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|.  Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom (PCa) ist die am haufigsten vorkommende Neoplasie beim Mann
und stellt die zweithdufigste Krebs-bedingte Todesursache dar. Jedoch wird nicht jeder
Erkrankungsfall fir den Betroffenen relevant und behandlungsbediirftig. Flr die Behand-
lung ist es daher bedeutsam, diejenigen, bei denen die Krebserkrankung progredient ver-
l[auft und somit einer belastenden Therapie bedlrfen, von denen zu unterscheiden, die
kaum oder keine Komplikationen durch das PCa zu erwarten haben. Die bisherige Diag-
nostik kann dies noch nicht ausreichend spezifizieren. Das PCa weist wie fast alle Krebsar-
ten zahlreiche genetische Aberrationen auf, jedoch auch vielfiltige epigenetische Veran-
derungen, darunter Hypermethylierungen von Promotoren mit CpG-Inseln und konseku-
tive Expressionsveranderungen. Hauptziele dieser Arbeit waren die ldentifizierung von
Genen, die im PCa Promotorhypermethylierungen und verandertes Expressionsverhalten
aufweisen sowie deren Beziehung zu klinischer Relevanz und Prognoseeinschatzung. Dar-
Uber hinaus sollten die dazu verwendbaren Methoden kritisch verglichen werden. Unter-
sucht wurden in Prostatanormalzellen und —krebszelllinien, Prostatanormal- und
-karzinomgeweben die Transkriptionsfaktor-codierenden Gene ID4 (kontrolliert Stamm-
zelldifferenzierung, Zellzyklus und -migration), PITX2 (beeinflusst die Entwicklung multip-
ler Organe), HOXC6 (reguliert Knochen- und Prostatamorphologie), sowie dessen Zielgene
WIF1, DKK3 (kodieren fir Wnt-Antagonisten) und CNTN1 (kodiert fur ein Zelladhasions-
protein). Wir bedienten uns zur DNA-Methylierungsanalyse der Goldstandardmethode
der Bisulfitsequenzierung, der semiquantitativen Methylierungs-spezifischen PCR (MS-
PCR), der quantitativen MethyLight-PCR und Pyrosequenzierung. Zur Expressionsanalyse
wurde die Real time-PCR angewandt. Die ID4-Methylierung stellte sich in allen Zellen als
heterogen und partiell heraus, wobei MS-PCR und Pyrosequenzierung teils zu unter-
schiedlichen Ergebnissen kamen. Die /ID4-Expression war in PCa-Zellen signifikant ernied-
rigt und ging mit fortgeschrittenem Tumorstadium und friherem Rezidiv einher — durch
welchen Mechanismus genau ist bisher unklar. Es kénnte in der Tumorigenese somit zu-
erst die Minderexpression und in Folge die Hypermethylierung entstehen. Da /ID4-
Hypermethylierung auch in Prostatanormalgeweben nachgewiesen wurde, sind ein neo-
plastischer Feldeffekt, aber auch allgemeine Alterungsprozesse als Ursache zu diskutie-
ren. Die PITX2-Expression im PCa korreliert hochsignifikant invers mit der Methylierung
des Gens, der ERG-Expression sowie dem Auftreten eines biochemischen Rezidivs. Auch
die Expression stellt demnach einen sehr guten diagnostischen wie prognostischen Tu-
mor-Biomarker fir das PCa dar. HOXC6 wird in PCa-Geweben Uberexprimiert, und geht
mit einer schlechteren Prognose einher. Es beeinflusst im PCa sowohl Agonisten als auch
Antagonisten der Tumorigenese. Dieses Paradoxon liefle sich durch epigenetische Inakti-
vierung der eher tumorhemmenden HOXC6-Zielgene in Karzinomen erklaren. Diese Ziel-
gene WIF1, DKK3 und CNTN1 waren tatsachlich minder exprimiert. Eine statistische Rele-
vanz bezlglich einer schlechteren Prognose ergab sich nur fir WIF1. Samtliche untersuch-
ten Gene konnten sich aufgrund ihrer funktionellen und experimentell beschriebenen
Eigenschaften nicht nur als Biomarker, optimaler Weise in Form eines Gen-Panels, son-
dern auch als moégliche Therapieziele eignen.



. Summary

Prostate cancer (PCa) is the most common neoplasia in men and is the second most
common cause of cancer death. However, not every case of illness becomes relevant for
the person concerned and needs treatment. For the treatment it is therefore important
to distinguish those in whom the cancer progresses and who thus require a stressful ther-
apy, from those who have little or no complications to expect from the cancer. Current
diagnostics cannot yet sufficiently specify either group of patients. Like almost all cancers,
PCa has numerous genetic aberrations, but also a variety of epigenetic changes, including
hypermethylation of promoters with CpG islands and consecutive expression changes.
The main objectives of this work were the identification of genes affected by promotor
hypermethylation and altered expression in PCa and their relation to clinical relevance
and prognosis. In addition, the methods that can be used for methylation analyses were
to be critically compared. In prostatic normal cells and cancer cell lines, prostate normal
tissues and cancer tissues, the transcription factor coding genes /D4 (controls stem cell
differentiation, cell cycle and migration), PITX2 (affects the development of multiple or-
gans), HOXC6 (regulates bone and prostate morphology), and its target genes WIF1, DKK3
(encode Wnt antagonists) and CNTN1 (encodes a cell adhesion protein) were investigat-
ed. We used the gold standard method of bisulfite sequencing for DNA methylation anal-
ysis, semiquantitative methylation-specific PCR (MS-PCR), quantitative MethyLight PCR,
and pyrosequencing. Real-time PCR was used for expression analysis. ID4 methylation
was found to be heterogeneous and partial in all cells, with MS-PCR and pyrosequencing
sometimes showing different results. The expression of /D4 was significantly decreased in
PCa cells and was associated with advanced tumor stage and earlier relapse - by which
mechanism exactly remains unclear so far. Thus, in tumorigenesis, lower /D4 expression
could precede hypermethylation as a result. Since /D4 hypermethylation was also detect-
ed in prostate normal tissues, a neoplastic field effect as well as general aging processes
should be discussed as its cause. PITX2 expression in PCa was highly significantly inversely
correlated with methylation of the gene, ERG expression and the occurrence of biochemi-
cal recurrence. Thus, expression also represents a very good diagnostic and prognostic
tumor biomarker for PCa. HOXC6 is overexpressed in PCa tissues and is associated with a
poorer prognosis. It affects both agonists and antagonists of tumorigenesis in PCa. This
paradox could be explained by epigenetic inactivation of the rather tumor-inhibiting
HOXC6 target genes in carcinomas. These target genes, namely WIF1, DKK3 and CNTN1,
were indeed less expressed. A statistical relevance with respect to a worse prognosis was
found only for WIF1 among the three genes. Due to their functional and experimental
attributes, all investigated genes could be suitable not only as biomarkers, optimally in
the form of a gene panel, but also as possible therapeutic targets.
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1. Einleitung

1.1 Das Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom (PCa) ist die am haufigsten vorkommende Krebsart des Mannes in
Deutschland; gleichwohl steht es bei Mannern unter den Neoplasien an zweiter Stelle der
Todesursachenstatistik (Zentrum fiir Krebsregisterdaten im Robert Koch-Institut 2017).
Davon abzugrenzen ist die benigne Prostatahyperplasie (BPH), eine Proliferation von
Epithel- und Stromazellen der Driise ohne Zellatypien (Wei et al. 2005). Obgleich die Rate
der Prostatakarzinomneuerkrankungen in den letzten drei Jahrzehnten stetig gestiegen
ist, scheint in den 2000er Jahren ein Maximum erreicht worden zu sein. Die Mortalitat
sank seit dem Jahrtausendwechsel nur leicht. Die 5-Jahres-Uberlebensrate betréigt aktuell
etwa 91 % (Zentrum flr Krebsregisterdaten im Robert Koch-Institut 2017). Das Prosta-
takarzinom tritt mit zunehmendem Alter haufiger auf; daher steigt mit der zunehmenden
Lebenserwartung die Inzidenz. Prostatakarzinome lassen sich immer friiher erkennen und
effektiver behandeln, insbesondere seit Einfliihrung des PSA-Screenings (Zentrum fir
Krebsregisterdaten im Robert Koch-Institut 2017). Das Prostata-spezifische Antigen (PSA)
ist ein von der Prostata sezerniertes Kallikrein, das bei Volumenzunahme durch eine be-
nigne Hyperplasie, bei Prostatitis und bei Prostatakarzinomen in erhéhter Konzentration
im Serum nachweisbar ist. Bei einer Sensitivitat von 90 % besitzt dieser Nachweis jedoch
eine Spezifitdt von nur 10-31 % bei Verwendung eines Serum-PSA-Werts von 3 ng/ml
(Hessels et al. 2004). Gesicherte Risikofaktoren fiir ein PCa sind Alter, Rasse, positive Fa-
milienanamnese, Erndahrung und erhohte IGF1-Konzentration; ausgeschlossene Risikofak-
toren sind hingegen sportliche Aktivitat, Vasektomie, Nikotin- und Alkoholkonsum (Gron-
berg 2003). Die Stadieneinteilung des Prostatakarzinoms geschieht in Abhdngigkeit von
lokaler und globaler Ausbreitung wie in Abbildung 1 aufgefiihrt. Es metastasiert in
Lymphknoten, Stamm-nahe Knochen (vor allem osteoblastisch), seltener Lunge, Leber
und Gehirn (Hiddemann et al. 2010).

Zum histologischen Grading wird beim Prostatakarzinom Uberwiegend der Gleason-Score
herangezogen, dessen Definition zuletzt 2014 aktualisiert wurde. Das Gleason-Muster
beschreibt den Grad der Abweichung der Drisenarchitektur vom Normalzustand in der
mikroskopischen Darstellung der Prostata von 1 bis 5 entsprechend zunehmender Dys-

morphie. Im Prostataresektat und transurethralen Biopsien addiert man die zwei haufigs-



ten Muster, in Feinnadelbiopsien das haufigste und das aggressivste Muster. Je hoher der
daraus berechnete Gleason-Grad, desto schlechter die Prognose. Vor 2014 entsprach der
Gleason-Score den zwei am haufigsten auftretenden Gewebsmustern mit anderer Zah-
lenbedeutung (Epstein et al. 2016). Die vorliegende Arbeit und die in ihr zitierten Quellen

bedienen sich noch fast ausschlieBlich der alten Skalierung.

Prostatakarzinom

lokal begrenzt lokal fortgeschritten fortgeschritten

T1 NOMO || T2 NOMO || T3 NOMO (| T4 NOMO N1-3 M1

Abb. 1: TNM-Klassifikation des Prostatakarzinoms nach (S3-Leitlinie Prostatakarzinom, 2018).

Nicht jedes Prostatakarzinom wird im Verlauf auch klinisch relevant und die Erkrankung
kann Jahrzehnte indolent verlaufen, sodass der Betroffene an einer ganzlich anderen Ur-
sache verstirbt (Johansson et al. 1989), (Bangma et al. 2007), (Albertsen 2012). Dies be-
deutet im Umkehrschluss, dass nicht jeder Erkrankungsfall per se behandlungsbedirftig
ist (Johansson et al. 1989). Diese Tatsache ist sowohl aus ethischer, klinischer wie auch
okonomischer Sicht relevant, da jegliche Therapie mit Komplikationen und Nebenwirkun-
gen assoziiert sein kann; selbst Nachsorgeuntersuchungen kénnen von Patienten bereits
als Belastung empfunden werden. Dariiber hinaus wird neuerdings 6ffentlich iber anstei-
gende Gesundheitskosten und ihre volkswirtschaftliche Relevanz diskutiert. Aus diesen
Grinden wird klinisch vermehrt die sogenannte Active Surveillance empfohlen. Diese be-
schreibt ein aktives Beobachten des PCa bis zum klinischen Progress ohne initiale kurative
Therapie. Hiervon ist die Strategie des Watch & Wait abzugrenzen, bei der in einer pallia-
tiven Situation lediglich das Auftreten von Symptomen abgewartet wird, um diese dann
zu behandeln. Die Therapieauswahl zwischen Radiotherapie, Operation, Hormon-, Che-
motherapie, Active Surveillance und Watch & Wait wird je nach Erkrankungsstadium
(Gleason-Score, PSA-Wert, TNM-Stadium), Gesundheitsstatus des Patienten und seinen
Wiinschen getroffen. Das klinische Staging stitzt sich auBer auf die PSA-Messung und

digitalrektale Untersuchung auf Sonographie, Skelettszintigraphie, Computertomographie



und Positronenemissionstomographie (S3-Leitlinie Prostatakarzinoms, 2018). Die leitlini-

engerechten Therapieoptionen sind nach Erkrankungsstadium in Tabelle 1 aufgelistet.

» Operation
Lokal begrenztes PCa > Radiotherapie
(T1-2 NO MO) >oww
> eventuell AS bei Niedrig-/ Mittelrisiko-PCa
» ADT bei Hochrisiko-PCa
Lokal fortgeschrittenes PCa >  Operation
(T3-4 NO MO) > Radiotherapie
Lymphknoten-positives PCa i CVD\;\—/
(Tx N1-3 MO0)
Fernmetastasiertes PCs » ADT mit oder ohne Docetaxel / Abirateron
(Tx Nx M1) »  Symptomkontrolle (Bisphosphonate etc.)
» Docetaxel
CRPC »  Abirateron
»  Enzalutamid

Tabelle 1: Therapiemaoglichkeiten des Prostatakarzinoms nach TNM-Stadium.

Symptomkontrolle wie Analgesie und Frakturprophylaxe wird je nach Beschwerdebild in jedem
Stadium betrieben.

Nach (S3-Leitlinie Prostatakarzinoms, 2018).

Legende: PCa Prostatakarzinom, WW Watch & Wait, AS Active Surveillance, ADT Androgendepri-
vationstherapie (chemisch / operativ), CRPC Kastrations-resistentes Prostatakarzinom

Wegen des unterschiedlichen Verlaufs von Prostatakarzinomen ist eine verlassliche Prog-
noseeinschatzung essentiell. Diese ist jedoch mittels Gleason-Score, klinischem Staging
und PSA-Verlauf nur bedingt moglich, weshalb von den klinischen Prognoseparametern
unabhangige molekulare Biomarker hilfreich waren. Eine weitere diagnostische Schwie-
rigkeit liegt darin, dass in bis zu 15 % der PCa kein PSA-Anstieg auftritt und 10-30 % der
negativen Prostatabiopsien falsch negativ sind (Mgller et al. 2017). Das letztgenannte
Problem kénnte durch Hinzunahme MRT-unterstiitzter Prostatabiopsien teilweise beho-
ben werden (Schimméoller et al. 2016).

Ein geeigneter Biomarker kennzeichnet sensitiv und spezifisch Karzinome mit schlechter
Prognose und reeller Therapieindikation. Optimaler Weise korreliert er mit der Tumorlast,
sodass auch eine Verlaufs- und Therapiekontrolle erméglicht wird. Idealerweise sollte der
Marker moglichst glinstig und wenig invasiv aus Korperflissigkeiten wie Blut oder Urin zu
gewinnen sein. Biopsien stellen demgegeniiber grundsatzlich ein invasives und somit risi-

kobehaftetes Verfahren dar (Sharma 2009).



Frihere Untersuchungen haben in diesem Zusammenhang den Androgenrezeptor (AR)
analysiert, einen wichtigen Faktor der PCa-Entwicklung, der in der normalen Prostata als
Transkriptionsfaktor die Gewebshomdostase und -differenzierung regelt. Im manifesten
Tumor wird seine Wirkungsweise umgeleitet in Richtung verstarkte Proliferation. Hierzu
tragen verschiedene Mechanismen bei, darunter die Induktion von ETS-
Transkriptionsfaktoren sowie die Beeinflussung von PI3K- und RAS-Signalwegen (Tan et al.
2015). Nach der antiandrogenen Standardtherapie (medikament6s oder operativ) kommt
es regelmaRig nach progressionsfreien Jahren zu Rezidiven mit der Charakteristik des
Kastrations-resistenten Prostatakrebs (CRPC) (Patel et al. 2014). Gleichzeitig steigt meis-
tens der PSA-Spiegel im Serum. Verschiedene Mechanismen wie Akzeptanz anderer Ago-
nisten anstelle von Testosteron, AR-Amplifikationen, verdnderte Coaktivatorenaktivitat,
unterschiedliche AR-Varianten oder adrenerge Androgenproduktion erlauben den Tumor-
zellen des CRPC die Reaktivierung sowie Aufrechterhaltung der Androgenrezeptoraktivitat
(Chandrasekar et al. 2015). Die folgende Standardtherapie ist aktuell das Chemotherapeu-
tikum Docetaxel, das zunehmend durch neue antiandrogene Wirkstoffe erganzt wird, zum
Beispiel Abirateronacetat (inhibiert tiber das CYP450-System vor allem die adrenale And-
rogensynthese) oder Enzalutamid (interferiert an diversen Angriffspunkten mit der AR-
Funktion) (S3-Leitlinie Prostatakarzinoms, 2018). Grundsatzlich gelten CRPC jedoch als

nicht mehr heilbar (Chandrasekar et al. 2015).

