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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Wahrend der Karzinogenese spielen epigenetische Veranderungen eine zentrale Rolle,
die durch eine Vielzahl verschiedener Faktoren gesteuert werden. Ein besonderes
Augenmerk liegt dabei auf der Regulation der Cancer-Testis Antigenfamilie MAGE-A, die
haufig in verschiedenen Tumorentitaten exprimiert wird. Aufgrund ihrer Tumorspezifitat
kénnten sie fur die antitumorale Immuntherapie relevant sein. Jedoch ist der genaue
Regulationsmechanismus der MAGE-A Gene bisher noch nicht vollstandig geklart. So
konnte neben der DNA-Methylierung auch ein direkter Einfluss des Cancer-Testis
Antigens BORIS auf die Anderung des Methylierungsmusters vorliegen. Daher wurde in
der vorliegenden Arbeit die Rolle von BORIS zusammen mit Transkriptionsfaktoren
sowie epigenetischen Faktoren auf die Expression der tumorassoziierten MAGE-A
Antigene (A1, A2, A3 und A12) untersucht. AuRerdem sollte zum besseren Verstandnis
geklart werden, ob BORIS Einfluss auf die epigenetischen Mechanismen der
DNA-Methylierung und der Histonmodifizierungen an den MAGE-A-Promotoren nehmen
kann.

Zunachst wurde die Expression von BORIS und/oder MAGE-A in verschiedenen
Krebszelllinien  (Brust, Prostata, Leukdmie, Leber und Kolon) und den
mikrometastatischen Zelllinien (Brust-, Lungen- sowie Prostatakarzinom) mittels
semiquantitativer RT-PCR untersucht. Dabei zeigte sich, dass die im Rahmen dieser
Arbeit untersuchte BORIS-Expression nicht mit den durch Wischnewski et al.
durchgefihrten MAGE-A-Expressionsananlysen korrelierte [1]. Somit kann ein direkter
Zusammenhang zwischen der Expression der MAGE-A Gene und dem BORIS Gen
ausgeschlossen werden. Jedoch muss erwahnt werden, dass bei der Expression der
MAGE-A Gene in den BORIS-negativen Zelllinien nicht alle BORIS-Splicevarianten
berucksichtigt wurden. Nach Zugabe des DNA-Demethylierungsagens 5-Aza-2'-
deoxycytidin (Aza) und/oder des Histondeacetylase-Inhibitors Trichostatin A (TSA) kam
es auch in den zuvor negativen Zelllinien sowohl zu einer BORIS- als auch zu einer
MAGE-A-Expression. Dies lasst auf eine Inhibierung der Expression durch
Hypermethylierung der Promotorregionen schlie3en.

In den folgenden transienten Transfektionsstudien wurden MAGE-A-negative Zelllinien
sowohl mit Reporter- als auch mit verschiedenen Expressionsplasmiden transfiziert, um
den regulatorischen Einfluss von BORIS zusammen mit weiteren Faktoren auf die
MAGE-A Genexpression zu ermitteln. Dabei zeigte sich, dass die Transkriptionsfaktoren
Ets-1 und Sp1 die MAGE-A-Expression in der Brustkrebszelllinie und den
mikrometastatischen Zelllinien heraufregulieren konnten. Jedoch blieb es beiden
Faktoren versagt, die MBD1v1-vermittelte Repression aufzuheben. Vielmehr war BORIS

VI



Zusammenfassung

in der Lage die hypermethylierten MAGE-A-Promotoren zu stimulieren, was sich in einer
gesteigerten MAGE-A-Aktivitat widerspiegelte. Eine gemeinsame Uberexpression des
Transkriptionsfaktors Sp1 und BORIS konnte die BORIS-vermittelte MAGE-A-Expression
nicht weiter stimulieren. Stattdessen wurde ein reprimierender Effekt beobachtet. Um die
molekulare Ursache fur die Repression der BORIS-vermittelten MAGE-A Aktivierung
durch Sp1 zu ergrinden, wurden EMSAs (electro mobility shift assay) durchgefuhrt. Die
Tatsache, dass beide Proteine an die potentiell gleiche Bindungsstelle upstream des
unmethylieten MAGE-A1-Promotors binden, unterstreicht die Bedeutung der
Beobachtung.

Als weitere potentielle Mechanismen der entgleisten Regulation der MAGE-A Gene
durch BORIS wurde die Promotormethylierung sowie Aspekte der Chromatinstruktur
untersucht. Mit Hilfe der Methoden der Bisulfit-Sequenzierung und der
Chromatin-Immunprazipitation wurde gezeigt, dass BORIS keinen direkten molekularen
Einfluss auf die epigenetischen Mechanismen der DNA-Methylierung und die
Modifikationen der am MAGE-A1-Promotor gebundenen Histone hat. Hinsichtlich dieser
Ergebnisse kommt BORIS im Rahmen dieser Arbeit nicht als potentielles
Demethylierungsagens in Frage.

Im Zuge durchgefuhrter Protein-Protein-Interaktionsstudien konnten auch molekulare
Zusammenhange mit dem TATA-Box-bindenden Protein (TBP) und den
Transkriptionsfaktoren sowie epigenetischen Faktoren beziglich der Aktivierung der
MAGE-A-Promotoren aufgedeckt werden. Durch diese Methode gelang es, eine direkte
Interaktion von Sp1 mit Ets-1, MBD1v1 als auch der N-terminalen Domane des TBP
nachzuweisen. Ferner konnte erstmals in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die
C-terminale, evolutionar konservierte Domane des TBP mit BORIS und MBD2b
interagierte.

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass BORIS in den
verschiedenen Tumorentitaten eine Rolle in der MAGE-A Aktivierung spielt. Eine direkte
Einflussnahme auf das DNA-Methylierungsmuster der Promotoren und die
Histonmodifikationen wurde nicht beobachtet. Vielmehr sind Wechselwirkungen mit
verschiedenen Transkriptionsfaktoren und dem basalen Transkriptionsapparat
wahrscheinlich entscheidend, um die MAGE-A Gene im Verlauf der Karzinogenese zu

regulieren.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Krebserkrankungen und die Entstehung sowie Metastasierung von Tumoren

1.1.1 Krebserkrankungen

In den westlichen Industrielandern ist Krebs neben Herz- und Kreislauferkrankungen
eine der Haupttodesursachen. Die aktuellen Verodffentlichungen des Robert-Koch
Instituts (RKI) weisen fur das Jahr 2006 426.800 Krebsneuerkrankungen sowie 210.930
Krebstote aus [2]. Fur 2010 wurden bereits 450.000 Krebsneuerkrankungen
prognostiziert, wobei bei Mannern das Prostatakarzinom und bei Frauen das
Mammakarzinom am haufigsten auftreten. Die haufigsten Todesfalle bei Mannern sind
bdsartige Tumore der Lunge, des Darms und der mannlichen Prostatadrise. Im
Vergleich dazu stellen die weibliche Brustdrise, der Darm und die Lunge die haufigste
Todesursache bei Frauen dar [2].

1.1.2 Karzinogenese

Die Karzinogenese ist ein komplexer mehrstufiger Prozess, wobei es zur Anhaufung
verschiedener genetischer Defekte in zuvor normalen Korperzellen kommt. Die
genetischen Veranderungen zerstéren das Gleichgewicht, das zwischen der Zellteilung,
der Proliferation und dem programmierten Zelltod (Apoptose) vorliegt. Als Folge tritt eine
abnormal gesteigerte Proliferation auf und resultiert im Tumorwachstum. Die dabei
beobachteten genetischen Veradnderungen reichen von Punktmutationen bis hin zum
Chromosomenverlust. Durch Mutationen sind vor allem tumorassoziierte Gene betroffen.
Im Wesentlichen handelt es sich hierbei um Protoonkogene, wie dem Wachstumsfaktor-
Rezeptor EGFR (epidermal growth factor receptor), die fir das normale Zellwachstum
bendtigt werden und Tumorsuppressorgene, wie p53, die im Verlauf der Karzinogese
ihre Funktion verlieren.

Der Verlauf der Karzinogenese ist ein langwieriger Prozess und durchlauft aus heutiger
Sicht ein Mehrstufenmodell [3]. Dennoch wird heute auch das Dreistufenmodell,
bestehend aus der Initiation, der Promotion und der Progression, allgemein akzeptiert.
Wobei anzumerken ist, dass in diesem Modell nur die Tumorentstehung, nicht aber die
Ursachen erlautert werden.

In der Initiationsphase erfolgt eine irreversible Schadigung des genetischen Materials,
wobei Tumorsuppressorgene inaktiviert und Onkogene aktiviert werden. Die potentiell
entstandenen Tumorzellen unterscheiden sich phanotypisch nicht von den umliegenden

normalen Zellen.
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Im folgenden Schritt, der Promotion, etabliert sich der Schaden aus der Initiation. Durch
den Verlust der Apoptose kommt es zur Ausbildung morphologisch erkennbarer,
praneoplastischer Zellen, den Dysplasien.

Erst in der dritten Phase, der Progression, findet die eigentliche maligne Transformation
statt. Dabei kann aufgrund zunehmender genetischer Instabilitdt aus einem benignen
Tumor ein infiltrierender, metastasierender Tumor werden. Die Metastasierung

epithelialer Karzinome gilt als haufigste Todesursache.

1.1.3 Metastasierung und Relevanz der mikrometastatischen Zelllinien

Fir die Ausbreitung von Tumorzellen aus einem malignen Tumor (Primartumor) ist das
Abloésen aus dem Zellverband eine wichtige Vorraussetzung. Mithilfe von proteolytischen
Enzymen (beispielsweise  Matrix-Metalloproteasen) und dem  Verlust von
Zelladhasionsmoleklilen (Cadherin und Integrinen) disseminieren die Tumorzellen
entweder Uber das lymphatische System (lymphatische Disseminierung) oder die
Blutzirkulation (hdmatogene Disseminierung) [4-6]. Diese Tumorzellen werden auch als
disseminierte Tumorzellen (DTZ) bezeichnet. Bei der lymphatischen Disseminierung
wandern die Tumorzellen zu den Lymphknoten, proliferieren zu soliden Tumoren und
streuen zu einem spateren Zeitpunkt aus der Lymphknotenmetastase Uber das Blut in
entfernte Organe, wo sie sekundare Fernmetastasen ausbilden. Hingegen bei der
hamatogenen Disseminierung disseminieren die Tumorzellen direkt vom Primartumor,
der Lymphknotenmetastase oder den Fernmetastasen (Abbildung 1) [6]. Bei dem eben
beschriebenen Metastasierungsmodell handelt es sich um einen unidirektionalen
Prozess, der inzwischen durch neueste Daten widerlegt wurde. Inzwischen geht man
von einem multidirektionalem Prozess, dem self-seeding, aus [7]. Dabei disseminieren
die Tumorzellen nicht nur in entfernte Organe sondern auch wieder zum Primartumor

zuruck.
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Primartumor

Lymphknotenmetastase

Lymphatische
Disseminierung

Invasion in das

Hamatogens Blutgefalsystem

Disseminierung

Sekundare
Fernmetastase

Primare
Fernmetastase

Abbildung 1: Modell der Metastasierungskaskade. Tumorzellen des Primartumors kdnnen uber
den lymphatischen (roter Pfeil) als auch Uber den hamatogenen Weg (blauer Pfeil) disseminieren. Bei
der lymphatischen Disseminierung erfolgt zundchst eine lokal begrenzte Besiedelung eines
benachbarten Lymphknotens mit anschlieBender Ausbildung eines soliden Tumors. In einem spateren
Stadium der malignen Progression kdnnen Tumorzellen von der Lypmphknotenmetastase in entfernte
Organe wandern, um sekundare Fernmetastasen auszubilden. Im Vergleich dazu kann die
hamatogene Disseminierung vom Primartumor, der Lymphknotenmetastase oder der primaren
Fernmetastase erfolgen. Modifiziert nach Pantel et al., 2002 [6].

Ein bevorzugter Ort fur die Bildung von Fernmetastasen bei Brust-, Lungen- und
Prostatakarzinomen ist das Knochenmark [8]. Es stellt derzeit auch das einzige
Sekundarorgan dar, aus dem sich DTZ isolieren lassen, wenn auch nur in sehr geringer
Anzahl (1 DTZ auf 10° bis 10° normale Zellen). Jedoch gelang es Pantel et al. durch eine
spezielle Kultivierung von Knochenmark-Aspiraten DTZ-Zelllinien von Brust-, Lungen-
und Prostatakrebspatienten zu etablieren [9, 10]. Diese Zelllinien sind ein geeignetes
Zellmodell fur DTZ in vivo, da sie in vitro vermehrbar sind [11]. Mittels funktioneller
Studien, Untersuchungen des Genexpressionsmusters oder proteomischer
Untersuchungen [12] bieten sie die Moglichkeit ein besseres Verstandnis in Bezug auf
die frihe hamatogene Disseminierung ins Knochenmark oder die lymphatische
Disseminierung in die regionalen Lymphknoten zu erlangen. Des Weiteren kdnnten neue
Erkenntnisse sowohl zur Klarung ihrer biologischen Relevanz als prognostischer Faktor
als auch zu einer praziseren Phanotypisierung beitragen. Da zum jetzigen Zeitpunkt eine
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alleinige Resektion des Primartumors und des regionalen Lymphabflussgebietes zu
keinem dauerhaften Therapieerfolg fuhrte, liegt das Augenmerk natlrlich auf der
Identifizierung von Genen in den DTZ, die neue Angriffspunkte fur adjuvante oder
neoadjuvante Therapien bieten kdnnten.

1.2 Tumorimmunologie

Aufgrund der Tatsache, dass Krebs mit eine der Haupttodesursachen in der westlichen
Welt ist, wird intensiv nach umfassenden und adaquaten Therapieansatzen gesucht. Als
klassische Behandlungsmethoden gelten derzeit operative Tumorentfernungen sowie
Strahlen- und Chemotherapien. Jedoch haben all diese Therapien den grof3en Nachteil,
dass betrachtliche Nebenwirkungen auftreten kdnnen. Des Weiteren ist der gewlnschte
Behandlungserfolg oftmals nur unzureichend. Aufgrund dieser Problematiken rlckte in
den letzten beiden Jahrzehnten die Tumorimmunologie immer mehr in den Fokus der
Wissenschaft. Sie befasst sich mit der Erforschung immunologischer Vorgange, die von
der Entstehung bis hin zur Bekampfung von Malignomen beteiligt sind. Bereits zu Beginn
des 20. Jahrhunderts stellte Paul Ehrlich die Vermutung auf, dass mit Hilfe des
Immunsystems der Wirt vor der Entstehung von Tumoren (Neoplasien) geschutzt
werden kann [13]. Diese Vorstellung wurde ab Ende der 1950er Jahre von Thomas und
Burnet als Immunuberwachungstheorie (,immune surveillance®) formuliert [14, 15]. Sie
geht davon aus, dass das Auftreten von Tumoren eine ahnliche Haufigkeit wie
Infektionen mit pathogenen Erregern besitzt und dass das Immunsystem schlieflich in
der Lage ist diese entarteten Tumorzellen aufgrund der Expression von
tumorassoziierten Antigenen zu erkennen und zu eliminieren. Diese Hypothese geriet
allerdings in Vergessenheit, da keine experimentellen Beweise vorlagen. Doch in den
letzten Jahren mehrten sich Studien und unterstitzen mit ihren Ergebnissen die
Immunuberwachungstheorie von Thomas und Burnet [16, 17]. Dennoch kann es trotz
einer erfolgreichen ,immun surveillance zum Tumorwachstum kommen [18, 19]. Aus
diesem Grund wurde die ursprungliche Theorie abgewandelt beziehungsweise erganzt
und als ,immune editing“ Hypothese, welche drei Phasen (Elimination, Aquilibrium und
Evasion) umfasst, neu formuliert [18, 20].

1.3 Cancer-Testis Antigene (CTA)

Die Cancer-Testis Antigene (CTA) stellen eine Familie von Proteinen dar, die in
verschiedenen soliden Tumoren und Leukdmien, jedoch nicht in normalen Geweben, mit
Ausnahme des Hodens und der Plazenta, exprimiert werden [21]. Weitere wichtige
Eigenschaften dieser Gruppe sind: die Lokalisation der meisten Gene auf dem
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X-Chromosom, wobei sie als Multigen-Familie auftreten sowie die Immunogenitat in
Krebspatienten [22, 23].

1991 entdeckte van der Bruggen et al., das erste CTA, namens MAGE-A1, auf das im
folgenden Kapitel noch genauer eingegangen wird [24]. Melanome gehdren zu den
starksten CTA exprimierenden Tumoren. Tumore der Blase, der Lunge, des Ovars sowie
der Leber zeigen eine haufige CTA-Expression. Im Gegensatz dazu findet man in
Karzinomen der Nieren, des Magens und des Kolons sowie Leukamie- oder
Lymphomzellen niedrige CTA-Expression [23]. Im Hoden werden die verschiedenen
CTAs in unterschiedlichen Stadien der Spermatogenese jedoch nicht in den Leydig- und
Sertoli-Zellen exprimiert [25]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass auch in den
Geweben des Trophoblasten und in den unreifen Keimzellen des fetalen Ovars
CT-Antigene exprimiert werden [26].

In Anbetracht der Immuntherapie sind die CTAs aufgrund ihres Expressionsprofils sowie
ihrer Immunogenitat, die eine spontane Immunantwort hervorrufen kann, interessante
Zielstrukturen. Da es sich bei den CTAs um endogene Proteine handelt, werden sie von
den Proteasen der Proteasomen zu kurzen Peptidfragmenten degradiert. Die Peptide
werden anschlieBend von einem dimeren Protein namens TAP (transporter associated
with antigen processing) ins Endoplasmatische Retikulum (ER) transportiert, wo sie dann
an Klasse-I-MHC-Proteine gebunden und an die Zelloberflache transportiert werden. Bei
zellularem  Kontakt der nun  antigenprasentierenden  Zelle (APC) mit
CD8" T-Lymphozyten, kommt es zu deren Stimulation und Differenzierung zu
cytotoxischen T-Lymphozyten (CTL). Die CTLs sind in der Lage die APC zu zerstoren.
Dieser Vorgang wird als zellvermittelte Immunitat bezeichnet [27].

1.3.1 Die MAGE (melanoma-associated antigen)-Antigenfamilie

Wie bereits erwahnt, war MAGE-A1 das erste CTA, das auf humanen Melanomzelllinien
mittels T-Zell Epitop Klonierungstechnik identifiziert wurde [24]. Seitdem wurden mehr
als 60 MAGE Gene im Menschen entdeckt [28]. Alle Mitglieder dieser Familie besitzen
eine zentrale, homologe Region von etwa 170-200 Aminosauren, die als MAGE
homology domain (MHD) bezeichnet wird [29]. Aufgrund ihrer unterschiedlichen
Expressionsmuster werden die Proteine der MAGE-Familie in zwei Subgruppen
unterteilt: MAGE Typ | und MAGE Typ II. Die Familien von MAGE-A, -B und -C gehéren
zum MAGE Typ |, die vor allem durch ihre Lokalisation auf dem X-Chromosom sowie
ihrer begrenzten Expression im Hoden, im Trophoblasten und in der Plazenta
charakterisiert sind [26, 29]. Die MAGE-A Gene befinden sich in der Region q28 des X-
Chromosoms und umfassen 12 Mitglieder (MAGE-A1-12) [21, 30]. Wohingegen die
MAGE-B Gene auf der Region Xp21 lokalisiert sind und durch sechs Mitglieder
(MAGE-B1-6) reprasentiert werden [31]. Ebenfalls auf dem kurzen Arm des
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X-Chromosoms (q26-27) befinden sich die MAGE-C Gene, die 3 Mitglieder (C1-3)
besitzen [32, 33]. Im Vergleich dazu weisen die 15 Gene des MAGE Typ Il ein
undefiniertes Chromosomen Clustering auf und werden ubiquitar in einer Vielzahl von
Geweben exprimiert [28], was besagt, dass sie keine CTAs sind [26]. Als Beispiel ware
hier die MAGE-D Subfamilie zu erwahnen, die zwei Mitglieder besitzt und auf Xp11
lokalisiert ist [34].

Im weiteren Verlauf wird nur noch auf die MAGE-A Mitglieder des MAGE Typ |
eingegangen, da sie einen wichtigen Aspekt in dieser Arbeit einnehmen.

1.3.1.1 MAGE-A-Expression in normalen Geweben und Tumoren

Die MAGE-A-Expression, insbesondere von MAGE-A1 und -A4, erfolgt fast
ausschlief3lich im Zellkern und Cytoplasma der testikularen Keimzellen (Spermatogonien
und primare Spermatozyten) [35]. Auch in der Plazenta werden einige Mitglieder der
MAGE-A-Familie (MAGE-A3, -A4, -A8 bis -A11) exprimiert [21, 36]. Uber die biologische
Funktion dieser intrazellularen Proteine ist noch sehr wenig bekannt. Jedoch lasst sich
aufgrund der Untersuchungen von Itoh et al. vermuten, dass sie eine wichtige Rolle
wahrend der Spermatogenese spielen, da wahrend der Reifung der primaren
Spermatozyten eine Abnahme der MAGE-A-Expression erfolgt [37].

In der folgenden Tabelle sind die Expressionslevel der verschiedenen MAGE-A Antigene
in verschiedenen Tumoren zusammengefasst.

Tabelle 1: MAGE-A-Expression in verschiedenen Tumortypen

Tumortyp MAGE-A1 | MAGE-A2 | MAGE-A3 | MAGE-A4 | Referenz

Blasen 21% 30% 35% 33% Patard et al., 1995 [38]

Brust 11% 4% 4% 0% Russo et al., 1995 und
Otte et al., 2001 [39, 40]

Hals und Nacken 33/ 41% 43% 27% Eura et al., 1995 [41]

(squamos)

Leberzellkarzinom 86% - - - Yamashita et al., 1996
[42]

Lunge 11% 13% 38% 13% Shichijo et al., 1995 [43]

kutanes Melanom 48% 70% 76% 22% Van der Eynde et al,
1997 [44]

Neuroblastom 18% - 73% - Corrias et al., 1996 [45]

Osophagus 18% 26% 2% 8% Toh et al., 1995 [46]

(Primartumor)

Ovar 6% 0% 6% 0% Gillespie et al., 1998 [47]

(normal)

Ovar 33% 0% 0% 0% Gillespie et al., 1998 [47]

(metastasiert)

Prostata 77% 24% 29% 24% Kupfer et al., 2002 [48]
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1.3.1.2 Struktur der MAGE-A Gene

Alle MAGE-A Gene besitzen drei Exone, mit Ausnahme von MAGE-A2 [49], MAGE-A9
[50] und MAGE-A10 [51], die ein viertes Exon aufweisen (Abbildung 2). Des Weiteren
konnte anhand von Datenanalysen des ,Expressed Sequence Tags“ (EST) gezeigt
werden, dass aulRer MAGE-A2 und -A4 die meisten Gene eine vorherrschende Isoform
besitzen [50]. Eine Ausnahme stellt MAGE-A7 dar, das ein Pseudogen ist und was nicht
transkribiert werden kann [21]. Im letzten Exon von jedem Gen befindet sich die Protein-
kodierende Region, die zur Ausbildung eines 309-319 Aminosaure langen Proteins fuhrt
[21]. Obwohl die MAGE-A Gene bezuglich ihrer Nukleinsduresequenz eine Homologie
von 80-98% aufweisen, weist MAGE-A1 nur eine Homologie von 57-77% zu den
anderen MAGE-A Genen auf [21]. Im Gegensatz zu der hohen Homologie der
12 MAGE-A Gene sind ihre Promotoren variabel. MAGE-A4 ist das einzige MAGE-A
Gen das acht alternative Promotoren besitzt, wahrend alle anderen Mitglieder der
MAGE-A-Familie nur einen einzigen Promoter aufweisen [52]. Innerhalb der
MAGE-A-Promotoren befinden sich die DNA-Bindungsstellen fur Ets-1 und Sp1, die fur
die Promotoraktivierung verantwortlich sind.

E1
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!
-
L =2 |
MAGE-A3
" | E1
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MAGE-A5 F'.'.'.'.'.]
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Exon-Intron Struktur der MAGE-A Gene. Die
schwarze dinne Linie stellt die genomische DNA mit den Exonen (Kasten) und Intronen (dicke
schwarze Linie) dar. Der graue Kasten ist das Protein-kodierende Exon. Das homologe Initialexon
(Promotor) wird durch den karierten Kasten symbolisiert. Exon E1 ist in allen Isoformen mit Ausnahme
von MAGE-A12 anwesend. In diesem Fall existiert ein chimares Exon. Exon E2 tritt nur in MAGE-A2,
-A9 und -A10 auf. Im Falle von MAGE-A2 und -A4 wurde nur eine von mehreren Isoformen
dargestellt. Modifiziert nach Artomonova et al., 2004 [50].
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1.3.1.3 Funktionen der MAGE-A Antigene

Obwohl Uber die physiologische Funktion der MAGE-A-Proteine wenig bekannt ist,
zeigen Untersuchungen, dass sie Einfluss auf die Regulation des Zellzykluses sowie die
Apoptose haben beziehungsweise eine wichtige Rolle wahrend der humanen
Tumorgenese spielen. Unter Verwendung des ,yeast two-hybrid“ Sreenings wurden fur
MAGE-A1, -A4 und -A11 Interaktionspartner identifiziert. Als potentieller Bindungspartner
fur MAGE-A1 und -A4 trat der transkriptionelle Regulator SKIP (SKl-interacting protein)
auf. Im Notch1 Signalweg kann MAGE-A1 die SKIP-vermittelte NOTCH1
Signaltransduktion inhibieren, in dem es an SKIP bindet und anschliefend HDAC1
rekrutiert. Folglich agiert MAGE-A1 hier als transkriptioneller Repressor [53]. Da der
NOTCH1 Signalweg auch in den Keimzellen aktiviert ist, kdnnte die Involvierung von
MAGE-A1 vermutich die Expression bestimmter Differenzierungsgene wahrend der
Spermatogenese reprimieren [26]. Im hepatozellularen Karzinom bindet MAGE-A4 an
das Onkoprotein Gankyrin, um dessen onkogene Aktivitat zu reprimieren [54]. Als Folge
wird die p53-abhangige und p53-unabhangige Apoptose induziert [26]. In
Melanomzelllinien konnte nachgewiesen werden, dass MAGE-A3 mit Kap-1, einem
Korepressor von p53, interagiert und somit die Apoptose in Tumorzellen unterdrickt [55].
In androgenabhangigen sowie Prostatakrebszelllinien wurde MAGE-A11 als Koregulator
des Androgenrezeptors (AR) gefunden, in dem es seine internen Interaktionsdomanen
moduliert und somit die AR-Aktivitat erhéht [56].

1.3.1.4 Methylierungsabhangige Regulation der MAGE-A Gene

In normalen Geweben ist die Transkription der MAGE-A Gene durch die Methylierung
der CpG-Dinukleotide innerhalb der CpG-Inseln der Promotorregionen reprimiert. 1996
konnte De Smet et al. zeigen, dass ein Zusammenhang zwischen der
MAGE-A1-Expression und dem Methylierungsstatus der CpG-Dinukleotide vorliegt [57].
Liegen die CpG-Dinukleotide innerhalb der Bindungsstelle von Ets-1 methyliert vor, kann
keine DNA-Bindung durch diesen Transkriptionsfaktor erfolgen und die Transkription
wird inhibiert [58]. Im Vergleich dazu hat Sp1 eine methylierungsunabhangige
DNA-Bindungsaffinitdt. Es ist auch wichtig, dass die Transkriptionsstartstelle
demethyliert ist, damit der basale Transkriptionskomplex binden kann und die Induktion
der MAGE-A-Expression ermdglicht. Die Anwendung des Demethylierungsagens Aza
zeigte die methylierungsabhangige Expression von MAGE-A1 [57, 59]. Unser Labor
konnte zeigen, dass der stimulatorische Effekt von Aza durch den
Histondeacetylase-Inhibitor TSA synergistisch hochreguliert werden kann. Dies fuhrt zu
der Schlussfolgerung, dass beide, sowohl die Histonacetylierung als auch die
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DNA-Methylierung, eine wichtige Rolle wahrend der transkriptionellen Aktivierung der
MAGE-A Gene spielen [1]

1.3.1.5 Relevanz der MAGE-A Antigene fiir die Tumortherapie

Aufgrund der fehlenden Expression von Klasse-I-MHC-Molekile in den Keimzellen
verbleiben die MAGE-A-Proteine im Zytoplasma und werden nicht als Antigene
prozessiert [60]. Die tumorspezifische MAGE-A Antigen Prozessierung macht sie zu
interessanten Kandidaten der Tumortherapie. Mit Hilfe verschiedenster Methoden konnte
in in vitro und in vivo Experimenten gezeigt werden, dass die MAGE-A Peptide eine
zellvermittelte Immunantwort hervorrufen kdonnen [61]. In mehreren klinischen Studien
wurde die Vakzinierung an Patienten mit Melanomen [62], kolorektalen Karzinom [63],
Gastrointestinalkarzinom [64] sowie metastasierten Patienten verschiedener Lasionen
[65] durchgefuhrt. So konnte zum Beispiel in metastasierten Melanompatienten nach
subkutaner Injektion mit MAGE-A3-Peptid bei sieben von 25 Patienten eine signifikante
Tumorregression beobachtet werden, wovon drei eine vollstdndige Remission hatten
[66]. Jedoch konnte eine monoklonale CTL-Antwort bisher nur in einem einzigen
Melanompatienten nach MAGE-A3 Peptid Vakzinierung nachgewiesen werden [67]. Im
Allgemeinen lasst sich jedoch festhalten, dass die Ergebnisse der bisherigen
Immuntherapien nicht sehr vielversprechend sind. Denn die zellvermittelte Immunantwort
der CTLs ist sehr gering, da nach der Vakzinierung nur eine sehr geringe Anzahl an
T-Zellen aktiviert wird, die vermutlich unter der Nachweisgrenze liegen. Au3erdem ist die
Expression der MAGE-A Antigene in den verschiedenen Tumortypen sehr heterogen
[23]. So gibt es Patienten mit Tumoren, die verschiedene MAGE-Antigene exprimieren
und folglich nur durch eine Immunisierung mit mehreren Peptidkombinationen erfolgreich
behandelt werden kdnnten. Andererseits existieren Tumore, die wenig oder gar keine
MAGE-Antigene prasentieren und somit nicht als Zielstruktur in Frage kommen. Aus
diesem Grunde ist es wichtig, die grundlegenden Mechanismen zur Induktion der
MAGE-Antigene weiter zu erforschen, um in Zukunft eine bessere Immuntherapie

erzielen zu konnen.

1.3.2 BORIS (Brother of the Regulator of Imprinted Sites)

Ein recht junges Mitglied der Cancer-Testis Antigenfamilie ist das von Loukinov et al. in
Mausen und Menschen entdeckte BORIS-Protein (Brother of the Regulator of Imprinted
Sites) oder auch CTCFL (CTCF-like) genannt [68]. Die Expression des Proteins
beschrankt sich wie bei allen CTAs auf das Hoden- und Tumorgewebe [68, 69]. BORIS
ist ein Paralogon von CTCF, jedoch besitzen sie kontrare Eigenschaften. CTCF ist
multifunktional und ist an der transkriptionellen Genaktivierung und -reprimierung, der
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X-chromosomalen Inaktivierung und dem Imprinting involviert [70]. Das BORIS-Protein
besitzt eine konservierte zentrale 11 Zink-Finger (ZF) DBD, die zu 99,5% mit der des
CTCF-Proteins homolog ist [71]. Jedoch unterscheiden sich beide Proteine in den
Domanen-flankierenden Regionen sowie den N- und C-Termini [68, 72]. Das BORIS
Gen umfasst 29 kb auf dem autosomalen Chromosom 20q13.2 [68], eine Region, die in
verschiedenen Tumoren haufig chromosomale Aberrationen aufweist. In diesem Locus
finden haufig Amplifikationen statt. Jedoch wurden bisher noch keine Genamplifikationen
fur BORIS beschrieben. Basierend auf der Tatsache, dass BORIS ein CTA ist, stellt es
einen potentiellen Kandidaten fur die Tumortherapie dar. In durchgefuhrten
Mausexperimenten wurde bereits eine tumorspezifische Immunitat mit entsprechender
Antikdrperantwort auf BORIS, T-Zellproliferation, Zytokinproduktion und
T-Zellzytotoxizitdt beobachtet [73, 74]. Auch Loukinov et al. =zeigten in
Vakzinierungsexperimenten mit BORIS-DNA eine Inhibierung des Tumorwachstums und
ein verlangertes Leben der Mause [75].

1.3.2.1 Struktur des BORIS Gens

Jungst wurden drei alternative Promotoren (A, B und C) und 16 kodierende Exone, die
23 Isoformen erzeugen, beschrieben [76]. Renaud et al. konnten zeigen, dass die
Transkriptionsstartstelle von Promotor A bei -1447 bp, die des Promotors B bei -899 bp
und die des Promotors C bei -658 bp upstream des ersten ATG des BORIS offenen
Leserasters (ORF) liegt. Jedoch werden die drei Promotoren unterschiedlich aktiviert. Im
Hoden wird Promotor A zu 47%, Promotor B zu 12% und Promotor C zu 41% verwendet.
Auffallig ist, dass Promotor B kaum genutzt wird. In den untersuchten Krebszelllinien
wurde sogar nur eine 2%-ige Aktivitdt des Promotors B festgestellt. Stattdessen wird
vermehrt auf Promotor A und/oder C zurlUckgegriffen [77]. In normalen Zellen wird
entweder BORIS oder sein Paralogon CTCF exprimiert, aber nicht beide Faktoren
zusammen. Daher liegt die Vermutung nahe, dass CTCF wohlméglich die BORIS
Transkription negativ reguliert. Renaud et al. zeigten, dass unter normalen Bedingungen
CTCF an alle drei BORIS-Promotoren, die spezifische CTCF-Bindungsstellen aufweisen,
binden kann und folglich die BORIS-Expression reprimiert [77]. Die BORIS-Expression
wird auch methylierungsabhangig reguliert. Die Aza-Behandlung flhrte zu einer
Hypomethylierung der CpG-Insel innerhalb der Promotoren und zu einer verstarkten
BORIS-Expression [69, 78, 79]. Das Tumorsuppressorprotein (TSP) p53 kann die
Aktivitat der drei BORIS-Promotoren reprimieren. Jedoch konnte keine Bindungsstelle fur
p53 in den Promotoren nachgewiesen werden. Es scheint, dass p53 mit dem
Transkriptionsfaktor Sp1 interagiert, und die Bindung von Sp1 an seine
Konsensusbindungsstellen innerhalb der BORIS-Promotoren verhindert und somit die
Promotoraktivitat inhibiert [77].

10
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Von 23 alternativ gespleiten RNAs werden 17 Proteinisoformen translatiert
(Abbildung 3). Als moglicher Grund wird daftr angefuhrt, dass einige alternative Exone
intronische Sequenzen enthalten, die zum friihzeitigen Einbau eines Stopcodons fuhren.
Trotz des nonsense-mediated mRNA decay Pathway kommt es zur instabilen
Proteinausbildung [76]. Uberraschenderweise exprimieren nur sieben von 23 BORIS-
Isoformen die vollstandige 11 Zink-Finger DBD. Alle anderen Isoformen mit reduzierter
Anzahl an ZFs ergeben sich durch die Verwendung von alternativen Splicestellen und
Stopcodons. Daraus resultiert die Vermutung, dass die neuen ZFs der jeweiligen
Isoformen neue DNA-Bindungen einhergehen kénnen. In in vitro Experimenten konnte
gezeigt werden, dass die ersten neun ZF der DBD bendtigt werden, um an die IGF2/H19
Imprinting Kontrollregion (ICR) zu binden [76]. Wohingegen nur funf ZFs der BORIS DBD
eine wichtige Rolle bei der Bindung und Aktivierung des hoden-spezifischen
CST (Cerebrosid Sulfotransferase)-Promotors spielen [80].

N-Terminus Zink-Finger Domane C-Terminus
123456 91011

BORIS/A1/A2/C1 N258 I I I I D II I I I I I 95
BORIS A3 N258 I IIID N lIII C95 "
BORIS B1 N258 IIIIDIIIIIII C132 | sf5
BORIS C2/C4 N258 I I Icﬁﬁ | 2
BORIS C3 sss - [JOOO0OOAOAN cor
~4[OOUOOAOAL s
~ss JOOB0O0O0AN co
BORIS C5 N258 I I C53 o
BORIS C4 N258 I I I I D-
BORIS C8 ~2ss (OO0 Mc3o
BORIS A5 N258 IIIIDIIII 90
BORIS A6 N258 IIIIDIIIIII C36
v (000000000 e |
BORIs 85 ~OA0O0O0Em >
BORIS C6 N258 I I I I\/I I €90
BORIS B6/B7 N24I I I D -
BORIS C7/C9 N258 I I I I D- ”

Abbildung 3: Schematische Darstellung der BORIS-Isoformen mit N- und C-Terminus sowie der
Zink-Finger Doméne. Die Klassifizierung der BORIS-Isoformen erfolgt in sechs Subfamilien (sf1-6)
basierend auf den gleichen 3'-terminalen Sequenzen. Die wichtigsten Vertreter der jeweiligen
Subfamilie sind B0, C2, A5, C3, B1 und C7/C9. Des Weiteren sind die Isoformen durch drei alternative
N-Termini (N258, N24 und N53) und 11 alternative C-Termini (C95, C132, C68, C97, C53, C35, C30,
C90, C36, C24 und C34) gekennzeichnet. Modifiziert nach Pugacheva et al., 2010 [76].
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1.3.2.2 Lokalisation und Expression der BORIS-Proteinisoformen

Loukinov et al. beschrieben, dass das von ihnen entdeckte BORIS-Protein nur in den
CTCF-negativen Keimzellen des Hodens, den primaren Spermatozyten, exprimiert wird.
In der weiteren Entwicklung zu runden Spermatiden werden die Keimzellen CTCF-positiv
und BORIS-negativ [68]. BORIS ist vorwiegend im Zytoplasma der Spermatozyten
lokalisiert und steht im Kontrast zur strikten nuklearen Lokalisation von CTCF. Wobei
auch einige BORIS-Molektle im Zellkern gefunden wurden [68]. Durch die Entdeckung
der zahlreichen BORIS-Isoproteine wurden die vorher beschriebenen Erkenntnisse
widerlegt beziehungsweise erweitert. Nun wurde gezeigt, dass die BORIS-Isoformen in
nahezu allen Stadien der Spermatogenese exprimiert werden [76]. Alle sechs
Subfamilien werden nur in geringem MalRe im Zytoplasma der Spermatogonien und
Spermatozyten exprimiert. Im Vergleich dazu wurden in den runden Spermatiden vor
allem die Subfamilien sf2, sf5 und sf6 exprimiert. Somit liegt die Vermutung nahe, dass
die Expression der verschiedenen Isoformen ein entwicklungsabhangig kontrollierter
Vorgang ist und dass die einzelnen Isoformen wahrend der mannlichen
Keimzellentwicklung designierte Funktionen haben. Uberdies wurde in fétalen Geweben
eine starke Expression der BORIS-Subfamilie sf3 (Abbildung 3) im Ovar und aller
Subfamilien in der Haut und der Milz nachgewiesen [76]. Neben der soeben
beschriebenen Expression im normalen Gewebe erfolgt eine aberrante Expression von
BORIS in zahlreichen Krebsarten [69, 81-83].

