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Einleitung

1 Einleitung

1.1 TGF-3 und sein Bindungsprotein Latent TGF-[3 bin  dendes Pro-
tein 4 (LTBP4)

1.1.1 Struktur und Funktion von TGF-3

Der Transforming growth factor 3 (TGF-R) ist Teil einer Superfamilie von wachs-
tumsmodellierenden Polypeptiden (SAHARINEN et al., 1998). Zu diesen Zytokinen
gehoren, neben den Isoformen von TGF-3, auch Aktivin, bone morphogenic Protein
(BMP) sowie Wachstums- und Differenzierungsfaktoren (GDFs) (MASSAGUE, 2008;
URBAN et al.,, 2009). In Saugern existieren drei verschiedene TGF-[3 Isoformen:
TGF-B31, TGF-R2 und TGF-R3, die aus homo- und heterodimeren Polypeptiden be-
stehen. Sie werden als Vorlaufermolekile synthetisiert und reifen mittels proteolyti-
scher Spaltung durch Endoproteasen (z.B. Furin) zu fertigem TGF-3 (DUBOIS CM,
1995; MEULMEESTER & TEN DIJKE, 2011). Diese Wachstumsfaktoren regulieren,
abhangig von den jeweiligen Zielzellen, multiple zellulare Prozesse, wie Proliferation,
Differenzierung, Adhésion, Apoptose, Kontrolle des Zellzyklus sowie Invasion und
Migration. Die verschiedenen und vielfaltigen Effekte machen deutlich, welch kom-
plexe Rolle TGF-R3 in physiologischen Zellen spielt und zeigen seine Zustandigkeit fur
die Gewebe-Homoostase auf (KINGSLEY, 1994; WAHL, 1994; KESKI-OJA, 1997,
SAHARINEN J, 1999; SIEGEL PM, 2003; MASSAGUE, 2008; URBAN et al., 2009).
Dartber hinaus ist TGF-I3 essentiell fir die Embryogenese. Das Zytokin und sein
verwandtes Molekil BMP terminieren wahrend der Entwicklung z.B. die links-rechts
Achsenentwicklung der Vertebraten (HACKETT, 2002).

Aus der Vielzahl an Aufgaben von TGF-[3 lasst sich schlie3en, dass eine Stérung des
Signalweges zur Entwicklung diverser Krankheiten, inklusive Tumoren flihren kann,
worauf in Punkt 1.1.2 ndher eingegangen wird.

In der Zelle wird TGF-3 von seinem initialen Translationsprodukt, dem Latenz assozi-
iertem Propeptid (LAP), abgespalten. LAP ist jedoch weiterhin nicht kovalent mit dem
C-terminalen Ende von TGF-R assoziiert, wodurch der Wachstumsfaktor in einem
latenten Zustand verbleibt (JANSSENS K, 2005). Der Komplex zwischen TGF-3 und
LAP wird small latent complex (SLC) genannt (GILTAY et al., 1997; SAHARINEN J,
1999; YOSHINAGA et al., 2008). Die meisten Zellen sezernieren den SLC kovalent
gebunden an ein Latent TGF-3 Binding Protein (LTBP). Die Anwesenheit von LTBPs

fordert die Sekretion des entstandenen hochmolekularen Proteinkomplexes, der lar-
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ge latent complex (LLC) genannt wird, und sichern eine korrekte Disulfidbindung zwi-
schen LAP, TGF-3 und LTBP (MIYAZONO K, 1991; GILTAY et al., 1997). Nach der
Sekretion lagern sich die LTBPs in die Matrix ein und bewirken somit eine sekundare
Anhaftung von latentem TGF-3 an die Extrazellularen Matrix (ECM). Die ECM dient
einer Vielzahl unterschiedlicher latenter Wachstumsfaktoren als Reservoir und regu-
liert deren Aktivierung (KANTOLA et al., 2010). TGF-3 Depots kbnnen Gewebe mit
einem schnell induzierbaren und stark lokalisiertem TGF-3 Signal ausstatten
(SAHARINEN J, 1999; KOLI K, 2001a). Durch z.B. Proteinasen, Thrombospondin,
reaktive Sauerstoffspezies oder Integrin wird das TGF-3 von seinem LLC abgespal-
ten und dadurch aktiviert (YOSHINAGA et al., 2008). Die Aktivierung des LLC stellt
einen wichtigen regulatorischen Schritt im TGF-3 Signalweg dar (KANTOLA et al.,
2010).

LLC

LTBP

. 8- Cys (CR) Domane |:| EGF-dhnliche Domane
= Disulfitbindung

Abb. 1.1: Schematische Darstellung des hochmolekula  ren Proteinkomplexes in welchem laten-
tes TGF-R aus der Zelle sezerniert wird.

Der Komplex zwischen TGF-3, LAP und LTBP wird large latent complex (LLC) genannt, wohingegen
der Komplex zwischen TGF-3 und LAP small latent complex genannt wird. Schwarze Kreise symboli-
sieren die 8-Cystein Doméanen, graue Rechtecke die Epidermal Growth Factor (EGF) ahnlichen Do-
manen aus denen LTBPs aufgebaut werden. Das Bild wurde modifiziert nach Yoshinaga et al. (2008).
Nach der Aktivierung binden die TGF-I3 Dimere an TGF-3 Typll Rezeptoren, was zu
einer Komplexbildung mit TGF-3 Typl Rezeptoren und damit zu einer Phosphorylie-
rung der zwei Rezeptoren fuhrt. Beide Rezeptortypen sind mit Serin/Threonin Kinase
Aktivitat ausgestattet (SHI Y, 2003; MEULMEESTER & TEN DIJKE, 2011). Der akti-
vierte TGF-B Typl Rezeptor rekrutiert und phosphoryliert im Folgenden die Smad
Proteine 2 und 3 (MARKOWITZ S, 1996; MEULMEESTER & TEN DIJKE, 2011).

Die Smad Proteine sind intrazellulare Mediatoren, die das TGF-3 Signal regulieren.
Sie besitzen am N- und C-terminalen Ende zwei Regionen (MH1 und MH2), die
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durch eine Prolin-reiche Doméne verbunden sind (GRADY WM, 2002). Smads wer-
den in drei Hauptklassen unterteilt: 1) Rezeptor-regulierende Smads (R-Smads) 2)
Common Smads (C-Smads) und 3) Inhibitorische Smads (I-Smads) (GRADY WM,
2002).

Die Smad 2 und Smad 3 Proteine gehéren zu den R-Smads und bilden nach ihrer
Aktivierung einen Komplex mit Smad 4, einem C-Smad. Dieser Komplex transferiert
anschlieBend in den Zellkern (MASSAGUE, 1996; WRANA J, 1997; SHI Y, 2003;
HILL, 2009). Da er eine geringe Affinitat fir die Bindung an DNA besitzt, lagert sich
nachfolgend ein zusatzlicher Transkriptionsfaktor an den Smad-Komplex an. Diese
sogenannten Co-Faktren, wie z.B. p300, Ski und C-Jun regulieren hierdurch die un-
terschiedlichsten Zielgene (LUO K, 1999; CHUNG, 2000; MEULMEESTER & TEN
DIJKE, 2011). So kann eine Zelltyp-spezifische Antwort auf TGF-3 Stimulation zum
Teil durch die unterschiedlichen Regulatoren der Expression erklart werden
(MEULMEESTER & TEN DIJKE, 2011).

Jeder Schritt des TGF-[3 Signalweges ist streng kontrolliert um die Intensitat und
Dauer des TGF-B Effektes zu bestimmen (ITOH S, 2007). So werden z.B. die I-
Smads (Smad 6 und 7) durch BMP und TGF-3 Aktivierung transkriptionell aktiviert.
Desweiteren regulieren auch Mitglieder der HDAC Familie (siehe Punkt 1.2.2.1) den
TGF-3 Signalweg, indem sie mit Smad 2 und Smad 3 interagieren (LUO K, 1999;
STROSCHEIN SL, 1999).
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung des TGF-3 Signal  weges.

Nach Abspaltung von dem LLC bindet das aktivierte TGF-3 an den TGF-B Typll Rezeptor wodurch
dieser phosphoryliert wird. AnschlieBend wird ein Komplex mit dem TGF-3 Typl Rezeptor gebildet der
ebenfalls phosphoryliert wird und im Folgenden Smad 2 und Smad 3 aktiviert. Zusammen mit Smad 4
transferiert der aktivierte Smad Komplex in den Zellkern wo er zusammen mit Transkriptionsfaktoren,
die als Co-Faktoren fungieren, die Transkription der Zielgene bewirkt. Diese Abbildung wurde modifi-

ziert nach Meulmeester et al. (2010).
1.1.2 Pathologische Prozesse im Zusammenhang mit TG F-i3

Wahrend der Entwicklung und wahrend verschiedener pathologischer Prozesse ist
die Aktivitat der TGF-I3 Superfamilie streng reguliert. Dysregulationen in der TGF-3
Sekretion, Positionierung, Aktivierung und in den nachgeschalteten Zielgenen des

Signalweges fuhren zu einer Vielzahl von Krankheiten, unter anderem haufig zu Tu-



Einleitung

moren (GRADY WM, 2002; MAUEL et al., 2007; YOSHINAGA et al., 2008; URBAN
et al., 2009; BERG et al.,, 2010; KANTOLA et al., 2010; MEULMEESTER & TEN
DIJKE, 2011).

Der TGF-B Signalweg ist eng verbunden mit der Integritét elastischer Fasern. Mutati-
onen im Fibrillin 1 Gen verursachen das Marfan Syndrom (DIETZ H.C, 1991; LEE B,
1991; PUTNAM EA, 1995). Bei dieser schweren Bindegewebsstorung fuhren struktu-
relle Abnormalitaten der Mikrofibrillen zu einer pathologisch erhdhten TGF-I3 Aktivie-
rung (NEPTUNE E.R, 2003). Diese vermehrte Aktivierung tragt dabei essentiell zur
Manifestation des Syndroms bei, da Fibrilline mit LTBPs interagieren und somit zer-
storte Mikrofibrillen den LLC aktivierenden Mechanismen aussetzen (ISOGAI Z,
2003; NEPTUNE E.R, 2003). Beim Loeys-Dietz Syndrom ist diese erhdhte Aktivie-
rung zusatzlich assoziiert mit TGF-3 Typl und Typll Rezeptormutationen, wodurch es
zu einer beeintrachtigten Ablagerung elastischer Fasern kommt. Im Aortic Tortuosity
Syndrom (ATS) fuhren Genmutationen zu einer Zerreil3ung elastischer Fasern sowie
zu einem verandertem TGF-3 Signalweg (COUCKE P.J, 2006).

In der Karzinogenese spielt TGF-3 eine wichtige und duale Rolle. Das Zytokin hat
sowohl Tumor hemmende als auch Tumor férdernde Eigenschaften (AKHURST RJ,
2001; ROBERTS AB, 2003; MEULMEESTER & TEN DIJKE, 2011). Eine hemmende
Wirkung erzielt TGF-3 durch die Regulierung von Zellproliferation und Apoptose. De-
letionen, Mutationen oder ,Loss of heterozygosity* (LOH) in den zentralen Kompo-
nenten des TGF-B Signalweges fihren dabei in der frihen Phase der Tumorentwick-
lung zu suppressiven Effekten (LEVY L, 2006). Ein Beispiel hierfir ist die Inaktivie-
rung von TGF-3 Typll Rezeptoren in Kolonkarzinomen (MARKOWITZ S, 1995).

Sehr aggressive Tumore konnen jedoch die Tumorsuppressor Effekte von TGF-3
umgehen und im Folgenden verschiedene Aspekte des TGF-3 Signalweges fur das
Tumorwachstum nutzen. Diese Tumoren, zu denen z.B. Brust- oder Prostatatumoren
zéhlen, weisen in den Kernteilen des Signalweges keine Mutationen auf, wodurch sie
gegenuber der TGF-3 vermittelten Wachstumshemmung immun sind (MAUEL et al.,
2007; MEULMEESTER & TEN DIJKE, 2011). In diesen Tumoren tragt TGF- aktiv
zur Metastasierung bei (MEULMEESTER & TEN DIJKE, 2011). Zuséatzlich erhéht
TGF-3 die Motilitdt und Invasivitat verschiedener Tumorzellen und fordert die Immu-
nevasion (TEN DIJKE P, 2002; FLAVELL RA, 2010; IKUSHIMA H, 2010). Hieraus ist
zu erkennen, dass die TGF-3 Antwort stark von Zell-, Gewebe- und Tumortyp ab-

hangig ist.



Einleitung

Besonders haufig sind Bestandteile des TGF-3 Signalweges in kolorektalen Tumoren
sowie Kolonkarzinomen verandert (EPPERT K, 1996; HAHN SA, 1996; TAKAKU K,
1998; ZHU Y, 1998; GRADY WM, 1999; BERG et al., 2010). Bei dieser Art Tumor
fuhren genetische und epigenetische Veranderungen zur Transformation von norma-
lem Kolonepithel in Adenokarzinome (GRADY WM, 2002). In 30 % aller kolorektalen
Tumoren werden Mutationen im TGF-3 Typ Il Rezeptor gefunden, wodurch Tumor-
zellen resistent gegentber TGF-3 werden und der TGF-3 Signalweg inaktiviert wird
(BERG et al., 2010). Auch Mutationen in Smad 4 und Smad 2 werden haufig in die-
ser Art von Tumoren nachgewiesen, wahrend Mutationen im TGF-B Typl Rezeptor
selten sind (GRADY WM, 2002; BERG et al., 2010). Mutationen von Smad 4 in der
Keimbahn fihren z.B. zur Entstehung juveniler Polypen (BERG et al., 2010).

Erste klinische Studien testen die Wirkung von systemischen TGF-3 Signalweg-
Inhibitoren fir die Behandlung von Tumorpatienten. Betrachtet man jedoch die wich-
tige Rolle von TGF-3 in den unterschiedlichen Gewebearten ist ein sehr vorsichtiges
Vorgehen diesbezlglich noétig, um unerwiinschte Nebeneffekte zu minimieren
(MEULMEESTER & TEN DIJKE, 2011). Dennoch gibt es schon viel versprechende
Ergebnisse in diesem sehr jungen Forschungsgebiet. So konnte in einer Behandlung
von Mausen mit I6slichen TGF-3 Typll Rezeptoren die metastatische Ausbreitung
von z.B. Brusttumoren verhindert werden. Die Rezeptoren bewirken hierbei, dass der
Ligand TGF-B vorwiegend an die im Uberfluss vorhandenen verabreichten Rezepto-

ren bindet, im Gegensatz zu seinen natirlichen Rezeptoren (YANG YA, 2002).

1.1.3 Allgemeine Struktur und Funktion der Latent T  GF-R3 binding Proteine
(LTBPSs)

LTBPs gehéren zu der LTBP/Fibrillin Protein Familie, welche die Glykoproteine
LTBP 1-4 sowie Fibrillin 1-3 enthalt (SAHARINEN J, 1999). Fibrilline formen die
ECM-Mikrofibrillen und interagieren mit LTBPs (ISOGAI Z, 2003; RAMIREZ F, 2009;
KANTOLA et al., 2010). LTBPs sind wichtige Modulatoren der TGF-3 Bioverfugbar-
keit und zustandig fur eine korrekte Faltung, effiziente Sekretion und Anhaftung von
TGF-3 in der ECM. Diese gezielte Anlagerung an extrazellulare Strukturen stellt da-
bei eine effektive Kontrolle der Aktivitat von TGF-I3 dar. Die Funktion sich an die Mat-
rix zu binden ist demnach eine wichtige Eigenschaft von LTBPs (SAHARINEN et al.,
1998). Dariiber hinaus sind LTBPs eine strukturelle Komponente der ECM-
Mikrofibrillen (SAHARINEN et al., 1998; STERNER-KOCK et al., 2002; BERG et al.,
2010; FORSTI et al., 2010).
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Die Familie dieser extrazellularen und transmembranéren Proteine ist charakterisiert
durch lange Bereiche von Epidermal Growth Faktor (EGF-) &hnlichen calciumbinde-
nen Doménen (GILTAY et al.,, 1997). Diese zentralen Anteile aus langen EGF-
Wiederholungen sind wahrscheinlich fiir die stabférmige Struktur der LTBP/Fibrillin
Familie zustandig (SAHARINEN et al., 1998). Neben den EGF-Domanen enthalten
die vier bisher bekannten LTBPs (LTBP 1-4), sowie Fibrillin 2 und 3, auch noch vier
LTBP-ahnliche (TB-) Module (ETTORE APPELLAA, 1988; GILTAY et al., 1997;
URBAN et al., 2009). Diese TB-Module bestehen aus einem charakteristischen Mus-
ter von jeweils acht Cystein-Molekilen (GILTAY et al.,, 1997; SAHARINEN et al.,
1998). Mehr als 60 % der Proteinstruktur von LTBPs besteht aus diesen sich wieder-
holenden EGF- und TB-Domé&nen. Beide Strukturen vermitteln Interaktionen zwi-
schen Proteinen wie z.B. zwischen Zelloberflachen-Rezeptoren und ihren Liganden
(SAHARINEN et al., 1998; STERNER-KOCK et al., 2002).
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Struktur der LTBPs.

LTBPs bestehen aus langen Bereichen von Epidermal Growth Faktor (EGF-) &hnlichen calciumbinde-
nen Domanen sowie aus vier LTBP-ahnlichen (TB-) Modulen mit charakteristischem 8-Cystein Muster.
Die Abbildung wurde madifiziert nach Saharinen et al. (1998).

Durch die Anzahl der zentralen EGF-Doméanen kdnnen die vier humanen LTBPs
voneinander unterschieden werden. Dabei besitzt LTBP1 11, LTBP2 13, LTBP3 8
und LTBP4 14 EGF Wiederholungen (MOREN A, 1994; YIN W, 1995; GLEIZES,
1996; SAHARINEN et al., 1998). Der N-Terminus der LTBPs ist verantwortlich fir die
Assoziation mit der ECM, genauer gesagt mit Fibronektin und Fibrillin (GLEIZES,
1996). Diesem Ende folgt eine Proteinase sensitive Region mit hohem Prolin-Anteil.
An dieser Stelle wird der LLC durch Proteolyse von der Matrix gelost. Der C-
Terminus von LTBP1l, 3 und 4 bindet an den SLC (SAHARINEN J, 1999;
YOSHINAGA et al., 2008; FORSTI et al., 2010). Wahrend LTBP1 und 3 an alle drei
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Isoformen von TGF-[3 binden kénnen, interagiert LTBP4 ausschlie3lich mit TGF-R1
(SAHARINEN J, 1999). LTBP2 assoziiert nicht mit dem SLC und besitzt Funktionen
in der Zelladhasion und Migration (SAHARINEN J, 1999; VEHVILAINEN P, 2003).
Am C-terminalen Ende der LTBPs befindet sich eine typische Struktur von zwei EGF-
Domanen eingerahmt durch zwei TB Doméanen. TGF-R3 ist Giber Disulfidbriicken kova-
lent assoziiert mit der ersten 8 Cystein-Domane in diesem Muster. Bezogen auf das
komplette Protein ist diese Bindungsstelle die dritte TB Doméne. Die Assoziation von
LTBPs mit dem latenten SLC ist essentiell fur die richtige Funktionsweise von TGF-I3.
Zwar gibt es Mechanismen, die latentes TGF-3 in Abwesenheit von LTBPs aktivie-
ren, diese sind jedoch bei weitem nicht so effektiv (YOSHINAGA et al., 2008).

1.1.3.1 Spezielle Strukturen und Funktionen von LTB  P1, LTBP2 und LTBP3

Jedes der vier LTBP Gene besitzt mehrere Isoformen, die durch duale Promotoren
oder alternatives Splei3en entstehen (RIFKIN, 2005). Die Rolle der unterschiedlichen
SpleiRvarianten ist noch nicht vollstandig geklart. Es kénnte sich jedoch um ein Fein-
tuning der TGF-3 Aktivierung handeln, da die verschiedenen Varianten eine unter-
schiedliche Affinitat fur die ECM Strukturen besitzen (KANTOLA et al., 2010). Die
Funktionen der einzelnen LTBP Gene sind gewebespezifisch, was sich in den Ex-
pressionsmustern zeigt (SAHARINEN et al., 1998; KOLI et al., 2004).

LTBP1 wird vorwiegend im Herzen, der Plazenta und der Lunge exprimiert, jedoch
nicht im Pankreas. LTBP2 wird ebenfalls nicht im Pankreas daftir aber stark in Lun-
ge, Skelettmuskeln, Leber und Plazenta ausgebildet (MOREN A, 1994; GILTAY et
al., 1997). LTBP3 wird vor allem im Herz, Skelettmuskel, der Prostata und in Ovarien
exprimiert (PENTTINEN C, 2002).

In verschiedenen Studien mit Mausen wurden die spezifischen Funktionen der LTBP
Gene eruiert. Mutationen im LTBP1 Gen fuhren z.B. zu Entwicklungsanomalien in
Herz, Lunge und Knochen (YOSHINAGA et al., 2008). LTBP2 knockout Mause ster-
ben in einem sehr frihen Entwicklungsstadium, wahrscheinlich aufgrund einer ge-
storten Implantation (SHIPLEY J.M, 2000). Mutationen im LTBP2 Gen sind mit kon-
genitalem Glaukom, Extopia lentis und Osteopenie verbunden, weshalb davon aus-
gegangen werden kann, dass LTBP2 essentiell fir eine normale Augenentwicklung
ist (ALl M., 2009). LTBP3 knockout Mause zeigen ein abnormales Knochenwachs-
tum und ein generelles Wachstumsdefizit, wahrend Mutationen im LTBP3 Gen mit
Oligodontia, Kkleiner Statur, erhdhter Knochendichte und Scoliose assoziiert sind.
LTBP3 ist demnach wichtig fur die Zahnentwicklung und das physiologische Kno-
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chenwachstum (DABOVIC B, 2002a; NOOR A., 2009). Alle Mausphanotypen mit Mu-
tationen in LTBP 1 oder 3 weisen eine verminderte TGF-3 Aktivitat auf (YOSHINAGA
et al., 2008). LTBPs sind fur eine korrekte Faltung und Sekretion von TGF-[3 nétig
und spielen ebenfalls eine wichtige Rolle in der Pathogenese verschiedener Neopla-
sien. Einige Mamma-Karzinome zeigen, verglichen mit normalem Gewebe, niedrige-
re Level an LTBP1 und 3 (DALLAS SL, 1994; KOSKI C, 1999; OKLU R, 2000).
LTBP1 ist zudem in verschiedenen epithelialen Neoplasien der Leber, der Ovarien
und in neuroendokrinen Tumoren des Gastrointestinaltraktes herunterreguliert
(CHAUDHRY A, 1994; HENRIKSEN R, 1995; ROTH-EICHHORN S HEITMANN B,
2001).

Transgene hypomorphe LTBP4-Mause entwickeln u.a. schwere pulmonale Emphy-
seme, Kardiomyopathien und kolorektale Tumore (STERNER-KOCK et al., 2002).
Auf die verschiedenen bekannten Funktionen von LTBP4 wird im Folgenden genauer

eingeangen.
1.1.4 Spezielle Struktur und Funktion von LTBP4

Das von Giltay et al. (1997) beschriebene Gen LTBP4 ist bis dato das jingste Mit-
glied der LTBP Familie und auf Chromosom 19 lokalisiert. Dieses Chromosom besitzt
die héchste Gendichte aller humanen Chromosomen, grof3e gebindelte Genfamilien
und einen hohen GC-Gehalt. Dies deutet auf eine erhebliche biologische und evolu-
tionare Signifikanz hin (GRIMWOOQOD J, 2004). LTBP4, das in allen bislang getesteten
Saugern (Maus, Ratte, Affe, Mensch) vorkommt, beinhaltet 20 EGF-Domanen, wo-
von 17 Konsensussequenzen fur eine Calciumbindung aufweisen (SAHARINEN J,
1999). LTBP4 besitzt mindestens vier verschiedene Isoformen, von denen zwei Isof-
ormen ein unterschiedliches N-terminales Ende besitzen (GILTAY et al.,, 1997,
SAHARINEN et al., 1998). Eine weitere Isoform ist unfahig TGF-3 zu binden, weil die
dritte TB Domane, an der die Bindung normalerweise stattfindet, nicht vorhanden ist
(KOLI K, 2001b). Dies deutet stark auf eine TGF- unabhangige Funktion von LTBP4
hin (KANTOLA et al., 2010). Die beiden N-terminal verschiedenen Isoformen werden
aufgrund ihrer Lange LTBP4 long (LTBP4L) und LTBP4 short (LTBP4S) genannt.
Wahrend die LTBP4S Sequenz ein Cluster von 4-Cystein Resten im N-terminalen
Bereich aufweist, besitzt LTBP4L zwei solcher Cluster. LTBP4L und LTBP4S zeigen
deutliche Unterschiede in der Expression, der Sekretion, der Aufbereitung und der

Positionierung in der ECM.
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung der strukturelle  n Unterschiede zwischen den N-terminal

verschiedenen LTBP4 Isoformen.

Dargestellt sind LTBP4S und LTBP4L. Wahrend LTBP4S ein Cluster von vier Cystein Resten im
N-terminalen Bereich aufweist, besitzt LTBP4L zwei davon. PSPSPS zeigt die Lokalisierung von Pro-
lin-Serin-Wiederholungen unbekannter Funktion, im N-Terminus von LTBP4L an. Die Abbildung wurde

modifiziert nach Kantola et al. (2010).

Beide Varianten werden sehr stark im Herz, in den interstitiellen Fibroblasten der
Herzklappen, sowie stark im Skelettmuskel exprimiert (GILTAY et al., 1997,
SAHARINEN et al., 1998). Dartber hinaus wird LTBP4L in der Leber und LTBP4S in
Lunge und Dinndarm gefunden. Dieses gewebespezifische Expressionsmuster ent-
steht durch die Kontrolle der Transkription mittels zwei verschiedener Promotoren
und weist auf eine unabhangige und spezifische Rolle der Varianten in humanen
Geweben hin (KANTOLA et al., 2010). LTBP4L und LTBP4S kbénnen zusétzlich in
Pankreas, Uterus und Plazenta nachgewiesen werden. Gehirn, Leber und Nieren
weisen nur eine sehr geringe Expression auf (GILTAY et al., 1997; SAHARINEN et
al., 1998). Auffallend ist, dass die LTBP4 Expression in adultem Gewebe signifikant
hoher ist als in embryonalem Gewebe (SAHARINEN et al., 1998).
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Abb. 1.5: Expressionsmuster von LTBP4S und LTBP4Li  n humanem Gewebe.

Dargestellt sind die mMRNA Expressionslevel von den beiden N-terminal verschiedenen Isoformen von
LTBP4 in 12 unterschiedlichen Organsystemen. Beide Varianten werden sehr stark in Herz und Ske-
lettmuskel exprimiert. Wahrend LTBP4S zusatzlich vor allem in Dinndarm und Lunge zu finden ist,
lasst sich LTBPA4L vor allem in der Leber nachweisen. Als Positivkontrolle wurde Aktin verwendet. Die
Abbildung wurde modifiziert nach Kantola et al. (2010)

Ein weiterer Unterschied zwischen den beiden LTBP4 Varianten ist die Sekretion aus
der Zelle. LTBPA4L bildet hierftr einen Komplex mit TGF-3 und férdert und beschleu-
nigt so dessen Sekretion. LTBP4S hingegen wird vorwiegend in freier Form sezer-
niert und kann deshalb, im Gegensatz zu LTBPA4L, in der ECM detektiert werden
(KANTOLA et al., 2010).

Neben der Funktion die TGF-3 Bioverfugbarkeit zu regulieren, werden LTBP4 weite-
re bedeutende Funktionen zugesprochen. LTBP4 ist demnach wichtig fur den Aufbau
elastischer Fasern und fungiert als potentielles Tumorsuppressorgen (STERNER-
KOCK et al., 2002; KANTOLA AK, 2008; DABOVIC B, 2009; KRETSCHMER et al.,
2011). Daruber hinaus ist das Gen essentiell fur die Entwicklung der viszeralen Or-
gane, inklusive Lunge, Darm und Urogenitaltrakt. Eine Storung der LTBP4 Expressi-
on ist mit einer Reihe schwerwiegender pathologischer Prozesse assoziiert (URBAN
et al., 2009).

1.1.5 Bedeutung von LTBP4 in pathologischen Prozess en

Eine Reihe von Studien beschaftigt sich mit pathologischen Prozessen im Zusam-
menhang mit LTBP4. Die aus einer Storung der LTBP4 Funktion resultierenden Pa-

thologien sind verschieden und mannigfaltig.
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Transgene hypomorphe LTBP4 Mause, die mittels ,gene trap“-Strategie erzeugt
wurden, entwickeln u.a. schwere pulmonale Emphyseme, Kardiomyopathien und ko-
lorektale Tumore. Diese stark gewebe-spezifischen Veranderungen sind verknipft
mit erheblichen Defekten in der Struktur von elastischen Fasern und mit einer redu-
zierten Deponierung von TGF-B in der ECM. Als Konsequenz aus reduziertem
LTBP4 und in der Folge reduziertem TGF-31 zeigen epitheliale Zellen reduzierte Le-
vel an phosphoryliertem Smad?2, eine erhdhte c-myc Expression sowie eine unkon-
trollierte Proliferation. LTBP4 ist ein stark gewebespezifisches Protein, weshalb seine
Funktionen nur zum Teil von anderen LTBP Proteinen ersetzt werden kann
(STERNER-KOCK et al., 2002; KOLI et al., 2004). Die abnormale Lungenentwicklung
in diesen Mausen fuhrt zu, bereits bei der Geburt vorhandenen, progredienten Lun-
genemphysemen (STERNER-KOCK et al., 2002).

Die Lungenfibroblasten produzieren hierbei weniger aktives TGF-R1, wohingegen die
Sekretion von latentem TGF-3 deutlich erhéht ist. Diese Veranderungen fuhren zu
einer ECM mit mehr Fibronektin und damit zum pulmonalen Phanotyp (KOLI et al.,
2004). Eine Kardiomyopahtie des rechten Herzen und als Folge daraus eine myo-
fibrillare Hypertrophie wird ebenfalls beobachtet. Unklar ist jedoch, ob die Verande-
rungen am Herzen primar oder sekundéar bedingt sind (STERNER-KOCK et al.,
2002).

Mutationen im LTBP4 Gen sind auch in humanen Patienten beobachtet worden. In
einer Studie von Urban et al. (2009) wiesen vier, voneinander unabhéngige, Patien-
ten rezessive Mutationen im LTBP4 Gen auf. Vier der funf festgestellten Mutationen
fuhren zu einem pramaturen Stopp der Translation und einer Destabilisierung der
LTBP4 mRNA. Die reduzierte Synthese und das verminderte Vorhandensein von
LTBP4 in der ECM verursachen eine erhdhte TGF-3 Aktivitat sowie eine Zerreil3ung
elastischer Fasern. Dieses Urban-Rifkin-Davis Syndrom (URDS) ist gekennzeichnet
durch kraniofaciale Anomalien, schwerwiegende pulmonale und viszerale Beteiligung
sowie cutis laxa. Die Patienten leiden an den verschiedensten Symptomen wie z.B.
starker Dyspnoe, hervorgerufen durch zystische und atelektatische Verdnderungen
der Lunge sowie Zwerchfellhernien. Auch gastrointestinale Malformationen, wie Di-
vertikel oder Stenosen, sowie Hydronephrosen und offene Fontanellen werden beo-
bachtet (URBAN et al., 2009). Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die Anord-
nung von TGF-3 in der ECM und das TGF-[3 Signaling essentiell sind fur eine norma-

le Entwicklung und dass dies durch multifunktionelle Proteine wie LTBP4 erreicht
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wird. Dabei ist davon auszugehen, dass die vollstandige Rolle der LTBPs wahrend
der Entwicklung noch nicht hinreichend bekannt ist (URBAN et al., 2009).

Viele Studien beschaftigen sich vorwiegend mit der Rolle von LTBP4 in der Karzino-
genese (STERNER-KOCK A, 2002; MAUEL et al., 2007; BERG et al., 2010; FORSTI
et al., 2010; KRETSCHMER et al., 2011). Es wird geschatzt, dass 30 % aller Patien-
ten mit kolorektalen Tumoren ein genetisches Risiko dafur tragen (BERG et al.,
2010). LTBP4 ist unter den Genen, die ein signifikant unterschiedliches mRNA Ex-
pressionslevel bei Patienten mit genetisch bedingten Tumoren aufweisen (BERG et
al., 2010). In der bereits erwahnten Studie von Sterner-Kock et al. (2002) entwickeln
die fur LTBP4 hypomorphen Mause bereits mit vier Wochen einen, durch ein exten-
sives Schleimhautédem induzierten, rektalen Prolaps. Mit 12 bis 14 Wochen entwi-
ckeln die meisten Tiere Adenome aus denen mit sechs bis acht Monaten, im distalen
Bereich des Kolorektums sichtbare Adenokarzinome werden. Die L&sionen ahneln
derer die sich in Smad3 knockout Mausen entwickeln (ZHU Y, 1998).

Abb. 1.6: Pathologische Verénderungen in LTBP4 hypo = morphen Mausen.

Auf dem linken Bild ist eine ca. vier Wochen alte Maus mit Rektalprolaps dargestellt. Nach 12-14 Wo-
chen entwickeln die meisten Tiere Adenome aus denen mit 6-8 Monaten Adenokarzinome werden.
Auf dem rechten Bild ist der Darm einer LTBP4- Maus abgebildet. Der rote Pfeil zeigt auf das gut
sichtbare Adenokarzinom im Bereich des Rektums. Die Bilder wurden modifiziert nach Sterner-Kock et
al. (2002).

Auch ein ,single-nucleotide” Polymorphismus (SNP) im LTBP4 Gen ist mit der Ent-
wicklung kolorektaler Tumoren assoziiert. Dieser SNP wurde dabei signifikant haufi-
ger bei weniger aggressiven Tumoren (Duke Stage A+B im Gegensatz zu Duke Sta-
ge C+D) gefunden. Die Genotypisierung dieser SNPs kénnte zuklnftig eine einfache
Methode darstellen, um das Risiko fur eine Tumorentstehung im Patienten einzu-
schatzen (FORSTI et al., 2010).
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Wahrend die meisten Studien die Entwicklung von Tumoren mit einer Verminderung
der LTBP4 Expression in Zusammenhang bringen, beschreiben Berg et al. (2010)
eine Erhdhung der LTBP4 Expression bei kolorektalen Tumoren (STERNER-KOCK
et al., 2002; KOLI et al.,, 2004; MAUEL et al., 2007; FORSTI et al., 2010;
KRETSCHMER et al., 2011). Eine Erh6hung der Expression kdnnte demnach zu ei-
ner vermehrten Bindung von TGF-I3 an die ECM fuhren. Damit wiirde eine Bindung
von TGF-3 an seinen Rezeptor und somit seine Tumor hemmenden Eigenschaften,
wie Apoptose oder Wachstumshemmung, verhindert werden (BERG et al., 2010).

