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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Der Sonic Hedgehog-Signalweg — Bedeutung und Mechanismen

Dem Sonic Hedgehog (Shh)-Signalweg kommt wiahrend der Embryogenese von Vertebraten
und Insekten eine fundamentale Bedeutung bei der Regulation des Wachstums, der Muster-
bildung und der Morphogenese zu. So vermittelt die Shh-Signalkaskade z. B. die Ausbildung
der positionellen Identitét entlang der anterior-posterior Achse bei der Anlage der Extremita-
ten sowie die Ausbildung und das SchlieBen des Neuralrohrs [Ingham PW, McMahon AP,
2001]. Im adulten Organismus reguliert der Signalweg die Erhaltung von Stammzellpopula-
tionen, die Gewebereparatur und die Geweberegeneration [Beachy PA et al., 2004; Ruiz i
Altaba A et al., 2007].

1980 fanden Niisslein-Volhard und Wieschaus das Gen Hedgehog (Hh), nach dem der Sig-
nalweg benannt wurde, bei einem Mutationsscreening in Drosophila melanogaster zur Identi-
fizierung von Genen zur Steuerung der Kdrpersegmentausbildung [Nusslein-Volhard C, Wie-
schaus E, 1980]. Es wurden neben vielen anderen Phanotypen Larven entdeckt, die durch ihre
gedrungene Form und ihr struppiges Erscheinungsbild auffielen und den Eindruck eines Igels
(engl. hedgehog) vermittelten. In Vertebraten existieren drei Hedgehog-Gene, die fiir die sek-
retorischen Proteine Sonic Hedgehog (Shh), Indian Hedgehog und Desert Hedgehog kodieren
[Nieuwenhuis E, Hui CC, 2005]. Zur Aktivierung der Shh-Signalkaskade bindet sezerniertes
Shh an den membranstindigen Rezeptor Patched (Ptch). Ptch als negativer Regulator des Sig-
nalweges verliert dadurch seine inhibitorische Wirkung auf das Transmembranprotein Smoo-
thened (Smo) [Goodrich LV, Scott MP, 1998; Ingham PW, 1998]. Der mechanistische Aspekt
der Interaktion von Ptch und Smo ist bisher nicht vollstindig verstanden. Nachgewiesen ist,
dass es sich um keine physische oder stochiometrische Regulation handelt [Denef N et al.,
2000; Ingham PW et al., 2000; Taipale J et al., 2002]. Im unstimulierten Zustand ist Ptch in
der Zellmembran verankert und Smo intrazelluldr in zytoplasmatischen Vesikeln lokalisiert.
Die Bindung des Hh-Liganden an den Ptch-Rezeptor vermittelt die Internalisierung von Ptch
in zytoplasmatische Vesikel und eine anschlieBendende Degradation von Hh [Capdevila J et
al., 1994; Incardona JP et al., 2000]. Denef N et al. [2000] postulieren ein Modell, nach dem
Ptch und Smo zwischen Plasmamembran und zytoplasmatischen Vesikeln in Abhéngigkeit
von der Shh-Prisenz entgegengesetzt pendeln. Die Aktivierung von Smo ist mit einer Kon-

formationsianderung des Proteins verbunden und flihrt zur intrazelluldren Weiterleitung des
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extrazelluldren Signals, an der eine Vielzahl von Molekiilen beteiligt ist. Als entscheidende
Vermittler des Signals gelten die Gli-Transkriptionsfaktoren (glioma-associated oncogene
homolog). Die Familie der Gli-Transkriptionsfaktoren besteht aus drei Mitgliedern, Glil, Gli2
und Gli3, deren Expression gewebespezifisch ist und die kontextabhingige Aktivator- und
Repressorfunktionen ausiiben [Cohen MM, Jr., 2003]. Glil ist im Wesentlichen ein Aktivator
der Hh-Signalkaskade. Wie die Signalvermittlung von Smo iiber Gli in den Kern im Detail
ablauft, ist noch nicht vollstindig geklért. Besser bekannt sind die Vorginge in Drosophila
melanogaster. Das Fliegenortholog Ci (Cubitus interruptus) wird im unstimulierten Zustand
in einem Komplex aus Costal 2 (Cos2), Suppressor of Fused (SuFu) und Fused (Fu) an Mik-
rotubuli gebunden und proteolytisch in seine Repressorform gespalten, die in den Kern trans-
lokalisiert und die Transkription von Zielgenen, wie z. B. Ptch, reprimiert. Bei einer Aktivie-
rung der Signalkaskade wird der Komplex aus Cos2, SuFu, Fu und Ci aufgeldst und die Akti-
vatorform von Ci freigesetzt [Cohen MM, Jr., 2003]. In Vertebraten wurde bisher nur SuFu
als negativer Regulator der Hh-Signalkaskade nachgewiesen [Stone DM et al., 1999]. Zu den
Zielgenen eines aktiven Shh-Signalweges in Vertebraten gehdren unter anderem Ptch, Glil
und Igf2 (insulin-like growth factor 2) [Hahn H et al., 1999; Corcoran RB, Scott MP, 2001;
Cohen MM, Jr., 2003; Nieuwenhuis E, Hui CC, 2005]. Die gesteigerte Ptch-Expression ver-
mittelt einen negativen Riickkopplungsmechanismus und tragt wesentlich zur Regulation der

Signalkaskade bei. Abbildung 1 zeigt eine schematische Darstellung der Shh-Signalkaskade.

Gl e

Abb. 1: Schema des Shh-Signalweges. A) In Abwesenheit des stimulierenden Liganden Shh inhibiert Ptch die
Aktivitdt von Smo und somit den Signalweg. B) Durch die Bindung des Liganden Shh an den Rezeptor Ptch
wird die inhibitorische Wirkung von Ptch auf Smo aufgehoben. Smo vermittelt die Aktivierung der Gli-
Transkriptionsfaktoren, die in den Kern wandern und die Expression von Zielgenen wie Ptch, Glil und Igf2
vermitteln (Abbildung: A. Uhmann, AG Hahn).
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1.2 Ptch-assoziierte Tumoren

Die aberrierende Aktivierung des Hh-Signalweges, z.B. durch inaktivierende Ptch-
Mutationen, fiihrt zu einem steten Proliferationssignal fiir die Zelle und damit zur Tumorent-
stehung. Eine Verbindung zwischen einer Mutation im Hh-Signalweg und Krebs wurde erst-
mals fiir das Gorlin-Syndrom (auch Néavoides Basalzell-Karzinom, NBCCS, engl. nevoid ba-
sal cell carcinoma syndrome) beschrieben. Diese Patienten sind Trager einer autosomal-
dominanten Mutation im PTCH-Gen und weisen neben Entwicklungsdefekten, wie GroB3-
wuchs, Polydactylie und Rippenabnormalitéten, eine erhohte Inzidenz fiir bestimmte Tumoren
auf [Gorlin RJ, 1987; Hahn H et al., 1996; Johnson RL et al., 1996]. Dazu zihlen vor allem
Basalzellkarzinome (BCC, engl. basal cell carcinoma), Medulloblastome (MB) und Rhabdo-
myosarkome (RMS) [Hahn H et al., 1999].

Auch eine Vielzahl sporadischer Tumoren weist eine pathologische Aktivitdt der Hh-
Signalkaskade auf und bestitigt die Bedeutung des Signalweges bei der Entstehung von
Krebs. So wurde eine Uberexpression der Hh-Zielgene wie Glil z. B. fiir Pankreas-
Adenokarzinome [Thayer SP et al., 2003], Brustkrebs [Kubo M et al., 2004], Prostatakrebs
[Karhadkar SS et al., 2004; Sanchez P et al., 2004], kleinzellige Lungenkarzinome [Watkins
DN et al., 2003], Glioblastome [Clement V et al., 2007] und Melanome [Stecca B et al.,
2007] nachgewiesen. Alle sporadischen BCC sind durch die Expression der Hh-
Signalwegeskomponenten Ptch, Smo und Glil gekennzeichnet [Toftgard R, 2000]. Fiir 50-
70 % der sporadischen BCC wurde der Verlust der Heterozygotie (LOH, engl. loss of hetero-
zygosity) am PTCH-Lokus festgestellt [Unden AB et al., 1996; Danaee H et al., 2006]. Daher

geht man davon aus, dass es sich bei PTCH um ein Tumorsuppressorgen handelt.

Weil der Fokus dieser Arbeit auf Therapiemdglichkeiten fiir Ptch-assoziierte RMS und MB
liegt, wird auf den Zusammenhang zwischen PTCH-Mutationen in RMS und MB in Kapi-
tel 1.2.1 bzw. 1.2.2 gesondert eingegangen.

1.2.1 Das Rhabdomyosarkom

RMS sind Tumoren der quergestreiften Skelettmuskulatur. Da 65 % aller sporadisch auftre-
tenden RMS bei Kindern unter 6 Jahren festgestellt und die {ibrigen 35 % bei Jugendlichen
bis zum 20. Lebensjahr diagnostiziert werden, zdhlen sie zu den pédiatrischen Tumoren

[Dagher R, Helman L, 1999]. Diese Tumorart stellt das hdufigste Weichteilsarkom im Kin-
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desalter dar, allein in den USA werden jéhrlich 250 neue Fille bei Kindern unter 15 Jahren

festgestellt [Dagher R, Helman L, 1999].

Es werden zwei histologische Subtypen unterschieden. Embryonale RMS sind durch spindel-
formige, stromareiche Zellen charakterisiert und machen etwa zwei Drittel der RMS aus
[Merlino G, Helman LJ, 1999]. Sie treten vorzugsweise in der Hals- und Nackenregion auf
und seltener an den Extremitdten. Der alveolédre Subtyp ist durch kleine, runde, dicht gepackte
Zellen charakterisiert, die iiber Collagenfasern zusammengehalten werden und der zelluldren
Architektur Ahnlichkeit mit den Lungenalveolen verleihen. Dieser Subtyp wird hiufiger bei
dlteren Kindern und an den Extremitéten diagnostiziert [Dagher R, Helman L, 1999]. Alveola-
re RMS sind im Gegensatz zu embryonalen RMS durch eine Translokation zwischen dem
PAX3-Gen (paired box gene) und dem FKHR-Gen (fork head box O1) bzw. dem PAX7-Gen
und dem FKHR-Gen eindeutig definiert [Dagher R, Helman L, 1999]. Die PAX-Gene sind
wichtige Regulatoren der embryonalen Myogenese und FKHR kodiert einen Transkriptions-
faktor. Das Fusionsprodukt FKHR/PAX3 bewirkt eine gesteigerte Aktivierung der PAX3-
vermittelten Transkription [Fredericks WJ et al., 1995].

Wie oben erwéhnt sind Gorlin-Patienten mit einer autosomal-dominanten Mutation im PTCH-
Gen fiir die Entwicklung von RMS préadisponiert. Des Weiteren konnte fiir 33 % der embryo-
nalen RMS ¢in Verlust des PTCH-Lokus nachgewiesen werden [Bridge JA et al., 2000]. Tos-
tar U et al. [2006] zeigten, dass PTCH-mRNA in allen und PTCH-Protein bei 74 % der unter-
suchten RMS nachweisbar sind. Neben der Assoziation mit Mutationen im PTCH-Gen wur-
den noch weitere Verbindungen mit der Fehlregulation des Hh-Signalweges in RMS detek-
tiert. So ist die Region 12g23-15, die das Gen fiir den Transkriptionsfaktor Glil beinhaltet, in
vielen Féllen amplifiziert [Merlino G, Helman LJ, 1999] und RMS iiberexprimieren Igf2 [El-
Badry OM et al., 1990], wofiir hdufig der Verlust der maternalen Pragung verantwortlich ist
[Zhan S et al., 1994].

RMS sind durch die Expression myogener Marker charakterisiert und legen eine Fehlregula-
tion der Muskelausbildung als Entstehungsursache nahe [Anderson J et al., 1999]. Die Urs-
prungszellen sind noch nicht definiert. Als Kandidaten gelten mesenchymale Stammzellen
oder myogene Vorlaufer. Die Ausbildung des Skelettmuskels aus den Somiten in der drit-

ten Woche der embryonalen Entwicklung beim Menschen wird u. a. durch Shh gesteuert.

Die Standardtherapie besteht aus Resektion und anschlieBender Bestrahlung und Chemothe-

rapie mit Vincristin, Actinomycin D, Doxorubicin, Cyclophosphamid, Iphosphamid und/oder
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Etoposid [Dagher R, Helman L, 1999]. Liegen zum Therapiezeitpunkt noch keine Metastasen
vor, konnen 60-70 % der Patienten geheilt werden. Bei bereits metastasierenden RMS spre-
chen weniger als 20 % der Patienten auf die Therapie an, die Uberlebensdauer sinkt drama-

tisch [Dagher R, Helman L, 1999].

1.2.2 Das Medulloblastom

MB sind vom Kleinhirn ausgehende, sogenannte primitive neuroektodermale Tumoren
(PNET) und bilden mit 85 % der PNET den haufigsten bosartigen Hirntumor im Kindesalter.
Das MB wichst lokal infiltrierend und wird in zwei histologische Subtypen unterteilt. Die
klassische Form geht meist vom Kleinhirnwurm (Vermis) aus, die seltenere desmoplastische

Variante hiufig von den Kleinhirnhilften (Hemisphéaren).

Als Ursprung von MB werden granuldre Vorlaufer der Kornerzellen (GCP, engl. granule cell
precursor) diskutiert, deren Proliferation wiahrend der neonatalen Entwicklung des Kleinhirns
durch den Hh-Signalweg reguliert wird [Wechsler-Reya RJ, Scott MP, 1999]. Die Korner-
zellprogenitoren entstehen an der Auenseite des Kleinhirns und bilden die dullere granuldre
Schicht (EGL, engl. external granual layer) (Abb. 2). Im neonatalen Kleinhirn wird durch

von Purkinjezellen sezerniertes Shh eine exzessive Proliferation der GCP stimuliert.

B c

Molekularis

Furkinjezellen

Kamerzellprogenitoren g

Abb. 2: Migration der Kornerzellprogenitoren im Kleinhirn von Méusen. A) Sagitaler Schnitt durch das Klein-
hirn. B) Stadium nach 7 Tagen: Massive Proliferation von Kornerzellprogenitoren in der dufleren granuldren
Schicht (EGL). C) Stadium nach 3 Wochen: Die K&rnerzellprogenitoren sind fast vollstdndig in die innere Kor-
nerzellschicht (IGL) migriert, die duflere granulédre Schicht ist nahezu aufgeldst.
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Die Vorldufer migrieren schlieBlich durch die Purkinjezellschicht in die inneren Areale des
Kleinhirns und differenzieren in der inneren Koérnerzellschicht (IGL, engl. internal granual
layer) aus. Es wird vermutet, dass Fehlregulationen des Migrationsverhaltens das Verbleiben
von einigen GCP in der Molekularis bedingen und sich aus diesen Vorlduferzellen maligne

Lasionen entwickeln.

Die entscheidende Bedeutung der Fehlregulation der Hh-Signalkaskade fiir die Ausbildung
von MB zeigt sich bei Gorlin-Patienten. Etwa 3-5 % der Patienten mit NBCCS entwickeln ein
MB [Evans DG et al., 1991; Evans DG et al., 1993] und mehr als 10 % der sporadisch auftre-
tenden MB weisen PTCH-Mutationen auf [Raffel C et al., 1997; Xie J et al., 1997]. Des Wei-
teren sind Tumoren des desmoplastischen Subtyps durch die Expression der Hh-Markergene

PTCH, GLI1, IGF2 und MYC gekennzeichnet [Pomeroy SL et al., 2002].

Die operative Entfernung des Tumorgewebes ist dullerst schwierig. Da eine sogenannte ,,Re-
sektion im Gesunden* nicht moglich ist, wird eine operationsmikroskopisch vollstindige Ent-
fernung des Tumors mit mikrochirurgischen Operationstechniken angestrebt. Aufgrund des
infiltrativen Verhaltens von MB reicht eine lokale, postoperative Bestrahlung der Tumorregi-
on nicht aus, eine vollstdndige kraniospinale Strahlentherapie (Gehirn und Riickenmark) ist
unumgénglich. Die zugehorige Chemotherapie beinhaltet die Einnahme von zytotoxischen
Substanzen, wie z. B. Vincristin, Cisplatin und/oder Lomustin. Mit diesen Therapieoptionen
kann eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 50-85 % erreicht werden [Tomita T, McLone DG,
1986; Brand WN et al., 1987; Hughes EN et al., 1988; Evans AE et al., 1990; Wara WM et
al., 1994]. Die kraniospinale Bestrahlungstherapie fiihrt jedoch vor allem bei Kindern unter
drei Jahren zu erheblichen psychomotorischen, kognitiven und mentalen Folgeschdden sowie
zu Storungen in der Hormonbildung verbunden mit einer Verminderung des Korperldngen-
wachstums [Johnson DL et al., 1994]. Deshalb wird versucht, durch Intensivierung der Che-

motherapie auf eine Bestrahlung zu verzichten.

1.2.3 Problematiken gegenwértiger Therapieansdtze fiir RMS und MB

Mit den verwendeten Therapieoptionen Resektion, Bestrahlung und Chemotherapie werden
bei lokal definierten RMS und MB akzeptable Ergebnisse erzielt. Fiir bereits metastasierende
Tumoren allerdings ist die Prognose unter herkdbmmlicher Therapie schlecht. Die Moglichkei-
ten der Strahlen- und Chemotherapie scheinen in den diversen Kombinationen und Dosen

ausgeschopft. Hinzu kommt, dass Strahlen- und Chemotherapie eine wesentliche Ursache flir
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die Ausbildung sekundéirer Tumoren darstellen, die sich erst Jahre nach der Behandlung der
Primédrerkrankung manifestieren [Dickerman JD, 2007; Soliman H, Agresta SV, 2008]. Vor
allem bei der Therapie von padiatrischen Tumoren stellen sekundire Krebserkrankungen ein
grof3es Problem dar. Mertens AC et al. [2001] untersuchten in einer retrospektiven Studie die
Mortalititsrate von Patienten, bei denen Krebs vor dem 21. Lebensjahr diagnostiziert wurde
und welche die ersten filinf Jahre nach der Diagnose iiberlebten. Fiir diese Gruppe wurde ein

19fach gesteigertes Risiko festgestellt, an einer sekundédren Krebserkrankung zu sterben.

Die genannten Probleme verdeutlichen die Notwendigkeit neuer gezielter Ansétze fiir die
Therapie von padiatrischen Tumoren. Da bekannt ist, dass der Hh-Signalweg aufgrund von
PTCH-Mutationen in einer betrdchtlichen Anzahl von péadiatrischen Tumoren dereguliert ist,

wird heute versucht, dieser Deregulation gezielt entgegen zu wirken.

1.3 Tiermodell fiir Ptch-assoziierte Tumoren zur Etablierung gerichteter Therapie-

ansatze

Die Generierung Ptch-defizienter Mause [Goodrich LV et al., 1997; Hahn H et al., 1998] er-
moglicht die genaue Untersuchung der Ptch-assoziierten Tumorigenese im Tiermodell. Die
homozygote Deletion von Ptch fiihrt zu einem Absterben der Embryonen in utero am Tag 9,5
aufgrund von Defekten des Neuralrohrs [Goodrich LV et al., 1997; Hahn H et al., 1998].
Ptch-heterozygote Méuse hingegen sind lebensfahig und entwickeln einen Phénotyp, der dem
Krankheitsbild von NBCCS-Patienten entspricht. Neben Entwicklungsdefekten, wie Rippen-
abnormalitdten, Zysten und Polydactylie, weisen diese Méause eine Pridisposition fiir MB,
RMS und unter Bestrahlung auch fiir BCC auf [Goodrich LV, Scott MP, 1998; Hahn H et al.,
1998; Aszterbaum M et al., 1999]. Die Ausbildung der Tumoren wird stark vom genetischen
Hintergrund bestimmt. Ptch™®"*"Miuse, bei denen die Exone 6 und 7 des Ptch-Gens durch
eine Neomycinkassette ersetzt sind, entwickeln auf einem C57BL/6-Hintergrund innerhalb
von 300 Tagen in bis zu drei von vier Féllen ein MB, aber keine RMS. Tiere der FI1-
Generation aus der Kreuzung von C57BL/6 und BALB/c dagegen entwickeln im gleichen
Zeitraum in bis zu drei von fiinf Fallen ein RMS und nur in etwa jedem zwolften Fall ein MB

[Hahn H et al., 2004].

Die RMS dieser Méuse gleichen histologisch den humanen RMS vom embryonalen Subtyp
und die MB aufgrund der Expression von molekularen Markern dem humanen desmoplasti-

schen MB [Hahn H et al., 1998; Pomeroy SL et al., 2002]. In den Tumoren der Ptch"®"*-
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Maus kann ebenso wie in den humanen PTCH-assoziierten Tumoren eine erhéhte Ptch- und
Glil-Expression im Vergleich zum Normalgewebe detektiert werden. Bemerkenswert sind
Untersuchungsergebnisse iiber die Zusammensetzung der Ptch-Transkripte. Von dem mutan-
ten Ptch-Lokus wird ein Transkript exprimiert, bei dem Exon 5 direkt an Exon 8 gespleif3it
wird [Calzada-Wack J et al., 2002]. Wéhrend im gesunden Gewebe das Wildtyp-Allel (wt)
und das mutante A67-Allel im gleichen Mal3 exprimiert werden, kommt es wéhrend der Tu-
morentstehung zu einer Verschiebung des Verhiltnisses. Im Vergleich zum normalen Mus-
kelgewebe ist im Tumor die Expression des A67-Allels deutlich erhoht, wahrend die Trans-
kriptmenge des wt-Allels unverdndert bleibt bzw. verringert ist [Calzada-Wack J et al., 2002;
Uhmann A et al., 2005]. Da es sich bei Ptch um ein Tumorsuppressorgen handelt und da nach
der Zwei-Treffer-Hypothese [Knudson AG, Jr., 1971] beide Allele eines Tumorsuppressor-
gens fiir die Tumorentstehung ausgeschaltet sein miissen, besteht Grund zu der Annahme,

dass das wt-Allel epigenetisch reprimiert wird.

Des Weiteren sind Tumoren der Ptch™®”*-Muse durch die Expression von 1gf2 gekenn-
zeichnet. Aus Kreuzungsexperimenten zwischen Igf2-Nullmutanten und Ptch-heterozygoten
Mausen ist aus der signifikant geringeren Tumorinzidenz der F1-Generation ersichtlich, dass
Igf2 nicht nur ein Zielgen der Shh-Signalkaskade, sondern auch essentiell fiir die Ptch-

assoziierte Tumorigenese ist [Hahn H et al., 2000].

Die Ubereinstimmung in der Expression der Hh-Markergene und die vergleichbare Histologie
der Subpopulationen der humanen RMS und MB mit den murinen Tumoren, machen die
Ptch™®"*_Maus zu einem idealen Modell fiir die Entwicklung und Evaluierung neuer Thera-

pieansétze fiir Ptch-assoziierte Tumoren.

1.3.1 Spezifische Inhibierung der Hh-Signalkaskade als Therapieansatz fiir Ptch-assoziierte
RMS

Die aberrierende Aktivitit des Hh-Signalweges stellt die Ursache und das grundlegende Cha-
rakteristikum Ptch-assoziierter Tumoren dar. Mit der Isolierung des Alkaloids Cyclopamin
aus Veratrum californicum, dessen Struktur in Abbildung 3 C dargestellt ist, wurde ein spezi-
fischer Inhibitor des Hh-Signalweges entdeckt [Keeler RF, Binns W, 1968; Cooper MK et al.,
1998; Incardona JP et al., 1998]. Der Name Cyclopamin leitet sich von dem Phénotyp von
Lammern ab, deren Miitter um den Tag 14 der Trachtigkeit beim Weiden Veratrum californi-

cum aufnahmen [Binns W et al., 1965]. Die teratogene Wirkung von Cyclopamin induziert
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verschiedene kraniofaziale Defekte bis hin zu Cyclocephalie [Keeler RF, Binns W, 1964]. Die
Ahnlichkeit von cyclopamininduzierten Fehlentwicklungen und Phinotypen, die durch einen
Shh-Funktionsverlust in der Maus [Chiang C et al., 1996] und im Menschen [Roessler E et
al., 1996] induziert werden, legte eine Verbindung zwischen Cyclopamin und der Regulation
des Shh-Signalweges nahe. 2002 belegten Chen JK et al. [2002] die direkte Bindung von
Cyclopamin an Smo und definierten endgiiltig die Wirkungsweise des Alkaloids als Hh-
Signalwegantagonist (Abb. 3 A und B).
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Abb. 3: Cyclopamin - Wirkungsweise auf den Hh-Signalweg und Struktur. A) Inaktivierende Mutationen im
Ptch-Gen fiihren zu einer ligandenunabhéngigen, konstitutiven Aktivierung der Hh-Signalkaskade. B) Cyclopa-
min inhibiert durch die Bindung an Smo den Hh-Signalweg. C) Struktur des Alkaloids Cyclopamin.

Damit war der Grundstein fiir den Einsatz von Cyclopamin in der Krebstherapie gegen Ptch-
assoziierte Tumoren gelegt. Studien, die Cyclopamin eine antiproliferative Wirkungsweise
gegeniiber Tumorzelllinien in vitro bescheinigen, sind duflerst zahlreich. Z. B. inhibiert Cyc-
lopamin die Proliferation von Brust- [Kubo M et al., 2004], Pankreas- [Qualtrough D et al.,
2004], Prostata- [Sanchez P et al., 2004] und kolorektalen Krebszelllinien [Thayer SP et al.,
2003] sowie von Melanom- [Stecca B et al., 2007], Glioblastom- [Clement V et al., 2007]
und Medulloblastomzelllinien [Berman DM et al., 2002; Sanchez P, Ruiz i Altaba A, 2005].
Der GroBteil der in vivo-Ansédtze macht sich Transplantationsmodelle zu Nutze, bei denen
Tumorzelllinien in immundefiziente Méuse implantiert werden. Auch in diesen Modellsyste-
men fungiert Cyclopamin als effektiver Inhibitor des malignen Zellwachstums und hemmt
z. B. die Progression von Prostata- [Karhadkar SS et al., 2004] und Pankreaskrebszellen
[Thayer SP et al., 2003; Feldmann G et al., 2007] sowie von Glioblastomzellen [Clement V et
al., 2007] und Melanomzellen [Stecca B et al., 2007].
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Es gibt allerdings nur wenige Studien, welche die Wirkung von Cyclopamin in dem klinisch
relevanten Szenario von spontanen, endogenen Tumoren untersuchen. Doppelmutante
Ptch™*?*; p53"-Miuse entwickeln mit nahezu 100 %iger Inzidenz MB [Wetmore C et al.,
2001]. Eine prophylaktische Behandlung von symptomlosen Tieren mit Cyclopamin {iber
einen Monat ab einem Alter von 28 Tagen fiihrt zur Reduktion der MB-Gro8e und der Ptch-
Expression im Tumor [Sanchez P, Ruiz 1 Altaba A, 2005]. Die Gabe von Cyclopamin verhin-
dert die Induktion von BCC in Ptch™®***-Mausen nach UV-Bestrahlung bei etwa 66 % der
Tiere [Athar M et al., 2004]. Auch im tyrNRAS®®**; Inkd4a™-Mausmodell (tyrosinase — neu-
roblastoma ras viral oncogene homolog; cyclin-dependent kinase inhibitor 2A), das die Tiere
zu Melanomen pradisponiert, fiihrt Cyclopamin zum Riickgang von Tumoren [Stecca B et al.,
2007]. Tabs S und Avci O [2004] berichten iiber die Ergebnisse einer lokalen Applikation von
Cyclopamin in Form einer Creme zur Behandlung fiinf humaner BCC. In den BCC wurde
durch diese Behandlung selektiv Apoptose und Differenzierung induziert. Es wurden jedoch
keine Untersuchungen vorgenommen, die einen direkten Zusammenhang zwischen der Wir-

kung des Cyclopamins und dem Hh-Signalweg herstellen.

Die genannten Studien geben keinen vollstindigen Uberblick {iber alle Untersuchungen zum
Einsatz von Cyclopamin wieder, verdeutlichen aber bereits das enorme Potential spezifischer
Hh-Antagonisten in der Krebstherapie. Deshalb planen Genentech Inc. in Kooperation mit
Curis Inc. fiir das Jahr 2008 den Beginn von drei klinischen Phase II Studien zur Behandlung
metastasierender Kolonkarzinome, fortgeschrittener BCC und solider Epithelialtumoren mit
GDC-0499, einem small molecule inhibitor der Hh-Signalkaskade. Diese Studien werden
weiteren Aufschluss iiber die therapeutische Wirksamkeit von Inhibitoren der Hh-

Signalkaskade und deren Einsatzmoglichkeiten in der Krebstherapie geben.

1.3.2 Epigenetischer Therapieansatz fiir Ptch-assoziierte RMS und MB

Ptch wird aufgrund seiner Rolle als negativer Regulator der Mitose zu der Gruppe der Tumor-
suppressorgene gezahlt [Hahn H et al., 1996; Johnson RL et al., 1996]. Da sich Mutationen in
diesen Genen rezessiv verhalten, ist die Inaktivierung beider Allele eines Tumorsuppressor-
gens Voraussetzung fiir die Tumorentstehung [Knudson AG, Jr., 1971]. Das wiirde bedeuten,
dass bei Patienten mit NBCCS, die eine Keimbahnmutation in einem PTCH-Allel aufweisen,
erst eine zweite somatische Mutation im PTCH-Lokus zur malignen Transformation fiihrt.
Auch fiir die Inaktivierung eines Tumorsuppressorgens in sporadischen Tumoren sind zwei

somatische Mutationen notwendig. Ein Verlust der Heterozygotie am PTCH-Lokus kann je-
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doch in myogenen Tumoren von Gorlin-Patienten nur duflerst selten festgestellt werden [Tos-
tar U et al., 2006]. Die Angaben iiber einen LOH am PTCH-Lokus in MB von Gorlin-
Patienten sind rar. Schofield D et al. [1995] stellten in beiden von ihnen untersuchten MB von
Gorlin-Patienten einen LOH am PTCH-Lokus fest. Bei sporadischen MB liegen mit einer
Haufigkeit von 10 % PTCH-Mutationen vor [Raffel C et al., 1997; Xie J et al., 1997], aber
nur drei von fiinf PNET mit Mutationen im PTCH-Gen weisen auch einen LOH am PTCH-
Lokus auf [Vorechovsky I et al., 1997]. Analysen von sporadischen BCC zeigen, dass ein
LOH und ein mutationsbedingter Verlust beider PTCH-Allele nur bei ca. 50 % der BCC auf-
treten [Gailani MR et al., 1996; Danaee H et al., 2006].

Auch fiir das Ptch-heterozygote Tiermodell gibt es Hinweise, dass die Inaktivierung beider
Ptch-Allele durch Mutationen keine Grundvoraussetzung fiir die Tumorigenese ist. So ist
bspw. die Bedeutung des biallelischen Verlustes von Ptch in spontanen MB Ptch-
heterozygoter Mause umstritten. Wetmore C et al. [2000] und Zurawel RH et al. [2000] post-
ulierten mit dem Nachweis der wtPtch-Expression im MB-Gewebe, dass Haploinsuffizienz
am Ptch-Lokus flir die Tumorentstehung ausreichend ist. Eine Reihe darauf folgender Arbei-
ten verweist hingegen auf eine fehlende bzw. drastisch reduzierte wtPtch-Expression in MB
Ptch-heterozygoter Méause [Berman DM et al., 2002; Pazzaglia S et al., 2002; Oliver TG et
al., 2005; Uziel T et al., 2005; Pazzaglia S et al., 2006] und bestatigt damit die Beobachtun-
gen aus unserem Labor [Calzada-Wack J et al., 2002; Uhmann A et al., 2005]. In RMS von
Ptch™*®”*_Miusen kann eine ungleiche Expression der beiden Ptch-Allele beobachtet wer-
den. Der A67Ptch-Lokus wird stark transkribiert, wéhrend die Expression des wt-Allels im
Vergleich zum Normalgewebe konstant bleibt oder schwicher ist. Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe an RMS Ptch-heterozygoter Méause schlieBen einen Verlust der Heterozygotie
und zusitzliche somatische Mutationen im WtPtch-Allel aus [Calzada-Wack J et al., 2002].

Dies wirft die Frage nach dem Entstehungsmechanismus dieser Tumoren auf.

Neben der Inaktivierung durch Mutationen bzw. durch LOH kommt eine epigenetische Modi-
fizierung des wtPtch-Allels in Frage, die eine Transkription unterbindet. Tatsdchlich gibt es
Hinweise, dass der wtPtch-Promotor durch Methylierung inaktiviert wird: A) In Brustkrebs-
proben und HH-abhdngigen Ovarialzysten konnte die Promotormethylierung von PTCH
nachgewiesen werden [Cretnik M et al., 2007; Wolf I et al., 2007]. B) In MB-Zelllinien der
Ptch™?*_Miuse kann die wtPtch-Expression durch die Behandlung mit dem DNA-
demethylierenden Agenz 5-Azacytidin erreicht werden [Berman DM et al., 2002]. C) Die
Transkription von einem Ptch-Promotorkonstrukt wird durch Methylierung inhibiert [Uh-
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mann A et al., 2005]. Diese Daten sind Grundlage fiir den zweiten, in dieser Arbeit untersuch-
ten Therapieansatz fiir Ptch-assoziierte Tumoren, dessen Ziel die Reaktivierung des epigene-

tisch reprimierten WtPtch-Allels mittels epigenetisch aktiver Substanzen war.

1.3.2.1 Epigenetik: DNA-Methylierung und Histonmodifizierungen

Die Regulation der Genexpression durch Packung und Modifizierung der DNA und durch
Modifizierung der Histone wird als Epigenetik bezeichnet. Diese Mechanismen schlieen eine
Regulation der Genexpression aufgrund von Anderungen in der DNA-Basenabfolge aus. Sie
sind reversibel und vererbbar. Zu den epigenetischen Regulationsmechanismen zéhlen die
DNA-Methylierung, kovalente Histonmodifizierungen und damit verbundene Verédnderungen

in der Chromatinstruktur.

5-Methylcytosin (5-mC) wurde 1948 entdeckt [Hotchkiss RD, 1948]. Im Sdugergenom tritt
diese Base ausschlieBlich in der Paarung mit Guanidin in sogenannten CpG-Dinukleotiden
auf. CpG-Dinukleotide kommen im Genom wesentlich seltener vor, als es die normale Wahr-
scheinlichkeitsverteilung vermuten lassen wiirde, weil 5-mC spontan zu Thymin deaminiert
wird. Diese Umwandlung wird von der DNA-Reparaturmaschinerie nicht effizient erkannt
und hatte einen Verlust von CpG-Dinukleotiden wéhrend der Evolution zur Folge [Gal-Yam
EN et al., 2008]. CpG-Dinukleotide finden sich hauptsichlich in der 5°-Promotorregion von

Genen und in repetitiven Elementen der Zentromerregionen [Gal-Yam EN et al., 2008].

Etwa 60 % aller humanen Gene weisen CpG-reiche Regionen in ihren Promotoren auf. Diese
Regionen werden ab einer GroBe von 500 bp, ab einem GC-Gehalt von mindestens 55 % und
ab einem Verhiltnis von 0,65 zwischen den in der Sequenz vorhandenen und den laut Vertei-
lungsfunktion zu erwartenden CpG-Dinukleotiden als CpG-Inseln bezeichnet [Takai D, Jones
PA, 2002]. Es wird angenommen, dass etwa 10 % dieser CpG-Inseln in somatischen Zellen
methyliert vorliegen [Eckhardt F et al., 2006]. Die Methylierung von CpG-Dinukleotiden in
der Promotorregion von Genen ist mit einer transkriptionellen Repression verbunden. Die
physiologische Bedeutung der DNA-Methylierung liegt in der Regulation der monoalle-
lischen Expression geprégter Gene, in der Regulation von keimbahn- und gewebespezifischen
Genen, in der Inaktivierung eines X-Chromosoms im weiblichen Organismus und in der Rep-

ression parasitirer DNA-Sequenzen.

Derzeit sind drei DNA-Methyltransferasen (Dnmt) charakterisiert, welche die Ubertragung
der Methylgruppen an die 5-Position des Cytosinrings katalysieren [Hermann A et al., 2004;
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Turek-Plewa J, Jagodzinski PP, 2005]. Als Methylgruppendonor dient S-Adenosyl-L-
Methionin. Die Dnmtl vermittelt die Methylierung von hemimethylierter DNA und dient so-
mit zur Erhaltung des Methylierungsmusters wéahrend der Zellteilung. Deshalb wird sie auch
als Erhaltungs-Methyltransferase (engl. maintenance methyltransferase) bezeichnet. Die
Dnmt3a und Dnmt3b hingegen vermitteln vorrangig die de novo-Methylierung von DNA-
Doppelstrangen, vor allem wihrend der Embryogenese. Wie die Enzyme die entsprechenden

Zielsequenzen erkennen, ist bisher nicht verstanden [Santos KF et al., 2005].

Die Zuginglichkeit der DNA fiir Transkriptionsfaktoren und die Transkriptionsmaschinerie
wird im Wesentlichen durch die Chromatinstruktur bestimmt. Chromatin wird strukturell in
Euchromatin und Heterochromatin unterschieden. Euchromatin enthilt aktiv transkribierte
Gene und liegt in der Interphase dekondensiert vor. Heterochromatin hingegen ist transkrip-
tionell inaktiv und bleibt auch in der Interphase hochkondensiert. Im Chromatin eukaryonti-
scher Zellen ist die DNA um ein Riickgrat aus Histonen gewickelt und verdichtet. Chemische
Modifikationen an definierten Aminosduren des N-Terminus der Histone vermitteln die hohe-
re Ordnung des Chromatins und werden in ihrer Gesamtheit als Histoncode bezeichnet [Je-

nuwein T, Allis CD, 2001].

Zu den wichtigsten kovalenten Modifikationen der Histone zdhlen die Acetylierung der Ami-
nogruppen von Lysinresten, die zur Neutralisation der positiven Gesamtladung der Histone
fiihrt. Dies vermittelt eine Auflockerung der Bindung zur negativ geladenen DNA und eine
offenere Chromatinstruktur, welche die Transkription begiinstigt. Die Prozesse werden durch
Histonacetyltransferasen (HAT) und Histondeacetylasen (HDAC) katalysiert. Etwa 2-10 %

der Gene werden iiber Acetylierung von Histonen reguliert.

Neben der Histonacetylierung spielt die Methylierung, Sumoylierung und Phosphorylierung
von Histonen bei der Regulation der Genexpression eine entscheidende Rolle. Die Modifizie-
rungen ergeben ein dullerst komplexes Regulationsmuster, bei dem die modifizierte Amino-

sdure, deren Lokalisation und deren Kombination mit anderen Resten von Bedeutung sind.

1.3.2.2 Wechselwirkungen zwischen DNA-Methylierung und Histonmodifizierungen

Die epigenetischen Mechanismen, DNA-Methylierung und Histonmodifizierung, werden auf
vielfdltige, hdufig noch unverstandene Weise gemeinsam koordiniert (Abb. 4). So fiihrt die

Methylierung von  DNA-Promtorregionen zur Rekrutierung von  Methyl-CpG-
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Bindungsproteinen (MeCP). Diese Bindungsproteine verhindern das Anheften von Transkrip-
tionsfaktoren an die methylierte Promotorregion und bedingen die Bindung und die Aktivie-
rung von HDAC [Jones PL et al., 1998; Nan X et al., 1998] sowie die Methylierung von H3
am Lysin 9 (H3K9) [Fuks F et al., 2003]. Des Weiteren kann die Dnmtl HDAC auch direkt
binden [Fuks F et al., 2000; Robertson KD et al., 2000; Rountree MR et al., 2000].

Vire E et al. [2006] erbrachten den Beweis, dass die Histonmethyltransferase EZH2 (enhan-
cer of zeste homolog 2), die fiir die transkriptionell inaktivierende Methylierung von H3K9
verantwortlich ist, sowohl Dnmt1 als auch Dnmt3a und Dnmt3b binden kann, die wiederum

die Methylierung der EZH2-Zielpromotoren vermitteln.

Zusammengefasst bestehen zwischen DNA-Methylierung und Histonmodifizierungen in bei-
de Richtungen Riickkopplungsmechanismen, die zu einem sich selbst verstirkenden Kreislauf

fithren konnen [Fahrner JA et al., 2002; Bachman KE et al., 2003; Kondo Y et al., 2003].

Transkriptionell (3 m
Y YY)

TF

Depid

Transkriptionell

‘g" U

T 5 Methylcytosin “ Methylgruppe Hak9 * Acetylgruppen H3 und R4

Abb. 4: Wechselwirkungen zwischen DNA-Methylierung und Histonmodifizierungen. Die Methylierung von
Cytosinen in der Promotorregion von Genen fiithrt zur Repression der Transkription. 5-Methylcytosine werden
von MeCP erkannt, die zur Aktivierung von Histondeacetylasen beitragen. Die Deacetylierung von Histonen und
die Methylierung spezieller Histonreste wie H3K9 fiihren zur Verdichtung des Chromatins und somit zur trans-
kriptionellen Inaktivitdt. Alle Vorgénge sind durch Reversibilitdt gekennzeichnet (doppelkopfiger Pfeil). Abkiir-
zungen: MeCP Methyl-CpG-Bindungsprotein, TF Transkriptionsfaktor.

1.3.2.3 Epigenetische Regulationsmechanismen und Krebs

Ein globaler Verlust an DNA-Methylierung war die erste epigenetische Verdanderung, die in

Tumoren festgestellt wurde [Feinberg AP, Vogelstein B, 1983]. Diese Hypomethylierung
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betrifft vor allem repetitive DNA-Sequenzen, kodierende Regionen und Introns [Gal-Yam EN
et al., 2008]. Die Auswirkungen globaler Hypomethylierung umfassen den Verlust der Pra-
gung und die Reaktivierung von Transposon-DNA-Sequenzen, zu denen endoparasitire
DNA-Elemente wie LINE- (engl. long interspersed nuclear elements) und Alu-Sequenzen
zdhlen [Ehrlich M, 2002; Dunn BK, 2003; Eden A et al., 2003]. Die Aktivierung solcher
Elemente fiihrt zur Translokation und Inaktivierung von Genen und damit zu genomischer

Instabilitét.

Interessanterweise wurde jedoch beobachtet, dass Promotorregionen einiger spezifischer Tu-
morsuppressorgene in Tumorzellen hypermethyliert sind. Dies wurde zuerst fiir das Retinob-
lastom-Suppressorgen (Rb) beschrieben [Greger V et al., 1989] und wurde seitdem fiir eine
Reihe von weiteren Tumorsuppressorgenen belegt [Esteller M, 2008]. Dabei ist jede Tumorart
durch ihr eigenes Profil an methylierten CpG-Inseln in Tumorsuppressorgenen charakterisiert
[Costello JF et al., 2000]. Die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen durch Methylierung
kann den zweiten Treffer repriasentieren, der laut Knudson [Knudson AG, Jr., 1971] zur ma-
lignen Transformation einer Zelle notwendig ist [Grady WM et al., 2000; Esteller M et al.,
2001].

Die maBgebliche Bedeutung der DNA-Methylierung bei der Krebsentstehung wurde bereits
mehrmals in genetischen Studien mit Dnmtl-mutanten Mausen dokumentiert. Die Senkung

Min/+  gee
""*_Méiusen

der endogenen Dnmtl-Aktivitdt durch hypomorphe Allele fiihrt sowohl in Apc
(adenomatous polyposis of the colon) [Laird PW et al., 1995; Eads CA et al., 2002; Yamada
Y et al., 2005] als auch in einem chemisch induzierten Lungenkrebsmodell [Belinsky SA et
al., 2003] zur Senkung der Tumorinzidenz. Diese in vivo-Daten bestitigen, dass die Methylie-
rung von CpG-Dinukleotiden in der Promotorregion von Tumorsuppressorgenen ein grund-

legendender Schritt in der Tumorigenese ist.

Die Hypermethylierung von Tumorsuppressorgenen ist direkt assoziiert mit Verédnderungen
der Histonmodifizierungen, wie z. B. Deacetylierung von H3 und H4, Verlust der Dreifach-
methylierung am H3K4, Methylierung von H3K9 und Dreifachmethylierung von H3K37 [Es-
teller M, 2008; Gal-Yam EN et al., 2008].

1.3.2.4 Epigenetisch aktive Substanzen

Die chemische Reversibilitdt epigenetischer Mechanismen macht diese zu einem vielverspre-

chenden Ansatz fiir die Krebstherapie. So wurden DNA-demethylierende Substanzen und
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Histondeacetylase-Inhibitoren (HDAC-I) erfolgreich in vitro und in vivo getestet und befinden
sich in klinischen Phase I und II Studien, z. B. Garcia-Manero G et al. [2006] und Soriano
AO et al. [2007]. Dabei wird fiir die Substanzen trotz ihrer globalen Wirkung auf die Organi-
sation des Chromatins eine krebszellspezifische Wirkung angenommen [Brown R, Strathdee
G, 2002; Goffin J, Eisenhauer E, 2002; Armeanu S et al., 2005; Schmelz K et al., 2005], wel-
che die Nebenwirkungen im Vergleich zu herkommlichen Chemotherapeutika verringert. Tat-
sachlich zeigen klinische Studien und Einzelfallberichte die relativ gute Vertrdglichkeit epi-
genetischer Therapeutika, z. B. Baker MJ et al. [2002], Witt O et al. [2004] und Garcia-
Manero G et al. [2006].

Ein weiterer interessanter Aspekt epigenetisch aktiver Substanzen ist die Beobachtung, dass
sie in vitro-behandelten Tumorzelllinien ihr tumorigenes Potential nehmen kénnen [Li XN et
al., 2005; Cantor JP et al., 2007], was die Hoffnung nahe legt, dass epigenetische Therapien

die Krebsstammzellpopulation, so vorhanden, effektiv eliminiert.

