiswirkungskurve mittels MTT-Test untersucht.

Uberraschend waren die HOTAIR iiberexprimierenden Klone der UC-Zelllinien 5637 und
VM-CUBI durchweg sensitiver gegeniiber Cisplatin (Abb. 5.27 a+b). In der UC-Zelllinie T24
wurde keine Verdnderung beobachtet (Abb. 5.27 c).
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Abbildung 5.27: Verénderung der Cisplatin-Sensitivitat in den UC-Zelllinien 5637, T24 und VM-
CUB1 nach HOTAIR-Uberexpression.

Mittels MTT-Test wurde die relative Anzahl lebender Zellen nach 48 h Cisplatin-Behandlung gemessen. Es ist
der Mittelwert von Quadruplikat-Ansdtzen gezeigt. Der Wert der unbehandelten Zellen wurde auf 100 %
normiert. Die Signifikanzen wurden mittels T-Test bestimmt (* 0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; *** p<0,001).
(a) 5637 (b) VM-CUBI (c) T24.
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5.6 EZH2, SUZ12 und LSD1 Status der UC-Zelllinien

Die IncRNA HOTAIR rekrutiert nach heutigem Stand der Literatur die Chromatin-
modifizierenden Komplexe polycomb repressive complex 2 (PRC2) und REST corepressor
1/RE1-silencing transcription factor (CoREST/REST, CoREST wird auch RCORI
abgekiirzt) zu Zielgenen. Tsai et al. beschrieben die PRC2-Komponenten enhancer of zeste
homolog 2 (Drosophila) (EZH2) und SUZI12 polycomb repressive complex 2 subunit (SUZ12)
und die CoREST/REST-Komponente lysine (K)-specific demethylase 1A (KDMI1A oder
LSDI) als direkten Interaktionspartner von HOTAIR [74]. Es wire also denkbar, dass
Unterschiede im Expressionsniveau dieser Chromatinregulatoren die Wirkung von HOTAIR
modulieren und so die beobachteten Unterschiede zwischen Zelllinien und an einzelnen
Genen erkldren konnen. Deshalb wurde die endogene Expression dieser drei Gene mittels
qRT-PCR im vorhandenen UC-Zelllinienset untersucht. Das UC-Zelllinienset setzte sich aus
15 UC-Zelllinien und drei normalen Kontrollen zusammen, ndmlich zwei uroepitheliale

Primérzellkulturen (UP) und der immortalisierten normalen Urothelzelllinie TERT-NHUC.

Alle drei Gene wurden in allen UC-Zelllinien im Vergleich zu den Kontrollen erhéht
exprimiert (Abb. 5.28). Im Ausmal} der Erhdhung existierten zwar Unterschiede, doch waren
diese nicht so deutlich, dass sie die beobachteten Unterschiede erkliren konnten. Zum
Beispiel war die EZH2-Expression in der UC-Zelllinie 5637 hoher als in VM-CUBI und die
SUZ12- und LSDI-Expression unterschied sich kaum, obwohl nach HOTAIR-
Uberexpression teilweise gegensitzliche Effekte auftraten.

Die Protein-Expression der beiden Komponenten des PRC2 (EZH2 und SUZ12) wurde
mittels Western Blot in 12 UC-Zelllinien und einer UP als Kontrolle untersucht. Auch auf
Proteinebene war die Expression von EZH2 und SUZI12 gegeniiber der Kontrolle deutlich
erhoht.
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Abbildung 5.28: Expressionsbestimmung der Chromatinregulatoren EZH2, SUZ12 und LSD1 in
UC-Zelllinien im Vergleich zu uroepithelialen Primarzellkulturen und der immortalisierten
normalen Urothelzelllinie TERT-NHUC.

(a) Die EZH2-, SUZ12- und LSD1-Expression wurde mittels qRT-PCR bestimmt und auf das Haushaltsgen TBP
normiert. Die UC-Zelllinien sind nach ihrer Herkunft aus papilldren (BFTC905 - J82) oder invasiven Tumoren
angeordnet. (b) Protein-Expression in Ganzzelllysaten in 12 UC-Zelllinien im Vergleich zu einer uroepithelialen

Primérzellkultur (UP).

94



Ergebnisse

5.7 Veranderungen im Genexpressionsprofil der UC-Zelllinien 5637 und VM-
CUB1 nach stabiler HOTAIR-Uberexpression

Die funktionellen Analysen der HOTAIR stabil iiberexprimierenden UC-Zelllinien ergaben
deutliche Unterschiede zwischen den Zelllinien. In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen
bei anderen Tumorentititen wiesen die HOTAIR {iiberexprimierenden Klone der UC-Zelllinie
VM-CUBI1 einen aggressiven Phinotyp auf, der sich durch erhohte Proliferation,
Klonogenitédt, Migrations- und Invasionsaktivitit auszeichnet. Auflerdem wurden Anzeichen
einer EMT beobachtet. Im Gegensatz dazu wiesen die HOTAIR iiberexprimierenden Klone
der UC-Zelllinie 5637 eine verringerte Proliferation und Klonogenitit, sowie ein verringertes
Migrations- und Invasionspotential auf. Um Erkldrungen fiir diese gegensitzlichen Effekte zu
finden, wurde von beiden UC-Zelllinien ein mRNA-Expressionsprofil {iber eine Microarray-
Analyse erstellt. Die Microarray-Analyse wurde jeweils von dem Klon mit der stdrkeren
HOTAIR-Expression und dem Leervektor-Klon (LV) durchgefiihrt. Drei verschiedene RNA-
Praparationen jedes Klons wurden auf einen Affymetrix PrimeView 3’ IVT Array hybridisiert.
Der Vergleich zwischen LV- und HOTAIR-Klonen offenbarte eine sehr grofle Anzahl
differentiell exprimierter Gene (bei p <0,01 Benjamini-Hochberg-Test). Es wurden 8634
Gene in der UC-Zelllinie VM-CUBI1 und 5549 Gene in der UC-Zelllinie 5637 nach HOTAIR-
Uberexpression differentiell exprimiert. Davon waren jeweils ca. 50 % vermindert bzw.
verstarkt exprimiert. 2835 Gene waren in beiden UC-Zelllinien nach HOTAIR-
Uberexpression verindert exprimiert (Abb. 5.29 a). Von diesen Genen waren 784 vermindert
und 836 erhoht exprimiert. Weiterhin wurden 1215 Gene in den beiden UC-Zelllinien in
entgegengesetzter Richtung verdndert exprimiert. Davon wurden 589 Gene in der UC-
Zelllinie VM-CUB1 nach HOTAIR-Uberexpression erhoht exprimiert und in der UC-Zelllinie
5637 nach HOTAIR-Uberexpression vermindert vorgefunden. Der gegenteilige Effekt wurde
fiir 626 Gene beobachtet (Abb. 5.29 b).
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Abbildung 5.29: Ergebnis des mRNA-Expressionsarrays der UC-Zelllinien VM-CUB1 und 5637
nach stabiler HOTAIR-Uberexpression.

(a) Venn-Diagramm der verdndert exprimierten Gene in VM-CUB1 HOTAIR 20 und 5637 HOTAIR 4
verglichen mit den jeweiligen Leervektor-Kontrollen. Drei verschiedene RNAs jedes Klons wurden auf einen
Affymetrix PrimeView 3’IVT Array hybridisiert. Verdndert exprimierte Gene mit einer Signifikanz von p < 0,01
(Benjamini-Hochberg-Test) wurden beriicksichtigt. (b) Kreisdiagramm der in beiden UC-Zelllinien nach stabiler
HOTAIR-Uberexpression veriindert exprimierten Gene, aufgeteilt in folgende vier Gruppen: Schwarz = in
beiden UC-Zelllinien vermindert exprimierte Gene, Dunkelgrau = in beiden UC-Zelllinien erhoht exprimierte
Gene, Grau = in VM-CUBI erhoht und in 5637 vermindert exprimierte Gene, Hellgrau = in VM-CUBI

vermindert und in 5637 erhoht exprimierte Gene.

Um einen Uberblick iiber die Gengruppen zu bekommen, die in den beiden UC-Zelllinien
nach stabiler HOTAIR-Uberexpression verdndert exprimiert wurden, wurde eine Gene-
Ontology (GO) -Analyse mit der Offentlich zugéinglichen GO-Analyse-Software DAVID
(david.abcce.nciferf.gov/tools.jsp) durchgefiihrt. Dafiir wurden nur nach Benjamini-Hochberg

Adjustierung signifikant verdnderte Gene mit einem p-Wert < 0,01 und einer mindestens
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anderthalbfachen Veridnderung beriicksichtigt. Diese Kriterien erfiillten in der UC-Zelllinie
VM-CUBI 5559 und in der UC-Zelllinie 5637 2666 verdnderte Gene.

Zunichst wurden die Gene untersucht, die in VM-CUBI nach HOTAIR-Uberexpression
differentiell exprimiert waren. Diese Gene waren iiberwiegend an der Regulation des Zelltods,
des Zellzyklus und der Zellbewegung beteiligt. Dies stimmt sehr gut mit den beobachteten
funktionellen Effekten iiberein. Weiterhin wurden auch GO-Gruppen wie Intrazellulédrer
Transport und Protein-Lokalisation als signifikant bewertet. Dies spricht dafiir, dass die
IncRNA HOTAIR iiber die Rekrutierung von Proteinkomplexen Einfluss auf die
Genexpression nimmt (Abb. 5.30 a).

AnschlieBend wurden die differentiell verdnderten Gene nach der Richtung der Verdnderung
gruppiert. Dabei ergab die GO-Analyse der Gene, die nach HOTAIR-Uberexpression in der
UC-Zelllinie VM-CUBI vermindert vorlagen, keine signifikanten GO-Gruppen. Die Gene,
die nach HOTAIR-Uberexpression signifikant erhdht exprimiert wurden, gehdrten
demgegeniiber zu GO-Gruppen wie Regulation der Zellbewegung und Migration, Regulation
der Transkription, intrazelluldrer Transport und Protein-Lokalisation (Abb. 5.30b). Somit
scheinen die beobachteten funktionellen Effekte {iberwiegend durch eine Aktivierung von

Genen hervorgerufen zu werden.

Als nichstes wurden die differentiell verdnderten Gene in der UC-Zelllinie 5637 nach
HOTAIR-Uberexpression analysiert. Analog zur Vorgehensweise mit der UC-Zelllinie VM-
CUBI erfolgte zuerst eine GO-Analyse aller differentiell exprimierten Gene. So waren in der
UC-Zelllinie 5637 nach HOTAIR-Uberexpression dhnlich wie in der UC-Zelllinie VM-CUB1
Gene differentiell exprimiert, die an der Regulation der Zellproliferation, der Zellteilung und
des Zelltods beteiligt waren und die Zellmigration beeinflussen. Zusétzlich wurden auch GO-
Gruppen wie Antwort auf Verwundung, Hypoxie und Hormonstimulierung angezeigt

(Abb. 5.31 a).
AnschlieBend wurden die Gene in der UC-Zelllinie 5637 untersucht, die nach HOTAIR-

Uberexpression verstirkt exprimiert waren. Diese Gene gehdren zu GO-Gruppen wie
Zellproliferation, Zellmigration und Zelltod, &hnlich wie in VM-CUBI1. AuBlerdem wurden
Gene verstdrkt exprimiert, die an der Immunantwort, der Antwort auf Verwundung, Hypoxie,
Entziindung und Hormonstimulierung beteiligt sind (Abb. 5.31 b). Solche Veridnderungen der
Genexpression konnten ursédchlich fiir die beobachteten gegensétzlichen funktionellen Effekte

sein.
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Zuletzt wurden auch in der UC-Zelllinie 5637 Gene betrachtet, die nach HOTAIR-
Uberexpression signifikant vermindert exprimiert waren. Dies waren vor allem Gene, die an
der RNA-Prozessierung beteiligt sind (Abb. 5.31 c). Die GO-Analyse dieser Gene deutet eine
Funktion der IncRNA HOTAIR in der Prozessierung von RNA, insbesondere der Translation

und des Spleiflens an.
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Abbildung 5.30: GO-Analyse der veranderten Gene in der UC-Zelllinie VM-CUB1 nach stabiler
HOTAIR-Uberexpression.

Eine GO-Analyse wurde mit der oOffentlich zugénglichen GO-Analyse Software DAVID durchgefiihrt.
Aufgetragen sind die GO-Gruppen, die die hochste Signifikanz nach Benjamini-Hochberg Korrektur besaf3en.
Dazu wurden zum einen (a) alle Gene, die nach HOTAIR-Uberexpression in VM-CUBI differentiell exprimiert
waren, und zum anderen (b) die Gene, die erhoht exprimiert waren, untersucht. Gene mit einer Signifikanz von
p <0,01 und einer mindestens anderthalbfachen Verdanderung wurden beriicksichtigt. In Klammern ist der Anteil

der analysierten Gene, die zu der entsprechenden GO-Gruppe zdhlen, in Prozent angegeben.
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Abbildung 5.31: GO-Analyse der veranderten Gene in der UC-Zelllinie 5637 nach stabiler
HOTAIR-Uberexpression.

Eine GO-Analyse wurde mit der 6ffentlich zuginglichen GO-Analyse Software DAVID durchgefiihrt. Nach
Benjamini-Hochberg Korrektur signifikante GO-Gruppen wurden dargestellt. Es wurden drei Gengruppen
untersucht: (a) alle Gene, die nach HOTAIR-Uberexpression in 5637 differentiell exprimiert waren, (b) Gene,
die erhoht exprimiert waren, (c) Gene, die vermindert exprimiert waren. Gene mit einer Signifikanz von p <0,01
und einer mindestens anderthalbfachen Verdnderung wurden beriicksichtigt. In Klammern ist der Anteil der

analysierten Gene, die zu der entsprechenden GO-Gruppe zihlen, in Prozent angegeben.
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Weiterhin wurden die Gene, die in beiden UC-Zelllinien nach HOTAIR-Uberexpression
differentiell exprimiert wurden, mittels GO-Analyse Gengruppen zugeordnet. Untersucht
wurden die Gene, die mit einer adjustierten Signifikanz von p < 0,01 in beiden UC-Zelllinien
verandert waren.

Als erstes wurden die Gene untersucht, die in beiden UC-Zelllinien nach HOTAIR-
Uberexpression vermindert vorlagen. Hier waren zum einen Gene vermindert exprimiert, die
den Zellzyklus regulieren, zum anderen Gene, die an der Genexpression durch Beeinflussung
der RNA Prozessierung und der Translation beteiligt sind (Abb. 5.32 a).

Im Gegensatz dazu waren Gene, die den Proteintransport und generell die zelluldren
Lokalisation von Proteinen beeinflussen, in beiden UC-Zelllinien nach HOTAIR-
Uberexpression erhdht exprimiert (Abb. 5.32 b).

Eine grofe Anzahl von Genen war in beiden UC-Zelllinien differentiell verdndert, jedoch in
entgegengesetzter Richtung (Abb. 5.32 ¢). Diese Gene sind Teil der Regulation des Zelltods
und des Zellzyklus; ihre entgegengesetzte Verdnderung konnte die unterschiedlichen Effekte
auf die Proliferation erkldiren. Weiterhin wurden Gene, die die Bildung von
makromolekularen Komplexen regulieren, beeinflusst. Da fiir HOTAIR beschrieben ist, dass
es liber die Rekrutierung solcher Komplexe wirkt, konnte die Bildung von unterschiedlichen
Komplexen in den jeweiligen Zelllinien zu verschiedenen Funktionen von HOTAIR und
somit zu verschiedenen phédnotypischen Effekten fithren. Um genauere Hypothesen aufstellen
zu konnen, wurden die entgegengesetzt veridnderten Gene noch detaillierter analysiert.
Begonnen wurde hier mit der Analyse der Gene, die in der UC-Zelllinie VM-CUBI1 erhoht
und gleichzeitig in der UC-Zelllinie 5637 nach HOTAIR-Uberexpression vermindert
exprimiert waren (Abb.5.33 a). Die hochste Signifikanz zeigten Gene, die an der
Organisation der Untereinheiten von makromolekularen Komplexen beteiligt sind. Dies
spricht wieder fiir die Interkation von HOTAIR mit verschiedenen Komplexen in den
einzelnen Zelllinien. AuBlerdem waren Gene verdndert, die den Zellzyklus regulieren.
Zusitzlich fielen Gene auf, die die Translation regulieren.

Gene, die den Zelltod regulieren, waren in der UC-Zelllinie VM-CUBI vermindert und in
5637 erhoht exprimiert (Abb. 5.33 b). Dies konnte die Ursache fiir die deutlich verlangsamte
Proliferation der 5637-Klone sein.

Zusammenfassend spiegeln sich die phdnotypischen Verdanderungen auch in Verdnderungen

der Genexpressionsprofile wieder.
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Abbildung 5.32: GO-Analyse der sowohl in der UC-Zelllinie VM-CUB1 als auch in der 5637
differentiell exprimierten Gene nach stabiler HOTAIR-Uberexpression.

Eine GO-Analyse wurde mit der 6ffentlich zugénglichen GO-Analyse Software DAVID durchgefiihrt. Die nach
Benjamini-Hochberg Korrektur signifikanten GO-Gruppen sind gezeigt. Untersucht wurden die Gene, die in
beiden UC-Zelllinien nach HOTAIR-Uberexpression differentiell exprimiert waren. Dazu wurden (a)
gemeinsam verminderte Gene, (b) erhdhte Gene und (c) entgegengesetzt verdnderte Gene untersucht. Gene mit
einer Signifikanz von p <0,01 und einer mindestens anderthalbfachen Verdnderung wurden beriicksichtigt. In
Klammern ist der Anteil der analysierten Gene, die zu der entsprechenden GO-Gruppe zdhlen, in Prozent

angegeben.
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Abbildung 5.33: GO-Analyse der in den UC-Zelllinien VM-CUB1 und 5673 nach HOTAIR-
Uberexpression entgegengesetzt verdanderten Gene.

Eine GO-Analyse wurde mit der oOffentlich zugénglichen GO-Analyse Software DAVID durchgefiihrt.
Untersucht wurden die Gene, die in beiden Zelllinien nach HOTAIR-Uberexpression gegensitzlich verindert
waren. Dazu wurden (a) in VM-CUBI1 erhdhte und in 5637 vermindert Gene und (b) umgekehrt veranderte Gene
untersucht. Gene mit einer adjustierten signifikanten Verdnderung von p < 0,01 in beiden UC-Zelllinien wurden
berticksichtigt. In Klammern ist der Anteil der analysierten Gene, die zu der entsprechenden GO-Gruppe zahlen,

in Prozent angegeben

5.7.1 Veranderungen im HOX-Genexpressionsprofil der UC-Zelllinien 5637 und VM-
CUB1 nach stabiler HOTAIR-Uberexpression
Da das Gen fir die IncRNA HOTAIR im HOXC-Cluster lokalisiert ist und Effekte auf

posteriore HOXD-Gene beschrieben wurden, wurden die Expressionsverdnderungen der
HOX-Gene nach stabiler HOTAIR-Uberexpression in den beiden UC-Zelllinien VM-CUB1
und 5637 gesondert betrachtet.

Die RNA-Expressionsanalyse ergab eine signifikant verdnderte Expression einiger HOX-
Gene (p <0,01) in beiden UC-Zelllinien, die jedoch unterschiedlich stark ausfiel.

Wihrend in der UC-Zelllinie VM-CUB1 20 HOX-Gene signifikant differentiell exprimiert
wurden, waren in der UC-Zelllinie 5637 nur sechs HOX-Gene verdndert (Abb. 5.34).
Gemeinsam in beiden Zelllinien wurde die Expression der Gene HOXAI und HOXAII
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vermindert und die von HOXBS erhoht. Die Gene HOXC6 und HOXD3 wurden zwar auch in
beiden UC-Zelllinien differentiell verdndert exprimiert, jedoch in entgegengesetzter Richtung.
In beiden Zelllinien wurden je fiinf HOX-Gene vermindert exprimiert. In der UC-Zelllinie
5637 wurde ein HOX-Gen und in der UC-Zelllinie VM-CUBI1 wurden 15 HOX-Gene erhoht
exprimiert. Fiir die als HOTAIR-Zielgene beschriebenen posterioren HOXD-Gene wurden
unterschiedliche Verdnderungen beobachtet. Die Gene HOXDS8 und HOXD9Y wurden in der
UC-Zelllinie VM-CUBI1 erhoht exprimiert. HOXDI10 wurde in der UC-Zelllinie 5637
vermindert exprimiert. Aullerdem wurde in der UC-Zelllinie VM-CUBI eine erhohte
Expression der zentralen HOXB-, HOXC- und HOXD-Gene detektiert.

VM-CUB1 LV_6vs. HOTAIR_20

1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12 13

oo —

HOXB

HOXC

HOXD

5637 LV_2vs HOTAIR_4
1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12 13

HOXA

HOXB

HOXC

HOXD

B signifikant erhoht
[ signifikant vermindert

[ Keine signifikante Verdnderung

Abbildung 5.34: Verdnderung des HOX-Genexpressionsprofils in stabil HOTAIR-
liberexprimierenden Klonen der UC-Zelllinien VM-CUB1 und 5637.

Die Expression der HOX-Gene nach HOTAIR-Uberexpression in den UC-Zelllinien VM-CUBI1 und 5637
wurde mittels RNA-Expressionsarray bestimmt. Verglichen wurden RNAs von VM-CUB1_HOTAIR 20 und
5637 HOTAIR 4 mit den jeweiligen Leervektor-Kontrollen. Drei verschiedene RNAs jedes Klons wurden auf
einen Affymetrix PrimeView 3’IVT Array hybridisiert. Die signifikanten Verdnderungen wurden mittels
Benjamini-Hochberg-Test (p <0,01) ermittelt. Rot: signifikant erhoht exprimierte Gene. Griin: Signifikant

vermindert exprimierte Gene. Gelb: Keine signifikante Verdnderung der Genexpression.
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Zur Validierung der Array-Ergebnisse wurde die mRNA-Expression ausgewihlter HOX-
Gene mittels qRT-PCR bestimmt, dabei wurde auch die RNA-Expression des zweiten
HOTAIR-Klons mit einer weniger starken HOTAIR-Uberexpression gemessen, um Hinweise
auf eine Dosis-abhéngige Regulation zu erzielen. Um dariiber hinaus den zugrunde liegenden
Mechanismus der differentiellen Genexpression zu identifizieren, wurde mittels Chromatin-
Immunoprézipitation (ChIP) an den Genen HOXA11, B2, C6 und D10 jeweils im HOTAIR-
Klon mit der stirkeren Expression untersucht, ob die beobachteten HOX-
Expressionsverdnderungen mit einer Verdnderung der Histonmethylierung an H3K27 und
H3K4 einhergingen. Im Folgenden werden die Verdnderungen der einzelnen HOX-Loci A bis

D nacheinander beschrieben.

