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1 Einleitung

Die Genetik als auch die Epigenetik sind schnell wachsende Wissenschaften, welche sich mit dem
Aufbau und der Veranderung bzw. mit der Modifikation des Erbguts von Organismen
beschéaftigen. Der heutige Wissensstand liber den Stammbaum von Arten, evolutionare Prozesse,
Vererbung von Merkmalen, aber auch die molekularbiologischen Ursachen von Erkrankungen
wadre ohne genetische Analysen nicht denkbar. Die Epigenetik beschaftigt sich mit DNA-
Modifikationen und deren Auswirkung auf die Aktivitdit von Genen. Forschung im Bereich der
Epigenetik ist flr Fragestellungen wie die Ursachen der Entstehung von Krebserkrankungen
unerldsslich. Anderungen in der DNA-Methylierung haben haufig Einfluss auf die Aktivitit von
Genen. pl6, ein Protein, welches von dem Gen CDKNZ2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A)
codiert wird, hat Einfluss auf die Regulation des Zellzyklus und wird in der Literatur haufig im
Zusammenhang mit der Entstehung von Krebserkrankungen erwdhnt. Um die epigenetischen
Modifikationen von CDKN2A und deren Auswirkung auf die Genexpression analysieren zu kénnen,
wurden im Rahmen dieser Arbeit Methoden zur Pyrosequenzierung von Bereichen des Gens
CDKN2A entwickelt, optimiert und an verschiedenen Proben getestet. Auch die relative

Genexpression der Proben wurde mittels real-time PCR (RT-PCR) bestimmt.

1.1 Krebserkrankungen

1.1.1 Charakteristika von Krebserkrankungen

Unter dem Begriff ,Krebs” wird eine Gruppe verschiedener Erkrankungen zusammengefasst, fur
welche unreguliertes Zellwachstum als auch die Invasion und Ausbreitung solcher veranderten
Zellen auf andere Koérperregionen charakteristisch sind. Bis zum Jahr 2016 wurden (iber 100
verschiedene Krebserkrankungen klassifiziert, deren Eigenschaften meist von jenem Gewebe, in
welchem die ersten anormalen Zellen gebildet wurden, abhdangen. So werden Krebsarten je nach
Bildungsgewebe in Karzinome (Epithelgewebe), Sarkome (mesodermales Gewebe) und
Adenokarzinome (Driisengewebe) eingeteilt. [1] Die Hauptursachen fiir die Entstehung von Krebs
sind je nach Gewebe unterschiedlich, aber auch die zugrundeliegenden molekularen
Mechanismen, welche fiir die Kanzerogenese verantwortlich sind, differieren je nach Zelltyp und
Streumuster der vom Ursprungsgewebe ausgehenden Krebszellen. In Abbildung 1 sind die
wichtigsten Charakteristika einer Krebserkrankung dargestellt. So gehoren unter anderem die

Fahigkeit, autonome Zellwachstumssignale zu senden, die Umgehung von inhibitorisch wirkenden




Zellwachstums- sowie Apoptosesignalen, gesteigertes Replikationspotential, Angiogenese, als
auch Invasion und Metastasierung zu den eindeutigen Kennzeichen von Krebszellen. Wahrend
benigne Tumore nur an ihrem Ort der Bildung verbleiben, bilden maligne Tumore Metastasen
(Tochtergeschwulste) in anderen Geweben. Man spricht hier auch von einem ,Streuen” des

Tumors. Benigne Tumore gehoren nicht zu den Krebserkrankungen. [2]

Unterstiitzung Umgehen von
proliferativer Signale Wachstumssuppressoren

Vermeidung der

s - Zerstorung durch das
Storung des zelluldren Immunsystem
Stoffwechsels

Ermdglicht replikative

Der Apoptose
Immortalitit

widerstehen

Entziindungsreaktionen
durch Tumore

Destabilisierung des
Genoms durch Mutation

Induktion von

. Aktivierung, Invasion
Angiogenese und Metastasierung

Abbildung 1 Gezeigt sind die verschiedenen Kennzeichen einer Krebserkrankung
(verandert nach [2])

1.1.2 Die Ursachen von Krebserkrankungen

Krebs ist das Resultat von Anderungen der DNA. Diese Anderungen kénnen von Punktmutationen
(Anderung einer einzelnen DNA-Base durch Insertion, Deletion oder Substitution) bis hin zu
grolRen Chromosomenaberrationen reichen. In den seltensten Fallen fiihrt eine einzelne Mutation
schon zur Entstehung einer Krebserkrankung. Meist sind mehrere Mutationen als Ausloser fiir die
Krebsentstehung notwendig. Durch die Akkumulation von Mutationen einer Zelle im Laufe der
Zeit ist auch die steigende Krebsrate in einer standig alter werdenden Population nicht
Uberraschend. Beinahe alle Mutationen, welche in Tumorzellen gefunden wurden, waren
Mutationen somatischer Zellen und kénnen somit nicht an die nachste Generation vererbt
werden. Es sind zwar Mutationen in der Keimbahn bekannt, welche ein héheres Risiko mit sich
bringen, im Laufe des Lebens an Krebs zu erkranken, diese l6sen jedoch nicht direkt eine
Krebserkrankung aus.

Vererbte Modifikationen des Genoms als auch der Chromatinstruktur spielen jedoch sehr wohl

eine Rolle bei der Karzinogenese. Es gibt drei Hauptfaktoren, welche die Zellzahl eines Organismus




bestimmen. Diese sind Zellwachstum, Apoptose (programmierter Zelltod) und Zelldifferenzierung.
Vor allem das Zellwachstum ist Krebserkrankungen betreffend von besonderem Interesse. Das
Zellwachstum kann von verschiedenen molekularen Faktoren positiv oder negativ beeinflusst
werden. Bei mutierten Zellen sind es zwei verschiedene Typen von Genen, welche auf das
Zellwachstum und somit auch auf die Karzinogenese Einfluss haben.

Onkogene sind mutierte Gene, deren Proteinprodukte entweder in gréBerer Menge oder mit
hoherer Aktivitait entstehen und dadurch die Bildung eines Tumors initiieren.
Tumorsuppressorgene codieren fiir Proteine, welche eine Rolle bei der Inhibierung von
Zellwachstum und der Tumorentstehung spielen. Wahrend sich Onkogene dominant durchsetzen
und somit auch schon bei nur einem der beiden Allele eines diploiden Organismus eine
Veranderung in der Zelle auslésen, arbeiten Tumorsuppressorgene rezessiv, missen also in
beiden Allelen eine Mutation tragen, welche ihre Expression inhibiert, um Krebsentstehung
zuzulassen. Neuere Studien weisen jedoch daraufhin, dass bei Tumorsuppressorgenen
moglicherweise auch schon bei der Mutation eines der beiden Allele Haploinsuffizienz auftritt,
dass also 50% des reguldren Genproduktes nicht ausreichen, um Karzinogenese zu verhindern.
Um die Expression von Tumorsuppressorgenen zu beeinflussen und Karzinogenese zu férdern,

reichen neben Mutationen oft auch schon Modifikationen der DNA aus. [2]

1.1.3 Krebserkrankungen in Osterreich
Inzidenz als auch Mortalitit von verschiedenen Krebserkrankungen in Osterreich sind in

Abbildung 2 zu sehen. Krebserkrankungen sind

in Osterreich nach den Herz- —
[
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Zukunft die Inzidenz von Krebserkrankungen

Abbildung 2 Krebsinzidenz und -mortalitit in Osterreich. Zu sehen

sind die verschiedenen, nach befallenem Gewebe geordneten

aufgrund besserer Behandlungsméglichkeiten Erkrankungen, welche im Zeitraum von 2010-2014 in Osterreich
diagnostiziert wurden. Die Darstellung ist nach Geschlecht

bzw. ausgereifterer Frilherkennungsmethoden aufgetrennt, mannlich (blau), weiblich (rot). Krebserkrankungen des

Brustgewebes sind bei Frauen die haufigste Krebserkrankung. [3]

steigen, selbst wenn die Mortalitatsrate

sinkt. [3]




1.1.4 DNA/RNA

Die Desoxyribonukleinsdure (Abklrzung ,,DNA“ oder veraltet ,DNS“) g 5 e Adenin
=x Thymin
ist ein Polymer aus vier verschiedenen Desoxyribonukleotiden, welche e Cytosin

lber ein Rickgrat aus B-D-2-Desoxyribose, einer Pentose und

Phosphatgruppen miteinander verknlipft sind. [4] Der Aufbau der DNA

ist in Abbildung 3 dargestellt. Die stickstoffhaltigen Basen sind Basenpaare

entweder Derivate des Purins (Adenin, Guanin) oder Derivate des Zucker-
Phosphatriick

Pyrimidins (Cytosin, Thymin). Die Abfolge dieser Nukleotide grat

reprasentiert den genetischen Code. Um die mittels genetischen Codes 3 5

Abbildung 3 Aufbau der DNA. Zu

sehen ist die doppelhelikale

Struktur der DNA, 5°-und 3'-

Enden der jeweiligen

[4,5] Einzelstrange sind
eingezeichnet. Das Riickgrat der
DNA besteht alternierend aus
einer 5-Desoxyribose und einem
Phosphatrest. Die
komplementaren Basenpaare,
welche sich jeweils
gegenliberstehen, sind
eingezeichnet. Adenin (rot),

. Thymin (orange), Cytosin (blau)
1.1.5 DNA-Methylierung und CpGs und Guanin (griin) {verindert

nach [5])

festgelegten Proteine aufzubauen wird die DNA Gber Transkription in

Ribonukleinsdaure (RNA) transkribiert und anschlieBend exprimiert.

Im Gegensatz zur Untersuchung von Veranderungen der DNA-
Sequenz, wie es zum Beispiel bei Mutationen oder Rekombination der Fall ist, werden in der
Epigenetik Modifikationen des Genoms oder Chromatinkomponenten, welche die Genexpression
beeinflussen, betrachtet. [6] Mittlerweile sind diverse epigenetische Phanomene bekannt, so zum
Beispiel Modifikationen an den endstindigen Armen der Histone wie Acetylierungen,
Phosphorylierungen oder Methylierungen, aber auch die DNA-Methylierung. [7,8] Unter DNA-
Methylierung wird das kovalente Anknipfen einer Methylgruppe an das C5 eines Cytosins
verstanden. Dieser Vorgang ist in Abbildung 4 dargestellt. Die Methylierung des Cytosins zum 5-
Methylcytosin wird von DNA-Methyltransferasen (DNMTs) katalysiert und erfolgt nur, wenn die
darauffolgende Nukleinbase in 3‘-Richtung des DNA-Stranges ein Guanin ist. Darum wird dieses
(Desoxy)cytidin— Phosphorsdure— (Desoxy)guanosin-Paar auch als CpG-Dinukleotid, oder einfach
als CpG, bezeichnet. Regionen der DNA, in denen viele CpGs vorkommen, werden CpG-Inseln
genannt. Diese CpG-Inseln sind im Laufe der Evolution entstanden. Es wird davon ausgegangen,
dass CpGs in den Vorfahren der Vertebraten noch gleichmaRig verteilt waren. Durch DNA-
Reparaturenzyme wurden jedoch viele methylierte Cytosin-Reste eliminiert. Durch zufallige
Desaminierung eines unmethylierten Cytosins entsteht ein Uracil, welches jedoch normalerweise

in der DNA nicht vorkommt. Ein Uracil wird von der Uracil-DNA-Glycosylase, einem




Reparaturenzym der DNA, ausgeschnitten und durch ein Cytosin ersetzt. Wird jedoch ein 5-

Methylcytosin zufillig desaminiert, kann dieser Reparaturprozess nicht stattfinden, da hier ein

Thymin entsteht, welches eine reguldre Base der DNA ist und somit nicht als falsch erkannt wird.

Somit ergab es sich im Laufe der Zeit, dass immer mehr 5-Methylcytosin gegen Thymin

ausgetauscht wurde. Dies ist Teil eines evolutiondaren Prozesses, welcher in Abbildung 5

dargestellt ist. Konserviert blieben CpG-Dinukleotide in regulatorischen Sequenzen der DNA,

welche bereits in der Keimbahn aktiv sind, da diese unmethyliert verbleiben. Dadurch ergibt sich

die ungleichmalige Verteilung der CpG-Dinukleotide im Genom und CpG-Inseln treten vor allem

in Promotorregionen auf. Auch in somatischem Gewebe kdnnen CpGs unmethyliert bleiben, wenn

sie sich in regulatorisch aktiven Regionen befinden, da sie von DNA bindenden Proteinen vor

Methylierung geschitzt werden. [8]

5-Methylcytosin

H H
A
N
Methylierung H-cﬁu
e
N/LC'
H

Abbildung 4 Gezeigt ist die Methylierung von Cytosin
zum 5-Methylcytosin durch DNA-Methyltransferasen
(DNMTs) (verdandert nach [8])

Vorfahren der Vertebraten {DNA)

——
RNA

Methylierung vieler
CpGs in der Keimbahn

:1' teee -.J-?-‘hf tt

Millionen Jahre
an Evolution

Vertebraten-DNA

I
I —

CpG- Insel

Abbildung 5 Vermuteter evolutiondrer Prozess,
der in Vertebraten zur Entstehung von CpG-Inseln
gefuihrt hat. Die DNA ist rot eingezeichnet. (rechts
5%, links 3‘) Die transkribierte RNA ist als blauer
Pfeil eingezeichnet. Methylierungen der CpGs sind
mit roten Punkten markiert. (verandert nach [8])




1.1.6 DNA-Methylierung und Krebs

Krebsspezifische Verdnderungen von DNA-Methylierungsmustern wurden schon haufig
festgestellt. Besonders haufig wurde eine Hypermethylierung von normalerweise unmethylierten
CpG-Inseln in Promotoren von Genen beobachtet. Die Unterdriickung der Expression eines Gens
(gene silencing) durch Methylierung, gerade bei Tumorsuppressorgenen, ist ein wichtiger
Mechanismus der Karzinogenese und wurde schon in Krebszelllinien als auch menschlichen
Tumoren festgestellt. So gibt es einen eindeutigen Zusammenhang zwischen der Stilllegung des
Ostrogenrezeptors (ER) und der Methylierung der zugehdrigen Promotorregion in
Brustkrebszellen. In einer Studie [9] wurde bei 30% der untersuchten Brustkrebspatientinnen ein
Fehlen des Ostrogenrezeptor-a festgestellt, bei 41% davon konnte die fehlende Genexpression
auf DNA-Hypermethylierung zuriickgefiihrt werden. Auch BRCA1, ein Tumorsuppressorgen ist bei
erblich bedingtem Brustkrebs haufig durch Mutation inaktiviert, bei nicht erblich bedingtem
Brustkrebs aber haufig auch durch Hypermethylierung inaktiv. [10] Weitere Kausalitaten zwischen
DNA-Methylierung und Krebserkrankungen wurden beim Retinoblastom-Gen (Rb) [11],
Adenomatoésen Polyposis Coli Gen (APC) [12], der pro-apoptotic death-associated protein kinase
(DAPK) [13] aber auch beim Inhibitor des Zellzyklus p16/NK4a [14], gefunden. Beobachtungen
weisen auferdem darauf hin, dass eine anormale Methylierung schon in pramalignen Zellen
auftritt und diese zu Anderungen ihrer Signalwege anregt und das Auftreten weiterer Mutationen
erleichtert. Methylierte DNA-Bereiche interagieren mit weiteren epigenetisch wirksamen
regulatorischen Proteinen, wie zum Beispiel den in Abschnitt 1.1.5 erwdahnten DNMTs, und haben
einen Einfluss auf die Chromatinstruktur. DNMTs kdonnten somit abgesehen von der Vermittlung
der Methylierung auch noch als Sammelplattform fiir Chromatin-modifizierende Faktoren dienen.
Durch die Erkenntnis, dass Anderungen der DNA-Methylierung eine Rolle in der Krebsentstehung
spielen kdnnen, stehen auch nicht genotoxische Karzinogene, also Karzinogene, welche keine
Mutationen der DNA verursachen, unter Verdacht, Einfluss auf das Methylierungsmuster einer
Sequenz zu haben. Dies wurde bei der Verursachung von Leberkrebs bei Mausen durch
Behandlung mit Phenobarbital bereits nachgewiesen. [15] Jedoch wurden auch schon Krebszellen
gefunden, welche eine 20-60% geringere Methylierung aufwiesen als gesunde Zellen. Diese
hypomethylierten Bereiche betreffen oft codierende Regionen von Genen, aber auch Transposons
und repetitive Sequenzen. So kdénnen hypermethylierte Promotoren und hypomethylierte

codierende Regionen in derselben Zelle zeitgleich vorkommen. [2]




1.1.7 pleé

p16, oft auch als p16INK4a bezeichnet, ist ein Tumorsuppressorprotein der INK4-Familie, welches
den Eintritt einer Zelle von der G;-Phase in die S-Phase im Rahmen des Zellzyklus reguliert. Das
Gen, das p16 codiert, heilRt CDKN2A und liegt auf Chromosom 9. p16 wirkt als Cyclin-abhangiger
Kinase Inhibitor, indem es an den Komplex von Cyclin D und an eine der Cyclin-abhangigen Kinasen
(CDK4 oder CDK6) bindet. Durch die Bindung an den Komplex verhindert p16, dass das
Retinoblastomprotein (Rb) von den Kinasen phosphoryliert wird. Rb bleibt im dephosphorylierten
Zustand aktiv und bindet an den Transkriptionsfaktor E2F. [14] Der Transkriptionsfaktor E2F ist fiir
die Bildung von fiir die DNA-Synthese essenziellen Proteinen verantwortlich. So reguliert E2F unter
anderem die DNA-Polymerase a [16], die M-Phasen-Induktor-Phosphatase 1 (CDC25A) [17] oder
die Dihydrofolatreduktase [18]. Ist der Transkriptionsfaktor E2F an Rb gebunden, so werden diese
Proteine nicht hergestellt. Die Zelle kann nicht in die S-Phase eintreten und verharrt in der G;-
Phase des Zellzyklus. Dieser Zustand des Verharrens wird als zellulare Seneszenz bezeichnet. [19]

Der beschriebene Vorgang ist in Abbildung 6 gezeigt.

