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1. Einleitung

1.1 Ziel dieser Studie

“One day, we imagine that cancer biology and treatment—at present, a patchwork quilt of
cell biology, genetics, histopathology, biochemistry, immunology, and pharmacology—will
become a science with a conceptual structure and logical coherence that rivals that of chem-

istry or physics.”

Hanahan D. and Weinberg RA. (2000) “The hallmarks of cancer.” (Hanahan, D.
and R. A. Weinberg 2000. Cell 100(1):57-70)

Sowohl bei der Klassifikation des Zervix- als auch des Ovarialkarzinoms mangelt es an ver-
lasslichen prognostischen Markern in Bezug auf die Progression des Tumors und das Anspre-

chen auf eine Chemotherapie.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression des Tumorsuppressor-Kandidaten LDOC1
untersucht. Bei LDOC1 handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor. Dies ist ein Protein,
welches Einfluss auf die Initiierung der Transkription nimmt, indem es an Promotoren der

Gene bindet und diese damit sowohl aktivieren als auch reprimieren kann.

Ein Verlust der LDOC1 Expression wurde fur verschiedene Tumoren beschrieben, jedoch
noch nie an gynakologischen Tumoren getestet. Bei den hier vorgestellten Arbeiten zeigt sich
sowohl in einigen Zervix- als auch Ovarialkarzinomzelllinien ein Verlust der LDOC1-mRNA.
Ebenso konnte das Fehlen der LDOC1-mRNA in tumortésen Gewebeproben der Cervix uteri
nachgewiesen werden. Um den Mechanismus dieser LDOC1-Ausschaltung zu untersuchen,
wurde die Expression und Regulation von LDOC1 auf transkriptioneller, genomischer und

epigenomischer Ebene untersucht.

Ziel der Arbeit war somit die Erforschung der zugrunde liegenden Mechanismen der LDOC1-
Ausschaltung, die Untersuchung der Funktion des Transkriptionsfaktors sowie die Reexpres-
sion des supprimierten Gens. Dies wurde durch Inhibierung eben des Mechanismus, der als
ursachlich fur die Ausschaltung identifiziert wurde, also der Promotormethylierung, erreicht.
Darlber hinaus wurde im Rahmen dieser Arbeit eine quantitative real-time PCR etabliert, die
es ermoglichte, mit methylierungsspezifischen Primern das VVorhandensein eines methylierten

Promotors zu testen.



Zu Beginn soll ein Uberblick tiber den derzeitigen Stand der Forschung bei dem Zervix- und
Ovarialkarzinom gegeben werden, jene beiden Karzinome, an denen die LDOC1 Expression

untersucht wurde.

1.2 Zervix- und Ovarialkarzinom

1.2.1 Zervixkarzinom

Das Zervixkarzinom ist der haufigste Tumor des weiblichen Genitalsystems. Im Jahr 2008
starben 275.000 Frauen am Zervixkarzinom, damit zahlt der Gebarmutterhalskrebs zu dem
viert-haufigsten Krebstod bei Frauen weltweit (Jemal, Bray et al. 2011). Geschétzt eine halbe
Million neue Falle wurden im Jahr 2012 diagnostiziert, das mittlere Alter bei Diagnosestel-
lung betrug dabei 48 Jahre
(http://seer.cancer.gov/statfacts/ntml/cervix.html;http://globocan.iarc.fr/Pages/fact_sheets can
cer.aspx). Fir das Jahr 2012 wurden in den USA 12.170 neue Félle von Gebarmutterhalskrebs
berichtet (http://seer.cancer.gov/statfacts/ntml/cervix.html). Besonders bei afroamerikani-
schen und hispanischen Frauen zeigte sich eine hohe Inzidenz (9,8 und 11,8 pro 100.000
Frauen im Vergleich zu 8,0 weillen Frauen der Vereinigten Staaten und 7,2 asiatisch-
amerikanischen Frauen pro 100.000 Frauen). Dabei ist die Mortalitat bei afroamerikanischen
Frauen doppelt so hoch wie unter weil3en Frauen (4,3 vs. 2,2 Todesfalle pro 100.000 Félle)
(http://seer.cancer.gov/statfacts/ntml/cervix.html; June 2013). 87% aller Todesfalle durch das
Zervixkarzinom entfallen dabei auf Frauen aus Entwicklungsléandern.
(http://globocan.iarc.fr/Pages/fact_sheets cancer.aspx). Diese Unterschiede spiegeln nicht nur
wider, dass verschiedene genetische Faktoren eine Rolle spielen, sondern weisen auch auf
einen Mangel an flachendeckenden Screening-Programmen in Entwicklungslandern, eine
hohere Exposition gegeniiber potenziellen Risikofaktoren, Unterschiede im Lebensstil und in
der Erndhrung hin (Siegel, Naishadham et al. 2012). Obwohl die Inzidenz des Zervixkarzi-
noms von 1975 bis 2008 gesunken ist, besteht immer noch der dringende Bedarf an Markern

zur Diagnostizierung von Vorstufen maligner Entartungen.

Die Bedeutung der HPV-Infektion im Zusammenhang mit dem Zervixkarzinom wurde vor
rund 35 Jahren identifiziert (Schiffman and Wentzensen 2013). Der Medizin-Nobelpreistrager
Harald zur Hausen, der durch seine Forschung am humanen Papillomavirus bekannt wurde,

beschreibt den Zusammenhang der Virusinfektion und der Entstehung von Krebs wie folgt:
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,Today it is well established that this very heterogeneous virus family harbours important
human carcinogens, causing not only the vast majority of cervical, but also a substantial pro-
portion of other anogenital and head and neck cancers. In addition, specific types have been

linked to certain cutaneous cancers.* (zur Hausen 2009).

Die sexuell Gbertragbare Infektion mit dem humanen Papillomavirus ist eine nahezu obligate
Bedingung fir die Entstehung des Zervixkarzinoms (Schiffman and Wentzensen 2013;
Zhang, He et al. 2014). Diese Behauptung konnte mittels epidemiologischer Fallstudien be-
kraftigt werden, bei denen fast 100% aller Zervixkarzinome HPV-positiv getestet wurden
(Saslow, Solomon et al. 2012). Dabei stellen die Persistenz des Virus sowie das Vorliegen

von high-risk HPV-Genotypen wichtige Parameter dar.

Gravierenden Einfluss auf die Inzidenz, Mortalitdt und Morbiditat des Zervixkarzinoms haben
seit der zweiten Halfte des 20. Jahrhunderts das zytologische Screening (Papanicolaou Test),
Krebsfriherkennungsprogramme sowie der technische Fortschritt und innovative Therapiean-
sétze genommen. Einem Riickgang der Mortalitdtsrate in den USA in den letzten Jahren steht
eine Zunahme der Detektion von prdinvasiven L&sionen gegenuber (Berman 2002). Einzigar-
tig an der Entitat des Zervixkarzinoms bleibt der uniforme, kausale Zusammenhang des Ge-
barmutterhalskrebs mit der HPV-Infektion (Schiffman and Wentzensen 2013).

Der Gebarmutterhals, die Cervix uteri, umfasst das untere Drittel des Uterus. Dabei kenn-
zeichnet die Portio vaginalis uteri den Ubergang des Gebarmutterhalses in die Vagina. Mit
dem &uBeren Gebarmuttermund im Zentrum ragt sie in die Scheide hinein. Ferner weist die
Portio vaginalis uteri eine Besonderheit auf, die zervikale Transformationszone. Diese Zone
besteht aus metaplastischem Gewebe und trennt das unverhornte Plattenepithel der Vagina
vom hochprismatischen Zylinderepithel der Endozervix. Die Lage der Grenze zwischen den
verschiedenen Epithelarten unterliegt hormonellen Einflissen. Bei jungen Madchen und
Frauen im Klimakterium liegt die Grenze im Zervikalkanal und ist von auf3en nicht sichtbar.
Bei geschlechtsreifen Frauen hingegen befindet sich die Transformationszone auf3en auf der
Portio.

Das gesamte anogenitale Epithel kann von HPV infiziert werden, aber die Transformations-
zone, die vielfachen Umbauvorgéngen unterliegt, ist besonders anfallig fur epitheliale Aty-

pien und damit fiir die Karzinogenese (Schiffman and Wentzensen 2013).

Die Stadien der Karzinogenese der Zervix umfassen die HPV-Infektion, die Persistenz des
Virus und die Invasion. Die Integration der HPV-DNA ist als eine Form der persistierenden
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Infektion anzusehen. Hierbei kann integriertes HPV langer persistieren als nicht integrierte
Formen, wie z.B. episomales HPV (Zhang, He et al. 2014). Die HPV-Integration bewirkt in
der Wirtszelle unter anderem den Verlust der Fahigkeit, die pathogenetische DNA von der
eignen zu unterscheiden und zu eliminieren. Ferner wird die infizierte Zelle zur Expression

von Onkogenen und zur Umgehung des Zelltodes befahigt (Pett and Coleman 2007).

Die Vorlauferl&sionen des Zervixkarzinoms konnen durch unterschiedliche Nomenklatur be-
schrieben werden, die auf histologischer oder zytologischer Kategorisierung basiert. Die Ein-
teilung der zervikalen intraepithelialen Neoplasien (CIN) ist histologischer Art und beurteilt
den Grad des Ersatzes der regelrechten Epithelschichtung durch mitotisch aktives Basalzel-
len-ahnliches Epithel. Die CIN-Einteilung beschreibt dabei eine stufenweise Progression von
eher kleineren L&sionen bis hin zu Krebsvorstufen. Der Grad CIN1 umfasst den zytologischen
Nachweis der HPV-Infektion (Koilozyten) und die milde Dysplasie. Mit CIN2 wird die mode-
rate Dysplasie beschrieben. Die schwere Dysplasie und das Carcinoma in situ werden unter

CIN3 zusammengefasst (Schiffman and Wentzensen 2013).

Im Verlauf der Forschung an HPV entstand ein differenzierteres Bild der Infektion der Cervix
uteri. Dabei bedeutet der Nachweis der HPV-Infektion nicht unweigerlich eine Progression
zum Zervixkarzinom. Vielfach konnte die transiente Natur der HPV-Infektion nachgewiesen
werden (Zhang, He et al. 2014). In 90% der Falle wird dabei eine spontane Regression der
akuten HPV-Infektion beobachtet. Weniger als 10% gehen nach langer Zeit in eine zu thera-
pierende Krebsvorstufe, die HSIL (High-grade Squamous Intraepithelial Lesion), oder ein
invasives Karzinom uber (Khan, Castle et al. 2005; Wentzensen and von Knebel Doeberitz
2007). Besonders bei jungen Frauen ist der natirliche Verlauf einer HPV-Infektion meist
transienter Art. Korrespondierend dazu erweist sich der histologische Nachweis der CIN1 als
schwer reproduzierbar und von unzureichender Sensitivitat. Bei der eher als Krebsvorstufe zu
bezeichnenden CIN3 beobachtet man weniger haufig spontane Regressionen als bei der
CINZ2, die als Grenzkategorie zwischen persistierender Infektion und akuter HPV-Infektion

anzusehen ist (Schiffman and Wentzensen 2013).

Innerhalb von 30 Jahren ist mit einer Wahrscheinlichkeit von 30-50% mit dem Fortschreiten
einer unbehandelten CIN3 Ldsion zu einem invasiven Karzinom zu rechnen. Allerdings redu-
ziert sich unter addaquater Behandlung die Rate der Progression auf 1% (Saslow, Solomon et
al. 2012; Wentzensen, Walker et al. 2013).



Eine weitere Nomenklatur, die LAST (Lower Anogenital Squamous Terminology) Klassifika-
tion besteht aus zwei Kategorien, der LSIL, welche die akute HPV-Infektion représentiert,
und der HSIL, welche die zu therapierenden Krebsvorstufen beschreibt. Die Einteilung erfolgt
anhand der Analyse der p16-Expression. P16 fungiert als ein Biomarker, der die Stérung des
Rb-Signalwegs durch das HPV-Virus anzeigt. Eine p16-positive CIN2 Lasion wird zusammen
mit der CIN3 zur High-grade Squamous Intraepithelial Lesion (HSIL) zusammengefasst, die
pl6-negative CIN2-L&sion zusammen mit der CIN1 nennt sich Low-grade Squamous In-
traepithelial Lesion (LISL) (Schiffman and Wentzensen 2013).

Die HPV-Infektion wird in der Regel mit molekularen Assays (DNA, RNA) detektiert
(Schiffman and Wentzensen 2013). Fiir den Ubergang in eine HSIL ist die Persistenz des Vi-
rus eine notwendige Bedingung. Als Begleitfaktoren, die bei der Persistenz und Progression
zur HSIL beobachtet werden, zdhlen der HPV-Genotyp, das individuelle Verhalten (orale
Kontrazeptiva, Rauchen, Multiparitat) und genetische Faktoren (Schiffman and Wentzensen
2013).

Persistenz
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. > >

Natural history HPY

model Mormal ] Precancer | —> Cancer
< Infektion
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Risikofaktoren Exposition Langzeitgebrauch HPV Genotyp
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Abbildung 1: Modell der Entstehung des Zervixkarzinoms unter dem Einfluss der HPV Infekti-

on (natural history model) und multiplen Risikofaktoren (Nach: Schiffman and Wentzensen 2013).

HPV16 ist als einzigartiger Genotyp anzusehen. Er zeichnet sich durch das hochste karzino-

gene Potential, das groRte Risiko fiir die Progression zur CIN3 und zum Karzinom sowie die



hdchste Assoziation zum Zervixkarzinom weltweit aus (Wentzensen, Walker et al. 2013;
Saslow, Solomon et al. 2012). HPV 16 ist dabei fur 20% aller Infektionen mit HPV, 40% aller
HSIL und 50% aller Félle von Zervixkarzinomen verantwortlich (Schiffman and Wentzensen
2013). Etablierte Risikofaktoren des Verhaltens verdoppeln das Risiko einer HSIL bei HPV-
Infektion. Zu den Kofaktoren zéhlen weiterhin chronische Entziindung der Zervix und Im-

munsuppression, wie z.B. bei HIV (Cox 1995).

Infektion, Persistenz und Invasion, die drei nattrlichen Schritte bei der Progression zum Zer-
vixkarzinom, weisen charakteristische zeitliche Haufungen auf. Die HPV-Infektion zeigt
Spitzenwerte im Jugendalter und jungen Erwachsenenalter, im Alter von 25-30 Jahren errei-
chen die HSIL Hochstwerte; das Zervixkarzinom tritt am h&ufigsten im Alter von 45-60 Jah-
ren auf (Schiffman and Wentzensen 2013). Bei genauerer Betrachtung dieser Tatsachen wird
deutlich, dass die Inzidenz der HPV-Infektion im Jugendalter zwar sehr hoch ist, ein Scree-
ning in dieser Altersgruppe jedoch nicht von Vorteil ist, denn das Risiko fir ein Zervixkarzi-
nom bei Jugendlichen ist gering (Schiffman and Wentzensen 2013). Der Beginn des zytologi-
schen Screenings wurde auf ein Alter von 21 Jahren festgelegt, ein Ende auf das Alter von 65
Jahren, da neue Infektionen selten in fortgeschrittenem Alter auftreten und die Latenz bis zur
Manifestation eines invasiven Karzinoms die Lebensspanne der Patientinnen (berschreiten
wirde (Schiffman and Wentzensen 2013).

Ferner soll die Bedeutung von Biomarkern im Zusammenhang mit der Detektion von Ent-
wicklungsstufen auf dem Weg zum Karzinom erlautert werden. Als einer der wichtigsten Bi-
omarker ist die HPV-DNA zu nennen (Schiffman and Wentzensen 2013). DNA-Tests mittels
PCR oder Hybridisierung dienen als Kernelement der Diagnostik und Pravention. Durch zu-
séatzliche Bestimmung des HPV-Genotyps kann das Risiko fir die Entwicklung einer HSIL
abgeschatzt werden. Als weitere Biomarker gelten die HPV-mRNA, pl16 sowie Marker der
Proliferation wie Ki-67 und mcm-2. Ebenso fungieren die Analyse chromosomaler Instabilitat
und des Methylierungsstatus spater HPV-Gene als Biomarker (Schiffman and Wentzensen
2013; Wentzensen and von Knebel Doeberitz 2007).

Die Schritte des Krebsfriherkennungsprogrammes umfassen das zytologische Screening,
klassischerweise den Pap-Test, die HPV-Testung, die Kolposkopie bei positivem HPV-
Befund und abnormen zytologischen Ergebnissen, Biopsien aus Essig-weif’en L&sionen und

die Therapie mittels LEEP (loop electrical excision procedure) der Transformationszone im



Falle einer HSIL (Schiffman and Wentzensen 2013; Wentzensen and von Knebel Doeberitz
2007).

CIN 11 und Carcinoma in situ kénnen ablativ und mittels Exzision therapiert werden. Bei den
meisten Frauen mit einem Zervixkarzinom friher Stadien (Stadium I, 11A) gelingt die Heilung
mittels alleiniger Operation (einfache Hysterektomie in friihen Stadien oder radikale Hyste-
rektomie inklusive pelviner Lymphknotendissektion in fortgeschrittenen Stadien) oder Radio-
therapie (Rosa, Medeiros et al. 2012).

Chirurgisch-pathologische Risikofaktoren des Zervixkarzinoms kénnen in high-, intermedia-
te- oder low-risk auf der Basis der histologischen Untersuchungen eingeteilt werden. Es wird
angenommen, dass die Gruppe der Patientinnen mit hohem Risikoprofil von einer adjuvanten
Therapie profitieren und eine Verbesserung im Hinblick auf das Uberleben besteht (Matsuo,
Mabuchi et al. 2014). Insofern kann das Vorliegen von Risikofaktoren bei Zustand nach radi-
kaler Hysterektomie die Durchfiihrung einer adjuvanten Radiatio rechtfertigen (Holtz and
Dunton 2002; Berman 2002).

Bei Prasentation im Stadium einer Bulky Disease (Stadium 1B2, I1A) wird die Radiochemo-
therapie als primére Therapie oder nach Operation im Vergleich zu alleiniger Radiotherapie
als effektiver beztiglich Uberleben und Reduktion der Rezidivrate erachtet (Rosa, Medeiros et
al. 2012).

Gemessen an der Tumorverkleinerung stellen Cisplatin-basierte Chemotherapie-Protokolle
die effektivsten aller Protokolle dar (Rosa, Medeiros et al. 2012). Die Ansprechrate auf eine
primare Behandlung eines Karzinoms in einem friihen Stadium reicht von 70-90%. Das Uber-
leben l&Rt sich durch adjuvante Therapien verbessern. Hier gilt es allerdings, die damit ein-
hergehenden Nebenwirkungen und die Toxizitat abzuwdgen (Rosa, Medeiros et al. 2012).

Mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 80% lasst sich bei Stadien mit Begrenzung des Tumors
auf die Zervix eine glnstige Prognose erzielen. Weist ein Tumor allerdings high-risk Faktoren
auf, so fallen die 5-Jahres-Uberlebensraten auf 50-70% (Matsuo, Mabuchi et al. 2014).

In der Prévention des Zervixkarzinoms stehen besonders zwei entscheidende MalRnahmen zur
Verflgung. Zum einen ist das oben genannte Screening von Bedeutung, zum anderen handelt
es sich um die Impfung von Mé&dchen im Alter zwischen 9-14 Jahren, also vor Beginn sexuel-
ler Aktivitat. Ein Zervixkarzinom im spateren Leben ist meist Folge einer HPV-Infektion im
Jugendalter. Ziel der Impfung ist deshalb, den friihen Gipfel der HPV-Infektion zu verhin-

dern. Zur Impfung stehen vor allem der bivalente Impfstoff (GSK) gegen die HPV Typen 16
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und 18 sowie der quadrivalente Impfstoff (Merck) gegen zusétzlich HPV 6 und 11 zur Verf-
gung (Saslow, Solomon et al. 2012).

Der vielleicht grofite Erfolg zur Reduktion der Inzidenz des Zervixkarzinoms koénnte aller-
dings dadurch erzielt werden, dass der Zugang zu Screening-Programmen all jenen Frauen
ermdoglicht wird, die derzeit an keinem Krebsvorsorgeprogramm teilnehmen kénnen oder dies
nur in unregelméBigen Abstanden tun (Saslow, Solomon et al. 2012). Auch die Aufnahme des
HPV-Tests in das Screening-Programm konnte die Inzidenz des Zervixkarzinoms senken, da
dieser bei negativem Testergebnis grofRere Sicherheit bietet als die Zytologie (Saslow,
Solomon et al. 2012).