Die Gene HOXAI und HOXA1I waren im Expressionsarray in beiden UC-Zelllinien nach
HOTAIR-Uberexpression vermindert exprimiert. Die Verifizierung dieses Ergebnisses mittels
gRT-PCR bestitigte dies in beiden VM-CUB1 HOTAIR-Klonen und im 5637 HOTAIR 4-
Klon. Im 5637 HOTAIR 16-Klon war HOXA1 unverindert, aber HOXA11 signifikant erhoht
exprimiert. Somit scheint HOXAI1 in der UC-Zelllinie 5637 Dosis-abhéngig reguliert zu
werden. Die stark verminderte HOXAI1 Expression in den VM-CUBI1-HOTAIR-Klonen
korreliert mit einer stark verminderten Trimethylierung an H3K4 und einer Zunahme der
Di/Trimethylierung an H3K27. Im 5637 HOTAIR 4-Klon nimmt an HOXAIl sowohl die
Trimethylierung an H3K4 als auch die Di/Trimethylierung an H3K27 zu (Abb. 5.35).

Eine verstirkte Expression von HOXA13 nach HOTAIR-Uberexpression in der UC-Zelllinie
VM-CUBI1 konnte verifiziert werden, jedoch wurde im HOTAIR 3-Klon eher ein
vermindertes Expressionsniveau festgestellt. Auch in den 5637-Klonen wurden verschiedene
HOXA13 Expressionsniveaus gemessen. So konnte im HOTAIR 4-Klon die unveridnderte
Expression verifiziert werden, allerdings wurde HOXA13 im 5637 HOTAIR 16-Klon, wie
im VM-CUB1 HOTAIR 20-Klon deutlich erhoht exprimiert. Die Expression von HOXA13
scheint also in beiden UC-Zelllinien Dosis-abhingig von HOTAIR reguliert zu werden
(Abb. 5.35).

104



Ergebnisse

VM-CUB1 5637
Rk ok
0,6 0,6
o o
% 0,4 % 04
=L <L
i o
o . .: o '
T I
0 Q
HOTAIR_20 HOTAIR_3 a HOTAIR_ 4 HOTAIR_16
Rk ok %k
I
o 0.6 a 0,6
oy T o
£ =
] =
=L =L
%03 5 0.3
) j i
0 —— 0 _- -
HOTAIR_20 HOTAIR_3 Lv_2 HOTAIR_4 HOTAIR_16
kK ok
3 ok % _ EEE
o 0,6 o 0,6
5 5
=L =L
é 0,3 g Q0,3 '
T I
0 0]
LV 6 HOTAIR_ 20 HOTAIR 3 - HOTAIR_4 HOTAIR_16
B V.6 @ HOTAIR_20 WLV 2 @ HOTAIR 4
il %k %
c 1,2 c 0.8
[+74] [+74]
= s
_E — 0.8 7 E —
-_ i -_—
£4 2% o0a
(3] a
EI % 014 T = g
c c
o o
1 15
I 0 - T [ =
H3K4dme3 H3K27me2/3 1gG H3k4me3 H3IK27me2/3 1gG

Abbildung 5.35: mRNA-Expression der Gene HOXA1, A11 und A13 und Analyse der Histon-
Methylierung an HOXA11 in HOTAIR-liberexprimierenden Klonen der UC-Zelllinien VM-CUB1
und 5637.

Die Expression von HOXAI, A1l und A13 wurde mittels qRT-PCR in zwei HOTAIR {iberexprimierenden
Klonen und einem LV-Klon der UC-Zelllinien VM-CUBI1 und 5637 bestimmt und auf das Haushaltsgen 7BP
normiert. Die HOTAIR-Uberexpression war im HOTAIR 20 bzw. HOTAIR_4 stiirker als im HOTAIR 3 bzw.
HOTAIR 16-Klon. Die Histonmethylierung an H3K4 und H3K27 wurde jeweils im HOTAIR-Klon mit der
stirkeren HOTAIR-Expression und dem LV-Klon mittels ChIP ermittelt. Als Kontrolle wurde eine Prézipitation
mit einem unspezifischen IgG durchgefiihrt. Die Signifikanzen wurden mittels T-Test bestimmt (* 0,01<p<0,05;
**0,001<p<0,01; *** p<0,001).
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Wiéhrend HOXB2 im Expressionsarray in der UC-Zelllinie VM-CUB1 nach HOTAIR-
Uberexpression erhdht exprimiert wurde, war in 5637 keine signifikante Verinderung zu
detektieren. Die Stimulation von HOXB?2 konnte in VM-CUBI fiir beide HOTAIR-Klone und
damit Dosis-unabhiingig verifiziert werden. Uberaschenderweise ergab die ChIP-Analyse eine
signifikante Abnahme der Trimethylierung an H3K4. Dies spricht eher fiir eine Inaktivierung
der Gentranskription. Zu einer aktiven Transkription passt jedoch die leichte Abnahme der
Di/Trimethylierung an H3K27. Die HOXB2-Expression verdnderte sich in den 5637
HOTAIR-Klonen in entgegengesetzte Richtungen und war somit wieder Dosis-abhéngig. So
nahm sie im HOTAIR 4-Klon zu und im HOTAIR 16-Klon ab. Die Zunahme der HOXB2-
Expression im 5637 HOTAIR 4-Klon korreliert mit einer leichten Abnahme der
Di/Trimethylierung an H3K27 (Abb. 5.36).

Fir HOXBI3 wurde im Expressionsarray fiir beide UC-Zelllinien keine signifikante
Verdnderung der Expression festgestellt. Dieser Befund wurde fiir die 5637-Klone verifiziert.
In beiden VM-CUB1 HOTAIR-Klonen wurde HOXB13 jedoch erhoht exprimiert. In beiden
UC-Zelllinien wurde kein Hinweis auf eine Dosis-abhéngige Regulation von HOXBI3
gefunden (Abb. 5.36).
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Abbildung 5.36: mRNA-Expression der Gene HOXB2 und B713 und Analyse der Histon-
Methylierung an HOXB2 in HOTAIR-liberexprimierenden Klonen der UC-Zelllinien VM-CUB1
und 5637.

Die Expression von HOXB2 und B13 wurde mittels qRT-PCR bestimmt und auf das Haushaltsgen 7BP normiert.
Gemessen wurden jeweils zwei HOTAIR-Klone und der LV. Der Klon HOTAIR 20 bzw. HOTAIR 4 besal}
eine stirkere HOTAIR-Uberexpression als der Klon HOTAIR 3 bzw. HOTAIR 16. Die Histonmethylierung an
H3K4 und H3K27 wurde jeweils im HOTAIR-Klon mit der stdrkeren HOTAIR-Expression und dem LV-Klon
mittels ChIP ermittelt. Als Kontrolle wurde eine Prizipitation mit einem unspezifischen IgG durchgefiihrt. Die

Signifikanzen wurden mittels T-Test bestimmt (* 0,01<p<0,05; ** 0,001<p=<0,01; *** p<0,001).
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Im HOXC-Locus konnte eine Steigerung der HOXC6-Expression in der UC-Zelllinie VM-
CUBI nach HOTAIR-Uberexpression festgestellt werden. Im Verifizierungsexperiment
wurde diese auch im zweiten HOTAIR-Klon gemessen und war somit Dosis-unabhingig. Die
Expressionserhohung ging im HOTAIR 20-Klon mit einer Verminderung sowohl der
Trimethylierung an H3K4 als auch der Di/Trimethylierung an H3K27 einher. Somit
korrelierten auch hier die Expressionsveranderungen nicht vollstindig mit den
Histonmethylierungsverdnderungen (Abb. 5.37).

Im Gegensatz zur UC-Zelllinie VM-CUBI1 wurde in der UC-Zelllinie 5637 im Microarray
eine Verminderung der HOXC6-Expression beobachtet. Diese konnte in der qRT-PCR nicht
verifiziert werden. Unerwartet war die Trimethylierung an H3K4 erhoht. Diese Verdnderung

passte zur detektierten erhdhten Expression von HOXC6 im HOTAIR 16-Klon (Abb. 5.37)

VM-CUE1 5637
% EEE
£ xR
2
0,4
& %
o
& =
% 1 % 0,2
o 50
I T
: Lm M
LV 6 HOTAIR_20 HOTAIR 3 v 2 HOTAIR_4 HOTAIR_16

B v 6 [ HOTAIR 20
B V2 [ HOTAIR_4

¥k %% * &

T

c ap

] 0,6

:

= a

g 29 os

£ g0

3 = 02

z 5

c
]

o

% I 0 -

T Hikdme3 H3|<2?m22f3 g5 Hikdme3 H3I<2?me2f3

Abbildung 5.37: mRNA-Expression und Analyse der Histon-Methylierung des Gens HOXC6 in
HOTAIR-iiberexprimierenden Klonen der UC-Zelllinien VM-CUB1 und 5637.

Die HOXC6-Expression wurde mittels qRT-PCR in jeweils zwei HOTAIR-Klonen mit unterschiedlich starker
HOTAIR-Expression (HOTAIR 20 > HOTAIR 3, HOTAIR 4 > HOTAIR 16) und einem LV bestimmt und
auf das Haushaltsgen 7BP normiert. Die Histonmethylierung an H3K4 und H3K27 wurde jeweils im HOTAIR-
Klon mit der stirkeren HOTAIR-Expression und dem LV-Klon mittels ChIP ermittelt. Als Kontrolle wurde eine
Prézipitation mit einem unspezifischen IgG durchgefiihrt. Die Signifikanzen wurden mittels T-Test bestimmt

(* 0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; *** p<0,001).
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Zuletzt wurden drei Gene des HOXD-Locus ndher untersucht. Das anteriore Gen HOXD3
wurde in der UC-Zelllinie VM-CUBI1 erhoht, aber in 5637 vermindert nach HOTAIR-
Uberexpression exprimiert. Fiir die UC-Zelllinie VM-CUBI konnte diese HOXD3-Erhéhung
auch im zweiten HOTAIR-Klon verifiziert werden. Die verringerte HOXD3-Expression in
5637 war nur als Tendenz verifizierbar (Abb. 5.38).

Auch HOXD9 wurde in der UC-Zelllinie VM-CUBI1 nach HOTAIR-Uberexpression erhdht
exprimiert und in 5637 wurde keine signifikante Verinderung detektiert. Die Uberexpression
konnte in VM-CUBI1 fiir beide HOTAIR-Klone verifiziert werden und ist also Dosis-
unabhéngig. Fiir die HOTAIR-Klone der 5637 wurde einheitlich eine verminderte HOXDY-
Expression gemessen (Abb. 5.38).

SchlieBlich wurde die HOXD10-Expression validiert. HOXD10 war in VM-CUBI sehr gering
exprimiert und wurde nach stabiler HOTAIR-Expression nicht verdndert. Da HOXDI10 als
HOTAIR-Zielgen beschrieben wurde, wurde trotzdem die Histonmethylierung analysiert. Die
Di/Trimethylierung an H3K27 war signifikant erhoht, aber eine daraus resultierende
Transkriptionsinaktivierung von HOXDI10 konnte - vermutlich auf Grund der sehr geringen
endogenen Expression - nicht detektiert werden. In der UC-Zelllinie 5637 war HOXDI10
endogen gut messbar und so konnte eine Expressionsabnahme nach stabiler HOTAIR-
Uberexpression in beiden HOTAIR-Klonen verifiziert werden. Die Histonmethylierung

anderte sich jedoch nicht (Abb. 5.38).
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Abbildung 5.38: mRNA-Expression der Gene HOXD3, D9 und D10 und Analyse der Histon-
Methylierung an HOXD10 in HOTAIR-iiberexprimierenden Klonen der UC-Zelllinien VM-CUB1
und 5637.

Die Expression von HOXD3, D9 und D10 wurde mittels qRT-PCR in jeweils zwei HOTAIR-Klonen mit
unterschiedlich starker HOTAIR-Expression (HOTAIR 20 > HOTAIR 3, HOTAIR 4 > HOTAIR 16) und
einem LV-Klon bestimmt und auf das Haushaltsgen TBP normiert. Die Histonmethylierung an H3K4 und
H3K27 wurde jeweils im HOTAIR-Klon mit der stirkeren HOTAIR-Expression und dem LV-Klon mittels ChIP
ermittelt. Als Kontrolle wurde eine Prézipitation mit einem unspezifischen IgG durchgefiihrt. Die Signifikanzen

wurden mittels T-Test bestimmt (* 0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; *** p<0,001).
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5.7.2 Vergleich der eigenen Expressionsdaten mit publizierten Daten zum

Osophagus- und Mammakarzinom nach ektopischer HOTAIR-Expression
Da die Analyse der UC-Zelllinien auf Zelltyp-abhéngige Effekte von HOTAIR deutete,

wurden die Ergebnisse des Expressionsarrays der beiden UC-Zelllinien mit dem 6ffentlich
zuginglichen Datensatz GSE47638 verglichen. Er enthdlt ein Expressionsprofil der
Osophaguskarzinom-Zelllinie KYSE-180 nach HOTAIR-Uberexpression [75]. HOTAIR fiihrt
dabei zu einer Steigerung der Proliferation, des verankerungsunabhéngigen Wachstums, der
Migration und der Invasion, dhnlich wie bei der UC-Zelllinie VM-CUBI. Fiir den Vergleich
wurden nur Gene herangezogen, deren Expression mindestens zweifach erhoht oder erniedrigt
war. Die Anzahl von differenziell exprimierten Genen nach HOTAIR-Uberexpression war in
der Osophaguskarzinom-Zelllinie KYSE-180 und in der UC-Zellliniec VM-CUBI ungefihr
gleich groB3; trotz der dhnlichen biologischen Effekte wurden aber nur 631 Gene gemeinsam
differentiell exprimiert. Davon waren 108 Gene auch in der UC-Zelllinie 5637 nach
HOTAIR-Uberexpression verindert. AuBerdem waren 165 Gene sowohl in 5637 als auch in
KYSE-180 differentiell exprimiert (Abb. 5.39). Von diesen drei Gruppen differentiell
exprimierter Gene wurde mittels DAVID eine GO-Analyse durchgefiihrt.

Die GO-Analyse fiir die Schnittmenge aller drei Zelllinien ergab nur eine signifikante Gruppe
von Genen: Virusantwort (p (Benjamini-Hochberg) = 0,007). Zu dieser Gruppe gehorten acht
(7,4 %) Gene. Weitere Gruppen von Genen, die jedoch nach Benjamini-Hochberg-
Adjustierung nicht signifikant waren, waren Immun-Antwort (12 Gene), homdostatische
Prozesse (12 Gene), Regulation der Zellproliferation (12 Gene) und Regulation der
Fortbewegung (5 Gene). In der Schnittmenge von VM-CUBI1 und KYSE-180 ergab die GO-
Analyse keine nach Benjamini-Hochberg-Korrektur signifikanten GO-Gruppen. Allerdings
fielen in der Analyse die Gruppen Zelladhésion (40 Gene) und Regulation der Fortbewegung
(13 Gene) auf, die gut zu den beobachteten biologischen Verdnderungen passen. Auch in der
Schnittmenge von 5637 und KYSE-180 erbrachte die GO-Analyse nach Benjamini-
Hochberg-Adjustierung keine signifikanten GO-Gruppen. Mehrere Gene gehorten jeweils zu
Gruppen wie Regulierung der Migration (6 Gene) und Regulation der Proliferation (13 Gene),

die zu den biologischen Beobachtungen passten.
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KYSE-180 VM-CUB1

5637

Abbildung 5.39: Vergleich des mRNA-Expressionsprofils nach HOTAIR-Uberexpression in der
Osophaguskarzinom-Zelllinie KYSE-180 [75] und den UC-Zelllinien VM-CUB1 und 5637.

Venn-Diagramm der differentiell exprimierten Gene in VM-CUB1 HOTAIR 20 und 5637 HOTAIR 4
verglichen mit den jeweiligen Leervektor-Kontrollen und des GEO-Datensatzes GSE47638, der die
Genexpressions-Verinderungen nach HOTAIR-Uberexpression in der Osophaguskarzinom-Zelllinie KYSE-180
enthdlt. Gene die zweifach erhoht oder vermindert waren und eine Signifikanz von p <0,01 (Benjamini-

Hochberg-Adjustierung) aufwiesen wurden untersucht.

AuBlerdem wurde ein Vergleich mit der HOTAIR-iiberexprimierenden Mammakarzinom-
Zelllinie MDA-MB231 durchgefiihrt [77]. Auf Grund des unterschiedlichen Studiendesigns
und der Verwendung verschiedener Microarray-Plattformen wurden, wie bei Kim et al. [76],
die veroffentlichten ChIP-Daten fiir den Vergleich herangezogen. Es wurden die 784 Gene,
die in beiden UC-Zelllinien nach HOTAIR-Uberexpression vermindert exprimiert wurden,
mit den 686 Genen, die in der Mammakarzinom-Zelllinie nach HOTAIR-Uberexpression eine
Erhohung der repressiven Histon-Modifikation H3K27me3 zeigten, verglichen (Abb. 5.40).
Dieser Vergleich ergab eine Uberlappung von lediglich 12 Genen: API5, CHDIL, COG2,
COX6C, CRISPLDI1, HEATRI, KIAA1324L, METRNL, PCTP, PLAGLI1, RASAL2, ZNF287.
Diese konnten gewebeiibergreifende Zielgene von HOTAIR sein.

Pleiomorphic adenoma gene-like 1 (PLAGLI, auch ZACI oder LOTI) war auch in der
Osophagus-Zelllinie nach HOTAIR-Uberexpression differentiell exprimiert. Es ist ein

gepragtes Gen, das zu einem Netzwerk geprigter Gene (IGN: imprinted gene network) gehort
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[99]. Der Einfluss einer HOTAIR-Expressionsverdnderung auf Gene dieses Netzwerkes

wurde nédher untersucht, wie in den folgenden Abschnitten beschrieben.

VM-CUB1 + 5637 MDA-MB231

686

Abbildung 5.40: Vergleich zwischen gemeinsam verringerten Genen der UC-Zelllinien 5637 und
VM-CUB1 nach HOTAIR-Uberexpression und Genen, die eine erh6hte H3K27-Methylierung
nach HOTAIR-Uberexpression in der Mammakarzinom-Zelllinie MDA-MB231 [77] zeigten.

In Rot ist die Anzahl der Gene, die nach HOTAIR-Uberexpression in beiden UC-Zelllinien vermindert
exprimiert wurden dargestellt und in Griin die Anzahl der Gene, die nach HOTAIR-Uberexpression in der

Mammakarzinom-Zelllinie MDA-MB231 eine erhohte Trimethylierung an H3K27 aufwiesen.

5.8 Effekte einer stabilen HOTAIR-Uberexpression in den UC-Zelllinien VM-
CUB1 und 5637 auf die Expression von gepragten Genen

Da Effekte auf das gepragte Gen PLAGLI sowohl in der Studie zum Mammakarzinom als

auch in der eigenen Studie im UC auftraten, stellte sich die Frage, ob die ektopische

Uberexpression der IncRNA HOTAIR in UC-Zelllinien auch andere geprigte Gene

beeinflusst.

Zuerst wurde in den vorhandenen Daten des RNA-Expressionsarrays der beiden UC-
Zelllinien VM-CUBI1 und 5637 nach geprigten Genen gesucht, die Teil des in der Maus
beschriebenen IGNs (vgl. 1.4) sind (Tabelle 5.3) [99]. In der UC-Zelllinie VM-CUB1 wurden
neun geprigte Gene differentiell exprimiert vorgefunden und in der UC-Zelllinie 5637 sieben.
In beiden UC-Zelllinien nach HOTAIR-Uberexpression vermindert exprimiert wurden die
Gene PLAGLI, mesoderm specific transcript (MEST, auch PEGI1) und paraoxonase 2
(PON2). Dagegen wurden die drei Gene protein phosphatase 1, regulatory subunit 94
(PPP1R9A, auch Neurabin-1), insulin-like growth factor 2 (somatomedin A) (IGF2) und
growth factor receptor-bound protein 10 (GRB10) in beiden UC-Zelllinien erhoht exprimiert.
Nur in der UC-Zelllinie 5637 signifikant erhoht exprimiert war cyclin-dependent kinase
inhibitor 1C (p57, Kip2) (CDKNI1C). Die Expression drei weiterer gepragter Gene war nur in
der UC-Zelllinie VM-CUBI signifikant erhoht, diese waren tissue factor pathway inhibitor 2
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(TFPI2, auch PP5 und REF1), sarcoglycan, epsilon (SGCE, auch DYT11 oder ESG) und
paternally expressed 10 (PEG10).

Tabelle 5.3: Expressionsveranderungen gepragter Gene im RNA-Expressionsarray nach
ektopischer HOTAIR-Uberexpression in den UC-Zelllinien VM-CUB1 und 5637.

Die Signifikanz wurde nach Benjamini-Hochberg adjustiert (p(corr)). Einige Gene waren nur in einer UC-
Zelllinie signifikant verdndert (n.s. = nicht signifikant). Griin unterlegt sind vermindert exprimierte Gene und rot

unterlegt erhdht exprimierte Gene.

VM-CUBI LV_6 vs. HOTAIR 20 | 5637LV_2 vs HOTAIR 4
Gen Expressions- Signifikanz Expressions- Signifikanz

Verdnderung [x] | p(corr) Veranderung [x] | p(corr)
PLAGLI 65,19 0,0001 1,23 0,006
MEST 93 0,00003 1,4 0,006
PON2 1,63 0,0027 1,38 0,003
PPPIRY9A 0,0004 0,001
IGF2 0,00009 0,00005
GRBI10 0,001 0,0006
CDKNIC 0,0005
TFPI2 0,002
SGCE 0,003 n.s.
PEGI10 0,00006 n.s.

