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ZUSAMMENFASSUNG 

ZUSAMMENFASSUNG 
Das preferentially expressed antigen of melanoma (PRAME) ist in einer Vielzahl humaner 

Neoplasien aberrant exprimiert. Da es natürlicherweise vor allem in den Geweben des 

Testis vorkommt, gehört es zur Gruppe der Cancer/Testis-Antigene. Im Gegensatz zu 

anderen Mitgliedern dieser Gruppe, ist PRAME auch in leukämischen Zellen, vor allem in 

der akuten myeloischen Leukämie (AML), exprimiert. Es stellt daher einen wichtigen 

Marker für Diagnose und Monitoring vieler maligner Erkrankungen, insbesondere der 

AML, dar. Die Präsentation von PRAME-Antigenen auf der Oberfläche von Tumorzellen 

macht es zusätzlich zu einem interessanten Kandidaten für Tumor-Immuntherapie-

Ansätze. PRAME-Expression korreliert in mehreren Tumorarten mit einer erhöhten 

Wahrscheinlichkeit zur Ausbildung von Metastasen und einem schlechten klinischen 

Verlauf der Krankheit. Diese Korrelation lässt die Vermutung zu, dass PRAME eine 

kausale Rolle in der Tumorentwicklung spielt. Unterstützt wird dies durch die Feststellung, 

dass PRAME einen dominanten Repressor des Retinsäure- Rezeptor-Signalweges darstellt 

und somit eine onkogene Funktion besitzt. 

Aufgrund der großen Relevanz der aberranten PRAME-Expression in humanen 

Neoplasien, wurde in dieser Arbeit die Regulation des PRAME-Gens näher untersucht. 

Dazu wurde die aktive PRAME-Promotor und 5’-Region des Gens bestimmt und eine 

detaillierte Analyse des Methylierungsstatus dieser, in Korrelation mit der PRAME-

Expression durchgeführt. Hierfür wurden Proben aus dem Knochenmark oder peripherem 

Blut an AML-erkrankter Patienten und gesunder Kontrollpersonen sowie verschiedenen, 

aus soliden und hämatologischen Neoplasien stammenden, Zelllinien verwendet. Des 

Weiteren wurde der Einfluss des PRAME-mRNA-Levels auf die Expression bestimmter 

Apoptose- und multi drug resistance (MDR)-assoziierter Gene evaluiert.  

Die hier gewonnenen Daten zeigen, dass PRAME-Expression direkt abhängig vom 

Methylierungsstatus spezifischer CpG-Dinukleotide in einer sehr CpG-reichen Region 

165bp stomaufwärts und 365bp stomabwärts vom ersten Transkriptionsstartpunkt des 

PRAME-Gens ist. Die aberrante Hypomethylierung spezifischer CpG-Stellen dieser 

Region führt dabei in allen untersuchten Neoplasien zur Expression des PRAME-Gens. 

Wie die Induzierbarkeit durch den Histon-Deacetylase-Inhibitor Trichostatin A zeigt, 

unterliegt die Regulation des PRAME-Gens vielschichtigen epigenetischen Mechanismen. 

Ein Einfluss von PRAME auf die Expression bestimmter Apoptose- und (MDR)-

assoziierter Gene konnte hier nicht festgestellt werden. 
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EINLEITUNG 

1. EINLEITUNG 

1.1 Die Akute Myeloische Leukämie (AML)  

Leukämien sind eine heterogene Gruppe von malignen Erkrankungen der 

hämatopoetischen Stamm- und Vorläufer-Zellen des Knochenmarks. Sie sind durch eine 

deutliche Erhöhung der Leukozytenzahl, Ausschwemmung leukämischer Blasten in das 

Blut und Verdrängung der normalen Hämatopoese charakterisiert. Die leukämischen 

Blasten einer Leukämie sind monoklonalen Ursprungs und stammen daher alle von einer in 

einer bestimmten frühen Differenzierungsphase transformierten Vorläuferzelle ab. Am 

Prozess der Transformation (Leukemogenese) einer Vorläuferzelle können multiple 

genetische und epigenetische Veränderungen beteiligt sein. Je nach Verlauf der Krankheit 

werden Leukämien als chronisch oder akut, und je nach betroffenem Zelltyp als 

lymphatisch oder myeloisch, bezeichnet. Man unterscheidet daher grundsätzlich vier 

Leukämietypen: Die Chronische Lymphatische Leukämie (CLL), die Chronische 

Myeloische Leukämie (CML), die Akute Lymphatische Leukämie (ALL) und die Akute 

Myeloische Leukämie (AML). 

Akute Leukämien beginnen, im Gegensatz zu chronischen Leukämien, meist relativ 

plötzlich und sind durch einen raschen Verlauf gekennzeichnet in welchem die normalen 

Blutzellen von den sich schnell vermehrenden leukämischen Vorläuferzellen verdrängt 

werden. Die AML ist durch einen Block in der myeloischen Differenzierung in der 

Hämatopoese charakterisiert [FIALKOW et al. 1987]. Dies führt zu einer Anhäufung von 

proliferierenden myeloischen Vorläuferzellen, in Knochenmark und peripherem Blut, 

welche nicht in der Lage sind zu funktionierenden Blutzellen auszudifferenzieren. Diese 

Blasten verdrängen die funktionellen, ausdifferenzierten Blutzellen was zur klinischen 

Manifestierung der Leukämie führt [HOELZER & SEIPEL 1998]. Man unterscheidet 

zwischen der neu erworbenen primären AML und der sekundären AML, welche u. a. durch 

die Behandlung anderer Neoplasien durch alkylierende Substanzen, wie Cyclophosphamid, 

Topoisomerase II Blocker, wie Etoposid, oder ionisierende Strahlung entstehen kann [PUI 

et al. 1998; SCANDURA et al. 2002]. Andere prädisponierende Faktoren für eine sekundäre 

Leukämie sind genetische Veränderungen wie Trisomie 21 oder die Fanconi-Anämie 

[FERTI et al. 1996]. Die primäre AML wird vorwiegend durch erworbene Mutationen und 

chromosomale Rearrangements, wie Chromosomen-Translokationen und deren 

resultierende Fusionsproteine, hervorgerufen.  
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EINLEITUNG 

 
Abbildung 1.1: FAB-Klassifikation der 
AML. Der prozentuale Anteil an der 
Gesamtmenge von AML-Erkrankungen und 
häufige zytogenetische Aberrationen sind 
in Klammern angegeben.  
M0: Undifferenziert (2-3%), M1: AML ohne 
Granulierung (20%), M2: AML ohne 
Granulierung (25-30%; t(8:21)), M3: 
Promyelozytäre Leukämie (APL) (5-
15%;t(15;17) & t(11;17)), M4: Akute 
myelomonozytäre Leukämie (20-25%; 
inv(16), del(7q)), M5: Akute monozytäre 
Leukämie (M5a undifferenziert, M5b 
differenziert) (20-25%; t(9;11)), M6: Akute 
erythrozytäre Leukämie (5%; del(7q)), M7: 
Akute megakaryoblastische Leukämie (1-
2%) 

 
Zurzeit existieren verschiedene Klassifikationen der AML. Die gebräuchlichste Einteilung 

erfolgt nach der FAB-Klassifikation (French-American-British) basierend auf 

morphologischen, zytochemischen und differenzierungsspezifischen Charakteristika 

[BENNETT et al. 1976]. Akute myeloische Leukämien werden hier in 8 FAB-Subgruppen 

(M0 bis M7) eingeordnet (Abbildung 1.1). Zusätzlich zur FAB-Klassifikation wurden 

bestimmte chromosomale Veränderungen, wie Translokationen, bestimmten AML 

Subtypen, Phasen des Krankheitsverlaufs und Prognosen zugeordnet [HARRIS et al. 1999]. 

 

1.2 Tumorimmunologie und Tumorantigene 

1.2.1 Erkennung von Tumoren durch das Immunsystem 
Im Rahmen der Entstehung von Neoplasien kommt es zu einer veränderten Expression von 

Proteinen und somit Peptiden/Antigenen, die vom Immunsystem, insbesondere von T-

Zellen, als fremd erkannt werden können (Abbildung 1.2) [BURNET 1970]. Solche 

tumorassoziierten Antigene (TAA) können sowohl Ziel der angeborenen als auch der 

adaptiven Immunantwort sein [WANG et al. 2004; FILACI et al. 2006; WATANABE et al. 

2006].  
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Als Effektorzellen der angeborenen Immunität fungieren dabei u. a. Natürliche 

Killerzellen und Makrophagen [WHITESIDE & HERBERMAN 1995; GODFREY 2000; 

JAKOBISIAK 2003].  

Als Effektorzellen der adaptiven Immunität fungieren vor allem die CD8+ T-Zellen 

[SMYTH 2001]. Diese können Tumor-Peptide, welche auf MHC I-Molekülen präsentiert 

werden, direkt auf der Tumorzelle („direct priming“) oder auf Antigen-präsentierenden 

Zellen („cross priming“) erkennen [OCHSENBEIN 2001; QUATAN 2004].  

 

 
Abbildung 1.2: T-Zell-Erkennung von Tumorantigenen [aus Cancer Medicine]. CD4+ und 
CD8+ T-Zellen exprimieren genomisch kodierte, polymorphe T-Zell-Rezeptoren, welche auf 
MHC-Klasse II bzw. I präsentierte, von Tumor-Proteinen/Antigenen stammende Peptide 
erkennen. Eine Erkennung von Tumorzellen durch Tumor-spezifische T-Zellen kann zur Lyse 
der Tumorzellen und damit zur Reduzierung des Tumors führen. 

 

Die Tumor-Peptide entstammen von Tumor-Proteinen/Antigenen, welche im Proteosom 

gespalten, ATP-abhängig über das TAP-Transportsystem in das zytoplasmatische 

Retikulum gebracht, mit dem MHC I-Molekül verbunden und schließlich präsentiert 

wurden. Die Präsentation für die Effektorzellen findet in den lymphatischen Organen statt. 

Die spezifische Interaktion des T-Zell-Rezeptors (TCR) einer CD8+ T-Zelle mit dem 

Antigen auf der Oberfläche der Tumorzelle oder der Antigen-präsentierenden Zelle 

bewirkt die Aktivierung eines naiven Lymphozyten, seine klonale Expansion, Proliferation 

und schließlich Transformation in einen zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL), welcher 

fähig ist maligne Zellen im peripheren Gewebe zu lysieren (Abbildung 1.2). Als 
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Effektormechanismen der CTL dienen dabei die Sekretion von Perforin, Interferon-γ, TNF, 

GM-CSF und FasL sowie freigesetzte, enzymatische Proteasen [BARTH 1991]. CD4+ T-

Lymphozyten spielen in der Tumorimmunologie ebenfalls eine Rolle, indem sie beim 

„cross-priming“ die Antigen-präsentierenden Zellen unterstützen oder gar ersetzen 

[GREENBERG 1991; OSSENDORP 1998]. Die von ihnen erkannten Epitope müssen von 

MHC-Klasse II-Molekülen, deren Expression in verschieden Neoplasien sehr variiert, 

präsentiert werden (Abbildung 1.2).  

Trotz dieser Mechanismen findet in vielen Fällen keine effektive Immunabwehr 

gegen Tumoren statt. Hierfür gibt es verschiedene Erklärungsversuche, wie z. B. die 

Suppression der Effektorzellen durch regulatorische T-Zellen [CHEN et al. 2005] oder das 

Fehlen von kostimulatorischen Molekülen [KOYAMA et al. 1998], die für die klonale 

Expansion der CTL nötig sind. Aber auch der Verlust oder das Fehlen der Expression von 

MHC I-Molekülen oder des Antigens durch die Tumorzellen [GARRIDO et al. 1997], 

wodurch sie kein Ziel mehr für zytotoxische T-Zellen darstellen, ist eine Möglichkeit wie 

der Tumor der Immunüberwachung entgehen kann.  

Da jedoch viele Tumoren Tumorassoziierte Antigene (TAA) exprimieren und 

präsentieren, können diese als Basis für viele immuntherapeutische Ansätze, deren Ziel es 

ist durch Potenzierung der natürlich vorkommenden Immunantwort Tumorzellen gezielt zu 

zerstören, dienen. 

 

1.2.2 Tumorantigene 
Ein modellhaftes, ideales TAA ist für den Malignom spezifisch, enthält 

Aminosäuresequenzen die von MHC-Komplexen gebunden und präsentiert werden, wird 

durch T-Zellen erkannt, unterliegt keinen Expressionsschwankungen und induziert idealer 

Weise eine spontane, hochfrequente, zelluläre Immunantwort [VONDERHEIDE 2002]. 

Die Identifizierung des ersten, durch CD8+ T-Zellen erkannten, TAA, MAGE-1, 

gelang beim malignen Melanom mit Hilfe des "T lymphocyte epitope cloning", auch 

"autologous typing" genannt [VAN DER BRUGGEN 1991]. Bei diesem Verfahren erfolgt die 

Identifizierzung der TAA über die Analyse von cDNA Bibliotheken, welche aus Tumor-

Gewebe gewonnen werden. Diese Bibliotheken werden in Zielzellen mit definierter MHC-

Expression transfiziert und mittels tumorspezifischer (autologer) T-Zelllinien gescreent. 

Die meisten Tumorantigene wurden mittels dieser Technik charakterisiert [BOON et al. 

1997].  
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TAA können, nach ihren Merkmalen, in verschiedene Gruppen eingeteilt werden. 

Es gibt Differenzierungsantigene, überexprimierte Antigene, tumor-spezifische Mutations-

Antigene, virale Antigene und Cancer/Testis-Antigene [BOON 1997; COULIE 1999; 

RENKVIST 2001]. Differenzierungsantigene werden sowohl im Tumor, als auch im 

normalen Gewebe, aus welchem der Tumor entstanden ist exprimiert. Beispiele sind die 

Melanom-assoziierte Tyrosinase und die tyrosinase related Proteine TRP-1 und -2, welche 

an der Melaninbiosynthese beteiligt, das prostate specific antigen (PSA) und das 

embryonale carcinoembryonic antigen (CEA) [LITVINOV et al. 1994 & 1997; VAN DEN 

EYNDE & BOON 1997; STEPHAN et al. 1999; COULIE et al. 1999]. Überexprimierte 

Antigene werden im Vergleich zu gesundem Gewebe im Tumor, gleichen histologischen 

Ursprungs, verstärkt exprimiert. Ihre Überexpression im Tumor kann zu einer 

Immunreaktion führen [NOVELLINO et al. 2005]. Zu Vertretern dieser Gruppe von TAA 

gehören Proteine wie Her2/neu, hTert, MUC1, p53, survivin und WT1. Mutations-

Antigene sind tumorspezifische Antigene, welche durch Punktmutationen, z. B. des 

Onkogens RAS oder des Tumorsuppressorgens p53 oder Translokationen, wie dem 

Fusionsprotein BCR/ABL in chronisch myeloischen Leukämie, entstehen [BOON & VAN 

DER BRUGGEN 1996]. Virale Antigene stammen von onkoviralen Proteinen, die von Viren 

exprimiert werden, die in der Lage sind eine maligne Transformation von humanen Zellen 

zu verursachen [COULIE et al. 1999]. Solche Viren sind z. B. HPV (insbesondere Typ 16 

und 18) beim Zervixkarzinom, HTLV-1 bei Leukämien und Lymphomen, EBV beim 

Burkitt-Lymphom und HHV-8 beim Kaposi-Sarkom. Auch gegen TAA dieser Viren 

konnten CD8-T-Zell-Anworten nachgewiesen werden [KHANNA & BURROWS 2000; 

RUDOLF et al. 2001; WILKINSON et al. 2002]. Cancer/Testis-Antigene (CTA) werden 

vorwiegend in Tumor- und Testis-Gewebe, in manchen Fällen auch in Plazenta, 

exprimiert. Ihre Expression in Testis- und Plazentagewebe führt zu keiner 

Autoimmunreaktion, da dort keine MHC- Klasse I- und II-Moleküle exprimiert werden 

[JASSIM et al. 1989]. Aufgrund ihrer spezifischen, lokalen Expression stellen sie besonders 

gute Ziele für eine Immuntherapie dar. Wichtige Vertreter dieser Gruppe von Antigenen 

sind die Mitglieder der MAGE-, BAGE und GAGE-Familie, sowie LAGE, NY-ESO-1, 

OY-TES-1 und PRAME [BOON & VAN DER BRUGGEN 1996; IKEDA et al. 1997; SCANLAN 

et al. 1998; WANG & ROSENBERG 1999 und OLD 2001]. 

Die Regulation der Expression vieler CTA ist bisher ungeklärt. Einige jedoch 

unterliegen epigenetischen Regulationsmechanismen [DE SMET et al. 1999]. 
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1.3 Epigenetik 

Die Epigenetik umfasst alle mitotisch und meiotisch vererbbaren Mechanismen der 

Genexpressionsänderung von Zellen, denen keine Änderungen der DNA-Sequenz 

zugrunde liegen, sondern Prozesse, die außerhalb (epi, griechisch) der konventionellen 

Genetik begründet sind. Epigenetische Mechanismen sind u. a. die Modifikationen der 

Histone, durch Phosphorylierung, Methylierung, Acetylierung, Ubiquitinylierung oder 

Poly(ADP)-Ribosylierung als auch die Methylierung des 5’-Rests von Cytosin-Basen der 

DNA (Abbildung 1.3) [STRAHL 2000]. Diese epigenetischen Prozesse spielen bei 

zahlreichen physiologischen Prozessen, wie der Inaktivierung des X-Chromosoms, dem 

genomischen Imprinting, der Entwicklung des Embryos und dem Schutz vor 

intragenomischen Parasiten, aber auch beim Alterungsprozess und bei malignen 

Erkrankungen eine wichtige Rolle [MONK 1995]. So besitzen viele Krebszellen einen 

aberranten Epigenotyp, welcher zu einer falschen Genexpression und dem malignen 

Phänotyp führt. 

 

1.3.1 Histon Acetylierung 
Die Histon-Acetylierung findet an den Lysin-Resten der terminalen, flexiblen Histon-

Domänen statt. Die Histone H2B (K5, K12, K15, K20), H3 (K9, K14, K18, K23) und H4 

(K5, K8, K12, K16) können an jeweils vier, das Histon H2B (K5, K9) an zwei Lysin-

Resten acetyliert werden [STERNER & BERGER 2000]. Die Acetylierung wird durch 

verschiedene Histon-Acetyl-Transferasen (HAT), die meist in größeren Proteinkomplexen 

vorliegen, vermittelt. Durch die Acetylierung der Lysinreste wird deren positive Ladung 

neutralisiert und somit die Wechselwirkung zwischen den Histonen und der negativ 

geladenen DNA geschwächt [FLETCHER & HANSEN 1996; WORKMAN & KINGSTON 1998]. 

Die dadurch gelockerte Struktur des Chromatins erleichtert Proteinen, wie 

Transkriptionsfaktoren, den Zugang zur DNA, was einen essentiellen Schritt zur 

transkriptionellen Aktivierung von Genen darstellt (Abbildung 1.3) [LEE et al. 1993; ROTH 

et al. 2001]. Manche Proteine erkennen spezifisch acetyliertes Lysin und werden somit 

direkt durch die Histon-Acetylierung rekrutiert. Interessanter Weise befinden sich unter 

diesen Proteinen auch mehrere HAT. Dies impliziert ein mögliches Modell, wie Histon-

Acetylierung über Replikation und Mitose als stabile Markierung, dem „Histon-Code“, 

aufrechterhalten werden könnte [BERGER 2002].  
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Gegenspieler der HAT sind die Histon-Deacetylasen (HDAC). Die Mitglieder 

dieser Proteinfamilie katalysieren die Deacetylierung der N-terminalen Lysinreste was zu 

einer verschlossenen Chromatinstruktur, dem lösen von Transkriptionsfaktoren und somit 

zu einer nachfolgenden Blockade der Transkription führt (Abbildung 1.3). Eine Vielzahl 

heterogener Substanzen ist in der Lage, HDAC zu binden und durch die Blockade ihrer 

enzymatischen Aktivität eine Hyperacetylierung von Histonen zu vermitteln. Zwei dieser 

Substanzen, welche als Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDAC-I) bezeichnet werden, 

wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet: Trichostatin A (TSA) und Valproinsäure 

(VPA). Die Hydroxaminsäure TSA ist ein aus Streptomyces platensis gewonnenes, 

fungistatisches Antibiotikum, welches die Aktivität der HDAC reversibel hemmt [TSUJI et 

al. 1976; YOSHIDA et al. 1990]. VPA ist eine kurzkettige Fettsäure, welche das Wachstum 

von Primärtumoren und Metastasen supprimieren und eine Redifferenzierung von 

Tumorzellen in vitro und in vivo hervorrufen kann [PHIEL et al. 2001; GÖTTLICHER et al. 

2001; BLAHETA et al. 2002].  

 

 
Abbildung 1.3: Chromatinmodifikationen. Posttranslationale Modifikationen an 
Histonproteinen durch Methylierungs- (Me), Phosphorylierungs- (P) oder Acetylierungsvorgänge 
(Ac) führen zu einer Veränderung der Nukleosomenstruktur. DNA-Methylierung und Histon-
Deacetylierung induzieren eine kompakte Chromatinkonfiguration und transkriptionelle 
Repression. Histonacetylierung und DNA-Demethylierung relaxieren das Chromatin und 
erlauben transkriptionelle Aktivierung. HDAC = Histon-Deacetylase; HAT = Histon-Acetyl-
Transferase 

 

Störungen im Zusammenspiel von HAT und HDAC stehen auf vielfältige Weise mit der 

Entwicklung von Tumoren in Verbindung [MAHLKNECHT & HOELZER 2000; URNOV et al. 

2000; TIMMERMANN et al. 2001]. So konnten in verschiedenen Tumortypen Mutationen 
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oder Translokationen der beiden HAT CBP und p300 gefunden werden [GILES et al. 

1998]. Mehrere Fusionsproteine, welche durch Chromosomen-Translokationen entstehen, 

wie AML1-ETO oder Laz3/BCL6, interagieren mit HDACs und können so zur 

fehlgeleiteten Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen führen [DHORDAIN et al. 1998; 

WANG et al. 1999]. 

 

1.3.2 DNA-Methylierung  
Der evolutionär sehr alte und weit verbreitete Prozess der DNA-Methylierung ist bereits 

bei Prokaryonten zu finden [NOYER-WEIDNER 1993]. Methylierung ist die einzige 

bekannte post-synthetische Veränderung der DNA. Bei Säugetieren versteht man unter 

DNA-Methylierung die kovalente Bindung eines Methylrestes an das Kohlenstoffatom 

fünf des Pyrimidinrings der Base Cytosin. Die Cytosin-Methylierung erfolgt in Vertebraten 

vorwiegend symmetrisch an beiden DNA-Strängen eines CpG- (Cytosin-Phosphat-Guanin) 

Palindroms [GRUENBAUM et al. 1982]. In vereinzelten Fällen kann aber auch nur ein 

Cytosin eines CpG-Palindroms methyliert sein. Solche CpGs bezeichnet man als „hemi-

methyliert“. Es gibt auch Berichte über Methylierung in CmpNpG oder CmC(A/T)GG 

Sequenzen, jedoch scheint auch dies die Ausnahme zu sein [CLARK et al. 1995; 

FRANCHINA & KAY 2000; MALONE et al. 2001]. Durch die Methylierung der DNA gewinnt 

das Genom immens an Informationsgehalt. So gibt es bei geschätzten 50 Millionen CpG-

Stellen 250.000.000 mögliche Kombinationsmöglichkeiten von methylierten und 

unmethylierten CpGs. 

 

1.3.2.1 Vorkommen und Verteilung von CpG-Dinukleotiden im menschlichen Genom 

Im menschlichen Genom sind etwa 70 bis 80 Prozent der CpG-Dinukleotide (CpGs) 

methyliert, was etwa drei Prozent aller Cytosine im Genom entspricht [EHRLICH et al. 

1982]. Die meisten davon befinden sich in den sehr CpG-reichen Sequenzen der 

perizentromeren Regionen, dem inaktivierten X-Chromosom der Frau und in Genen, 

welche dem „Imprinting“ unterliegen. [YODER 1997]. Desweiteren kommt es bei 

pathologischen Veränderungen oft zu einer Hypermethylierung von CpG-Inseln.  

Im Laufe der Evolution hat sich der Anteil an CpGs in den Genomen deutlich 

reduziert. So liegt die Häufigkeit des Dinukleotides CpG etwa 10-20fach unter dem 

Erwartungswert von 1/16 [LAIRD 1996; ANTEGUERA & BIRD 1993 a; ANTEGUERA & BIRD 

1993 b]. Dies ist vor allem darin Begründet, dass eine hydrolytische Deaminierung von 
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methyliertem Cytosin (5-mC) zu Thymin etwa zwei bis drei Mal häufiger auftritt als eine 

Deaminierung von unmethyliertem Cytosin zu Uracil (Abbildung 1.4). Zudem kann die 

entstehende G:U-Fehlpaarung im Gegensatz zur G:T-Fehlpaarung durch das Enzym 

Uracil-DNA-Glycosylase erkannt und repariert werden [COULONDRE et al. 1978; LINDAHL 

1982]. Zusätzlich erhöht CpG-Methylierung die Empfindlichkeit der DNA gegenüber 

Noxen wie UV-Licht [TOMMASI et al. 1997] und Karzinogenen wie Benzpyren 

[DENISSENKO et al. 1997; CHEN et al.1998]. Dies alles führt zu einer deutlich erhöhten 

Mutationsfrequenz von 5-mC gegenüber anderen Nukleotiden und damit zur so genannten 

„CpG-suppression“.  

 

 
Abbildung 1.4: Transitionen von Cytosin. Durch eine DNA-Methyltransferase (DNMT) wird 
eine Methylgruppe von S-Adenosylmethionin (SAM) auf Cytosin übertragen, und es entsteht 5-
Methylcytosin und S-Adenosylhomocystin (SAH). 5-Methylcytosin kann durch hydrolytische 
Desaminierung in Thymin umgewandelt werden. Die Umwandlung von Cytosin zu Thymin kann 
auch über die Desaminierung von Cytosin zu Uracil geschehen, welches in einer nachfolgenden 
DNA-Replikation als Thymin gelesen wird. 