1.2.2 Ovarialkarzinom

Mit 238.719 neuen Fallen und 151.917 Todesféllen pro Jahr ist das Ovarialkarzinom nach
dem Zervixkarzinom die zweit-hdufigste Todesursache unter Malignomen des weiblichen
Genitalsystems (http://globocan.iarc.fr/Pages/fact_sheets_population.aspx). Die Inzidenz des
Ovarialkarzinoms steigt proportional mit dem Alter. Dabei manifestiert sich das epitheliale
Ovarialkarzinom bei den meisten Patientinnen in einem Alter zwischen 60-64 Jahren, wah-
rend Keimzelltumoren der flihrende histologische Subtyp bei Frauen unter 20 Jahren sind. Da
das Ovarialkarzinom mit unspezifischen Symptomen assoziiert ist, weisen 60% der Patientin-
nen bei Erstdiagnose bereits Metastasen auf, was einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 27,3%
entspricht (http://seer.cancer.gov/statfacts/html/ovary.html). Nur ca. 25% der epithelialen

Ovarialkarzinome werden in einem frihen Stadium diagnostiziert.

Die Entwicklung des Ovarialkarzinoms ist Gegenstand vieler Publikationen und konnte bis
heute noch nicht eindeutig geklart werden. Es lasst sich jedoch festhalten, dass das Ovarial-
karzinom der Gruppe der chronischen Erkrankungen zugerechnet werden kann. Auch nach
uber 10 Jahren eines kontrollierten, stabilen Stadiums kdnnen Rezidive innerhalb kurzer Zeit
auftreten. Bei lokal fortgeschrittenen Karzinomen gelten die ersten zwei Jahre nach Diagnose-
stellung als die kritische Zeitspanne, welche die Prognose beziiglich des Uberlebens und

krankheitsfreien Uberlebens beeinflusst (Vargas 2014).

In Anlehnung an die ,,Incessant ovulation theory* wurde die Hypothese aufgestellt, dass die
Karzinogenese des Ovarialkarzinoms durch vermehrte Wundheilung und Entziindung im Zu-

ge der Ovulation entsteht (Ness and Cottreau 1999). Diese Hypothese zahlt somit zu dem tra-
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ditionellen Modell zur Erklarung der Karzinogenese des Ovarialkarzinoms und sieht das Ovar
im Fokus der Karzinomentstehung. Neuere Studien gehen davon aus, dass es mehrere Orte
der Krebs-Initiierung auch auBerhalb des Ovars geben muss. Es wurde gezeigt, dass das sero-
se high-grade Ovarialkarzinom von den sekretorischen Zellen der Tuba uterina ausgeht und
man definierte das ,,serous tubal intraepithelial carcinoma® als Vorlaufer-Lasion des high-
grade serdsen Ovarialkarzinoms (Feranec and Moukova 2013; Perets, Wyant et al. 2013; Cho
and Shih le 2009).

Im Falle des Ovarialkarzinoms sieht man sich vor allem mit drei Problemen konfrontiert: Das
ist zum einen die spate Diagnosestellung, die auf eine unspezifische und vage Symptomatik
des Ovarialkarzinoms zuriickgefthrt werden kann. Zum anderen ist es die hohe Rate an Re-
zidiven, wobei sich der Tumor bei Wiederauftreten nicht selten als Chemotherapie-resistent
erweist (Cho 2009). Als drittes Problem sei das Fehlen von geeigneten Screening Verfahren

zu betonen, die zur Detektion von friihen Stadien des Ovarialkarzinoms beitragen kénnen.

Derzeit existiert kein generelles Screening beziiglich des Ovarialkarzinoms. Studien zu der
Frage nach der Bedeutung eines Screenings mit transvaginalem Ultraschall und CA 125 Be-
stimmung wie das Prostate, Lung, Colorectal and Ovarian (PLCO) Cancer Screening Trial
konnten keinen eindeutigen Einfluss auf die Mortalitat des Ovarialkarzinoms feststellen. Dar-
uber hinaus befand sich die Mehrheit der durch das Screening detektierten Karzinome (80%)
bereits im Stadium I11 oder dartiber (Partridge, Greenlee et al. 2009).

1990 wurde von Jacobs ein Score entwickelt, um das Risiko fur Malignitat bei VVorhandensein
eines ovariellen Tumors einzuschatzen. Dieser Score, der Risk of Malignancy Index for Ova-
rian Tumor (RMI), stellt ein geeignetes Mittel zur Abschatzung der Dignitét vor einer geplan-
ten Operation dar (Tingulstad, Hagen et al. 1999). Der RMI | und die Uberarbeiteten Formen,
der RMI Il und RMI 111, stiitzen sich auf die Ergebnisse der CA 125 Untersuchung sowie der
Ultraschalluntersuchung. Ferner flieBt in den Index ein, ob eine Frau pra- oder post-
menopausal ist. Dabei gilt es zu beachten, dass die Pravalenz falsch positiver CA 125 Kon-
zentrationen bei pramenopausalen Frauen hoher ist als bei postmenopausalen Frauen. Deshalb
muss der menopausale Status in die Berechnung des Risikos miteinflieRen (Jacobs, Oram et
al. 1990).

Die Mutation des Tumorsuppressorgens BRCA1 auf Chromosom 17 oder BRCA2 auf Chro-
mosom 13 ist als eine beispielhafte Veranderung bei hereditaren Tumoren anzusehen (Vargas
2014). Bei einer BRCAL Mutation betrégt das Risiko fur die Entwicklung eines Ovarialkarzi-
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noms 36-46%, bei Tragern einer BRCA2 Mutation liegt es bei 10-27%. Daher ist bei diesen
Risikopatientinnen eine ,,risk-reducing salpingo-oophorectomy*“ (RRSO) angeraten, sobald
ein Kinderwunsch abgeschlossen ist (Rebbeck, Kauff et al. 2009).

Ungefahr 10% aller Ovarialkarzinome sind auf genetische Faktoren zuriickzufuhren (Burges
and Schmalfeldt 2011). Als hereditére Risikofaktoren sind neben der BRCAL und BRCA2
Keimbahnmutation aufRerdem das Li-Fraumeni-Syndrom und das Lynch-Syndrom zu nennen
(Vargas 2014). Als weitere Risikofaktoren gelten das Alter und der menopausale Status, die
Familienanamnese, ein hoher soziokonomischer Status, Nulliparitét, Infertilitat, spates Ein-
treten der Menopause, das Stein-Leventhal-Syndrom, Hormonersatztherapie, Rauchen, weilRe
Hautfarbe und Adipositas (Vargas 2014). Als protektive Faktoren haben sich das VVorhanden-
sein von mehr als einer Schwangerschaft, der Gebrauch oraler Kontrazeptiva und Stillen etab-
liert (Roett and Evans 2009; La Vecchia 2001; La Vecchia and Franceschi 1999).

Die Symptomatik des Ovarialkarzinoms beginnt meist mit einer Zunahme des Bauchumfangs,
begleitet von vagen Symptomen, die hdufig die Diagnostik in Richtung gastrointestinaler Be-
schwerden wie Ulcera, Kolitiden oder Gallenblasenerkrankungen lenken. In diesem Zusam-
menhang auftretende Fehldiagnosen kdnnen dazu beitragen, dass die betroffenen Frauen zu
79% erst in fortgeschrittenen Stadien, die mit einer schlechten Prognose einhergehen, diag-
nostiziert werden (Vargas 2014). Je nach befallenem Organ entstehen ferner Unterleib-
schmerzen, Obstipation und Diarrhoe, eventuell auch vaginale Blutungen. Im Verlauf nimmt
der Bauchumfang weiter zu, es kommt zu Aszites und in Folge der Beeintrachtigung der Ent-
faltung der Lungen zu Dyspnoe. Aufgrund des Aszites bleibt das Gewicht stabil oder es kann

eine Gewichtszunahme festgestellt werden (Burges and Schmalfeldt 2011; Vargas 2014).

Als prognostische Faktoren mit Einfluss auf das Uberleben gelten bei malignen Ovarialtumo-
ren das Alter und der menopausale Status, die TumorgrolRe, das Tumorstadium, das Tumor-
Grading, der histologische Subtyp, charakteristische Zeichen des Tumors in der Bildgebung,
das Vorhandensein von Symptomen, Werte der Tumormarkermessung (CA 125, CA 19-9)
und der einseitige oder beidseitige Befall. Ferner z&hlen die Menge an Aszites und die GroRe
eines Residualtumors nach Operation zu den prognostischen Faktoren (Burges and
Schmalfeldt 2011; Vargas 2014).

An erster Stelle der diagnostischen Kaskade stehen die Anamnese, insbesondere beziiglich der
Risikofaktoren, und die korperliche Untersuchung einschlie3lich digital-rektaler und vaginaler
Tastung (Vargas 2014). Des Weiteren werden Laborbefunde bestimmt sowie bei Verdacht auf

12



einen malignen Ovarialtumor der Tumormarker CA 125. Unter allen bildgebenden Verfahren
bei der Staging Untersuchung ist der transvaginale Ultraschall im Hinblick auf die Beurtei-
lung, ob es sich um benigne oder maligne Lasionen handelt, als das sinnvollste Verfahren
anzusehen (Burges and Schmalfeldt 2011). In Ergdnzung mittels Farbdoppler kann eine Sensi-
tivitat von 93,5% und eine Spezifitat von 91,5% erreicht werden. Die Serumspiegel von CA
125 kénnen sowohl bei anderen malignen Tumoren wie Mamma-, Pankreas- und Kolonkarzi-
nom als auch bei benignen Konditionen wie Endometriose oder Pelvic inflammatory disease,
Hepatitis und Schwangerschaft erhohte Werte zeigen. Ferner werden die Serumwerte des CA
125 nur in 50% aller early stage Ovarialkarzinome erhoht gemessen (Dodge, Covens et al.
2012). AuRerdem ist die Bestimmung von CA 125 bei pramenopausalen Frauen nur begrenzt
von Nutzen, da die Inzidenz maligner ovarieller Raumforderungen gegeniiber benignen in
dieser Altersgruppe geringer ist. Daher wird bei Vorliegen einer malignitatsverdéchtigen
Raumforderung am Ovar die alleinige Bestimmung von CA 125 zur Unterscheidung benigne-

maligne nicht empfohlen (Dodge, Covens et al. 2012).

Derzeit existiert keine diagnostische, nicht invasive Methode, die das chirurgische Staging des
Ovarialkarzinoms ersetzen und eine verlassliche VVorhersage beziglich der Operabilitdt ma-
chen kénnte (Burges and Schmalfeldt 2011). Ein ausgedehntes operatives Staging mit Lym-
phadenektomie wird fur Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom friiher Stadien empfohlen.
Dieses Vorgehen zeigte einen statistisch signifikanten Vorteil in den 5-Jahres-
Uberlebensraten und dem krankheitsfreien Uberleben (Dodge, Covens et al. 2012). Im An-
schluss an das Staging erfolgt standardmalig eine first line Therapie, die aus einem chirurgi-
schen Debulking und anschlieBender systemischer Chemotherapie besteht. Das Chemothera-
pieprotokoll ist zum einen Platin-basiert (Carboplatin oder Cisplatin), zum anderen enthalt es
Taxane (Paclitaxel oder Docetaxel) (Cho 2009).

Histopathologisch kdnnen die malignen Ovarialtumoren ihren Ursprung vom Epithel, von den
Keimzellen sowie vom gonadalen Stroma nehmen. Die epithelialen Tumoren machen 45%
aller malignen Neoplasien am Ovar aus und setzen sich aus serfsen, muzindsen, endometrioi-
den, undifferenzierten, klarzelligen Karzinomen und dem Brenner Tumor zusammen. Darun-
ter zeigen die klarzelligen Karzinome die schlechtesten Uberlebensraten (Vargas 2014). Als
Tumormarker sei hier vor allem der unspezifische Marker CA 125 genannt. In muzindsen
Tumoren beobachtet man vor allem einen Anstieg des Tumormarkers CA 19-9 (Vargas 2014).
Ferner hat die Untersuchung von WT1 seine Berechtigung, da es einen relativ spezifischen

Marker fiir einen serésen Phanotyp darstellt (McCluggage 2011).
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Wie auch andere Tumorarten entsteht das Ovarialkarzinom in Folge eines Mehrstufenprozes-
ses, bei dem klonale Selektion auf Zellen mit somatischen Mutationen und veranderter Gen-
expression einwirkt (Cho 2009). Ein einheitlicher Mehrstufenprozess der Karzinogenese
konnte bei dem sporadischen Ovarialkarzinom nicht beschrieben werden. Es ist somit davon
auszugehen, dass jeder Tumor-Subtyp durch sein eigenes molekulares Muster charakterisiert
wird (Dietl 2014). Im Bestreben um eine Klassifikation aller malignen ovariellen Tumoren
mit Ursprung vom Oberflachenepithel wurde eine Einteilung in Typ | und Typ Il anhand von
morphologischen und molekularen Merkmalen vorgenommen. Durch die Kenntnis Gber die
héaufigsten den Typ | oder Typ Il Tumoren zugrunde liegenden Mutationen ergibt sich die
Mdglichkeit, gezielte Therapiestrategien zu entwickeln (Lee, Kang et al. 2008; Cho and Shih
le 2009).

1.3 Karzinogenese

“...understanding how the parts relate to each other is a precondition to understanding pro-

cess and understanding process is the precursor of uncovering principles. ”

Zoologe und Wissenschaftsautor Sir Paul Patrick Gordon Bateson, 2006. Biol. Phi-
los.21 553-558 (Sonnenschein and Soto 2013).

Karzinogenese beschreibt den Prozess der Tumorentstehung, der Gegenstand lebhafter Dis-
kussionen ist und dessen zugrunde liegende Frage ,,Welches sind die Markenzeichen von
Krebs* selbst mit den neusten technischen Errungenschaften bis heute nicht vollstandig be-
antwortet werden kann. Wie Bateson in seinem Zitat beschreibt, beinhaltet das Herangehen an
derartig komplexe Fragestellungen zuerst das Verstandnis daflr, wie einzelne Teile zusam-
menwirken und zusammenhéngen, was eine Voraussetzung fur das Verstandnis eines Prozes-
ses ist, der zum Aufdecken und Verstandnis von Prinzipien fihrt. Deshalb soll hier tiber die
Grundlagen der Krebsentstehung berichtet werden, damit die Rolle des untersuchten Faktors
LDOC1 in diesem Kontext anschaulich gemacht werden kann. In The Hallmarks of cancer
(Hanahan and Weinberg 2000), einem vielfach zitierten, sog. ,,Meilensteinartikel*, werden
einem mechanistischen Verstandnis der Krebsentstehung zufolge acht Veranderungen postu-
liert, die fur die Entstehung von Krebs in generell jeder Tumorart verantwortlich gemacht

werden konnen und ihren Ursprung in genetischen Veranderungen haben.
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Diese Veranderungen sind:
1. Die ausreichende Versorgung der Zellen mit Wachstumsfaktoren

2. Wachstumsinhibierenden Faktoren zu entgehen

3. Die Vermeidung des programmierten Zelltodes (Apoptose)

4. Das Potential zur unlimitierten Replikation

5. Das Aufrechterhalten der Angiogenese

6. Die Gewebsinvasion und Metastasierung
2011 wurden in einer zweiten Auflage Hallmarks of cancer: the next generation (Hanahan
and Weinberg 2011) den bereits sechs anerkannten Hallmarks zwei weitere hinzugefigt:

7. Die Reprogrammierung des Energie-Metabolismus

8. Das Vermeiden einer Zerstérung durch das Immunsystem.
In der vorliegenden Arbeit wurde das Protein LDOCL1 (leukin zipper downregulated in
cancer) untersucht, das tumorsuppressorartige Eigenschaften zeigt. Nach den oben beschrie-
benen The Hallmarks of Cancer kann die Ausschaltung eines Tumorsuppressorgens einen von
vielen Schritten im Prozess der Entstehung von Krebs bedeuten.

1.4 Leucine zipper downregulated in cancer 1 (LDOC1)

1999 wurde das Gen LDOC1 durch Nagasaki et al. identifiziert (Nagasaki, Manabe et al.
1999). Mittels differentieller RNA-Darstellung konnte gezeigt werden, dass die Genexpressi-
on von LDOCL1 in Pankreas- und Magenkarzinomzelllinien gegenliber normalem Gewebe
herabgesetzt war. Die genaue Funktion dieses neu entdeckten Gens blieb zu diesem Zeitpunkt
noch ungewiss. Auch heute existieren auffallenderweise nur wenige Studien tber LDOC1 und
seine spezielle Funktion.

Das LDOC1-Gen ist in der chromosomalen Xg27 Region lokalisiert, die verschiedene seg-
mentale Duplikationen und die Tendenz zu genomischer Instabilitat und Rekombination ein-
schlieBlich Gendeletion, Genduplikation und Inversion aufweist. Bei dem Genprodukt
LDOC1 handelt es sich um einen besonders kleinen Transkriptionsfaktor aus nur 146 Amino-
sduren (17kDa). Er enthélt ein leucine zipper DNA-Bindungsmotiv sowie eine Prolin-reiche
Region (Nagasaki, Manabe et al. 1999). Diese umfasst auBerdem eine SH3-bindende Konsen-
sussequenz und C-terminal eine saure Region. Da sowohl das leucine zipper- als auch das

SH3-bindende Motiv die Protein-Interaktion steuern, wird von LDOC1 angenommen, dass es
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die Transkription durch Homo- oder Heterodimerisation reguliert (Duzkale, Schweighofer et
al. 2011).

Mit leucine zipper wird eine bestimmte Struktur von Proteinen beschrieben, bei denen sich in
einem Abschnitt mit o-helikaler Struktur regelmaRig Leucin-Reste befinden. Alle Leucine
sowie ihre hydrophoben Reste weisen in die gleiche Richtung, was das charakteristische Bild
dieser Struktur ausmacht. Die leucin zipper Domane fungiert auBerdem als Dimerisierungs-
doméne, denn bei Aufeinandertreffen und Verzahnung zweier leucin zipper Einheiten entste-
hen Wechselwirkungen, sodass sich Homo- und Heterodimere bilden kdnnen. Eine weitere
Besonderheit der leucin zipper Motive ist ihre DNA-Bindungsdoméne, die durch die Wech-
selwirkung basischer Aminoséuren wie Arginin und Lysin im Protein mit den Basen der DNA
entsteht. Ebenfalls kann den leucin zipper Dimeren die Eigenschaft von Transkriptionsfakto-
ren zugeschrieben werden. Bilden die Dimerisierungsdoménen einen festen Zusammenhalt
zwischen zwei leucin zipper Proteinen, bleiben die DNA-Bindedoménen frei fur die Interakti-
on mit der zu transkribierenden Region der DNA. Durch die Ubertragung von Phosphatgrup-
pen auf Aminosauren des Transkriptionsfaktors besitzt das leucin zipper Motiv die Féahigkeit,

die Transkription zu steuern. Dies geschieht mittels der Transaktivierungsdomane.

Die Untersuchung der LDOC1-mRNA Expression in vielen verschiedenen Gewebetypen
fiihrte zu dem Ergebnis, dass LDOC1 in normalem Gewebe exprimiert wird. In Tumorzellli-
nien zeigte sich eine LDOC1 Expression im Mammakarzinom, jedoch kaum in Pankreas-
oder Magenkarzinomzelllinien. Aufgrund dieser Tatsachen schlussfolgerten Nagasaki et al.,
dass es sich bei LDOC1 um ein Tumorsuppressorgen handele (Nagasaki, Manabe et al. 1999;
Duzkale, Schweighofer et al. 2011).

Die spezifische Funktion von LDOC1 ist allerdings immer noch unbekannt. Inoue et al. konn-
ten jedoch nachweisen, dass die Uberexpression von LDOC1 zu Veranderungen fiihrte, die
als charakteristisch fur die friihe Phase der Apoptose gelten. Der Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials gilt dabei als auslésend flr den Prozess der Apoptose, der sowohl Caspa-
se-3-abhéngig als auch -unabhéngig ablauft. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass durch die
Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor MZF-1 die Apoptose-anstofiende Aktivitdt von
LDOCL1 verstéarkt wurde (Inoue, Takahashi et al. 2005).

Herunterregulation und differentielle Expression von LDOC1 wurden ebenfalls in Gewebe-

proben vom Osophaguskarzinom und verschiedenen Formen der Leukamie nachgewiesen. Im
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Plattenepithelkarzinom der Mundhohle konnte die epigenetische Regulation von LDOC1

durch Promotormethylierung gezeigt werden (Lee, Wong et al. 2013).

In der vorliegenden Arbeit wurden die LDOC1 Expression und Regulation erstmals an Zer-

vix- und Ovarialkarzinomzelllinien untersucht.

1.5 DNA-Methylierung

Die DNA-Methylierung ist neben der Histonmodifizierung als eine der wichtigsten epigeneti-
schen Modifizierungsmechanismen im Genom héherer Eukaryoten zu erachten (Bogdanovic
and Veenstra 2009). Post-synthetische Modifizierung der DNA durch Methylierung ist in vie-
len Organismen zu beobachten, von Prokaryoten bis hin zu den S&ugetieren (Pradhan, Bacolla
et al. 1999; Clouaire and Stancheva 2008).

