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Zusammenfassung

Lange nicht-codierende RNAs (IncRNAs) sind per Definition langer als 200 Nukleotide
und verfligen nicht liber eine substantielle Protein-codierende Kapazitat. Sie sind meist
Gewebe-spezifisch exprimiert und nehmen Einfluss auf die Genregulation. Ziel dieser
Arbeit war es IncRNAs zu identifizieren, die an der urothelialen Differenzierung beteiligt
sind und durch differentielle Expression zu einer aberranten Differenzierung und somit
zur Entstehung von Urothelkarzinomen (UC) beitragen konnen. Hierbei lag der Fokus auf
Tumoren mit squamodsen  Eigenschaften, die vergleichbar sind mit
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich (HNSC). Im Zuge der molekularen
Subtypisierung werden diese Tumore dem basal-squamoésen Subtyp (BASQ) von UC
zugeordnet. Zunachst sollte die Eignung bereits vorgeschlagener IncRNAs (MALAT1, H19,
UCA1, Inc-UBC1, TUG1, GAS5, ncRAN) als diagnostische und prognostische Biomarker fiir
das UC verifiziert werden. Dies konnte jedoch nicht bestitigt werden, da keine
konsistenten Expressionsunterschiede zwischen Tumor- und Normalgewebe gefunden
wurden. Vielmehr stellte sich eine niedrige TUG1-Expression charakteristisch fiir BASQ-
Tumore heraus. Anhand von RNA-Seq und Microarray-Analysen von in vitro-Modellen der
urothelialen Differenzierung wurden IncRNAs mit potentiell regulatorischer Funktion
identifiziert. Fiir funktionelle Untersuchungen wurden die IncRNAs TINCR und DANCR
ausgewahlt, die in der Keratinozyten-Differenzierung gegenlaufige Funktionen ausiiben.
TINCR war im UC leicht tiberexprimiert, wahrend DANCR eher vermindert exprimiert
war. Clusteranalysen von offentlichen Datensatzen belegen die Assoziation der
Expression beider IncRNAs mit bestimmten Subtypen des UC. Modulationen dieser
IncRNAs in UC- und HNSC-Zelllinien mittels siRNA-vermitteltem Knockdown und stabiler
Uberexpression durch Antibiotika-Selektion nach Transfektion fithrten nicht zu
deutlichen Verinderungen in zelluliren Eigenschaften. Auch eine Uberexpression von
TINCR in der HBLAK-Zelllinie verdanderte nicht deren Fahigkeit zur urothelialen oder
squamosen Differenzierung. Zusammengenommen deuten die Ergebnisse darauf hin,
dass der funktionelle Stellenwert der untersuchten IncRNAs TINCR und DANCR in der
urothelialen Differenzierung und Onkogenese eher gering ist, Expressionsverdnderungen
aber fiir die Subtypisierung relevant sind und sie dadurch diagnostische und

prognostische Aussagen liefern konnen.
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Summary

Long non-coding (IncRNAs) are per definition longer than 200 nucleotides and do not
have any substantial protein-coding capacity. They are mostly expressed in a tissue-
specific manner and contribute to gene regulation. The objective of this project was to
identify IncRNAs that control urothelial differentiation and contribute to aberrant
differentitation and therefore the genesis of urothelial carcinoma (UC) via differential
expression. The focus was on tumors with squamous characteristics which share
similarities with head and neck squamous cell carcinomas (HNSC). In molecular
subtyping of UC these tumors are termed basal-squamous-like (BASQ). The initial aim was
to verifiy the suitability of already proposed IncRNAs (MALAT1, H19, UCA1, Inc-UBC1,
TUG1, GAS5, ncRAN) as diagnostic and prognostic biomarkers for UC. However, this could
not be confirmed as no consistent differential expression between tumor and normal
tissue was discernable. In fact a low TUG1-expression proved to be characteristic for
BASQ-tumors. On the basis of RNA-Seq and microarray-analyses of in vitro models of
urothelial differentiation, IncRNAs with potential regulational function were identified.
For functional analysis IncRNAs TINCR and DANCR were chosen which exert opposite
functions in keratinocyte differentiation. TINCR is slightly overexpressed in UC whereas
DANCR expression is rather diminished. Cluster analysis of public data revealed that
expression of both IncRNAs is associated with certain subtypes of UC. Modulation of both
IncRNAs in UC and HNSC cell lines via siRNA-mediated knockdown and stable
overexpression by antibiotics-selection after transfection did not lead to clear changes in
cellular characteristics. Furthermore overexpression of TINCR in the HBLAK cell line did
not change its ability for urothelial or squamous differentiation. Taken together these
results indicate that the functional significance of the investigated IncRNAs TINCR and
DANCR in urothelial differentiation and oncogenesis is minor, but changes in expression
are relevant for subtyping and might therefore provide diagnostic and prognostic

informations.
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1.Einleitung
1.1 Das Urothelkarzinom

Das Harnblasenkarzinom ist die neunthaufigste Tumorerkrankung weltweit, wobei iiber
90% der Erkrankungen Urothelkarzinome sind (1). Das Urothel, auch als
Ubergangsepithel bezeichnet, erstreckt sich vom Nierenbecken {iber die Harnblase bis
zum Harnleiter (2). Weltweit erkranken mehr Méanner an Blasenkrebs als Frauen,
wogegen bei Frauen die Erkrankung haufiger todlich verlauft (3). Hauptrisikofaktor fiir
die Entwicklung einer Erkrankung ist das Zigarettenrauchen (4). Neben der Exposition
gegeniiber aromatischen Aminen und anderen Chemikalien als weiteren Risikofaktoren
wird auch liber eine gewisse genetische Pradisposition diskutiert (5, 6). Ein Grofsteil der
Urothelkarzinome sind papillare nicht-muskelinvasive Karzinome (NMIBC), die haufig
rezidivieren (5-year-recurrence 50-70%) und in einigen Fallen auch zu muskelinvasiven
Karzinomen (MIBC) progredieren (5-year-progression 10-30%) (7). Die Behandlung der
NMIBC erfolgt durch transurethrale Resektion (TUR), welche durch eine intravesikale
Immunotherapie oder Chemotherapie begleitet werden kann. Muskelinvasive Karzinome
werden in der Regel durch eine radikale Zystektomie bei gleichzeitiger bilateraler
pelviner Lymphadenektomie behandelt, der eine neoadjuvante Cisplatin-basierte
Chemotherapie vorausgehen kann. Eine systemische Chemotherapie kann durch eine
Strahlentherapie erganzt werden (8). Die Klassifizierung der Karzinome erfolgt nach dem
TNM-System, wobei,T* Grof3e und Ausbreitung des Tumors angibt, ,N‘ das Vorhandensein
von regiondren Lymphknotenmetastasen und ,M‘ das von Fernmetastasen. Dartiber
hinaus erfolgen ein Grading basierend auf dem Grad an zellularer Anaplasie sowie ein
Staging, das sich auf die Invasionstiefe und den Metastasierungsgrad der Tumore bezieht.
Fiir die Beurteilung von NMIBC ist das Grading der wichtigere prognostische Faktor, fiir

die Beurteilung der MIBC das Staging (7).

Neben dem Urothelkarzinom gibt es weitere, aber deutlich seltenere histologische
Varianten des Blasenkarzinoms, insbesondere Adenokarzinome und
Plattenepithelkarzinome. Letztere machen etwa 5% aller Blasenkarzinome aus und
treten insbesondere in Gebieten mit einer hohen Inzidenz an Infektionen mit Schistosoma

haematobium (vorwiegend noch Agypten) auf (9).

NMIBC gehen aus epithelialen Hyperplasien hervor, sie haben meist einen nahezu

diploiden Karyotyp und sind genomisch stabil. MIBC, die aus flachen Dysplasien und
7
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Carcinoma in situ (CIS) hervorgehen, sind dagegen aneuploid und genomisch instabil (10).
In NMIBC finden sich Mutationen haufigin FGFR3, PIK3CA, KDM6A und STAGZ. Mutationen
in STAGZ, einer Komponente des Cohesin-Komplexes, der eine zentrale Funktion bei der
Organisation des Chromatins filir Transkription wie Mitose ausiibt, kénnten in
Krebszellen anderer Tumorentititen ursdchlich fiir Aneuploidie sein (11). Diese
Assoziation trifft auf das UC jedoch vermutlich nicht zu (12). Bis zu 80% der papillaren
Tumore im Stadium pTa weisen aktivierende Punktmutationen im FGFR3-Gen auf, die zur
Hyperproliferation beitragen, aber dennoch mit einer besseren Prognose einhergehen
(13). Neben TP53-Mutationen und dem Verlust von RB1, auch bereits bei CIS, sind in MIBC
haufig ERBBZ, ARIDIA und PTEN mutiert. Eine der hdaufigsten chromosomalen
Veranderungen in allen Formen des UC ist die Deletion von Chromosom 9p, die zum
Verlust des Tumorsuppressorlokus CDKNZ2A fiihrt, der flir zwei Proteine codiert (p16/NK4A

und p144RF) (14).

MIBC weisen neben einer hohen intratumoralen Heterogenitit auch eine besonders hohe
Mutationsrate (mediane somatische Mutationsrate von 5.5 pro Megabase) auf. Bei der
Mehrzahl der Blasenkarzinome findet sich dabei eine Mutationssignatur, die auf die
Aktivitat von Deaminasen der APOBEC-Familie zuriickgeht. Diese Enzyme deaminieren in
einzelstrangiger DNA Cytosin zu Uracil und sind an der Abwehr von Retroviren beteiligt.
Im Blasenkarzinom ist insbesondere eine erhohte Expression von APOBEC3B mit dem
Auftreten der beschriebenen APOBEC-Mutations-Signatur assoziiert (15, 16). Eine
besondere Bedeutung bei der Karzinogenese des Urothelkarzinoms kommt
epigenetischen Verdnderungen zu, die insbesondere in extensiven DNA-
Methylierungsveranderungen und einer transkriptionellen Deregulation durch
verdanderte Histonmodifikationen zum Tragen kommen (10). Gut beschrieben ist die
Hypermethylierung von CpG-Inseln im Promotorbereich von Tumorsuppressorgenen, die
positiv. mit dem Tabakkonsum korreliert ist (17, 18). Veranderungen in
Histonmodifikationen sind vermutlich auf Mutationen in Chromatin-regulierenden Genen
zuriickzufiihren (16). Zu den Chromatin-regulierenden Genen, die in iiber 50% der MBIC-
Tumore mutiert sind, gehéren ARIDIA (s.0.), kodierend fiir eine Komponente des
SWI/SNF chromatin remodelling complex, die Histonmethyltransferase-Gene MLLZ2 und
MLL3, die Histonacetyltransferase-Gene EP300 und CREBBP, sowie das
Histondemethylase-Gen KDM6A (10).
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1.1.1 Molekulare Subtypen des Urothelkarzinoms

Da es sich beim Urothelkarzinom um eine sehr heterogene Erkrankung handelt, wurde in
den vergangen Jahren von verschiedenen Gruppen versucht auf Grundlage genomweiter
Genexpressionsstudien molekulare Subtypen zu definieren, von denen im Folgenden
ausgewahlte Klassifizierungen naher erlautert werden. Eine Einteilung der Tumore in
molekulare Subtypen, die mit dem Krankheitsverlauf assoziiert sind, soll &hnlich wie beim
Brustkarzinom eine prazisere Prognose und individuellere Therapieoptionen
ermoglichen (19). Moglicherweise rithren die unterschiedlichen molekularen Subtypen
von Ursprungszellen unterschiedlichen Differenzierungsgrades innerhalb des Urothels
her (20). So wurden von Choi et al. luminale und basale Subtypen in MIBC identifiziert,
die molekulare Charakteristika der Basalzellen des Urothels bzw. der terminal
differenzierten Deckzellen (umbrella cells), die dem Blasenlumen zugewandt sind,
widerspiegeln. Luminale Tumore weisen eher einen papilliren Phanotyp auf und haben
eine etwas bessere Prognose, wohingegen basale Tumore einen aggressiveren Phianotyp
haben und plattenepitheliale Anteile enthalten konnen. Typische molekulare
Charakteristika von basalen MIBCs sind die Uberexpression des Transkriptionsfaktors
ANp63aq, einer trunkierten Variante von TP63, die eine wichtige Funktion in der Kontrolle
der epidermalen Entwicklung hat, sowie des EGFR. Letzteres fiihrt u. A. zu einer
Aktivierung von STAT3. Biomarker des basalen MIBC sind KRT5, KRT6, KRT14, CD44 und
CDH3 (21).

Luminale MIBC exprimieren verstarkt Uroplakine, die physiologisch fast nur in terminal
differenzierten Deckzellen vorkommen. Ahnlich wie papilldre NMIBC enthalten luminale
MIBCs haufig aktivierende FGFR3-Mutationen oder den FGFR3 aktivierende Gen-
Fusionen. Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass luminale MIBC aus
progredienten papilliren NMIBC hervorgehen. Eines der Hauptmerkmale von luminalen
Tumoren ist die Aktivierung des Peroxisome Proliferator-Activator Receptor Gamma
PPARYy (22). Es ist bekannt, dass dieser Transkriptionsfaktor eine Schliisselrolle bei der
Kontrolle der urothelialen Differenzierung hat, wobei seine Wirkungsweise im
molekularen Detail bisher nicht bekannt ist (23). Insbesondere das Zusammenspiel der
Transkriptionsfaktoren FOXA1 und GATA3 mit PPARy kann zu der Entwicklung eines
Tumors mit luminalem Subtyp beitragen (24). Dieses Zusammenspiel ist jedoch auch fiir

die normale Differenzierung des Urothels notwendig.
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Bereits vor der Klassifizierung durch Choi et al wurden von Sjodahl et al. durch
Clusteranalysen von cDNA-Microarrays fiinf Tumorcluster identifiziert, bezeichnet als
urobasal A, genomisch instabil, urobasal B, squamous-like und heterogen-infiltriert (25).
In der ersten Studie des TCGA-Konsortiums wurden - ebenfalls durch Cluster-Analysen
von RNA-Sequenzierungsdaten - vier Cluster (I-IV) unterschieden, wobei Cluster I und II
bedingt durch die Expression von HER2, FOXA1 und GATA3 Ahnlichkeiten mit luminalen
Subtypen des Mammakarzinoms haben. Cluster III entspricht einem basal-squamésen-
Subtyp (18). Die Ahnlichkeit der im UC identifizierten luminalen und basalen Subtypten
mit den entsprechenden Subtypen im Mammakarzinom konnte durch weitere Consensus-
Cluster-Analysen bestatigt werden (19).

Die aktuellste Subtypisierung (26) basiert auf der Studie des TCGA-Konsortiums von
2017, die insgesamt drei luminale Subtypen unterscheidet (luminal-papillar, luminal-
infiltriert, luminal), weiterhin einen basal-squamdésen Subtyp und, deutlich seltener,
einen neuronalen Subtyp. Der luminal-papillare Subtyp zeichnet sich vor allem durch die
prominente Rolle von FGFR3 (Amplifikation, Uberexpression) aus. Tumore des luminal-
infiltrierten Subtyps sind stark mit Lymphozyten infiltriert und enthalten einen hohen
Anteil an Stroma, was mit einer Genexpressionssignatur von glatter Muskulatur und
Myofibroblasten einhergeht. Der luminale Subtyp ist gekennzeichnet durch die héchste
Expression von Uroplakinen (UPK1A, UPK2) und weiteren Markern der terminalen
Differenzierung im Urothel (KRT20, SNX31). Der basal-squamdése Subtytp exprimiert, wie
zuvor von anderen Gruppen gefunden, stark basale Urothel-Marker wie CD44, KRTS5,
KRT6A und KRT14 sowie plattenepitheliale Marker (TGM1, DSC3, PI3). Uberdies weist
dieser Subtyp die deutlichste Expressionssignatur von immun-assoziierten Genen auf. Die
sehr kleine Gruppe der Tumore mit neuronalem Subtyp (~5%) lasst nur in wenigen Fallen
tatsachlich eine neuroendokrine Histologie erkennen, dennoch sind neuronale und
neuroendokrine Markergene exprimiert. Diese Gruppe hat die schlechteste

Uberlebensprognose (26).
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Abb.1.1: Ubersicht ausgewihlter molekularer Subtypen des Urothelkarzinoms. Basal-
Squamose Subtypen (BASQ) sind gekennzeichnet durch eine erhéhte Expression von KRT5 und
KRT14 und eine verminderte Expression der Transkriptionsfaktoren FOXA1 und GATAS3.
Luminale Subtypen exprimieren neben FOXA1 und GATA3 Uroplakine und KRT20.

Eine vereinfachte Darstellung der erlduterten Subtypisierungen ist in Abbildung 1.1
aufgefiihrt. Allen bisherigen Ansdtzen zur Subtypisierung ist gemein, dass ein Subtyp
durch eine hohe Expression basaler Markergene (KRT5/6; KRT14) bei gleichzeitig
niedriger Expression luminaler Markergene (FOXA1, GATA3) gekennzeichnet ist. Diese
Tumore haben zudem haufig eine Histologie mit squamdsen Anteilen und lassen sich auch
molekular mit Plattenepithelkarzinomen anderer Gewebe wie der Lunge oder des Kopf-
Hals-Bereichs gruppieren. Daher wird dieser Subtyp als Basal-Squamous-like (BASQ)
bezeichnet. Tumore mit einem BASQ-Subtyp sind auch deshalb von besonderem
Interesse, weil sie mit einer schlechteren Prognose fiir den Patienten assoziiert sind (27,
28). Obwohl sich die Subtypen durch eine Vielzahl an Genexpressionsanderungen
unterscheiden, konnte eine immunhistochemische Farbung von GATA3 und KRT5/6
ausreichend zuverldassig zumindest zwischen basalen und luminalen Subtypen

unterscheiden (29).

1.2 Lange nicht-codierende RNAs (IncRNAs)

Obwohl nur etwa zwei Prozent des menschlichen Genoms fiir Proteine codieren, haben
RNA-Sequenzierungsstudien ergeben, dass bis zu 90% des Genoms transkribiert wird.
Mittlerweile ist bekannt, dass auch viele der so entstehenden nicht-codierenden RNAs
(ncRNAs) wichtige Funktionen in der Genregulation, auch in Differenzierungsprozessen,
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libernehmen. Eine aberrante Expression kann ihrerseits mit verschiedenen
Erkrankungen, insbesondere Tumorerkrankungen, assoziiert sein (30). ncRNAs lassen
sich in zwei Klassen einteilen: die kurzen ncRNAs, zu denen microRNAs und Piwi-
interacting-RNAs (piRNAs) zahlen, und die langen nicht-codierenden RNAs (IncRNAs).

Diese sind per Definition langer als 200 b und verfiigen liber keinen substantiellen offenen

Leserahmen (open reading frame, ORF). Ahnlich wie die Messenger-RNAs (mRNA)
Protein-codierender Gene (PCG) werden IncRNAs von RNA-Polymerase II transkribiert
und anschlief3end prozessiert (31). LncRNAs sind haufig Gewebe-spezifisch exprimiert,
wobei sie ein im Verhdltnis zu mRNAs insgesamt niedrigeres Expressionsniveau
aufweisen (32). Anders als mRNAs sind viele IncRNAs im Nucleus lokalisiert, wo sie mit
dem Chromatin interagieren, die Transkription bzw. die RNA-Prozessierung (bspw.
Splicing) regulieren und Histonmodifikationen beeinflussen. Ein Beispiel fiir eine im
Nucleus lokalisierte IncRNA ist NEAT1, die mafdgeblich an der Bildung von Paraspeckle-
Suborganellen beteiligt ist, indem sie die Komplexbildung des SWI/SNF-Chromatin-
modellierenden Komplexes mit weiteren Proteinen vermittelt (33, 34). Im Zytoplasma
konnen IncRNAs die Stabilitdit anderer RNAs beeinflussen und an der Kontrolle der
Translation beteiligt sein (30). Ein Beispiel fiir die translationale Kontrolle durch eine
nicht-codierende RNA ist ein natural antisense transcript (NAT) zu dem Gen des
Transkriptionsfaktor Zeb2, welches im Zuge der epithelial-mesenchymalen Transition
(EMT) exprimiert wird. Durch die Bindung des NAT an die Zeb2-mRNA wird das Spleifsen
deren 5’-UTR verhindert. Diese sogn. intron retention ermdglicht die Translation iiber
eine internal ribosome entry site (IRES) (35). Bei der transkriptionellen Regulation durch
IncRNAs unterscheidet man den Einfluss auf chromosomal benachbart liegende Gene (in
cis) und genomisch weiter entfernt liegende Gene (in trans). LncRNAs beeinflussen haufig
auch die Funktion anderer ncRNAs, u.A indem sie als sogn. microRNA-Sponges kompetitiv
mit mRNAs an microRNAs binden (36).

Die Funktion vieler IncRNAs ist bisher unbekannt. Eine der am besten charakterisierten
IncRNAs ist HOTAIR (HOX transcript antisense RNA), die im HOXC-Lokus auf Chromosom
12 lokalisiertist. In diversen Tumorentitaten wurde eine erhohte Expression von HOTAIR
gefunden, die haufig mit einem aggressiveren Phanotyp einhergeht, d.h. verstarkter
Metastasierung und damit verschlechterter Prognose (37). HOTAIR interagiert mit
Histon-modifizierenden Proteinen wie EZH2, SUZ12 oder LSD1, die zu Polycomb- und

Trithorax-Proteinkomplexen gehoren, und vermittelt tiiber diese Interaktionen
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Histonmodifikationen an Histon 3 Lysin 27 (H3K27) und Histon 3 Lysin 4 (H3K4) an
Genen im HOXD-Lokus (38). HOTAIR ist auch im Urothelkarzinom tiberexprimiert, wobei
der Mechanismus, liber welchen HOTAIR zur Tumorentstehung und -progression
beitragt, Gewebe- und Kontext-abhdngig ist (39). Ein weiteres Beispiel fiir den
umfassenden Einfluss einer IncRNA auf Genregulationsprozesse ist XIST (X inactive
specific transcript), die mafdgeblich an der X-Chromosomen-Inaktivierung zur Gen-
Dosiskompensation in weiblichen Saugetieren beteiligt ist. XIST ist auf dem X-Chromosom
in einer genomischen Region lokalisiert, die als X Inactivation Center (XIC) bezeichnet
wird. Wird die Expression von XIST auf dem zu inaktivierenden X-Chromosom
hochreguliert, bindet die RNA an das Chromosom in cis und rekrutiert Proteine und
Proteinkomplexe, die die Inaktivierung weiterer Gene bewirken (40). Dariiber hinaus
wird eine mogliche Funktion als Onkogen diskutiert, da eine aberrante Expression in
verschiedenen Tumorentititen gefunden wurde, darunter auch dem Urothelkarzinom
(41). Fiir die IncRNA ANRIL, die im INK4 /ARF-Lokus auf Chromosom 9p21 lokalisiert ist,
wird ebenfalls ein Einfluss auf die Tumorentstehung beim UC postuliert. Ahnlich wie
HOTAIR interagiert auch ANRIL mit Histon-modifizierenden Proteinkomplexen. Der
INK4/ARF-Lokus ist im UC vor allem durch Deletionen inaktiviert, in anderen Fallen
werden aber auch epigenetische Repressionsmechanismen diskutiert, an denen ANRIL
iber eine Interaktion mit dem Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2) beteiligt sein
konnte. Tatsdchlich ist ANRIL im UC tiberexprimiert, wobei diese Uberexpression vor
allem von 3‘-trunkierten Isoformen herriihrt, die jedoch keine repressive Wirkung auf

den INK4/ARF-Lokus vermitteln (42).

Zu ihrer funktionellen Bedeutung in Differenzierungsprozessen und in der Karzinogenese
passt, dass IncRNAs auch mit der Entstehung spezifischer molekularer Subtypen in
verschiedenen Tumorentitidten in Zusammenhang gebracht worden sind. Beispielsweise
wurde ein Cluster von IncRNAs identifiziert, das mit den molekularen Subtypen des
Mammakarzinoms korreliert. Zu diesen vermutlich onkogen wirkenden IncRNAs gehort

TINCR, der eine prominente Rolle in der epidermalen Differenzierung zukommt (43, 44).
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1.3 Epidermale Differenzierung in der Haut im Vergleich zu
urothelialer Differenzierung

Wie bereits beschrieben, ist fiir die Beurteilung der Prognose eines Blasenkarzinoms die
histologische und molekulare Klassifizierung von grof3er Bedeutung. Beides ist eng mit
dem Aufbau und den Differenzierungsprozessen innerhalb des Urothels verkniipft. Dabei
dhnelt die Struktur des Urothels am ehesten der verschiedener Plattenepithelien wie der
Epidermis in der Haut. Daraus ergibt sich moglicherweise auch die Ahnlichkeit basal-
squamoser Urothelkarzinome mit anderen Tumoren plattenepithelialen Ursprungs,
insbesondere Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich.

Das Urothel ist ein dreischichtiges pseudo-stratifiziertes Epithel. Uber der Basalmembran
befindet sich eine Schicht aus Basalzellen, die auch molekular durch die Expression
basaler Marker wie KRT5, KRT10 und p63 gekennzeichnet ist. Es folgt eine
Zwischenschicht, die aus mehreren Lagen besteht. Dem Blasenlumen zugewandt sind die
terminal-differenzierten Deckzellen (umbrella-cells). Sie sind gekennzeichnet durch die
Expression der Cytokeratine KRT18 und KRT20 sowie von Uroplakinen wie UPK2.
Insbesondere diese Transmembran-Oberflaichenproteine sind essentiell fiir die
charakteristischen Eigenschaften des Urothels: geringe Permeabilitit und hohe
mechanische Widerstandsfahigkeit. Das Urothel muss sehr dehnbar sein um
unterschiedliche Flllstainde der Blase zu ermoglichen bei gleichzeitiger
Aufrechterhaltung der Barriere zwischen dem Urin und den inneren Gewebeschichten
(45-48). Fur diese Barrierefunktion sind auch Tight junctions wichtig, die Claudine
enthalten. Die verschiedenen Schichten sind iiber Desmosomen miteinander verbunden.

Die Basalschicht ist mit der Basalmembran tiber Hemidesmosomen verbunden (49).

14



Einleitung

Urothel tpidermis

Blasenlumen

)

KRT20 FLG LOR
KRT18 LCE SPRR1A
UPK2

Deckzellen

ZNF750

KRT1

Zwischenschicht KRT10

DIFFERENZIERUNG

p63

KRTS
KRTS
KRT14 KRT14 p63

Basalzellen Stratum basale

Basalmembran

Basalmembran

Abb.1.2: Vergleich urotheliale und epidermale Differenzierung.

Die Epidermis der Haut besitzt ebenso an der Basalmembran eine Schicht an Basalzellen
(Stratum basale), die molekular ebenfalls durch die Expression von KRT5 und KRT10
sowie p63 charakterisiert ist. Der Transkriptionsfaktor ZNF750, der in den hoher
liegenden Zellschichten die Differenzierung induziert, wird in den Basalzellen nicht
exprimiert (50). Diese hoher liegenden Zellschichten setzen sich zundchst zusammen aus
dem Stratum spinosum und dem Stratum granulosum, die jeweils mehrere Lagen
umfassen. Im Stratum spinosum werden neben Involucrin KRT1 und KRT10 exprimiert.
Terminal differenzierte Zellen im Stratum granulosum exprimieren u. A. Fillagrin,
Loricrin, LCE-Proteine (late cornified envelope), und SPRR1B. Anders als im Urothel gibt
es in der Epidermis eine keratinisierte Schicht aus abgestorbenen Zellen, dem Stratum
corneum. Dessen Zellen weisen keinen Zellkern und keine Zellorganellen mehr auf (51).
Einer der wichtigsten Differenzierungsfaktoren innerhalb der Epidermis ist Calcium, was
u. A. aus intrazellularen Speichern freigesetzt wird. Die Differenzierungsinduktion durch
Calcium fiihrt zur Bildung von Strukturen wie Desmosomen, adherens junctions und tight

junctions, die entscheidend sind fiir die Barrierefunktion der Haut (52).

Bereits im Vorfeld dieser Arbeit sind Methoden zur Differenzierung von normalen
urothelialen Zellen in vitro etabliert worden. Gewonnen werden diese Zellen aus
Harnleitern, welche im Laufe von Nephrektomien von Patienten mit Nierenzellkarzinom
entnommen werden, sofern es keine Hinweise auf eine maligne Erkrankung der
Harnleiter gibt. Die Isolierung und Kultivierung der normalen urothelialen Zellen (,UP“s)
erfolgt nach einem nach Southgate et al. adaptierten Protokoll (53). Die in vitro-
Differenzierung dieser Primarzellen kann durch zwei verschiedene Protokolle induziert
werden, welche unterschiedliche urotheliale Differenzierungsmuster widerspiegeln.

Werden die Zellen mit einem pharmakologischen Aktivator von Peroxisome Proliferator-
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Activated Receptor gamma (PPARy) (1 uM Troglitazone) und gleichzeitig mit einem
Inhibitor fir den Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) (1 uM PD153035) tiber einen
Zeitraum von etwa einer Woche regelmafdig behandelt, kommt es zu einer urothelialen
Differenzierung ohne Stratifizierung, die auf molekularer Ebene besonders iiber eine
Hochregulation der Gene fiir Uroplakin 2 (UPKZ2) und Zytokeratin 20 (KRTZ20) verfolgt
werden kann. Wahrend KRT20 auch fiir die strukturelle Integritdt anderer Epithelien von
Bedeutung ist, wird UPK2 speziell in den terminal differenzierten Deckzellen des Urothels
exprimiert. Stimuliert man die Differenzierung in den Primarzellen jedoch durch
zusatzliche Zugabe von 2 mM Calciumchlorid zum Kulturmedium, das etwa 70 uM CaZ2+
enthdlt, kommt es zu einer gemischten urothelialen Differenzierung, die auch
plattenepitheliale Anteile aufweist. Dies zeigt sich phanotypisch durch eine
Stratifizierung, d.h. Schichtung der Zellen, und dem Auftreten von ,Inseln‘ mit deutlich
squamos erscheinenden Zellen. Auf molekularer Ebene ist die Hochregulation von UPK2
und KRT20 deutlich schwacher, jedoch wird Zytokeratin 14 (KRT14) als Hinweis auf
plattenepitheliale Differenzierung hochreguliert (23, 53, 54).

1.3.1 Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich im Vergleich zu squamoésen
Urothelkarzinomen

Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich (Head & Neck Squamous Cell Carcinoma,
HNSC, auch HNSCC) gehoren mit ca. 600. 000 Neuerkrankungen jahrlich zu den haufigsten
malignen Erkankung im oberen Respirationstrakt. Die Tumore kénnen in der Nase und
den Nasennebenhdhlen, der Mundhéhle, im Rachen (Pharynx) und am Kehlkopf (Larynx)
auftreten (55). Zu den Therapieoptionen gehoren die komplette chirurgische Entfernung
der Primartumore und ihrer Metastasen sowie eine Strahlen- und/oder Chemotherapie
oder Immuntherapie mit EGFR-Antikorpern sowie einer Kombination dieser
Moglichkeiten. Seit Kurzem ist bei therapierefraktiren, metastatischen Tumoren und
Rezidiven auch die Imuntherapie mit Checkpointinhibitoren zugelassen (56).
Hauptrisikofaktoren sind Tabak- und/oder Alkoholkonsum sowie eine Infektion mit
onkogenen humanen Papillomaviren (vor allem HPV16 und HPV18). Tumore, die auf eine
HPV-Infektion zuriickzufiihren sind, haben eine bessere Prognose gegeniiber HPV-
negativen Tumoren und reagieren besser auf eine kombinierte Radio-Chemotherapie
(57). Die HPV-Infektion ist auch der bisher wichtigste prognostische Faktor fiir HNSC auf
molekularer Ebene: Tumore, die auf eine HPV-Infektion zuriickzufithren sind, haben eine

bessere Prognose gegeniiber HPV-negativen Tumoren. Dies ist vermutlich darin
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begriindet, dass HPV-positive Tumore meist wildtypisch fiir TP53 sind und seltener
Veranderungen in CDKNZA tragen, wogegen HPV-negative Tumore in den meisten Fallen
TP53-Mutationen aufweisen (58).

Charakteristische molekulare Veranderungen von HNSC sind Kopienzahlveranderungen
(copy number variations, CNA). Ahnlich wie bei Plattenepithelkarzinomen der Lunge
beinhalten diese haufig Verluste von Chromosom 3p und 8p und Zugewinne von 3q, 5p
und 8q. Insbesondere der Zugewinn von Chromosom 8q betrifft Differenzierungs-
assoziierte Gene wie TP63 und SOX2, aber auch Onkogene wie PIK3CA. Es wurden
inaktivierende Mutationen in Genen gefunden, deren Produkte die plattenepitheliale
Differenzierung steuern, wie NOTCH1 und der Transkriptionsfaktor ZNF750. Molekulare
Veranderungen, die mit Tabakkonsum in Verbindung stehen, betreffen auch die zellulare
Antwort auf oxidativen Stress, die tiber NFE2L2, auch bekannt als NRF2, vermittelt wird
(59).

Genomweite Analysen Uuber alle Plattenepithelkarzinom-Entitiaten hinweg, die innerhalb
des TCGA-Konsortiums untersucht worden sind, haben gezeigt, dass vor allem Zugewinne
von Chromosom 3q und 11g22 in allen Entitaten zu finden sind. Dies stellt noch einmal
die Bedeutung des Transkriptionsfaktors TP63 (kodiert auf Chromosom 3q) heraus.
Hauptsachlich wird die verkiirzte Variante ANp63 exprimiert, was vermutlich auch auf
eine differentielle Methylierung an der alternativen Transkriptionsstartstelle (TSS) fiir
TP63 zurlckzufiihren ist (60). Dieser Zusammenhang wurde zuvor bereits fiir das
Harnblasenkarzinom postuliert (61). Dartber hinaus ist auch bekannt, dass
Blasenkarzinome, die ANp63 exprimieren, einen basalen Phanotyp haben, der mit einer
schlechteren Prognose einhergeht (62). In der epidermalen Differenzierung ist TP63 ein
zentraler Transkriptionsfaktor, der u. A. den Transkriptionsfaktor ZNF750 aktiviert.
Dieser wiederum reguliert, vermittelt liber einen weiteren Transkriptionsfaktor KLF4,
eine Vielzahl an Genen, die fiir die terminale Differenzierung entscheidend sind (50, 63).
Uber die funktionelle Bedeutung von ZNF750 im Urothel bzw. im Urothelkarzinom ist

dagegen bisher nichts bekannt.
1.3.2 Lange nicht-codierende RNAs in epithelialer Differenzierung
In den letzten Jahren haben auch IncRNAs als zusatzliche Regulatoren der epidermalen

Differenzierung immer mehr an Aufmerksamkeit gewonnen. Dabei sind vor allem die

beiden IncRNAs Terminal Differentiation-Induced ncRNA TINCR und Differentiation
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Antagonzing ncRNA DANCR (auch als ANCR bezeichnet) in den Fokus geriickt. TINCR
wurde zundchst als eine IncRNA beschrieben, die den Differenzierungsprozess positiv
beeinflusst, indem sie im Zytoplasma mit dem sogn. TINCR-Box-Motif liber einen
Staufenl-vermittelten Mechanismus an Differenzierungs-assoziierte mRNAs Protein-
codierender Gene wie Filaggrin oder Loricrin bindet, wodurch diese mRNAs stabilisiert
werden (44). Bereits zuvor wurde die IncRNA DANCR identifiziert, die innerhalb des
Stratum basale exprimiert wird und einer Differenzierung der Zellen entgegen wirkt,
indem die Expression von Differenzierungs-assoziierten Genen unterdriickt wird.
Wahrend der Differenzierung wird die Expression von DANCR herunter reguliert (64).
Als Mechanismus fiir die Unterdriickung der Differenzierung durch DANCR wurde fiir die
Osteoblasten-Differenzierung aus mesenchymalen Stammzellen (MSCs) folgendes
beschrieben: DANCR bindet an EZH2, wodurch die repressive Trimethylierung von Histon
3 Lysin 27 (H3K27me3) am Promoter von RUNX2, einem Hauptregulator der

Osteoblastendifferenzierung, vermittelt wird (65).

In einer Studie aus dem Jahre 2015 konnte der Einfluss von TINCR und DANCR auf die
epidermale Differenzierung weiter spezifiert werden. In dieser Studie werden die Leucin-
Zipper Transkriptionsfaktoren MAF und MAFB als weitere zentrale Regulatoren der
epidermalen Differenzierung beschrieben. Diese unterbinden zum einen die Expression
von Vorlauferzell-Genen (z.B. Zellzyklus-Aktivatoren), zum anderen aktivieren sie die
Expression von Differenzierungs-assoziierten Genen, wie den Transkriptionsfaktoren
ZNF750 und KLF4. Als vorgeschaltete Regulatoren der MAF:MAFB-
Transkriptionsfaktoren konnten neben p63 auch TINCR und DANCR identifiziert werden.
TINCR wirkt dabei als Aktivator und DANCR als Repressor tiber die zuvor beschriebenen

molekularen Mechanismen (66).

Insbesondere das Zusammenspiel von ZNF750 und TINCR innerhalb der epidermalen
Differenzierung wurde durch weitere Studien belegt. Sun et al. konnten zeigen, dass die
Expression von Calmodulin-like protein 5 CALML5 durch ZNF750 induziert wird und
dessen mRNA anschliefiend durch TINCR stabilisiert wird (67). Weiterhin konnte
nachgewiesen werden, dass die Expression von TINCR selbst durch ZNF750 induziert

wird (68).

Fiur beide IncRNAs wird auch eine Rolle in Tumoren unterschiedlicher Entitaten

postuliert, wobei die genaue Funktion Gewebe-abhingig zu sein scheint. So wurde eine
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Uberexpression von TINCR im Magenkrebs von verschiedenen Gruppen gefunden (69,
70) (71). Dagegen wurde eine verminderte Expression in Lungenkarzinomen und in
Kolorektalkarzinomen beschrieben (72, 73). DANCR wurde als Zielgen von MYC in einer
Vielzahl von Tumorentititen als {iberexprimiert identifiziert; es soll zur
Tumorentstehung beitragen, indem es den Zellzyklus-Inhibitor p21 reprimiert (74). Zu
den Tumorentitadten, in denen eine erhéhte DANCR-Expression gefunden wurde, zdhlen
ebenfalls Magenkrebs und Osteosarkome (75-77). Die Rolle von DANCR in Brustkrebs ist
hingegen in der Literatur noch kontrovers. In Triple-negativen Brustkarzinomen (TNBC)
wurde eine erhohte Expression von DANCR gefunden (78). Laut einer anderen Studie
jedoch wird die Expression von DANCR durch TGFf im Brustkrebs herunter reguliert, was
zu einer erhohten Expression von RUNX2 fiihrt, die wiederum zu einer erhohten
Metastasierung beitragt (79). Eine weitere Publikation berichtete wiederum, dass DANCR
im Zusammenhang mit der Metastasierung von Brustkrebs vermittelt liber EZH2
herunter reguliert wird (80). Obwohl tiber die funktionelle Rolle von TINCR und DANCR
in der urothelialen Differenzierung bisher nichts bekannt ist, legt die aktuelle
Veroffentlichung des TCGA-Konsortiums einen Einfluss beider IncRNAs im
Urothelkarzinom nahe, der mit dem Auftreten bestimmter Subtypen assoziiert ist. Im
Falle von DANCR geht dies auch mit einer erhohten Expression in Tumoren gegeniiber

Normalgewebe einher (26).

