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| Zusammenfassung

Die epigenetische Inaktivierung von Genen durch Promotorhypermethylierung kann zur
Entstehung und Metastasierung von Tumoren beitragen. Veranderungen im DNA-
Methylierungsmuster gelten als hoch sensitiv und sind bereits friihzeitig nachweisbar. Auch im

Harnblasenkarzinom konnten diese Veranderungen nachgewiesen werden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Analyse metastasierungsspezifischer
Veranderungen im DNA-Methylierungsmuster der beiden ausgewahlten Gene EPHB3 und

KISS1R im muskelinvasiven Harnblasenkarzinom.

Der Zusammenhang zwischen Genexpression und Promotorhypermethylierung der beiden

Gene wurde an Harnblasenkarzinomzelllinien und im Primartumorgewebe untersucht.

Fir EPHB3 zeigte sich nach Behandlung der Zelllinien mit 5-Aza-2'-deoxycytidin eine
signifikante Zunahme der Genexpression in der Zelllinie RT-112. Die Annahme, dass die
passive Demethylierung der Promotorregion zu einer Reexpression des Gens fihrte, konnte
in den anschliefenden Methylierungsanalysen widerlegt werden. Die Ergebnisse wiesen auf
eine unmethylierte Promotorregion von EPHB3 hin. Eine Untersuchung der Funktion von

EPHB3 in metastasierungsassoziierten Prozessen schien daher nicht sinnvoll.

Die Methylierungsanalysen von KISS1R in der Zelllinie T24 deuteten auf eine methylierte
Promotorregion des Gens hin. Nach Herabregulation der Genexpression von KISS1R in der
Zelllinie 5637 konnte in  Funktionsanalysen jedoch  kein  Einfluss  auf

metastasierungsassoziierte Prozesse nachgewiesen werden.

In Harnblasentumorgewebe aus Zystektomiepraparaten konnte eine Korrelation der relativen
Methylierung von KISS1R zu positivem Lymphknotenstatus festgestellt werden. Mit Hilfe der
derzeit verfigbaren diagnostischen Methoden ist eine individuelle Beurteilung des
Metastasierungsrisikos und eine individuelle Prognoseeinschatzung fur Patienten mit
muskelinvasivem Harnblasenkarzinom nicht mdéglich. Der Methylierungsstatus von KISS1R
kdnnte in Zukunft als prognostischer Marker zur Selektion von Patienten mit erhdhtem Risiko
fur das Auftreten von Lymphknotenmetastasen eingesetzt werden, um so eine individuelle

Therapieplanung zu ermdéglichen.



Il Summary

Epigenetic silencing of genes by promoter hypermethylation may contribute to tumorigenesis
and metastasis. Alterations in the DNA methylation pattern are considered highly sensitive and
can be detected at an early stage. These changes could also be found in urinary bladder

carcinoma.

The aim of the present study was to analyze metastasis-specific alterations in the DNA
methylation pattern of the two selected genes EPHB3 and KISS1R in muscle-invasive bladder

cancer.

The correlation between gene expression and promoter hypermethylation of the two genes

was investigated in urinary bladder carcinoma cell lines and primary tumor tissue.

For EPHB3, the cell line RT-112 showed a significant increase in gene expression after
treatment with 5-aza-2'-deoxycytidine. The assumption that passive demethylation of the
promoter region led to re-expression of the gene was disproven in subsequent methylation
analyses. The results indicated a nonmethylated promoter region of EPHB3. Therefore, an
investigation of the function of EPHB3 in metastasis-associated processes did not seem

reasonable.

Methylation analyses of KISS1R in the T24 cell line indicated a methylated promoter region of
the gene. However, after downregulation of KISS1R gene expression in cell line 5637, no effect

on metastasis-associated processes was detected in functional analyses.

In urinary bladder tumor tissue taken at the time of cystectomy, a correlation of relative
methylation of KISS1R to positive lymph node status was detected. Using currently available
diagnostic methods, an individualized assessment of metastatic risk and prognosis
assessment for patients with muscle-invasive bladder cancer is not possible. In the future, the
methylation status of KISS1R could be used as a prognostic marker to select patients at
increased risk for the occurrence of lymph node metastases, thus enabling individualized

therapy planning.



1 Einleitung
1.1 Das Harnblasenkarzinom

1.1.1 Epidemiologie
Das Harnblasenkarzinom ist mit etwa 573.000 Neuerkrankungen pro Jahr weltweit die am

zehnthaufigsten diagnostizierte Tumorerkrankung. Im Jahr 2020 verstarben weltweit
schatzungsweise 213.000 Menschen krankheitsbedingt durch ein Harnblasenkarzinom [1]. Es
gibt starke globale Unterschiede in der Inzidenz, wobei die Erkrankungsraten in hoch
entwickelten Nationen am héchsten sind. Das Geschlechterverhaltnis von Mannern zu Frauen
betragt 4:1 [1]. In Deutschland erkrankten nach Angaben des Robert-Koch-Instituts im Jahr
2018 etwa 18.270 Personen an einem muskelinvasiven Harnblasenkarzinom, wobei etwa ein
Viertel davon Frauen waren [2]. 5638 Menschen verstarben 2019 an den Folgen der
Erkrankung. Die Erkrankungsrate stieg mit dem Alter an. Das mittlere Erkrankungsalter lag
bei 75 Jahren fur Manner und 76 Jahren fUr Frauen. Bei Mannern sind die
altersstandardisierten Erkrankungs- und Sterberaten seit 1990 ricklaufig, was am ehesten auf
eine Verringerung des Tabakkonsums und eine geringere berufliche Exposition gegentber
Karzinogenen zuriickzufihren ist. Beide Raten verliefen bei Frauen Uber die Jahre hinweg
konstant, wobei sie jedoch deutlich niedriger lagen als bei den Mannern. Die relative 5-Jahres-
Uberlebensrate lag bei Mannern héher als bei Frauen (59 % vs. 48 %), was auf eine guinstigere

Verteilung der Tumorstadien zurtickzufiihren ist [2].

1.1.2 Atiologie
Das Rauchen von Tabak gilt als Hauptrisikofaktor fir die Entstehung von Harnblasentumoren.

Etwa 50-60 % der Falle bei Mannern und 20 -30 % der Falle bei Frauen sind auf
Tabakkonsum zurlickzufihren. Im Vergleich zu Nichtrauchern haben Raucher ein vierfach
erhdhtes Risiko und ehemalige Raucher ein zweifach erhdhtes Risiko an einem
Harnblasenkarzinom zu erkranken [3]. Die Dauer des Tabakkonsums und die Menge an
Zigaretten pro Tag korrelieren dabei linear mit dem Risiko fur Harnblasenkarzinome. Nach
Aufgabe des Rauchens sinkt das Risiko um 30 % nach 1 - 4 Jahren und um 60 % nach 25
Jahren, wobei das Risikolevel eines Nichtrauchers auch nach langer Karenz nicht erreicht wird
[4]. Auch die Exposition gegenlber Tabakrauch im Kindesalter flihrt zu einer Erhéhung des
Risikos, wohingegen fur die Exposition im Erwachsenenalter kein Effekt festgestellt werden
konnte [5].

Die berufsbedingte Exposition gegenuber aromatischen Aminen, polyzyklisch aromatischen
Kohlenwasserstoffen und Chlorkohlenwasserstoffen wird als zweitwichtigster Risikofaktor

angesehen, mit dem etwa 20 % aller Harnblasenkarzinome assoziiert sind. In zahlreichen
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Berufen, vor allem in der Chemie-, Farbstoff-, Leder- und Metallindustrie, kommt es haufig zu
Kontakt mit diesen Kanzerogenen [6]. In den letzten Jahren konnte aufgrund von verbesserten
Arbeitsbedingungen und Sicherheitsvorkehrungen das Ausmald der Exposition zu diesen
Stoffen verringert werden, aber aufgrund der langen Latenzzeit treten noch heute
aminbedingte Harnblasenkarzinome auf.

Ebenso konnte ein Zusammenhang zwischen genetischen Faktoren und dem Auftreten von
Harnblasenkarzinomen hergestellt werden. Sequenzvariationen auf den Chromosomen 8q24
und 4p16.3 fihren zu einer erhéhten Anfalligkeit fir Harnblasentumore [7; 8]. Aromatische
Amine im Tabakrauch werden durch die N-Acetyltransferase 2 abgebaut. Durch
Polymorphismen im NAT2-Gen treten Phanotypen mit verminderter Aktivitat dieses Enzyms
auf. Diese ,langsamen Acetylierer® weisen ein im Vergleich zu ,schnellen Acetylierern® ein
erhohtes Erkrankungsrisiko auf [9].

Ebenso kdnnen Strahlen- und Brachytherapie im kleinen Beckenbereich das Risiko fur das
Auftreten von Zweitmalignomen in der Harnblase erhéhen [10].

Chronische Entziindungen der ableitenden Harnwege oder die Bilharziose (eine chronische
Infektion der Harnblase mit dem Parasit Schistosoma haematobium) sind ebenso

Risikofaktoren, die zur Bildung von Plattenepithelkarzinomen in der Harnblase beitragen [6].

1.1.3 Kilinik und Diagnostik
Das klassische Leitsymptom des Harnblasenkarzinoms ist die schmerzlose Makrohamaturie.

Einige Erkrankungen verlaufen symptomlos und werden nur durch Abklarung einer
Mikrohamaturie oder Leukozyturie diagnostiziert. Ebenso konnen langer andauernde
zystitische Beschwerden oder unklare Miktionsbeschwerden wie Dysurie, Pollakisurie oder
Urgesymptomatik durch Tumore der Harnblase verursacht werden und bedurfen weiterer
Abklarung. Im fortgeschrittenen Verlauf der Erkrankung kann es durch Verlegung der
Harnleiterostien durch den Tumor zu Harnstauungsnieren und damit verbundenen
Flankenschmerzen kommen. Des Weiteren kdnnen im fortgeschrittenen Stadium
tumorbedingte  Beschwerden  wie  Gewichtsverlust und Nachtschweild  oder
Knochenschmerzen bei ossarer Metastasierung auftreten.

Die Diagnostik beginnt typischerweise mit der Anamnese, in der unter anderem Hamaturie,
Miktionsbeschwerden, Risikofaktoren und die beruflich bedingte Exposition gegenlber
Karzinogenen erfragt werden sollten. Die kérperliche Untersuchung sollte die Beurteilung der
Nierenlager, die Palpation des Abdomens und die digital-rektale sowie bimanuelle vaginale
Untersuchung zum Ausschluss einer Tumorfixation im kleinen Becken beinhalten. Mittels
Sonographie von Nieren und Harnblase kénnen differentialdiagnostisch ein Harnstau oder
Nierensteine als Ursache der Hamaturie ausgeschlossen werden. Grol’e, exophytisch

wachsende Blasentumore kdnnen sonographisch bei voller Blase dargestellt werden. Kleine



Tumore sind meist selten zu erkennen, weshalb weitere diagnostische MalRnahmen
unerlasslich sind.

Die Urethrozystoskopie stellt den Goldstandard in der Diagnostik des Harnblasenkarzinoms
dar. Werden bei der Untersuchung Tumore in der Blase entdeckt, werden deren Anzahl und
Lokalisation dokumentiert und eine transurethrale Resektion des Tumors (TUR-B) geplant.
Durch Fluoreszenz-Zystoskopie kann die Erkennung von Ta- und T1-Lasionen verbessert
werden [11]. Hierflr wird der Fluoreszenzfarbstoff Hexaminolavulinat fir mindestens eine
Stunde in die Blase instilliert und anschlielend eine Zystoskopie mit Blaulicht (375 — 440 nm
Wellenlange) durchgeflihrt. Unklare Befunde in der Weillichtendoskopie kénnen so detektiert
und gleichzeitig reseziert werden.

Bei Auftreten von Makrohamaturien und unauffalliger Urethrozystoskopie sollten weitere
diagnostische Mallnahmen erfolgen. Hierzu gehéren das Urogramm zur Beurteilung der
ableitenden Harnwege sowie die Computertomographie, mit der die lokale Tumorausbreitung
und die Infiltration von Nachbarorganen festgestellt werden kdnnen. Die Urinzytologie zahlt zu
den meist genutzten, nichtinvasiven MalRnahmen. Abgeschilferte Tumorzellen im Urin kdnnen
dabei mikroskopisch nachgewiesen und ihr Differenzierungsgrad beurteilt werden. Das
Verfahren zeichnet sich durch eine hohe Spezifitdt aber eine geringe Sensitivitat aus. Die
Urinzytologie ist sehr zuverlassig bei G2- und G3-Tumoren, wohingegen die Sensitivitat bei
G1-Tumoren gering ist. Die Untersuchung ist sehr subjektiv und abhangig von der Erfahrung
des Betrachters [12]. Entziindungen der Blasenschleimhaut kénnen zu falsch-positiven
Ergebnissen fihren.

Letztendlich wird die Diagnose des Harnblasenkarzinoms durch endoskopische Resektion des

Tumors und nachfolgender Begutachtung der Gewebeproben durch einen Pathologen gestellt.

1.1.4 Klassifikation
Die Stadieneinteilung von Harnblasentumoren erfolgt nach der TNM-Klassifikation der UICC

(Union internationale contre le cancer). Unter anderem werden die Infiltrationstiefe des
Tumors (T) und das Fehlen oder Vorhandensein von regionaren Lymphknotenmetastasen (N)
und Fernmetastasen (M) beurteilt. Im klinischen Verlauf werden oberflachliche, nichtinvasive
Blasenkarzinome (Ta, T1 und Tis) und muskelinvasive Blasenkarzinome (ab Stadium T2)
unterschieden.

Neben der Infiltrationstiefe und der Ausbreitung des Tumors ist auch der histopathologische
Differenzierungsgrad (Grading) wichtig fur die Prognose und die Planung der Therapie. 2004
wurde von der World Health Organisation (WHO) in Zusammenarbeit mit der International
Society of Urological Pathology (ISUP) eine neue Klassifikation herausgegeben, die papillare
Lasionen in low-grade und high-grade Harnblasenkarzinome einteilt. Die papillare urotheliale
Neoplasie mit niedrig malignem Potential (PUNLMP) wird als benigne angesehen und nicht
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mehr zu den Karzinomen gezahlt. Als PUNLMP werden L&sionen ohne zytologische
Malignitatskriterien mit papillarer Konfiguration von normalen Urothelzellen bezeichnet. Sie

weisen ein geringes Progressionsrisiko auf, neigen aber oft zu Rezidiven [13].

Tabelle 1: TNM-Klassifikation des Harnblasenkarzinoms [14]

T Primartumor

TX keine Aussage Uber den Primartumor maoglich

TO keine Anzeichen eines Primartumors

Ta Nichtinvasives, papillares Karzinom

Tis Carcinoma in situ (Cis)

T1 Tumor infiltriert das subepitheliale Bindegewebe (Lamina submucosa)

T2 Infiltration der Harnblasenmuskulatur

T2a | Infiltration bis zur inneren Halfte der Lamina muscularis

T2b | Infiltration bis zur auReren Halfte der Lamina muscularis

T3 Perivesikale Tumorinfiltration

T3a | mikroskopische perivesikale Infiltration

T3b | makroskopische perivesikale Infiltration

T4 Infiltration von Nachbarorganen

T4a | Infiltration von Prostata, Uterus oder Vagina

T4b | Infiltration von Becken- oder Bauchwand

N Lymphknotenbefall

NX | Regionale Lymphknoten nicht beurteilbar

NO Keine regionalen Lymphknotenmetastasen nachweisbar

N Einzelne solitdre LK-Metastase (hypogastrisch, obturatorisch, externe iliakale oder
prasakrale Lymphknoten)

N2 multiple LK-Metastasen (hypogastrisch, obturatorisch, externe iliakale oder
prasakrale Lymphknoten)

N3 LK-Metastasen entlang der Aa. iliacae communes

M Fernmetastasen

MX Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden

MO Keine Fernmetastasen

M1a | Metastasen in nichtregionalen Lymphknoten

M1b | sonstige Fernmetastasen
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Abbildung 1: Stadieneinteilung des Harnblasenkarzinoms [15]

a: TNM-Klassifikation: Harnblasenkarzinome kénnen anhand ihrer Infiltrationstiefe in zwei
Gruppen eingeteilt werden. Oberflachliche Tumore Uberschreiten die Lamina propria nicht.
Hierzu zahlen papillare Ta-Tumore, das Carcinoma in situ sowie T1-Tumore. Ab Stadium T2
werden Harnblasentumore als muskelinvasiv bezeichnet, da die Lamina propria Gberschritten
und die Muskelschicht infiltriert wird.

b: Einteilung des Differenzierungsgrades (WHO/ISUP, 2004). Im Vergleich alte Einteilung der
WHO, 1973.

1.1.5 Pathologie
Den Hauptanteil aller Blasentumore machen mit 90 % Urothelkarzinome aus, welche

gleichzeitig den haufigsten histologischen Typ in Westeuropa und den USA darstellen. Im
Gegensatz dazu treten in Afrika vor allem Plattenepithelkarzinome auf, welche durch die
Bilharziose, eine chronische Infektion mit dem Parasiten Schistosoma haematobium,
ausgeldst werden [16]. Adenokarzinome, welche haufig am Blasendach entstehen, sind sehr
selten und machen 2 % der Falle aus [17]. Zum Zeitpunkt der Diagnose weisen ca. 75 % der
Patienten ein nichtinvasives Tumorstadium (pTa, pT1, Cis) auf [18]. Dabei liegt zu 70 % das
Tumorstadium pTa vor, wohingegen das Stadium pT1 (10 %) und das Carcinoma in situ
(20 %) seltener vorkommen [19]. Nichtinvasive Blasentumore weisen in der Regel eine gute
Prognose auf, neigen jedoch zu Rezidiven. In etwa 45 % der Falle kommt es innerhalb von 5
Jahren zur Progression zu einem muskelinvasiven Wachstum [20]. Beim Carcinoma in situ
liegen hochgradig atypische Zellen im Urothel vor. Die flache, intraepitheliale Lasion ist hoch
maligne und neigt zur Progression zu einem muskelinvasiven Tumor. Es tritt multifokal im
gesamten Harntrakt auf. Bei der Zystoskopie kann das Cis leicht Gbersehen oder mit einer
entziindlichen Lasion verwechselt werden, wenn es nicht biopsiert wird [21]. 25 % aller
Harnblasenkarzinome haben bei Diagnosestellung bereits den Harnblasenmuskel infiltriert.

Fir alle Stadien zusammen liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei 77,1 %. Fir nichtinvasive

Harnblasentumoren betragt die 5-Jahres-Uberlebensrate 95,8 %, wohingegen sie bei
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muskelinvasivem Wachstum nur bei 69,5 % liegt. Kommt es zum Auftreten von regionalen
Lymphknoten- oder Fernmetastasen, sinkt die 5-Jahres-Uberlebensrate auf 36,3 % bzw.
4,6 % [22].