 

Über das gesamte Genom von Säugertieren verteilt finden sich, vorwiegend in den 5’-

Regionen von Gene, DNA-Bereiche mit deutlich erhöhter CpG-Häufigkeit. Diese 

sogenannten CpG-Inseln haben eine Länge von 0,2 bis 5kb und machen etwa 1 bis 2% des 

gesamten Genoms aus [ANTEGUERA & BIRD 1993 a; BIRD 1986; CROSS 1994]. Sie wurden 

von GARDINER-GARDEN & FROMMER 1987, als ein Bereich mit einer Länge von mehr als 

200bp, einem GC-Gehalt von über 50% und einem Verhältnis der beobachteten zur 
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erwarteten CpG-Häufigkeit von mindestens 0,6 definiert. Da diese Kriterien aber auch 

viele repetitive Alu-Elemente erfüllen, wurden stringentere Parameter für die Definition 

von CpG-Inseln eingeführt: Länge ≥ 500bp, GC-Gehalt ≥ 55% und beobachtete/erwartete 

CpG-Häufigkeit ≥ 0,65 [TAKAI & JONES 2002; WANG & LEUNG 2004]. CpG-Inseln liegen 

normalerweise unmethyliert vor und unterliegen somit nicht der oben beschriebenen 

„CpG-suppression“ [BAYLIN et al. 1998]. Der Grund dafür liegt vermutlich in ihrer Lage 

in den 5’-Regionen von Genen, wo sie durch die Bindung bestimmter 

Transkriptionsfaktoren, wie z. B. Sp1, und eine aktive Transkription vor Methylierung 

geschützt sind [CLARK & MELKI 2002].  

 

1.3.2.2 Etablierung und Aufrechterhaltung des DNA-Methylierungsmusters  

Der Prozess der DNA-Methylierung wird postreplikativ durch DNA-Methyltransferasen 

(DNMT) katalysiert. Dabei wird eine Methylgruppe vom Methyldonor S-Adenosyl-L-

Methionin (SAM) auf das fünfte Kohlenstoffatom des Pyrimidinrings der Base Cytosin in 

einem CpG transferiert, wobei 5-Methylcytosin und S-Adenosylhomocystin (SAH) 

entstehen (Abbildung 1.4) [BESTOR 2000]. Beim Menschen sind bisher fünf verschiedene 

DNMT bekannt: DNMT1, 2, 3A, 3B, 3L [BESTOR 2000]. Die einzelnen Funktionen der 

DNMT sind noch nicht vollständig geklärt. Da DNMT1 eine deutlich erhöhte Affinität zu 

hemi-methylierter DNA, gegenüber unmethylierter DNA, besitzt, gilt sie als Erhaltungs-

Methyltransferase, welche für die Übertragung des Methylierungsmusters auf den 

Tochterstrang nach der DNA-Replikation verantwortlich ist [PRADHAN et al. 1999; 

HERMANN et al. 2004a]. Für rekombinantes DNMT2 Protein konnte in vitro und in vivo 

eine schwache enzymatische Aktivität gezeigt werden, jedoch ist die biologische Funktion 

dieses Enzyms weiterhin unbekannt [HERMANN et al. 2003; LIU et al. 2003; HERMANN et 

al. 2004b]. DNMT3A und DNMT3B sind vermutlich de novo Methyltransferasen und 

somit für die Etablierung eines korrekten Methylierungsmusters zuständig [OKANO et al. 

1998; OKANO et al. 1999]. Für DNMT3L konnte bisher keine eigene 

Methytransferaseaktivität nachgewiesen werden, jedoch zeigte DNMT3L in Mausmodellen 

eine stimulierende Wirkung auf DNMT3A und DNMT3B [CHEDIN et al. 2002; HATA et al. 

2002]. Die Etablierung und Aufrechterhaltung des Methylierungsmusters durch DNMT ist 

von elementarer Bedeutung. Dies verdeutlichen Versuche mit DNMT-defizienten Mäusen, 

welche bereits während der Embryogenese letale Entwicklungsstörungen zeigten [LI et al. 

1992; LI et al. 1993]. Auch in humanen Tumorzellen konnte gezeigt werden dass die 
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Stilllegung der beiden DNMT 1 und 3B zu einer Hypomethylierung der DNA vieler 

bekannter Tumor Suppressor Gene (TSG) führt [RHEE et al. 2002; PAZ et al. 2003].  

Noch weniger als über die Mechanismen der Methylierung der DNA ist über die 

Mechanismen der Demethylierung bekannt. Ein anerkannter Prozess welcher zu 

Hypomethylierung führt ist die passive Demethylierung durch Reduktion der 

Methyltransferase-Aktivität [ADAMS et al. 1990]. Da in einigen Fällen eine vollständige 

Demethylierung von DNA-Bereichen innerhalb weniger Stunden beobachtet werden 

konnte, ist es wahrscheinlich, dass auch Mechanismen zur aktiven Demethylierung 

existieren [WOLFFE et al. 1999]. So kann 5-Methylcytosin durch Cytosin ausgetauscht 

werden indem es durch 5-Methylcytosin-DNA-Glykosylase vom Phosphodiester-Rückgrat 

der DNA abgespalten und anschließend mittels DNA-Reparaturmechanismen durch 

Cytosin ersetzt wird [RAZIN et al. 1986; JOST et al. 1995]. Einen weiteren möglichen 

Mechanismus zur aktiven Demethylierung stellt die Abspaltung der Methylgruppe durch 

Hydrolyse dar. Es konnte gezeigt werden, dass das klonierte Enzym 5-Methylcytosin-

Demethylase 5-Methylcytosin zu Cytosin und Methanol hydrolysieren kann 

[BHATTACHARYA et al. 1999; RAMCHANDANI et al. 1999]. Inwiefern dieser Prozess 

allerdings in vivo stattfindet ist fraglich.  

 

1.3.2.3 DNA-Methylierung und Genexpression 

DNA-Methylierung und Genexpression korrelieren in den allermeisten Fällen invers zu 

einander (Abbildung 1.3). Starke Methylierung führt meist zur Inhibition der Transkription 

eines Gens. Hierfür sind zwei verantwortliche Mechanismen bekannt. Zum einen inhibiert 

Methylierung die Bindung vieler Transkriptionsfaktoren, wie AP-2, CREB, E2F oder NF-

κB, an deren Konsensussequenzen der DNA [RAZIN & RIGGS 1980; SINGAL et al. 1999; 

ATTWOOD et al. 2002]. Zum anderen kann eine starke Methylierung im Bereich von CpG-

Inseln zur Rekrutierung von Methyl-CpG-Bindungsdomäne (MBD)-Proteinen führen, 

welche methylierungsspezifisch an DNA binden und mit Histon-modifizierenden 

Proteinen, wie Histon-Deacetylasen (HDAC), interagieren können [FRAGA et al. 2003; 

KLOSE et al. 2005; JONES et al. 1998; NG et al. 2000]. Durch die resultierende 

Deacetylierung, durch die HDAC, kommt es zu einer lokalen Chromatinkondensation was 

zur Unzugänglichkeit des betroffenen Promotors für die Transkriptionsmaschinerie und 

somit zur Stilllegung des betroffenen Gens führt [NAN et al. 1998; TAZI & BIRD 1990; 

JAENISCH & Bird et al. 2003]. Zur Familie der MBD-Proteine zählen fünf Mitglieder: 
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MBD1, MBD2, MBD3, MBD4 und Methyl-CpG-bindendes Protein 2 (MeCP2) 

[HENDRICH & BIRD 1998] Auch die Methyltransferase DNMT1 bindet an ihrem N-

terminalen Ende HDAC und andere Co-Repressoren der Transkription, so dass hier DNA-

Methylierung und die Herstellung eines inaktiven Chromatinstatus parallel ablaufen 

[ROBERTSON et al. 2000].  

Nicht vollständig geklärt ist die Frage, an welcher Stelle die DNA-Methylierung 

und die folgende Chromatininaktivierung in den Prozess der Stilllegung eines Gens 

einzuordnen sind. Es ist nicht völlig klar ob DNA-Methylierung als erster Schritt und somit 

Ursache der Stilllegung eines Gens oder als Folge und Endpunkt von 

Transkriptionsinhibition zu sehen ist [BAYLIN & BESTOR et al. 2002; CLARK et al. 2002]. 

Eine fortlaufende Transkription scheint die 5’-Region eines Gens vor Methylierung zu 

schützen. Dies konnte u. a. für das CTA MAGE-A1 gezeigt werden [DE SMET et al. 2004]. 

Bei menschlichen Mammaepithelzellen im Selektionsprozess konnte gezeigt werden, dass 

zunächst die Expression von p16INK4 supprimiert und dann erst die Promoter-

Hypermethylierung einsetzt [FOSTER et al. 1998; HUSCHTSCHA et al. 1998]. Auch in 

diesem Fall konnte durch eine Behandlung mit hypomethylierenden Agenzien die 

Expression des Gens wieder reaktiviert werden. Methylierung scheint hier also als 

sekundäres Element der Stilllegung eines Gens zu fungieren um den inaktiven Status 

aufrechtzuerhalten [BACHMAN et al. 2003]. Allgemein scheint die epigenetische 

Regulation ein dynamischer Prozess zu sein, der die Transkription eines Gens graduell und 

in mehreren Schritten reguliert. Dabei besteht eine intensive, sich selbst verstärkende 

Rückkopplung zwischen dem „CpG-Methylierungs-Code“ und dem „Histon-Code“ 

[JAENISCH & Bird et al. 2003]. 

 

1.3.2.4 Funktionen der DNA-Methylierung und der folgenden Chromatininaktivierung 

Die Regulation der Genexpression durch DNA-Methylierung und Histon-Deacetylierung 

spielt eine wichtige Rolle bei vielen physiologischen Prozessen. So können z. B. durch die 

methylierungsgesteuerte Aktivierung und Deaktivierung von Genen während der 

Embryogenese Zellen, die genetisch identisch sind, unterschiedliche Expressionsmuster 

ausbilden und sich so zu verschiedenen Zellen und Geweben differenzieren [LI et al. 

2002]. Auch bei der Allel-spezifischen Expression, dem so genannten „Imprinting“ spielt 

DNA-Methylierung eine entscheidende Rolle. Durch die Methylierung so genannter 

„differentially methylated regions“ (DMR) wird eines von zwei Allelen, entweder das 
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mütterliche oder das väterliche, abgeschaltet, so dass das betreffende Gen nur von einem 

Allel exprimiert werden kann [MANN et al. 2000; REIK & WALTER 2001; ROBERTSON et 

al. 2005]. Die vollständige Methylierung eines der beiden weiblichen X-Chromosomen, in 

der frühen Embryonalentwicklung, führt zu dessen Kondensation, der Ausbildung des 

lichtmikroskopisch sichtbaren Barr-Körperchens und sehr stark eingeschränkter 

Genaktivität [AVNER & HEARD 2001]. Neben diesen Funktionen wird vermutet, dass 

DNA-Methylierung im Säugergenom auch dem Schutz vor parasitärer autonomer DNA, 

wie Transposons und Retroviren dient [YODER et al. 1997; O’NEILL et al. 1998]. Durch die 

transkriptionshemmende Wirkung wird die Aktivierung solcher Elemente inhibiert. Zudem 

führt die Mutationsanfälligkeit von 5-mC zu Thymin zu einer dauerhaften Inaktivierung 

der parasitären Elemente.  

 

1.3.2.5 DNA-Methylierung und Krankheit 

In vielen Tumorzellen, ist sowohl eine globale Hypomethylierung als auch eine Regionen-

spezifische Hypermethylierung zu finden [GAMA-SOSA et al. 1983; JONES 1996; JONES & 

BAYLIN 2002; FEINBERG & TYCKO 2004]. Die Mechanismen die zu diesem Zustand führen 

sind, wie die Frage ob eine direkte Verbindung zwischen ihnen besteht, weitgehend 

ungeklärt. Der Grad der Methylierung des Genoms, als auch der Grad anderer 

epigenetischer und genetischer Defekte, nimmt mit dem Alter stetig zu [ISSA et al. 1994; 

AHUJA et al. 1998; ISSA et al. 2001; WAKI et al. 2003; LEHMANN et al. 2005].  

 Der globale Methylierungsgrad ist in Krebszellen gegenüber normalen Zellen sehr 

stark reduziert [EHRLICH 2002]. Diese globale Hypomethylierung erfolgt vorwiegend in 

den normalerweise stark methylierten perizentromären Bereichen der Chromosomen und 

umfasst etwa 20-60% der CpG-Stellen [ESTELLER & FRAGA 2001]. Eine Abnahme der 

Methylierung in diesen Sattelitensequenzen führt zu DNA-Brüchen, homologer 

Rekombination und der Reaktivierung von repetitiven, parasitären DNA-Sequenzen. Dies 

führt zu genomischer Instabilität und Tumorentstehung [FEINBERG & TYCKO 2004]. Bei 

einigen Krebsarten konnte eine Korrelation zwischen der Abnahme der Methylierung und 

dem Grad der Erkrankung gezeigt werden [FEINBERG & VOGELSTEIN. 1983; QU et al. 

1999]. Die Hypomethylierung führt hier zur Expression von Genen, welche in normalen 

Zellen durch Hypermethylierung inaktiviert sind [KANEDA et al. 2004]. Diese sind vor 

allem Proto-Onkogene und Gene, welche dem Imprinting unterliegen. Proto-Onkogene 

haben oft wichtige Funktionen bei der Steuerung der Zellteilung. Durch ihre aberrante 
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Aktivierung wird die Zellproliferation verstärkt und sie werden zu Onkogenen. Der Verlust 

des Imprinting („loss of imprinting“ (LOI)) durch Hypomethylierung kann zur 

biallelischen Expression der betroffenen Gene führen, und so zur Entstehung von Tumoren 

beitragen [RAINIER et al. 1993; HOLM et al. 2005].  

 Aberrante Hypermethylierung wird in unterschiedlichen Ausmaßen in so gut wie 

allen humanen Tumoren gefunden. Sie erfolgt vorwiegend in CpG-Inseln. Die 

Geninaktivierung durch Hypermethylierung von Promotorregionen ist mindestens genauso 

häufig wie die Inaktivierung durch Mutationen oder Deletionen [JONES et al. 2002]. 

Globale Analysen der Methylierung in Tumorzellen zeigten, dass durchschnittlich rund 

600 der 45.000 CpG-Inseln in malignen Zellen aberrant methyliert sind [SMIRAGLIA et al. 

2001]. Dabei handelt es sich oft um die Promotorregionen von Tumorsupressorgenen 

(TSG). Die Proteine dieser Gene haben u. a. Funktionen in der Signaltransduktion 

(RASSF1, LKB1/STK11), der Zelladhäsion (CDH1, CDH13), der DNA-Reparatur 

(MLH1, O6-MGMT, MGMT), der Differenzierung (RARβ), der Zellzykluskontrolle (P53, 

RB, P16INK4a, P15INK4b, P14ARF) und der Apoptose (DAPK, Caspase-8, APAF-1). 

Ihre Inaktivierung führt oft zu unkontrolliertem Zellwachstum [HERMAN et al. 1995; 

DELGADO et al. 1998; TANG et al. 2000; TEITZ et al. 2000; SOENGAS et al. 2001; JONES & 

BAYLIN 2002; ESTELLER 2005]. Hypermethylierung kann zu einem vollständigen Verlust 

von Genaktivität führen, welcher funktionell einem „loss of heterozygosity“ (LOH) 

entspricht [KNUDSON 2000]. Für einige Neoplasien, wie Leukämien und Lymphome, 

konnte gezeigt werden, dass sie spezifische Methylierungsmuster besitzen [ISSA et al. 

1997; TOYOTA et al. 2001; MELKI & CLARK et al. 2002]. Zur Ursache der aberranten 

Hypermethylierung gibt es mehrere Hypothesen. So konnten in mehreren Neoplasien, u. a. 

in der AML und CML, erhöhte Level der bekannten DNA-Methyltransferasen festgestellt 

werden [MELKI et al. 1998]. In der AML wurde zudem eine positive Korrelation zwischen 

dem DNMT1-Level und der Hypermethylierung von p15INK4b festgestellt [MIZUNO et al. 

2001]. Dazu passend konnte gezeigt werden, dass eine Überexpression von DNMT1 in 

transfizierten Zellen nach einigen Zellpassagen zur Methylierung vorher unmethylierter 

CpG-Inseln in Promotorregionen führt [VERTINO et al. 1996]. Allerdings scheint das 

Ausschalten von DNMT1 alleine die aberrante Hypermethylierung nicht verhindern zu 

können, so dass vermutlich auch die de novo Methyltransferasen oder andere 

Methyltransferasen in diese Prozesse eingebunden sind [RHEE et al. 2000]. Auch die Frage 

warum spezifische CpG-Inseln in bestimmten Tumoren hypermethyliert vorliegen, kann 
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nur hypothetisch beantwortet werden. Vermutlich ist die Hypermethylierung bestimmter 

Gene als evolutionärer Prozess zu verstehen, in welchem die Herunterregulierung der 

Expression bestimmter Gene der Tumorzelle einen selektiven Vorteil geboten hat. 

Unterstützt wird dieses Konzept durch die Feststellung, dass in einem Tumortyp oft die 

gleichen Gene entweder durch Mutation oder durch Hypermethylierung betroffen sind. Die 

epigenetische Regulierung bietet der Zelle dabei einen weiteren Vorteil da diese reversibel 

ist. So eine Reversibilität der Promotor-Methylierung in Anpassung an veränderte 

Umweltbedingungen, wie sie beispielsweise bei der Metastasierung auftreten, konnte beim 

E-Cadherin-Promotor in Primärtumoren versus Metastasen gezeigt werden [GRAFF et al. 

2000] Ein weiterer Grund für die unterschiedliche Hypermethylierung von Promotoren 

könnte die unterschiedliche Empfänglichkeit von CpG-Inseln für Methylierung sein. So 

konnten Feltus und Mitarbeiter, 2003, zeigen, dass man in DNMT1 überexprimierenden 

Zellen methylierungs-empfängliche und methylierungs-resistente CpG-Inseln 

unterscheiden kann. Sie postulierten zudem, dass diese Empfänglichkeit auf der DNA-

Sequenz beruht und somit voraussagbar ist. In embryonalen Stammzellen konnte 

beobachtet werden, dass bestimmte Sequenzen durch protektive Faktoren, wie SP1-

Elemente, vor Methylierung geschützt werden [BRANDEIS et al. 1994]. Die 

Bindungsstellen für solche Elemente könnten, beispielsweise durch Mutationen, in 

Tumorzellen verloren gegangen sein, was zur Hypermethylierung der Sequenzen führt. 

Eine andere Theorie für die Erklärung differentieller Methylierung geht davon aus, dass 

repetitive Sequenzen, wie ALUs, als Ausgangspunkte für DNA-Methylierung dienen und 

somit die Hypermethylierung bestimmter Regionen vom Vorhandensein solcher abhängig 

ist [GRAFF et al. 1997]. Ein weiteres Konzept zur Steuerung von DNA-Methylierung 

entdeckten Di Croce und Mitarbeiter, 2002. Sie konnten zeigen, dass das Onkogen PML-

RAR DNA-Methyltransferasen und Histon-Deacetylasen zur Promotorregion von 

Tumorsuppressorgenen rekrutieren kann und somit diese dauerhaft epigenetisch 

supprimiert. Solche Studien legen die Theorie nahe, dass den meisten epigenetischen 

Fehlregulationen in Tumorzellen primäre genetische Läsionen vorausgehen.  

 

1.3.2.6 Bedeutung der DNA-Methylierung für Diagnostik, Prognose und Therapie 

Aufgrund ihres frühen Aufretens während der Tumorgenese und ihrer Reversibilität stellen 

epigenetische Veränderungen vielversprechende diagnostische, prognostische und 

therapeutische Ziele dar.  
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In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass aberrante Methylierung sehr früh in der 

Tumorgenese und sogar in vielen prämalignen Läsionen, wie z. B. dem metaplastischen 

Bronchialepithel von Rauchern, auftritt was eine frühe Diagnose ermöglicht [BELINSKY et 

al. 1996; KERSTING et al. 2000]. Auch von Tumoren freigesetzte, spezifisch methylierte 

DNA im freien Blutstrom ermöglicht eine gute Diagnose und sogar eine Klassifizierung 

von Tumoren mittels methylierungsspezifischer PCR Methoden [KAWAKAMI et al. 2000; 

SIDRANSKY 2002].  

 Auch Verknüpfungen zwischen Methylierungsstatus und Prognose sowie 

Ansprechen auf Therapie sind bekannt. So korreliert beispielsweise die Methylierung von 

p15INK4b beim myelodysplastischen Syndrom (MDS), AML und ALL mit einer schlechten 

Prognose [UCHIDA et al. 1997; QUESNEL et al. 1998; WONG et al. 2000]. Die 

Hypermethylierung des DNA-Reparatur-Gens MGMT (O6-Methylguanin-DNA-

Methyltransferase) ist dagegen ein Marker für gutes Ansprechen auf bestimmte 

Chemotherapeutika. Die Inaktivierung des Reparaturgens führt vermutlich zu einer 

verschlechterten DNA-Reparatur und damit zu einer höheren Effektivität der 

Chemotherapeutika [ESTELLER et al. 2002]. 

 Die Reversibilität von aberranter DNA-Methylierung bietet einen 

vielversprechenden Angriffspunkt für DNA-hypomethylierende Agenzien. Solche 

Agenzien, wie die Cytidin-Analoga 5-Azacytidin (5-Aza-C) und dessen Analogon 5-Aza-

2’-Desoxycytidin (5-Aza-dC), zeigten bereits in mehreren Studien mit hämatopoetischen 

Neoplasien bessere Wirkungen als die etablierten Standardtherapien [ISSA et al. 2004; DE 

VOS & VAN OVERVELD 2005]. Als Nukleosid-Analoga werden sie in die DNA eingebaut 

und bilden stabile Komplexe mit der DNMT1. In Folge können diese inkorporierten Basen, 

durch ihren Stickstoffrest an der 5’ Position des Pyrimidirings, nicht methyliert werden 

und übertragen die fehlende Information, nach der Replikation, auf den Tochterstrang. 

Außerdem führt die Bindung der DNMT1 zu einer reduzierten Methyltransferase-Aktivität, 

was zusätzlich zu einer verringerten DNA-Methylierung beiträgt. Sehr vielversprechend ist 

auch die zusätzliche Behandlung mit HDAC-I, wie Trichostatin A, welche zu 

synergistischen Effekten und einer noch stärkeren Anregung der Genexpression, u. a. von 

Tumorsuppressorgenen, führt [CAMERON et al. 1999; SHAKER et al. 2003]. TSA und 

andere Deacetylaseinhibitoren inhibieren die Aktivität von Histon-Deacetylasen, wodurch 

es zu verstärkter Histon-Acetylierung, Chromatinrelaxierung und erhöhter Genexpression 

kommt. Ein anderer vielversprechender Ansatz ist die Möglichkeit „epigenetische 
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Medikamente“ als Sensitizer einer gezielten Therapie einzusetzen. Da solche Medikamente 

jedoch völlig unspezifisch wirken, können sie bei längerer Anwendung aufgrund der 

Hypomethylierung zu genomischer Instabilität und somit zu Nebenwirkungen, wie der 

Ausbildung anderer Neoplasien, führen [EDEN et al. 2003; GAUDET et al. 2003]. 

 

1.4 PRAME  

Das preferentially expressed antigen of melanoma (PRAME) wurde 1997 von Ikeda und 

Mitarbeitern, mit Hilfe des "T lymphocyte epitope cloning", als ein von einem spezifischen 

autologen zytotoxischen T-Lymphozyten-Klon (CTL-17) auf Melanomzellen (MEL.B) 

eines rezidivierten Patienten erkanntes Antigen (LB33-E) identifiziert. Ikeda und 

Mitarbeiter stellten weiterhin fest, dass PRAME in einer Vielzahl von Tumoren bestimmter 

Tumortypen stark überexprimiert wird (Tabelle 1.1). Expression in vergleichbarer Stärke 

konnte dagegen in gesunden Menschen nur in den Geweben von Testis, Endometrium, 

Ovarien und Nebennieren gefunden werden, wobei die Expression in Testis 

durchschnittlich mehr als 10mal höher als in den anderen Geweben ist (Tabelle 1.1). Das 

PRAME kodierende Gen (PRAME) befindet sich auf Chromosom 22 in der Bande q11.22 

(Abbildung 3.1). Es bildet fünf bekannte Transkriptvarianten welche alle den gleichen 

offenen Leserahmen besitzen und somit alle für das gleiche, ca. 58 kDa schwere, Protein 

kodieren (Abbildung 3.3 & 3.4). 

 

1.4.1 PRAME-Expression und die Auswirkung auf den klinischen Verlauf 
einiger Krebsarten 
Die Expression des PRAME-Gens wurde von mehreren Gruppen in den verschiedensten 

Geweben und Tumorarten untersucht (Tabelle 1.1). Sehr häufig wird es z. B. in 

Primärläsionen (88%) und Metastasen (95%) von Melanomen überexprimiert [IKEDA et al. 

1997]. In gesundem Hautgewebe oder benignen Läsionen ist es aber nie zu finden, was die 

Vermutung zulässt dass PRAME in die Transformation von Melanozyten involviert sein 

könnte [HAQQ, 2005]. Außer in Melanomen ist PRAME auch in vielen weiteren 

Krebsarten, wie Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen, Brustkarzinomen, 

Nierenzellkarzinomen, Kopf- und Halskarzinomen, Hodgkin Lymphomen, Sarkomen, 

Wilms-Tumoren und Medulloblastomen überexprimiert [Tabelle 1.1, IKEDA et al. 1997; 

NEUMANN et al. 1998; VAN’T VEER et al. 2002; LI et al. 2002; BOON et al. 2003; 

WILLENBROCK et al. 2006]. Aufgrund der Beschränkung der hohen PRAME-Expression 
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auf Tumor- und Testis-Gewebe wird PRAME der Gruppe der Cancer/Testis-Antigene 

(CTA) zugeordnet (Abschnitt 1.1.2).  

 

Tabelle 1.1: PRAME-Expression in Tumoren und normalen Geweben [nach Epping 
et al. 2006]. 

Gewebetyp Prozent Referenz 
Melanom 

Primärläsion 
Metastase 

88 
95 

 
[IKEDA et al. 1997] 
[IKEDA et al. 1997] 

Mammakarzinom 27 [Ikeda et al. 1997; VAN’T VEER et al. 2002] 
Lungenkarzinom 

Nicht-kleinzelliges 
Lungenkarzinom 

Adenokarzinom 
Plattenepithelkarzinom 

46 
78 

[IKEDA et al. 1997] 
[IKEDA et al. 1997] 

Leukämie 
ALL 
 
AML 
 
CML 
Fortgeschrittene akute 
megakaryoblastische Leukämie 
bei Patienten mit Down 
Syndrom 

17-42 
 

30-64 
 

n.b. 

 
n.b. 

