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Zusammenfassung

Retroelemente stellen mit Uber 42 % einen grofen Teil unseres Genoms dar. Wichtige Vertreter
sind LINE Elemente, Alu Elemente und humane endogene Retroviren (HERV). Einige dieser
Elemente Gibernehmen Funktionen wahrend der Ontogenese und Embryogenese und kénnen auf
DNA- und RNA-Ebene die Transkription anderer Gene beeinflussen. Der groRte Teil der
Retroelemente ist durch Mutationen nicht mehr zur eigenstdndigen Retrotransposition fahig.
Zudem sind somatische Zellen durch epigenetische Inaktivierung vor der Reaktivierung von
Retroelementen geschutzt. In vielen Tumoren kommt es zu einer globalen DNA-Hypomethylierung,
die nicht zuletzt Retroelemente betrifft. Die Auswirkungen dieser und weiterer epigenetischer
Anderungen sind bisher nur unzulanglich bekannt. Eine vermehrte Expression der Retroelemente
kdnnte beispielsweise zu DNA-Doppelstrangbrichen und genomischer Instabilitat mit
Tumorprogression fuhren. Eine Hypomethylierung von Retroelementen sowie eine Expression von
LINE-1 im Urothelkarzinom sind im Prinzip bekannt. Diese Arbeit sollte nun eine umfassendere
Untersuchung der DNA-Methylierung, RNA-Expression und Proteinexpression von Retroelementen
in Urothelkarzinomzelllinien und Tumorgeweben liefern. Mittels LINE-1 Knockdown durch siRNA
und mit einem nichtnukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitor sollten weiterhin die

Auswirkungen einer LINE-1 Expression auf Urothelkarzinomzelllinien untersucht werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestdtigen, dass die DNA-Hypomethylierung von LINE-1 im
Urothelkarzinom der Harnblase ein frih auftretendes und weit verbreitetes Merkmal ist. LINE-1
DNA war in Urothelkarzinomen gegenlber den benignen Kontrollen signifikant hypomethyliert. Die
Hypomethylierung ging mit einer Verschiebung der RNA-Expression in Richtung Volllangen LINE-1
Elemente einher, nicht jedoch mit einer generellen Expressionssteigerung von LINE-1. Die
Untersuchung der HERV-K Proviren ergab zwar deutliche DNA-Methylierungsunterschiede, aber
bei keinem getesteten Provirus einen signifikanten Unterschied in der Expression zwischen
benignen Geweben und Urothelkarzinomen. Die Expression von Alu Elementen stieg an, wobei nur
die Expression von AluYb8 signifikant zunahm. Durch den LINE-1 Knockdown kam es zu einer
deutlich veranderten Zellmorphologie, vermindertem Zellwachstum und Seneszenz. Die veranderte
Zellmorphologie kénnte eine weitere Entdifferenzierung anzeigen. Durch Hemmung der reversen

Transkriptase wurde keine Apoptose induziert.

Diese Arbeit gibt somit einen Uberblick (iber den DNA-Methylierungsstatus und die Expression
verschiedener Retroelemente im Harnblasenkarzinom und erste Einblicke in mdgliche
Auswirkungen der LINE-1 RNA-Expression. Ziele weiterer  Arbeiten sollten
Sequenzierungsanalysen individueller LINE-1 und HERV-K Elemente sein, um spezifische aktive
Elemente im Harnblasenkarzinom zu identifizieren. Es sollten sich weitere Analysen zur
Expression von Differenzierungsmarkern und funktionelle Untersuchungen in Zelllinien unter LINE-
1 Suppression anschlieften, um die Rolle von LINE-1 in der Tumorgenese und Tumorprogression
im Harnblasenkarzinom zu verstehen.



Abstract

Retroelements make up more than 42 % of the human genome. The most important families are
LINE elements, Alu elements und human endogenous retroviruses (HERV). Some of them are
transcribed and active during ontogenesis and embryogenesis. Furthermore, they can affect
transcription of protein coding genes at the DNA or RNA level. The maijority of retroelements has
lost the ability for retrotransposition by mutations. Somatic cells are moreover largely protected
against reactivation of retroelements by epigenetic mechanisms. Global DNA hypomethylation in
many cancers prominently affects retroelements, but its impact on retroelement activation is not
well understood. Increased expression of retroelements could result in DNA double-strand breaks
and contribute to genomic instability and tumor progression. DNA hypomethylation of retroelements
and expression of LINE-1 are also known to occur in urothelial carcinoma of the urinary bladder.
This thesis aims at a more comprehensive analysis of DNA methylation, RNA expression and
protein expression of retroelements in this cancer type, using cell lines and tumor tissues. In
addition, potential effects of LINE-1 in urothelial carcinoma were investigated by means of siRNA-

mediated knockdown and treatment with a non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor.

The results confirm that LINE-1 DNA hypomethylation is a regular finding in urothelial carcinoma
cell lines and tissues. LINE-1 DNA was significantly hypomethylated in urothelial carcinoma
compared to normal urothelial tissue. Hypomethylation was associated with increased expression
of LINE-1 full length elements but not with generally increased LINE-1 expression. Analysis of
HERV-K proviruses revealed distinct differences in DNA methylation, but no significant differences
in RNA expression between benign urothelial and urothelial carcinoma tissues. Expression of Alu
elements increased in urothelial carcinoma, but only expression of AluYb8 was elevated
significantly. LINE-1 knockdown resulted in decreased cell growth and senescence. Cell
morphology changed towards a less differentiated appearance. Reverse transcriptase inhibition did

not induce apoptosis.

This thesis provides the first overview about DNA methylation status and expression of different
retroelement families in urothelial carcinoma as well as initial insights into the effects of LINE-1
RNA-expression. Future research should include RNA sequencing for individual LINE-1 and
HERV-K to identify active elements with the potential to retrotranspose. Further expression
analyses of markers of differentiation and additional cellular assays should be performed in
urothelial carcinoma cell lines to understand the effects of LINE-1 expression on tumorigenesis and

tumor progression in urothelial carcinoma.



APC
APOBEC
ATM
BCG
CDKN2A
cis

CK
CpG
DMSO
Dnmt1
Dnmt3a
Dnmt3b
dNTPs
EDTA
EGF
EGF-R
EN

Env
ERCC
ETV1
FANCA
FCS
FGFR3
Gag
HELLS
HERV
hTERT
INT
KLF-4
LINE
lincRNA

IncRNA
LTR
MAPK
MECP2
MIR
miRNA
MPSS
NK-Zellen
NMD
ORF
PCNA
PCR
PI3K
piRNA
PLZF
Pol
PRC2
Prt

Adenomatous polyposis coli
Apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic proteins
Ataxia Telangiectasia Mutated
Bacillus-Calmette-Guérin
Cyclin-dependent kinase Inhibitor 2A
Carcinoma in situ

Zytokeratin

Cytosin-Guanin-Dinukleotid
Dimethylsulfoxid

DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1

DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3A
DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3B
Desoxyribonukleosidtriphosphate
Ethylendiamintetraessigsaure

epidermal growth factor

epidermal growth factor receptor
Endonuklease

Envelope

excision repair cross complementing

ETS variant 1

Fanconi anaemia, complementation group A
fetal calf serum

Fibroblast Growth Factor Receptor 3
Gruppenspezifisches Antigen
lymphoid-specific helicase

Humane endogene Retroviren

Humane telomerase reverse transkriptase
Integrase

Kriippel-like factor-4

Long interspersed element

long intergenic non-coding RNA (lange intergenetische nicht
kodierende RNA)

Long non-coding RNA (lange nicht kodierende RNA)
long terminal repeats

mitogen-activated protein

methyl CpG binding protein 2
mammalian-wide interspersed repeats
Micro-RNA

Massively parallel signature sequencing
naturliche Killerzellen

Nonsense-mediated mRNA Decay

Open reading frame (offener Leserahmen)
Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen
Polymerasekettenreaktion
Phosphoinositid-3-Kinasen
PIW/l-interacting RNA

Promyelocytic leukaemia zinc finger protein
Polymerase

Polycomb repressive complex 2

Protease



PTCH1 Protein patched homolog 1

PTEN Phosphatase and Tensin homolog
gRT-PCR Quantitative real time Polymerasekettenreaktion
RAS Rat sarcoma

RB1 retinoblastoma protein-containing complex 1
RNAI RNA interference

RT Reverse Transkriptase

Runx runt-related transcription factor

SINE Short interspersed elements

siRNA Small interfering RNA

SIRT6 Sirtuin 6

SOX Sry-related HMG box

STAG2 Stromal Antigen 2

TBP TATA-binding protein

TDS target duplication sites

TERT telomerase reverse transcriptase
TNM tumor, node, metastasis

TPRT target-primed reverse transcription
TREX1 39 repair exonuclease 1

TSC1 Tuberous sclerosis 1

UFP1 Up-frameshift 1

uiCC Union internationale contre le cancer
UTR Untranslated region

vincRNA Very long non-coding RNA

WNT Wingless Int-Gen

YY1 Yin-Yang1



Einleitung 1

1.1 Das Urothelkarzinom der Harnblase: Epidemiologie, Atiologie, Klassifikation
und Therapie

1
1.2 Transposable Elemente 4
1.2.1 LINE: Long interspersed elements 5
1.2.1.1 Reverse Transkription der LINE-1 6

1.2.2  SINE: Small interspersed Elements 7
1.2.3 HERV: Humane endogene Retroviren 8

1.2.4  Funktionen der Retroelemente 9
1.2.5 Epigenetische Kontrolle der Retroelemente 10
1.2.6  Aktivierung von Retroelementen in humanen Tumorerkrankungen 10
1.2.6.1 HERV-K Aktivierung in humanen Tumorerkrankungen 11
1.2.6.2 Retroelemente im Urothelkarzinom der Harnblase 11

1.2.7  Auswirkung der Expression von LINE-1 und seiner reversen Transkriptase12

Ziele der Arbeit 13
Material und Methoden 14

3.1 Materialien 14
3.1.1 Ethikvotum 14
3.1.2  Zelllinien 14
3.1.3  Gewebeproben 15
3.1.4  Chemikalien, Reagenzien, Kits 19
3.1.5  Puffer, Lésungen 21
3.1.6  Oligonucleotide 23
3.1.7 siRNA 28
3.1.8  Antikdrper 29
3.1.9 Gerate 29
3.1.10 Software und Datenbanken 30
3.2 Methoden 30
3.21  Zellkultur 30
3.2.1.1  Urothelkarzinomzelllinien 30
3.2.2 RNA-Isolierung und RT-PCR 31
3.2.3 Quantitative RT-PCR 31
3.2.4  DNA-Isolierung 32
3.2.5 Bisulfitumwandlung 32
3.2.6  Pyrosequenzierung 32

\Y



3.2.7  Proteinextraktion und Western Blot Analyse 33

3.2.8  Standard Endprodukt PCR und Gelelektrophorese 33
3.2.9  Funktionelle Versuche 34
3.2.9.1  LINE-1 Knockdown mittels siRNA 34
3.2.9.2 SA-B-Galaktosidase Assay 35
3.2.9.3 Viabilitats-Assay 35
3.2.9.4 Behandlung mit Efavirenz 35
3.2.9.5 Caspase-Assay 36
3.2.10 Statistische Auswertung 36
4 Ergebnisse 37
4.1 LINE-1 Promotor-Methylierung und Expression 37
4.1.1  LINE-1 Promotor-Methylierung in Zelllinien 38
4.1.2  LINE-1 Promotor-Methylierung im Gewebe 39
4.1.3  LINE-1 RNA-Expression in Zelllinien 40
4.1.4  LINE-1 RNA-Expression in benignem Gewebe und Tumorgewebe 41
4.1.5 Individuelle LINE-1 Elemente 42
4.2 Proteinexpressionsanalysen 43
421  ORF1 Proteinexpression 43
4.3 Behandlung zweier Urothelkarzinomzelllinien mit LINE-1 siRNA 44
4.3.1  LINE-1 ORF1 RNA-Expression in LINE-1 siRNA transfizierten
Urothelkarzinomzelllinien 44
4.3.2  Zellmorphologie 47
4.3.3 ORF1 Proteinexpression 50
4.3.4  Zellviabilitat unter der LINE-1 siRNA Behandlung 51
4.3.5 Seneszenz Assay der LINE-1 siRNA behandelten Zellen 52
4.4 Behandlung dreier Urothelkarzinomzelllinien mit Efavirenz 55
4.5 Humane endogene Retroviren: DNA-Methylierung und RNA-Expression 57
451 HERV-K DNA-Methylierung 57
45.2 HERV-K RNA-Expression 60
453 HERV-K RNA-Expression in den Zelllinien und Geweben 60
4.6  Alu RNA-Expression in den Zelllinien und im Gewebe 64
5 Diskussion 66
5.1 Globale Hypomethylierung und Anderungen der LINE-1 Promotor DNA-
Methylierung im Urothelkarzinom der Harnblase 66
5.2 Anderungen der LINE-1 RNA- und Protein Expression im Urothelkarzinom der
Harnblase 68
5.3 Auswirkungen eines LINE-1 Knockdowns auf Urothelkarzinomzelllinien 71
54 HERV-K Elemente im Urothelkarzinom der Harnblase 77

VI



6

5.5
5.6

Alu Elemente im Urothelkarzinom der Harnblase
Fazit und Ausblick

Literaturverzeichnis

79
80
82

VI



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Urothelkarzinom der Harnblase: Epidemiologie, Atiologie,
Klassifikation und Therapie

Das Urothelkarzinom stellt mit 90% die haufigste Tumorentitdt der Harnblase dar.
Wesentlich seltenere Malignome der Harnblase sind Plattenepithelkarzinome und
Adenokarzinome. Maligne Neoplasien der Harnblase machen 3-4% aller Malignome in
Deutschland aus. Manner sind mit Uber 70% der Urothelkarzinome deutlich haufiger
betroffen als Frauen (Zentrum fiir Krebsregisterdaten 2014). Als haufigster Risikofaktor fir
die Entwicklung eines Urothelkarzinoms gilt die Exposition gegenuber chemischen Noxen,
die Uber die Nieren ausgeschieden werden und das Urothel schadigen. Fur bis zu 50%
der Urothelkarzinome sind aromatische Amine aus dem Zigarettenrauch
mitverantwortlich. Die Exposition gegeniber  polyzyklischen aromatischen
Kohlenwasserstoffen, chlorierten Kohlenwasserstoffen und aromatischen Aminen in der
Farb-, Metall- und Erdolindustrie ist der zweitwichtigste Risikofaktor. Genetische
Risikofaktoren sind unter anderem hypomorphe Allele der N-Acetyltransferase 2 und
Glutathion-S-Transferase p1, die zu Stérungen im Abbau toxischer Substanzen unter
anderem der aromatischen Amine flhren [1]. Eine Infektion mit Schistosoma
haematobium stellt vor allem flir squamése Plattenepithelkarzinome einen Risikofaktor
dar und ist in Asien, Afrika und Sldamerika verbreitet [2]. Eine virale Genese des
Urothelkarzinoms durch humane Papillomviren wurde oft diskutiert, konnte aber bisher

nicht bewiesen werden [3].

Das Urothel ist ein spezialisiertes Epithel, das den gesamten Harntrakt auskleidet und ihn
vor dem Ubertreten von Bestandteilen des Urins, einschlieRlich Noxen und
Mikroorganismen, in das Stroma schitzt. Es baut sich aus drei Schichten auf. Die
unterste Schicht, die Basalzellen, grenzt an das Stroma. Es folgen nach luminal die
Intermediarzellen und die Deckzellen. Die homdostatische Erneuerung und Regeneration
findet aus Vorlauferzellen und Stammzellen in der Basalschicht statt, wobei eine weitere
Stammzellpopulation in der Intermediarschicht vermutet wird. Die Differenzierung der
Schichten spiegelt sich in einer Expression unterschiedlicher Zytokeratine wider. Wahrend
die Vorlaufer das Cytokeratin CK5 exprimieren, sind die differenzierten Deckzellen durch
CK®8/18 und CK20 gekennzeichnet [4, 5].

Das Urothelkarzinom der Harnblase kann aus zwei unterschiedlichen Vorstufen
hervorgehen: einer Hyperplasie oder einer Dysplasie des Urothels. Eine Hyperplasie des

Urothels fuhrt in der Regel zur Entstehung von papillaren Tumoren. Diese kdnnen
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histologisch in low grade und high grade Tumore unterteilt werden. 75% aller
Urothelkarzinome sind gut differenzierte low grade Tumore ohne invasives Wachstum
(pTa) mit einer geringen Tendenz zur Tumorprogression. High grade pTa Tumore gehen
mit einer erhéhten Wahrscheinlichkeit in ein invasives Stadium Uber und sind deshalb mit
einer deutlich schlechteren Prognose assoziiert. Der haufigere Weg zur Entstehung eines
invasiven Urothelkarzinoms fihrt jedoch Uber eine high grade Dysplasie des Urothels, das
Carcinoma in situ. Neuere Studien versuchen die Urothelkarzinome nach ihren
molekulargenetischen Eigenschaften in weitere Untergruppen zu gliedern, um die

Prognose und Therapiemoglichkeiten zu spezifizieren [6-8].

Papillare low grade und invasive Urothelkarzinome unterscheiden sich in vielen
molekulargenetischen Eigenschaften. Papillare Urothelkarzinome sind genomisch stabiler
und weisen weniger Mutationen auf. Etwa 80% der papillaren pTa Tumore haben
aktivierende Mutationen in der Rezeptor-Tyrosinkinase FGFR3, haufig durch den Verlust
der Transmembrandomane. Die gesteigerte FGFR3 Aktivitat fihrt Gber die Aktivierung
des RAS-MAPK Signalweges und der Phospholipase Cy zu einer klonalen
Zellvermehrung [2]. FGFR3 Mutationen gehen meist mit einem gut differenzierten Tumor
und einer besseren Prognose einher. Dagegen ist die Uberaktivierung des PI3K/Akt-
Signalweges meist mit einer hdheren Aggressivitdt und einer schnelleren
Tumorprogression der papillaren Urothelkarzinome assoziiert und findet sich auch
haufiger in invasiven Tumoren [9, 10]. Zu den Mechanismen, die den PI3K/AKT-
Signalweg aktivieren, gehdren neben Mutationen im PIK3CA Gen auch die
Uberexpression von EGFR, ERBB2 und ERBB3. Der Signalweg miindet unter anderem in
die Aktivierung der Proteinkinase AKT, unterstitzt die Zellproliferation und hemmt die
Apoptose. Auch eine verminderte Aktivitat des PISK Gegenspielers PTEN beeinflusst den
Signalweg und fuhrt zu einer schlechteren Prognose [2]. Weiterhin sind die MAPK-, WNT-
und NOTCH-Signalwege im Urothelkarzinom haufig verandert [2]. Mutationen in Genen
fur DNA-Reparaturfaktoren und Regulatoren der DNA-Reparatur werden haufiger in
invasiven Urothelkarzinomen gefunden. Zu diesen gehéren unter anderem ATM, ERCC2,
FANCA und STAG2. Durch eine fehlerhafte DNA-Reparatur entstehen nach DNA-
Doppelstrangbrichen gehauft Translokationen und Deletionen Uber non-homologous end-
joining. Dies flhrt zu einer hdheren Rate an Chromosomenaberrationen in invasiven
Urothelkarzinomen [2]. Die partielle Deletion des Chromosoms 9q ist eine der haufigsten
genetischen Veranderungen; auch in papillaren low grade Tumoren. Auf diesem
Chromosom befindet sich unter anderem CDKNZ2A, das fur die Tumorsuppressoren p16
und p74 kodiert, sowie CDKN2B, PTCH1 und TSC171 [2, 11, 12]. Die vollstandige

Inaktivierung von CDKNZ2A ist mit einer schlechteren Prognose assoziiert [13]. Fast alle
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invasiven Urothelkarzinome weisen Defekte in Proteinen der Zellzyklusregulation auf.
Hierzu zahlen neben CDKNZ2A vor allem die Tumorsuppressoren p53 und RB71 [2, 10, 13,
14]. Im Urothelkarzinom kommen haufiger als in anderen epithelialen Tumoren
Mutationen in Chromatin-Regulatoren vor, die vermutlich zur Repression von Genen fur
die Differenzierung des Urothels flihren [2]. Weiterhin sind Mutationen im Promotor der
telomerase reverse transkriptase (TERT) im Urothelkarzinom sehr haufig [15]. Eine
Unterteilung der papillaren Urothelkarzinome in zwei genomische Subtypen anhand
unterschiedlicher Marker, unter anderem der partiellen Deletion des Chromosom 9q,
einem erhdhten Ki67, einer verstarkten Glykolyse und DNA-Reparatur scheint sinnvoll zu
sein [16]. In lokal fortgeschrittenen und metastasierten Urothelkarzinomen findet man

vermehrt eine Androgenrezeptorexpression [10].

Die Therapie des Urothelkarzinoms der Harnblase richtet sich nach der UICC (Union
internationale contre le cancer), deren Stadieneinteilung sich auf die TNM Kilassifikation
bezient. Dabei steht T fir ein Vordringen der Urothelkarzinomzellen in andere
Gewebeschichten oder fur die Infiltration benachbarter Strukturen. Das Stadium T1
bedeutet eine Infiltration der Submukosa, T2 der Muskularis, T3 des perivesikalen
Fettgewebes und T4 eine Infiltration der Nachbarorgane. Das Ausmalf} der lymphonodalen
Metastasierung gibt der Lymphknotenstatus N an. Beim Stadium NO sind keine
Lymphknoten infiltriert, bei N1 liegt eine solitdre Lymphknotenmetastase kleiner als 2 cm
vor, bei N2 Uberschreiten die Lymphknotenmetastasen die Grée von 5 cm nicht,
wohingegen bei N3 Lymphknotenetastasen groRer als 5 cm vorliegen. Der Status der
Fernmetastasierung wird mit M angegeben; bei MO liegen keine Fernmetastasen vor, M1

bezeichnet eine vorhandene Fernmetastasierung.

Die Wahl der Therapieoptionen des Urothelkarzinoms richtet sich nach dem
Tumorstadium sowie den biologischen Eigenschaften des Karzinoms. Neben den lang
etablierten Therapien, der Chirurgie, der Strahlentherapie und der konventionellen
Chemotherapie werden vor allem fir die Behandlung des metastasierten
Urothelkarzinoms auch neue zielgerichtete Therapien erprobt. Diese orientieren sich an
den oben genannten genetischen und molekularbiologischen Eigenschaften der Tumore.
Operative Optionen sind lokale Resektion oder radikale Operation. Urothelkarzinome der
Stadien Carcinoma in situ, pTa, und pT1 (bis zum Grading 2) kénnen durch eine
transurethrale Resektion abgetragen werden. Hierbei neigen vor allem papillare Tumore
nach Resektion zu Rezidiven. Dies wird wahrscheinlich durch den sogenannten Feldeffekt
verursacht, bei dem das umliegende Urothel bereits molekulargenetische Veranderungen

aufweist, die eine erneute und multifokale Entartung erlauben [2, 17, 18]. Die Rezidivrate
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kann postoperativ durch eine intravesikale Immuntherapie oder eine intravesikale
Chemotherapie gesenkt werden. Bei der Immuntherapie ruft BCG (Bacillus-Calmette-
Gueérin) eine bakterielle Zystitis hervor, mit dem Nebeneffekt der Immunisierung gegen die
Tumorzellen und einer Zerstorung der Tumorzellen durch zytotoxische T-Zellen und NK-
Zellen [19]. HOhergradig invasive Urothelkarzinome konnen nach Ausschluss einer
Fernmetastasierung mittels radikaler Zystektomie kurativ behandelt werden. Eine
adjuvante oder neoadjuvante Chemotherapie senkt hierbei die Rezidivrate. Gebrauchliche
Therapieschemata sind die MVAC (Methotrexat, Vinblastin, Adriamycin, Cisplatin) oder
Cisplatin/Gemcitabin  Kombinationstherapien. Fortgeschrittene und metastasierte
Urothelkarzinome werden mit einer konventionellen palliativen Chemotherapie,
experimentell mit zielgerichteten Therapien behandelt [20]. Seit neuestem sind
Immuncheckpoint-Inhibitoren flir die Therapie des metastasierten oder lokal

fortgeschrittenem Urothelkarzinom der Harnblase zugelassen [21].