Als néchstes wurden die im RNA-Expressionsarray beobachteten Expressionsverdnderungen
nach HOTAIR-Uberexpression wieder mittels qRT-PCR verifiziert. Hierfiir wurden die sechs
Gene ausgewdhlt, die in beiden UC-Zelllinien gleichgerichtet verdndert wurden und
zusitzlich die Gene CDKNIC und TFPI2. AuBlerdem wurde auch die Expression der IncRNA
H19 tberpriift, da sie ebenfalls zu dem erwidhnten Netzwerk gepragter Gene in der Maus
gehort.
Die Expressionsverminderung nach HOTAIR-Uberexpression konnte in beiden UC-Zelllinien
fiir die Gene PLAGLI, MEST und PON2 validiert werden; gleichfalls wurde die erhohte
Expression der Gene PPPIR94, IGF2 wund GRBI0 reproduziert. In diesem
Verifizierungsexperiment wurde fiir CDKNIC nicht nur in der UC-Zelllinie 5637, sondern
auch in VM-CUBI eine verstirkte Expression nach HOTAIR-Uberexpression gemessen. Der
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gleiche Befund wurde umgekehrt fiir 7FPI2 erhalten. Die IncRNA H19 wurde in beiden UC-
Zelllinien nach ektopischer HOTAIR-Expression differentiell exprimiert, allerdings in
entgegengesetzter Richtung, in der UC-Zelllinie VM-CUBI ergab sich eine Verminderung
und in 5637 eine Erhdhung (Abb. 5.41).

Zusammenfassend scheint eine Uberexpression von HOTAIR also die Expression von

gepriagten Genen des IGNs zu beeinflussen, womdglich sogar aktiv zu regulieren.
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Abbildung 5.41: Expressionsbestimmung ausgewahlter gepragter Gene in HOTAIR
tiberexprimierenden Klonen der UC-Zelllinien VM-CUB1 und 5637.

Mittels qRT-PCR wurde die Expression der geprigten Gene PLAGLI1, MEST, PON2, GRB10, TFPI2, PPP1R94,
CDKNIC, IGF2 und H19 bestimmt und auf das Haushaltsgen TBP sowie den Wert des LV-Klons normiert. Die
Signifikanzen wurden mittels T-Test bestimmt (* 0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; *** p<0,001). Verglichen
wurde der HOTAIR-Klon mit der stairkeren HOTAIR-Expression mit dem jeweiligen LV-Klon. (a) VM-CUBI,
(b) 5637.

115



Ergebnisse

5.9 Effekte einer HOTAIR-Modulation auf die gepragten Gene PLAGLT1,
CDKN1C, IGF2 und H19
Da PLAGLI und die IGN-Gene CDKNIC, IGF2 und HI19 nach ektopischer HOTAIR-
Expression in beiden untersuchten UC-Zelllinien VM-CUBI1 und 5637 differentiell exprimiert
wurden, lag die Vermutung nahe, dass HOTAIR ein Regulator dieser gepridgten Gene sein
konnte, zumal in Hotair-Knockout-Méusen Plagll, Igf2 und H19 verstérkt exprimiert werden
[90]. Daher wurde die Expression von PLAGLI, CDKNIC, IGF2 und H19 nach ektopischer
Uberexpression oder nach siRNA-vermitteltem Knockdown in verschiedenen UC-Zelllinien

untersucht.

5.9.1 Effekte einer ektopischen Expression von HOTAIR auf die Expression von
PLAGL1, CDKN1C, IGF2 und H19 in UC-Zelllinien

Begonnen wurde mit der Untersuchung der Effekte auf vier geprigte Gene nach transienter

und stabiler HOTAIR-Uberexpression in sechs weiteren UC-Zelllinien. Im Unterschied zu
den vorherigen Experimenten wurden stabil transfizierte Pools und nicht einzelne Klone

verwendet.

Die erfolgreiche Uberexpression der IncRNA HOTAIR in den UC-Zelllinien BFTC-905 und
639-V bewirkte keine signifikanten Expressionsverdnderungen der vier geprigten Gene
(Abb. 5.42).

In HOTAIR-iiberexprimierenden RT-112-Zellen wurde eine signifikante Abnahme der
PLAGLI-Expression detektiert und zusétzlich eine signifikante Zunahme der IGF2-
Expression, wie in den Klonen aus VM-CUBI und 5637. AuBlerdem wurde wie im Klon von
5637 eine erhdhte H19-Expression beobachtet. Weiterhin wurden die Gene IGF2 und HI9
auch nach transienter HOTAIR-Transfektion in der UC-Zelllinie HT-1376 signifikant erhoht
vorgefunden (Abb. 5.43).

Die CDKNIC-Expression war nur in der UC-Zelllinie SW-1710 sowohl nach transienter
Transfektion als auch im stabilen Pool erhoht, konsistent mit den Beobachtungen in den
Klonen von VM-CUBI1 und 5637 (Abb. 5.44 a).

Ebenso wurde in der UC-Zelllinie UM-UC-3 eine verminderte PLAGLI-Expression nach
transienter HOTAIR-Uberexpression beobachtet. Uberraschend wurde aber nach stabil
erhohter HOTAIR-Expression ein Anstieg der PLAGLI-Expression gemessen. Des Weiteren
wurde im stabilen HOTAIR-Pool wieder die IncRNA H19 erhoht exprimiert (Abb. 5.44 b).
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Abbildung 5.42: Expression der vier gepragten Gene PLAGL1, CDKN1C, IGF2 und H19 nach
ektopischer HOTAIR-Uberexpression in den UC-Zelllinien BFTC-905 und 639-V.

Die Expression der fiinf dargestellten Gene wurde mittels qRT-PCR nach transienter (48 h) und stabiler
HOTAIR-Transfektion bestimmt und auf das Haushaltsgen 7BP und auf den jeweiligen Wert des LV-Pools
normiert. Die Signifikanzen wurden mittels T-Test bestimmt (* 0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; *** p<0,001).
(a) BFTC-905, (b) 639-V.
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Abbildung 5.43: Expression der vier gepragten Gene PLAGL1, CDKN1C, IGF2 und H19 nach
ektopischer HOTAIR-Uberexpression in den UC-Zelllinien RT-112 und HT-1376.

Die Expression der fiinf dargestellten Gene wurde mittels qRT-PCR nach transienter (48 h) und stabiler
HOTAIR-Transfektion bestimmt und auf das Haushaltsgen 7BP und auf den jeweiligen Wert des LV-Pools
normiert. Die Signifikanzen wurden mittels T-Test bestimmt (* 0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; *** p<0,001).
(a) RT-112, (b) HT-1376.
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Abbildung 5.44: Expression der vier gepragten Gene PLAGL1, CDKN1C, IGF2 und H19 nach
ektopischer HOTAIR-Uberexpression in den UC-Zelllinien SW-1710 und UM-UC-3.

Die Expression der fiinf dargestellten Gene wurde mittels qRT-PCR nach transienter (48 h) und stabiler
HOTAIR-Transfektion bestimmt und auf das Haushaltsgen 7BP und auf den jeweiligen Wert des LV-Pools
normiert. Die Signifikanzen wurden mittels T-Test bestimmt (* 0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; *** p<0,001).
(a) SW-1710, (b) UM-UC-3.
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5.9.2 Effekt einer ektopischen HOTAIR-Expression auf die gepragten Gene
PLAGL1, CDKN1C, IGF2 und H19 in der Mammakarzinom-Zelllinie SK-BR3

Da eine ektopische HOTAIR-Expression in verschiedenen UC-Zelllinien zu einer
Verianderung der Expression der vier geprigten Gene PLAGLI, CDKNIC, IGF2 und HI9
fiihrte, stellte sich die Frage, ob diese Effekte Urothelkarzinom-spezifisch oder in Zelllinien
anderer Entitdten gleichermallen zu beobachten sind. Deshalb wurde in der Mammakarzinom-
Zelllinie SK-BR3, die im Vergleich zu den beiden anderen Mammakarzinom-Zelllinien T47D
und MCF7 die geringste HOTAIR-Expression besal3, eine transiente und stabile HOTAIR-
Transfektion durchgefiihrt.

Nach ektopischer HOTAIR-Expression wurden alle vier untersuchten Gene differentiell
exprimiert. Im Einzelnen wurde wieder eine Abnahme der PLAGL I-Expression gemessen. Im
Gegensatz zu den UC-Zelllinien wurden nach transienter Expression die geprigten Gene
CDKNIC und IGF2 vermindert exprimiert. Ferner wurde wie im Klon der UC-Zelllinie VM-
CUBI eine verminderte H19-Expression detektiert (Abb. 5.45).
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Abbildung 5.45: Expression der vier gepragten Gene PLAGL1, CDKN1C, IGF2 und H19 nach
ektopischer HOTAIR-Uberexpression in der Mammakarzinom-Zelllinie SK-BR3.

Die Expression der fiinf dargestellten Gene wurde mittels qRT-PCR bestimmt und auf das Haushaltsgen 7BP
und auf den jeweiligen Wert des LV-Pools normiert. Die Signifikanzen wurden mittels T-Test bestimmt

(* 0,01<p=<0,05; ** 0,001<p=<0,01; *** p<0,001).
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5.9.3 Effekte ektopischen HOTAIR-Expression auf die gepragten Gene PLAGL1,
CDKN1C, IGF2 und H19 in der Prostatakarzinomzelllinie DU-145

Die vier ausgewdhlten geprigten Gene waren nicht nur in verschiedenen UC-Zelllinien
sondern auch in der Mammakarzinom-Zelllinie SK-BR3 nach ektopischer HOTAIR-
Expression differentiell exprimiert. Daher wurde vermutet, dass diese Gene
gewebeiibergreifende Zielgene der IncRNA HOTAIR sind. Deshalb wurde zusitzlich der
Effekt einer HOTAIR-Uberexpression in der Prostatakarzinom-Zelllinie DU-145 untersucht.

Signifikante Verdanderungen wurden in der Expression der Gene CDKNIC, IGF2 und HI19
beobachtet. Die CDKNIC-Expression stieg nach stabiler HOTAIR-Transfektion wie auch in
den Klonen der UC-Zelllinien VM-CUBI1 und 5637 signifikant an. Weiterhin wurde die
IncRNA H19 im stabilen HOTAIR-Poo!/ erhoht exprimiert. Dies deckte sich mit den
Beobachtungen in 5637 HOTAIR-Klonen. Genauso wie nach transienter HOTAIR-
Uberexpression in der Mammakarzinom-Zelllinie SK-BR3 verminderte sich die IGF2-
Expression nach transienter Transfektion in der Prostatakarzinom-Zelllinie DU-145
(Abb. 5.46). Die endogene PLAGL I-Expression ist sehr niedrig, wahrscheinlich konnte daher
keine weitere Verminderung detektiert werden.
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Abbildung 5.46: Expression der vier gepragten Gene PLAGL1, CDKN1C, IGF2 und H79 nach
ektopischer HOTAIR-Uberexpression in der Prostatakarzinom-Zelllinie DU-145.

Die Expression der fiinf dargestellten Gene wurde mittels qRT-PCR bestimmt und auf das Haushaltsgen TBP
und auf den jeweiligen Wert des LV-Pools normiert. Die Signifikanzen wurden mittels T-Test bestimmt

(* 0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; *** p<0,001).
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594 Effekte eines HOTAIR Knockdowns auf die Expression von PLAGLT,
CDKN1C, IGF2 und H19 in UC-Zelllinien
Wenn HOTAIR die Expression der vier geprigten Gene PLAGLI, CDKNIC, IGF2 und HI19

reguliert, sollte eine Verminderung der HOTAIR-Expression auch Effekte auf deren

Expression bewirken.

In den vier UC-Zelllinien RT-112, SW-1710, J82 und 639-V wurde mit zwei verschiedenen
siRNAs gegen HOTAIR ein Knockdown durchgefiihrt. Als Kontrolle diente die Behandlung
mit einer unspezifischen siRNA. Die Effekte auf die Expression der gepragten Gene PLAGLI,
CDKNIC, IGF2 und HI19 wurden mittels qRT-PCR ermittelt. Auch hier wurden wieder
Zelltyp-spezifische Verdnderungen beobachtet.

Obwohl die Herunterregulation der IncRNA HOTAIR in der UC-Zelllinie RT-112 mit beiden
siRNAs gleichwertig effektiv war, wurden unterschiedliche Effekte auf die vier gepriagten
Gene beobachtet. Die PLAGLI-Expression stieg signifikant nach Behandlung mit siRNA2 an.
Auch die Expression der Gene CDKNIC und H19 wurde verdndert, allerdings wurden diese
abhéngig von der genutzten siRNA erhoht oder vermindert exprimiert (Abb. 5.47 a).

Da die /GF2- und H19-Expression in der UC-Zelllinie SW-1710 sehr schwach war, konnten
fiir diese Gene nach HOTAIR-Knockdown keine Verdnderungen detektiert werden. Wie in
der UC-Zelllinie RT-112 wurde ein Anstieg der PLAGLI-Expression gemessen. Aulerdem
wurde nach Behandlung mit siRNA1 CDKNIC vermindert exprimiert (Abb. 5.47 b).

Eine signifikante Reduktion der HOTAIR-Expression konnte mittels siRNAs in der UC-
Zelllinie J82 nicht erreicht werden. Allerdings war das endogene HOTAIR-Niveau in dieser
UC-Zelllinie schon relativ niedrig. Trotz der geringen HOTAIR-Expressionsverringerung
konnte eine Erh6hung der Expression aller vier gepriagten Gene nach Behandlung mit siRNA 1
beobachtet werden (Abb. 5.48 a), allerdings bei teilweise hohen Standardabweichungen.

Die Effizienz des HOTAIR-Knockdowns unterschied sich zwischen den verwendeten siRNAs
in der UC-Zelllinie 639-V deutlich. So war die Herunterregulation mittels siRNA2 fast
doppelt so effektiv. Deshalb konnten Dosis-abhingige Effekte beobachtet werden. Wie schon
fiir die anderen drei UC-Zelllinien wurde die PLAGL1-Expression erhoht. Eine Verminderung
der CDKNI1C-Expression konnte nur nach dem stirkeren Knockdown mit siRNA2 gemessen
werden. Ahnlich wie in der UC-Zelllinie RT-112 wurde abhiingig von der genutzten siRNA
die IncRNA H19 erhoht oder vermindert exprimiert (Abb. 5.48 b).

Zusammenfassend wurde in allen vier UC-Zelllinien nach HOTAIR-Knockdown das geprégte
Gen PLAGLI erhdht exprimiert. Das geprigte Gen CDKNIC wurde in den UC-Zelllinien RT-

112 und J82 induziert, aber in der UC-Zelllinie SW-1710 vermindert exprimiert. Eine
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signifikante Induktion des geprigten Gens IGF2 wurde nur in der UC-Zelllinie J82
beobachtet. Die IncRNA HI19 wurde in den Zelllinien RT-112, J82 und 639-V nach
Behandlung mit siRNA1 erhoht exprimiert und nach Behandlung mit siRNA2 in den UC-
Zelllinien RT-112 und 639-V vermindert exprimiert.
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Abbildung 5.47: Effekte eines siRNA vermittelten Knockdowns der IncRNA HOTAIR auf die
Expression der geprdgten Gene PLAGL1, CDKN1C, IGF2 und H19 in den UC-Zelllinien RT-112
und SW-1710.

Die Zellen wurden mit zwei siRNAs gegen HOTAIR und einer unspezifischen siRNA fiir 48 h behandelt. Die
Expression der untersuchten fiinf Gene wurde mittels qRT-PCR bestimmt und auf das Haushaltsgen TBP
normiert. Die ermittelte Expression der Kontrolle wurde auf eins normiert. Die Signifikanzen wurden mittels T-

Test bestimmt (* 0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; *** p<0,001). (a) RT-112, (b) SW-1710.
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Abbildung 5.48: Effekte eines siRNA vermittelten Knockdowns der IncRNA HOTAIR auf die
Expression der gepragten Gene PLAGL1, CDKN1C, IGF2 und H19 in den UC-Zelllinien J82 und
639-V.

Die Zellen wurden mit zwei siRNAs gegen HOTAIR und einer unspezifischen siRNA fiir 48 h behandelt. Die
Expression der untersuchten fiinf Gene wurde mittels qRT-PCR bestimmt und auf das Haushaltsgen TBP
normiert. Die ermittelte Expression der Kontrolle wurde auf eins normiert. Die Signifikanzen wurden mittels T-

Test bestimmt (* 0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; *** p<0,001). (a) J82, (b) 639-V.
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59.5 Effekte eines HOTAIR Knockdowns auf die Expression von PLAGLT,
CDKN1C, IGF2 und H19 in der Prostatakarzinom-Zelllinie DU-145

Der HOTAIR-Knockdown verursachte in verschiedenen UC-Zelllinien

Expressionsverdnderungen der vier Gene PLAGLI, CDKNIC, IGF2 und HI9. Da auch nach

HOTAIR-Uberexpression in der Mammakarzinom-Zelllinie SK-BR3 und der Prostata-

karzinom-Zelllinie DU-145 diese vier Gene differentiell exprimiert wurden, sollte der Effekt

eines HOTAIR-Knockdowns in der Prostatakarzinom-Zelllinie DU-145 untersucht werden.

Die Effizienz des Knockdowns unterschied sich wieder zwischen den beiden siRNAs. So war
die Herunterregulation von HOTAIR mit der siRNA2 auf 40 % des Ausgangsniveaus
erfolgreicher als mit der siRNA1 mit einer Verringerung auf 70 %. Wie auch in den UC-
Zelllinien wurde unabhingig von der verwendeten siRNA eine erhohte Expression des
PLAGLI-Gens detektiert. Die Effekte auf die anderen drei Gene unterschieden sich zwischen
den Behandlungen mit den beiden siRNAs. Alle drei Gene CDKNIC, IGF2 und HI9 wurden
nach Knockdown mittels siRNA1 erhoht exprimiert. Im Gegensatz dazu wurden /GF2 und
H19 nach Behandlung mittels siRNA2 vermindert exprimiert (Abb. 5.49).
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Abbildung 5.49: Effekte eines siRNA vermittelten Knockdowns der IncRNA HOTAIR auf die
Expression der gepragten Gene PLAGL1, CDKN1C, IGF2 und H19 in der Prostatakarzinom-
Zelllinie Du-145.

Die Zellen wurden mit zwei siRNAs gegen HOTAIR und einer unspezifischen siRNA fiir 48 h behandelt. Die
Expression der untersuchten fiinf Gene wurde mittels qRT-PCR bestimmt und auf das Haushaltsgen TBP
normiert. Die ermittelte Expression der Kontrolle wurde auf eins normiert. Die Signifikanzen wurden mittels T-

Test bestimmt (* 0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; *** p<0,001).
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5.10 Expression der gepragten Gene PLAGL1, CDKN1C, IGF2 und H19 in UC-
Zelllinien
Die zuvor beobachteten Effekte auf die Expression dieser vier Gene waren zwischen den
Zelllinien teilweise sehr unterschiedlich. Da die Moglichkeit der Detektion von
Expressionsverdnderungen auch vom endogenen Expressionsniveau abhéingig ist, wurde die
endogene Expression der geprigten Gene PLAGLI, CDKNIC, IGF2 und HI9 im
vorhandenen UC-Zelllinienset mittels qRT-PCR untersucht. Das UC-Zelllinienset setzte sich
aus 15 UC-Zelllinien und drei normal Kontrollen zusammen. Als Kontrollen dienten
uroepitheliale Primérzellkulturen (UP) und die immortalisierte normale Urothelzelllinie

TERT-NHUC.

5.10.1 Expression des gepragten Gens PLAGL1 in UC-Zelllinien

PLAGLI wurde in den normalen Harnblasenkontrollen schwach exprimiert, aber teilweise in
den UC-Zelllinien aktiviert. In der Hélfte der UC-Zelllinien (8/15) wurde PLAGLI deutlich
stirker exprimiert als in den Kontrollen. Ein Drittel der UC-Zelllinien (5/15) exprimierten
PLAGLI1 weiterhin sehr schwach (Abb. 5.50). Zwischen der PLAGLI- und HOTAIR-

Expression wurde eine mittlere positive Korrelation nach Pearson (r = 0,54) ermittelt.
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Abbildung 5.50: Expressionsbestimmung des gepridgten Gens PLAGL17 in UC-Zelllinien im
Vergleich zu uroepithelialen Primarzellkulturen und der immortalisierten normalen
Urothelzelllinie TERT-NHUC.

Die PLAGLI-Expression wurde mittels qRT-PCR bestimmt und auf das Haushaltsgen 7BP normiert. Die UC-

Zelllinien sind nach ihrer Herkunft aus papilldren (BFTC905 - J82) oder invasiven Tumoren angeordnet.
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5.10.2 Expression des gepragten Gens CDKN1C in UC-Zelllinien

Sowohl die normalen Kontrollen als auch die UC-Zelllinien zeigten eine heterogene
CDKNIC-Expression. Im Vergleich zu den normalen Kontrollen TERT-NHUC und UP90
war die Expression von CDKNIC in einem Drittel (5/15) der UC-Zelllinien erhdht. Besonders
stark wurde CDKNIC in den UC-Zelllinien SW-1710 und 5637 exprimiert. Dagegen wurde in
einem Drittel (6/15) der UC-Zelllinien CDKNIC vermindert exprimiert (Abb. 5.51). Die
CDKNIC-Expression korrelierte positiv nach Pearson mit der PLAGLI-Expression (r = 0,59).
Auch mit der HOTAIR-Expression wurde eine schwache positive Korrelation nach Pearson

(r=0,37) festgestellt.
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Abbildung 5.51: Expressionsbestimmung des gepriagten Gens CDKN1C (p57KIP2) in UC-
Zelllinien im Vergleich zu uroepithelialen Primérzellkulturen und der immortalisierten normalen
Urothelzelllinie TERT-NHUC.

Die CDKNIC-Expression wurde mittels qRT-PCR bestimmt und auf das Haushaltsgen 7BP normiert. Die UC-

Zelllinien sind nach ihrer Herkunft aus papilldren (BFTC905 - J82) oder invasiven Tumoren angeordnet.
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5.10.3 Expression des gepragten Gens /GF2 und der IncRNA H19 in UC-Zelllinien

Die Gene IGF2 und HI19 sind auf Chromosom 11 nah beieinander lokalisiert und werden
ibergreifend epigenetisch reguliert.