[IKEDA et al. 1997; VAN BAREN et al. 1998; STEINBACH et 
al. 2002; PAYDAS et al. 2005] 

[IKEDA et al. 1997; VAN BAREN et al. 1998; STEINBACH et 
al. 2001; GREINER et al. 2004; PAYDAS et al. 2005] 

[RADICH et al. 2006] 

 
[McElwaine et al. 2004] 

Hodkin Lymphom n.b. [WILLENBROCK et al. 2006] 
Medulloblastom 30-74 [BOON et al. 2003] 
Neuroblastom 

Primärläsion 
Fortgeschrittenes Stadium 

93 
100 

 
[OBERTHUER et al. 2004] 
[OBERTHUER et al. 2004] 

Kopf- und Halskarzinom 39 [IKEDA et al. 1997] 
Nierenzellkarzinom 41 [IKEDA et al. 1997,4] 
Wilms-Tumor n.b. [LI et al. 2002] 
Sarkom 39 [IKEDA et al. 1997] 
Multiples Myelom n.b. [PELLAT-DECEUNYNCK et al.2000] 
  

 

Normale Gewebe 
Testis 
Endometrium 
Ovarien 
Nebenniere 
Knochenmark / 
CD34+ Vorläuferzellen  

 
[IKEDA et al. 1997] 
[IKEDA et al. 1997] 
[IKEDA et al. 1997] 
[IKEDA et al. 1997] 

 
[STEINBACH et al. 2001] 

 

Eine Besonderheit von PRAME ist, dass es, im Gegensatz zu anderen CTA, wie etwa 

Mitgliedern der Genfamilien MAGE, BAGE und GAGE, auch in leukämischen Zellen, 

und insbesondere in AML zu finden ist [IKEDA et al. 1997; VAN BAREN et al. 1998; 
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CHAMBOST et al. 2001; STEINBACH et al. 2002a; STEINBACH et al. 2002b; GREINER et al. 

2004; PAYDAS et al. 2005]. So konnte u. a. von Steinbach und Mitarbeitern, 2001, eine 

erhöhte PRAME-Expression in 62% aller Proben (n=31) von Kindern mit neu 

diagnostizierter AML nachgewiesen werden. Außer in Testis, Endometrium, Ovarien und 

Nebennieren fanden Steinbach und Mitarbeiter, 2001, jedoch auch PRAME-Expression in 

CD34+ Vorläuferzellen aus Knochemmark (Tabelle 1.1) [STEINBACH et al. 2002a].  

Auch in Neuroblastomen wird PRAME, ähnlich wie in Melanomen, extrem häufig 

exprimiert [OBERTHUER et al. 2004]. So konnten Oberthuer und Mitarbeiter, 2004, in 93% 

aller Patienten mit einem primären Tumor und 100% der Patienten mit fortgeschrittenem 

Krankheitsverlauf PRAME detektieren. Die PRAME-Expression korrelierte dabei in diesen 

Tumoren hochsignifikant mit einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium, einem höheren 

Alter der Patienten und einem schlechten klinischen Verlauf der Krankheit. Ähnliche 

Ergebnisse zeigte eine umfassende, Microarray-basierte Studie, in welcher Proben von 

Patienten mit Mammakarzinom, welche therapiert werden konnten, mit Proben von 

Patienten welche nicht therapiert werden konnten verglichen wurden. Auch hier korrelierte 

die PRAME-Expression mit einem schlechten klinischen Verlauf und einer erhöhten 

Wahrscheinlichkeit zur Ausbildung von Metastasen [VAN’T VEER et al. 2002]. Bei einem 

Vergleich der Gensignaturen der chronischen, akzelerierten und akuten Phase („Blasten-

Krise“) in chronischen myeloischen Leukämien (CML) zeigte sich, dass in der frühen 

akzelerierten Phase, vor der Anhäufung von leukämischen Blasten, ein verändertes 

Genexpressionsmuster erscheint. Hierbei kommt es, neben Veränderungen wie der 

Deregulation des WNT/β-catenin Signalwegs und einer Herunterregulierung von Jun B 

und Fos auch zur verstärkten Expression von PRAME, was ein weiteres Indiz dafür sein 

könnte, dass PRAME in Zell-transformierende Mechanismen involviert ist [RADICH et al. 

2006].  

Einen weiteren möglichen Beleg dafür stellt auch die Feststellung dar, dass PRAME 

im Verlauf der akuten megakaryoblastischen Leukämie (FAB-Typ M7 Abbildung 1.1) bei 

Patienten mit Down Syndrom heraufreguliert wird [MCELWAINE et al. 2004]. Es konnte 

hier gezeigt werden, dass Patienten mit progressive acute megakaryoblastic leukemia 

(AMKL) im Gegensatz zu Patienten mit transient myeloproliferative syndrome (TMD), 

welches eine Vorstufe der AMKL darstellt, ein stark erhöhtes PRAME-mRNA-Level 

aufwiesen. Auch in diesen beiden Fällen, der CML und AML M7 in Patienten mit Down 
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Syndrom, korrelierte die Expression des PRAME-Gens mit einer erhöhten Sterblichkeit der 

Patienten.  

 

1.4.3 Funktion des PRAME-Proteins 
Die Korrelation der PRAME-Expression mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium und 

einem schlechten Krankheitsverlauf in vielen Tumoren lässt die Vermutung zu, dass 

PRAME eine kausale Rolle in der Tumorentwicklung spielt. Unterstützt wird dies durch 

die Feststellung dass in Tumorzellpopulationen, welche PRAME-exprimieren, auch in 

Anwesenheit von spezifischen CTL gegen PRAME die PRAME-Expression bestehen 

bleibt [IKEDA et al. 1997]. Diese Tumorpopulationen scheinen also den Verlust von Zellen 

durch die CTL durch einen selektiven Vorteil den die PRAME-Expression mit sich bringt 

ausgleichen zu können. Unterstützend dazu konnte durch Goellner und Mitarbeiter, 2006, 

gezeigt werden, dass Zellen, welche PRAME überexprimieren, eine erniedrigte Expression 

von Proteinen aufweisen, welche für den programmierten Zelltod (Apoptose) einer Zelle 

wichtig sind. Weiterhin konnte in solchen Zellen eine erhöhte Bildung von ABC 

Transportern festgestellt werden. Eine vermehrte Bildung solcher 

Membrantransportproteine kann zu vermehrter Ausschleusung von Chemotherapeutika 

und damit zu einer MDR führen.  

Das PRAME-Protein wurde in der Zellmembran, dem Zytoplasma und im Zellkern 

lokalisiert [TAJEDDINE et al. 2005; PROTO-SIQUEIRA et al. 2006]. Für eine nukleare 

Lokalisation des 509 Aminosäure (AS) umfassenden, sehr Leucin-reichen Proteins, spricht 

das Vorhandensein von sieben möglichen Nuklearen-Rezeptor-Boxen. Solche Boxen 

besitzen ein LXXLL-Motiv in dem L für Leucin und X für eine beliebige AS steht. 

Proteine mit solchen Motiven binden und verändern oft die Aktivität von Nuklearen-

Hormon-Rezeptoren. Aus diesem Grund testeten Epping und Mitarbeiter, 2005, PRAME 

auf seine Fähigkeit hin die Aktivität von Nuklearen-Hormon-Rezeptoren der Klassen I und 

II zu beeinflussen. Dabei zeigte sich, dass PRAME, in konzentrationsabhängiger Weise, 

die durch Retinsäure (RA) induzierte und durch den Retinsäure-Rezeptor (RAR)- 

vermittelte Aktivierung von RAR-bindende Elemente (RARE) enthaltenden 

Zielpromotoren inhibiert (Abbildung 1.5). PRAME stellt somit einen dominanten 

Repressor des RAR- Signalweges dar.  

RA ist als Vitamin-A-Metabolit in eine Vielzahl biologischer Prozesse involviert. 

Dazu gehören Embryogenese, Zellwachstum, Differenzierung, Apoptose und die 
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Aufrechterhaltung der Gewebehomöostase von Zellen. Die Vermittlung von RA-Effekten 

erfolgt über intrazelluläre Rezeptoren (RAR, RXR), die zur Familie der Steroidrezeptoren 

gehören und sich in ihrer Affinität zu verschiedenen Formen von RA-Isomeren 

unterscheiden. Diese Rezeptoren binden spezifisch RARE in den Promotoren ihrer Ziel-

Gene, wodurch diese, mit Hilfe von Repressor-Komplexen, stillgelegt werden (Abbildung 

1.5). RA bindet die Rezeptoren als Ligand, was in normalen Zellen zur Ablösung der 

Repressor-Komplexe und Rekrutierung von Koaktivatoren führt, wodurch die Expression 

des Ziel-Gens induziert wird. RA aktiviert so die Transkription einer Reihe von Genen, 

was in reagierenden Zellen zu Differenzierung, Zellzyklusstop und Apoptose führt 

[ALTUCCI et al. 2001].  

 

 
Abbildung 1.5: Modell der PRAME-Funktion in Tumorzellen [aus Epping & Bernards 2006]. 
A: In der Abwesenheit seines Liganden RA rekrutiert RARα, in normalen Zellen, Repressor-
Komplexe zu den Promotoren seiner Ziel-Gene, was zu deren Repression führt. B: Durch die 
Bindung von RA an RARα kommt es zur Ablösung der Repressor-Komplexe und Rekrutierung 
von Koaktivatoren, was wiederum zu einer Induktion der Genexpression des Ziel-Gens führt. Da 
die viele der Ziel-Gene von RARα in Zellzyklusstop, Differenzierung und Apoptose involviert 
sind, werden diese Prozesse in Gang gesetzt. C: In PRAME-positiven Tumorzellen führt die 
Bindung von RA an RARα zur Rekrutierung von PRAME, wodurch die Rekrutierung von 
Koaktivatoren und die folgende Induktion der Genexpression des Ziel-Gens reprimiert wird. 

 

Ein Verlust der Ansprechbarkeit von Zellen gegenüber RA ist deshalb förderlich für die 

Tumorentwicklung. Epping und Mitarbeiter konnten zeigen, dass PRAME, RA-abhängig, 

direkt an RAR bindet und so die Bindung von Koaktivatoren und damit die Aktivierung 

der Ziel-Gene RARs verhindert. Ektopische PRAME-Expression in RA-sensitiven Zellen 
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verlieh diesen Resistenz gegenüber RA-induziertem Wachstumsarrest, Differenzierung und 

Apoptose. Herabregulierung von PRAME durch siRNA in ausnahmslos RA-resistenten 

Melanomzellen hingegen führte zur Wiederherstellung der RA-Sensitivität der Zellen und 

Induktion der Ziel-Gene RARβ und p21. Des Weiteren konnte in einem Melanom-

Xenograft-Modell in Mäusen gezeigt werden, dass eine Behandlung mit RA von Tumoren 

mit herabreguliertem PRAME im Gegensatz zu Tumoren welche ein hohes PRAME-

mRNA-Level aufweisen zu einer signifikant verringerten Tumorgröße führt [EPPING et al. 

2005]. RARα ist auch an den Chromosomen-Translokationen t(15;17) und t(11;17), 

welche die kindliche Akute Promyeloische Leukämie (APL) verursachen, beteiligt. Die 

hierbei entstehenden Fusionsproteine (PML)-RARα und PLZF-RARα stellen funktionell 

veränderte Rezeptoren dar, welche im Gegensatz zum nativen RARα die RA-induzierte 

Differenzierung leukämischer Blasten konstitutiv inhibieren [ALTUCCI et al. 2001]. 

Möglicherweise hat die Überexpression von PRAME in vielen Tumoren einen ähnlichen 

Effekt wie die beschriebenen Fusionsproteine in APL. Die Repression des RAR-

Signalweges durch PRAME und die folgende Suppression von Zellzyklusstop, 

Differenzierung und Apoptose könnte den Grund dafür darstellen, warum PRAME-

exprimierende Zellen einen selektiven Vorteil gegenüber PRAME-negativen Zellen 

besitzen. Es könnte auch erklären, warum PRAME-Expression in vielen Tumoren 

hochsignifikant mit einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium, einer erhöhten 

Wahrscheinlichkeit zur Ausbildung von Metastasen und einem schlechten klinischen 

Verlauf der Krankheit korreliert.  

Es ist noch nicht vollständig geklärt, ob PRAME-exprimierende Tumorzellen 

abhängig von einem hohen PRAME-Level sind. Eine Verwicklung von PRAME in den 

malignen Phänotyp ist am ehesten in Melanomen vorstellbar, da diese zu einem Großteil 

PRAME exprimeren (Tabelle 1.1). Dies wird durch die Feststellung unterstützt, dass eine 

durch RNAi vermittelte Herunterregulierung von PRAME in solchen Zellen zu einer 

Wiederherstellung der RA-Sensitivität und zu verringertem Tumorgröße führt. Es wird 

diskutiert, dass PRAME in der Tumorgenese solider Tumore eine andere Funktion besitzen 

könnte als hämatologischen Neoplasien. Diese These wird dadurch unterstützt, dass in 

kindlichen akuten lymphatischen Leukämien eine Korrelation zwischen PRAME-

Expression und einem guten Verlauf der Krankheit gezeigt werden konnte [STEINBACH et 

al. 2002a]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass transiente PRAME-Überexpression 

in leukämischen Zellen zu einem Caspase-unabhängigen Zelltot führen kann [TAJEDDINE 
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et al. 2005]. Eine stabile PRAME-Überexpression führte hier zu einer verminderten 

Proliferationsrate, die Herunterregulation von PRAME durch RNAi hingegen zu einer 

erhöhten Tumorgenität von K562-Leukämiezellen in Mäusen. 

Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist über die Funktion des PRAME-Proteins in normalen 

Körperzellen nichts bekannt. Seine Expression in Testis, Endometrium und Ovarien weist 

auf eine ursprüngliche Funktion im Bereich der Spermatogenese und Oogenese hin. In 

einer genomweiten Analyse menschlicher PRAME-Homologe konnten kürzlich 22 

„PRAME-like“-Gene und 10 Pseudogene gefunden werden, welche vermutlich erst vor 

kurzem evolutionär durch umfassende Genduplikationen entstanden sind [BIRTLE et al. 

2005]. Auch das Mausgenom enthält mehrere „PRAME-like“-Gene. Es ist jedoch unklar 

ob ein Ortholog zum menschlichen PRAME-Gen in Mäusen existiert. Auch über die 

Funktionen dieser Proteine ist nur sehr wenig bekannt.  

 

1.4.4 PRAME und seine klinische Anwendbarkeit 
Tumor Antigene, und besonders CTA, können für verschiedene klinische Zwecke genutzt 

werden. Unter anderem für die Detektion von minimal residual disease (MRD) oder als 

Ziel einer Immuntherapie. Somit stellt auch PRAME ein geeignetes Ziel für solche 

Ansätze dar. 

 

1.4.4.1 Minimal residual disease (MRD) 

Als MRD wird der Verbleib sehr weniger maligner Zellen nach Remission der Krankheit 

bezeichnet. Solche verbleibenden Zellen stellen ein hohes Risiko für das Auftreten eines 

Rezidivs dar. Bei akuten Leukämien ist eine Remission definitionsgemäß dann erreicht, 

wenn der Blastenanteil im Knochenmark weniger als 5% beträgt. Wenn 

lichtmikroskopisch keine Blasten mehr entdeckt werden können, kann mit anderen 

Methoden wie dem durchflusszytometrischen Nachweis aberranter Immunphänotypen oder 

der PCR-Analyse von spezifischen Chromosomen-Translokationen, wie BCR/ABL, HER-

2/neu oder AML/ETO, oder dem Nachweis der Genexpression bestimmter Gene MRD 

nachgewiesen werden. So kann der Krankheitsverlauf während der Therapie beobachtet 

und prognostische Aussagen getroffen werden. In den vergangenen Jahren wurden viele 

Gene mittels quantitativer Real time PCR auf ihre Nutzbarkeit als MRD-Marker getestet. 

Wegen seiner Reduktion in PRAME-exprimierenden Neoplasien nach Chemotherapie ist 
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PRAME ein sehr guter Marker um MRD in Leukämien, und vor allem in AML, zu 

detektieren [STEINBACH et al.2006; MATSUSHITA et al.2001].  

 

1.4.4.1 Immuntherapie 

Für effektivere und weniger toxische Krebstherapien ist eine erhöhte Selektivität der 

Therapeutika notwendig. Tumor-spezifische Proteine und Signalwege bilden deshalb sehr 

gute Ziele für solche Ansätze. So existieren z. B. bereits Wirkstoffe gegen die Onkogene 

BCR/ABL in CML und HER-2/neu in Brustkrebs. Das Tumorantigen PRAME hat einige 

nützliche Eigenschaften mit den genannten Zielen gemein. Erstens ist es fast ausschließlich 

und in hohem Maße in Tumoren exprimiert, zweitens trägt es durch seinen inhibitorischen 

Effekt auf den RAR-Signalweg zum onkogenen Phänotyp des Tumors bei und drittens 

werden PRAME-Antigene auf der Oberfläche von Zellen präsentiert, welche durch 

autologe zytotoxische T-Zellen erkannt werden können. Diese Eigenschaften machen 

PRAME zu einem interessanten Kandidaten für Tumor-Immuntherapien [GREINER et al. 

2004; GRIFFIOEN et al. 2006; IKEDA et al. 1999; LI et al. 2006]. So könnten beispielsweise 

Immuntherapien entworfen werden, welche die körpereigene T-Zell-basierte 

Immunantwort verstärken. PRAME-positive Testis-Zellen wären davon nicht betroffen, da 

diese keine MHC-Klasse I-Moleküle bilden und somit keine PRAME-Epitope präsentieren 

würden und in anderen Körperzellen mit niedrigem PRAME-Level könnte dieses zu 

niedrig für eine Immunreaktion sein. Griffioen und Mitarbeiter, 2006, konnten bereits 

zeigen, dass verschiedene Tumorarten PRAME-spezifisch durch CTL lysiert werden 

können. In AML-Patienten konnte erst kürzlich eine gegen PRAME-Peptide gerichtete, 

antileukämische Immunantwort festgestellt werden. Diese trat vorwiegend in Patienten auf, 

bei welchen eine vollständige Remission der Krankheit vorlag. Dies zeigt, dass es eine 

natürlich vorkommende Immunreaktion gegen PRAME gibt, welche vermutlich zur 

Auslöschung von Neolplasien beitragen kann. Li und Mitarbeiter, 2006, entwickelten einen 

Immunotherapeutischen Ansatz für AML. Sie generierten Dendritische Zellen aus 

PRAME-positiven AML Blasten (AML-dendritic cells), welche kostimulatorische 

Moleküle bilden und durch T-Zellen erkannt werden. Diese AML-dendritic cells wurden 

AML-Patienten injiziert, was zu einer erhöhten Zahl von T-Zellen führte, welche ein 

bestimmtes PRAME-Peptid erkannten.  

Als problematisch für solche Therapieansätze könnte sich hingegen die Expression 

von PRAME in CD34+ Vorläuferzellen herausstellen, die ebenfalls ein Ziel einer solchen 
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Therapie darstellen könnten [STEINBACH et al. 2001]. Auch die heterogene Expression von 

PRAME in manchen Tumorpopulationen und das fehlen eines PRAME-Orthologs in 

Nagetieren, für vorklinische in vivo Experimente, könnten die Entwicklung solcher 

Therapien erschweren [SIGALOTTI et al. 2004; BIRTLE et al. 2005]. Eine andere Strategie 

PRAME-basierter Tumortherapie könnten niedermolekulare Wirkstoffe darstellen, welche 

sich gegen die Bindung von PRAME an RARα richten.  

 

1.5 Fragestellung / Zielsetzung der vorliegenden Arbeit 

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die nähere Untersuchung des Gens des preferentially 

expressed antigen of melanoma (PRAME), dessen Regulation als auch seiner Transkripte. 

Hierbei steht die Frage im Mittelpunkt, welche Mechanismen seiner aberranten Expression 

in malignen Erkrankungen zugrunde liegen und ob ein verändertes PRAME-Level zur 

Regulation bestimmter, von Göllner und Mitarbeitern, 2006, definierter, Apoptose- und 

MDR-relevanter, Ziel-Gene führt. Besonderes Augenmerk liegt hierbei auf den 

Verhältnissen in den malignen Blasten in AML-Patentenmaterial. Um mögliche 

Unterschiede in der Regulation der PRAME-Expression in soliden und hämatologischen 

Neoplasien aufzudecken, sollen hier zusätzlich Zelllinien, welche sowohl aus soliden als 

auch aus hämatologischen Neoplasien stammen untersucht werden.  
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte und Laborausstattung 
Geräte und Laborausstattung, die in der Arbeit zum Einsatz kamen, sind in Tabelle 2.1 

aufgeführt. 

Tabelle 2.1: Geräte und Laborausstattung  

Gerät Hersteller 
Abi Prism 7000 Sequence Detection System Applied Biosystems 
Biofuge 13  Heraeus 
Biolumin 960  Molecular Dynamics 
BX51 System-Mikroskop  Olympus 
CO2-Brutschrank IG150  Jouan 
Elektrophoreseapparaturen  Roth 
GelVue UV-Transilluminators  Syngene 
Gene Genius Gel Documentation and Analysis System Syngene 
Labor-pH-Meter CG 840  Schott 
Laminar-Box LaminAir® HB2472  Heraeus 
Laminar-Box LC2.12  Jouan 
Luminoskan TL Plus  Labsystems 
Magnetrührer/Heizplatte IKAMAG®RCT IKA-Labortechnik Staufen 
Microwelle Micromat 135  AEG 
NanoDropTM ND-1000 Spektrometer  NanoDrop Technologies, Inc. 
Orbital Shaker IKA-VIBRAX-VXR  IKA Labortechnik Staufen 
Refrigerated Vapor Trap RVT 100  Savant 
Speed-Vac® Plus SC210 A  Savant 
Speed-Vac® SC110  Savant 
Thermomixer 5436  Eppendorf 
Vortex Genie 2  Scientific Industries, Inc 
Zentrifuge RC 5C Plus  Sorvall 
Zentrifuge 3K18  Sigma 
Zentrifuge 4K18  Sigma 
Zentrifuge 4K10  Sigma 

 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterialien, die in der Arbeit zum Einsatz kamen, sind in Tabelle 2.2 

aufgelistet. 

Tabelle 2.2: Verbrauchsmaterialien 

Material Hersteller 
Einmalspritzen 2ml  Braun 
Einmalspritzennadel 19Gx2  Braun 
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Eppendorf-Tubes  Roth 
Kryo-Röhrchen (2 ml)  Roth 
Microcon Filter, 30  Millipore 
Mikrotiterplatten , 96-Loch  Nalge Nunc. Int. 
Objektträger J. Melvin Freed  J. Melvin Freed Brand 
PCR-Platten, 96-Loch  Biozym 
PCR-Tubes Applied  Applied Biosystems 
PCR-Tubes  Roth 
Spritzenfilter steril, 0,2 µm  Renner GmbH 
Zellkulturflaschen 25 cm2, 75 cm2  TPP 
Zellkulturschalen Ø 6 cm, 10 cm, 15 cm  TPP 
Zentrifugenröhrchen 15 ml, 50 ml  TPP 

 

2.1.3 Chemikalien 
Chemikalien, die in der Arbeit zum Einsatz kamen, sind in Tabelle 2.3 aufgelistet. 

Tabelle 2.3: Chemikalien 

Reagenz Hersteller 
5’Aza2’Deoxycytidin  Sigma 
Agarose  Sigma 
Ampicillin  Boehringer Mannheim 
Antifade  Molecular Probes 
Borsäure  Roth 
DAPI (0,1mg/ml)  Roche 
Dihydroethidium  Sigma 
Dihydrorhodamin 123  Sigma 
DEPC  Roth 
EDTA 2Na 2H2O  Roth 
Essigsäure  Roth 
Ethanol (99,8% (v/v))  Roth 
Ethidiumbromid  Roth 
Formamid  Merck 
Glycerin (99,5% (v/v))  Roth 
Glycin  Merck 
HEPES free acid  Sigma 
Hydroxylamin Hydrochlorid  Sigma 
Lösung S1 (Resuspension buffer)  Clontech 
Lösung S2 (Lysis buffer)  Clontech 
Lösung S3 (Neutralization buffer)  Clontech 
Magnesiumchlorid MBI  Fermentas 
Methanol  Roth 
Natriumacetat  Roth 
Natriumcitrat  Roth 
Natriumchlorid  Roth 
Natriumhydrogencarbonat  Sigma 
Natriumhydroxyd  Roth 
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10x PCR Buffer with (NH4)2SO4 MBI  Fermentas 
Reinstwasser  Naturstofftechnikum des HKI 
RNAse Away®  Roth 
Salzsäure  Roth 
SDS  Roth 
Tris  Roth 
Triton-X-100  Fluka 
Trypsin/EDTA  Gibco 
Tween®20  Roth 

 

2.1.4 Puffer, Lösungen und Medien 
Lösungen, Puffer und Medien, die in der Arbeit zum Einsatz kamen, wurden nach den in Tabelle 

2.4 angegebenen Vorschriften angesetzt. 

Tabelle 2.4: Puffer, Lösungen und Medien 

Puffer, Lösung, Medium Zusammensetzung 

5-Aza-2’-Deoxycytidin (5mM)  in Essigsäure:H2O 1:1 gelöst und bei 4°C aufbewahrt 

Ampicillin-Stammlösung  100 mg/ml Ampicillin in dd H2O 

CaCl2 (2,5M )  277,5 g/l CaCl2 in dd H2O, sterilfiltrieren 

DEPC-H2O (0,1% (v/v))  1 ml/l DEPC in dd H2O; autoklavieren 

dNTP Stammlösung (10 mM) je 10 µl dATP (100 mM), dCTP (100mM), dGTP (100 mM) und 
dTTP (100mM) in 60 µl dd H2O 

Einfriermedium Zellkultur  Dulbecco’s Medium mit Glutamax und 4,5 g/l Glukose mit 30% 
fötalem Kälberserum und 10% DMSO versetzt 

Ethidiumbromid-Stammlösung  10 mg/ml in dd H2O 

HCl (0,1 M)  10 M Salzsäure 1:100 in dd H2O 

HEPES (2 M)  477 g/l HEPES in dd H2O, sterilfiltrieren 

Natriumbicarbonat-Lösung  8,4 g in 1l dd H2O, pH 9 mit NaOH einstellen, sterilfiltrieren 

NaOH (0,1 M)  4,1 g/l NAOH in dd H2O, sterilfiltrieren 

Natriumbisulfit/Hydrochinon-Lösung 5,41 g Natriumbisulfit in 8 ml dd H2O lösen, 0,22 g Hydrochinon 
in 10 ml dd H2O lösen, von dieser frischen Lösung 500 µl in die 
Natriumbisulfitlösung geben [10mM], pH mit ca. 400 µl 10 M 
NaOH auf 5,0 einstellen, fltern 

PBS-Puffer  140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4,1,8 mM H2PO4 

RNaseA-Lösung  100mg/ml RNaseA in dd H2O 

TBE-Puffer (10x)  108,0 g Tris, 55,0 g Borsäure, 9,3 g EDTA in 1l dd H2O, 
autoklavieren 

TE-Puffer (1x)  1 ml Tris HCl (pH 8,0), 200 µl 0,5 M EDTA in 1l dd H2O 

Trypsin/EDTA Lösung 0,05%  Trypsin, 0,02 nM EDTA 2Na 2H2O 

Vollmedium Zellkultur  Dulbecco’s Modified Eagle Medium mit Glutamax und 4,5 g/l 
Glukose mit 10% fötalem Kälberserum, Penicillin(1000U) und 
Streptomycin (100 µg/ml) 
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2.1.5 Nukleinsäuren 
Alle verwendeten Nukleinsäuren, wie DNA-Leitern und Vektoren, siRNAs und PCR-

Primer, die in der Arbeit zum Einsatz kamen, sind in den Tabellen 2.5-2. aufgelistet. 