DNA-Schadigung
oxidativer Stress etc.
)
Einlagerungim
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e
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Abbildung 6 Arbeitsweise des Tumorsuppressorproteins p16. p16 bindet an
Cyclin D1 und CDKA4. Eine Phosphorylierung von Rb (Retinoblastomprotein)
wird dadurch verhindert. Das dephosphorylierte Rb bindet den
Transkriptionsfaktor E2F, der dadurch keine fiir die DNA-Synthese
benotigten Proteine bildet. Die Zelle kann aus der G;-Phase nicht zur S-Phase
des Zellzyklus Gibergehen. Es kommt zu zelluldrer Seneszenz. (verandert nach
[14])




1.1.8 DNA-Methylierung von CDKNZ2A und Krebserkrankungen

Tumorsuppressorgene kénnen ihre Funktion nicht nur durch Verlust eines Allels oder eine
Mutation verlieren, sondern auch durch epigenetische Modifikationen wie DNA-Methylierung.
[20] Dies trifft auch auf CDKN2A zu. In einer Vielzahl an Studien wurde die durch DNA-
Methylierung induzierte Inaktivierung von CDKN2A in Verbindung mit verschiedenen
Krebserkrankungen [21], unter anderem auch Brustkrebs [22], festgestellt. So wurden in einer
Studie bei mehr als 30% der untersuchten Mammakarzinome durch DNA-Methylierung
inaktivierte Kopien von CDKN2A entdeckt. [23] In einer weiteren Studie wurde die Promotorregion
von CDKN2A mittels einer Kombination aus Bisulfitkonvertierung und Genomsequenzierung bei
Brustgewebeproben untersucht. Auch hier zeigte sich, dass fiinf von neun Proben von
Mammakarzinomen eine erhohte DNA-Methylierung in CDKN2A aufwiesen. Die restlichen vier als
auch vier gesunde Gewebeproben waren unmethyliert. [22] Eine Hypermethylierung der DNA in
der Promotorregion von CDKN2A wurde in Tumorgewebe bereits in zahlreichen Studien
nachgewiesen, beispielsweise bei Lymphomen [24,25], Hautkrebs [26], Plattenepithelkarzinomen
in der Mundregion [27], Darmkrebs [28] und vielen weiteren [21]. Dies kdnnte einen Angriffspunkt
fir zukinftige Diagnosemethoden als auch Therapien von Krebserkrankungen bieten. [21,22]
Auch in Exon 2 von CDKN2A wurden Verdanderungen der Methylierung in Zusammenhang mit
Krebserkrankungen entdeckt. So wurde eine erhéhte DNA-Methylierung im Gewebe von
Speiserdhrentumoren sowohl in der Promotorregion als auch in Exon 2 von CDKN2A
nachgewiesen. [29] Wahrend laut dieser Studie die Methylierung der Promotorregion die Menge
an Expressionsprodukt von CDKNZ2A beeinflusst, trat eine erhohte Methylierung von Exon 2
besonders in fortgeschrittenen Phasen der Kanzerogenese auf. So kdnnte die Methylierung von
Exon 2 unabhdngig von der Expression von CDKN2A fiur die weitere Entwicklung des Tumors
relevant sein. Eine intern durchgefiihrte Studie untersuchte das Auftreten von Hyper- bzw.
Hypomethylierung in der Promotorregion als auch in Exon 2 von CDKN2A bei
Brustkrebspatientinnen. [30] Hierfir wurde Tumorgewebe, tumornahes Gewebe als auch
tumorfernes Gewebe von Brustkrebspatientinnen auf Veranderungen des durchschnittlichen
Methylierungsstatus der in den genannten Regionen von CDKN2A vorkommenden CpGs mittels
MS-HRM (methylation sensitive high resolution melt analysis) untersucht. Insgesamt wurde im
Rahmen der Studie das Brustgewebe von 22 Patientinnen analysiert, wovon 18 ein
Mammakarzinom aufwiesen. Das Brustgewebe vier gesunder Patientinnen diente als Kontrolle.
Wahrend im Tumorgewebe die CpGs in der Promotorregion lediglich bei 5 von 18 Patientinnen
(28%) methyliert waren, war dies bei den CpGs in Exon 2 in allen Proben der Fall. Des Weiteren

wiesen die CpGs in Exon 2 einen signifikant héheren durchschnittlichen Methylierungsstatus im
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Tumorgewebe auf als in den tumornahen und tumorfernen Geweben derselben Patientin und
dem gesunden Brustgewebe der Kontrollgruppe. Auch war deren durchschnittlicher
Methylierungsstatus in tumornahen und tumorfernen Geweben hoher als jener im gesunden
Brustgewebe der Kontrollgruppe. Lediglich zwischen tumornahem und tumorfernem Gewebe
konnte kein signifikanter Unterschied im Methylierungsstatus festgestellt werden. AuRerdem
zeigte der Methylierungsstatus in Exon 2 eine schwache, aber signifikante negative Korrelation
mit der Proliferationsaktivitat des jeweiligen Tumors. Dass die Hypermethylierung von Exon 2 in
Zusammenhang mit dem jeweiligen molekularen Subtyp (Rezeptorstatus) des Tumors steht, wird
aufgrund der erhaltenen Ergebnisse vermutet, konnte aufgrund der Zusammensetzung der zur

Verfligung stehenden Proben jedoch nicht eindeutig nachgewiesen werden.

1.2 Zellulare Seneszenz

Als zelluldre Seneszenz wird ein irreversibler Wachstumsstopp von Zellen bezeichnet. Es findet
keine weitere Zellteilung mehr statt. Ausloser von Seneszenz sind Faktoren wie DNA-
Schadigungen, Verkiirzungen der Telomere, aber auch die Derepression des Genlocus von INK4a.
Die genannten Ausléser werden auch als Hayflick-Faktoren (,,Hayflick Factors”) bezeichnet. Die
Hauptrolle von zelluldrer Seneszenz in Organismen ist die Einddammung potenzieller Schadigungen
von Geweben und somit die Vorbeugung vor Krebserkrankungen. Zellen, welche sich in Seneszenz

befinden, kénnen durch reguldre Erneuerungsprozesse repariert werden. [31]

1.2.1 H,0; und zelluldre Seneszenz

Wasserstoffperoxid ist eine meist farblose Fliissigkeit, welche zu gleichen Teilen aus Wasserstoff
und Sauerstoff zusammengesetzt ist. Die Fllssigkeit weist eine etwas hdhere Viskositat als Wasser
auf und fungiert als starkes Oxidationsmittel sowie als schwache Saure. [32] Wasserstoffperoxid
entsteht jedoch auch als Stoffwechselprodukt bei zelluldren Prozessen. In hoher Konzentration
kann Wasserstoffperoxid einerseits Zellen durch Oxidation schadigen, es dient jedoch in manchen
Fallen auch als SignallUbertrager innerhalb der Zelle und ist somit in der Lage, Zellfunktionen zu

steuern. [33]

Die Behandlung menschlicher Fibroblasten mit H, O, flihrte zu einem Wachstumsstopp und einem
Seneszenz-ahnlichen Zustand der Zellen. Hierflr verantwortlich ist der durch H,0, ausgelibte
oxidative Stress auf die Zellen. Oxidativer Stress fiihrt zur DNA-Spaltung. Durch die Schadigung der
DNA werden Tumorsuppressoren aktiviert, welche den Zellzyklus kontrollieren und somit

Seneszenz auslosen kdnnen. Bei den mit H,0, behandelten Zellen wurde auflerdem eine
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Verminderung der NAD"-Konzentration (Nikotinamidadenindinukleotid) und eine Steigerung der
Expression der Tumorsuppressorproteine p21 und p53 festgestellt. Auch eine Steigerung der
Expression von SIRT1, einer NAD"-abhingigen Deacetylase, konnte festgestellt werden. SIRT1
reguliert die Aktivitdt von p53 liber dessen Acetylierungsgrad und kdnnte somit ausschlaggebend

fiir den Eintritt zelluldrer Seneszenz sein. [34]

Werden Zellen H,0, ausgesetzt, so bewirkt dies auch eine héhere Expression von pl6 und
induziert so zelluldare Seneszenz. Die zugrundeliegenden Mechanismen hierfiir sind nach wie vor
ungeklart. [35] Da die Expression von p21 und p53 direkt nach erfolgter DNA-Schadigung ansteigt,
wahrend die Expression von pl6 erst nach einigen Tagen zunimmt, und dies erst nach wieder
abnehmender p21-und p53-Expression, konnten p21 und p53 fir die Initiierung von Seneszenz
verantwortlich sein und p16 fiir die Aufrechterhaltung dieses Zustands. Andererseits kann p16
Uber die Aktivierung von Rb, wie in Abbildung 6 gezeigt, auch direkt Seneszenz induzieren und

dies parallel zum Mechanismus Uber p53. [36]

1.2.2 Der Tumornekrosefaktor (TNF-a)

Der Tumornekrosefaktor (TNF-a) ist einer der wichtigsten Zytokine des Immunsystems. Das Gen,
welches TNF-a codiert, ist auf Chromosom 6 in der Region vom Haupthistokompatibilitdtskomplex
3 (MHC-III) lokalisiert. Die Produktion von TNF-a wird durch diverse Faktoren stimuliert. Darunter
zdhlen UV-Strahlung, osmotischer Stress, Chemikalien wie zum Beispiel Phorbolester, Bakterien
und Viren. Dabei hdngt die Produktion von TNF-a mit vielen verschiedenen Rezeptoren
zusammen, wie zum Beispiel Toll-like-Rezeptoren (TLR), die dem angeborenen Immunsystem
zugeordnet werden, oder T-Zell-Rezeptoren, die auf der Oberflache von T-Zellen lokalisiert sind
und fiir die Erkennung von Antigenen zustdndig sind. Die zytotoxische Wirkung von TNF-a auf
Tumorzellen und die damit einhergehende Nekrose wurde bereits mehrmals im Tierversuch
festgestellt. [37] Meist ist TNF-a als Typ-2-Transmembranprotein aus drei identischen
Untereinheiten (Homotrimer) aufgebaut. Von diesem Transmembranprotein wird, ausgelibt
durch eine Metalloprotease (TACE-TNF-a converting enzyme) ein |6slicher Teil des Molekiils
(sTNF-soluble TNF) proteolytisch abgespalten. sTNF, aber auch die membrangebundene Form von
TNF, binden an spezifische Rezeptoren, die in der Zellmembran lokalisiert sind. Von diesen
Rezeptoren sind zwei Typen bekannt, TNF-R1 und TNF-R2. Beide Rezeptoren sind Typ-1-
Transmembranproteine und besitzen vier Cystein-reiche Wiederholungen (repeats) in ihrer
extrazellularen Domane, welche mit dem Liganden wechselwirken. Wahrend TNF-R1 in den

Zellmembranen der meisten Gewebearten zu finden ist, wird TNF-R2 groRteils nur in Zellen des
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Lymphsystems exprimiert. AuRerdem kann TNF-R2 nur durch die membrangebundene Form von
TNF (memTNF) vollstandig aktiviert werden und nicht durch seine |6sliche Form (sTNF). [38] Die
TNF-R Superfamilie besteht im Allgemeinen aus drei verschiedenen Gruppen, den Death-
Rezeptoren (death domain-(DD-) containing receptors), den Koder-Rezeptoren (Decoy Receptor)
und den TNF-receptor-associated factor (TRAF) bindenden Rezeptoren. Death-Rezeptoren fiihren
Uber Aktivierung einer Caspase-Kaskade zur Apoptose. Rezeptoren vom Typ TNF-R1 als auch TNF-
R2, die keine ,death domain“ besitzen, aktivieren NF-kB (nuclear factor-kB), einen
Transkriptionsfaktor, welcher schon im Zusammenhang mit zelluldrer Aktivierung,
Zelldifferenzierung, Zytokinproduktion und Ubermittlung von Uberlebenssignalen (survival
signaling) untersucht wurde. Je nach zelluldrem Kontext kann die Bindung von TNF-a an TNF-
Rezeptoren in einem durch NF-kB vermittelten Signal zum Uberleben der Zelle fiihren, oder iiber
die Aktivierung der Caspase-Kaskade in Apoptose resultieren. [39] Die zwei Moglichkeiten sind in
Abbildung 7 dargestellt. Als dritte Moglichkeit kann die durch TNF-a ausgeldste Aktivierung von
NF-kB auch zur Seneszenz von Zellen fihren. Bei einer Langzeitbehandlung mit TNF-a wurden
sowohl eine Erhéhung der Aktivitdt von NF-kB als auch eine vermehrte Produktion von
Sauerstoffradikalen in HUVECs (human umbilical vein endothelial cells, Humane Endothelzellen
der Nabelschnurvene) festgestellt. Es wurde bei mit TNF-a behandelten Zellen auch eine erhdhte
Expression von pl6, also des im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Gens, im Vergleich zu
unbehandelten HUVECs festgestellt. Die Proliferation der Zellen wurde durch Zellzdhlung
durchgefiihrt, die Expression von pl16 wurde mittels Immunfarbung ermittelt. Eine Analyse des
Methylierungsstatus von CDKN2A mittels Pyrosequenzierung und die Ermittlung der relativen

Genexpression mittels RT-PCR wurden jedoch noch nicht durchgefiihrt. [40]
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Abbildung 7 Moglichkeiten der Bindung von TNF-a an TNF-R1 bzw. TNF-R2. Je nach
zelluldrem Kontext wird entweder eine Caspase-Kaskade aktiviert, welche zur Apoptose
fahrt, oder es erfolgt eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB, welche ein
Uberleben der Zelle sichert, aber auch Entziindungsreaktionen hervorrufen kann. (verdndert
nach [39])
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2 Ziele der Arbeit

Krebsspezifische Verdanderungen des DNA-Methylierungstatus wurden schon haufig festgestellt.
Besonders haufig wurde eine Hypermethylierung von normalerweise unmethylierten CpG-Inseln
in Promotoren von Genen untersucht. Die Unterdriickung der Expression eines Gens (gene
silencing) durch Methylierung, gerade bei Tumorsuppressorgenen, ist ein wichtiger Mechanismus
der Karzinogenese und wurde schon in Krebszelllinien als auch menschlichen Tumoren
festgestellt. p16, oft auch als p16INK4a bezeichnet, ist ein Tumorsuppressorprotein der INK4-
Familie, welches den Eintritt einer Zelle von der G;-Phase in die S-Phase im Rahmen des Zellzyklus
reguliert. Das Gen, das p16 codiert, heift CDKN2A und liegt auf Chromosom 9. Analysen des
Methylierungsstatus der Promotorregion als auch in Exon 2 von CDKN2A wurden bereits
durchgefiihrt. So existieren zahlreiche Studien, welche einen Zusammenhang zwischen dem
Methylierungsstatus der Promotorregion von CDKN2A und der Inaktivierung von pl6 in
Krebszellen bestatigen. [21] Der durchschnittliche Methylierungsstatus der CpGs in Exon 2 von
CDKN2A wurde bei einer intern durchgefiihrten Studie mittels MS-HRM bei
Brustkrebspatientinnen untersucht. [30] Hierbei wurden Zellproben vom Mammakarzinom, aber
auch von tumornahem und tumorfernem Brustgewebe entnommen und analysiert. Es stellte sich
heraus, dass die CpGs in Exon 2 im Gegensatz zu jenen in der Promotorregion durchwegs in allen
Tumorproben methyliert waren. Auch unterschied sich der durchschnittliche Methylierungsstatus
der CpGs in Exon 2 der Tumorzellen von jenen in tumornahem und tumorfernem Gewebe
signifikant. Der Methylierungsstatus der CpGs in Exon 2 in tumornahen und tumorfernen Proben
war wiederum signifikant hoher als jener im gesunden Brustgewebe der Kontrollgruppe. Somit
brachte die intern durchgefiihrte Studie viele neue Erkenntnisse. Die bisher eingesetzten
Methoden waren jedoch in ihrem entnehmbaren Informationsgehalt limitiert, da lediglich der
durchschnittliche Methylierungsstatus der sich in den untersuchten Regionen befindenden CpGs
bestimmt werden konnte. Die Form der im Rahmen der Studie erhaltenen Schmelzkurven mittels
MS-HRM deutete bei einigen Proben auf eine heterogene Verteilung des Methylierungsstatus in
Exon 2 hin.