Auch in Mamma-Tumoren ist LTBP4 in die neoplastische Transformation involviert.
In zwei verschiedenen Studien konnte eine Verminderung der LTBP4 Expression in
Adenokarzinomen, sowohl bei Mausen als auch in humanen Patienten, nachgewie-
sen werden (MAUEL et al., 2007; KRETSCHMER et al., 2011). Als Folge ist TGF-31
ebenfalls herunterreguliert, was eine reduzierte TGF-3 Bioverfiuigbarkeit bewirkt. Eine
verminderte Expression von TGF-RB1 hat einen proliferativen Effekt auf epitheliale
Zellen, was kanzerogene Prozesse auslésen konnte. TGF-32 wird, da sein Suppres-

sor TGF-31 vermindert vorhanden ist, kompensatorisch vermehrt exprimiert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass LTBP4 klar in die Karzinogenese epithelia-
ler Tumoren involviert ist. Es lasst sich jedoch nicht mit Sicherheit feststellen, ob eine
Verminderung der LTBP4 Expression die Tumorgenese auslost, oder ob transfor-
mierte Zellen LTPB4 sekundar herunterregulieren. Auch ist nicht klar, ob LTBP4 un-
abhéngig von TGF-3 zur Entstehung des LTBP4- Phanotyps beitragt. Diese unab-
hangige Wirkung kann jedoch nicht ausgeschlossen werden (KOLI et al., 2004).
Dennoch darf davon ausgegangen werden, dass LTBP4 ein potentieller Tumorsupp-
ressor ist, dessen Beitrag zur Integritat der ECM wahrscheinlich die Tumorzellinvasi-
on und die metastatische Verbreitung verhindert (STERNER-KOCK et al., 2002;
MAUEL et al.,, 2007; KRETSCHMER et al., 2011). Weiterhin ist es moglich, dass
LTBP4 im Kolon allein verantwortlich fur die Anhaftung von TGF-3 an die ECM ist
(STERNER-KOCK et al., 2002). Bis dato ist z.B. unbekannt ob es einen Rezeptor fur
LTBP4 gibt, der eine direkte Interaktion mit Zielzellen ermdglichen wirde (MAUEL et
al., 2007).
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1.2 Epigenetik und ihre Mechanismen

1.2.1 Verschiedene Definitionen des Begriffs im Wan  del der Zeit

Wahrend die Rolle genetischer Prozesse in der Entstehung pathologischer Krank-
heitsbilder, wie Tumoren, seit langer Zeit ein weithin bekannter Fakt ist, hat die Rele-
vanz epigenetischer Mechanismen auf diesem Gebiet erst in den letzten beiden
Jahrzehnten an Akzeptanz gewonnen. Auch die Definition des Begriff Epigenetik hat
einen Wandel durchlaufen. Die urspringliche Definition von C.H. Waddington lautete:
»The causal interactions between genes and their products, which bring the pheno-
type into being.” (WADDINGTON, 1942). Diese Definition bezieht sich auf die Rolle
der Epigenetik in der embryonalen Entwicklung und involviert das Verstandnis fir die
Chromatinstruktur und ihren Einfluss darauf Gene zu aktivieren oder zu hemmen.
Eine zeitgeméalere Definition ware: , The study of heritable changes in gene expres-
sion that occur independent of changes in the primary DNA sequence.” (SHARMA et
al., 2010). Der Begriff Epigenetik ist demnach das Studium erblicher Verdnderungen
in der Genexpression die ohne Veranderungen in der DNA Sequenz stattfinden
(EGGER et al.,, 2004; FEINBERG, 2008). Die meisten dieser Veranderungen der
Genexpression etablieren sich wahrend der embryonalen Differenzierung und blei-
ben auch wéahrend der Zellteilung stabil. Epigenetische Veranderungen kénnen also
bewirken, dass Zellen, trotz identischer genetischer Information, verschiedene ldenti-
taten mit unterschiedlicher phanotypischer Auspragung haben. Dies bietet einen Me-
chanismus fur zellulare Vielfalt durch posttranskriptionale Regulierung des Genoms
(JONES & BAYLIN, 2002; EGGER et al., 2004). Ein weiteres, sehr wichtiges Kriteri-
um der Epigenetik ist die Tatsache, dass ihre Effekte, im Gegensatz zu genetischen
Veranderungen, potentiell reversibel sind (REN et al., 2011). Dies hat zu dem relativ
neuen Feld der epigenetischen Therapie gefihrt (YOO & JONES, 2006). Ziel bei die-
ser Art der Therapie ist es, die fur pathologische Prozesse urséchlichen Veranderun-
gen ruckgangig zu machen. Fakt ist ebenso, dass die DNA Methylierung unabkémm-
lich ist fir die embryonale Entwicklung von Saugern. In einer Studie von Li et al.
(1992) wurde gezeigt, dass sich Mauseembryos mit inaktiver DNA Methyltransferase
nicht Uber die mittlere Gestationsperiode hinaus entwickeln.

Zusammengefasst lasst sich also sagen, dass epigenetische Eigenschaften partiell
reversibel, somatisch hereditar, fir die embryonale Entwicklung essentiell und DNA

Sequenz unabhangig sind. Sie modulieren die Genexpression, die Chromatinstruktur
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und Zellfunktionen wie Zellzyklus und Apoptose. Epigenetische Mechanismen sind
folglich grundlegend fir die Vervollstandigung genetischer Informationen, die Embry-
ogenese, die Gewebe- und Organentwicklung, die Erhaltung physiologischer Funkti-
onen, Alterungsprozesse und fur die Pathogenese von Krankheiten wenn eine Sto-

rung der Mechanismen vorliegt, verantwortlich (REN et al., 2011).

1.2.2 Unterschiedliche Mechanismen der Epigenetik

Epigenetische Mechanismen werden in vier Kategorien eingeteilt: DNA Methylierung,
kovalente Histonmodifikationen, nicht kovalente Mechanismen und nicht kodierende
RNA wie z.B. mikro-RNA (SHARMA et al., 2010). Diese Mechanismen verandern die
Struktur und Dynamik, vor allem aber die Erreichbarkeit und Kompaktheit des Chro-
matins und somit die Funktionalitat des Genoms. Das Zusammenspiel aller epigene-
tischen Veranderungen schafft die so genannte epigenetische Landschaft. Diese re-
guliert, in welcher Form sich das Genom in den unterschiedlichen Zelltypen, Entwick-
lungsstadien und Krankheitszustdnden manifestiert (EGGER et al., 2004; ZHANG et
al., 2006; BERNSTEIN et al., 2007; KOUZARIDES, 2007; SUZUKI & BIRD, 2008;
JIANG & PUGH, 2009). So kénnen Gene, die in spezifischen Zellen nicht gebraucht
werden durch epigenetische Kontrollmechanismen unterdrtickt werden. Die DNA Me-
thylierung ist der am besten erforschte Mechanismus der Epigenetik und wird des-
halb in Punkt 1.2.3 ausfihrlich dargestellt.

1.2.2.1 Kovalente Histonmodifikationen

Histone sind basische Proteine, die fur die Verpackung der DNA zustandig sind. Je
zwei Kopien der Histone H2A, H2B, H3 und H4 lagern sich zu einem Oktamer zu-
sammen um welches sich die DNA annahernd zweimal windet. Dieser Komplex aus
DNA und Histonen wird Nukleosom genannt. Histonproteine besitzen eine globale
C-terminale Doméane und ein unstrukturiertes N-terminales Ende (LUGER et al.,
1997). Dieses N-terminale Ende kann posttranslational kovalent modifiziert werden
durch z.B. Methylierung, Acetylierung, Ubiquitinierung und Phosphorylierung spezifi-
scher Reste. Diese Anderungen sind an der Regulation zellularer Schliisselprozesse
wie Transkription, Replikation und Reparatur beteiligt (KOUZARIDES, 2007).

Alle Veranderungen zusammengenommen stellen den sogenannten ,Histone Code*
dar, der die Struktur und Aktivitat der unterschiedlichen Chromatinregionen festlegt
und das epigenetische Gedachtnis der Zelle reprasentiert (JENUWEIN & ALLIS,

2001). Dabei kénnen die Modifikationen entweder die Zugénglichkeit von Chromatin
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verandern, oder bestimmte Effektor Proteinen rekrutieren. Bislang sind viele dieser,
oben beschriebenen, kovalenten Histonmodifikationen erforscht worden. Dies hilft die
Art und Weise zu verstehen wie Genexpressionsmuster reguliert werden.

Je nachdem welcher Histonrest wodurch modifiziert ist, kbnnen die Veranderungen
zur Aktivierung oder zur Hemmung der Transkription fuhren. Die Acetylierung von
Lysin z.B. kann zu transkriptionaler Aktivierung fihren wohingegen die Methylierung
von Lysin zur Aktivierung oder Hemmung der Transkription, abhangig davon welcher
Rest wie stark methyliert ist, fihren kann (KOUZARIDES, 2007). Histonmodifikations-
muster werden durch Enzyme dynamisch reguliert. Histon-Acetyltransferasen (HATS)
und Histon-Methyltransferasen (MHMTSs) fiigen Acetyl- und Methylgruppen an be-
stimmte Lysine der Histonproteine hinzu, wahrend Histon-Deacetylasen (HDACS)
und Histon-Demethylasen (HDMs) Acetyl- bzw. Methylgruppen entfernen
(HABERLAND et al., 2009).

DNA Methylierung und Histonmodifikationen interagieren auf verschiedenen Ebenen
miteinander um den Genexpressionsstatus, die Chromatinorganisation und die zellu-
lare Identitat festzulegen (CEDAR & BERGMAN, 2009; SHARMA et al., 2010). So
kénnen z.B. verschiedenen HMTs, wie G9a, SUV39H1 oder PRMT5, DNA Methyl-
transferasen (DNMTSs) direkt rekrutieren oder die Stabilitdt der DNMT Proteine regu-
lieren um Gene stillzulegen (CEDAR & BERGMAN, 2009; SHARMA et al., 2010).
DNMTs hingegen kdnnen z.B. HDACs rekrutieren. Die Interaktion zwischen beiden
Mechanismen verstarkt die Komplexitat der epigenetischen Regulation der Genex-
pression (SHARMA et al., 2010).

1.2.2.2 Nukleosom Positionierung und Histonvariante n

Neben den eben beschriebenen kovalenten Modifikationen spielen auch nicht kova-
lente Mechanismen eine wichtige Rolle bei der Regulierung der Genaktivitat durch
Veranderungen der Chromatinstruktur. Zu diesen nicht kovalenten Mechanismen
gehoren die Umgestaltung von Nukleosomen und das Ersetzen von Histonproteinen
durch spezialisierte Histonvarianten (SHARMA et al., 2010). Nukleosome sind, wie
oben bereits erwahnt, Basis-Module fur die DNA Verpackung in der Zelle. Zuséatzlich
kénnen sie jedoch auch die Genexpression verandern, indem sie die Zuganglichkeit
fur Transkriptionsfaktoren zu regulatorischen DNA Abschnitten beeinflussen (JIANG
& PUGH, 2009). Nukleosome werden demnach gezielt um Promotorstrukturen posi-
tioniert um deren Zugénglichkeit zu beeinflussen (MAVRICH et al., 2008). Die Positi-
onierung eines Nukleosoms unmittelbar strangaufwarts des Transkriptionsstartpunk-
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tes ist direkt verknupft mit der Stillegung von Genen (LIN et al., 2007;
SHIVASWAMY et al., 2008). Im Rickkehrschluss ist ein maskieren des Startpunktes
durch ein Nukleosom mit einer Hemmung des Gens assoziiert (SCHONES et al.,
2008).

Histonvarianten, wie z.B. H3.3 oder H2A.Z kdénnen ebenfalls die Positionierung der
Nukleosome und damit die Genaktivierung steuern (SANTENARD & TORRES-
PADILLA, 2009). Normalerweise werden Histone in der S-Phase nach der Replikati-
on an die DNA gekoppelt. Bei den Histonvarianten hingegen geschieht ein Aus-
tausch mit physiologischen Histonen wahrend des gesamten Zellzyklus
(SANTENARD & TORRES-PADILLA, 2009). Sie lagern sich vor allem in Promotorre-
gionen aktiver Gene an und verandern die Stabilitat der Nukleosome indem sie die
Genaktivierung steuern (JIN & FELSENFELD, 2007). H2A.Z kann so z.B. Gene vor
einer unerwinschten Methylierung schitzen (ZILBERMAN et al., 2008).

1.2.2.3 Nicht kodierende RNA (micro RNA)

MicroRNAs (miRNAs) sind nicht kodierende, sehr kleine (ca. 22 nt) RNA Molekile
welche die Genexpression durch posttranskriptionale Stilllegung von Zielgenen regu-
lieren. Innerhalb eines RNA induzierten “silencing-Komplex®* findet eine sequenz-
spezifische Basenpaarung der miRNA mit der 3’-Region der Boten RNA (mRNA)
statt. Dies resultiert in der Degradierung der Ziel-mRNA oder in der Inhibierung der
Translation (HE & HANNON, 2004). Eine Vielzahl biologischer Prozesse, wie Zell-
proliferation, Apoptose und Differenzierung werden von den gewebespezifisch ex-
primierten miRNAs kontrolliert. Zusatzlich kénnen miRNAs auch Enzyme modulieren
die fir die DNA Methylierung und fur Histonmodifikationen verantwortlich sind
(FABBRI et al., 2007; FRIEDMAN et al., 2009). Dadurch wird erneut deutlich wie eng
alle epigenetischen Veranderungen zusammen wirken und dass man einzelne Me-
chanismen nicht isoliert betrachten darf, will man ein Verstandnis fir die komplexe

Regulation zellularer Prozesse entwickeln.

1.2.3 Hypo- und Hypermethylierung

Der bislang am intensivsten erforschte Bereich der Epigenetik ist die spezies- und
gewebespezifische DNA Methylierung (EHRLICH, 2002). Dabei wird durch kovalente
Modifikation der postreplikativen DNA aus Cytosin Methylcytosin hergestellt, indem
an die funfte Carbonposition des Pyrimidinrings eine Methylgruppe hinzugeftigt wird
(CHIANG et al., 1996; REN et al., 2011). Als Methyldonor wird hierfiir das ubigiutére
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S-adenosyl-methionin (SAM) verwendet. Abgesehen von 5-Methylcystein gibt es
noch zwei weitere haufige Basenmodifikation durch Methylierung: N6-Methyladenin
und N4-Methylcytosin (LAIRD & JAENISCH, 1996). Da in dieser Arbeit ausschlief3lich
die DNA-Methylierung von Cytosinbasen untersucht wurde, ist immer die Modifikation

von Cytosin (smC) gemeint, wenn von DNA-Methylierung gesprochen wird.

Cytosin 5-Methyl-Cytosin

DNMT

y) 61l 5-Adenosyl-Methionin
Og,."r 1 =

N

Abb. 1.7: Chemische Formel von Cytosin und 5-Methyl  cytosin.

An die funfte Carbonposition des Pyrimidinrings wird dabei eine Methylgruppe angehangt. Methyldo-
nor ist das ubiquitare SAM und die katalysierenden Enzyme sind die sogenannten DNMTs. Die Abbil-
dung wurde modifiziert nach Herman et al. (2003).

Methylierungsmuster werden durch die koordinierenden Aktionen der DNA-
Methyltransferasen (DNMTSs) und ihrer assoziierten Faktoren, wie z.B. den Polycomb
Proteinen etabliert (REN et al., 2011). Die DNMT Familie der Sauger beinhaltet aktu-
ell finf Mitglieder: DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B und DNMT3L. Sie sind ver-
antwortlich fur die Entstehung von Methylierungsmuster wéhrend der Embryogenese
und der somatischen Gewebeentwicklung (REN et al., 2011). DNMTs bestehen aus
zwei Teilen, einem C-terminalen katalytischen Teil und einem grol3en N-terminalen
Teil, der regulierende Funktionen besitzt (REN et al., 2011). DNMT1 ist, im komple-
xen Zusammenspiel mit DNMT3A und DNMT3B, das Hauptenzym fir die Erhaltung
und Wartung der Methylierung wahrend der Replikation (LIANG et al., 2002; EL-
OSTA, 2003). Es ist an der Replikationsgabel lokalisiert, methyliert neu synthetisierte
DNA und ist mit zustandig fur die Stabilitdt der unmethylierten CpG-Inseln (REN et
al., 2011). DNMT1 scheint, zum Teil auch in Zusammenarbeit mit DNMT3A, fur die
meiste Methylierung in Tumorzellen verantwortlich zu sein (RHEE et al., 2000; RHEE
et al., 2002). DNMT2 besteht als kleinste Methyltransferase ausschlief3lich aus der C-
terminalen Doméne und erkennt u.a. DNA Schaden (REN et al., 2011). DNMT3A und
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DNMTS3B initiieren und etablieren wahrend der frihen Embryogenese die de novo
Methylierung (OKANO et al., 1999; GOLL & BESTOR, 2005). DNMT3L, das keine
katalytische Domane besitzt, ist dabei mit DNMT3B assoziiert und koordiniert unter
anderem die Expression von DNMT3A und DNMT3B (GOWHER et al., 2005; REN et
al., 2011). Nach der Differenzierung sind DNMT3A und DNMT3B im physiologischen
Organismus nur noch sehr gering ausgepragt, obwohl de novo Methylierung auch
noch in adulten somatischen Zellen stattfinden kann, z.B. wahrend des Alterungspro-
zesses (ISSA, 2000). In der Zelle sind beide Enzyme eng mit Nukleosomen verbun-
den, die methylierte DNA enthalten (REN et al., 2011). DNMTs werden noch weitere
Funktionen im Prozess der Stilllegung von Genen zugeschrieben. Sie interagieren
z.B. direkt mit Histondeacetylasen oder potentiellen Transkriptionsinhibitor-Proteinen
(ROUNTREE et al., 2000; BACHMAN et al., 2001; BAYLIN et al., 2001; BURGERS
et al., 2002).

In Sdugern findet die Methylierung ausschlief3lich an Cytosinen statt, denen ein Gua-
nin folgt (CpG-Dinukleotide) (OSTER et al., 2011). Ungefahr 80% aller CpG-
Dinukleotide des humanen Genoms liegen methyliert vor (EHRLICH et al., 1982).
Dies tragt zur chromosomalen Stabilitat bei und unterdrtickt effektiv die Transkription
in inaktiven Regionen des Genoms (REN et al., 2011). Ausnahmen sind die CpG-
Inseln in Promotorregionen welche meist unmethyliert vorliegen. CpG-Inseln sind ca.
1 kb grol3e, GC-reiche Regionen und es wird geschéatzt, dass ca. die Halfte des S&u-
gergenoms CpG-Inseln aufweist (ANTEQUERA & BIRD, 1993; REN et al., 2011).
Ungefahr bei 4 % der Gene, die CpG-Inseln im Promotorbereich aufweisen, liegen
diese CpG-Inseln auch bei physiologischen Verhéaltnissen methyliert und damit abge-
schaltet vor (SHEN et al., 2007). Beispiele hierfur sind das inaktive X-Chromosom
weiblicher Sauger, aber auch genomisches Imprinting bei denen nur ein parentales
Allel aktiviert ist (ANTEQUERA & BIRD, 1993; BIRD, 2002). Im Falle des inaktivierten
X-Chromosoms, wird die Methylierung wahrscheinlich erst nach der Stilllegung des
Gens durch ein RNA Produkt des Xist Gens ausgeldst. Dennoch ist die Methylierung
wahrscheinlich essentiell daran beteiligt die Transkription effektiv zu hemmen
(CSANKOVSZKI et al., 2001). Verschiedene Studien fuihren dies als Beispiel fur die
Sichtweise, dass DNA Methylierung einen sekundaren Event darstellt und fur die
Stabilitat der Inaktivierung zustandig ist (KEOHANE et al.,, 1996, WUTZ &
JAENISCH, 2000). Neuere Studien gehen jedoch von der Annahme aus, dass die

DNA Methylierung in Promotorregionen, zusammen mit anderen epigenetischen Me-
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chanismen, ursachlich fur die Stilllegung bestimmter Gene ist (SHARMA et al., 2010;
OSTER et al., 2011; REN et al., 2011). Hypermethylierung limitiert den Zugang von
Transkriptionsfaktoren zum Promotor und unterstitzt die Bindung von Methyl-
bindenden-Proteinen (MBDs). Daraus resultiert die Rekrutierung zusatzlicher silen-
cing-assoziierter Proteine, was schlussendlich zum Gensilencing fiihrt (REN et al.,
2011).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die DNA Methylierung die Kontrolle der
Genexpression wahrend der Entwicklung und Differenzierung unterstttzt bzw. initiiert
und unterhalt. Methylierung im Bereich nichtkodierender DNA schiitzt die DNA vor
Transkription und dient der Stabilisierung der DNA Struktur. Hypermethylierung im

Bereich von Promotorstrukturen fihrt zur Inaktivierung dieser spezifischen Gene.

1.2.4 Epigenetische Mechanismen im Zusammenhang mit pathologischen

Prozessen

Epigenetische Mechanismen sind essentiell fir eine normale Entwicklung. Viele die-
ser Mechanismen werden jedoch abseits physiologischer Entwicklungsprozesse, bei
denen die epigenetischen Kontrollmechanismen fehlgeleitet sind, beobachtet
(WOLFFE & MATZKE, 1999). Veranderungen der epigenetischen Landschaft kdnnen
zu einer Vielzahl pathologischer Krankheitsbilder fiihren wie z.B. Tumore, Arterioskle-
rose, Insulinresistenz, Nierenerkrankungen, Autoimmunerkrankungen, Alzheimer und
eine Reihe psychischer Erkrankungen (POGRIBNY & BELAND, 2009; REN et al.,
2011). Veranderte DNA Methylierungs- und damit Expressionsmuster bei imprinteten
Genen fuhren z.B. zum Beckwith-Wiedemann, zum Angelmann- oder zum Prader-
Willi-Syndrom. Bei dem Beckwith-Wiedemann Syndrom kommt es zu Gro3wuchs,
Fehlbildungen und Tumoren, wahrend das Angelmann Syndrom mit psychischen und
motorischen Entwicklungsverzogerungen assoziiert ist. Das seltene Prader-Willi
Syndrom verursacht eine ausgepragte Muskelhypotonie, reduzierter Fertilitdt und
kognitiven Beeintrachtigungen (WOLFFE & MATZKE, 1999). Abweichendes Imprin-
ting von IGF2 dient beim Beckwith-Wiedemann Syndrom (BWS) als Schlisselfaktor
fir die Entwicklung. Bei diesem Uberwachstumssyndrom besteht auch ein erhéhtes
Risiko fur die Entstehung von Nieren- und Lebertumoren (EHRLICH, 2002). Die, auf
den Verlust des Imprinting folgende, Uberexpression von IGF2 fiihrt dabei wahr-
scheinlich zum Frihstadium der Tumorentwicklung (EHRLICH, 2002).
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1.2.4.1 Epigenetische Mechanismen in Tumoren

Am intensivsten ist bisher der Zusammenhang zwischen epigenetischen Verédnde-
rungen und der Tumorgenese erforscht. Dabei wurden fir die Initiation und Progres-
sion von Tumoren ursprunglich rein genetische Ursachen diskutiert. Heute weil3 man,
dass die Gesamtheit epigenetischer und genetischer Veranderungen ursachlich fur
die Karzinogenese sind (JONES & BAYLIN, 2002). Das epigenetische Silencing des
DNA Reperaturgens MLH kann z.B. zu genetischer Hypermutation fihren, was u.a.
in manchen Arten von Osophagustumoren beobachtet werden kann (REN et al.,
2011). Es kommt ebenfalls vor, dass in bestimmten Tumorsupressorgenen ein Allel
genetisch mutiert und das andere Allel epigenetisch herunterreguliert ist (REN et al.,
2011). Unzahlige genetische und epigenetische Veranderungen interagieren in allen
Stadien der Karzinogenese miteinander und in manchen Tumorarten sind sie die
Schlusselmechanismen zur Tumorentstehung (JONES & BAYLIN, 2002; FEINBERG
et al., 2006; JONES & BAYLIN, 2007).

Das Tumorepigenom ist charakterisiert durch globale Verdnderungen in der DNA
Methylierung, Histonmodifikationsmustern und einem verdnderten Expressionsprofil
von Chromatin modifizierenden Enzymen (EGGER et al., 2004). Die Ursachen fur die
Epimutationen sind noch nicht komplett verstanden aber es ist bekannt, dass sie zur
Aktivierung von Onkogenen und zur Hemmung von Tumorsuppressorgenen fihren
(SHARMA et al., 2010).

Dartber hinaus sind diese Verdnderungen hereditér, weshalb in einer schnell wach-
senden Tumorpopulation daraufhin selektiert wird. Dies stellt einen erheblichen
Wachstumsvorteil fir Tumorzellen dar und fihrt zu unkontrolliertem Wachstum und
globaler Dysregulation des Genexpressionsprofils (SHARMA et al., 2010). Ein gut
untersuchtes Beispiel hierfur ist der Wilms™ Tumor. In diesem malignen, im Kindesal-
ter auftretenden, Nierentumor fihrt Hypomethylierung zur Aktivierung von Wachs-
tumsgenen sowie dem Verlust des Imprinting im IGF2 Gen. Die daraufhin folgende
biallele Expression fuhrt zur Aktivierung von Protoonkogenen (OGAWA et al., 1993;
WOLFFE & MATZKE, 1999; WILSON et al., 2007).

Neben Veranderungen der Methylierung sind auch andere epigenetische Mechanis-
men an der globalen Dysregulation des Epigenoms beteiligt und demnach fir die
Tumorentwicklung von Bedeutung. Der Verlust der Histonacetylierung, durch eine
Uberexpression der HDACs in Tumoren, fiihrt z.B. zur Hemmung spezifischer Gene
(FRAGA et al., 2005; SHARMA et al., 2010). Eine Zellzyklusbeschleunigung kann
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z.B. durch die Histonvariante H2A.Z ausgeldst werden, die in verschiedenen Tumor-
arten Uberexprimiert ist (SVOTELIS et al., 2009). Auch Veranderungen in der miRNA
Expression tragen zur Tumorgenese bei (LU et al., 2005). Abhangig von ihrem Ziel-
gen fungieren sie dabei als Tumorsuppressoren oder Onkogene. Der Tumorsuppres-
sor mi-127 ist z.B. in verschiedenen Tumoren durch Methylierung ausgeschaltet
(TOYOTA et al., 2008).

Tumorsuppressorgen-Promotor CpG arme Regionen, imprintete
mit CpG Insel Gene, Repetitive Elemente,
Transposons

l Tumorgenese ﬂ

Tumor

Abb. 1.8: Schematische Darstellung der Veranderunge  n der DNA Methylierung in Tumoren.

In normalen Zellen sind CpG-Inseln in Promotoren generell unmethyliert und die Histone sind acety-
liert (grine Kreise). Repetitive Elemente, Transposons und imprintete Gene sind dagegen stark me-
thyliert ebenso wie Histone (rote Kreise). Wahrend der Tumorgenese werden CpG-Inseln methyliert
wodurch das Gen gehemmt wird (angezeigt durch den roten Pfeil). Im Gegensatz dazu erfahren die
nicht-kodierenden Regionen eine globale Hypomethylierung und damit eine abweichende Aktivierung
(angezeigt durch den griinen Pfeil). Die Abbildung wurde modifiziert nach Sharma et al. 2010.

Die globalen epigenetischen Verdnderungen in Tumoren beinhalten die Dysregulati-
on von hunderten Genen wahrend der Tumorgenese. Die Mechanismen wie eine
Tumorzelle diese Vielzahl an abnormen Verdnderungen kontrolliert sind noch nicht
vollstandig verstanden (FEINBERG et al., 2006). Es ist moglich, dass Epimutationen
einen Selektionsvorteil fir Tumorzellen darstellen. Dennoch ist es unwahrscheinlich,
dass diese Vielzahl an Veranderungen zuféllig und unabhangig voneinander ablau-
fen. Eine plausiblere Erklarung wére, dass eine initiale Verdnderung in einem sehr
frihen Stadium der neoplastischen Evolution zur Akkumulation epigenetischer Ver-
anderungen fuhrt (FEINBERG et al., 2006). Dieses initiierende Ereignis pradisponiert
die Tumorzelle demnach dazu, weitere epigenetische Anderungen anzuhaufen. Die-
se These wird das “Tumor Stammzellen Modell“ genannt. Das Modell schlagt vor,
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dass epigenetische Veranderungen, die in Stamm- oder Progenitorzellen stattfinden,
die frUhesten Ereignisse der Karzinogenese darstellen (FEINBERG et al., 2006).
Diese Theorie wird gestutzt von der Tatsache, dass epigenetische Veranderungen zu
den ersten Ereignisse in verschiedenen Tumorarten zéhlen und dass physiologi-
sches Gewebe verdnderte Progenitorzellen in Krebspatienten aufweist (CUI et al.,
2003; SHARMA et al., 2010). Interessanterweise sind hypermethylierte Regionen in
Tumoren oft vorgekennzeichnet mit H3K27me3 polycomb Markierungen in embryo-
nalen Stammzellen. Diese Tatsache stellt ebenfalls eine Verbindung zwischen der
Regulierung der Entwicklung und der Tumorgenese her (SCHLESINGER et al.,
2007; WIDSCHWENDTER et al., 2007).

1.2.4.1.1 Globale Hypomethylierung in Tumoren

DNA Hypomethylierung findet in Tumoren an repetitiven Elementen, Retrotranspo-
sons, CpG armen Promotoren und Introns statt (RODRIGUEZ J, 2006). Die Hypome-
thylierung der repetitiven Sequenzen fuhrt zu erhdhter genomischer Instabilitat, in-
dem chromosomale Umstrukturierungen gefordert werden (JONES & BAYLIN, 2002).
Retrotransposons konnen durch Hypomethylierung aktiviert und in andere Regionen
verlagert werden, wodurch ebenfalls eine genomische Instabilitat geférdert wird
(HOWARD et al., 2008). Beispiel hierfur ist das ICF Syndrom (ICF= Immundefekt,
Zentromer-Instabilitdt und faziale Dysmorphien), bei dem eine Mutation im DNMT3B
Enzym zu Hypomethylierung und im Folgendem zu Immundefizienz und Zentromer-
instabilitat fihrt (OKANO et al., 1999; XU GL, 1999; HERMAN & BAYLIN, 2003). Hy-
pomethylierung wurde dariber hinaus bei sehr vielen verschiedenen Tumorarten
nachgewiesen: Prostatatumore, chronische B-Zell Lymphome, hepatozellulare Karzi-
nome und Zervixtumore (EHRLICH, 2002). Die hohe Frequenz von tumor-
assoziierter DNA Hypomethylierung ohne gleichzeitiger DNA Hypermethylierung
lasst auf eine unabhangige Rolle von DNA Hypomethylierung in Bezug auf die Tumo-
rentstehung und das Tumorwachstum schlie3en (EHRLICH, 2002; REN et al., 2011).
Diese Hypothese wird von einer Reihe von Studien gestiutzt (LAIRD & JAENISCH,
1996). So ergab z.B. eine Futterung von Ratten mit einer methyl-restriktiven Diat eine
erhohte Inzidenz von Lebertumoren (MIKOL et al., 1983).
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1 Protoonkogenen

Abb. 1.9: Die Abbildung zeigt die Aktivierung von P rotoonkogenen durch globale Hypomethyl-

ierung.

Die DNA ist als Linie dargestellt, die methylierten CpG-Dinukleotide als schwarze Kreise und die un-
methylierten CpG-Dinukleotide als weil3e Kreise. Die Promotoren sind als rechteckige Kasten darge-
stellt. Die Abbildung wurde modifiziert nach Laird und Jaenisch (1996).

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass sich zwei mdgliche Konsequenzen
aus der DNA Hypomethylierung in Tumoren ergeben. Einerseits wird die Transkripti-
on in physiologisch inaktiven Regionen nicht mehr effektiv unterdriickt, was zur
schadlichen Expression viraler Gene oder repetitiver Elemente fiuhren kann
(HERMAN & BAYLIN, 2003). Andererseits kann die funktionelle Stabilitat der Chro-

mosomen verloren gehen.

1.2.4.1.2 Promotorhypermethylierung in Tumoren

DNA Hypermethylierung in Tumoren findet in den meisten Fallen in den CpG-Inseln
der Promotorregion des betroffenen Gens statt (SHARMA et al., 2010). Zuerst ent-
deckt wurde dieses Phanomen in dem Promotor des sogenannten Retinoblastom
Protein (Rb), das eine Tumorsuppressorfunktion bei Retinoblastomen aufweist
(GREGER et al., 1989). Seitdem konnten bei zahlreichen weiteren Genen wie z.B.
pl6, MLH1 oder BRCAL eine Hypermethylierung der Promotorregion nachgewiesen
werden (JONES & BAYLIN, 2002; SHARMA et al., 2010). Diese Gene sind grund-
satzlich in zellulare Prozesse involviert die unabdingbar fur die Karzinogenese, wie
z.B. DNA-Reparatur, Zellzyklus, Adhéasion, Apoptose und Angiogenese, sind
(SHARMA et al., 2010). Zusatzlich zur direkten Inaktivierung von Tumorsuppressoren
kbnnen Gene auch indirekt gehemmt werden z.B. durch die Hemmung von Tran-
skriptionsfaktoren (LONG et al., 2007).

Die Relevanz der Hypermethylierung in Promotorregionen lasst sich anhand einer
Methylierungsstudie nachweisen, in der geschatzt wurde, dass durchschnittlich 600
von 45 000 CpG-Inseln in Tumoren hypermethyliert sind (COSTELLO et al., 2000).
Die detaillierten Ablaufe die zur Hypermethylierung eines Gens fuhren sind noch im-
mer unklar. Erhohte DNMT Level konnten DNA Hypermethylierungen erleichtern,
was einen Wachstumsvorteil darstellen konnte (REN et al., 2011). Ein alternativer

Mechanismus ware, dass Tumorzellen einen Prozess durchlaufen, der der aktiven
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epigenetischen Reprogrammierung wahrend der Entwicklung ahnelt (REN et al.,
2011). Dieser epigenetische Schalter konnte durch DNMTs zusammen mit anderen

Proteinen reguliert werden.

CpG Insel
Hypermethlierung Inaktivierung von
-O—me-ﬂ— — Tumorsuppressor-
| | genen
B W
CpG Insel

Abb. 1.10: Die Abbildung zeigt die Inaktivierung vo  n Tumorsuppressorgenen durch Promo-

torhypermethylierung.