Das Cytidinanalog 5-Aza-2’-Deoxycytidin (5-Aza) gehort zu den potentesten DNA-
demethylierenden Reagenzien. Es wird wihrend der Replikation in die DNA eingebaut und
kann aufgrund des Stickstoffatoms in der Position 5 des Cytosin-Rings nicht methyliert wer-
den. Die Bindung der Dnmtl an integriertes 5-Aza fiihrt zu einer kovalenten Bindung des
Enzyms [Luczak MW, Jagodzinski PP, 2006] und entzieht der Zelle somit aktive Dnmt1. Ne-
ben diesem Wirkmechanismus bewirkt 5-Aza auch eine direkte Degradation der Dnmtl1 {iber
den proteasomalen Weg [Ghoshal K et al., 2005] und greift in die Modifizierung von Histo-
nen ein. So vermittelt 5-Aza die Demethylierung und Acetylierung von H3K9 [Fahrner JA et
al., 2002; Nguyen CT et al., 2002; Kondo Y et al., 2003; Wozniak RJ et al., 2007]. Aufgrund
der histonmodifizierenden Wirkung fiihrt 5-Aza auch zur Reaktivierung von Genen, die nicht
iiber Promotormethylierung reprimiert werden, wie z. B. p21 in der humanen Lungenkrebs-
zelllinie A549 oder Apaf-1 (apoptosis protease-activating factor-1) in Melanomazelllinien
[Milutinovic S et al., 2000; Soengas MS et al., 2001]. Des Weiteren wurde 5-Aza in klini-
schen Phase II und III Studien zur Behandlung des myelodysplastischen Syndroms sowie in
Phase II Studien fiir chronische und akute myeloide Leukémie erfolgreich eingesetzt [Issa JP,
2003; Jabbour E et al., 2008]. Friihe klinische Studien zur Therapie solider Tumoren mit hoch
dosiertem 5-Aza waren jedoch wenig erfolgreich [Issa JP, 2003; Jabbour E et al., 2008]. In
hohen Konzentrationen wirkt die Substanz eher allgemein zytotoxisch als demethylierend.
Zurzeit wird das Potential von niedrig dosiertem 5-Aza hinsichtlich der Moglichkeit zum

kombinierten Einsatz mit z. B. konventioneller Chemotherapie reevaluiert [Jabbour E et al.,
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2008]. Die zunehmenden Beweise fiir das klinische antineoplastische Potential von 5-Aza
riickt die Frage nach dem idealen Kombinationspartner der Substanz fiir maximale Effektivi-
tit in den Vordergrund. So werden Kombinationen mit klassischen zytotoxischen Substanzen
oder anderen Medikamenten wie Immunmodulatoren ausgetestet, in denen 5-Aza als Chemo-
sensitizer fungiert [Issa JP, 2003]. Ein weiterer interessanter Ansatzpunkt ist die Kombination

von 5-Aza mit anderen epigenetisch aktiven Substanzen wie z. B. mit HDAC-I.

Die kurzkettige Fettsdure Valproinsdure (VPA) gehort zu den am Besten untersuchten
HDAC-I. Da die Substanz urspriinglich als Anti-Epileptikum und Stimmungsstabilisator ein-
gesetzt wurde [Bowden CL, 2003; Gerstner T et al., 2008], sind die pharmakokinetischen
Eigenschaften ausfiihrlich untersucht. VPA vermittelt iiber die Hemmung von HDAC [Gottli-
cher M et al., 2001; Phiel CJ et al., 2001] die Acetylierung der Histone H3 und H4 [Milutino-
vic S et al., 2007]. Mit der Acetylierung von H3 ermdglicht VPA Demethylasen den Zugang
zu methylierter DNA und so die Demethylierung von transkriptionell reprimierten Promotor-
regionen [Detich N et al., 2003; Milutinovic S et al., 2007]. VPA beeinflusst zusétzlich die
Regulation einer Reihe von intrazelluldren Prozessen, wie z. B. den MAPK-Signalweg (mito-
gen-activated protein kinase), den Wnt-Signalweg (wingless) und den Akt/GSK3p-Signalweg
(Proteinkinase B/Glycogensynthase-Kinase 38), und damit letztlich Zellzyklusarrest, Apop-
tose, Differenzierung und Angiogenese [Kostrouchova M et al., 2007]. Viele dieser Mecha-
nismen sind nicht direkt auf die Hemmung von HDAC zuriickzufiihren und in ihren Zusam-

menhéngen noch nicht vollstindig verstanden.

VPA wird in klinischen Studien zur Behandlung hdmatologischer Tumoren [Kuendgen A,
Gattermann N, 2007] und einer Reihe solider Tumoren, wie Brustkrebs und Gebarmutterhals-

krebs [Duenas-Gonzalez A et al., 2008] ausgetestet.

In vitro- und in vivo-Studien belegen fiir DNA-demethylierende Substanzen und HDAC-I
einen synergistischen Effekt [Zhu WG et al., 2001; Ghoshal K et al., 2002; Shaker S et al.,
2003]. Shi H et al. [2003] zeigen dies eindrucksvoll mittels Microarrayanalysen, bei denen die
Expressionsprofile von mit 5-Aza und/oder Trichostatin (HDAC-I) behandelten Krebszellli-
nien untereinander verglichen werden. Unter der jeweiligen Monotherapie werden etwa
1,1-1,9 % der untersuchten Gene stirker exprimiert, wihrend die Kombinationstherapie zu
einer Induktion von 10,4 % der untersuchten Gene fiihrt. Die Kombination aus VPA und 5-

Aza wurde erfolgreich in Phase I/II Studien an Patienten mit Leuk&mie [Garcia-Manero G et
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al., 2006] getestet und wird derzeit in soliden Tumoren [Duenas-Gonzalez A et al., 2008]

evaluiert.

1.4 Zielsetzungen der Arbeit

Eine Vielzahl von malignen Erkrankungen ist mit der aberrierenden Aktivierung des Hh-
Signalweges assoziiert. Therapieansitze, die eine spezifische Hemmung der Signalkaskade
vermitteln, stellen somit eine weitldufig einsetzbare Option zur Behandlung dieser Tumoren
dar. Ptch™®”*_Miuse entwickeln RMS und MB, die durch einen konstitutiv aktiven Hh-
Signalweg gekennzeichnet sind und histologisch den entsprechenden humanen Tumorentité-
ten gleichen. Damit stellen diese Méuse ein ideales Modell zur Evaluierung neuer Therapie-

ansitze fir Ptch-assoziierte Tumoren dar.

1.4.1 Cyclopamin zur Therapie von klinisch manifesten Ptch-assoziierten RMS im

Ptch™°"*_Mausmodell

Das pflanzliche Alkaloid Cyclopamin inhibiert die Hh-Signalkaskade iiber die Bindung an
das Transmembranprotein Smo und fithrt zur Wachstumsinhibierung Hh/Ptch-abhingiger
Tumorzellen in vitro, in Transplantationsmodellen und von endogenen pramalignen MB- und
BCC-Lésionen. Im Rahmen dieser Arbeit sollte das Potential von Cyclopamin zur Behand-
lung voll ausgebildeter, klinisch relevanter Ptch-assoziierter RMS analysiert werden. Vor der
Anwendung in vivo sollte die beschriebene Wirksamkeit der Substanz, die von der Firma To-
ronto Research gekauft wurde, zunédchst an verschiedenen Zellkulturmodellen iiberpriift wer-
den. Danach sollte die Substanz im Tiermodell zur Therapie von bereits fortgeschrittenen,
klinisch manifesten Tumoren evaluiert werden. Hierzu sollte das Tumorvolumen, der Aktivi-
titsstatus der Hh-Signalkaskade und zusétzlich Verdnderungen im Apoptose- und Differenzie-
rungsstatus der RMS zwischen cyclopaminbehandelten Tieren und der Kontrollgruppe analy-

siert werden.

1.4.2 Epigenetische Therapie Ptch-assoziierter RMS und MB

Wie in Kapitel 1.3.2 beschrieben, gibt es im Ptch"®"*-Mausmodell Hinweise, dass epigene-
tische Verdnderungen wesentlich zur Tumorentstehung beitragen. Die Tumoren sind durch
eine starke Expression des mutanten Ptch-Allels charakterisiert, wohingegen das wt-Allel

schwécher oder im gleichen Mal3 wie im Kontrollgewebe exprimiert wird. Als Ursache fiir die
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Inaktivierung des wt-Allels konnten Mutationen ausgeschlossen werden. Stattdessen zeigen
Vorarbeiten, dass die Inaktivierung vielmehr durch epigenetisch bedingte Reprimierung der
Expression vermittelt wird. Ziel dieser Arbeit war es, das Potential epigenetisch aktiver Subs-
tanzen fiir die Chemopravention und Therapie von Ptch-assoziierten Tumoren zu untersuchen.
Fir die Behandlungen wurden das DNA-demethylierende Agenz 5-Aza und der HDAC-I
VPA eingesetzt. 5-Aza wurde aufgrund seiner starken demethylierenden Eigenschaften und

VPA wegen der umfassenden pharmakokinetischen Charakterisierung ausgewihlt.

Zunichst sollten den Tieren vor dem Auftreten klinisch manifester Tumoren die Einzelsubs-
tanzen oder die Kombination der Substanzen appliziert werden. Diese Studie sollte Auf-
schluss iiber die Effektivitdit der Substanzen hinsichtlich einer Prophylaxe von Ptch-
assoziierten Tumoren geben und zeigen, ob mit der Kombinationstherapie (5-Aza/VPA) ein
synergistischer Effekt erzielt werden kann. Weiterhin sollte der therapeutische Nutzen der
Substanzen bei klinisch manifesten Ptch-assoziierten Tumoren iiberpriift werden. Hierzu
wurden RMS-tragende Ptch™*®”*-Miuse verwendet. Zur Charakterisierung der 5-Aza/VPA-
vermittelten Effekte sollte der Verlauf des Tumorvolumens ermittelt, der Transkriptionsstatus
des wtPtch-Allels sowie des gesamten Hh-Signalweges untersucht und globale und spezifi-

sche Biomarker epigenetischer Therapien analysiert werden.

Mittels Bisulfit-Sequenzierung von CpG-reichen Abschnitten des Ptch-Promotors sollte der
Methylierungsstatus des Gens im RMS im Vergleich zum Normalgewebe analysiert werden,
um die fiir die transkriptionelle Repression verantwortlichen CpG-Dinukleotide zu identifizie-
ren. Um die regulatorische Funktion dieser CpG-Dinukleotide zu bestétigen, sollten sie zu-

satzlich in 5-Aza-behandelten RMS untersucht werden.
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2 MATERIAL

2.1 Laborgerite

-80 °C Schrank (MDF-U71V)
Agarosegelelektrophorese-Kammern
Autoklav

Blotapparaturen (Turboblotter, miniVE)

Brutschrianke, Begasungsbrutschrinke
(6000, BBD 6220)

Crosslinker (Crosslinker CL-1)
Dampfgarer (multiGourmet FS20)
Digitale Fotokamera (PowerShot G2)
Einkanal-Pipetten

Entwicklermaschine (Curix 60)

Feinwaagen (Sartorius Basic plus)
Filmkassetten

Fluorometer (Tecan Ultra)
Gasbrenner (Gasprofi 2 scs)
Geiger-Zahler

Gewebeeinbett- und -entwisserungsautomat
(TP 1020)

Heizblocke (Thermomixer)

Heizriihrer (MR 3000/3001)
Homogenisator (Miccra D-1)
Hybridisierungsofen (HB-1000 Hybridizer)

Inverses Mikroskop mit Fluoreszenzfilter
(Axiovert 25, Filter set 43, 01, 09)

Kaltlichtquelle (KL 200)

Kryostat (CM 1900-1-1)

Kiihlplatte (EG1150C)
Luminometer (MPL-3, 2 Injektoren)
Messschieber

Mikrowelle (Dimension 4)
MilliQ-Anlage

Sanyo Electric Co., Ltd., Japan
Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
W. Krannich GmbH & Co. K.G., Géttingen

Schleicher & Schuell GmbH, Dassel, Amersham Bios-
ciences Europe GmbH, Freiburg

Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau

Herolab GmbH, Wiesloch
Braun, Kronberg

Canon Inc., Japan
Eppendorf, Hamburg

AGFA Deutschland Vertriebsgesellschaft mbH & Co,
K&ln

Sartorius AG, Gottingen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim
WLD-TEC GmbH, Géttingen

Berthold detection systems GmbH, Pforzheim

Leica Mikrosysteme Vertriecb GmbH, Bensheim

Eppendorf, Hamburg

Heidolph Instruments, Schwabach
ART-moderne Labortechnik e. K., Miihlheim
UVP, Inc., Upland, USA

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena

Schott Glas, Mainz

Leica Microsysteme Vertrieb GmbH, Bensheim
Leica, Nussloch

Berthold Detection Systems GmbH, Pforzheim
Barkey GmbH & Co. KG, Leopoldshdhe
Panasonic, Hamburg

MembraPure GmbH, Bodenheim
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Mini-Zentrifuge
Multipette

Paraffinspender, AusgieB3station
(Dispenser PAG 12)

Paraffinstreckbad

PCR-Gerit

PCR-Gerit (PrimusHT)

PCR-Gerit (Robocycler Gradient 96 Combo)
pH-Meter (inoLab pH Level 1)

Photometer, Thermodrucker
(Biophotometer 6131, Thermodrucker DPU-414)

Pipettierhilfe (Accu-jet)
Quecksilber-Kurzbogenlampe (HBO 50W/AC)
Schlittenmikrotom (HN 40)
Schiittelbrutschrank

Schiittelwasserbad (1083)

Spectrophotometer (NanoDrop ND-1000)

Sequenziergerit
(ABI-Prism Genetic Analyzer 3100)

Stereomikroskop (Stemi 2000)
Sterilbank (Euroflow Klasse I1A)
Stromquellen fiir Elektrophorese
Tank fiir Fliissigstickstoff
TaqMan (ABI Prism 7900HT)

UV-Dokumentation
(digital monochrome printer P91D)

UV-Transilluminator/Software
Vakuumpumpe

Volumencomputertomograph (fpVCT, Prototyp),
Auswertungsrechner (AW 4.2)

Vortexer (Vortex-Genie 2)
Wipp-Taumel-Tisch (Unimax 1010)
Zihlkammer nach Neubauer (Assistent)

Zentrifugen
(Biofuge pico, fresco, primo, Multifuge 3L-R)

Zwdlfkanal-Pipette

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
Medite Medizintechnik GmbH, Burgdorf

Medax GmbH & Co. KG, Rendsburg
Eppendorf, Hamburg

MWG AG Biotech, Ebersberg

Stratagene, Amsterdam Zuidoost, Niederlande
WTW GmbH, Wien, Osterreich

Eppendorf, Hamburg

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

OSRAM, Miinchen

Leica Microsysteme Vertrieb GmbH, Bensheim
New Brunswick Scientific GmbH, Niirtingen
GFL mbH, Burgwedel

PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Applied Biosystems, Darmstadt

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena

Clean Air Techniek bv, Woerden, Niederlande
Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

L’air liquide S.A., Paris Cedax, Frankreich
Applied Biosystems, Darmstadt

Mitsubishi, Ratingen

Intas, Gottingen
Schiitt Labortechnik, Gottingen

GE Global Research19, New York, USA

Scientific Industries, Inc., Bohemia, USA
Heidolph Instruments, Schwabach
Omnilab-Krannich, Géttingen

Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau

Eppendorf, Hamburg
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2.2 Gebrauchswaren

1,5 ml Reaktionsgefife

2,0 ml Reaktionsgefif3e

13 ml Réhrchen

15 ml Réhrchen

50 ml Rohrchen

96-Loch Platten (Tissue culture plate 96-well)
6-Loch Platten (Tissue culture plate 6-well)
Aufreinigungsplatte 96-Loch (MAHVN45)
Blotting-Papier (GB 33 B003)

Deckglaser

Dispensionspipetten (Combitips plus)
ECL-Filme (Hyperfilm ECL)

Einwegspritzen
(BD Plastipak, BD Micro-Fine + Demi)

Filter (0,22 um, 0,45 pm)

Glaswaren

Kaniilen (Sterican @ 0,45 x 12 mm)
Kryokonservierungsrohrchen (Cryo.S)
Kiivetten (UVette)

Luminometer Messplatten
(96 well assay plate)

Nitrozellulose-Membran (Hybond-XL)
Objekttriger (SuperFrost Plus, unbeschichtet)
Objekttrager-Kulturschalen (Culture slides)
Pasteurpipetten

PCR-Reaktionsgefale und Deckel
(ThermoFast 96, non-skirted, natural domed cap
strips, natural, Framestar 384)

Petrischalen

Pipettenspitzen, gestopft
(10 pl, 100 ul, 200 pl, 1000 ul)

Pipettenspitzen, ungestopft (10 ul, 200 ul)
Pipettenspitzen, ungestopft (1000 pl)

Polyvinylidenfluorid-Membran
(PVDF, Immobilon-P Membran, 0,45 uM)

Ochs GmbH, Bovenden/Lenglern

Sarstedt AG & Co., Niirnberg

Nunc GmbH & Co.KG, Wiesbaden

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Sarstedt AG & Co., Niirnberg

Nunc GmbH & Co.KG, Wiesbaden

Sarstedt AG & Co., Niirnberg

Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
Heinemann Labortechnik GmbH, Duderstadt
Menzel GmbH & Co.KG, Braunschweig
Eppendorf, Hamburg

Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg

BD GmbH, Heidelberg

LLG Lab Logistics Group GmbH, Meckenheim
Schott AG, Mainz

B. Braun Medical AG, Emmenbriicke

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Costar, Corning Incorporated, Corning, USA

Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
Menzel GmbH & Co.KG, Braunschweig

BD Falcon, Heidelberg

Brand GmbH & Co0.KG, Wertheim

Sarstedt AG & Co., Niirnberg
4titude Ltd., Ockley, GroBbritannien

Ochs GmbH, Bovenden/Lenglern
G. Kisker GbR, Steinfurt

Ochs GmbH, Bovenden/Lenglern
Sarstedt AG & Co., Niirnberg

Millipore Corporation, Billerica, USA
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Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)
Skalpelle
Sterilfilter

TagMan Platten und Folien (384-well optical reac-
tion plate, optical adhesive covers)

Zellkulturschalen, 100 mm, 35 mm
(Nunclon Surface)

2.3 Chemikalien und Reagenzien

Sarstedt AG & Co., Niirnberg
Aesulap AG & Co. KG, Tuttlingen
Omnilab-Krannich, Géttingen

Applied Biosystems, Darmstadt

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Die im Folgenden nicht aufgelisteten Chemikalien wurden von der Carl Roth GmbH, Karl-

sruhe, und von der Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, bezogen.

1 kb, 50 bp und 100 bp DNA Ladder
[a*?P]-dCTP

Agarose

BM purple

Borsédure

Cryoblock Einbettmedium
Cyclopamin
Deoxyribonukleotidtriphosphate (AINTP)
Dig RNA Labeling Mix, 10x conc.
Doxorubicin

Dulbecco’s PBS (DPBS)

Ethanol, absolut

Ethanol, vergillt

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Formamid

Glycergel Mounting Medium
Héamatoxylin

Hexamere

I-Block (2 % Caseinlosung fiir Antikérperfarbun-
gen)
Immuno Mount

Isofluran (FORENE)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

ICN Biomedicals Inc., Aurora, USA

Medite Medizintechnik GmbH, Burgdorf

Toronto Research Chemicals Inc., North York, Kanada

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Apotheke der Universititsmedizin, Gottingen
Pan-Biotech GmbH, Aidenbach

JT Baker, Mallinckrodt Baker, Griesheim
GeReSo GmbH, Einbeck

inno-Train Diagnostik GmbH, Kronberg
ICN Biochemicals Inc., Aurora, USA
Acros Organics, Geel, Belgien

Dako GmbH, Hamburg

Merck KgaA, Darmstadt

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Tropix, Bedford, USA

Shandon Thermo Electron Corporation, Waltham, USA

Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden
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Isovist 300
Kaliumaluminiumsulfat
Lachsspermien-DNA (10 mg/ml)
Matrigel

Methanol

Natriumjodat
Oligo(dT)-Nukleotide (50 ng/pl)
Paraformaldehyd

Pertex Mounting Medium
PicoGreen Reagent

Rapid-hyb buffer

RNase-freies destilliertes Wasser
RNaseZap

Sephadex G-50 fine

S.0.C. Medium
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Tomatidin

TransFectin Lipid Reagent
Trichloracetaldehydhydrat
TriFast

Tween-20

Schering, Berlin

Merck KgaA, Darmstadt

Stratagene, Amsterdam Zuidoost, Niederlande
BD-Bioscience, Heidelberg

Merck KgaA, Darmstadt

Merck KgaA, Darmstadt

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Fluka Chemie GmbH, Buchs

Medite Medizintechnik GmbH, Burgdorf
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Ambion Inc., Applied Biosystems, Darmstadt
Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
Invitrogen GmbH, Karlsruhe,

ICN Biomedicals Inc., Aurora, USA

Toronto Research Chemicals Inc., North York, Kanada
Bio-Rad, Miinchen

Merck KgaA, Darmstadt

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Scharlau Chemie S.A., Barcelona, Spanien

Vectrashield mounting medium mit DAPI Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA

Wasser fiir Injektionszwecke (Ampuwa) Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg

2.4 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme

Soweit nicht anders im Text erwdhnt, wurden gebrauchsfertige Reaktionssysteme nach den

Angaben des Herstellers verwendet.

BCA Protein Assay Kit Pierce Biotechnology, Rockford, USA
BigDye Terminator v1.1 cycle sequencing kit Applied Biosystems, Darmstadt

Cell Proliferation ELISA, BrdU Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
DNeasy Blood & Tissue Kit Qiagen GmbH, Hilden

Dual Glo Luciferase System Promega GmbH, Mannheim

EpiTect Bisulfit Kit Qiagen GmbH, Hilden
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ExoSAP IT

HotStar High Fidelity Polymerase Kit
Microcon YM-30

MicroSpin G.50 Columns

NBT/BCIP stock solution

Perfectprep Gel Cleanup

pGEM-T Easy TA-cloning Kit
Prime-It RmT Random Primer Labeling Kit
PureLink HiPure Plasmid Midiprep Kit
RNeasy Mini Kit

QuantiTect PCR probe Kit

QuantiTect SYBR Green PCR

SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate

2.5 Stammlésungen

USB, Cleveland, USA

Qiagen GmbH, Hilden

Millipore Corporation, Billerica, USA
Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Eppendorf, Hamburg

Promega GmbH, Mannheim

Stratagene, Amsterdam Zuidoost, Niederlande
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Thermo Scientific, Pierce Biotechnology, Rockford, USA

Soweit nicht anders erwdhnt wurde zum Ansetzen und Verdiinnen von Stammldsungen dop-

pelt destilliertes Wasser verwendet.

Blockpuffer Western Blot

Citratpuffer

Cresol

Denaturierungspuffer

Deoxyribonukleotidtriphosphate (AINTP-Mix)

Eosin, 1 %

Glutaraldehyd/1x PBS

Hamalaun nach Meyer

High-Stringency Puffer

5 % (w/v) Milchpulver in PBST

3,6 % (v/v) 0,1 M Citronenséure
16,4 % (v/v) 0,1 M tri-Natriumcitrat

0,1 % (w/v) Cresol in gesittigter Sukrose-Losung

1,5 M NaCl
0,5 M NaOH

10 mM dATP
10 mM dTTP
10 mM dGTP
10 mM dCTP

1 % (w/v) Eosin y (wasserloslich)
80 % (v/v) Ethanol

0,2 % (v/v) Glutaraldehyd in 1x PBS

0,1 % (w/v) Hamatoxylin

5 % (w/v) Kaliumaluminiumsulfat
0,015 % (w/v) Natriumjodat

5 % (w/v) Trichloracetaldehydhydrat
1 % (w/v) Citronensédure

0,1 % (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS) in 0,2x Stan-
dard Natriumcitrat Lésung (SSC) pH 7,0
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Hybridisierungspuffer-1

Hybridisierungspuffer-2

Laemmli, 6x

Lysepufter fiir Plasmid-DNA Isolierung

MBSTL-Puffer pH 7,5

Neutralisierungspuffer pH 5,5, Plasmid-DNA-
Isolierung

Neutralisierungspuffer Southern Blot

Low-Stringency Puffer

NT-Puffer

NTM-Puffer

NTMLT-Puffer

Paraformaldehyd (PFA)
PBST 10x, pH 7,4

40 % (v/v) Formamid

10 % (w/v) Dextransulfat
4x SSC pH 6,4

1x Denhardt’s

50 % (v/v) Formamid

0,3 M NaCl

20 mM Tris/HCI pH 8,0

10 mM NaPO, pH 8,0

(93 % (v/v) 0,5 M Na,HPOy,, 7 % (v/v) NaH,POy,)
10 % (w/v) Dextransulfat

1x Denhardt’s

0,5 mg/ml Hefe t-RNA

35 % (v/v) 1 M Tris pH 6,8

10 % (w/v) SDS

30 % (v/v) Glycerol

9,3 % (w/v) Dithiothreitol (DTT)
0,001 % (w/v) Bromphenolblau

200 mM NaOH
1 % (w/v) SDS

0,15 M NaCl

0,1 M Maleinsdure
2 mM Levamisol
0,1 % Tween-20

3 M Kaliumacetat

0,5 M Tris/HCI pH 7,0
1,5 M NaCl

0,1 % SDS in 2x SSC pH 7,0

0,15 M NaCl
0,1 M Tris/HCI pH 7,5

0,1 M NaCl
0,1 M Tris/HCI pH 9,5
50 mM MgCl,

0,1 M NaCl

0,1 M Tris/HCI pH 9,5
50 mM MgCl,

2 mM Levamisol

0,1 % Tween-20

4 % (w/v) Paraformaldehyd in 1x PBS

8 % (w/v) NaCl

0,2 % (w/v) KCI

0,764 % (w/v) Na,HPO, x 2H,0
0,2 % (w/v) KH,PO,

1 % (v/v) Tween-20
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phosphatgepufferte Natriumchlorid Losung, 10x,
pH 7,4 (PBS)

Proteinase K-Puffer

Puffer-1

Resuspensionspuffer

SDS-Laufpuffer Western Blot, 10x

Standard Natriumecitrat Lésung (SSC) 20x, pH 7,0
und pH 6,4

STE-Puffer

STE-in situ-Puffer

Stripping-Puffer, pH 2,2

Transferpuffer 10x, pH 8,3

Transferpuffer 1x, pH 8,3

Stopp-Puffer fiir in situ-Hybridisierungen

Tris-EDTA Puffer (TE), pH 9,0

Tris-Borsdure-EDTA Losung (TBE) 10x, pH 8,0

Tris-gepufferte Natriumchlorid Losung (TBS), 10x,
pH 7,4

X-Gal Stocklosung

1,4 M NaCl

27 mM KCl

15 mM KH,PO,
65 mM Na,HPO,

50 mM Tris/HCI pH 8,0
5 mM EDTA
40 pg/ml Proteinase K

100 mM Tris/HCI1 pH 7,5
150 mM NaCl

50 mM Tris/HCI pH 8,0
10 mM EDTA
100 pg/pl RNase A

3 % (w/v) Tris
14,4 % (w/v) Glycine
1 % (w/v) SDS

0,3 M Natriumcitrat
3 M NaCl

50 mM Tris/HCI pH 8,0
100 mM NacCl

1 mM EDTA

1 % (w/v) SDS

10 mM Tris/HCL, pH 8,0
5 mM EDTA, pH 8,0
0,5 M NaCl

1,5 % (w/v) Glycin
0,1 % (w/v) SDS
1 % (v/v) Tween-20

3 % (w/v) Tris
14,4 % (w/v) Glycine
0,02 % (w/v) Sodiumdodecylsulfat (SDS)

10 % (v/v) Transferpuffer 10x
15 % (v/v) Methanol

10 mM Tris/HCI, pH 8,0
1 mM EDTA

10 mM Tris
1 mM EDTA

890 mM Tris
730 mM Borsiure
12,5 mM EDTA

0,5 M Tris/HCl
1,5 M NaCl

40 mg/ml X-Gal
100 % N,N-Dimethylsulfoxid (DMSO)
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2.6 Medien

2.6.1 Medien fir die Bakterienkultur

Bakterienkulturen (E. coli) wurden mit LB-Medium (engl. lysogeny broth) kultiviert. Das LB-
Medium wurde mit doppelt destilliertem Wasser angesetzt, autoklaviert und bei 4 °C gelagert.
Durch Zugabe von 100 pg/ml Ampicillin bzw. 100 pg/ml Kanamycin unmittelbar vor Ver-

wendung des Mediums erfolgte die Selektion auf das jeweilige resistenzvermittelnde Gen.

LB-Medium, pH 7,0 1 % (w/v) Bacto-Trypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
1 % (w/v) NaCl

2.6.2 Agarplatten

Zur Herstellung von LB-Agarplatten wurde dem LB-Medium 1,5 % (w/v) Agar zugegeben,
der Ansatz autoklaviert und auf etwa 55 °C abgekiihlt. Nach Zugabe entsprechender Antibio-
tika wurde der warme LB-Agar in 10 cm Petrischalen gegossen und nach dem Erstarren bei

4 °C gelagert.

2.6.3 Medien fiir die Kultur eukaryontischer Zellen

Eukaryontische Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) oder in
RPMI mit 10 % fotalem Kélberserum (FCS, engl. fetal calf serum) und Antibiotika kultiviert.
Die fiir die verschiedenen Zelllinien verwendeten Medien und Antibiotika sowie die einge-
setzten Konzentrationen sind in Kapitel 3.1.1 angegeben. Abweichende Serumkonzentratio-

nen in einzelnen Experimenten sind in der jeweiligen Beschreibung genannt.

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) PAN Biotech GmbH, Aidenbach
Fotales Kélberserum (fetal calf serum, FCS) Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Geneticinsulfat (G418, 100 mg/ml) Carl Roth GmbH, Karlsruhe

PBS Tablets Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Penicillin (10.000 U/ml)/Streptomycin (10 mg/ml) PAN Biotech GmbH, Aidenbach

RPMI 1640 Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Trypsin/EDTA PAN Biotech GmbH, Aidenbach
Zeocin (100 mg/ml) Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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2.7 Biologisches Material

2.7.1 Bakterienstimme

Fiir die Transformation und Amplifikation von Plasmid-DNA wurde der chemisch kompeten-

te Wirtsstamm E. coli DH5a (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) verwendet.

2.7.2 Eukaryontische Zelllinien

Tab. 1: Verwendete eukaryontische Zelllinien

Zellen Beschreibung Herkunft
B9 monoklonale, adulte Fibroblasten aus F. Nitzki, AG Hahn
Ptch"™*: ERT2*" Maus
C3HI10T1/2 murine embryonale Fibroblasten ATCC LGC Promochem, Wesel; CRL-
1573
HEK?293 humane embryonale Leberzellen ATCC LGC Promochem, Wesel; CRL-

HEK293 Shh-N

mit Shh-N Expressionsplasmid stabil transfi-
zierte HEK293

1573

P. Beachy, J. Hopkins University
School of Medicine, Baltimore, USA

PC3 humane Prostatakrebszelllinie ATCC LGC Promochem, Wesel; CRL-
1740
ShhLIGHT2 mit Gli-BS-Firefly-Luziferase- und Renilla-  P. Beachy, J. Hopkins University
Luziferase Reporterplasmiden stabil transfi- ~ School of Medicine, Baltimore, USA
zierte NIH-3T3 (murine Fibroblasten)
TP5014/TP1588 RMS-Zelllinien aus Ptch™¥* Maus T. Pietsch, Universitit Bonn

2.7.3 Verwendete Mauslinien

Wildtypméuse der Inzuchtlinie C57BL/6N und Nacktméuse (CD1 nu/nu) wurden von Charles
River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) bezogen. Balbc/J wurden bei Jackson Laboratories
(Bar Harbor, USA) erworben. Die Wildtypméause der Auszuchtlinie CD1 wurden im Tierstall

des Institutes fiir Humangenetik geziichtet. Die Ptch"™®"*

-Méuse wurden durch heterozygote
Deletion der Exone 6 und 7 des Ptch-Gens generiert [Hahn H et al., 1998] und durch Verpaa-
rungen eines Ptch-heterozygoten mit einem entsprechenden Wildtyp-Elternteil erhalten.
B6.129S4-Dnmt1"™%¢* Maiuse, die in dieser Arbeit als B6-Dnmt1"*-Miuse bezeichnet wer-

den, wurden von den Jackson Laboratories, Bar Harbor, USA erworben.
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+ .
h"®%67* Miuse auf

Fiir die Experimente mit dem Smo-Antagonisten Cyclopamin wurden Ptc
CDI1-Hintergrund bzw. einem gemischten C57BL/6N x Balbc/J-Hintergrund ((B6xBalb)-

Ptch™®”™) verwendet.

Die epigenetischen Studien wurden je nach Fragestellung an C57BL/6N-Ptch™®"*-Mzusen
(im Weiteren als B6-Ptch™®* bezeichnet) oder an (C57BL/6NxBalbc/J)-Ptch™*®”* -Mausen
(im Weiteren als (B6xBalb)-Ptch™"* bezeichnet) durchgefiihrt. Zusitzlich wurden Analysen
an einer F1-Generation einer Kreuzung von B6-Ptch™®"*-Mzusen mit B6-Dnmt1V*-Mzusen

durchgefiihrt.

2.8 DNA-Oligonukleotide

DNA-Oligonukleotide wurden von der Qiagen GmbH, Hilden, bezogen und auf eine Stamm-
konzentration von 100 pM mit Ampuwa eingestellt. Die Konzentration der Arbeitslosung fiir

die PCR-Methoden betrug 10 uM.

2.8.1 DNA-Oligonukleotide zur Genotypisierung von Méusen

Die Genotypisierung von Mausen ist in Kapitel 3.2.2 beschrieben. Hierzu wurde mit den in

Tabelle 2 aufgelisteten Primern gearbeitet.

Tab. 2: DNA-Oligonukleotide fiir die Genotypisierungen von Mauslinien

Genotyp Fragment- Primerbezeich- Primersequenz (5°-3") Referenz

grofle nung (Vorwirts-,
Riickwartsprimer)

Ptch** 635 bp™ neo-L AGTGCCAGCGGGGCTGCTAAA Hahn H et

Ptch™®™ 400 bp™ mPTC11R3 CTGCCTGTTATGTGGTTCAAACCG al., 1998
Pst4KF GGGAGGGGATTTCAGCAGAATGTT

Dnmt™"* 334 bp™ PGKPR1 GGGAACTTCCTGACTAGGGG Cormier

DnmtV* 472 bp™ exonl-1 GGGCCAGTTGTGTGACTTGG E;TF gggg
Nae 3 CTTGGGCCTGGATCTTGGGGATC ’

Abkiirzungen: wt Wildtypallel, mut mutantes Allel.

37



MATERIAL

2.8.2 DNA-Oligonukleotide fiir die Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR)

Der semiquantitative Nachweis von Transkripten erfolgte mittels RT-PCR an ¢cDNA und den

in Tabelle 3 aufgelisteten DNA-Oligonukleotiden.

Tab. 3: DNA-Oligonukleotide fiir die RT-PCR

Transkript Primerbezeichnung Primersequenz (5°-3) Referenz
(Vorwirts-, Riickwértsprimer)

Apafl m-Apafl-tg-F AGCCGTTCGAGATCACTCCC diese Arbeit
m-Apafl-tg-R TGCAGTTTCATGAGAAGCCCA

Caspase 1 m-Caspasel-tq-F TGATGGCATTAAGAAGGCCCA diese Arbeit
m-Caspasel-tg-R TGATGGCATTAAGAAGGCCCA

Caspase 8 m-Caspase8-tq-F GAACTGTGTGACTCGCCAAGAGA diese Arbeit
m-Caspase8-tg-R GGCCTTGCTGAAATCATGATTGT

Dapk1 m-DAPK-1-tg-F GAGTGTCGCCAGGAGTGATGAT diese Arbeit
m-DAPK-1-tg-R GGGCTGGTTGACGTCATAGCT

Gapd Gapd-F ATCTTCTTGTGCAGTGCCAG Uhmann A et
Gapd-R ATGACCACAGTCCATGCCAT al., 2005

Glil mGliF8 TGCACCAAGCGCTACACAGATCCCA AG Hahn
mGIiR9 AGCTGATGCAGCTGATCCAGCCTA

1gf2 Igf2 TagManF TGTGCTGCATCGCTGCTTAC AG Hahn
Igf2 Exon6R TTGCTGGACATCTCCGAAGAG

Igfbp3 m Igfbp3-tg-F CAGCCAGCGCTACAAAGTTGA diese Arbeit
m Igfbp3-g-R ATGTGGACGCCTCTGGGACT

Junb mJunb- tq-F ACTCCTGAAACCCACCTTGGC diese Arbeit
mJunb-tg-R TCCGTGGAGGCTAGCTTCAG

Kif5c mKif5c¢-tg-F AACATCACGCCTGTTGTGGAC diese Arbeit
mKif5c-tg-R GCTTCAGCTTTTGAGCCAGCT

Mageb2 mMageb2-tq-F2 GAAATTGATCCCAGCACTCATTCC diese Arbeit
mMageb2-tg-R2 CACGGTTACCCTTCATGAAGATCA

Mmp2 mMmp2-tg-F CAGCCCAAGTGGGACAAGAAC AG Hahn
mMmp2-tg-R CGGAGTGACGTCGCTCCATA

p15 mpl5-tq-F CAGATCCCAACGCCCTGAA diese Arbeit
mpl5-tg-R TGGGTTCTGCTCCGTGGAG

pl16 mpl6-tg-F1 GAGCTGCGCTCTGGCTTTC diese Arbeit
mpl6-tg-R1 GCTACGTGAACGTTGCCCAT

pl6 mpl6-tg-F2: GGACATCAAGACATCGTGCGAT diese Arbei
mpl6-tq-R2 TTAGCTCTGCTCTTGGGATTGG

38



MATERIAL

Weiter Tab. 3: DNA-Oligonukleotide fiir die RT-PCR

Transkript Primerbezeichnung Primersequenz (5°-3") Referenz
(Vorwiérts-, Riickwértsprimer)

p16 mp16-tg-F3 CTCTTTCGGTCGTACCCCGA diese Arbei
mp16-tg-R3 TCCTCGCAGTTCGAATCTGC

Ptch mPtch F18 TTCTGCTGCCTGTCCTCTTATC AG Hahn
mPtch R20 GCCAGAATGCCCTTCAGTAGAA

Rassf1A mRassf1A-tq-F GCGGAGCCAGAACTCATTGA diese Arbeit
mRassf1A-tq-R GACGTGCTGCTGTGACGGAT

Socs3 m-SOCS3-tg-F ACGTTGAGCGTCAAGACCCAG diese Arbeit
m-SOCS3-tg-R TACACAGTCGAAGCGGGGAAC

Wifl mWif1-tg-F CGCCCATCAGGCTAGAGTGC diese Arbeit
mWif1-tg-R GACAGGAATGGCTGGCATTCT

2.8.3 DNA-Oligonukleotide fiir die quantitative real time-PCR

2.8.3.1 DNA-Oligonukleotide fiir die quantitative real time-PCR an genomischer DNA
(qPCR)

Zur Untersuchung einer Glil-Amplifikation im RMS und im Skelettmuskel wurden die Primer
mGlil gDNAtq F2 5'-AAAGACCTGGCTCCAGCTGTCT-3"'und mGlil gDNAtg R 5°-CACC
TTCTCCTGCAGAGCAAGT-3" in einem SYBR Green-basierten Assay (Kap. 3.3.6.1) ver-
wendet. Zur Normalisierung wurde Pelota vermessen (Pelo F1 5'-CGGTCTGAGTGCTGGT
AGGGA-3", Pelo R 5"-TCTGCACCTTAGCGTGAAGCC-3").

2.8.3.2 DNA-Oligonukleotide und Sonden fiir die quantitative real time-PCR an cDNA
(QRT-PCR)

DNA-Oligonukleotide fiir die quantitative Bestimmung der Genexpression sind in Tabelle 4
aufgelistet. Ist keine Sondensequenz angegeben, handelt es sich um SYBR Green-basierte

Assays.
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Tab. 4: DNA-Oligonukleotide fiir die qRT-PCR

Transkript Primerbezeichnung Primersequenz (5°-3") Referenz
(Vorwirts-, Riickwértsprimer)

18S rRNA m18srRNA-F CGGCTTGGTGACTCTAGATAAC Ecke E etal.,
m18srRNA-R GACACTCAGCTAAGAGCATCGA 2008

A67Ptch mPtchmutF CATTACACCTTTGGACTGCTTCTG Uhmann A et al.,
mPtchmutR AGTCATTAACTGGAACATGGTTTGC 2005
probe_mPtchmut2 GGCGTGAGCGAGGAGGTATGCTG

Bcl-2 Bcl2-F1 GGACAACATCGCCCTGTGGATG A. Uhmann, AG
Bcl2-R1 AACAGAGGTCGCATGCTGGG Hahn

Glil mGlil-tg-f TACATGCTGGTGGTGCACATG A. Uhmann, AG
mGlil-tg-r ACCGAAGGTGCGTCTTGAGG Hahn

Igf2 mlgf2 TagManF1 TGTGCTGCATCGCTGCTTAC Hahn H et al.,
mlgf2 TagManR1 CGGTCCGAACAGACAAACTGA 2000
probe_mlgf2 CCCGGAGACTCTGTGCGGAGG

Mageb? mMageb2-tq-F AGTTCAGCCCACTGCAGAGGA diese Arbeit
mMageb2-tg-R GTGCAGGATACACCTGCACCA

Mef2c Mef2c tq F CAGGACAAGGAATGGGAGGAT diese Arbeit
Mef2c tq R GCGGCATGTTATGTAGGTGCT

Myf6 mMyf6 tq F CAACCAGAGACTGCCCAAGGT diese Arbeit
mMyf6 R GATCCGAAACACTTGGCCACT

MyoD1 mMyoD1 tq F ACAGTGGCGACTCAGATGCAT diese Arbeit
mMyoD1 tg R GCCTCACTGTAGTAGGCGGTG

Myogenin mMyogenin tq F CTGAAGAGGAGCACCCTGCTC diese Arbeit
mMyogenin tq R GTCTGGGAAGGCAACAGACATATC

Myosin Heavy MHC tq F AACACGAAGCGTGTCATCCAGTA diese Arbeit

chain 1 (MHC1) MHCtq GTCTCGATGTCAGCAGATGCCAG

p21 mp21 tq F CCTTGTCGCTGTCTTGCACTC diese Arbeit
mp21tqR TCTCTTGCAGAAGACCAATCTGC

p27 mp27 tq F AACTCTGAGGACCGGCATTTG diese Arbeit
mp27 tq R CGGGGAACCGTCTGAAACAT

Tropomyosin mTropo tq F GAGGATGAACTAGCAACCATGCA diese Arbeit
mTropo tqg R CCAGCTCCTCTTCAACCAGCT

wtPtch mPtchwt F1 TACCGTCAAGAATGCCACTGG Uhmann A et al.,
mPtchwt R1 GTGTTCATACATTTGCTTGGGAGTC 2005

probe_mPtchwt

AAACTTGTCAGCGCTCA
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2.8.4 DNA-Oligonukleotide fiir die Bisulfit-PCR und Bisulfit-DNA-Sequenzanalyse

Tab. 5: DNA-Oligonukleotide fiir die Bisulfit-PCR

Region Primerbezeichnung Primersequenz (5°-3") Referenz

(Vorwirts-, Riickwértsprimer)

A BiZe Afl GGTTTGGGATTTAGGATGGTAAG S. Tauber, AG
BizZe Arl ACTTCTCAACTACCAACCAATAACTAC Hahn

D BiZe Df1 GGGGTTTTGGGTAGGTAGG S. Tauber, AG
BiZe Dr1 ATACACCTTAAAAATCTACTCCAAAAC Hahn

F BiZe Bfl TTTATTTATTGAGTTAAGGAGTTGTTG S. Tauber, AG
BiZe Crl CCCAAATCCCCCCCAAAC Hahn

I Bi If2 AGTAGATTATAGGGGAAG diese Arbeit
Bi Ir2 ACCCAACTATACAAAACCTCT

L Bi Lf GGGGGTGGGGGAGATTTTA diese Arbeit
Bi Lr AAACCTACTCCACCAC

Fiir die Sequenzierung von PCR-Produkten, die in das Plasmid pGEM-T Easy kloniert wur-
den, diente der SP6-Primer 5 -TTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGC-3".

2.9 Sonden fiir Southern Blot und in situ-Hybridisierung

Die pMR150-Sonde fiir den Southern Blot wurde aus dem pBluescript II KS+ mittels PCR
amplifiziert. Die hierfiir verwendeten Primer waren pMR150 f 5'-ACACTCCTCGAGACTG
AAAAACACATTCGT-3" und pMR150r 5'-CTCAAAGAATTCAGTGTGGTTTTCATCA
TT-3". Der pBluescript II KS+ und die Primer fiir die Sondenamplifikation wurden von J.
Stempak, Abteilung fiir Medizin und Erndhrungswissenschaften, Universitit Toronto, Kana-

da, zur Verfiigung gestellt.

Tab. 6: in situ-Hybridisierungssonden

Sonde Plasmid Restriktionsenzym RNA-Polymerase Referenz

67Ptch antisense pCRIIEx6/7 5°-3° BamH I T7 H. Hahn, Institut fir
67Ptch sense pCRIIEx6/7 3°-5° BamH | T7 Humangenetik

Glil antisense pmGlil Not I T7 M. Wijgerde, Rot-
Glil sense pmGlil Hind III T3 terdam, Niederlande
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2.10 Plasmide

Tab. 7: Verwendete Plasmide

Bezeichnung Klonierungs- Insert Verwendung Referenz
vektor
pBBSTpMR150 pBBluescript 11 MR150 pMR150-Sonde bereitgestellt durch J.
KS flir Southern Blot ~ Stempak, Unviversitét
Toronto, Kanada
pCMV5-mShhN pCMVS5S murines Shh-N Transfektion P. Kogerman, Karolinska
Institut, Schweden
pCRIIEx6/7 3°-5°  pCRII Ptch Exone 6, 7 67Ptch sense in U. Ferch, AG Hahn
situ-Sonde
pCRIIEx6/7 5°-3°  pCRII Ptch Exone 6,7 67Ptch antisense ~ U. Ferch, AG Hahn
in situ-Sonde
pCR3.1 pCR3.1 - Transfektion Invitrogen GmbH,
Karlsruhe
pCR 3.1-Glil pCR3.1 Glil Transfektion R. Toftgard, Karolinska
Institut, Schweden
pGEM-T Easy pGEM-T - Klonierung Promega, Mannheim
pGL3 9xGli-BS- pGL3 Firefly-Luciferase, 9  Transfektion C. Beer, HZI,
Firefly Gli-Bindungsstellen Braunschweig
pmGlil pBluescript mGlil Glil in situ-Sonde M. Wijgerde, Universitét
Rotterdam
pRL-CMV Luc pRL Renilla-Luciferase Transfektion Promega, Mannheim
2.11 Enzyme
Tab. 8: Verwendete Enzyme
Enzym Anwendung Hersteller
Collagenase H Kultivierung primédrer RMS- und Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

(Clostridiopepdidase A)

HotStar Taq-Polymerase
(aus HotStar High Fidelity
Polymerase Kit)

Proteinase K

Reverse Transkriptase
SuperScript 11

MB-Zellen
Bisulfit-PCR

DNA-Isolierung,
in situ-Hybridisierung

cDNA-Synthese

Qiagen GmbH, Hilden

Carl Roth, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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Weiter Tab. 8: Verwendete Enzyme

Enzym

Anwendung

Hersteller

Restriktionsendonukleasen

RNase A

T3 RNA-Polymerase

T4 DNA-Ligase

T7 RNA-Polymerase

Taq DNA-Polymerase

Restriktionshydrolyse

in situ-Hybridisierung

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
New England Biolabs GmbH, Frank-
furt am Main

Carl Roth, Karlsruhe

Herstellung von Sonden fiir in situ- Promega GmbH, Mannheim
Hybridisierung

Ligation Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Herstellung von Sonden fiir in situ- Promega GmbH, Mannheim
Hybridisierung

PCR und RT-PCR

Molzym GmbH & Co. KG, Bremen
Bioline GmbH, Luckenwalde

2.12 Antikorper

2.12.1 Primére Antikorper

Die fiir immunhistochemische Methoden und Western Blot verwendeten primdren Antikdrper

sind in Tabelle 9 aufgelistet. Die jeweiligen Verdiinnungsmedien der Antikorper sind der Be-

schreibung der jeweiligen Methode zu entnehmen.