Im untersuchten UC-Zelllinienset wurde /GF2 schon in den normalen Kontrollen deutlich
exprimiert. Nur in den beiden UC-Zelllinien BFTC-905 und 5637 wurde eine noch stirkere
IGF2-Expression gemessen. Das /GF2-Expressionsniveau in der UC-Zelllinie RT-112 war
mit dem in den Kontrollen vergleichbar. In den meisten UC-Zelllinien (12/15) wurde IGF2
vermindert exprimiert (Abb. 5.52). Die /IGF2-Expression korrelierte weder mit der PLAGLI-
noch der HOTAIR-Expression.

Ahnlich wie bei der CDKNIC-Expression wurden unterschiedlich starke Niveaus der H19-
Expression schon in den drei Kontrollen beobachtet. In den normalen Kontrollen TERT-
NHUC und UP90 war H19 sehr schwach exprimiert und in der UP242 gut detektierbar.
Zwischen der /GF2- und H19-Expression der drei normalen Kontrollen ergab sich eine starke
negative Korrelation nach Pearson (r = -0,95). Im Gegensatz dazu wurde in den UC-Zelllinien
eine starke positive Korrelation zwischen diesen beiden Genen beobachtet (r=0,91). Die
H19-Expression war in fast der Halfte (7/15) der UC-Zelllinien sehr schwach. Im Gegensatz
dazu wurde H19 in einem Dirittel (5/15) der UC-Zelllinien sehr stark exprimiert (Abb. 5.52).
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Abbildung 5.52: Expressionsbestimmung von IGF2 und der IncRNA H19 in UC-Zelllinien im
Vergleich zu uroepithelialen Priméarzellkulturen und der immortalisierten normalen
Urothelzelllinie TERT-NHUC.

Die IGF2- und H19-Expression wurde mittels qRT-PCR bestimmt und auf das Haushaltsgen 7BP normiert. Die
UC-Zelllinien sind nach ihrer Herkunft aus papilldren (BFTC905 - J82) oder invasiven Tumoren angeordnet.
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5.11 Mechanistische Untersuchungen der Histonmethylierung und der DNA-

Methylierung an potentiellen HOTAIR-Zielgenen mit elterlicher Pragung
5.11.1 Veranderungen der Trimethylierung an H3K4 und H3K27 an gepragten Genen

Um zu tberpriifen, ob die Expressionsverdnderungen an geprigten Genen des IGN mit
Veridnderungen der Trimethylierung an H3K4 und H3K27 einhergehen, wurde eine ChIP
durchgefiihrt. Dabei wurde der HOTAIR-Klon mit der stirkeren Uberexpression mit dem LV-
Klon verglichen.

Als erstes wurden die Histonmethylierungen an PLAGLI studiert. Die PLAGLI-Expression
war konsistent in beiden UC-Zelllinien nach HOTAIR-Uberexpression vermindert, allerdings
in der UC-Zelllinie VM-CUBI deutlich stirker. Passend zu dieser verminderten Expression
wurden eine verminderte Trimethylierung an H3K4 und eine erhdhte Di/Trimethylierung an
H3K27 nachgewiesen. Auch in der UC-Zelllinie 5637 wurde ein Anstieg der
Di/Trimethylierung an H3K27 beobachtet, allerdings auch ein Anstieg der Trimethylierung an
H3K4 (Abb. 5.53 a).

Eine verminderte Expression nach ektopischer HOTAIR-Expression wurde in beiden UC-
Zelllinien vom MEST-Gen detektiert, wiederum stirker in der UC-Zelllinie VM-CUBI. In
dieser ging die verminderte Expression mit einer Abnahme der Trimethylierung an H3K4
einher. Auflerdem wurde auch eine Abnahme der Di/Trimethylierung an H3K27 gemessen. In
der UC-Zelllinie 5637 verdnderte sich die Trimethylierung an diesen beiden Lysinen nicht
(Abb. 5.53 b).

Weiterhin wurden die gepragten Gene CDKNIC, IGF2, PPPIR94 und GRBI0 in beiden UC-
Zelllinien nach stabiler HOTAIR-Uberexpression erhoht exprimiert.

Die Analyse des Trimethylierungsstatus an H3K4 und H3K27 des CDKNIC-Locus ergab,
dass in der UC-Zelllinie VM-CUBI trotz Erhdhung der Expression eine deutliche Erh6hung
der Di/Trimethylierung an H3K27 vorlag. Dagegen wurde in der UC-Zelllinie 5637 eine klare
Zunahme der Trimethylierung an H3K4 und eine leichte Abnahme der Di/Trimethylierung an
H3K27 beobachtet (Abb. 5.53 c¢). Diese Verdnderungen passen sehr gut zur detektierten

Expressionsverstarkung.

Ahnlich wie am CDKNIC-Locus wurde am IGF2-Locus in VM-CUBI nach HOTAIR-
Uberexpression trotz erhhter Expression eine stark erhdhte Di/Trimethylierung an H3K27
gemessen. An diesem Locus verdnderten sich die Trimethylierung an H3K4 und H3K27 in
der UC-Zelllinie 5637 nicht signifikant. Allerdings wurde dhnlich wie in der UC-Zelllinie
VM-CUBI1 eine leichte Zunahme der Di/Trimethylierung an H3K27 beobachtet

(Abb. 5.53 d).
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Die erhohte Expression von PPPIR9A4 (Neurabin-1) korrelierte in der UC-Zelllinie VM-
CUBI mit einer stark verminderten Di/Trimethylierung an H3K27. Eine etwas schwéchere
Verringerung der Di/Trimethylierung an H3K27 wurde in der UC-Zelllinie 5637 beobachtet.
Die Trimethylierung an H3K4 verminderte sich in der UC-Zelllinie VM-CUBI nur leicht
(Abb. 5.53 e).

Die Veridnderungen der Histonmethylierung am gepriagten Gen GRBI(0 unterschieden sich
zwischen den beiden UC-Zelllinien. In 5637 wurden keine signifikanten Verdnderungen der
beiden untersuchten Histonmodifikationen nach stabiler HOTAIR-Uberexpression gemessen.
Dagegen wurden in VM-CUBI eine Erhdhung der Trimethylierung an H3K4 und eine
Verminderung der Di/Trimethylierung an H3K27 beobachtet (Abb. 5.53 f). Diese
Verdnderungen korrelieren sehr gut mit der erhohten Expression.

Zum Schluss wurden die durch eine HOTAIR-Uberexpression ausgeldsten Effekte auf die
IncRNA H19 analysiert. Sie scheint eine Ausnahme zu bilden, denn ihre Expression wurde
nach stabiler ektopischer HOTAIR-Expression in der UC-Zelllinie VM-CUB1 vermindert und
in der UC-Zelllinie 5637 erhoht. Passend zu der beobachteten verminderten Expression in
VM-CUBI1 wurde eine erhohte Di/Trimethylierung an H3K27 detektiert. Im Gegensatz dazu
wurde eine erhohte Trimethylierung an H3K4 in der UC-Zelllinie 5637 gemessen
(Abb. 5.53 g). Dies korreliert mit der Expressionserhohung.
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Abbildung 5.53: mRNA-Expression und Analyse der Histon-Methylierung an sieben gepragten
Genen in HOTAIR-iiberexprimierenden Klonen der UC-Zelllinien VM-CUB1 und 5637.

Die Expression wurde mittels qRT-PCR im HOTAIR stirker exprimierenden Klon und einem LV-Klon
bestimmt und auf das Haushaltsgen 7BP normiert. Die Histonmethylierung an H3K4 und H3K27 wurde in den
gleichen Klonen mittels ChIP ermittelt. Als Kontrolle wurde eine Prazipitation mit einem unspezifischen IgG
durchgefiihrt. Die Signifikanzen wurden mittels T-Test bestimmt (* 0,01<p<0,05; ** 0,001<p<0,01; ***
p<0,001). (a) PLAGLI, (b) MEST, (c) CDKNIC, (d) IGF2, (e) PPPIR94, (f) GRB10, (g) H19.
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5.11.2 DNA-Methylierungsverénderungen an gepragten Genen

Da tiber die Verdnderungen der Trimethylierung an H3K4 und H3K27 nur ein Teil der
beobachteten Expressionsverdnderungen erkliart werden konnten, wurde vermutet, dass auch
andere epigenetische Mechanismen eine Rolle spielen kdnnten. Ein wichtiger epigenetischer
Mechanismus ist die DNA-Methylierung. Da in den HOTAIR-Klonen beider UC-Zelllinien
im Expressionsarray die de novo DNMT3A verstiarkt exprimiert wurde (VM-CUBI: 1,6x
p =0,0047; 5637: 1,87x p=10,0015), wurde vermutet, dass durch die IncRNA HOTAIR die
DNA-Methylierung von Zielgenen beeinflusst werden konnte. Daher wurde zuerst eine
Sequenz in der differentiell methylierten Region (DMR) des PLAGLI-Locus mittels

Pyrosequenzierung untersucht.

Das Gen PLAGLI besitzt zwei Promotoren, die zu unterschiedlich langen Transkripten
fithren. Nur der zweite Promotor ist elterlich geprigt und differentiell exprimiert; er fiihrt zur
Bildung der kiirzeren Transkripte [148]. In diesem Abschnitt lag der verwendete Assay, der
sechs CpG-Stellen analysiert (Abb. 5.54 a). In beiden Leervektor-Kontrollen waren ca. 25 %
der CpG-Stellen methyliert. In beiden VM-CUB1 HOTAIR-Klonen stieg die Methylierung
bis auf 100 % an. Dagegen wurden in der UC-Zelllinie 5637 nach stabiler HOTAIR-
Uberexpression nur kleine Verinderungen detektiert, die zwischen den beiden Klonen nicht

konsistent waren (Abb. 5.54 b).
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Abbildung 5.54: Lage der PLAGL1-DMR auf Chromosom 6 und ihr DNA-Methylierungsgrad in
den UC-Zelllinien VM-CUB1 und 5637 nach stabiler HOTAIR-Uberexpression.

(a) Das Schema wurde anhand von Daten des UCSC (University of California Santa Cruz) Genome Browsers
erstellt. (b) Der Grad der DNA-Methylierung wurde mittels Pyrosequenzierung bestimmt. Es wurde eine
Sequenz mit sechs CpG-Stellen auf Chromosom 6 im PLAGLI-Promotor 2 in jeweils zwei HOTAIR-Klonen
und dem LV-Klon aus VM-CUBI und 5637 untersucht.

Da die DNA-Methylierungsverdnderungen in der untersuchten PLAGLI/-DMR in den VM-
CUBI1-Klonen so stark waren, wurden noch drei weitere DMRs untersucht, die in der Nihe
von geprigten Genen liegen.

Auf Chromosom 7 wurde in der Promotorregion der Gene SGCE und PEG1( eine Sequenz in

der SGCE-DMR analysiert (Abb. 5.55 a). In diesem Chromosomenabschnitt liegen aulerdem
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die geprigten Gene TFPI2, PPPIR9A und PONI-3. Nach stabiler HOTAIR-Uberexpression
in der UC-Zelllinie VM-CUB1 wurden die Gene TFPI2, SGCE, PEGI0 und PPPIR9A4
verstirkt exprimiert. Die DNA-Methylierung der SGCE-DMR nahm iiber alle fiinf CpG-
Stellen hinweg um je 20 % in beiden HOTAIR-Klonen der VM-CUBI1 ab. In der UC-Zelllinie
5637 erhohte sich nach stabiler HOTAIR-Uberexpression die Expression von PPP1R9A. Hier
wurde eine lokalisierte Verminderung der DNA-Methylierung an der zweiten CPG-Stelle nur

im stdrker HOTAIR-exprimierenden Klon detektiert (Abb. 5.55 b).
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Abbildung 5.55: Lage der SGCE-DMR auf Chr. 7 und ihr DNA-Methylierungsgrad in den UC-
Zelllinien VM-CUB1 und 5637 nach stabiler HOTAIR-Uberexpression.

(a) Das Schema wurde anhand von Daten des UCSC (University of California Santa Cruz) Genome Browsers
erstellt. (b) Der Grad der DNA-Methylierung wurde mittels Pyrosequenzierung bestimmt. Es wurde eine
Sequenz auf Chromosom 7 mit fiinf CpG-Stellen im gemeinsamen Promotor der Gene SGCE und PEGI0 in
jeweils zwei HOTAIR-Klonen und dem LV-Klon von VM-CUBI1 und 5637 untersucht.

Zusitzlich wurden zwei Sequenzen auf Chromosom 11 analysiert. Die KvDMR ist im

potassium voltage-gated channel, KQT-like subfamily, member 1 (KCNQI1)-Gen lokalisiert
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und beeinflusst die Expression von CDKNIC (Abb. 5.56 a). Das CDKNIC-Gen wurde in
beiden UC-Zelllinien nach stabiler HOTAIR-Uberexpression erhoht exprimiert. Im VM-
CUBI1_LV-Klon wurde tiber alle sieben CpG-Stellen eine fast 100 % Methylierung gemessen.
Lokalisiert wurde die DNA-Methylierung an der ersten CpG-Stelle im schwicher HOTAIR-
exprimierenden Klon und an der siebenten CpG-Stelle im stirker HOTAIR-exprimierenden
Klon um 20 % vermindert. Das Ausgangsmethylierungsniveau lag im 5637 LV-Klon mit
40 % deutlich unter dem der UC-Zelllinie VM-CUBI1. Nach stabiler HOTAIR-

Uberexpression wurde eine Zunahme iiber alle sieben untersuchten CpG-Stellen hinweg um

20 % beobachtet (Abb. 5.56 b).
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Abbildung 5.56: Lage der KvDMR auf Chr. 11 und ihr DNA-Methylierungsgrad in den UC-
Zelllinien VM-CUB1 und 5637 nach stabiler HOTAIR-Uberexpression.

(a) Das Schema wurde anhand von Daten des UCSC (University of California Santa Cruz) Genome Browsers
erstellt. (b) Der Grad der DNA-Methylierung wurde mittels Pyrosequenzierung bestimmt. Es wurden sieben
CpG-Stellen in der Sequenz der KvDMR auf Chromosom 11 in jeweils zwei HOTAIR-Klonen und dem LV-
Klon von VM-CUBI und 5637 untersucht.
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Als letztes wurde eine Sequenz analysiert, die in einer DMR des H/9-Gens lokalisiert ist
(Abb. 5.57a). Dieser Locus war besonders interessant, da nach HOTAIR-
Expressionserhohung unterschiedliche Verdnderungen der H19-Expression in den UC-
Zelllinien 5637 und VM-CUBI auftraten. Der untersuchte Bereich war im VM-CUB1_LV-
Klon an den ersten drei CpG-Stellen zu etwa 25 % methyliert. Nach stabiler HOTAIR-
Uberexpression sank die DNA-Methylierung auch an diesen drei CpG-Stellen auf fast 0 %.
Der untersuchte Bereich war in der UC-Zelllinie 5637 im LV-Klon zu 75 % methyliert. Diese
Methylierung sank in beiden HOTAIR-Klonen iiber den gesamten Bereich hinweg um
durchschnittlich 10 % (Abb. 5.57 b).
d
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Abbildung 5.57: Lage der H19-DMR auf Chr. 11 und ihr DNA-Methylierungsgrad in den UC-
Zelllinien VM-CUB1 und 5637 nach stabiler HOTAIR-Uberexpression.

(a) Das Schema wurde anhand von Daten des UCSC (University of California Santa Cruz) Genome Browsers

erstellt. (b) Der Grad der DNA-Methylierung wurde mittels Pyrosequenzierung bestimmt. Es wurden fiinf CpG-
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Stellen in einer Sequenz am Anfang des H19 Gens auf Chromosom 11 in jeweils zwei HOTAIR-Klonen und

dem LV-Klon aus VM-CUB1 und 5637 untersucht.

Zusammenfassend scheint HOTAIR iiber ein Zusammenspiel von Histonmethylierung und

DNA-Methylierung Einfluss auf die Expression von gepriagten Zielgenen zu nehmen.

5.12 Veranderungen des DNA-Methylierungsprofils der UC-Zelllinien 5637 und
VM-CUB1 nach stabiler HOTAIR-Uberexpression

Die Beobachtung, dass nach HOTAIR-Uberexpression die DNA-Methylierung von vier
Sequenzabschnitten auf unterschiedlichen Chromosomen verdndert war, warf die Frage auf,
in wie weit HOTAIR das DNA-Methylierungsprofil einer Zelle genomweit beeinflusst.

Daher wurde eine globale Untersuchung der DNA-Methylierung durchgefiihrt. Drei
unabhingige DNA-Priparationen jedes Klons wurden mittels Infinium 450K Array
untersucht. Analog zum RNA-Expressionsarray wurde der Klon mit der hoheren HOTAIR-
Expression mit dem jeweiligen LV-Klon aus VM-CUBI und 5637 verwendet.

Zur statistischen Auswertung wurden drei Gruppen gebildet: VM-CUB1 LV 6 vs.
HOTAIR 20, 5637 LV_2 vs. HOTAIR 4 und beide LV zusammen vs. beide HOTAIR-Klone
zusammen. Nach Bonferroni-Adjustierung blieben im Vergleich der VM-CUBI1 Zellen 284
und innerhalb der 5637 Zellen 45 differentiell methylierte CpG-Stellen iibrig. Zelllinien-
iibergreifend wurden 5444 CpG-Stellen signifikant nach Bonferroni-Adjustierung veréndert
methyliert. Das beim Vergleich innerhalb der Zelllinien nur wenige signifikant differentiell
methylierte CpG-Stellen ermittelt wurden, war vor allem ein statistisches Artefakt, da jeweils
nur drei Proben mit drei Proben verglichen wurden. Da beim Zelllinien-unabhidngigen
Vergleich sechs Proben mit sechs Proben verglichen wurden, blieben hier auch mehr CpG-

Stellen nach Bonferroni-Adjustierung signifikant differentiell methyliert.

Besonders interessant waren Verdnderungen in den HOX-Clustern (Tabelle 5.4). Nach
HOTAIR-Uberexpression wurden in der UC-Zelllinie 5637 keine HOX-Gene signifikant
differentiell methyliert. In der UC-Zelllinie VM-CUBI1 wurde eine CpG-Stelle innerhalb des
HOXA11-Gens erhoht methyliert. Weiterhin wurde eine CpG-Stelle auf Chromosom 12
signifikant vermindert methyliert. Diese liegt im 5’-UTR des HOXC4-Gens und innerhalb des
Gens HOXCS5. Der Zelllinien-unabhéngige Vergleich zwischen LV und HOTAIR
transfizierten Zellen ergab 14 signifikant differentiell methylierte CpG-Stellen in HOX-
Genen. Auf Chromosom 7 wurde eine CpG-Stelle signifikant vermindert methyliert, die in
der transcription start site (TSS) des HOXA13-Gens lokalisiert ist. Auch im HOXB-Cluster

wurde eine im 3°-UTR des HOXB9-Gens lokalisierte CpG-Stelle signifikant vermindert
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methyliert. AuBerdem wurden im HOXC-Cluster mehrere CpG-Stellen im Bereich der Gene
HOXC4-C6 differentiell methyliert. Zusétzlich wurde jeweils eine CpG-Stelle im ersten Exon
von HOXCS8 vermindert und in der TSS von HOXCY erhoht methyliert. Ebenso wurde eine
verminderte Methylierung einer CpG-Stelle jeweils in der TSS von HOXDS und HOXD12

gemessen.

Tabelle 5.4: DNA-Methylierungsverdnderungen an HOX-Genen.
Rot: erhoht methyliert, Griin: vermindert methyliert, TSS: transcription start site, UTR: untranslated region.

hro- Bon-
Chro Position UCSC_RefGene Name UCSC_RefGene_Group p( on.
mosom ferroni)
VM-CUBI (LV vs. HOTAIR)

chr7 27223682 HOXAT1AS; HOXA11 TSS1500; Body

chrl2 54427293 HOXC4; HOXCS; HOXCS 5'-UTR; Body; 1stExon

Zelllinien-unabhéngig (LV vs. HOTAIR)

chr7 27240758 HOXA13 TSS1500

chrl7 46698598 HOXB9 3'-UTR

chrl2 54442288 HOXC4 5'-UTR

chrl2 54446576 HOXC4; HOXC4 5'-UTR; TSS1500
HOXC4; HOXC5; HOXC4; 5'-UTR; Body; 1stExon;

chrl2 44106711 Hoxce: HOXC6 IstExon ; 5'-UTR

chrl2 54428171 HOXC4; HOXCS; HOXCS 5'-UTR; Body; Body

chrl2 54427528 | HOXC4; HOXCS; HOXC5 5-UTR; Body; Body

chrl2 54427384 HOXC4; HOXCS; HOXCS 5'-UTR; Body; Body

chrl2 54410302 HOXC4; HOXC6; HOXCS5 TSS1500; TSS1500; TSS1500

HOXC4; HOXC6; HOXCS;

chrl2 54423428 5'-UTR; Body; Body; Body

HOXCeé6
chrl2 54403314 HOXCS8 IstExon
chrl2 54392734 HOXC9 TSS1500
chr2 176993643 | HOXD8 TSS1500
chr2 176963583 | HOXD12 TSS1500

Uber den H2G2 Genome Browser war eine detailliertere Analyse der Daten méglich. Mit
diesem Programm wurden die Sequenzen einzelner Gene iiberpriift. Auffallig war, dass hiufig
nur einzelne CpG-Stellen isoliert differentiell methyliert waren und nur manchmal die
Verianderung iiber kleine Abschnitte hinweg auftraten. Allerdings waren diese Verdnderungen
iber das gesamte Genom hinweg zu sehen und zwischen den biologischen Replikaten sehr
konsistent. Ein gutes Beispiel dafiir war die Sequenz des PLAGLI Gens (Abb. 5.58). Hier
waren besonders in VM-CUB1 nach HOTAIR-Uberexpression einige CpG-Stellen

vermindert oder erhoht methyliert. Zuséitzlich wurden in einem Sequenzabschnitt mehrere
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benachbarte CpG-Stellen verstirkt methyliert. In diesem Sequenzabschnitt war der
verwendete Pyrosequenzierungsassay PLAGL1 DMR lokalisiert. Damit wurde die in diesem
Abschnitt  beobachtete = Erhdhung des  DNA-Methylierungsgrades im VM-
CUB1_HOTAIR 20-Klon verifiziert. Interessant war auch, dass einige CpG-Stellen in beiden
UC-Zelllinien differentiell methyliert wurden. Dabei traten sowohl gleichgerichtete als auch

entgegengesetzte Verdnderungen auf.
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Abbildung 5.58: DNA-Methylierungsprofil des PLAGL1-Gens nach stabiler HOTAIR-
Uberexpression in Klonen der UC-Zelllinien VM-CUb1 und 5637.