1.4 Lange nicht-codierende RNAs als Biomarker im UC und HNSC

Sowohl fiir das UC als auch fiir das HNSC werden prognostische und diagnostische
Biomarker gesucht, die eine bessere Uberwachung des Krankheitsverlaufes erméglichen.
Aufgrund ihrer Gewebe-spezifischen Expression und ihrer hdufig veranderten Expression
in Tumoren werden IncRNAs als geeignete Biomarker fiir verschiedene Tumorentititen
propagiert, auch wenn ihre Funktion oftmals noch unzureichend bekannt ist.
Insbesondere die genomweiten Expressionsstudien des TCGA-Konsortiums
verschiedener Tumorentititen ermoglichen die Identifizierung von IncRNAs, die als
prognostische oder diagnostische Biomarker in Betracht kommen. Nohata et al. konnten
so fiir das orale HNSC feststellen, dass insgesamt 728 IncRNAs differentiell exprimiert
sind, davon aber nur 55 mit einer schlechten Prognose assoziiert sind. Die Expression von
140 IncRNAs korrelierte mit dem HPV-Status, 30 IncRNAs waren mit dem

Mutationsstatus von TP53 assoziiert (81).
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Auch fiir das UC wurden eine Reihe IncRNAs identifiziert, die in Tumorgeweben
gegeniiber Normalgewebe differentiell exprimiert sind (82). Dazu gehoren Urothelial
Cancer Associated 1 (UCA1) und Bladder Cancer Associated Transcript 1 (BLACAT1/linc-
UBC-1), die zundchst im UC beschrieben wurden. Speziell UCA1 stellt einen
vielversprechenden prognostischen Biomarker dar, da die in Urinsedimenten gefundene
erhohte Expression mit Stage und Grade assoziiert sein soll (83, 84). Ebenso wurde eine
erhohte Expression von linc-UBC1/BLACAT1 mit prognostischer Bedeutung in UC-
Gewebeproben gefunden. Erste mechanistische Studien deuten auf eine Interaktion von
linc-UBC1/BLACAT1 mit Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2) und EZH2 hin, die zu
veranderten Histonmodifikationen an Zielgenen fiihrt (85). Weitere IncRNAs, die im UC
als iberexprimiert gefunden wurden und als mogliche Biomarker fungieren konnten, sind
neben den bereits erwahnten IncRNAs HOTAIR und ANRIL MALAT1, TUG1, H19, GASS5,
und ncRAN (86-91). Eine IncRNA, die in UC-Gewebe gegeniiber Normalgewebe
schwacher exprimiert gefunden wurde, ist MEG3. Hierbei ist die Repression auf
epigenetische Regulationsmechanismen wie veranderte DNA-Methylierung und

Histonmodifikationen zurtckzufiihren (92).

Es fallt auf, dass alle genannten IncRNAs auch als potentielle Biomarker fiir andere
Tumorentitaten beschrieben wurden (93). Eine pan-Cancer-Analyse von Chen et al. hat
beispielsweise ergeben, dass BLACAT1 in acht von zwolf untersuchten Tumorentitiaten
als nicht-spezifischer diagnostischer Marker in Blutseren dienen konnte um
Tumorpatienten von gesunden Menschen zu unterscheiden. Die Auswertung der RNA-
Sequenzierungsanalysen des TCGA-Konsortiums ergab jedoch, dass eine erhohte
Expression von BLACAT1 nur in Endometriumkarzinomen (uterine corpus endometrial
carcinoma UCEC) auch eine prognostische Relevanz hat (94). Wie bereits unter 3.2
beschrieben, hat die Studie des TCGA-Konsortiums von 2017 verdeutlicht, dass die
Expression einzelner IncRNAs im UC mit den verschiedenen molekularen Subtypen

assoziiert sein kann (26).

Wahrend ihre Gewebe-spezifische Expression, Deregulation in Tumoren und Assoziation
mit spezifischen Tumorsubtypen IncRNAs besonders relevant fiir personalisierte Medizin
erscheinen lasst, fallt auf, dass in vielen Studien nur ein kleines Patientenkollektiv
untersucht wurde und es bisher an Validierungsstudien in groferen, unabhdngigen

Kohorten fehlt.
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1.5 Zielsetzung

Obwohl bekannt ist, dass IncRNAs haufig Gewebe-spezifisch exprimiert werden,
Genregulationsprozesse beeinflussen und eine verdnderte Expression zur
Tumorentstehung beitragen kann, war zu Beginn dieser Arbeit wenig tiiber ihre
funktionelle Bedeutung fiir das Urothel und in der urothelialen Karzinogenese bekannt
(82). Aufgrund der Heterogenitidt der Erkrankung hat die Einteilung der Tumore in
unterschiedliche molekulare Subtypen einen zunehmend hohen Stellenwert bekommen.
Trotz spezifischer Beschreibungen der molekularen Veranderungen ist wenig bekannt,
welche Faktoren zur Ausbildung dieser Subtypen beitragen (24). Daraus folgte die
Hypothese, dass eine veranderte Expression spezifischer IncRNAs zu einer aberranten
urothelialen Differenzierung fiihren konnte, die zur Entstehung einzelner Subtypen
beitragt. Hierbei wurde der Fokus auf Tumore mit plattenepithelialen Anteilen bzw.
Tumore mit einem basal-squamésen (BASQ)-Subtyp gelegt, begriindet durch die

bekannte schlechte Prognose dieser Tumore (27).
Daraus ergaben sich fiir diese Arbeit folgende libergeordnete Fragestellungen:

1. Zunachst sollte allgemein auf die Frage eingegangen werden, welchen Nutzen
IncRNAs als Biomarker fiir die Diagnose und Prognose des Urothelkarzinoms
haben. Dazu wurde die Expression bereits publizierter potentieller Biomarker-
Kandidaten mittels qRT-PCR in einer grofen Gewebeserie gemessen und mit
klinischen Daten der Patienten korreliert. Die Ergebnisse wurden weiterhin mit
den Ergebnissen offentlich zugdnglicher Datensatze verglichen, um eine mogliche
Assoziation mit molekularen Subtypen des Urothelkarzinoms zu beleuchten.

2. Im nachsten Schritt sollten IncRNAs identifiziert werden, die spezifisch wahrend
der urothelialen Differenzierung verandert exprimiert werden und die auch zu
einer aberranten Differenzierung, insbesondere in Richtung squamdéser
Fehldifferenzierung, beitragen. Diesbeziiglich wurden Microarray- und RNA-
Sequenzierungsdaten von in vitro differenzierten normalen urothelialen Zellen
(UPs) im Hinblick auf differentiell exprimierte IncRNAs ausgewertet. Um zu
Uberpriifen, ob die identifizierten IncRNAs tatsachlich eine funktionelle Bedeutung
fiir das Urothelkarzinom haben kénnten, wurde ihre Expression in einer kleinen
Gewebeserie mittels quantitativer Real-Time PCR (qRT-PCR) gemessen.

Aufierdem wurde die Expression auch in einer Gewebeserie von Patienten mit
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Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich (HNSC) gemessen. Dieser
Vergleich sollte Aufschluss dariiber geben, ob bestimmte IncRNAs eine dhnliche
funktionelle Bedeutung in HNSC-Tumoren haben wie in urothelialen Tumoren mit
basal-squamodsem Phanotyp.

Die funktionelle Bedeutung einzelner IncRNAs sollte in urothelialen in vitro-
Differenzierungsmodellen naher untersucht werden. Diese
Differenzierungsmodelle wurden zunidchst ndher molekular charakterisiert,
besonders im Hinblick auf die Entwicklung basal-squamdser Eigenschaften. Auf
diese Weise wurden geeignete Markergene identifiziert, die eine Differenzierung
in eine basale bzw. luminale Richtung charakterisieren. Die Ergebnisse wurden mit
dem HaCaT-Modell fiir epidermale Differenzierung verglichen.

In der Literatur wird auf die Bedeutung der IncRNAs TINCR und DANCR in der
epidermalen Differenzierung hingewiesen (44, 64). Die IncRNA TINCR wurde in
der urothelialen Differenzierung als verdandert exprimiert identifiziert (siehe
Punkt 2); IncRNA DANCR wurde in der aktuellen Publikation von The Cancer
Genome Association (TCGA) im UC erhoht exprimiert gefunden (26). Diese beiden
IncRNAs wurden fiir eine ndhere funktionelle Charakterisierung in der
urothelialen Differenzierung mit besonderem Fokus auf aberrante Differenzierung
in Richtung eines basal-squamoésen Phanotyps ausgewahlt. Hierfiir sollte zunachst
- ahnlich wie in Fragestellung 1- ihre diagnostische und prognostische Bedeutung
durch Expressionsmessung in groferen Gewebeserien und Korrelation mit
klinischen Daten ermittelt werden. Durch einen siRNA-vermittelte Knockdown
beider IncRNAs in UC-Zelllinien und HNSC-Zelllinien sollte ermittelt werden,
inwieweit die beiden Gene einen funktionellen Einfluss auf zellulare Eigenschaften
wie Proliferation und Klonogenitdt haben, aber auch die Expression der
identifizierten molekularen Marker (siehe Punkt 3) beeinflussen. Umgekehrt
wurden Uberexpressionskonstrukte generiert, mit denen stabil transfizierte
Urothelkarzinom-Zelllinien etabliert werden konnten. Zudem wurde auch die
HBLAK-Zelllinie (pra-neoplastische, spontan-immortalisierte Urothelzelllinie), die
fir  in-vitro-Differenzierungsversuche  verwendet  wurde, mit dem
Uberexpressionskonstrukt fiir TINCR stabil transfiziert. Auf diese Weise sollte der
direkte Einfluss dieser IncRNA auf die urotheliale Differenzierung bestimmt

werden.

22



Einleitung

Zusammenfassend war die Zielsetzung dieser Arbeit einen Uberblick zur Bedeutung von
IncRNAs fiir das Urothelkarzinom zu erlangen, besonders im Kontext aberranter
Differenzierung, mit Fokus auf einen basal-squamésen Phadnotyp. Durch
Expressionsmodulation von IncRNAs mit bekannter Funktion in der epidermalen
Differenzierung sollte ein Einblick in deren Einfluss auf die urotheliale Differenzierung

gewonnen werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Urothelkarzinom-Gewebeproben und klinische Daten

2.1.1.1 Gewebeproben aus Diisseldorf

Fir die Messung der Expression von IncRNAs wurden 19 Urothelkarzinome und 10
Gewebeproben aus tumorfreien Anteilen von Harnblasen verwendet, die an der Uniklinik
Diisseldorf gesammelt wurden. Der Verwendung der Gewebeproben wurde durch die
Ethikkommission der medizinischen Fakultat der Universitat Diisseldorf im Ethikvotum

3836 (April 2012) zugestimmt.

2.1.1.2 Gewebeproben aus Essen

Die Expression ausgewahlter IncRNAs wurden in einem erweiterten Gewebeprobenset
gemessen, das von Dr. rer. nat. Tibor Szarvas und Dr. med. Christian Niedworok aus der
Urologischen Klinik des Universitatsklinikums Essen zur Verfligung gestellt wurde. Die
Ethikkommission der medizinischen Fakultat der Universitit Duisburg-Essen hat der
Verwendung der Gewebeproben im Ethikvotum 07-3537 zugestimmt. Fuir die Validierung
von IncRNAs als Biomarker im Urothelkarzinom wurde ein Patientenkollektiv von 106
Tumorproben und 10 Normalproben verwendet, dessen klinische Parameter in der

folgenden Tabelle zusammengefasst.

Tabelle 1: Patientenkollektiv Urothelkarzinom UK Essen 1

Parameter n
Alter <65 54
> 65 52
Geschlecht M 76
w 30
Tumor-Stage Ta 13
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T1 13

T3 44

Nicht-muskelinvasiv = 26

Grade G1 7

G3 67

High Grade (G3) 67

N+/M+ 28

ja 58

Material und Methoden

Fiir die Messung der Expression der IncRNAs TINCR und DANCR sowie des

Proliferationsmarker Ki67 wurde ein erweitertes Patientenkollektiv aus 165

Tumorproben und 8 Normalproben verwendet. In die statistische Analyse wurden acht

tumorfreie Proben, fiinf Proben vom selben Patienten, zwei Proben ohne follow up-Daten

sowie eine Probe, die sich als Harnblasen-Sarkom herausgestellt hat, nicht einbezogen.

Tabelle 2: Patientenkollektiv Urothelkarzinom UK Essen 2

Parameter n
L
> 66 73
e
w 40
N
T1 25
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T3 40
T4 20
Nicht-muskelinvasiv 70
muskelinvasiv 79
Grade G1 26
G2 52
G3 71
Low Grade (G1-2) 78
High Grade (G3) 71
Lymphknoten NO/Nx/M0/Mx 116
N+/M+ 33
Tabakkonsum Nein 41
ja 37
unbekannt 71

2.1.1.3 Gewebeproben aus Aachen

Weitere RNA aus Gewebeproben mit Fokus auf Harnblasentumoren mit
plattenepithelialer Differenzierung wurden von Frau Dr.med Dr.nat.med. Nadine Gaisa
aus der Uniklinik der RWTH Aachen zur Verfiigung gestellt. Dieses Set besteht aus 14
Tumoren, die eine reine plattenepitheliale Histologie aufweisen, 17 Tumoren mit

gemischter Histologie, 11 Urothelkarzinomen sowie vier Normalgewebeproben.

2.1.2 Gewebeproben aus Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich

Es wurden zehn Tumorgewebeproben von Plattenepithelkarzinomen aus dem Kopf-Hals-
Bereich und drei normale Schleimhautproben aus Tonsillektomien von Frau PD Dr.med.
Kathrin Scheckenbach aus der Hals-Nasen-Ohren-Klinik (Uniklinik Diisseldorf) fiir die
Bestimmung von IncRNA-Expressionen zur Verfiigung gestellt. Der Verwendung der
Gewebeproben wurde durch die Ethikkommission der medizinischen Fakultat der
Universitat Diisseldorf (Studiennummer: 4698R, Registrierungs-ID: 2014052545, Juni
2014) zugestimmt.
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Die extrahierte RNA hatte in allen Fallen eine RIN (RNA integrity number) > 7. Klinische
Parameter der Tumorpatienten sind, soweit bekannt, in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.
Der HPV-Status wurde durch Nachweis der p16-Expression bestimmt.

Tabelle 3: Tumorgewebeproben Plattenepithelkarzinome aus dem Kopf-Hals-
Bereich

ID Alter Gesch HPV Material /Lokalisation T N M
[MM/]]]J]] lecht Status

54/12 05/1945 M neg Tumor/Supraglottis 2 0 0
60/12 10/1943 w neg Mundhohle/ 4 2c 0
Wangenschleimhaut
16/13 11/1946 M neg Lanrynx (Sarkom) ? ? ?
17/13 09/1951 M neg Larynx-K./Supraglottis 4a 2c¢ O
18/13 06/1928 M pos Larynx-Karzinom 1 0 0
24/13 08/1966 w neg Oropharynx/S.piriformis 0 0
30/13 04/1961 M neg Miindhohlen-K./Gaumen T O 0
33/14 02/1944 M neg Hypopharynx-K. T4 0 0
51/14 10/1954 M neg Oropharynx-K. ? ? ?
52/14 01/1954 M neg Larynx-K. ? ? ?

2.1.2 Zelllinien

2.1.3.1 Urothelkarzinom-Zelllinien

Tabelle 4: Urothelkarzinom-Zelllinien

Name Geschlecht, Alter TNM, Grading Referenz

[Jahre]
BFTC-905 F, 51 Ta, G3 Tzeng et al., 1996 (95)
RT-4 M, 63 T2, G1 Rigby et al., 1970 (96)
RT-112 F G2 Masters et al., 1986 (97)
SW-1710 F, 84 G3 Kyriazis et al., 1984 (98)
J82 M, 58 TCC O’Toole et al., 1978 (99)
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253] M, 53 T4, G4 Elliott et al., 1974 (100)
5637 M, 68 G2 Fogh 1978 (101)

639-V M, 69 G3 Elliott et al,, 1976 (102)
647-V M, 69 G2 Elliott et al., 1976 (102)
HT-1376 F, 58 T2, G3 Rasheed et al,, 1977 (103)
T24 F, 81 G3 Bubenik et al., 1973 (104)
UM-UC-3 M TCC Grossman et al., 1986 (105)
UM-UC-6 M TCC Grossman et al., 1986 (105)
VM-CUB1 M TCC Williams et al., 1980 (106)
SCaBER M, 58 ScC O’Toole et al.,, 1976 (107)

Urothel normal
- TERT-NHUC (Chapman et al., 2006) (108)
- HBLAK (Hoffmann et al.,, 2016) (109)

2.1.3.2 Zelllinien aus Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich

Tumorzelllinien fiir Plattenepithelkarzinome aus dem Kopf-Hals-Bereich wurden
aufgrund der beschriebenen Charakterisierung der Publikation von Hoffmann et al., 2008
ausgewahlt (110) und um die HPV-positiven Zelllinien Zelllinien UM-SCC-47 und UM-SCC-
104 (111) sowie FaDu (112) erganzt.

Tabelle 5: Tumorzelllinien Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich

Name Lokalisation TNM HPV-Status
UD-SCC-2 Hypopharynx T3N3 +
UM-SCC-47 Zunge +
UM-SCC-104 Mundhohle +
UD-SCC-3 Larynx -
UD-SCC-6 Oropharynx T3NO -
UM-SCC-10A Larynx T3N1IMO -
UM-SCC-10B Metastase von UM-SCC-10A -
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UM-SCC-14A Mundhohle TINOMO -
UM-SCC-14B Metastase von UM-SCC-14A -
UM-SCC-17A Larynx TINOMO -
UM-SCC-17B Metastase von UM-SCC-17A -
FaDu Pharynx -

Plattenepithel normal
- Normale Keratinozyten [NHEK]: Clonetics™ human epidermal keratinocyte cell
systems (Lonza)

- HaCaT (113)

2.1.4 Bakterienstimme

One Shot™ TOP10 Chemically Competent E.coli (Invitrogen)
XL2-Blue MRF’ Competent Cells (Agilent Technologies)

2.1.5 Verbrauchsmaterialien, Chemikalien, Reagenzien und Kits

Kits & Assays
RNA Clean & Concentrator™ -5 Kit (ZYMO RESEARCH)
QuantiTectR SYBR Green PCR Kit (QIAGEN)
HotStarTagR DNA Polymerase (QIAGEN)
QuantiTectR Reverse Transcription Kit (QIAGEN)
QIAshredder (QIAGEN)
RNeasy Mini Kit (QIAGEN)
DNA Clean & Concentrator™ -5 Kit (ZYMO RESEARCH)
MonarchR DNA Gel Extraction Kit (NEB)
ZR Plasmid Miniprep™ -Classic Kit (ZYMO RESEARCH)
Plasmid Maxi Kit (QIAGEN)
QIAfilter™ Maxi Cartridges (QIAGEN)
Amaxa™ Basic Nucleofector™ Kit for Primary Mammalian Fibroblasts (Lonza)

Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen)
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XtremeGENE 9 DNA Transfection Reagent (Roche)

Substanzen

PCR & Gelelektrophorese
Ampuwa Wasser fiir Injektionszwecke (FRESENIUS KABI)
Rotiphorese 50x TAE Puffer (ROTH)
Ethidiumbromide aequaous solution 1% w/v (Serva)
GeneRuler DNA Ladder Mix 0.5pg/pl (Thermo Scientific)
6x Ladepuffer (Thermo Scientific)
dNTPs [10mM] (Thermo Scientific)
Agarose BioReagent, low EEO (SIGMA)

Medien
DMEM (1X) + GlutaMAX™-] [4.5g/L D-Glucose, Pyruvate] (gibco)
CnT-Prime Epithelial Cell Culture Medium (CELLnTEC)
CnT-Prime 2D Diff (CELLnTEC)
Cryo-Defined Freezing Medium (CELLnTEC)
KGM-Gold Basal Medium (Lonza)
KGM-Gold SingleQuots [Hydrocortisone, Transferrin, Epinephrine,

GA-1000, BPE, rhEGF, Insulin] (Lonza)

PBS (gibco, SIGMA)
FETAL BOVINE SERUM (BIOCHROME)
Trypsin - EDTA Solution (SIGMA)
0.25% Trypsin-EDTA (1X) (gibco)
Trypsin-Inhibitor (Sigma)
HEPES Buffer solution 1M (gibco)
StemPro™ Accutase™ Cell Dissociation Reagent (gibco)
Opti-MEM I (1x) + GlutaMAX™-] (gibco)
Collagen IV from human placenta (SIGMA-ALDRICH)
Difco™ Luria Broth Base, Miller (BD)
Difco™ Luria Agar Base, Miller (BD)
SOB Medium (ROTH)

Antibiotika, Inhibitoren und weitere Substanzen

Ampicilin sodium salt (SIGMA-ALDRICH)
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Kanamycin sulphate (SERVA)
Zeocin™ (InvivoGen)
Penicillin/Streptomycin (gibco)
Troglitazone (Cayman Chemical)
PD153035 (Calbiochem)
Puffer
RLN-Puffer
50 mM Tris, pH 8
1 M NaCl
1.5 mM MgCl:
0.5% v/v Nonidet P40
0.1 M DTT
5x siRNA-Puffer (nach Dharmacon) [100mL]
30 mL RNase freies Wasser
2.24 g KCI
0.72 g HEPES (Saure-frei)
0.02 g MgCl2 6H20
- mit 2M KOH auf pH 7.3-7.6 einstellen
—> mit RNase-freiem Wasser auf 100 mL auffiillen
Enzyme
Restriktionsenzyme
EcoRlI, Xbal, Acc65I, Notl, Kpnl, HindIII (NEB)
T4 DNA Ligase (Thermo Scientific)
Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (NEB)
FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo Scientific)
Sonstige Chemikalien
Glycin (VWR Chemicals)
MTT Formazan (SIGMA)
Giemsa’s azur eosin methylene blue solution (Merck)
CERTISTAIN Kristallviolett (MERCK)
Methanol (VWR Chemicals)
Ethanol absolute (VWR Chemicals)
2-Propanol (VWR Chemicals)
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QIAzol Lysis Reagent (QIAGEN)
Chloroform (VWR Chemicals)
Dimethylsulfoxid [DMSO] (SIGMA)
2-Mercaptoethanol (SIGMA)
TRIS (C4H11NO3) (Merck)
Natriumchlorid (VWR Chemicals)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (Merck)
Nonidet P40/ IGEPAL CA-830 (SIGMA)
DL-Dithiothreitol solution [DTT] (SIGMA)
Kaliumchlorid (Merck)
HEPES (Roth)
Kaliumhydroxid Platzchen (Merck)
Calciumchlorid-Dihydrat (Merck)
Essigsaure (Eisessig) 100% (Merck)
Verbrauchsmaterialien
Zellkultur
Zellkulturflaschen [25 cm?, 75 cm?] (greiner bio-one)
Zellkulturplatten CELLSTAR [96-, 24-, 12-, 6-Well] (greiner bio-one)
Stripetten [1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL, 25 mL] (Costar)
Filter Tips, Graduated, Sterile [10 pl, 100 pl, 1000 pl] (greiner bio-one)
Combitips advanced [1 mL, 5 mL, 10 mL] (eppendorf)
Pasteurpipetten aus Glas (Brand)
CryoTube™ Vials [1.0 mL] (Thermo Scientific)
Minisart Syringe Filter 0.2 uM (Sartorius)
Bakterienkultur
PETRI DISH (greiner bio-one)
14 ml PP Tube (greiner bio-one)
Inokulationsnadeln (UltraCruz)
CryoTube™ Vials [1.8 mL] (Thermo Scientific)
qRT-PCR
LightCycler 480 Multiwell Plate 96 white (Roche)
LightCycler 480 Sealing Foil (Roche)
MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems)
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MicroAmp Optical Adhesive Film (Applied Biosystems)
LightCycler Capillaries (20ul) (Roche)
Combitips advanced 1.0 mL (eppendorf)

Sonstiges
Falcon/CELLSTAR Tubes [15 mL, 50 mL] (greiner bio-one)
TipOne Graduated Tips [10 pl, 100 pl, 1000 pl] (starlab)
epT.L.P.S. Standard /Bulk 5000 pl (eppendorf)
Safe-Lock Tubes [0.5-2 mL] (eppendorf)
Rohrchen [5 mL, 20 mL] (Sarstedt)

2.1.6 Gerite

PCR
TRIO-Thermoblock (Biometra)
T3 Thermocycler (Biometra)
LightCycler II (Roche)
LightCycler 96 (Roche)
ABI Prism 7500 fast (Applied Biosystems)
Gel-Dokumentationsanlage (INTAS)
Elektrophoresekammern (Biometra, Biorad)
Power-Supply (Biometra)
Mikrowelle (Kiippersbusch)
Zentrifugen
Centrifuge 5415 D (eppendorf)
Centrifuge 5418 (eppendorf)
Centrifuge 5415 D (eppendorf)
Centrifuge 5810 (eppendorf)
Allegra 25R Centrifuge (Beckmann Coulter)
Allegra X-30R Centrifuge (Beckmann Coulter)
Allegra 2IR Centrifuge (Beckmann Coulter)
Mikroskope
ECLIPSE TE2000-S (Nikon)
ECLIPSE Ts2 (Nikon)
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Brutschranke

Innova4200 INCUBATOR SHAKER (NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC)

CO2-AUTO-ZERO (Heraeus)

HERACELL 150i CO2 Incubator (Thermo Scientific)
Absorptionsmessung

FLUOstar OPTIMA (bmG)

NANODROP 2000 Spectrophotometer (peQlab, Thermo Scientific)
Sterilbdnke

GELAIRE BSB 4A (Flow Laboratories)

GELAIRE BSB 4 (Flow Laboratories)
Sonstiges

Thermomixer comfort (eppendorf)

Thermomixer 5436 (eppendorf)

PRESS TO MIX Vortex (LABIN)

IKAMAG RCT (IKA-Labortechnik)

Pipetten (Gilson, eppendorf)

Multipette stream (eppendorf)

Microprocessor pH Meter (WTW)

Schiittelwasserbad 1083 (GFL)

Autoklav 3870 ELV (tuttnauer Systec)

Nucleofector™ 2b Device (Lonza)

2.1.7 Oligonucleotide

Tabelle 6: Primer qRT-PCR Housekeeper

Name Sequenz Tm Produktgrofie AT [°C] Standard
[°Cl [bp]

TBP F:ACAACAGCCTGCCACCTTA 56.7 120 55 RT-112
R:GAATAGGCTGTGGGGTCAGT 59.4

SDHA  F:GCCAGGACCTAGAGTTTGTTCA 60.7 115 55 RT-112
R: 59.4
CTTTCGCCTTGACTGTTAATGA

GAPDH F: TCTGACTTCAACAGCGACAC 57.5 107 52 ]82

R: CCAAATTCGTTGTCATACCAG  58.0
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Tabelle 7: Primer qRT-PCR IncRNA

Name Sequenz Tm Produktgréfle AT Standard
[°C] [bp] [°C]

R:ATTTCATGAGAGTAGGCTTGAGGA 59.3

R: GCCATGGAAAGCGAGTTCAA 57.3

R: GGTCTGTGCTAGATCAAAAGGCA  60.6

R:CCAGCCTAAGGGTTCAGGAAGG 65.4

R: CAAGCCGACTCTCCATACCT 59.4

R: AGGCAGGGCTGTGCTGAT 58.2

R: CTAACTGCCAAAAGGTTTTCC 55.9

R: AGGCTCAACTTCCCAGACTCA 59.8

R: GGAGGTAAAGGCCACATC 56

R: GGAGAAGTGCCTTCCAAAAGTG 60.3

R: GCACTTCCGCAGACGTAA 56.0

R: GGGCTGGCTCTACAGGAT 58.2

R: CTGGAAAGGGAAGGAAGTAA 55.3

R: ATGGTTCCACCAGCGTTAT 54.5

3
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R: TTGATCGAGCTGGAATGG 53.7

R: CGAACAGGCAGATTTTCAC 54.5

R: GGTGTATTCGTCCCTCTCTG 59.4

R: ACCGGAGGCTCAATTTAGAA 55.3

Tabelle 8: Primer qRT-PCR Protein-codierende Gene

Name Sequenz Tm Produktgrofie AT Standard
[°C]1  [bp] [°C]

R: ATACACTGCCGTCTTAAGGGAG  59.7

R: TGGGTGCTCAGATGGTATAG 54.6

R:GGATGGTTAGCAATTAAAGAGAG 57.1

R: GGGCGTTTCTTTATCCAACT 55.3

R: ATGGGGGTATAAGGGAGCTG 59.4

R: GGCTAGAGTTGTTGGTAGTTTG  58.4

R: TGCTCTGGGTTTTCTGCTTT 60.0

R: AGCAAGGACAGAAACTCAGAA 55.9

R:AGCACCGTGATGACCACCATG 61.8

R: GGTCGCGACTACAGTGCATA 59.4

R: TGGCATAGGACATGTTGA 514

R: CATTGGCATTCCTCCTCCAGA 64.8

3
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ZNF750 F: TAAGCCTCAATGTTGTGAAC 538 129
R: CTGATTTCTTGGAGAGGTTG 54.9

KRT14 F: GCGCACCATGCAGAACCTG 61 140
R: CCTCCACGCTGCCAATCATC 61.4

52 RT-112

59 HT1376

Klonierungsprimer fiir DANCR

F: CGGAATTCCTCTTTGTCAGCTGGAGTTG

R: GCTCTAGAAGGCCAAGTAAGTTTATTAACC

Annealing-Temperatur: 62°C

cDNA-Template: UD-SCC-11B (Zelllinie)

Tabelle 9: Sequenzierungsprimer

Name Sequenz Tm [°C]
TINCR_Seq1 AGCTGCAAGAGAAGAGGTTGA  57.3
TINCR_Seq?2 AAGACCCAAGTCATTCTGCA 55.3
TINCR_Seq3 AGGCTTAAGAAATGGGTGGT 55.3
TINCR_Seq4 TGCAGGACTCAGAGCAT 52.8
TINCR_Seq5 ATTGACAGCCTCACTGCT 53.7

Small interfering RNAs (siRNAs)

Die lyophilisierten Oligos wurden in 1x siRNA-Puffer (nach Dharmacon) mit einer Stock-

Konzentration von 20 pM gelost.

- Dharmacon™ ON-TARGETplus™ Control Pool

Non-Targeting Pool
D-001810-10-05

- Dharmacon™ Lincode SMARTpool
Human SNHG13 (DANCR)

R-024130-00

- Dharmacon™ Lincode SMARTpool

Human PLAC2 (TINCR)
R-015725-00
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2.1.8 Plasmide

Tabelle 10: Plasmide

Plasmide Promoter Insert Bakterielle
Resistenz

pcDNA4/TO CMV Kein Insert Amp

pcDNA4/TO_DANCR CMV cDNA DANCR PCR-Produkt Amp

pcDNA4/TO_TINCR CMV cDNA TINCR clone Amp
5216222

pEGFP-C1 CMV Kein Insert Neo/Kan

pEGFP-C1_TINCR CMV cDNA TINCR clone Neo/Kan
5261222

2.1.9 Software

Als Referenz und zur Sequenzanalyse wurden der UCSC Genome Browser (genome-

euro.ucsc.edu/index.html) sowie die ensembl-Datenbank (ensembl.org) mit den jeweils

implementierten Funktionen verwendet. Fiir Primerdesign wurde die PyroMark Assay

Desgin 2.0 -Software (Qiagen) verwendet. Quantitative Real Time-PCRs wurden mit der

LightCycler® 96 SW1.1-Software (Roche) sowie der 7500 Software vZ2.0.5-Software

(Applied Biosystems) ausgewertet.

Die Analyse der TCGA-Daten erfolgte mit Hilfe verschiedener Online-Tools:

TANRIC-Datenbank zur Auswertung von IncRNA-Expressionen
(iblL.mdanderson.org/tanric/_design/basic/index.html) (114)

cbioportal.org (115)

Xenabrowser: xena.ucsc.edu

MORPHEUS: software.broadinstitute.org/morpheus/

Statistische Analysen wurden sowohl mit IBM SPSSS Statistics 21 als auch mit R (R Studio)

unter Verwendung des Package ,pROC’ (116) durchgefiihrt.
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2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung von Zelllinien

2.2.1.1 Kultivierung von Urothelkarzinom-Zelllinien und Plattenepithelkarzinom-
Zelllinien

Die Karzinomzelllinien beider untersuchter Tumorentititen (Urothelkarzinom und
Plattenepithelkarzinom aus dem Kopf-Hals-Bereich) wurden in DMEM-Medium mit 10%
Hitze-inaktiviertem fetalem Kalberserum (FCS) in Zellkulturflaschen bei 37°C und
Wasserdampf-gesattigter Atmosphare mit 5% CO:z kultiviert. Die Zellen wurden ein- bis
zweimal in der Woche bei Erreichen von etwa 90% Konfluenz passagiert. Dazu wurde das
Medium abgenommen, die Zellen einmal mit Phosphate-Buffered Saline (PBS) gewaschen
und anschliefdend mit ausreichend Trypsin/EDTA-Losung bedeckt bis zum Ablésen der
Zellen bei 37°C inkubiert. Das Ablosen der Zellen wurde unter dem Mikroskop beobachtet
und durch Zugabe von frischem Medium gestoppt. Zur weiteren Kultivierung wurden die
Zellen im Verhaltnis 1:3 - 1:20 in neue Zellkulturflaschen mit frischem Medium tiberfiihrt.
Die Zellen wurden regelmafdig unter dem Mikroskop auf Kontaminationen mit Bakterien
hin untersucht. Kontaminationen durch Mykoplasmen wurde regelmaf3ig durch PCR mit
Mykoplasmen-spezifischen Primern ausgeschlossen. Fir die langfristige Lagerung
wurden Kryokulturen angelegt. Dazu wurden die Zellen nach Abstoppen der
Trypsinierung in 15-ml Greiner-Réhrchen tiberfithrt und bei 200xg (1000 rpm) fiir fiinf
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, das Pellet in entsprechender
Menge Kryomedium (FCS versetzt mit 10% DMSO) resuspendiert und in Kryoréhrchen
(1 ml) tiiberfiihrt. Diese wurden zundchst fiir wenige Stunden bei -20°C, anschlief3end bei
-70°C aufbewahrt und zu einem spateren Zeitpunkt in fliissigem Stickstoff gelagert. Zum
Auftauen wurden die Zellen moglichst schnell aus dem Kryordéhrchen in vorgewdrmtes
Medium in einem 15-ml Greiner-Rohrchen tiberfiihrt. Die Suspension wurde wie zuvor
beschrieben zentrifugiert, der Mediumiiberstand abgenommen, das Zellpellet in frischem

Medium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche tiberfiihrt.
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2.2.1.2 Kultivierung von HBLAK

Die HBLAK-Zelllinie handelt ist aus einem spontan-immortalisierten Zellklon von
normalen Uroepithelzellen humanen Ursprungs hervorgegangen (109). Fiir die
Kultivierung von HBLAK wurden samtliche Kultivierungsgefafie wie Zellkulturflaschen
oder Platten zunachst mit Collagen IV beschichtet. Dazu wurde Collagen IV Lyophilisat in
einer Konzentration von 1 mg/ml in 0.1%-iger Essigsaure, welche zuvor sterilfiltriert
wurde, gelost. Flir die Beschichtung wurden die jeweiligen Gefafse fiir mind. 30 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurde die Collagen IV-Losung
abgenommen und die Oberfliche zum Entfernen der Essigsdure zweimal mit PBS
gewaschen. Die Collagen-Losung wurde wiederverwendet und bei 4°C gelagert. Die
HBLAK-Zellen wurden in CnT-Prime-Medium ohne weitere Zusdtze kultiviert. Bei
Erreichen von etwa 90% Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde das alte
Medium abgenommen, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und zum Ablésen bei 37°C
in Accutase-Losung inkubiert. Das Ablésen der Zellen wurde unter dem Mikroskop
beobachtet, die Zellen in frischem Medium aufgenommen und in eine 15-ml Greiner-
Rohrchen tiberfiihrt. Die Zellen wurden dann fiir fiinf Minuten bei 200xg (1000 rpm)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in frischem Medium
resuspendiert. Die Zellen wurden im Verhaltnis 1:3 - 1:5 in neue mit Collagen IV
beschichtete Zellkulturflaschen tiberfiihrt. Zur langfristigen Lagerung wurden die Zellen
wie unter 2.1.1.1 beschrieben in Kryorohrchen in fliissigem Stickstoff gelagert. Als
Kryomedium wurde Cryo-Defined-Medium im Verhaltnis 1:1 mit CnT-Prime-Medium

verwendet.

2.2.1.3 Kultivierung von humanen Keratinozyten

Als benigne Kontrolle fiir die Plattenepithelkarzinom-Zelllinien aus dem Kopf-Hals-
Bereich wurden normale humane epidermale Keratinozyten aus der Haut tiber die Fa.
Lonza bezogen. Die Zellen wurden entsprechend der Herstellerangaben in KBM-Gold
Basal Medium supplementiert mit KGM-Gold SingleQuots (Transferrin, Insulin, GA-1000,
BPE, rhEGF, Hydrocortison und Epinephrin) kultiviert. Zum Auftauen wurden die Zellen
in dem supplementierten Medium suspendiert, jedoch nicht zentrifugiert. Das Medium
wurde alle zwei Tage erneuert. Zum Passagieren wurde das Medium abgenommen, die
Zellen mit 10 pM HEPES-Puffer in PBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA-L6sung bei 37°C
inkubiert. Sobald die Zellen unter dem Mikroskop abgerundet erschienen, wurden sie
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abgeklopft und in Trypsin-Inhibitor aufgenommen. Die Zellen wurden in ein 15-ml
Greiner-Rohrchen iiberfiihrt und fiir 5 Minuten bei 200xg zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und die Zellen erneut mit HEPES/PBS gewaschen. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt wurden die Zellen im Verhaltnis 1:2 - 1:4 in neue
Zellkulturflaschen tberfiihrt. Dazu wurde frisches Medium zuvor fiir 15 Minuten in der
Zellkulturflasche bei 37°C inkubiert. So war es moglich die Zellen etwa viermal zu
passagieren. Wie unter 2.2.1.1 beschrieben wurden die Zellen in den ersten beiden
Passagen in Kryorohrchen eingefroren. Es wird jedoch vom Hersteller keine Garantie
iibernommen, dass es moglich ist, diese nochmals aufzutauen. Als Kryomedium wurde
eine Mischung bestehend aus 80% Kultivierungsmedium, 10% DMSO und 10% Hitze-

inaktiviertem FCS verwendet.

2.2.1.4 Kultivierung von HaCaT

Die spontan immortalisierte Keratinozyten-Zelllinie HaCaT wurde von der Arbeitsgruppe
von Frau Prof. Dr. Boukamp aus dem Leibniz Institut fiir Umwelt-medizinische Forschung
(IUF) zur Verfligung gestellt (113). Die Zellen wurden ebenso wie die Karzinom-Zelllinien
wie unter 2.2.1.1 beschrieben kultiviert, jedoch erst bei Erreichen von vollstdndiger

Konfluenz im Verhaltnis 1:10 - 1:20 einmal die Woche passagiert.

2.2.2 MTT-Assay

Zur Bestimmung der Zellvitalitit wurden MTT-Assays durchgefiihrt. Dabei wird die
Zellvitalitat indirekt gemessen durch die Bestimmung der Aktivitat von mitochondrialen
Dehydrogenasen. Diese setzen das leicht gelbe 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in das dunkelblaue Formazan um. Die Starke dieser
Blaufarbung kann als Absorption photometrisch quantifiziert werden (Testwellenldnge
550 nm, Referenzwellenldnge 620 nm). Die Zellen wurden im 96-Well-Format zur
vierfachen Bestimmung ausgesat, je nach Zelllinie 2000-4000 Zellen/Well in 100 pl
Medium. Leere angrenzende Wells wurden mit PBS aufgefiillt um ein Austrocknen im
Brutschrank zu verhindern. Pro Messzeitpunkt wurde eine 96-Well-Platte befiillt. Um die
Proliferation der Zellen im Zeitverlauf anhand der Zellvitalitit zu bestimmen, wurde 24,
48, 72 und 96 Stunden nach Aussaat in die 96-Well-Platten je 10 pl MTT-Reagenz zum
Medium dazugegeben sowie in vier leere Wells als ,Blank’. Fiir die Karzinomzelllinien

betrug die Inkubationszeit mit MTT-Reagenz eine Stunde bei 37°C, im Falle der HBLAK-
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Zelllinie verlangerte sich diese auf fiinf Stunden. Nach der Inkubationszeit wurden das
Medium mit MTT-Reagenz abgeschiittet und der gebildete Farbstoff aus den nun
gefarbten Zellen in 50 pul DMSO je Well gelost. Die Adsorption wurde direkt am Optima-

Star-Elisa-Reader gemessen.

