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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Die Regulation von Genen im eukaryotischen Organismus ist ein komplexer Prozess,
der es erforderlich macht, die Faktoren der Gentranskription in seinen Einzelheiten
zu betrachten. Die Voraussetzung fur das Verstdndnis von zellularen Ablaufen wie
Zellproliferation, Entwicklungs- und Differenzierungsvorgangen, aber auch der
Dysregulation durch Protoonkogene, liegt in der Untersuchung von Genexpression
und -aktivierung. Die DNA liegt im Zellkern immer Protein-assoziiert als Chromatin
vor. Die Mehrheit dieser Proteine, die zur Verpackung der DNA dienen, sind Histone,
am zweithaufigsten sind die stark konservierten High-Mobility-Group-Proteine (HMG-
Proteine) vorhanden, welche reversibel an das Chromatin binden (Bianchi et al.,
2005). Sie spielen bei der Transkription, Replikation, Rekombination und DNA-
Reparatur eine wichtige Rolle. Alle haben die Eigenschaft Konformationsdnderungen
des Chromatins hervorzurufen, wodurch sie strukturelle, aber auch regulative
Aufgaben in der Zelle iGbernehmen. Durch ihre Bindung kénnen sie die Struktur der
DNA so verandern, dass DNA-abhangige Prozesse unterstitzt oder reprimiert
werden (Wolffe, 1994; Bustin et al., 1996). Es handelt sich bei den HMG-Proteinen
um architektonische Transkriptionsfaktoren, die nach ihren charakteristischen
Bindungsdoménen in drei Gruppen unterteilt werden, dazu gehéren HMGN, HMGB
und HMGA (Goodwin et al., 1973).

Die Untergruppe der ubiquitar exprimierten HMGN-Proteine zeichnet sich durch eine
zentrale Doméane von etwa 30 Aminosduren aus. HMGN lagert sich mit dieser
Nukleosomenbindungsdomane sequenzunabhéngig an das Chromatin an, was zu
einer aufgelockerten, offenen Chromatinstruktur fuhrt, wodurch die Transkription und
Replikation erleichtert wird (Crippa et al., 1992).

Zur Subfamilie der HMGB-Proteine gehéren HMGB1, HMGB2 und HMGB3, von
denen HMGB1 das am besten charakterisierte Protein ist. Lokalisiert ist das
entsprechende Gen in der chromosomalen Region 13q12-13. Es kodiert fur ein
Protein mit zwei DNA-Bindungsdoménen, die A-Box und die B-Box, die aus jeweils
ca. 80 Aminosauren bestehen, sowie einem sauren C-Terminus (Bianchi et al., 1992;
Ferrari et al., 1996). Die strukturspezifische Bindung von HMGB1 an die kleine
Furche der DNA bewirkt eine Biegung, wodurch sich andere Transkriptionsfaktoren
leichter an ihre Zielsequenz anlagern kdénnen. Durch diese Interaktionen k&énnen

HMGB-Proteine direkt die Transkription von Genen positiv oder negativ beeinflussen
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(Agresti et al., 2003). HMGB1 agiert allerdings nicht nur intrazellular als
architektonischer Transkriptionsfaktor, es kann auch passiv oder aktiv von Zellen als
kérpereigener Alarmstoff sezerniert werden (Ulloa et al., 2006). Passiv gelangt es
durch die defekte Membran von beschadigten oder nekrotischen Zellen in das
umgebende Gewebe und ruft dort eine entzindliche Reaktion hervor, wodurch
Reparaturprozesse eingeleitet werden (Scaffidi et al., 2002). Dabei dient HMGB1 als
Marker fur das Immunsystem, der anzeigt, in welchem Ausmal} eine Verletzung des
Gewebes vorliegt. Durch dieses Signal werden Monozyten und Leukozyten stimuliert,
diese entfernen Zelltrimmer und bekdmpfen mégliche Pathogene. Im Gegensatz zu
nekrotischen Zellen setzen apoptotische Zellen kein HMGB1 frei, hier bleibt das
Protein fest an die DNA gebunden (Ulloa et al., 2006). Aktiv wird HMGB1 als
Immunantwort von Monozyten und Makrophagen nach Stimulation durch andere
proinflammatorische Zytokine wie Tumornekrosefaktoren (TNF), Interleukine (IL)
oder Endotoxine, abgegeben (Wang et al., 2001). Die Ausschittung von HMGB1
aktiviert die Rezeptoren RAGE (Receptor for Advanced Glycation End Products),
TLR2 oder TLR4 (Toll-Like Receptor 2 und 4) und initiiert dadurch den Nuclear
Factor-kB- (NF-kB) und den MAP-Kinase-Signalweg. Die Aktivierung dieser
Signalkaskaden spielt eine wichtige Rolle in entziindlichen Prozessen, bei der
Angiogenese und in der Tumorentwicklung (Hori et al., 1995; Yamagishi et al., 1997;
Taguchi et al., 2000; Muller et al., 2001; Andersson et al., 2002). HMGB1 ist in allen
Kérperzellen nachweisbar, allerdings steht eine Uberexpression in Zusammenhang
mit der Entwicklung verschiedener Neoplasien (Bustin, 1999). Wenn HMGB1 dabei
als unkontrollierter Transkriptionsfaktor agiert, kann es zu einer veranderten
Aktivierung der Zielgene kommen. Durch diesen gestdérten Mechanismus wird unter
anderem der Tumornekrosefaktor-p hochreguliert, was die Entwicklung von Tumoren
und Metastasen zur Folge hat (Ulloa et al., 2006). In Fallen von Brustkrebs (Flohr et
al., 2001; Brezniceanu et al., 2003), Tumoren des Gastrointestinaltraktes (Choi et al.,
2003), malignen Lymphomen (Meyer et al., 2008), Leberzellkarzinomen (Cheng et
al., 2008) und kolorektalen Adenokarzinomen (Xiang et al., 1997) wurde eine erhéhte
HMGB1-Expression dokumentiert. Die Rolle des extrazellularen HMGB1 bei der
Entstehung von Malignomen ist bisher noch nicht ausreichend geklart. Es wird
angenommen, dass ein Zusammenspiel von HMGB1 und RAGE besteht, denn eine
Uberexpression dieser beiden Gene konnte in verschiedenen Tumoren

nachgewiesen werden (Ulloa et al., 2006).
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Zur Untergruppe der HMGA-Familie gehdren die Proteine HMGA1a, HMGA1b, und
HMGA1c, die durch alternatives SpleiRen der HMGA1-mRNA entstehen, sowie das
HMGAZ2-Protein, welches durch ein eigenes Gen kodiert wird (Johnson et al., 1989;
Friedmann et al., 1993). HMGAZ2 ist in der chromosomalen Region 12q14-15
lokalisiert und besitzt die zwei Spleilvarianten HMGA2a und HMGAZ2b (Chau et al.,
1995; Schoenmakers et al., 1995; Hauke et al., 2002). Das funktionale Motiv des
HMGAZ2-Proteins besteht aus drei stark konservierten AT-Hooks, mit denen es mit
hoher Affinitat an die kleine Furche AT-reicher DNA-Abschnitte bindet (Solomon et
al., 1986; Reeves et al., 1990; Chau et al., 1995). Bereits 1996 konnten Maher und
Nathans zeigen, dass fur diese hochaffine Bindung von HMGAZ2 zwei bis drei
separierte AT-Bereiche in der Zielsequenz notwendig sind (Maher et al., 1996). Erst
kirzlich wurden in einer SELEX-Studie (Systematic Evolution of Ligands by
Exponential Enrichment) auRerdem zwei 15 bp lange Konsensussequenzen (5’-
ATATTCGCGAWWATT-3" und 5-ATATTGCGCAWWATT-3* (W: A oder T))
identifiziert, an deren Sequenzmuster HMGA2 mit héchster Affinitdt bindet. Besteht
dieser Abschnitt ausschliel3lich aus AT-Basen, ist die Bindungsaffinitdt von HMGAZ2
an die Sequenz finfmal schwacher (Cui et al., 2007). Es bleibt allerdings ungeklart,
ob diese optimale Bindung auch in vivo nachweisbar ist, denn dort liegt die DNA als
Chromatin vor, und zusatzlich kénnen Protein-Protein-Interaktionen die Bindung
beeinflussen.

Neben den drei positiv geladenen AT-Hooks besitzen die HMGAZ2-Proteine in ihrer C-
terminalen Doméane eine grof3e Anzahl saurer Aminosauren. Die Funktion dieses
Bereichs ist bis heute nicht eindeutig geklart, aber vermutlich werden durch
Phosphorylierung dieser Doméne posttranslationale Modifikationen induziert, die sich
auf die Bindungsaktivitdt des HMGA2-Proteins auswirken kénnen. Aul’erdem scheint
HMGA2 mit einem phosphorylieten C-Terminus eine kompaktere Form
anzunehmen, wodurch das Protein fir Enzyme schwerer zuganglich ist (Chau et al.,
1995; Maurizio et al., 2011). Die Anlagerung von HMGA-Proteinen an die DNA
verursacht strukturelle Modulationen der Chromatin-Struktur, wie Krimmung,
Streckung, Endwindung und Supercoils (Falvo et al., 1995; Chase et al., 1999;
Bagga et al., 2000; Slama-Schwok et al., 2000). Diese Konformationsanderungen
ermdglichen die Rekrutierung weiterer Chromatinproteine und somit die Bildung von
Transkriptions- und Enhanceosomenkomplexen. Durch die spezifische Bindung von

HMGA2 an Promotorregionen kommt es zur transkriptionellen Aktivierung oder
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Inhibierung bestimmter Gene (Thanos et al., 1995; Klein-Hessling et al., 1996;
Zentner et al., 2001).

Die Expression von HMGAZ2 ist grolitenteils auf die Embryonalentwicklung
beschrankt, eine Re-Expression in adulten Zellen tritt hdufig bei neoplastischen
Transformationen auf (Rogalla et al., 1996; Gattas et al., 1999; Sgarra et al., 2009).
In benignen Tumoren sind chromosomale Rearrangierungen die Hauptursache flr
eine erhdhte HMGAZ2-Expression. Durch diese Translokationen entstehen HMGAZ2-
Fusionsgene oder trunkierte Varianten, die einer veranderten Expressionsregulation
unterliegen (Schoenmakers et al., 1995; Kazmierczak et al., 1996; Borrmann et al.,
2001; Fusco et al., 2007). Ein Grund dafiir ist die fehlende Bindestelle fir die miRNA
let-7 in der 3'-UTR, die normalerweise zu einer posttranskriptionellen Regulierung
der HMGAZ2-Expression oder dem Abbau der mRNA fihrt. Da aber aufgrund der
fehlenden Bindestellen keine Regulierung durch /et-7 erfolgen kann, entstehen
funktionale Varianten von HMGAZ2, die intakt sind und an die DNA binden kénnen, so
dass eine unkontrollierte Proliferation der Zellen die Folge ist (Fusco et al., 2007). In
der normalen Entwicklung kommt es zu einer vermehrten Expression von let-7 in der
spaten fetalen und adulten Phase. Die dadurch induzierte Reprimierung von HMGA2
fuhrt zu einer Differenzierung der Zellen (Nishino et al., 2008).

Im Gegensatz zu den benignen Neoplasien scheinen bei malignen Tumoren
genregulatorische Mechanismen eine Rolle bei der Reaktivierung der HMGAZ2-
Expression zu spielen. Untersuchungen haben gezeigt, dass bei malignen Tumoren
wie dem Bronchialkarzinom (Sarhadi et al., 2006), dem Plattenepithelkarzinom der
Mundhdhle (Miyazawa et al., 2004) und dem Mammakarzinom (Langelotz et al.,
2003) der Grad der Malignitat sowie die Metastasierungsneigung mit einem Anstieg
der HMGAZ2-Expression korrelieren (Miyazawa et al., 2004; Chiappetta et al., 2008).
Weiterhin konnte in Versuchen von Fedele et al. gezeigt werden, dass transgene
Mause, bei denen HMGAZ2 durch einen Promotor hochreguliert wurde, eine Reihe
verschiedener Tumoren ausbildeten (Fedele et al., 2002). Eine Blockierung der
Protein-Synthese von HMGAZ2 hingegen unterdriickt das Wachstum Virus-induzierter
Schilddrisentumoren (Berlingieri et al., 1995).

HMGA2 spielt auch bei der Stammzellerneuerung eine wichtige Rolle.
Mesenchymale Stammzellen sind in allen adulten Organen vorhanden. Sie sind der
Ausgangspunkt fir die Geweberegeneration, denn sie besitzen das Potential zu

proliferieren und sich in unterschiedlichste differenzierte Zellen zu entwickeln. Ist eine
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Zellerneuerung erforderlich, wird die ruhende Stammzelle durch HMGAZ2 aktiviert
(Morrison et al., 1997). Mit zunehmendem Alter der Stammzellen kommt es zu einer
verringerten HMGA2-Expression, die invers mit einer p14®™- und p16™“3-Expression

korreliert. Man spricht bei p14®" und p16™“2

auch von Tumorsuppressorgenen, denn
kommt es zu einer Uberexpression von HMGAZ2, aktivieren diese Gene im Normalfall
einen Schutzmechanismus, der eine unkontrollierte Zellerneuerung verhindert
(Nishino et al., 2008; Markowski et al., 2011). Bei malignen Tumoren sind diese

Gene allerdings haufig inaktiviert (Caca et al., 2002).

Um einen Uberblick tber die genregulatorischen Mechanismen der HMG-Proteine zu
erhalten, sollten in der vorliegenden Arbeit HMGA2-Bindestellen mittels Chromatin
Immunoprazipitation (ChlP) charakterisiert werden. Diese Methode bietet die
Mdoglichkeit, bestimmte DNA-bindende Proteine zu detektieren, die Besetzung von
Genpromotoren in vivo zu untersuchen und somit einen Einblick in die
Expressionsregulation bestimmter Gene zu erhalten (Solomon et al., 1988;
Weinmann et al., 2002). Die DNA liegt im Zellkern Protein-assoziiert als Chromatin
vor und wird bei Bedarf transkribiert. Dies erfolgt durch Transkriptionsfaktoren, die
sich an bestimmte DNA-Abschnitte anlagern. Mit Hilfe der ChIP kann diese
Momentaufnahme der Protein-DNA-Bindung festgehalten und untersucht werden
(Aparicio et al., 2005). Der Vorteil gegeniiber anderen Verfahren in vitro wie dem
DNase | Footprinting oder der SELEX-Methode (Galas et al., 1978; Ellington et al.,
1990; Tuerk et al.,, 1990) ist die reversible Fixierung von Proteinen und DNA durch
Formaldehyd in lebenden Zellen (Wells et al., 2002). Das Formaldehyd sorgt fur eine
kovalente Vernetzung von Proteinen und DNA sowie von Proteinen untereinander,
sodass die Struktur wahrend der ChIP erhalten bleibt (Orlando, 2000). Nach dem
Fixieren der Proteine mit der DNA, dem sogenannten Crosslinking, werden die Zellen
zerstdért und das Chromatin mittels Ultraschall in Stiicke von einigen hundert
Basenpaaren Lange fragmentiert. Die DNA-Abschnitte, an die das Zielprotein
gebunden hat, werden mit Hilfe eines spezifischen Antikérpers immunprazipitiert und
dadurch selektiert. Nach Lésung der DNA-Protein-Komplexe werden die isolierten
DNA-Fragmente untersucht. Erstmals entwickelt und beschrieben wurde diese
Methode von Solomon et al. und im Laufe der Jahre immer weiterentwickelt
(Solomon et al., 1988). Heute findet sie haufig Verwendung in Kombination mit

quantitativer PCR, Klonierung und Sequenzierung, Microarray-Technologie (ChlP-on-
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Chip) oder Second-Generation-DNA-Sequencing (ChlIP-Sequencing) (Weinmann et
al., 2002; Nelson et al., 2006; Ponzielli et al., 2008; Schmidt et al., 2009).

Durch die Charakterisierung in vivo kénnen einerseits bekannte DNA-Abschnitte
untersucht und andererseits neue, bisher unbekannte Bindestellen identifiziert
werden. Weiterhin kédnnen mit dieser Methode nicht nur Proteine, die direkt an die
DNA binden, erfasst werden, sondern auch solche, die in einem

Transkriptionskomplex agieren (Orlando, 2000).

Neue Erkenntnisse lUber das Bindungsverhalten der HMG-Proteine an das Chromatin
kénnen auch fiur die Tumordiagnostik von Bedeutung sein. Um Diagnosen,
Prognosestellung und Therapieplanung von Patienten zu optimieren, ist die
Etablierung von neuen Biomarkern als Ergédnzung 2zu den bekannten
Standardmethoden erforderlich. Es liegen zahlreiche Studien vor, die das Potential
von HMG-Proteinen als Tumormarker bereits bestatigt haben, wobei die Expression
meist in Gewebe- oder Blutproben bestimmt wurde (Rommel et al., 1997; Langelotz
et al., 2003; Miyazawa et al., 2004; Yang et al., 2011). Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit sollte die Expression von HMGB1 und HMGAZ2 erstmals in Pleura- und
Aszitesflissigkeiten untersucht werden.

Der Pleuraspalt befindet sich zwischen der Pleura visceralis (Lungenfell) und der
Pleura parietalis (Rippenfell) und enthalt normalerweise eine Fliissigkeitsmenge von
6 ml. Durch das Zusammenspiel von hydrostatischem und kolloidosmotischem Druck
wird diese normalerweise konstant gehalten (Ayvazian, 1977). Liegt eine Stérung
dieses Gleichgewichtes vor, kann ein Pleuraerguss mit Flissigkeitsansammlungen
von bis zu 1,5 Litern die Folge sein (Villena et al., 2000). Die Hauptursache dafr
sind entzindliche oder maligne Erkrankungen wie Pneumonie oder das
Bronchialkarzinom (Marel et al., 1995).

Bei dem Aszites handelt es sich ebenfalls um eine pathologische Vermehrung von
Flissigkeit, die sich in der freien Peritonealhdhle zwischen den Organen sammelt.
Haufigste Ursache ist ein Stauungserguss aufgrund einer dekompensierten
Leberzirrhose (>80%) (Runyon, 2004).

Wichtig bei der Diagnose von Ergissen ist die Differenzierung zwischen
Transsudaten und Exsudaten, da in der Regel nur Exsudate weiter intensiv
behandelt werden missen. Das Transsudat entspricht nicht-resorbierter, gestauter

Flissigkeit, haufig hervorgerufen durch Herz- oder Niereninsuffizienz sowie
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Leberzirrhose. Exsudate entstehen durch Infektionen, Tumoren oder
Autoimmunkrankheiten. Fast die Halfte aller Exsudate zeigt eine maligne Genese,
verursacht durch Bronchial- und Mammakarzinome sowie Lymphome (Marel et al.,
1995; Antunes et al., 2003). Die Zuordnung des jeweiligen Ergusses erfolgt bis heute
weltweit nach den Light-Kriterien. Dabei wird bei einer Punktion gewonnenes Material
auf den Gehalt von Eiwei® und Laktatdehydrogenase (LDH) untersucht. Obligat
erfolgen bakterielle und zytologische Bestimmungen. Wird bei der Eiweifl3- und LDH-
Messung mindestens ein Light-Kriterium erfiillt (Erguss-Eiweil3/Serum-Eiweil} >0,5;
Erguss-LDH/Serum-LDH >0,6; Erguss-LDH >2/3 des Serumnormalwertes), liegt ein
Exsudat vor (Light et al., 1972). Diese Unterteilung der Ergisse in Transsudate und
Exsudate ist umstritten, denn die Light-Kriterien weisen zwar eine Sensitivitat von
95% auf, aber nur eine Spezifitdt von 78%. Dadurch wird fast ein Viertel der
Patienten mit einem Transsudat einer unnétigen und méglicherweise falschen
Therapie unterzogen (Valdes et al., 1991; Heffner et al., 1997; Light, 1997). Weitaus
kritischer ist allerdings das Ergebnis einer neueren Studie zu bewerten, bei der Uber
11% der malignen Ergusse durch die Klassifizierung nach den Light-Kriterien nicht
als solche erkannt, sondern als Transsudat klassifiziert wurden (Gonlugur et al.,
2008). Um die Diagnosefehler zu minimieren, ist es wichtig zuverlassigere
Unterscheidungsparameter fiir Transsudate und Exsudate zu etablieren. Zudem ist
auch die Differenzierung von entziindlichen und malignen Ergissen nicht immer
eindeutig mdglich (Heidari et al., 2007). Zytologische Untersuchungen sind dabei
unumganglich, allerdings ist die Trefferquote stark abhangig von der Menge an
Tumorzellen im punktierten Material, der Qualitdt und Anzahl der Praparate und

letztlich auch von der Erfahrung des Pathologen (Antonangelo et al., 2007).