1.2 Transposable Elemente

Retroelemente werden in die Gruppe der transposablen DNA-Elemente eingeordnet.
Transposable Elemente gehéren zu den repetitiven Sequenzen und bilden etwa 45%
unseres Genoms [22]. Es handelt sich um DNA-Sequenzen, die sich im Genom
ausbreiten konnen, wobei die meisten Elemente diese Fahigkeit durch Mutationen
verloren haben. Sie unterteilen sich in zwei Klassen. Die Klasse Il wird von DNA-
Transposons gebildet und stellt ~3% des Genoms dar. DNA-Transposone bewegen sich
Uber einen cut and copy Mechanismus, bei dem die DNA ausgeschnitten und an anderer

Stelle eingebaut wird. Die DNA-Transposone im humanen Genom sind nicht mehr aktiv.

Die groRere Klasse | der transposablen Elemente bilden mit ~42% des Genoms die

Retroelemente [22].

Retroelemente nutzen den Mechanismus der reversen Transkription, um sich zu
vermehren und weitere Kopien in das Genom zu integrieren. Transkribierte RNA wird mit
einer reversen Transkriptase in DNA umgeschrieben und Uber Integrasen in das Genom

integriert. Dieser Mechanismus wird als copy and paste bezeichnet.

Retroelemente werden wiederum nach dem Vorhandensein eines LTR (long terminal
repeats) in zwei Gruppen unterteilt. Long interspersed elements (LINEs), Short
interspersed elements (SINEs) und Pseudogene besitzen keine LTRs. Humane endogene
Retroviren (HERVs) enthalten LTRs. In den folgenden Abschnitten werden die

Retroelement-Klassen, die in dieser Arbeit untersucht wurden, naher beschrieben.
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau ausgewdéhlter Retroelemente. Dargestellt ist zuoberst
die provirale Struktur eines humanen endogenen Retrovirus. Die Leserahmen mit den
kodierenden Sequenzen fiir Gag, Prt, Pol und Env werden von den LTRs umschlossen.
Einige HERVs kodieren durch alternatives Spleilen fiir ein kleines zusétzliches Protein; dies
ist hier nicht dargestellt. Mittig ein Volllingen-LINE-1 Element. Auf die 5°UTR folgen die
beiden offenen Leseraster (ORF), getrennt von einer nicht kodierenden Sequenz und die
3°UTR. Zuunterst ein Alu Element aus der Gruppe der SINE. Alle dargestellten Elemente
werden von TDS umgeben. TDS, target duplication sites; LTR, long terminal repeat; Gag,
Gruppenspezifisches Antigen, codiert die Matrix-, Kapsid- und Nukleokapsidproteine; Prt,
Protease; Pol, Polyprotein, codiert die Protease, Reverse Transkriptase mit RNase und
Integrase; Env, Envelope, kodiert die Hiillproteine; RT, reverse Transkriptase; INT,
Integrase; UTR, untranslated region; ORF, open reading frame; EN, Endonuklease; A und B,

A und B Boxen des Polymerase Ill Promotor.

1.2.1 LINE: Long interspersed elements

LINE Elemente konnen in LINE-1, LINE-2 und LINE-3 unterteilt werden, wobei LINE-1 den
weitaus gréfdten und einzig noch aktiven Teil dieser Gruppe im menschlichen Genom
ausmachen. Sie stellen mit etwa 500.000 Kopien 18% des menschlichen Genoms dar,
wobei die meisten mutiert und verkurzt sind, so dass lediglich 3000-5000 Volllangen
LINE-1 existieren [22]. Von diesen sind vermutlich weniger als 100 zur eigenstandigen
Retrotransposition fahig [23]. Volllangen LINE-1 sind 6,0 kb gro® und setzen sich aus
einer 5’-untranslatierten Region (UTR) [24, 25], zwei offenen Leserahmen ORF1 und
ORF2, die sich nicht Uberlappen, einer 3’-untranslatierten Region mit einer AATAAA

Terminator-Sequenz und einem kurzen Poly-A Schwanz zusammen [26]. Flankiert
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werden die LINE-1 oft von TSD, target site duplications, die wahrend der Insertion
entstehen (s. Abbildung 1). Die 5-UTR ist etwa 900 Nukleotide lang und enthalt einen
internen Promotor fur die RNA-Polymerase |l. Der ORF1 kodiert fur ein 40 kDa RNA-
bindendes Protein [27]. Der ORF2 kodiert ein 150 kDa Protein mit einer Endonuklease
[28], einer reversen Transkriptase [29] und einer Cystein-reichen Domane [30]. Die 3'-
UTR ist etwa 200 bp lang. Der Poly-A Schwanz spielt eine wichtige Rolle fur das Priming

der reversen Transkriptase [31].

Die Geschichte der Retroelemente ohne LTR geht tber 500 Millionen Jahre zurick. Die
Expansion der LINE-1 hat jedoch vorwiegend in den letzten 150 Millionen Jahren
stattgefunden und wird von wenigen Mastergenen getrieben, die Unterfamilien gebildet
haben [32].

1.2.1.1 Reverse Transkription der LINE-1

Die reverse Transkription der Retroelemente ohne LTR setzt sich aus Transkription, RNA-
Prozessierung, nuklearem Export, Translation, posttranslationalen Modifikationen, RNA-
Formatierung, Re-Import in den Nukleus, reverser Transkription und Integration

Zusammen.

Transkription, RNA-Prozessierung und nuklearer Export: Die 5-UTR enthalt den internen

Promotor. Obwohl er A- und B-Box-Sequenzen aufweist, die typisch flr eine Polymerase
[Il Transkription sind, erfolgt die Transkription durch die RNA-Polymerase Il. Die AATAAA
Polyadenylierungs-Sequenz am Ende der LINE-1 DNA ist eine typische Stopp-Sequenz
fur RNA-Polymerase Il [33-35]. Des Weiteren konnte in Untersuchungen mit gekoppelten
LINE-1 und Polymerase |l Promotoren [36, 37] eine LINE-1 Expression beobachtet
werden und eine Bindung der Pol Il an die 5-UTR [38]. Uber die Regulation der LINE-1
Transkription ist wenig bekannt. Die Transkriptionsfaktoren YY1 (Yin-Yang1), RUNX (runt-
related transcription factor) und SOX interagieren mit der Promotorregion und sind an der
Regulation der LINE-1 Transkription beteiligt [39-42]. YY1 kann als Aktivator, Repressor

oder Initiator wirken [43].

Die Transkription endet nicht immer an dem LINE-1 Schneide- und Polyadenylierungs-
Signal fur die Pol Il, sondern oft an einem weiter 3" in der flankierenden DNA gelegenen
starkeren Signal [36]. Dies kann zu einer Transduktion abwarts gelegener DNA Abschnitte

wahrend der LINE-1 Transkription flhren.
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Weiterhin ist ein Antisense-Promotor in der LINE-1 5-UTR bekannt [44]. Dieser fihrt zur
Transkription der 5-UTR und vorgeschalteter genomischer DNA, die gegebenenfalls
Gene enthalt [45].

Die LINE-1 RNA tragt eine Cap, bei der ein Methylgruppen-tragendes Guanosin am 5'-
Ende angelagert wird [46, 47]. Uber spezielle Mechanismen beim nukledren Export der
LINE-1 RNA ist wenig bekannt.

Translation: ORF1 und ORF2 sind durch eine 63 bp lange Sequenz geteilt [48, 49].
Wahrend die Translation des ORF1 (ber die Bindung der 40S ribosomalen Einheit an die
Cap erfolgt [48], findet die Translation des ORF2 wahrscheinlich Uber einen
Terminations/Reinitiations-Mechanismus statt. Das ORF1p wird daher starker als das
ORF2p exprimiert [50].

Reverse Transkription: Die reverse Transkription und die Integration ins Genom erfolgt

wahrscheinlich nach dem TPRT Mechanismus (target-primed reverse transcription). Die
Endonuklease des ORF2p schneidet die DNA vor allem an der 5’'TTTT/AA3" Zielregion
und die Reverse Transkriptase nutzt die freie 3'-Hydroxyl Gruppe und die Poly-A Sequenz
fur das Priming und den Beginn der DNA Synthese. Der Kontakt des 5°-Endes der LINE-1
RNA mit der Reversen Transkriptase flhrt zu deren Springen auf die geschnittene DNA
an der Integrationsstelle [47]. Die Reverse Transkriptase kann auch auf andere mRNAs
springen und somit Chimare bilden [51, 52]. Kommt es friihzeitig zum Schneiden des
zweiten DNA Stranges, kann die zweite 3" Hydroxyl Gruppe eine weitere reverse
Transkription initiieren und ein twin priming verursachen [53]. Dieser Mechanismus kann

zu Inversion und haufigen 5°-Deletionen der neuen LINE-1 Elemente flhren.

1.2.2 SINE: Small interspersed Elements

SINEs sind 80-500 bp lang und stellen 12% des humanen Genoms dar [22, 54]. Sie
umfassen die Familien der MIR (mammalian-wide interspersed repeats) und der Alu
Elemente. Alu Elemente machen 10% des Genoms aus und liegen in Uber einer Million
Kopien vor [55]. Ihr Ursprung liegt etwa 65 Millionen Jahre zuriick. Sie stammen von der
7SL RNA [56]. Besonders evolutionar altere Alu Elemente liegen haufiger in genomischen

Orten mit hoher Transkriptionsrate [22, 57].

Ein Volllangen Alu setzt sich aus zwei Derivaten der 7SL RNA zusammen, denen jeweils
eine Poly-A Sequenz folgt. Im 5°-Teil des Alu Elementes liegt der interne Polymerase Il

Promotor. Flankiert werden die Elemente von TSD (s. Abbildung 1).
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Alus besitzen einen internen Promotor mit A und B Boxen. lhre Transkription erfolgt Uber
die Pol lll. Die reverse Transkription und Integration erfolgt wahrscheinlich tber den TPRT
Mechanismus [36, 58]. Die dafir notwendigen Enzyme, vor allem das ORF2 Protein,
werden von LINE-1 gestellt [29, 59, 60].

1.2.3 HERV: Humane endogene Retroviren

Humane endogene Retroviren sind Retroelemente mit LTRs. Sie machen im humanen
Genom 8% der DNA aus [22]. HERVs stammen von exogenen Retroviren ab, die Uber
eine Keimzellinfektion in unserem Genom integriert wurden und sich amplifiziert haben.
HERVs werden in Familien unterteilt, von denen HERV-K mit etwa 90
Volllangenelementen und Uber 900 einzelnen LTRs die jingste Gruppe darstellt [61-63].
Die letzte Infektion mit HERV-K113 hat wahrscheinlich binnen der letzten 100.000 Jahre
stattgefunden [64]. Dessen Allel-Frequenz betragt je nach Bevdlkerungsgruppe 13-30%
[62]. HERV-K Elemente werden in elf Untergruppen geteilt (HML-1-11). Jede resultiert aus
einer Keimzellinfektion [63]. Besonders interessant ist die Untergruppe HML-2, da viele

ihrer Proviren fast vollstédndig intakt sind und sie die Volllangenelemente stellen [65].

Im humanen Genom sind jedoch keine zur Reinfektion kompetenten HERVs bekannt,
allerdings koénnen einige HERV-Ks unreife Viruspartikel bilden [66, 67]. Vor allem
Deletionen und Mutationen im Env-Gen haben zu einem Verlust einer intakten Virushille
und somit der Infektiositat gefuhrt. Sie besitzen jedoch weiterhin das Potential sich in ihrer

Wirtszelle zu integrieren [68].

Intakte HERVs werden von zwei ehemals identischen LTRs flankiert, die ca. 1000 bp lang
sind und Uber die Zeit Mutationen akkumuliert haben [69]. Anhand der Mutationsrate kann
auf das Alter der Elemente rickgeschlossen werden. Homologe Rekombinationen
zwischen 3°- und 5°-LTRs der HERVs haben zur Bildung und Ausbreitung einzelner LTRs
gefuhrt [61]. Die LTRs kénnen als Promotor, Enhancer und Polyadenylierungssignal
fungieren [65]. Sie umschlieBen die ORFs flr gag, prt, pol, env. Diese kodieren fir
funktionelle Proteine inklusive Strukturproteine. Die jlngste Gruppe der endogenen
Retroviren beim Menschen, HERV-K, kodieren weiterhin fur ein akzessorisches Protein,

entweder fir Rec oder fir Np9.

Die reverse Transkription der humanen endogenen Retroviren findet im Gegensatz zu
Retroelementen ohne LTRs in vielen Schritten in einem virusahnlichen Partikel im

Zytoplasma statt [68].
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1.2.4 Funktionen der Retroelemente

Retroelemente Gbernehmen auf der einen Seite vielfaltige Funktionen in unserem Genom,

auf der anderen Seite konnen sie DNA schadigen und damit zu Erkrankungen fuhren.

Durch die Fahigkeit der Retrotranspositon haben Retroelemente einen konstruktiven
Einfluss auf die Evolution unseres Genoms. Retroelemente ohne LTRs haben zur
Genomexpansion durch zahlreiche Kopien beigetragen [68] und dabei durch Transduktion
3’-gelegene kodierende Sequenzen und regulatorische Elemente an neue Genloci
transportiert [35]. Auf etwa jede 100-270te Geburt kommt eine neue LINE-1
Keimzellinsertion [70]. Des Weiteren kdnnen bei der Retrotransposition durch Wechsel
von LINE-1 RNA auf andere mRNA chimare Retrogene entstehen, sodass ein Gen unter
die Regulation des LINE-1 Promotors gerat [71]. Wahrend die Retrotransposition in den
meisten somatischen Geweben unterdrickt wird, findet sie regelmalig wahrend der
Entwicklung der Neuronen und des Gehirns statt [72]. Retroelemente greifen auRerdem
auf vielfaltige Weise in die Regulation der Genexpression ein. Einige der Retroelement-
Sequenzen sind an der Bildung protein-kodierender Exone beteiligt [73]. Retroelement-
Sequenzen in Introns kénnen die RNA destabilisieren und eine Expression vermindern
[72, 74]. Der interne Antisense-Promotor kann die Expression 5°-gelegener Gene
regulieren [44]. Weiterhin tragen LINE-1 Elemente wahrscheinlich zur Inaktivierung des X-
Chromosoms bei [75, 76]. Sowohl LINE-1 als auch HERVs bilden Barrieren zwischen
Genen und schirmen die Transkriptionen benachbarter Gene voneinander ab [77]. Alu
Elemente kdnnen als Zentrum fir eine de novo Methylierung fungieren [78]. Des Weiteren
steigt die Expression von Alu RNA unter zellularem Stress an [79, 80] und verandert u. a.

Uber Regulation der Translation zellulare Prozesse [81].

HERVs haben ebenfalls physiologische Aufgaben in unseren genetischen und zelluladren
Prozessen ubernommen. Auf DNA-Ebene werden die LTRs als regulatorische Elemente
fur die Expression diverser Gene verwendet [82-84], wobei die Expression jedoch stark
vom Methylierungszustand des jeweiligen LTRs abhangig ist. Auf diese Weise kénnen
Gene selektiv wahrend bestimmter Phasen, z.B. in der frilhen embryonalen Phase, in
Keimzellen und in der Plazenta effektiv transkribiert werden [85]. Auf Proteinebene ist
Syncytin, ein Derivat des Env Proteins, an der Bildung von Synzytiotrophoblasten in der
Plazenta beteiligt [86].

Insertionen und Deletionen durch Retrotransposition von LINE-1 und Alu Elemente in
Keimzellen oder frihen embryonalen Stadien koénnen verschiedene Erkrankungen

verursachen [31]. Sie spielen ebenfalls eine Rolle bei erworbenen Erkrankungen, zu
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denen neben der Entstehung und Progression von malignen Tumoren Erkrankungen wie
die Arteriosklerose und der Lupus erythematodes gehdren. Besonders bei
Autoimmunerkrankungen findet sich haufig eine Reaktivierung von HERV-K. So ist die
Expression von HERV-H/F and HERV-W bei der multiplen Sklerose gesteigert [87].

1.2.5 Epigenetische Kontrolle der Retroelemente

Retroelemente werden in normalen somatischen Geweben inaktiviert, da eine Aktivierung
zu genomischen Veranderungen und Erkrankungen fihren kann. Diese Inaktivierung
erfolgt hauptsachlich Uber epigenetische Mechanismen, darunter DNA-Methylierung,
Histon-Modifikationen und durch RNAIi (RNA interference) vermittelte Effekte.

Bei der DNA-Methylierung wird eine Methylgruppe an ein Cytosin in einem Cytosin-
Guanin-Dinukleotid (CpG) gekoppelt. In normalen Geweben liegt der Grofdteil der
Retroelement-DNA in einer stark methylierten Form vor [88]. Die starke Methylierung wird
Uberwiegend wahrend der Gastrulation des Embryos etabliert [89]. Mit der inaktivierenden

DNA-Methylierung gehen oft repressive Histonmodifikationen einher [62].

In der Keimzellentwicklung und Gametogenese ist die Inhibition durch RNAi ein wichtiger
Mechanismus zur Kontrolle der Retroelemente [90]. Es kommt durch Bindung von piRNA
(PIWI-interacting RNA) an die Retroelemente-kodierende DNA zu einer epigenetischen

Repression [91].

Eine Regulation der Retroelemente erfolgt zudem Uber die Proteine MECP2 (methyl CpG
binding protein 2), HELLS (lymphoid-specific helicase), RB1 (retinoblastoma protein-
containing complex), TREX1 (39 repair exonuclease 1), ERCC (excision repair cross
complementing 1) und APOBEC3A, APOBEC3B, und APOBEC1 (Apolipoprotein B mRNA

editing enzyme, catalytic proteins) [92].

1.2.6 Aktivierung von Retroelementen in humanen Tumorerkrankungen

Wahrend der Tumorgenese findet in vielen Tumorentitdten eine genomweite
Hypomethylierung statt [88, 93], deren Ausdehnung sowohl zwischen, als auch innerhalb
den Entitaten stark variiert [94]. Auch der Zeitpunkt der Methylierung unterscheidet sich
zwischen den Tumorentitaten. In Keimzell-, Harnblasen-, Kolon- und Magentumoren ist
die Hypomethylierung ein friihes Ereignis, wahrend sie sich im Prostatakarzinom spater in
der Tumorprogression einstellt. Die Hypomethylierung betrifft vor allem die repetitiven

Elemente [95]. Die Methylierung von LINE-1 sinkt meist mit der globalen
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Hypomethylierung [96]. Die Hypomethylierung konnte zu einer Reaktivierung der
Retroelemente fuhren und damit zu einer verstarkten genomischen Instabilitat [93, 97], die
mitverantwortlich fir Tumorprogression und Metastasierung sein kénnte [94, 95]. Kausale
Mechanismen kdnnten dabei die Induktion von DNA-Doppelstrangbrichen durch die
Endonuklease und die Retrotransposition selbst sein [98]. Diese koénnte Uber
Translokationen und Insertionen zu Tumorsuppressor-Inaktivierung oder Onkogen-

Aktivierung fihren.

Mehr als 25% der CpG Dinukleotide des menschlichen Genoms liegen in der DNA der Alu
Elemente [99]. Daher sind diese, wie LINE-1, ebenfalls von der globalen
Hypomethylierung in Tumoren betroffen. Jedoch kénnen Alu Elemente auch Orte der
fokalen Hypermethylierung sein, vor allem, wenn sie in der Nahe von hypermethylierten
Genen liegen. So kommen sie auch als Zentren einer de novo Methylierung 3" gelegener
Regionen in Frage, von denen eine Inaktivierung von benachbarten

Tumorsuppressorgenen ausgehen kann [100, 101].

1.2.6.1 HERV-K Aktivierung in humanen Tumorerkrankungen

Eine HERV-K Aktivierung ist vor allem flir Keimzelltumore beschrieben [102]. Aber auch in
soliden Tumoren der Mamma [103, 104], der Ovarien [105, 106], der Prostata [107] sowie
in Sarkomen [108] und Melanomen [109-111] wurde eine Aktivierung von HML-2
berichtet. HERV-K Produkte lieen sich sowohl auf RNA-Ebene als auch auf Protein-

Ebene nachweisen.

Im Prostatakarzinom wurden neben einer Steigerung der Expression von HML-2 mRNA
und Proteinen androgen-abhangige Fusionsgene zwischen den LTRs des HERV-K 17
bzw. des HERV-K 22q11.23 und dem ETV1 Onkogen beschrieben [112, 113]. Die
Expression von HERV-K 17 und besonders HERV-K 22g11.23 ist in androgen-
abhangigen Prostatakarzinomzelllinien signifikant gesteigert [107]. Eine Arbeit von Ono et
al. 1987 zeigt, dass in der Mammakarzinomzelllinie T47D eine Expression von HML-2
durch Behandlung mit Progesteron stimuliert werden [114]. Auch die DNA-Methylierung
einzelner HERV-K Elemente verandert sich zum Teil in malignen Tumoren. So wurde im
Prostatakarzinom eine Hypomethylierung des H22q Elementes und eine Steigerung

seiner Expression gefunden [107].

1.2.6.2 Retroelemente im Urothelkarzinom der Harnblase

Uber die Methylierung und die Expression verschiedener Arten von Retroelementen im

Urothelkarzinom liegt nur eine begrenzte Anzahl an Daten vor. Eine starke
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Demethylierung von LINE-1 in Urothelkarzinomen ist vorbeschrieben [115-117]. Sie
korreliert nicht mit dem Tumorstadium. Dies deutet auf eine friihe Hypomethylierung in der
Genese des Harnblasenkarzinoms hin. Eine Methylierungsanalyse mittels Southern Blot
zeigte, dass die signifikante Hypomethylierung von LINE-1 mit einer Hypomethylierung
von HERV-K im Harnblasenkarzinom korreliert [115]. Auch Untersuchungen einzelner
LINE-1 Loci deuten auf eine besonders starke Hypomethylierung im Urothelkarzinom der
Harnblase gegeniber anderen soliden Tumoren hin [118]. Eine Steigerung der LINE-1
MRNA-Expression ist ebenfalls beschrieben [115]. Eine Aktivierung des MET-Onkogens
durch einen Antisense-Promotor wurde von zwei Arbeitsgruppen unabhangig voneinander
gefunden [116, 119]. Mittels MPSS (Massively parallel signature sequencing) Analyse
wurde die Expression der RNA von 17 HERV-K Elementen im normalem Urothel der
Harnblase detektiert [120].