Bei der DNA-Methylierung handelt es sich um eine kovalente Modifikation, die durch DNA-
Methyltransferasen katalysiert wird. Die Methyl-Transfer-Reaktion erfolgt zuerst durch un-
spezifische Bindung des Enzyms an die DNA, die Erkennung des spezifischen Ziels auf der
DNA und die Rekrutierung eines Methylgruppendonators, S-Adenosylmethionin (AdoMet)1,
zur aktiven Stelle des Enzyms. DNA (cytosine-5) Methyltransferasen (m5C MTase) verkniip-
fen dann (ber eine kovalente Bindung eine Methylgruppe mit dem Kohlenstoff 5 des Ziel-
Cytosins (Pradhan, Bacolla et al. 1999).
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Abbildung 2: Umwandlung von Cytosin zu 5-Methylcytosin. Die DNA-Methyltransferase tbertrégt
eine CH3-Gruppe von dem Methylgruppendonator S-Adenosylmethionin (SAM) auf Cytosin. Als Re-
aktionsprodukte entstehen S-Adenosylhomocystein (SAH) und 5-Methylcytosin.

Im Genom der Vertebraten findet die Verknlpfung einer Methylgruppe mit dem Cytosin aus-
schlielich an solchen Cytosinbasen statt, die sich innerhalb eines CG-Dinukleotids befinden.
Ungeféahr 60-90% dieser CG-Dinukleotide sind modifiziert. Ausnahmen bilden CpG-Inseln.
Das sind CpG-reiche Sequenzen, die vielfach in Promotorregionen vorkommen und im All-
gemeinen nicht methyliert sind, auch wenn das ihnen assoziierte Gen nicht transkribiert wird
(Antequera, Boyes et al. 1990; Bogdanovic and Veenstra 2009). 70% aller Promotoren in
Saugetieren sind in die nicht methylierten CpG-Inseln eingebettet (Clouaire and Stancheva
2008). Die Faktoren, welche die CpG-Inseln vor der Verknipfung mit einer Methylgruppe
durch die DNMTs bewahren, sind derzeit nicht bekannt (Clouaire and Stancheva 2008).
Wahrend der Entwicklung wird eine kleine, aber signifikante Anzahl von CpG-Inseln methyl-
iert, was dann mit stabiler Ausschaltung des Promotors assoziiert ist. Der Zustand des Chro-
matins konnte dabei der Ausloser zur DNA-Methylierung sein (Bird 2002). Die ATP-
abhangige Modellierung von Nukleosomen wurde unter anderem als ursachlich fir die

,»silence-related de novo methylation identifiziert (Ren 2015).

Es liegen verschiedene Hinweise vor, dass die DNA-Methylierung nicht etwa dem Zweck
dient, aktive Promotoren auszuschalten, sondern auf solche Gene wirkt, die bereits nicht mehr
transkribiert werden. Als Bespiel sei die Inaktivierung des X-Chromosoms im Saugetier-
Embryo angefiihrt. Am X-Chromosom betrifft die Methylierung solche Gene, die bereits

durch andere Mechanismen ausgeschaltet worden sind. Eine mdgliche Interpretation dieser
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Beobachtung ware, dass die fehlende Transkription selbst Anstol? zur Methylierung gibt (Bird
2002).

Ein korrekt gesteuerter DNA-Methylierungsstatus ist als VVoraussetzung fir die normale Ent-
wicklung anzusehen und spielt eine Rolle in vielfaltigen Prozessen wie Genregulation, DNA-
Replikation, Entwicklung des Embryos, Imprinting, X-Chromosom-Inaktivierung, Suppressi-
on repetitiver Genelemente, Karzinogenese und genetischen Krankheiten (Bogdanovic and
Veenstra 2009).

Zu methylierter DNA werden Methyl-CpG binding domain proteins (MBDs) und verschiede-
ne Methyl-CpG binding zinc-finger proteins rekrutiert. Von diesen Proteinen wird angenom-
men, dass sie mit Histon-Deacetylase-Aktivitat assoziiert sind und eine Stilllegung des Chro-
matins bewirken (Bogdanovic and Veenstra 2009).

Das Genom der Vertebraten weist eine ausgepragte Methylierung auf, die tUber das gesamte
Genom verteilt ist und wegen dieses Musters als globale Methylierung bezeichnet werden
kann (Bird 2002). Pilze wie Neurospora crassa und auch Pflanzen weisen methyliertes Cyto-
sin aulRerhalb von CpG-Inseln auf. Spezies wie Hefe und viele Invertebraten, darunter der
Nematode C. elegans und die Fliege D. melanogaster, enthalten entweder gar keine oder
kaum detektierbare Mengen methylierten Cytosins, das mosaikartig und abwechselnd mit
unmethylierter DNA im Genom verteilt ist (Bird 2002; Bogdanovic and Veenstra 2009;
Clouaire and Stancheva 2008).

Die DNA-Methylierung bei Vertebraten erfolgt durch drei Mitglieder der Familie der DNA-
Methyltransferasen (DNMT): DNMT1, DNMT3a und DNMT3b. DNMT3a und DNMT3b
gehdren zu den de novo Methyltransferasen, die zuvor nicht methylierte CpG-Sequenzen mo-
difizieren. DNMT1 hingegen fungiert als eine Maintenance Methyltransferase, die den bei der
Replikation neu gebildeten DNA-Strang an den am Original vormarkierten Stellen methyliert

(Clouaire and Stancheva 2008; Bogdanovic and Veenstra 2009).

Waéhrend das Methylierungsmuster in somatischen Zellen gleichbleibend und vererbbar ist,
erweist es sich im Verlauf der Ontogenese als dynamisch. Eine globale Umwandlung der
DNA-Methylierung geschieht zum einen wahrend der Gametogenese, wenn auch das Imprin-
ting zurlckgesetzt wird, zum anderen wéhrend der Prdimplantation. Dabei ist der Zyklus der
frihen embryonalen Demethylierung mit anschlielender de novo Methylierung als ein wich-

tiger Schritt bei der Festlegung des DNA-Methylierungsmusters anzusehen (Bird 2002).
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Es sind zwei verschiedene Mechanismen beschrieben, mit denen die DNA-Methylierung die
Genexpression reprimiert. Zum einen handelt es sich um einen direkten Mechanismus, bei
dem die Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren durch die modifizierte DNA gestort wer-
den (Bogdanovic and Veenstra 2009; Bird 2002). So kann zum Beispiel eine methylierte
Zielsequenz die Bindung der Transkriptionsfaktoren wie E2F oder CREB behindern und so-
mit die Aktivierung der Transkription verhindern. Viele Gene, die bei der Kontrolle des Zell-
zyklus und der Zellproliferation eine Rolle spielen, werden durch Mitglieder der E2F Familie
reguliert. Da methylierte CpG-Dinukleotide die E2F Funktionen beeinflussen, kann dieser
Mechanismus zur Entstehung und Progression von Tumoren fiihren (Campanero, Armstrong
et al. 2000). Der zweite, kompliziertere Mechanismus wird durch die Rekrutierung von Me-
thyl-CpG binding proteins, die mit verschiedenen Modifikatoren der Chromatinstruktur asso-
ziiert sind und somit eine reprimierte Chromatinumgebung schaffen, charakterisiert. Diese
MBD lesen und interpretieren die epigenetischen Signale und liefern die Verbindung zwi-
schen DNA-Methylierung und Chromatinstruktur. Weiterhin wurde gezeigt, dass das Methyl-
CpG binding protein 2 (MeCP 2) mit Histon-Methylierung assoziiert ist und diese bahnt. His-
ton-Methylierung ist ein Schliisselmechanismus in der epigenetischen Modifikation und fihrt
zur Stilllegung von Genen. Daraus ergibt sich eine direkte Verbindung der Enzyme, die flr
die DNA-Methylierung verantwortlich sind und eben solchen fiir die Histon-Methylierung.
Diese beiden bedeutenden epigenetischen Modifizierungsmechanismen fiihren somit im Zu-
sammenspiel durch einen sich selbst verstarkenden VVorgang zu einer reprimierten Chromatin-
struktur (Fuks, Hurd et al. 2003). Methylierte DNA in Chromatinstruktur bindet den Repres-
sor MeCP 2, der sich zu einem Komplex mit Sin3 und Histondeacetylasen assembliert. Die
durch MeCP 2 und methylierte DNA verursachte Ausschaltung der Genexpression kann durch
Inhibition der Histondeacetylase aufgehoben werden, was auf einen kausalen Zusammenhang
zwischen Ausschaltung durch DNA-Methylierung und der Chromatinstruktur hinweist (Jones,
Veenstra et al. 1998).

MBD Proteine beeinflussen nicht nur die normale Entwicklung, sondern auch die Pathophysi-
ologie mit vielfaltigen Mechanismen (Bogdanovic and Veenstra 2009). Mutationen in der
MBD-Familie, speziell des Methyl-CpG binding protein 2 (MeCP2), sind als ursachlich fir
die Entstehung des Rett-Syndroms anzusehen. Des Weiteren zeigen auch andere Proteine der
MBD-Familie eine Bindung an anomal hypermethylierte Promotoren in verschiedenen
menschlichen Krebszelllinien (Bogdanovic and Veenstra 2009).
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Epigenetische Veranderungen in Tumorzellen

Die Eigenschaften einer Zelle werden durch ihre einzelnen Proteine gebildet, die das Ergebnis
spezifischer Muster der Genexpression sind. DNA-bindende Transkriptionsfaktoren fuhren zu
gezielter transkriptionaler Aktivierung oder Repression von Genen, indem sie die Basense-
quenz der DNA im Promotor erkennen. Somit sind die Transkriptionsfaktoren als wichtige
Determinanten des Genexpressions-Musters zu bezeichnen (Bird 2002). Die genomische Se-
quenz einer differenzierten Zelle wird in den meisten Féallen als identisch zu der Sequenz der
Zygote erachtet. Die Merkmale der Entwicklungsgeschichte kénnen nicht nur durch somati-
sche Mutationen, sondern auch durch weniger endgultige Mechanismen hervorgerufen wer-
den. Diese Mechanismen fallen unter den Oberbegriff der Epigenetik. Eine Definition der
Epigenetik gibt V.E.A. Russo 1996: ,,The study of mitotically and/or meiotically heritable
changes in gene function that cannot be explained by changes in the DNA sequence.” (Bird
2002).

Die Epigenetik ist also als Veranderung der Genfunktion zu verstehen, die nicht durch Veran-

derungen in der DNA-Sequenz zu erkléren ist.

Hochgradige Verdnderungen des Methylierungsmusters und der Chromatinstruktur finden
sich haufig in Karzinomen (Jones and Baylin 2002). Dazu zéhlen der genomweite Verlust und
regionaler Zugewinn von DNA-Methylierung. Die Erkenntnisse dariber, welchen Einfluss die
Chromatinstruktur auf die Gentranskription ausiibt, verdeutlichen die Bedeutung der Epigene-
tik als Mechanismus in der Initiierung und Progression von Tumoren. Dass die Epigenetik
einen entscheidenden und bereits gut etablierten Beitrag zur Karzinomentstehung liefert, wird
auch daran deutlich, dass karzinogene Stoffe in Zellen epigenetische Veranderungen hervor-
rufen kdnnen - unabhédngig von strukturellen Aberrationen an der DNA (Duenas-Gonzalez,
Lizano et al. 2005). Damit wird die klassische Ansicht von genetischen Veranderungen wie
Mutationen von Tumorsuppressorgenen und Onkogenen als alleinige Erklarung fur die Karzi-

nogenese insuffizient (Berdasco and Esteller 2010).

Ein anomaler Methylierungsstatus, in Form von Hyper- oder Hypomethylierung, ist entschei-
dend fir die Karzinogenese, das Ausmal ihres Einflusses auf die Krebsentstehung ist aller-
dings noch unzureichend geklart (Duenas-Gonzalez, Lizano et al. 2005). Chromosomale In-
stabilitat wird in diesem Zusammenhang mit globaler Hypomethylierung assoziiert, wohinge-
gen die Inaktivierung von Genen in den Kontext von Hypermethylierung der CpG-Inseln in
den Promotoren gestellt wird. CpG-Inseln befinden sich h&ufig in den Promotorregionen hu-
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maner Gene und diese regulatorischen Elemente sind normalerweise nicht methyliert. Im
Karzinom jedoch findet man die CpG-Inseln in den Promotorregionen von Tumorsuppressor-
genen meist methyliert vor. Zellulare Signalwege, die durch CpG-Hypermethylierung betrof-
fen sind, beinhalten den Zellzyklus, die Apoptose, die Zelladhasion, die DNA-Reparatur so-

wie den Tumormetabolismus (Lopez-Serra and Esteller 2008).

Betroffen sind Tumorsuppressorgene wie p16, RB, hMLH1, BRCA1 (Ahuja and Issa 2000).
CpG-Hypermethylierung von Tumorsuppressorgenen im Karzinom ist eine haufige und etab-
lierte Tatsache, sodass Tumoren nach ihrem Methylierungsprofil eingeteilt werden kdnnen.
Beispielhaft sei hier die Hypermethylierung von BRCAL CpG-Inseln im Mamma- und Ovari-
alkarzinom zu nennen, ferner die Promotorhypermethylierung von hMLH1 im Kolon-, Ma-
gen- und Endometriumkarzinom (Lopez-Serra and Esteller 2008).

Im Zusammenhang mit der DNA-Hypermethylierung zeigt sich eine Fehlregulation der Tran-
skription durch Bindung von MBD Proteinen an aberrant methylierte DNA. Die Besetzung
von hypermethylierten Promotoren von Tumorsuppressorgenen mit MBD Proteinen konnte in
vielen humanen Krebszelllinien nachgewiesen werden und zeigte eine Korrelation mit der
Ausschaltung der entsprechenden Gene (Lopez-Serra and Esteller 2008). Dabei scheint der
Typ des MBD Proteins sowohl tumor- als auch genspezifisch zu sein. Ferner fanden sich ab-
norm hohe Werte von MBD Proteinen in Karzinomzellen. Polymorphismen in der Sequenz
von MBD Proteinen zeigten in einigen Féllen eine Assoziation zu erhohtem oder erniedrigtem
Krebsrisiko (Lopez-Serra and Esteller 2008).

Ahuja und Issa &uRern in ihrem Artikel Aging, Methylation and cancer aus dem Jahr 2000 den
Verdacht, dass Veranderungen im Methylierungsmuster in normalen Zellen als ein Resultat
des Alterungsprozesses auftreten, aber wéahrend der Karzinogenese weiter fortschreiten kon-
nen. Die altersbezogene Methylierung erweist sich als eine der friihesten Veranderungen, die
mit dem Risiko flr die Entwicklung einer Neoplasie einhergehen. Im Kolonkarzinom wurde
das Muster der alters-assoziierten Methylierung an verschiedenen Genen wie ER, IGF2, N33
und MyoD nachgewiesen. Eine Progression des Methylierungsgrades fand sich beim Adenom
und bei der Neoplasie. Da alters-assoziierte Methylierung in 50% aller hypermethylierten
Gene im Kolonkarzinom gefunden werden konnte, liegt die Vermutung nahe, dass viele Kar-

zinome als eine Folge eines Alterungsprozesses auftreten (Ahuja and Issa 2000).
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1.6 LDOC1-Promotor

Auffallig bei der Betrachtung der CpG-Inseln ist deren Zusammentreffen mit den Promotor-

regionen von Genen.

Die Promotoren der Saugetiere konnen abhédngig von Basenzusammensetzung und DNA-
Methylierung in zwei Kategorien eingeteilt werden. Schatzungsweise weist die Hélfte aller
Promotoren einen C+G-Inhalt und ein Methylierungsmuster auf, das kaum von dem GrofRteil
der DNA zu unterscheiden ist (Cuadrado, Sacristan et al. 2001). Die andere Halfte der Promo-
toren steht im Zusammenhang mit CpG-Inseln. Diese sind Regionen frei von DNA-
Methylierung und mit einem hoheren C+G-Anteil als durchschnittlich im Genom anzutreffen
ist (Cuadrado, Sacristan et al. 2001).

Betrachtet man nun den LDOC1-Promotor, so sind die vielen CG-Dinukleotide besonders
eindricklich zu erkennen. Mit der folgenden Arbeit soll der Mechanismus der epigenetischen
Modifizierung des Promotors durch Methylierung, die Auswirkungen auf die Genfunktion

sowie auf die Zellen erlautert werden.

(-254)CTTTAACTGCCICGICICGAGAGACCTACCACAAGCICGGTGGTTCAGICGACCCAGICGICATC
CTTTTCCTGGCCACGICCCTCTTTGTCTACACCCTTCCCATCCICGGCCACGcccccAcgccged

[GCGIGCCCCCCCACTCCCAGCCTAGCCACGICCCCTCCCCCGTICGCECICGICGICACICGTCCET
ClCGAATGGCCTICITGGGICGIGAGCTTGICETAGCCTCCCGIGACCCICGIGICGICACACICGIcccec[d
[Glccececcgecc(+1)CTGGCCACCAAGCGCCTCCGTGGACACGCACTTCCTGCGAGGCCTCCGT
GCGCACCTTGGCCGAGCCGAACCGAGCCGAGTCCTGTCCTTCCAGGCCGTTCGCAATGGTGGA
TGAGTTGGTCAATGGTGGATGAGTTGGTGCTGCTGCTGCACGCGCTCCTGATGCGGCACCGCGC
CCTGAGCATCGAGAACAGCCAGCTCATGGAACAGCTGCGGCTGCTGGTGTGCGAGAGGGCCAG
CCTGCTGCGCCAGGTACGTCCGCCGAGCTGCCCGGTGCCCTTCCCCGAAACGTTTAATGGCGA
GAGCTCCCGGCTCCCCGAGTTTATCGTGCAGACGGCGTCTTACATGCTCGTGAACGAGAACCGA
TTCTGCAACGACGCCATGAAGGTGGCATTCCTAATCAGCCTCCTCACCGGGGAAGCCGAGGAGT
GGGTGGTGCCCTACATCGAGATGGATAGCCCCATCCTAGGTGATTACCGGGCCTTCCTCGATGA
GATGAAACAGTGCTTTGGCTGGGATGACGACGAAGACGACGACGACGAAGAAGAGGAGGATGAT
TATTAGGCC

Abbildung 3: LDOC1-Promotor. CG Dinukleotide im Promotor durch Késtchen markiert (GenBank,

ID: 23641); schwarz = Promotor, rot = Exon, blau = Intron, Startcodon ATG unterstrichen.
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2. Material und Methoden

2.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

2.1.1 Gerate

 Brutschrank, HERAcell 150i CO2 Incubator (Thermo Fisher Scientific Inc., Dreieich,
Deutschland)

» Elektroblotting-Apparat, Mini Trans Blot® cell (BioRad Laboratories GmbH,
Minchen, Deutschland)

» Elektrophoresestromquelle, Consort 1200V-500mA E815 (Consort, Parklaan
Belgien)

» Filterpapier, Mini-Trans Blot® Filter Paper (BioRad Laboratories GmbH,
Minchen, Deutschland)

* Gelkassettenhalter, Mini-PROTEAN |1 Electrophoresis Cell (BioRad
Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland)

* Kiihlschrank (LIEBHERR, Ochsenhausen, Deutschland)

* Mikroskop, Zeiss Axiophot Fluoreszenz Mikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland)
* Mini Gel Holder Cassette (BioRad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland)

« PVDF Membran, Immobilon™ Transfer Membranes (Merck Millipore, Darmstadt,
Deutschland)

* Quantitatives PCR-Gerat (Applied Biosystems, Carlsstadt, Kalifornien, USA)
* Schiittler, Vibrax Serono Shaker (Serono, Rockland, USA)

» Standard PCR-Gerét (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

* Sterilbank, Laminar Air Flow Sterilbank HERA Safe (Heraeus Instruments,
Hanau, Deutschland)

» Stickstofftank (Linde, UnterschleiBheim, Deutschland)

* Stromquelle (Consort, Parklaan, Belgien)
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* Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

 Zentrifuge, Heraus Biofuge Stratos Centrifuge (Thermo Fisher Scientific Inc., Dreieich,
Deutschland)

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

* 10x Blue Juice Gel Loading Buffer (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

* 96-Well-Platten (VWR, Ismaning, Deutschland)

* Deckglaser fiir Mikroskopie 24x24 mm (Menzelglédser, Gerhard Menzel,
Braunschweig, Deutschland)

* DNA-Marker, pBR 328 Mix | (Carl Roth GmbH und Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland)

* E-Gel with SYBR (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

* Gefriercontainer, 5100 Cryo 1°C Freezing Container "Mr. Frosty" (Nalgene®,
Thermo Scientific, Roskilde, Danemark)

* Gelkassetten, Mini-PROTEAN® TGX™ Long Shelf Precast Gels, 10-well comb.
(BioRad Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland)

* Kryordhrchen (1,5 ml) (Thermo Fisher Scientific Inc., Dreieich, Deutschland)

* Kulturflaschen, IWAKI® 25cm2 /canted neck tissue culture flask with vent cap
(IWAKI brand Scitech Div. Asahi Techno Glass, Tokyo, Japan)

