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Zusammenfassung

Hintergrund: Fehlt die Tumorsuppressorfunktion des fragilen Histidin-Trias(FHIT)-
Genprodukts, so können Talgdrüsenkarzinome entstehen.
Fragestellung: Am Modell der Sebozytenlinie SZ95 sollten methylierte CpG-Inseln am
5′-Ende des FHIT-Gens identifiziert, die Abnahme der Genexpression und die Zunahme
von DNA-Doppelstrang(ds)-Brüchen untersucht werden.
Material und Methoden: Methylierungs-, Immunfluoreszenzanalysen, Promotor-
sequenzierung sowie Behandlung der SZ95-Zellen mit 5-Azacytidin/Trichostatin A
(TSA).
Ergebnisse: Die Kultivierung der Sebozyten verlief mit einer zunehmenden
Methylierung der CpGs, einer Abnahme der FHIT-Genexpression sowie Anhäufung
von DNA-ds-Brüchen. Die Behandlung mit 5-Azacytidin/TSA zeigte eine Abnahme der
DNA-Methylierung sowie Re-Expression von FHIT-Transkripten.
Diskussion: Durch In-vitro-Zellkultur werden epigenetische Veränderungen im
zellulären Genom hervorgerufen. Es folgt eine positive Selektion von Sebozyten mit
epigenetischer Inaktivierung des FHIT-Genorts.

Schlüsselwörter
Tumorsuppressorgen · Fragiles Histidin-Trias-Gen · Epigenetik · DNA-Methylierung · In-vitro-
Kultivierung

Periokuläre Talgdrüsenkarzinome von
Muir-Torre-Syndrom-Patienten zeigen
gehäuft einen Verlust der Tumorsup-
pressorfunktion des fragilen Histidin-
Trias(FHIT)-Gens. Verantwortlich dafür
sind genomische Deletionen oder eine
Hypermethylierung der Promotorregi-
on dieses Gens in den Tumorproben der
Patienten. In der vorliegenden Studie
haben wir eine menschliche Sebozyten-
linie über viele Passagen in vitro kulti-
viert, um sie auf frühe präneoplastische
Veränderungen am FHIT-Genort zu un-

tersuchen. Unsere Daten dokumentie-
ren die Abschaltung der Transkription
als Folge einer Blockade der Promotor-
region durch aberrante Methylierung,
wie sie auch in Patientenproben nach-
weisbar war. Hieraus lassen sich Ansätze
eines experimentellen Therapieansatzes
ableiten.
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Talgdrüsenkarzinome–genetische
Entstehungswege

Talgdrüsenkarzinome (TDK) sind eher sel-
tene, v. a. im höheren Lebensalter spora-
disch auftretende, maligne Entartungen
von Talgdrüsen. Diese Tumoren können
periorbital, meist das Oberlid betreffend
[3], oder extraorbital lokalisiert sein [19,
23]. AndenAugenliderngehen sie vonden
Meibom-Drüsen aus [30]. TDK entstehen
auf unterschiedlichen genetischen Wegen
[8]. Als extrakolonische Manifestation sind
sie bei Patienten mit einem hereditären
nichtpolypösen Kolonkarzinom (HNPCC)
zu finden [24]. Malignome von HNPCC-
Patienten sind durch ein defektes Mis-
match-Repair-System (MMR; postreplika-
tives Basenfehlpaarungsreparatursystem)
gekennzeichnet [24]. Tumoren dieser Pa-
tienten zeigen eine hochgradige Mikrosa-
telliteninstabilität (MSI) als Folge der In-
aktivierung eines der beiden prominenten
MMR-GeneMSH2undMLH1 [24]. DasAuf-
treten eines viszeralen Tumors in Kombi-
nation mit einem TDK wird als Muir-Torre-
Syndrom (MRTES) bezeichnet [5]. In Über-
einstimmung mit Daten von Knock-out-
Mäusen, bei denen das fragile Histidin-
Trias(FHIT)-Gen gezielt in der Keimbahn
ausgeschaltet worden war [6], gelang es
uns, in den periokulären TDK von MRTES-
Patienten gehäuft eine alternative gene-
tische Signatur nachzuweisen. Diese war
durch Mikrosatellitenstabilität und einen
Verlust der Expression des Tumorsuppres-
sorgens FHIT [11, 15, 28] charakterisiert.
Diese Patienten zeigten eine Ausschaltung
des FHIT-Gens in ihren TDK, die entweder
durch genomische Deletionen innerhalb
der konstitutiv fragilen FRA3B-Region [13,
14] oder eine epigenetische Inaktivierung
der FHIT-Promotorregion infolge Hyper-
methylierung von CpG-Inseln verursacht
war [8, 9, 27].