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Methylierungsstatus einzelner, sich in der Promotorregion und
in Exon 2 von CDKN2A befindenden CpGs zu untersuchen. Dazu sollten auf der Pyrosequenzierung
basierende Methoden entwickelt werden. Nach der Entwicklung und der Optimierung der
Methoden sollten diese an verschiedenen Proben getestet werden. Hierflir wurden kommerziell
erhéltliche Brustkrebszelllinien und Humane Endothelzellen der Nabelschnurvene (HUVECs)

verwendet.
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Bei den kommerziell erhaltlichen Brustkrebszelllinien sollte abgeklart werden, ob sich der
Methylierungsstatus der Promotorregion von jener in Exon 2 unterscheidet. Des Weiteren sollte
geklart werden, ob die Regionen homogen methyliert sind oder ob sich benachbarte CpGs stark
in ihrem Methylierungsstatus unterscheiden. Weiters sollte geprift werden, ob der
Methylierungsstatus der zwei Regionen mit der relativen Genexpression von pl16 assoziiert ist.

Die Derepression des Genlocus von INK4a, in dem auch p16 exprimiert wird, ist ein moéglicher
Faktor fur den Eintritt zelluldrer Seneszenz. Auch bei einer Behandlung von HUVECs mit TNF-a
oder H,0, konnte zelluldre Seneszenz festgestellt werden. Ziel dieser Arbeit war es
herauszufinden, ob die Behandlung der Zellen mit TNF-o bzw. H,0, einen Einfluss auf den
Methylierungsstatus der mit den entwickelten Methoden untersuchten CpGs der Promotorregion
und Exon 2 von CDKN2A hat, ob die Dauer der Behandlung den Methylierungsstatus beeinflusst
und ob die relative Genexpression von CDKN2A mit der Inkubationszeit von TNF-a bzw.

H, 0, assoziiert ist.
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3 Theoretische Grundlagen

3.1 Analyse von DNA-Methylierungsmustern

3.1.1 Bisulfitkonvertierung

Um die DNA-Methylierungsmuster von Cytosinen untersuchen zu kdnnen, muss zwischen
methylierten und unmethylierten Cytosinen unterschieden werden kénnen. Dies wird durch die
Bisulfitkonvertierung bewerkstelligt. Die Reaktion von Natriumbisulfit mit Cytosin ist in Abbildung
8 dargestellt. Die Desaminierung von Cytosin zum Uracil ist ein dreistufiger Prozess. Vor Beginn
der Desaminierung muss die doppelstrangige DNA in Einzelstrange aufgetrennt werden, hierfiir
ist zuerst ein Denaturierungsschritt bei hoher Temperatur notwendig. Erst wird das Bisulfition an
die 5,6-Doppelbindung des Cytosins addiert. Im Anschluss erfolgt eine hydrolytische
Desaminierung, welche zu einem Uracil-Bisulfitintermediat fihrt und letztendlich erfolgt eine
Basen-katalysierte Elimination des Sulfonats, ein Uracil entsteht. [41] 5-Methylcytosin weist eine
100fach langsamere Reaktionsrate mit Natriumbisulfit auf, als es Cytosin besitzt. Verantwortlich
hierflr ist die Wirkung als Elektronendonator der an der flinften Position des Pyrimidinringes
hdangenden Methylgruppe. Diese verhindert eine Addition des Bisulfits an die 5,6-Doppelbindung
aufgrund sterischer Hinderung. [42] 5-Methylcytosin ist somit vor der Desaminierungsreaktion
zum Uracil geschitzt und verbleibt nach erfolgter PCR als Cytosin in der DNA-Sequenz.
Zusammenfassend werden, wie in Abbildung 9 ersichtlich, unmethylierte Cytosin-Nukleotide zu
Uracil desaminiert und in der anschlieRend durchgefiihrten PCR als Thymin amplifiziert, wahrend
5-Methylcytosin als Cytosin in der DNA-Sequenz erhalten bleibt. Somit wird die Unterscheidung
zwischen methylierten und unmethylierten Cytosinen durch die Ubersetzung in divergente
Primarsequenzen moglich. Der dadurch entstehende C/T-Polymorphismus kann mittels
anschlieRender Pyrosequenzierung nachgewiesen werden und durch das Verhaltnis des sich in
einer Probe befindlichen Cytosins zum Thymin auch quantitative Rickschlisse auf den

urspriinglich vorhandenen Methylierungsstatus geben. [43,44]

Cytosin Cytosinsulfonat Uracilsulfonat Uracil
NH NH;
N | HSO4 NE™N H,0
D":J\‘N OH OJ\N/L“SOQ %\
H H NH.

Abbildung 8 Gezeigt ist der Mechanismus der Bisulfitkonvertierung von Cytosin zu Uracil. Die Desaminierung von
Cytosin zu Uracil ist ein dreistufiger Prozess. Erst wird das Bisulfition an die 5,6-Doppelbindung des Cytosins
addiert. Im Anschluss erfolgt eine hydrolytische Desaminierung, welche zu einem Uracil-Bisulfitintermediat
(Uracilsulfonat) fuihrt. SchlieBlich erfolgt eine Basen-katalysierte Elimination des Uracilsulfonat zum Uracil.
(veréndert nach [41])
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b T AGTG----- GC------ GC----- GAAGT
Q Denaturierung
a5--GAGT A ----- G------ G----- G TT AG--3
b3 T AGTG----- GC---v--- GC----- GAAGT . --5'
G Bisulfitkonversion
a5--GAGT A ----- G------ G----- G TT AG--3
b3 T AGTG----- Glenaen-- GC----- GAAGT  --5'
G PCR- Amplifikation
a 5--GAGT A ----- G------ G----- G TT AG--3
a 3--CTCAATA----- AC------ GC----- CAAAATC --5'
b5 T AGTG----- GT------ GC----- GAAGT --3
b 3--AAATCAC----- CA------ CG----- ACTTCAA--5

Abbildung 9 Schema der Bisulfitkonvertierung mit anschlieRender
PCR. Zuerst findet Denaturierung (Auftrennung der
doppelstrangigen DNA) statt, dann die Bisulfitkonvertierung und im
Anschluss die PCR zur Amplifikation. 5-Methylcytosin (rot), Cytosin
(blau) (verandert nach [41])

3.1.2 PCR
Die Polymerase Kettenreaktion ist eine molekularbiologische Technik zur Amplifikation von DNA
in vitro. Fir eine erfolgreiche PCR werden die folgenden Reagenzien bendtigt. Eine Ausgangs-DNA

(Template-DNA), eine thermostabile DNA-Polymerase, zwei Oligodesoxynukleotide als Primer, ein

Puffer mit MgCl, und Desoxynukleotide (dNTPs).

Template-DNA
Die Template-DNA ist die Proben-DNA, die amplifiziert werden soll. In der Theorie wiirde ein DNA-
Strang ausreichen, um eine erfolgreiche Amplifikation der Probe durchzufiihren. In der Praxis wird

jedoch von mindestens zehn Molekiilen ausgegangen, die fir eine Amplifikation notwendig sind.

DNA-Polymerase

Fir eine einwandfreie Amplifikation ist eine thermostabile DNA-Polymerase unbedingt
erforderlich. Die erste thermostabile DNA-Polymerase wurde in einem thermophilen Bakterium
(Thermus aquaticus) im Yellowstone-Nationalpark gefunden und isoliert. Deswegen wird diese

hitzestabile Polymerase als Tag-Polymerase bezeichnet. Die Tag-Polymerase besitzt eine
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molekulare Masse von 94kDa und besitzt zwei katalytische Aktivitdten. Sie fungiert sowohl als
Polymerase als auch als Exonuklease, beides in 5 nach 3‘-Richtung. Die Tag-Polymerase besitzt
ein Temperaturoptimum bei 72-75°C. Sie kann auch bei niedrigeren Temperaturen eingesetzt
werden, dies kénnte jedoch zu unerwiinschten PCR-Produkten fiihren. Um dies zu vermeiden
wurden weitere Polymerasen entwickelt, wie zum Beispiel die Hot-Start DNA-Polymerasen. Hot-
Start-DNA-Polymerasen sind inaktiv, bis sie durch Temperaturen von 94-95°C aktiviert werden.
Die Inaktivierung bis zum Erreichen einer hoheren Temperatur kann durch Bindung eines
Antikorpers an die Polymerase gewdhrleistet werden, welcher bei héheren Temperaturen
denaturiert und somit erst dann die Polymerase freigibt. Auch kénnen dem Reaktionsgemisch
Wachskiigelchen beigemengt werden, welche erst, nachdem diese geschmolzen sind, die fir die

Reaktion wichtigen Mg2+—lonen freisetzen. [45]

Desoxynukleotide (ANTPs)

IM

Als ,Baumaterial” fiir die Synthese des komplementaren Strangs der Template-DNA werden

Desoxynukleotide in ausreichender Menge im Reaktionsgemisch benétigt.

Puffer

MgCl, ist ein wichtiger Bestandteil des Puffers und einer der kritischsten Komponenten im
Reaktionsgemisch fir eine erfolgreiche PCR. Die Konzentration an Magnesiumionen kann sowohl
die Spezifitat als auch die Effizienz der Reaktion maRgeblich beeinflussen. Standard-Puffer
enthalten meist eine Konzentration von 1,5mM an MgCl,. Mg2?*-lonen und dNTPs sollten in
aquimolaren Verhaltnissen im Reaktionsgemisch vorliegen. Weitere Komponenten des Puffers
sind meist Tris-HCI (Tris(hydroxymethyl)aminomethanhydrochlorid), KCI (Kaliumchlorid) und
Gelatine. [46]

Oligodesoxynukleotide (Primer)

Zur Durchfiihrung einer erfolgreichen PCR sind ein Forward- und ein Reverse-Primer notwendig.
Diese binden an die komplementaren Strange der Template-DNA. Bei Kenntnis der DNA-Sequenz,
welche amplifiziert werden soll, ist es moglich, passende Primer zu entwerfen. Hier gibt es
zahlreiche Softwarelosungen zur Unterstiitzung beim Primerdesign. Im Rahmen dieser Arbeit

wurde das Primerdesign mit PyroMark Assay Design 2.0.1.15 von Qiagen durchgefiihrt. Genauere
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Informationen zum Design der Primer und der dafiir verwendeten Software sind in Abschnitt 4.1

und Abschnitt 5.3.2 angefihrt.

Ein guter Primer sollte die folgenden Eigenschaften besitzen:

e Er sollte eine Lange von 16-30 Nukleotiden besitzen, um eine ausreichende Spezifitat flr
die Bindung an genau eine bestimmte Zielregion der Template-DNA zu haben.

e Ersollte eine moglichst gleichmaRige Verteilung der vier verschiedenen Desoxynukleotide
besitzen, aus denen er sich zusammensetzt. Repetitive Sequenzen sollten vermieden
werden.

e Am 3‘-Ende des Primers sollten nicht mehr als maximal drei Cs bzw. Gs vorkommen, um
eine Fehlpaarung in CG-reichen Regionen zu verhindern. Das 3‘-Ende sollte auch keine
Sequenz besitzen, die eine Bindung mit sich selbst oder anderen Primern in dem
Reaktionsgemisch erlauben (Primerdimere).

e Ein Primer sollte auch nicht Sekundarstrukturen, wie zum Beispiel Haarnadelschleifen

ausbilden kénnen, auch Homo-und Heterodimere sollen vermieden werden.

Die Moglichkeit einer Fehlpaarung der verwendeten Primer kann auch {ber die
Annealingtemperatur beeinflusst werden. So sinkt die Wahrscheinlichkeit einer Fehlpaarung mit
steigender Annealingtemperatur, jedoch sinkt im gleichen Malle auch die Ausbeute an PCR-
Produkt. Die Auswahl einer geeigneten Annealingtemperatur orientiert sich meistens an der
Schmelztemperatur (T,,). Ty, ist jene Temperatur, bei der 50% des Primers nicht mehr an die

Template-DNA binden. Die geeignete Annealingtemperatur liegt meist etwa 5°C unter T,,. [45]

Der Ablauf
Eine PCR besteht aus drei verschiedenen Schritten, welche sich durch unterschiedliche
Temperaturen voneinander abgrenzen. Die verschiedenen Phasen sind in Abbildung 10

veranschaulicht.

1. Denaturierungsschritt
Wahrend des Denaturierungsschrittes wird die Probe auf 94-96°C erhitzt. Hierbei trennt sich der
Doppelstrang einer Template-DNA in seine zwei durch Wasserstoffbriicken verbundenen

Einzelstrange auf.
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2. Annealingschritt

Im Anschluss an den Denaturierungsschritt wird die Temperatur rasch auf die
Annealingtemperatur von 55-65°C gesenkt, um eine Hybridisierung der DNA-Einzelstrange mit
den im Uberschuss vorhandenen Primern zu ermdglichen. Hierbei binden die Primer an deren
komplementare Sequenzen der Template-DNA. Da dieser Schritt sehr schnell passiert, ist es den
langen Einzelstrangen der Template-DNA nicht moglich, sich in der kurzen Zeitspanne wieder zu
einem Doppelstrang zu verbinden. Wahrend des Annealingschrittes beginnt bereits die Tag-
Polymerase aktiv zu werden und die gerade an die Template-DNA gebundenen Primer zu
verlangern. Sollte die Annealingtemperatur zu niedrig gewahlt werden, kann dieser Prozess zu

Spezifitatsproblemen fihren.

3. Elongationsschritt

Im Anschluss wird die Temperatur auf 72°C angehoben. 72°C ist die optimale Temperatur fir die
hitzestabile Tag-Polymerase, welche, von den gebundenen Primern ausgehend, den jeweils
komplementaren Strang synthetisiert. Das Produkt sind Doppelstriange, welche der Ausgangs-DNA

gleichen. [45]

Polymerase chain reaction - PCR

TiatL) /
Template-DNA 5 3 5 34 / - \
» o mnml = nnvml P
5* 3 = ; 2
L4 ? ’/, i 3 ~ 2K “"I.I. %
5 3 ek 4
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b hhhdhdd o o
3 5 b 22222 i
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Primer 3 5 ¥ 5 <
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Nukleotid \ lﬂl il
\

@)0enaturierung bei94-96°C
© Hybridisierung bei 55 -65°C
o Elongation bei 72°C

Abbildung 10 Gezeigt ist der chronologische Ablauf einer PCR. 1. Denaturierung Das Reaktionsgemisch wird auf 94-
96°C erhitzt. Es kommt zur Auftrennung des Doppelstranges der Template-DNA. 2. Hybridisierung (Annealing) Bei
einer Temperatur von 55-65°C binden die Primer an die Template-DNA. 3. Elongation Die Tag-Polymerase
synthetisiert die komplementéaren Strange der Template-DNA. Schritt 1-3 werden zyklisch wiederholt. (verdndert
nach [47])
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Laut der Theorie verdoppelt sich die Anzahl an Template-DNA mit jedem durchgefihrten Zyklus.
Dies ergibt bei n durchgefiihrten Zyklen eine Anzahl von 2™ DNA-Molekilen und entsprache 100%
Effizienz, welche in der Praxis jedoch nicht erreicht wird. Der Verlauf einer PCR ist gekennzeichnet
durch den Beginn mit einer exponentiellen Zunahme an DNA-Molekiilen, gefolgt von linearem
Wachstum der DNA-Menge bis hin zu einem Plateau, ab welchem keine weitere Zunahme mehr
erfolgt. Griinde fiir die Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit sind unter anderem die nur
begrenzt zur Verfligung stehenden Bausteine, welche fiir die Reaktion benétigt werden und der
Verlust an Aktivitat der Polymerase durch im Verlauf der Reaktion entstehendes Pyrophosphat.
Die verschiedenen Phasen sind in Abbildung 16 ersichtlich.

