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1 EINLEITUNG

1.1 Das Prostatakarzinom

1.1.1 Epidemiologie und Screening

Aus dem Atlas der ,Gemeinschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland®, kurz GEKID, geht hervor, dass 2014 in Deutschland bei 57.732
Mannern ein Prostatakarzinom (PCA) neu diagnostiziert wurde [1]. Das bedeutet, dass
das PCA ca. 25% aller neu diagnostizierten Malignome in der mannlichen Bevdlkerung
ausmacht. Am PCA verstarben 2014 12.957 Patienten [1]. Diese Zahlen allein
verdeutlichen die gro3e Bedeutung dieser Entitat.

Aus den Daten der GEKID sowie des Robert-Koch-Institutes [2] geht weiterhin hervor,
dass in den letzten 20 Jahren die Inzidenz stark angestiegen ist. Fur diese Tatsache
sind keine evidenten Grinde bekannt, es mag aber daran liegen, dass seit der
EinfUhrung des Prostataspezifischen-Antigen(PSA)-Tests die Anzahl der
Neudiagnosen gestiegen ist [3]. Weiterhin ist allgemein anerkannt, dass in einer
alternden Gesellschaft insgesamt die Inzidenz an Krebsneuerkrankungen steigen
wird. Interessanterweise ist der Nutzen des PSA-Screenings immer noch nicht
gesichert. Ein Problem des PSA ist, dass es zwar prostataspezifisch, nicht aber
prostatakarzinomspezifisch ist. Eine groRe amerikanische Studie kam zu dem
Ergebnis, dass ein bevdlkerungsweites PSA-Screening keine oder nur sehr geringe
Effekte auf die Mortalitat des PCA hat und in manchen Fallen sogar Uberflissige und
schadliche Behandlungen zur Folge haben kann [4]. Bereits vor einigen Jahren wurde
eine Studie veroffentlicht, die keine Vorteile einer Operation eines beim PSA-
Screening entdeckten Tumors gegenuber einer abwartenden Behandlung zeigte [5].
Dennoch spielt es in der klinischen Anwendung weiterhin eine grof3e Rolle, so ist es
nach der aktuellen S3-Leitlinie gemeinsam mit dem Gleason-Score und der TNM-
Klassifikation weiterhin Bestandteil der Risikoeinschatzung bei lokal beschrankten
Tumoren und der Rezidiverkennung [6].

Ein weiterer Screening-Parameter ist PCA3, ein Gen, dessen Transkript zu
nichtcodierender RNA prozessiert wird. PCA3 zeigte sich als weniger sensitiver,
jedoch spezifischerer Marker fur das Vorhandensein eines Prostatakarzinoms [7, 8].
Die klinische Signifikanz einer routinemafigen Bestimmung von PCAS ist jedoch nach

Ubersicht der Evidenzdaten bisher nicht gegeben [9], eine aktuelle Kosten-Nutzen-
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Analyse bezweifelt die gesundheitsokonomische Sinnhaftigkeit des Einsatzes von
PCAS3 flr populationsbasierte Screening [10].

Insgesamt wird weiterhin kontrovers diskutiert, welche Effekte ein Screening auf
Prostatakarzinom auf die Gesamtmortalitat und Lebensqualitat hat [11, 12].

Ein Ausweg aus diesem Dilemma waren neue, robuste Pradiktoren, die bei neu
diagnostizierten Karzinomen das Risiko weiter stratifizieren kdnnten, um dann so eine
zielgerichtete Therapie zu planen oder vorweg die Diagnose des Karzinoms zu

erleichtern.

1.1.2 Atiologie und Pathologie

Wie bei anderen Krebsarten zahlen auch beim PCA Alter, genetische Disposition wie
gehauftes familiares Auftreten und Umwelteinflusse wie Erndhrung zu den bekannten
Risikofaktoren. Ungefahr drei Viertel der Falle treten bei Mannern tber 65 Jahren auf.
Altersabhangigkeit von Tumoren kénnte das Resultat von Anhaufungen von DNA-
Schaden sein [13]. Auch epigenetische Veranderungen mehren sich im Alter [14, 15].
Das Prostatakarzinom zeigt sich wie viele andere Malignome auch als molekular sehr
heterogen. Eine Vielzahl genetischer und epigenetischer Veranderungen wurde
beschrieben [19, 20]. So wurden in 17 verschiedenen Zelllinien, alle originar aus einem
PCA, sehr heterogene zytogenetische und genetische Veranderungen gefunden [21].
Die bedeutendste epigenetische Veranderung scheint die  Promotor-
Hypermethylierung der Glutathion-S-Transferase P1 (GSTP1) zu sein [22]. Dieses
Enzym gehort zur Gruppe der Glutathiontransferasen, die eine wichtige Rolle bei der
Entgiftung und beim Schutz vor oxidativem Stress spielen [23]. Eine aktuelle
Publikation teilt das PCA in sieben molekulare Subtypen ein, die durch
charakteristische pradominante genetische und epigenetische Veranderungen
definiert werden. Aber auch innerhalb dieser Subtypen zeigen sich noch grofRe
Heterogenitaten, auch zeigte sich ein Teil der Karzinome als genetisch so variabel,
dass sie keinem der Subtypen zugeordnet werden konnten [16]. Als Vorlauferlasionen
gelten wie bei anderen Karzinomen intraepitheliale Neoplasien, in diesem Fall die
prostatische intraepitheliale Neoplasie (PIN). Die hochgradige intraepitheliale
Neoplasie gilt als einzig anerkannte Vorlauferlasion [17]. Die meisten Patienten mit
high-grade PIN entwickeln in den folgenden zehn Jahren ein PCA [18].
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Als weithin anerkannt gilt die Tatsache der Abhangigkeit des Prostatakarzinoms von
Androgenen als Wachstumsfaktor [24, 25], was sich auch in der Therapie
fortgeschrittener Karzinome mit anti-androgenen Medikamenten widerspiegelt.

Ein grofRer Risikofaktor ist die ethnische Herkunft, so haben Manner aus dem
asiatischen Raum und Nordafrika ein deutlich niedrigeres Risiko als Manner aus
Europa, Nordamerika oder Ozeanien [26]. Genetische Studien liefern Hinweise auf
eine unterschiedliche Frequenz an Polymorphismen von Genen in den oben
genannten Populationen, die mit der Entwicklung von PCA in Verbindung gebracht
werden, so zum Beispiel Gene fur die Androgensynthese und Androgenrezeptoren
[27]. Die Tatsache, dass Manner gleicher ethnischer Herkunft in Landern mit
unterschiedlicher Ernahrungskultur ein Erkrankungsrisiko aufweisen, das dem der
einheimischen Population annahernd gleicht, betont jedoch auch die Rolle
soziokultureller Einflussgroen, v.a. der Ernahrung [28, 29]. Grdliere, prospektive
Studien zum Einfluss bestimmter Nahrungsmittel bzw. Nahrungserganzungsmittel
stehen noch aus. Ein zunehmendes Augenmerk richtet sich auch auf die Rolle
inflammatorischer Prozesse in der Entwicklung des PCA [30], sodass
zusammenfassend von  genetischen, sozio-kulturellen und  metabolisch-
inflammatorischen Einflissen auf die Karzinogenese des PCA ausgegangen werden
kann.

Weit Uber 95% der Prostatakarzinome sind Adenokarzinome, also drusig differenzierte
Tumoren. Das Wachstum des PCA erfolgt zu uber 80% in den dorsal gelegenen
Abschnitten der auleren Prostatazone, der grofite Teil der restlichen Karzinome
entspringt der periurethralen Mantelzone; es ist haufig multifokal [31].

Zu den seltenen anderen Tumoren zahlen u.a. kleinzellige Karzinome, Sarkome,
Plattenepithelkarzinome und Urothelkarzinome [32].

Die Metastasierung erfolgt zunachst lymphogen in regionadre Lymphknoten, spater
auch hamatogen. Hier sind v.a. Knochenmetastasen mit einer typischen Verteilung der
Metastasierung in Wirbelsaule, Becken, Rippen und rumpfnahe Knochen zu nennen,
gegebenenfalls kann es aber auch zu Metastasen im Hirn, der Lunge oder der Leber

kommen.

1.1.3 Kilinische und Histopathologische Einteilung

1.1.3.1 Die TNM-Klassifikation
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Die TNM-Klassifikation ist eine durch die ,,Union internationale contre le cancer”, einer
internationalen Organisation mit Sitz in der Schweiz gefuhrte Klassifikation zur
Einteilung maligner Tumore. Die TNM-Formel teilt sich auf in T fur die Beschreibung
des Primartumors, N fur die Anzahl der Dbetroffenen regionaren
Lymphknoten/Lymphknotenstationen (N fur Nodus lymphaticus) und M fur das
Vorhandensein von Fernmetastasen. Lymphknotenmetastasen in nicht-regionaren
Lymphknoten gelten hierbei als Fernmetastasen. T unterteilt sich weiter in T1-4, wobei
die genauere Unterteilung vom spezifischen Tumortyp abhangt (so gelten fur Tumoren
in Hohlorganen andere Regeln als fir Tumoren in parenchymatdsen Organen). N wird
ebenfalls in Abhangigkeit des Primartumors in N1-3 unterteilt, wahrend fir die M-
Kategorie lediglich zwischen MO (keine Fernmetastasen) und M1 (Fernmetastasen)
unterschieden wird. Durch verschiedene Suffixe kann weiter angegeben werden, ob
die TNM-Formel basierend auf bildgebenden und klinischen Befunden (cTNM) oder
durch histopathologische Untersuchung (pTNM) bestimmt wurde.

Tabelle 1: Vollstandige TNM-Klassifikation des Prostatakarzinoms nach UICC 2018 (8. Ausgabe).

Stadium Beschreibung

T1 Der Tumor ist klein und nicht tastbar. Er wird zuféllig im Rahmen einer
Prostataoperation wegen BPH oder erhdhter PSA-Werte gefunden

(Inzidentaltumor).

T1a Der Tumor befallt weniger als 5 % des Gewebes.

T1b Der Tumor befallt mehr als 5 % des Gewebes.

T1c Diagnose durch Nadelbiopsie

T2 Der Tumor liegt noch innerhalb der Prostatakapsel

T2a Befall von weniger als 50% eines Seitenlappens

T2b Befall von mehr als 50 % eines Seitenlappens.

T2c Der Tumor befallt beide Seitenlappen.

T3 Ausbreitung des Tumors Uber die Prostatakapsel hinaus
T3a Ausbreitung Uber die Prostatakapsel ohne die Samenblasen zu befallen.
T3b Zusatzlicher Befall der Samenblasen

T4 Infiltration in Nachbarstrukturen

NO Keine Metastasen in den regiondren Lymphknoten.

N1 Metastasen in den regiondren Lymphknoten.

MO Keine Fernmetastasen
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M1 Der Tumor hat Fernmetastasen gebildet.

M1a Metastasen in nicht-regionare Lymphknoten

M1b Knochenmetastasen

M1c Metastasen in anderen Organen und/oder Strukturen.

1.1.3.2 Der Gleason-Score

Der Gleason-Score ist ein Einteilungssystem zur Beurteilung der histologischen
Entartung bzw. Differenzierung (Grading) des Prostatakarzinoms [33] und korreliert mit
dem klinischen Schweregrad der Erkrankung [34]. Zusammen mit dem PSA-Wert bzw.
dem Anstieg des PSA-Werts dient der Gleason-Score der Risikostratifizierung von
Prostatakarzinomen und wurde als guter, eigenstandiger Prognosefaktor validiert [35-
37].

Anpassend an die vielfaltigen Neuerungen in Diagnostik und Therapie des
Prostatakarzinoms wurde das Grading nach Gleason zuletzt 2005 durch die
Internationale Gesellschaft fur Urologische Pathologie (engl.: Internatinal Society of
Urological Pathology, ISUP) aktualisiert [38]. Trotz seiner Evidenzen als Marker wird
in absehbarer Zeit das Gleason-Grading teilweise oder ganz durch ein vereinfachtes
Grading-System nach Epstein ersetzt bzw. erganzt werden [39].

Zur Bestimmung des Gleason-Scores wird enthommenes Gewebe nach Fixierung
mittels gangiger Methoden gefarbt und mikroskopisch untersucht. Entscheidend beim
Grading ist die Tatsache, wie sehr die Tumorzellen mikroskopisch dem ursprunglichen
Gewebe ahneln. Je unahnlicher die Karzinomzellen den urspriinglichen Drisenzellen
sind, desto undifferenzierter und entarteter sind diese. Beim Gleason-Score wird,
anders als beim Grading anderer Tumore, je nach Differenzierung ein Punktwert von
1 (sehr gut differenziert) bis 5 (vollig dedifferenziert) vergeben (siehe Abbildung 1). Als
weitere Besonderheit werden der pradominante Differenzierungsgrad und der danach
dominante Differenzierungsgrad addiert, der Score ist somit eine Summe. Damit ergibt

sich fur den Gleason-Score ein Wert zwischen 2 und 10.
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Gleason 1: Normales
Prostatagewebe

Gleason 2: Vermehrt Bindegewebe
zwischen Driisenanteilen

Gleason 3: Infiltrationen an Randern

Gleason 4: Grolde Anteile
neoplastischer Drisen

Gleason 5: Uberwiegend
neoplastisches Gewebe, nur noch
vereinzelt regulare Drusen

Abbildung 1: Die einzelnen Differenzierungsgrade nach Gleason von 1-5. Die Abbildung wurde
mit freundlicher Genehmigung des Verlags (Wolters Kluwer, Niederlande) iibernommen aus:
Epstein: Curr Opin Urol, Volume 16(3). Mai 2006.146-151

1.1.4 Die Therapie

Das therapeutische Vorgehen richtet sich v.a. nach Ausmal® des Befundes, man
unterscheidet vereinfacht dargestellt in lokal begrenzte Tumoren, lokal fortgeschrittene
Tumoren, lymphknotenpositive und fernmetastasierte Tumoren. Je nach Befund, aber
auch nach Patientenwunsch, kommen als Konzepte die sog. ,Aktive Uberwachung*

(engl.: Active Surveillance), bei fortgeschrittenem Alter das ,aufmerksame Warten*

9
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(engl: Watchfull Waiting), eine lokale Brachytherapie, perkutane Radiatio oder eine
radikale Prostatektomie mit eventuellen adjuvanten Therapien in Betracht. Im Falle
eines metastasierten PCA oder eines Rezidivs wird von invasiveren Methoden zu
Gunsten einer symptomorientierten, supportiv-palliativen Therapie Abstand
genommen [6]. Kuirzlich wurde gezeigt, dass ein primares Abwarten bei der
Therapieentscheidung beim lokal begrenzten PCA einer radikalen Prostatektomie
hinsichtlich der Mortalitat nicht unterlegen ist [5], und das auch in langjahrigen
Nachbeobachtungen eine radikale Chirurgie die Gesamtmortalitat nicht senken

konnte, dafur aber mit einer hoheren Rate an Komplikationen verbunden war [40].

1.2 Funktionen und Mechanismen der Epigenetik

1.2.1 Einfuhrendes zur Epigenetik

Epigenetik bezeichnet die Veranderung von Genaktivitdten ohne die Basensequenz
der Gene zu verandern. Dies bewirkt eine meist dauerhafte, prinzipiell aber reversible
phanotypische Veranderung der Zelle. Epigenetik ist somit die Ursache verschiedener
Phanotypen bei gleichem Genotyp, wesentliche Triebkraft der Zelldifferenzierung und
damit auch einer gewebespezifischen Genaktivitdt und normalen embryonalen
Entwicklung [41]. Die Genfunktionen und die Gene selbst bleiben unverandert, daher
sind epigenetische Veranderungen nicht Mutationen gleich zu setzen. Die
Veranderung der Genaktivitat ist jedoch ausreichend, den Phanotyp und die Funktion
der Zelle dauerhaft zu verandern. Diese Modifikationen mit entsprechenden
phanotypischen Veranderungen stehen im Gegensatz zur klassischen Mendelschen
Genetik. Die Tatsache z.B., dass manche Eigenschaften nur maternal, andere aber
paternal vererbt werden, wie es beim sogenannten Imprinting vorkommt (Erklarung
des Imprintings siehe 1.2.3), lasst sich nicht durch klassische
Vererbungsmechanismen der Zellteilung erklaren. Epigenetische Mechanismen zielen
auf zeit- und gewebeabhangige Aktivierung oder Stilllegung ab und kdnnen einzelne
Gene, aber auch ganze Chromosomen betreffen, wie etwa die X-Inaktivierung des
zweiten X-Chromosoms in weiblichen Zellen.

Die biochemischen Grundlagen der epigenetischen Veranderungen sind im
Wesentlichen DNA-Methylierung und Modifikationen an Histonen [42, 43]. Histone sind
als Proteine zusammen mit der DNA Bestandteil des Chromatins. Die Verpackung der

DNA in diese Grundstruktur ist der Anfang der Chromosomenformation. Histone liefern
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als Ruckgrat der Chromatinstruktur nicht nur einen immensen Beitrag zum Schutz der
DNA, sondern sind auch stark an der Genregulation beteiligt. Dies geschieht Uber
chemische Wechselwirkungen zwischen der negativ geladenen DNA und den positiv
geladenen Aminosauren der Histone. Histonmodifikationen bedingen Uber eine
Veranderung der Chromatinformation eine erleichterte oder erschwerte Zuganglichkeit
der DNA flr die Transkriptionsmaschinerie der Zelle. Werden Histone etwa an Lysinen
acetyliert, wird die positive Ladung des Lysins neutralisiert, was wiederum die auf
unterschiedlichen Ladungen basierende Wechselwirkung zwischen DNA und Histonen
aufhebt. Somit kdnnen Transkriptionsfaktoren leichter binden. Eine weitere
Modifikationsmaoglichkeit an Histonen ist die Methylierung an Lysin- oder Argininresten,
was sich je nach Art der Methylierung hemmend oder fordernd auf die Transkription

auswirken kann.

1.2.2 DNA-Methylierung

Ahnliches geschieht bei der Methylierung der DNA. Diese ist gleichbedeutend mit der
Stilllegung des entsprechenden Genomabschnitts.

DNA-Methylierung ist ein biochemischer Prozess, bei dem an Cytosin-Basen (C) der
Nukleotidsequenzen eine Methylgruppe angehangt wird. Es kdnnen aber nur solche
Basen methyliert werden, welche in Kombination mit einer Guanosinbase (G) als CpG-
Dinukleotid vorkommen. Das p zwischen den beiden Basen steht fur das verbindende
Phosphatrickgrat, wie es zwischen samtlichen Basenverbindungen eines einzelnen
DNA-Strangs vorkommt. Diese CpG-Dinukleotide werden auch CpG-Stellen (engl.:
CpG-sites) genannt und treten im Genom in besonderen Regionen gehauft auf. Diese
Regionen mit besonderer Haufung nennt man CpG-Inseln. Sie werden gehauft in 5-
Richtung, also stromaufwarts (engl.:upstream), von regulatorischen Sequenzen wie
Promotoren beobachtet [44]. Die Schatzungen Uber den Grad der Methylierung aller
vorhandenen CpG-Sites variiert je nach Gewebe [45-47], im gesamt Genom wurden
Methylierungsgrade von 60-90% beobachtet [45].

Kommt es zur Methylierung, werden Cytosinbasen an Position 5 des C6-
Kohlenstoffrings durch DNA-Methyltransfersen mit einer zusatzlichen Methylgruppe
versehen. Bisher wurden bei Saugetieren drei verschiedene Methyltransferasen
(DNMT1, DNMT3A und DNMT3B) identifiziert. DNMT1 wird allgemein als das Enzym
angesehen, das in humanen Zellen - auch Krebszellen - ein Methylierungsmuster an

die Tochterzelle weitergibt [48], also der Aufrechterhaltung der epigenetischen
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Funktion dient. Das Muster einer Methylierung ist somit vererbbar. DNMT3A und
DNMT3B werden hingegen fur de-novo-Methylierung verantwortlich gemacht [49].
DNA-Methylierung ist prinzipiell kein irreversibler Vorgang, es gibt mit DNA-
Demethylasen auch Enzyme, welche die Reaktion umkehren konnen sowie weitere
zellulare Mechanismen der DNA-Demethylierung [50, 51].

Methylierung von DNA fihrt Gblicherweise durch Behinderung der Transkription zur
Geninaktivierung [52, 53], beispielsweise durch die Methylierung von Promotoren oder
des ersten Exons eines Gens [54]. Die Methylierung anderer regulatorischer
Sequenzen kann aber auch zur verstarkten Genaktivitat fuhren. Ein bekanntes Beispiel
hierfir ist die vorgeschlagene Regulation des Imprintings des Insulindhnlichen
Wachstumsfaktors 2 (IGF2), wo die Methylierung einer regulatorischen Nicht-
Promotorsequenz zur verstarkten Aktivitat fuhrt (zur ausfuhrlichen Erklarung siehe
Kapitel 1.3.1). Eine andere vorgeschlagene Rolle der Methylierung kénnte der Schutz
der DNA gegen die Insertion fremder DNA-Molektle oder schlicht die Konservierung
von Nukleotidsequenzen und Chromatinstrukturen sein [55, 56]. Die Regulation der
Transkription scheint im Wesentlichen auf zwei Mechanismen zu beruhen: auf der
direkten Behinderung der Bindung von Transkriptionsfaktoren durch die Methylierung
selbst [57], und auf der Erkennung von methylierter DNA durch spezielle Methyl-CpG-
Bindeproteine (MBD) [58]. Diese MDB-Proteine binden wiederum andere Proteine wie
z.B. Histondeacetylasen, Zinkfingerproteine und andere [59-61], kdnnen aber auch
selbst mit der Transkription interagieren [62]. Eine weitere Folge der Methylierung ist
eine generell erhohte Mutationsrate gegenuber nicht-methylierten DNA-Abschnitten.
Dies wird dadurch erklart, dass methylierte Cytosinbasen empfindlicher gegenuber
einer hydrolytischen Desaminierung sind als unmethylierte. Aus einem desaminierten
Cytosin wird Thymin, wenn durch DNA-Reparaturmechanismen diese Anderung
Ubersehen wird, entsteht eine neue Punktmutation [63, 64].

Interessanterweise scheint die Gesamtmethylierung der DNA im Alter abzunehmen
[65], was ein neues Licht auf Alterungsprozesse wirft. Es gibt aber auch einige
Beobachtungen Uber epigenetische Veranderungen, die im Alter zunehmen, gerade
auch in der Prostata [66]. Methylierungsanalysen regulatorischer DNA-Sequenzen

sind Hauptbestandteil der vorgelegten Arbeit.
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1.2.3 Imprinting — Vorkommen und Funktion

Imprinting wird auch als genomische Pragung bezeichnet und ist gleichbedeutend mit
einer epigenetischen Fixierung: Phanotypische Eigenschaften einer Zelle sind
entweder paternalen oder maternalen Ursprungs und werden bei der Zellteilung auf
jede Tochterzelle Ubertragen. Molekularbiologisch bedeutet dies, dass eine Gruppe
von Genen immer nur von einem Allel, also dem paternalen oder dem maternalen,
abgelesen wird und somit immer der paternale oder maternale Phanotyp eines Gens
entsteht.

Mittlerweile sind eine Vielzahl durch Imprinting regulierter Gene bekannt [67], von
denen viele z.B. als nicht-kodierende RNA selbst wiederum regulatorische Funktionen
besitzen [67, 68]. Die Gesamtzahl der durch Imprinting regulierten Gene wird auf unter
ein Prozent geschatzt, was bei geschatzten 20.000-25.000 Genen immer noch eine
grol’e Anzahl bedeutet. Eine Vielzahl durch Imprinting regulierter Gene scheint hierbei
eine Rolle in der embryonalen Entwicklung zu spielen [69-71], aber auch in der
weiteren Organdifferenzierung, z.B. im Gehirn [72].

Das Aufrechterhalten der genomischen Pragung wird ,Retention of Imprinting“ (ROI)
genannt. Auf Grund verschiedener Prozesse kann es jedoch auch zum Verlust der

genomischen Pragung kommen, einem sogenannten ,Loss of Imprinting“ (LOI).

1.2.4 Epigenetik und Krankheit

Ein frihes Beispiel fir die Rolle von DNA-Methylierung bei der Krankheitsentstehung
war die Beobachtung, dass ein gehauftes Vorkommen von Methylcytosin zu einer
hoheren Mutationsrate im LDL-Rezeptor-Gen und im Tumorsuppressor-Gen P53 fuhrt
[73]. DNA-Methylierung und seine pathogenen Folgen spielen also nicht nur eine Rolle
in der Krebsentstehung, ein zunehmendes Augenmerk auf epigenetische
Veranderungen wird auch z.B. in der Erforschung metabolischer [74],
neurodegenerativer [75], kardiologischer [76] und auch chronisch-entzindlicher
Darmerkrankungen [77] gelegt.

In vielen Genen, die mit Tumorentstehung in Verbindung gebracht werden, wurden
bereits unterschiedliche epigenetische Veranderungen beobachtet, die von Promotor-
Hypermethylierung in Tumorsuppressor-Genen [78-80], Methylierung regulatorischer
microRNA [81] (siehe auch Kapitel 1.4), LOI [82], Hypomethylierung anderer
epigenetischer Regulatoren [83] sowie von Onkogenen bzw. Protoonkogenen —[84-87]

bis hin zu Histonmodifikationen [88] reichen.
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Viele dieser Ergebnisse liefern nicht nur Erklarungen zur Entstehung einer Krankheit,
sondern haben auch klinische Relevanz, etwa als prognostische Marker. Auch flr
IGF2 gibt es bereits solche Studien. Im Ovarialkarzinom etwa korrelieren verschiedene
Methylierungsmuster mit einer unterschiedlichen Prognose [89, 90]. Auch im
Kolonkarzinom ist eine Hypomethylierung einer spezifischen Region des /IGF2-Gens
(Differentiell methylierte Region — DMR) mit einer schlechten Prognose behaftet [91].
In Prostatagewebe und im Prostatakarzinom gibt es ebenfalls hinreichende Beispiele
fur die Beteiligung epigenetischer Veranderungen an der Tumorentstehung. Es wurde
bereits erwahnt, dass LOIl von /IGF2 in der Prostata im Alter zunimmt und auch im
Prostatakarzinom auftritt [66, 92], wobei LOI von IGF2 nicht nur im Tumor, sondern
auch im restlichen Gewebe der Prostata zu finden ist [93]. Die am besten untersuchte
und bisher bedeutendste epigenetische Veranderung im Prostatakarzinom durfte die
durch Hypermethylierung der Promotorregion verursachte verminderte Expression der
Gluthation-S-Transferase P (GSTP1) sein, einem Enzym, das Zellen vor oxidativem
Stress schutzt [94]. Auch im Prostatakarzinom gibt es erste Korrelationen von
epigentischen Eigenschaften wie dem Grad der Methylierung oder von
Histonmodifikationen zu klinisch-pathologischen Eigenschaften [95-97]. Der klinische

Nutzen der genannten Korrelationen ist jedoch noch unklar.

1.3 Der Insulindhnliche Wachstumsfaktor 2 (IGF2)

Das IGF2-Gen (Gene ID: 3481, GenBank Accession Number: NG_008849.1) ist auf
dem Chromosom 11p15.5 lokalisiert und codiert ein Peptidhormon, flir das bisher zwei
Isoformen bekannt sind. Die Aminosaure-Sequenzen dieser beiden Isoformen sowie
die Datenbank-Referenzen sind im Anhang dieser Arbeit aufgelistet. Benachbart in
diesem Genomabschnitt ist das Insulin-Gen. Zu dem verwandten Gen Insulinahnlicher
Wachstumsfaktor 1 (IGF1) zeigt es eine 62%ige Homologie der
Aminosauresequenzen, was die Fahigkeit der beiden Proteine erklart, an die selben
Rezeptoren zu binden (siehe Abschnitt 1.3.3 und Abbildung 2).
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Abbildung 2: Dreidimensionale Struktur des IGF2-Proteins in Bindungskonformation zu seinen
Rezeptoren bzw. Bindungsproteinen. Quelle: Protein Data Bank, http://www.pdb.org

1.3.1 Regulation

Die Leber wird als Hauptquelle des im Blut zirkulierenden IGF2 angesehen [98], es
wird als autokriner und parakriner Mediator jedoch in vielen Geweben angetroffen. Im
Blut und auch im Gewebe liegt IGF2 hauptsachlich an einer Familie aus sechs
verschiedenen Bindeproteinen, sog. Insulin-like growth factor Bindeproteine (IGFBP)
gebunden vor [99, 100]. Diese Bindungen, die Bindeproteine und auch die
intrazellulare Bindung der mRNA an Bindeproteine haben offenbar selbst
regulatorische Einfliusse auf eine normale Entwicklung und auch die Entstehung von
Krankheiten [101-103]. So wurde fur IGFBP3 nachgewiesen, dass es in einer Vielzahl

von PCA Uberexprimiert wird und mit einem héheren Gleason-Score korreliert [104].

1.3.1.1 Die epigenetische Regulation von IGF2
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IGF2 ist ein sogenanntes ,imprinted gene“, was bedeutet, dass es normalerweise nur
von einem Allel abgelesen wird, in diesem Fall vom paternalen Allel [105, 106]. Eine
Besonderheit des Imprintings von IGF2 ist, dass es gleichzeitig das benachbarte Gen
H19 betrifft, welches Informationen fur nicht-kodierende RNA enthalt. Das propagierte
Modell des IGF2/H19 — Imprintings besagt, dass sich die Expression der beiden Gene
im Sinne eines Verstarker - Konkurrenten - Modells (engl.: Enhancer competitor
model) reziprok verhalt. Falls von einem Allel eines der beiden Gene abgelesen wird,
kann das andere nur vom komplementaren Allel abgelesen werden, nicht aber vom
selben Allel. Zwischen den beiden Genen liegt eine ,Imprinting-Kontroll Region (engl.:
imprinting control region, ICR), die durch Methylierung epigenetisch reguliert werden
kann. Im unmethylierten Zustand kann hier das Zinkfingerprotein CTCF binden, ein
Chromatin-modulierender Transkriptionsfaktor. Diese CTCF-Bindung verhindert die
Bildung einer Chromatinschleife, die durch Bindung eines 3' von H719 gelegenen
Transkriptionsverstarkers mit regulatorischen Elementen des IGF2-Promotors
entsteht. Somit kann IGF2 nicht abgelesen, die Transkription von H79 jedoch initiiert
werden. Ist die ICR allerdings methyliert, kann CTCF nicht binden, was in einer
Transkription von IGF2 und einer Stilllegung von H19 mindet (siehe auch Abbildung
3) [107-109].
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des IGF2/H19 — Genlocus auf Chromosom 11p15.5 mit
dem propagierten ,,Enhancer-Competitor“ Modell. Oben das maternale, unten das paternale
Allel. Ist die ,Imprinting-Control-Region” (ICR) unmethyliert, kann das Zinkfingerprotein CTCF
binden. Dies verhindert das Binden des Verstarkers (Enhancer) der Transkription. Somit wird
vom maternalen Allel IGF2 nicht abgelesen, dafiir jedoch H719. Bei Methylierung der ICR, wie auf
dem paternalen Allel, kann CTCF dort nicht binden. Die Bindung des Verstarkers kann
stattfinden, was im Ablesen des IGF2-Gens resultiert, das Ablesen von H719 wird unterbunden.

Im Menschen sind 7 CTCF-Bindungsstellen innerhalb der IGF2-ICR beschrieben, von
denen nur eine an der Bindungsstelle 6 (BS6) als relevant fur das Imprinting erachtet
wird [110] (siehe auch Abbildung 4).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Lokalisation der ICR innerhalb des IGF2/H19-
Genlocus. Die Boxen 1-8 stellen die Exone dar, gefolgt von einer nicht-umgeschriebenen
Sequenz (engl.: untranslated region, UTR). Die ICR liegt zwischen UTR und H79. Sie beinhaltet 7
Bindungsmotive als potentielle Bindungsstellen fiir CTCF. Mit roten Pfeilen wurden die
Bindungsstellen der Primer (for und rev) markiert, die zur Methylierungsanalyse der
Bindungsstelle 6 per Sequenzierung entworfen wurden.

Zusatzlich enthalt die IGF2-Genregion vier verschiedene Promotorregionen [111], die
alle als Start zur Transkription dienen kénnen und in entsprechenden

Transkriptvarianten munden [112]. Dementsprechend sind die Varianten
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unterschiedlich lang. Der Unterschied betrifft jedoch v.a. die 5° — untranslatierte Region
(UTR) ohne Unterschied im daraus resultierenden Protein [112, 113]. Die Promotoren
(P) 2 - 4 kénnen auf dem paternalen Allel methyliert sein, wobei die Methylierung und
Promotoraktivitat in Abhangigkeit zu verschiedenen fetalen Entwicklungsstadien zu
stehen scheint [114, 115]. Die Promotorbereiche P 2 - 4 kdonnen anhand des
Vorhandenseins von CpG-Inseln weiter unterteilt werden, fir P2 in P2A, P2B und P2C,
fur P3 in P3A und P3B sowie fur P4 in P4A und P4B (siehe Abbildung 5).

— — — —
s |1 2 3 4 5| |e| [7][8] ur |
++ - + + « oS Sl E
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Abbildung 5: Schema der IGF2-Promotorregion. Die mit 1-8 gekennzeichneten Rechtecke
symbolisieren die Exone mit durch einen Pfeil gekennzeichneten Transkriptionsstartseiten. Die
schwarzen, gegenlaufigen Pfeile unter den Rechtecken symbolisieren die durch die Primer der
Genexpressionsanalyse und Sequenzierung abgedeckten Bereiche.

1.3.2 Die Bedeutung und Wirkung von IGF2

IGF2 wird als hauptsachlicher fetaler Wachstumsfaktor angesehen [98], der eine
wichtige Rolle bei der korrekten Ausdifferenzierung von Geweben einschliellich der
Prostata spielt [116]. IGF1 scheint im Gegensatz dazu eher in der postpartalen
Lebensphase bedeutsam zu sein.