Mit Hilfe des H2G2 Genome Browser wurde das Ergebnis des Infinium 450K Array visualisiert. Hier wurde die
Sequenz des Gens PLAGLI auf Chromosom 7 betrachtet. Untersucht wurden je drei unabhéngig isolierte DNAs
der Leervektor-Klone und der HOTAIR-Klone mit der hoheren HOTAIR-Expression. In den HOTAIR-Klonen
vermindert methylierte CpG-Stellen sind griin und erhoht methylierte CpG-Stellen rot umrandet. Eine in 5637

vermindert methylierte CpG-Stelle innerhalb einer CpG-Insel ist mit einem griinen Pfeil hervorgehoben.

Besonders interessant war die Sequenz des H/9-Gens auf Chromosom 11, denn dessen
Expression sank in VM-CUBI und erhohte sich in 5637 nach stabiler HOTAIR-
Uberexpression. Im DNA-Methylierungsarray wurden iiberwiegend unterschiedliche
Verdnderungen in den beiden UC-Zelllinien beobachtet. Zum Beispiel wurde in der UC-
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Zelllinie VM-CUBI nach stabiler HOTAIR-Uberexpression in einem relativ groBen Abschnitt
eine Verminderung des DNA-Methylierungsgrades detektiert. Dieser Bereich war in der UC-
Zelllinie 5637 unverandert (Abb. 5.72).
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Abbildung 5.59: DNA-Methylierungsprofil des H19-Gens nach stabiler HOTAIR-Uberexpression
in Klonen der UC-Zelllinien VM-CUb1 und 5637.

Mit Hilfe des H2G2 Genome Browser wurde das Ergebnis des Infinium 450K Array visualisiert. Hier wurde die
Sequenz des Gens H/9 auf Chromosom 11 betrachtet. Untersucht wurden je drei unabhingig isolierte DNAs der
Leervektor-Klone und der HOTAIR-Klone mit der héheren HOTAIR-Expression. In den HOTAIR-Klonen
vermindert methylierte CpG-Stellen sind griin und erhdht methylierte CpG-Stellen rot umrandet. Eine in 5637

erhoht methylierte CpG-Stelle innerhalb einer CpG-Insel ist mit einem roten Pfeil hervorgehoben.

Zuletzt wurden die generierten DNA-Methylierungsdaten mit RNA-Expressionsdaten
verglichen. Der Vergleich konzentrierte sich auf die Gene, die im DNA-Methylierungsarray
iiber beide UC-Zelllinien hinweg nach Bonferroni-Adjustierung signifikant verdndert wurden
und die in beiden UC-Zelllinien verdndert exprimiert wurden. Die Expressionsdaten wurden
nochmals in fiinf Gruppen unterteilt: (1) Expression war in beiden UC-Zelllinien erhdht, (2)

vermindert, (3) gegensitzlich verdndert, (4) in VM-CUBI erhoht und in 5637 vermindert und
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(5) umgekehrt. Der Vergleich ergab Schnittmengen zwischen 30 - 70 Genen (Tab. 5.5). Eine

Auflistung dieser Gene ist im Anhang zu finden.

Tabelle 5.5: Anzahl der Gene mit Veranderung der DNA-Methylierung und der Expression.
Es wurden die Gene, deren Methylierung im 450K-Array iiber beide UC-Zelllinien hinweg nach Bonferroni-

Adjustierung signifikant verdndert war mit denen verglichen, die im Expressionsarray in beiden UC-Zelllinien
verdndert exprimiert waren. (1) Expression war in beiden UC-Zelllinien erhdht, (2) vermindert, (3) gegensétzlich

verdndert, (4) in VM-CUBI erhoht und in 5637 vermindert und (5) umgekehrt.

6] ) 3) 4) ()
Anzahl der 64 39 68 32 36
gemeinsam
verdnderten
Gene

Eine GO-Analyse dieser fiinf Gensets mit der 6ffentlich zugénglichen GO-Analyse-Software
DAVID ergab keine nach Benjamini-Adjustierung signifikanten Gruppen. Trotzdem kénnen
die angegebenen Gengruppen fiir die Interpretation der Funktion der Gene hinzugezogen
werden. So spielten Gene, die nach HOTAIR-Uberexpression erhoht exprimiert wurden und
eine verdndert methylierte CpG-Stelle besallen, bei der Membranorganisation und der
zellularen Homoostase eine Rolle. Dagegen waren Gene vermindert exprimiert und an einer
CpG-Stelle  verdndert  methyliert, die an der  Chromosomenorganisation,
Chromatinmodifikationen, dem Zellzyklus und der Regulation der Zellproliferation beteiligt
sind. Gene im Zusammenhang mit Phosphorylierung waren differentiell methyliert und in der

UC-Zelllinie VM-CUBI erhdht und in 5637 vermindert exprimiert.
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5.13 Effekte einer Veranderung der PLAGL1-Expression in UC-Zelllinien auf
CDKN1C, IGF2 und H19

Da der Transkriptionsfaktor PLAGL1 die Expression anderer gepriagter Gene regulieren kann,
wurde die PLAGL1-Expression in UC-Zelllinien modifiziert.

Zuerst wurde die PLAGLI-Expression in den beiden UC-Zelllinien VM-CUB1 und SW-1710
mittels siRNA herunterreguliert und anschlieBend die Expression der geprigten Gene
CDKNIC, IGF2 und HI9 bestimmt. In beiden Zelllinien wurde eine Verringerung der
PLAGLI-Expression um 50 % erreicht. In der UC-Zelllinie VM-CUB1 wurden die Gene
IGF2 und HI9 nach PLAGLI-Knockdown signifikant erhoht exprimiert. Die CDKNIC-
Expression verdnderte sich nicht. Eine Verdnderung der /GF2- oder H19-Expression konnte
in der UC-Zelllinie SW-1710 aufgrund der sehr schwachen Expression dieser Gene nicht
detektiert werden. Allerdings wurde CDKN1C signifikant verringert exprimiert (Abb. 5.60).

B VM-CUB1Kontrolle B SW-1710Kontrolle
B VM-CUB1siRNA PLAGL1 O SW-1710siRNA_PLAGL1

EXE EEE *x% £ % A%

mRMNA-Epxpression/TBP

PLAGLL CDEM1C IGF2 H19%

Abbildung 5.60: Effekte eines siRNA-vermittelten PLAGL1-Knockdowns in den UC-Zelllinien
VM-CUB1 und SW-1710 auf die Expression der Gene CDKN1C, IGF2 und H19.

Die Expression der vier Gene wurde mittels qRT-PCR bestimmt und auf das Haushaltsgen 7BP normiert.
Anschlielend erfolgte eine Normierung auf die Kontrolle. Als Kontrolle diente eine unspezifische siRNA. Die

Signifikanzen wurden mittels T-Test berechnet (* 0,01<p<0,05; ** 0,001<p=<0,01; *** p<0,001).

AnschlieBend wurde das PLAGLI-Gen ektopisch in den zwei UC-Zelllinien VM-CUBI1 und
5637 tiberexprimiert. Dafiir standen zwei verschiedene PLAGL1-Konstrukte zur Verfligung.
Das pcDNA4/TO_ZAC1 DS Plasmid enthélt die kodierende Sequenz des PLAGLI-Gens
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ohne 5’UTR und es werden drei Isoformen gebildet. Dem zweiten Plasmid fehlte ein Teil des
ersten Exons und damit das Start ATG fiir die Bildung der lingeren PLAGLI1-Isoform, es
wird als pcDNA4/TO_ZAC1 Delta bezeichnet. Die kiirzere Isoform wird insgesamt verstérkt
exprimiert [100].

Die Uberexpression war in beiden UC-Zelllinien erfolgreich. Nach ektopischer PLAGLI-
Expression in der UC-Zelllinie VM-CUBI1 wurde ein Anstieg der CDKNIC- und der H19-
Expression gemessen. Eine signifikante Verminderung der /GF2-Expression wurde nur nach
Uberexpression mit dem ZAC1_Delta-Plasmid beobachtet (Abb. 5.61 a). Auch in der UC-
Zelllinie 5637 wurde nach PLAGLI-Uberexpression eine erhdhte Expression von CDKNIC
und der IncRNA H19 detektiert (Abb. 5.61 b).
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Abbildung 5.61: Effekte einer transienten PLAGL7-Uberexpression in den UC-Zelllinien VM-
CUB1 und 5637 auf die Expression der Gene CDKN1C, IGF2 und H19.

Es wurden zwei Plasmide zur Uberexpression von PLAGL1 verwendet, wobei das ZAC1_Delta Konstrukt die
langere Isoform nicht bilden kann. Die Expression der vier Gene wurde mittels qRT-PCR bestimmt und auf das
Haushaltsgen TBP normiert. Zur Auswertung wurden die Werte jeweils noch auf den Kontrollvektor
pcDNA4/TO_LACZ normiert. Die Signifikanzen wurden mittels T-Test berechnet (* 0,01<p<0,05; **
0,001<p=<0,01; *** p<0,001).
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6 Diskussion

6.1 Die Veranderungen der HOX-Genexpression im Urothelkarzinom

Das Urothelkarzinom (UC) zeichnet sich durch eine starke Heterogenitét aus, sowohl klinisch
als auch molekular. Vermutlich liegt eine Ursache in aberranten Differenzierungsprozessen.
Wichtige Faktoren fiir die Regulation von Differenzierungsprozessen sind die HOX-Gene. Ob
das HOX-Expressionsprofil in UC verédndert ist, wurde in einer in silico Analyse von drei
unabhingigen Datensédtzen von UC-Geweben untersucht.

Im UC wurde eine Deregulation von HOX-Genen zuerst im Jahr 2003 von Cantile et al.
beschrieben [49]. Der Vergleich von 15 Paaren von Tumorgeweben mit normalen
Harnblasengeweben mittels quantitativer PCR ergab eine starke Reexpression der anterioren
HOXC-Gene HOXC4, HOXCS5 und HOXC6. AuBlerdem waren Expressionsveranderungen der
paralogen HOX11 Gene auffillig. Insgesamt ldsst sich auch in dieser Untersuchung schon
eine gewisse Heterogenitét zwischen den Tumorgeweben beobachten.

Auch Vallot et al. beschriecben eine Deregulation der HOX-Genexpression in
Urothelkarzinomen [149]. Sie untersuchten 57 UC-Gewebe mittels Microarray und fanden
Expressionsverdnderungen in den anterioren HOXD-Genen HOXD1, HOXD3 und HOXD4, in
HOXAI und HOXAS5 und den drei HOXB-Genen HOXB2, HOXB3 und HOXBS5. Interessant
ist, dass oftmals eine Expressionsverminderung der HOXA- und HOXD-Gene mit einer
Expressionserhohung der HOXB-Gene einherzugehen schien. Die Autoren konnten mit Hilfe
des HOX-Genexpressionsmusters eine Einteilung der Tumorgewebe in molekulare
Untergruppen erreichen. Diese konnten zur Verbesserung der Diagnose und Prognose dienen.
Auch der DNA-Methylierungsstatus von HOX-Genen konnte zur Diagnostik genutzt werden.
Verschiedene DNA-Methylierungsstudien an UC-Geweben ergaben Verdnderungen der
DNA-Methylierung, insbesondere Hypermethylierung bestimmter HOX-Gene [33, 34, 150].
Wabhrscheinlich lassen sich UC anhand des DNA-Methylierungsmusters in Untergruppen
aufteilen, sogenannte Epitypen. Fiir einen dieser Epitypen, der sich durch eine starke EZH2-
Uberexpression und hiufige Hypermethylierung von Entwicklungsprozessen-assoziierten
Genen (einschlieBlich HOX-Gene) auszeichnet, wurde ein epigenetischer Mechanismus
postuliert, der auch in anderen Tumorarten beschrieben wurde [151]. Demnach neigen Gene
zu einer Hypermethylierung in Tumoren, an denen im Normalgewebe PRC2 gebunden
vorliegt und die eine Trimethylierung an H3K27 tragen.

In einer aktuellen Arbeit wurde zudem ein Zusammenhang zwischen der epigenetischen

Inaktivierung von HOX-Genen, Differenzierungsstatus und der Prognose beschrieben [152].
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In der vorliegenden Arbeit wurde die HOX-Genexpression in drei unabhingigen, 6ffentlich
zugingigen Datensdtzen von Urothelkarzinomgeweben und Geweben aus tumorfreien
Harnblasen néher betrachtet. Der Vergleich zwischen den jeweiligen Tumorgeweben und den
tumorfreien Harnblasen und auch die Aufteilung nach T-Stadien ergaben einige
Verdnderungen im HOX-Genexpressionsprofil. Allerdings waren die beobachteten
Verdanderungen zwischen den drei Datensdtzen sehr unterschiedlich. Dies ist wohl auf die
unterschiedliche Zusammensetzung der Gewebeproben zuriickzufiihren; auch die Qualitét der
als normal eingestuften Harnblasen konnte eine Rolle spielen.

Einheitlich in allen drei untersuchten Datensdtzen wird nur HOXA2 vermindert exprimiert. Im
Setl und Set3 war HOXA2 vorwiegend in Tumoren hoherer Stadien vermindert exprimiert.
Demnach konnte HOXA2 eventuell als Marker fiir fortgeschrittene UC dienen. Im
Mammakarzinom wurde ebenso einer Herunterregulation von HOXA2 beschrieben [153] und
in Nasen-Rachen-Karzinomen ist HOXA2 inaktiv auf  Grund einer
Promotorhypermethylierung. Eine ektopische Reexpression von HOXA2 verringerte die
Invasivitit und beeinflusste die RNA-Expression der Matrix Metalloprotease-9, indem
HOXAZ2 mit dem Transkriptionsaktivator TBP fiir eine Erkennungssequenz nahe des MMP-9
Transkriptionsstarts konkurriert [154]. Zusammenfassend ist somit eine Beteiligung von
HOXA2 an der Progression des UC wahrscheinlich, insbesondere am Prozess der
Metastasierung.

In den Sets 2 und 3 war HOXA4 gemeinsam bei Betrachtung aller UC-Gewebe vermindert
exprimiert. Im Gegensatz dazu ist HOXA4 in invasiven Ovarialkarzinomen erh6ht exprimiert
[155]. Allerdings wird von verschiedenen Gruppen eher eine invasionshemmende Wirkung
von HOXA4 im Ovarialkarzinom beschrieben und die beobachtete erhohte Expression als
homdoostatische Antwort erklért [156, 157]. Die gefundene Herunterregulation im UC wiirde
eher flir eine Tumorsuppressorfunktion sprechen.

Auch die posterioren HOXA-Gene HOXAY9, HOXA10 und HOXA1l waren in Setl und Set2
iiber alle Stadien hinweg vermindert exprimiert. Fiir HOXA9 ist in nicht muskelinvasiven UC-
Tumoren eine verminderte Expression beschrieben [158]; diese ging mit einer erhohten
Promotormethylierung einher. Diese erhdhte Methylierung korrelierte mit einer schlechten
Prognose. HOXAY gehort zu den HOX-Genen, die in soliden Tumoren am héufigsten
verandert sind [159]. So wirkt HOXA9 als Onkogen in Leukdmien [160, 161], aber inhibiert
Tumorwachstum und Metastasierung im Mammakarzinom [162, 163]. In Glioblastomen sind
HOXA9 und HOXA10 erhoht exprimiert und diese erhohte Expression korreliert mit einer

schlechten Prognose [164, 165]. Auch fiir das Lungenkarzinom wurde eine erhohte
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Expression von HOXAI10 beschrieben [166]. Alle drei HOXA-Gene sind in epithelialen
Eierstocktumoren iiberexprimiert und verdndern deren Differenzierung [167].

Im HOXB-Cluster war in Setl und Set2 in den UC-Tumoren HOXB7 erh6ht und HOXB13
vermindert exprimiert. Aufféllig war, dass im Setl HOXB4-B9 in nicht muskelinvasiven
Tumoren (Ta und T1) erhoht exprimiert waren. Da in diesem Set die zahlenmifBig grofBite
Gruppe von Ta und T1-Tumoren untersucht wurden, kénnte dieses Ergebnis darauf hindeuten,
dass eine Aktivierung von HOXB-Genen wichtig fiir die Entstehung des UC ist. Eine erhdhte
HOXB?7-Expression ist in Darmtumoren mit erhdhter Proliferation, Metastasierung und einer
schlechten Prognose assoziiert. HOXB7 reguliert den Zellzyklus iiber eine Hochregulation
von Cyclin D und Verminderung von p27%P! sowie Aktivierung der MAPK- und PI3K-Akt-
Signalwege [168]. Auch fiir Ovarialkarzinome wurde eine erhohte HOXB7- und HOXBI3-
Expression beschrieben, die zu einer Verstirkung der Invasivitdt fiihrte [169].

Hingegen trat die Inaktivierung von HOXB13 erst ab dem T1-Stadium im UC-Set] auf. Somit
konnte die Inaktivierung von HOXBI3 entscheidend fiir die Progression von UC sein.
HOXB13 gehort neben HOXA9 zu den in soliden Tumoren am hiufigsten verdndertem HOX-
Genen [159]. In Tumoren mit urothelialem Ursprung ist HOXB13 nicht oder nur schwach
exprimiert und daher kann die HOXB13-Expression als Marker fiir die Unterscheidung von
urothelialen Karzinomen gegeniiber Prostatakarzinomen dienen, in denen HOXBI3 in der
Regel sehr stark exprimiert ist [170]. Auch im Leberkarzinom ist HOXB13 héaufig stark
exprimiert; dies korreliert mit der Progression und einer schlechten Prognose [171].

Fir das HOXC-Cluster konnte die von Cantile et al. beschriebene Reaktivierung von
anterioren HOXC-Genen nur bedingt reproduziert werden [49]. Nur im Set3 wurde eine
erhohte HOXC6-Expression beobachtet. In den Sets 2 und 3 wurde dagegen eine verminderte
HOXC5-Expression gefunden. In einem kleinen UC-Gewebeset (19 UC) wurde in unserer
Arbeitsgruppe fiir die Hélfte der Gewebe eine erhdhte Expression von HOXCS und HOXC6
nachgewiesen [108, 172]. Dies deutet darauf hin, dass molekulare Untergruppen des UC mit
und ohne Aktivierung der posterioren HOXC-Gene existieren, dhnlich wie im
Mammakarzinom. Im Mammakarzinom ist die HOXC5-Expression in Tumorgeweben mit
mutiertem p53 geringer als in normalen oder Tumorgeweben mit Wildtyp p53 [153]. Im
Prostatakarzinom sind HOXC5 und die benachbarten HOX-Gene HOXC4 und C6 vermehrt
exprimiert. Dies geht mit einem aggressiveren Phanotyp einher [46, 173].

Auch im HOXD-Cluster wurden in den UC-Datensidtzen Gene differentiell exprimiert.
HOXDS8 war in den Sets 1 und 3 in den UC-Geweben signifikant vermindert exprimiert. Auch

in invasiv-duktalen Mamma- und in Darmkarzinomen ist HOXDS8 im Vergleich zu normalem
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Gewebe vermindert exprimiert [153, 174]. Die posterioren HOXD-Gene wurden wiederum in
einem kleinen UC-Gewebeset (19 UC) von unserer Arbeitsgruppe untersucht. Generell wurde
eine sehr heterogene Verteilung der Expression beobachtet [108, 172]. Diese deutet auf eine
Verdnderung der Expression und somit eine regulatorische Funktion dieser Gene wihrend der
UC-Entstehung hin. Allerdings wird auch hier erst eine Einteilung in molekulare

Untergruppen deutlichere Zusammenhinge zu Diagnose und Prognose ergeben.

Die Harnblase besteht aus drei morphologisch unterscheidbaren Zellschichten und
wahrscheinlich besitzen diese, #dhnlich wie im Darm [175], unterschiedliche HOX-
Expressionsmuster. Daher ist es nicht unerwartet, dass sich die HOX-Genexpression in den
UC-Tumoren unterschiedlich stark verdndern, denn die Tumore gehen aus verschiedenen
Zellschichten der Harnblase hervor [42, 176]. Wenn in Zukunft das HOX-Expressionsmuster
der einzelnen Zellschichten der Harnblase bekannt ist, konnte gekldrt werden, aus welcher
Zellschicht der zu untersuchende Tumor stammt und ob der Vergleich der HOX-

Expressionsmuster ein gutes diagnostisches Mittel bietet.

6.2 Die Expression der IncRNA HOTAIR im Urothelkarzinom und ihr Einfluss
auf die HOXD10-Expression

In verschiedenen Tumorarten ist die IncRNA HOTAIR als iiberexprimiert beschrieben; sie
fiihrt hdufig zu einem aggressiven Phanotyp (vgl. 1.3). Im Detail wird eine Regulation der
posterioren HOXD-Gene, insbesondere von HOXD10 in trans durch HOTAIR angenommen,
sodass durch den Transkriptionsfaktor HOXD10 einige der Effekte von HOTAIR vermittelt
werden. In dieser Arbeit wurde untersucht, in wie weit eine verdnderte HOTAIR-Expression
zur Verdnderung des HOX-Expressionsmusters und zu einem aggressiven Phédnotyp im
Urothelkarzinom der Harnblase (UC) beitrigt.