Zur Detektion der PCR-Produkte gibt es viele verschiedene Mdglichkeiten. Im Rahmen dieser
Arbeit sind die Agarose-Gelelektrophorese (3.1.4) und die Messung der Fluoreszenz bei der RT-

PCR (3.2.2) verwendet worden. [46]

3.1.3 Pyrosequenzierung (PSQ)

Die Pyrosequenzierung gehort zu den sogenannten ,Sequencing by Synthesis” (SBS)-Methoden,
bei denen die Sequenz einer Proben-DNA wahrend der Synthese des komplementaren Stranges
in Echtzeit verfolgt werden kann. Ermoglicht wird dies durch Enzymgekoppelte Reaktionen,
welche in Verbindung mit Chemilumineszenzmessungen verfolgt werden kénnen. [48] Damit eine
Pyrosequenzierung durchgefihrt werden kann, muss die gewiinschte DNA-Sequenz zuerst mittels
PCR amplifiziert werden. Fir eine erfolgreiche Pyrosequenzierung ist es unbedingt erforderlich,
lediglich einen Einzelstrang der zu untersuchenden DNA vorliegen zu haben. Hierfiir wird einer
der beiden in der PCR verwendeten Primer biotinyliert. Ist ein Primer (entweder Forward-Primer
oder Reverse-Primer) biotinyliert, so kann man im Anschluss die Anziehungskrafte zwischen Biotin
und Streptavidin nutzen, um die biotinylierten Einzelstrange aufzureinigen und somit vom Rest
der sich in der Probe befindlichen DNA-Strange zu trennen. Hierflr wird die DNA mit Hilfe des
kovalent gebundenen Biotins an Streptavidin Beads immobilisiert und durch mehrere
Reinigungsschritte vom Rest abgetrennt. Die einzelstrangige DNA kann im Anschluss genutzt
werden, um die eigentliche Sequenzierung durchzufiihren.

Biotin ist ein wasserl6sliches Vitamin, welches zu den B-Vitaminen gezahlt wird. [49] Biotin wird
sehr spezifisch von Streptavidin beziehungsweise Avidin gebunden. Diese Eigenschaft macht man
sich zu Nutze, indem man zuerst das gewiinschte Molekiil kovalent an Biotin binden lasst. Dieser

Vorgang wird Biotinylierung genannt. Das so biotinylierte Molekiil kann dann durch die nicht-
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kovalente Kopplung an Streptavidin Beads aufgereinigt werden. Streptavidin kommt in
Streptomyces avidinii, einem Bakterium der Streptomyceten, vor und besitzt 4 Bindungsstellen fir

Biotin. [50]

Fiir die Pyrosequenzierung werden eine einzelstrangige DNA, deren Sequenz untersucht werden
soll, ein passender Sequencing-Primer, der an der gewiinschten Stelle der Template-DNA bindet,
sowie einige Enzyme (DNA-Polymerase, Luciferase, ATP-Sulfurylase, Apyrase) und Substrate

(Luciferin, Adenosin-5‘-Phosphosulfat (APS)) benétigt.

Die Reaktion

Die Reaktion beginnt mit einem Annealingschritt, in welchem der Sequencing-Primer an die
einzelstrangige Template-DNA bindet. Im Anschluss wird eines von vier moglichen
Desoxynukleotiden (dNTPs) hinzugefiigt. Ist dieses Desoxynukleotid komplementar zur Vorlage
der Template-DNA, so wird es von der DNA-Polymerase eingebaut. Beim Einbau wird ein
Diphosphat (Pyrophosphat, PP,) abgespalten. Das abgespaltene Diphosphat reagiert, durch die
Sulfurylase katalysiert, mit dem APS zum ATP. Das so entstandene ATP wird von der Luciferase
verwendet, um Luciferin mittels oxidativer Decarboxylierung zum Oxyluciferin umzuwandeln.
Hierbei kommt es zu einer Lichtreaktion, ausgelost durch Chemilumineszenz, welche detektiert
werden kann. [43] Der Prozess ist in Abbildung 11 dargestellt. Die Intensitdt des gemessenen
Lichts ist hierbei direkt proportional zur Anzahl der eingebauten dNTPs und somit durch die Hohe
der entsprechenden Peaks ablesbar. Bevor das nachste dNTP eingebaut werden kann, missen die
Gbriggebliebenen dNTPs zu dNDPs (Desoxynukleosid-Diphosphate) abgebaut werden. Dies
bewerkstelligt die Apyrase durch Hydrolyse. Da die Lichtreaktion des neu gebildeten ATPs
wesentlich rascher verlauft als die durch die Apyrase induzierte Abbaureaktion, beeintrachtigt
dies nicht das Ergebnis. [45] Da dATP fir die Lichtreaktion der Luciferase verwendet wird, wiirde
der Einsatz von dATP als dNTP die erhaltenen Signale verfédlschen. Deswegen wird stattdessen
Desoxyadenosin-a-Thiotriphosphat (dATP-a-S) verwendet. Der Einbau von dATP-a-S in den neu
synthetisierten Strang flhrt zu einer Lichtreaktion héherer Intensitat als bei den anderen dNTPs.

Dies sollte bei der Auswertung eines Pyrogrammes berlicksichtigt werden. [48,51]
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Abbildung 11 Gezeigt sind die wahrend einer Pyrosequenzierung
ablaufenden Reaktionen. Beim Einbau eines zur Template-DNA
komplementaren Desoxynukleotids wird ein Diphosphat
(Pyrophosphat,PP;) abgespalten. Das abgespaltene Diphosphat
reagiert, durch die Sulfurylase katalysiert, mit dem APS (Adenosin-5‘-
Phosphosulfat) zum ATP. Das so entstandene ATP wird von der
Luciferase verwendet, um Luciferin mittels oxidativer
Decarboxylierung zum Oxyluciferin umzuwandeln. Hierbei kommt es
zu einer Lichtreaktion, ausgeldst durch Chemilumineszenz, welche
detektiert werden kann. (verdndert nach [43])

In Kombination mit der Bisulfitkonvertierung, welche in Abschnitt 3.1.1 erlautert wurde, kann die
Pyrosequenzierung genutzt werden, um den Methylierungsstatus einzelner CpGs in kurzen DNA-
Sequenzen zu bestimmen, da zwischen Cytosin und 5-Methylcytosin unterschieden werden kann.
Mit Ausnahme der variablen Positionen, an denen entweder ein Cytosin fiir ein methyliertes oder
ein Thymin fur ein unmethyliertes Cytosin eingebaut wurde, ist die Sequenz der Template-DNA
bekannt. In einem Forward-Assay ist der Reverse-Primer biotinyliert und somit wird der Reverse-
Strang der Template-DNA immobilisiert und vom Rest des Reaktionsgemisches abgetrennt. Der
zugehorige Sequencing-Primer bindet an den Reverse-Strang und im Rahmen der Sequenzierung
wird der Forward-Strang synthetisiert. An den variablen Positionen werden somit entweder ein
Cytosin oder ein Thymin eingebaut. Bei einem Reverse-Assay tragt der Forward-Primer der PCR
das Biotin. Somit wird der Forward-Strang der Template-DNA an die Streptavidin Beads gebunden
und aufgereinigt. Der Sequencing-Primer dient somit als Startpunkt fur die Synthese des Reverse-
Stranges. In diesem Fall wird an den variablen Positionen entweder ein Guanin oder ein Adenin
eingebaut. Der Methylierungsstatus eines CpGs ergibt sich aus dem Verhiltnis eingebauter C/T in
einem Forward-Assay bzw. aus dem Verhiltnis G/A in einem Reverse-Assay. Die beiden

Moglichkeiten sind in Abbildung 12 und Abbildung 13 gegenibergestellt.
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Forward AGCTCGATCGCRTCGATCGGCTAGCT
PCR primer | it I

- Biotinylierter Reverse-
TCGAGCTAGCGYAGCTAGCCGE biotin Primer

Probenvorbereitung

Forward Sequencing- Primer e
vy ,
TCGC —- / Streptavidin-
I I AT s coated
TCGAGCTAGCGYAGCTAGCCGATCGA — bistin®, bead

Biotinylierter Reverse-Strang

Abbildung 12 Gezeigt ist ein Forward-Assay. Bei einem Forward-Assay ist der Reverse-Primer
biotinyliert (rot). Damit bleibt der Reverse-Strang der Template-DNA fir die Pyrosequenzierung

erhalten (rot). Der Sequencing-Primer ist der Startpunkt fiir die Synthese des Forward-Stranges
(blau), welche in Echtzeit verfolgt wird.

biotin —AGCTCGATCGCRTCGATCGGCTAGET
TTTIr IR

Reverse
TCGAGCTAGCGYAGCTAGCCGATCGA PCR primer
Probenvorbereitung
Biotinylierter Forward-Strang
7 \blﬂt'"—AGCTCGATCGCRTCGATCGGCTAGCT
/ Streptavidin- " ]
{ coated ] -—AGCT Reverse Sequencing- Primer
bead
—

Abbildung 13 Gezeigt ist ein Reverse-Assay. Bei einem Reverse-Assay ist der Forward-Primer
biotinyliert (orange). Damit bleibt der Forward-Strang der Template-DNA fiir die
Pyrosequenzierung erhalten (rot). Der Sequencing-Primer ist der Startpunkt fur die Synthese
des Reverse-Stranges (blau), welche in Echtzeit verfolgt wird.

Grenzen der Methode
Die Bestimmungsgrenze (limit of quantification, LOQ) des in dieser Arbeit verwendeten
Pyrosequenzier-Gerdts liegt bei einem Methylierungsstatus von 5%, die obere

Bestimmungsgrenze (upper limit of quantification, ULOQ) bei einem Methylierungsstatus von

95%. [52]
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Die DNA-Sequenz, welche untersucht wird, sollte eine maximale Lange von 140bp besitzen. Die
Limitierung der Lange ist vor allem durch die, wahrend jedes Zyklus entstehenden Nebenprodukte
bedingt, welche die Auflosung der Ergebnisse verschlechtern. [53] Die Pyrosequenzierung
langerer Amplikons kann jedoch mit Hilfe von Tandem-Assays realisiert werden. Hier werden
mehrere, unterschiedliche Sequencing-Primer in aufeinanderfolgenden Pyrosequenzierungen an
derselben Template-DNA eingesetzt. [54] Der erhaltene Methylierungsstatus einzelner CpGs ist
jeweils der Mittelwert aller der Pyrosequenzierung zuganglichen DNA-Strange. Eine weitere
Limitierung ist die Abnahme der Sensitivitdt bei Homopolymeren. In der untersuchten Sequenz
sollte nach Moglichkeit ein Nukleotid nicht haufiger als fiinf bis acht Mal hintereinander

vorkommen. [48]

Starken der Methode

Eine Stdrke der Pyrosequenzierung ist die Moglichkeit der Bestimmung heterogener
Methylierungsmuster einer DNA-Sequenz, aufgeldst nach einzelnen CpGs. Dies ist weder bei einer
Sequenzierung bisulfitkonvertierter DNA nach Sanger noch bei einem MS-HRM (Methylation-
Sensitive High Resolution Melting) Assay moglich. [55] Wéahrend bei einer Pyrosequenzierung der
durchschnittliche Methylierungsstatus einzelner CpGs ermittelt werden kann, kann bei einer MS-
HRM lediglich der durchschnittliche Methylierungsstatus eines Amplikons mit Standards, deren

durchschnittlicher Methylierungsstatus bekannt ist, verglichen werden. [56]

Das Primerdesign

Fir eine Pyrosequenzierung sind, wie schon besprochen, drei verschiedene Primer von Noten, ein
Forward- und ein Reverse-Primer fiir die Amplifikation mittels PCR, wobei einer der beiden Primer
biotinyliert sein muss, und ein Sequencing-Primer, der innerhalb der zuvor amplifizierten DNA
bindet und den Startpunkt der anschlieBenden Pyrosequenzierung darstellt. Bei der Auswahl von

fir die Reaktion geeigneten Primern gibt es mehrere Aspekte zu beachten. [51]

e Die Lange des Amplikons sollte 350bp nicht libersteigen. Die Lange der Sequenz, die
pyrosequenziert wird, sollte nicht langer als 140bp sein.

e Innerhalb der Primerbindungsstellen sollten nach Méglichkeit keine CpGs vorkommen,
da dies eine ungleichmaRige Amplifikation methylierter und unmethylierter Proben-DNA
zur Folge haben koénnte, was in einem fehlerhaften Methylierungsstatus resultieren

wirde.
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e Lange homopolymere bzw. repetitive Sequenzen sollten nicht als Primerbindungsstellen
verwendet werden.

e Potenzielle Primer sollten auf die Wahrscheinlichkeit der Ausbildung von Homo- und
Heterodimeren, aber auch Sekundarstrukturen gepriift werden. Hierzu gibt es geeignete
Software. Die Software, welche im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde, ist in
Abschnitt 5.6.1 angegeben.

e Die optimale Lange der Primer fiir die PCR liegt bei 20-35bp. Der Sequencing-Primer sollte
16-24bp lang sein. Die Schmelztemperaturen der PCR-Primer sollten nicht mehr als 2°C
Differenz aufweisen.

e Als Kontrolle fiir eine erfolgreich durchgefiihrte Bisulfitkonvertierung ist es von Vorteil,
wenn die Sequenz der PCR-Primer Thymin enthélt, welches aus einem Austausch von C
zu T, bedingt durch die Bisulfitkonvertierung, entsteht und nicht Teil eines CpGs ist.

e Der Sequencing-Primer sollte innerhalb des Amplikons nur einmal binden kénnen und die

Bindungsstelle sollte keine CpGs beinhalten.

Auswertung eines Pyrogramms

Die mit dem PyroMark Q24 (Qiagen®) erhaltenen Pyrogramme setzen sich aus dem Pyrogramm
selbst und einem auf Basis der eingegebenen Sequenz erwarteten Histogramm zusammen. Auf
der X-Achse des Pyrogramms als auch des Histogramms ist die Nukleotidabfolge (dispensation
order) der eingegebenen Sequenz aufgetragen. Auf der Y-Achse ist im Histogramm die erwartete
Anzahl der Nukleotide aufgetragen, wahrend es im Pyrogramm die Signalhdhe in Form von Peaks
ist. Ein Beispiel fur solch ein Pyrogramm mit zugehdrigem Histogramm ist in Abbildung 14
ersichtlich. Uber den variablen Positionen ist der Methylierungsstatus in Prozent aufgetragen. Die
variablen Positionen sind in dem Pyrogramm blau hinterlegt. Fur die Zuverlassigkeit des
Methylierungsstatus wird ein Farbcode verwendet. Blau weist auf ein sehr zuverlassiges Ergebnis
hin (,passed”), gelb auf ein zuverlassiges (,check”) und rot auf ein unzuverlassiges Ergebnis
(,,failed”). [52]

Der orangefarbene Balken bei Position 34 ist die Kontrolle fiir eine funktionierende
Bisulfitkonvertierung. Bei einem Forward-Assay ist, wie schon erértert, der Reverse-Primer
biotinyliert. Ein Cytosin, auf das kein Guanin folgt, ist Gblicherweise nicht methyliert und sollte
somit durch die Bisulfitbehandlung mit anschlieBender PCR vollstindig zu einem Thymin
konvertiert sein. Somit sollte an dieser Position nach einer erfolgreichen Bisulfitkonvertierung nur
noch ein Thymin und kein Cytosin mehr vorhanden sein. Bei einem Reverse-Assay gilt dies fir

Adenin, welches sich bei vollstiandiger Bisulfitkonvertierung an Stelle von Guanin an dieser
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Position befinden muss. Bei der Bisulfitkontrolle wird an dieser Position je nach Assay die zu
Cytosin oder zu Guanin komplementare Base hinzugefiigt. Ware die Bisulfitkonvertierung nicht

vollstandig verlaufen, so wiirde ein Peak sichtbar sein. [51]

C5 GGGTGGGGYGGATYGYGTGYGTTYGGYGGTIGYG
2% 2% 1% 1% 2% 1% 1%

1]+ USRI [UURURRRY R . .. ... SRR . ... .. NRURURRRRRRN . ... ... SRURRRURCRRURRRRR ... .. .. SRR

alll. v iy v by
TCGTATCTAGTCGTAGTC GTCGCTAGTC
5 10 15 20 25 30 35

Abbildung 14 Exemplarisches Pyrogramm mit zugehorigem Histogramm. Auf der X-Achse ist die Nukleotidabfolge
(dispensation order) aufgetragen, auf der Y-Achse des Histogramms die erwartete Nukleotidanzahl, auf jener des
Pyrogramms die Intensitat der Lichtreaktion. Bei unvollstdandiger Bisulfitkonvertierung wiirde im orangefarbenen Feld
bei Zugabe eines dCTPs ein Peak auftreten. Die Zuverldssigkeit der erhaltenen Daten ist in einem Farbcode
angegeben. (Blau= sehr zuverlassig, gelb= zuverlassig, rot= unzuverlassig)

3.1.4 Agarose-Gelelektrophorese
Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine einfache und effektive Methode, um DNA-Fragmente

einer Lange von 0,5 bis 25kb aufzutrennen und zu identifizieren.
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Prinzip

Agarose wird in Elektrophoresepuffer aufgekocht und mit Hilfe eines Kammes und eines
Gelschlittens wird ein Gel mit Taschen gegossen, welches man im Anschluss ausharten lasst. Das
ausgehadrtete Gel wird in eine Elektrophoresekammer gegeben und mit Elektrophoresepuffer
bedeckt. Nun kénnen die Taschen mit Hilfe einer Pipette mit DNA beladen werden und im
Anschluss wird eine Spannung zwischen 50 und 150 Volt angelegt. Wird das Gel mit einem
Farbstoff gefarbt, so kann es im Anschluss unter UV-Licht betrachtet und ausgewertet werden.
Als Elektrophoresepuffer wird meist ein TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer), oder ein TBE-Puffer
(Tris-Borat-EDTA-Puffer) verwendet. Wahrend sich ein TAE-Puffer gut fir eine anschlieRende
Aufreinigung der DNA eignet, ist er mit einer geringen Spannung (0,5-5V/cm Elektrodenabstand)
zu betreiben, was eine lange Laufzeit der Elektrophorese bedeutet. Der TBE-Puffer hingegen kann
mit Uber 10V/cm betrieben werden, es ist jedoch problematisch, die DNA aus dem Gel zu
praparieren.