Tabelle 2.5: DNA-Leitern und Vektoren 

Nukleinsäure Hersteller 
GeneRuler 100bp DNA Ladder  MBI Fermentas 
GeneRuler 100bp DNA Ladder Plus  MBI Fermentas 
Lambda PstI Marker  MBI Fermentas 
pGL3-basic Vektor  Promega 
pRL-SV40 Vektor  Promega 
pCR2.1 Invitrogen 
pcDNA3 Invitrogen 

 

Tabelle 2.6: siRNAs 

Name Richtung Sequenz 5’ - 3’ 
PRAME siRNA 1  r(CUGUGUAGACUGUUGUAAA)dTdT 

PRAME siRNA 2  r(GCUAAGUGUCCUGAGUCUA)dTdT 

 

Tabelle 2.7: PCR-Primer für den Dual-Luciferase-Assay. 

Name Richtung Sequenz 5’ - 3’ 

Luc-XhoI–947F sense ATCTCGAGCCTTCTCATCAGCCCTCTGCTC 

Luc-XhoI–452F sense CTCTCGAGTGTTCGTGCATTCATCTGTGC 

Luc-XhoI–314F sense TGCTCGAGATAGCCTGTGGCAGGAGATG 

Luc-XhoI–259F sense GGCTCGAGGAGTTTGTGGAGGCGGAGTA 

Luc-XhoI–165F sense TGCTCGAGCTTGAACACGGGGTCCTTC 

Luc-XhoI–60F sense TACTCGAGCTGGGAGGAAGTGGGTTTTG 

Luc-HindIII+11R antisense CTAAGCTTAACTCGCGTCTGGGGCCAG 

Luc-HindIII+40R antisense CTAAGCTTGGGGGAGCTGTACCCTGAAG 

Luc-HindIII+246R antisense TCAAGCTTACTCCCCGTGTTTCCACTCT 

Luc-HindIII+365R antisense GTAAGCTTCCGGGCTGAAGAGACCAC 

Aufbau der Primernamen: Verwendung*, Restriktionsschnittstelle, Position**, Richtung*** 
* Luc = Dual-Luciferase Assay System 
** Position der 5’-Base relativ zum 1. Transkriptionsstartpunkt 
*** F = forward (sense), R = reverse (antisense) 

 

Tabelle 2.8: Primer für die Methylierungsanalyse durch genomische 
Sequenzierung 

Name Richtung Sequenz 5’ - 3’ Paar 
BSS–809F sense TTTTAGAAAAGGAGAGTTGG U1 
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BSS+37R antisense AAAAACTATACCCTAAAACC 

BSS-267F sense TTAAGCTTGGAAAATAGAGTTTGTGGAGG 

BSS+382R antisense TGGAATTCCCTACTATCTATAACCCCC 
D1 

BSS-591F sense AAGTAAAGAGGGGGAGGTTG 

BSS-64R antisense ATACAAAACCCACTTCCTCC 
U2 

BSS-70F sense TTAAGCTTTTTAGAGGGTTTGGGAGG 

BSS+346R antisense AAGAATTCCCCCCRAAAATCAATTAACTTACTC 
D2 

Aufbau der Primernamen: Verwendung*, Position**, Richtung*** 
* Bisulfite Sequenzierung 
** Position der 5’-Base relativ zum 1. Transkriptionsstartpunkt 
*** F = forward (sense), R = reverse (antisense) 

 

Tabelle 2.9: Primer für die Analyse der PRAME-Transkripte 

Name Richtung Sequenz 5’ - 3’ 
PRAME E1a F sense TTCCCAGGCGTGACCTGT 

PRAME E1b F sense AAAGCGGGCGGAGTCCTC 

PRAME E4 R antisense GGCTTGTCCACACACTCATGC 

PRAME E3+ R antisense CCACGCACGTCTGAGAGT 

PRAME I2 R antisense ACTACGGTCTTGCAGCGACA 

Aufbau der Primernamen: Genname, Position*, Richtung** 
* Exon/Intron 
** F = forward (sense), R = reverse (antisense) 

 

Tabelle 2.10: Primer für methylation-specific-PCR (MSP) 

Name Richtung Sequenz 5’ - 3’ 
MSP PRAME F sense GCTAGAGCATCGATCGATC 

MSP PRAME R antisense CTTCAGGGTACAGCTCCCC 

 

Tabelle 2.11: Primer für die RTQ-PCR 

Name Richtung Sequenz 5’ - 3’ 
PRAME RTQ F sense ATTTCCCCGGAGAAGGAAG 

PRAME RTQ R antisense CGAAAGCCGGCAGTTAGTTA 

GUSB RTQ F sense AAACGATTGCAGGGTTTCACC 

GUSB RTQ R antisense GCGTTTTTGATCCAGACCCA 

bax RTQ F sense TGGAGCTGCAGAGGATGATTG 

bax RTQ R antisense CCAGTTGAAGTTGCCGTCAGA 

akt3 RTQ F sense CACGGTACACAATCTTTCCGG 

akt3 RTQ R antisense GTCGAGAGAGCGGGTGTTCT 

mrp3 RTQ F sense CTCCCAGGCGTACAGCTTCA 

mrp3 RTQ R antisense GCGCCTTTCAGGTAAAGCA 

bcrp RTQ F sense GTACGTATAGCGATCGTTGC 
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bcrp RTQ R antisense CTAGTCTCGATGTCGATACG 

ciap2 RTQ F sense TACTATTCCCGACTGACGAG 

ciap2 RTQ R antisense GGCTAATTCGGTATAGCACG 

bak RTQ F sense TGCATCGATGCTATCGGAAC 

bak RTQ R antisense CTGATCGTGACGACTCGTCC 

Aufbau der Primernamen: Genname, Verwendung*, Richtung** 
* quantitative Real time PCR 
* F = forward (sense), R = reverse (antisense) 

 

2.1.6 Enzyme und Kits 
Enzyme und Kits, die in der Arbeit zum Einsatz kamen, sind in Tabelle 2.12 aufgelistet. 

Tabelle 2.12: Enzyme und Kits 

Enzym, Kit Hersteller 
Eurogentech Real time-PCR-Kit  Eurogentech 
DNase I  Qiagen 
Dual-Luciferase Reporter Assay System Promega 
HindIII  Fermentas 
NucleoBond® PC 500 (Maxi)  Macherey-Nagel 
NucleoSpin-Extraction-Kit  Clontech 
PowerScript™ Reverse Transcriptase  Clontech 
QIAquick PCR-Purification-Kit  Qiagen 
Ribonuklease A  Sigma 
Plasmid-Mini-Präparationskit Nucleo-Spin Macherey-Nagel 
Restriktionspuffer Red  Fermentas 
RNeasy® Mini Kit (RNA Isolation)  Qiagen 
TA-Cloning Kit  Invitrogen 
Taq DNA Polymerase (rekombinant)  MBI Fermentas 
Titanium Taq  Clontech 
XhoI  Fermentas 

 

2.1.7 Software 
Software, die in der Arbeit zum Einsatz kam, ist in Tabelle 2.13 aufgelistet. 

Tabelle 2.13: Software 

Software Hersteller 
ABI Prism 7000 SDS  Applied Biosystems 
Adobe Acrobat 7.0 Adobe 
Adobe Photoshop 7.0  Adobe 
Adobe Illustrator CS  Adobe 
AnalySIS™  SIS 
Excel 2003  Microsoft 
Gene Genius Gel Documentation and Analysis System  Syngene 
GeneQuest  Lazergene 
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Matinspector  Genomatix 
Nucleic Acid Sequence Massager  Tonjum-Group 
Primer3  Whitehead Inst. for Biomedical Res. 
SigmaPlot 9.0  STATCON 
Word 2003  Microsoft 

 

2.1.9 Zelllinien  
Für die vorliegende Arbeit wurden verschiedene humane Zelllinien kultiviert und für 

Experimente eingesetzt (Tabelle 2.14). 

Tabelle 2.14:Verwendete humane Zelllinien 

Zelllinie Art ATCC* Zugangsnummer 
HL60 AML-M2** CLL-240 
U937 AML-M5** CRL-1593.2 
K562 CML in Blastenkrise, Ph+ CCL-243 
HeLa Zervixkarzinom CCL-2 
CaSki Zervixkarzinom CRL-1550 

* American Type Cell Culture Collection 
** FAB (French-American-British) Klassifikation der AML Zelllinien 

 

2.1.10 Patientenproben und Kontrollen  
Total RNA und DNA, gewonnen aus dem Knochenmark oder peripherem Blut an AML-

erkrankter Kinder und gesunder Personen, wurde von der Kinderklinik der Friedrich-

Schiller-Universität Jena gestellt. Für diese Arbeit wurden vier von 50 AML-Proben nach 

ihrer vorher bestimmten PRAME-Expression ausgewählt. Zusätzlich wurde die RNA und 

DNA aus Testis eines gesunden Spenders bei der Firma BioCat gekauft. 

Tabelle 2.15:Patientenproben und Kontrollen 

Probe Beschreibung PRAME-mRNA-Level der Zellen** 
AML-7 AML-M1* sehr niedrig 
AML-28 AML-M5* sehr niedrig 
AML-45 AML-M5* hoch 
AML-47 AML-M2* hoch 
Blut Mischung aus 3 Blutproben 

gesunder Spender 
sehr niedrig 

Testis ein gesunder Spender Firma 
BioCat 

hoch 

* FAB (French-American-British) Klassifikation der AML Zelllinien 
** nach Steinbach et al. 2001 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Zellkultur 
Die verwendeten Zellen wurden bei 5% CO2, 96% relativer Luftfeuchte und 37°C im 

Brutschrank in Vollmedium in Kulturschalen oder Flaschen kultiviert Dabei wurde für die 

Zelllinien HL60, U937 und K562 RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium) und 

für die Zelllinien HeLa und CaSki DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) 

verwendet und mit 10% FCS, 100 units/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin 

versetzt. 

Zum Passagieren der Zellen wurden die mit adhärenten Zellen (HeLa und CaSki) 

bis zu 70% bewachsenen Kulturgefäße vom Medium befreit und anschließend mit PBS-

Puffer gewaschen. Nach Zugabe von Trypsin/EDTA-Lösung und einer ca. 5 minütigen 

Inkubation bei 37°C konnten die von der Oberfläche abgelösten Zellen in frischem 

Medium aufgenommen werden. Je nach Bedarf wurden Teilmengen dieser Zellsuspension 

in ein neues Kulturgefäß gegeben und mit dem entsprechendem Volumen an Medium 

versorgt. Zellen welche in Suspension wachsen (HL60, U937 und K562) wurden bis zu 

einer Dichte von 106 Zellen pro Milliliter kultiviert, bei 220 g pelletiert, in Vollmedium 

gewaschen und zum Teil in neue Kulturgefäße überführt. 

Für eine Langzeitlagerung der Zelllinien wurden Aliquots zu einem Milliliter in 

flüssigem Stickstoff eingefroren. Hierfür wurden adhärente Zellen, welche bis zu einer 

Konfluenz von ca. 70% herangewachsen waren mit Trypsin/EDTA abgelöst, mit PBS-

Puffer gewaschen und in 15 ml Zentrifugenröhrchen bei 220 g pelletiert. Zellen welche in 

Suspension wachsen wurden bis zu einer Dichte von 106 Zellen pro Milliliter kultiviert und 

bei 220 g pelletiert. Nach vollständiger Entfernung des Überstandes wurde das Zellpellet in 

vier ml Einfriermedium aufgenommen und Aliquots zu je einem Milliliter in 

Kryokonservierungsröhrchen abgefüllt. Diese wurden anschließend für zwei Tage in -80°C 

kaltem Isopropanol inkubiert und danach in flüssigem Stickstoff eingefroren. 

Zum auftauen wurden die in Kryokonservierungsröhrchen abgefüllten humanen 

Zellen aus dem flüssigem Stickstoff entnommen und für 5 Minuten auf Eis gestellt. 

Danach erfolgte ein Anwärmen der Zellen im Wasserbad bei 37°C für weitere 2 Minuten. 

1 ml der Zellsuspension wurde anschließend in 5 ml Nährmedium aufgenommen und in 15 

ml Falcon-Röhrchen abgefüllt. Nach 5 minütiger Zentrifugation bei 220 g konnte der 

Überstand vollständig entfernt und das Zellpellet in frischem Medium aufgenommen 

werden. Nach vorsichtigem lösen des Zellpellets wurden die entstandene Zellsuspension 
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auf zwei Kulturschalen verteilt und mit dem entsprechenden Volumen Medium versorgt. 

Nach 24h erfolgte ein Mediumwechsel. 

Vor Beginn der Untersuchungen wurden die verwendeten Zelllinien mittels DAPI-

Färbung auf Mykoplasmeninfektion getestet. Hierfür wurden Zellen auf Deckgläschen 

aufgebracht und mit 1ml DAPI-Fixierlösung für 20 min fixiert. Nach dem Ersetzen der 

Fixierlösung durch 1ml DAPI-Färbelösung wurden die Zellen in Dunkelheit bei RT 5min 

inkubiert und danach mit Wasser gespült. Nach Trocknung der Deckgläschen wurden diese 

mit Antifade auf Objektträgern fixiert und mittels Fluoreszenzmikroskopie bei λ=460 nm 

betrachtet. 

 

2.2.2 RNA Extraktion 
Die Isolation humaner total RNA erfolgte mit dem Qiagen RNeasy Mini-Kit nach den 

Vorgaben des Herstellers. Es wurden 106-107 Zellen eingesetzt. Die Reinheit und Ausbeute 

der isolierten genomischen RNA wurde anschließend mittels UV-Vis-Spektrophotometrie 

im Nanodrop ermittelt. Zusätzlich wurde die Integrität der Proben durch Agarose-

Gelelektrophorese überprüft. 

 

2.2.3 cDNA Synthese 
Bei dieser Reaktion wird mRNA in cDNA umgeschrieben. Der Prozess wird durch eine 

modifizierte virale RNA-abhängige DNA-Polymerase (Reverse Transkriptase) katalysiert. 

Als Primer dienten 6bp DNA-Fragmente mit zufälliger Basenverteilung (random hexamer-

primer). Zur Denaturierung der RNA wurden in einem Volumen von 10µl 2µg RNA mit 

5µM random hexamer primer für 10min auf 70°C erhitzt. Nach Abkühlung auf Eis wurde 

ein RT-Mix, bestehend aus 4 µl 5x RT-Puffer, 2 µl dNTP Mix (10 mM), 2 µl DTT 

(100mM), 1 µl RNase Inhibitor (20 U/µl) und 1 µl PowerScript Reverse Transkriptase 

(200 U/µl) zum RNA/Primer-Gemisch hinzugegeben und 1,5 h bei 42°C inkubiert. Zur 

Inaktivierung der RT erfolgte eine Inkubation für 5min bei 90°C. Nach einer Abkühlung 

der Proben auf Eis erfolgte eine Degradation der RNA durch basische Hydrolyse. Dazu 

wurden 15 µl 0,1N NaOH zum 20 µl Reaktionsmix hinzugegeben und dieser für 10 min 

bei 70°C inkubiert. Nach der Inkubationzeit wurde der Reaktionsmix für 1 min auf Eis 

gestellt. Die Neutralisation der Lösung erfolgte anschließend durch Hinzugabe von 25 µl 

HEPES. Anschließend erfolgte eine Aufreinigung der cDNA. Dafür wurde die cDNA unter 

Zugabe von 6µl K-Ac und100µl Isopropanol für 30 min bei RT gefällt, abzentrifugiert, mit 



 

 
- 36 -

MATERIAL UND METHODEN 

200 µl 70% EtOH gewaschen, erneut abzentrifugiert, getrocknet und in 100 µl DEPC 

Wasser aufgenommen. Die cDNA wurde bei –20°C gelagert. In jeder RT-Reaktion wurden 

Negativkontrollen (ohne RNA) und Positivkontrollen (bereits getestete RNA) mitgeführt. 

 

2.2.4 DNA Extraktion 
Die Gewinnung von genomischer DNA aus humanen Zellkulturproben erfolgte mit Hilfe 

des DNeasy Tissue-Kits der Firma QIAGEN. Die Vorgehensweise entsprach den Angaben 

des Herstellers. Es wurden je etwa 106-107 Zellen verwendet. Die Reinheit und Ausbeute 

der isolierten genomischen DNA wurde anschließend mittels UV-Vis-Spektrophotometrie 

im Nanodrop ermittelt. Zusätzlich wurde die Integrität der Proben durch Agarose-

Gelelektrophorese überprüft. 

 

2.2.5 Quantifizierung von DNA und RNA 
Konzentration und Reinheit von RNA und DNA wurden photometrisch mittels UV/Vis-

Spektrophotometrie in einem NanodropTM ND-1000 der Firma NanoDrop Technologies 

bestimmt. Hierbei wird die Absorption (optische Dichte = OD) der Nukleinsäurelösung bei 

230, 260 und 280 nm gemessen und anschließend die Konzentration, aus folgender 

Formel, berechnet.  

 

 

 

Der Quotient OD260nm/OD280nm spiegelt den Grad der Kontamination mit Protein 

wieder und sollte größer als 1,5 sein. Des Weiteren wurde der Quotient 

OD260nm/OD230nm ermittelt, welcher den Grad der Kontamination mit verschiedenen 

Lösungsmitteln widerspiegelt. 

 

2.2.6 Agarosegelelektrophorese 
Die Beurteilung sowohl der Qualität von RNA und DNA als auch die der PCR-Produkte 

erfolgte mittels elektrophoretischer Auftrennung in 2%igen Agarosegelen. Im Gegensatz 

dazu wurden zur Aufreinigung von PCR-Produkten vor Klonierung und bei der 

Elektrophorese von Plasmiden 0,8%ige Agarosegele verwendet. Als Laufpuffer diente SB-

Puffer. Durch Zusatz von 0,5µg/ml Ethidiumbromid zum Gel wurden DNA bzw. RNA 

angefärbt, Die PCR-Produkte bzw. die RNA wurden mit Gelladepuffer versetzt und 

c [ng/µl] = OD260nm x Verdünnungsfaktor x 40 (bei RNA) bzw. 50 (bei DNA).  
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zusammen mit einem Molekulargewicht-Standard aufgetragen. Die Visualisierung der 

Nukleinsäuren erfolgte auf einem UV-Durchleuchtungstisch bei 254nm, das Ergebnis 

wurde mit einer CCD-Kamera dokumentiert. 

 

2.2.7 Inkubation mit 5-Aza-dC, TSA und VPA 
Die Zelllinien HeLa und CaSki wurden konzentrationsabhängig mit den Substanzen 5-

Aza-2’-Desoxycytidin (5-Aza-dC), Trichostatin A (TSA) oder Valproinsäure (VPA) 

stimuliert. Eine Behandlung mit dem Cytosin Analogon 5-Aza-dC führt zu 

Hypomethylierung der genomischen DNA einer Zelle. TSA und VPA sind Histon-

Deacetylase-Inhibitoren (HDAC-I) und führen zu verstärkter Histonacetylierung.  

Die Zellen wurden 5 Tage in Vollmedium, welches mit 2 µM 5-Aza-dC versetzt 

war, kultiviert. Ein Teil der Zellen wurde geerntet und ein Teil für weitere 45 Tage in 

Vollmedium ohne 5-AZA-dC weiterkultivitert und danach geerntet. TSA kam für 6h in der 

Konzentrationen 5 mM zur Anwendung. Zur Kontrolle wurden immer auch unbehandelte 

Kulturen mitgeführt. 

 

2.2.8 Quantitative Real time PCR 
Die Quantitative Real time PCR basiert auf der Detektion eines Fluoreszenzsignals, 

welches proportional zur Amplifikation eines PCR-Produktes entsteht [Higuchi et al. 

1993]. Dies ermöglicht erstens die akkurate Quantifizierung eines spezifischen 

Nukleinsäure-Templates in einer Probe (Absolute Quantifikation) und zweitens 

vergleichende Messungen zwischen verschiedenen Proben (Relative Quantifikation). Die 

hier angewandte Variante beruht auf dem Prinzip, dass sich ein fluoreszierender Farbstoff 

(SYBR-Green I) unspezifisch in doppelsträngige DNA einlagert, dadurch seine 

Fluoreszenz stark erhöht und so die Akkumulation doppelsträngiger DNA in der PCR 

verfolgt werden kann.  

Die Quantitative Real time PCR wurde im MiniOpticon Real time PCR Detection 

System von BioRad mit Hilfe eines qPCR Core kit von Eurogentec nach den Angaben des 

Herstellers durchgeführt. Das Volumen der Reaktionen betrug 25 µl und als interne 

Kontrolle diente das House-Keeping-Gen GUSB (β-Glucuronidase). Die verwendeten 

Primer sind in Tabelle 2.11 aufgeführt. Zur Amplifikation der cDNA-Sequenzen wurde 

folgender Ansatz (Tabelle 2.16) und folgendes Programm (Tabelle 2.17) verwendet. 
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Tabelle 2.16: Ansatz für quantitative Real time PCR 

Komponente (Stammkonzentration) Volumen 
Reaktionspuffer (10x) 2,50 µl 
dNTP/dUTP Mix (5 mM) 1,00 µl 
MgCl2 (50 mM) 1,75 µl 
Primer sense (10 µM) 0,5 µl 
Primer antisense (10 µM) 0,5 µl 
Sybr®Green Lösung 0,75 µl 
HotGoldStar Taq Polymerase (5U/ µl) 0,12 µl 
dd H2O 7,88 µl 
Template (ca. 200 pg cDNA) 10 µl 

Total 25 µl 

 

Tabelle 2.17: Programm für quantitative Real time PCR 

Vorgang  Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen 
initiale Denaturierung  95°C 10 min 1 
Denaturierung 95°C 15 sec 
Annealing 60°C 15 sec 
Extension 72°C 30 sec 

40 

 

Die Bestimmung des Expressionsverhältnisses der untersuchten Proben erfolgte nach 

Pfaffl, 2001. 
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* Als CP (crossing point) wird der 

Punkt definiert, an dem die 

Fluoreszenz der Proben deutlich 

über die Background – Fluoreszenz 

ansteigt. 

 

 

Da alle Werte 3fach bestimmt wurden, konnte nach der Berechnung der Ratio der 

Mittelwert und die Standardabweichung der Expressionsverhältnisse berechnet werden. 

ratio = Expressionsverhältnis 

E = Effizienz = 10[-1/slope] 

CP* = crossing point  

target = PRAME 

ref = GUSB 

control und sample = zu vergleichende Proben 
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2.2.9 Methylierungsanalyse mittels Bisulfit-Sequenzierung  
Die Methode der Bisulfit-Sequenzierung genomischer DNA wurde 1992 von Frommer und 

Mitarbeitern entwickelt. Sie ermöglicht es den Methylierungsstatus aller spezifischen 

Cytosine eines DNA Einzelstranges limitierter Länge zu bestimmen. Diese Technik beruht 

auf der Tatsache, dass mit Hilfe von Natriumbisulfit unmethyliertes Cytosin effizient in 

Uracil umwandelt werden kann, während 5-Methylcytosin vor diesen Modifikationen 

weitgehend geschützt ist. 

Damit eine Reaktion von Natriumbisulfit mit dem Cytosin der DNA hochspezifisch 

für Einzelstränge ist muss diese vorher alkalisch denaturiert werden. Anschließend findet 

unter Inkubation mit Natriumbisulfit eine reversible Addition des Bisulfitions an das 

Kohlenstoffatom C-6 des Cytosinrings statt (Abbildung 2.1, Schritt 1). Es entsteht Cytosin-

Sulfonat, das durch hydrolytische Desaminierung weiter in Uracil-Sulfonat umgewandelt 

wird (Abbildung 2.1, Schritt 2). Danach werden die modifizierten Basen (Uracil-Sulfonate) 

zu Uracil desulfoniert (Abbildung 2.1, Schritt 3). Dann wird die Reaktion neutralisiert. 

Alle unmethylierten Cytosine werden durch chemische Umwandlung in Uracile 

konvertiert. Bei methylierten Cytosinen erfolgt der nukleophile Angriff durch das 

Bisulfitanion dagegen nur sehr langsam, und die 5-mC-Basen bleiben unverändert. Nach 

der Bisulfit-Behandlung liegen zwei nicht mehr zueinander komplementäre Einzelstränge 

vor. Bei der sich anschließenden PCR-Amplifikation verhält sich Uracil wie Thymin. Die 

Bisulfit-induzierten Sequenzänderungen bilden dann die Basis für die Unterscheidung von 

methylierten und unmethylierten Cytosinen und können durch Sequenzierung und 

Vergleich mit der Ausgangssequenz bestimmt werden. 

Die hier angewandte Methode ist eine Abwandlung der Methode von Olek und 

Mitarbeitern, 1996. Dabei wurden 500 ng genomische DNA mit EcoRI vorverdaut und 

anschließend in 0,3 M NaOH für 20 min in einem Volumen von 25 µl bei 55°C 

denaturiert. Die denaturierte DNA wurde mit 50 µl Low Melting Point-Agarose (2%) 

vermischt. Anschließend wurde durch pipettieren von 10 µl DNA/Agarose-Gemisch in 

eisgekühltes Mineralöl Kugeln geformt. Dies erfolgte pro Ansatz sieben Mal, wodurch 

eine DNA/Agarose-Kugel ca. 67 ng DNA enthielt. Danach wurden je 500 µl 

Natriumbisulfit/Hydrochinone-Lösung zu den DNA/Agarose-Kugeln unter das Mineralöl 

pipettiert und für 18h bei 55°C inkubiert. Anschließend wurden die Kugeln in 1 x TE 

gewaschen und durch eine Behandlung mit 0,3 M NaOH für 15 min bei 37°C die in den 
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Kugeln gebundene DNA desulfoniert. Nach nochmaligem waschen der Kugeln in TE und 

dd H2O wurden diese direkt als Template in die folgende Nested-PCR eingesetzt.  