Die HOTAIR-Expression war in etwa der Hélfte der untersuchten UC-Zelllinien und der UC-
Gewebe erhdht. Am stirksten war die Uberexpression in einigen fortgeschrittenen UC-
Geweben. Dort bestand ein signifikanter inverser Zusammenhang zwischen einer hohen
HOTAIR-Expression und dem UC-spezifischen Uberleben. Eine Erhéhung der HOTAIR-
Expression in pTa/pT1 UCs, wie kiirzlich beschrieben [81], konnte nicht nachgewiesen
werden. Jedoch wurde die verwendete Gewebeserie der vorliegenden Arbeit aus
Zystektomien gewonnen und enthdlt daher nur wenige Gewebe dieser Stadien. Im

Mammakarzinom wurde eine hohe HOTAIR-Expression ebenfalls iiberwiegend in
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fortgeschrittenen, oft metastasierten Tumoren gefunden [77]. Ebenso wurde eine
Uberexpression nur in einem Teil von Kolorektalkarzinom-Geweben detektiert [79].
Zusiétzlich wurde in einigen der untersuchten UC-Zelllinien eine erhohte HOTAIR-
Expression gemessen; in Zelllinien des Mamma-, Prostata- und Osophaguskarzinoms war die
HOTAIR-Expression ebenfalls stark heterogen. Im Vergleich war das erreichte HOTAIR-
Niveau in den UC-Zelllinien am geringsten. Nach der Literatur scheint HOTAIR
vorzugsweise in aggressiven Tumoren mit hohem Metastasierungspotential exprimiert zu sein
[52, 177]. Dies lasst sich teilweise anhand der untersuchten Zelllinien validieren. So besitzen
die invasive Mammakarzinom-Zelllinie T47D und die metastasierte Osophagus-
Adenokarzinom-Zelllinie PT1590 eine sehr starke HOTAIR-Expression.

Initial wurde in Mammakarzinomzellen ein Zusammenhang zwischen einer epithelial-
mesenchymalen Transition (EMT) und einer hohen HOTAIR-Expression beschrieben. Durch
HOTAIR werden Adhidsionsmolekiile, besonders Proto-Cadherine, reprimiert und der EMT-
Faktor Snail wird induziert. Deshalb wurde eine erhohte HOTAIR-Expression vor allem in
Zelllinien mit einem mesenchymalen Phénotyp erwartet. Dies scheint auch in UC-Zelllinien
in gewissem Maf3e der Fall zu sein, denn gerade in UC-Zelllinien SW-1710 und 639-V mit
einem eher mesenchymalen Phénotyp war HOTAIR gut zu detektieren. Als Kontrolle der
verwendeten qRT-PCR wurde die beschriebene hohe HOTAIR-Expression in der
Mammakarzinom-Zelllinie MCF7 validiert.

Da das HOX-Genexpressionsmuster spezifisch fiir jedes Gewebe ist, wire es ungewohnlich,
wenn eine HOTAIR-Uberexpression in verschiedenen Tumorarten zu gleichen Effekten, die
iiber HOX-Faktoren vermittelt wurden, fiihrte. Die posterioren Gene HOXD10 und HOXD12
sind in normalen, tumorfreien Geweben der Harnblase exprimiert, was darauf hindeutet, dass
sie an der urothelialen Homdostase beteiligt sind. Trotzdem wurden beide Gene in einigen
UC-Geweben erhoht exprimiert. In Fibroblasten wird durch HOTAIR die Expression von
HOXDS-D11 tber die Rekrutierung des PRC2 unterdriickt [48]. Eine inverse Korrelation
zwischen HOTAIR- und HOXD10-Expression wurde im Mammakarzinom beobachtet [77].
Diese Korrelation konnte in den untersuchten UC-Geweben, dhnlich wie fiir Hirntumore,
nicht gefunden werden [178]. Im Gegensatz wurde sogar eine positive Korrelation zwischen
HOTAIR- und HOXD10- bzw. HOXD12-Expression gemessen.

Die meisten Effekte auf Zielgene wurden in Langzeit-Experimenten detektiert [77].
Entsprechend konnten Verdnderungen im HOX-Expressionsmuster in stabil transfizierten
HOTAIR-Klonen festgestellt werden. Wéhrend in den HOTAIR-Klonen der UC-Zelllinie
5637 eine verminderte HOXD10-Expression gemessen wurde, war in HOTAIR-Klonen der
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UC-Zelllinie VM-CUBI1 die Expression von HOXDS und D9 erhoht. Dies sind Beispiele
dafiir, dass sich die HOTAIR-Zielgene im HOXD-Cluster zwischen dem UC und
Mammakarzinom unterscheiden und dass diese sogar zwischen den Zelllinien einer
Tumorentitdt variieren konnen. Da die Faktoren, die flir die gewebespezifische Expression
von HOX-Genen verantwortlich sind, immer noch wenig verstanden sind, muss in Zukunft
untersucht werden, welche Faktoren die Zelltyp-abhingigen Effekte von HOTAIR auf HOX-
Gene verursachen. Wahrscheinlich wirkt sich hier maBgeblich der endogene epigenetische
Zustand dieser Gene im jeweiligen Gewebe aus.

Die Verwendung der gleichen siRNA-Technik wie bei anderen Arbeitsgruppen [77, 79] ergab
eine dhnliche Verminderung der HOTAIR-Expression, aber keine Induktion der HOXD10-
Expression in UC-Zelllinien. Auch im Ovarialkarzinom wurde HOXDI0 nach HOTAIR-
Knockdown nicht induziert [53].

Ein Nachteil von siRNA-basierten Knockdowns ist, dass sie Tliberwiegend die
cytoplasmatische Fraktion von IncRNAs erreichen und daher nur wenig Einfluss auf deren
Funktionen im Nukleus nehmen. Trotzdem wurden siRNA-vermittelte Knockdowns nicht nur
in den anfinglichen Studien zu HOTAIR verwendet, sondern sind weiterhin iiblich. Als
Alternative wurden in dieser Arbeit Antisense-Oligonukleotide, sogenannte LNAs,
verwendet, die auch die nukleare Fraktion herunterregulieren sollen. Allerdings konnte auch
damit hauptséchlich eine Verringerung der cytoplasmatischen Fraktion erreicht werden und es

wurden keine Effekte auf die HOXD10-Expression beobachtet.

6.3 Zelllinienspezifische Effekte einer HOTAIR-Uberexpression

Welchen Einfluss eine ektopische Uberexpression von HOTAIR auf zellulire Eigenschaften
von Urothelkarzinom-Zelllinien hat, wurde anhand von drei stabil HOTAIR-
iiberexprimierenden UC-Zelllinien untersucht. Dabei wurden gravierende Unterschiede
zwischen den Zelllinien deutlich; die Uberexpression von HOTAIR wirkte sich auf die
Eigenschaften der UC-Zelllinien VM-CUBI1 und 5637 teilweise sogar entgegengesetzt aus.
Die HOTAIR-Effekte in der UC-Zelllinie T24 bewegten sich zwischen denen der anderen
beiden. Somit stellen die durch HOTAIR in den beiden UC-Zelllinien VM-CUBI1 und 5637
hervorgerufenen Effekte wahrscheinlich die Extrema der Mdéglichkeiten dar.

Der Phénotyp der stabil transfizierten HOTAIR-Klone der UC-Zelllinie VM-CUBI &dhnelte
sehr dem von Zelllinien nach HOTAIR-Uberexpression aus dem Mammakarzinom [77],
Magenkarzinom [80], Lungenkarzinom [179] und Bauchspeicheldriisenkarzinom [76]. Dieser

Phéanotyp umfasste eine gesteigerte Proliferation, erhohtes verankerungsunabhingiges
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Wachstum und eine mesenchymalere Morphologie mit gesteigertem Invasions- und
Migrationsverhalten. Diesem Phinotyp entsprachen Verdnderungen der Expression von
Genen in den VM-CUBI1-Klonen, die mittels Microarray-Analyse identifiziert und mit qRT-
PCR validiert wurden. Denn die GO-Analyse ergab, dass Gene, die Zellzyklus und
Zellbewegung positiv beeinflussen, induziert wurden. Die morphologisch erkennbare
epithelial-mesenchymale Transition (EMT) der VM-CUBI1 Zellen nach HOTAIR-
Uberexpression konnte anhand der Marker E-Cadherin und Vimentin nachvollzogen werden.
Zudem war nach der Microarray-Analyse der EMT-Regulator ZEB1 verstérkt exprimiert und
ANp63 vermindert exprimiert. ANp63 ist ein bekannter Marker des epithelialen Phénotyps in
UC-Zelllinien und hemmt EMT. Auch in anderen Zelltypen wurde ein Zusammenhang
zwischen der HOTAIR-Expression und EMT postuliert [86]. Durch HOTAIR verstérkte
Invasions- und Migrationsfihigkeit wurde auch in Zelllinien aus dem Osophaguskarzinom
[75, 180] und Lungenkarzinom [82, 179] beobachtet. Diese durch HOTAIR ausgelosten
phénotypischen Verdnderungen traten in der UC-Zelllinie VM-CUBI1 ohne Veridnderungen
der HOXD10-Expression auf, so dass HOXD10 nicht der Mediator dieser Effekte sein kann.

In stabil mit HOTAIR transfizierten Klonen der UC-Zelllinie 5637 wurden entgegengesetzte
phénotypische Verdnderungen sichtbar, wie verminderte Proliferation, Klonogenitit und
Invasion. Nur eine vergleichsweise geringe Anzahl von Genen war in beiden UC-Zelllinien
differentiell exprimiert und die Hilfte davon verdnderte sich in entgegengesetzter Richtung.
Uberraschend wurden in 5637 HOTAIR-Klonen Gene der Immunantwort und
Hormonantwort differentiell exprimiert. In Pankreaskarzinom-Zelllinien wurde nach
HOTAIR-Modulation ebenfalls ein Effekt auf Interleukine beschrieben [76], die eine Rolle in
der Immunreaktion spielen. Die in der UC-Zelllinie 5637 nach HOTAIR-Uberexpression
verdanderten Gene werden in Zusammenhang mit einem senescent-associated secretory
phenotype (SASP) gebracht [181]; dazu gehoren diverse insulin-like growth factor-binding
proteins (1GFBPs), vascular endothelial growth factor A (VEGFA), 11 Interleukine, acht
CXCL Chemokine, Matrix-Metalloproteasen und Laminine. Der SASP wird in seneszenten
Zellen induziert und passend dazu wurden Seneszenz-induzierende Zellzyklus-Inhibitoren,
wie p21XP1 yund p15™*%4B in HOTAIR-iiberexprimierenden 5637-Klonen verstirkt exprimiert.
Auf Grund der Inaktivierung von sowohl pRB1 als auch p53 durch Mutationen in der UC-
Zelllinie 5637 konnen diese Zellen keine reguldre Seneszenz durchlaufen. Eine teilweise
Seneszenz-Induktion mit SASP konnte jedoch die beobachtete verlangsamte Proliferation
verursachen. Ahnliche Effekte wurden bisher in anderen Tumorarten nicht beschrieben.

Allerdings fielen auch anderen Autoren der oben erwéhnten Studie zum Pankreaskarzinom
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eine deutliche Variabilitdit der beobachteten phanotypischen Effekte zwischen den
verwendeten Zelllinien auf [76]. Neu ist demgegeniiber, dass sogar entgegengesetzte Effekte
durch HOTAIR-Uberexpression ausgeldst werden kénnen.

Vor dem Hintergrund der aktuellen Diskussion um die Differenzierungsstadien im Urothel
und Urothelkarzinomen ist die Beobachtung interessant, dass in den HOTAIR-Klonen der
VM-CUBI die Cytokeratine 14 und 5 verloren gingen, die als Marker von Basalzell- und
Vorléduferzellen in diesem Gewebe gelten [176]. Auch p63, ein Regulator und Marker basaler
Zellen des Urothels [182, 183], war differentiell exprimiert.

Viele Gene, die an der Festlegung des Zellschicksals und der Morphogenese beteiligt sind,
wurden in beiden UC-Zelllinien 5637 und VM-CUBI nach stabiler HOTAIR Transfektion
differentiell exprimiert, darunter einige HOX-Gene. Dabei waren in der UC-Zelllinie VM-
CUBI deutlich mehr HOX-Gene betroffen. Diese Effekte sind anscheinend gewebespezifisch,
da in anderen Tumorarten deutlich weniger HOX-Gene nach HOTAIR-Modulation
differentiell exprimiert wurden. Die genaue Betrachtung der publizierten ChIP-Daten von
HOTAIR transfizierten Mammakarzinomzellen der Linie MDA-MB-231 [77] ergab nur vier
HOX-Gene (HOXA4, C8, D10, DI13) mit einer verdnderten PRC2-Bindung und somit
eventuellen Expressionsverdnderungen, allerdings wurde an keinem ein Anstieg der
Trimethylierung an H3K27 gemessen. In Lungenkarzinomzellen wurde nur eine Verdnderung
der HOXAS5-Expression beschrieben [82]. Wahrscheinlich ist, dass weitere gewebespezifische
Faktoren an der Regulierung der HOX-Gene beteiligt sind und dass der endogene
epigenetische Zustand dieser Gene im jeweiligen Gewebe maligeblichen Einfluss nimmt. In

diesem Zusammenhang stellen besonders Gene mit Imprinting interessante Kandidaten dar.

Generell wurden Effekte auf iiber 4.000 Gene genomweit nach HOTAIR-Uberexpression in
den beiden UC-Zelllinien und Zelllinien anderer Tumorarten beobachtet. Chu et al. fanden ein
HOTAIR-DNA Bindemotiv. Es liegt gehduft in der Ndhe von Genen, insbesondere in
Enhancerregionen und in Intronen vor. Mittels ChiRP identifizierten sie in einer
Mammakarzinom-Zelllinie 832 genomweite HOTAIR-Bindestellen [184]. Weiterhin
postulierten Chu et al., dass nach HOTAIR-Bindung an die DNA Chromatin-modifizierende
Komplexe, wie PRC2, rekrutiert werden und diese ausgehend von dieser Stelle an der DNA
entlang wandern und Chromatinmodifikationen etablieren. So werden wahrscheinlich nicht
einzelne Gene reguliert, sondern Gruppen von Genen, die benachbart zur HOTAIR-

Bindestelle lokalisiert sind. Daher ist es nicht iiberraschend, dass eine Modulation der

154



Diskussion

HOTAIR-Expression die Expression so vieler Gene beeinflusst und sich auch die dadurch

ausgelosten Effekte zwischen Geweben und Zellen voneinander unterscheiden.

6.4 Mechanismen der Regulation der Genexpression durch HOTAIR

Vorherige Publikationen betonen die Funktion von HOTAIR, Gene durch Interaktion mit
Enzymen, die repressive Histonmodifikationen etablieren, wie EZH2 (H3K27 Methylierung)
[48, 77] und LSD1 (H3K4 Demethylierung) [74], zu reprimieren. Demnach héngen viele
Effekte von HOTAIR von der Expressionsstirke von EZH2 ab, das in vielen Tumorarten, wie
dem Prostata-, Mamma-, Ovarial-, Lungen-, Leber-, Magen- und Osophaguskarzinom, erhdht
exprimiert vorliegt [185-190]. Auch im UC ist EZH2 iiberexprimiert [191] und korreliert mit
einem aggressiven Phinotyp [192]. Ebenso exprimieren die meisten der verwendeten UC-
Zelllinien EZH2 stark; auch die PRC2-Komponente SUZI12 ist vermehrt. Die erhohte
Expression von SUZ12 wurde bereits fiir UC-Gewebe beschrieben [193]. Ahnlich wie EZH2
wird SUZ12 eine tumorférdernde Wirkung in verschiedenen Tumorarten zugeschrieben [194-
197]. Zusitzlich zu diesen Polycomb-Faktoren ist LSD/ in den UC-Zelllinien iiberexprimiert.
Auch in UC-Geweben ist LSDI erhoht exprimiert [198]. Da diese erhdhte Expression schon
in low grade Tumoren auftritt, ist die Aktivierung von LSDI moglicherweise ein
tumorinitiierender Faktor. LSD/ wird auch in Lungen- und Darmkarzinomgeweben aktiviert
[199]. Zusammengenommen kann davon ausgegangen werden, dass die bekannten
Repressoren, die mit HOTAIR zusammenwirken, in vielen UC-Geweben und —Zelllinien
vorhanden sind.

Die Verdnderungen der Trimethylierung an H3K4 und H3K27 wurde in den HOTAIR-
tiberexprimierenden Klonen der UC-Zelllinien 5637 und VM-CUBI an vier HOX-Genen
untersucht. In den Zellen der VM-CUB1 wurden am HOXAI1-Locus die nach Literaturlage
zu erwartenden Histonverdnderungen detektiert, nimlich Abnahme der aktiven Modifikation
H3K4me3 und Zunahme der repressiven Modifikation H3K27me2/3. Diese Verdnderungen
passen in diesem Falle hervorragend zu der beobachteten Expressionsabnahme. Da LSDI
vorzugsweise mono- und dimethyliertes H3K4 demethyliert, konnte HOTAIR auch mit
Enzymen der JARID1 (KDMS5) Familie interagieren, die insbesondere tri- und dimethyliertes
H3K4 demethylieren [200]. Ein interessanter Kandidat wiare JARID1B (PLU-1, KDM5B);
dieses ist in einigen Tumoren {iberexprimiert und mit einer schlechten Prognose und einem
aggressiven Phénotyp assoziiert [201-203].

An zwei weiteren Genen (HOXB2 und HOXC6) wurde unerwartet eine Abnahme der

Trimethylierung an beiden H3-Lysinen beobachtet. Eine Erklarung dafiir konnte darin liegen,
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dass HOTAIR mit weiteren histonmodifizierenden Proteinen oder Komplexen interagiert, die
eine Abnahme der Trimethylierung an H3K27 katalysieren. Hierfiir kommen die
Demethylasen UTX (KDM6A) und JMJD3 (KDM6B) in Frage, die eine katalytische JmjC-
Doméne enthalten. UTX ist in UC relativ hdufig durch Mutationen inaktiviert [36, 41, 204]
und scheint in einigen Tumoren als Tumorsuppressor zu wirken, denn ein Verlust von UTX
kann zu einer Verstirkung der Proliferation fithren [205]. Im Mammakarzinom fiihrt eine
UTX-Uberexpression jedoch zu einer Verstirkung der Invasivitit und Proliferation [206]. Die
Ursache dafiir ist, dass UTX in verschiedenen Geweben und Zelltypen unterschiedliche
Zielgene beeinflusst [38]. Eine wichtige Gruppe von Zielgenen von UTX sind HOX-Gene
[207-210]. UTX ist Teil eines transkriptionsaktivierenden Komplexes zusammen mit
MLL2/MLL3 H3K4 Methyltransferasen [211]. Denkbar wire also, dass HOTAIR zum einen
EZH2 und LSDI bindet und so eine Inaktivierung der Transkription bewirkt, zum anderen
aber auch mit UTX und MLL2/MLL3 interagiert und dadurch die Transkription von
Zielgenen aktiviert. Eine Interaktion von HOTAIR mit einem Proteinkomplex, der eine H3K4
Methylase wie MLL2 oder MLL3 enthilt, scheint wahrscheinlich, denn in 5637 Zellen steigt
an zwei Genen (HOXA11 und HOXC6) die Trimethylierung an H3K4 signifikant.

An HOXAIl wird in 5637 Zellen nach HOTAIR-Uberexpression zusitzlich die
Trimethylierung an H3K27 erhoht. Das gleichzeitige Auftreten von inaktivierenden und
aktivierenden Histonmodifikationen, insbesondere H3K4me3 und H3K27me3, definiert
bivalentes Chromatin. Die so markierten Gene sind transkriptionell inaktiv; die RNA
Polymerase II bleibt gebunden, wird aber nicht aktiv [212]. Bivalentes Chromatin tritt vor
allem in embryonalen Stammzellen an Promotorregionen von Genen auf, die flir die
Entwicklung wichtige Transkriptionsfaktoren und Komponenten von Signalwegen kodieren
[213]. Wéhrend der Zelldifferenzierung wird hiufig eine der beiden Modifikationen entfernt,
so dass eine schnelle Aktivierung oder Inaktivierung des Gens in Abhdngigkeit vom
Zellschicksal erfolgen kann. Einige Regionen behalten auch in adulten Zellen beide
Modifikationen [214]. Die Etablierung dieser bivalenten Regionen nach HOTAIR-
Uberexpression konnte darauf hinweisen, dass die Zellen ein weniger determiniertes
Differenzierungspotential erwerben.

Durch die Rekrutierung des PRC2 mit EZH2 oder von REST/CoREST mit LSDI1 durch
HOTAIR lésst sich nur die Inaktivierung von Genen erkldren. Jedoch wurden in beiden UC-
Zelllinien nach stabiler HOTAIR-Transfektion genauso viele Gene die Expression aktiviert
wie inaktiviert. Auch im Mammakarzinom- [77] und Osophaguskarzinomzellen [75] wurden

viele Gene nach HOTAIR-Uberexpression hochreguliert. Umgekehrt wurde in
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Pankreaskarzinom-Zelllinien nach siRNA Knockdown von HOTAIR eine Inaktivierung von
Genen beobachtet [76]. Die Aktivierung einiger Gene erfolgt sicherlich indirekt. Trotzdem
stellt sich die Frage, ob HOTAIR auch direkt eine Genaktivierung vermitteln kann. Ein
moglicher Mechanismus wire, dass durch die Relokalisation der repressiven Komplexe PRC2
und REST/CoREST von reprimierten Genen zu anderen Genloci repressive Marker verloren
gehen konnen und eine Genaktivierung folgt. Da weiterhin neue Interaktionspartner von
HOTAIR entdeckt werden, wie weitere Proteinkomplexe [215] und miRNAs [216, 217],
besteht auch die Moglichkeit, dass HOTAIR wie oben schon erwédhnt mit Transkriptions-
aktivierenden Faktoren interagiert.

Wie in der vorliegenden Arbeit bestétigt wurde, ist HOTAIR nicht nur im Nukleus, sondern
auch im Cytoplasma lokalisiert [146]. Welche Funktion HOTAIR dort ausiibt, ist bisher nicht
geklart. Denkbar wire eine Interaktion mit Komplexen, die posttranslationale Modifikationen
vermitteln. Auch gibt es Hinweise darauf, dass HOTAIR an der Regulation der Proteolyse
beteiligt ist, denn die IncRNA kann in HeLa-Zellen und Fibroblasten die E3 Ubiquitinligasen
Dzip3 und Mex3b rekrutieren [215]. Moglich wére auch eine Beteiligung an der Regulation
der Proteinlokalisation, wie sie fiir die IncRNA NRON (non-coding repressor of NFAT)
beschrieben ist. Diese bindet den Transkriptionsfaktor NFAT (nuclear factor of activated T
cells) und durch Interaktion mit verschiedenen Proteinen, wie zum Beispiel Mitgliedern der
Importin-beta Unterfamilie, wird NFAT aus dem Nukleus heraus transportiert und die
Genexpression von NFAT-Zielgenen unterbunden [218]. Auf eine Funktion von HOTAIR
beim Prozess der Proteinlokalisation spricht auch die GO-Analyse der differentiell
verinderten Gene nach HOTAIR-Uberexpression.