1.1.6 Therapie
Die Therapie des Harnblasenkarzinoms erfolgt abhangig der Stadien-Klassifikation unter

Bericksichtigung von Differenzierungsgrad, Multilokalitat, Alter und Allgemeinzustand des
Patienten. Die wichtigste Therapieform stellt die transurethrale Resektion des Blasentumors
(TUR-B) dar, bei der zunachst der histologische Status des Tumors bestimmt und in
Abhangigkeit davon weitere Therapieschritte geplant werden.
Nichtinvasive Tumore (Ta-T1, Tis) werden zunachst transurethral reseziert und anschlielend
mit einmaliger intravesikaler Instillation des Zytostatikums Mitomycin behandelt. Nach 4 - 6
Wochen sollte eine Nachresektion der Narbe erfolgen. Kleine, unilokulare Ta low-grade
Tumoren bedirfen keiner Nachresektion. Bei lokaler Tumorkontrolle sollten in regelmaRigen
Abstanden Kontroll-Zystoskopien durchgefliihrt werden. Je nach Rezidiv- und
Progressionsrisiko sollte eine intravesikale Instillationstherapie mit Mitomycin oder dem
attenuierten Tuberkuloseerreger Bacillus-Calmette-Guérin (BCG) zur Rezidivprophylaxe
erfolgen.
Bei lokal fortgeschrittenen Tumoren (= pT2) oder bei erh6htem Progressionsrisiko (pT1 G3) ist
die radikale Zystektomie einschlief3lich pelviner Lymphadenektomie mit anschlielender
Harnableitung Therapie der Wahl. Diese kann offen, laparoskopisch oder Roboter-assistiert
durchgefuhrt werden. Sie umfasst die komplette Entfernung der Harnblase mit distalen
Ureteranteilen, gegebenenfalls die Entfernung der Urethra und beim Mann zusatzlich die
Entfernung von Prostata und Samenblasen bzw. Entfernung von Uterus, Adnexen und
vaginaler Vorderwand bei der Frau. Eine neoadjuvante Chemotherapie kann bei
muskelinvasiven Tumoren in Betracht gezogen werden, wodurch die 5-jahres-Uberlebensrate
um 8% gesteigert werden kann [23]. Bei Vorhandensein von regionalen
Lymphknotenmetastasen oder einem Tumorstadium > pT3 ist eine adjuvante Chemotherapie
indiziert. Die Erstlinientherapie erfolgt nach dem MVAC-Schema (Methotrexat, Vinblastin,
Doxorubicin, Cisplatin) oder mit Gemocitabine / Cisplatin (GC). Beide Therapien weisen
ahnliche Ansprechraten auf (GC =49 %, MVAC =46 %) und kdnnen somit als gleichwertig
angesehen werden [24]. Die Therapie mit Gemcitabine / Cisplatin weist jedoch ein geringeres
Nebenwirkungsprofil auf, weshalb sie als Standard verwendet wird. Die 5-Jahres-
Uberlebensraten nach Therapie betragen jedoch nur 13 % bzw. 15 %, weshalb es sich nur um
eine Therapie in palliativer Absicht handelt [25]. Aufgrund einer Niereninsuffizienz, eines
schlechten Allgemeinzustandes oder anderen Komorbiditdten eignen sich jedoch nur
etwa 30 - 50 % der Patienten fir eine solche Chemotherapie [26].
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Fir Patienten mit lokal-fortgeschrittenem oder metastasiertem Harnblasenkarzinom stellt die
Immuntherapie mit Checkpoint-Inhibitoren eine neue Therapiemdglichkeit dar. Immun-
Checkpoints sind Rezeptoren auf der Membranoberflache von T-Lymphozyten, die einen
hemmenden oder stimulatorischen Einfluss auf deren Immunantwort nehmen. Die Interaktion
der Rezeptoren PD-1 und B7.1 mit dem Ligand PD-L1 stellt einen der wichtigsten hemmenden
Signalwege dar. Durch Bindung von Immuncheckpoint-Inhibitoren an Checkpoints wird dieser
Signalweg gehemmt und dadurch die Immunreaktion gegen die Tumorzelle verstarkt [27]. Bei
Patienten mit lokal fortgeschrittenem oder metastasiertem Urothelkarzinom, die sich nicht flr
eine platinbasierte Chemotherapie eignen, kann als Erstlinientherapie eine Therapie mit dem
PD-L1-Antikérper Atezolizumab (Tecentrig ®) oder dem PD-1-Antikdrper Pembrolizumab
(Keytruda ®) erfolgen. Beide Therapien weisen ahnliche Ansprechraten auf (ORR:
Pembrolizumab = 29 % vs. Atezolizumab 23 %) [28]. Bei Patienten mit lokal-fortgeschrittenem
oder metastasiertem Urothelkarzinom, welche nach vorangegangener platinbasierter
Chemotherapie einen Progress zeigen, kann als Zweitlinientherapie eine Therapie mit den
Checkpointinhibitoren Pembrolizumab, Atezolizumab oder dem PD-1-Inhibitor Nivolumab
(Opdivo ®) erfolgen. Die Therapie mit Pembrolizumab weist im Vergleich zur Chemotherapie
eine bessere Gesamtuberlebensrate auf (Pembrolizumab 10,3 Monate vs. Chemotherapie 7,4
Monate) [29]. Auch in der Erstlinien-Erhaltungstherapie nach erfolgter Chemotherapie
kommen Immuntherapeutika zum Einsatz. Der monoklonale PD-L1-Antikbrper Avelumab
(Bavencio ®) wird bei Patienten, die nach einer platin-basierten Chemotherapie
progressionsfrei sind, als Mono-Therapie angewendet. Hierdurch konnte eine Verbesserung

der medianen Gesamtiiberlebenszeit (21 vs. 14 Monate) erzielt werden [30].

1.1.7 Molekulare Entstehungswege des Harnblasenkarzinoms
Bei der Entstehung von Harnblasentumoren wird von zwei verschiedenen

Hauptentstehungswegen ausgegangen, denen unterschiedliche molekulare Alterationen zu
Grunde liegen. Verluste auf Chromosom 9 oder Monosomie 9 zahlen zu den haufigsten
Veranderungen und werden unabhangig von Tumorgrad und Stadium in mehr als der Halfte
aller Blasentumore gefunden [31].

Nichtinvasive, papillare Tumoren gelten als genetisch stabil und entstehen aus einer
Hyperplasie des Urothels, jedoch neigen sie zur Rezidivierung [15]. Etwa 70 % aller
nichtinvasiven Tumore weisen aktivierende Mutationen im FGFR3-Gen auf, wohingegen diese
im Cis und in invasiven Karzinomen eher selten sind [32]. Ebenso treten Mutationen im
PIK3CA-Gen und STAG2-Gen haufiger in nichtinvasiven Tumoren auf [33].

Muskelinvasive Harnblasentumore gelten hingegen als genetisch instabil und weisen eine
Vielzahl genetischer Veranderungen auf. Aus einer Dysplasie des Urothels entsteht zunachst
das flache, nichtinvasive Carcinoma in situ, aus dem sich letztendlich ein solider, invasiv

7



wachsender Tumor entwickelt [34]. Die wichtigsten genetischen Unterschiede zu den
nichtinvasiven Tumoren sind Alterationen in den Tumorsuppressorgenen TP53 und RB1.
Verluste des Retinoblastom-Gens RB1 konnten in mehr als 50 % aller muskelinvasiven
Tumoren nachgewiesen werden, jedoch nurin 4 % der nichtinvasiven Tumore [35]. Mutationen
im p53-Gen sind in etwa der Halfte aller muskelinvasiven Tumore als auch im Cis und in
Urotheldysplasien vorzufinden, jedoch nur in etwa 3 % aller Ta-Tumore. Das Auftreten dieser
Mutation in Dysplasien und im Carcinoma in situ konnte die Neigung dieser Lasion zur
Progression erklaren, da sie zu einer Instabilitit des Genoms fiihrt [36]. Des Weiteren sind
muskelinvasive Tumore von einer Reihe genetischer Veranderungen betroffen. Hierzu zahlen
unter anderem die Uberexpression von Onkogenen wie z.B. ERBB2 sowie die Mutation oder
Deletion bestimmter Tumorsuppressorgene (z.B. PTEN) [37-39].

Mutationen in allen 3 RAS-Genen (HRAS, NRAS, KRAS2) werden in 15 % der Tumore
unabhangig von Stadium und Tumorgrad gefunden. Die Aktivierung von FGFR3 fihrt durch
Aktivierung des RAS-MAP-Kinase-Wegs zu einer verstarkten Proliferation und somit zu
erhdhter Zelldichte [15].

RAS- und FGFR3-Mutationen schlief3en sich jedoch gegenseitig aus [40].

Viele weitere molekulare Veranderungen sind flir die Metastasierung von
Harnblasenkarzinomen verantwortlich. Zu den bedeutendsten gehoren jedoch die Epitheliale-
Mesenchymale-Transition (EMT) und die verstarkte Expression von VEGF. Die EMT ist ein
mehrstufiger Prozess, bei dem epitheliale Zellen ihre epithelialen Eigenschaften verlieren und
mesenchymale Charakteristiken wie z.B. die Fahigkeit zur Migration und Invasion erhalten.
Ein bedeutender Vorgang beim Ablauf der EMT ist der Verlust des Adhasionsproteins E-
Cadherin, welches fir die Stabilisierung von Zell-Zell-Kontakten und die Aufrechterhaltung der
Polaritat von Epithelzellen wichtig ist. Die Konversion der Expression von E-Cadherin zu N-
oder P-Cadherin (Cadherin-Switch) gilt als spates Ereignis in der molekularen Pathogenese
von Harnblasentumoren und fiihrt zur Migration und Invasion von Tumorzellen [41; 42].
Bernardini et al. konnten nachweisen, dass die Serumlevel von VEGF in Probenmaterial von
Patienten mit metastasiertem Harnblasenkarzinom wesentlich hdher waren als bei Proben von
lokal begrenzten oder invasiv wachsenden Tumoren, was eine Unterscheidung zwischen
diesen beiden Tumorstadien ermdglicht [43].

Im Vergleich zu anderen Karzinomen des Urogenitaltraktes zeichnet sich das
Harnblasenkarzinom durch eine Uberexpression von Fascin aus, was spezifisch fiir das
metastasierte Stadium der Tumorerkrankung ist [44].

Kamai et al. konnten nachweisen, dass eine erhdhte Aktivitat von Rac1 mit einer erhdhten
Expression von Pak1 einhergeht. Im Urothelkarzinom des oberen Harntraktes konnte dies mit

dem Auftreten von Iymphovaskuldrer Invasion und Lymphknotenmetastasen in



Zusammenhang gebracht werden, sodass diese beiden Veranderungen einen maoglichen
prognostischen Marker darstellen [45].

In praklinischen Studien an Harnblasenkarzinomzelllinien konnte RHOGDI2 als mdglicher
Metastasensuppressor identifiziert werden [46]. Ebenso konnte nachgewiesen werden, dass
eine verminderte Expression von RHOGDI2 mit einer verkirzten 5-Jahres-Uberlebensdauer
sowie verklirztem Gesamtliberleben korreliert und somit einen Faktor zur
Prognoseeinschatzung darstellt [47]. Griner et al. konnten belegen, dass eine Uberexpression
von RHOGDI2 mit einer verminderten Aktivitdt von RhoC assoziiert ist. RhoC fordert das
Wachstum und die Invasion von Harnblasenkarzinomzellen. Bei immungeschwachten Mausen
konnte beobachtet werden, dass eine verminderte Aktivitdt von RhoC durch die
Uberexpression von RHOGDI2 die Lungenabsiedlung nach vendser Injektion von

Harnblasenkarzinomzellen verhindert [48].
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Abbildung 2: Potentielle Entstehungswege bei der Pathogenese von
Harnblasenkarzinomen (nach Knowles) [15]

Der Entstehung von histopathologisch erkennbaren urothelialen Veranderungen geht eine
klonale Expansion veranderter Zellen im Urothel voraus. Papillare low-grade Tumore
entstehen aus einer Hyperplasie und sind durch den Verlust der Heterozygotie (LOH) von
Chromosom 9 und durch aktivierende Mutationen des Fibroblast-growth-factor-Rezeptors
(FGFR3), PIK3CA sowie des stromalen Antigens 2 (STAG2) gekennzeichnet. Flache
Dysplasien und das Carcinoma in situ gelten als Vorstufen von invasiven Tumoren. Diese
zeichnen sich durch TP53-Mutationen und Deletionen von Chromosom 9 aus, weisen jedoch
keine FGFR3-Mutationen auf. Invasive Tumore mit vorliegender FGFR3-Mutation sowie
Verlust von CDKN2A sind ein Hinweis auf eine mdgliche Verbindung der beiden
Entstehungswege und den Progress von nichtinvasiven papillaren Tumoren zum invasiven
Wachstum. Weiterhin sind Mutationen von PTEN oder ERBB2 fir invasive Tumore
charakteristisch. Zur Metastasierung von Harnblasenkarzinomen tragen die Epitheliale-
mesenchymale-Transition (EMT) und eine verminderte Expression von RHODGIZ2 bei.



1.2 Molekulare Subtypen des muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms
Anhand von mRNA-Expressionsclustern lassen sich muskelinvasive Harnblasenkarzinome in

6 molekulare Subtypen einteilen:

luminal—papillar (24 % aller Tumore), luminal—instabil (15 %), luminal-nicht spezifiziert (8 %),
stromareich (15 %), basal / squamds (35 %) und neuronal (3 %) [49]. Somit kann ein Grolteil
der muskelinvasiven Harnblasenkarzinome entweder einem luminalen oder einem nicht-
luminalen (basalen) Subtyp zugeordnet werden. Die molekularen Eigenschaften dieser zwei
Hauptgruppen reflektieren die Expressionssignaturen der Basalzellen sowie der Deckzellen
(umbrella cells) des Urothels [50].

Basale Tumore zeichnen sich durch einen plattenepithelialen Phanotyp aus und weisen eine
schlechtere Prognose auf [51]. Kennzeichnend fir Tumore vom basal-squamé&sen Subtyp sind
hohe Expressionslevel basaler Marker und Stammzellmarker (CD44, KRT5, KRT6A, KRT14)
als auch Marker der plattenepithelialen Differenzierung (TGM1, DSC3, PI3). Viele dieser
Tumore weisen eine hohe Expression von Carcinoma in situ Signaturgenen auf [52; 53].
TP53- und RB1-Mutationen sind haufig [49].

Im Gegensatz dazu haben luminale Tumore ein papillares Erscheinungsbild und eine im
Vergleich bessere Prognose. Charakteristisch flr diese Gruppe sind hohe Expressionslevel
von Uroplakinen, Keratin 20 und Marker der luminalen Differenzierung wie FOXA1, GATA3
und PPARY [51]. Luminal-papillare Tumore zeichnen sich durch Alterationen von FGFR3 aus.
Auflerdem weisen diese Tumore einen geringen Anteil an Carcinoma in situ
Genexpressionssignaturen und ein insgesamt niedriges Level an Hypermethylierung auf.

Der luminal-papillare Typ weist ebenso die beste Gesamtlberlebensrate auf [53]. Tumore vom
luminal-infiltrierenden Subtyp besitzen aufgrund einer hohen Lymphozyten-Infiltrationsrate
eine geringe Tumorreinheit. Vor allem Immunmarker wie PD-L1 und CTLA4 als auch Marker
der Epithelial-mesenchymalen Transformation (EMT) werden verstarkt exprimiert. Tumore
vom luminalen Typ exprimieren insbesondere Uroplakine (UPK1A, UPK2) sowie Gene, die in
urothelialen Deckzellen exprimiert werden (KRT20, SNX31) auf. Neuronale Tumore weisen
haufig keine neuroendokrine Morphologie auf, exprimieren jedoch Marker der neuronalen
Differenzierung und neuroendokrine Marker in hohem Mafe. TP53- und RB1-Mutationen

treten haufig auf. Dieser Subtyp hat insgesamt die schlechteste Uberlebensrate [52; 53].
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1.3 Epigenetik
Der britische Entwicklungsbiologe Conrad Hal Waddington pragte im Jahr 1942 den Begriff

der Epigenetik. Er beschrieb damit Phdnomene, die nicht durch genetische Prinzipien erklart
werden konnten. Die Epigenetik wurde von ihm bezeichnet als ,der Zweig der Biologie, der die
kausalen Wechselwirkungen zwischen Genen und ihren Produkten, die den Phanotyp
hervorbringen, untersucht.” [54].

Aktuellere Definitionen der Epigenetik bezeichnen diese als die Gesamtheit aller meiotisch und
mitotisch vererbbaren Veranderung der Genexpression, die nicht durch Veranderungen der
DNA-Sequenz erklart werden kénnen [55].

Die epigenetische Regulation umfasst eine Reihe von Mechanismen. Dazu zahlen unter
anderem die DNA-Methylierung (siehe Kapitel 1.2.2), die Modifikation von Histonen und
Chromatinstrukturen oder nicht-codierende RNA-Molekile. Diese Mechanismen interagieren
miteinander und stabilisieren sich gegenseitig [56].

Epigenetische Mechanismen sind essenziell fir eine normale Entwicklung und die
Aufrechterhaltung der gewebespezifischen Expression bestimmter Gene. Sie werden wahrend
der Differenzierung von Zellen etabliert und tGber multiple Zellteilungen aufrechterhalten. So
kénnen Zellen trotz gleicher genetischer Information verschiedene Phanotypen aufweisen.
Stérungen dieser epigenetischen Prozesse kdnnen zu einer veranderten Genexpression

fuhren und somit die maligne Entartung von Zellen begtinstigen [57].

1.3.1 DNA-Methylierung
Die Methylierung von DNA gilt als die am besten beschriebene epigenetische Veranderung,

welche fir die Regulation einer Vielzahl von zellularen Prozessen eine wichtige Rolle spielt.
Dazu zahlen unter anderem die embryonale Entwicklung, die Transkription, die Inaktivierung
von X-Chromosomen, das genomische Imprinting und die Stabilitdt von Chromosomen [58].
Bei Saugern erfolgt die Methylierung der DNA nach der Replikation an Cytosinbasen, welche
sich an 5’-Position einer Guaninbase befinden. Dieser zwei Nukleinbasen lange Bereich wird
auch als CpG-Dinukleotid bezeichnet. Die Ubertragung von Methylgruppen auf das
Kohlenstoffatom C5 des Pyrimidinringes des Cytosins wird durch eine Reihe bestimmter
Enzyme, die DNA-Methyltransferasen (DNMTs), katalysiert. S-Adenosyl-Methionin dient
hierbei als Methyldonor [59].
Es werden zwei Gruppen von DNMTs unterschieden, welche entweder fiir die Neuentstehung
oder die Aufrechterhaltung von Methylierungsmustern verantwortlich sind. Wahrend der
embryonalen Entwicklung werden neue Methylierungsmuster durch die beiden de novo-
Methyltransferasen DNMT3a und DNMT3b aufgebaut [60]. Diese besitzen eine hohe Affinitat
gegenuber unmethylierter und hemi-methylierter DNA. Sie weisen eine hohe Aktivitat in
embryonalen Stammzellen auf, wahrend ihre Aktivitat in differenzierten Zellen herabreguliert
ist [61].
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Die DNMT1 besitzt eine hohe Affinitat gegeniiber hemi-methylierter DNA. Sie ist zustandig fur
die Erhaltungs-Methylierung (,maintenance“-Methylierung) nach der Zellteilung, wobei bereits
vorhandene Methylierungsmuster auf den neu synthetisierten, unmethylierten Tochterstrang

Ubertragen werden.
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Abbildung 3: Mechanismus der DNA-Methylierung und De-Methylierung [60]
DNA-Methylierungsmuster werden initial durch die beiden de novo-DNA-Methyltransferasen
DNMT3a und DNMT3b wahrend der embryonalen Entwicklung etabliert. Nach Replikation und
Zellteilung werden diese Methylierungsmuster in den Tochterzellen durch die DNMT1
aufrechterhalten (,maintenance“-Methylierung). Bei einer Hemmung der DNMT1 kénnen neu
synthetisierte DNA-Strange nach der Replikation nicht mehr methyliert werden, es kommt also
zu einer passiven De-Methylierung der DNA.

Im menschlichen Genom sind ca. 70 — 80 % aller CpG-Dinukleotide methyliert, der Anteil von
5-Methylcytosin an der Gesamtmenge aller Basen betragt jedoch nur etwa 1 % [62]. Das
menschliche Genom ist weitgehend arm an 5-Methylcytosin. Da dieses durch spontane
Deaminierung in Thymin umgewandelt werden kann, wird angenommen, dass der Verlust an
genomischem CpG auf die Deaminierung methylierter Sequenzen in der Keimbahn
zurtckzufuhren ist [63].

Der Grolfiteil der CpG-Dinukleotide befindet sich vereinzelt in relativ CpG-armen Regionen der
DNA, wo sie vorwiegend methyliert vorliegen. Dabei sind die CpG-Dinukleotide vor allem auf

parasitare DNA-Sequenzen oder Retrotransposons verteilt. Hier dient die DNA-Methylierung
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physiologisch als Abwehrmechanismus vor diesen Elementen und verhindert deren
Expression und Ausbreitung im Genom [64].