Das FHIT-Gen – ein Tumor-
suppressorgen

Das FHIT-Gen ist in der konstitutiv fra-
gilen Chromosomenregion FRA3B im Be-
reich 3p14.2 lokalisiert und kodiert für ein
Protein mit Tumorsuppressorfunktion [13,
14]. Bedingt durch Replikationsstress kann
es inderFRA3B/FHIT-Region zuDNA-Dop-
pelstrangbrüchen (DDSB) kommen [12],

die durch ungenaue Reparaturmechanis-
men zu genomischen Deletionsereignis-
sen im FHIT-Gen führen können [13–15].
Der FHIT-Genort zeigt sich sehr häufig in
Karzinomzellen verändert, wobei bereits
in prämalignen Neoplasiestadien und so-
gar normalen menschlichen Zellen struk-
turelle Aberrationen in Abhängigkeit vom
Zelltyp zu finden sind [13–15, 22]. Der
Verlust von FHIT mündet in eine globa-
le präneoplastische genomische Instabili-
tät, die u. a. mit einer zunehmenden An-
zahl von DDSB korreliert und in Form von
γH2A.X-Reparatur-Foci dokumentiert wer-
den kann. Neben diesem genetischen Me-
chanismus der funktionellen Inaktivierung
sind aber auch epigenetische Veränderun-
gen in Form von CpG-Hypermethylierun-
genanTranskriptions-regulatorischenPro-
motorsequenzen des FHIT-Gens nachge-
wiesen worden [9, 27]. Dieses Phänomen
des „epigenetic silencing“ konnte im Rah-
men von Alterungsprozessen sowohl bei
Zellen in vivo als auch bei in vitro kulti-
vierten Zelllinien beobachtet werden und
führt ebenfalls generell zur funktionellen
Deletion von Tumorsuppressorgenen.

Ziel der Studie war es zu prüfen, ob die
mit dem Large-T-Antigen immortalisierte
Sebozytenlinie SZ95 [29] im Rahmen einer
prolongierten Kultivierung präneoplasti-
sche Veränderungen am FHIT-Genort in
Übereinstimmung mit dem Knock-out-
Mausmodell und den MRTES-Patienten
erwerben würde. Dazu wurden mole-
kulargenetische Verfahren eingesetzt, die
zwischeneiner genomischenDeletionund
methylierten CpG-Inseln im Transkripti-
ons-regulierenden 5′-Ende des FHIT-Gens
unterscheiden und als Folge davon die
Zunahme von DNA-Doppelstrang(ds)-
Brüchen dokumentieren sollten. Abschlie-
ßend sollten Pilotexperimente zeigen,
ob durch den Einsatz demethylierender
Agenzien eine Re-Expression von FHIT-
Transkripten möglich ist.

Methodik

Die Experimente dieser Studie erfolgten
im Rahmen einer medizinischen Doktor-
arbeit, dieunterReferenz [18]publiziert ist.
DieserDissertationkönnenalleverfahrens-
technischen Details einschließlich der ein-
gesetzten Primersequenzen entnommen

werden, die hier aus Platzgründen nicht
im Einzelnen aufgeführt werden können.

Die Kultur der immortalisierten SZ95-
Sebozytenlinie erfolgte in geeigneten Kul-
turgefäßen unter Standardbedingungen
in einem Brutschrank in einem speziell für
diese Zelllinie vorgegebenen Kulturmedi-
um. In jeweiliger Abhängigkeit von der
In-vitro-Kulturdauer wurden an den SZ95-
Zellen Methylierungsanalysen in Form
von methylierungsspezifischer PCR (MSP)
und Combined Bisulfite Restriction Ana-
lysis (COBRA) durchgeführt. Mithilfe einer
CpG-Methylase (M. SssI) methylierte Kon-
troll-DNA diente als Vergleichskontrolle.