1.2.7 Auswirkung der Expression von LINE-1 und seiner reversen Transkriptase

Es ist beschrieben, dass die Inhibition der Transkripte von Retroelementen oder der
reversen Transkriptase in Karzinomzelllinien und Tumorgewebeproben zu einer
Differenzierung der Zellen, einer Verlangsamung des Zellwachstums und einer
veranderten Genexpression fihrt [121, 122]. Nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-
Inhibitoren, die in der Behandlung des Retrovirus HIV-1 angewendet werden, kdnnen
auch die endogene reverse Transkriptase von Retroelementen hemmen und die
erwahnten Veranderungen in Karzinomzelllinien unterschiedlicher Entitaten auslosen
[122, 123]. Efavirenz und Nevirapine sind Arzneimittel aus dieser Gruppe. Sie hemmen
nichtkompetitiv die reverse Transkriptase. Ahnliche Ergebnisse wie mit diesen
Medikamenten konnten durch die Behandlung mit einer RNAi gegen LINE-1 RNA in
unterschiedlichen Karzinomzelllinien erzielt werden [121, 124]. Ob eine medikamentose
Inhibition der reversen Transkriptase oder eine Inhibition von LINE-1 durch eine
interferierende RNA ahnliche Wirkungen im Urothelkarzinom der Harnblase hat, ist bisher

unbekannt.
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2 Ziele der Arbeit

In vielen Tumoren ist eine genomweite DNA-Hypomethylierung beschrieben, die mit einer
Anderung der DNA-Methylierung und der Expression von Retroelementen einhergeht und
zu deren Reaktivierung fuhren kann. Aktive Retroelemente kdnnen Uber verschiedene
Mechanismen in die Zellphysiologie eingreifen und zu einer genomischen Instabilitat

beitragen. Diese kdnnte zur Tumorgenese und -progression beitragen.

Im Urothelkarzinom der Harnblase ist eine Hypomethylierung von LINE-1 und HERV-K
gut dokumentiert. Es liegen jedoch nur wenige Daten Uber die Expression von
Retroelementen vor. Diese Arbeit soll eine umfassendere Analyse bezliglich der DNA-
Methylierung und der Expression von Retroelementen im Urothelkarzinom der Harnblase

liefern.

Die vorhandenen Daten zur LINE-1 DNA-Methylierung sollen mit dem modernen
Verfahren der Pyrosequenzierung reevaluiert werden. Es wird weiterhin untersucht, ob —
wie beim Prostatakarzinom - Methylierungsanderungen von einzelnen HERV-Ks LTRs im

Urothelkarzinom auftreten.

Weiterhin soll der Frage nachgegangen werden, ob es im Urothelkarzinom zu
Veranderungen der LINE-1 RNA-Expression kommt und ob diese auf individuelle LINE-1
Elemente zurickgefuhrt werden kann. Auflerdem wurde die RNA-Expression von 18
HERV-K Proviren und zwei Alu Elementfamilien untersucht. Bei Unterschieden in der
LINE-1 RNA-Expression im Urothelkarzinom gegeniber dem normalen Urothelgewebe,
sollte zudem nach moglichen Expressionssteigerungen der von LINE-1 kodierten Proteine

gesucht werden.

Uber einen Knockdown von LINE-1 durch eine Behandlung mit spezifischer siRNA gegen
LINE-1 RNA sollte gepruft werden, ob die zuvor erhobenen Expressionsmuster von RNA
und Proteinen verandert werden kdénnen. Im positiven Falle kdnnen Rickschlisse auf die
Funktionen von LINE-1 in Tumoren an den auftretenden zellularen Veranderungen
gezogen werden. Schliellich sollte eine Behandlung mit Efavirenz zur Repression der
Aktivitat der reversen Transkriptase erfolgen um eine weitere funktionelle Analyse zur

Wirkung reaktivierter LINE-1 Retroelemente durchzuflihren.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien
3.1.1 Ethikvotum

Referenznummer, Datum: 2694, 21.10.2005 und 3038, 16.04.2008

3.1.2 Zelllinien

Fir diese Arbeit wurden 19 humane Urothelkarzinom-Zelllinien verwendet: BC61, BFTC-
905, J82, RT4, RT-112, SW1710, UMUCS6, 253J, 5637, 639v, 647v, HT-1376, Ku-19-19,
SD, T24, UMUC3, VMCUB1, MGH-U4, SCaBER und die Telomerase-immortaliserte
Urothelzelllinie TERT-NHUC. Sie kommen aus der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig), mit Ausnahme der
Zelllinien BC61, die in unserem Labor etabliert wurde [125], UMUC3, die von Dr.
Grossman, Houston zur Verfigung gestellt wurde, sowie TERT-NHUC, die von Prof. M. A.

Knowles (Leeds, UK) zur Verfligung gestellt wurde.

Als Kontrollen wurden RNA und Proteine aus Zelllysaten der Zervixkarzinomzelllinie HeLa
und der Teratokarzinom-Zelllinie NCCIT, sowie urotheliale Primarkulturen aus Ureteren
nach Nephrektomien und karzinomassoziierte Fibroblasten verwendet. Eine Ubersicht der

Eigenschaften der Zelllinien zeigt Tabelle 1.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die verwendeten Zelllinien. Die Tabelle zeigt fiir die verwendeten
Zelllinien das Alter (wenn bekannt) und Geschlecht der Patienten, das Tumorstadium, den

Lymphknotenbefall, den Fernmetastasierungszustand und die histologische Herkunft.

Zelllinie Charakterisie- TMN Herkunft

rung

Urothelkarzinom

BC61 m (papillar) pTaG2 epithelial

BFTC-905 m, 51 J (papillar) pTaG3 epithelial

J82 m (papillar) G3 epithelial/
mesenchymal

RT4 m, 63 J (papillar) pT2G1 epithelial

RT-112 w (papillar) G2 epithelial

SW1710 w, 84 J (papillar) G3 epithelial/
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mesenchymal
UMUC6 m (papillar) TCC epithelial
253J w, 84 J LK-Metastase von TCC, G2 epithelial
5637 m, 68 J TCC, G2 epithelial
639v m, 69 J TCC, G3 mesenchymal
647v m, 59 J pT1G3 epithelial
HT-1376 w, 58 J pT2G3 epithelial
Ku-19-19 m, 76 J pT3bG3 mesenchymal
SD m TCC epithelial
T24 w, 81J TCC, G3 Rezidiv mesenchymal
UMUC3 m TCC, G3 mesenchymal
VMCUBA1 m TCC epithelial/
mesenchymal
MGH-U4 m,57 J Urotheliale Atypie epithelial
SCaBER m Plattenepithelkarzinom epithelial
Immortalisierte Zelllinien
TERT-NHUC ref. [126] benignes Urothel epithelial
Zervixkarzinom Histologie
HelLa w, 30 J Adenokarzinom epithelial
Teratokarzinom Histologie
NCCIT m, 24 J Mediastinale Testistumor-Metastase eines nicht

seminomatosen Kombinationstumors

3.1.3 Gewebeproben

Die Gewebeproben, die fur diese Arbeit verwendet wurden, sind in Tabelle 2 bis 4
aufgeflihrt. Es stand jeweils ein Gewebe-Set flir RNA- und DNA-Analysen zur Verfligung.
Es gab nur geringe Uberschneidungen zwischen RNA- und DNA-Proben. Tabelle 19 (s.

4.1) stellt die Eigenschaften der Gewebeproben gegenulber.
Tabelle 2: Klinische Parameter der normalen Urothelgewebe fiir RNA-Analysen

Gewebeprobe Alter und Geschlecht TMN

BN15 704, m benigne

15



BN18

BN273
BN274
BN275
BN276
BN351
BN357
BN363
BN365
BN369
BN373
BN374
BN371

73J, m
68J, m
66J, m
62J, m

unbekannt

77J, w

unbekannt

75J, m
65J, m
86J, m
63J, m
69J, m
724, m

Material und Methoden

benigne
benigne
benigne
benigne
benigne
benigne
benigne
benigne
benigne
benigne
benigne
benigne

benigne

Tabelle 3: Klinische Parameter der tumorhaltigen Urothelgewebe fiir RNA-Analysen

Gewebeprobe Alter und TMN Herkunft
Geschlecht
BT3 75, m pT3bii NO MO G2 Urothelkarzinom
+Plattenepithelkar
zinom +
Adenokarzinom
BT6 76, m pT3bii N2 MO G3 Urothelkarzinom
BT12 60, m pT3a NO MO G3 Urothelkarzinom
BT28 68, m pT3b NO Mo G3 Urothelkarzinom
BT41 54, w pTa N0 G2 Urothelkarzinom
BT55 74, m pT4a N1 M0 G3 Urothelkarzinom
BT61 75, m pT3b NO MO G3 Urothelkarzinom
BT62 80, w pT3b NO MO G2 Nierenbecken
Urothelkarzinom
BT67 94, w pT2 NO G3 Urothelkarzinom
BT69 77, m pT3b NO MO G3 Urothelkarzinom
BT111 66J, m pT3b NO MO G2-3 Urothelkarzinom
BT115 65J, m pT3a N2 MO G3 Urothelkarzinom
BT120 57J, m pT2 NO G2 Urothelkarzinom
BT168 64J, m pT3a N2 MO G3 Urothelkarzinom
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BT170

BT172

BT212

BT246

BT320

BT322

BT354

BT360

BT362

BT364

55J, w

724, m

unbekannt

61J, m
67J, m

704, m

57J, w

76J, m

75J, m

65J, m

pT2 NO MO G2
pT3a NO MO G3
pT2a N1 G3
pT4a Nx G3
pT2a N1 G3
pT4a NO G3
pT2b NO G3
pT4a Nx G3

pT2a NO G2

pT4a N1 G3

Material und Methoden

Nierenbecken
Urothelkarzinom
Urothelkarzinom
Urothelkarzinom
Urothelkarzinom
Urothelkarzinom
Zystektomie
Urothelkarzinom
Zystektomie
Urothelkarzinom
Zystektomie
Urothelkarzinom
Zystektomie
Urothelkarzinom
Zystektomie
Urothelkarzinom

[Zystektomie

Tabelle 4: Klinische Parameter der normalen Urothelgewebe fiir DNA-Analysen

Gewebeprobe Alter und Geschlecht TNM

BN1 65J, m benigne
BN214 78J, w benigne
BN194 60J, m benigne
BN200 unbekannt benigne
BN12 60J, m benigne
BN101 68J, m benigne
BN106 unbekannt benigne
BN134 70J, m benigne
BN218 67J, m benigne
BN69 unbekannt benigne
BN90 65J, m benigne
BN26 704, m benigne
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Tabelle 5: Klinische Parameter der tumorhaltigen Urothelgewebe fiir DNA-Analysen

Material und Methoden

Gewebeprobe Alter und TMN Herkunft
Geschlecht
BT16 704, m pT2a NO G2 Urothelkarzinom
BT45 52J, m pT1 NO MO G2 Urothelkarzinom
BT52 66J, m pT3b N2 MO G3 Urothelkarzinom
BT132 71J, w pT3a N2 MO G3 Urothelkarzinom
BT78 64J, m pT3a N2 MO G3 Urothelkarzinom+
Plattenepithelkarzi
nom
BT77 76J, m pT4a NO MO G3 Urothelkarzinom
BT42 73J, m pT4a N1 MO G3 Urothelkarzinom
BT39 m pT4a NO MO G3 Urothelkarzinom
BT31 45J, w pTa Nx Mx G2 Urothelkarzinom
BT28 73J, w pT3b NO MO G3 Urothelkarzinom
BT25 61J, m pT3b NO MO G2 Urothelkarzinom
BT133 50J, w pTa G1 Urothelkarzinom
BT13 60J, m pT3a NO MO G3 Urothelkarzinom
BT15 77J, m pT3 Nx Mx G3 Urothelkarzinom
BT4 52J, m pT2b NO MO G3 Urothelkarzinom +
Adenokarzinom
+Plattenepithelkar
zinom
BT3 66J, m pT2a NO Mx G2 Urothelkarzinom
BT119 57J, m pT3a N2 MO G3 Urothelkarzinom
BT118 81J, w pT4a N2 MO G3 Urothelkarzinom
BT116 64J, m pT3b N1 MO G3 Urothelkarzinom
BT102 68J, m pT4a N2 MO G3 Urothelkarzinom
BT98 45J, m pT4a NO Mo G3 Urothelkarzinom
BT86 66J, w pT1 NO MO G2-3 Urothelkarzinom
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3.1.4 Chemikalien, Reagenzien, Kits

Tabelle 6: Allgemeine Chemikalien und Reagenzien

Material und Methoden

Allgemeine Chemikalien Hersteller
Agarose Sigma
Aprotinin Calbiochem
6x Auftragspuffer (Agarosegele) Fermentas
Chloroform Merck
Citronensaure (C¢HzO7) Merck
Dinatriumhydrogencarbonat (Na,HPO,) Merck
DMSO Sigma
DNA-Langenstandard MBI Fermentas
dNTP-Mix PeglLab
EDTA Merck
Ethanol Merck
Formaldehyd 37% Merck
Glycin (C4HsNO,) Merck
Glutaraldehyd 25% Merck
Kaliumchlorid Merck
Kaliumhexacyanidoferrat (lll) (K;Fe(CN)g) Merck
Kaliumhexacyanidoferrat (llI) (K;Fe(CN)s) Merck
Magnesiumchlorid (MgCl,) Merck
B-Mercaptoethanol Sigma
Methanol Merck
Natriumchlorid (NaCl) Merck
Natriumcitrat (CcHsNaz0-) Merck
Natriumhydroxid (NaOH) Merck
NP40 Merck
Oligo-dT15 Roche
PBS Dulbecco Biochrom
Penicillin/Streptomycin Biochrom
2-Propanol Merck
Salzsaure 25% Merck
SDS Merck
50x TAE Buffer 5-PRIME
Tris (C4H11NO;) Merck
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Material und Methoden

Triton X100 Sigma
Tween-20 Sigma
X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D- Merck

galaktopyranosid)

Giemsa’s Azur-Eosin-Methylenblaulésung Merck

Tabelle 7: Kits fiir RNA Isolation, Reverse Transcription, PCR

RNA Isolation, Reverse Transcription, PCR Hersteller
QlAshredder Qiagen
RNeasy Mini Kt Qiagen
QuantiTect Reverse Transcription Kit Qiagen
HotStarTaq DNA Polymerase Kit Qiagen
dNTP Mix Fermentas
6x DNA Loading Dye Thermo
GeneRuler DNA Ladder Mix Thermo
QuantiTec SYBR Green PCR Kit Qiagen

Tabelle 8:Kits fiir Bisulfitkonvertierung und Pyrosequenzierung

Bisulfitkonvertierung, Pyrosequenzierung Hersteller

EZ DNA Methylation-Gold™ Kit Zymo Research
PyroMark PCR Kit Qiagen

1x Coralload Concentrate Qiagen
Streptavidin Sepharose Beads Amersham
PyroMark Gold Q24 Reagenz Qiagen

Tabelle 9: Chemikalien, Reagenzien und Kits fiir Proteinextraktion und Western Blot

Analysen

Proteinisolation, Western Blot Hersteller
Proteinase Inhibitor Cocktail Sigma
Pierce BCA Protein Assay Thermo
Lammli Probenpuffer Biorad
PageRuler Prestained Protein Ladder Thermo
10x Tris/ Glycin/ SDS Puffer Biorad
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Material und Methoden

Immobilon-P Transfer Membran Millipore
Whatman Papier Whatman
Milchpulver, entfettet Drogerie

ESL Advance Western Blotting Detection Kit GE Healthcare
High performance chemiluminescence film GE Healthcare

Amersham Hyperfilm ECL

Tabelle 10: Chemikalien, Reagenzien und Medien fiir Zellkultur, Transfektion und

Behandlungen

Zellkultur, Transfektion, Behandlung Hersteller

PBS Dulbecco Biochrom

FCS (fotales Kalberserum) Biowest

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) Invitrogen

GlutaMAX

Trypsin EDTA Sigma

Penicillin, Streptomycin Sigma

Dimethyl-Sulfoxid (DMSO) Sigma

Efavirenz Freundlicherweise
bereitgestellt von Prof. Dr.
Carsten Miink, HIV-
Forschung UKD

Puromycin Sigma

Optimem Gibco

Lipofectamine RNAIMAX Transfektionsreagenz Invitrogen

3.1.5 Puffer, Losungen

Tabelle 11: Puffer und Lésungen fiir Western Blot Analysen

Puffer und Lésungen fiir Western Blot Analysen Konzentration Menge
Protein Lysis Puffer RIPA

NaCl 5M 150 mM 3ml
NP-40 1% 1 ml
DOC 0,5% 059
SDS 10% 0,1% 1 ml
EDTAO0,5M 1 mM 200 pl
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Tris pH 7,6 1M
dest. H,O

50 mM

Material und Methoden

5ml
auf 100 ml

*fur die Zelllyse: + Protease Inhibitor Cocktail und Phosphatase Inhibitor Cocktail

Transferléosung 5x Stocklésung

Tris 0,28 M 349
Glycin 0.5M 144 g
dest. H,O auf 2 |
Elektrophorese Puffer

10x Tris/ Glycin/ SDS Buffer (Biorad) 1x 100 ml
dest. H,O auf 11
Transfer Puffer 1x

Transferpuffer 5x Stocklosung 1x 200 ml
Methanol 10% 100 ml
dest. H,O auf 11
TBS 10x

Tris 05M 24 g
NaCl 1,5 mM 88 g
dest. H,O auf 11
* auf pH 7,6 mit HCI einstellen

Waschpuffer (TBST)

TBS Puffer 10x 1x 100 mi
Tween 20 0,1% 0,5 ml
dest. H,O auf 11
Blockierlosung

Milchpulver 5% 5g
TBST 1x 1Xx 50 mi
Protein Stripping Losung

Glycin 1,5% 15¢
SDS 10% Lésung 0,1% 1ml
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Material und Methoden

Tween 20 1% 1 ml
dest. H,O auf 100 ml
*pH 2 mit HCI einstellen

Tabelle 12: Puffer und Lésungen fiir den SA-B-Galactosidase Assay

Puffer und Losungen fur SA-B-Galactosidase

Assay

Citrat-/Phosphatpuffer

NaHPO, 200 mM 63,15 ml
C¢HsO,xH,O 100 nM 36,85 ml

*pH 6 einstellen

Fixativ

Formaldehyd 37% 2% 2,7 ml
Glutaraldehyd 0,2% 0,4 ml
PBS auf 50 ml

X-Gal Farbelosung

NaCl 150 mM 1,5 ml
MgCl, 2mM 0,1 ml
Ks;Fe(CN)e 5 mM 2,5ml
K4Fe(CN)g 5 mM 2,5ml
X-Gal 1 mg/ml 1,25 ml
Citrat-/Phosphatpuffer auf 50 ml

3.1.6 Oligonucleotide

Die Tabellen 13 bis 14 listen Oligonukleotide fir Endpunkt, gRT-PCR und
Pyrosequenzierung auf. Fir die PCR-Primer sind Sequenz, Anlagerungstemperatur

[Anl.T.] und die ProduktgréRe angegeben.
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Tabelle 13: Primer fiir Endpunkt und qRT-PCR

Material und Methoden

Gen Primer Sequenz Anl.T. Produkt
[°C1  [bp]
HERV-K 3g25.3 H3g25.3_ qPCR GCATCTGTCTCCTGCTT 53 70
_for G
H3g25.3_qPCR ATCTCAGTAGATGGAAT
_rev CG
HERV-K 3qg12.3 H3q12.3_qPCR GTGCTGAGGAGGATTA 53 193
_for GTG
H3q12.3_qPCR AGTATTGCTGCCGGCTT
_rev G
HERV-K 3g27.2 H3927.2_qPCR CATGGTTTCCAGAACAA 53 172
_for GAA
H3927.2_qPCR GAAACTGAAACGCTATC
_rev TTCTG
HERV-K 10p14 H10p14_qPCR_ CTCAACTACCCAGGGAT 55 155
for AC
H10p14_qPCR_ TTACGGGTGTCGAGCT
rev GC
HERV-K 11922.1 H11922.1_qPC TCCTATTTGCTTAGGGA 53 68
R_for CAG
H11922.1_gqPC GTACTTCTACCAACCAG
R _rev TTT
HERV-K 3g21.2 H3921.2_qPCR ATTAGTAAAAGAGGAAA 48 109
_for GAATG
H3921.2_qPCR CATACAATCAGGTTTTA
_rev TACTG
HERV-K H12924.11_gPC GACGAGAGATCCCGAG 55 68
12q24.11 R_for GA
H12924.11_gPC CCCTAGCTTCTTCCGAG
R rev TG
HERV- HERVK22q_for TTCCCGAGTACGTCTAC 55 113
K_22qg11.23 AGTGA
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HERV-K 104

HERV-K 108

HERV-K 113

HERV-K 12q914.1

HERV-K 10

HERV-K 18.2

HERV-K 102

HERV-
K22q11.21

HERVK22q_rev

HERV-
K_104_RT for
HERV-
K_104_RT_rev
HERV-

K 108 RT for
HERV-

K 108 RT rev
HERV-
K_113_RT _for
HERV-
K_113_RT_rev
HERV-
K_12q14.1_RT_
for

HERV-
K_12q14.1_RT_
rev

HERV-
K_10_RT for
HERV-
K_10_RT rev
HERV-
K_18.2_RT for
HERV-
K_18.2_RT_rev
HERV-
K_102_RT _for
HERV-
K_102_RT_rev

HERVK.21_for

HERVK.21_rev

GGTGTTTCTCATCAGGT
GGAAT
AGTCATCACCACTCCCT
CATC
GCCATATTTCAGACTAT
GAAACC
CACCCACAGATGATCAG
T
AAGGTGGGACGAGAGA
1T
TAGGGAAAAACCGCCT
CA
CGTGAACAAAGGTCTTG
G
GTCAGCAGACAAACATG
TGAA

GTCAGCAGACAAACATG
TGAA

GAAAAGCAAGAGAGAT
CAAATT
GCAGAAGAATTTTTCTT
AGCA
ATCCTCCATATGCTGAA
CGTTG
TGTTTCTCGTAAGGTGC
AATGA
TGGCGGGATCCTCCAC
AT
CGTAAGGTGGGATGAG
AGA
TCCCAGAAAGAAACGG
AAAG
ACCTGCTGGAAGAGGA
CTTGTC

Material und Methoden

95

54

51

55

51

55

55

55

117

148

147

204

96

110

110

195
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HERV-K17

LINE-1_3

LINE-1 5

AluYa5

AluYb8

ORF1

L1C2

Chr2:197771649

+197771733
hg19

HERVK17_for
HERVK17_rev
LINE-1_3' for

LINE-1_3' rev

LINE-1_5'_for

LINE-1_5'_rev

AluYa5_ for

AluYa5_rev

AluYb8 for

AluYb8_rev

L1_ORF1gPCR
_for
L1_ORF1gPCR
_rev
L1C2_gPCR for

L1C2_1gPCR_r

ev

CAGACAAACCTGGAGAT
GAG

ref. [112]
AGGCTCCAAGCTACATT
GCT

ref. [112]
GGGAATTGAACAATGAG
ATCAC

TATACATGTGCCATGCT
GGTG
GTACCGGGTTCATCTCA
CTAGG

TGTGGGATATAGTCTCG
TGGTG
CGCCTGTAGTCCCAGC
TACTTG

CTGGAGTGCAGTGGCG
G
GGCGCCTGTAGTCCCA
GCTACTCG

TCTGTCGCCCCAGGCC
GGA
CAGGAGAACTTCCCCAA
TCTAGC
CTTTCTCTCTGGCTGCC
CTTAAC
AAACCTCCAAGAAATAT
GGGT

GGTTCCATTCTCCACAT
CTC

Material und Methoden

55

64

62

53

184

159
(Repbase
15.10)

246
(Repbase
15.10)

100
(Repbase
15.10)

122
(Repbase
15.10)

166

85
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L1C6
Chr6:113,027,87
7-113,027,984
hg19

L1C10
Chr10:87118181
+87118562 hg19

L1C11
Chr11:95172822
+95172949 hg19

L1C20
Chr20:11637344
+11637457 hg38

L1X1
chrX:154748859-
154749035 hg19

L1X4
chrX:118570893-
118571105 hg19

L1X5
chrX:26332632-
26332753 hg19

L1C6_qgPCR _for

L1C6_gPCR re
\
L1C10_gPCR_f

or

L1C10_gPCR r
ev
L1C11_gPCR_f

or

L1C11_gPCR_r
ev
L1C20_gPCR_f

or

L1C20_gPCR r
ev
L1X1_gPCR_for

L1X1 _gPCR _re
v
L1X4 gPCR_for

L1X4 gPCR _re
v
L1X5_gPCR_for

L1X5_gPCR_re

\"

ACACCCTAACATCACAA
TTAACTAG

GTTCTCTATTTCCTTCA
GTTCTGG
ATCCAAAATTGACACCC
TAACG

GAGAGTGTATGTGTTGA
GGAATGT
GGAGCTGGCACCATTC
CTTCAG

TCTCTTTTTTGGTTGTGT
GTCTGC
AGCCAAAAGAACAAAGT
TG

CCATTGATCTATATCTC
TGTTTAAG
ACAGTGCAATCAAACTA
GAACG

CCCAGAGATTCTGGTAT
GTGA
AGGAAATAAAAGAGGA
GACAAATG

CTTAGGATTGACTTGGC
AATG
GAACAATGAGATCACAT
GGATA

CACTAACGTGTCATCTA
GCATC

Material und Methoden

53

58

53

53

53

107

382

128

114

177

213

122
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TBP

TBP_for

TBP_rev

Material und Methoden

ACAACAGCCTGCCACCT 55
TA

GAATAGGCTGTGGGGT
CAGT

120

Tabelle 14: Amplifizierungsprimer und Sequenzierungsprimer fiir Pyrosequenzierung.