In der embryonalen Entwicklung tbernimmt HMGAZ2 hauptsachlich Aufgaben der
Proliferation und zelluldren Differenzierung, wobei es abundant in nahezu allen
Geweben des Fetus exprimiert wird (Rogalla et al., 1996). Bisherige Studien zur
HMGAZ2-Expression beschrankten sich auf die Untersuchung des embryonalen
Gewebes sowie Plazenta- und Chorionzottenzellen (Rogalla et al., 1996; Hirning-Folz
et al., 1998; Gattas et al., 1999). In dieser Arbeit sollte erstmals die Expression von
HMGAZ2 in Zellen des Fruchtwassers und Urins von Schwangeren quantitativ
bestimmt und die Ergebnisse in Hinblick auf neue Anwendungsmdglichkeit in der

Prénataldiagnostik analysiert werden.



Einleitung 8

Die Uberwachung der Schwangerschaft durch Ultraschallscreening ist die am
haufigsten eingesetzte Methode in der nicht-invasiven Pranataldiagnostik. Mit ihr
kénnen Auffalligkeiten wahrend der Schwangerschaft entdeckt und diese
gegebenenfalls mit weiteren Tests abgeklart werden. Bei der im Ultraschall
gemessenen Nackenfaltentransparenz kann eine vorldufige Aussage Uber
Chromosomendefekte getroffen werden. Ergadnzt wird diese Methode haufig durch
eine Blutuntersuchung der Mutter, bei der die Konzentration bestimmter
Schwangerschaftshormone gemessen wird. Diese Werte werden dann mit dem Alter
der Schwangeren und der Schwangerschaftsdauer in Verbindung gebracht, um das
individuelle Risiko statistisch zu ermitteln (Kagan et al., 2008). Besteht der Verdacht
auf eine Fehlbildung, Organerkrankung oder Chromosomenaberration des Fetus,
erfolgt ein invasiver Eingriff in Form von Amniozentese oder Chorionzottenbiopsie.
Die so gewonnenen Amnionzellen werden kultiviert und einer Chromosomen- und
DNA-Analyse unterzogen (Stranc et al., 1997). Ursprung dieser Zellen ist die Haut,
sowie der Magen-Darm- und Urogenitaltrakt des Fetus (Mann et al., 1996). Das
Fruchtwasser enthélt neben den intakten Zellen auch freie fetale DNA (Bianchi et al.,
2001), deren Typisierung immer mehr an Bedeutung in der Analyse des fetalen
Genoms gewinnt. Untersuchungen an freier DNA aus dem Fruchtwasser haben
gezeigt, dass mit Hilfe der Microarray-basierten komparativen genomischen
Hybridisierung (Array-CGH) zuverlassig alle numerischen Chromosomenanomalien
des Fetus detektiert werden konnten (Larrabee et al., 2004; Lapaire et al., 2007).

Eine neue Entwicklung in der Pranataldiagnostik erméglicht die Entdeckung von
fetalen Zellen im mdutterlichen Blutkreislauf (Lo, 1994). Bisher ist eine geeignete
Methode zur Separierung dieser Zellen von denen der Mutter allerdings noch nicht
etabliert (Bischoff et al., 2002). Vielversprechender erweist sich die Untersuchung
zellfreier fetaler DNA, die erstmals von Lo et al. (1997) im mitterlichen Blut detektiert
werden konnte (Lo et al., 1997). Ein Vorteil gegentber intakten fetalen Zellen ist,
dass zellfreie, zirkulierende DNA in viel héherer Konzentration im Blutkreislauf der
Mutter zu finden ist (Bischoff et al., 2002). Die freie DNA stammt in erster Linie von
apoptotischen Zellen. Wahrend des programmierten Zelltodes wird die DNA
fragmentiert und in apoptotische Vesikel verpackt, wodurch sie geschitzt ist und
stabil bleibt (Nagata, 2000; Bischoff et al., 2005). Der Anteil der fetalen DNA an der
gesamten freien DNA im Blut betragt allerdings nur 3,4-6,2% (Lo et al., 1998).

Dadurch werden die Untersuchungsbedingungen eingeschrankt, denn es kommt zu
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einer Uberlagerung des Signals durch die mtterliche, zellfreie DNA. Aus diesem
Grund konzentrieren sich die meisten Studien auf Allele, welche nicht im mutterlichen
Genom vorhanden sind. Verschiedene Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass eine
Geschlechtsbestimmung aus dem Blut der Mutter mit Y-Chromosom-spezifischen
Markern mdéglich ist (Al-Yatama et al.,, 2001; Sekizawa et al., 2001). Auch die
Abklarung des Rhesus-Faktors des Fetus ist mit Hilfe der zellfreien DNA aus dem
Blut mdglich (Lo et al, 1998). Als schwieriger hingegen erweist sich die
Untersuchung von zellfreier fetaler DNA in Urinproben der Mutter. Nur in
durchschnittlich 35% der Proben konnte die geschlechtsspezifische DNA des Fetus
detektiert werden (Al-Yatama et al., 2001; Majer et al., 2007). Aussichtsreicher
kénnte eine gezielte Anreicherung fetaler DNA aus Blut- oder Urinproben sein. Ein
Ansatzpunkt ist die Auftrennung der DNA-Fragmente in der Gelelektrophorese
(Jorgez et al., 2009), denn fetale DNA ist mit weniger als 300 bp wesentlich kirzer
als die maternale, freie DNA (Chan et al., 2004). Bisher ist allerdings nicht bestétigt,
ob mit dieser Methode ausreichend Material zur Verfiigung steht, um chromosomale

oder genetische Veranderungen zuverlassig zu detektieren (Lo, 2008).

Wie eingangs beschrieben, spielen die HMG-Proteine eine entscheidende Rolle im
Wachstum und in der Entwicklung von Tumoren, sowie bei der Aktivierung der
Immunabwehr. Zum besseren Versténdnis dieser Mechanismen war das Ziel der
vorliegenden Arbeit die Charakterisierung von HMGAZ2-Bindestellen und deren
Lokalisation im humanen Genom mit Hilfe der Chromatin Immunoprazipitation.
Aullerdem sollte in einer Studie die Expression der Proteine HMGB1 und HMGAZ2 in
Aszites- und Pleuraflissigkeiten von Patienten mit verschiedenen Erkrankungen
bestimmt werden. Diese Ergebnisse sollten in Bezug auf ihren Einsatz in der
Tumordiagnostik beleuchtet werden.

Da das HMGAZ2-Protein wichtige Funktionen in der embryonalen Entwicklung besitzt,
sollte die Expression von HMGAZ2 in Fruchtwasser- und Urinproben von
Schwangeren untersucht werden. In diesem Zusammenhang sollte eine neue
Methode der ChIP vorgestellt werden, mit der gezielt zellfreie fetale DNA aus dem
Fruchtwasser angereichert werden kann. Hierbei wurde das Ziel verfolgt, anhand
dieses neuartigen diagnostischen Zugangs ein nicht-invasives Verfahren fir eine

molekulargenetische Diagnostik zu entwickeln.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Eine detaillierte Beschreibung der Methoden ist in den Publikation I-1ll zu finden,

zusatzliche Informationen werden in diesem Kapitel gegeben.

21 Probenmaterial und Zelllinien

Die Urin- und Fruchtwasserproben wurden vom Zentrum fir Humangenetik der
Universitat Bremen und von Dr. A. Neumann, Praxis fir Préanatalmedizin am Klinikum
Links der Weser in Bremen, bereitgestellt. Die Pleura- und Aszitespunktate wurden
von Dr. D. Krisponeit, Zentrum fir Innere Medizin, Hdmatologie und Onkologie am
Klinikum Bremen Mitte, entnommen und fir diese Arbeit zur Verfligung gestellt.

Die Forderungen der Deklaration von Helsinki wurden erflllt, alle Patienten und
Testpersonen wurden Uber die Studien aufgeklart und gaben ihre schriftliche

Zustimmung vor der Probenentnahme.

Folgende humane Zelllinien und Gewebeproben wurden fur die Untersuchungen vom

Zentrum fir Humangenetik der Universitat Bremen bereitgestellt:

Ad211 SV40 transfizierte pleomorphe Adenom-Zelllinie
FRO anaplastische Schilddriisenkarzinom
FTC133 follikuldre Schilddrisenkarzinom-Zelllinie
FTC238 follikulare Schilddriisenkarzinom-Zelllinie
HCT116 Kolonkarzinom-Zelllinie

Li14 SVA40 transfizierte Lipom-Zelllinie

MCF7 Mammakarzinom-Zelllinie

MM31 Myometrium (Gewebe)

MRIH186 Zervixkarzinom-Zelllinie

MRIH196 Zervixkarzinom-Zelllinie

MRIH215 Zervixkarzinom-Zelllinie

NB4 akute Promyelozyten Leukamie

supT1 Lymphom-Zelllinie

TPC1 papillare Schilddrisenkarzinom

WRO follikulare Karzinom-Zelllinie
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Die Kultivierung der Zellen erfolgte in RPMI 1640, TC 199 oder McCoy's 5A Medium,
versetzt mit 10% oder 20% fetalem Kalberserum. Alle Zellen wurden im Brutschrank

bei 37°C in einer wassergesattigten 5%igen CO,-Atmosphére inkubiert.

2.2 RNA-Isolierung und cDNA-Synthese

Zur lIsolierung der RNA aus Urin- und Fruchtwasserproben wurde das Zymo
Research Urine RNA Isolation Kit (HISS Diagnostics, Freiburg) verwendet. Die
Isolierung von RNA aus Zellkulturflaschen wurden mit Hilfe des RNeasy Mini Kit for
Isolation of Total RNA from Heart, Muscle and Skin Tissue (Qiagen, Hilden)
durchgefihrt.

In der cDNA-Synthese wurden 250 ng RNA mit Hilfe von 200 U M-MLV Reverse-
Transkriptase (Invitrogen, Karlsruhe) und 150 ng Random-Primer nach

Herstellerangaben in cDNA umgeschrieben.

2.3 Real-Time PCR
2.3.1 Quantitative Real-Time PCR

Die relative Quantifizierung der Proben erfolgte mit dem Applied Biosystems 7300
Real-Time PCR System und dem Universal PCR Mastermix (Applied Biosystems,
Darmstadt). Fir die Detektion von HMGAZ2 wurde ein kommerziell erhaltlicher
Genexpressions-Assay (Applied Biosystems, Darmstadt) verwendet. Als endogene
Kontrolle dienten 18S rRNA (Sonde: 5-6-FAM-TGC CAG CAG CCG C-MGB-3’,
forward Primer: 5°-GGA TCC ATT GGA GGG CAA GT-3', reverse Primer: 5 -AAT
ATA CGC TAT TGG AGC TGG AAT TAC-3') (Antonov et al., 2005) oder HPRT
(Hypoxanthin Phosphoribosyl-Transferase) (Sonde: 5-6- FAM-CAA GCT TGC TGG
TGA AAA GGA CCC C-TAMRA-3’, forward Primer: 5-GGC AGT ATA ATC CAA
AGA TGG TCA A-3’, reverse Primer: 5-GTC TGG CTT ATATCC AAC ACTTCG T-
3’) (Specht et al., 2001). Die Quantifizierung wurde fir alle Messungen in 96-Well
Platten mit je 2 yl cDNA durchgefuhrt. Entsprechend den Herstellerangaben wurde
ein Temperaturprofil von 2 min bei 50°C, 10 min bei 95°C, gefolgt von der
Amplifikation in 50 Zyklen fur 15 s bei 95°C und dem Annealing-/Elongationsschritt
fur 60 s bei 60°C verwendet. Die Proben wurden dreifach bestimmt und alle
Messungen beinhalteten Negativ-Kontrollen ohne Template sowie Kontrollen ohne

Reverse-Transkriptase.
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2.3.2 Real-Time PCR mit genomischer DNA

Um die Anreicherung der DNA-Fragmente aus der Chromatin Immunopréazipitation

mit den potentiellen HMGAZ2-Bindestellen zu bestimmen, wurde eine Real-Time

PCR-Messung mit genomischer DNA durchgefiihrt. Dazu wurden 2-3 pl der ChIP-

Proben in die PCR eingesetzt und die Amplifikation von GAPDH (Sonde: 5 -6-FAM-

AAA GAG CTA GGA AGG ACA GGC AAC TTG GC-TAMRA-3’, forward Primer: 5'-

CCC CAC ACA CAT GCA CTT ACC-3, reverse Primer: 5-CCT AGT CCC AGG

GCT TTG ATT-3") ermittelt.

Die Auswertung der Messung erfolgte durch den Vergleich der Ct-Werte der IP-

Probe mit der NoAb-Kontrolle (Fold Enrichment), berechnet mit folgender Formel:
Anreicherung = 2(CtNoAb-CtIP)

Ct = Schwellenwert der Real-Time PCR

2.4 Proteinanalysen

2.41 Bestimmung der Proteinkonzentration

Das Gesamtprotein aus den Pleura- und Aszitespunktaten sowie den Zelllinien,
wurde mit Hilfe von RIPA-Puffer isoliert und die Konzentration mit dem Pierce BCA
Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA) bestimmt. Alle
Messungen wurden in Triplikaten durchgeflihrt und mit den BSA- (Bovine Serum

Albumin) und BGG- (Bovine Gamma Globulin) Standardkurven verglichen.

2.4.2 ELISA-Messung
Die Konzentration von HMGB1 wurde mit dem kommerziell erhaltlichen HMGB1

ELISA Kit (Shino-Test Corporation, Tokyo, Japan) nach Herstellerangaben ermittelt.

2.4.3 Western Blot

Fir den Nachweis von HMGA2 und B-Actin wurden 15 mg Gesamtprotein der
jeweiligen Zelllinie in einem SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und anschlie3end
auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Nach der Inkubation mit den priméren
Antikdrpern wurden die sekundaren, mit alkalischer Phosphatase konjugierten,
Antikdrper hinzugegeben und die Banden mit Hilfe des Substrats BCIP/NBT
visualisiert. Die Auswertung der Bandenintensitdt erfolgte mit dem Programm

ImageJ.



Material und Methoden 13

Fur die Uberpriifung der Protein-Expression in der Chromatin Immunoprézipitation
wurden die Proben nach der SDS-PAGE auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran
Ubertragen und mit dem primaren Antikdérper inkubiert. Nach der Zugabe des

sekundaren Antikdrpers wurden die Banden mit dem Substrat BCIP/NBT visualisiert.

2.5 Chromatin Immunoprazipitation

Die Analyse von DNA-Protein-Interaktionen wird durch die Chromatin
Immunoprazipitation (ChIP) erméglicht. In dieser Arbeit basiert die Methode der ChIP
auf den modifizierten Protokollen von Spencer et al. (Spencer et al., 2003) und Dahl
und Collas (Dahl et al., 2007). Fur die ChIP aus den Zellen von HCT116 und
zellfreier fetaler DNA aus Fruchtwasserproben wurden die experimentellen

Bedingungen an einigen Stellen angepasst und optimiert.

2.5.1 Chromatin Immunoprézipitation aus Zellen

Fur die Chromatin Immunoprazipitation wurden zwischen 3 x 10° und 1,2 x 10’
HCT116-Zellen geerntet. Die Zellsuspension wurde in ein steriles Réhrchen Gberfuhrt
und mit MyCoy's 5A Medium versetzt. Die Quervernetzung der Proteine mit der DNA
erfolgte durch Zugabe von Formaldehyd in einer Endkonzentration von 1%. Nach
anschlielRender Inkubation fir 10 min bei Raumtemperatur wurde die Reaktion mit
Glycin in einer Endkonzentration von 0,125 mM gestoppt. Alle folgenden Schritte
fanden, soweit nicht anders angegeben, bei 4°C statt. Die Zellsuspension wurde
zentrifugiert und das Pellet mit eiskalter 1x PBS/0,5 mM AEBSF-L&sung gewaschen.
Nach erneuter Zentrifugation erfolgte die Lyse der Zellen mit ChlIP Lysis-Puffer
(Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg) fir 5 min auf Eis. Das Lysat wurde erneut
pelletiert, mit eiskalter 1x PBS/0,5 mM AEBSF-L&sung gewaschen und in 300 ul
ChIP Lysis (High Salt)-Puffer (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg) resuspendiert.
Anschliel3end folgte eine Ultraschallbehandlung (37,5 min, 10 s Puls, 20 s Pause)
auf Eis, bei der das Chromatin geldst und fragmentiert wurde. Die optimale GroRke
der DNA-Fragmente fir die ChIP liegt zwischen 200 und 500 Nukleotiden, eine
Uberprifung der Fragmentldngen nach der Ultraschallbehandlung fand im
Agarosegel statt. Dann wurde das Lysat bei 10.621 x g fur 10 min zentrifugiert,
gefolgt vom ersten Preclearing-Schritt, bei dem 100 pyl magnetische Dynabeads
Protein G (Invitrogen, Karlsruhe) zum Uberstand gegeben wurden. Nach einer

Inkubation von 30 min in einem Rotationsinkubator wurde das Reaktionsgefaf} in
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einen magnetischen Stander gestellt und der Uberstand in ein neues 2 ml-
Reaktionsgefald Uberfihrt. AnschlieBend wurden 10% des Probenvolumens als
Inputmaterial der ChIP abgenommen und bei -20°C eingefroren, um gegebenenfalls
die Fragmentierung der DNA zu kontrollieren. Der restliche Teil der Probe wurde in
zwei neue Reaktionsgefalle aufgeteilt. Eines diente als IP-Probe und wurde mit 4 pg
HMGAZ2-Antikérper (Santa Cruz, Heidelberg) versetzt, das andere wurde als NoAb-
Kontrolle ohne Antikdérper mitgefuhrt. ,IP“ steht hierbei fir die immunprazipitierte
Probe und ,NoAb*“ fiir die No Antibody-Kontrolle, also die Negativkontrolle, in der
keine Immunoprazipitation stattfindet. Beide Fraktionen wurden tber Nacht auf einem
Rotationsinkubator inkubiert. Um unspezifische Interaktionen zwischen DNA und
magnetischen Beads zu vermeiden, wurden je 50 pl Dynabeads Protein G mit
22,2 ug gescherter Heringssperma-DNA fir 30 min geblockt (Preclaring Il) und
anschlief3end zur IP-Probe und NoAb-Kontrolle gegeben. Die Proben wurden fir 2 h
in einem Rotationsinkubator inkubiert und die Beadkomplexe anschlie}end mit Hilfe
des magnetischen Sténders pelletiert und der Uberstand verworfen bzw. fir eine
spatere Uberprifung im Western Blot aufbewahrt. Das Pellet wurde zweimal mit je
1 ml ChlIP-Lysis-Puffer, viermal mit 1 ml ChIP-Lysis (High Salt)-Puffer und ChIP-
Waschpuffer (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg) und einmal mit 1 ml TE-Puffer
gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Aufnahme der Pellets in 150 pyl 1%iger SDS-
Lésung. Zur Elution der DNA-Protein-Antikérper-Komplexe von den Beads wurden
die Proben in einem Schittelwasserbad fur 2 h bei 67°C inkubiert. Nach Entfernung
der Beads wurden 15 ul fir Western Blot-Analysen entnommen und der restliche
Uberstand unter Zugabe von 5 pl Proteinase K erneut bei 67°C fiir 2 h im Wasserbad
geschwenkt, um die DNA-Protein-Quervernetzungen zu revertieren. Die Proben
wurden im Verhaltnis 1:2 mit H,O verdliinnt, um eine Prazipitation zu vermeiden,
anschlielfend wurden die DNA-Fragmente mit dem QIAquick PCR Purification Kit

(Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben isoliert.