* Objekttrager 76x26x1 mm (Marienfeld, Lauda-Konigshofen, Deutschland)

* Objekttrager, Lab-Tek II Chamber Slide™ System 4 Well Glass Slide (Thermo Fisher Sci-

entific Inc., Dreieich, Deutschland)

* Petrischalen, Greiner Bio-One Cellstar tissue culture dishes (Greiner Bio-One
GmbH, Frickenhausen, Deutschland)

* Pipetten (1000 ul, 200 ul, 10 pl) (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

* Pipettenspitzen, SafeSeal Tips Premium (Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland)
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« Pistill (#P7339-901, Argos Technologies, Elgin, Illinois, USA)

* Réhrchen (15 ml, 50 ml), Falcon Blue Max (Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg, Deutschland)

« Safe-Lock-Gefal (1,5 ml) (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

» Schwiamme, Mini-Trans-Blot Fiber Pads (BioRad Laboratories GmbH,
Munchen, Deutschland)

* Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml) (BD Bioscience, Franklin Lakes, USA)
* Spritze (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland)

» Zellkulturgefal3, quadriPERM® (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)

2.2 Chemikalien und Biochemikalien

* 10x Tris/Glycin-Puffer (BioRad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland)

* 10x Tris/Glycin/SDS-Puffer (BioRad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland)

* Auftragspuffer, Roti Load-1 Auftragspuffer, reduzierend (4-fach Konz.) (Carl

Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

* BCIP/NBT Color Development Substrate (Promega GmbH, Mannheim, Deutschland)
« Destilliertes Wasser (Noll, Miinchen, Deutschland)

» DMSO (Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

« HBSS mit Ca** und Mg?* (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

» Killberserum (PAA, Pasching, Osterreich)

» Magnesiumchlorid-Hexahydrat, > 99% Zellkulturqualitat (Carl Roth GmbH und Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland)

* Methanol, > 99,98% Ultra LC-MS Methylalkohol (Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsru-
he, Deutschland)

* Milchpulver Blotting Grade (Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
* Natriumazid (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)
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* Natriumchlorid zur Analyse (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

« PBS, Dulbecco’s PBS (1x) without Ca & Mg (PAA, Pasching, Osterreich)
« Penicillin/Streptomycin (100x) (PAA, Pasching, Osterreich)

» Pferdeserum (PAA, Pasching, Osterreich)

* Proteinmarker, peqGold Protein-Marker 1V (PegLab Biotechnology GmbH,
Erlangen, Deutschland)

» RIPA-Puffer (Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland)

* Trypsin-EDTA (1x) (PAA, Pasching, Osterreich)

* Tumorzellmedium, Quantum Tumor 263 for Tumor cells with L-Glutamine (PAA,
Pasching, Osterreich)

* Tween® 20 (Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

« Tris PUFFERAN® >99,3%, Buffer Grade (Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland)

» Lipofectamin 2000 transfection reagent (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

* pcDNA3.1/V5-His-TOPO Expressions Vektor (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
* TRIzol reagent (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland)

* RNAse-free water (Promega, Mannheim, Deutschland)

* MMV L-reverse transcrpitase (Promega, Mannheim, Deutschland)

* PCR master mix (M7505, Promega, Mannheim, Deutschland)

« iTaq Fast Supermix with ROX (BioRad, Minchen, Deutschland)

* VECTASHIELD® HardSet™ Mounting Medium (Axxora, Lorrach, Deutschland).
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2.3 Verwendete Primer

Semiquantitative PCR

Primer Paar 5¢>3¢ 5¢>3¢

LDOC1 CGCAATGGTGGATGAGTTGG | ATAATCATCCTCCTCTTCTTCGT
CG

B-Aktin GGAGAAGCTGTGCTACGTCG | CGCTCAGGAGGAGCAATGAT

Quantitative PCR

Primer Paar 5¢>3¢ 5¢>3¢ FAM-5‘>TAMRA-3¢

LDOC1 GGGTGGTGCCCTACA | ATAATCATCCTCCTCTTCTTC | TAGGTGATTACCGGGCCTTC
TCGAG GTCG

B-Aktin GGAGAAGCTGTGCT | ATCATTGCTCCTCCTGAACG | CCTTCCTGGGCATGGAGTC
ACGTCG

LDOC1- MSP TGAGATCGGATTTAG | CTAAATCGCTAAACCACCGA | GAGTTAGGGGAGTTTATTTTA
CGTTC G

MSP= methylierungsspezifische PCR, LDOC1-MSP nach Lee, Wong et al. 2013.

Alle verwendeten Primer wurden von der Firma Biomers (Biomers.net, Ulm, Deutschland)

synthetisiert.

2.4 VVerwendete Puffer

* Auftragspuffer, Roti Load-1 Auftragspuffer, reduzierend (4-fach Konz.) (Carl
Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

* Blockingpuffer (4% Milchpulver in PBS mit 0,05% Azid und 0,01% Tween)
* Entwicklungspuffer (100mM Tris, 100mM NaCl, SmM MgCl, mit 50ul BCIP
und 100pl NBT)

* Gelelektrophoresepuffer (10x Tris/Glycin/SDS Puffer in einer Konzentration von
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1/10 in destilliertem Wasser verdiinnt)
» RIPA-Puffer (Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland)

* Transferpuffer (10% von 10x Tris/Glycin Puffer und 10% Methanol in destilliertem Wasser)

2.5 Medikamente

» 5-Aza-2‘-Deoxycytidin, ein Kklinisch bewdahrter und erprobter Inhibitor der DNA-

Methyltransferase

2.6 Antikorper

2.6.1 Verwendete Antikorper fur den Western-Blot

Erstantikorper:

» Maus-anti-V5 tag Antikorper #9452 (AbD Serotec, Puchheim, Deutschland)

« Kaninchen-anti-MTA1 Antikorper (Bethyl, Montgomery, USA)

» Maus-anti-Aktin Antikorper (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)

* Ziege-anti-LDOC1 Antikorper (E-13) (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland)
« Kaninchen-anti-LDOC1 Antikdrper (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)
Zweitantikdrper:

» Alkalische Phosphatase-konjugiertes-Ziegen-Anti-Maus-1gG (Dianova

GmbH, Hamburg, Deutschland)

2.6.2 Verwendete Antikorper fur die Immunfluoreszenz

Erstantikorper:
» Maus-Anti-V5 tag Antikorper #9452 (AbD Serotec, Puchheim, Deutschland)

Zweitantikorper:
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« Cy™ 3-konjugiertes-Ziegen-Anti-Maus IgG (Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland)

2.7 Kommerziell erhaltliche Komplettsysteme

* RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
* NucleoSpin Tissue DNA Purification Kit (Macherey-Nagel, Diren, Deutschland)
» Cells-to CpG Bisulfite Conversion Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, Kalifornien, USA)

« V5 Fusion TOPO TA Expression Kit (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

2.8 Zellkultur und Zelllinien

2.8.1 Verwendete Zelllinien

Zervixkarzinomzelllinien

* Humane Zervixkarzinomzelllinie HeLa (American type culture collection (ATCC) CCL-2):
es handelt sich um humane Epithelzellen eines Adenokarzinoms. Mit den HeLa- Zellen wurde

die erste permanente Zellkultur etabliert.

* Humane Zervixkarzinomzelllinie Me180 (ATCC HTB-33, ATCC LGC Standards, Wesel,

Deutschland); Epidermoidkarzinom

« Humane Zervixkarzinomzelllinie C33A (ATCC HTB31, ATCC LGC Standards, Wesel,
Deutschland)

* Humane Zervixkarzinomzelllinie CaSki (ATCC CRL-1550, ATCC LGC Standards, Wesel,

Deutschland); Epidermoidkarzinom

« Humane Zervixkarzinomzelllinie SW756 (ATCC CRL-10302, ATCC LGC Standards, We-

sel, Deutschland); Plattenepithelkarzinom

» Humane Zervixkarzinomzelllinie SiHa (ATCC HTB-35, ATCC LGC Standards, Wesel,

Deutschland); Plattenepithelkarzinom
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Ovarialkarzinomzelllinien

+ OV-MZ-6, OV-MZ-26, OV-MZ-30, OV-MZ-31, OV-MZ-33, OV-MZzZ-37, OV-MZ-38
(etabliert durch Prof. Dr. Volker M6bus, Frankfurt, Deutschland)

Sonstige

 Immortalisierte human foreskin fibroblasts (BJ6tert) (von Dr. Gabriele Saretzki, Newcastle,
UK)

* Human peripheral mononuclear blood cells (PMBC)

2.8.2 Zellkultur

Die Zellkultur dient der Anzucht immortalisierter Zellen in vitro unter kontrollierten Bedin-
gungen mit einem bestimmten Nahrmedium, das Wachstum, Differenzierung und Proliferati-
on ermdglicht. In der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine adhérente Zellkultur, bei
der sich z.B. Epithelzellen im Verlauf ihrer Kultivierung an die beschichtete Oberflache des

Kulturgefalies anheften.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zelllinien wurden urspringlich direkt aus einem
Tumor isoliert und als Zelllinie etabliert. In der Zellkultur wurden die Zellen bei 37°C in
Quantum 263 Medium, dem L-Glutamin und Antibiotika zugesetzt sind, in einer wassergesat-

tigten Atmosphare mit 5% CO, Zusatz kultiviert.

Die Arbeit mit den Zelllinien erfolgte stets unter der Sterilbank zur Vermeidung von Konta-

mination mit z.B. Pilzen.
Mediumwechsel

Abhangig von Wachstumsgeschwindigkeit, Metabolismus und Vitalitat der Zellen wurde in
regelmaRigen Abstanden ein Mediumwechsel vorgenommen. Dadurch kénnen die metaboli-
sierten Inhaltsstoffe ersetzt und durch den Stoffwechsel angefallene Abbauprodukte entfernt

werden.

Die Zellen wurden im Brutschrank in 25cm® Kulturflaschen in 10ml Medium inkubiert und in
regelméBigen Abstédnden die Zelldichte im Mikroskop kontrolliert. Zeigte sich das Medium
gelblich oder triib oder waren die Zellen zu dicht, so wurde ein Mediumwechsel vorgenom-

men. Hierbei wurden die 10ml Quantum 263 durch frisches Ndhrmedium der gleichen Menge
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ersetzt. Dies erfolgte durch AbgieRen oder Pipettieren, wobei daflir Sorge getragen wurde,
dass sich zur Vermeidung von Kontamination im Flaschenhals und Deckel der Kulturflaschen
kein zellreiches Medium angesammelt hatte.

Subkultivierung

Adharente Zelllinien bedirfen zur Subkultivierung zuerst einer enzymatischen oder mechani-
schen Losldsung von der Oberflache (Detachment). Abhéngig von Wachstumsgeschwindig-
keit, Kontaktinhibierung und Metabolismus wurde die Subkultivierung in unterschiedlichen
zeitlichen Abstédnden vorgenommen. Bei einer Konfluenz von 70-80% wurde in der Regel
passagiert, da mit zunehmender Zelldichte das Nahrstoffangebot und der pH-Wert sinken. Bei
raschem Wachstum der Zellen, insbesondere der HeLa-Zellen, war nach 1-2 Tagen eine Aus-
dinnung der Zellen erforderlich, um weiterhin stabile Kulturbedingungen aufrecht zu erhal-
ten. Dazu wurde das Medium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und danach 1ml
Trypsin zugegeben, sodass sich der gesamte Flaschenboden von Trypsin bedeckt zeigte. Es
erfolgte die Inkubation im Brutschrank, je nach Zelltyp und Zelldichte von unterschiedlicher
Dauer.

Im Phasenkontrastmikroskop wurde kontrolliert, ob sich die Zellverbénde untereinander und
die Adhdrenz am Kulturflaschenboden gelost hatten. Ein Indikator hierfir ist die Anderung
ihrer Morphologie in Form von Abrundung. Durch Abschlagen der Kulturflaschen konnte die
Losldsung beschleunigt werden (shake off).

Im néchsten Schritt wurde Trypsin abgegossen und wieder Medium zugegeben. Ein Teil des
Mediums konnte nun in ein weiteres Gefal (eine Flasche, eine Well-Platte, ein Chamber Slide

zur Immunfluoreszenz) uberfiihrt oder ein Teil verworfen werden.

2.8.3 Kryokonservierung der Zellen

Die Kryokonservierung dient dem Einfrieren und der zeitlich unbefristeten Lagerung von Zel-
len unter -130°C.

Die Zellen wurden anfangs trypsinisiert und im Brutschrank inkubiert. Nachdem sich die
Zellverbande untereinander und die Adhérenz am Flaschenboden gel6st hatten, wurde Medi-
um hinzugegeben, um die Wirkung des Trypsins zu antagonisieren. 1ml der Suspension wur-
de darauf in ein Safe-Lock-GeféaR uberfilihrt. Es folgte die Zentrifugation mit der Handzentri-

fuge, anschlieRend wurde der Uberstand abpipettiert.
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Zum Pellet wurden 1,5ml Freezing Medium (ibidi, Martinsried, Deutschland) gegeben und
das Pellet damit aufgeldst. Mehrmaliges Auf- und Abpipettieren gewahrleistete dabei eine
gute Auflosung des Pellet. In einem sterilen Kryoréhrchen wurden die Zellen fur einen Tag
bei -80°C gelagert, bevor sie endgultig in flussigem Stickstoff konserviert werden konnten.
Die transiente Aufbewahrung in dem Kryogefrierkontainer bei -80°C gewahrleistet eine kon-

stante und schockarme (-1°C/min) Abkuhlung der Zellen.

2.8.4 Untersuchung der Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop

Die Fluoreszenzmikroskopie dient der selektiven und kontrastreichen Darstellung bestimmter
Strukturen innerhalb und auBerhalb der Zellen. In der Immunhistochemie bedient man sich
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelter Antikorper zur Darstellung und Detektion der entsprechen-

den Antigene.

Far die Immunfluoreszenz wurden die Zellen aus der Zellkultur trypsinisiert und als Suspen-
sion in sogenannte Chamber Slides pipettiert, wo sie unter Zellkulturbedingungen weiter an-

wachsen konnten.

Wurde eine ausreichende Zelldichte im Phasenkontrastmikroskop festgestellt, erfolgten zur
Fixierung der Zellen auf der Slide die Entfernung des Mediums und die Zugabe von Ethanol.
Es wurde anschlieBend 2-3x mit PBS gewaschen und dann ein erster Antikoérper hinzugege-
ben. Es folgte die Inkubation der Zellen fur 2 Stunden mit dem priméren Antikorper. Nach 2
Stunden wurde der primére Antikorper entfernt und der zweite Waschgang mit PBS (2-3x
Waschen) schloss sich an. Der sekundédre Antikorper wurde zugegeben und die Zellen fur

weitere 45 Min. lichtgeschitzt inkubiert.

Nach Entfernung des sekundaren Antikérpers wurde im dritten Waschgang erneut 2-3x mit
PBS gewaschen. Zuletzt erfolgte das Waschen mit H,O, das keine Salzkristalle bilden und
somit nicht bei der mikroskopischen Betrachtung stéren kann. Nach Entfernung des Wassers
wurden die Kammern von der Slide abmontiert und die Slides mit selbsthértendem Einbett-
medium fixiert (VECTASHIELD® HardSet™ Mounting Medium, Axxora, Lorrach,
Deutschland).
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2.8.5 Gewinnung von Gewebeproben

Gewebeproben der Zervix uteri wurden wéhrend der chirurgischen Eingriffe an der Klinik fir
Geburtshilfe und Frauenheilkunde der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen in der
Maistralle gewonnen. Die Proben stammten entweder von einer Totalen Mesometrialen Re-
sektion (TMMR), einer laparoskopisch assistierten radikalen vaginalen Hysterektomie
(LAVRH) oder einer laparoskopischen radikalen Hysterektomie (LRH). In jedem Fall wurden
jeweils zwei Proben makroskopisch gesunden Gewebes und zwei Proben von makroskopisch
tumordsem Gewebe von der Portio vaginalis uteri entnommen. Die Studie wurde durch das
Ethikkomitee des Universitatskrankenhauses Minchen genehmigt (Studiennummer 204-12)
und das Einverstandnis der Patientinnen vor jeder Operation nach ausfihrlicher Aufklarung

schriftlich festgehalten.

2.8.6 RNA-Préaparation und cDNA-Synthese

Ribonukleinsduren (RNAS) sind, anders als DNA, besonders instabil und anfallig fir den Ab-
bau durch RNAsen, die Phosphordiesterbindungen 16sen und somit die RNA zerstoren. RNA-
sen sind duRerst stabil und ubiquitér in der Umwelt vorhanden. Bei allen Verfahren zur Isolie-
rung von RNA gilt es daher, bei dem ersten Schritt der Isolierung, dem Lysevorgang der Zel-
len, auch die RNAsen zu zerstoren. Das Prinzip der RNA-Isolierung besteht aus drei Haupt-
schritten: der Zelllyse, der Inaktivierung der RNasen und der Isolierung der RNA. Die isolier-
te Gesamt-RNA setzt sich dabei aus ribosomaler RNA (rRNA), Transfer-RNA (tRNA), mess-
enger RNA (mRNA) und weiteren zusammen. Die MRNA hat mit 2% einen verhaltnisméaRig

geringen Anteil an der Gesamt-RNA.
RNA Préparation aus Zervix- und Ovarialkarzinom-Zellkulturen

Die Praparation von RNA aus Zervix- und Ovarialkarzinomzellen, die in einem Monolayer in
der Zellkultur wachsen, erfolgte mit dem RNeasy Plus Mini Kit (Quiagen, Hilden, Deutsch-
land) nach Herstellerangaben. Das Kit vereinfacht die RNA-Gewinnung mit Hilfe von gDNA
eliminator spin columns. In drei Schritten wurde die Praparation der RNA aus Zellkulturzel-
len durchgefuhrt, wobei lysiert, filtriert und anschlielRend eluiert wird — alternierend mit meh-

reren Waschschritten.
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Durch Zugabevon Buffer RLT Plus Aufbrechen der
Plasmamembranen der Zellen undZellorganellen, um die
RNA zu befreien. Homogenisierung zur Reduktion der
Viskositat, diedurch dieZerstorung der Membranen
entsteht. Hoch-molekulare Strukturenwiegenomishe
DNA und anderezeliulare Komponentenwerden durch die
Homogeniserung aufgebrochen.

Homogenisertes Lysat wird aufeine Trennsaulezur gDNA
Eliminierung transferiert, Zentrifugation.

~ gDNA in Membran zurckgehalten

Gesamt
RNA

Zugabevon70% Ethano! (inder Regel 350ul), Auf-und
Abpipettieren.

700u! der Probewerden auf eineweitere Trennsaule
transferiert, Zentrifugation. Durchfluss wird verworfen.
Waschen mit Buffer RW1, Zentrifugation, mit Buffer RPE,
Zentrifugation, erneut mit Buffer RPE, Zentrifugation.
Durchflusswird verworfen.

RNA

Elution: Trennsaule wird in neues Sammel-Rohrchen
gestellt, Zugabe von RNase-freiem Wasser, Zentrifugation.

Eluierts
RNA

Abbildung 4: RNA Praparation mit Hilfe des RNeasy Plus Mini Kit.

Aufbereitung von Gewebeproben zur RNA-Gewinnung

Die Aufbereitung und Préparation der RNA aus Gewebeproben konnte aus technischen Griin-
den nicht mit dem ,,Kit* durchgefiihrt werden, sondern erfolgte mit der TRIzol Methode ba-
sierend auf der single-step-Methode nach Chomczynski und Sacchi. TRIzol enthalt Guanidi-
niumthiocyanat, das flr die Denaturierung aller Proteine und Enzyme, so auch aller RNAsen
und DNasen verantwortlich ist. Phenol bewirkt die Losung der RNA, Chloroform die Auf-

trennung in drei verschiedene Phasen. Die wassrige, obere Phase enthdlt die RNA, die untere,
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organische Phase die Proteine und die dazwischenliegende Interphase enthalt die DNA. Somit

ermoglicht das TRIzol-Reagenz die Isolierung von sowohl DNA, RNA als auch Proteinen.

Aus jeweils zwei gesunden Kontrollproben und zwei Karzinom-Gewebeproben derselben
Patientin wurden kleinere Stiicke mit Hilfe eines Skalpells gewonnen. Diese wurden mit je-
weils 1ml TRIzol in ein Safe-Lock-Geféal? gegeben und das Gewebe mit einer Pistill zer-
driickt, bis es eine gummiartige Konsistenz aufwies. Es erfolgte die Zugabe von 200ul Chlo-
roform. Danach wurde die Suspension energisch mit der Hand geschittelt. Die Losung nahm
daraufhin eine rosige Farbe an. Es wurde fiir 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und im
Anschluss das Homogenisat fir 15 Min. bei 4°C und 12.000xg zentrifugiert. Es zeigte sich
eine Auftrennung in drei Phasen: eine untere, rétliche Phase, eine mittlere, weiRe Phase und
dariiber eine wassrige Phase. Die obere Phase mit der RNA wurde vorsichtig und sauber ab-
pipettiert, in ein frisches Safe-Lock-Rohrchen Gberfihrt und mit 500ul Isopropyl Alkohol
gemischt. Fur weitere 10 Min. wurde bei Raumtemperatur inkubiert und anschlielend bei
12.000xg fur 10 Min. bei 4°C zentrifugiert. Daran schloss sich die Entfernung des Uberstan-
des und das Waschen des RNA-Pellet einmalig mit 75% Ethanol an, es folgte VVortexen, an-
schlielend die Zentrifugation fir 5 Min. bei 7.500xg und 4°C.