Standardagarosen werden in Konzentrationen von 0,5-2% verwendet. Hiermit lassen sich
FragmentgrofRen von 0,2 bis 20kb voneinander trennen. Um kleinere Fragmente aufzutrennen,
kénnen Spezialagarosen, die eine hohere Konzentration (2-4%) zulassen, verwendet werden. [45]
Durch die Siebstruktur der Agarose werden kleinere DNA-Fragmente weniger stark retardiert als
grofRe und laufen somit schneller durch das Gel. Dabei ist die Laufstrecke der DNA umgekehrt
proportional zum Logarithmus ihrer Fragmentlange. Dieser mathematische Zusammenhang ist
jedoch begrenzt, da sich die DNA ab einer Lange Gber 20kb, bedingt durch die lange Laufzeit, im
elektrischen Feld der Lange nach ausrichtet und somit ungehindert durch das Gel wandert. [45]

Dieser Effekt ist in Abbildung 15 dargestellt.

Fragmentldnge der DNA [kb]

f=
1 2 3 4 5 Laufstrecke [cm]

Abbildung 15 Logarithmischer Zusammenhang der
Fragmentlange einer DNA in kb und deren
Laufstrecke in einem Agarosegel in cm. Zu sehen
ist das Ende dieser mathematischen Beziehung mit
steigender Fragmentlange, was eine Auftrennung
ab einer Fragmentlange von 20kb unmaglich
macht. Je nach Elektrophoresepuffer,
Agarosekonzentration und angelegter Spannung
tritt die Einbuchtung des Graphen zwischen 3-8kb
auf. (verandert nach [45])
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Um die aufgetrennten DNA-Fragmente im Gel sichtbar zu machen, muss dieses gefarbt werden.
Die haufigste Methode ist die Farbung mit Ethidiumbromid (EtBr). EtBr wird mit Licht einer
Wellenldange von 302 bzw. 366nm angeregt und emittiert nach Interkalation in die
doppelstrangige Proben-DNA Licht einer Wellenldange von 590nm. [57] Daflr kann das Gel
entweder nach erfolgter Elektrophorese in einen mit EtBr ([EtBr]=0,5ug/mL) versetzten
Elektrophoresepuffer fiir 30 Minuten eingelegt werden, oder EtBr wird bereits bei der Zubereitung
des Gels zugegeben. Mittlerweile werden jedoch viele weitere Farbstoffe wie SYBR Green® oder
RedSafe® von diversen Herstellern angeboten. Um die Beladung der Geltaschen mit DNA zu
erleichtern, wird meist noch ein Probenpuffer (loading buffer) beigemengt. Dieser erhéht die
Dichte der DNA-LOsung im Vergleich zum Elektrophoresepuffer und sorgt somit fiir einen Verbleib

der DNA-LGsung in den Geltaschen bis zum Beginn der Elektrophorese. [45]

3.2 Analyse der Genexpression

3.2.1 cDNA-Herstellung mittels reverser Transkriptase

Unter einer cDNA (complementary DNA, komplementdre DNA) versteht man eine mittels reverser
Transkriptase aus einer RNA synthetisierte DNA. Die Herstellung der cDNA erfolgt durch dieselbe
Strategie, welche auch schon bei der PCR Anwendung findet. Hier wird jedoch anstatt einer
hitzestabilen DNA abhdngigen Polymerase (Tag-Polymerase) eine reverse Transkriptase
verwendet. Wird die cDNA aus einer mRNA hergestellt, so besitzt die daraus resultierende cDNA
keine Introns.

[58,59]

3.2.2 Real-Time PCR

Die Real-Time PCR (RT-PCR) ist eine Erweiterung der herkdmmlichen PCR, welche es erméglicht,
die im Laufe der Reaktion amplifizierte DNA in Echtzeit zu detektieren und zu quantifizieren. Somit
ist es heute nicht mehr notwendig, die PCR nach jeweils 5 Zyklen zu unterbrechen, ein Aliquot zu
entnehmen und anschlieRend eine Agarose-Gelelektrophorese durchzufiihren, um die verschie-
denen Stadien der Amplifikation verfolgen zu kénnen. Ermoglicht wird die Verfolgung der Ampli-
fikation in Echtzeit durch Zugabe eines fluoreszierenden Farbstoffes. Als Farbstoffe werden EtBr,
YO-PRO-1 und SYBR Green® verwendet. Wird SYBR Green® mit Licht einer Wellenlange von 494nm

angeregt, emittiert es Licht im Bereich von 521nm. Dabei ist die Menge des emittierten Lichts
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proportional zur Menge der vorhandenen DNA. Die Messung der Fluoreszenz wird liblicherweise,
wahrend jenem Schritt der PCR vorgenommen, welcher die niedrigste Temperatur aufweist. Meist
ist dies der Annealingschritt. [60]

Zur Quantifizierung der DNA-Menge wird die Kinetik der PCR ausgenutzt. Wie schon in Abschnitt
3.1.2 beschrieben, findet wahrend der ersten Zyklen eine exponentielle Vermehrung der DNA-
Fragmente statt. In weiterer Folge findet durch stetig steigende stérende Einfllisse wie die Entste-
hung von Pyrophosphat, welches die Reaktion hemmt, oder eine Verknappung von Primern und
Nukleotiden eine Verlangsamung zu einem linearen Wachstum statt, welches letztendlich in ei-
nem Plateau endet. [45] Eine solche Amplifikationskurve ist in Abbildung 16 dargestellt. Wahrend
der exponentiellen Phase ist es moglich, den Threshold-Cycle (Ci-Wert) zu bestimmen. Der
Threshold-Cycle wird in einem Bereich der Kurve ermittelt, in dem das erhaltene Fluoreszenzsignal
bereits deutlich erkennbar ist, sich also vom Hintergrundrauschen abhebt, aber die exponentielle
Phase noch stattfindet. Nach Abschluss der exponentiellen Phase gdbe es Faktoren, welche eine
exakte Messung der Quantitat erschweren wiirden. So steigt beispielsweise die Moglichkeit einer

Hybridisierung von Produktfragmenten. [45,61]

Die Ermittlung von Ci-Wert wird verwendet, um die Expressionsraten von Genen miteinander ver-
gleichen zu kénnen. Um die Expressionsrate eines Gens quantifizieren zu kénnen, wird diese mit
einem sogenannten Housekeeping-Gen verglichen. Housekeeping-Gene zeichnen sich dadurch
aus, dass sie standig, und dies unabhangig von dulleren Einfllissen, transkribiert werden. Meist
codieren sie fiir Gene, oder RNA-Molekiile, die fiir die reguldre Aktivitat von Zellen essenziell sind.
Sie werden auch als konstitutiv exprimierte Gene bezeichnet und codieren haufig fiir Enzyme des

Intermediarstoffwechsels von Zellen, wie beispielsweise dem Glukose-Stoffwechsel. [62,63]
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Abbildung 16 Exemplarische Amplifikationskurve mit dazugehériger Threshold-Linie. Auf der Y-Achse ist die im
Laufe der Reaktion detektierte normalisierte Fluoreszenz aufgetragen. Auf der X-Achse ist die Zyklenzahl der PCR zu
sehen. Die Threshold-Linie (rot) wird in der exponentiellen Phase der Reaktion gesetzt, in der sich das
Fluoreszenzsignal eindeutig vom Hintergrundrauschen unterscheidet. Die exponentielle Phase geht durch mit der
Zeit immer ausgepragter werdende Storfaktoren in ein lineares Wachstum Uber, welches schlieBlich zum Stillstand
kommt (Plateauphase)

3.2.3 Der 2 4AC-wert
Der AAC.-Wert ist eine Moglichkeit, die Quantitdt von Genexpressionsprodukten mehrerer
Proben relativ zu vergleichen. Hierzu wird ein Housekeeping-Gen bendtigt. Zunéchst wird der vom
Housekeeping-Gen erhaltene C;-Wert von jenem der Probe abgezogen. Dadurch erhédlt man den
AC-Wert. Der gleiche Vorgang wird mit einer Probe, welche als Referenz fiir die Messreihe dient,
durchgefihrt. Im Anschluss wird nun die Differenz der zwei erhaltenen AC.-Wert ermittelt
(AAC-Wert). Die so erhaltene Differenz wird in die folgende Formel eingesetzt. Wird mit weiteren

Proben genauso verfahren, kénnen die erhaltenen 2-22Ct-Werte miteinander verglichen

werden. [64,65]

AC, (Probe) zu AC, (Referenzprobe) = 2724
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Methodenentwicklung

Alle folgenden Primer fiir die Amplifikation mittels PCR als auch fiir die anschliefende
Pyrosequenzierung zur Untersuchung der Methylierungsstatus der sich in der Promotorregion und
Exon 2 befindenden CpGs von CDKN2A wurden mit der Software PyroMark Assay Design 2.0 von
Qiagen entworfen. Die grobe Abschatzung der Schmelztemperatur der Primer wurde mit dem
Oligonucleotide Properties Calculator 3.26 der Northwestern University vorgenommen.
AulRerdem wurden die entworfenen Primer mittels RNAfold der Universitat Wien auf die Bildung
moglicher storender Sekundarstrukturen untersucht. Die Bildung von Homo-bzw. Heterodimeren

wurde mittels OligoAnalyzer 3.1 der Firma IDT® (Integrated DNA Technologies) getestet.

4.1.1 Primer fiir die Promotorregion

Die von dem Forward-Primer und Reverse-Primer umschlossene Sequenz beinhaltet 75
Basenpaare und sieben CpGs. Die Primer bzw. ihre Bindungsstellen sind in Abbildung 17
dargestellt. Die Promotorregion von CDKN2A ist in der Abbildung nach erfolgter
Bisulfitkonvertierung dargestellt.

Abbildung 18 zeigt die Darstellung der entworfenen Primer in jenem Programm (PyroMark Assay
Design 2.0 (Qiagen), in welchem sie entworfen wurden. Lange als auch Position der Primer wurden

so gewahlt, dass moglichst keinerlei Fehlpaarungen auftreten kénnen.

TTTEGAGTATTEGTTTACGGEGTTTTTTTGTTTGGAAAGATATEGCGGTTTTTTTAGAGGATTTGAGGGATAGG
GTEGGAGGGGGTTTTTTEGTTAGTATEEGAGGAAGAAAGAG NG EGEIICEIIGGIIAINAG A GGGTGGGG

GGTTGGTTGGTTATTAGA
CGGATCGCGTGLETTEGGLGGTTGEGGAGAGGGGGAGAGTAGGTAGEGGGEGGEGGGGAGTAGTATGGAG
TCGGEGGLGGGGAGTAGTATGGAGTTTTEGGTTGATTGGTTGGTTACGGTEGEGGTTEGGGGTEGGGTAGAG
GAGGTGEGGGEGTTGTTGGAGGEGGGGGEGTTGTTTAAGGTATEGAATAGTTABGGTEGGAGGTEGATTTAG
GTGGGT

Abbildung 17 Gezeigt sind Bindungsstellen der entworfenen Primer flr die Pyrosequenzierung eines Teils der
Promotorregion von CDKN2A [Forward-Primer (rot), Sequencing-Primer (gelb), Bindungsstelle des Reverse-Primers
(blau), CpGs (grin)]. Da sich Forward- und Sequencing-Primer Gberlappen, ist diese Sequenz zweifach dargestellt.
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Original Sequence Editnr] Converted Sequence Graphic View | Final Primer SEt]

110 120 120 140 150 160 170 180 130 200
1 L 1 1 1 1 1 1 L 1
- GAGGGGTTGGTTGGTTATTAG]
- GGTTGGTTGGTTATTAGA?
I
GG GAAAGAGGAGGGGTTGGTTGGTTAT TAGAGGGTGGGGCGGA T CGCGTGCG I TCGGCGG | TGCGGAGAGGGGGAGAGTAGGTAGLG
LR 0 S N A A
- CTETCCCECTETEATCCAT )
[ 2l
Frimer Set 0 Score: 58 > F17 |GAGGEETTGETTGETTATTAG
Genesal Warnings = |R1 \ TACCTACTCTCCCCCTCTC
= |s1 IGGTTGGTTGGTTATTAGA
PCR Product Forward PCR Primer, F17 Reverse PCR Primer, R1 Sequencing Primer, S1
Length, nt 75 21 19 18
Position, §- ¥ 118- 128 190 - 172 120 - 137
Warnings
Tm, °C 59.1 587 442
%GC 53.3 478 579 8.9
Sequence to Analyze GGGTGGGGYG GATYGYGTGY GTTYGGYGGT TGYGGAGAGG GGGAGAGTAG GTAG

Abbildung 18 Darstellung der entworfenen Primer fur die Promotorregion von CDKN2A mittels PyroMark® Assay
Design 2.0 (Qiagen®)

In Abbildung 19 sind die wichtigsten Informationen zu den entworfenen Primern fir die
Promotorregion zusammengefasst. Angegeben sind deren Sequenz, Lange, Schmelztemperatur,
aber auch die Wahrscheinlichkeit der Ausbildung von moglicherweise storenden
Sekundarstrukturen. Die Primer wurden so entworfen, dass eine Ausbildung von

Sekundarstrukturen moglichst vermieden wird.

Primer Sequenz Lange [nt] | T, [°Cl Sekundarstruktur

(RNAfold)

[N m

(Wahrscheinlichkeit der

Basenpaarung)
Forward- GAGGGGTTGGTTGGTTATTAG 21 59,5
Primer
Reverse- TACCTACTCTCCCCCTCTC 19 59,5
Primer

(biotinyliert)

Sequencing- | GGTTGGTTGGTTATTAGA 18 49,3

Primer

Abbildung 19 Ubersicht der Sequenz, Linge, Schmelztemperatur und Wahrscheinlichkeit der Ausbildung von
Sekundarstrukturen der entworfenen Primer fiir die Pyrosequenzierung der Promotorregion von CDKN2A
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4.1.2 PCR-Amplifikation

Zur Optimierung wurden verschiedene Parameter der PCR variiert. So wurden vier verschiedene
Temperaturen beim Annealingschritt der PCR getestet, als auch zwei verschiedene

Konzentrationen des eingesetzten Primerpaares.

Variation der Temperatur des Annealingschrittes

Eine Regel besagt, dass die optimale Annealingtemperatur in etwa 5°C unter der
Schmelztemperatur der verwendeten Primer liegt. Somit wurde die Methode mit
Annealingtemperaturen von 53,3°C, 55,1°C, 57,6°C und 59,5°C getestet, wobei 59,5°C der zuvor
mittels Software (Oligonucleotide Properties Calculator 3.26, Northwestern University) eruierten
Schmelztemperatur der Primer entspricht.

AulRerdem wurden zwei Master Mixes mit variierenden Primerkonzentrationen hergestellt. Die

experimentellen Informationen sind in Abschnitt 5.4.2.1 angefiihrt.

4.1.3 Gelelektrophorese

Wichtige Faktoren, um anschlieRend valide Messergebnisse zu erhalten, sind die Menge und
Reinheit an erhaltenem PCR-Produkt. Um die ideale Annealingtemperatur fiir eine méglichst hohe
Ausbeute an Produkt zu eruieren, wurde nach erfolgter PCR eine Gelelektrophorese durchgefiihrt.
Die PCR-Produkte wurden gemaR dem in Tabelle 1 ersichtlichen Beladungsschema auf ein 2%iges
Agarosegel aufgetragen. Die Gelelektrophorese wurde 62 Minuten bei U=120V laufen gelassen.