Die DNA ist als Linie dargestellt, die methylierten CpG-Dinukleotide als schwarze Kreise und die un-
methylierten CpG-Dinukleotide als weil3e Kreise. Die Promotoren sind als rechteckige Kasten darge-
stellt. Die Abbildung wurde modifiziert nach Laird und Jaenisch (1996).

Ein weiterer Hinweis darauf, dass Hypermethylierung als urséchliches Ereignis flr
die Karzinogenese in Frage kommt, liefert das ,two-hit model“ von Alfred Knudson
(KNUDSON, 2001). Knudson geht davon aus, dass die DNA zwei ,Treffer* erleiden
muss, damit sich Tumore entwickeln kénnen. Keimbahnmutationen in hereditaren
Tumoren oder somatische Mutationen in nicht erblichen Tumoren kénnen hierbei als
erster ,Treffer” auf die DNA dienen. Damit wird jedoch nur ein Allel des Gens ausge-
schaltet. Um eine Tumorentwicklung zu erreichen, missen beide Kopien des Gens
betroffen sein. Der zweite ,Treffer* fihrt demnach zum Verlust des zweiten Allels.
Abnorme Methylierung des Promotors kann in dieser Hypothese den gleichen Effekt
haben wie der erste ,Treffer®. In hereditaren Tumoren fungieren epigenetische Ver-
anderungen jedoch oft als der zweite , Treffer”. Aber auch die Hypermethylierung bei-
der Allele ist keine Seltenheit (ESTELLER et al., 2001).
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Abb. 1.11: Schematische Darstellung des , Two-hit* M odels von Alfred Knudson.

Der erste Treffer, dargestellt am kurzen Arm des griinen Chromosoms, kann eine Mutation in einer
kodierenden Region eines Tumorsuppressor Gens sein. Dies kann bei erblich bedingten Tumoren in
der Keimbahn, oder somatisch bedingt in sporadischen Tumoren vorkommen. Alternativ stellt die
Promotorhypermethylierung den ersten Treffer in sporadischen Tumoren dar. Der zweite Treffer elimi-
niert das verbleibende Allel. Dies kann durch chromosomale Deletionen oder ebenfalls Promotorhy-

permethylierung in geschehen. Die Abbildung wurde modifiziert nach Herman et al. (2003)

1.2.4.2 Epigenetische Therapiemoglichkeiten

Parallel zu der Erforschung des Zusammenhangs zwischen epigenetischen Mecha-
nismen und pathologischen Prozessen hat sich das Feld der epigenetischen Thera-
pie etabliert. Ursachlich hierfur war die Entdeckung, dass epigenetische Prozesse
potentiell reversibel sind (REN et al., 2011). Die beiden ersten und am besten unter-
suchten epigenetischen Medikamente sind die Nukleosidanaloga 5°-Azacytidin und
5’-Aza-2"-deoxycytidin. In den 1980igern wurde die demethylierende Eigenschaft
dieser beiden Pyrimidinanaloga entdeckt. Nach Inkorporation in die DNA von aktiv
replizierenden Tumorzellen, durch das Bilden eines kovalenten Protein-DNA-
Komplexes, kdénnen diese zytotoxischen Reagenzien ihre demethylierende Eigen-
schaft entfalten (REN et al., 2011). Diese beiden zur Therapie der myeloischer Leu-
kamie zugelassenen Medikamente hemmen die DNA Methyltransferasen und geho-
ren somit zu den DNMT Inhibitoren (DNMTi) (REN et al., 2011).
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a) unmethyliertes Gen aktive
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durch DNMTs

methyliert

b) methyliertes Gen Transkription

gehemmt

c) mit DNMT Inhibitor
behandelt

d) Reaktivierung Transkriptions-

des Gens reaktivierung

@Acetylierung. methyliert ) unmethyliert @ 5-azactytidin ° Transkriptionsfaktor
Abb. 1.12: Schematische Darstellung der Wirkungswei  se von DNMT Inhibitoren.
a) zeigt tranksriptionel aktives Chromatin mit unmethylierter DNA und acetylierten Histonen. Im Fol-
genden wird die DNA durch DNMTs methyliert. b) zeigt das methylierte Gen. Die Methyl-binde-
Proteine (MBDs) binden an die methylierte DNA und rekrutieren HDACs wodurch die Histone deacety-
liert werden. Das Chromatin kondensiert und die Transkription ist gehemmt. ¢) nach Behandlung der
DNA mit 5-azacytidin ist eine Methylierung der neu synthetisierten DNA durch DNMTs nicht mehr
maoglich. d) die reduzierte DNA Methylierung und die erhdhte Histonacetylierung fihren zur Transkrip-
tionsreaktivierung. Die Abbildung wurde modifiziert nach Juan et al. (2011).
Im Laufe der letzten Jahre wurden viele neue DNMTi’s, wie z.B. Zeburaline und
5-fluoro-2"-deoxycytidine, mit erhdhter Effektivitat und reduzierter Toxizitat entwickelt.
Sie hemmen das Tumorwachstum, induzieren die Tumorzellapoptose und reduzieren
das Tumorvolumen (YOO & JONES, 2006; REN et al., 2011). Neben den Nukleosid
DNMTi’s gibt es auch Nicht-nukleosid DNMTis wie Procain und Procainamid. Trotzt
ihrer Effizienz in der Verdnderung der Methylierungsmuster, sind aktuell erhéaltliche
DNMT Inhibitoren alle nicht selektiv, was die meisten Nebenwirkungen allen voran
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die Zytotoxitat, erklart. Aufgrund dessen werden zurzeit verschiedene Kombinations-
therapien gepruft um bessere Therapiemdglichkeiten zu erschlieRen. In einer Studie
von Braiteh et al. (2008) konnten so z.B., mit einer Kombination aus 5 -Azacytidin
und dem Histondeacetylase-Inhibitor Valproinsaure, vielversprechende Ergebnisse
bei der Behandlung von Brust- sowie Kolontumoren in fortgeschrittenen Stadien er-
zielt werden (BRAITEH, 2008). Eine weitere Mdglichkeit ware die individualisierbare
Therapie, basierend auf Tests ob der einzelne Patient auf eine DNMTi Behandlung
anspricht oder nicht (REN et al., 2011). Trotz erster positiver Ergebnisse gibt es den-
noch auch kritische Stimmen, was die Therapie mit Demethylierungsreagenzien an-
belangt. Die Induktion von DNA Hypomethylierung hat zwar kurzzeitige Antitumor-
Effekte kbnnte aber ebenso dazu beitragen, dass das Tumorwachstum von Zellen,
die die Chemotherapie tberlebt haben, beschleunigt wird (EHRLICH, 2002). Die Sig-
nifikanz der DNA Hypomethylierung in Tumoren ist zwar noch nicht ausreichend ver-
standen, aber mehrere Studien weisen auf eine wichtige Rolle in der Karzinogenese,
unabhéngig von der DNA Hypermethylierung, hin (COSTELLO et al., 2000;
EHRLICH, 2002). Deshalb ist es umso wichtiger alternative Wege in der epigeneti-
schen Therapie zu erforschen. Viel versprechende Ziele sind u.a. HDAC Inhibitoren,
HMT Inhibitoren oder auch synthetische miRNAs die dazu genutzt werden kdnnten
Onkogene in Tumoren selektiv zu unterdriicken (SHARMA et al., 2010).

Auch im Bereich der Diagnostik haben sich durch epigenetische Forschung neue
Maglichkeiten ertffnet. Die Hypermethylierung von CpG-Inseln kann z.B. als moleku-
larer Marker fur die Friherkennung von Tumoren dienen. Methylierte DNA Sequen-
zen koénnen in u.a. Sputum, Serum oder Urin bei den verschiedenen Tumorarten
durch hoch sensitive PCR’s erkannt werden (HERMAN & BAYLIN, 2003). Eine Stu-
die Gber Lungenkrebs bei Rauchern hat ergeben, dass das Tumorwachstum, bis zu 3
Jahre bevor der Tumor klinisch detektierbar wird in Sputum vorhergesagt werden
kann (PALMISANO et al., 2000). Auch verdnderte Methylierungsmuster im Kolon
kénnen schon in frihen pramalignen Lasionen und in tumorangrenzender unveran-
dert erscheinender Mucosa gefunden werden (HERMAN & BAYLIN, 2003). Eine wei-
tere potentielle Anwendung der Detektion von Hypermethylation ist das Abklaren der
Prognose. So haben z.B. Patienten mit Lungentumoren bei denen ein bestimmtes
Gen hypermethyliert ist eine kiirzere Uberlebensspanne nach Diagnosestellung als
Patienten ohne diese Veranderung (TANG et al., 2000).
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1.2.5 Potentieller Zusammenhang zwischen Hypermethy lierung und LTBP4

In dieser Arbeit wird die These Uberpruft ob LTBP4 in Tumoren durch Hypermethylie-
rung herunterreguliert sein kénnte.

Grundlage dieser Hypothese ist, dass LTBP4 als potentielles Tumorsuppressorgen in
Tumoren vermindert exprimiert wird (STERNER-KOCK et al.,, 2002; KOLI et al.,
2004; MAUEL et al., 2007; FORSTI et al., 2010; KRETSCHMER et al., 2011). Tu-
morsuppressorgene werden sehr oft durch Promotorhypermethylierung reguliert.
Auch der Zusammenhang zwischen LTBP4 und der Entwicklung von epithelialen
Neoplasien, wie Kolonkarzinomen oder Adenokarzinomen der Mamma, ist hinrei-
chend dokumentiert (STERNER-KOCK et al., 2002; KOLI et al., 2004; MAUEL et al.,
2007; FORSTI et al., 2010; KRETSCHMER et al., 2011). So zeigen z.B. LTBP4 hy-
pomorphe Mause nach ca. vier Wochen p.p. einen Rektumprolaps als Vorstufe fur
ein Kolonkarzinom (STERNER-KOCK et al., 2002). Kolonkarzinome gehoéren zu den
Tumoren mit der hochsten CpG-Insel Hypermethylierungsrate (EHRLICH, 2002).
Auch in anderen epithelialen Tumoren ist eine Hypermethylierung des Promotors
haufig anzutreffen (siehe Punkt 1.2.4.1.2).

Desweiteren ist LTBP4 auf dem Chromosom 19 lokalisiert welches einen sehr hohen
GC Gehalt aufweist (BERG et al., 2010). Dies ist Voraussetzung fur ein Vorhanden-
sein von CpG-Inseln. Es wird geschatzt, dass etwa die Hélfte des Saugergenoms
CpG-Inseln besitzt (REN et al.,, 2011). Hypermethylierung von Promotorbereichen
setzt an diesen CpG-Inseln an.

Ob LTBP4 eine, von TGF-3 unabhangige, Rolle in der Karzinogenese besitzt ist bis-
lang nicht bewiesen. Die Tatsache, dass LTBP4 von TGF-3 unabhéngige Funktionen
in der physiologischen Zelle besitzt lasst dies jedoch wahrscheinlicher werden. So
wird z.B. LTBP4S vorwiegend in freier Form, ohne SLC, aus der Zelle sezerniert und
eine strukturelle Isoform von LTBP4 ist sogar unféahig TGF-3 zu binden (KANTOLA et
al., 2010).

Eine Verbindung zwischen TGF-3 und epigenetischen Mechanismen ist leicht herzu-
stellen. Mitglieder der HDAC Familie, welche durch epigenetische Veranderungen an
der Tumorentstehung beteiligt sind, interagieren mit Smad 2 und 3. Diese beiden
Proteine sind Hauptziele im TGF-B Signalweg (siehe Punkt 1.2.2.1 sowie
Punkt.1.1.1).
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Doktorarbeit ist es die Dysregulationen von LTBP4 in epithelialen Tumo-
ren, sowie die generelle Regulation von LTBP4 in physiologischen Zellen besser zu
verstehen und ursachliche Mechanismen nachzuweisen. Hierfir werden zwei ver-
schiedene Ansatze Uberprift.

Einerseits wird die Hypothese, dass LTBP4 in epithelialen Tumoren durch Promo-
torhypermethylierung herunterreguliert ist, kontrolliert. Dies geschieht mit Hilfe von
guantitativen Untersuchungen des LTBP4 Status in Tumorzellen und erganzend mit-
tels Methylierungsstudien. Diese Analysen kénnten einen ersten Hinweis darauf ge-
ben, ob epigenetische Mechanismen die Expression des LTBP4 Gens inaktivieren
konnten.

Parallel zu diesem Ansatz sollen potentielle Transkriptionsfaktoren, die gegebenen-
falls an den Promotorbereich von LTBP4 binden, ausfindig gemacht werden und an-
hand von Luciferase Assays in Promotorstudien auf ihre Funktionalitat hin Gberprift
werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen neue Erkenntnisse tUber LTBP4 und sei-

nen Zusammenhang mit der Karzinogenese liefern.
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2 Material

2.1 Kultur von Saugerzellen

2.1.1 Zelllinien

In dieser Arbeit wurden verschiedene humane epitheliale (Tumor-)Zelllinien unter-

schiedlicher Herkunft kultiviert. Bezogen wurden die Zelllinien von ATCC und

ECACC. Die Zelllinien sind nachfolgend unter Angabe ihrer histologischen Herkunft,

Malignitat (soweit bekannt) und Spezies aufgelistet:

Zelllinie Spezies Histologische Herkunft Malignitatsgrad
CaCo2 human Kolonadenokarzinom Il
DLD1 human Kolonkarzinom I
HEK293 human Embryonale Nierenzelllinie -
Hs578Bst human Brustzelllinie -
Hs578T human Brustkarzinom -
MCF7 human Brustkarzinom -
PC3 human Prostatakarzinom \Y

2.1.2 Medien fur die Kultur von Saugerzellen

Die verwendeten Zellkulturlésungen- und Medien wurden von der Firma Invitrogen

sowie der Firma ATCC bezogen. Alle Medien wurden vor Gebrauch mit 1 %

Pen/Strep und 10 % FCS versetzt. Nachfolgend sind die Kulturbedingungen der ver-

schiedenen Zelllinien aufgefuhrt:

Zelllinie Medium weitere Zusatze CO ,-Gehalt
CaCo2 EMEM 1% NEAA 5%
DLD1 RPMI-1640 2 mM L-Glutamat 10%
Hek293 DMEM -- 5%
Hs578Bst HybriCare 30 ng/ml mouse EGF 5%
Hs578T DMEM 0,01 mg/ml bovine insulin | 5%
MCF-7 RPMI-1640 -- 5%
PC3 RPMI-1640 -- 5%
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2.1.3 Verwendete Zuséatze fur die Zellkultur

FCS wurde von der Firma Biochrom AG, Trypsin EDTA, PBS und Pen/Strep von der
Firma Invitrogen bezogen.
BES-Buffered Solution (BBS) wurde wie folgt selbst hergestellt.

2x BBS (pH 6,96) 50 MM BES
1,5mM NazHPO,

280 mM NacCl
Add 200 ml A. bidest.

Die Einstellung des pH Wertes erfolgte mit NaOH, anschlieRend wurde die Lésung

steril filtriert.

Lagerung bei -80C

2.2 Kultur von Bakterien

2.2.1 Bakterienstamm

Der in dieser Arbeit ausschlieRlich verwendete Bakterienstamm wurde tber die Firma
NEB (Frankfurt) bezogen. Im Folgenden ist er unter Angabe des Genotyps aufge-
fuhrt;

NEB 5-alpha Competent E.coli fhuA2A(argF-lacZ)U169 phoA ginvV44 ®80 A(lacZ)
(High Efficiency) M15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-1 hsdR17

2.2.2 Losungen fur Bakterienkulturen

2.2.2.1 (LB) Medium nach Lennox
LB 10g Trypton
5g Hefe-Extrakt
10g NacCl
Ad 11A. bi-

dest.

fur 20 Minuten bei 121 T autoklaviert und bei 4 T gelagert.
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Folgende Zusatze wurden in folgenden Konzentrationen verwendet:

Ampicillin

X Gal

0,1 mg/ ml

0,032 mg/ ml

Lagerung der Zusatze bei -20C

2.2.2.2 Nahrmedien fir die Herstellung kompetenter

TFB1

TFB2

YT-Medium
(11)

YB-Medium

30mM
50mM
100mM
10mM
15%
Add100ml

10mM
75mM
100mM
15%

Add 100ml
5¢

10g

169

Add 1|

pH 7,0

+ 10mM
+ 20mM

(100ml frisch ansetzen)

Bakterien

NaAc oder KAc (pH 6)
MnCl,

NacCl

CaCl,

Glycerin

A. bidest

MOPS (pH 7,0)
CaCl,

NacCl

Glycerin

A. bidest

NacCl

Hefe-Extrakt

Trypton

A. bidest.

mit 5 N NaOH einstel-

len

YT-Medium
KCI
Mg.SO4

Die Medien wurden fur 20 Minuten bei 121 <C autokla viert und bei 4 T gelagert
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2.3 Chemikalien, Enzyme, Kits

2.3.1 Chemikalien und Enzyme

Alle Chemikalien sind, soweit nicht anders angegeben, in p.a.-Qualitat verwendet

worden.

5 Aza-2"deoxycytidin
2-Propanol

Acrylamid
Ammoniumacetat

Antarctic Phosphatase
Bromphenol blue

CaCl,

CayPO4

Chloroform

DEPC (Diethylpyrocarbonat) Wasser
D (+) Glucose

DMSO

EDTA

Essigsaure

Ethanol

Exonuclease |
Ethidiumbromid-Losung 1%
Glycerin

GoTag® Flexi DNA Polymerase
H20;

Hefe Extrakt

Kaliumacetat

KCI

KH>PO,

LB-Agar (Lennox)

MgCl,

MnCl,

MOPS

NacCl
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SIGMA, Deisenhofen
Carl ROTH, Karlsruhe
Carl ROTH, Karlsruhe
Carl ROTH, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Roth
SIGMA, Deisenhofen
Carl ROTH, Karlsruhe
MERCK, Darmstadt
MERCK, Darmstadt
Carl ROTH, Karlsruhe
SIGMA, Deisenhofen
SIGMA, Deisenhofen
SIGMA, Deisenhofen
Carl ROTH, Karlsruhe
Carl ROTH, Karlsruhe
NEB, Frankfurt
AppliChem, Darmstadt
MERCK, Darmstadt
Promega, Heidelberg
MERCK, Darmstadt
Carl ROTH, Karlsruhe
Carl ROTH, Karlsruhe
MERCK, Darmstadt
MERCK, Darmstadt
Carl ROTH, Karlsruhe
MERCK, Darmstadt
Carl ROTH, Karlsruhe
SIGMA, Deisenhofen
AppliChem, Darmstadt
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NaHCO;
Na,HPO,4
NaOH
Natriumacetat

Non fat dry milk

Ponceau S Solution
Proteinase K
SOC-Medium

T4 DNA Ligase

Temed

Tris

Trizol® Reagent
Trypsin EDTA
Trypton
TWEEN-20

2.3.2 Restriktionsenzyme

Carl ROTH, Karlsruhe
Carl ROTH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Carl ROTH, Karlsruhe
Cell Signaling Technology,
Danvers

SIGMA, Deisenhofen
AppliChem, Darmstadt
NEB, Frankfurt

Roche Applied Sience
Mannheim

Carl ROTH, Karlsruhe
Carl ROTH, Karlsruhe
Invitrogen, Darmstadt
BIOCHROM AG, Berlin
Carl ROTH, Karlsruhe
Caesar & Loretz GmbH, Hilden

Alle Restriktionsenzyme wurden von der Firma Fermentas (St. Leon-Rot) und der

Firma NEB (Frankfurt) bezogen. Im Folgenden sind alle verwendeten Restriktions-

enzyme aufgefuhrt:

Bglll, Hindlll, Ncol, Notl ,Sacl

2.3.3 Kits

100bp DNA Ladder Plus

100bp DNA Ladder Quick Load®

1Kb DNA Ladder

1kb DNA Ladder Quick Load®

ABI PRISM® BigDye™ Primer Sequencing Kit
AB Tagman Gene Expression Master Mix
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
Dual-Luciferase® Reporter Assay System
EpiTectgBisulfite Kit
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Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt
Promega, Heidelberg

Qiagen, Hilden
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Experion™ RNA StdSensAnalysis Kit BIO RAD, Minchen

GC-RICH PCR System Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

Phusion® High Fidelity PCR Kit NEB, Frankfurt

High Fidelity PCR Master Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

JetPRIME™, Polyplus-transfection Kit Peglab, Erlangen

Nucleo Spin® Extrakt Il Gel Extraction Macherey-Nagel, Diiren

pegGOLD Plasmid Miniprep Kit | pegLab Biotechnoloie GmbH,
Erlangen

pPGEM® -T Vector System | Promega, Heidelberg

Platinum® Tag DNA Polymerase Invitrogen, Karlsruhe

Pre-Developed TagMan® Assay Reagent Applied Biosystems, Darmstadt

Pure Link™ HIPure Plasmid Filter Midiprep Kit Invitrogen, Karlsruhe

Pure Yield™ Plasmid Midiprep System Promega, Heidelberg

Qiaprep® Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden

SuperScript® VILO™cDNA Synthesis Kit Invitrogen, Karlsruhe

2.4 Antikérper

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikoérper sind neben ihrer Bezugsquelle nachfol-
gend aufgefuhrt. Die verwendeten Verdinnungen fir Western Blot (WB)-Analysen

sind angegeben. Die Antikérper wurden in TBST verdunnt.

Primarantikrper  Sekundarantikérper Quelle WB
Aktin Maus (monoklonal) Sigma-Aldrich 1: 1000
(Clone AC-74)

PCNA Maus (monoklonal) Dako 1: 1000
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2.5 Plasmide und Transkriptionsfaktoren

Folgende Klonierungs- und Expressionsvektoren wurden in dieser Arbeit verwendet:

Name

Charakteristika

Ruelle

pGEM-T Vector
System

pGl4.23

pGl4.74

pBluescript 1l SK
(+)

pEGFP-C1

Amp~lacZ mit MCS, in der MCS
linearisierter Vektor mit Uberhangenden

T- Enden zur Klonierung von PCR-

Produkten
[luc2/minP] Vektor

[hRIluc/TK] Vektor

Promega, Hei-

delberg

Promega, Hei-

delberg

Promega, Hei-
delberg
Fermentas,

St. Leon Roth

Clontech,
Saint-Germain-

en-Laye (Frank-

reich)

Der in dieser Arbeit verwendete Transkriptionsfaktor Spl wurde freundlicherweise

von Frau Dr. Conradi (Experimentelle Medizin, Koln) aus eigenem Bestand zur Ver-

fugung gestellt.
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2.6 Oligonukleotide

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) MBI Fermentas, St. Leon Roth
Die folgenden verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen synthe-
tisiert. Nachfolgend sind alle Sequenzen der Oligonukleotide, die fur die Klonierungs-

Experimente eingesetzt wurden, mit Angabe ihrer Schmelztemperatur (Ty) und ihrer

Position aufgefihrt.

Oligonukleotid Sequenz (5'->3’) T m(C)
Prom4L-forBglll AAGATCTGAACTCCTGACCTCATGATC 53
Prom4L-revHindlll | CTAAGCT TGAAGAGCGGCAGCAACAG 56
2Prom4S-forBglil | AAGATCTACCAGATGGECCTCATCCT 53
1Prom4S-forBglll | AAGATCTCGTTGTAGCTCAGCACCCA 54
Prom4s- CTAAGCTTCAGCAGCACCAATAGCGAC 56
revHindlll

beta-Actin-for CGTGEECCECCCTAGBCACCAG 61
beta-Actin-rev TTGECCTTAGGGT TCAGEEEEG 55
L4CpG25d for | TTTATAGATTTGGGGGTTATAGG 51
L4CpG25d_rev | ATAAAACCATCTAATAAAAAACCTC 51
L4CPG34_for ATTATTGAGAAGGAGGTTTTTATAG 53
L4CPG34_rev COCCACAATCTTAAACATTTAATAC 53
L4-cCDNA-f CCACGEECTGOCGAATGC 52
L4-cDNA-r CTTCGGGCACACTCATCCA 48
LAL-cDNA-f AGGACGAGLCGLTECATC 50
LALS-cDNA-r ACGCTCACCATAGATGCCAC 49
L4S-cDNAf CECAACGICACCACLGTG 52
M13 uni (-21) TCTAAMACACEELAGT 58
M13 rev (-29) CACGAMCACCTATEACC 58

Des Weiteren wurden folgende Oligonukleotide fir die gPCR von der Firma Applied

Biosystems aus Darmstadt erworben.

HS 00947774 LTBPAL
HS 00945347 LTBP4S
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Human RPLPO (FAM/MGB Probe) (ArtNr. 4333769)
Human TBP (FAM/MGB Probe) (Art.Nr. 4333761)

2.7 Puffer und Stammlésungen

Alle Losungen wurden in zweifach deionisiertem Wasser (A. bidest) angesetzt und
bis auf den Ladepuffer fir 20 Minuten bzw. 1 h fir RNA-Arbeiten bei 121 T autokla-

viert.

2.7.1 Puffer fur molekularbiologische Methoden

2.7.1.1 TE Puffer

10x TE (pH 7,4) 100 mM  Tris/HC
10 mM EDTA

Lagerung bei RT

2.7.1.2 Puffer fur Lyse der genomischen DNA

Lysispuffer (pH 7,4) 155mM NH4CI
10mM KHCO3
0,ImM EDTA

Kern-Lysis-Puffer(pH 8,2) 10mM  TrisHCI
400mM NaCl
2mM EDTA

Lagerung bei 4C

2.7.1.3 Puffer fur Alkalische Lyse

Lysispuffer P1 50mM Tris/HCI (pH 8,0)
10mM EDTA
add 11 A. bidest

Lagerung bei 4C
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Alkalische SDS Lésung P2 0,2M
1%
add 1|
Lagerung bei 20C
Kaliumacetat P3 3M
add 11
pH 5,5 mit Essigsaure einstellen
Lagerung bei 4C
2.7.2 Puffer fur Agarosegele
2.7.2.1 TAE-Puffer
50x TAE (pH 7,8) 2 mol/L
0,05 mol/L
pH
Lagerung bei RT
2.7.2.2 6x Probenpuffer fir DNA
6x Probenpuffer 3ml
7 ml

aliquotiert, Lagerung bei 4-8C
Alternativ: 6x Ladepuffer (MBI Fermentas)

Lagerung bei 4C

NaOH
SDS
A. bidest

Kaliumacetat
A. bidest

Tris
EDTA

mit Essigsaure einstellen

Glycerin
A. bidest.
1 Spatelspitze Bromphenolblau
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2.7.3 Puffer fir Western Blot und SDS-Page

2.7.3.1 Sammelgelpuffer

Sammelgelpuffer (pH 6,8) 0,5M Tris/HCI
0,4% SDS
(SDS wird erst zugegeben nachdem pH eingestellt ist)

Lagerung bei RT

2.7.3.2 Trenngelpuffer

Trenngelpuffer (pH 8,8) 1,5M Tris/HCI
0,4% SDS
(SDS wird erst zugegeben nachdem pH eingestellt ist)

Lagerung bei RT

2.7.3.3 10% APS

1g Ammoniumpersulfat in 20ml Wasser

Lagerung bei 4C

2.7.3.4 10x Blot-Puffer

10x Blot Puffer 1,92 M Glycin
0,25M Tris

Lagerung bei RT

2.7.3.5 10x Lauf-Puffer

10x Lauf Puffer 1,92 M Glycin
0,25M Tris
5mM SDS

Lagerung bei RT
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2.7.3.6 TBS
10x TBS (pH 7,5)

TBS-T

Lagerung bei RT

2.7.3.7 Ponceau S-L6sung

Ponceau LOsung

Lagerung bei RT

2.7.3.8 ECL Substrate

Solution A

Lagerung bei 4C

Solution B

Lagerung bei RT im Dunkeln

15M
100m M
1x
0,05 %

0,1-0,5 %

200 ml
50 mg

11 mg
10 ml

NacCl

Tris

TBS
Tween 20

Ponceau S

0,1 M Tris-HCI (pH 8,6)

Luminol

paraHydroxycoumarinsaure
DMSO
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2.7.3.9 Protein-Lysepuffer
Phosphatlysispuffer (PLP)

NEM

Protein-Probenpuffer (5x)

2.8 Gerate

7500Real Time PCR System
Axiovert 25

BioDoc Analyze

Bio Photometer plus

20 mM
140 mM
3 mM
0,5 %

1 mM

25 mg/ml
33 %

625 mM
100 mM
16,5 %

Biowizard Xtra Golden Line Sterilbank

Blockheater
Centrifuge 5417 R
Duomax 1030

Experion Automated Electrophoresis System

Glo Max Multi Detection System
HeizThermoMixer MH323
Hera freeza

Herasafe Sterilbank

NaPO,4 pH 8,0
NaCl

MgCl,

(v/v) NP-40
DTT

NEM (N-Ehtyl-Maleimid)

(v/v) Glyzerin

gesattigt mit Bromphenolblau (0,1% (w/v))
Tris/HCI pH 6,8

DTT

(w/v) SDS

Applied Biosystems, Darmstadt
Zeiss, Gottingen

Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
KOJAIR, Nideggen

Stuart Scientific, Chelmsford
Eppendorf, Hamburg
Heidolph instruments

BIO RAD, Minchen
Promega, Heidelberg

HCL BioTech, Pforzheim
Heraeus, Minchen

Heraeus, Miinchen

Molecular Imager ChemiDoc™ XRS Imaging System BIO RAD, Miinchen

Multifugel L-R

Nano Quant infinite M200PRO
peqPOWER 300

Rotina 420R

T Gradient Thermocycler

Heraeus, Minchen

TECAN, Mainz

Peglab, Erlangen

Hettich Zentrifugen, Mihlheim
Biometra, Gottingen
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Ultra low -152<C chest freezer Sanyo, Minchen
Unimax 1010 Heidolph instruments,
Schwabach
Wasserbad Lauda, Konigshofen
Western Blot Kammern BIORAD, Minchen
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3 Methoden
3.1 Zellkultur-Methoden

3.1.1 Kultivierung von Sauger-Zellen

Die Kultivierung von Saugerzellen erfolgte bei 37 °C und je nach Zelllinie in einer

5 %-igen oder 10 %-igen COj-Atmosphare (siehe Punkt 2.1.1). Zum Passagieren
wurden die Zellen 2x mit PBS- gewaschen und dann mit 0,05% Trypsin fir 3-5 min
bei 37 € von der Kulturschale abgel6st. Die Zellen wurden bei 200 x g fur 1-2 min
sedimentiert und je nach Zelllinie in entsprechendem frischen Medium (siehe Punkt
2.1.2) in einem Verhaltnis von 1:2 bis 1:10 verdinnt und auf neue Zellkulturschalen
ausplattiert. Ein Wechsel des Kulturmediums fand im Abstand von zwei bis drei Ta-
gen statt. Um Kontaminationen der Zellen zu vermeiden, wurden alle Arbeiten in der

Zellkultur unter sterilen Bedingungen durchgefthrt.

3.1.2 Auftauen von Zellen

Kryokonservierte Zellen wurden unverziglich nach Entnahme aus dem fllissigen
Stickstoff in ein 37C warmes Wasserbad verbracht. Nach einer ca. 2-3 minitigen
Wartezeit wurden die Zellen in 5 ml frischem Medium resuspendiert, abzentrifugiert,

in neues Medium aufgenommen und auf einer Zellkulturschale ausplattiert.

3.1.3 Kryokonservieren von Zellen

Zur langfristigen Lagerung wurden exponentiell wachsende Zellen mit PBS gewa-
schen und abtrypsiniert. Die Zellen wurden bei 100 x g fir 5 min sedimentiert und in
vorgekihltem Medium mit 20 % FCS und 10 % DMSO resuspendiert. Es folgte eine
schrittweise Abkiihlung (2 h -20 T, UN -80 <), bev or sie in fliissigem Stickstoff
(-151 C) dauergelagert wurden.

3.1.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte nach Anfarben der toten Zellen (eines Aliquots
der Zellsuspension) mit 0,16% Trypanblau in einer Neubauer-Zahlkammer. Durch die
defekte Zellmembran der toten Zellen, kann der saure Azofarbstoff in das Zytosol
eindringen und an die Zellproteine binden. Dadurch werden die Zellen tiefblau ge-
farbt. Die Zellen, die nicht blau gefarbt sind, kénnen anschlie3end unter dem Mikro-
skop gezahlt werden. In dieser Arbeit wurde hierzu das Axiovert 25 Mikroskop der

Firma Zeiss verwendet.
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3.1.5 Transfektion von Zellen mit jetPRIME™

Die transiente Transfektion von Zellen erfolgte entsprechend der Herstellerangaben
mit dem jetPRIME™, Polyplus-transfection Kit der Firma Peqglab (Erlangen). Bei die-
sem Verfahren bildet die DNA mit dem alkalischen jetPRIME™-Reagenz einen Kom-
plex, welcher an die Zelle bindet und die lysosomale Endozytose ermoglicht. Am Vor-
tag der Transfektion wurden die subkonfluenten Zellen gezéhlt (siehe Punkt 3.1.4)
und auf eine 96-well Platte ausplattiert. Dabei wurden pro Vertiefung 5.000 Zellen
verwendet. Als Zelllinie fur die Transfektion dienten, wegen ihrer schnellen Wachs-
tumsrate und der guten Bereitschaft Fremd-DNA in sich aufzunehmen, HEK 293 Zel-
len. Die Transfektion erfolgte jeweils mit 100 ng Gesamt-DNA und 0,5 ul jetPRIME™
Reagenz je 96-well Vertiefung. Nach einem Zusammenmischen der Reagenzien er-
folgte, nach kurzer Durchmischung und abzentrifugieren, eine 10 minutige Inkubation
bei RT. Die Transfektionsansatze wurden tropfenweise unter standigem Schwenken
zu den kultivierten Zellen in das Kulturmedium gegeben und fir 24 Stunden bei 37C
und 10% CO; inkubiert. AnschlielBend wurden die Zellen in einem Luciferase Assay
(siehe Punkt 3.3.3) analysiert. Als Positivkontrolle fir die erfolgreiche Transfektion
wurden die Zellen mit einem GFP-Vektor transfiziert, der bei Anregung mit UV-Licht
grun fluoresziert. Als Negativkontrollen dienten zum Einen ein Transfektionsansatz
mit Luciferasekonstrukt aber ohne den getesteten Transkriptionsfaktor sowie zum
Anderen untransfizierte Zellen. Um Transfektionsstress und unterschiedliche Trans-
fektionseffizienzen auszugleichen wurde die transfizierte DNA-Menge durch das
Plasmid pBluescript Il SK (+) (Fermentas) konstant gehalten und es wurden fir jeden
Ansatz Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Die Transfektionseffizienz lag konstant
tber 90%.