1.3.2.3 Potentielle Funktionen von BORIS

Vatolin et al. postulierten, dass BORIS direkt den Wechsel des epigenetischen Statuses
des MAGE-A1-Promotors und mdglicherweise auch bei anderen Keimzell-spezifischen
regulatorischen Regionen, deren Gene (MAGE-A2, MAGE-A4, LAGE-1, NY-ESO-1,
SPANX usw.) mit BORIS in CTCF-angereicherten Hodenspezifischen Keimzellen
ko-exprimiert werden, einleitet [69]. |hre Hypothese beruht unter anderem auf der
Beobachtung, dass nach der Behandlung mit dem DNA-Demethylierungsagens
5-Aza-2’-desoxycytidin (Aza) bereits nach wenigen Stunden die BORIS-Induktion
erfolgte. Wohingegen die Re-Expression von MAGE-A1 erst nach ein bis zwei Tagen
stattfand. Dies deutete darauf hin, dass BORIS vermutlich die Cancer-Testis
Genaktivierung durch Aza vermittelt. Andere Arbeitsgruppen konnten die Hypothese von
Vatolin et al. bestatigen, da sie fur die Gene, SPANX und NY-ESO-1 ebenfalls die
epigenetische Regulation durch BORIS beobachteten [69, 81, 84, 85]. Erst jingst wurde
gezeigt, dass BORIS direkt an den Promotor eines weiteren CTA namens TSPS50 (testis-
specific protease 50) bindet und dessen Expression aktiviert [86]. Andererseits wurde
von Kholmanskikh et al. beim Melanom gezeigt, dass die CTA Gene, wie MAGE-A1, in
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der Abwesenheit von BORIS dennoch induziert und transkribiert werden kdnnen [83]. Sie
schlussfolgerten, dass BORIS beim Melanom kein notwendiger Faktor fur die Aktivierung
der CTA Gene ist. Des Weiteren tragt BORIS zu einer veranderten Histonmethylierung
und Chromatinstruktur am BAG-1-Promotor bei und wird durch DNMT1 und DNMT3B an
diesen Promotor rekrutiert [87]. Eine ahnliche Modulierung der Histonmethylierung, die
zur Genexpression von MYC und BRCA1 flihrt, konnte flir den BAT3-SET1A-BORIS-
Komplex gezeigt werden [88]. Des Weiteren bindet BORIS an das methylierte H19/ICR
und ist infolgedessen am Imprinting der mannlichen Keimzellen beteiligt [89, 90]. Dabei
wurde beobachtet, dass BORIS Uber seine N-terminale Domane mit der
Histonmethyltransferase PRMT7 sowie den Histonen H1, H2A und H3 interagiert und es
zu einer PRMT7-vermittelten Histonmethylierung kommt [90].

1.4 Die basale Transkription eukaryotischer Gene

Die Transkription eukaryotischer Gene wird im Zellkern durch drei verschiedene
RNA-Polymerasen (I, Il und Ill) vermittelt. Die RNA-Polymerase | transkribiert die Gene
fur die ribosomale RNA (rRNAs) wahrend die RNA-Polymerase Il flr die Transkription
der 5S rRNA, der Transfer-RNA (tRNA) und weiterer kleiner RNAs verantwortlich ist. Die
Polymerase |lI, welche einen groRen Multiproteinkomplex bestehend aus 12
Untereinheiten und einem Molekulargewicht von 500 kDa darstellt, transkribiert
proteinkodierende Gene. Fur die effektive Transkription spielen nicht nur die
Polymerasen sondern auch eine Reihe weiterer Faktoren, wie die generellen und
regulatorischen Transkriptionsfaktoren, die Aktivatoren und Koaktivatoren eine wichtige
Rolle [91].

1.4.1 Die basale Transkriptionsmaschinerie

Die basale Transkriptionsmaschinerie ist ein komplexes Gebilde, das aus vielen
Proteinkomponenten, wie der RNA-Polymerase |l, den generellen Transkriptionsfaktoren
(GTFs, generell transcription factors) TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF und TFIIH sowie
Komplexen aus Koaktivatoren und Korepressoren besteht (Abbildung 4) [92]. Eine
zentrale Rolle in der Transkriptionsinitiation nimmt TFIID ein. Seine 38 kDa Untereinheit,
das TATA-Box-bindende Protein (TBP), bindet an die TATA-Box etwa 30 bp upstream
des Transkriptionsstarts und ist vermutlich das einzige sequenzspezifische
DNA-Bindungsprotein des generellen Transkriptionskomplexes [93, 94]. Weitere
Komponenten des TFIID-Komplexes sind die 12 TBP assoziierten Faktoren (TAFs), die
mit dem TBP-Protein assoziiert sind [95, 96].
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Zusammenbaus des Transkriptionskomplexes.
Nach Karp, 2005 [27].

Uber den 180 Aminosauren langen C-terminalen Bereich des TBP, der innerhalb der
Eukaryoten hoch konserviert ist, erfolgt die DNA-Bindung und leitet die schrittweise
Assemblierung des Initiationskomplexes ein (Abbildung 4). Dagegen ist die Funktion des
N-terminalen Bereichs noch nicht genau geklart. Es wird vermutet, dass er
regulatorische Funktionen hat. So wurde berichtet, dass der N-Terminus des TBP mit
anderen  Proteinen, wie den TAFs, den GTFs oder regulatorischen
Transkriptionsfaktoren (beispielsweise Sp1) interagiert [97-99].

Die folgende Tabelle gibt einen kurzen Uberblick Uber die weiteren GTFs mit ihren

Funktionen.
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Tabelle 2: Ubersicht der generellen Transkriptionsfaktoren der RNA-Polymerase Il in
Eukaryoten. Modifiziert nach Munk, 2001 und Sikorski et al., 2009 [91, 92]
Faktor Unter- Molekularmasse Funktion
einheiten (kDa)
TFHA 3 12,19, 35 Stabilisierung der Bindung von TBP sowie
der Interaktion von TAFs mit DNA
TFIIB 1 35 Bindet an TBP und DNA.

Fordert die Bindung der RNA-Polymerase |l
an den Promotor

TFIIE 2 34, 57 Fordert die Bindung und Funktion des
Faktors TFIIH
TFIIF 2 30,74 Bindet im Komplex mit RNA-Polymerase Il an

TBP wodurch die Bildung des
Prainitiationskomplexes verstarkt wird.

TFIIH 10 35-89 Offnung der DNA im Promotorbereich mittels
Helikase-Aktivitat.

Phosphorylierung der carboxyl-terminalen
Domane (CTD) der RNA-Polymerase I, die
daraufhin ihre Konformation andert, so dass
sie sich von den allgem. TFs 16st und mit der
Elongation der Transkription beginnt.

TBP stellt nicht nur eine wichtige Komponente bei der Bildung des TFIID dar, sondern
nimmt auch eine entscheidende Rolle fir die Transkription durch die anderen
RNA-Polymerasen ein. Bei der Transkription durch die RNA-Polymerase | wird der
Transkriptionsfaktor SL1 (selectively factor 1), welcher aus TBP und drei anderen TAFs
(48, 63 und 110 kDa) besteht, in Verbindung mit dem upstream binding factor (UBF)
bendtigt. Der Transkriptionsfaktor TFIIB, welcher fur die Transkription durch die RNA-
Polymerase Il wichtig ist, sowie der SNAP-Komplex fur die Synthese von snRNAs (small
nuclear RNAs) durch die RNA-Polymerase Il und Ill setzt sich aus TBP und
verschiedenen Komponenten der TAFs zusammen [96, 98].

Obwohl die Struktur ~ von TBP als auch die Ausbildung des
Transkriptionsinitiationskomplexes gut erforscht ist, ist Uber die Bedeutung von TBP fur
die Genexpression recht wenig bekannt. Es wurde berichtet, dass posttranslationale
Modifikationen in Form von Phospohrylierungen eine steuernde Wirkung auf TBP
besitzen. Somit scheint phosphoryliertes TBP wahrend der M-Phase des Zellzykluses
regulatorisch einzugreifen [100]. Eine weitere Studie zeigte, dass es zur gesteigerten
Aktivitat der RNA-Polymerase || kommt, sobald humanes TBP durch die DNA-abhangige
Proteinkinase (DNA-PK) phosphoryliert wird [101].

1.4.2 Regulatorische Transkriptionsfaktoren

Die Bindung sequenzspezifischer = DNA-Bindeproteine, den regulatorischen
Transkriptionsfaktoren (RTFs), an den distalen, proximalen Promotor induziert und
aktiviert die Transkription. Die RTFs werden in Transkriptionsaktivatoren und
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Transkriptionsrepressoren unterteilt. Dabei kdnnen sie direkt oder indirekt mit den GTFs
der basalen Transkriptionsmaschinerie in Wechselwirkung treten und so die
Transkriptionsinitiation aktivieren oder reprimieren. Die Entschlisselung einzelner
Strukturdomanen der RTFs konnte mit Hilfe von Roéntgenstrukturanalysen und
Kernspinresonanz-Spektroskopie (NMR, nuclear magnetic resonance) erfolgen. In der
Regel existieren mindestens zwei Bereiche: eine DNA-Bindungsdomane (DBD), die sich
an eine spezifische Basenpaarsequenz der DNA heftet, und die Aktivierungsdomane, die
mit anderen Proteinen in Wechselwirkung tritt und so die Transkription steuert [27]. Als
dritter mdoglicher Bereich kann die Repressordomane, die die Genexpression des
Zielgens unterbinden kann, innerhalb des RTFs vorkommen. Des Weiteren wird die DBD
der hoheren Eukaryoten in zahlreiche DNA-Bindungsmotiv-Klassen, wie dem
Helix-Turn-Helix (HTM) Motiv, dem Helix-Loop-Helix (HLH) Motiv, dem Zink-Finger Motiv
und dem Leucin-Zipper unterteilt.

1.4.3 Die Ets-Familie der Transkriptionsfaktoren

Das Ets-Onkogen (v-ets oder ,E-twenty-six-specific) wurde urspringlich in dem
Erythroblastomvirus des Vogels, dem E26, zusammen mit gag und myb entdeckt [102].
Zur Ets-Familie gehéren etwa 25 bis 30 Mitglieder, die in verschiedenen Spezies
(Drosophila, Maus, Huhn, Mensch) identifiziert wurden. Alle Ets-Onkogene sind dadurch
gekennzeichnet, dass sie eine hoch konservierte Region mit einer Lange von 85
Aminosauren (AS), die ETS-Domane, besitzen. Diese Domane bildet ein winged
Helix-Turn-Helix Motiv aus und vermittelt die spezifische Bindung an eine purinreiche
DNA-Kernsequenz mit dem zentralen GGAA/T-Motiv [103, 104].

Aufgrund der Homologien in den ETS-Domanen werden die Ets-Proteine in zehn
Subfamilien unterteilt [105]. Die Lokalisation der Ets-DNA-Bindungsdomane ist bei den
meisten Ets-Familienmitgliedern am Carboxyl-Terminus. Eine Ausnahme stellen die
Subfamilien TCF und ERF dar, da sie dort am N-Terminus vorliegt.

Die einzelnen Mitglieder der Ets-Familie werden sowohl als Transkriptions-Aktivatoren
als auch -Repressoren beschrieben [106]. Aus diesem Grund spielen sie auch eine
wichtige Rolle in zahlreichen biologischen Prozessen, wie Differenzierung,
Metastasierung, Gewebeentwicklung, Angiogenese und Transformation [107]. Die
funktionelle Aktivitat der Ets-Proteine kann durch posttranslationale Modifikationen, wie
zum Beispiel Phosphorylierung oder Sumoylierung reguliert werden [102].

Da der Transkriptionsfaktor Ets-1 aus der Familie der Ets-Proteine in der vorliegenden
Arbeit fur die epigenetische Regulation der MAGE-A Gene relevant war, wird dieser im
Folgenden naher dargestellt.
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1.4.3.1 Der Transkriptionsfaktor Ets-1

1983 war Ets-1 der erste identifizierte Ets-Faktor [108, 109]. Das humane Ets-1 Gen ist
auf dem Chromosom 11qg23-24 lokalisiert und kodiert flir eine 6,8 kb mRNA [110]. In der
humanen T-Zelllinie CEM wurden sechs verschiedene Isoformen mit unterschiedlichen
Molekularmassen des Ets-1 Genproduktes detektiert [111]. Die Unterteilung erfolgte in
vier Hauptformen (p51, p48, p42 und p39) sowie zwei Nebenformen (pp52 und pp49).
Die subzellulare Lokalisation von pp52 sowie p51 beschrankt sich auf das Zytoplasma,
wohingegen die Hauptformen p48 und p39 hauptsachlich im Zellkern vorkommen [111].
Die Synthese der verschiedenen Isoformen erfolgt entweder durch alternatives SpleilRen
der mRNA oder durch Proteinphosphorylierung [111].

Die Struktur des Transkriptionsfaktors Ets-1 (p54) ist in Abbildung 5 dargestellt. Ets-1
kann in sechs Domanen (A-F) eingeteilt werden, die jeweils unterschiedliche funktionelle
Bedeutungen haben. Besondere Bedeutung kommt dabei der DNA-Bindungsdomane
(ETS-Domane) am Carboxyl-Terminus, der aktivierende Domane sowie der
intramolekular inhibitorisch wirkenden Domane zu [112, 113]. Fir die weiteren Domanen
ist die Funktion bisher noch nicht vollstandig geklart. Die Region A, welche am
N-Terminus liegt, umfasst die ersten 27 AS. Uber ihre Funktion ist bisher nichts bekannt.
Bei der Region B (AS 28 bis 135) handelt es sich um eine konservierte Region zwischen
den Transkriptionsfaktoren Ets-1, Ets-2, Erg, Fli1 und GABP [113]. Sie beinhaltet die
Pointed-Doméane, die zwischen AS 54 bis 135 lokalisiert ist und aus funf o-Helixes
besteht [112]. Es wird vermutet, dass sie Protein-Protein-Interaktionen vermittelt und von
Ras-abhangigen Signalen durch eine benachbarte MAPK-Phosporylierungsstelle
reguliert wird [114]. Die sich anschliefende Region C (AS 130-242) wird auch als
Transaktivator-Doméane (TAD) bezeichnet. Sie ist fur eine verstarkte Protein-DNA-
Bindung von Ets-1 essentiell [115]. Der Faktor CBP/p300 interagiert mit Ets-1 Uber diese
Region und fungiert als Koaktivator [112]. Die Region D (Exon VIl beziehungsweise
D-Domane) erstreckt sich von AS 243 bis 330 und wird in zwei regulatorische Bereiche
unterteilt. Im C-terminalen Bereich befindet sich das autoinhibitorische Modul [116],
wohingegen im N-terminalen Bereich mehrere Phosphorylierungsstellen fir die
Calcium-Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il (CaMK2) vorliegen [117]. Im Falle einer
Phosphorylierung an der Serin-reichen Region innerhalb des N-terminalen Bereiches der
Region D wird die inhibitorische Struktur stabilisiert. Folglich kommt es zur Autoinhibition
der DNA-Bindung [118]. Im Bereich der AS 331 bis 415 befindet sich die Region E, die
als ETS-Domane bekannt ist. Sie besteht aus drei a-Helixes wund vier
p-Faltblattstrukturen. Die ETS-Domane ist fur die spezifische Erkennung von
DNA-Sequenzen, die das GGAA/T Kernmotiv enthalten, verantwortlich [103]. Mit Hilfe
von Deletionsexperimenten innerhalb dieser Region konnte die nukleare
Lokalisationssequenz nachgewiesen werden [119]. Somit wird die Penetration durch die
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Kernwand ermdglicht, was sowohl das Vorkommen von Ets-1 im Zellkern als auch im
Zytoplasma erklart. Eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren (beispielsweise Sp1) und
anderen Faktoren interagiert mit Ets-1, wobei die meisten dieser Faktoren direkt an die
ETS-Domane binden. Dadurch wird die transkriptionelle Aktivitat von Ets-1 reguliert und
erleichtert die Protein-DNA-Bindung.

A B I C I D i E +F -
12 130 243 4“5 4

330
el BE@ ==l

NH, ()

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Ets-1 Proteinstruktur. Das Ets-1 Protein wird in
sechs unterschiedliche funktionelle Regionen (A-F) gegliedert und die Zahlen unterhalb beschreiben
die Position der Aminosaure. Die funktionellen Regionen sind als farbige Zylinder folgendermafien
dargestellt: Pointed-Doméane (Pointed; orange), Transaktivator-Doméane (TAD; griin), D-Domane (D;
gelb) und ETS-Doméne (Erythroblast transformationsspezifische Domane; blau). Die hellblauen
Zylinder (H1-H5) stellen a-Helix-Strukturen, die roten Zylinder (HI-1 bis HI-5) inhibitorisch wirkende
a-Helix-Strukturen und die rosé-farbenen Pfeile (S1-S4) die p-Faltblattstruktur dar. Die dunkelrote
Struktur an der ETS-Domane steht fir das nukledre Lokalisationssignal. Die hellgrauen Kreise
kennzeichnen die Proteine, die mit Ets-1 kooperieren und die Protein-DNA-Interaktion von Ets-1
fordern. EAPI/Il (Ets-1 assoziiertes Protein | oder Il) wirken als Korepressoren und reprimieren
zusammen mit Ets-1 die Transkription. MafB (musculoaponeurotiv fibrosarcoma B) wirkt inhibierend
auf die Ets-1 Aktivitat. NH3, N-terminales Ende; COOH, C-terminales Ende; P, Phophor; MAPK,
Mitogen-aktivierte-Proteinkinase. Modifiziert nach Dittmer, 2003 [112].

1.4.4 Die Familie der Sp-Faktoren

Anfang der 1980er Jahre wurde der ubiquitare Transkriptionsfaktor Sp1 als der Prototyp
der Sp-Familie isoliert und charakterisiert [120, 121]. Inzwischen wurden noch weitere
Mitglieder der Sp-Familie (Sp2-9) identifiziert [122], die an G-reiche Elemente, wie den
GC-Boxen (GGGGCGGGG) und den verwandten GT/CACCC-Boxen (GGTGTGGGG),
binden [123]. Die Transkriptionsfaktoren der Sp-Familie werden der funktionellen Gruppe
der Zink-Finger-Proteine zugeordnet, die fur ihre korrekte Funktion die Anwesenheit von
Zink benotigen. In ihrer Struktur sind die Sp-Transkriptionsfaktoren ahnlich (Abbildung 6).
Alle besitzen eine am C-Terminus liegende 81 AS lange und hoch konservierte C2H2-
Typ (zwei Cystin und zwei Histidin) Zink-Finger-Region, die drei Zink-Finger bildet und
die DNA-Bindungsdomane reprasentiert [123]. In der N-terminalen Region der
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Transkriptionsfaktoren befinden sich zwei Glutamin-reiche Aktivierungsdomanen sowie
Serin/Threonin Regionen. Bezuglich des Expressionsmusters unterscheiden sich die
einzelnen Mitglieder geringfligig. Sp1, Sp2 und Sp3 werden ubiquitdr exprimiert,
wahrend Sp4 vorwiegend in neuronalen Geweben vorkommt [123]. Trotz starker
Homologien in der Proteinstruktur von Sp1, Sp3 und Sp4 weisen die jeweiligen
Transkriptionsfaktoren signifikante funktionelle Unterschiede auf. Als mdgliche Ursache
kénnten dafur posttranslationale Modifikationen verantwortlich sein. Im Falle von Sp1
wird dessen transkriptionelle Aktivitdt durch Phosphorylierung und Glykosylierung
beeinflusst [124, 125]. Die Regulation von Sp3 erfolgt mittels Sumoylierung [126].

Spt-sp4 AD AD LI

Sp-Box S/T-reiche Btd-Box Zink-Finger
Region
Sp5-5p9 PIA B
Sp-Box Btd-Box Zink-Finger

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Sp-Proteinstrukturen. Die Transkriptionsfaktoren
Sp1-Sp4 (oben) und Sp5-Sp9 (unten) unterscheiden sich in der allgemeinen Proteinstruktur.
Einheitlich besitzen alle Mitglieder der Sp-Familie am N-terminalen Ende eine hochkonservierte AS-
Sequenz (Sp-Box; orange) und am C-terminalen Ende die Buttonhead-Box (Btd; dunkelrot) sowie die
ebenfalls hochkonservierte Zink-Finger-Region, die aus drei Zinger-Fingern (schwarz) besteht und die
DNA-Bindungsdomane reprasentiert. Die Transkriptionsfaktoren Sp1-Sp4 besitzen zwei glutamin-
reiche Aktivierungsdomanen (AD; blau) sowie Serin/Threonin Regionen (griin). Im Vergleich dazu
enthalten die Translriptionsfaltoren Sp5-Sp9 eine prolin-reiche Domane (P/A; gelb). Modifiziert nach
Bouwman and Philipsen, 2002 [127].

1.4.4.1 Der Transkriptionsfaktor Sp1

Der humane Transkriptionsfaktor Sp1 wurde erstmals 1987 kloniert und aus HelLa-Zellen
isoliert [121]. Das humane Sp1 Gen ist auf dem Chromosom 12q13 lokalisiert [128].
Dariber hinaus ist bekannt, dass es sich bei Sp1 ausschlieBlich um einen starken
transkriptionellen Aktivator handelt [129, 130], der an der Aktivierung zahlreicher Gene
(housekeeping, gewebespezifische und Zellzyklus-regulierende) beteiligt ist. Weiterhin
wird Sp1 auch fur den Schutz der CpG-Inseln vor der de novo Methylierung bendtigt
[131]. Sp1 kann mit anderen Transkriptionsfaktoren, wie dem TBP [132] und den
TBP-assoziierten Faktoren interagieren [133, 134]. Als weitere Faktoren sind das
Zellzyklus-regulierende Protein p107 [135] oder der Transkriptionsfaktor Ets-1 bekannt.

Eine entscheidende Bedeutung spielt Sp1 in der Tumorentstehung, dem
Tumorwachstum und der Metastasierung. So zeigten Wang et al.,, dass Sp1 als
prognostischer Marker im Magenkarzinom Anwendung finden kdnnte [136]. Dies beruht
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auf der Beobachtung, dass Sp1 an der Induktion des tumorférdernden Gens VEGF
beteiligt ist [137]. Anhand von Patienten verschiedener Tumorentitdten wurde gezeigt,
dass ein erhdhtes Sp1 Level mit einer gesteigerten VEGF-Expression einhergeht [138,
139]. Erst jungst wurde berichtet, dass Sp1 von dem CTA BORIS rekrutiert wird und
folglich die Re-Expression des CTA NY-ESO-1, wahrend der pulmonalen Karzinogenese
vermittelt [84].

1.5 Epigenetik

Im Jahre 1983 wurde erstmals durch Feinberg und Vogelstein [140] gezeigt, dass
epigenetische Veranderungen in Form von globaler genomischer DNA-Demethylierung
die Genexpression beeinflussen, ohne dass dabei die DNA-Sequenz verandert wird.
Denn im Vergleich zur Genetik, welche sich mit der Sequenz der DNA, ihrer
Organisation in Genen und den Veranderungen durch Mutationen befasst, beschaftigt
sich die Epigenetik mit Mechanismen von meiotisch und mitotisch vererbbaren
Veranderungen, die jedoch nicht in der DNA-Sequenz selbst kodiert sind [141].
Demzufolge bezeichnet die Epigenetik alle Prozesse in einer Zelle, die sich ,epi“, das
hei3t, neben oder tUber der DNA-Ebene abspielen.

Drei verschiedene molekulare Mechanismen spielen in der Epigenetik eine zentrale
Rolle: DNA-Methylierung, Histonmodifizierungen und Chromatin Remodelling [142].

1.6 DNA-Methylierung

1.6.1 DNA-Methylierung in normalen Zellen

Die DNA-Methylierung bezeichnet die durch DNA-Methyltransferasen vermittelte
Addition von Methyl-Gruppen (CHs3) an die DNA. Diese naturliche Form der
DNA-Modifikation kommt in fast allen Organismen vor, mit Ausnahme von S. cerevisiae
und C. elegans [143]. In Eukaryoten tragt die DNA-Methylierung im Allgemeinen zur
Inaktivierung von Genen und somit zur Genregulation sowie Erhaltung der
Genomstabilitdt bei (Abbildung 6). In Saugerzellen stellen Cytosine (C) im Kontext von
CpG-Dinukleotiden den vorherrschenden Akzeptor fur Methylgruppen innerhalb der DNA
dar [144]. 1982 beschrieben Ehrlich et al., dass 70-80% der in der DNA vorkommenden
CpG-Dinukleotide methyliert vorliegen, wobei die unmethylierten CpGs vor allem im
Bereich von sogenannten CpG-Inseln anzutreffen sind [145, 146]. Nur etwa 1% des
humanen Genoms weist solche CpG-Inseln auf, die einen Uber 60%-igen Anteil an CpGs
besitzen und etwa 0,5-4 kb lang sind [147]. Die meisten der innerhalb der CpG-Inseln
vorkommenden CpG-Dinukleotide befinden sich in der proximalen Promotorregion von
Genen [147, 148], wobei die Mehrheit der CpG-lnseln mit stabil und ubiquitar
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exprimierten Genen (housekeeping-Genen) assoziiert sind [148-150]. Mehr als 90% der
methylierten Cytosine des humanen Genoms sind in Retrotransposonen zu finden, ein
kleiner Anteil in Satelliten-DNA-Sequenzen und nur eine Minderheit in Exonen und
regulatorischen Sequenzen von Genen [151, 152].

Bereits wahrend der Entwicklung und Differenzierung von Zellen wird das
Methylierungsmuster etabliert. Das genomische Imprinting (,Pragung®) stellt solch einen
epigenetischen Prozess dar und hat zur Folge, dass innerhalb der Keimbahn Gene oder
Chromosomenabschnitte spezifisch markiert werden, so dass in somatischen Zellen
entweder nur das mutterliche oder nur das vaterliche Allel eines Gens aktiv ist. In
Saugetierzellen erfolgt die DNA-Methylierung mit Hilfe der DNA-Methyltransferasen
(DNMTs), von denen bis heute mehrere Isoenzymfamilien bekannt sind [153, 154]. Die
wohl bekanntesten DNMTs unter den Eukaryoten sind: DNMT1, DNMT3a und DNMT3b.
DNMT1 fungiert vor allem als Erhaltungsmethyltransferase und weist eine erhdhte
Spezifitat fur hemimethylierte DNA auf, die zur Erhaltung der DNA-Methylierung wahrend
der Replikation dient [155, 156]. Wie von mehreren Gruppen gezeigt wurde, kann sie
auch als de novo DNMT arbeiten [155, 157, 158]. Im Vergleich dazu haben DNMT3A
und DNMT3B die Fahigkeit unmethylierte DNA zu methylieren und werden deshalb als
de novo Methyltransferasen bezeichnet [159, 160]. Sie tragen malgeblich an der
Etablierung neuer DNA-Methylierungsmuster wahrend der Embryogenese bei [154, 161].
Ein weiteres Mitglied der DNMT-Familie ist DNMT2, dessen biologische Funktion und
Bedeutung bisher weitgehend ungeklart ist. In in vitro Experimenten wurde kaum eine
Methyltransferaseaktivitat detektiert [162-164]. Jlngst wurde dem Drosophila,
Arabidopsis, Maus und humanen DNMT2-Enzym eine tRNA Methyltransferaseaktivitat
nachgewiesen [165, 166].

Uber die Existenz einer DNA-Demethylase wurde schon berichtet, die wahrend der
Embryonalentwicklung aktiv sein soll [167-169]. Jedoch ist bisher nichts Uber den
zugrunde liegenden Mechanismus beziehungsweise die enzymatische Aktivitat bekannt.

1.6.2 DNA-Methylierung in Tumoren

Wahrend der Tumorentwicklung laufen komplexe mehrstufige Prozesse ab, die zu einer
Anhaufung von genetischen Veranderungen fuhren. Dabei treten haufig Mutationen auf,
die zu einer aberranten Genexpression beziehungsweise -funktion oder schliellich zu
einer Zerstdorung der kodierenden Genregion fuhren [170]. Die Transformation von
Wildtyp (wt)-Zellen zu Tumorzellen ist durch eine globale Anderung des DNA-
Methylierungsprofils gekennzeichnet. Dabei kommt es einerseits zur genomweiten
Reduktion des Gehalts an methylierten Cytosinen (Hypomethylierung). Feinberg und
Vogelstein sowie Holliday und Pugh haben in ihren Ausfuhrungen gezeigt, dass eine
direkte Aktivierung von Onkogenen auftreten kann [140, 171]. DarUber hinaus wird eine
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Aktivierung latenter Retrotransposonen sowie chromosomaler Instabilitdt beschrieben
[172, 173]. Andererseits erfolgt eine Erhdhung der Methylierung (Hypermethylierung) in
den Promotorbereichen von Tumorsuppressorgenen (TSG), die zur transkriptionellen
Inaktivierung fuhren und so die Tumorsuppression unterstutzen (Abbildung 7) [152, 174,
175].
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Abbildung 7: Vergleich des DNA-Methylierungsmusters in einer normalen Zelle und
Tumorzelle. Die genomische DNA einer normalen Zelle weist sowohl hypomethylierte (weille Kopfe)
als auch hypermethylierte (schwarze Kopfe) CpGs auf. In einer Tumorzelle verandert sich das globale
Methylierungsmuster drastisch. Modifiziert nach Clark et al., 2002 und Robertson 2005 [172, 173].

1.7 Chromatin-Remodelling und Histonmodifikationen

Im Zellkern eukaryotischer Zellen liegt die mit Histonproteinen assoziierte DNA
(Nukleosomen) als Chromatin vor. Dieses ,Modell“ wurde erstmals 1974 von Kronberg
dargestellt [176] und mit Hilfe der Kristallstruktur bestatigt [177]. Die
Grundverpackungseinheit des Chromatins bildet der Nukleosomenkomplex, welcher aus
etwa 200 Basenpaaren und einem Histonoktamer besteht. Dabei ist ein 146 Basenpaar
langer DNA-Doppelstrang um das Histonoktamer gewunden, der aus H2A,H2B, H3 und
H4 Dimeren besteht (Abbildung 8) [178]. Die zwischen benachbarten Nukleosomen
freiliegende DNA wird als Linker-DNA bezeichnet und ist an das Histon H1 gebunden.
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Die N-terminalen Enden der Histonproteine sind Orte der posttranslationalen
Modifikationen und  spielen eine wichtige Rolle in Bezug auf die
Verpackungseigenschaften des Chromatins und die Genregulation. Hierzu gehdren die
Histon-Acetylierung, -Phosphorylierung, -Methylierung, -Ribosylierung und
-Ubiquitinylierung [179-181]. Das Einbringen chemischer Veranderungen an den
Histon-Seitenketten fuhrt zur Rekrutierung regulatorischer Proteine (beispielsweise TFs
oder MDBs) und zur Auflockerung beziehungsweise Kondensation des Chromatins, was
zur Genexpression oder -repression flihren kann.

10nm Filament

Chromatinfaser

flexible aminoterminale
Domaéne

A
unmodifiziertes
Histon H3 N

N-terminale Domane globuldre Domane

Histonoktamer

modifiziertes
Histon H3

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Chromatinorganisation. Die DNA (schwarze Linie)
windet sich spiralférmig um das Histonoktamer (bestehend aus je zwei Molekilen H2A (gelb), H2B
(grau), H3 (blau) und H4 (griin)). Die N-terminalen Enden der Histone (hier anhand des Histons H3 in
schwarz dargestellt) sind Ziel der posttranslationalen Modifikationen. Ac, Acetylierung; Me,
Methylierung; P, Phosphorylierung. Modifiziert nach Strahl et al., 2000 [182].

1.7.1 Histon Methyltransferasen

Im Jahre 1964 wurde die Histonmethylierung entdeckt [183, 184]. Fur die
Histonmethylierung sind die Histon Methyltransferasen (HMT) verantwortlich. Die
Methylierung erfolgt unter Verbrauch von S-Adenosylmethionin (SAM) nicht nur an
Lysinen, sondern auch an Argininen. Die Modifizierung der Aminosaure Lysin (K) erfolgt
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mit Hilfe der Histon-Lysin-Methyl-Transferasen (HKMT), die der Aminosaure Arginin (R)
durch Protein-Arginin-Methyl-Transferasen (PRMT) [185, 186].

Die Methylierung der Histone erfolgt hauptsachlich an den N-Termini der Histone H3 und
H4 [187]. Dabei kann die Kapazitat der Methylierung an den Aminosauren variieren:
Lysin kann mono-, di- und trimethyliert; Arginin hingegen nur mono- und dimethyliert
werden. Folglich kann der Grad und/oder die Position der Histonmethylierung die
transkriptionelle Aktivitdt eines einzelnen Gens oder einer ganzen Chromatinregion
positiv oder negativ beeinflussen [188, 189]. Dieser Zustand der Histonmodifikation und
der dazugehorige Chromatinstatus (Eu- oder Heterochromatin) sind recht stabil und
kénnen mitotisch vererbt werden [189]. Wie aus Abbildung 9 hervorgeht, findet zwischen
den Histonmethylierungen und deren spezifisch chromatinbindenden Proteinen, der
DNA-Methylierung und den Methyl-bindenden Proteinen ein komplexes Zusammenspiel
statt, was zu einer Repression der Genexpression fuhrt. In malignen Zellen wird haufig
die Methylierung des Histons H3 Lysin 9, H3 Lysin 36, H4 Lysin 20 und H3 Lysin 76
beobachtet, was letztlich zum zum Gen-Silencing fuhrt [190-193].

Abbildung 9: Schematische Darstellung liber das Zusammenspiel verschiedener Komponenten
der posttranslationalen Modifikationen an der DNA und dem Chromatin. Ac, Acetylierung; Me,
Methylierung; HP1, Heterochromatin Protein 1; MBD, Methyl-CpG Bindungsprotein; HDAC,
Histondeacetylase; HMT, Histonmethyltransferase. Nach Feinberg und Tycko, 2004 [194].

1.7.2 Histonacetyltransferasen (HAT)

1963 wurde erstmals Uber die Acetylierung von Histonen berichtet [195] und bereits ein
Jahr spater zeigten Allfrey et al. in in vivo Versuchen, dass Histonmodifikationen
(Acetylierung und Methylierung) die RNA-Synthese inhibieren und das vor allem
lysinreiche Histone acetyliert werden [183]. Erst in den 1990er Jahren wurden die fur die
Histonmodifikationen verantwortlichen Enzyme gefunden [196, 197]. Sie werden
aufgrund ihrer zellularen Lokalisation in HAT-A- (nukledre Lokalisation) und
HAT-B-Enzyme (zytoplasmatische Lokalisation) unterteilt. Die Histonacetylierung erfolgt
durch die Ubertragung einer Acetylgruppe von Acetyl-Coenzym A an die e-Aminogruppe

der Lysinseitenketten am aminoterminalen Ende der Histonproteine. Dadurch kommt es
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zur Neutralisierung der positiv geladenen Lysine, was die Wechselwirkung zwischen
DNA und Histonen verringert. Dieser Effekt fuhrt zur Destabilisierung der
Nukleosomenstruktur. Das Chromatin wird partiell entfalten und der Zugang zur DNA
wird fur nukledre Faktoren, wie Transkriptionsfaktoren, die den Promotor aktivieren,
erleichtert [198, 199].

1.7.3 Histondeacetylasen (HDAC)

Bis heute sind vier Klassen der Histondeacetylasen (HDAC) bekannt und werden
entsprechend ihrer Homologie zu den Hefeproteinen zugeordnet [200, 201]. Die
Gemeinsamkeit aller HDAcs ist die Fahigkeit Histone zu deacetylieren. Die N-terminalen
Lysine der Histonseitenketten werden durch die Deacetylierung positiv geladen, was zu
einer verstarkten Interaktion zwischen DNA und Nukleosom fuhrt. Zur klassischen
HDAC-Familie gehoren die Klasse |, Il und IV, welche fur ihre Aktivitdt den Co-Faktor
Zn** benétigen. Dahingegen benétigt die jingst entdeckte Klasse Ill den Co-Faktor NAD*
(Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid) und wird aufgrund ihrer Hefehomologie zum SIR2
(silencing information regulator 2) auch SIR2 Familie genannt. Sie umfasst sieben
Mitglieder (SIRT 1-7), die eine subzellulare Lokalisation (Cytoplasma, Mitochondrien und
Zellkern) aufweisen. Bemerkenswert ist, dass die Klasse Il HDACs nicht durch
Inhibitoren, wie Trichostatin A, SAHA oder Butyrat inhibiert werden kénnen [202, 203].
Dies scheint im Zusammenhang mit dem Prozess der Karzinogese und der Alterung zu
stehen [204]. Die Klasse | der HDACs, bestehend aus HDAC 1-3 und 8, ist eng verwandt
mit dem Transkriptionsregulator RDP3 der Hefe und ist ubiquitar exprimiert [205]. Zur
Klasse || HDACs gehodren die Histondeacetylasen HDAC 4-7 sowie HDAC 9 und 10,
welche eine Homologie zum Hefeprotein HDA1 aufweisen [206]. Mitglieder der Klasse Il
interagieren insbesondere mit dem myogenen Transkriptionsfaktor MEF2, welcher eine
essentielle Rolle in der Regulation und Differenzierung von muskelspezifischen Genen
spielt [207, 208]. Die Histondeacetylase HDAC 11, die homolog dem Hefeprotein HOS3
ist, weist konservierte Reste innerhalb der katalytischen Domane auf, welche auch
innerhalb der Klasse | und Il HDACs vorliegen. Aufgrund der zu geringen Homologie der
Gesamtsequenz zu den anderen drei Klassen wurde HDAC 11 einer neuen Klasse, der
Klasse IV, zugeordnet. HDAC 11 wird in Geweben, wie Niere, Herz, Gehirn und Hoden
exprimiert [209].