Es wurde mehrfach gezeigt, dass die Expression von IGF2 zeit- und gewebeabhangig
eng reguliert wird [117, 118]. Seine Eigenschaften als Wachstumsfaktor machen es
zum potentiellen Onkogen [119, 120]. Weiter interessant fir die Onkogenese sind
seine Eigenschaften als ,imprimiertes Gen“ (engl.:imprinted gene) (siehe Fehler!

Verweisquelle konnte nicht gefunden werden..1) und die haufige Beobachtung
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eines LOI in der alternden Prostata [66]. LOI fuhrt zur biallelischen Gen-Expression
von IGF2, was in vielen Tumoren in erhéhten IGF2-Spiegeln resultiert [121-124]. Beim
PCA sind die Befunde allerdings teilweise widersprichlich: IGF1, IGF2 und ihre
Rezeptoren sind in vielen PCA supprimiert [116]. Einige Studien [123] beschrieben
erhohte IGF2-Werte in PCA, andere erniedrigte Spiegel [93, 116].

In verschiedenen Entitaten wurde IGF2 als Prognosefaktor beschrieben, so zum
Beispiel im Ovarial-CA [125], bei Hepatoblastomen [126] und bei gastrointestinalen
Stromatumoren (GIST) [127]. Fur kolorektale Adenome wurde im Serum gemessenes
IGF2 kurzlich als Prognosefaktor eingestuft [128], jedoch mit einer schwacheren
Aussagekraft und weniger effektiv als IGF1. Flir das PCA gibt es bisher lediglich
Hinweise auf IGF1 und IGFBP3 als Prognosefaktoren [129].

1.3.3 Transduktion und intrazellulare Signalwege

IGF2 bindet wie IGF1 an eine Gruppe von verwandten Rezeptoren, bestehend aus
IGF1 — Rezeptor (IGF-1R), IGF2 — Rezeptor (IGF-2R) und den Insulin Rezeptor
(INSR). Von dem INSR existieren zwei Isoformen, INSR — A und INSR — B, welche
IGF2 und IGF1 jeweils mit unterschiedlicher Affinitat binden [130, 131]. Die
strukturellen Ahnlichkeiten der Rezeptoren erlauben die Bildung von Heterodimeren
aus den beiden INSR — Isoformen und IGF-1R mit ebenfalls unterschiedlicher Affinitat
[132]. Dies bedeutet in der Konsequenz, dass auch Insulin die IGF — Rezeptoren
aktivieren kann. Auf der intrazellularen Seite der Rezeptoren werden die hinlanglich
bekannten Signalkaskaden das AKT-Signalweges sowie des RAS/RAF/MEK/ERK-
Signalweges aktiviert und fuhren somit zu den wachstumsférdernden Wirkungen der
Insulin-ahnlichen Wachstumsfaktoren und des Insulins selbst [131].

Die Rolle des IGF-2R, auch als CI-MPR (engl.: Cation-independent mannose-6-
phosphate receptor) bekannt, wurde in der Literatur bisher kontrovers diskutiert. In
Untersuchungen an Zellkulturen wurden IGF-2R die Eigenschaften eines
Tumorsuppressors zugesprochen [133], Studien zu dieser Eigenschaft an Gewebe
aus Brustkrebspraparaten konnten dies jedoch nicht nachvollziehen [134]. Andere
experimentelle Arbeiten konnten neben wachstumsférdernden Wirkungen des IGF2-
Rezeptors auch autoregulatorische Funktionen finden, in dem der Rezeptor freies
IGF2 bindet und der lysosomalen Degradation zufthrt [135, 136].
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1.3.4 |IGF2 und Krebs

IGF2 wurde auf Grund seiner Funktion als Wachstumsfaktor frih als Onkogen
diskutiert [119, 120]. Erhohte Spiegel von IGF2-mRNA wurden in verschiedenen
Krebsentitaten beobachtet, darunter auch beim Prostatakarzinom [121-123]. Die
letztgenannte Tatsache wird jedoch kontrovers diskutiert, da spatere Studien im
fortgeschrittenen PCA erniedrigte IGF2-mRNA gefunden haben [93, 116].
Messungen von |IGF2-Protein im Serum von Patienten fanden eine signifikante
Erhohung in PCA-Patienten gegenuber Patienten mit benigner Prostatahyperplasie
(BPH), zudem zeigte sich eine signifikante Korrelation zur Tumorgrofie [137], sodass
IGF2 als diagnostischer Marker vorgeschlagen wurde. Eine grof3e Studie untersuchte
den Einfluss von Einzelnukleotid-Polymorphismen (engl.: single-nucleotide
polymorphism SNP), in Genen des IGF-Signalwegs in einem grof3en Kollektiv und fand
einen signifikanten Zusammenhang zwischen SNPs, IGF-Antisense-RNA und
Mortalitat [138]. Fur einen bestimmten SNP im /GF2-Gen selbst wurde eine
Assoziation zu gehauftem Auftreten von PCA in jungem Alter gefunden, zudem zeigte
sich in der selben Studie auch ein erhdohter IGF2-Serumspiegel, der unabhangig vom
Imprintingstatus war [139]. Auch bei kolorektalen Karzinomen zeigen bestimmte SNPs
des IGF2-Signalwegs, hier im IGF2-Rezeptor, ein erhdhtes Krebsrisiko [140].
Hinweise auf eine hohe klinische Relevanz von IGF2 im PCA ergaben sich durch die
Entdeckung, dass IGF2 in PCA-Zelllinien die Steroidsynthese erhoht, und somit zur
Progression beitragen konnte [141, 142]. Diese Entdeckung wurde jungst durch eine
Studie untermauert, die durch Hemmung von Insulinrezeptoren die Wirkung von
antiandrogener Therapie, einem wichtigen therapeutischen Ansatz beim PCA,
wiederherstellen konnte [143]. Aus den geschilderten Kontroversen zur Rolle von IGF2
im PCA leitet sich der Anspruch der vorgelegten Arbeit ab, zur Klarung der Relevanz

von IGF2 im PCA beizutragen.

1.4 microRNA

microRNA-Molekule sind kleine (meist ca. 22 nt), hochkonservierte, nicht-kodierende
RNA-Sequenzen, deren Vorkommen 1993 im Fadenwurm C. elegans erstmals
beschrieben worden sind [144]. Auler in humanen und tierischen Zellen sind
microRNA-Molekille auch in Pflanzenzellen reichlich vorhanden [145]. Viele
microRNA-Sequenzen liegen in Introns anderer Gene (Host-Gene). In manchen Fallen

wird die microRNA gemeinsam mit dem Host-Gen codiert und durch die RNA-

20



Einleitung

Polymerase Il abgelesen [146, 147]. In den meisten Fallen liegen die Sequenzen der
microRNA-Transkripte jedoch zwischen Genen und werden unabhangig ebenfalls
durch die RNA-Polymerase Il transkribiert [147]. Nach dem Ablesen durch die
Polymerase entsteht zunachst eine Vorlaufer microRNA, auch pre-miRNA genannt,
die zunachst rund 80 nt lang ist und danach post-transkriptionell in mehreren Schritten
in Nukleus und Cytosol zur fertigen microRNA prozessiert wird [146, 148]. Neben der
transkriptionellen und post-transkriptionellen Regulation kann die Expression der
microRNA auch durch epigenetische Einflisse reguliert werden [81, 149].

Einige Funktionen der verschiedenen microRNA-Molekule sind noch unbekannt, die
Regulation der Genexpression ist jedoch gut belegt. Mittlerweile sind mehrere
Mechanismen bekannt, wie microRNAs in die Genregulation eingreifen, sowohl in
Transkription als auch in direkter Interferenz mit mRNA [150], aber auch durch
Translationshemmung [150]. Als Teil des sogenannten RISC-Komplexes (von engl.:
RNA-induced silencing complex) kann microRNA beispielsweise komplementare
mRNA erkennen und der Degradierung zuflihren. Dieser Mechanismus wird RNA-
Interferenz genannt und ist der am besten untersuchte Weg der Genregulation durch
microRNA [147, 150, 151].

1.4.1 microRNA und Krankheit

microRNA-Sequenzen sind durch ihr ubiquitdires und hochkonserviertes
Vorhandensein und ihren groRen Einfluss auf die Genexpression fundamental wichtig
fur die Aufrechterhaltung zellularer Funktionen. Daher ist es kein Wunder, dass eine
Dysregulation in vielen Krankheiten eine Rolle zu spielen scheint. So wurden
microRNAs schon in Verbindung mit Nierenerkrankungen [152], Herzerkrankungen
[153-155], Erkrankungen des zentralen Nervensystems [156, 157] und angeboren
Wachstums- und Gehorerkrankungen gebracht [158, 159]. Die Rolle in der
Krebsentstehung und der Entwicklung von Therapieresistenzen war und ist ebenfalls
Gegenstand vieler Studien und wurde bereits in einigen Tumorentitdten wie
beispielsweise Brustkrebs, Zervixkarzinom, Blasenkrebs, Kolorektalem Karzinom und
Leberkrebs belegt [160-164]. Auch fir das Prostatakarzinom wurden schon viele
Studien veroéffentlicht, die Potential fir microRNAs als kiinftige Prognosefaktoren oder
Biomarker sehen [165, 166]. Verbindungen von microRNAs zum Androgen-Signalweg

bieten eventuell Potential fur kinftige Therapien [167].
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Generell kann eine Dysregulation der microRNAs bei Krebserkrankungen sowohl
Funktionen eines Tumorsuppressors wie auch eines Onkogens betreffen.
Pathomechanismen der Karzinogenese wie der Verlust der Heterozygotie (engl.: loss
of heterozygosity, LOH), Deletionen, Amplifikationen, ein gestortes Imprinting und
andere epigentische Mechanismen konnen die microRNA-Expression ebenso
beeinflussen wie die Genexpression [168-170]. Bekannte Onkogene, fur die eine

Interferenz mit microRNAs gezeigt wurde, sind beispielsweise MYC und RAS [170].

1.4.2 microRNA--675

Das ebenfalls durch Imprinting regulierte Reziprok von IGF2, H19, ist das
Vorlaufermolekiil der microRNA-675 (miR-675) [171]. Ahnlich wie IGF2 ist auch H19
vor allem in der Embryonalentwicklung stark exprimiert und postnatal meist supprimiert
[172]. Uber eine mdgliche Rolle von H19 in der Tumorentstehung wurde bereits friih
diskutiert [173]. Die aus H19 entstehende miR-675 ist physiologisch nurin der Plazenta
exprimiert und reguliert dort deren Wachstum [174]. So fiihrt eine Uberexpression zur
Wachstumshemmung, wahrend ein Fehlen zu uberschielendem Wachstum fluhrt
[174].

Experimentelle Arbeiten fanden IGF-1R und den Tumorsuppressor Retinoblastom-
Protein als Ziele der miR-675 [174, 175]. So kann miR-675 einerseits
wachstumshemmende, andererseits durch Hemmung von Tumorsuppressoren
indirekt wachstumsférdernde Wirkungen entfalten.

Eine Stérung der miR-675-Expression mit Einfluss auf die Tumorentstehung wurde
mittlerweile in vielen Tumorentitaten beschrieben, neben kolorektalen Karzinomen
[175] auch in Brustkrebs [176], Blasenkrebs [177] und Lungenkrebs [178]. Im
Prostatakarzinom scheint die Rolle in der Entstehung weniger klar. In-vitro-Ergebnisse

weisen jedoch auf eine mégliche Rolle in der Metastasierung hin [179].

1.5 Das Zinkfinger-Protein CTCF

Das CTCF-Gen auf Chromosom 16 kodiert fur das Zinkfinger-Protein CTCF, nach
seinem  haufigen Bindungsmotiv. auch  CCCTC-Bindungsfaktor  genannt.
Zinkfingerproteine sind hochkonservierte Chromatin-Bindungsproteine. CTCF gilt
sogar als aulergewdhnlich hochkonserviert und wird in vielen verschiedenen

Vertebraten ubiquitdr exprimiert [180]. Durch seine Struktur mit insgesamt elf
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Zinkfinger-Domanen kann CTCF an vielen Stellen des Chromatins - und an mehreren
gleichzeitig - binden und somit intra- und interchromosomale Kontakte schaffen [181,
182]. Dadurch kénnen Funktionen entstehen wie transkriptionelle Regulierung (sowohl
Aktivierung als auch Stilllegung von Genen), Imprinting und Chromatinmodifikation,
aber auch die X-chromosomale Inaktivierung [182, 183]. Die Fahigkeit zur
Chromatinbindung kann durch Methylierung verloren gehen [184].

Durch die variable Kombination der elf Zinkfinger kann CTCF an eine Vielzahl
verschiedener DNA-Sequenzen binden, systematische Schatzungen anhand
biostatistischer Methoden und molekularbiologische Annaherungen anhand von

Sequenzierungen beziffern viele tausend potentielle Bindungsstellen [185, 186].

1.6 Das Retinoblastom-Protein

Der Tumorsuppressor Retinoblastom-Protein (RB), codiert durch das gleichnamige
Gen, wurde nach seiner Erstbeschreibung im Retinoblastom benannt, wo es nach
Verlust oder Mutation beider Allele zur Tumorentstehung kommen kann [187, 188]. RB
kann den Zellzyklus beim Ubertritt aus der G1- in die Synthese-Phase durch Bindung
und Hemmung des Transkriptionsfaktors E2F kontrollieren und somit eine
wachstumshemmende Wirkung entfalten [189, 190].

RB wurde schon fruh mit der Karzinogenese des Prostatakarzinoms in Verbindung
gebracht, ein Verlust konnte haufig beobachtet werden [191-193]. In den letzten
Jahren zeigte sich jedoch, dass ein Verlust von RB weniger in der Initiation als in der
Progression hin zu kastrationsresistenten Karzinomen eine Rolle zu spielen scheint.
Dies geschieht durch eine Modulation des Androgenrezeptors [194, 195]. Andererseits
scheint die Suszeptibilitat gegenlber einer Radiotherapie bei RB-Verlust héher zu sein
[196].

Weiterhin wurde im kolorektalen Karzinom sowie im hepatozellularen Karzinom

gezeigt, dass RB durch miR-675 negativ reguliert werden kann [175, 197].

1.7 Ziele dieser Arbeit

Die Deregulierung der IGF-Achse im Prostatakarzinom macht diese zu einem
interessanten Kandidaten flr prognostische und therapeutische Biomarker. Mittels

Charakterisierung der Expression und Regulation von /GF2 im Prostatakarzinom
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sollen grundlegende Mechanismen der genomischen Pragung untersucht und weitere
regulative Mechanismen der Genexpression gefunden werden.

Durch Korrelation mit klinischen Daten der Patienten, aus denen die Proben gewonnen
wurden, sollen Hinweise auf neue Risikofaktoren gefunden und die klinische Relevanz
der Ergebnisse Uberprift werden. So konnen eventuell Ruckschlisse gezogen
werden, die erlauben sollen, Patientenkollektive im Hinblick auf eine personalisierte
Medizin genauer zu stratifizieren. Ein weiteres Ziel ist es, aus den Ergebnissen

Anhaltspunkte fur neue therapeutische Optionen zu finden.
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2

2.1

MATERIAL UND METHODEN

Material

Diese Ubersicht beinhaltet die verwendeten Gerate, Chemikalien, Reagenzien, Kits

und biologisches Material wie die verwendeten Gewebeproben von Patienten und

Zelllinien.

2.1

Es

.1 Gerate

wurden folgende Gerate verwendet:
Thermocycler (PCR-Gerate)

» GeneAmp PCR, Applied Biosystems, Carlsbad, USA

» Step One Plus Real-Time PCR-System, Applied Biosystems, USA
» PeqSTAR 96 Universal, Peqglab, Erlangen

» Thermocycler, Biometra, Leipzig

Zentrifugen

» Model V, Galaxy mini, VWR Scientific, Radnor, USA

» Centrifuge 5415 R, Centrifuge 5810 R, Eppendorf, Hamburg

> 1-15 K, Sigma, Thum

» Megafuge 1.0 R, Biofuge pico, Heraues, Hanau
Sequenziergerate

» 3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems & Hitachi, USA & Japan
» Pyromark Q24, Qiagen, Hilden

Thermoblock

> Block Heater, Stuart Scientific, Staffordshire, Gro3britannien
Thermomixer

» Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg
Elektrophoresegerate

» QIlAxcel, Qiagen, Hilden, Deutschland

» Blue marine 200, Serva electrophoresis, Heidelberg, Deutschland
Waage

» Firma Sartorius, Goéttingen

Vortexer
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> Vortex Genie 2, Scientific Industries, Bohemia, USA
Schuttler
> CM 9, Sarstedt, Nirmbrecht

UV-llluminationstisch

» Peqlab, Erlangen

Fotosystem und Fotodrucker
» Peglab Kamerasystem, Erlangen
» P 93 Fotodrucker, Mitsubishi, Japan

Spectrofotometer

» Nanodrop, Peqglab, Erlangen

Absorptionsmessgerat

» Infinite 200 PRO, Tecan Group Ltd., Schweiz
Mikrotom

» Leica RM 2145, Leica Biosystems, Wetzlar

Kryostat
» Leica CM 3050S, Leica Biosystems, Wetzlar

2.1.2 Einzelne Chemikalien und Reagenzien

Es wurden folgende Chemikalien und Reagenzien verwendet, die nicht Bestandteil
eines Kits waren:

e DNA-Polymerasen:

DFS-TAQ-Polymerase, Bioron GmbH, Ludwigshafen
SuperHotTag-Polymerase, Bioron GmbH, Ludwigshafen

SuperHot Mastermix (2x), Bioron GmbH, Ludwigshafen

SYBR Green PCR Master Mix, Life Technologies, Carlsbad, USA

TagMan Universal PCR-Master-Mix, Applied Biosystems, Carlsbad, USA

YV V. V V V

e Agarose
» Serva, Heidelberg
e Puffer & Marker
» Ladepuffer
= 6X DNA Loading Dye, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
= 6X ORANGE DNA Loading Dye, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
» Referenzpuffer
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= ROX Reference Dye, Roche Applied Sience, Mannheim
» Tris-Borat-EDTA-Elektrophoresepuffer (TBE-Puffer) pH 8,0
= Tris-Base, Merck, Darmstadt
= Borsaure, Merck, Darmstadt
= EDTA, Merck, Darmstadt
10,89 Tris + 5,5g Borsaure + 0,2g EDTA auf 1000ml destilliertes H20
» Elektrophoresemarker
= (O'GeneRuler Low Range DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA
= GeneRuler Low Range DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA
» PCR-Puffer & Salze
= 10 x Buffer Incomplete without MgClI2, Bioron GmbH, Ludwigshafen
= 10 x Buffer Complete, Bioron GmbH, Ludwigshafen
= 100 mM MgCI2, Bioron GmbH, Ludwigshafen
» Phosphatgepufferte Salzlésung
= PBS-Pulver, Merck, Darmstadt
95,5¢g auf 1000ml destilliertes H20 flir eine 10-fach konzentrierte Lésung,
die mit destilliertem H20 zu einer 1-fach konzentrierten Pufferldsung
verdunnt wird
» FastDigest Green Buffer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
» Pyrosequenzier-Puffer
= Pyromark Annealing Buffer, Qiagen, Hilden
= Pyromark Binding Buffer, Qiagen, Hilden
= Pyromark Wash Buffer, Qiagen, Hilden
e Nukleotide
» Set von dNTPs, Bioron GmbH, Ludwigshafen
¢ Verdauungsenzyme
> DNAse |, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
» FastDigest Apa1, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
» FastDigest Hinf1, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
e Trizol, Life Technologies, Carlsbad, USA
e Trypsin-EDTA, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, USA
e Chloroform
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» Phenol:Chloroform:1AA, 25:24:1, pH 6,6, Thermo Fisher Scientific,
Carlsbad, USA
e Proteinase-Inhibitor
» Protease Inhibitor Cocktail cOmplete™, Roche Diagnostics, Mannheim
e Lyse-Puffer
> RIPA-Lysepuffer fur Proteinextraktion: T-per, Thermo Fisher Scientific,
Carlsbad, USA

2.1.3 Kits

e |GF2-ELISA, Mediagnost, Reutlingen
e Epitect Fast Bisulfite Kit, Qiagen, Hilden
e Pyromark Gold Q24 Reagents, Qiagen, Hilden
¢ Reverse-Transkriptase-Kits
» RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA
» Tagman™ MicroRNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems,
Carlsbad, USA
e NucleoSpin Tissue Kit, Macherey-Nagel, Diren

e DC Protein Assay, Bio-Rad Labaratories, Hercules, USA

2.1.4 Patientenproben und Zelllinien

2.1.4.1 Patientenproben

Die Gewebeproben wurden aus radikalen Prostatektomie-Praparaten gewonnen. Die
Patienten wurden in der Universitatsklinik Mannheim operiert. Die Operationen waren
aus medizinischen Grinden indiziert und wurden nicht zu Forschungszwecken
durchgefuhrt. AusschlieBlich von aufgeklarten und einwilligenden Patienten wurde
Material der Forschung zugefuhrt. Das Sammeln von humanem Material zu
Studienzwecken wurde durch die Ethikkommission des Universitatsklinikums
Mannheim gestattet.

Von insgesamt 141 Fallen wurden Tumor- und Nicht-Tumor-Gewebe der gleichen
Prostata entnommen, Teile des Frischgewebes wurden kryokonserviert und bei -80°C
gelagert, andere Teile formalin-fixiert und in Paraffin eingebettet. Jedes Praparat
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wurde durch Pathologen der Universitatsklinik Mannheim beurteilt. In Tabelle 2 sind
die klinischen Daten der Patienten aufgelistet, von denen Prostatamaterial untersucht
wurde. Vor jeder Isolierung von Proteinen, RNA und DNA wurden von den asservierten
Gewebeproben zur Kontrolle neue histologische Schnitte angefertigt und untersucht.
Dadurch und durch exaktes Zuschneiden der Proben unter histologischer Kontrolle
kann gewahrleistet werden, dass in einer Probe trotz Makro-Dissektion fast
ausschlieBlich tumordses oder nicht-tumoréses Drlisengewebe vorliegt. Die

Klinischen Daten der 141 untersuchten Patienten sind in Tabelle 2 beschrieben.

Tabelle 2: Die klinischen Angaben zu Alter, PSA-Werten, Gleason-Score und pT-Stadium der
untersuchten 141 Patienten. Fernmetastasen lagen zum Zeitpunkt der Operation nicht vor.

Patienten- und Tumoreigenschaften

Alter in Jahren

Mittleres Alter 64,0

Spannbreite 45-79

PSA-Werte (ng/ml)

Mittelwert + Standardabweichung 8,86 + 6,39

Median 6,73

Spannbreite 2-58,8
Gleason-Score Anzahl der Patienten
5 5

6 17

7 94

8 13

>9 12

Median 7

pT Stadium Anzahl (prozentualer Anteil)
2a 11 (7,8%)

2b 1 (0,7%)

2c 67 (47,5%)

3a 38 (27%)

3b 21 (14,9%)

4 3(2,1%)

Zusatzlich zu den Prostataproben wurde DNA aus einem Ovarial-Karzinom als
Positivkontrolle fur die methylierungsspezifische PCR verwendet. Diese Probe war Teil
unserer Tumorbank, die nach schriftlicher Einwilligung der Patienten im Voraus flr

Forschungszwecke verwendet werden durfte.
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2.1.4.2 Verwendete Zelllinien

Die teilweise fur die hier genannten Versuche verwendeten Zelllinien (siehe Tabelle 3)
wurden alle standig nach gangiger Art in unseren Labors kultiviert und regelmafig
uberpruft. Alle genannten Zelllinien sind in ihren Eigenschaften gut charakterisiert und
auch kommerziell erhaltlich. DNA und RNA der Zelllinien wurde lediglich zur
Etablierung der Methoden verwendet, Da keine Experimente an Zellkulturen
vorgenommen wurden, wird hier auf eine weitergehende Beschreibung der

Kulturmethoden verzichtet.

Tabelle 3: Fiir diese Arbeit verwendete Prostatakarzinom-Zelllinien

Name Histologie Ursprung

PC3 Prostatakarzinom Knochenmetastase
LNCaP Prostatakarzinom Lymphknotenmetastase
DU145 Prostatakarzinom Hirnmetastase

BPH1 Prostataepithel Prostata

2.1.5 Die Primersequenzen

Die folgenden Primer sind thematisch zusammengehdrend in den Tabellen 4 bis 12
zusammengefasst. Die Primersequenzen wurden entweder aus Publikationen
Ubernommen (im entsprechenden Methoden-Kapitel vermerkt), oder mittels Software
(PyroMark Assay Design SW 2.0, Qiagen, Hilden) und frei zuganglicher Onlinetools
(z.B. NCBI Primer Blast, siehe auch Kapitel 2.1.6) selbst entworfen.

Tabelle 4: Primersequenzen fiir die Genotypisierung des SNP auf Exon 9 von IGF2. Ta bezeichnet

die Annealing-Temperatur in Grad Celsius. Die Produktgrofe ist in Basenpaaren angegeben. 5’-
3’ bezeichnet die Orientierung der Sequenz auf dem DNA-Strang.

Sequenz 5°-3’ Ta (°C) ProduktgréRRe (bp)
Primer A CTTGGACTTTGAAGTCAAATTGG 55 292
Primer B GGTCGTGCCAATTACATTTCA
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Tabelle 5: Primersequenzen fir die Bestimmung von LOI/ROI von IGF2. Ta bezeichnet die
Annealing-Temperatur in Grad Celsius. Die ProduktgroRe ist in Basenpaaren angegeben. 5’-3’
bezeichnet die Orientierung der Sequenz auf dem DNA-Strang.

Name Sequenz 5’-3’ Ta (°C) Produktgrofie (bp)
IGF2_LC F (forward) CTTGGACTTTGAGTCAAATTGG 55 1120
IGF2_LC R (reverse) CCTCCTTTGGTCTTACTGGG

Tabelle 6: Primersequenzen fiir Genexpressionsanalysen. Ta bezeichnet die Annealing-
Temperatur in Grad Celsius. Die Spezifitit des Produkts wurde durch die Uberpriifung der
Schmelzkurve vorgenommen, daher wurde hier auf die Angabe der Produktgréfe verzichtet. 5’-
3’ bezeichnet die Orientierung der Sequenz auf dem DNA-Strang.

Name Sequenz 5°-3’ Ta (°C)
GAPDH for GGTGGTCCAGGGCTCTTACT 60
GAPDH rev CGACCACTTTGTCAAGCTCA
IGF 1l for TGGAGACGTACTGTGCTACCC 60
IGF Il rev GGACTGCTTCCAGGTGTCAT
CTCF for CCCAACTTCGTCCCTGCGGC 60
CTCF rev CGCCATCTGGGCCAGCACAA
RB1 for GCA ACC CTC CTAAAC CAC TG 60
RB1 rev TITCTGCTTTTG CAATCG TG

Tabelle 7: Name, Assay-ID und Sequenzen der zur miR-675 — Bestimmung verwendeten
Tagman™-Sonde. Die Sequenz der microRNA ist in 5’-3’-Richtung angegeben.

Name Assay-ID Sequenz der reifen microRNA
hsa-miR-675* 121124_mat CUGUAUGCCCUCACCGCUCA
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Tabelle 8: Primersequenzen zur Bestimmung der Aktivitat der IGF-lII-Promotoren. Ta bezeichnet
die Annealing-Temperatur in Grad Celsius. Die Produktgrofe ist in Basenpaaren angegeben. 5’-
3’ bezeichnet die Orientierung der Sequenz auf dem DNA-Strang. Fiir alle 4 PCR-Produkte wurde
ein gemeinsamer rev-Primer verwendet.

Name Sequenz 5° - 3 Ta (°C) ProduktgréfRRe (bp)
IGF-II P1for GCTCCCAGAACTGAGGCTGG 55 147

IGF-II P2for TGCCACAGAGCGTTCGATCG 59 158

IGF-Il P3 for GCTGTTCGGTTTGCGACACG 59 144

IGF-II P4 for GCTTCTCCTGTGAAAGAGAC 57 174

IGF-1l P1-4 GCGGTAAGCAGCAATGCAGC

rev

Tabelle 9: Primersequenzen fiir die Methylierungsspezifische PCR. Die Bezeichnung ,,M“ steht
fur methyliert, die Bezeichnung ,,U“ fir unmethyliert. Ta bezeichnet die Annealing-Temperatur
in Grad Celsius. Die ProduktgroBe ist in Basenpaaren angegeben. 5°-3’ bezeichnet die
Orientierung der Sequenz auf dem DNA-Strang.

Name Sequenz 5 — 3 Ta (°C)  Produktgréfie
(bp)

P 2A M for CGGATTTTTTACGCGGGGATCG 59 127

P 2A M rev CCGAACTTAACGAACGTCCG

P 2A U for GTTTGTGGATTTTTTATGTGGGGATTG 59 137

P 2A U rev ACACCCAAACTTAACAAACATCCA

P 2B M for TTAGTCGGTCGTGCGCGTTA 62 138

P 2B M rev CGAACAACGAAAAAAAAACGCTACCG

P 2B U for AGAATTTTAGTTGGTTGTGTGTGTTA 62 148

P 2B U rev TTCCCAAACAACAAAAAAAAAACACTACCA

P 2C M for GACGTTAATTTTCGGGGACGTT 55 363

P 2C Mrev AACGCGAAATAAAACGAACGTATACGA

P 2C U for TTTTGGATGTTAATTTTTGGGGATGTT 55 373

P 2C U rev AAAAAAACACAAAATAAAACAAACATATACAA

P 3A M for CGTAGTCGGTTTTTCGCGCG 64 149
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P 3A M rev

P 3A U for
P 3A Urev

P 3B M for

P 3B M rev

P 3B U for
P 3B U rev

P 4A M for

P4A M rev

P 4A U for
P4A U rev

P 4B M for

P 4B M rev

P 4B U for

P 4B U rev

CGAACGAAACGCGCAACCG

TGGTGTAGTTGGTTTTTTGTGTGTT
CCTAAACACAAACAAAACACACAACCA

TTTACGAGTATAGGTCGTTCGGGTATT
CGCCGAAAAACAAACGAACTACG

TTTTAGTTTATGAGTATAGGTTGTTTGGGTATT
CAACTCCACCAAAAAACAAACAAACTACA

CGGTAGCGTCGTCGGTTTTTAG
CGCGCAAAAAACGAAACCCG

GTGGGTGGTAGTGTTGTTGGTTTTTAG
AAACTCCACACAAAAAACAAAACCCACA

CGAGATCGCGAGAGGAAGACG
CGCGACCTCTCTCCGAATCG

GTGTTAGTGAGATTGTGAGAGGAAGATGGG

ACCACAACCTCTCTCCAAATCAAAAACT

64

60

60

66

66

62

62

159

367

380

208

219

217

226

Tabelle 10: Konvertierungsspezifische Primer zur Testung einer erfolgreichen Konvertierung
mittels konventioneller PCR. Ta bezeichnet die Annealing-Temperatur in Grad Celsius. Die
ProduktgroBe ist in Basenpaaren angegeben. 5’-3’ bezeichnet die Orientierung der Sequenz auf

dem DNA-Strang.

Name Sequenz 5'-3 Ta (°C) ProduktgroRe
(bp)

H19-ICR GTATAGTATATGGGTATTTTTGG 56 250

forward

H19-ICR CTATAAATATCCTATTCCCAAATA 56

reverse
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Tabelle 11: Sequenzen der Primer zur Quantifizierung der Methylierung der CTCF-Binding-Site
6. Die Binding-Site (BS) wurde auf Grund der GroRe in 2 Sequenzier-Abschnitte unterteile (BS 6-
1 und BS 6-2). Die Orientierung der Sequenzen ist in 5’-3’-Richtung angegeben.

Name Forward PCR Primer Reverse PCR Primer Sequenzier- Biotinylierter
Primer Primer
BS 6-1 GGGGTTTTTGTATAGT AACTTAAACTATAATATAAA TGTATTTTTGGAG rev
ATATGTGTATTT AACCTACACT GTTTTTT
BS 6-2 AGTGTAGGTTTTTATA  TAACTCCCATAAATATTCTA CTATCCCTCACTA for
TTATAGTTTAAGT TCCCTCACTA cC

Tabelle 12: Sequenzen der Primer zur Quantifizierung der Promotormethylierung. Die
Promotoren wurden zur genaueren Analyse in verschiedene Bereiche unterteilt. Die Orientierung
der Sequenzen ist in 5’-3’-Richtung angegeben.