Etwa 10 % der CpG-Dinukleotide konzentrieren sich auf sogenannte CpG-Inseln. Diese sind
Genomabschnitte einer Lange von mehreren Hundert bis ca. 2000 Basenpaaren mit einem
hohen Anteil an CpG. Sie sind haufig in der Promotorregion von Genen lokalisiert und im
Normalgewebe Uberwiegend unmethyliert [65].

Etwa 70 % der Gene im menschlichen Genom weisen CpG-Inseln innerhalb ihrer
Promotorregionen auf, wobei die CpG-Dinukleotide hier vorwiegend unmethyliert sind [66]. In
Saugern dient die Methylierung CpG-reicher Promotoren dazu, die Transkription zu hemmen
und bestimmte DNA-Abschnitte stillzulegen. Hierzu zahlen unter anderem Gene, die dem
genomischen Imprinting unterliegen, Gene auf dem inaktiven X-Chromosom und parasitare
DNA-Abschnitte [59]. Die DNA-Methylierung dient als Mechanismus der Genregulation und ist
somit ein essenzieller Bestandteil fir eine normale Entwicklung und Funktion im Organismus.
Die Stilllegung der Genexpression durch die Methylierung der DNA kann durch zwei
verschiedene Mechanismen erfolgen. Einerseits kann die Hemmung der Transkription direkt
durch die Anwesenheit von methylierten Cytosin-Basen erfolgen, welche die Bindung von
Transkriptionsfaktoren an ihre Erkennungssequenzen verhindern [58]. Andererseits kann die
Transkription indirekt durch die Bindung von sogenannten Methyl-CpG-binding-Proteinen
(MBPs, z.B. MeCP2) an methylierte DNA-Abschnitte gehemmt werden. Diese interagieren mit
Korepressorkomplexen und Histondeacetylasen und bewirken eine Modifikation des

umgebenden Chromatins.
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Abbildung 4: Effekte der DNA-Methylierung auf die Genexpression (modifiziert nach
Ling) [67]

a: Transkriptionsfaktoren kénnen an unmethylierte DNA-Strange binden, was zu einer
Aktivierung des Gens flhrt.

b: 5mC in der Promotorregion fihrt zu einer erschwerten Bindung von Transkriptionsfaktoren
an ihre Erkennungssequenz, wodurch das zugehdrige Gen stillgelegt wird.

c: MBPs (Methyl-CpG-binding Proteine) binden an methylierte DNA-Abschnitte und verandern
mit Hilfe von Histondeacetylasen und Korepressoren die Chromatinstruktur, was zur
Inaktivierung des Gens fihrt.

1.3.2 DNA-Methylierung in Tumoren
Eine Reihe verschiedener Mechanismen ist an der Entstehung und Progression von Tumoren

beteiligt. Hierzu zahlen einerseits rein genetische Veranderungen wie Punktmutationen,
Deletionen sowie Translokationen, die zur Aktivierung von Proto-Onkogenen oder
Inaktivierung von  Tumorsuppressorgenen flhren. Ebenso haben epigenetische
Mechanismen, die zu einer Veranderung der Genexpression flihren, einen Einfluss auf die
Tumorgenese.

Im Vergleich zu gesunden Zellen zeichnen sich Tumorzellen durch eine genomweite
Hypomethylierung aus [68]. Eine maligne entartete Zelle kann 20 — 60 % weniger 5mC im
Genom enthalten als eine gesunde Zelle [69]. Hierbei betrifft die Hypomethylierung vor allem
repetitive DNA-Abschnitte, Retrotransposons oder Introns, die in gesunden Zellen
normalerweise methyliert vorliegen [57].

Die Tumorentstehung kann durch die Hypomethylierung der DNA auf 3 verschiedene Wege
beeinflusst werden: die Erzeugung chromosomaler Instabilitat, die Reaktivierung von
Retrotransposons sowie der Verlust des Imprintings. Mitotische Rekombinationen sowie das
Auftreten von Deletionen und Translokationen kénnen durch den Verlust der Methylierung
beginstigt werden, wodurch es zur chromosomalen Umstrukturierung kommt. Ebenso kann
die Hypomethylierung zur Reaktivierung von Retrotransposons und repetitiven Elementen

fihren, welche dadurch transkribiert oder auf andere Abschnitte im Genom transloziert werden
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kénnen. Beide Mechanismen tragen zu einer Steigerung der genomischen Instabilitat in
Tumorzellen bei [70; 57]. Ebenso kann die Hypomethylierung zur Aktivierung von Proto-
Onkogenen beitragen oder zum Verlust des Imprintings fihren. Beispielsweise kann der
Verlust des Imprintings beim IGF-2-Gen das Risiko fir die Entstehung von Kolon-Karzinomen
erhdhen oder zur Entstehung von Willms-Tumoren beitragen [70]. Der Verlust der
Methylierung ist ein friihzeitiges Ereignis in der Tumorentstehung und korreliert in vielen
Tumorarten mit der Schwere der Erkrankung sowie dem Potential der Metastasierung [58].
Neben der genomweiten Hypomethylierung zahlt auch die Zunahme der Methylierung in den
Promotorregionen spezifischer Gene zu den weiteren Merkmalen von Tumorzellen. Die
Hypermethylierung betrifft hier vorwiegend CpG-Inseln in Promotorregionen von
Tumorsuppressorgenen, die in normalen Zellen unmethyliert vorliegen und durch die
Methylierung inaktiviert werden [71]. Auch dieser Prozess tritt haufig im Frihstadium der
Tumorgenese auf [72].

Nach Knudson’s Two-Hit-Hypothese ist fir den kompletten Funktionsverlust eines
Tumorsuppressorgens die Inaktivierung beider Allele des betroffenen Gens erforderlich [73].
Dies kann entweder auf genetischer Ebene durch Mutation oder Verlust der Heterozygotie
(LOH) erfolgen oder auf epigenetischer Ebene durch Stilllegung des betroffenen Gens durch
Methylierung der betroffenen Promotorregion. Oft tritt auch eine Kombination beider
Mechanismen auf [74].

Aulerdem ist von der Hypermethylierung auch eine Reihe von Genen betroffen, welche an
verschiedenen zellularen Prozessen, wie z.B. dem Zellzyklus, der DNA-Reparatur, der
Zelladhasion und der Apoptose, beteiligt sind. Der Expressionsverlust dieser Gene kann
wesentlich zur Tumorentstehung beitragen [70; 57]. Die Anzahl der Gene, deren Expression
durch epigenetische Veranderungen stillgelegt wird, Gberschreitet die Anzahl derer, die durch
Mutationen inaktiviert werden [75].

Obwohl in verschiedenen Tumorentitdten ahnliche Signalwege betroffen sein kénnen, gibt es
Unterschiede im Methylierungsmuster. DNA-Methylierungsmuster treten nicht zufallig auf,
sondern sind spezifisch fir jede Tumorart. Beispielsweise weisen Darmtumore oder Gliome
ein hohes Methylierungslevel auf, wohingegen sich Kopf-Hals-, Brust- oder Hodentumore
durch ein insgesamt niedriges Methylierungslevel auszeichnen [76].

Die Methylierung von Cytosinbasen kann auch auf genetischer Ebene Einfluss auf die
Tumorgenese haben. 5-Methyl-Cytosin gilt als mutagen, da es durch spontane hydrolytische
Deaminierung in Thymin umgewandelt werden kann. Beispielsweise sind etwa 50 % der
inaktivierenden Punktmutationen im Tumorsuppressorgen TP53 auf methylierte Cytosine

zurtickzufiihren [63].

15



p— ([Rore s - _=L> . 4—,;_

Abbildung 5: Regulation der Genexpression durch DNA-Methylierung (nach Portelo)[77]
Links im Bild dargestellt ist der Zustand einer normalen Zelle, rechts im Bild die Verhaltnisse
in einer Tumorzelle.

A: CpG-Inseln in Promotorregionen sind Ublicherweise unmethyliert, wodurch die Transkription
durch Bindung von Transkriptionsfaktoren stattfinden kann. In Tumorzellen verhindert die
Methylierung der DNA innerhalb von Promotorregionen die Bindung von
Transkriptionsfaktoren an ihre Erkennungssequenz und die Transkription wird gehemmt.

B: Tumorzellen zeichnen sich insgesamt durch eine genomweite Hypomethylierung aus. Dies
fuhrt einerseits zu einer Re-Expression von Proto-Onkogenen, die in gesunden Zellen
typischerweise methyliert vorliegen.

C: Andererseits begtinstigt die Hypomethylierung die Transposition und Rekombination von
DNA-Abschnitten, was zu genomischer Instabilitdt fihrt. Ebenso kdénnen repetitive DNA-
Sequenzen durch die fehlende Methylierung exprimiert werden.

1.3.3 DNA-Methylierung im Harnblasenkarzinom
Wie in vielen anderen Neoplasien konnten auch im Harnblasenkarzinom epigenetische

Veranderungen nachgewiesen werden.

Die DNA-Hypomethylierung ist im Harnblasenkarzinom Uber alle Tumorstadien hinweg stark
ausgepragt [78]. Dies betrifft vor allem LINE-1-Sequenzen (long interspersed nuclear
element 1), die etwa 15 % des menschlichen Genoms ausmachen [79]. Florl et al. konnten
nachweisen, dass LINE-1 Sequenzen im Harnblasenkarzinom zu 95 % hypomethyliert
vorlagen, wahrend diese im Normalgewebe verstark methyliert waren [80]. Auch eine
Abnahme der Methylierung von HERV-K (humanes endogenes Retrovirus) konnte im
Tumorgewebe beobachtet werden [81]. Moore etal. konnten nachweisen, dass die
Hypomethylierung von Leukozyten-DNA mit einem erhdhten Risiko flir Harnblasenkarzinome
assoziiert ist [82].

Auch die epigenetische Stillegung spezifischer Gene durch die Hypermethylierung von
Promotorregionen spielt eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von
Harnblasenkarzinomen. Mehrere Studien konnten belegen, dass die Promotormethylierung
stark mit der Tumorentstehung, dem Tumorstadium, der Progression sowie der

Uberlebensrate assoziiert werden kann [83-87].
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Beispielsweise konnten Maruyama et al. nachweisen, dass die Methylierung der Gene CDH1,
RASSF1A, APC und CDH3 signifikant mit Parametern, die mit einer schlechten Prognose
einhergehen, in Zusammenhang stehen (z.B. Tumorstadium, Wachstumsmuster,
Muskelinvasion und Differenzierungsgrad) [86].

Ebenso konnte die Promotormethylierung von RASSF1A, CDH1, TNFSR 25, EDNRB und
APC mit einem erhdhten Progressionsrisiko in Zusammenhang gebracht werden [87].

Yates et al. konnten signifikante Unterschiede im DNA-Methylierungsmuster verschiedener
Tumorsuppressorgene (RASSF1A, E-Cadherin, TNFSR25, EDNRB und APC) zwischen
nichtinvasiven und muskelinvasiven Harnblasenkarzinomen sowie im Normalgewebe
nachweisen [87].

Muskelinvasive Harnblasentumore zeichnen sich im Vergleich zu nichtinvasiven Tumoren
durch eine starkere Methylierung der DNA aus. Somit konnte bestatigt werden, dass sich die
Entstehungswege der beiden Tumorarten nicht nur auf genetischer, sondern auch zusatzlich
auf epigenetischer Ebene unterscheiden [78]. Dies korreliert mit den Ergebnissen von
Nakagawa et al., die belegen konnten, dass eine verstarkte Methylierung mit einem invasiven
Wachstum der Harnblasentumore in Zusammenhang steht, was auf eine Uberexpression der
DNA-Methyltransferase 1 zurlickgeflhrt werden kann [88].

Kim et al. konnten nachweisen, dass die Hypermethylierung des RUNX3-Promotors ein
erhdhtes Risiko fur die Entstehung von muskelinvasiven Harnblasenkarzinomen darstellt und
mit dem Gesamtlberleben korreliert, wodurch diese als prognostischer Marker angesehen
werden kann [89]. Auch beim nicht muskelinvasiven Harnblasenkarzinom konnte die

Methylierung von RSPH9 als prognostische Marker identifiziert werden [90].
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1.4 Zielstellung

Im Gegensatz zu nichtinvasiven Harnblasentumoren, die nach transurethraler Resektion eine
glinstige Prognose aufweisen, sind die Uberlebensraten bei Patienten mit lokal
fortgeschrittenen, muskelinvasiven Harnblasentumoren auch nach radikaler Zystektomie
deutlich geringer. Bei Vorhandensein von regionalen Lymphknoten- oder Fernmetastasen
reduziert sich die 5-Jahres-Uberlebensrate auf 34 % bzw. 6 %. Der Zeitpunkt der Erstdiagnose
ist demnach entscheidend fir die Prognose des Patienten. Eine individuelle Beurteilung des
Metastasierungsrisikos und somit der individuellen Prognoseeinschatzung ist mit Hilfe der
derzeit zur Verfliigung stehenden diagnostischen Methoden nicht méglich. Dies stellt jedoch
einen entscheidenden Faktor bei der Therapieplanung von Patienten mit muskelinvasivem
Harnblasenkarzinom dar, vor allem im Hinblick auf eine adjuvante Chemotherapie.

Die Methylierung der DNA gilt als einer der am besten beschriebenen epigenetischen
Regulationsmechanismen. Veranderungen im DNA-Methylierungsmuster kénnen friihzeitig

nachgewiesen werden und zeichnen sich durch eine hohe Sensitivitat aus.

Die vorliegende Arbeit basiert auf den Forschungsergebnissen von Stubendorff et al. [91].
Mittels Micro-Array wurden genomweite, metastasierungsspezifische Unterschiede im DNA-
Methylierungsmuster primarer muskelinvasiver Harnblasentumore ermittelt. Anhand dieser
wurden Kandidatengene (u.a. KISS1R) ausgewahlt, deren Methylierungsstatus und
Expression in Zellinien sowie im Gewebe bestimmt und deren Einfluss auf

metastasierungsassoziierte Prozesse untersucht wurde.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht in der Analyse metastasierungsspezifischer
Veranderungen im DNA-Methylierungsmuster der beiden ausgewahlten Kandidatengene
EPHB3 und KISS1R in primaren Harnblasenkarzinomen.

Des Weiteren soll der Einfluss von Veranderungen der DNA-Methylierung von KISS1R auf

metastasierungsassoziierte Prozesse untersucht werden.

Folgende Aufgabenstellungen sollen im Einzelnen bearbeitet werden:

1. Zunachst soll die Quantifizierung der mRNA-Expression der Kandidatengene nach
Inhibierung der DNA-Methyltransferase in Harnblasenkarzinomzelllinien im Vergleich
zu unbehandelten Zelllinien erfolgen.

2. Um den Zusammenhang zwischen Expression und DNA-Methylierung zu analysieren,
soll die DNA-Methylierung der Kandidatengene unter Verwendung
methylierungsspezifischer Restriktionsenzyme und real-time-PCR in Zelllinien sowie

im Primartumorgewebe quantifiziert werden.
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3. Anhand eines unabhangigen Patientenkollektivs sollen die Kandidatengene validiert
werden, um zu prifen, ob diese als Biomarker zur Prognosebewertung des
Metastasierungsrisikos geeignet sind.

4. Um den Einfluss von KISS1R auf metastasierungsassoziierte Prozesse zu
untersuchen, soll in etablierten Zelllinien zunachst die Expression des Gens gezielt
herabreguliert werden. Im Anschluss soll das Verhalten der Zellen in Proliferations-,

Migrations- und Invasionsassays analysiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

211 Gerate

CO,-Inkubator Heraeus, Hanau, D

Mikroskop Axiovert S100 Carl Zeiss, Jena, D

Nanodrop ND-1000 PeqLab, Erlangen, D
Spektrophotometer Infinite ® 200 Pro Tecan Group Ltd., Mannedorf, Schweiz
StepOnePlus™ System Life Technologies GmbH, Darmstadt, D
Sterilwerkbank Heraeus, Hanau, D

Zentrifuge 5804 Eppendorf, Hamburg, D

Zentrifuge Minispin Eppendorf, Hamburg, D

Thermocycler UNO I Biometra GmbH, Géttingen, Germany
VortexGenie ® 2 Scientific Industries, Inc., New York, USA
Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg, D

Luna™ Automated Cell Counter Logos Biosystems, Annandale, USA

XCELLigence Real Time Cell Analyzer ACEA Bioscience, San Diego, USA

2.1.2 Chemikalien und Laborreagenzien

DMSO Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen, D
Essigsaure Merck KgaA, Darmstadt, D
Ethanol Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen, D
Isopropanol Merck KgaA, Darmstadt, D
Trypsin-EDTA Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen, D
Aphidicolin Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen, D

DharmaFECT 1 Transfection Reagent Fisher Scientific, Schwerte, D

2.1.3 Kits
ReliaPrep™ RNA Cell Miniprep System Promega GmbH, Mannheim, D
DNeasy Blood & Tissue Kit Qiagen, Hilden, D

GoScript™ Reverse Transcription System Promega GmbH, Mannheim, D
EpiTect ® Methyl || DNA Restriction Kit Qiagen, Hilden, D
QuantiTect ® SYBR Green PCR Kit Qiagen, Hilden, D

2.1.4 Oligonukleotide
AllStars Negative Control siRNA Qiagen, Hilden, D
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FlexiTube siRNA KISS1R Qiagen, Hilden, D

qPCR-Primer fir Expressionsanalysen

Gen Primersequenz (vorwarts & riickwarts)
N 5'CGG AGA AGC TGC AGC AGT ACATTG 3
5'TCT CCT TGG CAA ACT CCC GAA C-3'
5' GCT CTC ACT CCGACC TTG C-3'
KISS1R
5' AGC GTT TAT AGC CCG TGC C-3'
e 5-TCT AGA CTC CAC CTC TCG TAT C-3
5-CTG GAG GGA TTT GTA GTC CTG-%

qPCR-Primer fir Methylierungsanalysen
EpiTect Methyl Il PCR Primer KISS1R, EPHB3 Qiagen, Hilden, D

2.1.5 Verbrauchsmaterialien

96 Well PCR Platte, farblos, "Fast" Typ Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, D
Adhesive Clear gPCR Seals, Sheets Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, D
PCR SoftTubes 0,2 ml farblos Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, D
Reaktionsgefalte 2.0 ml, farblos, Low Binding Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, D
DNA LoBind Tube 0,5 ml; 1,5ml Eppendorf, Hamburg, D

FCS Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen, D
Opti-MEM ® | Reduced Serum Medium Life Technologies GmbH, Darmstadt,D
Zellkulturflaschen BD Bioscience, Heidelberg, D
BioCoat™Matrigel™ Invasionskammer BD Bioscience, Heidelberg, D
Zellkulturmedien (DMEM, RPMI) Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen, D
Zentrifugenréhrchen BD Bioscience, Heidelberg, D

CIM-Plate 16 ACEA Biosciences, Inc., San Diego, USA
E-Plate 16 ACEA Biosciences, Inc., San Diego, USA

2.1.6 Patientenmaterial
Die RNA- und DNA-Proben wurden im Rahmen der Forschungsarbeit von Stubendorff et al.

aus kryokonserviertem Gewebe isoliert. Es wurde Harnblasentumorgewebe von Patienten mit
bzw. ohne Lymphknoten- oder Fernmetastasen zum Zeitpunkt der Zystektomie verwendet. Die
Gewebeproben stammten aus der Tumorbank der Klinik fir Urologie des Universitatsklinikums
Jena.

Tabelle 2 zeigt die Zusammensetzung des Patientenkollektivs beziglich T-, N- und M-Status.
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Tabelle 2: Zusammensetzung des Patientenkollektivs beziiglich pT-, N- und M-Status

EPHB3 | KISS1R

2 1 1

2a 5 5

2b 1 1

3 2 2

pT-Stadium

3a 10 9

3b 5 3

4 2 3

4a 7 8

() 22 21

Lymphknotenmetastasen
(+) 10 11
(-) 20 18
Fernmetastasen

(+) 13 13
Gesamt 33 32
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2.2 Methoden

2.21 Allgemeine Zellkulturmethoden

2.2.1.1 Verwendete Zelllinien

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit kamen die Urothelkarzinom-Zelllinien RT-112, T24, 5637,
J82, UM-UC-3 und 253J B-V zum Einsatz, deren Ursprung und Kultivierungsbedingungen in
Tabelle 3 dargestellt sind.