3.1.6 57-Aza-2'deoxycytidin Behandlung von Zellen

Die Zellen einer 10 cm Zellkulturschale wurden auf drei 6 cm Zellkulturplatten erwei-
tert. Am folgenden Tag wurden die 3 Platten mit 0 uM, 2,5 uM und 5 uM 5°-Aza-
2 deoxycytidin versetzt. Nach 72 Stunden wurden die Zellen, nach 2maligem Wa-
schen mit PBS, mit 1ml PBS (siehe Punkt 2.1.3.2) versehen und abgeschabt. An-
schlielBend wurden sie bei 100 x g fur 1-2 min sedimentiert und bis zur Isolation der
RNA mit TRIzol® (siehe 3.2.1.2) bei -80<C tiefgefroren.
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3.2 Allgemeine molekularbiologische Methoden

3.2.1 Praparation von Nukleinsauren

3.2.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus  E.coli (Miniprep/Midiprep)

Zur Isolierung von Plasmid-DNA standen folgende Kits zur Verfligung:

peqGOLD Plasmid Miniprep Kit | (pegLab Biotechnoloie GmbH), Quiaprep® Spin Mi-
niprep Kit (Quiagen), Pure Link™ HIPure Plasmid Filter Midiprep Kit (Invitrogen) und
Pure Yield™ Plasmid Midiprep System (Promega). Die Kits wurden jeweils entspre-

chend der Herstellerangaben verwendet.

3.2.1.2 Praparation von Gesamt-RNA mit TRIzol ® aus Zellen

Die Préparation der RNA aus Saugerzellen wurde mit TRIzol® (Invitrogen) durchge-
fuhrt. Dazu wurde eine konfluent bewachsene grof3e Zellkulturschale (10 cm Durch-
messer) 2x mit eiskaltem PBS (siehe Punkt 2.1.3.2) gewaschen. AnschlielRend wur-
den die Zellen, mit 1ml PBS versehen, mit einem Gummischaber von der Platte ab-
geschabt und in ein Reaktionsgefald tuberfihrt. Nach 3 mindtiger Zentrifugation bei
100 x g und RT wurde der Uberstand abgesaugt.

Die Lyse erfolgte bei diesem Vorgehen im Reaktionsgefal. Dazu wurden die Zellen
mit 1 ml TRIzol® versetzt und durch vorsichtiges auf- und abpipettieren resupendiert.
Nach einer 5 minutigen Inkubationszeit bei RT wurde den Zellen 200 pul Chloroform
zugegeben und anschliel3end so lange gevortext bis die Mischung milchig-rosa wur-
de (ca. 15 sec.). Nach einer 3 minutigen Inkubationszeit bei RT erfolgte fir 15 min.
bei 16.000 x g in einer 4C kalten Zentrifuge die P hasentrennung. Im Folgenden
wurde die obere farblose Phase mit der Gesamt-RNA in ein neues 1,5m| Reaktions-
gefal’ Uberfuhrt. Zur Fallung der RNA wurde diese wassrige Phase mit 500 pl eiskal-
tem Isopropanol versetzt und mindestens 10 min. bei RT inkubiert. Der Inkubations-
phase folgte eine 10 minitige Zentrifugation bei 16.000 x g und 4. Der Uberstand
wurde verworfen und das RNA-Pellet mit 1ml eiskaltem 70%igen EtOH gewaschen
und anschlie3end erneut zentrifugiert (5min, 5.400 x g, 4C). Nach Entfernung des
Uberstandes und Trocknung des Pellets bei 55T wurd e die RNA in 30 pl DEPC-H,0O
gelost. Die Qualitat und die Konzentration der RNA wurde mit einer RNA Elektropho-
rese (siehe Punkt 3.2.7) uberpriift. Zuséatzlich wurde zur Uberpriifung der RNA Kon-

zentration eine photometrische Messung mit dem NanoQuant (TECAN) durchgefihrt.
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3.2.1.3 Préaparation von genomischer DNA aus Zellen

Um genomische DNA aus Saugerzellen zu praparieren, wurden 3 konfluent bewach-
sene 10 cm Zellkulturschalen 2x mit PBS (siehe Punkt 2.1.3.2 ) gewaschen, die Zel-
len mit einem Gummischaber abgeschabt, in ein Reaktionsgefald Gberfihrt und bei
150 x g (5 Min bei RT) sedimentiert. Die Lyse der pelletierten Zellen erfolgte in 1 ml
eiskaltem Lysispuffer (siehe Punkt 2.7.1.3) fir 15 min auf Eis. Die Zellkerne wurden
durch eine 20 minltige Zentrifugation bei 150 x g und 4T sedimentiert und mit
300 ul Kern-Lysis-Puffer (siehe Punkt 2.7.1.3) gewaschen. Anschlie3end erfolgte der
Aufschluss der Zellkerne und die proteolytische Spaltung der Proteine durch die Zu-
gabe von 500 ul Kern-Lysis-Puffer, 16,5 uyl 20 %-iger SDS-L6sung, 25 ul Proteina-
se K (100 pg/ml) und Inkubation bei 37 T UN in einem Drehinku bator. Am néachsten
Tag wurden die Proteinfragmente unter Zugabe von 166 pl gesattigter NaCl-Losung
unter starkem Schitteln fir 15 s denaturiert und bei 3500 x g fir 30 Min bei RT ab-
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt und durch
die Zugabe von 700 ul kaltem Isopropanol unter leichtem Schwenken die genomi-
sche DNA aus dem Uberstand gefallt (,DNA Flocke").

Die gefallte genomische DNA wurde unter Zuhilfenahme einer sterilen Pipettenspitze
aus der Losung gefischt, in 100 pl eiskalten 70%-igen Ethanol Gberfihrt und gewa-
schen. Das DNA-Pellet wurde nach kurzer Trocknung bei 55C in 40 ul 1XxTE Puffer
(siehe Punkt 2.7.1.1) gelost und bei 4C gelagert. Die Messung der Konzentration
der genomischen DNA erfolgte mit dem NanoQuant (TECAN).

3.2.2 Enzymatische Behandlung von DNA

3.2.2.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonuklea  sen

Fur einen Restriktionsenzym-Verdau wurde die eingesetzte DNA mit dem empfohle-
nen Puffer und bei der erforderlichen Temperatur fur 45 min in einem Volumen von
10 pl inkubiert. In der Regel wurden 10 Einheiten (U) Enzym pro pg DNA verwendet.
Anschlieend wurde das komplette Volumen auf ein Agarosegel aufgetragen zur
Uberprifung des Erfolgs des Verdaus bzw. zur weiteren Aufreinigung der DNA Uber
das Gel (siehe Punkt 3.2.2.2).

50



Methoden

3.2.2.2 Ligation von DNA in pGEM ®-T Vektor
Die Ligation von DNA in den pGEM®-T Vektor wurde mit dem pGEM® -T Vector Sys-

tem | (Promega) entsprechend der Herstellerangaben durchgefuhrt. Dabei wurden 10
pl des 20 pl Ansatzes nach 1 Std. Inkubation bei RT in kompetente Bakterien trans-
formiert. Die anderen 10 pl des Ligationsansatzes wurden UN bei 4 inkubiert und
dann ebenfalls transformiert, falls beim ersten Ansatz keine Bakterienkolonien ge-

wachsen waren.

3.2.2.3 Exo-Sap-Enzymverdau

Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte im Exo-Sap-Enzymverdau. Dabei wurde
anstelle der Shrimp Alkaline Phosphatase (Sap) die Antarktische Phosphatase (Ap)
verwendet. Fur 7 pl PCR-Produkt wurden 3,6 U Exonuklease | (NEB) und 3,2 U AP
(NEB) eingesetzt und mit A. bidest. zu einem 10 pl-Ansatz aufgefillt. Es erfolgte eine
Inkubation bei 37°C fur 30 Minuten und anschlieBend eine Hitzeinaktivierung bei
85°C flur 15 Minuten. Danach wurde die Quantitat de r DNA mit Hilfe des Nano Quant
(TECAN) gemessen und das aufgereinigte PCR Produkt in der Big Dye Reaktion
(siehe Punkt 3.2.9) eingesetzt.

3.2.3 Transformation von Bakterien

3.2.3.1 Herstellung kompetenter Bakterien

Die Herstellung kompetenter Bakterien wurden nach der Methode von Hanahan
(HANAHAN, 1983) durchgefuhrt.

Der verwendete Bakterienstamm (NEB 5-alpha Competent E.coli (High Efficiency)
von NEB) wurde aus einer Dauerkultur zunéchst in 2ml LB Medium (siehe Punkt
2.2.2.1) angeimpft und Uber Nacht bei 37C im Schuttler bebrutet. Des Weiteren
wurden 50 ml YB-Medium (siehe Punkt 2.2.2.2) in einem 250 ml Kolben ebenfalls
Uber Nacht bei 37C inkubiert um eventuelle Kontami nationen auszuschlie3en. Am
nachsten Tag wurde das YB-Medium mit 500 pl Vorkultur (1:100) angeimpft und bei
37 bis zu einer OD gop von 0,6 bis 0,65 (2,5-3,5 Std.) kultiviert. Anschliel3end wur-
den die Zellen in ein vorgekihltes Reaktionsgefald gegossen und nach einer 10 bis
15 mindtigen Inkubation auf Eis fir 5 min bei 4C und 1.300 x g zentrifugiert. Nach
der Dekantierung des Uberstandes wurde das Bakterienpellet in 10 ml eiskaltem
TFB | resuspendiert, fir 10 min auf Eis inkubiert und dann fir 5 min bei 4C und
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1300 x g abzentrifugiert. AnschlielBend wurde das Pellet auf Eis in 2 ml eiskaltem
TBF2 (siehe Punkt 2.2.2.2) resuspendiert, aliquotiert und bei -80C aufbewahrt.

3.2.3.2 Transformation von Bakterien

Zur Transformation wurden 100 ul kompetente E.coli Bakterien langsam auf Eis auf-
getaut und vorsichtig mit der zu transformierenden DNA (10 pl eines Ligationsansat-
zes) vermischt. Nach einer 30 mindtigen Inkubationszeit auf Eis erfolgte flur exakt
30 sec ein Hitzeschock bei 42<C. Es folgte eine sof ortige 5minitige Wartezeit auf
Eis. AnschlieRend wurde der Transformationsansatz mit 950 pul SOC oder LB-
Medium (siehe Punkt 2.2.2.1 sowie 2.2.2.2) versetzt und ftr 60 min bei 37C im Brut-
schrank inkubiert. Die Inkubationszeit ermdglichte den transformierten Bakterien die
Expression des Antibiotika-Resistenzgens. Im Folgenden wurden 200 pl des Ansat-
zes auf antibiotikahaltigen LB-Platten aufgebracht, mit einem sterilen Drigalskispatel
ausplattiert und bei 37C UN bebritet. Nach 12 bis 16 Stunden Inkubationszeit wa-
ren Einzelkolonien sichtbar. Einzelne Kolonien wurden mit einem sterilen Zahnsto-
cher aufgenommen und in ein mit LB-Medium befilltes Glasréhrchen Uberfiihrt. Die-
se Kolonien wurden erneut UN bei 37 bebriitet. Als nachstes folgte eine DNA

Plasmidpraparation (siehe Punkt 3.2.3.3)

3.2.3.3 DNA-Plasmidpraparation (Alkalische Lyse)

Von der UN-Kultur der Bakterienkolonien (siehe Punkt 3.2.3.2) wurde 1,5 ml be-
wachsenes LB-Medium in ein Reaktionsgefald Gberflhrt und bei 13.400 x g fir 1 min
abzentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstandes wurde das Pellet in 200 pl P1
(siehe Punkt 2.7.1.3) resuspendiert. Nach Zugabe von 400 pul P2 (siehe Punkt
2.7.1.3) und Schwenken des Gefalies bis die Loésung klar war folgte eine 5 minutige
Inkubation bei RT. AnschlieBend wurden 300 pl P3 (siehe Punkt 2.7.1.3) zugegeben,
das Gemisch 3-4 x invertiert und 5 min auf Eis gestellt. Nach 10 mindtiger Sedimen-
tation (13.400 x g, 4C) wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR lberfihrt
und mit 600 ul kaltem Isopropanol versetzt. Im Folgenden wurde die DNA fir mind.
15 min bei -20C gefallt und erneut 15 min (13.400 x g, 4C) zentrifugiert. Das Pellet
wurde mit 200 pl kaltem 70%igen EtOH gewaschen und fir 4 min bei 13.400 x g (RT
oder 4C) sedimentiert. Das gereinigte Pellet wurde kurz bei 50-55C getrocknet und
in 20 pl TE (siehe Punkt 2.7.1.1) geldst.
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3.2.4 Elektrophoretische Auftrennung von DNA im Aga  rosegel

Aufgrund der negativen Ladung von DNA kann sie in einem elektrischen Feld an-
hand ihrer Fragmentlange aufgetrennt werden. Je nach Fragmentgré3e wurden 0,8-
2%ige Agarosegele in TAE Puffer (siehe Punkt 2.7.2.1) verwendet. Zur Visualisie-
rung der Fragmente wurde dem Agarosegel der Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid
in einer Konzentration von 0,4 pug/ml zugegeben. Ethidiumbromid interkaliert in DNA,
welche dadurch unter UV-Licht sichtbar wird. Die Proben wurden mit 1/5 Volumenan-
teil 6x Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese erfolg-
te bei 120 V in TAE-Puffer. Als GrolRenstandards bei der Auftrennung wurden folgen-
de DNA-Marker verwendet: Quick Load® 100bp DNA Ladder (NEB) sowie Quick
Load® 1kb DNA Ladder (NEB).

Alle Gele wurden unter Verwendung des BioDoc Analyze Gel Documentation Sys-
tems (Biometra) dokumentiert.

3.2.5 Isolierung und Aufreinigung von DNA aus Agaro  segelen

DNA-Fragmente wurden von anderen nicht benotigten Molekilen abgetrennt, bevor
sie weiter verwendet wurden. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte tUber Ge-
lelektrophorese in einem 1 — 1,5 %igen TAE-Gel (Durchfihrung der Agarosegelelekt-
rophorese siehe Punkt 3.2.4). Nach Gellauf und photographischer Dokumentation
des Gels im BioDoc Analyze Gel Dokumentationssystem (Biometra) wurde das ben6-
tigte Fragment unter UV-Licht mit einer Skalpellklinge aus dem Gel ausgeschnitten
und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal Uberfuhrt. Anschliel3end wurde die DNA mit dem
Nucleo Spin® Extrakt Il Gel Extraction Kit (Macherey-Nagel) entsprechend der Her-
stellerangaben aus dem Gel isoliert. Die Konzentration der isolierten DNA wurde mit-

tels Agarosegelelektrophorese mit einem 1-1,5% igen TAE-Gel ermittelt.

3.2.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fur die exponentielle Amplifikation definierter DNA-Abschnitte aus einer geringen
DNA-Ausgangsmenge wurde das in vitro Verfahren der Polymerase-Kettenreaktion
(polymerase chain reaction, PCR) verwendet. Durch wiederholte Folgen von Denatu-
rierung, Hybridisierung mit synthetischen Oligonukleotiden und Strang-Synthese mit-
tels einer hitzestabilen DNA-Polymerase fuhrte die PCR zu einer Amplifikation des
gewilnschten DNA-Abschnitts.

Fur die PCR-Reaktion wurden synthetische Oligonukleotide verwendet, die Uber
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einen Bereich von ca. 10-30 Basen zu den 5'- bzw. 3'-Enden der zu amplifizierenden
DNA homolog sind. Bevorzugt wurde ein DNA-Bereich gewahlt, der einen GC-Gehalt
von 40-60% aufweist. Die Schmelztemperatur (Tm) der Oligonukleotide lasst sich

nach folgender vereinfachter Formel berechnen:
Tm=59,9 + (0,41 x GC-Gehalt [%]) — (600/Primer-Lange [bp]).

Der Bereich der Schmelztemperatur eines Oligonukleotids sollte zwischen 50C und
60T liegen, aufl’erdem sollte sich die Schmelztemper atur eines Oligonukleotid-
Paares so wenig wie moglich unterscheiden. Die Schmelztemperaturen, die in dieser
Arbeit verwendet wurden, sind unter Punkt 2.6 fir jedes verwendete Oligonukleotid
aufgeftihrt. Die PCR wurde in einem T Gradient-Thermocycler (Biometra) durchge-
fuhrt. Je nach Anwendung wurden das GoTag™ DNA Polymerase System (Prome-
ga), das GC-RICH PCR System (Roche) oder die Platinum® Tag DNA Polymerase
(Invitrogen) verwendet. Der Reaktionsansatz setzte sich fur die unterschiedlichen

Polymerasen im Allgemeinen wie folgt zusammen.

GoTag™ DNA Polymerase System:

PCR Ansatz:

5x Green or Colorless GoTaq Flexi Buffer 1x
MgCl, Solution, 25mM 1,5-2,0mM
Nucleotid Mix 10mM 0,2mM je dNTP
Oligonucleotide je 1,0uM
GoTaq®” DNA Polymerase (5U/pl) 1,25U
Template DNA <0,5u9
Aqua bidest. ad. 20 pl

PCR Bedinungen:

Anfangsdenaturierung 95¢C 2 min.
Denaturierung 95¢C 45 sek.
Annealing X* 1 min. x 30-40
Extension 72C 1 min/kb
Abschlusselongation 72<C 10 min.
Pause 4C 0

x* = TM (siehe Punkt 2.6)
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Das GoTag™ DNA Polymerase System wurde fur folgende Oligonukleotide verwen-
det: R-Actin-for, [3-Actin-rev. Des Weiteren wurden, fir die Methylierungsanalysen
(siehe Punkt 4.2.5), noch eine sogenannte “Klon-PCR* mit den Primern M13 uni (-21)
und M13 rev (-29) durchgefiihrt. Dabei wurde anstelle der reinen Template DNA 1 pl
der Bakterienkultur verwendet.

GC-RICH PCR System:

PCR Master Mix 1:

PCR Grade Nucleotide Mix 200 uM je dNTP
Primer Mix 0,2 uM, je Primer
Template DNA 1-100 ng cDNA
GC-RICH resolution solution 0-2M
Aqua bidest. ad 35 pl

PCR Master Mix 2:

5x GC-RICH PCR reaction buffer 1x (1,5 mM MgCl,)
mit DMSO

GC-RICH PCR System enzyme mix 2U/50pl
Aqua bidest ad 15 pl

Nach separater Vorbereitung wurde Master Mix 2 in Master Mix 1 gegeben und in

den Thermocycler gestellt.

PCR Bedinungen:

Anfangsdenaturierung 95¢C 3 min.
Denaturierung 95T 30 sek. |
Annealing X* 30 sek. x 10
Extension 72<C 45 sek/kb
Denatuierung 95¢C 30 sek. |
Annealing X* 30 sek. X 25
Extension 72T 45 sek/kb
Abschlusselongation 72<C 10 min.
Pause 4C ]

x* = TM (siehe Punkt 2.6)

Das GC-RICH PCR System wurde fiur folgende Oligonukleotide verwendet:
2Prom4S-forBglll, Prom4S-revHindlll.
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Platinum® Tag DNA Polymerase (Invitrogen):

PCR Ansatz:

10x PCR Puffer 1x
10 mM Nucleotid Mix 0,2 mM je dNTP
50 mM MgCl, 1,5mM
Primer Mix (je 10uM) 0,2 uM je Primer
Template DNA =1l
Platinum® Taq DNA Polymerase 10U
Aqua bidest. ad 50 pl

PCR Bedinungen:

Anfangsdenaturierung 95¢C 10 min.
Denaturierung 94<C 45 sek.
Annealing X* 45 sek. x 40
Extension 72<C 1 min.
Abschlusselongation 72<C 10 min.
Pause 4C 0

x* = TM (siehe Punkt 2.6)

Die Platinum® Taq DNA Polymerase wurde fiir folgende Oligonucleotide im Rahmen
der Bisulfitreaktion verwendet: L4CpG25d for, L4CpG25d_rev, L4CpG34 for,
LACpG34 _rev.

Die Sequenzierung der Klone, die auf lhren Mehylierungsstatus (siehe Punkt 4.2.5)
untersucht wurden, erfolgte im Cologne Center for Genomics (CCG) der Universitat
KdIn. Plasmid DNA wurde jedoch von der Firma Eurofins (MGW) sequenziert. Bevor
die Sequenzierung erfolgte, wurde eine BigDye Reaktion zur Vorbereitung der Pro-
ben vorgenommen. Das hierfir verwendete ABI PRISM® BigDye™ Primer Sequen-
cing Kit (Applied Biosystems) wurde entsprechend der Herstellerangaben verwendet.
Als Primer fanden M13 uni (-21) und M13 rev (-29) Anwendung.

3.2.7 Umschreiben von mRNA in cDNA

Zur Uberprifung der Qualitat sowie der Menge der isolierten RNA (siehe Punkt
3.2.1.2) wurden die Proben mit Hilfe des Experion Automated Electrophoresis Sys-
tem (BIO RAD) analysiert. Hierzu wurde das Experion™ RNA StdSensAnalysis Kit

(BIO RAD) entsprechend der Herstellerangaben verwendet.
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Zur Expressionsanalyse von Genen im Zellkulturmodell wurde die RT-PCR ange-
wendet. Die praparierte Gesamt-RNA (siehe 3.2.1.2) wurde mit Hilfe des Super
Script® VILO™cDNA Synthesis Kits (Invitrogen) entsprechend den Angaben des
Herstellers in cDNA umgeschrieben. Diese Methode basiert darauf, dass die meisten
Gen-Transkripte an ihrem 3’-Ende einen Poly-A-Schwanz besitzen. Bei der RT-
Reaktion wird deshalb ein Oligo-dT-Oligonukleotid eingesetzt, das an die Poly-A-
Schwanze der mRNAs bindet. Von diesem Oligonukleotid ausgehend synthetisiert
die Reverse Transkriptase dann die entsprechende cDNA. Um zu Uberprifen, ob die
cDNA frei von genomischen Verunreinigungen war, wurde eine Kontroll-PCR mit den
Oligonukleotiden B-Aktin-for und B-Aktin-rev durchgefihrt. Diese Oligonukleotide
flankieren eine Intron-Sequenz des B-Aktin-Gens. Ist das Intron durch SpleiRen ent-
fernt, so entsteht ein PCR-Produkt mit einer GroRe von 243 bp. Weist die umge-
schriebene cDNA noch genomische Verunreinigungen auf, so entsteht durch die
Anwesenheit des Introns ein zusatzliches PCR-Produkt von 330 bp Lange. War die
cDNA frei von genomischen Verunreinigungen, wurde sie fir RT-PCR- Analysen ein-

gesetzt.

3.2.8 Real-Time-PCR-Analyse (QPCR)

Um den Expressionsstatus von LTBP4 in, mit Demethylierungsreagenz-behandelten,
Zellen zu bestimmen, wurde die Real-Time-PCR-Analyse angewendet. Ziel dieser
sogenannten quantitativen RT-PCR (qRT-PCR) ist es, aus der Menge an amplifizier-
tem PCR-Produkt auf die Transkriptionshaufigkeit bestimmter Gene zu schliel3en.
Zur Quantifizierung der gPCR Produkte wurde eine Tagman-Sonde benutzt. Dabei
gibt ein Donor-Fluorochrom (Reporter), das durch eine Lichtquelle angeregt wird,
einen Tell seiner Energie an ein Akzeptor-Fluorochrom (Quencher) ab. Der Abstand
zwischen Akzeptor und Donor bestimmt dabei die Hohe des Fluoreszenzsignals und
errechnet somit mit einer hohen Spezifitat die Quantitat.

In dieser Arbeit wurden TagMan-Sonden mit den Fluoreszenzfarbstoffen FAM (Re-
porter) und TAMRA (Quencher) verwendet. Als gPCR Geréat stand das 7500Real Ti-
me PCR System (Applied Biosystems) zur Verfugung. Als Referenzgene (Housekee-
ping genes) fur die relative Quantifizierung und die Vergleichbarkeit der Platten un-
tereinander wurden RPLPO und TBP verwendet. Die 20 pul Amplifikationsansatze
wurden mit Hilfe des AB Tagman Gene Expression Master Mix Kits entsprechend der
Herstellerangaben angesetzt. Standards und Negativkontrollen (,non template con-
trol*) wurden als Duplikate, unbekannte Proben als Triplikate pipettiert. Die Standard-
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kurve wurde durch die Verwendung von 8 seriellen Verdinnungen (1:1 bis 1:128)

erhalten. Die Bedingungen fur die gPCR waren:

Anfangsdenaturierung 50C 2 min.
Denaturierung 95T 10 min.
Annealing 95¢C 15 sek. x 40
Extension 60C 1 min.

Der initiale Startschritt dient der Aktivierung der AmpErasee wahrend die 10 minitige
Denaturierung bei 95C zur optimalen Aktivierung der AmpliTag Gold® DNA Poly-
merase fuhrt. Zur Uberpriifung der Spezifitat der Amplifikate und um die Bildung von
Primerdimeren auszuschlie3en erfolgte im Anschluss an die gPCR die Auftrennung

der Amplifikate durch Agarosegelelektrophorese.

3.2.9 DNA Fallung

Bevor DNA zum Sequenzieren an die Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) ge-
schickt wurde, ist eine DNA Fallung zu Reinigungs- und Konzentrierungszwecken
durchgefiihrt worden. Zu Beginn wurden 3 pg DNA auf 300 ul A.bidest. aufgefullt und
mit 18 pl 5M Natriumacetat und 210 pl Isopropanol versetzt. Nach Inkubation UN bei
-20C wird die Probe fur 15 min bei 4T und 16.000 rpm abzentrifugiert. Es folgte ein
Waschschritt mit 200 pl 70 % EtOH und ein erneutes abzentrifugieren fir 5 min bei
4T und 16.000 x g. Der Uberstand wurde restlos abg esaugt und die Probe bei 50 T

fur 5 min getrocknet.

3.2.10 Sequenzierungsanalysen

Die Sequenzierungsreaktionen wurden mit Hilfe des BigDye® Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) entsprechend der Herstellerangaben durchge-
fuhrt. Dazu wurden 3 — 10 ng aufgereinigte (siehe Punkt 3.2.2.3) PCR-Produkt sowie
der Primer M13 uni (-21) (siehe Punkt 2.6) in einem Reaktionsvolumen von 10 pl
verwendet. Die Kettenabbruchreaktion wurde als PCR (siehe Punkt 3.2.6) in einem
TGradient-Thermocycler (Biometra) nach folgendem Programm durchgefihrt:

Anfangsdenaturierung 96T 1 min.
Denaturierung 96T 30 sek.
Annealing 50C 15 sek. x90
Extension 60C 4 min.
Pause 4C ©
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Nach dem Abschluss der Reaktion wurden die Proben auf 4C abgekihlt und zur
weiteren Analyse und Auswertung an das CCG Kdoln (Cologne Center for genomics)
geschickt. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe des Computerpro-

gramms BiQ Analyzer.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page )

Mit Hilfe der denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)
kénnen Proteine anhand ihres Molekulargewichts aufgetrennt werden. Aufgrund der
Anlagerung der negativ geladenen SDS-Anionen an ungefahr jeden zweiten Amino-
saurerest werden die Proteine lang gestreckt und ihre natirliche Konformation sowie
ihre Eigenladung werden kompensiert. Die Laufgeschwindigkeit des so entstandenen
stark negativ geladenen Komplexes verhélt sich proportional zur Masse des Proteins.
Durch Anlegen einer Spannung wird das Proteingemisch getrennt, da kleine Proteine
schneller als grol3e zur Anode wandern. Als erstes werden die Proteine auf eine
Lauffront konzentriert, um sie dann in Abhangigkeit von der Molekularmasse aufzu-
trennen (LAEMMLI, 1970).

Zunachst wurden das grobporige Sammelgel und das Trenngel wie nachfolgend be-
schrieben gegossen. Die Konzentration der Gele ergab sich aus dem Molekularge-
wicht der verwendeten Proteine PCNA (29 kDa) und Aktin (40 kDa):

Trenngel 10 % | Sammelgel 10%
A. bidest. 3,4 ml 2,0 ml
Trenn-/Sammelgelpuffer* 1,7 ml 0,82 ml
Acrylamid 1,7 ml 0,5 ml
APS* 68 ul 10 pl
Temed 5 ul 5 ul

* (siehe Punkt 2.7.3)
Das zwischen die Platten der Kammer gegossene Trenngel, wird mit Isopropanol
Uberschichtet und fir die Dauer des Auspolymerisierens stehen gelassen. Nach Ent-
fernung des Isopropanol wird das Sammelgel Uber das Trenngel gegossen und nach
erfolgreicher Polymerisation mit Marker und Proben beflllt. Die Auftrennung der Pro-
teine erfolgte, in der mit Lauf-Puffer (siehe Punkt 2.7.3.5) geflllten Kammer, bei einer
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Stromstarke von 16 mA bis zum Erreichen des Trenngeles und im Folgenden mit 20-

25 mA. Hierzu verwendet wurden Kammern von der Firma Biorad.

3.3.2 Western Blot

Nach Abschluss der Gelelektrophorese (siehe Punkt 3.3.1) wurden die Proteine vom
SDS-Polyacrylamidgel auf eine Nitrozellulosemembran tbertragen, wo sie mit Hilfe
von spezifischen Antikdrpern detektiert werden kdnnen. Dieses Verfahren dient dem
immunologischen Nachweis von Proteinen (TOWBIN et al., 1979; BURNETTE,
1981). Die Ubertragung der Proteine auf die Nitrozellulosemembran (0,45 ym Poren-
grofie) erfolgte, in einer mit eiskaltem Blot-Puffer (siehe Punkt 2.7.3.4) gefillten Wes-
tern Blot-Kammer (Biorad), durch Elektrotransfer bei 80 V fiir eine Stunde. Im An-
schluss wurde die Membran mit Ponceau-S-L6sung (siehe Punkt 2.7.3.7) gefarbt, um
den Erfolg der Ubertragung auf die Nitrozellulosemembran zu tiberpriifen. Dann wur-
de die Membran mit TBST (siehe Punkt 2.7.3.6) entfarbt und in 5 % Magermilchpul-
ver (Cell Signaling Technology) fir mindestens 1 Std. bei RT geblockt. Dadurch wur-
den die verbliebenen freien Bindungsstellen der Membran abgesattigt. Die Inkubation
der Blot-Membran mit dem Erstantikbrper erfolgte rotierend in TBST fur 1 Stunde.
Danach wurde die Membran 2x fur 5 min. mit TBST gewaschen und fur 25 min. zu-
sammen mit dem sekundaren, an Meerrettich Peroxidase gekoppelten, Antikorper far
30 Minuten bei RT inkubiert. Nach erneutem 2maligem Waschen mit TBST (5 min.)
sowie einmaligem Waschen mit TBST fir 10 min wurde die Membran in ECL Lésung,
bestehend aus 2 ml SA (siehe Punkt 2.7.3.8), 0,6 pl 30% H,0O, (MERCK) und 200 pl
SB (siehe Punkt 2.7.3.8) Uberfuhrt. Mit Hilfe des Molecular Imager ChemiDoc™ XRS
Imaging System (BIO RAD) wurde anschlie3end die Chemolumineszenz gemessen

und die Banden visualisiert.

3.3.3 Luciferase Assay

Die Lumineszenzmessung erfolgte im Luminometer GloMax Multi Detection System
der Firma Promega. Fiur die Durchfihrung der Luciferase Assays wurde das Dual-
Luciferase® Reporter Assay Kit der Firma Promega (Heidelberg) entsprechend der
Herstellerangaben verwendet.

Das Kit enthélt die sensitive ,Firefly* Luciferase als Reporter und die ,Renilla* Luci-
ferase als Transfektionskontrolle. Fir die Bestimmung der Luciferase-Aktivitat wur-
den 50 pl Zelllysat auf die 96-well-Platte gegeben und in der Messkammer des Lumi-
nometers platziert. Um temperaturbedingte Schwankungen der Enzymaktivitat zu
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vermeiden, wurde das Lysat vor der Messung an Raumtemperatur adaptiert. Als
Leerwert wurde der zur Lyse der transfizierten Zellen verwendete Puffer eingesetzt.
Die Chemilumineszenz wurde durch automatische Injektion von 80 ul Luciferin-
Reaktionsgemisch des Dual-Luciferase® Reporter Assay Kit pro Probe fiir 10 sec
gemessen und der Messwert in RLU/s (Relative Light Units pro Sekunde) ausgege-

ben. Die Messwerte der Proben wurden auf die Renilla-Aktivitat bezogen.

3.4 Untersuchung von 5mC-DNA Methylierung

3.4.1 Bisulfitreaktion

Die Untersuchung der, im Promotorbereich liegenden, CpG-Inseln auf ihren Methylie-
rungsstatus erfolgte mit dem EpiTect®Bisulfite Kit (Quiagen) entsprechend der Her-
stellerangaben. Die eingesetzte Menge DNA belief sich auf 2 pg. In einem ersten
Schritt wurden hierbei alle unmethylierten Cytosine einer DNA, durch Einwirken von
Bisulfit und mit Hilfe einer nachfolgenden Alkalibehandlung zu Uracil desaminiert und
bei der anschlieBenden PCR durch Thymin ersetzt. Durch die Methylierung sind die
5-Methyl-Cytosinbasen jedoch vor einer Umwandlung geschitzt und verbleiben im

amplifizierten Fragment als Cytosine.

5. . TGTTCGAA...3’
i . 3'..ACAAGCTT...5"
5. TGCTCGAA...3" 5'...TGUTCGAA...3’P£<<:
—
... ACGAGCTT...5" ‘.. .AUGAGCTT...5"
¥ oA L i U 3'..ATGAGCTT...5"
5. TACTCGAA..3

Abb. 3.1: Prinzip der Bisulfitmethode zur Untersuch ung von CpG-Inseln auf ihren Methylie-

rungsstatus.

Mit Hilfe des Bisulfits werden die unmethylierten Cytosinmolekiile zu Uracil desaminiert und bei einer
sich anschlieBenden PCR durch Thymin ersetzt. Methylierte Cytosinbasen sind jedoch vor einer Um-
wandlung geschiitzt und bleiben Cytosine.