Um eine Hypermethylierung der CpG-
reichen Promotorregion des FHIT-Prote-
ins zu detektieren, wurde das Verfahren
der sensitiven methylierungsspezifischen
PCR (MSP) [8, 9] genutzt. Siebasiert aufder
primerspezifischen Synthese eines PCR-
Produktes [19]. Ummethylierte vonunme-
thylierter DNA unterscheiden zu können,
wurde die DNA vorher einer Bisulfit-Be-
handlung unterzogen („bisulfite genomic
sequencing“ nach Frommer et al. (1992)
[7]). Details zur Durchführung dieser Ana-
lysen finden sich in [18] auf den S. 19–21.

Um semiquantitativ den Methylie-
rungsstatus zu analysieren, wurde das
Prinzip der Combined Bisulfite Restric-
tion Analysis (COBRA) genutzt [8, 9].
Dieses kombiniert die auf einer Kon-
version mit Bisulfit basierende selektive
PCR-Amplifikation mit einem sich an-
schließenden Verdau der erhaltenen PCR-
Produkte durch die Restriktionsendonu-
klease BstUI (ein methylierungssensitives
Restriktionsenzym), welche methylierte,
CpG-enthaltende Erkennungssequenzen
schneidet, da es das Dinukleotid CpG (5′-
CGCG-3′) in der palindromischen Erken-
nungssequenz für den Verdau aufweist. Es
werden somit alle PCR-Produkte geschnit-
ten, die ursprünglich von methylierter
DNA stammten. Unmethylierte PCR-Pro-
dukte werden nicht geschnitten. Neben
dem Restriktionsenzymansatz der PCR-
Produkte wurde als Kontrolle parallel
ein mock-Ansatz durchgeführt. Hierfür
wurde ein identischer Ansatz für den
Verdau angesetzt, welcher jedoch keine
Restriktionsendonuklease enthielt. Ge-
naue Angaben hierzu finden sich in [18]
auf S. 21–22.

2 Der Ophthalmologe



M23 blank P32 P67 Ko. u. Ko. m. M23

RE

247 bp (U)

191 bp (M)

Abb. 18Methylierungsanalyse (Combined Bisulfite Restriction Analysis): Eswerden eine frühe (P32)
und eine späte Passage (P67) der unter standardisierten In-vitro-Kulturbedingungen vermehrten
SZ95-Sebozyten einander gegenübergestellt.Während sich in der frühen Passage 32 imuntersuch-
tenPromotorbereichdesFHIT-Gens keinemethylierteDNAnachweisen lässt, kehrt sichdasBild inder
späteren Passage 67 um:Der Großteil der imDNA-Pool vorliegenden Promotorsequenzen des FHIT-
Gens liegt inmethyliertem Zustand vor, was deutlichwird anhandder Intensität der 191bp-Bande.
M23MarkerM23,blankRestriktionsansatz ohne PCR-Produkt,REVerdau durch dasmethylierungs-
sensitive Restriktionsenzym BstUI,+ Zugabe des Restriktionsenzyms, – keine Zugabedes Restrikti-
onsenzyms,SZ95P32/P67SZ95-Sebozytender jeweiligenPassagezahl,Ko. u.unbehandelteKontroll-
DNA,Ko.m.mitMethylasebehandelteKontroll-DNA,247bp(U)247-Basenpaar-Bande:unmethyliert-
spezifisches PCR-Produkt, 191bp (M) 191-Basenpaar-Bande:methyliert-spezifisches PCR-Produkt

Es wurde eine Bisulfit-Sequenzierung
der Promotorregion des FHIT-Gens vor-
genommen. Zunächst erfolgte die Am-
plifikation der Bisulfit-behandelten DNA.
Es wurden entsprechende Primersets ge-
nutzt, welche eine geringe Anzahl von
CpG-Dinukleotiden enthielten [27]. Im An-
schluss andie „first PCR“wurdeeineReam-
plifikation als „nested PCR“ durchgeführt.
Diese zweite PCR wurde mit jeweils 0,5μl
PCR-ProduktausdererstenPCR praktiziert,
hierbei lagen die Sequenzen beider dafür
genutzten Oligonukleotide innerhalb des
Amplifikats der „first PCR“. Detaillierte An-
gaben hierzu sind in [18] auf S. 22–23
nachzulesen.