Angegeben ist zusétzlich die Anzahl der erfassten CpG Stellen

Assay DNA Sequenz CpGs
LINE-1 LINE-1_Pyro_for TTGAGTTAGGTGTGGGATATAG 4
T
LINE-1_Pyro_rev AAACCCAAAAAATCAAAAAA
(biotinyliert) TTCCCTTTCC
Sequenzieungsprimer GGTGTGGGATATAGTT
LINE-1_Pyro_S1
H17 HERVK17_Pyro_for TTGAGGGTGGTGTATTAGGTAG 6
GTT
HERVK17_Pyro_rev. = AAATTATCCCATAATATCCCTAA
(biotinyliert) AATACT
Sequenzieungsprimer GAATTTAGGTGAAGTTATATTTG
HERVK17_Pyro_S1 A
HERV- HERVK.23 Pyro for GTTGGGTATTAGATGGAGTGGT 6
K_22qg11.23 T
HERVK.23 _Pyro rev.  ATTACCCTATTATCCTACCACAT
(biotinyliert) CcC
Sequenzieungsprimer AGAAAGAAAAGTGGGTTTA
HERVK.23_Pyro_S1
3.1.7 siRNA

Tabelle 15: Ubersicht der verwendeten siRNAs mit Angabe der Sense und Antisense

Sequenz

Gen Primer Sequenz Hersteller

L1_RNAi Sense 5"GAGAACGCCACAAAGAUACHt3’ ambion
Antisense 5"GUAUCUUUGUGGCGUUCUCHtt3’

L1_RNAi_ll Sense 5"UAAACUUCCCUUCUCGCUUCAUUUCS3"  Invitrogen
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Material und Methoden

Antisense 5"GAAAUGAAGCGAGAAGGGAAGUUUAS’

Negativ Silencer Select ambion
3.1.8 Antikorper

Tabelle 16: Primére und sekundére Antikorper fiir Western Blot Analysen
Antikorper Konzentration Hersteller
Primarantikorper

Anti ORF1p 1:2000 ref. [127]
a-Tubulin 1:50000 Sigma
Sekundarantikorper

anti rabbit HRP 1:30000 Santa Cruz
anti-mouse HRP 1:200000 Santa Cruz
3.1.9 Gerate

Tabelle 17: Geriéte

Gerate Hersteller
5415D Zentrifuge Eppendorf
Thermomixer Comfort Eppendorf
Vortexer Neolab

Avanti 30 Zentrifuge

Allegra 25 R Zentrifuge
Schiittler

Incubator Shaker Innova 4200
Trio Thermoblock

T3 Thermocycler

Tube Roller

Mini-PROTEAN Tetra System
Power Supply Power Pac 200
Power Supply

Nanodrop 2000

Beckman Coulter
Beckman Coulter
Neolab

New Brunswick Scientific
Biometra

Biometra

Benchmark

Biorad

Biorad

Biometra

Nanodrop technologies
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Material und Methoden

ABI Prism 7500 fast Applied Biosystems

Gel Dokumentationssystem Intas

ELISA Easy Reader EAR 400 AT SLT Labinstruments Austria
PyroMark Q24 Vakuum Workstation Qiagen

Pyromark Q24 Pyrosequencer Biotage

Curix 60 (Entwicklermaschine) Agfa

CanoScan 4400F Canon

Victor Mikroplatten-Reader Wallac
Zellkulturmikroskop Nikon Eclipse200 Nikon

3.1.10 Software und Datenbanken

Die Genom-Datenbanken UCSC (http://genome.ucsc.edu/) und Ensembl
(http://www.ensembl.org/index.html) wurden fir die Ausgabe von DNA und RNA
Sequenzen und far die in-Silico-PCR verwendet. PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) diente hauptsachlich zur Literaturrecherche. Die
quantitativen PCR am ABI Prism 7500 fast (Applied Biosystems) wurden mit der 7500

Software v2.0.5 programmiert und analysiert.

Die Analyse fur Pyrosequenzierungen wurde mittels PyroMark Assay Design Version 2.0
(Qiagen) erstellt. Statistische Auswertungen wurden mit IBM/SPSS Statistics 20 und MS
Excel 2013 vorgenommen. Das Fotodokumentationsprogramm NIS-Elements AR (Nikon)
wurde zur Aufnahme von Zellkulturbildern verwendet. EndNote X7 wurde zur Erstellung

und Verwaltung der Literaturdatenbank genutzt.

3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Urothelkarzinomzelllinien

Die Urothelkarzinomzelllinien wurden in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium;
Gibco) unter Zugabe von 10% FCS (fetal calf serum), 100 ug/ml Penicillin und 100 U/ml
Streptomycin kultiviert. Die Bedingungen im Inkubator lagen bei 37°C und 5% CO,-

Gehalt. Die Luft war wasserdampfgesattigt.
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Material und Methoden

Fur die Passagierung wurden die Urothelkarzinomzelllinien mittels Trypsin-EDTA vom
Flaschenboden gel6st. Die Reaktion wurde nach funf Minuten durch Zugabe von FCS-

haltigem DMEM abgestoppt.

Die Zellen wurden zum Einfrieren in eiskaltem FCS mit DMSO (Verhaltnis 9:1) Gber Nacht

bei -70°C gelagert und anschlieRend in flissigem Stickstoff eingelagert.

Die tumor-assoziierten Fibroblasten wurden in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) unter Zugabe von 10% FCS kultiviert.

Urotheliale Primarkulturen stammen aus Ureteren nach Nephrektomien und wurden in
KSFM (kalzium- und serum-freies Medium; Gibco) unter Zugabe von 5 ng/ml EGF

(epidermal growth factor) und 50 ug/ml BPE (bovine pituitary extract) kultiviert.

3.2.2 RNA-Isolierung und RT-PCR

Totale RNA wurde aus subkonfluenten Zellkulturen gewonnen. Die Zellen wurden in RLT
Puffer (Qiagen; mit 10 yl/ml Mercaptoethanol) lysiert und mittels QlAshredder (Qiagen)
homogenisiert. Die RNA wurde mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) isoliert und in 30-40 pl
RNase-freiem Wasser eluiert. Die RNA-Konzentration wurde durch Messung der
optischen Dichte bei 260 nm am Nanodrop bestimmt. Die cDNA wurde aus 1 ug RNA mit
dem QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben synthetisiert
und in 14 yl Wasser gelost. Das Endvolumen betrug 20 ul. Die Lagerung der RNA erfolgte
bei -70°C, die der cDNA bei -20°C. Fur spatere Analysen wurde die erstellte cDNA 1:10 in

nukleasefreiem Wasser (Qiagen) verdunnt.

3.2.3 Quantitative RT-PCR

Die quantitative RT-PCR zur Analyse der Genexpression wurde am ABI Prism 7500 fast
(Applied Biosystem) und am LightCycler (Roche) durchgefuhrt. Fur die Analyse wurde die
cDNA 1:10 verdlinnt. Fur den Reaktionsansatz von 20 uyl wurde 1 ul cDNA (1:110
verdinnt), 1x QuantiTect SYBR Green PCR Mastrmix (Qiagen) und 10 pmol
Oligonukleotidprimer (s. Tabelle 13) verwendet. Der Reaktionsansatz fir die Analysen am
LightCycler entsprach der Halfte. Jede Probe wurde in Duplikaten gemessen. Als
Referenzgen wurde die TBP Expression bestimmt und die gemessene Expression der

anderen Gene hierauf normiert.

Die PCR umfasste die folgenden Schritte: Denaturierung bei 95°C fir 15 Minuten, 40

Amplifikationszyklen mit 15 Sekunden Denaturierung bei 95°C, primerabhangiger
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Material und Methoden

Anlagerungstemperatur (s. Tabelle 13) fir 20 Sekunden und Extension bei 72°C fir 3
Sekunden. Es schloss sich die Schmelzkurvenanalyse bei einer Temperaturerhéhung von
1°C/min von 60°C auf 95°C an. Die Variation der Quantitat der Assays lag in den
Duplikaten unter 10%. Die relative Expression wurde mit der AACT Methode nach Pfaffl
berechnet [128].

3.2.4 DNA-Isolierung

Genomische DNA wurde mit dem DNA Midi Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben

gewonnen.

3.2.5 Bisulfitumwandlung

Genomische DNA (1 pg) wurde mit dem EZ DNA Methylation-Gold Kit (Zymo Research)
nach Herstellerangaben in ,methylierungsspezifische“ (MS-) DNA umgewandelt. Die
Behandlung mit Bisulfit fihrt dabei zu einer Konvertierung unmethylierter Cytosine zu

Uracil. Methylierte Cytosine bleiben unverandert.

3.2.6 Pyrosequenzierung

Die Methylierung spezifischer CpG Stellen der Promotoren von HERV K17, H22q und

LINE-1 wurde mittels Pyrosequenzierung gemessen.

Dazu wurde 30-60 ng bisulfitkonvertierte DNA amplifiziert. Der PCR-Ansatz von 50 pl
bestand aus 1x PCR-Puffer, 10 pmol dNTPs (Fermentas), je 20 pmol Primern, 4 U Hot
Star Taq Polymerase (Qiagen) und 30-60 ng MS-DNA. Die Enzymaktivierung fand bei
95°C flr 15 Minuten statt, es folgten 44 Zyklen mit 25 Sekunden bei 94°C, 20 Sekunden
entsprechend der Annealing-Temperatur des Primer-Assays (s. Tabelle 13), und 30
Sekunden bei 72°C. Die Elongation erfolgte bei 72°C fur 15 Minuten. Das Produkt wurde

auf einem 2% Agarosegel aufgetragen und kontrolliert.

Fur die Pyrosequenzierung wurden 20-30 ul des PCR Produktes verwendet. Dieses
wurde mit Binding Puffer wahrend 10 Minuten Schiitteln an Streptavidin Beads
(Amersham Biosciences) gebunden. Die Beads wurden mit der PyroMark Q24 Vacuum
Workstation angesaugt und in 70% Ethanol gewaschen, dann in 0,2 N NaOH denaturiert
und mit Washing Puffer (Qiagen) gewaschen. Die Sequenzierungsprimer (0,3 mM; s.
Tabelle 14) wurden mit Annealing Puffer (25 pl, Qiagen) und der an die Beads

gebundenen DNA gemischt. Der Ansatz wurde bei 80°C fir 2 Minuten denaturiert und
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uber 15 Minuten auf Raumtemperatur abgekuhlt. Die Kartusche (Qiagen) wurde mit
dNTPs (Qiagen), Enzym und Substrat befUllt.

Die Pyrosequenzierung erfolgte am Pyromark Q24 Pyrosequencer (Qiagen). Die Daten
wurden mit der PyroMark Q24 Version 2.0 Software analysiert. Die Methylierungswerte
der Assays wurden als Mittelwerte der Methylierung der spezifischen CpG berechnet. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels IMB SPSS Statistics 20.

3.2.7 Proteinextraktion und Western Blot Analyse

Fur die Ganzzellproteinextraktion wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit RIPA
Puffer (s. Tabelle 11) fir 30 Minuten unter stdndigem Schitteln auf Eis lysiert. Die
Zellreste wurden durch Zentrifugieren fir 5 Minuten bei 15.000 g entfernt. Fir die
Konzentrationsbestimmung wurde das Pierce BCA-Protein Assay Kit nach
Herstellerangaben verwendet. Die Absorption bei 570 mm wurde am ELISA Reader

gemessen.

Fir die Western Blot Analyse wurde ein Probenansatz (20 pl) aus 10-30 ug
Proteinldésung, 9,5 pl Lammli-Probenpuffer, 0,5 ul B-Mercaptoethanol und RIPA Puffer
hergestellt und die Proteine bei 95 fur 5 Minuten denaturiert. Proteine und PageRuler
Prestained Protein Ladder (Thermo) wurden auf ein Gradientengel (10-12% TGX Gel,
Biorad) aufgetragen und Uber eine Gelelektrophorese bei 140-200 V in Mini-PROTEAN-
TetraCell Kammern (Biorad) mit Elektrophorese-Puffer aufgetrennt (s. Tabelle 1). Die
Proteine wurden 90 Minuten bei 180 mA von dem Gel auf eine PVDF-Membran geblottet.
Die Membran wurde fur eine Stunde in Blockierlésung (s. Tabelle 11) geblockt und dann
mit dem primaren Antikorper tUber Nacht bei 4°C unter standiger Bewegung inkubiert. Die
Membran wurde dreimal mit Waschldsung (s. Tabelle 11) fir 10 Minuten gewaschen und
anschlielend fur eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem sekundaren Antikérper
inkubiert. Die Detektion erfolgte mit dem ECL advanced Kit (GE Healthcare). Auf
fotosensitiven Filmen (Amersham Bioscience) wurde die Chemilumineszenz detektiert.

Die Kontrolle fir die Proteinmengen erfolgte mit a-Tubulin-Antikérpern.

3.2.8 Standard Endprodukt PCR und Gelelektrophorese

Die cDNA-Amplifizierung wurde mit dem HotStarTag DNA Polymerase Kit (Qiagen)
durchgefliihrt. Der Reaktionsansatz (25 ul) bestand aus je 10 pmol Oligonucleotid-Primer,
1x PCR-Puffer, 0,5 U HotStarTag Polymerase, 2,5 nM dNTPs, Wasser und 1 ul cDNA
(1:10 verdunnt). Die PCR wurde am Biometra Thermocycler durchgefihrt und das PCR-

33



Material und Methoden

Programm umfasste die folgenden Schritte: Enzymaktivierung bei 95°C fur 15 Minuten,
32-36 Zyklen mit Denaturierung bei 95°C fur 15 Sekunden, Primer-abhangiger
Anlagerungs-Temperatur (s. Tabelle 14) fur 15-20 Sekunden und eine Extensionsphase
mit 72°C fur 30 Sekunden, danach folgte eine finale Extension bei 72°C fur 10 Minuten.
Die PCR-Produkte wurden mit 6x Loading dye (Thermo) und dem GeneRuler Ladder Mix
(Thermo) auf ein 0,7-2,5 % Agarose-Gel (je nach Produkt-GroRRe) aufgetragen. Die
gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte in 1x TAE Puffer. Die Produkte wurden im

Ethidiumbromid-Bad gefarbt und mittels Geldokumentationssystem (Intas) fotografiert.

3.2.9 Funktionelle Versuche

3.2.9.1 LINE-1 Knockdown mittels siRNA

Knockdown Versuche mit siRNA (s. Tabelle15) wurden mit dem Transfektionsreagenz
Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen) durchgefiihrt. Die Zellen wurden in 6-Loch oder 24-
Loch Platten ausgesat und nach 24 Stunden mit der siRNA transfiziert. Die siRNA und
das Transfektionsreagenz wurden jeweils in OptiMEM Medium geldst, die Ansatze
gemischt und vor der Behandlung der Zellen fur 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Transfektionsansatze fur 1 ml Zellkulturmedium zeigt Tabelle 18. Das
Zellkulturmedium wurde jeweils 24 Stunden nach der Transfektion gewechselt. Die
Transfektion wurde Uber 24, 48, 72, und 120 Stunden vorgenommen. Bei Behandlung
uber 120 Stunden wurde nach 72 Stunden ein zweites Mal transfiziert und das Medium

nach 24 Stunden erneut gewechselt.

Tabelle 18: Transfektionsansatz und siRNA Endkonzentration fiir 1 ml Zellkulturmedium

Reagenzien Volumen Endkonzentration
Ansatz A

Opti-MEM Medium 100 pl

Lipofectamine RNAIMAX 2 ul

Ansatz B

Opti-MEM Medium 100 pl

siRNA (50 nM) 0,2 l 10 pM

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s ad 1 ml

Medium) GlutaMAX
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3.2.9.2 SA-B-Galaktosidase Assay

Fur den SA-B-Galaktosidase Assay wurden Zellen der Zelllinie 5637 und VMCUB1 in 6-
Loch Platten ausgesat. Dann wurden sie fur 120 Stunden mit der jeweiligen L1 siRNA
oder mit Kontroll-siRNA behandelt (s. Abschnitt 3.3.10.2; s. Tabelle 16). Als weitere
Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Die Zellen wurden nach der Behandlung zweimal
mit PBS gewaschen und mit 2 ml Fixativ (Tabelle 11) pro Loch fur drei bis funf Minuten
fixiert. Dann wurden die Zellen erneut zweimalig mit PBS gewaschen. Im Anschluss
wurde 2 ml X-Gal Farbelésung pro Loch aufgetragen und lGber Nacht bei 37°C inkubiert.
Die Reaktion wurde mit PBS abgestoppt.

Seneszente Zellen werden in dem Assay blau gefarbt. Die lysosomale B-Galaktosidase
hydrolysiert bei einem sauren pH das X-Gal zu dem Farbstoff 5,5"-Dibrom-4,4 dichlor-
indigo. Bilder der gefarbten Zellen wurden mit dem Fotodokumentationsprogramm NIS-

Elements AR (Nikon) aufgenommen.

3.2.9.3 Viabilitats-Assay

Die Zahl der vitalen Zellen nach L1 siRNA Behandlung der Zelllinen 5637 und VMCUB1
wurde mit dem Celltiter-Glo Luminescent Assay Kit (Promega) untersucht. Die
Reagenzien lysieren die Zellen, inhibieren die ATPasen und zeigen das vorhandene ATP
an, indem die Firefly Luciferase mit Hilfe von Mg? (Beetle) Luciferin und ATP unter
Sauerstoffverbrauch zu Oxyluciferin, AMP, PP;, CO, und Licht katalysiert. Das freigesetzte

Licht wurde am Victor (Wallac) gemessen.

Die Zellen wurden Uber 120 Stunden mit L1 siRNA behandelt (s. Abschnitt 3.3.10.2; s.
Tabelle 15). Danach wurden sie mit 100 ul Trypsin-EDTA aus den 24-Loch Platten geldst
und in 500 ml Medium aufgenommen. Dann wurde der Assay nach Herstellerangaben
vorgenommen. Als Kontrolle wurden unbehandelte Zellen und mit Kontroll-siRNA
behandelte Zellen verwendet. Als Nullwert diente das Kulturmedium. Von jeder Probe
wurden Quadruplikate gemessen. Die statistische Auswertung erfolgte mit IBM SPSS
Statistics 20.

3.2.9.4 Behandlung mit Efavirenz

Die Zellen wurden in 96-Loch Platten ausgesat und 24 Stunden spater mit 20 uM (6,3
pg/ml) in DMSO geléstem Efavirenz fur 72 Stunden behandelt. Nach 48 Stunden wurde

das Medium gewechselt und die Zellen wurden erneut mit Efavirenz behandelt.
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3.2.9.5 Caspase-Assay

Um die Apoptoserate unter Efavirenz-Behandlung zu untersuchen, wurde der Caspase
Glo 3/7 Assay (Promega) nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Bei diesem Test
katalysieren aktivierte Caspasen 3 und 7, ein Kennzeichen apoptotischer Zellen, die
Umwandlung des DEVD-Luciferol Komplexes zu DEVD und Luciferin. In dem folgenden
Reaktionsschritt wird Luciferin von der Ultra-Glo™ Recombinant Luciferase als Substrat
verwendet und es entsteht Licht. Die Lumineszenz wurde mit dem Victor (Wallac)
detektiert.

Die Zellen wurden fir 72 Stunden mit Efavirenz behandelt. Als Positivkontrolle dienten
Zellen, die Uber 24 Stunden mit Puromycin (100 pg/ml Zellkulturmedium) behandelt
wurden. Negativkontrolle waren unbehandelte Zellen, die in 0,4 yl DMSO auf 1 ml

Zellkulturmedium wuchsen. Als Leerwert diente Zellkulturmedium mit DMSO.

Jede Probe wurde als Quadruplikat gemessen. Der Leerwert wurde von den Mittelwerten

subtrahiert und die statistische Auswertung mit IBM SPSS Statistics 20 vorgenommen.

3.2.10 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm IBM/SPSS Statistics 20 erstellt.
Die Signifikanzen wurden mit Hilfe des Mann-Whithey U-Test berechnet.
Korrelationsanalysen wurden mittels Spearman’s rho berechnet. Die graphische
Darstellung der Daten erfolgte mit IBM/SPSS Statistics 20 und MS Excel 2013.
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4 Ergebnisse

4.1 LINE-1 Promotor-Methylierung und Expression

Um zu verifizieren, ob es im Harnblasenkarzinom zu einer generellen DNA-
Hypomethylierung kommt und zu einer anschlieBenden Anderung der LINE-1 Expression,
wurde  zunachst die  LINE-1-Methylierung  mittels  Pyrosequenzierung an
bisulfitkonvertierter DNA analysiert. Bei den untersuchten Proben handelt es sich um 18
Urothelkarzinomzelllinien und 10 normale Harnblasenzellkulturen, sowie ein DNA
Gewebeset mit 23 Urothelkarzinomen und 12 benignen Urothelgeweben. Die Expression
wurde mittels quantitativer RT-PCR gemessen. Das hierflr vorhandene RNA Gewebe-Set
umfasst 11 benigne Gewebe und 24 Tumorgewebe. Eine Zusammenfassung der

Tumoreigenschaften enthalt Tabelle 19.

Tabelle19: Die Tabelle zeigt die wesentlichen Tumoreigenschaften des RNA-Sets und DNA-

Sets im Vergleich.