Die methylierte DNA wurde entsprechend der Herstellerangaben aufgereinigt und mit
Hilfe der Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen) in einer sogenannten Methylie-
rungs-PCR (siehe Punkt 3.2.6) amplifiziert. Als Kontrolle wurden 5 pl der Reaktion in
einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Im Folgenden wurde das PCR Pro-
dukt in den pGEMT-Vektor ligiert und anschlieRend in kompetente E.coli transfor-
miert (siehe Punkt 3.2.3.2). Am néchsten Tag wurden pro Zelllinie und CpG-Insel
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jeweils 5 Klone gepickt und fir 2-3 Stunden bei 37°C inkubiert. Von diesen bewach-
senen Platten wurden pro Zelllinie und CpG-Insel jeweils 15-20 Klone in einer Klon-
PCR mit Hilfe der GoTag™ DNA Polymerase amplifiziert (siehe Punkt 3.2.6). Hierfur
wurden die Primer M13 uni (-21) und M13 rev (-29) der Firma Invitrogen verwendet
(siehe Punkt 2.6). Es folgte eine Aufreinigung des PCR-Produkts mittels Exo-Sap-
Enzymverdau (siehe Punkt 3.2.2.3). Im Anschluss wurden die Proben mit Hilfe des
ABI PRISM® BigDye™ Primer Sequencing Kit (Aplied Biosystems) fur die abschlie-
Bende Sequenzierung vorbereitet (siehe Punkt 3.2.6). Die Analyse der Ergebnisse
wurde mit Hilfe des Programms Big-Analyzer vorgenommen und wird in Punkt 4.2.6.

naher erlautert.
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4 Ergebnisse

4.1 Identifizierung und Uberpriifung potentieller Tr anskriptions-
faktoren fir LTBP4

Latent TGF-beta binding proteins (LTBPs) gehdren zur Familie der Fibrilline. Sie
Ubernehmen Funktionen in der Signaltransduktion und in der Regulation der extrazel-
lularen Matrix. Man unterscheidet in Saugern vier verschiedene Isotypen (LTBP1-4),
die hoch gewebespezifisch exprimiert werden. LTBP1, 3 und 4 vermitteln u.a. die
Sekretion und die Anhaftung von TGF-3 an die extrazellulare Matrix und sind damit
wichtige Modulatoren der TGF-R-Bioverfugbarkeit (SAHARINEN J, 1999). Wahrend
LTBP4 ausschlieBlich mit TGF-31 einen Komplex bildet, interagieren LTBP1 und 3
mit allen drei TGF-I3 Typen (SAHARINEN J, 1999). Eine Feineinstellung fur die TGF-
3 Sekretion und Aktivierung wird wahrscheinlich durch die, hoch gewebespezifisch
exprimierten, SpleiBvarianten von LTBP4 ermoglicht (SAHARINEN et al., 1998;
KANTOLA et al., 2010).

Um die Funktion und die Regulationsmechanismen von LTBP4 besser verstehen zu
kénnen und weiter zu erforschen, wurden in dieser Arbeit potentielle Transkriptions-
faktoren fur LTBP4 ermittelt und mittels Luciferase Assays in Hinblick auf Ihre Funkti-
onalitat Gberpruft. Dafir wurde neben einer in silico-Analyse nach méglichen Tran-
skriptionsfaktoren auch eine Promotorbereich-Analyse von LTBP4 vorgenommen. Im
Mensch unterscheidet man drei N-terminal verschiedene LTBP4 Transkripte, die von
zwei unabhéngigen Promotoren transkribiert werden (KANTOLA et al., 2010).

4.1.1 In silico- und Literaturgestitzte Suche nach mdglichen Promo tor-
Bereichen von LTBP4

Die Suche nach allgemeinen Promotorstrukturen und Enhancer Elementen zur lden-
tifizerung moglicher Promotorbereiche von LTBP4, basierte auf einer Literaturrecher-
che und einer in silico-Analyse der strangaufwarts gelegenen Region von LTBP4S
und LTBPA4L. Die fur die Analysen verwendeten Programme waren Softberry FPROM
(TAHIRI-ALAOUI et al., 2009) und Proscan Version 1.7 (Advanced Biosciences
Computing Center, University of Minnesota). Hinweise auf potentielle Promotorberei-
che fur LTBP4L und LTBP4S wurden in einer Veroffentlichung von Kantola et al.
(2009) gefunden. Die dort verwendeten Softwareprogramme Matinspector
(CARTHARIUS et al., 2005) und TFSEARCH (HEINEMEYER et al., 1998) fanden
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keinerlei TATA-Boxen, aber mehrere XCPE Stellen. XCPE Bindungsstellen sind akti-
vierende, TBP-abhéngige allgemeine Promotorstrukturen fur TATA lose Promotoren
(TOKUSUMI et al., 2007).

human 304 CCAGTCTA
mawus 2

=
=

““C LTBP4S

GGCTGEEEEEE GC 85 %
hUMAan 200 ToCTGoCTECTOATTGBCGCGDSGOsACGR T SCaCGCACTSTGAT
makLls =203 TETCGCTTACCGAT TGRS T=.'.‘-." TCGGAGCGCTGACAGTGUAGGGC TCTGATTGGC GGGA
XCPE XCPE
-140 AGTT-CGCAG TOGOGOGEsICLEG
143 AGTTTCACAGEC CCAGGCTTGCACGETOIAGRAAGTBAGTCGGCCTCTARCTEAGSEE6S | TP AL
- N = T B o 2 1

=23 AGC
=23 AGCOGGACT CACCCGACACGAT

Abb. 4.1: Darstellung der Promotorregionen von LTBP 4SS und LTBP4L.

Die Promotorregionen der beiden Spleivarianten von LTBP4 sind hoch gewebespezifisch. Abgebildet
sind jeweils 200 bp proximal des Translations-Startpunkts von LTBP4S und LTBP4L. Translations-
Initiationsstellen sind mit Pfeilen, XCPE Elemente mit Boxen gekennzeichnet. Der GC-Gehalt der
LTBP4 proximalen Region ist angegeben. Die Abbildung wurde modifiziert nach Kantola et al. (2009)
Die eigene Analyse ergab jedoch ein anderes Bild. Mehrere TATA-Boxen und En-
hancer Elemente wurden fur den strangaufwarts gelegenen Bereich von LTBP4 vor-
hergesagt. FUir LTBP4L decken sich die ergebenden Promotorbereiche vollstandig
mit den bereits postulierten Bereichen (KANTOLA et al., 2010). Fur eine funktionelle
Analyse dieses Promotors, wurde der Bereich mit den ebenfalls beschriebenen Pri-
mern Prom4L-forBglll und Prom4L-revHindlll amplifiziert (siehe Punkt 2.6). Der resul-
tierende Promotor wird im nachfolgenden L4Prom genannt.

Fur LTBP4S ergaben sich aus den Recherchen zwei mégliche Promotorbereiche.
1Prom, wurde mit den Primern 1Prom4S-forBglll und Prom4S-revHindlll amplifiziert,
2Prom mit den Primern 2Prom4S-forBglll und Prom4S-revHindlll (siehe Punkt 2.6).
Dabei umfasst 2Prom den kompletten Bereich von 1Prom und zusatzlich weitere,
durch die Software vorhergesagte Promotorbereiche. 1Prom tberschneidet sich voll-
standig mit dem bereits beschriebenen TATA-losen Promotorbereich fur LTBP4S
(KANTOLA et al.,, 2010). Beide vorhergesagten Promotorbereiche sind sehr GC
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reich, was sich mit den Promotorbereichen von LTBP1 (KOSKI C, 1999) und LTBP3
(KANTOLA et al., 2005) deckt.

Alle designten Primer wurden mit Hilfe des Programms NetPrimer (Premier Biosoft)
einerseits auf sekundare Primer Strukturen, wie z.B. Hairpins, Gberpruft und anderer-
seits hinsichtlich ihrer Schmelztemperatur getestet. Durch Blastn wurde die Spezifitat

der Primer sichergestellt.

L4 Prom

-418 CTC*.‘AACTCX:TGACCTCATGATICIIAWFCC—IIXZTCI:CA— --
TSS

- 333 CCATTTTTAAGCACCOCT ACGOCT GGGACCT CTGT TOCACGAGAAGGT TCACGGAGCCAGT ATCCGAGT CCTAATTTCCCOCCAC

- 248 CECGT GEEGAACT CGAGGT CCCCCGCECCCCT AGT CCGECACCT GTCCCT GCTGCCT CCTGAT TGGECCECECEECGAGCECTGEC

- 163 GECCCCGEEECTGTGAT TGECGEGAAGT TCGCAGCCCGT GGCTGGACT GTGRAGAAAGT GAGT CGECCT CEEECEEEEECEEEEEC
Enhancer >

- 78 GEEEECAGEEECEEEECCEEEECAGCCT GACCCGECT GGACAGACCGCCCGCCCGGEAGCGEGEGEACT CGGCGCCCGACACGAT GCCGA

+ 8 GEOCTGGCACCA( CCTGCTGGTCj{CTGTTGCTGCCGCTCTﬂCGC

Abb. 4.2: Dargestellt ist der Promotorbereichvon L~ 4Prom.

Die verwendeten Primer sind rechteckig einrahmt. Bei den Primern handelt es sich von oben nach
unten um Prom4L-forBglll und Prom4L-revHindlll. Die von den Programmen Softberry FPROM
(TAHIRI-ALAOUI et al., 2009) und Proscan Version 1.7 (Advanced Biosciences Computing Center,
University of Minnesota) vorhergesagte TATA-Box ist in roter Schrift dargestellt. Die in silico-Analyse
ergab den, mit roten und blauen Pfeilen dargestellten, Promotorbereich fur LTBP4L. Dabei wurde der
potentielle Promotorbereich sowohl in der vorwarts, als auch in der rickwarts Leserichtung mit einer

Wahrscheinlichkeit von tber 90 % vorhergesagt.
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2Prom + 1Prom

- 3106 GGATCCCCGAGGECT (XX)(%CCAGATGGCCT CATE F(‘ACT CGGCCCCACCCACCTGAGA- - -

1SS
- 2207 ACTCCACTATTTATAGCGTTGCTGT TTGTCGCT GCTGOCOGEECCAGACGT CTAGGAGGAGCCGCT GCAT CCGAGGT GGGT TCTGGAAGAT GGAGTATGAGT AGGGGGCAAAA

- 2094 GGGAATAGGAGGAGAGGGEGECAGEGAGCTCCCCAT COCTCCCCTCATCCCAGT GGGAGAGCTGGATGCAT TTGGT AGAGAAGTACT TGGTCCCCT CCT TCCCCACT TAGTCCCT
- 1981 GGCTGTCTCCGAAGCCT TCTGCAGGGT COGAAGCT GCCAGCCCAAAAAGT GT GCAGGCCCCCAGOGGT GCCT GAACCCAGT GCCTGCAGT GOCCAGT CCCAGCCCCAGOGTGA
- 1868 GGAAGAGACAGGT GTCCCTCAACT GGCAGCCACTGACGT GAGT GGGBCAGT CCCT OCCCTACCAAAT CCTCOCTCAGGAACT CCTAGCTTTGOCCCOGT TTCOGCTCCTCOCTCC
- 1755 CTTOCCCTCTCCCTCTCTCTCOCCOCT COCTOCOCARCTCTTTCTTT TGCTATCAGCCTGT CTGTOCGT TTCTATTTCATCCCT TGCCTGCCTATCT CAGGCTCTTCCCATCT
- 1624 CTGCATTATTTCTGTCTCTTTCTGTTTCTTTCTAGI TACCTGTCTCTTTTCCTCTCTCTCTTTCTCCCTGTGTCTCACTGCCTGCCTCTATGT CTAAGTCTCTCTGCCOCTTC

1SS = TSS
- 1529 TCTCTTTCTCTCCCCCAACCCOCATCATCTCTCTTTCTCTCAGSGTCTTTGT TTCTCTCCCACTAGAGECCT GGTCOCCAT AAATAGGT GT TGT GEGGEGAGGEGT TGGGCAGA

- 1416 GOCGCTACTGAAAGACATTTTCCTGGCATGGAGGCCCTTTGGT GGEGAGGT CAGT TTAACCOGGTGACAGCAGCTTTTCCGTCCTCTCCCACCCAGGCTCCAGGAGGECCAGAG

- 1303 CTCTACTGAAGCGGEOEECEECOCCEEEEECCAGGEEEECCEEGEEACT ACT GAGAAGEAGECCCCCACAGCGT GOCOCOGCT! GG“AAmTAA%@Tm TCC
-1190 T GGGGEGGT TCCGGGOCAGAT AAAGCCGT CTGGT TCCCACGGTCCAGCCGECCGECCT ACCCECOCOCOGT TGT AGCTCAGCACCCACCCCCAGGACGAGGCC
- 1077 CCCTCTAGGGACCCCAGCGT COGGOCGT GCGAGGT GAGCCCGREACAGGACCAGACACAGECCAGAGGECACT GACCCEOGEEEET GEEECCEEGAAGCCAGECGTCOGEECTC
- 964 CCCGOGGECCGAAGAGGEGEAGGEEOGCT GGOCCGT TAGAAAGCT CCBCCGAACCAGCOCAGACAACAAAAGCGAT TGTGOGGGT TGECGCCT GCCT GEECACCAAATGCTCAAGAT
- 851 TGTGEGEE0GECTGEEEECCAAAGGCCT CCTCCTGT TTCCOGAAT CTTCOCOCTGOCCTCCT CCCGCT CCAGCT CTTGACCCCTAGT CTAGAACACCCCTCATCTCAAACACCC
- 738 TCAAAACCCTCCTCTTGCT GTAGCCT TCAGCCCAGAT GTGACCCCTCCOCCTAAAGT CT TCCAGAT GTGAGCCT CGEGECCAGAT GT TAGT ACCCOCGCOCACAGCCTCOCTTT
- 625 ATCCATTGT GACT TCTCCCGCCAGGT GTGECGT TCTGGECCAGAT GTGGCTACAT CTTCACATGT ATCOCCCCCACCT CCAGOCT CCTGOCCAGGAT CTAGACGCCCAATTCCT
- 512 TTATGTGOCCAGGT GTAGCGACCCT TCTCCCAT CCCTCAGAT GT COCACCTGGCTGT CCAGAT GTACCAT GATAGCCCCCT ATCAAGAT GAAGCCCCTTTCTCTGTGCOCCGG
- 399 GCAGAAGAGGATCAACT CTTAGCTGT CTOCCCAAAT GT GGCCOCCACTACTCTTAATGGAT TTCCTCTTTATGGAT TCAGCTCT GTCTGGEEEGAAACCCGCOCGCOCOCACC

«————
- 286 TGTTCOCTTCOCOGOOGCT CCOCT ACAGGCOCGGT CCACT TGT T GGT GOGCGGAT GGEGACAGAGGEGECE0CC0GCT CACOCCT GCGAGT CTAGCGCCCAGCCT GOGAGOCT

- 173 CTGGCTAAGCGCCCAGCCCCACGCGECCOOCEOGECEECCECCEEEEGAGGEREAGT GET GAGGAGGEEGEEEECCT GAGCEEEEECEOGEEECGACCT COCOCGCEEECEEECEEECEEE

— > >
- 60 TGCGECCEEECCCCT CEEECEAGCT GEEECEECEECE0EECEEAGCGECEECECT GCAGCCAT GROEEECEECGT GCEECTGCTCT G@I’P\GCAG‘ACO—\ATA@GAC

Abb. 4.3: Dargestellt ist der Promotorbereichvon 1~ Prom und 2Prom.

1Prom liegt komplett in 2Prom. Die verwendeten Primer sind rechteckig eingerahmt. Bei den Primern handelt es sich von oben nach unten um 2Prom4S-forBglil,
1Prom4S-forBglll und Prom4S-revHindlIl. Die in silico-Analyse ergab zwei rot dargestellte TATA-Boxen fur 2Prom. 1Prom ist ein potentieller Promotor ohne
TATA-Box. Die in silico-Analyse ergab die, mit roten und blauen Pfeilen dargestellten, Promotorbereiche fir LTBP4S. Dabei wurde der mégliche Promotorbereich
fir 1Prom sowohl in der vorwarts, als auch in der riickwarts Leserichtung mit einer Wahrscheinlichkeit von tber 90 % vorhergesagt. Der Promotorbereich fir

2Prom wurde ausschlief3lich in der rickwarts Leserichtung vorhergesagt.
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4.1.2 Synthese von 2Prom, 1Prom und L4Prom

Aufgrund des hohen GC-Gehalts von L4Prom wurde die Synthese des Promotors an
die Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) abgegeben. 2Prom und 1Prom wurden
dagegen mit den o0.g. Primern amplifiziert (siehe Punkt 3.2.6) und im nachfolgenden
in den Vektor pGEM® -T (Promega) zwischenkloniert, um die erfolgreiche und richtige

Amplifikation zunachst einmal durch Sequenzierung bestéatigen zu kénnen.
A B

i kb Marker 1 Prom 1 kb Marker 2 Prom

10000 bp

3000 bp —

10000 bp

3000 bp

1000 bp
1000 bp

Abb. 4.4: Gelelektrophoretische Darstellung von 1Pr ~ om und 2Prom.

A: Das Fragment liegt auf einer Héhe von ca. 1000 bp was der Gréf3e von 1Prom (1160 bp) entspricht.
B: Das Fragment liegt auf einer Hohe von ca. 3 kb was der Gréfl3e von 2Prom (3137 bp) entspricht.
Die anschlieBRend durchgefilhrte Sequenzierung bestatigte, dass es sich um 1Prom bzw. 2Prom han-
delt.

Nach der Ligation wurden beide Anséatze (pGEM-T-1Prom und pGEM-T-2Prom) in
NEB 5-alpha kompetente E.coli transformiert und somit vervielfaltigt. Anschlieend
wurde die Plasmid-DNA aus den Bakterien isoliert. Es folgte ein Restriktionsenzym-
verdau (siehe Punkt 3.2.2.1) zur Uberprifung der erfolgreichen Ligation des richtigen
Fragments (siehe Bild 4.4). Die anschlieRende Sequenzierung der geféllten DNA
wurde von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) durchgefuhrt (siehe An-
hang), und bestatigte die vollstandige und fehlerfreie Amplifikation von 1Prom und
2Prom.
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4.1.3 Klonierung der Promotorbereiche in pGL4.23 mi  t und ohne Minimalpro-

motor

Im Folgenden wurden die in Punkt 4.1.2 synthetisierten Promotoren in den pGL4.23
Luciferase Reporter Vektor kloniert. Dafir wurden mittels Bglll Hindlll-Verdau die
Promotorfragmente aus pGEMT-2Prom, pGEMT-1Prom bzw. pGEMT-L4-Prom iso-
liert.

Der Luciferasereporter-Vektor pGL4.23 wurde ebenfalls mit Bglll und Hindlll (Fer-
mentas) geschnitten. Vor der Aufreinigung Uber ein Agarosegel des linearisierten
Vektors wurde jedoch noch eine Inkubation mit der Antarctic Phosphatase (Fermen-
tas) durchgefuhrt. Das Enzym dephosphoryliert die Enden des Vektors, wodurch ver-
hindert wird, dass dieser mit sich selbst religiert.

Es folgte die Ligation der Fragmente 2Prom, 1Prom und L4Prom in den pGL4.23.
Parallel wurde eine Religationskontrolle mit A. bidest. anstelle der Promotor DNA

durchgefihrt.

synthetic poly(A) signal

Ncol
HindIII

pGL4-1Prom

Minimal Promotor
Ncol

5612 bps

SV40 late poly(A) signal

Abb. 4.5: Schematische Darstellung von pGL4-1Prom.

Das Promotorfragment 1Prom wird in den, mit Bglll und Hindlll enzymatisch verdauten, Luciferasere-

porter pGL4.23 ligiert.
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KpnI
Sacl

synthetic poly(A) signal

L4Prom

PstI
NotI

4000 pGL4-L4Prom 1000
(G57A)

5421 bps

Minimal Promotor

2000

Sall

BamHI /"
Xbal

SV40 late poly(A) signal

Abb. 4.6: Schematische Darstellung von pGL4-L4Prom.

Das Promotorfragment L4Prom wird in den, mit Bglll und Hindlll enzymatisch verdauten, Lucifera-

sereporter pGL4.23 ligiert.

pGL4-2Prom

5000 2000
7447 bps

Sall
BamHI

SV40 late poly(A) signal

HindIII

Minimal Promotor Ncol

Abb. 4.7: Schematische Darstellung von pGL4-2Prom.

Das Promotorfragment 2Prom wird in den, mit Bglll und Hindlll enzymatisch verdauten, Luciferasere-

porter pGL4.23 ligiert.
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1 kb Marker
10000 bp

6000 bp

3000 bp

1000 bp

250 bp

Abb. 4.8: Gelelekrophoretische Darstellung von pGL4 .23 und 2Prom.

Nach Klonierung von 1Prom, 2Prom und L4Prom in pGL4.23 wurden diese erneut mit den entspre-
chenden Restriktionsenzymen, zu Kontrollzwecken, geschnitten. Beispielhaft ist auf diesem Bild
pGL4.23 und 2Prom zu sehen. Die GréRe von pGL4.23 betragt ca. 4,3 kb, die von 2Prom ca. 3,1 kb.

Nach Ligation der Promotoren in das Luciferasereporterplasmid pGL4.23 wurde er-
neut in NEB 5-alpha kompetente E.coli (NEB) transformiert und eine Alkalische Lyse
(siehe Punkt 3.2.3.3) zur Praparation der Plasmid-DNA durchgefuhrt. Mittels Test-
Restriktionsenzymverdau wurden die erfolgreich transformierten Klone ermittelt. Da-
fur wurde pGL4-2Prom mit Notl, pGL4-1Prom mit Bglll und Hindlll und pGL4-L4Prom
mit Sacl und Bglll geschnitten (siehe Bild 4.6).

Um eine genauere Aussage Uber die Effizienz der Aktivierung von LTBP4 durch po-
tentielle Transkriptionsfaktoren treffen zu konnen, wurde das pGL4.23-Promotor
Konstrukt zusétzlich noch ohne den Minimalpromotor kloniert. Minimalpromotoren
sind wenige Nukleotide der Promotorsequenz die unerlasslich sind fur die Bindung
der Transkriptionsfaktoren und die Initiation der Transkription. Der Minimalpromotor
in pGL4.23 ist eine TATA-Box mit der Funktion die Transkription der Luciferase un-
spezifisch zu verstarken. Wirde die Luciferase-Expression ohne Minimalpromotor
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genauso hoch ausfallen wie mit, ware das ein Zeichen fir die Spezifitat und Funktio-
nalitat der getesteten Transkriptionsfaktoren.

Zu diesem Zweck wurden die Plasmide pGL4.-2Prom, -1Prom und —L4 Prom mit Hil-
fe des Restriktionsenzyms Ncol geschnitten und der Minimalpromotor somit aus dem
Konstrukt herausgetrennt. Dies ergibt bei der folgenden gelelektrophoretischen Auf-
trennung eine ca. 7 kb und eine ca. 150 bp groRe Bande. Die 7kb Bande, die das
pGL4.23-Promotorkonstrukt ohne Minimalpromotor reprasentiert, wurde aus dem Gel

herausgeschnitten, aufgereinigt und religiert.

Sacl

synthetic poly(A) signal

pGL4-1Prom " *° Ncol

delta minP

5469 bps

BamHI K
SV40 late poly(A) signal

Abb. 4.9: Schematische Darstellung von pGL4-1Prom  AminP.

Durch einen enzymatischen Verdau mit Ncol von pGL4-1Prom und anschlielBender Religation der

Vektoren wurde der Minimalpromotor (minP) aus dem o.g. Vektoren entfernt.
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BglII|
EcoRV

Xhol

Nhel

synthetic poly(A) signal

KpnI

1000

pGL4-2Prom

delta min P el

5000 2000

7304 bps

Sall 3000

BamHI

SV40 late poly(A) signal

Ncol

Abb. 4.10: Schematische Darstellung von pGL4-2Prom  AminP.

Durch einen enzymatischen Verdau mit Ncol von pGL4-2Prom und anschlielBender Religation der

Vektoren wurde der Minimalpromotor (minP) aus dem o.g. Vektoren entfernt.

synthetic poly(A) signal

4000 1000

pGL4-L4Prom
NotI delta minP

4616 bps

Sall 1 Xbal
BamHI

SV40 late poly(A) signal

Abb. 4.11: Schematische Darstellung von pGL4-L4Prom  AminP.

Durch einen enzymatischen Verdau mit Ncol von pGL4-L4Prom und anschlieBender Religation der

Vektoren wurde der Minimalpromotor (minP) aus dem o.g. Vektoren entfernt.
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4.1.4 Transiente Transfektion der pGL4-Promotorkons  trukte in HEK293 Zellen

Im Anschluss wurden die pGL4-Promotorkonstrukte (pGL4-2Prom, -1Prom, -L4Prom
und pGL4-2PromAminP, -1PromAminP und —L4PromAminP) zusammen mit dem
potentiellen Transkriptionsfaktor Spl in die embryonale Nierenzelllinie HEK293 tran-
sient transfiziert (siehe Punkt 3.1.5). Bei einer transienten Transfektion wird, im Ge-
gensatz zur stabilen Transfektion, die Fremd-DNA (in Form eines Plasmids) nur vo-
ribergehend in die eukaryotische Zelle aufgenommen. Dariiber hinaus erfolgt keine
Integration der Fremd-DNA in das Genom der Zelle. Die Konstrukte wurden sowohl
mit als auch ohne Minimalpromotor in die Zellen eingebracht. Zusatzlich wurden un-
terschiedliche Konzentrationen des potentiellen Transkriptionsfaktor Sp1l verwendet
um zu testen, ob der potentielle Transkriptionsfaktor eine mengenabhangige Expres-
sion initiieren kann. Die getesteten Konzentrationen von Spl waren 10 ng, 20 ng und
40 ng. Die transfizierten Zellen wurden im Weiteren mittels Luciferase Assays unter-
sucht (siehe Punkt 4.1.6). Um Transfektionsstress und unterschiedliche Transfekti-
onseffizienzen auszugleichen erfolgte jeder Transfektionsansatz mit genau 100 ng
DNA. Zum Auffillen auf die erforderliche DNA-Menge wurde als neutrales Plasmid
pBluescript verwendet, um die Anzahl an spezifischen eukaryotischen Promotorele-
menten so gering wie mdglich zu halten. Als zusatzliche Transfektionskontrolle wurde
GFP verwendet. Sollte Spl ein tatsachlicher Transkriptionsfaktor fur LTBP4 sein,
wirde die Expression der Luciferase in den Zellen initiiert werden und kénnte mit Hil-
fe dieser Methode sensitiv detektiert werden. Das Schema der Transfektion ist in
Abb. 4.12 dargestellt.
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L4Prom

L4Prom-minF |
2Prom

ZProm-minP
1From

1Prom-minP
GFP

I: 45 ng A-F+15 ng pGL4.74+40 ng pblue
II: 45 ng A-F+15 ng pGL4.744+10 ng Sp1+430 ng pblue
III: 45 ng A-F+15 ng pGL4.74420 ng Spl1+20 ng pblue
IV: 45 ng A-F+15 ng pGL4.74+40 ng Spl

Abb. 4.12: Die Abbildung zeigt das Transfektionssch  ema der HEK293 Zellen mit den pGL4-

Promotorkonstrukten und dem potentiellen Transkript ionsfaktor Sp1.

I: 45 ng A-F+15 ng pGL4.74+40 ng pBluescript;
[I: 45 ng A-F+15 ng pGL4.74+10 ng Sp1+30 ng pBluescript;

[ll: 45 ng A-F+15 ng pGL4.74+20 ng Sp1+20 ng pBluescript;

IV: 45 ng A-F+15 ng pGL4.74+40 ng Spl

Als zusétzliche Transfektionskontrolle wurde GFP verwendet.

4.1.5 In silico-Analse potentieller Transkriptionsfaktoren von LTB P4

Die Analyse nach potentiellen Transkriptionsfaktoren erfolgte mittels der Computer-
programme Proscan Version 1.7 (Advanced Biosciences Computing Center, Univer-
sity of Minnesota), SABiosciences Text Mining Application (SABiosience, Quiagen)
und UCSC Genome Browser (KENT et al., 2002). In der Literatur finden das Zinkfin-
gerprotein Spl, die GATA Familie und die Smad Bindungsstellen als mdgliche Tran-
skriptionsfaktoren Erwdhnung. Wobei Smad Bindungsstellen ausschlie3lich in der
strangaufwarts gelegenen Sequenz von LTBP4S gefunden wurden (KANTOLA et al.,
2010). Die in silico-Analyse ergab 69 putativen Bindungsstellen fur Spl in der
strangaufwarts gelegenen Region fur beide LTBP4 Isoformen (siehe Anhang). Bin-

dungsstellen wurden ebenfalls fir Smad 2 und 3 gefunden (siehe Anhang).
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Zusatzliche von den Computerprogrammen vorhergesagte putative Bindungsstellen
fur beide Isoformen von LTBP4 waren z.B.: AP-2, KROX-24, CREB, c-Myb, p300,
p53, Jun, E2F, FOS oder DAXX. Eine Ubersicht der in silico Analyse nach Transkrip-

tionsfaktoren befindet sich im Anhang.
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Abb. 4.13: Schematische Darstellung der putativen T ranskriptionsfaktoren von LTBP4.

Die potentiellen Transkriptionsfaktoren wurden durch in silico Analyse sowie Literaturrecherche ermit-
telt. Die im Promotorbereich von LTBP4S bzw. LTBPA4L liegenden putativen Bindungsstellen sind ab-
hangig von ihrer Lokalisation in obiger Abbildung dargestellt. Die detaillierten Resultate befinden sich
im Anhang. Die Abbildung wurde modifiziert nach Kantola et al. (2010)

Aufgrund der zahlreichen putativen Bindungstellen wurde fir die weitere Analyse mit-

tels Luciferase Assays der Transkriptionsfaktor Spl gewahlt (siehe 5.1.1).

4.1.6 Analyse der potentiellen Transkriptionsfaktor en mittels Luciferase As-
says

Die Methode des Luciferase-Assays ist hocheffektiv und sensitiv. Durch Kopplung
der Promotorbereiche mit einem Versuchsreporter wird, nach Aktivierung des poten-
tiellen LTBP4 Promotorelements durch Zugabe der Transkriptionsfaktoren, Lucifera-
se exprimiert. Dem Testsystem zugegebenes Luciferin wird daraufhin unter Freiset-
zung von Chemilumineszenz zu Oxyluciferin umgebaut. Die Intensitat der Lichtemis-
sion wird anschlieRend gemessen, wodurch eine Aussage Uber die Effizienz der
Transkriptionsfaktoren méglich ist (CONTAG CH, 2002).

Als Versuchsreporter wurde das Luciferasegen (luc2) aus dem Gluhwirmchen (Pho-
tinus pyralis) verwendet. Das Luciferasegen (hRluc) der Seefeder (Renilla reniformis)
wurde als Kontrollreporter zum Abgleich ko-transfiziert. Sdmtliche Versuche wurden
dreimal wiederholt und die Werte der Einzelversuche gemittelt. Die Basalexpression
von pGL4-L4Prom, -2Prom und -1Prom bzw. pGL4-L4PromAminP, -2PromAminP, -
1PromAminP, jeweils ohne Zugabe von Spl wurden auf 1 gesetzt und die Werte mit

Transkriptionsfaktor auf diese Basalexpression bezogen. Die Analyse des potentiel-

75



Ergebnisse

len Transkriptionsfaktors Spl ergab fir L4AProm eine Steigerung der Expression um
etwa das Doppelte. Dabei ergab eine Steigerung der Menge an Spl von 10 ng auf
20 ng eine geringe Erh6hung der Expression. Zwischen 20 ng und 40 ng konnte kein
Unterschied in der Expression festgestellt werden. L4APromAminP hingegen zeigte
keine Erh6hung der Expression bezogen auf den Grundwert. Die Expression der Lu-
ciferase konnte mit Hilfe von Spl um ein vierfaches erhdht werden. Bei einer Spl
Konzentration von 40 ng zeigte sich im Falle von 1Prom sogar eine funffache Erho-
hung der Expression. Die LTBP4 Expression ohne Minimalpromotor ergab hingegen,
unabhéngig von der Spl Konzentration, keinerlei Erhéhung der Expression. Alle
Werte ohne Minimalpromotor ergaben, bezogen auf die Grundexpression von
LTBP4, sogar eine deutliche Erniedrigung der Expression.

LTBP4 Expression

RLU

O,
Spl 0 10 20 40 0 10 20 40 0 10 20 40
(in ng) L4Prom 2Prom 1Prom

Abb. 4.14: Die Tabelle zeigt die Expression von LTB P4 gemessen im Luciferase Assay.

Dabei wurden L4Prom, 2Prom und 1Prom jeweils ohne, mit 10 ng, 20 ng und 40 ng des Transkripti-
onsfaktors Sp1l transfiziert. Das Ergebnis zeigt eine deutliche Steigerung fir L4Prom um das Zweifa-
che. Im Fall von 2Prom und 1Prom steigt die Expression um ca. das Vierfache der Basalexpression.
Die Erhéhung der Menge an Sp1l zeigt keine deutliche Steigerung. Die Standardabweichung ist ange-
geben.
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bb. 4.15: Die Tabelle zeigt die Expression von LTB P4 gemessen im Luciferase Assay.

Dabei wurden L4PromAminP, 2PromAminP und 1PromAminP jeweils ohne, mit 10 ng, 20 ng und
40 ng des Transkriptionsfaktors Sp1 transfiziert. Das Ergebnis zeigt in keinem Fall eine Steigerung der

Expression bezogen auf die Grundexpression. Die Standardabweichung ist angegeben.

4.2 Expressionsstudien und Promotor-Methylierungsan alysen von
LTBP 4

Neben genetischen Veréanderungen, wie z.B. Mutation oder Deletion spielen epige-
netische Veranderungen eine sehr grof3e Rolle in der Karzinogenese. Wachstums-
fordernde Protoonkogene werden hierbei aktiviert und wachstumshemmende Tumor-
suppressorgene runterreguliert. Dies liefert entscheidende Wachstumsvorteile in der
Tumorentstehung. Zu den epigenetischen Mechanismen gehdren u.a. die Methylie-
rung von DNA Basen, die posttranslationale Modifikation von Histonproteinen, die
Positionierung von Nucleosomen entlang der DNA und das posttranskriptionale
Silencing von Zielgenen. Epigenetische Mechanismen regulieren die Genexpression
ohne Veranderungen in der DNA-Sequenz zu bewirken. Die unkontrollierte DNA-
Methylierung spielt bei der Tumorentwicklung eine sehr wichtige Rolle (JONES &
BAYLIN, 2002; FEINBERG et al., 2006; JONES & BAYLIN, 2007).

Im Verlauf der Tumorgenese werden hierbei entweder Protoonkogene durch Promo-

tor-Hypomethylierung verstarkt aktiviert oder Tumorsuppressorgene durch Promotor-
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Hypermethylierung stillgelegt (BAYLIN & OHM, 2006). Im Folgenden wurde von der
Hypothese ausgegangen, dass LTBP4 als potentielles Tumorsuppressorgen durch
Promotorhypermethylierung herunterreguliert ist. Um diese Hypothese zu Uberprifen
wurden die verwendeten Zelllinien mit dem Demethylierungsreagens 5-Aza-2’-
deoxycytidin behandelt und anschlieBend wurde die LTBP4 Expression semiquanti-
tativ und quantitativ ermittelt. Im Weiteren wurden Methylierungsanalysen mit Hilfe
der Bisulfitreaktion durchgefiihrt um den Methylierungsstatus der einzelnen CpG-
Inseln zu untersuchen. In dieser Arbeit wurde ausschlie3lich die DNA-Methylierung
von Cytosinbasen untersucht, weshalb immer die Modifikation von Cytosin (°™C) ge-

meint ist, wenn von DNA Methylierung gesprochen wird.