1.2 Genetische und epigenetische Veranderungen im Prostata-

karzinom

Im Prostatakarzinom sind - wie in anderen Krebsarten - zahlreiche genetische wie auch
epigenetische Veranderungen mit ausgepragter Heterogenitat bekannt wie im Folgenden
beschrieben (Barbieri et al. 2013). Somatische genetische Abweichungen beinhalten
Genmutationen (Punkt-, Leseraster-Mutationen, Insertion, Deletion, Duplikation), nume-
rische und - auffallend viele - strukturelle Chromosomenaberrationen. Sie kénnen die
Aktivierung von Onkogenen sowie Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen zur Folge
haben (Hiddemann et al. 2010). Viele Prostatakarzinome (25-70 %) weisen Veranderun-
gen im Phosphoinositid-3-Kinase-Signalweg auf, die mit Metastasierungsneigung verstarkt

auftreten (Barbieri et al. 2013). Das PTEN-Gen ist in zahlreichen Prostatakarzinomen mu-
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tiert oder deletiert, wobei Letzteres mit einem schlechteren Krankheitsverlauf und eher
fortgeschrittenen Karzinomen verknipft ist (Yoshimoto et al. 2008). Ein Funktionsverlust
des Transkriptionsfaktors p53 mit konsekutivem Verlust von Apoptose- und DNA-
Reparaturfahigkeiten ist in zahlreichen Krebsarten, auch hereditdr beim Li-Fraumeni-
Syndrom, bekannt. Deletionen liegen in 25-40 % und Punktmutationen in 5-40 % der PCa
vor; wiederum deutlich haufiger in metastasierten Tumoren (Barbieri et al. 2013). Wei-
terhin wird angenommen, dass RB1 haufig in CRPC inaktiviert ist und dies nicht nur die
Zellzyklusregulation, sondern auch die Androgenwirkung verdandert (Aparicio et al. 2011).
In metastasierten CRPC wurden Punktmutationen und Genamplifikationen fiir den And-
rogenrezeptor mit konsekutiver Hyperaktivitat gefunden. Da AR-Veranderungen fiir lokal
begrenzte PCa untypisch sind, wird allgemein angenommen, dass sie weniger die Kanze-
rogenese selbst bedingen, sondern erst im Laufe der Therapie entstehen und damit zur
Therapieresistenz beitragen und den Progress unterstiitzen (Chandrasekar et al. 2015).
Dagegen werden Mutationen von AR-Signalweg-Modulatoren wie FOXA1 (Abeshouse et
al. 2015) und HOXB13 (Norris et al. 2009) sowohl im metastasierten als auch im lokalen
PCa gefunden. Haufige und fiir das PCa typische Veranderungen betreffen die ETS-
Proteinfamilie; am haufigsten ist eine Genfusion zwischen TMPRSS2 und ERG. Wahrend
sich in bevolkerungsbasierten Studien unter Active Surveillance eine schlechtere Prognose
bei ETS-Genfusionen herauskristallisiert hat, erbrachten retrospektive Studien nach radi-
kaler Prostatektomie eher widerspriichliche Ergebnisse. Als ursachlich dafiir kommen
grundsatzliche Studiendesignunterschiede wie unterschiedliche Methoden der klinischen
Nachbeobachtung infrage (Tomlins et al. 2009). Deletionen des Chromatinproteingens
CHD1 im PCa scheinen chromosomale Umlagerungen nach sich zu ziehen; Mutationen
wurden in einem Subtyp von 5-10 % der PCa gefunden (Barbieri et al. 2018). Uberexpres-
sion der Histonmethyltransferase EZH2 ist mit Metastasierung und Aggressivitat des PCa
verbunden; sie wirkt in diesem Zusammenhang unter anderem als Aktivator des Andro-
genrezeptors (Fong et al. 2017). Generell sind Genkopienzahlvariationen (SCNA) mit ho-
herem Gleason—Score, Tumorstadium und schlechterer Prognose assoziiert. Bei diesen
Veranderungen scheint die zeitliche Abfolge eine besondere Rolle zu spielen (Barbieri et
al. 2013). So wurden SPOP-Mutationen und ERG-Rearrangements bereits in high grade-
PIN (HGPIN) gefunden, jedoch niemals gemeinsam in einem Tumor (Barbieri et al. 2018).

Auch bei NKX3.1-Deletionen und FOXAI1-Mutationen wird von einem frihen Auftreten



ausgegangen. Bei fortgeschrittenen Karzinomen sind vermehrt RB1, AR, TP53, CHD1 und
CDKN1B alteriert, ebenso ist dort eine vollstandige PTEN-Inaktivierung haufiger (Barbieri
et al. 2013).

Im Gegensatz zu den oben genannten genetischen Verdanderungen erlauben epigeneti-
sche Mechanismen die stabile langfristige, jedoch prinzipiell reversible Einstellung von
differenzierten Zellzustanden Uber Zellteilungen hinweg. Damit sind sie essentiell fiir die
Entwicklung von Organismen, tragen jedoch auch zu ihrer Anpassungsfahigkeit bei, indem
sie auf Umweltfaktoren wie lange Hungerperioden reagieren. Sie konvergieren auf der
Ebene des Chromatins und haben letztlich quantitative oder qualitative Anderungen der
Genexpression zur Folge (Allis 2015). Zu den epigenetischen Mechanismen zahlen Histon-
modifikationen wie Histonacetylierung, -phosphorylierung, und —methylierung, sowie die
DNA-Methylierung an der 5’-Position des Cytosins in Cytidin-phosphatidyl-Guanosin-
(CpG)-Dinukleotiden (Nelson et al. 2009). Speziell geht die verstarkte DNA-Methylierung
im Promotorbereich in der Regel mit einer kompakteren Chromatinstruktur, erschwertem
Zugang von Transkriptionsfaktoren und RNA-Polymerasen und verminderter Transkription
einher. Dieser Zusammenhang ist besonders stark bei Promotoren ausgepragt, die CpG-
Inseln enthalten, also DNA-Abschnitte mit vergleichsweise hohem Anteil an G:C-
Basenpaaren und CpG-Dinukleotiden (Antequera 2003).

Wahrend in normalen Geweben die meisten CpG-Inseln unmethyliert vorliegen, werden
in fast allen Tumorentitdten einige oder viele CpG-Inseln methyliert (Strichman-
Almashanu et al. 2002). Das Hauptaugenmerk unserer Arbeiten lag auf diesem als Hy-
permethylierung bezeichneten Phanomen. Da die Hypermethylierung von CpG-Inseln im
Wesentlichen nur in Tumoren vorkommt, eignet sie sich hervorragend fir diagnostische
Zwecke. Weitere Vorteile der Untersuchung von Hypermethylierungen liegen in der ge-
ringen Menge des benotigten Materials, der vergleichsweise hohen Stabilitat von DNA als
Molekil sowie der Stabilitdt von DNA-Methylierungen in Korperfliissigkeiten und bei Iso-
lationsprozeduren (Laird 2003). Zudem nehmen die analytischen Moglichkeiten zur Un-
tersuchung des Epigenoms quantitativ wie qualitativ stetig zu und erlauben mittlerweile
frihe, vergleichsweise glinstige und zahlreiche Untersuchungen.

Einige epigenetische Veranderungen treten bereits sehr friih wahrend der Kanzerogenese
auf, noch bevor morphologische Veranderungen mikroskopisch erkannt werden kénnen

(Damaschke et al. 2013). Beim Prostatakarzinom ist die Hypermethylierung des GSTP1-
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Gens am besten untersucht (Florl et al. 2004), welches ein Enzym zur Inaktivierung elekt-
rophiler endogener Metabolite oder Xenogene kodiert. Hypermethylierungen im CpG-
reichen Promotor dieses Gens wurden bereits in der prostatischen intraepithelialen Neo-
plasie (PIN) gefunden, was fiir eine friihe Veranderung spricht (Jeronimo et al. 2011). Die
Hypermethylierung von GSTP1 kommt in circa 90 % der Prostatakarzinome und 70 % der
PIN vor und eignet sich daher prinzipiell als Biomarker fir deren Detektion.

Analysen von mehreren hypermethylierten Genen in Kombination miteinander verbes-
sern Sensitivitdat und Sensibilitat. Beispielsweise war die Kombination hypermethylierter
Gene bestehend aus GSTP1, GRASP, TMP4, KCNC2, TBX1, ZDHHC1, CAPG, RARRES2,
SAC3D1, NKX2-1, FAM107A, SCL13A3 und FILIP1L eher in aggressiveren CRPC als anderen
PCa-Proben auffindbar (Lin et al. 2013). In einer anderen Studie war die GSTP1-
Hypermethylierung ein besserer Marker fir das Therapieansprechen von CRPC nach drei
Monaten als PSA im Serum (Blute et al. 2015).

Hypermethylierungen lassen sich durch Inhibition der DNA-Methyltransferasen (DNMT)
rickgangig machen. Dies wird experimentell genutzt, um ihre funktionelle Auswirkung auf
die Transkription genau zu untersuchen (Tierling et al. 2011). Es ergeben sich daraus wei-
terhin Moglichkeiten einer epigenetisch modulierenden Therapie mittels DNMT-
Inhibitoren (Graca et al. 2016). So ist beispielsweise Decitabine, ein Nukleosidanalogon
zur Hemmung der DNA-Methylierung, im Jahre 2006 als Therapie fiir Patienten mit mye-
lodysplastischem Syndrom zugelassen worden (Gore et al. 2006) und es sind noch weitere
DNMT-Inhibitoren in Entwicklung beziehungsweise klinischer Testung (Pan et al. 2018).
Im Speziellen gilt ein Prostatakarzinom im Stadium des CRPC als nicht mehr heilbar, so-
dass fur diese Patienten eine besondere Dringlichkeit fiir neue Therapieformen erwachst.
Eine Ubersicht zu Epigenetik-modulierenden, potentiellen Medikamenten, wie beispiels-
weise Nukleosidanaloga, ist dem Review von Marques-Magalhdes et al. (2018) zu ent-
nehmen. Danach zeigen Therapien in niedrigerer Dosis und Uber langere Zeit bessere
Wirkungs- und Nebenwirkungsprofile bei urologischen Tumoren sowie in Kombination
mit Chemotherapeutika oder ADT beim PCa im Besonderen (Marques-Magalhdes et al.
2018).

DNA-Methylierungsanderungen korrelieren im Vergleich zu anderen genetischen Altera-
tionen wie Punktmutationen oder numerischen Chromosomen-Aberrationen am starks-

ten mit der Krankheitsprognose (Fraser et al. 2017). So soll die Hypermethylierung be-
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stimmter Gene wie die des Tumorsuppressors und Wnt-Signalwegregulators APC mit ei-
ner besonders schlechten PCa-Prognose assoziiert sein (Henrique et al. 2007). Ein beson-
ders wichtiges Kandidatengen zur Prognoseabschatzung ist PITX2 (s. Kapitel 1.3.2).

Mehrere kommerzielle Unternehmen arbeiten an der Entwicklung prognostischer Tests,
die auf diesem Prinzip basieren. Da bisher kein Test klinisch implementiert worden ist,
bleibt die Suche nach weiteren Kandidatengenen sinnvoll, um jene herauszufiltern, deren
Hypermethylierung mit schlechterer Prognose in behandlungswiirdigen Prostatakarzino-
men einhergeht. Dementsprechend kdnnten sich spezifische Therapieplane und zuverlas-

sigere Prognosen erstellen lassen.

1.3 Untersuchte Zelllinien

LNCaP-Zellen wurden 1977 aus einer linksseitigen supraklavikularen Lymphknotenmeta-
stase eines 50 Jahre alten PCa-Patienten gewonnen. |hr Wachstum ist stark Androgen-
abhéangig (Horoszewicz et al. 1983). Die MDA-PCa-2b-Linie ist in geringerem Malte Andro-
gen-sensibel. Sie entstammt einer Knochenmetastase eines 63-jahrigen Mannes (Navone
et al. 1997). Die Zelllinie 22Rv1 wurde aus dem CWR22 Xenograft herangezogen, bei dem
primdre Prostatakarzinomzellen in Nacktmause transplantiert und diese spater kastriert
worden waren. Sie exprimiert PSA und reagiert moderat auf Androgenstimulation (Sram-
koski et al. 1999).

Die epitheloide Linie Dul45 wurde 1975 aus einer zentralnervésen PCa-Metastase eines
69-jahrigen Patienten isoliert. Sie sezerniert kein PSA und spricht nicht auf Androgene an
(Stone et al. 1978). Die epitheliale Zelllinie PC-3 verfligt ebenfalls Gber keine Androgen-
sensibilitat. Sie wurde post mortem aus einer Knochenmarkmetastase eines gering diffe-
renzierten Ade-nokarzinoms angelegt. Der 62 Jahre alte Patient war zuvor mit einer anti-
androgenen Therapie behandelt worden (Kaighn et al. 1979).

Als Kontrolle flir normale Prostataepithelzellen diente eine kduflich erworbene Primarkul-
tur, die als PrEC (Prostate Epithelial Cells) bezeichnet wird (Sobel et al. 2006).

Als weitere Kontrolle wurde z. T. die gut charakterisierte Harnblasenkarzinomzelllinie
HT1376 herangezogen. Sie wurde aus einem hochgradigen Urothelkarzinom einer 58-

jahrigen Patientin angelegt (Rasheed et al. 1977).



Alle verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 2 aufgelistet. Die Verfahren zur Kultivierung
und Behandlung der Zellen sind in den Methodenteilen der aufgefiihrten Publikationen
beschrieben (Vinarskaja et al. 2011; Vinarskaja et al. 2012; Vinarskaja et al. 2013).

Ein positives Ethikvotum (Studiennr. 2114), am 13.01.2003 eingereicht von Prof. Wolf-

gang Schulz, liegt vor.

Androgen-

. PSA-Expression AR-Expression Ursprung
sensitivitat

ZNS-Metastase
Dul45 Nein Nein Nein WeiBer, 69 J., Prostata-
Adeno-CA, LL

LWS-Metastase
PC-3 Nein Nein Nein WeiRer, 62 J. nach anti-
androgener Therapie
Lymphknoten
LNCaP Ja Ja Ja (Feinnadelaspiration)
WeiRer, 50 J.

Knochenmetastase
Afroamerikaner, 63 J.,
Progress trotz hormo-

neller Kastration

CWR22-Xenograft aus
22Rv1 Ja Ja Ja ossar metastasiertem
PCa, Gleason-Score 9

MDA-PCA-2b Ja Ja Ja

PrEC Nein Nein Nein WeiRer, 14 J., ohne CA

Tabelle 2: Charakterisierung und Ursprung der verwendeten Prostata-Zelllinien.

Nach (Sobel, Sadar 2005a, 2005b; Sobel et al. 2006).

Legende: AR Androgenrezeptor, CA Karzinom, LL lymphatische Leukdmie, LWS Lendenwirbelsau-
le, J. Jahre PCa Prostatakarzinom

1.4 Untersuchte Gene

1.4.1 ID4 (Inhibitor of Differentiation / Inhibitor of DNA binding)

Beim Menschen sind vier Mitglieder der ID-Familie identifiziert: ID1-4. Sie fungieren als
Transkriptionsfaktoren ohne eigene DNA-Bindungsstelle, indem sie mit Helix-Loop-Helix-
Proteinen dimerisieren und diese an der DNA-Bindung hindern (Carey et al. 2009).
Dadurch kontrollieren sie unter anderem den Differenzierungszeitpunkt von Stammzel-
len, den Zellzyklus und die Zellmigration (Lasorella et al. 2001). Innerhalb der ID-Familie

ist ID4 das bisher am wenigsten untersuchte Mitglied. Die meisten Tumorarten weisen
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eine erhohte Expression von einem oder mehreren ID-Proteinen auf, was besonders mit
Invasivitat, Differenzierungsstopp und Angiogenese einhergeht (Lasorella et al. 2001).
Dieser Zusammenhang gilt fir /D4 bei vielen Karzinomen nicht oder gar umgekehrt; z.B.
ist eine Verminderung der ID4-Expression im Kolonkarzinom mit einer schlechteren Prog-
nose verbunden (Ruzinova et al. 2003).

Im Prostatakarzinom wurde zwar ein Zusammenhang zwischen ID4-Uberexpression und
Metastasierung beschrieben (Yuen et al. 2006). In der Prostatakarzinom-Zelllinie Du145
wird 1D4 jedoch kaum exprimiert und das Gen ist hypermethyliert. Seine Reexpression in
Dul45-Zellen fihrte zu Zellzyklusarrest und Apoptose. Dies legt eine Funktion als Tumor-
suppressor nahe (Carey et al. 2009). Nach neuesten Daten wird ID4 durch Promotorme-
thylierung mit steigendem Tumorstadium immer weniger exprimiert. Es ist einer der zahl-
reichen bekannten Cofaktoren des Androgenrezeptors und fordert seine tumorhemmen-
den Eigenschaften. Ein ID4-Verlust verstarkt umgekehrt die tumorférdernden Eigenschaf-
ten des AR direkt wie auch indirekt tGber Beeinflussung von AR-Zielgenen wie z.B. Steige-
rung der Expression von FKBP51. Durch eine ID4-Uberexpression konnte in normaler-
weise AR-negativen PC-3-Zellen die AR-Expression induziert werden und dies flhrte wie-
derum zu deutlich kleineren Tumormassen in Xenograft-Modellen (Komaragiri et al.
2016).

Wir haben bereits vor dieser funktionell orientierten Publikation die Expression von 1D4-
MRNA und seine Promotor-DNA-Methylierung sowie ihr Verhaltnis zueinander in Prosta-
takarzinomgeweben und —zelllinien untersucht; auch die Assoziation zu Prognose und

histopathologischen Parametern wurde betrachtet.

1.4.2 PITX2 (Paired-like Homeodomain 2)

PITX2 kodiert einen Transkriptionsfaktor und gehoért zu den Homeobox-Genen. Es beein-
flusst die Entwicklung vieler Organsysteme wie Herz, Kreislauf, Augen, Muskeln und Hy-
pophyse unter dem Einfluss und als Modulator des Wnt/B-Catenin-Signalwegs (Kioussi et
al. 2002). PITX2 reguliert unter anderem die AR- und IGF1-Rezeptoren (Blute et al. 2015).
In einigen Karzinomen ist der PITX2-Promotor hypermethyliert, was mit einer schlechte-
ren Prognose assoziiert ist. Dies trifft neben dem Prostatakarzinom (Weiss et al. 2009)
auch auf das Mammakarzinom (Harbeck et al. 2008) zu. Somit ergeben sich nicht nur fur

das Prostatakarzinom weitreichende prognostische Moéglichkeiten.
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1.4.3 HOXC6 (Homeobox C6)

Homeobox-Gene (HOX) gibt es in allen bilateralen Lebewesen; sie gliedern vor allem ihren
Aufbau entlang der axialen Achse. Der Mensch besitzt 39 HOX-Gene, die jeweils in Grup-
pen (Clustern) als HOX A, B, C und D auf den Chromosomen 2, 7, 12 und 17 angeordnet
sind (Ramachandran et al. 2005). Sie codieren fiir Transkriptionsfaktoren, die im Laufe
von Zelldifferenzierung und Gewebeentwicklung wirken, indem sie spezifische Zielgene
aktivieren oder reprimieren (Veraksa et al. 2000). In Tumoren sind HOX-Gene haufig fehl-
exprimiert. So fiel HOXC6 in einigen Karzinomarten von Prostata, Lunge, Darm, Brust und
Blut auf.