1.8 Strategien zur Induktion reprimierter Gene

Im Vergleich zu genetischen Mutationen, die einen irreversiblen Verlust der Genfunktion

darstellen, sind die durch epigenetische Mechanismen (DNA-Methylierung sowie

Histondeacetylierung) hervorgerufenen Repressionen der Transkription reversibel. Mit
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Hilfe von Inhibitoren der DNA-Methyltransferase oder Histondeacetylase kann die
Repression einiger Gene aufgehoben und folglich wieder induziert werden.

Einen wichtigen Aspekt stellen die in klinischen Studien angewandten Cytidin-Analoga,
wie Azaciditin (5-Azacytidin) und Decitabin (5-Aza-2’-desoxycytidin; Aza) fur die
DNA-Demethylierung dar [210-213]. Sie hemmen vor allem DNMT1, welche fur den
Erhalt des Methylierungsmusters zustandig ist. Eine weitere Strategie ist die
Verwendung von DNMT-spezifischer Antisense-RNA in Zellkultur, die zu einem
knockdown des DNMT Gens fuhrt und so die Apoptose oder Zelldifferenzierung in
Tumorzellen induziert [152, 214-216].

Eine andere Moglichkeit zur Induktion reprimierter Gene besteht in der Verwendung von
Histondeacetylase-Inhibitoren (HDACI), die bisher in Zellkulturen als auch klinischen
Studien erprobt wurden. In diversen Studien konnte gezeigt werden, dass nach
Behandlung mit HDACI die Histone hyperacetyliert wurden und antiproliferative Effekte in
Tumoren auftraten. Des Weiteren konnten sowohl in vitro als auch in vivo Studien
zeigen, dass es zur Differenzierung, zur Apoptose, zum Wachstumsstillstand der Zellen
sowie zur Angiogenese und damit verbundener Zellinvasion und Metastasierung
kommen kann [141, 217-219]. Trichostatin A (TSA) in Kombination mit Aza erzeugt eine
verstarkte Genexpression aufgrund der Auflockerung des Chromatins und der
DNA-Demethylierung.

1.8.1.1 Methylierungsunabhdngige Methyl-CpG Bindungsdomane Proteine

Im Jahre 1989 wurde von Meehan et al. gezeigt, dass das Protein MeCP1 spezifisch an
methylierte CpGs der DNA binden kann [220]. Kurz darauf wurde das CpG-bindende
Protein MeCP2 entdeckt, welches wie MeCP1 die Transkription inhibieren kann [221]. In
den folgenden Jahren wurden weitere verwandte Proteine nachgewiesen, die spezifisch
an methylierte DNA in vivo und in vitro binden und an der Etablierung der Interaktion
zwischen DNA-Methylierung und der Rekrutierungsmaschinerie zum Gen-Silencing, aber
nicht der Ausbildung des DNA-Methylierungsmusters beteiligt sind [222, 223]. Die
Familie der Methyl-CpG Bindungsdomane Proteine besitzt funf Mitglieder: MBD1, MBD2,
MBD3, MBD4 und MeCP2. Bezuglich der Sequenzhomologie sind die funf Proteine sehr
divergent und weisen nur innerhalb ihrer Methyl-CpG Bindungsdomane (MBD)
Homologien auf (Abbildung 10) [224].
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Abbildung 10: Schematische Struktur der wichtigsten Vertreter der Methyl-CpG
Bindungsdoméane Proteine. CXXC, cysteinreiche DNA-Bindungsdoméne; GR, Glycin-Arginin
Repeat; MBD, Methyl-CpG Bindungsdomane; TRD, Transkriptions-Repressordomane. Modifiziert
nach Sansom et al., 2007 [225].

MeCP2 (Methyl-CpG bindendes Protein 2) erkennt einzelne symmetrische methylierte
CpG-Stellen [226]. Das Gen, das fur MeCP2 kodiert, ist auf dem X-Chromosom (Xq28)
lokalisiert und enthalt vier Exone. Das Genprodukt besteht aus drei funktionellen
Doménen (Abbildung 10). Die erste funktionelle Doméane ist die Methyl-CpG
Bindungsdomane (MBD), welche sich am N-terminalen Ende befindet und fur die
Erkennung der methylierten CpGs sowie die Bindung an unmethylierte Sequenzen und
MAR-Elemente (Matrix attachment region) verantwortlich ist. In der Mitte des Proteins
befindet sich die Transkriptions-Repressordomane (TRD), die der Rekrutierung von
Repressorkomplexen, wie Sin3A und Histondeacetylasen (HDAC1 und 2) dient
(Abbildung 12) [226]. Des Weiteren besitzt MeCP2 eine prolinreiche Domane in der
C-terminalen Region, die der Bindung von WW Domanen dient [227]. Im Allgemeinen ist
MeCP2 an der Inaktivierung der Genexpression beteiligt. Amir et al. zeigten, dass
Mutationen im MeCP2 Gen die genetische Ursache fur das Rett-Syndrom sind [228].

Unter den MBD-Mitgliedern nimmt MBD1 eine besondere Stellung ein, da es als einziges
Protein in vitro sowohl an methylierte als auch unmethylierte Promotoren binden und die
Genexpression inhibieren kann [229, 230]. Durch alternatives Spleillen entstehen
verschiedene Isoformen, die in Abbildung 11 dargestellt sind. Eine Besonderheit der
MBD1 Isoformen ist das Vorkommen von zwei oder drei cysteinreichen CXXC-Domanen,
die sich zwischen der MBD und TRD befinden. Diese Domanen kommen auch in DNA-
und Histonmethyltransferasae vor [231, 232]. MBD1v1 und MBD1v2 besitzen drei
Doméanen und koénnen aufgrund des Vorhandenseins der dritten Domane an
unmethylierte DNA binden, was zur methylierungsunabhangigen Genregulation fuhrt
[233]. Wischnewski et al. zeigten, dass MBD1v3 mit dem Vorhandensein von nur zwei
cysteinreichen Domanen ebenfalls zur Repression unmethylierter Promotoren beitragt
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[234]. Jedoch wurde die wesentlich schwachere Repression der unmethylierten
Promotoren nur in Mbd1-defizienten Mausfibroblasten gefunden. MBD1v4 besitzt wie
MBD3 ebenfalls nur zwei cysteinreiche Domanen und reprimiert methylierungsabhangig
die Transkription.

CXXC domains
MBD1 MBD NLS 1 2 3 TRD
vi N N s
v NN
v3 s s
va NN

Abbildung 11: Schematische Darstellung der verschiedenen MBD1 Isoformen. Alle vier
Isoformen (v1, v2, v3 und v4) besitzen eine MBD (Methyl-CpG Bindungsdoméane; dunkelgrauer
Kasten) am N-Terminus. Dahinter folgt das nukleare Lokalisationssignal (NLS; als schwarzer Strich
dargestellt). Am C-Terminus liegt die TRD (Transkriptions-Repressordoméne; hellgrauer Kasten). In
der Mitte der jeweiligen Proteine befinden sich die cysteinreichen Zink-Bindungsdomanen (CXXC;
schwarz-weif3e Kasten). Nach Fuijita et al., 2000 [229].

Die Aktivitat der transkriptionellen Repression der MBD1 Isoformen scheint von der
Rekrutierung eines Histondeacetylase-Komplexes abhangig zu sein [230, 235], wobei
man noch nicht genau weil}, welche der HDACs mit MBD1 in Wechselwirkung treten.
1995 zeigten Ichimura et al., dass die TRD von MBD1 in der Lage ist, mit MCAF
(MBD1-containing chromatin associated factor) zu interagieren und dementsprechend
Uber einen HDAC-unabhangigen Mechanismus die verstarkte Heterochromatin-Bildung
begunstigt [236]. MBD1 interagiert auch mit der Histon Methyltransferase Suv39h1 und
HP1 (Heterochromatin Protein 1) [237, 238]. Dabei lauft die transkriptionelle Repression
teilweise unabhangig von der TRD des MBD1 ab. Stattdessen interagiert Suv39h1 mit
der MBD-Domane und methyliert infolgedessen das Lysin 9 des Histons 3, was
inhibierend auf die Transkription wirkt. Des Weiteren interagiert das Kernprotein MBD1
mit einer Untereinheit des CAF1 (chromatin assembly factor 1), dem p150, sowie der
Histon Methyltransferase SETDB1 [239, 240]. Dieser MBD1-CAF1-SETDB1-Komplex
lenkt die Genexpression Uber die Histonmethylierung (Abbildung 12).

Das dritte Mitglied der MBD Familie ist MBD2, welches als Komponente des
MeCP1-Komplexes entdeckt wurde [241]. Es existieren zwei Isoformen, MBD2a und
MBD2b, die sich aufgrund der Position ihrer Translationsstartstelle unterscheiden. Das
erste Startcodon befindet sich innerhalb der CpG-Insel des MBD2 Gens, wohingegen
das Zweite 152 Aminosauren downstream lokalisiert ist. Folglich ist MBD2b
152 Aminosauren an seinem N-Terminus gegenuber MBD2a verkirzt. Die Funktion des
trunkierten MBD2b-Proteins ist bis heute noch nicht bekannt. Szyf und Kollegen haben in
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in vivo und in vitro Versuchen gezeigt, dass MBD2b als DNA-Demethylase fungieren
kann, wobei eine enzymatische Aktivitat fur das langere MBDZ2a-Protein bisher noch
nicht nachgewiesen wurde [242-245]. Jedoch wird diese Eigenschaft diskutiert [224].
Neben der MBD und TRD besitzt MBD2 am N-Terminus Glycin-reiche Repeats, die eine
Bindung an A/T-reiche DNA-Sequenzen vermitteln [152]. Die Fahigkeit der
transkriptionellen Repression wird durch eine direkte oder indirekte Bindung von MBD2
an HDACs vermittelt. Boeke et al. zeigten, dass MBD2b an den Transkriptionsrepressor
Sin3A bindet [246].
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der verschiedenen Mechanismen zum epigenetischen
Gen-Silencing mit Hilfe der MBD Proteine. Dargestellt sind eine normale Zelle und eine Krebszelle.
Die DNA-Sequenz ist als gerade Linie dargestellt, die weiRen Kreise symbolisieren unmethylierte
CpGs und die roten Kreise methylierte CpGs. Modifiziert nach Lopez-Serra et al., 2008 [223].
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Das aus  Saugetieren isoliete  MBD3-Protein weist hohe DNA- und
Protein-Sequenzhomologien zum MBD2-Protein auf, ist jedoch nicht in der Lage an
methylierte DNA zu binden [247, 248]. MBD3 wurde als Komponente des Mi-2/NuRD
Chromatin-Remodellierungskomplex entdeckt [222, 249]. Der Mi-2/NuRD Komplex ist
am Nukleosom-Remodelling beteiligt und wird von MBD2 in vitro an methylierte DNA
rekrutiert (Abbildung 12) [250]. Der Komplex aus Mi-2/NuRD und MBD2 entspricht dem
MeCP1-Komplex [223]. Weitere Proteine, wie die Protein-Arginin-Methyl-Transferase
PRMTS, werden rekrutiert [251].

MBD4 ist als einziges Mitglied der MBD-Familie nicht in die transkriptionelle Repression
involviert. Stattdessen ist es an der DNA-Reparatur von TG-Missmatches (TG-CG)
beteilig, die aufgrund spontaner Desaminierung von Methylcytosinen zu Thyminen
entstehen [222]. Neben einer MBD besitzt dieses Protein an seinem C-terminalen Ende
eine Glykosylase-Domane, die Struktur-Ahnlichkeiten zu bakteriellen
Reparatur-Glykosylasen aufweist (Abbildung 10) [252, 253]. Es wurde fur MBD4 gezeigt,
dass es als Guanin-zu-Thymin- und spezifische Thymin-und-Uracil-Glykosylase agiert
[254]. Neben diesem Reparaturmechanismus ist MBD4 auch in die
methylierungsabhangige Genrepression der p16™** und MHL1 Gene [255] sowie in der
Induktion der Apoptose nach Auftreten von DNA-Schaden [256] involviert.

1.9 Ziele der Arbeit

Die epigenetische Regulation der Cancer-Testis MAGE-A Gene wurde im Rahmen
dieser Arbeit zum einen aufgrund des grof3en Interesses an der Cancer-spezifischen
Expression von MAGE-A und ihrer Relevanz fur die Tumortherapie untersucht. Zum
anderen dienten die innerhalb der Arbeitsgruppe von Wischnewski et al. gewonnenen
Daten als Grundlage [1, 234]. Sie zeigten, dass der epigenetische Faktor MBD1 in
MCF-7 Zellen die MAGE-A-Promotoren reprimiert, wohingegen der Transkriptionsfaktor
Ets-1  aktivierend wirkte. Diese Erkenntnisse sollen nun auch auf die
mikrometastatischen Zelllinien erweitert werden, um diese im Detail naher
charakterisieren zu kénnen. Jedoch ist das Hauptziel dieser Arbeit aufzuklaren, wie
BORIS im Zusammenspiel mit anderen epigenetischen Faktoren und
Transkriptionsfaktoren die Genexpression insbesondere von MAGE-A1 beeinflusst und
reguliert.

Aus diesem Grund sollen im ersten Teil dieser Arbeit Expressionsstudien durchgefuhrt
werden, um zu zeigen, was fur eine Rolle BORIS zusammen mit epigenetischen
Faktoren (MBDs) und Transkriptionsfaktoren (Ets-1 und Sp1) in der Aktivierung der
MAGE-A-Promotoren  spielt. Als Modellsystem fur die Durchfuhrung der

Expressionsstudien werden sowohl verschiedene Krebszelllinien (Brust, Darm, Leber,
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Leukdmie und Prostata) als auch die etablierten mikrometastatischen Zelllinien des
Brust-, Prostata- und Lungenkarzinoms verwendet. Die mikrometastatischen Zelllinien
stellen dabei ein geeignetes in vitro Modellsystem fur disseminierte Tumorzellen dar.

Des Weiteren sollen epigenetische Untersuchungen den Einfluss von BORIS auf die
Transkription und die Profile der DNA-Methylierung und Histonmodifikationen an den
MAGE-A-Promotoren klaren.

Da der generelle Transkriptionsapparat die basale Transkription initiiert und durch die
Transkriptionsfaktoren Ets-1 und Sp1 aktiviert wird, ist es von gro3em Interesse zu
untersuchen, ob BORIS mit der Komponente des generellen Transkriptionsapparates
TBP und mit den Aktivatoren Ets-1 und Sp1 interagieren kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Acrylamidlésung (30%)
Amplify N

Ampicillin

Aqua (ad iniectabilia)
5’-Aza-2’-deoxycytidin
Bacto-Agar

Bacto-Trypton

Borsaure

Bromphenolblau

Bovines Serum Albumin (BSA)

Desoxynucleoside Triphosphate Set (PCR grade)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Ethanol abs.
Ficoll

Formaldehyd
FuGENE HD
Glucose

Glycerol

Glycogen

Glycin

Hefeextrakt
HEPES

HiDi Formamid
HPLC-H,O
IGEPAL CA-630
Isopropanol
Kaliumchlorid (KClI)
L-Rhamnose Monohydrate
Lysozym

Loading buffer (6x)

Serva, Heidelberg

GE Healthcare, Freiburg
Sigma, Steinheim

Baxter SA, Lessines
Sigma, Steinheim

BD Bioscience, Heidelberg
BD Bioscience, Heidelberg
Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Roche, Mannheim

Serva, Heidelberg

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt
Amersham Bioscience,
Freiburg

Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

BD Bioscience, Heidelberg
Gibco BRL, Eggenstein
Applied Biosystems, Mannheim
Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt
Promega, Mannheim
Sigma, Steinheim
Fermentas, St. Leon-Rot
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Luminol
2-Mercapoethanol
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Methanol
N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylene diamine
Natriumacetat (C,H3;NaO)
Natriumchlorid (NaCl)
Nuclease-Free Water
p-Cumarsaure

Poly (dI-dC)

POP7 Polymer

Protease Inhibitor Cocktail (PIC) Complete

Phenol:Chloroform
ProtoGel Acrylamid
RNase-Free DNase
Roti®-Safe Gelstain
Saccharose

SeaKem LE Agarose
SOC-Medium
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
PBS ohne Mg?* und Ca*
TE-Puffer

Trichostatin A
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Triton X-100

Trizma Base

Trichostatin A

Tween-20

Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Munchen

J. T. Baker, Deventer, Holland
Fluka, Sigma, Minchen
Fermentas, St. Leon-Rot
Roth, Karlsruhe
Promega, Mannheim
Sigma, Steinheim

GE Healthcare, Freiburg
Applied Biosystems, Mannheim
Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

National Diagnostics
Qiagen, Hilden

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

FMC Bioproducts
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Gibco BRL, Eggenstein
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Steinheim

USB, USA

Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
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2.1.2 Zellkulturmaterialien

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
Fotales Kalberserum (FCS)

L-Glutamin

Streptomycin /Penicillin
Insulin-Transferrin-Selenium A

Trypsin/ EDTA (25%)

2.1.3 Komplettierte Medien fiir die Zellkulturen

Kulturmedium 1 - DMEM:
90% (v/v) DMEM

10% (v/v) FCS

2 mM L-Glutamin

Kulturmedium 2 - RPMI:
90% (v/v) RPMI

10% (v/v) FCS

2 mM L-Glutamin

Kulturmedium 3 - RPMI:

90% (v/v) RPMI 1640

10% (v/v) FCS

2 mM L-Glutamin

10 mg/ml Insulin-Transferrin-Selenium-A
50 ng/ml EGF

10 ng/ml FGF

Trypsin-EDTA-L6sung (1x):
0,25% (w/v) Trypsin

1 mM EDTA

in PBS ohne Mg?* und Ca**

Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein
PAA GmbH, Pasching

Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein

Gibco BRL, Eggenstein
PAA GmbH, Pasching
Gibco BRL, Eggenstein

Gibco BRL, Eggenstein
PAA GmbH, Pasching
Gibco BRL, Eggenstein

Gibco BRL, Eggenstein
PAA GmbH, Pasching
Gibco BRL, Eggenstein
Invitrogen, Karlsruhe
Macs Miltenyi Biotec
Macs Miltenyi Biotec

Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein
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2.1.4 Bakteriennahrmedien

LB-Medium (pH 7,5):

1% (w/v) Bacto-Trypton BD Bioscience, Heidelberg
0,5% (w/v) Hefeextrakt BD Bioscience, Heidelberg
1% (w/v) NaCl Roth, Karlsruhe

LB-Ampicillin-Agar:
1 1 LB-Medium (s.0.)
1% (w/v) Bacto-Agar BD Bioscience, Heidelberg

50 mg/ml Ampicillin Sigma, Muanchen
(Endkonzentration: 100 pg/ml)

2.1.5 Lodsungen und Puffer

Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den Firmen Merck
(Darmstadt), Roche Diagnostics (Mannheim), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich
(Munchen) bezogen.

Dulbecco’s PBS w/o Sodium Bicarbonat Gibco BRL, Eggenstein
w/o Calcium and Magnesium

5x Ladungspuffer 50% Glycerol 5 ml
0,5M EDTA 1 ml
1M Tris pH 7,5 200 pl
H.O ad 10 ml

Bromphenolblau (1:3), Xylene Cyanol (1:3)

10x PBS pH 7,4 NaCl 90 g
Na,HPO4 x 2 H,0 14,33 g
KH2PO4 2,679
H>O ad 11

5x TBE (Tris-Borat EDTA) Trizma Base 54 g
Borsaure 2759
0,5MEDTA pH 8 20 mi
H>O ad 11
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1M Tris pH 7,5

Trypanblau Sigma, Muanchen
0,1 N NaOH Merck, Darmstadt
Bradford-Losung BioRad, Minchen

2.1.6 Enzyme und Reaktionspuffer

Alkalische Phosphathase (CIAP; 1 U/ul)) Fermentas, St. Leon-Rot

DNase | Roche, Grenzach-Whylen

Glycogen Roche, Mannheim

Hpall Methylase (4 U/pl) New England BiolLabs,
Schwalbach

Ligase Puffer Fermentas, St. Leon-Rot

PfuTurbo® Hotstart DNA Polymerase (2,5 U/ul) Stratagene, Heidelberg

Proteinase K Millipore, Schwalbach

ProTEV Promega, Mannheim

Restriktionsendonukleasen New England BiolLabs,

Schwalbach oder Fermentas, St.

Leon-Rot

10x Restriktionspuffer New England BiolLabs,
Schwalbach oder Fermentas, St.
Leon-Rot

RNase Inlhibitor Fermentas, St. Leon-Rot

RQ1 RNase-Free DNase Promega, Mannheim

T4 DNA-Ligase (5 U/pl) Fermentas, St. Leon-Rot

10x T4 DNA-Ligase Puffer Fermentas, St. Leon-Rot

T4 Polynukleotid Kinase (10 U/ml) Fermentas, St. Leon-Rot

Tag DNA Polymerase (5 U/ul) Qiagen, Hilden

21.7 Kits

BigDye® Terminator v1.1 Sequencing Kit Amersham Bioscience, Freiburg

DNA Clean & Concentrator-25 Kit Zymo Research, Freiburg

Dual Luciferase® Reporter Assay Kit Promega, Mannheim

EnPresso Tablet Set BioSilta, Oulu, Finnland

Eukitt® quick-harding mounting medium Sigma, Steinheim

EpiTect Bisulphite Kit Qiagen, Hilden

First Strand cDNA Synthesis Kit Fermentas, St. Leon-Rot
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Halo Link™ Resin
HaloTag™ Resin
HaloTag® Protein Purification System

lllustra ™ Microspin™ G-50 S&ulen

Magna ChIP™ G-Chromatin Kit
QIAamp Blood Kit

QlAfilter Plasmid Maxi Kit
QIAprep Spin Miniprep

QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAShredder

RNeasy® Mini Kit

QuantiTect SYBR Green PCR Kit
Tag DNA Polymerase (5 U/ul)
Taq Mastermix Kit

TNT® Quick Coupled Transcription/
Translation System

TOPO TA cloning Kit

Venor®GeM Mykoplasmendetektion Kit

Promega, Mannheim
Promega, Mannheim
Promega, Mannheim
GE Healthcare Bioscience,
Midnchen

Millipore, Schwalbach
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Promega, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe
Minerva-Biolabs, Berlin

2.1.8 Vektoren, Expressions- und Reporterplasmide

pcDNAS3.1 (+) Expressionsplasmid

pGL2 basic Firefly-Luciferase Reporterplasmid

pGL4.74 [hRLuc/ TK] Vektor

pCR2.1 TOPO-Vektor
pCR-TOPO2.1 MAGE-A1(+47/+183)
pBIG-HA BORIS

pET-16b BORIS

pFN19A (HaloTag®7) T7 SP6 Flexi® Vektor
pcDNAS3.1 (+) Expressionsvektor fur MBD1v1,

MBD1v3, MBD2a

Invitrogen, Karlsruhe
Promega, Mannheim
Promega, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
PD V. Lobanenkov, NIH;
Bethasda, USA

PD V. Lobanenkov, NIH;
Bethasda, USA

PD V. Lobanenkov, NIH;
Bethasda, USA
Promega, Mannheim
Wischnewski F et al., 2007
MCR [234]
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pGL2 MAGE-A1 Reporterplasmid (-82/+116)

pRS shRNA BORIS Expressionsvektor
pRS shRNA scramble Expressionsvektor

2.1.9 Antikorper

Tabelle 3: eingesetzte Erstantikorper

Wischnewski F et al.,2007
MCR [234]

Origene, Rockville, USA
Origene, Rockville, USA

Antikorper Anwendung Verdiinnung Hersteller

BORIS EMSA/ WB 3 pl/ 1:10000 Abcam, Cambridge, England

BORIS EMSA/ WB 3 pl/ 1:1000 Novus Biologicals, Littleton, USA

BORIS Lob #1 | EMSA 3 pl Group of V. Lobanenkov (NIH, Bethasda, USA)
BORIS Lob #2 | EMSA 3 pl Group of V. Lobanenkov (NIH, Bethasda, USA)
BORIS Lob #3 | EMSA 3 pl Group of V. Lobanenkov (NIH, Bethasda, USA)
BORIS Lob #4 | EMSA 3 pl Group of V. Lobanenkov (NIH, Bethasda, USA)
BORIS Lob #5 | EMSA/ WB 3 pl/ 1:1000 Group of V. Lobanenkov (NIH, Bethasda, USA)
BORIS Lob #6 | EMSA 3 pl Group of V. Lobanenkov (NIH, Bethasda, USA)
Sp1 EMSA/ WB 3 pl/1:1000 Millipore, Billerica, USA

H3K4me ChIP 3 Mg Millipore, Billerica, USA

H3K4me2 ChIP 3 Mg Millipore, Billerica, USA

H3K4me3 ChIP 3 Mg Millipore, Billerica, USA

H3K9ac ChIP 3 Mg Millipore, Billerica, USA

H3K9me ChIP 3 Mg Millipore, Billerica, USA

H3K9me3 ChIP 3 Mg Millipore, Billerica, USA

H4K8ac ChIP 3 ug Abcam, Cambridge, England

H4K20me ChIP 3 Mg Millipore, Billerica, USA

H4K20me2 ChIP 3 Mg Millipore, Billerica, USA

H4K20me3 ChIP 3 Mg Millipore, Billerica, USA

IgG ChiP 2 ug Abcam, Cambridge, England

Tabelle 4: Verwendete konjugierte Sekundarantikorper

Antigen Spezies Konjugat Hersteller

Kaninchen Schwein Peroxidase DakoCytomation, Glostrup, Danemark
Maus Kaninchen Peroxidase DakoCytomation, Glostrup, Danemark
Ziege Kaninchen Peroxidase DakoCytomation, Glostrup, Danemark
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2.1.10 Primer

Alle aufgelisteten Primer wurden von Sigma-Aldrich, Steinheim hergestellt.

2.1.10.1 Primer fiir Natriumbisulfit-behandelte DNA

Tabelle 5:
Name Nukleotidsequenz 5°-3’ Produkt Annealing
(bp) (T°C)
5-MAGE-A1_For CCC AAG CTT TTT TAT TTT TAT TTA GGT
AGG ATT 309 55
3-MAGE-A1_Rev CGG GGT ACC CCT AAT ATC TCT CAA
AAC TTT TAA
5-MAGE-A2_For GGT ATA TAT TGG TAA TGA TTT TAT
TT(T/C) GAG 563 59
3’- MAGE-A2_Rev CCC TAC AAA AAA ATC CAA ACC C(GIT)A
CAA
2.1.10.2Fir cDNA-Expressionsanalysen verwendete Primer
Tabelle 6:
Name Nukleotidsequenz 5°-3’ Produkt Annealing
(bp) (T°C)
BORIS_For CTC AGG TGA GAAGCC TTACG 134 57
BORIS_Rev TGA TGG TGG CAC AAT GGG
MAGE-A1_For CGG CCG AAG GAACCT GACCCAG 429 65
MAGE-A1_Rev GCT GGA ACC CTC ACT GGG TTG CC
MAGE-A2_For AAG TAG GAC CCG AGG CAC TG 236 58
MAGE-A2_Rev GAA GAG GAAGAA GCG GTC TG
MAGE-A3_For TGG AGG ACCAGAGGC CcCC 795 62
MAGE-A3_Rev GGACGATTATCAGGAGGC CTGC
MAGE-A12_For GCG CGT TGG AGG TCAGAG A 420 56
MAGE-A12_Rev CGG ATT GAC TCC AGA GAG TA
B-Aktin_For GGC GGC ACC ACC ATG TAC CCT 202 60
B-Aktin_Rev AGG GGC CGG ACT CGT CAT ACT
Ets-1_For ATG GAG TCA ACC CAG CCT AT 287 55
Ets-1_Rev CCC AGA CAA CAT GTG CAT GG
Sp1_For CAG ACT CAG TAT GTG ACC AA 241 56
Sp1_Rev GTT GAG TAGCTATTG GCATT
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2.1.10.3 Fur Klonierung verwendete Oligonukleotide

Tabelle 7:
Name Nukleotidsequenz 5°-3’ Annealing
(T°C)
MAGE-A1 (-77/-183)_For GTT CCC GCC AGG AAA CATC 50
MAGE-A1 (-77/-183)_Rev | GCC CAG GCT GAG ACG TCT TCC
BORIS—-Sgfl_For CCA AAA TGC GAT CGC ATG TAC CCA TAC GAT
GTT CCA 60
BORIS—Pmel_Rev GAA TCA AGT TTA AAC TCA CTT ATC CAT CGT
GTT
Ets-1-Kpnl_For CCA AAA TGG TAC CAT GAAGGC GGC CGTCGA T
Ets-1-Not|_Rev GAA TCA AGC GGC CGC TCA CTC GTC GGC ATC 60
TGG
Ets-1-Sgfl_For CCA AAA TGC GAT CGC ATG AAG GCG GCC GTC
GAT
Ets-1-Pmel_Rev GAA TCA AGT TTA AAC TCA CTC GTC 58
GGC ATC TGG
hTBP-Comp/N-EcoRI_For | CCA AAA TGA ATT CAT GGA TCA GAA CAA CAG C
hTBP-Comp/C—Xhol _Rev | GAA TCA ACT CGA GTT ACG TCG TCT TCC TGA
ATC C 58
hTBP-N-Xhol_Rev GAA TCA ACT CGA GAG AAC TCT CCG AAG CTG G
hTBP-C—EcoRI_For CCA AAA TGA ATT CGG GAT TGT ACC GCAGCT G
hTBP-Comp/N-Sgfl_For CCA AAA TGC GAT CGC ATG GAT CAG AAC AAC
AGC
hTBP-Comp/C—Pmel_Rev | GAA TCA AGT TTA AAC TTAC GTC GTC TTC CTG
AA
hTBP-N—Pmel_Rev GAA TCA AGT TTA AAC AGA ACT CTC CGA AGC 56
TGG
hTBP-C—Sgfl_For CCA AAA TGC GAT CGC GGG ATT GTA CCG CAG
CTG
MBD1v1/v3-Sgfl_For CCA AAA TGC GAT CGC ATG GCT GAG GAC TGG
cT 68
MBD1v1/v3-Pmel_Rev GAA TCA AGT TTA AAC CTACTG CTT TCT AGC TC
MBD2a-Sgfl_For CCA AAA TGC GAT CGC CTT AAG CTT GGT ACC
GAG
MBD2a/b—Pmel_Rev GAA TCA AGT TTA AAC TTA GGC TTC ATC TCC 62
ACT
MBD2b-Sgfl_For CCA AAA TGC GAT CGC ATG GAT TGC CCG GCC
CTC
Sp1-EcoRI_For CCA AAA TGA ATT CAT GAG CGA CCAAGATCAC -
Sp1-Xhol_Rev GAA TCA ACT CGA GTC AGAAGC CATTGC CAC T
Sp1-Sgfl_For CCA AAA TGC GAT CGC ATG AGC GAC CAA GAT
CAC
Sp1-Pmel_Rev GAA TCA AGT TTA AAC TCA GAA GCC 60
ATT GCC ACT
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2.1.10.4Fir DNA-Sequenzierungsanalysen verwendete Primer

Tabelle 8:
Name Nukleotidsequenz 5°-3’ Annealing
(T°C)
GL1 _For TGT ATC TTATGG TAC TGT AAC TG 50
GL2_Rev CTTTATGTTTTT GGC GTC TTC CA 50
T7 For TAA TAC GAC TCA CTATAG GG 50
BGH_Rev TAG AAG GCA CAG TCG AGG 50
Flexi_For AGATTT CCG GCG AGC CAA 50
Flexi_Rev ATC AGC TTG CAT GCC TGC A 50
2.1.10.5Fur quantitative realtime PCR eingesetzte Oligonukleotide
Tabelle 9:
Name Nukleotidsequenz 5°-3’ Annealing
(T°C)
BORIS_For CTC AGG TGA GAA GCC TTA CG 57
BORIS_Rev TGA TGG TGG CAC AAT GGG
MAGE-A1_For GTT CCC GCC AGG AAACATC 58
MAGE-A1_Rev GAA CTC TAC GCC GTC CCT CAG
RPLPO_For TTA GTT TGC TGA GCT CGC CAG 60
RPLPO_Rev CTC TGA GCT GCT GCC ACC TG
2.1.10.6 Verwendete Oligonukleotidsequenz in der shRNA BORIS
Oberstrang
sense antisense
5-ATCTCTGTCCTTTCTGAGCAATTCACCAA TTGGTGAATTGCTCAGA
AAGGACAGAGAT-3’
Unterstrang
antisense sense
5-ATCTCTGTCCTTTCTGAGCAATTCACCAA TTGGTGAATTGCTCAGA

AAGGACAGAGAT-3’
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2.1.10.7 Fir den EMSA verwendete Oligonukleotide

Tabelle 10:

Name

Nukleotidsequenz 5’-3’

MAGE-A1 (+47/+183)

GGC TCT GTG AGG AGG CAA GGT GAG AGG CTG AGG
AGG ACT GAG GAC CCC GCC ACT CCA AAT AGA GAG
CCC CAA ATA TTC CAG CGC CGC CCT TGC TGC CAG
CCC TGG CCC ACC CGC GGG AAG ACG TCT CAG CCT
GGG C

MAGE-A1 (-77/-36)

TCC CGC CAG GAA ACA TCC GGG TGC CCG GAT GTG
ACG CCACTG

MAGE-A1 (-77/-36) mut1

TCC CGC CAG GAA ACA TCC TTA TGC CCG GAT GTG
ACG CCACTG

MAGE-A1 (-77/-36) mut8

TCT TGA TAG GAA ACA TCC GGG TAT TTA AAT GTG ATT
TTATTA

MAGE-A1 (-77/-36) del1 (-59/-50)

TCC CGC CAG GAAACATCCATGTGACGC CACTG

MAGE-A1 (-77/-50) del2 (-49/-36)

TCC CGC CAG GAA ACATCC GGG TGC CCG G

MAGE-A1 /-77/-43) del3 (-42/-36)

TCC CGC CAG GAA ACATCC GGG TGC CCG GAT GTG AC

MAGE-A1 5’ (-77/-60) mut2

TCC CGC CAG GAAACATCC

MAGE-A1 3’ (-55/-36) mut3 GCC CGGATGTGACGC CACTG
MAGE-A1 3’ (-77/-36) mut4 GCT TGA ATG TGA CGC CAC TG
MAGE-A1 3’ (-77/-36) mutb GCC CGGATGTGATGTTAC TG
MAGE-A1 3’ (-77/-36) mut6 GCTTGAATG TGATGT TAC TG

MAGE-A1 3’ (-77/-36) mut7

ATT TAAATG TGATTT TAT TA

Ets-1 Konsensussequenz

GAT CTC GAG CAG GAA GTT CGA

Sp1 Konsensussequenz

ATT CGATCG GGG CGG GGC GAG C

Sp1 Konsensussequenz mut

2.1.11 Standardmarker

DNA Molecular Weight Marker VII
DNA Molecular Weight Marker VIII
DNA Molecular Weight Marker XIV

Full Range Rainbow RPN800

2.1.12 Eukaryotische Zellen

Tabelle 11: verwendete Zelllinien

ATT CGATCG GTT CGG GGC GAG C

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Amersham Bioscience, Freiburg

Zelllinie Tumorart Quelle Kulturmedium

BT20 duktales Mammakarzinom American Type Culture Collection y
(ATCC), Manassas

BT474 duktales Mammakarzinom American Type Culture Collection 5
(ATCC), Manassas

GI101 duktales Mammakarzinom Institut for Cancer Research, y
Plantation, Florida, USA

MCF-7 duktales Mammakarzinom ICRF Laboratory, St Thomas’ y
Hospital, London, UK

MDA-MB 231 duktales Mammakarzinom American Type Culture Collection y
(ATCC), Manassas

MDA-MB 468 Adenokarzinom der Brust ICRF Laboratory, St Thomas’ y
Hospital, London, UK

T47D duktales Mammakarzinom ICRF Laboratory, St Thomas’ 5
Hospital, London, UK
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Zelllinie Tumorart Quelle Kulturmedium
MTSV1.7 normale Brustepithelzellen | ICRF Laboratory, St Thomas’ y
Hospital, London, UK
Du145 Prostatakarzinom American Type Culture Collection y
(ATCC), Manassas
LNCap Prostatakarzinom, American Type Culture Collection y
Lymphknotenmetastase (ATCC), Manassas
LoVo Colorektales American Type Culture Collection y
Adenokarzinom (ATCC), Manassas
WiDr Colorektales American Type Culture Collection y
Adenokarzinom (ATCC), Manassas
Colo205 Colorektales American Type Culture Collection y
Adenokarzinom (ATCC), Manassas
HL60 Akute promyeloische American Type Culture Collection 5
Leukamie (ATCC), Manassas
HepG2 Hepatozelluldres Karzinom | American Type Culture Collection y
(ATCC), Manassas
BCM1 Zellen aus dem
Knochenmark einer [9, 11] 3
Brustkrebspatientin
LCM1 Zellen aus dem
Knochenmark eines [9, 11] 3
Lungenkrebspatienten
PCE1 Zellen aus dem
Knochenmark eines [9, 11] 3
Prostatakrebspatienten

2.1.13 Bakterienstamme

E. coli DH5a.
E. coli Top10 (TOPO TA cloning Kit)
Single Step KRX kompetente Zellen

2.1.14 Radioaktivitat
[y->*P]-dATP

[*°S]-L-Methionin

2.1.15 Verbrauchsmaterialien

AirOtop

Eppendorf-Reaktionsgefalie (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)
Falcon-Réhrchen (15 und 50 ml)

Fuji Medical X-ray Film
Immobilion PCDF-Membran

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Promega, Mannheim

Hartmann Analytic,
Braunschweig
Hartmann Analytic,
Braunschweig

BioSilta, Oulu, Finnland
Eppendorf AG, Hamburg
Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Fuji, Dusseldorf
Millipore, Schwalbach
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Kryo-Tubes TM Vials
Multipette und Combitips
Neubauer-Zahlkammer
Pipettenspitzen

Pipettus Akku
Serologische Pipetten
twin.tec PCR-Platte
UVette

6-,well*-Platte
Whatman-Filter
Zellkulturflaschen (T25 und T75)
Zellschaber

2.1.16 Gerate

Analysenwaage Satorius BP6100
Analysenwaage Satorius CP2245
Bakterienschittler Certomat
Beckman Coulter

Biofuge pico Heraeus
Butangasbrenner flammy S
Durchlichtmikroskop, Wilovert S
EMSA-Apparatur

Filmentwickler Model Hyperprocessor

Geldokumentations-System GeneGenius 2

Gelkammer ComPor L Mini/ Midi
Geltrockner 583

Genetic Analyzer 3130 Hitachi
GielRstand Hoefer

Nanodrop ND100 Spectrometer
Netzteil E143

pH-Meter inoLab

Photometer 6131

Pipettierhilfe pipetus®

Realplex* Mastercycler epgradient S

Nunc, Wiesbaden

Eppendorf AG, Hamburg
Marienfeld Laboratory Glasware
Eppendorf AG, Hamburg
Sarstedt, Nimbrecht

Becton Dickinson, Heidelberg
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg

BD Falcon, Heidelberg

VWR, Darmstadt

Nunc, Wiesbaden

BioChrom, Berlin

MS Laborgerate, Heidelberg
MS Laborgerate, Heidelberg

B. Braun Biotech, International
Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Kendro, Langenselbold

Schatt, Gottingen

Helmut Hund GmbH, Wetzlar
BioRad, Minchen

Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK
Syngene, Cambridge, UK
Bioplastics RV, Landgraaf, NL
Bio-Rad, Minchen

Applied Biosystems, Mannheim
Hoefer Amersham Biosciences,
Freiburg

PeglLab, Erlangen

Consort, Turnhout, BE

WTW, Heidelberg

Eppendorf AG, Hamburg
Hirschmann Laborgerate,
Eberstadt

Eppendorf AG, Hamburg
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Rollmischer Stuart SRT1
Rotator Wheel

Scanner Epson 1680
Schuttler

Semidry Blotapparatur
Sonicator UP50H
Thermocycler Flexigene
Thermomixer ,compakt*
Thermoschuttler HTM 130

Bibby Sterilin, Staffordshire, UK
neolLab, Heidelberg

LaserSoft Imaging AG, Kiel
Heidolph Instruments GmbH,
Schwabach

BioRad Minchen

Dr. Hielscher GmbH, Teltow
Techne, Staffordshire, UK
Eppendorf AG, Hamburg

HLC, Bovenden

Trockenschrank Hereaus B12 Kendro, Langselbold

Vortex Genie 2

Scientific Industries, New York,

USA
Wasserbad GFL-1003 GmbH fur Labortechnik,
Burgwedel
Zellkulturinkubator Hera cell 150 Thermo Scientific

Zellkulturmikroskop
Zentrifuge 5415R
Zentrifuge Heaeus 3S-R
Zentrifuge Rotofix 32

2.1.17 Software

Gene Mapper v4.0
Sequencing Analysis 5.2
GLOMAX

Realplex Software

NCBI Blast

ENSEMBL

Primer3

Finch TV

Hund, Wetzlar

Eppendorf AG, Hamburg
Kendro, Langenselbold
Hettich, Villingen-Schweningen

Applied Biosystems, Mannheim

Applied Biosystems, Mannheim

Promega, Mannheim

Applied Biosystems, Mannheim
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
http://www.ensembl.org/index.html
http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi

http://www.geospiza.com/fincht
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2.2 Methoden

Wahrend meiner Doktorarbeit war ich auf Zuarbeit angewiesen (Schwangerschaft).
Diese Zuarbeiten sind in der vorliegenden Dissertation gekennzeichnet. Nicht
gekennzeichnete Arbeiten wurden von mir ausgefuhrt.