2.5.2 Chromatin Immunopraézipitation mit zellfreier fetaler DNA

Die Fruchtwasserproben wurden innerhalb von 6-8 h nach der Amniozentese bei
1000 x g fur 10 min bei Raumtemperatur zentrifugiert und 2 ml des Uberstandes in
ein neues Roéhrchen Uberfihrt. Um die Vernetzung der Proteine mit der zellfreien
DNA wahrend des Protokolls zu erhalten, wurde Formaldehyd in einer

Endkonzentration von 1% zum Uberstand gegeben (Crosslinking). Die Reaktion
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wurde nach 10 min mit Glycin in einer Endkonzentration von 0,125 mM gestoppt, die
Probe anschlieBend in zwei Aliquots aufteilt und mit je 50 ul Protein A/G PLUS
Agarose (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg) versetzt (Preclearing ). Nach einer
Inkubation fir 30 min in einem Rotationsinkubator wurden die Aliquots bei 20.800 x g
fur 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die Ubersténde wurden in ein neues 1,5
ml Reaktionsgefald Uberfihrt, wonach eines mit 1 ug des HMGAZ2-spezifischen
Antikérpers (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg) versetzt wurde (IP-Probe) und
das andere als Negativkontrolle (NoAb-Kontrolle) diente. Es folgte eine Inkubation
Uber Nacht in einem Rotationsinkubator. Die Immunkomplexe wurden fiir 2 h mit
50 yl Protein A/G PLUS Agarose, die zuvor 30 min mit 3 ug gescherter
Heringssperma-DNA &quilibriert wurden (Preclearing Il), inkubiert. Danach wurden
die durch die A/G PLUS Agarose immobilisierten Komplexe abzentrifugiert (1 min bei
15.300 x g) und das Pellet anschlie3end viermal mit je 1 ml ChIP Lysis (High Salt)-
und ChIP-Waschpuffer (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg) gewaschen. Im
Anschluss erfolgte die Aufnahme der Pellets in 150 ul 1%iger SDS-Lésung. Die
Trennung der Immunkomplexe von der Agarose erfolgte in einem Schittelwasserbad
fur 2 h bei 67°C. Um die DNA-Protein-Quervernetzungen zu revertieren, erfolgte
nach der Pelletierung der Agarose eine erneute Inkubation des Uberstandes bei
67°C Uber Nacht. Eventuell verbliebene Agarose wurde durch eine abschliellenden
Zentrifugation bei 15.300 x g fir 3 min entfernt und die Ubersténde in ein neues 2 ml-
Reaktionsgefald tberfuhrt. Nach Verdinnung der Proben im Verhéltnis 1:2 mit H»0,
wurden die DNA-Fragmente mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden)

nach Herstellerangaben isoliert.

2.6 Klonierung und Sequenzierung

Fur die Klonierung in den Vektor pGEM-T easy wurden die DNA-Fragmente aus der
Chromatin Immunoprézipitation zuerst einem A-Tailing unterzogen. Nach der Ligation
in den Vektor wurde das Plasmid in chemokompetente E. coli DH5a eingeschleust.
Die Selektion erfolgte Uber das Blue/White-Screening auf AlX-Platten und die
Plasmid-DNA wurde anschliefend mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen,
Hilden) isoliert.

Die Klone wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg) sequenziert.
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3 ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der Publikationen sowie der nicht publizierten Ergebnisse werden in

den Kapiteln 3.1 bis 3.5 vorgestellt und in Kapitel 4 zusammengefasst diskutiert.

3.1 Publikation I: Chromatin immunoprecipitation to analyze DNA binding
sites of HMGA2 (Winter et al., 2011)

Das HMGA2-Protein steht als architektonischer Transkriptionsfaktor in
Zusammenhang mit der Entwicklung einiger maligner und benigner Neoplasien sowie
der Metastasierung von Tumorzellen. Um die Wirkungsweise des Chromatin-
assoziierten Proteins besser zu verstehen, sollen in der folgenden Studie
Bindestellen von HMGA2 mit Hilfe der Chromatin Immunoprazipitation charakterisiert
werden.

Zuerst erfolgte die Auswahl von geeignetem Zellmaterial fir die ChlP. Dazu wurde
die Expression von HMGAZ2 auf mRNA- und Proteinebene in verschiedenen Zelllinien
bestimmt. Von den 14 untersuchten Zelllinien zeigte HCT116 (Kolonkarzinom) die
héchste Expression. Auf Proteinebene war die relative Menge von HMGAZ2 3,5-fach
héher und auf mMRNA-Ebene 5,6-fach héher als in der Schilddrisenkarzinom-Zelllinie
FTC133. Im Vergleich zu Myometrium (MM31) war die in der Real-Time PCR
gemessene HMGAZ2-Expression sogar 3.300-fach héher. Aufgrund dieser Ergebnisse
wurde fur die weiteren Untersuchungen die Zelllinie HCT116 ausgewahlt.

Das ChlP-Protokoll wurde fur die Untersuchung der HMGAZ2-Bindestellen in der
Zelllinie HCT116 optimiert und die Anreicherung der DNA-Fragmente in den Proben
mit der Real-Time PCR verifiziert. Nach der Klonierung wurden 49 DNA-Fragmente
sequenziert und auf ihren AT-Gehalt und die Lokalisierung im menschlichen Genom
untersucht. Die GroRe der Fragmente reichte dabei von 105 bp bis 1.848 bp, bei
einem Mittelwert von 517 bp. Alle DNA-Sequenzen konnten im menschlichen Genom
wiedergefunden werden, wobei 23 intergenisch und 23 intragenisch lokalisiert waren.
Die Ubrigen Sequenzen wurden in Regionen des Genoms gefunden, die bisher noch
keinem chromosomalen Abschnitt zugeordnet sind.

HMGAZ2 besitzt die Fahigkeit, an AT-reiche Abschnitte der DNA zu binden, weshalb
der AT-Gehalt der ChIP-Sequenzen bestimmt wurde. Ungeféhr 3/4 der Fragmente
besallen einen AT-Gehalt, der Uber dem Durchschnitt des humanen Genoms von
59% (Lander et al., 2001) liegt. 1/5 wies sogar einen AT-Gehalt von Uber 70% auf.
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Um die Verteilung des AT-Gehaltes im Genom mit dem der ChlP-Sequenzen
vergleichen zu kénnen, wurde das gesamte Genom in Abschnitte von 500 bp
unterteilt und der AT-Gehalt bestimmt. Statistische Auswertungen ergaben, dass die
AT-Verteilung in den ChlP-Sequenzen signifikant héher ist, als in den Fragmenten
des humanen Genoms (p=0,0012) (Wilcoxon Test). Als nachstes wurden die ChIP-
Fragmente mit Hilfe des NCBI BLAST Programms (Basic Local Alignment Search
Tool) auf mogliche konservierte Sequenzen untersucht. Hier gab es eine hohe
Trefferquote und die konservierten Sequenzen hatten, verglichen mit dem humanen
Genom, einen signifikant hoheren AT-Gehalt (p=2,2e'®). Dieser erhohte AT-Gehalt
wurde auch bei einem Vergleich der ChIP-Sequenzen untereinander festgestellt
(p=1,561e%) (Wilcoxon Test). Alle ChIP-Sequenzen zeigten multiple AT-Abschnitte,
mit Ausnahme der Klone 25 und 49, die jeweils nur einen AT-Abschnitt aufwiesen.
Um die verschiedenen Alignments der konservierten Sequenzen zu interpretieren,
wurde ein Sequenzlogo generiert. Hierzu wurden 11 und 12 bp lange, konservierte
Abschnitte aus den ChlP-Fragmenten verwendet, in beiden Fallen zeigte sich ein
erhéhter AT-Gehalt in den flankierenden Region und keine Spezifitdt der Basen in
der Mitte der Sequenzen.

In einer SELEX-Studie haben Cui und Leng 71 Konsensussequenzen generiert, die
mdgliche Bindestellen fur HMGA2 darstellen (Cui et al., 2007). Die hdchste
Bindungsaffinitit von HMGA2 ergab sich bei den Basenabfolgen 5'-
ATATTCGCGAWWATT-3’ und 5-ATATTGCGCAWWATT-3" (W: A oder T). Die 49
DNA-Sequenzen aus der ChIP wurden nach den 15 bp langen Konsensussequenzen
gescreent, allerdings gab es keine Ubereinstimmungen. In weiteren Analysen wurde
das gesamte humane Genom nach den SELEX-Sequenzen mit Hilfe des NCBI
BLAST-Programms abgesucht. Es ergaben sich sechs Treffer fir die zwei
Sequenzen mit der héchsten Bindungsaffinitat. Fur die 4096 Varianzsequenzen, bei
denen eine Bindung von HMGAZ2 statistisch weniger wahrscheinlich ist, gab es
27.455 Analogien im humanen Genom. Das bedeutet, dass im Durchschnitt alle
104.565 bp eine HMGAZ2-Bindestelle vorliegt. Im Vergleich zu dem theoretisch
erwarteten Vorkommen eines 15 bp-langen Sequenzmusters (alle 262.144 bp im

Genom) ist die Konsensussequenz aus der SELEX-Studie 2,5-mal 6fter vorhanden.
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Abstract

Background: HMGA2 is an architectonic transcription factor abundantly expressed during embryonic and fetal development
and it is associated with the progression of malignant tumors. The protein harbours three basically charged DNA binding
domains and an acidic protein binding C-terminal domain. DNA binding induces changes of DNA conformation and hence
results in global overall change of gene expression patterns. Recently, using a PCR-based SELEX (Systematic Evolution of
Ligands by Exponential Enrichment) procedure two consensus sequences for HMGA2 binding have been identified.

Methodology/Principal Findings: In this investigation chromatin immunoprecipitation (ChIP) experiments and bioinfor-
matic methods were used to analyze if these binding sequences can be verified on chromatin of living cells as well.

Conclusion: After quantification of HMGA2 protein in different cell lines the colon cancer derived cell line HCT116 was
chosen for further ChIP experiments because of its 3.4-fold higher HMGA2 protein level. 49 DNA fragments were obtained
by ChlIP. These fragments containing HMGA2 binding sites have been analyzed for their AT-content, location in the human
genome and similarities to sequences generated by a SELEX study. The sequences show a significantly higher AT-content
than the average of the human genome. The artificially generated SELEX sequences and short BLAST alignments (11 and
12 bp) of the ChIP fragments from living cells show similarities in their organization. The flanking regions are AT-rich,
whereas a lower conservation is present in the center of the sequences.
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Introduction

High mobility AT-hook 2 (HMGAZ2) is a chromatin-associated
protein implicated in the development and progression of benign
and malignant tumors as well as stem cell self-renewal [1,2,3].
Although some single target genes directly regulated by HMGA2
have been identified there is little doubt that it rather acts as a
global chromatin switch than as a transcription factor controlling a
few genes only [4,5,6]. On the other hand, its primary action as a
chromatin-remodeling switch molecule requires a large number of
DNA binding sites throughout the genome which would fit with its
relative abundance e.g. in embryonic stem cells [7,8]. Neverthe-
less, surprisingly little is known about possible patterns of its
binding sites on the chromatin of living cells. Akin to the other
mammalian HMGA proteins HMGA2 is characterized by three
highly basic DNA-binding motifs called AT-hooks. All three AT-
hooks show striking amino acid similarities with each other.
Generally, the minor grooves of AT-rich DNA stretches are
thought to represent suitable binding sites for the AT-hooks [9,10].
Moreover, stable DNA binding apparently requires interacting of
the central AT-hook and either of the two flanking hooks to DNA
[11]. In a recent paper, Cui and Leng [12] have used a SELEX
procedure for the analysis of the interactions of short random
DNA fragments with HMGAZ2 to delineate consensus sequences
for the binding of AT-hooks. The study has resulted in the
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identification of a DNA motif and its derivates strongly supporting
HMGAZ? binding but the results were obtained using naked DNA
instead of chromatin fragments and comprehensive data on its
chromatin binding in living cells are missing. Herein, we have
performed a study based on chromatin immunoprecipitation
(ChIP) from living cancer cells to analyze HMGAZ2 binding sites.
The resulting fragments have been analyzed for a common
binding motif as well as for similarities to the sequences emerging
from the study by Cui and Leng [12].

Results

Isolation of HMGA2 binding sites via ChIP

The first step for characterization of HMGA2 binding sites was
to choose an adequate cell line showing high levels of HMGA2 for
the following ChIP analyses. Therefore, we investigated the
HMGA2 mRNA expression of 14 cell lines and one tissue sample
of human origin. RNA expression of cell line HCTI116
(adenocarcinoma of the colon) was up to 3,300-fold elevated in
comparison to sample MM 31 (myometrium). This expression of
HMGA2 mRNA in HCT116 was by far the highest among the cell
lines investigated (Fig. 1). To check these results on the protein
level Western Blot analysis was performed using selected cell lines.
As shown in Figure 2 we detected HMGAZ in three cell lines and
the amount of protein was calculated refering to B-actin as
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endogenous control. In the HCT116 cell line the relative amount
of HMGAZ2 detected in Western Blot analysis was 2.1- (Lil4) and
3.4-fold (FT'C133) higher. This tendency corresponds to the
relative HMGA2 mRNA expression measured with real-time PCR,
in which HCT116 shows a 3.8-fold (Lil4) and 5.6- (FTC133)
higher expression (Fig. 2B).

For this study two basic protocols for ChIP [13,14] have been
optimized for use with HCT116 cells. A flow diagram of the
procedure is provided in Figure S1, and the details are given under
materials and methods. The DNA enrichment within the samples
was measured by real-time PCR and analysis was done by
comparing the data from the immunoprecipitated sample (IP)
against the background signal of the negative control without
antibody (NoAb) to calculate the x-fold enrichment. In Table 1 the
results of five samples used for ChIP followed by cloning of the
DNA fragments are displayed. Average enrichment of the IP
samples was 246-fold. The amplified gene sequence of GAPDH
has no known HMGAZ2 binding site and served as a control to
evaluate the DNA concentration and enrichment after ChIP.

Furthermore, the enrichment of HMGA2 during ChIP was
confirmed by Western blot analysis (Fig. 3) as revealed by the
presence of HMGA2 in the IP sample but not in the
corresponding supernatant. In contrast, HMGAZ2 can be detected
in the supernatant of the NoAb control and not in the eluate of the
negative control. The immunoprecipitated DNA fragments were
cloned into pGEM-T easy vector for blue/white screening. 49
clones from ChIP-derived DNA fragments were obtained and
sequenced.

Analysis of immunoprecipitated and sequenced DNA
fragments

All 49 sequences were mapped to single loci in the human
genome using the NCBI BLAST tool (Table 2). Length of ChIP
DNA fragments ranged from 105 bp to 1848 bp with an average
length of 517 bp. 23 of the cloned sequences were located
intergenic and 23 intragenic. The remaining fragments matched to
an unplaced genomic region not assigned to a chromosome until
now. Table 2 displays the genes which are located upstream or
downstream within the flanking regions of the 23 intergenic
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Figure 1. Relative expression of HMGAZ2 in different samples.
Origin of the various human cell lines and fresh sample: MCF 7 (mamma
carcinoma), MM 31 (myometrium); MRI-H215, MRI-H196 and MRI-H186
(cervical carcinoma); Ad 211 (pleomorphic adenoma); NB-4 (promyelo-
cytic leukemia); FTC133 and FTC238 (follicular thyroid carcinoma); TPC-1
(papillary thyroid carcinoma); Li14 (lipoma); FRO (anaplastic thyroid
carcinoma); WRO (follicular carcinoma); supT1 (T cell lymphoblastic
lymphoma); HCT116 (colon carcinoma).

doi:10.1371/journal.pone.0018837.g001
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Figure 2. Western blot analysis of HMGA2 in different cell lines.
(A) Expression of HMGA2 in three cell lines was determined using f-
actin as endogenous control. (B) Comparison of HMGA2 mRNA
expression and HMGA2 protein expression in exemplary cell lines.
doi:10.1371/journal.pone.0018837.9g002

sequences, with a distance ranging from approximately 500 bp to
2000 kb. From a total of the 23 intragenic sequences seven were
located within the first intron and three in the second intron. The
remaining 12 sequences were assigned to various other introns,
except for one fragment located in the second exon of a gene.
Detailed sequences are listed in Table S1.

For further analysis we compared our ChIP fragments with
known binding sites, as predicted by Cui and Leng [12]. Two
consensus  sequences (5'-ATATTCGCGAWWATT-3" and 5'-
ATATTGCGCAWWATT-3', where W represents A or T) have

Table 1. x-fold enrichment of the chromatin
immunoprecipitated samples measured with GAPDH primers.
Sample Average Ct-value CtV°AP.Ct”  x-fold Enrichment
321P 29.85 8.55 374.29

32 NoAb 3839

33 1P 30.76 6.25 76.21

33 NoAb  37.01

35 IP 30.37 8.86 464.65

35 NoAb  39.23

36 IP 29.49 6.97 12537

36 NoAb  36.46

37 1P 29.84 7.57 190.15

37 NoAb 3741

doi:10.1371/journal.pone.0018837.t001
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Figure 3. Western blot analysis of HMGA2 in ChIP samples. The
analysis shows an enrichment of HMGA2 in the IP sample but not in the
corresponding supernatant. No HMGA2 is detectable in the eluate of
the NoAb control because HMGA2 remains in the supernatant of the
non-immunoprecipitated sample.
doi:10.1371/journal.pone.0018837.g003

been described. The ChIP DNA sequences have been screened for
the described consensus sequences, to analyze whether these
putative binding sites are part of our ChIP sequences obtained
herein. None of the consensus sequences was detected in the
sequences revealed by ChIP. Next, the ChIP-generated fragments
were compared with sequences containing lower constraint as
identified by the SELEX [12] study. This lower constraint
expanded the described HMGA2 binding sequences to 4,096
binding sites within the human genome. With a Perl program
using a pattern match representing the 4,096 possibilities and
NCBI BLAST standalone tool the sequences were scanned for
possible HMGAZ2 binding sequences. Again, none of these putative
HMGA?2 binding sites was detected in sequences resulting from
ChIP.

Because none of the sequences for HMGA?2 binding described
by Cui and Leng [12] matched within the isolated ChIP
fragments, we scanned the human genome for the putative
consensus sequences generated in the above mentioned SELEX
study. For this the Perl program and the NCBI BLAST tool
adapted to short sequences were used. Only six matches in the
whole genome can be found for the conserved possible HMGA2
binding sites described by Cui and Leng [12] (NCBI refseq human
genomic sequences build 36). If the consensus is extended to the
4,096 possibilities, 27,455 matches exist (Human genome NCBI
refseq sequences Build 36). Thus, a possible binding site for
HMGA2 would occur on average every 104,565 bp. In compar-
ison to the theoretically expected occurrence of such a 15 bp
sequence pattern (every 262,144 bp in the human genome) the
consensus is 2.5 times more often attendant.

Because HMGAZ2 is supposed to bind to the minor groove of
AT-rich sequences [15], the sequences identified by the ChIP
experiments have been analyzed for their AT-content. Approxi-
mately three-fourth of the sequences had AT-content exceeding
the average of 59% in the human genome [16] with 20% of them
even being highly AT-rich exceeding 70%. The AT-content in the
deduced ChIP sequences was compared to the distribution in the
human genome (NCBI refseq sequences Build 36), for that
purpose the whole genome was split into pieces of 500 bp and the
AT-content was determined (Fig. 4). For analysis of statistical
significance and due to non-normality of the AT-distribution in
the human genome [16] the Wilcoxson rank sum test as non-
parametric alternative has been used. The distribution of the AT-
content in the ChIP DNA sequences discribed herein is
significantly higher than it would be expected in random
fragments of the human genome (p<<0.0012) (W =105561580).

The cloned sequences were analyzed for the presence of any
conserved sequences using the NCBI BLAST tool. This analysis
shows a high rate of matches. These sequences have a significant

higher AT-content compared to the human genome
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(W=1169693292, p-value<2.2¢™'®, Wilcoxon rank sum test)
and to the ChIP-isolated sequences themselves (W =11787, p-
value = 1.561¢ %%, Wilcoxon rank sum test). All sequences show
multiple AT-stretches except for clone 25 and 49 containing only
one AT-stretch. To identify further similarities between these
BLAST matching sequences the 11 and 12 bp matches were
adjusted manually from redundancies and used to create a
sequence logo (WebLogo, http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi).
In both cases the logo shows a higher AT-content in the flanking
regions and no specificity in the middle of the sequence (Fig. 5).