In der normalen Prostata werden Gene der HOX A- und B-Cluster exprimiert, HOX C und D
jedoch nur in kanzerésem Gewebe (Miller et al. 2003). HOXC6 wird vor allem in Prosta-
takarzinomen mit Lymphknotenmetastasen deutlich tiberexprimiert, so auch in der Zellli-
nie LNCaP. Die Expression korreliert mit einem hdheren Gleason-Score (Bibikova et al.
2007). Physiologisch reguliert HOXC6 direkt und indirekt die Branching-Morphogenese
der Prostata sowie die Knochenentwicklung. Dies ist besonders bemerkenswert, da beim
Prostatakarzinom Knochenmetastasen die haufigste Disseminationsart darstellen. AuRer-
dem beeinflusst HOXC6 indirekt Notch- und Wnt-Signalwege Uber die Induktion anderer
Proteine wie BMP7 und FGFR2. Uberraschenderweise sind jedoch etwa die Hilfte der von
HOXC6 in der normalen Prostataentwicklung hochregulierten Gene im Prostatakarzinom
herabreguliert. Darunter fallen die von uns Uberpriiften Zielgene CNTN1, WIF1 und DKK3
(McCabe et al. 2008). In LNCaP-Zellen konnte durch Verminderung der HOXC6-Expression
mittels siRNA die Apoptose ausgeldst werden. Durch Wiederinduktion der HOXC6-
Expression lieR sich dieser Effekt wieder riickgangig machen. Wir haben daher die These
aufgestellt, dass HOXC6 Onko- und Tumorsuppressorgene gleichermaRen beeinflusst,
jedoch letztere insbesondere auf epigenetischer Ebene durch Hypermethylierung in

Krebszellen auBer Funktion gesetzt werden (Ramachandran et al. 2005).

1.4.4 WIF1 (Wnt Inhibitory Factor 1)

Whnt-Gene codieren fir Wachstumsfaktoren, die besonders bei Stammzellen elementare
Zellfunktionen wie Proliferation, Motilitdat und Apoptose regulieren. Storungen von Wnt-
Signalwegen sind ein wesentlicher Faktor in der Karzinogenese verschiedener Gewebe

(Willert et al. 2012). WIF1 ist ein Wnt-Antagonist, der die Aktivierung von Frizzled-

11



Rezeptoren im Wnt-Signalweg verhindert (Cruciat et al. 2013). WIF1 agiert jedoch auch
Androgen-abhangig in der embryonalen Prostataentwicklung (Schaeffer et al. 2008). Die
WIF1-Expression ist in Mamma-, Prostata-, Lungen- und Harnblasenkarzinomen herabre-
guliert (Wissmann et al. 2003). Das Gen wird in vielen Prostatakarzinomgeweben und den
meisten Ublichen PCa-Zelllinien, mit Ausnahme von 22Rv1, minderexprimiert. Dies wird
auf DNA-Hypermethylierung zurlickgefiihrt, da die verminderte Expression durch Behand-
lung von PC-3-Zellen mit einem DNMT-Inhibitor aufgehoben werden konnte; im Xeno-
graftmodell fiihrte dies zur Abnahme von Invasivitdt, Migration und Tumorwachstum (Yee

et al. 2010). Somit kommt WIF1 als Tumorsuppressor infrage.

1.4.5 DKK3 (Dickkopf Homolog 3)

Die DKK-Glykoproteinfamilie gehort zu den am besten untersuchten Wnt-Antagonisten.
Wahrend DKK1, -2 und -4 den Wnt-Signalweg liber Lipoprotein Receptor-related Protein
(LPR) antagonisieren, agiert DKK3 tber TGF-B (Cruciat et al. 2013). In LNCaP- und PC-3-
Zellen ist der Promotor von DKK3 im Gegensatz zu Prostatanormalgewebe hypermethyl-
iert (Lodygin et al. 2005). Die Expression in BPH-Zellen und hohergradigen Prostatatumo-
ren ist reduziert beziehungsweise nur noch in deren BlutgefaBen vorhanden (Zenzmaier
et al. 2008). DKK3 wird ubiquitar in allen normalen Zellen exprimiert, jedoch signifikant
geringer in diversen Krebszellen, darunter Prostatakarzinomzellen. Dartber hinaus wird
eine indirekte Beeinflussung des Androgenrezeptor-Signalwegs diskutiert. Eine experi-
mentelle Uberexpression in PCa-Zellen fiihrt zu vermehrter Apoptose (Ochiai et al. 2016).
DKK3 scheint insgesamt die Apoptose zu férdern und das Metastasierungspotential von

Tumorzellen zu hemmen (Kawauchi et al. 2012).

1.4.6 CNTN1 (Contactin 1)

Contactin 1 reguliert physiologisch Zell-Zell- und Zell-Substrat-Adhdsionen von Axonen
und Gliazellen (Falk et al. 2002). Adhasionsmolekile sind oftmals bei der Tumormetasta-
sierung bedeutsam. Ein CNTNI1-Knockdown inhibiert die Metastasierungsfahigkeit von
nicht-kleinzelligen Lungentumoren mit konsekutiver Lebensverlangerung in Mausen (Su
et al. 2006) sowie die E-Cadherin-Expression (Yan et al. 2013). Fiir das PCa ist eine Assozi-
ation von CNTN1-Expression mit lymphogener und ossdarer Metastasierung und damit

einhergehender Prognoseverschlechterung kiirzlich publiziert worden (Yan et al. 2016).
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1.5 DNA- und RNA-Analysemethoden

Wir verwendeten verschiedene Methoden zur Analyse der DNA-Methylierung und mRNA-
Expression. Zur Etablierung und Plausibilitatsprifung der Techniken zur Expressions- und
DNA-Methylierungsmessung wurden in der Regel die in Tabelle 2 aufgeflihrten Prosta-
takarzinomzelllinien verwendet.

Alle verwendeten Techniken fiir die Analyse der DNA-Methylierung basieren auf einer
Bisulfitbehandlung, der alle DNA-Proben unterzogen wurden. Dabei werden Cytosine zu
Uracilen umgewandelt; Methylcytosin bleibt unverandert (Clark et al. 1994). Zur Analyse
wird die behandelte DNA danach mit Primern amplifiziert, die unabhangig vom Methylie-
rungsstatus (Bisulfit-, Pyrosequenzierung) respektive abhdngig vom Methylierungsstatus
(MethyLight-, Methylierungs-spezifische PCR) ein Produkt ergeben.

Methoden zur Probenvorbereitung und weiteren Analytik wurden in den Methodenteilen
der veroffentlichten Arbeiten beschrieben (Vinarskaja et al. 2011; Vinarskaja et al. 2012;
Vinarskaja et al. 2013).

1.5.1 Bisulfitsequenzierung

Die Bisulfitsequenzierung bietet die Moéglichkeit, in einem ausgewahlten Bereich von bis
zu mehreren hundert Basenpaaren die Methylierung jeder einzelnen CpG-Stelle nachzu-
weisen. Nach Amplifikation der Bisulfit-behandelten Gensequenz wird das Produkt in ein
Plasmid ligiert und in Escherichia coli-Bakterien kloniert. Aus mehreren einzelnen Bakte-
rienklonen werden Plasmide isoliert und per Restriktionsverdau und Gelelektrophorese
auf erfolgreiche Klonierung tUberprift. Dann wird die Sequenz des klonierten Amplifikats
mit Standard-Sanger-Sequenzierung bestimmt. Durch die Auflistung einzelner Basen las-
sen sich so insbesondere heterogene Methylierungsmuster darstellen (Clark et al. 1994).
Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist, dass auch mit geringen DNA-Mengen brauchbare
Ergebnisse erzielt werden. Neben zeitlichem und logistischem Aufwand sind jedoch die
Kosten erheblich, sodass nur eine begrenzte Probenanzahl untersucht werden kann (Clark

et al. 2006).

1.5.2 Die Methylierungs-spezifische PCR (MS-PCR)

Die Methylierungs-spezifische PCR (MS-PCR) ist eine elegante und einfache Methode zur

DNA-Methylierungsanalyse. Dabei wird Bisulfit-behandelte DNA mit zwei Paaren speazifi-
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scher Primer fiir die zu untersuchende Sequenz verwendet. Es werden zwei Ansdtze mit
jeweils einem Primerpaar hergestellt, das spezifisch an die methylierte beziehungsweise
unmethylierte Sequenz nach Bisulfitkonversion bindet (Herman et al. 1996). In der fol-
genden Gelelektrophorese wird je nach Methylierungszustand entweder das methylierte
oder unmethylierte Produkt sichtbar wie in Abbildung 2 exemplarisch dargestellt. Diese
semiquantitative Methode ist kosten- und zeiteffektiv und bendétigt keine speziellen Gera-
te. Somit ist die Analyse vergleichsweise vieler Proben moglich. Auch bei geringer Pro-
benmenge ldsst sich eine zufriedenstellende Sensitivitat erzielen. Bei inkompletter DNA-
Bisulfitumwandlung kann sie jedoch zu falsch positiven Resultaten fiihren. Ebenso ist auf
ein spezifisches Primerdesign zur Pravention von Mispriming besonders zu achten (Clark

et al. 2006).

LNCaP PTub2 PTu175 PN88 PN77

Abb. 2: Produkte nach Bisulfitbehandlung und MS-PCR des Gens /D4 in Blut-Leukozyten (BT), PCa-
Karzinomzelllinien PC-3 und LNCaP, PCa-Geweben (PTu) und Prostatanormalgewebe (PN). Der
linke mit * markierte Bereich entspricht methylierten, der rechte unmethylierten Sequenzen.
Beispiel: In PTul75 ist die ID4-Methylierung moderat, in PN88 gar nicht vorhanden.

1.5.3 Die MethyLight-PCR

Die MethyLight-PCR ist eine quantitative Variante der MS-PCR. Die Primer setzen im Ge-
gensatz zur MS-PCR aulerhalb der zu untersuchenden CpG-Stellen an. Die Unterschei-
dung zwischen methylierter und unmethylierter Sequenz wird durch verschieden fluores-
zenzmarkierte Sonden (zum Beispiel FAM™- und VIC®-markiert) getroffen. Abhangig von
der Sequenz nach Bisulfitbehandlung bindet entweder ein FAM™-markiertes Nukleotid an
methylierte oder ein VIC®-markiertes Nukleotid an unmethylierte CpG-Stellen. Sobald die
DNA-Polymerase wahrend der Elongation auf die Zielsequenz trifft, werden die fluoreszie-
renden Nukleotide freigesetzt. Dies wird in der Real time-PCR quantitativ gemessen. Der
Arbeitsaufwand ist trotz quantitativer Auswertung vergleichsweise gering. Alternativ kon-
nen auch entsprechend markierte Primer eingesetzt werden, die nur bei methylierten
CpG-Stellen binden und somit eine semiquantitative Analyse erlauben, da die Anzahl der

unmethylierten Stellen ungewiss bleibt (Eads et al. 2000).
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1.5.4 Bisulfit-Pyrosequenzierung

Diese Form der Pyrosequenzierung bedient sich ebenfalls Bisulfit-behandelter DNA, die
wie fir eine Bisulfitsequenzierung amplifiziert wird. Jedoch werden dabei der Sequenzier-
reaktion sukzessiv Desoxynukleotidphosphate zugesetzt, welche der zu erwartenden Se-
guenz mit ihren Varianten entsprechen. Wird ein dNTP erfolgreich eingebaut, wird Pyro-
phosphat frei, das zu ATP umgewandelt wird und Uber das Enzym Luciferase ein Lichtsig-
nal liefert. Nicht passende dNTPs liefern kein Signal und werden weggewaschen. Auf die-
se Weise kann der Methylierungsgrad fiir eine kurze Sequenz mit bis zu hundert Basen-

paaren quantitativ erfasst werden (Tost et al. 2007).

1.5.5 Real time-PCR-gestltzte Analysen

Hinweise auf DNA-Methylierung eines Promotors lassen sich auch durch Behandlung mit
Methylierungsinhibitoren wie 5‘-Aza-2‘-Desoxycytidin (Medikamentenname: Decitabin)
gewinnen. Durch 5-Aza-2‘-Desoxycytidin wird die Expressions-inhibierende Wirkung der
Methylierung aufgehoben. Das Nukleosid wird an Stelle von Cytosin in die DNA eingebaut,
bindet irreversibel an die DNA-Methyltransferase, hemmt sie und fiihrt zu ihrer Degrada-
tion (Stresemann et al. 2008). Der HDAC-Inhibitor Suberanilohydroxaminsdure (SAHA,
Medikamentenname: Vorinostat) kann die Wirkung von 5‘-Aza-2‘-Desoxycytidin auf die
Expression durch Dekondensation von Histonen verstarken (Marks 2007). Nach Behand-
lung von Zellen mit diesen beiden Substanzen kann via Real time-PCR Uberprift werden,
ob die Expression eines Gens ansteigt. Ist dies der Fall, weist es auf funktionell relevante

Promotormethylierungen beziehungsweise Histondeacetylierungen hin.
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2. Ziele der Arbeit

Die drei Hauptziele der vorliegenden Arbeit waren folgende Untersuchungen: Erstens
sollte Uberprift werden, ob und wie haufig DNA-Methylierungsverdanderungen der oben
(Abschnitt 1.3) dargestellten Gene im Prostatakarzinom vorkommen. Zweitens sollte die
Beziehung dieser Methylierungsanderungen zu klinischen Parametern untersucht wer-
den, um ihre klinische Relevanz bzgl. Prognosevorhersagen, Therapieindikationen und
—moglichkeiten zu evaluieren. Drittens sollte der Bezug dieser Methylierungsveranderun-
gen zu anderen bereits in der eigenen Probenserie gemessenen Veranderungen der DNA-
Methylierung und der Genexpression bestimmt werden. Dies geschah auch im Sinne einer
Qualitatssicherung und Optimierung der eigenen Probenserie, Labormaterialien und
—standards mittels regelmaliger (Re-) Evaluation. Die wesentlichen Ergebnisse dieser Un-
tersuchungen sind in drei Publikationen (s. Kapitel 3) zusammengefasst.

In der ersten Arbeit (Vinarskaja et al. 2012) untersuchten wir erstmals Expression (via RT-
PCR) und Methylierungsstatus (mittels MS-PCR, Pyrosequencing und Bisulfit-
Sequenzierung) des potentiellen Tumorsuppressorgens /D4 im PCa mit dem Ziel, Zusam-
menhange zwischen Methylierung und Transkription, deren klinischer Relevanz und Un-
terschiede zwischen Normal- und Krebsgeweben aufzuzeigen sowie die genannten Me-
thoden miteinander zu vergleichen.

Die zweite Veroffentlichung (Vinarskaja et al. 2013) beschaftigte sich mit Korrelationen
von PITX2-Hypermethylierung und dessen Minderexpression, klinischer Prognosever-
schlechterung und der Expression des Protoonkogens ERG. Hierzu bedienten wir uns der
gRT-PCR zur Expressionsanalyse und der MS-PCR zur Methylierungsanalyse.

In der dritten Publikation (Vinarskaja et al. 2011) befassten wir uns mit den Zusammen-
hangen von HOXC6 und seinen wahrscheinlich tumorsuppressiven Zielgenen CNTN1,
DKK3 und WIF1 im PCa auf Methylierungs- und Transkriptionsebene. Damit sollte die

Moglichkeit einer Regulation durch Hypermethylierung eruiert werden.

16



3. Publizierte Originalarbeiten

3.1 ID4 Is Frequently Downregulated and Partially Hypermethylat-
ed in Prostate Cancer. Vinarskaja, Anna; Goering, Wolfgang; In-
genwerth, Marc; Schulz, Wolfgang A. World Journal of Urology. 3.
319-325. 2012.

17



3.2 Association of PITX2 mRNA Down-Regulation in Prostate Cancer
with Promoter Hypermethylation and Poor Prognosis. Vinarskaja,
Anna; Schulz, Wolfgang A.; Ingenwerth, Marc; Hader, Christiane;
Arsov, Christian. Urologic Oncology. 5. 622—-627. 2013.

18



3.3 DNA Methylation and the HOXC6 Paradox in Prostate Cancer.
Vinarskaja, Anna; Yamanaka, Masanori; Ingenwerth, Marc; Schulz,

Wolfgang A. Cancers. 4. 3714-3725. 2011.