Tabelle 3: Verwendete Urothelkarzinom-Zelllinien

Ursprung Kultivierungsbedingungen
Zelllinie :
Patient / . . Verdopp- Temperatur
Modell Tumoreigenschaft Medium Tl cO2
RPMI
Alter
RT-112 . 1640 37 °C
[92] ucvt:ia;?cnhnt Urothelkarzinom, GlI +10 % ca.35h 59, CO2
FCS
DMEM
T24 82 Jahre . o 37 °C
(93] weiblich Urothelkarzinom, GllI +10 % ca.19h 5 9% CO2
FCS
RPMI
J82 58 Jahre Urothelkarzinom, 1640 ca. 30h 37 °C
[94] mannlich Glll, T3 +10 % ’ 5% CO2
FCS
um-uca | Ater _ DMEM 37 °C
unbekannt Urothelkarzinom +10 % ca.20h
[95; 96] . 5% CO2
mannlich FCS
Orthotopes Formation von
Mausmodell  Harnblasentumoren in DMEM
253J B-V | der Zelllinie Nacktmausen +10 % ca. 41h 37 °C
[97] 253J Bildung von Leber-, FCSO ’ 5% CO2
53 Jahre Lungen- und
mannlich  Lymphknotenmetastasen
RPMI
5637 68 Jahre . o 37 °C
[98: 99] mannlich Urothelkarzinom, GlI +|:1((;)3/° ca.29h 5 9% CO2

Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO: in Zellkulturflaschen

mit kontaminationssicherer Bellftungskappe und hydrophobem Filter fir einen optimalen

Gasaustausch.

2.2.1.2 Subkultivierung
Bei Erreichen einer Zelldichte von ca. 80 % in den Kulturflaschen wurden die adhéarent

wachsenden Zellen in Abhangigkeit der Verdopplungszeit im Verhaltnis von 1:3 bis 1:20
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gesplittet. Hierzu wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA passagiert. Trypsin ist eine
Endopeptidase, die Peptide am Carboxylende eines Lysin- oder Argininrestes spaltet. Dabei
werden Zell-Matrix-Verbindungen gespalten und die Zellen von der Kulturflaschenoberflache
abgel6st. EDTA fungiert als Ca?*- und Mg?*-Chelator und I6st die Zell-Zell-Verbindungen.

Nach Absaugen des alten Kulturmediums wurden die adharenten Zellen mit 5 ml PBS
gewaschen, um Riickstande des serumhaltigen Mediums zu entfernen und die Wirksamkeit
von Trypsin zu verbessern. AnschlieRend wurden die Zellen mit 1 ml Trypsin/EDTA versetzt
und fir 5 - 10 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Durch Zugabe von 3 ml serumhaltigem
Medium wurde das Trypsin inaktiviert. Die Zellsuspension wurde im Zentrifugenréhrchen fir
3 min bei 1.100 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in frischem Medium resuspendiert und

die Zellen in gewlinschtem Verdinnungsverhaltnis in neue Zellkulturflaschen ausgesat.

2.2.1.3 Auftauen und Einfrieren von Zellen
Far das Einfrieren von Zellen wurde Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) verwendet,

welches zusatzlich 10 % fetales Kalberserum (FCS) und 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO)
enthalt, das als Frostschutzmittel wirkt. Es verhindert die Bildung von Eiskristallen innerhalb
und aullerhalb der Zellen, welche zur Zerstérung von Zellorganellen beitragen und zum
Absterben der Zellen fiihren. Bei Raumtemperatur wirkt DMSO toxisch, weshalb darauf
geachtet wurde, dass der Auftauprozess zigig ablief und die Zellen nur flr kurze Zeit in
Kontakt mit DMSO blieben. Aus einem mit 8 ml Komplettmedium gefiiliten Falcon Réhrchen
wurde mit einer gestopften Pasteurpipette ca. 0,5 ml serumhaltiges Medium Uber die gefrorene
Zellsuspension im Kryoréhrchen gegeben, wieder abgesaugt und ins kalte, serumhaltige
Medium dberflhrt. Dieser Schritt wurde so oft wiederholt, bis die Zellsuspension im
Kryoréhrchen komplett ins Zentrifugenrdhrchen Uberfihrt wurde. Das Zentrifugenréhrchen
wurde anschlieBend bei 1.100 rpm fur 3 min zentrifugiert, das Zellpellet in 1 ml
Komplettmedium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche ausgesat. Am folgenden Tag
wurde das Medium gewechselt, um tote Zellen zu entfernen. Um adhérente Zellen aus
Kulturflaschen einzufrieren, wurden diese zunachst (wie in 2.2.1.2 beschrieben) vom Boden
der Kulturflasche gelost. Das Zellpellet wurde in 2 ml Einfriermedium resuspendiert und in ein

Kryordéhrchen Uberfiihrt, welches bei -80 °C gelagert wurde.

2.2.1.4 Ernten von Zellen
Die Zellen wurden zunachst mit 1 ml PBS gewaschen, mittels 0,4 ml Trypsin/EDTA vom Boden

des Kulturgefalies geldst und in 1 ml serumhaltigem Medium resuspendiert (siehe 2.2.1.2).
Die Zellsuspension wurde in 2 ml Eppendorf-Gefalte tberflhrt und flir 3 min bei 1.100 rpm

zentrifugiert. Das Uberstandige Medium wurde vorsichtig abgesaugt und das erhaltene
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Zellpellet jeweils zweimal in PBS gewaschen und zentrifugiert. Nach Absaugen des PBS

wurde das Zellpellet bis zur weiteren Behandlung bei -80 °C gelagert.

2.2.1.5 Behandlung mit 5-Aza-2‘-Deoxycytidin
5-Aza-2'-Deoxycytidin (5-Aza-dC) ist ein Nukleosidanalogon, welches anstelle von Cytosin

wahrend der Replikation in die DNA eingebaut wird. Es wirkt als Inhibitor der DNA-Methyl-
Transferase (DNMT), da es kovalent an das Enzym bindet und somit seine Aktivitdt hemmt.
Es kommt zu einem passiven Verlust der Methylierung, da die Re-Methylierung des
Tochterstranges wahrend der Replikation durch die DNMT verhindert wird [100]. Die
Behandlung mit 5-Aza-dC kann eine Reaktivierung der Expression von Genen initiieren, die
durch Methylierung epigenetisch stiligelegt sind [101]. Auf diese Weise sollte der
Zusammenhang zwischen Methylierungsgrad und Expression der beiden Gene EPHB3 und
KISS1R untersucht werden. In 6-Well Platten wurden pro Well 100.000 Zellen in 2 ml
Komplettmedium eingesetzt. Nach ca. 3 — 4 Stunden wurden 5 yM 5-Aza-2‘-Deoxycytidin zu
den Zellen zugegeben. Jeweils 3 Wells dienten als unbehandelte Kontrolle, wahrend die
anderen 3 mit 5-Aza-dC behandelt wurden. Nach 24 h und 48 h wurde das Medium gewechselt

und jeweils 5 uM 5-Aza-2'-Deoxycytidin hinzugegeben. Die Zellen wurden nach 72 h geerntet.

2.2.2 Allgemeine molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 RNA-Isolation

Um die Expression der ausgesuchten Gene zu ermitteln, wurde mit Hilfe des
ReliaPrep™ RNA Cell Miniprep  Systems (Promega) RNA aus den verschiedenen
Harnblasenkarzinomzelllinien isoliert. Das vorher (wie in 2.2.1.4 beschrieben) geerntete
Zellpellet wurde dazu mit 100 pl Lysepuffer versetzt und mittels Pipette oder Vortexmischer
gemischt. Die Zugabe von 35 pl Isopropanol fihrte zur Fallung der Nukleinsauren. Im Puffer
enthaltenes Guanidin-Thiocyanat (GCT) und 1-Thioglycerol dienten zur Inaktivierung der
vorhandenen Ribonukleasen im Zellextrakt. GCT bricht Nukleoproteinkomplexe auf, sodass
RNA frei wird und frei von Protein isoliert werden kann. Das Lysat wurde in
Aufreinigungssaulen Uberfuhrt und bei 13.500 x g fir 30 s zentrifugiert. Chaotrope Salze im
Puffer dienten zur Bindung der Nukleinsauren an die Membran der Waschsaulen, wohingegen
restliche Zellbestandteile durchflieRen konnten. Auf die Membran wurden nun 30 pl DNase I-
Mix bestehend aus 24 pl Yellow Core Buffer, 3 uyl MnCl 0.09 M und 3 ul DNase | gegeben und
fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die DNase | diente hierbei zum Verdau der ebenso
in der Membran verbleibenden genomischen DNA. Um die Gesamt-RNA der Zellen von
verunreinigenden Salzen, Proteinen und Zellbestandteilen zu befreien, schlossen sich 3

Waschdurchgange an. Die aufgereinigte RNA wurde anschlieend in 17 yl Nuklease-freiem
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Wasser eluiert und deren Konzentration und Qualitat mittels NanoDrop ND-100 (PeqLab)

ermittelt.

2.2.2.2 DNA-Isolation
Zur |solation von genomischer DNA aus Harnblasenkarzinomzelllinien wurde das

Blood & Tissue DNA Kit (Qiagen) verwendet. Hierzu wurde das Zellpellet mit 200 pl Lysepuffer
und 20 pl Proteinase K versetzt und fir 10 min bei 56 °C im Thermomixer inkubiert, wodurch
Zell- und Kernmembranen aufgelést wurden. AnschlieBend wurden 200 pl Ethanol
(96 — 100 %) hinzugegeben, was zu einer Ausfallung der Nukleinsauren fiihrte. Durch das
Enzym Proteinase K wurden Proteine im Zelllysat abgebaut und Nukleinsauren freigesetzt.
Durch Zentrifugation des Lysats fir 1 min bei 6000 x g konnte DNA selektiv an die Membran
des Zentrifugenrdhrchens binden, wahrend verunreinigende Zellbestandteile, Salze und
Proteine durch zwei anschlieRende Waschschritte entfernt wurden. Die DNA wurde durch
Zugabe von 200 yl Nuklease-freiem Wasser von der Membran eluiert und die Konzentration
mittels NanoDrop ND-100 (PeqLab) bestimmt.

2.2.2.3 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR)
Die real-time quantitative PCR ist eine Methode, die zur Amplifikation von bestimmten DNA-

Sequenzen und zur Quantifizierung der gewonnenen DNA mittels Fluoreszenzfarbstoff genutzt
wird. In einem Thermocycler laufen ca. 30 - 50 Zyklen ab, wobei das Produkt jedes Zyklus als
Ausgangsstoff fir den nachsten Zyklus dient. Auf diese Weise findet eine exponentielle

Vervielfaltigung des gewiinschten DNA-Abschnitts statt. Jeder Zyklus besteht aus 3 Schritten:

1. Denaturierung (Melting):

Durch Erhitzen der DNA auf ca. 95 °C werden die DNA-Doppelstrange durch Ldésen der
Wasserstoffbrickenbindungen voneinander getrennt. Im ersten Zyklus (Initialisierung) wird die
DNA fir langere Zeit erhitzt, um zu gewahrleisten, dass sich die Doppelstrange der Ausgangs-

DNA komplett voneinander getrennt haben.

2. Primerhybridisierung (Annealing):

Durch Abkuhlung auf eine fir den Primer spezifische Temperatur kann dieser sich gezielt an

den zugehorigen Genabschnitt anlagern.

3. Elongation:
Bei 72 °C findet die Verlangerung der DNA-Strange durch die DNA-Polymerase statt, wobei

die Primer dem Enzym als Startmolekiil dienen.
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Bei der Real-Time-PCR werden mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen Signale erzeugt, welche
am Ende jedes Zyklus gemessen werden. Die Intensitat der Signalstarke steigt mit steigender
Zykluszahl. Sie korreliert dabei quantitativ mit der Menge der erzeugten Produkte und kann in

Echtzeit (real time) verfolgt werden.

Fir die PCR-Versuche wurde das QuantiTect® SYBR® Green PCR Kit (Qiagen) verwendet.
Der darin enthaltene Farbstoff SYBR-Green | bindet an alle doppelstrangigen DNA-Molekiile.
Hierzu zahlen z.B. auch Primer und unspezifische DNA-Produkte. Die Messung sollte in der
exponentiellen Phase der PCR stattfinden, in der die optimale Verdopplung der Zielregion
stattfindet. In der Frihphase der PCR ist die Konzentration an Produkten noch zu gering,
sodass keine eindeutigen Signale messbar sind. Eine Quantifizierung der PCR-Produkte in
der Endphase der PCR ist ebenfalls nicht mdglich, da die Reaktion eine Plateauphase erreicht.
Die Spezifitat der Reaktion wurde im Anschluss an die PCR durch eine Schmelzkurvenanalyse
kontrolliert.

Die PCR wurde mit dem StepOnePlus™ System (Life Technologies) durchgefuhrt. Hierfur
wurden in 96-Well-Platten zu 8 uyl PCR Master Mix 2 uyl cDNA bzw. DNA gegeben. Als
Negativkontrolle wurden 2 ul H.O anstelle von DNA zugegeben. Pro PCR wurde jede Probe

dreifach analysiert.

PCR- Master Mix

Volumen | Endkonzentration
2 x QuantiTect® SYBR® Green PCR Mix 5 ul 1Xx
Primer forward & reverse [10 uM] 0,25-0,5ul 0,25-0,5uM
Nuklease-freies H2O 25-2,75l

gqPCR-Programm

1. Expressionsanalysen

Programmschritt Temperatur Zeit
Hot Start Aktivierung 95 °C 15 min
Denaturierung 94 °C 15s
Amplifikation 40 x Annealing | Primer-spezifisch | 30 s
Elongation 72 °C 30s
Schmelzkurven 60°C-95°C
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2. DNA-Methylierungsanalysen

Programmschritt | Temperatur | Zeit
Hot Start Aktivierung 95 °C 15 min

99 °C 30s
3x

72 °C 60 s

97 °C 15s
40 x

72 °C 60 s

Schmelzkurven 60 -95°C —

2.2.3 mRNA-Expressionsanalysen
Um das Expressionslevel der Kandidatengene zu ermitteln, wurde mit Hilfe des GoScrip

tTM
Reverse Transcription System (Promega) die Gesamt-RNA aus den Zelllinien in cDNA
umgeschrieben. Dieser Schritt ist notwendig, da die in der PCR verwendete Polymerase DNA
als Ausgangsmaterial bendtigt. Fir die reverse Transkription wurde das Enzym reverse
Transkriptase, eine RNA-abhangige Polymerase, eingesetzt. Dem Enzym dienten Oligo(dT)1s
Primer als Ausgangspunkt. Diese bestehen aus 15 Desoxythymidinen, die komplementar zum
Poly-A-Schwanz der mRNA sind. In ein 0,2 ml Reaktionsgefal® wurden 300 — 1000 ng
Gesamt-RNA und 1 ul Oligo(dT)s-Primer in einem Gesamtvolumen von 10 pl gemischt.
AnschlieBend wurde das Gemisch bei 70 °C fur 5 Minuten im Thermoblock inkubiert und
dadurch denaturiert. Zu dem Gemisch wurden jeweils 10 yl des GoScriptReaction Mix

gegeben.

GoScriptReaction Mix

Volumen Endkonzentration in 20 pl
in pl Reaktionsansatz

GoScript™ Reaktionspuffer [5 x] 4 1x

MgClz, 25 Mm 2 2,5mM

PCR Nukleotide Mix, 10 Mm 1 0,5 mM

Recombinant RNAsin® Ribonuclease

Inhibitor 0,5 20 Units
Reverse Transkriptase 1 -
Nuklease-freies Wasser 1,5 -

Die Proben wurden im Thermoblock bei 25 °C fiir 5 min inkubiert, wodurch die Anlagerung der
Primer (Annealing) erfolgte. AnschlieRend erfolgte die Elongation bei 42 °C fir 60 min und die

Inaktivierung des Enzyms bei 70 °C fur 15 min.
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Das Expressionslevel der Gene wurde mit Hilfe der gPCR (siehe 2.2.3.3) bestimmt.
Dabei wurde neben der Expression der Zielgene auch die Expression eines Referenzgens
(ATP5B) bestimmt, sodass der ACt-Wert berechnet werden konnte.

ACt = Ct Zielgen — Ct Referenzgen

Die relative Expression kann bei optimaler PCR-Effizienz folgendermalien berechnet werden:

Relative Expression = 22

2.2.4 Quantitative Analyse der DNA-Methylierung
Um den Methylierungsstatus der Kandidatengene in den beiden Patientengruppen zu

bestimmen, wurde das EpiTect Methyl DNA Restriction Kit (Qiagen) verwendet. Diese
Methode basiert auf der Verwendung von zwei verschiedenen Restriktionsenzymen, welche
DNA entweder methylierungsunabhangig (Enzym A) oder methylierungsabhangig (Enzym B)
verdauen. Zunachst wurde flr jede Patientenprobe ein Mastermix bestehend aus 250 ng DNA,
26 pl 5 x Restriction Digestion Buffer und Nuklease-freiem Wasser in 120 yl Gesamtvolumen
angesetzt. In vier verschiedenen Reaktionsansatzen wurde der DNA-Mastermix mit

Reaktionsenzymen und Nuklease-freiem Wasser versetzt:

Mo | Ms | Md | Msd

DNA-Mastermix [ul] 28 | 28 | 28 | 28
Methylierungsunabhangiges Enzym A[ul] | --- | 1 | --- 1
Methylierungsabhangiges Enzym B [pl] | - | -~ | 1 1
Nuklease-freies H2O [pl] 2 1 1

In der methylierungsunabhangigen Verdauungsreaktion Ms wird unmethylierte oder nur
teilweise methylierte DNA durch Enzym A verdaut. Enzym B im Reaktionsansatz Md verdaut
nur methylierte DNA. Als Kontrolle der Reaktion diente der Ansatz Msd, welcher beide
Reaktionsenzyme enthielt, wodurch die eingesetzte DNA komplett verdaut wurde. Die Proben
wurden im Thermocycler bei 37 °C fur mindestens 6 h verdaut und die Enzyme bei 65 °C fur
20 min inaktiviert. Mittels real-time qPCR erfolgte die Quantifizierung der Methylierung in
Vergleich mit dem unbehandelten Reaktionsansatz Mo.

Die relative Methylierung wurde folgendermal3en berechnet:

ACt=CtMd -Ct Mo bzw. ACT =CtMs - Ct Mo

Relative Methylierung = 24
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2.2.5 Funktionelle Analysen

2.2.5.1 Transiente Inhibierung von KISS1R

Um eine gezielte Herunterregulierung der Genexpression (knock down) von KISS1R zu
erreichen, wurde die Methode des posttranskriptionellen Gene silencing verwendet, welche
auf dem Prinzip der RNA-Interferenz basiert.

siRNAs (small interfering RNAs) sind doppelstrangige RNA-Molekule einer Lange von 21 - 23
Basenpaaren. Mit Hilfe eines Transfektionsmediums werden sie in die Zellen eingebracht. Dies
basiert auf dem Prinzip der Lipofektion. Kationische Lipide bestehen aus einer positiv
geladenen Kopfgruppe und einem oder zwei ungeladenen Kohlenwasserstoffresten. Der
negativ geladene Phosphatrest der siRNA interagiert mit der positiv geladenen Kopfgruppe
der Lipide, was zur Ausbildung eines Lipid-RNA-Komplexes fiihrt. Dieser sogenannte Lipoplex
besitzt eine positiv geladene Oberflache, die nun mit der negativ geladenen Zellmembran
interagiert und deren Fusion ermoglicht. Mittels Endozytose wird der Lipid-DNA-Komplex in
die Zelle aufgenommen. Nach Zerfall des Endosoms kommt es zur Freisetzung der siRNA im
Zytoplasma [102], wo sie in den Multiproteinkomplex RISC (RNA-inducing silencing complex)
eingebaut wird. Dieser bewirkt die endonukleolytische Spaltung der komplementaren mRNA
[103].

Fir die Transfektionsversuche wurde die Harnblasenzelllinie 5637 ausgewabhit.