Tab. 9: Verwendete primdre Antikorper

Antikorper Ursprung Verwendung  Hersteller

anti-acetyliertes Kaninchen, polyklonal WB Upstate Biotechnology, Millipore, Dundee,

Histon H4 UK

anti-aktive Caspa- Kaninchen, polyklonal IHC R&D Systems GmbH, Wiesbaden-

se3 Nordenstadt

anti-Bcl-2 Kaninchen, polyklonal IHC BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA

anti-Desmin Kaninchen, polyklonal IHC, IF Dianova GmbH, Hamburg

anti-Histon H2B ~ Kaninchen, polyklonal WB Upstate Biotechnology, Millipore, Dundee,
UK

anti-Ki67 Maus, monoklonal IHC BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA

anti-Myogenin Maus, monoklonal IHC BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA

anti-Pospho-Akt  Kaninchen, monoklonal IHC Cell Signaling Technology Inc, Danvers, USA

Abkiirzungen: IHC Immunhistochemie, I[F Immunfluoreszenz, WB Western Blot.
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2.12.2 Sekundére Antikorper

Tab. 10: Verwendete sekundire Antikorper.

Antikorper Ursprung Verwendung  Hersteller

anti-Digoxigenin Fab AP- Schaaf DB, ISH Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
konjugiert

anti-Kaninchen IgG (H+L) Esel WB Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.,
F(ab")2, HRP-konjugiert West Grove, USA

anti-Kaninchen, TRITC- Ziege IF Dianova GmbH, Hamburg

konjugiert

anti-Maus Ig HRP- Ziege IHC Dako GmbH, Hamburg (Teil des EnVision+

konjugiert

System HRP (DAB) Reaktionssystems)

Abkiirzungen: AP alkaline Phosphatase, DB Dot Blot, HRP Meerrettich-Peroxidase (engl. horse raddish peroxi-
dase), IHC Immunhistochemie, IF Immunfluoreszenz, WB Western Blot.

2.13 Software

ABI 3100 genetic analyzer data collection 1.0
Excel 200

FreeHand MX 11.0.2

Intas GDS

Microsoft Word Macro for Analysis of Cytosine Methy-
lation

Photoshop 7.0
PowerPoint 2000
Scion Image

SDS 2.1
Staden-windows-1-6-0
Statistica 8

voxtool 3.064 software

Word 2000

2.14 Datenbanken

MGI_3.54-mouse genome informatics
National Center for Biotechnology Information (NCBI)

Ensembl

Applied Biosystems, Darmstadt
Microsoft Co., Redmont, USA

Adobe Systems Incorporated, San Jose, USA

Intas, Gottingen

Singal R, Grimes SR, 2001

Adobe Systems Incorporated, San Jose, USA

Microsoft Co., Redmont, USA

Scion Corporation, Frederick, Maryland, USA

Applied Biosystems, Darmstadt
SourceForge,Inc, Mountain View, USA

StatSoft GmbH, Hamburg

General Electric Medical Systems, Milwaukee, USA

Microsoft Co., Redmont, USA

http://www.informatics.jax.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

http://www.ensembl.org/index.html
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3 METHODEN

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung von Zellen

Zellen wurden bei 37 °C, 5 % Kohlendioxid und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Ein Me-
diumwechsel erfolgte alle 2-3 Tage. Nach Erreichen von 70-80 % Konfluenz wurden die Zel-
len passagiert. Dafiir wurden sie zum Ablosen aus dem KulturgefaB3 fiir 3-5 min bei 37 °C mit
2 ml Trypsin behandelt. Die Reaktion wurde mit FCS-haltigem Medium gestoppt und eine
entsprechende Menge der Zellsuspension in frischem Medium neu ausgesit. Tabelle 11 gibt
die verwendeten Zelllinien und die Zusammensetzung der entsprechenden Kultivierungsme-

dien wieder.

Zur Langzeitkonservierung wurden die Zellen in FCS-haltigem Medium mit 10 % DMSO in
fliissigem Stickstoff (-196 °C) gelagert.

Tab. 11: Kultivierungsbedingungen verwendeter Zelllinien und Priméarkulturen

Zellen Beschreibung Medium Zusitze
B9 monoklonale, adulte Fibroblasten DMEM 10 % FCS,
aus der Ptch™/1°*: ERT2*"-Maus 1 % Penicillin/Streptomycin
C3H10T1/2 murine embryonale Fibroblasten DMEM 10 % FCS,
1 % Penicillin/Streptomycin
HEK293 humane embryonale Nierenzellen DMEM 10 % FCS
1 % Penicillin/Streptomycin
HEK?293 Shh-N mit Shh-N Expressionsplasmid stabil DMEM 10 % FCS
transfizierte HEK293 400 ng/ml G418
1 % Penicillin/Streptomycin
PC3 humane Prostatakrebszelllinie DMEM 10 % FCS,
1 % Penicillin/Streptomycin
primére RMS- und RMS- oder MB-Zellen aus Ptch™®”*  DMEM 10 % ECS,
MB-Kulturen Mausen 1 % Penicillin/Streptomycin
ShhLIGHT2 mit Gli1-BS Firefly-Luziferase- und DMEM 10 % FCS
Renilla-Luziferase Reporterplasmiden 400 ng/ml G418
stabil transfizierte NIH-3T3 (murine 50 ng/ml Zeocin
Fibroblasten)
TP5014/TP1588 RMS-Zelllinien aus Ptch™'#*-Maus ~ RPMI 10 % FCS,

1 % Penicillin/Streptomycin

45



METHODEN

3.1.2 Anlegen von RMS- und MB-Primérkulturen

Tumortragende Tiere wurden mittels Kohlendioxidinhalation getdtet. RMS wurden sauber
vom umliegenden Gewebe abgetrennt, wihrend bei MB das gesamte Kleinhirn isoliert wurde.
Von jedem Tumor wurde Material zur histologischen Abkldrung durch den Pathologen fiir
Kryo- oder Paraffineinbettung aufgehoben. Mittels einer Skalpellklinge wurde das Material
zerkleinert und anschlieBend in 2 mg/ml Collagenase H in DMEM fiir 30 min (MB) bzw. fiir
60 min (RMS) bei 37 °C und 1000 rpm auf dem Schiittler hydrolysiert. Weiteres Dissoziieren
der Gewebefragmente erfolgte durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren. Die Zellen wurden
durch Zentrifugation fiir 10 min bei 300 x g sedimentiert und in DMEM mit 10 % FCS und
1 % Penicillin/Streptomycin aufgenommen und fiir Proliferationsanalysen in 96-Loch Platten
bzw. fiir Expressionsanalysen in 6-Loch Platten ausgesit. Die Zellen wurden nicht ldnger als

4 Tage vor Versuchsstart kultiviert.

3.1.3 Behandlung von Zellen mit Cyclopamin, 5-Aza und VPA

Fiir den Einsatz in der Zellkultur wurde Cyclopamin in Ethanol (10 mM) gelost und in Ali-
quots bei -20 °C gelagert. Je nach Versuchsaufbau wurden die Zellen mit 0,25-10 uM Cyclo-
pamin unter serumreduzierten Bedingungen (0,5 % oder 2,5 % FCS) fiir 24-72 h inkubiert.
Als Kontrolle dienten Zellen, die mit dem gleichem Volumen an Ethanol behandelt wurden.
In Initialversuchen wurde z. T. das Cyclopaminderivat KAAD und das inaktive Strukturana-

logon Tomatidin eingesetzt, die beide ebenfalls in Ethanol geldst wurden.

5-Aza (500 uM) und VPA (200 mM) wurden in DPBS auf Eis gelost und aliquotiert bei
-80 °C gelagert. Aufgrund der Instabilitdt von 5-Aza wurde die {liberschiissige Losung nach
einmaligem Auftauen verworfen. Zellen wurden fiir Proliferationsanalysen 48 h und fiir Sou-
thern Blot Analysen 72 h mit 5 uM 5-Aza und/oder mit 2 mM VPA behandelt, wobei alle
24 h das Medium gewechselt wurde. Kontrollzellen wurden mit dem entsprechenden Volu-

men DPBS behandelt.

3.1.4 Transfektion von PC3-Zellen und Behandlung mit Cyclopamin

PC3-Zellen wurden mit einem Shh-Expressionplasmid, dem Gli-BS-Firefly-Luziferase-
Reporterplasmid und dem Renilla-Luziferase-Expressionsplasmid transfiziert. Durch die Ex-
pression von Shh wurde der Shh-Signalweg in den Zellen initiiert und die Expression der Gli-

Transkriptionsfaktoren vermittelt, was an der Aktivitét der Firefly-Luziferase zu verfolgen ist.
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Die spezifische Einflussnahme des Smo-Inhibitors Cyclopamin auf den Signalweg ist somit in

der Reduktion der Luziferaseaktivitit erkennbar.

Fiir diesen Versuch wurde nach dem Protokoll von Taipale J et al. [2000] verfahren. Die PC3-
Zellen wurden in einer 96-Loch Platte ausgesét (7000 Zellen/Loch). Am darauf folgenden Tag
wurden die Zellen mit 40ng Gli-BS-Reporterplamid, 10ng Renilla-Luziferase-
Expressionsplasmid und 50 ng Shh-Expressionsplasmid bzw. dem Leervektor pCR3.1 als
Kontrolle transfiziert. Als Transfektionsreagenz wurden den Angaben des Herstellers folgend
0,3 pl TransFectin in einem Gesamttransfektionsansatz von 50 pl pro Loch verwendet. Die
Zellen wurden fiir 4 h bei 37 °C mit dem Transfektionsansatz inkubiert, gewaschen und in
DMEM mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin bis zur Konfluenz fiir 1-2 Tage kulti-
viert. Anschliefend erfolgten die Behandlung mit 5 pM Cyclopamin fiir 2 Tage unter serum-

reduzierten Bedingungen (0,5 % FCS) und die Duale Luziferasemessung.

3.1.5 Gewinnung von Shh-N-konditioniertem Medium

Zur Stimulation des Shh-Signalweges in ShhLIGHT2-Zellen wurde Shh-N-konditioniertes
Medium von HEK293 Shh-N-Zellen gewonnen [Chen JK et al., 2002]. Shh-N produzierende
HEK293-Zellen wurden bis zum Erreichen von 70-80 % Konfluenz in DMEM mit 10 % FCS
und 400 ng/ml G418 kultiviert. Zur Induktion der Shh-N-Produktion wurden die Zellen dann
fiir einen Tag unter serumarmen Bedingungen (2 % FCS) ohne Antibiotikum kultiviert, das
Medium abgezogen und durch eine 0,22 um Membran filtriert. Shh-N-konditioniertes Me-
dium ist fiir einige Wochen bei 4 °C lagerbar. Das konditionierte Medium kam 1:2 verdiinnt
in DMEM mit 0,5 % FCS zum Einsatz. Als Kontrollmedium diente nach dem gleichen Proto-
koll hergestelltes Medium von Wildtyp HEK293-Zellen.

3.1.6 Gewinnung von rekombinantem SHH-N aus S{9-Zellen

Humanes rekombinantes SHH wurde von F. Aberger, Universitit Salzburg, zur Verfiigung

gestellt. Die Herstellung wird hier nur kurz skizziert.

Die aminoterminale Region von SHH (Aminosduren 1-197) wurde in den pBacPak8 kloniert.
Zur Expression wurden Sf9-Zellen mit 4,8 x 107 pfu/ml pBacPakSHH?2 fiir 72-96 h bei 27 °C
inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgezogen und in Sukrose (20 % w/v in PBS)
durch Zentrifugation aufgereinigt. Rekombinantes SHH-N wurde bei -70 °C gelagert.
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3.1.7 Stimulation des Shh-Signalweges mittels Shh-N-konditioniertem Medium, Hh-Agl.2
oder rekombinantem SHH-N

Die Stimulation der ShhLIGHT2-Zellen erfolgte mit Shh-N-konditioniertem Medium im 96-
Loch Format. 24 h nach dem Ausplattieren und der Kultivierung in DMEM mit 10 % FCS,
G418 und Zeocin (Kap. 3.1.1) wurde das Medium abgezogen und die Zellen mit Shh-
N-konditioniertem Medium fiir 30 h inkubiert. Das Shh-N-konditionierte Medium war 1:2 mit
DMEM (0,5 % FCS) verdiinnt.

Der Hh-Agonist Hh-Agl.2 [Frank-Kamenetsky M et al., 2002] wurde in DMSO geldst und
200 nM unter serumreduzierten Bedingungen (0,5 % FCS) fiir 24 und 48 h eingesetzt, um in
ShhLIGHT2-Zellen bzw. B9-Zellen den Hh-Signalweg zu aktivieren.

Humanes SHH-N-Protein (bereitgestellt von F. Aberger, Universitit Salzburg, Osterreich)
wurde zur Stimulation von C3H10T1/2-Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden mit 5 % SHH-N
fiir 48 h inkubiert.

Die Inkubation mit 5 uM Cyclopamin erfolgte jeweils zeitgleich mit der Induktion des Hh-

Signalweges.

3.1.8 Proliferationsassay

Die Analyse des Proliferationsverhaltens von Zellen erfolgte im 96-Loch Format mit einem
BrdU Chemilumineszenz Elisa. Das Pyrimidinanalog Bromdesoxyuridin (BrdU) wird an Stel-
le von Thymidin wihrend der Replikation in DNA eingebaut. Die Menge an gebundenem

BrdU ist somit proportional zur Proliferationsrate.

Die Zellen wurden entsprechend der Fragestellung mit verschiedenen Substanzen behandelt
(Kap. 3.1.3). 24 h vor Abschluss der Inkubation wurde dem Medium BrdU (10 uM Endkon-
zentration) zugesetzt. Am Tag der Messung wurden die Zellen mit PBS gewaschen und fiir
30 min mit 200 pl Fixierungspuffer, der sowohl die Zellen fixiert als auch die DNA denatu-
riert, inkubiert. Der mit der HRP gekoppelte anti-BrdU-Antikdrper wurde 1:100 im zugehori-
gen Puffer verdiinnt und fiir 60 min auf die Zellen gegeben. Nach dreimaligem Waschen er-
folgten die Zugabe des Peroxidasesubstrates und die Messung der Chemilumineszenz im Lu-

minometer.
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3.1.9 Dualer Luziferaseassay

Das Gli-BS-Firefly-Luziferase Reporterplasmid besitzt die genetische Information fiir die
Firefly-Luziferase aus Photinus pyralis. Im Fall eines aktiven Shh-Signalweges und nach Ak-
tivierung der Gli-Transkriptionsfaktoren wird liber die neun Bindungsstellen am Gli-BS-
Firefly-Luziferase Reporterplasmid die Expression der Firefly-Luziferase vermittelt. Die Ak-
tivitdt des Enzyms kann mittels Luziferaseassay bestimmt werden. Als Normalisierung dient
die konstitutiv vom Renilla-Reporterplasmid exprimierte Renilla-Luziferase aus Renilla reni-

formis.

Fir die Messungen wurden entweder ShhLIGHT2-Zellen eingesetzt, die stabil mit beiden
Reporterplasmiden transfiziert sind, oder es wurden mit den entsprechenden Plasmiden trans-
fizierte PC3-Zellen verwendet. Dem Protokoll des Herstellers (Promega, Dual Glo Luciferase
System) folgend wurde nach der Behandlung der Zellen (Kap. 3.1.3) im 96-Loch Format das
Medium entfernt, die Zellen gewaschen und durch Zugabe des Lysepuffers PLB aufgeschlos-
sen. Zur Messung der Firefly-Aktivitdit wurden zu 20 ul der Zellsuspension in einem Lumi-
nometer 100 pl LAR II gegeben. Durch Zusetzen von 100 pl Stop & Glo wurde das Signal

der Firefly-Luziferase unterdriickt und die Renilla-Luziferase aktiviert.

3.2 Tierexperimentelle Methoden

3.2.1 Maushaltung

Die Mauslinien B6-Ptch™®”*, CD1-Ptch™®""*, (B6xBalb)-Ptch™*®"* und B6-Dnmt1"* wur-
den im institutseigenem Tierstall gehalten, die immundefizienten Nacktméuse in der Zentra-
len Tierexperimentellen Einrichtung des Universititsklinikums Gottingen. Die Tiere wurden
in Makrolonkéfigen Typ II und III bei einem zwolfstiindigen Hell-Dunkelrhythmus, einer
Temperatur von 20 + 2 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50 + 10 % gehalten. Pelle-

tiertes Trockenfutter sowie Wasser standen den Tieren ad libitum zur Verfiigung.

3.2.2 Genotypisierung von Méusen

Die Genotypisierung der Tiere erfolgte mittels PCR (Tab. 12) an DNA, die aus einer
Schwanzbiopsie gewonnen wurde. Die Biopsie wurde im Alter von 4-5 Wochen zeitgleich

mit dem Absetzen von der Mutter entnommen.
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Eine Ausnahme bildeten die B6-Ptch™”*-Miuse. Aufgrund der geringen WurfgroBen und
hohen Jungtiersterberate wurden 3-5 Tage alte Jungtiere durch FuBtdtowierung markiert und
der Schwanz biopsiert. Dies ermoglichte ein frithzeitiges Aussortieren der Wildtypen und
erhdhte so die Uberlebenschancen der Ptch-heterozygoten Nachkommen. Der Ablauf der
DNA-Isolierung aus Mausschwinzen ist in Kapitel 3.3.1.1 beschrieben. wtPtch-Allele
(635 bp) wurden mit der Primerkombination Pst4KF und mPTC11R3 detektiert. Der Primer
mPTC11R3 liegt im Exon 6 des Ptch-Gens, das im mutanten Allel deletiert ist. Zur Erfassung
der mutanten Allele (~400 bp) wurden die Primer Pst4KF und neoL verwendet [Hahn H et al.,
1998]. Alle drei Primer wurden in einen einzigen PCR-Ansatz gegeben. Der Primer Pst4KF,
der sowohl den wt als auch den mutanten Ptch-Lokus detektiert, wurde in doppelter Konzen-

tration eingesetzt.

Die Dnmt1V*-Miuse wurden entsprechend Cormier RT und Dove WF [2000] mit den Pri-
mern PGKPR1 und Exonl-1 fiir das mutante Allel (472 bp), sowie den Primern PGKPR1 und
Nae 3 fiir das Wildtypallel (334 bp) genotypisiert.

Tab. 12 A: Genotypisierungs-PCR fiir Ptch Tab. 12 B: Genotypisierungs-PCR fiir Dnmtl
Komponente Ptch-Genotypisierung Komponente Dnmtl-Genotypisierung
dNTPs (10 mM) 0,2 pl dNTPs (10 mM) 0,5 pl
Pst4KF (10 uM) 1,0 ul Exonl-1 (10 uM) 0,4 nl
mPTC11R3 (10 uM) 0,5 pl PGKPR1 (10 uM) 0,2 pl
neoL (10 uM) 0,5 pl Nae 3 (10 uM) 0,2 pl
10x Puffer 1,0 pl 10x Puffer 1 ul
Cresol (0,1 % w/v) 1,0 pl Cresol (0,1 % w/v) 1 ul
MolTaq (5 U/ul) 0,2 ul MolTaq (5 U/ul) 0,1 ul
DNA ~100 ng DNA ~100 ng
ad 10 pl ddH,O ad 10 pl ddH,0

PCR-Programm Ptch-Genotypisierung: PCR-Programm Dnmt1-Genotypisierung:

5 min 94 °C 5 min 94 °C

30s 94 °C 1 min 94 °C

1 min 60 °C 35 Zyklen 1 min 56 °C 35 Zyklen

1,5min 60 °C 1 min 72 °C

7 min 72 °C 3 min 72 °C

0 10 °C 0 10 °C
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3.2.3 Tumorsichtung

Alle Mauskohorten wurden tédglich hinsichtlich des Auftretens von MB untersucht. Hierbei
wurde auf die Ausprigung von spezifischen Symptomen geachtet, zu denen Ataxie, Apathie,
ein gewdlbter Schidel und ein schlechter Allgemeinzustand (Gewichtsabnahme, struppiges
Fell) gehoren. Die rasche Progression von MB erfordert eine schnellstmogliche Priparation

der Tiere nach Erkennung der Symptome.

Zur Erfassung von RMS wurden die Tiere einmal wochentlich manuell untersucht. Die GroB3-
zahl der RMS manifestiert sich an den Extremitéten und ist dadurch leicht zu sehen oder zu

ertasten.

3.2.4 Implantation von Tumorzellen in Nacktmause

Nacktméuse weisen eine homozygote Mutation im Foxnl-Gen auf [Nehls M et al., 1994]. Sie
sind phinotypisch durch das Fehlen jeglicher Behaarung und das Fehlen des Thymus gekenn-
zeichnet [Pantelouris EM, 1968]. Da der Thymus fiir die Reifung von T-Zellen essentiell ist,
besitzen diese Méuse keine vollstindig gereiften T-Zellen und keine Immunantwort gegenii-

ber Fremdgewebe, was sie zu einem idealen Transplantationsmodell macht.

Die zu implantierenden Tumorzellen wurden mittels Trypsin aus den Kulturschalen geldst, in
PBS gewaschen und auf eine Konzentration von 1x 10° Zellen/ul in PBS eingestellt. 100 pl
der Zellsuspension wurden mit 100 ul Matrigel gemischt und den kurzzeitig {iber Inhalation
von Isofluran betdubten Tieren subkutan auf den Brustkorb gespritzt. Der Gesundheitszustand
der Tiere wurde an Hand des Kdrpergewichts und der TumorgroBe tiberwacht. Die Tiere wur-

den alle 2-3 Tage gewogen und der Tumor mit einem Messschieber vermessen.

3.2.5 Applikation von Medikamenten

3.2.5.1 Systemische und lokale Applikation von Cyclopamin in (B6xBalb)-Ptch™*®”*- und
CD1-Ptch™*®"*-Miuse

Fiir die Behandlung von tumortragenden Miusen wurden 2 mg/ml Cyclopamin in 45 %
2-Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin/PBS (HBC) fiir 1 h bei 65 °C geldst [van den Brink GR et
al., 2001] und aliquotiert bei -20 °C gelagert. Die Tiere wurden hinsichtlich des Applikati-
onsmodus in zwei Gruppen unterteilt. Die erste Gruppe erhielt iiber 28 Tage zweimal téglich

10 mg/kg KG Cyclopamin intraperitoneal (i. p., systemisch). Der zweiten Gruppe wurden
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100 pg Cyclopamin in einem Volumen von 50 ul zweimal téglich tiber 7 Tage direkt in den
Tumor (lokal) appliziert. Sowohl die systemischen als auch die lokalen Injektionen erfolgten
im Abstand von 12 h, wodurch ein gleichbleibender Plasmaspiegel des Medikaments gewahr-

leistet werden sollte. Die Tiere wurden dreimal wochentlich gewogen.

Des Weiteren wurden die Kohorten hinsichtlich des Préparationszeitpunktes unterteilt. Eine
Gruppe wurde direkt nach der letzten Medikamentengabe fiir molekulare Analysen getotet. In
einer zweiten Gruppe wurde nach Absetzen des Medikaments das Tumorwachstum tiber
4 Wochen weiter beobachtet, um eine ggf. verzogerte Wirkung von Cyclopamin auf die Tu-
morprogression erfassen zu konnen. Dann wurden diese Tiere ebenfalls getdtet und Gewebe
fiir weiterfilhrende Analysen asserviert. Tabelle 13 zeigt alle mit Cyclopamin behandelten

Ptch™"* Tiere.

Tab. 13: Ptch™®"™* Tiere, die systemisch oder lokal mit Cyclopamin behandelt wurden

Linie Substanz Injektionsart Anzahl der Tiere

Gesamtzahl  Préparation bei  Préparation
Therapieende 4 Wochen nach

Therapieende
(B6xBalb)-Ptch™®"* HBC systemisch 7 2 5
(B6xBalb)-Ptch™®*  Cyclopamin systemisch 7 2 5
(B6xBalb)-Ptch™®"* HBC lokal 5 2 3
(B6xBalb)-Ptch™®*  Cyclopamin lokal 9 3 6
CD1- Ptch™¢""* HBC lokal 2 2 0
CD1- Ptch™*¢""* Cyclopamin lokal 4 3 1

3.2.5.2 Applikation von Cyclopamin in Nacktméduse mit Transplantaten

Bei Nacktméusen mit implantierten PC3-Zellen wurde ab Tag 21 nach der Implantation mit
der subkutanen Applikation von tdglich 50 mg/kg KG Cyclopamin in Ethanol:Triolein (1:4)
nach Berman DM et al. [2002] begonnen. Da dieser Applikationsmodus sowohl in der mit
Cyclopamin als auch in der mit Losungsmittel behandelten Gruppe zu starken Ulzerationen
der Haut an der Spritzstelle fiihrte, wurde die Behandlung ab dem 7. Tag auf i. p. Injektionen
von zweimal téglich 10 mg/kg KG Cyclopamin in HBC umgestellt. Es wurden zwei Tiere mit

Cyclopamin und zwei mit Losungsmittel {iber insgesamt 20 Tage behandelt.
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Nacktméause, denen TP5014 Zellen implantiert worden waren, erhielten ab Tag 50 (Tumor-
gréBe 90-180 cm?) fiir 23 Tage i. p. zweimal tiglich 10 mg/kg KG Cyclopamin in HBC. Es

wurden zwei Tiere mit Cyclopamin und eines mit HBC behandelt.

3.2.5.3 Applikation von 5-Aza und VPA

Die maximal tolerierten Dosen (MTD) fiir 5-Aza und VPA wurden im Rahmen der Diplom-
arbeit von S. Tauber an Wildtyp B6xBalb-Mausen und Wildtyp B6-Méusen bestimmt. Die
Toxizitdt der Medikamente wurde nach dem Einfluss auf den Allgemeinzustand, die Sterb-
lichkeit und die Auswirkungen auf das Blutbild der behandelten Méuse im Vergleich zu den
PBS-Kontrollmiusen bewertet. Die Tiere wurden iiber 4 Wochen tdglich mit verschiedenen
Dosen der einzelnen Medikamente bzw. in Kombination behandelt. Die MTD wurde auf
0,1 mg/kg/d fiir 5-Aza und auf 400 mg/kg/d fiir VPA festgelegt. Da Tiere der Linie B6-
Ptch™®™* mit verstirkter Somnolenz auf die MTD der beiden Medikamente reagierten, wur-
de fiir diesen Stamm in allen folgenden Spritzstudien die Hélfte der maximal tolerierten Dosis

(2 MTD) der Medikamente verwendet.

Zur Applikation der Medikamente wurden Stammldsungen von 120 pg/ml 5-Aza und
320 mg/ml VPA auf Eis hergestellt, die individuellen Applikationsldsungen fiir jedes einzelne
Tier nach Gewicht vorbereitet und bei -80 °C weggefroren. Die Tiere wurden wochentlich
gewogen. Die Substanzen wurden in jeweils 50 ul PBS verabreicht. Als Kontrollsubstanz
diente PBS. Ein Teil der Tiere wurde 30-120 min nach Applikation der Medikamente fiir Ex-
pressionsanalysen und Proteinuntersuchungen getotet, andere bis zum 200. Lebenstag beo-

bachtet (Tab. 14).

In der prophylaktischen Studie wurde tliberpriift, ob sich die Initiierung von Tumoren bzw. die
Progression von klinisch unauffilligen Tumormikroldsionen durch die Medikamente 5-Aza
und VPA hemmen lassen. Zu diesem Zweck wurde mit der Behandlung der Tiere gleich nach
dem Absetzen von der Mutter im Alter von 25-30 Tagen, begonnen, da zu diesem Zeitpunkt
makroskopisch keine Tumoren detektierbar sind. Gegenstand der Untersuchung waren RMS
in (B6xBalb)-Ptch™®"*-Miusen und MB in B6-Ptch™®"*-Miusen. Tabelle 14 zeigt die Ein-
teilung der Kohorten der prophylaktischen Studie.

In der therapeutischen Studie wurden RMS-tragende (B6xBalb)-Ptch™®®"*-Miuse mit der
kombinierten MTD (¢cMTD) von 5-Aza/VPA (n=22) oder PBS (n=13) téglich i. p. behandelt.

Die Tiere wurden nach der Therapie, sofern sie in einem guten Allgemeinzustand waren und
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der Tumor eine GroBe von etwa 1 cm’ nicht iiberschritt, bis etwa zum 200. Lebenstag beo-

bachtet.

Tab. 14: Einteilung der Kohorten fiir die prophylaktische Studie

Linie Substanz Anzahl der Tiere
Gesamtzahl Préparation bei Préaparation
Therapieende 4 Wochen nach
Therapieende
(B6xBalb)-Ptch"™®"* PBS 24 9 15
xBalb)-Ptc -Aza
B6xBalb)-Ptch™®"* 5-A 21 21 0
(B6xBalb)-Ptch"™®"* VPA 21 21 0
xBalb)-Ptc -Aza
B6xBalb)-Ptch™"* 5-Aza/VPA 47 30 17
B6-Ptch™*""* PBS 7 7 0
B6-Ptch™* 5-Aza/VPA 34 34 0

3.2.5.4 Systemische Applikation von Doxorubicin

Doxorubicin wurde als 0,8 mg/ml Losung in 0,9 % NaCl iiber die Apotheke des Universitits-
klinikums Goéttingen bezogen und aliquotiert bei -20 °C flir hochstens 3 Wochen gelagert.
Tumortragenden (B6xBalb)-Ptch™®"*-Tieren wurden, wie bei Wojnowski L et al. [2005]
beschrieben, 1. p. 3 mg/kg KG Doxorubicin pro Injektion an den Tagen 0, 7, 14 und 28 verab-
reicht. Es wurden sechs Tiere mit Doxorubicin behandelt und zwei mit dem Losungsmittel

NacCl.

3.2.5.5 Bestimmung des Tumorvolumens mittels Volumencomputertomographie (VCT)

Das Tumorvolumen der RMS wurde mittels eines Volumencomputertomographen fiir kleine
Tiere wie Nager von GE Healthcare bestimmt. Die VCT ist eine nichtinvasive Methode, die
mit einer Auflosung von 200 um die exakte rdumliche Darstellung eines Tumors und die Be-
stimmung des Tumorvolumens in vivo ermdglicht [Greschus S et al., 2005]. Mit Isofluran
narkotisierte Tiere wurden mit 125 Bildern/s gescannt [Dullin C et al., 2007]. Zur Visualisie-
rung der Weichgewebstumoren gegeniiber dem umliegenden Gewebe wurde den Tieren 30 s
vor der Bildaufhahme 200 pl des Kontrastmittels Isovist in die Schwanzvene verabreicht. Zur

Bestimmung der Tumorwachstumsrate wurden die Tiere vor Therapiebeginn, am Ende des

54



METHODEN

Spritzzeitraumes und in den Beobachtungskohorten nach dem entsprechenden Beobachtungs-

zeitraum aufgenommen.

3.2.5.6 Statistische Auswertung der Spritzstudien

Das Tumorwachstum wurde als Logarithmus der TumorgroB3e am Ende des Spritz- oder Beo-
bachtungszeitraums relativ zur Ausgangsgrofle vor Therapiebeginn definiert. Der Effekt der
applizierten Substanzen (Cyclopamin, Doxorubicin, 5-Aza, VPA oder Losungsmittel) und des
Behandlungsmodus (systemisch, lokal) auf die Genexpression wurden berechnet und inner-
halb eines linearen Modells getestet. Signifikanzwerte (p-Werte) fiir die Gruppeneftekte wur-
den mit Multiplen Testen nach Dunnett adjustiert. Das Signifikanzniveau o wurde auf 5 %
festgelegt. Die statistischen Analysen wurden von Herrn Rosenberger, Genetische Epidemio-

logie der Universitit Gottingen, mit SAS 9.0 durchgefiihrt.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Isolierung von Nukleinsduren
3.3.1.1 DNA-Isolierung aus murinen Geweben

DNA wurde sowohl aus Schwanzbiopsien als auch aus Organen gewonnen. Die DNA der
Schwanzbiopsien wurde zur Bestimmung des Genotyps verwendet. Das Gewebe wurde in
250 ul STE-Puffer mit 12,5 pl Proteinase K (10 mg/ml) iiber Nacht bei 55° C verdaut. Unver-
dautes Gewebe wurde fiir 10 min bei 16.060 x g abzentrifugiert, der Uberstand in ein neues
1,5 ml ReaktionsgefaB iiberfiihrt und zur DNA-Fallung mit 99 %igem Ethanol versetzt. Nach
intensivem Schiitteln erfolgte fiir 20 min eine weitere Zentrifugation bei 16.060 x g und 4 °C.
Das Pellet wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen, bei Raumtemperatur getrocknet, in

50 bis 100 pl ddH,O aufgenommen und bei -20 °C gelagert.

Zur DNA-Isolierung aus murinen Organen fiir JPCR und Southern Blot erfolgten zwei zu-
sitzliche Aufreinigungsschritte der DNA. Zum Uberstand des Verdaus wurden 400 ul Phe-
nol:Chloroform (1:1) gegeben und griindlich geschiittelt. Zur Phasentrennung wurde fiir
10 min bei 16.060 x g und 4 °C zentrifugiert. Die obere Phase wurde in ein neues Reaktions-
gefd3 tiberfiithrt, mit 400 pl Chloroform:Isoamylalkohol (50:1) versetzt und unter denselben
Bedingungen nochmals zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 99 %igem Ethanol versetzt

und wie bei der Isolieung von DNA aus Schwanzbiopsien fortgefahren.
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3.3.1.2 DNA-Isolierung aus Geweben fiir Bisulfit-Behandlung

Zur DNA-Isolierung aus RMS und Skelettmuskel fiir die Bisulfit-Behandlung und die an-
schlieBende Sequenzierung wurde der DNeasy Blood and Tissue Kit von Qiagen nach den
Angaben des Herstellers verwendet. Es wurden 25 mg Gewebe in 180 pl ACT-Puffer und
20 pl Proteinase K (10 mg/ml) tiber Nacht bei 55 °C verdaut. Der Ansatz wurde fiir etwa 15 s
kriftig geschiittelt (Vortexer) und mit 200 ul AL-Puffer versetzt. Nach erneutem Schiitteln
erfolgte die Zugabe von 200 pul 100 %igem Ethanol. Die gut gemischte Losung wurde auf die
DNeasy Mini Spin Sdulchen pipettiert und fiir 1 min bei 6000 x g zentrifugiert. Der Durch-
fluss wurde verworfen und 500 ul AW1-Puffer auf die Séule gegeben. Nach einer weiteren
Zentrifugation unter denselben Bedingungen wurden 500 pl AW2-Puffer auf die Séule pipet-
tiert und fiir 3 min bei 20.000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Siu-
le fiir 1 min bei 20.000 x g getrocknet. Zur Elution der DNA wurden 200 ul AE-Puffer auf die
Saule gegeben und fiir 1 min bei 6000 x g zentrifugiert. Die Konzentrationsbestimmung der

DNA-Lo6sung erfolgte im Photometer, wie in Kapitel 3.3.2.1 ausgefiihrt.

3.3.1.3 Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen im kleinen MaBstab (,,Mini-
Prep®)

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen im kleinen MaBstab wurde zur
Gewinnung der fiir die Sequenzierung vorgesehenen DNA eingesetzt. Fiir die Mini-Kulturen
wurden 5 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin in ein 13 ml Reaktionsrohrchen vorge-
legt, mit einer Bakterienkolonie von einer LB-Platte angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C und
170 rpm geschiittelt. 2 pul der Bakterienkultur wurden zur mittelfristigen Konservierung auf
eine LB-Platte mit 100 ug/ml Ampicillin ausgestrichen, iiber Nacht bei 37 °C erneut inkubiert
und anschlieBend bei 4 °C aufbewahrt. Die restliche Kultur wurde fiir 10 min bei 3220 x g
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 250 pl Resuspensionspuffer resuspendiert, in ein 1,5 ml
Reaktionsgefdl tiberfiihrt, zur alkalischen Lyse der Bakterienzellen mit 250 pl Lysepuffer
versetzt und geschiittelt. Anschlieend wurden 350 ul Puffer zum Neutralisieren hinzu pipet-
tiert und das Gemisch griindlich geschiittelt bevor Proteine durch Zentrifugation fiir 10 min
bei 16.060 x g als weiBer Niederschlag sedimentiert wurden. Der Uberstand wurde in ein
neues Reaktionsgefdf} tiberfiihrt und mit 500 pl Chloroform:Isoamylakohol (25:1) gemischt.
Zur Phasentrennung wurde erneut unter denselben Bedingungen zentrifugiert. Die DNA-
haltige obere Phase wurde abgenommen und mit 650 pl eiskaltem Isopropanol versetzt, gut

gemischt und fiir 25 min bei 16.060 x g und 4 °C zentrifugiert. Die prizipitierte DNA wurde
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mit 70 %igem Ethanol gewaschen, das Pellet bei 37 °C getrocknet und in 50 pul ddH,O aufge-
nommen. Zur Kontrolle der aufgereinigten Plasmid-DNA wurde ein Restriktionsverdau wie

in Kapitel 3.3.10 beschrieben durchgefiihrt. Die Plasmid-DNA wurde bei -20 °C gelagert.

3.3.1.4 Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen im mittleren MaBstab
(,,Midi-Prep®)

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA im mittleren MaBstab wurden Ubernachtkulturen in
100 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum (100 pg/ml) angelegt und bei
37 °C geschiittelt. Die Kulturen wurden etappenweise in 50 ml Reaktionsgefdflen fiir 20 min
bei 10.000 x g und 4 °C pelletiert und anschlieBend in 4 ml Resuspensionspuffer aufgenom-
men. Zur alkalischen Lyse wurden 5 ml Lysepuffer zugefiigt und kriftig geschiittelt. Die
Reaktion wurde mit 5 ml Neutralisationspuffer gestoppt und Proteine und Zellbestandteile fiir
20 min bei 10.000 x g und 4 °C sedimentiert. Der Uberstand wurde auf Tip 100 Siulen, Qia-
gen, gegeben, die zuvor mit 5 ml Puffer equillibriert wurden. Nach dem Durchlaufen der L6-
sung wurde die Sdule zweimal mit 10 ml Waschpuffer gespiilt. Die Elution der gebundenen
Plasmid-DNA erfolgte mit 5 ml Elutionspuffer. Zum Féllen der DNA wurde die Lésung 1:1
mit 100 %igem Ethanol versetzt und fiir 30 min bei 16.060 x g und 4 °C sedimentiert. Das
Pellet wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen, getrocknet und je nach PelletgroBe in 30-50
ul ddH,O aufgenommen. Zur Kontrolle der aufgereinigten Plasmid-DNA wurde ein Restrik-
tionsverdau wie in Kapitel 3.3.10 beschrieben durchgefiihrt. Plasmid-DNA wurde bei -20 °C
gelagert.

3.3.1.5 RNA-Isolierung aus Zellen und Geweben mit TriFast

Zur Isolierung von RNA aus Zellen wurden diese mit PBS gewaschen und in TriFast (1 ml
pro Loch einer 6-Loch Platte) aufgenommen. Das Gemisch wurde in ein 2 ml Reaktionsgefal3
iiberfiihrt. Zur vollstindigen Lyse wurden die Zellen fiir 2 min auf hochster Stufe gevortext
und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von Chloroform (200 pl Chloro-
form auf 1 ml TriFast) wurde erneut gemischt und fiir 3 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Mit Hilfe einer Zentrifugation fiir 10 min bei 14.000 x g und 4 °C erfolgte die Phasentren-
nung, bei der sich die RNA in der wissrigen oberen Phase konzentriert. Diese Phase wurde in
ein neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt und mit 500 pl eiskaltem Isopropanol zum Fillen der

RNA versetzt. Zur Erhohung der Ausbeute wurde das Gemisch iiber Nacht bei -20 °C gela-
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gert. Die RNA wurde fiir mindestens 20 min bei 14.000 x g und 4 °C sedimentiert, anschlie-
end mit 70 %igem Ethanol gewaschen und das Pellet bei Raumtemperatur getrocknet. Das
Pellet wurde in RNase-freiem Wasser aufgenommen, fiir 5-10 min bei 56 °C geldst und bei

-80 °C gelagert.

3.3.1.6 RNA-Isolierung aus Primérkulturen

Zur Isolierung von RNA aus RMS- und MB-Primirkulturen wurde der RNeasy Mini Kit von
Qiagen verwendet. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und in 600 ul RLT-Puffer mit (-
Mercaptoethanol (1:100) aufgenommen, durch Vortexen auf hochster Stufe fiir 2 min aufge-
schlossen und mit 600 pl 70 %igem Ethanol versetzt. Der Ansatz wurde auf eine RNeasy Mi-
ni-Séule pipettiert und fiir 15 s bei 8000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen
und 700 ul RW-Puffer auf die Sdule gegeben. Nach Zentrifugation unter denselben Bedin-
gungen wurde zweimal mit 500 pl RPE-Puffer gewaschen und zentrifugiert. Zum Trocknen
der Séule erfolgte eine zusitzliche Zentrifugation fiir 1 min bei 8000 x g. Die Sdule wurde in
ein neues Reaktionsgefal iiberfithrt und die RNA mit 30 ul RNase-freiem Wasser eluiert und
anschliefend bei -80 °C gelagert.

3.3.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiduren
3.3.2.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Nukleinsduren weisen ein Absorptionsmaximum bei 260 nm auf. Die photometrische Kon-
zentrationsbestimmung erfolgte daher bei der Messung der Extinktion bei 260 nm gegeniiber
einem Leerwert (ddH,0O). Die Extinktion bei 320 nm ist ein MaB fiir die Verunreinigung mit
Schwebstoffen und sollte gegen Null gehen. Fiir die Konzentrationsbestimmung wurden die
Nukleinsduren 1:50 in ddH,O verdiinnt und 100 pl im Photometer vermessen. Die Nuklein-

saurekonzentration C berechnet sich aus folgender Formel:
C [pg/ul] = (E260-E320) - - ¢

mit:

C = gemessene Konzentration in pg/pl

E = Extinktion

f = Verdiinnungsfaktor

¢ = nukleinsédurespezifischer Koeffizient in pg/pl
cpna = 0,05 pg/ul

crna = 0,04 pg/ul
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Das Absorptionsmaximum von Proteinen liegt bei 280 nm. Das Verhéltnis der Extinktionen
bei 260 nm und 280 nm gibt die Verunreinigung der Nukleinsduren mit Proteinen wieder und
sollte idealer Weise bei in Wasser geloster DNA zwischen 1,6-1,8 und bei in Wasser geldster

RNA zwischen 1,9-2,1 liegen.

3.3.2.2 Konzentrationsbestimmung von DNA mit PicoGreen

Der Einsatz von PicoGreen erlaubt eine genauere Konzentrationsbestimmung von DNA als
die photometrische Messung. Deshalb wurden DNA-Proben, die fiir die Southern Blot Analy-

se eingesetzt werden sollten, mittels PicoGreen quantifiziert.

PicoGreen ist ein Farbstoff, der durch Interkalation in doppelstringige DNA mit einem Ma-
ximum bei 484 nm fluoresziert. Das Farbreagenz wurde 1:400 in TE-Puffer verdiinnt und je
200 pl wurden pro Loch einer 96-Loch Platte vorgelegt. Ein Volumen von 5 pul Proben-DNA
wurde hinzu pipettiert und der Ansatz fiir 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert,
um die Interkalation des Farbstoffes zu ermoglichen. Anschliefend wurde die Fluoreszenz
(485 nm Anregung, 535 nm Emission) in einem Tecan Ultra Microplate Reader gemessen. Es
wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die zur Quantifizierung notwendige
Standardkurve umfasste einen Bereich von 0-50 ng DNA und wurde mit genomischer DNA

erstellt.

3.3.2.3 Konzentrationsbestimmung von DNA auf Agarosegelen

Das Auftragen von DNA auf Agarosegele diente der Abschitzung der Konzentration. Diese
Methode wurde fiir aufgereinigte PCR-Produkte (Kap. 3.3.7) verwendet, die fiir die Ligation
(Kap. 3.3.8) vorgesehen waren. Zu diesem Zweck wurden 2 pul eines Geleluats und 1 pl des
Ligationsvektors (pGEM-T Easy) aufgetragen und die Stirke der Banden optisch anhand ei-

nes mitgefiihrten, normierten DNA-Standards verglichen.

3.3.3 Einengen von DNA-L&sungen

Bei nicht ausreichender Konzentration einer DNA-L6sung, z. B. fiir die Behandlung mit Bi-
sulfit, wurde diese mit Hilfe von Microcon Sédulchen eingeengt. Dafiir wurde die DNA-
Losung auf die Saule gegeben und bei 16.060 x g zentrifugiert. Die Dauer der Zentrifugation

wurde durch die Ausgangskonzentration und die gewiinschte Endkonzentration der Losung
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bestimmt. Um die auf der Sdule zuriickgehaltene DNA zu eluieren, wurde die Sdule umge-

dreht, in ein neues Reaktionsgefal tiberfiihrt und fiir 3 min bei 16.060 x g zentrifugiert.