19



4. Diskussion

4.1 ID4

Aus unseren Untersuchungen geht malRgeblich hervor, dass ID4 in Prostatakarzinomge-
weben im Vergleich zu Prostatanormalgeweben vermindert exprimiert wird. Verminderte
ID4- mRNA-Expression war mit schlechterer klinischer Prognose, erhohtem Gleason-Score
(>7), tendenziell mit hoherem pT-Stadium (>pT2), Lymphknotenmetastasierung sowie
friherem und haufigerem biochemischen Rezidiv assoziiert (Vinarskaja et al. 2012). Yuen
et al. (2006) konnten ebenfalls eine Assoziation von verminderter ID4-mRNA mit hoherem
Gleason-Score nachweisen (Yuen et al. 2006). Andere Autoren haben gezeigt, dass ID4
neoplastische Eigenschaften von PCa-Zelllinien zu antagonisieren vermag (Carey et al.
2009). Die wenig differenzierten Prostatakarzinomzelllinien Du145 und PC-3 exprimierten
ID4 kaum oder nicht nachweisbar. Die Expression konnte jedoch durch Behandlung mit 5°-
Aza-2'-Desoxycytidin wieder hergestellt werden. Einen ahnlichen, aber schwacher ausge-
pragten Effekt hatte diese Behandlung bei den ohnehin starker ID4 exprimierenden And-
rogen-sensitiven Zelllinien LNCaP und 22Rv1 (Vinarskaja et al. 2012). Dies entspricht vo-
rangegangenen Untersuchungen der ID-Gene (Asirvatham et al. 2006). Unsere MS-PCR-
Analyse ergab starke Promotorhypermethylierungen in Du145 und PC-3 und schwachere
in LNCaP. Mit dieser Methode wurden 38 % der Tumorgewebe als hypermethyliert be-
wertet; doch wiesen auch 50 % der Normalgewebe eine schwache Methylierung auf. Die-
se Ergebnisse deuteten auf eine ausgepragte Heterogenitat der DNA-Methylierung hin.
Diese untersuchten wir daher mit weiteren, praziseren Techniken zunachst in ausgewahl-
ten Tumor- und Normalgeweben, Zelllinien sowie Leukozyten mittels Bisulfitsequenzie-
rung. Die starke Heterogenitat wurde dabei bestatigt. Daher wurde die Analyse der Pro-
ben zusatzlich mit Pyrosequenzierung wiederholt; der hierbei untersuchte Genabschnitt
umfasste acht CpG-Stellen. Interessanterweise waren die ersten fiinf CpG-Stellen davon
in samtlichen Proben schwacher methyliert als die letzten drei. Tumore zeigten im Durch-
schnitt 9 % (2,7-52 %) Methylierung und Normalgewebe 7,7 % (5,4-10 %). Die mRNA-
Expression war bei besonders stark beziehungsweise schwach methylierten Proben be-
sonders niedrig beziehungsweise hoch. Insgesamt konnte jedoch kein signifikanter Zu-
sammenhang zwischen DNA-Methylierung und Expression festgestellt werden (Vinarskaja

et al. 2012). Verglichen mit den Normalgeweben sahen wir in den Tumoren haufiger eine
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Minderexpression als eine Hypermethylierung. Die Hypermethylierung kénnte demnach
in der Tumorigenese der verminderten Expression folgen, im Einklang mit mechanisti-
schen Vorstellungen zur Induktion von DNA-Hypermethylierung in Folge von Transkripti-
onsrepression durch Chromatinregulatoren wie Polycomb-Komplexen (McCabe et al.
2009).

Die Ursache der verminderten ID4-Expression im Prostatakarzinom ist unbekannt. Eine
direkte ID4-Genmutation ist bisher noch nicht nachgewiesen worden, sodass die Veran-
derungen auf der regulatorischen Ebene stattfinden muissten. Beispielsweise beeinflussen
der Wachstumsfaktor BMP4 und der Polycombfaktor EZH2 die 1D4-Biosynthese (Patel et
al. 2015). EZH2 kann an manchen Genen wahrend der Tumorgenese die DNA-
Methylierung durch DNMTs auslosen (Viré et al. 2006).

ID4 wird im Gegensatz zu ID1-3 gewebespezifischer exprimiert, das heiRt lediglich in Ge-
hirn-, Schilddriisen-, Pankreas-, Brust-, Prostata-, Hoden-, Fettzellen und Osteoblasten
und erfillt eine Gewebs-, Krebs- und Stadien-abhdngige Funktion (Patel et al. 2015) - zum
Beispiel im Sinne einer Tumorpromotion in Mamma- und Ovarialkarzinomen lGber BRCA1-
Inhibition (Welcsh et al. 2002). Bis zu 80 % von ID4-Knockout-Mausen Uberleben nicht bis
ins Erwachsenenalter, weisen Anomalien von Gehirn (Bedford et al. 2005), Osteoporose
(Tokuzawa et al. 2010), kleinere Prostatadriisen mit geringerem Branching und vermin-
derter Zelldifferenzierung auf (Sharma et al. 2013). Ein gehaduftes Auftreten von PIN
spricht fir eine frihe Tumorinitiation. ID4 kann in normalen Zellen den Zellzyklus arretie-
ren und fordert die Zelldifferenzierung, beeinflusst unter anderem die p38 MAPK- und
Notch-Signalwege (Carey et al. 2009). Durch ID4-Einschleusung konnten in der AR-
negativen Zelllinie Dul45 Androgenrezeptor-Reexpression und PSA-Produktion induziert
werden. Uber Regulation Androgen-abhingiger Organentwicklung ohne direkte Kontrolle
von Androgenrezeptorexpression oder —translokation bietet sich Gber diesen Zusammen-
hang eine mogliche Therapieoption Hormon-abhangiger Krebsarten an (Patel et al. 2015).
ID4 reguliert den Androgenrezeptor offenbar indirekt Gber FKBP52. Ein ID4-Knockdown
flhrt auf diesem Weg zu gesteigerter Tumorigenitat in vitro und in vivo und stellt somit
einen moglichen, vom Hormonmilieu unabhangigen Therapieansatz fir das CRPC dar. Die
genaue Wirkweise von 1D4 auf AR und FKBP52 ist jedoch aktuell noch unklar (Joshi et al.
2016). Durch epigenetisches ID4-Silencing entsteht offenbar ein CRPC-dhnlicher Phano-

typ, in dem steroidogene Enzyme wie CYP17A1 U(berexprimiert werden. Bei ID4-
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Knockdown kommt es entsprechend zur de novo Steroidsynthese innerhalb des Tumors
und einer erhdhten PSA-Synthese (Patel et al. 2014). Fiir solche Tumore wird besonders
ein Therapieansatz mit Abirateronacetat als geeignet angesehen. Dies ist ein Androgen-
synthese-Inhibitor, der sowohl das progressionsfreie als auch das Gesamtiiberleben bei
Chemotherapie-naivem, metastasierten CRPC nachweislich verlangert (Ryan et al. 2013).
In diesem Sinne ware die ID4-Expression als moglicher pradiktiver Biomarker zu diskutie-
ren.

Der Verlust der ID4-Expression im PCa ist assoziiert mit Proliferationssteigerung (gemes-
sen per Ki-67) und Differenzierungshemmung tUber das Homeoboxgen NKX3.1 (Sharma et
al. 2013). ID4 scheint Gber die Homeobox- und Forkhead-Transkriptionsfaktoren die Pros-
tataentwicklung in Abhangigkeit von Wnt-, BMP- und TGFB-Signalmolekilen zu beeinflus-
sen (Prins et al. 2008). NKX3.1 wird in Prostatazellen Androgen-abhangig und in /D4-
Knockout-Mausen gar nicht exprimiert, was zu Prostataepithelhyperplasien und
—dysplasien sowie oft zu PIN fiihrt. Interessanterweise ahneln diese Zellen solchen mit
einem AR-Knockout-Phanotyp (Sharma et al. 2013). Ferner korreliert in unseren Untersu-
chungen die ID4-Expression invers mit der von HOXC6 (Vinarskaja et al. 2011), was die
Frage aufwirft, ob ID4 ein bislang unbekanntes Zielgen von HOXC6 darstellt.

Der Progress ins CRPC ist insgesamt mit vermehrter DNA-Hypermethylierung assoziiert,
wobei insbesondere die AR-Methylierung haufiger als im Prostatanormalgewebe vor-
kommt. Die Akkumulation hypermethylierter Gene unter Androgendeprivation erhoht
also die Wahrscheinlichkeit eines CRPC (Angulo et al. 2016). Die Arbeitsgruppe um Ko-
rang-Yeboah stellte ID4-negative LNCaP-Zellen mit AR-Aktivitat und héherer Tumorigeni-
tat her, die CRPC-Zellen dhneln. Das Einbringen von rekombinantem /D4 in ,nano-
carriern” in diese Zellen flihrte zu Apoptose, Proliferations- und Koloniebildungshemmung
sowie Hemmung des Tumorwachstums im Xenograft. Mogliche zugrundeliegende Me-
chanismen beinhalten epigenetische Veranderungen, AR-Koregulatoren und andere Sig-
nalwege (Korang-Yeboah et al. 2016). Die Erstlinientherapie bei fortgeschrittenem und
symptomatischen CRPC ist unter anderem Docetaxel-basiert (S3-Leitlinie Prostatakarzi-
noms, 2018), fiihrt jedoch unweigerlich zu einer Resistenz im Verlauf, sodass optimierte
Alternativtherapien noétig sind. 1D4 steigert die Empfindlichkeit der Krebszellen gegeniliber

Docetaxel und Doxorubicin (Korang-Yeboah et al. 2016) und fordert die Seneszenz in
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Dul45-Zellen unabhdngig von den lblichen Seneszenzfaktoren wie p16, p53 oder pRB1
(Carey et al. 2013).

In unseren Untersuchungen war die Heterogenitat der /ID4-Methylierung in malignen wie
auch benignen Geweben ausgepragt. Die Ergebnisse der MS-PCR entsprachen daher den
Ergebnissen aus Pyro- und Bisulfitsequenzierung nur bei den jeweils besonders stark und
schwach methylierten Proben (Vinarskaja et al. 2012). Nur wenige Arbeiten zur DNA-
Hypermethylierung im Prostatakarzinom verwendeten derartige quantitative Verfahren,
weswegen sich die Frage stellt, ob die Heterogenitat flr /D4 spezifisch ist. Bei der CLL
(chronisch lymphatische Leukdmie) wurden zum Beispiel 40 % Promotormethylierungen
mit heterogenem Muster gefunden (Chen et al. 2011). Da in unseren Pyrosequenzierun-
gen die CpG-Stellen 1-5 schwacher methyliert waren als 6-8, ist offenbar sogar die Primer-
lokalisation flir die Testergebnisse relevant und stellt eine mogliche Erklarung fur die
oben genannten heterogenen Ergebnisse dar (Vinarskaja et al. 2012). Ebenfalls diskon-
kordante und heterogene Methylierungsgrade fir den GSTP1-Promotor im Mammakarzi-
nom wurden 2015 beschrieben, wobei verschiedene Analysemethoden wie MethylLight
und MS-PCR verglichen wurden (Alnaes et al. 2015). In jedem Fall scheint es empfehlens-
wert, fiir die Untersuchung der DNA-Methylierung von Genen wie /D4 quantitative Me-
thoden anzuwenden.

Da auch in benignen Prostatazellen ID4-Hypermethylierungen gefunden wurden
(Vinarskaja et al. 2012), liegt die Annahme nahe, dass - wie bei verschiedenen Genen, die
einem Imprinting unterliegen (Bhusari et al. 2011) - Feldeffekte in von Krebs befallenen
Organen wirken. Morphologisch (noch) unauffillige Zellen kénnen dabei bereits epigene-
tisch verandert sein, sei es durch ein Malignom selbst oder durch einen natirlichen Alte-
rungsprozess (Nonn et al. 2009). Sollte Letzteres der Fall sein, ist eine Methylierungs-
basierte Diagnostik heikel. Im ersten Fall lieRe sich die ID4-Promotorhypermethylierung
sogar noch besser zur Frithdiagnose nutzen, namlich zu einem Zeitpunkt, zu dem Tumor-
gewebe morphologisch noch unauffallig erscheint. Dies ermdglicht das SchlieRen dieser
diagnostischen Liicke. Die Studiengruppe um Jarrard beschaftigt sich bereits seit Jahr-
zehnten mit dieser Thematik (Blute et al. 2015). Damaschke et al. wiesen 2013 nach, dass
viele der bekannt hypermethylierten Gene im PCa (RARB2, RASSF1A, GSTP1, NKX2-5,
ESR1, APC) auch in Prostatanormalgeweben gesunder alterer Manner hypermethyliert

sind, sodass ein entsprechender Alterungseffekt zu diskutieren ist (Damaschke et al.
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2013). Es ware allerdings genauer zu kldren, ob die Methylierungsanderungen in PN von
PCa-Patienten im Detail die gleichen wie in Normalgeweben dlterer Gesunder sind.

Nasif et al. (2018) fanden in Ostrogenrezeptor-positiven Mammakarzinomen haufiger
ID4-Hypermethylierungen verbunden mit schlechterer Prognose im Vergleich zu Ostro-
gen-negativen Karzinomen und normalem Brustgewebe und vor allem in Abhangigkeit
vom Ostrogen-Signalweg (Nasif et al. 2018). Eine dhnliche Wirkung auf /D4 in Abhiangig-
keit unterschiedlicher intrazellularer Hormonwirkungen ist auch im Prostatakarzinom
anzunehmen.

AbschlieBend lasst sich feststellen, dass Expressionsveranderungen von /D4 im Prosta-
takarzinom ausgepragter sind als DNA-Methylierungsveranderungen. Dies kdnnte daran
liegen, dass Letztere erst spater im Erkrankungsverlauf auftreten und die Expressionsmin-
derung zwar nicht verursachen, aber im Sinne eines epigenetischen Einrastmechanismus
verstarken konnen (Lock et al. 1987). Partielle und heterogene Methylierungen wurden
sowohl in Tumor- als auch Normalgeweben gefunden, was auf einem epigenetischen
Feldeffekt innerhalb des kanzerdsen Organs beruhen kénnte. Unsere Arbeit belegt ferner
die Limitationen der MS-PCR-Methodik und liefert Argumente fiir die Verwendung quan-
titativer Methoden wie der Pyrosequenzierung bei klinisch eingesetzten DNA-

Methylierungs-Assays.

4.2 PITX2

PITX2-Promotorhypermethylierung ist ein prognostischer Biomarker zur Vorhersage eines
biochemisches Rezidivs nach radikaler Prostatektomie (Weiss et al. 2009) (Bafiez et al.
2010). Ahnliche Veridnderungen, die ebenfalls mit schlechter Prognose einhergehen, wur-
den in Brustkrebsgeweben und —zelllinien nachgewiesen (Nimmrich et al. 2008).

Erstmals  beschrieben wir den Zusammenhang zwischen  PITX2-Promotor-
hypermethylierung und verminderter Expression des Gens sowie mit der onkogenen Ex-
pression von ERG. In den Androgen-unabhangigen Zelllinien PC-3 und Dul45 konnte ins-
besondere durch die kombinierte Behandlung mit 5‘-Aza-2‘-Desoxycytidin und dem His-
tondeacetylasehemmer SAHA die Expression teilweise bis eindeutig wiederhergestellt
werden. Somit liegt der Zusammenhang zwischen epigenetischer Veranderung und funk-

tionellem Effekt nahe (Vinarskaja et al. 2013). In unserer Untersuchung war die PITX2-
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Promotorhypermethylierung in Prostatakarzinomen tatsachlich mit héherem T-Stadium
und friherem biochemischen Rezidiv sowie mit erhdhter ERG-Expression assoziiert.
PITX2-Expression und -Methylierung korrelierten hochsignifikant invers miteinander, je-
doch nur tendentiell mit der ERG-Uberexpression. Auch die Verminderung der mRNA-
Expression hing mit klinischen Parametern zusammen. Eine Expression lGber dem Median
war signifikant mit seltenerem und spaterem biochemischen Rezidiv assoziiert. In dieser
Untersuchung wurde eine MethyLight-PCR verwendet, um die Vergleichbarkeit mit der
Arbeit von Weiss et al. (2009) zu ermoglichen. Sie ergab fir Normalgewebe einen media-
nen Methylierungsgrad von unter 0,001 %, fir Tumorgewebe hingegen von 23,3 %
(Vinarskaja et al. 2013).

Eine ERG-Uberexpression findet sich bereits in einigen HGPIN und 6fter in invasiven Pros-
tatakarzinomen (Perner et al. 2007), was eine Beteiligung am Ubergang zum invasiven
Wachstum nahelegt. Die funktionelle Bedeutung der von uns beobachteten Korrelation
mit der PITX2-Hypermethylierung wurde bisher nicht weitergehend untersucht. PITX2 ist
ferner ein induzierbares Ziel im Wnt-Signalweg (Kioussi et al. 2002). Es verstarkt in der
Folge einerseits die Transkription bestimmter Zielgene des Wnt-Signalwegs, leitet aber
andererseits negative Rickkopplungseffekte ein, die die Aktivitat des Signalwegs limitie-
ren (Schmidt 2014). Deshalb ist es besonders interessant, wie die PITX2-Expression regu-
liert wird, und welche Funktionen es in benignen und malignen Prostatazellen erfiillt. Ei-
nige funktionelle Aspekte konnten in einer weiteren Dissertation unserer Arbeitsgruppe
erarbeitet werden. Es ergaben sich Hinweise auf eine Modulation von AR-, Wnt- und
TGFB/BMP-Signalwegen durch PITX2. Die Uberexpression von PITX2 verminderte die Akti-
vitat und Menge des AR, verlangsamte die Proliferation und induzierte - in gewissem Um-
fang - Seneszenz der PCa-Zelllinien (Schmidt 2014).

PITX2 scheint besonders im ossar metastasierten beziehungsweise progredienten PCa
relevant; beim Prozess der Metastasierung kdnnte sich die Interaktion von PITX2 mit ver-
schiedenen Signalwegen jedoch anders auswirken als in vitro. PITX2 unterstiitzt die Aktin-
Myosin-Reorganisation und verandert damit die Migrationsfahigkeit von Zellen (Wei et al.
2002). Letztendlich konnte PITX2 somit auch als mogliches Therapieziel interessant wer-
den (Vela et al. 2014). Die Fragen, welche Funktion PITX2 bei der Karzinogenese in der
Prostata genau ausiibt, ob es ein moégliches Tumorsuppressorgen darstellt und ob sich

seine Funktion wahrend der Tumorprogression verandert, sind also weiterhin offen.
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Dagegen erscheint gesichert, dass PITX2 auf Basis von Methylierungsanalysen als PCa-
Tumormarker geeignet ist (Uhl et al. 2017). Kombinationen der Methylierung von PITX2
mit der von weiteren Genen erscheinen sinnvoll. Ahmad et al. (2016) kombinierten die
Methylierung von PITX2, HSPB1, CCND2, TIG1, DPYS, und MAL mit dem klinischen Risiko-
Berechnungs-Score ,,CAPRA” (PSA, Gleason-Score, T-Stadium) als Diagnostikinstrument
von klinisch gering bis mittel aggressiv eingeschatzten Prostatakarzinomen. Eine Spezifitat
von 86 % und Sensitivitat von 44 % konnten dabei jedoch nicht Uberschritten werden

(Ahmad et al. 2016).