2.2.3 Klonogenitits-Assay und Giemsa-Farbung

Mit dem Klonogenitats- bzw. Limited Dilution-Assay kann die Fahigkeit der Zellen getestet
werden aus Einzelzellen Klone bilden zu kénnen. Dazu wurden jeweils 500 Zellen in 2 ml
Medium in ein Well einer 6-Well-Platte gegeben. Es wurden jeweils Triplikate ausgesat.
Nach etwa 10 Tagen (Kolonien mit blofiem Auge erkennbar) wurden die Zellen mit
Giemsa-Losung gefarbt. Dazu wurde zundchst das Medium abgenommen, die Zellen
einmal mit PBS gewaschen und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur mit einer Mischung
aus PBS und Methanol im Verhaltnis 1:1 inkubiert. Zur vollstiandigen Fixierung wurden
die Zellen anschliefdend fir weitere 10 Minuten in 100% Methanol inkubiert. Fiir die
Farbung wurden die Zellen etwa fliinf Minuten lang bei Raumtemperatur mit Giemsa-
Losung inkubiert. Die Giemsa-Losung wurde abgenommen und wiederverwendet.
Anschlieffend wurden die Wells fiir etwa eine halbe Stunde mit Wasser bei
Raumtemperatur entfarbt. Im Falle der HBLAK-Zelllinie wurde die Inkubationszeit mit
Giemsa-Losung verlangert. Nach Entfarben mit Wasser wurden die Kolonien zudem mit

0.1%iger Kristall-Violett-Losung liber Nacht bei Raumtemperatur nachgefarbt.

2.2.4 Transfektionen

2.2.4.1 Plasmid-Transfektionen mittels Lipofektion

Die Transfektion von Plasmid-DNA in humane Karzinomzelllinien erfolgte mittels
Lipofektion. Dabei wird die DNA an Liposomen gebunden bzw. eingeschlossen und so in
die Zellen geschleust. Es wurden 100.000 - 250.000 Zellen pro Well in 6-Well-Platten in
je 2 ml Medium ausgesat. Die Transfektion erfolgte nachdem die Zellen adhdrent
geworden sind bzw. am Folgetag. Als Transfektionsreagenz wurde X-tremeGENE 9 DNA
Transfection Reagent verwendet. Pro Well wurde 1 pg Plasmid-DNA mit 3 pl
Transfektionsreagenz in einem Volumen von 100 pl OptiMEM-Medium gemischt. Die
DNA-Liposomen-Komplexe wurden fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert bevor

sie tropfchenweise zu den Zellen gegeben wurden. Bei transienten Transfektionen
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wurden die Zellen im Zeitraum von 24-72 Stunden nach Transfektion geerntet. Die aus
der Transfektion resultierende Uberexpression wurde mittels qRT-PCR auf mRNA-Ebene

nachgewiesen.

2.2.4.2 Transfektion von HBLAK mittels Nucleofektion

Es war moglich die HBLAK-Zelllinie mittels Lipofektion wie unter 2.1.4.1 beschrieben
transient mit Plasmid-DNA zu transfizieren; eine anschlief3ende zusatzliche Behandlung
mit Antibiotika (in diesem Fall Zeocin) zur Etablierung stabil transfizierter Zelllinien
tiberlebten die Zellen jedoch nicht. Daher wurde fiir diesen speziellen Fall die
Nucleofektion als Transfektionsmethode ausgewahlt. Die Methode basiert darauf, dass
durch das Anlegen eines elektrischen Feldes fiir einen sehr kurzen Zeitraum die
Zellmembran permeabilisiert wird. Die Nucleofektion erfolgte mit dem Amaxa
Nucleofector unter Verwendung des Amaxa Basic Nucleofector Kit for Primary Mammalian
Fibroblasts. Die Zellen wurden wie unter 2.1.1.2 beschrieben abgelést und pro
Transfektionsansatz 1x10°¢ Zellen in je ein 15-ml Greiner-Roéhrchen tiberfiihrt. Nach der
Zentrifugation fiir fiinf Minuten bei 200xg wurde der Uberstand abgenommen und die
Rohrchen tiber Kopf gestellt um Mediumreste, welche die Nucleofektion stéren konnten,
bestmoglich zu entfernen. 1 pg der zu transfizierenden Plasmid-DNA wurden mit 100 pl
der im Kit enthaltenen nach Herstellerangaben supplementierten
Basisnucleofektionslosung gemischt. In dieser Transfektionslosung wurde das Zellpellet
vorsichtig resuspendiert und in eine Kiivette tiberfiihrt. Die befiillten Kiivetten wurden in
das Nucleofektions-Gerat eingespannt und das Programm fiir humane mesenchymale
Stammzellen (MSC) gestartet. Anschlief3end wurden direkt 500 pl vorgewarmtes Medium
zu den Zellen in die Kiivetten dazugegeben und diese fiir fiinf Minuten im Brutschrank
inkubiert. Die Zellen wurden mit Hilfe einer Mini-Pasteurpipette aus den Kiivetten
entnommen und in vorgelegtes Medium in 15 ml Greiner-Réhrchen tberfiihrt. Nach
Resuspendierung wurden die Zellen auf Collagen-IV-beschichtete 6-Well-Platten
aufgeteilt und weiter kultiviert. Als Transfektionskontrolle wurde jeweils der im Kit
enthaltene pmaxGFP-Vektor transfiziert. Die erfolgreiche Transfektion wurde durch das
Beobachten von GFP-Expression unter dem Mikroskop nachgewiesen. 72 Stunden nach

Transfektion wurde mit der Antibiotika-Selektion begonnen.
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2.2.4.3 siRNA-Transfektion mittels Lipofektion

Durch die Transfektion von spezifischen small interfering RNAs (siRNAs) wurde der
Knock-Down einzelner IncRNAs erreicht. Die Zellen wurden wie unter 2.1.4.1 beschrieben
in 6-Well-Platten ausgesat. Die lyophilisierten siRNAs wurden in 1x siRNA-Puffer (nach
Dharmacon, siehe 1.4) geldst um eine Stock-Konzentration von 20 pM zu erhalten. Als
Transfektionsreagenz wurde Lipofectamine RNAIMAX Transfection Reagent verwendet.
Flir die Transfektion wurde die siRNA derart in 250 pl OptiMEM-Medium verdiinnt, dass
eine Endkonzentration von 10 nM erreicht wird. In einem weiteren Gefafs wurden pro zu
transfizierendes Well 5 ul Lipofectamine in 245 pl OptiMEM-Medium verdiinnt. Die
verdiinnte siRNA wurde in das Gefafd mit Transfektionsreagenz tiberfiihrt und der Ansatz
fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit wurde das Medium der
Zellen mit 1.5 ml Medium pro Well gewechselt. Der Transfektionsansatz wurde
tropfchenweise auf die Zellen gegeben und diese 24 bis 72 Stunden spater geerntet. Der

siRNA-vermittelte Knockdown wurde mittels qRT-PCR auf mRNA-Ebene nachgewiesen.

2.2.4.4 stabile Transfektion durch Antibiotika-Selektion

Um stabil transfizierte Klone zu erhalten wurden Urothelkarzinom-Zelllinien bzw. die
HBLAK-Zelllinie zunachst wie Zuvor beschrieben mit IncRNA-
Uberexpressionskonstrukten (in pcDNA4/TO-Vektor) im 6-Well-Format transfiziert. Die
Urothelkarzinom-Zelllinien wurden am Folgetag durch Trypsinieren vereinzelt in 10-cm-
Schalen weiterkultiviert. Dem Medium wurde am selben Tag, nachdem die Zellen in den
Schalen adhidrent geworden sind, Zeocin als Selektionsantibiotikum in einer
Konzentration von 100 pg/ml zugesetzt. Als Kontrolle fiir eine erfolgreiche Selektion
wurde je eine untransfizierte Kontrolle mitgefithrt und ebenfalls mit Antibiotikum
behandelt. Die HBLAK-Zellen wurden 96 Stunden nach Transfektion direkt im 6-Well mit
Zeocin behandelt mit einer Anfangskonzentration von 10 pg/ml. Uber einen Zeitraum von
etwa zwei Wochen wurde alle zwei Tage das Medium mit einer aufsteigenden Zeocin-
Konzentration erneuert, solange bis alle Zellen in der untransfizierten Kontrolle
gestorben waren und resistente Kolonien gut sichtbar waren (bis zu 400 pg/ml bei den
Urothelkarzinomzelllinien, bis zu 50 pg/ml bei den HBLAK-Zellen). Nach erfolgreicher
Selektion wurden die Zellen in Zellkulturflaschen tiberfiihrt und die IncRNA-Expression

auf RNA-Ebene mittels qRT-PCR bestimmt.
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2.2.5 Invitro Differenzierung

2.2.5.1 In vitro Differenzierung von HBLAK

Wie unter 2.1.1.2 beschrieben wurden die HBLAK-Zellen zunachst mit Hilfe von Accutase
gelost. Nach dem Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in frischem CnT-PR-Medium
aufgenommen und auf 6-Well-Platten aufgeteilt (2 ml Medium/Well). Dabei wurde eine
T75-Flasche, die zu etwa 90% konfluent ist, auf vier bis fiinf Wells aufgeteilt. Bei Erreichen
der Konfluenz in den Wells (meist am Folgetag) wurde pro Well der jeweilige
Differenzierungsstimulus ins Medium gegeben. Zur Induktion der Differenzierung
wurden drei verschiedene Stimuli verwendet. Zum einen wurden die Zellen mit 2 mM
Calciumchlorid und Hitze-inaktiviertem fétalem Kalberserum (FCS) in einem Volumen-
Anteil im Medium von 5% inkubiert. Alternativ wurden die Zellen mit Calciumchlorid
ohne FCS inkubiert. Der dritte Stimulus war die Behandlung der Zellen mit 1 pM
Troglitazone (EGFR-Inhibitor) und 1 pM PD153035 (PPARy-Agonist). Troglitazone und
PD153035 wurden in einer Stock-Konzentration von 1 mM in DMSO geldst aliquotiert bei
-20°C aufbewahrt. Das Medium wurde alle 2-3 Tage erneuert und die Differenzierung wie
beschrieben stimuliert. Im Zeitraum von 7-12 Tagen wurden die Zellen fiir weitere
Analysen geerntet. Phdnotypische Veranderungen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten
lichtmikroskopisch beobachtet und ggf. photographisch dokumentiert. Im Laufe der
Arbeit wurde ein speziell fiir in vitro-Differenzierungen-optimiertes Medium (CnT-PR-
2D) von der Firma Cellntec auf den Markt gebracht. Bei Verwendung dieses Medium
wurden die Zellen zundchst wie beschrieben in CnT-PR in 6-Well-Platten ausgesat. Am
Folgetag bzw. bei einer Konfluenz der Zellen von tiber 90% wurde das Medium zu CnT-
PR-2D gewechselt. Einen weiteren Tag spater wurde die Differenzierung der Zellen mit
den zuvor beschriebenen Stimuli induziert. Medium und Differenzierungsstimulus

wurden alle zwei bis drei Tage erneuert, soweit nicht anders angegeben.

2.2.5.2 In vitro Differenzierung von HaCaT

Fir in vitro Differenzierungsversuche wurden HaCaT-Zellen wie unter 2.1.1.4
beschrieben passagiert und dabei in 2 ml DMEM-Medium pro Well in 6-Well-Platten
ausgesat. Sobald die Zellen in den Wells vollstindig konfluent waren, wurden 1.4 mM
Calciumchlorid bzw. 1 uM Troglitazone und 1 puM PD153035 ins Medium dazugegeben.

Das Medium inklusive dem jeweiligen Differenzierungsstimulus wurde alle zwei bis drei
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Tage in einem Zeitraum von etwa einer Woche erneuert. Phdnotypische Veranderungen
wurden zu verschiedenen Zeitpunkten lichtmikroskopisch beobachtet und ggf.

photographisch dokumentiert. Anschlief3end wurden die Zellen geerntet.

2.2.6 Molekularbiologische Methoden

2.2.6.1 RNA-Isolation

RNA wurde mit dem RNeasy-Mini-Kit nach Herstellerangaben wie folgt isoliert. Aus
Zellkulturversuchen mit Karzinomzelllinien wurden die Zellen in RLT-Puffer mit (-
Mercaptoethanol lysiert und anschlieffend auf Shredder-Saulen gegeben. Die Saulen
wurden fiir zwei Minuten bei hochster Geschwindigkeit zentrifugiert und der Durchfluss
mit einem gleichen Volumen an 70%-igem Ethanol gemischt. Differenzierungsversuche
in HBLAK oder HaCaT wurden in QIAzol Lysis Reagent flir zehn Minuten bei
Raumtemperatur lysiert. Die Proben wurden anschlief3end mit Chloroform im Verhaltnis
1:5 versetzt und gut gemischt. Nach drei Minuten Inkubation bei Raumtemperatur
wurden die Proben mit 15.000xg bei 4°C zentrifugiert. Anschlieféend wurde die wassrige
Phase abgenommen, im Verhaltnis 1:1 mit 70%-igem Ethanol gemischt und auf die
RNeasy-Mini-Saulen gegeben und die RNA nach Herstellerangaben aufgereinigt. Die RNA-
Konzentration wurde anschlieflend am Nanodrop bestimmt. Bei zu geringer RNA-
Konzentration wurde die RNA mit dem RNA Clean & Concentrator-Kit aufkonzentriert
und die RNA-Konzentration erneut am Nanodrop bestimmt. Die RNA wurde bei -70°C

gelagert.

2.2.6.2 Fraktionierte RNA-Isolation

Die fraktionierte RNA-Isolation wurde nach dem Protokoll im Handbuch des RNeasy Mini
Kit (Version 06/2001) wie folgt durchgefiihrt. Die Zellen wurden aus dem 6-Well mit
Trypsin oder Accutase (HBLAK) wie zuvor beschrieben abgeldst und fiir fiinf Minuten bei
200xg zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschliefdend zweimal in PBS gewaschen um
Trypsin- bzw. Accutase-Reste zu entfernen. Das Zellpellet wurde in 175 pl RLN-Puffer
aufgenommen, gevortext und fiir fiinf Minuten auf Eis inkubiert. Anschlief3end wurde das
Lysat fiir zwei Minuten bei 4°C und 300xg abzentrifugiert. Der Uberstand, welcher die
cytoplasmatische RNA-Fraktion enthalt, wurde grof3ziigig abgenommen (ca. 150 pl) und
mit 600 pl RLT-Puffer, welcher frisch im Verhaltnis 1:100 mit 3-Mercaptoethanol versetzt
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wurde, gemischt. Das Gemisch wurde mit 430 pl 100%igem Ethanol vermischt und auf
die RNeasy Mini-Saule gegeben und die RNA entsprechend der Herstellerangaben weiter
aufgereinigt. Das librige Pellet, welches die Zellkerne enthalt, wurde in 100 pl RLN-Puffer
resuspendiert, gevortext und fiir zwei Minuten bei 1000xg zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet erneut in 100 pl RLN-Puffer aufgenommen und
zentrifugiert. Durch diesen zweiten Waschschritt sollten Riickstinde der Cytoplasma-
Fraktion entfernt werden. Der Uberstand wurde vollstindig abgenommen und in 600 pl
RLT-Puffer (mit B-Mercaptoethanol) aufgenommen und auf eine QIA Shredder-Saule
gegeben. Nach zwei Minuten Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit wurde der
Durchfluss mit 600 pl 70%-igem Ethanol vermischt und auf die RNeasy Mini Saulen
gegeben und entsprechend der Herstellerangaben aufgereinigt. Die RNA-Konzentration

wurde am Nanodrop bestimmt.

2.2.6.3 Reverse Transkription

Standardmaf3ig wurden 1000 ng RNA aus Gesamtzelllysaten aus Zellkulturversuchen in
einem Reaktionsvolumen von insgesamt 20 pl mit dem Quantitect Reverse Transcription
Kit nach Herstellerangaben in cDNA umgeschrieben. Konnte nicht ausreichend RNA
isoliert werden, wurden in einzelnen Fallen nur 500 ng RNA aus allen Proben einer
Versuchsreihe umgeschrieben. Der im Kit enthaltene DNase-Verdau wurde durchgefiihrt.
Die Inkubationszeit der Reversen Transkriptase betrug 30 Minuten, wie im Kit fiir lange
RNAs beschrieben. Die so synthetisierte cDNA wurde bei -20°C gelagert und 1:10 mit
Wasser verdiinnt in der qRT-PCR eingesetzt. Das verwendete Kit enthalt eine Mischung

aus random-Primern und Oligo-dT-Primern.

RNA aus Gewebeproben aus Diisseldorf und Aachen wurden wie oben beschrieben

umgeschrieben.

2.2.6.4 Quantitative Real Time-PCR (gRT-PCR)

Primer-Sequenzen fiir qRT-PCRs wurden selbst entworfen oder der Literatur
entnommen. Alle Sequenzen wurden in silico durch BLAST-Analysen auf ihre Spezifitat
hin untersucht. Die Etablierung neuer Primer-Assays erfolgte durch Testldufe tiber
mehrere Zelllinien hinweg. Es wurde jeweils eine Zelllinie mit einer moglichst robusten

Expression des jeweiligen Transkripts als Referenzprobe fiir eine Standardkurve
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ausgewahlt. Anhand der Standardkurve wurde u.a. die PCR-Effizienz bestimmt, die im
Bereich 1.9-2.1 liegen sollte. Es wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt um
auszuschliefden, dass mehr als ein Produkt amplifiziert wird und um Primer-Dimere zu
erkennen. Fiir Assays zur Detektion von IncRNA-Transkripten wurden zudem einzelne
Amplifikate ausgewahlt und auf einem Agarosegel aufgetragen sowie Sanger-sequenziert.
Die Ergebnisse der Sequenzierungen wurden wiederum durch BLAST-Analysen auf ihre
Richtigkeit tiberpriift.

Die qRT-PCR-Reaktionen wurden in einem Volumen von 20 pl mit 1x QuantiTect SYBR
Green und 10 pmol jeden Primers durchgefiihrt. Es wurden 1-2 ul cDNA eingesetzt, die

zuvor 1:10 in Wasser verdiinnt wurden. Das PCR-Programm setzte sich wie folgt

zusammen:
15° 95°C
20sec 94°C
20sec X°C 40x
30sec 72°C
Schmelzkurvenanalyse

Wie zuvor beschrieben wurde die Annealing-Temperatur fiir jedes Primer-Paar
individuell bestimmt. Fiir jeden Lauf wurde eine Standardkurve sowie eine
Schmelzpunktanalyse durchgefiihrt, anhand derer die PCR-Effizienz sowie der
durchschnittliche Schmelzpunkt tiber alle Proben hinweg bestimmt wurde. Jede Probe
wurde in Duplikaten gemessen. Fiir jede Probe wurde ein Konzentrationswert anhand der
Standardkurve errechnet, der in Relation zu dem Wert eines oder mehrerer Referenzgene
(Housekeeper) gesetzt wurde. Wurde mehr als ein Referenzgen verwendet, wurde das
geometrische Mittel aller Konzentrationswerte der verwendeten Referenzgene

berechnet.

2.2.6.5 Agarose-Gelelektrophorese und Gelextraktion von DNA-Fragmenten

Elektrophoretische Auftrennung von PCR-Produkten oder Plasmid-DNA wurde in 0.7-
2.0%-igen Agarosegelen (in 1x TAE-Puffer) entsprechend der erwarteten Grofde der DNA-
Fragmente durchgefiihrt. Als Grofienstandard wurde der GeneRuler DNA Ladder Mix
verwendet. Nach erfolgter Auftrennung der DNA-Fragmente bei 120 V in1x TAE-Puffer
wurden die Gele in einem Ethidiumbromid-haltigem Bad gefarbt und anschliefiend unter

UV-Licht fotografiert. Fiir die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Gelen wurden die
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Fragmente wie zuvor beschrieben aufgetrennt und unter schwachem UV-Licht mit Hilfe
eines Skalpells aus dem Gel ausgeschnitten, gewogen und mit dem Monarch DNA Gel

Extraction Kit nach Herstellerangaben aufgereinigt.

2.2.7 Klonierung von IncRNA-Uberexpressionskonstrukten

2.2.7.1 Restriktionsverdau

Flir den Restriktionsverdau wurden 1-5 pg Plasmid-DNA bzw. das gesamte aufgereinigte
PCR-Produkt aus einer Reaktion in einem Gesamtreaktionsvolumen von 20-30 pl
eingesetzt. Es wurde 1X CutSmart-Puffer verwendet und jeweils 1-2 U der
Restriktionsenzyme. Die Restriktionsansiatze wurden fiir eine Stunde bei 37°C im
Thermoblock inkubiert. Anschlief}end wurde die Reaktion entweder durch Erhitzen
(individuelle Temperatur fiir jedes Enzym) inaktiviert oder die Ansdtze wurden direkt auf
Eis gestellt. Wurde die geschnittene DNA fiir Ligationen oder andere enzymatische
Reaktionen weiterverwendet, erfolgte eine Aufreinigung mit dem DNA Clean &

Concentrator-Kit nach Herstellerangaben.

2.2.6.2 Plasmid-Dephosphorylierung

Fiir die Dephosphorylierung von 5‘-Uberhingen bei linearisierten Plasmiden wurden das
aufgereinigte Plasmid nach dem Restriktionsverdau (~2.5 pg) in einem Volumen von 20
ul mit 1X Reaktionspuffer und 1 U alkaliner Phosphatase nach Herstellerangaben
gemischt und fiir 30 Minuten bei 37°C im Thermoblock inkubiert. Anschlief3end wurde
die Plasmid-DNA erneut mit dem DNA Clean & Concentrator-Kit nach Herstellerangaben

aufgereinigt.

2.2.7.2 Ligation

Die Ligation von Insert mit geschnittener Plasmid-DNA wurde in einem molaren
Verhéltnis von Vektor:Insert von 1:3 durchgefiihrt. In einem Gesamtvolumen von 20 pl
wurden 50 ng Vektor mit der entsprechend errechneten Insert-Menge vermischt. Es
wurde 1 U T4 DNA-Ligase und einfach konzentrierter Ligase-Puffer verwendet. Der
Ligationsansatz wurde fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, anschlieféend

direkt auf Eis gestellt und in Bakterien transformiert.
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2.2.7.3 Bakterientransformation

Flir die Transformation von XL2-Blue Ultracompetent Cells wurden 25 pl Bakterien mit 0.5
ul B-Mercaptoethanol gemischt und fiir 10 Minuten auf Eis inkubiert. Fiir die
Transformation von OneShot TOP10 Chemically Competent Cells wurde je ein Aliquot
verwendet. Es wurden je 1 pl Plasmid bzw. bis zu 4 pl Ligationsansatz zu den Bakterien
dazugegeben und diese fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte fiir 30
Sekunden bei 42°C im Wasserbad. Anschlieffend wurden die Bakterien flir zwei Minuten
auf Eis inkubiert und mit 500 ml SOC-Medium versetzt. Die Bakterien wurden fir eine
Stunde bei 37°C und 250rpm Schiitteln inkubiert zur Ausbildung der jeweiligen
Antibiotika-Resistenz. Es wurden 100-200 pl Bakterien auf Antibiotika-haltigen

Agarplatten ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.7.4 Plasmidisolation

Flir Mini-Kulturen wurden Einzelkolonien gepickt und tiber Nacht in 3 ml LB-Medium mit
Antibiotikum bei 37°C und 250 rpm geschiittelt. Am Folgetag wurden ca. 2 ml der Kultur
bei maximaler Drehzahl zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Plasmid-DNA aus
dem Bakterienpellet mit Hilfe des ZR Plasmid Miniprep Classic-Kit nach
Herstellerangaben aufgereinigt. Fur Maxikulturen wurden zunachst Vorkulturen
entweder aus Einzelkolonien oder aus Mini-Kulturen tiber Tag angelegt (ca. 3 ml LB-
Medium inkl. Antibiotikum). Aus diesen Vorkulturen wurde die Hauptkultur angesetzt
(200 ml LB-Medium inkl. Antibiotikum) und tiber Nacht bei 37°C und 250 rpm inkubiert.
Die Zellen wurden fiir 15 Minuten bei 6000xg und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die Plasmid-DNA aus dem Zellpellet mit Hilfe des QIAfilter Plasmid
Maxi Kits unter Verwendung der QIAfilter Cartridge nach Herstellerangaben aufgereinigt.
Das Plasmid-Pellet wurde entsprechend der Groéfe in RNase-freiem Wasser
aufgenommen und bei -20°C gelagert. Die Plasmid-Sequenzen wurden mittels
Restriktionsverdau und anschliefRender Gelelektrophorese sowie Sanger-Sequenzierung

auf ihre Richtigkeit tiberpriift.

2.2.7.5 Klonierung von DANCR

Fir die Klonierung der langen nicht-codierenden RNA DANCR wurde das Transkript mit

Hilfe einer long range PCR mit cDNA einer Tumorzelllinie als Template amplifiziert (siehe
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2.2.4). Die Amplifizierungsprimer enthielten die entsprechenden Uberhinge einer EcoRI-
und einer Xbal-Schnittstelle fiir eine gerichtete Klonierung. Der Zielvektor pcDNA4/TO
sowie das aufgereinigte PCR-Produkt wurden mit EcoRI und Xbal geschnitten. Sowohl
Vektor als auch das PCR-Produkt wurden nach dem Restriktionsverdau mit dem DNA
Clean & Concentrator-Kit nach Herstellerangaben aufgereinigt und mit der T4 DNA Ligase
ligiert. Der Ligationsansatz wurde in XL2-Blue-Zellen transformiert. Am Folgetag wurden
Einzelkolonien gepickt und Mini-Kulturen angeimpft. Die aufgereinigten Plasmide aus
den Mini-Kulturen wurden ebenfalls mit EcoRI und Xbal geschnitten und auf einem
Agarosegel aufgetragen. Von den positiven Klonen wurde einer fiir eine Maxi-Kultur
ausgewahlt. Das Plasmid aus dieser Maxikultur wurde durch Sanger-Sequenzierung

tiberpriift und anschliefRend fiir Uberexpressionsversuche in der Zellkultur eingesetzt.

2.2.7.6 Klonierung von TINCR

Fiir die Erstellung eines TINCR-Uberexpressionskonstruktes wurde der kommerziell
erhaltliche cDNA-Klon 5261222 (Dharmacon) erworben. Die cDNA liegt im Vektor
pBluescriptR vor (5% BamHI, 3 Xhol). Von dem Vektor wurde eine Plasmid-Maxi-
Praparation erstellt, die mit einem BamHI/Xhol-Doppelverdau kontrolliert wurde.
Zunachst erfolgte eine Umklonierung in pEGFP-C1 in zwei Schritten. Dazu wurden beide
Vektoren mit EcoRI und Acc651 geschnitten. Da die TINCR-Sequenz (insgesamt 3.7 kb)
ebenfalls eine EcoRI-Schnittstelle hat, entstehen so zwei Fragmente mit einer Lange von
2.4 kb und 1.3 kb. Beide Fragmente wurden nach der Gelelektrophorese aus dem Gel
ausgeschnitten und das 2.4 kb grofde Fragment mit der T4 DNA-Ligase in den
linearisierten pEGFP-C1-Vektor ligiert. Der Ligationsansatz wurde in XL2-Blue-Zellen
transformiert und diese auf Kanamycin-haltigen Agarplatten ausgestrichen. Es wurden
mehrere Einzelklone gepickt und Plasmid-DNA aus den Minikulturen isoliert. Die
korrekte Ligation wurde durch einen Verdau mit EcoRI und Acc651 kontrolliert. Ein Klon
wurde flr eine Plasmid-Maxipraparation ausgewahlt. Dieser Vektor wurde erneut mit
EcoRI linearisiert und anschlieféend dephosphoryliert. Nach einem Aufreinigungsschritt
erfolgte die Ligation mit dem 1.3 kb-grofien Fragment aus dem ersten Verdau. Der
Ligationsansatz wurde wie zuvor in XL2-Blue-Zellen transformiert und Plasmid-DNA aus
Mini-Kulturen von Einzelkolonien isoliert. Da in diesem Fall ungerichtet kloniert wurde,
erfolgte ein asymmetrischer Verdau der Plasmide mit Notl und Acc65I. Bei Insertion in

richtiger Orientierung ergaben sich Fragmente mit einer Gréf3e von 4.8 kb und 3.5 kb. Ein
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Klon mit richtiger Orientierung wurde fiir eine Plasmid-Maxipraparation ausgewahlt. Das
nun vollstindige TINCR-Insert wurde durch Sanger-Sequenzierung mit mehreren

tiberlappenden Sequenzierungsprimern kontrolliert.

Da es sich bei pEGFP-C1 um ein Fusionskonstrukt mit EGFP handelt, welches in gewissem
Maf3e toxisch fiir die Zellen ist, wurde die TINCR-Sequenz in pcDNA4/TO umKkloniert.
Dazu wurde der Vektor mit Kpnl und HindIII geschnitten und das 3.7 kb grof3e Fragment
aus dem Gel ausgeschnitten und in den gleichermafien linearisierten und aufgereinigten
pcDNA4/TO-Vektor ligiert. Nach Transformation in X1.2-Blue-Zellen und Ausstreichen auf
Ampicillin-haltigen Agarplatten wurden mehrere Einzelkolonien gepickt. Die aus Mini-
Kulturen isolierten Plasmide wurden mit Kpnl und Hindlll verdaut. Von den korrekten

Klonen wurde ein Klon fiir eine Plasmid-Maxi-Praparation ausgewahlt.

2.2.8 In silico-Analysen

2.2.8.1 Analyse von IncRNA-Expression und DNA-Methylierung in 6ffentlichen
Datensitzen

Die Expression verschiedener IncRNAs in RNA-Sequenzierungsdaten fiir das
Urothelkarzinom (BLCA) sowie Plattenepithelkarzinome aus dem Kopf-Hals-Bereich
(HNSC), die von The Cancer Genome Association (TCGA) erhoben wurden, wurden mit
Hilfe der TANRIC-Datenbank sowie der cbioportal-Website analysiert. In der TANRIC-
Datenbank wurde im ,My IncRNA"-tool die jeweilige Tumorentitidt ausgwahlt (BLCA:
N=19, T= 252; HNSC: N=42, T=426) und die jeweilige IncRNA tber den annotierten
Namen bzw. die genomische Lokalisation in hgl9 fiir linc-UBC1 (chr1:205404014-
205425214) und ncRAN (chr17:74553846-74561430) abgefragt. Die IncRNA-
Expressionsdaten wurden als log2 RPMK (reads per kilobase per million mapped reads)
entnommen und in R als Boxplots dargestellt. Kaplan-Meier-Kurven wurden direkt aus
der TANRIC-Datenbank entnommen. Im cbioportal wurde fiir das UC die TCGA
Provisional-Studie mit 413 Proben und fiir das HNSC die TCGA Provisional-Studie mit 530
Proben (Stand Marz 2018) ausgewahlt. Als Expressionswerte wurden die mRNA
Expression z-Scores (RNA Seq V2 RSEM) mit einem Schwellenwert von 2.0 ausgewahlt und
fiir den annotierten Gennamen heruntergeladen. Bei der Berechnung der z-Scores werden

als Referenz alle Tumore, die diploid fiir das jeweilige Gen sind, gewahlt.
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Fir die Analyse des DNA-Methylierungsmusters verschiedener IncRNAs wurden
zunachst die ENCODE CpG-Methylierungsdaten im UCSC Genome Browser (hgl9)
betrachtet. Diese basieren auf einer Methyl 450K Bead Array-Analyse verschiedener
Zelllinien aus unterschiedlichen Geweben (GM12787, H1-4ESC, K562, HeLa-S3, HepG2,
HUVEC). Der Grad der Methylierung ist dabei durch eine Farbcodierung fiir die einzelnen
CpG-Stellen innerhalb einer CpG-Insel angegeben. In diesem ersten Screen konnten
IncRNAs identifiziert werden, die moglicherweise differentiell methyliert sind. Fiir diese
IncRNAs sollte der Grad an Methylierung zwischen Tumor- und Normalgewebe in
Patientendaten ermittelt werden. Dazu wurden die Methylierungsdaten der Methyl 450K
Bead-Array-Analyse der TCGA-Kohorte fiir das Harnblasenkarzinom (BLCA) tber den
UCSC-Xena-Browser abgerufen. Innerhalb des Xena-Browsers wird der Grad der
Methylierung fiir einzelne CpG-Stellen angezeigt. Fiir einige Gene waren diese bereits
hinterlegt; fiir die tibrigen Gene wurden diese anhand der genomischen Lokalisation dem
UCSC Genome Browser (hgl9) entnommen. Der Grad an Methylierung tber alle
Gewebeproben hinweg wurde tabellarisch als Median angegeben. Als differentiell

methyliert wurde eine IncRNA bei p<0.05 (Wilcoxon-Rank-Sum-Test in R) gewertet.

2.2.8.2 Analyse von Microarray- und RNA-Sequenzierungsanalysen

Bei der Auswertung der Micorarray-Ergebnisse wurde fiir jedes Paar RNAs und jeden
Identifier die Differenz zwischen Proben aus differenzierten und undifferenzierten Zellen
gebildet. Fiir alle Paare, die in dieselbe Richtung verdandert sind, wurde das arithmetische

Mittel aller drei Paare angegeben.

Bei der Auswertung der RNA-Sequenzierungsanalyse wurden die Expressionswerte der
einzelnen Gene als Counts per million mapped reads (CPM) bestimmt. Daraus berechnet
sich der Logarithmus des fold change (logFC) als Quotient aus CPM-Wert der
differenzierten Probe und CPM-Wert der undifferenzierten CPM-Probe, der widerspiegelt
wie stark ein Gen differentiell exprimiert ist. Ein Gen wurde dann als statistisch signifikant
differentiell exprimiert identifiziert, wenn die false discovery rate (FDR) nach Bonferroni-

Korrektur < 0.05 war.

2.2.8.3 Statistik

Als nichtparametrischer Test zum Vergleich von zwei Gruppen wurde der Mann-Whitney-

U-Test in SPSS bzw. der Wilcoxon-Rank-Sum-Test in R durchgefiihrt. Zur Auswertung des
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Gesamtiiberlebens bzw. des Krankheits-spezifischen Uberlebens wurde eine univariate
Cox-Analyse sowie eine Kaplan-Meier log rank-Analyse in durchgefiihrt. Lag in der
univariaten Analyse ein p-Wert < 0.05 vor, wurde eine multivariate Analyse mit Hilfe des
Cox proportional hazards regression model durchgefiihrt. Die Berechnung fiir die IncRNA-
Expression des Gewebesets aus Essen wurde von Dr. Tibor Szarvas durchgefiihrt. In allen

Analysen wurde ein p-Wert < 0.05 als statistisch signifikant gewertet.

ROC-Kurven-Analysen, Berechnung der Area under the Curve (AUC) sowie dem best cut-

off wurden mit R unter Verwendung des pROC-package durchgefiihrt.

2.2.8.4 Hierarchische Clusteranalyse

Hierachische Clusteranalysen offentlich zuganglicher Datensatze wurden mit Hilfe des
Morpheus-Online-Tools (bereit gestellt vom Broad Institute) durchgefiihrt. Dazu wurden
zundchst die Ergebnisse der RNA-Sequenzierungsanalysen der TCGA-Daten fiir das
Urothelkarzinom und fiir Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome tber die cbioportal-
Website heruntergeladen. Fiir die zu analysierenden Gene wurden die Expressionsdaten
ausgewdhlt und in das Morpheus-Online-Tool hochgeladen. Die hierachische
Clusteranalyse wurde als ,0One minus pearson correlation“ mit ,Average“ als Linkage-

Methode durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Literaturrecherche zur Identifizierung von IncRNAs als
Biomarker-Kandidaten im UC

Fir eine Reihe von IncRNAs sind in der Literatur Expressionsveranderungen in
Urothelkarzinomen beschrieben, die von diagnostischer und prognostischer Bedeutung
sein konnten (vgl. Einleitung). Da in einigen Studien nur eine kleine Anzahl an
Gewebeproben untersucht wurde und es bisher wenig Validierungsstudien gibt, sollte die
Expression dieser potentiellen Biomarker fiir das UC in einer grofieren Serie von
Tumorgewebeproben und Normalgewebeproben mittels quantitativer Real-Time-PCR
(qRT-PCR) bestimmt werden. Dartiber hinaus wurden die Expressionsveranderungen mit
RNA-Seq Daten der The Cancer Genome Association (TCGA) verglichen. Fur diese Analysen
wurden sieben IncRNAs ausgesucht, namlich UCA1, MALAT1, H19, GASS5, TUG1, ncRAN
(SNHG16), und linc-UBC1 (BLACAT1) (84, 85, 87-91). Expressionsverdanderungen in
Tumoren im Vergleich zu Normalgewebe wurden fiir UCA1 und linc-UBC1 zuerst im
Urothelkarzinom beschrieben, die iibrigen der genannten IncRNAs sind laut der Literatur

auch in weiteren Tumorentitdten tiberexprimiert.

3.2 Expressionsbestimmung in Tumor- und Normalgewebe mittels
quantitativer PCR im Vergleich zu TCGA-Daten

Fir die Etablierung der qRT-PCR-Assays zur Expressionsbestimmung wurden
Primersequenzen entweder selbst entworfen oder der vorhandenen Literatur
entnommen. Die Sequenzen wurden in silico durch eine BLAST-Analyse auf ihre Spezifitat
Uberpriift. Die Spezifitit des PCR-Produktes wurde durch Schmelzpunktanalyse,
Gelelektrophorese und Sequenzierung bestatigt. In einigen Fallen war es nicht méglich
Intron-tiberspannende Primer zu verwenden (u. A. fiir MALAT1). Um eine Kontamination
der PCR durch genomische DNA auszuschlieféen und den DNase-Verdau im Zuge der
Reversen Transkription zu iiberpriifen, wurden in diesen Fillen einige RNA-Proben ohne
Zugabe von Enzym revers transkribiert. In diesen Fallen konnte in der anschlief3enden
gRT-PCR keine Expression nachgewiesen werden, sodass eine Kontamination durch
genomische DNA ausgeschlossen werden kann (s. Abb.3.1). Wie von Vandesompele et al.

vorgeschlagen, wurden zwei Referenzgene, SDHA und TBP, zur Normalisierung der
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Expressionswerte gemessen (117). Diese sind die am stabilsten exprimierten
Referenzgene im Urothelkarzinom (118). Aus den Expressionswerten der beiden
Referenzgene, die jeweils anhand der Standardkurve bestimmt wurden, wurde das
geometrische Mittel berechnet. Dieser als Normalisierungsfaktor bezeichnete Wert

wurde dann zur Berechnung der relativen IncRNA-Expression verwendet
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Abb.3.1: Ausschluss der Kontamination der qRT-PCR-Analysen durch genomische DNA. Fiir
nicht-Intron-spannende Primerpaare war die IncRNA-Expression in RNA-Extrakten, die ohne
Zugabe von Enzym revers transkribiert wurden (RT-), nicht detektierbar (n.n.=nicht
nachweisbar).

Bei den verwendeten RNAs aus der Gewebeserie (im Weiteren auch als ,Set 1“
bezeichnet) handelt es sich um 106 Tumorproben und 10 benigne Kontrollen, die
liberwiegend aus Zystektomien stammen (vgl. auch 2.1.1.2). Fiir die Tumorproben wurde
nur Gewebe verwendet mit einem Tumoranteil von mindestens 70%, wie exemplarisch
an H&E-Farbungen von Gewebeschnitten in Abbildung 2.2 dargestellt ist. Zudem wurde

mittels qRT-PCR die Expression des Proliferationsmarkers MKI67 bestimmt, dessen
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Expression erwartungsgemafi in den Tumorproben gegentiiber den benignen Geweben

signifikant erhoht war (Abb.3.2).
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Abb.3.2: Charakteristika der Gewebeserie fiir die qRT-PCR-Analyse. A Relative mRNA-
Expression des Proliferationsmarkers MKI67 in 106 Tumorproben (T) und 10 benignen
Gewebeproben (N). B Beispielhafte Darstellung von Hamatoxylin-Eosin-Farbungen der
Tumorgewebeproben. Fiir die Studie wurden Proben ausgewahlt, die einen Tumoranteil von tiber
70% hatten.