Discussion

A crucial question in field of gene regulation is where and to
what extent transcription factors bind to DNA. This study is
focused on the architectonic transcription factor HMGAZ2 which is
abundantly expressed during embryonic and fetal development,
whereas expression in normal fully differentiated adult cells is very
low or even absent. This is the first time HMGA2 binding on
chromatin in living cells is determined by ChIP analysis. The
advantage of this method is that there is no need to prior
identification of target genes regulated through binding of
HMGA2. Furthermore, regulatory regions can be revealed wether
they are located at promotors, introns or even distant enhancer
elements.

In our study we selected a cell line with abundant expression of
HMGA2 but this is not necessarily associated with malignant
cellular behavior because, e.g. embryonic stem cells show a high
level of HMGA2 associated with differentiation and cell
proliferation during embryonic development [8]. Comparing the
colon carcinoma cell line HCT116 with the thyroid carcinoma cell
line FTC133 a drastical overexpression of HMGAZ2 both in the
mRNA and the protein level compared to the myometrium was
noted, the relationship between these two cell lines was in a
comparable rang, i.e. HCT116 had a 5.6-fold higher expression of
HMGA2 mRNA than FTC133 and a 3.4-fold higher expression
on the protein level.

We compared the sequences of the DNA fragments obtained to
results of a previously performed SELEX analysis on protein-free
DNA [12]. These sequence motifs which should bind HMGA2 as
described by Cui and Leng 2007 [12] have not been found in the
DNA fragments revealed by ChIP. There are two possible
explanations for the absence of corresponding sequences in the
fragments identified by ChIP. First, HMGAZ2 proteins are not only
interacting with DNA but also with a variety of other DNA
binding and chromatin binding proteins like APEX1 (APEX
nuclease (multifunctional DNA repair enzyme) 1) [17] and E4F1
(E4F transcription factor 1) [18]. If not distinguished from the
highly similar HMGAla and HMGAILb proteins, which is
common in the literature, the HMGA proteins have a lot of
molecular partners as transcription factors and other DNA binding
proteins (reviewed in [19]). Considering this facts together with the
direct involvement of HMGAZ2 in base excision repair with own
enzymatic lyase activity [17] it is not likely that HMGAZ is binding
DNA in a specific manner. Especially for the function in excision
repair a specific binding site seems counterproductive to the
occurrence of mutations only by chance not at specific sites.

The second possible explanation for the absence of similarities
between the SELEX sequences and the ChIP DNA fragments is,
that the occurrence of the consensus sequences for HMGA2
binding described by Cui and Leng [12] is rare and the statistics of
appearance of a 15 bp sequence (approximately three times in the
human genome, with the ambiguity approximately 18 times)
implicates that these consensus sequences are of limited biological
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Table 2. 49 clones from ChlIP-derived DNA fragments and their distribution in the human genome.

Clone Length [bp] AT [%] Localization Gene Symbol Location to Gene Distance to Gene
41 105 61 1p35 PTPRU upstream 180 kb
28 403 68 1925 SEC16B downstream 70 kb
3 440 61 1925.1 TNR intron 1 F

23 253 63 1931 KCNT2 downstream 1000 kb
14 652 69 1931.1 FDPSL1 downstream 300 kb
27 1017 57 1g42 CDC42BPA intron 21 -

8 715 68 2p13.3 GKN3P intron 1 -

2 373 65 2p24.1 WDR35 intron 34 -

29 316 47 2g31 HOXD10 exon 2 F

48 1612 54 3p21 LARS2 intron 13 -

45 1592 59 3p22 STAC downstream 170 kb
44 234 70 3g26.1 Sl downstream 25 kb
49 157 52 3926.1 KPNA4 intron 1 F

40 171 62 4p15.1 ARAP2 downstream 2000 kb
16 395 63 4931.1 CLGN upstream 500 bp
12 981 69 4qg32.3 SPOCK3 upstream 300 kb
10 350 73 4934.3 RPL19P8 downstream 15 kb
39 561 60 S5p14 PRDM9 downstream 117 kb
32 1080 61 6p22 DCDC2 intron 2 F

22 574 67 6016 TSG1 upstream 113 kb
20 574 67 6q22 NKAIN2 intron 1 F

6 639 62 6q22.31 MANTA1 downstream 830 kb
35 233 68 6q23 VNN3 upstream 900 bp
34 105 74 7q22 RELN intron 33 -

17 323 58 7936.1 ACTR3C upstream 9 kb

4 492 72 8q21.12 PKIA upstream 220 kb
7 219 72 8q23.2 PKHD1L1 intron 16 F

13 161 72 9921.12 ALDH1A1 upstream 90 kb
36 276 52 9q22 COL15A1 intron 1 F

30 765 50 9q34 ENG intron 8 -

46 180 69 10p11.2 CCDC7 downstream 32 kb
43 300 60 10p13 FAM107B intron 2 -

15 305 71 10921.3 JMJD1C intron 22 F

5 1848 67 13g32.3 FGF-14 intron 1 -

11 363 71 14g21.3 RPL10OL downstream 350 kb
24 142 64 14932 PPP4R4 intron 2 -

42 695 52 17921 PLEKHM1 upstream 3 kb
33 1220 61 17922 MBTD1 intron 6 -

19 508 51 17q923.3 RGS9 intron 19 -

18 495 64 18p11.22 PPP4R1 intron 23 -

31 412 60 18921 STARD6 upstream 149 kb
26 287 64 19912 ZNF99 downstream 25 kb
47 359 66 19q13.1 FCGBP intron 3 F

9 511 66 20q13.11 PTPRT intron 1 -

1 500 56 20q13.13 NFATC2 downstream 6.5 kb
25 235 46 21922 RUNX1 intron 5 -

21 201 54 *

37 633 62 *

38 388 79 *

*Unplaced genomic region.

doi:10.1371/journal.pone.0018837.t002
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Figure 4. Histogram of the AT-content in the human genome
and the ChIP DNA sequences. The whole human genome was split
into pieces of 500 bp and AT-content was determined and compared to
the AT-content of the sequences revealed by ChIP with HMGA2-
antibody. The Wilcoxson rank sum test shows that the AT-content in the
ChIP DNA sequences is significantly higher than in the human genom
(p<0.0012).

doi:10.1371/journal.pone.0018837.g004

relevance for the HMGAZ2 activity. According to its function as a
chromatin-remodelling switch HMGAZ is supposed to require a
large number of DNA binding sites throughout the genome. This
is consistent with the observations of relative abundance of
HMGA2 in embryonic stem cells by Li et al. [7,8]. Therefore, the
rare occurrence of the consensus sequences has to be explained.
Besides the possibility of artificial binding in the SELEX
experiments the statistical 2.5 fold overrepresentation of the
extended HMGA2 consensus sequences versus the representation
of such sequences only by chance in the human genome points to a
possible other explanation. The consensus motif described by Cui
and Leng [12] is efficiently binding HMGA2 but i vivo this
binding is maybe irrelevant. The binding might be too strong for
purposes of dynamic regulation which is required for the proper
activity of HMGA2.

The AT-content of the sequences generated by ChIP is
significantly higher than the average of the human genome. This
confirms the hypothesis that HMGAZ2 binds to AT-rich sequences.
It therefore seems feasible to speculate that a motif with central
GC bases and flanking AT bases is the possible target of HMGAZ2.

The analysis of the DNA fragments among each other shows a
multitude of matches for conserved Al-stretches. All sequences
but two contain multiple AT-stretches. A possible explanation for
these two sequences having only one AT-stretch is that HMGA2
does not necessarily need DNA to interact with because it can bind
to DNA- or chromatin binding proteins as well [17,18]. To
identify further similarities between these BLAST matching
sequences, 11 bp and 12 bp matches were used exemplarily to
create a sequence logo. Interestingly, the high AT-content in the
flanking sequences resembles the pattern of the SELEX sequences
presented by Cui and Leng [12]. This pattern has a central of 4
GC-rich bases flanked by AT-rich sequences. It is well known, that
HMGA? is a DNA binding protein that specifically recognizes the
minor groove of AT-rich DNA sequences. One turn in DNA
consists of approximately 10 bp and thus both presented patterns
fit to the HMGA2 AT-hook composition and the winding of the
DNA molecule.

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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Figure 5. Sequence analysis of the concerted BLAST align-
ments of the detected ChIP sequences. The sequence logo was
created by 12 bp long BLAST alignments. Sequence conservation,
measured in bits of information, is illustrated by the height of stacking
of the four letters for each position in the binding sites. The relative
heights are proportional to their frequencies shown in the 134 BLAST
sequences. The sequence logo was generated by WebLogo (available at
http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi).

doi:10.1371/journal.pone.0018837.9g005

HMGA?2 is able to regulate certain genes via binding to
promoter or enhancer regions, which are located upstream or
downstream to the target gene, as well as intronic e.g. in case of
the IMP2 gene [20,21]. Except for one sequence all possible
binding sites were assigned to non-coding regions. Some of the
genes identified to be located close to the generated ChIP DNA
fragments play an important role in different types of cancer with
high HMGA?2 expression. RELN and ALDHIAI are expressed in
prostate cancer [22,23], ENG [24], SI [25], FCGBP [26] and
PTPRT [27] are associated with colonic tumors. HOXDI10 [28]
and MANIAI [29] show an up-regulated gene expression in breast
cancer. The RPLIOL gene is related to ovarian cancer [30] and

JMJDIC plays an essential role in embryogenesis and carcino-

genesis [31]. A functional relation between the oncofetal HMGA2
and the above mentioned genes is feasible and as a transcription
factor HMGA?2 is able to influence many different regulatory
processes [32]. It remains to be elucidated, if HMGAZ2-binding is
directly related to the up- or down-regulation of expression in this
certain cases either through directly binding to DNA or in a
complex with other proteins.

To the best of our knowledge this is the first approach to
characterize possible HMGAZ2 binding sites in the chromatin of
living cells by ChIP and cloning. Via protein-DNA binding
HMGA?2 plays important roles in tumor growth and stem cell-
renewal. The possibility to screen, localize, and characterize the
whole human genome for sequences bound to HMGAZ2, can help
to understand in which way HMGAZ2 is associated with different
biological processes.

Materials and Methods

Ethics Statement
The use of the human myometrium sample for this study was
approved by the local medical ethics committee and followed the
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guidelines of the declaration of Helsinki. The patient gave written
informed consent for clinical procedure and research use of the
tissues.

Cell culture

14 human cell lines and one sample of fresh tissue were
examined in this study: MCF 7 (mamma carcinoma) [33], MM 31
(myometrium); MRI-H215, MRI-H196 and MRI-H186 (cervical
carcinoma) (provided by H. Lohrke, German Cancer Research
Center, Heidelberg); Ad 211 (pleomorphic adenoma) [34]; NB-4
(promyelocytic leukemia) [35]; FT'C133 and FT'C238 (follicular
thyroid carcinoma) [36]; TPC-1 (papillary thyroid carcinoma)
[37]; Lil4 (lipoma) [38]; FRO (anaplastic thyroid carcinoma) [39];
WRO (follicular carcinoma) [40]; supTl (T cell lymphoblastic
lymphoma) [41]; HCT116 (colon carcinoma) [42]. They were
cultured in RPMI 1640, TC 199 or McCoy’s 5A medium
supplemented with 10% or 20% fetal bovine serum and 2%
penicillin/streptomycin (all Invitrogen, Karlsruhe, Germany). All
cells were incubated at 37°C in a humidified incubator with 5%
CO,. Sample MM 31 was taken during surgery, immediately
frozen in liquid nitrogen, and stored at —80°C for RNA isolation.

RNA-Isolation

Total RNA was purified from cell lines and the tissue sample
according to the “RNeasy mini protocol for isolation of total
RNA from heart, muscle and skin tissue” (Qiagen, Hilden,
Germany) including on-column DNase I digest and homogeni-
sation with QJIAshredder®©. Following quantification, 5 ug RNA
have been digested a second time with DNasel (6.75 U) for
15 min at room temperature and a cleanup according to the
RNeasy mini protocol was performed to remove possible
contaminating DNA completely.

Chromatin Immunoprecipitation

Approximately 1x10” HCT116 cells were harvested with
TrypLE Express (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) and the cell
suspension was transferred into a sterile tube filled with McCoy’s
5A medium. Proteins were crosslinked to the DNA using a final
concentration of 1% formaldehyde for 10 min at room temper-
ature. The formaldehyde was quenched with 0.125 M glycine
(final concentration). After centrifugation the cell pellet was rinsed
with an ice-cold PBS/AEBSF solution and then suspended in
ChIP Lysis Buffer (Santa Cruz, Heidelberg, Germany). The
sample was incubated on ice for 5 min and the pellet was rinsed
with an ice-cold PBS/AEBSF solution again. For sonication, the
pellet was suspended in 300 ul ChIP Lysis Buffer High Salt (Santa
Cruz, Heidelberg, Germany). Fragmentation of the DNA was
performed on ice, first to isolate and break down the nuclei and
then to fragment the DNA (size 200-500 nucleotides). The
parameters were 10 s pulse on and 20 s pulse off for 37.5 min with
a Bandelin sonicator HD 3200 plus (Bandelin, Berlin, Germany).
The sheared chromatin was cleared by centrifugation at 4°C
(10 min at 10,621 xg).

Magnetic Dynabeads protein G (Invitrogen, Karlsruhe, Ger-
many) were prepared before usage following the manufacturer’s
instruction. To reduce the background signal a preclearing step
was performed. 100 ul beads were added to the sample and the
suspension was incubated for 30 min at 4°C with rotation. The
supernatant was transferred and divided into two fractions (IP and
NoAb). 4 pg anti-HMGA2 antibody (Santa Cruz, Heidelberg,
Germany) were added to the IP sample, the fraction without
antibody (NoAb) served as a negative control. Both fractions were
incubated over night at 4°C on a rotator. To avoid unspecific
interactions between DNA and beads, Dynabeads protein G were
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rotated with 22.2 ug salmon sperm DNA for 30 min at 4°C before
use. After this second preclearing step, the IP and NoAb fractions
were incubated on a rotator for 2 h at 4°C each with 50 pl of the
blocked Dynabead suspension. The immune complexes were
washed two times with 1 ml ChIP Lysis Buffer, four times with
ChIP Lysis Buffer High Salt and ChIP Wash Buffer (Santa Cruz)
and once with 1 x TE buffer (10 mM Tris base, | mM EDTA). All
washing steps were carried out at 4°C. To reverse crosslinks the
Dynabeads protein G were suspended in 150 ul SDS elution
buffer (1% SDS, 0.1 M NaHCOs;) and incubated in a shaking
water bath for 2 h at 67°C. The supernatants were transferred into
new 2 ml plastic tubes and incubated with 5 pg Proteinase K
(Qiagen, Hilden, Germany) for another 2 h at 67°C. To avoid
precipitation during the DNA isolation the samples were diluted
1:2 with HyO. The DNA was isolated using the QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen, Hilden, Germany) following the
manufacturer’s instructions.

SDS-PAGE and Western Blotting

The protein concentration was measured with the BCA Protein
Assay Kit (Pierce, Bonn, Germany) 15 ug of protein obtained from
each sample were used for SDS-PAGE in a X-Cell Sure Lock
Mini-Cell apparatus (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) and
transferred to a nitrocellulose membrane with the Fastblot 33
system (Biometra, Gottingen, Germany). The membrane was
blocked with 5% BSA over night and incubated with rabbit
polyclonal anti-HMGA2 antibody (1:3000, Biocheck, Foster City,
USA) and mouse monoclonal anti-B-actin (1:7500, Novus
Biologicals, Cambridge, United Kingdom) for one hour. Second
antibodies were alkaline phosphatase-bovine anti-rabbit IgG
(1:3750, Sante Cruz, Heidelberg, Germany) and alkaline phos-
phatase-goat anti-mouse IgG (1:7500, Invitrogen, Karlsruhe,
Germany). The detection of B-actin was used as an internal
control to confirm equivalent total protein loading. Relative
HMGA2 protein expression was determined by band intensities
with the Image] program.

For determination of protein expression in the ChIP samples,
supernatants of samples after DNA-protein-antibody-bead-com-
plex formation (IP and NoAb) and samples before Proteinase K
digestion (IP and NoAb) were taken. Proteins were separated by
SDS-PAGE as described by Laemmli [43] using the Minigel-
System Protean II and transferred to a polyvinyl difluoride
membrane using the Mini-Transblot System (Biorad, Munich,
Germany). The membrane was blocked with TBS-T buffer
(10 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1% Tween-20) containing
5% skimmed milk and incubated with rabbit polyclonal anti-
HMGA2 antibody (1:800, Santa Cruz, Heidelberg, Germany) for
one hour. The second antibody-step was performed with the
alkaline phosphatase-goat anti-rabbit IgG (1:5000, Invitrogen,
Karlsruhe, Germany) and bands were visualized by adding BCIP/
NBT substrate (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).

Real-time PCR

All real-time PCRs were run on an ABI Prism 7300 Sequence
Detection System (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany). For
Quantification of HMGA2 250 ng total RNA were reverse
transcribed with 200 units of M-MLV Reverse Transcriptase
(Invitrogen, Karlsruhe, Germany) and 150 ng random hexamers
(Fisher Scientific, Schwerte, Germany) according to the manufac-
turer’s instructions. The relative quantification method was carried
out using 18S rRNA as endogenous control (forward primer 5'-
GGA TCC ATT GGA GGG CAA GT-3'; reverse primer 5'-
AAT ATA CGC TAT TGG AGC TGG AAT TAC-3" and probe
5"-6-FAM-TGC CAG CAG CCG C-MGB-3') [44]. The samples
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were diluted (1:10) for the endogenous control due to higher
expression level of 185 rRNA. HMGA2 (Assay Hs00171569_m1,
Applied Biosystems) and 18S rRNA expression analyses were
performed in triplicate in a total volume of 20 pl using 2 pl of each
c¢DNA corresponding to 25 ng of total RNA. The expression of
the endogenous control 18S rRNA showed only a slight variation
in all the samples, the mean Ct value was 8.17*0.21.

IP fragments were analyzed in triplicates starting with 3 ul of
template DNA. The enrichment of DNA in the samples (IP, NoAb)
was determined by amplification of GAPDH. The sequences for
GAPDH were 5_-6-FAM-AAA GAG CTA GGA AGG ACA GGC
AAC TTG GC-TAMRA-3_ for the fluorescent probe, 5_-CCC
CAC ACA CAT GCA CTT ACC-3_ for the forward primer, and
5_-CCT AGT CCC AGG GCT TTG ATT-3_ for the reverse
primer (Operon, Cologne, Germany). PCR condition were 50°C
for 2 min, 95°C for 10 min and 50 cycles of 95°C for 15 s and 60°C
for 1 min. Results were calculated by subtracting the Ct-value of the
sample from the corresponding NoAb control, followed by 250APP)
to evaluate the x-fold higher amount of starting material of the
sample applied in the real-time PCR.

Cloning of immunoprecipitated products

The ChIP-generated DNA fragments were A-tailed and ligated
into the pGEM®©-T easy vector (Promega, Mannheim, Germany)
with T4 ligase at 4°C over night. The transformation was carried
out according to the manufacturer’s protocol with 100 pl
Escherischia coli DH50 competent cells. 150 pl respectively 200 ul
of the transformation culture were plated onto AIX-plates and
incubated over night at 37°C.. Plasmid DNA was isolated with the
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, Germany) following

the manufacturer’s protocol.

In silico data analysis
Clones were sequenced by Eurofins MWG Operon (Ebersberg,
Germany). After revising with the Lasergene software, a BLAST
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search of the human genome database at NCBI was performed to
locate the sequences.