Das entstandene Elektropherogramm ist in Abbildung 20 gezeigt.
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Tabelle 1 Beladungsschema des Agarosegels zur Ermittlung der optimalen Bedingungen der Amplifikation mittels PCR

flr die Promotorregion von CDKN2A

Aufgabeposition =~ Annealingtemperatur[°C]

T, =59,5

T,=57,6

T,=55,1

Z2 © 00 Z2 o u zZz w N Z

=
N R

T,=53,3

15

16 T, =59,5

18
19 T,=57,6

21
22 T,=55,1

24
25 T,=53,3

[Primer]

200nM

400nM

Standard
25bp-DNA-Ladder
0%-Standard
100%-Standard
NTC
0%-Standard
100%-Standard
NTC
0%-Standard
100%-Standard
NTC
0%-Standard
100%-Standard
NTC
25bp-DNA-Ladder (verdiinnt)
0%-Standard
100%-Standard
NTC
0%-Standard
100%-Standard
NTC
0%-Standard
100%-Standard
NTC
0%-Standard
100%-Standard
NTC
25bp-DNA-Ladder
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P 1,0 G 0 S TGRS0 59,5'C  57,6°C: 551:Cs533:C

Abbildung 20 Ergebnis der Agarose-Gelelektrophorese zur Ermittlung der optimalen PCR Bedingungen.
Primerkonzentration: 200nM oder 400nM; Annealingtemperatur: 59,5°C, 57,6°C, 55,1°C oder 53,3°C.
Das Beladungsschema ist in Tabelle 1 angegeben.

Da fir PCR-Produkte, die bei einer Primerkonzentration von 400nM gebildet wurden, starkere
Banden erhalten wurden, was auf eine hohere Ausbeute hinweist, wurden alle folgenden
Experimente bei einer Primerkonzentration von 400nM durchgefihrt. Da bei einer
Annealingtemperatur von 59,9°C und 57,6°C keine Nebenprodukte entstanden sind, wurde die
Spezifitdt des Bindungsprozesses der Primer hier als am hochsten betrachtet. Die mit einer
Primerkonzentration von 400nM und einer Annealingtemperatur von 59,5°C bzw. 57,6°C

erhaltenen Produkte wurden im Anschluss sequenziert.

4.1.4 Pyrosequenzierung

Wie in Abbildung 21 gezeigt, flihrten beide Annealingtemperaturen zu validen Ergebnissen. Das
Peakmuster entsprach in samtlichen Pyrogrammen den jeweiligen Histogrammen. Die
Vertrauenswiirdigkeit des erhaltenen Methylierungsstatus war bei samtlichen CpGs gegeben. Da
die Annealingtemperatur von 59,5°C zu hoheren Peaks fiihrte, wurden die weiteren Analysen bei

dieser Annealingtemperatur durchgefihrt.
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C5: GGGTGGGGYGGATYGYGTGYGTTYGGYGGTTIGYG
2% 2% 1% 1% 2% 1% 1%

400 e

G TATCTAGTIUCGTATG
15 20

C& GGGTGGEEEYGGATYGYGTGYGT TYGGYGGTTGYG
23% 34% 33% 29% 100% 27% 20%

400k

F00F e [

L.

prronsafin ool o o e oo ol e Y YN | | SUOTIY | IOUUUOURY VY . A
G TATCTAGTCGTAGTCAGTCCTAGTOCGOCTAGTC

GTATCTAGTCGTASZG
10 15 20
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C7: GGGTGGGGYGGATYGYGTGYGTTYGGYGGTTGYG
2% 1% 1% 2% 3% 0% 0%

400

GTATCTAGTOCGTARZG
15 20

D C8 GGGTGGGGYGGATYGYGTGYGTTYGGYGGTTGYG
91% 7% 94% 92% 100% 31% 87%
T | O - oo ST ... SO ... SN - coooao RO ... (USRI ... . Y - o cocaa
<10l 1] ETTTRPTTIPY I

| |

- - T

G T TATCTAGTCGTAGTCAGTI CTAGTT CGTCTAGTC
5 10 15 20 25 30 35

g
L] NP TR ... SOOI . ..ol RN ., FORRRN .- ol SRR, . RN . . ;. SR - . . ;. A
ok R

1

0 AGTG(IS'E'CIGTATCTAGTCGTAG

5 10 15 20

Abbildung 21 Pyrogramme des unmethylierten und methylierten Standards, amplifiziert mit den entworfenen Primern
flr die Promotorregion von CDKN2A.

A Pyrogramm des unmethylierten Standards nach erfolgter PCR bei einer Annealingtemperatur = 59,5°C, B Pyrogramm
des methylierten Standards nach erfolgter PCR bei einer Annealingtemperatur = 59,5°C, C Pyrogramm des
unmethylierten Standards nach erfolgter PCR bei einer Annealingtemperatur = 57,6°C, D Pyrogramm des methylierten
Standards nach erfolgter PCR bei einer Annealingtemperatur = 57,6°C
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4.1.5 Primer fir Exon 2
Die vom Forward- und Reverse-Primer umschlossene Sequenz beinhaltet 230 Basenpaare.

Zwischen Sequencing-Primer und Reverse-Primer liegen 21 CpGs.

Abbildung 22 zeigt einen Teil von Exon 2 des Gens CDKN2A mit den entworfenen Primern bzw.
deren Bindungsstellen. Die Darstellung zeigt die DNA-Sequenz nach bereits erfolgter

Bisulfitkonvertierung.

ATTATTTT GTAGCGTTCGAGTGGLGGAGTTGTTGTTGTTTTACGGLGCGGAGTTTAA
TTGEGTCGATTTCGTTATTTTTATTCGATTCGTGTACGACGTTGTTCGGGAGGGTTTTTITGGATACGTTGGTGGTGTTGTATLGG
GTCGGGGLGLCGGTTGGACGTGLGCGATGTTTGGGGTLGTTTGTTECGTGGATTTGGTTGAGGAGTTGGGTTATCGCGATGT

Abbildung 22 Bindungsstellen der entworfenen Primer fir die Pyrosequenzierung eines Teils von Exon 2 in CDKN2A
[Forward-Primer (rot), Sequencing-Primer (gelb), Bindungsstelle des Reverse-Primers (blau), CpGs (griin)]

In Abbildung 23 sind die wichtigsten Informationen zu den entworfenen Primern fir die
untersuchte Region in Exon 2 zusammengefasst. Angegeben sind deren Sequenz, Lidnge,
Schmelztemperatur, aber auch die Wahrscheinlichkeit der Ausbildung von mdglicherweise
stérenden Sekundarstrukturen. Die Primer wurden so entworfen, dass eine Ausbildung von

Sekundarstrukturen moglichst vermieden wird.

Primer Sequenz Lange [nt] | T,,[°C] | Sekundarstruktur
(RNAfold)
mEaw w
(Wahrscheinlichkeit der
Basenpaarung)
Forward- GTTTTTTTTGGTAGGTTATGATGATGG 27 62,1
Primer
Reverse- ACCCAACTCCTCAACCAAATCC 22 62,1
Primer

(biotinyliert)

Sequencing- | GGAGTTGTTGTTGTTITTA 18 46,9

Primer

Abbildung 23 Ubersicht der Sequenz, Linge, Schmelztemperatur und Wahrscheinlichkeit der Ausbildung von
Sekundarstrukturen der entworfenen Primer fiir die Pyrosequenzierung der untersuchten Region in Exon 2 von CDKN2A
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4.1.6 PCR-Amplifikation

Variation der Temperatur des Annealingschrittes
Die Methode wurde bei Annealingtemperaturen von 58,4°C, 59,5°C, 61,0°C und 62,1°C getestet,

wobei 62,1°C der zuvor mittels Software abgeschatzten Schmelztemperatur der Primer entspricht.

Die experimentellen Informationen sind in Abschnitt 5.4.2.1 angefihrt.

4.1.7 Gelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurden gemalR dem Beladungsschema (Tabelle 2) auf ein 2%iges Agarosegel

aufgetragen. Die Gelelektrophorese wurde 62 Minuten bei U=120V laufen gelassen. Das

entstandene Elektropherogramm ist Abbildung 24 ersichtlich.

Tabelle 2 Beladungsschema des in Abbildung 24 gezeigten Agarosegels mit einem unmethylierten und einem
vollstdndig methylierten Standard zur Ermittlung der optimalen Bedingungen der Amplifikation mittels PCR fir die

Region in Exon 2 von CDKN2A

Aufgabeposition = Annealingtemperatur[°C] [Primer]
M
2
3 T, =62,1
N
5
6 T,= 61
N
200nM
8
9 Ty=59,5
N
11
12 T,=58,4
N
N
15
16 T, =62,1
N
18
19 T,= 61
N
400nM
21
22 Ty=59,5
N
24
25 T,= 58,4
N
M

Standard

25bp-DNA-Ladder
0%-Standard
100%-Standard
NTC
0%-Standard
100%-Standard
NTC
0%-Standard
100%-Standard
NTC
0%-Standard
100%-Standard
NTC

NTC
0%-Standard
100%-Standard
NTC
0%-Standard
100%-Standard
NTC
0%-Standard
100%-Standard
NTC
0%-Standard
100%-Standard
NTC
25bp-DNA-Ladder
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Abbildung 24 Ergebnis der Agarose-Gelelektrophorese zur Ermittlung der optimalen PCR Bedingungen.
Primerkonzentration: 200nM oder 400nM; Annealingtemperatur: 62,1°C, 61°C, 59,5°C oder 58,4°C. Das
Beladungsschema ist in Tabelle 2 angegeben.

Da fur PCR-Produkte, die mit einer Primerkonzentration von 400nM gebildet wurden, starkere
Banden erhalten wurden, wurden alle folgenden Experimente mit einer Primerkonzentration von
400nM durchgefiihrt. Da es bei der Annealingtemperatur von 62,1°C nicht zur Bildung von
Nebenprodukten kam, scheinen die Primer spezifisch an die Template-DNA gebunden zu haben.
PCR-Produkte, die mit einer Primerkonzentration von 400nM bei einer Annealingtemperatur von
62,1°C erhalten wurden, wurden im Anschluss sequenziert. Die dazugehorigen Pyrogramme sind

in Abbildung 26 ersichtlich.

Abbildung 25 zeigt ein Pyrogramm der vollstandigen Sequenz, welche mit den entworfenen
Primern amplifiziert wurde. Da diese jedoch mit 145bp sehr lang ist und die Sensitivitat als auch
die Zuverlassigkeit des ermittelten Methylierungsstatus mit zunehmender Lidnge abnahmen,

wurden fir die Auswertung der Ergebnisse nur die ersten elf CpGs herangezogen.

ca wrwvr',a(munrvrrvrA YGTTATTTITATTYGA Y(:'(YAYT—\Y('YTF’TYGGGL&GG"TTTTT‘ m‘.vr'?rrmcn v'fkwr{rvmrrrwvr"w r:.v"mvrvra'rr”rr»c‘,.’wrmr’rm'r
N ey 838 1008 (2o08) ey o ) o oss 858 B3y 24 e N el e

lef l.l “.00” 2000+

B T A G  CACT L AGTACTAGTEAGTETaTATTC e AT T oA T T ETATE TG ET CATC G AT C T ACT T AT TCATOATC T ETETaT CTaATCTACTCToET CACTECTETATCOTACTEACTCOATETEETETETAGTCTE
s 10 15 20 25 30 3s 40 as 50 55 60 6s 70 7S a0 L] %0 95 100 105 110 115 120 125 130 138 140 145

Abbildung 25 Vollstandiges Pyrogramm des methylierten Standards, amplifiziert mit dem entworfenen Primerpaar fiir die Region in Exon
2 von CDKN2A. Die untersuchte Region von Exon 2 umfasst 145bp und 21 CpGs. Da mit steigender Lange die Sensitivitat und
Zuverldssigkeit der erhaltenen Ergebnisse abnahmen, wurden lediglich die ersten elf CpGs fiir die Auswertung beriicksichtigt.
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A CE: YGGYGYGGAGTTTAATTGYGTYGATTTYGTTA ATTYGATTYGTGTAYGAYGTTGTTYGGGAGGG GGATAYGTTGGTGGTGTTGTATYGG
0% (1% [1% 1% 1% 1% 1% 1% 0% 1% 1%

600

S00

400

300k

200

(1]

GTCAGTCAGTCGAGTACTAGTCAGTCTGTAT TC TG TATTGATC TGTATCTGTGTGATCGTATCGTAGTCTGAGTT!
5 10 is 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

B C8: YGGYGYGGAGTTTAATTGYGTYGATTTYGT TA ATTYGATTYGTGTAYGAYGTTGTTYGGGAGGG GGATAYGTTGGTGGTGTTGTATYGG
96% | |97%| |96% 53%| [100% 100% SE% 55% B85% BE%R 55%
GoOL...... B ML g o~ THIIREE -~ SIS -~ S -~
L L R R R R PP TR
400
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200

100

GTCAGTCAGTCGAGTACTAGTCAGTCTGTAT TCTGTATTGATCTGTATCTGTGTGATCGTATCGTAGTCTGAGT TS
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

Abbildung 26 Pyrogramme des unmethylierten und vollstindig methylierten Standards, amplifiziert mit den
entworfenen Primern fiir die Region in Exon 2 von CDKN2A, welche zur Optimierung der Methode genutzt wurden.
A Pyrogramm des unmethylierten Standards nach erfolgter PCR bei einer Annealingtemperatur = 62,1°C, B Pyrogramm
des methylierten Standards nach erfolgter PCR bei einer Annealingtemperatur = 62,1°C
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4.2 Methylierungsstatus von CDKNZ2A in kommerziellen

Brustkrebszelllinien

4.2.1 Proben

Informationen zu den Brustkrebszelllinien, die mit den entwickelten Methoden zur Bestimmung
der Methylierungsstatus der ausgewahlten CpGs in der Promotorregion und Exon 2 von CDKN2A
untersucht wurden, sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3 Ubersicht der verwendeten kommerziell erhiltlichen Brustkrebszelllinien. Angefiihrt sind Gewebe,
Morphologie, Erkrankung, Alter der Patientinnen, Geschlecht, Ethnie, als auch der Subtyp/Hormonrezeptorstatus.

Triple-negative Zelllinien besitzen keine therapierelevante Expression des Ostrogenrezeptors (ER), des
Progesteronrezeptors (PR) und des human epidermal growth factor receptors 2 (HER2)
Epithelzellen
p i Alter ) Subtyp/
des Gewebe Morphologie Erkrankung Geschlecht Ethnie
[Jahre] Hormonrezeptorstatus
Brustgewebes
Brustdrise,
MDA-MB-231 Pleuraerguss
. epithelial Adenokarzinom 51 weiblich kaukasisch basal, triple-negativ
[70,71] aus Metastase
Brustdruse,
MDA-MB-468 Pleuraerguss
& epithelial Adenokarzinom 51 weiblich schwarz basal, triple-negativ
[67] aus Metastase
Luminal A
MCF-7 . S . S ) -
[(68-70] Brustdriise epithelial Karzinom 69 weiblich kaukasisch  (ER positiv, und/oder PR
positiv, HER2 negativ)
Brustdrise, Luminal A
T47D Pleuraerguss
& epithelial Duktales Karzinom 54 weiblich kaukasisch .
[68,70] aus Metastase (ER positiv, und/oder PR
positiv, HER2 negativ)
Brustdrise,
Flussigkeitsansa Luminal A
ZR-75-1 mmlung aus
2 epithelial Duktales Karzinom 63 weiblich kaukasisch .
[69] Metastase (ER positiv, und/oder PR
(Asziten) positiv, HER2 negativ)
. ) ) - ) HER2 Uberexpression, ER
SKBR 3/38 [70] Brustdriise epithelial Adenokarzinom 43 weiblich kaukasisch . .
negativ, PR negativ
BT20/ HTB19 . . X . . . . .
[66] Brustdriise epithelial Karzinom 74 weiblich kaukasisch basal, triple-negativ
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4.2.2 Ergebnisse
MDA-MB-231

Der Methylierungsstatus der sich in der Promotorregion von CDKN2A befindenden CpGs von

MDA-MB-231 konnte nicht bestimmt werden, da kein PCR-Produkt erhalten wurde.