3.3.4 Reverse Transkription (RT)

2 pg RNA wurden mit RNase-freiem Wasser auf ein Volumen von 7 pl aufgefiillt. Nach Zu-
gabe von 5 ul Hexameren (50 ng/pul) wurde der Ansatz fiir 10 min bei 70 °C inkubiert, um die
DNA zu denaturieren und eine Anlagerung der Hexamere zu gewdhrleisten. Anschliefend
wurden 4 ul 5x 1% Strand-Puffer, 2 pl 0,1 M DTT und 1 pul 10 mM dNTPs hinzu pipettiert
und fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Um das Temperaturoptimum der Reversen
Transkriptase (Superscript II, 200 U/ul) einzustellen, wurde der Ansatz vor der Zugabe von
1 ul des Enzyms fiir 2 min auf 42 °C vorgewiarmt. Die cDNA-Synthese erfolgte fiir 60 min
bei 42 °C. Die Inaktivierung der Reversen Transkriptase erfolgte fiir 10 min bei 70 °C.
cDNAs wurden bei -20 °C gelagert.

3.3.5 Polymerase Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction, PCR)

Fiir die Amplifikation von doppelstrangigen DNA-Molekiilen wurden verschiedene PCR-
Techniken eingesetzt. Die PCR-Techniken an bisulfitbehandelter DNA (Bisulfit-PCR und
Sequenzierungs-PCR an bisulfitbehandelter DNA) werden im Kapitel 3.4 erldutert.

3.3.5.1 Quantitative PCR (qPCR) an genomischer DNA

Zur Analyse der vorliegenden genomischen Kopienzahl des Transkriptionsfaktors Glil in
Tumorgewebe von Ptch-heterozygoten Mausen wurde genomische DNA aus RMS und Ske-
lettmuskeln isoliert (Kap.3.3.1.1). Mittels SYBR Green-basierter Ansitze (Kap. 3.3.6.3)
wurde Glil und zur Normalisierung Pelota vermessen (Primersequenzen Kap. 2.8.3.1). Zur
Erstellung der Standardkurven wurde DNA einer Schwanzbiopsie in seriellen, flinffachen
Verdiinnungen (1. Verdiinnungsstufe 60 ng/ul) verwendet. Die Amplifikationsrate ergibt sich
aus dem Verhéltnis der normalisierten Glil-Menge im RMS zu der normalisierten Glil-

Menge im korrespondierenden SM.

3.3.5.2 Semiquantitative Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR)

Zur semiquantitativen Analyse der Expression von Genen wurden RT-PCR durchgefiihrt. Um

die Amplifikatmengen miteinander vergleichen zu kdnnen, muss sichergestellt werden, dass

60



METHODEN

von allen Proben die gleiche Menge cDNA eingesetzt wird. Dies wurde iiber die zusitzliche

Amplifikation eines Haushaltsgens erreicht, das in allen Geweben im gleichen Mal3 expri-

miert wird.

RT-PCR in 10 oder 20 pl Ansitzen:

PCR-Programm RT-PCR:

1-100 pg Matrizen-DNA 5 min 95°C

25-250 uM dNTPs 30s 95°C

0,4-0,5 uM Vorwirtsprimer 1 min pAT primerspezifische

0,4-0,5 uM Riickwartsprimer 2 min 72 °C Zyklenanzahl

1x PCR-Puffer 10min  72°C

1,5-2,5 U Polymerase o0 10 °C

Tab. 15: Primer und Bedingungen fiir die RT-PCR
Primerbezeichnung PCR-Bedi .

. . edingungen FragmentgrofRe

Transkript (Vorwirtsprimer, [bp]
Riickwirtsprimer) Anlagerungstemperatur ~ Zyklenanzahl P

Apafl m-Apafl-tg-F 62 °C 35 102
m-Apafl-tg-R

Caspase 1 m-Caspasel-tg-F 62 °C 35 92
m-Caspasel-tg-R

Caspase 8 m-Caspase8-tq-F 62 °C 30 123
m-Caspase8-tg-R

Dapk1 m-DAPK-1-tg-F 62 °C 30 142
m-DAPK-1-tg-R

Gapd Gapd-F 58 °C 22 576
Gapd-R

Glil mGliF8 58 °C 30 420
mGIiR9

Igf2 1gf2 TagManF 55°C 30 400
Igf2 Exon6R

Igfbp3 m Igfbp3-tg-F 62 °C 32 164
m Igfbp3-g-R

Junb mJunb- tg-F 62 °C 32 160
mJunb-tg-R

Kif5c mKif5c-tg-F 62 °C 32 136
mKif5c-tg-R

Mageb2 mMageb2-tq-F2 62 °C 35 129
mMageb2-tg-R2

Mmp2 mMmp2-tg-F 62 °C 32 124
mMmp2-tg-R
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Weiter Tab. 15: Primer und Bedingungen fiir die RT-PCR

' Primer})ezei(':hnung PCR-Bedingungen Fragmentgrofie

Transkript (Vorwirtsprimer, [bp]
Riickwirtsprimer) Anlagerungstemperatur ~ Zyklenanzahl P

p15 mpl15-tg-F 62 °C 32 105
mp15-tg-R

pl6 mpl6-tg-F1 62 °C 32 112
mpl6-tg-R

pl6 mpl6-tq-F2 62 °C 32 165
mp16-tq-R2

pl6 mpl6-tq-F3 62 °C 35 98
mp16-tg-R3

Ptch mPtch F18 58 °C 30 496
mPtch R20

RassflA mRassflA-tg-F 62 °C 32 135
mRassf1A-tg-R

Socs3 m-SOCS3-tq-F 62 °C 30 120
m-SOCS3-tg-R

Wifl mWif1-tq-F 62 °C 32 124
mWifl-tg-R

3.3.5.3 Quantitative real time-PCR (qRT-PCR)

Zur Quantifizierung der Genexpression kam die qRT-PCR in zwei Ausfiihrungen zum Ein-
satz. Die Expression der Gene wtPtch, A67Ptch [Uhmann A et al., 2005] und 1gf2 [Hahn H et
al., 2000] wurde mit TagMan-Sonden ermittelt. Bei der TagMan-Analyse wird neben den
Primern fiir die Amplifikation ein sequenzspezifisches und beidseitig markiertes Oligonukleo-
tid (Sonde) fiir die Detektion des gebildeten Produktes verwendet. Die Sonde bindet an die
Ziel-cDNA in der von den Primern eingeschlossenen Region. Sie ist am 3'-Ende mit dem
Quencher TAMRA (MGB, engl. minor groove binder) und am 5°-Ende mit dem Fluoreszenz-
farbstoff 6-Carboxy-Fluorescin (FAM), der als Reporter fungiert, markiert. Wahrend der PCR
wird die Sonde durch die 5°-3"-Exonucleaseaktivitit der eingesetzten Polymerase von der
cDNA abgespalten und somit Quencher und Reporter voneinander getrennt. In der exponen-
tiellen Phase der PCR korreliert der Anstieg des Fluoreszenzsignals direkt mit der Zunahme
des Produktes. Tabelle 16 gibt die Zusammensetzung eines sondenbasierten TagMan-Assays

wieder.
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Tab. 16: qRT-PCR Ansatz, sondenbasiert

Komponente Volumen [pl] qRT-PCR-Programm, sondenbasiert:

QuantiTect Mastermix 5,0 10 min 95 °C

Vorwirtsprimer (10 pM) 0,4 I5s 95°C 40 Zyklen
60 s 60 °C

Riickwirtsprimer (10 uM) 0,4

Sonde (5 uM) 0,4

RNase-freies H,O 1,8

cDNA 2,0

Die quantitativen Expressionsanalysen aller anderen Gene erfolgte iiber eine SYBR Green-
basierte Methode. Diese Methode der Expressionsquantifizierung beruht auf der Messung der
Fluoreszenz des Farbstoffs SYBR Green bei Interkalation in doppelstrdngige DNA. Die am
ABI Prism HT 7900 gemessene Fluoreszenzintensitit ist demnach proportional zu der gebil-
deten Amplifikatmenge. Da der Farbstoff in jegliche Art von doppelstrangiger DNA interka-
liert, wird die Stringenz der SYBR Green-basierten Assays allein iiber die Spezifitit der Pri-
mer definiert. Um die Homogenitdt der PCR-Amplifikate zu priifen, wurden Dissoziations-
kurven erstellt. Hierfiir wurde nach erfolgter Produktamplifikation die Temperatur schrittwei-
se auf 95 °C angehoben und die Fluoreszenzintensitit gemessen. Dabei denaturieren die PCR-

Produkte entsprechend ihrer GroB3e und die Fluoreszenz nimmt im gleichen Ma@3 ab.

Tab. 17: qRT-PCR Ansatz, SYBR Green-basiert

Komponente Volumen [pl] qRT-PCR Programm, SYBR Green-basiert:
SYBR Green QuantiTectMix 5,0 2min 50 °C
Vorwirtsprimer (10 uM) 0,4 I5min 95°C

15s 95°C
Riickwirtsprimer (10 uM) 0,4 30 s pAT 40 Zyklen
RNase-freies H,O 22 30s 72 °C

15s 95°C
cDNA 20 155 60°C

15s 95°C

Sowohl bei sondenbasierten als auch SYBR Green-basierten Assays erfolgte der Vergleich

der Expressionsniveaus von den untersuchten Genen in unterschiedlichem Probenmaterial
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durch relative Quantifizierung. Fiir jedes Transkript wurde eine Standardkurve aus seriellen,

fiinffachen Verdiinnungen erstellt (Tab. 18). Zur Normalisierung der Expression des Zielgens

wurde die Expression eines endogenen Kontrollgens (18S rRNA) vermessen.

Die eingesetzte cDNA (Kap. 3.3.5) aus Geweben und Zellen wurde fiir die Vermessung der

Zielgene 1:5 bzw. 1:3 verdiinnt. Fiir die Bestimmung des endogenen Kontrollgens wurden die

Proben 1:300.000 verdiinnt eingesetzt. Alle Messungen erfolgten in Triplikaten.

Tab. 18: Standardkurven fiir gqRT-PCR

Anwendung Transkript Star;j::;dil;zrve erste Zrelrgiglzl/lzﬁsstufe
Quantifizierung 18S rRNA RMS 40 pg/ul
wtPtch Plasmid 30 pg/ul
mutPtch Plasmid 208,6 pg/ul
Glil Mausembryo d12.5 10 ng/pl
Aktivitdt Shh-Signalweg
Gli2 Mausembryo d12.5 10 ng/pl
Gli3 Mausembryo d12.5 10 ng/pl
Igf2 RMS 10 ng/pul
p21 RMS 25 ng/ul
p27 RMS 25 ng/ul
Tropomyosin RMS 25 ng/ul
MyoD1 RMS 25 ng/ul
Muskeldifferenzierung Myogenin RMS 25 ng/ul
MHC RMS 25 ng/ul
Mef2c RMS 25 ng/ul
Myf6 RMS 25 ng/ul
Bcl-2 RMS 25 ng/ul
Mageb2 Testis 50 ng/ul
;2::f§;$agrker 3-Aza/VPA- Dapk-1 Mausembryo d12.5 10 ng/pl
Socs3 Mausembryo d12.5 10 ng/ul

Die Auswertung der qRT-PCR-Daten erfolgte mit der SDS 2.1 Software von Applied Biosys-

tems und mit Excel 2000 von Microsoft. Die statistische Analyse der Daten wurde von Herrn

Rosenberger, Abteilung Genetische Epidemiologie der Universitit Gottingen mit SAS 9.0,

SAS Institute Inc., durchgefiihrt.
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3.3.6 Aufreinigung von PCR-Fragmenten iiber Gelelution

Die PCR-Produkte wurden in einem Agarosegel aufgetrennt und die Bande mit der entspre-
chenden GroBe mit einem Skalpell ausgeschnitten. Das Gelstiick wurde gewogen, mit dem
Dreifachen an Binding Buffer (Perfect Gel Cleanup Kit, Eppendorf) versetzt und fiir 5-10 min
bei 50 °C und 1200 rpm auf dem Schiittler vollstindig gelost. Nach Zugabe des einfachen
Volumens (bezogen auf das Gelstiick) an Isopropanol, wurden maximal 800 ul der Losung
auf die Séule gegeben und fiir 1 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Betrug das Gesamtvolumen
des Ansatzes mehr als 800 pul wurde dieser Vorgang wiederholt. Der Durchfluss wurde ver-
worfen und die Sdule mit 750 pl Waschpuffer unter denselben Bedingungen zentrifugiert. Die
Sdule wurde in ein neues Reaktionsgefdl3 tiberfiihrt und mit 30 ul ddH,O die DNA eluiert.
Zum Abschitzen der Konzentration wurden 2 pl des Eluats erneut auf ein Agarosegel aufget-

ragen (Kap. 3.3.3).

3.3.7 Ligation von PCR-Fragmenten in das pGEM-T Easy Vektorsystem

Klonierungen der liber Gelelution aufgereinigten PCR-Fragmente erfolgten mit dem pGEM-T
Easy Vektorsystem. Der bereits linearisiert vorliegende Klonierungsvektor zeichnet sich
durch 3'-Thymidin-Uberhiéinge an der Klonierungsstelle aus und ermdglicht so die direkte
Ligation von PCR-Fragmenten mit 3'-Adenosin-Uberhiéingen ohne zusitzliche Restriktions-

verdaue zum Schaffen kompatibler Enden.

Um das Konzentrationsverhéltnis zwischen Vektor und Insert abzuschétzen, wurde jeweils ein
Aliquot auf ein Agarosegel aufgetragen (Kap. 3.3.3) und Vektor und Insert etwa im Verhilt-
nis 1:1 in die Ligation eingesetzt. Der Ansatz bestand weiterhin aus 1 ul T4-DNA-Ligase,
4 ul 5 x Ligasepuffer und wurde mit ddH,O auf 20 pl aufgefiillt und {iber Nacht bei 4 °C li-
giert.

3.3.8 Transformation von kompetenten Bakterienzellen mit Plasmid-DNA

Der chemisch-kompetente E. coli Stamm DH5o wurde fiir die Transformation und Amplifi-
kation von Plasmid-DNA verwendet. Die kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Han-
delte es sich um die Transformation eines Ligationsansatzes, wurden dem gesamten Ligation-
sansatz (20 ul) 100 ul DH5a zugefiigt. Bei der Transformation von Expressions- oder Repor-
terplasmiden wurden 100 ng Plasmid und 50 ul kompetente Zellen eingesetzt. Die Ansitze

wurden fiir 10 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock fiir 45 s bei 37 °C. Nach 2 min
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auf Eis wurden 500 pl S.O.C. Nihrmedium zugefiigt. Der Ansatz wurde flir 60 min bei 37 °C
geschiittelt (650 rpm). AnschlieBend wurden bei Reporter- oder Expressionsplasmiden 50 pl
bzw. bei Ligationsansitzen 100 pl der Bakterienkultur auf vorgewédrmte LB-Platten ausplat-

tiert. Die Platten wurden iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Bei der Transformation von Ligationsansédtzen enthielten die LB-Platten neben 100 pg/ml
Antibiotikum noch 40 ug/ml X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-f-Galaktosid) zur Blau-
WeiB-Selektion der Klone. Die Blau-Weil3-Selektion ist eine einfache Methode zur Erken-
nung von positiven (inserttragenden) Klonen nach der Ligation und Transformation. Der ver-
wendete Ligationsvektor pGEM-T Easy trdgt die Information fiir das a-Peptid der B-
Galaktosidase. Beim Einbau des Inserts wird diese genetische Information zerstort und das
Plasmid kann keine Expression des Enzyms vermitteln. Die Zugabe des [(-Galaktosidase-
Substrates X-Gal zum Ndhrmedium fiihrt zu einer Blaufarbung der Kolonien, die kein Insert
sondern die aktive B-Galaktosidase enthalten. Klone mit Insert sind nicht in der Lage X-Gal

zu verstoffwechseln und bleiben weil3.

3.3.9 Restriktionsspaltung von Plasmid-DNA

Die Restriktionsanalyse von Plasmid-DNA wurde zur Kontrolle von Plasmiden, z. B. zur In-
sertliiberpriifung nach einer Klonierung, eingesetzt. Der Restriktionsverdau erfolgte in 10 pl
Ansitzen mit 2,5 U Enzym und 1 pl entsprechendem Puffer fiir 60 min bei 37 °C. Verdaue
mit mehreren Restriktionsenzymen wurden, soweit es die Pufferkompatibilitit ermdglichte,
gleichzeitig durchgefiihrt. Anderenfalls wurde nach der Hydrolyse durch das erste Enzym der
Ansatz mit dem zweiten Enzym (2,5 U), 2 ul entsprechendem Puffer sowie ddH,O auf 20 pl
aufgefiillt und fiir 60 min bei 37 °C erneut inkubiert.

Fiir die Kontrolle von Expressions- und Reporterplasmiden wurden 100-500 ng Plasmid-DNA
verwendet. Zur Uberpriifung der Ligation eines PCR-Fragmentes in den pGEM-T Easy Vek-
tor wurden 3 pl Plasmid-DNA aus dem 50 ul Gesamtansatz (Kap. 3.3.1.3) entnommen und
EcoRI als Restriktionsenzym eingesetzt. Fiir die Groenbestimmung der Fragmente wurden

die Ansitze anschlieBend auf ein Agarosegel aufgetragen.
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3.4 Bisulfit-Sequenzierung zur Analyse des Ptch-Promotors

Zur Untersuchung des Methylierungsstatus der Ptch-Promotorregion in RMS und im Skelett-

muskel von Ptch™®”*_Mzusen wurden fiinf Bereiche der Promotorregion mit einer gehduften

CG-Basenabfolge (Abb. 5) mittels Bisulfit-Sequenzierung analysiert.
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Abb. 5: Aufbau der Ptch-Promotorregion und Lage der untersuchten CpG-reichen Regionen.

Die Methode der Bisulfit-Sequenzierung beruht auf der selektiven Konversion von Cytosin zu
Uracil durch Bisulfit [Shapiro R et al., 1973]. 5-Methyl-Cytosin kann jedoch durch Bisulfit
nicht desaminiert werden (Abb. 6) [Hayatsu H et al., 1970; Wang RY et al., 1980]. Bei einer
anschlieBenden Amplifikation mittels PCR werden die Uracil-Reste als Thymine und 5-
Methyl-Cytosine als Cytosine gelesen. Durch eine Sequenzierung der PCR-Produkte kann

somit der Methylierungsstatus jedes einzelnen Cytosins festgestellt werden.

A B
1 2 3 °
NH; NHz o NH;
e . + 5J gy H J‘\ + J CH;
HN ™ HSO HN™ H HO HN ™<—H OH HN HN
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Abb. 6: Chemische Reaktion bei der Behandlung von DNA mit Bisulfit. A) Konvertierung von Cytosin durch

Bisulfit zu Uracil. B) Strukturformel von Methylcytosin. Legende: 1 Sulphonierung, 2 Hydrolytische Desaminie-
rung, 3 Alkalische Desulfonierung.

67



METHODEN

3.4.1 Behandlung der DNA mit Bisulfit

Die Bisulfit-Behandlung der DNA wurde mit dem Bisulfit Kit von Qiagen durchgefiihrt. Da-
zu wurde 1 pg DNA (Kap. 3.3.1.2) mit ddH,O auf 20 pl aufgefiillt und 85 pl Bisulfit-Mix
sowie 35 ul DNA-Protect Puffer zugegeben. Die Konvertierungsreaktion erfolgte im Thermo-

cycler.

Temperaturprogramm Bisulfit-Behandlung:

5 min 99 °C Denaturierung
25min 60 °C Inkubation

5 min 99 °C Denaturierung
8 min  60°C Inkubation

5 min 99 °C Denaturierung
175 min 60 °C Inkubation

0 20 °C

Alle weiteren fiir die Aufreinigung bendétigten Zentrifugationsschritte wurden fiir 1 min bei
16.060 x g durchgefiihrt. Nach kraftigem Schiitteln der Reaktionsgefa3e wurden 560 ul AVL-
Puffer zugesetzt, gut gemischt und die Losung auf eine Bisulfit-Sdule pipettiert und zentrifu-
giert. Nach der Zugabe von 500 ul AW2-Puffer zum Entfernen von tiberschiissigem Natrium-
sulfit wurde ein weiteres Mal zentrifugiert. Zur Desulfonierung wurden 500 pul BD-Puffer fiir
15 min bei geschlossenem Deckel auf der Séule inkubiert und abzentrifugiert. Die Séule wur-
de zweimal mit 500 pl AW2-Puffer gewaschen und durch Zentrifugation getrocknet. Zur Elu-
tion wurden 20 pl Elutionspuffer eingesetzt. Die mit Bisulfit behandelte DNA wurde bei
-20 °C gelagert.

3.4.2 PCR an bisulfitbehandelter DNA

Die PCR an bisulfitbehandelter DNA diente zur Amplifikation von CpG-reichen Regionen
aus dem Ptch-Promotorbereich, die anschlieend subkloniert und zur Aufkldarung des Methy-
lierungsstatus sequenziert wurden. An die DNA-Polymerase waren damit zwei Anforderun-
gen gestellt: A) eine hohe Synthesegenauigkeit fiir eine moglichst fehlerfreie Sequenzamplifi-
kation und B) die Produktion von 3'-A-Uberhiingen fiir ein problemloses Klonieren in den
pGEM-T Easy Vektor. Deshalb wurde fiir die PCR an bisulfitbehandelter DNA der HotStar
Mastermix von Qiagen verwendet. Die HotStar Polymerase ist durch eine fehlende 5°-3°-

Exonukleaseaktivitit und eine Korrekturlesefunktion (3°-5°-Exonukleaseaktivitit), die eine
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etwa zehnmal geringere Fehlerrate als herkommliche Tag-Polymerasen vermittelt, gekenn-

zeichnet.

Um die spezifische Amplifikation von bisulfitbehandelter DNA zu gewéhrleisten, miissen in

der Primersequenz Thymine enthalten sein, die aus Cytosinen konvertiert wurden. Die Aus-

wahl der Primersequenzen erfolgte mit Hilfe des Microsoft Word Macros for Analysis of Cy-

tosine Methylation by the Bisulfite Deamination Reaction [Singal R, Grimes SR, 2001].

Durch die Behandlung eines doppelstrangigen DNA-Fragmentes mit Bisulfit geht die Komp-

lementaritdt zwischen den Strangen verloren. Deswegen miissen die Primersequenzen fiir die

anschlieBende PCR separat entweder fiir den Plus-Strang oder fiir den Minus-Strang konzi-

piert werden. Tabelle 19 gibt die verwendeten Primer und PCR-Bedingungen und Tabelle 20

einen PCR-Ansatz fur bisulfitbehandelte DNA wieder.

Tab. 19: Primer und Bedingungen fiir die PCR an bisulfitbehandelter DNA

Region Primerbezeichnung PCR-Bedingungen Fragmentgrofie
(Vorwértsprimer, Riick- [bp]
wartsprimer) Anlagerungstemperatur ~ Zyklenanzahl

A BiZe Afl 55°C 45 252
BiZe Arl

D BiZe Df1 55°C 45 141
BiZe Drl

F BiZe Bfl 55°C 50 411
BiZe Crl

i Bi If2 55°C 45 267
Bi Ir2

L BiLf 58 °C 45 438
BiLr

Tab. 20: PCR-Ansatz fiir bisulfitbehandelte DNA

Komponente

Volumen [ul]

HotStar Mastermix
Vorwértsprimer
Riickwiértsprimer
ddH,O
bisulfitbehandelte DNA

12,5
1,0
1,0
7,5
3,0

PCR-Programm fiir bisulfitbehandelte DNA:

15min 95°C
30s 95°C
30s pAT

I min 72°C
Smin  72°C
o0 10 °C

|

primerspezifische
Zyklenanzahl
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Zur Feststellung einer Methylierung von CpG-Inseln bei direkter Sequenzierung der PCR-
Produkte miissen mindestens 25 % der Amplifikate methyliert sein [Myohanen S et al., 1994].
Um diese Detektionsgrenze zu verringern, wurden die PCR-Produkte iiber Gelelution

(Kap. 3.3.7) aufgereinigt und in den pGEM-T-Vektor subkloniert (Kap. 3.3.8).

3.4.3 Sequenzierungs-PCR

Zur Sequenzierung der klonierten PCR-Fragmente wurde ein Primer verwendet, der in der

SP6 RNA-Polymerase Promotorregion des pGEM-T Easy Vektors bindet (Kap. 2.8.4).

Tab. 21: Ansatz fiir eine Sequenzierungs-PCR

Komponente Volumen [pl] PCR-Programm:
2 mi 94°C
BigDye 1,0 i
15s 96°C
SP6-Primer 0,5 15s 56,5°C ] 24 Zyklen
DMSO 025 4min 60°C
7min 72°C
ddH,O 0,25 © 20°C
Plasmid-DNA 3,0

3.4.4 Aufreinigung und Sequenzanalyse bisulfitbehandelter DNA

Vor der Analyse der PCR-Produkte im ABI PRISM-3100 Genetic Analyzer wurden diese
mittels Dextranpolymeren aufgereinigt. Sephadex G 50 von Sigma wurde auf eine 96-Loch
Platte gegeben und der Uberschuss abgestreift. Das Sephadex wurde in eine Millipore-MAHV
N45 Platte iiberfiihrt und durch Zugabe von 300 pl ddH,O pro Loch fiir 3 h quellen gelassen.
Dann wurde die Platte fiir 5 min bei 2150 x g zentrifugiert und 150 pul ddH,O pro Loch zuge-
fiigt. Nach weiteren 30 min Quellzeit wurde unter denselben Bedingungen erneut zentrifu-
giert. Die PCR-Produkte wurden mit 40 ul ddH,O aufgefiillt und auf die Sephadex-Platten
iiberfiihrt. Die gereinigten PCR-Produkte wurden fiir 5 min bei 2150 x g eluiert und im ABI
3100 (Applied Biosystems) der Klinischen Pharmakologie, Universitdt Gottingen, analysiert.

3.4.5 Ermittlung der Effizienz der Bisulfit-Behandlung und Auswertung der Sequenzen

Mit Hilfe eines Microsoft Word-gestiitzten Makro [Singal R, Grimes SR, 2001] konnte die

Methylierung einer gegebenen DNA-Sequenz simuliert werden, die bei einer vollstdndigen
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Konvertierung der Thymine durch Bisulfit erreicht wird. Diese theoretische Konvertierung
der untersuchten Sequenz stellte die Grundlage fiir die Wahl der Bisulfit-Primer dar und wur-
de fiir die Bestimmung der Effizienz der Konvertierung genutzt. Fiir die Effizienzbestimmung
wurde die Anzahl der Thymine in der bisulfitkonvertierten DNA auf die Anzahl der Cytosine
in der Ausgangssequenz bezogen. Cytosine in CpG-Dinukleotiden wurden hierbei aufgrund

des unklaren Methylierungsstatus nicht berticksichtigt.

Mit Hilfe des Microsoft Word Macros for Analysis of Cytosine Methylation by the Bisulfite
Deamination Reaction wurde die Gesamtzahl und die Lage der CG-Dinukleotide innerhalb
jedes untersuchten Fragmentes bestimmt. Zur vergleichenden Analyse der Sequenzen der ein-
zelnen Klone jedes Fragmentes wurde das Staden Package verwendet. Cytosine innerhalb der
CG-Dinukleotide, die nicht methyliert sind, werden nach Bisulfit-Behandlung und PCR-
Amplifikation als Thymine sequenziert. 5-Methyl-Cytosine hingegen bleiben von der Bisulfit-

Behandlung unbeeinflusst und werden bei der Sequenzierung als Cytosine erkannt.

3.5 Blottechniken

3.5.1 Southern Blot zur Abschidtzung des DNA-Methylierungsstatus

Zur Analyse des allgemeinen Methylierungsstatus der genomischen DNA wurde die DNA mit
den Restriktionsenzymen Hpall oder Mspl, welche die Sequenz 5-C"CGG-3" erkennen, ver-
daut. Die Sequenz kann bei Methylierung von dem methylierungssensitiven Hpall nicht ge-
schnitten werden, wohingegen das Isoschizomer Mspl die Sequenz unabhédngig vom Methy-
lierungsstatus erkennt. Die Proben wurden geblottet und mit der murinen Sonde pMR150
(engl. plasmid mouse repetitive) [Chapman V et al., 1984] hybridisiert. Bei der durch
PMR150 identifizierten Sequenz handelt es sich um Satelliten-DNA in der Zentromerregion,
die als sich wiederholende Elemente von 120 bp mit einer Kopienzahl von 5x 10* im Maus-
genom vorliegen. Im adulten, somatischen Gewebe sind diese repetitiven Elemente stark me-
thyliert. Ein Verdau mit dem methylierungssensitiven Enzym Hpall liefert daher nur wenige
Fragmente. Bei einer Behandlung mit 5-Aza ist eine Demethylierung dieser Satelliten-DNA

zu erwarten und der Restriktionsverdau mit Hpall ergibt eine DNA-Leiter.
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3.5.1.1 Restriktionsverdau und Gelelektrophorese der DNA-Proben

Zur Qualititskontrolle wurden 500 ng der genomischen DNA (Kap. 3.3.1.1) auf ein 1 %iges
Agarosegel aufgetragen. 15 pg der mit PicoGreen vermessenen (Kap. 3.3.2.2) und auf Degra-
dation getesteten DNA wurden iiber Nacht mit 50 U EcoRI in einem 20 pl Ansatz bei 37 °C
verdaut. Anschliefend erfolgte die Restriktion mit den Isochizomeren Mspl und Hpall fiir
jede Probe in parallelen Ansitzen fiir weitere 8 h bei 37 °C. Dazu wurden die Ansdtze auf
30 pl aufgefiillt und jeweils 25 U Enzym zugesetzt. Die Proben wurden mit 20 pl Cresol ver-
setzt und auf ein ethidiumbromidhaltiges, 1 %iges Agarosegel aufgetragen und iiber Nacht bei

35 V aufgetrennt.

3.5.1.2 DNA-Transfer auf Nylonmembranen (Southern Blot)

Da groBe DNA-Fragmente schwer aus einem Gel auf eine Membran zu transferieren sind,
wurde die DNA durch partielles Depurinieren in kleinere Fragmente gespalten. Hierfiir wurde
das Gel fiir 30 min in 0,25 N HCI geschwenkt. Nach einmaligem Waschen in ddH,O erfolgte
die neutrale Denaturierung der DNA-Doppelstringe fiir 30 min unter Schwenken in Denatu-
rierungspuffer. Nach erneutem Waschen wurde fiir weitere 30 min in Neutralisierungspuffer
geschwenkt und im Anschluss wurde das Gel fiir 10 min in 20x SSC geschiittelt. Der Transfer
der DNA erfolgte im Turbo-Blotter-System (Schleicher & Schuell) unter Ausnutzung der Ka-
pillarkrifte iiber Nacht. Die Nylonmembran und die Filterpapiere wurden dabei in 20x SSC
getrankt eingesetzt. Die transferierte DNA wurde durch UV-Licht (150 mJ/50 s) und durch
Backen bei 80 °C fiir 2 h auf der Membran fixiert.

3.5.1.3 Herstellung der pMR150-Sonde

Die Sonde wurde mittels PCR aus dem pBluescript II KS+ (zur Verfiigung gestellt von J.
Stempak, Abteilung fiir Medizin und Erndhrungswissenschaften, Universitdt Toronto, Kana-
da) amplifiziert (Tab. 22) und mit ExoSap-IT aufgereinigt. Hierzu wurde ExoSap-IT 1:4 in
ddH,O verdiinnt und 8 ul zu dem 20 pl PCR-Ansatz pipettiert. Die Aufreinigung und Inakti-
vierung der Enzyme erfolgte fiir 15 min bei 37 °C und anschlieend fiir 15 min bei 80 °C im
Thermocycler. Zur Kontrolle der Amplifikation und der Konzentrationsabschitzung wurden
2 pl des gereinigten Produktes auf ein Agarosegel aufgetragen. Die Sonden-DNA wurde bei
-20 °C gelagert.
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Tab. 22:
PCR-Ansatz zur Herstellung der pMR150-Sonde

Komponente Volumen [pl] PCR-Programm zur pMR150-
dNTPs (10 mM) 0.4 Sondenamplifikation:
10x Puffer 2.0 Smin  95°C
45s 95°C
MgCl, (50 mM) 0.6 455 54°C 35 Zyklen
Mango-Taq (1 U/ul) 1,0 45s 72 °C
10 min 72 °C
pMR150 F (10 uM) 1,0 " 4°C
pMR150 R (10 uM) 1,0
100 ng Plasmid

ad 20 pl ddH,0

Die radioaktive Markierung der pMR150-Sonde erfolgte mit dem Prime-IT RmT Random
Primer Labeling Kit von Stratagene unmittelbar vor der Hybridisierung. Dazu wurden etwa
50 ng Sonde auf ein Endvolumen von 42 pl mit ddH,O aufgefiillt und in die dem Kit beige-
fiigten Reaktionsgefille mit gefriergetrockneten Random Primern, dNTPs, Puffer und Kofak-
toren tberfiihrt. Das Reaktionsgemisch wurde zur DNA-Denaturierung fiir 5 min bei 99 °C
inkubiert und anschlieend fiir 5 min auf Eis abgekiihlt. Zur Synthese der radioaktiv markier-
ten Sonde wurden dem Ansatz 50 uCi radioaktiv markiertes [a**P]-dCTP und 8 U Magenta-
DNA-Polymerase zugefiigt und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Aufreinigung der radioak-
tiv markierten Sonde erfolgte iiber MicroSpin G-50 Séulen von Amersham mit Hilfe von Se-
phadex. Die Siulchen wurden zunichst fiir 2 min bei 855 x g zentrifugiert, bevor der Markie-
rungsansatz auf das Sephadex pipettiert wurde. Zur Elution der aufgereinigten Sonde wurde
unter denselben Bedingungen ein weiteres Mal zentrifugiert. Zur Denaturierung der DNA

wurde die Sonde nochmals bei 99 °C fiir 5 min gekocht und anschlie8end auf Eis abgekiihlt.

3.5.1.4 Hybridisierung der Membran

Die Membran wurde in 2x SSC angefeuchtet, in ein Hybridisierungsglas iiberfiihrt und fiir 1 h
bei 65 °C mit 5 ml Hybridisierungslosung (Rapid-hyb buffer, Amersham) und 50 ul denatu-
rierter Lachsspermien-DNA (100 pg/ml) vorbehandelt. AnschlieBend erfolgte die Hybridisie-
rung mit der radioaktiv markierten Sonde (Kap. 3.5.1.3) in 5 ml Hybridisierungslésung mit

50 pl denaturierter Lachsspermien-DNA (100 pg/ml) iiber Nacht bei 65 °C.
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3.5.1.5 Autoradiographie

Um tiiberschiissige, ungebundene Sonde zu entfernen wurde die Membran nach dem Abgieflen
der Hybridisierungslosung zunichst fiir zweimal 20 min in 100 ml Low-Stringency-Puffer bei
65 °C und anschliefend fiir 60 min in 100 ml High-Stringency-Puffer bei 65 °C gewaschen.
Nach dem Trocknen wurde die Membran in Folie geschweilit und in eine Filmkassette gelegt.
Die Exposition eines Autoradiographie-Filmes mit der Membran erfolgte in Abhidngigkeit von

der Signalstirke fiir 6-12 h bei -80°C. Die Entwicklung fand im Entwicklerautomaten statt.

3.5.2 Proteinnachweis mittels Western Blot
3.5.2.1 Proteinisolierung aus Geweben

Frisches oder bei -80 °C gelagertes Gewebe wurde mit einer Skalpellklinge auf Eis zerkleinert
und mit einem Homogenisator in 10 mM Tris/HCI pH 7,4 homogenisiert. Zur Lyse wurden
1% SDS und 1 mM Natriumvanadat (NaVa) zugegeben und fiir 15 min bei 99 °C und
1200 rpm auf dem Schiittler inkubiert. Der Ansatz wurde fiir 10 min bei 6400 x g zentrifugiert
und anschlieBend der Uberstand in ein neues ReaktionsgefdB iiberfiihrt. Die Proteinlosungen

wurden bei -80 °C gelagert.

3.5.2.2 Proteinquantifizierung mittels BCA-Methode

Die Quantifizierung von Proteinen mittels der BCA-Methode beruht auf der Reduktion von
Cu**-Tonen durch Proteine im alkalischen Milieu. Die reduzierten Cu’-Ionen bilden mit 2,2'-
Bicinchoninsdure (BCA) einen violetten Komplex, dessen Absorptionsmaximum bei 652 nm
liegt. Zur Proteinbestimmung wurde der BCA Protein Assay Kit von Pierce Biotechnology
verwendet. Zur Herstellung der Arbeitslosung wurde Reagenz A im Verhiltnis 50:1 mit Rea-
genz B gemischt. 200 ul der Arbeitslosung wurden vorgelegt, mit 10 pl der zu quantifizieren-
den Proteinldsung gemischt und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Absorptionsmessung
wurde im NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer von Peqlab bei 562 nm durchgefiihrt. Zur
Bestimmung der Proteinkonzentration wurde eine Standardkurve mit BSA (20-2000 pg/ml)

angelegt.
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3.5.2.3 Proteinauftrennung mittels Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine erfolgte in 15 %igen Polyacrylamidgelen, deren Zusammenset-
zungen in den Tabellen 23 und 24 wiedergegeben sind. Acetyliertes Histon H4 weist ein Mo-
lekulargewicht von etwa 17 kDa auf. Zur Normalisierung wurde Histon H2B (~15 kDa) de-

tektiert.

Tab. 23: Zusammensetzung des Trenngels Tab. 24: Zusammensetzung des Sammelgels
Komponente Volumen Komponente Volumen
30 % Acrylamid 3,75 ml 30 % Acrylamid 850 pul
1,5 M Tris/HCI pH 8,8 1,90 ml 1 M Tris/HCI pH 6,8 512 ul
10 % SDS 75 ul 10 % SDS 50 pl
ddH,O 1,75 ml ddH,0 3,4 ml
TEMED S5ul TEMED 10 pl
10 % Ammoniumpersulfatlgsung 50 ul 10 % Ammoniumpersulfatldsung 50 ul
(APS) (APS)

Die Proben wurden mit 6x Laemmli-Probenpuffer versetzt und auf maximal 30 pl aufgefiillt.
Proben und Proteinmarker wurden vor der Elektrophorese fiir 5 min bei 95 °C denaturiert. Die
Gele wurden zunichst fiir 10 min bei 20 mA pro Gel gefahren, anschlieBend wurde die

Stromstirke auf 25 mA pro Gel erhoht.

3.5.2.4 Transfer der Proteine auf die Membran (Western Blot) und spezifischer Nachweis

durch Antikorperfarbung

Pro Gel wurden sechs Lagen Filterpapier und eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF) fiir
15 min in Transferpuffer eingeweicht. Die Ubertragung der Proteine auf die Membran erfolg-
te fiir 3 h bei 1000 mA und 25 mV. Nach dem Transfer wurde die Membran in Blockpuffer
(5 % Milchpulver in PBST) tiberfiihrt und fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezi-
fische Bindungen der Antikorper zu verhindern. Nach dem Blocken wurde die Membran fiir
dreimal 5 min in 1x PBST gewaschen. Die Antikdrper anti-H4Ac (Upstate, 1:500) und anti-
H2B (Upstate, 1:3000) wurden in Blockpuffer verdiinnt und fiir 1 h bei Raumtemperatur oder
iiber Nacht bei 4 °C auf der Membran inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran weitere
drei Mal fiir 5 min in 1x PBST gewaschen. Als sekundirer Antikdrper wurde ein peroxidase-

konjugierter Antikorper spezifisch fiir Kaninchen eingesetzt. Der Sekundirantikdrper kam
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1:10.000 in Blockpuffer verdiinnt zum Einsatz. Die Membran wurde fiir 1 h mit dem sekundéa-

ren Antikérper inkubiert und anschlieBend wie oben beschrieben mit 1x PBST gewaschen.

3.5.2.5 Entwicklung

Zur Visualisierung wurde der SuperSignal West Dura (Pierce Biotechnology) eingesetzt. Die
beiden Detektionslosungen wurden 1:1 gemischt und die Membran mit der Losung gleichma-
Big bedeckt. Nach 5 min wurde die Losung durch Abtropfen entfernt und die Membran luft-

blasenfrei in Folie verpackt. Die Entwicklung erfolgte in Filmkassetten in der Dunkelkammer.

2.5.2.6 Entfernen von Antikdrpern von der Membran

Die Proteine H4Ac und H2B weisen mit 17 und 15 kDa in etwa dieselbe Grofle auf. Deshalb
war zwischen den Nachweisen mittels Antikorpern auf der PVDF-Membran ein Strippen der
Membran notwendig. Hierzu wurde die Membran fiir zweimal 10 min in Stripping-Puffer
geschwenkt, anschlieBend fiir zweimal 10 min in PBS und fiir einmal 5 min in PBST gewa-
schen. Zur Rehydrierung der PVDF-Membran erfolgte eine Inkubation fiir 1 min in Methanol.
Nach einem abschlieBenden Waschschritt fiir 5 min in PBST konnte mit dem Blockieren in

PBST mit 5 % Milchpulver und der Antikdrperinkubation fortgefahren werden (Kap. 3.5.2.4).

3.6 Immunhistochemie und Immunzytochemie

3.6.1 Gewebeentnahme und -fixierung

Unmittelbar nach der Entnahme der Gewebe wurden diese entweder auf Trockeneis fiir die
Kryokonservierung weggefroren und bei -80 °C gelagert oder in 4 %igem, gepufferten For-
malin mindestens 24 h fiir die Paraffineinbettung fixiert. Die weitere Fixierung flir die Paraf-
fineinbettung erfolgte maschinell in der Pathologie des Universitdtsklinikums Gottingen. An-
schlieBend wurde das Gewebe luftblasenfrei in eine Einbettungsform iiberfiihrt und mit Hilfe
einer erhitzten Pinzette ausgerichtet. Zum Auffiillen der Einbettungsform wurde Paraplast
verwendet. Nach Erkalten des Paraplast konnten die Blocke aus den Einbettungsformen gelost

und bei Raumtemperatur gelagert werden.
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3.6.2 Anfertigung von Kryo- und Paraffinschnitten

Zum Anfertigen von Kryoschnitten wurde das Gewebe in Kryoeinbettmedium eingefroren.
Am Kryostaten wurden bei -20 °C etwa 5 um dicke Schnitte hergestellt und auf Objekttrager

aufgezogen.

Zum Herstellen von Paraffinschnitten wurden die Paraffinblocke auf einer Kiihlplatte gekiihlt
und anschlieBend Schnitte von etwa 4 um Dicke am Schlittenmicrotom hergestellt. Die
Schnitte wurden in einem 50 °C heiflen Wasserbad gestreckt, auf Objekttriger aufgezogen

und iiber Nacht bei 37 °C getrocknet.

Fiir Ubersichtsfirbungen wurden die Schnitte auf unbeschichtete Objekttriger aufgezogen,
wihrend flir Antikérperfarbungen und fiir in situ-Hybridisierungen Superfrost Objekttrager

verwendet wurden.

3.6.3 Hiamalaun und Eosin Farbung (HE) von Geweben

Paraffinschnitte wurden in Xylol fiir zweimal 10 min und anschlieBender absteigender Etha-
nolreihe (je 2 min in 100 % (2x), 96 % (2x) und 70 % Ethanol) entparaffiniert. Nach 2 min in
ddH,0 wurden die Schnitte fiir 10 min in Himalaun nach Meyer inkubiert. Die Farbentwick-
lung fand unter flieBendem, lauwarmen Leitungswasser fiir mindestens 5 min statt. Anschlie-
Bend wurden die Schnitte fiir 15 s in 0,33 %ige Eosin-Losung mit Eisessig (0,5 % v/v) ge-
taucht. Die Schnitte wurden mit ddH,O gewaschen, bis das Wasser klar war und anschlie3end
iiber eine aufsteigende Ethanolreihe (je 1 min in 70 %, 96 % (2x), 100 % (2x) Ethanol) ent-
wissert. Vor dem Eindeckeln mit Pertex wurden die Objekttriager zur vollstandigen Dehydrie-

rung kurz in Xylol getaucht.

Die HE-Farbung von Kryoschnitten erfolgte nach demselben Protokoll ohne die Entparaffi-

nierung in Xylol und ohne die Rehydrierung iiber die absteigende Ethanolreihe.

3.6.4 Antikorperfarbung von Paraffinschnitten

Die Paraffinschnitte wurden zunéchst in Xylol fiir zweimal 10 min und anschlieend in einer
absteigenden Ethanolreihe (Kap. 3.6.3) und Inkubation unter flieBenden ddH,O entparaffiniert
und rehydriert. Zur Demaskierung der Oberflachenantigene erfolgte eine Vorbehandlung im
Dampfgarer fiir 45 min in Citratpuffer. Dann wurden die Schnitte fiir 20 min bei Raumtempe-

ratur abgekiihlt und fiir zweimal 2 min in TBS-Puffer gewaschen. Im SM- und RMS-Gewebe
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ist die Aktivitdit der endogenen Peroxidasen sehr hoch. Da zur Entwicklung ein HRP-
gekoppeltes System verwendet wurde, folgte die Inhibierung endogener Peroxidasen. Dafiir
wurden die Gewebe im Allgemeinen fiir 20 min mit 3 % H,O, auf dem Schiittler inkubiert.
Nur bei Verwendung des anti-Bcl-2-Antikdrpers wurden die Peroxidasen fiir 45 min mit 3 %
H,0, geblockt. Die Reaktion wurde fiir 5 min unter flieBendem ddH,O gestoppt, die Schnitte
anschlielend in TBS gespiilt und fiir 20 min mit 5 % FCS/10 % BSA geblockt. Die verwen-
deten primiren Antikorper sind in Tabelle 25 mit den jeweils eingesetzten Verdiinnungen
aufgefiihrt. Die primiren Antikdrper wurden in TBS verdiinnt und die Schnitte fiir 1-1,5 h in
einer feuchten Kammer mit der Antikorperldsung inkubiert. Zur Visualisierung wurde das
Envision Polyclonal rabbit/mouse HRP von Dako verwendet. Die Schnitte wurden fiir 30 min
mit dem Sekundérantikorper inkubiert, fiir zweimal 2 min in TBS gewaschen und fiir etwa
10 min mit 1:50 verdiinntem DAB-Chromogen entwickelt. Zur besseren Ubersicht wurde mit

Hamalaun gegengefarbt.