Als Vektor für dieKlonierungwurdeder
kommerziell erhältliche Vektor pJET1.2/
blunt genutzt, welcher Bestandteil des
CloneJet™ PCR Cloning Kit ist. Entspre-
chendes Vorgehen ist dem Sticky-ends-
Protokoll desHerstellers zu entnehmen. Im
Anschluss an den Klonierungs- und Trans-
formationsansatz sowie der Präparation
von Plasmid-DNA aus der Bakterienkul-
tur erfolgte eine PCR. Hierfür wurde die
Plasmid-DNA mit den „nested“ Primern
dem Protokoll entsprechend angesetzt,
wobei Plasmid-DNA dem Master-Mix als
Matrize hinzugefügt wurde. Das erhaltene
PCR-Produkt wurde als Template für die
Sequenzierreaktion genutzt. Mittels des
BigDye-Sequenzierungs-Kits und der Se-
quenzierprimer FHIT nested wurden die
Klone auf beiden DNA-Strängen sequen-
ziert. Auch hierzu finden sich genaue
Angaben in [18] auf S. 23–25.

Reverse-Transkriptase-PCR für FHIT
und Aktin: Für die Expressionsanalyse
wurde aus zuvor isolierter RNA ein cDNA-
Pool synthetisiert (Invitrogen-Hersteller-
protokoll SuperScript™ II). Dazu wurde
1μg RNA mit Random-Hexamer-Primern
revers transkribiert. Zur Quantifizierung
erfolgte der Vergleich zum ubiquitär ex-
primierten Housekeeping-Gen Beta-Aktin
(s. [18] auf S. 26–27).

Behandlung der Sebozytenlinie SZ95
mit 5-Azacytidin und Trichostatin A: Ini-
tial wurde die Konzentration der deme-
thylierenden Substanz 5-Azacytidin zur
Behandlung der Zellen ausgetestet und
die Verdünnung für Trichostatin A vor-
bereitet. SZ95-Zellen wurden in jeweils
einer Petri-Schale für die Präparation ge-
nomischer DNA und RNA kultiviert. Mit
diesem Zellmaterial wurden die weiter
oben erwähnten Versuche wie COBRA
und Expressionsanalysen durchgeführt
(Details s. [18] auf S. 27).

ZumNachweis vonDNA-Doppelstrang-
brüchen erfolgte eine γ-H2A.X-spezifische
Immunfluoreszenzfärbung [28]. Das Er-
gebnis der Färbung wurde jeweils im
Phasenkontrast (Durchlicht) und mittels
der Fluoreszenz ausgewertet (s. [18] auf
S. 27–28).

Ergebnisse

Die Studie zeigte, dass mit steigender Pas-
sagezahl eine zunehmende Methylierung
der 33 untersuchten CpG-Dinukleotid-Po-
sitionen innerhalb der Promotorregion er-
sichtlich war (.Abb. 1), folglich nahm die

M23 blank P32 P67 M23

511 bp

133 bp

Abb. 28 Reverse-Transkriptase(RT)-PCR-
Produkte nachAgarose-Gelelektrophore-
se.M23MarkerM23,blankAnsatz ohne RT-
Produkt, SZ95 P32/P67 SZ95-Sebozyten der
jeweiligen Passagezahl

FHIT-Genexpressionab.Eskamzueinerda-
mit korrelierenden Anhäufung von DNA-
Doppelstrangbrüchen, welche sich als Re-
paratur-Foci anhand von γ-H2A.X-spezifi-
zierter Immunfluoreszenz visualisieren lie-
ßen.Als experimentell therapeutischerAn-
satzwurdedie Sebozytenlinie SZ95 bei ho-
her Passagezahl mit dem demethylieren-
den Agens 5-Azacytidin sowie mit Tricho-
statin A behandelt und mit entsprechen-
den Methylierungs- und Expressionsana-
lysen (Reverse-Transkriptase-PCR) kombi-
niert.