2.2.1 Zellkulturmethoden

2.2.1.1 Kultivierung von Zellen

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte in Hera150-Brutschranken bei 37°C in
wassergesattigter Atmosphare mit 5% CO, fur Zellen in RPMI-Medium beziehungsweise
10% CO, fir Zellen in DMEM-Medium. Die mikrometastatischen Zellen wurden bei 5%
COzund 10% O, RPMI-Medium in Kultur gehalten.

Sobald die Zellen zu 90% konfluent waren, wurden sie passagiert. Zunachst wurde das
Medium abgesaugt und die adhirenten Zellen mit PBS ohne Ca*" und Mg®* gewaschen.
Durch Zugabe von Trypsin/EDTA (1/5 des Volumens) wurden die Zellen vom
Kulturgefallboden geldst. Die abgeldsten Zellen wurden in das jeweilige vorgewarmte
Vollmedium (Kapitel 2.1.3) aufgenommen und anschlieRend fur 3 min bei 1200 rpm
zentrifugiert. Anschlieend wurden die Zellen in 5 bis 10 ml Kulturmedium resuspendiert
und in einer Dichte von 10-20% ausgesat. In regelmaligen Abstdnden wurden die
kultivierten Zellen einem Mycoplasmen-Test mit dem Venor® GeM Kit (Minerva Biolabs)

nach Angaben des Herstellers unterzogen.

2.2.1.2 Kryokonservierung eukaryotischer Zellen

Eukaryotische Zellen kénnen durch Einfrieren in flissigem Stickstoff (-196°C) fur einen
langen Zeitraum gelagert werden. Damit es zu keiner Ausbildung von Eiskristallen
kommt, wird den Zellen durch die Zugabe des stark hygroskopischen Dimethylsulfoxids
(DMSO) langsam das Wasser entzogen. Etwa 2x10° Zellen wurden in 1 ml
Einfriermedium [90% (v/v) Vollmedium mit 10% (v/v) DMSO] resuspendiert und
anschlieRend in 1,5 ml Kryordhrchen (Nunc) uberfuhrt. Die Lagerung erfolgte zuerst fur
1 bis 2 Tage bei -80°C, ehe sie in Flussigstickstoff eingefroren wurden.

Zur Kultivierung wurden Ny-eingelagerte Zellen fur 1-2 min bei 37°C im Wasserbad
geschwenkt. Bei Verflissigung der Zellsuspension erfolgte eine direkte Aufnahme in
10 ml 37°C warmen Medium, welches anschlie®end fur 3 min bei 1200 rpm zentrifugiert
wurde, um das DMSO auszuwaschen. Das Zellpellet wurde dann in frisches
Kulturmedium aufgenommen und in der gewlnschten Dichte ausgesat.
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2.2.1.3 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde mittels Trypanblau-Farbung bestimmt. Der Farbungsvorgang findet
nur bei toten Zellen statt. Im Gegensatz zu den lebenden Zellen besitzen diese keine
intakte Zellmembran mehr, so dass der Farbstoff durch Diffusion ins Zellinnere gelangt
und dort an Proteine bindet.

Fur die Bestimmung der Zellzahl wurden 10 ul Zellsuspension mit dem gleichen
Volumen Trypanblauldsung vermischt. Das Gemisch aus Zellen und Farbstoff wurde
dann in eine Neubauer-Zahlkammer gegeben und die Trypanblau angefarbten Zellen
innerhalb der vier groRen Quadranten wurden unter dem Durchlichtmikroskop
ausgezahlt. Da jeder Quadrant ein Volumen von 0,1 mm?® (10™ ml) entspricht, wurde mit
folgender Gleichung die Zellzahl in 1 ml berechnet:

Zellzahl gezahlte Zellen

— = — — - — X 2 (Verdimnungsfaktor) x 10*
mi Anzahl ausgezihlter Quadranten

Formel 1: Berechnung der Zellzahl pro ml

2.2.1.4 Behandlung der Zellen mit 5-Aza-2’-deoxycytidin und Trichostatin A

Zur Induktion der Genexpression wurden die Zelllinien aus Tabelle 11 mit dem
Demethylierungsagens 5-Aza-2’-deoxycytidin  (Aza; Sigma) und/oder mit dem
Histondeacetylase-Inhibitor Trichostatin A (TSA; Sigma) behandelt.

Die Zellen wurden 24 h nach dem Passagieren und bei einer 30%-igen Konfluenz mit
frischem Medium und 1 uyM Aza fir 72 h inkubiert. Aufgrund der Instabilitat des
Demethylierungsagens wurde die Substanz jeweils aller 24 h neu dazugegeben.

Die Behandlung der Zellen mit 0,5 uM TSA erfolgte in den letzten 24 h.

Erfolgte eine gleichzeitige Behandlung mit Aza und TSA, so wurden die Zellen zunachst
in Tagesintervallen fur 72 h mit Aza kultiviert. In den letzten 24 h erfolgte eine Inkubation
mit zusatzlichen 0,5 yM TSA.

Zur Kontrolle der basalen Genexpression wurden unbehandelte Zellen immer in einem
Parallelansatz kultiviert.
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2.2.1.5 Transfektion eukaryotischer Zellen mit FuGENE HD

Die Transfektion der Reporter- und Expressionsplasmide in die eukaryotischen Zellen
erfolgte mit Hilfe des Transfektionsreagenzes FUGENE®HD (Roche). FUGENE besteht
aus kationischen Lipiden und bindet im Komplex mit Plasmid-DNA an negativ geladene
Oberflachenstrukturen der Zellen, um uber Endocytose in die Zellen aufgenommen zu
werden.

FUr die Transfektion zur Messung der Luciferaseaktivitdt wurden die Zellen einen Tag
vor der Transfektion mit geeigneter Zellzahl in 6-well-Platten ausgesat, so dass am Tag
der Durchfuhrung eine 60%-ige Konfluenz vorlag. Fur die Transfektion wurden pro well
2 ug Gesamt-Plasmid-DNA eingesetzt, die mit 3 ul (bei MCF-7 Zellen) oder 6 pl (bei
mikrometastatischen Zellen) FuGENE-Transfektionsreagenz und mit serumfreien
Medium auf ein finales Volumen von 100 pl aufgefullt wurde. Fir die Normalisierung
wurden 0,2 ug des hRLuc-Vektors zu jedem Ansatz pipettiert. Nach einer 15-minGtigen
Inkubation bei Raumtemperatur (RT) wurden die DNA-FuGENE-Gemische auf die
semikonfluenten Zellen aufgetropft. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet und die
Aktivitat der Luciferase wurde am Luminometer gemessen.

FUr die Transfektion zur Bestimmung der mRNA-Expression wurden die Zellen einen
Tag vor der Transfektion in T25-Zellkulturflaschen ausgeséat, so dass sie am Tag der
Durchfuhrung eine Konfluenz von 60% hatten. Die Transfektionsmixe enthielten jeweils
5 ug der Expressionsplasmide und 9 yl FUGENE-Transfektionsreagenz und wurden mit
serumfreien Medium auf ein Endvolumen von 300 pul aufgefullt. Es wurde stets eine
T25-Zellkulturflasche unbehandelt gelassen, um die basale Expression zu analysieren.
Das DNA-FUGENE-Gemisch wurde fir 15 min bei RT inkubiert und anschlielend
vorsichtig auf die Zellen getropft. Am darauf folgenden Tag erfolgte ein Mediumwechsel,
so dass die Zellen dann fir weitere 48 h bei entsprechenden Kulturbedingungen
inkubiert wurden.

2.2.1.6 Transfektion von shRNA

Die Methode der shRNA (small hairpin) ist eine junge RNA-Technologie und basiert auf
der Bindung komplementarer RNA an spezifische Gen-Transkripte, die infolgedessen in
den Zielzellen abgebaut werden. Somit kommt es zur Unterdrickung der Genexpression
des Zielgens, ohne dabei in das Genom der Zelle einzugreifen. Abbildung 12 beschreibt
die shRNA-Methode. Um ein spezifisches Gen nach seiner Transkription abzuschalten,
wird ein Expressionsplasmid bendtigt, welches eine ca. 70 nt lange DNA-Sequenz
enthalt, die fur eine shRNA kodiert, downstream eines Polymerase || Promotors liegt und
von einer Terminatorsequenz gefolgt wird. Diese DNA-Sequenz besteht aus einer 29 nt
langen Genzielsequenz (sense) und ihrer antisense Sequenz in invertierter Orientierung,

48



Material und Methoden

getrennt durch eine 9 nt lange Spacer-Sequenz. Erfolgt die Transkription dieser
Sequenzfolge, so faltet sich die RNA automatisch und generiert die shRNA.

Mit Hilfe einer RNase Ill (Dicer) wird doppelstrangige RNA (dsRNA) in 19-23 nt lange
dsRNA-Fragmente mit 5’-phosphorylierten Enden, 3’-OH-Enden und ungepaarten
2nt-Uberhangen zytoplasmatisch gespalten. Des Weiteren wird die Spacer-Sequenz
(loop) entfernt und es formiert sich eine siRNA-Duplex [257]. Das doppelstrangige
siRNA-Molekul wird anschlieBend in den RNA-induced silencing complex (RISC)
inkorporiert und dann aktiviert (RISC*). Im Folgenden wird einer der siRNA-Strange
degradiert, wohingegen der andere Strang mit dem RISC* assoziiert bleibt. Nach der
Aktivierung von RISC* kommt es zur Assoziation mit Ribosomen und fuhrt vermutlich
wahrend ihrer Translation zur Erkennung potentieller mRNA-Substrate. Die Ziel-mRNA
wird anschlieliend endonukleolytisch gespalten und mittels zellularer RNasen degradiert
[258-260].

> &
. acer . .
Zielsequenz - s __ antisense Zielsequenz i
RNA-Pol Il Promotor [* - = |:] U . ” Terminator
29 nt 9 nt 29 nt
l Transkription
looy
shRNA
siRNA-Duplex
siRNA-Protein- C I
Komplex \ % &
aktivierter siRNA- C P -] RISC™
Protein-Komplex .
siRNA-vermittelte Assoziierung ‘.‘
mit Ziel-mRNA
_'/_lcl—nll{él.‘\ — -
=

‘ Spaltung der Ziel-mRNA

Ziel-mRNA

l Degradation der Ziel-mRNA

Zicl-mRNA < — P — -

Abbildung 13: Schematische Darstellung der shRNA-vermittelten RNA-Interferenz. Modifiziert
nach Dykxhoorn et al., 2003 [258].
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Fir jeden Ansatz wurden 3x10° Zellen in ein well einer 6-well-Platte eingesat und fiir
24 h kultiviert. Fur die Transfektion wurde pro well 1 ug shRNA Expressionsvektor allein
oder in Kombination mit weiteren Expressionsplasmiden (je 1 ug) eingesetzt, die mit 6 pl
FuGENE-Transfektionsreagenz bei den mikrometastatischen Zellen und mit serumfreien
Medium auf ein finales Volumen von 100 ul aufgeflllt wurden. Nach einer 15-minutigen
Inkubation bei RT wurden die DNA-FUGENE-Gemische auf die semikonfluenten Zellen
aufgetropft. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet und die Gesamt-RNA isoliert
(Kapitel 2.2.2.4).

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Isolierung von genomischer DNA

Die Isolierung der genomischen DNA aus Zellkulturen wurde unter Verwendung des
QlAamp Blood Kit (Qiagen) nach Anleitung des Herstellers durchgefuhrt. Die Zellen
wurden in T75er Kulturflaschen kultiviert und bei einer Konfluenz von 80-90% geerntet.
Bis zur weiteren Verwendung wurde die genomische DNA bei -20°C gelagert.

2.2.2.2 Natriumbisulfit-Behandlung genomischer DNA

Fir die Analyse des Methylierungsmusters der MAGE-A-Promotoren wurde die DNA aus
unbehandelten und behandelten Zellen mit Natriumbisulfit versetzt. Durch die
Behandlung mit Natriumbisulfit wird unmethyliertes Cytosin in Uracil umgewandelt,
wahrend die Methylgruppe das methylierte Cytosin vor der Desaminierung schitzt und
somit das Cytosin erhalten bleibt. Folglich wird durch die selektive Umwandlung der
unmethylierten  Cytosine in  Uracil die Methylierungsinformation in eine
Sequenzinformation umgeschrieben. In einer anschlielenden PCR (Kapitel 2.2.2.6)
enthalten die DNA-Amplifikate Thymin anstelle von Uracil.

In Zusammenarbeit mit Bettina Steinbach (Institut fur Tumorbiologie, UKE, Hamburg)
wurde die Natriumbisulfit-Behandlung genomischer DNA mit Hilfe des EpiTec Bisulphite
Kits (Qiagen) nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Daflir wurden 1,5 ug genomische
DNA mit 85 pl Bisulfit-Mix und 35 pyl DNA Protect Puffer versetzt. Da fir eine
Umwandlung des Cytosins die DNA in Einzelstrang-DNA vorliegen muss, wurde die DNA
zunachst bei 99°C denaturiert. Es schlossen sich mehrere Inkubationsphasen von 60°C
an. Die Natriumbisulfit-behandelte DNA wurde nun mit dem EpiTec Bisulphite Kits
(Qiagen) aufgearbeitet und aufgereinigt, in 100 pl Elutionspuffer geldst und bis zur
weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.
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2.2.2.3 Klonierung der Natriumbisulfit-behandelten DNA in den pCR2.1
TOPO-Vektor

Die praktische Arbeit wurde durch Bettina Steinbach (TA, Institut fir Tumorbiologie,
UKE, Hamburg) durchgefuhrt. Um das Methylierungsmuster der Promotoren bestimmen
zu koénnen, wurden 2 pl der Bisulfit-behandelten DNA in einer PCR mit MSP-Primern
(Methylierungs-spezifische Primer, Tabelle 5) amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde
mittels eines praparativen Gels (Kapitel 2.2.2.10) und nachfolgender Elution der DNA
gereinigt. Laut Anweisung des Herstellers wurde die gereinigte DNA in den pCR2.1
TOPO-Vektor mit Hilfe des TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen) kloniert und in kompetente
E. coli-Bakterien transformiert (Kapitel 2.2.2.15). Die Klonierung mit dem TOPO-System
hat den Vorteil, dass das PCR-Produkt durch die Taqg DNA-Polymerase generierten
Adenosin-Uberhdnge am 3’-Ende direkt in den Vektor kloniert werden kann (Abbildung
14). Aulderdem kdnnen aulierst geringe Mengen an PCR-Produkt eingesetzt werden.

Topoisomerase

oy

o/

e/

| “on
CCCTT
GGGAp:N

YNAGGG
PCR Product RTCCC

HO |

o

Topoisomerase

Abbildung 14: Schematische Darstellung zur Klonierung eines PCR-Produktes mit Adenosin-
Uberhiingen in den pCR2.1 Topo-Vektor. Die Topoisomerase | vom Virus Vaccina bindet an
doppelstrangige DNA und schneidet die Phosphordiesterbindung nach der 5-CCCTT-Sequenz am
jeweiligen Strang [261]. Die dabei freiwerdende Energie wird genutzt, um den Tyrosinrest 274 der
Topoisomerase | kovalent an die DNA zu binden. Durch die freie OH-Gruppe am 5-Ende des PCR-
Produktes wird die kovalente Bindung zwischen DNA und Enzym wieder geldst. Die frei werdende
Energie wird fir die Ligation des PCR-Produktes an die DNA genutzt [262].

2.2.2.4 Isolierung von Gesamt-RNA

Fir die Isolierung der Gesamt-RNA aus Zellen wurde der RNeasy® Mini Kit (Qiagen)
verwendet. Hierfir wurden die unbehandelten (basalen), Aza- und/oder TSA-
behandelten oder transfizierte Zellen einmal mit 5 ml PBS gewaschen. Nach Zugabe von
1 ml RLT-Puffer mit p-Mercaptoenthanol wurden die Zellen vom Boden des
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Kulturgefalles mit einem Zellschaber abgeschabt. Die Zellsuspension wurde auf die
QIAShredder-Saule pipettiert und fir 2 min bei 13000 rpm und RT zentrifugiert. Das
Lysat wurde mit dem gleichen Volumen 70%-igem Ethanol (1 ml) versetzt und durch
vorsichtiges Pipettieren homogenisiert. Das Homogenisat wurde auf eine RNeasy Saule
Uberfiihrt und fiir 15 sec bei 13000 rpm und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen. Nach dem Waschen mit 350 yl RW1-Puffer wurde direkt auf der Saule ein
DNasel-Verdau fur 15 min bei RT durchgefuhrt. Nach weiteren Waschschritten mit
350 pyl RW1-Puffer sowie 500 ul RPE-Puffer zu je 15 sec und 13000 rpm folgte eine
weitere Zentrifugation fur 1 min bei 13000 rpm. Im letzten Schritt wurde die RNA in 30 pl
Nuklease-freiem H,O eluiert. Die RNA-Konzentration und Reinheit wurde am Nanometer
bestimmt und die Proben anschliellend bei -80°C gelagert.

2.2.2.5 RT-Reaktion (Reverse Transkription)

Die Methode der ,Reversen Transkription“ beschreibt ein allgemeines Verfahren, um die
Genexpression von spezifischen Genen in Zellen oder Geweben nachzuweisen. Zuerst
wird mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase, eine RNA-abhangige
DNA-Polymerase, die RNA in cDNA umgeschrieben. Die cDNA kann dann in einer
anschlieRenden PCR mit genspezifischen Primerpaaren amplifiziert werden.

Die Reverse Transkription wurde mit dem ,First Strand cDNA Synthesis Kit“ (Promega)
durchgefuhrt. Die eingesetzten  Oligo(dT)s-Primer  hybridisieren mit  den
poly(A)-Uberhangen, die somit als Matrize fur die reverse Transkriptionsreaktion dienen.
Pro Ansatz wurde jeweils 1 ug Gesamt-RNA mit 1 pl Oligo(dT)s-Primer (0,5 pg/pl) in
einem Reaktionsvolumen von 11 pl fir 5 min bei 70°C denaturiert und anschliel’end auf
Eis gestellt. Dem RNA-Primer-Gemisch wurden 7 pl Reaktionslésung bestehend aus 4 pl
5x Reaktionspuffer, 1 yl RiboLock Ribonuklease Inhibitor (20 U/pl) und 20 pyl dNTP-Mix
(10 mM) zugesetzt und fur 5 min bei 37°C inkubiert. Nach einer Zugabe von 2 pl
M-MuLV Reversen Transkriptase (20 U/ul) wurde der Ansatz fir 60 min bei 37°C
inkubiert. Die Synthese-Reaktion wurde auf 70°C fur 15 min erhitzt und so gestoppt. Die
RT-Reaktionsprodukte wurden bei -20°C gelagert bis sie fur die PCR verwendet wurden.

2.2.2.6 DNA-Amplifikation durch Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ist ein Verfahren, bei dem durch eine DNA-Polymerase definierte Bereiche der
DNA in vitro amplifiziert werden. Dies geschieht Uber zwei spezifische Oligonukleotid-
Primer, die gegenlaufig an den komplementaren DNA-Strangen binden. Durch die
Zugabe der vier Desoxyribonukleotide und eines geeigneten Mg?*-haltigen Enzympuffers
kann mit Hilfe einer DNA-Polymerase die Neusynthese des zwischen den Primern
liegenden DNA-Abschnitts erfolgen. Um eine moglichst groRe Ausbeute des
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gewunschten DNA-Abschnitts zu erreichen, werden mehrere Amplifikationsschritte
hintereinander geschaltet.

Je nach Fragestellung wurden zwei unterschiedliche DNA-Polymerasen fur die
Amplifikation von DNA gewahlt. Bei der nachfolgenden Klonierung der PCR-Fragmente
in Reporter- beziehungsweise Expressionsplasmide wurde die PfuTurbo® Hotstart
DNA-Polymerase (Stratagene) verwendet, die aufgrund ihrer ,proof-reading“Aktivitat
eine deutlich verringerten Fehlerrate beim Einbau von Nukleotiden wahrend der
Synthese von DNA-Strangen aufweist. Fur analytische Zwecke wurde die Taq
DNA-Polymerase (Qiagen) verwendet. Im Vergleich zur PfuTurbo® Hotstart DNA-
Polymerase besitzt das Enzym keine ,proof-reading™Aktivitat, ist aber weniger
empfindlich gegenlber Verunreinigungen.

2.2.2.7 Amplifikation mit PfuTurbo® Hotstart DNA-Polymerase

Die 50 ul Reaktionsansatze wurden auf Eis zusammen pipettiert und enthielten neben
5 ul Template-DNA, 5 pl 10x PfuTurbo-Reaktionspuffer [200 mM Tris-HCI (pH 8,8),
20 mM MgSOg4, 100 mM KCI, 100 mM (NH4)2S0O4, 10% (v/v) Triton X-100, 1 mg BSA],
1 pl ANTPs (10 mM, Roche, Mannheim), je 1 ul Primer (100 ng/ul), 36 ul H,O und 1 ul
PfuTurbo® Hotstart DNA-Polymerase (2,5 U/ul). Die PCR-Reaktion wurde in einem

Thermocycler (Flexigene) mit folgendem Programm durchgeflhrt:

95°C fur 5 min (Inititale Denaturierung)
95°C fur 1 min (Denaturierung)
52°C fur 1 min (Primer-Annealing) 30x
72°C fur 30 sec (Primer-Extension)
72°C Ur 5 min (Auffullreaktion)
4°C unendlich (Lagerung)

I

Die Temperatur fur das Primer-Annealing lag je nach Nukleotidsequenz der beiden
Primer (Tabelle 7) zwischen 56°C und 68°C. Die Dauer der Primer-Extension orientierte
sich an der Grofle des Amplifikationsproduktes und betrug 500 bp/min. Nach insgesamt
30 Zyklen folgte eine Aufflllreaktion der eventuell nicht fertig synthetisierten
PCR-Produkte von 10 min bei 72°C. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben
bei 4°C gelagert.

2.2.2.8 Amplifikation mit Taq DNA-Polymerase

Fir eine PCR-Analyse mit der Taq DNA-Polymerase wurden als Matrize 100 ng
genomische DNA, 10 ng Plasmid-DNA oder 3 upl cDNA eingesetzt. Die auf Eis
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angesetzten 20 pyl Reaktionsansatze enthielten neben der DNA noch 2 ul 10x Qiagen
Taqg Mastermix, je 0,5 pl Primer (100 ng/ul) und 0,5 yl Taqg DNA-Polymerase (5 U/ul).
Das Amplifikationsprogramm entsprach dem oben beschriebenen Programm mit der
Ausnahme, dass die Extensionsgeschwindigkeit 1 kb/min betrug. Bei Verwendung von
genomischer DNA wurde die Zyklenzahl auf 35 erhdht.

2.2.2.9 Klonierung von PCR-Produkten

Sollten PCR-Produkte in Plasmidvektoren kloniert werden, wurden speziell synthetisierte
Oligonukleotid-Primer fur die PCR-Amplifikation verwendet. Die Primer tragen an ihren
5-Enden eine Schutzgruppe mit der Nukleotidsequenz CCAAAAT oder GAATCAA.
Dieser Sequenz folgt eine spezifische Erkennungssequenz flr das zur Klonierung
verwendete Restriktionsenzym. Am 3’-Ende der Oligonukleotid-Primer befindet sich die
zur Zielsequenz komplementare spezifische DNA-Sequenz. Die Schutzgruppen des
PCR-Amplikons  verhindern ein  Aufschmelzen der DNA  wahrend des
Restriktionsverdaus, so dass dieser mit hoher Effizienz erfolgen kann. Die PCR-Reaktion
erfolgte mit der PfuTurbo® Hotstart DNA-Polymerase. Die PCR-Produkte wurden nach
erfolgreicher Amplifikation mit dem QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen) nach
Angaben des Herstellers aufgereinigt und anschlieBend mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen  verdaut (Kapitel 2.2.2.12). AnschlieBend wurden die
DNA-Fragmente im Agarose-Gel aufgetrennt, aus dem Gel aufgereinigt und in den
linearisierten Plasmidvektor ligiert.

2.2.2.10 DNA-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist ein Verfahren, das zur analytischen und praparativen
Trennung von DNA-Fragmenten im elektrischen Feld dient. Die DNA, aufgrund ihrer
Phosphatgruppen negativ geladen, wandert dabei im elektrischen Feld zur Anode. Die
Geschwindigkeit der Wanderung ist von der FragmentgroRe und -struktur abhangig.
Durch Verwendung eines geeigneten GroRenstandards kann man die DNA einer
bestimmten Grél3e zuordnen.

Hierzu wurde ein 1%-iges TBE-Agarosegel angesetzt. Nach dem Abkdhlen wurden
2,5 pl Roti®-Safe Gelstain pro 50 ml Gellésung hinzugegeben. Dabei handelt es sich um
eine ready-to-use Farbemischung. Die unter anderem darin enthaltenen Benzimidazole
binden in der kleinen Grube der DNA-Helix; es kommt zu keiner Interkalation und durch
UV-Bestrahlung emitiert Roti®-Safe Gelstain eine strahlend griine Floureszenz. Die
Aushartung des Gels erfolgt in einer dafir vorgesehenen mit Kamm ausgestatteten
Gelkammer bei RT. AnschlieRend wurde das Agarosegel in eine mit 1x TBE-Puffer

geflllte Elektrophoresekammer gelegt und die aufzutrennenden DNA-Proben mit
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5x Ladepuffer in die Geltaschen geladen. Die Auftrennung der DNA erfolgte durch das
Anlegen von 75-150 V in Richtung der Anode. Schliel3lich wurde das Gel unter dem
UV-Licht bei 280 nm fur analytische oder bei 365 nm flr praparative Zwecke betrachtet.

2.2.2.11 Aufreinigung und Elution von DNA aus Agarose-Gelen

FUr die Aufreinigung eines DNA-Fragments aus einem Agarosegel wurde die
gewunschte Bande unter UV-Licht (A = 365 nm) identifiziert und ausgeschnitten. Die
DNA wurde anschlieBRend mittels QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) nach dem
Protokoll des Herstellers aufgereinigt und in einem variablen Volumen H,O eluiert. Die
DNA wurde entweder direkt fur die Ligation (Kapitel 2.2.2.14) verwendet oder bei -20°C
bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.2.2.12 Restriktionsverdau

Bei einem Restriktionsverdau unterscheidet man zwei Methoden. Zum einen gibt es den
analytischen Verdau, welcher der Charakterisierung von einer DNA-Probe dient. So wird
beispielsweise der Erfolg einer Ligation oder die Integritat eines Plasmids nach
Amplifikation in E. coli Gberprift. Zum anderen gibt es den praparativen Verdau, bei dem
ein gewunschtes DNA-Fragment mit Hilfe von Restriktionsenzymen aus einem Plasmid
ausgeschnitten wird. Dieses Fragment kann isoliert und weiter verwendet werden, z. B.
fur die Insertion in einen neuen Vektor durch Ligation.

Generell wurde ein Restriktionsverdau in einem Gesamtvolumen von 20 pl angesetzt.
Hierbei wurden etwa 0,5 yg der DNA mit je 0,5 yl der gewunschten Restriktionsenzyme
(10 U/pl) zusammen mit 2 pl des dazugehdrigen 10x Restriktionspuffer eingesetzt.
Zusatzlich war bei manchen Restriktionsenzymen die Zugabe von 2 pyl 10x BSA fur die
Erhdhung der Aktivitat erforderlich. Der Verdau erfolgte in der Regel Uber 2 h bei 37°C.
Daran schloss sich eine analytische Auftrennung in einem 1%-igen Agarosegel oder eine
Dephosphorylierung fur die Ligation in einen Vektor.

2.2.2.13 Dephospohorylierung

Um eine Religation eines Vektors, der nur mit einem Restriktionsenzym geschnitten
wurde und somit komplementiare Enden besitzt, zu vermeiden, wurden die
entsprechenden Enden dephosphoryliert, das heif3t die 5’-Phosphatgruppen des Vektors
wurden entfernt. Hierzu wurden pro 1 ug DNA 0,5 ug Phosphatase zugegeben und bei
37°C far 1-1,5 h inkubiert. Bei einer Klonierung mit zwei verschiedenen
Restriktionsenzymen konnte auf die Dephosporylierung verzichtet werden.

55



Material und Methoden

2.2.2.14 Ligation

Die Ligation von Vektor- und Insert-DNA erfolgte mit Hilfe der T4 DNA-Ligase
(Fermentas). In einem 10 yl Reaktionsansatz wurde 1 pl T4 DNA-Ligase (5 U/ul), 1 pl
10x Reaktionspuffer, 25 ng Vektor-DNA und eine variable Menge an Insert-DNA, die
durch Berechnung mit der folgenden Gleichung ermittelt wurde, eingesetzt:

5% 25 ng Vektor ® Insertlinge (bp)
Vektorlinge (bp)

x ng Insert =

Formel 2: Berechnung der Insertmenge fiir die Ligation

Der Ligationsansatz wurde mit H,0 auf 10 yl Endvolumen aufgefullt und anschlieRend
Uber Nacht bei 16°C inkubiert. Als Kontrolle wurde anstatt des Insert das entsprechende
Volumen von H,O dazugegeben. Die Erhdhung der Kopien des rekombinanten Plasmids
erfolgte durch Transformation von Bakterien mit dem Ligationsansatz.

2.2.2.15 Transformation von Vektoren in kompetente E.coli Bakterien

Bei der Transformation werden die im Ligationsschritt entstandenen Vektoren in
kompetente Bakterienzellen eingebracht.

Dazu wurden 30 pl von zuvor bei -80°C gelagerten kompetenten E. coli-Zellen
(Invitrogen) langsam auf Eis aufgetaut. Danach erfolgte die Zugabe des gesamten
Ligationsansatzes oder eine Pipettenspitze von bereits fertigen Plasmidkonstrukten zu
den Bakterien, welche nun vorsichtig gemischt und fur 30 min auf Eis inkubiert wurden.
Im Anschluss an die Inkubationszeit wurde der Ansatz bei 42°C far 1 min erwarmt und
nach 2 min auf Eis mit 470 ul vorgewarmten SOC-Medium aufgefullt. Nach einer
weiteren Inkubation von 1 h bei 37°C und 220 U/min wurden die nun transformierten
Bakterien auf eine LB-Agar-Platte mit Ampicillin (100 ug/ml) aufgetragen, was zu einer
Selektion der Bakterien fuhrte, die ein Ampicillin-Resistenzgen-tragendes Plasmid
besalRen. Die Inkubation der Platten erfolgte bei 37°C Uber Nacht. Um nachfolgend das
Zellwachstum zu verlangsamen oder zu stoppen und die Plasmidstabilitat zu
gewahrleisten, wurden die Kulturplatten bis zum Animpfen von FlUssigkulturen bei 4°C
gelagert.

2.2.2.16 Plasmidisolierung im analytischen MaRstab (Miniprap)

Eine einzelne Bakterienkolonie wurde Uber Nacht in etwa 5 ml LB-/Ampicillin-Medium bei
37°C und 180 rpm inkubiert. Um die Plasmid-DNA der herangezogenen
Bakterienkolonien zu analysieren, wurden 4 ml des Ansatzes mittels QIAprep Spin
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Miniprep Kit (Qiagen) nach dem Protokoll des Herstellers aufgearbeitet. Mit Hilfe der
Kit-Komponenten fand eine modifizierte alkalische Lyse der Bakterien mit
anschlieRender Bindung der Plasmid-DNA an eine Silikonmembran statt. Nach mehreren
Reinigungsschritten wurde die reversibel gebundene DNA in 50 ul EB-Puffer eluiert.
Darauf folgte eine DNA-Konzentrationsbestimmung mittels Nanodrop (Kapitel 2.2.2.18)
oder ein Restriktionsverdau z. B. zur Kontrolle der gewonnenen Plasmid-DNA (v. a. nach
Ligation).

2.2.2.17 Plasmidisolierung im praparativen MaRstab (Maxiprap)

Fir die Herstellung von grolen Mengen eines Plasmids wurde eine
DNA-Maxipraparation mit Hilfe des QlAfilter Plasmid Maxi Kits (Qiagen) durchgefuhrt.
Zuerst wurde eine 5 ml Bakterien-Starterkultur bei 37°C fir ca. 8 h im Schuttler
herangezogen. Danach wurden 100 ml LB-Ampicillin-Medium mit 20 pl der
Bakterien-Starterkultur angeimpft und Uber Nacht bei 37°C und 180 rpm inkubiert.
AnschlielRend wurde die Plasmid-DNA nach dem Protokoll des Herstellers prapariert. Die
gewonnene DNA wurde je nach PelletgroRe in 50-200 pl TE-Puffer (pH 8,0)
aufgenommen und anschliellend die Konzentration photometrisch bestimmt. Die
Lagerung erfolgte bei -20°C.

2.2.2.18 Bestimmung der Konzentration und Reinheit von DNA

Im Photometer wurde die Absorption von 1 pl der zu messenden DNA in TE-Puffer (pH
8,0) beziehungsweise in H,O bestimmt, wobei als Referenz TE-Puffer (pH 8,0)
beziehungsweise H,O eingesetzt wurde. Die Messung der maximalen Absorption
erfolgte bei einer Wellenlange von 260 nm. Die gemessene optische Dichte (OD) von 1,0
(1 OD-Einheit) entspricht einer Konzentration von 50 pg doppelstrangiger DNA pro ml.
Die Messung selbst erfolgte bei den Wellenlangen 230 nm, 260 nm, 280 nm und
320 nm, wobei die Wellenlangen 230 nm und 320 nm zur Hintergrundskorrektur dienten.
Eine Messung der OD bei 280 nm gab den Proteingehalt wieder, so dass der Quotient
aus OD260/0D280 Aufschluss Uber die Reinheit der DNA gab. Dieser sollte bei
aufgereinigter DNA Uber 1,8 liegen.