For identifying the consensus sequences in the human genomic
sequences (NCBI refseq build 36) Perl (www.perl.org) with
implemented Bio-Perl Modules [45] has been used. The possible
genomic binding sequences have been identified by pattern
matching. Specific sequences have been analyzed also using
BLAST [46] adjusted to short sequences (Program = blastn, Word
size =7, Expect Value =100, Filter =disabled). For statistical
analysis the statistics software R (www.r-project.org) has been
used. The sequence logo was generated by WebLogo (http://
weblogo.berkeley.edu/logo.cgi).
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Figure S1 Scheme of the HMGA2 chromatin immuno-
precipitation cloning procedure. Cells were crosslinked with
formaldehyde to preserve the structure of chromatin and proteins.
After lysis and sonication the fragmented DNA was immunopre-
cipitated with a HMGAZ2-antibody. For Western Blot analysis
aliquots were taken after immunoprecipitation. Crosslinks were
reversed in the rest of the samples, DNA was eluted and
enrichment of ChIP DNA fragments was measured by real-time
PCR. ChIP DNA fragments of the remaining samples were cloned
into a vector, sequenced and analyzed.
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Table S1 Sequences of the cloned fragments.
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3.2 Publikation II: Elevated levels of HMGB1 in cancerous and inflammatory
effusions (Winter et al., 2009)

Die Diagnose von Pleuraergissen und Aszites stellt haufig ein Problem dar, denn
meist ist eine eindeutige Ursache fir die Flussigkeitsansammlung im Pleuraspalt
oder Bauchraum nicht auf den ersten Blick erkennbar. Um die Diagnostik zu
vereinfachen, ist die Etablierung von eindeutigen Biomarkern zur Unterscheidung
von Transsudaten und Exsudaten von grof3er Bedeutung. Auch die Differenzierung
zwischen Exsudaten malignen oder entziindlichen Ursprungs ist dabei wichtig. Da
ein Zusammenhang zwischen HMGB1 und inflammatorischen Mechanismen sowie
malignen Neoplasien besteht, sollte in dieser Studie der Proteingehalt von HMGB1 in
36 Aszites und Pleurapunktaten bestimmt werden.

Die 36 Ergussproben wurden in maligne und entzindliche/infektiose Exsudate
unterteilt, als Kontrollgruppe dienten die Transsudate. Obwohl die Konzentration des
Gesamtproteins innerhalb dieser drei Gruppen nur leichte Schwankungen aufwies
(Transsudate 6,83 mg/ml; entzindliche Exsudate 7,83 mg/ml; maligne Exsudate 8,74
mg/ml), konnten Unterschiede in der Konzentration des HMGB1-Proteins
nachgewiesen werden (Transsudate 36,62 ng/ml, entziindliche Exsudate 111,45
ng/ml, maligne Exsudate 118,00 ng/ml). Die Konzentration von HMGBH1, relativ zur
Gesamtproteinmenge, war in der Gruppe der Exsudate mit 0,0015% dreimal héher
als in der Gruppe der Transsudate (0,0005%). Diese Berechnungen, bezogen auf
den prozentualen Anteil von HMGB1, ergaben einen statistisch signifikanten Anstieg
von HMGB1 in den Exsudaten (p<0,001).
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Abstract. Background: Recently, it has become obvious that
the HMGBI protein can act as a proinflammatory and
proangiogenic mediator when actively secreted by
macrophages or passively released from necrotic cells
playing an important role in the pathogenesis of several
diseases including cancer. Materials and Methods: The
absolute and relative amount of HMGB1 was measured with
an ELISA in different effusion types. Results: The amount of
HMGBI protein in the samples differed between 0.0004%
and 0.0025% of the total sample protein. The mean values
of transudates were significantly (p<0.001) lower than the
mean values of exudates. Conclusion: HMGBI, a so-called
danger signalling protein, was found to be highly expressed
in human pleural and peritoneal effusions due to cancer and
inflammation. Compared to transudates the average level of
HMGBI was significantly higher in exudates. These results
underline the characteristics of HMGBI1 as a possible target
for treatment in advanced cancer as well.

High mobility group box 1 (HMGBI1), also known as
amphoterin or HMG1, belongs to a group of chromatin-
associated non-histone proteins characterized by low
molecular weight, acidic solubility and high content of
charged amino acids (1, 2). Proteins of the HMGB family,
comprising HMGB1, HMGB2, and HMGB3, are
characterized by two DNA-binding domains called HMG
boxes (3). Currently the best analyzed member of this group
is HMGB1. HMGBI is an intracellular protein, which can
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be secreted for example by activated monocytes,
macrophages, and astrocytes and can be released by necrotic
or damaged cells (4-6). Extracellular HMGB1 can signal
through the receptor for advanced glycation end products
(RAGE) (7, 8) and the toll-like receptors TLR2 and TLR4
(9-11). Activation of these receptors can enable nuclear
factor kappa B (NF-kB) signalling pathways linked to e.g.
angiogenesis and/or inflammatory processes (9, 10, 12-15).
In cancer, these angiogenic properties of HMGB1 can also
lead to a better vascular supply resulting in a faster and
greater growth of the tumor (11, 16). Generally,
overexpression of HMGBI has been detected in subsets of
carcinomas of the breast (17, 18), tumors of the
gastrointestinal tract (19), hepatocellular carcinomas (20),
and malignant lymphomas (21).

The aim of this study was to measure the level of HMGB1
in effusions of various origin and to determine if effusions
due to cancer or inflammatory disease show elevated levels
of HMGBI1 protein compared to theses from transudates.
Furthermore, it was investigated whether the amount of
HMGBI in effusions due to cancer is consistently increased
or if it is not a general phenomenon in effusions of malignant
tumors.

Patients and Methods

A total of 36 samples were collected from patients at the General
Hospital Bremen Mitte, Bremen, Germany: 30 samples from pleural
and 6 from ascitic effusions were obtained (Table I). As a control
group patients with transudative effusions were included in this
study as well; the most common cause for transudates is congestive
heart failure or liver cirrhosis (22, 23), and as a rule no malignant or
inflammatory background exists. Samples were subdivided into
three groups, namely transudative effusions, infectious or
inflammatory exudative effusions, and malignant exudative
effusions.

Sample preparation. Samples of 50-100 ml pleural or peritoneal

fluid were collected in 50 ml tubes and immediately frozen at —20°C
for no more than 15 hours. After thawing, 2 ml of each sample were

5013



Ergebnisse

30

ANTICANCER RESEARCH 29: 5013-5018 (2009)

Table 1. Samples from patients with various effusions and their total and relative HMGBI1 concentration (T: transudate; E: exudate; P: pleural

effusion; A: ascitic effusion).

Case Type Location Death  Observation Diagnosis Age HMGBI1 HMGBI1
no. of time (years) total relative
patient (days) (ng/ml) (%x1000)

1 T P 25 Cardiac insufficiency 82 943 0.13

2 T P 25 Cardiac insufficiency 82 2.83 0.04

3 T P 1 Cardiac insufficiency 65 23.58 0.62

4 T P 24 Cardiac insufficiency 69 5142 0.81

5 T P 6 Cirrhosis of the liver 60 4.62 0.06

6 T A 32 Cirrhosis of the liver 49 7.60 0.23

7 T P 77 Cardiac insufficiency 68 5.98 0.09

8 E P 20 Pneumonia 91 36.57 0.80

9 T A 600 Cardiac insufficiency, liver dysfunction 74 70.93 0.71
10 E P 136 Lymphocytic chronic effusion 76 116.35 1.83
11 E A 30 Peritonitis 58 57.60 1.10
12 E A T 757 Kidney transplantation/peritonitis 61 49.06 2.10
13 E A 173 Pneumonia 71 35.22 0.24
14 E P 23 Pneumonia 76 300.00 2.20
15 E P 651 Post infectious 63 34.26 1.24
16 E P 1 Suspicion of hyperergy (allergy) 60 261.13 233
17 E P T 35 Mycobacteriosis 75 129.59 1.64
18 E P ¥ 208 Bacterial pleurisy 69 51.29 0.44
19 E P 8 Pleurapneumonia 74 153.09 2.24
20 E P 1 Hemorrhagic pulmonary infarction 58 113.25 1.58
21 E P T 62 Bronchial carcinoma 56 216.67 2.16
22 E P t 47 Mamma carcinoma 63 22547 2.51
23 E P T 23 Carcinoma of the esophagus 48 58.49 0.56
24 E P 807 Malignancy with unknown primary tumor 48 44 .90 0.96
25 E P T 18 Mesothelioma 79 151.91 1.80
26 T P 2 Cardiac insufficiency 47 82.96 0.74
27 E P 742 Malignancy with unknown primary tumor 48 29.56 0.79
28 T P 1 Renal insufficiency 82 19.07 0.39
29 E P 1 Rendu-Osler disease, mesothelioma 62 92.06 1.65
30 E P 105 Dedifferentiated adenocarcinoma 75 120.90 1.33
31 E A F 55 Mamma carcinoma 57 134.95 1.08
32 T P T 1 Cardiac insufficiency 66 12436 223
33 E P T 26 Mesothelioma 58 136.67 1.57
34 E P T 30 Mamma carcinoma 63 118.33 1.36
35 E P T 22 Mamma carcinoma 63 156.57 1.43
36 E P T 1 Mamma carcinoma 53 47.57 0.57

taken and stored at —80°C until further use. A total of 200 ul of each
sample were used for the enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA).

Protein preparation. Total proteins were isolated with RIPA-buffer
(containing: 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1% (v/v) NP-40, 0.5%
(w/v) sodium deoxycholate, | mM EDTA). Protein concentration
was measured with the Pierce® BCA Protein Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific, Rockford, USA) following the manufacturer’s
instructions. All measurements were carried out in triplicate and
compared to bovine serum albumin (BSA) and bovine gamma
globulin (BGG) standard curves.

ELISA. A 2-step sandwich ELISA was performed using the HMGB1

ELISA Kit (Shino-Test Corporation, Tokyo, Japan) following the
manufacturer’s instructions.

5014

Analysis of results. All samples were measured at least in duplicate
or triplicate, and the results were averaged. Statistical analysis was
performed using Student’s #-test, with a significance level of p<0.05.
In addition the percentage of HMGB1 in comparison to the total
protein amount was calculated.

Results

The effusions (Table I) were subdivided into the three groups:
transudates (n=11), effusions due to inflammation or infectious
diseases (n=12), and malignant effusions (n=13). Whereas the
average total protein concentration within the groups showed
only slight variation (transudates 6.83 mg/ml; inflammatory
effusions 7.83 mg/ml; malignant effusions 8.74 mg/ml), the
amount of HMGBI strongly varied between 2.83 ng/ml (case



Ergebnisse 31
Winter et al: Different Levels of HMGBI1 in Effusions
350 - cytological test was performed in which D2-40, X-linked
300 - . inhibitor of apoptosis (XIAP), MOC-31, and Wilms tumor 1
. (WT1) were tested (26), describing the markers MOC-31 and
E 250 s D2-40 as very sensitive and specific markers of epithelial
5200 : and mesothelial cells, respectively, compared to the
@ 150 N . established calretinin. In addition to these newer markers, the
g . _;_111_45 2 118.00 classification with Light e al.’s criteria is amongst others the
T 100 1 7 . most common to differentiate between transudates and
50 - 2 36.62 ' E exudates (27). In our investigation, only slight differences of
0. H total protein amount were detected in the groups of effusions.
Transudates Exudates dueto  Malignant Nevertheless, the total protein amount was lower for
inflammation exudates

Figure 1. Average protein concentration of HMGBI in effusion samples
quantified with the ELISA.

no. 2, cardiac insufficiency) and 300.00 ng/ml (case no. 14,
pneumonia) (Figure 1). The average HMGB1 concentration of
the three groups was 36.62 ng/ml for the transudates, 118.00
ng/ml for malignant effusions, and 11145 ng/ml for
inflammatory effusions (Figure 1).

A highly significant association (#-test, p<0.001) was found
between the HMGB1 concentration and the existence of an
exudate. Higher HMGB1 protein concentrations did not simply
depend on the different cell densities varying in transudates and
exudates (Figure 2). With regard to the percentage of HMGB1
present relative to the total protein amount, the increase in
exudative effusions was also statistically significant (p<0.001).
The total HMGBI protein level as well as HMGBI relative to
the total protein amount was three-fold higher in exudates than
in transudates: 0.0005% in transudative effusions compared to
0.0015% from both groups of exudates.

Eleven patients died from their disease within two months
after sampling, among these, one patient with a transudative
effusion was affected by cardiac insufficiency, one by an
inflammatory effusion and the others died from cancer. The
patient dying from cardiac insufficiency showed the highest
percentage of HMGB1 by far within this group. Within the
exudative samples, no correlation between the HMGBI1
concentration and survival of the patients was detected.

Discussion

HMGBI1 plays an important role in tumorigenesis and acts
as a proinflammatory mediator in the immune response (24,
25). This suggests that HMGB1 can serve as an important
target in the diagnosis and management of exudative
effusions. In the present study, most of the patients with
transudative effusions had cardiac insufficiencies or renal
dysfunctions (Table I). The exudative effusions were mainly
caused by carcinoma or inflammatory diseases.

Recently several studies were carried out addressing
‘newer’ biomarkers for peritoneal and pleural effusions. A

transudates than for exudates (6.83 mg/ml vs. 8.29 mg/ml).

The results of the present study demonstrate that the
relative amount of HMGB1 was approximately three-fold
higher in exudative effusions than in transudates. This
significantly higher protein level was detected with the
HMGB1 ELISA alone and also with regard to the total
amount of protein (percentage of HMGB1). This definitively
proves that the lower HMGB1 protein value is not caused by
the lower cell densities in transudate samples.

A high HMGBI protein level in the effusion may indicate
highly active NF-KB or mitogen-activated protein kinase
(MAPK) signalling pathways mediated by receptors such as
e.g. RAGE or TLR (9, 10, 15). This could serve as an
indicator for transformed cells (28). Malignant effusions due
to metastatic spread represent a frequent problem in
advanced cancer. Herein, it has been shown that malignant
effusions are often characterized by high levels of the danger
signaling protein HMGBI that are in the same range as in
effusions due to inflammatory processes. Extracellular
HMGBI1 has been linked to both inflammation and cancer.
In the latter group of diseases HMGB1 can promote tumor
growth by the stimulation of cell proliferation and by
inducing neo-angiogenesis (9). On the other hand, HMGB1
is also able to stimulate dendritic cells and thus may support
an immune response against tumor cells (29, 30). Antibodies
against HMGB1 are able to reduce inflammation and
suppress cell migration, tumor growth and metastasis
formation (6, 15). The therapeutic use e.g. of HMGBI1
antibodies instilled locally in case of malignant effusions
remains to be investigated. While such therapy will reduce
the proliferative potential of the cancer cells as well as their
further spread, it might also repress a proper response of the
immune system against the cancer cells (15, 31).

This is to the best of our knowledge the first report aimed
at determining the concentration of HMGBI in effusions and
suggests interesting new approaches for the treatment of
patients with malignant effusions.
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black: malignant exudates; white: exudates due to inflammation).
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3.3 Quantitative Expressionsanalyse des HMGA2-Gens in Aszites und

Pleurapunktaten

(Nicht publizierte Ergebnisse)

Die Differenzierung zwischen entziindlichen und malignen Ergissen ist wichtig fur
die weitere Vorgehensweise in der Behandlung. Als mdglicher Marker bietet sich das
HMGAZ2-Protein an, das hauptséchlich wéhrend der embryonalen Entwicklung
exprimiert wird, eine Re-Expression allerdings bei einer Reihe von malignen
Neoplasien auftritt. In dieser Studie wurde die HMGAZ2-Expression in Ergussproben
von Patienten mit diversen Erkrankungen relativ quantifiziert. Ziel war es, mégliche
Unterschiede in der Expression in Transsudaten sowie entzindlichen und malignen
Exsudaten herauszufinden. Hierzu wurden 13 Aszites und 52 Pleurapunktate mittels
Real-Time PCR untersucht (Abb 1). Bis auf eine Ausnahme konnte in allen Proben
eine relative Expression von HMGAZ2 gemessen werden. Der Mittelwert der HMGA2-
Expression in den Transsudaten lag bei 5,01 (n=13) und in der Gruppe der Exsudate
bei 194,54 (n=52). Dieser Anstieg von HMGAZ2 in den Exsudaten war statistisch
signifikant (p<0,042). Nach einer weiteren Unterteilung in entziindliche (n=15) und
maligne (n=37) Exsudate betrugen die Mittelwerte der Expression jeweils 8,81
(entziindlich) und 269,84 (maligne). Auch hier wurde eine statistisch signifikante

Erhéhung der HMGAZ2-Expression in den malignen Exsudaten detektiert (p<0,045).
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Abbildung 1: Logarithmische Darstellung der relativen HMGAZ2-Expression in 65 Erglssen von Patienten mit

unterschiedlicher Diagnose (weil3: Transsudate; grau: entziindliche Exsudate; schwarz: maligne Exsudate).
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3.4 Publikation lll: Cell-free DNA in amniotic fluid remains to be attached to

HMGA2 - implications for noninvasive prenatal diagnosis (Winter et al., 2008)

Im Rahmen dieser Untersuchung wurde die Expression von HMGAZ2 in Zellen aus
Fruchtwasserproben gemessen und Uberprift, in wie weit HMGA2-Proteine mit der
fetalen DNA assoziiert sind.

Es konnte eine Uberexpression von HMGA?Z in Zellen des Fruchtwassers bestimmt
werden. Im Vergleich zu Zellen aus Urinproben (n=8) von gesunden, nicht
schwangeren Probanden war die HMGAZ2-Expression in den Proben der
Fruchtwasserzellen (n=58) 161-fach erhéht. Statistische Untersuchungen zeigten
signifikante Unterschiede zwischen den Fruchtwasserzellen und den Kontroll-Zellen
(p<0,0001). Die Messung der mRNA-Konzentration ergab in beiden Gruppen die
gleiche Ausbeute.

Im nachsten Schritt wurde gepriuft, oo HMGA2-DNA-Komplexe im Fruchtwasser
vorliegen. Dazu wurde eine modifizierte Methode der Chromatin Immunoprézipitation
angewendet, mit der zellfreie Protein-DNA-Komplexe mit Hilfe eines anti-HMGA2-
Antikérpers gezielt isoliert werden. Verglichen wurde die jeweilige Probe mit einer
Negativkontrolle, die ohne Antikérper inkubiert wurde. Dadurch ist es mdglich die
Anreicherung der DNA-Fragmente mittels Real-Time PCR zu messen. Als
Genabschnitt wurde in diesem Fall GAPDH ausgewahlt. In allen 5 Proben konnte
eine Anreicherung des zellfreien GAPDH-Fragments von 3- bis 200-fach gemessen
werden. Diese Ergebnisse bestatigen nicht nur das Vorhandensein von HMGA2 in
den Fruchtwasserzellen, sondern auch, dass HMGAZ2 an die zellfreie DNA gebunden

vorliegt.
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Objective The expression of the high mobility group protein gene HMGA?2 is primarily confined to embryonic
and fetal cells. The aim of this study was to determine the relative expression level of HMGA?2 in cells of
amniotic fluid samples. Furthermore, it should be investigated by chromatin immunoprecipitation whether or
not HMGA? is attached to cell-free DNA in amniotic fluid.

Method Expression levels of HMGA2 in 58 amniotic fluid samples from the second trimester were measured
using quantitative real-time polymerase chain reaction (PCR). Furthermore, the presence of HMGA2, attached
to cell-free DNA was tested by chromatin immunoprecipitation.

Results Expression of HMGA2 was detected in all samples, but in cells of the amniotic fluid it was 161-fold
higher than in cells of the urine from healthy donors. The real-time PCR with GAPDH showed a signal in all
samples treated with the improved protocol of immunoprecipitation.

Conclusion Our data clearly show that cells of the amniotic fluid strongly overexpress HMGA2 according to
their fetal origin. The fact that apparently HMGA2 remains to be attached to cell-free DNA suggests interesting
new approaches in noninvasive prenatal diagnosis. Copyright © 2008 John Wiley & Sons, Ltd.

KEY WorDs: HMGA?2; chromatin immunoprecipitation; amniotic fluid; cell-free fetal DNA; quantitative real-time

PCR; RNA < fetal cells; nucleic acids and proteins

INTRODUCTION

The high mobility group protein HMGA2 is a DNA-
binding protein that attaches to the DNA by three bind-
ing motifs called AT-hooks. Binding occurs with little
sequence specificity preferentially at the minor groove
of DNA (Reeves and Nissen, 1990). HMGA?2 can induce
conformational changes of DNA structure thereby influ-
encing the transcriptional activity of many genes (Bustin
and Reeves, 1996). There are several data available
showing that in mammals the expression of HMGA2
is mainly restricted to embryonic and fetal development
while in adult its expression is confined to a few cell
types only (Rogalla ef al., 1996; Gattas et al., 1999)
as, e.g. CD34 positive stem cells in the bone marrow
(Rommel et al., 1997). With current sensitive methods
HMGA2 mRNA expression is detectable in adult tissue
as well as shown herein for the urine cells. Nevertheless,
the amount of protein is usually too low to be detected.
However, in adults, reexpression of HMGA2 due to rear-
rangements of its gene locus occurs in frequent benign
tumors (Ashar et al., 1995; Schoenmakers et al., 1995)
and in malignant tumors increased expression is a fre-
quent finding as, e.g. reported for lung cancer (Sarhadi
et al., 2006; Meyer et al., 2007), breast cancer (Rogalla
et al., 1997) and leukemia (Rommel ef al., 1997) (for
review see Cleynen, 2007; Fusco and Fedele, 2007).