Reverse-Transkriptase-PCR

Für die Expressionsanalyse von FHIT wur-
de eine Reverse-Transkriptase(RT)-PCR
durchgeführt, und zur Quantifizierung
wurde der Vergleich zum ubiquitär ex-
primierten Housekeeping-Gen Beta-Aktin
genutzt. Die 133 Basenpaar(bp)-Bande
steht für FHIT, und die 511bp-Bande
stellt das PCR-Produkt für Beta-Aktin dar
(. Abb. 2).

Immunfluoreszenz: Histon-
modifikation γ-H2A.X

Bei Verlust der caretaker-Funktion des
Tumorsuppressorproteins FHIT kann es
zu DNA-Doppelstrangbrüchen und ge-
nomischer Instabilität kommen [28]. Um
diese in Abhängigkeit von der Zeit, in
welcher die SZ95-Sebozyten unter stan-
dardisierten In-vitro-Kulturbedingungen
vermehrt wurden, zu dokumentieren,
wurde eine Immunfärbung mit dem Anti-
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Durchlicht

Immunfluoreszenz

Gamma-H2A.X

Abb. 39 Immunzytoche-
mische Färbung von SZ95-
Sebozyten der Passagezahl
P35mit dem γ-H2A.X-An-
tikörper. Es zeigt sich eine
schwache detektierbare
FITC-Fluoreszenz (Maß-
stab: 20μm)

Durchlicht

Immunfluoreszenz

Gamma-H2A.X

Abb. 49 Immunzytoche-
mische Färbung von SZ95-
Sebozyten der exempla-
risch ausgewählten späten
Passagezahl P73mit dem
γ-H2A.X-Antikörper.Hier ist
eine deutliche Fluoreszenz
durch zahlreiche Foci er-
kennbar (Maßstab: 20μm)

M23 Kontr. Kontr. 5μM A. 10μM A. +TSA M23

RE

247 bp (U)
191 bp (M)

Abb. 58Methylierungsanalyse (Combined Bisulfite Restriction Analysis): Als experimentell-thera-
peutischer Ansatz sollte die Re-Expression von FHIT geprüft werden. Dazuwurden Zellen hoher Pas-
sagemit demdemethylierendenAgens 5-Azacytidin unddemHiston-Deacetylase-Inhibitor Tricho-
statin A behandelt. Auswirkungenwurden durch Analyse desMethylierungsstatus geprüft. Das gel-
elektrophoretische Ergebnis verdeutlicht, dass sichdurch die Behandlung der Sebozyten bereitsme-
thylierte DNAzumTeil wieder demethylieren ließ.M23MarkerM23, SZ95P123 SZ95-Sebozyten der
Passagezahl 123,Kontr.Kontroll-DNASZ95,REVerdaudurchdasmethylierungssensitiveRestriktions-
enzym BstUI,+ Zugabe des Restriktionsenzyms, – keine Zugabedes Restriktionsenzyms, 5μMA.mit
5μMAzacytidin behandelte SZ95 P123 ohne bzw. nachBstUI-Verdau, 10μMA.mit 10μMAzacytidin
behandelte SZ95 P123 ohne bzw. nachBstUI-Verdau,+TSAmit 10μMAzacytidin und 300nmTricho-
statin A behandelte SZ95 P123 ohne bzw. nach BstUI-Verdau, 247bp (U) unmethyliert-spezifisches
PCR-Produkt, 191bp (M)methyliert-spezifisches PCR-Produkt

Phosphohiston-Gamma-H2A.X-Antikör-
per durchgeführt. Die phosphorylierte
Form γ-H2A.X spielt eine entscheidende
Rolle bei der Erkennung und der Repara-
tur von Doppelstrangbrüchen durch DNA-
Reparaturmechanismen [4]. Die Auswer-
tung von γ-H2A.X-Foci ist die sensitivste
Methode, um DNA-Doppelstrangbrüche
zu detektieren [16]. . Abb. 3 und 4 zeigen
repräsentative Ergebnisse.