Name Forward PCR Primer Reverse PCR Primer Sequenzier- Biotinylierter
Primer Primer

P2A AGTTAAGTAGGGGATT ATTTTTTTTTTTCTTTACCTT GGTTTAGTTTAG for
AGTTTGTTT CTCCAC GTT

P2B GTTTTTAGTGTGGAGA CCCCCCAAAATCAAAAACT  AAATCAAAAACTA for
AGGTAAAGAAA AATTATTAAA ATTATTAAACTC

P2C1 TTTGGGATTTTTTAAAT ATCCAAAACCTAAAAAAAAA CCAAACCACATAA for
TTAAGTATTGTT CACATCTA TATAAATCT

P2C2 TTTTTAGGTTTTATAGA AATTCCACTTATTTTAAAAA  AGGTTTTATAGAT rev
TTTATAGGTTAT CAATACCT TTATAGGTTATT

P2C3 GGATGTGGATAGTGTT AACCCAACAACAAATATCC  AATATTAATTTTA rev
TTTTTTATATTTAG CATACTA GGGTTTTTTAAG

P3 TTTAGTAGGTTTTAAG CCACCTACCCCAACAAAAA  TTAAAACCTCAAC for
TTTGGTTTAGAT CA

P4A GGAGTGTTAGGTAGG  CCCCTACAAACACCTCAC GTGTTAGGTAGG for
AGGGTTA AGGGTTAA

P4B1 TTGGTTTTAGGGGTGT AAAACTCTACCCTTCTTAAC CTCTCCCCAAACT for
TGGGTAA CT CCTATTTAA

P4B2 GGGTTGTTGGTTTGAG CTCCTTCCCACCTCCTTAT GTTAAGAAGGGT Rev
GTTAAGAA AT AGAGTT
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2.1.6 Datenbanken

Die folgenden, im Internet frei zuganglichen Datenbanken bzw. Portale kamen zum

Einsatz:

> Literaturrecherche: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

» Gendatenbank: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank

» Nukleotidsequenz-Recherche: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
> Auffinden von CTCF-Bindemotiven: http://jaspar.genereg.net

2.2 Methoden
2.2.1 Die Isolierung und Analyse von Nukleinsauren

2.2.1.1 Die Prdparation von genomischer DNA aus Gewebe und Zelllinien

FUr die Praparation von DNA aus Gewebe wurden 50-100 mg kryokonserviertes
Gewebe aus Tumoren und Normalgewebe der Prostata am Kryotom (Leica, Wetzlar)
in 10 um dicke Roallchen geschnitten und mechanisch zerkleinert. Zellen aus Zelllinien
wurden mit PBS gewaschen und durch Trypsin geldst. Zerkleinertes Gewebe oder
Zellsuspensionen wurden gemall dem Protokoll des Herstellers des Extraktionskits
(NucleoSpin Tissue, Macherey-Nagel, Duren) mit Lysepuffern und Proteinase K
inkubiert.

Der eigentliche Prozess der Bindung und Aufreinigung von DNA erfolgte Uber die
Interaktionen  der  Nukleinsduren mit einer  Silikonmembran, die in
Zentrifugationssaulen vorgehalten DNA bindet. Nach mehreren Waschschritten mit
verschiedenen Pufferldsungen, jeweiliger Zentrifugation bei 8000 U/min fir 1 min und
anschlielRender Trocknung durch Zentrifugation bei 12000 U/min fir 1 min wurde die
DNA mit nukleasefreiem Wasser aus der Silikonmembran durch Zentrifugation eluiert.

Die resuspendierte DNA wurde bei -20 °C gelagert.

2.2.1.2 Die Prdiparation von RNA aus Gewebe und Zelllinien

Die Praparation von RNA wurde mit der sogenannten Trizol-Methode durchgeflhrt.
Trizol ist ein Reagenz, das RNA stabilisiert und gleichzeitig DNA, Proteine und andere
Zellbestandteile zersetzt. Durch Zugabe von Chloroform kann weiterhin eine
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Phasentrennung verursacht werden, was erlaubt, die in Wasser geloste RNA
abzunehmen.

Zur Durchfihrung wurden 50-100 mg kryokonserviertes Gewebe, welches am Kryotom
in ca. 10 ym dicke Roéllchen geschnitten wurde, in 1000 pl Trizol mit Pipettenspitzen
homogenisiert und fur funf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugieren
bei 12000 U/min bei 4 °C fiir 10 min und Uberfiihrung des Uberstands in ein neues
Reaktionsgefall wurde jeweils 200 ul Chloroform zugegeben. Nach Schutteln flr 15 s
und erneutem Zentrifugieren bei 4 °C bei 12000 U/min fur 15 min erfolgte die
Phasentrennung. Die wassrige Phase mit der geldésten RNA wurde in ein neues
Reaktionsgefal} uberfuhrt, die RNA mit 1000 pl Isopropanol prazipitiert. Nach
Zentrifugieren bei 4 °C bei 12000 U/min fiir 30 min und Abnahme des Uberstands
wurde das RNA-Pellet bei Raumtemperatur getrocknet und in sterilem, RNAse-freiem

Wasser resuspendiert. Die resuspendierte RNA wurde bei -80 °C gelagert.

2.2.1.3 Messung der Nukleinsdurenkonzentrationen

Zur fotometrischen Bestimmung der Konzentrationen der Nukleinsduren (RNA und
DNA) wurde ein Nanodrop ™-Gerat (Peqlab, Erlangen) benutzt. Die optische Dichte der
Nukleinsaurelésungen wurde bei 260 nm gemessen und durch die Quotienten aus 260
nm/280 nm bzw. 260 nm/230 nm eine mogliche Kontamination durch Proteine bzw.

Salze ausgeschlossen.
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2.2.2 Die Bestimmung des Imprintings von IGF2

Die Bestimmung des Imprintingstatus und die daftr im Vorfeld nétigen Versuche
beruhen auf einem SNP in der Schnittstelle fur das Restriktionsenzym Apa1 auf Exon
9 des IGF2-Gens. Diesen SNP nutzt man in einem zweischrittigen Verfahren aus, um
zu untersuchen, ob ein ROl oder ein LOI flr IGF2 vorliegt (siehe

Abbildung 6). Falle, die mit diesem Verfahren untersucht werden sollen, missen fur

diesen SNP heterozygot sein.

A < B
— Exon 8 Exon 9 e
o
Hinf1 Apal
SHP

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Exon 9 eines IGF2-Allels. A und B symbolisieren die
Primer-Bindungsstellen der PCR. Hinf1 und Apa1 sind die hier verwendeten Restriktionsenzyme.
Die senkrechten Pfeile symbolisieren die jeweiligen Schnittstellen der Enzyme, die waagrechten
Pfeile die Ausrichtung der Primersequenz entsprechend forward und reverse Primer (Abbildung
nach: [198].

2.2.2.1 Die Bestimmung des Genotyps und Test auf LOH

Im ersten Schritt wurde die DNA der Proben auf ihren Genotyp hinsichtlich des SNP
untersucht. Nur bei heterozygoten Fallen kann mit dieser Methode festgestellt werden,
ob ein oder beide Allele abgelesen werden, also ob ein LOI oder ROI vorliegt.

Das Exon 9 von /IGF2 wurde in einer PCR mit den Primern A und B (siehe Tabelle 4)
amplifiziert [198]. Zusatzlich zur Apa1-Schnittstelle weist das Exon eine Schnittstelle
fur Hinf1 auf, ebenfalls ein Restriktionsenzym. Wird das PCR-Produkt dann einem
Verdau mit beiden Restriktionsenzymen unterzogen, kann durch eine Gel-
Elektrophorese eine Fragmentierung des Produkts nachgewiesen werden. Hat die
Probe keinen SNP fur Apa1, wird das Produkt nur von Hinf1 geschnitten, daraus
resultiert in der Elektrophorese nur eine Bande mit einer charakteristischen
Produktgrol3e. Ist die Probe homozygot fur den SNP, ergibt sich ebenfalls nur eine
Bande, durch die andere Position der Schnittstelle jedoch mit einer anderen, ebenfalls
spezifischen ProduktgrofRe. Hat die Probe den SNP auf einem Allel, resultiert dies in
einer Doppelbande. Da immer Tumor- und Normalgewebe eines Patienten untersucht

werden, ist dies somit gleichzeitig eine Untersuchung auf LOH.
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Die PCR mit den Primern A und B erfolgte nach einer initialen Denaturierung bei 94
°C fur vier Minuten, es wurden 40 Zyklen durchgefiihrt, jeweils eine Minute bei 94 °C,
30 s zur Primerbindung bei 55 °C und 30 s bei 72 °C und einer abschlieRenden
Elongation von sieben Minuten bei 72 °C.

Der Verdau des PCR-Produkts erfolgte mit den Restriktionsenzymen ,FastDigest
Apa1“ und ,FastDigest Hinf1“ zusammen mit dem Reaktionspuffer ,FastDigest Green
Buffer gemall dem Protokoll des Herstellers (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) bei 37 °C fur 20 min. Durch eine anschliel3ende Inkubation der Proben fur 5 min
bei 65 °C wurde die Reaktion gestoppt.

Die Auftrennung der Verdauungsprodukte erfolgte auf einem 2%igem Agarose-Gel.
Zur ldentifizierung der Produktgréfie wurden Elektrophoresemarker der Firma Thermo
Fisher Scientific (Waltham, USA) verwendet.

2.2.2.2 Die Kontrolle der Allelexpression

Die Untersuchung auf LOI bzw. ROI verlauft nach dem gleichen Prinzip, allerdings
verwendet man hier fur die PCR und den Verdau die cDNA der zuvor getesteten
heterozygoten Proben. Zur Herstellung der cDNA siehe unten in Kapitel 2.2.3.1. Die
cDNA wird vor dem Verdau ebenfalls in einer PCR amplifiziert. Es wurden die Primer
JGF2_LC F“ und ,IGF2_LC R* verwendet (siehe Tabelle 5). Die PCR-Bedingungen
waren dieselben wie zur Genotypisierung des SNP. Durch den vor der cDNA-Synthese
durchgefiuihrten DNAse-Verdau (siehe 2.2.3.1) wurde eine DNA-Kontamination
ausgeschlossen.

cDNA enthalt als reverses Transkript der mRNA die Exone eines Gens, somit auch
den hier beschriebenen SNP. Werden die heterozygoten Proben mit Apa1 und Hinf1
verdaut, kann man aus dem Muster der Banden erkennen, ob ein oder beide Allele
abgelesen werden. Die Proben werden in zwei Ansatzen verdaut: ein Doppel-Verdau
mit Apa1 und Hinf1 und ein Verdau nur mit Hinf1. Bei Proben, die denen beide Allele
abgelesen werden, einem LOI entsprechend, resultieren im Doppel-Verdau zwei
Banden. Bei Ablesen nur eines Allels, einem ROI entsprechend, weist der Verdau nur
eine Bande auf. Zur Durchfihrung wurden 10 ul des PCR-Produkts wie in Kapitel
2.2.2.1 beschrieben verdaut und anschlieRend mittels Agarose Gelelektrophorese

nach Grole aufgetrennt.
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Abbildung 7: Bild einer Gelelektrophorese zur LOI/ROI-Bestimmung. Alle Proben werden einem
Doppel-Verdau mit Apa1 und Hinf1 und einem Verdau mit nur Hinf1 unterzogen. Die Proben A, B
und C weisen im Doppelverdau eine Doppelbande auf und sind somit LOI. Probe D weist auch
im Doppelverdau nur eine Bande auf und ist somit ROI. Die Produkte der Restriktionsenzyme
haben eine spezifische GroRe, liberprift durch den mitgelaufenen Marker ganz links

2.2.3 Die Genexpressionsanalyse mit quantitativer Reverse-Transkriptase-PCR

2.2.3.1 Die Herstellung von cDNA

Vor der cDNA-Synthese wurde die RNA einem DNAse-Verdau unterzogen, um eine
Kontamination zu vermeiden. Hierfur wurde DNAse | (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) nach Protokoll des Herstellers bei 37 °C fur 30 min verwendet.

Die Herstellung der cDNA erfolgte mittels Reverse-Transkriptase (RT) mit dem
.,RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit* (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) nach Protokoll des Herstellers. Zur Synthese wurden oligo(dT)-Primer
eingesetzt, welche unspezifisch am poly-A-Schwanz am 3‘-Ende der mRNA binden.
Pro Probe wurden 500 ng RNA eingesetzt und flir 60 min bei 42 °C transkribiert.

Zur Verifizierung der erfolgreichen cDNA-Synthese wurde mit jeder Probe eine fur
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) spezifische PCR mit den vom
Hersteller mitgelieferten Primern nach Protokoll des Herstellers - Primer-Annealing bei
58 °C fur 30 s, 30 Zyklen - durchgefiihrt. Die cDNA wurde bei -20 °C gelagert.
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2.2.3.2 Die Quantitative Reverse Transkriptase-PCR

Zusatzlich zum Nachweis einer bestimmten Nukleinsaurensequenz wie bei einer
herkdbmmlichen PCR kann mit der quantitativen Reverse Transkriptase-PCR (RT-
gPCR) das PCR-Produkt quantifiziert werden. Verwendet man cDNA als
Ausgangsprodukt, kann man so spezifische Genexpressionsanalysen vornehmen. Die
Quantifizierung erfolgt Uber Fluoreszenzmessungen, die in Echtzeit wahrend der PCR
durchgefuhrt werden, daher auch der haufig verwendete englische Ausdruck der real-
time PCR.

Zur Bestimmung der Expression von IGF2 und CTCF nutzten wir den interkalierenden
Farbstoff SYBR Green |, ein Cyanin-Farbstoff. SYBR Green | bindet unspezifisch an
doppelstrangige DNA [199]. Der hierbei entstehende Komplex emittiert grines Licht
und absorbiert blaues Licht. Das Fluoreszenzsignal wird durch eine spezielle Kamera
des Thermocycler-Gerates detektiert. Wird nun die DNA in der PCR vervielfaltigt, steigt
das Fluoreszenzsignal mit jedem PCR-Zyklus. Bei optimalen PCR-Bedingungen ist die
Zunahme der Ziel-DNA, bestimmt durch das verwendete Primer-Paar, exponentiell.
Der PCR-Zyklus, bei dem zum ersten Mal eine exponentielle Vermehrung stattfindet,
wird ,Schwellen-Zyklus® (engl.: cycle threshold, ct), genannt. Wir verwendeten zur
relativen Quantifizierung die sogenannte AAct-Methode, wobei gleichzeitig zur Ziel-
DNA ein Referenz-Gen amplifiziert wird, von dem man ausgeht, dass es jede Zelle
gleichmafig exprimiert. Als Referenz-Gen verwendeten wir GAPDH. Der Vergleich
des ct-Werts des Ziel-Gens zum ct-Wert des Referenz-Gens, der Act-Wert, ist somit
ein Mal} fur die Expression des Ziel-Gens. Der Vergleich der Act-Werte zwischen den
verwendeten Proben, der AAct-Wert, erlaubt eine Aussage darlber, ob das Ziel-Gen
unterschiedlich stark exprimiert wird [200]. Somit kénnen durch Vergleich der
einzelnen ct-Werte zwischen den verwendeten Proben Ruckschlisse auf die
Expression eines Gens gezogen werden und nach der 2-4:¢t-Methode [200] eine
quantitative Beurteilung der differentiellen Genexpression vorgenommen werden.
Durch eine Schmelzkurvenanalyse wurde die Spezifitait der PCR Uberprift. Bei
Denaturierung des doppelstrangigen PCR-Produkts bei einer fir das Produkt
spezifischen Temperatur wird der Fluoreszenzfarbstoff frei und kann detektiert werden.
Andere PCR-Produkte, z.B. Primerdimere oder unspezifische Produkte, unterscheiden
sich in ihrer Schmelztemperatur und weisen dadurch ein anderes Fluoreszenzsignal
auf [201].
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2.2.3.2.1 Die Bestimmung der IGF2-Expression

Zur Bestimmung der IGF2-Expression wurden speziell fur qRT-PCR entworfene
Primer verwendet (Tabelle 6). Die Versuche wurden auf dem ,Step One Plus Real-
Time PCR-System* (Applied Biosystems, Carlsbad, USA) durchgefuhrt. Die Proben
wurden als Duplikate vorgelegt, die ct-Werte gegen GAPDH normalisiert (Act = ct IGF2
— ct GAPDH). Zur Analyse der AAct-Werte wurden die mittleren ct-Werte unter
Berucksichtigung der Standardabweichung verwendet. Pro einzelne Reaktion wurde 1
Ml cDNA in einer Verdinnung von 1:20 eingesetzt. Nach einer anfanglichen
Denaturierung bei 95 °C folgten 40 PCR-Zyklen mit SYBR Green PCR Master Mix (Life
Technologies, USA). Das Primer-Annealing, also das Hybridisieren der

Primernukleotide mit der Einzelstrang-DNA, erfolgte bei 60 °C.

2.2.3.2.2 Die Bestimmung der CTCF-Expression

Zur Bestimmung der CTCF-Expression wurden speziell fur gqRT-PCR entworfene
Primer verwendet (Tabelle 6). Die Versuche wurden ebenfalls auf dem ,Step One Plus
Real-Time PCR-System® (ABI, USA) unter den gleichen Bedingungen wie zur IGF2-

Expressionsanalyse durchgefluhrt.

2.2.3.2.3 Die Bestimmung der RB - Expression
Unter den gleichen Bedingungen wurde die Genexpression von RB bestimmt. Die

Primersequenzen sind ebenfalls in Tabelle 6 aufgelistet.
2.2.4 Die Bestimmung der microRNA miR-675

FUr den Nachweis und die Quantifizierung der microRNA benutzten wir wie fur die
Genexpressionsanalyse eine qRT-PCR (siehe 2.2.3.2), allerdings wurde hierfur das
»1agman“-Verfahren benutzt, eine spezielle FRET-PCR. FRET steht flr Fluoreszenz-
Resonanzenergietransfer. Im FRET-Prinzip wird Energie von einem Donor auf einen
Akzeptor Ubertragen. Werden Fluorochrome als Donor bzw. Akzeptor verwendet, kann
deren Fluoreszenzanderung durch das gRT-PCR-Gerat detektiert werden. Beim
Tagman-Verfahren nutzt man eine modifizierte Oligonukleotid-Sonde, die sogenannte
Tagman-Sonde. Diese ist komplementar zur Zielsequenz der zu amplifizierenden
cDNA. AulRerdem ist die Sonde am 5-Ende mit einem Fluoreszenz-Farbstoff und

gleichzeitig am 3‘-Ende mit einem Quencher, einem Fluoreszenzldscher, bestuckt. Der
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Quencher unterbindet das Fluoreszenzsignal, solange Farbstoff und Quencher in
raumlicher Nahe sind. Bindet die Sonde, ist zunachst kein Lichtsignal detektierbar. Bei
Elongation der Sonde am cDNA-Strang durch eine Polymerase mit gleichzeitiger
Exonuklease-Aktivitat wird allerdings der Fluoreszenz-Farbstoff von seinem Quencher
getrennt, und es kann ein Lichtsignal detektiert werden. Ein Lichtsignal ist also nur
detektierbar, wenn die Sonde bindet und eine Elongation stattfindet. Somit ist das
detektierte Lichtsignal proportional zur Menge der vervielfaltigten Zielsequenz.

Die Quantifizierung erfolgt auch hier Uber die AAct-Methode (siehe 2.2.3.2). Als
Referenz wurde in dieser Anwendung RNU24 verwendet, eine microRNA, die stabil
exprimiert und daher vom Hersteller der Tagman-Sonden (Applied Biosystems, USA)
empfohlen wird.

Wie bei der konventionellen cDNA-Synthese (siehe 2.2.3.1) wird die RNA durch
Reverse Transkriptase (RT) in cDNA umgeschrieben. Aufgrund der geringen GrolRRe
und der anderen Struktur der microRNA muss man zur reversen Transkription aber ein
anderes Prinzip anwenden. Hierbei wird durch eine spezielle RT und einen speziellen
Primer das 3'-Ende der microRNA verlangert. Fur jede Ziel-microRNA muss eine
spezifische RT-Reaktion erfolgen, also auch fur die Referenz-microRNA. Der hier
verwendete spezifische Primer ist ein sogenannter ,Stem-loop“-Primer [202]. Er bildet
am 3‘-Ende der microRNA eine Schlaufe, stabilisiert so die microRNA und bildet den
Startpunkt fur die RT. Fur die RT-Reaktion verwendeten wir das ,Tagman MicroRNA
Reverse Transcription Kit“ der Firma Applied Biosystems (Carlsbad, USA), welches
samtliche bendtigten Reagenzien enthalt. Die spezifischen Primer wurden ebenfalls
durch die Firma Applied Biosystems entworfen und sind kommerziell erhaltlich. Die
RT-Reaktion erfolgte in einem Thermocycler unter folgenden Bedingungen: 30 min bei
16 °C, 30 min bei 42 °C und 5 min bei 85 °C mit anschlieRender Kiuhlung auf Eis gemaf
dem Protokoll des Herstellers. Pro Reaktion wurden 10 ng RNA eingesetzt. Alle
Arbeitsschritte erfolgten auf Eis und unter Verwendung von RNAse-freien Materialien;
zusatzlich wurde ein RNAase-Inhibitor beigefugt (im Reverse Transkriptase Kit
enthalten).

Direkt nach Umschreiben der microRNA wurde die gewonnene cDNA ohne
Zwischenlagerung mittels qRT-PCR auf dem ,Step One Plus Real-Time PCR-System*
(Applied Biosystems, USA) quantifiziert. Die Proben wurden als Duplikat vorgelegt.
Pro Reaktion wurden 4 ul des RT-Produktes und 5 pl Tagman-PCR-Mastermix und 1

ul der spezifischen Tagman-Sonde eingesetzt.
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Zur hier vorgenommenen Analyse der miR-675 wurde eine kommerziell erhaltliche
Tagman-Sonde verwendet (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), Details zu

diesem Produkt siehe Tabelle 7.

2.2.5 Die Bestimmung der Promotoraktivitat von IGF2

Um die Aktivitat der vier verschiedenen IGF2-Promoteren zu untersuchen, wurden die
zu den verschiedenen Promotorregionen gehdrenden Transskriptvarianten auf cDNA-
Ebene mit einer qRT-PCR per AAct-Methode quantifiziert (siehe 2.2.32.2.3). Als
Referenzgen wurde ebenfalls GAPDH verwendet. Die hierfur verwendeten,
ursprunglich fur eine Multiplex-PCR entworfenen Primer (Tabelle 8) wurden aus einer
Publikation Gbernommen [112] und von uns fur eine qRT-PCR etabliert. Hierfur wurde
cDNA aus verschiedenen Zelllinien verwendet (siehe 2.1.4.2). Die vier verschiedenen
Transskriptvarianten werden durch vier spezifische Forward-Primer und einen
gemeinsamen Reverse-Primer nachgewiesen. Der Reverse-Primer bindet in Exon 9
von IGF2, die spezifischen Forward-Primer jeweils in einem Exon, das hinter dem
zugehdrigen Promotorbereich liegt (Abbildung 8). Durch alternatives Spleilden

resultiert aus den verschiedenen Transkripten dasselbe Protein.

P4 Transkript

P3 Transkript

P2 Transkript

P1 Transkript

Abbildung 8: Schema der IGF2-Promotoren. P1 bis P4 bezeichnen die vier Promotoren, analog
dazu dariiber liegend die jeweiligen Transkripte. Die grauen Rechtecke dazwischen
symbolisieren die Exone, die Zahl dariiber deren Nummerierung. Durch Entwerfen Transkript-
spezifischer Primerpaare und Amplifikation von cDNA kann auf die Aktivitdt des jeweiligen
Promotors geschlossen werden. (Abbildung nach: [112])

Die verschiedenen Primer resultieren in unterschiedlichen GrofRen der PCR-Produkte

und koénnen somit durch eine Schmelzkurvenanalyse spezifiziert werden.
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Die Versuchsdurchfuhrung erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie die
Genexpressionsanalye von IGF2 und CTCF auf dem gleichen Gerat, siehe Kapitel
2.23.21

Die relative Aktivitat der Promotoren untereinander wurde im Vergleich zu der am
starksten exprimierten Transskriptvariante bestimmt und dann ebenfalls mit der AAct-
Methode relativ quantifiziert. Statt des Referenzgens wurde hier also auf die am
starksten exprimierte Transskriptvariante normalisiert. Dies wurde flr N und T getrennt

voneinander vorgenommen.

2.2.6 Bestimmung von Proteinkonzentrationen und IGF2-ELISA

2.2.6.1 Prdparation von Proteinen aus Gewebe

Zur Praparation von Proteinen wurde analog zur Nukleinsaurenpraparation aus
kryokonserviertem Gewebe mittels Kryotom pro Probe jeweils 10 um dicke Réllchen
geschnitten, welche mit 500ul RIPA-Lysepuffer (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad,
USA) versehen wurden, dann mittels Gewebehomogenisator zerkleinert und in sterile
1,5 ml Reaktionsgefalte Uberfuhrt wurden. Zusatzlich wurden 12,5 pl Proteinase-
Inhibitor (Roche, Mannheim) hinzugefiigt. Das Inkubieren fur 45 min auf Eis erfolgte
fur ein verbessertes Auflosen unter gelegentlichem Schutteln. AnschlieRend wurde
nach Zentrifugieren bei 12000 U/min fiir 30 min bei 4 °C der Uberstand in ein neues
1,5 ml Reaktionsgefal® tberflhrt und bei -80 °C gelagert.

2.2.6.2 Messung der Proteinkonzentration

Die Messung der Proteinkonzentrationen erfolgte mithilfe des DC Protein Assays (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, USA) auf dem Infinite Pro 200 Absorptionsmessgerat
(Tecan Group Ltd., Schweiz). Der Assay beruht auf der Reaktion von Proteinen mit
einer alkalischen Kupfer-Tartrat-Losung und der anschlieBenden Reduktion einer
Folinsaurelosung durch die Proteine. Die hierbei entstehende blaue Farbentwicklung
wird zur Absorptionsmessung genutzt [203].

Zur Durchfuhrung des Assays wurde 1 pl Proteinldésung in 20 pl eines Gemisches aus
Reagenzien S und A (im Verhaltnis 1:50) verdinnt. Reagenz A ist eine alkalische
Kupfer-Tartrat-Lésung, Reagenz S eine 5%ige SDS-Lésung. Dazu wurden noch 200
Ml Reagenz B, eine Folin-Lésung, pipettiert. Die auf diese Weise 1:200 verdunnten

Proteine wurden dann 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Jede Probe wurde als
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Triplikat vorgelegt. Nach Inkubation wurde die Absorption bei 560 nm gemessen. Aus
den Mittelwerten der Triplikate wurden mit Hilfe einer Standardkurve die
Proteinkonzentrationen der Proben errechnet.

Zur Bestimmung der Standardkurve wurde die optische Dichte von Kontrollproben mit
bekannter Proteinkonzentration bestimmt. Die Kontrollproben wurden ebenfalls als
Triplikate gemessen, aus den Mittelwerten wurde durch Interpolation eine
Geradengleichung nach f(y)=mx+b erstellt, mit der flr jede gemessene optische Dichte
(y-Wert) die Proteinkonzentration der Probe errechnet werden kann (x-Wert). Vor
Bestimmung der Kontrollproben wurde zudem die Extinktion des Leerwerts gemessen,

der von jeder gemessenen optischen Dichte abgezogen wurde.

2.2.6.3 IGF2-ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

Zur Quantifizierung von IGF2 im Prostatagewebe wurde der IGF2-ELISA der Firma
Mediagnost, Reutlingen, benutzt. Der Assay weist keine Abhangigkeit von IGF2-
Bindeproteinen (IGFBP) auf. Durch die Ansauerung der Probe wird natives IGF2 aus
dem Bindungsproteinkomplex mit IGFBP frei und kann durch den Antikérper gebunden
werden [204].

Mit Hilfe eines ELISA-Tests lassen sich Proteine spezifisch nachweisen und
quantifizieren. Das Entscheidende bei dieser Methode ist, dass das gesuchte Protein
an spezifische Antikdérper gebunden wird. Der hier verwendete Assay ist ein
sogenannter Sandwich-ELISA, bei dem ein spezifischer Antikorper flr IGF2 auf einer
festen Phase, hier eine Mikrotiterplatte, gebunden ist. Dieser Antikdrper bindet an das
IGF2-Protein in der Probe. Ein zweiter, biotinylierter Antikérper bindet anschliel3end
ebenfalls an das immobilisierte IGF2-Protein. An diesen zweiten Antikorper bindet im
nachsten Schritt ein Komplex aus Streptavidin und Peroxidase. Dieses Enzym
katalysiert das anschlielend hinzugegebene Substrat, wobei ein Farbumschlag
sichtbar wird. Somit ist der entstehende Farbumschlag quantitativ abhangig vom IGF2-
Gehalt der Proben.

Die Durchfuhrung des ELISA erfolgte nach Protokoll des Herstellers. Die Proben
wurden als Duplikat in einer Verdunnung in H20 von 1:20 vorgelegt und die IGF2-
Konzentration nach Multiplikation mit dem Verdlinnungsfaktor Uber eine
Standardkurve (genauere Beschreibung siehe Kapitel 2.2.6.2), gebildet aus vom

Hersteller mitgelieferten Standardseren mit bekannter IGF2-Konzentration, berechnet.
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Es wurden 17 gepaarte Proben untersucht, d.h. jeweils Tumorgewebe und
Normalgewebe desselben Patienten. Da die Proben testbedingt nur teilweise
informativ fur ihren Imprintingstatus waren, wurden diese unabhangig von LOI/ROI

analysiert.

Standardkurve IGF2-Protein

Optische Dichte

10

=R
[ex]

. .

Preteinkenzentration in ng/pl

Abbildung 9: Standardkurve des IGF2-ELISA, mit deren Hilfe die Proteinkonzentrationen der zu
analysierenden Proben bestimmt wurden. Die Rauten symbolisieren die Mittelwerte der als
Duplikate bestimmten Werte der optischen Dichte der mitgelieferten Kontrollseren bekannter
Konzentration.

2.2.7 Die Methylierungsanalyse

Die Methylierungsanalysen beruhten sequentiell auf zwei verschiedenen Verfahren,
die beide auf der Konvertierung von DNA durch Bisulfit basieren. In einem ersten
Schritt wurde die Methylierung semiquantitativ mit Hilfe der methylierungsspezifischen
PCR bestimmt. Bei Hinweisen auf eine differentielle Methylierung wurde in einem
zweiten Verfahren eine exakte Quantifikation der Methylierung mittels

Pyrosequenzierung durchgeflhrt.

2.2.7.1 Bisulfitkonvertierung

Eine Bisulfitkonvertierung fuhrt bei unmethylierten Cytosinbasen zum Verlust der
Aminogruppe [205]. Somit wird aus Cytosin Uracil (Abbildung 10). Wird die so
veranderte Sequenz in einer PCR amplifiziert, werden durch die Polymerasen Thymin
in den DNA-Strang eingebaut. Ist die Cytosinbase allerdings methyliert, ist sie vor der

Konvertierung zu Uracil geschutzt [206].
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Konvertierungsreaktion. C und U sind die
Abkurzungen fur Cytosin und Uracil [Abbildung nach: 207]. Im ersten Schritt erfolgt die
Sulfonierung, dann die Deaminierung, im letzten Schritt wird Sulfat wieder abgespalten.

Bei konvertierter DNA kann man somit eine Methylierungsanalyse durchfihren, denn
es kommt in Abhangigkeit vom Vorhandensein von Cytosinmethylierungen zu

Sequenzanderung bzw. Ausbleiben einer solchen (beispielhaft gezeigt in Tabelle 7).

Tabelle 7: Beispiel der DNA-Sequenzanderung durch Konvertierung mit Bisulfit. Aus einem nicht
methylierten Cytosin (C) wird ein Uracil (U). Methylierung von C tritt nur an CG-Stellen auf, auf
Grund des Phosphat-Grundgeriists der DNA CpG-Stelle genannt.

Sequenz vor Konvertierung Sequenz nach Konvertierung
Unmethylierte DNA ACG ACG TGA ACG GTA AUG AUG TGA AUG GTA
Methylierte DNA ACG ACG TGA ACG GTA ACG ACG TGA ACG GTA

Durch eine Sequenzierung nach Vervielfaltigung der zu untersuchenden Sequenz
kann eine quantitative Aussage Uber den Methylierungsgrad getroffen werden. Der
Schlussel fur eine erfolgreiche und reproduzierbare Methylierungsanalyse ist die
maoglichst vollstandige Deaminierung der Cytosinbasen und somit eine maoglichst
vollstandige Konvertierung, was durch eine Reaktion bei niedrigem pH-Wert und
ausreichend langer Inkubation erreicht werden kann [206]. Kritisch ist die Tatsache,
dass durch die Reaktionsbedingungen der Konvertierung die DNA einer sehr harschen
Prozedur unterzogen wird, die zu einer Degradierung der DNA und damit fehlerhafter
Amplifikation oder Sequenzierung fuhren kann [208]. Deshalb wurde von uns ein Kit
eines kommerziellen Anbieters verwendet, welches ein schnelles Protokoll aufweist
und durch einen enthaltenen ,DNA-Protect Buffer” die DNA vor Degradierung schutzt.
Um eine erfolgreiche PCR mit der konvertieten DNA zu gewahrleisten, ist eine

grundliche Aufreinigung erforderlich, was durch die ebenfalls im Kit enthaltenen
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Reagenzien erzielt wurde. Laut Hersteller ist bei einer Lagerung der kDNA bei -20 °C
fur bis zu zwei Jahre mit keinem Verlust der Qualitat zu rechnen.

Zur Konvertierung wurde das ,Epitect Bisulfite Kit“ (Qiagen, Hilden) verwendet. Die
Konvertierung der DNA durch Bisulfit bei 60 °C fur insgesamt funf Stunden erfolgte
nach Protokoll des Herstellers in nukleasefreien, sterilen 200 ul-Reaktionsgefalen.
Ahnlich wie bei der Isolation von DNA wird auch die kKDNA anschlieend an einer
speziellen Membran einer Zentrifugationssaule gebunden, sequenziell mit mehreren
Puffern und Zentrifugationsschritten bei 12000 U/min aufgereinigt und anschlielRend
nach Trocknung in 20 pl eluiert, im Gegensatz zur Nukleinsaurenisolation jedoch mit
einem speziellen, im Kit enthaltenen Elutionspuffer, der die KDNA stabilisieren soll. In
die einzelnen Konvertierungsansatze wurden von jeder Probe in Abhangigkeit von der
vorhandenen Gesamt-DNA-Menge 400-1200 ng eingesetzt. Das Protokoll des
Herstellers erlaubt eine Menge von 1-2000 ng. Die Konzentrationen der konvertierten
DNA wurden nach Aufreinigung fotometrisch (Nanodrop, Peqglab, Erlangen)
gemessen. Die Lagerung der kDNA erfolgte nach Herstellerangabe bei -20 °C.