DNA-Set (n=23) RNA-Set (n=24)

Alter Median 65 66

95% Ki 61-71 63-69

Range 41-84 45-84
Geschlecht Weiblich 7 5

Mannlich 16 19
TMN pTa 3 1
Klassifikation

pT1 1 0

pT2 4 7

pT3 10 11

pT4 5 5
Lymphknoten Negativ 11 13

Positiv

Unbekannt
Grading G1

G2 5

G3 17 17
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4.1.1 LINE-1 Promotor-Methylierung in Zelllinien

Die LINE-1 DNA-Methylierung wurde mit einem Assay gemessen, der vier CpG
Dinukleotide erfasst. Diese liegen in der internen Promotorregion von etwa 400 Volllangen
LINE-1 Elementen, die im Genom verteilt sind. Analysiert wurden zunachst die 10
normalen Urothelzellkulturen und die 18 Urothelkarzinomzelllinien. Als Kontrollmaterial
wurden karzinomassoziierte Fibroblasten, immortalisierte Urothelzellen (TERT-NHU) und
frisches benignes Urothelgewebe aus Harnleitern verwendet. Die Untersuchung ergab
eine konstant hohe DNA-Methylierung in den normalen Urothelzellkulturen. Im Gegensatz
dazu zeigen die Urothelkarzinomzelllinien eine sehr variable DNA-Methylierung, die
insgesamt gegeniuber den normalen Kulturen signifikant vermindert war (Mann-Whitney
U-Test; p=0,001). Bei einer Unterteilung in papillare und muskelinvasive
Urothelkarzinomzelllinien waren die muskelinvasiven im Vergleich zu den papillaren
Urothelkarzinomzelllinien geringer methyliert (Mann-Whitney U-Test; p<0,001). Eine
Ausnahme bildete hier BC61, eine papillare Urothelkarzinomzelllinie, die mit 14% am
schwachsten methyliert war. Auf der anderen Seite waren BFTC905 und SW1710,

ebenfalls papillare Urothelkarzinomzelllinien, sehr stark methyliert (Abbildung 2).

Auch die tumorassoziierten Fibroblasten wiesen eine geringe DNA-Methylierung auf. Im
Vergleich fand sich in den benignen Kontrollen aus dem Ureter und den nicht kultivierten

Urothelzellen ein hohes DNA-Methylierungsniveau.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass es im Harnblasenkarzinom zu einer generellen
Hypomethylierung kommt, die bei den invasiven Tumoren starker ausgepragt ist als bei

den papillaren Tumoren.
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Abbildung 2: DNA-Methylierung des LINE-1 Promotors in 18 Urothelkarzinomzelllinien und
10 normalen Urothelzellkulturen. Die Urothelkarzinomzelllinien sind nach Herkunft aus
papilliren (links) und invasiven Tumoren (rechts) angeordnet. Kontrollen bilden
karzinomassoziierte Fibroblasten, immortalisierte Urothelzellen (TERT-NHU) und frisches
benignes Urothelgewebe aus dem Harnleiter. Aufgetragen ist die durchschnittliche

prozentuale Methylierung der vier CpG Dinukleotide.

4.1.2 LINE-1 Promotor-Methylierung im Gewebe

Anschliel3end wurde derselbe Assay am DNA Gewebeset angewandt. Die Analyse der 22
Tumorproben und 12 normalen Gewebe ergab ebenfalls eine signifikante
Hypomethylierung der DNA des Tumorgewebes gegeniber der DNA des benignen
Gewebes (Mann-Whitney U-Test; p=0,009). Ein Unterschied zwischen den Tumorstadien
konnte aufgrund der geringen Anzahl an pTa, pT1 und pT2 Stadien nicht untersucht
werden. Es zeigt sich in den Tumoren mit einer histologischen G2 und G3 Grading jeweils
eine signifikante Hypomethylierung (G2: Mann-Whitney U-Test; p=0,01; G3: Mann-
Whitney U-Test; p=0,003).
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Abbildung 3: DNA-Methylierung des LINE-1 Promotors im DNA Gewebeset. Aufgetragen ist
die durchschnittliche prozentuale Methylierung der vier CpG Dinukleotide. BN, benignes
Urothelgewebe (n=12); BTu, Urothelkarzinome (n=22). p, Signifikanz nach Mann-Whitney U-
Test.
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4.1.3 LINE-1 RNA-Expression in Zelllinien

Um zu untersuchen, ob die generelle DNA-Hypomethylierung die Transkription und somit
die Expression der LINE-1 Sequenzen beeinflusst, wurden quantitative RT-PCR Analysen
an RNA aus den 19 Urothelkarzinomzelllinien und sechs normalen Urothelzellkulturen
durchgefiihrt. Im Anschluss wurde die LINE-1 Expression in den Gewebeproben des
RNA-Sets untersucht (s. Tabelle 6). Die beiden verwendeten Assays, LINE-1 3" und
LINE-1 5°, erfassen unterschiedliche Untergruppen aller LINE-1 Transkripte. Der LINE-1
3’-Assay erfasst etwa 2000 Elemente, von denen viele am 5°-Ende verkirzt sind. Der
LINE-1 5°-Assay detektiert hingegen deutlich weniger Elemente, etwa 400, die aber im
Wesentlichen vollstandig sind. Die schematische Lage der Amplikons der LINE-1 Assays
zeigt Abbildung 4.

5'UTR ORF1 ORF2 3J'UTR
{ e b AAAAA
— - = ) AAAAA

Abbildung 4: Schematische Lage der Amplikons der LINE-1 Expressions-Assays. Die LINE-1
3°-Primer binden in der 3-UTR Region der LINE-1 Elemente - das Amplikon ist durch den
griinen Pfeil gekennzeichnet. Die LINE-1 5°-Primer binden in der 5-UTR - die Lage des

Amplikons wird durch den orangen Pfeil symbolisiert.

In der gRT-PCR zeigte sich, dass die LINE-1 Expression von LINE-1 3" in den
Urothelkarzinomzelllinien gegenuber den normalen Urothelzellkulturen nicht generell
steigt (Abbildung 5). Es kommt vielmehr zu einer erheblich variableren LINE-1
Expression. Der Median der LINE-1 Expression lag in den Urothelkarzinomzelllinien Gber

dem Median in den normalen Urothelzellkulturen, die Erhéhung ist aber nicht signifikant.

Betrachtet man den LINE-1 5°-Assay, zeigte sich eine starke Expression in den
Urothelkarzinomzelllinien BC61, BFTC-905, RT4, RT112, SD und VMCUB1. Diese
Steigerung ist weitaus deutlicher als im LINE-1 3’-Assay. Die Expressionsniveaus von
LINE-1 3" und LINE-1 5" korrelierten in den untersuchten Proben positiv miteinander
(Spearman’s rho= 0,628; p=0,005). Die DNA-Methylierung und die Expression
korrelierten negativ, aber nicht signifikant. Dabei war die Korrelation mit dem LINE-1 5°-
Assay deutlicher (Spearman’s rho=0,443; p=0,066) als mit dem LINE-1 3 Assay
(Spearman’s rho= 0,225; p=0,307).
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Diese Daten zeigen zusammengenommen, dass es in den Urothelkarzinomzelllinien zu
einer deutlichen Hypomethylierung kommt, auf die nicht immer eine signifikante
Expressionssteigerung folgt. Dennoch wird deutlich, dass es vor allem zu einer

Steigerung der Volllangen-Transkripte kommt.
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Abbildung 5: Die Expression von LINE-1 Transkripten wurde mit dem LINE-1 3"-Assay (helle
Balken) und LINE-1 5°-Assay (dunkle Balken) in den angegebenen normalen
Urothelzellkulturen und Urothelkarzinomzelllinien mittels qRT-PCR gemessen und auf TBP

mRNA normiert.

4.1.4 LINE-1 RNA-Expression in benignem Gewebe und Tumorgewebe

Im Anschluss wurde das RNA-Gewebeset untersucht, dessen Eigenschaften Tabelle 3
zeigt. Es besteht aus 11 benignen und 24 tumorésen Geweben. Es wurde ebenfalls die
LINE-1 3- und LINE-1 5’-Expression untersucht. Dabei zeigen sich ahnliche
Veranderungen der Expression von LINE-1 wie bei den Zelllinien. Die Expression in den
Tumoren ist im Fall von LINE-1 5 signifikant erh6ht (Mann-Whitney U-Test; p=0,005),
wohingegen die LINE-1 3'-Transkripte nur eine geringe, nicht signifikante Steigerung
zeigen (Abbildung 6). Eine Korrelation zwischen DNA-Methylierung und RNA-Expression
konnte in diesem Fall nicht durchgeflihrt werden, da die Gewebesets von RNA und DNA

nur zum geringen Teil Gberlappen.
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Wie in Urothelkarzinomzelllinien kommt es in den Tumorgewebeproben zu einer
Verschiebung der LINE-1 Expression. Dabei zeigt sich auch hier eine deutliche

Verschiebung zu den Elementen, die Uber den LINE-1 5°-Assay erfasst werden.

LINE-1 3" LINE-1 5

p =0,133 6o - p = 0,005
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LINE-1 3'/TBP
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Abbildung 6: LINE-1 3°- und LINE-1 5-Expression in benignen Geweben und
Tumorgeweben. Die Gewebeproben entsprechen den in Tabelle 3 aufgelisteten Proben. Die

Expression wurde mittels qRT-PCR untersucht und auf TBP mRNA normiert.

4.1.5 Individuelle LINE-1 Elemente

Um zu untersuchen, ob sich die LINE-1 Expressionssteigerung in einer
Expressionssteigerung spezifischer LINE-1 Elemente widerspiegelt, wurden acht
individuelle LINE-1 Elemente mittels PCR untersucht. Zunachst wurde eine qualitative
PCR durchgefihrt. In den Fallen, in denen sich hierbei eine Expression zeigte, wurde eine
gRT-PCR angeschlossen. Die Assays fir die individuellen LINE-1 Elemente, L1C2, L1C6,
L1C10, L1C11, L1C20, L1X1, L1X4, L1X5 [118], wurden an den 19
Urothelkarzinomzelllinien und 6 normalen Urothelzellkulturen getestet. Dabei war nur flr
L1C2, L1C10, L1C11 eine Expression nachweisbar. Bei der qRT-PCR stellten sich fir alle
drei Elemente nur minimale Unterschiede in der Expressionsstarke zwischen
Urothelkarzinomzelllinien und normalen Urothelzellkulturen heraus. Auf3erdem lag die
Expression am Rande der Messbarkeit. Daher wurde auf eine weitere

Expressionsanalyse im Gewebeset verzichtet.
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4.2 Proteinexpressionsanalysen

Die Volllangen LINE-1 Elemente besitzen zwei offene Leserahmen, ORF1 und ORF2.
ORF1 kodiert fur ein RNA bindendes Protein, das flr Transport und Translation der RNA
eine wichtige Rolle spielt. Der ORF2 kodiert fir eine Endonuklease und eine reverse
Transkriptase. Es soll untersucht werden, ob erhdhte Transkription von vermutlichen

Vollangen-LINE-1 auch zu einer gesteigerten Protein Expression fuhrt.

Um die Proteine zu detektieren, wurden Western Blots angefertigt. Es wurden ein
Antikorper verwendet, der ORF1p detektiert. Die Analyse wurde an 16
Urothelkarzinomzelllinien, BC61, BFTC-905, J82, RT4, RT-112, SW1710, UMUC6, 253J,
5637, 639v, 647v, HT-1376, SD, T24, UMUC3, VMCUB1 und einer normalen
Urothelzellkultur vorgenommen. Als Positivkontrolle diente NCCIT, eine Zelllinie aus

einem Keimzelltumor. Die Negativkontrolle stellt HeLa dar, eine Zervixkarzinomzelllinie.

4.2.1 ORF1 Proteinexpression

Abbildung 7 zeigt die ORF1 Proteinexpression. In den Zelllinien RT112, BFTC-905, SD
und VMCUB1 war eine Expression von ORF1 auf der Proteinebene nachweisbar. Im
Vergleich mit den Ergebnissen der LINE-1 3" und LINE-1 5" qRT-PCR-Messungen zeigt
sich, dass diese Zelllinien ebenfalls eine hohe LINE-1 mRNA-Expression aufweisen und
besonders LINE-1 5° mRNA exprimieren. Eine Ausnahme stellt BC61 dar, die auf RNA-
Ebene LINE-1 5" stark exprimiert (s. Abbildung 4); im Western Blot ist dagegen keine
Proteinexpression zu detektieren. Die kultivierten normalen Urothelzellen weisen ebenfalls
keine Proteinexpression auf. Die Zervixkarzinomzelllinie Hela zeigt als Negativkontrolle
keine ORF1 Proteinexpression, wahrend die Teratokarzinom-Zelllinie NCCIT als

Positivkontrolle eine deutlich starkere Expression aufweist als die positiven

Urothelkarzinomzelllinien.
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Abbildung 7: ORF1 Proteinexpression. Der Western Blot zeigt die ORF1 Proteinexpression
in 16 Urothelkarzinomzelllinien und einer normalen Urothelzellkultur, UP210. HelLa stellt die
Negativkontrolle dar, widhrend NCCIT die Positivkontrolle ist. 1. AK: anti ORF1p (1:2000 dil),
2. AK: anti rabbit HRP (1:30000 dil). Auf Hohe der roten Pfeile lduft das ORF1p. Die roten
Pfeile deuten auf die Zelllinien hin, die ORF1 Protein stark exprimieren. Der gelbe Pfeil

markiert die geringe Proteinexpression der Zelllinie 5637.

4.3 Behandlung zweier Urothelkarzinomzelllinien mit LINE-1 siRNA

In Analogie zu einer Publikation, die eine Veranderung der Zellmorphologie, der
Differenzierung und der Zellproliferation nach Suppression der LINE-1 Expression in
Mammakarzinom-Zelllinien beschreibt [124], wurden zwei Urothelkarzinomzelllinien mit
LINE-1 siRNA | transfiziert. Die Auswahl der Urothelkarzinomzelllinien wurde anhand der
LINE-1 ORF1 Proteinexpression und ihrer zelluldaren Herkunft vorgenommen. Beide
Urothelkarzinomzelllinien, VMCUB1 und 5637, Dbesitzen ein  epitheliales
Wachstumsmuster. VMCUB1 zeigte im Western Blot eine ORF1 Proteinexpression,
wahrend 5637 eine sehr geringe ORF1 Proteinexpression aufwies (s. Abbildung 7; gelber
Pfeil). Die beiden Zelllinien hatten ebenfalls einen deutlichen Unterschied in der LINE-1
RNA-Expression: 5637 wies insgesamt eine geringe LINE-1 RNA-Expression auf,
VMCUB1 dagegen eine erhdhte Expression und eine Verlagerung von der LINE-1 3°-
Expression zur LINE-1 5°-Expression. Die unterschiedlichen LINE-1 RNA- und
Proteinexpression sollte die Moéglichkeit bieten, unspezifische Effekte der verwendeten
siRNA herauszufiltern. Die Transfektion mit der LINE-1 siRNA erfolgte tber 24, 48, 72 und
120 Stunden. Im Anschluss wurden die LINE-1 ORF1 RNA-Expression, die ORF1
Proteinexpression, die Zellviabilitit und die Seneszenz untersucht. Anderungen der
Zellmorphologie wurden fotografisch festgehalten. Um auszuschlieRen, dass die
erhobenen Ergebnisse auf einer Hemmung anderweitiger Sequenzen durch die LINE-1
siRNA beruhen, wurde eine zweite LINE-1 siRNA (LINE-1 siRNA Il) entworfen. Beide
Zelllinien wurden ebenfalls mit der LINE-1 siRNA Il behandelt und die Experimente zur

Expressionsanderung sowie Morphologie der Zellen wiederholt.

4.3.1 LINE-1 ORF1 RNA-Expression in LINE-1 siRNA transfizierten

Urothelkarzinomzelllinien

Um zu verifizieren, dass es durch eine Transfektion mit LINE-1 siRNA | zu einer Anderung
der LINE-1 RNA-Expression kommt, wurde die RNA-Expression der behandelten
Zelllinien mittels qRT-PCR untersucht. Dazu wurde der LINE-1 ORF1 Assay verwendet,
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dessen Amplikon im LINE-1 5°-Bereich liegt. Dieser detektiert spezifischer jene LINE-1
Elemente, mit denen die beiden LINE-1 siRNAs interferieren, spezifischer als der bisher
verwendete LINE-1 5" Assay. Die LINE-1 Expression wurde nach 24, 48, 72 und 120
Stunden Behandlung gemessen. Zur Kontrolle wurden die Urothelkarzinomzelllinien mit
einer nicht spezifischen Kontroll-siRNA behandelt, die gegen keine bekannte Sequenz
gerichtet ist. Zur weiteren Kontrolle wurden VMCUB1 und 5637 unbehandelt kultiviert.

VMCUB1 wies nach 24, 48 und 72 Stunden Behandlung eine Suppression der LINE-1
RNA-Expression um 25-30% gegenuber der Kontroll-siRNA auf. Nach 120 Stunden lag
die verbleibende Expression bei etwa 40%. In der 5637 sank die LINE-1 RNA-Expression
kontinuierlich. Nach 24 Stunden Behandlung lag die LINE-1 RNA-Expression noch bei
durchschnittlich 80% verglichen mit der Expression in der Behandlung mit der Kontroll-
siRNA, nach 120 Stunden sank die Expression auf etwa 30% (Abbildung 8). Die Ct Werte
der 5637 LINE-1 RNA-Expression lagen 2,5 Zyklen unter denen der VMCUB1. Durch die
Transfektion mit siRNA | konnte die LINE-1 RNA-Expression also deutlich

herunterreguliert werden.

Die Behandlung mit der LINE-1 siRNA Il ergab &ahnliche Ergebnisse. Diese sind in
Abbildung 9 zu sehen. Es waren auch hier starke Schwankungen in den biologischen
Doppelwerten erkennbar. In VMCUB1 war die LINE-1 RNA-Expression gegenuber der
Kontroll-siRNA deutlich vermindert, in der Behandlung mit Kontroll-siRNA gegenuber den
unbehandelten Zelllinien jedoch erhoéht. Die Verminderung der LINE-1 RNA-Expression
war zu allen Zeitpunkten deutlich. Die Zelllinie 5637 zeigte nach einer Behandlung von 24
Stunden keine Anderung der Expression, jedoch nach 48 Stunden. In der
Langzeitbehandlung tUber 120 Stunden zeigten sich jedoch wiederum keine Unterschiede
in der LINE-1 RNA-Expression.
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Abbildung 8: Expression von LINE-1 ORF1 nach Behandlung mit LINE-1 siRNA I. Untersucht
wurden die LINE-1 RNA-Expression in den Zelllinien 5637 und VMCUB1 mittels qRT-PCR mit
dem L1_ORF1 Assay. Sie wurden zwischen 24 und 120 Stunden mit LINE-1 siRNA | oder mit
Kontroll-siRNA behandelt. Weiterhin ist die LINE-1 RNA-Expression von unbehandelten
Zellen dargestellt. Alle Werte sind auf die TBP Expression normiert. Alle Messungen wurden
doppelt durchgefiihrt und die Expression jeweils in Doppelwerten gemessen. Aufgrund der
geringen Zahl der Datensédtze war eine statistische Auswertung nicht méglich. Neg,
unbehandelte Zelllinie; Ko/No, Behandlung mit Kontroll-siRNA.
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Abbildung 9: Expression von LINE-1 ORF1 nach Behandlung mit L1 siRNA Il. Untersucht
wurden die LINE-1 RNA-Expression Zelllinien 5637 und VMCUB1 mittels qRT-PCR und dem
L1_ORF1 Assay. Sie wurden zwischen 24 und 120 Stunden mit LINE-1 siRNA Il oder mit
Kontroll-siRNA behandelt. Weiterhin ist die LINE-1 ORF1 Expression von unbehandelten
Zellen dargestellt. Alle Werte sind auf die TBP Expression normiert. Alle Messungen wurden
doppelt durchgefiihrt und die Expression jeweils in Doppelwerten gemessen. Aufgrund der
geringen Zahl der Datensédtze war eine statistische Auswertung nicht mdéglich. Neg,
unbehandelte Zelllinie; Ko, Behandlung mit Kontroll-siRNA.

4.3.2 Zellmorphologie

Um Anderungen der Zellmorphologie zu verfolgen, wurden die beiden
Urothelkarzinomzelllinien tber 120 Stunden mit der LINE-1 siRNA | und Il sowie der
Kontroll-siRNA behandelt. Anschlieliend wurden Aufnahmen mit dem Lichtmikroskop
angefertigt. (Abbildung 10-13).

Die mit LINE-1 siRNA | und Il behandelten Zellen der Zelllinie 5637 zeigten

morphologische Unterschiede zu den unbehandelten und mit Kontroll-siRNA behandelten
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Zellen (Abbildung 10 und 12). Es fallt ein unregelmafiges Zellgeflige mit veranderten Zell-
Zell-Kontakten auf. Die Kolonien sind kleiner und ihre Rander sind scharfer begrenzt. Die

Zellen enthalten mehr Granula.

Die Zellen der VMCUB1, die mit LINE-1 siRNA | und Il behandelt wurden, zeigten diese
Veranderungen verglichen mit den unbehandelten und den mit Kontroll-siRNA
behandelten Zellen noch deutlicher als die Zellen der Zelllinie 5637 (Abbildung 11 und
13). Die GroRe der einzelnen Zellen variierte stark und es gab eine Population von sehr
grolien, flachig wirkenden Zellen, ebenso vermehrt polynukledre Zellen. Viele Zellen

wiesen aullerdem sehr lange, dinne Zellauslaufer auf.

Die Zahl und die GréRRe der Kolonien nahm unter LINE-1 siRNA Behandlung in beiden
Urothelkarzinomzelllinien deutlich gegeniiber der Kontroll-siRNA ab. Noch starker war
dieser Unterschied im Vergleich zu den unbehandelten Zellen. Dies kénnte auf einer

Toxizitat des Transfektionsreagenzes oder der siRNA an sich beruhen.

Unbehandel

siRNA

g

“;_J \EVN 2
Unbehandelt
-

Abbildung 10: Verdnderung der Zellmorphologie der Zelllinie 5637 unter LINE-1 siRNA |
Behandlung iiber 120 Stunden. Die erste Spalte zeigt die Zellen ohne Behandlung. Die
zweite Spalte zeigt die Zellen unter Behandlung mit der Kontroll-siRNA. Die Zellen der
dritten Spalte wurden mit LINE-1 siRNA I transfiziert.
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Unbehandelt

Abbildung 11: Verdnderung der Zellmorphologie der Zelllinie VMCUB1 unter LINE-1 siRNA |
Behandlung iiber 120 Stunden. Die erste Spalte zeigt die Zellen ohne Behandlung. Die
zweite Spalte zeigt die Zellen unter Behandlung mit der Kontroll-siRNA. Die Zellen der
dritten Spalte wurden mit LINE-1 siRNA | transfiziert.

siRNAII siRNAII siRNAII
a8 . v B onn - on 2 : 1>

Abbildung 12: Verdanderung der Zellmorphologie der Zelllinie 5637 unter LINE-1 siRNA Il
Behandlung iiber 120 Stunden. Die Zellen der ersten Zeile wurden mit LINE-1 siRNA II

transfiziert. Die zweite Zeile zeigt die Zellen unter Behandlung mit der Kontroll-siRNA.
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SiRNAII SiRNAII

Abbildung 13: Verdnderung der Zellmorphologie der Zelllinie VMCUB1 unter LINE-1 siRNA I
Behandlung iiber 120 Stunden. Die Zellen der ersten Zeile wurden mit LINE-1 siRNA Il

transfiziert. Die zweite Zeile zeigt die Zellen unter Behandlung mit der Kontroll-siRNA.

4.3.3 ORF1 Proteinexpression

Um die Auswirkung des RNA-Knockdowns auf die LINE-1 kodierten Proteine zu
untersuchen, wurde eine Western Blot Analyse mit dem Anti-L1 ORF1p Antikorper
vorgenommen. Zelllysate der 72 und 120 Stunden mit der LINE-1 siRNA Il behandelten
Zellen der Zelllinien 5637 und VMCUB1 wurden fiir die Analyse verwendet. Die Konstanz

der Proteinkonzentration wurde durch die Expression des Proteins (3-Aktin dargestellt.