Die Pyrosequenzierung der fiir die Zielregion in Exon 2 von CDKN2A erhaltenen PCR-Produkte hat
gut funktioniert. Ein reprasentatives Pyrogramm ist in Abbildung 27 zu sehen. Das erhaltene
Pyrogramm weist durchgehend hohe Peaks auf und das erhaltene Peakmuster stimmt mit dem
Histogramm Uberein. Zwei der drei durchgefiihrten technischen Replikate lieRen auf einen hohen
Methylierungsstatus, das dritte technische Replikat hingegen auf einen niedrigen
Methylierungsstatus der CpGs schlieBen. Da bei dem dritten technischen Replikat die
Zuverlassigkeit der erhaltenen Ergebnisse als sehr unsicher eingestuft wurden, wurden diese
Ergebnisse nicht in weiterfihrende Betrachtungen miteinbezogen. Der Methylierungsstatus von
CpG 1-8 und CpG 11 lag Gber dem ULOQ (95%). Auch CpG 9 und CpG 10 waren mit einem
Methylierungsstatus von 88% bzw. 90% hoch methyliert.

C2 YGGYGYGGAGT T TAATTGYGTYGATTTYGT TAT T T T TATTYGAT TYGTGTAYGAYGTTGTTYGGGAGGGTTTTTTGGATAYGTTGGTGGTGTTGTATYGC
5B%| |55% |5B% S&%| (1L00% 100% 55% S5E% 28% 50% 100%
FTojo| UERPRRIOS . US  RY .. PEURNOUS RN SN PRCNRIRY ... STTIURIIO SN . NSV ... PYTTIUIIICIY RN JUTSORIN . S
f<10]0] EUSURRRRRISUS RIS URUR U SUPRRRIONITY! . SRR ST SRR
D00k e
100_”.”.”.”[.” ;1;”[.” ..*..
of- | !
B L e B L L B L S R Lt B 0 S S B S 0 R S e T S S B L B B R B 0 LT B S AT
ES GTCAGTCAGTCGAGTACTAGTCAGTCTGTATTCTGTAT TGATCTGTATCTGTGTGATCGTATCGTAGTCTGAGTT
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 7t
= O O PSP PO PP PP PPN
I NNUURIIGY . OO UGN IUCURIROIORS NOURNOY . JUOON  DUCUDIOUG . UUURDIUOURRNCOIORS . DUUOURRUCY . UUORRCCURRRUIRRY . SRNRURN
CATRUCTINNY . RO ... RUON . SUURUUUUURY NOURNRY ... JUUOR ... DUUUOURURN ... UURURUUURN IRUCURUN .. DURURIURY .. DUUUCRUOURRUURRY. .. DRNRRON .. SUSURSRURN. .. .. NUUSUR

Abbildung 27 Pyrogramm fiir die Zelllinie MDA-MB-231. Zielregion: Exon 2 von CDKN2A
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Die relative Genexpression konnte fiir MDA-MB-231 nicht bestimmt werden, da mit den
entsprechenden Primern kein Produkt erhalten wurde. Zur Verifizierung der erhaltenen

Ergebnisse wurde nach der PCR eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Das Elektropherogramm ist
in Abbildung 28 dargestellt, das dazugehdrige Beladungsschema ist in Tabelle 4 angegeben. Das

Elektropherogramm bestatigte, dass mit dem verwendeten Primerpaar (INK4a) kein PCR-Produkt
der erwarteten Lange (122bp) gebildet wurde. In der Literatur wurden Hinweise darauf gefunden,

dass dies auf homozygote Deletion zuriickzufiihren sein kdnnte. [72]

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 2122 23 24 25

Abbildung 28 Elektropherogramm von Proben, flir welche das Ausmal der Genexpression nicht
bestimmt werden konnte. Proben, die auf den Positionen 1-9 (weiR) aufgegeben wurden, wurden mit
dem Primerpaar p16INK4a amplifiziert. Die Positionen 10-25 (gelb) wurden mit Proben beladen, welche
mit dem Primerpaar GAPDH zur Bestimmung des Housekeeping-Gens GAPDH amplifiziert wurden.

M (Marker). Das Beladungsschema ist in Tabelle 4 angefiihrt
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Tabelle 4 Beladungsschema des in Abbildung 28 gezeigten Elektropherogramms zur Uberpriifung der Bildung von PCR-

Produkten bei der Genexpressionsanalyse

Aufgabeposition Probe Verwendete Primer
M Marker (25bp DNA Ladder)
1 MCF-7
2 MCF-7
3 MCF-7
4 MCF-7
5 MDA-MB-231 p16INK4a
6 MDA-MB-231
7 BT20/HTB19
8 BT20/HTB19
9 BT20/HTB19
10 BT20/HTB19
11 BT20/HTB19
12 BT20/HTB19
13 BT20/HTB19
14 MDA-MB-231
15 MDA-MB-231
16 MDA-MB-231
17 MDA-MB-231
GAPDH
18 MCF-7
19 MCF-7
20 MCF-7
21 MCF-7
22 MCF-7
23 MCF-7
24 MCF-7
25 MCF-7
M Marker (25bp DNA Ladder)
MDA-MB-468

Fir die Zelllinie MDA-MB-468 konnte der Methylierungsstatus beider Zielregionen, in der

Promotorregion und in Exon 2, ermittelt werden.

Wie in Abbildung 29 ersichtlich, war die Promotorregion unmethyliert, der Methylierungsstatus
jedes der sieben CpGs lag unter dem LOQ. Dies deckt sich mit Ergebnissen aus der Literatur. [72]
Da das Peakmuster dem Histogramm entsprach und keine Warnhinweise auftraten, kdnnen die

Ergebnisse als zuverldssig angesehen werden.

47



28 GBGTGGEGYGEATYGYETGYETTYGEYGETTEYE

W W & w I o W
409 !
309
200
100) ' k I' i | l
ol L | . | | LA \ \ \ \ \ \ A ‘k#,
-100 I P
L R S I SO I S R A S s S ¥ LA S O S o B SR Sl AT s
5 10 15 20 2 0 35
B
3
2

S

>

T ¢ & T A & T ¢ A & T ¢ T A & T
20 25 20

15

Abbildung 29 Pyrogramm fir die Zelllinie MDA-MB-468. Zielregion: Promotorregion von CDKN2A

Ein repradsentatives Pyrogramm fiir die Zielregion in Exon 2 ist in Abbildung 30 gezeigt. CpG 1-5
und CpG 7 wiesen einen Methylierungsstatus von 61-79% auf. Die Ergebnisse fiir CpG 6, CpG 9
und CpG 11 waren mit dem Warnhinweis ,geringe Zuverlassigkeit (rot)”, die fir CpG 8 und CpG
10 mit dem Warnhinweis ,,maRige Zuverlassigkeit (gelb)” versehen. Ergebnisse, die eine geringe

Zuverlassigkeit aufwiesen, wurden nicht in statistischen Analysen beriicksichtigt.

B5: YGGYGYGGAGTTTAATTGYGTYGATTTYGTTATTTTTATTYGATTYGTGTAYGAYGTTGTTYGGGAGGGTTTTTTGGATAYGTTGGTGGTGTTGTATYG
€3% €7% 65% el 75% 71% 48% 43%
1o U R SN, . SUVOUNURRURY  JNRRRY . RN .. JUNUOURURNY ... SUURUUSOUI FOURIRRNY ... SUNNURNRRY . . SURURURURURRRRRY . . JUNRRRN . JUNRRSURR . . NS
o Tilo | URURRURY. . JUORN. . DUORN . RURUR JUN RSN .. JURUN . SUURURRUN ... JUSCUSURUUN RUDURURY ... UUURURR . .. SUNUURORIRRUINN . SUNNURN ... SRRSO . S
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I T T T N T e 1 11 1 1 L1 ] N T o |
ESGTCAGTCAGTCGAGTAC GTCAGTCTGTATTCTGTAT TGATCTGTATC TG TG TGATCGTATCGTAGTCTGAGTT
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 1) 65 70 7t
(™
sk
Fis
al
GTCAGTCAGTCGAGTACTAGTCAGTCTGTATTCTGTATTGATCTGTATCTGTGTGATCGTATCGTAGTCTGAGTT
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
Abbildung 30 Pyrogramm fir die Zellinie MDA-MB-468. Zielregion: Exon2 von CDKN2A

Der bei der Genexpressionsanalyse ermittelte 2724 Ct -Wert, bezogen auf die Zelllinie SW480, lag

mit 10,9 sehr hoch (Abbildung 45).
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MCF-7

Der Methylierungsstatus der CpGs im CDKN2A-Promotor war fir die Zelllinie MCF-7 gut
bestimmbar. Ein reprasentatives Pyrogramm ist in Abbildung 31 dargestellt. Fiir alle CpGs wurde
ein Methylierungsstatus < LOQ ermittelt, die Promotorregion von MCF-7 war somit unmethyliert.
Das erhaltene Peakmuster entspricht dem Histogramm und der Methylierungsstatus konnte

zuverlassig bestimmt werden.

A3 GGGTGGGGYGGATYGYGTGYGTTYGGYGGTTGYG
1

A AN i B L] 0
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Abbildung 31 Pyrogramm fir die Zelllinie MCF-7. Zielregion Promotorreglon von CDKNZ2A

Die Pyrosequenzierung der ausgewahlten Region in Exon 2 von CDKNZ2A ergab fir jedes der elf
CpGs einen hohen Methylierungsstatus. Das dazugehorige Pyrogramm ist in Abbildung 32
dargestellt. Der Methylierungsstatus der CpGs 1-7 lag liber ULOQ (95%). CpG 8-10 waren mit
einem Methylierungsstatus von 86%-94% hoch methyliert, nur CpG 11 wies mit 55% einen

deutlich niedrigeren Methylierungsstatus auf.
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C7:YGGYGYGGAGTTTAATTGYGTYGATTTYGTTA ATTYGATTYGTGTAYGAYGTTGTTYGGGAGGG GGATAYGTTGGTGGTGTTGTATYG(
97%| |99%| |98% S&%| [100% 100% 7% 54% 2&% 87% 55%
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TACTAGTCAGTC TG TATTC TG TAT TGATCTGTATCTGTGTGATCGTATCGTAGTC TGAGT T
15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

8

0

GTCAGTCAGTCGAGTACTAGTCAGTCTGTATTCTGTATTGATCTGTATCTGTGTGATCGTATCGTAGTCTGAGT
3 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 7

Abbildung 32 Pyrogramm fiir die Zelllinie MCF-7. Zielregion: Exon 2 von CDKN2A

Das Ausmal der Genexpression konnte flir MCF-7 nicht bestimmt werden, da mit den
entsprechenden Primern kein PCR-Produkt erhalten wurde. Zur Absicherung wurde nach der PCR
eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Das Elektropherogramm (Abbildung 28) bestatigt,
dass mit dem verwendeten Primerpaar (INK4a) keine PCR-Produkte der erwarteten Lange gebildet
wurden. Erklart werden kann die fehlende Expression von p16 in der Zelllinie MCF-7 durch

homozygote Deletion. [72,73]
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BT20/HTB19
Der Methylierungsstatus der sieben CpGs in der Promotorregion von CDKN2A war in der Zelllinie
BT20/HTB19 unter dem LOQ (Abbildung 33). Fiir eines von drei technischen Replikaten wurde

kein Sequenzierergebnis erhalten, das Pyrogramm wies keine Peaks auf.

J I_IJ
0 % T 6 6 T ¢ 6 T A T € T &k 6 T ¢ 6 T L G FT ¢ A G T ¢ ¥ R & T ¢ 6 ¢ T A @ T ¢
H 10 15 20 s 2 ]

Abbildung 33 Pyrogramm fiir die Zelllinie BT20/HTB19. Zielregion: Promotorregion von CDKN2A

Auch bei der Bestimmung des Methylierungsstatus der Zielregion in Exon 2 von CDKN2A kam es
zu stark streuenden Ergebnissen (Abbildung 34, technisches Replikat-1 und Abbildung 35,
technisches Replikat-2). Fir das technische Replikat-1 wurde eine heterogene Methylierung
erhalten. CpG 1, CpG 5-6 und CpG 11 waren in etwa zu 50% methyliert, wahrend CpG 2-4, CpG 7,
CpG 9 und CpG 10 einen hohen Methylierungsstatus von (ber 80% aufwiesen. Der
Methylierungsstatus des CpG 8 lag hingegen unter dem LOQ. Im Fall des technischen Replikats-2
lag der Methylierungsstatus von allen CpGs unter dem LOQ. Da fiir keines der beiden Replikate
Warnmeldungen erhalten wurden, liegt der Verdacht nahe, dass sich die einzelnen DNA-Strange
im Extrakt der Zelllinie BT20/HTB19 sehr stark im Methylierungsstatus unterschieden und fiir

verschiedene Aliquote (technische Replikate) unterschiedliche Ergebnisse erhalten wurden.
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C3: YGGYGYGGAGTTTAATTGYGTYGATTTYGTTA ATTYGATTYGTGTAYGAYGTTGTTYGGGAGGG GGATAYGTTGGTGGTGTTGTATYGG
52%| [99%| [35% 95%| [53% 54% 7% 2% 26% 85% 52%

250} SO NS BEW.. ... ... BOSE. . BN ... BN ... | BE... B8 B W W

L
GTCAGTCAGTC GAGTACTAGTCAGTCTGTATTCTGTATTGATCTGTATCTGTGTGATCGTATCGTAGTCTGAGTT
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

Abbildung 34 Pyrogramm fir die Zelllinie BT20/HTB19. Zielregion: Exon 2 von CDKN2A- technisches Replikat 1

C6: YGGYGYGGAGTTTAATTGYGTYGATTTYGTTA ATTYGATTYGTGTAYGAYGTTGTTYGGGAGGGTTTTTTGGATAYGTTGGTGGTGTTGTATYG
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GTCAGTCAGTCGAGTACTAGTCAGTCTGTATTCTGTATTGATCTGTATCTGTGTGATCGTATCGTAGTCTGAGTT
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Abbildung 35 Pyrogramm fir die Zelllinie BT20/HTB19. Zielregion: Exon2 von CDKN2A- technisches Replikat 2
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Die relative Genexpression in der Zelllinie BT20/HTB19 konnte nicht bestimmt werden, da mit dem
verwendeten Primerpaar (INK4a) keine PCR-Produkte der erwarteten Linge erhalten wurden.
(Abbildung 28). Laut Literatur liegt die Ursache an einer homozygoten Deletion des Gens in dieser

Zelllinie. [72]

T47D

In der Zelllinie T47D waren die sieben untersuchten CpGs der Promotorregion von CDKN2A
durchwegs hoch methyliert, wie in Abbildung 36 ersichtlich. Das erhaltene Peakmuster stimmt
mit dem Histogramm ({berein. Der hohe Methylierungsstatus der sieben CpGs in der

Promotorregion von CDKN2A deckt sich mit Ergebnissen in der Literatur. [72]

A5 GGGTGGGGYGGATYGYGTGYGTTYGGYGGTTGYG
B

o

Abbildung 36 Pyrogramm fiir die Zelllinie T47D. Zielregion: Promotorregion von CDKN2A.

Ein reprasentatives Pyrogramm fiir die Zielregion in Exon 2 ist in Abbildung 37 dargestellt. Jedes

der elf CpGs war hoch methyliert.
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C4 YGEYEYGGAGTTTAATTGYGTYGATTTYGTTA ATTYGATTYGTGTAYGAYGTTGTTYGGGAGGG GGATAYGTTGGTGGTGTTGTATYG
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Abbildung 37 Pyrogramm fiir die Zelllinie T47D. Zielregion: Exon 2 von CDKN2A

2—AACy

Das AusmaR der Genexpression konnte ermittelt werden, mit einem -Wert von 7,8 war

die relative Genexpression im Vergleich zu jener in anderen Proben hoch (Abbildung 45).

SKBR 3/38
Ein reprasentatives Pyrogramm der Promotorregion von CDKN2A fiir die Zelllinie SKBR 3/38 ist in
Abbildung 38 dargestellt. Der Methylierungsstatus aller sieben CpGs lag unter dem LOQ, was mit

Ergebnissen in der Literatur Gibereinstimmt. [72]
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A8 GGGTGGGGYGGATYGYGTGYGTTYGGYGGTTGYG
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Abbildung 38 Pyrogramm fur die Zelllinie SKBR3/38. Zielregion: Promotorregion von CDKN2A

Das in Abbildung 39 dargestellte Pyrogramm zeigt, dass der Methylierungsstatus von CpG 5-7 und
CpG 11 Gber dem ULOQ lagen. Aber auch CpG 1-4 und CpG 8-10 wiesen mit 73%-94% einen hohen

Methylierungsstatus auf.