 

Abbildung 2.1: Schematische 
Darstellung der Bisulfit-
Konvertierung [Clark et al. 1994] 

Schritt 1. Addition des Bisulfitions an das 
Kohlenstoffatom C-6 des Cytosinrings. 
Schritt 2. Cytosin-Sulfonat wird durch 
hydrolytische Desaminierung in Uracil-
Sulfonat umgewandelt. 
Schritt 3. Uracil-Sulfonat wird im alkalischen 
Schritt zu Uracil desulfoniert. 

 

 

 

 

 

Zwei DNA Sequenzen des kodierenden Stranges der PRAME-Promotorregion sollten hier 

untersucht werden. Eine Sequenz stromaufwärts vom ersten TSP des Gens (Position –591 

bis –64) und eine Sequenz die stromabwärts vom ersten TSP des Gens reicht (Position –70 

bis +346).  

 

Tabelle 2.18: Ansätze für die Bisulfit Sequencing Nested-PCR 

Komponente (Stammkonzentration) Volumen 
Hot Start Reaktionspuffer (10x) 5 µl 
dNTP/dUTP Mix (10 mM) 1 µl 
MgCl2 (25 mM) 4 µl 
Primer sense (10 µM) 1 µl 
Primer antisense (10 µM) 1 µl 
Hot Start Pol (JenaBioscience) (5U/ µl) 0,3 µl 
dd H2O 27,7 µl 
Template  
1. PCR: DNA/Agarose-Kugel mit ca. 67 ng DNA 
2. PCR: 1/100 des PCR Products der 1. PCR 

ca. 10 µl 

Total 50 µl 

 

Die erste PCR erfolgte dabei mit den Primerpaaren U1 (Stromaufwärts-Primerpaar 1) bzw. 

D1 (Stromabwärts-Primerpaar 1) und je einer DNA/Agarose-Kugel und die zweite PCR 
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mit den Primerpaaren U2 bzw. D2 und je 1/100 des PCR Products der ersten Reaktion. Die 

Ansätze und Programme der Nested-PCR sind in Tabelle 2.18 bzw. Tabelle 2.19 

aufgelistet. Informationen über die verwendeten Primerpaare können Tabelle 2.8 

entnommen werden. 

 

Tabelle 2.19: Programme für die Bisulfit Sequencing Nested-PCR 

PCR Primerpaar Denaturierung1 Annealing Extension2 Zyklen 
1 U1  94°C, 15 sec 60°C, 15 sec 68°C, 30 sec 32 
1 D1 94°C, 15 sec 56°C, 15 sec 68°C, 30 sec 32 
2 U2  94°C, 15 sec 62°C, 15 sec 68°C, 30 sec 36 
2 D2 94°C, 15 sec 56°C, 15 sec 68°C, 30 sec 36 

1Die initiale Denaturierung im 1. Zyklus der PCR erfolgte für 1min.  
2Auf den letzten Zyklus folgte eine Inkubation für 2min bei 68ºC, um eine  
 Komplettierung der noch unvollständigen Moleküle zu ermöglichen. 

 

Die PCR-Amplifikate wurden anschließend mittels eines TA cloning Kit (Invitrogen) nach 

den Vorgaben des Herstellers in den Vektor pCR2.1 kloniert, in kompetente DH5α E. coli 

Zellen transformiert, gescreent und sequenziert (Abschnitt 2.2.10).  

 

2.2.10 Klonierung 
Die Klonierung von PCR-Produkten fand bei der Methylierungsanalyse mittels Bisulfit-

Sequenzierung (Abschnitt 2.2.9), der Herstellung der Konstrukte für den Dual-Luciferase-

Assay (Abschnitt 2.2.11) und der Überexpression von PRAME in CaSki-Zellen (Abschnitt 

2.2.12) Verwendung.  

Bei dieser Methode werden DNA Fragmente in Plasmidvektoren eingebracht, diese 

in kompetente prokaryontische Wirtszellen transformiert, in denen sie vermehrt werden, 

um anschließend wieder aus diesen isoliert, analysiert und für verschiedene Anwendungen 

verwendet zu werden. Folgende Schritte wurden für die Klonierung durchgeführt. 

 

2.2.10.1 Amplifizierung der zu klonierenden DNA Fragmente mittels PCR 

Die Amplifikation der zu klonierenden DNA Fragmente mittels PCR erfolgte 

Anwendungsspezifisch (Abschnitte 2.2.9, 2.2.11 & 2.2.12). 
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2.2.10.2 Aufreinigung von DNA-Fragmenten 

Für die Aufreinigung von DNA-Fragmenten wurde das QIAquick PCR Purification Kit der 

Firma Qiagen verwendet. Das zugrunde liegende Verfahren nutzt die Tatsache aus, dass 

DNA bei hohen Salzkonzentrationen an Silicate bindet, sich bei niedrigen 

Salzkonzentrationen aber wieder eluieren lässt. Die Aufreinigung der PCR-Produkte 

erfolgte wie vom Hersteller beschrieben. Die Reinheit und Ausbeute wurde anschließend 

via UV-Vis-Spektrophotometrie im Nanodrop ermittelt (Abschnitt 2.2.5). 

 

2.2.10.3 Restriktionsverdau 

Der Restriktionsverdau der Vektoren und DNA-Fragmente erfolgte in 20 µl Ansätzen mit 

den entsprechenden Restriktionsenzymen unter den enzymspezifischen 

Reaktionsbedingungen (Abschnitt 2.2.11 und 2.2.12.) Die anschließende Aufreinigung der 

DNA erfolgte wie in Abschnitt 2.2.10.2 beschrieben. Die Messung der Konzentration und 

Reinheit der DNA-Lösungen erfolgte mittels UV-Vis-Spektrophotometrie im Nanodrop 

(Abschnitt 2.2.5). 

 

2.2.10.4 Ligation 

Die Ligation der restriktionsverdauten PCR-Fragmente mit den ebenfalls 

restriktionsverdauten Vektoren erfolgte ÜN bei 15°C mit T4 DNA-Ligase in 

Ligationspuffer. 

 
2.2.10.5 Transformation und Selektion 

Die Transformation kompetenter E. coli Bakterien des Stammes DH5α erfolgte nach 

Hanahan, 1983, mit 2 µl des Ligationsansatzes. Eine Selektion der Transformanden 

erfolgte über die Zugabe von Ampicillin (50µg/ml). Da für Methode 2.2.9 der Vektor 

pCR2.1, welcher eine Blau-Weiß- Selektion zulässt, eingesetzt wurde, wurden hier die LB-

Platten zusätzlich mit x-Gal (40µg/ml) versetzt. 

 

2.2.10.6 Plasmid Präparation 

Für die Isolation hochreiner Plasmid-DNA wurde das NucleoSpin-Kit der Firma 

Macherey-Nagel eingesetzt. Die Durchführung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. 

Das Prinzip dieses Kits entspricht der Methode der alkalischen Lyse kombiniert mit einer 
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finalen Aufreinigung über eine Silikat-Membran. Als Ausgangsmaterial diente eine 2ml 

Übernachtkultur plasmidtragender E. coli DH5α Zellen. 

 

2.2.10.7 Screening nach positiven Klonen 

Zur Unterscheidung von fragmenttragenden, positiven Klonen und rezyklisierten oder 

ungeschnittenen, negativen Klonen wurde zum einen die Methode der Colony-PCR, vor 

der Isolierung der Plasmid-DNA und zum anderen eine Restriktionsanalyse nach der 

Isolierung der Plasmid-DNA, durchgeführt. 

 

2.2.10.7.1 Colony-PCR 

Die Colony-PCR ist eine schnelle und kostengünstige Variante des Screenings nach 

positiven Transformanten. Hierbei wird anstelle der Template-DNA Zellen einer 

Bakterienkolonie direkt in das Reaktionsgefäß mit dem PCR-Mix gegeben und 

anschließend die Reaktion gestartet. Im ersten Schritt der Reaktion (Denaturierung: 95°C 

für 10 min) werden dabei die Zellen lysiert und die austretende Plasmid-DNA kann als 

Template für die Polymerase-Kettenreaktion erkannt werden. Als Primer wurden die für 

die Amplifizierung der zu klonierenden DNA Fragmente eingesetzten Oligonukleotide 

verwendet (Anschnitt 2.2.10.1). Nach Auftrennung der PCR-Produkte mittels Agarose-

Gelelektrophorese konnten positive Klone, welche eine Primerpaar-spezifische Bande 

aufwiesen in LB-Medium angezogen und Plasmid-DNA beschrieben isoliert werden 

(Abschnitt 2.2.10.6). 

 
2.2.10.7.2 Restriktionsanalyse 

Zur Kontrolle der ordnungsgemäßen Insertion des PCR-Produktes in den Vektor wurde 

jeweils ein Aliquot des isolierten Plasmidextrakts einer Restriktionsanalyse unterworfen. 

Der Restriktionverdau erfolgte standardmäßig in einem Volumen von 20 µl mit ca. 500 ng 

Plasmidextrakt mit den entsprechenden Restriktionsenzymen unter den für die Funktion 

der Restriktionsenzyme nötigen Pufferbedingungen für 90 min bei 37°C. 10 µl des 

Ansatzes wurden anschließend mittels Agarosegelelektrophorese (Abschnitt 2.2.6) 

analysiert. 
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2.2.10.8 Sequenzierung 

Die hier angewendete Sequenzierungsmethode, das sogenannte Cycle-Sequenzing, basiert 

auf der 1977 von Sanger und Mitarbeitern entwickelten Didesoxy-Kettenabbruch-

Methode; die auch als „enzymatische Sequenzierung“ bezeichnet wird.  

Die Sequenzierung von DNA erfolgte hier mittels Thermo-Sequenase-fluorescent-labelled-

primer-cycle-sequencing-kit mit 7-deaza-dGTP der Firma Amersham Pharmacia Biotech 

auf einem LI-COR 4300 DNA Analyzer. Die Vorgehensweise entsprach dabei den 

Herstellerangaben. 

 

2.2.11 Dual-Luciferase Reporter Assay (DLR) 
Ein DLR ist ein in vivo Reportersystem, welches Genexpressionsstudien in eukaryotischen 

Zellen erlaubt. Der Name „Dual Reporter“ resultiert aus der Besonderheit, dass bei diesem 

System zwei individuelle Reporter in einer Zelle gleichzeitig exprimiert und gemessen 

werden können. Dabei unterscheidet man zwischen einem „experimentellen“ Reporter, 

welcher auf Grund der zu untersuchenden Versuchsbedingungen unterschiedlich 

exprimiert wird und einem „Kontroll-Reporter“, dessen Expression unabhängig von 

äußeren Einflüssen ist. Die Normalisierung des experimentellen Reporters zum Kontroll-

Reporter minimalisiert dabei experimentelle Unterschiede, welche beispielsweise durch 

unterschiedliche Transfektionseffizienzen, Zellzahlen, Pipettiervolumen oder Zell-Lysis-

Effekten auftreten können. 

Das hier verwendete DLR System (DLR™) der Firma PROMEGA besitzt als 

experimentellen Reporter das Enzym Firefly-Luciferase. Firefly-Luciferase ist ein 

monomeres, 61 kDa schweres Protein aus dem amerikanischen Leuchtkäfer Photinus 

pyralis. Da das Protein für seine enzymatische Aktivität keiner posttranslationalen 

Modifikationen bedarf [WOOD et al. 1984; DE WET et al. 1985], steht es nach der 

Translation sofort als genetischer Reporter zur Verfügung. Als Substrat für die Firefly-

Luciferase dient Beetle-Luciferin, welches mit ATP und O2 unter Lichtemission zu 

Oxyluciferin oxidiert wird. Das Gen der Firefly-Luciferase luc+ liegt in diesem System auf 

dem Vektor pGL3-basic und folgt einer multiple cloning site (MCS) in welche das zu 

untersuchende Promotorfragment kloniert wird. Als Kontroll-Reporter wird in diesem 

System das Enzym Renilla-Luciferase verwendet. Renilla-Luciferase ist ein monomeres, 

36 kDa schweres Protein aus der Weichkoralle Renilla reniformis. Auch dieses Protein 

bedarf keiner posttranslationalen Modifikationen und steht somit nach der Translation auch 
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sofort als genetischer Reporter zur Verfügung. Für die lichterzeugende Reaktion bedarf es 

als Ausgangsprodukt Coelenterazin und O2, welche zu Coelenteramid, CO2 und Licht 

umgesetzt werden. Das Renilla-Luciferasegen Rluc befindet sich auf dem Vektor pRL-

SV40 hinter einem SV-40-Early-Enhancer-Promotor und einem T7-Promotor, welche für 

eine starke Transkription des Referenzgens sorgen. Für die Termination der Rluc-

Transkription sorgt ein SV40-late-poly(A)-Element, welches hinter dem Gen positioniert 

ist. 

Der DLR wurde nach den Angaben des Herstellers durchgeführt. Die Klonierung 

(Abschnitt 2.2.10) der PRAME Pomotorkonstrukte erfolgte über die in der MCS des 

Vektors pGL3-basic enthaltenen Restriktionsstellen für XhoI und HindIII. Die für die 

Amplifizierung der zu klonierenden DNA Fragmente verwendeten Primer sind in Tabelle 

2.7 aufgelistet. Welche Promotorfragmente analysiert wurden kann Abbildung 3.9 

entnommen werden. Als Template für die PCR wurde genomische DNA aus HeLa-Zellen 

verwendet. Die Transfektion der klonierten Promoterkonstrukte und des Kontrollvektors 

(pRL-SV40) erfolgte wie in Abschnitt 2.2.12 beschrieben. Es wurden sowohl PRAME- 

exprimiernde HeLa-Zellen als auch PRAME nicht exprimierende CaSki-Zellen transfiziert. 

24h nach der Transfektion erfolgte die Ernte der Zellen mittels des Passive-Lysis-Buffer 

(PLB) und anschließenden abschaben der Zellen. Zellen in PLB konnten direkt 

weiterverwendet oder bei -20. eingefroren werden. Die Messung der Luciferaseaktivität 

erfolgte nach Herstellerangaben im Luminometer Luminoskan TL Plus der Firma 

Labsystems. Als Leerwert wurden Zellen mit dem unveränderten pGL3-basic Leervektor. 

Die Messung der Promotoraktivität erfolgte für jedes Konstrukt im Triplett. Für die 

Berechnung der Promotoraktivität wurde zuerst das Verhältnis von Reportergenaktivität 

(Firefly-Lumineszenz) zur Referenzaktivität (Renilla-Lumineszenz) berechnet. Damit 

erhält man für jedes Konstrukt eine relative Lumineszenzaktivität, die als normalisiertes 

Maß für den in der Zelle exprimierten Reporter steht. Danach erfolgte die Berechnung des 

Verhältnisses aus der relativen Lumineszenzaktivität für jedes Promotorkonstrukt 

gegenüber dem pGL3-basic Leervektor. Dieser Wert beschreibt die relative Aktivierung 

des getesteten Promotorkonstruktes gegenüber des vom pGL3-basic-Leervektor 

ausgehenden Hintergrundsignals. Da jedes Konstrukt dreifach unabhängig voneinander 

gemessen wurde und angenommen wird, dass die Messwerte normal verteilt sind, konnte 

für die Abschätzung, ob zwischen verschiedenen Promotorkonstrukt ein signifikanter 
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Unterschied besteht ein zweiseitiger T-Test für Stichproben mit unterschiedlicher Varianz 

durchgeführt werden. 

 Die Methylierung ausgewählter Konstrukte erfolgte durch SssI (CpG) Methylase 

der Firma NEB in 1x NEBBuffer 2 und 160 µM S-Adenosylmethionin für eine Stunde bei 

37°C. Die Reaktion wurde durch den Verdau der Fragmente mit HpaII und MspI überprüft. 

 

2.2.12 Überexpression von PRAME in CaSki-Zellen 
Um das humane PRAME in CaSki-Zellen, welche selbst nur ein sehr geringes PRAME-

mRNA-Level besitzen, überzuexprimieren, wurde das Gen zunächst in den 

Expressionsvektor pcDNA3 (Invitrogen) kloniert. Das resultierende Vektorkonstrukt 

(pPRAME) wurde anschließend in die Zellen transfiziert in welchen dann das Gen 

exprimiert wird. Die Expression des PRAME-Gens und sechs anderer Gene erfolgte 

anschließend mittels Real time PCR. 

 

2.2.12.1 Klonierung des Offenen Leserahmens des PRAME-Gens 

Der Offene Leserahmen des Gens, welcher eine Länge von 1527 bp besitzt, wurde mittels 

PCR amplifiziert und über die Restriktionsschnittstellen BamHI und NotI in den 

Expressionsvektor pcDNA3 der Firma Invitogen kloniert (Abschnitt 2.2.10). Anschließend 

erfolgte die Transfektion der CaSki-Zellen mit dem Vektorkonstrukt. 

 

2.2.12.2 Transiente Transfektion humaner Zellen durch Lipofektion 

Die hier verwendete Methode der Transfektion durch Lipofektion beruht auf der Tatsache 

dass negativ geladene DNA-Moleküle durch elektrostatische Wechselwirkungen an 

kationische Lipide binden. Die gebildeten DNA-Liposomen-Komplexe können mit der 

Zellmembran der Zellen fusionieren und so die gebundene DNA in die Zelle gelangen. 

Die Transfektion der Vektorkonstrukte erfolgte hier mittels der TransFectinTM 

Lipid Reagenz der Firma Bio-Rad nach den Angaben des Herstellers in zu 80-90% 

bewachsenen Kulturschalen. Es wurden stets Kontrollen mitgeführt in welchen die Zellen 

mit Leervektor bzw. nicht transfiziert wurden. Die Zellen wurden 24h nach Transfektion 

geerntet. Zur Ermittlung der Transfektionseffizienz wurden Zellen mit dem Plasmid 

pEGFP der Firma Clontech von welchem in eukaryotischen Zellen das Protein Enhanced 

Green Fluorescent Protein (EGFP) exprimiert wird, transfiziert. Anschließend erfolgte die 
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Bestimmung des Verhältnisses der Transfizierten Zellen zur Gesamtzahl der Zellen via 

Fluoreszenzmikroskopie. 

 

2.2.12.3 Messung des mRNA Levels von PRAME und anderer relevanter Gene 

Die Messung des mRNA Levels von PRAME und anderer relevanter Gene erfolgte wie in 

Abschnitt 2.2.8 beschrieben. Primerinformationen können Tabelle 2.11 entnommen 

werden. 

2.2.13 Verringerung des PRAME-Levels in HeLa-Zellen durch short 
interfering RNAs (siRNA) 
Die Methode der Stilllegung von Genen durch siRNA beruht darauf, dass nach dem 

einbringen kleiner spezifischer doppelsträngiger RNAs in Zellen, diese an spezifische 

mRNAs binden wodurch die mRNA der Degradation durch doppelstrangspezifische 

Nukleasen zugeführt werden (Abschnitt 3.9).  

Die hier verwendeten PRAME-spezifischen siRNAs wurden durch die Firma 

Qiagen designed und synthetisiert. Es wurden zwei alternative siRNAs und eine Kontroll-

RNA, welche zusätzlich mit dem fluoreszierenden Farbstoff Alexa 532 konjugiert wurde, 

verwendet (Tabelle 2.6). Die HeLa-Zellen wurden mittels des HiPerFect Transfection 

Reagent der Firma Qiagen nach den Angaben des Herstellers transfiziert. Die Analyse des 

Stilllegungseffekts und die Expression weiterer Gene erfolgte wie in Abschnitt 2.8 

beschrieben. 

 

2.2.14 In silico Analysen des PRAME-Gens 
Mit Hilfe der Analyse bekannter DNA und RNA Sequenzen in silico kann ein allgemeiner 

Überblick über das zu untersuchende Gen und dessen Transkripte erlangt werden.  

Die Darstellung der chromosomalen Lokalisation und der Nachbargene des 

PRAME-Gens erfolgte mit Hilfe des Ensemble Genome Browser (EMBL-EBI & Sanger 

Institute).  

Zur genauen Bestimmung CpG-reicher Regionen und zur Vorhersage von CpG-

Inseln wurde das Programm CpGPlot (http://www.ebi.ac.uk/emboss/cpgplot/) aus der 

Programmsammlung EMBOSS (European Molecular Biology Open Software Suite) nach 

den Herstellerangaben verwendet. Die Analyse der CpG-Inseln erfolgte nach den von 

Gardiner-Garden und Frommer, 1987, vorgeschlagenen Kriterien. 
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 Die Analyse der bekannten Transkriptvarianten, welche durch differentielles 

Splicing der prä-mRNA entstehen, erfolgte über die NCBI-Datenbank. 

 

2.2.15 Relative Quantifizierung der PRAME-Transkriptvarianten  
Die Quantifizierung der PRAME-Transkriptvarianten erfolgte mittels quantitativer Real 

time PCR (2.2.8). Mit Hilfe spezifischer Primerpaare (Tabelle 2.9) wurden diese relativ 

zueinander quantifiziert. 

 

2.2.16 Methylierungsanalyse mittels methylation-specific-PCR (MSP) 
Bei dieser Methode von Singer-Sam und Mitarbeitern, 1990, wird genomische DNA mit 

Hilfe eines methylierungs-sensitiven Restriktionsenzyms verdaut und anschließend eine 

PCR über die zu untersuchenden CpG-Dinukleotide hinweg durchgeführt. 

Hier kamen dafür die Isoschizomere MspI und HpaII zum Einsatz. Beide Enzyme 

besitzen die gleiche Zielsequenz (C▼CGG), jedoch ist HpaII im Gegensatz zu MspI 

sensitiv gegenüber einer Methylierung des zweiten Cytosin. Der Verdau von 200 ng 

genomischer DNA erfolgte unter den jeweiligen Pufferbedingungen nach 

Herstellerangaben für 60 min bei 37°C. Anschließend erfolgte die Amplifikation eines zu 

analysierenden DNA Fragments mittels PCR (Abschnitt 2.2.10.1). Primerinformationen 

können Tabelle 2.10 entnommen werden.  
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3. ERGEBNISSE 

3.1 PRAME-Expression in Zelllinien, Patienten- und Kontrollproben 

In gesunden Menschen ist PRAME-mRNA in messbaren Leveln nur in Gewebe aus Testis, 

Uterus, Endometrium und Nebenniere zu finden (Tabelle 1.1) [IKEDA et al. 1997]. Es 

konnte jedoch in mehreren Arbeiten gezeigt werden, dass in vielen humanen Tumoren und 

besonders in akuten myeloischen Leukämien das PRAME-Gen exprimiert wird [IKEDA et 

al. 1997; VAN BAREN et al. 1998; PAYDAS et al. 2005; GREINER et al. 2004; STEINBACH et 

al. 2001]. Steinbach und Mitarbeiter, 2001, untersuchten dazu Proben aus Knochenmark 

und peripherem Blut von 50 an AML neu erkrankten Kindern. Für diese Arbeit wurden aus 

diesen 50 Proben vier Proben, zwei in denen ein hohes PRAME-mRNA-Level 

nachgewiesen werden konnte (AML-45 und AML-47) und zwei Proben in denen PRAME 

nur sehr schwach exprimiert wurde (AML-7 und AML-28), ausgewählt (Tabelle 2.15).  
 

 
Abbildung 3.1: PRAME-mRNA-Level in humanen Zelllinien, AML-Patienten-, und 
Kontrollproben. Das PRAME-mRNA-Level verschiedener Proben wurde mittels quantitativer 
Real time PCR ermittelt und relativ zu dem in gesundem Testis dargestellt. 

 

Da das PRAME-Expressionslevel der Proben in der vorangegangenen Arbeit von Steinbach 

und Mitarbeitern, 2001, nur densitometrisch und damit recht ungenau bestimmt wurde, 

wurde es in dieser Arbeit noch einmal mittels quantitativer Real time PCR bestimmt. 

Zusätzlich wurde die PRAME-Expression in Blutzellen dreier gesunder Kontrollpersonen, 
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Testis einer gesunden Kontrollperson, drei leukämischen Zelllinien (HL60, U937 und 

K562) und zwei Zervixkarzinom-Zelllinien (HeLa und CaSki) ermittelt (Tabelle 2.15). Als 

Vergleichswert der Expression wurde hier das PRAME-mRNA-Level in Testis verwendet. 

Das Ergebniss der Messung der relativen PRAME-mRNA-Level mittels quantitativer Real 

time PCR ist in Abbildung 3.1 gezeigt. Übereinstimmend mit Steinbach und Mitarbeitern, 

2001, zeigt es, dass die AML-Patientenproben AML-7 und AML-28 ein sehr niedriges, mit 

dem in Blut der Kontrollpersonen vergleichbares PRAME-mRNA-Level besitzen, 

wohingegen das Level in den Patientenproben AML-45 und AML-47 um ca. 100fach 

höher, mit dem in Testis vergleichbar, ist. Die Zelllinien U937 und CaSki exprimieren, im 

Gegensatz zu den Zelllinien HL60 und HeLa, nur sehr wenig PRAME. Das mit Abstand 

höchste PRAME-mRNA-Level konnte in der CML-Zelllinie K562 gemessen werden. 

Insgesamt besteht ein sehr großer Unterschied im PRAME-mRNA-Level der 

verschiedenen Proben. Um die spätere Bezeichnung der Expression der Proben zu 

erleichtern werden in dieser Arbeit alle Proben deren PRAME-mRNA-Level weniger als 

2% des in Testis gemessenen Levels beträgt als PRAME-negativ und alle Proben in denen 

das PRAME-mRNA-Level über 2% des in Testis gemessenen Levels liegt als PRAME-

positiv bezeichnet.  

 

 
Abbildung 3.2: Das PRAME-Gen. (A) Schematische Darstellung des PRAME-Gens und 
seiner Nachbargene im Ig-Lambda Locus. (B) Vergrößerte Darstellung mit CpG-reichen 
Regionen, welche CpG-Inseln darstellen könnten (gestrichelte Linien) und Tandem-Repeat 
(hellgrau hinterlegt). 
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3.2 Analyse des PRAME-Gens und seiner Transkripte 

Um mögliche Regulationsmechanismen zu identifizieren, wurde das PRAME-Gen, dessen 

Promotorregion und seine Transkripte zunächst mittels verschiedener in silico Analysen 

untersucht. Diese umfassten die Darstellung der genauen chromosomalen Lokalisation von 

PRAME und dessen Nachbargene, die Suche nach möglichen CpG-Inseln auf der DNA 

und die Darstellung der Transkriptvarianten, welche durch differentielles Splicing der prä-

mRNA entstehen. Die verschiedenen Transkriptvarianten wurden zudem in vitro mittels 

quantitativer Real time PCR relativ zueinander quantifiziert. 