Das Pellet wurde 5 Min. getrocknet und dann in 33ul RNase-freiem Wasser aufgelost.

a) 1ml TRIzol werden zu Gewebe in ein Safe-Lock-Gefal? gegeben und mit Pistill zer-
driickt

b) Zugabe von 200ul Chloroform und Inkubation fiir 2 Min. bei RT, Zentrifugation fur 15
Min. bei 4°C und 12.000xg

c) Obere Phase abpipettieren, in ein neues Safe-Lock-GefaR transferieren und Zugabe von

500ul Isopropyl Alkohol
d) 10 Min. Inkubation bei RT, Zentrifugation fur 10 Min. bei 4°C und 12.000xg
e) Entfernung des Uberstandes, Waschen des RNA-Pellet mit 75% Ethanol
f) Vortexen, Zentrifugation fur 5 Min. bei 4°C und 7.500xg
g) 5 Min. Trocknen des Pellet

h) Auflésung in 33ul RNase- freiem Wasser

Tabelle 1: Vorgang der RNA-Gewinnung aus Gewebeproben mittels TRIzol-Methode.
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cDNA-Synthese

Von der aus der Gewebepréparation gewonnenen RNA und der Ribonukleinsaure der Zellli-

nien aus der Zellkultur wurden jeweils 33ul RNA in cDNA umgeschrieben.

Zuerst wurde dazu oligo(dT) zu der RNA gegeben, das an eine mRNA-spezifische Sequenz,
die Poly-A-Sequenz, bindet. Daraufhin erfolgte eine 5-mindtige Inkubation bei 70°C, um Se-
kundarstrange zu lésen und die Anheftung der Oligonukleotide zu ermdglichen. Zur Verhin-
derung der Renaturierung wurden die Proben anschlieBend sofort auf Eis gestellt. Dann wurde
zu der RNA ein Mastermix, der einen Puffer, dNTPs, einen RNAse-Inhibitor und die Reverse
Transkriptase enthélt, gegeben. Im Anschluss fand die Inkubation in einem Thermocycler fur
eine Stunde bei 42°C statt. Wahrenddessen erfolgte die Synthese der cDNA mittles reverser

Transkription.

Schritte der cDNA-Synthese

0.75ul einer Lésung von 100uM oligo(dT) werden zu 33ul RNA hinzugefiigt, die man bei
2.8.6 gewonnen hat (ca. 2ug RNA)

Inkubation fur 5 Min. bei 70°C, dann sofort Kiihlung auf Eis und Hinzugabe von:
a) 5ul M-MLYV reverse transcriptase 5x reaction buffer (#M531A, Promega)

b) 1.25ul recombinant RNasin ribonuclease inhibitor (#N2511, Promega)

c) 1ul M-MLYV reverse transcriptase (#M170B, Promega)

Inkubation fur 60 Min. bei 42°C, dann sofort Kiihlung auf Eis

Tabelle 2: Schritte der cDNA-Synthese.

2.8.7 PCR und PCR-Bedingungen

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion stellt ein Verfahren zur exponentiellen Amplifi-
zierung von Nukleinsduren dar. Durch vielfache Wiederholungen und Verwendung der bereits
hergestellten Produkte entstehen durch exponentielle Vermehrung die Kopien der Ausgangs-
sequenz von Interesse. Bei der PCR bedient man sich einer hitzestabilen DNA-Polymerase

(Tag-Polymerase), welche die Synthese der zur template-DNA komplementédren Strange vor-
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nimmt. Voraussetzung fiir die Arbeit ist ein freies 3’-OH-Ende, an dem dieses Enzym die

Arbeit aufnehmen kann. Dieses OH-Ende liefert der vorher angelagerte Primer.

Der Vorgang der Polymerasekettenreaktion findet in einem Thermocycler statt, in dem die
Reagenzien eine alternierende Abkuhlung und Erhitzung durchlaufen. Diese Zyklen werden
so oft wiederholt, bis ein Plateau erreicht ist, bei dem keine signifikante Amplifikation mehr
stattfindet. Je nach Primer ist die Zyklenzahl unterschiedlich zu wéhlen (z.B. B-Aktin Primer
—>25 Zyklen).

Semiquantitative PCR

Der Standard-PCR bedient man sich bei Fragestellungen, welche die Anwesenheit oder Ab-

wesenheit einer bestimmten Sequenz untersuchen.

Im ersten Schritt der Polymerase-Kettenreaktion erfolgt eine initiale Denaturierung bei 94°C,
bei der die Doppelstrange durch Losung von Wasserstoffbriickenbindungen voneinander ge-
trennt werden. Anschlielend setzt die Primerhybridisierung ein, das sogenannte Annealing,
bei dem sich die Primer an die komplementdren Basenpaare der DNA anlagern. Dies ge-
schieht bei ca. 60°C fiur etwa eine Minute. Die Temperatur beim Annealing richtet sich nach
der Lange und Art des Primers. Je niedriger die Temperatur, desto unspezifischer sind die
eingegangenen Bindungen. Ist die Temperatur zu hoch gewahlt, findet die Anlagerung des
Primers an die DNA unter Umstanden gar nicht statt. Die Elongation, die bei 72°C erfolgt,
bezeichnet die Phase des Einbaus von Nukleinséuren in 5> 3‘-Richtung durch die Polymera-
se. Dabei startet diese am freien 3°-OH-Ende des angelagerten Primers und fiigt fortschreitend
komplementére Basen an den sich verlangernden Doppelstrang an. Bei Beendigung der Zyk-
len kihlt der Thermozykler auf 4°C ab.
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In ein steriles 100ul PCR-R6hrchen wurden folgende Komponenten gegeben (25ul Ansatz):

Reagenz Volumen

cDNA, die man bei 2.8.6 gewonnen hat 1l

Primer Mix (Primer wurden in einer Verdinnung von 1:10 eingesetzt; abso- | 1pl
lute Konzentration 100nM/ml)

2XPCR Master Mix (enthalt Tagq Polymerase und dNTP, #M750C, Promega) | 12,5ul

H,0 10,5l

Ansatzmenge 25ul

Tabelle 3: Ansatz fur die semiquantitative PCR.

Die Komponenten wurden auf Eis zusammenpipettiert, zuletzt wurde die cDNA zugegeben.

Fur mehrere PCR-Ansétze wurde ein Mastermix hergestellt.

Schritt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 94°C 5min.
Denaturierung 94°C 1min.
23-36 Zyklen Quantifizierung

Primerhybridisierung 57-63°C 1min.
Elongation 72°C 1min.
Abkuhlung 4°C 10min.

Tabelle 4: Ablauf der semiquantitativen PCR.

Die Reaktionsansatze wurden nach Beendigung des Prozesses mit 10ul 10x Probenpuffer

(Blue Juice) versetzt und mittels DNA-Gelelektrophorese analysiert.

Agarose Gelelektrophorese

Bei der Agarose Gelelektrophorese werden die DNA-Molekiile in horizontalen Agarosegelen

ihrer GroRRe nach aufgetrennt, indem sie im elektrischen Feld ein mit Puffer getranktes Agaro-
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segel durchlaufen. Zur Auftrennung der DNA-Fragmente wurde E-Gel 2% mit SYBR von
Invitrogen verwendet. Je kleiner das Molekil, desto schneller seine Laufzeit durch das Gel
und desto weiter der Abstand zu grofReren Molekilen. Als Anfarbungsreagenz diente das
hochsensitive SYBR® Safe DNA Gel Stain zur Visualisierung von DNA in Agarosegelen.
Die angefarbte DNA konnte mit dem Molecular Imager Gel Doc XR+ von BioRad, das einen
UV-Bereich zwischen 470nm und 530nm abdeckt, sichtbar gemacht und analysiert werden.

Die Analyse erfolgte mit der Image Lab 2.0 Software.
Quantitative PCR

Die quantitative PCR kommt zum Einsatz, wenn die Menge der amplifizierten Sequenz in
Echtzeit bestimmt werden soll. Die gPCR diente in der vorliegenden Studie dazu, die unter-
schiedliche Expression von LDOC1 und B-Aktin in den Gewebeproben zu bestimmen und
eine Aussage darliber zu machen, wie stark die Expression eines Gens durch Behandlung mit

bestimmten Stoffen im Vergleich zu einer unbehandelten Probe ansteigt.

Bei der qPCR wird ein Signal generiert, das proportional zur amplifizierten Menge an DNA
ist. Dieses Signal wird detektiert und gemessen. Die PCR-Software misst dabei in der expo-
nentiellen Phase des Amplifizierungsvorgangs, wobei man annahernd von einer Verdopplung
der Ziel-DNA pro Zyklus ausgehen kann. Ein Plateau wird erreicht, wenn die Reagenzien

zum limitierenden Faktor werden.

Die TagMan-Methode ist die Methode der Wahl und wurde von Roche (Basel, Switzerland)
und ABI (Foster City, USA) entwickelt. Dabei bindet eine Sonde komplementér an die zu
vervielfaltigende DNA-Sequenz. An ihrem 5°-Ende trégt die Sonde einen Farbstoff (FAM,
TAMRA), an ihrem 3°-Ende einen sogenannten ,,Quencher®. Dabei sorgt der Quencher fur
eine Abdeckung des Reporterfarbstoffs. Bindet allerdings die Tag-Polymerase an die DNA
und startet den Ablesevorgang, dann wird durch ihre 5-3'-Exonuklease-Aktivitat die Sonde
bei der Synthese des Gegenstrangs abgebaut. Dadurch werden Reporterfarbstoff und Quen-
cher voneinander getrennt und der freiwerdende Farbstoff wird am Ende jedes Zyklus detek-

tiert.

Die Fluoreszenz dieses Farbstoffs wird nach Anregung mit einer Wellenldnge von 488nm
gemessen. Da bei jedem neu synthetisierten Strang Farbstoff freigesetzt wird, ist das Fluores-

zenzsignal der amplifizierten DNA-Menge proportional.
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Das Software-Programm ermittelt aus dem detektierten Signal einen CT-Wert (,,Cyclus
Threshold®). Dieser Wert gibt die Zykluszahl an, bei der das Fluoreszenzsignal erstmals ex-

ponentiell Gber eine definierte Schwelle steigt.

Folgende Komponenten wurden in eine spezielle 96-Well PCR Platte (VWR, Ismaning,
Deutschland) pipettiert, dabei wurde sie auf Eis gekuhlt, um einen verfriihten Reaktionsbe-
ginn zu verhindern. Zur Verbesserung der Genauigkeit wurde bei mehreren Ansatzen zuvor

ein Mastermix hergestellt.

Reagenz Volumen
iTaq Fast Supermix with ROX 10ul
H.0 8ul
Primer 1ul
cDNA ul
Ansatzmenge 20pl

Tabelle 5: Ansatz fUr die quantitative PCR.

2.8.8 DNA-Isolierung aus Zellkulturen

Die DNA-Isolierung erfolgte mit dem NucleoSpin Tissue DNA Purification Kit (Macherey-

Nagel, Diren, Deutschland) wie vom Hersteller empfohlen.

Das Kit erlaubt die Praparation genomischer DNA aus Zelllinien aus der Zellkultur und aus
Gewebeproben. In der vorliegenden Arbeit wurde dieses Kit zur Aufbereitung der Zervixkar-
zinomzelllinien (HeLa, CaSki, Sw756, Mel180, SiHa, C33) und Ovarialkarzinomzelllinien
(OV-MZ-6, OV-MZ-26, OV-MZ-30, OV-MZ-31, OV-MZ-33, OV-MZ-37, OV-MZ-38) ver-
wendet. In einem ersten Schritt erfolgte die Zelllysis sowie Proteindenaturierung, daraufhin
wurde die DNA mit Hilfe einer NucleoSpin Tissue Column gebunden und in einem letzten

Schritt nach mehrfachem Waschen eluiert.
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2.8.9 CpG Bisulfit-Konvertierung der DNA

Die Bisulfit-Konvertierung ist ein Verfahren, bei dem Cytosine in den CpG-Inseln der DNA
durch Zugabe von Natriumhydrogensulfit (Bisulfit) zu Uracil deaminiert werden. Sequenziert
man die konvertierte DNA, so finden sich an denjenigen Stellen der Sequenz, an denen sich
urspringlich ein Cytosin befunden hatte, ein Uracil/Thymidin. Fur die epigenetische Analyse
entscheidend ist, dass nur die nicht methylierten Cytosin-Basen mit Natriumhydrogensulfit
konvertiert werden. Dies bietet die Mdglichkeit, zwischen methylierter und nicht methylierter
DNA-Sequenz zu unterscheiden. Dazu dient die methylierungsspezifische PCR (MSP), mit
der selektiv der Methylierungsstatus der Region von Interesse untersucht werden kann, indem
Primer zum Einsatz kommen, die komplementdar zu methylierter DNA sind. Das Primer-
Design spielt dabei eine entscheidende Rolle. MSP-Primer sollten ausreichend CpG-
Sequenzen in der Bindungsstelle des Primers enthalten, um die maximale Diskrimination zwi-
schen methylierter und nicht methylierter DNA zu ermoglichen. Ferner sollten die CpG-
Stellen so nah wie moglich an dem 3°-Ende des Primers gelegen sein. Zusétzlich ist eine hohe
Anzahl an von nicht-CpG abgeleiteten Thymidinen empfehlenswert, um eine ausreichende

Spezifitat der konvertierten DNA sicherzustellen (Hernandez, Tse et al. 2013).

Da die beiden DNA-Strange nach Bisulfit-Konvertierung nicht mehr komplementér zueinan-
der sind, kdnnen Primer sowohl flr den Sense-, als auch fiir den Antisense-Strang hergestellt
werden (Herman, Graff et al. 1996).

Durch Bisulfit-Konvertierung und anschlielende Amplifikation mittels PCR weisen die
Ruckwartsprimer der nicht methylierten DNA statt eines Guanin ein Adenin auf. Dieses bildet
ein Basenpaar mit Thymidin/Uracil, dem durch Natriumhydrogensulfit konvertierten Cytosin.
Vorwartsprimer fir die nicht methylierte Sequenz weisen statt eines Cytosins ein Thymidin in

ihrer Sequenz auf.

Wird methylierte DNA untersucht, bleiben die Guanine in der Primersequenz erhalten. Ihnen
ist das Cytosin einer methylierten ™CpG-Insel komplementar, das nicht durch Natriumhydro-

gensulfit deaminiert wird.

Mit dem Cells-to-CpG Bisulfite Conversion Kit von Applied Biosystems wurde die DNA mit
Bisulfit behandelt, sodass alle Cytosin-Basen in Uracil konvertiert wurden. Ziel dieser
Konvertierung war es, den Methylierungsgrad des LDOC1-Promotors darzustellen. Nach der
Behandlung mit Bisulfit erfolgte die Amplifikation der verdnderten DNA mit sequenzspezifi-

schen Primern.
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Denaturierung der DNA

Bisulfit-Konvertierung
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Abbildung 5: llustration der Natriumhydrogensulfit-PCR Technik zur Identifikation von 5-
Methylcytosin in der DNA-Sequenz (Nach: Ibrahim 2010).
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Bisulfit-Konvertierung

Denaturierung der genomischen DNA 10 Min. bei 50°C Inkubation
Konversion mit Bisulfit 30 Min. 65°C Inkubation
Entsalzen und Desulfonieren Binden an eine Saule

Waschen und Zentrifugieren

Eluieren der Bisulfit-konvertierten DNA von der Saule

Tabelle 6: Ablauf der Bisulfit-Konvertierung.
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Binding Buffer
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Wash Buffer
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Desulfonation Reagenz
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1 wash Buffer

,
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Elution Buffer
Eluierte, bsf-DNA

Lyse der Zellen und Denaturierung der DNA
- Zugabe von 5ul Denaturation Reagenz zu gDNA

- Auf- und Abpipettieren

- Inkubation bei 50°C fir 10 Min.

Durchfilihrung der Bisulfit-Konvertierung der

denaturierten DNA
- Zugabe von 100l Conversion Reagenz, Mixen
- Inkubation bei 65°C fiir 30 Min.

Entsalzen und Desulfonieren der Proben

- Zentrifugation bei 10.000xg fiir 1 Min.

- Zugabe von 600pl Bindung Buffer auf die Binding Column

- Zugabe der konvertierten Probe auf die Sdule mit dem Binding Buffer
- Zentrifugation

- Verwerfen des Durchflusses

Waschen zur Entfernung des Salzes
- Zugabe von 600ul Wash Buffer

- Zentrifugation

- Verwerfen des Durchflusses

Desulfonieren der DNA
- Zugabe von 200 pl Desulfonation Reagenz

- Schliefen der Kappe der Saule, Inkubation bei Raumtemperatur fiir 15 Min.

- Zentrifugation
- Verwerfen des Durchflusses

Waschen

- Zugabe von 400 pl Wash Buffer
- Zentrifugation
- Verwerfen des Durchflusses

Entfernung von restlichem Wash Buffer,

da dieser weitere Reaktionen storen kann
- Zentrifugation
- Verwerfen des Durchflusses und des Mikrozentrifugen-Rohrchens

Eluieren der DNA

- Zugabe von 40 pl Elution Buffer auf die Saule
- Inkubation bei Raumtemperatur fiir 2 Min.

- Zentrifugation

Abbildung 6: Ablauf der Bisulfit-Konvertierung mit dem Cells-to-CpG Bisulfite Conversion Kit.
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2.8.10 Behandlung der Zervixkarzinom- und Ovarialkarzinomzellli-
nien mit dem DNMTase Inhibitor 5-Aza-2¢-deoxycytidin

Bei 5-Aza-2‘-deoxycytidin (Decitabin) handelt es sich um ein Cytidin-Analogon. Es wirkt als
klinisch erprobter DNA-Methyltransferase(DNMT)-Inhibitor. Da durch Decitabin nicht direkt
das bestehende Methylierungsmuster aufgehoben wird, sondern eine weitere Methylierung
durch Enzyminhibierung verhindert wird, muss eine mehrfache Zellteilung abgewartet wer-
den, ebenso wie eine spezifische Konzentration ermittelt werden, die gentigend Zellzyklen mit

inhibierter DNMT ermdglicht, aber noch kein Absterben der Zellen bewirkt.

Durch eine genomweite Hypomethylierung -induziert durch 5-Aza-2°-deoxycytidin- erfolgte
die Untersuchung der Veranderung in der Expression spezifischer Gene.

In einer 6-Well-Platte wurde zu den Zelllinien Me180, SiHa (Zervixkarzinom) und den Ova-
rialkarzinomzelllinien OV-MZ-30 und OV-MZ-37 Decitabin in jeweils einer Konzentration
von 50uM und 25uM bzw. bei den Ovarialkarzinomzelllinien nur in einer Konzentration von
50uM zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden erfolgten die Isolierung der
RNA, die cDNA-Synthese sowie die PCR-basierte Analyse der LDOC1 Expression in den

jeweiligen Kontrollzelllinien und den mit 5-Aza-2°-deoxycytidin behandelten Zelllinien.

2.8.11 Transfektion von LDOCL1 Expressionsplasmiden

Da sich die Arbeit an dem Transkriptionsfaktor LDOC1 bisher nur auf die RNA-Ebene er-
streckte, sollten die Ergebnisse um die Untersuchung von LDOC1 auf Proteinebene ergénzt

werden.

In diesem Zusammenhang von mir getestete kommerziell erhéltliche Antikdrper gegen
LDOC1 (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland; Santa Cruz Biotchnology, Heidelberg,
Deutschland) hatten allerdings kein Signal sowohl in der Immunfluoreszenz als auch dem
Western Blot erbracht. Bei (MRNA)-positiven HeLa und CaSki Zellen ergaben sich weder im
Western Blot Banden im entsprechenden Molekulargewicht (ohne Abbildung), noch eine Far-
bung in der Immunfluoreszenz (ohne Abbildung). Um zumindest eine sichere Positivkontrolle
zu haben, wurde in Zusammenarbeit mit unserem Labor ein V5-verknipftes LDOC1 Expres-
sionsplasmid generiert. Die LDOC1-cDNA von HeLa-Zellen wurde dabei mit Hilfe des PCR-
Primer Paars 5¢-CGCAATGGTGGATGAGTTGG-3¢ und 5¢-
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ATAATCATCCTCCTCTTCTTCGTCG-3* amplifiziert und das PCR-Produkt in den pcD-
NA3.1/V5-His-TOPO Expressionsvektor integriert. Die Plasmidklonierung, Selektion, und
Sequenzierung wurden von Mitarbeitern des Labors parallel zu dieser Doktorarbeit durchge-
fuhrt.