4.2.1 Behandlung der Zellen mit unterschiedlichen K onzentrationen des
Demethylierungsreagens 5 -Aza-2"-deoxycytidin

Um analysieren zu kdénnen ob LTBP4 durch Promotorhypermethlylierung reguliert
werden konnte, wurden die Zelllinien HEK293, MCF7, PC3, DLD1 und CaCo2 (siehe
Punkt 2.1.1) mit dem zytotoxischen Demethylierungsreagens und zugelassenem
Chemotherapeutikum 5°-Aza-2"-deoxycytidin behandelt (CIHAK, 1974). Das Nucleo-
sidanalogon wird wahrend der Replikation in die DNA aufgenommen und hemmt die
DNA Methylierung, indem sie mit der DNA Methyltransferase einen Komplex und
somit einen stabilen Intermediarzustand ausbildet. Dadurch kann neu gebildete DNA
nicht mehr methyliert werden (CIHAK, 1974). Die in dieser Arbeit verwendeten Zellli-
nien wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen tber einen definierten Zeitraum
mit dem Reagens behandelt. Jeweils eine konfluent bewachsene 10 cm Platte jeder
Zelllinie wurde am Tag 0 passagiert und gleichmafig auf drei 6 cm Platten ausplat-
tiert. Am folgenden Tag wurde 5°-Aza-2"-deoxycytidin in definierter Konzentration von
2,5 UM und 5 uM zugegeben. Eine der drei 6 cm Platten blieb jeweils unbehandelt
um einen Basalwert zu erhalten. Nach 72 Stunden wurden die Zellen geerntet. Die-
ser Versuch wurde fur alle verwendeten Zelllinien funfmal wiederholt. Um auszu-
schlieRen, dass die Zelllinien die Behandlung mit dem zytotoxischen Reagens nicht
Uberleben, wurde nach dessen Anwendung zur Kontrolle der Vitalitat ein Western
Blot (siehe Punkt 3.3.2) durchgefuhrt. Hierflr wurde das fiir die DNA Replikation und
Reparatur wichtige Protein PCNA (siehe Punkt 2.4) verwendet (HOEGE C, 2002 ). In
geschadigten Zellen wird PCNA mit Hilfe des Tumorsuppressors p53 inaktiviert,
wodurch die Replikation umgehend stoppt (HOEGE C, 2002 ). Demzufolge ist PCNA
ein geeigneter Marker um die Vitalitat von Zellen zu kontrollieren. Als Positivkontrolle
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wurde Aktin (siehe Punkt 2.4) verwendet. Das Ergebnis des Western Blots zeigt,
dass sich auch bei der hochsten Konzentration 5°-Aza-2"-deoxycytidin die Vitalitat
der Zellen nicht verandert.

A

DLD1 CaCo2 PC3

o 25 5 o 25 5 0O 25 5 pM Aza
PCMNA

HEK293 MCF7

() Pt [} 2 T pM Aza
PCMNA

Aktin P —— -

Abb. 4.16: PCNA und Aktin Expression in den mit 5-A  za-2"-deoxycytidin behandelten Zellli-

nien.

A/B: zeigen die Expression der Antikorper PCNA (28,7 kDa) Aktin (42 kDa) in den Zelllinien DLD1,
CaCo2 und PC3 bzw. HEK293 und MCF7 nach Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen
von 5°-Aza-2"-deoxycytidin (0 uM, 2,5 uM, 5 uM). PCNA dient als Marker fur die Vitalitat der Zellen,
wahrend Aktin als Positivkontrolle eingesetzt wurde. Ein Verlust der Vitalitdt durch eine Behandlung
mit 5°-Aza-2"-deoxycytidin ist bei keiner Zelllinie zu erkennen. Es wurde bei 80V fir eine Stunde ge-
blottet und ein 10 % Gel verwendet.

4.2.2 Semiquantitative Analyse von HEK293 und MCF7  Zellen

Bei dieser Untersuchung handelte es sich um Vorversuche, die eine Tendenz aufzei-
gen sollten, ob die Herunterregulation von LTBP4 in Tumoren auf Promotorhyperme-
thylierung zurtckzufihren ist. Hierfir wurden zunachst die LTBP4S und LTBP4L Ex-
pressionslevel, dargestellt in Abbildung 4.13, der Zelllinien HEK293, PC3 und MCF-7
ermittelt.
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Abb. 4.17: Gelelektrophoretische Darstellung von LTBP 4L und LTBP4S in HEK293, PC3 und
MCF-7 Zelllinien.

Als Positivkontrolle wurde GAPDH verwendet. In der Embryonalen Nierenzellline HEK293 ist aus-
schlieBlich LTBP4L exprimiert. In der Prostatakarzinomzellline PC3 sind beide N-terminale Varianten
von LTBP4 deutlich runterreguliert. In der Brustkrebszellline MCF-7 sind beide Formen nicht mehr zu
detektieren.

LTBP4S und LTBPA4L sind in den MCF-7 Zellen fast vollstdndig herunterreguliert. In
den HEK293 Zellen hingegen ist LTBP4L relativ stark exprimiert wohingegen
LTBP4S nicht exprimiert vorliegt. In PC3 Zellen konnten beide N-terminalen Varian-
ten schwach nachgewiesen werden, wodurch die Ergebnisse einer semiquantitativen
Analyse schwerer zu interpretieren sein konnten. Aus diesem Grund wurden fir die
semiquantitativen Versuche ausschlief3lich die Zelllinien MCF7 und HEK293 verwen-
det. Bei MCF7 Zellen handelt es sich um eine Brustkrebszelllinie und bei HEK293
Zellen um eine embryonale Nierenzelllinie.

Aus den behandelten und unbehandelten Zellen wurde RNA isoliert (siehe Punkt
3.2.1.2) und anschlieRend wurde die Qualitat die Konzentration der isolierten RNA
mit Hilfe einer RNA Elektrophorese (siehe Punkt 3.2.7) Uberpruft. Zusatzlich wurde
die RNA Konzentration photometrisch mit dem NanoQuant der Firma TECAN be-

stimmt.
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HEK293 MCF7
0 0 2,5 2,5 5 5 0 0 2,5 2,5 5 5 uM Aza
(1:10) (1:10) (1:10) (1:10) (1:10) (1:10)

Ladder
Abb. 4.18: RNA Qualitdt von den mit 5°-Aza-2"-deoxy cytidin behandelten Zellen HEK293 und

MCF7 (jeweils unverdinnt und 1:10 verdiinnt) gemessen mittels RNA Elektrophorese.

Weder die Menge der RNA noch die Qualitat wurde durch die Behandlung mit dem Demethylierungs-
reagens beeintrachtigt. Die RNA Qualitat wurde mit Hilfe der Kapillar-Elektrophorese gemessen und
durchwegs mit einen RQI (,RNA Quality Index") von 10 (= sehr gut) bewertet. Fiir die Messung wurde
das Gerat Experion der Firma Biorad verwendet.

Nach Umwandlung der RNA in cDNA (siehe Punkt 3.2.7) wurde in einer spezifischen
PCR etwa 500bp des LTBP4 Gens amplifiziert um die Expression zu Uberprifen. Da-
zu wurden folgende Primer Kombinationen verwendet: L4S-cDNA-f und L4LS-cDNA-
r fir LTBP4S und L4L-cDNA-f und L4LS-cDNA-r fur LTBP4L (siehe Punkt 2.6). Nach
der Amplifikation wurde das Produkt in einem Agarosegel elektrophoretisch aufge-
trennt (siehe Punkt 3.2.4).
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Abb. 4.19: Semiquantitative Expression von LTBP4S un  d LTBP4L in mit 5"-Aza-2"-deoxycytidin
behandelten MCF7 Zellen.

Mittels PCR wurde die semiquantitative Expression von LTBP4S (Bild A) bzw. LTBP4L (Bild B) in un-
behandelten bzw. mit 2,5 oder 5 pM Aza-behandelten Zellen bestimmt. Dafiir wurde aus den Zellen
zunachst die Gesamt-RNA isoliert und anschlie3end die mRNA in cDNA umgeschrieben. Die folgende
semiquantiative PCR wurde mit folgenden Primer Kombinationen durchgefiihrt: L4S-cDNA-f und
LALS-cDNA-r fir LTBP4S und L4L-cDNA-f und L4LS-cDNA-r fir LTBP4L. Die Expression von
LTBP4S und LTBP4L nimmt mit steigender 5" -Aza-2"-deoxycytidin Konzentration deutlich zu.

A B

100 bp Marker nM Aza

1 kb Marker LM Aza
10000 bp
3000 bp
1000 bp W
1000 bp
500 bp
L B LTBP4S LTEP4L
100 bp

Abb. 4.20 Semiquantitative Expression von LTBP4S un  d LTBP4L in mit 5°-Aza-2"-deoxycytidin
behandelten HEK293 Zellen.

Mittels PCR wurde die semiquantitative Expression von LTBP4S (Bild A) bzw. LTBP4L (Bild B) in un-
behandelten bzw. mit 2,5 oder 5 uM Aza-behandelten Zellen bestimmt. Dafiir wurde aus den Zellen
zunachst die Gesamt-RNA isoliert und anschlie3end die mRNA in cDNA umgeschrieben. Die folgende
semiquantiative PCR wurde mit folgenden Primer Kombinationen durchgefiihrt: L4S-cDNA-f und
LALS-cDNA-r fur LTBP4S und L4L-cDNA-f und L4LS-cDNA-r fir LTBP4L. Die Expression von
LTBP4S und LTBPA4L bleibt trotz steigender 5"-Aza-2"-deoxycytidin Konzentration gleich.
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Die Ergebnisse zeigten eine deutliche Erhdhung der Expression von LTBPA4S in
MCF7 Zellen. Diese Tendenz zeigte sich ebenfalls fur LTBP4L. Im Falle der HEK293
Zellen war keine eindeutige Steigerung der Expression mit Zunahme der 5-Aza-2"-
deoxycytidin Konzentration zu erkennen. Die Ergebnisse dieser Vorversuche deute-
ten darauf hin, dass Hypermethylierung bei der Regulation von LTBP4 in Tumorzel-
len eine Rolle spielen kénnte. Aufgrund dessen wurde im weiteren Verlauf die Ex-

pression von LTBP4 quantitativ auf mMRNA Ebene untersucht.

4.2.3 Quantitative Analyse der LTBP4 Expression mit  tels real time RT-PCR

Fur die Untersuchung der LTBP4 Expression auf mRNA Ebene wurden die verwen-
deten Zelllinien HEK293, MCF7, PC3, DLD1 und CaCo2 (siehe Punkt 2.1.1) wie in
Punkt 4.2.1 beschrieben mit 5°-Aza-2"-deoxycytidin behandelt. Anschlielend wurde
die RNA isoliert, gemessen und in cDNA umgeschrieben (siehe Punkt 4.2.2). Die
cDNA wurde in einer real time RT-PCR amplifiziert und dabei die LTBP4 Konzentra-
tion mit Hilfe der Chemilumineszenz quantitativ bestimmt (siehe Punkt 3.2.8). Jede
Probe wurde als Triplet pipettiert und jede Zelllinie mindestens 3mal getestet. Als
Negativkontrolle wurde bei jedem Versuch A. bidest. verwendet. Als Housekeeping
Gene wurden, nach Uberpriifung ihrer stabilen Expression in den gegebenen expe-
rimentellen Bedingungen, RPLPO und TBP verwendet. Housekeeping Gene sind
Gene die, im Gegensatz zu den regulierten Genen, unabhangig von Zelltyp, Zellsta-
dium und aul3eren Einflissen exprimiert werden. Sie dienen als interner Vergleichs-
standard (BUTTE AJ, 2001; EISENBERG E, 2003 ; GREER S, 2010).

Mit Hilfe des Computerprogramms geNorm wurde, basierend auf den Expressionen
von RPLPO und TBP, der Normierungsfaktor errechnet (BUTTE AJ, 2001,
EISENBERG E, 2003 ; GREER S, 2010). Die Normierungsfaktoren der Triplets wur-
den gemittelt. AnschlieBend wurde die Quantitat jeder einzelnen Probe durch den
jeweiligen Normierungsfaktor-Mittelwert geteilt. Die so generierten relativen Expres-
sionen wurden ebenfalls gemittelt. Die erhaltenen Werte wurden mit dem Statistics
Programm SPSS von der Firma IBM analysiert. Dabei wurden die relativen Expressi-
onen der mit 2,5 uM und 5 uM 5°-Aza-2"-deoxycytidin behandelten Proben jeweils
einzeln auf die relative Expression der unbehandelten Zellen bezogen. Da es sich bei
den hier generierten Daten um nicht parametrische verbundene Stichproben handelt,
fand der Wilcoxon-Mann-Withney Test Anwendung (MANN, 1947). Das Signifikanz-

niveau wurde mit p<0,05 festgelegt.
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Die statistische Auswertung der relativen Expressionen ergab fir keine der unter-
suchten Zelllinien ein signifikantes Ergebnis. Es konnte auch keine Tendenz zur Me-
thylierung festgestellt werden. Durch Behandlung der verwendeten Zellen mit dem
Demethylierungsreagens 5°-Aza-2"-deoxycytidin konnte demnach keine Regulierung

der Genexpression durch Methylierung festgestellt werden.
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Abb. 4.21:Quantitative Expression von LTBP4 in HEK29 3 Zellen gemessen mit real time gPCR.

Die Tabellen HEK293 L4S und HEK293 L4L zeigen die quantitative Expression von LTBP4 S und L in Abhangigkeit
von der Dosis des Demethylierungsreagens 5'-Aza-2"-deoxycytidin. Dabei wurde ein Nullwert gemessen UT (un-
transfiziert) und dann jeweils 2,5 uM und 5 pM 5°-Aza-2"-deoxycytidin. In der Zelllinie HEK293 konnte keine Signifi-

kanz beziglich einer Veranderung der LTBP4 Expression durch 5°-Aza-2"-deoxycytidin nachgewiesen werden.
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Abb. 4.22: Quantitative Expression von LTBP4 in MCF7 Zellen gemessen mit real time qPCR.

Die Tabellen MCF7 L4S und MCF7 L4L zeigen die quantitative Expression von LTBP4 S und L in Abhangigkeit von
der Dosis des Demethylierungsreagens 5°-Aza-2"-deoxycytidin. Dabei wurde ein Nullwert gemessen UT (untrans-
fiziert) und dann jeweils 2,5 uM und 5 pM 5°-Aza-2"-deoxycytidin. In der Zelllinie MCF7 konnte keine Signifikanz be-
zlglich einer Veranderung der LTBP4 Expression durch 5 -Aza-2"-deoxycytidin nachgewiesen werden.
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Abb. 4.23: Quantitative Expression von LTBP4 in PC3
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Zellen gemessen mit real time qPCR.

Die Tabellen PC3 L4S und PC3 L4L zeigen die quantitative Expression von LTBP4 S und L in Abhangigkeit von der

Dosis des Demethylierungsreagens 5-Aza-2"-deoxycytidin. Dabei wurde ein Nullwert gemessen UT (untransfiziert)

und dann jeweils 2,5 pM und 5 pM 5°-Aza-2"-deoxycytidin. In der Zelllinie PC3 konnte keine Signifikanz beziglich

einer Veranderung der LTBP4 Expression durch 5"-Aza-2"-deoxycytidin nachgewiesen werden.
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Abb. 4.24: Quantitative Expression von LTBP4 in DLD1
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Zellen gemessen mit real time qPCR.

Die Tabellen DLD1 L4S und DLD1 L4L zeigen die quantitative Expression von LTBP4 S und L in Abhangigkeit von

der Dosis des Demethylierungsreagens 5°-Aza-2"-deoxycytidin. Dabei wurde ein Nullwert gemessen UT (untrans-

fiziert) und dann jeweils 2,5 uM und 5 pM 5°-Aza-2"-deoxycytidin. In der Zelllinie DLD1 konnte keine Signifikanz be-

zliglich einer Veranderung der LTBP4 Expression durch 5-Aza-2"-deoxycytidin nachgewiesen werden.
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Abb. 4.25: Quantitative Expression von LTBP4 in CaCo 2 Zellen gemessen mit real time qPCR.

Die Tabellen CaCo2 L4S und CaCo L4L zeigen die quantitative Expression von LTBP4 S und L in Abhangigkeit von
der Dosis des Demethylierungsreagens 5°-Aza-2"-deoxycytidin. Dabei wurde ein Nullwert gemessen UT (untrans-
fiziert) und dann jeweils 2,5 uM und 5 pM 5°-Aza-2"-deoxycytidin. In der Zelllinie CaCo2 konnte keine Signifikanz
beziglich einer Veranderung der LTBP4 Expression durch 5"-Aza-2"-deoxycytidin nachgewiesen werden.

Um die Ergebnisse der real time RT-PCR, die im Kontrast zu den erfolgten Vorversu-

chen standen (siehe Punkt 4.2.2), zu untermauern bzw. zu widerlegen wurde im Fol-

genden eine Methylierungsanalyse des LTBP4 Promotors mit Hilfe der Bisulfitreakti-

on durchgefihrt.

4.2.4 In silico-Analyse nach geeigneten CpG-Inseln von LTBP4

Sich im Promotorbereich befindende CpG-Inseln sind Regionen im Genom mit er-
hohter CpG-Dinukleotid-Dichte, die in den meisten Fallen unmethyliert vorliegen
(SHARMA et al., 2010; REN et al., 2011). In Tumoren jedoch sind diese CpG-Inseln
oft hypermethyliert um Tumorsuppressorgene auszuschalten (SHARMA et al., 2010;
REN et al., 2011). Fur die Suche nach geeigneten CpG-Inseln wurde das Computer-
programm UCSC Genome Browser Bioinformatics verwendet (KENT et al., 2002).
Mit Hilfe dieses Programms kdénnen CpG-Inseln lokalisiert werden, indem die DNA
Abschnitte im Hinblick auf ihren GC-Gehalt untersucht werden. Die Einstellungen des
Computerprogramms wurden so gewahlt, dass mindestens ein GC-Gehalt von 50 %
in einem DNA-Fragment von mindestens 200 bp und maximal 500 bp Lange vorlie-
gen muss, um als potentielle CpG-Insel identifiziert zu werden. Dartiber hinaus muss-
te das Verhaltnis von beobachteten CpGs zu erwarteten CpGs grofRer als 0,6 sein.

Es wurden zwei CpG-Inseln, CpG 25 und CpG 34, gefunden die beide innerhalb von
6 kb in der 5"upstream Region von LTBP4S liegen. CpG 34, mit einem GC Gehalt
von 71,7 %, liegt zu 100 % in 2Prom (siehe Punkt 4.1.2), dem potentiellen Promotor-
bereich von LTBP4S. Zusatzlich liegt CpG 34 zu 65 % in 1Prom. CpG 25, mit einem
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GC Gehalt von 64,6 %, hingegen liegt zwischen L4Prom und 2Prom. Es Uberschnei-
det sich mit 2Prom in 15 bp.

L
- - = ~ ~ ~
L - ~ ~
P LTBP4S
L4Prom 2Prom 1Prom
5 1= 7 R R
- -
CpG25 CpG34
-~ : A - -
7’ ~ - - ~ . -
7’ < ~ ~ no7 — - T~ -~
N 1Y P LTBPAL

Abb. 4.26: Schematische Darstellung der Lokalisation der beiden CpG-Inseln CpG 25 und CpG

34 bezogen auf die potentiellen Promotorbereiche von L TBPA4.

CpG-Insel 34 liegt vollstandig in dem potentiellen Promotorbereich 2Prom und zu 65% in 1Prom.
CpG-Insel 25 ist zwischen L4Prom und 2Prom lokalisiert und Uberschneidet sich nur zu einem gerin-
gen Teil mit 2Prom. Beide Inseln liegen strangaufwarts von LTBP4S und innerhalb von LTBPA4L.

Um Primer fur die relevanten CpG-Inseln zu finden wurden diese anschliel3end mit
dem Programm MethPrimer (LI LC, 2002) analysiert. Dabei wurde die maximale Ty
Differenz auf 1 gesetzt. Die so generierten Primer L4CpG25d_for, L4CpG25d_rev,
LACpG34_for und L4CpG34_rev (siehe Punkt 2.6) wurden zur Amplifizierung der

beiden CpG-Inseln eingesetzt.

4.2.5 Uberpriufung der CpG-Inseln hinsichtlich ihres Methylierungs- Status mit
Hilfe der Bisulfitreaktion

Zusatzlich zu den bereits beschriebenen Zelllinien HEK293, MCF7, PC3, DLD1 und
CaCo2 wurden fur die Methylierungsanalysen zwei weitere Zelllinien untersucht. Die
Brustkarzinom Zelllinie HS578T und die Brustzelllinie HS578Bst (siehe Punkt 2.1.1).
Zunachst wurde aus allen verwendeten Zelllinien genomische DNA isoliert (siehe
Punkt 3.2.1.3). Diese wurde anschlielend mit Hilfe der Bisulfitreaktion behandelt. Bei
dieser Methode (siehe Punkt 3.4.1) werden alle unmehtylierten Cytosinreste mittels
Bisulfit in Uracil umgewandelt. In der sich anschlieRenden Methylierungs-PCR wer-
den alle Uracil Molekule als Thymin gelesen, wahrend die methylierten Cytosine wei-
terhin als Cytosin Molekile erkannt werden (HERMAN JG, 1996 ). Hierbei finden die
CpG-Insel spezifischen Primer L4CpG25d for, L4ACpG25d_rev, L4CpG34 for und
L4CpG34_rev Anwendung. Das Amplifikat wurde in den pGEM® -T Vektor System |
(Promega) kloniert und anschlieBend in NEB 5-alpha kompetente E.coli (NEB) trans-
formiert (siehe Punkt 3.2.2.2 und 3.2.3.2). Pro Zelllinie wurden 15 bis 20 Klone in ei-
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ner Klon PCR (siehe Punkt 3.2.6) vervielfaltigt und anschlieend sequenziert. Die
Sequenzierung der Klone fand, nach erfolgter Big Dye Reaktion (siehe Punkt 3.2.6),
im Cologne Center for Genomics (CCG) der Universitat Koln statt.

A

Methylierungs PCR
CpG 25 DLD1

10000 bp
3000 bp

1000 bp

1kb 1 2 3 4 5 6 7 Klone

Marker
B
CpG 34 DLD 1
1000 bp
500 bp
100 bp

100bp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Klone
Marker

Abb. 4.27: Gelelektrophoretische Darstellung untersc hiedlicher Schritte in der Uberpriifung des

LTBP4 Promotors hinsichtlich seines Methylierungsstatu s mittels Bisulfitreaktion.

A: Methylierungs-PCR von 7 Klonen der CpG-Insel 34 in der Zelllinie DLD1. Hierbei werden methylier-
te Cytosine weiterhin als Cytosin erkannt, wahrend in der Bisulfitreaktion in Uracil umgewandelte un-
methylierte Cytosine in Thymin umgewandelt werden. B: Klon-PCR von 12 Klonen der CpG-Insel 34 in
der Zelllinie DLD1. Das Amplifikat der Methylierungs-PCR wurde in pGEMT kloniert und anschlieRend
in kompetente E.coli transformiert. Die Klone werden in der Klon-PCR vervielfaltigt und anschlieBend

sequenziert..
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4.2.6 Analyse der Ergebnisse der Bisulfitreaktion m it Hilfe des Programms

Big-Analyzer

Die sequenzierten Klone wurden mit Hilfe des Programms Big-Analyzer (BOCK,
2005) analysiert. Mittels dieses Programms konnen CpG-Inseln lokalisiert werden,
indem die DNA Abschnitte im Hinblick auf ihren GC-Gehalt untersucht werden. Das
Programm untersucht zusatzlich auch die Qualitat der Daten und hilft unvollstandig
konvertierte Cytosinbasen nach der Bisulfitbehandlung, Klonsequenzen und Se-
guenzierungsfehler zu erkennen und auszuschlieRen (BOCK, 2005). Die Einstellun-
gen des Big-Analyzer wurden so gewahlt, dass mindestens ein GC-Gehalt von 50 %
in einem Fragment von mindestens 200 bp Lange vorliegen muss. Abgesehen davon
musste das Verhéltnis von beobachteten CpGs zu erwarteten CpGs groR3er als 0,6
sein.

Die Analyse der Daten ergab folgende Ergebnisse:

Fur die CpG-Insel CpG 25 waren die Zelllinien HEK293, MCF7, PC3, HS578T und
HS578Bst eindeutig in allen CpG-Dinukleotiden unmehtyliert. In den beiden Kolon-
karzinom Zelllinien CaCo2 und DLD1 lagen nicht alle, aber die meisten CpG-
Dinukleotide unmethyliert vor. Bei der Zelllinie CaCo2 waren 2 CpG-Nukleotide me-
thyliert und 2 CpG-Nukleotide wahrscheinlich methyliert. In der Zelllinie DLD1 waren
2 CpG-Nukleotide wahrscheinlich methyliert. Beide Kolonkarzinomzelllinien wiesen

damit eine schwache Methylierung in der CpG-Insel CpG25 auf.
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CpG 25 HEK293 1 O O—0 O oO—0—0O0—0—0—
CpG 25 HEK293 2 O O—0 O oO—0—O00——0-
CpG 25 HEK293 3 O O—0 O O—0—O0—0—0O-
CpG 25 HEK293 4 O O—0 O O—0—0 00— 0O
CpG 25 HEK293 5 O O—o0 O O—0 00— 8
CpG 25 HEK293 1 O O—0 O O o—=0 o—
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CpG 25 HEK293 4 O O—e O O o—=0 Oo—
CpG 25 HEK293 5 O O—0 O O o—=0 Oo—

QO unmethyliert @ methyliert |

Abb. 4.28: Darstellung der Ergebnisse der Bisulfit-Sequ enzierung des LTBP4 Promotors, CpG
25, in HEK293 Zellen.

Das amplifizierte Promotorfragment ist als Linie dargestellt. Die gefiillten schwarzen Kreise symboli-
sieren methylierte, die ungefillten Kreise unmethylierte Cytosinbasen. Die CpG-Insel 25 aus dem
Promotorbereich von LTBP4 ist in HEK293 Zellen nicht methyliert.

CpG 25 MCF7 1 O O0—0 O O0—O0—0—0——0O—
CpG 25 MCF7 2 O O0—=0 O O—O0O0—O00———0O—
CpG 25 MCF7 3 O O—=0O O oO—O0—O0O—0—0—
CpG 25 MCF7 4 O O—0 O O—O0— 00— 0O0—
CpG 25 MCF7 5 O O—0 O O—O0— 00— 0O0—
CpG 25 MCF7 1 —O oO—0 O O O O O
CpG 25 MCF7 2 —0 O—0 O O O O O
CpG 25 MCF7 3 —0 oO—0 O O O O O
CpG 25 MCF7 4 —0 oO—0 O O O O O
CpG 25 MCF7 5 —0 O O O ® O O
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Abb. 4.29: Darstellung der Ergebnisse der Bisulfit-Seq uenzierung des LTBP4 Promotors,
CpG 25, in MCF7 Zellen.

Das amplifizierte Promotorfragment ist als Linie dargestellt. Die gefillten schwarzen Kreise symboli-
sieren methylierte, die ungefillten Kreise unmethylierte Cytosinbasen. Die CpG-Insel 25 aus dem
Promotorbereich von LTBP4 ist in MCF7 Zellen nicht methyliert.
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Abb. 4.30: Darstellung der Ergebnisse der Bisulfit-Seq uenzierung des LTBP4 Promotors,
CpG 25, in PC3 Zellen.

Das amplifizierte Promotorfragment ist als Linie dargestellt. Die gefiillten schwarzen Kreise symboli-
sieren methylierte, die ungefillten Kreise unmethylierte Cytosinbasen. Die CpG-Insel 25 aus dem
Promotorbereich von LTBP4 ist in PC3 Zellen nicht methyliert.

CpG 25 DLD1 1 O — O oO—0—00—O0—
CpG 25 DLD1 2 * *—O o oO—0—0—0O—O—
CpG 25 DLD1 3 O O0—0O o O—O0—0—0— 00—
CpG 25 DLD1 4 O O—0 O oo o O O —
CpG 25 DLD1 5 * o ® o000 O—
CpG 25 DLD1 1 —0 o0 o O Oo—0 o
CpG 25 DLD1 2 —0O O0—0 O O O O O
CpG 25 DLD1 3 —e oo o O o—O0 o
CpG 25 DLD1 4 —e ® O o ® o0 O
CpG 25 DLD1 5 —O *—0 @ 9 O O O
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Abb. 4.31: Darstellung der Ergebnisse der Bisulfit-Seq uenzierung des LTBP4 Promotors,
CpG 25, in DLD1 Zellen.

Das amplifizierte Promotorfragment ist als Linie dargestellt. Die gefillten schwarzen Kreise symboli-
sieren methylierte, die ungefillten Kreise unmethylierte Cytosinbasen. Die CpG-Insel 25 aus dem
Promotorbereich von LTBP4 istin DLD1 Zellen schwach methyliert.
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Abb. 4.32: Darstellung der Ergebnisse

CpG 25, in CaCo2 Zellen.

der Bisulfit-Seq

uenzierung des LTBP4 Promotors,

Das amplifizierte Promotorfragment ist als Linie dargestellt. Die gefiillten schwarzen Kreise symboli-

sieren methylierte, die ungefillten Kreise unmethylierte Cytosinbasen. Die CpG-Insel 25 aus dem

Promotorbereich von LTBP4 ist in CaCo2 Zellen schwach methyliert.
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Abb. 4.33: Darstellung der Ergebnisse der Bisulfit-Seq

CpG 25, in Hs578T Zellen.

uenzierung des LTBP4 Promotors,

Das amplifizierte Promotorfragment ist als Linie dargestellt. Die gefillten schwarzen Kreise symboli-

sieren methylierte, die ungefillten Kreise unmethylierte Cytosinbasen. Die CpG-Insel 25 aus dem

Promotorbereich von LTBP4 ist in Hs578T Zellen nicht methyliert.
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Abb. 4.34: Darstellung der Ergebnisse der Bisulfit-Seq uenzierung des LTBP4 Promotors,
CpG 25, in Hs578Bst Zellen.

Das amplifizierte Promotorfragment ist als Linie dargestellt. Die gefillten schwarzen Kreise symboli-
sieren methylierte, die ungefillten Kreise unmethylierte Cytosinbasen. Die CpG-Insel 25 aus dem
Promotorbereich von LTBP4 ist in Hs578Bst Zellen nicht methyliert.

Die zweite untersuchte CpG-Insel, CpG 34, zeigte ein heterogeneres Bild verglichen
mit den Ergebnissen von CpG 25. Die Uberwiegende Mehrheit der CpG-Dinukleotide
in den Zelllinien HEK293 und PC3 waren methyliert. Wahrend bei den PC3 Zellen
das 16. und wahrscheinlich 20. CpG-Dinukleotid nicht mehtyliert waren, zeigten sich
bei den HEK293 keine eindeutigen nicht mehtylierten Dinukleotide. Die CpG-
Dinukleotide der Tumorkarzinomlinie CaCo2 waren zu 65 % methyliert, die der
Brustkrebszelllinie MCF7 zu 33 %. Die Mehrheit der CpG-Dinukleotide der Zelllinien
DLD1, HS578T und HS578Bst waren nur schwach methyliert. Es fiel auf, dass bei
den Zelllinien MCF7, DLD1, HS578T und HS578Bst einige CpG-Dinukleotide der
untersuchten Klone, trotz erhdhter Stichprobenzahl, keine eindeutigen Ergebnisse
lieferten. Die Halfte der Klone zeigte fir bestimmte Dinukleotide Methylierung, die
andere Halfte zeigte das Dinukleotid als nicht mehtyliert an. Es ist daher nicht auszu-

schlie3en, dass dort eine Allel-spezifische Methylierung erfolgt.
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Abb. 4.35: Darstellung der Ergebnisse der Bisulfit-Seq
CpG 34, in HEK293 Zellen.

uenzierung des LTBP4 Promotors,

Das amplifizierte Promotorfragment ist als Linie dargestellt. Die gefillten schwarzen Kreise symboli-

sieren methylierte, die ungefilllten Kreise unmethylierte Cytosinbasen. Die CpG-Insel 34 aus dem
Promotorbereich von LTBP4 ist in HEK293 Zellen stark methyliert.

CpG 34 MCF7 1
CpG 34 MCf7 2
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CpG 34 MCF7 4
CpG 34 MCf7 5

CpG 34 MCF7 1
CpG 34 MCf7 2
CpG 34 MCF7 3
CpG 34 MCF7 4
CpG 34 MCf7 5

CpG 34 MCF7 1
CpG 34 MCf7 2
CpG 34 MCF7 3
CpG 34 MCF7 4
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Abb. 4.36: Darstellung der Ergebnisse der Bisulfit-Seq

CpG 34, in MCF7 Zellen.
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uenzierung des LTBP4 Promotors,

Das amplifizierte Promotorfragment ist als Linie dargestellt. Die geflllten schwarzen Kreise symboli-

sieren methylierte, die ungefillten Kreise unmethylierte Cytosinbasen. Die CpG-Insel 34 aus dem

Promotorbereich von LTBP4 ist in MCF7 Zellen schwach methyliert.
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Abb. 4.37: Darstellung der Ergebnisse der Bisulfit-Seq

CpG 34, in PC3 Zellen.

uenzierung des LTBP4 Promotors,

Das amplifizierte Promotorfragment ist als Linie dargestellt. Die gefillten schwarzen Kreise symboli-

sieren methylierte, die ungefillten Kreise unmethylierte Cytosinbasen. Die CpG-Insel 34 aus dem

Promotorbereich von LTBP4 ist in PC3 Zellen stark methyliert.
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Abb. 4.38: Darstellung der Ergebnisse der Bisulfit-Seq

CpG 34, in DLD1 Zellen.

uenzierung des LTBP4 Promotors,

Das amplifizierte Promotorfragment ist als Linie dargestellt. Die geflllten schwarzen Kreise symboli-

sieren methylierte, die ungefilllten Kreise unmethylierte Cytosinbasen. Die CpG-Insel 34 aus dem

Promotorbereich von LTBP4 istin DLD1 Zellen schwach methyliert.
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Abb. 4.39: Darstellung der Ergebnisse der Bisulfit-Seq uenzierung des LTBP4 Promotors,

Cp 34, in CaCo2 Zellen.

Das amplifizierte Promotorfragment ist als Linie dargestellt. Die gefillten schwarzen Kreise symboli-

sieren methylierte, die ungefilllten Kreise unmethylierte Cytosinbasen. Die CpG-Insel 34 aus dem

Promotorbereich von LTBP4 ist in CaCo2 Zellen stark methyliert.
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Abb. 4.40: Darstellung der Ergebnisse der Bisulfit-Seq uenzierung des LTBP4 Promotors,

CpG 34, inHs578T Zellen.