Bei der Betrachtung einer frühen und
einer exemplarisch ausgewählten späten
Passage zeigt sich eine deutliche Fluores-
zenz der späteren Passage der SZ95-Sebo-
zyten, wobei man annehmen kann, dass
hierbei die Anzahl der detektierbaren Foci
proportional zumAusmaßder Schädigung
der DNA ist [25]. Während sich bei der hier
gezeigten frühen Passage der SZ95-Sebo-
zyten nur sehr wenige Foci detektieren
lassen, weist die späte Passage eine starke
Fluoreszenz auf (. Abb. 3 und 4). Es lässt
sich feststellen, dass es im Laufe der Kulti-
vierung der Sebozyten vermehrt zu DNA-
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M25 unb. Ko. +5 +10 +10/300 M23 blank

511 bp

133 bp

Abb. 68 Reverse-Transkriptase(RT)-PCRnach der Behandlung der Sebozytenmit 5-Azacytidin und
Trichostatin A.M23MarkerM23, SZ95 P123 SZ95-Sebozyten der Passage 123,unb. unbehandelte,
SZ95 P123 Kontr. Kontroll-DNA SZ95 P123,+5mit 5μMAzacytidin behandelte SZ95 P123,+10mit
10μMAzacytidin behandelte SZ95 P123,+10/300mit 10μMAzacytidin und 300nM TrichostatinA
behandelte SZ95 P12,blankAnsatz ohne PCR-Produkt

Doppelstrangbrüchen kam und diese mit
der Zeit zunahmen.

Experimentell-therapeutischer
Ansatz

Durch die Behandlung mit 5-Azacytidin
und dem Histon-Deacetylase-Inhibitor Tri-
chostatin A konnten eine Abnahme der
Methylierung der FHIT-Promotorregion
(. Abb. 5) sowie eine Re-Expression von
FHIT-Transkripten beobachtet werden
(. Abb. 6).

Durch die Ergebnisse in der . Abb. 5
wird klar, dass sich durch die Behandlung
der SZ95-Zellenmit der demethylierenden
Substanz 5-Azacytidin sowie in Kombina-
tion mit Trichostatin A bereits methylierte
DNAwiederdemethylieren ließ: EinTeil der
methyliertenDNA,dokumentiertdurchdie
Signalstärke der 191bp-Bande (M), wurde
durchdieBehandlung indieunmethylierte
Form umgewandelt, was deutlich wird an-
handderzunehmendenIntensitätderBan-
devon247bp(U) inRelationzumkleineren
methylierungsspezifischenProdukt(M). Im
Anschluss an diese Untersuchungen wur-
de eine Expressionsanalyse durch Reverse-
Transkriptase-PCR durchgeführt, um die
umgekehrte Proportionalität der FHIT-Ex-
pression abhängig von seinem Promotor-
Methylierungsstatus zu verdeutlichen und
eine Re-Expression des FHIT-Gens zu be-
stätigen [10].

Die. Abb.6verdeutlichtdiegelungene
Re-Expressiondes FHIT-Gens durchdieBe-
handlung mit 5-Azacytidin. Am stärksten
scheint dieser Effekt bei der Behandlung
der Zellenmit 10μMAzacytidin zu sein. Bei

der Betrachtung der Demethylierungsef-
fekte der COBRA-Analyse (. Abb. 5) ergibt
die Konzentration von 10μM Azacytidin
vergleichsweise ähnliche Wirkungen wie
in Kombination mit Trichostatin A.

Diskussion

Epigenetische Inaktivierung von
FHIT als früher Schritt in der
Tumorgenese von Sebozyten