Nach jeder Konvertierungsreaktion wurde eine Kontroll-PCR mit
konvertierungsspezifischen Primern durchgefuhrt. Diese fuhren nur bei einer
erfolgreichen Konvertierung zu einem PCR-Produkt in der korrekten Gréle (siehe
Abbildung 11). Fur diese Kontroll-PCR nutzten wir Primer aus einer Publikation [110],
Sequenzen siehe Tabelle 10. Hierbei wurden 20 ng kDNA und jeweils 10 pMol Primer
forward und reverse eingesetzt. Es wurde die ,SuperHotTaq“-Polymerse (Bioron,
Ludwigshafen) und ein Puffer mit 1,5 mMol MgClI2 (ebenfalls Bioron, Ludwigshafen)
verwendet. Nach einer anfanglichen Denaturierung bei 95°C fur funf min folgten 40
Zyklen mit einem Annealing bei 56 °C fur 1 min und einer Elongationsphase fur 1 min
bei 72 °C.
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Abbildung 11: Kapillarelektrophorese-Bild einer konvertierungsspezifischen PCR. In der ersten
Spur (im Bild als Spalte dargestellt) ist eine Negativ-Kontrolle mit H20, in Spur 2 und 3
unkonvertierte DNA, in Spur 4, 5 und 6 konvertierte DNA. Die GroRe des PCR-Produkts wird
durch Skalierung anhand eines mitgelaufenen Markers tiberpriift. Links der ersten Spur sind die
ReferenzgréfRen aus einem mitgelaufenem Marker in Anzahl der Basen aufgezeigt.

2.2.7.2 Methylierungsspezifische PCR

Die methylierungsspezifische PCR (MSP) ist ein auf einer konventionellen PCR
beruhender Ansatz zur Unterscheidung zwischen methylierten und unmethylierten
CpG — Stellen. Dieses Verfahren wurde 1996 erstmals beschrieben [209]. Wie zuvor
erwahnt, erhalt man nach der Konvertierung abhangig von der Methylierung eine
veranderte Sequenz (beispielhaft gezeigt in Tabelle 7), gewissermal’en einen
funktionellen Polymorphismus. Diesen kann man beim Primer-Design fur eine MSP
ausnutzen. In die Region, fur die man eine unterschiedliche Methylierung erwartet, legt
man seine Primer, in diesem Fall zwei Primer-Paare flr die gleiche Zielsequenz: ein
Primerpaar, das nur bindet, wenn die DNA methyliert ist, und ein Primerpaar, das nur
bindet, wenn die DNA unmethyliert ist. Somit erhalt man fur dieselbe Probe und
dieselbe Ziel-Sequenz in zwei getrennten PCR-Ansatzen zwei unterschiedliche PCR-
Produkte. Ist die DNA in der Bindungsstelle des Primers nun methyliert, erhalt man in
dem PCR-Ansatz mit den Primern fir methylierte DNA ein Produkt. Ist die DNA
unmethyliert, erhalt man in der PCR mit dem Primer fir unmethylierte DNA ein Produkt.
Die Methode eignet sich gut, um die Methylierung an einzelnen Stellen zu

untersuchen, den Grad der Methylierung der Sequenz zwischen den Primern kann
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man aber mit einer einfachen MSP nicht untersuchen. Da Methylierung ein gradueller
Prozess ist und DNA praktisch nie komplett bzw. gar nicht methyliert ist, und man
immer ein Gemisch aus methylierten und unmethylierten Regionen hat, kann man von
einer Probe sowohl methylierte und unmethylierte CpG-Stellen nachweisen. Somit ist
auch in den meisten Fallen fur beide Primerpaare der MSP ein PCR-Produkt zu
erwarten. Der unterschiedliche Auspragungsgrad der Methylierung ergibt sich aus dem
Vergleich der erhaltenen Produktmenge. Allerdings lasst sich mit dieser Methode keine
genaue Quantifizierung vornehmen. Dies hat verschiedene Grunde, beispielsweise
kann man bei einer konventionellen PCR im Gegensatz zur gqRT-PCR keine Aussage
Uber die Kinetik und damit den Grad der Vervielfaltigung machen. Setzt man die
gleiche Menge DNA pro Ansatz ein, kann unter der Annahme einer ungefahr gleichen
Vervielfaltigung pro Ansatz unter konstanten Bedingungen unter densitometrischer
Auswertung der PCR-Produkte jedoch eine semiquantitative Analyse vornehmen.
Wir haben bei diesem Verfahren die Proben fir die einzelnen
methylierungsspezifischen Primer untereinander verglichen und kénnen so eine
Aussage treffen, ob ein Kollektiv starker methyliert ist als ein anderes, und ob ein
Kollektiv in einer Region eher methyliert oder unmethyliert ist.
Idealerweise wahlt man die Primer so, dass zwei unterschiedlich grolte PCR-Produkte
entstehen, sodass man bei einer gleichzeitigen Auftrennung, z.B. in einer
Gelelektrophorese, zwei verschiedene Banden erhalt, siehe auch Abbildung 12.
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Abbildung 12: Kapillarelektrophorese-Bild einer MSP. Dieselben Proben (1, 2, 3, 4) wurden
jeweils mit methylierungsspezifischen Primern (,,M“) und spezifischen Primern fur den nicht
methylierten Zustand (U) getestet. Die viel starkeren Banden bei M bedeuten, dass die Proben in
dem untersuchten DNA-Abschnitt sehr stark methyliert sind. H20 und NTC sind jeweils zwei
Negativkontrollen, einmal ohne DNA (H20), einmal mit nicht-konvertierter DNA (NTC). Bei
genauerem Hinsehen erkennt man, dass die PCR-Produkte sich in ihrer GréRe unterscheiden.
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Dieses Verfahren wurde auch zur semiquantitativen Methylierungsanalyse der IGF2-
Promotorregionen (siehe Abbildung 5) verwendet. Die hierflir verwendeten Primer
entstammen einer Publikation [90]. Die Autoren unterteilen die Promotorbereiche
anhand des Vorhandenseins von CpG-Inseln. So entstehen fur Promotor 2 drei (P2A,
P2B, P2C), fir Promotor 3 und 4 jeweils zwei Bereiche (P3A, P3B, P4A, P4B). Mit der
Auswahl dieser Bereiche wurde versucht, fur die einzelnen Promotoren mehrere CpG-
Stellen abzudecken. Fur die Bereiche P2A, P2B und P2C sowie P4A und P4B werden
jeweils 8 CpG-Stellen abgedeckt, fur P3A 11 und fur P3B 7 CpG-Stellen.

Pro PCR-Reaktion wurden 10 ng kDNA eingesetzt. Bis auf die spezifischen Primer-
Bindungstemperaturen erfolgten die PCR-Reaktionen flur alle Primerpaare bei den
gleichen Bedingungen: 2,5 mMol MgCl2-Konzentration im Puffer, je 10 pMol Primer
forward und reverse, 5 Minuten initiale Denaturierung bei 95°C gefolgt von 40 Zyklen
mit jeweils 1 Minute bei 95°C, 1 Minute bei der spezifischen Bindungstemperatur und
1 Minute bei 72 °C. AbschlieRend folgte eine Elongationsphase von 7 Minuten bei 72
°C. Als Polymerase wurde die ,SuperHotTaq“-Polymerse (Bioron, Ludwigshafen)
verwendet. Alle Primerpaare wurden vor Testung der Prostatagewebe mit konvertierter
DNA aus Zelllinien (siehe verwendete Zelllinien) und einer Probe aus einem Ovarial-
Karzinom validiert. Diese wurden bei der MSP dann auch als Positivkontrolle
verwendet.

Die PCR-Produkte wurden anschlieRend mittels Kapillarelektrophorese
semiquantitativ ausgewertet. Das hierfur verwendete Gerat QlAxcel (Qiagen, Hilden)
misst fotometrisch die Konzentration der einzelnen Banden des PCR-Produkts und
gibt im Abgleich zu einem Marker die Produktgréf’e in Basenpaaren an (siehe
Abbildung 12). Vergleicht man die Konzentrationen verschiedener Banden
miteinander, kann man eine relative Quantifizierung der Methylierung einzelner Proben
untereinander vornehmen. Zusatzlich wurden die Konzentrationen in Relation
zueinander gesetzt, wobei hier die Werte fur T als Referenz gesetzt wurden. Die
Auswertung erfolgte im Vergleich Tumor- gegen Normalgewebe.

Die Spezifitat der Produkte wurde anhand der ProduktgréofRen Uberprift. Durch
Verwendung einer Positivkontrolle (stark methyliete DNA aus Ovarialkarzinom)

wurden negative Ergebnisse validiert.
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2.2.7.3 Die Quantitative Methylierungsanalyse mittels Pyrosequenzierung

Da durch MSP die Methylierung nur in den Primerbindungsstellen, also
primerkomplementaren Sequenzen nachzuweisen ist, und man sie zudem nicht valide
quantifizieren kann, wurden weitere Proben mittels Pyrosequenzierung untersucht,
einer Methode, die eine genauere Quantifizierung zulasst.

Die Pyrosequenzierung wurde erstmals 1993 in Stockholm beschrieben [210, 211]. Es
ist ein auf einer Polymerase beruhendes Elongationsverfahren, bei dem durch eine
Enzymkaskade abhangig von den eingebauten Nukleotiden ein Signal erzeugt und
durch ein Gerat detektiert wird, wodurch eine Sequenz entschliisselt werden kann.
Zunachst wird eine Nukleotidsequenz in einer PCR amplifiziert. Die Elongation zur
Sequenzierung findet am DNA-Einzelstrang statt. Hierzu muss der spezifische
Sequenzierprimer am einzelstrangigen PCR-Produkt binden. Einen Einzelstrang des
PCR-Produkts erhalt man durch Denaturierung in alkalischer Losung. Einer der PCR-
Primer ist biotinyliert und wird nach dem Denaturierungsschritt Uber eine
Wechselwirkung mit Streptavidin gebunden. Der nicht-gebundene DNA-Einzelstrang
wird anschlief3end mit der Denaturierungslosung entfernt. Der so vorbereitete Ansatz
kann nun sequenziert werden. Das Sequenziergerat gibt
Desoxyribonukleotidtriphosphate (dNTP) in einer festgelegten Reihenfolge in die
Reaktion. Diese Reihenfolge richtet sich nach der zu analysierenden Sequenz. Die
Enzymkaskade der Reaktion besteht aus einer Polymerase, sowie aus den Enzymen
Sulfurylase, Luciferase und Apyrase.

Das beim Einbau einzelner dNTPs durch die Polymerase freiwerdende Pyrophosphat
wird durch die Sulfurylase zu ATP synthetisiert, welches wiederum durch die
Luciferase gespalten wird. Das dadurch entstehende Lichtsignal wird detektiert, wobei
die Starke des Signals direkt proportional zur Menge des gebildeten ATPs ist. Werden
also zwei gleiche dNTPs nacheinander eingebaut, ist das Lichtsignal doppelt so hoch
wie beim Einbau von nur einem dNTP. Uberschiissige, nicht eingebaute dNTPs
werden durch ein zusatzliches Enzym, die Apyrase, abgebaut. Somit weily man, dass
bei einem Lichtsignal nach Hinzugeben eines bestimmten Nukleotids in der zu
analysierenden Sequenz die komplementare Base liegt.

2002 wurde erstmals gezeigt, dass durch Pyrosequenzierung eine quantitative
Methylierungsanalyse mdglich ist [212]. Dabei nutzt man die Bisulfitkonvertierung und
vervielfaltigt die zu analysierende Sequenz in einer PCR mit einem

konvertierungsspezifischen Primerpaar, ein Primer davon ist biotinyliert. CpG-
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Nukleotidsequenzen sind nach Konvertierung ein moglicher Polymorphismus, da aus
C bei fehlender Methylierung U respektive T wird (siehe Tabelle 7). Polymorphismen
lassen sich durch Sequenzierung nachweisen. Wird eine Region mit potentieller
Methylierung in einer PCR amplifiziert, werden unmethylierte und methylierte CpG-
Stellen im gleichen Verhaltnis vervielfaltigt. Durch den linearen Zusammenhang des
Lichtsignals zum Einbau komplementarer Basen kann im Gegensatz zur MSP aus dem
Verhaltnis von Cytosin zu Thymin in der Sequenzierung mithilfe einer Software eine
quantitative Methylierungsanalyse durchgefuhrt werden.

Die Versuche zur quantitativen Methylierungsanalyse wurden auf dem ,Pyromark
Q24“-Sequenziergerat (Qiagen, Hilden) mit dem ,Pyromark Q24 Gold Reagents“-Kit
und den dazu gehdrigen Puffern und Verbrauchsmaterialien durchgefuhrt. Die
Auswertung und Programmierung des Gerats erfolgte durch eine Software des
Herstellers, mit der man Methylierungsassays erstellen kann. Die Primer-Assays
.P2A%, ,P2B%, ,P2C1%, ,P2C2¢% ,P2C3% ,P3%, ,P4A% ,P4B1“ ,P4B2“ zur Quantifizierung
der Promotor-Methylierung und die Primer ,BS 6-1” und ,BS 6-2“ zur Quantifizierung
der Bindungsstelle 6 von CTCF wurden auf der Software ,PyroMark Assay Design SW
2.0 (Qiagen, Hilden) erstellt und basieren im Wesentlichen auf den in der MSP
untersuchten Promotorbereichen. Da durch die Methode der Pyrosequenzierung jedes
einzelne CpG auf Methylierung untersucht werden kann, wurden die Promotorbereiche
nochmals unterteilt, um mdoglichst viele CpG-Stellen abzudecken. Dadurch kdnnen
insgesamt 100 CpG in den Promotorsequenzen auf Methylierung untersucht werden.
Die Sequenz der BS6 fir CTCF (GenBank accession no. AF087017) in der ICR
umfasst 227 Nukleotide und 17 CpG-Stellen. Die Aufteilung auf zwei Primer-Paare,
,BS 6-1“ und ,BS 6-2“ ermdglicht eine volle Abdeckung der 17 CpG-Stellen bei
besserer Qualitat als bei Verwendung eines Primer-Paares.

Die konvertierungsspezifischen PCRs wurden flr die Primer ,P2A%, ,P3% ,P4A" und
,P4B“ mit der ,SuperHotTaq“-Polymerase (Bioron, Ludwigshafen) durchgefihrt, pro
Reaktionsansatz 2,5 Units. Es wurden jeweils, wie vom Hersteller des
Sequenziergerates empfohlen, 10-20 ng konvertierter DNA und je 10 pMol Primer
forward und reverse in einen 25 pl Reaktionsansatz eingesetzt. Die Menge der
hinzugegebenen dNTPs betrug 0,25 mMol pro Ansatz. Zur Optimierung der jeweiligen
PCR-Bedingungen wurden unterschiedliche MgCI2-Konzentrationen mit den
entsprechenden Puffern (Bioron, Ludwigshafen) eingesetzt. Fir die genauen PCR-

Bedingungen siehe Tabelle 13.
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Fur die Primer ,P2B*, ,BS6-1“ und ,BS6-2“ wurde der ,SuperHot Master Mix (2x)“ der
Firma Bioron, Ludwigshafen, verwendet. Dieser Mix beinhaltet eine Hotstart-
Polymerase, PCR Puffer, MgCI2 und dNTP's in zweifacher Konzentration. Auch hier
wurden jeweils 10-20 ng konvertierter DNA und je 10 pMol Primer forward und reverse
in einen 25 pl Reaktionsansatz gegeben. Der Mastermix ergibt nach Verdinnung
gemal Protokoll eine finale MgCl2-Konzentration von 3,0 mMol. Fur die genauen
PCR-Bedingungen siehe Tabelle 13.

Das Thermocycler-Protokoll fur alle Primerpaare entspricht folgendem: Denaturierung
bei 95°C fur 5 min — 45 Zyklen mit je 30 s Denaturierung bei 95°C, Annealing fur 30 s
bei der jeweiligen Annealing-Temperatur (Tm) und Elongation bei 72 °C fir 30 s — und
einer finalen Elongation fir 5 min bei 72°C, gefolgt von einer abschlieRenden
Abkuhlung der Reaktion auf 8°C. Die PCR-Produkte wurden vor ihrer Sequenzierung
fur maximal 24 h bei -20°C gelagert.

Tabelle 8: Ubersicht iiber die PCR-Bedingungen der jeweiligen Primer der Promotorassays und
der CTCF-Bindungsstellen (BS 6-1 und BS 6-2). Die GroRe des PCR-Produkts wird in
Basenpaaren angegeben (Bp), die Konzentration von MgCI2 im Reaktionsansatz in Millimol
(mMol). Ta bezeichnet die Annealing-Temperatur des jeweiligen Primers, angegeben in °C.

Name Ta (°C) MgCIl2-Konzentration ProduktgréRe (bp) PCR-Puffer
(mMol)
P2A 55 1,5 282 10x Buffer incomplete
P2B 54 3,0 258 Mastermix
P2C 1 57 1,5 212 10x Buffer incomplete
P2C 2 57 1,5 190 10x Buffer incomplete
P2C 3 60 2,5 235 10x Buffer incomplete
P3 56 1,5 167 10x Buffer incomplete
P4A 60 1,0 358 10x Buffer incomplete
P4B 1 57 2,5 157 10x Buffer incomplete
P4B 2 60 2,5 163 10x Buffer incomplete
BS 6-1 59 3,0 141 Mastermix
BS 6-2 60 3,0 131 Mastermix

Vor der Sequenzierung wurden die PCR-Produkte auf einem Kapillarelektrophorese-
Gerat (QlAxcel, Qiagen, Hilden) anhand der Produktgrof3e auf Spezifitat kontrolliert.
Zur Sequenzierung wurden 10 yl des PCR-Produkts zu einem 70 ul Reaktionsansatz
aus Streptavidin, Bindungspuffer und sterilem, nukleasefreiem Wasser gegeben und
fur zehn min bei 1400 U/min geschuttelt. Die Mischung des PCR-Produkts und der

Streptavidin-Loésung wurde durch Ansaugen mit einer Vakuumpumpe in einer Matrix
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gebunden. Unter Beibehalten des Vakuums folgten ein Waschschritt in 70%igem
Ethanol fur 10 s, die Denaturierung in alkalischer Losung fur 10 s und ein Waschschritt
in einem speziellen Waschpuffer flir 15 s. Das nun einzelstrangig vorliegende PCR-
Produkt wurde durch Ausschalten des Vakuums in eine spezielle Sequenzierplatte
Uberfuhrt. In dieser lag in jeder Vertiefung ein Gemisch aus 15 pMol des spezifischen
Sequenzier-Primers und einem Sequenzierpuffer vor. Vor der Sequenzierung folgte
ein letzter Denaturierungsschritt auf einem Heizblock bei 80°C flr zwei Minuten und
einer anschliellenden Abkuhlung auf Raumtemperatur. Die Phase der Abkuhlung
wurde zur Bestuckung des Gerates mit den Enzymen und Substraten genutzt.

Die Software des Herstellers wertete die einzelnen Sequenzierungslaufe automatisch
aus und errechnete so nach dem beschriebenen Prinzip den prozentuellen Grad der
Methylierung einzelner CpG - Stellen innerhalb der analysierten Sequenz. Gleichzeitig
erfolgte so eine Qualitatskontrolle, da die Software auch verschiedene Kriterien der
Testgenauigkeit ~ Uberpruft,  z.B. die  erfolgreiche  Konvertierung, die
Standardabweichungen der einzelnen Signale oder das Verhaltnis vom eigentlichen

Signal zu Storungssignalen.

2.2.8 Statistische Methoden

2.2.8.1 Vergleichende Analysen  molekularbiologischer, genetischer  und
epigenetischer Merkmale

Aus den Ergebnissen des ELISA von IGF2, der gqPCR von IGF2, CTCF, miR-675, der
Transkriptvarianten der Promotoren sowie aus den Ergebnissen der
Methylierungsanalysen per MSP und Pyrosequenzierung wurden die Mittelwerte und
Streuungsmalde berechnet und per zweiseitigem T-Test auf Signifikanz Uberprift
(,Excel®, Microsoft, Redmond, USA sowie ,Graph Pad Prism*“, Graph Pad Software, La
Jolla, USA).

2.2.8.2 Korrelationsanalysen

Fur die Korrelationsanalysen der Genexpressionen, miR-675-Expression und
Expression der Transskriptvarianten sowie der Methylierung wurden die Act-Werte der
gRT-PCR und/oder die durchschnittliche Methylierung in Prozent des jeweils selben
Falls verwendet. Korrelationskoeffizienten nach Pearson (im Falle einer
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Normalverteilung der Werte) oder Spearman (bei Nicht-Vorhandensein einer
Normalverteilung) und p-Werte in einem zweiseitigen t-Test wurden mit ,Graph Pad
Prism“ (Graph Pad Software, USA) berechnet.

2.2.8.3 Test auf Normalverteilung

Tests auf Normalverteilung wurden nach D’Agostino und Pearson ebenfalls mit ,Graph

Pad Prism“ berechnet.

2.2.8.4 Test auf Abhdngigkeit einer Grofie

Tests auf Abhangigkeit einer Grof3e wurden mittels Exaktem Fisher-Test durchgefihrt

(Microsoft Excel).

2.2.8.5 Mutlivariate Datenanalyse

Der Vergleich der Promotoraktivitat in Abhangigkeit von N und T wurde mittels 2way —
ANOVA und Bonferroni — Posttest mit ,Graph Pad Prism* auf Signifikanz getestet. Auf
die gleiche Weise wurde der Expressionsvergleich von IGF2, CTCF und miR-675 in
Abhangigkeit von LOI/ROI und N/T durchgefuhrt.
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3 ERGEBNISSE

Im Folgenden werden statistischen Auswertungen der molekularbiologischen,
genetischen/epigenetischen Merkmale sowie der klinischen Daten der Patienten und

deren Korrelation zueinander prasentiert.

3.1 Screening auf Apa1-SNP und Imprinting
3.1.1 Verteilung des SNP

Von den 141 Patienten war teilweise entweder nur Normal- oder Tumorgewebe fir
Forschungszwecke verflugbar. Dies ist darin begrindet, dass das Gewebe im Sinne
der Patienten vorrangig zu diagnostischen Zwecken untersucht werden musste. Somit
wurden insgesamt 122 Normal- und 128 Tumorproben auf das Vorhandensein des
Apa1-SNP und Heterozygotie sowie LOH fir diesen mit den oben genannten
Methoden Uberprift. Von 109 Patienten lagen gepaarte Proben, also jeweils N und T
aus der gleichen Prostata vor. 32 N und 32 T zeigten sich heterozygot fur den SNP in

Exon 9 und damit informativ flr Imprinting (siehe Tabelle 9).
3.1.2 Verteilung von LOI und ROI

Die jeweils 32 Falle N und T konnten einer anschlielenden Imprinting-Analyse
zugefuhrt werden, in 22 Fallen lag N und T aus demselben Patienten vor. Unter den
64 getesteten Proben zeigten 35 ROI (55%) und 29 LOI (45%). Innerhalb der ROI-
Falle waren 16 T und 19 N. Unter den LOI-Fallen waren 16 T und 13 N. Somit zeigte
sich kein Unterschied in der Verteilung von LOI/ROI in T und N. 16 der 22 gepaarten
Falle zeigten den gleichen Imprinting-Status in N und T. Von den 6 Fallen mit
ungleichem Imprinting lag bei ROl in N LOI in T vor. In einem Fall zeigte sich ROl in T
und LOI in N. Die Ergebnisse der Untersuchung des Imprintings sind in Grafik 13 und
Tabelle 14 zusammengefasst.
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Tabelle 9: Zusammenfassung der Ergebnisse fiir Heterozygotie und Imprinting im
Normalgewebe (N) und Tumorgewebe (T) der 141 untersuchten Patienten. Nicht von allen
Patienten war N und/oder T Gewebe verfiigbar. Von 109 Patienten lag jeweils N und T aus
derselben Prostata vor.

Untersuchte Grolle Anzahl
Auf Heterozygotie untersuchte Patienten 141
N 122
T 128
Gepaart (je T und N) 109
SNP-Verteilung
Homozygot (T/N) 76/75
Heterozygot (T/N) 32/32

Imprinting T (n = 32)
LOI 16
ROI 16

Imprinting N (n = 32)
LOI 13
ROI 19

Imprinting gepaarte Proben (n = 22)

Konkordantes Imprinting in Nund T 16
LOI

ROI 12
Diskordantes Imprinting in Nund T

LOI T/ROIN

ROI T/LOI N
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Abbildung 13: Verteilung des Imprinting-Status LOI/ROI in T und N (A) sowie der Konkordanz
von LOI/ROIl in T und N in 22 gepaarten Proben (B). Von diesen 22 Proben zeigten 52% ROl in T
und N, 19% LOI in T und N und waren somit konkordant in ihrem Imprinting-Status. Von diesen
22 gepaarten Proben zeigten sich insgesamt 29% diskordant (24% LOI in T wahrend ROI in N,
5% LOI in N wahrend ROl in T). Abbildung aus: Insulin-like growth factor 2 expression in prostate
cancer is regulated by promoter-specific methylation [213]

3.1.3 Korrelation des Imprinting-Status mit klinischen Parametern

Wahrend Alter, Tumorstadium, Gleason-Score, PSA-Werte und perineurale Invasion
keinen Zusammenhang mit Imprinting zeigten, fand sich ein statistischer
Zusammenhang zwischen Imprinting und lymphovaskularer Invasion (LVI). Vier von
sieben Tumorgeweben mit LOI wiesen eine LVI auf, wahrend dies nur bei einem von

sieben Tumorgeweben mit ROI der Fall war (p-Wert 0,025 Fisher-Exakt-Test).

3.2 Genexpressionsanalysen und miRNA-Expression
3.2.1 Die IGF2-Expression und Korrelation zu klinischen Daten

IGF2-mRNA als Maf3 der Genexpression wurde in insgesamt 126 Proben per Reverse-
Transkriptase-gPCR bestimmt, davon 65 Normalgewebe und 61 Karzinome. Von 60
Fallen wurden aus derselben Prostata sowohl Tumor (T) als auch Normalgewebe (N),
somit waren 120 der 126 Proben gepaart.

Uber alle Proben gesehen war die Expression von /GF2 in N signifikant héher als in T.
Der Mittelwert der Act-Werte in N betrug 4,72 (+ 1,61), verglichen mit 5,72 (x 1,50) in
T. Ein Test auf Normalverteilung nach D’Agostino & Pearson war positiv, so dass von

einer Normalverteilung der Werte ausgegangen werden kann.
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Somit ergab sich fur die Mittelwerte ein AAct-Wert zwischen N und T von -1,00. Nach

—AAct
der 2 -Methode ergab sich ein Wert fur die quantitative Beurteilung der

differentiellen Genexpression von 2,01, was bedeutet, dass im Normalgewebe der
Prostata IGF2 auf mRNA-Ebene etwa doppelt so stark exprimiert wird wie im
Tumorgewebe. Ein zweiseitiger T-Test fur diese Untersuchung ergab einen p-Wert von
<0,00043.

RT-qPCR IGF2
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Abbildung 8: Ergebnisse der IGF2-RT-qPCR. Die gemessenen ACt-Werte unterschieden sich
signifikant zwischen Tumorgewebe (T) und Normalgewebe (N). Insgesamt wurden 126 Proben
gemessen, davon 120 gepaarte Proben mit korrespondierendem Tumor- und Normalgewebe aus
demselben Patienten, zusétzlich 5 Normal- und 1 Tumorgewebe.

Der Bereich der intra-individuellen AAct-Werte zwischen N und T, also der Vergleich

zwischen gepaarten Proben N und T aus demselben Fall, erstreckt sich von -5,86 bis

4,72, bei einer Standardabweichung von 1,88. Nach der ZMC“-Methode ergibt sich fur
den Maximalwert eine relative differentielle Genexpression von IGF2 zwischen N und
T von ungefahr 58, also einer um den Faktor 58 héheren Expression von IGF2 im
Normalgewebe. Fir den Minimalwert ergibt sich eine relative differentielle
Genexpression von ungefahr 0,038, also einer ungefahr 26-fach geringeren

Expression im Normalgewebe. Tabelle 10 fasst die Ergebnisse zusammen.
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Tabelle 10: Tabellarische Ubersicht der Ergebnisse der IGF2-qPCR aller getesteten Proben.
Insgesamt ergibt sich in N gegentiber T eine hochsignifikante, 2,01-fach hohere IGF2-Expression
(RFC, markiert mit *). SD bezeichnet als Standardabweichung die Streuung der Act-Werte, Min
und Max geben den jeweils niedrigsten und héchsten Act-Wert der Gruppe an. Die Fallzahl
variiert probenbedingt, 120 Proben (also je 60 N und T) sind gepaart, d.h. vom gleichen Fall.

Mittelwert Min Max

Act-Werte SD Act Act RFC p-Wert Fallzahl n
N 4,72 1,61 0,51 8,23 65
2,01 4
T 5,72 1,50 1,31 8,58 0 0.000 61

In 12 der 60 gepaarten Falle war IGF2 in T héher exprimiert als in N, was einem Anteil

von 20% entspricht. Innerhalb dieser 12 Proben streute die Genexpression im

ctt
-Methode ergibt sich eine

AA
Vergleich zwischen N und T stark. Berechnet nach der 2
in T gegenlber N erhéhte IGF2-Expression vom 1,1- bis 26,42-fachen (im Mittel 2,64-
fach), siehe auch Abbildung 15. Die Ergebnisse der Subgruppe, in der IGF2 in T hdher

als in N exprimiert ist, sind in Tabelle 11 zusammengefasst.
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=20 +
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-
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Abbildung 15: Darstellung des Expressionsverhaltnisses von IGF2 zwischen N und T der
gepaarten 60 Proben als relative differentielle Genexpression (RFC). In 12 der 60 gepaarten
Proben zeigte sich in T eine starkere Expression als in N, resultierend in einem positiven Wert
fiir RFC. Diese Félle sind am rechten Ende der Verteilung in rosa abgebildet. Sowohl fiir IGF2 N
> T als auch T > N zeigen sich starke Schwankungen im Expressionsverhaltnis. Abbildung aus:
Insulin-like growth factor 2 expression in prostate cancer is regulated by promoter-specific
methylation [213]
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Tabelle 11: Tabellarische Ubersicht der Act-Werte und AAct-Werte der IGF2-gPCR der
Subgruppe mit einer héheren IGF2-Expression in T als in N. Der AAct-Wert bildet sich aus der
Differenz der Act-Werte von N und T. Im Mittel zeigte diese Subgruppe eine signifikante, 2,64-
fach hohere IGF2-Expression in T als in N (RFC), wobei die relative differentielle Genexpression
von 1,10-fach bis 26,42-fach variiert. Der angegebene p-Wert von 0,05 bezieht sich auf den
gemittelten Relative Fold Change (RFC, markiert mit *) der gesamten Subgruppe im Vergleich T
vs N.

Mittelwert ~ SD Mittelwert SD RFC RFC RFC p-Wert Fallzahln
Act-Werte  Act  AAct-Werte  AAct  Gesamt*  min max
N 5,97 1,48 1,40 1,22 12
2,64 1,10 26,42 0,05
T 4,57 1,88 12

Die Subgruppe der Patienten mit einer héheren IGF2-Genexpression in T (definiert
durch RFC > 1) zeigten im Vergleich zur Subgruppe mit héherer Expression in N keine
statistisch signifikanten Unterschiede in klinischen Variablen wie Tumorgrofe,
praoperativem PSA-Wert oder Gleason-Score. Zum Zeitpunkt der Prostatektomie
lagen bei keinem der Patienten mit erhdhtem IGF2 im Tumorgewebe Metastasen vor.
Lediglich beim Alter der Patienten zeigte sich bei einem p-Wert von 0,10 (zweiseitiger
T-Test) ein Trend zu einem jungeren Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation.
Die klinischen Daten der 60 Patienten, von denen IGF2 per RT-gPCR bestimmt wurde,

sind in Tabelle 12 zusammengefasst.

Tabelle 12: Tumorstadien der 60 Patienten, von denen eine gepaarte Analyse der IGF2-
Expression in T und N durchgefiihrt wurde, aufgeteilt nach Alters-Subgruppen. Abgesetzt findet
sich der Vergleich der Kollektive mit hoherer IGF2-Expression in T oder N. Es zeigen sich hier
keine signifikanten Unterschiede bei Alter, PSA-Wert, Tumorstadium oder Gleason-Score. Fiir
das Alter bei Operation ergibt sich allerdings ein statistischer Trend zu einem jlingeren Alter bei
IGF2 T > N (p-Wert 0,10 im zweiseitigen T-Test). Bei gleichem medianem Tumorstadium und
Gleason-Score der Subgruppen wurde hier kein statistischer Test durchgefiihrt (n.d.).

Tumorstadium 2a 2b 2c 3a 3b 4
Alter (Jahre) Total (n)
N 3 0 35 15 6 1 60
>70 1 0 4 8 1 0 14
60 - 69 1 0 18 5 4 0 28
50 - 59 1 0 12 2 1 1 17
<50 0 0 1 0 0 0 1
Subgruppenanalyse /IGF2 im Verhaltnis T zu N
Mittleres Medianes Mittlerer PSA- Medianer
Alter in Tumorstadium Wert praoperativ. Gleason-Score
Jahren
IGF2T>N (n=12) 60,4 2c 12,35
IGF2N > T (n =48) 64,3 2c 9,76
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p-Wert 0,10 n.d. 0,48 n.d.

3.2.2 Die Expression von IGF2 in Abhangigkeit von Imprinting und Dignitat

Von 17 LOI- und 20 ROI-Proben konnte die IGF2-Expression quantifiziert werden. Von
diesen 37 Proben waren 21 N und 16 T.

Unabhangig von N oder T zeigte sich ein Trend zu einer hoheren Expression von IGF2
bei LOI im Vergleich zu ROI. Die Berechnung der relativen differentiellen
Genexpression ergab fur LOI eine 1,92-fach héhere Expression von IGF2 gegenuber
ROI (p-Wert von 0,08 im zweiseitigen T-Test).