Die Expressionsdaten der IncRNAs sind als Boxplots fiir Normal- und Tumorgewebe
zusammengefasst unter Gewebeset 1 in Abbildung 3.3 dargestellt. Mit Ausnahme von
MALAT1 und H19 war in allen Fallen die IncRNA-Expression in den Tumoren gegentiber
den benignen Kontrollen erhoht, jedoch sind die Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen in keinem Fall signifikant. Im Falle von MALAT1 und H19 war die Expression in
den Tumoren gegentiber den Normalgeweben entgegen der Beschreibung in der Literatur

(87, 89) vermindert.
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Abb.3.3: IncRNA-
Expression im
Urothelkarzinom Die

Expression der IncRNAs
UCA1, MALAT1, H19, GASS5,
ncRAN, linc-UBC1 und TUG1
wurde mittels gRT-PCR in
106  Tumorgewebeproben
(T) und 10 Normalgeweben
(N, Set 1) bestimmt. Als
Vergleich ist die Expression
in den TCGA-Daten aus RNA-
Seq-Messungen bestehend
aus 252 Tumorproben (T)
und 19 Normalproben (N)
dargestellt (Set 2).
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Als weitere Referenzkohorte wurde die Expression der IncRNAs in RNA-Seq-Daten der
TCGA fir die Urothelkarzinom-Kohorte (BLCA) analysiert. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 3.3 als ,Set 2“ ebenfalls als Boxplots dargestellt. Diese Kohorte setzt sich aus
252 Tumorproben und 19 Normalgewebeproben zusammen. Die Expressionsdaten aus
den RNA-Sequenzierungsanalysen wurden der TANRIC-Datenbank wie unter Kapitel
2.2.8.1 beschrieben entnommen, wobei die Expression jeweils als RPKM-Werte (reads per
kilobase per million mapped reads) angegeben werden. Fiir alle analysierten IncRNAs
konnten die in Set 1 beobachteten Expressionsveranderungen zwischen Tumor- und
Normalgeweben in der Tendenz bestatigt werden. Bei den IncRNAs ncRAN, linc-UBC1 und
TUG1 war die erhohte IncRNA-Expression statistisch signifikant mit einem p-Wert von
p<0.01; im Falle von UCA1 mit einem p-Wert <0.05. Die auch in diesem Set verminderte
Expression von MALAT1 und H19 in den Tumor- gegeniiber den Normalproben ist nicht
statistisch  signifikant. Fir alle analysierten IncRNAs sind die medianen
Expressionsveranderungen nur gering, insbesondere bei UCA1 (1.5-fach Erh6hung der
Expression). Um zu liberpriifen, ob die beschriebenen Expressionsunterschiede auf eine
erhohte Expression in bestimmten Tumorgruppen, v.a. nicht-muskelinvasiven bzw.
muskelinvasiven Tumoren, zuriickzufiihren sind, wurden die Expressionen auch in diesen
Gruppen als Boxplots in beiden Kohorten dargestellt. Im Vergleich von
nichtmuskelinvasiven und muskelinvasiven Tumoren wies lediglich MALAT1 in
Gewebeset 1 eine erhohte Expression auf. Dieser Befund bestatigt sich in Gewebeset 2

jedoch nicht (s.Abb.3.4).
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Abb.3.4: IncRNA-Expression in nicht-muskelinvasivem (NMBIC) und muskelinvasiem
Urothelkarzinom (MIBC). Die Expression der IncRNAs UCA1, MALAT1, H19, GAS5, ncRAN, linc-
UBC1 und TUG1 ist als Boxplots zwischen NMBIC und MBIC in Set 1, bestimmt mittels qRT-PCR,
und Set 2, bestimmt mittels RNA-Seq, dargestellt.

Zusatzlich wurde die IncRNA-Expression in einem Panel aus 12 UC-Zelllinien sowie TERT-
NHUC als benigner Kontrolle bestimmt. Die Hauptisoform von MALAT1 enthilt keine
intronischen Sequenzen, es sind jedoch weitere Isoformen in der ensembl-Datenbank
annotiert, die sich vor allem im 5‘- und 3‘-Bereich unterscheiden. Daher wurden fiir
MALAT1 zunichst zwei Primerpaare ausgewahlt, mit denen Isoformen im 5‘-Bereich
sowie im 3’-Bereich des Gens amplifiziert werden konnen. Die Expressionsmessungen mit
diesen beiden Primerpaaren in den Zelllinien ergab, dass die Expressionen der
unterschiedlichen Isoformen miteinander korreliert (s. Abb.3.5). Daher wurde fiir die
Messung in der Gewebeserie das Primerpaar, welches den 3’-Bereich des Gens erfasst,
ausgewahlt; dieses wurde auch in den grundlegenden Arbeiten der AG Diederichs

verwendet (119).
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IncRNA-Expression in Urothelkarzinomzelllinien. Die Expression der sieben
IncRNAs wurde in einem Panel aus zwolf Urothelkarzinomzelllinien, die sich in non-basal-like und

Abb.3.5

basal-like (s. unterste Grafik) einteilen lassen, sowie TERT-NHUC als benigne Kontrollzelllinie.

Flir MALAT1 wurde die Expression mit zwei Primerpaaren bestimmt, welche Isoformen sowohl

im 5'- als auch im 3‘-Bereich des Gens abdecken.
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3.3 Korrelation der IncRNA-Expression mit klinischen Parametern

Die Expressionswerte flir die einzelnen IncRNAs in den Tumorproben wurden mit
klinischen Parametern der Patienten in Set 1 korreliert und soweit moéglich mit Set 2
(TCGA) verglichen. Cox-Regressionsanalysen in der univariaten Analyse in Set 1 zeigen
ein signifikant verbessertes Gesamtiiberleben bei Patienten mit hoher UCA1-Expression
(HR: 0.56, CI: 0.367-0.876, vgl. Tabelle 12). Dies bestatigte sich in den Kaplan-Meier-
Analysen sowie der multivariaten Analyse. In Set 2, fiir welche eine Kaplan-Meier-Analyse

aus der TANRIC-Datenbank abgerufen wurde, bestatigt sich dieser Zusammenhang nicht.

Ahnliche Zusammenhinge konnten fiir MALAT1 und TUG1 gefunden werden. Eine hohe
Expression von MALAT1, dessen Expression in den Tumorgeweben gegentiber
Normalgewebe nicht verandert ist, geht laut univariater Analyse einher mit einem
signifikant verbesserten Gesamtiiberleben in univariater und multivariater Analyse in Set
1. Dieser Befund lasst sich anhand der Kaplan-Meier-Analysen in beiden Gewebesets

jedoch nicht bestatigen.

Auffallig ist, dass eine erhohte TUG1-Expression sowohl laut univariater als auch
multivariater Analyse in Set 1 mit einem verbesserten Gesamtiiberleben assoziiert ist.
Dies ist der einzige Befund, der sich auch in den Kaplan-Meier-Analysen in beiden Sets
bestdtigen lasst, wie in Abb. 3.6 dargestellt. Dies bedeutet, dass es eine Untergruppe an
Patienten mit niedriger TUG1-Expression gibt, die eine schlechtere Prognose haben,

obwohl TUG1 iiber alle Tumore hinweg eher erhoht exprimiert ist.
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Tabelle 11: Assoziation der IncRNA-Expression mit klinischen und histopathologischen Parametern in Gewebeset 1

Variablen UCA1 *100 UBC1 *100 TUG1 *10 ncRAN *100 MALAT1 *10 H19 *10 GASS5 *10

Median (range) Median (range) Median (range) Median (range) Median (range) Median (range) Median (range)

<65 54 1.04(0.00 - 51.55) 0.184 7.58(0.00-111.83) 0.937 5.88(0.19-19.52) 0.752 5.80(0.14 - 26.16) 0.072 16.53 (0.06 - 49.94) 0.300 3.74(0.03 - 68.49) 0.582 1.53(0.22-13.27) 0.383

Geschlecht

wiblich 30 0.41 (0.01-51.55) 5.74(0.00-3361.76) 5.00 (0.19-34.14) 5.96 (0.14-14.77) 11.39(0.06-36.73) 0.81(0.06-166.48) 1.54(0.05-13.27)

Ta 13 1.57(0.00-9.58) 0.801 18.48 (0.00-194.30) 0.479 6.51(2.67-8.90) 0.243 6.39 (0.78-14.43) 0.186 18.95 (7.03-49.25) 0.579 7.97 (0.16-68.49) 0.139 1.75(0.55-9.13) 0.545

T2 17 1.25(0.04-16.52) 0.949 15.31(1.22-180.38) 0.004 5.81(2.82-11.25) 0.688 4.38(1.32-15.30) 0.104 16.81(6.97-33.65) 0.143 1.85(0.03-29.44) 0.077 1.65 (0.32-6.05) 0.652

T 19 0.28(0.01-12.84) 8.45 (0.05-3361.71) 5.85 (0.19-34.14) 533(0.14-23.92) 13.68 (0.06-49.94) 1.31(0.10-58.70) 2.15(0.05-13.27)

invasiv 80 1.19(0.01-51.55) 6.33(0.00-3361.76) 5.78(0.19-34.14) 6.16 (0.14-26.16) 12.65 (0.06-49.94) 2.57(0.03-166.48) 1.51(0.05-13.27)

G1 7 2.37(0.01-9.58) 0.707 9.49 (1.62-55.40) 0.530 6.84 (2.81-8.90) 0.680 6.93 (0.78-15.88) 0.872 16.84 (7.03-46.59) 0.680 8.41(0.16-68.49) 0.484 2.78(0.68-3.89) 0.872

G3 67 1.12(0.01-51.55) 3.72(0.00-3361.76) 5.52(0.19-34.14) 5.93 (0.14-26.16) 13.58 (0.06-49.94) 2.58 (0.06-166.48) 1.55(0.05-13.27)

High-grade (G 3) 67 112 (0.01-51.55) 3.72(0.00-3361.76) 5.52(0.19-34.14) 5.93 (0.14-26.16) 13.58 (0.06-49.94) 258 (0.06-166.48) 1.55 (0.05-13.27)

NO/Nx/MO/Mx 78 1.47 (0.00-51.55) 0.576 7.66 (0.00-2261.8) 0.717 5.78(2.67-34.14) 0.562 6.64 (0.78-19.58) 0.552 14.28 (4.14-49.94) 0.971 2.51(0.03-166.44) 0.903 1.57 (0.05-10.79) 0.333

Raucher

ja 58 0.90 (0.00-31.48) 5.63(0.00-111.83) 5.82 (2.58-9.66) 6.95 (0.78-26.16) 13.67 (4.14-49.25) 4.00 (0.08-166.48) 1.78(0.05-9.13)

Kontrolle 10 1.19(0.02-24.41) 0.716 2.87(0.13-6217.9) 0.338 5.36(3.47-29.25) 0.836 3.63(2.29-31.20) 0.067 16.26 (6.54-40.11) 0.461 4.94(0.42-19.40) 0.473 0.85(0.71-12.07) 0.100
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Abb.3.6: Einfluss der IncRNA-Expression auf das Gesamtiiberleben der Patienten in Set 1
und 2. Kaplan-Meier-Kurven fiir Tumorgewebe aus Set 1, die eine signifikante Assoziation der
IncRNA-Expression mit dem Gesamtiiberleben der Patienten aufweisen. Die Patienten wurden
anhand der medianen IncRNA-Expression in Gruppen mit hoher und niedriger Expression
eingeteilt. Der p-Wert ist fiir Cox-Regressionsanalysen angegeben, die Uberlebenszeit in Monaten.
Kaplan-Meier-Kurven fiir Set 2 wurden der TANRIC-Datenbank entnommen.

Flr die iibrigen analysierten IncRNAs wurde in beiden untersuchten Kohorten keine

signifikante Assoziation mit klinischen Parametern gefunden.

65



Ergebnisse

Tabelle 12: Univariate Analyse der prognostischen Wertigkeit von klinischen
Parametern und IncRNA Expression in Gewebeset 1

Variablen Gesamtiiberleben Krankheits-spezifisches Uberleben

Alter

>65 1.015 0.659 - 1.562 0.948 0.929 0.563-1.533 0.774

weiblich ref. ref.

Stage

T2-T3 2.187 1.277-3.742 0.004 5.167 2.219-12-034 <0.001

G1-G2 ref. ref.

Lymphknotenstatus

pN+ 3.551 2.161-5.837 <0.001 5.106 2.952-8.832 <0.001

neidrig ref. ref.

Linc-UBC1 exp. 50%

hoch 0.953 0.619-1.468 0.828 0.966 0.587-1.592 0.893

low ref. ref.

ncRAN exp. 50%

hoch 0.416 0.543-1.287 0.836 0.605 0.365-1.003 0.052

neidrig ref. ref.

H19 exp. 50%

hoch 0.904 0.587-1.390 0.644 0.925 0.562-1.523 0.761

niedrig ref. ref.
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Tabelle 13: Multivariate Analyse der prognostischen Wertigkeit von Klinischen

Parametern und IncRNA Expression in Gewebeset 1

Gesamtiiberleben Krankheits-spezifisches
Uberleben

Alle Félle (Ta-T4)

Grade (G3) 1.784 1.001-3.178 0.050 2.200 1.052-4.598 0.036
UCA1 (> 50%) 0.573 0.366-0.897 0.015 0.669 0.400-1.121 0.127
Gesamtiiberleben Krankheits-spezifisches
Uberleben

Alle Falle (Ta-T4)

Grade (G3) 1.734 0.969-3.104 0.064 2,119  1.008-4.456 0.048

TUGL1 (> 50%) 0.616 0.392-0.967 0.035 0.656  0.390-1.103 0.112

Gesamtiiberleben Krankheits-spezifisches
Uberleben

Alle Fille (Ta-T4)

Grade (G3) 2.007 1.126-3.575 0.018 2.264  1.075-4.768 0.032
ncRAN (> 50%) 1.003 0.637-1.580 0.991 0.789 0.466-1.334 0.376
Gesamtiiberleben Krankheits-spezifisches
Uberleben

Alle Fille (Ta-T4)

Grade (G3) 1.954 1.108-3.448 0.021 2.365 1.141-4.899 0.021

MALAT1 (> 50%) 0.625 0.400-0.976 0.039 0.765  0.459-1.276 0.304
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Abb.3.7: Einfluss der IncRNA-Expression auf das Gesamtiiberleben der Patienten in Set 1
und 2. Kaplan-Meier-Kurven fiir Tumorgewebe aus Set 1, die keine signifikante Assoziation der
IncRNA-Expression mit dem Gesamtiiberleben der Patienten aufweisen. Die Patienten wurden
anhand der medianen IncRNA-Expression in Gruppen mit hoher und niedriger Expression
eingeteilt. Der p-Wert ist fiir Cox-Regressionsanalysen angegeben, die Uberlebenszeit in Monaten.
Kaplan-Meier-Kurven fiir Set 2 wurden der TANRIC-Datenbank entnommen.

3.4 TUG1 als Marker fiir Urothelkarzinome mit BASQ-Subtyp

Der Befund, dass Patienten, deren Tumore eine niedrige TUG1-Expression haben,
gegeniiber solchen mit hoherer Expression eine schlechtere Prognose haben, lief
vermuten, dass es eine Assoziation mit bestimmten molekularen Subtypen des
Urothelkarzinoms geben konnte. Um dies herauszufinden, wurde die TUG1-Expression in
Tumorproben des erweiterten Gewebesets der TCGA (n=408) analysiert. Die
Expressionen iiber alle Tumorproben hinweg wurden als z-scores in einem Waterfallplot
in Abb.3.8 A dargestellt. Bei der Berechnung der z-scores werden als Referenz diploide
Proben verwendet. In einem Teil der Tumoren wird TUG1 hoch exprimiert (n=166,
40.7%), eine grofdere Anzahl an Tumoren (n=242, 59.3%) weist jedoch eine niedrige

Expression auf.

Der ,basal-squamous-like“ Subtyp (BASQ), der mit einer schlechteren Prognose
einhergeht (27), ist durch eine erhohte Expression von squamésen Markergenen (KRTS5,
KRT14, KRT6A) und eine verminderte Expression luminaler Markergene (FOXA1 und
GATA3) gekennzeichnet. Um eine mogliche Assoziation der Expression dieser Gene mit
TUG1 innerhalb der erweiterten TCGA-Kohorte zu erkennen, wurde eine hierarchische
Clusteranalyse mit Hilfe des Morpheus-Online-Tools durchgefiihrt. Daraus ergab sich,
dass sich die Tumore basierend auf ihrer Expressionsverteilungen in drei Gruppen
einteilen lassen: Tumore mit niedriger, hoher und ,gemischter TUG1-Expression. Die
Gruppe mit niedriger Expression zeigt dabei eindeutig eine Assoziation mit erhohter
Expression der squamodsen Marker KRT5, KRT14 und KRT6A bei gleichzeitig
verminderter Expression der luminalen Marker FOXA1 und GATA3. Entsprechend wiesen
Tumore mit hoher TUG1-Expression eine niedrige Expression von squamdésen Markern
auf bei gleichzeitig hoher Expression von luminalen Markern. Eine dritte Gruppe, als
»2gemischt” bezeichnet, die in etwa ein Drittel der analysierten Proben ausmacht, lasst sich

nicht eindeutig zuweisen. Die Auftragung der Markergenexpression fiir Tumore mit
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niedriger bzw. hoher TUG1-Expression als Boxplots in Abb. 3.8 verdeutlicht nochmals

diesen Zusammenhang.
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Abb.3.8: Korrelationen zwischen TUG1-Expression im Urothelkarzinom und dem basal-
squamous-like Subtyp. A Der Wasserfall-Plot zeigt die Verteilung der TUG1-Expression im
erweiterten TCGA-Set (n=408). TUG1-Expression ist angegeben als z-Score. B Die Boxplots zeigen
die Expression von TUG1 in nicht-muskelinvasiven Tumoren im Vergleich zu muskelinvasiven
Tumoren in Set 1 und dem erweiterten TCGA-Set 2. C Hierachische Cluster-Analyse der TUG1-
Expression mit der von KRT5, KRT6, KRT14, GATA3 und FOXA1 innerhalb der TCGA-Kohorte. Die
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Expressionsstirke ist als Farbgradient zwischen niedriger (blau) und hoher (rot) Expression
angegeben. Das Panel links zeigt das Cluster von Proben mit niedriger TUG1-Expression, das in
der Mitte Proben mit hoher Expression und das Panel rechts Proben ohne eindeutige Zuordnung
(gemischt). D Boxplot-Darstellung der Expression von KRT5, KRT14, FOXA1l und GATAS3 in
Tumoren mit hoher und niedriger TUG1-Expression (p-Werte mit Mann-Whitney-U-Test
berechnet, *p<0.001, **p<0.001.

Dartiiber hinaus wurde die hierachische Clusteranalyse auf alle untersuchten IncRNAs und
ein ebenfalls erweitertes Set von insgesamt 30 Markergenen zur molekularen
Subtypisierung ausgeweitet, basierend auf der Publikation von Dadhania et al. (29). Die
Assoziation von niedriger TUG1-Expression mit dem BASQ-Subtyp konnte in dieser
Analyse bestdtigt werden (Abb. 3.9). Dariiber hinaus deutete sich eine &hnliche
Assoziation fiir UCA1 und MALAT1 an, d.h. niedrige IncRNA-Expression in Tumoren mit
BASQ-Subtyp.
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Abb.3.9: Assoziationen von IncRNA-Expressionen mit
molekularen Subtypen im Urothelkarzinom. Hierachische
Clusteranalyse durchgefithrt mit Genesis 1.0 der IncRNA-
Expressionsdaten des erweiterten TCGA-Sets (n=408) und
Genen, die molekulare Subtypen muskelinvasiven
Urothelkarzinomen nach Dadhania et al. charakterisieren (basal,
luminal, p53-like, Claudin) (29). Die Expressionsdaten sind als z-
scores angegeben. Flir ncRAN und linc-UBC1 konnten keine
Expressionsdaten in dem erweiterten TCGA-Set ermittelt
werden.
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3.5 In vitro-Differenzierung von urothelialen Zellen: Analyse von
Microarray- und RNA-Seq-Daten

Im Vorfeld dieser Arbeit wurden Genexpressionsstudien mit Proben aus in vitro-
differenzierten UP-Kulturen durchgefiihrt (vgl. Einleitung). Es wurden Microarray-
Expressionsanalysen mit RNA aus drei verschiedenen UP-Kulturen durchgefiihrt, die
jeweils zu Beginn (t0), und jeweils nach elf (t11), 14 (t14) und 15 (t15) Tagen nach
Stimulation durch Calciumchlorid isoliert wurden. Dariiber hinaus wurden RNA-
Sequenzierungsanalysen (RNA-Seq) durchgefiihrt mit Kulturen, die ebenfalls mit
Calciumchlorid stimuliert wurden, und solchen, die durch Aktivierung von PPARy und
gleichzeitiger Inhibition von EGFR stimuliert wurden. Diese Genexpressionsstudien
sollten Aufschluss dariiber geben, welche Gene im Zuge der Differenzierung differentiell
exprimiert werden und somit an der Regulation von Differenzierungsprozessen beteiligt
sein konnten. Dies sollte insbesondere auch Unterschiede zwischen reiner urothelialer
Differenzierung und gemischter Differenzierung mit plattenepithelialen Anteilen
aufzeigen. Die Auswertung sollte Hinweise auf differentiell exprimierte IncRNAs geben,
die an der Feinregulation von Differenzierungsprozessen im Urothel beteiligt sein
konnten. Eine aberrante IncRNA-Expression konnte dadurch wesentlich zu einer
aberranten Differenzierung (insbesondere plattenepitheliale Differenzierung) innerhalb

des Urothels beitragen.

Die Auswertung der Microarrays ergab, dass insgesamt 670 IncRNAs differentiell
exprimiert sind zwischen - durch Erhéhung der Calciumchloridkonzentration -
differenzierten und undifferenzierten UP-Kulturen, wovon 380 IncRNAs in den
differenzierten gegeniiber den undifferenzierten Proben herunter und 290 herauf

reguliert waren.

Die RNA-Sequenzierungsanalyse ergab eine deutlich geringere Anzahl an differentiell
exprimierten IncRNAs gegeniiber den Ergebnissen aus dem Microarray. In den mit
Calciumchlorid stimulierten Kulturen waren lediglich 74 IncRNAs differentiell exprimiert
gegeniiber den undifferenzierten Kulturen, in den mit Troglitazone und PD153035
behandelten Kulturen waren es lediglich 51. Da 28 IncRNAs in beiden
Differenzierungsprotokollen verdandert waren, konnten durch die RNA-Seqg-Analyse so

insgesamt 97 IncRNAs als allgemein Differenzierungs-assoziiert identifiziert werden.
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Vergleicht man die Ergebnisse aus Microarray- und RNA-Seq-Analyse sind es jedoch nur

acht IncRNAs, die bei beiden als differentiell exprimiert gefunden wurden.
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Abb.3.10: Differentiell exprimierte IncRNAs in der urothelialen Differenzierung in vitro. A
Anzahl differentiell-exprimierter IncRNAs in der Microarray- und RNA-Sequenzierungsanalyse
(mit den unterschiedlichen in vitro Differenzierungsprotokollen). Die Pfeile geben die Richtung
der Expressionsregulation an. B Das Venn-Diagramm stellt die differentiell exprimierten IncRNAs
der beiden RNA-Sequenzierungsanalysen dar. C Das Venn-Diagramm zeigt den Vergleich von
differentiell exprimierten IncRNAs, die in der Microarray- und der RNA-Sequenzierungsanalyse
identifiziert wurden. D Die Screenshots aus dem UCSC Genome Browser zeigen die genomische
Lokalisation der Antisense-Transkripte HAGLROS und GATA3-AS1. E Die Screenshots aus dem
cbioportal stellen Veranderungen der IncRNAs CASC15 und PVT1 in der TCGA-Kohorte dar.

Um eine nidhere Auswahl an IncRNAs treffen zu konnen, die weiter ndher untersucht
werden sollten, wurde die genomische Lokalisation der IncRNAs, die in der RNA-Seq-
Analyse identifiziert wurden, als Auswahlkriterium hinzugenommen. Es ist bekannt, dass
IncRNAs haufig an der Regulation (in cis) der Gene beteiligt sind, die im Genom direkt
benachbart liegen (120). Das bedeutet, dass die genomische Lokalisation bereits einen
Hinweis auf ihre funktionelle Bedeutung geben kann. Dartliber hinaus wurde auch
geschaut, ob es bereits Publikationen gibt, die Anhaltspunkte fiir eine mogliche

funktionelle Bedeutung enthalten.

Um besser einschatzen zu konnen, welche Prozesse wahrend der Differenzierung wichtig
sind und dadurch auch die Auswahl an IncRNAs, die an der Regulation dieser Prozesse
beteiligt sein konnten, besser eingrenzen zu konnen, wurden auch differentiell
exprimierte proteincodierende Gene analysiert, die in der RNA-Seq-Analyse auffielen. Es
wurde mit Hilfe der DAVID Bioinformatics Resources-Datenbank Gene Ontology-Terme
abgefragt, die eine Auflistung der iberreprasentierten KEGG-Signalwege (Kyoto
Encyclopedia of Gene and Genomes) ergeben. Diese Analyse ergab, dass bei der in vitro-
Differenzierung mit Calciumchlorid 31 KEGG-Signalwege signifikant verandert sind, bei
der Differenzierung mit Troglitazone und PD153035 41. Es gibt 14 KEGG-Signalwege, die
bei beiden in vitro-Differenzierungsprotokollen betroffen sind. Diese beinhalten zentrale
zellulare Signalwege, die direkt die Funktion des Epithels beeinflussen wie die Regulation
des Aktin-Zytoskeletts oder die Adhdrens-Junction-Verkniipfungen, aber insbesondere
auch Stoffwechsel-Signalwege wie Glycolyse/Gluconeogenese und Glutathion-
Metabolismus. Durch die Zugabe von Troglitazone wird der PPARy-Signalweg
pharmakologisch aktiviert, was sich auch in einer Verdnderung der Genexpression
innerhalb des Signalweges in der RNA-Seq-Analyse widerspiegelt. Dartiber hinaus sind

weitere Signalwege, die mit dem Fettstoffwechsel assoziiert sind, verandert, darunter der
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Fettsdauremetabolismus und der Insulinsignalweg. Beide werden bekanntermafien durch

PPARYy beeinflusst (121).
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Abb.3.11: GO-Analyse differentiell exprimierter kodierender Gene nach in vitro-
Differenzierung von UP-Kulturen durch Calciumchlorid-Stimulus (A) und durch Stimulus
mit Troglitazone und PD153035 (B). Die GO-Analyse wurde mit Hilfe des DAVID Bioinformatics
Online-Tools durchgefiihrt. Als differentiell exprimiert wurden solche Gene angesehen, die in der
RNA-Sequenzierungsanalyse eine False Discovery Rate (FDR) < 0.05 aufwiesen. Angegeben sind
die KEGG pathways mit der hochsten Signifikanz nach Benjamini-Hochberg-Korrektur. Der in
Klammern angegebene Wert entspricht dem prozentualen Anteil an verdnderten Genen im
jeweiligen KEGG pathway.

Zusatzlich wurde in der Literatur recherchiert, welche Erkenntnisse es bereits uber
differentiell exprimierte IncRNAs bei der epithelialen Differenzierung bzw. in
Harnblasenkarzinomen gibt. Aus diesen Informationen wurde die als Tabelle 14

zusammengefasste Liste an moglichen Kandidaten-Genen erstellt.

Tabelle 14: Differentiell exprimierte IncRNAs in der urothelialen Differenzierung.
Die IncRNAs wurden bei in vitro Differenzierungen von UP-Kulturen durch Zugabe von
Calciumchlorid (Ca2*) oder Troglitazone und PD153035 (TZ+PD) in Microarray- und
RNA-Sequenzierungs-Analysen als differentiell exprimiert identifiziert. Weitere
Auswahlkriterien waren Publikationen, Veranderungen in der TCGA-Kohorte (Bladder
Urothelial Carcinoma) sowie die genomische Lokalisation.

IncRNA Lokalisation Analyse Protokoll Weitere Informationen
TINCR 19p13 RNASeq  Ca gz)tz ok, WELIE, AU
Kretz et al., Genes Dev,
DANCR 4q12 - - 2012 (64)
MALAT1 11q13 RNA-Seq Caz+ ?83711) et al,, Urology, 2013
. Wang et al., Clin Cancer
2+
UCA1 19p13 Microarray Ca Res, 2006 (83)
Greife et al.,, Clin
MEG3 14932 RNA-Seq TZ+PD Epigenetics, 2014 (92)
RNA-Seq, - Gao et al., Biomed Res Int,
LINCO1503 ~ 9q34 Microarray 2 12*+PD 2014 (HNSC) (122)
CASC15 6p22 RNA-Seq, (o, TCGA (18)
Microarray
RNA-Seq, - TCGA (18), Lokalisation
PVTL 8q24 Microarray Ca (benachbart zu MYC)
RNA-Seq, - Lokalisation (Antisense-
CLURSHREE, it Microarray Catr, TZ+PD Transkript zu GATA3)
RNA-Seq, N
LINCO1116 2qg31 . Caz+ Lokalisation (HOXD-Lokus)
Microarray
HAGLROS 2q31 RNA-Seq Caz+ Lokalisation (HOXD-Lokus)
NEAT1 11q13 RNA-Seq Ca+ Lokalisation (benachbart

zu MALAT1)

77



Ergebnisse

Insbesondere wurde die IncRNA TINCR als differentiell exprimiert in der RNA-Seq
Analyse identifiziert in den Zellen, die mit Calciumchlorid stimuliert wurden. Kretz et al.
beschrieben diese IncRNA als wichtigen posttranskriptionellen Regulator in der
epidermalen Differenzierung. Die Expression von TINCR wird im Zuge der
Differenzierung hochreguliert, wobei TINCR im Zytoplasma an weitere Differenzierungs-
assoziierte mRNAs bindet und diese liber einen Staufenl-vermittelten Mechanismus
stabilisiert (44). Eine weitere Studie von Kretz et al. beschrieb die IncRNA DANCR, die
gegenlaufig zu TINCR in Epithelien in basalen Zellen exprimiert ist. Dort ist sie an der

Aufrechterhaltung der undifferenzierten Vorlduferzellen beteiligt (64).

MALAT1 wurde ebenfalls tiber die RNA-Seq-Analyse in den Calciumchlorid-stimulierten
Zellen als differentiell exprimiert gefunden. Diese IncRNA ist, wie bereits unter 3.1.
ausgefiihrt, als potentieller Biomarker fiir das Urothelkarzinom und weitere maligne
Erkrankungen in der Literatur beschrieben (87). MALAT1 ist im Nucleus lokalisiert und
dort an der transkriptionellen Regulation einer Vielzahl an Genen beteiligt, auch solchen,
die fir die Metastasierung wichtig sind. Zwei weitere IncRNAs, die in einer der beiden
Analysen auftauchten, sind ebenfalls bereits als potentielle Biomarker im
Urothelkarzinom beschrieben, namlich UCA1 und MEG3 (83, 92). UCA1 ist die am
starksten hochregulierte IncRNA in der Microarray-Analyse. MEG3, welches in den mit
Troglitazone und PD153035 behandelten Zellen differentiell exprimiert gefunden wurde,

ist im Urothelkarzinom herunterreguliert.

In allen drei Analysen wurde LINC01503 als differentiell exprimiert gefunden. Zudem
wurde diese IncRNA von Gao et al. als dereguliert in Plattenepithelkarzinomen der Zunge
beschrieben (122), was zusammen genommen auf eine funktionelle Bedeutung auch in
aberranter Differenzierung des Urothels hinweisen konnten. Die anderen IncRNAs, die in
beiden Analysen gefunden wurden und in die Liste potentieller Kandidaten aufgenommen
wurden, sind CASC15, PVT1, GATA3-AS1 und LINC01116. In der Kohorte der The Cancer
Genome Association mit 413 Harnblasen-Tumorgewebeproben, deren Genexpression
ebenfalls durch RNA-Seq-Analysen bestimmt wurde, ist die CASC15-Expression in 20%
aller Proben verandert, verursacht tiberwiegend durch Amplifikationen (Stand Januar
2018). Auch die in verschiedenen Tumorentitdten als potentielles Onkogen identifizierte
IncRNA PVT1, die vermutlich an der Regulation des auf Chromosom 8 benachbart
liegenden MYC beteiligt ist, ist in 17% aller Harnblasen-Tumorproben in der TCGA-

Kohorte durch Amplifikationen verdndert (Stand Januar 2018). GATA3-AS1 ist ein
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Antisense-Transkript, welches divergent zum Transkriptionsstart des
Transkriptionsfaktors GATA3 auf Chromosom 10 liegt. Bei GATA3 handelt es sich um
einen wichtigen Regulator epidermaler und urothelialer Differenzierung, der auch ein
wichtiger Faktor bei der Subtypisierung von Urothelkarzinomen ist (24). LINCO116
wurde in beiden Analysen (RNA-Seq und Microarray) gefunden, in denen die Zellen mit
Calciumchlorid stimuliert wurden. Zudem befindet sich sein Genlokus auf Chromosom
2931 in der Ndahe des HOXD-Clusters. Ebenfalls primar aufgrund ihrer chromosomalen
Lokalisation ausgewahlt wurden die IncRNAs HAGLROS und Neatl, die nach der RNA-
Seqg-Analysen ebenfalls Calciumchlorid-reguliert sind. HAGLROS wird wie LINC0116 im
HOXD-Lokus auf Chromosom 2q31 kodiert und wird als Antisense-Transkript zu HAGLR
transkribiert. Bei HAGLROS handelt es sich ebenfalls um eine IncRNA, welche divergent
zu HOXD1 exprimiert wird. NEAT1 ist auf Chromosom 11q13 in der Ndahe zu MALAT1

lokalisiert.
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3.6 Validierung der identifizierten IncRNAs mittels quantitiver PCR
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Abb.3.12: Validierung differentiell exprimierter IncRNAs in der urothelialen
Differenzierung mittels QRT-PCR. Eine Auswahl der identifizierten IncRNAs wurde in den RNA-
Proben aus in vitro Differenzierungsversuchen aus UP-Kulturen, die in die Microarray-Analyse (A)
bzw. in die RNA-Sequenzierungsanalyse (B) eingegangen sind, mittels qRT-PCR validiert. Die
Expression ist relativ zu der Expression des Housekeeper-Gens TBP angegeben.

Ein Teil der IncRNAs, die in den unter Kapitel 2.2.8.2 beschriebenen Microarray- und RNA-
Sequenzierungsanalysen als differentiell exprimiert im Laufe der wurothelialen
Differenzierung identifiziert wurden, wurde mittels quantitativer PCR (QRT-PCR) in den
RNA-Proben, die fiir die Analysen verwendet wurden, validiert. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 3.12 dargestellt. Die in den urspriinglichen Analysen gefundenen
Expressionsveranderungen konnten bestatigt werden. Die Expression von UCA1 wird in
der Calciumchlorid-vermittelten Differenzierung deutlich induziert, was durch die qRT-
PCR in beiden Versuchen nachgewiesen werden konnte. Als differentiell exprimiert
wurde UCA1 jedoch nur in der Microarray-Analyse gefunden. Auch die Expression von
MALAT1 wird in der Calciumchlorid-vermittelten Differenzierung induziert, was sich in
der qRT-PCR bestitigen lasst. Insbesondere in den Proben, die mittels RNA-Seq analysiert
wurden, war die Induktion von MALAT1 deutlich starker als erwartet. TINCR wurde
ebenfalls in der RNA-Seq als durch Calciumchlorid-induziert identifiziert. Dies bestatigt
sich auch in den Proben, die fiir die Microarray-Analyse verwendet wurden. LINCO1503
wurde in allen drei Analysen als herunterreguliert identifiziert. Dies konnte durch die
qRT-PCR bestatigt werden. CASC15 wurde als herunterreguliert in der Calciumchlorid-
vermittelten Differenzierung gefunden. Dies zeigte sich in der qRT-PCR zusatzlich in der
TZ+PD-vermittelten Differenzierung. Die Induktion von GATA3-AS1 durch
Calciumchlorid konnte in den Proben der Microarray-Analyse bestdtigt werden, nicht
jedoch in denen der RNA-Seq. In der RNA-Seq wurde GATA3-AS1 als durch TZ+PD-
Behandlung induziert identifiziert, was durch die qRT-PCR bestatigt werden konnte.
LINCO1116 wurde in beiden Analysen als durch Calciumchlorid herunterreguliert
identifiziert. Auch dies konnte in der qRT-PCR validiert werden. HAGLROS wurde in der
RNA-Seq als durch Calciumchlorid-Behandlung induziert gefunden. Dies konnte in der
gRT-PCR bestatigt werden, auch in den Proben, die flir den Microarray verwendet
wurden. In diesen Proben war die Induktion jedoch weniger stark. Dies konnte erklaren,
warum es in dieser Analyse nicht als signifikant differentiell exprimiert identifiziert

werden konnte.
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3.7 Differentiell exprimierte IncRNAs im Urothelkarzinom im
Vergleich zu Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich

Im Folgenden wurde die Expression der identifizierten IncRNAs in einer Serie von
Normal- und Tumorgewebeproben sowohl aus Urothelkarzinomen als auch aus Kopf-
Hals-Tumoren mittel qRT-PCR gemessen. Die Ergebnisse wurden verglichen mit RNA-
Sequenzierungsdaten aus der TCGA-Kohorte, die liber die TANRIC-Datenbank abgerufen
wurden. Die Ergebnisse sind als Boxplots in Abbildung 3.13 dargestellt. Insgesamt sind
die Expressionsunterschiede zwischen Normal- und Tumorgewebe innerhalb der mittels
gRT-PCR analysierten Gewebeserien gering. Im Falle der Kopf-Hals-Karzinome ist keiner
der Unterschiede statistisch signifikant; im Falle der Urothelkarzinome sind CASC15 und
HAGLROS signifikant tiberexprimiert in den Tumorproben gegeniiber den Normalproben.
Dies lief3 sich innerhalb der TCGA-Kohorte jedoch nicht bestatigen. In der iiberwiegenden
Zahl der Falle war die IncRNA-Expression in den Tumorproben gegeniiber den
Normalproben im Median erhoht. MALAT1 ist sowohl in den Tumorproben aus
Urothelkarzinomen als auch aus Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs
vermindert exprimiert. Dies bestdtigt sich auch in den TCGA-Daten fiir das
Urothelkarzinom. In der TCGA-Kohorte der Kopf-Hals-Tumore ist es jedoch signifikant
tiberexprimiert in den Tumorgeweben. Vermindert exprimiert in den Tumorgeweben in
Kopf-Hals-Tumoren sind dagegen die IncRNAs UCA1 und NEAT1. UCA1 ist in der TCGA-
Kohorte fiir das Urothelkarzinom signifikant in den Tumorproben erhoht. NEAT1
dagegen ist in der TCGA-Kohorte fiir Kopf-Hals-Karzinome signifikant tiiberexprimiert in
den Tumorproben gegeniiber den Normalproben. In den tibrigen Fallen ist die Richtung
der Expressionsinderung der IncRNAs zwischen den Geweben, die mit qRT-PCR
analysiert wurden, und den RNA-Seq Daten der TCGA gleich. Ebenfalls signifikant
tiberexprimiert sind demnach in dieser Kohorte die IncRNAs MALAT1, LINC01503,
CASC15, PVT1 und LINC01116, wobei in allen Fillen die Differenz in der medianen
Expression zwischen Tumor- und Normalgeweben gering ist. Die mittels RNA-Seq
detektierte Expression von LINC01503 und LINC01116 ist in beiden TCGA-Kohorten
insgesamt niedrig. Auffillig ist der Unterschied zwischen qRT-PCR und RNA-Seq bei
HAGLROS: in der gRT-PCR konnte die Expression von HAGLROS zuverlassig
nachgewiesen werden, in der RNA-Seq wurde diese IncRNA jedoch nur vereinzelt

detektiert.
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Abb.3.13: IncRNA Expression in UC und HNSC. Die Expression der IncRNAs MALAT1, UCA1,
LINC01503, CASC15, PVT1, LINCO1116, HAGLROS und NEAT1 wurde mittels qRT-PCR in
Gewebeproben des Urothelkarzinoms (UC_DUS, N=10, T=19) und Plattenepithelkarzinomen aus
dem Kopf-Hals-Bereich (HNSC_DUS, N=3, T=10) gemessen. Die Expression ist relativ zu dem
geometrischen Mittel der Expression von SDHA, TBP und GAPDH angeben. Im Vergleich sind die
RNA-Seq-Daten der TCGA fiir beide Kohorten (BLCA, HNSC), angegeben als RPMK, dargestellt. Die
p-Werte wurden mittels Wilcoxon-Rank-Sum-Test berechnet.