In 6-Well-Platten wurden 3 x 10°Zellen in 2 ml RPMI + 10 % FCS ausgesat. Um eine Adhasion
der Zellen am Boden der Platten zu gewahrleisten, wurde die Transfektion am darauffolgenden
Tag durchgefiihrt. Fur die Transfektion wurden die FlexiTube siRNA KISS1R (Qiagen) und die
AllStars Negative Control siRNA (Qiagen) als Negativkontrolle (NC) verwendet, welche zu
keinen bekannten Saugetiergenen homolog ist. Die siRNAs wurden in einer Konzentration von
50 nM eingesetzt. Beide Ansatze wurden als Triplikate durchgefuhrt. Pro Well wurden 3 pl
Transfektionsmedium DharmaFECT 1 Transfection Reagent (Fisher Scientific) verwendet.

Pro Well wurde je ein Ansatz fir das Transfektionsmedium und die siRNA vorbereitet.

Ansatz siRNA Ansatz Transfektionsmedium
NC-siRNA 50 pl 2 uM siRNA-Stock 3 pl DharmaFECT1

+ 150 pl OptiMEM + 197 pl OptiMEM
KISS1R-siRNA 50 pl 2 uM siRNA-Stock 3 pl DharmaFECT1

+ 150 pl OptiMEM + 197 pl OptiMEM

Die beiden Ansatze wurden zunachst durch Pipettieren gemischt und bei Raumtemperatur fir
5 min inkubiert. Im Anschluss daran wurde der siRNA-Ansatz zum Transfektionsmedium
gegeben und das Gemisch fir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurden zu

jedem Ansatz 1,6 ml Komplettmedium RPMI + 10 % FCS hinzugegeben. Das alte Medium in
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den 6-Well-Platten wurde abgesaugt und durch den vorbereiteten Transfektionsansatz ersetzt.
Die Zellen wurden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert und das Medium nach 24 h durch
Komplettmedium ausgetauscht, um die toxische Wirkung des Transfektionsmediums zu
reduzieren. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet und flr weitere Funktionsanalysen
verwendet. Aullerdem wurde im Anschluss aus den verbliebenen Zellen RNA isoliert, um
mittels quantitativer RT-PCR die Expression des KISS1R zu bestimmen und die Effektivitat

der Transfektion zu ermitteln.

2.2.5.2 Echtzeit-Zellanalysen
Der Einfluss der Inhibierung von KISS1R auf die Proliferation und Migration der transfizierten

Zellen im Vergleich zur Kontrolle wurde mit dem xCELLigence Real Time Cell Analyzer (RTCA)
(ACEA Bioscience, Inc.) ermittelt. Die verwendeten E-Plates 16 (Proliferationsassay) und CIM-
Plates 16 (Migrationsassay) besitzen Goldelektroden am Boden der Wells, die von einem
Wechselstrom durchflossen werden, was zur Impedanzmessung genutzt wurde.
Veranderungen der Impedanz entstehen durch Anderungen der Kontaktstellen zwischen
Zellen und Goldelektrode. Sind die Goldelektroden nicht mit Zellen bewachsen, so entspricht
die gemessene Impedanz dem Wechselstromwiderstand der Elektroden. Wenn Zellen auf der
Oberflache der Elektrode anhaften, steigt der Widerstand und damit auch die gemessene
Impedanz an. Die Zunahme der Impedanz ist demnach proportional zur Adhasion und
Proliferation der Zellen auf der Elektrode. Die Impedanz wird in Zellindexwerten angegeben
und kann mit einer hohen Zeitauflésung in Echtzeit gemessen werden. Diese Methode

ermdglicht die kontinuierliche Analyse von Proliferation, Migration, Zellzahl und Vitalitat.

Proliferationsassay

Fir die Proliferationsanalysen wurden E-Plates 16 verwendet. Die vorher transfizierten Zellen
(siehe 2.2.6.1) wurden zun&chst abtrypsiniert und mittels Luna™ Automated Cell Counter
(Logos Biosystems) gezahlt. Pro Well wurden 10.000 Zellen in 200 yl RPMI + 10 % FCS
eingesetzt. Die Analyse der Proliferation erfolgte Uber einen Zeitraum von 42 h. In den ersten
4 h wurde die Adhasion gemessen und im Anschluss die Proliferation. Die Messung des
Zellindexes erfolgte in den ersten 4,5 h alle 30 s, danach bis zum Ende des Versuchs alle
30 min. Jeder Ansatz wurde als Triplikat gefihrt. Zellfreies Komplettmedium diente als

Leerwert.

Migrationsassay

Die Analyse der Zellmigration erfolgte unter der Verwendung von CIM Plates 16. Diese stellen
ein Zwei-Kompartiment-System dar, welches durch eine auf der Unterseite mit Goldelektroden
beschichtete porése Membran (8 um Porengrdlie) gebildet wird. In die untere Kammer wurden
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160 pl Komplettmedium RPMI + 10 % FCS gegeben. Das darin enthaltene FCS diente den
Zellen als Lockstoff flir die Migration in die untere Kammer. In die obere Kammer wurden
20.000 Zellen in 150 ul serumfreies Medium gegeben. Zusatzlich wurde das Medium mit dem
Proliferationshemmer Aphidicolin versetzt. Aphidicolin ist ein selektiver Inhibitor der DNA-
Polymerase a, wodurch die Zellteilung verhindert wird [104].

Die Gesamtkonzentration von Aphidicolin in der oberen Kammer betrug 1 pg/ml. Zellen, die
durch die Poren auf die Unterseite der Membran migrieren, kénnen dort durch Zunahme der
Impedanz identifiziert werden. Die Migration der Zellen wurde Uber einen Zeitraum von 12 h
beobachtet. Die Messung des Zellindex erfolgte in den ersten 9 h alle 30 s, danach bis zum

Ende des Experiments alle 30 min.

Invasionsassay

Um den Einfluss der Inhibierung von KISS1R auf die Invasionsfahigkeit der Zellen zu
untersuchen, wurden Biocoat™ Matrigel™ Invasionskammern (BD, Bioscience) verwendet.
Diese stellen ein in-vitro-System zur Untersuchung der Zellinvasion durch die Basalmembran
dar. Die Einsatze dieser Multi-Well-Platten besitzen auf der Unterseite eine porése Membran
(Porendurchmesser 8 um), die mit einer gleichmaBigen Schicht von Matrigel/™ Matrix
Uberzogen ist. Invasiv wachsende Zellen kénnen diese Matrix abbauen und dadurch in den
unteren Teil der Kammer gelangen. In jede Kammer wurden zunachst 750 pl Komplettmedium
RPMI + 10 % FCS hineingegeben, bevor die mit Matrigel™ beschichteten Einsatze eingesetzt
wurden. In den Einsatz wurden nun 50.000 Zellen in 500 pl serumfreies Medium eingefligt.
Anschlieend wurde die Platte bei 37 °C und 5 % COz fir 24 Stunden im Brutschrank inkubiert.
Nach 24 h wurden die Einsatze vorsichtig mit einer Pinzette aus der Kammer genommen und
das alte Medium entfernt. Es wurde darauf geachtet wurde, dass die Unterseite der Einsatze
nicht bertihrt wurde, da sich hier eventuell Zellen befanden, welche durch die Membran migriert
waren. Anschlielend wurden die Einsatze zweimalig mit 500 pl Aqua dest. gewaschen und in
500 pl 75 % Ethanol fur 20 Minuten bei 4 °C fixiert. Die Boden der Einsatze wurden danach
erneut zweimal in 500 pl Aqua dest. gewaschen. Mit einem Wattestdbchen wurden Zellreste,
Matrigel™ und Medium von den Innenseiten der Einsétze entfernt. Die Zellen an der Unterseite
der Einsatze wurden mit 0,1 % Kiristallviolettldsung fir 5 min gefarbt. Das Uberschissige
Kristallviolett wurde in 2 Waschschritten mit jeweils 500 yl Aqua dest. von den Einsatzen
entfernt und trocknen gelassen. In 800 pl 10 % Essigsaure wurden die Zellen lysiert und der
Farbstoff freigesetzt. Aus jeder Kammer wurden je 100 pl des Gemischs aus Essigsaure und
Farbstoff in zwei Wells einer 96-Well Platte gefuhrt und im Anschluss im TECAN-
Plattenlesegerat bei 595 nm photometrisch gemessen. 10 % Essigsaure wurde als Blank

verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von 5-Aza-2‘-deoxycytidin auf die mRNA-Expression von
EPHB3 in Harnblasenkarzinomzelllinien
Zunachst sollte das Expressionsniveau von EPHB3 in den beiden
Harnblasenkarzinomzelllinien RT-112 und T24 untersucht werden.
Um eine Korrelation zwischen DNA-Methylierung und mRNA-Expression zu analysieren,
wurde in einem weiteren Ansatz das Expressionsniveau nach Behandlung mit dem DNMT-
Inhibitor 5-Aza-2'-deoxycytidin bestimmt. Die Werte der mittleren relativen Expression Ms von
EPHB3 ohne oder nach Zugabe von 5-Aza-dC sind in Tabelle 4 dargestellt.
In den beiden Zelllinien konnte eine Zunahme der Expression von EPHB3 nach Zugabe von
5-Aza-dC beobachtet werden. RT-112 zeichnete sich im Vergleich zu T24 durch ein deutlich
héheres Expressionslevel von EPHB3 aus. Durch die Zugabe von 5-Aza-dC konnte die
Expression in RT-112 um den Faktor 4,6 gesteigert werden. Im Gegensatz hierzu konnte sie
in T24 nach 5-Aza-dC-Zugabe lediglich um den Faktor 1,2 gesteigert werden. Abbildung 6
zeigt die relative Expression von EPHB3 in den beiden Zelllinien RT-112 und T24 ohne und
nach Behandlung mit 5-Aza-dC.
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Abbildung 6: Einfluss von 5-Aza-dC auf die Expression von EPHB3 in RT-112 und T24
Dargestellt ist die mittlere relative Expression von EBHB3 in den beiden Zelllinien RT-112 und
T24 ohne (-) und nach Behandlung (+) mit dem DNMT-Inhibitor 5-Aza-dC.
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Tabelle 4: Mittlere relative Expression von EPHB3 nach Zugabe von 5-Aza-dC in RT-112
und T24

Mittlere relative
Zelllinie | 5-Aza-dCZugabe ) Fold change
Expression
(-) 7,992E-03 1
RT-112
(+) 3,667E-02 4,6
(-) 5,214E-04 1
T24
(+) 6,333E-04 1,2

3.2 DNA-Methylierung der Kandidatengene in
Harnblasenkarzinomzelllinien

Die Analyse des DNA-Methylierungsniveaus der Kandidatengene in  den
Harnblasenkarzinomzelllinien RT-112 und T24 erfolgte mittels DNA-Restriktionsverdau und
gPCR. Hierfir wurden zwei verschiedene Restriktionsenzyme verwendet. Das
methylierungsunabhangige Enzym A, welches nur unmethylierte und teilweise methylierte
DNA schneidet, und das methylierungsabhangige Enzym B, welches nur methylierte DNA
schneidet. FUr das methylierungsunabhangige Enzym A zeigte sich in Patentenproben ein
signifikanter Unterschied der Methylierung von KISS1R (siehe 3.3.2), sodass dieses
Restriktionsenzym flr die statistische Auswertung aller weiteren Untersuchungen der
Methylierung ebenfalls verwendet wurde. Die Werte der relativen Methylierung von EPHB3
und KISS1R sind in Tabelle 5 dargestellt.

Die Promotorregion von EPHB3 wies in den beiden Zelllinien RT-112 und T24 ein ahnlich
niedriges Methylierungsniveau auf. In T24 war EPHB3 hierbei lediglich um den Faktor 1,06
starker methyliert als in RT-112. Im Vergleich hierzu zeichnet sich die Promotorregion von
KISS1R in den beiden Zelllinien durch gréRere Unterschiede in der Methylierung aus. KISS1R
war dabei in T24 etwa 24-fach starker methyliert als in RT-112. Insgesamt waren beide

Kandidatengene in der Zelllinie T24 starker methyliert als in RT-112 (siehe Abbildung 7).
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Tabelle 5:DNA-Methylierung der Kandidatengene in Harnblasenkarzinomzelllinien
(normalisiert auf RT-112)

Gen

Zelllinie | Relative Methylierung Ms

Fold change

EPHB3

RT-112
T24

-5,035
4,748

1,06

KISS1R

RT-112
T24

-5,404
-0,221

24,45

Relative Methylierung
(logarithmierte Daten)
w

RT-112

T24

@EEPHB3
B KISS1IR

Abbildung 7: Relative
Harnblasenkarzinomzelllinien
Die Balken zeigen die relative Methylierung der Promotorregionen der Kandidatengene
EPHB3 und KISS1R (normalisiert auf RT-112) in den Harnblasenkarzinomzelllinien RT-112

und T24.
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3.3 DNA-Methylierung der Kandidatengene im primaren
Harnblasenkarzinomgewebe

3.3.1 EPHB3

Der Methylierungsstatus von EPHB3 wurde an 32 Patientenproben beziglich des
Lymphknotenstatus (10 Lymphknotenmetastasen vorhanden vs. 22 nicht vorhanden) und an
33 Proben in Hinblick auf Fernmetastasen (13 metastasiert vs. 20 nicht metastasiert) validiert.
Fir Patienten mit Lymphknotenmetastasen betrug die mittlere relative Methylierung 0,006 und

fur Patienten ohne Lymphknotenmetastasen 0,024. Zwischen den beiden Gruppen konnte bei

einem p-Wert von 0,764 kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.

Die mittlere relative Methylierung fir Patienten mit Fernmetastasen betrug 0,236 bzw. 0,164
fur Patienten ohne Fernmetastasen. Auch hier konnte bei einem p-Wert von 0,957 kein
signifikanter Unterschied in Hinblick auf das Vorhandensein von Fernmetastasen festgestellt

werden (siehe Tabelle 6). Die Verteilungen der Methylierungswerte sind in Box-Whisker-Plots

dargestellt (Abbildung 8 und 9).

Tabelle 6: Relative Methylierung von EPHB3 im Gewebe

Relative Methylierung Ms

Gruppe Probenzahl
Mittelwert STD p-Wert
- 22 0,243 0,084
Lymphknotenmetastasen 0,764
(+) 10 0,007 0,145
Fernmetastasen (-) 20 0,164 0,063
0,957
(+) 13 0,236 0,148
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Abbildung 8: Methylierung von EPHB3 im Gewebe im Hinblick auf das Vorhandensein
von Lymphknotenmetastasen
Box-Whisker-Plot der relativen Methylierung von EPHB3
Primartumoren von Patienten ohne (n=22) bzw.

Lymphknotenmetastasen.
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Abbildung 9: Relative Methylierung von EPHB3 im Gewebe im Hinblick auf das
Vorhandensein von Fernmetastasen

Box-Whisker-Plot der relativen Methylierung von EPHB3 im Vergleich zwischen
Primartumoren von Patienten ohne (n = 20) bzw. mit (n = 13) vorhandenen Fernmetastasen.
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3.3.2 KISS1R
Die Analyse der relativen Methylierung von KISS1R erfolgte an 32 Proben beziglich des

Lymphknotenstatus (11 Lymphknotenmetastasen vorhanden vs. 21 nicht vorhanden) und an
31 Proben bezlglich des Fernmetastasenstatus (18 metastasiert vs. 13 nicht-metastasiert).
Die mittlere relative Methylierung fir Patienten mit Lymphknotenmetastasen betrug -2,951
bzw. -4,774 bei Patienten ohne Lymphknotenmetastasen. Der Unterschied zwischen beiden
Gruppen war signifikant (p = 0,026).

Fir Patienten mit Fernmetastasen betrug die relative Methylierung -3,802 bzw. -4,480 flr
Patienten ohne Fernmetastasen. Ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen
bestand nicht (p = 0,125). (siehe Tabelle 7).

Die Verteilungen der Methylierungswerte sind im Box-Whisker-Plot (Abbildung 10 und 11)
dargestellt.

Tabelle 7: Relative Methylierung von KISS1R im Gewebe

Relative Methylierung Ms
Gruppe Probenzahl
Mittelwert STD p-Wert
(-) 21 -4,774 1,437
Lymphknotenmetastasen 0,026
(+) 11 -2,951 1,091
Fernmetastasen (-) 18 -4,480 1,560 0.125
(+) 13 -3,802 1,582
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Abbildung 10: Methylierung von KISS1R im Gewebe im Hinblick auf das Vorhandensein
von Lymphknotenmetastasen

Box-Whisker-Plot der relativen Methylierung von KISS1R im Vergleich zwischen
Primartumoren von Patienten ohne (n=21) bzw. mit (n=11) vorhandenen
Lymphknotenmetastasen.
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Abbildung 11: Methylierung von KISS1R im Gewebe im Hinblick auf das Vorhandensein
von Fernmetastasen

Box-Whisker-Plot der relativen Methylierung von KISS1R im Vergleich zwischen
Primartumoren von Patienten ohne (n = 18) bzw. mit (n = 13) vorhandenen Fernmetastasen.

3.4 Funktionsanalysen

3.4.1 Transiente Inhibierung der Expression von KISS1R
Der Einfluss von KISS1R auf metastasierungsassoziierte Prozesse sollte nach transienter

Inhibierung des Gens analysiert werden. Hierzu erfolgte die Transfektion von
Harnblasenkarzinomzelllinien mit spezifischer siRNA, die gezielt an die mRNA von KISS1R
bindet und dadurch deren Abbau bewirkt.

3.4.2 Expression von KISS1R in Harnblasenkarzinomzelllinien
Um fir die nachfolgenden Funktionsanalysen eine geeignete Zelllinie auszuwahlen, die

KISS1R in hohem Male exprimiert, wurde das Expressionsniveau des Kandidatengens in

41



verschiedenen Harnblasenkarzinomzelllinien mittels gPCR bestimmt. Die
Expressionsunterschiede in den verschiedenen Zelllinien sind in Abbildung 12 dargestellt.

KISS1R wurde in der Zelllinie UMUC3 am geringsten exprimiert. Tabelle 8 zeigt die relative
Expression der verschiedenen Harnblasenkarzinomzelllinien in Relation zur Expression von
UMUCS. In RT-112 und T24 wurde KISS1R um den Faktor 38 bzw. 13 starker exprimiert als
in UMUC3. Die héchste Expression von KISS1R wurde in den Zelllinien 253J-BV und 5637
beobachtet. 253J-BV exprimierte KISS1R um den Faktor 107 starker als in UMUC3. 5637
wies insgesamt die héchste Expression auf. KISS1R wurde hier 326-fach starker exprimiert

als in UMUCS. 5637 wurde somit fir die Funktionsanalysen ausgewabhilt.
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5 m5637
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Abbildung 12: Relative Expression von KISS1R in Harnblasenkarzinomzelllinien

Tabelle 8: KISS1R in

Harnblasenkarzinomzelllinien (normalisiert auf UMUC3)

Relative Expression von verschiedenen

Relative Expression
Zelllinie Fold change
Mittelwert STD
RT-112 | 4,483E-06 4,483E-06 38,9
T24 1,524E-06 1,976E-06 13,2
UMUC3 | 1,151E-07 7,252E-08 1
5637 3,756E-05 1,276E-05 326,3
253J-BV | 1,233E-05 1,385E-05 107,3
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3.4.3 Transfektionseffizienz
In insgesamt 3 Versuchsansatzen wurden die 5637-Zellen Uber einen Zeitraum von 48 h mit

jeweils 50 nM spezifischer KISS1R-siRNA bzw. unspezifischer Negativkontroll-RNA (NC)
transfiziert. Pro Versuchsansatz erfolgten jeweils 3 Transfektionsansatze in Duplets. Um die
Effizienz der Transfektion zu Uberprifen, erfolgte eine mMRNA-Expressionsanalyse mittels
gPCR. Durchschnittlich konnte die Expression auf 13 % des Ausgangswertes herabreguliert
werden. Die Reduktion der KISS1R-Expression war signifikant (p = 0,001). Tabelle 9 zeigt die
Werte der mittleren relativen Expression von KISS1R nach transienter Transfektion.