 

3.2.1 Das PRAME-Gen 
Das PRAME-Gen umfasst etwa 11000bp befindet sich auf dem q-Arm von Chromosom 22 

in der Bande q11.22. Diese Bande ist Träger des Immunoglobin-Lamda-Locus (IGL@), 

welcher für die leichten Ketten der Immunglobuline kodiert. PRAME und zwei 

stromabwärts folgende Gene, SUHW1 und SUHW2, liegen revers-komplementär orientiert, 

auf dem Minusstrand der DNA, in einem Intron im zweiten Drittel des IGL@ (Abbildung 

3.2). Nur etwa 50bp stromaufwärts von PRAME befindet sich ein bislang 

uncharakterisiertes Gen, LOC648691, welches auf dem Plusstrang der DNA kodiert ist und 

demzufolge in entgegengesetzter Richtung transkribiert wird. Die Expression dieses Gens 

korreliert nicht signifikant mit der von PRAME (Daten nicht gezeigt). Weiterhin sind im 

Bereich 22q11 verschiedene instabile chromosomale Elemente, wie z. B. die Breakpoint-

Cluster-Region (BCR) und das am Philadelphia-Syndrom beteiligte Translokationsgen 

BCR, sowie ein 3 Mb großer Deletionsbereich (Loss of heterozygosity) vorhanden. Im 

ersten Intron des PRAME-Gens befindet sich in HeLa-Zellen ein Cytosin-reiches Tandem-

Repeat mit ca. 35 Wiederholungen der Konsensussequenz 

[TGTCTCCCTTCCCCCATGCCCACCCCTCCCCCACCC]. Der Startpunkt dieses 

Repeats liegt bei Position +856 und reicht bis Position +1401, relativ zum ersten TSP. Da 

ein solches Repeat in unmittelbarer Umgebung des Transkriptionsstartes auch ein putatives 

Enhancer- oder Silencerelement darstellen kann, wurde die Sequenz nach möglichen 

bindenden Transkriptionsfaktoren abgesucht. Als mögliche Faktoren sind z. B. das 

Myeloid-Zink-Finger-Protein, welches mit einer Core-Similarität von 100% 16 Mal im 

Repeat eine Konsensussequenz aufweist oder der Zink-Finger-Transkriptionsfaktor ZBP-

89, welcher 31 Mal eine Bindestelle finden könnte. 
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3.2.2 PRAME-Promotorregion – Transkriptvarianten, Promotorelemente und 
Transkriptionsfaktoren 
In Datenbanken sind zurzeit 454 

PRAME expressed sequence tags 

(EST) zu finden. Seit kurzem sind 

diese fünf Transkriptvarianten (TV 

1-5, GenBank Zugangsnummern: 

NM_206956, NM_206955, 

NM_206954, NM_006115 und 

NM_206953) zugeordnet 

(Abbildung 3.4). Diese 

Transkriptvarianten (TV) besitzen zwei verschiedene Transkriptionsstartpunkte (TSP). Die 

Transkription der Varianten TV 1, 2 und 3 starten 150bp weiter stromaufwärts als die der 

Varianten TV 4 und TV 5. Alle TVs besitzen den gleichen offenen Leserahmen und 

kodieren somit für das gleiche, ca. 58 kDa schwere, Protein. Es konnte gezeigt werden, 

dass es noch eine weitere TV des PRAME-Gens gibt (Abbildung 3.3). Diese stellt, startend 

vom zweiten Startpunkt aus, höchstwahrscheinlich das Äquivalent zur Variante TV 2, in 

welcher Exon 2 und Exon 3 zusammen mit dem dazwischenliegenden Intron ein großes 

Exon bilden, dar.  

Mittels quantitativer Real time PCR wurden die relativen Mengen der 

verschiedenen PRAME Transkripte in verschiedenen Zelltypen ermittelt. Dafür wurden die 

Patientenprobe AML-45, die Zelllinien K562 und HL60 und eine Probe aus gesundem 

humanem Testis vermessen. Es zeigte sich, dass in allen analysierten Proben vorwiegend 

TV3 gebildet wird (Abbildung 3.4). TV 1 und TV 5 bilden den Großteil der restlichen 

PRAME-mRNA in der Zelle. TV 2 und TV 4 sind unterrepräsentiert und kaum messbar. 

Allgemein lässt sich feststellen, dass vorwiegend Transkripte welche vom ersten TSP aus 

gebildet werden in der Zelle vorhanden sind. Für die Anlagerung der RNA-Polymerase II 

im Core-Promotorbereich eines eukaryotischen Gens werden weitere Proteine benötigt, die 

an spezifische DNA-Sequenzen binden [Zawel & Reinberg 1995]. Aus diesem Grund 

wurden beide potentiellen TSPs nach Core-Promotorelementen, wie TATA-Boxen, BRE-

Elementen, CAAT-Boxen, CT-Elementen und DPE-Elementen, abgesucht. Diese Faktoren 

besitzen alle eine spezielle Konsensussequenz und einen relativ festen Abstand zum TSP. 

Eine TATA-Box oder ein BRE-Element konnte für keinen der beiden TSPs gefunden 

Abbildung 3.3: PRAME-
Transkripte in K562. Nach 
40 Zyklen PCR können alle 
Transkripte detektiert 
werden. Links: Transkripte 
startend vom 2. Startpunkt. 
Rechts: Transkripte 
startend vom 1. Startpunkt 
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werden. TSP eins zeigte jedoch eine starke Homologie zum INR-Element, welches immer 

direkt mit dem TSP überlappen muss. TSP zwei besaß ebenfalls Homologie zum INR-

Element, diese war aber nicht so stark ausgeprägt. Beide TSPs wiesen zudem an Position 

+27 große Homologie zum DPE-Element auf. Nur TSP eins besaß zusätzlich ein CT-

Signal als Core-Promotorelement.  

 

 
Abbildung 3.4: PRAME-Transkripte und deren Verteilung in der Zelle. Die 
Transkriptvarianten (TV) 4 und 5 besitzen im Gegensatz zu TV 1, TV2 und TV 3 einen 150bp 
stromabwärts gelegenen Transkriptionsstart. Alle Transkripte kodieren das gleiche Protein. TV 3 
wird vorwiegend gebildet. 

 

Um sich einen Überblick zu verschaffen, welche Transkriptionsfaktoren in der 

Promotorregion binden könnten wurde ein Sequenzabgleich mit Hilfe des Programms 

MATINSPECTOR von Genomatix im Bereich von Position -550 bis +350 durchgeführt. 

In Tabelle A.1 ist eine Auswahl an Faktoren aufgeführt, die eine Core-Similarität von 

100% und eine Matrix-Similarität von >95% aufwiesen. 

 

3.2.3 Identifizierung CpG-reicher Regionen zur Vorhersage von CpG-Inseln 
Die Bestimmung CpG-reicher Regionen zur Vorhersage von CpG-Inseln wurde mittels 

eines CpG-Plot durchgeführt. Die Analyse der CpG-Inseln erfolgte nach den von Gardiner-

Garden und Frommer, 1987, vorgeschlagenen Kriterien.  

Die Analyse zeigte vier CpG-reiche Regionen in der Nähe der 

Transkriptionsstartpunkte von Position -210 bis –148, +1 bis +123, +154 bis +354 und 

+559 bis +617, welche mögliche CpG-Inseln darstellen (Abbildung 3.2). Weitere CpG-

reiche Regionen erstrecken sich von Position +906 bis +1109, +1595 bis +1784, +1892 bis 

+2003, +2051 bis +2111 und +2379 bis +2453. Die Sequenzen weisen alle einen GC-

Anteil von über 50% auf und besitzen ein CpG-Vorkommen mit einem Verhältnis 
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CpGbeobachtet/CpGerwartet von >0,60. Die erforderliche Länge von 200bp, welche eine CpG-

Insel nach Definition von Gardiner-Garden und Frommer, 1987, haben sollte, erreichen 

allerdings nur die CpG-reichen Regionen von +154 bis +354 und +906 bis +1109, wobei 

letztere Region im oben beschriebenen Cytosin-reichen Tandem-Repeat liegt. 

 

3.3 Erhöhung der PRAME-Expression nach Inhibition der DNA-
Methylierung und Histon-Deacetylierung 

Aufgrund der aberranten Expression des PRAME-Gens und des Vorhandenseins von vier 

CpG-reichen Regionen im Promotorbereich des Gens schien eine epigenetische Regulation 

möglich. Um dies näher zu untersuchen wurde zunächst der Einfluss DNA- und Histon-

modifizierender Substanzen getestet. Einige Substanzen, wie z. B. 5-Aza-2’-Desoxycytidin 

(5-Aza-dC), verhindern die Methylierung von DNA und können daher eingesetzt werden 

um Hypomethylierung genomischer DNA in Tochterzellen und dadurch eine veränderte 

Genexpression hervorzurufen (Abschnitt 1.3.2). Trichostatin A (TSA) und Valproinsäure 

(VPA) sind Histon-Deacetylaseinhibitoren (HDAC-I). Sie induzieren Histon-

Hyperacetylierung und nehmen somit Einfluss auf Chromatinstruktur und Genexpression 

(Abschnitt 1.3.1).  

 

3.3.1 5-Aza-dC erhöht die PRAME-Expression in HeLa- und CaSki-Zellen 
Die Behandlung mit 5-Aza-dC führte in beiden behandelten Zelllinien, HeLa und CaSki, 

zu einer erhöhten PRAME-Expression (Abbildung 3.5). In PRAME-negativen CaSki-Zellen 

war der Anstieg der Expression mit einem Faktor von 37,03 wesentlich höher als in 

PRAME-positiven HeLa-Zellen mit 3,85. Das relative PRAME-mRNA-Level war damit 

jedoch in CaSki-Zellen nach der Behandlung immer noch ca. 66fach niedriger als in 

unbehandelten HeLa-Zellen. Nach einer Kultivierung der Zellen für weitere 45 Tage ohne 

Zugabe von 5-Aza-dC wurden die Zellen erneut auf ihre PRAME-Expression hin getestet. 

Es konnte ein Rückgang des relativen PRAME-mRNA-Levels detektiert werden. Dieser 

betrug in HeLa-Zellen 28% und in CaSki-Zellen 40%.  

 

3.3.2 Trichostatin A (TSA) erhöht die PRAME-Expression in CaSki-Zellen 
Im Gegensatz zur Behandlung mit VPA konnte mit TSA eine Erhöhung der PRAME-

Expression in CaSki-Zellen erzielt werden (Abbildung 3.5). Diese fiel mit einer Steigerung 

um das 43fache etwa genauso groß aus wie die mit 5-Aza-dC erreichte Erhöhung der 
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PRAME-Expression. In den PRAME-positiven HeLa-Zellen konnte die PRAME-

Expression weder mit TSA noch mit VPA gesteigert werden.  

 

 
Abbildung 3.5: PRAME-Expression in HeLa- und CaSki-Zellen nach Behandlung mit 5-
Aza-2’-Desoxycytidin (5-Aza-dC), Valproinsäure (VPA) oder Trichostatin A (TSA). Das 
PRAME-mRNA-Level verschiedener Proben wurde mittels quantitativer Real time PCR ermittelt 
und relativ zu dem in unbehandelten Kontrollen dargestellt. B = Behandlung mit 5-aza-dC für X 
Tage (d); E = Ernte der Zellen nach X Tagen (d). (A) PRAME-Expression in HeLa. (B) PRAME-
Expression in CaSki. 

 

3.4 DNA-Methylierungsanalyse mittels methylation-specific-PCR  

Zur weiteren Untersuchung von Methylierung als möglichem Regulatior der PRAME-

Expression wurde eine Methylierungsanalyse des CpG an Position +13, relativ zum ersten 

TSP, mittels methylation-specific-PCR (MSP) durchgeführt. Das CpG +13 wurde für diese 

Analyse ausgewählt, weil es direkt hinter dem ersten TSP innerhalb einer möglichen 

Bindestelle für den methylierungsabhängig bindenden Transkriptionsfaktor Elk-1 liegt und 

durch die umliegenden Basen für eine Analyse mittels MSP geeignet war. Genomische 

DNA der Zelllinien CaSki, HeLa, U-973, K562 und HL60 als auch DNA aus Testis und 

peripherem Blut gesunder Spender wurde isoliert, mit dem methylierungssensitiven 

Restriktionsenzym HpaII verdaut und anschließend als Template für eine PCR, über CpG 

+ 13 hinweg, eingesetzt. Da DNA, die an dieser Schnittstelle methyliert vorliegt durch 

HpaII nicht verdaut wird, kann eine anschließende PCR-Amplifikation des Fragments, 

welches CpG +13 enthält durchgeführt werden. Zur Kontrolle wurde die DNA mit dem 
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methylierungsinsensitiven Restriktionsenzym MspI, welches ein Isoschizomer von HpaII 

ist, verdaut bzw. unverdaut als Template für die PCR eingesetzt.  

 

Es konnte gezeigt werde, dass alle PRAME-exprimierenden Zelllinien wie HeLa, K562 

und HL60, sowie DNA aus gesundem Testis kein 5-Methylcytosin im CpG +13 tragen 

(Abbildung 3.6). Im Gegensatz dazu ist das Cytosin des CpG an Position +13 in den 

PRAME-negativen Proben aus CaSki, U937 und Kontrollblut methyliert. 

 

3.5 DNA-Methylierungsanalyse mittels Bisulfit-Sequenzierung  

Um den Methylierungsstatus jedes einzelnen CpGs des PRAME-Promotorbereichs zu 

untersuchen wurde eine Methylierungsanalyse der DNA mittels Bisulfit-Sequenzierung 

durchgeführt.  

Untersucht wurde der Methylierungsstatus von 40 CpG-Dinukleotiden des 

kodierenden Stranges der PRAME-Promotor und 5’-Region in den AML-Patientenproben, 

AML-7, AML-28, AML-45 und AML-47, den Kontrollproben von gesunden Spendern aus 

Testis und Blut, den Leukämiezelllinien U937, K562 und HL60 und den Zervixkarzinom-

Zelllinien HeLa und CaSki. Dafür wurde genomische DNA der Proben nach einer Bisulfit-

Behandlung kloniert und sequenziert. Durch die Bisulfit-Behandlung wird Cytosin in 

Uracil deaminiert. 5-Methylcytosin ist vor dieser Konversion besser geschützt und 

erscheint nach Sequenzierung unverändert. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in 

Abbildung 3.7 und 3.8 dargestellt.  

Alle PRAME-positiven Proben zeigten, im Vergleich zu den PRAME-negativen 

Proben, eine deutliche Hypomethylierung im PRAME-Promotorbereich. Diese war 

besonders ausgeprägt im Bereich vom CpG an Position -189 bis zum CpG an Position -130 

und vom CpG an Position +132 bis zum CpG an Position +314. Die DNA aus gesundem 

Testis-Gewebe zeigte ein ähnliches Methylierungsmuster wie die DNA aus den PRAME-

exprimierenden AML-Patientenproben AML-45 und AML-47 (Abbildung 3.7A) sowie der 

Abbildung 3.6: Methylation-specific-PCR (MSP) 
von CpG +13 des PRAME-Promotors. DNA aus 
HeLa, K562,HL-60 und humanem Testis trägt im 
Gegensatz zu DNA aus CaSki, U937und 
humanem Blut 5-Methylcytosin im CpG an 
Position +13. 
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DNA aus der CML-Zelllinie K562 (Abbildung 3.7C). Die DNA aus dem Blut gesunder 

Spender besaß hingegen ein dem der PRAME-negativen AML-Patientenproben AML-7 

und AML-28 identisches Methylierungsmuster (Abbildung 3.7B).  

 

 
Abbildung 3.7: DNA-Methylierungsanalyse mittels Bisulfit-Sequenzierung. Es wurden 40 
CpG-Dinukleotide im Promotorbereich des PRAME-Gens mittels Bisulfit-Sequenzierung 
analysiert. Je Probe wurden zwischen vier und sieben DNA Stränge sequenziert. Jedes der 
2000 dargestellten Quadrate repräsentiert ein CpG. Weiß gefüllte Quadrate stehen für ein 
unmethyliertes Cytosin und schwarz gefüllte für ein 5-Methylcytosin. (A) PRAME-positive AML-
Patientenproben und Testis. (B) PRAME-negative AML-Patientenproben und Blut. (C) 
Leukämiezelllinien 

 

Die stromaufwärts vom ersten TSP gelegenen CpG-Stellen zwischen Position -540 und -

190 waren sowohl in PRAME-positiven als auch in PRAME-negativen Proben größtenteils 

methyliert, wohingegen die Cytosine der CpG-Dinukleotide zwischen Position +3 und 

+105, außer in U937 und CaSki (Abbildung 3.8B), in allen Proben vollständig 

unmethyliert vorlagen. Der Methylierungsstatus der CpG-Dinukleotide der Positionen -

189, -146 und +260 bis +314 korrelierte am deutlichsten mit dem PRAME-

Expressionsstatus der untersuchten Proben. In Proben, wie der aus gesundem Testis oder 
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der CML-Zelllinie K562, in denen das PRAME-mRNA-Level am höchsten war, lagen 

diese CpG-Stellen fast vollständig unmethyliert vor. In den PRAME-negativen AML-

Patientenproben, der Probe aus gesundem Blut und der Zelllinie U937, in denen so gut wie 

keine PRAME-mRNA detektierbar war, hingegen, sind diese CpG-Stellen so gut wie 

immer vollständig aufmethyliert. In Proben in denen PRAME durchschnittlich stark 

exprimiert war, wie in AML-45, AML-47, HL60 und HeLa (Abbildung 3.7A), waren 

sowohl unmethylierte als auch methylierte DNA-Stränge vorhanden. Es kann hier 

allerdings nicht eindeutig geklärt werden ob diese unterschiedliche Allele des Gens 

darstellen oder aus unterschiedlichen Zellen stammten. 

Im Bezug auf den Methylierungsgrad des CpG an Position +13 konnte festgestellt 

werden, dass die Methode der Bisulfit-Sequenzierung, das gleiche Ergebnis wie die 

Analyse mittels MSP erbrachte. Lediglich das Ergebnis der MSP der Probe aus normalem 

Spenderblut ließ einige methylierte CpGs vermuten, was jedoch auf keinen der sieben 

mittels Bisulfit-Sequenzierung analysierten Klone zutraf (Abbildung 3.6). 

 

3.6 Behandlung von humanen Zellkulturen mit 5-Aza-2’-
Desoxycytidin (5-Aza-dC) führt zur Hypomethylierung der DNA 
der PRAME-Promotor und 5’-Region. 

Um die DNA-hypomethylierende Wirkung des 5-Aza-dC zu zeigen und zu überprüfen 

inwiefern die hypomethylierten CpG-Stellen remethyliert werden können, wurde eine 

Methylierungsanalyse nach Behandlung mit 5-Aza-dC durchgeführt. Dafür wurden HeLa- 

und CaSki-Zellen für 5 Tage mit 5-Aza-dC behandelt. Die Zellen wurden anschließend 

direkt nach der Behandlung und nach einer weiteren Kultivierung für 45 Tage ohne 5-Aza-

dC geerntet. 

Nach dieser Behandlung mit 5-Aza-dC war eine deutliche Hypomethylierung im 

PRAME-Promotorbereich zu erkennen (Abbildung 3.8). Diese war in HeLa-Zellen stärker 

ausgeprägt als in CaSki-Zellen. Nach weiteren 45 Tagen Kultivierung ohne 5-Aza-dC 

konnte eine Remethylierung der Region gezeigt werden. Hypomethylierung und 

Remethylierung konnten direkt mit der PRAME-Expression der Zellen korreliert werden 

(Abschnitt 3.3.1). So war die PRAME-Expression in den mit 5-Aza-dC behandelten, 

hypomethylierten Proben höher als in den unbehandelten Kontrollproben. Remethylierung 

führte zur Rücknahme dieses Effekts. 
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Abbildung 3.8: DNA-Methylierungsanalyse nach Behandlung mit 5-Aza-2’-Desoxycytidin. 
HeLa- und CaSki-Zellen wurden für 5 Tage mit 5-Aza-dC behandelt und anschließend direkt 
nach der Behandlung (5 d) und nach einer weiteren Kultivierung für 45 Tage (50 d) ohne 5-Aza-
dC geerntet. (A) Behandlung von HeLa-Zellen. (B) Behandlung von CaSki-Zellen. 

 

3.7 DNA-Methylierung inhibiert die Aktivität der für die Transkription 
von PRAME notwendigen Promotorbereiche 

Um den PRAME-Promotorbereich auf transaktivierende Sequenzbereiche zu untersuchen 

wurde ein DLR durchgeführt (Abschnitt 2.2.11). Es wurden verschieden lange 

Sequenzelemente, zwischen Position -947 und +365, der Promotor und 5’-Region des 

PRAME-Gens unmethyliert (Abbildung 3.9A & 3.9C) und aufmethyliert (Abbildung 3.9B) 

auf ihre transaktivierende Aktivität hin, in HeLa- und CaSki-Zellen, gestestet. 

 

3.7.1 Aktivität der Fragmente in HeLa 
Alle Konstrukte, welche den stromaufwärts vom ersten TSP gelegenen Bereich zwischen 

Position -945 und -165 besaßen, zeigten in etwa die gleiche Aktivität (Abbildung 3.9A). 

Eine weitere Verkürzung der 5’-Region der Fragmente von -165 auf -60 führte zu einer 

signifikanten (P<0,05), fast vollständigen Reduktion der transaktivierenden Aktivität in 

etwa auf das Basal-Level des leeren Kontrollvektors. Im Bereich zwischen Position -165 

auf -60 befinden sich drei CpG-Stellen, welche sich in der Bisulfit-Sequenzierung als 

differentiell methyliert gezeigt hatten (Abbildung 3.7 & 3.8). Eine Verlängerung der 
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Fragmente im 3’-Bereich bewirkte dagegen eine Zunahme der transaktivierenden Aktivität. 

Die höchste Aktivität besaß ein Fragment, welches die Promotor und 5’-Region des 

PRAME-Gens von Position -165 bis Position +365 umfasste. Dieses Fragment besaß beide, 

in verschiedenen Transkriptionsvarianten alternativ benutzen, Exons 1a und 1b und einen 

Teil des ersten Introns. Insgesamt sind in diesem Fragment 29 CpG-Stellen, ein Teil der 

ersten und die zwei folgenden möglichen CpG-Inseln, enthalten. 

 

 
Abbildung 3.9: Dual-Luciferase Reporter Assay des PRAME-Promotors. Es wurden 
verschieden lange Sequenzelemente, zwischen Position -947 und +365, der 5’-Region des 
PRAME-Genes in pGL3-basic (Promega) kloniert, transfiziert und auf ihre transaktivierende 
Aktivität hin gestestet. (A) Transfektion von HeLa-Zellen mit unmethylierten Vektorkonstrukten. 
(B) Transfektion von HeLa-Zellen mit mittels SssI aufmethylierten Vektorkonstrukten. (C) 
Transfektion von CaSki-Zellen mit unmethylierten Vektorkonstrukten. 

 

3.7.2 Aktivität der Fragmente in CaSki 
Um den Einfluss des PRAME-Expressionsstatus der transfizierten Zellen auf die Aktivität 

der Konstrukte zu untersuchen, wurde diese auch in PRAME–negativen CaSki-Zellen 

bestimmt (Abbildung 3.9C). Es zeigte sich, dass die transfizierten, unmethylierten 

PRAME-Promotor-Fragmente auch in CaSki-Zellen aktiv sind. Die Verkürzung der 

Fragmente im 5’-Bereich von -165 auf -60, um 105 Basepaare, führt auch hier zu einer 
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signifikanten (P<0,05) Reduktion der Aktivität. Im Gegensatz zu HeLa-Zellen besitzen 

jedoch in CaSki-Zellen die Fragment mit längerem 3’-Bereich (-165/+245 und -60/+245) 

im Vergleich zu den im 3’-Bereich verkürzten Fragmenten (-165/+40 und -60/+40) eine 

geringere Aktivität. 

 

3.7.3 Aktivität von SssI-methylierten Fragmenten in HeLa-Zellen  
Es wurden drei Fragmente (Abbildung 3.9B) in vitro mittels SssI-Methylase aufmethyliert 

und deren Aktivität in HeLa-Zellen bestimmt. Methylierung führte in allen drei 

Fragmenten zu einer sehr starken Abnahme der Aktivität (Abbildung 3.9B). 

 

3.8 Überexpression von PRAME in CaSki-Zellen führt nicht zu einer 
veränderten Expression ausgewählter Gene 

Um das PRAME-mRNA-Level in CaSki-Zellen, welche selbst nur ein sehr geringes 

PRAME-mRNA-Level besitzen, zu erhöhen, wurde ein Vektorkonstrukt (pPRAME), von 

welchem aus PRAME in 

humanen Zellen exprimiert 

werden kann, kloniert und in 

CaSki-Zellen transfiziert 

(Abschnitt 2.2.12). 

Anschließend erfolgte die 

Messung der Expression des 

PRAME-Gens und sechs 

weiterer Gene mittels Real time 

PCR. Die sechs Gene, mrp3, 

bax, bak, bcrp, ciap2 und akt3, 

wurden ausgewählt, weil ihre 

Expression mit der PRAME-

Expression, in AML-

Patientenproben korreliert 

(Göllner et al. 2006). Um 

allgemeine Effekte der 

Transfektion zu normalisieren 

wurden Zellen mit einem Kontrollplasmid (pcDNA3), welches nicht die PRAME CDS 

Abbildung 3.10: Überexpression von PRAME in 
CaSki-Zellen. Ein Vektorkonstrukt (pPRAME), von 
welchem aus PRAME in humanen Zellen exprimiert 
werden kann, wurde in PRAME-negative CaSki-Zellen 
transfiziert und anschließend die Expression sowohl 
des PRAME-Gens als auch sechs anderer 
möglicherweise PRAME-assoziierter Gene mittels Real 
time PCR bestimmt. Die Expressionsänderung wurde 
relativ zu CaSki-Zellen welche mit dem Kontrollplasmid 
pcDNA3 transfiziert wurden bestimmt. 
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trug, transfiziert. Die Expressionsänderung wurde relativ zu CaSki-Zellen welche, mit dem 

Kontrollplasmid transfiziert wurden bestimmt. 

Das endogene PRAME-mRNA-Level konnte durch die Transfektion des 

Vektorkonstrukts (pPRAME) in CaSki-Zellen über 100.000fach auf ein Level >10 Mal 

höher als in HeLa-Zellen, ähnlich dem in K562-Zellen erhöht werden (Abbildung 3.10). 

Alle sechs untersuchten Gene änderten ihre Expression dagegen nicht. Sie zeigten alle eine 

Regulation von weniger als 1,5fach.  