Des Weiteren wurde die Expression einzelner IncRNAs in Zelllinien aus
Urothelkarzinomen sowie von Plattenepithelkarzinomen aus dem Kopf-Hals-Bereich
mittel qRT-PCR gemessen. Die Expression in den Karzinomzelllinien wurde fiir das UC mit
der in benignen TERT-NHUC-Zellen, fiir das HNSC mit normalen humanen Keratinozyten
(NHEK) und HaCaT-Zellen verglichen. Die mit einem Plus-Zeichen markierten HNSC-
Zelllinien sind HPV-positiv (UD-SCC-2, UD-SCC-47, UD-SCC-104). Bei den HNSC-Zelllinien
UD-SCC-10, UM-SCC-14 und UM-SCC-17 handelt es sich um Paare aus Primartumor (A)

und Metastase (B) desselben Patienten.

Die Expression in den Zelllinien wurde zudem mit Daten verglichen aus der Cancer Cell
Line Encyclopedia (CCLE), die ebenfalls tiber die TANRIC-Datenbank abgefragt wurden,
soweit verfiigbar. Die mittels qRT-PCR und RNA-Seq (CCLE) erhobenen Expressionsdaten
sind in weiten Teilen vergleichbar. Dies wird besonders deutlich in Bezug auf TINCR, da

beide Analysen eine hohe Expression in RT-112 und HT1376 ergaben.
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in Urothelkarzinomzelllinien. Die Expression wurde mittels

gRT-PCR bestimmt und ist relativ zu dem geometrischen Mittel aus SDHA, TBP und GAPDH

mon

: IncRNA-Express

Abb.3.14

nicht detektierbar). Als benigne

soweit nicht anders angegeben (n.d.

Kontrollzelllinie wurde TERT-NHUC verwendet.

angegeben,
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TINCR | DANCR | MALAT1 [linc-UBC-1[ UCAL | CASCI5 | PVT1 | NEAT1 |GATA3-AS1] TUGL
647-V -4,529 4,12 3,131 5729 4,013 1,072 1,964 3,642 4,005
RT-112 2,581 4,233 3,973 5958] 6,876 1,387 3,75 19 4,711
639-V 3,877 5,095 5,523 238 8117 0,789 3,532 -0,29 4,61
253] -5,145 2,751 4,77 3,138 0,121 2,62 3,106 -0427 4,456
T24 -4,33 3,873 4,943 -2,813] 9,666 1,036 365 16,61  4,456)
BFTC-905 0,609 3,054 5,313 501 3,182 2,744 4,072 6,369 3,884
SCaBER -1,46 3,125 4,476 55 7,7 1,437 4,3%| 5866 4,297
182 0,008 3,619 5,737 2,777 -7,197 1,566 464 -4293 4,03
HT-1376 4,465 3,733 4,229 5002  -3447 1,141 4733 2,022 4,954
UM-UC:3 -2,226 3,896 6,146 -5,212 -7,776 124] 4,186 3,901
SW-1710 -4,365 2,355 2275 3359 0,033 5,233 -6,98 3,595

Abb.3.15: IncRNA-Expression in Urothelkarzinomzelllinien (CCLE). IncRNA-
Expressionsdaten aus RNA-Sequenzierungen (RPMK log2) von Urothelkarzinom-Zelllinien der
Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) wurden der TANRIC-Datenbank entnommen. Die
Farbcodierung gibt dabei die Starke der Expression an, wobei griin schwach exprimiert und rot
stark exprimiert darstellt. Fiir linc-UBC1 waren zum Zeitpunkt der Abfrage keine Daten hinterlegt.

Die lange nicht-codierende RNA TINCR ist zumeist nur schwach exprimiert; es gibt jedoch
in beiden Entititen einzelne Zelllinien, die eine hohe Expression aufweisen. Die
Expression von DANCR ist hingegen in allen analysierten Zelllinien beider Entitaten
nachweisbar. LINC01503 ist - mit der Ausnahme von UM-SCC-14B - in den
Karzinomzelllinien beider Entititen vermindert exprimiert gegeniiber den jeweiligen
benignen Kontrollen. CASC15 und GATA3-AS1 sind ebenfalls nur in einzelnen Zelllinien
schwach exprimiert und ansonsten nicht nachweisbar. Die Expression von PVT1 ist
dahnlich wie bei DANCR in allen Zelllinien nachweisbar. Dabei ist kein deutlicher
Unterschied gegeniiber den jeweiligen benignen Kontrollen erkennbar. LINC01116 ist in
den UC-Zelllinien deutlich vermindert exprimiert gegeniiber TERT-NHUC. In den HNSC-
Zelllinien ist LINCO1116 mit Ausnahme von UD-SCC-6 h6her exprimiert im Vergleich zu
den Keratinozyten und HaCaT. HAGLROS ist bis auf 5637 in den UC-Zelllinien dhnlich
stark exprimiert wie in TERT-NHUC. In den HNSC-Zelllinien - mit Ausnahme von UM-SCC-

17 - ist diese IncRNA stédrker exprimiert als in den benignen Kontrollen.
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Abb.3.16: IncRNA-Expression in Kopf-Hals-Karzinomzelllinien. Die Expression wurde mittels

gRT-PCR bestimmt und ist relativ zu dem geometrischen Mittel aus SDHA, TBP und GAPDH

nicht detektiert). Als benigne Kontrollzelllinien wurden normale humane

Keratinozyten (NHEK) und HaCaT verwendet. Die mit einem Plus-Zeichen markierten Zelllinien

angegeben (n.d.

sind HPV-positiv. Bei den Zelllinien UD-SCC-10, UM-SCC-14 und UM-SCC-17 handelt es sich um

Paare aus Primartumor (A) und Metastase (B) eines Patienten.
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3.9 In silico Analyse des Methylierungsmusters differentiell
exprimierter IncRNAs im UC

Eine mogliche Erklarung fiir Expressionsveranderungen der IncRNAs zwischen Tumor-
und Normalgeweben kdnnte ein verdndertes DNA-Methylierungsmuster sein. Um dies zu
uberprifen wurden oOffentlich zugangliche Datensiatze auf eine differentielle
Methylierung hin ausgewertet. Die ENCODE CpG-Methylierungsdaten im UCSC Genome
Browser (hg19) verschiedener Zelllinien unterschiedlicher Gewebe gaben einen ersten
Hinweis auf eine mogliche differentielle Methylierung ausgewdahlter IncRNAs, die in

Tabelle 15 zusammengefasst sind.

Tabelle 15: Methylierungsmuster einzelner IncRNAs im Gewebevergleich in den
ENCODE-Daten im UCSC Genome Browser (hg19)

IncRNA ENCODE Methylierung CpG-Insel

LINCO1116 differentiell chr2:177502241-177502910
LINC01503 leicht differentiell chr9:132099124-132099616
HAGLROS differentiell chr2:177042752-177043444
CASC15

NEAT1 einheitlich chr11:65189464-65190295
GATA3-AS1 differentiell chr10:8091375-8098329
MALAT1 einheitlich chr11:65264958-65265398
TINCR leicht differentiell chr19:5567519-5567939

PVT1 einheitlich chr8:128747806-128751279
DANCR einheitlich chr4:53578359-53579238
linc-UBC1 differentiell chr1:205424830-205426556
GAS5 einheitlich chr1:173837173-173837917
ncRAN einheitlich chr17:74553221-74553912
TUG1 differentiell chr22:31364565-31365575

Eine differentielle DNA-Methylierung zwischen Tumor- und Normalgewebe bei
Urothelkarzinompatienten kénnte eine Ursache fiir die differentielle Expression der
IncRNA-Gene sein. Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurden die
Methylierungsdaten der Methyl 450K Bead-Array-Analyse der TCGA-Kohorte fiir das
Blasenkarzinom (BLCA) iiber den UCSC-Xena-Browser ausgewertet. Neben den
Methylierungen von TUG1, linc-UBC1, HAGLROS, GATA3-AS1 und LINC01116 wurden
auflerdem die fiir UCA1, TINCR und DANCR erfasst. Die entsprechenden
Methylierungsdaten einzelner CpG-Stellen waren fiir die Gene UCA1, TUG1 und TINCR
bereits hinterlegt; fiir die librigen Gene wurden die CpG-Stellen anhand der genomischen
Lokalisation ausgewahlt wie exemplarisch in Abb. 3.17 dargestellt. Fiir GATA3-AS1
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wurden die im Xena-Browser hinterlegten CpG-Stellen fiir GATA3 ausgewertet, da die
transkriptionelle Regulation beider Gene vermutlich {iber einen bidirektionalen
Promotor gesteuert wird. Flir LINCO1116 und DANCR wurden CpG-Stellen ausgewahlt,
die sich innerhalb einer CpG-Insel (LINCO1116: chr2:177502241-177502910; DANCR
chr4:53578359-53579238) in der vermuteten Promotor-Region bzw. im ersten Exon des

jeweiligen Gens befinden.

A

linc-UBC1 (BLACAT1)

UCSC Genome Browser (hg19) Stand Juli 2017

UCSC Genome Browser (hgl9%) Stand Juli 2017

Abb. 3.17: Auswahl von CpG-Stellen fiir die DNA-Methylierungsanalyse. Fiir die
Methylierungsanalyse der Gene fiir linc-UBC1 (A) und HAGLROS (B) wurden die CpG-Stellen
anhand der genomischen Lokalisation festgelegt (rot umrandet).

Uber alle analysierten IncRNAs hinweg, mit Ausnahme von TUG1 und linc-UBC1, ist die
Methylierung an einzelnen CpG-Stellen in den Tumorproben geringer gegeniiber den
Normalproben (siehe Tabelle I im Anhang). In vielen Fillen ist diese differentielle
Methylierung fiir die einzelnen CpG-Stellen auch statistisch signifikant. Betrachtet man

jedoch die Methylierungsveranderungen tiiber alle CpG-Stellen fiir die jeweilige IncRNA,
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wie in Tabelle 16 aufgefiihrt, istlediglich TINCR iiber alle analysierten CpG-Stellen hinweg
in den Tumoren gegeniiber den Normalgeweben hypomethyliert. Dies konnte ein Hinweis
darauf sein, dass eine Hypomethylierung zu der Uberexpression von TINCR in Tumoren

gegeniiber Normalgeweben beitragt.

Tabelle 16: Mediane Methylierung verschiedener IncRNA-Gene in Tumor- (T) und
Normal-Proben (N) iiber alle analysierten CpG-Stellen hinweg. Die Werte wurden dem
UCSC XenaBrowser fiir die TCGA-Kohorte des Blasenkarzinoms (BLCA, 433 samples, N=21,
T=412) entnommen. Der p-value wurde mittels Wilcoxon-Rank-sum-Test in R berechnet.

MedianN MedianT p-value

UCA1 0.056 0.039 0.383
TUG1 0.767 0.807 0.753
TINCR 0.244 0.153 0.038
LINCO1116 0.089 0.048 0.439
lincUBC1 0.061 0.085 0.945
GATA3 0.109 0.061 0.051
DANCR 0.029 0.025 0.259
HAGLROS 0.067 0.047 0.259

Die Ergebnisse der Methylierung fiir die einzelnen analysierten CpG-Stellen kénnen

Tabelle I im Anhang entnommen werden.

3.10 Modelle der urothelialen Differenzierung in vitro

3.10.1 Identifizierung von Markergenen der squamosen Differenzierung in vitro

Im Laufe der Arbeit wurden in vitro Modelle der urothelialen Differenzierung verwendet
bzw. weiterentwickelt (siehe auch Abschnitt 3.5). Um die aberrante Differenzierung mit
plattenepithelialen Anteilen durch Calciumchlorid-Stimulation besser beschreiben zu
konnen, sollten squamose Markergene unter Berticksichtigung der Literatur identifiziert

werden, die an der Entwicklung dieses Phanotyps beteiligt sind.

Keratin 14 (KRT14) gehort zu den Typ-I-Keratinen der Intermediarfilamente, welches im

Zytoskelett epithelialer Zellen zu finden ist. Im Urothel ist KRT14 in wenigen Basalzellen
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exprimiert, die vermutlich Vorlduferzellen bei der Differenzierung der weiteren
Urothelschichten darstellen. In lineage-tracing-Experimenten konnte gezeigt werden,
dass sowohl Intermediarzellen als auch Deckzellen aus KRT14-positiven Basalzellen
hervorgehen und dartiber hinaus der Ursprung fiir die Entstehung von
Urothelkarzinomen sein konnen (123). Innerhalb der Urothelkarzinome ist die
Expression von KRT14 neben der von KRT5/6 ein Charakteristikum des Basal-
Squamosen-Subtyps (BASQ) (27). Daher wurden auch die Keratine 6 A und B in die Liste
der squamosen Markergene aufgenommen. Hierbei handelt es sich ebenfalls um
Intermediarfilamente, die jedoch zu den Typ-II-Keratinen gehoren. Es gibt insgesamt drei
Keratin 6-Isoformen, wobei Keratin 6C vermutlich nicht exprimiert wird und Keratin 6A
die hochste Expression aufweist (124). Die Lokalisation von Keratin 6 in
Urothelkarzinomen korreliert mit der Lokalisation von Arealen mit plattenepithelialer
Differenzierung. Indes wird die Expression von Keratin 6 durch die Aktivierung des EGF-

Rezeptors, der in Urothelkarzinomen haufig tiberexprimiert ist, induziert (124, 125).

Involucrin (IVL) ist neben Loricrin (LOR) ein Marker fir terminale Differenzierung in
Keratinozyten. Beide Gene gehoren zum Epidermalen Differenzierungskomplex (EDC) auf
Chromosom 1q21 und sind als Zielgene der IncRNA TINCR in der Keratinozyten-
Differenzierung beschrieben (44). Es war nicht méglich die Expression von Loricrin in UC-
Zelllinien mittels QRT-PCR nachzuweisen. Dies stimmt mit 6ffentlich zuganglichen RNA-
Sequenzierungsdaten dieser beiden Gene iiber verschiedene Gewebe hinweg iiberein
(GTEx-Daten, abgerufen iiber den USCS Genome Browser) wie in Abbildung 3.18
dargestellt. Demnach ist zwar Involucrin in der Blase schwach exprimiert, Loricrin jedoch

gar nicht.
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Involucrin (IVL)
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Abb.3.18: Expression von Ivolucrin und Loricrin in humanen Geweben. Die Expression von
Involucrin (A) und Loricrin (B) in verschiedenen humanen Gewebetypen, die im Genotype Tissue
Expression (GTEx) Program erhoben wurden, wurden liber den UCSC Genome Browser abgerufen.
Die schwarzen Pfeile markieren jeweils die Expression in der Harnblase.
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Wie Involucrin und Loricrin gehort auch Psoriasin (S100A7) zu den Genen innerhalb des
epidermalen Differenzierungskomplexes (EDC) auf Chromosom 1q21. Wie alle Proteine
der S100-Familie verfligt es tber zwei Calcium-bindende EF-Hand-Motive. Obwohl
S100A7 urspriinglich in psoriatischen Keratinozyten entdeckt wurde, gilt es als
allgemeiner Marker fiir Plattenepithelkarzinome. Trotz eines sehr heterogenen
Expressionsmusters fordert es in Plattenepithelkarzinom-Zelllinien die Zellproliferation
und verhindert die vollstdndige Differenzierung der Zellen in vitro und in vivo (126).
Bereits in dlteren Publikationen konnte S100A7 auch in Urothelkarzinomen als Marker
fir squamose Tumore nachgewiesen werden, das mdglicherweise von den Zellen

externalisiert und somit in den Urin abgegeben wird (127, 128).

Als weiteres Gen zur Charakterisierung squamoser Differenzierung in
Urothelkarzinomen, das ebenfalls innerhalb des EDC kodiert ist, wurde SPRRIB
ausgewdihlt. SPRR1B ist exklusiv in epithelialen Geweben wie Osophagus und der Haut
exprimiert. Eine erhohte Expression dieses Faktors konnte auch in mdoglichen
Tumorstammzellen bei Mundhohlen-Tumoren zu finden sein und mit einer erhéhten

Proliferation einhergehen (129).

Eine weitere Komponente des Cornified Envelope, einer molekularen Struktur der oberen
Schichten der Epidermis, ist Sciellin (SCEL). Obwohl eine homozygote Deletion dieses
Gens in Mausen nicht zu einem verdanderten Phanotyp flihrt und eine weitere Studie keine
Assoziation mit Plattenepithelkarzinomen des Osophagus gefunden hat, wurde dieser

Faktor als moglicher Indikator fiir epidermale Differenzierung ausgewahlt (130, 131).

Eine wichtige Rolle in der Funktion der Epidermis nehmen adherens junctions und
Desmosomen ein, die sich aus den speziellen Cadherinen Desmocollinen und
Desmogleinen zusammensetzen. In den unterschiedlichen Zellschichten der Epidermis
werden dabei spezifische Isoformen dieser desmosomalen Cadherine exprimiert, die
auch den Differenzierungsstatus des jeweiligen Zelltyps widerspiegeln. Fiir dieses Projekt
wurde Desmocollin 3 (DSC3) ausgewahlt, welches am starksten in den proliferierenden
Basalzellen exprimiert wird und dessen Expression im Laufe der Differenzierung

abnimmt (132).

Die Expression der ausgewadhlten Gene wurde in einer Reihe von
Urothelkarzinomzelllinien im Vergleich zu einzelnen Zelllinien aus dem Kopf-Hals-
Bereich mit qRT-PCR bestimmt und ist in den Balkendiagrammen in Abbildung 3.19
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dargestellt. Bei den UC-Zelllinien wurde fiir diese Analyse die Zelllinie SCaBER
eingeschlossen, die aus einem squamésen Tumor der Harnblase stammt. Als Kontrolle fiir
benigne Zellen ist neben TERT-NHUC auch die Expression exemplarisch in der
Primarkultur UP242 aufgefiihrt. Fiir Plattenepithelkarzinome aus dem Kopf-Hals-Bereich
wurden die Zelllinien UD-SCC-6 und FaDu ausgewahlt; als benigne Kontrollen HaCaT und

normale humane Keratinozyten (NHEK).

Erwartungsgemafl waren die squamdsen Markergene in den UC-Zellen schwacher
exprimiert als in den Kopf-Hals-Zelllinien. Auffillig ist, dass UP242 einzelne Gene
besonders stark exprimierte (SCEL, SPRR1B und INV), was die bekannte grofde
Heterogenitat von in vitro kultivierten UPs illustriert (133). Auffallig war aufderdem die
Zelllinie UD-SCC-6, die fiir mehrere Gene die hochste Expression innerhalb der
analysierten Zelllinien zeigt (KRT6B, SPRR1B, DSC3 und S100A7). Innerhalb der Kopf-
Hals-Tumorzelllinien war UD-SCC-6 auch die Zelllinie mit der héchsten Expression der

IncRNA TINCR.
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-Zelllinien im Vergleich

inom
zu Kopf-Hals-Karzinom-Zelllinien. Die Expression wurde durch qRT-PCR ermittelt und ist

Expression squamdser Markergene in Urothelkarzi

Abb.3.19

relativ zu dem geometrischen Mittel der TBP, SDHA, und GAPDH Expression angegeben. Als
benigne Kontrollen zu den Urothelkarzinom-Zelllinien wurde die Expression in UP242 und TERT-
NHUC bestimmt. Im Vergleich zum Urothelkarzinom wurden zudem die Kopf-Hals-Tumor-

Zelllinien UD-SCC-6 und FaDu sowie die Keratinozyten-Zelllinien HaCaT und normale humane

epidermale Keratinozyten (NHEK) in die Analyse eingeschlossen.
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Um die Zelllinien im Hinblick auf ihre squamosen Eigenschaften besser charakterisieren
zu konnen, wurden die Expressionswerte als heatmap dargestellt (siehe Tabelle 17).
Dabei wurde die Expression prozentual zu der Expression in den Keratinozyten
aufgetragen; griin stellt eine schwache Expression im Verhaltnis zu Keratinozyten dar, rot
eine starke. Aus dieser Auftragung wird deutlich, dass die Zelllinie SCaBER tatsachlich ein
hohes Mafd an squamédsen Eigenschaften aufweist. Neben SCaBER zeigen auch die UC-
Zelllinien BFTC905, RT112, 5637, HT1376, UM-UC-6 und VM-CUB1 eine gewisse
Expression squamoser Gene, wobei einzelne Expressionwerte dieser Zelllinien die von
SCaBER durchaus iibertrafen. Dabei muss darauf hingewiesen werden, dass es sich bei
den analysierten Keratinozyten nicht um terminal differenzierte handelt und diese somit
nicht die optimale Referenz darstellen. Dies wird dadurch deutlich, dass mit Ausnahme

von KRT6A die Expression aller gemessenen Gene in UD-SCC-6 deutlich hoher liegt.

Tabelle 17: Expression squamoéser Markergene in Urothelkarzinom-Zelllinien im
Vergleich zu Kopf-Hals-Karzinom-Zelllinien. Die Expressionswerte squamdser
Markergene von Urothelkarzinomzelllinien und Kopf-Hals-Karzinom-Zelllinien (vgl. Abb.3.19)
sind normiert auf die Expression in normalen humanen epidermalen Keratinozyten (NHEK)
angegeben. Die Farbcodierung spiegelt die Expressionsstarke wider, wobei griin einer schwachen
und rot einer starken Expression entspricht.

SPRR1B
BFTC-905 0.82
SW-1710
HT-1376 | 096 | 058 | 6874 | 41657 | 40877 |
VM-CUB1 5.30
SCaBER 34.25 36.39 7.01 73.61 7.43 52.60
TERT-NHUC 45.36 37.77 25.02 0.93 48.63 19.00
UD-SSC-6 30.36 168.48 529.77 329.24 719.77 225.99
2.52 0.97 16.62 1.27
2368.93 1.71 43.28 376.79 213.45
100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
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3.10.2 Molekulare Charakterisierung der urothelialen Differenzierung

Fiir diese Arbeit wurde die spontan immortalisierte, jedoch benigne Zelllinie HBLAK fiir
in vitro Differenzierungsversuche verwendet. Die in vitro-Differenzierung dieser Zellen
orientiert sich an den etablierten Protokollen fiir die Differenzierung von UP-Kulturen
(109). Zunachst wurden die in vitro-Differenzierungen in CnT-PR-Medium (Cellntec), das
auch fiir die Routine-Kultivierung der Zelllinie verwendet wird, durchgefiihrt. Wie bereits
von Hoffmann et al. beschrieben, fiihrt die pharmakologische Inhibition von EGFR durch
Zugabe von Troglitazone und gleichzeitiger pharmakologischer Aktivierung von PPARy
durch PD153035 nicht wie bei UP-Kulturen zu einer Hochregulation der urothelialen
Markergene UPK2 und KRT20 auf RNA-Ebene, obwohl eine phanotypische Veranderung
der Zellen stattfindet. Die Behandlung der Zellen mit Calciumchlorid fiihrt zu einer
Stratifizierung der Zellen, die auf eine squamose Differenzierung hindeutet. Eine
Induktion urothelialer Markergene findet nicht statt. Versetzt man das Medium zusatzlich
zu Calciumchlorid mit 5% fotalem Kalberserum (FCS), wird die Stratifizierung der Zellen

unterdriickt, die urothelialen Markergene UPK2 und KRT20 werden hochreguliert (109).

Im Verlauf dieser Arbeit wurde ein speziell fiir in vitro-Differenzierungen optimiertes
Medium von Cellntec auf den Markt gebracht (Cnt-PR-2D). Unter Verwendung dieses
Mediums sollten die molekularen Eigenschaften der unterschiedlichen
Differenzierungsprotokolle naher charakterisiert werden, insbesondere im Hinblick auf
den Anteil squamoser Differenzierung und die Bedeutung der IncRNAs TINCR und
DANCR. Neben den beiden IncRNAs wurde eine Reihe von Genen ausgewahlt, die in
Tabelle 2.8 zusammengefasst sind. Zur Charakterisierung der urothelialen
Differenzierung wurden die etablierten Marker UPK2 und KRT20 sowie, mit Hinblick auf
luminale Subtypen des Urothelkarzinoms, FOXA1 und GATA3 ausgewahlt (24) (134). Von
den in Kapitel 3.2 ndher beschriebenen squamésen Markergenen wurden KRT14,
Involucrin und S100A7 ausgewahlt. Zusatzlich sollte auch die Expression des
Transkriptionsfaktors ZNF750 analysiert werden. Wahrend Involucrin ein Zielgen von
TINCR in der Keratinozyten-Differenzierung ist, ist ZNF750 an der transkriptionellen
Regulation von TINCR selbst beteiligt. ZNF750 ist allgemeiner an der Regulation der
epidermalen = Homoostase  beteiligt. Eine verminderte Expression dieses

Transkriptionsfaktors triagt zur Entstehung squaméser Tumore im Osophagus bei (68).
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Tabelle 18: Differenzierungs-assoziierte Gene zur molekularen Charakterisierung
der urothelialen Differenzierung in vitro.

Gen Beschreibung Referenz

TINCR Mark(.er fiir Terminale Differenzierung in Kretz et al, (44)
Keratinozyten

DANCR Marker fiir basalen Status in Keratinozyten Kretz et al. (64)

UPK2 Marker fiir terminale Differenzierung im Olsbourgh et al,, 2002 (45)
Urothel

KRT20 Marker fiir terminale Differenzierung im Riedel et al,, 2005 (46)
Urothel

FOXA1 BT DTN ORI afagonlin Warrick et al., 2016 (24)
Urothelkarzinom

GATA3 Marker fur luminalen Subtyp im Warrick et al, 2016 (24)
Urothelkarzinom

KRT14 Marker fiir b.asal—squamosen SRR Papafotiou et al.,, 2016 (123)
Urothelkarzinom

INV Marker fiir terminale Differenzierung in Kretz et al. (44)

Keratinoyzten; Zielgen von TINCR
S100A7 Marker fiir squamose Urothelkarzinome Ostergaard etal. (127)
INF750 Trgnskrlptlonellel.*' Regulator von TINCR in
epidermaler Homoostase

Hazawa et al. (68)

In einem ersten Versuch wurden die HBLAK-Zellen mit den verschiedenen Protokollen
unter Verwendung des CnT-PR-2D-Mediums tber den Zeitraum von einer Woche
differenziert. Als zusatzliche Kontrolle wurden die Zellen in einem Well mit CnT-PR-
Medium (nicht fiir Differenzierung optimiert) ohne Differenzierungsstimulus kultiviert.
Die Expression der in Tabelle 18 aufgefiihrten Markergene wurde zum Ende der
Differenzierung bestimmt und ist relativ zur Expression von TBP in Abbildung 3.20A
dargestellt. Es muss darauf hingewiesen werden, dass auch die Expression von TBP und
anderen Housekeeper-Genen durch die Differenzierungsprozesse beeinflusst wird (nicht
dargestellt). Phanotypische Verdnderungen sind in Abbildung 3.20B zum Ende der
Differenzierung dargestellt. Bereits in den nicht-stimulierten Zellen, die tiber eine Woche
konfluent kultiviert wurden, sind phanotypische Veranderungen gegeniiber den
regelmafdig passagierten (nicht dargestellt) Zellen zu beobachten: die Zellen verlieren
ihre typisches regelmafliges ,Kachel“-Muster und werden langlicher. Die Ca%*/FCS-
stimulierten Zellen werden insgesamt grofder; Zell-Zell-Verbindungen treten deutlicher
hervor. Die TZ/PD-stimulierten Zellen werden granuloser und scheinen ihre Zell-Zell-
Kontakte sogar zu verlieren bis hin zum Abldésen der Zellen. Bei den Zellen, die nur mit
Calciumchlorid stimuliert wurden, zeigt sich im Laufe der Differenzierung eine deutliche

Stratifizierung. Nach einer Woche hat sich eine Art ,Hautchen“ gebildet, das in
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scheint, sodass die darunterliegende Zellschicht

aufzureifden“

”n

regelmafdigen Strukturen

sichtbar wird. Diese deutliche Stratifizierung konnte in dem nicht fiir die Differenzierung

optimierten CnT-PR-Medium unter Calciumchlorid-Stimulus nicht beobachtet werden

(nicht dargestellt).
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Abb.3.20: Molekulare und morphologische Charakterisierung der urothelialen
Differenzierung in HBLAK Zellen in vitro. HBLAK-Zellen wurden nach Erreichen der Konfluenz
unter Verwendung des Kultivierungsmediums (CnT-PR) und eines Differenzierungs-spezifischen
Mediums (CnT-PR-D) fiir eine Woche unter Verwendung verschiedener Stimuli (Ca2+/FCS, TZ+PD,
Caz+) invitro differenziert. Die Expression Differenzierungs-assoziierter Markergene wurde durch
gRT-PCR ermittelt und ist relativ zur Expression des Referenzgens TBP angegeben (A).
Morphologische Veranderungen sind durch lichtmikroskopische Aufnahmen dargestellt (B).

Auf die Expression von TINCR hat die Verwendung der beiden unterschiedlichen Medien
ohne Differenzierungsstimulus keinen Einfluss. Auch die Differenzierungsinduktion
durch Ca2*/FCS hat keinen Einfluss auf die Expression von TINCR. In diesem Experiment
wurde die Expression sowohl durch die Inkubation der Zellen mit TZ/PD als mit
Calciumchlorid alleine induziert. Die Expression von DANCR wurde in diesem Experiment
insbesondere durch Ca2*/FCS und Ca?* alleine vermindert. Erwartungsgemaf$ konnte die
Expression der beiden Markergene fiir urotheliale Differenzierung, UPKZ und KRT20, nur
durch Ca?*/FCS induziert werden. Ebenfalls nur durch Ca?*/FCS induziert wurde die
Expression von FOXA1. Die Expression von GATA3, dem anderen Marker fiir eine luminale
Differenzierung in Urothelkarzinomen, verandert sich unter den verschiedenen
Differenzierungsprotokollen kaum. Die Expression wird nur durch Ca%*/FCS erhéht, aber
viel schwécher als fiir FOXA1. Ein deutlicher Unterschied ist in der Expression von KRT14
zwischen den beiden verwendeten Medien im unstimulierten Zustand zu sehen. Bereits
zuvor wurde beschrieben, dass die HBLAK-Zelllinien im Vergleich zu UP-Kulturen ein
hohes basales KRT14-Expressionsnieveau aufweist (109). Die Expression ist im
Differenzierungs-optimierten CnT-PR-2D-Medium deutlich hoher gegentiber dem CnT-
PR-Medium. Die mit Calciumchlorid-stimulierten Zellen haben eine niedrigere
Expression, die TZ/PD-behandelten Zellen ein vergleichbares Expressionsniveau. Die
niedrigste KRT14-Expression findet sich in den Ca%*/FCS-stimulierten Zellen. Dies kdnnte
bedeuten, dass KRT14 in diesen Modellen kein optimaler Marker ist um eine squamose
Differenzierung zu identifizieren. Die beiden anderen Markergene fiir squamose
Differenzierung, S1I00A7 und Involucrin, werden dagegen nur durch den Stimulus mit
Ca2+alleine stark induziert. Diese Beobachtung passt zu der beobachteten Stratifizierung
der Zellen. Auch die Expression des Transkriptionsfaktors ZNF750 wird am starksten
durch Ca2*-Stimulierung induziert. Die Stimulation durch TZ/PD fiihrt ebenfalls zu einer

Induktion von ZNF750.
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Abb.3.21: Molekulare Charakterisierung der Differenzierung in HBLAK Zellen in vitro zu
verschiedenen Differenzierungszeitpunkten. HBLAK-Zellen wurden nach Erreichen der
Konfluenz unter Verwendung eines Differenzierungs-spezifischen Mediums (CnT-PR-D) fir 11
Tage unter Verwendung verschiedener Stimuli (Ca2+/FCS, TZ+PD, Ca%*) in vitro differenziert. Die
Expression Differenzierungs-assoziierter Markergene wurde zu drei verschiedenen Zeitpunkten
(4 Tage, 8 Tage, 11 Tage) im Zuge der Differenzierung durch qRT-PCR ermittelt und ist relativ zur
Expression des Referenzgens TBP angegeben.

Da in diesem Experiment nur die Expressionsveranderungen der Markergene zum Ende
der Differenzierung nach einer Woche erfasst wurden, wurde das Experiment wiederholt
und RNA nach vier, acht und elf Tagen geerntet. Allgemein ist der zeitlich limitierende
Faktor in diesen Experimenten die Stimulation der Zellen durch TZ/PD. Durch das
fortlaufende Ablosen der Zellen im Differenzierungsprozess und dem mehrfachen
Mediumwechsel waren bei einem langeren Zeitraum nicht mehr geniligend Zellen
vorhanden um ausreichende RNA-Mengen zu isolieren. Die phéanotypischen
Verdanderungen in diesem Experiment waren identisch mit den zuvor beschriebenen. In
diesem Experiment wurde die Expression von TINCR vor allem in den mit TZ/PD-
stimulierten Zellen induziert und bleibt im Zeitverlauf konstant. In den Ca2*-stimulierten
Zellen wurde TINCR in diesem Experiment erst nach elf Tagen induziert. Die Expression
in den nicht-stimulierten Zellen war nach 11 Tagen deutlich vermindert gegeniiber den
vorigen beiden Zeitpunkten. Die Expression von DANCR wurde in diesem Experiment
ebenfalls durch TZ/PD stimuliert, nahm jedoch in allen Konditionen iiber den Zeitverlauf
hinweg ab. Wie zuvor beobachtet wurde die Expression von UPK2, KRT20 und FOXA1 nur
durch Ca?*/FCS-Stimulation induziert. Bei UPK2 und FOXA1 war sie dabei an Tag 4 am
hochsten und sank dann wieder auf ein konstantes Niveau ab. KRT20 nahm im Zeitverlauf
dagegen kontinuierlich zu. Die Expression von GATA3 war in diesem Experiment kaum
verandert, am deutlichsten in den nicht-stimulierten Zellen: am hochsten wurde GATA3
an Tag 8 exprimiert und sank anschliefiend sogar unter dem Niveau von Tag 4. KRT14
war in allen Konditionen an Tag 4 am hochsten exprimiert. Die Expression sank daraufthin
deutlich ab. Am niedrigsten war die KRT14-Expression in den Ca2*/FCS-stimulierten
Zellen. Die Expression von S100A7 wurde wie zuvor vor allem durch Ca2* induziert, wobei
die Expression an Tag 8 am hochsten war. Involucrin wurde in diesem Experiment nur
durch TZ/PD induziert, nicht jedoch durch Ca2*. Involucrin ist als Zielgen von TINCR
beschrieben (44). Da in diesem Fall auch TINCR nicht durch Ca%* induziert wurde, konnte
dies eine Erklarung sein, warum dies auch fiir Involucrin der Fall war. Unter TZ/PD-

Stimulation stieg die Expression von Involucrin dagegen im Zeitverlauf kontinuierlich an.
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Auch die Expression von ZNF750 wurde durch TZ/PD kontinuierlich induziert. In den
nicht-stimulierten Zellen war die Expression von ZNF750 an Tag 4 auf einem &hnlich
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Abb.3.22: Molekulare Charakterisierung der Differenzierung in HBLAK Zellen in vitro zu
verschiedenen Differenzierungszeitpunkten. HBLAK-Zellen wurden nach Erreichen der
Konfluenz unter Verwendung eines Differenzierungs-spezifischen Mediums (CnT-PR-D) fiir 10
Tage Verwendung verschiedener Stimuli (Ca?*/FCS, TZ+PD, Ca2?*) in vitro differenziert. Die
Expression Differenzierungs-assoziierter Markergene wurde zu drei verschiedenen Zeitpunkten
im Zuge der Differenzierung durch qRT-PCR ermittelt und ist relativ zur Expression des
Referenzgens TBP angegeben (A). Der genaue Zeitverlauf in Bezug auf Stimulusgabe und RNA-
Extraktion ist in (B) schematisch aufgefiihrt.

Die in diesem Experiment beobachteten Expressionsschwankungen deuteten darauf hin,
dass die Zeitpunkte der jeweiligen Stimulusgabe und die Zeitpunkte der RNA-Isolation
kritische Faktoren sind. Diese Faktoren wurden daher in den folgenden Experimenten
vereinheitlicht wie in Abbildung 3.22B dargestellt. Mediumwechsel und
Differenzierungsstimulus erfolgten alle drei Tage, die RNA-Isolation jeweils am
darauffolgenden Tag, sodass liber einen Zeitraum von zehn Tagen insgesamt vier Mal
stimuliert wurde. Die phdnotypischen Verdnderungen erfolgten auch in diesem
Experiment wie zuvor beschrieben. Die Expression von TINCR wurde wiederum nur
durch Stimulation der Zellen mit TZ/PD induziert. In den nicht-stimulierten Zellen
veranderte sich die TINCR-Expression im Zeitverlauf nicht wesentlich. Ebenso hatte auch
die Stimulation mit Calciumchlorid in diesem Experiment keinen Einfluss auf die TINCR-
Expression. In den Zellen, die mit Ca2*/FCS stimuliert wurden, wurde die TINCR-
Expression insbesondere nach Tag vier und fiinf herunter reguliert. Die Expression von
DANCR nahm in allen Konditionen mit Ausnahme von Ca2*/FCS im Zeitverlauf mit
gewissen Schwankungen ab. Bei den mit Ca2*/FCS-stimulierten Zellen war die DANCR-
Expression bereits einen Tag nach der ersten Stimulation sehr niedrig und blieb im
Zeitverlauf auf diesem Niveau. Wie in den Versuchen zuvor wurde die Expression von
UPK2, KRT20 und FOXA1 auch in diesem Versuch nur durch Ca%*/FCS induziert. Die
Expression von GATA3 wurde nicht wesentlich durch die wunterschiedlichen
Differenzierungs-Stimuli beeinflusst. KRT14 wurde vor allem bei Stimulation durch
Ca2+/FCS im Zeitverlauf vermindert. Die Expression von S100A7 wurde wie zuvor durch
Ca2+/FCS induziert, eine besonders starke Steigerung wurde aber nur durch Stimulation
mit Calciumchlorid allein hervorgerufen. Dabei wurde der hochste Wert nach zehn Tagen
erreicht. Die ZNF750-Expression stieg in allen Konditionen mit Ausnahme von Ca2*/FCS
iber die Zeit hinweg an, wobei die grofdte Steigerung durch Stimulation mit TZ/PD
erreicht wurde. In den Ca2*/FCS-stimulierten Zellen war die Expression am ersten Tag am

hochsten, fiel darauf hin jedoch auf einen konstant niedrigen Wert. Auch die Expression
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von Involucrin stieg in allen Konditionen, auch in den nicht-stimulierten Zellen, iiber die
Zeit hinweg an. Nur in den Ca%*/FCS-stimulierten Zellen blieb die Involucrin-Expression

auf einem konstanten Niveau erhalten.
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Abb.3.23: Expressionsinderungen Differenzierungs-assoziierter Markergene im
Zeitverlauf. Die in Abb. 3.22 dargestellte Expression Differenzierungs-assoziierter Markergene
im Zuge der in vitro-Differenzierung von HBLAK-Zellen wurden normalisiert zu der
unbehandelten Kontrolle an Tag 1 im Zeitverlauf aufgetragen.
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Zur besseren Ubersicht der Veranderungen im Zeitverlauf wurde die Expression der
einzelnen Markergene in Abbildung 3.23 zusatzlich als Zeitkurven dargestellt. In dieser
Auftragung fallen die abweichenden Expressionsveranderungen einzelner Markergene
unter Ca2*/FCS-induzierter Differenzierung gegentiber den anderen
Differenzierungsprotokollen besonders auf. Wahrend die Expression von IncRNA DANCR
unter den verschiedenen Stimuli zu Beginn (Tag 1) hoch ist und im Zeitverlauf abnimmt,
ist die Expression unter Ca%*/FCS-Behandlung bereits zu Beginn niedrig und dndert sich
im Zeitverlauf nicht. Im Gegensatz dazu ist die Expression von ZNF750 unter den
verschiedenen Stimuli zu Beginn niedrig und nimmt im Zeitverlauf unterschiedlich stark
zu mit Ausnahme der Ca%*/FCS-induzierten Differenzierung: in diesem Fall verlauft die
Expressionsanderung genau umgekehrt. Involucrin wird von den Zellen zu Beginn nicht
exprimiert, wird jedoch wahrend im Zeitverlauf deutlich induziert, auch in den
unbehandelten Zellen. Anders in der Ca?*/FCS-induzierten Differenzierung, wo bereits
einen Tag nach Start des Experiments die Expression induziert wurde und sich im
Zeitverlauf auf einem gewissen Niveau stabilisiert. Dabei wird jedoch nicht dieselbe

Expressionshohe erreicht wie durch die anderen Kultivierungsbedingungen.
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3.10.3 Vergleich urothelialer Differenzierung mit Keratinozyten-Differenzierung

anhand des HaCaT-Modells
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Abb.3.24: Molekulare Charakterisierung der in vitro Keratinozyten-Differenzieruung in
HaCaT-Zellen. HaCaT-Zellen wurden fiir eine Woche unter konfluenten Bedingungen kultiviert
und im Vergleich zur urothelialen Differenzierung ebenso mit Troglitazone und PD153035
(TZ+PD) sowie einer erhohten Calcium-Konzentration zur Differenzierung stimuliert.
Morphologische Verdnderungen sind durch lichtmikroskopische Aufnahmen dargestellt (B). Die
Expression Differenzierungs-assoziierter Markergene aus zwei unabhangigen Versuchen wurde
durch qRT-PCR bestimmt und ist relativ zu der Expression des Referenzgens TPB angegeben (A).