Getrennt nach N und T zeigte sich weder ein signifikanter Unterschied noch ein
statistischer Trend. Unter den 21 N waren 10 LOI und 11 ROI. Das Mittel der Act-Werte
lag fur LOI hier bei 5,63 (x 1,22), fir ROI bei 6,77 (£ 2,04), der p-Wert hierfur bei 0,14
(zweiseitiger T-Test) und die relative differentielle Genexpression eine ungefahr 2,2-
fach hdhere Expression von IGF2 bei LOI.

Unter den 16 T waren 7 LOI und 9 ROI. Das Mittel der Act-Werte lag hier fur LOI bei
6,96 (x 1,08) und fir ROI bei 7,04 (x 0,65). Der Wert fUr die relative differentielle
Genexpression ergab hier ungefahr 1,05 bei einem p-Wert von 0,92 im zweiseitigen
T-Test. Die p-Werte wurden zudem in einer multivariaten Datenanalyse berechnet,
siehe diesen Abschnitt unten.

Wahrend sich also unabhangig von der Dignitat zwischen LOI und ROI ein Trend zu
héherer Expression von IGF2 bei LOI abzeichnet, der sich in der Tendenz auch in N
widerspiegelt, findet sich im Tumorgewebe kein Unterschied mehr zwischen LOI und

ROI. Die Ergebnisse sind in Abbildung 9 und Tabelle 13 zusammengefasst.
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Abbildung 9:Expression von IGF2 gemessen per RT-qPCR im Vergleich zwischen LOI und ROL.
Darstellung als ACt-Wert. Insgesamt findet sich unabhangig von der Dignitat bei einem p-Wert
von 0,08 ein statistischer Trend zu einer vermehrten Expression in LOI im Vergleich zu ROI (LOI
n=17, ROI n=20). Im Tumorgewebe geht dieser Trend verloren, es zeigt sich kein Unterschied
zwischen LOI (n=7) und ROI (n=9). Im Normalgewebe spiegelt sich die Tendenz zu einer erh6hten
Expression in LOI wider (LOI n=10, ROI n=11)
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Tabelle 13: Zusammenfassung der Ergebnisse der IGF2-gPCR der Proben, die fiir ihren
Imprintingstatus informativ waren. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied,
lediglich zwischen LOI und ROI, unabhéngig von T oder N, zeigte sich mit p=0,08 ein Trend zur
hoheren Expression (RFC) bei LOI. Wahrend sich in N die Werte trotz weniger signifikantem p-
Wert tendenziell wie in Gesamt LOI/ROI verhalten, verliert sich diese Tendenz in T. RFC
bezeichnet die relative differentielle Expression. Die Fallzahl n variiert probenbedingt. SD
bezeichnet als Standardabweichung die Streuung der Werte.

LOI ROI N LOI N ROI T LOI T ROI
Mittlere
Act-Werte 5,94 6,88 5,63 6,77 6,96 7,04
SD 1,22 1,59 1,59 1,08 1,13 2,04
RFC 1,92 2,22 1,05
p-Wert 0,08 0,14 0,92
Fallzahl n 17 20 10 11 7 9

Zur Uberpriifung der Abhangigkeit der IGF2-Expression von LOI/ROI in Abhangigkeit
von N oder T wurde eine Analyse per 2way-ANOVA durchgefuhrt. Fir den
gemeinsamen Einfluss (Interaktion) der beiden Einflussgréf3en Imprinting und Dignitat
ergab sich ein p-Wert von 0,3785, fur den Einfluss der Dignitat alleine 0,19 und fir den
Einfluss des Imprintings alleine 0,31. Es wurde somit kein statistischer
Zusammenhang zwischen Imprinting, Dignitat und /GF2-Expression gefunden. Die

Ergebnisse der multivariaten Datenanalyse sind in Tabelle 14 zusammengefasst.

Tabelle 14: Ergebnisse der multivariaten Analyse der Abhangigkeit der IGF2-Expression von
Dignitat und Imprinting. In den untersuchten, fir Imprinting informativen Proben konnte mittels
2way-Anova kein statistischer Zusammenhang zwischen Imprinting/Dignitdt und IGF2-
Expression gefunden.

N T
Mittlerer Mittlerer
Act-Wert SD Fallzahl n Act-Wert SD Fallzahl n
LOI 5,63 1,13 10 6,96 1,08 7
ROI 6,77 2,04 11 7,04 0,65 9
Interaktion Imprinting/Dignitat Dignitat Imprinting
p-Wert 0,38 0,19 0,31

3.2.3 CTCF-Expression

Die Expression von CTCF wurde bei 53 N und 51 T bestimmt. Von 33 dieser Proben
war der Imprinting-Status bekannt, 20 davon N und 13 T. Bei zwei T dieser 33 Proben,
jeweils ein LOI und ein ROI, konnte kein CTCF bestimmt werden, da die Messung aus

unklaren Grunden wiederholt scheiterte. Von den 11 Ubrigen T waren zwei LOI und
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neun ROI. Von den 20 N waren zehn LOI und zehn ROI. Insgesamt wurden also 19
ROl und 12 LOI bestimmit.

3.2.3.1 Expression in Abhdngigkeit von Imprinting

Unabhangig von N oder T zeigte sich bei den LOI-Proben eine nicht signifikant erhdhte
CTCF-Expression. Der AAct-Wert zwischen den Mittelwerten von LOI und ROI betrug
-1,13. Somit ergab sich eine relative differentielle Genexpression (RFC) von 2,18
zwischen LOI und ROI. Der p-Wert in einem zweiseitigen t-Test betrug 0,13. Tabelle

15 fasst die Ergebnisse zusammen.

Tabelle 15: Vergleich der mittleren Act-Werte der CTCF RT-qPCR zwischen LOI und ROIl. Die
Fallzahl variiert probenbedingt. SD bezeichnet die Standardabweichung und ist somit ein
StreuungsmaR. RFC bezeichnet die relative differentielle Genexpression (Relative Fold Change).
Der p-Wert wurde in einem zweiseitigen t-Test ermittelt.

LOI ROI N LOI N ROI TLOI T ROI
Mittlere Act-Werte 2,77 3,90 2,68 4,67 3,34 3,06
SD 1,69 2,33 1,92 2,36 0,26 4,69
RFC 2,18 3,77 0,83
p-Wert 0,13 0,055 0,87
Fallzahl n 12 19 10 10 2 9

Innerhalb der 20 N-Proben, jeweils zehn LOI und zehn ROI, fand sich ein Trend zur
hoéheren Expression von CTCF bei den LOI-Proben. Die Act-Werte der LOI-Falle
wiesen in dieser Subgruppe ein Mittel von 2,68 (+ 1,92) auf. Die Act-Werte der ROI-
Falle wiesen ein Mittel von 4,67 (+ 2,36) auf. Das entsprach einer 3,77-fachen relativen
differentiellen Genexpression (RFC) von CTCF bei LOI gegentuber ROI im
Normalgewebe, bei einem p-Wert von 0,055 im zweiseitigen t-Test.

Innerhalb der elf getesteten T-Proben betrug der mittlere Act-Wert der beiden LOI-
Proben 3,34 (+ 0,26), der mittlere Act-Wert der 9 ROI-Proben 3,06 (x 2,36). Somit
ergab sich kein signifikanter Unterschied in der CTCF-Expression zwischen T LOI und
T ROI.

In einer bivariaten Datenanalyse mittels 2way-ANOVA zeigte sich kein
Zusammenhang zwischen der CTCF-Expression und Dignitat/Imprinting (siehe auch
Tabelle 21).
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Tabelle 16: Ergebnisse der 2way-ANOVA-Analyse von LOI N/T gegen ROl N/T sowie von N
LOI/ROI und T LOI/ROI. Die Unterschiede berechnen sich aus den mittleren Act-Werten der
CTCF-qPCR der jeweiligen Subgruppe. In den untersuchten, fiir Imprinting informativen Proben
konnte mittels 2way-Anova kein statistischer Zusammenhang zwischen Imprinting/Dignitat und
CTCF-Expression gefunden.

Mittelwert Mittelwert
Act-Wert SD Fallzahln  Act-Wert SD Fallzahl n
CTCF CTCF
N T
LOI 2,68 1,92 10 3,34 0,26 2
ROI 4,67 2,36 10 3,06 2,36 9
Interaktion Imprinting/Dignitat Dignitat Imprinting
p-Wert 0,45 0,67 0,29

3.2.3.2 Expression in Abhdngigkeit von Dignitdt

Unabhangig vom Imprintingstatus zeigte sich kein Unterschied der CTCF-Expression

zwischen Tumor- und Nichttumorgewebe, siehe auch Tabelle 17.

Tabelle 17: Vergleich der mittleren Act-Werte der CTCF-qPCR zwischen N und T. Die Fallzahl
variiert probenbedingt. SD bezeichnet die Standardabweichung ist somit ein StreuungsmaR. Es
zeigte sich kein signifikanter Unterschied. RFC bezeichnet die relative differentielle
Genexpression (Relative Fold Change).

N T
Mittelwert Act-Werte 2,67 2,83
SD 2,25 2,47
p-Wert 0,73
Fallzahl n 53 51

3.2.4 Korrelation zwischen IGF2 und CTCF

Nach Test auf Normalverteilung wurden nach Pearson die Korrelationskoeffizienten
zwischen der Expression von CTCF und IGF2 derselben Falle fur N, T, LOIl und ROI
berechnet. Es zeigte sich fur keine Gruppe eine signifikante Korrelation zwischen IGF2
und CTCF, siehe auch Tabelle 18.
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Tabelle 18: Korrelationen der Act-Werte der IGF2 RT-qPCR mit den Act-Werten der CTCF RT-
qPCR derselben Fille fir N, T, LOI und ROI (Korrelationskoeffizienten r nach Pearson bei
Normalverteilung). Es zeigte sich keine signifikante Korrelation. Test- und probenbedingt
variierten die Fallzahlen.

N T LOI ROI
Korrelations- 0,16 0,13 0,35 -0,15
koeffizient r
p-Wert 0,32 0,43 0,40 0,62
Fallzahl n 39 40 8 13

3.2.5 miR-675-Expression

3.2.5.1 Vergleich der Expression zwischen N und T sowie LOI und ROI

Der Vergleich der mittleren Act-Werte der gPCR von miR-675 zeigte weder einen
signifikanten Unterschied zwischen N (n=25) und T (n=30) (unabhangig von
Imprinting) noch zwischen LOI (12) und ROI (16) (unabhangig von N und T). Von den
25 Proben N konnte jeweils auch eine Probe T untersucht werden, entsprechend 25
gepaarten Proben desselben Falls. In neun der 25 gepaarten Proben zeigte sich eine
hohere Expression in T. Probenbedingt variierten die Fallzahlen, besonders die
Proben, die informativ fur LOI/ROI sind, wiesen unterschiedliche Fallzahlen auf. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 19 zusammengefasst.

Tabelle 19: Vergleich der durchschnittlichen Act-Werte der miR-675 qPCR zwischen N und T
sowie LOI und ROL. Es zeigte sich jeweils kein signifikanter Unterschied.

N T LOI ROI

Mittelwert 6,75 7,13 6,97 7,69
p-Wert 0,55 0,38

SD 2,43 2,23 2,06 2,20

Fallzahl n 25 30 12 16

Der Vergleich zwischen LOI und ROI in Abhangigkeit von N und T erbrachte in der
Analyse per 2way-ANOVA wie auch der Vergleich zwischen N und T in Abhangigkeit
von LOI und ROI keine signifikanten Unterschiede.
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3.2.5.2 Korrelation zu IGF2-Expression

Nach Test auf Normalverteilung wurden nach Pearson die Korrelationskoeffizienten
zwischen der Expression von miR-675 und /IGF2 derselben Falle berechnet. Es zeigte
sich keine signifikante Korrelation zwischen IGF2 und miR-675. Die Ergebnisse sind

in Tabelle zusammengefasst.

Tabelle 25: Korrelationen der Act-Werte der IGF2 RT-qPCR mit den Act-Werten der miR-675-
qPCR derselben Fille fiir N, T, LOI und ROI. Es zeigte sich keine signifikante Korrelation. Test-
und probenbedingt variierten die Fallzahlen. Der Korrelationskoeffizient r wurde nach Pearson
berechnet.

N T LOI ROI
Korrelations- 013 -0,04 0.11 -0,21
koeffizient r
o-Wert 057 0.90 077 0,46
Fallzahl n 20 15 9 14

3.2.6 RB-Expression

Die Expression von RB — mRNA wurde in insgesamt 35 Proben per RT-gPCR
untersucht. Von diesen waren 18 N und 17 T. 13 der Proben waren informativ fur ihren
Imprintingstatus, resultierend in flnf LOI (davon vier N und ein T) und acht ROl (davon

vier N und vier T).

3.2.6.1 Expression in Abhdngigkeit von Dignitdt

Bei den 35 getesteten Proben konnte kein Unterschied in der RB-Expression zwischen
N und T festgestellt werden. Die Stichprobe N (n=18) zeigte einen mittleren Act-Wert
von 5,58 + 3,20, die Stichprobe T (n=17) einen mittleren Act-Wert von 5,37 +1,97.

Tabelle 26 fasst die Ergebnisse zusammen.

Tabelle 26: Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse der RB RT-qPCR fiir N und T. SD
bezeichnet als Standardabweichung die Streuung der Act-Werte. Die Fallzahl n variiert
probenbedingt. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der RB-Expression zwischen N
und T. Der p-Wert wurde in einem zweiseitigen T-Test bestimmt.

Mittelwert

Act-Werte SD p-Wert Fallzahl n
N 5,58 3,20 18
0,82
T 5,37 1,97 17
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3.2.6.2 Expression in Abhdngigkeit von Imprinting

Die Analyse der 13 fur ihren Imprintingstatus informativen Proben zeigte ebenfalls
keinen Unterschied in der Expression von RB-mRNA. So zeigte LOI (n=5) einen
mittleren Act-Wert von 6,11 £ 2,42, ROI einen mittleren Act-Wert von 5,98 £ 1,87.

Auf eine Unterteilung in weitere Subgruppen nach Imprintingstatus und N/T wurde auf
Grund der sehr geringen Fallzahlen verzichtet (LOlI T n=1). Tabelle 27 fasst die

Ergebnisse zusammen.

Tabelle 27: tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse der RB-qPCR fiir LOI und ROI. SD
bezeichnet als Standardabweichung die Streuung der Act-Werte. Die Fallzahl n variiert
probenbedingt. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der RB-Expression zwischen LOI
und ROI. Der p-Wert wurde in einem zweiseitigen T-Test bestimmt.

Mittelwert

Act-Werte SD p-Wert Fallzahl n
LOI 6,11 2,42 c
0,91
ROI 5,98 1,87

3.2.6.3 Korrelation zur miR-675-Expression

Die Korrelation der RB — mRNA zur miR-675-Expression konnte nach Testung auf
Normalverteilung in 18 Fallen bestimmt werden. Davon waren 7 T und 11 N, zudem
konnte von 4 LOI und von 6 ROI die Korrelation berechnet werden. Weder fur alle
Proben zusammengefasst, noch getrennt nach LOI/ROI oder N und T ergab sich eine

signifikante Korrelation der RB — mRNA mit der Expression der miR-675.

Tabelle 28: Zusammenfassung der Korrelationen der Ergebnisse der miR-675 qPCR mit denen
der RB-RT-qPCR (Korrelation der Act-Werte) nach Test auf Normalverteilung
(Korrelationskoeffizient r nach Pearson). Es zeigte sich keine signifikante Korrelation (p-Wert im
zweiseitigen T-Test berechnet). Die Fallzahl n variiert probenbedingt.

Gesamt N T LOI ROI
Korrelations- -0,04255 0,2443 -0,4933 -0,38721973 0,08075
koeffizient r
p-Wert 0,8669 0,469 0,2606 0,6128 0,8791
Fallzahl n 18 11 7 4 6

3.3 Aktivitat der einzelnen Promotoren und deren Korrelation zur Genexpression

Die Promotoraktivitat wurde wie in Kapitel 2.2.5 beschrieben mittels RT-qPCR der den
Promotoren zugehdrigen Transkriptvarianten gemessen. Die Ergebnisse variierten

stark, sowohl innerhalb eines Promotors zwischen N und T als auch zwischen den
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einzelnen Promotoren. Fur den Promoter P3 und P4 zeigte sich eine signifikant
starkere Expression in N als in T. So ergab sich in P3 eine 2,92 — fach starkere
Expressionin N als in T, bei einem p-Wert von 0,0002 im zweiseitigen t-Test (n=45 fir
T und N). In P4 ergab sich eine 2,96 — fach hohere Expression in N gegenuber T (n=45
fur T und N), bei einem p-Wert von 0,005 im zweiseitigen t-Test. Fur die Promotoren
P1 und P2 ergab sich kein signifikanter Unterschied auf Transkriptebene zwischen N
und T. Die detaillierten Ergebnisse sind in den Abschnitten zu den einzelnen

Promotoren beschrieben sowie in Tabelle 29 zusammengefasst.

Tabelle 29: Zusammenfassung der Unterschiede der Expression der Transkriptvarianten (in Act-
Werten) zwischen N und T innerhalb desselben Promotors. Die mit * gekennzeichneten
Promotoren zeigen jeweils einen signifikanten Unterschied mit h6heren Act-Werten in. Test- und
probenbedingt variiert die Fallzahl zwischen den unterschiedlichen Promotoren und teilweise
zwischen N und T innerhalb eines Promotors. Die relative differentielle Expression RFC ist im
Verhiltnis N zu T angegeben. SD bezeichnet die Standardabweichung der Act-Werte. p-Werte
wurden im zweiseitigen t-Test berechnet.

Promotor P1 P2 p3* pP4*
Act N 10,35 8,76 5,08 6,56
ActT 9,85 9,56 6,62 8,17

RFCNvsT 0,71 1,74 2,92 2,96

p-Wert 0,2215 0,2886 0,0002 0,005
SDN 1,55 3,10 1,87 1,44
SDT 1,76 2,88 1,71 3,14

Fallzahl n n n n

T:32N:36 T:33 N: 31 T&N: je 45 T&N: je 45

3.3.1 Vergleich der Aktivitat der einzelnen Promotoren untereinander

Unabhangig von N oder T wiesen die Promotoren (gemessen anhand der Expression
der Transkriptvarianten) eine sehr unterschiedliche Aktivitdt untereinander auf.
Promotor P3 war in N und T der Promotor mit der weitaus starksten Aktivitat, gefolgt
von Promotor P4 (Abbildung 17). Die Transkriptvarianten der Promotoren P1 und P2
waren um ein Vielfaches schwacher exprimiert. Die Reihenfolge der Promotoraktivitat

war fur N und T gleich.
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Abbildung 17: (A) Die Expression der beiden vornehmlich exprimierten Transkiptvarianten der
Promotoren P3 und P4 jeweils im Vergleich N (n=45) zu T (n=39), wobei T=1 und N als relatives
Vielfaches (Relative Fold Change) abgebildet ist. Darstellung als Box-Whiskers-Plot mit Median,
ober/unterer Quartil und AusreiBern. (B) Vergleich der relativen Promotoraktivitiat der vier
Promotoren P1-P4 zueinander und innerhalb der einzelnen Promotoren jeweils zwischen N und
T. Die hochste durchschnittliche Expression in P3 N wurde als 100% gesetzt, entsprechend die
Promotoraktivitat. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

Durch Normalisierung auf P3 N, wo die starkste Expression einer Transkriptvariante
gemessen wurde, wurde die Werte fur N und T der anderen Promotoren in Relation
zueinander gesetzt (Relative Fold Change). Die Relationen zueinander sind in Tabelle

30 gegenubergestellt.

Tabelle 30: Relative Expression (Relative Fold Change) der Promotoren zueinander. Promotor
P3 ist sowohl in N als auch in T am starksten exprimiert. Test- und probenbedingt variiert die
Fallzahl zwischen den unterschiedlichen Promotoren und teilweise zwischen N und T innerhalb
eines Promotors.

Promotor P1 P2 P3 P4

N 0,026 0,0784 1 0,360

T 0,107 0,131 1 0,343
Fallzahl n T:32N:36 T:33 N: 31 T&N: je 45 T&N: je 45

Zur Berechnung der statistischen Unterschiede zwischen den einzelnen Promotoren
in Abhangigkeit von N und T wurde nach Normalisierung eine Analyse per 2way-
ANOVA durchgeflhrt, deren Ergebnisse in Tabelle 31 zusammengefasst sind. Bis auf
den Vergleich zwischen P1 und P2, wo es weder zwischen N noch zwischen T
signifikante Unterschiede gab, zeigten sich zwischen allen anderen Promotoren

sowohl zwischen N als auch zwischen T signifikante bis hochsignifikante
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Unterschiede. P3 zeigt sich in N und in T als aktivster Promotor (p-Wert <0,0001
gegenuber P1, P2 und P4 sowohl fur N als auch T).

Tabelle 31: Ubersicht iiber die Unterschiede der Promotoraktivitit untereinander in Abhéingigkeit
von N und T. Bis auf den Vergleich zwischen P1 und P2 ergab sich iiberall ein hoch- oder
hochstsignifikanter (***) Unterschied, die p-Werte sind jeweils angegeben. Die Unterschiede
berechnen sich aus der Differenz der Mittelwerte der Promotoren zu P3, was als aktivster
Promotor 100% entspricht. Die Unterschiede ergeben die prozentualen Relationen, so hat P1
beispielsweise in N eine 97,4% niedrigere Aktivitat als P3 in N, respektive eine 2,6%ige Aktivitat
von P3.

P1vs P2 P1vsP3 Hokk P1vs P4 ok
Unterschied p-Wert Unterschied p-Wert Unterschied p-Wert
N 5,23 >0.05 97,4 <0.001 33,45 <0.001
T 0,81 >0.05 30,75 <0.001 8,11 <0.01
P2 vs P1 P2 vs P3 Hokk P2 vs P4 Hokk
Unterschied p-Wert Unterschied p-Wert Unterschied p-Wert
N -5,23 > 0.05 92,17 <0.001 28,21 <0.001
T -0,81 > 0.05 29,94 <0.001 7,30 <0.01
P3vs Pl Hokk P3 vs P2 Hokk P3vs P4 Hokk
Unterschied p-Wert Unterschied p-Wert Unterschied p-Wert
N -97,40 <0.001 -92,17 <0.001 -63,95 <0.001
T -30,75 <0.001 -29,94 <0.001 -22,64 <0.001
P4 vs P1 Hokk P4 vs P2 Hokk P4 vs P3 Hokk
Unterschied p-Wert Unterschied p-Wert Unterschied p-Wert
N -33,45 P<0.001 -28,21 <0.001 63,95 <0.001
T -8,11 P<0.01 -7,30 <0.01 22,64 <0.001

3.3.2 Promotor 1

Von Promotor 1 wurden 36 N und 32 T untersucht. Die Act-Werte der N reichten von
7,19 bis 13,18. Der Mittelwert lag bei 10,35 bei einer SD von 1,55. Die Act-Werte der
T reichten von 6,07 bis 12,76. Der Mittelwert lag bei 9,85 bei einer SD von 1,76.

Der AAct-Wert der mittleren Act-Werte von P1 von N und T lag somit bei 0,5, was einer
ungefahr  0,71-fachen  relativen  differentiellen  Expression (RFC) der
Transskriptvariante von P1 in N gegenuber T entspricht (p-Wert in einem zweiseitigen
t-Test 0,22). Es lag somit kein signifikanter Unterschied der Promotoraktivitat von P1

zwischen N und T vor.
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Tabelle 32: Tabellarische Ubersicht der statistischen Werte der Act-Werte der P1 RT-qPCR
getrennt nach N und T. SD bezeichnet die Standardabweichung, der AAct -Wert wird aus der
Differenz der Mittelwerte gebildet, der RFC ergibt sich nach der 2*- AAct-Methode. Die Fallzahl
variiert probenbedingt.

P1
N T
Mittel 10,35 9,85
SD 1,55 1,76
Fallzahl n 36 32
AAct 0,50
RFCNzuT 0,71
p-Wert 0,22

3.3.3 Promotor 2

Von Promotor 2 wurden 31 N und 33 T untersucht. Die Act-Werte der N reichten von
4,74 bis 15,19. Der Mittelwert lag bei 8,76 bei einer SD von 3,10. Die Act-Werte der T
reichten von 2,28 bis 13,94. Der Mittelwert lag bei 9,56 bei einer SD von 3,88.

Der AAct-Wert der mittleren Act-Werte von P2 von N und T lag somit bei -0,80, was
einer ungefahr 1,74-fachen relativen differentiellen Expression (RFC) der
Transskriptvariante von P2 in N gegentber T entspricht (p-Wert in einem zweiseitigen
t-Test 0,29). Es lag somit kein signifikanter Unterschied der Promotoraktivitat von P2

zwischen N und T vor.

Tabelle 33: Tabellarische Ubersicht der statistischen Werte der Act-Werte der P2 RT-qPCR
getrennt nach N und T. SD bezeichnet die Standardabweichung, der AAct —~Wert wird aus der
Differenz der Mittelwerte gebildet, der RFC ergibt sich nach der 24- AAct-Methode. Die Fallzahl
variiert probenbedingt.

P2
N T
Mittel 8,76 9,56
SD 3,10 3,88
Fallzahl 31 33
AAct -0,80
RFCNzuT 1,74
p-Wert 0,29
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3.3.4 Promotor 3

Von Promotor 3 wurden 45 N und 45 T untersucht. Die Act-Werte der N reichten von
0,82 bis 12,11. Der Mittelwert lag bei 5,08 bei einer SD von 1,87. Die Act-Werte der T
reichten von 2,19 bis 10,98. Der Mittelwert lag bei 6,62 bei einer SD von 1,71.

Der AAct-Wert der mittleren Act-Werte von P3 von N und T lag somit bei -1,54, was
einer 2,92-fachen relativen differentiellen Expression der Transskriptvariante von P3
in N gegenuber T entspricht (p-Wert in einem zweiseigen t-Test 0,0002). Es lag somit

ein hochsignifikanter Unterschied der Promotoraktivitat von P3 zwischen N und T vor.

Tabelle 34: Tabellarische Ubersicht der statistischen Werte der Act-Werte der P3 RT-qPCR
getrennt nach N und T. SD bezeichnet die Standardabweichung, der AAct —Wert wird aus der
Differenz der Mittelwerte gebildet, der RFC ergibt sich nach der 2*- AAct-Methode. Die Fallzahl
variiert probenbedingt.

P3
N T
Mittel 5,08 6,62
SD 1,87 1,71
Fallzahl 45 45
AAct -1,54
RFCNzuT 2,92
p-Wert 0,0002

3.3.5 Promotor 4

VVon Promotor 4 wurden 45 N und 45 T untersucht. Die Act-Werte der N reichten von
4,14 bis 9,54. Der Mittelwert lag bei 6,56 bei einer SD von 1,44. Die Act-Werte der T
reichten von 2,33 bis 17,96. Der Mittelwert lag bei 8,17 bei einer SD von 3,14.

Der AAct-Wert der mittleren Act-Werte von P4 von N und T lag somit bei -1,61, was
einer ungefahr 2,96-fachen relativen differentiellen Expression der Transskriptvariante
von P4 in N gegentber T entspricht (p-Wert in einem zweiseitigen t-Test 0,0039). Es
liegt somit ein signifikanter Unterschied der Promotoraktivitat von P4 zwischen N und

T vor.
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Tabelle 35: Tabellarische Ubersicht der statistischen Werte der Act-Werte der P4 RT-qPCR
getrennt nach N und T. SD bezeichnet die Standardabweichung, der AAct -Wert wird aus der
Differenz der Mittelwerte gebildet, der RFC ergibt sich nach der 2*- AAct-Methode. Die Fallzahl

variiert probenbedingt.

P4
N T
Mittel 5,08 8,17
SD 1,44 3,14
Fallzahl 45 45
AAct -1,56
RFCNzuT 2,96
p-Wert 0,0039

3.3.6 Korrelation der IGF2-Expression zur Promotoraktivitat

Von allen Promotoren wurde die Korrelation zwischen der Expression der spezifischen
Transkriptvariante (stellvertretend fur die Promotoraktivitat) und der Expression der
IGF2-mRNA berechnet, jeweils getrennt nach N und T. Die Ergebnisse der
Korrelationsanalysen sind in Tabelle 36 zusammengefasst und in Abbildung 18

grafisch dargestellt.

Tabelle 36: Ubersicht der Korrelationen der Promotoraktivitit mit der IGF2-mRNA jeweils fiir N
und T. Bei Gauss-Verteilung der Act-Werte wurde der Korrelationskoeffizient nach Pearson
berechnet, bei Nicht-Vorhandensein nach Spearman (so in P4 T, P2 N). Promotoren, die mit *
markiert sind, zeigen eine signifikante Korrelation in N. P3 zeigt sowohl in N als auch in T eine
signifikante Korrelation der IGF2-mRNA zur Promotoraktivitit. Die Fallzahl n variiert
probenbedingt.

PL' P2 p3* P4’
N
Korrelations- 0,51 0,03 0,45 0,72
koeffizient r
p-Wert 0,004 0,91 0,002 <0,0001
n 31 17 45 45
.
Korrelations- 0,05 0,22 0,51 0,05
koeffizient r
p-Wert 0,79 0,37 0,001 0,74
n 28 18 39 41

Fir die Expression von IGF2 ergab sich im Normalgewebe eine signifikante Korrelation
mit der Aktivitat von P1, P3 und P4. So zeigte P1 in N als einziger Promotor bei einem
Korrelationskoeffizienten von r = - 0,51 eine mittelstarke negative Korrelation zur IGF2-

Expression (p-Wert 0,004, berechnet in einem zweiseitigen t-Test). P3 zeigte eine
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mittelstark positive Korrelation von r = 0,45 bei p = 0,002 im zweiseitigen T-Test. P4
zeigt mit r = 0,72 eine hochsignifikante, starke positive Korrelation (p < 0,0001 im
zweiseitigen t-Test).

Im Tumorgewebe ergab sich lediglich fur P3 eine signifikante Korrelation bei einem
Koeffizienten von 0,51 und einem p-Wert von < 0,001 im zweiseitigen t-Test. Somit
liegt sowohl in N als auch in T eine signifikante mittlere Korrelation von IGF2 und der
Aktivitat von P3 vor.
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Abbildung 18: Korrelationen der Aktivitat der Promotoren P1-P4 zur IGF2 — mRNA, getrennt nach
N und T fiir jeden Promotor. Die Act-Werte der Promotor-qPCR (Ordinate) wurden mit den Act-
Werten der IGF2 RT-qPCR (Abszisse) korreliert. (A) P1 zeigt in N eine signifikante, mittlere
negative Korrelation der Promotoraktivitat zur IGF2-Expression. (B) In T findet sich keine
Korrelation zwischen der Aktivitat von P1 mit IGF2. (C)+(D) P2 zeigt weder in N noch in T eine
Korrelation zur IGF2-Expression. (E)+(F) P3 korreliert sowohl in N als auch in T positiv mit der
Expression der IGF2-mRNA. (G) P4 zeigt in N eine hdchst signifikante, starke positive Korrelation
zur IGF2-Expression. (H) In T findet sich fiir P4 keine Korrelation zwischen Promotoraktivitiat und

IGF2-Expression.
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Lieber Tobias, die Auflésung der Abbildungen aus der Publikation ist relativ schlecht —
kannst Du nicht die Originalgrafik einfligen? In diesem Fall bitte zitieren! (gilt auch fur
die anderen Abb aus dem paper)

3.4 Proteinkonzentrationen im Gewebe

Die Konzentration von IGF2-Protein in gepaartem Tumor- und Normalgewebe von 17
Patienten wurde mittels eines kommerziell erhaltlichen ELISA bestimmt. Die
durchschnittliche IGF2-Proteinkonzentration im Gewebelysat von N betrug 2,45 ng/ul
(SD 1,19), in T 2,04 ng/ul (SD 1,28), siehe auch Abbildung 19 und Tabelle 37. Der
Unterschied zwischen N und T zeigte auf Grund der hohen Streuung keine Signifikanz
(p-Wert 0,34 im zweiseitigen t-Test). Vier Patienten (23,5%) zeigten eine hdhere
Expression von IGF2-Protein in T als in N. Drei dieser vier Patienten zeigten auch eine
hohere Expression der IGF2-mRNA, beim vierten Patienten versagte die Bestimmung
der IGF2-mRNA per gPCR wiederholt aus unbekannten Grinden. Die Patienten mit
niedrigerem IGF2-Protein in T hatten korrespondierend alle eine niedrigere IGF2-

MmRNA-Expression in T.

IGF2-ELISA

1 T

IGF2-Proteinkonzentration ng/ul
N

Abbildung 19: Auswertung der IGF2-Bestimmung per ELISA. Es konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen Tumorgewebe (T) und Normalgewebe (N) gefunden werden (jeweils n=17).
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Tabelle 37: Ergebnisse des IGF2-ELISA aus Prostatalysaten. Die Proteinkonzentration wurden in
ng/ul umgerechnet. SD gibt als Standardabweichung die Streuung der Werte an. In vier der 17
gepaarten Proben war die IGF2-Proteinkonzentration in T héher als in N. Der Unterschied der
Mittelwerte von N und T war nicht signifikant.

IGF2 in ng/ul ) p-Wert IGF2 N>T IGF2 T>N
N (e 17) 2,45 119 I
0,33
T (n=17) 2,04 1.28 4

Eine direkte Korrelation der Proteinkonzentrationen mit der Genexpression konnte
anhand der Act-Werte oder der RFC von /IGF2 nicht gezeigt werden. Das Verhaltnis
von Protein- und Genexpression zwischen N und T war jedoch fur alle gepaarten
Proben gleichsinnig. Die Werte der Korrelationskoeffizienten sind mit p-Werten in
Tabelle 38 aufgefluhrt.