 

3.9 Verringerung des PRAME-mRNA-Levels in HeLa-Zellen durch 
short interfering RNA (siRNA) 

Um das PRAME-mRNA-Level in HeLa-Zellen zu reduzieren, wurden diese mit siRNA, 

welche spezifisch gegen PRAME-mRNA gerichtet war, transfiziert (Abschnitt 2.2.13) .Es 

wurden zwei verschiedene siRNA Varianten getestet, wobei sich Variante zwei mit einer 

Stilllegungseffizienz von 85% als potenter als Variante eins, mit einer Effizienz von 70%, 

erwies. Um die Transfektionseffizienz zu bestimmen und allgemeine Effekte der 

Transfektion mit siRNA zu normalisieren, wurde eine Kontroll-siRNA transfiziert, welche 

zusätzlich mit dem fluoreszierenden Farbstoff Alexa 532 markiert war. Anschließend 

erfolgte die Messung der PRAME-Expression und die der, in Abschnitt 3.8 beschriebenen, 

sechs weiteren Gene mittels Real time PCR.  

 

 
 

Das endogene PRAME-mRNA-Level konnte durch Transfektion der siRNA Variante 2 in 

HeLa-Zellen um etwa 85% gesenkt werden (Abbildung 3.11). Damit lag es immer noch 

Abbildung 3.11: Stilllegung von 
PRAME in HeLa-Zellen. HeLa-Zellen 
wurden mit spezifischer gegen PRAME-
mRNA gerichteter siRNA (Variante 2) 
transfiziert und anschließend die 
Expression des PRAME-Gens und 
sechs weiterer möglicherweise PRAME 
assoziierter Gene mittels Real time PCR 
bestimmt. Die Expressionsänderung 
wurde relativ zu einer nicht PRAME 
spezifischen Kontroll-siRNA ermittelt. 
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mehr als 10fach über dem Level in PRAME-negativen AML-Patientenproben und mehr als 

90fach über dem im Kontrollblut gesunder Spender. Die sechs untersuchten Gene änderten 

ihre Expression nur unwesentlich (Abbildung 3.11). Sie zeigten alle, außer akt3, eine 

Regulation von weniger als 2fach. Die Expression von akt3 erhöhte sich nach Transfektion 

der siRNA Variante 2 im Vergleich zur Transfektion mit der Kontroll siRNA 2,3fach.
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4. DISKUSSION 

4.1 Diskussion der Methoden und Ergebnisse 

In malignen Zellen existieren viele Mechanismen, welche die Genexpression beeinflussen. 

Genetische Läsionen, wie Mutationen, Deletionen, Insertionen und Translokationen, 

besitzen dabei permanente Effekte, wohingegen epigenetische Veränderungen, wie DNA-

Methylierung und Histon-Acetylierung, reversible Regulationsmechanismen darstellen. 

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Regulation des Gens des Cancer/Testis-

Antigen (CTA) preferentially expressed antigen of melanoma (PRAME), seiner 

Transkripte und deren Einfluss auf die Expression Apoptose- und MDR-relevanter Ziel-

Gene. Besonderes sollte hierbei auf die Verhältnisse in der kindlichen AML eingegangen 

werden.  

 

PRAME-exprimierende Proben besitzen ein PRAME-mRNA-Level ähnlich 
dem in Testis, wohingegen PRAME-negative Proben ein dem in Blut 
ähnliches PRAME-mRNA-Level aufweisen.  
Für diese Arbeit wurden vier Proben von Kindern mit einer neu entwickelten AML 

ausgewählt und ihre PRAME-Expression relativ zu der in gesundem Testis bestimmt 

(Abschnitt 2.1.10, Abschnitt 3.1). Die ausgewählten Proben erschienen als sehr geeignet, 

da das PRAME-mRNA-Level der PRAME-negativen Proben in etwa dem in Blut, und das 

der PRAME-positiven Proben in etwa dem im gesunden Testis entsprach. Um weitere 

Vergleichswerte und Kontrollen zu erhalten, wurde das PRAME-mRNA-Level zusätzlich 

in drei leukämischen Zelllinien, U937, K562 und HL60, und einem Pool aus drei 

Blutproben gesunder Spender gemessen (Abschnitt 2.1.9 & 2.1.10). Da vermutet wird, 

dass PRAME in soliden Tumoren andere Funktionen als in hämatologischen Neoplasien 

besitzt [Epping & Bernards 2006], wurden in die Untersuchung auch die Zervixkarzinom-

Zelllinien HeLa und CaSki einbezogen (Abschnitt 2.1.9). Dabei zeigte sich, dass HeLa-

Zellen ein dem in PRAME-positiven AML-Patientenproben, K562 und Testis, CaSki-

Zellen dagegen ein dem in PRAME-negativen AML-Patientenproben und U-937 ähnliches 

PRAME-mRNA-Level besitzen. Die vergleichbaren PRAME-mRNA-Level in diesen 

soliden und hämatologischen Neoplasien lassen eine ähnliche Regulation der Expression in 

diesen vermuten. 

 



 

 
- 65 -

DISKUSSION 

In silico Untersuchungen lassen eine DNA-Methylierungs-abhängige 
Regulation des PRAME-Gens und seiner stromabwärts liegenden 
Nachbargene vermuten. 
Um Anhaltspunkte für verschiedene Regulationsmechanismen des Gens zu erkennen, 

wurde PRAME, dessen Promotorregion und seine Transkripte mittels verschiedener in 

silico Analysen untersucht (Abschnitt 2.2.14 & 3.2). Diese umfassten die Darstellung der 

genauen chromosomalen Lokalisation von PRAME und dessen Nachbargene, die 

Untersuchung der Transkriptvarianten, welche durch differentielles Splicing der prä-

mRNA entstehen, und die Suche nach möglichen CpG-Inseln auf der DNA.  

PRAME und zwei seiner Nachbargene, suppressor of hairy wings 1 (SUHW1) und 2 

(SUHW2), liegen revers-komplementär in einem Intronbereich des Immunoglobin-

Lambda-Locus (IGL@). Diese spezielle Lokalisation könnte zur Folge haben, dass 

PRAME und seine stromabwärts liegenden Nachbargene über die 

Regulationsmechanismen des IGL@ reguliert werden und somit die Expression der Gene 

mit der, der Gene des IGL@ zusammenhängt. Einen weiteren Hinweis auf eine 

gemeinsame Regulation der Expression des PRAME-Gens und seiner Nachbargene ist, 

dass besonders SUHW2 in mehreren Tumoren, in denen PRAME überexprimiert wird, 

ebenfalls heraufreguliert ist (Daten nicht gezeigt). Besonders stark ist seine Expression, 

genau wie im Fall von PRAME, in K562-Zellen. Da die genomische DNA von K562-

Zellen stark hypomethyliert ist, könnte dies bedeuten, dass sowohl PRAME als auch seine 

Nachbargene methylierungsabhängig reguliert sind. 

Weiterhin konnte ein im ersten Intron des PRAME-Gens befindliches Cytosin-

reiches Tandem-Repeat gefunden werden, welches ein regulatorisches Enhancer- oder 

Silencerelement darstellen könnte.  

Vom PRAME-Gen werden fünf bekannte Transkriptvarianten (TV 1 bis TV 5) von 

zwei Startpunkten aus transkribiert. Eine weitere Variante, beginnend vom zweiten 

Transkriptionsstartpunkt (TSP), konnte in dieser Arbeit identifiziert werden (TV 6). Die 

meisten Transkripte werden vom ersten TSP aus gebildet und zur TV 3 gespleißt. In allen 

hier untersuchten Proben waren die Expressionsverhältnisse zwischen den TVs relativ 

konstant, so dass davon ausgegangen werden kann, dass keine Neoplasie-spezifische 

Expression bestimmter TVs besteht. Eine Analyse der CpG-Stellen in der PRAME-

Promotor und 5’-Region zeigte vier CpG-reiche Regionen, von denen zwei sehr genau mit 

den beiden ersten Exons (1a und 1b) übereinstimmen.  
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DNA-Hypomethylierung und Histon-Acetylierung induzieren PRAME-
Expression.  
Berichte über die epigenetische Kontrolle anderer CTA-Gene [DE SMET et al. 1999], die 

starke Anhäufung von CpG-Stellen im Promotor- und 5’-Bereich des PRAME-Gens und 

der Hinweis, dass die Expression von PRAME durch 5-Aza-2’-Desoxycytidin (5-Aza-dC) 

heraufreguliert werden kann [SIGALOTTI et al. 2004], ließen vermuten, dass die 

transkriptionelle Regulation von PRAME entweder direkt oder indirekt von epigenetischen 

Mechanismen, wie DNA Methylierung oder Histon-Acetylierung, abhängig ist. Um dem 

nachzugehen wurden Experimente durchgeführt, welche weitere Hinweise auf eine solche 

Art der Genregulation liefern sollten.  

Zunächst wurden PRAME-positive HeLa und PRAME-negative CaSki-Zellen mit 

dem hypomethylierenden Agens 5-Aza-dC behandelt (Abschnitt 2.2.7 & 3.3.1). Die zuvor 

beschriebene Heraufregulierung der PRAME-Expression nach einer solchen Behandlung 

konnte bestätigt werden. Es wurde eine Expressionssteigerung in CaSki-Zellen von 

~37fach und in HeLa-Zellen von ~4fach festgestellt. Die stärkere Steigerung der PRAME-

Expression in CaSki-Zellen ist dabei vermutlich auf die Inaktivität des PRAME-Promotors 

in diesen Zellen und die bereits hohe Aktivität des PRAME-Promotors in HeLa-Zellen 

zurückzuführen. Es ist hierbei anzumerken, dass selbst nach dieser starken Aktivierung des 

Gens in CaSki-Zellen die Gesamtmenge an PRAME-mRNA in diesen Zellen um mehr als 

66fach unter der in unbehandelten HeLa-Zellen blieb. Da keine weiteren Versuche der 

Optimierung der Versuchsbedingungen vorgenommen wurden, bleibt unklar ob allein mit 

5-Aza-dC eine Expressionssteigerung in CaSki-Zellen bis auf das Level von HeLa möglich 

ist. Eine anschließende 45-tägige Weiterkultivierung der Zellen in 5-Aza-dC-freiem 

Vollmedium führte sowohl in CaSki-Zellen als auch in HeLa-Zellen zu einer verringerten 

PRAME-Expression um 40 bzw. 28%. Dies zeigt einerseits die Reversibilität und 

andererseits die doch relativ lange Persistenz einer Behandlung mit 5-Aza-dC. 5-Aza-dC 

wird als Nukleosid-Analogon in die DNA eingebaut und bildet stabile Komplexe mit der 

Methyltransferase DNMT1 was dazu führt, dass die durch 5-Aza-dC ersetzten Basen nicht 

mehr methyliert werden können und durch die kovalente Bindung der DNMT1 die 

allgemeine Methyltransferase-Aktivität sinkt. Dies trägt weiter zu reduzierter DNA-

Methylierung bei. Auf diese Art und Weise kommt es vermutlich zu einem verminderten 

Methylierungsgrad in den für die PRAME-Expression verantwortlichen Regionen, was zu 

einer verstärkten Transkription des Gens führt. Da jedoch 5-Aza-dC nachgewiesenermaßen 
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toxisch für Zellen ist und die Zellen fünf Tage behandelt wurden, könnte die beobachtete 

Expressionssteigerung des PRAME-Gens in HeLa und CaSki Zellpopulationen auch durch 

eine positive Selektion PRAME-exprimierender Zellen hervorgerufen sein. Dies ist mit 

diesem Experiment alleine nicht zu klären.  

Um die These der epigenetischen Regulierbarkeit der PRAME-Expression zu 

untermauern, wurden HeLa- und CaSki-Zellen auch mit den Histon-Deacetylase-

Inhibitoren (HDAC-I) Trichostatin A (TSA) und Valproinsäure (VPA) behandelt 

(Abschnitt 2.2.7 & 3.3.2). Im Gegensatz zu VPA, was weder in CaSki-Zellen noch in 

HeLa-Zellen Wirkung zeigte, konnte durch TSA das PRAME-mRNA-Level in CaSki-

Zellen deutlich erhöht werden. Die Steigerung der Expression fiel dabei ähnlich hoch aus 

wie nach der Behandlung mit 5-Aza-dC, was auf einen ähnlichen Weg der Aktivierung 

hinweisen könnte. Eine positive Selektion PRAME-exprimierender Zellen, wie im Fall von 

5-Aza-dC, ist durch TSA nicht denkbar, da im Gegensatz zur Behandlung mit 5-Aza-dC, 

welche fünf Tage andauerte, die Zellen hier nur für sechs Stunden behandelt wurden. Eine 

Kombination von 5-Aza-dC und TSA wurde hier nicht getestet.  

Derzeit wird in mehreren Studien der Einsatz von 5-Aza-dC und/oder TSA zur 

Krebstherapie evaluiert (Abschnitt 1.3.2.6). Die zytostatische Wirkung dieser Therapie 

beruht sowohl auf der Toxizität der Substanzen als auch auf der unspezifischen 

Aktivierung von Tumorsuppressorgenen. Wie hier gezeigt wurde, kann durch die 

Behandlung mit diesen Substanzen auch die Expression von PRAME erhöht werden. Da 

PRAME-Expression in mehreren Arbeiten als unvorteilhaft für den Verlauf vieler 

Krebserkrankungen beschrieben wurde (Abschnitt 1.4.1), könnte eine solche Therapie in 

einigen Fällen, z. B. in Tumoren welche keine PRAME-Expression zeigen, unvorteilhaft 

sein. Erst vor kurzem beschrieben Epping und Mitarbeiter, 2005, PRAME als einen 

dominanten Repressor des Retinsäure (RA)- Rezeptor (RAR)- Signalweges (Abschnitt 

1.4.3). Die Induktion der Expression des PRAME-Gens durch den Einsatz 

hypomethylierender oder Histon-Deacetylase-inhibierender Substanzen könnte so eine 

verschlechterte Ansprechbarkeit von Tumoren auf eine Therapie mit RA bewirken. RA ist 

in eine Vielzahl biologischer Prozesse, wie Embryogenese, Zellwachstum, 

Differenzierung, Apoptose und die Aufrechterhaltung der Gewebehomöostase von Zellen 

involviert. RA bindet die intrazellulären Rezeptoren RAR und RXR als Ligand. In Folge 

dessen kommt es zur Ablösung von Repressor-Komplexen und zur Rekrutierung von 

Koaktivatoren an RAR-bindende Elemente (RARE), wodurch die Expression der Ziel-
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Gene initiiert wird. RA aktiviert so die Transkription einer Reihe von Genen, was zu 

Differentzierung, Zellzyklusstop und Apoptose der Zellen führt. Ein Verlust der 

Ansprechbarkeit von Zellen gegenüber RA, z. B. durch die Expression von PRAME, ist 

deshalb förderlich für die Tumorentwicklung. Des Weiteren wurde durch Göllner und 

Mitarbeiter, 2006, eine Korrelation der Expression des PRAME-Gens in AML mit der 

Expression von ABC-Transportproteinen und einer Erniedrigung der Expression von für 

die Apoptose wichtigen Proteinen beschrieben. Ferner scheint die Expression von PRAME 

in Zellen diesen einen selektiven Vorteil zu verleihen [Ikeda et al. 1997]. Dies könnte sich 

negativ auf die Behandlung von Neoplasien mit hypomethylierenden oder Histon-

Deacetylase-inhibierenden Substanzen, wie 5-Aza-dC und/oder TSA, zur Krebstherapie 

auswirken. 

 

PRAME-Expression korreliert mit der Hypomethylierung spezifischer CpG-
Dinukleotide in der PRAME-Promotor und 5’-Region.  
Zur weiteren Untersuchung der DNA-Methylierung als möglichem Regulator der 

aberranten PRAME-Expression wurde zunächst eine methylation-specific-PCR (MSP)-

Analyse des CpG an Position +13, relativ zum ersten TSP, in verschiedenen PRAME-

positiven und -negativen Zelllinien und Geweben durchgeführt (Abschnitt 2.2.16). Dabei 

zeigte sich, dass die genomische DNA der PRAME-exprimierenden HeLa-, K562-, HL60- 

und Testis-Zellen keine Methylierung des Cytosin an Position +13 aufweist. Die DNA der 

PRAME-negativen CaSki-, U937- und dem Blutzellen gesunder Spender trug dagegen 

vorwiegend 5-Methylcytosin an dieser Position (Abschnitt 3.4). Diese direkte Korrelation 

zwischen PRAME-mRNA-Level und Methylierungsstatus des CpG +13 stellt ein weiteres 

Indiz für die epigenetische Regulation der PRAME-Expression dar.  

Das CpG +13 wurde für diese Analyse ausgewählt, weil es direkt hinter dem ersten 

TSP innerhalb einer möglichen Bindestelle für den methylierungsabhängig bindenden 

Transkriptionsfaktor Elk-1 liegt und durch die umliegenden Basen für eine Analyse mittels 

MSP geeignet ist. Das Protein Elk-1 ist vorwiegend in Lunge und auch in Testis exprimiert 

und kann über seine ETS-DNA-Bindedomäne an ETS-Elemente der DNA binden. Für das 

CTA MAGE-1 konnte gezeigt werden, dass zwei ETS-Elemente innerhalb des MAGE-1 

Promotors 90% der Genaktivität regulieren [DE SMET et al. 2004]. 

Der Vorteil der Analyse von CpG-Stellen mittels MSP gegenüber anderen 

Methoden ist die einfache, schnelle und kostengünstige Anwendbarkeit. Nachteilig ist 
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jedoch die oft auftretende hohe Rate an falsch positiven Resultaten, welche durch die 

Amplifikation mittels PCR zustande kommt. Ein weiterer Nachteil dieser Methode ist, dass 

sie nur an Cytosinen, welche innerhalb der Konsesussequenz einer methylierungssensitiven 

Restriktionsendonuklease, wie HpaII, liegen, vorgenommen werden kann. Zusätzlich muss 

ein methylierungsinsensitives Isoschizomer, wie MspI, existieren, um den Verdau 

kontrollieren zu können. Diese limitierenden Parameter erfüllen nur ca. 10% aller CpG-

Dinukleotide im menschlichen Genom.  

Aus diesem Grund wurde eine weitere Analyse des Methylierungsstatus mittels 

Bisulfit-Sequenzierung vorgenommen (Abschnitt 2.2.9). Mit Hilfe dieser von Frommer 

und Mitarbeitern, 1992, entwickelten Methode ist es möglich den Methylierungsstatus aller 

CpG-Dinukleotide eines DNA-Stranges limitierter Länge, unabhängig von 

Restriktionsendonuklease-Konsensussequenzen, zu bestimmen. Ein weiterer großer Vorteil 

dieser Methode ist, dass durch die Analyse mehrerer Klone einer Zellpopulation, wie etwa 

aus Blut oder Organen, eine Quantifizierung des Methylierungsgrades vorgenommen 

werden kann. Auch ist es möglich Hemimethylierung in CpG-Dinukleotiden 

doppelsträngiger DNA nachzuweisen, was allerdings hier nicht untersucht wurde. Eine 

Schwierigkeit der Technik kann unter Umständen die unvollständige Konversion von 

unmethyliertem Cytosin zu Uracil darstellen, die vor allem bei einer inkompletten 

Denaturierung der DNA vor Bisulfit-Exposition auftritt. Dies ist durch die strikte 

Abhängigkeit der Bisulfit-Reaktion von der Einzelsträngigkeit der DNA begründet. Die 

Länge der zu untersuchenden DNA-Fragmente ist durch den Abbau der DNA während der 

18-stündigen Inkubationszeit und die Entstehung von Strangbrüchen, welche durch die 

starke alkalische Behandlung zur Entfernung des –SO3 Rests vom Uracil vor der PCR 

entstehen können, limitiert. Durch diesen Umstand kann die anschließende PCR nur über 

ein paar Hundert Basenpaare durchgeführt werden. Ein weiteres Problem kann die 

ungenügend spezifische Bindung der verwendeten Primer an konvertierte DNA darstellen, 

so dass auch unkonvertierte DNA Fragmente amplifiziert werden können. Aus diesem 

Grund ist eine Konstruktion der Primer über viele Cytosine oder gar CpG-Dinukleotide 

hinweg nicht ratsam.  

Mit Hilfe der Bisulfit-Sequenzierung wurde hier der Methylierungsstatus von 40 

CpG-Dinukleotiden in der PRAME-Promotor und 5’-Region analysiert (Abschnitt 3.5). Es 

konnte gezeigt werden, dass alle PRAME-exprimierenden Proben eine deutliche 

Hypomethylierung im untersuchten Bereich aufweisen. Diese war besonders stark in einem 
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60bp großen Bereich, 130bp vor dem ersten TSP, und einem 182bp großen Bereich, 132bp 

hinter dem ersten, direkt nach dem zweiten TSP, ausgeprägt. Das Methylierungsmuster in 

Testis glich dabei den Mustern der PRAME-positiven AML-Patientenproben und das der 

Blutproben denen der PRAME-negativen AML-Patientenproben. Auch bei den 

analysierten Zelllinien zeigte sich die klare Korrelation zwischen der Methylierung dieser 

CpG-Stellen und dem PRAME-mRNA-Level. Dabei konnte kein genereller Unterschied 

zwischen Zelllinien, welche aus hämatologischen Neoplasien etabliert wurden und solchen 

die aus soliden Tumoren stammen festgestellt werden. Eine Analyse der CpG-Stellen im 

zweiten Exon des PRAME-Gens durch Roman-Gomez und Mitarbeiter, 2007, zeigte 

ebenfalls einen Zusammenhang zwischen DNA-Hypomethylierung und PRAME-

Expression in CML-Patientenproben. 

Tumoren zeigen oft eine genomweite Hypomethylierung welche etwa 20-60% der 

CpG-Stellen im Genom betrifft (Abschnitt 1.3.2.5). Die dafür verantwortlichen 

Mechanismen sind weitgehend ungeklärt. Es ist aber davon auszugehen, dass es sich dabei 

größtenteils nicht um aktive sondern passive Vorgänge, wie eine Reduktion der 

Methyltransferase-Aktivität [Adams et al. 1990], handelt. Hypomethylierung führt zu 

DNA-Brüchen, homologer Rekombination, Reaktivierung parasitärer DNA-Sequenzen und 

Expression von Gene, welche in normalen Zellen durch Hypermethylierung inaktiviert 

sind [Feinberg & Tycko 2004; Kaneda 2004]. Solche Gene sind oft Proto-Onkogene, 

welche Funktionen in der Differenzierung, der Zellzykluskontrolle und der Apoptose 

besitzen. Dies könnte auch bei PRAME der Fall sein. 

Die Bisulfid-Sequenzierung zeigte bei der leukämischen, PRAME-negativen, 

Zelllinie U937 einen auffällig hohen Methylierungsgrad der DNA. In diesen Zellen waren 

auch die CpG-Dinukleotide im Bereich zwischen dem ersten und zweiten TSP, welcher in 

der DNA aus gesundem Kontrollblut unmethyliert war, aufmethyliert. Der Grund dafür 

könnte sein, dass es in diesen Zellen, welche dem FAB-Typ AML-M5 zuzuordnen sind 

(Abbildung 1.1), während oder nach ihrer Tumorgenese zu einer aberranten 

Hypermethylierung der PRAME-Promotor und 5’-Region gekommen ist.  

Aberrante Hypermethylierung erfolgt vorwiegend an CpG-Inseln und wird in so gut 

wie allen humanen Tumoren gefunden (Abschnitt 1.3.2.5). Sie führt oft zur Inaktivierung 

von Tumorsuppressorgenen. Dies ist hier allerdings nicht der Fall, da es sich bei PRAME 

vermutlich um ein Onkogen handelt und die Aufmethylierung des beschriebenen Bereichs, 

zwischen erstem und zweitem TSP, für die Stilllegung der Expression des Gens, wie die 
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Probe aus gesundem Blut und die PRAME-negativen AML-Patientenproben zeigen, nicht 

notwendig ist. Auch die DNA der PRAME-negativen Zervixkarzinomzelllinie CaSki ist im 

Bereich zwischen beiden TSPs aufmethyliert. Allerdings kann durch das fehlen einer 

Kontrolle aus gesundem Gewebe gleicher Herkunft keine Aussage getroffen werden 

inwiefern hier eine aberrante Hypermethylierung vorliegt. 

Um zu überprüfen ob der oben beschriebene Effekt der Aktivierung des PRAME-

Gens in HeLa- und CaSki-Zellen durch 5-Aza-dC auf dessen hypomethylierender Wirkung 

beruht, wurden auch diese Proben einer Analyse mittels Bisulfit-Sequenzierung unterzogen 

(Abschnitt 3.6). Es konnte gezeigt werden, dass es nach der Behandlung mit 5-Aza-dC zu 

einer Hypomethylierung in der PRAME-Promotor und 5’-Region kommt. Dieser Effekt 

war in HeLa-Zellen wesentlich stärker ausgeprägt als in CaSki-Zellen. Ein Grund dafür 

könnte u. a. eine verschlechterte Aufnahmefähigkeit und/oder eine verstärkte 

Ausschleusung von 5-Aza-dC in CaSki-Zellen, z. B. durch eine verstärkte Expression von 

ABC Transporterproteinen, sein. Eine verstärkte Ausschleusung von Chemotherapeutika 

ist bei vielen Tumoren bekannt und wird als multi drug resistance (MDR) bezeichnet. Dass 

die fast vollständige Demethylierung der PRAME-Promotor und 5’-Region in HeLa-Zellen 

nur zu einer Steigerung der Expression um etwa Faktor vier, die Demethylierung 

regulatorischer CpG-Stellen in wenigen CaSki-Klonen jedoch zu einer 

Expressionssteigerum um das etwa 37fache führte ist dabei vermutlich auf die sehr geringe 

Aktivität des PRAME-Promotors in CaSki-Zellen und die bereits hohe Aktivität in HeLa-

Zellen zurückzuführen.  

Nach der Behandlung der Zellen mit 5-Aza-dC für fünf Tage, wurden diese weitere 

45 Tage in 5-Aza-dC-freiem Vollmedium kultiviert. Dieses führte sowohl in CaSki- als 

auch in HeLa-Zellen zu einer verringerten PRAME-Expression, um 40 bzw. 28%. Das 

Ergebnis der Bisulfit-Sequenzierung dieser Proben zeigte eine Remethylierung mehrerer 

CpG-Stellen, was die Vermutung nahe legt, dass diese remethylierten CpG-Dinukleotide 

für den Rückgang der PRAME-Expression verantwortlich sind. 

Da sowohl die Aktivierung als auch die Reinaktivierung von PRAME mit dem 

Methylierungsgrad in den untersuchten Proben korreliert, kann man davon ausgehen, dass 

der Transkriptionssteigerung von PRAME die Hypomethylierung bestimmter CpG-Stellen 

in der PRAME-Promotor und 5’-Region zugrunde liegt. Ob diese jedoch direkt auf die 

hypomethylierende Wirkung des 5-Aza-dC oder aber auf eine positive Selektion von 

Zellen mit unmethyliertem PRAME-Promotor- und 5’-Bereich, und daraus resultierender 
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PRAME-Expression zurückzuführen ist, kann auch mit diesem Experiment nicht 

abschließend geklärt werden. Dafür wären Experimente mit Einzelzellklonen notwendig.  