Die Effizienz der transienten Transfektion von 5637-Zellen mit KISS1R-siRNA ist in Box-
Whisker-Plots dargestellt (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Effizienz der transienten Transfektion von 5637 Zellen mit KISS1R-siRNA
(50 nM nach 48 h)

Dargestellt ist die relative Expression von KISS1R in 5637 Zellen nach Transfektion mit

50 nM unspezifischer Negativkontroll-siRNA bzw. 50 nM spezifischer KISS1R-siRNA nach
einem Zeitraum von 48 h. Die Transfektion mit spezifischer KISS1R-siRNA fiihrte zu einer
Verringerung der Expression auf 13 % des urspringlichen Expressionsniveaus.

Tabelle 9: Mittlere relative Expression von KISS1R nach transienter Transfektion (siRNA
50 uM nach 48 h)

Mittlere relative Expression
STD Fold change
(KISS1R / ATP5B)
NC 1,863E-05 1,344E-05 1
KISS1R 2,522E-06 3,211E-06 0,135
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3.5 Funktionsanalysen
Nachdem bestatigt werden konnte, dass die Transfektion zu einer Herabregulation der

Expression von KISS1R fiihrte, wurde in Funktionsanalysen das Proliferations-, Migrations-
und Invasionsverhalten der Zellen untersucht.

Mit Hilfe des Real-Time Cell Analyzer wurde die Zellproliferation ermittelt. Um die optimale
Zellzahl zu ermitteln, wurden zunachst 5637-Wachstumskurven erstellt (siehe Anhang 7). Pro
Messung wurden 10.000 Zellen verwendet. Zur Berechnung der Zellproliferation wurde der
Zellindex zum Zeitpunkt 4 Stunden nach Aussaat vom Zellindex nach 42 Stunden subtrahiert,
um die Adhasionsphase auszuschlielen. Die Transfektion mit spezifischer KISS1R-siRNA
fuhrte zu einer Verringerung der Zellproliferation auf 43 % des Ausgangsniveaus. Der
Unterschied im Vergleich zur Negativkontrolle war signifikant (p = 0,000).

Die Messung der Zellmigration erfolgte ebenso im Real-Time Cell Analyzer unter Verwendung
von 20.000 Zellen pro Messung. Fur die Berechnung der Migrationsrate wurde der Zellindex
zum Zeitpunkt 4 Stunden vom Zellindex nach 12 Stunden subtrahiert. Es konnte kein
signifikanter Unterschied (p = 0,928) zwischen den mit KISS1R-siRNA und NC-siRNA
transfizierten Zellen festgestellt werden.

Um den Einfluss von KISS1R auf das Invasionsverhalten von 5637 zu ermitteln, wurden pro

I"™ beschichtete Invasionskammern

Versuchsansatz 50.000 transfizierte Zellen in mit Matrige
ausgesat. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des TECAN-Plattenlesegerats. Die Verteilung der
Werte zwischen den beiden Gruppen zeigte keinen signifikanten Unterschied (p = 0,827)

Die prozentuale Anderung der Proliferation, Migration und Invasion von 5637-Zellen nach

transienter Transfektion ist in Box-Whisker-Plots dargestellt (Abbildung 14 - 16).
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Abbildung 14: Proliferationsverhalten nach Inhibierung von KISS1R
Die Box-Whisker-Plots zeigen die prozentuale Veranderung der Proliferation nach transienter
Transfektion mit KISS1R-siRNA (rot) im Vergleich zur Behandlung mit Negativkontroll-siRNA.

Eine Verringerung der Zellproliferation auf 43 % des Ausgangsniveaus konnte gemessen
werden (p = 0,000)
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Migration nach Transfektion mit 50nM siRNA nach 12 h
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Abbildung 15: Migrationsverhalten nach Inhibierung von KISS1R

In den Box-Whisker-Plots ist die prozentuale Veranderung der Migration nach transienter
Transfektion mit KISSR-siRNA (rot) im Vergleich zur Negativkontrolle (grau) dargestellt.
Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (p = 0,928).

46



Invasion nach Transfektion mit 50nM siRNA
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Abbildung 16:Invasionsverhalten nach Inhibierung von KISS1R

In den Box-Whisker-Plots ist die prozentuale Veranderung der Migration nach transienter
Transfektion mit KISSR-siRNA (rot) im Vergleich zur Negativkontrolle (grau) dargestellt.

Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden
(p =0,827).

47



4 Diskussion
Muskelinvasive Harnblasentumore neigen im Gegensatz zu nichtinvasiven Tumoren

haufiger zur Metastasierung und weisen dadurch eine wesentlich schlechtere Prognose auf.
Histopathologische Parameter wie ein fortgeschrittenes T-Stadium (T3, T4), das
Vorhandensein einer lymphovaskularen Invasion (LVI), Lymphknotenmetastasen sowie ein
positiver R-Status (R1, R2) sind derzeit die einzigen Parameter, die zur Beurteilung des
Risikos der Metastasierung und Prognoseeinschatzung zur Verfligung stehen [105; 106].

Mit den derzeit zur Verfiigung stehenden diagnostischen Methoden ist eine individuelle
Prognoseeinschatzung anhand des individuellen Metastasierungsrisikos nicht méglich. Dies
stellt jedoch einen entscheidenden Faktor bei der Therapieplanung von Patienten mit
muskelinvasivem Harnblasenkarzinom dar, insbesondere in Hinblick auf eine adjuvante
Chemotherapie.

Mit Erforschung der molekularen Charakteristika des Harnblasenkarzinoms konnten
zahlreiche molekulare Marker als Prognosefaktoren identifiziert werden. Hierzu zahlen
Zellzyklusregulatoren (z.B. p53, p21, p27 und Cyclin E), Proliferationsmarker (z.B. Ki-67) und
Apoptosemarker (z.B. Survivin) sowie verschiedene Wachstumsfaktoren (z.B. VEGF-Familie)
[107]. Durch Verwendung molekularer Marker kann die Prognoseeinschatzung in Hinblick auf
Rezidivbildung und die krankheitsspezifische Mortalitdt im Vergleich zur Anwendung von
klinisch-pathologischen Parametern potenziell verbessert werden [108]. Jedoch konnten diese
Marker aufgrund unzureichender Validierung nicht in der klinischen Praxis angewendet
werden.

Neben Mutationen spielen auch epigenetische Veranderungen wie die DNA-Methylierung eine
zentrale Rolle bei der Tumorentstehung und Tumorprogression.

Veranderungen im DNA-Methylierungsmuster gelten als hoch sensitiv und sind friihzeitig
nachweisbar. Die Hypermethylierung von Promotorregionen stellt einen attraktiven Biomarker
aggressiver Tumore dar, da sie meist in fortgeschrittenen Tumorstadien auftritt, aber bereits

in Friihstadien oder im pramalignen Gewebe nachweisbar ist [109; 110; 107].

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Analyse metastasierungsspezifischer
Veranderungen im DNA-Methylierungsmuster der beiden ausgehwahlten Kandidatengene
EPHB3 und KISS1R im primaren Harnblasenkarzinom und deren Bedeutung fir den Prozess
der Metastasierung. Somit sollte geprift werden, ob die DNA-Methylierung der beiden
Kandidatengene EPHB3 und KISS1R als spezifischer Marker fir das Metastasierungsrisiko

von Harnblasentumoren geeignet und funktionell an Metastasierungsprozessen beteiligt ist.
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4.1 Physiologische Funktionen der Kandidatengene

411 EPHB3
Der Ephrin-Typ B-Rezeptor 3 (EPHB3) gehdrt zur Gruppe der Ephrin-Rezeptoren, welche die

grofite bekannte Unterfamilie der Rezeptortyrosinkinasen bildet.

Die Gruppe der Ephrin-Rezeptoren wurde erstmals 1987 von Hirai et al. beschrieben und nach
der Erythropoetin-produzierenden, hepatozelluldren Karzinom-Zelllinie benannt, aus der die
zugehdrige cDNA isoliert werden konnte [111].

Beim Menschen konnten bisher 14 verschiedene Ephrinrezeptoren (Eph) sowie 6
entsprechende Liganden, die Ephrine, identifiziert werden. Bezuglich ihrer Bindungsaffinitat zu
Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-verankerten Ephrin-A-Liganden oder zu transmembranen
Ephrin-B-Liganden als auch anhand von Sequenzhomologien werden die Ephrin-Rezeptoren
in 2 Subklassen, EphA und EphB, eingeteilt [112]. Bisher konnten beim Menschen 9
verschiedene EphA- (EphA1-8 und EphA10) und 5 EphB-Rezeptoren (EphB1—4 und EphB6)
identifiziert werden.

Sowohl der Rezeptor als auch der Ligand sind membrangebunden, sodass flir die
Signaltransduktion ein direkter Zell-Zell-Kontakt bendtigt wird [113]. Beide Rezeptortypen
bestehen aus einer extrazelluldren sowie einer intrazellularen Domane. Die extrazellulare
Domaéne setzt sich aus einer Ligandenbindestelle, einer Cystin-reichen Region sowie zwei
Fibronectin (lll)-Repeats zusammen. Der intrazellulare Anteil besteht hingegen aus einer
Juxtamembran- sowie einer Tyrosinkinase-Domane, einem sterile alpha motif (SAM), sowie
einer C-terminalen PDZ-Bindedomane [114].

Die zugehorigen Liganden, die Ephrine, setzen sich aus einer Rezeptor-Bindedoméane und
einem weiteren Bestandteil zusammen, der je nach Subklasse variiert. Ephrin-A-Liganden
besitzen eine  zusatzliche  Membran-Bindedomane und sind Uber einen
Glykosylphosphatidylinositol-(GPI)-Anker an die Zellmembran gebunden. Im Gegensatz dazu
stellen Ephrin-B-Liganden Transmembranproteine dar [115]. Sie besitzen eine
Transmembrandomane sowie eine intrazellulare Doméane, die aus einer Tyrosin-
Phosphorylierungsstelle sowie einer PDZ-Bindedomane aufgebaut ist. So kdnnen Ephrin-B-
Liganden auf zwei verschiedene Weisen an Protein-Protein-Interaktionen teilnehmen [116].
Folglich kann in Zellen, die Ephrin-B exprimieren, eine bidirektionale Signalweiterleitung
stattfinden, bei der ein interzellulares Signal sowohl in der Rezeptor-tragenden Zelle (vorwarts
gerichtete Signalweiterleitung) als auch in der Ligand-tragenden Zelle (reverse
Signaltransduktion) erzeugt werden kann [117]. Die Bindung des Liganden an den
entsprechenden Rezeptor fiihrt zu dessen Autophosphorylierung an Tyrosinresten, was die

Aktivierung seiner Kinaseaktivitat bewirkt [118].
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Abbildung 17: Interaktionen und Signaltransduktion von Eph-Rezeptoren und
Ephrinen (nach Dodelet) [119]

Bei direktem Zell-Zell-Kontakt kénnen Ephrine und Eph-Rezeptoren miteinander interagieren.
GPIl-verankerte Ephrin-A-Liganden binden an EphA-Rezeptoren, wohingegen Ephrin-B-
Liganden an transmembrane Ephrin-B-Rezeptoren binden. Die Bindung des Ephrins an seinen
entsprechenden Rezeptor fihrt zu dessen Aktivierung durch Autophosphorylierung an
Tyrosinresten. Diese stellen Bindestellen fur Signalproteine dar, welche SH2-Bindedoméanen
besitzen. Wahrend der Rezeptorbindung werden Ephrin-B-Liganden ebenfalls phosphoryliert.
Signalproteine, welche PDZ-Bindedomanen besitzen, binden an das Carboxyl-Ende der
EphA-Rezeptoren und Ephrin-B-Liganden.

Im Allgemeinen binden die Ephrine an die Rezeptoren ihrer entsprechenden Subklasse,
jedoch sind auch vereinzelt Uberkreuzende Bindungen zu anderen Subklassen moglich [120;
118]. Beispielsweise kénnen EphB3-Rezeptoren alle Ephrin-B-Liganden binden, jedoch keine
Ephrin-A-Liganden. Der zugehoérige Ligand EphrinB3 weist die starkste Bindungsaffinitat
gegenitber dem EphB3-Rezeptor sowie EphA4 auf. In geringerem Malde sind auch Bindungen
an EphB1 und EphB2 mdglich [121].

Im Groliteil der Publikationen, die die Signaltransduktion des Ephrin-Ephrin-B-Rezeptor-

Systems untersuchen, wurde die Funktion der vorwarts gerichteten Signalweiterleitung
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analysiert. Die Funktion der reversen Signaltransduktion des EphrinB ist bisher noch
unbekannt.

Die Expression der Ephrinrezeptoren ist dynamisch und rdumlich-zeitlich komplex. Sie wird
durch eine Reihe von Transkriptionsfaktoren kontrolliert. Beispielsweise wird durch den
Transkriptionsfaktor Tcf-4, welcher selbst wiederum durch nukleares —Catenin aktiviert wird,
simultan die Expression bestimmter Ephrin-Rezeptoren hochreguliert, wahrend die Expression
ihrer Liganden herabreguliert wird [117].

Ephrin-Rezeptoren und ihre Liganden sind bedeutend flir eine Vielzahl von
zellphysiologischen Prozessen sowie die Pathogenese von Krankheiten. Das Eph-Ephrin-
Rezeptor-System tragt zur Kontrolle von Zellmorphologie, Adhasion, Migration und Invasion
von Zellen bei, indem es die Organisation des Aktin-Zytoskeletts modifiziert und die Aktivitat
von Integrinen und interzellularen Adhasionsmolekilen beeinflusst [113; 122].

Der bidirektionale Signalweg des Eph-Ephrin-Systems ist sowohl fir die Zellkommunikation
zwischen Neuronen als auch fir die Kommunikation zwischen Neuronen und Gliazellen von
Bedeutung. Durch Aufbau neuronaler Verbindungen, axonale Wegflihrung sowie Regulation
der Formation synaptischer Verbindungen sind Eph-Ephrin-assoziierte Signalwege fir die
Entwicklung und Organisation des Nervensystems entscheidend [122].

Far die Entwicklung des kardiovaskularen Systems konnte eine Beteiligung des Eph-Ephrin-
Signalweges nachgewiesen werden. Durch Kontrolle der Zuweisung von Zellen zum arteriellen

bzw. vendsen System ist es am angiogenen Remodeling beteiligt [123; 114].

41.2 KISS1R
Der KISS1-Rezeptor (auch bekannt als GPR54, hOT7T175 oder AXOR12) ist ein G-Protein-

gekoppelter Rezeptor, der erstmalig 1999 von Lee et al. beschrieben wurde [124]. 2001 wurde
von 3 unabhangigen Arbeitsgruppen das Peptidhormon Kisspeptin, das Genprodukt des
Metastasensuppressorgens KISS1, als endogener Ligand des KISS1-Rezeptors identifiziert
[125-127]. KISS1R und KISS-1 weisen ein ahnliches Verteilungsmuster im Gewebe auf, wobei
die héchsten Expressionen in Plazenta, Pankreas, Hypophyse, Brustdriise und im zentralen
Nervensystem gemessen werden konnten [125-127].

Physiologisch dient das KISS1-KISS1R-System zur Regulation der Hypothalamus-
Hypophysen-Gonaden-Achse und tragt Uber die Freisetzung von GnRH aus dem
Hypothalamus zur Einleitung der Pubertat bei. GnRH regt den Hypophysenvorderlappen zur
Produktion des follikelstimulierenden Hormons (FSH) sowie luteinisierenden Hormons (LH)
an, welche wiederum in Hoden und Eierstdcken die Freisetzung von Sexualhormonen und die
Keimzellreifung fordern [128-130].

Mutationen im KISS1R-Gen flihren zum Funktionsverlust des Rezeptors. Die daraus
resultierende mangelnde Stimulation der Keimdrisen durch FSH und LH fihrt zu deren
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Unterfunktion, auch bezeichnet als idiopathischer hypogonadotroper Hypogonadismus, und
somit zum Ausbleibender Pubertat [130].

Die Bindung des Kisspeptins an den KISS1-Rezeptor flihrt zu dessen Konformationsanderung,
was die Aktivierung des heterotrimeren G-Proteins an der Innenseite der Zellmembran bewirkt.
Dies flihrt zum Austausch von GDP gegen GTP an der a-Untereinheit des G-Proteins und zur
Dissoziation des G-Proteins in die a-Untereinheit sowie den By-Komplex, welche flr die
weitere Signaltransduktion verantwortlich sind [131]. Das KISS1-KISS1R-System aktiviert
Uber die Untereinheit des G-Proteins den Gag11-Signalweg, welcher wiederum die
Phospholipase C  aktiviert, die = Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat  (PIP;)  zu
Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) hydrolysiert. IP; und DAG fungieren als
second messenger, welche Signalwege aktivieren, die einen hemmenden Einfluss auf
Proliferation, Migration und Invasion von Tumorzellen besitzen. Der durch IP3; vermittelte
intrazelluléare Anstieg der Kalziumkonzentration tragt zur Differenzierung und Einleitung der
Apoptose von Tumorzellen bei. DAG aktiviert zunachst die Proteinkinase C, welche die
Aktivierung des MAPK2-Signalweges vermittelt, was zur Hemmung der Tumormetastasierung
beitragt [132].

Degradation

NF-xB

Reduction

MMP-9

++ Cell apoptosis and

differentiation

Abbildung 18: Signalkaskade des KISS1-KISS1R-Systems [132]

Durch Bindung des Kisspeptins an den KISS1-Rezeptor wird das heterotrimere G-Protein an
der Innenseite der Zellmembran aktiviert und es kommt zur Dissoziation in seine a- und By-
Untereinheiten. Dadurch wird die Phospholipase C (PLC) aktiviert. Diese spaltet
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate  (PIP2) in Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und
Diacylglycerine (DAG). IP3 bewirkt die intrazellulare Freisetzung von Calcium-lonen und
induziert somit die Zelldifferenzierung und Apoptose. DAG aktiviert die Proteinkinase C (PKC),
welche wiederum den MAPK2-Signalweg aktiviert. Durch den Abbau des Transkriptionsfaktors
NF-kB kommt es zur Reduktion der Expression der Matrix-Metallopeptidase 9 (MMP-9) was
zur Hemmung der Tumormetastasierung fuhrt.
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4.2 Zusammenhang zwischen DNA-Methylierung und mRNA-Expression

in Harnblasenkarzinomzelllinien
Um die Zusammenhange zwischen DNA-Methylierung und Genexpression der

Kandidatengene zu untersuchen, wurden Harnblasenkarzinomzelllinien mit 5-Aza-2-
deoxycytidin (5-Aza-dC), einem Inhibitor der DNA-Methyltransferase, behandelt.

5-Aza-dC wird als Nukleosidanalogon anstelle von Cytosin in den DNA-Strang eingebaut. Es
bindet kovalent an die DNA-Methyltransferase, was zu deren Aktivitatshemmung fihrt. Es
kommt demnach zu einer passiven Demethylierung des Gens [100].

Mit Hilfe von Expressionsanalysen sollte zunachst die Auswirkungen von 5-Aza-dC auf die
Genexpression von EPHB3 in den behandelten Zellen beobachtet werden. Eine Zunahme des
Expressionsniveaus wirde hier fir die mogliche Reaktivierung des Gens durch passive
Demethylierung sprechen. Anschlief3end sollten nach Bestimmung des Methylierungsniveaus
Rickschlisse auf eine Korrelation zwischen Expression und DNA-Methylierung gezogen
werden.

Far die Expressions- und Methylierungsanalysen wurden die beiden
Harnblasenkarzinomzelllinien RT-112 und T24 ausgewahlt, welche sich durch

unterschiedliche Tumoreigenschaften und —differenzierungsgrade auszeichnen.

421 EPHB3
Fur das Gen EPHB3 konnte in beiden Zelllinien nach Behandlung mit 5-Aza-dC eine Zunahme

der Expression beobachtet werden. Die Ergebnisse lassen annehmen, dass die passive
Demethylierung des Gens die Unterdriickung der Expression durch Methylierung aufhebt, was
zu dessen Re-Expression fuhrt. Demnach ware anzunehmen, dass die Zelllinie RT-112 eine
starkere Methylierung des EPHB3-Gens aufweist als die T24 Zelllinie.