Tabelle 20: Eine Untersuchung auf Korrelation der IGF2-Proteinkonzentration mit den
Ergebnissen der IGF2-RT-qPCR. Es wurden getrennt die Korrelationen der Ergebnisse des
ELISA mit den Werten Act-Werten und der relativen differentiellen Genexpression (RFC)
bestimmt. Da fiir eine Probe, bei der dir Proteinkonzentration bestimmt wurde, die RT-gPCR
wiederholt scheiterte, weicht die Fallzahl hier von der des ELISA ab. Bei vorliegender
Normalverteilung wurde der Korrelationskoeffizient r nach Pearson bestimmt. Test auf
Signifikanz nach zweiseitigem t-Test.

Korrelation Protein — Act-Werte Korrelation Protein — RFC
Korrelations- p-Wert Korrelations- p-Wert
koeffizient r koeffizient r

T (n=17) 0,164 0,54 T (n=17) -0,262 0,32

N (n=17) 0,089 0,74 N (n=17) -0,157 0,56

Ein Exakter Test nach Fisher ergab jedoch einen signifikanten Zusammenhang
zwischen der Expression auf Protein- und Transkriptebene in IGF2 T > N (p-Wert
0,0015), siehe auch als 2x2-Kontingenztafel in Tabelle 39. Somit findet sich in einem
Teil der Patienten sowohl auf Proteinebene als auch Transkriptionsebene eine

verstarkte Expression in T gegenuber N.

Tabelle 39: 2x2-Kontingenztafel der Abhéngigkeit des Verhaltnisses der Proteinkonzentration in
T zu N von der mRNA-Konzentration im Verhaltnis T zu N. Nach Exaktem Test nach Fisher ergibt
sich bei einem p-Wert von 0,0015 eine signifikante Abhangigkeit einer erhohten IGF2-
Proteinkonzentration von einer erhohten IGF2-mRNA-Expression in T im Vergleich zu N
(gepaarte Proben, n=17).

mRNA T/N > 1 MmRNA T/N < 1 Total
Protein T/N > 1 3 0 3
Protein T/N < 1 0 14 14
Total 3 14 17
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3.5 Promotormethylierung
3.5.1 Semiquantitative Auswertung per Methylierungsspezifischer PCR (MSP)

Mittels MSP wurden von uns in 12 Fallen jeweils Tumor- und Nicht-Tumor-Gewebe
desselben Patienten, sowie zusatzlich von einem Fall — hier lag kein Tumorgewebe
mehr vor — in Normalgewebe die Methylierung der IGF2-Promotor-Regionen
untersucht.

Fur jeden Promotorbereich wurde wie im Methodenteil beschrieben fur alle Proben das
PCR-Produkt des Primerpaares fur methylierte und unmethylierte CpG-Stellen in
seiner Konzentration bestimmt. Die Angaben erfolgen hierfir in ng/ul. Als statistischer

Test wurde jeweils ein zweiseitiger t-Test durchgefluhrt.

3.5.1.1 Vergleich Tumor- mit Normalgewebe

Bis auf Promotorbereich P2C waren bei allen Promotorbereichen die Konzentrationen
des PCR-Produktes der Primerpaare flir unmethylierte CpG-Stellen (U) zum Teil
deutlich starker als die fur methylierte CpG-Stellen (M). In allen anderen Bereichen
ergaben sich z.T. massiv schwachere Konzentrationen fur M als fur U.

In den Bereichen 2A, 2C, 3A, 3B und 4B ergaben sich flur M starkere Konzentrationen
der PCR-Produkte in T gegenuber N, jeweils nicht signifikant. In den Bereichen 2B und
4A ergab sich eine hohere Konzentration fur M in N gegenuber T. Fir 4A ergab sich
relativ eine um 16% hohere Konzentration, wobei die absoluten Werte im Vergleich zu
den Konzentrationen fur U marginal sind. Fur Bereich 2B ergab sich relativ eine 2,75-
fach starkere Konzentration fir M in N gegentber T mit einem statistischen Trend von
0,10 im zweiseitigen t-Test.

Bei Zusammenfassung der Bereiche P2A, P2B und P2C zeigt sich, dass diese mit
dieser Methode die starkste Methylierung zeigen. Diese drei Bereiche zusammen
zeigen eine fast gleichermalien ausgepragte Methylierung zwischen T und N. Das
Mittel der Konzentrationen der PCR-Produkte lag hier fur T bei 0,51
(Standardabweichung 0,80) und fir N bei 0,54 (Standardabweichung 0,61).

Bei Zusammenfassung der Bereiche P3A und P3B ergab sich flr Promotorregion 3 in
einem zweiseitigen T-Test mit einem p-Wert von 0,027 eine signifikant hdhere
Methylierung der untersuchten CpG-Stellen in T. Fir kein N wurde mit dieser Methode
eine Methylierung in Promotorbereich 3 gezeigt. Die Promotorbereiche P3A und P3B
wiesen jeweils einen statistischen Trend zu starkeren Konzentration fur M in T

gegenuber N auf (p-Wert von 0,07).
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Uber die gesamten untersuchten Promotorbereiche gesehen zeigte sich kein
signifikanter Unterschied der Methylierung zwischen T und N (p-Wert 0,80 im
zweiseitigen t-Test). Die kompletten Ergebnisse der MSP sind in Tabelle 40 aufgefuhrt.
Insgesamt wiesen die PCR-Produkte fur die U-Primer, also die Primerpaare, die an
unmethylierten CpG-Stellen binden, bei gleicher Menge eingesetzter DNA eine
deutlich starkere Amplifikation als die der M-Primer — die an methylierten CpG-Stellen
binden — auf (p-Wert < 0,0001 im zweiseitigen t-Test), auch getrennt nach N und T
blieben die Unterschiede signifikant (p=0,002 fur T und N im zweiseitigen t-Test). Siehe
auch Abbildungen 20 und 21. Indirekt kann daraus geschlossen werden, dass die
Promotorbereiche insgesamt eher unmethyliert vorliegen. Es zeichnen sich teilweise
jedoch Unterschiede der Methylierung zwischen T und N bei einzelnen Promotoren

oder Promotorteilbereichen ab.
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Abbildung 20: Grafische Darstellung der semiquantitativen Methylierungsanalyse der IGF2-
Promotoren mittels methylierungsspezifischer PCR (MSP) fiir Promotor 2-4 (P2-4) und deren
jeweiligen Unterteilungen A/B/C bzw. A/B. Die Darstellung bezieht sich auf die Ergebnisse der
PCR fiir die M-Primerpaare, die an methylierten CpG-Stellen binden und eine Amplifikation somit
nur im methylierten Zustand erlauben. Die Konzentrationen der PCR-Produkte wurden
densitometrisch in ng/ul bestimmt. In P3A und P3B konnte in N mit dieser Methode keine
Methylierung nachgewiesen werden. Es wurden keine signifikanten Unterschiede in den
einzelnen Promotorassays gefunden.
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Abbildung 21: Gesamtauswertung der methylierungsspezifischen PCR (MSP). Uber alle
Promotorassays hinweg zeigte sich eine starkere Amplifikation (gemessen an der Konzentration
des PCR-Produkts bei gleicher Menge eingesetzter DNA) der Produkte der U-Primerpaare (U),
die an unmethylierten CpG-Stellen binden. M steht fiur die PDR-Produkte der Primerpaare, die an
methylierten CpG-Stellen binden. T bezeichnet Tumorgewebe, N Normalgewebe.

Promotorbereich 2A

Die Konzentration des PCR-Produkts des Primerpaares M betrug im Mittel 0,47
ng/ul fir N bei einer Standardabweichung von 0,46 und 0,51 ng/ul bei einer
Standardabweichung von 0,49 fir T. Relativ gesehen betrug die Methylierung
von N ca. das 0,92-fache von T. Die Konzentration des PCR-Produkts des
Primerpaares fur U betrug im Mittel 2,14 ng/ul far N bei einer
Standardabweichung von 0,34 und 2,10 ng/ul fiur T bei einer
Standardabweichung von 0,45. Sowohl bei N als auch bei T war die
Konzentration des PCR-Produkts von U mehr als viermal so stark wie die von
M.

Promotorbereich 2B

Die Konzentration des PCR-Produkts des Primerpaares fur M betrug im Mittel
0,22 ng/ul fir N bei einer Standardabweichung von 0,21 und 0,08 ng/ul bei einer
Standardabweichung von 0,15 fir T. Relativ gesehen betrug die Methylierung
von N das 2,75 -fache von T (p-Wert 0,07). Die Konzentration des PCR-
Produkts des Primerpaares fur U betrug im Mittel 1,64 ng/pl fir N bei einer
Standardabweichung von 0,23 und 1,40 ng/ul fir T bei einer
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Standardabweichung von 0,51. Bei N war die Konzentration des PCR-Produkts
von U mehr als siebenmal so stark wie die von M, bei T mehr als 16-mal so

stark.

e Promotorbereich 2C
Die Konzentration des PCR-Produkts des Primerpaares fur M betrug im Mittel
1,05 ng/ul fur N bei einer Standardabweichung von 0,76 und 1,09 ng/pl bei einer
Standardabweichung von 1,18 fir T. Relativ gesehen betrug die Methylierung
von N ca. das 2,62-fache von T. Die Konzentration des PCR-Produkts des
Primerpaares fur U betrug im Mittel 0,97 ng/ul far N bei einer
Standardabweichung von 0,76 und 0,72 ng/ul fuar T bei einer
Standardabweichung von 0,57. Sowohl bei N als auch bei T war die

Konzentration des PCR-Produkts von U etwas schwacher als die von M.

e Promotorbereich 3A
Die Konzentration des PCR-Produkts des Primerpaares fir M betrug bei allen
Proben O ng/ul fur N. Bei T ergab sich ein Mittel von 0,03 ng/ul bei einer
Standardabweichung von 0,05, wobei bei 9 von 12 Proben ebenfalls kein PCR-
Produkt fir M nachweisbar war. Die Konzentration des PCR-Produkts des
Primerpaares fir U betrug im Mittel 1,51 ng/ul fir N bei einer
Standardabweichung von 0,41 und 1,65 ng/ul fur T bei einer
Standardabweichung von 0,41. Bei T war die Konzentration des PCR-Produkts

von U mehr als 58-mal so stark wie die von M.

e Promotorbereich 3B
Die Konzentration des PCR-Produkts des Primerpaares fur M betrug wie in
Promotorbereich 3A bei allen Proben 0 ng/pl fir N. Bei T ergab sich eine mittlere
Konzentration von 0,05 ng/ul bei einer Standardabweichung von 0,09. Auch hier
waren nur 3 von 12 Proben positiv fur M bei T, allerdings drei andere als bei
P3A. Die Konzentration des PCR-Produkts des Primerpaares fiur U betrug im
Mittel 1,24 ng/ul fir N bei einer Standardabweichung von 0,88 und 0,99 ng/ul
fur T bei einer Standardabweichung von 0,72. Bei T war die Konzentration des

PCR-Produkts von U mehr als 19-mal so stark wie die von M.
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Promotorbereich 4A

Die Konzentration des PCR-Produkts des Primerpaares fur M betrug im Mittel
0,06 ng/ul fur N bei einer Standardabweichung von 0,17 und 0,05 ng/ul bei einer
Standardabweichung von 0,14 fir T. Relativ gesehen betrug die Methylierung
von N ca. das 1,16-fache von T. Die Konzentration des PCR-Produkts des
Primerpaares fur U betrug im Mittel 1,86 ng/ul far N bei einer
Standardabweichung von 0,48 und 1,35 ng/yl fur T bei einer
Standardabweichung von 0,71. Bei N war die Konzentration des PCR-Produkts

von U mehr als 32-mal so stark wie die von M, bei T mehr als 27-mal.

Promotorbereich 4B

Die Konzentration des PCR-Produkts des Primerpaares fur M betrug im Mittel
0,19 ng/ul fur N bei einer Standardabweichung von 0,48 und 0,32 ng/ul bei einer
Standardabweichung von 0,55 fur T. Relativ gesehen betrug die Methylierung
von N ca. das 0,6-fache von T. Die Konzentration des PCR-Produkts des
Primerpaares flir U betrug im Mittel 3,32 ng/ul fir N bei einer
Standardabweichung von 2,05 und 3,06 ng/ul fur T bei einer
Standardabweichung von 2,13. Bei N war die Konzentration des PCR-Produkts

von U mehr als 17-mal so stark wie die von M, bei T mehr als neunmal.

Tabelle 40: Zusammenfassung der MSP der IGF2-Promotorbereiche. Fallzahl n=12 fiir T und n=13
fiir N. Die Konzentration der PCR-Produkte ist in ng/pl angegeben. Die Berechnung der p-Werte
erfolgte in einem zweiseitigen t-Test. N/T bezeichnet das Verhaltnis der Methylierung zwischen
N und T (fur Promotor 3A, 3B und P3 gesamt wurde bei einer Methylierung von 0% in N kein
Verhiltnis berechnet (n.d.)). Zusitzlich wurden die einzelnen Promotorbereiche jeweils
zusammengefasst (P2A, 2B und 2C zu P2, P3A und P3B zu P3, P4A und 4B zu P4). Weiterhin
wurde die Gesamtmethylierung der Promotorregionen von N und T aus dem Mittel der einzelnen
Abschnitte berechnet.

Methylierung der einzelnen Promotorbereiche

P2A P2A
M U
Mittlere SD N/T Mittlere SD N/T
Konzentration Konzentration
T 0,51 0,49 0,92 T 2,10 0,45 1,02
N 0,47 0,46 N 2,14 0,34
p-Wert 0,87 p-Wert 0,89
P2B P2B
M U
Mittlere SD N/T Mittlere SD N/T
Konzentration Konzentration
T 0,08 0,15 2,75 T 1,40 0,51 1,17
N 0,22 0,21 N 1,64 0,23
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p-Wert 0,07 p-Wert 0,65
P2C P2C
M U
Mittlere SD N/T Mittlere SD N/T
Konzentration Konzentration
T 1,09 1,18 0,96 0,72 0,57 1,35
N 1,05 0,76 0,97 0,76
p-Wert 0,92 p-Wert 0,74
P2 gesamt P2 gesamt
M U
Mittlere SD N/T Mittlere SD N/T
Konzentration Konzentration
T 0,51 0,80 1,06 1,58 0,51 0,88
N 0,54 0,61 1,41 0,44
p-Wert 0,86 p-Wert 0,77
P3A P3A
M )
Mittlere SD N/T Mittlere SD N/T
Konzentration Konzentration
T 0,03 0,05 n.d. 1,65 0,41 0,92
N 0 0 1,51 0,41
p-Wert 0,1 p-Wert 0,90
P3B P3B
M )
Mittlere SD N/T Mittlere SD N/T
Konzentration Konzentration
T 0,05 0,09 n.d. 1,28 0,88 0,77
N 0 0 0,99 0,72
p-Wert 0,1 p-Wert 0,62
P3 gesamt P3 gesamt
M )
Mittlere SD N/T Mittlere SD N/T
Konzentration Konzentration
T 0,04 0,07 n.d. 1,46 0,65 0,77
N 0 0 1,25 0,57
p-Wert 0,027 p-Wert 0,69
P4A P4A
M )
Mittlere SD N/T Mittlere SD N/T
Konzentration Konzentration
T 0,05 0,14 1,2 1,35 0,71 1,38
N 0,06 0,17 1,86 0,48
p-Wert 0,91 p-Wert 0,70
P4B P4B
M )
Mittlere SD N/T Mittlere SD N/T
Konzentration Konzentration
T 0,32 0,55 0,59 3,06 2,13 1,09
N 0,19 0,48 3,32 2,05
p-Wert 0,27 p-Wert 0,45
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P4 gesamt P4 gesamt
M U
Mittlere SD N/T Mittlere SD N/T
Konzentration Konzentration
T 0,19 0,35 0,68 2,21 1,42 1,17
N 0,13 0,33 2,59 1,27
p-Wert 0,56 p-Wert 0,66
Gesamtmethylierung
M U
Mittlere SD N/T Mittlere SD N/T
Konzentration Konzentration
T 0,30 0,36 0,93 1,65 0,69 1,07
N 0,28 0,35 1,78 0,74
p-Wert 0,80 p-Wert 0,80

3.5.2 Quantifizierung mit Pyrosequenzierung

Mithilfe der MSP ist hochstens eine semiquantitative Auswertung moglich, da keine
vergleichbare Aussage uUber die Effektivitat der Amplifikation unterschiedlicher
Primerpaare bei unterschiedlichen Reaktionsbedingungen getroffen werden kann, und
die Auswertung densitometrisch erfolgt. Daher ist ein Ruickschluss auf die
Methylierung nur sehr eingeschrankt moglich. Aufgrund der Limitationen der MSP
fuhrten wir zur genaueren Quantifizierung der Methylierung eine Pyrosequenzierung
bei einer grolleren Gruppe von Proben durch. Mit dieser Methode kann die
Methylierung jeder einzelnen Cytosin-Base exakt bestimm werden.

Wie in 2.2.7.3 beschrieben, wurden die Assays flur die einzelnen Promotorbereiche
von uns fur diese Methode angepasst. Fur jeden der insgesamt 9 Assay wurden von
uns 22 N und T ausgewahlt. Aufgrund von Durchfuhrungsschwierigkeiten und
limitiertem Probenmaterial konnte nicht fur jeden Assay die komplette Probengruppe

getestet werden. So variiert n zwischen 18 und 22.

3.5.2.1 Vergleich Tumor- mit Normalgewebe

Die neun durchgeflihrten Assays decken insgesamt 100 CpG-Stellen in den
Promotoren P2-P4 ab.

Ahnlich zur MSP ergab sich auch hier kein signifikanter Unterschied in der
Gesamtmethylierung der getesteten CpG-Stellen zwischen N, wo die durchschnittliche
Methylierung 9,65% (SD 5,17%) betrug, und T, wo die durchschnittliche Methylierung
9,33% (SD 3,97%) betrug (p-Wert 0,52 im zweiseitigen T-Test).
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Bei Betrachtung der einzelnen Abschnitte und Promotoren ergibt sich ein
differenzierteres Bild (siehe Tabelle 41). In den Promotorassays P2C3, P3 und P4B2
zeigten sich signifikante Unterschiede der Methylierung zwischen T und N in der
Zusammenfassung der einzelnen CpG-Stellen desselben Bereichs, in zweien —
Promotorassays P2C2 und P4B1 - nur bei Betrachtung einzelner CpG-Stellen

innerhalb eines Bereichs.

Tabelle 41: Ubersicht der durchschnittlichen Methylierung der einzelnen Promotorbereiche in %.
Die Promotorassays markiert mit * zeigen insgesamt keine Signifikanz in der Methylierung
zwischen T und N, jedoch in einzelnen untersuchten CpG-Stellen (siehe jeweiliger Abschnitt).
Assays mit* zeigen eine Gesamtsignifikanz in der Methylierung zwischen T und N. Die
angegebenen p-Werte beziehen sich auf die zusammengenommene Methylierung der einzelnen
CpG-Stellen.

P2A P2B P2C1 pP2C2* P2C3* P3* P4A P4B1*  P4B2*

T 9,12 7,21 12,20 15,75 11,68 7,67 6,36 5,95 8,06
N 9,38 7,62 12,58 18,69 14,52 6,26 6,16 5,38 6,14
p-Wert 0,80 0,88 0,79 0,058 0,004 0,037 0,76 0,43 0,042
Anzahl 14 16 7 5 8 16 18 11 5
CpG

Die Unterschiede zwischen N und T sind in den auffalligen Assays nicht
gleichgerichtet, in P3, P4B1 und P4B2 ist die Methylierung in T starker als in N. In
P2C2 und P2C3 sowie in der Gesamtbetrachtung des Promotors 2 findet sich in N eine
starkere Methylierung als in T. Die detaillierten Ergebnisse sind in den Kapiteln der
entsprechenden Promotorbereiche sowie zusammengefasst.

In einer Zusammenfassung der beiden hauptsachlich aktiven Promotoren P3 und P4
zeigt sich in insgesamt 50 analysierten CpG-Stellen in T mit durchschnittlich 7,00%
(SD 1,93%) eine signifikant hohere Methylierung als in N mit durchschnittlich 5,95%
(SD 2,25%) (p-Wert 0,007); siehe auch Abbildung 22.
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Abbildung 22: P2-P4 zeigt die durchschnittliche Gesamtmethylierung der insgesamt 100 CpG-
Stellen aller neun getesteten Promotorassays im Vergleich zwischen N (je nach Assay variierend
von n=22 bis N=18) und T (variierend von n=21 bis n=18) in Prozent; es ergab sich kein
Unterscheid. P2 zeigt die Gesamtmethylierung der insgesamt 50 CpG-Stellen der Unterbereiche
von P2 bestehend aus P2A, P2B, P2C1, P2C2 und P2C3, ebenfalls im Vergleich N gegen T. Es
zeigte sich eine signifikant hohere Methylierung in N gegeniiber T. P3&P4 fasst analog die
Ergebnisse der Assays P3, P4A, P4B1 und P4B2 zusammen, ebenfalls im Vergleich N gegen T,
hier zeigte sich eine signifikant hohere Methylierung in T. Die Fehlerbalken reprasentieren
jeweils die Standardabweichung.

3.5.2.1.1 Promotor 2

Der Promotorbereich 2 unterteilt sich in die drei verschiedenen Bereiche P2A, P2B und
P2C, wobei sich P2C nochmals in die drei Unterbereich P2C1, P2C2 und P2C3
unterteilt. Die einzelnen Bereiche decken zusammen fir Promotor 2 50 CpG-Stellen
ab.

Alle Bereiche zusammengefasst zeigte sich insgesamt eine signifikant hoéhere
Methylierung in N (12,54%) verglichen mit T (11,15%), p-Wert 0,04 im zweiseitigen T-
Test bei einer Standardabweichung von 4,79 fur N und 5,17 fur T (siehe auch
Abbildung 22).

3.5.2.1.1.1 Promotorbereich PZA

In Promotorbereich P2A wurden 14 CpG-Stellen analysiert. Fir N wurden 22 Falle, fir
T 21 Faélle untersucht. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Methylierung
zwischen N (9,38%) und T (9,12%), p-Wert 0,80. Die Standardabweichung fur N
betragt 3,29 und fur T 1,72. Auch die Analyse der einzelnen CpG-Stellen erbrachte
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keinen Unterschied zwischen N und T. Tabelle 42 zeigt die genauen Werte der

einzelnen CpG-Stellen.

Tabelle 21: Durchschnittliche Methylierung in Prozent der einzelnen CpG-Stellen des
Promotorassays P2A, jeweils im Vergleich N gegen T. Fiir N n=22, fiir T n=21. SD bezeichnet die
Standardabweichung der einzelnen CpG-Stellen.

CpG-Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

N 423 532 555 823 982 6,73 736 636 427 927 3623 7,68 1259 7,64
SD 218 337 442 490 446 285 340 228 241 6,31 2279 314 6,63 3,76
T 424 476 562 810 1062 638 729 729 457 1090 29,67 843 11,76 8,05
SD 122 151 211 335 377 166 217 257 136 268 1163 346 3,85 2,06
p-Wert 098 048 094 091 058 062 092 022 061 027 024 046 061 065

3.5.2.1.1.2 Promotorbereich P2B

In Promotorbereich P2B wurden 16 CpG-Stellen analysiert. Fir N wurden 22 Falle, fir
T 21 Falle untersucht. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Methylierung
zwischen N (7,62%) und T (7,21%), p-Wert 0,88. Die Standardabweichung fur N
betragt 2,19 und fur T 2,11. Die Analyse der einzelnen CpG-Stellen zeigte ebenfalls
keinen Unterschied zwischen N und T. Tabelle 43 zeigt die genauen Werte der

einzelnen CpG-Stellen.

Tabelle 43: Durchschnittliche Methylierung in Prozent der einzelnen CpG-Stellen des
Promotorassays P2B, jeweils im Vergleich N gegen T. Fiir N n=22, fiir T n=21. SD bezeichnet die
Standardabweichung der einzelnen CpG-Stellen.

CpG-Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

N 6,09 13,14 523 495 1441 559 368 564 977 386 909 350 10,27 1227 2,73 11,64
SD 1,97 412 342 210 476 325 259 335 364 227 581 163 6,63 767 186 6,78
T 6,29 13,14 500 481 1352 543 443 662 971 390 686 376 829 10,33 2,76 10,57
SD 212 256 239 191 427 326 216 4,07 280 184 241 148 285 3,76 1,04 5,01
p-Wert 075 09 o080 08 052 087 031 039 093 094 0,11 058 0,21 030 094 0,53

3.5.2.1.1.3 Promotorbereich P2C1

In Promotorbereich P2C1 wurden 7 CpG-Stellen analysiert. Fir N wurden 22 Falle, fur
T 21 Falle untersucht. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Methylierung
zwischen N (12,58%) und T (12,20%), p-Wert 0,79. Die Standardabweichung fur N
betragt 2,74 und fir T 5,71. Auch die Analyse der einzelnen CpG-Stellen erbrachte
keinen Unterschied zwischen N und T. Tabelle 44 zeigt die genauen Werte der

einzelnen CpG-Stellen.
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Tabelle 44: Durchschnittliche Methylierung in Prozent der einzelnen CpG-Stellen des
Promotorassays P2C1, jeweils im Vergleich N gegen T. Fiir N n=22, fiir T n=21. SD bezeichnet
die Standardabweichung der einzelnen CpG-Stellen.

CpG-Nr. 1 2 3 4 5 6 7

N 24,59 11,41 12,27 14,82 5,73 11,27 7,30
SD 5,09 4,59 3,33 4,33 2,27 3,06 4,46
T 22,14 1,71 12,76 12,62 6,19 11,24 8,71
SD 5,96 5,21 9,56 9,69 4,14 4,40 6,74
p-Wert 0,15 0,84 0,82 0,34 0,65 0,97 0,45

3.5.2.1.1.4 Promotorbereich P2C2

In Promotorbereich P2C2 wurden 5 CpG-Stellen analysiert. Fir N wurden 22 Falle, fir
T 20 Falle untersucht. Es zeigte sich in der Zusammenfassung aller CpG-Stellen des
Bereichs ein Trend zu einer starkeren Methylierung in N (18,69%) gegentber T
(15,75%), p-Wert 0,058. Die Standardabweichung fir N betragt 4,31 und fir T 5,34.
An CpG-Stelle 2 des Bereichs P2C2 zeigte sich eine signifikant starkere Methylierung
in N (30,95%) als in T (22,60%), p-Wert 0,002. Tabelle 45 und Abbildung 23 fassen

die Ergebnisse der einzelnen CpG-Stellen zusammen.

Tabelle 45: Durchschnittliche Methylierung in Prozent der einzelnen CpG-Stellen des
Promotorassays P2C2, jeweils im Vergleich N gegen T. Fiir N n=22, fir T n=20. Die mit *
gekennzeichnete CpG-Stelle zeigt eine signifikant hohere Methylierung in N als in T. SD
bezeichnet die Standardabweichung der einzelnen CpG-Stellen.

CpG-Nr. 1 2" 3 4 5
N 14,36 30,95 20,00 16,45 11,68
SD 6,05 8,36 5,64 5,54 3,81
T 14,00 22,60 17,80 14,30 10,05
SD 5,55 7,66 7,68 6,89 5,40
p-Wert 0,841 0,002 0,293 0,269 0,261

92



Ergebnisse

P2C2
*
- —
N
8 I T
< 8-
z
!
§
.C
3 21
=
o - T T T T
N % -] B o

Nummer der CpG-5telle

Abbildung 23: Grafische Darstellung der durchschnittlichen Methylierung in Prozent der
einzelnen CpG-Stellen des Promotorassays P2C2 im Vergleich N (n=22) gegen T (n=20). Die mit
* gekennzeichnete CpG-Stelle weist eine signifikant hohere Methylierung in N gegeniiber T auf.
Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

3.5.2.1.1.5 Promotorbereich P2C3

In Promotorbereich P2C3 wurden 8 CpG-Stellen analysiert. Fir N und T wurden
jeweils 21 Falle untersucht. Es zeigte sich in der Zusammenfassung aller 8 CpG-stellen
eine signifikant starkere Methylierung in N (14,52%) gegenuber T (11,68%), p-Wert
0,004. Die Standardabweichung fur N betragt 2,82 und fur T 3,14. Insgesamt zeigten
vier der acht (Nr. 3 — 6) untersuchten CpG-Stellen jeweils eine signifikant héhere
Methylierung in N als in T. Die Ergebnisse der einzelnen CpG-Stellen sind in Tabelle

46 zusammengefasst sowie in Abbildung 24 dargestellt.

Tabelle 46: durchschnittliche Methylierung in Prozent der einzelnen CpG-Stellen des
Promotorassays P2C3, jeweils im Vergleich N (n=21) gegen T (n=21). Die mit * gekennzeichneten
CpG-Nummern zeigen an der entsprechenden CpG-Stelle einen signifikanten Unterschied. SD
bezeichnet die Standardabweichung der einzelnen CpG-Stellen.

CpG-Nr. 1 2 3* 4* 5* 6* 7 8

N 20,19 12,52 21,00 14,86 8,86 19,05 8,29 11,38
SD 4,12 3,25 4,88 4,28 2,10 7,75 3,47 5,70
T 16,95 10,38 17,19 11,62 7,19 12,81 7,76 9,57
SD 7,61 4,52 6,21 4,68 2,38 4,30 3,25 3,82
p-Wert 0,096 0,086 0,033 0,025 0,021 0,003 0,616 0,235
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Abbildung 24: Grafische Darstellung der durchschnittlichen Methylierung in Prozent der
einzelnen CpG-Stellen des Promotorassays P2C3 im Vergleich N (n=21) gegen T (n=21). Die mit
* gekennzeichneten CpG-Stellen weisen jeweils eine signifikant hohere Methylierung in N
gegeniiber T auf. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

3.5.2.1.2 Promotor 3

Promotor 3 wurde nicht in Unterbereiche unterteilt. Im Promotorassay 3 wurden 16
CpG-Stellen analysiert. Fur N wurden 22 Falle, far T 20 Falle analysiert. Es zeigte sich
in der Zusammenfassung aller 16 CpG-Stellen eine signifikant starkere Methylierung
in T (7,67%) gegenuber N (6,26%), p-Wert 0,037. Die Standardabweichung fir N
betragt 1,63 und fir T 2,47. Bis auf zwei CpG-Stellen (16 und 13) zeigten alle Stellen
einen Trend zur starkeren Methylierung oder eine signifikant hdhere Methylierung (die
CpG-Stellen 1-4,6, 11 und 12) in T gegenuber N. Fir die genauen Werte der einzelnen
Stellen siehe Tabelle 47 sowie in der grafischen Darstellung (Abbildung 25).
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Tabelle 47: Durchschnittliche Methylierung in Prozent der einzelnen CpG-Stellen des
Promotorassays P3, jeweils im Vergleich N (n=22) gegen T (n=20). Die mit * gekennzeichneten
CpG-Nummern zeigen an der entsprechenden CpG-Stelle einen signifikanten Unterschied, die
mit ** gekennzeichnete einen hochsignifikanten Unterschied mit p < 0,001. SD bezeichnet die
Standardabweichung der einzelnen CpG-Stellen.

CpG-Nr  1* 2 3* 4* 5 6" 7 8 9 10 11 12~ 13 14 15 16

N 536 441 477 418 427 591 450 691 918 582 3,68 782 1250 655 7,59 6,77
SD 165 246 298 202 214 160 263 148 254 5,01 1,55 2,15 837 177 267 3,01
T 686 7,90 7,81 724 567 819 510 781 1048 633 529 11,00 1167 695 7,81 6,33
SD 217 416 564 568 261 296 234 238 317 224 190 3,26 6,95 156 3,09 344

p-Wert 0,016 0,002 0,036 0,028 0,064 0,004 0,438 0,148 0,149 0,664 0,004 00006 0,724 0,428 0,806 0,658
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Abbildung 25: Grafische Darstellung der durchschnittlichen Methylierung in Prozent der
einzelnen CpG-Stellen des untersuchten Bereichs von Promotor 3 im Vergleich N (n=22) gegen
T (n=20). Die mit * gekennzeichneten CpG-Stellen weisen jeweils eine signifikant hohere
Methylierung in T gegeniiber N auf. CpG-Stelle 12 (gekennzeichnet mit **) weist einen
hochsignifikanten Unterschied auf. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

3.5.2.1.3 Promotor 4

Promotor 4 wurde in den drei Assays P4A, P4B1 und P4B2 untersucht, die zusammen
34 CpG-Stellen abdecken. Die Ergebnisse der einzelnen Assays sind in den

entsprechenden Unterkapiteln aufgefihrt. Die Zusammenfassung der Ergebnisse
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ergab fur Promotor 4 einen Trend zur schwacheren Methylierung in N (5,88%)
gegenuber T (6,76%), p-Wert 0,057. Die Zusammenfassung von P4B1 und P4B2
ergab fur den Promotorabschnitt P4B eine signifikant hdhere Methylierungin T (7,11%)
alsin N (5,76%), p-Wert 0,023. Siehe Abbildung 26.
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Abbildung 26: (A) zeigt die Zusammenfassung der durchschnittlichen Methylierung in Prozent
der 34 CpG-Stellen, die als Promotorassays P4A, P4B1 und P4B2 fiir Promotor 4 stehen, im
Vergleich zischen N (n zwischen 20 und 22 variierend je nach Assay) und T (n 20-21 variierend
je nach Assay). (B) zeigt analog das zusammenfassende Ergebnis der 16 CpG-Stellen des
Promotorteilbereichs P4B, zusammensetzend aus P4B1 (11 CpG) und P4B2 (5 CpG). Es zeigt
sich ein signifikanter Unterschied zwischen T (n=21) und N (n=22), gekennzeichnet durch *. Die
Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

3.5.2.1.3.1 Promotorbereich P4A

In Promotorbereich P4A wurden 18 CpG-Stellen analysiert. Fir N wurden 20 Falle, fur
T 18 Falle untersucht. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Methylierung
zwischen N (6,16%) und T (6,36%), p-Wert 0,76. Die Standardabweichung fur N
betragt 1,83 und fur T 2,26. Auch die Betrachtung der einzelnen CpG-Stellen erbrachte
keinen Unterschied zwischen N und T. Tabelle 48 fasst die Ergebnisse der einzelnen
CpG-Stellen zusammen.