4.3 HOXC6

Die relative HOXC6-Expression ist in Prostatakarzinomgeweben signifikant hoher als im
Normalgewebe und ist assoziiert mit hoherem T-, N-Stadium und Gleason-Score. In den
untersuchten Geweben verhdlt sich der Proliferationsmarker Ki-67 konkordant. Je héher
die HOXC6-Expression, desto kiirzer ist das progressionsfreie Uberleben (Lock et al. 1987;
Lodygin et al. 2005). Es liegt nahe, dass HOXC6 als Transkriptionsfaktor die Tumorigenese
Uber die Regulation anderer Tumorsuppressoren und Onkogene beeinflusst. Nach Mo-
reno (2010) beeinflusst HOXC6 Signalwege Gber Wnt, Notch, BMP und FGF. Beispielswei-
se inhibiert HOXC6 BMP7, welches wiederum die Ausbildung von Knochenmetastasen
hemmt. HOXC6 ist also sowohl diagnostisch (prognostischer Marker) als auch therapeu-
tisch (Therapiestrategie via Zielgene) von moglicher Relevanz (Moreno 2010). Beispiels-
weise reduziert der Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib den tumorférdernden Einfluss von
HOXC6 (McCabe et al. 2008). Paradox ist jedoch, dass HOXC6 in vivo sowohl Agonisten als
auch Antagonisten der Tumorigenese aktiviert (Moreno 2010). Zur Erklarung dieses Para-
doxons haben wir vorgeschlagen, dass Antagonisten der Tumorigenese in Krebszellen
hypermethyliert und dadurch dem Einfluss von HOXC6 entzogen werden (Vinarskaja et al.
2011).

Die HOXC6-Zielgene DKK3 und WIF1 werden in Malignomzellen wiederum signifikant
minderexprimiert, so auch in Prostatakarzinomen. CNTN1 wurde von uns erstmals im PCa
untersucht (Vinarskaja et al. 2011). In anderen Studien wurde fiir sein Genprodukt
Contactin eine Funktion in der Zell-Zell- und Zell-Substrat-Adhéasion berichtet, was rele-

vant fur die Karzinominvasivitat und Metastasierung ist (Eckerich et al. 2006) (Su et al.
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2006). Wir zeigten erstmals den inversen Zusammenhang zwischen der Expression dieser
Gene und HOXC6. Die WIF1-Minderexpression korrelierte mit friihem biochemischen
Rickfall, héherem Lymphknotenstatus und Gleason-Score. Die restlichen Zielgene zeigten
keine signifikante Assoziation mit klinischen Parametern (Vinarskaja et al. 2011). DKK3
war in 17,4 % der malignen und Uberhaupt nicht in benignen Geweben methyliert. Be-
sonders galt dies fur lymphogen metastasierte Karzinome und weniger flir Tumore mit
niedrigem Gleason-Score. WIF1 war in 33,7 % der bdsartigen und 47,1 % der gutartigen
Geweben methyliert (Vinarskaja et al. 2011). Dies spricht flr seine Bedeutung besonders
in der frthen Tumorigenese (Wissmann et al. 2003) im Prostatagewebe, welches morpho-
logisch noch nicht als maligne erscheint. Hierbei war die Expression von WIF1 und DKK3
unabhangig vom Methylierungsgrad. In ausgewadhlten Prostatakarzinomzelllinien und —
geweben zeigte sich eine geringe und stets heterogene Methylierung, auRer in der
LNCaP-Zelllinie (Vinarskaja et al. 2011). Dies steht im Gegensatz zu anderen, dicht methyl-
ierten Genen wie GSTP1 (Florl et al. 2004). Wahrend WIF1 und DKK3 in den von uns un-
tersuchten Karzinomzellen hadufig minderexprimiert werden, ist die Promotormethylie-
rung eher schwach. Beide Eigenschaften scheinen grofStenteils unabhangig voneinander
zu sein. Dies stellt ein Paradoxon dar, welches jedoch durch andere epigenetische Me-
chanismen mit unterschiedlichen zeitlichen Abfolgen erklart werden konnte (s. Kapitel
4.1). Somit lieRe sich schlussfolgern, dass eine Promotormethylierung erst im Laufe der
Kanzerogenese einer Minderexpression folgt oder diese sekundar unterstiitzt. Unsere
Untersuchungen legen nahe, dass HOXC6 selbst seine Zielgene reprimieren kénnte, denn
starkste Expressionsminderung der Zielgene hing mit hochster HOXC6-Expression zusam-
men (Vinarskaja et al. 2011). Ein Silencing der Zielgene wird auch durch SMAD-Proteine
beschrieben, die wiederum (iber BMP-Signalwege aktiviert werden (Li et al. 2006). Wir
nehmen an, dass im veranderten Zellkernmilieu maligner Prostatazellen alternative Tran-
skriptionsfaktoren und Co-Faktoren den Effekt von HOXC6 auf seine Zielgene variieren.
Exemplarisch sei dafiir der durch HOXB13 (Norris et al. 2009), FOXA1 (Wang et al. 2011)
und ERG (Yu et al. 2010) abgeadnderte Signalweg des Androgenrezeptors genannt.

DKK3 wurde bereits als therapeutisches Ziel flir Prostatakarzinome im Mausmodell unter-
sucht, indem es Mausen mit subkutanen PC-3-Tumoren durch adenovirale Vektoren ver-
abreicht wurde. Dabei konnte die Arbeitsgruppe eine relevante Toxizitat weitestgehend

ausschlieBen und Effektivitat bei lokaler Anwendung nachweisen. Die Wirkung des Vek-
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tors war Krebs-spezifisch und wurde unter anderem Uber Zytokine aus Leukozyten ver-
mittelt (Kawauchi et al. 2012).

Neuerdings berichteten Leyten et al. (2015), dass die Kombination aus HOXC6, TDRD1 und
DLX1 (Expression) im Urin eine verlasslichere Aussage Uber das Vorhandensein eines
Gleason-Score > 7 bei vorhandenem PCa treffen kann als das von der FDA zugelassene
RNA-basierte Testverfahren ,Progensa PCA3“ (Leyten et al. 2015). In neueren Untersu-
chungen imponiert HOXC6 als am starksten iberexprimiertes Homeobox-Gen im PCa un-
abhédngig von (anti-)androgenem Einfluss. Dadurch kdnnte seine Expression nicht nur als
Diagnostikum, sondern auch als Verlaufsparameter, unabhangig von antihormonellen
Therapieregimen, genutzt werden (Hamid et al. 2015). Van Neste et al. (2016) kreierten
einen neuen Risiko-Score zur Detektion klinisch relevanter PCa, bestehend aus HOXC6-
und DLX1-Expression im Urin, PSA, PSA-Dichte (Serum-PSA/Prostatavolumen), Familien-
anamnese, Alter sowie rektalem Prostatatastbefund. Diese Kombination erwies sich als
signifikantester Pradiktor in Anbetracht von rund einem Fiinftel falsch negativer Ergebnis-
se transrektaler, Ultraschall-geflihrter Prostatabiopsien als bisheriger Goldstandard der
PCa-Diagnose (van Neste et al. 2016).

Weitere Untersuchungen des HOXC6-Paradoxons empfehlen sich nicht nur aufgrund wei-
terer klinischer Erkenntnisse bezliglich des Prostatakarzinoms, sondern auch zur Aufkla-

rung elementarer Zellwachstumsmechanismen in diesem Tumor.

4.4 Schlussfolgerungen Uber epigenetische Veranderungen im

Prostatakarzinom und Ausblick

Das Alter stellt einen Risikofaktor flir das Prostatakarzinom an sich, aber auch fiir diverse
alterungsspezifische Epi-/Genomverdanderungen dar. Eine definitive Unterscheidung zwi-
schen Karzinom- und alterungsbedingten Alterationen erweist sich somit grundsatzlich als
problematisch. Erschwerend kommt der sogenannte Feldeffekt zum Tragen, der in seiner
Wirkung im Umbkreis von Karzinomzellen - entweder als eine Reaktion auf sezernierte
,Krebsfaktoren” aus Krebszellen auf morphologisch normale Zellen oder als Konsequenz
eines normalen Alterungsprozesses - diskutiert wird (Goering et al. 2012). Als Alterser-
scheinung konnte dieser Effekt eine Krebsdiagnostik auf Hypermethylierungsbasis er-
schweren, dagegen als Krebswirkung die Diagnostik deutlich erleichtern. Das Risiko falsch
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negativer Befunde wiirde damit gesenkt werden. Diese Zusammenhadnge und Interaktio-
nen sind noch unzureichend differenziert, sodass hier enormer Untersuchungsbedarf be-
steht. Unsere Analysen von [ID4 sind hierbei exemplarisch fir DNA-
Methylierungsveranderungen sowohl in Tumor- als auch Normalgeweben mit inter- und
intraspezifischen Unterschieden (Vinarskaja et al. 2012). Ob die registrierten Hypermethy-
lierungen in Normalgeweben auf Alterung im Allgemeinen oder Feldeffekten (Imprinting-,
Expressions-, Methylierungsebene) durch bereits bestehende Krebszellen fulRen, bleibt zu
klaren.

So wie DNA-Methylierungsunterschiede zwischen Normal- und Krebsgeweben bestehen,
ist das Prostatakarzinom auch fir divergierende Methylierungsmuster verschiedener Kar-
zinomproben bekannt. Es gibt nicht nur inter-, sondern auch intraindividuelle Unterschie-
de zwischen einzelnen Proben beziehungsweise Zellen (Wang et al. 2018). Die deutliche
intratumorale Heterogenitat der Methylierungs- und Expressionsveranderungen im Pros-
tatakarzinom ist bemerkenswert und wurde auch in unseren eigenen Arbeiten ersichtlich.
Lokalisierte PCa unterscheiden sich in ihrer Biologie von metastasierten Kastrations-
resistenten PCa (Fraser et al. 2017). Bisherige Untersuchungen klassifizieren Prostatakar-
zinome bezlglich der Kriterien Histologie, Immunhistochemie (Inamura 2018), Hormon-
abhangigkeit, Gleason-Score, TNM-Stadium und Progressionsverhalten. Eine weitere Spe-
zifizierung innerhalb der Studien abhadngig vom Wachstumstyp, (iber die bestehenden
Unterscheidungen von uni-/multiformem Adenokarzinom, Urothelkarzinom, neuroendo-
krinem oder kleinzelligem Karzinom hinaus, konnte hilfreich sein. Letztgenannte sind zwar
Raritaten, konnten aber mit eine Erklarung fir die vorhandene Diversitat liefern. 2015

Ill

wurde in der Zeitschrift ,,Cell“ ein Vorschlag fiir eine molekulare Taxonomie des Prostata-
krebses veroffentlicht (Abeshouse et al. 2015): 74 % der untersuchten Karzinome teilten
sich in Klassen, abhangig von ETS-Fusionsgenen ERG, FLI1, ETV1 und ETV4 sowie Mutatio-
nen von SPOP, FOXA1 und IDH1. Jede Klasse wird weiter nach epi-/genetischen und klini-
schen Unterschieden gegliedert. Besonders erwahnenswerte Heterogenitaten bestanden
bei Promotorhypermethylierung und Androgenrezeptoraktivitat. Die restlichen 26 % der
Karzinome konnten keiner der oben genannten Veranderungen zugeordnet werden. Die-

se Arbeit erganzt und unterstiitzt direkt unsere eigenen Untersuchungen und daraus fol-

genden Annahmen.
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Anhand unserer Ergebnisse der ID4-Pyrosequenzierung wurde erkennbar, dass je weiter
distal die CpG-Stellen lagen, umso hohere Methylierungsgrade auftraten. Dies deutet eine
Abhangigkeit von der Primer-Position und eine simplere biologische Erklarung fur Unter-
schiede in den in der Literatur berichteten Methylierungsgraden an, die in weiteren Un-
tersuchungen bericksichtigt werden sollte. In dieser Arbeit wurde ersichtlich, dass mit
zunehmender Heterogenitdt und Liicken im Methylierungsmuster die Aussagekraft quali-
tativer Methoden wie der MS-PCR sinkt, sodass fiir solche Falle quantitative Techniken
besser geeignet sind (Vinarskaja et al. 2012).

Mittels sogenannter ,high-throughput“-Verfahren, das heilst Analysetechniken mit au-
Rerordentlich hoher Durchsatzmenge an Proben und Untersuchungszielen bei kosten-
glnstigeren Bedingungen, konnen mittlerweile effizientere Untersuchungen eines PCa
durchgefiihrt werden. Assays fiir Urin-, Blut- und Biopsatproben werden bereits kommer-
ziell vertrieben. Eine ausflihrliche Auflistung ist 2016 von McGrath et al. veroffentlicht
worden (McGrath et al. 2016). Als erschwerender Faktor muss genannt werden, dass von
einer eingeschrankten Markerstabilitat im Urin ausgegangen werden muss, da sie von
Temperatur, pH und der unterschiedlichen Sedimentzusammensetzung abhangt. Adeno-
karzinome bleiben zudem haufig ohne Kontakt zur prostatischen Urethra, was die
Markerkonzentration ebenfalls beeinflusst. Hinzu kommt, dass viele DNA-
Methylierungsanalysen ausschlielllich mit Geweben PCa-Erkrankter und nicht im Ver-
gleich zu Normalgeweben ausgefiihrt wurden. Dies widerspricht im Aufbau einem der
eigentlichen Zwecke, namlich der sicheren Erstellung einer Erstdiagnose (Blute et al.
2015).

Besonders eindriickliche Resultate wurden bei der Analyse des PITX2-Gens erzielt. Es zeig-
ten sich signifikante Zusammenhange zwischen PITX2-Promotorhypermethylierung, Ex-
pressionsreduktion und schlechter Prognose. Zusatzlich wiesen wir einen Konnex mit
ERG-Uberexpression nach, sodass eine Interaktion zu diskutieren ist (Vinarskaja et al.
2013).

In jedem Falle erscheint es sinnvoll, sich eines DNA-Methylierungs-basierten Diagnosti-
kums aus einer Kombination mehrerer Gene zu bedienen, da ein einzelnes verandertes
Gen nicht die notige Aussagekraft besitzt. Aus unseren eigenen Untersuchungen ist kein
einzelnes Gen als addaquates Diagnostikmittel allein geeignet, da viele relevante Karzino-

me auf diese Weise nicht registriert worden waren (Florl et al. 2004). Bekanntermalien
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gibt es fir die wenigsten Krebsarten eine einzige Genaberration, die die Tumorigenese
alleine auslost. Zusatzlich sind unterschiedliche Penetranzgrade und Umweltfaktoren zu
berucksichtigen. Von daher muss vermutlich eine Kombination verschiedener genetischer
und epigenetischer Veranderungen im Konvolut als Diagnostikum fungieren. Die Kombi-
nation aus mehreren Genaberrationen sichert bislang die hdchste Spezifitdt und Sensitivi-
tat. Diese kann je nach Eignung zu Screening, Einteilung von Risikogruppen, Therapieent-
scheidungshilfe und Verlaufskontrolle eingesetzt werden. Viele Aberrationen sind bereits
im Normalgewebe detektierbar, noch bevor histologische Krebsmerkmale auftreten. Geht
man dabei vom Feldeffekt auf DNA-Methylierungs-, DNA-Mutations-, RNA-Expressions-
und Proteinebene noch okkulter Karzinome aus, gelten Methylierungsanderungen als
frihes und verlassliches Ereignis der Kanzerogenese (Mgller et al. 2017).

Der Vorteil von DNA- gegenliber RNA-Tests ist die hohere Stabilitat des Erbguts. Material
kann aus Proben wie Prostatabiopsien inklusive Formalin-/Paraffinblocken, Blut und Urin
sogar noninvasiv gewonnen werden (Jeronimo et al. 2011), die ohnehin klinisch verwen-
det werden. DNA-Analysen sind kosteneffektiv und gut etabliert, wie zum Beispiel die MS-
PCR. Mittlerweile wurden Methoden wie EpiTect MethyLight Assay® (Eads et al. 2000)
oder EpiTyperMassArray (Suchiman et al. 2015) etabliert, die die Untersuchung sehr vie-
ler Proben mit vergleichsweise wenig Aufwand ermoglichen. Insbesondere Methylie-
rungsanalysen konzentrieren sich nur auf relevante Promotorregionen und bendtigen
nicht die Analyse des gesamten Genoms. Eine Ringstudie internationaler Arbeitsgruppen
(Bock et al. 2016) verglich absolute und relative DNA-Methylierungsanalyse-Assays und
kam zu dem Schluss, dass absolute Methoden wie AmpliconBS, Pyroseq und EpiTyper
besonders fiir groRe Mengen und als Biomarker-Detektoren geeignet sind. Relative Me-
thoden wie MethyLight und MS-PCR kénnen aber auch bei guten Primer-/Protokoll-
Designs kosteneffektiv genutzt werden. Lokus-spezifische wurden aullerdem besser als
globale Tests bewertet. Dies unterstiitzt auch die Ergebnisse unserer Methodenverglei-
che. Aus eigener Erfahrung ist die Bisulfitsequenzierung als sehr zeit- und kostenaufwen-
dig einzustufen, wahrend Real Time- und MS-PCR einen héheren Probendurchsatz in ge-
ringerer Zeit erlauben. Letzteres gilt auch flr das Pyrosequencing, welches sogar einen
noch héheren Informationsgewinn gestattet. AbschlieRend kommt es auf folgende Eigen-
schaften guter Analyseverfahren an: Kosteneffektivitat, simple Anwendung, gute Zugang-

lichkeit, Schnelligkeit und Verlasslichkeit.
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Die fortschreitende Untersuchung genetischer Veranderungen fiihrt zur Entwicklung neu-
er ,targeted therapies”, wie sie bereits seit einigen Jahren bei diversen Krebsarten einge-
setzt werden. Beispielsweise wird der Tyrosinkinaseinhibitor Erlotinib beim Bronchialkar-
zinom nur in Fallen mit EGFR-Mutation angewandt (Shepherd et al. 2005). Basierend auf
DNMT- und HDAC-Inhibition (s. Kapitel 1.5) werden zunehmend epigenetisch regulieren-
de Krebstherapeutika entwickelt. So hat die FDA den HDAC-Inhibitor Vorinostat bei kuta-
nem T-Zell-Lymphom (Mann et al. 2007) und das Aza-Nukleosid Decitabine beim myelo-
dysplastischen Syndrom (Malik et al. 2014) zugelassen. Sdmtliche von uns getesteten Ge-
ne besitzen eine Funktion, die die Tumorigenese direkt oder indirekt generiert, unter-
stltzt, aufrechterhalt oder eine Metastasierung beglinstigt. Per se stellen sie somit einen
potentiellen Therapieangriffspunkt dar. Unserer Hypothese folgend, dass HOXC6 Uber
noch unbekannte Cofaktoren seine tumorinhibierenden Zielgene reguliert (Vinarskaja et
al. 2011), ist zu vermuten, dass noch etliche potentielle Therapieziele nicht aufgespirt
sind.