*Correspondence to: J. Bullerdiek, Center for Human Genetics,
University of Bremen, Leobener Str. ZHG, D-28359 Bremen,
Germany. E-mail: bullerd @uni-bremen.de

Copyright © 2008 John Wiley & Sons, Ltd.

In contrast to the embryogenesis of mice (Hirning-Folz
et al., 1998), only a few human embryonic and fetal tis-
sues have been tested for expression of HMGA2 mRNA
(Rogalla et al., 1996). To the best of our knowledge,
no data are available yet on the expression of that gene
in cells of the amniotic fluid. These cells are currently
the most widely used source of cells for 2nd trimester
prenatal cytogenetic diagnosis and their major origin
seems to be the urogenital tract of the fetus (Mann et al.,
1996). In addition to amniotic fluid cells, cell-free DNA
obtained from amniotic fluid recently turned out to be
a valuable source for genetic analysis (Lapaire et al.,
2007).

Herein, we have tested cells from 58 amniotic fluid
samples for the expression of HMGA2. In addition, it has
been tested by immunoprecipitation whether or not cell-
free HMGA?2 occurs in the amniotic fluid and remains
to be attached to fetal DNA. If the latter is the case
it would have considerable implications for noninvasive
prenatal diagnosis because immunoprecipitation against
HMGA?2 could be used to select for fetal DNA, e.g. from
maternal blood.

MATERIAL AND METHODS
Samples

Amniotic fluid samples taken by amniocentesis in the
2nd trimester were centrifuged at 1000 x g. A measure

Received: 26 June 2008
Revised: 19 September 2008
Accepted: 21 September 2008
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of 4-7 mL of the supernatant was applied to isolate
total RNA and 2 mL of randomly selected amniotic fluid
samples was used for the chromatin immunoprecipita-
tion. Cells in the urine (30—60 mL urine per sample)
of healthy nonpregnant volunteers served as control. All
samples from patients and volunteers were taken with
informed consent according to the local ethics commit-
tee.

RNA isolation

As to the analysis of HMGA2 mRNA expression in
amniotic fluid cells and controls, the total RNA was
extracted from cells of the amniotic fluid samples and
of control urine samples using the Zymo Research
Urine RNA Isolation Kit (HISS Diagnostics, Freiburg,
Germany) according to the manufacturer’s instructions.
RNA was quantitated spectrophotometrically.

Reverse transcription

Reverse transcription (RT) was carried out in a 20-
pL volume containing 10 pL (about 150 ng) of total
RNA, 150 ng of random hexamer primers (Invitrogen,
Karlsruhe, Germany) and 10 mm of dNTP (Fermentas,
St. Leon-Rot, Germany). After incubating at 65°C for
5 min 200 U M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen,
Karlsruhe, Germany), 100 mm DTT (Invitrogen, Karl-
sruhe, Germany), 5x First Strand Buffer (Invitrogen,
Karlsruhe, Germany), and 40 U RNase OUT (Invitrogen,
Karlsruhe, Germany) were added. RT reaction mixtures
were incubated for 10 min at 25 °C, followed by 50 min
at 37°C and 15 min at 70 °C. The resulting cDNAs were
used as template in the subsequent quantitative real-time
polymerase chain reaction (PCR).

Quantitative real-time RT-PCR

For relative quantification of HMGA2 levels, RT-
PCR amplifications were carried out using the Applied
Biosystems 7300 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Darmstadt, Germany). As much as 2 uL. of
each cDNA was amplified in a total volume of 20 uL.
using universal PCR Mastermix (Applied Biosystems,
Darmstadt, Germany). For detection of the target gene
HMGA2, 1 uLL of HMGA2-assay (Hs00171569_m1) was
added (Applied Biosystems). HPRT served as endoge-
nous control where 10 um of each primer (forward
primer: 5'-GGC AGT ATA ATC CAA AGA TGG TCA
A-3, reverse primer: 5'-GTC TGG CTT ATA TCC AAC
ACT TCG T-3’) and 20 um fluorescent probe (5'-6-
FAM-CAA GCT TGC TGG TGA AAA GGA CCC
C-TAMRA-3', Applied Biosystems) were used. PCR
conditions were as follows: 10 min at 95 °C, followed
by 50 cycles at 95°C and 1 min at 60°C. All samples
were measured in triplicate and for each run, nontem-
plate controls and no reverse transcriptase controls were
included.

Copyright © 2008 John Wiley & Sons, Ltd.

Chromatin immunoprecipitation (ChIP)

Amniotic fluid was centrifuged at 1000 x g for 10 min,
and 2 mL of the supernatant was transferred to a 13-
mL tube. To cross-link the protein DNA complexes,
37% formaldehyde was added to a final concentra-
tion of 1%. Cross-linking was performed between 2
and 6 h after amniocentesis. After 10 min of incuba-
tion at room temperature, the cross-linking reaction was
stopped by adding 1 m glycine to a final concentra-
tion of 0.125 mm. The sample was divided by half and
transferred to two 1.5-mL tubes, and 50 pL of Protein
A/G Agarose (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,
Germany) was added to each tube. The samples were
shaken for 30 min at 4 °C, followed by centrifugation at
14000 rpm (20, 800 x g) for 5 min at ambient tempera-
ture. The supernatants were transferred to fresh 1.5 mL
tubes. A quantity of 5 pL. containing 1 pg of the HMGA?2
specific antibody (Santa Cruz Biotechnology, Heidel-
berg, Germany) was added to one tube, and both tubes
were incubated overnight on the rotator at 4°C. The
specificity of the HMGA2 antibody was verified in for-
mer studies by performing western blot analysis (data
not shown).

On the following day, for each sample, 50 pL. of
Protein A/G Agarose was mixed with 3 pg salmon sperm
DNA and 250 uL 1x PBS by rotation for 30 min at 4 °C.
The agarose/salmon sperm DNA mix was added to the
sample and the no-antibody control and rotated for 2 h at
4°C. The agarose beads were collected by centrifugation
at 12000 rpm (15300 x g) for 1 min; the supernatants
were discarded and the tubes were placed on ice. To
wash the agarose beads, 1 mL Lysis High Salt Buffer
(Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany) was
added to each tube, and the tubes were incubated
for 2 min at room temperature on the rotator. After
centrifugation for 1 min at 12000 rpm (15300 x g), the
supernatants were discarded. This washing step was
repeated once, and then the beads were washed twice
with 1 mL of wash buffer (Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg, Germany) for 2 min on the rotator. After
centrifugation at 12000 rpm (15300 x g) for 1 min, the
supernatants were discarded and the agarose beads were
resuspended in 150 puLL of 1% sodium dodecyl sulphate
solution. The samples were incubated in a shaking
waterbath at 65°C for 2 h to reverse the cross-links,
centrifuged at 12000 rpm (15300 x g) for 3 min, and
incubated overnight in the shaking waterbath at 65 °C.

To remove residual agarose beads, the samples were
centrifuged at 12000 rpm (15300 x g) for 3 min and
the supernatants transferred to new 2.0-mL tubes. They
were then diluted at a ratio of 1:2 with water to avoid
precipitation, and 5 volumes of buffer PBI (Qiagen PCR
Purification Kit) was added to each sample. A measure
of 700 uL of each sample was applied to QIAquick Spin
Columns (Qiagen, Hilden, Germany) and centrifuged
for 1 min at 13000 rpm (17900 x g). This step was
repeated until the samples were applied to the columns
completely. The columns were washed with 700 uL
buffer PE and centrifuged at 13000 rpm (17900 x g) for
1 min; the flow through was discarded; and the columns

Prenat Diagn (2008)
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were re-centrifuged to remove residual buffer. To elute
the DNA, the columns were transferred to new 1.5-mL
tubes and 40 uL. water was applied to the membrane
of the columns. After incubation at room temperature
for 1 min, the columns were centrifuged at 13000 rpm
(17900 x g) for 1 min. The flow through was applied to
the membrane of the columns to increase the final DNA
concentration, incubated for 1 min at room temperature,
and the columns were centrifuged again at 13000 rpm
(17900 x g) for 1 min. Finally, the eluted DNA was
immediately used for real-time PCR or stored at —20 °C.

Real-time PCR with genomic DNA

To determine the possible enrichment of DNA resulting
from the ChIP experiment, the samples were measured
with the Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR
System (for concentrations and cycling conditions see
protokol above). Two microliters of every sample and
its respective no-antibody control were used to detect
the GAPDH gene. The sequences for GAPDH were
5'-6-FAM-AAA GAG CTA GGA AGG ACA GGC
AAC TTG GC-TAMRA-3' for the fluorescent probe,
5-CCC CAC ACA CAT GCA CTT ACC-3 for the
forward primer, and 5-CCT AGT CCC AGG GCT
TTG ATT-3' for the reverse primer (Operon, Cologne,
Germany). Results were calculated by subtracting the
Ct-value of the sample from the corresponding NoAb
control, followed by 2(sample—NoAb control) o eyaluate the
x-fold higher amount of starting material of the sample
applied in the real-time PCR.

RESULTS

When comparing the HMGA?2 expression level in cells
from amniotic fluid samples (n = 58) and from urine

10000

samples (n = 8) of apparently healthy nonpregnant vol-
unteers, a strong overexpression of HMGA2 in amni-
otic fluid cells becomes evident. The average expression
level in the amniotic fluid cells exceeded that of urine
cells 161-fold. Moreover, no overlap between samples
of the two groups was seen (Figure 1, Table 1). Accord-
ingly, statistical analysis revealed highly significant dif-
ferences between the amniotic fluid cells and the control
cells taken from urine (P < 0.0001; unpaired ¢-test with
Welch’s correction) whereas the yield of mRNA from
both amniotic fluid and urine was in the same range.

As a next step, it was checked if HMGA2-DNA aggre-
gates could be found in the amniotic fluid. For the latter
investigations, a modified chromatin immunoprecipita-
tion procedure was applied that allowed to isolate these
complexes by an anti-HMGA2 antibody and to ana-
lyze the DNA fragments attached to HMGAZ2 in the
complexes. In this study five amniotic fluid samples
were tested. Compared to the NoAb-control isolated
fragments containing GAPDH were clearly enriched,
indicating not only the presence of HMGA2 in the amni-
otic fluid but also cell-free DNA being attached to it
(Table 2).

DISCUSSION

The results of the present study place amniotic cells
of the 2nd trimester among the cells strongly overex-
pressing HMGA?2. These cells are known to originate
mainly from the urogenital tract of the fetus as, for exam-
ple, shown by Mann et al. (1996), but other cell types
might contribute to the high HMGA?2 expression, too. As
described, previously fetal tissues show a high expres-
sion level of HMGA2 (Rogalla et al., 1996) and this
holds true as well for cells of the amniotic fluid, which
derive directly from the fetus. The average HMGA?2
expression level measured in cells of amniotic fluid is
263, whereas the lowest sample shows an expression of

1000
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Figure 1—Relative HMGA2-expression of cells from urine and amniotic fluid samples
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Table 1—Results of the relative expression analysis for HMGA2 in the amniotic fluid of women in the 2nd trimester using

quantitative real-time PCR

Relative Relative
Sample Days of expression Sample Days of expression
No. pregnancy of HMGA?2 Karyotype No. pregnancy of HMGA2 Karyotype
1 148 33.86 46,XY, 9gh™ 31 108 128.76 46,XY
2 109 4291 46,XX 32 109 136.90 46,XX
3 98 45.18 46,XX 33 110 139.78 46,XX
4 111 54.65 46,XX 34 95 141.12 46,XX
5 106 62.37 46,XY 35 95 144.20 46,XY
6 118 62.99 46,XY 36 108 152.76 46,XX
7 106 64.20 46,XY 37 112 153.50 46,XY
8 110 65.64 46,XY 38 98 154.04 46,XX
9 103 66.62 46,XY 39 105 157.42 46,XX
10 116 67.39 46,XY 40 109 168.08 46,XX
11 120 69.81 46,XY 41 109 169.84 46,XY
12 110 74.56 46,XY 42 108 177.89 46,XX
13 108 79.76 46,XY 43 107 178.17 46,XX
14 108 82.76 46,XX 44 112 187.92 46,XX
15 106 85.05 46,XY 45 95 192.92 46,XY
16 104 86.26 46,XY 46 127 194.28 46,XY
17 106 86.57 46,XY 47 132 212.48 46,XX
18 113 94.09 46,XX 48 106 232.36 46,XX
19 106 95.46 46,XX 49 109 240. 00 46,XX
20 104 97.78 46,XX 50 109 242.68 46,XX
21 114 99.09 46,XY 51 112 268.26 46,XX
22 101 101.81 46,XX 52 106 280.19 46,XX
23 109 103.69 46,XX 53 101 281.33 46,XY
24 100 103.79 46,XY 54 110 368.03 46,XY, inv. (9)
25 101 105.94 46,XY 55 115 414.67 46,XX
26 119 110.92 46,XY 56 109 478.47 46,XY
27 103 112.67 46,XX 57 101 928.67 46,XX
28 108 122.60 46,XY 58 124 1721.17 46,XY
29 105 123.85 46,XY
30 161 125.19 46,XY

Table 2—Enrichment of DNA with the ChIP method in amniotic fluid samples, tested with GAPDH
(Substraction of the NoAb control from ChIP sample; 24ifference means the x-fold higher amount of raw
material applied to the real-time PCR, whereas 1 means the same amount of starting material)

GAPDH
GAPDH x-fold Days of

Sample (Ctsample _ CNoAby enrichment pregnancy Karyotype

A 1.63 3.1 107 46,XY

B 4.04 16.5 100 46,XY

C 4.53 23.1 112 46,XY

D 5.34 40.6 113 46,XY, rob (14,21) mat, 421
E 7.64 199.9 100 46,XX

34. This is still a 20-fold overexpression compared to
the urine sample with the highest HMGA2 level. Urine
samples have a mean expression of HMGA2 of 1.15.
In a recent paper by Peter et al. the occurrence of cell-
free DNA in the amniotic fluid has been demonstrated
(Peter et al., 2008). The results of the present study
confirm the results of this paper. The data of the
immunoprecipitation experiment demonstrate that cell-
free DNA from amniotic fluid samples is present and can
be enriched by using antibodies directed against HMGA2
as shown by quantitative real-time PCR. The factor of
enriched DNA in the amniotic fluid samples ranged from
about 3 to 200 fold (Table 2); 1 this could be caused by

Copyright © 2008 John Wiley & Sons, Ltd.

different periods of time, in which the samples were
cross-linked. They were processed between 2 and 6 h
after amniocentesis and it is possible that the HMGA?2
protein detaches constantly from the DNA throughout
the time. For further experiments samples should be
treated with formalin directly after amniocentesis to
restrain the separating of protein and DNA.

Because cell-free fetal DNA is also detectable in the
blood of pregnant women (Al-Yatama et al., 2001; Majer
et al., 2007), immunoprecipitation by anti-HMGA2 anti-
bodies could generally be useful to specifically enrich
fetal/embryonic DNA from these sources. Cell-free
DNA in maternal blood is thought to originate mainly

Prenat Diagn (2008)
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from trophoblastic cells which were shown to abun-
dantly express HMGA2 in mice compared to other
tissues (Hirning-Folz et al., 1998). Furthermore, over-
expression of HMGA2 has also been described for
many tumors making it tempting to speculate that
basically the same procedure can also be applied
to enrich cell-free tumor DNA from patient’s blood.
HMGA?2 stably remains to be attached to the DNA and
thus DNA-HMGA2 complexes can be expected to be
released from these cells highly expressing HMGA2.
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3.5 Quantitative Expressionsanalyse des HMGA2-Gens in Urinproben von

schwangeren Frauen

(Nicht publizierte Ergebnisse)

Im Fruchtwasser konnte eine erhdhte Expression von HMGAZ2 bestatigt werden. Ob
diese auch im Urin von schwangeren Frauen nachweisbar ist, sollte in dieser Studie
untersucht werden. Aus Zellen von 14 Urinproben, abgegeben in der 17. bis 39.
Schwangerschaftswoche, wurde die mRNA isoliert und die Expression von HMGA2
mit Hilfe der Real-Time PCR bestimmt. Als Kontrolle wurden 8 Urinproben von
Mannern und nicht schwangeren Frauen hinzugezogen. HMGAZ2 konnte in allen 22
Proben nachgewiesen werden. Innerhalb der Kontrollgruppe gab es keine
signifikanten Unterschiede in der Expression zwischen den Proben der Ménner
(MW=1,50) und denen der nicht schwangeren Frauen (MW=1,91). Die relative
Expression von HMGAZ2 in der Gruppe der Schwangeren reichte von 0,17 bis
35.288,37 (Abb. 2). Der Mittelwert in der Kontrollgruppe lag bei 1,70 und in der
Gruppe der Schwangeren bei 1.643,48.
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Abbildung 2: Logarithmische Darstellung der relativen HMGAZ2-Expression in 22
Urinproben von schwangeren (grau) und nicht schwangeren Probanden (weil3).
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4 DISKUSSION

4.1 HMGA2-Bindestellen

Die HMGAZ2-Proteine spielen eine entscheidende Rolle in der Organisation des
Chromatins, der Expressionsregulierung verschiedener Gene und der Rekrutierung
von Transkriptionsfaktoren. Dabei sind sie wesentlich an der Koordination von
Proliferation und Differenzierung beteiligt, eine Stérung dieser Prozesse kann
benigne, aber auch maligne Neoplasien zur Folge haben. Versuche mit ,knock-out"-
Mausen, bei denen HMGA2 homozygot deletiert wurde, haben gezeigt, dass es zu
einem verminderten Wachstum (pygmy-Phanotyp) und einer starken Reduktion des
Fettgehaltes kommt (Zhou et al., 1995). Im Gegensatz dazu konnte bei transgenen
Mause, bei denen ausschlie3lich eine trunkierte Variante von HMGA2 exprimiert
wird, ein ,giant“-Phanotyp mit Fettleibigkeit und einem erhéhten Vorkommen von
Lipomen beobachtet werden (Battista et al., 1999; Arlotta et al., 2000). HMGAZ2 ist
bedeutend fir die Entwicklung und das Wachstum des ganzen Organismus, dies
bestatigen auch neuere Studien bezuglich der Kérpergréfle des Menschen (Weedon
et al., 2008). Durch SNP-Analysen (Single Nucleotide Polymorphism) konnte gezeigt
werden, dass der Austausch von Thymin durch Cytosin innerhalb der 3'-UTRs des
HMGAZ2-Gens ein Grollenwachstum des Individuums von durchschnittlich ca. 1 cm
zur Folge hat (Weedon et al., 2007).