Abbildung 13 zeigt die Ergebnisse der Western Blot Analyse. Es ist deutlich, dass es in
beiden Zelllinien zu einer starken Suppression des ORF1p Proteins durch die Behandlung
mit der LINE-1 siRNA Il kommt. In diesem Western Blot war durch die langere Exposition
auch die basale Expression des LINE-1 ORF1p in der Zelllinie 5637 nachzuweisen (vgl.
Abbildung 7).
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Abbildung 14: Der Western Blot zeigt die ORF1 Proteinexpression in den
Urothelkarzinomzelllinien 5637 und VMCUB1 nach Behandlung mit L1 siRNA nach 72 und
nach 120 Stunden. 1. AK: anti ORF1p (1:2000 dil), 2. AK: anti rabbit HRP (1:30000). Als
Kontrolle der Proteinkonzentration wurde B-Aktin verwendet. Die Expositionszeit ist langer
als in Abbildung 7, dadurch ergibt sich eine erkennbare Bande fiir die niedrige ORF1
Proteinexpression in der Zelllinie 5637.

4.3.4 Zellviabilitat unter der LINE-1 siRNA Behandlung

Um zu klaren, ob sich der Anteil der lebenden Zellen in der Zellkultur durch die
Behandlung mit LINE-1 siRNA andert, wurde die Zellviabilitadt mittels des CellTiterGlo
Assays detektiert. Dazu wurden die Zelllinien 5637 und VMCUB1 fir 120 Stunden mit
LINE-1 siRNA oder Kontroll-siRNA behandelt.

Die Ergebnisse des Testes zeigt Abbildung 15. Die Zellviabilitat der Zelllinie VMCUB1
sank durch die Behandlung mit der LINE-1 siRNA | und Il hoch signifikant (LINE-1 siRNA
I: Mann-Whitney U-Test: p= 0,001; LINE-1 siRNA Il: Mann-Whitney U-Test: p= 0,001), bei
der Behandlung mit der LINE-1 siRNA | um durchschnittlich 40%, bei der Behandlung mit
LINE-1 siRNA Il um 50%. Bei der Zelllinie 5637 nahm die Zellviabilitdt unter der
Behandlung mit der LINE-1 siRNA | sehr signifikant um 23% ab (LINE-1 siRNA I: Mann-
Whitney U-Test: p= 0,007); dagegen kam es unter der Behandlung mit der LINE-1 siRNA
Il zu einer Steigerung der Zellviabilitat um durchschnittlich 38%, die ebenfalls signifikant
war (LINE-1 siRNA II: Mann-Whitney U-Test: p=0,021).
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Abbildung 15: Messung der Lumineszenz in CPS (Counts per second) nach Anwendung des
Celltiter Glo Assays. Die Behandlung der Zelllinien VMCUB1 und 5637 erfolgte zuvor iiber
120 Stunden mit LINE-1 siRNA oder mit Kontroll-siRNA. Die obere Bildreihe zeigt die
Zelllinie VMCUB1 nach der Behandlung mit LINE-1 siRNA I links und nach Behandlung mit
LINE-1 siRNA Il rechts. Die untere Bildreihe zeigt die Zelllinie 5637 ebenfalls nach
Behandlung mit LINE-1 siRNA I links und mit LINE-1 siRNA Il rechts. Jede Probe wurde in
Quadruplikaten gemessen. Standardabweichung ist angegeben. Die statistische

Auswertung erfolgte mit dem Mann-Whitney U-Test (Ergebnisse s. Text).

4.3.5 Seneszenz Assay der LINE-1 siRNA behandelten Zellen

Um zu untersuchen, ob die morphologischen Veranderungen der Zellen unter der LINE-1
siRNA Behandlung durch Seneszenz zu erklaren sind, wurde ein SA-B-Galaktosidase
Assay durchgeflhrt, der die Vermehrung von Lysosomen in seneszenten Zellen
detektiert. Dabei farben sich seneszente Zellen blau. Die Urothelkarzinomzelllinien 5637
und VMCUB1 wurden fir 120 Stunden mit LINE-1 siRNA oder mit Kontroll-siRNA
behandelt.

Abbildung 16 zeigt die Ergebnisse des (-Galaktosidase-Assays in der Zelllinie VMCUBA1.
Die oberen Bilder und das Bild unten links wurden nach LINE-1 siRNA Behandlung
aufgenommen. In den Zellen nach LINE-1 siRNA Behandlung erkennt man seneszente
Zellen. Diese weisen eine perinukledre granulare Blaufarbung auf. Zu erkennen ist, dass

sowohl grofe, flachige als auch kompaktere Zellen gefarbt sind, wobei die Zellpopulation
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der flachigen Zellen eine deutlichere Farbereaktion aufweist. Noch deutlicher wird dies
unter der Behandlung mit der LINE-1 siRNA Il (Abbildung 17). Unter der Behandlung mit
Kontroll-siRNA zeigt sich eine unspezifische Blaufarbung, die nicht speziell die
perinukleare Region der Zellen betrifft.

In der 5637 Zelllinie stellt sich weder nach Behandlung der Zellen mit LINE-1 siRNA noch
mit Kontroll-siRNA eine Farbung dar. Hier ist nur die Behandlung mit LINE-1 siRNA I
dargestellt (Abbildung 18).

Abbildung 16: SA-B-Galaktosidase Assay nach Behandlung der Urothelkarzinomzelllinie
VMCUB1 mit LINE-1-siRNA | iiber 120 Stunden. Die oberen und die linke Abbildung zeigen
Aufnahmen nach LINE-1 siRNA | Behandlung, die rechte untere nach Behandlung mit
Kontroll-siRNA. Die Blaufiarbung der perinukledr konzentrierten Lysosomen zeigt
seneszente Zellen an. (Ko: Kontroll-siRNA; siRNA: LINE-1 siRNA I)
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Abbildung 17: SA-B-Galaktosidase Assay nach Behandlung der Urothelkarzinomzelllinie
VMCUB1 mit LINE-1-siRNA Il iiber 120 Stunden. Die oberen Abbildungen zeigen Aufnahmen
nach LINE-1 siRNA Il Behandlung, die unteren nach Behandlung mit Kontroll-siRNA. Die
Blaufdrbung der perinukledr konzentrierten Lysosomen zeigt seneszente Zellen an. (Ko:
Kontroll-siRNA; siRNA: LINE-1 siRNA i)
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Abbildung 18: SA-B-Galaktosidase Assay nach Behandlung der Urothelkarzinomzelllinie
5637 mit LINE-1-siRNA Il iiber 120 Stunden. Die oberen Abbildungen zeigen Aufnahmen
nach LINE-1 siRNA Il Behandlung, die unteren nach Behandlung mit Kontroll-siRNA. Die
Blaufdrbung der perinukledr konzentrierten Lysosomen zeigt seneszente Zellen an. (Ko:
Kontroll-siRNA; siRNA: LINE-1 siRNA i)

4.4 Behandlung dreier Urothelkarzinomzelllinien mit Efavirenz

Efavirenz ist ein Arzneimittel aus der Gruppe der nichtnukleosidischen Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren. Es ist beschrieben, dass die Behandlung mit Efavirenz in
Karzinomzelllinien eine Anderung der Differenzierung, des Zellwachstums und der

Genexpression auslost [122].

Um zu untersuchen, ob eine Behandlung der Urothelkarzinomzelllinien mit Efavirenz das
Zellwachstum durch eine verstarkte Apoptose hemmt, wurde ein Caspase Assay
durchgefuhrt. Dieser detektiert die Aktivitat der Caspasen 3 und 7, die ein Merkmal der
Apoptose darstellt.
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Behandelt wurden die Urothelkarzinomzelllinien VMCUB1, 5637 und T24. VMCUB1 und
5637 wurden fir die Untersuchung ausgewahlt, da sie starke Unterschiede in der LINE-1
RNA- und Proteinexpression aufweisen (vgl. Kapitel 4.3). T24 wurde ausgewahlt, da sie
bei einem im Vorfeld angefertigten MTT-Test schon bei Behandlung mit geringen

Konzentrationen von Efavirenz eine Abnahme der Zellviabilitat zeigt.

Die Behandlung der Zellen mit Efavirenz flir den Caspase-Assay erfolgte Gber 72 h. Als
Kontrolle wurden unbehandelte Zellen verwendet. Als Positivkontrolle diente eine

Behandlung der Zellen mit Puromycin.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 19 aufgeflihrt. Sowohl die VMCUB1 als auch die 5637
Zellen zeigten keine Steigerung der Caspase-Aktivitat im Vergleich zu den unbehandelten
Zellen. T24 wies eine deutliche hohere Caspase-Aktivitdt unter der Behandlung mit
Efavirenz auf. Allerdings fallt bei der T24 auf, dass unter der Behandlung mit Puromycin

die Caspase-Aktivitat sinkt.
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Abbildung 19: Die Balkendiagramme stellen die Caspase 3/7-Aktivitidt in den Zelllinien
VMCUB1, T24 und 5637 nach 72-stiindiger Behandlung mit 10 ng/ul Efavirenz dar.
Puromycin dient als Positivkontrolle. Gemessen wurde die Lumineszenz nach Anwendung

des Caspase Assays.
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4.5 Humane endogene Retroviren: DNA-Methylierung und RNA-
Expression

4.5.1 HERV-K DNA-Methylierung

Nachdem sich in den bisherigen Untersuchungen eine DNA-Hypomethylierung von LINE-
1 bestatigt hat, stellt sich die Frage, ob es auch zu DNA-Methylierungsveranderungen der
humanen endogenen Retroviren kommt. Besonderes Interesse gilt dabei der jungsten
Gruppe, den HERV-K. Zwei etablierte Assays, die die DNA-Methylierung der LTRs von
HERV-K17 und H22q detektieren, wurden verwendet. Diese Assays ermdglichen die
Analyse von jeweils sechs CpG-Dinukleotiden in den LTRs der Proviren HERV-K17 und
H22q (inzwischen auch als HERV-K32 bezeichnet). Bisulfit-konvertierte DNA der
Urothelkarzinomzelllinien, der normalen Urothelzellkulturen und dem DNA Gewebeset
wurde mit diesen Assays in der Pyrosequenzierung untersucht. Als Kontrollen wurden
karzinomassoziierte Fibroblasten, immortalisierte Urothelzellen (TERT-NHUC) und

frisches benignes Urothelgewebe aus dem Harnleiter verwendet.

Die Methylierung des H22q LTR stellt Abbildung 20 dar. Die DNA des H22q LTR ist in den
Urothelkarzinomzelllinien gegentber den normalen Urothelzellkulturen hypermethyliert
(Mann-Whitney U-Test; p=0,036). Dabei ist die Hypermethylierung in den papillaren

Zelllinien starker ausgepragt als in den muskelinvasiven Urothelkarzinomzelllinien.

Andersherum stellt sich das Bild in der Methylierungsanalyse der Gewebe dar (Abbildung
22). Hier kommt es zu einer signifikanten Abnahme der H22q LTR-Methylierung in den
Tumorgeweben (72,4 %) im Vergleich zu den normalen Geweben (88,6 %; Mann-Whitney
U-Test; p=0,009).

In der DNA-Methylierungsanalyse des HERV-K17 LTR wiesen die normalen
Urothelzellkulturen einen sehr niedrigen Methylierungsstatus auf; in  den
Urothelkarzinomzelllinien kam es zu einer Hypermethylierung (Abbildung 21). Auch hier
lag ein Unterschied zwischen den papillaren und den muskelinvasiven
Urothelkarzinomzelllinien vor. Wahrend die Methylierung in den muskelinvasiven Zelllinien
signifikant stieg (Mann-Whitney U-Test; p<0,001), zeigten die papillaren Zelllinien nur eine
geringe Hypermethylierung (Mann-Whitney U-Test; p=0,635). In den papillaren Zelllinien
war die Methylierung des HERV-K 17 LTR sehr variabel. Auf der einen Seite zeigten die
Zelllinien BFTC-905 und SW1710 eine starke DNA-Methylierung, auf der anderen Seite
war in den Zelllinien BC61, J28, RT4, RT112 und UMUC3 der HERV-K17 LTR nur sehr

schwach methyliert.
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Die Analyse der HERV-K17 LTR Methylierung im Gewebeset ergab keine wesentlichen
Unterschiede zwischen normalem und Tumorgewebe (Abbildung 22). Es zeigte sich
jedoch unerwartet ein grofler Unterschied in der Methylierung zwischen normalen

Urothelzellkulturen (Median: 3,7%) und normalen Urothelgeweben (Median: 44,9%).

Zwischen der HERV-K17 LTR und der H22g LTR Methylierung wurde eine starke, positive
Korrelation festgestellt (Spearman’s rho=0,669; p<0,001).
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Abbildung 20: Methylierung von sechs CpG-Dinukleotiden im HERV-K17 LTR in normalen
Urothelzellkulturen und  Urothelkarzinomzelllinien. Die Analyse wurde mittels

Pyrosequenzierung vorgenommen. Auf der Y-Achse ist die prozentuale Methylierung
aufgetragen.
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Abbildung 21: Methylierung von sechs CpG-Dinukleotiden im HERV-K 22q LTR in den
Urothelzellkulturen und  Urothelkarzinomzelllinien. Die Analyse wurde mittels

Pyrosequenzierung vorgenommen. Auf der Y-Achse ist die prozentuale Methylierung

aufgetragen.
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Abbildung 22: HERV-K17 LTR und H22q LTR-Methylierung in benignem Gewebe und
Tumorgewebe. Auf der Y-Achse ist die prozentuale Methylierung aufgetragen. BN, benignes

Urothelgewebe (n=12); BTu, Urothelkarzinome (n=22)
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4.5.2 HERV-K RNA-Expression

Nachdem sich Anderungen der DNA-Methylierung der beiden HERV-Ks Proviren gezeigt
haben, wurde die Expression dieser und weiterer HERV-Ks untersucht. Bei der Auswahl
der Assays wurde zunachst auf vier zurlickgegriffen, die aus Vorarbeiten am
Prostatakarzinom etabliert waren, H11q23.3, H17, H22q, und H.21. Eine in silico Analyse
von Stauffer et al., 2004 hat die Expression verschiedener HERV-K Elemente in
unterschiedlichen Geweben untersucht und beschrieb die Expression von 14 Elementen
im benignen Harnblasengewebe. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden 14 Assays
fir die quantitative RT-PCR etabliert. Abbildung 23 gibt einen Uberblick (ber das

schrittweise Vorgehen zur Expressionsanalyse dieser HERV-Ks im Urothelkarzinom.

In einem ersten Schritt wurden die 18 ausgewahlten HERV-K Elemente mittels qualitativer
RT-PCR an den Urothelkarzinomzelllinien getestet. In zehn Fallen konnten dabei
Transkripte in einem Ausmall nachgewiesen werden, das weitere Analysen sinnvoll
erschienen liel3. Diese Elemente wurden im Anschluss mittels gRT-PCR an demselben
Probenset untersucht. Bei funf HERV-K Assays stellte sich hierbei ein Unterschied in der
Expression zwischen normalen Urothelzellkulturen und Urothelkarzinomzelllinien dar.

Daraufhin wurde die gqRT-PCR an den RNA Gewebeproben vorgenommen.

4.5.3 HERV-K RNA-Expression in den Zelllinien und Geweben

Die Analyse der HERV-K17 Expression mittels qualitativer RT-PCR ergab starke Banden
in den normalen Urothelzellkulturen und in BC61, RT4 und UMUCG6 (Abbildung 24). Die
Zelllinien BC61, RT4 und UMUCG6 wurden aus Tumoren papillaren Ursprungs etabliert. In
der gRT-PCR stellte sich dieses Ergebnis ebenfalls dar. Es kommt demnach zu einer
Verminderung der HERV-K17 RNA-Expression in den meisten Urothelkarzinomzelllinien
mit den beschriebenen Ausnahmen BC61, RT4 und UMUCG6 (Abbildung 25).

Vergleicht man HERV-K 17 DNA-Methylierung und Expression, zeigt sich, dass BC61,
RT4 und UMUCG6 eine ausgepragte Hypomethylierung aufweisen und eine hohe
Expression. Hier scheint ein inverser Zusammenhang zu bestehen. Uber alle
Urothelkarzinomzelllinien hinweg kann jedoch keine signifikante Korrelation zwischen

HERV-K 17 Methylierung und Expression festgestellt werden.

Die Analyse der HERV-K102 Expression ergab eine signifikante Abnahme der Expression
in den Urothelkarzinomzelllinien gegeniber den normalen Urothelzellkulturen (Mann-
Whitney U-Test; p<0,013) (Abbildung 25).
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Die Analyse der Expressionen von HERV-K17, HERV-K3q12.3, HERV-K12q14.1, HERV-
K113 und HERV-K10 an dem RNA-Gewebeset ergab keine signifikante Anderung

zwischen normalen Urothelgeweben und Tumorgeweben.

PCR QRI-PCR | | QRT-PCR Gewebe

H11g233 ——
H17
H.21
H22q
H3q12.3 . :1271
H3272 . Hag123 ——
H10514 H12q14.1—— H17

P H113 H3q12.3
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Abbildung 23: Schematische Darstellung der Auswahl der HERV-K Elemente fiir die RNA

Analyse und der Vorgehensweise.
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Abbildung 24: RT-PCR der HERV-K 17 RNA Expression. Die ersten sechs Proben in der
oberen Reihe stammen aus normalen Urothelzellkulturen (UPs), die sechs folgenden aus

papilldaren Urothelkarzinomzelllinien. In der unteren Zeile stellen sich die muskelinvasiven
Zelllinien dar. Es folgt erst die Leer- und dann die Positivkontrolle MDAPCa 2b. bp:

Basenpaare.
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Abbildung 25: RNA-Expression von HERV-K17 (oben) und HERV-K102 (unten) in den
normalen Urothelzellkulturen und Urothelkarzinomzelllinien getestet mittels qRT-PCR. TBP

diente zur Normalisierung.
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Abbildung 26: RNA-Expression der HERV-K Elemente, die am RNA Gewebeset mittels qRT-
PCR untersucht wurden. BN, benignes Urothelgewebe (n=11); BTu, Urothelkarzinome

(n=24). Alle Werte wurden auf TBP-Expression normalisiert.

4.6 Alu RNA-Expression in den Zelllinien und im Gewebe

Die haufigsten short interspersed nuclear elements (SINEs) im humanen Genom sind Alu
Elemente; AluYa5 und AluYb8 sind zwei wichtige, aktive Familien der Retroelemente. Um
zu ermitteln, ob es auch bei diesen wahrend der Tumorgenese zu Veranderungen der
RNA-Expression kommt, wurde die RNA-Expression von AluYa5 und AluYb8 mittels
etablierter Assays in der gqRT-PCR gemessen. Die getesteten RNA-Proben stammen aus

den Urothelkarzinomzelllinien, normalen Urothelzellkulturen und dem RNA Gewebeset.

Abbildung 27 stellt die Ergebnisse der qRT-PCR dar. Es wurden keine signifikanten
Anderungen der RNA-Expression von AluYa5 und AluYb8 in den
Urothelkarzinomzelllinien festgestellt. Es zeigt sich nur eine geringe Tendenz der
papillaren Urothelkarzinomzelllinien zur einer verminderten RNA-Expression beider Alu
Elemente. Dahingegen lag in den muskelinvasiven Urothelkarzinomzelllinien eine leichte
Tendenz zur RNA-Expressionssteigerung vor. Die Expressionen von Alu Ya5 und Alu Yb8

korrelierten positiv miteinander (Spearman’s rho=0,990; p<0,001).

In den Tumorproben zeigte sich eine hoch signifikante Alu Yb8 RNA-
Expressionssteigerung gegeniber den normalen Geweben (Mann-Whitney U-Test;
p<0,001). Die Expression von Alu Ya5 anderte sich nicht signifikant, tendiert aber
ebenfalls zu einer Steigerung. In den Gewebeanalysen korrelierten die beiden Alu

Expressionen jedoch nicht miteinander.
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Abbildung 27: RNA-Expression von Alu Yb8 und Alu Ya5. Oben: Expression in

den Urothelkarzinomzelllinien und den kultivierten benignen Urothelzellen.
Unten: Expression gemessen im RNA-Gewebeset; BN, benignes Urothelgewebe
(n=11); BTu, Urothelkarzinome (n=24). Alle Werte wurden auf TBP normiert.
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5 Diskussion

5.1 Globale Hypomethylierung und Anderungen der LINE-1 Promotor
DNA-Methylierung im Urothelkarzinom der Harnblase

Die globale DNA-Hypomethylierung ist ein Phanomen, das im Urothelkarzinom der
Harnblase friih und konstant auftritt und nicht zuletzt repetitive Elemente betrifft [115-117].
Die LINE-1 DNA-Methylierung reflektiert dabei weitgehend die globale DNA-Methylierung,
da LINE-1 etwa 17% unseres Genoms darstellt [22, 96]. Die vorliegenden Ergebnisse
stitzen die bisherigen Erkenntnisse, indem sie zeigen, dass die LINE-1 DNA-
Methylierung in Urothelkarzinomzelllinien gegenuber den normalen Urothelzellkulturen
signifikant abnimmt [115, 129]. Auch in den Gewebeproben ist die DNA-Methylierung
signifikant vermindert, unabhangig vom Tumorgrading. In muskelinvasiven Zelllinien
kommt es jedoch zu einer starkeren Abnahme der DNA-Methylierung als in den papillaren
Zelllinien. Aufgrund der geringen Anzahl an papillaren Tumoren im Gewebeset Iasst nicht
beurteilen, in wieweit die DNA-Hypomethylierung in muskelinvasiven Tumorgeweben

ebenfalls ausgepragter als in papillaren Tumoren ist.

Ob die globale DNA-Hypomethylierung erst wahrend der Tumorgenese entsteht oder ob
sie in Vorlauferzellen a priori vorhanden ist und zur Tumorentstehung beitragt, ist bisher
nicht abschliefliend geklart und scheint vom Ursprungsgewebe oder der Ursprungszelle
abhangig. Einige Tumorarten zeigen, wie das Urothelkarzinom der Harnblase, eine friihe
und konstante DNA-Hypomethylierung, die ebenfalls unabhangig vom
Differenzierungsgrad der Tumorzellen ist. Im Magenkarzinom findet die globale DNA-
Hypomethylierung bereits beim Ubergang von der intestinalen Metaplasie zum Adenom
statt, also in einer sehr frihen Phase der Tumorgenese [130]. Im Adenokarzinom der
Prostata ist die globale DNA-Hypomethylierung vor allem bei fortgeschrittenen und
metastasierten Karzinomen stark ausgepragt [131-133], nur in einer Arbeit wurde eine
DNA-Hypomethylierung schon in einer frlthen Phase der Tumorgenese, der
intraepithelialen Neoplasie gefunden [134]. Im Adenokarzinom der Lunge ist die globale
DNA-Hypomethylierung ebenfalls beschrieben. Hier zeigte sich in den Préakanzerosen wie
der atypischen adendsen Hyperplasie und dem Carcinoma in situ noch kein Anhalt fir
eine globale DNA-Hypomethylierung [135], z.T. wurde sogar eine DNA-
Hypermethylierung von LINE-1 beschrieben [136]. Die globale DNA-Hypomethylierung tritt
hier erst in den invasiven Tumoren auf. In den letzteren beschriebenen Karzinomen ist sie
mit einer schlechten Prognose vergesellschaftet [130, 131, 136]. In einer aktuellen Studie

wurden neben der globalen LINE1 Hypomethylierung spezifische LINE-1 Loci in
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Tumorgeweben auf ihren Methylierungsstatus untersucht, um festzustellen, ob einzelne
LINE-1 Elemente oder einzelne CpG Dinukleotide innerhalb des LINE-1 Promotor speziell
von der Hypomethylierung betroffen sind. Es zeigte sich, dass zwar einzelne CpG
Dinukleotide besonders haufig von der Hypomethylierung betroffen sind, jedoch keine
individuellen LINE-1 Loci [118].