Wie bereits erwahnt, sind Methylierungs- und Expressionsmuster im PCa sehr heterogen
— und entsprechend wird auch in Zukunft die Therapie personalisiert erfolgen missen.
Neuere Angriffspunkte bilden aktuell das Immunsystem modulierende Medikamente
(Wang et al. 2018). Bei steigender Relevanz onkologischer Erkrankungen besteht ein im-
menser Markt fiir entsprechende Medikamente. Beim Mammakarzinom werden unter
bestimmten Bedingungen Therapie- und Nachsorgeentscheidungen in Abhangigkeit vom
Gentest Oncotype DX® getroffen. In den meisten Fallen eines HER2-positiven Mammakar-
zinoms ist bereits jetzt ein monoklonaler Antikorper indiziert (S3-Leitlinie Mammakarzi-
nom, 2017). Auch aufgrund immer verbesserter und neuer Analysemethoden bietet das
Epigenom ein erhebliches Therapiepotential. Nichtsdestotrotz muss beriicksichtigt wer-
den, dass personalisierte Therapien oftmals einen groReren diagnostischen Aufwand er-
fordern und - bei manchmal nur miRigen Verbesserungen von Lebensqualitdt und Uber-
lebenszeit - zu erhdhten Kosten fiihren konnen. Demgegentiber lasst sich eine Kostener-
sparnis durch spezifischere Patientenauswahl und insgesamt verringerter Therapiean-
wendungen, damit also weniger absolute Ausgaben, diskutieren. Auch ist der volkswirt-
schaftliche Nutzen geheilter und wieder rehabilitierter Patienten zu beachten (Allemani et

al. 2018). Es bieten sich fiir den einzelnen Patienten Uberlebensvorteile, aber auch eine
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Intensivierung interdisziplindrer Zusammenarbeit in der Bemihung um neue Thera-
piestrategien.

Die beschriebenen Verbesserungen von Diagnose- und Therapieverfahren spiegeln den
Fortschritt der medizinischen Versorgung weltweit wider. In Deutschland betragt die 5-
Jahres-Uberlebensrate der in den Jahren 2010-2014 diagnostizierten PCa-Patienten tber
90 %. Dies ist jedoch nicht mit der tatsachlichen Effektivitdt der Therapie gleichzusetzen
und bedeutet nicht eine per se verbesserte Uberlebensrate. Die Krebsdiagnose wird durch
das PSA-Screening friiher gestellt, sodass der Patient schlichtweg mehr Jahre mit dem
Karzinom lebt. Er Uberlebt das gleiche Erkrankungsstadium, aber nicht automatisch langer
als friher (Allemani et al. 2018).

AbschlieBend ldsst sich zusammenfassen, dass auch angesichts der vorhergehend ange-
flihrten Problemstellungen, epigenetische Veranderungen in Karzinomen ein vielverspre-
chendes Potential in den Bereichen Diagnostik, Prognosestellung und Therapie besitzen.
Die weitere Erforschung dieses Feldes ist in Anbetracht der steigenden Krebsinzidenz und

—mortalitat sowie steigender Kosten im Gesundheitswesen unumganglich.
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Abstract

Purpose The candidate tumor suppressor ID4 is down-
regulated in various cancers by DNA hypermethylation.
We have performed the first systematic analysis of 1D4
expression and methylation in prostate cancer.

Methods 1D4 mRNA expression was analyzed by quan-
titative RT-PCR in 47 carcinoma and 13 benign prostatic
tissues obtained by prostatectomy. Methylation was ana-
lyzed in an extended series of samples by methylation-
specific  MS-PCR and pyrosequencing, controlled by
bisulfite sequencing.

Results ID4 expression was significantly decreased in
prostate cancers, especially in cases with adverse clinical
and histopathological features and earlier recurrence.
Hypermethylation in carcinomas was detected by MS-PCR
and pyrosequencing, but the results of the two techniques
were not fully concordant. The difference was created by
generally partial and heterogeneous methylation. Weak
methylation was also detected in benign prostatic tissue
samples.

Conclusions 1D4 downregulation may contribute to
prostate cancer pathogenesis and is often accompanied by
DNA hypermethylation. The case of ID4 illustrates
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exemplarily the limits and pitfalls of techniques for the
detection of methylation changes in prostate cancer tissues.

Keywords DNA methylation - Tumor suppressor -
Methylation biomarkers - Prostate cancer prognosis

Introduction

In many cancers, epigenetic alterations contribute to dis-
regulation of cell proliferation and differentiation. For
instance, DNA hypermethylation at gene promoters is often
associated with transcriptional silencing. Since it often
affects CpG islands never methylated in normal tissues,
this epigenetic alteration is particularly well suited as a
biomarker [1].

Prostate cancers harbor multiple epigenetic changes in
addition to point mutations, gene rearrangements and
chromosomal aberrations [2]. Several genes, including
GSTP1, APC, RASSFIA and RARB?2, are regularly hyper-
methylated. Assays for hypermethylation at these genes
can therefore detect prostate cancer cells in biopsies and
body fluids with high sensitivity and specificity [3, 4].
Many other genes are aberrantly hypermethylated in sub-
sets of the cases. Such methylation events, singly or in
appropriate combinations, may provide prognostic or pre-
dictive markers.

A difficulty in DNA methylation diagnostics is hetero-
geneity of methylation at individual genes, with partial
methylation varying between individual tumor cells [5].
Heterogeneous DNA methylation is best revealed by
bisulfite sequencing of multiple individual alleles. Cur-
rently, this gold-standard technique is however too cum-
bersome and costly for multiple clinical samples. Most
studies have therefore used cheaper and more convenient
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techniques, especially methylation-specific PCR. This
ingenious technique employs primers designed to fit
either methylated or unmethylated sequences after bisul-
fite treatment, which converts cytosine to uracil, whereas
methylcytosine does not react. A recently emerged
alternative is bisulfite pyrosequencing, which allows a
quantitative estimate of methylation at each individual
CpG site across a short stretch of DNA, averaging across
all available alleles [6]. It is therefore more representa-
tive than traditional bisulfite sequencing but does not
reveal the patterns in individual copies of the analyzed
sequence.

We have investigated hypermethylation and expression
of ID4 in prostate cancer tissues and cell lines. ID4 is one
of four members of the inhibitor of differentiation family,
which are small proteins capable of interacting with and
blocking the activation function of various transcription
factors. They modulate cell proliferation and differentia-
tion during development and tissue homeostasis [7, §]. In
particular, ID proteins often form inactive dimers with
transcription factors inducing terminal differentiation,
thereby maintaining cells in a precursor state. Accordingly,
overexpression of ID proteins in various human cancers
promotes cell proliferation, invasiveness and angiogenesis
and blocks differentiation [7, 8].

ID4 deviates from this general pattern [9]. Although ID4
is overexpressed in certain cancers, including urothelial
carcinomas [10], the gene is downregulated and its pro-
moter is often hypermethylated in other cancers, including
leukemias, colorectal, esophageal, mammary and gastric
carcinomas [11-16].

In prostate cancer, the best-studied family member ID1
has been reported to be upregulated and to promote pro-
liferation and survival of prostate cancer cells in vitro [17,
18] although in cancer tissues upregulation may predomi-
nantly occur in endothelial cells [19]. An immunohisto-
chemical study reported upregulation of ID1 and ID2 but
generally decreased expression of ID4 protein [20].
Somewhat paradoxically, cancers retaining nuclear ID4
staining were significantly more metastatic. The /D4 gene
promoter was found to be hypermethylated and the gene
silenced in Dul45 prostate cancer cells. Reexpression of
ID4 led to cell cycle arrest and apoptosis, presumably
mediated by p21<™" and p27™! [21]. While these data
suggest that ID4 functions as a tumor suppressor in prostate
cancer, no comprehensive investigation into /D4 mRNA
expression and methylation in prostate cancer has been
published to date.

Here, we report that ID4 mRNA expression is
commonly downregulated in prostate cancers. In addi-
tion, ID4 promoter hypermethylation occurs quite fre-
quently in prostate cancers, but it is invariably partial and
heterogeneous.

@ Springer

Materials and methods
Patients and tissue samples

High-quality RNA was prepared from 13 normal prostate
tissues from cancer-carrying prostates and 47 carcinomas
from patients aged 59-74 years undergoing total prostatec-
tomy as described [22]. According to the UICC 2007 TNM
classification, tumors were staged as pT2 in 20, pT3 in 25 and
pT4 in 2 cases. A Gleason score of 7 was detected in 28
tumors, <7 in 13 tumors and >7 in 8 tumors. None of the
patients had distant metastases, but 11 tumors had spread to
local lymph nodes. High-quality DNA was available from 93
cancer tissues encompassing the specimens used for RNA
analysis. Of these, 44 were staged as pT2 and 49 as pT3 or
pT4. Sixteen patients had lymph node metastases, but none
distant metastases. Each of the 27 carcinomas was assigned a
Gleason score >7 or <7 and 39 a score of 7. Median follow-up
period was 98 months. The study was approved by the ethics
committee of the Heinrich Heine University medical faculty.

Cell lines

Prostate carcinoma cell lines Dul45, PC-3, LNCaP and
22Rv1 were grown in RPMI-1640 (Gibco Life Technolo-
gies, Karlsruhe, Germany) with 10% fetal calf serum and
antibiotics. Treatment with 2 uM 5-aza-2’-deoxycytidine
was performed by daily addition over 3 days. Normal
prostate epithelial cells (PrEC) were cultured as recom-
mended by the supplier (Lonza, Verviers, Belgium).

RNA extraction and quantitative RT-PCR

mRNA was isolated from preconfluent cells using the
RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Two micro-
grams of mRNA was reverse-transcribed using SuperscriptIl
(Invitrogen, Karlsruhe, Germany) with oligo-dT primers
according to the manufacturer’s protocol. Quantitative real-
time PCR for ID4 and the housekeeping gene TBP was per-
formed using Quantitect SYBR Green PCR Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) with 0.4 pM of each primer [13, 30] in a
ABI Prism 7900HT instrument (Applied Biosystems, Darms-
tadt, Germany) with the following conditions: activation at
95°C for 15 min followed by cycles of denaturation at 94°C
for 15 s, amplification at 61°C for 30 s, elongation at 72°C for
30 s and measuring at 88°C for 15 s. The quality of the ampli-
fication was assured by a melting curve at 95, 60 and 99°C for
15 s each. Duplicate measurements gave <10% difference.

DNA extraction and methylation analyses

High-quality DNA was extracted as described [30]. The EZ
DNA Methylation Kit (Zymo Research, Orange, CA) was
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used for bisulfite conversion. PCRs were performed in a
50-pul reaction mixture consisting of 1x buffer, 150 pM
dNTPs, 15 pmol of each primer, 1 U Hotstar Taq poly-
merase, water and 2 pl bisulfite-converted DNA each. The
following program was used: initial Taq activation at 94°C
for 15 min, followed by denaturation at 95°C for 30 s,
annealing for 30 s, elongation at 72°C for 45 s, with a final
elongation for 10 min. For methylation-specific PCR,
amplification was performed for 37 cycles with annealing
at 58°C, for bisulfite sequencing, PCR was conducted for
37 cycles at 57°C annealing, and for pyrosequencing, with
45 cycles at 60°C annealing. PCR products were examined
by agarose gel electrophoresis. For bisulfite sequencing,
PCR products were cloned into the E. coli TOPO 10 vector
(TOPO TA Cloning Kit, Invitrogen). Individual clones
were sequenced using standard methods. Pyrosequencing
for 8 CpG sites in the promoter region was performed on
a PyroMark Q24 instrument (Qiagen) with a protocol

Fig. 1 ID4 expression in

1Y

generated by the manufacturer’s software. Primer sequen-
ces are compiled in supplementary table 1.

Statistical methods

Statistical calculations were performed using SPSS 19.0.

Results

A highly significant (Mann—Whitney U P = 0.002)
decrease in ID4 mRNA expression was observed by quan-
titative RT-PCR in prostate cancer tissues compared to
benign tissues (Fig. 1a). Cases with Gleason grades <7 had
significantly higher expression (P = 0.045). Higher stage
(>pT2) and lymph-node-positive cases tended toward lower
expression, but the difference was not statistically signifi-
cant. Biochemical recurrence occurred earlier in patients

o

prostate cancer tissues and cell
lines. a ID4 mRNA expression
in tissue samples: ID4
expression measured by
quantitative real-time PCR in
relation to TBP in carcinoma
tissues compared to benign
tissues from prostatectomy
specimens. The P value was
derived by Mann—Whitney U
test. b Relationship of ID4
expression to biochemical
relapse in prostate cancer
patients according to Kaplan—
Meier analysis; fop curve:
above median expression;
bottom curve: below median
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Fig. 2 Analysis of ID4
promoter DNA methylation in
prostate cancer tissues and cell
lines. a Nucleotide sequence
around the transcription start
site (arrowhead) of the ID4
gene. CpGs are underlined.
Location of the primers used is
coded as follows. Large-font
letters: bisulfite sequencing
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with below median ID4 mRNA expression, although the
difference did not become significant (Fig. 1b).

As reported previously [21], the prostate carcinoma cell
line Dul45 expressed almost undetectable levels of 1D4
mRNA (Fig. lc). Likewise, the PC-3 carcinoma cell line
displayed very low levels of ID4 mRNA, whereas the two
androgen-responsive cell lines LNCaP and 22Rv1 expres-
sed the gene at comparable levels to the bladder cancer cell
line HT1376, used as a positive control in all our experi-
ments because of its well-characterized expression [13]. In
the Dul45 and PC-3 cell lines, ID4 expression was rein-
duced by treatment with the DNA methylation inhibitor
5-aza-deoxycytidine (Fig. lc).

Methylation of ID4 was initially analyzed in cell lines
and tissues by methylation-specific PCR using normal
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leukocytes and PC-3 cells as negative and positive controls,
respectively. As expected, Dul45 was strongly positive in
MS-PCR, whereas LNCaP cells revealed a weak signal
with primers for methylated DNA. Out of 93 prostate
carcinoma tissues, 35 (38%) specimens displayed methyl-
ation. In addition, 10/20 benign tissues from cancer-car-
rying prostates analyzed by MS-PCR were weakly positive
for ID4 hypermethylation.

In order to more clearly define the methylation patterns
in the ID4 promoter region (Fig. 2a), selected samples
were analyzed by bisulfite sequencing. This technique
revealed intense, albeit incomplete hypermethylation in
PC-3 as well as Dul45 cells (Fig. 2b). Hypermethylation
was also detectable in LNCaP cells despite the substantial
expression of the gene. In contrast, DNA from blood and
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normal urothelial cells was completely unmethylated.
Benign and cancer tissues selected to represent positive and
negative results in MS-PCR showed heterogenous meth-
ylation patterns with many alleles entirely free of methyl-
ation as well as some alleles with partial or nearly complete
methylation (Fig. 2b). The results of this investigation
correlated poorly with those of the MS-PCR.

Next, we repeated the methylation analysis with a
pyrosequencing assay quantifying methylation individually
at 8 CpG sites in the promoter region (see Fig. 2a).
Methylation at the individual sites correlated well with
each other in individual samples. Typically, the sites 6-8
were more strongly methylated than sites 1-5 in cancerous
as well as benign tissues. Methylation averaged across all
sites was 9.0 = 7.0% (range 2.7-52.0%) in cancers and
7.7 £ 1.7% (range 5.4-10.0%) in benign tissues. At each
individual site too, mean methylation was slightly higher in
tumor tissues than in benign tissues. While methylation
across all samples was therefore not significantly different
(P = 0.195), it was clearly elevated in a subset of the
cancer samples, but in none reached a dense pattern
(maximum 52% methylation). The subset of cancers with
elevated methylation did not differ significantly from the
others with respect to clinical parameters, i.e. tumor stage,
Gleason grading or recurrence.

The results obtained by pyrosequencing and MS-PCR
were best concordant in the samples with the highest and
the lowest methylation, but many discrepant results were
obtained in samples with moderately increased methyla-
tion, as measured by pyrosequencing. As a consequence,
median methylation by pyrosequencing was 11.6% in
samples identified as hypermethylated by MS-PCR as
compared to 7.4% in samples identified as unmethylated by
MS-PCR (P < 0.05).

Finally, we investigated the relationship between
hypermethylation, as measured by pyrosequencing, and
ID4 expression in the carcinoma samples (Fig. 2¢). While
samples with the highest methylation levels displayed low
expression and samples with the highest expression had
low methylation, expression and methylation were not
correlated in the bulk of the carcinoma specimens with low
or moderate methylation levels.

Discussion

We have performed the first study of mRNA expression
and /D4 hypermethylation in prostate cancer tissues. Our
data on mRNA expression accord with the results from the
earlier immunohistochemical study [20] in that ID4 mRNA
was decreased in a majority of prostate cancers compared
to benign prostate tissues. In our study, downregulation
tended to be more pronounced at higher stages and to be

associated with worse clinical course. A former study [20]
reported increased nuclear expression of ID4 in tumors
with high Gleason grade. Obviously, our analysis at the
RNA level would not detect such differences. Since in our
hands commercially available antibodies to ID4 detected
prominent additional bands on Western blots (data not
shown), we desisted from analyzing protein expression. In
cell lines, expression was higher in androgen-dependent
cell lines and silenced in the poorly differentiated PC-3 and
Dul45 cell lines, in keeping with a previous analysis of ID
gene expression in prostate cancer cell lines [23]. Taken
together, these studies might indicate that /D4 downregu-
lation is frequent in prostate cancer and associated with a
more aggressive course of the disease. Moreover, previous
studies in cell lines [21, 23] suggest a function of ID4 in
antagonizing prostate cancer progression.