Um die Korrelation zwischen Expression und DNA-Methylierung zu untersuchen, erfolgte im
Anschluss die Bestimmung des relativen Methylierungsniveaus von EPHB3 in den beiden
Harnblasenkarzinomzelllinien. Bei der Betrachtung der Ergebnisse zeigt sich fir beide
Zelllinien ein insgesamt niedriges Methylierungsniveau der Promotorregion von EBHB3 im
Vergleich zu KISS1R, wobei das Methylierungsniveau von EPHB3 in T24 hoher lag. Die zuvor
anhand der Ergebnisse der Expressionsanalysen gestellte Annahme, dass die Zelllinie RT-
112 ein hoheres Methylierungsniveau von EPHB3 als T24 aufweist, konnte demnach nicht
bestatigt werden.

Bei der Verwendung von 5-Aza-dC in Expressionsanalysen muss beachtet werden, dass die
Hemmung der DNA-Methyltransferase einen Einfluss auf das gesamte Genom einer Zelle
nimmt. Es findet nicht nur die Demethylierung spezifischer Gene, sondern des gesamten
Genoms statt. Hierbei werden unter anderem auch Transkriptionsfaktoren aktiviert, was zu

einer erhdhten Expression des Zielgens beitragen kann. Die Expression der Ephrinrezeptoren
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ist dynamisch und raumlich-zeitlich komplex. Sie wird durch eine Reihe von
Transkriptionsfaktoren kontrolliert. Beispielsweise wird durch den Transkriptionsfaktor Tcf-4,
welcher selbst wiederum durch nukleares B—Catenin aktiviert wird, simultan die Expression
bestimmter Ephrin-Rezeptoren hochreguliert, wahrend die Expression ihrer Liganden
herabreguliert wird [117]. Es ist anzunehmen, dass durch die Demethylierung des gesamten
Genoms auch die Transkriptionsfaktoren, welche die Expression von EPHB3 steuern,
beeinflusst werden. Somit erlaubt die ausschlielliche Betrachtung der Expressionsdaten
keine direkten Rulckschlisse vom Expressionsniveau auf den Methylierungsstatus des
untersuchten Gens. Die Forschungsarbeit von Poplineau et al. konnte diesen Zusammenhang
bestatigen. In der Fibrosarkom-Zelllinie HT1080 konnte nach Behandlung mit 5-Aza-dC ein
Anstieg der Expression des Gens MMP-1 auf das 44-fache des Ausgangswertes beobachtet
werden. In einer Promotoranalyse konnte jedoch keine CPG-Insel innerhalb der
Promotorregion von MMP-1 nachgewiesen werden. Weiterhin konnte nach Behandlung mit 5-
Aza-dC ein Anstieg der beiden Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3 auf Proteinebene belegt
werden. Darlber hinaus konnten die Autoren aufzeigen, dass 5-Aza-dC die Rekrutierung von
Sp1 sowie der Polymerase Il zum MMP-1-Promotor bewirkt, wodurch die Transkription des
Gens eingeleitet wird [133]. Dies konnte erklaren, weshalb die Behandlung der beiden
Zelllinien mit 5-Aza-dC trotz niedrigem Methylierungsniveau zu einer Steigerung der
Genexpression von EPHB3 flihrte.

Die Expression von EPHB3 ist weiterhin auch abhangig von Tumorstadium. Batlle et al.
konnten nachweisen, dass EphB3 im Friihstadium des Kolonkarzinoms verstarkt exprimiert
wird und dadurch die Tumorprogression hemmt. Diese Arbeit zeigt, dass Eph-Rezeptoren im
Tumorfrihstadium hochreguliert sein kbénnen und in spateren Stadien stillgelegt sind, wodurch
ihre tumorsuppressive Aktivitdt gehemmt wird. Hierdurch kénnte erklart werden, weshalb
sowohl erhohte als auch verringerte Expressionslevel von EPHB3 im Tumorgewebe im
Vergleich zum Normalgewebe nachgewiesen werden konnten [134; 135]. Wu et al
untersuchten den Zusammenhang zwischen verminderter Expression von EPHB3 und DNA-
Methylierung in Kolon- und Ovarialkarzinomzelllinien. Hier konnte flir die Promotorregion von
EPHB3 keine Hypermethylierung festgestellt werden [136]. Diese Ergebnisse deuten an, dass

die Promotormethylierung von EPHB3 in der Tumorbiologie nicht von Bedeutung ist.
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4.2.2 KISS1R
In der Forschungsarbeit von Stubendorff et al. [91] wurde der Methylierungsstatus von KISS1R

an verschiedenen Harnblasenkarzinomzelllinien untersucht. Nach Behandlung der Zelllinien
mit 5-Aza-dC konnte hier eine Verminderung der Methylierung von KISS1R beobachtet
werden. Die Analyse des Methylierungsstatus erfolgte dort durch Verwendung des
methylierungsabhangigen Restriktionsenzyms McrBc, welches nur methylierte DNA
schneidet. Ebenso konnte aufgezeigt werden, dass die Behandlung der Zellen mit 5-Aza-dC
zu einer Erhéhung der Genexpression von KISS1R flhrte. Dies entspricht der Annahme, dass

die passive Demethylierung zu einer Reaktivierung der Genexpression flhrt.

In der vorliegenden Arbeit sollte der Methylierungsstatus von KISS1R unter Verwendung eines
methylierungsunabhangigen Restriktionsenzyms Uberprift werden. Dieses schneidet nur
unmethylierte oder teilweise methyliert DNA.

Bei Betrachtung der Ergebnisse zeigt sich fur die Harnblasenkarzinomzelllinie T24 im
Vergleich zu RT-112 eine 24-fach starkere Promotormethylierung des KISS1R-Gens. Die
Zelllinie RT-112 weist einen maRigen Differenzierungsgrad (G2) auf, wohingegen T24 durch
ein aggressiveres Wachstum und einen geringen Differenzierungsgrad (G3) gekennzeichnet
ist. Die Ergebnisse dieser Arbeit decken sich mit der Erwartung, dass KISS1R im hoheren
Tumorstadium ein héheres Methylierungsniveau aufweist [93; 92].

In der Arbeit von Stubendorff etal. konnte in beiden Zelllinien eine ausgepragte
Promotormethylierung festgestellt werden. In RT-112 lag diese bei 95 %, wohingegen die
aggressivere T24-Zelllinie eine 100-prozentige Methylierung aufwies. Im Vergleich mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit fallt auf, dass das Methylierungsniveau von KISS1R in
RT-112 hier wesentlich niedriger lag. Eine mdgliche Ursache hierflir kénnte in der
unterschiedlichen Inkubationszeit der Zellen mit 5-Aza-dC bei unterschiedlicher
Verdopplungszeit der Zelllinien liegen. Fur RT-112 liegt die Verdopplungszeit bei ca. 35 h, bei
T24 jedoch wesentlich geringer bei nur ca. 19 h [93; 92]. Um einen ausreichenden Zeitraum
fur die passive Demethylierung durch Hemmung der DNMT zu erhalten, erfolgte die Inkubation
der Harnblasenkarzinomzelllinien mit jeweils 5-Aza-dC uber 72 h. Nach 24 und 48 h wurde
das Medium jeweils gewechselt und erneut 5 yM 5-Aza-dC hinzugegeben. Die Behandlung
von Zellen mit 5-Aza-dC kommt es durch Hemmung der DNMT zur passiven Demethylierung.
Dieser Prozess findet in der S-Phase des Zellzyklus statt. Um eine erfolgreiche
Demethylierung durch 5-Aza-dC zu erzielen, ist eine ausreichende Inkubationszeit der
Zelllinien notwendig und der Zellzyklus sollte vollstdndig durchlaufen werden. Um fur beide
Zelllinien gleiche Versuchsbedingungen zu erhalten, hatten beide Zelllinien nach ca. 2

Zellzyklen geerntet werden mussen.
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Auch in anderen Tumorentitdten konnte eine epigenetische Regulation der Expression von
KISS1R durch Promotormethylierung nachgewiesen werden.

Kang et al. untersuchten den Zusammenhang zwischen DNA-Methylierung von KISS1R und
RNA-Expression im Endometriumkarzinom. Die nicht maligne Endometriumzelllinie hEM
zeichnete sich durch eine geringe Expression von KISS1R aus, eine Promotormethylierung
konnte hier nicht nachgewiesen werden. In 5 von 7 Endometriumkarzinom-Zelllinien konnte
eine Promotormethylierung von KISS1R nachgewiesen werden. Die mRNA-Expression war in
diesen Zelllinien im Vergleich zu den Zelllinien ohne Promotormethylierung von KISS1R
vermindert [137].

Auch im Magenkarzinom konnte eine epigenetische Stillegung von KISS1R durch

Promotormethylierung festgestellt werden [138].

4.3 Korrelation der DNA-Methylierung der Kandidatengene im

Primartumorgewebe mit Lymphknoten- und Fernmetastasenstatus
Fir die Bestimmung des Methylierungsniveaus wurde die gleiche Methode verwendet, die

auch zur Bestimmung der DNA-Methylierung in Harnblasenkarzinomzelllinien verwendet

wurde.

4.3.1 EPHB3
Far die relative Methylierung von EPHB3 konnte kein signifikanter Unterschied beziglich des

Vorhandenseins bzw. Nicht-Vorhandenseins von Lymphknoten- oder Fernmetastasen
festgestellt werden. Wie bereits in den Methylierungsanalysen in Zelllinien festgestellt wurde,
weisen diese Ergebnisse ebenso auf eine nicht methylierte Promotorregion von EPHB3 im
Tumorgewebe hin. Aus diesem Grund schien es nicht sinnvoll, die Funktion von EPHB3 in

metastasierungsassoziierten Prozessen zu untersuchen.

4.3.2 KISS1R
Nachdem die Promotormethylierung von KISS1R in Zelllinien nachgewiesen wurde, wurde im

Anschluss an Gewebeproben Uberpruft, ob Unterschiede im Methylierungsstatus zwischen
nicht-metastasierten und metastasierten Harnblasentumoren vorliegen.

Far die relative Methylierung von KISS1R konnte ein signifikanter Unterschied fur das
Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen festgestellt werden (p =0,026). Diese
Ergebnisse decken sich mit den Untersuchungsergebnissen von Stubendorff et al. [91], wo fir
die Methylierungsanalysen ein methylierungsabhangiges Restriktionsenzym verwendet

wurde. Der Unterschied zwischen den beiden Patientengruppen mit bzw. ohne
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Lymphknotenmetastasen war hier ebenfalls signifikant. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine
verstarkte Promotormethylierung von KISS1R mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium
korreliert und somit zur Einschatzung des Potentials eines Tumors zur
Lymphknotenmetastasierung geeignet ist.

In der vorliegenden Arbeit zeigten sich fir die relative Methylierung von KISS1R bezogen auf
das Vorhandensein von Fernmetastasen zwar unterschiedliche Mittelwerte, jedoch ohne
statistische Signifikanz (p = 0,125).

Der Einfluss des KISS1-KISS1R-Systems auf metastasierungsassoziierte Prozesse wurde in
einer Reihe von Forschungsarbeiten untersucht. Zunachst wurde der Ligand KISS1 als
Metastasensuppressor im Mammakarzinom und malignen Melanom identifiziert [139; 140].
Sanchez-Carbayo etal. konnten in invasiv wachsenden Harnblasenkarzinomen eine
signifikante Verminderung der Expression des Liganden KISS1 im Vergleich zum
Normalgewebe feststellen. Weiterhin wiesen in dieser Studie alle Patienten mit metastasierten
Harnblasenkarzinomen einen kompletten Expressionsverlust des Gens auf [141]. Cebrian
et al. konnten in 83 % der Harnblasenkarzinome eine Promotorhypermethylierung von KISS1
nachweisen, welche mit Tumorgrad und Tumorstadium korrelierte [142].

Auch der Rezeptor KISS1R hat einen hemmenden Effekt auf die Metastasierung von
Tumoren. Beispielsweise konnten |Ikeguchi et al. aufzeigen, dass der Expressionsverlust von
KISS1R im Osophaguskarzinom mit positivem Lymphknotenstatus in Zusammenhang steht
[143].

Kang etal. konnten im Endometriumkarzinom tumorsuppressive Effekte von KISS1R
nachweisen. Eine erhohte Expression korrelierte hier mit einer besseren
Gesamtuberlebensrate sowie prognostischen Faktoren wie zum Beispiel einem niedrigen
Tumorgrad oder FIGO-Stadium, wahrend ein Expressionsverlust des Gens mit positivem
Lymphknotenstatus assoziiert war. Der Expressionsverlust konnte hier auf eine
hypermethylierte Promotorregion des Gens zurtickgefihrt werden [137].

Lymphknoten- und Fernmetastasen unterscheiden sich in ihren Entstehungswegen, an denen
unterschiedliche zellulare Prozesse beteiligt sind.

Fur die Metastasierung ist das Ablésen von Tumorzellen aus dem Primartumor und die
anschlielende Invasion in Blut- oder LymphgefaRe entscheidend. So koénnen sich
Tumorzellen entweder hamatogen oder lymphogen ausbreiten.

Bei der lymphogenen Metastasierung kommt es zur Absiedlung von Tumorzellen des
Primartumors Uber die abfiihrenden Lymphgefale in regionale und anschlieRend weiter
entfernte Lymphknotenstationen. Durch Vermehrung der Tumorzellen in den Lymphknoten
kommt es so zur Ausbildung von Lymphknotenmetastasen. Uber den Ductus thoracicus

kénnen Tumorzellen Uber die V. subclavia in den Blutkreislauf gelangen und sich so in anderen
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Organen absiedeln (hamatogene Aussaat). Durch Invasion von Blutgefalen kann auch direkt
eine hamatogene Aussaat stattfinden [144].

Lymphknotenmetastasen stellen in vielen Tumorentititen den ersten Ort der
Metastasenbildung da. Lymphkapillaren fehlen neben interendothelialen tight junctions,
welche typischerweise in Blutgefallen vorkommen, auch die umgebenden Schichten von
Perizyten, glatter Muskulatur und der Basalmembran. Aus diesem Grund sind Lymphkapillaren
anfalliger fur die Invasion von Tumorzellen im Vergleich zu Blutgefallen [145].

An beiden Metastasierungswegen sind komplexe molekulare und zellulare Prozesse und
Signalkaskaden beteiligt. Es ist anzunehmen, dass KISS1R am Prozess der lymphogenen
Metastasierung beteiligt ist, aber kaum Einfluss auf die hamatogene Metastasierung hat.
Auch bei Patienten mit muskelinvasivem Harnblasenkarzinom (pT2-4) stellen
Lymphknotenmetastasen den haufigsten Metastasierungsort dar (69 %). Zu den haufigsten
Orten der Fernmetastasierung zahlen Knochen (47 %), Lunge (37 %), Leber (26 %) sowie das
Peritoneum (16 %) [146].

Eine Verdffentlichung von Sengelgv et al. aus dem Jahr 1996 konnte aufzeigen, dass bei 20 %
aller Patienten mit metastasiertem Harnblasenkarzinom an 3 oder mehr Stellen Metastasen
aufzufinden waren [147]. In einer Studie von Shinagare et al. aus dem Jahr 2011 lag die Rate
hoéher bei 45 %. Die unterschiedlichen Ergebnisse sind auf eine Verbesserung der Qualitat
bildgebender Verfahren Uber die Jahre zurlckzuflhren, wodurch Fernmetastasen besser
festgestellt werden konnten [146]. Im Vergleich hierzu lagen die Raten an Lymphknoten- und
Fernmetastasen in einer von Wallmeroth et al. durchgefiihrten Autopsiestudie deutlich héher
[148].

Die radikale Zystektomie mit gleichzeitiger pelviner Lymphadenektomie stellt den Standard der
chirurgischen Therapie des muskelinvasiven Urothelkarzinoms dar.

Die Lymphadenektomie dient einerseits zum Staging, stellt jedoch auch einen therapeutischen
Schritt in der Behandlung dar. Durch Entfernung metastatisch befallener Lymphknoten kann
so eine weitere Ausbreitung verhindert werden. Bei der histopathologischen Untersuchung der
Lymphknoten kénnen so Mikrometastasen auffallen, welche zuvor im praoperativen Staging
durch bildgebende Verfahren nicht entdeckt wurden. Durch die zusatzliche histopathologische
Untersuchung der intraoperativ entfernten Lymphknoten kbnnen Lymphknotenmetastasen im
Vergleich zu Fernmetastasen, welche hauptsachlich durch bildgebende Verfahren wie CT oder
MRT diagnostiziert werden, haufiger detektiert werden.

Es ist anzunehmen, dass auch bei den in dieser Studie eingeschlossenen Patienten an
verschiedenen Orten Mikrometastasen vorhanden waren, welche durch bildgebende
Verfahren zuvor nicht festgestellt werden konnten und somit auch nicht in die Einteilung in die
TNM-Klassifikation berucksichtigt wurden. Dies kdnnte die unterschiedlichen Mittelwerte der

relativen Methylierung von KISS1R in Bezug zum M-Status erklaren.
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Bei Vorhandensein von Mikrometastasen spielt die Fahigkeit zur Proliferation am Zielort eine
entscheidende Rolle bei der Ausbildung von Lymphknoten- und Fernmetastasen, welche
durch bildgebende Verfahren detektiert werden kénnen.

Der Einfluss von KISS1R auf metastasierungsassoziierte Prozesse wurde im Anschluss in

Funktionsanalysen untersucht.

4.4 Funktioneller Einfluss von KISS1R auf metastasierungsassoziierte

Prozesse
Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass die Methylierung von KISS1R mit dem

Metastasierungsrisiko muskelinvasiver Harnblasenkarzinome korreliert. Im Anschluss wurde
uberpruft, ob die epigenetische Regulation von KISS1R durch Herabregulation der
Genexpression einen Einfluss auf metastasierungsassoziierte Prozesse nimmt. Durch die
Verwendung von spezifischen siRNA-Molekulen, welche mittels Transfektion in die Zelle
eingeschleust werden und dort den gezielten Abbau der entsprechenden mRNA bewirken,
kann so durch Hemmung der Translation die Funktion des Gens ausgeschaltet werden [149].
Um letztendlich Rickschlisse auf den Einfluss von KISS1R auf metastasierungsassoziierte
Prozesse zu ziehen, wurde das Verhalten von mit siRNA transfizierten Zellen mit
unbehandelten Zellen in Proliferations-, Migrations- und Invasionsassays verglichen.

Fir die nachfolgenden Analysen wurde demnach eine Harnblasenkarzinomzelllinie bendtigt,
die KISS1R in hohem Male exprimiert, da hier der grofte Effekt auf die Zellfunktion durch
Herabregulation des Gens zu erwarten ist. Ausreichend hohe Mengen an Ziel-mRNA sind
notwendig, um eine effiziente Inhibierung durch siRNA zu erreichen und dadurch
angemessene Bedingungen fir die Funktionsanalysen zu erhalten.

Das Expressionsniveau von KISS1R wurde in 6 verschiedenen Harnblasenkarzinomzelllinien
untersucht. Hierbei wies die Zelllinie 5637 das insgesamt hochste Expressionsniveau von
KISS1R auf. Nachdem die signifikante Herabregulation der Genexpression des Gens durch
transiente Transfektion der 5637-Zellen mittels KISS1R-siRNA bestatigt wurde, konnten die
Zellen fur die folgenden Funktionsanalysen verwendet werden. Die Expression von KISS1R

konnte hierbei auf 13 % des Ausgangswertes herabreguliert werden.

Proliferation

Die Ergebnisse der Methylierungsanalysen zeigten eine Korrelation zwischen der
Promotormethylierung von KISS1R und dem Metastasierungsrisiko muskelinvasiver
Harnblasenkarzinome. Demnach ware durch die Herabregulation des KISS1R-Gens durch
siRNA, welche die Methylierung des Gens im Versuch simuliert, ein tumorférdernder Effekt

und somit eine Zunahme der Proliferation zu erwarten. In der vorliegenden Arbeit konnte
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jedoch eine Verminderung der Proliferationsrate von 5637 auf 43 % des Ausgangswertes nach
Behandlung mit KISS1R-siRNA festgestellt werden (p = 0,000).