Tab. 25: Primérantikorper zur Verwendung an Paraffinschnitten

Antikorper eingesetzte Verdiinnung Gewebe-Positivkontrolle
anti-Ki67 1:50 MB

anti-aktive Caspase 3 1:500 MB, Thymus juvenile Ratte
anti-Bcl-2 1:2000 RMS
anti-Desmin 1:50 RMS
anti-Myogenin 1:50 RMS
anti-Pospho-Akt 1:50 RMS

3.6.5 Fluoreszenz-Antikorperfarbung von Zellen

Fiir die Fluoreszenz-Antikorperfarbung wurden die Zellen in Objekttrager-Kulturschalen kul-
tiviert. Zur Fixierung der Zellen wurde 4 % PFA in PBS fiir 15 min zu den Zellen gegeben.
Anschlieend wurden die Zellen fiir dreimal 5 min in PBS mit 100 mM Glycin gewaschen,
fiir 4 min in PBS mit 0,1 % Triton X100 permeabilisiert, wiederum fiir dreimal 5 min in PBS
gewaschen und abschlieend fiir 1 h in PBS mit 1 % BSA/5 % Pferdeserum bei Raumtempe-
ratur geblockt. Der primére anti-Desmin-Antikorper wurde 1:200 in PBS mit 1 % BSA/5 %
Pferdeserum verdiinnt und die Zellen fiir 2 h bei Raumtemperatur mit dem Antikdrper inku-

biert. Uberschiissiger Antikérper wurde fiir dreimal 10 min in PBS entfernt. Als sekundirer
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Antikorper wurde ein TRITC-gekoppelter Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper 1:200 in Block-
puffer verdiinnt in PBS mit 1 % BSA/5 % Pferdeserum verwendet. Die Inkubation erfolgte
fiir 1 h bei Raumtemperatur im Dunkeln. Nach erneutem Waschen fiir dreimal 10 min in PBS
wurden die Zellen mit Vectrashield Dapi Mountingmedium eingedeckelt. Die Farbungen

wurden bei -20 °C gelagert.

3.6.6 in situ-Hybridisierung
3.6.6.1 Herstellung Digoxigenin-markierter in situ-Sonden

Fiir die Herstellung Digoxigenin-markierter in situ-Sonden wurden 10 pg des als Sondenmat-
rize dienenden Plasmids mit 20 U eines geeigneten Restriktionsenzyms in einem 50 pl Ansatz
fiir 2 h bei 37 °C linearisiert. Die DNA wurde mit dem Sechsfachen an 100 %igem Ethanol
fiir 30 min bei 16.060 x g und 4 °C gefillt, das Pellet mit 70 %igem Ethanol gewaschen und
in 20 pul RNase-freiem Wasser aufgenommen. Zur Konzentrationsabschitzung wurden 2 pl
linearisierte Plasmid-DNA auf ein Agarosegel aufgetragen. Die Markierungsreaktion mit Di-
goxigenin (Dig) erfolgte in zwei Stufen. Zundchst wurde etwa 1 pg linearisiertes Plasmid in
einem 20 pl Ansatz mit 40 U der entsprechenden RNA-Polymerase, 10x Dig RNA Labelling
Mix, 5x Transkriptionspuffer und 10 mM DTT in RNase-freiem Wasser fiir 2 h bei 37 °C in
RNA umgeschrieben und markiert. Zur Erh6hung der Ausbeute wurden nochmals 20 U RNA-
Polymerase zugesetzt, mit 10x Dig RNA Labelling Mix, 5x Transkriptionspuffer, 10 mM
DTT und RNase-freiem Wasser auf 30 pl aufgefiillt und fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Durch
Zugabe von 1,5 ul 0,4 M EDTA, 3,75 ul 4 M LiCl und 112,5 pl 100 %igem Ethanol wurde
die RNA fiir mindestens 30 min bei -80 °C oder iiber Nacht bei -20 °C prézipitiert. Die durch
Zentrifugation bei 16.060 x g und 4 °C gefillte RNA wurde mit 70 %igem Ethanol gewa-
schen und in 110 pl RNase-freiem Wasser geldst. Mittels 12,5 ul 4 M LiCl und 250 pul
100 %igem Ethanol erfolgte ein zusétzlicher Fillungs- und Aufreinigungsschritt fiir mindes-
tens 30 min bei -80 °C oder iiber Nacht bei -20 °C. Nach Zentrifugation bei 16.060 x g und
4 °C wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen und das Pellet in 25 pul RNase-freiem Wasser
aufgenommen. Zur Uberpriifung der Transkription der Plasmid-DNA wurde 1 pl Sonde fiir
45 min bei 37 °C mit 1 pl RNase A (10 mg/ml) verdaut und neben 1 pl unverdauter RNA-

Sonde auf ein Agarosegel aufgetragen.

Um sicher zu stellen, dass die Markierungsreaktion mit dem Digoxigenin erfolgreich war,

wurde ein Dot Blot durchgefiihrt. Hierfiir wurde eine serielle, zehnfache Verdiinnung der
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Sonde (1 pl) mit 6x SSC (je 9 ul) hergestellt. Je 1 ul der Verdiinnungen wurde auf eine Ny-
lonmembran aufgetragen und mittels UV-Licht fixiert. Uberschiissige Bindungsstellen der
Membran wurden fiir 5 min in 55 °C warmen 4 % BSA in Puffer-1 blockiert. Nach kurzem
Waschen der Membran in NT-Puffer erfolgte die Inkubation mit der anti-Dig/AP-
Antikorperlosung (1:500 in NT-Puffer) fiir 7 min. Die Membran wurde dreimal fiir 2 min in
NT-Puffer gewaschen und anschlieBend fiir 3 min in NTM-Puffer umgepuffert. Die Entwick-
lung erfolgte mit NBT/BCIP im Dunkeln bis zur gewiinschten Farbintensitét (10-20 min).

Nach erfolgreichem Testen wurde der Sondenansatz mit 100 pl RNase-freiem Wasser und
100 pl Formamid zur Stabilisierung aufgefiillt. Die verwendeten in situ-Sonden sind in Kapi-

tel 2.9 aufgelistet.

3.6.6.2 Vorbehandlung der Gebrauchsmaterialien, Losungen und Kiivetten

Gebrauchsmaterialien und Losungen wurden speziell behandelt, um Kontaminationen mit
RNasen vorzubeugen. Alle verwendeten Puffer und Losungen, mit Ausnahme von TEA, STE-
in situ-Puffer, MBSTL und NTMLT, wurden mit 0,03 % DEPC versetzt, iber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert und danach zur DEPC-Inaktivierung autoklaviert. Verwendete
Pinzetten wurden mit RNaseZap behandelt und mit DEPC-H,O gespiilt. Die fiir die in situ-
Hybridisierung verwendeten Kiivetten wurden vor dem ersten Gebrauch mit 0,3 %iger H>O,-
Losung in ddH,O {iber Nacht inkubiert, mit reichlich ddH,O gespiilt und fiir 4 h bei 180 °C

gebacken. Die Kiivetten wurden nach jedem Einsatz mit ddH,O gespiilt und gebacken.

3.6.6.3 Vorbehandlung der Paraffinschnitte fiir die in situ-Hybridisierung

Zum Ablaufen iiberschiissigen Paraffins wurden die Objekttridger fiir 30 min in einen 65 °C
heillen Hybridisierungsofen gestellt. Vollstdndiges Entparaffinieren und Rehydrieren erfolgte
fiir zweimal 10 min in Xylol, in einer absteigenden Ethanolreihe (fiir je 1 min in 100 %igem
(2x), 95 %igem, 85 %igem, 70 %igem, 50 %igem und 30 %igem Ethanol) und anschlieend
fiir je 5 min in 0,83 % NaCl und in 1x PBS. In PBS mit 4 % PFA erfolgte die Fixierung des
Materials fiir 20 min auf Eis. Nach zweimaligem Waschen in PBS fiir je 5 min wurden die
Schnitte mit 200 pl Proteinase K (10 mg/ml) in 50 mM Tris/HCI pH 8,0 und 5 mM EDTA
inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurden die Schnitte in PBS gewaschen und nochmals
fiir 5 min in 4 % PFA auf Eis fixiert. Zur Neutralisierung freier Aminogruppen, die ein unspe-

zifisches Binden der Sonde durch elektrostatische Wechselwirkungen vermitteln konnen,
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wurde Essigsdureanhydrid eingesetzt. Essigsdureanhydrid vermittelt die Acetylierung der
Aminogruppen. Dazu wurden 0,25 % (v/v) Essigsdureanhydrid in 0,1 M TEA pH 8,0 gegeben
und die Schnitte fiir 10 min in der Losung inkubiert. Nach dem Waschen in PBS und 0,83 %
NaCl erfolgte die Dehydrierung iiber eine aufsteigende Ethanolreihe (je 1 min in 30 %igem,
50 %igem, 70 %igem, 85 %igem, 95 %igem und in 100 %igem (2x) Ethanol). Die Schnitte

wurden bei Raumtemperatur getrocknet und am selben Tag hybridisiert.

3.6.6.4 Hybridisierung

Die Zusammensetzung des Hybridisierungspuffers war abhdngig von der verwendeten Sonde.
Die 67Ptch-Sonde wurden 1:1000 im Hybridisierungspuffer-1 eingesetzt, wahrend die Glil-
Sonde 1:500 im Hybridisierungspuffer-2 verdiinnt wurde. Die Hybridisierungslosungen wur-
den fiir 2 min bei 80 °C denaturiert, auf Eis abgekiihlt und auf Raumtemperatur gebracht. Zu
100 pl Hybridisierungspuffer-1 wurden anschlieBend 5 pl denaturierte Lachsspermien-DNA
(10 mg/ml) gegeben. 90 ul der jeweiligen Hybridisierungslosung wurden auf den Schnitt pi-
pettiert, mit einem Deckgldschen versehen und iiber Nacht bei 59 °C in einer feuchten Kam-

mer mit 50 % Formamid und 5x SSC inkubiert.

3.6.6.5 Posthybridisierung, anti-Dig-Antikorper-Farbung und Entwicklung

Ungebundene Sonde wurde in vorgewdarmten 5x SSC fiir 30 min bei 55 °C entfernt. An-
schlieBend wurde in 2x SSC mit 50 % Formamid fiir 30 min bei 63 °C, in STE-in situ-Puffer
fir 10 min bei Raumtemperatur und in STE-in situ-Puffer dreimal fiir 10 min bei 37 °C
gewaschen. Fiir den Verdau einzelstrangiger RNA-Molekiile wurden die Schnitte mit 40 ul
RNase A (10 mg/ml) auf 50 ml STE-in situ-Puffer fiir 30 min bei 37 °C behandelt. Nach er-
neutem Waschen in STE-in situ-Puffer fiir 15 min bei 37 °C, fiir 30 min bei 63 °C in 2x SSC
mit 50 % Formamid, fiir 15 min bei Raumtemperatur in 2x SSC und fiir 10 min bei Raum-
temperatur in NT-Puffer erfolgte die Blockierung endogener Phosphatasen mit Levamisol
dreimal fiir 5 min in MBSTL. Proteine wurden mit 0,2 % Casein in PBS fiir 1 h bei Raum-
temperatur blockiert. Der sekundédre Antikorper anti-Dig/AP von Roche wurde 1:500 mit
0,02 % Casein in MBSTL verdiinnt eingesetzt. Die Schnitte wurden iiber Nacht bei 4 °C mit
dem Antikdrper inkubiert. Durch sechsmaliges Waschen in MBSTL fiir jeweils 20 min wurde
tiberschiissiger Antikorper entfernt. Zur Vorbereitung der Schnitte auf die Entwicklung mit

BM-Purple erfolgte eine dreimalige Inkubation mit NTMLT fiir jeweils 5 min. Die Schnitte
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wurden in eine feuchte Kammer iiberfiihrt und mit der Farbelosung BM-Purple im Dunkeln
und bei Raumtemperatur bis zur gewlinschten Farbintensitit inkubiert. Die Fiarbelosung wur-
de téglich erneuert. Die Farbreaktion wurde mit Stopp-Puffer inhibiert und die Schnitte zwei-
mal fiir 5 min in 1x PBS gewaschen. Zum Fixieren wurden die Schnitte fiir 1-2 h mit 0,2 %
Glutaraldehyd in PFA inkubiert. AnschlieBend wurde zweimal mit PBS gewaschen und der
Gewebeschnitt mit Dako Glycergel eingedeckt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Einsatz von Cyclopamin zur Therapie von Ptch-assoziierten RMS

4.1.1 Funktionalitdtsnachweis von Cyclopamin

Vor dem Einsatz von Cyclopamin in vivo zur Therapie Ptch-assoziierter RMS wurde die Qua-
litdt der erworbenen Substanz in Zellkulturexperimenten iiberpriift. Da die Wirkungsmecha-
nismen bei der Inhibierung des Hh-Signalweges bereits in vielen Arbeiten analysiert wurden,
z. B. Incardona JP et al. [1998] und Chen JK et al. [2002], dienten die Experimente hier aus-
schlieBlich der Qualitatssicherung des verwendeten Cyclopamins und nicht der Aufkldrung
mechanistischer Prinzipien. Fiir die Untersuchung des inhibitorischen Potentials von Cyclo-

pamin wurden Zelllinien verwendet, in denen sich der Hh-Signalweg stimulieren ldsst.

4.1.1.1 Stimulation des Hh-Signalweges mit Shh-N-konditioniertem Medium oder Hh-Ag1.2
in der ShhLIGHT2-Zelllinie

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Aktivierung des Hh-Signalweges in Zelllinien entweder
5% Shh-N-Protein eingesetzt oder mit Shh-N-konditioniertem Medium bzw. dem Hh-
Agonisten Hh-Agl.2 gearbeitet. Die optimalen Konzentrationen fiir den Einsatz des Shh-N-
konditionierten Mediums und des Hh-Agonisten Hh-Agl.2 wurden an ShhLIGHT2-Zellen
ausgetestet und {liber die Messung der Luziferaseaktivitit bewertet. ShhLIGHT2-Zellen sind
stabil transfizierte murine Fibroblasten. Sie exprimieren die Firefly-Luziferase unter einem
mit Gli-Bindungsstellen versehenen Thymidinkinasepromotor und konstitutiv die Renilla-
Luziferase zur Normalisierung. Eine Aktivierung des Hh-Signalweges und die damit verbun-
dene gesteigerte Gli-Expression sind {iiber die Messung einer erhohten Firefly-

Luziferaseaktivitit detektierbar.

ShhLIGHT2-Zellen wurden fiir 30 h mit Shh-N-konditioniertem Medium in verschiedenen
Verdiinnungen inkubiert (Abb. 7 A). Durch eine 1:2 Verdiinnung des konditionierten Me-
diums mit Normalmedium (DMEM 0,5 % FCS) wurde eine ausreichende Steigerung (~7fach)
der Firefly-Luziferaseaktivitit gegeniiber dem Kontrollmedium erreicht. Diese Verdiinnung
kam daher fiir alle weiteren Experimente mit Shh-N-konditioniertem Medium zum Einsatz.
Alternativ wurde der Hh-Agonist Hh-Agl.2 in den Konzentrationen 50, 100, 200, 500 und
1000 nM fiir 24 h eingesetzt. Die stirkste Aktivierung des Hh-Signalweges (~6fach) wurde
mit 200 nM Hh-Ag1.2 erreicht (Abb. 7 B).
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Abb. 7: Stimulation des Hh-Signalweges in ShhLIGHT2-Zellen. Angegeben ist jeweils die auf die Renilla-
Luziferase normalisierte und auf die zugehorige Kontrolle bezogene Induktion der Firefly-Luziferase.
A) Stimulation mit Shh-N-konditioniertem Medium in verschiedenen Verdiinnungsstufen fiir 30 h.
B) Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen des Hh-Agonisten Hh-Ag1.2 fiir 30 h.

Die Stimulation des Hh-Signalweges war mit dem natiirlichen Liganden Shh effektiver als mit
dem chemischen Agonisten Hh-Agl.2. Da das Shh-N-konditionierte Medium zusétzlich ein-
fach und kostengiinstig in groBeren Mengen herstellbar ist, wurde es flir die meisten der fol-

genden Experimente verwendet.

4.1.1.2 Untersuchung der transkriptionellen Regulation von Glil durch Cyclopamin in vitro

Die Expression des Transkriptionsfaktors Glil als direktes Zielgen des Hh-Signalweges stellt
ein Mal} fiir die Aktivitdt der Signalkaskade dar [Hooper JE, Scott MP, 2005]. Der Einfluss
von Cyclopamin auf die Expression von Glil wurde in vitro an zwei unterschiedlichen Zellli-

nien untersucht.

Zundchst wurde die murine Embryofibroblasten-Zelllinie C3H10T1/2 mit 5 % SHH-N stimu-
liert und fiir 48 h mit 5 uM Cyclopamin, 1 uM KAAD oder dem inaktiven Strukturanalogon
Tomatidin [Gaffield W, Keeler RF, 1996] inkubiert. Die qRT-PCR Analyse ergab, dass Cyc-
lopamin im Vergleich zu Tomatidin die Transkription von Glil etwa um das 20fache verrin-
gert (Abb. 8). Da das chemisch modifizierte Cyclopamin KAAD eine 10-20fach hohere Affi-
nitdt zu Smo aufweist als Cyclopamin [Taipale J et al., 2000], war es schon bei geringerer

Konzentration (1 uM) in gleichem Maf3 wirksam.
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Der zweite Nachweis fiir die Inhibierung der Glil-Transkription durch Cyclopamin wurde an
der murinen Hautfibroblastenlinie B9 (F. Nitzki, Institut fiir Humangenetik) aus dem kondi-
tionellen tPtch”-Mausmodell [Uhmann A et al., 2007] durchgefiihrt. Zur Stimulierung wur-
den 200 nM Hh-Agl.2 bzw. Shh-N-konditioniertes Medium fiir 48 h (Kap. 3.1.7) eingesetzt.
Das konditionierte Shh-N-Medium fiihrte zu einer deutlich stirkeren Induktion der Glil-
Expression als der Hh-Agonist. Bei zeitgleicher Behandlung der Zellen mit 5 uM Cyclopamin
wurde die Aktivierung der Glil-Transkription unabhéngig vom gewéhlten Stimulus vollstén-

dig unterdriickt (Abb. 9).

10000,0 1
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é 1000,0 4 222.3
% 100,0 A
3 100 . _
5 o Abb. 9: Einfluss von Cyclopamin
£ 10 ' 0.3 0,3 auf die Glil-Transkription in mu-
2 rinen Hautfibroblasten. B9 Zellen
0.1 wurden mit Shh-N-konditionier-
0.0 tem Medium oder dem Hh-Agonis-
Shh-N - - . + + ten Hh-Agl.2 (200 nM) fiir 48 h
Hh-Ag1.2 - + + - - stimuliert und mit 5 uM Cyclopa-
Cyclopamin - - + - + min inkubiert.

In den beiden voneinander unabhédngigen Zellkulturmodellen konnte die effektive Hemmung
der transkriptionellen Regulation des Hh-Signalweges durch Cyclopamin nachgewiesen und

somit die Funktionalitdt der Substanz bestétigt werden.
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4.1.2.3 Untersuchung zum Einfluss von Cyclopamin auf die Gli-Funktion in vitro

Die Inhibierung der Gli-Funktion und damit die des Hh-Signalweges durch Cyclopamin auf
Proteinebene wurde mit zwei etablierten Luziferaseassays [Taipale J et al., 2000] gepriift.
Zunéchst wurden ShhLIGHT2-Zellen fiir 30 h mit Shh-N-konditioniertem Medium stimuliert.
Die Behandlung mit 5 puM Cyclopamin fiihrte zu einer Reduktion der Firefly-
Luziferaseaktivitit auf annihernd das Basalniveau von unstimulierten ShhLIGHT2-Zellen
(Abb. 10 A). Weiterhin wurden PC3-Zellen nach Taipale et al. [2000] mit dem Shh-
Expressionsplasmid, dem  9x Gli-BS-Firefly-Reporterplasmid und dem  Renilla-
Expressionsplasmid transfiziert und nach Erreichen der Konfluenz fiir 48 h mit 5 uM Cyclo-
pamin behandelt. Auch in diesem Modellsystem inhibierte Cyclopamin die Aktivierung der

Firefly-Luziferase effektiv (Abb. 10 B).
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Abb. 10: Wirkung von Cyclopamin auf die Funktion von Gli im Luziferaseassay. A) ShhLIGHT2-Zellen wur-
den fiir 30 h mit Shh-N-konditioniertem Medium stimuliert und zeitgleich mit 5 uM Cylopamin behandelt.
B) PC3-Zellen wurden mit einem Shh-Expressionsplasmid, dem 9x Gli-BS-Reporterplasmid und einem Renilla-
Reporterplasmid transfiziert und nach Erreichen der Konfluenz mit 5 uM Cyclopamin fiir 48 h behandelt. Ab-
kiirzung: RLU relative Lichteinheiten (engl. relative light units).

Somit konnte in zwei unterschiedlichen Zelllinien die Hemmung der Gli-Funktion durch das
erworbene Cyclopamin festgestellt werden. Die Ergebnisse aus beiden Luziferasereportergen-
assays stimmten mit Herstellerangaben und Angaben aus bereits verdffentlichten Studien

tiberein. Folglich war das Cyclopamin fiir die in vivo-Versuche einsetzbar.
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4.1.2 Untersuchung der Effekte von Cyclopamin an RMS-Zelllinien und RMS-

Primérkulturen
4.1.2.1 Effekte von Cyclopamin auf die RMS-Zellllinien TP5014 und TP1588 in vitro

Vor der Anwendung von Cyclopamin im Tiermodell wurde die Tauglichkeit des Medikamen-
tes zur Therapie von RMS in vitro an RMS-Zelllinien untersucht. Zundchst wurden die RMS-
Zelllinien TP5014 und TP1588 verwendet, die von T. Pietsch (Institut fiir Neuropathologie,
Universitit Bonn) aus RMS von Ptch™*?*_-Miusen [Goodrich LV et al., 1997] generiert
wurden. KAAD, ein Cyclopamin-Derivat mit hdherer Affinitdt zu Smo [Taipale J et al.,
2000], wurde in Konzentrationen von 0,25-10 uM fiir 72 h eingesetzt und die Proliferation der
Zellen mittels BrdU-Einbau bestimmt. Um einen Riickgang der Proliferationsrate durch zyto-
toxische Effekte der eingesetzten KAAD-Konzentrationen auszuschlieen, wurde als Kont-
rollsubstanz das Strukturanalogon Tomatidin verwendet. Tomatidin iibt keinen inhibitori-

schen Einfluss auf den Hh-Signalweg aus [Gaffield W, Keeler RF, 1996].

Ab einer KAAD-Konzentration von >5 uM wiesen die RMS-Zelllinien eine um 10-20 % ver-
ringerte Proliferationsrate auf (Abb. 11 A). Kritisch anzumerken ist, dass der gleiche Effekt

mit Tomatidin erreicht werden konnte.

Da Levitt RJ et al. [2007] eine Verminderung der Effektivitdt von Cyclopamin beziiglich der
Hemmung des Hh-Signalweges bei FCS-Konzentrationen von 10 % festgestellt haben, wur-
den zusétzlich Experimente unter serumreduzierten Bedingungen (2,5 % FCS) durchgefiihrt
(Abb. 11 B). Hier war schon ab einer KAAD-Konzentration von 0,25 pM ein starker antipro-

liferativer Effekt (20-40 %) zu verzeichnen, der aber auch mit Tomatidin erreicht wurde.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass der antiproliferative Effekt von KAAD unter
serumreduzierten Bedingungen stirker ausgepragt war als in Vollmedium und bereits bei ei-
ner Konzentration von 0,25 uM zu einer Reduktion der proliferativen Zellen um 20-40 %
fithrte. Das als inaktives Cyclopamin-Strukturanalogon geltende Tomatidin verursachte im
verwendeten RMS-Zellkulturmodell dhnliche wachstumsinhibierende Effekte wie KAAD,
was auf einen allgemeinen zytotoxischen Mechanismus fiir die Proliferationshemmung durch

KAAD schlieflen ldsst und eben nicht auf die spezifische Inhibierung der Hh-Signalkaskade.
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Abb. 11: Einfluss von Cyclopamin
auf die Proliferationsrate von RMS-
Zelllinien. Dargestellt ist die prozen-
tuale Inhibierung der Proliferation im
Vergleich zu mit Ldsungsmittel
behandelten Zellen. Die RMS-Zell-
linien TP5014 und TP1588 wurden
fiir 72 h mit KAAD oder Tomatidin
behandelt. Fiir die letzten 24 h der
Inkubation wurden 100 uM BrdU
zu-gegeben. A) Vollmedium (10 %
FCS). B) Serumreduzierte Bedin-
gungen (2,5% FCS). Abkiirzung:
Toma Tomatidin.

Die Ergebnisse aus den Experimenten zum Proliferationsverhalten der RMS-Zelllinien

TP5014 und TP1588 unter KAAD-Behandlung lieen vermuten, dass der Hh-Signalweg in

diesen Zellen inaktiv ist und sich nicht durch Cyclopamin blockieren ldsst. Um dies zu priifen,

wurden RT-PCR Analysen fiir die Hh-Markergene Ptch, Glil und 19f2 an den Zelllinien

durchgefithrt und die Expressionslevel mit denjenigen von nativen RMS aus Ptch-

heterozygoten Méusen verglichen. Fiir RMS Ptch-heterozygoter Mause zeigte sich die hohe

Expression der Hh-Markergene, wihrend in den verwendeten RMS-Zelllinien ein deutlicher

Riickgang der Expression dieser Marker zu verzeichnen war, was mit einer Abnahme der Ak-

tivitdit des Hh-Signalweges gleichzusetzen ist (Abb. 12). Daher wurde versucht den Hh-

Signalweg in den RMS-Zellen durch Implantation in Nacktméuse zu restimulieren.
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4.1.2.2 Implantation der RMS-Zelllinien TP5014 und TP1588 in Nacktméuse und Untersu-

chung des Aktivitétsstatus der Hh-Signalkaskade

Die Implantation von Tumorzelllinien in immundefiziente Mause fiihrt zur Ausbildung der

jeweiligen Tumorentitit in vivo und wird weithin als legitimes Modell zum Testen von poten-

tiellen Krebsmedikamenten angesehen. Um zu untersuchen, ob die RMS-Zelllinien nach Im-

plantation in Nacktmiuse Tumoren ausbilden, die histologisch RMS aus Ptch-heterozygoten
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Abb. 13: Entwicklung der Tumorvolumina der RMS-Zelllinien TP5014 und TP1588 nach Implantation in
Nacktmiuse. Jeweils 1x 10° Zellen wurden den Miusen subkutan appliziert und das Tumorvolumen iiber einen
Zeitraum von 52 Tagen mit einem Messschieber bestimmt.
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Mausen gleichen und einen aktiven Hh-Signalweg aufweisen, wurden je finf nu/nu-Mé&usen
TP5014 bzw. TP1588 subkutan injiziert. In allen Tieren bildeten die applizierten Zellen Tu-
moren aus, die nach 24 Tagen ein Volumen von 20-50 mm® erreicht hatten (Abb. 13). Am
Tag 52 nach der Implantation wurden die Tumoren entnommen, histologisch untersucht sowie
Expressionsanalysen durchgefiihrt. Das Tumorvolumen lag zu diesem Zeitpunkt fiir die
TP5014 Zellen zwischen 200-430 mm’ und fiir die TP1588 zwischen 40-110 mm’. Neun von
zehn Tumoren wurden an Hand von HE-Firbungen durch einen Pathologen als RMS identifi-
ziert. Die Tumoren wiesen einen aggressiveren Phédnotyp auf als endogene RMS aus

Ptch™*%”* _Miusen.

In den isolierten Tumoren wurde mittels semiquantitativer RT-PCR der Aktivitétsstatus der
Hh-Signalkaskade untersucht. Die Expression des Markergens Ptch blieb fiir beide Zelllinien
in dieser in vivo-Situation deutlich unter dem Niveau der Ptch-Expression in RMS von
Ptch™®®”*_Miusen. In zwei der vier TP1588-Tumoren (fiir den fiinften war die RNA-
Isolierung nicht erfolgreich) konnte kaum eine Ptch-Expression nachgewiesen werden. Die
Implantation hatte keinen entscheidenden Einfluss auf die Expression von Glil, die sich nur
marginal vom Expressionsniveau in der Ausgangszelllinie unterschied. Die Analysen ergaben
allerdings eine starke Zunahme der 1gf2-Expression nach der Transplantation im Vergleich zu
der jeweiligen Ausgangszelllinie (Abb. 14). Die erhohte Expression von Igf2, die dem Ex-
pressionsniveau in Orginaltumoren entsprach, konnte auf eine zumindest partielle Reaktivie-
rung der Hh-Signalkaskade in beiden RMS-Zelllinien nach subkutaner Implantation in nu/nu-

Maiuse hinweisen.

RMS 3SM TP3014 M1 M2 M3 M4 M5 TP1588 ME M7 M8 M3
fégrép_ — - S T W e e— —
70 bp - — s o —

Figsz'— T — — — — — —— w—
ggrabp T . e SE— —— e Sy T S— S — —

Abb. 14: RT-PCR Analyse der Hh-Markergene Ptch, Glil und Igf2 in Allotransplantaten von RMS-Zelllinien.
Die RMS-Zelllinien TP5014 und TP1588 wurden in nu/nu-Méuse implantiert und nach 52 Tagen der Tumor flir
die Expressionsanalyse entnommen. Zum Vergleich wurde die Expression von Ptch, Glil und 1gf2 in je einem
nativen RMS und Skelettmuskel und von in vitro-kultivierten RMS-Zelllinien bestimmt. Abkiirzungen: M Maus,
SM Skelettmuskel.
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die RMS-Zelllinien TP5014 und TP1588
aufgrund des Verlustes eines aktiven Hh-Signalweges kein geeignetes in vitro-Modell fiir das
Testen von Cyclopamin darstellen. Die RMS-Zelllinien TP5014 und TP1588 wuchsen in
Nacktméusen nach subkutaner Implantation an, was zu einer starken Aktivierung der 1gf2-

Expression fiihrte.

4.1.2.3 Behandlung von implantierten RMS-Zelllinien in Nacktméusen mit Cyclopamin

Die Implantation der RMS-Zelllinien TP5014 und TP1588 in Nacktméuse bedingte eine star-
ke Reaktivierung der Igf2-Expression, die moglicherweise in Abhéngigkeit zum Hh-
Signalweg stand. Deshalb wurde in einem weiteren Experiment versucht, die Progression von
subkutan implantierten RMS-Zellen mit Cyclopamin zu inhibieren. Fiir diesen Versuch wurde
die RMS-Zelllinie TP5014 verwendet, da sie im Vorversuch schneller angewachsen war als
die RMS-Zelllinie TP1588 und dariiber hinaus eine stirkere Aktivitit der Hh-Signalkaskade
aufwies (Kap.4.1.2.2). Als Kontrollzellen wurden humane Prostatakrebszellen PC3 in
Nacktméause implantiert. Fiir die resultierenden Tumoren ist ein antitumoraler Effekt von Cy-
lopamin bereits beschrieben worden [Karhadkar SS et al., 2004]. PC3- und TP5014-Zellen
3

wurden in jeweils flinf Tiere implantiert. Nach Erreichen einer Tumorgréfie von 90-180 mm

wurde mit der Therapie begonnen.

In vier von den finf Tieren mit implantierten PC3-Zellen entstanden Tumoren. Die PC3-
Zellen proliferierten im Allgemeinen wesentlich schneller als die TP5014-Zellen und es konn-

te frither mit der Therapie begonnen werden.

Zwei von diesen Mdusen mit implantierten PC3-Zellen wurden mit Cyclopamin behandelt
und zwei mit Losungsmittel. Zunidchst wurde dem Protokoll von Berman DM et al. [2002]
entsprechend Cyclopamin in Ethanol:Triolein 1:4 gelost und 50 mg/kg KG téglich subkutan
appliziert. Bereits am zweiten Tag der Behandlung waren sowohl bei den mit Losungsmittel
als auch bei den mit Cyclopamin behandelten Tieren an der Injektionsstelle Hautreizungen zu
beobachten. Bis zum siebten Tag verstdrkten diese Reizungen sich zu Hautnekrosen und er-
forderten eine Umstellung der Therapie auf 10 mg/kg KG Cyclopamin in HBC zweimal tag-
lich 1. p. Einer der mit Cyclopamin behandelten Tumoren schrumpfte unter Therapie auf etwa
die Hilfte des Ausgangsvolumens, der andere wurde entsprechend den 16sungsmittelbehan-
delten Tumoren nicht in der Progression gehemmt (Abb. 15 A). Bei der Entnahme der PC3-

Tumoren wurde festgestellt, dass nur der Tumor, der auf die Behandlung mit Cyclopamin

91



ERGEBNISSE

angesprochen hatte, eine solide Tumormasse aufwies. Die anderen Tumoren waren mit Fliis-

sigkeit gefiillt, was auf Probleme bei der Implantationsprozedur schlieBen ldsst.
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Abb. 15: Cyclopaminbehandlung von implantierten Zelllinien in Nacktméusen. Der Therapiestart ist jeweils
durch einen Pfeil gekennzeichnet. A) Implantation der humanen Prostatakrebszelllinie PC3. Am Tag 22 nach
Implantation wurde mit der Cyclopaminapplikation begonnen. Wie bei Karhadkar SS et al. [2004] beschrieben,
wurde das Medikament in Ethanol:Triolein 1:4 geldst und subkutan in einer Dosis von 50 mg/kg KG appliziert.
Aufgrund von Nekrosen musste die Behandlung mit Cyclopamin jedoch am 7. Tag nach Therapiebeginn auf die
i. p. Applikation von zweimal tiglich 10 mg/kg KG Cyclopamin in HBC geldst umgestellt werden. B) Implan-
tation der RMS-Zelllinie TP5014. Zwischen Tag 49 und 56 nach Implantation wurde mit der Applikation von
Cyclopamin (zweimal taglich i. p. 10 mg/kg KG iiber 23 Tage) begonnen.
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Von den fiinf Tieren, denen TP5014 Zellen implantiert wurden, musste eines aufgrund eines
schlechten Allgemeinzustandes und Diarrhoe vorzeitig priapariert werden und bei einem wei-
teren Tier wuchsen die Zellen nicht an. Von den iibrigen drei Tieren wurden zwei mit Cyclo-
pamin (10 mg/kg KG) und eines mit dem Losungsmittel HBC zweimal téglich iiber 23 Tage
1. p. behandelt. Das Tumorvolumen nahm unabhingig von der verabreichten Substanz in allen
drei Tieren zu und betrug zum Abschluss der Therapie mindestens das 9fache des Ausgangs-
volumens beim Spritzbeginn (Abb. 15 B). Alle entnommenen Tumoren wurden durch einen
Pathologen als RMS klassifiziert. Die Analyse der HE-Férbung ergab keine Unterschiede in

der Morphologie der mit Cyclopamin und mit Losungsmittel behandelten Tumoren.

AbschlieBend ist festzuhalten, dass eine Behandlung der aus den RMS-Zelllinien TP5014 und
TP1588 entstandenen Tumoren mit Cyclopamin im Hinblick auf eine Inhibierung der Tumor-
progression nicht erfolgreich war. Dies deutet auf die Unabhingigkeit der RMS-Zelllinien
vom Hh-Signalweg bei der Proliferation in den Nacktméusen hin. Damit ist die Aktivierung
der 1gf2-Expression in den Tumoren cher als ein vom Hh-Signalweg unabhéngiger Effekt zu

betrachten.

4.1.2.4 Untersuchung der Effekte von Cyclopamin auf RMS- und MB-Primérkulturen

Tumorzelllinien stellen fiir das Austesten von Krebstherapeutika ein kiinstliches System dar,
dessen Kapazitit zur Widerspieglung der in vivo-Situation duBerst begrenzt ist. Deshalb wur-
de die antitumorale Wirkung von Cyclopamin auch an Primérkulturen von RMS und MB aus
Ptch™®* _Miusen untersucht, die ein geeignetes Modell fiir das Testen von Krebsmedika-

menten im kleinen Malstab sind.

In einer Reithe von humanen HH-assoziierten Tumoren konnte die erhdhte Aktivitidt des Hh-
Signalweges auf die Amplifikation des GLI1-Lokus zuriick gefiihrt werden [Kinzler KW et
al., 1987, Wong Al et al., 1987; Roberts WM et al., 1989; Ragazzini P et al., 2004]. Da der
Einsatz des Hh-Antagonisten Cyclopamin bei einer pathologischen Aktivierung der Signal-
kaskade unterhalb von Smo nicht wirksam ist, wurde zunichst an 14 RMS aus Ptch™°"/*-
Miéusen der Amplifikationsstatus von Glil mittels qPCR untersucht. Die relative Kopienzahl
von Glil betrug in allen analysierten RMS und korrespondierenden Skelettmuskeln ungeféhr

1 und die Amplifikation des Glil-Lokus konnte als Ursache fiir die Aktivitit des Hh-

Signalweges in Tumoren von Ptch™®"*-Miusen ausgeschlossen werden (Abb. 16). Damit ist
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der Einsatz von Cyclopamin zur Modulation des Hh-Signalweges in dieser Tumorentitdt und

zur Therapie sinnvoll.
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Abb. 16: Amplifikationsstatus des Glil-Lokus in RMS von Ptch™®”*-Miusen. Untersucht wurden RMS und
Skelettmuskel von 14 Méusen mittels qPCR. Zur Normalisierung wurde Pelota vermessen. Abkiirzungen: M
Maus, SM Skelettmuskel.

Zur Gewinnung der Primdrkulturen wurde frisches Tumormaterial mechanisch und enzyma-
tisch dissoziiert und in Zellkulturschalen maximal 4 Tage vor Versuchsstart kultiviert. Da-
durch wird gewéhrleistet, dass die dissoziierten Zellen den Ausgangstumorzellen im hohen

Mal gleichen.

Um die Spezifitit des Isolierungsprotokolls fiir RMS-Zellen zu iiberpriifen, wurden die Zellen
einer immunhistochemischen Férbung fiir Desmin unterzogen. Der Muskelmarker wird im

Skelettmuskel und in RMS exprimiert, aber nicht in Fibroblasten (Abb. 17).

Abb. 17: Immunhistochemische Desminfarbung. A) RMS-Primédrkulturen. B) C2C12 Myoblasten als Positiv-
kontrolle. C) 3T3 Fibroblasten als Negativkontrolle fiir die Spezifitdt des Antikorpers.
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Priméarkulturen von RMS und MB wurden mit 5 uM Cyclopamin fiir 72 h behandelt und die
Wirkung des Alkaloids auf die Aktivitit des Hh-Signalweges mittels qRT-PCR sowie der

Einfluss auf das Proliferationsverhalten mittels BrdU-Inkorporation bestimmt.

Aus der Expressionsanalyse von den Hh-Markergenen geht hervor, dass 467Ptch, Glil und
Igf2 sowohl in RMS- als auch in MB-Primérkulturen sehr effizient durch Cyclopamin inhi-
biert wurden (Abb. 18). Durch die Verwendung sondenbasierter Assays konnte zwischen dem
mutanten A67Ptch-Allel und dem wtPtch-Allel unterschieden werden. Wie in der Einleitung
erdrtert (Kap. 1.3.5), ist im Tumorgewebe von Ptch™*®”*-Mausen die starke Ptch-Expression
auf das mutante Allel zuriickzufiihren, wihrend die Expression des wt-Allels vermutlich epi-
genetisch reguliert ist und im Vergleich zum Skelettmuskel konstant bleibt oder sogar repri-
miert wird [Calzada-Wack J et al., 2002; Uhmann A et al., 2005]. Aufgrund der epigeneti-
schen Repression des wt-Allels gibt nur der Expressionslevel des 467Ptch-Allels Aufschluss
tiber die Aktivitdt der Hh-Signalkaskade und kann im Gegensatz zu derjenigen des wtPtch-
Allels im Falle einer Inhibierung der Hh-Signalkaskade durch Cyclopamin reguliert werden.

Deshalb wird im Folgenden nur die Expression des A67Ptch-Allels dargestellt.
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Neben der Aktivitidt der Hh-Signalkaskade wurde auch die Proliferationsrate von priméiren
RMS-Zellkulturen um mehr als 50 % gegeniiber den Kontrollzellen reduziert (Abb. 19). Der
Effekt war vom verwendeten Losungsmittel (Ethanol bzw. HBC) unabhingig. Ethanol wurde

primir als Losungsmittel fiir Cyclopamin in Zellkulturexperimenten verwendet, HBC kam als

95



ERGEBNISSE

Losungsmittel fiir in vivo-Experimente zum Einsatz. Da ein proliferationshemmender Einfluss
von Cyclopamin auf primiare MB-Kulturen bereits von Berman DM et al. [2002] beschrieben
werden konnte, dienten die MB-Kulturen als Positivkontrolle fiir das Experiment. Wie bei
Berman DM et al. [2002] konnte auch in unserem Experiment die Proliferationsrate der MB-

Kulturen um etwa 75 % gehemmt werden (Abb. 19).
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Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass Cyclopamin den Hh-Signalweg und die Prolifera-

h"®%6"* _Mausmodell hemmt. Dadurch

tion in Primédrkulturen von RMS und MB aus dem Ptc
wird das Konzept des Einsatzes dieses Hh-Antagonisten bei der Therapie von Ptch-

assoziierten Tumoren untermauert.

4.13  In vivo-Applikation von Cyclopamin zur Behandlung von RMS in Ptch™*®”*-Miusen

Nach erfolgreichem Testen von Cyclopamin hinsichtlich der Inhibierung der Aktivitit der Hh-
Signalkaskade und der Proliferation von primdren RMS-Kulturen wurde die Wirksamkeit in
vivo an RMS in Ptch™*®”*-Mausen untersucht. Dabei kamen zwei Therapiemodi zum Einsatz:
A) 10 mg/kg KG Cyclopamin wurden zweimal taglich (kumulative Dosis 20 mg/kg KG) tiber
4 Wochen systemisch appliziert. B) 100 pg Cyclopamin wurden zweimal tiglich lokal in den
Tumor iiber 7 Tage injiziert. Zur Wertung des Therapieerfolges wurde die Expression der Hh-

Markergene mittels QRT-PCR und das Tumorwachstum mittels VCT bestimmt.
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4.1.3.1 Einfluss einer systemischen Applikation von Cyclopamin auf die Hh-Signalkaskade

und das Wachstum von Ptch-assoziierten RMS

Zunichst wurde tumortragenden Tieren Cyclopamin systemisch in einer Dosis von
20 mg/kg KG/Tag iiber 4 Wochen verabreicht. Um einen moglichst gleichbleibenden Plasma-
spiegel des Medikamentes zu gewéhrleisten, wurde die Dosis auf zwei Injektionen zu je
10 mg/kg KG morgens und abends verteilt. Insgesamt wurden sieben Tiere mit Cyclopamin
behandelt. Von den sechs Tieren, die mit dem Ldsungsmittel HBC behandelt wurden, wies
ein Tier zwei RMS auf. Je zwei Tiere pro Gruppe wurden innerhalb von 4 Stunden nach der
letzten Medikamentengabe pripariert. Die restlichen Tiere wurden fiir weitere 3-4 Wochen
beobachtet, um einen eventuell verzogert auftretenden Effekt von Cyclopamin auf das Tu-

morwachstum erfassen zu konnen.
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Abb. 20: Tumorprogression unter systemischer Cyclopaminapplikation in (B6xBalb)-Ptch™*®”*-Mzusen. RMS-
tragende Tiere wurden iiber 4 Wochen zweimal téglich i. p. mit 10 mg/kg KG Cyclopamin behandelt und die
Tumorprogression durch VCT ermittelt. Das Volumen wurde vor Therapiestart (d0), nach Therapieabschluss
(d28) und 30 Tage danach (d60) bestimmt. Abkiirzung: d Tag.

Direkt nach der vierwdchigen Medikamentenapplikation konnten fiinf Tumoren der Lésungs-
mittelgruppe und sechs Tumoren der mit Cyclopamin behandelten Gruppe erfolgreich im
VCT vermessen werden. Drei Tumoren der Kontrollgruppe und fiinf Tumoren der Cyclopa-

mingruppe waren unter Behandlung um mehr als das Doppelte gewachsen (Abb. 20). In dem
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Beobachtungszeitraum wuchsen zwei der vier verbliebenen Tumoren in der Kontrollgruppe
weiter, einer blieb stabil und einer bildete sich leicht zuriick. Von den fiinf mit Cyclopamin
behandelten RMS, die iiber 4 Wochen beobachtet worden waren, wuchsen drei weiter, einer

blieb stabil und einer bildete sich zuriick.

Fiir eine statistische Auswertung der Volumenentwicklung nach systemischer Applikation
von Cyclopamin im Vergleich zu der mit HBC behandelten Gruppe war die Anzahl der ver-
messenen Tumoren zu gering. In Kapitel 4.1.3.4 erfolgt eine statistische Gesamtbetrachtung

der Tumorvolumina aus der Cyclopaminstudie.

Quantitative Genexpressionsanalysen der RMS zeigten (Abb. 21), dass die i. p. Applikation
von Cyclopamin keinen Einfluss auf die Expression der Markergene A67Ptch, Glil und Igf2

ausiibte.
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Abb. 21: Effekte der systemischen Cyclopaminapplikation auf den Hh-Signalweg in RMS aus Ptch™*®"*-

Méusen. Tumortragenden Tieren wurde zweimal tdglich 10 mg/kg KG Cyclopamin verabreicht. Die Tumoren
wurden nach vierwdchiger Behandlung oder nach einem anschlieBenden, therapiefreien Beobachtungszeitraum
von 4 Wochen fiir qRT-PCR Analysen der Hh-Markergene A67Ptch, Glil und 1gf2 entnommen. Abkiirzungen: T
unter Therapie, B Beobachtung.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die tégliche systemische Applikation von
20 mg/kg KG Cyclopamin iiber 4 Wochen keinen proliferationshemmenden Effekt auf RMS
in Ptch-heterozygoten (B6xBalb)-Méusen hatte. Eine Repression des Hh-Signalweges auf

Transkriptionsebene war ebenfalls nicht zu beobachten.
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4.1.3.2 Einfluss einer lokalen Applikation von Cyclopamin auf die Hh-Signalkaskade und

das Wachstum von Ptch-assoziierten RMS

Chemotherapieresistenz von soliden Tumoren wird hédufig durch fehlende Penetration der
Medikamente in das Tumorgewebe bedingt [Tannock IF et al., 2002]. Die Konzentration ei-
nes Medikamentes in solidem Tumorgewebe wird durch limitierte Resorption, inneffizienten
Transport durch Blutgefale zum Tumor und geringe Gingigkeit der Medikamente von den
BlutgefaBen in das Tumorgewebe bestimmt. Eine Dosiseskalation bzw. Verldngerung des
Behandlungszeitraumes im beschriebenen systemischen Behandlungsschema (Kap. 4.1.3.1)
war aufgrund des Anschaffungspreises fiir Cyclopamin von 720 U$/10 mg nicht méglich. Um
trotzdem eine zu geringe Dosierung von Cyclopamin als Ursache fiir die Chemoresistenz aus-
zuschlieen, wurde den Tieren zweimal tdglich tiber 7 Tage 100 pg Cyclopamin direkt in den
Tumor appliziert.