Das amplifizierte Promotorfragment ist als Linie dargestellt. Die gefillten schwarzen Kreise symboli-

sieren methylierte, die ungefillten Kreise unmethylierte Cytosinbasen. Die CpG-Insel 34 aus dem

Promotorbereich von LTBP4 ist in Hs578T Zellen schwach methyliert.
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Abb. 4.41: Darstellung der Ergebnisse der Bisulfit-Seq uenzierung des LTBP4 Promotors,
CpG 34, in Hs578Bst Zellen.

Das amplifizierte Promotorfragment ist als Linie dargestellt. Die gefillten schwarzen Kreise symboli-
sieren methylierte, die ungefilllten Kreise unmethylierte Cytosinbasen. Die CpG-Insel 34 aus dem
Promotorbereich von LTBP4 ist in Hs578Bst Zellen schwach methyliert.

Um eine bessere Ubersicht beziiglich der ermittelten Methylierungsgrade zu erhalten
wurden sie in drei verschiedene Kategorien eingeteilt:

Hierbei reprasentiert der Wert ,,0“ keine DNA Methylierung innerhalb des untersuch-
ten Promotorbereichs, wahrend der Wert ,1“ eine schwache und der Wert ,2“ eine
starke DNA Methylierung bezeichnet. In der Tabelle 4.1 sind die Ergebnisse der Me-
thylierungsanalysen deshalb in tabellarischer Form dargestellt.

Tabelle 4.1.: Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Methylierungsanalysen mittels der

Bisulfitreaktion.

Der Wert ,,0“ reprasentiert keine, der Wert ,.1“ eine schwache und der Wert ,,2“ eine starke DNA Methy-
lierung im Promotorbereich von LTBP4. Untersucht wurden die CpG-Inseln CpG 25 und CpG 34 und
die Zelllinien HEK293, MCF7, PC3, DLD1, CaCo2, Hs578T und Hs578Bst.

CpG 25 | CpG 34
HEK293 0 2
MCF7 0
PC3 0
DLD1 1
CaCo2 1
0
0

Hs578T
Hs578Bst

1
2
1
2
1
1
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Im Falle der Zelllinien PC3, HEK293 und CaCo2, zeigte sich eine deutliche Methylie-
rung in der CpG-Insel 34. Die Zelllinien MCF7, DLD1, HS578T und Hs578Bst waren
in der CpG-Insel 34 schwach methyliert. Die beiden Kolonkarzinom-Zelllinien DLD1
und CaCo2 lagen in der CpG-Insel 25 schwach methyliert vor. Die Zelllinien HEK293,
MCF7, PC3, Hs578T und Hs578Bst lagen in der CpG-Insel 25 nicht mehtyliert vor.
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5 Diskussion
In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Ansétze zur mechanistischen Untersu-

chung von LTBP4 Uberprift. Zum einen wurden die potentiellen Promotorbereiche
von LTBP4 identifiziert und, zusammen mit dem potentiellen Transkriptionsfaktor
Spl, auf ihre Funktionalitat hinsichtlich der Aktivierung von LTBP4 anhand von Luci-
ferase Assays getestet. Zum anderen wurde die Hypothese, dass LTBP4 als potenti-
elles Tumorsuppressorgen in epithelialen Tumoren durch Promotorhypermethylie-
rung herunterreguliert wird, mittels Methylierungsstudien Uberprift. Diese Analysen
kénnten einen ersten Hinweis darauf geben, ob epigenetische Mechanismen die Ex-
pression von LTBP4 inaktivieren konnten. Im Folgenden werden Vorgehensweise
und Ergebnisse dieser Dissertation eingehend beleuchtet und diskutiert.

5.1 Promotorstrukturanalysen von LTBP4

Die latenten TGF-3 bindenden Proteine (LTBPs) gehdren zur Familie der Fibrilline
und sind wichtige Modulatoren der TGF-3 Bioverfiuigbarkeit. Bislang sind vier struktu-
rell und funktionell unterschiedliche LTBPs (LBP1-4) bekannt. LTBP4 besitzt mehrere
Isoformen von denen sich zwei im N-terminalen Bereich unterscheiden (LTBP4S und
LTBP4L) (SAHARINEN et al., 1998).

Zunachst wurden die potentiellen Promotorbereiche von LTBP4 definiert. Um eine
groRtmogliche Genauigkeit hierfir zu erlangen wurden die Ergebnisse der in silico-
Analysen zweier verschiedener Programme mit den Ergebnissen einer Literatur-
recherche kombiniert. Daraus resultierten L4Prom als potentieller Promotorbereich
fur LTBP4L und 2Prom bzw. 1Prom fur LTBP4S. Das Vorhandensein zweier dualer
Promotoren wurde schon von Kantola et al. (2010) postuliert. Auch die von dieser
Arbeitsgruppe vorhergesagten Promotorbereiche deckten sich im Falle von L4Prom
und 1Prom komplett (KANTOLA et al., 2010). 1Prom enthalt, im Gegensatz zu den
beiden anderen Promotorbereichen keine TATA-Box, was mit Angaben aus der Lite-
ratur Gbereinstimmt (KANTOLA et al., 2010). Es ist wahrscheinlich, dass Enhancer
Elemente weiter entfernt vom proximalen Promotor eine signifikante Rolle in der Re-
gulation der LTBP4 Transkription spielen (KANTOLA et al., 2010).

5.1.1 Identifizierung moglicher Transkriptionsfakto ren

Um mdgliche Transkriptionsfaktoren fur LTBP4 zu finden wurde erneut eine Kombi-

nation von Literaturrecherche und in silico-Analyse durchgefiihrt. Dies ergab eine
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Vielzahl an putativen Transkriptionsfaktoren aus denen folgende Transkriptionsfakto-
ren am meisten hervorstachen.

Wichtig zu erwdhnen waren z.B. die Smad 2 und 3 Bindungsstellen, die sowohl in der
Literatur, als auch in der in silico-Analyse gefunden wurden (siehe Anhang)
(KANTOLA et al., 2010). In der Literatur wurden Smads Bindungsstellen jedoch aus-
schlie3lich in der strangaufwarts Sequenz von LTBP4S postuliert (KANTOLA et al.,
2010). Auch das wiuirde darauf hindeuten (wie bei den Ergebnissen mit Spl), dass
LTBP4S unabhangig und durch andere Mechanismen bzw. Transkriptionsfaktoren
als LTBPA4L reguliert wird. Smad Proteine sind wichtige Regulatoren des TGF-I3 Sig-
nalweges. Smad 2 und 3 sind Rezeptor-regulierende Smads und bilden, nach Akti-
vierung, einen Komplex mit TGF-R und Smad 4 und transferieren so in den Zellkern
(siehe Punkt 1.1.1). Eine Aktivierung von LTBP4 durch Smad 2 und 3 wirde eine
positive Rickkopplung im TGF-3 Signalweg bedeuten. Die Tatsache das Spl, wel-
ches einen Komplex mit R-Smads bildet, LTBP4 basal reguliert verstarkt die Vermu-
tung, das Smad 2 und 3 Transkriptionsfaktoren von LTBP4 sein kdnnten, noch. So
kénnte durch die Smad Proteine, bei Bedarf mehr LTBP4 zum Transport von TGF-3
aus der Zelle aktiviert werden. Dem entgegen steht die Tatsache, dass LTBP4S vor-
wiegend in freier Form und nicht im Komplex mit TGF-I3 sezerniert wird und in der
Literatur Smad Bindungsstellen nur fir LTBP4S gefunden wurden (siehe Punkt 1.1.1
und Punkt 1.1.3).

Des Weiteren ist eine Verbindung zwischen den LTBP’s und den Ostrogen Rezepto-
ren (ER) in Fischen beschrieben. Hierbei handelt es sich jedoch vorwiegend um
LTBP 3, das als Zielgen fur den ER Transkriptionsfaktor entschlisselt wurde
(ANDERSSON & EGGEN, 2006). Ein Zusammenhang zwischen ER Transkriptions-
faktoren und TGF-B ist jedoch mehrfach dokumentiert worden (ASHCROFT et al.,
1997; MATSUDA et al., 2001; VEGETO et al., 2003). Die Computergestitzte Suche
nach Transkriptionsfaktoren hat ebenso Treffer fir ER Bindungsstellen fir LTBP4
geliefert (siehe Anhang).

Aber auch fir andere Transkriptionsfaktoren wie die GATA Familie, AP-2 oder c-myb
wurden Bindungsstellen vorhergesagt und es ware interessant sie hinsichtlich ihrer
Spezifitat gegeniber LTBP4 zu testen.

Sowohl die Literaturrecherche, als auch die Computeranalyse ergaben viele mdgli-
che Bindungsstellen fir Spl bei beiden Isoformen von LTBP4. Dartber hinaus sind

Spl Transkriptionsfaktoren dafiir bekannt die basale Expression von vielen Genen
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der Extrazellularen Matrix zu regulieren (KANTOLA et al., 2010). Ferner lasst sich ein
direkter Zusammenhang zwischen Spl und dem TGF-3 Signalweg aufzeigen. Spl
interagiert mit endogenem Smad 3 und 4 im TGF-3-Rezeptor-Komplex und fungiert
so als wichtiger Aktivator fur die Transkription TGF-3 abhangiger Gene. So ist Spl
z.B. essentiell nétig fur die TG-3 induzierte Expression von a2(1) Kollagen in huma-
nen Mesangialzellen (PONCELET ANNE-CHRISTINE, 2000). Demnach sind sowohl
LTBP4 als auch Spl wichtige Mediatoren der TGF-3 Bioverflgbarkeit. Dieser Zu-
sammenhang lasst auch eine direkte Verbindung zwischen Spl und LTBP4 vermu-
ten und konnte als positive Rickkopplung im TG-3 Signalweg dienen. Spl ist aul3er-
dem zustandig fur die basale Transkription von Endoglin. Dieses Protein ist eine wei-
tere Komponente des TGF-3 Rezeptor-Komplexes und besitzt genau wie LTBP4S
einen TATA-losen Promotor (BOTELLA LUISA M., 2000). Aufgrund dessen wurde
Spl in der vorliegenden Dissertation mit Hilfe von Luciferase Assays auf seine Funk-
tionalitat getestet. Mit dieser Methode kénnen nicht nur Aussagen uber den Tran-
skriptionsfaktor Spl getroffen, sondern auch Rickschlisse auf die potentiellen Pro-
motorbereiche gezogen werden. Luciferaseassays sind sehr sensitiv und bei ver-

schiedenen Zelllinien durchfihrbar.

5.1.2 Sp1 als potentieller Transkriptionsfaktor von LTBP4

Die Promotorfragmente, L4Prom 1Prom und 2Prom, wurden, fir die Durchfiihrung
der Luciferase Assays, in den pGL4.23 Luciferase Reporter Vektor kloniert. Um die
Effizienz der Aktivierung von LTBP4 durch potentielle Transkriptionsfaktoren besser
beurteilen zu kénnen, wurde das pGL4.23-Promotor Konstrukt zusatzlich noch ohne
den Minimalpromotor kloniert. Der Minimalpromotor hat die Aufgabe die Transkription
der Luciferase unspezifisch zu verstarken. Wére die Luciferase-Expression ohne Mi-
nimalpromotor genauso hoch wie mit, wiirde das auf die Spezifitat des getesteten
Transkriptionsfaktors Spl hindeuten. Unterschiedliche Konzentrationen von Spl
wurden verwendet, um zu Uberprifen ob der potentielle Transkriptionsfaktor eine
mengenabhangige Expression initieren kann. Anschlielend wurden die pGL4-
Promotorkonstrukte zusammen mit dem potentiellen Transkriptionsfaktor Spl in die
embryonale Nierenzelllinie HEK23 transient transfiziert. Die Methode der transienten
Transfektion ist zugleich einfach und schnell und deshalb gut geeignet in Situationen
in denen ein funktioneller Effekt von Genen detektiert werden soll. Die hier verwende-
te Zelllinie HEK293 nimmt Fremd-DNA besonders effizient auf (THOMAS P., 2004).
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Aulerdem werden, wie von Kantola et al. (2010) postuliert, LTBP4S und LTBPA4L in
der Niere niedrig exprimiert wodurch es madglich ist ohne ,Hintergrund“ zu arbeiten.

Die Luciferase Assays zeigten eine deutliche Steigerung der LTBP4 Expression mit
Minimalpromotor. LTBP4L konnte um ca. das zweifache, LTBP4S um das vier- bis
funffache gesteigert werden. Hierfur waren bei L4Prom Konzentrationen von 20 ng
Spl noétig wahrend bei 1 Prom und 2 Prom 10 ng Spl ausreichten. Eine weitere
Steigerung der Spl Konzentration ergab keine relevante Erh6hung der Expression.
Ohne Minimalpromotor konnte keinerlei Initiation der Expression festgestellt werden.
Diese Ergebnisse lassen folgende Schliisse zu. Zum einen kann postuliert werden,
dass Spl die Transkription von LTBP4S und LTBP4L mit reguliert. Da es sich bei
Spl um einen eher unspezifischen Transkriptionsfaktor, der sehr viele verschiedenen
Gene in der Zelle reguliert, handelt, ware es moglich, dass er als Teil eines Aktivator-
Komplexes fungiert. Aul3erdem konnte Spl die Transkription des Plasmids ohne Mi-
nimalpromotor nicht steigern, was ebenfalls auf seine Unspezifitat hindeutet. Abge-
sehen davon lasst sich noch eine Aussage zu den potentiellen Promotorbereichen
treffen. 2Prom wurde so gewahlt, dass es den Promotorbereich 1Prom vollstandig
enthalt und dartber hinaus noch ein weiteres potentielles Promotorgebiet mit TATA-
Box aufweist. Ware dieser zusatzliche Bereich der Promotor von LTBP4S so misste
2Prom die LTBP4 Expression deutlich starker aktivieren als 1Prom. Da dies jedoch
nicht der Fall ist, kann davon ausgegangen werden, dass 1Prom, wenn Spl ein tat-
sachlicher Transkriptionsfaktor von LTBP4 ist, der Promotor von LTBP4S sein kdnn-
te. Diese Hypothese wird von der Tatsache unterstlitzt, dass Kantola et al.(2010)
ebenfalls den Bereich von 1Prom als potentiellen Promotorbereich flir LTBP4S pos-
tulieren. Eine Aussage Uber die Funktionalitdt von L4Prom, ist mit der gewahlten Me-
thodik nicht moglich. Dennoch geben die Postulationen von Kantola et al. (2010)
Grund zu der Annahme, dass L4Prom der Promotor von LTBP4L sein konnte. Eine
Ursache fir die unterschiedliche Expressionsaktivierung kénnte sein, dass Spl eher
die basale Transkription von LTBP4S reguliert als die von LTBP4L und das andere
ubiquitare Transkriptionsfaktoren fur LTBP4L zustandig sein kdnnten. Es ist essenti-
ell im Folgenden weitere potentielle Transkriptionsfaktoren fir LTBP4 zu testen um
tiefere Einblicke in die Funktion von LTBP4 zu gewinnen und potentielle Ansatzpunk-
te fur eine Regulation zu erforschen. Hierfur stehen mehrere viel versprechende Fak-

toren zur Verfiigung, die in Kapitel 5.1.1 naher beschrieben sind.
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Zusammengefasst konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass LTBP4S und
LTBP4L nicht nur von zwei unabhéngigen Promotoren exprimiert werden, sondern
auch, dass sie hochstwahrscheinlich auch unterschiedlich reguliert werden. Sp1l ist
dabei ein potentieller Teil eines Aktivatorkomplexes fur die Expression von LTBP4S
und hat wahrscheinlich nur einen schwachen bis keinen Einfluss auf die Expression
von LTBPA4L. Im Vergleich der zwei moglichen Promotorfragmente 2Prom und 1Prom
zeigte sich, dass 1Prom als TATA-less Promtor fur die Expression von LTBP4S aus-
reichend ist. Ob L4Prom der Promtor von LTBPA4L ist konnte in dieser Arbeit nicht
endgultig geklart werden, wobei es in der Literatur Hinweise gibt, die diese Hypothe-
se unterstitzen (KANTOLA et al., 2010). Grundlegend fur ein profundes Verstandnis
der Funktion von LTBP4 ist es, weitere spezifische Transkriptionsfaktoren fir dieses

Glykoprotein, wie z.B. Smad 2 und 3 oder ER’s, zu testen.

5.2 Methylierungsspezifische DNA-Analysen der LTBP4 -

Promotoren?

Epigenetische Veranderungen bewirken durch posttranskriptionale Regulierung des
Genoms eine unterschiedliche phanotypische Auspragung von Zellen trotz identi-
scher genetischer Information. Sie zeichnen sich weiterhin durch Vererbbarkeit und
Reversibilitat aus (SHARMA et al., 2010). Am intensivsten erforscht bislang ist der
epigenetische Mechanismus der DNA-Mehtylierung von Cytosinbasen. In der physio-
logischen Zelle liegen die meisten CpG-Dinukleotide methyliert vor, wahrend die
CpG-Inseln der Promotorregionen grof3tenteils nicht methyliert sind um eine aktive
Transkription zu ermdglichen. In Tumoren jedoch, sind diese CpG-Inseln in der Pro-
motorregion von Tumorsuppressorgenen methyliert und somit inaktiv. Noch ist nicht
hinreichend geklart, ob die Hypermethylierung der Promotorregion zu den tumoriniti-
ierenden Prozessen gezéhlt werden kann, oder ob die Methylierung ein sekundares
Event darstellt. Es ist jedoch anzunehmen, dass Promotormethylierung direkt zur
Karzinogenese beitragt, da sie schon sehr frih in der Tumorentstehung nachzuwei-
sen ist und von einigen Autoren als ein entscheidender Schritt in der Tumorentwick-
lung bezeichnet wird (JONES & BAYLIN, 2002; SHARMA et al., 2010).

LTBP4 ist ein potentielles Tumorsuppressorgen und in epithelialen Tumoren vermin-
dert exprimiert (STERNER-KOCK et al., 2002; KOLI et al., 2004; MAUEL et al., 2007,
FORSTI et al., 2010; KRETSCHMER et al., 2011). LTBP4 hypomorphe Mause zei-

gen z.B. mit ca. 12 bis 14 Wochen rektale Adenome aus denen sich rektale Adeno-
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karzinome entwickeln (STERNER-KOCK et al., 2002). Kolonkarzinome gehéren zu
den Tumoren mit der héchsten CpG-Insel Hypermethylierungsrate was eine direkte
Verbindung zwischen LTBP4 und Methylierung aufzeigt (EHRLICH, 2002). So zeigen
70-80 % der kolorektalen Tumore erhdhte Promotormethylierung bestimmter Gene,
weshalb davon gesprochen werden kann, dass Hypermethylierung ein generelles
Phanomen dieser Tumoren ist (OSTER et al., 2011). LTBP4 wird auch mit anderen
epithelialen Neoplasien in Verbindung gebracht wie z.B. Mammakarzinomen
(MAUEL et al., 2007; KRETSCHMER et al., 2011). Brusttumoren werden ebenfalls in
vielen Fallen durch Promotorhypermethylierung reguliert (siehe Punkt 1.2.4.1.2).
Noch ist unklar, ob der Zusammenhang zwischen LTBP4 und der Karzinogenese
unabhangig ist von der Rolle von LTBP4 als Modulator der TGF-3 Bioverflugbarkeit.
Die Tatsache, dass LTBP4 eine Isoform besitzt die unfahig ist TGF-3 zu binden, deu-
tet jedoch stark auf eine TGF- unabhéngige Funktion hin (KOLI et al., 2004;
KANTOLA et al., 2010). Zuséatzlich wird LTBP4S vorwiegend in freier Form, also nicht
im Komplex mit TGF-3 sezerniert was ebenfall auf eine von TGF-3 autonome Rolle
hinweisen kénnte (KANTOLA et al., 2010). Auch wird dem Glykoprotein eine auto-
nome Funktion im Aufbau elastischer Fasern zugesprochen und es ist essentiell fur
die Entwicklung der viszeralen Organe, inklusive Lunge, Darm und Urogenitaltrakt
(STERNER-KOCK et al., 2002; KANTOLA AK, 2008; DABOVIC B, 2009; URBAN et
al., 2009; KRETSCHMER et al., 2011). Ein LTBP4-Rezeptor an den das Gen binden
kann um direkt mit Zielzellen zu interagieren ist bislang jedoch nicht identifiziert wor-
den (MAUEL et al., 2007). LTBP4 ist auf Chromosom 19 lokalisiert, welches die
hdchste Gendichte aller humaner Chromosomen, grof3e geblindelte Genfamilien und
einen hohen GC-Gehalt besitzt. Dies lasst den Schluss auf eine erhebliche biologi-
sche und evolutionare Signifikanz zu (GRIMWOOD J, 2004). Des Weiteren ist ein
sehr hoher GC-Gehalt Vorraussetzung fur ein Vorhandensein von CpG-Inseln
(BERG et al., 2010).

Als Hypothese wurde in dieser Arbeit deshalb davon ausgegangen, dass der Promo-
tor von LTBP4 durch Hypermethylierung in epithelialen Tumoren heruntergeregelt
wird. Um die These zu Uberprifen wurden die gewahlten Zelllinien mit dem Demethy-
lierungsreagenz 5°-Aza-2"-deoxycytidin behandelt und anschlieRend die Expression
von LTBP4 mittels quantitativer real time RT-PCR Uberprift. Um die gewonnenen

Ergebnisse weiter zu untermauern wurden Methylierungsanalysen mit Hilfe der Bisul-
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fitreaktion vorgenommen. Bislang gibt es noch keine Untersuchungen Uber den Me-
thylierungsstatus des LTBP4 Promotors. Daher boten die experimentellen Untersu-
chungen im Rahmen dieser Arbeit die Mdglichkeit vollig neue Erkenntnisse auf die-

sem Gebiet zu gewinnen.

5.2.1 Analyse der Expressionsmuster von LTBP4 in ve  rschiedenen epithelia-

len Tumor-Zelllinien

Die Untersuchungen auf molekularbiologischer und proteinbiochemischer Ebene
wurden in dieser Arbeit ausschliel3lich in vitro an Zelllinien vorgenommen. Permanen-
te Zelllinien stellen als homogene Zellpopulation mit homogenem genetischem Pool
ein ideales Medium fiur explizite Aussagen Uber Genexpressionsprofile dar. Neopla-
sien weisen jedoch meist, ein sehr heterogenes Zellbild auf weshalb die Ergebnisse
nicht das komplexe Zusammenspiel diverser Zellpopulationen im biologischen Orga-
nismus widerspiegeln und deshalb nur Modellcharakter besitzen. Folglich ist es un-
abdingbar die Ergebnisse im weiteren in vivo zu verifizieren. Es kamen folgende Zell-
linien zur Anwendung: Die embryonale Nierenzelllinie HEK293, die Brustkarzinom-
zelllinie MCF7, die Prostatakarzinomzelllinie PC3 und die beiden Kolonkarzinomzell-
linien CaCo2 und DLD1. Die HEK293 Zellen dienten der Kontrolle der Ergebnisse an
physiologischen Zellen. Zusatzlich wurden zwei Kolontumorlinien unterschiedlicher
Malignitat gewahlt um den Methylierungsstatus von LTBP4 zu Uberprifen, da eine
Hypermethylierung in Kolontumoren am wahrscheinlichsten ist (EHRLICH, 2002). Die
Prostata- und Mammatumorzelllinien sollen einen Uberblick tiber die Methylierungssi-
tuation in unterschiedlichen epithelialen Tumorarten geben. In der Literatur ist eine
verminderte Expression von LTBP4 in Mammatumoren beschrieben, was den Er-
gebnissen der real-time RT-PCR widerspricht (MAUEL et al., 2007; KRETSCHMER
et al., 2011). Aufgrund dessen wurden zur Verifizierung der Methylierungsanalysen
zwei weitere Zelllinien hinzugenommen: Die Brustzelllinie Hs578Bst und die Brust-
karzinomzelllinie Hs578T. Beide Zelllinien werden fir LTBP4 in vivo Tumorstudien in
der Literatur beschrieben (MAUEL et al., 2007; KANTOLA et al., 2010). Sie stammen
vom gleichen Patienten und bieten daher die Moglichkeit einen Vergleich zwischen

malignen und benignen Zellen herzustellen.

In experimentellen Vorversuchen wurden die Zellen mit dem Demethylierungsrea-
genz 5°-Aza-2"-deoxycytidin behandelt. Aufgrund der Tatsache, dass dieses
Chemotherapeutikum zytotoxische Nebenwirkungen besitzt, wurde die Vitalitat der
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behandelten Zellen mittels Western Blot Uberprift um einen Apoptose-bedingten
LTBP4 Anstieg ausschlie3en zu kbnnen. Der verwendete Antikrper PCNA ist hierfur
besonders gut geeignet, da das Ringklemmprotein in geschadigten Zellen durch p53
inaktiviert wird wodurch die Replikation umgehend stoppt. In Punkt 4.2.1 ist deutlich
zu sehen, dass die steigenden 5°-Aza-2"-deoxycytidin Konzentrationen keinen Ein-
fluss auf die Expression von PCNA haben, weshalb davon ausgegangen werden
kann, dass die Vitalitat der Zellen nicht maf3geblich durch die Behandlung mit dem
Demethylierungsreagenz gestort ist.

Aus den behandelten Zellen wurde die RNA isoliert, die im Folgenden in cDNA um-
gewandelt wurde um die LTBP4 Expression semiquantitativ mittels PCR zu tberpri-
fen. RNA ist eine besonders labile Moleklilmasse, da sie durch ubiquitdr vorkom-
mende Nukleasen der standigen Gefahr einer Degradierung ausgesetzt ist (BECKER
C, 2009). Deshalb ist es essentiell bei der Arbeit mit RNA besondere Vorsichtsmal3-
nahmen zu ergreifen und Kontrollschritte einzubauen. In dieser Arbeit wurde die
Qualitat und Konzentration der isolierten RNA mit Hilfe einer RNA Elektrophorese
Uberpruft und zusatzlich wurde die Konzentration als interne Kontrolle photometrisch
bestimmt. Die Kapillar-Elektrophorese ist hervorragend geeignet um die Integritat und
Quantitat der RNA zu bestimmen indem die einzelnen Fraktionen der RNA der Grol3e
nach aufgetrennt und visualisiert werden (BECKER C, 2009). Das verwendete Expe-
rion-System (Biorad) generiert zusatzlich einen Zahlenwert (1-10) zur besseren Ein-
stufung der RNA Integritat. Ein Wert von 10 reprasentiert dabei intakte, nicht degra-
dierte und nicht fragmentierte RNA sehr hoher Qualitdt (SCHROEDER A, 2006). Fur
samtliche Versuche dieser Doktorarbeit wurde deshalb ausschlief3lich RNA mit einem

Wert von 9 oder 10 verwendet.

Die semiquantitative Analyse der LTBP4 Expression in HEK293 und MCF7 Zellen,
ergab, im Falle der Brusttumorzellen (MCF7), eine deutliche Steigerung der Expres-
sion von LTBP4L und LTBP4S mit zunehmender 5-Aza-2"-deoxycytidin Konzentrati-
on. Im Falle der HEK293 Zellen blieb die Expression gleich. LTBP4 ist in Mammakar-
zinomen herunterreguliert und eine Erhéhung der Expression nach Behandlung mit
dem Demethylierungsreagenz deutet sehr stark auf eine potentielle Promotorhyper-
methylierung bei MCF7 Zellen hin (MAUEL et al., 2007; KRETSCHMER et al., 2011).
In embryonalen Nierenzellen (HEK23) ist die Expression von LTBP4 nicht verandert

und das 5°-Aza-2"-deoxycytidin bewirkt folglich keine Steigerung der Expression.
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Insgesamt lassen die Ergebnisse der semiquantitativen Expressionsanalyse eine
Regulierung von LTBP4 in epithelialen Tumoren durch Promotorhypermethylierung

vermuten.

Im Anschluss daran wurden die erhaltenen Ergebnisse in einer real time RT-PCR an
allen verwendeten Zelllinien tberprift. Die real time RT-PCR wurde in den vergan-
genen Jahren als state of the art Verfahren fur die Erstellung von Expressionsprofilen
einzelner Gene etabliert. Ein wesentlicher Vorteil dieser Methode ist, dass parallel zu
einer relativen Quantifizierung auch ein qualitativer Nachweis spezifischer Zielgene
erbracht werden kann. Aufgrund dieser Vorteile wurde die real time RT-PCR in der
vorliegenden Arbeit zur Erstellung der LTBP4 Expressionsprofile gewahlt. Zur Nor-
malisierung der Daten aus diesen Experimenten wurden die Expressionsraten von
Referenzgenen in die Auswertung einbezogen (siehe Punkt 4.2.3). Zahlreiche Unter-
suchungen haben ergeben, dass kein Gen als universell einsetzbares Referenzgen
geeignet ist. Deshalb wurden zwei, in Vorversuchen experimentell ermittelte Refe-
renzgene, angewendet, deren Expression in den verwendeten Zelllinien gleich blei-
bend stabil ist. Die statistische Auswertung der relativen Expression von LTBP4L und
LTBP4S ergab fir keine der getesteten Zelllinien ein signifikantes Ergebnis. Zusatz-
lich konnten, trotz vier- bis sechsfachen Wiederholungen, wegen einer grof3en Streu-
ung der Resultate auch keine einheitlichen Tendenzen festgestellt werden. Diese
Ergebnisse wirden darauf hindeuten, dass Promotorhypermethylierung im Falle von
LTBP4 in epithelialen Tumoren keine Rolle spielt und stehen im Kontrast zu den Re-
sultaten der semiquantitativen Analysen. Diese gegensatzlichen Ergebnisse lassen
mehrere Vermutungen zu. Zum einen konnte es sein, dass eine sehr viel grél3ere
Stichprobenzahl bei der Ermittlung der LTBP4 Expression mittels real time RT-PCR
notig ist um eine einheitliche Tendenz oder gar Signifikanz zu erzielen. Des weiteren
ware es moglich, dass die zytotoxischen Effekte von 5-Aza-2"-deoxycytidin die Zel-
len doch starker schadigen als angenommen und einen Anstieg der LTBP4 Expres-
sion bei behandelten Zellen so kaschieren. Dem Entgegen stehen jedoch die Ergeb-
nisse des Western Blots und die semiquantitativen Resultate. Durch das Chemothe-
rapeutikum wird der Methylierungsstatus samtlicher Gene verandert, wodurch eine
Auswertung der Ergebnisse beziglich LTBP4 erschwert wird, vor allem wenn unter
Umstanden auch eine Inaktivierung von LTBP4 durch verschiedene Prozesse denk-

bar ist. MAglich ware auch, dass die Expression von LTBP4 durch ein bislang unbe-
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kanntes Gen gesteuert wird, welches in Tumoren durch Methylierung herunterregu-
liert ist. Dennoch misste sich dadurch ebenfalls eine Steigerung in der quantitativen
Analyse ergeben. Strangabwarts-Effekte der Gene laufen in physiologischen und
karzinogenen Prozessen langsam und progressiv ab. Es ware deshalb auch durch-
aus angangig, dass eine Regulation auf Gen- und Proteinebene ein grol3eres kineti-

sches Zeitfenster bendtig, als in der vorliegenden Studie methodisch berticksichtigt.

5.2.2 Wird LTBP4 in epithelialen Tumoren durch Prom  otorhypermethylierung

herunterreguliert?

Um Aufschluss Uber den Methylierungsstatus des LTBP4 Promotors zu bekommen
wurden im weiteren Methylierungsanalysen mit Hilfe der Bisulfitreaktion und an-
schlieBender methylierungsspezifischer PCR (MSP) durchgefihrt. Auf eine Erhéhung
der Stichprobenzahl bei der quantitativen RT-PCR wurde verzichtet, da unkalkulier-
bare Nebenwirkungen von 5°-Aza-2"-deoxycytidin nicht ausgeschlossen werden
konnten. Die Methode der Bisulfitreaktion bietet eine hocheffiziente Konvertierung
und Aufreinigung der DNA und die Analyse mittels MSP ist eine relativ kostengunsti-
ge und sichere Methode zur Untersuchung von CpG-Inseln (SCHOCK G, 2006). Eine
Stichprobenmenge von 15-20 Klonen pro CpG-Insel und pro untersuchte Zelllinie
garantiert eine grof3e Aussagekraft der Ergebnisse. In dieser Arbeit wurden die CpG-
Inseln 25 und 34 auf Methylierung Uberpruft. Weitere in LTBP4 vorhandene CpG-
Inseln wurden nicht Gberpruft, da sie nicht in bzw. in der Nahe des potentiellen Pro-
motorbereichs liegen oder, aufgrund ihrer Grél3e, nicht fir eine Bisulfitanalyse in Fra-
ge kamen. Damit ist die Wahrscheinlichkeit, dass sie zur Regulation der Genexpres-
sion durch Methylierung beitragen kdnnten gering. Es kann jedoch nicht ausge-
schlossen werden, dass eine vom Promotorbereich entfernt liegende und damit nicht
getestete CpG-Insel essentiell ist fir die Regulation der LTBP4 Expression. CpG 34
liegt vollstandig im potentiellen Promotorbereich 2Prom sowie zu 65 % in 1Prom und
ist damit ein idealer Kandidat zur Regulation durch Methylierung. CpG 25 liegt etwas
weiter strangaufwarts des Transkriptionsstartpunktes und tberschneidet sich margi-
nal mit 2Prom.