Welche Bedeutung die globale DNA-Hypomethylierung und die daraus folgende LINE-1
DNA-Hypomethylierung fir die Tumorgenese und -progression hat, ist ebenfalls nicht
geklart. Daher soll zunachst beleuchtet werden, wie und warum es in der normalen Zelle
zu einer dichten Methylierung der Retroelemente kommt. Daraus lassen sich Hinweise zu
den Folgen einer LINE-1 DNA-Hypomethylierung ableiten und wie sie die Tumorgenese
und -progression beeinflussen kann. Die DNA-Methylierung der repetitiven Einheiten
erfolgt in einer bestimmten Phase der fetalen Entwicklung, der Gastrulation, durch die
Methyltransferasen Dnmt3a, Dnmt3b und Dnmt1 und bleibt in somatischen Zellen
weitgehend erhalten [89]. Der Grofiteil dieser methylierten Retroelemente, v.a. LINE-1,
liegt gehauft in heterochromatischen Bereichen der DNA und somit in G-Banden [22].
Wahrscheinlich hat ein Selektionsdruck zu dieser ungleichen Verteilung geflhrt, da eine
Lage innerhalb der Gene zu einer stérenden Interferenz wahrend der Transkription fliihren
konnte [137]. Ein anderer Mechanismus, Uber den es in den mannlichen Keimzellen zu
einer Methylierung von LINE-1 kommt, basiert auf piRNA (PIWI-interacting RNA) und
deren rekrutierten Proteinkomplexen (PIWI/Argonaute Protein Komplex), die nur in
Keimzellen exprimiert werden [138-140]. In somatischen Zellen sind andere nicht-
kodierende RNAs aus der Klasse der INcRNA (long non-coding RNA) beschrieben, die an
epigenetischer Regulation und Heterochromatinbildung beteiligt sind und zur Inaktivierung
von Retroelementen beitragen [141-144]. Des Weiteren wirkt PLZF (Promyelocytic
Leukemia Zinc Finger protein) in Keimzellen und hamatopoetischen Stammzellen als
Repressor von LINE-1 indem er sowohl eine DNA-Methylierung der ORF2 Sequenz und
des LINE-1 Promotor induziert und zu Heterochromatinbildung flihrt, als auch direkt mit
der LINE-1 mRNA interagiert [145]. Innerhalb von Genen gelegene LINE-1 Elemente
kénnen durch eine PLZF induzierte Hypermethylierung die Expression dieses Gen
unterbinden [145]. Auch das Protein SIRT6 (Sirtuin 6) bindet an die 5-UTR des LINE-1
und rekrutiert Proteine fur Heterochromatinbildung [146]. SIRT6 ist unter anderem mit
dem Alterungsprozess assoziiert. Es dissoziiert bei zelluldarem Stress von der LINE-1 5°-
UTR und wird zu DNA-Doppelstrangbrichen verlagert [146]. Dieser Mechanismus konnte
in Tumoren zu einer Hypomethylierung von LINE-1 beitragen, da es hier haufiger zu DNA

Schaden kommt.
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Eine Veradnderung des Heterochromatins im Rahmen der globalen Hypomethylierung
kann bereits Folgen haben, da es viele Funktionen in der Organisation der DNA-
Transkription und der DNA Reparatur ausiubt. Um nur ein Beispiel zu nennen, schirmt es
transkriptorisch aktive Einheiten voneinander ab. Im Heterochromatin der G-Banden
liegen aullerdem gewebespezifische Gene [147]. So ist es vorstellbar, dass die LINE-1
Hypomethylierung in Tumoren zu einer veranderten Genexpression fuhrt, die nicht nur
Retroelemente, sondern auch gewebespezifische Gene betrifft. Dies kann einerseits mit
der offeneren Chromatinstruktur zusammenhangen, die die Expression steigert, zum
anderen koénnten aber auch vorher voneinander abgeschirmte Transkriptionseinheiten

miteinander interagieren.

Um die Beschreibung des Einflusses von Retroelementen auf das Heterochromatin zu
vervollstandigen, soll an dieser Stelle noch erwahnt werden, dass Retroelemente die
Ausbereitung des Heterochromatins in benachbarte Gene selbst unterbinden. Vor allem
bidirektional transkribierte Elemente koénnen als Barriere dienen. Dies ist fur SINE
Elemente in der Regulation der Gene flir das GH (growth hormon) der Hypophyse, flir den
Dioxin-Rezeptor in der Maus [148, 149] und flr inverse repeats, Teilstrukturen von einigen

Retroelementen, in Schizosaccharomyces pombe [150] beschrieben.

Neben der globalen Hypomethylierung kommt es in Tumoren gehauft zu einer fokalen
Hypermethylierung von bestimmten Genen [151]. LINE und besonders SINE liegen haufig
nahe von Transkriptionsstartstellen solcher Gene, die in Tumoren nicht hypermethyliert
werden [152]. Sie scheinen einen gewissen Schutz vor der fokalen Hypermethylierung
bieten zu kdénnen. Es ist jedoch auch das Gegenteil beschrieben. Das
Tumorsuppressorgen von Hippel-Lindau und das Gen fir E-Cadherin (CDH17) sind von
Alu Elementen flankiert. In manchen Tumorgeweben sind diese Gene durch eine fokale
Hypermethylierung inaktiviert. Die Alu Elemente kdnnten als Ausgangspunkte flr eine de

novo Methylierung fungieren [100].

5.2 Anderungen der LINE-1 RNA- und Protein Expression im
Urothelkarzinom der Harnblase

Zur RNA-Expression von LINE-1 Sequenzen in Urothelkarzinomen lagen bisher nur
wenige publizierte Daten vor [115]. Die RNA-Expressionsanalysen in den Tumor-
Gewebeproben ergaben eine signifikante Steigerung der Expression von LINE-1
Transkripten, die durch LINE-1 5°-Assay erfasst werden, gegeniber den entsprechenden
benignen Kontrollproben. Der Assay erfasst vor allem Volllangen LINE-1 Elemente. Der

LINE-1 3’-Assay, der die Expression einer grofieren Anzahl, auch teilweise deletierten
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Elemente erfasst, zeigte nur eine Tendenz zur Steigerung. In den
Urothelkarzinomzelllinien fallt ebenfalls eine Verlagerung hin zur LINE-1 5°-Expression
gegenuber den benignen Urothelzellkulturen auf. Zusammenfassend ergibt sich hieraus
eine Verschiebung der Expression zu den Volllangen-LINE-1 Elementen. In den
Urothelkarzinomzelllinien korrelierte die Methylierung negativ. mit der LINE-1 5°-
Expression, wenn auch nicht signifikant. Die Korrelation zu der LINE-1 3"-Expression ist
geringer. Die vermehrte RNA-Expression von Volllangen LINE-1 gegenilber deletierten
Elementen wurde auch in anderen Tumoren wie dem Prostatakarzinom und in
Keimzelltumoren beobachtet [107, 153].

Es stellt sich die Frage, wodurch die Verschiebung der RNA-Expression in Richtung der
Volllangen LINE-1 Elemente zu erklaren ist. Dabei ist zu bedenken, dass viele LINE-1
Elemente innerhalb von Genen liegen und ihre Transkription in benignen Geweben
wesentlich durch die Expression des umgebenden Gens bestimmt wird [22, 154]. Da die
innerhalb von Genen gelegenen LINE-1 Elemente oft verkiirzt sind, und dies vor allem in
der 5° Region, werden sie eher durch den LINE-1 3" Assay erfasst. Die RNA-Expression
solch unvollstandiger LINE-1 Elemente geht nicht von ihrem internen Promotor, sondern
eher von dem Promotor des entsprechenden Gens aus. Bei Volllangen-Elementen findet
die Initiation der Transkription eher am internen Promotor der erhaltenen 5-UTR statt,
sollte dieser nicht durch epigenetische Mechanismen inaktiviert sein. Daher ist zu
erwarten, dass eine Hypomethylierung von LINE-1 Promotoren, wie sie im
Urothelkarzinom nachweisbar ist, vor allem zu einer gesteigerten Transkription von
Volllangen LINE-1 Elementen fuhrt. Der Anstieg des Verhaltnisses von RNA, die mit dem

5’-Assay erfasst wird, ist mit dieser Interpretation gut vereinbar.

Wenn in  Urothelkarzinomen vor allem die RNA-Expression von LINE-1
Volllangenelementen steigt, stellt sich weiterhin die Frage, ob dies durch einzelne LINE-1
Elemente ausgeldst ist oder ob es sich um eine Steigerung Uber viele oder alle Elemente
hinweg handelt. Die Analyse von acht individuellen LINE-1 Elementen legt nahe, dass die
erste Alternative zutrifft. Die acht getesteten Elemente, allesamt intakte Mitglieder der
evolutionar neuen L1Hs-Famile, wiesen nur eine RNA-Expression am Rande der
Messbarkeit in den Urothelkarzinomzelllinien auf. Dies bedeutet, dass acht von etwa 100
Elementen nicht fir die RNA-Expressionssteigerung verantwortlich sind; wahrscheinlich
ist die gesteigerte Expression auf einige wenige andere Elemente zurlckzuflihren. Um
welche Elemente es sich im Urothelkarzinom handelt, konnte im Rahmen dieser Arbeit
nicht festgestellt werden. Notwendig ware hierfur eine RNA-Sequenzierungstechnik mit

hoher Genauigkeit Uber langere Abschnitte hinweg, um die sehr ahnlichen LINE-1
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Sequenzen voneinander eindeutig zu unterscheiden. Im wenigen Arbeiten konnten jedoch
die Expression einzelner LINE-1 Elemente nachgewiesen werden. In der
Teratokarzinomzelllinie NTera2D1 wurde die Expression von Volllangen LINE-1
beschrieben, um welche es sich handelt, konnte zu dem Zeitpunkt, im Jahr 1988, jedoch
nicht bestimmt werden [153]. Eine neue Arbeit hat einzelne LINE-1 Elemente mit next
generation sequenicng unter anderem in Karzinomzelllinien untersucht. Hier konnten
individuelle LINE-1 Elementen fir die LINE-1 RNA-Expressionssteigerung verantwortlich
gemacht werden, wobei sich die individuellen LINE-1 Elemente zwischen den
Tumorentitaten unterscheiden [155]. Es bleibt zu untersuchen, ob spezifische LINE-1
Elemente flr das Urothelkarzinom der Harnblase im Allgemeinen gefunden werden

konnen oder ob diese interindividuell verschieden sind.

Die ORF1 Proteinexpression in den Urothelkarzinomzelllinien steht im Zusammenhang
mit der LINE-1 5°-RNA-Expression. Bis auf BC61 zeigten alle Zelllinien mit einer hohen
LINE-1 5°-Expression eine ORF1 Proteinexpression. Der ORF1 kodiert flir ein RNA-
bindendes Protein, das eine wichtige Rolle in der reversen Transkription Gbernimmt. Die
Expression von ORF2p wurde mangels eines geeigneten Antikérpers und der zu
erwartenden niedrigen Expression nicht untersucht; sie verlauft in der Regel parallel zu
der Expression von ORF1p, wobei sie deutlich niedriger ist als die von ORF1p [156]. Es
ist zu erwarten, dass die Wirtszelle auch die LINE-1 Proteine kontrolliert und reguliert. So
konnte sowohl Taylor at al 2013 als auch Goodier et al 2013 zeigen, dass eine Vielzahl
von Proteinen mit dem LINE-1 Ribonukleoprotein interagiert. In der Arbeit von Taylor at al
2013 wurden zwei Proteine naher untersucht. UPF1 ist ein Protein des NMD-Signalweges
(Nonsense-mediated mRNA Decay), das unter anderem bicistronische mRNA abbaut. So
ist es naheliegend, dass eine Uberexpression von UFP1 (Up-frameshift1) zu einer
Verminderung der LINE-1 mRNA mit ihren zwei offenen Leserahmen fuhrt. Verwunderlich
ist jedoch, dass eine Interaktion von UFP1 und ORF2p zu einer Steigerung der
Retrotransposition fuhrt. Auch PCNA (Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen), ein an der DNA-
Reparatur beteiligtes Enzym, interagiert mit dem ORF2p des LINE-1 Ribonukleoproteins
und steigert die Rate der Retrotransposition [157]. Zusammenfassend scheint die
Wirtszelle durch eine Ko-Evolution die unkontrollierte LINE-1 Expression zu supprimieren,
jedoch eine gezielte Expression zuzulassen. Die Expression von ORF1p und ORF2p flihrt
zu DNA-Doppelstrangbriichen, Insertionen und zu einer genomischen Instabilitat, die die
Tumorprogression antreiben kann [36]. Wie sich die Expression von LINE-1 RNA und
Proteinen im Urothelkarzinom der Harnblase auswirkt, wurde mit einem Knockdown

Experiment untersucht.

70



Diskussion

5.3 Auswirkungen eines LINE-1 Knockdowns auf Urothelkarzinomzelllinien

Es ist unklar, inwieweit die gesteigerte Expression der LINE-1 Elemente als Folge der
Tumorgenese zu betrachten ist oder inwieweit sie aktiv dazu beitragt und ob daher eine
Unterdrickung der LINE-1 Aktivitdt zu einer Tumorsuppression flihren kann. LINE-1
Elemente wurden in diversen Studien experimentell supprimiert. Sciamanna et al., 2005
zeigten beispielsweise, dass eine LINE-1 Suppression mittels RNAi oder eine
pharmakologische Hemmung der reversen Transkriptase in Prostatakarzinom- und
Melanom-Zelllinien ein vermindertes Wachstum und eine gesteigerte Expression von

Differenzierungsmarkern auslést [121].

In dieser Arbeit wurde LINE-1 RNA durch Behandlung von Urothelkarzinomzelllinien mit
LINE-1 siRNA supprimiert und fir einige Experimente die reverse Transkriptase
pharmakologisch gehemmt. Die beiden verwendeten Zelllinien VMCUB1 und 5637
unterschieden sich im Ausmal} ihrer basalen LINE-1 Expression. Die Transfektion mit den
beiden LINE-1 siRNAs flhrte jeweils zu einer deutlichen Repression der LINE-1 RNA
gegenlber der Behandlung mit Kontroll-siRNA.  Auffélig waren  starke
Expressionsschwankungen in den biologischen Doppelwerten vor allem unter LINE-1
siRNA oder Kontroll-siRNA Behandlung und eine gesteigerte LINE-1 RNA-Expression
durch die Kontroll-siRNA gegeniber den unbehandelten Zellen. Moglicherweise induziert
die siRNA Behandlung an sich eine LINE-1 RNA-Expression. Dies kénnte als eine Art
Stressreaktion der Zellen auf die Transfektionsreagenzien oder die siRNA zu werten sein,
wie auch eine Zunahme der Expression von Alu-Elementen unter zellularem Stress
beschrieben ist [80], zumal es zu einer Ko-Expression von LINE-1 und Alu Elementen
unter Stress kommen kann [158]. Ein verantwortlicher Mechanismus kann die Abnahme
der epigenetische Kontrolle von LINE-1 durch PLZF (Promyelocytic leukaemia zinc finger
protein) ein, die zu einer Abnahme der Methylierung fuhrt [145]. Der LINE-1 Knockdown
spiegelt sich auch im Proteinexpressionsmuster wider. Es kommt zu einer konstanten
Verminderung der ORF1p Expression in beiden Zelllinien. Jedoch stieg unter der
Behandlung mit der Kontroll-siRNA analog zur LINE-1 RNA die L1 ORF1p Expression an.
Am deutlichsten ist dies an der Zelllinie 5637 zu erkennen, die zuvor kaum eine

Proteinexpression des L1 ORF1p aufwies.

Im Unterschied zu den Ergebnissen in Prostatakarzinom- und Melanom-Zelllinien zeigten
die LINE-1 siRNA transfizierten 5637 Zellen ein unregelmaRigeres Wachstum, veranderte

Zell-Zell Kontakte und vermehrte perinukleare Granula. In der Zelllinie VMCUB1 waren
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diese morphologischen Veranderungen noch deutlicher. Auffallig war zudem eine
Population von sehr grofen, flachigen, unscharf begrenzten Zellen, die oft polynuklear
waren. Diese Zellen konnten mit dem SA-B-Galaktosidase Assay als seneszent
identifiziert werden. Des Weiteren zeigten die VMCUB1 Zellen besonders unter der ersten
LINE-1 siRNA Behandlung lange, Dendriten-ahnliche Zellauslaufer. Diese sind auch von
Oricchio et al. 2007 in transfizierten Melanom-Zelllinien beschrieben und werden dort als
Differenzierungsprozess interpretiert [124]. In beiden Zelllinien war die Kolonienzahl
geringer und die Zellzahl sank. Der Viabilitats-Assay verdeutlicht, dass es unter der
Behandlung meist auch zu einer verminderten Zahl vitaler Zellen kommt; eine Ausnahme
stellen die 5637 Zellen unter der Transfektion mit der LINE-1 siRNA |l dar - hier gab es
keinen Unterschied zu der Kontrolle. Zusammenfassend hat der LINE-1 Knockdown
starkere Effekte auf die Zelllinie VMCUB1, was durch eine a priori hdhere LINE-1 RNA-
Expression zu erklaren ist. Die Ergebnisse dieser Arbeit decken sich jedoch wenig mit den
friher publizierten Arbeiten, da die Urothelkarzinomzelllinien weniger Zeichen einer
Redifferenzierung, als vielmehr eine weitere Tendenz zur morphologischen
Entdifferenzierung aufwiesen. Eine Verminderung der Zellzahl kann in diesem Fall nicht
ausschlieBlich auf eine Senkung der Proliferation im Rahmen eines
Differenzierungsvorgangs zurickgefuhrt werden, stattdessen kommt es eher zur

vermehrten Apoptose.

Es stellt sich die Frage, welche Auswirkungen eine LINE-1 RNA-Expression auf die
Zellbiologie hat und wie die Inhibition von LINE-1 RNA zu diesen divergenten Effekten
fuhrt. Man kann zunachst zwei unterschiedliche Ansatze verfolgen, zum einen die
ursprungliche Funktion der LINE-1 Elemente zu betrachten, sich Uber Retrotransposition
im Genom zu vervielfaltigen, zum anderen die Funktionen zu betrachten, die wahrend der
Evolution entwickelt wurden und zur normalen Zellphysiologie gehéren. Hierzu zahlt vor
allem die Regulation der Expression protein-kodierender Gene durch LINE-1. Zu den
bekannten Mechanismen, Gber die LINE-1 Elemente einen Einfluss auf die Expression
anderer Gene nehmen, zahlt auf DNA-Ebene die Verwendung von LINE-1 Promotoren
durch andere protein-kodierende Gene [159], sowie die Mittranskription benachbarter
Gene bei der Transkription von LINE-1 Sequenzen. Wenn in diesen Transkripten zur
siRNA komplementare LINE-1 RNA vorliegt, kann durch den Knockdown die Expression
der Gene verhindert werden. Dies betrafe auf der einen Seite mRNA, die in den
Karzinomzelllinien durch die DNA-Hypomethylierung von LINE-1 vermehrt transkribiert
wird und auf der anderen Seite mRNA, die zum normalen Transkriptom der Zelle gehort.
Hieraus konnten sich je nach supprimierter mMRNA ganz unterschiedliche Effekte auf die

Zellbiologie ergeben. Dabei kann die Transkription sowohl vom LINE-1 Antisense
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Promotor als auch von dem internen LINE-1 Promotor ausgehen [45]. Im Folgenden soll
ein Fall erdrtert werden. Das MET Onkogen ist ein Beispiel flr eine gesteigerte
Transkription durch DNA-Hypomethylierung im Urothelkarzinom. Durch die DNA-
Hypomethylierung des LINE-1 Antisense-Promotor im MET Onkogen kommt es zur
Expression des alternativen LINE-1/MET Fusionsgenes im Urothelkarzinom der
Harnblase und zur Aktivierung der MET-Rezeptor-Tyrosinkinase [116]. Die Aktivierung
des verschiedener Signalwege durch MET fihrt zu einer Tumorprogression, Steigerung
der Proliferation und Migration sowie zur Hemmung der Apoptose [160]. Die Hemmung
eines solchen Fusionsgenes kénnte zu einer Redifferenzierung und Hemmung der
Zellteilung flihren wie sie in anderen Arbeiten beschrieben ist [124]; jedoch kénnte eine
vermehrte Apoptose, wie wir sie berichten auch Folge einer Hemmung des LINE-1/MET
Fusionsgenes sein. Weitere chimare LINE-1 Transkripte wurden in Mammakarzinomen
und kolorektalen Karzinomen gefunden [161]. Ein besonderer Fall wurde im Hepatitis B
induzierten hepatozellularen Karzinom beschrieben. Das Virus integrierte sich bei fast
einem Viertel der untersuchten Karzinome an einen chr.8p11 Locus, der normalerweise
transkriptorisch inaktiv ist und in dem ein Volllangen LINE-1 Element liegt [162]. Es kommt
zur Expression eines chimaren Transkriptes des Hepatitis B Virus und LINE-1. Dieses
Transkript kann als IncRNA den WNT Signalweg induzieren und proliferationsférdernd
wirken [162]. Diese Beispiele zeigen, dass eine Aktivierung des LINE-1 Promotors
direkten Einfluss auf die Tumorgenese und Progression haben kann. Zu den Aufgaben
des LINE-1 Antisense Promotor als alternativem Promotor gehort die gewebespezifische
Genexpression [163], sodass sich auch hieraus zellulare Veranderungen ergeben

konnen, sollte es zur Transkription von dem hypomethylierten Promotor kommen.

Betrachtet man die RNA von LINE-1, die innerhalb von Genen gelegen ist, kdnnen sich
noch weitere Konsequenzen durch den LINE-1 Knockdown ergeben. So sind LINE-1
Elemente auch in Intronen zu finden. Entgegen der Erwartung, dass es bei einer starken
LINE-1 Transkription zu einer Behinderung der Transkription des Wirts-Genes kommt,
konnte gezeigt werden, dass die Transkription von LINE-1 und des Wirts-Genes in
manchen Fallen synergistisch ist [164]. Dies kdnnte auf einer allgemein offeneren DNA-
Struktur durch die Hypomethylierung der LINE-1 Elemente basieren. LINE-1 Elemente in
Intronen kénnen, wenn sie gleichsinnig ausgerichtet sind, auch mit der Genexpression
interferieren, indem ihr Poly-A Signal die Transkription der Gene vorzeitig abbricht [165].
Diese Interferenz wirde Uber die LINE-1 Transfektion wahrscheinlich nicht verandert. Im
Rahmen der Erforschung des Transkriptoms sind weitere RNAs in den letzten Jahren
intensiver untersucht geworden. miRNAs (mikro RNA) und IncRNA (long non-coding

RNA) galten lange Zeit als funktionslose Nebenprodukte, zeigen in aktuellen
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Untersuchungen jedoch vielfaltige Funktionen [166]. Die zu den IncRNA zahlenden
lincRNA (long intergenic non-coding) bestehen aus (iber 200 Basen [167]. Uber 80% der
lincRNA enthalten mindestens eine Retroelement-Sequenz, wobei die HERVs gegenlber
den LINE und SINE Elementen verglichen zur genomischen Verteilung Uberreprasentiert
sind [168]. LINE-1 Elemente liegen innerhalb der lincRNA meist in antisense Richtung.
lincRNA, die Retroelemente enthalten, mit Ausnahme von Alu Elementen, werden vor
allem in Keimzellen exprimiert und sind in somatischen Zellen seltener vorhanden als
lincRNA ohne Retroelemente [168]. In der Entwicklung sind sie an der Inaktivierung des
X-Chromosoms und dem Imprinting beteiligt [167]. Sie nehmen Einfluss auf die DNA-
Architektur indem sie die Bildung von DNA-Loops und trans-chromosomaler DNA-
Interaktion steuern [167]. Dadurch beeinflussen sie Uber Promotor/Promotor- und
Promotor/Enhancer-Interaktionen die Genexpression [169]. In der Regulation
epigenetischer Mechanismen wirken sie meist repressiv. Zum Beispiel kdnnen sie den
PRC2 (Polycomb repressive complex 2) rekrutieren und so zu einer Verdichtung des
Chromatins flhren [170]. Gerade lincRNA, die Alu Elemente enthalten, kénnen Uber
Bildung von RNA-Duplices in regulierter Weise die Halbwertszeit von mRNA verkurzen
[171]. lincRNA scheinen in Tumoren verandert exprimiert zu werden [172], was durch
ihren hohen Anteil an Retroelementen Uber die globale Hypomethylierung gut zu erklaren
ware. So kann durch den LINE-1 Knockdown auch eine Suppression von lincRNA, die
LINE-1 RNA enthalten, erfolgen. Aus dem genannten Zusammenhang ergeben sich
demnach weitere Erklarungen fur die unterschiedlichen Effekte einer LINE-1 Knockdown

auf die Tumorzellen.