Um einen Beitrag zur Aufklarung des breiten Wirkungsspektrums des HMGA2-
Proteins zu leisten, war ein Ziel dieser Arbeit, die Bindung des Proteins im humanen
Genom an unbekannte Zielsequenzen in vivo zu untersuchen und zu
charakterisieren. Hierzu wurde mit Hilfe der Chromatin Immunoprézipitation eine
Bibliothek erstellt, in der HMGA2-gebundende DNA-Fragmente angereichert
vorliegen. Bisher beschrénkten sich die meisten Untersuchungen der HMGA2-
Bindestellen auf Promotorregionen ausgesuchter Gene. Tessari et al. konnten
beispielsweise eine Regulation des Cyclin A-Gens durch HMGA2 nachweisen,
welches eine entscheidende Rolle in der Steuerung des Zellzyklus spielt (Tessari et
al., 2003). Ein Zusammenhang besteht auch zwischen dem Imp2-Gen und HMGA2.
Hier bindet HMGAZ2 an eine AT-reiche, regulatorische Region im ersten Intron, die
moglicherweise als Enhancer oder alternativer Promotor eines verkirzten Imp2-Gens
fungiert. In Untersuchungen an Liposarkomen konnten Cleynen et al. zeigen, dass

eine statistisch signifikante Korrelation zwischen der HMGA2- und Imp2-Expression
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besteht (Cleynen et al., 2007). Dieser Zusammenhang zeigte sich auch in Versuchen
mit den Zelllinien MCF-7, MRIH-215, S277 und HCT116, bei denen die Expression
der beiden Gene gleichzeitig anstieg (Winter, unveréffentlichte Ergebnisse). Ein
weiterer Interaktionspartner von HMGAZ2 ist das ERCC7-Gen, welches an der
Nukleotidexzisionsreparatur beteiligt ist. Durch die Bindung von HMGAZ2 an den
Promotorbereich wird ERCC1 herunter reguliert (Borrmann et al., 2003). Bis vor
kurzem waren nur drei weitere Zielgene von HMGA?2 identifiziert: CDC2, TK1 und
Cyclin E1, die alle wichtige Funktionen innerhalb des Zellzyklus Gibernehmen (Fedele
et al., 2006). Allerdings konnten in einer aktuellen Studie von Zha et al. (2012)
weitere potentielle Zielgene von HMGAZ identifiziert werden. In einer Genom-weiten
ChIP-on-Chip-Analyse an einer Magenkarzinom-Zelllinie wurden 1366 mdgliche
Bindestellen von HMGAZ2 erkannt und diese auf ihre biologischen Funktionen
untersucht. Dabei konnten 140 Signalwege ausfindig gemacht werden, in denen
mindestens zwei Gene direkte Bindungspartner von HMGAZ2 sind. Dazu gehdren
unter anderem der MAP-Kinase-, Wnt-, p53-, VEGF-, Notch- und TGF-B-Signalweg,
in denen HMGAZ2 eine wichtige Rolle als Vermittler bei der Kontrolle von epithelialer
Differenzierung, Tumorinvasivitat und Metastasenbildung spielt (Ayoubi et al., 1999;
Thuault et al., 2006; Queimado et al., 2007; Markowski et al., 2011; Zha et al., 2012).
Die Beteiligung der HMGA2-Proteine an vielen Prozessen wie der Veranderung der
Chromatinstruktur, Chromosomen-Kondensation, DNA-Reparatur, Protein-Protein-
Interaktion und die Funktion als genregulatorischer Transkriptionsfaktor I&sst
vermuten, dass eine grof3e Anzahl von HMGAZ2-Bindestellen im humanen Genom
vorliegt (Reeves, 2001). Ebenso impliziert die Bindung von HMGA an AT-reiche
DNA-Abschnitte, aber auch an DNA mit ungewéhnlichen strukturellen Eigenschaften,
wozu gebogene und superhelikale DNA, synthetische ,four-way-junctions® (Hill et al.,
1999), sowie eingeschrankte Regionen der DNA auf der Oberflache von
nukleosomalen Kernpartikeln gehoéren, eine umfangreiche Besetzung der DNA mit
potentiellen Bindestellen (Reeves, 2001).

Cui und Leng fanden heraus, dass HMGA2 mit héchster Affinitdt an eine 15 bp-lange
Konsensussequenz bindet, wenn diese ein bestimmtes Sequenzmuster von flinf GC-
reichen Basenpaaren, flankiert von finf AT-reichen Basenpaaren aufweist (Cui et al.,
2007). Diese Konsensussequenzen wurden mit den in der vorliegenden Arbeit
generierten ChIP-Fragmenten verglichen. Dabei konnte keine Ubereinstimmung im

Sequenzmuster gefunden werden. Eine mégliche Erklarung dafir ist, dass HMGA2 in
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vivo auch an Proteine bindet, die mit der DNA assoziiert sind. Diese DNA-Abschnitte
kénnen bei einer SELEX-Untersuchung nicht detektiert werden, da es sich dabei um
,nackte“ DNA handelt. AuRerdem hat HMGA2 die Fahigkeit, mit seinen drei AT-
Hooks an unterschiedliche DNA-Segmente zu binden. Zwei AT-Hooks kdnnten so
beispielsweise an einer Stelle der DNA binden und der andere an einem weit
entfernten DNA-Abschnitt, der durch Schlaufenbildung rdumlich nahe der ersten
Bindestelle liegt (Pfannkuche et al., 2009).

Die zwei in der SELEX-Studie generierten Sequenzen mit der hdchsten
Bindungsaffinitdt von HMGA2 kommen im gesamten humanen Genom sechs Mal
vor. Dies ist fur ein Protein, welches an so vielen Funktionen beteiligt ist, duBerst
selten. Die Bindung an diese Sequenzen ist zwar hoéchst effizient, aber
mdglicherweise zu stark fur die dynamische Regulation der biologischen Prozesse in
vivo. Die Charakterisierung der in dieser Arbeit untersuchten ChlP-Sequenzen ergab,
dass bei 3/4 der Fragmente ein héherer AT-Gehalt als der durchschnittliche Wert im
humanen Genom vorliegt. Es ist bekannt, dass HMGA2 AT-reiche Abschnitte
bevorzugt, allerdings sind fir eine optimale Bindung zwei bis drei separierte AT-
Bereiche notwendig (Maher et al., 1996). Bei der ChIP-DNA handelt es sich um
105 bp bis 1.848 bp lange Fragmente, und zur Eingrenzung einer mdglichen
Bindestelle von HMGA2 wurde nach Konsensussequenzen gesucht. Ein Vergleich
der Sequenzen untereinander zeigte, bis auf zwei Ausnahmen, bei allen Proben,
eine Vielzahl von konservierten AT-Bereichen. Die Ausnahme der beiden ChlP-
Sequenzen mit nur einem AT-Bereich lasst sich dadurch erklaren, dass HMGAZ2 nicht
notwendigerweise direkt an die DNA bindet. Diese Fragmente kénnen Uber einen
Komplex von HMGA2 mit DNA-assoziierten Proteinen immunprazipitiert worden sein.
Um die Bindestellen von HMGAZ2 weiter zu charakterisieren, wurde mit Hilfe von
multiplen Alignments innerhalb der ChlIP-Konsensussequenzen ein Sequenzlogo
erstellt. Dabei ergab sich ein dhnliches Muster der Basenanordnung wie bei der von
Cui und Leng durchgefiuihrten SELEX-Studie (Cui et al., 2007). In beiden Féllen
besteht die Konsensussequenz aus einem GC-haltigen Mittelteil, der von zwei AT-
reichen Regionen flankiert wird. HMGAZ2 bindet bevorzugt an AT-reiche Segmente
der kleinen Furche in der Doppelhelix, wobei eine dieser Windungen der DNA aus
ca. 10 bp besteht (Levitt, 1978; Reeves et al., 1990). Die hier beschriebenen
Sequenzmotive entsprechen demnach in ihrer Ladnge sowie in der Anordnung der

AT-Hooks diesem Muster.
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HMGA2 reguliert die Expression verschiedener Gene durch die Bindung an
Promotor- oder Enhancerregionen, aber auch intronisch, wie am Beispiel des Imp2-
Gens ersichtlich ist. Um den Kontext der Sequenzen im Genom zu untersuchen,
wurden die Gene, die sich in der Umgebung zur jeweiligen HMGAZ2-Bindestelle
befinden, betrachtet. Die Bindestellen liegen zur einen Hélfte intragenisch und zur
anderen intergenisch vor, weshalb einerseits die Gene, in deren Intron oder Exon
HMGAZ2 gebunden hat, untersucht wurden, und andererseits die Gene, die upstream
oder downstream der Bindestelle lokalisiert sind. Einige der identifizierten Gene sind
an der Entstehung von Tumoren beteiligt, in deren Gewebe auch eine hohe HMGA2-
Expression nachgewiesen werden konnte.

Das in dieser Arbeit untersuchte Chromatin ist Bestandteil von Zellen eines
Karzinoms, bei dem die Expression und Bindung von HMGA2 mdglicherweise nicht
der in gesunden Zellen entspricht. Es handelt sich bei dieser Zelllinie um ein
Kolonkarzinom, wobei in diesem Zusammenhang die vier Gene ENG (Dassoulas et
al., 2010), S/ (Jessup et al., 1995), FCGBP (Yasui et al., 2009) und PTPRT (Zhao et
al., 2010), identifiziert werden, die in Kolonkarzinomen hoch bzw. runter reguliert
werden. Denkbar wéare hier ein Zusammenhang zwischen HMGA2 und der
transkriptionellen Regulierung dieser Gene. Diverse Studien haben gezeigt, dass
eine Uberexpression von HMGA2 in Mammakarzinomen mit dem Grad der Malignitat
korreliert (Rogalla et al., 1997; Sezer et al., 2000; Langelotz et al., 2003). Gleiches
gilt auch fir die Gene HOXD10 und MAN1A1 (Reddy et al., 2008; Urruticoechea et
al., 2008), die in unmittelbarer Nahe von HMGAZ2-Bindestellen lokalisiert sind.
Weiterhin befinden sich ChlP-Sequenzen downstream von RPL710L, welches in
Ovarialkarzinomen hochreguliert wird (Rohozinski et al., 2009), sowie im Intron von
JMJD1C, dessen regulative Funktionen bedeutend in der Embryogenese, aber auch
in der Karzinogenese sind (Takeuchi et al., 2006). Die Gene RELN und ALDH1A1
werden beispielsweise in Prostata- und Ovarialkarzinomen tberexprimiert (Perrone
et al., 2007; Li et al., 2010). Ob HMGAZ2 diese Gene durch direkte Bindung an die
DNA oder gebunden in einem Proteinkomplex beeinflusst, bleibt ungewiss, trotzdem
ist die Charakterisierung der Bindestellen ein wichtiger Schritt, um zu verstehen, in
wie weit HMGAZ2 biologische Prozesse wie Wachstum, Tumorentwicklung oder

Stammzellerneuerung steuert.
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4.2 Expression von HMGB1 und HMGA2 in Exsudaten

HMGB1 war lange Zeit nur als architektonischer Transkriptionsfaktor fur
genregulatorische Prozesse im Zellkern bekannt. Heute wei® man, dass es
extrazelluladr auch als kérpereigener Alarmstoff und proinflammatorischer Mediator in
Abladufe der Immunantwort involviert ist. Seine Rolle als Zytokin bringt interessante
Ansatzpunkte zur Diagnostik und Behandlung verschiedener maligner und
entziindlicher Erkrankungen mit sich. Eine haufige und kritische Diagnose in diesem
Zusammenhang ist die schwere Sepsis. Dabei handelt es sich um eine systemische
Entziindungsreaktion des Organismus auf eine Infektion durch Bakterien oder Pilze,
bzw. deren Toxine, aber auch durch Viren. Trotz Antibiotikabehandlung und
intensivmedizinischer Betreuung sterben immer noch zwischen 48 und 55% der
Patienten an einer Sepsis. Allein in Deutschland sind dies jahrlich Uber 56.000
Menschen (Engel et al., 2007). Untersuchungen haben gezeigt, dass im Serum von
Sepsispatienten HMGB1 detektierbar ist, und dass der Schweregrad der Krankheit
bei einem hohen HMGB1-Protein-Gehalt signifikant ansteigt (Ulloa et al., 2006). Die
Annahme, dass HMGB1 vermehrt in exsudativen Erglissen messbar ist, wurde in
diesem Zusammenhang auch durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigt.
Da Transsudate in der Regel zellarmer sind als Exsudate, wurde zuerst die
Gesamtproteinkonzentration gemessen und anschlieBend der prozentuale Anteil
sowohl von extrazellularem HMGB1 als auch von HMGB1 aus abgeschilferten Zellen
in der Flissigkeit bestimmt. Die Ergebnisse zeigten eine signifikant hdhere HMGB1-
Expression in den Exsudaten im Vergleich zu den Transsudaten. Der Unterschied
zwischen Erglissen entzindlichen oder malignen Ursprungs war dabei unwesentlich.
HMGB1 gilt, im Gegensatz zu TNF-a und IL-1B, welche innerhalb von Minuten
sezerniert werden, als spater Mediator der inflammatorischen Reaktion. Wahrend die
Konzentration von TNF-a und IL-18 nach einer Infektion mit Endotoxinen bereits
wieder auf ein Normalniveau gesunken ist, wird HMGB1 durch Markophagen erst 20
bis 72 Stunden spéater in das umgebende Gewebe abgegeben (Wang et al., 2001;
Ulloa et al., 2006). Durch diese verzbgerte, aber auch langer anhaltende Sekretion
des Proteins entsteht ein groReres Zeitfenster, welches es ermdglicht, HMGB1 im
Rahmen einer Diagnose oder Therapie zuverldssiger zu detektieren. So konnten
unter anderem Ulloa et al. zeigen, dass durch eine Blockade mit spezifischen
Antikérpern das inflammatorische Potential von HMGB1 bei Mausen gesenkt wird

und dadurch multiples Organversagen und schwere Sepsis verhindert werden
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kénnen (Ulloa et al., 2006). Die Inhibierung von HMGB1 verspricht neue Ansatze in
der Therapie zahlreicher Krankheiten, wobei in praklinischen Studien bisher
Endotoxédmie, Magen-Darm-Erkrankungen, Pankreatitis, Atemwegserkrankungen,
Arthritis, h&morrhagischer Schock, Herzinfarkt, Schlaganfall, Immunrejektion
(TransplantatabstoRung), Ischamie-Reperfusion und durch Sepsis hervorgerufene
Peritonitis mit letalem Verlauf untersucht wurden. Alle Erkrankungen konnten durch
die Verabreichung von Antikérpern oder Antagonisten von HMGB1 abgeschwécht
werden (Andersson et al., 2011). Dabei wurden entweder Antikérper gegen die B-
Box-Bindedoméne eingesetzt, um den proinflammatorischen Effekt von HMGB1
direkt zu unterbinden, oder es wurde eine trunkierte Variante hergestellt, bei der nur
die A-Box vorhanden ist, welche als Antagonist die inflammatorische Wirkung der B-
Box neutralisiert (Yang et al., 2004). Ein solcher Ansatz von lokal verabreichten
Antikérpern ware auch fir die Therapie von Pleuraergiissen und Aszites denkbar.
Ausschlaggebend fur eine zuverldssige Diagnose ist die Kombination von
verschiedenen Methoden wie Pleurabiopsie, zytologische Untersuchung der
Flissigkeit und Bestimmung des Proteingesamtgehaltes. Aber auch dadurch kann
bisher nur eine Effektivitdt der Diagnose von ca. 70% erzielt werden (Antonangelo et
al., 2007; Heidari et al., 2007). Die Bestimmung der HMGB1-Konzentration in der
Pleura- und Aszitesflissigkeit kann als Biomarker die Unterscheidung von
Transsudaten und Exsudaten unterstitzen und zuséatzlich als Ansatzpunkt zur
Therapie fur eine Antikdrperbehandlung eingesetzt werden.

Weitere Ursachen fir die Entstehung von Exsudaten sind neben Infektionen auch
haufig Tumoren. In diesem Zusammenhang erweist sich HMGB1 mdglicherweise als
interessanter Biomarker. HMGB1 wird in vielen malignen Geweben Uberexprimiert,
wobei dies meist mit einer schlechten Prognose einhergeht. Die signifikant erhéhte
Konzentration von HMGB1 in den malignen Ergussen kénnte von Tumorzellen
verursacht werden, die das Protein in die Umgebung abgegeben haben. Dieses
extrazelluldare HMGB1 kann durch seine Wirkung in Bezug auf Angiogenese,
Zellmigration, Wundheilung und Gewebereparatur das Tumorwachstum und die
Metastasierung férdern (Srikrishna et al., 2009). Ein limitierender Faktor in der
Entwicklung von Tumoren ist die Neubildung von Blutgefdl3en. Sobald der Tumor
eine gewisse GrbélRe Uberschreitet, die durch die vorhandenen Blutgefalde versorgt
werden kann, kommt es zur Hypoxie und damit zur Nekrose der Zellen. Die malignen

Zellen werden von Makrophagen abgebaut und setzen HMGB1 aus dem Zellkern
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frei, was die Neubildung und Einsprossung von Kapillaren zur Folge hat (Sims et al.,
2010). Diese neoangiogenen Fahigkeiten von HMGB1 sind insofern problematisch,
als dass sie zu einer verbesserten vaskuldren Versorgung des Tumorgewebes
fuhren, was wiederum in einem schnelleren und ausgedehnteren Wachstum des
Tumors resultiert (Mitola et al., 2006; van Beijnum et al., 2006). Wie bei der
Behandlung entzindlicher Erkrankungen besteht auch bei malignen Neoplasien die
Mdoglichkeit, dem Tumorwachstum mit Antikérpern gegen HMGB1 entgegenzuwirken.
Frihere Untersuchungen haben gezeigt, dass eine Blockade der Bindung zwischen
dem extrazellularen HMGB1 und seinem Rezeptor RAGE das Wachstum und die
Metastasierung von Tumoren in Mausen hemmt (Taguchi et al., 2000; Huttunen et
al., 2002). Ein weiterer Ansatzpunkt fir die Inhibierung von HMGB1 ist RAGE in
seiner l6slichen Form (sRAGE). Normalerweise ist RAGE ein membrangebundenes
Protein, welches unter anderem durch HMGB1 aktiviert wird und
Entzindungsprozesse sowie Abwehrreaktionen des Organismus einleitet. Liegt es
gelést vor, kann es HMGB1-Proteine binden, aber aufgrund der fehlenden
Membranbindung keine weitere Signalkaskade auslésen und dadurch das
Tumorwachstum inhibieren (Huttunen et al., 2002; Zhang et al., 2008; Maillard-
Lefebvre et al., 2009). Dies bestatigt auch eine Studie von Jing et al., in der
nachgewiesen werden konnte, dass die Konzentration von sRAGE im Gewebe sowie
im Serum von Lungenkrebspatienten signifikant niedriger ist als in Proben von
gesunden Spendern (Jing et al., 2010). Andersherum verhélt es sich mit der
Expression des Vascular Endothelial Growth Faktors (VEGF) im Serum von
Patienten mit nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom, welche mit einer erhéhten
HMGB1-Konzentration korreliert (Naumnik et al., 2009). Eine Kombination von
HMGB1 und VEGF kénnte neue Ansatzpunkte fir Diagnose- und
Therapiemoglichkeiten von Exsudaten schaffen. Denn obwohl mittlerweile neben den
Light's Kriterien auch neuere Biomarker, wie die Antikdrper MOC-31 und D2-40,
diskutiert werden, stellt die Unterscheidung von benignen und malignen Exsudaten
immer noch ein medizinisches Problem dar (Lyons-Boudreaux et al., 2008). Fiorelli et
al. konnten einen Zusammenhang zwischen malignen Exsudaten und einer erhéhten
VEGF-Konzentration bestatigen (Fiorelli et al., 2011). In Verbindung mit den hier
vorliegenden Ergebnissen und der Tatsache, dass HMGB1 in den meisten Tumoren
Uberexprimiert wird, ist die Kombination von HMGB1 und VEGF ein optimales Ziel in

der Therapie von malignen Erglissen (Lotze et al., 2003).
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Bei der Diagnose eines Exsudates ist es von hdchster Prioritdt, zu entscheiden,
welcher Patient auf Grund seiner Erkrankung eine aggressivere Therapie bekommen
soll. Ein mdglicher Kandidat zur Abklarung der Malignitat und somit der weiteren
Behandlung eines Ergusses ist das HMGA2-Protein, welches schon seit l&ngerem
als prognostischer Tumormarker diskutiert wird. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit zeigen, dass die Expression von HMGAZ2 in malignen Exsudaten fast 40-fach
héher ist als in allen anderen gemessenen Ergissen (Winter, unverdffentlichte
Ergebnisse). Dabei zeigte sich eine fast 2.000-fach héhere Expression in funf der
Proben, was auf eine hohe Aggressivitdt des Tumors schlie3en lasst. In diversen
Studien zum Bronchial- oder Mammakarzinom, welche héaufige Ursachen eines
Exsudates sind, wurde eine Korrelation von ansteigender HMGAZ2-Expression und
fortgeschrittener Malignitat sowie Metastasenbildung bestétigt (Langelotz et al., 2003;
Sarhadi et al., 2006). Denkbar ware eine Kombination aus verschiedenen
Biomarkern wie beispielsweise HMGA2 und CEA (Carcinoembryonales Antigen) zur
Diagnose und Verlaufskontrolle von malignen Erglssen (Lawniczak et al., 1992).
Auch in der Therapie von Exsudaten kénnte HMGAZ2 als Target neue Ansatzpunkte
bieten. Verschiedene Versuche haben gezeigt, dass eine Blockade der HMGA2-
Proteinsynthese durch Antisense-Konstrukte eine neoplastische Transformation von
Schilddrisen- und Retinoblastomzellen verhindern kénnen (Berlingieri et al., 1995;
Chau et al., 2003). Wie bereits erwahnt, ist das ERCC17-Gen ein Interaktionspartner
von HMGAZ2, dessen kodiertes Protein fur DNA-Reparaturmechanismen zustandig ist
und das durch HMGAZ stark herunter reguliert wird (Borrmann et al., 2003). Es bleibt
zu klaren, in wie weit sich die daraus resultierende genomische Instabilitdt auf die

Therapie von Patienten mit malignen Ergissen auswirkt.