Das KISS1-KISS1R-System spielt eine Rolle bei der Reduktion von Migration und Invasion,
der Modifikation von Adhasionsprozessen sowie Anderungen im Zytoskelett und des
chemotaktischen Verhaltens [150]. In diesem Zusammenhang gehen einige Studien von
einem antiproliferativen Effekt von Kisspeptin sowie dessen Rolle in der Einleitung der
Apoptose aus. Andererseits gibt es Studienergebnisse, die keinen Zusammenhang zwischen
dem KISS1-KISS1R-System und der Zellproliferation erkennen konnten. Eine mdgliche
Ursache flr diese Ergebnisse kdnnte in der Verwendung verschiedener Zelllinien liegen,
welche KISS1R in unterschiedlichem Malie exprimieren. Studien, die einen antiproliferativen
Effekt von Kisspeptin nachweisen konnten, verwendeten Zelllinien, welche den zugehérigen
Rezeptor KISS1R in hohem MaRe exprimieren. Die Uberexpression wurde hierbei durch
Transfektion der Zellen mit KISS1R-cDNA erreicht [151; 152; 125; 153]. Beispielsweise
konnte in Versuchen mit der CHO-Zelllinie (Chinese Hamster Ovary), in der eine
Uberexpression durch Zugabe von KISS1R-cDNA erzielt wurde, eine Reduktion der
Zellproliferation und des Zellwachstums nach externer Zugabe von Kisspeptin beobachtet
werden [152; 125]. In Zellen, welche KISS1R nur in geringem Mal3e exprimieren, konnte auch
nach Zugabe von Kisspeptin kein Einfluss auf die Proliferation nachgewiesen werden [154;
155]. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass antiproliferative Effekte nur in modifizierten
Zellen nachgewiesen werden kénnen, jedoch nicht in Zellen, die den Rezeptor endogen
exprimieren.

In der Forschungsarbeit von Stubendorff et al. [91] wurde umgekehrt der Einfluss von KISS1R
auf die Proliferation in der Zelllinie T24 nach Uberexpression des Gens untersucht. Hier konnte
eine geringe Reduktion der Proliferation beobachtet werden, jedoch ohne statistische
Signifikanz.

Die transiente Transfektion mit siRNA flihrte zu einer signifikanten Reduktion der KISS1R-
MRNA. Durch Hemmung der Translation des Gens kénnen keine neuen Rezeptoren in die
Zellmembran eingebaut werden. Die Transfektion hat jedoch keinen Einfluss auf die KISS1-
Rezeptoren, die sich bereits auf der Zellmembran befinden. Auf diese Weise kann die
Signaltransduktion ungehindert stattfinden. Um die bestehenden Rezeptoren funktionsunfahig
zu machen und die Funktion komplett zu hemmen, hatte mit einem spezifischen Inhibitor des

Rezeptors gearbeitet werden missen.

Migration und Invasion

Die transiente Transfektion der Zellen mit KISS1R-siRNA fiihrte zu keiner Anderung des
Migrations- oder Invasionsverhaltens im Vergleich zu unbehandelten Zellen (p = 0,928 bzw.

p = 0,827). In der Studie von Stubendorff et al. zeigte sich in den Funktionsanalysen fir die
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Harnblasenkarzinomzelllinie T24 nach Uberexpression von KISS1R eine Reduktion der
Migrationsrate um 25%, jedoch bestand keine statistische Signifikanz [91].

Es existiert eine Studie von Kang etal, in der der Einfluss von KISS1R auf
metastasierungsassoziierte Prozesse in Endometriumkarzinomzelllinien untersucht wurde
[137]. Die Zugabe von Kisspeptin filhrte in Zellen, welche KISS1R in hohem Male
exprimieren, zur Hemmung von Migration und Invasion im Wundheilungsassay. Im Gegensatz
hierzu konnte in Zellen, die nur eine geringe Expression des KISS1-Rezeptors aufwiesen als
auch in Zellen, in denen durch transientes knock down eine Herabregulation des Gens
induziert wurde, dieser inhibitorische Einfluss des Kisspeptin nicht nachgewiesen werden.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass fiir ein ungehindertes Ablaufen der KISS1-KISS1R-
Signalkaskade ausreichend hohe Konzentrationen von Ligand und Rezeptor notwendig sind.
Durch Limitation einer der beiden Faktoren kann diese nicht in vollem Mal3e ablaufen und die
tumorsuppressive Wirkung nicht in den Zellen vermittelt werden. Ein Effekt auf die Proliferation
konnte in dieser Studie nicht nachgewiesen werden.

Cebrian et al. untersuchten mit Hilfe von methylierungsspezifischen PCR-Analysen den
Methylierungsstatus von KISS1 in verschiedenen Harnblasenkarzinomzelllinien. Hierbei zeigte
sich eine Methylierung des KISS1-Gens in der Zelllinie 5637, welche auch fur die
Funktionsanalysen in der vorliegenden Arbeit verwendete wurde [142]. Es ist davon
auszugehen, dass durch epigenetische Stillegung des KISS1-Gens sowohl im
Versuchsansatz als auch in der Negativkontrolle nur geringe Mengen des Liganden vorhanden
sind, sodass in beiden Ansatzen die Signalkaskade nicht ungehindert durchlaufen werden
kann.

Fir die Auswahl einer geeigneten Zelllinie fir die Funktionsanalysen hatte neben dem
Expressionsniveau von KISS1R auch das Expressionslevel des Liganden KISS1 ein
entscheidendes Kriterium darstellen missen. Durch Zugabe gleich hoher Konzentrationen des

Liganden Kisspeptin in beiden Ansatzen hatte dies vermieden werden kénnen.

Die Metastasierung von Tumorzellen ist ein sehr komplexer Prozess, an dem eine Vielzahl
von zelluldaren Prozessen und Signalkaskaden beteiligt sind. Hierzu zahlen neben
epigenetischen und genetischen Veranderungen, die zur Veranderung der Eigenschaften der
Tumorzelle fihren, auch Interaktionen der Tumorzelle mit den umgebenden Stromazellen
sowie der extrazellularen Matrix. Sowohl maligne Zellen als auch Stromazellen sind fiir die
Tumor-assoziierte  Inflammation, = Tumorprogression und Metastasenbildung von
Harnblasenkarzinomen verantwortlich [156]. Ebenso ist die Angiogenese ein entscheidender
Schritt bei der Ausbildung von Metastasen. Eine erhéhte Expression des pro-angiogenen
Faktors VEGF korreliert mit einer erhdhten Rezidivneigung, einer verstarkten Progression zu

invasivem Wachstum sowie der Ausbildung von Lymphknotenmetastasen [157; 158].
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Es ist wahrscheinlich, dass der Expressionsverlust eines einzelnen Gens einen solch

komplexen Prozess allein nicht induzieren kann.

4.5 Schlussfolgerung und Ausblick
Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Analyse metastasierungsspezifischer

Veranderungen im DNA-Methylierungsmuster der beiden ausgewahlten Kandidatengene
EPHB3 und KISS1R in primaren Harnblasenkarzinomen und deren Einfluss auf
metastasierungsassoziierte Prozesse.

Die Inhibierung der DNA-Methyltransferase in Harnblasenkarzinomzelllinien flhrte zu einer
gesteigerten mMRNA-Expression von EPHB3. Die Annahme, dass die passive Demethylierung
einer hypermethylierten Promotorregion eine Reaktivierung des Gens und somit eine
gesteigerte mRNA-Expression bewirkt, konnte in den anschlieRenden Methylierungsanalysen
widerlegt werden. Diese wiesen weder in Harnblasenkarzinomzelllinien noch im Tumorgewebe
auf eine hypermethylierte Promotorregion von EPHB3 hin. Die Untersuchung der Funktion von
EPHB3 in metastasierungsassoziierten Prozessen erschein daher nicht sinnvoll.

Dem KISS1-KISS1R-System konnte in multiplen Tumorentitdten eine tumorsuppressive
Funktion zugeschrieben werden. Durch epigenetische Inaktivierung des Gens kommt es zum
Ausfall der tumorsuppressiven Eigenschaften, was die Tumorbildung und Metastasierung
fordert. In der vorliegenden Arbeit zeigte die Harnblasenkarzinomzelllinie T24 in den
Methylierungsanalysen fiur KISS1R im Vergleich zu EPHB3 eine verstarke
Promotorhypermethylierung. Durch Methylierungsanalysen an Harnblasenkarzinom-
Gewebeproben wurde Uberprift, ob Zusammenhange zwischen Promotorhypermethylierung
von KISS1R und Metastasierung bestehen. Es bestand eine Korrelation der
Promotormethylierung von KISS1R mit positivem Lymphknotenstatus. Ein statistisch
relevanter Zusammenhang mit dem Fernmetastasenstatus bestand nicht. Die
Untersuchungsergebnisse lieRen eine Rolle von KISS1R in metastasierungsassoziierten
Prozessen annehmen. Durch Wegfall der tumorsuppressiven Eigenschaften ware hier eine
Zunahme von tumorférdernden Zellfunktionen wie Proliferation, Migration und Invasion zu
erwarten. Dies konnte in den Funktionsanalysen jedoch nicht bestatigt werde.

Far die Promotorregion von KISS1R konnte in der vorliegenden Arbeit ein Unterschied der
DNA-Methylierung in  muskelinvasiven  Harnblasenkarzinomen in Bezug zum
Lymphknotenstatus festgestellt werden. Diese Veranderung lasst sich bereits zum Zeitpunkt
der Zystektomie im Primartumor nachweisen. Somit kénnte der Methylierungsstatus von
KISS1R einen potenziellen Prognosemarker zur Einschatzung des individuellen Risikos flr
das Auftreten von Lymphknotenmetastasen von Patienten mit muskelinvasiven

Harnblasenkarzinomen darstellen.
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In weiteren Studien musste untersucht werden, ob diese Veranderungen ebenso in
Gewebeproben nachweisbar sind, welche wahrend der transurethralen Resektion entnommen
werden. So kénnte bereits vor dem Zeitpunkt der Zystektomie frihzeitig eine individuelle
Prognoseeinschatzung beziiglich des Risikos der Lymphknotenmetastasierung erfolgen. Dies
ist insbesondere in Hinblick auf den Einsatz einer neoadjuvanten Chemotherapie von
Bedeutung. Aktuell existieren keine geeigneten Marker flir die Selektion von Patienten, welche
von einer neoadjuvanten Chemotherapie profitieren. Die Promotormethylierung von KISS1R
kénnte hierbei zur Selektion Hochrisikopatienten eingesetzt werden.

Weiterhin kénnten bei erhdhtem Risiko der Lymphknotenmetastasierung im Rahmen der
radikalen Zystektomie eine extendierte Lymphadenektomie bis zur Aortenbifurkation
durchgefuhrt werden. So kénnten hdher gelegene, mdglicherweise befallene Lymphknoten
entfernt werden, welche im Standard-Operationsverfahren nicht entfernt werden wirden und
eine weitere Tumorausbreitung Uber die Lymphknotenbahnen verhindert werden. Hierdurch
koénnte friihzeitig bereits zum Zeitpunkt der transurethalen Resektion anhand des KISS1R-

Methylierungsstatus ein individuelles Therapiekonzept fir Patienten erstellt werden.
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9 Anhang
Anhang 1: Expression von EPHB3 nach Behandlung von Zelllinien mit 5-Aza-dC

Zolllhlt 5£Aza-dC ACt Relative Expression | Mittelwert | Fold change
ugabe
6,599 1,032E-02
(-) 6,223 1,339E-02 7,992E-03 1
11,835 2,737E-04
RT-112 4,564 4 226E-02
4,472 4, 506E-02
(+) 4.079 5.918E-02 3,667E-02 4,589
12,356 1,908E-04
10,521 6,804E-04
10,543 6,701E-04
(-) 10,971 4, 983E-04 5,214E-04 1
10,438 7,208E-04
T24 14,711 3,729E-05
10,071 9,296E-04
12,207 2,115E-04
(+) 9.506 1.375E-03 6,333E-04 1,215
15,862 1,679E-05

Anhang 2: ACt-Werte, relative Methylierung und Lg (Methyl Ms) von EPHB3 und KISS1R
in Zelllinien

. . Relative
Gen Zelllinie ACt (Ms-Mo) Methylierung Ms Lg (Methyl Ms)
RT-112 16,727 9,219E-06 -5,035
EPHB3 T24 15,773 1,786E-05 -4,748
RT-112 17,951 3,946E-06 -5,404
A T24 0.735 6.010E-01 20.221

Anhang 3: ACt-Werte, relative Methylierung und Lg (Methyl MS) von EPHB3 in
Patientenproben

Proben- Rela_tive Lg (Methyl

D ACt (Md - Mo) | ACt (Ms — Mo) Methylierung Ms) M|N

Ms Md

6904 0,329 9,165 1,256 | 1,741E-03 0,099 01
6549 -0,006 7,698 0,996 | 4,815E-03 -0,002 0fo
6537 -0,231 9,144 0,852 | 1,768E-03 -0,070 0fo
6502 0,06 9,983 1,043 | 9,880E-04 0,018 0fo0
6454 -0,112 9,096 0,926 | 1,827E-03 -0,033 111
6438 0,116 7,666 1,084 | 4,922E-03 0,035 00
6309 0,022 8,339 1,016 | 3,088E-03 0,007 0fo0
6010 -0,191 7,531 0,876 | 5,406E-03 -0,057 110
5935 0,025 19,478 1,017 | 1,370E-06 0,007 111
5890 -0,487 7,5 0,714 | 5,524E-03 -0,146 111
5797 -0,165 6,496 0,892 | 1,108E-02 -0,050 111
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5758 -0,191 7,912 0,876 | 4,152E-03 -0,057 011
5729 0,057 6,613 1,04 1,022E-02 0,017 00
5703 0,02 9,642 1,014 1,252E-03 0,006 00
5650 0,257 9,226 1,195 1,670E-03 0,077 110
5576 0,298 9,665 1,23 1,232E-03 0,090 00
5563 0,054 8,105 1,038 | 3,631E-03 0,016 00
5381 0,179 7,662 1,132 | 4,938E-03 0,054 00
5278 -0,776 5,498 0,584 | 2,213E-02 -0,234 111
5036 0,059 8,344 1,042 | 3,077E-03 0,018 00
4832 -0,041 6,622 0,972 1,015E-02 -0,012 0|0
4751 0,249 7,635 1,189 | 5,031E-03 0,075 111
4408 0,878 8,055 1,838 | 3,760E-03 0,264 111
4403 0,11 10,173 1,079 | 8,660E-04 0,033 0

3809 -0,22 9,856 0,859 1,079E-03 -0,066 110
3577 0,213 19,613 1,159 1,250E-06 0,064 00
3423 0,474 8,905 1,389 | 2,086E-03 0,143 0(1
2739 0,233 7,901 1,175 | 4,183E-03 0,070 00
2629 0,879 18,513 1,84 2,670E-06 0,265 110
2246 0,58 18,439 1,495 | 2,810E-06 0,175 110
2150 -0,382 8,475 0,768 | 2,811E-03 -0,115 0|0
1993 0,099 7,573 1,071 5,251E-03 0,030 110
146 -0,285 18,464 0,821 2,770E-06 -0,086 0|0

Anhang 4: ACt-Werte, relative Methylierung und Lg (Methyl Ms) von KISS1R i

Patientenproben

Relative
Proben- | ACT (Md-Mo) | ACT (Ms-Mo) Methylierung Lg (Methyl Ms) (M [N
ID Ms Md
6904 0,204 10,240 1,152 8,271E-04 -3,082 0f1
6549 0,755 9,057 1,687 1,877E-03 2,727 0]0
6537 0,140 19,349 1,102 1,500E-06 -5,825 00
6502 0,242 18,378 1,183 2,940E-06 -5,532 0]0
6485 0,691 8,832 1,614 2,194E-03 -2,659 0
6454 0,081 9,466 1,058 1,414E-03 -2,850 111
6443 1,864 9,139 3,641 1,774E-03 -2,751 011
6438 0,567 9,533 1,482 1,350E-03 -2,870 0f0
6309 1,319 20,579 2,495 6,400E-07 -6,195 0]0
6010 0,398 17,997 1,318 3,820E-06 -5,418 110
5935 0,021 10,449 1,015 7,153E-04 -3,146 111
5890 0,557 9,278 1,471 1,611E-03 -2,793 111
5797 0,732 7,747 1,660 4,655E-03 -2,332 111
5758 0,328 7,289 1,256 6,394E-03 -2,194 011
5729 0,062 19,797 1,044 1,100E-06 -5,959 00
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5703 0,675 19,007 1,596 1,900E-06 -5,722 0]0
5650 -0,221 19,010 0,858 1,890E-06 -5,723 110
5576 0,598 10,067 1,513 9,324E-04 -3,030 00
5563 0,207 19,708 1,154 1,170E-06 -5,933 0]0
5381 0,485 19,167 1,400 1,700E-06 -5,770 00
5278 0,134 6,676 1,097 9,776E-03 -2,010 111
5036 0,353 9,507 1,278 1,374E-03 -2,862 0f0
4751 1,181 8,084 2,267 3,685E-03 -2,434 111
4408 0,133 9,347 1,096 1,536E-03 -2,814 111
3965 1,016 19,598 2,022 1,260E-06 -5,900 110
3809 0,377 20,271 1,298 7,900E-07 -6,102 110
3423 0,783 20,122 1,720 8,800E-07 -6,057 01
2739 0,962 17,523 1,947 5,310E-06 -5,275 0]0
2629 1,551 19,190 2,931 1,670E-06 -5,777 110
2246 -1,192 17,967 0,438 3,900E-06 -5,409 110
2150 0,590 9,822 1,505 1,105E-03 -2,957 0]0
1993 0,469 8,694 1,384 | 2,415E-03 -2,617 110
Anhang 5: Expression von KISS1R in Harnblasenkarzinomzelllinien
Zelllinie | ACt EReIatlv_e Mittelwert | Standartabweichung e
Xpression change
16,604 1,00E-05
RT-112 | 18,674 2,39E-06 4,483E-06 4,483E-06 38,94
19,904 1,02E-06
22,910 1,27E-07
T24 18,385 2 92E-06 1,524E-06 1,976E-06 13,24
22,263 1,99E-07
UMUC3 | 23,798 6,85E-08 1,151E-07 7,252E-08 1
23,609 7,82E-08
15,268 2,53E-05
5637 | 14,740 3,66E-05 3,756E-05 1,276E-05 326,28
14,265 5,08E-05
253- 18,003 3,81E-06
BV 17,646 4,88E-06 1,233E-05 1,385E-05 107,08
15,109 2,83E-05

79




Anhang 6: Ergebnisse der KISS1R-mRNA-Expression nach siRNA Transfektion

ACt relative Expression Mittelwert STD Fold change
15,394 2,323E-05
16,135 1,389E-05
17,643 4,884E-06
14,519 4,260E-05
NC 15,069 2,910E-05 1,863E-05 | 1,344E-05
14,993 3,067E-05
17,303 6,186E-06
17,620 4,966E-06
16,330 1,214E-05
26,010 1,480E-08
18,738 2,288E-06
26,057 1,432E-08
18,070 3,633E-06
KISS1R | 16,738 9,147E-06 2,522E-06 | 3,211E-06 0,135
17,338 6,034E-06
20,089 8,968E-07
26,944 7,746E-09
20,523 6,639E-07

Anhang 7: Echtzeit-Zellanalyse Wachstumskurven 5637-Zellen zur Ermittlung der
geeigneten Zellzahl fur Funktionsanalysen im real time cell analyzer

Zellindex
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Anhang 8: Prozentuale Werte der Funktionsuntersuchungen nach transienter

Inhibierung von KISS1R

Ansatz | Proliferation | Migration | Invasion
82,52 102,62
76,42
93,23
106,55
75,67
122,83 98,69
75 42 115,72 87,74
NC 156 33 -6,30 107,37
’ 70,47 104,89
85,66
242,91
105,20
18,11
96,55
112,60 133,86
' 140,94
19,86 80,79
57,64
32,96
83,41
41,72
101,75
47,59 164,19
46,63 86 EBO 134,14
siKISS1R 68,16 12’99 103,69
28,00 , 73,21
137,40
45,90
105,91
50,64
183,46
28,55
66.21 20,47
’ 266,54
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