 

In vitro-Methylierung des PRAME-Promotors inhibiert dessen Aktivität.  
Um jene Sequenzbereiche in der PRAME-Promotor und 5’-Region ausfindig zu machen, 

welche für die Transkription des PRAME-Gens notwendig sind, wurde ein DLR 

durchgeführt (Abschnitt 3.7). Es zeigte sich, dass die meiste transaktivierende Aktivität, in 

PRAME-exprimierenden HeLa-Zellen, von einem Bereich 165bp stromaufwärts und 365bp 

stromabwärts vom ersten TSP ausgeht. Dieser Bereich umfasst beide TSPs, die Exons 1a 

und 1b und insgesamt 29 CpG-Dinukleotode, von denen sich mehrere in der Bisulfit-

Sequenzierung als in PRAME-positiven Proben hypomethyliert erwiesen hatten. Unter 

diesen hypomethylierten CpG-Stellen sind die drei stromaufwärts vom ersten TSP 

gelegenen CpG-Dinukleotide an Position -157, -146 und -130, über welchen 

möglicherweise für die Transkription notwendige Faktoren methylierungsabhängig binden.  

Die Aktivität aller Fragmente zeigte sich in HeLa-Zellen direkt abhängig von der 

Länge ihres stromabwärts vom ersten TSP gelegenen 3’-Bereichs. Umso länger die 

Fragmente waren, desto mehr transaktivierende Aktivität besaßen sie. Da sich in diesem 

Sequenzbereich viele in PRAME-exprimierenden Proben hypomethylierte CpG-Stellen 

befinden, binden dort vermutlich mehrere die Transkription steigernde 

methylierungssensitive Faktoren. Im Gegensatz zu den Versuchen mit HeLa-Zellen, ging 

in CaSki-Zellen die transaktivierende Aktivität nur von der 165bp großen Region 

Stomaufwärts vom ersten TSP aus. Die Verlängerung der 3’-Region der Fragmente 

erniedrigte deren Aktivität. Diese Beobachtung lässt die Vermutung zu, dass in dieser 

Region Faktoren binden könnten, welche die Transkription von PRAME inhibieren. Da die 

in diesem Versuch verwendeten Fragmente, im Gegensatz zur genomischen DNA der 

PRAME-Promotor und 5’-Region in CaSki-Zellen, vollständig unmethyliert sind, ist davon 

auszugehen, dass diese inhibitorischen Faktoren methylierungsunabhängig binden können. 

Da die Aktivität der Konstrukte, welche den Promotor-Bereich und 40bp der 5’-Region des 

PRAME-Gens umfassten, in CaSki-Zellen ähnlich hoch wie in HeLa-Zellen war, binden in 

diesem Bereich vermutlich keine Zell-spezifischen Transkriptionsfaktoren.  

Um die Abhängigkeit der Aktivität der Fragmente vom Methylierungsstatus der 

enthaltenen CpG-Stellen zu untersuchen, wurden verschiedene, ausgewählte Fragmente 

vor deren Transfektion mittels SssI-Methylase aufmethyliert. Wie in Abbildung 3.7B zu 
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sehen ist, besaßen diese Fragmente keinerlei Aktivität, was wiederum die These 

unterstützt, dass die Transkription von PRAME über methylierungsabhängig bindende 

Transkriptionsfaktoren gesteuert wird.  

 

Überexpression von PRAME in CaSki-Zellen und Verringerung des PRAME-
mRNA-Levels in HeLa-Zellen durch short interfering RNA (siRNA). 
Göllner und Mitarbeiter, 2006, untersuchten in einer Microarray-basierten Analyse den 

Zusammenhang zwischen der PRAME-Überexpression und der Expression Apoptose- und 

MDR-relevanter Gene in kindlichen AML-Patientenproben. PRAME-exprimierende AML-

Patientenproben zeigten in dieser Analyse, im Gegensatz zu PRAME-negativen AML-

Patientenproben, eine erniedrigte Expression von Genen, welche für Proteine kodieren die 

für apoptotische Prozesse wichtig sind und gleichzeitig eine Erhöhung der Expression von 

Genen, welche für ABC-Transporter-Proteine kodieren. Insgesamt wurden 31 differentiell 

exprimierte Gene unterschiedlicher Funktionsgruppen identifiziert. 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Frage geklärt werden, ob die gezeigten 

Expressionsunterschiede der wichtigsten gefundenen Apoptose- und MDR-relevanten 

Gene direkt vom PRAME-mRNA-Level der Zelle abhängig sind. Dazu wurde das PRAME-

Level in PRAME-negativen CaSki-Zellen künstlich erhöht und in PRAME-postiven HeLa-

Zellen künstlich gesenkt.  

Die Erhöhung des PRAME-mRNA-Levels in CaSki-Zellen erfolgte durch die 

Transfektion eines Vektorkonstrukts von dem aus translatierbare PRAME-mRNA gebildet 

wird (Abschnitt 2.2.12). In Folge der Transfektion stieg das PRAME-mRNA-Level um 

über 100.000fach auf ein Level, vergleichbar dem in HeLa- oder K562-Zellen an 

(Abschnitt 3.8). Die Messung der Expressionsänderung vierer Apoptose- (bax, bak, ciap2 

und akt3) und zweier MDR-relevanter Gene (mrp3 und bcrp) zeigte hingegen bei keinem 

der vermessenen Gene eine Änderung der Expression. Das hohe PRAME-mRNA-Level der 

von Göllner und Mitarbeitern, 2006, untersuchten AML-Patientenproben scheint also nicht 

der direkte Grund für die erhöhte Expression der sechs hier untersuchten Gene zu sein.  

Zu erwähnen ist, dass die sehr starke Überexpression des PRAME-Gens in den 

CaSki-Zellen keine mikroskopisch sichtbaren Auswirkungen auf die Morphologie oder das 

Wachstum der Zellen hatte (Daten nicht gezeigt). Ein genereller Wachstumsvorteil 

PRAME-Überexprimierender Zellen, wie von Ikeda und Mitarbeitern, 1997, beschrieben, 
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konnte nicht ausgemacht werden. Dies könnte anders sein, wenn die Zellen einem 

selektiven Stress ausgesetzt werden.  

Die Senkung des PRAME-mRNA-Levels in HeLa-Zellen erfolgte durch die 

Transfektion spezifisch gegen PRAME-mRNA gerichteter siRNA. Das endogene PRAME-

mRNA-Level konnte so um etwa 85% gesenkt werden (Abschnitt 2.2.13 & 3.9). Die sechs 

untersuchten Gene änderten hingegen ihre Expression, infolge der Absenkung des 

PRAME-mRNA-Levels, nur unwesentlich. Morphologie und Wachstum der transfizierten 

HeLa-Zellen zeigten sich, abgesehen von den Effekten welche durch die Lipofektion 

hervorgerufen werden, auch hier unverändert (Daten nicht gezeigt). Dies könnte aber 

wiederum daran gelegen haben, dass die Zellen keinem selektiven Stress ausgesetzt 

wurden. Ein weiterer Grund für die sehr geringen Expressionsänderungen könnte darin 

liegen, dass das PRAME-mRNA-Level nach der Behandlung mit der siRNA in HeLa-

Zellen immer noch etwa 10fach über dem in PRAME-negative AML-Patientenproben und 

90fach über dem im Kontrollblut gesunder Spender lag. Es ist nicht auszuschließen, dass 

die geringen Expressionsänderung der untersuchten Gene auf eine ungenügende 

Stilllegung des PRAME-Gens zurückzuführen ist. Eine vollständige Stilllegung von 

PRAME dürfte schwierig sein, da Experimente, wie etwa das ausknocken in 

Mausmodellen, auf Grund eines fehlenden Orthologs von PRAME in Nagetieren nicht 

möglich sind. Eine mögliche Erklärung könnte auch sein, dass als Modell hier keine 

leukämischen sondern Zellen aus soliden Tumoren verwendet wurden und dies das 

Ergebnis beeinflusst hat. 

Die mit dieser Methode gewonnenen Daten zeigen, dass die von Göllner und 

Mitarbeitern gezeigten Expressionsunterschiede der sechs hier untersuchten Apoptose- und 

MDR-relevanten Gene in AML-Patientenproben nicht direkt vom PRAME-mRNA-Level 

der Zelle abhängig zu sein scheinen. Es ist eher wahrscheinlich, dass die Korrelation der 

Expression des PRAME-Gens mit der Expression der anderen Gene auf eine gemeinsame 

Regulation, z. B. im Rahmen der Tumorgenese, zurückzuführen ist. 
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4.2 Schlussfolgerungen 

Die hier dargestellten Daten zeigen, dass die aberrante Expression des Cancer/Testis-

Antigens PRAME in diversen humanen Neoplasien epigenetischen 

Regulationsmechanismen unterliegt.  

 

 
Abbildung 4.1 Modell der PRAME-Regulation. Während der Tumorgenese kommt es im 
Rahmen der genomweiten Hypomethylierung, zur Demethylierung der CpG-reichen Regionen 
vor dem ersten und im zweiten Exon des PRAME-Gens. Dies führt zur Ablösung von Methyl-
CpG-Bindungsdomäne (MBD)-Proteinen und Histon-Deacetylasen (HDAC). Infolge dessen 
können methylierungssensitive Transkriptions-steigernde Faktoren binden welche 
Histonacetylasen (HAT) rekrutieren, wodurch es zu Histonacetylierung, Relaxierung des 
Chromatins und letztlich zur aberranten PRAME-Expression kommt. Weiß gefüllte Kreise 
entsprechen unmethylierten, schwarz gefüllte Kreise methylierten CpG-Dinukleotiden. 

 

PRAME ist natürlicherweise nur in Testis, Endometrium, Ovarien und Nebennieren 

exprimiert. Während der Tumorgenese kommt es in vielen soliden und hämatologischen 

Neoplasien zu einer aberranten PRAME-Überexpression. Dabei entwickeln sowohl solide 

als auch hämatologische Tumoren ein dem in Testis vergleichbar hohes PRAME-mRNA-

Level. Die PRAME-Expression geht in allen Neoplasien vor allem auf eine Aktivierung 

des ersten Transkriptionsstartpunkts (TSP) zurück. Bevorzugt wird eine Transkriptvariante 

(TV 3) gebildet. Die stärkste Promotor-Aktivität geht in PRAME-exprimierenden Zellen 

von einer 165bp stomaufwärts und einem 365bp stomabwärts vom ersten TSP gelegenen 
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Region aus. Innerhalb dieser Bereiche befinden sich mehrere CpG-reiche Regionen, 

welche durch die Gabe des Cytidin-Analogons 5-Aza-2’-Desoxycytidin (5-Aza-dC) 

reversibel hypomethyliert werden können. Diese reversible Methylierung führt zu einer 

gleichermaßen reversiblen Induktion der PRAME-Expression. Eine vollständige 

Aufmethylierung in vitro hemmt die Expression des PRAME-Gens vollständig. 

Unmethylierte PRAME-Promotor-Konstrukte besitzen auch in PRAME-negativen CaSki-

Zellen Aktivität, so dass vermutet werden kann, dass alle Zelltypen potentiell in der Lage 

sind PRAME zu exprimieren.  

Neoplasien weisen in der Regel drei generelle Methylierungsmuster der PRAME-

Promotor und 5’-Region auf. Die genomische DNA in PRAME-negativen Neoplasien, 

sowohl aus AML-Patientenproben als auch gesundem Blut und Zelllinien, besitzt eine 

stark ausgeprägte Methylierung aller CpG-Dinukleotide vor dem ersten und nach dem 

zweiten TSP. Einige, wie die Zelllinien U937 und CaSki, sind zusätzlich in der Region 

zwischen dem ersten und zweiten TSP aufmethyliert. Alle PRAME-exprimierenden 

malignen Zellen, tragen dagegen immer ein dem in gesundem Testis ähnliches 

Methylierungsmuster mit einem hypomethylierten Bereich vor dem ersten TSP und direkt 

nach dem zweiten TSP. 

Wie die zusätzliche Induzierbarkeit der PRAME-Expression durch Histon-

Deacetylase-Inhibitoren (HDAC-I) zeigt, unterliegt die Expression des PRAME-Gens 

epigenetischen Regulationsmechanismen. 

Die hier gewonnenen Daten zeigen, dass es bei Neoplasien, welche eine aberrante 

Expression des PRAME-Gens aufweisen, während der Tumorgenese, vermutlich im 

Rahmen einer genomweiten Hypomethylierung, zur Demethylierung der CpG-reichen 

Regionen vor dem ersten und nach dem zweiten TSP des PRAME-Gens kommt. Die 

Demethylierung der Regionen könnte dabei auf einen ähnlichen Mechanismus, wie er von 

de Smet und Mitarbeitern, 2004, für das humane CTA MAGE-A1 beschrieben wurde, 

zurückzuführen sein. Dieser Mechanismus umfasst eine primäre genomweite 

Hypomethylierung, welche anschließend in bestimmten Genen und deren Promotoren, 

durch eine stetige Transkription aufrechterhalten wird. Infolge der Demethylierung der 

CpG-reichen Regionen vor dem ersten und nach dem zweiten TSP des PRAME-Gens 

kommt es vermutlich zur Ablösung von Methyl-CpG-Bindungsdomäne (MBD)-Proteinen. 

Da diese Proteine mit Histon-modifizierenden Proteinen, wie Histon-Deacetylasen 

(HDAC), interagieren können, kommt es infolge dessen zur Ablösung von Histon-
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Deacetylasekomplexen. Dadurch wird die Region wieder zugänglich für Histon-Acetyl-

Transferasen (HAT). Diese, meist in größeren Komplexen vorliegenden Proteine, 

katalysieren die Acetylierung der Lysinreste der Histone, was zu einer lokalen 

Chromatindekondensation und damit zur Zugänglichkeit des Chromatins für 

Transkriptionsfaktoren und der Polymerase II führt. Infolge dessen kommt es letztlich zur 

Expression des PRAME-Gens. Welche methylierungsabhängig bindenden 

Transkriptionsfaktoren an die differentiell methylierten DNA-Bereiche des PRAME-Gens 

binden kann nur spekuliert werden.  

Die Hypomethylierung der CpG-Stellen zwischen dem ersten und dem zweiten 

TSP in PRAME-negativen als auch PRAME-exprimierenden Zellen zeigt, das diese 

vermutlich keine Funktion in der Stilllegung der PRAME-Expression besitzen. 

Neben den beschriebenen direkten Mechanismen der Aktivierung der PRAME-

Expression durch DNA-Methylierung sind auch indirekte Mechanismen, wie die 

methylierungsabhängige Aktivierung von Transkriptionsfaktoren denkbar. Auch eine 

Kombination aus beiden wäre möglich. 

Wie mehrfach gezeigt werden konnte, korreliert die aberrante Expression von 

PRAME in vielen Neoplasien mit einer erhöhten Wahrscheinlichkeit zur Ausbildung von 

Metastasen, einem höheren Alter der Patienten und einem schlechteren klinischen Verlauf 

der Krankheit (Abschnitt 1.4.1). Im Verlauf einiger Krebsarten kommt es zu einer späten 

Induktion der PRAME-Expression, mit negativen Folgen für den weiteren 

Krankheitsverlauf.  

Das Verständnis der Regulation des PRAME-Gens in Neoplasien könnte weiteren 

Aufschluss über den Status einer Krebszelle und seiner Tumorgenese geben. Des Weiteren 

könnte das Wissen über die epigenetische Regulation für eine sehr frühe Diagnose, 

sensitives Monitoring, eine genaue Prognose und eine gezielte Beeinflussung der 

Expression von PRAME, zur Bekämpfung von Tumorzellen genutzt werden.  
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5. AUSBLICK  
In dieser Arbeit wird durch mehrere unabhängige Versuchsansätze gezeigt, dass die 

aberrante Expression des CTA PRAME direkt abhängig vom Methylierungsstatus einiger 

CpG-Dinukleotide in der 5’-Region des Gens ist. Erste weitere Versuche zeigten, dass im 

Bereich dieser CpG-Stellen Proteine an die DNA binden. Ziel zukünftiger Versuche wird 

es sein, diese zu identifizieren und ihre Bindung und deren Folgen zu charakterisieren.  

Da ein Einfluss von Histon-Acetylierung auf die Aktivierung des PRAME-Gens 

vermutet werden kann, soll in weiteren Experimenten auch auf diese Aspekte der 

epigenetischen Regulation des PRAME-Gens eingegangen werden. So soll u. a. durch eine 

native Chromatinimmunopräzipitation gegen acetylierte Histone (N-ChIP) eine Aufklärung 

des Acetylierungsstatus der PRAME-Promotor und 5’-Region durchgeführt werden.  

Des Weiteren wären Analysen in den Geweben des Testis interessant um mehr 

Hinweise auf die natürliche Funktion von PRAME zu erfahren. 

 Weitere Untersuchungen könnten die Expressionsabhängigkeit des PRAME-Gens 

von seiner Lokalisation näher beleuchten. Interessant wäre auch die Frage, ob die 

stromabwärts-liegenden Nachbargene von PRAME, SUHW1 und SUHW2, auch geeignete 

Tumormarkergene darstellen.  

 Eine nähere Charakterisierung der hier gefundenen sechsten Transkriptvariante des 

PRAME-Gens (TV 6) wäre vorstellbar, aufgrund der sehr geringen Transkriptmenge aber 

unbedeutend für Tumor-relevante Fragestellungen. 

In einem ChIP-on-Chip-basierten Screening identifizierten Polo und Mitarbeiter, 

2007, den PRAME-Promotor als einen von vielen Bindungsorten für den 

Transkriptionsrepressor BCL6. BCL6 bindet als Zinkfingerprotein direkt an DNA und 

rekrutiert HDAC. Dies könnte einen Mechanismus der Repression des PRAME-Gens 

darstellen. Eine in silico-Analyse der BCL6-Bindestellen im PRAME-Promotorbereich 

ergab, dass sich zwei mögliche Bindestellen für BCL6 stromaufwärts vom ersten TSP 

befinden. Weitere Analysen, wie ein Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA), 

sollen darüber Klarheit bringen ob und wo BCL6 an den PRAME-Promotor bindet und ob 

es dort eine Funktion besitzt.  
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ANHANG 

ANHANG 
In Tabelle A.1 sind Bindungsstellen möglicher Transkriptionsfaktoren in der PRAME-

Promotor und 5’-Region von Position -550 bis +350 relativ zum ersten TSP aufgelistet. 

deren Bindung möglich sein könnte. Opt. bezeichnet das Threshold-Level für den 

jeweiligen Faktor, es sollte einen geringeren Wert aufweisen, als die Matrix-Similarität 

(Matr.). Str. (Strang) bezeichnet die Binderichtung des Faktors ((+) in 

Transkriptionsrichtung, (-) entgegen der Transkriptionsrichtung) und Pos. (Position) die 

relative Lage zum ersten TSP. 

 

Tabelle A1: Transkriptionsfaktor-Bindestellen 

Transkriptionsfaktor Opt. Start Ende Str. Matr. 
GATA binding factor 0,93 -534 -522 - 0,986 
Winged-helix transcription factor IL-2 enhancer binding factor 
(ILF), forkhead box K2 (FOXK2) 0,98 -525 -509 - 0,972 
Ikaros 2, potential regulator of lymphocyte differentiation 0,98 -510 -498 - 0,961 
Cut-like homeodomain protein 0,94 -493 -475 - 0,972 
TCF11/LCR-F1/Nrf1 homodimers 1 -481 -475 - 0,993 
Gut-enriched Krueppel-like factor 0,96 -477 -465 - 0,952 
Winged-helix transcription factor IL-2 enhancer binding factor 
(ILF), forkhead box K2 (FOXK2) 0,98 -461 -445 - 0,969 
MEL1 (MDS1/EVI1-like gene 1) DNA-binding domain 2 0,99 -445 -429 - 0,963 
Ikaros 2, potential regulator of lymphocyte differentiation 0,98 -430 -418 + 0,968 
Non-palindromic nuclear factor I binding sites 0,92 -408 -388 - 0,978 
Myeloid zinc finger protein MZF1 0,99 -400 -392 + 0,989 
Myeloid zinc finger protein MZF1 0,99 -389 -381 + 0,984 
NMP4 (nuclear matrix protein 4) / CIZ (Cas-interacting zinc 
finger protein) 0,97 -366 -356 + 0,958 
Activator protein 2 0,9 -313 -299 + 0,955 
Transcription factor Kaiso, ZBTB33 0,92 -306 -296 - 0,988 
Myeloid zinc finger protein MZF1 0,99 -289 -281 - 0,995 
MYC-associated zinc finger protein related transcription factor 0,88 -289 -277 - 0,978 
Zinc finger transcription factor ZBP-89 0,93 -292 -270 + 0,961 
Kruppel-like zinc finger protein 219 0,91 -289 -267 + 0,998 
Gut-enriched Krueppel-like factor 0,96 -278 -266 - 0,95 
Winged-helix transcription factor IL-2 enhancer binding factor 
(ILF), forkhead box K2 (FOXK2) 0,98 -270 -254 + 1 
Purine-rich element binding protein A 0,97 -250 -238 + 0,96 
Zinc finger transcription factor RU49  0,98 -243 -237 + 0,979 
Zinc finger transcription factor RU49  0,98 -242 -236 - 0,988 
SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent 
regulator of chromatin, subfamily a, member 3 0,98 -243 -233 + 0,951 
Ikaros 2, potential regulator of lymphocyte differentiation 0,98 -241 -229 - 0,964 
GATA binding factor 0,93 -226 -214 + 0,986 
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Sox-5 0,87 -221 -205 + 0,987 
Cell cycle gene homology region (CDE/CHR tandem 
elements regulate cell cycle dependent repression) 0,92 -216 -204 - 0,957 
Ribonucleoprotein associated zinc finger protein MOK-2 
(human) 0,98 -188 -168 + 0,962 
Ribonucleoprotein associated zinc finger protein MOK-2 
(human) 0,98 -178 -158 + 0,996 
Ribonucleoprotein associated zinc finger protein MOK-2 
(human) 0,98 -174 -154 - 0,957 
Ribonucleoprotein associated zinc finger protein MOK-2 
(human) 0,98 -163 -143 + 0,967 
Spleen focus forming virus (SFFV) proviral integration 
oncogene Spi1/transcription factor PU.1 0,96 -157 -137 - 0,968 
Myeloid zinc finger protein MZF1 0,99 -123 -115 - 0,99 
Ribonucleoprotein associated zinc finger protein MOK-2 
(human) 0,98 -111 -91 - 0,977 
Myeloid zinc finger protein MZF1 0,99 -101 -93 - 0,985 
MEF3 binding site, present in skeletal muscle-specific 
transcriptional enhancers 0,89 -86 -74 - 0,987 
Myeloid zinc finger protein MZF1 0,99 -75 -67 - 0,989 
LyF-1 (Ikaros 1), enriched in B and T lymphocytes 0,98 -61 -49 + 0,97 
Spleen focus forming virus (SFFV) proviral integration 
oncogene Spi1/transcription factor PU.1 0,96 -61 -41 + 0,987 
Homeodomain protein NKX3.2 (BAPX1, NKX3B, Bagpipe 
homolog) 0,96 -57 -43 + 0,952 
Octamer-binding factor 1    0,85 -48 -34 - 0,971 
Winged-helix transcription factor IL-2 enhancer binding factor 
(ILF), forkhead box K2 (FOXK2) 0,98 -33 -17 - 0,97 
Smad3 transcription factor involved in TGF-beta signaling 0,99 -4 4 - 0,982 
Elk-1 0,91 1 21 - 0,969 
Myeloid zinc finger protein MZF1 0,99 33 41 - 0,973 
Basic krueppel-like factor (KLF3) 0,95 80 96 - 0,967 
Ikaros 2, potential regulator of lymphocyte differentiation 0,98 93 105 - 0,965 
Binding site for monomeric Meis1 homeodomain protein 0,95 109 119 + 0,998 
Winged-helix transcription factor IL-2 enhancer binding factor 
(ILF), forkhead box K2 (FOXK2) 0,98 108 124 + 0,959 
AREB6 (Atp1a1 regulatory element binding factor 6) 0,98 116 128 + 0,957 
Modulator recognition factor 2 (MRF2, ARID5B) 0,98 121 129 - 0,97 
Human zinc finger protein ZNF35 0,96 123 135 - 0,95 
Ribonucleoprotein associated zinc finger protein MOK-2 
(human) 0,98 134 154 - 0,977 
Ikaros 2, potential regulator of lymphocyte differentiation 0,98 154 166 + 0,951 
Kruppel-like zinc finger protein 219 0,91 178 200 - 0,958 
Myeloid zinc finger protein MZF1 0,99 188 196 + 0,973 
Zinc finger transcription factor ZBP-89 0,93 181 203 - 0,979 
Collagen krox protein (zinc finger protein 67 - zfp67) 0,88 187 203 + 0,957 
Myc associated zinc finger protein (MAZ) 0,9 189 201 + 1 
Kidney-enriched kruppel-like factor, KLF15 0,91 189 205 + 0,979 
Myeloid zinc finger protein MZF1 0,99 193 201 + 0,991 
Purine-rich element binding protein A 0,97 192 204 + 0,981 
Myc associated zinc finger protein (MAZ) 0,9 194 206 + 0,969 
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Kidney-enriched kruppel-like factor, KLF15 0,91 194 210 + 0,98 
Homeobox transcription factor Nanog 0,94 203 219 + 0,969 
AREB6 (Atp1a1 regulatory element binding factor 6) 0,98 230 242 - 0,973 
Nuclear factor of activated T-cells 0,95 229 247 + 0,968 
Myeloid zinc finger protein MZF1 0,99 238 246 + 0,975 
Myc associated zinc finger protein (MAZ) 0,9 244 256 + 0,969 
Myeloid zinc finger protein MZF1 0,99 248 256 + 0,991 
MyT1 zinc finger transcription factor  0,88 270 282 + 0,991 
Ikaros 2, potential regulator of lymphocyte differentiation 0,98 276 288 + 0,992 
AREB6 (Atp1a1 regulatory element binding factor 6) 0,98 279 291 - 0,982 
Zinc finger / POZ domain transcription factor 0,95 308 318 - 0,956 
Binding site for S8 type homeodomains 0,97 326 338 + 0,999 
SIX3 / SIXdomain (SD) and Homeodomain (HD) transcription 
factor 1 329 337 - 0,953 
Photoreceptor conserved element 1 0,89 327 343 + 0,958 
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