Zwei Aspekte mit klinischer Relevanz soll-
ten als Fazit dieser Studie besonders her-
vorgehoben werden. Zum einen hat die-
se Analyse gezeigt, dass der den Promo-
tordesFHIT-Gens inaktivierendeMethylie-
rungsmechanismus, der in TDK-Zellen von
MRTES-Patientenbereits zuvor vonunsbe-
schrieben worden war, sich in der Sebozy-
tenpopulation im Zuge der prolongierten
In-vitro-Kultur bestätigen und durchset-
zen konnte. Dieser Befund stützt sich auf
2 unabhängige Kultivierungsansätze der
SZ95-Zellen. Darüber hinaus ergab die pa-
rallele Kultivierung menschlicher Vorhaut-
fibroblasten auch bei sehr hohen Passa-
gezahlen keinerlei Hinweise auf eine ab-
errante Hypermethylierung des FHIT-Gen-
promotors. Somit könnte dieser Methylie-
rungsprozess des FHIT-Gens zelltypspezi-
fischgesteuert seinoder aber auch zelltyp-
abhängig klonale Wachstumsvorteile mit
sich bringen. Es ist anzunehmen, dass zu-
nächst eine genomweite Hypermethylie-
rung stattfindet, die nach dem Zufallsprin-
zip zur Inaktivierungverschiedener Tumor-
suppressorgene führt. Trifft dieser epige-
netische Inaktivierungsvorgang in Sebo-

zyten auf das FHIT-Gen, so werden Fol-
geprozesse initiiert, in deren Verlauf die-
se Zellen zunehmend Mutationen akqui-
rieren, die zusätzliche Wachstumsvorteile
und letztlich eine positive Selektion bein-
halten [2]. Eine von mehreren möglichen
Folgeerscheinungen des Verlustes der Tu-
morsuppressionvonFHIT führt,wiebereits
früher beobachtet [28], zu einemvermehr-
ten Auftreten von DNA-Doppelstrangbrü-
chen (s.. Abb. 3und4) und somit zu einer
Störung der genomischen Integrität.

Beispiele für nachfolgende Mutatio-
nen, die vorgeschädigte Sebozyten weiter
entarten lassen, ist die Ausschaltung der
BRCA1/2-Gene, die essenziellemolekulare
Bausteine für die Präzisionsreparatur von
DNA-Doppelstrangbrüchen durch homo-
loge Rekombination liefern. Aber auch
spezielle dominant-negative Mutationen
an p53, des „Wächters des Genoms“,
wurden in TDK nachgewiesen. Sie füh-
ren zu einer tolerierten Akkumulation
multipler genetischer Veränderungen im
zellulären Genom infolge inaktivierter
Überwachungsmechanismen, die Repara-
turfehler sowie eine gestörte Apoptose-
und Zellzykluskontrolle einschließen [1].

Genetische Veränderungen in
menschlichen Zellen durch In-vitro-
Kultivierung

Als zweiter wichtiger Aspekt dieser Un-
tersuchungen sei auf die latente Instabi-
lität des zellulären Genoms aus geneti-
scher und epigenetischer Sicht hingewie-
sen. Zellen in definierten synthetischen
Medien stellen kein starres biologisches
System dar. Lange galten in vitro kulti-
vierte (Stamm-)Zellen als unerschöpfliche
Quelle für Forschungsmaterial mit thera-
peutischem Potenzial in der regenerati-
ven Medizin, wobei angenommen wurde,
dass sich hier ausnahmslos alle zellbiolo-
gischen Aspekte auf die Situation in vi-
vo übertragen lassen. Mittlerweile gaben
jedoch zahlreiche Studienergebnisse An-
lass, den bedenkenlosen Umgang mit der-
artigen Zellen zu hinterfragen. Aufmerk-
samkeit erregte zuletzt der Befund, dass
pluripotente, unter In-vitro-Bedingungen
kultivierte (immortalisierte) Stammzellen
Mutationen im Tumorsuppressorgen p53
in Form einzelner Basenaustausche erwer-
ben können, welche die Tumorgenese be-
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Originalien