Wie die Bindung von HOTAIR an Interaktionspartner reguliert wird, ist noch nicht
vollstindig gekldrt. Ein moglicher Mechanismus ist die Methylierung von Cytosinen einer
funktionellen RNA. Dadurch wird sowohl die Stabilitét als auch die Struktur der RNA und
somit vermutlich auch die Fahigkeit mit Proteinen zu interagieren beeinflusst [219, 220]. In
HEK293 Zellen wurden die EZH2 und LSD1 Bindestellen innerhalb der HOTAIR-RNA nach
Methylierung untersucht. Eine Cytosin-Methylierung wurde nur in der LSDI-Bindestelle
(Position 1683) entdeckt. Auch in der IncRNA XIST wurde die Methylierung mehrerer
Cytosine in der PRC2-Bindestelle beschrieben, welche die Bindung von XIST an PRC2
vermindert [221]. Ein dhnlicher Mechanismus wire demnach fiir die Modulation der
Bindungseigenschaften zwischen HOTAIR und LSD1 denkbar.

HOTAIR kann auch Einfluss auf die Expression von Genen nehmen, indem es mit anderen

Faktoren um Komplexpartner konkurriert. So bindet HOTAIR EZH2 an der gleichen Stelle
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wie BRCAI1 (breast cancer 1, early onset) und nimmt so Einfluss auf die HOXA9-Expression.
Eine erhohte HOTAIR-Expression im Mammakarzinom fiihrte zu einer HOTAIR-EZH?2
vermittelten HOXA9 Repression, die durch Uberexpression von BRCA1 geblockt werden
konnte [222].

HOTAIR kann nicht nur mit Proteinen interagieren, sondern auch mit miRNAs und wirkt so
als sogenannte competitive endogenous RNA (ceRNA). HOTAIR bindet in
Magenkarzinomzellen miR-331-3p und verhindert so den Abbau der HER-2 mRNA [216].
Auch wurden eine Bindestelle in HOTAIR fiir die miRNA-130a identifiziert iiber die
HOTAIR diese wahrscheinlich negativ beeinflusst [217]. Zielgene von miR-130a wiirden
entsprechend durch HOTAIR vermehrt exprimiert.

6.5 HOTAIR reguliert elterlich gepragte Gene

Eine Reihe von Genen mit elterlicher Prigung waren nach stabiler HOTAIR-Uberexpression
in beiden UC-Zelllinien VM-CUBI und 5637 verdndert exprimiert, daher stellten sich die
Fragen, ob diese Gene eine besondere Gruppe von HOTAIR-Zielgenen darstellen und iiber
welche Mechanismen deren Expression von HOTAIR reguliert wird.

Uberwiegend sind diese Gene Bestandteil eines Netzwerkes von geprigten Genen (IGN), das
zuerst in der Maus beschrieben wurde [99]. Es gibt deutliche Hinweise darauf, dass ein
dhnliches Netzwerk auch im Menschen existiert und wahrscheinlich gewebespezifisch
reguliert wird [100, 223, 224]. Im Detail sind im Prostatakarzinom die proteinkodierenden
Gene PLAGLI, NDN, CDKNIC, IGF2, sowie die IncRNA-Gene MEG3 und HI19 vermindert
und PPPIR9A sowie die IncRNA LIT1 verstirkt exprimiert. Der DNA-Methylierungsstatus
dieser Gene dnderte sich jedoch zumeist nicht [100]. Eine Studie von Lee et al. entdeckte das
IGN im Osteosarkom, wo eine Deregulation des IGNs in Osteoblasten zu
Differenzierungsdefekten und zur Tumorgenese fiihrt. Dabei soll besonders die IncRNA H19
eine wichtige Funktion innerhalb der Osteogenese innehaben [224]. Eine verdnderte
Expression von Genen des IGN in der humanen Plazenta beeinflusst das fotale Wachstum
[223]. Ein Einfluss von HOTAIR auf Gene des IGN wurde bisher in einer Untersuchung in
Maiusen beobachtet [90], ndmlich Expressionsveranderungen der geprigten Gene DIkl, Igf2,
Mest, Plagll, HI19 und Meg3 nach Hotair-Knockout. Fiir den Menschen ist der in der
vorliegenden Arbeit gefundene Zusammenhang noch nicht publiziert.
Expressionsverdnderung von mindestens neun Mitgliedern des IGN nach ektopischer
HOTAIR-Uberexpression in den UC-Zelllinien VM-CUBI1 und 5637 wurden beobachtet. An

sieben dieser Gene wurde der Trimethylierungsstatus an H3K4 und H3K27 untersucht, um
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den Mechanismus der Regulation durch HOTAIR ndher zu beschreiben. Da geprigte
Gencluster haufig iiber Verdanderungen der DNA-Methylierung kontrolliert werden, wurden
zusitzlich DNA-Methylierungsverdnderungen an vier imprinting control regions (ICR)

untersucht.

PLAGLI kodiert fiir den Transkriptionsfaktor ZAC1, der die Apoptose und den
Zellzyklusarrest reguliert und dadurch das Wachstum supprimiert. Die Uberexpression von
PLAGLI wihrend der fotalen Entwicklung fiihrt zu einem transient neonatal diabetes mellitus
(TNDM) [225]. PLAGLI ist auf dem Chromosom 6p24-25 lokalisiert, einer in Tumoren
hdufig deletierten Region. In einigen Tumoren ist PLAGLI tatsdchlich vermindert [100, 226,
227]. Eine Reexpression fiithrt zur Induktion von Apoptose und Zellzyklusarrest [228, 229].
Dies spricht fiir eine tumorsuppressive Rolle von PLAGLI in Tumoren. Etwa die Hélfte der
untersuchten UC-Zelllinien wies jedoch eine erhohte PLAGLI-Expression auf und nur in
einem Drittel wurde die erwartete Verminderung beobachtet. In Plattenepithelkarzinomen von
Kopf und Hals (HNSCC)-Zelllinien war die PLAGLI-Expression ebenfalls sehr variabel
[230]. Dies lasst sich dadurch erklédren, dass PLAGLI zellspezifische Funktionen ausiibt [231]
und daher unterschiedliche Expressionsniveaus je nach herrschenden Bedingungen aufweist.
Fiir eine zellspezifische Funktion von PLAGLI spricht auch, dass sich die Expression
wihrend der Keratinocyten-Differenzierung verdandert. PLAGLI1 ist signifikant exprimiert in
basalen Keratinocyten und deutlich niedriger exprimiert in der ersten suprabasalen
differenzierten Schicht der Epidermis [232].

Insbesondere in der UC-Zelllinie VM-CUBI1 wurde nach ektopischer HOTAIR-Expression
eine  deutliche  Verminderung der  PLAGLI-Expression  beobachtet.  Diese
Expressionsabnahme korreliert mit einer starken Zunahme der DNA-Methylierung am
PLAGLI-Locus. Auch im Ovarialkarzinom ist die Transkriptionsinaktivierung von PLAGLI
mit einer Hypermethylierung assoziiert [233]. Da HOTAIR in vielen Tumorarten erhdht
exprimiert wird, konnte eine Inaktivierung von PLAGLI zu den reguldren Funktionen von
HOTAIR wihrend der Karzinogenese gehdren. Ein weiteres Indiz fiir eine direkte
Regulierung der PLAGLI-Expression iliber HOTAIR sind die Verdnderungen der
Trimethylierung an H3K4 und H3K27 nach ektopischer HOTAIR-Expression. In beiden
untersuchten UC-Zelllinien steigt die Tri/Dimethylierung an H3K27 in der PLAGLI
Promotorregion deutlich an. Aulerdem wurde eine verminderte PLAGLI-Expression nach
ektopischer HOTAIR-Uberexpression auch in weiteren UC-Zelllinien und in der
Mammakarzinom-Zelllinie SK-BR3 beobachtet. Umgekehrt wurde nach siRNA-vermitteltem
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Knockdown von HOTAIR eine Erhohung der PLAGLI-Expression in verschiedenen UC-
Zelllinien und in der Prostatakarzinom-Zelllinie DU-145 nachgewiesen. Somit scheint
PLAGLI ein zelllinien- und womdglich auch gewebeiibergreifendes Zielgen von HOTAIR zu
sein. Dafiir spricht auch, dass in den offentlich zugénglichen Datensédtzen verschiedener
Tumorzelllinien nach HOTAIR-Modifikation ebenfalls eine Expressionsverdnderung von
PLAGLI erkennbar ist [52, 75, 76]. Ein weiteres Indiz fiir eine mogliche Repression von
PLAGLI durch HOTAIR ist, dass PLAGLI in Mammakarzinomgeweben und —Zelllinien
vermindert exprimiert ist [227]. Fiir die Mammakarzinom-Zelllinien MCF7, T47D und SK-
BR3 konnte in der vorliegenden Arbeit eine deutliche HOTAIR-Expression gemessen
werden, demnach wére in diesen Zellen die Expression von HOTAIR und PLAGLI negativ
korreliert. HOTAIR konnte also liber PLAGLI Einfluss auf das IGN, das embryonales
Wachstum und Differenzierung reguliert, nehmen.

In der Maus reguliert PLAGLI den IGF2/H19-Locus direkt positiv iiber Bindung des H19 3°-
Enhancers, sodass die Expression beider Gene ansteigt [99]. Dieser Mechanismus scheint
nicht komplett auf die untersuchten UC-Zelllinien iibertragbar zu sein. Die Ursache hierfiir
liegt wohl auch darin, dass die Expression von H19 und /GF2 in UC-Zelllinien hiufig
dereguliert ist, beispielsweise wird /GF2 von einem alternativen Promotor exprimiert [234-
236]. Nach transienter Uberexpression von PLAGLI wurde ein Anstieg der H19-Expression
beobachtet, nach siRNA-vermitteltem Knockdown wurde sowohl IGF2 als auch H19
verstirkt exprimiert.

Im Menschen reguliert PLAGLI die CDKNIC-Expression, indem PLAGLI an einer CpG-
Insel im Promotor fiir die IncRNA LIT1 bindet und diese hochreguliert. Anschlieend
inhibiert LIT1 die Expression von CDKNIC [237]. Ein weiterer Mechanismus besteht darin,
dass in murinen neuronalen Stammzellen Plagll {liber Tcf4 die Cdknlc-Expression positiv
reguliert [238]. Sowohl in der Maus [99] als auch im Prostatakarzinom [100] stieg nach
Reexpression von PLAGLI die CDKNIC-Expression, was mit dem zweiten beschriebenen
Mechanismus iibereinstimmt. Auch in den untersuchten UC-Zelllinien verdnderte sich nach
PLAGLI-Modulation die CDKNIC-Expression gleichgerichtet. Allerdings steigt nach
HOTAIR-induzierter PLAGLI-Expressionsverringerung die CDKNIC-Expression in den UC-
Zelllinien. Dies spricht eher fiir den ersten Mechanismus. HOTAIR scheint somit nicht nur
die Expression von PLAGLI, sondern auch seine Wirkung auf Zielgene beeinflussen zu
konnen.

Die biologische Funktion von MEST ist bis heute nicht vollstindig gekldrt. Wahrscheinlich ist

MEST an metabolischen Signalwegen, die Wachstum und Erhaltung von mesodermalen
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Zellen regulieren, iiber eine Hydrolaseaktivitit beteiligt [239-241] und beeinflusst das
embryonale Wachstum iiber die negative Regulierung des Wnt-Signalweges durch eine
verstirkte Ubiquitinierung von B-Catenin [242]. Eine Deregulation von MEST wird im Silver-
Russell Syndrom, einer Form des Intrauterinen Kleinwuchses, beobachtet [239]. Im Mamma-
und Lungenkarzinom wird MEST {iber eine biallelische Expression, verursacht durch loss of
imprinting (LOI), erhoht exprimiert [243, 244]. Auch im Wilm’s Tumor ist MEST
hochreguliert [245]. Die Verminderung der MEST-Expression nach HOTAIR-Uberexpression
korreliert in VM-CUBI Zellen mit einer Abnahme der Trimethylierung an H3K4. Somit
konnte MEST zu den direkten Zielgenen von HOTAIR, vermittelt {iber die Rekrutierung von
LSD1, gehoren. HOTAIR konnte iiber die Herunterregulierung von MEST den Abbau von 3-
Catenin verringern und somit das Wachstum von Zellen positiv beeinflussen.
Interessanterweise sind in embryonalen Tumoren, besonders in Rhabdomyosarkomen, sowohl
PLAGLI als auch MEST erhoht exprimiert [246]. Moglicherweise ist in diesen, wie auch in
Embryonalkarzinomen, HOTAIR nicht oder nur sehr gering exprimiert. Einige Messungen
ergaben, dass HOTAIR in den Hodentumor-Zelllinien NCCIT und Tera-1 kaum exprimiert
war und somit auch nicht an der Repression von PLAGLI oder MEST beteiligt sein kann.

Die gepragten Gene GRB10, TFPI2, PPPIR94, CDKNIC und IGF2 waren in HOTAIR stabil
exprimierenden UC-Zellen erhoht exprimiert. Das Signaladapterprotein GRBI10 ist an der
Wachstumskontrolle tiber direkte Wirkungen auf die Zellproliferation und Beeinflussung des
Insulin-Signalweges beteiligt. GRBI0 ist gewebespezifisch elterlich geprdgt. In der Maus
wird GRB10 in Neuronen vom viterlichen Allel exprimiert und in adulten Geweben vom
miitterlichen Allel [247]. In Plattenepithelkarzinomen von Kopf und Hals ist GRBI0
hochreguliert und ein siRNA-vermittelter Knockdown fithrt zu einem verlangsamten
Wachstum [248]. Die erhohte GRBI0-Expression nach ektopischer HOTAIR-Expression in
VM-CUBI1 Zellen korreliert mit einer Zunahme der Trimethylierung an H3K4 und einer
Abnahme an H3K27. Somit konnte iiber die Zunahme der GRBI0-Expression die
Proliferation beeinflusst werden. In der Maus wird GRB10 vor allem als negativer Regulator
des Wachstums beschrieben [249, 250]. Vielleicht wirkt GRB10 zellkontextspezifisch
entweder positiv oder negativ auf das Wachstum von Tumorzellen und so konnte die GRB10-
Expression mit den entgegengesetzten Effekten nach HOTAIR-Uberexpression in den beiden

UC-Zelllinien zusammenhéngen.
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Die DNA-Methylierung der SGCE-DMR auf Chromosom 7 sinkt in der UC-Zelllinie VM-
CUBI deutlich. Die umliegenden und wahrscheinlich von dieser DMR kontrollierten
gepragten Gene SGCE, PEG10, GRB10, TFPI2 und PPP1R9A4 wurden alle erhdht exprimiert.

Cyclin-abhéngige Kinase Inhibitoren regulieren die Zellzyklusprogression, Zellproliferation
und Differenzierung. Sie sind involviert in der Tumorsuppression und sind daher in vielen
Tumorarten iliber genetische und epigenetische Mechanismen dereguliert. Das Gen fiir den
Zellzyklusinhibitor p57%'*2 (CDKNIC) ist generell in Tumoren nicht mutiert, sondern wird
iiber epigenetische Mechanismen herunterreguliert. In einigen Tumoren wird CDKNIC iiber
eine erhohte DNA-Promotormethylierung inaktiviert [251, 252], im Mammakarzinom
dagegen iiber eine EZH2 vermittelte Erhohung der Trimethylierung an H3K27 [253]. Im UC
ist CDKNIC in vielen Tumoren herunterreguliert (35 % [254], 78 % [105], 70 % [255]). Auch
in einigen untersuchten UC-Zelllinien war die CDKNIC-Expression vermindert, allerdings in
genauso vielen auch erhoht. In Schilddriisentumoren ist CDKNIC teilweise erhoht [256]. Die
CDKNIC-Expression scheint vom Differenzierungsgrad des Tumors abhingig zu sein, denn
gut differenzierte Tumore frither Stadien besitzen eine starke CDKNIC-Expression, die in
schlecht differenzierten Tumoren deutlich abnimmt. Auch im Mammakarzinom existiert eine
Korrelation zwischen CDKNIC-Expression und Differenzierung. Sie nimmt deutlich von
einer weit verbreiteten Expression im normalen Epithel (95 %) liber carcinoma in situ (50 %)
zu einer geringen Expression in invasiven Karzinomen (28 %) ab [257].

In der UC-Zelllinie 5637 geht die CDKNIC-Expressionserhohung nach ektopischer
HOTAIR-Expression mit einer Erhéhung der Trimethylierung an H3K4 einher. Somit konnte
CDKNIC unter Umstdnden auch direkt von HOTAIR reguliert werden.

CDKNIC ist auf Chromosom 11 in einem zweigeteiltem Imprinting Cluster lokalisiert. Dieses
Cluster wird vorwiegend iiber zwei Imprinted control regions (ICR), der ICR1 oder H19-ICR
und der ICR2 oder KvDMR-ICR, reguliert. Die ICR1 reguliert die Gene H/9 und /GF2 iiber
die Kontrolle der alternativen Interaktion eines Enhancers mit den jeweiligen Promotoren. Die
ICR2 kontrolliert die Gene KCNQI, LITI, PHLDA2, SLC22A418 und CDKNIC. Die DNA-
Methylierung an beiden DMRs inderte sich nach HOTAIR-Uberexpression in den beiden
UC-Zelllinien nur wenig. Trotzdem konnte die leichte Verdnderung der DNA-Methylierung
an diesen beiden ICRs zur Verdnderung der Expression dieser Gene fithren und somit die

beobachteten phénotypischen Verdnderungen mit verursachen.
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Der Wachstumsfaktor IGF2 fordert das Zelliiberleben, die Proliferation und die
Differenzierung iiber die hoch affine Bindung an die Rezeptoren IGFIR und IGF2R. Die
beobachtete erhdhte /GF2-Expression nach HOTAIR-Uberexpression kénnte somit eine
Ursache fiir die verdnderte Proliferation der UC-Zellen sein. /GF?2 ist in Rhabdomyosarkomen
[258], Wilm*‘s Tumoren [259] und Hepatoblastomen [260] iiberexprimiert. Hiufig wird diese
IGF2-Uberexpression iiber LOI verursacht [261]. AuBerdem wird ein Zusammenhang
zwischen erhohter IGF2-Expression und schlechter Prognose beschrieben [262-264].

In der vorliegenden Arbeit schien die IncRNA H19 insofern eine Ausnahme zu bilden, dass
sie nach ektopischer HOTAIR-Uberexpression in VM-CUB1-Zellen vermindert und in 5637-
Zellen erhoht exprimiert war. Die Expressionsverminderung in VM-CUB1 _HOTAIR Zellen
korrelierte mit einer erhohten Trimethylierung an H3K27. Dies spricht fiir eine direkte
Regulierung durch HOTAIR iiber die Rekrutierung des PRC2. In den 5637 HOTAIR Zellen
korrelierte die erhdhte Expression mit einer leichten Erhhung der Trimethylierung an H3K4
und einer leichten Abnahme der DNA-Methylierung.

Die miitterlich geprdgte IncRNA HI19 reguliert das embryonale Wachstum und
Differenzierungsprozesse, vermutlich iiber die Kontrolle der IGF2-Expression und anderer
gepriagter Gene. Auflerdem enthdlt das H/9-Gen die miR-675. H19 scheint fiir eine
Feinjustierung des Gleichgewichts zwischen das Wachstum aktivierenden und
inaktivierenden Faktoren verantwortlich zu sein [69]. Eine Verdnderung der H19-Expression
durch Uberexpression der IncRNA HOTAIR kénnte dieses Gleichgewicht beeinflussen und
somit fiir die beobachteten gegensitzlichen phénotypischen Verdnderungen verantwortlich
sein. Die Funktionen sind offenbar gewebespezifisch, denn es wurde sowohl eine Wirkung als
Tumorsuppressor [265, 266] als auch als Onkogen [267-269] beschrieben. Im Mamma- [270],
Urothel- [235], Lungen- [271] und Osophaguskarzinom [272] ist H19 oft iiberexprimiert.

Die Regulation einiger geprigter Gene verlduft tiber die Rekrutierung des Methyl-CpG-
bindenden Proteins MBDI1. In einem Komplex mit HI19 rekrutiert es H3KO-
Methyltransferasen an die DMRs von Igf2, Slc38a4 und Pegl und beeinflusst so die
Transkription [273]. Im Detail fiihrt eine Deletion von H19 in der Maus zu einer erhohten
Expression im embryonalen Muskelgewebe von Igf2, Cdknic, Gnas, DIkl, Rt/ und Igf2. Die
Expression von Plagl] bleibt jedoch unverdndert [69]. Somit scheint Plag/] in der Hierarchie

uber H19 und beide scheinen tiber Cdknlc zu stehen.

Zusammenfassend scheinen einige geprigte Gene eine besondere Gruppe von

gewebelibergreifenden Zielgenen von HOTAIR zu bilden. Die Regulation kénnte {iber ein

163



Diskussion

HOTAIR vermitteltes Zusammenspiel von Histon- und DNA-Methylierung erfolgen. In der
Hierarchie des IGN scheint PLAGL1 eine libergeordnete Rolle zu spielen und auch H19 bildet
einen wichtigen Knotenpunkt. Das gesamte Netzwerk scheint unter der Kontrolle von

HOTAIR zu stehen, und diese scheint insbesondere PLAGLI und H19 direkt zu regulieren.

6.6 HOTAIR beeinflusst die DNA-Methylierung genomweit

An ausgewdhlten CpG-Stellen, insbesondere am PLAGLI-Genlocus, wurden nach HOTAIR-
Uberexpression deutliche DNA-Methylierungsverinderungen beobachtet. Es stellte sich nun
die Frage, ob durch HOTAIR solche DNA-Methylierungsverdnderungen genomweit
vermittelt werden.