4.3 HMGA2 in der Pranataldiagnostik

Einer der Hauptschwerpunkte in der Forschung auf dem Gebiet der
Pranataldiagnostik ist die Entwicklung nicht-invasiver Methoden zur Analyse des
genetischen Profils des Kindes. Bisher ist dies nur durch einen invasiven Eingriff in
Form von Amniozentese oder Chorionzottenbiopsie mdglich, was mit dem Risiko
einer Fehlgeburt von. ca. 1,4 bzw. 1,9% verbunden ist (Tabor et al., 2009). Um dies
zu umgehen, sind Methoden zur Analyse der fetalen freien DNA im Blut oder Urin der

Mutter denkbar. Nicht nur die Verminderung von Komplikationen, sondern auch die
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Mdoglichkeit einer schnelleren Diagnosestellung zahlt zu den Vorteilen solch einer
nicht-invasiven Untersuchung. Grolies Potential hat in diesem Zusammenhang das
HMGAZ2-Protein, denn der Transkriptionsregulator spielt eine zentrale Rolle in der
embryonalen Entwicklung. Dabei ist die HMGAZ2-Expression maximal in fetalen
Zellen, wahrend sie in adulten, voll differenzierten Zellen kaum nachweisbar ist
(Rogalla et al., 1996; Hirning-Folz et al., 1998; Gattas et al, 1999). In der
vorliegenden Arbeit wurde die HMGAZ2-Expression in Zellen des Fruchtwassers des
zweiten Trimesters der Schwangerschaft bestimmt. Diese Zellen sind das am
haufigsten untersuchte Material in der zytogenetischen Pranataldiagnostik und waren
in den hier durchgefiihrten Versuchen die Grundlage zur Entwicklung einer neuen
Methode der selektiven Anreicherung von fetaler DNA. Der Ursprung dieser Zellen
liegt hauptsachlich im Urogenitaltrakt des Fetus (Mann et al., 1996). Aufgrund der
guten Vergleichbarkeit wurden deshalb Urinproben von nicht schwangeren
Probanden als Kontrolle fur die Expressionsanalyse gewéhlt. In einer friheren Studie
zur mRNA-Expression im Fruchtwasser wurden im Verlauf der Schwangerschaft
unterschiedliche Expressionsprofile diverser Gen-Familien beobachtet. Dies ist
darauf zurtckzufuhren, dass sich die Organe und das Gewebe des Fetus wahrend
der Schwangerschaft in verschiedenen Stadien der Entwicklung befinden (Larrabee
et al., 2005). Auch in der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Studie konnte in
allen Fruchtwasserproben eine starke Expression von HMGAZ2 nachgewiesen
werden, wobei sich eine Korrelation zwischen dem Anstieg von HMGAZ2 und der
jeweiligen Schwangerschaftswoche (p<0,02) zeigte.

Neben den Zellen befindet sich auch zellfreie fetale DNA im Fruchtwasser. Diese
DNA ist eine vielversprechende Quelle fiir klinische Anwendungen zur Analyse des
embryonalen Erbguts. In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine neue
Herangehensweise zur Differenzierung von mitterlicher und fetaler DNA erfolgreich
durchgefuhrt. Das Ausgangsmaterial dafur stellte die zellfreie, mit Proteinen
assoziierte DNA dar, die im Fruchtwasser in kurzen Fragmenten von weniger als
300 bp vorliegt (Larrabee et al., 2004; Peter et al., 2008). Diese Fragmente kdénnen
mit Hilfe von Antikérpern gezielt immunprazipitiert werden. Ziel sind dabei die
embryonalen HMGAZ2-Proteine, durch die eine Selektion von fetaler und mtterlicher
DNA erfolgt. Die angereicherte DNA ermdglicht anschlieend eine
molekulargenetische Charakterisierung des fetalen Genoms Uber Real-Time PCR

und DNA-Sequenzierung. In der Regel kénnen genetische Defekte des Fetus erst ab
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der 13. Schwangerschaftswoche mittels Amniozentese, Chorionzottenbiopsie oder
Nabelschnurpunktion abgeklart werden. Durch die in dieser Arbeit vorgestellte
Methode koénnte eine Untersuchung des fetalen Genoms zu einem friiheren
Zeitpunkt durchfihrbar sein, denn es ist anzunehmen, dass die Expression von
HMGAZ2 schon in der frihen embryonalen Phase stark ansteigt.

Die Schwankungen in der Ausbeute der fetalen DNA sind mit 3- bis 200-fach relativ
hoch, was vermutlich auf die unterschiedlichen Zeitpunkte des Fixierens mit
Formaldehyd zwischen 2 bis 6 h zurlickzufiihren ist. Unfixiert I6sen sich die Proteine
kontinuierlich von der DNA, weshalb fir weiterfihrende Experimente die sofortige

Zugabe von Formaldehyd nach der Fruchtwasserpunktion ratsam ist.

Die Ergebnisse der in dieser Arbeit vorgestellten Methode der ChIP zeigen, dass
eine Anreicherung von zellfreier fetaler DNA moglich ist. Ziel ist es, diese fir die
Anwendung in der nicht-invasiven Prénataldiagnostik zu etablieren. Hierbei
konzentriert sich die heutige Forschung hauptsachlich auf die Untersuchung von
fetaler DNA im mtterlichen Blut. Problematisch ist allerdings, dass die Konzentration
dieser zellfreien fetalen DNA 100- bis 200-fach niedriger ist als im Fruchtwasser
(Bianchi et al., 2001). Hinzu kommt, dass der Anteil der fetalen DNA lediglich 3-6%
der gesamten freien DNA betragt (Lo et al., 1998). Wichtig ist also, die fetale DNA
gezielt anzureichern, um das Hintergrundsignal der mdatterlichen freien DNA zu
verringern. Untersuchungen am Blut der Mutter zeigen dazu verschiedene Ansatze.
So konnten beispielsweise Li et al. Uber eine Fragmentlangenanalyse beobachten,
dass die mutterliche zellfreie DNA mit einer Gré3e von etwa 500-1000 bp langer ist,
als die fetale zellfreie DNA (Li et al., 2004). Bei gesunden, nicht schwangeren Frauen
sind die freien DNA-Fragmente etwa 200 bp lang, mit Beginn der Schwangerschaft
wird also nicht nur fetale DNA nachweisbar, sondern es werden zugleich auch
langere Fragmente mutterlicher DNA freigesetzt. Als Ursache hierfir werden sowohl
hormonelle als auch physiologische Veranderungen diskutiert, aber auch ein
verminderter Abbau der DNA-Fragmente wahrend der Schwangerschaft kommt in
Betracht (Chan et al.,, 2004). Ein weiterer Ansatzpunkt zur Differenzierung von
zellfreier fetaler und matterlicher DNA ist das Methylierungsmuster, welches sich bei
Feten deutliche von dem der Mutter unterscheidet. Durch methylgruppensensitive
Restriktionsenzyme kann so die mutterliche DNA selektiv abgebaut werden (Nygren

et al., 2010). Ein anderes Verfahren beinhaltet die Behandlung der Blutproben mit
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Formaldehyd direkt nach der Entnahme. Die Membranen der frei zirkulierenden
Zellen werden stabilisiert, was zu einer verzdgerten Lyse und somit zu einer
verringerten Freisetzung der mutterlichen DNA fihrt. Dabei gelang es, den Anteil an
freier fetaler DNA von 7,7 auf 20,2% zu erhéhen (Dhallan et al., 2004). Bisher sind
diese Methoden jedoch fir die klinische Anwendung zu ungenau. Die in der
vorliegenden Arbeit vorgestellte neue Methode der ChIP kénnte eine gezieltere
Herangehensweise zur Selektion von fetaler DNA aus dem mdtterlichen Blutkreislauf
des Fetus ermdglichen. Da die Proben im Rahmen des Protokolls ebenfalls mit
Formaldehyd behandelt werden, um die Bindung der Proteine an die DNA zu
gewahrleisten und die DNA-abbauenden Enzyme zu hemmen, kénnte sich die oben
genannte verringerte Zelllyserate durch das Formaldehyd positiv auf die
Anreicherung der freien fetalen DNA auswirken.

Neben den Versuchen, die fetale DNA im matterlichen Blutkreislauf nachzuweisen,
gibt es bereits Anséatze, diese auch aus dem Urin der Mutter zu isolieren. Dies erwies
sich zwar als prinzipiell mdglich, allerdings stellte sich die Sensitivitat in Studien mit
geschlechtsspezifischen Genen weitaus geringer dar als in Untersuchungen des
Blutplasmas. Ein Vergleich zwischen Laboren, die mittels quantitativer PCR das
geschlechtsspezifische SRY-Gen in der fetalen DNA nachweisen, zeigte deutliche
Unterschiede in der Sensitivitat (O bis 80%) (Botezatu et al., 2000; Al-Yatama et al.,
2001; Koide et al., 2005; lllanes et al., 2006). Ein Grund fir diese geringe
Detektionsrate ist die Filtration der DNA durch die Nieren der Mutter. Fetale DNA
gelangt durch die Plazenta in den mutterlichen Blutstrom, anschliel3end wird der Urin
durch die Nieren gefiltert, wobei auch freie fetale DNA ausgeschieden wird. Die
Nierenbarriere ist zwar fir kleinere DNA-Fragmente von ca. 150 bp permeabel,
allerdings werden Uber 95% der fetalen DNA bereits vorher abgebaut (Botezatu et
al., 2000). Aufgrund dieser Problematik ist es wichtig, sensitivere Methoden zur
Detektion der fetalen DNA zu entwickeln. Sollte es gelingen, durch eine einfache
Urinabgabe der Mutter Hinweise auf den fetalen Karyotyp zu erhalten, so wiirde dies
die Pranataldiagnostik revolutionieren, da auf einen invasiven Eingriff und sogar auf
eine Blutentnahme verzichtet werden kénnte. Daher ergab sich die Fragestellung, ob
eine Expression von HMGAZ2 in Urinproben messbar ist, und ob Unterscheide im
Vergleich zu nicht schwangeren Probanden bestehen. Da die in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Proben von Schwangeren eine héhere HMGAZ2-Expression als

die Kontrollproben von nicht schwangeren Probanden zeigten, wére in weiteren
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Versuchen die Anreicherung von zellfreier DNA mit Hilfe der ChIP denkbar, um die
fetale DNA aus dem Urin der Mutter zu selektierten. Im Anschluss daran kénnte
durch ein hochparalleles Sequenzierungsverfahren, wie ChlP-Seq, eine komplette

Charakterisierung des fetalen Genoms gewabhrleistet werden (Jothi et al., 2008).

Auch zur Anwendung in der Tumorforschung ist die in dieser Arbeit vorgestellte neue
Methode der ChlIP vielversprechend. Seit langem ist bekannt, dass in Blut, Urin und
sogar Speichel von Krebspatienten freie Tumor-DNA detektiert werden kann (Leon et
al., 1977, Mao et al., 1994; Eisenberger et al., 1999). Der Anteil von frei
zirkulierender DNA steigt dabei mit dem Grad der Malignitat, was den Ursprung in
Zellen des Tumors vermuten lasst (Schwarzenbach et al., 2009). Bisherige Analysen
haben sich meist auf die mRNA-Expression in Hinblick auf einen Cut-Point zur
Tumorklassifizierung beschrankt. Ein neuer Ansatzpunkt ist das
Einfangen/Selektieren der Tumor-DNA, um mogliche Aberrationen direkt zu
detektieren. Fruhere Untersuchungen am Tumorgenom zeigten, dass sich die
Mutationen im Primartumor auch in DNA aus Koérperflissigkeiten nachweisen lassen
(Sidransky, 1997). Diese spezifische DNA konnte in malignen Tumoren
verschiedener Gewebe dokumentiert werden: Dickdarm, Pankreas, Lunge, Blase,
Leber, Prostata, Niere, Brust, Magen, Gebarmutterhals und der Eierstécke, sowie in
Tumoren der Haut, des Nasenrachenraums und bei hdmatologischen Erkrankungen
(Bischoff et al., 2005). Der Anteil an zellfreier DNA im Blutkreislauf ist dabei deutlich
héher als bei gesunden Testpersonen (Shapiro et al., 1983). Interessanterweise ist
auch in bronchoalveoldrer Lavage von Lungenkrebspatienten zellfreie Tumor-DNA
vorhanden (Mills et al., 1995). Basierend auf diesen Ergebnissen und der
Beobachtung einer erhéhten HMGAZ2-Expression in Transsudaten und Exsudaten, ist
es vorstellbar auch hier mit Hilfe einer Immunpéazipitation der DNA-assoziierten
HMGAZ2-Proteine die Tumor-DNA anzureichern.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das HMGA2-Protein ist ein architektonischer Transkriptionsfaktor, dessen
Expression hauptsachlich auf die embryonale und fetale Entwicklung beschrankt ist,
eine Reexpression tritt allerdings haufig bei einer Reihe von malignen Neoplasien
auf. Die Bindung von HMGAZ2 verursacht strukturelle Veranderungen der DNA,
wodurch die Expression verschiedener Gene beeinflusst wird. In einer kirzlich
ver¢ffentlichen Studie konnten zwei Konsensussequenzen mit Hilfe einer PCR-
basierten SELEX-Methode (Systematic Evolution of Ligands by Exponential
Enrichment) generiert werden. In der vorliegenden Arbeit sollten mittels Chromatin
Immunoprazipitation (ChlP) und Bioinformatik diese Sequenzen im Chromatin von
lebenden Zellen nachgewiesen werden. Zuerst wurde die Expression von HMGAZ2 in
verschiedenen Zelllinien bestimmt. Da die Kolonkarzinomzelllinie HCT116 die
héchste Expression aufwies, wurde diese fir alle weiteren ChlIP-Versuche
ausgewahlt. Dabei konnten 49 DNA-Fragmente mit potentiellen HMGA2-Bindestellen
isoliert werden. Diese Fragmente wurden auf AT-Gehalt, Lokalisation im humanen
Genom und Ahnlichkeiten mit den in der SELEX-Studie generierten
Konsensussequenzen untersucht. Der AT-Gehalt der ChlP-Sequenzen lag deutlich
Uber dem Durchschnitt des humanen Genoms. Aullerdem konnten innerhalb der
Fragmente 11 und 12 bp lange, konservierte Abschnitte gefunden werden, die
Ahnlichkeiten sowohl untereinander als auch mit den SELEX-Sequenzen aufwiesen.
Dabei zeigten die Fragmente einen erhéhten AT-Gehalt in den flankierenden
Regionen und keine Spezifitdt der Basen in der Mitte der Sequenzen.

Erst in letzter Zeit fand man heraus, dass HMGB1 neben seiner Funktion als
Transkriptionsfaktor auch eine wichtige Rolle als proinflammatorischer und
proangiogener Mediator spielt. Durch eine aktive Sezernierung von HMGB1 durch
Makrophagen sowie die passive Freisetzung durch nekrotische Zellen ist HMGB1 an
der Pathogenese von vielen entzindlichen, aber auch malignen Erkrankungen
beteiligt. In der vorliegenden Arbeit wurden die Expression des HMGB1-Proteins und
die mRNA-Expression von HMGAZ2 in Ergussproben von Patienten mit diversen
Erkrankungen bestimmt. Der Proteingehalt von HMGB1 sowie die mRNA-Expression
des Protoonkogens HMGAZ in Pleurapunktaten und Aszites waren in den Exsudaten
deutlich erhéht. Diese Ergebnisse bestatigen das Potential von HMGB1 und HMGA2

als mdgliches Ziel bei der Behandlung von entziindlichen und malignen Exsudaten.
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Da eine hohe Expression von HMGAZ2 in erster Linie in embryonalen und fetalen
Zellen auftritt, war ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit die Bestimmung von
HMGAZ2 in Zellen des Fruchtwassers und des Urins von Schwangeren. Aul3erdem
sollte mit Hilfe der Chromatin Immunoprazipitation festgestellt werden, ob HMGAZ2-
Proteine mit der zellfreien DNA im Fruchtwasser assoziiert vorliegen. Die Expression
von HMGAZ2 in 58 Fruchtwasser- und 14 Urinproben von Frauen im zweiten
Trimester der Schwangerschaft wurde mittels quantitativer Real-Time PCR bestimmt.
In allen Proben konnte eine HMGAZ2-Expression gemessen werden, wobei in den
Zellen des Fruchtwassers sowie in denen des Urins von Schwangeren eine
signifikant héhere Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden
konnte. Des Weiteren bestatigen die Ergebnisse der Real-Time PCR mit GAPDH zur
Detektion der DNA eine Anreicherung von zellfreier fetaler DNA in allen
Fruchtwasserproben. Die Md&glichkeit, mit dieser neuen Methode mittels HMGA2-
Antikérpern die fetale DNA zu selektieren, ertffnet neue Perspektiven in der nicht-

invasiven Prénataldiagnostik.
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6 SUMMARY

HMGA2 is an architectonic transcription factor abundantly expressed during
embryonic and fetal development and is associated with the progression of malignant
tumors. DNA binding induces changes of DNA conformation and hence results in
global overall change of gene expression patterns. Recently, using a PCR-based
SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) procedure, two
consensus sequences for HMGA2 binding have been identified. In the present study,
chromatin immunoprecipitation (ChIP) experiments and bioinformatic methods were
used to analyze if these binding sequences can be verified on chromatin of living
cells as well. After quantification of HMGAZ2 protein in different cell lines the colon
cancer derived cell line HCT116 was chosen for further ChIP experiments because of
its high HMGAZ2 protein level. 49 DNA fragments were obtained by ChlIP. These
fragments containing HMGAZ2 binding sites have been analyzed for their AT-content,
localization in the human genome and similarities to sequences generated by a
SELEX study. The sequences show a significantly higher AT-content than the
average of the human genome. The artificially generated SELEX sequences and
short BLAST alignments (11 and 12 bp) of the ChIP fragments from living cells show
similarities in their organization. The flanking regions are AT-rich, whereas a lower
conservation is present in the center of the sequences.

Recently, it has become obvious that the HMGB1 protein acts as a proinflammatory
and proangiogenic mediator when actively secreted by macrophages or passively
released from necrotic cells. Therefore, this protein plays an important role in the
pathogenesis of several diseases including cancer. The absolute and relative amount
of HMGB1 protein and the relative amount of HMGA2 mRNA were quantitated within
different effusion types. HMGB1, a so-called danger signaling protein, as well as the
protooncogene HMGAZ2 were found to be highly expressed in human pleural and
peritoneal effusions due to cancer and inflammation. Given the known characteristics
of HMGB1 and HMGAZ2, these results underline these proteins as possible targets for
treatment in advanced cancer as well as in inflammatory diseases.

The expression of HMGA?Z2 is primarily confined to embryonic and fetal cells. One aim
of the present work was to determine the relative expression level of HMGAZ in cells
of amniotic fluid and urine. In addition, it should be investigated by chromatin

immunoprecipitation whether or not HMGAZ2 is attached to cell-free DNA in amniotic
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fluid. Expression levels of HMGAZ2 in 58 amniotic fluid and 14 urine samples from
pregnant women in the second trimester were determined using quantitative real-time
PCR. Expression of HMGAZ2 was detected in all samples but it was significantly
higher in cells of the amniotic fluid and urine samples from pregnant women than in
cells of the urine from healthy donors. The real-time PCR for the DNA determination
with  GAPDH showed enrichment in all amniotic fluid samples treated with the
improved protocol of immunoprecipitation. The fact that HMGAZ2 apparently remains
to be attached to cell-free DNA suggests interesting new approaches in noninvasive

prenatal diagnosis.
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