Neun tumortragende (B6xBalb)-Ptch™®"*

-Méuse wurden lokal mit Cyclopamin und flinf
lokal mit Losungsmittel behandelt. Von diesen Tieren wurden drei bzw. zwei direkt nach Be-
handlung getdtet und die librigen sechs bzw. drei Méuse 4 Wochen beobachtet.

Nur bei den fiir 4 Wochen beobachteten Tieren wurden VCT-Untersuchungen zur Bestim-
mung der Tumorvolumina vorgenommen (Abb. 22).

Von den drei RMS aus der Losungsmittelgruppe wuchs einer auf etwa die doppelte Grof3e
und einer blieb bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes stabil. Fiir das dritte Tier war die
VCT-Untersuchung 4 Wochen nach der Therapie nicht erfolgreich und es lagen nur das Aus-
gangsvolumen und das Volumen nach der siebentégigen Behandlung vor. In diesem Zeitraum
schrumpfte das RMS um die Hilfte.

Von den sechs mit Cyclopamin behandelten RMS blieb einer in der GroBe unveridndert, zwei
Tumoren wuchsen bis um das 1,5fache, die restlichen drei RMS um mehr als das Doppelte.
Wihrend der Beobachtungsphase musste ein Tier wegen eines MB prépariert werden. Von
den fiinf verbliebenen RMS konnten nach der Beobachtungszeit vier erfolgreich vermessen
werden. Drei davon zeigten einen deutlichen Volumenzuwachs, und ein Tumor bildete sich
im Vergleich zum Volumen direkt nach Therapieende leicht zuriick. Die Verlaufskurven der
Tumorvolumina (Abb. 22) zeigen, dass die RMS unter Cyclopaminbehandlung schneller
wuchsen als unter Losungsmittelapplikation. Dieses Phdnomen traf vor allem auf Tumoren
mit einem geringen Ausgangsvolumen zu. Die Fallzahlen waren fiir eine gesicherte statisti-
sche Aussage jedoch zu gering. In Kapitel 4.1.3.4 erfolgt eine statistische Gesamtbetrachtung

aller Tumorvolumina aus der Cyclopaminstudie.
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Abb. 22: Tumorprogression unter lokaler Cyclopaminapplikation in (B6xBalb)-Ptch™®"*-Miusen. RMS-
tragende Tiere wurde iiber 7 Tage zweimal tiglich lokal mit 100 pg Cyclopamin behandelt und die Tumorpro-
gression durch VCT ermittelt. Das Volumen wurde vor Therapiestart (d0), nach Therapieabschluss (d7) und
5 Wochen danach (d42) bestimmt. Abkiirzung: d Tag.

Die Expressionsanalysen zeigten jedoch, dass alle Hh-Markergene unter lokaler Cyclopamin-
gabe unabhingig vom Analysenzeitpunkt im Vergleich zu den Kontrollen reprimiert wurden
(Abb. 23). Dieser Effekt war mit 76 % bzw. 88 % Expressionsverringerung fiir 467Ptch und
1gf2 signifikant (p=0,039 bzw. p=0,025). Auch fiir die Expression des Transkriptionsfaktors
Glil war eine inhibierende Wirkung von Cyclopamin deutlich zu erkennen, die mit 65 % aber

nicht signifikant (p=0,139) war.

Bei getrennter Betrachtung der Zeitpunkte war der inhibierende Einfluss von Cyclopamin auf
die Genexpression direkt nach Therapieabschluss im Vergleich zu der Kontrollgruppe deut-
lich sichtbar. Ein Signifikanzwert 1dsst sich aber aufgrund der geringen Fallzahl (drei RMS
mit Cyclopamin, zwei RMS mit Losungsmittel behandelt) und aufgrund der hohen interindi-
viduellen Schwankungen nicht berechnen. Demgegeniiber war die Reduzierung der Genex-
pression in den RMS signifikant, wenn die Expressionslevel zwischen mit Cyclopamin be-
handelten und mit Losungsmittel behandelten Tumoren nach der injektionsfreien Beobach-

tungszeit verglichen wurde (pas7pich=0,012; p:1i1=0,036; prer=0,003; Abb. 23).
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Abb. 23: Effekte der lokalen Cyclopaminapplikation auf den Hh-Signalweg in RMS von Ptch™®"*-Miusen.
Tumortragenden Tieren wurde zweimal téglich 100 ug Cyclopamin verabreicht und die Tumoren nach siebenté-
giger Behandlung oder nach einem injektionsfreien Beobachtungsszeitraum von weiteren 5 Wochen fiir qRT-
PCR Analysen der Hh-Markergene A67Ptch, Glil und 1gf2 entnommen. Die Normalisierung erfolgte auf die
18S rRNA Expression. Angegeben ist die Genexpression im RMS normalisiert auf den korrespondierenden Ske-
lettmuskel. Abkiirzungen: T unter Therapie, B Beobachtung.

Festzuhalten bleibt, dass die lokale Applikation von Cyclopamin in RMS von Ptch-hetero-
zygoten (B6xBalb)-Maiusen zu einer ausgeprigten Repression des Hh-Signalweges fiihrte, die
iiber den gesamten Beobachtungszeitraum nachweisbar war. Dies zeigt, dass die fehlende In-
hibierung des Tumorwachstums durch Cyclopamin nicht auf eine unzureichende Anflutung des

Medikamentes in das Tumorgewebe zuriickgefiihrt werden kann.

4.1.3.3 Untersuchung der Abhéngigkeit der Therapieantwort auf Cyclopamin vom

genetischen Hintergrund

Die lokale Applikation von Cyclopamin in RMS in (B6xBalb)-Ptch™®"*-Musen fiihrt zu
einer partiellen Inhibierung des Hh-Signalweges, ohne dabei Einfluss auf die Tumorprogres-
sion zu nehmen. Um auszuschlieBen, dass die Chemoresistenz durch den genetischen Hinter-
grund der Mauslinie bedingt wurde, wurden zusitzlich drei CD1-Ptch™®"*-Miuse lokal mit
Cyclopamin und zwei lokal mit Losungsmittel behandelt. Bei allen Tieren wurde das Tumor-

volumen vor und nach der Therapie ermittelt.

Die Tumorvolumina blieben in der mit HBC behandelten Gruppe iiber die 7 Tage relativ
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konstant (Abb. 24). Einer der mit Cyclopamin behandelten Tumoren zeigte ein stabiles Vo-
lumen, ein Tumor wuchs um etwa das 1,5fache und ein RMS nahm um etwa das 3,5fache zu.
In Kapitel 4.1.3.4 erfolgt eine statistische Gesamtbetrachtung aller Tumorvolumina aus der

Cyclopaminstudie unter Einbeziehung dieser Daten.
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Abb. 24: Tumorprogression unter lokaler Cyclopaminapplikation in CD1-Ptch™™*_Musen. RMS-tragende
Tiere wurde iiber 7 Tage zweimal tdglich lokal mit 100 pg Cyclopamin behandelt und die Tumorprogression
durch VCT ermittelt. Das Volumen wurde vor Therapiestart und nach Therapieabschluss bestimmt. Abkiirzung:
d Tag.

Da nach der siebentigigen Therapie mit Cyclopamin anhand der Volumenentwicklung der Tu-
moren abzusehen war, dass Cyclopamin auch in diesem Modell keine Wachtumsinhibierung
von Ptch-assoziierten RMS vermittelt, wurden die Tiere nach der letzten Injektion getdtet und

die Gewebe fiir Expressionsanalysen verwendet.

Die quantitative Bestimmung der Genexpression (Abb. 25) zeigte keine verringerte Expressi-
on der Hh-Markergene unter Cyclopamintherapie im Vergleich zu mit HBC behandelten
RMS und steht damit im Kontrast zu den Expressionsdaten der (B6xBalb)-Ptch™®®"*-Miuse.
Fiir eine abschlieBende Aussage iiber den Einfluss des genetischen Hintergrundes auf den

Therapieerfolg sind die hier verwendeten Tierzahlen zu gering.
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Abb. 25: Expressionsanalyse der Hh-Markergene in RMS von CD1-Ptch™®”*-Miusen nach lokaler Cyclopa-
minapplikation. Tumortragenden Tieren wurde zweimal tiglich 100 pg Cyclopamin verabreicht und die Tumo-
ren nach siebentdgiger Behandlung fiir qRT-PCR Analysen der Hh-Markergene A67Ptch, Glil und 1gf2 ent-
nommen. Die Normalisierung erfolgte auf die 18S rRNA Expression. Angegeben ist die Genexpression in RMS
normalisiert auf den korrespondierenden Skelettmuskel. Abkiirzungen: Cyc Cyclopamin, HBC Losungsmittel.

4.1.3.4 Statistische Gesamtbetrachtung des Einflusses von Cyclopamin auf die Progression

von Ptch-assoziierten RMS

Um trotz der geringen Tierzahlen in den einzelnen Therapieansétzen eine statistische Auswer-
tung der Effekte von Cyclopamin auf die Tumorprogression vornehmen zu kénnen, wurde der
Einfluss des Injektionsmodus (systemisch oder lokal) auf das Tumorvolumen in einem linea-
ren Modell geschitzt und die Signifikanzwerte nach dem Verfahren von Dunett fiir Multiples

Testen adjustiert.

Die Auswertung verdeutlicht zum einen, dass mit Cyclopamin behandelte Tumoren unabhén-
gig vom Applikationsmodus signifikant stirker wuchsen als die Tumoren der mit Losungs-

mittel behandelten Gruppe (p=0,0097).

Zum anderen besall das Tumorvolumen zu Beginn der Therapie entscheidenden Einfluss. Be-
sonders bei kleinen Tumoren war ein erhohtes Wachstum durch die Gabe von Cyclopamin zu
beobachten, das signifikant groBer war als bei den unbehandelten (p=0,0025). So kann fiir
kleine Tumoren (~7,4 mm?®) unter Cyclopamintherapie eine VergroBBerung zum 3,4fachen
(95%-CI: 1,4-8,3) erwartet werden. Dagegen bewirkte die Applikation des Losungsmittels bei

kleinen Tumoren eine Verkleinerung auf das 0,4fache (95%-CI: 0,2-1,1). Bei groBen Tumoren

103



ERGEBNISSE

(~528 mm?) wurde unter beiden Behandlungen eine nicht signifikante Tumorvergréferung

um den Faktor 1,6 beobachtet.

4.1.3.5 Einfluss von Cyclopamin auf Proliferation, Differenzierungs- und Apoptosestatus

von RMS in Ptch-heterozygoten Méusen

Um zu iiberpriifen, ob die partielle Inhibierung der Hh-Signalkaskade nach lokaler Applika-
tion von Cyclopamin den Differenzierungsstatus von RMS in (B6xBalb)-Ptch™®"*-Mzusen
verdndert, wurden qRT-PCR Analysen und immunhistochemische Farbungen an RMS und

Skelettmuskeln von den direkt nach Therapieabschluss getoteten Tieren durchgefiihrt.

Die Spezifizierung, Proliferation und terminale Differenzierung von Skelettmuskelzellen wird
durch die kombinatorische und aufeinanderfolgende Aktivitit von verschiedenen Transkripti-
onsfaktoren reguliert. RMS Ptch-heterozygoter Méduse weisen einen undifferenzierten Phiano-
typ auf, der sich in der stark erhohten Expression der Myoblastenmarker MyoD und Myogenin
gegeniiber dem Muskel bestitigte (Abb. 26). Dagegen war die Transkription von Mediatoren
der mittleren und der terminalen Phase der Muskeldifferenzierung wie Tropomyosin, MHC1

(myosin heavy chain 1), Myf6 (myogenic factor 6) und Mef2c (myocyte enhancer factor 2c) in

10000,00 7 ¢ HBC
O Cyclopamin

1000,00 1

100,00 4
| .

10,00 1
g

1,00 @ | % } 5 .

relative Genexpression [RMS/SM]

MyoD Myog. Myf6 MHC Mef2c  p21 p27  Tropo.

Abb. 26: gqRT-PCR Analyse der Expression von Muskeldifferenzierungsmarkern in lokal mit Cyclopamin be-
handelten Tumoren von (B6xBalb)-Ptch™"*-Mzusen. Die Gewebe wurden bis 2 h nach der letzten Cyclopami-
napplikation isoliert. Die Normalisierung erfolgte auf die 18S rRNA Expression. Angegeben ist die Genexpressi-
on im RMS normalisiert auf den korrespondierenden Skelettmuskel, d.h. relative Genexpressionen <1: das ent-
sprechende Gen wird im Muskel starker als im RMS exprimiert und relative Genexpression >1: vice versa. Ab-
kiirzungen: Myog. Myogenin, Tropo. Tropomyosin.
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RMS im Vergleich zum Muskel reprimiert (Abb. 26). Den cyclinabhdngigen Kinase-
Inhibitoren (CDK-I) p21 und p27 wird eine Rolle in der Inhibierung der Zellzyklusprogressi-
on und der terminalen Differenzierung von Myoblasten zugeschrieben [Cabane C et al.,
2003]. Daher wurde eine schwichere Expression dieser Faktoren im RMS im Vergleich zum
Skelettmuskel erwartet. Tatsdchlich zeigten die qRT-PCR Analysen eine schwéchere Expres-

sion von p27 im RMS, p21 wurde jedoch stark iiberexprimiert.

Abbildung 26 zeigt auBerdem, dass die lokale Applikation von Cyclopamin die Expression
der verwendeten Differenzierungsmarker im RMS nicht signifikant beeinflusste. Anzumerken
ist, dass sich die Expression der Muskeldifferenzierungsmarker in den untersuchten RMS
zwischen (B6xBalb)-Ptch™®®”*- und CD1-Ptch™*®""*-Musen nicht unterschied (Daten nicht

hne067/+

gezeigt). Die Cyclopaminbehandlung blieb also auch bei CD1-Ptc -Méusen ohne Ein-

fluss auf den Differenzierungsstatus der RMS.

Mit immunhistochemischen Féarbungen fiir Ki67, aktive Caspase 3 und Bcl-2 (B-cell leuke-
mia/lymphoma-2) wurde der Proliferations- und Apoptosestatus der behandelten RMS nédher
charakterisiert (Abb. 27). Der Anteil proliferierender Zellen (Ki67-positiv) variierte von Tu-
mor zu Tumor unabhéngig vom Behandlungssmodus (Abb. 27 B). Die proliferierenden Zellen
waren nicht gleichmiBig iiber das Tumorgewebe verteilt, sondern traten fokal auf. Alle RMS
wiesen eine gleichméfBige cytoplasmatische Expression des antiapoptotisch wirksamen Bcl-2
vor allem in den Myotuben auf (Abb. 27 C). Unabhingig von der Behandlung konnte in kei-
nem der RMS der (B6xBalb)-Ptch™®®”*_Linie aktive Caspase 3 als Zeichen fiir Apoptose
nachgewiesen werden. In zwei von drei mit Cyclopamin behandelten RMS aus der CDI-
Ptch™*®”*_Kohorte wurden im Randbereich der Tumoren vereinzelte Zellen mit aktiver Cas-

pase 3 detektiert (Abb. 27 D).

Es lésst sich somit festhalten, dass RMS Ptch-heterozygoter Méiuse ein méBig proliferatives
Verhalten aufwiesen und ein hoher Zellumsatz durch Apoptose ausgeschlossen werden konn-
te. Die lokale Behandlung von Ptch-assoziierten RMS mit Cyclopamin bewirkte keine Induk-
tion von Apoptose, weder iiber eine Suppression von Bcl-2, noch iiber eine Aktivierung der

Caspase 3.
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Abb. 27: Reprisentative Ubersichts- und immunhistochemische Firbungen von RMS der lokal behandelten
Ptch™"*_Miuse. Positive Reaktionen der Immunhistochemie sind durch die Verwendung von DAB als Chro-
mogen braun. A) HE-Féarbung. B) Ki-67-Féarbung. C) Bcl-2-Féarbung. D) Aktive Caspase 3-Farbung.

4.2 Einsatz von Doxorubicin zur Therapie von Ptch-assoziierten RMS

Das Anthrazyklin Doxorubicin wird zur Therapie humaner RMS eingesetzt [Sandler E et al.,
2001; Meyer WH, Spunt SL, 2004]. Seine Wirkungsweise ist noch nicht vollstindig verstan-
den, beruht aber zumindest teilweise auf der Hemmung der Topoisomerase II und der Storung
der DNA-Replikation. Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Hahn zeigen, dass eine an den Tagen 0,
7, 14 und 28 i. p. applizierte Dosis von 3 mg/kg KG Doxorubicin von (B6xBalb)-Ptch"™"*-
Maéusen sehr gut und ohne Entwicklung einer Herzinsuffizienz vertragen wird [Wojnowski L
et al., 2005]. Aus diesem Grund wurde dieses Dosierungsschema auch zur Behandlung von

RMS der Ptch™®"*_Mzuse angewendet. Das Tumorvolumen wurde vor Therapiebeginn, am

Ende der Therapie und 3 Wochen nach Therapieabschluss mittels VCT bestimmt (Abb. 28).

Zwei der fiinf mit Doxorubicin behandelten Tumoren zeigten unter Therapie einen leichten
Anstieg des Tumorvolumens, ein Tumor blieb in seinem Wachstum stabil und zwei Tumoren
wurden kleiner. Nach der Beobachtungsphase wurde bei keinem der RMS ein Wachstum um

mehr als das 1,5fache gegeniiber dem Ausgangsvolumen festgestellt. Im Gegensatz dazu wurde
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eine Volumenzunahme um mehr als das 1,5fache bei drei von acht Tumoren in der Kontroll-
gruppe direkt nach Therapieabschluss beobachtet. Nach dem Beobachtungszeitraum waren
vier Tumoren der Kontrollgruppe um das 1,5fache gewachsen, einer blieb stabil und zwei
schrumpften leicht im Vergleich zu ihrer Ausgangsgrofe. Angaben tiber die Signifikanz die-

ser Beobachtungen sind aufgrund der geringen Tierzahlen nicht moglich.
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Abb. 28: Tumorprogression unter Doxorubicintherapie. Tieren mit voll ausgebildeten RMS wurden 4x
3 mg/kg KG Doxorubicin oder als Kontrollsubstanz physiologische Kochsalzlgsung (NaCl) an den Tagen 0, 7,
14 und 28 verabreicht. Das Tumorvolumen wurde mittels VCT vor Therapiestart (d0), am Ende der Therapie
(d28) und 3 Wochen spiter (d49) bestimmt. Abkiirzung: d Tag.

Von jeweils drei Tumoren jeder Kohorte wurden nach Ablauf des Beobachtungszeitraumes
gRT-PCR Analysen fiir die Hh-Markergene wtPtch, A467Ptch, Glil und 1gf2 durchgefiihrt.
Wie erwartet, wurde die Aktivitdt der Hh-Signalkaskade in den Tumoren nicht von Doxorubi-

cin beeinflusst (Daten nicht gezeigt).

Die Ergebnisse zeigen, dass Doxorubicin die Proliferation von RMS in Ptch-heterozygoten
Maiusen effektiv inhibieren konnte, und stehen im Einklang mit der antitumoralen Wirkung

des Anthrazyklins beim Menschen.
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4.3 Epigenetische Therapie von Ptch-assoziierten Tumoren mit 5-Aza und VPA

4.3.1 Untersuchung der Effekte von 5-Aza und VPA auf RMS-Zelllinien und RMS-

Priméarkulturen

Zur epigenetischen Therapie von Ptch-assoziierten Tumoren wurden der DNA-
Methyltransferase-Inhibitor 5-Aza und der HDAC-I VPA ausgewéhlt. Der Einfluss der Subs-
tanzen auf die Proliferation von Ptch-assoziierten Tumorzellen wurde zunédchst in vitro unter-
sucht. Die RMS-Zelllinien TP5014 und TP1588 wurden mit 5 pM 5-Aza, 2 mM VPA oder
der Kombination der beiden Substanzen (5-Aza/VPA) in Vollmedium (10 % FCS) oder in
serumreduziertem Medium (0,5 % FCS) fiir 48 h behandelt und der Effekt auf die Prolifera-
tionsrate mittels BrdU-Einbau bestimmt. Unabhéngig von der Serumkonzentration im Medium
senkte 5 UM 5-Aza die Proliferation von TP5014- und TP1588-Zellen im Mittel um 30 bzw.
20 % (Abb. 29). Dagegen hatten 2 mM VPA keine proliferationshemmende Wirkung auf die
verwendeten Zelllinien. Beim kombinierten Einsatz der beiden Substanzen wurde keine Ver-

starkung des Effektes von 5-Aza erzielt.

A B
1401 B TP5014 1407 ® TP5014
1o0] O TP1588 1001 O TP1588
5100 5100
© o
B 807 3 80]
S S and
2 60 2 60
R 40 X 40
20 20
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PBS 5-Aza VPA  5-Azal PBS 5Aza VPA  5-Azal
VPA VPA

Abb. 29: Behandlung der RMS-Zelllinien TP5014 und TP1588 mit 5-Aza und/oder VPA in vitro. Die RMS-
Zelllinien wurden mit 5 uM 5-Aza und/oder 2 mM VPA fiir 48 h behandelt Fiir die letzten 24 h der Inkubations-
zeit wurde 100 uM BrdU zugesetzt. A) Behandlung in Vollmedium mit 10 % FCS. B) Behandlung in serumre-
duziertem Medium (0,5 % FCS).

Die Spezifitit der 5-Aza-Behandlung wurde mittels Southern Blot Analyse des globalen
DNA-Methylierungsstatus iiberpriift. Hierzu wurden die Zellen 72 h mit 5 uM 5-Aza inku-

biert, die genomische DNA isoliert und in Parallelansidtzen mit dem methylierungssensitiven
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Restriktionsenzym Hpall und dem methylierungsinsensitiven Restriktionsenzym Mspl hydro-
lysiert. Zur Hybridisierung des Blots wurde die pMR150-Sonde verwendet, die an Satelliten-
DNA in der Zentromerregion bindet. Diese Sequenzen sind im adulten Gewebe stark methy-
liert. Im methylierten Zustand konnen sie durch Mspl gespalten werden, vor einer Restrikti-
onsspaltung mit Hpall sind sie jedoch geschiitzt. Unter 5-Aza-Behandlung werden diese repe-
titiven Elemente demethyliert. Durch die pMR150-Sonde konnte nach Hpall-Verdau der mit
5-Aza behandelten DNA eine fiir den Verdau mit Mspl charakteristische DNA-Leiter detek-
tiert werden (Abb. 30). Demnach wurde durch 5-Aza eine ausgeprigte Demethylierung der
genomischen DNA der RMS-Zelllinien TP5014 und TP1588 vermittelt.

PBS 5-Aza

Mspl Hpall Mspl Hpall

10.000bp ——
8000bp

6000 bp —
5000 bp ——

4000bp
3500 bp ——

3000 bp —
2500 bp —

2000bp

1500 bp ——

1000 bp —
750 bp —

Abb. 30: DNA-Methylierungsstatus von TP5014-Zellen nach Be-
handlung mit 5-Aza. TP5014 wurden fiir 72 h mit 5 uM 5-Aza inku-
biert und der Methylierungsstatus von repetitiven Zentromerregio-
nen mittels Southern Blot untersucht. Als Sonde wurde pMR150
verwendet.

500 bp —

250 bp —

An RMS-Primérkulturen wurde im Hinblick auf die vorhandene Literatur [Zhu WG et al.,
2001; Ghoshal K et al., 2002; Shaker S et al., 2003], in der ein synergistischer Effekt von
HDAC-I und DNA-Methyltransferase-Inhibitoren nachgewiesen ist, ausschlieBlich die Kom-
bination von 5-Aza und VPA untersucht. Die Behandlung der Zellen mit 5-Aza und VPA fiir
72 h fithrte zu einer drastischen Inhibierung der Proliferation um etwa 70 % (Abb. 31) und fiel
damit stérker als in den RMS-Zelllinien TP5014 und TP1588 aus.
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PBS 5-AzalVPA zugesetzt.

Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass in den verwendeten RMS-Zelllinien TP5014 und
TP1588 der antiproliferative Effekt der Kombination von 5-Aza und VPA im Wesentlichen
auf 5-Aza zuriickzufithren war und dass 5-Aza eine ausgepriagte Demethylierung der genomi-
schen DNA vermittelte. Die RMS-Primérkulturen sprachen mit einer stiarkeren Proliferations-
hemmung auf eine Behandlung mit den gleichen Konzentrationen von 5-Aza und VPA als die

RMS-Zelllinien an.

43.2 Tumorprophylaxe mit 5-Aza und VPA in Ptch™*®”*-Miusen (prophylaktische Studie)

h"®%"* _Mzusen hinsichtlich der

Um das chemopriventive Potential von 5-Aza und VPA in Ptc
Tumorigenese von RMS und MB zu untersuchen, wurden symptomfreie Tiere im Alter von
etwa 28 Tagen tédglich fiir 12 Wochen mit den Medikamenten behandelt. Dazu wurden die
Substanzen in PBS gelost und die entsprechenden Dosen in einem Volumen von 50 pl einzeln
i. p. appliziert. Da die Tumorinzidenz in Ptch™®"*-Miusen vom genetischen Hintergrund
abhéingig ist, wurden Tiere der Linie (B6xBalb)-Ptch™®”* auf das Auftreten von RMS und

Tiere der Linie B6-Ptch™®®”* auf das Auftreten von MB hin beobachtet.

43.2.1 Applikation von 5-Aza/VPA in (B6xBalb)-Ptch™®"*-Miuse zur Privention von
RMS

(B6xBalb)-Ptch™®”*-Miuse wurden in vier Kohorten eingeteilt und mit der MTD
(Kap. 5.3.2.3) von 5-Aza (0,1 mg/kg/d), der MTD von VPA (400 mg/kg/d) oder der Kombi-
nation 5-Aza/VPA bzw. PBS behandelt. Die Tiere wurden wihrend der Therapie manuell auf
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das Auftreten von RMS untersucht und zum Abschluss des Spritzzeitraumes im VCT ge-

scannt (Tab. 26).

Tab. 26: Prophylaxe von RMS in Ptch™®®”"_Msusen. Die Tiere wurden ab einem Alter von 28 Tagen fiir
3 Monate mit 5-Aza, VPA oder deren Kombination behandelt. In der Spalte ,,vorzeitig ausgeschiedene Tiere*
sind Tiere aufgelistet, die aufgrund eines schlechten Allgemeinzustandes vorzeitig prapariert wurden bzw. die
vorzeitig verstarben und bei denen kein RMS festgestellt wurde.

Behandlung Tieranzahl Tiere mit tastbarem RMS  Tiere ohne tastbares vorzeitig ausgeschiedene
RMS Tiere
n % n % N %
PBS 24 11 46 10 42 3 12
5-Aza 21 8 38 13 62 - -
VPA 14 4 29 10 71 - -
5-Aza/VPA 47 3 6 35 72 9 19

46 % der Tiere aus der Kontrollgruppe entwickelten unter Therapie ein manuell erfassbares
RMS, wihrend in der 5-Aza/VPA-Kohorte nur 6 % der Tiere ein tastbares RMS ausbildeten.
Der Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen war statistisch hoch signifikant (Log-Rank-
Test: p=0,0004). Auch bei den Einzeltherapien mit 5-Aza oder VPA war ein positiver Trend
zu beobachten, die Verlingerung der tumorfreien Uberlebenszeit war aber nicht signifikant

(Abb. 32).

Neun der 47 mit 5-Aza/VPA behandelten Tiere sind gegeniiber drei von 24 der mit PBS be-
handelten Tiere aus unbekannter Ursache verstorben. Obwohl die verstorbenen Tiere eindeu-
tig kein tastbares RMS entwickelt hatten, kann nicht ausgeschlossen werden, dass andere,
makroskopisch unauffillige Tumoren fiir den Tod der Tiere verantwortlich waren. Dies wurde
zum Anlass genommen, die Kaplan-Meier-Analyse mit einer verdnderten Endpunktdefinition
durchzufiihren. Entsprechend einem klinischen Modell wurden alle tastbaren RMS und To-
desfille jeglicher Art als Ereignis gewertet. Auch in dieser Analyse war der Unterschied zwi-
schen der mit 5-Aza/VPA und der mit PBS behandelten Gruppe signifikant (Log-Rank-Test:
p=0,019).

Die VCT-Analyse der Tiere zum Abschluss des Spritzzeitraums ergab vier weitere nicht tast-
bare, histologisch bestétigte Tumoren in der 5-Aza-Kohorte, fiinf in der VPA- und zwei in der
5-Aza/VPA-Gruppe, wihrend in der Kontrollgruppe kein weiteres RMS detektiert werden

konnte.
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Abb. 32: Kaplan-Meier-Analyse der RMS-freien Uberlebenszeit von Ptch™*®”"*_Miusen unter Applikation von
5-Aza, VPA oder der Kombination. Ab einem Alter von 28 Tagen wurden die Mause mit 5-Aza und/oder VPA
fiir 3 Monate behandelt und regelmifBig auf das Entstehen von RMS durch Abtasten untersucht. Dargestellt sind
alle unter Therapie entstandenen, tastbaren RMS.

Zur Untersuchung von Langzeiteffekten der epigenetischen Therapie wurden 15 Tiere der mit
PBS behandelten Gruppe und 17 der mit 5-Aza/VPA behandelten Gruppe weitere 12 Wochen
nach Therapieabschluss beobachtet. In dieser Zeit entwickelten sich bei 7 % der PBS- und bei
12 % der 5-Aza/VPA-Kohorte neue tastbare RMS. Zusétzlich wurden in 13 % der mit PBS
und in 12 % der mit 5-Aza/VPA behandelten Tiere nicht tastbare, histologisch bestitigte Tu-
moren mit Hilfe der VCT-Untersuchung am Ende des Beobachtungszeitraumes festgestellt

(Tab. 27).

Tab. 27: RMS-Entstechung wéhrend der Beobachtungszeit in prophylaktisch mit 5-Aza/VPA behandelten
Ptch™*”*_Miusen. Die Tiere wurden ab einem Alter von 28 Tagen fiir 3 Monate behandelt und fiir 12 Wochen
beobachtet. Es wurde zwischen manuell detektierten und im VCT festgestellten (,,nicht tastbaren) RMS unter-
schieden. ,,Vorzeitig ausgeschiedene Tiere* sind Tiere, die aufgrund eines schlechten Allgemeinzustandes vor-
zeitig prapariert wurden bzw. die vorzeitig verstarben und bei denen kein RMS festgestellt wurde.

Behandlung Tieranzahl  Tiere mit tastba- Tiere mit nicht Tiere ohne vorzeitig ausge-
rem RMS tastbarem RMS RMS schiedene Tiere
n % n % n % n %

PBS 15 1 7 2 13 2 13 0 0

5-Aza/VPA 17 2 12 2 12 7 41 1 6
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Zusammengefasst zeigen die Daten, dass die Inzidenz fiir tastbare und damit klinisch auffalli-
ge RMS unter Kombinationstherapie mit 5-Aza/VPA gegeniiber der Kontrollgruppe und ge-
geniiber den Monotherapien signifikant verringert war. Die wenigen Tumoren, die unter The-
rapie mit 5-Aza/VPA auftraten, waren sehr klein und zum GroBteil nur mit VCT detektierbar.
Die Anzahl der RMS, die ein Tier innerhalb des Beobachtungszeitraums entwickelte, war

unabhingig von der Medikation.

43.2.2 Applikation von 5-Aza/VPA in B6-Ptch™®”*-Miuse zur Privention von MB

Da sich bei der Chemoprivention von RMS in (B6xBalb)-Ptch™®”*-Miusen die Kombinati-
onstherapie mit 5-Aza/VPA effektiver als der Einsatz der Einzelsubstanzen erwiesen hatte
(Kap. 4.3.2.1), wurden die Medikamente zur Untersuchung ihrer prophylaktischen Wirkung
gegeniiber MB in B6-Ptch™®"*-Miusen nur noch in Kombination eingesetzt. Da B6-
Ptch™*®”*_Miuse eine geringere Vertriglichkeit fiir die Medikamente aufweisen, wurde die
% ¢cMTD von 5-Aza (0,05 mg/kg/d) und VPA (200 mg/kg/d) verabreicht. Die Tiere (n=34)
wurden tdglich fiir 3 Monate i. p. behandelt und téglich auf das Auftreten eines MB unter-

sucht. Bis zum Ende des Spritzzeitraumes wurden zehn der mit 5-Aza/VPA behandelten Tiere

1,0
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Abb. 33: Kaplan-Meier-Analyse der MB-freien Uberlebenszeit von Ptch™®"*-Miusen unter Applikation von
5-Aza und/oder VPA. Ab einem Alter von 28 Tagen wurden die Méuse fiir 3 Monate behandelt und tdglich auf
das Auftreten von MB-Symptomen untersucht. Dargestellt sind alle unter Therapie entstandenen symptomati-

hne067l+

schen MB. Als Kontrollgruppe dienten unbehandelte Ptc -Méuse.
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wegen eines schlechten Allgemeinzustandes prapariert. Bei sechs von diesen Tieren wurde
histologisch ein MB bestitigt. Von den am Ende des Behandlungszeitraumes verbliebenen 24
Maiusen wurde das Kleinhirn fiir die histologische Abklarung asserviert. Als Kontrollgruppe
dienten 27 unbehandelte B6-Ptch™®”-Mzuse, von denen bis zum 115. Lebenstag zwdlf ein
symptomatisches MB aufwiesen. Die Kaplan-Meier-Kurve fiir das Auftreten eines symptoma-
tischen MB wéhrend des Spritzzeitraumes (Abb. 33) verdeutlicht, dass die Behandlung mit 5-
Aza/VPA das tumorfreie Uberleben signifikant verlingerte (Log-Rank-Test: p=0,017).

43.3 Therapeutische Behandlung von Ptch-assoziierten RMS in Ptch™®"*-Miusen mit
5-Aza/VPA (Therapiestudie)

Um das therapeutische Potential der Kombinationstherapie mit 5-Aza und VPA fiir Ptch-
assoziierte RMS zu untersuchen, wurden Tiere mit voll ausgebildeten Tumoren téglich {iber
30 Tage mit der cMTD behandelt. Das Tumorvolumen wurde mittels VCT vor dem Therapie-
start (d=0), nach Therapieabschluss (d30) sowie 30 und 60 Tage nach der Therapie (d60, d90)
bestimmt (Abb. 34). Wies ein Tier mehr als einen Tumor auf, wurde fiir jeden Tumor separat
das Wachstum bestimmt. Innerhalb des Behandlungszeitraumes entwickelte keines der be-
handelten Tiere neue Tumoren. Dies war unabhdngig davon, ob dem Tier 5-Aza/VPA oder

PBS appliziert worden war. Die Wachstumskurven (Abb. 34) zeigen, dass 24 % der mit 5-Aza/

2507 —e—PBS
- 0 - 5-Aza/VPA

200 ~
150 -

100 -

Tumorvolumen [mm3]

50 A

do d30 d60 doo

Abb. 34: Volumenentwicklung von RMS unter 5-Aza/VPA Therapie. RMS-tragenden Tieren wurde 5-Aza/VPA
iiber 30 Tage téglich i. p. appliziert. Das Tumorvolumen wurde vor Therapiebeginn (d0), direkt nach Therapie
(d30) sowie 1 und 2 Monate (d60, d90) spéter mittels VCT ermittelt. Abkiirzungen: d Tag, n Anzahl der vermes-
senen Tumoren.
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VPA und 35 % der mit PBS behandelten Tumoren deutlich an Grofe zunahmen. Zu keinem
Zeitpunkt der Analyse bestand ein signifikanter Unterschied in der Wachstumsrate der Tumo-
ren zwischen den beiden Gruppen (pa30=0,603; paso=0,832 und pa9o=0,537). Dementsprechend
konnte auch im Verlauf iiber die Zeit kein signifikant unterschiedliches Wachstumsverhalten

der RMS hinsichtlich der Behandlung beobachtet werden (p=0,1967).

Diese Daten zeigen, dass die Behandlung mit 5-Aza/VPA keinen wachstumshemmenden Ef-

fekt auf bereits existierende RMS von Ptch-heterozygoten Méusen besal.

4.3.4 Untersuchungen des Einflusses der 5-Aza- und VPA-Behandlung auf den DNA-

Methylierungsstaus und die Histonacetylierung in RMS von Ptch™®®”*-M:usen

Epigenetische Therapien wirken nicht spezifisch auf ein Gen, sondern fithren zu globalen
Verdnderungen des epigenetischen Codes, zu denen die Demethylierung von CpG-Inseln in
repetitiven Elementen und die Acetylierung des Histons H4 zdhlen. Diese allgemeinen Ver-
anderungen konnen als Biomarker fiir eine erfolgreiche epigenetische Therapie herangezogen

werden.

TP5014 RMS

PBS 5-Aza PBS 5-AzalVPA

Abb. 35: Southern Blot Analyse des
DNA-Methylierungsstatus in mit 5-Aza/
VPA behandelten RMS. Gezeigt sind
drei von fiinf untersuchten RMS und
zum Vergleich zwei mit PBS behandelte
RMS und mit 5-Aza Dbehandelte
TP5014-Zellen. Die Gewebe wurden
innerhalb von 30-120 min nach der
letzten Injektion mit 5-Aza/VPA oder
mit PBS isoliert. Legende: 1 Mspl-
Verdau, 2 Hpall-Verdau.
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Der Einfluss von 5-Aza auf den DNA-Methylierungsstatus von RMS aus der therapeutischen
Studie wurde mittels Southern Blot Technik untersucht. Bei keinem von fiinf mit 5-Aza/VPA
behandelten RMS konnte ein demethylierender Effekt nachgewiesen werden (Abb. 35). Der
Verdau mit dem methylierungssensitiven Enzym Hpall lieferte fiir die Kontroll- und fiir die
Behandlungsgruppe das gleiche Bandenmuster aus hochmolekularen Fragmenten. Es konnten
keine kleinen Fragmente wie nach einem Mspl-Verdau detektiert werden. Auch in der Milz
wurde unter Therapie keine Demethylierung der DNA mittels Southern Blot detektiert (Daten
nicht gezeigt).

Die Effektivitit einer VPA-Behandlung wurde durch die Analyse des Acetylierungsstatus von
Histon H4 mittels Western Blot iiberpriift. Bereits eine sechstidgige Behandlung mit VPA
(400 mg/kg KG) fiihrte zur Acetylierung von H4 in der Milz (Abb.36 A) und in RMS
(Abb. 36 B). In Abbildung 36 B sind sowohl Proteinextrakte von RMS aus der prophylakti-
schen VPA-Studie als auch aus der Therapiestudie unter Kombinationstherapie zu sehen, in
denen eine Steigerung der Acetylierung von H4 nachweisbar war. Dieser Effekt war auch in

der Milz dieser Tiere zu beobachten.

A PBS VPA 5-Aza/VPA

F Abb. 36: Acetylierungsstatus des
— R . —— 14 AC Histons H4 in Geweben nach Be-
handlung mit VPA bzw. 5-Aza/
S ——_—— — — —— —— HIB VPA. Zur Normalisierung wurde
1.4 ein Antikérper gegen Histon

o 127 H2B verwendet.
% ég_ A) Milzen von Tieren nach
< 06+ sechstidgiger Behandlung mit
T gg: I I I VPA, Milzen aus der therapeuti-
0 . schen Studie (30 Tage 5-Aza/
VPA) und Milzen von mit PBS

B PBS VPA 5-Aza/VPA behandelten Kontrolltieren.
i _ B) RMS von einem Tier, das 6
- —-M HaAc Tage mit VPA behandelt wurde,
einem, das prophylaktisch VPA
S ——— — — 2B iiber 3 Monate erhalten hat, RMS
1.0 von Tieren die therapeutisch
o 08 30 Tage mit 5-Aza/VPA behan-
E 0.6 delt wurden und zum Vergleich
‘2 0.4 I RMS von mit PBS behandelten
T 02 Kontrolltieren.

0 . Abkiirzungen: H4Ac acetyliertes

Histon H4, H2B Histon 2B
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass kein globaler DNA-demethylierender Effekt von
5-Aza in den untersuchten Tumor- und Milzproben nachgewiesen werden konnte. Dagegen
zeigten Western Blot Analysen zum Abklaren des Histonacetylierungsstatus, dass VPA be-
reits nach sechstdgiger Behandlung H4 effektiv im Tumorgewebe acetyliert. Der acetylieren-
de Effekt war nicht nur auf das Tumorgewebe beschrinkt, sondern auch in der Milz nach-

weisbar.

4.3.5 Untersuchung der Modifizierungen der Genexpression in RMS von Ptch™*®"*_Mzusen

durch eine Behandlung mit 5-Aza/VPA

Eine Analyse der Expression verschiedener Biomarker im Tumorgewebe nach 5-Aza/VPA-
Behandlung sollte Aufschluss iiber die Effektivitit der Medikamente im Tumorgewebe geben.
Fiir diese Analysen standen RMS und Kontrollgewebe aus der therapeutischen Studie zur
Verfiigung, bei der Tiere mit voll ausgebildeten RMS {iber 30 Tage mit der cMTD von 5-
Aza/VPA behandelt worden waren. Die Gewebe wurden 30-120 min nach der letzten Medi-
kamentenapplikation oder nach dem Beobachtungszeitraum von 8 Wochen entnommen und
die Expression der Markergene mittels qRT-PCR bestimmt. Gewebe von Tieren aus der pro-
phylaktischen Studie wurden nicht analysiert, da diese Tiere nur wenige und kleine RMS

entwickelten, die fiir die histologische Abklarung bendtigt wurden.

4.3.5.1 Untersuchung zur Reaktivierung der wtPtch-Expression unter 5-Aza/VPA-
Behandlung und Analyse der Aktivitit des Hh-Signalweges

Im Tumorgewebe von Ptch™®"*-Musen wird das A67Ptch-Allel im Vergleich zum Normal-
gewebe stark tiberexprimiert, wihrend die Expression des witPtch-Allels vermutlich aufgrund
epigenetischer Mechanismen unveridndert bleibt bzw. sinkt [Calzada-Wack J et al., 2002;
Uhmann A et al., 2005]. Die iibergeordnete Fragestellung des epigenetischen Projektes war,

+ . .
h"®%67* Miusen ausreichend

ob eine Aktivierung des wtPtch-Allels in Tumorgeweben von Ptc
ist, um die Tumorprogression zu stoppen. Die VCT-Analysen ergaben fiir die Ptch-
assozierten RMS unter Therapie mit 5-Aza/VPA jedoch keine Hemmung der Tumorprogres-
sion. Die qRT-PCR Analysen sollten nun Aufschluss dariiber geben, ob unter Therapie mit 5-

Aza/VPA die wtPtch-Expression tatsdchlich aktiviert worden war.

Es war eine signifikante Steigerung (p=0,012) der wtPtch-Expression in mit 5-Aza/VPA be-
handelten RMS gegeniiber mit PBS behandelten RMS zu verzeichnen (Abb. 37), die von ei-
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ner moderaten Hemmung der A67Ptch-Expression begleitet wurde. Dieser Effekt der epigene-
tischen Behandlung war reversibel. Nach dem Beobachtungszeitraum von 30 Tagen war kein
signifikanter Unterschied mehr zwischen der Kontrollgruppe und der Behandlungsgruppe
nachweisbar. Die Aktivierung der wtPtch-Expression blieb ohne Einfluss auf die Expression
des Hh-Markergens Glil. AuBerdem fiihrte die Applikation von 5-Aza/VPA zu keiner Ande-

rung der Expression der untersuchten Gene im Skelettmuskel.
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Abb. 37: qRT-PCR Analyse der Hh-Markergene nach Applikation von 5-Aza/VPA. Tiere mit voll ausgebilde-
tem RMS wurden fiir 30 Tage behandelt und die Expression von A67Ptch, Glil und Igf2 direkt nach Therapie
bzw. nach dem Beobachtungszeitraum von 4 Wochen im RMS und Skelettmuskel bestimmt. Zur Normalisierung
der Genexpression wurde 18S rRNA vermessen. Abkiirzungen: B nach Beobachtung, T unter Therapie, SM Ske-
lettmuskel.

Das Verhiltnis von A67Ptch- zu wtPtch-Transkripten veranschaulicht die Effektivitdt der
wtPtch-Aktivierung fiir die unterschiedlich behandelten Tumoren (Abb. 38). Im normalen
Muskelgewebe lag dieser Wert direkt nach der Therapie zwischen 0,8 und 1,0 und war vom
Behandlungsmodus unabhéngig. In mit PBS behandelten RMS lag das Verhiltnis bei 104 und
wurde unter der Behandlung mit 5-Aza/VPA um das 7fache reduziert (p<0,001). Nach Ab-

schluss der Therapie stieg das Verhéltnis wieder an.
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Abb. 38: Verhiltnis von A67Ptch- zu wtPtch-Transkripten in RMS und Skelettmuskeln von mit 5-Aza/VPA
behandelten Miusen. Die Tiere wurden iiber 30 Tage behandelt und die Gewebe 30-120 min bzw. 4 Wochen
nach der letzten Injektion isoliert. Abkiirzungen: B nach Beobachtung, SM Skelettmuskel, T unter Therapie.

Die Daten belegen, dass die Aktivierung der wtPtch-Expression durch eine epigenetische
Therapie in RMS Ptch-heterozygoter Mause moglich ist. Der hier verwendete Therapiemodus
reichte jedoch nicht aus, die wtPtch-Expression so zu steigern, dass das Verhéltnis der Ex-
pressionen zwischen dem mutanten und dem wt-Allel das Niveau des gesunden Vergleichs-
gewebes erreichte. Genauso hatte die Aktivierung der wtPtch-Expression keinen inhibieren-
den Einfluss auf die Glil-Expression und somit auch keinen Effekt auf die Gesamtregulation

der Hh-Signalkaskade.