2.2.2.19 Sequenzierung der DNA
Die DNA-Sequenzierung wurde nach der Didesoxy-Methode mit dem BigDye®

Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) durchgefihrt. Fir einen
20 pl Sequenzieransatz wurden 0,25 pg DNA, 3 ul 5x BigDye Reaktionspuffer, 2 pl
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BigDye v1.1, 1 pl Primer (10 pM) und H;O eingesetzt. Der Ansatz wurde im
Thermocycler (Flexigene) in 25 Zyklen des folgenden Programms amplifiziert:

Denaturierung 30 sec 96°C
Primer-Annealing 15 sec 50°C
Primer-Extension 4 min 60°C

Der Ansatz der amplifizierten DNA wurde mit 16 uyl H,O aufgeflllt. Die Zugabe von
weiteren 64 pl 100% Ethanol und Inkubation fir 30 min bei RT fuhrte zur Fallung der
DNA. Es folgte eine Zentrifugation bei 13000 rpm, 30 min und 4 °C. Der Uberstand
wurde verworfen und das DNA-Pellet mit 250 yl 70% Ethanol gewaschen. Danach wurde
die DNA luftgetrocknet. Die Sequenzierung wurde am Genetic Analyzer 3130 Hitachi
(Applied Biosystems) durchgefuhrt.

2.2.2.20 DNA-Methylierung

Fur die Transfektionsstudien wurden die klonierten Reporterplasmide mit der Hpall-DNA-
Methylase (New England Biolabs) in vitro methyliert. Diese Methylase methyliert nur die
zentralen CpG-Stellen innerhalb einer CCGG-Sequenz. Der 50 ul Ansatz enthielt 20 pg
Plasmid-DNA, 10 U der Methylase und 0,25 pl 400x S-Adenosylmethionin-Lésung (SAM,
New England Biolabs) und wurde fir 4 h bei 37°C inkubiert. Nach 2-stiindiger Inkubation
erfolgte eine weitere Zugabe von 0,25 yl SAM zur laufenden Reaktion. Die vollstandige
DNA-Methylierung der Plasmide wurde mit den Isoschizomeren Hpall und Mspl (New
England Biolabs) durch einen Restriktionsverdau uberpruft (Kapitel 2.2.2.12). Das
methylierungssensitive  Restriktionsenzym, Hpall schneidet nur unmethylierte
CCGG-Sequenzen, wahrend Mspl  dieselbe  Sequenz  ungeachtet des
Methylierungsstatus schneidet. Das Muster des Verdaus wurde gelelektrophoretisch
Uberpruft.

2.2.2.21 Luciferase-Genreporter-Assay

Zur Bestimmung der basalen Aktivitdt eines Promotors und seiner Aktivierung durch
Transkriptionsfaktoren wurde der Luciferase-Genreporter-Assay verwendet. Dafur wurde
die zu analysierende Promotorsequenz upstream der Sequenz, die flr das
lumineszierende Reporterprotein Luciferase kodiert, kloniert. Der zu untersuchende
MAGE-A1 Promotorbereich (-77/+183) wurde unter Verwendung der Pfu-Polymerase
und der genomischen DNA der Brustkarzinomzelllinie BT20 amplifiziert und in das
Plasmid pGL2 basic (Promega) kloniert. MCF-7 Zellen sowie die mikrometastatischen
Zellen wurden in 6-well-Platten ausgesat und unter Verwendung von FuGENE HD
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transfiziert (Kapitel 2.2.1.5). Dem Transfektionsgemisch wurde das Plasmid pGL4.74
[hRLuc/ TK] im Verhaltnis 1:100 zum Reporterplasmid beigeflgt. Das Plasmid pGL4.74
[hRLuc/ TK] kodierte fur ein zweites lumineszierendes Reporterprotein, das unter der
Kontrolle des konstitutiv aktiven Thymidinkinase (TK)-Promotors aus dem Herpes
Simplex Virus stand. Mit Hilfe dieses zweiten Reporterproteins konnte eine
Normalisierung hinsichtlich der Transfektionseffizienz durchgefuhrt werden. 48 h nach
der Transfektion erfolgte die Nachweisreaktion der Promotoraktivitdt mit dem
Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega). Hierfir wurden die Zellen einmal
mit PBS gewaschen und anschlie®end mit 500 pl Lyse-Puffer (PLB) fir 15 min bei RT
auf dem Schdattler inkubiert. Nach der Inkubation folgte eine kurze Zentrifugation fur
30 sec bei 13000 rpm. Fiir die Messung der Lumineszenz wurden 20 pl des Uberstandes
mit 25 pl des Luciferase-Reagenz (LAR Il) versetzt und im Luminometer Turner
Biosystems 20/20 (Promega) gemessen. Fir die Normalisierung der Messwerte wurden
dem Gemisch 25 pul Stop&Glow-Reagenz (Promega) zugefugt, so dass die
Renilla-Luciferase-Aktivitat gemessen werden konnte.

2.2.2.22 Chromatin-Immunprazipitation (ChlIP)

Das Verfahren der Chromatin-Immunprazipitation (ChlP) diente der Analyse von
DNA-Protein-Interaktionen in vivo. FlUr die Durchfihrung der Experimente wurde die
Zelllinien MCF-7 und die mikrometastatischen Zellen BCM1, LCM1 und PCE1
verwendet, welche entweder unbehandelt waren, mit Aza- und/oder TSA-behandelt oder
mit BORIS-exprimierenden Vektor transfiziert wurden. Um die Proteine mit der DNA
querzuvernetzen, wurde nach 72 h Formaldehyd in einer Endkonzentration von 1% zum
Zellkulturmedium gegeben und fir 10 min bei RT auf einem Schuttler geschwenkt. Alle
weiteren Lésungen wurden aus dem Magna ChIP ™ G Kit (Millipore) verwendet. Durch
die Zugabe von 2 ml 10x Glycin und einer Inkubationszeit von 5 min bei RT wurde die
Reaktion gestoppt. Danach wurde das Zellkulturmedium abgenommen, die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen und mit 2 ml eiskaltem PBS (enthalt 10 pl Protease
Inhibitor Cocktail Il) aus den Zellkulturflaschen geschabt, vereint und bei 4°C und
2900 rpm fur 5 min zentrifugiert. Alle folgenden Schritte erfolgen bei 4°C. Das Zellpellet
wurde mit 2,5 ml Zelllysepuffer (enthalt 2,5 ul Protease Inhibitor Cocktail Il) resuspendiert
und fur 15 min auf Eis inkubiert. FlUr die Extraktion der Zellkerne wurde die
Zellsuspension 10-mal in einem eiskalten Douncer homogenisiert und fur 5 min bei
2900 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 500 pl Nuklear Lysepuffer (enthalt
2,5 ul Protease Inhibitor Cocktail Il) versehen. Es folgte eine Ultraschallbehandlung des
Lysates 10-mal pulsierend 20 sec auf Eis (Sonicator UP50H, Einstellung: 25% Power).
Durch diesen Vorgang wurde die DNA in eine immunprazipitierbare GroRe von 200 bis
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1000 bp Uberfuhrt. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fir 10 min bei 13000 rpm
und 4°C.

Fir die folgende Chromatin-Immunprazipitation wurden 0,5x10° lysierte Zellen mit 450 pl
Dilution-Puffer sowie 2,25 pl Protease Inhibitor Cocktail |l versetzt, so dass ein
Endvolumen von 500 pl vorlag. Von diesem Lysat wurden 5 pl (1%) entnommen, die als
Input-DNA bei -20°C aufbewahrt wurde. Zu jedem Ansatz wurden 3 ug Antikorper, die
spezifisch fur die Histonmodifikationen waren, sowie einem IgG-Antikorper pipettiert.
Zuletzt wurden 20 pl der Protein G magnetischen Beads zu jedem Reaktionsansatz
hinzugefugt. Die Inkubation erfolgte rotierend bei 4°C Uber Nacht.

Am folgenden Tag wurde der DNA/Protein/Antikorper-Komplex mit jeweils 500 ul kaltem
Niedrigsalzpuffer, Hochsalzpuffer sowie LiCl-Puffer und TE-Puffer (alle von Millipore)
gewaschen. Um den Immunkomplex von den Protein G magnetischen Beads zu trennen
sowie die Aufldsung der durch das Formaldehyd vermittelten DNA/Protein-Bindung zu
erlangen, wurde jedem Ansatz wie auch der Input-DNA 100 pl ChlP-Puffer sowie 1 ul
Proteinase K hinzugefugt und fur 2 h bei 62°C im schwenkenden Thermomixer inkubiert.
Um die freigesetzten Proteine zu degradieren, folgte eine kurze Inkubation fir 10 min bei
95°C. Danach wurde die DNA Uber Saulen gereinigt, in 50 pl Elutionspuffer eluiert und
bis zur weiteren Verwendung in der gRT-PCR-Analyse bei -80°C gelagert.

2.2.2.23 Quantitative realtime PCR (qRT-PCR)

Das Verfahren der realtime PCR beruht auf dem Einsatz von DNA-bindenden
Fluoreszenzfarbstoffen, die sich mit hoher Spezifitdt in die kleine Furche der
doppelstrangigen DNA einlagern, was eine quantitative Echtzeitanalyse (realtime) von
spezifischen DNA-Fragmenten ermdglicht. Mit fortschreitender PCR-Reaktion nimmt die
Fluoreszenz zu und verhalt sich proportional zur gebildeten PCR-Produktmenge.
Als Ausgangsmaterial fur die gRT-PCR-Analyse wurden die immunprazipitierten Proben
aus dem ChlIP-Assay (Kapitel 2.2.2.22) als auch die cDNA der shRNA transfizierten
Zellen (Kapitel 2.2.1.6) sowie spezifische Primerpaare fur MAGE-A1 und BORIS
verwendet. Als Referenzgen wurde das housekeeping-Gen RPLPO (ribosomal protein,
large P0O) gewahlt. Bei jedem PCR-Lauf zur Untersuchung der ChIP-Proben wurde flr
die Quantifizierung der PCR-Produkte eine Standardreihe mit definierter Menge von
humaner genomischer Leukozyten-DNA eingesetzt. Die Reaktionsansatze einer
realtime-PCR hatten ein Endvolumen von 15 ul und wurden stets in zwei Versuchen in
Duplikaten angefertigt. Pro Ansatz wurden 7,5 ul QuantiTect SYBR Green Mastermix
(Qiagen), jeweils 0,4 pl Primer (10 pmol/ul) und 2 ul Template eingesetzt. Dieser
Mastermix wurde in die twin.tec PCR-Platte (Eppendorf) vorgelegt und zum Schluss das
Template hinzugefligt. Die PCR-Analyse erfolgte im reaIpIex4-PCR-Gerét (Eppendorf)
und wurde mit folgendem PCR-Programm durchgeflhrt:
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1. initiale Denaturierung 15 sec 95°C

2. Denaturierung 15 sec 95°C

3. Primer-Annealing 30 sec 58°C 45X
4. Primer-Extension 30 sec 72°C

5. Denaturierung 15 sec 95°C

6. Ermittlung der Schmelzkurve 15 sec 60°C

7. Ermittlung der Schmelzkurve 15 min95°C

Die Auswertung der Rohdaten erfolgte mit Hilfe der realplex’-PCR-Software. Weitere
Berechnungen wurden mit Microsoft Excel ausgefuhrt.

2.2.2.231 Relative mRNA-Quantifizierung

Fur die Berechnung der relativen Genexpression wurden die aus der quantitativen PCR
gewonnenen Daten als Grundlage fur die AACP-Methode verwendet, wobei der CP-Wert
(CP; Crossing Point) den PCR-Zyklus beschreibt, bei dem die Fluoreszenz der
neusynthetisierten DNA erstmalig signifikant Uber die Hintergrund-Fluoreszenz steigt.

Die Expression des Zielgens wird zunachst auf die Expression eines homogen
exprimierten Referenzgens bezogen. Wichtig hierbei ist die gleiche Effiziens der
PCR-Reaktion fur Ziel- und Referenzgen. Als Referenzgen wurde RPLPO verwendet. Im
ersten Schritt wurde fur jede untersuchte Probe der CP-Wert des Referenzgens vom
CP-Wert des zu untersuchenden Gens substrahiert:

ACP = CPZieIgen - CPReferenzgen

Nach dieser Normierung wurde der ACP-Wert der Proben (BORIS oder MAGE-A1) der
ACP-Wert der Kontrolle (basal) abgezogen:

AACP = ACPgoRis oder MaGE-A1 — ACPpasal

Der relative Expressionsunterschied (Ratio) zwischen verschiedenen Proben normalisiert
auf ein Referenzgen, ergibt sich aus der folgenden Formel:

Ratio = 244CP

Liegt der relative Expressionsunterschied unter 1, so ist das analysierte Gen in der
Probe im Vergleich zur Kontrolle herunterreguliert. Liegt er Uber 1, so ist das Gen
heraufreguliert. Die Daten wurden als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt und

basieren auf mindestens zwei unabhangigen Experimenten.
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2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 in vitro Transkription/Translation-System

In Zusammenarbeit mit Bettina Steinbach (TA, Institut fir Tumorbiologie, UKE, Hamburg)
wurde die in vitro Transkription/Translation von Proteinen unter Verwendung des SP6/T7
TNT® Quick Coupled Transcription/Translation-System (Promega) durchgefiihrt. Hierbei
handelt es sich um ein zellfreies System, das sich aus einem Kaninchen Retikulozyten-
Lysat mit RNA-Polymerase, Nukleotiden, Salzen und RNasin® Ribunuklease-Inhibitor
zusammensetzte. Die in einem Expressionsplasmid (pcDNA3.1 oder HaloTag) hinter
einen T7- oder SP6-RNA-Polymerase Promoter klonierte cDNA wurde in einem
gekoppelten Mechanismus transkripiert und translatiert. Zur Herstellung von
radioaktiv-markierten Proben wurde **S-Methionin anstatt unmarkiertem Methionin zum
Reaktionsansatz pipettiert. Fir den Assay wurden alle Reagenzien auf Eis aufgetaut. Die
Reaktionsansatze hatten folgende Zusammensetzung:

50 ul Ansatz ohne *°S Markierung: 50 ul Ansatz mit *°S- Markierung:

40 pl TNT® Quick Master Mix 40 ul TNT® Quick Master Mix

2 pl Plasmid-DNA (0,5 ug/ul) 2 ul Plasmid-DNA (0,5 pg/ul)

1 pl Methionin (1 mM) 2 pl [*°S]-L-Methionin (1000Ci/mmol)
7 ul H0 6 pl HO

Die Reaktionsansatze wurden fur 90 min bei 30°C inkubiert und anschlief3end bei -80°C
bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.2.3.2 Expression rekombinanter Proteine

Die Durchfuhrung dieses Experimentes erfolgte mit freundlicher Unterstitzung von
Bettina Steinbach (TA, Institut fur Tumorbiologie, UKE, Hamburg).

HaloTag®Aufreinigungspuffer
50 mM HEPES

150 mM NaCl

1mMDTT

0,005% IGEPAL CA-630

Losung zum Abspalten

1/16-faches Volumen an TEV Protease in HaloTag®Aufreinigungspuffer
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Fir die Genexpression der HaloTag-Fusionsproteine wurden zuerst die zu
PCR-Produkte in den pFN19A (HaloTag® 7) T7 SP6 Flexi® Vektor kloniert. Nach der
Transformation der kompetenten E.coli Bakterien mit dem Plasmid wurde ein Einzelklon
fur 6 bis 8 h bei 37°C und 200 rpm in 5 ml LB-Medium und Ampicillin vermehrt. Fir die
weitere Durchfiihrung wurde das EnPresso™ Tablet Cultivation Set (BioSilta) verwendet.
Hierfir wurde in einem 500 ml Erlenmeyerkolben 50 ml steriles Wasser vorgelegt, in
dem dann 2 EnBase® Medium Tabletten, welche Mediumkomponente und einen
Polysaccharidkomplex als Substrat enthielten, aufgeldst wurden. Nach dem Auflésen der
Tabletten wurde Ampicillin, 500 pl der Vorkultur sowie 25 pl EnZ I'm (600 U/L; Gemisch
aus steril gefilterten Enzymen) dem Ansatz zugefugt. Der Erlenmeyerkolben wurde mit
AirOtop Seals verschlossen. Die AirOtop Membran lasst keine Keime von aufden in die
Kultur, dafir aber kontinuierlich Sauerstoff. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 30°C
und 200 rpm. Danach wurde dem Ansatz 0,05% Rhamnose (Promega), 50 pyl EnZ I'm
und eine ,Booster® Tablette, die fur optimale pH Bedingungen sorgte, hinzugefugt. Die
weitere Kultivierung erfolgte flr 24 h bei 30°C und 200 rpm. Danach wurde die Zellkultur
fur 10 min bei 5600 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 5 ml
HaloTag®Aufreinigungspuffer, 50 ul Lysozym (10 mg/ml) sowie 50 yl RQ1 RNase-Free
DNase (Promega) resuspendiert und fur 5 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine
Ultraschallbehandlung des Lysates flr 45 sec pulsierend auf Eis (Sonicator UP50H,
Einstellung: 60% Power; Intervall 0,8). Das sonifizierte Lysat wurde auf 2 ml
Reaktionsgefalie verteilt und sofort fur 15 min bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefa Uberfihrt und bis zur weiteren
Verwendung auf Eis gelagert. In der Zwischenzeit wurde das HaloLink™ Resin, das aus
einem an Sepharose® Beads gebundenen HaloTag® Liganden besteht, dquilibriert. Dafur
wurde pro Ansatz 4 mi HaloLink™ Resin in ein 15 ml Falcon Tube (Greiner Bio-One
GmbH) vorgelegt und sofort zentrifugiert. Es schloss sich ein dreimaliger Waschvorgang
mit 10 ml HaloTag®Aufreinigungspuffer und jeweils 2-minitiger Zentrifugation bei

3300 rpm an. Zum &quilibrierten HaloLink™

Resin wurde das eiskalte Zelllysat gegeben,
gut gemischt und anschlief3end fur 60 min auf dem Rotator (neoLab) inkubiert, so dass
sich ein Protein-Resin Komplex ausbilden konnte. Nach Abschluss der Inkubation wurde
das Gemisch gevortext und zentrifugiert (5 min bei 3300 rpm). Es folgten mehrere
Waschschritte mit dem HaloTag®Aufreinigungspuffer fir je 5 min und 3300 rpm. Dem
sedimentierten Protein-Resin Komplex wurde nun 0,5 ml der Lésung zum Abspalten des
HaloTags® vom Fusionsprotein hinzugefiigt, gut gemischt und anschlieRend auf dem
Rotator fur 1 h inkubiert. Es schloss sich eine weitere Zentrifugation fir 5 min bei
13000 rpm an. Der gewonnene Uberstand wurde in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR berfiihrt
und mit 50 ul 50% HisLink™ Resin fir 20 min im Rotator bei RT inkubiert. Ein letzter

Zentrifugationsschritt fir 5 min bei 13000 rpm schloss sich an. Im Uberstand befand sich
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das gewonnene Protein, welches zu je 100 pl far 15 min in flissigem Stickstoff
eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert wurde.

2.2.3.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde mit dem kommerziell erhaltlichen
Bradford-Reagenz der Firma BioRAD (Munchen) durchgefuhrt. 2 yl der zu messenden
Probe wurden mit 798 pyl 0,1 N NaOH und 200 pl Bradford-Reagenz versetzt, gut
gemischt und fur 5 bis 15 min bei RT inkubiert. Als Leerwert diente ein Ansatz ohne
Protein. Die Proteinkonzentration wurde bei einer Wellenlange von 595 nm gegen den
Leerwert im Photometer bestimmt. Fir die Erstellung einer Eichkurve wurde eine
BSA-Stammldsung (1 mg/ml in 0,1 N NaOH) verdunnt eingesetzt.

2.2.3.4 Western Blot Analyse von Proteinen

Im Western Blot kénnen Proteine mit einem spezifischen Antikdrper nachgewiesen
werden. Mit Hilfe einer Gelelektrophorese werden die Proteine entsprechend ihrer Grole
aufgetrennt und durch das Blotting-Verfahren (Semi Dry- oder Wet Elektrotransfer) auf
eine Tragermembran Ubertragen. Die Durchflhrung der Western Blot Experimente
erfolgte mit freundlicher Unterstitzung von Bettina Steinbach (TA, Institut far
Tumorbiologie, UKE, Hamburg).

2.2.3.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Trenngel (12% Acrylamid):

% Acrylamid 3,3 ml
H.O 4 ml

1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5 ml
10% (v/v) SDS 0,1 ml
10% (v/v) APS 0,1 ml
TEMED 0,004 ml
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Sammelgel:

% Acrylamid 0,5ml
H.O 2,1 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) 0,38 ml
10% (v/v) SDS 0,03 ml
10% (v/v) APS 0,03 ml
TEMED 0,003 ml

5x Laemmli-Laufpuffer:
72,1 g Glycin

0,5 % SDS

15,1 g Tris-HCI

auf 1 | ddH,O auffullen

Die Proteine wurden nach ihrer relativen Grdlke mittels einer denaturierenden
SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese nach Laemmli aufgetrennt [263]. Hierfir wurde
zuerst ein diskontinuierliches SDS-Polyacrylamidgel angesetzt, bei dem auf ein
Sammelgel ein Trenngel folgte. In das Sammelgel wurde vor der Polymerisation ein
Probentaschen-Kamm eingelassen, in die spater die Proben mit dem Ladepuffer
aufgetragen wurden. Zur Durchfihrung der Elektrophorese wurde das Gel in die
Minigelkammern Model SE250 der Firma Hoefer eingespannt und die Pufferreservoirs
mit Laemmli-Laufpuffer beflllt. Nun wurden die Proteinproben fir 5 min bei 95°C in
Probenlaufpuffer erhitzt. Die erhdhte Temperatur als auch das im Probenpuffer
enthaltene SDS sorgte daflr, dass die Sekundar-, Tertiar- und Quartarstruktur sowie die
nicht-kovalenten Wechselwirkungen im Protein zerstort wurden und sich das Protein in
seine Untereinheiten aufspaltet und entfaltet. Alle Proteine besitzen dann ein gleiches
Ladung/Masse-Verhaltnis, so dass die Auftrennung im Gel nur noch nach ihrem
Molekulargewicht erfolgte. Nach dem Erhitzen wurden die Proben fir 5 min auf Eis
gekuhlt. Jeweils 20 pl Probe wurden in die Tasche pipettiert und in eine separate Tasche
5 pl des Grofienmarkers Full Range Rainbow RPN800 (Amersham Biosciences). Die
Gelelektrophorese lief bei 25 mA/Gel fur etwa 1 h. Die gelelektrophoretisch
aufgetrennten  Proteine  wurden durch einen  Immunoblot nachgewiesen
(Kapitel 2.2.3.4.3).
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2.2.3.4.2 Semidry-Transfer auf PVDF-Membranen

Transfer-Puffer

48 nM Tris-HCI

39 nM Glycin

20% (v/v) Methanol
0,037% (v/v) SDS

Die zuvor im Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden durch einen
Elektrotransfer auf eine Tragermembran (PVDF-Membran) tUbertragen. Da die Proteine
mit SDS beladen sind, wanderten sie im elektrischen Feld zur Anode.
Dazu wurde zunachst eine PVDF-Membran fir 1 min in 100% Methanol inkubiert, um die
Membranoberflache zu aktivieren, dann fir 3 min in H,O gewaschen und anschlielend
fur 5 min in Transferpuffer aquilibriert. Fir den Transfer wurden jeweils eine Membran
und vier 3MM-Whatman-Filter (VWR) auf Gelgro3e zugeschnitten und in Transferpuffer
getrankt. Der Aufbau der Trans-Blot SD Semidry-Blotapparatur (BioRAD) erfolgte nach
folgendem Schema:

- befeuchtete Anode

- 2 Lagen 3MM-Whatman-Filter in Transferpuffer getrankt

- PVDF-Membran

- Gel

- 2 Lagen 3MM-Whatman-Filter in Transferpuffer getrankt

- befeuchtete Kathode

Fir 1 h bei 0,8 mA/cm? erfolgte der Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Membran.

2.2.3.4.3 Immunoblot-Analyse

6% Milch/ PBS-T
6 g Trockenmilchpulver
100 ml PBS-Tween-20

PBS-T
0,05% (v/v) Tween-20
11 PBS (1x)
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ECL-Ldsung 1 ECL-LGsung 2
0,1M Tris-HCI (pH 8,5) 0,1M Tris-HCI (pH 8,5)
25 nM Luminol (Sigma) 0,018% H20-

9 mM p-Cumarinsaure (Sigma)

Vor Gebrauch: Lésung 1 und 2 im Verhaltnis 1:1 mischen

Nach dem Transfer wurde die Membran fir 2 h mit 6% Milch/PBS-T unter leichtem
Schutteln bei RT geschwenkt, um unspezifische Bindungsstellen auf der
proteinbeladenen Membran zu blockieren. Danach wurde in 6% Milch/PBS-T Uber Nacht
bei 4°C mit dem Primarantikérper in der jeweiligen Verdlinnung (Tabelle 3) inkubiert.
Nach mehrmaligem Waschen mit PBS-T zum Entfernen von ungebundenen,
Uberschissigen Antikdrpern, wurde die Membran fur weitere 2 h bei RT mit einem
entsprechend in 6% Milch/PBS-T verdinntem sekundar, Meerrettich-Peroxidase
konjugiertem Antikdrper (Tabelle 4) inkubiert. Die Membran wurde erneut gewaschen
(sechsmal fur 6 min PBS-T), so dass anschlieend die Detektion der Protein-Antikorper-
Komplexe mit Hilfe der ECL-Losungen (ECL, Enhanced Chemiluminescence) gemal
den Herstellerangaben erfolgen konnte. Je nach Intensitdt der Chemilumineszenz
wurden die Rontgenfilme (Fuji) fur 10 sec bis 15 min exponiert. Die Entwicklung des
Filmes erfolgte in einem automatischen Filmentwickler (Hyperprocessor, Amersham
Biosciences).

2.2.3.5 Untersuchung der Protein-Protein-Interaktion mittels HaloLink™ Resin
basierendem Pulldown-Assay

In Zusammenarbeit mit Bettina Steinbach (TA, Institut fir Tumorbiologie, UKE, Hamburg)
wurden die Pulldown-Assays durchgefuhrt.

Die Methode des HaloLink™ Resin basierenden Pulldown-Assays eignet sich zur in vitro
Analyse von Protein-Protein-Interaktionen und beruht auf einer Immobilisierung des
HaloTag"™-Fusionsproteins an den HaloLink™ Resin.

Um Protein-Protein-Interaktionen zu untersuchen, wurden zum einen die klonierten
HanTagTM-Expressionsplasmide mit Hilfe des in vitro Transkription/Translation-Systems
(Kapitel 2.2.3.1) synthetisiert. Wahrend der Proteinbildung wird die N-terminale
Fusionsdomane des HaloTags an das klonierte Genprodukt (HaloTag ,bait*-
Fusionsprotein) synthetisiert. Zum anderen wurden die klonierten pcDNA3.1(+)
Expressionsvektoren, die die Gensequenzen von Sp1, hTBP und hTBP-C enthielten, mit
dem in vitro Transkription/Translation-System synthetisiert, wobei diese ,prey“-Proteine
%S-markiert wurden.
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Jeweils 20 ul des ,bait‘- und ,prey“-Proteins wurden miteinander gemischt, so dass es zu
einer Komplexausbildung kommen konnte. Als Negativkontrolle wurde anstelle des
,bait‘-Proteins 20 pyl TNT-Mix hinzugefugt. Die Inkubation erfolgte fir 1 h bei RT auf dem
Schiittler. Wahrenddessen wurde das HaloLink™ Resin &quilibriert. Dafiir wurde fiir
jeden Pulldown-Ansatz 50ul HaloLink™ Resin in einem 1,5 ml ReaktionsgefaR vorgelegt
und sofort fur 1 min bei 3300 rpm zentrifugiert. Es schloss sich ein dreimaliger
Waschvorgang mit 400 pl Bindungspuffer und eine jeweils 2-minatige Zentrifugation bei
3300 rpm an. Danach wurde das sedimentierte HaloLink™ Resin in 100 pl
Bindungspuffer resuspendiert und mit 20 pl des vorher inkubierten HaloTag-bait-prey-
Komplex gemischt. Die Inkubation erfolgte fur 90 min bei 4°C auf dem Rotator (neoLab).
Durch Zentrifugation fir 2 min bei 3300 rpm wurde der immobilisierte Resin-HaloTag-
Protein-Komplex pelletiert. Um ungebundene Proteine zu entfernen, folgten drei
Waschschritte mit je 1 ml Waschpuffer und Zentrifugation fir 2 min bei 3300 rpm. Es
schlossen sich zwei weitere Waschschritte mit dem Waschpuffer fur 5 min bei RT an.
Anschlielend folgte eine Zentrifugation. Die Protein-Komplexe wurden danach mit 20 pl
1x SDS-Ladungspuffer fir 5 min bei 90°C gekocht und auf einem 12%-igem
SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt.

Um die **S-markierten Proteine zu detektieren, wurde das Gel nach dem Lauf fiir 30 min
in Gelfixierungslosung inkubiert. Nach der Fixierung wurde das Gel mit Wasser
gewaschen und anschlielfend mit der Amplify N Verstarkungslésung (GE Healthcare) fur
30 min unter leichtem Schutteln inkubiert. Danach wurde das Gel auf Whatman-Filter
uberfuhrt, bei 80°C in einem Geltrockner (BioRAD) unter Vakuum getrocknet und uber
Nacht bei -80°C auf einen Rontgenfilm exponiert. In einem automatischen Filmentwickler
erfolgte die Entwicklung des Filmes.

Waschpuffer
100 mM Tris (pH 7,6)

150 mM NaCl
1 mg/ml BSA
0,05% IGPAL CA-630

Bindungspuffer

100 mM Tris (pH 7,6)
150 mM NaCl

0,05% IGPAL CA-630
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4x SDS-Ladungspuffer
0,24 M Tris-HCI (pH 6,8)
3 mM Bromphenolblau
50,4% Glycerol

0,4 MDTT

2% SDS

2.2.3.6 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Der Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) ist eine Gelretardierungsanalyse und
dient dem Nachweis und der Charakterisierung von DNA-Protein-Wechselwirkungen
[264, 265].

Die EMSA-Methode beruht darauf, dass wahrend einer elektrophoretischen Auftrennung
die DNA-Protein-Komplexe langsamer laufen als freie DNA. HierfUr wird in einer
Bindungsreaktion ein radioaktiv-markiertes DNA-Fragment, welches die zu
analysierende spezifische DNA-Promotorsequenz enthalt, zusammen mit Zellkern-
Extrakt oder rekombinantem Protein inkubiert. Befindet sich eine spezifische
Bindungsstelle des Proteins innerhalb des DNA-Fragments, so kommt es zur Ausbildung
eines DNA-Protein-Komplexes, welcher mit Hilfe einer nativen Polyacrylamid-
Gelelektrophorese aufgetrennt und durch eine Autoradiographie analysiert werden kann.
Um das gebundene Protein genauer zu charakterisieren, werden sowohl supershift- als
auch Kompetitionsanalysen durchgefuhrt. Wahrend des supershift-Verfahrens werden
spezifische Antikdrper zum DNA-bindenden Proteinkomplex hinzugefigt. Die Anlagerung
des spezifischen Antikdrpers an die DNA-bindende Proteinuntereinheit fihrt zu einer
Retardierung des DNA-Protein-Antikorper-Komplexes gegenuber der proteingebundenen
DNA, was in einem noch langsameren Laufverhalten im Gellauf resultiert. Um die
Spezifitdt der DNA-Bindung nachzuweisen, wird das Kompetitionsverfahren genutzt.
Dabei wird nicht radioaktiv-markiertes DNA, entweder eine spezifische Protein-
Konsensussequenz oder das nicht radioaktiv-markierte Oligonukleotid, im Uberschuss
zur Bindungsreaktion zugegeben. Dabei kommt es zu einer Verdrangung der radioaktiv-
markierten Oligonukleotide aus dem DNA-Protein-Komplex und resultiert in einem
Verschwinden oder einer deutlichen Abschwéachung der fir das jeweilige spezifische
Protein charakteristischen Bande. Im Vergleich dazu beeinflusst unspezifische oder
mutierte Kompetitor-DNA den DNA-Protein-Komplex nicht.

Mit freundlicher Unterstitzung von Bettina Steinbach (TA, Institut fur Tumorbiologie,
UKE, Hamburg) wurden die EMSA-Experimente durchgefihrt.
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2.2.3.6.1 Herstellung von Zellkern-Extrakten

Flir den EMSA wurden Zellkern-Extrakte prapariert, indem Kkultivierte, subkonfluente
Zellen mit 5 ml eiskaltem PBS gewaschen und anschliefend mit einem Zellschaber vom
Boden des Kulturgefalles abgeschabt wurden. Die Zellen wurden fur 10 min bei 1500
rom und 4°C pelletiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden nun in 300 pl
hypotonischen Lysepuffer resuspendiert und fur 15 min auf Eis inkubiert. Im nachsten
Schritt erfolgte die Zugabe von 20 pl 10%-iger (v/v) NP-40-Lésung. Die Probe wurde
sofort fir 10 sec bei maximaler Umdrehung auf dem Vortexer durchmischt. Es folgte eine
weitere Zentrifugation fur 1 min bei 13000 rpm und 4°C, so dass die Kernproteine
sedimentiert wurden. Der Uberstand, die zytosolische Fraktion, wurde verworfen. Durch
die Zugabe von 100 ul hypertonen Lysepuffer resuspendierten die sedimentierten
Zellproteine, die dann fir 20 min bei 4°C in einem Schuttler geschuttelt wurden. Nach
der anschlieBenden 5-minutigen Zentrifugation bei 13000 rpm und 4°C wurde der
Uberstand, welcher die Kernproteine enthalt, in ein neues ReaktionsgefaR Gberfiihrt. Die
Proteinkonzentration wurde mittels Bradford-Protein-Assay (BioRAD) nach Angaben des
Herstellers bestimmt (Kapitel 2.2.3.3). Der Zellkern-Extrakt wurde bis zur weiteren
Verwendung in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

Hypertoner Lysepuffer:

10 mM HEPES (pH 7,9 bei 4°C)
10 mM KCI

0,1 mM EDTA

0,1 mM EGTA

frisch vor dem Gebrauch hinzugefugt:

1 mM PMSF

0,5mM DTT

Hypotoscher Lysepuffer:

20 mM HEPES (pH 7,9 bei 4°C)
25% Glycerol

420 mM NaCl

1 mM EDTA

1 mM EGTA

frisch vor dem Gebrauch hinzugefugt:

1 mM PMSF

0,5mM DTT
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2.2.3.6.2 Hybridisierung

Die lyophilisierten Oligonukleotide wurden auf eine Endkonzentration von 100 pmol/pl
eingestellt. Fur die Hybridisierungsreaktion wurden jeweils 50 pmol der beiden
Einzelstrange mit 0,5 yl 5M NaCl und H,O auf ein Endvolumen von 50 ul aufgefullt und
fur 15 min bei 70°C im Wasserbad inkubiert. Das Wasserbad wurde danach
ausgeschalten und mitsamt der Reaktionslésung langsam auf RT abgekuhlt, so dass
sich doppelstrangige DNA-Fragmente bilden konnten. Bis zur weiteren Verwendung
wurde die Lésung bei -20°C gelagert.

2.2.3.6.3 Herstellung von [y->?P]-markierten Oligonukleotiden

Um DNA-Komplexe im EMSA zu untersuchen, wurde 1 pl Oligonukleotid (1 pmol/ul zu
markierende 5-Enden) zur radioaktiven Markierung in einem 1,5 ml Reaktionsgefal
vorgelegt. Auf Eis erfolgte die Zugabe von 2 pl 10x Puffer A (Fermentas), 10 pl H20, 5 pl
[y-*P]-ATP (3000 Ci/mmol) sowie 2 ul T4 Polynukleotid-Kinase (10 U/ul). Die Inkubation
der Reaktionslésung erfolgte fur 30 min bei 37°C. Die Kinase wurde anschliefend bei
einer 10-mindtige Inkubation bei 70°C inaktiviert. Danach wurden nicht eingebaute
radioaktive Nukleotide mit Hilfe der Illustra™ Microspin™ G-50 Saulen (GE Healthcare)
entsprechend den Angaben des Herstellers entfernt. Das Endvolumen betrug 50 ul. Um
die Radioaktivitdt von 1 uyl markierter DNA zu ermitteln, wurde 1 pl der erhaltenen
Lésung in 3 ml Szintillationslésung pipettiert und im Beckman Coulter (Beckman Coulter
GmbH) bestimmt. Die radioaktiv-markierte DNA wurde bis zum weiteren Gebrauch bei
-20°C im Gefrierschrank gelagert.

2.2.3.6.4 Bindungsreaktion

3x Bindungspuffer

12% Ficoll

60 mM HEPES (pH 7,9)
150 mM KCI

3 mM EDTA

3 mM DTT

0,75 mg/ml BSA

Fir die im EMSA stattfindende Bindungsreaktion zwischen DNA und Protein oder
Zellkern-Extrakt wurde ein Gesamtvolumen von 15 pl angesetzt. Hierfur wurden 5 pl 3x
Bindungspuffer, 4 pl rekombinantes Protein oder 2,5 pg Zellkern-Extrakt und 0,75 pl Poly
(dI-dC) (10 U/pl), was zur Blockierung unspezifischer DNA-Bindung beitragt, zusammen
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pipettiert und fur 2 min bei RT inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 1 ul frischer
¥p_markierter DNA-Probe (50000 cpm) und das restliche Volumen wurde mit H,O
aufgefullt. Die Bindungsreaktion erfolgte flr 30 min bei RT.

Fir Kompetitionsanalysen wurde nicht radioaktiv-markierte DNA (10 ng/pl) zur
Bindungsreaktion hinzugefugt.

Fir die Ausbildung eines supershiftes wurde die Bindungsreaktion mit 4 yl des jeweiligen
Antikorpers, die spezifisch fir Sp1 und BORIS waren, fir weitere 30 min bei RT
inkubiert.