Da ein wesentlicher Fokus dieses Projektes auf der plattenepithelialen
Fehldifferenzierung des Urothels lag, wurde auch ,echte” plattenepitheliale
Differenzierung anhand des HaCaT-Modells untersucht. HaCaT-Zellen differenzieren,
wenn sie langer als 24 Stunden konfluent sind sowie durch einer erhohten Calcium-
Konzentration im Medium (135). Die Differenzierung ist dabei vor allem morphologisch
durch das Auftreten von mehrlagigen Zellschichten gekennzeichnet wie es in Abb.3.24B
ansatzweise zu erkennen ist. Zusatzlich wurden die Zellen mit Troglitazone und
PD153035 wie in den Modellen der urothelialen Differenzierung behandelt. Die
Behandlung mit TZ/PD fiihrt dazu, dass die Zellen deutlich weniger mehrschichtige
Strukturen bilden im Vergleich zu den unbehandelten Zellen sowie den Calcium-
behandelten Zellen (Abb.3.24B). Die Differenzierung wurde in zwei unabhdngigen
Versuchen iiber einen Zeitraum von jeweils einer Woche durchgefiihrt. Die Ergebnisse
der Expressionsmessung auf RNA-Ebene fiir die verschiedenen Differenzierungs-
assoziierten Gene sind in Abb. 3.24A aufgefiihrt. Zwischen den unbehandelten und den
Calcium-behandelten Zellen gibt es tiber alle untersuchten Gene hinweg keine
Unterschiede mit Ausnahme der Expression von TINCR. In diesem Fall schwankt die
Expression in beiden Versuchen tiber alle Bedingungen hinweg. Die deutlichsten
Veranderungen der Expression der Differenzierungs-assoziierten Gene wurden durch
TZ/PD-Behandlung beobachtet. Davon betroffen sind insbesondere Gene, die im
Zusammenhang mit plattenepithelialer Differenzierung stehen: ZNF750, S100A7 und
KRT14 wurden unter TZ/PD-Behandlung deutlich herunterreguliert gegentuber

unbehandelten und Calcium-behandelten Zellen.
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3.11.Bedeutung der IncRNAs TINCR und DANCR wahrend der
urothelialen Differenzierung und Karzinogenese

3.11.1 TINCR-/DANCR-Expression im Urothelkarzinom im Vergleich zu
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich

Bereits in Abschnitt 3 wurde auf Veranderungen der beiden IncRNAs TINCR und DANCR
wahrend der urothelialen Differenzierung eingegangen. In diesem Abschnitt soll es
darum gehen, welchen Einfluss beide IncRNAs auf die urotheliale Karzinogenese ausiiben.
Dazu wurde die Expression beider IncRNAs mittels qRT-PCR in einer grofieren
Gewebeserie gemessen und mit RNA-Sequenzierungsdaten der TCGA sowohl fiir das
Urothelkarzinom (BLCA) als auch fiir Plattenepithelkarzinome aus dem Kopf-Hals-
Bereich (HNSC) verglichen. Dariiber hinaus wurden die Expressionsdaten wie zuvor mit
den klinischen Daten der Patienten korreliert. Neben der grofieren Gewebeserie mit
Tumorproben aus Urothelkarzinomen, stand fiir diese Untersuchung auch eine kleinere
Serie (n=12) mit Proben zur Verfiigung, bei denen es sich um reine plattenepitheliale

Karzinome der Harnblase (UC-SCC) handelt.

Die Expressionsmessung in diesen Gewebeserien ergab, dass beide IncRNAs im
Urothelkarzinom iiberexprimiert sind, wobei dieser Befund im Falle von TINCR nur in der
TCGA-Kohorte statistisch signifikant ist. Die Hochregulation der Expression in den
Tumorproben gegeniiber den benignen Kontrollen ist auch in den squamosen
Urothelkarzinomen zu finden (UC-SCC). Bei den Plattenepithelkarzinomen aus dem Kopf-
Hals-Bereich sind beide IncRNAs in den Tumorproben tendenziell niedriger exprimiert

gegeniiber den Normalproben, jedoch nicht statistisch signifikant.

Die Korrelation der Expressionsdaten aus der grofieren Gewebeserie, die mittels qRT-
PCR analysiert wurde, ergab keinen Zusammenhang zwischen IncRNA-Expression und
dem Gesamtiiberleben der Patienten, wie auch aus den Kaplan-Meier-Kurven in
Abbildung 3.25B hervorgeht. Dieser Befund bestdtigte sich in den TCGA-Daten. Die
Kaplan-Meier-Kurven wurden tliber die TANRIC-Datenbank abgerufen. Sowohl aus der
univariaten als auch der multivariaten Analyse geht jedoch hervor, dass eine hohe TINCR-
Expression mit einer schlechteren Prognose in Bezug auf das Metastasen-freie Uberleben

einhergeht.
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Abb.3.25: TINCR-/DANCR-Expression in Urothelkarzinomen und Kopf-Hals-Karzinomen.
Die Expression der IncRNAs TINCR und DANCR wurde mittels qRT-PCR in acht benignen
Urothelgeweben, 161 Geweben von Urothelkarzinomen, 12 Geweben von
Plattenepithelkarzinomen der Harnblase und drei benignen Schleimhautgeweben aus dem Kopf-
Hals-Bereich sowie sieben Kopf-Hals-Tumorgewebeproben ermittelt. (A) Die Expression ist
relativ zu dem geometrischen Mittel der TBP und SDHA Expression aufgetragen. Im Vergleich
wurde fiir beide Tumorentitaten RNA-Seq-Daten, angegeben als Logarithmus der reads per million
mapped reads (RPMK), aus der TCGA-Kohorte iiber die TANRIC-Datenbank abgerufen. Diese
umfasst 19 benigne und 252 Tumor-Gewebe fiir das Blasenkarzinom (BLCA) sowie 42 benigne
und 426 Tumor-Gewebe fiir die Kopf-Hals-Tumore (HNSC). (B) Es wurden Kaplan-Meier-Kurven
fiir Tumorgewebe, die mittels qRT-PCR analysiert wurden, erstellt. Die Patienten wurden anhand
der medianen IncRNA-Expression in hohe (griin) und niedrige (blau) Expression eingeteilt. Der p-
Wert ist fiir Cox-Regressionsanalysen angegeben, die Uberlebenszeit in Monaten. Kaplan-Meier-
Kurven fiir die TCGA-Kohorten beider Tumorentititen (BCLA, HNSC) wurden der TANRIC-
Datenbank entnommen (rot=hohe Expression, blau=niedrige Expression).
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Abb.3.26: TINCR-/DANCR-Expression in Plattenepithelkarzinomen der Harnblase. Die
Expression der IncRNAs TINCR und DANCR wurde mittels gRT-PCR in 14 reinen
Plattenepithelkarzinomen der Harnblase (UC-SCC), 17 Tumoren mit einem plattenepithelialen
Anteil (MIX), vier benignen urothelialen Geweben sowie elf Urothelkarzinomen ermittelt. Die
Expression ist relativ zu dem geometrischen Mittel der TBP- und SDHA-Expression aufgetragen

Die IncRNA-Expression, ermittelt via qRT-PCR, in einem kleineren Gewebeset mit Fokus
auf plattenepithelialer Differenzierung zeigt, dass es durchaus einen Unterschied in der
medianen Expression geben konnte zwischen Tumoren, die eine rein plattenepitheliale
Histologie aufweisen gegeniiber Tumoren mit gemischter Histologie, auch wenn die
Unterschiede weder fiir die TINCR noch fiir die DANCR Expression statistisch signifikant
sind (Abb.3.26). Statistisch signifikant in dieser kleinen Gewebeserie ist jedoch der
Unterschied zwischen der DANCR-Expression in UC-SCC-Tumoren im Vergleich zu
Urothelkarzinomen: in UC-SCC-Tumoren ist DANCR schwacher exprimiert, auch wenn

der Unterschied marginal ist.
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Abb.3.27: Eignung der TINCR- bzw. DANCR-Expression als diagnostische Biomarker im
Urothelkarzinom. Es wurden ROC-Kurven-Analysen fiir die Expression von TINCR bzw. DANCR
aus den RNA-Sequenzierungsdaten der TCGA-Kohorte fiir das UC zur Unterscheidung von Tumor-
und Normalgewebe durchgefiihrt. Angegeben ist jeweils die Area under the Curve (AUC) mit dem
dazugehorigen 95 %igen Konfidenzintervall (CI). Angegeben ist zudem der berechnete beste Cut-
off-Wert (Threshold) mit der jeweiligen Spezifitat und Sensitivitat.

Um zu analysieren, ob die gefundene Uberexpression der beiden IncRNAs im
Blasenkarzinom als Diagnosekriterium geeignet ist, wurde eine Receiver-Operating-
Kurven-Analyse (ROC-Analyse), auch Grenzwertoptimierungskurve genannt, fiir die
Expressionswerte der TCGA-Kohorte, die iiber die TANRIC-Datenbank abgefragt wurden,
durchgefiihrt. Dabei soll tiberpriift werden, ob ein und welcher Expressionswert geeignet
ist zwischen Tumor- und Normalgewebe zu unterscheiden. Die Area Under the Curve
(AUC) betragt fiir TINCR 0.74 und fiir DANCR 0.65. In beiden Fallen liegt dieser Wert
innerhalb des 95%-igen Konfidenzintervalls. Die Berechnung des besten Trennwertes aus
dieser ROC-Analyse ergab fiir TINCR einen Wert von 0.28 und fiir DANCR 4.40 (relative
Expression). In beiden Fallen liegt dieser Wert deutlich unterhalb des ermittelten

Medians der Tumorproben.
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Abb.3.28: DNA-Methylierungsgrad einzelner CpG-Stellen fiir TINCR und DANCR in
Gewebeproben der TCGA-Kohorten fiir Blasenkarzinome (BLCA) und Kopf-Hals-Tumor
(HNSC). Die Boxplots fiir primédre Tumor (blau), Normalgewebe (rot) und Metastasen (violett)
wurden dem UCSC-Xena-Browser entnommen und stellen den DNA-Methylierungsgrad als beta-
value dar. Stand Juli 2018
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Des Weiteren wurde die in silico Analyse des DNA-Methylierungsmusters (vgl. 3.9) von
TINCR und DANCR auf die TCGA-Kohorte der Kopf-Hals-Tumore ausgeweitet. Die
Ergebnisse der Methylierungsanalyse basierend auf 450k-Methylierungsarray-Daten fiir
einzelne CpG-Stellen sind in Abb. 3.28 dargestellt. Bei der anschliefenden statistischen
Analyse iiber die Mediane aller betrachteten CpG-Stellen fiir das jeweilige Gen in der
jeweiligen Kohorte hinweg bestatigte sich das Ergebnis aus Kapitel 3.9, dass nur im Falle
von TINCR im Urothelkarzinom eine Hypomethylierung vorliegt, wie bereits in den
Boxplots der einzelnen CpG-Stellen zu erkennen ist. Fiir Kopf-Hals-Tumore trifft diese
Beobachtung nicht zu. Eine Ausnahme in beiden Tumorentitidten bildet cg15688918, die
in beiden Entititen sowohl in Tumoren als auch im Normalgewebe eine deutlich
verminderte Methylierung gegentiber den tibrigen CpG-Stellen aufweist. Hierbei handelt
es sich um eine CpG-Stelle in der vermuteten Promotorregion von TINCR, die von allen in

dieser Region befindlichen CpG-Stellen dem Transkriptionsstart am nachsten gelegen ist.

Tabelle 19: Mediane DNA-Methylierung der TINCR- und DANCR-Gene in Tumor- (T)
und Normalgewebe-Proben (N) iiber alle analysierten CpG-Stellen hinweg. Die Werte
wurden dem UCSC XenaBrowser fiir die TCGA-Kohorten des Blasenkarzinoms (BLCA, 436
samples) und der Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich (HNSC, 604 samples)
entnommen. Der p-Wert wurde mittels Wilcoxon-Rank-sum-Test in R berechnet.

Median N Median T Wilcox p
TINCR 0.244 0.153 0.038
BLCA
DANCR 0.029 0.025 0.259
TINCR 0.199 0.202 0.71
HNSC
DANCR 0.029 0.028 0.887

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der Expression der IncRNAs und dem
Auftreten von plattenepithelialen Tumoren naher zu betrachten, wurde eine hierachische
Clusteranalyse mit den TCGA-Daten in Bezug auf den basal-squamodsen-Subtyp des
Urothelkarzinoms durchgefiihrt. Dieser molekulare Subtyp ist durch eine hohe
Expression der squamoésen Markergene KRT14, KRT6 und KRT5 bei gleichzeitig niedriger
Expression der Iluminalen Markergene FOXA1l und GATA3 charakterisiert. Die
Expressionsdaten aus der RNA-Sequenzierungsanalyse der TCGA wurden tber die
cbioportal-Website heruntergeladen und hierachische Clusteranalysen mit dem
Morpheus-Online-Tool des Broad Institute durchgefiihrt. Aus dieser Analyse ergab sich

tatsachlich ein Zusammenhang der TINCR-Expression mit dem BASQ-Subtyp: Tumore, die
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diesen Subtyp aufweisen, haben eine intermedidare TINCR-Expression. Tumore, die eine
besonders hohe TINCR-Expression aufweisen, haben diesen Subtyp dagegen nicht. Als
interne Kontrolle wurde die Expression der IncRNA TUG1 mit einbezogen, die in Tumoren
mit BASQ-Subtyp niedrig exprimiert ist, wie in Kapitel 3.4 beschrieben. Obwohl TINCR
und DANCR iiber alle Tumore hinweg betrachtet hochreguliert sind, ist die Expression
innerhalb individueller Tumore eher gegenldufig: Tumore mit hoher TINCR-Expression
haben eher eine niedrige DANCR-Expression und umgekehrt. Die beschriebenen
Zusammenhange bestdtigen sich auch bei einer hierarchischen Clusteranalyse der in
Kapitel 3 beschriebenen Differenzierungs-assoziierten Markergene. Das bedeutet, dass
Tumore mit einer hohen TINCR-Expression und niedriger DANCR-Expression eine hohe
Expression der squamosen Markergene KRT14, S100A7 und ZNF750 aufweisen bei
gleichzeitig niedriger Expression von FOXA1 und GATA3. Die urothelialen Markergene
KRT20 und UPK2 sind in fast allen Tumorproben exprimiert, wenn auch unterschiedlich

stark.

Als Vergleich wurden die Analysen auch mit den RNA-Seq Daten fiir Kopf-Hals-Karzinome
(TCGA HNSC) durchgefiihrt. Eine gegenlaufige Expression von TINCR und DANCR ist in
dieser Tumorentitit nicht zu finden. Auffallig ist, dass Tumoren dieser Entitat mit hoher
Expression von KRT14, KRT6A und KRTS5 eine niedrige Expression der beiden IncRNAs
aufweisen (Abb. 3.29A). Dieser Zusammenhang fiir KRT14 bleibt auch bestehen,
analysiert man die Expression in Bezug auf die Expression Differenzierungs-assoziierter
Markergene (Abb. 3.29B). Ein ganz dhnliches Muster weist auch die Expression von

S100A7 auf.
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Abb.3.29: Clusteranalyse der Expression von TINCR & DANCR mit Differenzierungs-
assoziierten Genen. Mit Hilfe des Morpheus-Online-Tools wurden hierarchische Clusteranalysen
der RNA-Seq-Expressionsdaten aus den TCGA-Kohorten fiir das Harnblasenkarzinom (BLCA) und
Kopf-Hals-Tumore (HNSC) fiir TINCR/DANCR und die Gene, die den basal-squamdsen Subtyp
(BASQ) in Urothelkarzinomen charakterisieren (A), und den Differenzierungs-assoziierten
Genen, die im Zuge dieser Arbeit identifiziert wurden (B). Eine blaue Farbung steht dabei fiir eine
niedrige Expression innerhalb einer Tumorprobe, rot fiir eine hohe.

Um eine mogliche Assoziation der Expression der beiden IncRNAs mit anderen
molekularen Subtypen des Urothelkarzinoms zu finden, wurde eine hierarchische
Cluster-Analyse der IncRNA-Expression (inkl. TUG1) fiir das Markergen-Panel fiir den
basalen, den luminalen, den p53-like und den Claudin-assoziierten Subtypen
(entsprechend Dadhania et al., (29)) durchgefiihrt (Abb.3.30). In dieser Analyse zeigt sich
eine heterogene Expression von TINCR, die keinem der molekularen Subtypen eindeutig
zugeordnet werden kann. DANCR hingegen ist in Tumoren mit basalem Subtyp eher
niedrig exprimiert. Eine hohere DANCR-Expression findet sich hingegen in Tumoren, die

dem luminalen Subtyp zuzuordnen sind.

TCGA BLCA (n=408)

SNAI2 | ’I

cions | fl |}|'| f W'H'HNN | ql'['“

= A, i i e

e Jﬁ."

1 Ill
‘lll 1 'HI \ I' IIIIJ M il MI IIlIlI i

h.'
Vi .,u (s ”Hn i

5 WI' '”F'"' I"""”' ! ||[ 1||||1|‘ pi by iy

|| U L ot '&h&{gﬂw " -W_! MWWL:‘M iy ol '..r‘ Léﬂ

T

B .
high

low

117



Ergebnisse

Abb.3.30: Clusteranalyse der Expression von TINCR & DANCR mit Subtypen-assoziierten
Genen. Mit Hilfe des Morpheus-Online-Tools wurden hierarchische Clusteranalysen der RNA-Seq-
Expressionsdaten aus den TCGA-Kohorten fiir das Harnblasenkarzinom (BLCA) fir
TINCR/DANCR und Genen erstellt, die nach Dhadania et al. unterschiedliche molekulare Subtypen
des Harnblasenkarzinoms charakterisieren (1=basal, 2=luminal, 3=p53-like, 4=Claudin-like).
Eine blaue Farbung steht dabei fiir eine niedrige Expression innerhalb einer Tumorprobe, rot fir
eine hohe.

Uber die TANRIC-Datenbank wurde zudem abgefragt, dass keine Assoziation der IncRNA-

Expression mit einer HPV-Infektion in Kopf-Hals-Tumoren vorliegt (nicht dargestellt).

3.11.2 TINCR/DANCR-Expression in verschiedenen Tumorentititen

Trotz ihrer wichtigen Rolle in der Homoostase der epidermalen Differenzierung sind die
IncRNAs TINCR und DANCR in Plattenepithelkarzinomen aus dem Kopf-Hals-Bereich im
Gegensatz zum Urothelkarzinom nicht differentiell exprimiert. Daraus ergab sich die
Fragestellung, ob die beiden IncRNAs auch in anderen Tumorentititen differentiell
exprimiert sind. Dazu wurde die Expression in allen in der TANRIC-Datenbank zur
Verfiigung stehenden Datensdtzen analysiert und als Boxplots in den Abbildungen 3.31
und 3.32 dargestellt. Eine Zusammenfassung tiber die ausgewerteten Datensatze befindet
sich in Tabelle 18.

Tabelle 20: Ubersicht iiber die Tumorentititen, die fiir die pan-Cancer-Analyse fiir

die TINCR- bzw. DANCR-Expression herangezogen wurden. Angegeben ist jeweils die
Anzahl an Normalgewebsproben (#N) und Tumorproben (#T).

Abkiirzung Tumorentitit #N #T

BLCA Bladder Urothelial Carcinoma 19 252
HNSC Head and Neck Squamous Cell Carcinoma 42 426
BRCA Breast Invasive Carcinoma 105 837
CESC Cervical Squamous Cell Carcinoma and 3 196

Endocervical Adenocarcinoma

KICH Kidney Chromophobe 25 66

KIRC Kidney renal clear cell carcinoma 67 448
KIRP Kidney renal papillary cell carcinoma 30 198
LIHC Liver hepatocellular carcinoma 50 200
LUAD Lung Adenocarcinoma 58 488
LUSC Lung Squamous cell carcinoma 17 220
PRAD Prostate Adenocarcinoma 52 374
STAD Stomach Adenocarcinoma 33 285
THCA Thyroid Carcinoma 59 497
UCEC Uterine Corpus endometroid carcinoma 4 316
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Tatsachlich sind beide IncRNAs in einem Grofsteil der analysierten Tumorentititen
differentiell exprimiert, wobei sowohl Uberexpression als auch Herunterregulation
auftreten. Einen Hinweis, dass TINCR oder DANCR nur in bestimmten Tumorarten
differentiell exprimiert sind, lasst sich aus dieser Analyse nicht ableiten. Jedoch ist die
IncRNA-Expression in einigen Tumorentitiaten wie im Harnblasenkarzinom gleichsinnig
verandert. So sind TINCR und DANCR auch in Brustkrebs (BRCA) und
Plattenepithelkarzinomen der Lunge (LUSC) tiiberexprimiert gegeniiber gesundem
Gewebe. In zwei Nierenzellkarzinomentitaten, KICH und KIRP, sind die beiden IncRNAs

dagegen vermindert exprimiert gegentiber dem Normalgewebe.
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Abb. 3.31: Pan-Cancer-Analyse der TINCR-Expression in verschiedenen Tumorentititen.
Die Expression der IncRNA TINCR ist aus RNA-Sequenzierungsdaten verschiedener
Tumorentitdten aus TCGA-Studien iiber die TANRIC-Datenbank als log2 der reads per million
mapped reads (RPMK) fiir Normalgewebe (N) und Tumorgewebe (T) dargestellt. Die Pfeile geben
die Richtung einer signifikanten Verdnderung (Wilcoxon-Rangsummentest, p<0.05) an.
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Abb. 3.32: Pan-Cancer-Analyse der DANCR-Expression in verschiedenen Tumorentititen.
Die Expression der IncRNA DANCR ist aus RNA-Sequenzierungsdaten verschiedener
Tumorentitdten aus TCGA-Studien iiber die TANRIC-Datenbank als log2 der reads per million
mapped reads (RPMK) fiir Normalgewebe (N) und Tumorgewebe (T) dargestellt. Die Pfeile geben
die Richtung einer signifikanten Verdnderung (Wilcoxon-Rangsummentest, p<0.05) an.

3.11.4 Subzellulidre Lokalisation von TINCR/DANCR wahrend der urothelialen
Differenzierung

Aus der epidermalen Differenzierung in Keratinozyten ist bekannt, dass TINCR vorrangig
im Cytoplasma lokalisiert ist. Um die subzellulare Lokalisation von TINCR und DANCR
wahrend der urothelialen Differenzierung zu bestimmen, wurde nach Induktion der
Differenzierung durch Ca2*/FCS in der HBLAK-Zelllinie eine fraktionierte RNA-
Aufreinigung durchgefiihrt und die IncRNA-Expression in den beiden Fraktionen
(Nucleus und Zytoplasma) mittels qRT-PCR durchgefiihrt. Fiir diese RNA-Fraktionierung
konnen die Zellen nicht direkt im Well lysiert werden, sondern miissen wie unter 2.2.6.2
beschrieben zunachst durch Accutase-Behandlung abgeldst werden. Dies war mit Zellen,
die mit TZ+PD zur Differenzierung stimuliert wurden, nicht méglich, denn bei der

Inkubation der Zellen mit Accutase oder Trypsin platzten diese auf.

Als Kontrolle fiir eine erfolgreiche Fraktionierung wurde die Expression von KCNQT10T1
(LIT1) bestimmt. Hierbei handelt es sich ebenfalls um eine IncRNA, die mit Chromatin
interagiert und somit nicht im Zytoplasma vorliegt (136). Die Ergebnisse in Abbildung
3.33 sind nicht normalisiert auf ein Housekeeper-Gen dargestellt, sondern als Ct-Werte
aufgetragen. Die Fraktionierung der RNA war erfolgreich, da das Transkript von
KCNQT10T1 nur in der nukledren Fraktion nachweisbar ist, nicht jedoch in der
cytoplasmatischen. TBP-mRNA hingegen ist in beiden Fraktionen nachweisbar, wobei der
cytoplasmatische Anteil etwas grofier ist. Wie zuvor beschrieben, dndert sich die
Expression von TINCR auf das gesamte Zelllysat (RNA total) durch die Differenzierung
mit Ca2*/FCS nicht, jedoch steigt der Anteil im Cytoplasma. Dies geht jedoch nicht mit
einer Verringerung des Anteils im Nucleus einher. Dies lasst darauf schliefden, dass es
nicht zu einer Verschiebung der subzelluldren Lokalisation kommt, TINCR jedoch fiir
einen gewissen Zeitraum im Cytoplasma stabilisiert wird. DANCR ist ebenfalls sowohl im
Cytoplasma als auch im Nucleus lokalisiert, wobei sich der grof3ere Anteil im Cytoplasma
befindet. Zu einer Verschiebung der subzelluliren Lokalisation wahrend der

Differenzierung kommt es nicht.
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Abb. 3.33: Subzellulare Lokalisation von TINCR und DANCR. Es wurde eine fraktionierte RNA-
Extraktion in unbehandelten und durch Calcium und FCS differenzierten HBLAK durchgefiihrt. In
totalen RNA-Extrakten, Extrakten der cytoplasmatischen und der nukledren Fraktion wurden
tiber qRT-PCR die Transkripte fiir KCN1OT1 als Kontrolle fiir eine ausschliefdlich nuklear
vorkommende RNA, TBP als Kontrolle fiir eine iberwiegend cytoplasmatisch vorkommende RNA
und TINCR und DANCR nachgewiesen. Die relative Transkriptmenge ist als Ct-Wert aufgetragen,
der zudem als Zahlenwert iiber den Balken angegeben ist.

3.12 Modulation der TINCR-Expression in Tumorzelllinien

3.12.1 siRNA-vermittelte Herunterregulation von TINCR

Um den Einfluss von TINCR auf die Eigenschaften von Urothelkarzinom-Zelllinien zu
untersuchen, wurden Zelllinien mit einer stabilen Expression der IncRNA ausgewahlt
(RT-112 und BFTC-905, vgl. 3.7) und mit einem spezifischen siRNA-Pool gegen TINCR
behandelt. Als Vergleich wurde dartiber hinaus die Kopf-Hals-Tumorzelllinie UD-SCC-6

hinzugenommen. Diese hat nicht nur die héchste TINCR-Expression von den in dieser
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Arbeit verwendeten Kopf-Hals-Tumorzzelllinien, sondern auch eine auffillig hohe

Expression an squamdsen Markergenen. Die Expressionsmessung ergab, dass ein

Knockdown von TINCR nach 48 Stunden erreicht wurde, wie in Abb. 3.34 anhand der

Mittelwerte fiir zwei unabhingige Experimente dargestellt ist.
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Abb.3.34: Expression Differenzierungs-assoziierter Markergene in Tumorzelllinien nach
siRNA-vermitteltem TINCR-Knockdown. In den Kopf-Hals-Karzinom-Zelllinien UD-SCC-6 und
den beiden Urothelkarzinom-Zelllinien RT-112 und BFTC-905 wurde fiir 48 Stunden ein siRNA-
vermittelter Knockdown von TINCR in zwei voneinander unabhangigen Versuchen durchgefiihrt.
Die Expression von TINCR, DANCR und weiteren Differenzierungs-assoziierten Markergenen
wurde durch qRT-PCR ermittelt und ist relativ zur Expression von TBP als fold change dargestellt.
Die Expressionswerte fiir die jeweilige Zelllinie, die mit einem siRNA-Pool gegen TINCR behandelt
wurde (hellgrau), wurde normalisiert gegen Zellen, die mit einer non-targeting Kontroll-siRNA
behandelt wurde (dunkelgrau).

Wie in Abb. 3.34 dargestellt, wurde ebenfalls die Expression der Differenzierungs-
assoziierten Markergene 48 Stunden nach TINCR-Knockdown gemessen. Dies ergab, dass
insbesondere in RT-112 keine konsistente Regulation dieser Gene stattfindet, sondern die
Expression in den beiden Experimenten stark unterschiedlich ist. Davon sind sowohl die
Gene betroffen, die an der urothelialen Differenzierung beteiligt sind wie KRT20 und
FOXA1, als auch Gene, die charakteristisch sind fiir plattenepitheliale Differenzierung wie
ZNF750, S100A7, FOXA1 und INV. In BFTC-905 fiihrt der TINCR-Knockdown nicht zu
Expressionsdnderungen. In der Kopf-Hals-Tumorzelllinie DU-SCC-6 fiihrt der TINCR-
Knockdown zu einer starken Abnahme der GATA3-Expression und zur einer

geringfiigigen Herrunterregulation von UPK2.
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B SiTINCR L

w
Kontrolle
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Abb.3.35: Zellulidre Eigenschaften von Tumorzelllinien nach siRNA-vermitteltem TINCR-
Knockdown. In den Kopf-Hals-Karzinom-Zelllinien UD-SCC-6 und den beiden Urothelkarzinom-
Zelllinien RT-112 und BFTC-905 wurde fiir 48 h ein siRNA-vermittelter Knockdown von TINCR in
zwei voneinander unabhangigen Versuchen durchgefiihrt. Nach weiteren 24 bzw. 48 h wurde
mittels MTT-Assay die Zellviabilitit bestimmt. Die Zellviabilitat nach 48 h ist relativ zur
Zellviabilitat nach 24 h fir Zellen, die mit einer non-targeting Kontroll-siRNA (dunkelgrau) und
Zellen, die mit einem siRNA-Pool gegen TINCR (hellgrau) dargestellt (A). 48 h nach siRNA-
vermitteltem TINCR-Knockdown wurden die Zellen in Einzelzellsuspension ausgesat und somit
die Klonogenitat bestimmt (B).
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Neben Anderungen in der Genexpression wurde auch der Einfluss der TINCR-Expression
auf zellulare Eigenschaften betrachtet. Dazu gehorte die relative Zellviabilitat 48 Stunden
nach TINCR-Knockdown, wie in Abbildung 3.35A gezeigt. In keiner der analysierten
Zelllinien (UD-SCC-6, RT-112, BFTC-905) war eine Verdnderung der Zellviabilitat nach
TINCR-Knockdown festzustellen. Die Zellen wurden 48 Stunden nach erfolgtem
Knockdown fiir den MTT-Assay ausgesat und jeweils 24 bzw. 48 Stunden spater wurde
die Zellviabilitidt gemessen. Die relative Zellviabilitdt ist als Quotient dieser beiden Werte
angegeben. Die Ergebnisse des Klonogenitits-Assays (dargestellt in Abb. 3.35B) sind
heterogen fiir die beiden Zelllinien RT-112 und BFTC-905. Ein eindeutiger Unterschied ist
nicht zu erkennen. Die Zelllinie UD-SCC-6 war in der der stark verdiinnten
Einzelzellsuspension nicht mehr dazu in der Lage Klone zu bilden unabhangig von der

TINCR-Expression.
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Abb.3.36: Expression Differenzierungs-assoziierter Markergene in Tumorzelllinien nach
siRNA-vermitteltem TINCR- bzw.DANCR-Knockdown. In den Kopf-Hals-Karzinom-Zelllinien
UD-SCC-6 und der Urothelkarzinom-Zelllinien HT-1376 wurde fiir 72 Stunden ein siRNA-
vermittelter Knockdown von TINCR und DANCR in zwei voneinander unabhingigen Versuchen
mit je einem technischen Replikat pro Bedingung durchgefiihrt. Die Expression von TINCR,
DANCR und weiteren Differenzierungs-assoziierten Markergenen wurde durch gRT-PCR
ermittelt und ist relativ zur Expression von TBP dargestellt. Die Expressionswerte fiir die jeweilige
Zelllinie, die mit einem siRNA-Pool gegen TINCR bzw. DANCR behandelt wurde, wurde
normalisiert gegen Zellen, die mit einer non-targeting Kontroll-siRNA behandelt wurde.
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Eine langere Behandlung der Zelllinien HT-1376 und UD-SCC-6 mit einem siRNA-Pool
gegen TINCR iiber 72 Stunden rief keine deutliche Verdnderung der Expression der
Markergene hervor. Wurde ein siRNA-Pool gegen DANCR fiir 72 Stunden in die Zelllinien
transfiziert, wurde in der Zelllinie UD-SCC-6 die Expression von DANCR nicht zuverlassig
herunterreguliert, sodass in diesem Fall eine Veranderung der Markergenexpression
nicht beurteilt werden kann. In der Zelllinie HT-1376 fiihrte der Knockdown von DANCR

iiber 72 Stunden ebenfalls nicht zu einer verdnderten Markergenexpression.

3.12.2 Stabile TINCR-Uberexpression

Um ein Konstrukt zur Uberexpression von TINCR zu erstellen wurde das Volllingen-
Transkript von TINCR (3.7 kb) in den pcDNA4/TO-Vektor mit seinem CMV-Promotor
einkloniert. Dieser Vektor wurde ausgewahlt, da er auch iliber eine Zeocin-Resistenz
verfligt, iber die Urothelkarzinom-Zelllinien mit stabiler TINCR-Uberexpression
selektiert werden kénnen. Mit T-24 und 253] wurden Zelllinien ausgewahlt, die endogen
eine besonders niedrige TINCR-Expression aufweisen sowie RT-112, die endogen eine

intermedidre TINCR-Expression besitzt.
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Abb.3.37: Expression Differenzierungs-assoziierter Markergene in Tumorzelllinien nach
stabiler TINCR-Uberexpression. In die Urothelkarzinom-Zelllinien T-24, RT-112 und 253]
wurde die IncRNA TINCR durch Selektion Zeocin-resistenter Zellen stabil transfiziert
(Pools). Es wurde RNA in frithen Passagen (Early, p<5) und spaten Passagen (Late, p=10,
schraffiert) nach erfolgter Zeocin-Selektion extrahiert. Die Expression von TINCR, DANCR
und weiteren Differenzierungs-assoziierten Markergenen wurde durch ¢RT-PCR

ermittelt und ist relativ zur Expression von TBP dargestellt.
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Abbildung 3.37 ist zu entnehmen, dass in allen drei Zelllinien eine stabile Uberexpression
erreicht werden konnte, die im Falle von RT-112 und 253] auch tiiber eine ldngere
Kultivierungsdauer (>10 Passagen) erhalten bleibt. In T-24 wurde zu Beginn eine
besonders hohe Uberexpression erzielt, die aber bei langerer Kultivierung nicht erhalten
blieb. Wie zuvor wurde die Expression der Differenzierungs-assoziierten Markergene
nach TINCR-Expressionsmodulation gemessen. Um Expressionsveranderungen im
Zeitverlauf aufzuzeigen, wurde RNA zu zwei verschiedenen Zeitpunkten aus den
Zelllinien aufgereinigt, namlich direkt nach erfolgreicher Selektion Zeocin-resistenter
Zellen und nach langerer Kultivierungsdauer (>10 Passagen). Die deutlichsten
Expressionsdnderungen sowohl nach TINCR-Modulation als auch in Bezug auf die
Kultivierungsdauer waren bei der Zelllinie RT-112 zu beobachten. Die Expression der
IncRNA DANCR, welche im Laufe der Keratinozyten-Differenzierung als gegenlaufig zu
TINCR exprimiert beschrieben wurde, veranderte sich nach TINCR-Uberexpression in
den Zelllinien nicht. Lediglich in T-24 schwankt die DANCR-Expression im Laufe der
Kultivierungsdauer. Dies scheint jedoch unabhangig von der TINCR-Expression zu sein.
Die Expression von UPK2 ist in den Zelllinien T-24 und 253] an der Nachweisgrenze und
wird durch TINCR-Uberexpression in diesen Zelllinien auch nicht induziert. In der RT-112
jedoch steigt die UPK2-Expression nach TINCR-Uberexpression iiber eine lingere
Kultivierungsdauer deutlich an. Auch die Expression von KRT20 ist in den Zelllinien T-24
und 253] kaum messbar, in RT-112 ist die Expression nach TINCR-Uberexpression etwas
reduziert gegeniiber der des Leervektors. Auch die Gene ZNF750, S100A7 und GATA3
sind am stdarksten in der RT-112-Zelllinie exprimiert. Ihre Expressionen weisen eine
gewisse Schwankung im Zeitverlauf auf, werden jedoch nicht wesentlich durch die TINCR-
Uberexpression beeinflusst. FOXA1, ebenfalls in RT-112 am stiarksten exprimiert, wird
unabhingig von der TINCR-Uberexpression sowohl in T-24 als auch in RT-112 nach
langerer Kultivierung herunterreguliert. Die Expression von KRT14 ist nur in RT-112
nachweisbar. Das Cytokeratin-Gen ist dort zu Beginn in den Zellen, die mit dem
Leervektor transfiziert wurden, besonders stark exprimiert, geht aber im Laufe der
Kultivierung auf das Niveau der TINCR-iiberexprimierenden Zellen zuriick. Auch die
Expression von INV ist nur in RT-112 nachweisbar und ist in den TINCR-
liberexprimierenden Zellen zu beiden erfassten Zeitpunkten reduziert gegentiber den

Zellen, die mit dem Leervektor transfiziert wurden.
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Abb.3.38: Zellulire Eigenschaften der TINCR-iiberexprimierenden Zellen zu
verschiedenen Passagierungszeitpunkten. In die Urothelkarzinom-Zelllinien T-24, RT-
112 und 253] wurde die IncRNA TINCR durch Selektion Zeocin-resistenter Zellen stabil
transfiziert (Pools). Die Proliferation der Zellen, die den Leervektor (dunkelgrau) und
Zellen, die das TINCR-Plamid (hellgrau) tragen, wurde mittels MTT-Assay als relative
Zellviabilitat tiber einen Zeitraum von 96 Stunden im Abstand von jeweils 24 Stunden
bestimmt (A). Die Klonogenitit wurde ermittelt, indem die Zellen in Einzelzellsuspension
in niedriger Dichte ausgesat wurden (B). Proliferation und Klonogenitat wurde fiir Zellen
in einer frithen Passage (Early, p<5) und Zellen in einer spaten Passage (Late, 210)
bestimmt.

Wie auch bei den siRNA-behandelten Zellen wurden bei den TINCR iiberexprimierenden

Zellen zellulare Eigenschaften wie Proliferation und Klonogenitat unter Beriicksichtigung
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der Kultivierungsdauer untersucht. Die Proliferation wurde in diesem Fall {iber einen
Zeitraum von 96 Stunden im Abstand von je 24 Stunden gemessen. Dies ergab, dass in
allen drei untersuchten Zelllinien bereits nach kurzer Kultivierungsdauer die TINCR-
liberexprimierenden Zellen gegeniiber den Zellen, die den Leervektor enthalten,
tendenziell etwas starker proliferieren. Dies bestdtigte sich nach léngerer
Kultivierungsdauer jedoch nur in der T-24, obwohl in dieser, wie zuvor beschrieben, die
TINCR-Expression nach langerer Kultivierung abgeschwacht wurde. In der Klonogenitat
kann kein Unterschied zwischen den Vektor-transfizierten und den TINCR-
liberexprimierenden Zellen festgestellt werden unabhangig von der Kultivierungsdauer.
Zusammen genommen deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die Uberexpression von

TINCR keinen nennenswerten Einfluss auf die zellularen Eigenschaften der Zelllinien hat.