4.3.5.2 Untersuchung der Effekte der 5-Aza/VPA-Behandlung auf die Expression von

Surrogatmarkern

Die Effektivitdt von epigenetischen Therapieansdtzen wird hdufig an der transkriptionellen
Regulation von sogenannten Surrogatmarkern bemessen, zu denen vor allem p21, Dnmtl und
Dnmt3a zdhlen. p21 ist in vielen Tumorentititen im Vergleich zum Kontrollgewebe nicht
oder nur im geringen Maf} exprimiert und wird sowohl durch 5-Aza als auch durch VPA posi-
tiv reguliert [Catalano MG et al., 2005; Schneider-Stock R et al., 2005]. Die Dnmtl wird ab-
héngig vom zelluldren Kontext reguliert [Missiaglia E et al., 2005; Schneider-Stock R et al.,
2005], wahrend die Dnmt3a durch 5-Aza inhibiert wird [Schneider-Stock R et al., 2005].
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Die Expression dieser drei Surrogatmarker wurde mittels qRT-PCR analysiert (Abb. 39). Die
Grundexpression von p21 war im RMS deutlich hoher als im normalen Muskel (vgl. Abb. 26
in Kap. 4.1.3.5) und wurde durch die Applikation von 5-Aza/VPA nicht verdndert. Die Trans-
kription von p21 im Muskel hingegen unterlag einer signifikant positiven Regulation
(p=0,0041) durch die epigenetische Therapie. Der expressionssteigernde Effekt der Therapie

im Muskel war reversibel und nach dem Beobachtungszeitraum nicht mehr nachweisbar.
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Abb. 39: qRT-PCR Analyse der Surrogatmarker p21, Dnmtl und Dnmt3a in RMS nach Behandlung mit
5-Aza/VPA. Tiere mit voll ausgebildetem RMS wurden fiir 30 Tage behandelt und die Expression von p2/,
Dnmtl und Dnmt3a direkt nach Therapie bzw. nach dem Beobachtungszeitraum von 4 Wochen im RMS und
Skelettmuskel bestimmt. Zur Normalisierung der Genexpression wurde 18S rRNA vermessen. Abkiirzungen: B
Beobachtung, SM Skelettmuskel, T unter Therapie.

Die Expression der Dnmtl im Muskel wurde durch eine 30-tdgige 5-Aza/VPA-Behandlung
nicht reguliert. Zwar war im Tumorgewebe eine leichte Repression der Dnmtl-Expression
erkennbar, die aber nicht signifikant war. Die Dnmt3a wurde im RMS und im Muskel im
gleichen Mal} exprimiert. Die Applikation von 5-Aza/VPA hatte keinen Einfluss auf das Ex-

pressionsniveau in den verschiedenen Geweben.

Zusitzlich zu diesen hédufig verwendeten Markern wurde der Expressionsstatus weiterer Gene,
fiir die eine Regulation durch 5-Aza-Behandlung beschrieben ist, untersucht. Darunter befan-
den sich die Matrix-Metallopeptidase 2 (Mmp2), Melanoma Antigen Familie B, 2 (Mageb2)
und Kinesin family member 5c¢ (Kif5c) [Milutinovic S et al., 2007], die Tumorsuppressorgene
Ras association domain familyprotein 1A (RassflA) [Harada K et al., 2002; Milutinovic S et
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al., 2007], p16 [Lee YY et al., 1997; Gonzalgo ML et al., 1998; Vogt M et al., 1998], p15
[Garcia-Manero G et al., 2006], WNT inhibitory factor 1 (Wifl) [Milutinovic S et al., 2007],
Insulin-like growth factor binding protein 3 (Igfbp3) [Hellebrekers DM et al., 2006] und Sup-
pressor of Cytokine Signalling 3 (Socs 3) [Isomoto H et al., 2007] sowie die Apoptosevermitt-
ler Caspase 1 [Ueki T et al., 2001; Jee CD et al., 2005], Caspase 8 [Grotzer MA et al., 2000;
Casciano I et al., 2004; Lindsey JC et al., 2004; Fulda S, Debatin KM, 2006], Death asso-
ciated protein kinase-1 (Dapkl) [Katzenellenbogen RA et al., 1999; Satoh A et al., 2002;
Pulling LC et al., 2004; Tang X et al., 2004; Christoph F et al., 2006] und Apoptosis pro-
tease-activating factor-1 (Apaf-1) [Soengas MS et al., 2001; Fu WN et al., 2003; Furukawa Y
et al., 2005].

Zunichst wurde die Expression dieser Kandidatengene mittels RT-PCR in unbehandelten
RMS und MB sowie in den jeweiligen Kontrollgeweben, Skelettmuskel und Kleinhirn, be-
stimmt. Im Falle einer Regulation dieser Gene durch Promotormethylierung im Tumorgewebe
sollte keine oder nur eine geringe Expression im unbehandelten RMS oder MB detektierbar
sein. Dieses Kriterium erfiillte fiir das RMS nur Mageb2 (Abb. 40). Da fiir dieses Gen also die
Moglichkeit einer Aktivierung unter epigenetischer Therapie bestand, wurde ein SYBR
Green-basierter Assay zur Quantifizierung etabliert. Die Analyse der Expression in RMS von
therapeutisch mit 5-Aza/VPA behandelten Tieren ergab jedoch unter Therapie keine Aktivie-
rung von Mageb2 im Vergleich zu unbehandelten RMS (Daten nicht gezeigt). Im MB war
keine Expression von Dapkl, Wifl und Mmp2 und nur eine geringere Expression von Mageb?2

im Vergleich zum Kleinhirn zu detektieren (Abb. 40). Die epigenetische Regulation der Gene

SM RMS KH MB Testis

Wit
124bp

MMEE' S n—
124bp

142bp

Mageb?2 : ——
128bp
——

Gapd
576bp

Abb. 40: Semiquantitative RT-PCR Analyse von Surrogatmarkern fiir eine epigenetische Therapie in RMS und
MB und zugehorigem Kontrollgewebe. Testis diente als Positivkontrolle fiir die Expression von Mageb2. Zur
Normalisierung wurde Gapd vermessen. Abkiirzungen: KH Kleinhirn, SM Skelettmuskel.
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in MB konnte nicht weiter verfolgt werden, da alle mit 5-Aza/VPA behandelten MB zur his-
tologischen Abkldrung in Paraffin eingebettet waren und somit kein Material fiir Expressions-

analysen zur Verfligung stand.

Abschlielend ist festzuhalten, dass keines der untersuchten Gene einen geeigneten Surrogat-
marker zur Uberpriifung der epigenetischen Therapie von RMS von Ptch™®"*-Mzusen mit 5-
Aza/VPA darstellt. Lediglich die Expression von p21 konnte im Skelettmuskel behandelter
Tiere positiv reguliert werden. Eine Induktion im Tumorgewebe war aber, wahrscheinlich

aufgrund der hohen Basisexpression, nicht zu beobachten.

4.3.6 Untersuchung zum Aktivitétsstatus des Hh-Signalweges in MB-Vorlauferldsionen und
asymptomatischen MB nach 5-Aza/VPA-Behandlung oder nach genetischer Redukti-
on der Dnmt1-Aktivitit

In Arbeiten von F. Petry (AG Hahn) konnte gezeigt werden, dass eine Reduktion der endoge-
nen Dnmt1 in B6-Ptch™®"*-Mazusen zu einer signifikant verlingerten MB-freien Uberlebens-

+ . .
h"%67* Miuse mit

zeit (p=0,021) fiihrt. Fiir dieses genetische Experiment wurden B6-Ptc
Dnmt1V*-Miusen gekreuzt, die eine um 50 % reduzierte Dnmt1-Aktivitit aufweisen [Li E et
al., 1992]. Die Nachkommen wurden bis zum 250. Lebenstag beobachtet. Von allen Tieren

wurde das Kleinhirn fiir die histologische Abklarung konserviert.

Alle Dnmt1*"*; Ptch*™*- und Dnmt1V*; Ptch*’*-Mause iiberlebten die Studie ohne das Auftre-
ten von MB-Symptomen. Die histologischen Analysen der Kleinhirne durch HE-Farbung von
Serienschnitten bestitigten den Gesundheitszustand der Hirne. Dagegen entwickelten 63 %
der Dnmt1*"*; Ptch™®™*_Miuse und 47 % der Dnmt1lV'*; Ptch™"*_Miuse ein symptomati-
sches MB innerhalb des Beobachtungszeitraums, fiir 15 % bzw. fiir 3 % blieb die Todesursa-

che ungeklirt, 22 % bzw. 50 % der Méuse blieben gesund.

Die histologische Analyse der Kleinhirne der Dnmt1*"*; Ptch™®"*_Kohorte ergab fiir alle
Proben proliferative Verdnderungen, die entweder als asymptomatische MB oder MB-
Vorlauferldsionen klassifiziert wurden. Im Gegensatz dazu waren 13 % der Kleinhirne von
MB-symptomlosen Dnmt1V'*; Ptch™*®”*_Maiusen vollstindig frei von proliferativen Abnor-

malititen.

MB-Vorliuferlisionen und asymptomatische MB wurden auch in (B6xBalb)-Ptch™®"*-

Maiusen der prophylaktischen Studie beobachtet. Diese Tiere wurden ab dem 28. Lebenstag
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mit der /2 cMTD von 5-Aza/VPA fiir 3 Monate behandelt (Kap. 4.3.2.2). Von den 24 mit 5-
Aza/VPA behandelten und zum Therapieabschluss priparierten Tieren wiesen sieben MB-
Vorléduferldsionen und 15 asymptomatische MB auf, bei zwei Tieren konnte keine eindeutige
Diagnose gestellt werden. Das jeweilige Entwicklungsstadium wurde durch HE-Férbung

kenntlich gemacht. Abbildung 41 zeigt exemplarische Farbungen von den einzelnen Stadien

eines MB.

Abb. 41: Entwicklungsstadien eines MB. A) Gesundes Kleinhirn. B) Vorlduferldsionen mit Kennzeichnung der
Vorléduferzellen in der Molekularis. C) Frithes Stadium eines MB. D) Vollstandig ausgebildetes MB.

In dieser Arbeit sollte nun der Aktivititsstaus der Hh-Signalkaskade in den Vorlauferldsionen
und asymptomatischen MB der Méuse untersucht werden. Wie beschrieben, verhindert der
heterozygote Dnmt1l-Verlust bzw. die prophylaktische Applikation von 5-Aza/VPA die Prog-
ression dieser Lésionen zu symptomatischen MB. Wenn dies durch die Hemmung der Rep-
ression des wtPtch-Allels hervorgerufen wird, miissen die Lasionen epigenetisch manipulier-
ter Kleinhirne einen niedrigeren Aktivitétsstatus der Hh-Signalkaskade aufweisen als die nicht
manipulierten. Da alle Gewebe in Paraffin eingebettet vorlagen und eine Makrodissektion mit
anschlieBender qRT-PCR Analyse fiir die Vorlduferldsionen wegen des isolierten Auftretens
der Volauferzellen nicht sinnvoll erschien, wurden in situ-Hybridisierungen fiir wtPtch und

Glil durchgefiihrt.
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Durch in situ-Hybridisierungen von Wallace VA [1999] und Dakubo GD et al. [2006] ist be-
kannt, dass Ptch und Glil in der Kornerzellschicht mit Betonung auf der Bergman Glia im

Kleinhirn von Méusen exprimiert werden.

In der vorliegenden Arbeit konnten diese Daten fiir Glil bestétigt werden. Des Weiteren wie-
sen alle untersuchten, voll ausgebildeten MB eine starke Glil-Farbung auf (Abb. 42). Die
Ergebnisse mit der 67Ptch-Sonde waren nicht verwendbar, da sowohl die beschriebene An-
farbung der Kornerzellen in der Bergman Glia normaler Kleinhirne ausblieb als auch wtPtch-
Transkripte in MB detektiert wurden, obwohl das wtPtch-Allele in diesen Tumoren epigene-
tisch ausgeschaltet sein sollte [Hahn H, 2006].

Abb. 42: In situ-Hybridisierungen fiir Glil und vergleichende HE-Féarbung von MB. A) und B) Frithes MB. C)
und D) Vollstdndig ausgebildetes MB. Legende: » Firbung der Krnerzellen in der Bergman Glia, == MB

Deshalb wurde zur Untersuchung der Aktivitit des Hh-Signalweges in den MB-Vorldufer-
lasionen mit der Glil-Sonde weitergearbeitet. Die MB-Vorlauferlasionen von mit 5-Aza/VPA
behandelten Tieren und Dnmt1V*; Ptch™"*_Tieren wurden mit der Glil-Sonde nicht detek-
tiert. Uber den Aktivititsstatus der Hh-Signalkaskade in MB-Vorliuferldsionen der Ptch™¢"/*-
Kontrollgruppe konnte wegen der geringen Probenanzahl bis zum Abschluss dieser Arbeit

keine gesicherte Aussage getroffen werden. So wurde noch nicht geklért, ob die Hemmung
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der MB-Progression durch die 5-Aza/VPA-Behandlung oder die genetisch reduzierte Dnmtl

tatsdchlich mit einer verminderten Aktivitdt der Hh-Signalkaskade in Verbindung stehen.

4.3.7 Bisulfit-Sequenzierung von CpG-reichen Regionen des Ptch-Promotors

Da die Behandlung mit 5-Aza/VPA zu einer Aktivierung der wtPtch-Expression in RMS von
Ptch™*®”*_Miusen fiihrte, wurde angenommen, dass die Promotormethylierung des wtPtch-
Allels ein entscheidender Schritt bei der Tumorigenese ist. Zur Klarung des Methylierungssta-
tus des Ptch-Promotors wurde genomische DNA aus drei RMS und aus den korrespondieren-
den Skelettmuskeln isoliert und einer Bisulfit-Behandlung unterzogen. Im Anschluss wurden
spezifische CpG-reiche Regionen amplifiziert und die resultierenden PCR-Fragmente subklo-
niert. Insgesamt wurden fiinf CpG-reiche Regionen des Ptch-Promotors untersucht, deren
Lage in Abbildung 5 (Kap. 3.4) dargestellt ist. Unter der Annahme, dass im Tumorgewebe
nur das wtPtch-Allel methyliert ist und dass wihrend der PCR-Reaktion sowohl das wtPtch-
Allel als auch das A67Ptch-Allel gleichermaBen amplifiziert werden, sollte sich eine Gleich-

verteilung von methylierten und unmethylierten Klonen im RMS ergeben.

Von den analysierten Abschnitten wies aber nur Fragment i eine verstarkte Methylierung auf.
Dieses Fragment beginnt 99 bp nach der 2. Gli-Bindungsstelle, endet etwa 4000 bp vor dem
Start des Exons 1B [Nagao K et al., 2005] und beinhaltet 13 CpG-Dinukleotide. Die CpG-
Dinukleotide 1-4 waren in allen drei RMS und in den Skelettmuskeln bis zu 100 % methy-
liert, die CpG-Dinukleotide 10 und 11 hingegen nur in wenigen Klonen (Abb. 43 A). Bei Be-
trachtung aller Tumoren gegeniiber den Muskeln konnte fiir die CpG-Dinukleotide 8, 9 und
11 eine signifikant stirkere Methylierung im RMS gegeniiber dem normalen Muskel festge-

stellt werden (Chi-Quadrat-Test).

In den restlichen untersuchten Abschnitten A, D, F und L konnten in den jeweils 10-18 Klo-
nen nur vereinzelt methylierte CpG-Dinukleotide detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Da
insgesamt drei RMS und korrespondierende Muskel pro Fragment analysiert wurden, kann
davon ausgegangen werden, dass Methylierungsdnderungen dieser Abschnitte des Ptch-

Promotors keine Rolle fiir die Genexpression von Ptch in Ptch™®”*-Mzusen spielen.
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Abb. 43: Bisulfit-Sequenzierung des Fragmentes i des Ptch-Promotors mit 13 CpG-Dinukleotiden. Untersucht
wurden drei RMS und die korrespondierenden Skelettmuskel. A) Methylierungsstatus der CpG-Dinukleotide in
den einzelnen Klonen. B) Anteile an methylierten Klonen in den jeweiligen CpG-Dinukleotiden im RMS und
Skelettmuskel. Abkiirzung: SM Skelettmuskel.

Legende: ® Methylierte CpG-Dinukleotide,0 nichtmethylierte CpG-Dinukleotide,
© CpG-Dinukleotide ohne Information iiber den Methylierungsstatus.

Um zu analysieren, ob die Region i mit vorliegender starker Methylierung entscheidend zur
Regulation der Genexpression beitragt, wurde diese Region zusitzlich in einem 5-Aza behan-
delten RMS und korrespondierenden Skelettmuskel untersucht (Abb. 44). Das RMS- tragende
Tier erhielt fiinf 1. p. Bolusinjektionen von 10 mg/kg KG 5-Aza im Abstand von 7 Tagen.
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Abb. 44: Bisulfit-Sequenzierung von Fragment i des Ptch-Promotors in mit 5-Aza behandelten Geweben. Un-
tersucht wurden jeweils mindestens 13 Klone von einem RMS und korrespondierendem Skelettmuskel eines mit
fiinf Bolusinjektionen (je 10 mg/kg KG 5-Aza) einmal wochentlich i. p. behandelten Tieres. Das Fragment i
umfasst 13 CpG-Dinukleotide. A) Methylierungsstatus der CpG-Dinukleotide in den einzelnen Klonen. B) Dar-
stellung des prozentualen Anteils an methylierten Klonen in den jeweiligen CpG-Dinukleotiden im RMS und
Skelettmuskel. Abkiirzung: SM Skelettmuskel.

Legende: ® Methylierte CpG-Dinukleotide,0 nichtmethylierte CpG-Dinukleotide,
© CpG-Dinukleotide ohne Information {iber den Methylierungsstatus.

Die ersten drei CpG-Dinukleotide des Fragmentes i waren sowohl im RMS als auch im nor-
malen Muskel der mit 5-Aza behandelten Maus vollstindig methyliert. Bis auf das CpG-
Dinukleotid 7 wiesen alle anderen CpG-Dinukleotide im normalen Muskel eine stirkere Me-
thylierung als im RMS auf. Die CpG-Dinukleotide 5, 6 und 11 erreichten dabei Signifikanz-
niveau (Chi-Quadrat Test). AuBerdem fillt auf, dass die CpG-Dinukleotide 10 und 11 im
RMS vollstindig unmethyliert waren, in einigen Klonen des Skelettmuskels aber eine Methy-

lierung nachgewiesen wurde.
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Der Vergleich der Methylierungsmuster des Fragmentes i in Abbildung 45 zwischen der mit
5-Aza behandelten Maus und den Kontrolltieren verdeutlicht den Einfluss der DNA-
demethylierenden Substanz. Die CpG-Dinukleotide 5 und 9 waren im mit 5-Aza behandelten
RMS signifikant schwécher methyliert als in den RMS der unbehandelten Tiere (Chi-Quadrat
Test: pcpas=0,009; pcpo=0,0497). Der behandelte Skelettmuskel hingegen wies im Vergleich
zu unbehandelten durchgehend eine verstarkte und bei den CpG-Dinukleotiden 3, 6, 8 und 11
eine signifikant verstiarkte Methylierung auf (Chi-Quadrat Test: pcpg3=0,0485; pcpce=0,0135;
Pcpcs=0,0008; pcpg11=0,0008).
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Abb. 45: Vergleich der Methylierungsmuster fiir das Fragment 1 zwischen mit 5-Aza behandelten und unbehan-
delten A) RMS und B) Skelettmuskeln. Angegeben ist jeweils der prozentuale Anteil an methylierten Klonen in
den jeweiligen CpG-Dinukleotiden. Abkiirzung: SM Skelettmuskel.

128



ERGEBNISSE

AbschlieBend ist festzuhalten, dass von den untersuchten Regionen des Ptch-Promotors nur in
der Region 1 eine ausgepragte Methylierung festgestellt wurde. Anhand der Analyse der Region
1 eines mit 5-Aza behandelten RMS konnte gezeigt werden, dass der Anteil methylierter CpG-
Dinukleotide im RMS sinkt. Dieser Effekt war fiir die CpG-Dinukleotide 5 und 9 besonders
ausgeprigt. Zur endgiiltigen Kldrung, welchen Einfluss die Methylierung dieser CpG-
Dinukleotide auf die Expression von Ptch ausiibt, muss eine grofere Anzahl mit 5-Aza be-

handelter Tiere analysiert werden.
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5 DISKUSSION

5.1 Cyclopamin zur Therapie Ptch-assoziierter RMS

5.1.1 Cyclopamin inhibiert die Hh-Signalkaskade in etablierten in vitro-Assays

Anfang des 20. Jahrhunderts wiesen etwa 25 % der neugeborenen Lammer in Idaho, USA,
kraniofaziale Defekte auf, die von leicht deformierten Kiefern bis hin zu Holoprosenzephalie
reichten [James LF, 1999]. Durch eine grof3 angelegte Kampagne zur Aufkldrung der Ursache
durch das US Ministerium fiir Landwirtschaft wurde die teratogene Wirkung der Pflanze Ver-
atrum californicum aufgedeckt und 1964 das Alkaloid Cyclopamin als der eigentlich terato-
gene Bestandteil identifiziert [Keeler RF, Binns W, 1964]. Die genaue Wirkungsweise von
Cyclopamin blieb aber noch lange unklar. Es wurde eine Verbindung zwischen Cyclopamin
und dem Hh-Signalweg vermutet, da inaktivierende Mutationen im Shh-Gen auch zur Ausbil-
dung von Holoprosenzephalie in Mausembryonen fiithren [Chiang C et al., 1996]. Erst 1998
wiesen Incardona JP et al. [1998] und Cooper MK et al. [1998] nach, dass Cyclopamin spezi-
fisch den Hh-Signalweg inhibiert. Den Nachweis fiir eine direkte Interaktion von Cyclopamin
mit Smo erbrachten Chen JK et al. [2002]. Sie konnten zeigen, dass Cyclopamin an die hep-
tahelikale Domine des Transmembranproteins Smo bindet und so wahrscheinlich die Uber-

fiihrung in die inaktive Proteinkonformation bewirkt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Cyclopamin von Toronto Research zur in vivo-Therapie von
Ptch-assoziierten RMS eingesetzt, die eine pathologisch aktive Hh-Signalkaskade aufweisen.
Dies erforderte zuniichst die Uberpriifung der Aktivitit der Substanz. Um die Funktionalitit
des Cyclopamins auf Transkriptions- und Proteinebene zu bestatigen, wurden verschiedene in
vitro-Assays durchgefiihrt. Als Marker wurde die Transkription von Glil vermessen, das als
direktes Zielgen eines aktiven Hh-Signalweges gilt [Nieuwenhuis E, Hui CC, 2005; Stecca B,
Ruiz i Altaba A, 2005]. Zusétzlich wurden Reportergenassays verwendet, mit denen die Akti-
vitdt der Gli-Proteine analysiert wurde. Zur Aktivierung der Hh-Signalkaskade wurde Shh-N-
konditioniertes Medium oder Hh-Agl.2 verwendet. Der synthetische Hh-Agonist Hh-Agl.2
wurde von Frank-Kamenetsky M et al. [2002] identifiziert und charakterisiert. Er weist ein
geringeres Potential bei der Aktivierung der Signalkaskade als rekombinantes Shh auf. Auch
im Rahmen dieser Arbeit fithrte Shh-N-konditioniertes Medium zu einer stirkeren Aktivie-

rung der Signalkaskade als das synthetische Molekiil.
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Es konnte gezeigt werden, dass Cyclopamin die Glil-Transkription nach Stimulation des Hh-
Signalweges in der murinen Embryofibroblasten-Zelllinie C3H10T1/2 und der murinen Haut-
fibroblastenlinie B9 inhibiert. Mittels Luziferasereportergenassays an stimulierten
ShhLIGHT2- und PC3-Zellen wurde die Hemmung der Hh-Signalkaskade durch Cyclopamin

auf Proteinebene belegt.

Die Daten bestdtigten, dass das von Toronto Research erworbene Cyclopamin die Aktivitit
des Hh-Signalweges spezifisch hemmt und somit fiir einen in vivo-Einsatz zur Therapie Ptch-

assoziierter Tumoren geeignet war.

5.1.2 Die RMS-Zelllinien TP5014 und TP1588 sind kein geeignetes Modell zur Uberprii-

fung neuer Therapien fiir Ptch-assoziierte Tumoren

Vor dem Einsatz von Cyclopamin zur Behandlung Ptch-assoziierter RMS in vivo wurde die
Antwort auf das Medikament in vitro evaluiert. Dazu wurden die RMS-Zelllinien TP5014 und
TP1588 verwendet, die aus RMS einer Ptch™*?*-Maus [Goodrich LV et al., 1997] generiert
worden waren.

RT-PCR-Analysen der Hh-Markergene Ptch, Glil und 1gf2 zeigten eine wesentlich geringere
Expression in den RMS-Zelllinien im Vergleich zu Originaltumoren und lassen auf einen Ak-
tivitdtsverlust der Signalkaskade durch die in vitro-Kultivierung schlieBen. Ein solcher Effekt
wurde bereits fiir Ptch-assoziierte MB-Zelllinien beschrieben [Romer JT et al., 2004; Sasai K
et al., 2006].

Die Isolierung von Zellen aus ihrer natiirlichen Umgebung ist immer mit der Verdnderung der
urspriinglichen rdumlichen Struktur und mit einem Verlust an Interaktionsmoglichkeiten ver-
bunden. Zelllinien sind im Idealfall monoklonal, wihrend ein Tumor ein Konglomerat unter-
schiedlicher Zelltypen, wie z. B. Tumorzellen im eigentlichen Sinne, Fibroblasten und Im-
munzellen, ist. Zudem liefert das tumorumgebende Gewebe wichtige Signale [Dalton WS,
1999; Hofmeister V et al., 2008], die in der Zellkultur fehlen. Um Tumorzelllinien am Leben
zu erhalten, bietet man ihnen in der Kulturschale einen Uberschuss an Nihrstoffen. Daraus

ergibt sich zwangslaufig eine Veridnderung des Phénotyps der Tumorzellen in Kultur.

Trotz der geringen Aktivitit der Hh-Signalkaskade in den RMS-Zelllinien TP5014 und
TP1588 wurde iiberpriift, ob sich die Proliferation dieser Zellen durch die Behandlung mit
dem Cyclopamin-Derivat KAAD blockieren ldsst. Eine Behandlung der Zellen mit KAAD

unter serumreduzierten Bedingungen (2,5 % FCS) zeigte bereits ab einer Konzentration von
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0,25 uM einen proliferationshemmenden Einfluss. Eine antiproliferative Wirkung des inakti-
ven Strukturanalogons Tomatidin setzte jedoch ebenfalls ab dieser Konzentration ein. Es kann
daher angenommen werden, dass die Proliferationsabnahme auf eine allgemeine Toxizitdt
zurlickzufiihren ist und es sich nicht um einen spezifischen Effekt des KAAD handelt. Um
diese Annahme zu verifizieren, konnte ein Zytotoxizititsassay, z. B. ein MTT-Test, durchge-

fiihrt werden, was im Rahmen dieser Arbeit nicht erfolgt ist.

Des Weiteren ist es moglich, dass die wachstumsinhibierende Wirkung von KAAD auf die
Tumorzelllinien durch Hh-unabhingige Mechanismen bedingt ist. Hinweise dazu liefert die
Arbeit von Romer JT et al. [2004]. In dieser Studie wurde zunidchst an MB-Tumorzellen die
IC50 (Konzentration einer Substanz, welche die Proliferation der Zellen um 50 % senkt) fiir
Cyclopamin ermittelt. Die IC50 wurde dann mit derjenigen Konzentration verglichen, die zur
Halbierung einer Shh-stimulierten Gli-Luziferase-Reporteraktivitét in transfizierten NIH3T3-
Zellen notwendig war. Letztere lag um etwa das 100fache niedriger als die IC50. Daraus kann
geschlossen werden, dass die Wachstumsinhibierung der MB-Zelllinien durch Cyclopamin

unabhingig von der Aktivitit der Hh-Signalkaskade war.

Die Charakterisierung von potentiellen Krebstherapeutika in Transplantationsmodellen ist ein
gebriuchliches Verfahren. Mit der Idee einer Reaktivierung der Hh-Signalkaskade in den
RMS-Zelllinien nach Implantation in Nacktmduse wurden in einem weiteren Experiment die
RMS-Zelllinien TP5014 und TP1588 in nu/nu-Méuse transplantiert und nach ihrem Anwach-

sen mit Cyclopamin behandelt.

Vor der Transplantation der RMS-Zelllinien wurde ein Kontrollexperiment durchgefiihrt.
Hierbei wurden Nacktmiusen PC3-Zellen implantiert und Cyclopamin gemil eines publizier-
ten Behandlungsschemas eingesetzt [Karhadkar SS et al., 2004]. Dabei wurde ein Ethanol-
Triolein-Gemisch zum Losen des Alkaloids verwendet. In unseren Experimenten filihrte diese
Applikationsform des Medikamentes bereits am 2. Tag zu Hautreizungen an der Injektions-
stelle, die sich bis zum 7. Tag zu Ulzerationen verstdrkten. Da dieser Effekt sowohl in der
Behandlungsgruppe als auch in der Losungsmittelgruppe auftrat, handelte es sich um eine
Nebenwirkung des Losungsmittels und nicht um einen toxischen Effekt von Cyclopamin.
Deshalb wurde HBC als Losungsmittel fiir Cyclopamin ausgewihlt und die Behandlung auf
zweimal tiglich 10 mg/kg KG Cyclopamin 1. p. umgestellt. Das Losungsmittel HBC wurde
von den Maiusen sehr gut vertragen und deshalb fiir alle weiteren in vivo-Applikation von

Cyclopamin zur Therapie von RMS verwendet.
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Nach der Transplantation der Zelllinien TP5014 und TP1588 bildeten sich Tumoren, die in-
nerhalb von 24 Tagen ein Volumen von 20-50 mm® erreicht hatten und morphologisch einen
RMS-Phénotyp aufwiesen. Der Hh-Signalweg lie8 sich durch die Transplantation nicht reak-
tivieren, da die Glil- und Ptch-Expression der entstandenen Tumoren dhnlich niedrig war wie
in den Zelllinien TP5014 und TP1588 und nicht derjenigen von Originaltumoren entsprach.
Diese Daten stehen im Einklang mit Beobachtungen von Sasai K et al. [2006], die ein solches

Phianomen fiir Ptch-assoziierte MB-Zelllinien beschrieben haben.

Jedoch wurde im Vergleich zu den Ausgangszelllinien TP5014 und TP1588 die Expression
von 1gf2 sehr stark in den entsprechenden Tumoren reaktiviert. Der Wachstumsfaktor 1gf2 ist
zwar ein Zielmolekiil der Hh-Signalkaskade und unabdingbar fiir die Entstehung von Tumo-
ren in Ptch™*®”*-Mausen [Hahn H et al., 2000], er wird aber auch durch diverse andere Sig-
nale wie z. B. die differentielle Expression von Rezeptoren und Bindungsproteinen reguliert.
Der starke Anstieg im Expressionslevel nach Transplantation der RMS-Zelllinien konnte da-
her durch Hh-unabhingige Signalwege ausgeldst worden sein. Fiir diese These spricht, dass

das Tumorwachstum nicht durch das Medikament Cyclopamin beeinflusst wurde.

Zusammengefasst konnte somit gezeigt werden, dass die In vitro-Kultivierung der RMS-
Zelllinien TP5014 und TP1588 einen Verlust der Aktivitit der Hh-Signalkaskade bewirkt.
Trotzdem wurde durch das Cyclopaminderivat KAAD eine Proliferationshemmung der RMS-
Zelllinien in vitro hervorgerufen, die wahrscheinlich unabhéngig von der Hh-Signalkaskade
war. Die Implantation der RMS-Zellinien in Nacktméuse fiihrte zu keiner Restimulation des
Hh-Signalweges und Cyclopamin zeigte keinen Effekt auf die Progression der durch diese
Zelllinien hervorgerufenen Tumoren. Deshalb stellen diese Zelllinien kein geeignetes Modell
dar, den Hh-Antagonisten Cyclopamin auf seine Wirksamkeit gegeniiber Ptch-assoziierten

RMS hin zu iiberpriifen.

5.1.3 Cyclopamin inhibiert die Hh-Markergenexpression und die Proliferation von RMS-

und MB-Primirkulturen von Ptch™°"*-Miusen

Cyclopamin wurde an RMS- und MB-Primérkulturen aus Ptch™®®”*-Miusen getestet. Pri-
mérkulturen sind ebenso wie die Originaltumoren durch eine aktive Hh-Signalkaskade mit
starker Expression von Glil und Ptch gekennzeichnet und stellen damit ein ideales Modell-
system der in vivo-Situation dar. Zur Herstellung der Primérkulturen wurde das Tumorgewebe

dissoziiert und hochstens 4 Tage vor Behandlung kultiviert. Eine Behandlung mit Cyclopamin
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fiihrte zu einer Senkung der Proliferationsrate um 50 % bzw. 75 %, begleitet von einer effi-
zienten Inhibierung der Hh-Signalkaskade auf Transkriptionsebene, sowohl in Ptch-
assoziierten RMS- als auch in MB-Primérkulturen. Fiir MB-Primérkulturen ist ein solcher

Effekt bereits bekannt [Berman DM et al., 2002].

Diese Daten zeigen deutlich: A) Primérkulturen sind ein geeignetes Modell zum Testen von
zielgerichteten Therapieansédtzen von Ptch-assoziierten Tumoren und B) Cyclopamin ist ein

vielversprechender Kandidat zur Behandlung Ptch-assoziierter RMS.

5.1.4 Systemische Behandlung von Ptch-assoziierten RMS mit Cyclopamin inhibiert weder
die Aktivitdt der Hh-Signalkaskade noch die Tumorprogression

Nach der Bestitigung der Effektivitit von Cyclopamin an RMS- und MB-Primirkulturen
wurde das in vivo-Potential der Substanz fiir die Therapie Ptch-assoziierter RMS untersucht.
Die gewihlte Dosis betrug zweimal 10 mg/kg KG/Tag Cyclopamin (kumulative Dosis
20 mg/kg KG/Tag). Mit den Injektionen im 12 Stunden Abstand sollten starke Schwankungen
des Medikamentes im Plasma vermieden werden. Die eingesetzte Dosis ist mit einem von
Stecca B et al. [2007] eingesetzten Therapieschema vergleichbar, das in Melanoma-
Xenotransplantaten nach 16 Tagen Behandlung zu einer Reduktion des Tumorvolumens um
33 % fiihrte. Es wurde aber auch die Wirksamkeit geringerer Dosen beschrieben. So fiihrte
eine Applikation von 10 mg/kg KG Cyclopamin iiber 9 Tage in Prostata-Xenotransplantaten
zur Hemmung der Tumorprogression [Karhadkar SS et al., 2004]. Die hier gewéhlte Dosie-
rung war auch viermal hoher als die bei Sanchez P und Ruiz i Altaba A [2005] verwendete,
mit der eine Verlingerung der MB-freien Uberlebenszeit in Ptch*; p53”-Miusen erreicht
wurde.

Da die hier eingesetzte Dosis weder zu Anderungen der Expression der Hh-Markergene Ptch,

Glil und Igf2, noch zur Wachstumshemmung von RMS in Ptch™®"*

-Miusen fiihrte, kann
eine Unterdosierung des Cyclopamins bei der systemischem Applikation nicht ausgeschlossen
werden. Beispielsweise ist es moglich, dass der verwendete Mausstamm (B6xBalb) das Me-
dikament besser metabolisiert als andere Mausstimme. Uber die Pharmakokinetik und den
Metabolismus von Cyclopamin in M&usen gibt es bisher kaum verdffentlichte Untersuchun-

gen.
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5.1.5 Lokale Behandlung von Ptch-assoziierten RMS mit Cyclopamin inhibiert die Aktivitét

der Hh-Signalkaskade, nicht aber die Tumorprogression

Um eine Unterdosierung als Grund fiir das fehlende Ansprechen der RMS unter der systemi-
schen Applikation auszuschlieBen, wurde die Dosis in einem weiteren Experiment erhoht. Das
Alkaloid mit seiner komplexen Struktur ldsst sich derzeit aber nur aus Veratrum californicum
gewinnen. Die Ertrdge sind dabei hoch variabel in Bezug auf Menge und Qualitit, woraus
sich hohe Anschaffungskosten fiir Cyclopamin ergeben. Deshalb wurde von einer Steigerung
der systemischen Dosis abgesehen und stattdessen den RMS-tragenden Tieren tdglich 200 pg

Cyclopamin lokal in das Tumorgewebe verabreicht.

Bereits nach siebentégiger Behandlung mit Cyclopamin zeigte sich ein eindeutiger Trend zur
Inhibierung des Hh-Signalweges. Dieser Effekt war jedoch erst 4 Wochen nach Therapieab-
schluss signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe. Die verzogerte Wirkung von Cyclopamin
auf die Aktivitit der Hh-Signalkaskade ist schwer zu interpretieren. Mdglicherweise fiihrt
Cyclopamin zum Tod von Tumorzellen, die von einem aktiven Hh-Signalweg fiir die Prolife-
ration abhéngig sind, und verschafft somit Tumorzellen, die unabhidngig von dieser Signal-
kaskade proliferieren einen Selektionsvorteil. Dieses Szenario beinhaltet einen sich selbst
verstirkenden Mechanismus: Je mehr Hh-unabhingige Zellen vorhanden sind, desto grofer

wird der Selektionsdruck auf Hh-abhédngige Zellen.

Trotz Inhibierung der Hh-Signalkaskade wurde die Progression der Ptch-assoziierten RMS
durch die lokale Applikation von Cyclopamin nicht gehemmt. Dies wirft die Frage auf, ob
auch die lokal applizierte Dosis und die damit induzierte Aktivititsabnahme des Signalweges
unzureichend fiir eine antitumorale Wirkung war. Die vergleichbare Inhibierung der Aktivitat
des Hh-Signalweges in RMS-Primédrkulturen durch Cyclopamin, die fiir eine Wachstums-
hemmung ausreichte, spricht dagegen. Eine mogliche Erklarung fiir das Fehlen der in vivo-
Antwort der Tumoren nach lokaler Applikation von Cyclopamin ist die Bereitstellung protek-
tiver Faktoren von der Tumorumgebung [Hofmeister V et al., 2008], die eine Hh-unabhéngige
Proliferation der RMS ermdglichen. So vermittelt z. B. stromaproduzierter Hepatozyten-
Wachstumsfaktor in humanen RMS Resistenz gegeniiber Radiochemotherapien [Jankowski K
et al., 2003]. Weiterhin bewirken Stromafibroblasten in Pankreaskarzinomen durch die Sekre-
tion von Stickstoffmonoxid eine Resistenz gegeniiber Etoposid [Muerkoster S et al., 2004].
Die Tatsache, dass der Hh-Signalweg durch Cyclopamin im Tumor etwa im gleichen Ausmaf}

wie in Primérkulturen gehemmt wurde, die Zellproliferation jedoch nur in den Primérkulturen
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verringert wurde, stiitzt die These, dass die Resistenz der Tumoren durch die Tumorumge-

bung vermittelt wird.

Paradoxerweise wurde in dieser Studie vor allem fiir kleine RMS eine wachstumsférdernde
Wirkung von Cyclopamin beobachtet. Da dieser Effekt nicht fiir die Tumoren der Kontroll-
gruppe beobachtet wurde, kann eine GroBenzunahme aufgrund der tdglichen Injektion des
bloBen Volumens von 100 pl ausgeschlossen werden. Ein solcher adverser Effekt auf die Tu-
morprogression wurde fiir Cyclopamin noch nicht beschrieben. Als Ursache fiir adverse Me-
dikamentwirkungen gelten unter anderem genetische Unterschiede oder Verdnderungen in

metabolisierenden Enzymen.

Um zu untersuchen, ob der genetische Hintergrund der gewihlten Mauslinie das Ansprechen
der Tumoren auf die Cyclopamintherapie verhinderte, wurden zusétzlich CD1-Ptch™®"*.
Mause lokal mit Cyclopamin behandelt. Die Ermittlung der Tumorvolumina ergab auch fiir
diese Linie einen wachstumsfordernden Einfluss von Cyclopamin und damit keinen Unter-
schied zu der Linie (B6xBalb)-Ptch™®"*, Im Gegensatz zur Linie (B6xBalb)-Ptch™®®"* er-
gaben die Expressionsanalysen keine Regulation der Genexpression nach siebentdgiger Be-
handlung. Dieser Unterschied kdnnte neben dem genetischen Hintergrund auch durch die ge-
ringe Gruppengrofle und starke interindividuelle Schwankungen bedingt sein. Um einen ein-
deutigen Zusammenhang zum genetischen Hintergrund herstellen zu konnen, miisste die Ko-

hortengroBe deutlich erhoht werden.

5.1.6 Lokale Behandlung von Ptch-assoziierten RMS mit Cyclopamin hat keinen Einfluss

auf Proliferations-, Apoptose- und Differenzierungsstatus

Tumorgewebe von lokal behandelten Tieren, die nach der letzten Cyclopaminapplikation pra-
pariert wurden, dienten zur immunhistochemischen Analyse des Proliferationsmarkers Ki67

und der Apoptosemarker Bcl-2 und Caspase 3.

Die Ki67-Farbung zeigte keine Unterschiede zwischen den Gruppen auf, was die Daten zur
Volumenentwicklung der Tumoren bestitigte. Die Beobachtung, dass die lokale Applikation
von Cyclopamin bei kleinen Tumoren zu einem stirkeren Wachstum fiihrte, war mit Hilfe der

immunhistochemischen Féarbungen aber nicht verifizierbar.

Fiir die cyclopaminbedingte Modulation des Apoptosestatus gibt es diverse in vitro-Belege,
von denen sich die meisten Untersuchungen auf eine Endpunktbestimmung wie die PARP-

Spaltung und DNA-Fragmentierung beschrinken, z. B. Watkins DN et al. [2003], Qualtrough
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D et al. [2004], Sheng T et al. [2004] und Mimeault M et al. [2006]. Als Mediator wird in
einigen Fillen die Aktivierung von Caspase 3 genannt [Athar M et al., 2004; Koleva M et al.,
2005]. In dieser Studie war keine Aktivierung der Caspase 3 unter Cyclopamintherapie zu
beobachten. Weiterhin konnten keine Anderungen in der Expression des antiapoptotischen
Bcl-2 detektiert werden. In RMS Ptch-heterozygoter Méuse wird Bel-2 vor allem in den Myo-
tuben exprimiert. Der Bcl-2-Promotor weist Gli-Bindungsstellen auf, an die sowohl Glil als
auch Gli2 binden und die Transkription von Bcl-2 induzieren konnen [Louro ID et al., 2002;
Bigelow RL et al., 2004; Regl G et al., 2004]. Dies legt die Vermutung nahe, dass eine Ab-
nahme der Glil-Expression zu einer verminderten Bcl-2-Expression fiihrt. Tatséchlich haben
Bar EE et al. [2007] kiirzlich gezeigt, dass Cyclopamin in MB-Zelllinien die Expression von
Bcl-2 inhibiert und dass die durch Cyclopamin vermittelte Inhibierung durch Glil aufgehoben
werden kann. In unseren Experimenten konnte trotz partieller Glil-Inhibierung keine Verén-
derung der Bcl-2-Proteinexpression festgestellt werden. Dies kann an der unzureichenden
Repression der Glil-Expression unter Cyclopamintherapie liegen oder an der zu geringen

Sensitivitdt der Immunfdrbung zur Detektion von Expressionsunterschieden.

Fiir die Untersuchung des Differenzierungsstatus der RMS wurden verschiedene myogene
Marker mittels qRT-PCR analysiert. Die Ausbildung der Muskeln beginnt in der Embryonal-
phase mit der Entstehung von Muskelvorlduferzellen aus pluripotenten mesodermalen Zellen.
Diese Myoblasten beginnen in genau definierten Zeitraumen der Embryonalentwicklung regu-
latorische Faktoren zu exprimieren. Zu den ersten gehoren Myogenin, Myf6 (auch MRF4 oder
Herculin genannt) und MyoD, die dann wihrend der gesamten Muskelentwicklung und auch
im adulten Muskel exprimiert werden. Mit der Expression der Zellzyklusinhibitoren p21 und
p27 wird die terminale Differenzierung der Myoblasten zu Myozyten eingeleitet. Die spéte
Phase der Differenzierung ist durch die Expression von MHC und Mef2c sowie durch ab-
schlieBende Fusion der Myozyten zu mehrkernigen Myotuben gekennzeichnet. Die Interakti-
on zwischen Aktin und Myosin im reifen Muskel und somit die Muskelkontraktion selbst

wird durch Tropomyosin reguliert [Gunning P et al., 2008].

In allen RMS Ptch-heterozygoter Mause konnte eine gesteigerte Expression der frithen Myob-
lastenmarker Myogenin und MyoD gegeniiber dem Muskel detektiert werden. Die Expression
aller spateren Differenzierungsmarker war, mit Ausnahme von p21, im Tumor geringer als im
Muskel. Die lokale Applikation von Cyclopamin hatte keinen Einfluss auf das Expressions-

profil der myogenen Marker und somit keinen auf den Differenzierungsstatus der Tumoren.
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Die Funktionen von p21 in der Zelle sind sehr facettenreich [Dotto GP, 2000]. So kann p21,
neben der klassischen Funktion als Zellzyklusinhibitor durch Vermittlung eines G1- und S-
Phase Arrestes [Harper JW et al., 1993], abhingig vom Expressionlevel auch die Proliferation
aktivieren [Sherr CJ, Roberts JM, 1999] und vor Apoptose schiitzen [Suzuki A et al., 1998;
Suzuki A et al., 1999; Gartel AL, Tyner AL, 2002]. Die hohe Expression von p21 in RMS

hne067/+

von Ptc -Maiusen ldsst deshalb vermuten, dass dieses Protein eine wichtige Funktion bei

der fehlenden Therapieantwort ibernehmen konnte.

Die Beobachtung, dass eine lokale Behandlung Ptch-assoziierter RMS mit Cyclopamin trotz
nachhaltiger Inhibierung des Hh-Signalweges keinen Einfluss auf den Proliferations-, Apop-
tose- und Differenzierungsstatus hatte, kann in zwei Richtungen interpretiert werden. Neben
der Bedeutung des Tumorstromas bei der Vermittlung antiapoptotischer und zytoprotektiver
Effekte (Kap. 5.1.8) ist auch ein von der Hh-Signalkaskade unabhéngiges Wachstum von voll
ausgebildeten Ptch-assoziierten RMS denkbar. Moglicherweise wird die Progression der
RMS in Ptch™*®"*_Miusen eher durch Mutationen in anderen Genen, die sich im Laufe der

Zellteilungen des Tumors anhdufen, oder durch andere Signalwege gesteuert.

5.2 Epigenetische Therapie von Ptch-assoziierten Tumoren

Wie in der Einleitung beschrieben wurde, ist in Tumoren von Ptch™®”*-Mzusen Ptch iiber-
exprimiert, wobei die Transkripte in erster Linie vom mutanten Allel stammen. Das Trans-
kriptionslevel des wt-Allels bleibt dagegen konstant oder wird gegeniiber dem Normalgewebe
sogar reprimiert [Calzada-Wack J et al., 2002; Uhmann A et al., 2005]. Es liegt nahe, dass
dieser Effekt durch Methylierung des wtPtch-Allels vermittelt wird. Diese These wird durch
Untersuchungen von Wolf I et al. [2007] und Cretnik M et al. [2007] gestiitzt, die fiir PTCH
eine Promotormethylierung in Brustkrebsproben und Zysten des Ovars nachgewiesen haben.

h"®°%2* _Maus mit 5-

Des Weiteren fiihrt die Behandlung von MB-Zelllinien aus der Ptc
Azacytidin zu einer Aktivierung der Transkription von wtPtch [Berman DM et al., 2002] und
die in vitro-Methylierung eines Ptch-Promotorkonstruktes verhindert dessen Transkription

vollstindig [Uhmann A et al., 2005].