Im Anschluss fihrte ich die Transfektion des LDOC1 Expressionsplasmids in HelLa Zellen
durch, sodass die Antikorper gegen LDOC1 hier an einer Positivkontrolle getestet werden
konnten bzw. zumindest (ber das V5 Epitop ein Nachweis der LDOC1 Transfektion erbracht

werden konnte.

LDOC1-V5 und MTAL-V5 Expressionsplasmide (als im Labor etabilierte Expressions- und
Transfektionskontrolle) wurden mit Hilfe von Lipofectamin 2000 in HeLa Zellen transfiziert.
Dies erfolgte auf Chamber Slides. Nach 48 Stunden Inkubationszeit wurden die Zellen mit
eiskaltem Methanol fixiert, mit PBS gewaschen und flir weitere 2 Stunden mit den
LDOC1/MTAL Antikérpern bzw. einem Maus-anti-V5 monoklonalen Antikérper inkubiert.
Nach Entfernung des primaren Antikorpers und erneutem Waschen mit PBS wurde der se-
kundare Cy3-konjugierte Ziege-anti-Kaninchen bzw. anti-Maus-Antikérper zugegeben. An-

schlielend folgte die Analyse unter dem Fluoreszenzmikroskop.

2.8.12 Immunoblot nach Laemmli (Western Blot)

Herstellung von Zelllysaten

Zur Durchfuhrung eines Western Blots wurden HelLa Zellen in einer 24-Well Platte kultiviert
und mit Hilfe von Lipofectamin 2000 mit einem LDOC1-V5 und MTAL-V5 Expressions-
plasmid transfiziert (1pug Plasmid/50pl serumfreies Medium gemischt mit 1pl Lipofecta-
min/50ul serumfreies Medium; Zugabe des Gemischs zu 400ul Zellkulturmedium pro 24-
Well). Nach vorgeschriebener Transfektionszeit und ausreichend dichtem Zellrasen (70%
Zellkonfluenz) wurden Zelllysate hergestellt. Dazu wurde das Medium abpipettiert und 100yl
Ripa-Puffer hinzugegeben, sodass der gesamte Boden der Platte benetzt war. Die Zellen wur-
den firr ca. 15 Min. eingefroren, damit die sich bildenden Eiskristalle die Zellmembranen bes-

ser aufbrachen.

Die so lysierten Zellen wurden aufgetaut und mit dem Puffer durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren vom Boden der Schale gewaschen. Das Homogenisat wurde daraufhin in ein

Safe-Lock-GefaR tberfuhrt und fur 2 Min. in der Tischzentrifuge zentrifugiert.
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Der Uberstand, der sich gebildet hatte, enthielt die fiir den Western Blot bendtigten Proteine
und wurde in ein neues Safe-Lock-Rohrchen Gberfiihrt. Zu diesem wurden 20ul 4x Sample

Buffer hinzugegeben.

Die so gewonnenen Proben konnten direkt fiir einen Western Blot verwendet oder fur spétere

Versuche eingefroren werden.
Methodik der Gelelektrophorese

Um Proteine mit spezifischen Antikorpern zu detektieren, wurden sie nach der SDS-PAGE
auf eine PVDF-Membran transferiert.

Zuerst wurden dazu die Proteingemische mit Hilfe der Gelelektrophorese Technik dem Mole-
kulargewicht nach aufgetrennt. Zwei Gelkassetten mit vorgefertigten Polyacrylamidgelen und
mit jeweils zehn Kammern wurden mit 1x Tris/Glycin/SDS-Puffer in einer Konzentration von
1:10 in den dazugehdrigen Kassettenhalter gebracht. Bevor die einzelnen Kammern mit den
Proben befillt werden konnten, wurden sie mit Hilfe einer Spritze gespult und Luftblasen
entfernt. Danach erfolgte die langsame Gabe von jeweils 20ul des Proteingemisches in die
Kammern, zwei weitere Kammern wurden mit jeweils 10pl Proteinmarker beladen. Es wurde
fiir ca. 30 Min. eine Spannung von 200V angelegt und eine Stromstérke von 90mA einge-
stellt. Der sich wahrend des Laufs sichtbar auftrennende Proteinmarker zeigte eine ausrei-
chend lange Laufzeit an.

Methodik des Western Blots

Im nédchsten Schritt wurden die Gele mit den negativ geladenen Proteinen aus der Gelkassette
entnommen und im Sandwich-Verfahren (Schwamm, Filterpapier, PVDF-Membran, Gel,
Filterpapier, Schwamm) in Transferpuffer (10% von 10x Tris/Glycin-Puffer und 10% Metha-
nol in destilliertem Wasser) auf eine PVDF- Membran gelegt. Die PVDF-Membran war zu-
vor mit Methanol getrdnkt worden. Der in einer speziellen Kassette eingespannte ,,Sandwich*
wurde zusammen mit dem Transferpuffer und einem Eisblock in einen vorgesehenen Elekt-
roblotting-Apparat eingebracht und bei 200mA fiir eine Stunde geblottet. Das Gel mit seinen
negativ geladenen Proteinen war dabei kathodenwaérts, die Membran in Richtung der Anode
ausgerichtet. Nun erfolgte die Ubertragung der Proteine vom Gel auf die Membran. Nach Be-

endigung des Transfers wurde die PVDF-Membran kurz mit PBS gewaschen.

Um die Bindung an unspezifische Bindungsstellen auf der Western Blot Membran zu verhin-
dern, wurde diese Uber 2 Stunden mit Blottingpuffer (4% Milchpulver in PBS mit 0,05% Azid
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und 0,01% Tween) auf dem Schittler blockiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS (je 5
Min.) wurden die Blots Gber Nacht mit dem Erstantikorper in einer Konzentration von 1:1000
bei Raumtemperatur unter Schitteln inkubiert.

Am ndchsten Tag wurde der Erstantikorper entfernt, nach Waschung mit PBS fir 3x5 Min.
erfolgte die Zugabe des sekundaren Antikorpers in einer Konzentration von 1:1000. Nach
einer Stunde Inkubationszeit bei Raumtemperatur erfolgte die Entfernung des Zweitantikor-
pers, darauf wurde mit PBS fir 3x5 Min. gewaschen. Nun folgte die Sichtbarmachung der

Proteine auf der Membran mittels Farbreaktion.

Dazu wurde zu der PVDF-Membran 15ml Entwicklungspuffer (100mM Tris, 100mM NacCl,
5mM MgCl;) mit 50ul BCIP und 100l NBT gegeben. Bei leichtem Schwenken wurden die
Proteinbanden auf der Membran sichtbar. Es erfolgten ein letzter Waschgang mit destilliertem

Woasser und ein Trocknen der entwickelten Membranen.
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Auftragen der Protein-Lysate und Gelelektrophorese
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Abbildung 7: Darstellung des Immunoblot nach Laemmli. a, Schwamm; b, Filterpapier; c, Gel; d,
PVDF Membran.

3. Ergebnisse

3.1 Expression von LDOC1 in Zervixkarzinom- und Ova-
rialkarzinomzelllinien

Um die Expression von LDOC1 in Zervix- und Ovarialkarzinomzelllinien zu untersuchen,
wurde eine RT-PCR mit sechs etablierten Zervixkarzinomzelllinien und mit sieben Ovarial-

karzinomzelllinien durchgefihrt. In vier der sechs Zervixkarzinomzelllinien war die LDOC1-
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MRNA nicht detektierbar (Abbildung 8). Die Analyse der Zervixkarzinomzelllinien wurde
durch die quantitative real-time PCR erganzt (Abbildung 8B) und erbrachte korrespondieren-
de Ergebnisse zu Abbildung 8A. Mit der RT-PCR konnte auRerdem gezeigt werden, dass

LDOCL in nicht malignen Zellen wie Fibroblasten und peripheren mononuklearen Blutzellen

(PMBC) exprimiert wird (Abbildung 8A).
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Abbildung 8: Expression von LDOCL in Zervixkarzinomzelllinien. Sechs Zervixkarzinomzellli-
nien wurden mittels semiquantitativer RT-PCR auf die Expression von LDOC1 untersucht. Zervixkar-
zinomzellen aus (A) wurden zusatzlich durch quantitative real-time PCR Analyse auf die Expression
von LDOC1 hin untersucht (B). Die Expression von -Aktin wurde als cDNA Qualitatskontrolle bei

der RT-PCR (A) verwendet. Als Referenz diente B-Aktin auch bei der Expressionsanalyse mittels real-

time PCR und der 2°°°T Methode (B).

Bei drei der sieben Ovarialkarzinomzelllinien liel3 sich mit Hilfe der semiquantitativen RT-

PCR ebenfalls kein Signal feststellen (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Expression von LDOC1 in Ovarialkarzinomzelllinien. Sieben Ovarialkarzinomzell-

B-actin

LDOC1

linien wurden mittels semiquantitativer RT-PCR auf die LDOC1 Expression untersucht. Die -Aktin-

Expression diente als cDNA-Qualitatskontrolle bei der RT-PCR Analyse.

Die Analyse der mRNA zeigte einen Expressionsverlust des Genprodukts LDOC1 bei vier
Zervix- und drei Ovarialkarzinomzelllinien, dessen zugrunde liegender Mechanismus zu kl&-
ren blieb. Ferner fiel auf, dass es sich nicht um eine differentielle Expression des zu untersu-
chenden Genpodukts LDOCL1 handelt, sondern um einen vollstdndigen Verlust der Expression
von LDOCL bei den Zelllinien Sw756, Me180, SiHa und C33 sowie OV-MZ-6, OV-MZ-30
und OV-MZ-37.

3.2 Methylierungsanalyse des LDOC1-Promotors von Zer-
vixkarzinom- und Ovarialkarzinomzelllinien

Die folgenden Untersuchungen sollten Informationen dartiber liefern, durch welchen Mecha-
nismus die LDOC1-Ausschaltung in Zervix- und Ovarialkarzinomzelllinien ausgeldst wird.
Zu testende Hypothesen waren die Gendeletion, das Rearrangement von Genen und epigene-
tische Regulation. Zu diesem Zweck wurde an genomischer DNA (,,gDNA*) von Zervix- und
Ovarialkarzinomzelllinien eine PCR Analyse durchgefiihrt und auf die Présenz oder Absenz
der kodierenden Region von LDOC1 getestet. In allen sechs getesteten Zervix- und allen sie-
ben Ovarialkarzinomzelllinien konnte die volle kodierende Region von LDOC1 amplifiziert
werden (Abbildung 10A, 10B). Dabei wurden die Primer so gewahlt, dass sie das Start- und
Stoppcodon mit einschlossen, sodass die gesamte kodierende Region in der PCR amplifiziert
wurde. Eine Gendeletion war hiernach als Mechanismus der LDOC1-Ausschaltung auszu-

schliefen.
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A Caski Hela Sw756 Mel80 SiHa C33 gDNA

B OV-MZ- OV-MZ- OV-MZ- Oov-Mz- OV-MZ- OV-MZ- OV-MZ-
6 26 30 31 33 37 38 gDNA

Abbildung 10: Qualitative PCR Analyse genomischer DNA von Zervix- und Ovarialkarzinom-
zelllinien. Die genomische DNA der Zervixkarzinomzelllinien (A) und der Ovarialkarzinomzelllinien
(B) wurde mittels semiquantitativer PCR Analyse auf Anwesenheit der kodierenden Sequenz von
LDOC1 untersucht.

Im néchsten Schritt erfolgte die Konversion der genomischen DNA der Zervix- und Ovarial-
karzinomzelllinien mit Hilfe der Bisulfit-Reaktion sowie die Analyse der Promotorregion von
LDOCL1 mit methylierungsspezifischen Primern (Lee, Wong et al. 2013). Eine positive Reak-
tion auf Promotormethylierung lieR® sich genau bei den vier Zervixkarzinomzelllinien nach-
weisen, die in der mMRNA Analyse den Verlust der Expression des Genproduktes gezeigt hat-
ten (SW756, Mel80, SiHa, C33) (Abbildung 11A).
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Abbildung 11: PCR Analyse Bisulfit-konvertierter DNA von Zervixkarzinomzelllinien. (A) PCR
Analyse Bisulfit-konvertierter DNA von Zervixkarzinomzelllinien mit methylierungsspezifischen
LDOC1-Primern (LDOC1-MSP) und genomischen B-Aktin Primern. (B) Die Proben aus (A) wurden
zusétzlich durch eine methylierungsspezifische real-time PCR Analyse charakterisiert. Es konnte kein
real-time PCR Signal (Ct-Wert= 40; 86Ct-Wert =0) bei der DNA aus CaSki oder HeLa Zellen detek-

tiert werden.

Ferner wurden die Proben aus Abbildung 11A durch eine methylierungsspezifische real-time
PCR charakterisiert (Abbildung 11B), was die Ergebnisse der Standard-PCR noch einmal
bestétigte. Das Fehlen eines Signals bei den Zelllinien CaSki und HeLa l&sst den Schluss zu,
dass bei den LDOC1-Promotoren dieser beiden Zelllinien keine Methylierung vorliegt. Me-
thylierungsspezifische Primer fiir B-Aktin dienten dabei als Qualitatskontrolle der konvertier-

ten DNA.

Auch bei den Ovarialkarzinomzelllinien lie8 sich anhand der methylierungsspezifischen PCR
ein Signal bei denjenigen Zelllinien OV-MZ-6, OVMZ-30 und OV-MZ-37 feststellen, die
zuvor einen Verlust der LDOC1-mRNA gezeigt hatten. Auch hier indiziert ein Fehlen des
Signals bei OV-MZ-26, OV-MZ-31, OV-MZ-33 und OV-MZ-38 in der MSP, dass die Pro-
motoren dieser Zelllinien nicht methyliert sind (Abbildung 12).

53



BSF DNA

OV-Mz- QV-Mz- OV-Mz- ov-Mz- QV-Mz- OV-MzZ- ov-Mz-
6 26 30 31 33 37 38

B-actin

Abbildung 12: PCR Analyse Bisulfit-konvertierter DNA von Ovarialkarzinomzelllinien. Qualita-
tive PCR Analyse von Bisulfit-konvertierter DNA von Ovarialkarzinomzelllinien mit genomischen 3-
Aktin Primern und mit methylierungsspezifischen LDOC1-Primern (LDOC1-MSP).

3.3 Reexpression von LDOC1 nach Behandlung mit 5-Aza-
2¢-deoxycytidin

Um den Mechanismus der epigenetischen Regulierung fur die LDOC1-Ausschaltung zu be-
statigen, wurden die Zervixkarzinomzelllinien Me180 und SiHa und die Ovarialkarzinomzell-
linien OV-MZ-30 und OV-MZ-37 mit 5-Aza-2‘-deoxycytidin behandelt (Decitabin). Bei De-
citabin handelt es sich um einen klinisch erprobten DNA-Methyltransferase-Inhibitor. Uber
die Unterbindung weiterer Methylierung duch den DNMT-Inhibitor kommt es zur Reexpres-
sion von durch Methylierung ausgeschalteten Genen. Sowohl in der quantitativen als auch der
semiquantitativen RT-PCR Analyse zeigte sich deutlich, dass die LDOC1 Expression in den
Zelllinien Mel180, SiHa, OV-MZ-30 und OV-MZ-37 durch 5-Aza-2‘-deoxycytidin wieder-
hergestellt werden konnte (Abbildung 13, 14). Bei wiederholten Durchfiihrungen des Versu-
ches mit verschiedenen Konzentrationen von 5-Aza-2‘-deoxycytidin konnte eine stérkere Re-
expression von LDOC1 mit steigender Konzentration nachgewiesen werden. Dies galt aller-
dings nur bis zu einem bestimmten Wert, denn ab einer Konzentration von 50uM (iberwog

der zytotoxische Effekt von Decitabin (Zellkulturbeobachtung).
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Abbildung 13: Reexpression von LDOCL1 in Zervixkarzinomzelllinien durch die Behandlung mit
5-Aza-2¢-deoxycytidin. Mel180 (A) und SiHa (B) Zervixkarzinomzelllinien wurden tber 72h mit 5-
Aza-2‘-deoxycytidin inkubiert und darauf mittels real-time PCR und Agarose-basierter PCR (einge-

fiigtes kleines Bild) im Hinblick auf die Expression von LDOC1 analysiert.
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Abbildung 14: Reexpression von LDOCI1 in Ovarialkarzinomzelllinien durch die Behandlung
mit 5-Aza-2¢-deoxycytidin. OV-MZ-30 (A) und OV-MZz-37 (B) Ovarialkarzinomzelllinien wurden
Uber 72h mit 50uM 5-Aza-2‘-deoxycytidin inkubiert und anschliefend mittels real-time PCR und
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Agarose-basierter RT-PCR (eingefiigtes kleines Bild) im Hinblick auf die Expression von LDOC1
analysiert.

3.4 Expression von LDOCL1 in Zervixkarzinom-Geweben

Um die Expression von LDOCL1 in Zervixkarzinom-Geweben zu untersuchen, wurde eine
quantitative real-time PCR von Gewebeproben durchgefuhrt, die von neun Patientinnen wéh-
rend der Operation gewonnen worden waren. Eine deutliche Herunterregulierung der
LDOC1-mRNA zeigte sich bei drei verschiedenen Proben (3, 4, 8). Eine Heraufregulierung
der LDOC1-mRNA fand sich unerwartet ebenfalls bei drei Proben (1, 2, 5). Kein Unterschied
in der LDOC1 Expression im Vergleich zu gesunden Gewebeproben der Cervix uteri der je-

weils selben Patientin zeigte sich bei drei weiteren Proben (6, 7, 9) (Abbildung 15).

Mit den Ergebnissen der Proben 3, 4 und 8 konnten die in den Zellkulturexperimenten beo-
bachteten LDOC1-Verluste somit auch in vivo beobachtet werden, d.h. in einer Subgruppe
von Zervixkarzinomen bzw. Zellen kann es zu einem Verlust von LDOC1 kommen. Die Er-
gebnisse der Proben als Ganzes deuten jedoch darauf hin, dass es sich bei der LDOC1-

Regulation in Einzelfallen auch um eine differentielle Uber-Expression handeln kann.
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Abbildung 15: Analyse der LDOC1 Expression in Zervixkarzinom-Gewebeproben und nicht

[B—actin

malignen Gewebeproben der Cervix uteri. Gewebebiopsien wurden von der Portio der Cervix uteri
von jeweils Zervixkarzinom und nicht malignem Kontrollgewebe derselben Patientin gewonnen. Die
LDOCL1 Expression wurde mittels real-time PCR Analyse gemessen. Die relative LDOC1 Expression
in malignen Zervixkarzinom-Gewebeproben (LDOC1mor-B-Aktingmer) Wurde in Relation zur relativen
LDOC1 Expression in nicht malignem Gewebe gesetzt (LDOC1 ¢ontroi-B-AKtiNgontro)). (B) Semiquantita-
tive RT-PCR Analyse von ausgewéhlten Gewebeproben aus (A). NM, nicht maligne Proben der Portio
vaginalis uteri; M, maligne Proben, Zervixkarzinom; SCC, Plattenepithelkarzinom; ASCC, Adenokar-

zinom.

3.5 Uberexpression von LDOCI1 induziert Zelltod in Zer-
vixkarzinomzelllinien

Um die Expression und Regulation von LDOC1 auch auf Proteinebene zu zeigen, wurden
verschiedene kommerziell erhdltliche Antikorper getestet. Leider zeigte keiner der von uns
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gekauften Antikorper (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland; Sigma-Aldrich,
Minchen, Deutschland), die von mir getestet wurden, eine positive Reaktion, weder im Wes-
tern Blot noch in der Immunfluoreszenz (ohne Bild). Diese negative Erfahrung mit kommer-
ziellen LDOCL1 Antikérpern hatten jedoch auch schon andere Arbeitsgruppen gemacht (Duz-
kale, Schweighofer et al. 2011; Mizutani, Koike et al. 2005). Im Labor wurde darum von an-
deren Mitarbeitern parallel zu dieser Arbeit ein LDOC1 Expressionsplasmid generiert, um

zumindest eine Positivkontrolle zu haben.