Tabelle 48: Durchschnittliche Methylierung der einzelnen CpG-Stellen des Promotorassays P4A
in %, jeweils fur N (n=20) und T (n=18). SD bezeichnet die Standardabweichung der einzelnen

CpG-Stellen.

CpG-Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

N 10,37 14,85 9,00 3,15 350 335 400 38 450 505 305 545 720 895 10,15 761 410 3,45
SD 4,45 1098 3,46 1,31 1,19 1,73 1,26 1,39 147 1L,10 147 237 228 2,70 504 520 240 1,50
T 12,76 17,06 10,39 3,33 3,89 3,28 394 411 456 433 339 539 728 828 894 879 417 294
SD 683 946 6,09 191 1,49 136 18 1,75 220 200 1,8 3,76 254 199 48 500 260 1,73

p-Wert 0,216 0,528 0,387 0,73 0,378 0,888 0915 0,611 0,927 0,174 0,534 0,952 0,921 0,393 0,46 0,524 0,935 0,342
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3.5.2.1.3.2 Promotorbereich P4B1

In Promotorbereich P4B1 wurden 11 CpG-Stellen analysiert. Fir N wurden 22 Falle,
fur T 21 Falle untersucht. In der Zusammenfassung zeigte sich kein Unterschied in der
Methylierung zwischen N (5,38%) wund T (5,95%), p-Wert 0,43. Die
Standardabweichung fur N betragt 2,10 und fur T 2,56. Die CpG-Stellen 1 und 2
zeigten jedoch jeweils eine signifikant starkere Methylierung in T (3,38% bzw. 3,10%)
gegenuber N (beide 2,36%) (p-Wert 0,027 bzw. 0,023), siehe auch Abbildung 27. Die

Ergebnisse der einzelnen CpG-Stellen sind in Tabelle 49 zusammengefasst.

Tabelle 49: Durchschnittliche Methylierung der einzelnen CpG-Stellen des Promotorassays P4B1
in Prozent, jeweils im Vergleich N (n=22) gegen T (n=21). Die mit * gekennzeichneten CpG-
Nummern zeigen an der entsprechenden CpG-Stelle einen signifikanten Unterschied. SD
bezeichnet die Standardabweichung der einzelnen CpG-Stellen.

CpG-Nr. 1* 2* 3 4 5 6 7 8 9 10 11
N 2,36 2,36 6,27 5,05 2,77 4,10 3,23 6,36 10,18 12,82 3,55
SD 0,73 0,79 3,63 1,89 1,11 3,33 1,80 3,00 7,04 5,55 1,79
T 3,38 3,10 6,19 6,57 3,14 5,29 2,81 6,38 12,38 14,10 4,52
SD 1,86 1,18 3,44 4,15 1,56 2,69 1,81 2,64 6,95 6,94 2,40
p-Wert 0,027 0,023 0940 0135 0378 0,210 0452 0984 0,310 0,507 0,140

3.5.2.1.3.3 Promotorbereich P4B2

In Promotorbereich P4B2 wurden 5 CpG-Stellen analysiert. Fir N wurden 22 Falle
untersucht, fur T 21 Falle. Es zeigte sich in der Zusammenfassung aller 5 CpG-Stellen
eine signifikant starkere Methylierung in T (8,06%) gegenuber N (6,14%), p-Wert
0,042. Die Standardabweichung fur N betragt 1,88 und fur T 3,71. Die CpG-Stellen 3
und 4 zeigten eine signifikant héhere Methylierung in T (10,67% bzw. 6,19%) als in N
(7% bzw. 3,64%), p-Wert 0,006 bzw. 0,027. (siehe auch Abbildung ). Die restlichen CpG-
Stellen zeigten eine nicht-signifikante starkere Methylierung in T gegenuber N. Tabelle
50 fasst die Werte der einzelnen CpG-Stellen zusammen. Siehe hierzu auch Abbildung
27.
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Tabelle 22: Durchschnittliche Methylierung der einzelnen CpG-Stellen des Promotorassays P4B2
in Prozent, jeweils im Vergleich N (n=22) gegen T (n=21). Die mit * gekennzeichneten CpG-
Nummern zeigen an der entsprechenden CpG-Stelle einen signifikanten Unterschied. SD
bezeichnet die Standardabweichung der einzelnen CpG-Stellen.

CpG-Nr. 1 2 3* 4* 5
N 4,45 5,77 7,00 3,64 9,82
SD 1,37 2,02 2,58 1,36 3,86
T 5,24 6,33 10,67 6,19 11,86
SD 2,43 2,96 5,07 4,77 5,98
p-Wert 0,205 0,474 0,006 0,027 0,195
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Abbildung 27: Durchschnittliche Methylierung der einzelnen CpG-Stellen in den beiden
Promotorbereichen P4B1 und P4B2 in Prozent jeweils fiir N (n=22 bei beiden Assays) und T (n=21
bei beiden Assays). CpG-Stellen, die mit * markiert sind, wiesen einen signifikanten Unterschied
auf. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

3.5.3 Vergleich der Promotormethylierung untereinander und Korrelation zur

Promotoraktivitat und /GF2-Expression

3.5.3.1 Methylierungsverhidltnis der einzelnen Promotoren zueinander

Das Muster der Promotormethylierung passte zum Muster der Promotoraktivitat. Die
beiden stark transkribierten Promotoren P3 und P4 zeigten sowohl in N als auch in T
eine signifikant niedrigere durchschnittliche Methylierung als der niedriger exprimierte
Promotor P2. Im Vergleich der durchschnittlichen Methylierung zwischen P3 und P4
ergab sich sowohl in N als auch in T kein signifikanter Unterschied. Allerdings zeigte
sich in P3 und P4 eine niedrigere Methylierung in N als in T, was sich auch in einer

starkeren Promotoraktivitat widerspiegelt.
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Zur Berechnung der Signifikanz wurden die Mittelwerte der Methylierung der einzelnen

Promotorassays im zweiseitigen T-Test verglichen (siehe Tabelle 51).

Tabelle 23: Verhiltnis der durchschnittlichen Methylierung des schwach exprimierten Promotors
P2 zu den stark exprimierten Promotoren P3&P4 jeweils fiir N (n je nach Promotorassay
zwischen 22 und 18) und T (n je nach Promotorassay zwischen 21 und 18). Fuir alle Verhaltnisse
zeigt P2 eine deutlich hohere Methylierung. Ebenso Verhaltnis Promotor P3 zu P4, bei dem sich
weder in T noch in N ein signifikanter Unterschied zeigt.

Verhaltnis Verhaltnis Verhaltnis
P2/P3 P2/P4 P3/P4
p-Wert p-Wert p-Wert
N 2,02 <0,0001 N 2,13 <0,0001 N 1,31 0,47
T 1,79 0,002 T 1,65 <0,0001 T 0,92 0,21

3.5.3.2 Korrelation der Promotormethylierung zur Promotoraktivitdt

Nach Testung auf Normalverteilung der einzelnen Mittelwerte (der CpG — Stellen eines
Assays) wurde die Korrelation der Promotormethylierung zur Promotoraktivitat
desselben Falls nach Spearman berechnet. Auf diese Weise wurde eine Korrelation
der Promotoraktivitat von P2 mit der durchschnittlichen Methylierung von P2A, P2B,
P2C1, P2C2, P2C3 und P2 gesamt, von P3 mit der durchschnittlichen Methylierung
von P3, sowie der Promotoraktivitat von P4 mit der durchschnittlichen Methylierung
von P4A, P4B1, P4B2 und P4 gesamt erstellt. Unabhangig von N und T konnte keine
signifikante Korrelation der Promotormethylierung mit der mittels RT-qPCR
bestimmten Promotoraktivitat gefunden werden (siehe auch Tabelle 52).

Test- und probenbedingt konnte hier nur eine kleine Fallzahl von korrespondierenden
Proben (Methylierungs- und Aktivitdtsanalyse im gleichen Fall) zusammengestellt

werden.

Tabelle 52: Korrelationen der Act-Werte der einzelnen Promotor-RT-gPCR mit den
korrespondierenden Mittelwerten der Promotormethylierung derselben Falle. Die Fallzahlen
variieren deutlich und weichen test- und probenbedingt stark von den Fallzahlen der
Pyrosequenzierung und Expressionsanalysen ab.

Promotorassay P2 P3 P4 P2A  P2B P2C1 P2C2 P2C3 P4A P4B1 P4B2
Korrelations-

-0,20 0,20 007 029 -0,19 -026 -0,17 -045 -0,31 -0,25 -0,25

koeffizient r
p-Wert 0,51 028 0,74 0,33 0,52 0,39 0,60 0,12 0,33 0,36 0,36
Fallzahl n 13 12 13 13 13 13 13 13 12 15 15

Getrennt nach N und T konnte fur P4A in T eine signifikante Korrelation zwischen

Methylierung und Act-Werten des spezifischen Promotortranskripts gefunden werden
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(r=0,80, p-Wert 0,012), somit geht hier eine starkere Methylierung mit einer geringeren
Promotoraktivitat einher (siehe Abbildung 28). Die gesamten Ergebnisse der
Korrelation von Promotormethylierung und Promotoraktivitat getrennt nach N und T
finden sich in Tabellen 53 und 54.

Tabelle 24: Korrelationen der Act-Werte der einzelnen Promotor-RT-gPCR mit den
korrespondierenden Mittelwerten der Promotormethylierung derselben Félle fiir N. Die
Fallzahlen variieren deutlich und weichen test- und probenbedingt stark von den Fallzahlen der
Pyrosequenzierung und Expressionsanalysen ab.

Promotorassay P2 P3 P4 P2A  P2B P2C1 P2C2 P2C3 P4A P4B1 P4B2

Korrelations-
048 0,30 0,37 042 050 0,42 -0,39 0,49 -0,64 0,09 0,35

koeffizient r
p-Wert 013 021 0,11 0,25 0,11 0,11 0,59 0,14 0,28 0,86 0,22
Fallzahl n 6 5 6 6 6 6 6 6 5 7 7

Tabelle 25: Korrelationen der Act-Werte der einzelnen Promotor-RT-qPCR mit den
korrespondierenden Mittelwerten der Promotormethylierung derselben Falle fiir T. Die Fallzahlen
variieren deutlich und weichen test- und probenbedingt stark von den Fallzahlen der
Pyrosequenzierung und Expressionsanalysen ab. P4A* zeigte in T eine signifikante Korrelation
von Promotormethylierung und -aktivitat.

Promotorassay P2 P3 P4 P2A  P2B P2C1 P2C2 P2C3 P4A* P4B1 P4B2

Korrelations-
0,27 0,44 0,31 -0,01 -0,46 -0,08 0,59 -0,42 0,80 0,14 0,23

koeffizient r
p-Wert 0,23 0,12 0,20 0,78 0,19 0,90 0,25 0,15 0,01 0,66 0,63
Fallzahl n 7 7 7 7 7 7 7 7 7 8 8
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Abbildung 10: Die Methylierung des Promotorteilbereichs P4A korreliert signifikant mit den Act-
Werten der RT-qPCR des spezifischen Promotortranskripts P4. Somit geht eine starkere
Methylierung mit einer geringeren Promotoraktivitat einher (r = 0.80, P < 0.05, n=7).

3.5.3.3 Korrelation der Promotormethylierung zur IGF2-Expression

Nach Testung auf Normalverteilung der einzelnen Mittelwerte (der CpG — Stellen eines
Assays) wurde die Korrelation der Promotormethylierung zur IGF2-Expression auf
MmRNA — Ebene desselben Falls entweder nach Pearson oder Spearman berechnet
(siehe Kapitel ,Statistische Methoden®). Aus bereits erwahnten Problemen variiert die
Fallzahl n, zusatzlich versagte bei einzelnen Proben die IGF2 — Messung aus
unbekannten Grunden, was zu einer zusatzlichen Fallzahlreduktion bei der Korrelation
fUhrte. So liegen die Fallzahlen der Korrelationen teilweise unter den Fallzahlen der
Bestimmung der Promotormethylierung.

Die Methylierung der Promotoren korreliert teilweise mit der Expression von /IGF2 auf
MRNA — Ebene. Fasst man die durchschnittichen Methylierungswerte aller CpG —
Stellen eines Promotorbereichs unabhangig von N und T zusammen und korreliert
diese mit den Act — Werten der IGF2-RT-qPCR desselben Falls, ergab sich fir
Promotor 3 und die beiden Promotorteilbereiche P2C2 und P2C3 eine signifikante
Korrelation der Promotormethylierung mit der IGF2 — Expression auf mMRNA — Ebene
(Tabelle 26). Promotor 3 zeigt eine positive Korrelation zwischen Methylierung und Act
— Werten (Pearson’s r 0,32 bei p=0,05). Im Gegensatz dazu zeigen die

Promotorteilbereiche P2C2 und P2C3 eine negative Korrelation zwischen
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Methylierung und Act — Werten (Pearson’s r - 0,32 bei p=0,05 fur P2C2 und Pearson’s
r - 0,33 bei p=0,05 fur P2C3). Fur Promotorteilbereich P4B2 ergab sich unabhangig
von N und T ein Trend zu hoheren Act — Werten bei steigender Methylierung
(Spearman’s r 0,29 bei p=0,08).

Die Zusammenfassung der Promotorteilbereiche des Promotors P2 ergab keine
signifikante Korrelation von P2 zu IGF2, das gleiche qilt fir Promotor P4, siehe Tabelle
55 und Abbildung 30.

Die Korrelationen der Promotormethylierung zur IGF2-Expression auf mRNA-Ebene
getrennt nach N (siehe Tabelle 56) und T (siehe Tabelle 57) ergab flur alle Proben
zusammengefasst zunachst keine signifikanten Zusammenhange. Nach einer
Subgruppenanalyse ergab sich bei den Proben, in denen IGF2 in T starker exprimiert
war als in N, fur den Promotors 4 in T eine signifikante positive Korrelation (Pearson’s
r=0,64, p-Wert 0,05) der Methylierung mit den Act-Werten der IGF2-RT-qPCR, was
einer verminderten Expression bei hoherer Promotormethylierung entspricht.
Zusammenfassend fanden sich also bei P3 und P4 eine niedrigere IGF2-Expression
bei starkerer Methylierung und eine hohere Expression bei hoherer Methylierung der
Promotorteilbereiche P2C2 und P2C3. Zudem korrelierte in den Fallen, in denen IGF2-
Expression in T>N war, die Methylierung in P4 signifikant mit der IGF2-Expression
(siehe Abbildung 29).

T P4

16 -

10 -

Promotormethylierungin %

Act-Werte

Abbildung 11: Korrelation der Methylierung des Promotors P4 mit den Act-Werten der IGF2-RT-
qPCR der Fiille, die eine im Vergleich zu N hohere Expression in T aufweisen (n=9, r=0,64, p-Wert
0,05).
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Abbildung 30: Korrelationen der Methylierung der einzelnen Promotoren in Prozent mit den Act-
Werten der IGF2-RT-qPCR derselben Félle unabhéngig von T und N. Fallzahlen variieren, siehe
hierzu Tabelle 26. (A) zeigt die Korrelation zwischen Promotor P2 (bestehend aus den Einzel-
Assays P2A, P2B und P2C1-P2C3) und IGF2, (B) zwischen Promotor P3 und IGF2 und (C)
zwischen Promotor P4 (bestehend aus den Einzel-Assays P4A, P4B1 und P4B2) und IGF2.
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Tabelle 26: Korrelationen der durchschnittlichen Methylierung eines Promotorbereichs mit den
Act-Werten der IGF2-RT-qPCR desselben Falls unabhangig von N und T. Promotorbereiche, die
einen signifikanten Unterschied zeigen, sind mit * markiert. Die Markierung * steht fiir einen
statistischen Trend. Die Fallzahl n setzt sich jeweils aus N und T zusammen.

Promotorbereich P2 P3* P4 P2A P2B P2C1 P2C2* P2C3* P4A_P4B1_P4B2*
romelations- 09 0,32 025 021 013 0,16 -032 -033 025 013 0,29

koeffizient r
p-Wert 0,63 0,05 0,17 0,22 043 0,36 0,05 0,05 0,217 044 0,08
n 35 37 32 37 37 37 36 36 31 37 37

Tabelle 56: Ubersicht der Korrelationen der Methylierung der einzelnen Promotorteilbereiche mit
den Act-Werten der IGF2-RT-qPCR derselben Falle fiir N. Die Fallzahl n variiert je nach Assay.

Promotorbereich P2 P3 P4 P2A  P2B P2C1 P2C2 P2C3 P4A P4B1 P4B2
romellions 006 029 038 042 002 018 030 020 004 027 017
oeffizient r
p-Wert 0,79 0,21 0,14 095 0,93 0,44 0,19 0,41 0,89 0,25 0,47

n 19 20 17 20 20 20 20 19 17 20 20

Tabelle 57: Ubersicht der Korrelationen der Methylierung der einzelnen Promotorteilbereiche mit
den Act-Werten der IGF2-RT-qPCR derselben Falle fir T. Die Fallzahl n variiert je nach Assay.

Promotorbereich P2 P3 P4 P2A P2B  P2C1 P2C2 P2C3 P4A P4B1 P4B2
’Ii°"e'a.t'°”S' 021 -0,14 -028  -0,01 0,46 0,02 -0,13 -0,19 -0,07 0,14 0,05
oeffizient r
p-Wert 0,43 059 0,32 0,74 0,53 093 062 046 081 058 0,84

n 16 17 15 17 17 17 16 17 14 17 17

Tabelle 27: Ubersicht der Korrelationen der Methylierung der einzelnen Promotorteilbereiche mit
den Act-Werten der IGF2-RT-qPCR derselben Falle fiir die Falle mit einer hoheren IGF2-
Expression in T als in N. Die Fallzahl n variiert je nach Assay. Fiir Promotor P4 ergab sich in
diesen Proben eine signifikante Korrelation von Methylierung mit Expression, wenn alle
Teilbereiche zusammengefasst wurden.

Promotorbereich P2 P3 P4* P2A P2B P2C1 P2C2 P2C3 P4A P4B1 P4B2

Korrelations- o7 047 064 002 014 -005 -017 -021 019 011 009
koeffizient r
p-Wert 057 010 005 035 039 071 044 027 014 012 011
n 1 11 9 1 11 11 11 11 9 11 1

3.6 Methylierung der CTCF-Bindungsstelle 6 (CTCF BS6)

Wie bereits erwahnt waren testbedingt nur eine eingeschrankte Anzahl von Proben
informativ flr ihren Imprintingstatus. Es wurden jeweils 18 Proben N und T auf
Methylierung der CTCF BS6 untersucht. Von N waren 12 Falle informativ fir ihren
Imprintingstatus, jeweils 6 zeigten LOI bzw. ROI. Unter den T-Proben waren ebenfalls
12 informativ bezlglich Imprinting, hier zeigte sich ein Verhaltnis von 10 ROI und 2
LOI. Somit konnten insgesamt 16 ROI-Falle (6-mal N sowie 10-mal T) und 8 LOI-Falle
(6-mal N sowie 2-mal T) untersucht werden. Insgesamt wurden pro Probe 17 CpG-

Stellen analysiert. Die Methylierungsunterschiede zwischen den einzelnen CpG-
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Stellen zeigten eine deutlich starkere Auspragung als die CpG-Stellen der IGF2-
Promotorbereiche. So variierte diese hier zwischen durchschnittlich 26% bei CpG-

Stelle 8 und durchschnittlich 83% fur CpG-Stelle 4.

3.6.1 Vergleich LOI mit ROI

Der Vergleich der Methylierung der CTCF BS6 zeigte keinen Unterschied zwischen
LOI und ROI, weder in der Gesamtmethylierung der untersuchten Region noch in
einzelnen CpG-Stellen, egal ob unabhangig von N/T oder getrennt analysiert nach N
und T. Die durchschnittliche Gesamtmethylierung betrug fur LOI (n=8) 42,78% (SD
7,28), fur ROI (n=16) 42,93% (SD 4,72), p-Wert 0,647. Die Ergebnisse der einzelnen

CpG-Stellen sind in Tabelle 59 zusammengefasst.

CTCF BS6

% Methylierung

L T T - - T - B TR R N PR TS B - Ty
Nummer der CpG-Stelle

Abbildung 31: Durchschnittliche Methylierung der einzelnen CpG-Stellen in Prozent jeweils fiir
ROl (n=16) und LOI (n=8), unabhangig von N oder T. Die Fehlerbalken reprasentieren die

Standardabweichung.
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Tabelle 59: Durchschnittliche Methylierung der einzelnen CpG-Stellen in Prozent jeweils fiir LOI
(n=8) und ROI (n=16), unabhédngig von T und N. SD bezeichnet die Standardabweichung der
einzelnen CpG-Stellen, p den p-Wert.

CpG-
Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

LOl 40,13 52,75 36,88 8225 6525 44,50 31,00 27,00 26,88 43,11 4544 47,67 4500 33,00 34,22 29,89 46,11
SD 4,45 921 6,38 498 6,88 1506 6,41 628 874 706 799 415 409 650 743 6,77 11,41
ROl 39,69 49,00 37,50 79,56 6506 41,44 31,75 29,25 30,69 44,88 46,19 47,31 4538 3563 34,25 29,88 4538
SD 326 1550 346 383 595 369 373 277 322 479 560 307 429 348 2,79 465 6,16

p 078 053 075 0,115 094 044 071 023 013 046 0,78 0,81 083 019 0999 095 0,84

3.6.2 Vergleich Tumor- gegen Normalgewebe

Unabhangig vom Imprintingstatus konnten jeweils 18 Proben Tumor- und
Normalgewebe auf deren Methylierung der der CTCF BS6 untersucht werden. Es
ergab sich weder in der Gesamtmethylierung Uber alle getesteten 17 CpG-Stellen noch
bei einzelnen CpG-Stellen ein Unterschied der Methylierung zwischen N und T. Die
durchschnittliche Methylierung fir N betrug 42,31% bei einer Standardabweichung von
2,98 und 42,70% fur T bei einer Standardabweichung von 5,35 (p-Wert 0,65). Die
Werte der einzelnen CpG-Stellen sind in Tabelle 60 aufgefuhrt.

CTCF BS6
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Abbildung 32: Durchschnittliche Methylierung der einzelnen CpG-Stellen in Prozent jeweils fir
N (n=18) und T (n=18), unabhangig vom Imprintingstatus. Die Fehlerbalken reprasentieren den
Standardfehler.
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Tabelle 60: Durchschnittliche Methylierung der einzelnen CpG-Stellen in Prozent jeweils fiir T

(n=18) und N (n=18), unabhangig vom Imprintingstatus. SD gibt als Standardabweichung jeweils
die Streuung der Werte an.

CpG-Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

N 39,94 50,11 37,06 81,61 64,94 41,72 30,22 26,72 26,78 47,44 49,17 49,22 47,06 3589 3533 29,89 48,72
SD 361 1126 445 535 477 958 485 359 590 4,05 463 404 443 289 194 386 574
T 38,67 50,06 36,72 79,83 63,89 39,890 28,78 27,50 28,94 43,72 45,72 47,28 44,83 33,06 33,28 28,83 45,39
SD 460 1269 575 647 788 726 726 554 601 656 731 354 473 538 583 6,64 10,56

p-Wert 036 098 084 037 062 052 048 062 028 0,048 010 013 015 006 016 056 0,24
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4 DISKUSSION

Ziel der vorliegenden Studie war es, die Expression von IGF2 im Prostatakarzinom
genauer zu charakterisieren und neue Mechanismen der Genregulation zu
beschreiben. Ein besonderer Schwerpunkt hierbei lag auf der Entschllisselung
epigenetischer Einflisse wie Imprinting und Methylierung in klinischen Proben. Die
Korrelation der experimentellen Ergebnisse mit klinischen Daten sollten Einfluss in die
Entwicklung neuer Biomarker des Prostatakarzinoms finden. Im Folgenden werden

nun die relevanten Ergebnisse und deren Implikationen diskutiert

4.1 Die Expression und Regulation von IGF2 und die Korrelation zu Expression von
CTCF, miR-675 und RB

4.1.1 Die Expression von IGF2 und dessen Kontrolle durch Promotormethylierung

Der auch im Prostatakarzinom diskutierten und in anderen Tumorentitaten [214] gut
belegten Rolle von IGF2 als Onkogen steht diametral zunachst die Beobachtung
gegenuber, dass die Expression auf Transkript- und Proteinebene in der Mehrzahl der
Falle im Tumorgewebe niedriger war als im umgebenden Normalgewebe. Dieses
Ergebnis bestatigt frihere Studien anderer Autoren, die ebenfalls eine Reduktion der
IGF2-Expression im Tumorgewebe gegeniber dem benachbarten Normalgewebe
fanden [93, 215]. Weder in Publikationen noch Datenbanken lielRen sich Daten zur
Expression von IGF2 in jungen gesunden Prostaten finden, sodass nicht ausreichend
beurteilt werden kann, ob die verminderte Expression in Tumoren gegenuber
Normalgeweben eine wirkliche Reduktion der Expression darstellt, oder eine
ausbleibende Erhéhung. Chromosomale Veranderungen wie Deletionen sind fir den
betroffenen Genlokus auf Chromosomenabschnitt 11p15.5 nicht gehauft beschrieben
und koénnen daher nicht als Erklarung einer geringeren Expression dienen.
Konzentrationen von IGF2 oder seiner Bindeproteine im peripheren Blut wurden in
dieser Studie nicht bestimmt, aber die Bestimmung dessen in einer grol3en Kohorte
durch Belharazem et al. mit dem Nachweis einer erhéhten peripheren IGF2-
Konzentration lassen vermuten, dass dies auch im hier untersuchten Kollektiv so war
[139].

Wahrend Ribarska et al. keine Erklarungen fur eine reduzierte /GF2-Expression in T
fanden, konnten Bhusari et al. diese mit einer Hypomethylierung der DMRO in

108



Diskussion

Verbindung bringen, einer differentiell methylierten Region, die zwischen Promotor 1
und 2 des IGF2-Gens liegt [93, 215]. Hypomethylierungen dieser Region konnten in
anderen Tumorentitaten mit einer schlechten Prognose korreliert werden [91, 216].
Unsere Ergebnisse belegen neben spezifischen Methylierungsunterschieden der
Promotorbereiche zwischen N und T nun durch signifikante Korrelationen der
spezifischen Promotoraktivitdt und -methylierung mit der Expression von IGF2 eine
entscheidende Rolle der Promotormethylierung in der Expressionskontrolle von IGF2
in N und auch T. Zusammen mit den Ergebnissen der zitierten Studie von Bhusari et
al. scheinen also Methylierungsunterschiede in regulatorischen Abschnitten zwischen
Promotoren und der Promotoren selbst flir Expressionsunterschiede verantwortlich zu
sein.

Trotz der signifikanten Korrelationen muss einschrankend gesagt werden, dass die
relativen Unterschiede der Methylierung zwar deutlich waren, die absoluten
Methylierungsunterschiede aber nur wenige Prozentpunkte betragen und dass unklar
ist, wie es zu diesen Unterschieden kommt. Gleiches gilt fur die Arbeit von Bhusari et
al., die in der DMRO ebenfalls zwar signifikante, aber absolut gesehen nur geringe
Unterschiede der Methylierung fanden.

Die Zweifel an der Relevanz von wenigen Prozent Unterschied in der Methylierung
kénnen teilweise entkraftet werden, indem man sich die Methylierung im Detail
anschaut, denn oft sind es v.a. einzelne CpG-Stellen, die den signifikanten
Unterschied der Methylierung bewirken. So betrug der Gesamtunterschied der
Methylierung zwischen T und N, also das Mittel der Methylierung aller CpG-Stellen, fur
den Promotorteilbereich P2C3 ca. 3%, an der CpG-Stelle Nr. 6 jedoch uUber 6%. Die
Unterschiede in der Methylierung sind somit an einzelnen Stellen zum Teil deutlich
starker ausgepragt als im Gesamtbereich oder anderen einzelnen CpG-Stellen.
Passend dazu fanden auch Damaschke et al. in einzelnen Bereichen der Prostata
(sowohl im Gesunden als auch in Tumoren) mit dem Alter zunehmende fokale
Hypermethylierungen, wahrend es global gesehen im Prostatakarzinom eher zu
Hypomethylierungen kam [217].

Moglicherweise sind signifikante Unterschiede der Methylierung einzelner CpG-Stellen
gerade in Promotorbereichen fir die Transkription und konsekutive Expression
entscheidender als die Gesamtmethylierung. Unterstlitzt wird diese These durch

Erkenntnisse aus Studien zur Untersuchung der Promotormethylierung des

109



Diskussion

Oxytocinrezeptors, wo experimentell gezeigt werden konnte, dass die Methylierung
einzelner CpG-Stellen entscheidend fur die Aktivitat sein kann [218].

Primar sollte in der Theorie die Methylierung eines Promotors mit einer geringeren
Transkription und damit auch Genexpression einhergehen. Wir fanden in Promotor 2
jedoch eine positive Korrelation von Methylierung und IGF2-Expression. Da P2 im
Vergleich zu P3 und P4 nur marginal transkribiert zu sein scheint, mag dies zunachst
zwar paradox erscheinen. Eine kirzlich publizierte Studie konnte aber zeigen, dass in
der P2-Region auch CTCF-Bindungsstellen liegen [219]. Bei starkere Methylierung in
P2 kann CTCF vermutlich dort schlechter binden, womit es analog zum Enhancer-
Competitor-Modell zu einer vermehrten Expression von IGF2 kommen kann. Somit
lieRe sich die verstarkte IGF2-Expression bei erhdhter P2-Methylierung trotz wenig
vorhandenem P2-Transkript und damit geringerer Promotoraktivitat erklaren.

Dass eine veranderte Promotormethylierung von IGF2 auch eine prognostische
Relevanz haben kann, zeigten Qian et al. fir das Ovarial-Karzinom, wo sich eine
Korrelation eines bestimmten Methylierungsprofils von P2 und P3 mit der Progression
des Tumors zeigte [89]. Im Prostatakarzinom konnten &hnliche Ergebnisse fur
Methylierungsmuster von Promotoren anderer Gene gezeigt werden. So war die
Promotor-Hypermethylierung von RASSF1 ein Risikofaktor flr ein Rezidiv [220], die
Methylierung des Promotors von CDH13 ein Marker fir eine schlechte Prognose [221]
und die Promotormethylierung von GSTP1 ebenfalls ein Risikofaktor fur ein Rezidiv
[222].

Da im wvon uns untersuchten Patientenkollektiv keine Daten der
Nachsorgeuntersuchungen nach Prostatektomie vorlagen, konnte keine Auswertung
hinsichtlich der Prognose oder des Rezidivs vorgenommen werden, dies ware nach

unseren Daten aber sicher interessant.

4.1.2 Die Kontrolle der Expression durch Imprinting

Im Gegensatz zur Promotoraktivitdt und der Promotormethylierung dient der
Imprintingstatus nur bedingt zur Erklarung der IGF2-Expression im Prostatakarzinom.
Wahrend im Normalgewebe noch ein deutlicher Trend zur héheren Expression bei LOI
nachweisbar war, zeigte sich im Tumorgewebe kein Unterschied mehr. Auch diese
Beobachtung bestatigt Ergebnisse anderer Autoren mit gleichen Ergebnissen [93],
[215]. Ribarska et al. fanden interessanterweise auch andere durch Imprinting
regulierte Gene im Tumorgewebe geringer exprimiert als im umgebenden

Normalgewebe. Hier schien ein komplettes Netzwerk von durch Imprinting regulierten
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Genen gestort zu sein. In der gleichen Studie konnten andere Imprinting-regulierte
Gene durch Androgene induziert werden, IGF2 aber nicht. Fir /GF2 konnte dies in
Prostatakarzinom-Zelllinien jedoch durch Uberexpression des Transkriptionsfaktors
ZAC1 erreicht werden, ohne den Imprintingstatus zu andern [215].

Unsere Ergebnisse stehen im Widerspruch zu Daten aus anderen Tumorarten wie z.B.
dem Dickdarmkarzinom [223] und dem Osophaguskarzinom [216], wo LOI mit erhéhter
IGF2-Proteinkonzentrationen einher ging. Im Ovarial-Karzinom hingegen fand sich wie
in unserer Untersuchung kein Zusammenhang zwischen LOI und Expressionsstatus
[224]. Insgesamt finden sich also zumindest im Tumorgewebe entitatenubergreifend
kontroverse Ergebnisse flr die Bedeutung des Imprintings fur die Regulation von IGF2,
was eine Rolle in der Karzinogenese mit erhdhter Expression im Normalgewebe
allerdings nicht ausschlief3t. Zudem ist ein durch LOI erhdhter IGF2-Spiegel im
Normalgewebe maoglicherweise auch fur benachbarte Tumorgewebe relevant, da IGF2

v.a. autokrin und parakrin wirkt.

4.1.3 Die epigentisch unabhangigen Transkriptionseinflisse

Unter den vier verschiedenen Promotoren gibt es mit P1 auch einen, der nicht durch
Methylierung beeinflussbar ist. Fur P1 fanden wir ebenfalls eine signifikante
Korrelation der Promotoraktivitat mit der IGF2-Expression, allerdings ist die Aktivitat
von P1 im Vergleich zu P3 und P4 nur marginal. Zudem ergab sich kein Unterschied
der Aktivitat zwischen T und N. Da es aber auch in P1 durchaus eine Varianz der
Aktivitat gibt, sind die Expressionsunterschiede auch der anderen, durch Methylierung
kontrollierten Promotoren mdglicherweise nicht alleine durch Epigenetik zu erklaren.