Die CpG-Insel 25 ist in den Zelllinien HEK293, MCF7, PC3, Hs578T und HS578Bst
nicht methyliert wahrend die Zelllinien DLD1 und CaCo2 eine schwache Methylierung
erkennen lassen. Dies kdnnte bedeuten, dass die CpG-Insel 25 in Kolontumoren ei-
nen Einfluss auf die Expressionsregulation haben konnte. In der CpG-Insel 34 lagen
die Linien MCF7, DLD1, Hs578T und Hs578Bst schwach methyliert, die Zelllinien
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HEK293, PC3 und CaCo2 stark methyliert vor. Studien am Epstein-Barr Virus haben
ergeben, dass die Methylierung einer oder zweier CpG-Dinukleotide in einer CpG-
Insel ausreichend ist fur eine Inaktivierung des Promotors. In Experimenten mit Epi-
somen konnte gezeigt werden, dass die Methylierung von nur 7 % der CpG-
Dinukleotiden in einer CpG-Insel die Transkriptionsaktivierung effektiv unterdriicken
kann (JONES, 1999). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass das LTBP4 Gen in
Kolon- und Prostatakarzinomen durch Promotorhypermethylierung inaktiviert sein
kénnte. Auch in Brustkarzinomen kénnte die Methylierung eine Ursache fiur die Her-
unterregulierung von LTBP4 sein. Die Zelllinien HEK293 und Hs578Bst sollten als
physiologische Brust- bzw. Nierenzellen eigentlich nicht methyliert vorliegen. Die Tat-
sache, dass sie sich in CpG-Insel 34 schwach bzw., im Falle der HEK293 Zellen
stark methyliert darstellen kénnte damit erklart werden, dass permanente Zelllinien
nach einigen Passagen immer bis zu einem gewissen Grade transformiert vorliegen.
Daher sollte der Methylierungsstatus des LTBP4 Promotors in vivo an verschiedenen
physiologischen und tumorésen Geweben untersucht werden um Aufschluss tber die
Methylierung zu erlangen. Weiterhin wére es interessant zusatzliche epigenetische
Mechanismen, wie z.B. kovalente Histonmodifikationen auf ihren Einfluss auf die
LTBP4 Regulation in Tumoren zu testen, da die Tumorentstehung oft durch mehrere
unterschiedliche Effekte bedingt ist.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Methylierungsanalyse die Ergebnisse
der real-time RT-PCR nicht bzw. nur z.T. untermauert. Auch die Resultate der expe-
rimentellen Voruntersuchungen decken sich nicht vollstandig mit denen der Methylie-
rungsanalyse. Eine Ursache fir diese Abweichung kénnte sein, dass die Ergebnisse
der real time RT-PCR durch viele unterschiedliche Faktoren beeinflusst wird und so
zu einem ungenauen Ergebnis fuhren kénnte. Ein fehlender Zusammenhang zwi-
schen DNA-Methylierung und Genexpression kénnte auch wie folgt erklart werden.

Die Hypermethylierung von grofRen Regionen (typischerweise 1-2 Mb) ist ein vielbe-
obachtetes Phanomen in der Karzinogenese. Diese langen hypermethylierten Regi-
onen kdnnen dazu fuhren, dass Gene die schon durch andere Mechanismen herun-
terreguliert sind als Nebeneffekt hypermethyliert werden. Dieser, als long-range epi-
gentische Inaktivierung bezeichnete, Mechanismus wird fiir kolorektale- und Prosta-
tatumore beschrieben (RODRIGUEZ J, 2006; COOLEN MW, 2010; OSTER et al.,

2011). Da nur wenige CpG-Inseln untersucht wurden besteht auch die Mdglichkeit,
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dass die untersuchten Regionen nicht in die Regulation des Gens eingebunden sind.
Alternative Transkriptionsstartpunkte konnten zusatzlich involviert sein. Nicht alle
funktionell wichtigen DNA-Methylierungsvorgange erfolgen in Promotorregionen. Bei
dem CpG-Island shore-Phanomen z.B. finden die meisten Methylierungsdnderungen
bis zu 2 kb vom Zielgen entfernt statt (IRIZARRY RA, 2009).

Ob LTBP4 in epithelialen Tumoren durch Promotorhypermethylierung inaktiviert ist,
bleibt Gegenstand weiterer Untersuchungen. Da die Resultate der vorliegenden Ar-
beit vollkommen neue Erkenntnisse Uber die Methylierung des LTBP4 Promotors
aufzeigen, ist es notig diese in weiteren Studien zu verifizieren. Die Ergebnisse die-
ser Doktorarbeit lassen jedoch den Schluss zu, dass LTBP4 in bestimmten Tumoren
durch Methylierung reguliert sein kdnnte. Fest steht, dass die CpG-Insel 34 in ver-
schiedenen tumordsen Zelllinien in unterschiedlichem Grade Methylierung aufweist.
Dartberhinaus liegt CpG 34 direkt im potentiellen Promotorbereich von LTBP4S was
eine Beeinflussung der Expression von LTBP4 durch eben diese Hypermethylierung
relevant erscheinen lasst. Eine epigenetische Stilllegung der Genexpression von
LTBP4 konnte tber verminderte TGF-R1 Level oder Uber bislang unbekannten direk-
ten Wege die neoplastische Transformation beeinflussen und daher einen wichtigen

Schritt bei der Tumorentstehung darstellen.

5.2.3 Ausblick

In kommenden Studien wére es demnach anzuraten die Ergebnise der vorliegenden
Dissertation mit folgenden weiterfihrenden Untersuchungen zu verifizieren bzw. zu
vervollstandigen.

Spl als Regulator der basalen Expression Teil ist hochstwarscheinlich nicht alleine
fur die Transkriptionsaktivierung von LTBP4S zustdndig. Deshalb ist eine Analyse
weiterer potentieller Transkriptionsfaktoren wie z.B. Smad Proteine oder des Ostro-
gen-Rezeptors (siehe Punkt 5.1.1) mittels Luciferase Assays notwendig um einen
vollstandigen Einblick in diesen Bereich zu erhalten. Fir eine endgultige Klarung der
Funktionalitat der Promotorbereiche 1Prom und L4Prom ist es notwendig in ausge-
wahlten Zelllinien die Aktivierung der Promotoren durch endogenes LTBP4S bzw.
LTBPA4L zu tberprufen.

Hinsichtlich der Inaktivierung von LTBP4 in epithelialen Tumoren wéare eine in vivo
Uberprifung der Ergebnisse an Tumorgewebe von humanen Patienten denkbar. Ein
Mausmodell, bei dem LTBP4 selektiv im z.B. Kolon ausgeschaltet ist, wirde weitere
Erkenntnisse Uber LTBP4 im Zusammenhang mit der Entstehung von Kolontumoren
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liefern. Ebenfalls sinnvoll ware eine Uberprifung der Ergebnisse der real time RT-
PCR mit einer groReren Stichprobenzahl sowie eine Analyse weiterer CpG Inseln
von LTBP4 hinsichtlich ihres Methylierungsstatus. Auch die Untersuchung auf eine
Regulierung von LTBP4 durch zusatzliche epigentische Mechanismen ist zu empfeh-
len.

Ein umfassendes Verstandnis der Zusammenhange und Regulationsmechanismen
von LTBP4 in epithelialen Tumoren kdnnte zu moglichen Ansatzen in der Therapie

dieser Krankheiten fuhren.
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6 Zusammenfassung
Ziel dieser Dissertation war es, Dysregulationen von LTBP4 in epithelialen Tumoren,

sowie die generelle Regulation von LTBP4 in physiologischen Zellen besser zu ver-
stehen und ursachliche Mechanismen nachzuweisen. Hierfir wurden einerseits die
potentiellen Promotorbereiche von LTBP4 sowie der potentielle Transkriptionsfaktor
Sp1l auf ihre Funktionalitdt und Spezifitat getestet. Andererseits wurde die Hypothese
Uberpruft, ob LTBP4 in epithelialen Tumoren durch Promotorhypermethylierung inak-
tiviert ist.

Die Analyse des potentiellen Transkriptionsfaktors Spl mit Hilfe von Luciferase As-
says ergab, dass er die basale Expression von LTBP4L um das zweifache und die
von LTBP4S sogar um das vier- bis flunffache steigert. Wiederholt man die Versuche
jedoch ohne den Minimalpromotor des Luciferasevektor so vermag Spl die Expres-
sion trotz steigender Konzentration nicht zu aktivieren. Daraus lasst sich schliel3en,
dass Spl hoéchstwahrscheinlich fir die basale Expression von LTBP4S zustandig ist,
aber fur sich alleine nicht aussreicht fur eine effektive Aktivierung der Transkription.
Dies wird unterstitzt von der Tatsache, dass Spl eine Vielzahl an Genen der ECM
basal reguliert. Spl kdnnte als Teil eines mdglichen Aktivierungskomplexes an der
Expression von LTBP4 beteiligt sein. Solche Komplexe bestehen aus mehreren Pro-
teinen und Transkriptionsfaktoren und spielen z.B. bei Nuklearrezeptor-abhangigen
Genen eine Rolle.

DarUber hinaus zeigten die Resultate der Luciferase Assays, wenn Spl als tatsachli-
cher Transkriptionsfaktor betrachtet wird, dass 1Prom der tatsachliche Promotor von
LTBP4S ist und L4Prom der Promotor von LTBP4L sein kdnnte. 2Prom, von dem
1Prom ein Tell ist, aktiviert die LTBP4S Expression genauso stark wie 1Prom. Dies
deutet darauf hin, dass die zusatzlich in 2Prom enthaltene TATA-Box kein Bestand-
teil des Promotors ist. Eine Literaturrecherche beziiglich der LTBP4 Promotoren un-
terstutzt diese These (KANTOLA et al., 2010).

LTBP4, ein potentieller Tumorsuppressor liegt in epithelialen Tumoren vermindert
exprimiert vor was durch Promotorhypermethylierung verursacht sein kénnte. Die
Ergebnisse der semiquantitativen Voruntersuchungen, bei denen sich die LTBP4 Ex-
pression durch das Demethylierungsreagenz 5"-Aza-2"-deoxycytidin in MCF7 Zellen
steigern lie3en bestéarken diese Ansicht. Die Resultate der real time RT-PCR bei de-
nen alle getesteten Zelllinien nicht reguliert erschienen standen in starkem Kontrast

dazu. Ursachlich fur die gegensatzlichen Ergebnisse kdnnte eine zu geringe Stich-
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probenmenge sein. Um Klarheit Gber den Methylierungsstatus zu gewinnen wurde im
Folgenden eine Methylierungsanalyse vorgenommen. Die Analyse der beiden sich im
Promotorbereich befindlichen CpG-Inseln (25 und 34) ergab fur die CpG-Insel 34
eine schwache bis starke Methylierung in allen Zelllinien. CpG-Insel 25 hingegen war
bis auf zwei Ausnahmen deutlich nicht methyliert. Die Methylierung einer CpG-Insel
im Promotorbereich reicht aus um fur eine Inaktivierung des Gens verantwortlich sein
zu kénnen (JONES, 1999). Demnach ist eine Inaktivierung von LTBP4 in epithelialen
Tumoren durch Promotorhypermethylierung maoglich.

Zukunftig ware es von Interesse, weitere Transkriptionsfaktoren wie z.B. Smad 2 und
3 in Luciferase Assays zu testen um fir LTBP4 spezifische Transkriptionsfaktoren zu
entdecken. Aul3erdem sollten die Ergebnisse der Methylierungsanalysen in in vivo
Studien verifiziert werden, da in vitro Studien nur Modellcharakter besitzen. Auch die
Uberprifung ob weitere epigenetische Mechanismen im Zusammenhang mit der In-
aktivierung von LTBP4 in Tumoren stehen kdnnte Gegenstand weiterer Untersu-
chungen werden. Ein umfassendes Verstandnis der Zusammenhange und Regulati-
onsmechanismen von LTBP4 in epithelialen Tumoren kdnnte zu moglichen Ansatzen

in der Therapie dieser Krankheiten fuhren.
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7 Summary
Mechanistic Analysis of the LTBP4 Dysregulation in Epithelial Tumors

The aim of this study was to gain functional and mechanistical insights into transfor-
mational processes of LTBP4 in physiological cells and during cancer development.
Therefore the identified potential LTBP4 promoter regions and the potential transcrip-
tion factor Spl were analyzed for their functionality and specifity.

As a second approach, the DNA methylation status of LTBP4 promotor regions was
analyzed, leading to evidence for a putative correlation between reduced LTBP4 ex-
pression and DNA methylation status in malignant epithelial cells.

The putative transcription factor Spl was analyzed for its potential to activate LTBP4
expression using luciferase assays. Spl doubled the LTBP4L expression and acti-
vated the LTBP4S expression up to fivefold. Without the minimal promoter of the lu-
ciferase-vector Spl was, despite higher concentrations, not able to effectively acti-
vate the LTBP4 expression.These results indicate a role of Spl as a basal activator
of the LTBP4 transcritpion. Spl transcription factors are known to regulate the basal
expression of many ECM genes. Spl could regulate, as part of an activation-
complex, the basal transcription of LTBP4. These complexes contain various proteins
and transcription factors and regulate for example nuclear receptor-dependent
genes.

The results of the luciferase assays revealed also, that, if Spl is an actual transcrip-
tion factor of LTBP4, 1Prom is probably the promoter region from LTBP4S while
L4Prom might be the promoter region from LTBP4L. The TATA-box, present in
2Prom is most likely not part of the functional LTBP4S promoter. An in silco analysis
about this topic verifies this hypothesis (KANTOLA et al., 2010).

LTBP4, a potential tumor suppressor gene, is downregulated in epithelial tumors.
This might be caused by hypermethylation of the LTBP4 promotor. MCF7 cells treat-
ed with the demethylation agent 5"-Aza-2"-deoxycytidin demonstrated an upregulated
expression, wich supports this theorie. In contrast, there was no significant upregula-
tion found in real time RT-PCR. It is possible that a greater number of repeats is
needed to reveal a definite tendency.

To investigate if potentially reduced ecpression levels of LTBP4 are due to DNA
methylation events, methylation assays were performed. Both, CpG-island 25 and 34
are located in the potential promtor region. While CpG-island 34 shows light to heavy

methylation in all tested cell lines, CpG-island 25 is not methylated aside from 2 ex-
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ceptions. Methylation of one or two target sites is sufficient to strongly suppress the
activity of a promoter (JONES, 1999). Therefore, an inacitvation of LTBP4 in epitheli-
al tumors due to promotor hypermethylation is possible.

Further investigations should concentrate on revealing more potential transcription
factors for LTBP4, like Smad 2 or 3 in lucifease assays. In vitro studys only have
model character,while in vivo studies could verify the results of the methylation anal-
yses. To determine whether other epigenetic mechanism could be linked to the inac-
itvation of LTBP4 in tumors could also be an interesting opportunity for the future.

A profound understanding of the LTBP4 regulatory mechanisms in epithelial neo-

plasms could lead to potential new strategies in tumor therapy.
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Anhang

Anhang

Die Sequenzierung von 2Prom erfolgte mittels pGL4.23 mit Hilfe der Standard-

Primerbindestellen. Im folgenden sind die Sequenzen aufgelistet.

2Prom
2Prom _Sp6
2Proml
2Pron?
2Pron8
2Promid
2Prom T7rev

2Prom
2Prom _Sp6
2Proml
2Pron?
2Pron8
2Promid
2Prom T7rev

2Prom
2Prom _Sp6
2Proml
2Pron?
2Pron8
2Promd
2Prom T7rev

2Prom
2Prom _Sp6
2Proml
2Pron?
2Pron8
2Promd
2Prom T7rev

2Prom
2Prom _Sp6
2Proml
2Pron?
2Pron8
2Promid
2Prom T7rev

2Prom
2Prom _Sp6
2Proml
2Pron?
2Pron8
2Promid
2Prom T7rev

2Prom
2Prom _Sp6
2Proml
2Pron?
2Pron8
2Promid
2Prom T7rev

aagat ct ACCAGATGGCCTCATCCT CCACT CGGCCCCACCCACCT GAGAGGGEGECCACGC
AAGATCTACCAGATGGECCT CATCCT CCACT CGECCCCACCCACCT GAGAGGGEECCCACEC

GCTGGACACCCCCCTCTCTGCACCCCCCCACTGCTCTCCT CTCEEGEGT CTGEECECAECEL
GCTGGACACCCCCCTCTCTGCACCCCCCCACTGCTCTCCTCTCGEEGT CTGEECECECEC

CCTCGTCTCTAGACCCCCT TAGCCT GGGGATAATGGACT TGT CTGGGEEGCCCCTTCATT
CCTCGTCTCTAGACCCCCTTAGCCT GGCGATAATGGACT TGT CTGEEGEECCCCTTCATT

GCGACGCACT TGAACCGGAGCT GGAAGCT CCGCCACT GAGACCCT CTGGCCTGCGAGATG
GCGACGCACT TGAACCGGAGCT GGAAGCT CCGCCACT GAGACCCTCTGGECTGCGAGATG

TCTGCAAGAACGGCACCT T TCTCCT GGT CAGGCGGGAAACT GAGGCCCAAAGACCAAGAA
TCTGCAAGAACGGCACCTTTCT CCTGGT CAGGCGEGAAACT GAGGCCCAAAGACCAAGAA

ACGCTGGECT TCTGGACACACAT CGT GGAAGGEGCAAGAACGCEECTAGAACT CAGCCTCTGG
ACCCTGGCTTCTGGACACACAT CGT GGAAGGECAAGAACGEGECTAGAACT CAGECTCT GG

GATTCTCAGT CCTGGACT GTGACT CCCGT TATCCCCCT CCACCT CAGCACCCTGCTGGAC
GATTCTCAGTI CCTGGACTGTI GACT CCCGT TATCCCCCT CCACCTCAGCACCCTCGCTGGAC



Anhang

2Prom
2Prom _Sp6
2Proml
2Pron?
2Pron8
2Promd
2Prom T7rev

2Prom
2Prom _Sp6
2Proml
2Pron?
2Pron8
2Promid
2Prom T7rev

2Prom
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2Proml
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2Prom T7rev

2Prom
2Prom _Sp6
2Proml
2Pron?
2Pron8
2Promid
2Prom T7rev
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2Prom _Sp6
2Proml
2Pron?
2Pron8
2Promid
2Prom T7rev

2Prom
2Prom _Sp6
2Proml
2Pron?
2Pron8
2Promid
2Prom T7rev

2Prom
2Prom _Sp6
2Proml
2Pron?
2Pron8
2Promid
2Prom T7rev

2Prom
2Prom _Sp6
2Proml
2Pron?
2Pron8
2Promd
2Prom T7rev

CCACAGT CAGAGGGAAGAGCCT TCCCTCCCCAGCT GCCGAGGCCT GT GAAAAT GGCGCCA
CCACAGT CAGAGGGAAGAGCCT TCCCTCCCCAGCT GCCGAGGCCT GTGAAAAT GGCGCCA

CCTGTI CGGCCAGGCT CAGGAT GGECGT CTGAGT CCCGGACCGGGAT GT GCGGEGAGEECEEGE
CCTGTI CGGCCAGGCT CAGGAT GECGT CTGAGT CCCGGACCGGGAT GT GCGGEGAGEECEEGE

GTTCTAGATTCCCAGACAGT GCGGGCT TAGAAAT GCTCTTAGAAATCGAGTCTTTTGTTT
GTTCTAGATTCCCAGACAGT GCGGGCT TAGAAAT GCTCTTAGAAATCGAGTCTTTTGTTT
-------------------------------------------- TCGAGTCTTTTGITT

TTTTGTTTTTTAATCACTTTTAAAAGGCTTTAAAATAACGTATTTTTTCAATAAAA
TTGTTTTTGITTTTTAATCACTTTTAAAAGGCTTTAAAATAACGTATTTTTTCAATAAAA
TTTTGTTTTTTAATCACTTTTAAAAGGCTTTAAAATAACGTATTTTTTCAATAAAA

TCGTACGCCAAAATCTCT TCATAAGACAAAAGTACGGT TTCTGT GCCCTTCAGCCCGAAG
TCGTACGCCAAAATCTCT TCATAAGACAAAAGTACGGT TTCTGT GCCCTTCAGCCCGAAG
TCGTACGCCAAAATCTCTTCATAAGACAAAAGTACGGT TTCTGT GCCCT TCAGCCCGAAG

TCTAAGCCAATTTGCCTCCCATTGT ACAGAT GGAGAAACT GAGGECGT GGGGAGAAGAACC
TCTAAGCCAAT TTGCCTCCCATTGT ACAGAT GGAGAAACT GAGGCGT GGGGAGAAGAACC
TCTAAGCCAATTTGCCTCCCATTGTACAGAT GGAGAAACT GAGGECGT GGGGAGAAGAACC

TCGTTAGTCATATACCTGTTTCAAGOCCCOCT CAGGAT GOGT CTTGGT TTCCOCTCCCOGA
TCGTTAGTCATATACCTGTTTCAAGOCCOCT CAGGATGOGTCT T- - - < = - = = = = = - - = - -
TCGTTAGTCATATACCTGTTTCAAGCCCOCT CAGGAT GOGT CTTGGT TTCCOCTCCCOGA
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2Prom
2Prom _Sp6
2Pr omil
2Prom?
2Pron8
2Prond
2Prom T7rev

TATAGCGTTGCTGI TTGT CGCTGCT GCCCGGEECCAGACGT CTAGGAGGAGCCGCTGCATC

GTCCGAAGCT GCCAGCCCAAAAAGT GTGCAGGCCCCCAGCGGTGCCTGAACCCAGT GCCT
.................... AAGT GT GCAGGCCCCCAGCGGT GCCTGAACCCAGTGCCT

GCAGT GCCCAGT CCCAGCCCCAGCGT GAGGAAGAGACAGGT GTCCCTCAACT GECAGCCA
GCAGT GCCCAGT CCCAGCCCCAGCGT GAGGAAGAGACAGGT GT CCCTCAACT GGCAGCCA

CTGACGT GAGT GGGCAGT CCCTCCCCTACCAAgTCCTCCCTCAGGAACTCTAGCTTTGC
CTGACGT GAGT GGGCAGT CCCTCCCCTACCAAGI CCTCCCTCAGGAACTCCTAGCTTTGC

CCCCGTITTCCGCTCCTCCTCCCTTCCCCTCTCCCTCTCTCTCCCCCCT CCCTCCCCGECT
CCCCGTTTCCAECTCCTCCTCCCTTCCCCTCTCCCTCTCTCTCCCCCCT CCCTCCCCEECT

129



Anhang

2Prom
2Prom _Sp6
2Proml
2Pron?
2Pron8
2Promd
2Prom T7rev

2Prom
2Prom _Sp6
2Proml
2Pron?
2Pron8
2Promid
2Prom T7rev

2Prom
2Prom _Sp6
2Proml
2Pron?
2Pron8
2Promd
2Prom T7rev

2Prom
2Prom _Sp6
2Proml
2Pron?
2Pron8
2Promid
2Prom T7rev

2Prom
2Prom _Sp6
2Proml
2Pron?
2Pron8
2Promid
2Prom T7rev

2Prom
2Prom _Sp6
2Proml
2Pron?
2Pron8
2Promid
2Prom T7rev

2Prom
2Prom _Sp6
2Proml
2Pron?
2Pron8
2Promid
2Prom T7rev

2Prom
2Prom _Sp6
2Proml
2Pron?
2Pron8
2Promd
2Prom T7rev

CTTTCTTTTGCTATCAGCCTGICTGICCGITTCTATTTCATCCCTTGCCTGCCTATCTCA
CTTTCTTTTGCTATCAGCCTGTCTGTCCGTTTCTATTTCATCCCTTGCCTGCCTATCTCA
CTTTCTTTTGCTATCAGCCTGICTGICCGITTCTATTTCATCCCTTGCCTGCCTATCTCA

GCCTCTTCCCATCTCTGCATTATTTCTGICTCTTTCTGITTCTTTCTAGT TACCTGICTC
GGCTCTTCCCATCTCTGCATTATTTCTGICTCTTTCTGITTCTTTCTAGITACCTGTICTC

TTTTCCTCTCTCTCTTTCTCCCTGIGTCTCACTGCCTGCCTCTATGTCTAAGTCTCTCTG
TTTTCCTCTCTCTCTTTCTCCCTGIGTCTCACTGCCTGCCTCTATGICTAAGTICTCTCTG

CCCCTTCTCTCTTTCTCTCCCCCAACCCCCATCATCTCTCT-- === == m e e e e e e =
CCCCTTCTCTCTTTCTCTCCCCCAACCCCCATCATCTCTCTTTCTCTCAGGGTICTTTGIT

CCGGTGACAGCAGCT TTTCCGT CCTCT COCACCCAGGCT CCAGGAGGOCAGAGCTCTACT
----------------- CCGTCCTCTCCCACCCAGGCT CCAGGAGGCCAGAGCTCTACT

GAAGCGECGEECGECCCCEEEEECCAGEEEECCEEEEGACT ACT GAGAAGGAGGCCCCCACA
GAAGCGECGEECGECCCCEEEEECCAGEEEECCEEEGACT ACT GAGAAGGAGGCCCCCACA
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GCGTI GCCCCCGCT GGCAAGGCCCCGGEGT AAGCACATCCGCCT TTCCTCCGCCT GGGGCGA

GCGTI GCCCCCGCT GGCAAGGCCCCGEGT AAGCACAT CCGCCT TTCCT CCGCCT GGGGCGA
GCGT GCCCCCGCT GGCAAGGCCCCGEGT AAGCACATCCGCCT TTCCTCCGCCT GGGGCGA

GGGEGEGEGET TCCGGGECCAGATAAAGCCGT CTGGT TCCCACGGT CCAGCCGCCGCCTACCCGC
GGGEGEGEGET TCCGEECCAGATAAAGCCGT CTGGT TCCCACGGT CCAGCCGCCGCCTACCCGC

CCCCCGCT GTAGCT CAGCACCCACCCCCAGGACGAGGCCCCCT CTAGGGACCCCAGCGTC
CCCCCGCTGTAGCT CAGCACCCACCCCCAGGACGAGGCCCCCT CTAGGGACCCCAGCGTC

GGGTGEGEGECCEECAAGCCAGECGT CCGEEECT CCCCECEECCGAAGAGGERAGEECECTEEC
............ AAGCCAGGCGT CCGEGCT CCCCGCGECCGAAGAGGGAGGECGCTGEC

CCGT TAGAAAGCT CCGCCGAACCAGCCCAGACAACAAAAGCGAT TGTGCGEGT TGECGCC
CCGTTAGAAAGCT CCGCCGAACCAGCCCAGACAACAAAAGCGATTGT GCEEGT TGECECC

TGOCT GGGCACCAAATGCTCAAG: - - - - < = = = = = = - s o mm o me o oa oo
TGOCT GGGCACCAAAT GCTCAAGAT TGT GEGGCGECT GBEGECCAAAGGCCTCCTCCTGT
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CCCTCATCTCAAACACCCTCAAAACCCTCCTCTTGCTGTAGCCT TCAGCCCAGATGTGAC

TCCTTTATGI GCCCAGGT GTAGCGACCCTTCTCCCATCCCTCAGATGTCCCACCTGCECTG
------------- AGGTGTAGCGACCCTTCTCCCATCCCTCAGATGTCCCACCTGGECTG

TCCAGATGTACCATGATAGCCCCCTATCAAGATGAAGCCCCTTTCTCT GT GCCCCGGGCA

TCCAGATGT ACCATGATAGCCCCCTATCAAGATGAAGCCCCTTTCTCTGTGCCCCGGEGCA
TCCAGATGTACCATGATAGCCCCCTATCAAGATGAAGCCCCTTTCTCTGI GCCCCGGEGECA

GAAGAGGATCAACTCTTAGCT GT CTCCCCAAATGTGGCCCCCACTACTCTTAATGGATTT

GAAGAGGATCAACTCTTAGCTGTCTCCCCAAATGTGGCCCCCACTA- - - == === - = - - -
GAAGAGGATCAACTCTTAGCTGTCTCCCCAAATGT GGCCCCCACTACTCTTAATGGATTT

CCTCTTTATGGATTCAGCT CTGI CTGEGGEGAAACCCGCCCGCCCCCACCTGITCCCTTC

CCTCTTTATGGATTCAGCT CTGI CTGEGEGEEGAAACCCGCCCGCCCCCACCTGITCCCTTC
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CCCGCCGCTCCCCTACAGECCCGGT CCACT TGT TGGT GCGCGGAT GGGGACAGAGGEEEEC

CCCGCCGCTCCCCTACAGGECCCGGT CCACT TGT TGGT GCGCGGAT GGGGACAGAGGEEEEC

GCCCCGCTCACCCCT GCGAGT CTAGCGCCCAGCCT GCGAGCCT CTGGECTAAGCGCCCAGC

GCCCCGCTCACCCCT GCGAGT CTAGCGCCCAGCCT GCGAGCCT CTGGECTAAGCGCCCAGC

CCCACGCGCCCCCGECGECEECCCECCEEEEAGEGAGT GGT GAGGAGGEEEEECCT GAGCGEG

TGEEECEECEECECEECEEAGCECEECGCT GCAGCCAT GGCGEECEECGT GCGECTECTC

TGGGTGTCGCTATTGGTGCTCCTGaagcet t ag

TGGGTGTCGCTATTGGTGCTGCTGAAGCTTAG
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Transkriptionsfaktoren fur LTBP4L vorwarts Strang

Name Strang Lokalisation (5kb strang-
aufwarts)

JCV_repeat _sequenc - 668,74

JCV repeat sequenc + 906

AP-2 - 693,761,838,913,917

AP-2 + 744,746

GCF - 823

GCF + 776

Y + 810

CTF + 812

UCE.2 + 816

NFI - 818

junB-US2 - 819

TTR_inverted_repeat - 827

Spl + 854,906,910,911,

Spl - 859,911,913

INF.1 + 891

UCE.2 - 903

KROX24 - 916

KROX24 + 908

T-Ag + 911

EARLY-SEQ1 - 913

EGR-1 - 916

EGR-2 - 917

Transkriptionsfaktoren fur LTBP4L ruckwarts Strang

Name Strang

Lokalisation (1144 bis 894
kb strangaufwarts)

+

JCV repeat sequenc

930

AP-2 - 1127, 943, 923

AP-2 + 1135, 1130, 966

GCF + 932

UCE.2 - 1144, 1025, 903

NF-kB + 1123

APRT-mouse US - 938

Spl + 1135, 1027, 969, 931,
930,929, 917, 916

Spl - 1140, 1034, 1032, 974,
937, 936, 935, 926

INF.1 + 891

UCE.2 + 1022, 936

KROX24 - 922

KROX24 + 914

T-Ag - 1102

EARLY-SEQ1 - 937

EGR-1 - 922

EGR-2 - 923
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Transkriptionsfaktoren fur LTBP4S vorwarts Strang

Name Strang Lokalisation (515 bis 765
kb strangaufwarts)

JCV_repeat _sequenc - 515, 596

JCV repeat sequenc + 753

AP-2 - 540, 608, 685, 760, 764

AP-2 + 591, 593

GCF - 670

GCF + 623

Y + 657

CTF + 659

UCE.2 + 663

NFI - 665

junB-US2 - 666

TTR_inverted_repeat - 674

Spl + 701, 753, 757, 758

Spl - 706, 758, 760

INF.1 + 738

UCE.2 - 750

KROX24 - 763

KROX24 + 755

T-Ag + 758

EARLY-SEQ1 - 760

EGR-1 - 763

EGR-2 - 764

Transkriptionsfaktoren fur LTBP4S vorwarts Strang

Name Strang Lokalisation (1589 bis
1839kb strangaufwarts)

JCV repeat sequenc - 1733

JCV repeat sequenc + 1834

AP-2 - 1751, 1796, 1839

AP-2 + 1726, 1773

GCF + 1748, 1836

EllaE-A - 1680

CREB - 1697

SIF - 1699

PuF - 1733

AP-1 - 1787

TTR_inverted_repeat - 1832

Spl + 1740, 1829, 1832, 1833,
1834

Spl - 1745, 1834, 1839

UCE.2 - 1753

KROX24 - 1838

KROX24 + 1830

T-Ag + 1663, 1833

EGR-1 - 1838

EGR-2 - 1839
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Transkriptionsfaktoren fur LTBP4L vorwarts Strang

Name Strang Lokalisation (4614 bis
4864kb strangaufwarts)

JCV_repeat _sequenc -

JCV repeat sequenc + 4690

AP-2 - 4772,4774

AP-2 + 4700, 4724, 4839

GCF - 4786

GCF + 4783

UCE.2 + 4862

Spl + 4699, 4700

Spl - 4704, 4705, 4710,4711

KROX24 - 4859

KROX24 + 4851

T-Ag + 4780

EGR-1 + 4851

Transkriptionsfaktoren fur LTBPA4L rickwarts Strang

Name Strang Lokalisation (4954 to
4704kb strangaufwarts)

JCV repeat sequenc + 4870

AP-2 - 4931, 4872, 4774, 4772

AP-2 + 4951, 4922, 4918, 4854,
4724

GCF - 4791

GCF + 4858

UCE.2 + 4944, 4862

Spl + 4930, 4927, 4725, 4704

Spl - 4935, 4932, 4730, 4711,
4710, 4709

UCE.2 - 4947, 4865

KROX24 - 4908, 4859

KROX24 + 4906, 4851

T-Ag - 4954, 4710

EARLY-SEQ1 - 4856

EGR-1 - 4914

EGR-1 + 4851

Transkriptionsfaktoren fur LTBP4S ruckwarts Strang

Name Strang Lokalisation (3788 to 3538
kb strangaufwarts)

JCV_repeat _sequenc + 3566

AP-2 - 3740, 3580

AP-2 + 3718

JCV repeated sequenc - 3678

GCF + 3714

UCE.2 + 3733

PuF - 3678
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HATF1 + 3567
UCE.2 - 3719
T-Ag - 3788

Transkriptionsfaktoren fur LTBP4S ruckwarts Strang

Name Strang Lokalisation (1864 bis
1614 kb strangaufwarts)

JCV repeat sequenc - 1733

AP-2 - 1841, 1839, 1751

AP-2 + 1773

GCF + 1836, 1748

UCE.2 + 1840

APRT-mouse US - 1842

TTR inverted repeat - 1832

Spl + 1834, 1832, 1833, 1787

Spl - 1841, 1839, 1792
PuF - 1737
UCE.2 - 1753
KROX24 - 1838
KROX24 + 1830
T-Ag - 1776
EARLY-SEQ1 - 1841
EGR-1 - 1838
EGR-2 - 1839

Transkriptionsfaktoren flr LTBP4S ruckwarts Strang

Name Strang Lokalisation (1034 bis
784Kkb strangaufwarts)

JCV_repeat _sequenc - 1027

AP-2 - 974, 790

AP-2 + 982, 977, 813

GCF +

UCE.2 + 869

APRT-mouse US - 785

TTR_inverted_repeat -

Spl + 982, 874, 816

Spl - 987, 881, 879, 821, 784

PuF -

UCE.2 - 991, 872

KROX24 -

KROX24 +

T-Ag - 1019, 943

EARLY-SEQ1 - 784

HC1 - 1011

NF-kB + 970
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Transkriptionsfaktoren

fur LTBP4 beide

Name Strang Lokalisation (1864 bis
1614 kb strangaufwarts)

ESR-1 - 800-818, 463481, 520—-
538, 41-59, 285-303

ESR-1 + 463-481, 561-579, 90 —
108, 41-59

ESR-2 - 800-818, 463481, 520—-
538, 41-59, 285-303

ESR-2 + 463-481, 561-579, 90—
108, 41-59

MYC - 371-383, 438-450, 489—
501, 412-424,504-516

MYC + 271-283, 514-526, 37 —
382, 437-449, 488-500,
401-413, 284-296, 454—
466, 525-537, 537-549,
503-515, 536-548, 92-
104

Smad 2 - 221-229, 47-55

Smad 2 + 620-628, 262—-270, 516—
524, 105-113

Smad 3 + 620-628, 262—-270, 516—
524, 105-113

Smad 3 - 221-229, 47-55
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