3.12.3 Transiente vs. stabile DANCR-Uberexpression

Ahnlich wie IncRNA-TINCR wurde eine um 42 Basen verkiirzte Variante der IncRNA
DANCR in dem pcDNA4/TO-Vektor unter der Kontrolle eines CMV-Promotors kloniert.
Bei einer transienten Transfektion dieses Konstruktes fiir 72 bzw. 48 Stunden in die UC-
Zelllinien T-24, RT-112 und BFTC-905 fiihrte dies zu einer Uberexpression der IncRNA
gegeniber Zellen, die mit dem Leervektor transfiziert waren (Abb.3.39A). Wurde 48
Stunden nach Transfektion eine Zeocin-Selektion der Zellen durchgefiihrt, wurden die
Zellen wie erwartet Zeocin-resistent, die Uberexpression von DANCR blieb jedoch nicht

erhalten wie aus den unverdnderten Ct-Werten in Tabelle B aus Abb. 3.39 hervorgeht.

A B
72h 48h
200 Ct DANCR
T24 Vektor 25.14
160 T24 DANCR 25.57
a.
[sa]
= 120
> BFTC905 Vektor 24.61
Z 80 BFTC905 DANCR 24.81
Lo
a
40 RT112 Vektor 23.80
. RT112 DANCR 23.18
0 .
T-24 RT-112 BFTC-905

Vektor - DANCR

131



Ergebnisse

Abb.3.39: Uberexpression von DANCR in Urothelkarzinomzelllinien. (A) In den UC-
Zelllinien T-24, RT-112 und BFTC-905 wurde die IncRNA DANCR transient fiir 72 bzw. 48
Stunden tliberexprimiert. Die relative Expression der DANCR-liberexprimierenden Zellen
(dunkelgrau) ist gegeniiber den Leervektor-transfizierten Zellen (hellgrau) dargestellt. In
(B) sind die Ct-Werte der DANCR-Expression nach erfolgreicher Zeocin-Selektion, die 48
Stunden nach Transfektion durchgefiihrt wurde, aufgefiihrt.

3.12.4 Modellierung der TINCR-Expression in der urothelialen Differenzierung

Zusatzlich zu den Urothelkarzinom-Zelllinien wurde TINCR auch in der HBLAK-Zelllinie
stabil liberexprimiert. In diesem Fall konnte das TINCR-Konstrukt durch Lipofektion nur
transient in die Zellen eingebracht werden. Eine anschlief3ende Selektion Antibiotika-
resistenter Zellen erwies sich als nicht méglich, vermutlich da die Transfektionseffizienz
nicht hoch genug ist. Durch die Antibitioka-Selektion werden die Zellen dann zu stark
ausgedinnt. Um diese Schwierigkeit zu umgehen wurde statt Lipofektion eine
Nucleofektion durchgefiihrt. Der Erfolg wurde durch eine parallel durchgefiihrte
Nucleofektion eines GFP-Konstruktes liberpriift (nicht dargestellt). Anschliefsend erfolgte
die Selektion stabil transfizierter Zellen durch Zeocin-Behandlung. Die erfolgreiche
Uberexpression von TINCR ist in Abb.3.40 relativ zur Expression von TBP dargestellt.

10
] Abb.3.40: Uberexpression von TINCR in stabil-

g transfizierten HBLAK-Zellen

Relative Expression
.

" ==l

Vektor TINCR

Zunachst wurde der Einfluss von TINCR auf Proliferation und Klonogenitat der Zellen
bestimmt, wie in Abb. 3.40 dargestellt. Die Klone der TINCR iiberexprimierenden Zellen
wachsen deutlich kompakter als die eher diffus wachsenden Klone der Leervektor-
Kontrolle. Dies ist besonders deutlich in den lichtmikroskopischen Aufnahmen zu
erkennen (Abb.3.40A). Die Messung der relativen Zellviabilitat iiber 96 Stunden hinweg
deutet darauf hin, dass die TINCR {iiberexprimierenden Zellen einen geringen

Wachstumsvorteil gegeniiber den Leervektor-Zellen haben (Abb.3.40B).

132



Ergebnisse

A 10x 20x

Wektor

TINCR

[y
[3*]

=]

Relative Zellviabilitit
.

24h 48h 72h 96h

Abb.3.41: Zellulire Eigenschaften der TINCR-iiberexprimierenden HBLAK-Zellen. In die
pra-neoplastische Urothelzelllinie HBLAK wurde die IncRNA TINCR durch Selektion Zeocin-
resistenter Zellen stabil transfiziert (Pool). Die Klonogenitidt wurde ermittelt, indem die Zellen in
Einzelzellsuspension ausgesit wurden. Die Morphologie der Zellklone ist zusatzlich als
lichtmikroskopische Aufnahme in 10-facher und 20-facher Vergrofierung abgebildet. (A) Die
Proliferation der Zellen, die den Leervektor (hellgrau) oder das TINCR-Plamid (dunkelgrau)
tragen, wurde mittels MTT-Assay als relative Zellviabilitat iiber einen Zeitraum von 96 Stunden
im Abstand von jeweils 24 Stunden bestimmt (B).

Die stabil-transfizierten HBLAK-Zellen wurden nach den unterschiedlichen zuvor
beschriebenen Protokollen differenziert (s. Abschnitt 2.2.5). Es wurden zwei unabhdngige
Versuche in unterschiedlichen Passagen durchgefiihrt. Die phanotypischen
Veranderungen nach abgeschlossener Differenzierung sind in Abb. 3.42 gezeigt. Ein
auffalliger Unterschied zwischen den TINCR- und Leervektor-transfizierten Zellen ist
bereits in der unbehandelten Kontrolle erkennbar: die TINCR-iliberexprimierende
Zelllinie enthalt deutlich mehr abgerundete und nicht mehr adhérente Zellen. Dagegen

sind in den Zellen, die mit Calcium und FCS behandelt wurden, kaum Unterschiede zu
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erkennen. Ebenfalls deutlich mehr abgerundete und nicht mehr adharente Zellen treten
zudem in den mit TZ+PD-induzierten Zellen auf. Besonders deutlich ist die Veranderung
in den Zellen, die nur mit Calcium stimuliert wurden. Die Leervektorzellen stratifizieren
wie zuvor beschrieben mit den charakteristisch erkennbaren verschiedenen
Zellschichten. Diese deutliche Stratifizierung ist in den TINCR-iiberexprimierenden Zellen

weitgehend aufgehoben.
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Abb.3.42: Morphologische Veridnderungen TINCR-iiberexprimierender HBLAK-Zellen nach
10 Tagen Differenzierungs-Induktion. HBLAK-Zellen wurden nach Erreichen der
Konfluenz 10 Tage unter Verwendung verschiedener Stimuli (Ca2*/FCS, TZ+PD, Ca?*) in
vitro differenziert. Es wurden zwei voneinander unabhingige Versuche durchgefiihrt.
Morphologische Verdnderungen sind durch lichtmikroskopische Aufnahmen fiir beide
Versuche in 10-facher und 20-facher Vergrofderung dargestellt.

Die Expression der Differenzierungs-assoziierten Markergene wurde nach 10 Tagen der
Differenzierung bestimmt und als Fold Change in Bezug auf die jeweils unbehandelte
Kontrolle liber beide Experimente gemittelt dargestellt (Abb. 3.43). Obwohl die beiden
Experimente phanotypisch konsistent waren, zeigt sich in der Expression der Markergene
eine sehr hohe Varianz. Die unbehandelte Kontrolle belegt zunachst, dass die TINCR-
Uberexpression iiber die 10 Tage Kultivierungsdauer bei vollstindiger Konfluenz
erhalten bleibt. Durch die Behandlung mit Calcium und FCS wird die TINCR-Expression
jedoch auf das Niveau der Vektor-Zellen herunterreguliert. Die TZ+PD-Behandlung
dagegen fiihrt dagegen zu einer Verstirkung der TINCR-Induktion in den
liberexprimierenden Zellen, auch wenn dieser Effekt in den beiden Versuchen
unterschiedlich stark ist. In den Calcium-stimulierten Zellen verdndert sich die TINCR-

Expression gegeniiber den unbehandelten Zellen nicht.
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Abb.3.43: Expression Differenzierungs-assoziierter Markergene in HBLAK-Zellen nach
stabiler TINCR-Uberexpression. In die pra-neoplastische Urothelzelllinie HBLAK wurde die
IncRNA TINCR durch Selektion Zeocin-resistenter Zellen stabil transfiziert (Pools). In zwei
voneinander unabhidngigen Versuchen wurden die Zellen unter Verwendung verschiedener
Differenzierungsstimuli (Ca?*/FCS, TZ+PD, Ca?*) fiir 10 Tage in vitro differenziert. Nach Abschluss
der Differenzierung wurden RNA-Lysate gewonnen und die Expression Differenzierungs-
assoziierter Markergene gemessen. Die Expression ist als arithmetisches Mittel des fold changes
aus beiden Versuchen bezogen auf die unbehandelte Vektorkontrolle dargestellt.

Die TINCR-Uberexpression hatte keinen Einfluss auf die DANCR-Expression. Diese ist in
beiden Subzelllinien in den Calcium und FCS-behandelten sowie den nur mit Calcium-
behandelten Zellen herunterreguliert gegentiber den unbehandelten Zellen. Auch die
Expression der Markergene fir urotheliale Differenzierung UPK2 und KRT20 erscheint
unabhangig von der TINCR-Expression. Wie zuvor wurde die Expression beider Gene nur
durch die Stimulation mit Calcium und FCS induziert, wobei sich insbesondere die Starke
der KRT20-Induktion zwischen beiden Experimenten stark unterscheidet. Ein
konsistenter Unterschied zwischen Leervektor- und TINCR-transfizierten Zellen zeigt
sich in der Expression von ZNF750, welches bei TZ+PD-Stimulation in den TINCR-
liberexprimierenden Zellen verstiarkt exprimiert wird. Durch Calcium und FCS-
Behandlung wird die ZNF750-Expression in beiden Subzelllinien gegeniiber
unbehandelten Zellen vermindert. Auch die Expression von S100A7, GATA3 und FOXA1
wird von der TINCR-Expression nicht beeinflusst, wobei FOXA1 erneut nur durch Calcium
und FCS-Behandlung induziert werden konnte. Die TINCR-Uberexpression hat dagegen
einen deutlichen Effekt auf die KRT14-Expression in den unbehandelten Zellen, welche in
beiden Versuchen in den TINCR-iiberexprimierenden Zellen deutlich vermindert ist,
ahnlich wie in differenzierten Zellen. Die starkste Verminderung der KRT14-Expression
wird durch Calcium und FCS-Stimulation hervorgerufen. Dies ist jedoch unabhangig von
der TINCR-Expression. Besonders heterogen ist die Regulation von Involucrin durch
TINCR innerhalb der beiden Differenzierungsexperimente. Konsistent ist jedoch der
Effekt bei TZ+PD-induzierter Differenzierung: hier vermittelt die TINCR-Uberexpression
auch eine deutliche Induktion von Involucrin im Vergleich zu den Leervektor-

transfizierten Zellen.
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4. Diskussion

4.1 IncRNAs als Biomarker im Urothelkarzinom

Als wichtige Eigenschaft langer nicht-codierender RNAs wird ihre Gewebe-spezifische
Expression angesehen, da sie auf spezifische regulatorische Funktionen hindeutet (137).
Im Laufe der Tumorentstehung kann es ebenfalls zu einer differentiellen Expression von
IncRNAs gegeniiber gesundem Gewebe kommen, wodurch IncRNAs als potenzielle
diagnostische oder prognostische Biomarker fiir Tumorerkrankungen in Frage kommen.
Flir viele Tumorentitaten sind bereits einzelne IncRNAs als solche Biomarker beschrieben
worden; einige davon wurden durch Screening bei RNA-Expressionsstudien entdeckt
(138). So wurde beispielsweise in Tumorgeweben mehrerer Tumorentititen die IncRNA

HOTAIR iiberexprimiert gegeniiber den gesunden Geweben gefunden (38).

Auch fiir das Urothelkarzinom ist die Entwicklung neuer diagnostischer und
prognostischer Biomarker erstrebenswert, um Krankheitsverlauf und Therapieerfolg -
und damit letztlich das Uberleben der Patienten - besser verfolgen und verbessern zu
konnen. Es gibt bereits Studien, die einzelne differentiell exprimierte IncRNAs als
geeignete Biomarker fiir das UC propagiert haben. Zwei dieser IncRNAs, UCA1 und linc-
UBC1, sind in diesem Kontext erstmalig beschrieben worden (83, 85). Speziell UCA1
wurde als moglicher Urin-Biomarker vorgeschlagen, da eine erhohte Transkript-Menge
in Urinsedimenten von Tumorpatienten im Vergleich zu gesunden Personen gefunden
wurde. Es gibt ein grofdes Interesse an der Etablierung neuer Urin-basierter Biomarker
fur die Diagnose und Prognose von Harnblasenkrebs, da auf diese Weise die
Notwendigkeit von teuren und fiir die Patienten unangenehmen Zystoskopien verringert
werden konnte. Bisher etablierte Urin-basierte Biomarker fir diese Tumorart basieren
auf dem Nachweis von Proteinen, die von Tumorzellen in den Urin freigesetzt werden wie
Nuclear matrix protein 22 (NMP22) oder dem Nachweis von spezifischen chromosomalen
Aneuploidien  iber  Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung-(FISH)  (139).  Mehrere
Arbeitsgruppen haben Tests entwickelt, die auf dem Nachweis von mRNAs mehrerer
Gene in Urinproben beruhen (140, 141). Als RNA-basierte Marker werden auch
microRNAs diskutiert, da diese sowohl in FFPE-Geweben als auch im Urin stabiler sind
als die mRNAs Protein-codierender Gene (142). Obwohl einige Urintests von der Food and

Drug Adminstration (FDA) anerkannt wurden und kommerziell erhaltlich sind, hat sich
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ihre Nutzung im klinischen Alltag nicht etabliert, da sie keinen generellen Vorteil
gegeniiber klassischer Urinzytologie und Zystoskopie bringen, sondern nur erganzend

eingesetzt werden kénnen (139).

Ein essentielles Kriterium fiir die Eignung von RNA-basierten Biomarkern zur klinischen
Anwendung ist, dass diese stark iiberexprimiert sind. Diese Uberexpression sollte zudem
zuverldssig in grofden, unabhangigen Patientenkohorten zu finden sein und moéglichst mit
histopathologischen und klinischen Parametern korrelieren, so dass sie auch fiir die
Prognose genutzt werden kann. Die meisten bisherigen Untersuchungen zu IncRNAs als
UC-Biomarker waren vor allem durch kleine Patientenkollektive in ihrer Aussagekraft
limitiert. Daher sollten in dieser Arbeit bereits beschriebene Kandidaten in einer
grofderen eigenen Kohorte validiert und diese Ergebnisse zusatzlich mit denen der
umfangreichen TCGA-Kohorte vergleichen werden. Entsprechend wurde die Expression
von UCA1 und linc-UBC1 sowie von MALAT1, GAS5, TUG1, ncRAN, und H19 in RNA-
Extrakten aus 106 Tumorgeweben und 10 benignen Geweben mittels qRT-PCR gemessen.
Die genannten IncRNAs wurden, wie in Kapitel 3.1 beschrieben, aufgrund ihrer
Beschreibung in der Literatur ausgewahlt. Die Expressionswerte der TCGA-Kohorte
stammen aus RNA-Seq-Analysen von 252 Tumorgeweben und 19 benignen Geweben.
Eine spezifische Schwierigkeit bei der Verwendung von IncRNAs als Biomarker ist ihre
haufig schwache Expression, was die Detektion selbst mit sehr sensitiven PCR-basierten
Verfahren erschweren, aber auch die Aussagekraft von RNA-Sequenzierungsdaten
begrenzen kann (137, 143). Auch aus diesem Grund sollte durch den Vergleich der beiden
Kohorten berticksichtigt werden, dass die verwendete Analysemethode Einfluss auf das

Ergebnis haben konnte.

Tatsachlich konnten die in der Literatur berichteten IncRNA-Expressionsanderungen in
Tumoren gegeniiber gesundem Gewebe in keiner der beiden analysierten Kohorten in
vollem Umfang bestatigt werden. Die beobachteten Expressionsanderungen waren fir
keine der analysierten IncRNAs in beiden Kohorten statistisch signifikant und zudem im
besten Falle moderat. Eine Eignung fiir die klinische Anwendung erscheint von daher
fraglich. Dariiber hinaus wurde keine deutliche Assoziation mit klinischen Parametern
gefunden, die fiir eine erhebliche prognostische Relevanz sprache. Im Falle von MALAT1
und GAS5 wurde zudem eine deutliche Diskrepanz gegeniiber den in der Literatur
beschriebenen Expressionsveranderungen beobachtet. Wahrend MALAT1 in der

Literatur als liberexprimiert in Tumoren beschrieben war (87), ist es beiden Analysen
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dieser Studie zufolge in Urothelkarzinomen eher vermindert exprimiert, wenn auch nicht
statistisch signifikant. Dagegen wurde im Fall von GAS5 in der Literatur eine
Herunterregulation der Expression in Tumoren berichtet (90), wogegen in dieser Studie

die IncRNA in beiden Kohorten eher liberexprimiert zu sein schien.

Ein moéglicher Grund fiir die gefundenen Abweichungen zwischen dieser Analyse und den
in der Literatur beschriebenen Daten koénnte in der grofien Heterogenitit von
Urothelkarzinomen liegen. Dies gilt speziell fiir Unterschiede zwischen muskel-invasiven
(MIBC) und nicht-muskelinvasiven Karzinomen (NMIBC). Bei einem Grof3teil der Gewebe
in beiden untersuchten Kohorten dieser Arbeit handelt es sich um muskelinvasive
Tumore, wahrend viele vorherige Studien auch einen grofden Anteil von NMIBC enthalten.
Ein Vergleich der IncRNA-Expressionsdaten dieser Arbeit zwischen NMIBC und MIBC
ergab jedoch keine deutlichen Unterschiede, mit Ausnahme von MALATI1. Fir diese
IncRNA wurde in den mit qRT-PCR analysierten Geweben eine verminderte Expression in
MIBC gegeniiber NMIBC gefunden. Ebenfalls im UC herunterreguliert ist die IncRNA MEG3
(92), die laut Cabili et al. im Nucleus mit MALAT1 co-lokalisiert vorliegt (143).

Wahrend der unterschiedliche Anteil von MIBC und NMIBC die Diskrepanzen zwischen
vorherigen Publikationen und den aktuellen Ergebnissen nicht zureichend erklaren kann,
gibt es deutliche Hinweise darauf, dass unterschiedliche Anteile von molekularen
Subtypen des UC erheblich sein konnten. Diese Fragestellung wird in Abschnitt 4.1.2

genauer behandelt.

Dieser Aspekt betrifft auch TINCR und DANCR, zwei weitere IncRNAs, die in dieser Arbeit
auf ihre Eignung als Biomarker im UC hin untersucht wurden. TINCR wurde in dieser
Arbeit als differentiell exprimiert in der urothelialen Differenzierung im UP-Modell
identifiziert (vgl. 4.2). Da TINCR bereits als wichtiger Regulator der Keratinozyten-
Differenzierung beschrieben wurde und ihre Expression in diesem Prozess gegenlaufig zu
der von DANCR verlduft, wurde die Expression beider IncRNAs nicht nur im
Urothelkarzinom sondern auch in Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich

genauer untersucht. Die Ergebnisse werden im Folgenden diskutiert.

4.1.1 TINCR und DANCR im Urothelkarzinom

Die Analyse der Expression von TINCR und DANCR in UC-Geweben gegentiber benignen

Geweben ergab, dass beide IncRNAs im UC iiberexprimiert sind, trotz ihrer beschriebenen
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gegenldufigen Expression im Laufe der Keratinozytendifferenzierung (44, 64). Dies
wurde mittels qRT-PCR in zwei voneinander unabhdngigen Gewebeserien ermittelt. In
der grofieren der beiden UC-Gewebeserien war TINCR in den Tumoren gegeniiber den
benignen Geweben deutlich tiberexprimiert, allerdings nicht statistisch signifikant. In der
zweiten, kleineren Gewebeserie war der Unterschied jedoch statistisch signifikant. Die
IncRNA DANCR war hingegen in allen drei untersuchten Blasenkarzinom-Kohorten (auch
in den reinen Plattenepithelkarzinomen) statistisch signifikant erhoht. Die fehlende
Signifikanz der TINCR-Uberexpression ist wahrscheinlich auf die geringe Anzahl an
benignen Proben gegeniiber den Tumorproben zuriickzufiihren. Genauso bestatigte sich
die Uberexpression fiir beide IncRNAs im UC in den RNA-Seq-Daten der umfangreichen
TCGA-Studie. DANCR gehort zudem zu den IncRNAs, deren Expression auch in der
aktuellen Studie der TCGA als erhoht beschrieben wurde (26). Auch eine weitere Studie
in einem kleinen Patientenkollektiv von 33 Patienten fand eine erhohte TINCR-
Expression in Harnblasentumoren (144). Betrachtet man die hierarchischen
Clusteranalysen der Tumore aus der BLCA-TCGA-Kohorte, wird deutlich, dass TINCR und
DANCR innerhalb einer Tumorprobe durchaus gegenldufig exprimiert sein konnen, d.h.
Tumore mit einer hohen DANCR-Expression haben oft eine niedrige TINCR-Expression;
die gemeinsame Tendenz zur Uberexpression findet sich also nur in der Gesamtkohorte,

nicht notwendig in einzelnen Tumoren.

Obwohl beide IncRNAs zunidchst iiber ihre Funktion in der Differenzierung von
Keratinozyten entdeckt wurden, wurde keine differentielle Expression in den Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinomen gefunden, die mittels qRT-PCR analysiert wurden. Dabei ist zu
beachten, dass dieses Gewebeset zu klein ist um bei geringen Expressionsunterschieden
statistisch aussagekraftige Ergebnisse zu erzielen. Jedoch stimmt die Tendenz mit den
RNA-Seq-Daten der deutlich grofieren TCGA-Kohorte (HNSC) tiberein. Beide IncRNAs sind
demnach in den Tumoren gegeniiber dem Normalgewebe eher vermindert exprimiert, fiir
DANCR ist dies in der TCGA-Kohorte auch statistisch signifikant. Dazu passend wurde
auch in den wenigen reinen plattenepithelialen Blasentumoren (UC-SCC) eine
verminderte DANCR-Expression ermittelt, die trotz der geringen Probenzahl gegeniiber

UCs statistisch signifikant ist.

Eine pan-Cancer-Analyse aller in der TANRIC-Datenbank verfiigbaren Tumorentitdten
zeigte, dass das Blasenkarzinom nicht die einzige Tumorentitat ist, in der beide IncRNAs

in dieselbe Richtung differentiell exprimiert sind. In Brustkrebs (BRCA) und
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Plattenepithelkarzinomen der Lunge (LUSC) sind beide IncRNAs hochreguliert, in zwei
histologischen Subtypen von Nierentumoren (Kidney Chromophobe Renal Cell Carcinoma,
KICH, und Kidney Renal Papillary Carcinoma, KIRP) dagegen vermindert exprimiert. Im
Lungenadenokarzinom ist die Expressionsverdnderung der beiden IncRNAs dagegen
unterschiedlich: wahrend TINCR vermindert exprimiert ist, ist DANCR iiberexprimiert.
Die Uberexpression von TINCR in Mammakarzinomen wurde in zwei weiteren Studien
bestétigt, wobei die Probenzahl in diesen Studien jeweils sehr gering war (n=30 bzw.
n=24) (43, 145). In der Literatur sind fiir Lungenkarzinome unterschiedliche
Expressionsveranderungen von TINCR beschrieben. In einer Arbeit von Liu et al. wurde
eine verminderte Expression von TINCR in Lungenkarzinomen gegentiber angrenzendem
Normalgewebe gefunden, wobei aus der Arbeit nicht hervor geht, ob es sich um Adeno-
oder Plattenkarzinome handelt. Aufderdem ist auch dieses Patientenkollektiv mit 45
Patienten verhaltnismaf3ig klein (72). Eine weitere Untersuchung von nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinomen berichtet ebenfalls eine Uberexpression in Tumoren gegeniiber
Normalgewebe; in dieser Arbeit war das Patientenkollektiv mit n=98 deutlich grofier
(146). Zusammen genommen deuten diese Ergebnisse daraufhin, dass eine differentielle
TINCR-Expression in Tumoren durchaus mit unterschiedlichen Subtypen einer Entitat
zusammenhdngen kann. Diese Heterogenitiat in der Gewebeexpression passt zu der
allgemeinen Annahme, dass IncRNAs an der ,Feinregulation“ gewebespezifischer
Prozesse beteiligt sein konnen. Eine Reihe von Arbeiten hat zudem eine Uberexpression
von TINCR in Magenkarzinomen gefunden, die eine Eignung der TINCR-Expression als
Biomarker fiir diese Tumorentitat nahe legen (70, 147-149). Diese Tumorentitat wurde
in der pan-Cancer-Analyse nicht erfasst, da sie in der TANRIC-Datenbank zum Zeitpunkt

der Analyse nicht verfligbar war.

Inwieweit die gefundene TINCR-Uberexpression im UC tatsichlich als Biomarker zur
Unterscheidung von Tumor- und Normalgewebe geeignet sein konnte, wurde durch eine
ROC-Kurvenanalyse gepriift. Die errechnete AUC betragt 0.74. Dies liegt deutlich unter
dem Wert von 0.86, der von Srivastava et al. (150) fiir den Nachweis der IncRNA UCA1 in
Urinsedimenten gefunden wurde, so dass der alleinige Nachweis von TINCR in
Gewebeproben als Diagnosekriterium gegeniiber der Urinzytologie keine Verbesserung
darstellen wiirde (84). Die TINCR-Expression in Urinsedimenten wurde allerdings bisher

nicht untersucht.
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Ungeklart ist weiterhin die Frage nach den mechanistischen Ursachen fiir die gefundenen
Expressionsveranderungen von IncRNAs in den Geweben. In dieser Arbeit wurde diese
Frage durch in silico-Analysen von DNA-Methylierungsdaten der TCGA-Kohorten fiir das
UC (BLCA) und Kopf-Hals-Tumore (HNSC) angegangen. Man geht allgemein davon aus,
dass die Methylierung von Cytosinen an CpG-Stellen in der Promotorregion eines Gens
mit dessen transkriptioneller Repression korreliert. Differentielle DNA-Methylierung in
der Promoterregion eines Gens bei Differenzierungsprozessen, aber ebenso wahrend der
Karzinogenese, stellt somit einen wichtigen Faktor in der Transkriptionsregulation dar
(151). Genomweite DNA-Methylierungsanalysen, wie sie hier ausgewertet wurden,
ermoglichen daher einen Blick auf Genregulationsprozesse, die durch

Methylierungsveranderungen hervorgerufen oder unterstiitzt werden (150).

Aus diesen Analysen ergab sich, dass im UC eine DNA-Hypomethylierung zu einer TINCR-
Uberexpression beitragen kénnte. Eine mégliche Einschriankung fiir diese Hypothese ist,
dass die CpG-Stelle cg15688918, die am nachsten zum Transkriptionsstart von TINCR
lokalisiert ist, als einzige der analysierten CpG-Stellen nicht differentiell methyliert ist.
Zudem  steht die experimentelle Validierung der gefundenen  DNA-
Methylierungsveranderungen in einem unabhangigen Gewebeset aus. Die gefundenen
Expressionsveranderungen von DANCR konnen dagegen zumindest anhand dieser in
silico-Analyse nicht auf eine differentielle Methylierung zuriickgefiihrt werden. In Bezug
auf die Regulation beider Gene ist zudem auffallig, dass laut Annotation im UCSC-Genome
Browser (hg19) DANCR deutlich mehr Transkriptionsfaktor-Bindestellen innerhalb der
putativen Promotorregion und auch in Teilen des Genkorpers aufweist als TINCR. Im Falle
des Magenkrebs wurde postuliert, dass eine Uberexpression des Transkriptionsfaktors
E2F1, fiir den eine putative Bindestelle in der Ndhe des Transkriptionsstartes (TSS) von
TINCR annotiert ist, die Transkription von TINCR induziert (147). Auch in invasiven UC
ist E2F1 haufig tiberexprimiert (152, 153), sodass eine Aktivierung der TINCR-Expression
durch eine erhohte E2F1-Expression denkbar ist. Ebenfalls fiir das Magenkarzinom
wurde eine Regulation von TINCR durch den Transkriptionsfaktor SP1 postuliert. Laut
dieser Arbeit befinden sich in der postulierten Promotorregion von TINCR drei
Bindestellen fiir SP1 (69). Eine Regulation von TINCR im UC durch SP1 im Zusammenhang
mit DNA-Methylierungsveranderungen ist denkbar, da eine Interaktion von SP1 mit der
DNA-Methylierung lange bekannt ist. Wahrend der Embryogenese verhindern namlich

Sp1-Bindungsstellen eine de novo-Methylierung an bestimmten Promotoren, sodass SP1
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Verdanderungen der DNA-Methylierung steuern konnte (154). Speziell fiihrte die
Behandlung der Blasenkarzinomzelllinie EJ] mit dem demethylierenden Agenz Decitabin
zu einer Demethylierung der Promotorregion von BTGZ, die dann fiir eine SP1-

Aktivierung zuganglich ist (155).

4.1.2 Assoziation der IncRNA-Expression mit molekularen Subtypen des UC

Nachdem in den vergangenen Jahren molekulare Subtypen des UC identifiziert wurden,
die von hoher prognostischer und pradiktiver Bedeutung fiir die Patienten sein kénnen
(18, 21, 25-27, 29), miissen diese bei der Auswahl an Biomarkern fiir das UC
berticksichtigt werden Da keine der analysierten IncRNAs ein geeigneter diagnostischer
Biomarker fiir das UC insgesamt zu sein scheint, wurde daher in dieser Arbeit analysiert,
ob die Expression mit molekularen Subtypen assoziiert ist und somit von prognostischer
Relevanz sein konnte. Dieser Aspekt wurde insbesondere durch in silico Analysen von
offentlichen zuginglichen Datensatzen des TCGA-Konsortiums bearbeitet. In der
aktuellsten Publikation des TCGA-Konsortiums zu MIBC sowie in einer umfassenden
Arbeit zur Genexpression in NMIBC (26, 156) sind Veranderungen in der IncRNA-

Expression in Abhdngigkeit von molekularen Subtypen analysiert worden.

Unter den IncRNAs, die aufgrund ihrer Beschreibung in der Literatur untersucht worden
waren, war die Expression von TUG1 im UC besonders auffillig: obwohl die IncRNA
generell eher iiberexprimiert ist, ist eine niedrige TUG1-Expression mit dem Auftreten
des Basal-Squamdsen Subtyps (BASQ) assoziiert, einer Untergruppe an Tumoren, die mit
einer schlechten Prognose einhergeht. Der BASQ-Subtyp ist durch eine hohe Expression
bestimmter Cytokeratine (KRT14, KRT5) und niedriger Expression spezifischer
Transkriptionsfaktoren (FOXA1, GATA3) charakterisiert (27). Eine Reihe von Meta-
Analysen hat sich mit der Eignung von TUG1 als prognostischem Biomarker tiber mehrere
Tumorentitiaten hinweg beschaftigt. Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit gefundenen
Assoziationen kommen diese Meta-Analysen zu dem Schluss, dass eine erhohte TUG1-
Expression in der Mehrzahl der Tumorentititen auch mit einem verschlechterten
Gesamtiiberleben der Patienten einhergeht. Allerdings sind bereits die Studien, die diesen
Metaanalysen zugrunde liegen, sehr heterogen. Auflerdem wurden maogliche
Assoziationen mit molekularen Subtypen einzelner Tumorentitaten nicht berticksichtigt
(157-160). Im Brustkrebs wurde ebenfalls eine verminderte TUG1-Expression in

Tumoren gegeniiber Normalgewebe gefunden, die in vitro mit einer erh6hten Migration
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und Invasion von Tumorzellen einhergeht. Allerdings war auch in diesem Fall das
Patientenkollektiv (n = 58) klein (161). Eine weitere Studie analysierte die RNA-Seq-
Daten aus der Brustkrebs-TCGA-Kohorte und fand eine erhéhte TUG1-Expression in
HER2-positiven und basalen Subtypen im Vergleich zu luminalen Subtypen (162). In der
urspriinglichen Studie zum UC (163) wurden mogliche Assoziationen der TUG1-
Expression mit molekularen Subtypen nicht untersucht. Dagegen wurde eine Assoziation
mit High Grade Tumoren in MIBC gefunden, die sich in den hier untersuchten Kohorten

nicht bestatigte.

Auch fiir die Beurteilung der aberranten TINCR bzw. DANCR Expression im UC war
wichtig, inwieweit diese mit molekularen Subtypen assoziiert ist. Hierbei lag der Fokus
ebenfalls auf dem BASQ Subtyp, der molekular Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen
(HNSC) ahnelt. Hierarchische Clusteranalysen von RNA-Seq-Daten der TCGA-Kohorte
ergaben, dass im UC Tumore des BASQ-Subtyps eine intermedidre TINCR- sowie eine
niedrige DANCR-Expression aufweisen. Tumore mit eher luminalem Subtyp haben
umgekehrt eine hohere DANCR- und niedrigere TINCR-Expression. Eine weitere Gruppe
Tumore mit besonders hoher TINCR-Expression kann nicht eindeutig einem dieser
beiden iibergeordneten Subtypen zugeordnet werden. Trotz dieser Assoziation der
Expression mit molekularen Subtypen ist eine Zuordnung tiber die IncRNA-Expression
nicht ohne weiteres moglich, da eine Unterscheidung zwischen intermediarer und hoher
TINCR-Expression schwierig ist. Ein etwas anderes Bild zeigt sich bei dem Vergleich mit
Kopf-Hals-Tumoren, fiir die iiber die Abgrenzung der HPV-positiven Tumoren hinaus -
eine Einteilung der Tumore in molekulare Subtypen auf Basis Genom-weiter
Sequenzierungs- und Expressionsstudien noch im Prozess ist (164). Die Gegenlaufigkeit
der Expression von TINCR und DANCR war in dieser Tumorentitit nicht zu erkennen.
Dennoch ist auch in Kopf-Hals-Tumoren mit Ausnahme einer kleinen Subgruppe die
Expression der Keratine gegenldufig zu der der Transkriptionsfaktoren GATA3 und
FOXA1 wie es fiir den BASQ-Subtyp beschrieben wurde. Besonders auffillig ist, dass
Tumore mit einer hohen Keratin- und niedrigen TF-Expression eine niedrige Expression
beider IncRNAs aufweisen. Um auszuschlieflen, dass die Expression beider IncRNAs
dariiber hinaus mit anderen molekularen Subtypen des UC assoziiert ist, wurde eine
weitere hierarchische Clusteranalyse mit den von Dhadania et al. (29) definierten
Subtypen durchgefiihrt. Hier war jedoch keine weitere Zuordnung iliber die bereits

beschriebenen hinaus erkennbar.
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Die Uneinheitlichkeit der unterschiedlichen Expressionsstudien verdeutlicht, dass fiir
eine Kklinische Implementation von IncRNAs als diagnostische Biomarker sehr
umfangreiche Validierungsstudien notwendig sind. Die Expression von IncRNAs kann
jedoch von prognostischer Bedeutung sein, wenn man sie in die Bestimmung molekularer
Subtypen mit einbezieht (26). Fiir die Anwendung in der klinischen Diagnostik wird die
technische Applikation der IncRNA-Expressionsanalyse in Geweben zu optimieren sein.
Methoden fiir die Detektion von RNA wie RNA-in-situ-Hybridisierung (RNA-ISH) an FFPE-
Gewebe und die Detektion aus RNA-Extrakten mittels NanoString nCounter-Systemen, die
Multiplex-Reaktionen ermoéglichen und ohne Reverse Transkription auskommen, sind fiir
mRNAs Protein-codierender Gene bereits etabliert (165, 166). Ob sich diese Methoden
auch auf IncRNAs tubertragen lassen ist aufgrund ihrer Beschaffenheit (niedrigere
Expression, weniger Exone und mehr repetitive Sequenzen als PCGs) eine wichtige Frage.
Insbesondere zur Analyse molekularer Subtypen im Blasenkarzinom, wie sie in dieser
Arbeit mit TUG1 und TINCR assoziiert gefunden wurden, sind Multiplex-Verfahren zur
parallelen Detektion mehrerer Gene sinnvoll. Ob TUG1 oder TINCR auch in Urin- oder
Blutproben von Tumorpatienten nachgewiesen werden kénnen, wurde bisher nicht
untersucht. Eine Studie konnte per qRT-PCR TUG1 neben einer Reihe weiterer lincRNAs
im Blut von Arbeitern aus Kupferschmelzen nachweisen, die gleichzeitig eine erhohte

Arsen-Konzentration im Blut aufwiesen (167).

4.1.3 Identifikation differentiell exprimierter IncRNAs in der urothelialen
Differenzierung

Neben der méglichen Nutzung von IncRNAs als Biomarker im UC war ein Hauptziel dieser
Arbeit weitere IncRNAs zu identifizieren, die die urotheliale Differenzierung und somit
auch Tumorentstehung und -progression beeinflussen kénnten. Dazu wurden RNA-Seq-
und Microarray-Daten von in vitro differenzierten UP-Kulturen im Hinblick auf
differentiell exprimierte IncRNAs ausgewertet. Daraus ergaben sich in den Microarray-
Daten insgesamt 670 und in der RNA-Seq 74 IncRNAs, deren Expression durch Calcium-
Behandlung verandert wurden, sowie 51, die durch TZ+PD-Behandlung in ihrer
Expression verandert wurden. Im Vergleich wurden mittels RNA-Seq 258 annotierte,
verandert exprimierte IncRNAs in der Keratinozyten-Differenzierung identifiziert (44). In
der urothelialen Differenzierung sind im Verhaltnis deutlich mehr mRNAs von Protein-

codierenden Genen differentiell exprimiert, was sich in einer Vielzahl verdnderter
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zelluldarer Prozesse wiederspiegelt. Ein dhnlicher Unterschied zwischen IncRNAs und
PCGs wurde auch in Differenzierungsprozessen anderer Gewebe gefunden. Wahrend der
osteogenen Differenzierung wurden 290 mRNAs als hoch und 194 mRNAs herunter
reguliert beschrieben, wahrend nur 17 IncRNAs hoch und 31 herunter reguliert wurden
(168). Eine andere Arbeit identifizierte 1887 differentiell exprimierte mRNAs und 960
IncRNAs bei der osteogenen Differenzierung (169). Das konnte daraufhin deuten, dass
IncRNAs zwar an Differenzierungsprozessen beteiligt sind, ihre Bedeutung aber nicht
vergleichbar ist mit der Protein-codierender Gene. Zudem ist es denkbar, dass eine
einzelne IncRNA - dhnlich wie dies bei microRNAs der Fall ist - die Expression mehrerer
anderer Gene beeinflusst. In dieser Arbeit ist auch der Unterschied zwischen beiden
Analyseplattformen zur Identifizierung differentiell exprimierter Gene sehr hoch; nur
acht IncRNAs wurden iiber beide Analysen als verdndert identifiziert. Um aus den
insgesamt gefundenen spezifische IncRNAs fiir weitere Analysen auszuwahlen, wurden
zusatzliche Kriterien wie genomische Lokalisation und - soweit vorhanden - funktionelle
Beschreibungen aus der Literatur hinzugezogen. Anders als in der zuvor beschriebenen
Validierungsstudie zu potentiellen Biomarkern fielen dabei grofse Unterschiede zwischen
den qRT-PCR-Daten in den hiesigen kleinen Gewebeserien fiir UC und HNSC im Vergleich
zu den RNA-Seq-Daten der TCGA auf. Besonders auffallig waren hierbei LINC01116 und
NEAT1. Wihrend sich die Uberexpression von LINC01116 in HNSC-Geweben gegeniiber
Normalgewebe auch in der TCGA-Kohorte bestdtige, war diese IncRNA in der kleinen UC-
Gewebeserie vermindert exprimiert, in der entsprechenden TCGA-Kohorte jedoch
tiberexprimiert. Bei NEAT1 fand sich fiir das UC in keiner analysierten Kohorte ein
Unterschied, in der kleinen HNSC-Gewebeserie war die IncRNA in den Tumoren
gegeniiber Normalgewebe vermindert exprimiert, in der TCGA-Kohorte jedoch
uberexprimiert. Dies verdeutlicht die Notwendigkeit von Validierungsstudien in
grofleren Patientenkollektiven. Uber die Expression von LINC01116 in anderen Geweben
bzw. Tumorentitdten ist bisher wenig bekannt, ebenso tiber ihre mogliche funktionelle
Bedeutung. Eine Arbeit deutet darauf hin, dass LINC01116 in Brustkrebs liberexprimiert

und mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist (170).