Zwei neue Faktoren, welche die IGF2-Expression beeinflussen kdnnen, wurden in dem
Stammzell-Transkriptionsfaktor ZFP57 und dem Transkriptionsfaktor STAT3
gefunden, einem Mitglied der STAT-Proteinfamilie. Fir ZFP57 wurde gezeigt, dass es
an die ICR des IGF2/H19-Genlokus binden und dadurch die Expression férdern kann
[225]. Die beschriebenen Ergebnisse wurden in embryonalen Stammzellen
beobachtet, ob eine IGF2-kontrollierende Rolle sich auch im Prostatakarzinom finden
lasst, bleibt abzuwarten. Fur STAT3 gibt es jedoch schon Evidenz, dass es zur
Progression im Prostatakarzinom beitragen kann, es wurde auch bereits als
therapeutisches Ziel diskutiert [226, 227]. Zusatzlich fand man in aktuellen Studien

Hinweise, dass STAT3 Uuber einen Imprinting-unabhangigen Mechanismus die
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Expression von IGF2 induzieren kann [228]. Auch hier steht die Bestatigung der

Ergebnisse im Prostatakarzinom allerdings noch aus.

4.1.4 CTCF — Expression und Korrelation zu IGF2

Wahrend fir das CTCF-Paralog BORIS Hinweise flr eine Rolle im Prostatakarzinom
vorliegen [229], ist Uber einen direkten Einfluss von CTCF auf das Prostatakarzinom
wenig bekannt, lediglich seine Beteiligung an der Regulation chromosomaler
Strukturen ist hinlanglich beschrieben [182, 230].

In der Expression von CTCF ergab sich auf Transkriptionsebene in N ein deutlicher
Trend hin zu einer héheren Expression in LOI. In der Gesamtheit der untersuchten
Proben von N und T zeigte sich eine gleichgerichtete Tendenz, wahrend in T kein
Unterschied mehr zu beobachten war. Einschrankend muss hier auf die geringe
Fallzahl gerade in T verwiesen werden, so konnte nur in 2 Proben T CTCF bestimmt
werden. Dennoch reiht sich die Beobachtung eines nachlassenden Unterschieds in
der Expression in gleichgerichtete Unterschiede der /IGF2-Expression zwischen LOI
und ROI von N zu T ein. Im Kontext des propagierten Enhancer-Competitor-Modells
ist eine erhdhte CTCF-Expression schwierig zu interpretieren, da eine Bindung von
CTCF an der ICR nach diesem Modell die Transkription verhindern wirde. Zwischen
T und N konnte kein Unterschied in der Expression festgestellt werden, es zeigte sich
auch keine Korrelation zur Expression von IGF2.

Da in dieser Studie keine Quantifizierung des CTCF-Proteins vorgenommen und auch
keine Bindung an der ICR per Chromatin-Immunprazipitation untersucht wurde, soll
hier auf eine weitere Interpretation der Bedeutung dieser Beobachtungen verzichtet

werden.

4.1.5 miR-675 — Expression und Korrelation zu IGF2 und RB

Die Tatsache, dass miR-675 zum einen laut Enhancer-Competitor-Modell ein
reziprokes Verhalten zu IGF2 aufweisen soll, und dass zum anderen IGF-1R und RB
Ziele dieser microRNA sind [174, 175, 231], lieBen dieses Molekul flir unsere Studie
interessant werden. Zusammenfassend muss hier festgestellt werden, dass keinerlei
Unterschiede der Expression festgestellt werden konnten, weder zwischen LOI und
ROI noch zwischen T und N. Auch konnte keinerlei Korrelation zwischen der

Expression von IGF2 oder RB mit der Expression der miR-675 gefunden werden.
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Zumindest die fehlende Korrelation zu /GF2 war zunachst Uberraschend, da hier bei
LOI nach besagtem Modell doch eine zu IGF2 gegenlaufige Expression zu erwarten
war. Ahnliche Ergebnisse einer aufgehobenen Korrelation von IGF2 und miR-675
zumindest im Tumorgewebe der Prostata fanden sich aber auch bei Bhusari et al.,
wobei hier im tumorumgebenden Normalgewebe der Prostata sogar eine positive
Korrelation von IGF2 und H19/miR-675 gefunden wurde [93], was eigentlich auch dem
gangigen Modell der Regulation widerspricht. Die Gesamtexpression von H719 war hier
im Gegensatz zu unseren Daten im Tumor niedriger als im Normalgewebe. Diese von
uns abweichenden Ergebnisse liegen moglicherweise an der Heterogenitat des
Patientenkollektivs oder an methodischen Unterschieden.

Die Ergebnisse zusammen genommen implizieren jedoch zum einen, dass es wie bei
der Regulation von IGF2 auch fur H19 weitere Einflusse der Regulation als das
beschriebene Modell des Imprintings geben muss, und dass H79 moglicherweise bei
verstarkter Expression in Umgebung eines Tumors, aber erniedrigter intratumoraler
Expression auch tumorsuppressive Eigenschaften hat, etwa durch die Degradation der
IGF-1R-mRNA, wie in Zelllinien und Mausplazenta gezeigt werden konnte [174]. In
Prostatakarzinom-Zelllinien konnte au3erdem beobachtet werden, dass H19/miR-675
die Migration und damit woma&glich die Metastasierung hemmen kann [179]. Somit ist
H19/miR-675 trotz kontroverser Resultate sicher ein interessanter Kandidat fur
weitergehende funktionelle Studien und genauerer Analyse als Biomarker im

Prostatakarzinom.

4.1.6 RB — Expression und Korrelation zu miR-675

Die Expression von RB in unserer Patientenkohorte sollte untersucht werden, da RB-
MRNA eine Zielstruktur der ebenfalls untersuchten miR-675ist [175, 197, 231]. Zudem
spielt RB eine Rolle in der Modulation des im Prostatakarzinom wichtigen Androgen-
Signalwegs [194], ein Verlust von RB gehort zu den haufigsten molekularen
Veranderungen des PCA [232].

Im Kontrast zur zitierten Studie von Taylor et al., fanden wir keinen Unterschied in der
Expression von RB zwischen N und T. Die von Taylor et al. untersuchte Kohorte war
mit 194 Tumoren um ein Vielfaches groRer als die 17 von uns getesteten
Tumorproben, sodass die unterschiedlichen Ergebnisse mdglicherweise durch eine
Stichprobenverzerrung entstanden. Eine Erklarung fur diese Stichprobenverzerrung

kénnte neben der Fallzahl die Tatsache sein, dass in unserer Studie lediglich Proben
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analysiert wurden, die zuvor eine Voruntersuchung auf LOH unterlaufen waren, denn
fur die Testung auf LOI/ROI konnten lediglich heterozygote Falle benutzt werden. Eine
Reduktion der RB-Expression in PCA-Proben kommt v.a. durch Deletionen zustande.
Diese betreffen mit Chromosom 13 zwar eine andere genomische Region als
IGF2/H19 auf Chromosom 11, aber moglicherweise entfielen vermehrt solche Proben
mit RB-Deletion oder genomischer Re-Arrangements unserer RB-Analyse, da
chromosomale Instabilitat/Veranderungen gehauft global auftreten und somit ein LOH
fur ein einzelnes Gen, wie in diesem Fall /IGF2, mit mutmallich hdherer
Wahrscheinlichkeit fur weitere genomische Veranderungen einhergeht als bei Proben
ohne LOH. Weitergehende chromosomale/genomische Untersuchungen wurden in
der vorgelegten Arbeit nicht unternommen, da diese nicht im Fokus standen.

Analysen der Korrelation der RB-Expression mit der miR-675-Expression konnten
keinerlei Zusammenhang dieser Molekulle in der untersuchten Stichprobe finden,
weder in N, T, LOI oder ROI. Eine Degradierung von RB-mRNA durch miR-675 mit
konsekutiver Proliferationssteigerung konnte im KRK, dem HCC und im Gliom gezeigt
werden [175, 197, 231]. Entweder weisen nun unsere Ergebnisse mdglicherweise
darauf hin, dass im PCA ein solcher Zusammenhang nicht besteht, oder die
Ergebnisse sind auf Grund der bereits diskutierten Limitationen der Untersuchungen
auf RB- und miR-675-Expression nicht reprasentativ und daher von beschrankter

Aussagekraft.

4.2 Die Bedeutung von LOI

Beobachtungen Uber ein gehauftes IGF2-LOI in der alternden Prostata gibt es schon
langer [66], auch in humanen Zelllinien konnte ein gehauftes LOI mit Seneszenz in
Verbindung gebracht werden [233]. Daten zur Pravalenz von IGF2-LOI in jungen,
gesunden humanen Prostaten liegen jedoch nicht vor. In einem Tiermodell mit
artifiziellem LOI in der Prostata der Maus konnte jetzt allerdings demonstriert werden,
dass eine erhohte IGF2-Expression durch biallelische Expression mit einer gehauften
Anzahl von pramalignen PIN einhergeht [234]. Wahrend in jungen Tieren der
Unterschied in der IGF2-Expression zwischen LOI und ROI fast das Doppelte betragt,
verringert sich der Unterschied in der alternden Prostata durch eine zunehmende
IGF2-Expression auch im ROI-Gewebe. Dennoch ist diese Studie wegweisend flr die
Rolle eines frihen LOI in der Entstehung pramaligner Lasionen und vermutlich auch

konsekutiver Karzinome.
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Auch Bhusari et al. sehen ein IGF2-LOI im Sinne einer Feldkarzinogenese als frihen
Schritt der Tumorentwicklung an [93, 217]. Zusatzlich wurde [IGF2-LOI als
charakteristische Eigenschaft von Krebsstammzellen beschrieben [235]. Die Tatsache
einer ahnlichen Frequenz von LOI in N und T und die haufige Konkordanz des
Imprintings in korrespondierenden N und T in unserer Studie starken die Hypothese,
dass ein gestortes Imprinting ein frlhes Ereignis der Karzinogenese ist. Die
Vergesellschaftung von IGF2-LOI mit anderen Imprinting-Stérungen [215] weist darauf
hin, dass in Tumoren unabhangig von chromosomalen Veranderungen andere globale
Veranderungen auftreten, sodass ein gestortes Imprinting eines einzelnen Gens wie
IGF2 sicher nur einer von vielen Baustein der Karzinogenese ist.

Eine klinische Relevanz des IGF2-LOI kdnnte durch unsere Beobachtung entstehen,
dass LOI mit LVI korreliert und somit Potential als prognostischer Biomarker offenbart,
da LVI in einer grof3en Kohortenstudie mit einem hdheren Risiko fur ein Rezidiv nach
Prostatektomie assoziiert war [236]. In-vitro-Daten in KRK-Zelllinien beschrieben
IGF2-LOI als Ursache fir eine Resistenz gegentber Radio-Chemotherapie [235], in-
vivo-Daten hierzu gab es zum Zeitpunkt der vorgelegten Arbeit noch nicht. Ob IGF2-
LOIl selbst ein unabhangiger Risikofaktor flr eine hohere Mortalitat, ein
Therapieversagen oder ein Rezidiv ist, sollte nach der vorliegenden Datenlage in einer

madglichst grolen Kohorte prospektiv untersucht werden.

4.3 Das IGF2 Enhancer-Competitor-Modell und Kontrolle des Imprintings

Das klassische Modell zur Regulation des Imprintings von IGF2 betrifft den IGF2/H19-
Genlocus und besagt eine reziproke Expression von IGF2 und H19 in Abhangigkeit
der Methylierung einer Imprinting-Control-Region (ICR). Gemal diesem Modell wird
bei intaktem Imprinting von einem Allel /IGF2 abgelesen, vom komplementaren Allel
H19, das fir miR-675 kodiert (siehe Kapitel 1.3.1.1) [107]. Kommt es zu einem Verlust
des Imprintings, wird von beiden Allelen /IGF2 abgelesen, was in der Theorie in einer
doppelten Gendosis resultiert. In einigen Tumorarten wie Kolonkarzinom,
Adenokarzinom des Osophagus oder auch Wilms-Tumor konnte diese Theorie
bestatigt werden [223, 237, 238].

Auch in Untersuchungen von Mauseprostaten konnte eine erhdhte /GF2-Expression
bei LOIl beobachtet werden [66]. Experimentell konnte in einem Mausmodell durch
eingefugte Mutationen in den CTCF-Bindungsstellen der IGF2/H19-ICR eine

biallelische Expression erzeugt werden, was ein LOI simuliert. Dieses artifizielle LOI
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resultierte in einer gehauften Frequenz pramaligner prostatischer intraepithelialer
Neoplasien [234].

Die vorliegende Arbeit kann, wie auch andere Autoren [93], diesen Zusammenhang
zwischen biallelischer Expression von IGF2, resultierend in einer Uberexpression, bei
LOI im Normalgewebe der Prostata bestatigen, wahrend dieser Effekt im
Tumorgewebe verloren zu gehen scheint.

In Konflikt zum propagiertem Modell steht zudem die Tatsache, dass in der
vorliegenden Studie keinerlei Korrelation zwischen Expression von miR-675 zu IGF2
gefunden wurde, weder in N noch T. So sollte nach dem prasentierten Modell bei LOI
die IGF2-Expression biallelisch sein, wahrend die von H719 auf beiden Allelen blockiert
sein sollte, folglich musste eine erhdhte IGF2-Expression bei LOI mit einer Reduktion
von miR-675 einhergehen. In anderen Tumorentitaten wie etwa dem Wilms-Tumor
konnte dieses reziproke Verhalten auch gezeigt werden [237].

Wahrend im urspriinglichem Modell das Imprinting Uber differentielle Methylierung an
Bindungsstellen des Chromatinmodulators CTCF in der ICR reguliert wird, fanden sich
weder im Vergleich zwischen LOIl und ROI noch im Vergleich zwischen N und T
Unterschiede in der Methylierung der ICR oder in der Expression von CTCF. Beim
Vergleich der CTCF-Expression ergab sich immerhin ein deutlicher Trend zu einer
héheren Expression in LOI im Normalgewebe gegenitber ROl im Normalgewebe. In
Zusammenschau mit Erkenntnissen, dass CTCF zusammen mit anderen Faktoren die
Chromatinstruktur des IGF2/H19-Genlocus verandert [239, 240], kann Uber eine Rolle
von CTCF an der Kontrolle des Imprintings weiter diskutiert werden. Die auch im
Zusammenhang mit einer veranderten Expression beschriecbene DMRO war in
anderen Tumorarten mit LOI assoziiert, nicht aber im Prostatakarzinom [93, 216],
sodass auch Methylierungsunterschiede in dieser genomischen Region hier keine
mechanistischen Erklarungen fir LOI bieten kdnnen.

Zusammenfassend und in Ubereinstimmung mit anderen Autoren [93] I&sst sich das
Phanomen LOI wie auch die Expression von IGF2 im Prostatakarzinom nicht
ausreichend mit dem propagierten Enhancer-Competitor-Modell erklaren.

Die genaue Regulation von IGF2-LOIl speziell im Prostatakarzinom sowie deren
Einfluss auf die IGF2-Expression ist demnach weiter unklar. Es zeigten sich jedoch
Hinweise, dass LOI von /IGF2 in der Prostata mit anderen, ebenfalls durch Imprinting
beeinflussten Genen co-kontrolliert wird [215]. Die Grunde der initialen Stérung dieses

Netzwerks von durch Imprinting regulierten Genen konnten auch hier nicht gefunden
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werden, es wurde mit der funktionellen Beschreibung des Transkriptionsfaktors ZAC1
in der zitierten Studie aber immerhin ein neuer Regulator des Imprintings fur /GF2 und
andere Gene gefunden. Neuere Studien lenkten das Augenmerk der Imprinting-
Regulation auch auf die Rolle neu charakterisierter microRNA-Molekule. So wurde
jungst fur miR-483 die Fahigkeit zur Beeinflussung des Imprintings durch
epigenetische Modifikationen wie Histonmethylierung beschrieben, wodurch auch die
Bindung des Zinkfingerproteins CTCF am IGF2/H19-Genlokus beeinflusst werden
kann [219].

In Forschungen an Stammzellen und in-vitro-Reproduktionsmethoden fanden sich
Hinweise fur eine kausale Beeinflussung epigenetischer Regulationsmechanismen
wie Methylierung und Imprinting, die auch IGF2 betrafen, durch veranderte
Sauerstoffkonzentrationen und ROS in den Kultivierungsbedingungen [241]. Da ROS
auch an der Karzinogenese der Prostata beteiligt sind [242, 243], kdonnten hier
mdglicherweise die initialen Grinde fur die Entstehung eines gestorten Imprintings im

Prostatakarzinom liegen.

4.4 Klinische Implikationen, Schlussfolgerungen und Ausblicke

Die onkogene Rolle von IGF2 im Prostatakarzinom war im Gegensatz zu anderen
Entitaten bisher weniger eindeutig. Im KRK beispielsweise konnte klar gezeigt werden,
dass IGF2 zur Karzinogenese beitragt [244, 245] und auch bei der Entstehung von
Therapieresistenzen eine Rolle spielt [246].

Auch die mit dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse der Assoziation von LOI mit einer
Haufung von LVI und einem Trend zu jungerem Alter bei Operation bei Patienten mit
hoherer IGF2-Expression im Tumorgewebe als Surrogatmarker fur eine beschleunigte
Karzinogenese/Aggressivitat sind auf Grund der Limitationen dieser Studie hinsichtlich
ProbengroRe und fehlender experimenteller Bestatigung in Tumormodellen nur
eingeschrankt aussagekraftig. Allerdings stehen die Daten in einer Reihe anderer
aktueller Ergebnisse fur eine klinische Relevanz von erhdohtem IGF2 im
Prostatakarzinom. Im Zusammenhang mit dem Nachweis héherer IGF2-Plasmapiegel
in PCA-Patienten im Vergleich zu Gesunden [139] muss eine Rolle von IGF2 als
Onkogen auch im Prostatakarzinom weiter diskutiert werden. Zudem fanden sich in
der vorliegenden Arbeit erstmals Hinweise fur eine klinische Relevanz des
Imprintingstatus von /IGF2, da hier LOI mit LVI assoziiert ist, was als Mal} der Invasivitat

und damit der Aggressivitat angesehen werden kann. Die gefundenen Hinweise sollten
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in jedem Fall in grofReren Patientenkollektiven validiert werden. Unterstutzend lasst
sich eine aktuelle Studie anfluhren, die reaktive Sauerstoffspezies, die auch gehauft in
alternden Prostaten vorkommen und die Karzinogenese beeinflussen kénnen [13], mit
IGF2-LOI in Verbindung setzt [247].

Mutationen des IGF-Signalwegs zeigten zudem in grol3en Kohortenstudien einen
Einfluss auf die Prostatakarzinom-Mortalitat [138], ein IGF2-SNP in Exon 7 war mit
einem jungeren Alter bei Diagnose des Prostatakarzinoms assoziiert [139]. Einflisse
von zirkulierendem IGF2 konnten bisher weder fur Mortalitat oder andere klinische
Variablen wie Tumorstadium, Gleason-Score oder PSA-Werte gezeigt werden. Im
Vergleich zu gesunden Probanden zeigten Patienten mit PCA selbst Jahre nach einer
radikalen Prostatektomie noch héhere IGF2-Plasmaspiegel als gesunde Manner [139].
Allenfalls fur IGF1 und IGFBP3 konnten schwache Evidenzen fur Zusammenhange mit
klinischen Variablen oder prognostischem Wert gezeigt werden [129, 248]. Eine
erhdhte Expression des IGF-1R, fur den auch IGF2 ein Ligand ist, konnte jedoch einen
prognostischen Wert hinsichtlich der Mortalitat zeigen, v.a. in Zusammenhang mit
einer verminderten Expression des Tumor-Suppressors PTEN [249]. PTEN ist eine
Phosphatase, die Phosphatidyl-Inositol-Trisphosphat spalten kann, ein Substrat des
durch die Signaltransduktion des IGF-1R aktvierten AKT-Signalwegs.

Begleitend zur Beeinflussung der Karzinogenese und Invasivitat sowie
prognostischem Einfluss fanden sich in aktuellen Studien anderer Arbeitsgruppen
auch vermehrt Hinweise flr eine therapeutische Relevanz. Nachdem im KRK eine
Assoziation von IGF2-Uberexpression und verminderter Sensitivitat gegenlber einer
Therapie mit Cetuximab berichtet wurde [250], wurden auch zum Prostatakarzinom
Daten veroffentlicht, die moglicherweise in Zukunft pradiktive Eigenschaften haben
konnten.

Eine 2015 publizierte Studie ergab neben Hinweisen, dass IGF2 zur Progression und
Aggressivitat des Prostatakarzinoms beitragen kann, auch Daten, die einen
Zusammenhang von IGF2 und Ansprechen gegenuber Chemotherapie belegen [143].
Die Autoren zeigten, dass der Transkriptionsfaktor GATAZ2 eine Gensignatur reguliert,
die zur Onkogenese und weiterhin zur Resistenz gegenlber Zytostatika der Gruppe
der Taxane beitragt. Zu diesen durch GATAZ2 regulierten Genen gehért auch IGF2, das
in der zitierten Studie als Mediator der tumorférdernden Eigenschaften von GATA2

charakterisiert wurde.
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Ein weiterer Mechanismus der Tumorprogression scheint neben der mitogenen
Aktivierung des AKT-Signalwegs durch Bindung von IGF2 an IGF-1R auch die Bildung
para- und autokrin wirkender Androgene in Prostatakrebszellen Uber eine Aktivierung
von IRS-2 (ein Substrat der Insulinrezeptor-Familie) durch Insulin zu sein, was die im
fortgeschrittenen Prostatakarzinom haufig eingesetzte antiandrogene Therapie
konterkariert und eine Progression férdern kann [142]. Eine konsekutive Studie
derselben Autoren zeigte 2013, dass IGF2 die gleichen Auswirkungen auf die
Steroidsynthese in Prostatazellen hat, und dass eine pharmakologische Inhibierung
dieses IGF2-Signalwegs die IGF2-vermittelte de-novo-Steroidsynthese unterbrechen
kann [141]. Eine gegen IGF-1R gerichtete Therapie konnte in der zitierten Studie von
Vidal et al. in Verbindung mit Chemotherapie in Tumor-Mausmodellen Tumoren
verkleinern und ein verlangertes Uberleben der Tiere bewirken [143].

Eine Hemmung des Rezeptor-Signalwegs uber Antikorper gegen IGF-1R, an den auch
IGF2 binden kann, wurde bereits als neuer Angriffspunkt von Krebstherapien
betrachtet [251].

Allerdings zeigten klinische Studien in verschiedenen soliden Malignomen bisher
allenfalls in Kombination mit anderen signalweghemmenden Substanzen geringe
klinische Effekte [252, 253]. Eine Monotherapie mit einem monoklonalen Anti-IGF-1R
Antikérper zeigte bisher keinen Nutzen [254]. Aktuell finden sich keine aktiv
rekrutierenden klinischen Studien zum Einsatz von zielgerichteten Therapien gegen
die IGF/INSR-Achse.

Einen interessanten Ansatzpunkt, um das Phanomen des LOI therapeutisch zu
nutzen, fanden Wissenschatftler in in-vitro-Experimenten mit KRK-Zelllinien. Nie et al.
nutzen die biallelische Expression im LOI-Stadium, um gezielt in LOI-Krebszellen das
onkolytische Potential genetisch veranderter Adenoviren zu entfalten [255]. In weiteren
Schritten konnte dieser gentherapeutische Ansatz auch schon in Xenograft-Mausen
Uberprift werden, wo sich eine Wachstumshemmung von Tumoren unter Therpie mit
Adenoviren unter Kontrolle des IGF2-LOI-Systems zeigte [256]. Zur Ubertragung
dieses Therapieansatzes auf das Prostatakarzinom fanden sich bislang keine
publizierten Studien, die Haufigkeit von IGF2-LOl in Prostatakarzinomzellen
pradestinieren diese Karzinome jedoch geradezu fir einen solchen Ansatz. Neuere
gentherapeutische Methoden wie die CRISPR-Cas-Technologie, die auch schon
Anwendung in ersten klinischen Studien fand, versprechen zudem eine Vereinfachung
von Gentherapien [257, 258].
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Betrachtet man IGF2-LOI, wie im Sinne der Feldkarzinogenese diskutiert, als frihes
Ereignis der Karzinogenese und moglicherweise als Teil eines global gestorten
Imprintings, ware eine Umkehr von LOI zu ROI eine Methode, die Tumorprogression
zu verhindern. Eventuell lassen sich in der Zukunft biallelische Expressionen eines
Onkogengens im LOI-Stadium durch gezielte Deletion eines Allels mittels CRISPR-
Cas-Technologie oder durch Methoden einer epigenetischen Modifizierung verhindern
bzw korrigieren. Auch liel3e sich durch pharmakologisch induzierbare Faktoren, die im
Komplex mit CTCF Imprinting regulieren kdnnen, eventuell ein Imprinting wieder
herstellen, was z.B. bei Tumoren mit erhohter IGF2-Konzentration ein therapeutischer
Ansatz sein konnte [239].

Zusammenfassend lasst sich hinsichtlich der klinischen Relevanz sagen, dass sich
nach Kontroversen zur Rolle von IGF2 im Prostatakarzinom die Zeichen flir eine
biologische Relevanz des /GF-LOI und der IGF/INSR-Achse mehren, und sich daruber
hinaus Potentiale als Biomarker oder therapeutische Ziele offenbaren.
Wahrscheinlich muss hier, wie in anderen malignen Erkrankungen auch, eine Kohorte
von Karzinompatienten molekular genauer charakterisiert werden, die eine
differentielle Tumorbiologie aufweisen und auf Grund spezieller, noch zu klarender
Eigenschaften von einer zielgerichteteten Anti-IGF/INSR-Therapie im Sinne einer
personalisierten Medizin profitieren.

Zusatzlich sollten prospektive Beobachtungsstudien hinsichtlich des Einflusses der
Expression von IGF2 auf ein Therapieansprechen mit herkdmmlichen Therapien wie
Zytostatika und Anti-Androgenen erfolgen, um die bisherigen retrospektiven Daten zu
Zusammenhangen von Therapieresistenz und IGF2 zu validieren. Besonderes
Augenmerk sollte auf Grund der v.a. praklinisch gewonnenen, neueren Daten zur
moglicherweise therapeutischen Relevanz einer IGF2-Uberexpression auf Patienten

mit hohen IGF2-Spiegeln liegen.

4.5 Limitationen der Studie

Einschrankend muss gesagt werden, dass in dieser Studie keine Untersuchung der
Rezeptoren von IGF2 und deren Signalkaskaden unternommen wurden. Dies kann
relevant sein, da neben einer veranderten Expression auch ein veranderter Signalweg
eine verstarkte Wirkung eines Wachstumsfaktors ausléosen und somit potentiell

onkogen sein kann.
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Limitierend ist weiterhin, dass keine Untersuchung der Proteinexpression in situ
vorgenommen wurde. Somit kdnnen spatiale Expressionsunterschiede bei gleicher
Gesamtexpression des Proteins Ubersehen worden sein.

Es konnten zwar durch ex-vivo Untersuchungen Zusammenhange zwischen
Methylierung und Genaktivitat hergestellt werden, eine experimentelle Uberpriifung
der Resultate mittels gezielter epigenetischer oder molekularer Veranderungen in-vitro
oder in-vivo in Tumormodellen blieb jedoch aus. Bei relevanten Unterschieden in
Methylierungsprofilen erfolgte keine Bestimmung von Faktoren, die Methylierung
beeinflussen wie z.B. Methyltransferasen, was ebenfalls als Manko angesehen werden
Muss.

Die Abhangigkeit der Untersuchung auf LOI/ROlI vom Vorhandensein von
Heterozygotie fur einen SNP reduziert die informativen Patientenproben deutlich. Von
initial 141 Patienten zeigten sich nur 32 informativ fur den Imprintingstatus. Bei weiterer
Unterteilung in Subgruppen (T LOI — N LOI, T ROI — N ROI) muss daher ein sehr
grolRes Patientenkollektiv im Vorfeld untersucht werden, um reprasentative Fallzahlen
zu erhalten, aulerdem ist nicht auszuschlielen, dass durch das Vorscreening ein
statistischer Bias in das verwendete Kollektiv eingefuhrt wird. Kommt es, wie teilweise
in dieser Studie, zusatzlich zu Probenausfallen, ist die Aussagekraft bei geringer
Groflde der Subgruppe sehr eingeschrankt. Es konnten beispielsweise nur 2 Proben
mit den Merkmalen T und LOI auf die Expression von CTCF untersucht werden. Somit
ist der Aufwand des Screenings vor den eigentlichen Analysen sehr hoch. Durch
alternative Methoden zur Bestimmung des Imprintings, die auf das gesamte Kollektiv
anwendbar sind, lieRen sich die bendétigten Fallzahlen zum Erreichen einer
reprasentativen Subgruppe reduzieren. Weiterhin ist Imprinting in der Gesamtheit
eines Organs vermutlich kein binarer Status, sondern kann durch neuere Methoden
wie z.B. Next Generation Sequencing des gesamten Transkriptoms auch quantifiziert
werden [259], was exaktere Untersuchungen des Einflusses von Imprinting auf
biologische Prozesse und zeitliche Veranderungen des Imprintings zuliel3e.

Durch fehlende Langzeitdaten hinsichtlich Gesamtiberleben, Letalitdt und/oder
Auftreten eines Rezidivs konnten leider nur sehr eingeschrankt Aussagen Uber das
Potential der gefundenen Ergebnisse als Biomarker getroffen werden. Auch dies ware
sicher ein lohnenswertes Ziel kunftiger Studien.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

IGF2 wird als hauptsachlicher fetaler Wachstumsfaktor angesehen, eine
Uberexpression und veradnderte Regulierung von IGF2, dessen Rezeptoren und
Signalwege spielen in verschiedenen Krebserkrankungen und anderen Syndromen
eine grolRe Rolle. Zielgerichtete Therapien gegen dieses System wurden bereits
entwickelt und in klinischen Studien auf ihre Wirkung untersucht. IGF2 ist im Gesunden
streng differentiell reguliert und wird gewebe- und =zeitabhangig exprimiert.
Mechanismen der Regulation beinhalten epigenetische Phanomene wie Imprinting
und Methylierung. Ein Verlust des Imprintings wurde in der alternden Prostata gehauft
beschrieben, die genauen Mechanismen dieses Verlusts und die Relevanz von IGF2
im Prostatakarzinom waren jedoch bisher nicht vollstandig geklart. Nach gangiger
Vorstellung resultiert aus einem Verlust des Imprintings eine hohere, weil biallelische
Expression. Allerdings fanden wir in den meisten untersuchten Tumorproben eine
Reduktion der IGF2-Expression im Vergleich zum umliegenden Nicht-Tumorgewebe.
Zudem fanden wir in Tumorgewebe im Gegensatz zu Normalgewebe keinen
Zusammenhang zwischen Imprintingstatus und Genexpression. Stattdessen zeigte
sich ein spezifischer Zusammenhang mit der differentiellen Aktivitdt der vier
verschiedenen IGF2-Promotoren und deren Methylierung. So war im Normalgewebe
und Tumorgewebe die Expression v.a. durch Promotor 3 und 4 gesteuert. Ein Teil der
untersuchten Patienten zeigte eine in T erhdhte IGF2-Expression, was sich ebenfalls
durch eine differentielle Methylierung in einem Teilbereich des Promotors 4 erklaren
lieR. Diese Patienten wiesen einen Trend zu jungerem Alter zum Zeitpunkt der
Prostatektomie auf. Die Kontrolle des Imprintings soll nach bisher gangigem Modell
durch Methylierung einer Imprinting-Kontroll-Region erfolgen. Es konnten an dieser
jedoch keine Unterschiede zwischen Proben mit Verlust des Imprintings und
erhaltenem Imprinting festgestellt werden. Allerdings fanden sich bei Karzinomen mit
Verlust des Imprintings haufiger Tumoreinbrtche in Lymphgefalte. Zusammenfassend
zeigte die Mehrzahl der Prostatakarzinome eine verminderte |GF2-Expression, die
sich durch differentielle Promotormethylierung und -aktivitdt erklaren lasst. Die
Unabhangigkeit von Imprinting und die fehlenden Methylierungsunterschiede
zwischen erhaltenem und verlorenem Imprinting nahren zudem Zweifel an der
Vollstandigkeit und Relevanz des bisherigen Modells der IGF2-Imprintingkontrolle

zumindest beim Prostatakarzinom. IGF2 und Verlust des Imprintings bieten jedoch
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Potential als Biomarker des Prostatakarzinoms, was in groferen Studien validiert
werden sollte. GroRe Teile dieser Arbeit wurden 2018 in einer internationalen
Fachzeitschrift mit Peer-review System publiziert [213].
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Anhang

7 ANHANG

AMINOSAURENSEQUENZEN VON IGF2

ISOFORM |

UniProtKB/Swiss-Prot: P01344.1
MGIPMGKSMLVLLTFLAFASCCIAAYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFYFSRPASRVSRRSRGIVE
ECCFRSCDLALLETYCATPAKSERDVSTPPTVLPDNFPRYPVGKFFQYDTWKQSTQRLRRGLPALLR
ARRGHVLAKELEAFREAKRHRPLIALPTQDPAHGGAPPEMASNRK

ISOFORM I

NCBI Reference Sequence: NP_001121070.1
MVSPDPQIIVVAPETELASMQVQRTEDGVTHQIFWVGRKGELLRRTPVSSAMQTPMGIPMGKSMLVL
LTFLAFASCCIAAYRPSETLCGGELVDTLQFVCGDRGFYFSRPASRVSRRSRGIVEECCFRSCDLALL
ETYCATPAKSERDVSTPPTVLPDNFPRYPVGKFFQYDTWKQSTQRLRRGLPALLRARRGHVLAKELE
AFREAKRHRPLIALPTQDPAHGGAPPEMASNRK
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