We confirmed hypermethylation of the /D4 promoter in
the Dul45 cell line [21] and detected hypermethylation in
further carcinoma cell lines, especially PC-3. The func-
tional relevance of hypermethylation in these cells was
proven by reexpression of /D4 following treatment with a
DNA methylation inhibitor. We observed ID4 hyperme-
thylation in many prostate cancer tissues, too, although not
to the degree seen in Dul45 and PC-3. Limited hyperme-
thylation most likely accounts for the lack of correlation
between ID4 mRNA expression and promoter hyperme-
thylation in the tissues. Moreover, ID4 downregulation was
more frequent than hypermethylation in carcinomas,
compared to levels in benign tissues. In keeping with
current concepts of epigenetic gene inactivation in cancer
[24], these observations suggest a vicious cycle in which
ID4 downregulation is followed by increased methylation,
which in some cases causes further repression with even-
tual transcriptional silencing. These latter cases would be
represented by cell lines like Dul45 and PC-3.

Our study raises general issues on DNA hypermethyla-
tion relevant for the development of methylation-based
biomarkers in prostate cancer. Firstly, our analysis by
several techniques revealed that /D4 hypermethylation in
prostate cancers is invariably partial and heterogeneous.
Such heterogeneity can confound qualitative techniques
such as MS-PCR used in many older studies (including our
own) [5, 6]. In our analysis, MS-PCR correctly indicated
that ID4 is hypermethylated in carcinomas and that some
hypermethylation may be present in benign tissues. How-
ever, the results on individual samples were not concordant
with those from bisulfite sequencing of cloned PCR prod-
ucts and pyrosequencing, except at the highest and lowest
levels. Notably, only few previous studies on /D4 hyper-
methylation in cancers have used quantitative methylation
assays or ascertained the homogeneity of methylation. It is
therefore difficult to decide whether heterogeneous meth-
ylation at ID4 is specific to prostate cancer. A quantitative
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study revealed /D4 promoter methylation of around 40% in
CLL with heterogeneity among individual CpG sites [12].
Given that additional example, quantitative techniques
interrogating several CpG sites seem generally advisable
for studying /D4 hypermethylation.

Secondly, all three techniques used in our study identi-
fied weak /D4 methylation in benign prostatic tissues. Most
likely, this observation may reflect an epigenetic field effect
changing methylation [25, 26], imprinting [27] and
expression [28, 29] of certain genes in cancer-carrying
prostates. This field change could reflect morphologically
inconspicuous tumor cells, changes in normal cells elicited
by factors emanating from the actual cancer or a preneo-
plastic stage pervading the aging organ [30]. If the field
changes should reflect a generalized preneoplastic stage, it
would complicate the clinical application of DNA methyl-
ation assays for distinguishing carcinomas. If it is secondary
to the carcinoma, altered methylation in morphologically
normal biopsies would be useful to indicate the presence of
a cancer in the same organ. In the latter case, /D4 methyl-
ation in benign tissues, detected by appropriate quantitative
techniques, may still serve as a diagnostic marker.
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Abstract

Background: Hypermethylation of the PITX2 (paired-like homeodomain transcription factor 2) gene promoter is strongly associated
with recurrence after radical prostatectomy. We hypothesized that PITX2 hypermethylation leads to PITX2 silencing and that decreased
PITX2 expression is likewise associated with poor prognosis in prostate cancers. Moreover, it is unknown so far how PITX2 hypermeth-
ylation relates to other molecular changes in prostate cancer, such as ERG oncogenic activation in about half of all cases.

Objective: To investigate how PITX2 expression and methylation are related, whether biochemical recurrence after radical prostatec-
tomy can be predicted by PITX2 mRNA levels, and how changes in PITX2 relate to ERG overexpression.

Material and methods: We measured PITX2 and ERG expression in 45 cancerous and 13 benign tissues from patients undergoing
radical prostatectomy (age range: 5974 years). Methylation of the PITX2 gene was analyzed in an extended series of 93 cancers. Follow-up
was performed for all patients for a 98-month median period. Additionally, expression and methylation changes of PITX2 were investigated
in prostate carcinoma cell lines. Gene expression and methylation were determined by quantitative RT-PCR and methylation-specific PCR,
respectively. Biochemical recurrence defined as a total PSA of >0.2 ng/ml on 2 consecutive tests was considered as the surrogate endpoint
for survival analysis.

Results : PITX2 expression was significantly and strongly decreased in prostate cancer compared to benign tissues. Cases with decreased
PITX?2 experienced significantly earlier biochemical recurrences. PITX2 down-regulation was associated with PITX2 promoter hypermeth-
ylation in tumor samples and cell lines. PITX2 hypermethylation was more pronounced in cases with ERG overexpression.

Conclusions : PITX2 down-regulation is associated with promoter hypermethylation and is a good predictor of clinical outcomes after
radical prostatectomy. PITX2 methylation might be influenced by oncogenic ERG. © 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Prostate cancer; PITX2 hypermethylation; ERG

1. Introduction typically elderly patients [2]. A combination of histopatho-
logic parameters from biopsy samples, prominently Gleason
grading, clinical staging, and PSA level can predict the

likely course of the disease in general, but the prediction is

Since the introduction of PSA as a molecular biomarker,
prostate cancers are becoming detected at earlier stages at

which they can be cured by radical prostatectomy or irra-
diation [1]. The clinical course of prostate cancer is highly
variable; a large fraction of cases would never result in
symptomatic disease during the expected lifetime of the

* This study was supported by a grant from the Deutsche Forschungs-
gemeinschaft to W.A.S. and by a start-up grant from the Medical Faculty
of the Heinrich Heine University to C.A.

* Corresponding author. Tel.: +49 211/8108607; fax: +49 211/
8118676.

E-mail address: christian.arsov@med.uni-duesseldorf.de (C. Arsov).

1078-1439/$ — see front matter © 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.urolonc.2011.04.010

insufficiently precise for individual patients. Given this
background, there is an urgent requirement for molecular
biomarkers that can be used on biopsy, blood, or urine
samples to predict the natural course of the disease prior to
therapeutic intervention.

Insights into the molecular pathogenesis of prostate can-
cer have provided a large range of candidate molecular
biomarkers [3]. One major finding has been that many cases
harbor chromosomal translocations that lead to the activa-
tion of oncogenic ETS family transcription factors, most
commonly ERG. ERG translocations and overexpression
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are found in about half of all prostate cancers and appear to
portend a more aggressive course of disease in the majority
of studies [4-6].

Another characteristic of prostate cancers is a high prev-
alence of alterations in DNA methylation. Hypermethyl-
ation of a specific set of genes, including GSTPI, RARB2,
APC, and RASSFIA, is observed in almost all cases. There-
fore, analysis of hypermethylation of these genes may help
detecting and distinguishing prostate malignancies [7,8].
Other methylation changes, present in a smaller fraction of
cases, may mark subsets with worse prognosis. For instance,
hypermethylation of the PITX2 (paired-like homeodomain
transcription factor 2) promoter was reported to be associ-
ated with recurrence after radical prostatectomy and this
association has been confirmed in multicenter studies
[9,10]. Promoter hypermethylation usually goes in parallel
with transcriptional silencing of the affected gene.
Strangely, although PITX2 hypermethylation in prostate
cancer is a well-established phenomenon, it is so far un-
known whether it concurs with down-regulation of gene
expression and whether diminished gene expression might
also be correlated to poor prognosis. Moreover, it is un-
known how PITX2 hypermethylation relates to other typical
changes in prostate cancer, particularly ERG oncogenic
activation.

With these questions in mind, we have investigated
PITX?2 expression and hypermethylation in our small, but
well-characterized set of prostate cancer specimens from
radical prostatectomies and in prostate cancer cell lines.

2. Methods
2.1. Study population and tissue samples

High quality RNA was available from 13 benign prostate
tissues and 45 cancer samples collected from patients un-
dergoing radical prostatectomy for prostate carcinoma be-
tween 1997 and 2002 in our institution as described in a
prior study [11]. TNM classification was performed accord-
ing to the International Union against Cancer from 2002.
Twenty cancers were staged as pT2 and 25 as pT3 and pT4.
Twenty-six cancer specimens had a Gleason score of 7,
13 <7 and 6 >7. At the time of surgery, no distant metas-
tases were detectable, but 11 patients had lymph node me-
tastases. The patients’ age ranged from 59 to 74 years. High
quality DNA was available from 93 cancer tissues encom-
passing the specimens used for RNA analysis. Of these, 44
were staged as pT2, and 49 as pT3 or pT4. Sixteen patients
had lymph node metastases, but no distant metastases were
detected. Each 27 carcinomas were assigned a Gleason
score >7 or <7 and 39 a score of 7. Follow-up data were
available for all patients with a median follow-up time of 98
months. The study was approved by the ethics committee of
the Heinrich Heine University medical faculty.

2.2. DNA and RNA extraction

DNA and RNA were extracted and quality-checked from
identical powdered tissues as described previously [12,13].
High molecular weight genomic DNA was isolated using
the blood and cell culture DNA kit (Qiagen, Hilden, Ger-
many). Total RNA was isolated using the RNeasy Mini Kit
(Qiagen) following guanidinium/acid phenol/chloroform
extraction (peqGOLD TriFast; peqLab, Erlangen, Ger-
many). Quality of DNA and RNA was initially checked by
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Fig. 1. Expression of PITX2 in prostate cancer and benign tissues and its
relation to clinical course of disease. (A) Expression of PITX2 mRNA
relative to TBP in benign and cancerous prostatic tissues from radical
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Fig. 2. Methylation of PITX2 in prostate cancer and benign tissues and its
relation to clinical course of disease. (A) Percentage methylation of PITX2
in 93 prostate cancer and 13 benign tissues. Median values were <0.001%

spectrophotometry and subsequently by agarose gel or cap-
illary electrophoresis, respectively. Only high quality DNA
and RNA preparations were used in the present study.

2.3. Tumor cell lines

Prostate carcinoma cell lines 22Rv1, LNCaP, PC-3, and
DU145 were cultured in RPMI-1640 (Gibco Life Technol-
ogies, Karlsruhe, Germany), supplemented with 10% fetal
calf serum and penicillin/streptomycin. Normal human
prostate epithelial cells (PrEC) were purchased from Lonza
(Cologne, Germany) and were propagated in the recom-
mended medium. The DNA methyltransferase inhibitor
5-aza-2'-deoxycytidine (5-aza-dC; Sigma, Miinchen, Ger-
many) was applied at a concentration of 2 uM every 24
hours for 3 days, and 2 uM suberoyl anilide hydroxamide
(SAHA) was added for the last 2 days.

2.4. Quantitative RT-PCR

Following reverse transcription by SuperScript II (Invit-
rogen, Darmstadt, Germany), quantitative real-time RT-
PCR was performed on an ABI 7900 instrument using
commercially available primers and TagMan probes spe-
cific for the respective mRNAs (Applied Biosystems,
Darmstadt, Germany). The assay for ERG was chosen to
cover exons common to all oncogenic transcripts [14]. Each
run was standardized using a dilution series of cDNA from
a strongly expressing cell line or normal tissue. Experimen-
tal variation for each sample was below 10%. TBP was used
as a reference gene.

2.5. DNA methylation analysis

DNA was bisulfite-treated using the EZ DNA Methyl-
ation Gold Kit (Zymo Research, Freiburg, Germany). Quan-
titative PITX2 methylation analysis was performed with an
EpiTect MethyLight Assay (Qiagen, Germany) correspond-
ing to the assay used by Weiss et al. [9].

2.6. Biochemical recurrence
The endpoint for survival analysis was defined as bio-

chemical recurrence. Biochemical recurrence was defined
as a total PSA > 0.2 ng/ml on 2 consecutive tests.

for benign samples and 23.3% for prostate cancers. (B) Association of
PITX2 methylation with tumor stage. Blue boxes show samples with PITX2
methylation below median (23.3%) and green boxes those with methyl-
ation above median. x> analysis shows a statistically significant difference
between the two groups (P = 0.003). (C) Association between percentage
PITX2 methylation and recurrence. The grey line represents patients with
PITX2 methylation below median (23.3%) showing less and later biochem-
ical relapse than patients with hypermethylation above median embodied
by the black line (P = 0.007). Time to relapse is given in months.
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2.7. Statistical methods

All statistical calculations were performed with SPSS
18.0. For comparisons between groups Mann-Whitney U
test was employed, correlations were evaluated by Spear-
man’s p, nominal data were evaluated by x* test and fol-

low-up data by log-rank test.

3. Results
3.1. Expression of PITX2 in prostate cancer tissues

According to qRT-PCR, PITX2 expression was signifi-
cantly and strongly decreased in prostate cancer tissues (Fig.
1A). Only 5 cancers out of 45 retained PITX2 expression in
the range of the benign tissues and expression was unde-
tectable in many cancer specimens. Cases with loss of
expression developed significantly more and earlier recur-
rences than those with still detectable PITX2 expression
(Fig. 1B). No significant association was observed with

tumor stage or Gleason score (data not shown).

3.2. PITX2 promoter hypermethylation in prostate
cancer tissues

We employed the quantitative DNA methylation assay
described by Weiss et al. [9] to determine the methylation
status of PITX2 in an extended tissues series. Benign sam-
ples exhibited relative methylation values between <1%
and 11.7% with a median value of <0.001%. Cancer sam-
ples were significantly more strongly methylated, with a
median value of 23.3% (Fig. 2A). Hypermethylation was
more pronounced at higher stages (pT3 or pT4 vs. pT2)
(Fig. 2B). Cases with stronger methylation developed sig-
nificantly more and earlier recurrences than those with less

PITX2 methylation (Fig. 2C).

3.3. Association of PITX2 mRNA expression with
promoter hypermethylation

In the 45 cancer specimens analyzed for both PITX2
expression and methylation, hypermethylation was highly
significantly (P < 0.001) associated with down-regulation
of expression (Fig. 3A).

The prostate carcinoma cell lines PC3, DU145, and LN-
CaP showed no detectable expression of PITX2, while
22Rv1 displayed barely detectable expression (data not
shown). Treatment of the cell lines PC3 and DU145 with the
DNA methylation inhibitor 5-aza-dC led to a slight resto-
ration of mRNA expression, which was enhanced by the
combination with the histone deacetylase inhibitor SAHA
(Fig. 3B).
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and DU145.

3.4. PITX2 mRNA expression and promoter hypermethylation
in ERG-high and ERG-low prostate cancers

Overexpression of ERG, defined as more than 2-fold
increase over the maximum of benign tissues, was present in
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22 of 45 carcinoma samples [15]. PITX2 expression tended
to be lower in the specimens with high ERG expression, but
the relationship was not significant (Fig. 4A). Instead,
PITX2 hypermethylation was highly significantly associated
with ERG overexpression. Only 3 tumors with high ERG
expression had low PITX2 methylation levels (Fig. 4B).

4. Discussion

Our data are consistent with the conclusion of previous
studies [9,10] that PITX2 hypermethylation is a strong prog-
nostic marker of biochemical recurrence after radical pros-
tatectomy. We demonstrate here for the first time that PITX2
expression likewise is frequently decreased in prostate can-

cers and that this decrease, too, forebodes a poor prognosis.
Moreover, our data indicate that hypermethylation contrib-
utes to PITX2 down-regulation. There was a significant
association between expression and promoter hypermethyl-
ation in prostate cancer tissues. Furthermore, combined
treatment with a DNA methyltransferase inhibitor and a
histone deacetylase inhibitor partially restored PITX2 ex-
pression in the PC3 and DU145 prostate cancer cell lines.

Corresponding changes in PITX2 methylation and ex-
pression have already been observed in breast cancer tissues
and cell lines [16-19], whereas the identification of PITX2
hypermethylation as a negative predictive marker in pros-
tate cancer followed from screening for aberrant DNA
methylation in prostate cancers rather than functional anal-
yses [20]. Our observation that PITX2 down-regulation is
common in prostate cancers and associated with worse
prognosis now suggests that PITX2 might function as an
antagonist of cancer progression. In this respect, it is in-
triguing that we observed an excellent correlation between
PITX2 methylation and ERG overexpression. Notably, the
frequency of ERG overexpression in our tumor series (49%)
is consistent with the literature reporting TMPRSS2-ERG
fusions in 30%—-70% of cases [4]. ERG overexpression can
be detected in some preneoplastic high grade PINs, but
more consistently in invasive carcinomas [21], supporting a
role of ERG overexpression in promoting prostate cancer
invasion and progression. ERG may act by increasing pro-
liferation, invasiveness, and motility of prostate cancer cells
[14,22-24]. Interestingly, PITX2 has been shown to oppose
invasiveness of tumor cells by actin-myosin reorganization,
increased cell spreading, suppression of cell migration, and
strengthening of cell-cell adhesion [25]. Moreover, ERG
overexpression may alter WNT signaling [26]. PITX2 is
well established as a downstream effector of canonical
WNT signaling, modulating the expression of growth con-
trol genes like CCDNI and CCDN?2 [27]. Obviously, studies
on the function of PITX2 in prostatic cells and on its
potential interaction with ERG are warranted in the future.

5. Conclusions

We demonstrated the prognostic impact of PITX2 ex-
pression silencing in patients undergoing radical prostatec-
tomy. Moreover, PITX2 silencing was associated with ERG
overexpression. Our findings therefore call for a detailed
investigation of PITX2 expression and PITX2 function in
benign and malignant prostatic cells in future studies.
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Abstract: Overexpression of the classical homeobox transcription factor HOXC6 is
frequent in prostate cancers and correlates with adverse clinical parameters. Since
surprisingly many HOXC6 target genes are downregulated in prostate cancer, it has been
posited that oncogenic effects of HOXC6 in prostate cancer may be unmasked by
concurrent epigenetic downregulation of target genes exerting tumor suppressive effects.
To test this hypothesis, we have studied the expression of three HOXC6 target genes,
CNTNI (encoding a cell adhesion protein), DKK3 and WIFI (encoding WNT growth
factor antagonists) as well as DNA methylation of DKK3 and WIF1. HOXC6 upregulation
and association with poor prognosis were confirmed in our tissue series. The three target
genes were each significantly downregulated in cancer tissues and expression of each one
correlated inversely with that of HOXC6. Cases with lower WIFI expression showed
significantly earlier recurrence (p = 0.021), whereas no statistical significance was reached
for CNTNI and DKK3. Hypermethylation of DKK3 or WIFI gene promoters was observed
in a subset of cancers with downregulated expression, but was often weak. Our data
support the hypothesis that HOXC6 target genes exerting tumor-suppressive effects are
epigenetically downregulated in prostate cancer, but DNA methylation appears to follow or
bolster rather than to cause their transcriptional inactivation.