Bei dem zusatzlich anklonierten Epitop V5 handelt es sich um ein Fusionsprotein, das zum
Nachweis von Proteinen herangezogen werden kann, flr die kein geeigneter Antikdrper zur
Verfugung steht. Leider reagierten die kommerziellen Antikorper auch hier nicht gegen das
uberexprimierte Gen (meine Arbeiten; ohne Abbildung), obwohl sich eine deutliche Reaktion
auf das V5 Epitop ergab, welches sich auch im Western Blot auf Hohe des zu erwartenden
LDOC1-V5 Proteins (17 + 6 kDa) befand (Arbeiten der ,,Plasmidklonierungsgruppe®; Abbil-
dung 16). Neben dem Expressionsnachweis ergaben sich aber auch noch weitere, morphologi-
sche Veranderungen bei den LDOC1 transfizierten Zelllinien, die sich bei Kontrolltransfekti-
onen, wie etwa mit dem Transkriptionsfaktor MTAL1 (metastasis-associated gene 1), nicht
ergaben. Transiente Transfektion in HelLa Zellen resultierte in einer irreguldren und apoptoti-
schen Morphologie mit nukleédrer und zytoplasmatischer Farbung fir LDOCL1 unter dem Fluo-
reszenzmikroskop (Abbildung 16A). HelLa Zellen wurden in diesem Versuch verwendet, da
sie normalerweise eine hohe Transfektionseffizienz von 60-90% zeigen. Dennoch erschien die
Effizienz der Transfektion von LDOC1-V5 nur schwach und auf eine kleine Anzahl von Zel-
len beschrénkt. Dies war als Indiz dafur anzusehen, dass entweder andere zelluldre Mecha-
nismen existieren, die mit der LDOC1-Proteinexpression und -Stabilisierung zusammenhén-
gen oder dass viele der transfizierten und apoptotischen Zellen bereits schon abgestorben und
abgelost waren. Im Gegensatz zur LDOC1-Transfektion erschien die Transfektionseffizienz
von dem Proonkogen MTAL, das hier zu Vergleichszwecken herangezogen wurde, in HelLa
Zellen sehr viel hoher. Dies konnte mit Hilfe der Immunfluoreszenz Analyse und der Western
Blot Analyse anschaulich gemacht werden (Abbildung 16). AuBerdem zeigten MTAI-

uberexprimierende Zellen keine morphologischen Zeichen von Apoptose.
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Abbildung 16: Ektopische Uberexpression von LDOC1 induziert Apoptose in HeLa Zellen. (A)
HelLa Zellen, die auf Deckglasern gewachsen sind, wurden transient mit dem LDOC1-V5 oder MTA1-
V5 Expressionsplasmid transfiziert und nach 48h Inkubation mittels indirekter Immunfluoreszenz mit
einem monoklonalen anti-V5 Antikérper, gefolgt von einem Cy3-konjugierten sekundaren Antikorper
analysiert. Apoptotische Zellen sind mit einem Pfeil markiert. (B) In Zellkultur gewachsene HelLa
Zellen wurden fir verschiedene Zeitspannen mit einem LDOC1-V5 oder MTA1-V5 Expressionsplas-
mid transfiziert und mittels Western Blot Analyse untersucht. Marker: prestained marker IV (Peglab,
Erlangen, Deutschland). LDOC1 = 17 kDa (146 AA); MTAL = 81 kDa (715 AA); V5-HIS tag = 45

zusétzliche (AA = Aminoséure; kDa = relatives Molekulargewicht).

Waihrend alle in Abbildungen 8-15 gezeigten Experimente alleinige Arbeiten dieser Doktor-
arbeit sind, so handelt es sich bei den in dieser Abbildung 16 gezeigten Experimenten um
Gemeinschaftsexperimente des Forschungslabors. Diese Gemeinschaftsarbeit ist unter Buch-
holtz et al. veroffentlicht. Die Prasentation dieser Experimente in Abbildung 16 ist jedoch

wichtig zum Verstandnis der folgenden Diskussion.
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4. Diskussion

Diese Studie wurde durchgefiihrt, um die Expression von LDOC1 in Zervix-, Ovarialkarzi-
nomzelllinien und in vivo aus Gewebe der Portio vaginalis uteri zu untersuchen. Anhand der
durchgefuhrten Experimente konnte die epigenetische Modifizierung in Form der aberranten
Promotormethylierung als Mechanismus der Gen-Ausschaltung identifiziert werden.

Die vorliegende Studie erbrachte das Ergebnis, dass die Promotormethylierung des vermute-
ten Tumorsuppressorgens LDOCL ein hédufiges Ereignis im Zervix- und Ovarialkarzinom
darstellt.

Urspriinglich wurde LDOC1 durch dessen Herunterregulation in Pankreas- und Magenkarzi-
nomzelllinien identifiziert (Nagasaki, Manabe et al. 1999). Weitere Untersuchungen zeigten
ebenfalls die Herunterregulierung von LDOC1 im Osophaguskarzinom (Ogawa, Ishiguro et
al. 2008), im hepatozellularen Karzinom (Riordan and Dupuy 2013), im oralen Plat-
tenepithelkarzinom (Lee, Wong et al. 2013) und bei der CLL (Duzkale, Schweighofer et al.
2011). In derselben Studie von Duzkale et al. konnte aber auch nachgewiesen werden, dass
die Hochregulierung von LDOCL1 in einer Untergruppe von nicht mutierter CLL mit einer
schlechten Prognose assoziiert war. Eine Uberexpression der LDOC1-mRNA wurde aufer-
dem in Blutzellen von Parkinsonpatienten mit Plattenepithelkarzinom der Haut und im Hals-,
Kopfbereich nachgewiesen (Salemi, Giuffrida et al. 2012). In dieser Arbeitsgruppe unter
Salemi et al. wurden ferner erhohte Werte der LDOC1-mRNA in den Blutproben von Alz-
heimerpatienten detektiert. All jene Erkenntnisse fiihren laut Autoren zu der Annahme von
LDOC1 als einem proapoptotischen Faktor bei neurodegenerativen Erkrankungen. Ferner
mussen also bei der Analyse von LDOC1 nicht nur die Ausschaltung des Gens, sondern auch
die differentielle Expression berlcksichtigt werden.

Auch bei der Untersuchung der Gewebeproben der Cervix uteri konnte insofern keine eindeu-
tige Aussage Uber die LDOC1 Expression getroffen werden, als dass die Gewebeproben von
drei Patientinnen erhthte LDOC1-Werte aufwiesen, weitere drei verminderte Expression
zeigten und wiederum Proben dreier Patientiennen in der Expression keinen Unterschied zum
gesunden Gewebe zeigten. Eine groRere Anzahl von Gewebeproben ist jedoch unbedingt er-
forderlich, um die LDOCL1 Expression im Zervixkarzinom zu beschreiben. Die hier vorlie-
gende Probenzahl ergab sich aus dem Zeitrahmen der Doktorarbeit, in dessen Zusammenhang
die Sammlung von Zervixkarzinomgeweben fur die DNA/RNA Analyse erst begonnen wurde

und demndéchst an der Klinik ausgebaut werden soll. Eine immunhistochemische Analyse an
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asserviertem und paraffinisiertem Gewebe konnte aufgrund der schlechten Qualitat der kom-
merziell erhéltlichen Antikorper wie erwéhnt leider nicht durchgefiihrt werden und alle bishe-
rigen LDOCL1 Publikationen beziehen sich auf die mRNA-Expression. Die schlechte Qualitat
der kommerziellen LDOC1 Antikorper wurde bereits von anderen Arbeitsgruppen bemerkt
und beméngelt (Duzkale, Schweighofer et al. 2011) und es bleibt zu hoffen, dass demnachst
gegen bessere Epitope gerichtete und auch von den Firmen besser gepriifte LDOC1 Antikor-
per auf den Markt kommen.

Kritisch im Zusammenhang mit der Untersuchung der LDOC1 Expression in Gewebeproben
ist die Tatsache, dass auch Blutzellen und Fibroblasten sowie nicht maligne Zellen normaler-
weise LDOCL1 exprimieren (Duzkale, Schweighofer et al. 2011) und die Ergebnisse verfal-
schen konnen, wenn statt einer histochemischen Untersuchung eine Gesamt-mRNA Analyse
vorgenommen wird. Es kann nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden, dass erhohte
LDOC1-Werte in einigen unserer Tumorgewebeproben auf die Infiltration des Gewebes mit
Immunzellen und Fibroblasten zuriickzufihren sind. Das Screening auf die Expression von
LDOC1-mRNA mittels real-time PCR erwies sich jedoch offensichtlich in mehreren Einzel-
fallen als praktikabel bei der Untersuchung von Tumorgewebe mit einer deutlichen Herunter-
regulierung von LDOCL1. Um eine verlassliche Analyse bei differentieller LDOC1 Expression
durchzufuhren, mangelt es allerdings an ausreichender Spezifitat. Die Losung fur dieses Prob-
lem liefert die Durchfiihrung einer methylierungsspezifischen PCR (MSP) auf DNA Ebene.
Denn hier kommt es zu keiner PCR-Reaktion in Gewebezellen, sondern ausschlieBlich in
Tumorzellen mit methyliertem LDOC1-Promotor. Aufgrund der Sensitivitat der real-time
PCR konnen hier auch geringe Mengen an Zellen mit methyliertem Promotor nachgewiesen
werden. So konnten mit Hilfe der MSP kleinere Untergruppen starker undifferenzierter
Krebszellen in CINs oder Krebszellpopulationen im Tumorgewebe identifiziert werden, die
das Potential besitzen, sich zu fortgeschrittenen Stadien zu entwickeln (Buchholtz, Jiickstock
et al. 2014; Buchholtz, Briining et al. 2013). Die Weiterentwicklung eines derartigen Nach-

weises ist zurzeit im Labor geplant.

Als klassische Methode fir die Analyse des Epigenoms hat sich die Bisulfit-Modifikation der
genomischen DNA, urspringlich entwickelt von Frommer et al. (Frommer, McDonald et al.
1992), etabliert. Dabei gilt die Bisulfit-Sequenzierung als Goldstandard fir die Auswertung
der individuellen CpG-Dinukleotide (Balch, Fang et al. 2009). Vier Punkte sind entscheidend,
um die Verl&sslichkeit und Giite der Bisulfit-Konvertierung zu bestimmen. Dazu zahlt die

komplette Konversion von Cytosin zu Uracil, Methylcytosin bleibt dabei jedoch intakt. Ferner
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sollte der Verlust der DNA wahrend der Reaktion aufgrund nicht spezifischer Degradation so
gering wie moglich gehalten werden. Dartiber hinaus soll das Ergebnis unabhéngig von der
ausgewahlten Primer-Sequenz sein (Grunau et al. 2001).

Die methylierungsspezifische PCR, wie sie auch in der vorliegenden Arbeit angewendet wur-
de, dient der Untersuchung des Methylierungsstatus von Orten von Interesse auf der DNA

durch die selektive Amplifikation von methylierten und nicht methylierten Allelen.

Der kritische Punkt fiir adaquate Resultate der MSP ist die Auswahl der methylierungsspezifi-
schen Primer. Da die vorausgehende Behandlung mit Bisulfit die Komplexizitat der DNA-
Sequenz vermindert, neigen die MSP-Primer dazu, an multiple Zielsequenzen auf der konver-
tierten DNA zu binden. Dies gilt es bei der Analyse zu beriicksichtigen (Hernandez, Tse et al.
2013). Wahrend der Arbeiten zu der vorliegenden Studie erwies sich eben dieser Umstand als
Herausforderung. Viele Primer mussten ausgetestet werden, da falsch positive Ergebnisse bei
der PCR in die Irre fuhrten. Als gliicklicher Umstand erwies sich die Tatsache, dass wahrend
der Austestung verschiedener Primer im Laufe dieser Doktorarbeit eine Arbeit von Lee,
Wong et al. veroffentlicht wurde, welche die Promotormethylierung von LDOC1 am oralen
Plattenepithelkarzinom beschreibt (Lee, Wong et al. 2013). Mit Hilfe der dort aufgefiihrten
MSP-Primer-Sequenzen gelang uns der Nachweis der Promotormethylierung auch am Zervix-

und Ovarialkarzinom.

Um Fehlinterpretationen einer positiven Reaktion bei der Standard-PCR zu vermeiden, emp-
fiehlt es sich, nicht methylierte, nicht Bisulfit-konvertierte DNA-Proben und solche Kontrol-
len ohne DNA-Vorlage in die PCR mit einzuschlieen (Herman, Graff et al. 1996).

Ferner kann ein erheblicher Anteil der DNA durch Einzelstrangbriiche wahrend der langen
Inkubationszeiten beschédigt werden und wéhrend des Reinigungsvorgangs der Bisulfit-
Reaktion verloren gehen. Die beiden Determinanten, die Einfluss auf die Effizienz der Dea-
minierung und den Grad degradierter DNA nehmen, sind Inkubationszeit und die Temperatur
bei Inkubation. In einer Studie von Grunau et al. konnten maximale Konversionsraten bei
55°C (4-18h) und 95°C (1h) gefunden werden, welches mit einer 84-96%igen Degradation
der DNA einherging (Grunau et al. 2001).

Ein signifikanterer Verlust der DNA konnte wéhrend des Reinigungsvorgangs, bestehend aus
Entfernung des Bisulfits und Desulfonierung, gefunden werden. Dieser scheint abhdngig von

der Konzentration der DNA, die zu Beginn verwendet wurde und resultiert aus einer Gro-
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Renselektivitét, die von der Bindung der DNA an eine Matrix sowie nachfolgende Elution

herrihrt, welches fir die anschlielende PCR essentiell ist (Munson et al. 2007).

Herausforderungen bei der Durchfihrung der MSP bestehen aufRerdem in der Vermeidung
schlechter DNA-Qualitat und der Amplifikation von nicht konvertierter DNA mittels MSP-
Primern, welche mit Abstrichen bei der Reproduzierbarkeit einhergehen kénnen (Hernandez,
Tse et al. 2013; Herman, Graff et al. 1996). Hilfreich bei der Durchfiihrung der PCR-basierten
DNA-Methylierungsanalyse kénnen Computerprogramme zur Primer-Auswahl und Bisulfite

conversion Kits, die auch in unserer Studie verwendet wurden, sein.

Ist die Konversion der methylierten DNA mittels Bisulfit-Methode erfolgreich durchgefiihrt
worden, kann die Untersuchung der DNA-Methylierung Vorteile gegentiber anderen Biomar-
kern bieten. Zum einen wird die Hypermethylierung der meisten Gene selten bei gesunden
Individuen gefunden, auch wenn einige Verédnderungen im Methylierungsmuster im Zuge der
Alterung und ausgeldst durch umgebungsbedingte Stressoren auftreten kbnnen. Zum anderen
vermeidet man mit der selektiven Darstellung des Methylierungsstatus Storfaktoren wie Ge-
webszellen, die zwar LDOCL1 exprimieren kdnnen, aber deren Promotor in der Regel nicht
methyliert ist. Chemische Stabilitét, die Moglichkeit zur Amplifikation und die damit einher-
gehende Verbesserung der Sensitivitat, vergleichsweise geringe Kosten und die Beschrankung
auf bestimmte Regionen der DNA, die CpG-Inseln, tragen dazu bei, dass die Untersuchung
der methylierten DNA unter optimalen Bedingungen ablaufen kann (Balch, Fang et al. 2009).
Die MSP ermdglicht auBerdem eine schnelle Analyse, die Detektion kleiner Zahlen methyl-

ierter Allele und die Untersuchung nur weniger Mengen an DNA.

Methylierungs-Assays konnen mit kleinen Gewebeproben aus der Routinediagnostik, an ge-
frorenen Proben oder solchen, die in Paraffin eingebettet sind, durchgefiihrt werden (Lopez,
Percharde et al. 2009). Ferner gewéhrleistet die MSP die Untersuchung aller CpG-Stellen und
nicht nur derer, deren Sequenzen von Restriktionsenzymen erkannt werden (Herman, Graff et
al. 1996).

Auch die Methode der Methylierungs-sensitiven Restriktionsenzym-Analyse (MSRE) wurde
in der vorliegenden Arbeit angewandt. Hierbei erfolgt der Verdau der DNA mit Restriktions-
enzymen, die an der dem jeweiligen Enzym spezifischen Erkennungssequenz schneiden. Me-
thylierte DNA bleibt davon unberihrt. Da es in der nachfolgenden PCR bei nicht methylierter,
geschnittener DNA zum Abbruch der Amplifikation kommt, ergibt sich eine Méglichkeit, den
Methylierungsstatus anhand der Anwesenheit oder des Fehlens von Banden in der semiquanti-
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tativen PCR zu bestimmen. Aufgrund unzureichender Ergebnisse (nicht gezeigt) wurde diese

Methode zugunsten der Bisulfit-Konvertierung von uns verlassen.

Mit der Untersuchung des Methylierungsstatus der DNA eroffnet sich ferner eine weitere
Mdglichkeit der Tumordiagnostik - zusétzlich zur Untersuchung von Gewebe: Namlich zirku-
lierende Tumor-DNA in Korperfllssigkeiten als Biomarker zu verwenden. Der Ursprung der
DNA im Serum wird auf nekrotische Tumorzellen zuriickgefiihrt. Dabei zeigte die methylier-
te DNA aus dem Serum von Krebspatienten eine gute Korrelation zu dem Grad an Methylie-
rung, der im Tumorgewebe detektiert werden konnte (Balch, Fang et al. 2009). Durch die
Weiterentwicklung der Methylierungsanalyse von Zellen aus Korperflissigkeiten bestiinde
eine nicht invasive Methode des Tumorscreenings, konnte auf die Biopsie von schwer er-
reichbaren Organen verzichtet werden und konnten in Zukunft durch Analyse eines tumorspe-
zifischen Methylierungsmusters Aussagen zu Therapie und Prognose getroffen werden
(Lopez, Percharde et al. 2009).

Einschrankend ist anzumerken, dass die Untersuchung der Methylierung von LDOC1 als Bi-
omarker im Serum fur den klinischen Alltag insofern als problematisch anzusehen ist, als dass
ein positives Ergebnis keinen Ruckschluss auf den Ursprung des methylierten LDOC1-Gens
zulésst. Es misste dafur das Methylierungsmuster vieler verschiedener Gene eines Gewebes

analysiert werden, das fur einen bestimmten Tumor charakteristisch ist.

Da der Mechanismus der LDOC1-Ausschaltung durch Promotormethylierung mittels gDNA-
Analyse und Bisulfit-Konvertierung identifiziert werden konnte, sollte auch der Umkehr-
schluss - die Reexpression von LDOC1 durch Aufhebung der Methylierung - getestet werden.
Pharmakologische Inhibitoren der Methylierung wie 5-Aza-2‘-deoxycytidin (Decitabin) fihr-
ten zur Hemmung der DNA-Methyltransferasen und bewirkten die Reexpression von LDOC1
im oralen Plattenepithelkarzinom (Lee, Wong et al. 2013). In der vorliegenden Arbeit zeigte
die Behandlung der Zervixkarzinomzelllinien Me180 und SiHa sowie der Ovarialkarzinom-
zelllinien OV-MZ-30 und OV-MZ-37, die zuvor nicht LDOC1lexprimiert hatten, nach Be-
handlung mit Decitabin eine deutliche Reaktivierung der LDOC1 Expression. Die Reversibili-
tat der LDOC1-Ausschaltung bietet insofern ein mogliches Ziel fur die Antitumor-Therapie,
dass antiproliferative und proapoptotische Gene reexprimiert werden koénnen (Buchholtz,
Juckstock et al. 2014; Buchholtz, Bruning et al. 2013).

Die Behandlung mit demethylierenden Substanzen wie Decitabin erwies sich auch bei ande-
ren methylierten und ausgeschalteten Genen als effektiv, um die Expression dieser Genpro-
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dukte zu reaktivieren (Glasspool, Teodoridis et al. 2006). Der klinische Einsatz von Decitabin
als Einzelsubstanz erfolgt bereits bei dem MDS, der AML und CML. Studien an soliden Tu-
moren mit Decitabin zeigten bisher keinen Erfolg. Dennoch kann die Behandlung mit deme-
thylierenden Substanzen in der Tumortherapie von Nutzen sein, indem es zur Reexpression
von Genen kommt, die Einfluss auf die Chemosensitivitat haben (Glasspool, Teodoridis et al.
2006; Plumb, Strathdee et al. 2000).

Dass die Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika unter anderem auf epigenetische Verénde-
rungen zuruckgefiihrt werden kann, lasst sich aus den Ergebnissen vieler Studien folgern.
Eine wichtige Rolle in Bezug auf das Ansprechen auf die Tumortherapie kénnte die verander-
te Expression von Genen spielen, die bei der Apoptose und Reparatur von DNA involviert
sind. Die Methylierung verschiedener Gene kann auch gegensétzliche Effekte auf die Sensiti-
vitat gegenliber Medikamenten haben, wie folgendes Beispiel zeigt: Die Methylierung der
DNA von Reparaturgenen wie MGMT kann zur Inaktivierung der DNA-Reparatur fihren und
damit ein Ansprechen auf Chemotherapeutika bewirken. Allerdings fiihrt die epigenetische
Ausschaltung von proapoptotischen Genen wie z.B. hMLH1 zu Chemoresistenz (Glasspool,
Teodoridis et al. 2006).