2.2.3.6.5 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

10x TBE-Puffer

890 mM Tris

890 mM Borsaure
20 mM EDTA

in deionisiertem H,O

4% Polyacrylamid-Gel

9,3 ml 30% Acrylamid/ Bisacrylamid
7 ml 5x TBE-Puffer

53,4 ml H.O

280 pl 10% APS

47 pl TEMED

6% Polyacrylamid-Gel

14 mi 30% Acrylamid/ Bisacrylamid
7 ml 10x TBE-Puffer

48,7 ml H.O

280 pl 10% APS

47 ul TEMED

Je nach GroBe der *’P-markierter DNA-Probe wurde ein 4%-iges oder 6%-iges
Polyacrylamid-Gel in einer vertikalen Gelelekrophorese-Apparatur gegossen. Die
DNA-Protein-Komplexe wurden nach einer Vorlaufzeit von 30 bis 60 min bei 200 V
aufgetragen. Als Laufpuffer wurde ein 0,5-facher TBE-Puffer verwendet. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte die ersten 30 min bei 250 V und lief dann
weitere 2,5 h bei 200 V. Anschlielend wurde das Gel auf ein Whatman-Filter transferiert
und fur 2 h auf dem Geltrockner (BioRAD) unter Vakuum bei 80°C getrocknet. Die
Exposition erfolgte auf einem Fuji Medical X-ray Film (Fuji) zunachst Uber Nacht bei
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-80°C. In einem automatischen Filmentwickler (Hyperprocessor, Amersham Biosciences)
erfolgte die Entwicklung des Filmes.
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3 Ergebnisse

3.1 BORIS-Expression in verschiedenen Krebszelllinien vor und nach
Behandlung mit Aza und/oder TSA

Es wurden Zelllinien verschiedener Tumorentitaten ausgewahlt, um die Expression des
Cancer-Testis Antigens BORIS in den unbehandelten Zelllinien und nach der
Behandlung mit dem Demethylierungsagens 5-Aza-2’-deoxycytidin (Aza) und/oder dem
Histondeacetylase-Inhibitor Trichostatin A (TSA) zu untersuchen. Hierfir wurden acht
Brustkrebs-, drei kolorektale, eine leukdmische, eine hepatozellulare und zwei
Prostatakrebszelllinien jeweils mit 1 yM Aza Uber einen Zeitraum von 72 h und/oder
0,5 uM TSA in den letzten 24 h behandelt. Die Zellen wurden nach der Inkubation
geerntet, Gesamt-RNA aus den unbehandelten, Aza-, TSA- und Aza&TSA-behandelten
Krebszelllinien isoliert und anschlieend in cDNA umgeschrieben (Kapitel 2.2.2.5). Durch
semiquantitative PCR mit genspezifischen Primern fur BORIS wurde das
Transkriptniveau analysiert*. Als interne Kontrolle wurde das konstitutiv exprimierte
housekeeping-Gen p-Aktin gewahlt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 15 dargestellt.

In den unbehandelten Brustzelllinien MCF-7, MDA-MB 231, BT474 und BT20 wurden
keine RNA-Transkripte nachgewiesen. Jedoch zeigte die MTSV1.7 Brustzelllinie eine
schwache basale BORIS-Expression und die Ubrigen drei Brustzelllinien GI1101, T47D
und MDA-MB 464 eine hohe Konzentration an basalen RNA-Transkripten. Die in
Abbildung 15b und c dargestellten Zelllinien zeigten alle eine basale BORIS-Expression.
In allen untersuchten Zelllinien mit Ausnahme von MDA-MB 231 erfolgte schon nach
alleiniger Aza-Behandlung eine hohe BORIS-Expression. Vor allem in den drei
Brustzelllinien MCF-7, BT20 und BT474, die basal keine BORIS-Expression aufwiesen,
konnte das DNA-Demethylierungsagens Aza die Aktivitat des BORIS-Promotors um ein
Vielfaches erhéhen (Abbildung 15a). Bei MDA-MB 231 wurde durch Aza zumindest eine
schwache Expression des BORIS Gens hervorgerufen. Auf die Ubrigen Zelllinien, die
bereits eine hohe basale Genexpression zeigten, hatte Aza keinen weiteren Einfluss.

Im Gegensatz dazu zeigte die Behandlung mit dem Histondeacetylase-Inhibitor TSA
kaum einen Effekt verglichen mit der Expression im unbehandelten Zustand. Nur die
Brustzelllinie BT474 wies nach TSA-Behandlung eine erhdhte Expression auf,
wohingegen die hepatozellulare Zelllinie HepG2 eine Abnahme des BORIS
RNA-Transkriptes zeigte. Nur in den Zelllinien MCF-7 und MDA-MB 231 konnte der
Histondeacetylase-Inhibitor TSA bei gemeinsamer Gabe mit Aza die Genexpression
synergistisch verstarken.

" Praktische Arbeit durchgefiihrt von Bettina Steinbach (TA, Institut fiir Tumorbiologie, UKE, Hamburg).
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Abbildung 15: mRNA-Expressionsanalyse von BORIS in unbehandelten (basalen, b) sowie Aza-
(a), TSA- (T) und Aza&TSA-behandelten (a+T) Krebszelllinien. Das BORIS PCR-Produkt besitzt
eine GroRe von 134 bp. Als interne Kontrolle wurde die Expression des housekeeping-Gens (3-Aktin
(202 bp) bestimmt. M, Marker. bp, Basenpaare.
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3.2 BORIS- und MAGE-A1-, -A2-, -A3- und -A12-Expression in den
mikrometastatischen Zelllinien vor und nach Behandlung mit Aza

Im Weiteren wurde nun Uberpruft, ob Aza ebenfalls in den mikrometastatischen Zelllinien
BCM1, LCM1 und PCE1 die Genexpression von BORIS sowie die MAGE-A1, -A2, -A3
und -A12 induzieren kann. Fur die folgende Analyse wurde die Gesamt-RNA aus
unbehandelten und Aza-behandelten Zellen isoliert, in cONA umgeschrieben und in einer
semiquantitativen PCR mit genspezifischen Primern fir BORIS und MAGE-A1, -A2, -A3
sowie -A12 bestimmt. 3-Aktin diente erneut als interne Kontrolle der jeweils eingesetzten
RNA-Menge.

Wie in Abbildung 16 zu sehen ist, wiesen die mikrometastatischen Zelllinien keine
RNA-Transkripte in Bezug auf MAGE-A2, -A3 und -A12 auf. Nur LCM1 zeigte ein hohes
basales Expressionsniveau fur MAGE-A1; MAGE-A3 hingegen wurde nur sehr schwach
exprimiert. In allen drei Zelllinien wurden nach Zugabe von Aza die MAGE-A Gene
demethyliert, was in einer starken Expression sichtbar wurde.

MAGE-A1 Wiy,
429 bp — o (-
MAGE-A2 n—
236 bp —— | S— s - -
-——.
MAGE-A3
806 bp ——
725bp — ) =4 —
MAGE-A12
420 bp —— | N
- — = s
BORIS
134 bp — — 000 ~ -
ﬁ-Aktin e —
202bp ——| = e o e S E—
M b a b a b a H,0
N J U J J
Y Y Y
BCM1 LCM1 PCE1

Abbildung 16: mRNA-Expressionsanalyse der Gene BORIS, MAGE-A1, -A2, -A3 und -A12 in den
mikrometastatischen Zelllinien BCM1, LCM1 und PCE1. Die Zellen wurden 72 h unter den
entsprechenden Bedingungen kultiviert und anschlieBend die RNA in cDNA umgeschrieben. Die
RT-PCR erfolgte mit der unbehandelten (basal, b) und Aza-behandelten (a) cDNA und spezifischen
Primerpaaren fir MAGE-A1 (429 bp), -A2 (236 bp), -A3 (806 beziehungsweise 725 bp) und -A12 (420
bp) sowie BORIS (134 bp). Als Negativkontrolle wurde H,0 als Template eingesetzt und als interne
Kontrolle diente -Aktin (202 bp). M, Marker; bp, Basenpaare.
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Im Vergleich dazu war in allen untersuchten mikrometastatischen Zelllinien BORIS
exprimiert. Die basale Expression konnte durch Aza noch leicht gesteigert werden.

3.3 Regulation des MAGE-A1-Promotors durch Transkriptionsfaktoren und
epigenetische Faktoren

Als Grundlage fur die hier durchgefuhrten transienten Ko-Transfektionen dienten die
bisherigen Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe. Wischnewski et al. konnten zeigen, dass
sowohl die Promotorhypermethylierung als auch die Histondeacetylierung an der
Repression der MAGE-A1, -A2, -A3 und -A12 Genexpression beteiligt sind [1]. Weitere
Ergebnisse mit der MCF-7 Zelllinie wiesen daraufhin, dass der epigenetische Faktor
MBD1 die basale Aktivitat der unmethylierten MAGE-A-Promotoren soweit reprimieren
konnte, das selbst der Transkriptionsfaktor Ets-1 sie nicht aufheben konnte. Dahingegen
konnte der epigenetische Faktor MBD2a die basale Promotoraktivitat steigern [234].

Um nun den Einfluss von BORIS im Zusammenspiel mit den Transkriptionsfaktoren
Ets-1 und Sp1 sowie den epigenetischen Faktoren MBD1 und MBD2a auf die Regulation
des MAGE-A1 Gens in vitro zu untersuchen, wurde ein Reporterplasmid konstruiert
(Abbildung 17). Hierflr wurde in das Reporterplasmid das MAGE-A1 Promotorfragment
(-77/+183), dass Bindungsstellen fur Ets-1, Sp1 und BORIS enthalt, upstream der
Sequenz, die fir das fluoreszierende Luciferaseprotein kodiert, kloniert.

=77 bis -36: Ets-1 und Sp1 Bindungsstellen

TCCCGCCAGGAA_TGACGCCACTG
Ets-1

Sp1 Ets-1

pGL2basic

-81 -74 -60 -52 -43 ~3‘O vi‘i 41‘4 MI'/' +2|6 +30 +9|5 +1|29 +1‘32 ¢1|59+1|61 *1|69 +1‘75 +1|85 +2r5
e : I
-

Xhol (33) \
Luciferase

+47 bis +183: BORIS und Sp1 Bindungsstellen
Sp1 Sp1

GGCTCTGTGGAGGAGGCAAGGTGAGAGGCTGAGGAGGACTGAGGACCCCGCCACT
CCAAATAGAGAGCCCCAAATATTCCAGCGCCGCCCTTGCTGCCAGCCCTGGCCCAC
——

CCGCGGGAAGACGTCTCAGCCTGGGC Sp1
BORIS

Abbildung 17: Schematische Darstellung des pGL2 MAGE-A1 Reporterplasmids (-77/+183). Das
MAGE-A1 Promotorfragment (orangene Box) wurde Uber die Kpnl- und Xhol-Schnittstellen in den
pGL2 basic Vektor eingebracht und befindet sich upstream der Sequenz des Luciferasegens. Der
grine Kasten zeigt den Bereich, an dem der basale Transkriptionskomplex bindet. Die
Transkriptionsstartstelle ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die upstream und downstream der
Transkriptionsstartstelle liegenden potentiellen Bindungsstellen wurden folgendermaRen dargestellt:
Ets-1 (rot), Sp1 (blau) und BORIS (gelb).
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3.3.1 Die MBD1v1-vermittelte Repression des MAGE-A1-Promotors kann nicht
durch Sp1 aufgehoben werden

In  den durchgefuhrten Ko-Transfektionsstudien wurde das unmethylierte
Reporterplasmid mit Expressionsplasmiden, die fur Ets-1, Sp1, MBD1 und MBD2a
kodieren, in die MCF-7 Zelllinie sowie die mikrometastatischen Zelllinien LCM1 und
PCE1 transfiziert. Die Aktivitat des unmethylierten Reporterplasmids wurde auf 100%
gesetzt und zur Normalisierung der Transfektionseffizienz wurde das Reporterplasmid
pGL4.74 [hRLuc/ TK] verwendet (Kapitel 2.2.2.21).

Die gemessene Luciferaseaktivitat in den untersuchten Zelllinien zeigte, dass Ets-1 die
MAGE-A1 Promotoraktivitat in den MCF-7 Zellen um das 1,3-fache und in den LCM1
sowie PCE1 Zellen um etwa das 2-fache steigern (Abbildung 18). Der schwach
stimulatorische Effekt durch Ets-1 dirfte durch endogenes Ets-1 verursacht sein.
Dahingegen konnte der Transkriptionsfaktor Sp1 nur in den MCF-7 Zellen eine etwa
1,3-fache  Erhéhung der MAGE-A1-Aktivitat induzieren. In  den  beiden
mikrometastatischen Zelllinien konnte kein Einfluss durch Sp1 nachgewiesen werden
(Abbildung 18b und c). Wurden beide Expressionsplasmide, die entweder fur Ets-1 oder
Sp1 kodieren, zusammen in LCM1 und PCE1 transfiziert, so konnte Sp1 die Ets-1
vermittelte Aktivierung nicht weiter erhéhen. Im Vergleich dazu hatte die Ko-Transfektion
beider Transkriptionsfaktoren in den MCF-7 Zellen einen héheren stimulatorischen Effekt
(1,5-fach) als Ets-1 allein (Abbildung 18a). Die exogene Isoform MBD1v1 allein oder
ko-transfiziert mit dem jeweiligen Transkriptionsfaktor Ets-1 oder Sp1 regulierte sowohl in
LCM1, PCE1 als auch MCF-7 die transkriptionelle Aktivitdt des unmethylierten
MAGE-A1-Promotors um etwa das 4-fache herunter. In keiner der untersuchten
Krebszelllinien konnte Ets-1 oder Sp1 die MBD1v1-vermittelte Repression aufheben.
Durch die Ko-Transfektion mit dem Reporterplasmid und dem Expressionsplasmid flr
MBD2a konnte eine etwa 2-fache Steigerung gegenuber der basalen Aktivitat in den
MCF-7 Zellen beobachtet werden. In den LCM1 Zellen trat nur eine etwa 1,3-fache
MAGE-A1 Steigerung auf. Auffallig ist, dass in den PCE1 Zellen kein Effekt durch
MBD2a auf den MAGE-A1-Promotor beobachtet wurde (Abbildung 18c).
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Abbildung 18: Luciferaseaktivitidt der ko-transfizierten Zelllinien MCF-7 (a), LCM1 (b) und PCE1
(c) mit dem unmethylierten pGL2 MAGE-A1 Reporterplasmid (-77/+183), das die BORIS
Bindungsstelle downstream der Transkriptionsstartstelle enthilt, und den
Expressionsplasmiden, die fiir die Transkriptionsfaktoren Ets-1 und Sp1 sowie die
epigenetischen Faktoren MBD1v1 und MBD2a kodieren. Die Aktivitit des unmethylierten
Reporterplasmids wurde auf 100% gesetzt. Normalisiert wurden die Werte mit Hilfe der Aktivitat des
Reporterplasmids pGL4.74 [hRLuc/ TK]. Unmethy., unmethyliert.
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3.3.2 Sp1 inhibiert die BORIS-vermittelte Aktivierung des MAGE-A1-Promotors in
der mikrometastatischen Zelllinie des Brustkarzinoms (BCM1)

Aufgrund mehrerer Studien ist bekannt, dass BORIS die Expression von Genen, die fur
andere Cancer-Testis Antigene, wie MAGE-A1 oder NY-ESO-1 kodieren, in
verschiedenen Zelllinien aktivieren konnte [69, 81, 266]. In jungsten Studien wurde nun
berichtet, dass BORIS an der DNA-Hypomethylierung in Krebszelllinien involviert sein
kobnnte [266, 267]. Daher wurden transiente Ko-Transfektionsstudien mit dem
epigenetischen Faktor BORIS, den Transkriptionsfaktoren Ets-1 und Sp1 und einem in
vitro Hpall-methylierten MAGE-A1-Promotor in den mikrometastatischen Zelllinien BCM1
und PCE1 durchgefuhrt. Dafur wurde sowohl das bereits in Abbildung 17 beschriebene
Reporterplasmid als auch das von Wischnewski et al. konstruierte Reporterplasmid
pGL2 MAGE-A1 (-82/+116) verwendet [234]. Dieses Plasmid besitzt eine unvollstandige
BORIS-Bindungsstelle downstream der  Transkriptionsstartstelle. Fur die
Transfektionsassays wurden beide Reporterplasmide in vitro methyliert. Zum einen
durch die Hpall-Methylase, die das zentrale Cytosin in der CCGG-Sequenz methyliert
(® C™CGG), und zum anderen durch die CpG-Methylase Sssl, die jedes Cytosin
innerhalb des CpG-Dinukleotides methyliert (- "CG).

Diese kunstlich hervorgerufene Promotorhypermethylierung fuhrt im Allgemeinen zur
Repression der Genexpression, da die Transkriptionsfaktoren nicht mehr an die
CpG-Dinukleotide binden kénnen. Um die vollstdndige Methylierung der
Reporterplasmide zu Uberprifen, wurde ein Restriktionsverdau mit den Isochizomeren
Hpall und Mspl durchgefihrt. Dabei schneidet das methylierungssensitive
Restriktionsenzym Hpall nur unmethylierte CCGG-Sequenzen, wahrend Mspl die gleiche
Sequenz ungeachtet des Methylierungsmusters schneidet. Auf einem 1%-igem
Agarosegel wurde die Restriktion elektrophoretisch aufgetrennt. Abbildung 19 zeigt das
vollstandig Hpall-methylierte pGL2 MAGE-A1 Reporterplasmid (-77/+183), denn nach
dem Hpall-Verdau waren keine verdauten Plasmidfragmente sichtbar.
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pGL2 MAGE-A1 (-77/+183)
Hpall-methyliert ~ unmethyliert

M Hpall Mspl Hpall

Abbildung 19: Restriktionsverdau des Hpall-methylierten und unmethylierten pGL2 MAGE-A1
Reporterplasmids (-77/+183) mit den Isochizomeren Mspl (nicht methylierungssensitiv) und
Hpall (methylierungssensitiv). Nach der vollstandigen Methylierung bleibt das Reporterplasmid nach
dem Verdau mit dem methylierungssensitiven Restriktionsenzym Hpall intakt. Wohingegen bei
Verwendung des nicht methylierungssensitiven Restriktionsenzym Msp/ das geschnittene
Reporterplasmid nahezu das gleiche Bandenmuster wie die Kontrolle, das unmethylierte Plasmid,
aufweist. M, Marker.

Da in beiden Reporterplasmiden weniger CCGG-Stellen als CpG-Dinukleotide
vorhanden waren, fiel die Repression der Luciferaseaktivitat in den Hpall-methylierten
Plasmiden schwacher aus als in dem Sss/-methylierten Plasmiden (Daten nicht gezeigt).
Aus diesem Grund wurden in den weiteren transienten Ko-Transfektionsexperimenten
nur noch die Hpall-methylierten Konstrukte eingesetzt.

Die in Abbildung 20 dargestellten Ergebnisse der Luciferaseaktivitat in der transfizierten
mikrometastatischen  Zelllinie PCE1 zeigten nach der Transfektion des
BORIS-Expressionsplasmids keinen aktivierenden Effekt auf den methylierten
MAGE-A1-Promotor. Jedoch konnte nach der Ko-Transfektion von BORIS und Ets-1
eine etwa 5-fache Erhdhung der MAGE-A1 Promotoraktivitat beobachtet werden. Der
Transkriptionsfaktor Sp1 hatte im Zusammenspiel mit BORIS keinen stimulatorischen
Effekt. Im Vergleich dazu konnten alle drei Expressionsplasmide, die fir BORIS, Ets-1
und Sp1 kodieren, zusammen die MAGE-A1-Aktivitat um das 3-fache hochregulieren.
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Abbildung 20: Analyse der Luciferaseaktivitait des transfizierten Hpall-methylierten
pGL2 MAGE-A1 Reporterplasmids (-77/+183) mit der BORIS-Bindungsstelle downstream der
Transkriptionsstartstelle in der mikrometastatischen Zelllinie PCE1. Die Transkriptionsfaktoren
Ets-1 und/oder Sp1 sowie der epigenetische Faktor BORIS wurden ko-transfiziert. Die
Luciferaseaktivitat des Hpall-methylierten Reporterplasmids wurde 100% gesetzt. Normalisiert wurden
die Werte mit Hilfe der Aktivitdt des Reporterplasmids pGL4.74 [hRLuc/ TK]. Hpall-methy.,
Hpall-methyliert.

BCM1 Zellen wurden nun mit dem methylierten pGL2 MAGE-A1 Reporterplasmid
(-82/+116) und den Expressionsplasmiden, die fur BORIS, Ets-1 und Sp1 kodieren,
transient ko-transfiziert (Abbildung 21). In diesen Zellen wurde durch die Transfektion mit
dem BORIS-Expressionsplasmid die basale Aktivitat des MAGE-A1-Promotors um das
3-fache gesteigert. Ets-1 im Zusammenspiel mit BORIS konnte die BORIS-vermittelte
Promotoraktivitdt nicht weiter stimulieren. Interessanterweise reprimierte der
ko-transfizierte Transkriptionsfaktor Sp1 den durch BORIS-vermittelten aktivierenden
Effekt. Wurden alle drei Expressionsplasmide, die fir BORIS, Ets1 und SP1 kodieren,
zusammen in die BCM1 Zellen transfiziert, konnte Ets-1 die beobachtete Repression
durch Sp1 nicht auftheben.
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Abbildung 21: Ko-Transfektionen der mikrometastatischen Zelllinie BCM1 mit dem
Hpall-methylierten pGL2 MAGE-A1 Reporterplasmid (-82/+116), mit der unvolistindigen
BORIS-Bindungstelle downstream der Transkriptionsstartstelle und den
Expressionsplasmiden, die fiir den epigenetischen Faktor BORIS und die
Transkriptionsfaktoren Ets-1 und Sp1 kodieren. Die Aktivitit des Hpall-methylierten
Reporterplasmids wurde 100% gesetzt. Normalisiert wurden die Werte mit Hilfe der Aktivitat des
Reporterplasmids pGL4.74 [hRLuc/ TK]. Hpall-methy., Hpall-methyliert.

3.4 Studien uber die MAGE-A mRNA-Expression

Um den beobachteten reprimierten Effekt der BORIS-vermittelten Aktivitat durch Sp1 zu
verifizieren, wurden transiente Ko-Transfektionsstudien in verschiedenen Krebszelllinien,
die basal keine oder nur eine schwache MAGE-A Genexpression aufwiesen, sowie den
mikrometastatischen  Zelllinien  durchgefihrt. Die Zellen wurden mit den
Expressionsplasmiden fur die Transkriptionsfaktoren Ets-1 und Sp1, die epigenetischen
Faktoren MBD1 und MBD2a sowie BORIS allein oder in Kombination ko-transfiziert.
Nach einer 72-stindigen Inkubation wurden die Zellen geerntet, Gesamt-RNA isoliert
und anschliefend in cDNA umgeschrieben. Durch eine semiquantitative RT-PCR mit
genspezifischen Primern fur MAGE-A1, -A2, -A3 und -A12 wurde die jeweilige
MRNA-Expression untersucht.

In Du145 Zellen fand weder basal noch nach Transfektion von Ets-1 oder Sp1 eine
MAGE-A1- und MAGE-A2-Expression statt (Abbildung 22a). Das exogene BORIS
induzierte eine starke MAGE-A1-Expression wahrend MAGE-A2 nur geringflgig
gegenuber der basalen Expression erhoht wurde. Erfolgte eine Ko-Transfektion von
BORIS und Ets-1 so konnte das Transkriptniveau von MAGE-A1 und -A2 minimal
gegenuber der alleinigen Transfektion von BORIS gesteigert werden. Der
Transkriptionsfaktor Sp1 minderte sowohl die BORIS-vermittelte MAGE-A1 als auch
MAGE-A2 Genexpression.
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Abbildung 22: mRNA-Expressionsanalyse der MAGE-A Gene in den Krebszelllinien Du145 (a),
MDA-MB 231 (b) und MCF-7 (c). Um das basale Expressionslevel bestimmen zu kénnen, wurden die
Zelllinien unbehandelt kultiviert. In transienten Transfektionen wurden alle Zelllinien mit den
Expressionsplasmiden fir Ets-1, Sp1, BORIS und MBD1v1 transfiziert. Nach 72 h wurde die RNA
isoliert, DNase verdaut und in cDNA umgeschrieben. Die semiquantitative RT-PCR erfolgte mit
spezifischen MAGE-A Primern. Die Langen der PCR-Produkte befinden sich links vom Bild. Als
interne Kontrolle erfolgte die Amplifikation des housekeeping-Gens B-Aktin, dass eine gleichmaRige
Expression zeigte. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne Template mit H,O. bp, Basenpaare.
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Die MDA-MB 231 Zelllinie zeigte eine schwache basale Expression des MAGE-A2 und
MAGE-A3 Gens, was auf eine Methylierung ihrer Promotoren hinweisen kdénnte
(Abbildung 22b). Der Transkriptionsfaktor Ets-1 konnte die MAGE-A3-Expression im
Gegensatz zum Transkriptionsfaktor Sp1 nicht steigern, der ein verstarktes
Expressionslevel sowohl bei MAGE-A2 als auch bei MAGE-A3 hervorrief. Fir Sp1
konnte bereits gezeigt werden, dass es auch methylierte Promotoren aktivieren kann
[268]. Die Ko-Transfektion der MDA-MB 231 Zellen mit beiden Expressionsplasmiden,
BORIS und Ets-1, zeigte, dass Ets-1 die durch BORIS gesteigerten MAGE-A
Genexpression weiter stimulieren konnte. Eine Ko-Transfektion von BORIS zusammen
mit Sp1 konnte diesen Effekt nicht hervorrufen. Der transfizierte epigenetische Faktor
MBD1v1 inhibierte die MAGE-A2 Transkription.

Die ebenfalls untersuchte Brustkrebszelllinie MCF-7 zeigte basal und nach Ets-1
Transfektion keine MAGE-A1-Expression (Abbildung 22c). BORIS allein konnte die
basale MAGE-A1-Expression nur minimal steigern. Erst die Ko-Transfektion der
Expressionsplasmide Ets-1 und BORIS erhdhte das MAGE-A1 Transkriptniveau. Im
Vergleich dazu waren nach der Transfektion von Sp1 allein oder in Kombination mit
BORIS nur geringe Mengen an MAGE-A1 Transkripten nachweisbar.

In den mikrometastatischen Zelllinien BCM1 und LCM1 wurde ebenfalls die MAGE-A
MRNA-Expression analysiert.

In den transienten Transfektionen der BCM1 Zelllinie wurde basal eine schwache
MAGE-A1-, -A2- und -A3-Expression nachgewiesen (Abbildung 23a). Der
Transkriptionsfaktor Sp1 konnte nur die MAGE-A2-Expression gegenuber der basalen
Expression steigern. Der epigenetische Faktor MBD1 inhibierte die Expression aller
MAGE-A Gene. Die durch MBD1v1-vermittelte Repression von MAGE-A1 konnte durch
transfiziertes Sp1 aufgehoben werden. Allerdings ist dieser Effekt bei MAGE-A2 und -A3
nicht zu erkennen. Die Transfektion von BORIS allein oder in Kombination mit dem
Transkriptionsfaktor Ets-1 konnte die Expression von MAGE-A1, -A2 sowie -A3
gegenuber dem basalen Transkriptniveau um das 2- bis 5-fache steigern. Jedoch
minderte Sp1 die BORIS-vermittelte MAGE-A Genexpression. Im Falle des untersuchten
MAGE-A2-Promotors konnte eine Ko-Transfektion von BORIS mit den beiden
Transkriptionsfaktoren Ets-1 und Sp1 die MAGE-A2 Transkription erhdhen.

Die in Abbildung 23b untersuchte mikrometastatische Zelllinie LCM1 zeigte basal sowohl
eine starke MAGE-A3- als auch -A12-Expression. Die Transkriptionsfaktoren Ets-1 und
Sp1 steigerten die MAGE-A3-Expression nur minimal. Nach der Transfektion mit dem
epigenetischen Faktor MBD1 konnte eine geminderte MAGE-A3- als auch
MAGE-A12-Expression detektiert werden. Die Ko-Transfektion beider
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Expressionsplasmide (MBD1v1 und Sp1 beziehungsweise Ets-1) zeigte, dass weder
Ets-1 noch Sp1 die durch MBD1v1-vermittelte Repression stimulieren konnte. Der
epigenetische Faktor MBD2a steigerte das MAGE-A3 Transkriptniveau. BORIS konnte
die basale MAGE-A12 Genexpression nicht weiter stimulieren.
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Abbildung 23: Ko-Transfektion der mikrometastatischen Zelllinien BCM1 (a) und LCM1 (b) mit
den Expressionsplasmiden fiir die Transkriptionsfaktoren Ets-1 und Sp1 sowie den
epigenetischen Faktoren MBD1, MBD2a und BORIS. Nach 72-stiindiger Kultivierung wurde die
RNA isoliert, DNase verdaut und in cDNA umgeschrieben. Die semiquantitative RT-PCR erfolgte unter
Verwendung spezifischer MAGE-A Primer. Die PCR-Produkte wurden auf einem 1%-igem Agarosegel
aufgetragen. Die Langen des jeweiligen erwarteten PCR-Produkts befinden sich links der Abbildung.
Als Ladekontrolle diente B-Aktin und als Negativkontrolle wurde ein Ansatz nur mit H,0 durchgefiihrt.

bp, Basenpaare.
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3.5 Hemmung der exogenen BORIS- sowie endogenen MAGE-A1-Expression mit
BORIS-spezifischer shRNA

Um den Einfluss des exogenen BORIS-Proteins auf die MAGE-A1 Genexpression in den
untersuchten Zelllinien zu bestatigen, wurde mit Hilfe einer shRNA die Effizienz der
spezifischen BORIS-Hemmung Uberprift. Dazu wurde die mikrometastatische Zelllinie
BCM1 sowie die Brustkrebszellinie MCF-7, die basal keine BORIS-Expression
aufwiesen, sowohl mit dem BORIS- als auch dem shRNA-exprimierenden Vektor
transfiziert (Kapitel 2.2.1.6). Der pRS-scramble shRNA Vektor wurde als Negativkontrolle
zur Bestimmung unspezifischer Einflisse auf die Ziel-Transkripte transfiziert. 48 h nach
der Transfektion wurden die Zellen geerntet, die Gesamt-RNA isoliert und in cDNA
umgeschrieben. In einer quantitativen realtime PCR wurde neben der BORIS-Expression
auch die MAGE-A1-Expression untersucht, welche nun anhand der mikrometastatischen
Zelllinie BCM1 beispielhaft dargestellt wurde (Abbildung 24).

Nach der Transfektion des Expressionsplasmids fir BORIS konnte eine starke
BORIS-Expression beobachtet werden, welche auf 100% gesetzt wurde (Abbildung
24a). Eine starke Verringerung auf nur 0,9% der mRNA-Konzentration von BORIS wurde
nach der Zugabe der shRNA erzielt. Die Kontrollansatze mit der scramble shRNA
zeigten keinen Effekt auf die RNA-Expression. Im Vergleich dazu ist in Abbildung 24b die
MRNA-Expression von MAGE-A1 dargestellt. Dabei wurde festgestellt, dass durch das
Expressionsplasmid fur BORIS die MAGE-A1-Expression etwa um das 5-fache
gegenuber der Kontrolle gesteigert werden konnte. Nach der Ko-Transfektion von
BORIS und shRNA konnte eine Reprimierung der MAGE-A1-Expression beobachtet
werden. Durch die scramble shRNA konnte auch in dieser Untersuchung keine
Veranderung der Expression festgestellt werden.
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Abbildung 24: Hemmung der exogenen BORIS- sowie der endogenen MAGE-A1-Expression
durch BORIS-spezifische shRNA. Analyse der mRNA-Expression von BORIS (a) und MAGE-A1 (b)
durch quantitative realtime PCR in der mikrometastatischen Zelllinie BCM1. Die Zellen wurden mit
dem Expressionsplasmid fir BORIS sowie den Vektoren der BORIS-spezifischen shRNA und
scramble shRNA (Kontrolle) transient transfiziert. Nach 48 h wurde die RNA isoliert und in cDNA
umgeschrieben. Als interne Ladekontrolle und zur Normalisierung wurde das housekeeping-Gen
RPLPO verwendet. Das Expressionslevel des Expressionsplasmids flir BORIS wurde auf 100%
gesetzt.

3.6 Untersuchungen zum Einfluss des Demethylierungsagens Aza und dem
exogenem BORIS-Protein auf das DNA-Methylierungsmuster des MAGE-A1-
und -A2-Promotors

Da die Promotorhypermethylierung eine wichtige Rolle in der Repression von MAGE-A
spielt, sollte im Folgenden der Einfluss von Aza und exogenem BORIS-Protein auf das
Methylierungsmuster der MAGE-A Gene untersucht werden. Aufgrund der bisherigen
Ergebnisse war bekannt, dass die mikrometastatische Zelllinie BCM1 basal keine
beziehungsweise eine nur schwache, jedoch nach Aza-Behandlung eine starke MAGE-
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A1 und -A2 Genexpression aufweist (Kapitel 3.2). Laut Literatur befinden sich im
MAGE-A1-Promotor zwei Ets-1-Bindungsstellen in den Bereichen -64 bis -56 und
-53 bis -45 (die Positionen sind relativ zur Transkriptionsstartstelle angegeben) und im
MAGE-A2-Promotor drei Ets-1-Bindungsstellen bei -154 bis -145, -143 bis -134 und
-99 bis -90 (Abbildung 25) [1, 58]. In einer von De Smet et al. durchgeflhrten Studie in
Melanomzelllinien wurde gezeigt, dass die DNA-Methylierung der Ets-1-Bindungsstellen
von MAGE-A fur die Aktivierung der Genexpression unabdingbar ist [58]. Des Weiteren
ist bekannt, dass die transkriptionelle Startstelle, die in dem Bereich zwischen
-30 und +30 lokalisiert ist, fur die basale MAGE-A1 Promotoraktivitdt demethyliert sein
sollte [269].

MAGE-A1 (-101 bis +212)
-81 74 60 -52 43 30 -8 p+14 17426 +30 +95  +120  +132+159  +161+169

] |
—‘—‘—-—-—‘—{ basaler Transkriptionskomplex I I I | | | |

MAGE-A2 (-386 bis +136)

-383-340 -326 -252 -218  -148 -137 -122 -103 -90-88 -53  -44-32 -24-21-18 -4 —> +6  +26+29 +83+98
A e

ler Transkriptionskomplex

Abbildung 25: Schematische Darstellung der untersuchten MAGE-A1 und -A2
Promotorfragmente. Der grine Kasten beschreibt den Bereich, an dem der basale
Transkriptionskomplex bindet. Der Startpunkt der Transkription ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.
Die upstream der Transkriptionsstartstelle liegenden Ets-1-Bindungsstellen sind als roter Kasten
dargestellt. Die Zahlen geben die Positionen der CpG-Dinukleotide relativ zur Transkriptionsstartstelle
an.

Um den Status der Demethylierung in der mit Aza-behandelten mikrometastatischen
Zelllinie BCM1 zu ermitteln, wurde genomische DNA mit Natriumbisulfit konvertiert
(Kapitel 2.2.2.2). Durch die chemische Behandlung wird nicht-methyliertes Cytosin in
Uracil konvertiert, das sich in einer folgenden PCR wie Thymin verhalt. Im Gegensatz
dazu wird methyliertes Cytosin nicht deaminiert und bleibt als ,ursprungliche®
CG-Sequenz erhalten. In einer anschlieBenden PCR wurden die Promotorregionen
(MAGE-A1 und -A2) amplifiziert, danach kloniert und sequenziert (Kapitel 2.2.2.3)*. Die
Sequenzierungsanalyse zeigt die Methylierungsinformation und lasst Rluckschlisse auf
das urspringliche Methylierungsmuster der genomischen DNA zu. Damit die Effizienz
der Demethylierung analysiert werden kann, wurde fur den Vergleich die unbehandelte
Zelllinie (Kontrolle; basal) verwendet. Von der unbehandelten Zelllinie wurden vier, von
der Aza-behandelten Zelllinie finf und der BORIS-transfizierten Zelllinie jeweils sechs
Klone untersucht. Abbildung 26 zeigt die mMRNA-Expressionsergebnisse von MAGE-A1

" Aufgrund meiner Schwangerschaft wurde die praktische Arbeit von Bettina Steinbach (TA, Institut fir Tumorbiologie, UKE,
Hamburg) durchgefiihrt.
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und -A2 in unbehandelten, Aza-behandelten und BORIS-transfizierten Zellen. In
Abbildung 27 ist das Methylierungsprofil nach der Sequenzierung des Gens MAGE-A2
beispielhaft dargestellt.

In den unbehandelten Zellen wurden keine mRNA-Transkripte fur beide MAGE-A Gene
nachgewiesen, was auf eine Methylierung des jeweiligen Promotors hinweisen kdnnte
(Abbildung 26). Sowohl das DNA-Demethylierungsagens Aza als auch das exogene
BORIS konnten die MAGE-A-Expression stimulieren.

MAGE-A1
429 bp — —y
MAGE-A2
p-Aktin
202 bp — NS Y S
et > i ° o
\‘\0‘* & v & ™

Abbildung 26: Nachweis der mRNA-Expression der Gene MAGE-A1 und MAGE-A2 in der
mikrometastatischen Zelllinie BCM1 vor und nach Behandlung mit Aza sowie dem
transfizierten Expressionsplasmid fiir BORIS. Nach 72-stindiger Kultivierung wurden die Zellen
geerntet, die Gesamt-RNA isoliert und mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkiptase in cDNA
umgeschrieben. Die Amplifikation der mRNA Transkription der spezifischen Gene erfolgte mittels
RT-PCR. Als Negativkontrolle wurde H,O als Template eingesetzt und als interne Kontrolle diente
B-Aktin. Die GroRen der PCR-Produkte befinden sich links vom Bild. bp, Basenpaare.