Die IncRNA NEAT1 ist nahezu ubiquitar exprimiert und tragt wesentlich zur Struktur und
Anzahl sogenannter Paraspeckles bei (33). Dabei handelt es sich um dynamische
Strukturen innerhalb des Zellkerns, die vermutlich an der Regulation der Genexpression

beteiligt sind, indem sie dazu beitragen, dass RNAs im Zellkern zurtickgehalten werden
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(171). Dariiber hinaus wurde eine Uberexpression von NEAT1 in verschiedenen
Tumorentititen gefunden, u. A. auch im Harnblasenkarzinom (172, 173). Diese
Uberexpression konnte in den in dieser Arbeit untersuchten Geweben nicht bestitigt
werden, obwohl in der aktuellen Studie der TCGA ebenfalls eine erhohte Expression
gefunden wurde (26). NEAT1 reguliert wahrend der Adipocyten-Differenzierung durch
Bindung an SRp40 das Spleifden von PPARY2, so dass eine Beteiligung an der durch
ebenfalls durch PPARy-Aktivierung vermittelten urothelialen Differenzierung moglich

erscheint (174).

Eine differentielle Expression von CASC15 in den analysierten Geweben beider
Tumorentitdaten konnte nicht eindeutig belegt werden. In der Literatur gibt es Hinweise
auf einen Beitrag zur Entwicklung bestimmter Hauttumore wie Basalzell-Karzinome und
Melanome (175, 176). CASC15 liegt auf Chromosom 6p22, einer Region, die sowohl in
Melanomen als auch in Harnblasenkarzinomen haufig amplifiziert ist (176, 177). Fir
Urothelkarzinome wurden in zwei Zelllinien (1A6 und 5637) Fusionen des CASC15 Gens
mit PPARG gefunden (26). Dies steht im Einklang damit, dass in dem in dieser Arbeit

analysierten Zelllinien-Set 5637 die Zelllinie mit der hochsten CASC15-Expression ist.

Mit MALAT1 und UCA1 wurden zudem IncRNAs als differentiell exprimiert identifiziert,
die bereits als Biomarker fiir das UC in der Literatur beschrieben wurden (vgl. auch 4.1).
Insbesondere fiir MALAT1 ergab sich in der zuvor beschriebenen Validierungsstudie kein
einheitliches Muster in Bezug auf die Gewebeexpression, sodass aus diesen
Untersuchungen zusammengenommen keine eindeutige Aussage lber die Bedeutung
dieser IncRNA fiir die urotheliale Differenzierung getroffen werden kann. Uber die
Funktion von MALAT1 ist bekannt, dass diese IncRNA haufig Genregulationsprozesse
tiber die Bindung von microRNAs beeinflusst. In der osteogenen Differenzierung erhoht
MALAT1 beispielsweise die Expression des Osteoblasten-spezifischen

Transkriptionsfaktor Osterix, indem es miRNA-143 bindet (178).

4.2 Molekulare Charakterisierung der urothelialen Differenzierung in
vitro

Die urotheliale Differenzierung in vitro im HBLAK-Modell unterscheidet sich gegeniiber
dem UP-Modell durch die deutlich eingeschrankte Wirkung der Kombination von

pharmakologischer PPARy-Aktivierung und EGFR-Inhibition (109). Eine mogliche
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Erklarung dafiir ist, dass die pharmakologische Inhibition des EGFR-Signalweges nicht
ausreicht, um die Wirkung des im Medium enthaltenen EGFs oder autokriner EGF-
dhnlicher Faktoren zu blockieren. Eine weitere mogliche Erklarung bestlinde darin, dass
PPARYy in dieser Zelllinie nicht funktional ist. Mutationen des Gens sind fiir diese Zelllinie
jedoch nicht bekannt (109) und das Protein ist nachweisbar. PPARy induziert
Differenzierungsprozesse iiber eine Dimerisierung mit dem Retinoid X Rezeptor a
(RXRa). Dieser Weg wird moglicherweise auch durch die Ca%*/FCS-Behandlung aktiviert,
da sie FOXA1 induziert, welches als Zielgen von PPARy/RXRa beschrieben ist (179).
PPARy ist also vermutlich in HBLAK-Zellen funktional. UC-Zelllinien reagieren
unterschiedlich stark auf unterschiedliche PPARy-Agonisten (180). Es ist also denkbar,
dass Troglitazone nicht der geeignete Agonist fiir das HBLAK-Modell ist, obwohl es sich
um einen der starksten Agonisten handelt. Allerdings wurde speziell Troglitazone in der
Arbeit von Goldstein et al. (180) nicht untersucht und die Analysen waren auf

Tumorzelllinien beschrankt, die Mutationen in PPARy oder RXRa enthalten konnen.

Eine weitere Frage ist, wie die Zugabe von FCS zusatzlich zu Calciumchlorid den
squamosen Phdnotyp hin zu einem urothelialen verschiebt. Auch dies hangt
moglicherweise mit einer Aktivierung von RXRa zusammen, denn es ist bekannt, dass FCS
bzw. Seren aus Saugetieren im Allgemeinen 1-2% Vitamin A bzw. Retinoide enthalten, die
die Liganden fiir RXRa liefern (181). Dariiber hinaus wird die Stabilitat von Retinoiden
durch Zugabe von FCS erhoht (182). Ob sich die Induktion der Differenzierung im
Ca2+/FCS-Modell wirklich allein durch eine Aktivierung von PPARy bzw. RXRa erkldren
lasst, ist fraglich, da in diesem Modell eine Inhibition von EGFR vermutlich nicht

stattfindet (54).

Obwohl die urotheliale Differenzierung in HBLAK-Zellen durch Ca?+/FCS-Stimulation zu
einer deutlichen Expression von Markern terminaler urothelialer Differenzierung wie
UPK2 und KRT20, aber auch FOXA1 fiihrt, bleibt die erwartete Induktion des
Transkriptionsfaktors GATA3 (183) aus. Es ist denkbar, dass GATA3 in HBLAK-Zellen
bereits auf einem hohen Niveau exprimiert ist und nicht weiter induziert werden kann.
Dies konnte ein moglicher Grund fiir die eingeschrankte Differenzierungsfahigkeit dieser

Zellen im Vergleich zu UP-Kulturen sein (109).

Eine grundlegende Hypothese dieser Arbeit war, dass die IncRNA TINCR in der

urothelialen Differenzierung eine dhnliche Rolle wie innerhalb der Keratinozyten-
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Differenzierung einnehmen koénnte und so zu der Auspragung eines squamodsen
Phanotyps beitrdgt. Eine Induktion von TINCR durch Calciumchlorid-Behandlung wurde
jedoch nur in den Differenzierungsversuchen bei UP-Kulturen beobachtet, die dem
initialen Microarray- bzw. RNA-Seq-Screen zugrunde liegen. In der HBLAK-Zelllinie
kommt es dagegen durch Calciumchlorid-Behandlung nicht zu einer TINCR-Induktion.
Eine Induktion von TINCR wird in diesen Zellen vielmehr durch eine TZ+PD-Behandlung
erzielt, die keine squamose Differenzierung auslést. Durch Ca2+/FCS-Behandlung wird die
TINCR-Expression eher vermindert, wie es auch in UP-Kulturen der Fall ist. Auch dieser
Befund verdeutlicht, dass die urotheliale Differenzierung von HBLAK-Zellen durch TZ+PD
gegeniiber UP-Kulturen gestort ist. Eine Beteiligung von TINCR an der urothelialen
Differenzierung ist dennoch auch in HBLAK nicht ganz auszuschliefden, da noch die
Moglichkeit besteht, dass alternative Spleifsformen von TINCR involviert sind. Diese
widren mit den fir die qRT-PCR-Analyse gewdhlten Primern nicht erkannt worden.
Alternatives Spleifden von TINCR kann zur Inklusion von zusatzlichen TINCR-Box-
Motiven fiihren, was wiederum die Stabilitit der Ziel-mRNAs beeinflusst. Diese
funktionellen Anderungen wurden in einer Genexpressionsstudie an immortalisierten
Keratinozyten im Kontext von Psoriasis-Erkrankungen beschrieben (184). Kirzlich
wurde in einem in vitro-Modell belegt, dass TINCR auch wahrend der adipogenen
Differenzierung hochreguliert wird. Diese Hochregulation wird durch den
Transkriptionsfaktor C/EBPa ausgelost, der die Transkription durch Bindung an zwei
Stellen innerhalb des TINCR Promoters induziert. Anders als in der Keratinozyten-
Differenzierung bindet TINCR in der adipogenen Differenzierung nicht an mRNAs,
sondern an die microRNA miR-31-5p, deren Zielgen wiederum C/EBPa selbst ist. Dartiber
hinaus ging aus Knockdown-Experimenten hervor, dass TINCR auch den Proteinspiegel
von PPARy beeinflusst. Der genaue Mechanismus ist nicht beschrieben, eine direkte
Interaktion ist allerdings aufgrund unterschiedlicher zellularer Lokalisation
unwahrscheinlich. Ob weitere Zielgene von TINCR in der adipogenen Differenzierung eine
Rolle spielen ist nicht bekannt (185). Dennoch deutet diese Arbeit daraufhin, dass TINCR
durchaus Einfluss auf PPARy haben kann, was wiederum zu dem Befund passt, dass
TINCR in HBLAK-Zellen vor allem durch TZ+PD-Behandlung induziert wird. Uber die
Bedeutung von C/EBPa im Urothel bzw. im Urothelkarzinom ist derzeit wenig bekannt.
Punktmutationen in der Bindestelle von C/EBPa in der Promoterregion von UCA1 fithren

zu einer erh6hten Expression von UCA1 in Harnblasenkarzinom-Zelllinien, insbesondere
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in 5637 (186). Das passt zu dem Befund aus dieser Arbeit, dass 5637 die Zelllinie mit der
hochsten UCA1-Expression ist. Aus Harnblasenkarzinom-Zelllinien ist weiterhin bekannt,
dass C/EBPB PPARy induzieren (187). Ob auch C/EBPf die Expression von TINCR

reguliert ist bislang nicht untersucht.

Die Expression von DANCR hingegen wird in HBLAK-Zellen im Laufe der Differenzierung
kontinuierlich herunterreguliert, was daraufhin deutet, dass DANCR auch im urothelialen
Kontext Differenzierungsprozessen entgegenwirkt. Dies belegt insbesondere der Verlauf
nach Stimulation durch Ca2+/FCS, denn in diesem Fall ist die Expression von DANCR

bereits einen Tag nach Stimulation sehr niedrig und verandert sich nicht weiter.

Die Expression von TINCR in Plattenepithelkarzinomen wird durch den
Transkriptionsfaktor ZNF750 induziert (68). ZNF750 reguliert im Zusammenspiel mit
TINCR die epidermale Differenzierung. So wird die mRNA von CALMLS5, einem Zielgen von
ZNF750, durch die Bindung an TINCR im Zytoplasma stabilisiert (67). Wie eine PCR-
Array-Analyse ergab, beeinflusst die Uberexpression von ZNF750 in der
Plattenepithelkarzinomzelllinie CAL-27 auch den PPARy-Signalweg indirekt (188). Ein
solches Zusammenspiel von ZNF750 und TINCR in der urothelialen Differenzierung
scheint nach den Daten dieser Arbeit unwahrscheinlich. Beide Gene werden in HBLAK-
Zellen durch die Ca?*/FCS-Stimulation nicht induziert. Lediglich wahrend der -
unvollstandigen - Differenzierung durch TZ+PD-Stimulation kann es zu einer Induktion

beider Gene kommen.

Der squamdse Phanotyp, der durch Calciumchlorid-Stimulation hervorgerufen wird,
manifestiert sich besonders in der ausgepragten Induktion der Expression von S100A7,
einem Calcium-bindenden Protein, welches zunachst in Psoriasis-Erkrankungen
beschrieben wurde. Diese Induktion wird durch die zusatzliche Behandlung mit FCS
unterdrickt. Veranderungen der S100A7 Expression sind in der Literatur auch in HaCaT-
Differenzierungsexperimenten beschrieben. In dieser Arbeit konnte jedoch kein
Unterschied zwischen mit Calciumchlorid behandelten und unbehandelten HaCaT-Zellen
beobachtet werden. Moglicherweise hat bereits die hohe Zelldichte in den unbehandelten
Zellen zu einer deutlichen Expression gefiihrt, die durch Behandlung mit Calciumchlorid
nicht mehr beeinflusst wird, da die Konfluenz der Zellen in HaCaT zu einer deutlich
stairkeren S100A7 Expression fiihrt als Calciumchlorid-Stimulation (189). Dies

verdeutlicht, dass das hier gewahlte Modell in HaCaT-Zellen in Bezug auf die Zelldichte
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optimiert werden sollte um den Calcium-Einfluss auf die Zellen besser erfassen zu
konnen. In HBLAK-Zellen geniigt die Konfluenz der Zellen offensichtlich nicht um eine
S100A7 Expression zu induzieren. Auffallig ist jedoch, dass die Induktion von S100A7,
aber auch anderer Differenzierungs-assoziierter Gene wie ZNF750 schwacher ausfallt,
wenn die Zellen durch TZ+PD stimuliert werden. Dieses Verhalten dhnelt dem von
normalen Schleimhautzellen aus der Wange. In diesen Zellen konnte mit TZ+PD keine
urotheliale Differenzierung induziert werden, da die Transkriptionsfaktoren GATAS3,
FOXA1 und PPARYy nicht exprimiert werden; erst nach experimenteller Uberexpression

von PPARY konnten auch GATA3 und FOXA1 induziert werden (183).

Obwohl DANCR der Differenzierung in der Epidermis entgegenwirkt, scheint es die
Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen zu Knorpel zu férdern. Dabei wird die
Expression von DANCR durch den Transkriptionsfaktor SOX4 induziert (190). SOX4 ist in
Harnblasenkarzinomen aufgrund seiner chromosomalen Lokalisation in der haufig
amplifizierten Region 6p22.3 oft tiberexprimiert (191). Ob DANCR tatsachlich auch im UC
ein Zielgen von SOX4 ist, wurde nicht untersucht. Neben der Regulation durch SOX4
wurde DANCR in Prostatakarzinomzellen auch als Zielgen von MYC identifiziert. Die
Induktion von DANCR durch MYC filihrte wiederum zu einer Repression des

Zellzyklusinhibitors p21 (74).

Die subzelluldre Lokalisation ist ein wichtiges Kriterium fiir die Beurteilung der Funktion
einer IncRNA. Eine fraktionierte RNA-Aufreinigung ergab, dass beide IncRNAs sowohl im
Zytoplasma als auch im Nucleus detektiert werden kénnen. In HBLAK-Zellen ist DANCR
sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern detektierbar. Die Lokalisation andert sich
wahrend der Differenzierung nicht. In der Literatur ist fir DANCR dagegen eine
Anreicherung im Zytoplasma von Colonkarzinomzellen beschrieben (192). Der Nachweis
von DANCR sowohl im Zytoplasma als auch im Nucleus stimmt jedoch mit den
Ergebnissen von Cabili et al. tiberein, die DANCR mit RNA-FISH ebenfalls in beiden
Zellkompartimenten von HelLa-Zellen detektieren konnten (143). In der urothelialen
Differenzierung wird die Expression von DANCR herunterreguliert wie auch in der
epidermalen und Osteoblasten-Differenzierung (64, 65). In der Osteoblasten-
Differenzierung bindet DANCR an EZH2, der katalytischen Untereinheit des Polycomb-
Komplexes PRC2, und soll dadurch an der Repression von RUNX2 beteiligt sein, einem
Faktor, der wesentlich fiir die Induktion der Differenzierung verantwortlich ist (65).

Inwieweit die Bindung von DANCR an EZH2 jedoch spezifisch ist, ist fraglich, da EZH2 eine
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generelle hohe Bindungsaffinitit an RNA hat (193). In einigen Tumorentitaten soll DANCR
die Tumorprogression fordert, indem es kompetitiv microRNAs bindet und dadurch die
Expression anderer Gene beeinflusst (76, 194-196). Die Voraussetzungen fir die
effektive Bindung von IncRNAs an microRNAs sind die subzelluldre Lokalisation der
IncRNA im Cytoplasma und ihre Zuganglichkeit zum RNA-induced-silencing-complex
(RISC), der fiir die microRNA-vermittelte Genregulation essentiell ist (197).
Zusammengenommen konnte dies darauf hinweisen, dass die Funktion von DANCR stark
von der subzelluldren Lokalisation abhangt: Einfluss auf Differenzierungsprozesse nimmt
DANCR eher im Zellkern, andere zelluldre Prozesse wie Proliferation und Migration
konnte es im Zytoplasma beeinflussen. Inwieweit sich dieser Aspekt der subzellularen
Lokalisation in der Uberexpression im UC bzw. HNSC wiederspiegelt, kann an dieser Stelle
nicht beantwortet werden. Inwieweit sogn. competing endogenous RNAs (ceRNA)
tatsachlich unter physiologischen Bedingungen microRNAs binden konnen, wird
kontrovers diskutiert. Neben der subzellularen Lokalisation spielt das stochiometrische
Verhaltnis von ceRNA zu microRNAs eine entscheidende Rolle. Da viele IncRNAs eine sehr
geringe Abundanz aufweisen, ist fraglich, ob dies ausreicht um kompetitivan microRNAs
zu binden (198). Méglicherweise fiihrt aber die Uberexpression von DANCR im UC bzw.
HNSC zu einer Veranderung des stochiometrischen Verhaltnisses, die eine Funktion als

ceRNA beglinstigt.

Unter der Ca?*/FCS-vermittelten Differenzierung von HBLAK-Zellen kam es dagegen zu
einer gewissen Verschiebung der TINCR-Transkripte in das Cytoplasma. Die fraktionierte
RNA-Aufreinigung in den behandelten Zellen unterlag jedoch technischen Limitationen;
vor allem war es nicht moglich eine fraktionierte RNA-Aufreinigung von TZ+PD-
behandelten Zellen durchzufiihren. Um ein vollstindiges Bild der subzellularen
Lokalisation in den Zellen und etwaigen Veranderungen im Zuge der Differenzierung zu
erfassen, ware eine zusatzliche Methode wie RNA-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(RNA-FISH) notwendig. Die durch Ca2*/FCS-Stimulation ausgeloste Verschiebung von
TINCR in das Zytoplasma in HBLAK-Zellen deutet jedenfalls darauf hin, dass die TINCR
IncRNA moglicherweise doch eine funktionelle Bedeutung in diesem Differenzierungs-
Modell besitzen konnte, auch wenn ihre Expression generell nicht induziert wird. Diese
Beobachtung passt zu der urspriinglichen Beschreibung in der Keratinozyten-
Differenzierung, wonach TINCR im Cytoplasma mRNAs Differenzierungs-assoziierter

Gene stabilisiert (44).
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4.2.1 Funktionelle Bedeutung von TINCR und DANCR im Urothel

Um nach der deskriptiven Beschreibung der TINCR- und DANCR-Expression im UC und in
der urothelialen Differenzierung ihre Funktion besser erfassen zu konnen, wurde ihre
Expression sowohl in Tumorzelllinien als auch in HBLAK-Zellen moduliert. Zunachst
wurden verschiedene Tumorzelllinien mit einem siRNA-Pool gegen TINCR behandelt und
auf verschiedene zellulare Eigenschaften hin untersucht. Deutliche Effekte auf wichtige
zellulare Eigenschaften wie Klonogenitit oder Viabilitit wurden dabei nicht beobachtet.
Auch die Auswirkungen auf die Expression Differenzierungs-assoziierter Markergene
waren sehr heterogen. Dies steht im Gegensatz zu Ergebnissen von Chen et al.,, die durch
eine RNAi-basierte Methode zum Knockdown von TINCR eine verminderte Proliferation
und Induktion von Apoptose beobachteten, obwohl die Effizienz des Knockdowns
schlechter waren als die in dieser Arbeit erreichten (144). Moglicherweise ist dies
Ausdruck der Komplexitat der Regulation durch IncRNAs, die insbesondere im Falle von
TINCR von der genauen Expressionsstarke abhdngig sein konnte (vgl. 4.1). Die Effizienz
der Depletion von IncRNAs durch Antisense-Oligonucleotide (ASO) oder siRNA hangt
wesentlich von der subzelluldaren Lokalisation der jeweiligen IncRNA ab. Fiir nuklear
lokalisierte IncRNAs ist die Verwendung von ASOs effizienter als siRNA (199). Da TINCR
in HBLAK-Zellen in beiden Zellkompartimenten nachweisbar ist, ist es nicht
auszuschliefden, dass ein funktioneller Anteil an TINCR-Transkripten im Nucleus erhalten
bleibt. Eine Maoglichkeit solch technische Limitationen von siRNA-vermitteltem
Knockdown bei IncRNAs zu umgehen, bietet die Verwendung der CRISPR/Cas9-Technik.
Dennoch gibt es auch hier technische Hiirden, die in der Struktur von IncRNAs begriindet
sind. Anders als bei Protein-codierenden Genen ist es bei IncRNAs nicht ausreichend
kleinere Deletionen oder Insertionen durch die CRISPR/Cas9-Technik einzufiigen, wie sie
zu einem nicht-funktionsfahigen Protein fithren. Bei IncRNA-Genen konnen dennoch
funktionsfahige Genprodukte erhalten bleiben. Um einen vollstandigen Funktionsverlust
der IncRNA zu gewadhrleisten ist es vielmehr notwendig unter Verwendung mehrerer
guide-RNAs grofde Fragmente des Genkorpers oder der Promotorregion zu deletieren
(200, 201). Derartige Experimente konnten die Diskrepanzen zwischen den siRNA-

basierten Ergebnissen klaren.

Ahnlich war nach stabiler Uberexpression von TINCR in verschiedenen Zelllinien im
Zeitverlauf kaum ein Einfluss auf zellulare Eigenschaften zu beobachten. Auch auf die
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Expression der Differenzierungs-assoziierten Markergene hatte die Uberexpression
keinen wesentlichen Einfluss; die Expression einzelner Gene variierte nur allgemein im
Zeitverlauf. Dies ist ein Hinweis, dass es weitere Faktoren geben muss, die Einfluss auf die
Expression der Markergene in den Tumorzellen nehmen. Ein solcher Faktor kénnte die
Zelldichte zum Zeitpunkt der RNA-Extraktion sein. Zudem war die erreichte
Uberexpression in den Zelllinien z. T. stark unterschiedlich, was wiederum Einfluss auf
die Funktionalitit von TINCR haben koénnte. Eine systematische Analyse moglicher
weiterer Zielgene wurde in dieser Arbeit wegen der insgesamt geringen Effekte nicht

vorgenommen.

Allerdings wurde die Expression von Involucrin durch TINCR-Uberexpression in RT-112
konstant herunter reguliert. Da Involucrin als Zielgen von TINCR beschrieben ist, deutet
dies darauf hin, dass das eingebrachte TINCR-Transkript korrekt gebildet wird (44). In
der Keratinozyten-Differenzierung wird Involucrin durch TINCR allerdings stabilisiert,
iber einen Staufenl-vermittelten Mechanismus. Die meisten der in dieser Arbeit
untersuchten Zielgene hangen direkt mit der Gewebe-spezifischen Funktion der Zellen
zusammen wie Involucrin in der Epidermis oder Uroplakine im Urothel. Man kann daher
vermuten, dass sich der Mechanismus, iiber den TINCR auf Zielgene einwirkt, in UC-Zellen
von dem in Keratinozyten unterscheidet. In T-24 und 253] Zellen wird Involucrin nicht
exprimiert, was sich auch durch TINCR-Uberexpression nicht dndert. Es ist bekannt, dass
TINCR iber Staufenl-Bindung in der epidermalen Differenzierung die
Transkriptionsfaktoren MAF:MAFB stabilisiert, die dann wiederum in Kooperation mit
p63 weitere Transkriptionsfaktoren wie ZNF750 und KLF4 aktivieren (66). Dass TINCR
zumindest in der TZ+PD-vermittelten Differenzierung in HBLAK-Zellen die Expression
von ZNF750 beeinflusst, ist demnach moglich. Fiir die urotheliale Differenzierung spielt
dieser Transkriptionsfaktor jedoch keine Rolle, da er durch Calcium/FCS-Behandlung
ebenso wenig wie TINCR induziert wird. Die fiir die urotheliale Differenzierung wichtigen
Transkriptionsfaktoren GATA3 und FOXA1 werden von TINCR dagegen nicht aktiviert.
Uber den Einfluss von MAF-Transkriptionsfaktoren auf die urotheliale Differenzierung ist
wenig bekannt; in Microarray-Analysen wurde eine deregulierte Expression von MAFG in
Harnblasenkarzinomen festgestellt (202). Ob der Einfluss von TINCR auf Zielgene im
Urothel ebenfalls Giber Staufenl vermittelt wird, wurde in dieser Arbeit ebenfalls nicht
untersucht. Die Bindung von Staufen1 an die 3’-UTR von mRNAs fiihrt in den meisten

Fillen zu einer RNA-Degradation und nicht zu einer Stabilisierung. Es ist bekannt, dass
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IncRNAs als Transaktivatoren fiir eine solche Staufenl-vermittelte RNA-Degradation
(Staul-mediated mRNA-decay, SMD) fungieren konnen (203). Es ist also denkbar, dass
TINCR in UC-Zelllinien als ein solcher Transaktivator wirkt und es somit zur Abnahme

von Involucrin in RT-112 nach TINCR-Uberexpression kommt.

Fiir andere Tumorentitiaten, in denen TINCR als verandert exprimiert beschrieben ist,
sind weitere Funktionsmechanismen beschrieben. Dabei unterscheidet sich die
postulierte Rolle als Onkogen oder Tumorsuppressorgen je nach untersuchter
Tumorentitat. Fiir nicht-kleinzellige Lungenkarzinome (NSCLC) wird TINCR eine Rolle als
Onkogen zugeschrieben, in dem es durch Interaktion mit BRAF dessen Aktivitat verstarkt
(146). Im Unterschied dazu wird im Kolonkarzinom eine Rolle als Tumorsuppressor
postuliert, indem die Bindung von TINCR an EpCAM dessen Hydrolyse verhindert. Dieser
Vorgang wiederum soll die Aktivierung des Wnt-Signalwegs verhindern (204). Aufierdem
wird in zwei weiteren Arbeiten eine Funktion von TINCR als Regulator von microRNAs
beschrieben (70, 72). Gemeinsam ist all diesen beschriebenen Mechanismen, dass sie eine
Lokalisation von TINCR im Zytoplasma voraussetzen, wie sie zumindest in der

urothelialen Differenzierung wahrscheinlich ist (vgl. 4.3).

Eine eindeutige Beurteilung tiber die Funktion von TINCR im Urothelkazinom bzw. in der
urothelialen Differenzierung lasst sich an dieser Stelle nicht treffen. Vieles deutet darauf
hin, dass die Funktion von TINCR im Urothel sich von der in der Epidermis unterscheidet
und entgegen der urspriinglichen Hypothese dieser Arbeit TINCR in keinem direkten
Zusammenhang mit aberranter squamoéser Differenzierung im Urothel steht. Im
Gegenteil: eine Uberexpression von TINCR fiihrt eher zu einer Unterdriickung des
squamosen Phanotyps. Dagegen spricht die gefundene Assoziation mit dem BASQ-Subtyp
in Urothelkarzinomen. Wahrscheinlicher erscheint eine Beteilung von TINCR an der
urothelialen Differenzierung, die iiber PPARy vermittelt wird. Der genaue Mechanismus
sowie die Regulation von TINCR selbst bleiben jedoch weitgehend ungeklart. Dies ist im
Wesentlichen darauf zuriickzufiihren, dass das in vitro-Modell der urothelialen
Differenzierung durch pharmakologische PPARy-Aktivierung in HBLAK-Zellen
unzureichend ist. Ein weiterer Kritikpunkt ist, dass nicht bekannt ist, welche die Zielgene
von TINCR im Urothel sind. Dazu gehort, dass in dieser Arbeit lediglich mRNAs Protein-
codierender Gene betrachtet wurden, nicht aber andere Klassen nicht-codierender RNAs,

insbesondere microRNAs.
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Tabelle I: Mediane DNA-Methylierung verschiedener IncRNA-Gene in

Tumor- (T) und Normal-Proben (N) fiir alle analysierten CpG-Stellen. Die
Werte wurden dem UCSC XenaBrowser fiir die TCGA-Kohorte des Blasenkarzinoms (BLCA, 433
samples, N=21, T=412) entnommen. Der p-Wert wurde mittels Wilcoxon-Rank-sum-Test in R
berechnet.

Gene CpG Median N | Stabw N | Median T | Stabw T | p-Wert | Median N | Median T | p-Wert
cg18352648 0,791 0,116 0,458 0,232 0,000
cg08405284 | 0,056 0,020 0,039 0,021 | 0,000
cg02932691 | 0,061 0,010 0,055 0,013 | 0,027
UCA1 cg22885777 | 0,115 0,064 0,051 0,040 | 0,000 0,056 0,039 0,383
cgl7274953 | 0,020 0,004 0,017 0,004 | 0,048
cg25016865 | 0,024 0,007 0,024 0,009 | 0,471
€g24011441 | 0,040 0,010 0,034 0,015 | 0,001
cg08087379 | 0,912 0,023 0,892 0,180 | 0,025
cg05373339 0,623 0,102 0,722 0,226 0,164
cg04270033 | 0,911 0,028 0,893 0,181 | 0,034
cg25806456 0,016 0,003 0,016 0,003 0,615
TUG1 0,767 0,807 0,753
cg02551882 | 0,024 0,006 0,020 0,005 | 0,020
cg12376277 0,032 0,005 0,029 0,007 0,097
cg15282331 0,938 0,011 0,923 0,041 0,000
cg23120976 0,954 0,013 0,945 0,017 0,014
cg12062900 | 0,317 0,044 0,177 0,089 | 0,000
cg16483916 0,185 0,046 0,153 0,068 0,001
cg15688918 | 0,044 0,030 0,032 0,035 | 0,005
TINCR cg04993257 0,315 0,067 0,223 0,097 0,000 0,244 0,153 0,038
cg05280750 | 0,242 0,081 0,122 0,093 | 0,000
cg19216791 | 0,349 0,063 0,232 0,103 | 0,000
cg24349886 0,244 0,073 0,152 0,106 0,000
cg12148129 0,190 0,049 0,089 0,129 0,000
cg02077100 | 0,089 0,024 0,048 0,108 | 0,000
cg04637598 | 0,020 0,003 0,018 0,035 | 0,148
cg04739123 | 0,053 0,014 0,037 0,098 | 0,001
€g22696982 | 0,045 0,019 0,042 0,068 | 0,234
LINC01116 | cg17839314 0,027 0,007 0,026 0,050 0,392 0,089 0,048 0,439
cg00215551 | 0,043 0,006 0,042 0,039 | 0,540
cg07077965 | 0,301 0,083 0,174 0,159 | 0,001
cg08474164 0,092 0,034 0,079 0,108 0,173
cg05509190 0,343 0,076 0,294 0,154 | 0,091
cg01881966 0,618 0,064 0,722 0,151 0,003
cg11980944 | 0,332 0,071 0,382 0,152 | 0,155
cg24339193 0,037 0,011 0,045 0,158 0,005
cg06849719 | 0,018 0,002 0,017 0,071 | 0,699
cg14221039 | 0,061 0,021 0,055 0,050 | 0,448
lincUBC1 | cg06968878 | 0,174 0,030 0,148 0,138 | 0,014 0,061 0,085 0,945
cg17928286 | 0,454 0,138 0,645 0,196 | 0,000
cg02520707 | 0,844 0,056 0,673 0,204 | 0,000
cgl2656740 | 0,620 0,032 0,496 0,159 | 0,000
cg06174882 0,805 0,075 0,352 0,215 0,000
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cg02999711 | 0,896 0,034 0,823 0,167 | 0,000
cg05362417 | 0,054 0,011 0,048 0,093 | 0,509
cg01966390 | 0,127 0,025 0,085 0,053 | 0,000
cg25202407 | 0,864 0,022 0,809 0,119 | 0,000
cg19503168 | 0,545 0,071 0,515 0,200 | 0,267
cgl13061767 | 0,911 0,069 0,691 0,223 | 0,000
cg02954735 | 0,040 0,015 0,038 0,128 | 0,748
cg02952078 | 0,243 0,034 0,175 0,058 | 0,000
cg14203032 | 0,024 0,008 0,025 0,102 | 0,104
cg15651650 | 0,035 0,013 0,044 0,130 | 0,008
cg07902473 | 0,059 0,016 0,066 0,121 | 0,136
cg23570590 | 0,055 0,016 0,088 0,143 | 0,001
cg05707458 | 0,032 0,021 0,160 0,248 | 0,000
cg05764240 | 0,028 0,007 0,038 0,109 | 0,000
cg01790367 | 0,030 0,006 0,028 0,053 | 0,574
cg03349767 | 0,052 0,017 0,041 0,061 | 0,165
cg08749736 | 0,084 0,014 0,070 0,103 | 0,091
cg15889017 | 0,041 0,011 0,036 0,086 | 0,095
cg24797840| 0,158 0,071 0,092 0,140 | 0,002
cg05721515| 0,078 0,018 0,059 0,029 | 0,000
cg06870728 | 0,156 0,046 0,093 0,056 | 0,000
cg13543854 | 0,090 0,026 0,048 0,031 | 0,000
cg06022942 | 0,070 0,036 0,018 0,029 | 0,000
cg07907745 | 0,148 0,033 0,097 0,040 | 0,000
cg11018337 | 0,040 0,020 0,014 0,030 | 0,000
cg13814485 | 0,032 0,030 0,014 0,025 | 0,000
cg07516470 | 0,022 0,007 0,017 0,031 | 0,000
cg01166071 | 0,026 0,007 0,021 0,036 | 0,001
cg22647713 | 0,036 0,020 0,018 0,034 | 0,000
cg23943136 | 0,028 0,008 0,021 0,024 | 0,002
cg08707112 | 0,118 0,028 0,078 0,032 | 0,000
cgl7566118 | 0,025 0,009 0,021 0,031 | 0,007
cg18187680 | 0,091 0,036 0,044 0,050 | 0,000
€g26292521 | 0,017 0,010 0,012 0,021 | 0,000
GATA3 | cg05671070 | 0,041 0,019 0,028 0,014 | 0,001 0,109 0,061 0,051
cg23058185| 0,055 0,022 0,033 0,030 | 0,000
cgl12730771| 0,029 0,008 0,022 0,018 | 0,000
cgl11731114| 0,062 0,015 0,049 0,026 | 0,002
cg04050331| 0,039 0,019 0,025 0,015 | 0,001
cg17891011 | 0,049 0,015 0,033 0,029 | 0,000
cg04641787 | 0,080 0,025 0,045 0,024 | 0,000
cg13431023 | 0,082 0,025 0,057 0,027 | 0,000
cg09728012 | 0,030 0,012 0,026 0,019 | 0,008
cg24647276 | 0,040 0,014 0,031 0,021 | 0,042
cg05356738 | 0,023 0,008 0,018 0,026 | 0,058
cg01224891 | 0,018 0,009 0,014 0,028 | 0,001
cg15187550 | 0,016 0,014 0,012 0,029 | 0,005
cg15852223 | 0,013 0,002 0,010 0,013 | 0,000
cg19894747 | 0,026 0,005 0,020 0,013 | 0,000
cg04847548 | 0,028 0,007 0,022 0,013 | 0,001
cg20314737 | 0,066 0,013 0,057 0,015 | 0,010
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cg19315863 | 0,015 0,006 0,012 0,023 | 0,006
cg07578663 | 0,019 0,006 0,017 0,022 | 0,000
cg19679989 | 0,030 0,020 0,019 0,032 | 0,000
cg08347183 | 0,023 0,009 0,019 0,047 | 0,002
cg04982951 | 0,068 0,029 0,046 0,034 | 0,000
cg06230736 | 0,065 0,046 0,039 0,059 | 0,000
cg15330117 | 0,028 0,028 0,016 0,047 | 0,000
cg14098681 | 0,030 0,042 0,019 0,053 | 0,003
cg18599069 | 0,119 0,029 0,062 0,048 | 0,000
cg10008757 | 0,088 0,026 0,061 0,036 | 0,000
cgl4327531| 0,225 0,055 0,106 0,085 | 0,000
cg13409449 | 0,100 0,037 0,038 0,066 | 0,000
cgl17124583 | 0,453 0,034 0,342 0,097 | 0,000
cg15267232 | 0,296 0,066 0,116 0,127 | 0,000
cg19883813 | 0,411 0,054 0,177 0,104 | 0,000
cg12181459 | 0,785 0,088 0,446 0,133 | 0,000
cg11430077 | 0,512 0,157 0,184 0,186 | 0,000
cg01255894 | 0,371 0,138 0,116 0,108 | 0,000
cgl6267979 | 0,764 0,092 0,506 0,251 | 0,000
cg10089865 | 0,760 0,123 0,429 0,269 | 0,000
cg03935183 | 0,748 0,152 0,450 0,258 | 0,000
cgl11679455 | 0,835 0,152 0,456 0,286 | 0,000
€g22770911 | 0,492 0,115 0,313 0,181 | 0,000
cg10163955 | 0,684 0,148 0,435 0,252 | 0,000
cg04492228 | 0,464 0,146 0,235 0,213 | 0,000
cgl17489908 | 0,525 0,154 0,233 0,221 | 0,000
cg03669298 | 0,283 0,118 0,170 0,149 | 0,000
€g22892607 | 0,520 0,152 0,220 0,227 | 0,000
cg00463367 | 0,525 0,122 0,304 0,198 | 0,000
cg04213746 | 0,835 0,120 0,733 0,267 | 0,206
cg15043723 | 0,763 0,088 0,668 0,197 | 0,104
cg12405139 | 0,788 0,100 0,672 0,210 | 0,124
cg27409129 | 0,830 0,030 0,682 0,186 | 0,000
cg01522692 | 0,919 0,016 0,908 0,109 | 0,002
cg07989490 | 0,948 0,010 0,925 0,131 | 0,035
cg23687654 | 0,936 0,013 0,921 0,076 | 0,634
cg04249642 | 0,880 0,031 0,851 0,091 | 0,591
cg07441319| 0,591 0,054 0,572 0,163 | 0,000
cg03479211| 0,634 0,095 0,688 0,212 | 0,000
cg24284640| 0,739 0,089 0,786 0,071 | 0,000
cg10332864 | 0,709 0,107 0,829 0,068 | 0,000
cg00797058 | 0,567 0,113 0,704 0,109 | 0,000
cg01263407 | 0,720 0,182 0,836 0,146 | 0,001
cg07240413 | 0,615 0,144 0,221 0,267 | 0,000
cg12515684 | 0,443 0,087 0,481 0,122 | 0,012
cg06129794 | 0,027 0,010 0,024 0,009 | 0,084
cg12810548 | 0,105 0,051 0,139 0,054 | 0,000
DANCR cg12634276 | 0,164 0,042 0,093 0,050 | 0,001 0,029 0,025 0,259
cg00355794 | 0,026 0,009 0,019 0,008 | 0,001
cg00355794 | 0,026 0,009 0,019 0,008 | 0,001
cgl7672050 | 0,123 0,063 0,145 0,057 | 0,365

Anhang

187



cg02016130 | 0,038 0,013 0,026 0,024 | 0,000
cg07005843 | 0,061 0,011 0,055 0,011 | 0,005
cg24786498 | 0,024 0,004 0,020 0,003 | 0,002
cg12938239 | 0,029 0,008 0,025 0,011 | 0,002
cg23387220| 0,065 0,025 0,045 0,020 | 0,000
cg15603184 | 0,024 0,004 0,022 0,005 | 0,069
cg03360611 | 0,016 0,003 0,015 0,003 | 0,007
cg03401519 | 0,554 0,128 0,421 0,210 | 0,002
cg03152288 | 0,058 0,020 0,048 0,083 | 0,099
cg10305451 | 0,074 0,031 0,041 0,090 | 0,000
HAGLROS | cg14324370| 0,030 0,006 0,026 0,114 | 0,311 0,067 0,047 0,259
cg13092806 | 0,038 0,015 0,032 0,133 | 0,050
cg09355771 | 0,067 0,026 0,052 0,076 | 0,003
cg25347419 | 0,089 0,041 0,047 0,081 | 0,000
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