In vitro bestand bei der Behandlung von Fibroblasten in Kultur mit Decitabin ein sehr schma-
ler Wirkungsbereich. Ein Wirkungsverlust bei hohen Dosen von Decitabin ist als Resultat der
Zytotoxizitét dieser Substanz anzusehen (Glasspool, Teodoridis et al. 2006; Brown and Plumb
2004). Demethylierende Substanzen sollten daher in Konzentrationen unterhalb der maximal
tolerierbaren Dosis liegen, aber trotzdem hoch genug gewahlt sein, um eine Reexpression
durch Inhibierung der DNMT zu bewirken. Auch in der vorliegenden Arbeit wurden ver-
schiedene Dosierungen getestet. Optimale Werte ergaben sich bei Dosierungen in mittleren
bis hohen Bereichen. Ab einer Konzentration von uber 50uM Decitabin starben die Zellen in
der Zellkultur ab. Vereinbar damit erwiesen sich niedrig dosierte Protokolle in der Studie an
hédmatologischen Malignomen als effektiver im Vergleich zu Hochdosis-Protokollen (Issa,
Garcia-Manero et al. 2004). AuBBerdem liel3e sich durch niedriger dosierte Protokolle die Kno-
chenmarkstoxizitat reduzieren, was insbesondere dann von grof3er Bedeutung ist, wenn Deci-
tabin als Kombinationstherapie mit anderen Chemotherapeutika eingesetzt werden soll
(Glasspool, Teodoridis et al. 2006).

Diese Beobachtungen zusammen mit der Bedeutung der epigenetischen Modifizierung fur die

Zellbiologie wie Zellwachstum, Zellzyklus-Kontrolle, Differenzierung, DNA-Reparatur und
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Zelltod lassen die Inhibierung der Methylierung als einen vielversprechenden Mechanismus
fiir die effektive Behandlung von Tumoren erscheinen.

Ferner wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Funktion von LDOCL1 untersucht. Eine
Uberexpression des zu untersuchenden Gens induzierte in verschiedenen transfizierten Zellty-
pen die Apoptose. Diese wurde in einer vorherigen Studie durch den Verlust des mitochondri-
alen Membranpotentials angestoen und sowohl durch den Caspase-3-abhangigen und -
unabhangigen Weg eingeleitet (Inoue, Takahashi et al. 2005). Ferner konnte in der Studie von
Inoue et al. gezeigt werden, dass die durch LDOC1-induzierte Apoptose von einem Anstieg
der p53 Protein Werte begleitet wird, nicht jedoch der p53 Transkription. Daraus schlussfol-
gerten Mizutani et al., dass LDOCL1 die Degradation von p53 verhindert (Mizutani, Koike et
al. 2005). Daruber hinaus erkannte man, dass WAVE3, das zur Wiskott-Aldrich Syndrom
Protein-Familie gehort, die Translokation von LDOCL1 aus dem Nukleus ins Zytoplasma be-
wirkt. Dies flihrte zur Inhibierung des durch LDOCL1 induzierten Zelltodes (Mizutani, Koike
et al. 2005). Interessanterweise waren die HeLas die einzigen der in den genannten Studien
getesteten Zervixkarzinomzelllinien, die nach Uberexpression von LDOC1 im Verlauf der 16-
stiindigen Transfektion nicht in die Apoptose eintraten (Inoue, Takahashi et al. 2005). Ahnlich
wie in den genannten Arbeiten konnten auch in der vorliegenden Studie keine deutlichen
apoptotischen Veranderungen nach Kurzzeit-Expression von LDOC1 in den HelLa Zellen
registriert werden. Allerdings induzierten ldngere Inkubationszeiten nach LDOCL1-
Transfektion die Apoptose in den untersuchten HelLa Zellen (Buchholtz, Brining et al. 2013).
Dies ist als Indiz dafiir anzusehen, dass es sich bei LDOC1 nicht um einen unmittelbaren
apoptotischen Faktor handelt, sondern dass dieses Genprodukt zuerst die Zellphysiologie mo-
duliert und veréndert, was zur Entstehung eines proapoptotischen Phénotyps fuhrt (Buchholtz,
Brining et al. 2013). Ferner erscheint es sinnvoll, einen Schwellenwert der LDOC1 Expressi-
on zu definieren, denn Zelllinien wie HelLa und CasKi weisen bereits endogene LDOC1 Ex-
pression auf.

In zukinftigen Studien gilt es zu erforschen, ob erhéhte LDOC1 Expression auf Proteinebene
(durch posttranskriptionale oder posttranslationale Modifizierungen ausgeldst durch apoptoti-
sche Stimulation) eine Stabilisierung oder eine Aktivierung des LDOC1 Proteins unter
apoptotischen Bedingungen bewirkt (Buchholtz, Brining et al. 2013). Eine Herausforderung
beziiglich der Forschung an LDOC1 besteht darin, dass derzeit kein kommerziell erhéltlicher
LDOCL1-Antikorper existiert, der zur Farbung und Lokalisation der Proteinexpression geeig-

net wére. Die bereits oben erwahnte Forschungsgruppe unter Mizutani umging dieses Hinder-
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nis durch den Gebrauch eines myc-markierten LDOC1 Expressionsvektors und konnte damit
zeigen, dass LDOC1 in Interaktion mit WAVE3 vom Nukleus ausgeschlossen werden kann
(Mizutani, Koike et al. 2005).

Dariiber hinaus wird Gber LDOC1 angenommen, dass es sich um einen nukleédren Transkrip-
tionsfaktor handelt, welcher der Familie der leucine zipper transcription factor family ange-
hort. Mitglieder dieser Familie fungieren als Modulatoren der Transkription, sie kdnnen durch
die Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren transkriptionale Aktivitat fordern oder
unterdriicken (Chih, Park et al. 2004).

Von besonderer Bedeutung ist die Interaktion von LDOC1 mit dem NF-kB Transkriptionsfak-
tor-Komplex und die daraus resultierende Reduktion der transkriptionalen Aktivitat von NF-
kB. Dabei beeinflusst LDOCL1 allerdings nicht p53, Apl und die CRE-abhangige Reporter-
gen-Expression. In Abhangigkeit von der Dosis konnte die Inhibierung der Aktivierung von
NF-kB durch die TNFa-Liganden-induzierte Stimulierung oder durch PAM (phorbol 12-
myristate 13-acetate) bei transienter Expression von LDOCL1 registriert werden (Nagasaki,
Schem et al. 2003). In ihrer Arbeit zum oralen Plattenepithelkarzinom konnten Lee et al. bei
der Reexpression von BEX1 und LDOCL1 ebenfalls eine Supprimierung des NF-«xB-
Signalwegs demonstrieren, das einen der am hé&ufigsten Uberaktiven Signalwege im OSCC
darstellt. Diese Ergebnisse deuten an, dass es sich bei der Ausschaltung von BEX1 und
LDOCL1 durch Promotorhypermethylierung um ein kritisches Ereignis in der molekularen
Pathogenese des OSCC handelt (Lee, Wong et al. 2013). In Ubereinstimmung mit dieser Stu-
die und in Anbetracht der Interaktion von NF-xB mit LDOC1 kann auch im Zervix- und Ova-
rialkarzinom von der epigenetischen Ausschaltung von LDOC1 durch Methylierung als einem
Mechanismus auf dem Weg der Karzinogenese gesprochen werden.

Bei dem NF-«xB Transkriptionsfaktor-Komplex handelt es sich um eine Familie bestehend aus
funf verschiedenen Transkriptionsfaktoren wie p65 (RelA), RelB, c-Rel, p50 (p105/NFxB1)
und p52 (p100/NFxB2) (Hayden and Ghosh 2004). Jeder Transkriptionsfaktor der NF-xB-
Familie kann Homo- oder Heterodimere ausbilden, die an den Promotor von «B-Stellen bin-
den und die Transkription abhangiger Gene regulieren (Chang and Vancurova 2013). NF-xB
ist flr seine Bedeutung bei der Inflammation und angeborenen Immunantwort bekannt
(Prasad, Ravindran et al. 2010) und hat eine Schllsselfunktion in der Regulation der Onkoge-
nese inne. Durch Férderung von Proliferation und Inhibierung der Apoptose stort NF-xB das
Gleichgewicht zwischen Proliferation und Apoptose zugunsten eines malignen Wachstums

von Tumorzellen (Lin and Karin 2003).
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Die Aktivitat von NF-kB wird Uber zwei verschiedene Wege reguliert. Im Zuge des kanoni-
schen Signalwegs werden die Dimere, p50/RelA and p50/c-Rel, im Zytoplasma durch spezifi-
sche Inhibitoren, die Inhibitors of kB (IxB) zuriickgehalten. Durch Stimuli wie mikrobielle
und virale Infektionen sowie die Exposition gegenlber proinflammatorischen Zytokinen wird
die IkB-Kinase (IKK) aktiviert, die den an NF-xB gebundenen IxB phosphoryliert. Daraufhin
erfolgt die Ubiquitin-abhangige Degradierung von IxB und die NF-kxB-Dimere gelangen in
den Nukleus (Prasad, Ravindran et al. 2010). Um seinen Einfluss auf die Apoptose zu be-
schreiben, sei auf die pro- als auch antiapoptotischen Effekte von NF-xB verwiesen. Ein Bei-
spiel in diesem Zusammenhang ist die Induktion von Autophagie durch IKK. Autophagie
beschreibt eine metabolische Reaktion der Zelle zum Erhalt des Zelliiberlebens, kann jedoch
auch zum Zelltod fihren (Baldwin 2012). Haufiger jedoch beobachtet man antiapoptotische
Auswirkungen von NF-«B auf die Zelle. Die Verhinderung der Apoptose geschieht durch NF-
kB-induzierte Expression von antiapoptotischen und antioxidativen Proteinen (Luo, Kamata
et al. 2005). In vielen Karzinomen fungiert NF-xB als Suppressor des Zelltodes, was als
,Hallmark of Cancer* anzusehen ist (Baldwin 2012). Zuséatzlich kontrolliert aktiviertes NF-
kB Zellzyklusproteine und die Interaktion mit zellularen Komponenten wie p53, welche die
Apoptose einleiten kénnen (Prasad, Ravindran et al. 2010).

Die Suppression von bei der Karzinogenese involvierten Genen durch die Inhibition von NF-
kB stellt einen vielversprechenden Ansatz in der Therapie vieler Malignome dar.

Ein bedeutender Vorteil der IKK/NF-kB-Inhibitoren gegeniiber konventionellen Therapien
stellt die Tatsache dar, dass auch die IKK/NF-kB-Aktivierung in infiltrierenden Immunzellen
blockiert werden kann. Diese werden als eine wichtige Quelle fiir Tumorwachstum und Uber-
lebensfaktoren angesehen (Mantovani, Allavena et al. 2008). Eine Inhibierung von NF-xB
verhindert somit auch das durch Inflammation stimulierte Tumorwachstum (Luo, Kamata et
al. 2005). Dennoch sollte auch die Tatsache berticksichtigt werden, dass NF-xB eine wichtige
Rolle bei der angeborenen und erworbenen Immunabwehr innehat. In Bezug auf die IKK/NF-
kB-Inhibition ist die Spezifitdt der Substanzen kritisch zu betrachten. Denn viele Schritte, die
zur Aktivierung von NF-«xB flhren, sind auch fir andere zellulére Signalwege von entschei-
dender Bedeutung (Chang and Vancurova 2013). Es ist nicht auszuschlieRen, dass es bei einer
Langzeittherapie mit IKK/NF-kB-Inhibitoren zu einer Immundefizienz kommen kann (Luo,

Kamata et al. 2005). Daher sollten alternative Ansatze in Betracht gezogen werden. Die Inter-
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aktion von LDOC1 mit NF-xB und die daraus folgende Reduktion der transkriptionalen Akti-

vitdt von NF-kB konnten einen Ansatzpunkt fur alternative Therapiestrategien darstellen.

4.1 Ausblick

Die vorliegende Arbeit fiinrte zu der Erkenntnis, dass die Uberexpression von LDOCL1 in Zer-
vixkarzinomzelllinien zu einem proapoptotischen Phénotyp fuhrt. Die Herunterregulierung
durch epigenetische Modifikation mittels Promotormethylierung im Zervix- und Ovarialkar-
zinom konnte somit einen Uberlebensvorteil fir Karzinomzellen bedeuten, sowohl wihrend
der Progression des Malignoms als auch der chemotherapeutischen Therapie. Zur Charakteri-
sierung und Klassifizierung des Zervix- und Ovarialkarzinoms fehlen préadiktive epigenetische
Marker, die ein Ansprechen auf chemotherapeutische Protokolle anzuzeigen vermdgen. Die
Analyse der Expression und Promotormethylierung von LDOCL1 kénnte einen neuen Biomar-
ker nicht nur fir die Detektion von zervikalen und ovariellen Neoplasien darstellen, sondern
auch dazu dienen, die Ansprechbarkeit auf die jeweilige Antitumor-Therapie zu evaluieren.
Die Detektion von methylierter DNA als Biomarker in Korperflissigkeiten bietet hier die
Maoglichkeit, das Ansprechen auf bestimmte Therapieprotokolle auf nicht invasive Weise re-
gelmalRig zu Uberprifen (Balch, Fang et al. 2009).

Limitierend erwies sich in der vorliegenden Arbeit der Umstand, dass mit der Untersuchung
der Methylierung von LDOC1 im Serum die Zuordnung zu einem spezifischen Karzinom
nicht moglich ist. Aus der Krebsforschung weifl3 man, dass ein einzelnes Gen nicht ausreicht,
um eine prazise Aussage bezuglich Diagnose oder Prognose zu machen. Dies hat zur Testung
multipler Gene und der Einflihrung von Techniken wie Massenspektrometrie sowie Multigen-
Analyse-Systemen gefiihrt. Eine verlassliche Methode zur Bisulfit-Konvertierung mit optima-
len Konversionsergebnissen und minimalen Verlusten an zu untersuchender DNA ist dabei zu
fordern (Munson et al. 2007).

Ferner erbrachten die Untersuchungen bezuglich der LDOC1 Expression an den Gewebepro-
ben in unserer Studie kein eindeutiges Ergebnis. Ob die Herunterregulation von LDOC1 tat-
séchlich prognostischen und therapeutischen Wert hat, ist mittels einer grélReren Anzahl von

Gewebeproben zu reevaluieren.

Dennoch sollen aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse die Bedeutung und die Mdglich-

keiten, welche die Untersuchung von hypermethylierten Promotoren bieten, betont werden.
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Sowohl Screening-Verfahren als auch individuelle Therapiestrategien und Aussagen (ber die
Prognose lieRen sich in Zukunft durch die Analyse von spezifischen Methylierungsmustern

verwirklichen.

In solchen Situationen, in denen die Gewinnung von Biopsiematerial nur unter dufRerst
schwierigen und riskanten Bedingungen zu verwirklichen ist, wére die Kenntnis (iber das dem
individuellen Tumor spezifische Methylierungsmuster, seine ,,Signatur®, fiir das weitere klini-
sche Procedere von groRem Nutzen. Beispiele hierfir sind das Ovarialkarzinom oder Situati-
onen, wo sich Prognose und Therapie bei unklarem Primartumor stark zwischen moglichen

Tumortypen unterscheiden (Lopez, Percharde et al. 2009).

Das Vorhandensein von methylierter genomischer DNA in einigen Korperflissigkeiten bietet
ferner die Moglichkeit eines nicht invasiven molekularen Screenings auf viele verschiedene
Malignome. Die Herausforderung besteht allerdings darin, die nétige Sensitivitat und Spezifi-

tat mit diesem Ansatz zu erreichen (Lopez, Percharde et al. 2009).

Zur Ermittlung der Prognose und Bestimmung des Metastasierungsrisikos wurden bereits
Studien durchgefuhrt, welche die Signatur eines Tumors, sein spezifisches Methylierungs-
muster, mit klinischen Parametern in Zusammenhang setzten. In Zukunft kénnten therapeuti-
sche Entscheidungen in der Klinik anhand der Analyse des Methylierungsmusters und der
daraus resultierenden Charakterisierung des vorliegenden Tumors individuell getroffen wer-
den (Lopez, Percharde et al. 2009).

AbschlieBend soll auf den mdoglichen Nutzen und die Einsetzbarkeit von DNA-
Methylierungsinhibitoren verwiesen werden. Deren adaquater Einsatz gilt es zu evaluieren,
um die antitumordse Therapie durch Reexpression von Tumorsuppressorgenen wie LDOC1
zu unterstitzen. Einschrankend muss hier allerdings erwéhnt werden, dass der DNMT-
Inhibitor, Decitabin, bisher keine klinische Anwendung zur Therapie solider Tumoren gefun-
den hat. Auch in der vorliegenden Arbeit zeigte sich die therapeutische Breite dieses Methyl-
ierungsinhibitors duferst gering, sodass eventuell die Knochenmarkstoxizitat einen limitie-
renden Parameter bei einer Kombinationstherapie mit konventionellen Chemotherapeutika

darstellen kdnnte.
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5. Zusammenfassunq

In der vorliegenden Studie wurde die Expression und Regulation des Transkriptionsfaktors

und Tumorsuppressors LDOCL1 in Zervix- und Ovarialkarzinomzelllinien untersucht.

Mit Hilfe der Bisulfit-Konvertierung konnte die epigenetische Modifikation in Form der Pro-
motormethylierung als urséchlich fur die Ausschaltung des Genprodukts LDOC1 in mehreren
gynékologischen Tumorzelllinien in vitro identifiziert werden. Die Reexpression von LDOC1
nach Behandlung mit Decitabin konnte die Annahme einer epigenetischen Regulierung stut-

zen.

Ferner wurden Untersuchungen an Gewebeproben der Portio vaginalis uteri durchgefihrt, die
im Rahmen der Operation auf Basis makroskopischer Einschatzung entnommen worden wa-
ren. In einzelnen Fallen konnte auch hier ein Verlust der LDOC1-Genexpression in dem Tu-
morgewebe, nicht aber in dem Normalgewebe nachgewiesen werden. Aufgrund einer zu ge-
ringen Probenzahl konnten jedoch keine Verallgemeinerungen oder statistische Untersuchun-
gen dieser Beobachtungen vorgenommen werden. Aufgrund der ersten Ergebnisse ist die
LDOCL1 Expression im Zervixkarzinom in Folgearbeiten auf jeden Fall an einer gréReren An-
zahl von — noch zu generierenden — Proben zu evaluieren, um eventuell Assoziierungen mit

klinischen Parametern wie Patientenuberleben oder Chemotherapieansprechen zu erkennen.

Mittels eines LDOC1 Expressionsplasmids konnte auRerdem der Einfluss einer Uberexpressi-
on von LDOC1 auf die Zellen veranschaulicht werden. Der resultierende proapoptotische

Phénotyp deutet auf die tumorsuppressiven Eigenschaften von LDOCL hin.

Nach Durchfiihrung der genannten Studie gilt es, die Funktion der LDOC1 Expression im
Zervix- und Ovarialkarzinom filr zukunftige Forschung genauer zu beleuchten. Erst dann lasst
sich die Untersuchung des methylierten Promotors von LDOC1 klinisch fiir diagnostische,
prognostische und therapeutische Zwecke verwenden. Ferner wird es fir die Charakterisie-
rung eines Tumors nicht gentigen, ein einzelnes methyliertes Gen zu analysieren. Es erfordert
vielmehr die Untersuchung spezifischer Methylierungsmuster, wovon LDOC1 in Zukunft

eventuell ein Element darstellen kdnnte.
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AdoMet
AFP
AML
AP
Ap-1
Bcl-2
BEX1
BCIP
BRCA1, 2
CA 125
CA 19-9
CEA
CIN
CLL
CML
CRE
CREB
DNA
DNMT
B-HCG
HIV
hMLH1
HPV

HSIL

7. Abkilrzungsverzeichnis

S-Adenosylmethionin
Alpha-1-Fetoprotein

Akute lymphatische Leukamie
Alkalische Phophatase

Activator protein 1

B-cell lymphoma-2
brain-expressed X-linked protein 1
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat
Breast Cancer Gene 1, 2

Cancer Antigen 125
Carbohydrate-Antigen 19-9
Carcinoembryonales Antigen
Zervikale intraepitheliale Neoplasie
Chronisch lymphatische Leukdmie
Chronisch myeloische Leukamie
Cre Recombinase

CAMP response element-binding protein
Desoxyribonukleinsaure
DNA-Methyltransferase

Beta Humanes Choriongonadotropin
Humanes Immundefizienz-Virus
Human mutL homolog 1

Humanes Papillomvirus

High-grade Squamous Intraepithelial Lesion
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IGF1
IxB
IKK
LDOC1-MSP
Ki-67
LAST
LAVRH
LDOC1
LEEP
LRH
LSIL
MBD
mcm-2
MDS
MeCP 2
MqgCl,
MGMT
MRNA
MSP
MyoD
NaCl
NBT

NF-«xB

NIK

0OSCC

Insulin-like growth factor 1

Inhibitor of kB

IxB Kinase

methylierungsspezifischer LDOC1-Primer
Antigen KI-67, MKI67 (Ki - Kiel)
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