Schaut man sich nun das Methylierungsmuster an, so féllt auf, dass dieses sehr
heterogen innerhalb des MAGE-A2-Promotors vorlag (Abbildung 27). Die Sequenzierung
der basalen Klone zeigte, dass im Durchschnitt 77% der untersuchten CpG-Dinukleotide
im methylierten Zustand vorlagen. Jedoch wurde weder in der Aza-behandelten noch in
der BORIS-transfizierten Zelllinie eine deutliche Ubereinstimmung zwischen dem
Demethylierungsmuster und der durch Aza- oder BORIS-stimulierten Genexpression
beobachtet. Es erfolgte keine signifikante Aza- und BORIS-vermittelte
Promotordemethylierung an den Ets-1-Bindungsstellen und der Transkriptionsstartstelle.
Allgemein zeigte sich die durch Aza- Dbeziehungsweise BORIS-stimulierte
Promotordemethylierung nur bei etwa 1-19% beziehungsweise 1-7%.
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Ets-1 Ets-1 Ets-1

MAGE-A2 -417 -388 -383 -340 -326 -252 -218 -148 -137 -122 -103 -97 -88 -53 -44 -32 -24 -21 -18 -4 +6 +26 +29 +45 +83
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Abbildung 27:Methylierungsmuster des MAGE-A2-Promotors in der mikrometastatischen
Zelllinie BCM1 vor und nach Aza-Behandlung sowie transfiziertem Expressionsplasmid fiir
BORIS. Uber den unmethylierten (weiler Kasten) und methylierten Feldern (grauer Kasten) befinden
sich die Positionen der CpG-Dinukleotide innerhalb des Promotors.

3.7 in vivo Untersuchungen der an den MAGE-A1-Promotor gebundenen Histone

Neben der DNA-Methylierung spielen auch Histonmodifikationen eine wichtige Rolle bei
der Regulation der Promotoraktivitat. Die an den Promotor gebundenen Histone kdnnen
zahlreiche Modifikationen erfahren und sind dementsprechend an der transkriptionellen
Aktivierung oder Repression von Genen beteiligt. Im Allgemeinen ist die Acetylierung der
N-terminalen Histonschwanze ein dominantes Signal flr aktives Chromatin, das die
Bindung der Komponenten des basalen Transkriptionsapparates unterstitzt [270]. Die
Histon-Methylierung hingegen kann entweder ein aktives oder repressives Signal sein.

Aus diesem Grund wurden nun die Modifikationen der Histone am MAGE-A1-Promotor
in vivo untersucht. Dazu wurden einerseits fur den ChlP-Assay die MAGE-A1-negativen
MCF-7 und PCE1 Zelllinien aufgrund ihrer MAGE-A-Promotorhypermethylierung genutzt,
andererseits aber auch die MAGE-A1-positive LCM1 Zelllinie. Die Analyse der
mikrometastatischen Zelllinien LCM1 und PCE1 erfolgte nur im unbehandelten (basalen)
Zustand, wahrend die MCF-7 Zelllinie mit Aza-, TSA- sowie Aza&TSA-behandelt
beziehungsweise mit dem Expressionsplasmid fir BORIS transfiziert wurden
(Kapitel 2.2.1.4 und 2.2.1.5). Nach dem cross-linking der DNA-gebundenen Proteine
durch Formaldehyd und anschlieBender Sonifizierung wurden die an die
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Chromatinfragmente gebundenen Proteine mit spezifischen Antikdrpern fir die
methylierten Histone H3 Lysin 9 (H3K9), H3 Lysin 4 (H3K4) und H4 Lysin 20 (H4K20)
sowie die acetylierten Histone H3 Lysin 9 (H3K9ac) und H4 Lysin 8 (H4K8ac)
immunprazipitiert. Der Nachweis von MAGE-A1 erfolgte durch eine quantitative realtime
PCR mit genspezifischen Primern. In diesem Fall konnte fur die Auswertung nicht das
housekeeping-Gen RPLPO als Kontrolle herangezogen werden, da es genau wie alle
anderen Gene an modifizierte Histone gebunden ist. Deshalb wurde der ermittelte Wert
des Kontroll-Antikérpers 1gG von der berechneten Differenz zwischen Histon-spezifischer
Immunprazipitation und Input-DNA als Hintergrund abgezogen. Die somit gewonnenen
Daten kénnen Aufschluss Uber den Code der am MAGE-A1-Promotor gebundenen
Histone in den Zelllinien MCF-7, LCM1 und PCE1 geben.

Zuerst wurde die Histonsignatur des aktiven, unmethylierten MAGE-A1-Promotors in
LCM1 und der repressive, methyliete MAGE-A1-Promotor in PCE1 untersucht
(Abbildung 28). Die Anreicherung der acetylierten Histone H3K9 und H4K8 war sowohl
beim unmethylierten als auch beim methylierten MAGE-A1-Promotor relativ ahnlich.
Dabei konnte fur die methylierten Histone gezeigt werden, dass nur das trimethylierte
H3K9 eine erhdhte Immunprazipitation am methylierten Promotor im Vergleich zum
unmethylierten MAGE-A1-Promotor in LCM1 aufwies, was auch mit der Genrepression
assoziiert war.

35 TILCM1 unmethyliert
30 - H PCE1 methyliert
25

20 -

% IP

15 -

10

Abbildung 28: Signatur der am MAGE-A1-Promotor gebundenen Histone in den
mikrometastatischen Zelllinien LCM1 (basal unmethyliert) und PCE1 (basal methyliert). ChIP
der unbehandelten LCM1 und PCE1 Zellen nach 72 h. Die mittels Formaldehyd kovalent an die DNA
gebundenen Proteine wurden mit spezifischen Antikérpern fir methylierte und acetylierte Histone
immunprazipitiert. Die prazipitierte DNA wurde in einer quantitativen realtime PCR mit Hilfe
spezifischer MAGE-A1 Primer amplifiziert. Vor der Zugabe der Antikdrper wurde von jeder Probe
Input-DNA, die als Positivkontrolle diente, entnommen. Als Negativkontrolle (Hintergrundwert) wurde
der IgG-Antikérper verwendet. H3K9, Lysin 9 an Histon H3; H3K4, Lysin 4 an Histon H3; H4K20, Lysin
20 an Histon H4; me, monomethyliert; me2, dimethyliert; me3, trimethyliert; ac, acetyliert; IP,
Immunprazipitierte DNA.
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Um die in vivo Bindung der modifizierten Histone auch in der MAGE-A1-negativen
MCF-7 Zelllinie analysieren zu kénnen, wurde zunachst das mRNA-Expressionslevel von
MAGE-A1 in den unbehandelten, behandelten und mit dem BORIS-Expressionsplasmid
transfizierten MCF-7 Zellen Uberpraft (Abbildung 29a). Dabei konnte gezeigt werden,
dass in unbehandelten Zellen eine schwache MAGE-A1-Expression vorlag. Das
Demethylierungagens Aza und der Histondeacetylase-Inhibitor TSA konnten die
MAGE-A1-Expression in diesen Zellen synergistisch heraufregulieren. Das exogene
BORIS war in der Lage, das geringe basale Transkriptlevel von MAGE-A1 zu steigern.
Jedoch war die BORIS-vermittelte Stimulation wesentlich schwacher als der durch beide
Agenzien (Aza+TSA) oder alleinige Aza-Behandlung erzielte Effekt. BORIS und TSA
alleine hatten jeweils ahnliche Wirkung auf die MAGE-A1-Expression.

b
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Abbildung 29: Einfluss der Stimulationsagenzien (Aza und/oder TSA) sowie dem exogenen
BORIS-Protein auf das mRNA-Expressionslevel (a) und die Signatur (b) der am MAGE-A1-
Promotor gebundenen Histone in der MCF-7 Zelllinie. a) Semiquantitative RT-PCR-Analyse der
MAGE-A1-Expression in unbehandelten, Aza- und/oder TSA-behandelten sowie mit dem BORIS
Expressionsplasmid transfizierten MCF-7 Zellen. Als Ladekontrolle diente p-Aktin. b) Analyse des
ChIP mit spezifischen Antikdrpern fur acetylierte und methylierte Histone, die kovalent an die DNA
gebunden wurden. Die Amplifikation der prazipitierten DNA wurde in einer quantitativen realtime PCR
mit Hilfe spezifischer MAGE-A1 Primer durchgefiihrt. Fir die Normalisierung und gleichzeitig als
Positivkontrolle wurde vor der Zugabe der Antikérper von jeder Probe Input-DNA entnommen. Zur
Bestimmung des Hintergrundes wurde der IgG-Antikérper als Negativkontrolle verwendet. H3K9,
Lysin 9 an Histon H3; H3K4, Lysin 4 an Histon H3; H4K20, Lysin 20 an Histon H4; me,
monomethyliert; me2, dimethyliert; me3, trimethyliert; ac, acetyliert; IP, Immunprazipitierte DNA.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde nun der Effekt der Behandlung mit Aza
und/oder TSA sowie der Einfluss von BORIS auf die Signatur der MAGE-A1-Promotor
gebundenen Histone im Vergleich zu der unbehandelten MCF-7 Zelllinie analysiert
(Abbildung 29b). Nach der TSA-Behandlung konnte eine Anreicherung des acetylierten
H3K9 beobachtet werden, was auf die Funktion des TSA als Histondeacetylase-Inhibitor
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hinweist. Im Vergleich dazu hatte die DNA-Demethylierung durch Aza keinen
beziehungsweise nur einen minimalen Effekt auf die einzelnen Histonmodifikationen in
den MCF-7 Zellen. Nach der Behandlung mit beiden Agenzien trat eine Anreicherung der
DNA mit den Antikérpern fir acetyliertes H3K9 und H4K8, monomethyliertes H3K9 sowie
dimethyliertes H3K4 auf. Auffallig war, dass sowohl in den unbehandelten als auch in
den behandelten Zellen nur eine sehr geringe Immunprazipitation bei trimethyliertem
H3K4 sowie bei mono-, di- und trimethyliertem H4K20 gefunden wurde. Die BORIS-
transfizierten Zellen zeigten keine Anderungen in den Histonmodifikationen im Vergleich
zu den unbehandelten Zellen.

3.8 Herstellung der rekombinanten Proteine BORIS und Sp1

Fir die folgenden EMSA-Analysen (Kapitel 2.2.3.6) wurden die rekombinanten Proteine
Sp1 und BORIS hergestellt. Dafir wurden HaloTag-Expressionsvektoren, spezifisch fur
Sp1 und BORIS, hergestellt*. Nach der Hitzetransformation in kompetente E.coli
Bakterien wurden die HaloTag-Fusionsproteine mit Hilfe des HaloLink™ Resin Systems
(Kapitel 2.2.3.2) aufgearbeitet und eluiert. Wie aus Abbildung 30 hervorgeht, wurde
bereits nach 24 h eine ausreichende Menge an Sp1- und BORIS-Protein detektiert.

a) b)
100 kDa 100 kDg. — '.. —BORIS; 83 kDa
s |—Spl; 80 kDa 70 kDa — i *
70 kDa — 55 kDa — s
55 kDa —

Abbildung 30: Nachweis der rekombinanten Proteinexpression von Sp1 (a) und BORIS (b). Mit
der Western Blot Analyse wurde die Sp1 und BORIS Proteinexpression nachgewiesen. Die aus den
hitzetransformierten E.coli Bakterien gewonnenen HaloTag-Fusionsproteine wurden mittels
HaloLink™ Resin aufgearbeitet, gelelektrophoretisch nach ihrer GroRRe aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Der Nachweis des 80 kDa Sp1- und des 83 kDa BORIS-Proteins
erfolgte mit den polyklonalen Sp1- und BORIS-Antikérper.

" Praktische Arbeit durchgefiihrt von Bettina Steinbach (TA, Institut fiir Tumorbiologie, UKE, Hamburg).
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3.9 In \vitro Interaktionsstudien der rekombinanten Proteine mit dem
MAGE-A1-Promotor

Um die beobachteten Ergebnisse des inhibierenden Effektes durch Sp1 nach BORIS-
Aktivierung naher zu charakterisieren, wurden electrophoretic mobility shift assays
(EMSA) mit  synthetisierten [y-32P]-markierten Doppelstrang-Oligonukleotiden
durchgefihrt (Kapitel 2.2.3.6). Die daflir ausgewahlten MAGE-A1 Promotorfragmente
sind in Abbildung 31 schematisch dargestellt. Zum einen wurde das 42 bp-lange
MAGE-A1 Promotorfragment (-36 bis -77 relativ zur Transkriptionsstartstelle) verwendet,
das zwei Ets-1-Bindungsstellen sowie eine Uuber in silico Analysen ermittelte
Sp1-Bindungsstelle upstream der Transkriptionsstartstelle aufwies [58]. Das zweite
Oligonukleotid war 137 bp lang (+47 bis +183 relativ zur Transkriptionsstartstelle) und
besall downstream liegend eine BORIS- und drei weitere uUber in silico Analysen
ermittelte Sp1-Bindungsstellen.

a) MAGE-A1 (-77/-36)

=77 -36

— = =

b) MAGE-A1 (+47/+183)

+47 +183

|—> I:_ T T
BORIS [

7 [Spi |

Abbildung 31: Schematische Darstellung der MAGE-A1 Promotorfragmente mit Ets-1-, Sp1-
und BORIS-Bindungsstellen. Die im EMSA verwendeten DNA-Fragmente sind durch einen weifen
Kasten mit Start- und Endpunkt dargestellt. a) Das 42 bp-lange MAGE-A1 Promotorfragment, dem die
BORIS-Bindungsstelle downstream der Transkriptionsstartstelle fehlt. b) Das 136 bp-lange MAGE-A1
Promotorfragment mit den upsfream der Transkriptionsstartstelle liegenden Bindungsstellen. Die
Positionen der Protein-Bindungsstellen im MAGE-A1-Promotor sind folgendermafRen dargestellt: Ets-1
(rot), Sp1 (blau) und BORIS (gelb). Die Transkriptionsstartstelle ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.
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3.9.1 Nachweis der Proteine Ets-1 und Sp1 im Zellkern-Extrakt der
mikrometastatischen Zelllinien LCM1 und PCE1

Fur die folgende Untersuchung* wurde das unmethylierte 42 bp-lange MAGE-A1
Promotorfragmente sowie Zellkern-Extrakte der mikrometastatischen Zelllinien LCM1
und PCE1 verwendet. Des Weiteren wurden die Konsensussequenzen von Ets-1 und
Sp1 (Tabelle 10) als Kompetitoren eingesetzt, um zu klaren, ob diese Proteine im
Zellkern-Extrakt enthalten waren und folglich an die untersuchten Promotorfragmente

banden.
MAGE-A u u u u u u u
(-771-36)
NE LCM1 X X X
NE PCE1 X X X
Ets-1 Kons. X X
Sp1 Kons. X X
<+—C1
- <« C2
<4+—C3
BR
! <4+—C5
& <+—C6

“ « freie DNA

1 2 3 4 5 6 7

Abbildung 32: EMSA mit dem unmethylierten [y->’P]-markierten Doppelstrang-Oligonukleotid,
das dem MAGE-A1 Promotor (-77/-36) entspricht, und Zellkern-Extrakten (NE) aus den
mikrometastatischen Zelllinien LCM1 und PCE1. Spur 1 zeigt die Bindung ohne nuklearen Extrakt.
Als Kompetitor wurde die Ets-1 sowie Sp1 Konsensussequenz (Kons.) eingesetzt. Die Komplexe
zwischen dem MAGE-A1 Promotorfragment und dem Zellkern-Extrakt (C1-C6) sowie die freie DNA
sind durch einen Pfeil gekennzeichnet. U, unmethyliert; X, verwendete Komponente.

Wie aus Abbildung 32 hervorgeht, kam es zu mehreren Komplexbildungen (C1-C6)
zwischen dem Zellkern-Extrakt von LCM1 (Spur 2) und PCE1 (Spur 5) mit dem
MAGE-A1 Promotorfragment. Durch die Zugabe der Ets-1 Konsensussequenz konnten
die MAGE-A1/LCM1-Komplexe C1, C2, C5 und C6 (Spur 3) sowie die MAGE-A1/PCE1-
Komplexe C1, C2, C5 und C6 (Spur 6) kompetiert werden. Dies kdnnte daraufhin
deuten, dass es sich dabei um Ets-1 handelt. Nach der Kompetition mit der
Sp1-Konsensussequenz wurden die MAGE-A1/LCM1-Komplexe C1, C2, C4 und C6

" Aufgrund meiner Schwangerschaft wurde die praktische Arbeit von Bettina Steinbach (TA, Institut fir Tumorbiologie, UKE,
Hamburg) durchgefiihrt.
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(Spur 4) und MAGE-A1/PCE1-Komplexe C1, C2, C4 und C6 (Spur 7) nicht mehr
detektiert. Der Komplex C3 wurde durch keine der beiden Konsensussequenzen
kompetiert. Aus diesem Grund bedarf es weiterer Untersuchungen mit verschiedenen
Kompetitoren, um zu klaren, welches mdgliche Protein aus dem Zellkernextrakt von
LCM1 und PCE1 an das MAGE-A1 Promotorfragment bindet.

3.9.2 In vitro Bindung der rekombinanten Proteine BORIS und Sp1 an die
MAGE-A1 Promotorregion

Aufgrund der reprimierenden Wirkung auf die BORIS-vermittelte MAGE-A1
Promotoraktivitat durch Sp1 in den transienten Ko-Transfektionen wurden nun die
rekombinanten Proteine Sp1 und BORIS mit dem langen unmethylierten MAGE-A1
Promotorfragment (+47/+183) inkubiert .

Abbildung 33 =zeigt, dass das rekombinante Sp1-Protein mit dem MAGE-A1
Promotorfragment einen einzelnen Komplex (C2; Spur 2) formierte. Beim rekombinanten
BORIS-Protein wurden zwei Komplexe (C1 und C2, Spur 4) detektiert, wobei der
Komplex C1 im Vergleich zu C2 allgemein sehr schwach war. Um die DNA-Protein-
Komplexbildung zu uberpriafen, wurden supershift-Analysen mit den spezifischen
Antikdrpern fir Sp1 und BORIS durchgefuhrt. Durch die Bindung des Antikérpers an den
DNA/Protein-Komplex wird dieser Komplex im Gel wahrend seiner Wanderung starker
retardiert und bildet einen supershift. Spur 3 zeigt einen supershift des
DNA-Protein-Komplexes fur Sp1 und in Spur 5 den spezifischen supershift fur BORIS.
Nach der Inkubation beider rekombinanten Proteine mit dem MAGE-A1
Promotorfragment wurden Uberraschenderweise dieselben DNA-Protein-Komplex (C1
und C2) detektiert (Spur 6). In Spur 7 und 8 sind die supershift-Reaktionen nach
spezifischer Antikorperzugabe des jeweiligen Proteins ersichtlich. In jedem
Reaktionsansatz (Spur 2-8) und selbst in Spur 1, die die Bindung ohne rekombinante
Proteine zeigt, wurde eine unspezifische Bande detektiert.

" Aufgrund meiner Schwangerschaft wurde die praktische Arbeit von Bettina Steinbach (TA, Institut fiir Tumorbiologie, UKE,
Hamburg) durchgefiihrt.
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Abbildung 33: EMSA supershift-Analysen mit den polyklonalen Sp1- und BORIS-Antik6rpern.
EMSA mit den rekombinanten Proteinen Sp1 und BORIS unter Nutzung eines unmethylierten
[y—32P]—markierten Doppelstrand-Oligonukleotids, das dem downsfream liegenden MAGE-A1
Promotorbereich (+47/+183) entspricht. Spur 1 zeigt die Bindung ohne rekombinante Proteine. Die
supershifts der MAGE-A/Protein-Komplexe (ss), die MAGE-A/Protein-Komplexe (C1-2), die
unspezifische Bande sowie die freie DNA werden durch einen Pfeil markiert. U, unmethyliert; X,
verwendete Komponente.

3.9.3 BORIS kann nach Bindung an den MAGE-A1-Promotor durch die Sp1
Konsensussequenz kompetiert werden

Um im Detail zu Uberprifen, ob tatsachlich eine Kompetition um dieselbe Bindungsstelle
am MAGE-A1-Promotor vorliegt, wurde das lange MAGE-A1 Promotorfragment
(+47/+183) zusammen mit den rekombinanten Proteinen Sp1 und/oder BORIS inkubiert .
Anschlielend wurden Kompetitionsanalysen mit der Konsensussequenz des
Sp1-Proteins und dem nicht-markierten selbst-Oligonukleotid durchgeﬁjhrt*.

Wie erwartet und in Ubereinstimmung mit Abbildung 33 (Spur 2) kam es zur
DNA-Protein-Komplexbildung zwischen dem MAGE-A1 Promotorfragment und Sp1
(Abbildung 34, Spur 2). Jedoch trat mit dem rekombinanten BORIS-Protein nur noch
eine spezifische DNA-Protein-Komplexbildung auf (Abbildung 34, Spur 4). Die Bindung
des Sp1-Proteins wurde durch die Zugabe der spezifischen Sp1 Konsensussequenz
kompetiert (Abbildung 34, Spur 3). Durch die Zugabe eines Uberschusses von
unmethyliertem nicht-markiertem selbst-Oligonukleotid zum BORIS-Protein konnte die
Spezifitdt von BORIS an das lange MAGE-A1 Promotorfragment gezeigt werden (Spur
5). Hervorzuheben ist, dass die Bindung von BORIS an seine Bindungsstelle innerhalb
des Promotorfragments durch die Sp1 Konsensussequenz teilweise kompetiert wurde

" Aufgrund meiner Schwangerschaft wurde die praktische Arbeit von Bettina Steinbach (TA, Institut fiir Tumorbiologie, UKE,
Hamburg) durchgefiihrt.
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(Spur 6). Nach der DNA-Protein-Komplexbildung beider Proteine mit dem MAGE-A1
Promotorfragment (Spur 7) erfolgte durch die Zugabe der Sp1 Konsensussequenz (Spur
8) und dem nicht-markierten selbst-Oligonukleotid (Spur 9) der Verlust der spezifischen
Bande.

MAGE-A1
(+47/+183)

Sp1 X X X X X
BORIS X X X X X X

Komp. MAGE-A1
(+47/+183)

Sp1 Kons. X X X

-8 - 4—MAGE-A/Protein-Komplex

«4— freie DNA

Abbildung 34: EMSA mit dem unmethylierten [y-szP]-markierten MAGE-A1 Promotorfragment
(+47/+183), das den downstream liegenden Bereich umfasst, den rekombinanten Proteinen Sp1
und/oder BORIS und der spezifischen Sp1 Konsensussequenz. Spur 1 enthédlt nur das
radioaktiv-markierte DNA-Fragment des MAGE-A1-Promotors. Als Kompetitor diente die Sp1
Konsensussequenz (Kons.) und das unmethylierte nicht-markierte MAGE-A1 Promotorfragment
(+47/+183). Die MAGE-A/Protein-Komplexe und die freie DNA sind durch einen Pfeil gekennzeichnet.
U, unmethyliert; X, verwendete Komponente.

3.9.4 BORIS und Sp1 konkurrieren moglicherweise um dieselbe Bindungsstelle
innerhalb des MAGE-A1 Gens

Basierend auf den aus Abbildung 33 und 34 gewonnenen Ergebnissen, wurde nun
Uberpruft, ob auch eine mdgliche Bindung des BORIS-Proteins upstream der
Transkriptionsstartstelle des MAGE-A1-Promotors existiert. Denn laut in silico Analyse
konnte die putative Sp1-Bindungsstelle im untersuchten MAGE-A1 Promotorfragment
(-77/-36) dafur genutzt werden (Abbildung 31a). Um nun die potentiellen Bindungsstellen
des Sp1- und BORIS-Proteins zu entschlisseln, wurden Kompetitionsanalysen mit dem
42 bp-langem MAGE-A1 Promotorfragment, den rekombinanten Proteinen Sp1 sowie
BORIS und verschiedenen mutierten oder deletierten nicht-markierten Oligonukleotiden
sowie der mutierten Sp1 Konsensussequenz durchgefiihrt (Abbildung 35).

" Aufgrund meiner Schwangerschaft wurde die praktische Arbeit von Bettina Steinbach (TA, Institut fiir Tumorbiologie, UKE,
Hamburg) durchgefiihrt.
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In Abbildung 35a richtet sich das Augenmerk auf das Sp1-Protein. Als Negativkontrolle in
Spur 1 wurde nur das radioaktiv-markierte MAGE-A1 Promotorfragment (-77/ -36) ohne
Zusatz des rekombinanten Proteins aufgetragen. Spur 2 zeigt eine Bindung des
Sp1-Proteins upstream der Transkriptionsstartstelle. Diese Bindung wurde in Spur 3
durch die Zugabe der Sp1 Konsensussequenz, aber nicht durch die mutierte Sp1
Konsensussequenz (Spur 4) kompetiert. Um im Folgenden zu klaren, ob es sich
tatsachlich um eine Uber in silico Analyse ermittelte Sp1-Bindungsstelle handelt, wurden
zu Beginn drei Nukleotide (GGG - TTA) der Sp1 Erkennungssequenz mutiert. Spur 5
zeigt, dass diese eingebauten Mutationen dennoch zu einer Kompetition des
Sp1-Proteins fuhrte. Aus diesem Grund wurde nun die vollstandige putative
Sp1-Bindungsstelle deletiert. Jedoch erwies sich diese Mutante auch als Kompetitor
(Spur 6). Basierend auf diesen Resultaten wurden weitere Mutanten generiert, von
denen in der folgenden Abbildung nur noch zwei (MAGE-A1 del2 und MAGE-A1 del3)
gezeigt werden. Mutante MAGE-A1 del2 deckte den Bereich von -77 bis -50 relativ zur
Transkriptionsstelle ab, so dass 14 Nukleotide am 3’-Ende des Fragments deletiert
wurden. Wie aus Spur 7 hervorgeht, erfolgte keine Kompetition. Im Vergleich dazu
konnte die Mutante MAGE-A1 del3, der nur 7 Nukleotide am 3’-Ende des Fragments
fehlen (-77 bis -43 relativ zur Transkriptionsstartstelle), die Bindung des Sp1-Proteins an
den MAGE-A1-Promotor etwas kompetieren (Spur 8). Zum Schluss wurde noch das
nicht-mutierte selbst-Oligonukleotid (-77 bis -36 relativ zur Transkriptionsstartstelle) als
Kompetitor eingesetzt (Spur 9). Dieser Kompetitor konnte die spezifische Bindung des
Sp1-Proteins an das MAGE-A1 Promotorfragment verhindern, da keine Bande sichtbar
wurde.

Die eben beschriebenen Untersuchungen mit den diversen mutierten und deletierten
Kompetitoren wurden auch mit dem BORIS-Protein durchgefuhrt (Abbildung 35b). Es
sollte geklart werden, ob die vorher beobachteten mRNA-Expressionergebnisse der
BORIS-vermittelten MAGE-A1-Aktivierung durch Sp1 vielleicht deshalb gehemmt werden
(Kap. 3.4), da beide Faktoren madglicherweise eine Affinitdt zur gleichen Position
innerhalb des MAGE-A1-Promotors aufweisen.

Wider Erwarten war eine Bindung des BORIS-Proteins an das kurze MAGE-A1
Promotorfragment, dem die BORIS-Bindungsstelle fehlt, aufgetreten (Abbildung 35b,
Spur 2). Diese Bindung konnte durch die Zugabe der spezifischen Sp1
Konsensussequenz (Spur 3), aber nicht durch die mutierte Sp1 Konsensussequenz
(Spur 4) kompetiert werden. Dies lasst die Vermutung zu, dass der epigenetische Faktor
BORIS ebenso wie der Transkriptionsfaktor Sp1 upstream des MAGE-A1-Promotors
bindet. Die weiteren Kompetitionsanalysen (Spur 5 bis 9) verifizieren die Resultate des
Sp1-Proteins, wenn auch etwas in abgeschwachter Form.
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MAGE-A1
(-77/-36)

Sp1 X X X X X X X X

Sp1 Kons. X

Sp1 Kons. mut X

MAGE-A1 mut1 X

MAGE-A1 del1 X

MAGE-A1 del2 X

MAGE-A1 del3 X

MAGE-A1WT X

. . «—MAGE-A/Sp1-Komplex

b)

MAGE-A1
(-77/-36)

BORIS X X X X X X | X X

Sp1 Kons. X

Sp1 Kons. mut X

MAGE-A1 mut1 X

MAGE-A1 dell X

MAGE-A1 del2 X

MAGE-A1 del3 X

MAGE-A1WT X

—-—— - . <4—MAGE-A/BORIS-Komplex

4—freie DNA

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abbildung 35: EMSA mit dem unmethylierten [y-szP]-markierten MAGE-A1 Promotorfragment
(+47/+183), den rekombinanten Proteinen Sp1 (a) und BORIS (b) sowie verschiedenen
Kompetitoren zur Bestimmung der Bindungsstellen upstream der Startstelle. Spur 1 enthalt nur
das radioaktiv-markierte DNA-Fragment des MAGE-A1-Promotors. Als Kompetitoren dienten die Sp1
Konsensussequenz (Kons.), die mutierte Sp1 Konsensussequenz (Kons. mut), das nicht-markierte
selbst-Oligonukleotid (MAGE-A1 WT) und die nicht-markierten mutierten Oligonukleotide (mut, mut1
und del1-3). Der MAGE-A/Sp1- beziehungsweise MAGE-A1/BORIS-Komplex und die freie DNA sind
durch einen Pfeil gekennzeichnet. U, unmethyliert; X, verwendete Komponente.
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3.10 Identifizierung von Interaktionspartnern des Transkriptionsfaktors Sp1 und
BORIS

Es wurde die Involvierung der Transkriptionsfaktoren (Ets-1 und Sp1) und
epigenetischen Faktoren (BORIS, MBD1 und MBD2a) in der Regulation der MAGE-A
Genexpression mittels transienter Transfektionsanalysen untersucht. Nun wurde
untersucht, ob diese Proteine moglicherweise in der Abwesenheit der DNA sekundare
Komplexe untereinander und mit der Kernkomponente des generellen
Transkriptionsapparates TBP ausbilden kénnen. Basierend auf der Methode der
Pulldown-Technik (Kapitel 2.2.3.5) wurden die in vitro translatierten ,prey“-Proteine Sp1,
hTBP und der Carboxyl-Terminus des hTBP (hTBP-C) Methionin-markiert und mit den
nicht-markierten in vitro translatierten Proteinen inkubiert. Die Protein-Protein-
Wechselwirkungen der untersuchten Proteine Sp1, hTBP sowie hTBP-C wurden auf
einem 12%-igem Polyacrylamigel aufgetrennt und anschlielend mittels Fluorographie
sichtbar gemacht (Abbildung 36). Fir alle Untersuchungen wurde der TNT-Mix als
interne Negativkontrolle verwendet.

FUr das Sp1-Protein konnte eine Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor Ets-1 sowie
dem Amino-Terminus des hTBP (hTBP-N), dem generellen Transkriptionsfaktor des
basalen Transkriptionskomplexes, nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse werden
durch bereits publizierte Daten von Peterson et al. und Dittmer et al. bestatigt [99, 271].
Interessanterweise wurde durch dieses Experiment auch eine Wechselwirkung von
MBD1v1, dem Repressor des MAGE-A1-Promotors, mit Sp1 gezeigt. Keine
Protein-Protein-Komplexbildung wurde zwischen Sp1 und dem Carboxyl-Terminus des
hTBP sowie den epigenetischen Faktoren MBD1v3, MBD2b und BORIS beobachtet
(Abbildung 36a).

In einer weiteren Pulldown-Analyse wurde das hTBP Methionin-markiert und durch
Fluorographie verifiziert (Abbildung 36b). Dabei konnte erneut ein Protein-Protein-
Komplex zwischen hTBP und Sp1 detektiert werden. Des Weiteren wurde zum ersten
Mal im Rahmen dieser Arbeit auch eine starke Wechselwirkung mit MBD2b, BORIS und
Ets-1 gezeigt.

Die zum Schluss in Abbildung 34c durchgefuhrte Pulldown-Analyse mit dem hTBP-C
bestatigte die Wechselwirkung zwischen dem hTBP und den epigenetischen Faktoren
MBD2b und BORIS. Keine detektierte Bande, verglichen mit der Negativkontrolle, und
somit keine Komplexbildung konnte fir MBD1v1, Ets-1 sowie Sp1 nachgewiesen
werden.

" Praktische Arbeit durchgefiihrt von Bettina Steinbach (TA, Institut fiir Tumorbiologie, UKE, Hamburg).
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Abbildung 36: Nachweis der Protein-Protein-Interaktionen von Sp1, hTBP und hTBP-C. Die
Methion-gelabelten in vitro translatierten ,prey*-Proteine Sp1 (a), hTBP (b) und der Carboxyl-Terminus
des hTBP (hTBP-C; ¢) wurden mit den jeweiligen HaloLink™ Resin gebundenen in vitro translatierten
.bait‘-Proteinen inkubiert. Als interne Negativkontrolle wurde der TNT-Mix verwendet. C,
Carboxyl-Terminus; N, Amino-Terminus.
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4 Diskussion

Ziel dieses Promotionsvorhabens war es, unter Verwendung transienter
Transfektionsstudien die Rolle von BORIS zusammen mit Transkriptionsfaktoren sowie
epigenetischen Faktoren auf die Expression der tumorassoziierten MAGE-A Antigene,
insbesondere MAGE-A1, zu untersuchen. Weiterhin sollte zum besseren Verstandnis flr
die krebsspezifische Expression der MAGE-A Antigene als Zielstrukturen in der
Immuntherapie geklart werden, ob BORIS die epigenetischen Mechanismen der
DNA-Methylierung und der Histonmodifizierungen an den MAGE-A-Promotoren
beeinflussen kann.
Die Genexpression der Cancer-Testis Antigene MAGE-A wird in gesunden Zellen, mit
Ausnahme des Hodens und der Plazenta, unter anderem aufgrund der
Hypermethylierung des Promotors unterdrickt. Jedoch tragen im Verlauf der
Karzinogenese epigenetische Veranderungen, wie DNA-Hypomethylierungen und
Histonmodifizierungen, dazu bei, dass sich das Expressionsmuster der Cancer-Testis
Antigene andert. Seit der Entdeckung des Cancer-Testis Antigens BORIS wird auch
darUber diskutiert, ob BORIS ein mdglicher Regulator der MAGE-A1-Expression sein
kann. Das tumorspezifisch exprimierte BORIS ist ein Paralogon des ubiquitar
vorkommenden CTCF, welches multifunktional ist und unter anderem eine wichtige Rolle
bei der Organisation der Chromatinstruktur spielt [70]. Untersuchungen in verschiedenen
Krebszelllinien konnten einen direkten Wechsel des epigenetischen Status des
MAGE-A1-Promotors und anderer Cancer-Testis Antigene zeigen [69, 79, 81, 84]. Eine
weitere Grundlage fur die vorliegende Arbeit lieferten die Ergebnisse unserer
Arbeitsgruppe uber den Einfluss der Promotordemethylierung und der Histonacetylierung
zur Regulation der MAGE-A Genexpression [1, 234]. Dennoch sind die bedeutenden
Mechanismen zur transkriptionellen Regulation der MAGE-A Gene in Tumorzellen bisher
noch nicht vollstandig erforscht.
Im Zuge der durchgefuhrten Analysen konnte gezeigt werden, dass BORIS die
MAGE-A-Promotoren aktivieren kann. Dies ist vor allem durch die Interaktion zwischen
BORIS und der Komponente des generellen Transkriptionsapparates TBP madglich.
Folglich wird die MAGE-A-Expression durch den Transkriptionsinitiationskomplex
reguliert. Interessanterweise wurde bei der gemeinsamen Uberexpression des
Transkriptionsfaktors Sp1 und BORIS die BORIS-vermittelte MAGE-A-Expression nicht
weiter stimuliert. Stattdessen wurde ein reprimierender Effekt beobachtet. Dies beruht
moglicherweise darauf, dass beide Faktoren um dieselbe Bindungsstelle am
MAGE-A-Promotor konkurrieren. Des Weiteren konnte keine direkte Einflussnahme von
BORIS auf das DNA-Methylierungsmuster der Promotoren sowie die
Histonmodifikationen beobachtet werden. Schliel3lich zeigten die Ergebnisse der
Protein-Protein-Interaktion, dass der Transkriptionsfaktor Sp1 mit Ets-1, MBD1v1 und
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der N-terminalen Doméne des TBP interagiert. Im Vergleich dazu traten
Wechselwirkungen zwischen der C-terminalen Doméane des TBP mit MBD2b auf.

4.1 Genexpression von MAGE-A und BORIS in verschiedenen Krebszelllinien
und mikrometastatischen Zelllinien

Zunachst wurde die BORIS- und MAGE-A-Expression auf RNA-Ebene in verschiedenen
Krebszelllinien (acht Brustkrebs-, drei kolorektale, eine leukamische, eine
hepatozellulare und zwei Prostatakrebszelllinien) und mikrometastatischen Zelllinien
untersucht. Lediglich in vier Brustkrebszelllinien konnten keine mRNA-Transkripte flr
BORIS nachgewiesen werden. Dies bestatigen die Arbeiten von D’Arcy et al. sowie
Hines et al. [272, 273]. Vergleicht man nun die BORIS-Expression mit den durch
Wischnewski et al. durchgefuhrten MAGE-A-Expressionsanalysen [1], so lasst sich kein
direkter Zusammenhang zwischen der Expression der MAGE-A Gene und dem BORIS
Gen feststellen. Die Expression der MAGE-A Gene in den detektieren BORIS-negativen
Zelllinien konnte durch die Verwendung des Primerpaares erklart werden, welches nicht
alle moglichen Splicevarianten amplifiziert. So werden nur 12 von 23 Isoformen
detektiert. Folglich bleibt die Frage offen, ob BORIS als epigenetischer Faktor fur die
Aktivierung dieser Gene in den untersuchten Zelllinien nicht zwingend erforderlich ist
oder ob moglicherweise weitere Faktoren, die noch nicht identifiziert sind, fur die
Expression bendtigt werden.
Es ist hinlanglich bekannt, dass das Demethylierungsagens Aza die Expression
unterschiedlicher Cancer-Testis Antigene, wie MAGE-A1, NY-ESO-1 aber auch BORIS
in verschiedenen negativen Zelllinien induzieren kann [1, 81, 274]. Aza ist ein
Demethylierungsagens, welches bereits in der Therapie Anwendung findet und aufgrund
seiner Struktur einem Cytidin-Analoga entspricht [210, 275]. Sobald eine
Aza-Behandlung erfolgt, wird es wahrend der Replikation an der Stelle von Cytosin in die
neu synthetisierten DNA-Strange eingebaut. Das eingebaute Cytidin-Analoga hemmt vor
allem die DNA-Methyltransferase = DNMT1, welche fur den Erhalt des
Methylierungsmusters zustandig ist. Infolgedessen kommt es zu einer genomweiten
Demethylierung und zur Re-Expression von Genen, die vorher durch Methylierung
inhibiert waren [57, 147]. Um einen Zusammenhang zwischen DNA-Hypermethylierung
und Genexpression nachweisen zu kénnen, wurden alle Zelllinien mit Aza behandelt. Es
bestatigte sich durch eine gesteigerte BORIS mRNA-Expression gegenuber der
Transkription in den unbehandelten Zellen. Vor allem die vier Brustkrebszelllinien
(MCF-7, MDA-MB 231, BT474 und BT20), deren Promotoren im nativen Zustand
methyliert waren, wurden im Zuge der Aza-Behandlung demethyliert und resultierten in
einer deutlichen Re-Expression von BORIS. Fir die Zelllinien MTSV1.7, T47D, LoVo,
HL60, Du145 und LNCap, die bereits unbehandelt eine schwache Expression aufwiesen,
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kann angenommen werden, dass deren Promotoren zumindest teilweise methyliert
vorlagen. Die Demethylierung durch Aza fuhrte hier zu einer weiteren Steigerung der
BORIS Genexpression. Im Vergleich dazu war BORIS in den Zelllinien MDA-MB 468,
Colo205, WiDr und HepG2 konstitutiv exprimiert und konnten durch Aza nicht weiter
heraufreguliert werden. Folglich sind deren BORIS-Promotoren unmethyliert. Im Fall der
BORIS exprimierenden kolorektalen Zelllinie Colo205 konnten Renaud et al. zeigen,
dass die BORIS Transkription ausschlieRlich von Promotor B initiiert wird und dieser im
nativen Zustand unmethyliert beziehungsweise lediglich teilweise methyliert vorliegt [77].
Dieses Ergebnis stimmt mit der Beobachtung dieser Arbeit Uberein.