günstigen [2, 20]. So konnte durch seri-
elle Mutationsanalysen bestätigt werden,
dass der Anteil der Zellen mit einer Basen-
substitution im Tumorsuppressorgen p53
mit laufender Passagierung unter standar-
disierten Wachstumsbedingungen inner-
halb der Population zunahm [20]. Da TP53
die Regulation von apoptotischen Vorgän-
gen vermittelt und somit entscheidend in
denZellzykluseingreift, istesmöglich,dass
derartige TP53-Mutationen zu einem se-
lektiven Vorteil der so entstandenen Sub-
klone führen [2]. Genetische Veränderun-
gen, welche einen Selektionsvorteil mit
sich bringen, sind die Hauptgründe für
die Entstehung von Malignomen. Dahin-
gehende Genmutationen können Zellen
unter den streng selektiven Bedingungen,
wie sie in der In-vitro-Kultur zu finden sind,
einen Wachstumsvorteil geben [17]. Der
Großteil aller malignen Tumoren ist klo-
nalen Ursprungs, was bedeutet, dass der
Tumor aus einer einzelnen Zelle hervorge-
gangen ist, welche durch die erworbene
Mutation über einen Wachstums- und da-
mit Selektionsvorteil verfügte [21]. Da das
p53-Gen nicht nur dominant-negativ akti-
viertwerdenkann, sondern stellvertretend
für eines von zahlreichen klassischen Tu-
morsuppressorgenensteht,ergibtsichhier
die Frage, inwieweit auch andere tumor-
supprimierende Gene unter länger andau-
ernder In-vitro-Kultur derartige Verände-
rungen erfahren [17]? Bereits frühere Stu-
dien verdeutlichten, dass sich selbst stan-
dardisierte In-vitro-Kulturbedingungenar-
tifiziell auf menschliche Zellen auswirken
und einen derartigen Selektionsstress aus-
üben können, welcher die Entstehung von
Mutationen und malignen Transformatio-
nen begünstigen kann [2, 17]. Unsere Da-
ten bestätigen in dem hier präsentierten
In-vitro-Modell einer Sebozytenlinie, dass
dieAbschaltungdesFHIT-Gens inÜberein-
stimmung mit Untersuchungen an Knock-
out-Mäusen [6] ein sehr frühes und spe-
zifisches Ereignis in der Tumorgenese von
TDK ist. Bemerkenswerterweise erfolgte
in Zellkultur die Inaktivierung von FHIT
durch den epigenetischen Mechanismus
der Promotor-Methylierung, dem jedoch
durch Einsatz demethylierender Substan-
zen therapeutisch entgegengewirkt wer-
den konnte.

Ausblick

Die Studie sieht sich als Beitrag zur Auf-
klärung der Tumorgenese von Talgdrü-
senkarzinomen. Da sich das FHIT-Gen in
einemGroßteil vonTalgdrüsenkarzinomen
verändert zeigt, könnten FHIT-defiziente
SZ95-Sebozyten als geeignetes präklini-
sches Modell für die Erforschung von in-
dividualisierten Therapieansätzen dienen
[26].

Fazit für die Praxis

Talgdrüsenkarzinome treten am häufigsten
amOberlid als solitäre, noduläre Tumorenmit
oft jahrelangem Bestehen in Erscheinung. Da
morphologische Ähnlichkeiten zu chronisch
entzündlichen Vorgängen des Lids bestehen,
sind feingewebliche Untersuchungen zur
Differenzialdiagnose indiziert. Ein diagnos-
tiziertes TDK sollte mit Blick auf ein Muir-
Torre-Syndrom ein internistisches Screening
auf mögliche synchrone oder metachrone
Neoplasien veranlassen.
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Abstract

Epigenetic changes in the promoter of the fragile histidine triad (FHIT)
gene in human sebocytes under the influence of in vitro culture

Background: Due to the lack of tumor suppressor function of the fragile histidine triad
(FHIT) gene product, sebaceous gland carcinomas can develop.
Objective: The model of the sebocyte cell line SZ95 was used to identify methylated
CpG islands at the 5′-end of the FHIT gene and the decrease of gene expression as well
as the increase of double-stranded (ds) DNA breaks were examined.
Material and methods: Methylation, immunofluorescence analysis, promotor
sequencing and treatment of SZ95 cells with 5-azacytidine/trichostatin A (TSA).
Results: The cultivation was accompanied by an increasing methylation of the CpG
islands, a decrease of the FHIT gene expression and an accumulation of ds-DNA breaks.
Treatment with 5-azacytidine/TSA showed a decrease in DNA methylation and a re-
expression of FHIT transcripts.
Discussion: Epigenetic changes in the cellular genome are caused by in vitro cell
culture. Consequently, a positive selection of sebocytes with an epigenetically
inactivated FHIT locus occurs.
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Tumor suppressor gene · Fragile histidine triad gene · Epigenetics · DNA methylation · In vitro
cultivation
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