Ein letzter Punkt soll in diesem Zusammenhang noch angesprochen werden. Im
Urothelkarzinom kommt es haufig zu TERT (telomerase reverse transcriptase) Promotor
Mutationen und einer Reaktivierung der Telomerase [173], z.B. in der Zelllinie VMCUB1
[174]. In einem LINE-1 Knockdown Versuch in drei Tumorzelllinien aus Kolonkarzinom,
Melanom und Osteosarkom konnte gezeigt werden, dass LINE-1 die hTERT (humane
TERT) aktiviert [175]. Zwei Mechanismen kommen dabei zum Tragen: erstens eine
Steigerung der Telomerase Promotoraktivitdt und damit der mRNA-Expression und der
Telomeraseaktivitdt durch LINE-1 und zweitens eine vermehrte Expression der
Protoonkogene KLF-4 (Kriippel-like factor-4) und cMyc, die wiederum bekannte
Aktivatoren der Telomerase sind [175]. In dieser Arbeit wurde analog zu unserer eine
verminderte Zellviabilitat, Proliferation und eine Seneszenz durch LINE-1 Knockdown
beschrieben. Damit gibt es auch im Bereich der nicht kodierenden RNA eine LINE-1

Funktion, die in direkten Zusammenhang mit der Tumorprogression gebracht werden
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kann und welche die Auswirkungen des LINE-1 Knockdown auf die Zelllmorphologie und

Zellzahl gut erklart.

Wenn man sich den Proteinen widmet, fir die LINE-1 kodiert, kdénnen weitere
Mechanismen eruiert werden, durch eine LINE-1 Expression in die Tumorbiologie
eingreift. Ubereinstimmend zu dieser Arbeit konnten Rodi¢ et al., 2014 eine vermehrte
Expression von LINE-1 kodierten Proteinen in Urothelkarzinomzelllinien und weiteren
Tumoren detektieren. Dabei wiesen Rodi¢ et al., 2014 in tiber 60% der Proben eine hohe
ORF1p Expression im Harnblasenkarzinom nach. Vergleichsweise wurde der hdchste
Expressionsgrad mit 97% im Mammakarzinom gefunden, von den Nierentumoren
exprimierten nur knapp uber 20% ORF1p. In normalen Geweben konnte keine Expression
von ORF1p detektiert werden. Die Expression von ORF1p korrelierte Uber die getesteten
Tumorentitaten hinweg sowohl mit dem Tumorgrading als auch mit einem Verlust des
Tumorsuppressors p53 [176]. Mutationen im p53 Tumorsuppressorgen sind haufig in
Urothelkarzinomen beschrieben. Die getesteten benignen Proben wiesen keine ORF1p
Proteinexpression auf [176]. Zu einer Abhangigkeit vom Tumorgrading kann auf Grund
der geringen Anzahl der getesteten Zelllinien hier keine Aussage getroffen werden.
Festzuhalten ist, dass es sich bei den ORF1p exprimierenden Zelllinien sowohl um
papillare (RT112 und BFTC905), als auch um invasive Zelllinien (SD und VMCUB1)
handelt. Es ist jedoch nicht auszuschlieRen, dass die Zelllinien durch lange Kultivierung
ihren Phanotyp geandert haben. Die reverse Transkription und die daran beteiligten
Proteine ORF1p und ORF2p missen bei der Diskussion der beobachteten
Veranderungen in Betracht gezogen werden, zumal eine deutliche Verminderung der
ORF1p Expression unter siRNA Behandlung festgestellt werden konnte. Ursachlich ist

wahrscheinlich die geringere Expression von Vollangen-LINE-1 Elementen.

Eine Steigerung der Mobilisation und Retrotransposition von LINE-1 Elementen ist in
vielen Karzinomen beschrieben [177-179]. Aktuelle Untersuchungen mittels LINE-1
Sequenzierungen konnten hunderte solcher Insertionen aufdecken. So wurden zum
Beispiel in Untersuchungen an Pankreastumorgeweben viele LINE-1 Insertionen
gefunden [180]. Dabei variierte die Haufigkeit der Insertionen pro Tumor stark. Auch das
zeitliche Auftreten der Insertionen wahrend der Tumorgenese war uneinheitlich. In diesem
Fall gab es auch keine Insertionen in Gene, die offensichtlich zur Tumorgenese oder -
progression beitragen [180]. Eine andere Arbeit zu LINE-1 Insertionen in
gastrointestinalen Tumoren fand viele Insertionen schon in friihen Tumorstadien oder in
Tumorvorstufen [181]. Eine weitere Arbeit verglich 12 Tumorarten und fand heraus, dass

sie meisten Insertionen in kolorektalen Karzinomen und Lungenkarzinomen vorlagen. Bei
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den Insertionen handelte es sich zu 25% um Ereignisse, bei denen 3" gelegene DNA
Abschnitte mit transduziert wurden [182]. Im Prostatakarzinom ist die Anzahl der
Insertionen in metastatischem Gewebe deutlich héher [182], was zu der spaten globalen
Hypomethylierung im Prostatakarzinom passt. In kolorektalen Karzinomen betreffen
einige Insertionen Gene, die funktionell zur Tumorgenese beitragen kénnten [183]. Die
Zuordnung der Insertionen zu einzelnen Volllangen LINE-1 Elementen ist durch moderne
Sequenzierungstechniken vereinfacht worden. So konnte gezeigt werden, dass die
meisten Retrotranspositionen von einigen wenigen aktiven LINE-1 Elemente der Gruppe
L1Hs ausgehen und es dazu einer Hypomethylierung ihrer Promotoren bedarf [182]. Ein
LINE-1 Element im ersten Intron des TTC28-Gens ist zum Beispiel fur viele
Retrotranspositionen im kolorektalen Karzinom verantwortlich [184]. Die Insertionen
kénnen zur Destruktion von Genen und Bildung von Fusionsgenen beitragen kénnen
[116, 165]. Bei der Transposition kdnnen neben der LINE-1 RNA auch benachbarte Gene
des LINE-1 Ursprungsortes an den Insertionslocus kopiert werden. Oft beruht dies wie
oben beschrieben auf einer 3’-Transduktion [185], selten kann es auch zu einer 5°-
Transdukion kommen, wenn die Initiation der LINE-1 Transkription nicht von seinem
internen Promotor ausgeht, sondern von einem weiter 5 gelegenen [164]. Die bisherigen
Untersuchungen zeigen jedoch, dass es sich bei den meisten Insertionen um neutrale
Ereignisse handelt [180, 182]. Nur wenige Insertionen, die zu Tumorprogression fihren,
sind bisher beschrieben. Ein alteres Beispiel ist die Destruktion des APC (Adenomatous-
polyposis-coli) Tumorsuppressorgens durch eine LINE-1 Insertion [186]. Eine andere
Auswirkung der reversen Transkription ist die chromosomale Instabilitdt durch DNA-
Doppelstrangbriche, fur die vor allem das ORF2 Protein verantwortlich ist [97, 187].
Durch die TPRT konnen auch Alu-Elemente inserieren. Die Alu Elemente bendtigen
hierfir nur das ORF2 Protein, das auch als SpleiRvariante bei 5’-trunkierten LINE-1
Elementen entstehen kann [187]. Die erlduterten Mechanismen der reversen
Transkription und Transduktion werden wahrscheinlich nicht reversibel sein und nicht
durch einen Knockdown von LINE-1 RNA beeinflusst. Ob eine langfristige LINE-1
Inhibition durch eine verringerte Aktivitat der reversen Transkriptase und als Folge dessen
eine geringere Rate an begonnenen oder vollendeten Retrotranspositionen die
Tumorprogression verzdgern kénnte, mussten weitere Studien zeigen. In einer Arbeit
erfolgte durch Inhibition der reversen Transkriptase eine kurzfristige Anderung des miRNA
Transkriptoms [188]. Sciamanna et al 2013 detektierten nach Inhibition der reversen
Transkriptase eine Verminderung von tumorspezifischen RNA:DNA Hybriden.
Angenommen wurde, dass es in Tumoren zu einer reversen Transkription von
Retroelement-RNA kommt, die zu RNA:DNA Hybriden fuhrt. Die Hybrid-Bildung inhibiert

die Bildung von miRNA aus der Retroelement-RNA [188]. Damit waren deren
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regulatorischen Funktionen unterbunden. LINE-1 und Alu kdnnen sowohl selber
Promotoren fur die miRNA-Synthese liefern, als auch als Bindungsstellen fir miRNAs
dienen und damit die Translation von mRNA hemmen [72, 189]. An diesem Punkt kdnnte
ein LINE-1 Knockdown Anderungen in der Konzentration aktiver miRNAs zur Folge

haben.

Eine Behandlung mit einem Inhibitor der reversen Transkriptase sollte die Frage klaren,
ob diese unmittelbar das Tumorwachstum férdert und ob es bei der Hemmung eine
erhdhte Apoptoserate gibt. Solche Beobachtungen sind von Arbeitsgruppe um Spadafora
an Prostatakarzinomzelllinien und Melanomzelllinien berichtet worden [121, 123]. In den
mit Efavirenz behandelten Urothelkarzinom-Zelllinien zeigten sich — auch bei hohen
Konzentrationen - keine Zeichen fur eine Induktion einer Apoptose durch eine Hemmung
der Reversen Transkriptase. Dies konnte ein Hinweis sein, dass die durch die LINE-1
siRNA Behandlung ausgelésten Effekte vor allem Uber die regulatorischen Funktionen
von LINE-1 auf die Transkription zu erklaren sind und die Aktivitdt der Reversen
Transkriptase im Urothelkarzinom eine geringere Stellung einnimmt. Des Weiteren ist zu
beachten, dass Efavirenz nicht spezifisch die reverse Transkriptase von LINE-1 hemmt. In
unserem Genom sind weitere reverse Transkriptasen vorhanden. Neben der reversen
Transkriptase der humanen endogenen Retroviren gibt es auch die humane Telomerase
als reverse Transkriptase. Diese soll im Gegensatz zur RT der HERV nicht durch
Efavirenz inhibiert werden [190]. Efavirenz scheint die reverse Transkriptase nur in sehr
hohen Konzentrationen zu hemmen [92], sodass die Aussagekraft dieser Experimente
eher gering ist. Zusammenfassend kann man sagen, die Inhibition von LINE-1 mit siRNA
wahrscheinlich spezifischer die Funktionen von LINE-1 einschrankt als die Inhibition der

reversen Transkriptase.

5.4 HERV-K Elemente im Urothelkarzinom der Harnblase

Im Urothelkarzinom der Harnblase kommt es zu einer globalen Hypomethylierung, von
der LINE-1 Retroelemente betroffen sind. Offen war die Frage, ob die allgemeine
Hypomethylierung ebenfalls zu einer Veranderung der DNA-Methylierung einzelner
HERV-K Elemente und in Folge zu deren Expression fuhrt. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigten sehr variable Ergebnisse bezlglich des Methylierungsstatus der beiden
untersuchten HERV-K Elemente. Bemerkenswert ist darliber hinaus, dass nur zwei der 18

getesteten Elemente in unserer Gewebeprobenserie exprimiert wurden.

Die DNA-Methylierung des HERV-K17 LTR war in normalen kultivierten Urothelzellen nur

sehr schwach mit einem Median von 3,7 %. Es wurden zusatzlich frisch gewonnenes
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Urothel aus einem Harnleiter und benigne Fibroblasten getestet, um zu ermitteln, ob die
geringe Methylierung auf die Kultivierung zurtckzufuhren ist, da die Methylierung des
HERV-K17 LTR in den benignen Gewebeproben deutlich hoher ist mit einem Median von
449 %. In beiden Proben zeigte sich jedoch ebenfalls eine sehr geringe HERV-K17
Methylierung. Welche Ursache der Differenz der HERV-K17 LTR Methylierung zwischen
kultivierten Urothelzellen und benignem Urothelgewebe zugrunde liegt, ist unklar. Eine
modgliche Erklarung ware, dass es sich bei den Gewebeproben um eine Mischung mit
anderen Zelltypen handelt, zum Beispiel durch eine Lymphozyteninfiltration in die
Harnblase im Rahmen des Urothelkarzinoms. Des Weiteren kénnte der Ursprung der
normalen kultivierten Urothelzellen zu der Differenz der Methylierung flihren. Die
kultivierten Urothelzellen werden aus Harnleitern gewonnen, die Patienten mit
Nephrektomien entnommen wurden. Im Unterschied zu den normalen Kkultivierten
Urothelzellen stammen die benignen Gewebeproben aus Zystektomiepraparaten von
Patienten mit Urothelkarzinomen. Im Rahmen des Urothelkarzinoms ist beschrieben, dass
es Uber die gesamte Harnblase hinweg zu molekulargenetischen Lasionen kommen kann,
sogenannten Feldeffekten [17, 18], die ebenfalls epigenetische Veranderungen
aufweisen. Dies konnte zu der Differenz in der HERV-K17 Methylierung zwischen
kultivierten Urothelzellen und benignen Gewebeproben beitragen. Das Urothel der
Harnblase und das Urothel des Harnleiters unterscheiden sich in einigen molekularen

Merkmalen, sodass auch hierin eine Ursache fir den Unterschied liegen kdonnte [191].

Es kommt zu keiner signifikanten Steigerung der DNA-Methylierung des HERV-K17 LTR
in muskelinvasiven Urothelkarzinomzelllinien gegenuber den benignen Kkultivierten
Urothelzellen. Die papillaren Urothelkarzinomzelllinien zeigen entweder eine sehr geringe
Methylierung ahnlich den kultivierten Urothelzellen oder eine starke Hypermethylierung. In
Zusammenschau mit der Expression von HERV-K17 RNA in den Zelllinien zeigt sich die
Tendenz einer Korrelation zwischen Methylierung und Expression. Die Expressionsdaten
stimmen insofern mit der Arbeit von Stauffer et al. (berein, wonach sich eine erhohte
Expression von HERV-K Elementen in Urothelkarzinomen nachweisen liel3, eine
Expression in normalem Urothelgewebe wurde dort allerdings nicht untersucht [120].
Jedoch kann dieses Expressionsmuster in der Analyse der Gewebeproben nicht gefunden
werden. Hier stellen sich sowohl die benignen, als auch die malignen Gewebeproben mit

einer sehr geringen Expression dar, die sich nicht signifikant unterscheidet.

Auch in der DNA-Methylierungsanalyse des H22q ergibt sich eine Hypomethylierung in
den normalen kultivierten Urothelzellen, die jedoch weniger ausgepragt als bei HERV-K

17 ist. In den Gewebeproben stellt sich das Bild umgekehrt dar. Die Tumorgewebe waren
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gegenlber dem benignen Gewebe signifikant hyermethyliert. Bei diesem HERV-K
Provirus kann folglich keine einheitliche Aussage getroffen werden kann. Auch hier bleibt
die Ursache des unterschiedlichen Methylierungsstatus unklar. Eine Expression von H22q
konnte weder in den Urothekarzinomzelllinien noch in den kultivierten Urothelzellen
gefunden werden. H22q ist in einigen Geweben, unter anderem der Prostata und dem
Gehirn, haufig exprimiert [107, 120, 192]. Im Urothelkarzinom der Harnblase ist bisher
keine Expression der H22q RNA beschrieben [120], jedoch konnte gezeigt werde, dass
sich in den Seren von Patienten mit Urothelkarzinomen der Harnblase Antikdrper gegen
das Gag Protein des H22q befanden [192]. Eine mdgliche Erklarung ist eine

Kreuzreaktion mit Gag Proteinen anderer HERV-K Elemente, da sich diese z. T. ahneln.

Im Gegensatz zu LINE-1 Elementen gibt es im humanen Genom keine aktiven, zur
Retrotransposition fahigen HERV-K Proviren, jedoch gibt es einige intakte ORFs, die
einzelne HERV-K Proteine produzieren kénnen. Diese kénnen im Unterschied zu anderen
humanen Proteinen eine haufigere Antikoérperbildung auslésen, die vor allem nach
Infektionen oder in Patienten mit Tumorerkrankungen auftritt [193]. Ein verstarktes
Auftreten von HERV Proteinen ist in verschiedenen Tumorarten beschrieben [102]. Ein
kausaler Zusammenhang zwischen der Proteinexpression der beiden Proteine Rec und
Np9 und der Genese von Keimzelltumoren in Mausen Uber die Aktivierung von PLFZ ist
beschrieben. Dabei kommt es Uber die Aktivierung von PLFZ zu einer verminderten

Repression des cMyc Protoonkogens [194].

Neben der verstarkten Expression einiger HERV Proviren in bestimmten Tumoren, lasst
sich auch eine gewebespezifische Expression von HERV-K Elementen in normalen
Geweben nachweisen [195]. In dieser Arbeit konnte mit der Ausnahme des HERV-K17
und des HERV-K102 keine wesentlichen Anderungen der HERV-K RNA Expression
gefunden werden. Dass Uberhaupt nur fir zwei HERV-K Proviren eine Expression
nachweisbar war, passt zu der zunehmenden Evidenz fir ein stark gewebespezifisches

Expressionsmuster dieser Retrolement-Klasse [196, 197].

5.5 Alu Elemente im Urothelkarzinom der Harnblase

Die zweithaufigste Gruppe der Retroelemente im menschlichen Genom stellen die Alu
Elemente dar. In dieser Arbeit wurde die Expression zweier Unterfamilien, AluYb8 und
AluYa5, aus der entwicklungsgeschichtlich jungen AluY Familie untersucht [198]. Es ist
beschrieben, dass die Alu Elemente im Rahmen der Tumorgenese von der globalen

Hypomethylierung betroffen sind [199, 200] und AluYb8 im Urothelkarzinom der

79



Diskussion

Harnblase hypomethyliert ist [201]. Der Methylierungsstatus einzelner Alu Elemente hangt

jedoch stark von ihrer genomischen Lokalisation ab [202].

Unsere Analysen zeigen fur die AluYb8 und AluYa5 RNA-Expression in den
Urothelkarzinomzelllinien keine signifikante Anderung gegeniiber den normalen
kultivierten Urothelzellen, jedoch haben die einzelnen Zelllinien ein sehr ahnliches
Expressionsmuster von AluYb8 und AluYa5. In den Gewebeproben kam es dagegen zu
einem signifikanten Anstieg der AluYb8 RNA-Expression in den Urothelkarzinomen
gegenlber den benignen Geweben. Die AluYa5 RNA-Expression war in dem Gewebeset

nicht signifikant verandert.

Alu Elemente sind deutlich haufiger in transkriptorisch aktiven Abschnitten des Genoms
zu finden und Ubernehmen hier organisatorische Aufgaben. Sie liegen zu 66% in Intronen
protein-codierender Gene und haben sowohl in sense, als auch in antisense Richtung
alternative  SpleiR-Stellen [203, 204]. In sense Richtung kénnen sie auch
Polyadenylierungssignale bieten und damit zu Anderungen in der Transkription des 3'-
gelegenen Gens fiihren [205]. Bei Anderung der 3'-UTR konnen sie den Export aus dem
Nukleus beeinflussen [206]. Alu Elemente in der 3"-UTR konnen mit antisense RNA
dsRNA bilden und Proteine fur die Regulation der Translation rekrutieren. Dabei kann die
Translation Uber dsRNA-dependent protein kinase oder tiber STAU1 hochreguliert werden
[207]. Ihre Haufung in Intronen und damit im gesamten Transkriptom kann eine Erklarung

fur die geringen Expressionsunterschiede sein.

Eine modgliche Ursache fir die etwas starkere Induktion der Alu Elemente in den
Gewebeproben gegenlber den Urothelkarzinomzelllinien kénnte der hohere zellulare
Stress sein. Eine Expressionssteigerung von Alu Elementen unter diversen
Stressbedingungen ist beschrieben [208, 209]. Dabei kommt es Uber SINE zu einer
Inaktivierung der Polymerase |l und zur selektiven Expression von Polymerase Il
transkribierten Genen, die wichtig in der zelluldren Stressantwort sind [210]. Solide
Tumore wie das Urothelkarzinom sind insbesondere oft hypoxisch, anders als unter in
vitro Bedingungen. Fur die Hypoxie konnte eine Aktivierung von AluYb8 nachgewiesen
werden [211].

Weitere Funktionen von Alu Elementen in der Genregulation tberschneiden sich zu einem

grolien Teil mit denen der LINE-1 Elemente und wurden an anderer Stelle diskutiert.

5.6 Fazit und Ausblick
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Diskussion

Diese Arbeit bildet eine Basis in der Untersuchung der Retroelemente im Urothelkarzinom
der Harnblase. Es wurde bestatigt, dass die LINE-1 DNA-Methylierung in
Urothelzellkarzinomen eine fruhe und konstante Veranderung ist. Die Auswirkung dieser
Veranderungen koénnen auf vielfaltige Weise in die Biologie des Tumors eingreifen. Zu
den mdglichen Auswirkungen gehort eine gesteigerte reverse Transkription von LINE-1
Transkripten mit der Folge von Genrearrangements, genetischer Instabilitdt durch DNA-
Doppelstrangbriiche und nicht-homologe Rekombination. Vor allem zu bedenken sind die
epigenetischen Effekte inklusive der DNA-Methylierung und Bildung von Heterochromatin,
Expression von miRNA und IncRNA, die wiederum vielzahligen Aufgaben Ubernehmen
und auf DNA-Ebene die Beeinflussung der Transkription als Promotor oder Enhancer.
Dabei bleibt weiterhin offen, ob die DNA-Hypomethylierung zur Entstehung des
Urothelkarzinoms beitragt oder ob sie einen Nebeneffekt im Rahmen der Tumorgenese
darstellt. In jedem Fall bieten Anderungen des Methylierungsstatus Moglichkeiten zum
Einsatz als Biomarker. Dafiir werden bisher vor allem hypermethylierte Gene in Betracht
gezogen [212]. Jedoch bieten auch hypomethylierte LINE-Sequenzen, z.B. im L1-MET
Locus Moglichkeiten [116]. Neben dem Methylierungsstatus scheinen auch die LINE-1
Proteine als Biomarker in Betracht zu kommen, da sie bisher nur in Tumorgeweben
detektiert werden konnten [176] und moderne Sequenzierungstechniken konnten
individuelle LINE-1 Transkripte in den Fokus ricken [213]. Die Detektion von chimaren
LINE-1 Transkripten wird ebenfalls durch bessere Sequenzierungstechniken vereinfacht.
Dadurch kénnten in Zukunft mehr einzelne LINE-1 Elemente gefunden werden, die in
einem direkten kausalen Zusammenhang mit der Tumorgenese oder Progression stehen
und ein Ziel fir zielgerichtete Therapien bieten. Es bleiben weitere Analysen abzuwarten,

um die klinische Bedeutung der Retroelemente im Urothelkarzinom zu verstehen.
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