Die Reversibilitdt epigenetischer Mechanismen stellt einen vielversprechenden Ansatz in der
Krebstherapie dar. Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Tumorentstehung durch

hne067/+

die Inhibierung der DNA-Methylierung und der Histondeacetylierung in Ptc -Maiusen

verhindert werden kann. Zusitzlich wurde gepriift, ob eine epigenetische Reaktivierung des
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wtPtch-Allels in voll ausgebildeten Tumoren der Ptch™¢"*

-Miuse moglich ist und ob diese
Reaktivierung ausreicht, um den Hh-Signalweg in Tumoren zu inhibieren und so die Tumor-
progression zu unterbinden. Zur Reaktivierung des epigenetisch ausgeschalteten wtPtch-

Allels wurden das DNA-demethylierende Agenz 5-Aza und der HDAC-I VPA ausgewihlt.

5.2.1 Behandlung von RMS-Zelllinien und RMS-Priméarkulturen mit epigenetisch aktiven

Substanzen inhibiert die Proliferation

Es liegen zahlreiche Studien vor, welche die Wirkung von 5-Aza und VPA auf das Prolifera-
tionsverhalten von Zelllinien charakterisieren. Beiden Substanzen wird die Induktion einer

Proliferationsinhibierung und des Zellzyklusarrest zugeschrieben.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von 5-Aza und VPA getrennt und in Kombination auf die
RMS-Zelllinien TP5014 und TP1588 untersucht. Die demethylierende Wirkung von 5-Aza
auf die DNA der RMS-Zelllinie TP5014 konnte zweifelsfrei im Southern Blot nachgewiesen
werden. 5 uM 5-Aza flihrten nach 72 h zu einer Proliferationseinbulle von etwa 20-30 % fiir
beide Zelllinien. Im Vergleich zu den Ergebnissen aus anderen Untersuchungen war dieser
Effekt moderat. Bereits 25 nM 5-Aza inhibieren die Proliferation von Leukdmiezellen um
~28 % [Dore BT et al., 1998]. Reu FJ et al. [2006] weisen fiir Nierenkarzinomzelllinien und
Melanomazelllinien mit 400 nM 5-Aza eine Proliferationseinbuflie von 90 bzw. 60 % nach
und 2 uM 5-Aza senken die Proliferationsrate von Pankreaskrebszellen um 40-80 % [Missia-
glia E et al., 2005]. Die Inkubationszeiten der einzelnen Zelllinien mit 5-Aza sind dabei sehr
variabel und liegen zwischen 96 h und 6 Tagen, was auf eine zelltypspezifische Wirkung von

5-Aza schlieBen ldsst.

Dagegen hatte VPA (2 mM) als Einzelkomponente keinen Einfluss auf die Proliferation der
RMS-Zelllinien. In vielen Modellsystemen, wie z. B. Glioblastomzellen [Bacon CL et al.,
1997], Brustkrebszellen [Olsen CM et al., 2004], endometrialen Krebszelllinien [Takai N et
al., 2004] und Medulloblastomzelllinien [Li XN et al., 2005] reicht bereits eine Konzentration
<1 mM VPA aus, um das Zellwachstum zu inhibieren. Die maximal erreichbare Serumkon-
zentration beim Menschen liegt bei 1 mM [Loscher W, 2002]. Das bedeutet, dass ein in vitro-

Einsatz von Konzentrationen >2 mM VPA klinisch keine relevanten Effekte mehr liefert.

Die Kombination der beiden Substanzen bewirkte keine Steigerung des antiproliferativen Ef-
fektes von 5-Aza. Diese Daten weisen darauf hin, dass nur 5-Aza effizient in der Lage ist das

Wachstum der RMS-Zelllinien TP5014 und TP1588 zu inhibieren.
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Die Unzulidnglichkeiten von Zelllinien als Modell zum Testen von signalwegsspezifischen
Krebstherapeutika wurden bereits erldutert (Kap. 5.1.2). Daher sind die Ergebnisse aus der in
vitro-Behandlung der RMS-Zelllinien TP5014 und TP1588 kritisch zu betrachten. Beispiels-
weise ist bekannt, dass die Isolierung von Zellen aus ihrer natiirlichen Umgebung auch eine
Verianderung des epigenetischen Codes verursacht. Eine Reihe von Studien belegen eine ex-
zessive Hypermethylierung von CpG-Inseln in Krebszelllinien gegeniiber den urspriinglichen
Tumoren [Antequera F et al., 1990; Smiraglia DJ et al., 2001]. Daher wurde der antiprolifera-
tive Effekt der epigenetischen Therapie zusitzlich an Primérkulturen von RMS verifiziert.
Hierbei wurde ausschlieBlich die Kombination von 5-Aza/VPA verwendet. In diesem Modell
wurde die Proliferation in einem weit stirkeren Mal} (~65 %) inhibiert als in den RMS-
Zelllinien. Dieses Ergebnis bekriftigt die Aussage, dass durch in vitro-Kultivierung der DNA-
Methylierungsgrad von Zellen verdndert wird und dass die Applikation von epigenetisch akti-

ven Substanzen ein vielversprechender Ansatz zur Therapie Ptch-assoziierter Tumoren ist.

hne067/+

5.2.2 Chemopraventiver Effekt von 5-Aza/VPA auf Tumoren von Ptc -Maiusen

Der Einfluss einer epigenetischen Behandlung auf die Tumorentstehung und -progression in
Ptch™*®”*_Miusen wurde durch die prophylaktische Applikation von 5-Aza, VPA oder deren
Kombination untersucht. Fiir (B6xBalb)-Ptch™®"*_Miuse, die fiir RMS préidisponiert sind,
bestand am Ende der Behandlung ein hoch signifikanter Unterschied in der Anzahl der tastba-
ren RMS zwischen den mit 5-Aza/VPA behandelten Tieren (6 %) und der Kontrollgruppe
(46 %). Die Monotherapien bewirkten zwar eine Verlingerung der tumorfreien Uberlebens-

zeit, dieser Effekt erreichte aber kein Signifikanzniveau.

Epigenetische Anderungen, die durch DNA-Methylierung und Histonmodifizierungen her-
vorgerufen werden, kdnnen nicht als einzelne voneinander unabhingige Ereignisse betrachtet
werden. Es gibt immer mehr Belege, dass diese Prozesse sich gegenseitig beeinflussen. So
fungieren methylierte Cytosine als Bindungsplattform fiir Proteine mit speziellen Methyl-
CpG-Bindungsdoménen, wie z. B. MeCP2 [Jones PL et al., 1998; Nan X et al., 1998]. Diese
Proteine sind wiederum hédufig Komponenten von grofleren chromatinmodifizierenden Komp-
lexen und beinhalten auch Histondeacetylasen. Neben dieser indirekten Verbindung zwischen
DNA-Methylierung und Histondeacetylierung ist fiir die Dnmtl eine direkte Interaktion mit
Histondeacetylasen in vivo nachgewiesen worden [Fuks F et al., 2000]. So vermittelt die Me-
thylierung von CpG-Dinukleotiden in der Promotorregion von Genen auch die Deacetylierung

von Histonen und damit eine Verdichtung der Chromatinstruktur und letztendlich die Inhibie-
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rung der Transkription. Vice versa kann durch Verdnderungen im Histoncode der Methylie-
rungsstatus von Promotoren verdndert werden. So katalysiert beispielsweise EZH2 (enhancer
of zeste homolog 2), welches zu der Familie der Polycomb-Proteine (transkriptionelle Repres-
sorproteine) gehort, die Methylierung von Histon H3 am Lysin 27 (H3K27). Diese Histonmo-
difizierung ist in der Lage alle drei Dnmt zu mobilisieren. Fiir eine Methylierung der Promo-
torregionen von EZH2-Zielgenen durch die Dnmt ist EZH2 unabdingbar [Vire E et al., 2006].
Somit ldsst sich der synergistische Effekt von DNA-demethylierenden Reagenzien und
HDAC-I erkldren. Shi H et al. [2003] zeigten, dass in einer humanen epithelialen Ovarien-
krebszelllinie unter der Behandlung mit 5-Aza oder dem HDAC-I Trichostatin A 1,9 % bzw.
1,1 % der untersuchten Gene positiv reguliert wurden, wihrend beim Einsatz der Kombinati-
onstherapie 10,4 % der Gene verstirkt exprimiert wurden. Auch die Ergebnisse der vorlie-
genden Studie zum chemopridventiven Potential von 5-Aza, VPA bzw. deren Kombination
bekréftigen ein Szenario mit intensiven Wechselwirkungen zwischen DNA-Methylierung und
Histonmodifizierungen, da nur mit der Kombinationstherapie ein signifikanter Effekt auf die
tumorfreie Uberlebenszeit beobachtet wurde. Dass eine Kombinationstherapie aus HDAC-I
und DNA-Methyltransferase-Blockern effektiver ist als der Einsatz der Einzelsubstanzen,
zeigen auch Daten von anderen Arbeitsgruppen z. B. Cameron EE et al. [1999], Zhu WG et
al. [2001], Ghoshal K et al. [2002], Belinsky SA et al. [2003], Shaker S et al. [2003], Karam
JA et al. [2007] und Venturelli S et al. [2007].

Obwohl fast alle (B6xBalb)-Ptch™*®”*-Miuse nach der Behandlung mit 5-Aza/VPA frei von
makroskopischen RMS waren, wurden bei einigen Tieren im VCT kleine Tumorldsionen
festgestellt. Ob diese Lidsionen unter Therapie entstanden sind oder bereits im Alter von
4 Wochen vorhanden waren, ist schwer zu beurteilen. Eine genaue Bestimmung des Zeitpunk-
tes der Tumorentstehung konnte kldren, ob eine Behandlung mit 5-Aza/VPA die Tumorini-
tiierung oder aber die Tumorprogression von bereits vorhandenen Mikroldsionen inhibiert.
Anhand des vorliegenden Ptch™*¢”"* _Tumormodells kann diese Frage nicht abschlieend ge-
klart werden. Es liefert aber Anhaltspunkte, dass DNA-Methylierungs- und Histondeacetylie-
rungsprozesse eher in die Tumorinitiierung als in die Tumorprogression involviert sind. Diese
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Hinweise stammen aus der prophylaktischen Studie an B6-Ptc -Méusen und aus der

genetischen Studie mit Dnmtl-defizienten Mausen.

Die prophylaktische Applikation von 5-Aza/VPA fiihrte in B6-Ptch™®®”*-Miusen ebenfalls

zu einer signifikant verlingerten Uberlebenszeit. Die histologische Analyse der Kleinhirne der
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zum Therapieabschluss symptomfreien Tiere ergab fiir alle untersuchten Gewebe proliferative

Verdnderungen in Form von MB-Vorlduferldsionen oder stillen MB.

In dem genetischen Ansatz wurden B6-Ptch™*®”*-Mause mit Dnmt1™*-Miusen, die eine Re-
duktion der Dnmt1-Aktivitdt von 50 % aufweisen [Li E et al., 1992], gekreuzt und die Nach-
kommen auf das Auftreten von MB fiir 250 Tage beobachtet. Auch die genetische Reduzie-
rung der endogenen Dnmt1-Aktivitét fiihrte in den Méausen zu einer signifikant verldngerten
tumorfreien Uberlebenszeit. Die histologische Analyse der Kleinhirne der symptomfreien
Tiere am Ende der Beobachtungszeit ergab fiir alle Tiere des Genotyps Dnmt1*'*; Ptch™®"*
proliferative Verdnderungen in Form von MB-Vorlduferldsionen oder stillen MB, wohinge-

gen 13 % der Kleinhirne aus der Dnmt1V*; Ptch™®”*_Kohorte pathologisch vollkommen

unauffillig waren (Kap. 4.3.6).

Die Ergebnisse aus der genetischen Studie mit den Dnmt1V*-Miusen und den mit 5-Aza/VPA
behandelten B6-Ptch™®"*-Mzusen weisen darauf hin, dass eine prinatale Beeinflussung epi-
genetischer Regulationsmechanismen die Initiierung von MB verhindert, wiahrend die postna-
tale Modulation nur die Progression inhibieren bzw. verlangsamen kann. Demnach konnte
zumindest fiir Ptch-assoziierte MB eine Initiierung bereits wiahrend der Embryonalentwick-

lung angenommen werden.

5.2.3 Reaktivierung der wtPtch-Expression in Ptch-assoziierten RMS durch 5-Aza/VPA-

Behandlung hat keinen Einfluss auf die Tumorprogression

Das Wachstum von klinisch manifesten bzw. makroskopisch sichtbaren RMS konnte durch
eine 30-tdgige Behandlung mit 5-Aza/VPA nicht aufgehalten werden. qRT-PCR Analysen
zeigten jedoch, dass die Expression des wtPtch-Allels unter der epigenetischen Therapie sig-
nifikant erhéht wurde. Die direkte Abhédngigkeit zwischen der Induktion der wtPtch-
Expression und der Applikation von 5-Aza/VPA zeigte sich in der Reversion der Induktion

wihrend der Beobachtungsphase.

Die erhohte wtPtch-Expression vermittelte keine allgemeine Inhibierung der
Hh-Signalkaskade, da weder die Glil- noch die A67Ptch-Transkription reprimiert wurde.
Letzteres hitte man bei einer Attenuierung der Hh-Signalkaskade erwartet, da Ptch genauso
wie Glil ein Zielgen des Hh-Signalweges ist. Zur Veranschaulichung der wtPtch-
Reaktivierung wurde das Verhéltnis der Transkriptmengen von A467Ptch und wtPtch zwischen

mit 5-Aza/VPA therapierten und unbehandelten Tieren verglichen. Dabei ergab sich unter
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Therapie im RMS durch eine gesteigerte wtPtch-Expression bei gleichbleibender A67Ptch-
Expression eine signifikante Reduktion des Quotienten. Dennoch konnte das Verhiltnis wie
es im normalen Muskel vorlag (~1:1), nicht erreicht werden. Dies konnte das stetige Tumor-

wachstum erklaren.

Neben einer unzureichenden Inhibierung der Hh-Signalkaskade ist es auch moglich, dass die
Tumorprogression unter epigenetischer Therapie Hh-unabhéngig ist. Diese These wird durch
die Daten aus der Cyclopaminstudie unterstiitzt (Kap. 5.1.5). Cyclopamin vermittelte zwar
eine markante Repression der Aktivitit der Hh-Signalkaskade in Ptch-assoziierten RMS, fiihr-
te aber zu keiner Inhibierung des Tumorwachstums. Daher ist es denkbar, dass die Tumoren
der Ptch™®"*_Miuse im fortgeschrittenen Tumorstadium bereits weitere Mutationen ange-
hauft haben, die das Tumorwachstum unabhingig von der Hh-Signalkaskade steuern.

Die Sensitivitdt von Tumoren gegeniiber epigenetischen Therapien in Abhingigkeit vom Tu-

Min/+ Min/+

morstadium ist auch in Apc™"" -Méusen beobachtet worden. Apc™"" -Méuse, die eine Muta-
tion im Tumorsuppressorgen Apc tragen, entwickeln interstinale Neoplasien, deren Entste-
hung zeitlich genau charakterisiert ist [Yamada Y, Mori H, 2007]. Eine prophylaktische Be-
handlung der Tiere mit 5-Aza ab dem 7. Lebenstag iiber einen Zeitraum von 100 Tagen fiihrt
zu einer signifikanten Inhibierung der Polypenbildung. Ein verzdgerter Behandlungsstart ab
dem 50. Lebenstag, d. h. wenn die Mehrheit der Polypen bereits sichtbar ist, bewirkt keine
Anderung der Polypeninzidenz im Vergleich zu unbehandelten Tieren [Laird PW et al.,
1995]. 5-Aza erweist sich somit als chemopriventiv wirksam, hat aber keinen therapeutischen

Effekt auf bereits ausgebildete Polypen.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass eine Therapie mit 5-Aza/VPA von makrosko-
pisch sichtbaren RMS in Ptch™®"*-Miusen zu einer signifikanten Induktion der wtPtch-
Expression fiihrte, die aber keine Stagnation des Wachstums oder Regression der Tumoren
vermittelte. Es bleibt zu kldren, ob die Induktion der wtPtch-Expression unzureichend war,
um das Tumorwachstum zu blockieren, oder ob voll ausgebildete Ptch-assoziierte Tumoren

unabhingig vom Signalweg wachsen.

5.2.4 Untersuchung von Surrogatmarkern einer Therapie mit 5-Aza/VPA

Um einen Einblick in die Effektivitit der hier eingesetzten Therapieschemata zu gewinnen,
wurden auch die globalen Verdnderungen des DNA-Methylierungsstatus und des Histoncodes

in den behandelten Tieren untersucht.
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Western Blot Analysen von mit VPA behandelten Geweben zeigten eine starke Acetylierung
des Histons H4 im Vergleich zu Kontrollgeweben und stehen im Einklang mit diversen Un-

tersuchungen, wie z. B. von Gottlicher M et al. [2001] und Phiel CJ et al. [2001].

5-Aza fiihrt durch die kovalente Bindung von DNA-Methyltransferasen auch zur Demethylie-
rung von CpG-Nukleotiden in repetitiven Elementen [Stempak JM et al., 2005]. Dieser Effekt
war in der RMS-Zelllinie TP5014 nach 5-Aza-Behandlung nachweisbar, jedoch nicht in Ge-

weben von Tieren, die therapeutisch mit 5-Aza/VPA behandelt worden waren.

Weiterhin wird die Effektivitit von epigenetischen Therapien héufig iiber die Expression von

verschiedenen Surrogatmarkern wie bspw. Dnmtl, Dnmt3a und p21 evaluiert.

5-Aza nimmt nicht nur Einfluss auf Proteinmenge und Aktivitit der Dnmt1, sondern reguliert
auch deren Transkription, wobei die Mechanismen hierfiir noch nicht vollstdndig verstanden
sind. So zeigen Schneider-Stock R et al. [2005] und Missiaglia E et al. [2005] eine Repressi-
on der Transkription der Dnmtl und Dnmt3a in Darm- und Pankreaskrebszelllinien nach 5-
Aza-Behandlung. Dabei handelt es sich aber eher um sekundére als um von 5-Aza direkt ver-

mittelte Effekte.

Die Expressionslevel der Dnmtl und Dnmt3a wurden mittels qRT-PCR in unbehandelten
Tumoren und Muskeln sowie in mit 5-Aza/VPA behandelten RMS und Skelettmuskeln unter-
sucht. In keinem der untersuchten Tumoren waren die Methyltransferasen im Vergleich zum
Muskel vermehrt exprimiert. Die Daten stehen zunachst im Gegensatz zu humanen RMS vom
embryonalen Subtyp, fiir die eine durchschnittliche Steigerung der Dnmtl-Expression um das
6,7fache gegeniiber dem Skelettmuskel nachgewiesen wurde [Chen B et al., 1999]. Diese
Diskrepanz ist unter Umstdnden durch Interspezies-Unterschiede erklidrbar. Die Expressions-
level der Dnmtl und Dnmt3a wurden durch die 5-Aza/VPA-Behandlung nicht beeinflusst.
Diese Daten schlieen eine Einflussnahme von 5-Aza auf die Dnmtl und die Dnmt3a jedoch
nicht vollstdndig aus. Western Blot Analysen konnten kldren, ob 5-Aza die Proteinmengen

der Dnmt1 und Dnmt3a beeinflusst.

p21 wird sowohl von 5-Aza als auch von VPA in seiner Expression positiv reguliert [Catalano
MG et al., 2005; Schneider-Stock R et al., 2005]. Die Mechanismen der epigenetischen Regu-
lation der p21-Expression sind umstritten. Wahrend in einigen Modellsystemen und humanen
Tumoren der p21-Promotor methyliert vorliegt, wurde fiir viele Tumorentitidten und auch fiir
Normalgewebe eine p21-Genregulation iiber Promotormethylierung widerlegt [Ying J et al.,

2004] und stattdessen der Deacetylierung von Histonen eine iibergeordnete Rolle bei der
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transkriptionellen Repression zugeschrieben [Archer SY et al., 1998; Blagosklonny MV et
al., 2002]. So wird fiir alle HDAC-I eine Aktivierung der p21-Transkription bestétigt [Bla-
gosklonny MV et al, 2002]. Fir einige Modellsysteme, in denen keine p21-
Promotormethylierung vorliegt, ist eine Aktivierung von p21 durch 5-Aza gezeigt worden.
Scott SA et al. [2006] untersuchten diesen Mechanismus in AML-Zelllinien (Akute Myeloide
Leukédmie) und beschreiben die Freisetzung von HDACI1 und eine Zunahme der Acetylierung

von Histon H3.

Wie in Kapitel 1.3.5 beschrieben, iiberexprimieren RMS der Ptch™®*"*-Mause im Vergleich
zum Muskel p21. Dies konnte erkldren, warum keine weitere Induktion der Transkription
durch die Behandlung mit 5-Aza/VPA detektiert werden konnte. Interessanterweise wurde
aber fiir das Kontrollgewebe Muskel unter 5-Aza/VPA-Behandlung eine gesteigerte p21-
Expression ermittelt. Dies macht deutlich, dass epigenetisch wirksame Therapieansétze nicht
ausschlieBlich und spezifisch auf Tumorzellen wirken, sondern auch die Genexpression im

Normalgewebe beeinflussen kdnnen.

Zusitzlich wurden weitere Gene untersucht, fiir die eine epigenetische Regulation in Tumoren
beschrieben worden ist und die unter der Behandlung mit DNA-Methyltransferase-Inhibitoren
bzw. HDAC-I aktiviert werden (Kap. 4.3.5.2). Bis auf Mageb2 waren alle untersuchten Mar-
kergene bereits in unbehandelten RMS stark exprimiert und es konnte eine epigenetische Rep-

h"°¢”"* Mzusen ausgeschlossen werden. Mageb2 dagegen wur-

ression dieser in RMS von Ptc
de im RMS nicht exprimiert. Die Expression von Mageb2 wird im somatischen Gewebe, au-
fer im Testis, durch Promotor-Hypermethylierung reguliert und die Demethylierung unter
epigenetischer Therapie ist ein oft beobachteter Effekt [Lurquin C et al., 1997; De Smet C et
al., 1999]. Die quantitative Analyse der Mageb2-Expression nach der Therapie mit 5-

Aza/VPA ergab jedoch keine Aktivierung der Expression im RMS.

Auffillig war die differentielle Expression von Mmp2, Wifl und Dapkl im RMS und im MB.
Wihrend im MB keines der Gene exprimiert wurde, zeigte sich eine ausgeprigte Expression
aller drei Gene im RMS. Da den Tumorentitéten die gleiche Mutation zugrunde liegt, sind die
unterschiedlichen Expressionsprofile moglicherweise auf die unterschiedlichen Charakteristi-

ka der Tumorursprungsszellen zuriickzufiihren.

Zusammengefasst ldsst sich festhalten, dass die Wirksamkeit der 5-Aza/VPA-Behandlung an
Ptch-assoziierten RMS durch Acetylierung des Histons H4 nachgewiesen werden konnte. Da

die Acetylierung von Histonen in erster Linie durch VPA vermittelt wird, kann von einer aus-
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reichenden Anflutung von VPA im Tumorgewebe ausgegangen werden. Es konnte aber kein
spezifischer Surrogatmarker fiir die 5-Aza-Wirkung identifiziert werden. Hierfiir kommen
zwei Ursachen in Frage: A) Die untersuchten Marker sind fiir die Tumorentitdt nicht aussage-
kréftig oder B) die Dosierung von 5-Aza war nicht ausreichend, um die Genexpression im

Tumorgewebe zu manipulieren.

Gegen A) wiirde die sorgféltige Auswahl der untersuchten Kandidatengene sprechen, fiir die
entweder in mehreren Studien eine Reaktivierung unter epigenetischer Therapie belegt ist
oder die speziell in pédiatrischen Tumoren untersucht wurden. So konnte z. B. gezeigt wer-
den, dass die Expression von RassflA in embryonalen RMS durch Promotormethylierung
reprimiert wird und dass eine Reaktivierung unter Therapie mit 5-Aza mdglich ist [Harada K

etal., 2002].

Gegen B) spricht der starke chemopriventive Effekt von 5-Aza in der prophylaktischen Stu-
die. Da es sich bei RMS um sehr gut durchblutete Tumoren handelt, kann davon ausgegangen
werden, dass das Medikament den Tumor tatsidchlich erreicht hat. Nicht sicher ist, ob das Me-
dikament dann in die Tumorzelle aufgenommen bzw. nicht sofort wieder aus der Zelle expor-
tiert wurde. Eine Moglichkeit dem nachzugehen sind vergleichende Arrayanalysen, mit denen
die Expression von einer grofleren Anzahl an Genen tiberpriift werden kann. Diese Analysen
konnten entweder an nativem RMS-Material oder an Primérkulturen von Ptch-assoziierten
RMS durchgefiihrt werden. Das Priméarkulturmodell birgt dabei zwei entscheidende Vorteile
gegeniiber Microarrays mit Zelllinien und dem direkten Einsatz von Gewebeproben. Zum
einen handelt es sich um Zellen, die dem urspriinglichen Tumor weit mehr gleichen als eine
Zelllinie. Zum anderen ist es mdglich, die Genexpressionsprofile ein und desselben Tumors
vor und nach seiner Behandlung miteinander zu vergleichen. Dadurch werden Effekte von

interindividuellen Unterschieden weitestgehend ausgeschlossen.

Abschlieflend sei angemerkt, dass auch in anderen Studien mit 5-Aza und VPA ein positiver
Therapieeffekt festgestellt wurde, jedoch ein spezifischer Effekt der einzelnen Substanzen
nicht iiber die Analyse der gewéhlten Surrogatmarker belegt werden konnte [Garcia-Manero

G etal., 2006; Soriano AO et al., 2007].

5.2.5 Detektion einer moglicherweise regulatorisch wirksamen CpG-reichen Region im

Ptch-Promotor
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h"%67*_Musen tatsichlich

Um zu Uberpriifen, ob das wtPtch-Allel in Tumorgeweben von Ptc
durch Methylierung reprimiert wird und die Aktivierung der wtPtch-Expression unter Thera-
pie mit 5-Aza/VPA auf die Demethylierung der Ptch-Promotorregion zuriickzufiihren ist,
wurden CpG-reiche Abschnitte des Promotors nach der Behandlung mit Bisulfit sequenziert.
Mittels Bisulfit-Sequenzierung kann der Methylierungsstatus jedes einzelnen Cytosins be-
stimmt werden. Dies ist eine dul3erst sensitive, wenn auch zeitintensive Methode zur Aufkla-
rung des Methylierungsstatus von Genen. Unter Nutzung der CpG-Insel-Definition nach Ta-
kai D, und Jones PA, [2002] (Kap.1.3.2.1) wurden drei CpG-Inseln in der Ptch-
Promotorregion definiert (Abb. 5). Vier der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten fiinf CpG-
reichen Regionen (A, D, F, L und 1) liegen innerhalb dieser CpG-Inseln. Fiir diese Regionen
wurde keine Methylierung im RMS und im Skelettmuskel festgestellt. Diese Ergebnisse be-
stitigen die Resultate von S. Tauber (AG Hahn), die den Methylierungsstatus fiir die Regio-
nen A, D und F analysiert hat. In ihrer Arbeit wurde allerdings auf das Subklonieren der PCR-
Fragmente verzichtet und stattdessen eine direkte Sequenzierung der PCR-Fragmente durch-
geflihrt, bei der nur Methylierungsunterschiede >30 % detektiert werden konnen [Myohanen
Setal., 1994].

Im Gegensatz zu den Fragmenten A, D, F und L weist das Fragment i, welches 99 bp strom-
abwirts der zweiten Gli-Bindungsstelle liegt [Nagao K et al., 2005] und damit zu keiner der
definierten CpG-Inseln zdhlt, eine substantielle Methylierung sowohl im RMS als auch im
Skelettmuskel auf. Um das regulatorische Potential der Methylierung dieser CpG-reichen Re-
gion zu analysieren, wurde ihr Methylierungsstatus im RMS und im Muskel einer mit 5-Aza
behandelten Maus untersucht. Die Bisulfit-Sequenzierung ergab nur fir die CpG-
Dinukleotide 5 und 9 des Fragmentes i1 unter 5-Aza-Behandlung eine signifikante Demethylie-
rung im Vergleich zu unbehandeltem Tumorgewebe. Die erwartete differentielle Methylie-
rung des wtPtch-Allels und des 467Ptch-Allels im Tumorgewebe erschwert die Detektion der
Wirkung von 5-Aza auf den Ptch-Promotor. Deshalb ist fiir eine abschlieBende Analyse des
regulatorischen Potentials der Region i des Ptch-Promotors die Bisulfit-Sequenzierung weite-

rer 5-Aza/VPA-behandelter Tumoren Voraussetzung.

Da in dieser Arbeit keine vollstindige Sequenzierung des Ptch-Promotors vorgenommen
wurde, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Methylierung von CpG-Dinukleotiden in
anderen nicht untersuchten Bereichen entscheidend zur Repression der wtPtch-Expression
beitrdgt. Es existiert keine exakte Definition der regulatorisch wirksamen CpG-Dinukleotide

des PTCH-Promotors. Studien, die eine Methylierung von PTCH fiir humane Tumorentitdten
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beschreiben, identifizieren unterschiedliche CpG-reiche Regionen, die fiir die epigenetische
Regulation verantwortlich sind. Wolf I et al. [2007] detektierten eine substantielle Methylie-
rung des PTCH-Promotors in Brustkrebsproben etwa 250 bp stromaufwérts des Transkripti-
onsstarts von Exon 1B, die durch eine Behandlung mit 5-Aza demethyliert werden. In Ovari-
alzysten wurde eine Region bis 1000 bp stromaufwérts des Transkriptionsstarts von Exon 1B
untersucht und im Bereich der Gli-Bindungsstellen (etwa -700 bp) methylierte CpG-
Dinukleotide detektiert [Cretnik M et al., 2007]. Fiir MB und BCC wiederum konnten Prit-
chard JI und Olson JM [2008] sowie Cretnik M et al. [2007] keine Methylierung in diesem
Bereich feststellen. Die vier PTCH-Transkripte unterscheiden sich in ihrem ersten Exon und
werden durch verschiedene Promotoren reguliert [Kogerman P et al., 2002]. Dies erschwert
die Identifizierung von regulatorisch wirksamen CpG-reichen Regionen und kann eine Ursa-

che fiir die Differenzen in den unterschiedlichen Studien sein.

5.2.6 Untersuchung des Aktivititsstatus des Hh-Signalweges in MB-Vorlduferldsionen und
asymptomatischen MB nach Behandlung mit 5-Aza/VPA oder genetischer Reduktion
der Dnmt1-Aktivitit

Die durchgefiihrten wtPtch- und Glil-in situ-Hybridisierungen von Kleinhirnen,
MB-Vorlauferldsionen, asymptomatischen und symptomatischen MB sollten Aufschluss tiber
den Aktivititsstatus und somit die Bedeutung der Hh-Signalkaskade in den einzelnen Stadien
der MB-Entwicklung geben. Es wurden Kleinhirne von Dnmt1V*, Ptch™®®”*_Tieren, von mit
5-Aza/VPA behandelten Ptch™®”*-Tieren und von unbehandelten Tieren analysiert. Ein
Vergleich sollte zeigen, ob die Reaktivierung der wtPtch-Expression bzw. die Attenuierung
der Aktivitdt der Hh-Signalkaskade unmittelbar mit der verminderten Progression der Tumo-
ren in mit 5-Aza/VPA behandelten Tieren und in Dnmt1™™*, Ptch™®"*-Mzusen in Verbindung

steht.

Die 67Ptch-Sonde lieferte ein starkes Signal in allen untersuchten MB, nicht aber in den Kor-
nerzellen der Bergman Glia Dies fiihrte zu der Annahme, dass die Ergebnisse der

in situ-Hybridisierung mit der 67Ptch-Sonde nicht verldsslich waren.

Die Hybridisierungen mit der Glil-Sonde ergaben sowohl fiir die asymptomatischen als auch
die symptomatischen MB eine starke Aktivitit der Hh-Signalkaskade und zwar unabhéngig
vom Genotyp und der Behandlung. Die MB-Vorlauferldsionen in mit 5-Aza/VPA behandel-

ten Tieren und Dnmth’+, Ptch™"* _Tieren wiesen keine Glil-Expression auf, was bedeuten
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kann, dass die Hh-Signalkaskade in diesen Zellen tatsiichlich nicht aktiv war. Uber den Ex-

h"%67* Tiere konnte leider keine

pressionsstatus von Glil in den Vorlduferldsionen der Ptc
eindeutige Aussage getroffen werden. In einer anderen Studie wurden jedoch die Kleinhirne
von Ptch™** _Miusen untersucht [Oliver TG et al., 2005]. Dort wurden in den Kleinhirnen
von jungen Madusen Kornerzellprogenitoren detektiert, die bei der Migration aus der dufleren
in die innere Kornerzellschicht in der Molekularis verbleiben und wahrscheinlich MB-

Vorlauferzellen darstellen. Das Expressionsprofil dieser Vorldaufer &hnelte dem von

MB-Zellen und ist durch eine starke Expression von Glil gekennzeichnet.

Dies legt folgende Schlussfolgerung nah: Es ist anzunehmen, dass in Analogie zu
Ptch™*?* _Miusen auch die MB-Vorlduferlisionen von Ptch™®"*-Miusen eine Aktivierung
der Hh-Signalkaskade zeigen. In MB-Vorlduferzellen der mit 5-Aza/VPA behandelten
Ptch™®”*_ und der Dnmt1™", Ptch™*®"*_Tiere ist die Hh-Signalkaskade dagegen nicht aktiv.
Letzteres kann durch die epigenetische Regulation der wtPtch-Expression bedingt sein und
dazu beitragen, dass diese Lisionen sich nicht in einen voll ausgebildeten Tumor weiterentwi-
ckeln kdnnen. Um dies eindeutig zu belegen, miissten die Beobachtungen mit einer weiteren
experimentellen Methode z. B. mit Ki67-Farbungen oder qRT-PCR Analysen an makrodis-

sektierten Vorlduferzellen belegt werden.

In allen voll ausgebildeten MB war die Hh-Signalkaskade dagegen aktiv und es waren keine
Unterschiede zwischen den einzelnen Kohorten zu detektieren. Dies bedeutet, dass die 5-
Aza/VPA-Behandlung oder der heterozygote Dnmtl-Verlust auf Dauer nicht ausreichend
sind, um die Aktivitidt der Hh-Signalkaskade anhaltend in den MB-Vorlauferzellen zu hem-
men und eine Progression zu MB zu verhindern. Dies konnte durch eine zu geringe Dosierung
der epigenetisch aktiven Substanzen bzw. eine Kompensation des Dnmtl-Verlustes durch

andere DNA-Methyltransferasen bedingt sein.

5.3 Doxorubicin inhibiert das Wachstum von Ptch-assoziierten RMS

Das Anthrazyklin Doxorubicin wird zur Therapie von Leukdmien, Lymphomen und einer
Reihe solider Tumoren wie RMS eingesetzt. Es inhibiert die Topoisomerase II, interkaliert in
DNA und fiihrt so zur Entspiralisierung der DNA und zu Doppelstrangbriichen und verhindert
letztlich die Replikation [Rabbani A et al., 2005]. Dariiber hinaus greift Doxorubicin in apop-

totische Vorgédnge ein und vermittelt die Freisetzung zellschddigender Radikale [Minotti G et

149



DISKUSSION

al., 2004]. Zusammengefasst bedeutet dies, dass Doxorubicin einen allgemein zytotoxischen

Effekt vor allem auf proliferierendes Gewebe ausiibt.

Die RMS der Ptch™®”*_Miuse sprachen mit einer Inhibierung des Wachstums auf die Be-
handlung mit Doxorubicin an. Eine vollstdndige Regression der Tumoren war jedoch mit der
verwendeten Dosis von 4x 3 mg/kg KG nicht zu beobachten. Es ist jedoch anzunehmen, dass
eine Tumorregression mit hoheren Dosen des Medikamentes erzielt werden kann. Falls das
zutreffen sollte, kdnnte versucht werden Doxorubicin in Kombination mit signalwegsspezifi-
schen Krebstherapeutika einzusetzen. Dieser Ansatz ist fiir Ptch-assoziierte Tumoren beson-
ders interessant, da sich diese, wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt, durch eine alleinige In-
hibierung der Hh-Signalkaskade nicht im Wachstum hemmen lassen. Im Rahmen eines sol-
chen Therapieschemas konnte Doxorubicin als Induktionstherapie fiir die Inhibierung des
Tumorwachstums und die Reduktion der Tumormasse verwendet werden. Als Konsolidie-
rungstherapie konnte dann eine zweite Medikation wie beispielsweise 5-Aza/VPA zur voll-

stindigen Eliminierung des Tumors eingesetzt werden.

5.4 Zusammenfassung und Ausblick

Die Hh-Signalkaskade ist in vielen Tumoren aufgrund von Ptch-Mutationen konstitutiv akti-
viert. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei neue Therapieansitze fiir Ptch-assoziierte RMS
und MB im Ptch™®"*-Mausmodell untersucht. Bei diesen Ansitzen wurden Cyclopamin, ein
spezifischer Inhibitor des Hh-Signalweges, und die epigenetisch aktiven Substanzen 5-Aza

und VPA eingesetzt.

Die chemopriventive Wirkung von Cyclopamin auf Ptch-assoziierte Tumoren wurde bereits
in Studien anderer Labore belegt. Der Nachweis der Wirksamkeit des Alkaloids gegeniiber
voll ausgebildeten, endogenen Tumoren fehlte jedoch bisher. Die Daten der vorliegenden
Studie zeigen, dass eine lokale Behandlung mit Cyclopamin zwar eine Hemmung der

Hh-Signalkaskade bewirkte, jedoch keinen Effekt auf das Tumorwachstum hatte.

h"°¢7"* _Mausmodell geht mit einer Inaktivierung des wtPtch-Allels

Die Tumorigenese im Ptc
einher, wodurch die Tumoren einen biallelischen Verlust von Ptch aufweisen. In einem zwei-
ten Therapieansatz sollte daher mittels der epigenetisch wirksamen Substanzen 5-Aza/VPA
eine Reaktivierung der wtPtch-Expression erreicht werden, was zur Attenuierung der Aktivi-

tit der Hh-Signalkaskade fiihren und damit das Tumorwachstum stoppen sollte. Eine Behand-
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lung von jungen, tumorfreien Ptch™*®”*-Mausen mit 5-Aza/VPA fiihrte tatsichlich zu einer
signifikant verlidngerten tumorfreien Uberlebenszeit der Miuse. Ein dhnliches Ergebnis wurde
durch die verminderte endogene Expression der Dnmtl erzielt. Obwohl ein Therapieversuch
von klinisch manifesten, voll ausgebildeten Tumoren mit den Substanzen fehlschlug, konnte
die Expression von wtPtch in diesen Tumoren reaktiviert werden. Diese Ergebnisse zeigen,
dass es sich bei Ptch tatsdchlich um ein epigenetisch reguliertes Gen handelt und dass eine
epigenetische Therapie zur Prophylaxe von Ptch-assoziierten Tumoren eingesetzt werden
kann. Dagegen zeigten sich klinisch manifeste Tumoren resistent gegeniiber einer epigeneti-

schen Behandlung.

Die Daten aus den Cyclopamin- und 5-Aza/VPA-Studien lassen somit vermuten, dass zielge-
richtete Therapien gegen Ptch-assoziierte Tumoren nur dann wirksam sind, solange sich die
Tumoren in einem sehr frithen Stadium befinden. Wihrend ihrer Progression werden die Tu-
moren zunehmend resistent gegen eine zielgerichtete Therapie, was auf die Aktivitit anderer
Signalwege in den fortgeschrittenen Tumorstadien hinweist. Fiir diese Hypothese spricht auch
die Tatsache, dass eine konventionelle Chemotherapie mit dem Topoisomerase-Hemmer Do-
xorubicin die Progression von Ptch-assoziierten Tumoren effizient hemmt. Durch dieses Me-
dikament wird die DNA-Replikation blockiert, nicht aber die Aktivitit der Hh-Signalkaskade
reguliert. Aufgrund dieser Daten sollte es moglich sein, eine effiziente antitumorale Wirkung
gegen Ptch-assoziierte Tumoren durch die Kombination von Doxorubicin mit einer zielge-
richteten Therapie hervorzurufen. Hierbei wiirden die Tumoren im Rahmen einer Induktions-
therapie zunédchst hochdosiert mit Doxorubicin behandelt werden, um den Grofteil der Tu-
morzellen zu eliminieren. Im Anschluss wiirde versucht werden, die verbleibenden Zellen,
aus denen sich wieder neue Tumoren entwickeln kdnnen, im Rahmen einer Konsolidierungs-
therapie mit einem signalwegspezifischen Medikament zu bekdmpfen. Ob ein solcher Ansatz

hne067/+

wirksam ist, konnte im Ptc -Mausmodell tiberpriift werden.
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6 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

2 MTD
p
5-Aza
5-mC
A67Ptch

AKT
AML
AP
Apaf-1
Apc
APS

BCA
BCC
Bcl-2
BrdU
BS
BSA

CDK-I
cDNA
Ci
cMTD
CMV
Cos2

DAB
Dapi
Dapkl1
DB

Halfte der maximal tolerierten Dosis
radioaktives Phosphorisotop
5-Aza-2'-Deoxycytidin
5-Methylcytosin

mutantes Ptch

protein kinase B (auch PKB)

Akute Myeloide Leukémie

alkalische Phosphatase

apoptosis protease-activating factor-1
adenomatous polyposis of the colon

Ammoniumpersulfatlosung

2,2’-Bicinchoninsiure

Basalzellkarzinom (engl. basal cell carcinoma)
B-cell leukemia/lymphoma-2
Bromdesoxyuridin

Bindungsstelle

Rinderserumalbumin (engl. bovine serum albumine)

Nukleinsdurekonzentration
Nukleinsdurespezifische Koeffizient
cyclinabhéngige Kinase-Inhibitoren
engl. copy DNA

Cubitus interuptus

kombinierte maximal tolerierte Dosis
Cytomegalievirus

costal2

Tag

3,3’ Diaminobenzidine
4’6-Diamino-2-Phenylindiol
death associated protein kinase-1

Dor Blot
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dCTP
ddH20

DEPC
Dig
DMEM
DMSO
Dnmt
dNTPs
DTT

EDTA
EGL
EZH2

FAM
FCS
FKHR
Fu

G418
Gapd
GCP
Gli
GSK3b

HAT
HBC
HDAC
HDAC-I
HE

Hek

Hh

HRP

Deoxycytosintriphosphat
doppelt destilliertes Wasser

Diethylpyrocarbonat

Digoxygenin

Dulbecco's Modiefied Eagle Medium
N.N.-Dimethylsulfoxid
DNA-Methyltransferase
Deoxynukleotidtriphosphate

Dithhiotreitol

Extinktion
Ethylen-Diamin-Tetraacetat
duBere granuldre Schicht (engl. external granule layer)

enhancer of zeste homolog 2

Verdiinnungsfaktor

6-Carboxy-Fluorescin

fotales Kédlberserum (engl. fetal calf serum)
fork head box O1

fused

Geneticinsulfat 418
Glycerinaldehyd-3-Phosphatase-Dehydrogenase
Kornerzellprogenitoren (engl. granule cell precursor)
glioma-associated oncogene homolog

Glycogensynthase-Kinase 33

Histon

Histonacetyltransferase

45 % 2-Hydroxypropyl-p-Cyclodextrin/PBS

Histondeacetylasen

Histondeacetylase-Inhibitor

Hémalaun und Eosin Farbung

humane embryonale Nierenzelllinie (engl. human embryonal kidney cells)
hedgehog

Meerrettich-Peroxidase (engl. horse radish peroxidase)
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i p.
IC50

IF
Igf2
Igfbp3
IGL
IHC
Ink4a

KAAD
KG
Kif5¢

LB
LINE
LOH

Mageb2
MAPK
MB
MeCP
Mef2c
MGB
MGI
MHC1
Mmp2
mRNA
MTD
MTT
mut

Myfo6

NaVA
NBCCS

intraperitoneal
mittlere inhibitorische Konzentration

Immunfluoreszenz

insulin-like growth factor 2

insulin-like growth factor binding protein 3

innere Kornerzellschicht (engl. internal granual layer)
Immunhistochemie

cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (auch CDKN2A oder p16)

3-Keto-N-aminoethyl-N’-Aminocaproyldihydrocinnamoyl-Cyclopamin
Korpergewicht

kinesin family member 5¢

engl. lysogeny broth
engl. long interspersed nuclear elements

Verlust der Heterozygotie (engl. loss of heterozygosity)

murin

Melanoma Antigen Familie B, 2
mitogen-activated protein kinase
Medulloblastom
Methyl-CpG-Bindungsprotein
myocyte enhancer factor 2¢
engl. minor groove binder
Mouse Genome Informatics
myosin heavy chain 1
Matrix-Metallopeptidase 2

engl. messenger RNA

maximal tolerierte Dosis
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
mutant

myogenic factor 6, MRF4 oder Herculin

Anzahl
Natriumvanadat

Navoides Basalzell-Karzinom oder Gorlin-Syndrom (engl. nevoid basal cell carcinoma
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NCBI
neo

NRAS

nu

pAT
PAX
PBS
PBST
PCR
PFA
pMR
PNET
Ptch
PVDF

q
qRT-PCR

RassflA
Rb

RLU
RMS
RT

SDS
Shh
Shh-N
SM
Smo
Socs 3
SuFu

Taq
TBS

syndrome)

National Center for Biotechnology Information
Neomycin

neuroblastoma ras viral oncogene homolog

nude

Signifikanzniveau
primerspezifische Anlagerungstemperatur
paired box gene O1

phosphatgepufferte Natriumchlorid Losung

phosphatgepufferte Natriumchlorid Losung mit Tween20

Polymerase Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)

Paraformaldehyd

engl. plasmid mouse repetitive
primitiver neuroektodermaler Tumor
patched

Polyvinylidenfluorid

quantitativ

quantitative real time PCR

ras association domain familyprotein 1A
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sonic hedgehog
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suppressor of cytokine signalling 3
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TRITC
tyr
VCT

VPA
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Wnt

wt

X-Gal

Thymidinkinase

Tetramethyl Rhodamine Iso-Thiocyanate
tyrosinase

Volumencomputertomographie

Valproinsdure

Western Blot
WNT inhibitory factor 1
wingless

Wildtyp

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-p-Galaktosid
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