Keywords: prostate cancer; epigenetic silencing; DNA methylation; homeobox
transcription factors; WNT signaling
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1. Introduction

Prostate cancer is distinguished by a profusion of epigenetic alterations, which include consistent
hypermethylation of several genes, frequent hypermethylation of numerous others, genome-wide
hypomethylation of repeat sequences, changes in histone modifications and altered expression of
chromatin regulatory factors [1,2]. Some of these epigenetic changes, notably hypermethylation of
genes like GSTP1, appear to be associated with earlier stages of tumor development, whereas others
are rather associated with tumor progression. The latter changes include hypermethylation of additional
genes, hypomethylation of retroelements and overexpression of the histone methyltransferase EZH2.
Accordingly, there is considerable interest in exploiting epigenetic changes associated with early
development for the detection of prostate cancer on the one hand and alterations associated with
progression for classification, molecular staging and prognostic purposes on the other hand [3.,4].

Among the prominent targets of epigenetic alterations in human cancers are classical HOX genes
encoding transcription factors regulating cell fate and differentiation [5,6]. These genes are located in
four clusters. Whereas normal prostate expresses predominantly posterior genes from the A and B
clusters, genes from the C and D clusters become activated in cancer tissues [7-12]. Both the causes
and consequences of cancer-associated changes in HOX gene expression are insufficiently understood.
Nevertheless, it is now well established that individual classical HOX genes can act as oncogenes or
tumor suppressors in various human cancers [6,13].

In the prostate, specifically, there is convincing evidence for an oncogenic function of HOXC6. Its
mRNA and protein have been found to be strongly overexpressed in many prostate cancers compared
to their low expression in benign tissues [7,10,14,15]. The degree of HOXC overexpression parallels
several clinical parameters of tumor progression, including Gleason scores [10,14,16]. Analyses of
genes affected by HoxC6 knockout in murine prostates or by up- or downregulation of HOXC6 in
human prostatic cells identified targets in the WNT and Notch signaling pathways as well as BMP7,
FGFR2 and PDGFRA [15]. These target genes are upregulated by HOXC6 and could plausibly
mediate its effects on prostate cancer progression and metastasis. Curiously, however, about half of the
genes positively regulated by HOXC6 in experimental models are actually downregulated in prostate
cancers, including three genes encoding inhibitors of WNT signaling, WIFI, DKK3 and SFRPI [15].
Moreno [17] has proposed an elegant explanation for this apparent discrepancy. According to this
hypothesis, HOXC6 can activate both target genes promoting and preventing prostate cancer
progression, but epigenetic inactivation of its tumor-suppressive targets would restrict its effect to
cancer-promoting genes. Indeed, all three WNT inhibitor genes have been reported to be
downregulated or hypermethylated in prostate cancer [18-26]. Therefore, DNA methylation of these
genes may prevent their activation by HOXC6. However, this hypothesis has not been investigated
explicitly by studying expression of HOXC6 together with methylation and expression of these target
genes in prostatic tissue samples.

Here we report an expression analysis of HOXC6 and three of its target genes in a well-
characterized series of prostate cancer tissues. Our data confirm the reported correlation of HOXC6
expression with clinical parameters of prostate cancer progression. As predicted, WIFI and DKK3
downregulation was related to HOXC6 overexpression. Both genes were hypermethylated in some
prostate cancer samples, but their hypermethylation was not well correlated with downregulation.
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Likewise, a third HOXC6 target gene, CNTNI, was concordantly downregulated. Taken together, our
data suggest that downregulation of HOXC6 target genes are often accompanied by DNA methylation
but can occur independently of this epigenetic modification.

2. Results and Discussion
2.1. Expression of HOXC6 in Prostate Cancer Tissues

Expression of HOXC6 was determined by quantitative RT-PCR in 45 prostate cancer and 13 benign
tissues collected from prostatectomies. The majority of cancer tissues displayed—often grossly—
elevated levels of HOXC6 mRNA resulting in an overall highly significant difference compared to
benign tissues (Figure 1A). As reported by others, cancers with high HOXC6 expression had
significantly higher T stage, had more often spread to lymph nodes and were assigned higher Gleason
scores. Expression of MKI67 encoding the proliferation marker Ki67 was likewise enhanced in these
cases (Mann-Whitney test: p = 0.004). Cancers with above median HOXC6 expression recurred
significantly (log-rank p = 0.024) earlier than cancers with below median expression (Figure 1B).
These data confirm previous reports on frequent HOXC6 overexpression in prostate cancer [7,10,14,15]
and the association of increasing HOXC6 overexpression with adverse clinical parameters.

Figure 1. Expression of HOXC6 in prostate cancer. (A) Expression of HOXC6 mRNA as
measured by quantitative RT-PCR in 45 prostate carcinoma and 13 benign prostate tissues;
(B) Kaplan-Meier analysis of effect of HOXC6 expression on biochemical recurrence.
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2.2. Expression of Presumed HOXC6 Target Genes in Prostate Cancer Tissues

In the same set of samples, expression of DKK3, WIFI and CNTNI was observed to be significantly
decreased (Figures 2A—C). Expression of each gene correlated inversely with that of HOXC6 in a
statistically significant (each p < 0.001) manner (Figures 2D-F). Accordingly, expression of each
target gene correlated significantly positively with that of each other, with Spearman rho coefficients
between 0.4 and 0.6. Cases with lower than median expression of each target gene, CNTNI, DKK3 or
WIF1, showed earlier recurrence, but the association was only significant at the p < 0.05 level for
WIF1 (Figures 3A—C). In addition, low WIFI expression was significantly associated with lymph node
involvement (p = 0.036) and higher Gleason scores (p = 0.026), but not with tumor stage (pT2 vs.
pT3). Expression of CNTNI or DKK3 was not significantly associated with any histopathological
parameter in our series.

Figure 2. Expression of HOXC6 target genes in prostate cancer. (A) Expression of CNTNI
mRNA as measured by quantitative RT-PCR in 45 prostate carcinoma and 13 benign prostate
tissues; (B) Expression of DKK3 mRNA in the same set of tissues; (C) Expression of WIF1
mRNA in the same set of tissues; (D-F) Plots of CNTNI, DKK3 and WIFI expression against
HOXCG6 expression. In each case, there was a highly significant (p < 0.001) inverse correlation.
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Figure 3. Relation of HOXC6 target gene expression to prostate cancer recurrence.
Kaplan-Meier analysis of relation of CNTNI (A), DKK3 (B) and WIFI (C) expression to
progression-free survival, measured as biochemical recurrence. Samples were stratified by

median for each gene.
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Our measurements confirm the reported downregulation of the WNT factor antagonists DKK3 and
WIF1 in prostate cancer [18,21-23,25,26]. In addition, our data hint at an association of stronger WIF1
downregulation with worse prognosis. Most importantly, our study demonstrates for the first time
explicitly that expression of certain target genes is inversely correlated with overexpression of
HOXCS6. This is also the first report on CNTN1 in prostate cancer. The gene encodes a member of the

contactin family which serves as a membrane receptor for chondroitin sulfate and regulates receptor

tyrosine phosphatases. The function of contactin 1 has mainly been studied in neuronal and glial cells,
where it regulates cell-cell and cell-substrate adhesion. Two studies in lung cancers and gliomas
suggest that this function may also be relevant for cancer cell invasion and metastasis [27,28].

Investigations on the function of contactin 1 in prostate cancer and of the epigenetic regulation of its
complex gene might therefore be rewarding.
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2.3. Methylation of Presumed HOXC6 Target Genes in Prostate Cancer Tissues

Methylation of DKK3 and WIFI promoter CpG-islands was analyzed by methylation-specific PCR
as described in previous publications [21,29]. Methylation of DKK3 was observed in 16 of the
92 carcinoma samples, but not in benign controls. It was significantly more frequent in cases with
lymph node involvement and significantly less frequent in cases with Gleason score < 6 ()* test,
p < 0.05). However, expression of DKK3 was not significantly different between carcinoma samples
with or without hypermethylation. WIFI methylation was more prevalent, being detectable in 31 of
92 carcinoma samples, but also in eight of 17 benign controls. The latter finding may relate to previous
findings [18] suggesting that WIF'I downregulation may commence at early stages of prostate cancer.
As for DKK3, WIFI hypermethylation and the extent of downregulation of expression were not
significantly related to each other. Because the bands obtained in the WIFI MS-PCR assay with the
methylated-specific primers were often weak (except in LNCaP cells used as a positive control),
bisulfite sequencing was conducted across the region interrogated by the assay in prostate tissue
samples and controls (Figure 4). The analyzed part of the WIFI CpG-island was completely
unmethylated in blood leukocytes, but was quite densely methylated in the prostate cancer cell line
LNCaP which lacks WIFI expression. In contrast, only occasional sites were methylated in the
expressing 22Rv1 line. In all benign and carcinoma tissues, only patchy and weak methylation was
found, as suggested by the results of the MS-PCR assay. Of note, we have previously shown that in
this set of prostate cancer tissues GSTP1, EPB41L3 and several other genes are each hypermethylated
at frequencies of 60%—-80%, often displaying dense methylation [19,30]. Thus, DKK3 and WIFI
hypermethylation was much less widespread than downregulation and was often weak if it occurred.

Figure 4. WIFI methylation in prostate cancer. Bisulfite sequencing analysis of WIFI
promoter methylation in blood leukocytes, prostate cancer cell lines with high (22Rv1) and
low (LNCaP) expression, benign and carcinoma prostate tissues. Each line represents one
cloned PCR product, each circle represents one CpG site. Dark circles indicate methylated
and light circles unmethylated sites. Some sites at the 3'-end of the sequence were difficult
to read and are labeled by x.
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3. Experimental Section
3.1. Patients and Tissue Samples

High quality RNA was prepared from 13 normal prostate tissues from cancer-carrying prostates and
45 carcinomas from patients aged 59—74 years undergoing total prostatectomy as described [19].
According to the IUAC 2007 TNM classification, tumors were staged as pT2 in 20, pT3 in 23 and pT4
in 2 cases. A Gleason score of 7 was detected in 26 tumors, < 7 in 13 tumors and > 7 in 6 tumors.
None of the patients had distant metastases, but 11 cancers had spread to local lymph nodes. High
quality DNA was available from 92 cancer tissues encompassing the specimens used for RNA
analysis. Of these, 43 were staged as pT2 and 49 as pT3 or pT4. Sixteen patients had lymph node
metastases, but none distant metastases. Each 27 carcinomas were assigned a Gleason score > 7 or <7
and 38 a score of 7. The median follow-up period was 98 months. The study was approved by the
ethics committee of the Heinrich Heine University medical faculty.

3.2. RNA Extraction and Quantitative RT-PCR

Total RNA was isolated from preconfluent cells using the RNeasy ® Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany). Two pg RNA were reversed transcribed using Superscriptll (Invitrogen, Karlsruhe,
Germany) with oligo-dT primers according to the manufacturer's protocol. Quantitative real-time PCR
for CNTNI, DKK3, WIF'1, and the reference gene 7BP was performed using SYBR-Green reaction
mix (Qiagen) with 0.4 uM of each primer in an ABI Prism 7900HT instrument (Applied Biosystems,
Darmstadt, Germany) with the following conditions: activation at 95 °C for 15 minutes followed by
45 cycles of denaturation at 94 °C for 15 s, elongation at 72 °C for 30 s and measuring at 88 °C for 15 s.
Amplification lasted 30 s with temperatures at 55 °C for CNTN1, 57 °C for DKK3 and WIF'1, 61 °C for
TBP. The quality of the amplification was assured by a melting curve established by incubation at 95 °C,
60 °C and 99 °C for 15 s each. HOXC6 expression was measured by Tagman assays Hs00171690 mL
(Applied Biosystems). Duplicate measurements gave < 10% difference. For each gene, a standard
curve was constructed using a reference cell line with high expression and expression in the samples
was expressed relative to this standard. The same procedure was performed for the 7BP control, to
which the measurements were then adjusted.

3.3. DNA Extraction and Methylation Analyses

High-quality DNA was extracted from tissues and prostate carcinoma cell lines as described [19].
The EZ DNA Methylation Kit (Zymo Research, Orange, CA, USA) was used for bisulfite conversion.
PCRs were performed in a 50 uL reaction mixture consisting of 1 x buffer, 150 uM dNTPs, 15 pmol
of each primer, 1 U Hotstar Taq polymerase, water and 2 pL bisulfite-converted DNA each. The
following program was used: initial Taq activation at 94 °C for 15 min, followed denaturation at 95 °C
for 30 s, annealing for 30 s, elongation at 72 °C for 45 s, with a final elongation for 10 min. MS-PCR
amplification was performed for DKK3 unmethylated/methylated for 36/38 cycles with annealing at
61/65 °C, for WIFI unmethylated/methylated MS-PCR amplification was performed for 34/36 cycles
with annealing at 53 °C for both genes. Fully methylated and completely methylated controls were
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carried in each reaction as described [19]. For WIFI bisulfite sequencing PCR was conducted for
35 cycles with annealing at 60 °C. PCR products were examined by agarose gel electrophoresis. For
bisulfite sequencing PCR products were cloned into the E. coli TOPO 10 vector (TOPO TA Cloning

Kit, Invitrogen). Four clones from each sample were sequenced using standard methods. Primer
sequences are compiled in Table 1.

Table 1. Primers Used.

Primer names Forward 5" — 3’ Reverse 5’ — 3’ Product size (bp)| Reference
DKK3-MS-PCR  [GGG GCG GGC GGCACA TCT CCG CTC 120 [29]
(meth.) GGG GC TAC GCC CG
DKK3-MS-PCR [TTA GGG GTG GGT|CTA CAT CTC CA(C 125 [29]
(unmeth.) GGT GGG GT TCT ACA CCC A

TTG CCA GCT TCCOTGC AGT GAC CCC self-
DKK3-GRT-PCR | 61 AcA cC AGA CAC A 105 designed
WIF1-MS-PCR  [CGT TTT ATT GGGIACT AAC GCG AAC 145 [29]
(meth.) CGT ATC GT GAA ATA CGA
WIF1-MS-PCR |GGG TGT TTT ATT AAA AAA ACT AAC
(unmeth.) GGG TGT ATT GT ACA AAC AAA ATA 154 [29]

CAA AC

TAA TGG AGG GAC|ICCA TTT CGA CAQ self-
WIFI-GRT-PCR 16 11T 1A CC GGT TGT G 102 designed
WIFl-B_isulﬁte GTT TTA GGG GTT|[CAA CTC CCT CAA 463 (31]
sequencing-PCR  [TTT GAGTGT T CCA AAA CTA

3.4. Statistical Methods
Statistical calculations were performed using SPSS 19.0.
4. Conclusions

We observed striking HOXC6 overexpression in our small, but well-characterized prostate cancer
tissue series. Our findings underscore that the previously described strong association of HOXC6
overexpression with adverse clinical parameters [7,10,14,15] is robust and deserves to be explored for
the purposes of developing prognostic and molecular staging biomarkers. Our confirmation of these
relationships accentuates the question of how HOXC6 contributes to oncogenesis and tumor
progression in the prostate. Obviously, the answer is not trivial. Since HOXC6 is well-established as a
transcription activator, it is most likely to act by regulating gene expression. Indeed, a range of
positively regulated target genes have been defined by various experimental approaches. As reviewed
by Moreno [17], among them are plausible candidates for promoting oncogenesis in the prostate, e.g.,
through WNT, BMP, FGF and NOTCH signaling pathways. However, it seems paradoxical that
several genes activated by HOXC6 in experimental settings would be expected to counteract
tumorigenesis in vivo, especially antagonists of WNT signaling like DKK3 and WIF1 [22,26,32].
These have indeed been reported to be downregulated or hypermethylated in prostate cancer in other
studies [16,21,23]. One plausible explanation for the paradox is that genes antagonizing tumor
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development become hypermethylated in prostate by independent mechanisms and are no longer
accessible to transcriptional activation by HOXC6 (Figure 5A).

Figure 5. Hypotheses on the function of DNA methylation in inactivation of HOXC6
target genes in prostate cancer. (A) initial hypothesis based on ref. [14]; (B) hypothesis
modified to explain the results of our study.
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Several results from the present study argue against this hypothesis in its most simple form. First,

although we observed DKK3 and WIF'I hypermethylation in some cases, it was relatively weak and
transcriptional downregulation was more generalized. Of note, we have previously found that
hypermethylation of another HOXC6 target, SFRPI, is also relatively rare in our tissue series, whereas
around 80% of the cases harbor hypermethylated GSTP1, as expected [19]. According results have
been published by others [25]. Second, hypermethylation was not well correlated with transcriptional
downregulation and was also observed in many benign adjacent tissues in the case of WIF1. These
findings argue that DNA methylation is not the primary cause of transcriptional silencing of these
genes, but may rather follow and bolster their initial downregulation by other epigenetic mechanisms
(Figure 5B).

Third, we found the strongest downregulation of CNTNI, DKK3 and WIFI in cases with high
HOXC6 expression suggesting that transcriptional silencing of these HOXC6 target genes might be
elicited by the factor itself. This idea seems unlikely at first glance, since classical HOX factors act
predominantly as transcriptional activators. There are however exceptions to the rule. For instance,
HOX target genes may become repressed upon interactions with SMAD proteins that are activated by
BMP signaling [33]. In order to explain our findings, we would like to propose the idea that the
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changed composition of transcription factors (and cofactors) in the nuclear milieu of prostate cancer
cells may lead to a switch of HOXC6 function at some of its target genes (Figure 5B). An analogous
case in prostate cancer is the altered target gene spectrum of the androgen receptor caused by changes
in the expression of interacting transcription factors like HOXB13 and FOXAT1 [34,35]. Accordingly,
our data call for further detailed research on the HOXC6 paradox in prostate cancer which should yield
important results for clinical application as well as insights into basic mechanisms of transcription.
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