Als molekularer Mechanismus spielt in der Epigenetik neben der DNA-Methylierung auch
die Histonmodifikation eine zentrale Rolle. Diverse Arbeitsgruppen untersuchten die
Verwendung des Histondeacetylase-Inhibitors TSA als Induktor der Genexpression [276,
277]. Durch TSA wird die Struktur des Chromatins aufgelockert, so dass es zu einer
erleichterten Anlagerung des generellen Transkriptionsapparates und regulatorischer
Transkriptionsfaktoren kommt. Dieses kann mdoglicherweise in einer erhdhten
Genexpression resultieren. Dementsprechend ergaben die Untersuchungen in den TSA-
behandelten Zelllinien, mit Ausnahme der Brustkrebszelllinien MDA-MB 231 und BT20,
eine Induktion der BORIS-Expression. Jedoch war der Effekt schwacher als nach Aza-
Behandlung. Dies kdnnte daran liegen, dass durch die TSA-Behandlung zwar das
Chromatin aufgelockert wurde, aber die Promotor-Hypermethylierung im Wesentlichen
noch bestehen blieb. Vereinzelt kdnnten methylierungsunabhangige regulatorische
Faktoren (beispielsweise Sp1) an den Promotor, welcher nach der Auflockerung des
Chromatins zuganglich wurde, binden und fuhrten in den Zelllinien zu einer schwachen
Aktivierung. Dass die zwei Brustkrebszelllinien nach TSA-Behandlung auch keine Re-
Expression zeigten, Iasst sich zum einem mit der starken Promotor-Hypermethylierung
erklaren, welche durch die TSA-Behandlung unberuhrt blieb. Zum anderen kdnnte das
Modell der Methylierungs-vermittelten Chromatin-Remodellierung eine Erklarung bieten.
Die methylierten Promotoren der zwei Brustkrebszelllinien werden im nativen Zustand
von den Methyl-CpG bindenden Proteinen, hier vor allem MeCP2, erkannt und
gebunden. Im Zusammenhang mit rekrutierten Histondeacetylasen wird eine dichtere
Chromatinstruktur aufgebaut, welche die Zuganglichkeit far die
Transkriptionsmaschinerie vermindert [278, 279]. Dies fuhrt zu einer Unterdrickung der
Transkription. Worm et al. und Yuan et al. unterstitzen die Ergebnisse in der Zelllinie
MDA-MB 231, da sie nach TSA-Behandlung ebenfalls keine Expression ihres
untersuchten Gens nachweisen konnten [280, 281]. Eine weitere mdgliche Erklarung ist,
dass eine TSA-bedingte Aktivierung von Schlisselgenen der Apoptosekaskade mit
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nachfolgender  Apoptoseinduktion erfolgt und daher nur eine geminderte
beziehungsweise keine Expression nachweisbar ist [217, 218].

Wurden die Zelllinien sowohl mit Aza als auch mit TSA behandelt, dann erfolgte nur in
einzelnen Zelllinien ein additiver und synergistischer Effekt. Eine modgliche Ursache
kénnte sein, dass in den meisten Zellen bereits das héchste Expressionsniveau erreicht
wurde. Dies zeigten auch die Studien von Kang et al. und Hong et al. an
Lungenkrebszelllinien, bei denen ebenfalls die BORIS-Expression vor und nach Aza-
beziehungsweise TSA-Behandlung untersucht wurde [81, 84].

Des Weiteren wurden die mikrometastatischen Zelllinien des Brust-, Lungen- und
Prostatakarzinoms nicht nur auf BORIS sondern auch in Bezug auf die MAGE-A Gene
untersucht [9]. Bei allen drei Zelllinien wurden keine MAGE-A2, -A3 und -A12 RNA-
Transkripte detektiert. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die MAGE-A-Promotoren
zu diesem Zeitpunkt entweder methyliert vorlagen oder beispielsweise durch
Repressoren reprimiert wurden. Lediglich der MAGE-A1-Promotor in der
mikrometastatischen Zelllinie des Lungenkarzinoms wies als einziger einen
demethylierten Status auf. Dies resultierte in einer starken basalen Transkription.
Kontrovers zu den in meiner Arbeit durchgefihrten RNA-Expressionsanalysen konnten
Putz et al. Transkripte fur MAGE-A1, -A2 und -A12 in der PCE1 Zelllinie und MAGE-A1
bis -A12 in der LCM1 Zelllinie detektieren [10]. Ein mdglicher Grund fir diese
abweichenden Ergebnisse kdnnte in der Langzeitlagerung der Zellen in flissigem
Stickstoff liegen. AuRerdem spielt die Kultivierung und insbesondere die hdhere Passage
bei der RNA-Gewinnung der mikrometastatischen Zellen eine mdgliche Rolle. Seit
geraumer Zeit ist bekannt, dass das Passagieren der Zelllinien uUber mehrere
Zellgenerationen das DNA-Methylierungsmuster stark verandern kann. Jedoch sind
eindeutige Ursachen noch nicht erforscht. Vielmehr wird vermutet, dass
Selektionseffekte im Rahmen der Zellkultur ein verandertes Methylierungsprofil bedingen
kénnen [282, 283]. Im Vergleich zu den MAGE-A Antigenen war BORIS in allen
mikrometastatischen Zelllinien exprimiert, so dass die Transkription von einem der drei
verschiedenen  Promotoren erfolgen muss [77]. In den unbehandelten
mikrometastatischen Zelllinien fihrte die mRNA-Expression der Cancer-Testis Antigene
wie in den verschiedenen Krebszelllinien (Brust, Kolon, Prostata etc.) nach
Aza-Behandlung zu einer Erhéhung der Transkriptkonzentration fur MAGE-A1, -A2, -A3,
-A12 und BORIS. Daher kann angenommen werden, dass die Hypermethylierung der
MAGE-A-Promotoren in den unbehandelten DTZ einen potentiellen Einfluss auf die frihe
hamatogene Disseminierung nehmen kann. Da es sich hierbei nur um eine Spekulation
handelt, musste dies durch weiterfihrende Experimente belegt werden.
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4.2 Regulation der MAGE-A-Genexpression durch Transkriptionsfaktoren und
epigenetische Faktoren

Nachdem die Zelllinien auf ihre BORIS- und MAGE-A-Expression untersucht wurden,
erfolgten  transiente  Transfektionsstudien sowohl mit Reporter- als auch
Expressionplasmiden. Mit Hilfe dieser Verfahren sollten wichtige Erkenntnisse Uber die
Regulation der MAGE-A-Promotoren durch die Transkriptionsfaktoren Ets-1 und Sp1
sowie die epigenetischen Faktoren MBD1, MBD2a und BORIS gewonnen werden.

MAGE-A-Regulation durch die Transkriptionsfaktoren Ets-1 und Sp1

Zunachst wurde der Einfluss der Transkriptionsfaktoren Ets-1 und Sp1 sowie der
epigenetischen Faktoren MBD1 und MBD2a in vitro auf den unmethylierten
MAGE-A1-Promotor untersucht. Die Ko-Transfektion des MAGE-A1 Reporterplasmids
mit dem Expressionsplasmid fir Ets-1 fuhrte sowohl in der MCF-7 als auch in der LCM1
sowie in der PCE1 Zelllinie zu einer Aktivierung des MAGE-A1-Promotors. Diese
Aktivierung durch Ets-1 wurde bereits in der Literatur beschrieben [58, 234]. De Smet et
al. zeigten, dass neben dem Transkriptionsfaktor Ets-1, welcher zu 90% aktivierend
wirkt, auch der Transkriptionsfaktor Sp1 zu 10% flr die hohe transkriptionelle Aktivierung
des MAGE-A1-Promotors verantwortlich ist [567, 58]. So =zeigte sich in der
Brustkrebszelllinie MCF-7, dass Sp1 den MAGE-A1-Promotor aktivieren konnte.
Demgegenuber stehen jedoch die Beobachtungen in den mikrometastatischen Zelllinien.
Die basale Aktivitat des unmethylierten MAGE-A1-Promotors konnte durch exogenes
Sp1 kaum gesteigert werden. Durch den Nachweis der endogenen Sp1-Expression uber
RT-PCR-Analysen in allen Zelllinien (Daten nicht gezeigt) kann angenommen werden,
dass das ubiquitdre Sp1-Protein die potentielle Sp1-Bindungsstelle upstream der
Transkriptionsstartstelle am Reporterplasmid blockierte. Folglich kdnnte das exogene
Sp1 nicht mehr binden und die transkriptionelle Aktivierung des MAGE-A1-Promotors
nicht weiter heraufregulieren. Um diese offene Frage, weshalb keine Sp1-vermittelte
Aktivierung in diesen Zellen induziert werden konnte, im Detail klaren zu kénnen,
mussten Sp1-knockout Zelllinien zum Beispiel durch die siRNA-Technologie etabliert
werden. Mit Hilfe dieses Modellsystems ware es dann moglich den Einfluss des
exogenen Sp1-Proteins auf den Promotor erneut zu untersuchen und mdglicherweise
eine starkere Aktivierung des MAGE-A1-Promotors festzustellen. Auch nach der
Ko-Transfektion beider Expressionsplasmide fur Ets-1 und Sp1 konnte keine gesteigerte
MAGE-A1-Aktivitat gegenuber der alleinigen Aktivierung durch Ets-1 beobachtet werden.
Hier kann angenommen werden, dass Ets-1 an zwei Bindungsstellen upstream der
Transkriptionsstartstelle bindet und daher die Bindung von Sp1 blockiert, da sich die
Bindungsstellen Uberlappen. Demgegenuber steht die Beobachtung der im Rahmen
dieser Arbeit durchgefuhrten Protein-Protein-Interaktionsstudie, bei der eine direkte
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Interaktion zwischen Ets-1 und Sp1 nachgewiesen wurde. Weiterhin zeigten Studien
einen synergistischen Effekt von Ets-1 und Sp1 an unterschiedlichen Promotoren, wie
MAGE-A4, PDGF (platelet-derived growth factor) und dem Prathormom-related Protein
(PTHrP) [52, 284-286]. Jedoch schlossen Dittmer et al. nicht aus, dass die Kooperation
von Ets-1 und Sp1 durch andere Transkriptionsfaktoren inhibiert oder moduliert werden
kénnte [284].

Reprimierender Einfluss des Methyl-CpG bindenden Proteins (MBD) kann durch
Sp1 nicht aufgehoben werden

Zahlreiche Studien Uber methylierungsabhangig regulierte Gene zeigten, dass die
Bindung der MBDs sowohl an methylierte als auch an unmethylierte Promotoren einen
reprimierenden Effekt auf die Expression hat [287-289]. Beispielsweise bindet und
reprimiert MBD1v1 die methylierten als auch die unmethylierten Promotoren der
tumorassoziierten Gene CD44, Cyclin D2, GLIPR1 und PTEN in den untersuchten
Zelllinien [287]. AuRerdem wird mit Hilfe der HDAC3 das MBD1-Protein an das
onkogene Fusionsprotein PML-RARo (PML, Promyelotische Leukdmie; RARa,
Retinosaurerezeptor alpha) rekrutiert, was eine konstitutive Unterdrickung der
methylierten RAR-a regulierten Gene zur Folge hat [290, 291]. Ebenso wird die
Promotoraktivitat des methylierten Adhasionsmolekils E-Cadherin oder des methylierten
Tumorsuppressorgens VHL (Von-Hippel-Landau) durch die MBD1-Bindung reprimiert
[230]. Neben der Bindung an methylierte Promotoren besitzt MBD1 jedoch auch die
Fahigkeit an unmethylierte Promotoren der MAGE-A Gene sowie des Metallothion-I
Gens zu binden und diese zu reprimieren [234, 288]. Vermittelt wird diese Eigenschaft
des MBD1-Proteins durch das Vorhandensein einer dritten, zusatzlichen CXXC-Domane
(CXXC3) [230, 233]. Die durchgefuhrten Luciferase-Assays mit dem unmethylierten
Reporterplasmid in den MCF-7, LCM1 und PCE1 Zelllinien zeigten einen deutlich
reprimierenden Effekt auf den unmethylieten MAGE-A1-Promotor. Dies bestatigt, dass
die CXXC3 Zink-Finger des MBD1 keine Sequenzspezifitdt besitzen und stattdessen in
vitro an ein unmethyliertes CpG-Dinukleotid innerhalb der vorgegebenen Sequenz
binden kdénnen [292]. Die durch MBD1v1-vermittelte Repression konnte weder durch
Ets-1 noch durch Sp1 aufgehoben werden. Untersuchungen zu Ets-1 im Zusammenspiel
mit MBD1v1 und MBD1v3 erfolgten bereits in MBD1-defizienten Mausfibroblasten und
zeigten ahnliche Resultate [234]. Als eine erste Erklarungsmdglichkeit kénnte die
bevorzugte Bindung von CXXC3 des MBD1 an unmethylierte CpG-Dinukleotide dienen,
welche sich auch innerhalb des Ets-1 Bindungsmotivs befinden. Folglich kdnnte Ets-1
durch die kompetitive Bindung von MBD1v1 verdrangt werden. Es kann aber auch nicht
ausgeschlossen werden, dass das unmethylierte MAGE-A1 Reporterplasmid durch
endogene DNMTs de novo methyliert wird. Dies erleichtert einerseits die Bindung von
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MBD1v1 Uber seine Methyl-CpG Bindungsdomane, andererseits wirde das Ets-1
Bindungsmotiv methyliert werden und seine Bindung sterisch verhindern. Vor allem die
mogliche de novo Methylierung des MAGE-A1 Promotorfragments kann durch die
EMSA-Daten von Wischnewski et al. bestatigt werden. Diese zeigten, dass MBD1v1 an
methylierte MAGE-A1 Fragmente binden kann [234].

Dass Sp1 die MBD1v1-vermittelte Repression des MAGE-A1-Promotors nicht aufheben
konnte, kann durch die erstmals in dieser Arbeit nachgewiesene Ausbildung eines
sekundaren Komplexes zwischen Sp1 und MBD1v1 erklart werden. Die Transkriptions-
Repressordomane (TRD) von MBD1v1 konnte an die N-terminale Region der HDAC3
binden und letztlich HDAC3 zum MAGE-A1-Promotor rekrutieren [291]. Folglich kann es
zu einer dichter verpackten Chromatinstruktur kommen, welche die Bindung von Sp1
sterisch stort und die Genexpression inhibiert. Weiterhin ist bekannt, dass MBD1
zusammen mit MCAF (MBD71-containing chromatin associated factor) einen
Repressionskomplex formiert, welcher mdglicherweise die transaktivierende Kapazitat
des Sp1 unterbinden kdnnte [293].

Hinsichtlich der MAGE-A1-Aktivitat wurde in dieser Arbeit auch der Einfluss von MBD2a
auf die Genexpression analysiert. In Ubereinstimmung mit zwei Studien von
Wischnewski et al. und Fujita et al. konnte der epigenetische Faktor MBD2a den
unmethylierten MAGE-A1-Promotor in den MCF-7, LCM1 und PCE1 Zelllinien
stimulieren [234, 294]. Es ist bekannt, dass MBD2a keine Bindungsaffinitdt zu den
MAGE-A-Promotoren besitzt. Deshalb kdénnte MBD2a als Ko-Faktor agieren, der die
Promotoraktivierung ermaéglicht [234]. Diesbezlglich stellten Fujita et al. ein Modell flr
Promotoren, welche ein ,cAMP-response® Element (CRE) besitzen, auf [294]. Dabei
fungiert MBD2a als Koaktivator neben der RNA-Polymerase |l und der RNA-Helikase A
und tritt in direkten Kontakt mit dem TBP. In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt
werden, dass MBD2b mit der C-terminalen Domane des TBP interagiert. Nun stellt sich
die Frage, ob diese Wechselwirkung die Aktivierung des MAGE-A1-Promotors
beglnstigen koénnte. Boeke et al. zeigten bisher nur, dass MBD2b an methylierte
Promotoren bindet, mit dem transkriptionellen Repressor Sin3A interagiert und eine
transkriptionelle Repression vermittelt [246]. Inwiefern diese Beobachtung von MBD2b
auf die Aktivierung oder Repression der MAGE-A-Promotoren uUbertragen werden kann,
erfordert weitere Analysen.

4.3 Funktionelle Untersuchungen zur Involvierung von BORIS in die Regulation
von MAGE-A1

Mit verschiedenen Assays sollte untersucht werden, ob BORIS tatsachlich ein Regulator
der MAGE-A Gene ist. Dafur wurden zunachst die MAGE-A-negativen Zelllinien MCF-7,

Du145, MDA-MB 231 sowie die mikrometastatischen Zelllinien fir die transienten
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Transfektionsexperimente ausgewahlt. Es kann angenommen werden, dass ein
methylierter Promotorstatus in diesen Zelllinien vorliegt. BORIS konnte die
Promotoraktivitat der methylierten MAGE-A Gene induzieren und die mRNA-Expression
in den untersuchten Zelllinien stimulieren. Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit
anderen Studien [69, 81, 85] aber im Widerspruch zu publizierten funktionellen Studien
von Kholmanskikh et al. sowie Woloszynska-Read et al. [83]. Beide Studien berichteten,
dass die Expression von MAGE-A1 sowie anderer CTA-Genen (MAGE-A2, -A4, -B1,
NY-ESO-1 sowie XAGE-1) in der Abwesenheit von BORIS in den untersuchten
Melanom- und Ovarkrebszelllinien erfolgte. Selbst nach gesteigerter ektopischer
Expression von BORIS als auch 4-woéchiger Inkubation mit dem Expressionsplasmid fur
BORIS wurde keine MAGE-A-Aktivierung beobachtet [83, 274]. Schlieldlich
schlussfolgerten beide Gruppen, dass BORIS kein notwendiger Faktor fur die Aktivierung
dieser Gene im Melanom oder Ovarkrebs sei. Vielmehr seien andere Faktoren, die
bisher noch nicht identifiziert sind, in die Aktivierung der CTA-Gene wahrend der frihen
mannlichen Keimzellentwicklung involviert.

Um im weiteren Verlauf diesen stimulatorischen Effekt von BORIS auf das Cancer-Testis
Antigene  MAGE-A1 zu bestéatigen, wurde die BORIS-Expression mit Hilfe einer
BORIS-spezifischen shRNA in der mikrometastatischen Zelllinie des Brustkarzinoms
gehemmt. Dabei zeigte sich ein nahezu vollstandiger knockdown der BORIS-mRNA. Um
eine ektopische Expression des BORIS Gens zu erzeugen, wurde in einem
Parallelansatz das Expressionsplasmid fir BORIS in die MAGE-A1-negativen BCM1
Zellen transfiziert. Damit sollte gezeigt werden, dass durch die BORIS Uberexpression
eine Aktivierung der MAGE-A Transkription ahnlich dem Effekt der Induktion mit Hilfe
des Demethylierungsagens Aza erfolgen kann. Die transfizierten Zellen wiesen infolge
der exogenen Zugabe von BORIS einen 5-fachen Anstieg der MAGE-A1-Expression
gegenuber den unbehandelten Zellen auf. AuRerdem zeigte sich, dass durch den
knockdown von BORIS auch die MAGE-A1-Expression reprimiert wurde. Daraus lasst
sich schlussfolgern, dass BORIS eine wichtige Rolle in der Aktivierung des MAGE-A1
Gens einnehmen kann. Die in dieser Arbeit beobachtete Aktivierung wird durch eine
Studie an der Lungenkrebszelllinie H1299 bestatigt, in der mittels quantitativer RT-PCR
der Einfluss von BORIS auf die Regulation der MAGE-A-Promotoren (MAGE-A1 bis -A4)
untersucht wurde [295]. In einer weiteren Publikation wurde gezeigt, dass nach der
Transfektion BORIS-spezifischer shRNA die Bindung von BORIS an den
BAG-1-Promotor ausblieb und in einer geminderten BAG-1-Expression endete [87].
Parallel dazu wurden Anderungen der Signatur der an den BAG-1-Promotor gebundenen
Histone beobachtet [87]. Denn schlielBlich agiert das BAG-Protein als Co-Chaperone und
kann zellulare Prozesse einschlieBlich Teilung, Migration, Differenzierung und
pro-survival Signalwege beeinflussen [296, 297]. Weiterhin fUhrten Untersuchungen in
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der Brustkrebszelllinie MDA-MB 231 nach der Behandlung mit BORIS-spezifischer
siRNA (short interfering RNA) zu einer konzentrationsabhangigen Reduktion der
BORIS-Expression und gleichzeitig zur Induktion der Apoptose [298]. Basierend auf
diesen Daten postulierten Dougherty et al., dass BORIS vermutlich auch eine kritische
Rolle im Verlauf der Tumorprogression einnimmt, wobei die zugrunde liegenden
apoptotischen Mechanismen noch nicht vollstandig geklart sind [298].

Der Nachweis, dass BORIS die Expression der MAGE-A Transkripte stimulieren konnte,
war von grol3er Bedeutung fur die nachfolgenden Transfektionsassays. Aus diesem
Grund galt nun das Interesse dem Zusammenspiel mit den Transkriptionsfaktoren Ets-1
und Sp1. Kang et al. beschrieben, dass BORIS in der Lage ist, Sp1 an den
NY-ESO-1-Promotor zu rekrutieren und folglich dessen Re-Expression wahrend der
pulmonalen Karzinogenese zu vermitteln [84]. Ehe der Fokus auf den
Transkriptionsfaktor Sp1 gelegt wurde, konnte sowohl auf mMRNA-Ebene als auch mit
Luciferase-Assays im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass BORIS zusammen mit
Ets-1 die methylierten MAGE-A-Promotoren in den unterschiedlichen Zelllinien aktivieren
konnte. Diese Daten Ilassen sich mit den Ergebnissen der durchgeflhrten
Sequenzierungen der Bisulfit-behandelten DNA der MAGE-A-Promotoren erklaren.
Hierbei koénnten die aufgetretenen Veranderungen des Methylierungsprofils an
vereinzelten Ets-1-Bindungsstellen innerhalb des MAGE-A1-Promotors eine mogliche
Ursache sein. Diese Daten werden durch die publizierte Studie von De Smet et al.
unterstutzt, welche darstellten, dass vor allem die Demethylierung der
Ets-1-Bindungsstellen zu einer starken Induktion der Expression des MAGE-A1 Gens
fuhren kann [58]. Zum anderen konnte in dieser Arbeit in den Protein-Protein-
Interaktionsanalysen nachgewiesen werden, dass BORIS mit der C-terminalen,
evolutionar konservierten Doméane des TBP interagiert. Diese Domane tritt auch mit
vielen anderen Transkriptionsfaktoren in Kontakt [299-301]. Daher ist es wahrscheinlich,
dass die MAGE-A1 Promotoraktivitat sowohl durch BORIS vermittelt wird, aber auch
durch die Interaktion mit TBP unterstutzt wird. Jedoch bedarf es weiterer
Untersuchungen in Form von Luciferase-Assays, welche die direkte Interaktion von
BORIS und TBP an der MAGE-A DNA veranschaulichen und mdglicherweise in einer
Stimulation des MAGE-A1-Promotors resultieren. So kdnnte der Mechanismus der
transkriptionellen  Aktivierung durch BORIS detaillierter nachvollzogen werden.
Interessanterweise fanden keine oder nur geringe stimulatorische Effekte an den
Promotoren statt wenn BORIS und Sp1 zusammen agierten. Dieses Ergebnis fUhrte zur
Hypothese, dass beide Faktoren mdglicherweise um die gleiche Bindungsstelle am
MAGE-A-Promotor konkurrieren. Dabei kdnnten sie sich gegenseitig so behindern, so
dass die MAGE-A-Expression inhibiert wird.
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Sp1 und BORIS binden upstream der Transkriptionsstartstelle des MAGE-A1-
Promotors und konkurrieren moglicherweise um die gleiche Bindungsstelle

Um die negative Regulation der MAGE-A-Expression durch BORIS und Sp1 besser
verstehen zu kénnen, wurde zunachst der Nachweis der spezifischen DNA-Bindung
beider Faktoren an den MAGE-A1-Promotor mit Hilfe der rekombinanten Proteine im
EMSA erbracht. Dabei zeigte sich, dass sowohl Sp1 als auch BORIS upstream der
Transkriptionsstartstelle an den MAGE-A1-Promotor binden kénnen. In der Literatur gab
es in Bezug auf den MAGE-A1-Promotor bisher nur den Hinweis, dass BORIS
downstream der Transkriptionsstartstelle in der Region +47 bis +183 bindet [69]. Eine
publizierte Studie aus dem Jahr 2010 konnte die BORIS-Bindungsstelle am CST-
Promotor (cerebroside sulfotransferase) identifizieren [80]. Da diese Bindungssequenz
relativ ahnlich der Konsensussequenz von Sp1 ist, wurde vermutet, dass tatsachlich eine
Konkurrenz zwischen BORIS und Sp1 am MAGE-A1-Promotor vorliegt. Mit Hilfe der
durchgefihrten Mutationsanalysen konnte die Bindungsstelle beider Faktoren am
Promotor auf den Bereich -49 bis -43 upstream der Transkriptionsstartstelle eingegrenzt
werden. Inwiefern eine mdgliche Bindung beider Faktoren an dieselbe Bindungsstelle in
dieser Region ein reprimierender Effekt am MAGE-A-Promotor verursacht wird, muss in
funktionellen Analysen weiterfihrend betrachtet werden.

4.4 Untersuchungen der Anderungen des DNA-Methylierungsmusters durch
BORIS oder Aza

Der stimulatorische Effekt auf die MAGE-A-Expression durch BORIS war im Vergleich
zum Demethylierungsagens Aza etwas schwacher. Es stellte sich deshalb die Frage,
welchen Einfluss BORIS und Aza auf das Methylierungsmuster der MAGE-A-Promotoren
haben kann. Aus diesem Grund wurden die Sequenzierungen der Bisulfit-behandelten
genomischen DNA der MAGE-A-Promotoren (A1 und A2) untersucht. Die Ergebnisse
der Methylierungsprofile der jeweiligen Promotoren wurden mit der entsprechenden
Genexpression verglichen. Dabei zeigte sich eine Ubereinstimmung zwischen dem
Methylierungsmuster der MAGE-A-Promotoren und ihrer Expression in den
unbehandelten Zellen. Die MAGE-A1 und -A2 Gene in den unbehandelten Zellen waren
so stark methyliert, was durch die fehlende Expression unterstitzt wird. Studien zeigten,
dass CpGs, die sich in dem regulatorischen Bereich eines Gens befinden, demethyliert
werden mussen, um den Promotor fur den generellen Transkriptionsapparat und die
Transkriptionsfaktoren zuganglich machen zu kénnen [57, 269, 302-304]. Daher konnte
angenommen werden, dass die Methylierung nach der BORIS- oder Aza-Behandlung
abnehmen wiarde. Jedoch konnte in  beiden Fallen keine signifikante
Promotordemethylierung festgestellt werden. Vielmehr zeigte sich auf zellularer Ebene

eine aullerst heterogene und somit eher zufallige Demethylierung in den untersuchten
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Promotorbereichen. Eine mdgliche Ursache fur das beobachtete heterogene
Methylierungsmuster nach Aza-Behandlung konnte die Unempfindlichkeit einzelner
Zellen gegenuber Aza sein. Es kann aber auch nicht ausgeschlossen werden, dass die
Zellen aufgrund ihrer normalen Heterogenitdt das Demethylierungsagenz Aza
beziehungsweise das transfizierte Expressionsplasmid fir BORIS unterschiedlich
aufgenommen haben. Die Ergebnisse dieser Arbeit stimmen mit den Studien sowohl von
De Smet et al., Vatolin et al. als auch Kholmanskikh et al. Uiberein, welche ebenfalls ein
heterogenes DNA-Methylierungsmuster des MAGE-A1-Promotors nach Aza-Behandlung
beziehungsweise ektopischer Expression von BORIS zeigten [83, 269]. Die auch in
dieser Arbeit gezeigte schwach verringerte Methylierung der Promotoren vor allem nach
ektopischer Expression von BORIS deutet daraufhin, dass die CpGs, welche fir die
MAGE-A1 Transkription von Beutung sind, methyliert bleiben. Auch die Demethylierung
einzelner CpG-Dinukleotide konnte den transkriptionellen Status von MAGE-A1 nicht
beeinflussen. Im Hinblick auf die Ets-1-Bindungsstellen im MAGE-A1-Promotor konnte
die Studie von Suyama auch keinen direkten Zusammenhang zwischen der
DNA-Demethylierung und der transkriptionellen Aktivitat finden [305]. Die Gruppe um
Bhan et al. zeigte nach der Transfektion und Induktion von BORIS fur den
MAGE-A3-Promotor eine Demethylierung [295]. Jedoch beobachteten sie im Falle von
MAGE-A2 und -A4 ebenfalls keine Anderung in der Promotormethylierung. Diese und
auch die Ergebnisse dieser Arbeit lassen somit die Vermutung zu, dass BORIS die
Cancer-Testis Antigenexpression sowohl in einem methylierungsabhangigen als auch
-unabhangigen Mechanismus regulieren kann. Es muss jedoch auch davon
ausgegangen werden, dass die zum Teil unterschiedlichen Studienergebnisse auf der
Analyse unterschiedlicher Zelllinien beruhen, die sich in der intrazellularen Ausstattung
unterscheiden [306]. Um ein statistisch praziseres Bild des Methylierungsmusters der
Promotoren in den Zellen einer Zelllinie zu erhalten, mussten zudem mehr Klone
untersucht werden [306]. Zusammenfassend konnte in Rahmen dieser Arbeit gezeigt
werden, dass BORIS keinen direkten molekularen Einfluss auf den epigenetischen
Mechanismus der DNA-Methylierung hat.

4.5 Einfluss von BORIS auf die Modifikationen der am MAGE-A1-Promotor
gebundenen Histone

Um Informationen Uber den Einfluss von BORIS auf den epigenetischen Mechanismus
der Modifikationen der am MAGE-A1-Promotor gebundenen Histone zu erhalten, wurden
Chromatin-Immunprazipitations Assays durchgefuhrt. Dabei zeigte sich, dass BORIS
ebenfalls keinen Einfluss auf die Modifikationen der am MAGE-A1-Promotor
gebundenen Histone hat. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen stellten Bhan et al. fest,

dass in der Lungenkrebszelllinie A549 nach BORIS-Induktion eine positive Regulation
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von MAGE-A1 bis -A4 erfolgte. Neben einer gesteigerten Cancer-Testis
Antigenexpression konnten auch aktivierende Modifikationen an den
MAGE-A-Promotoren gebundenen Histonen nachgewiesen werden [295]. Vergleichende
Analysen wurden mit Aza und/oder TSA in der MCF-7 Zelllinie durchgefuhrt. Nach der
TSA-Behandlung konnte vor allem eine Anreicherung des acetylieten H3K9 am
MAGE-A1-Promotor beobachtet werden, welches vorher in der unbehandelten Zelllinie
nicht vorlag. Diese Beobachtung bestatigt die Funktion von TSA, da einerseits die
Deacetylierung der Lysinseitenketten gehemmt wird und andererseits die acetylierten
Histone, die in den Bereichen aktivierter Gene binden kdnnen, vermehrt werden. Warum
fur das acetylierte H4K8 keine Anreicherung erfolgte, kann nicht erklart werden. Auch
nach der Aza-Behandlung erfolgte nur eine geringe Veranderung der
Histonmodifikationen am MAGE-A1-Promotor. Jedoch konnte nach der Behandlung mit
beiden Agenzien eine Anreicherung der DNA von acetyliertem H3K9 und H4K8 sowie
H3K9me und H3K4me2 beobachtet werden. Mit Ausnahme von H3K9me wurden diese
Histonmodifikationen im Zusammenhang mit aktiver Transkription beschrieben [270,
307]. Fir die weiteren Modifikationen, wie das trimethylierte H3K4 sowie mono-, di- und
trimethylierte H4K20 wurde keine Anreicherung am MAGE-A1-Promotor gefunden.

4.6 Allgemeine Schlussfolgerung

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit eine Aktivierung von BORIS auf die
MAGE-A-Promotoren gezeigt werden. Die in vitro als auch in vivo Daten
veranschaulichen, dass es sich um ein sehr komplexes Zusammenspiel der
verschiedenen Faktoren (epigenetische Faktoren, Transkriptionsfaktoren und der
Komponente des generellen Transkriptionsapparates TBP) in der Regulation der
MAGE-A Genexpression handelt. Um jedoch die grundlegenden Mechanismen und die
Bedeutung der Cancer-Testis Antigene in den Krebszellen, vor allem den
mikrometastatischen Zellen, besser verstehen zu koénnen, sind weitergehende
funktionelle Untersuchungen notig.

4.7 Ausblick

Um den Einfluss und die Rolle von BORIS auf die MAGE-A-Promotoren in den
verschiedenen Tumorentitdten noch besser verstehen zu konnen, sind weitere
molekularbiologische Untersuchungen notwendig.

Eine wichtige Voraussetzung hierfur ist die Generierung von verschiedenen
Modellsystemen. So kénnte durch die Uberexpression des BORIS-Proteins in einer
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defizienten oder BORIS-schwach-exprimierenden Zelllinie (MCF-7) die Funktion des
epigenetischen  Faktors BORIS ndher untersucht werden. Mit Hilfe der
siRNA-Technologie kénnte sowohl die endogene Sp1-, Ets-1 als auch
BORIS-Expression in den entsprechend exprimierenden Zelllinien gemindert werden.
Somit konnte das Zusammenwirken der verschiedenen Faktoren an den
MAGE-A-Promotoren oder der generelle Einfluss von BORIS auf die anderen Faktoren
in in vitro Assays noch zielgerichteter untersuchten werden.

Anhand der nachgewiesenen Interaktionen zwischen der Komponente des generellen
Transkriptionsapparates TBP und MBD2b beziehungsweise BORIS ware es auch von
groldem Interesse, wie diese Interaktionen die MAGE-A-Promotoren stimulieren kénnten.
Kombinationen aus Luciferase-Assays, mRNA-Expressionsstudien oder EMSAs kdnnten
dazu beitragen, die Stimulation im Detail aufzuklaren.

Bisher wird BORIS nur als stimulatorischer Faktor der MAGE-A1- und NY-ESO-1-
Expression diskutiert [69, 81]. Eine Mdglichkeit bietet sich darin, Mikroarray-Experimente
und bioinformatische Analysen durchzufiihren, welche eventuell einen Einblick von
BORIS in die Aktivierung von weiteren Genen geben, die eine Rolle in der Tumorgenese
spielen.

Eine weitere wichtige Frage ist die Repression der BORIS-vermittelten
MAGE-A-Aktivierung durch Sp1. Erste Mutationsanalysen im EMSA deuten auf eine
Konkurrenz beider Faktoren um dieselbe Bindungsstelle innerhalb des Promotors hin.
Fir eine Definition der spezifischen Bindungsstelle beider Faktoren bieten sich
footprint-Analysen oder Zielgerichtete Punktmutationen in einem
MAGE-A1 Reporterplasmid an.

Um weitere Interaktionspartner des BORIS-Proteins und somit mogliche Ko-Aktivatoren
beziehungsweise -Repressoren identifizieren zu koénnen, ist ein HaloLink™ Resin
basierender Pulldown-Assay unerlasslich. Mit Hilfe der HaloTag®Technologie, die
sowohl in Zellen als auch im zellfreien System erfolgen kann, sollte BORIS als
Fusionsprotein mit einem Protein-Tag exprimiert werden. Hierfur misste zunachst die
BORIS Sequenz in den HaloTag® Expressionsvektor (,bait“-Fusionsprotein) kloniert und
anschlieRend in die gewunschte Zelllinie transfiziert werden. Daraufhin kdnnte das
HaloTag®-bait-Fusionsprotein (BORIS) mit endogenem prey-Protein interagieren,
welches mittels Western Blot oder Massenspektrometrie identifiziert werden musste.

Die bereits im Verlauf dieser Arbeit begonnenen immunhistologischen Farbungen an
gesunden Geweben koénnten auf maligne Gewebe (beispielsweise der Prostata)
ausgeweitet werden, da es bisher nur Untersuchungen =zur aberranten
BORIS-Expression in der Lunge [81], der Brust [82] und dem Melanom [83] gibt. Hierfur
konnten verschiedene Gewebearrays verwendet werden. Hier besteht die Moglichkeit
der Tendenzenerkennung, die dann detailliert fur den jeweiligen Gewebetyp untersucht
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werden mussten. Um jedoch die BORIS-Expression in den unterschiedlichen Tumoren
besser analysieren zu kdnnen, ist es unabdingbar, dass BORIS-spezifische, polyklonale

Antikoérper generiert werden. Die bisherigen kommerziellen Antikdrper erwiesen sich als
nicht zuverlassig.
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