Nach Hotair-Knockout in der Maus wurden keine Verdnderungen der Methylierung in der
intergenischen differentiell methylierten Region des DIkI-Gtl2 Locus beobachtet [90].
Allerdings wurde in dieser Arbeit nur dieser eine Locus untersucht und es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass an anderen Loci doch eine Verdnderung der DNA-Methylierung
auftritt.

Bisher existiert fiir das humane System nur eine Studie zum Einfluss einer stabilen HOTAIR-
Uberexpression auf die DNA-Methylierung [75]. Sowohl der Knockdown mittels siRNA als
auch die stabile Uberexpression von HOTAIR in Osophaguskarzinom-Zelllinien resultierte in
einer differentiellen Expression einer grolen Anzahl von Genen. Wiederum wurde hier nach
siRNA-Knockdown von HOTAIR nicht nur Aktivierung, sondern auch eine Verminderung
der Expression von Genen beobachtet. Mit den HOTAIR stabil iiberexprimierenden Zellen
wurde  eine genomweite =~ DNA-Methylierungsanalyse  iiber  den  Infinium
HUMANMethylation450K BeadChip durchgefiihrt. Sie ergab, dass die Mutterzelllinie
KYSE-180 eine Methylierung von 285062 CpG-Stellen aufweist und dass die KYSE-
180 HOTAIR Zellen einen Anstieg von 1,4 % der Methylierung zeigen. Daher schlussfolgern
die Autoren, dass HOTAIR eine Rolle in der Erhaltung des DNA-Methylierungsstatus dieser
CpG-Stellen innehat. Bei der Betrachtung der zwischen Mutterzelllinien und HOTAIR
transfizierten Zellen unterschiedlich methylierten CpGs fiel auf, dass 7475 CpG-Stellen
(1,54 %) tiber das ganze Genom hinweg eine differentielle DNA-Methylierung aufwiesen.
Davon waren 80 % (5989 CpG-Stellen) verstiarkt methyliert und nur 20 % (1486 CpG-Stellen)
hypomethyliert. Somit scheint eine Uberexpression von HOTAIR vor allem eine Erhéhung
des Methylierungsgrades an ausgewdéhlten CpG-Stellen zu bewirkten. Die differentiell
methylierten CpGs waren vor allem in Promotoren, innerhalb von Genen (gene bodies) und in

intergenischen Regionen lokalisiert.
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Diese Ergebnisse passen gut zu Beobachtungen an UC-Zelllinien. Hier wurden
zelllinieniibergreifend genomweit Verdnderungen der DNA-Methylierung an 5444 CpG-
Stellen gefunden. Bei nédherer Betrachtung der Ergebnisse fiel auf, dass entweder einzelne
isolierte CpG-Stellen differentiell methyliert waren, oder kleinere Gruppen von benachbarten
CpG-Stellen. Da HOTAIR wahrscheinlich die HOX-Expression beeinflusst, wurde tiberpriift,
ob CpG-Stellen in der Ndihe von HOX-Genen differentiell methyliert wurden. Auffillig war,
dass eine ganze Reihe von Verdnderungen der DNA-Methylierung im anterioren HOXC-
Locus (HOXC4-C6) auftrat. Somit konnte HOTAIR auch iiber die Modulierung der DNA-
Methylierung Einfluss auf die HOX-Expression nehmen.

Der Mechanismus fiir die durch HOTAIR vermittelten Verdnderungen der DNA-
Methylierung ist noch unbekannt. Zum einen wére ein indirekter Mechanismus iiber die
Erhohung der Expression der DNMT3A denkbar, die in beiden UC-Zelllinien nach HOTAIR-
Uberexpression beobachtet wurde. Zum anderen konnte HOTAIR mit Regulatoren der DNA-
Methylierung interagieren und sie zum Ziellocus rekrutieren. Bisher sind drei IncRNAs
beschrieben, die mit Regulatoren der DNA-Methylierung interagieren.

Die IncRNA TARID (TCF21 antisense RNA inducing demethylation) induziert die
Expression von 7CF2] fiber Demethylierung des Promotors. Dabei rekrutiert TARID
GADDA45A (growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha) an den TCF2I-Promotor,
GADDA45A wiederum die Thymin-DNA-Glykosylase fiir base excision repair-vermittelte
Demethylierung. Diese beinhaltet die Oxidation von 5-Methylcytosin  zu  5-
Hydroxymethylcytosin iiber TET (ten-eleven translocation)-Methylcytosindioxygenase
Proteine [274].

Zwei weitere IncRNAs interagieren direkt mit DNA-Methyltransferasen. Die IncRNA Dali
(DNMT-associated long intergenic) interagiert mit der DNA-Methyltransferase DNMTT1 in
der Maus und im Menschen und reguliert so in trans den DNA-Methylierungsgrad an CpG-
Inseln in Promotoren [275]. Die IncRNA Dum (developmental pluripotency-associated 2
(Dppa?2) upstream binding muscle IncRNA) inaktiviert die Transkription von benachbarten
Genen in cis, insbesondere DppaZ2, liber die Rekrutierung der DNA-Methyltransferasen
Dnmtl, Dnmt3a und Dnmt3b [276].

Der Einfluss von HOTAIR auf die DNA-Methylierung konnte stattdessen sekundér iiber
Polycombfaktoren vermittelt sein. Die beiden wichtigsten epigenetischen Mechanismen zur
transkriptionellen Inaktivierung von Genen, die repressiven Histonmodifikationen {iber
Polycombkomplexe und die DNA-Methylierung, sind eng miteinander verkniipft [277]. Dabei
interagiert EZH2, im Kontext des PRC2 oder 3, mit DNMTs. Mdglicherweise bindet zuerst
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Diskussion

PRC2 an den Promotor des zu reprimierenden Gens und tiber EZH2 wird die repressive
Histonmodifikation H3K27me3 eingefiigt. Wenn EZH2 weiterhin an diesen Locus gebunden
vorliegt, kann er von DNMTs erkannt und eine DNA-Methylierung eingefiigt werden. Uber
diesen Mechanismus scheint insbesondere die Hypermethylierung von Polycomb-Zielgenen
in Tumoren verursacht zu werden [278, 279]. Denkbar ware, dass HOTAIR diesen Prozess
durch die Rekrutierung von PRC2 an Zielgene initiiert und eine erhéhte HOTAIR-Expression

in Tumoren somit auch eine erhohte DNA-Methylierung verursachen kann.
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Anhang

Vergleich der Gene, die in beiden UC-Zelllinien 5637 und VM-CUBI nach stabiler HOTAIR-

Expression differentiell exprimiert waren, mit Genen, deren DNA-Methylierung in diesen

Zellen veriandert war.

Tabelle 10.1: Gene, die in den HOTAIR-Klonen der UC-Zelllinien VM-CUB1 und 5637 gemeinsam
erhoht exprimiert waren und eine verdanderte DNA-Methylierung aufwiesen.

In den Spalten 3 und 4 wurde die Differenz des DNA-Methylierungsgrades (HOTAIR-Leervektor) berechnet.

Genname UCSC_RefGene Group | VM-CUBI1 5637
ACO1 5'UTR 0,47 0,30
ACTRI10 TSS1500 0,32 0,54
ADAMTSI12 Body 0,25 0,37
ARID3A Body 0,46 0,64
ATOX1 TSS1500 -0,39 -0,35
ATP8B2 TSS200 -0,43 -0,27
BCATI1 TSS200 0,15 0,21
BNIP3 Body -0,34 -0,43
BNIP3L Body -0,41 -0,47
CLDNI1 Body -0,77 0,01
CREB3L2 Body 0,39 0,28
DCP1B TSS200 -0,62 -0,48
DDAH?2 Body -0,41 -0,31
DNAJC6 Body 0,28 0,24
DPYI19LI Body -0,36 -0,28
EHDI1 Body -0,41 -0,43
ELK3 Body -0,28 -0,22
EMP2 TSS1500 0,25 0,38
FOXP1 Body 0,50 -0,01
FUZ TSS200 -0,18 -0,10
GDF15 IstExon 0,25 0,29
GFPT2 Body 0,38 0,39
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Genname UCSC_RefGene_Group | VM-CUBI1 5637
GRB10 TSS1500 -0,43 -0,40
HLA-E Body -0,33 -0,28
INHBB Body -0,24 -0,24
INHBB 3'UTR -0,19 -0,29
IRX3 Body 0,35 0,47
ISG20 Body 0,52 0,51
KLHDC2 TSS1500 0,51 0,06
LPIN2 TSS1500 -0,28 -0,19
LRRC6 Body 0,17 0,26
MACF1 S'UTR 0,22 0,17
MACF1 Body -0,55 -0,47
MAML3 Body 0,22 0,30
MED21 Body -0,70 -0,53
MERTK Body 0,37 0,27
MFI2 Body 0,08 0,17
MNATI1 TSS1500 -0,37 -0,24
NPLOC4 Body -0,17 -0,14
NUBPL Body 0,13 0,15
PARVA Body -0,35 -0,31
PAX6 S'UTR -0,26 -0,29
PDZD2 Body -0,22 -0,29
PREX1 3'UTR 0,33 0,18
PRKAA2 1stExon -0,44 -0,35
PRKAA2 TSS200 -0,20 -0,12
PTPRG Body 0,17 0,50
PXDN Body -0,43 -0,29
RABI1FIP3 Body -0,37 0,00
RNF130 TSS1500 -0,12 -0,11
RNF130 Body 0,73 0,18
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Genname UCSC_RefGene_Group | VM-CUBI1 5637
SDC2 Body 0,29 0,34
SDC2 3'UTR 0,38 0,41
SDC2 TSS200 -0,61 -0,41
SDC2 TSS1500 -0,38 -0,42
SELK TSS1500 -0,25 -0,36
SH3BGRL3 TSS200 0,24 0,25
SH3PXD2B Body 0,20 0,20
SLC25A46 TSS1500 0,28 0,33
SNX2 TSS200 -0,27 -0,42
SQRDL TSS1500 0,51 -0,23
ST3GALS Body -0,27 -0,30
ST3GAL6 5'UTR 0,22 0,21
STC2 3'UTR 0,28 0,13
TCEALG6 TSS1500 0,21 0,34
TNFRSF19 TSS1500 0,71 0,68
UBASH3B Body 0,44 0,25
UST Body -0,55 -0,73
ZNF140 5'UTR -0,31 -0,51
ZNF420 TSS1500 -0,25 -0,44
ZNF607 S'UTR 0,41 0,28

Tabelle 10.2: Gene, die in den HOTAIR-Klonen der UC-Zelllinien VM-CUB1 und 5637 gemeinsam
vermindert exprimiert waren und eine veranderte DNA-Methylierung aufwiesen.

In den Spalten 3 und 4 wurde die Differenz des DNA-Methylierungsgrades (HOTAIR-Leervektor) berechnet.

Genname UCSC_RefGene Group | VM-CUBI1 5637
ARHGEF10 5'UTR -0,19 -0,17
B4GALNT1 5'UTR 0,57 0,49
C170rf79 Body -0,46 -0,14
CHD4 TSS1500 0,14 0,10
CHD7 Body -0,17 -0,17
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Genname UCSC_RefGene_Group | VM-CUBI1 5637
CHSTI11 Body -0,26 -0,51
CHSTI11 Body 0,29 0,21
CYPIBI TSS1500 -0,22 -0,28
DGKZ Body -0,29 -0,17
DGKZ TSS1500 0,65 0,22
GPAA1 Body -0,28 -0,38
GPRI153 Body 0,41 0,34
ID4 TSS1500 -0,52 -0,38
IREB2 TSS1500 -0,25 -0,30
KIAA1324L Body 0,79 0,01
KIAA1984 TSS200 -0,27 -0,25
KIAA1984 Body -0,09 -0,13
KIF21A TSS1500 -0,23 -0,27
LMF1 Body 0,36 0,30
LMF1 Body -0,26 -0,27
LMF1 Body -0,15 -0,18
LMF1 Body -0,22 -0,26
MARCHI1 5'UTR -0,64 -0,50
NRGI Body -0,24 -0,22
NRG1 Body 0,13 0,19
OVOLI1 Body -0,20 -0,27
PCOLCE2 Body 0,86 0,01
PDS5B S'UTR -0,34 -0,27
PDXK Body -0,81 0,00
PDXK Body -0,33 -0,26
PHB Body 0,08 0,08
PHLDA3 TSS1500 -0,37 -0,24
PLEKHF2 TSS1500 0,35 0,28
PPP2R5SA TSS1500 0,45 -0,27
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Genname UCSC_RefGene_Group | VM-CUBI1 5637
PSMB4 Body -0,28 -0,21
RABGAPI1 TSS1500 -0,24 -0,24
SDADI1 TSS1500 -0,40 -0,37
SHANK3 Body -0,25 -0,49
SHANK3 TSS1500 -0,43 -0,53
SLC7A5 TSS200 -0,12 -0,15
SNAPC5S TSS1500 -0,21 -0,28
TACC1 S'UTR -0,39 -0,30
TSTA3 Body -0,18 -0,28
TTC39A Body -0,29 -0,25
TTC7A Body -0,22 -0,23
VANGL1 Body 0,26 0,30

WDRS5 TSS1500 -0,21 -0,38
ZMIZ1 S'UTR 0,17 0,18

Tabelle 10.3: Gene, die in den HOTAIR-Klonen der UC-Zelllinien VM-CUB1 und 5637

entgegengesetzt differentiell

aufwiesen.

exprimiert waren und eine veranderte DNA-Methylierung

In den Spalten 3 und 4 wurde die Differenz des DNA-Methylierungsgrades (HOTAIR-Leervektor) berechnet.

Genname UCSC_RefGene Group | VM-CUBI1 5637
AGMAT 1stExon 0,91 -0,31
ANKRD22 Body -0,32 -0,23
ARL3 3'UTR -0,47 -0,60
B4GALNT4 TSS1500 -0,23 -0,21
B4GALNT4 TSS1500 0,14 0,17

BAG3 Body -0,69 -0,41
BIK TSS1500 0,30 0,21

BTBD11 IstExon -0,60 -0,41
C100rf137 TSS200 -0,40 -0,43
CACHDI1 Body -0,19 -0,37

199




Anhang

Genname UCSC_RefGene_Group | VM-CUBI1 5637
CACHDI1 Body -0,28 -0,24
CACNA2D3 Body -0,35 -0,12
CACNA2D3 Body -0,40 -0,59
CCDC104 Body -0,33 -0,24
CHST15 Body -0,65 0,01
COL6ALI Body 0,41 0,31
CXCL5 Body 0,90 0,03
DENND3 Body 0,10 0,18
DHRS3 Body 0,23 0,31
DPP7 Body -0,53 -0,52
EPHA4 Body 0,28 0,27
FBXO027 Body 0,22 0,21
FSTL3 TSS1500 0,26 0,27
HIBADH Body 0,25 0,40
HLA-B Body -0,21 -0,27
HOOK1 TSS1500 0,84 -0,32
HSPAS Body 0,26 0,25
IPO7 TSS1500 0,30 0,35
LEPREL2 Body -0,58 -0,42
LEPREL2 Body -0,21 -0,25
LRRFIP1 TSS200 -0,37 -0,01
LRRFIP1 1stExon -0,32 -0,36
LRRFIP1 Body -0,40 -0,35
MAFK TSS1500 0,20 0,22
MAMLI1 Body -0,41 -0,30
MAP2K2 TSS1500 -0,30 -0,33
MBTPS2 TSS200 0,57 0,06
MFAP3L 5'UTR -0,34 -0,37
MLLT1 Body -0,24 -0,31
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Genname UCSC_RefGene_Group | VM-CUBI1 5637
MLXIP Body -0,32 -0,21
NDUFS7 Body 0,37 0,36
NFKBIE TSS1500 -0,32 -0,28
NOTCH2 Body -0,23 -0,28
OAS3 TSS1500 0,36 0,30
PCDHBS TSS1500 0,25 0,31
PDXK Body -0,81 0,00
PDXK Body -0,33 -0,26
PEBPI TSS1500 -0,67 -0,50
PEBP1 TSS1500 -0,63 -0,53
PER3 Body 0,19 0,18
PION TSS1500 0,81 -0,03
PMVK 3'UTR 0,15 0,21
PNMAI 1stExon -0,36 -0,25
POU2F2 TSS1500 -0,23 -0,37
PPL TSS1500 0,39 0,26
PRKCA TSS1500 0,30 0,39
PRKCH Body 0,45 0,43
PRR16 TSS1500 -0,20 -0,24
PRR16 TSS1500 -0,31 -0,26
RASA3 Body 0,63 0,46
RASA3 Body 0,41 0,16
RNF149 TSS1500 0,24 0,27
RPS9 TSS1500 -0,36 -0,41
SIK3 Body -0,46 -0,30
SMS TSS1500 -0,24 -0,31
SNCAIP 5'UTR -0,84 0,01
SORL1 Body -0,25 -0,25
SORLI1 Body -0,48 -0,51
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Genname UCSC_RefGene_Group | VM-CUBI1 5637
SYTL3 TSS200 -0,29 -0,27
TBCI1DI TSS1500 -0,18 -0,25
TM9SF4 TSS1500 -0,16 -0,48
TMEM216 S'UTR 0,29 0,27

TP53RK TSS1500 -0,12 -0,15
TSC22D3 IstExon -0,30 -0,33
TSPANI S'UTR 0,26 -0,01
TSPAN31 TSS1500 -0,11 -0,20
VEGFC TSS1500 -0,53 -0,53
WDR20 Body -0,17 -0,21
ZNF549 TSS200 -0,53 0,18

ZNF549 Body -0,12 -0,19

Tabelle 10.4: Gene, die in den HOTAIR-Klonen der UC-Zelllinien VM-CUB1 erhoht und 5637

vermindert exprimiert waren und eine veranderte DNA-Methylierung aufwiesen.

In den Spalten 3 und 4 wurde die Differenz des DNA-Methylierungsgrades (HOTAIR-Leervektor) berechnet.

Genname UCSC_RefGene_Group | VM-CUBI1 5637
ARL3 3'UTR -0,47 -0,60
B4GALNT4 TSS1500 -0,23 -0,21
B4GALNT4 TSS1500 0,14 0,17
CACNA2D3 Body -0,35 -0,12
CACNA2D3 Body -0,40 -0,59
CCDC104 Body -0,33 -0,24
COL6ALI Body 0,41 0,31
DENND3 Body 0,10 0,18
DPP7 Body -0,53 -0,52
EPHA4 Body 0,28 0,27
FSTL3 TSS1500 0,26 0,27
IPO7 TSS1500 0,30 0,35
LEPREL2 Body -0,58 -0,42
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Genname UCSC_RefGene_Group | VM-CUBI1 5637
LEPREL2 Body -0,21 -0,25
LRRFIP1 TSS200 -0,37 -0,01
LRRFIP1 IstExon -0,32 -0,36
LRRFIP1 Body -0,40 -0,35
MAMLI Body -0,41 -0,30
MAP2K2 TSS1500 -0,30 -0,33
MFAP3L S'UTR -0,34 -0,37
MLLT1 Body -0,24 -0,31
MLXIP Body -0,32 -0,21
NDUFS7 Body 0,37 0,36

NOTCH2 Body -0,23 -0,28
PEBPI TSS1500 -0,67 -0,50
PEBP1 TSS1500 -0,63 -0,53
PER3 Body 0,19 0,18

PMVK 3'UTR 0,15 0,21

PNMAI 1stExon -0,36 -0,25
PRKCA TSS1500 0,30 0,39

PRR16 TSS1500 -0,20 -0,24
PRR16 TSS1500 -0,31 -0,26
RASA3 Body 0,63 0,46

RASA3 Body 0,41 0,16

RPS9 TSS1500 -0,36 -0,41
TM9SF4 TSS1500 -0,16 -0,48
TP53RK TSS1500 -0,12 -0,15
VEGFC TSS1500 -0,53 -0,53
WDR20 Body -0,17 -0,21
ZNF549 TSS200 -0,53 0,18

ZNF549 Body -0,12 -0,19
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Tabelle 10.5: Gene, die in den HOTAIR-Klonen der UC-Zelllinien VM-CUB1 vermindert und 5637
erhoht exprimiert waren und eine verianderte DNA-Methylierung aufwiesen.

In den Spalten 3 und 4 wurde die Differenz des DNA-Methylierungsgrades (HOTAIR-Leervektor) berechnet.

Genname UCSC_RefGene_Group | VM-CUBI1 5637
AGMAT 1stExon 0,91 -0,31
ANKRD22 Body -0,32 -0,23
BAG3 Body -0,69 -0,41
BIK TSS1500 0,30 0,21
BTBDI11 IstExon -0,60 -0,41
C10o0rf137 TSS200 -0,40 -0,43
CACHDI1 Body -0,19 -0,37
CACHDI Body -0,28 -0,24
CHST15 Body -0,65 0,01
CXCL5 Body 0,90 0,03
DHRS3 Body 0,23 0,31
FBXO027 Body 0,22 0,21
HIBADH Body 0,25 0,40
HLA-B Body -0,21 -0,27
HOOK1 TSS1500 0,84 -0,32
HSPAS Body 0,26 0,25
MAFK TSS1500 0,20 0,22
MBTPS2 TSS200 0,57 0,06
NFKBIE TSS1500 -0,32 -0,28
OAS3 TSS1500 0,36 0,30
PCDHBS TSS1500 0,25 0,31
PDXK Body -0,81 0,00
PDXK Body -0,33 -0,26
PION TSS1500 0,81 -0,03
POU2F2 TSS1500 -0,23 -0,37
PPL TSS1500 0,39 0,26
PRKCH Body 0,45 0,43
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Genname UCSC_RefGene_Group | VM-CUBI1 5637
RNF149 TSS1500 0,24 0,27

SIK3 Body -0,46 -0,30
SMS TSS1500 -0,24 -0,31
SNCAIP 5'UTR -0,84 0,01

SORLI1 Body -0,25 -0,25
SORL1 Body -0,48 -0,51
SYTL3 TSS200 -0,29 -0,27
TBCI1DI TSS1500 -0,18 -0,25
TMEM216 5'UTR 0,29 0,27

TSC22D3 1stExon -0,30 -0,33
TSPANI S'UTR 0,26 -0,01
TSPAN31 TSS1500 -0,11 -0,20
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