C7: YGGYGYGGAGTTTAATTGYGTYGATTTYGTTATTTTTATTYGATTYGTGTAYGAYGTTGTTYGGGAGGGTTTTTTGGATAYGTTGGTGGTGTTGTATYG
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s
sk
CGTCAGTCAGTCGAGTACTAGTCAGTCTGTATTCTGTATTGATCTGTATCTGTGTGATCGTATCGTAGTCTGAGTT
-] 10 15 20 25 3o 35 40 45 50 55 60 65 70 7
Abbildung 39 Pyrogramm fur die Zelllinie SKBR 3/38. Zielregion: Exon 2 von CDKN2A

Das Ausmal der Genexpression war mit einem 2742 Ct “Wert von 7 dhnlich wie in der Zelllinie

T47D.
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ZR-75-1

Ein reprasentatives Pyrogramm der Promotorregion von CDKNZ2A fir die Zelllinie ZR-75-1 ist in
Abbildung 40 gezeigt. Die sieben CpGs der Promotorregion wiesen eine moderate Methylierung
zwischen 7% und 20% auf. Die erhaltenen Ergebnisse stimmen mit jenen aus der Literatur Gberein.
[72] Die mit der neu entwickelten Methode erhaltenen Ergebnisse lassen auf eine einigermalen
heterogene Methylierung schlieen. CpG 1 und CpG 4 hatten einen Methylierungsstatus von 20%
bzw. 23%, wahrend CpG 3 und CpG 6 deutlich niedriger methyliert waren.

£5: GGGTGGGGYGGATYGYGTGYGTTYGGYGGTTGYG
208

e = ——
g ]l G S B B < B Y

G T ¢ G C T S —

Abbildung 40 Pyrogramm fiir die Zelllinie ZR-75-1. Zielregion: Promotorregion von CDKN2A

In Exon 2 von CDKN2A wiesen die elf untersuchten CpGs einen hohen Methylierungsstatus von

Uber 73% auf (Abbildung 41).
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CB: YGGYGYGGAGT T TAATTGYGTYGATTTYGTTA ATTYGATTYGTGTAYGAYGTTGTTYGGGAGGG GGATAYGTTGGTGGTGTTGTATYGH
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Abbildung 41 Pyrogramm fiir die Zellllnle ZR 75 1. Zlelreglon. Exon 2 von CDKN2A
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Bei der Genexpressionsanalyse wurde fir die Zelllinie ZR-75-1 ein 2724 Ct .Wert von 1 ermittelt.

4.2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die beiden entwickelten Pyrosequenziermethoden wurden angewandt, um den
Methylierungsstatus der CpGs in den Zielregionen des Promotors und in Exon 2 von CDKN2A in
sieben kommerziellen Brustkrebszelllinien zu bestimmen. Abbildung 42 fasst den
Methylierungsstatus fiir den Promotor, Abbildung 43 jenen fiir Exon 2 zusammen. Gezeigt sind
jeweils die Mittelwerte aus den technischen Replikaten. Die Zelllinie MDA-MB-231 ist in der
Abbildung 42 ausgespart, da der Methylierungsstatus nicht ermittelt werden konnte. Die
untersuchten Brustkrebszelllinien unterschieden sich relativ stark im Methylierungsgrad der
Zielregion des Promotors. Die Zelllinie T47D wies den hochsten Methylierungsgrad im Promotor
auf. Der Methylierungsgrad der Zelllinien MDA-MB-468, MCF-7, SKBR 3/38 und BT20/HTB19 lag
unter dem LOQ (5%). Mit einem Methylierungsgrad von 7%-23% war die Zielregion des Promotors

in der Zelllinie ZR-75-1 einigermalien heterogen methyliert.
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Abbildung 42 Methylierungsgrad der sieben CpGs in der Zielregion des CDKN2A Promotors in kommerziellen
Brustkrebszelllinien. Gezeigt sind die Mittelwerte aus den technischen Replikaten. (Die rote Linie zeigt LOQ=5%, die
schwarze Linie ULOQ=95%)

Generell war die Zielregion in Exon 2 héher methyliert als jene in der Promotorregion. Von der
Zelllinie BT20/HTB19 sind die Ergebnisse zweier technischer Replikate einzeln aufgetragen, da sich
der erhaltene Methylierungsstatus stark voneinander unterschied (siehe Abschnitt 4.2.2).
Wahrend ein technisches Replikat bei allen CpGs zu einem Methylierungsstatus < LOQ fiihrte,
flhrte das andere technische Replikat zu einem deutlich héheren Methylierungsstatus und die
Ergebnisse lieRen auf eine heterogene Methylierung schlielen. Eine heterogene Methylierung

wurde auch bei der Zelllinie MDA-MB-468 beobachtet.

Methylierungsgrad (%]

o - - - - - - [ - -

CpGl cp62 CpG3 CpGa CpGs CpG6 cpG?7 €pGe cpGa €pG10 €pGl1

—7R-75-1 S VICF-7 S VIDA-MB-231 MDA-MB-468 N SKER 3/38 SN TA7D WSS BTZ0/HTB19-1  SESSSE BT20/HTB19-2 = = =100 = = =ULOQ

Abbildung 43 Methylierungsgrad der elf CpGs in der Zielregion Exon 2 von CDKN2A in kommerziellen
Brustepithelzelllinien. Gezeigt sind die Mittelwerte. (Die rote Linie zeigt LOQ=5%, die schwarze Linie zeigt
ULOQ=95%)
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In Abbildung 44 ist fiir vier Brustkrebszelllinien der durchschnittliche Methylierungsstatus der
sieben CpGs in der Zielregion des CDKN2A Promotors gegen den durchschnittlichen
Methylierungsstatus der elf CpGs in der Zielregion von Exon 2 aufgetragen. Es konnte keine
Korrelation zwischen dem Methylierungsstatus im Promotor und dem in Exon 2 festgestellt

werden. Die Ergebnisse der statistischen Analysen sind in Abschnitt 6.3.3.1 angefihrt.
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70
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ZR-75-1

40

ZR-75-1

Methylierungsgrad Promotor [%)]

MDA-MB-468
20
SKBR 3/38
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&  SKBR 3/38 C)
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Methylierungsgrad Exon 2 [%]

Abbildung 44 Gegenliberstellung des durchschnittlichen
Methylierungsgrades der sieben CpGs in der Promotorregion
(Y-Achse) und der elf untersuchten CpGs in der Region in
Exon 2 (X-Achse) fiir vier Brustkrebszelllinien

Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse sind in Abbildung 45 zusammengefasst. Als Referenz
wurde die Zelllinie SW480 verwendet. Das Ausmal} der Genexpression der Brustkrebszelllinien
MDA-MB-231, MCF-7 und BT20/HTB19 war nicht bestimmbar. Die hochste Genexpression wies
die Zelllinie MDA-MB-468 auf, gefolgt von den Zelllinien T47D, SKBR 3/38 und ZR-75-1.
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Abbildung 45 Zusammenfassung der mittels RT-PCR erhaltenen Ergebnisse der
relativen Genexpression der kommerziell erhaltlichen Brustkrebszelllinien. Als
Housekeeping-Gen wurde GAPDH verwendet. Als Referenz diente die
kommerziell erhaltliche Zelllinie SW480. Die Genexpression von MDA-MB-231,
MCF-7 und BT20/HTB19 war nicht bestimmbar.
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In Abbildung 46 und Abbildung 47 sind die bei der Genexpressionsanalyse erhaltenen AAC;-

Werte gegen den durchschnittlichen Methylierungsstatus der sieben CpGs in der Promotorregion

bzw. der elf CpGs in der Zielregion in Exon 2 von CDKN2A aufgetragen. Weder der

durchschnittliche Methylierungsstatus der sieben CpGs im Promotor noch der elf CpGs in der

Zielregion in Exon 2 korrelierte mit der relativen Genexpression. Die Ergebnisse der statistischen

Analysen sind in Abschnitt 6.3.3.2 angefihrt.

T4a7D

TATD

MDA-MB-468
MDA-MB-468
ZR-75-1
SKBR 3/38

Methylierungsgrad Promaotor [%)

SKBR 3/38

ZR-75-1

AACE

Abbildung 46 Gegenliberstellung des
durchschnittlichen Methylierungsgrades der sieben
CpGs im CDKN2A-Promotor (Y-Achse) und den
erhaltenen AACi-Werten (X-Achse) fiir vier
Brustkrebszelllinien. Als Housekeeping-Gen wurde
GAPDH verwendet, als Referenz diente die Zelllinie
SW480.
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Abbildung 47 Gegenuberstellung des
durchschnittlichen Methylierungsgrades der elf
CpGs in der Region in Exon 2 von CDKN2A (Y-Achse)
und den erhaltenen AACi-Werten (X-Achse) fiir vier
Brustkrebszelllinien. Als Housekeeping-Gen wurde
GAPDH verwendet, als Referenz diente die Zelllinie
SW480.
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Tabelle 5 enthalt zusatzlich zum durchschnittlichen Methylierungsstatus der zwei untersuchten
Regionen und der relativen Genexpression auch den Hormonrezeptorstatus bzw. den
molekularen Subtyp der einzelnen Brustkrebszelllinien. Zwischen dem durchschnittlichen
Methylierungsstatus der CpGs in der Promotorregion von CDKN2A bzw. dem durchschnittlichen
Methylierungsstatus der elf CpGs in der Zielregion in Exon 2 und dem jeweiligen

Hormonrezeptorstatus der Zelllinien konnte keine Assoziation festgestellt werden.

Tabelle 5 Ubersicht der Ergebnisse fiir die kommerziell erhiltlichen Brustkrebszelllinien. Angegeben ist der
durchschnittliche Methylierungsstatus der Promotorregion und der untersuchten Region in Exon 2 von CDKN2A.

([--]= Methylierungsstatus <LOQ), [-]= Methylierungsstatus 5-40%), [+]= Methylierungsstatus 41-70%,

[++]= Methylierungsstatus >70%). Bei BT20/HTB19 sind fiir die Region in Exon 2 die Ergebnisse der einzelnen
technischen Replikate angefiihrt. Spalte 4 gibt die relative Genexpression an ([-] 2724 €t -Wert <1,5;

[+] 2722 Ct _Wert 5-10; [++] 2724 Ct _wert >10), Spalte 5 den molekularen Subtyp bzw. den Hormonrezeptorstatus der
Brustkrebszellinien

Brustkrebszelllinie Methylierungsstatus Methylierungsstatus Relative Subtyp/
Promotorregion Region in Exon 2 Genexpression | Hormonrezeptorstatus
nicht nicht
MDA-MB-231 [++] basal, triple-negativ
bestimmbar bestimmbar
MDA-MB-468 [-] [+] [++] basal, triple-negativ
nicht Luminal A
MCF-7 [--] [++]
bestimmbar
Luminal A
T47D [++] [++] [+]
Luminal A
ZR-75-1 [-] [++] [-]

HER2 Uberexpression,

SKBR-3/38 (-] [++] [+]
ER negativ, PR negativ
nicht
BT20/HTB19 [--] [--1/[++] basal, triple-negativ
bestimmbar
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4.2.4 Diskussion

Mit der entwickelten Pyrosequenziermethode konnte der Methylierungsstatus der sieben CpGs
im CDKNZ2A-Promotor in allen Brustkrebszelllinien mit Ausnahme der Zelllinie MDA-MB-231
bestimmt werden. Es wurden hohe Peaks erhalten, und das Peakmuster entsprach dem
Histogramm. Der ermittelte durchschnittliche Methylierungsstatus des CDKN2A-Promotors
stimmte mit Ergebnissen in der Literatur Uberein. Die entdeckte Heterogenitdt der Methylierung
in der Zelllinie ZR-75-1 zeigt den Vorteil der entwickelten Methode, da hier, mittels
Pyrosequenzierung, im Vergleich zu einer Bestimmung mittels MS-HRM, ein groRerer
Informationsgehalt gewonnen wird.

Dies gilt im Besonderen auch fir die entwickelte Methode zur Bestimmung der
Methylierungsstatus der elf CpGs in der Zielregion in Exon 2 von CDKN2A, da hier bei mehreren
der untersuchten kommerziellen Brustkrebszelllinien eine heterogene Methylierung festgestellt
wurde. Wie auch schon in der zuvor durchgefiihrten internen Studie an Tumorgewebe von
Brustkrebspatientinnen [30] wurde auch bei allen kommerziellen Brustkrebszelllinien ein hoher
Methylierungsstatus der elf untersuchten CpGs in Exon 2 von CDKN2A festgestellt. Ob die CpGs in
Exon 2 von CDKN2A auch in Tumorzellen von Brustkrebspatientinnen heterogen methyliert sind,
ware ein spannendes Thema zukiinftiger Forschungen.

Die Vermutung der an Brustkrebspatientinnen durchgefiihrten internen Studie [30], dass die
Hypermethylierung von Exon 2 in Zusammenhang mit dem jeweiligen molekularen Subtyp
(Rezeptorstatus) des Tumors steht, konnte an den elf in der Zielregion in Exon 2 von CDKN2A
untersuchten CpGs in den kommerziellen Brustkrebszellen mit der entwickelten Methode nicht
bestatigt werden. Hier war jedoch auch die geringe Anzahl an Proben und die Zusammenstellung
(3x Luminal A, 3x triple-negativ, 1x HER2 positiv) die Aussagekraft betreffend, limitierend.

Der Erhalt eines stark divergierenden Methylierungsstatus fir die untersuchten CpGs in der
Zielregion von Exon 2 bei der Analyse mehrerer technischer Replikate der Zelllinie BT20/HTB19
bedarf weiterer Untersuchungen. Hierflir wurde in der Literatur keine Erklarung gefunden.

Eine Korrelation zwischen dem Methylierungsstatus in der Promotorregion bzw. der Zielregion in
Exon 2 von CDKN2A und der relativen Genexpression der kommerziellen Brustkrebszelllinien

konnte in dieser Arbeit nicht gefunden werden.

Im Allgemeinen wird davon ausgegangen, dass ein hoherer durchschnittlicher
Methylierungsstatus in der Promotorregion eines Gens eine verringerte Genexpression bewirkt.
[74] Dies konnte fur die sieben untersuchten CpGs des CDKN2A-Promotors nicht festgestellt

werden. Fiir T47D, die Zelllinie mit dem hochsten durchschnittlichen Methylierungsstatus, wurden
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vergleichbare AAC-Werte erhalten wie fir MDA-MB-468 und SKBR 3/38, in denen der Promotor
unmethyliert war. Die Zelllinie ZR-75-1, in der der Promotor einen geringen Methylierungsstatus
aufwies, zeigte eine deutlich niedrigere Expressionsrate als die vorher genannten Zelllinien.

Ein hoherer Methylierungsstatus in einem der ersten Exons resultiert bei vielen Genen in einer
Erhohung der Genexpression. [74] Dies war jedoch beispielsweise bei ZR-75-1 nicht der Fall und

konnte somit fir die elf CpGs in der Zielregion in Exon 2 von CDKN2A nicht bestatigt werden.

Fur die Zelllinien BT20/HTB19, MCF-7 und MDA-MB-231 konnte keine Bestimmung der relativen
Genexpression durchgefiihrt werden, in der Literatur konnten Hinweise auf homozygote Deletion
als mogliche Ursache hierfiir gefunden werden. [72]

Zusatzlich erschwert wurde die Auswertung der bei der Genexpressionsanalyse erhaltenen
Ergebnisse dadurch, dass die mittels RT-PCR erhaltenen Ci-Werte fiir das Housekeeping-Gen
GAPDH starke Schwankungen aufwiesen. Auch sei hier angefiihrt, dass die geringe Anzahl der
Bestimmungen fir die Aussagekraft statistischer Erhebungen limitierend wirkt. Des Weiteren sei
hier erwdhnt, dass GAPDH als Housekeeping-Gen genutzt wurde. GAPDH (Glyzerinaldehyd-3-
phosphat Dehydrogenase) ist ein Enzym, welches wichtige Funktionen in der Glykolyse, aber auch
bei der Apoptose von Zellen spielt. [75] Es wird bei vielen Fragestellungen als Housekeeping-Gen
verwendet. [64] Es finden sich jedoch in der Literatur Anhaltspunkte, welche den Einsatz von
GAPDH gerade bei Tumorproben nicht empfehlen. [76] Ein Housekeeping-Gen soll, unabhangig
von auBeren Faktoren, dem jeweiligen Zellstadium und Zelltyp, eine konstante Expressionsrate
besitzen. Dies scheint jedoch bei GAPDH in Krebszellen nicht immer gegeben zu sein.
Verantwortlich hierfiir kdnnte Hypoxie sein, eine Sauerstoffminderversorgung von Geweben,
welche in Krebszellen haufig auftritt und die Menge des Genexpressionsproduktes beeinflusst.
[77] Es sei jedoch erwéahnt, dass auch noch andere komplexe Faktoren die Genexpression und
damit die gebildete Menge an Expressionsprodukten beeinflussen kdnnen, wie zum Beispiel
Degradierungsprozesse von RNA, oder aber auch Spleilen.[78] Allerdings wurde auch bei
sorgfaltiger Literaturrecherche kein besser geeignetes Housekeeping-Gen fiir Proben von

Krebspatientinnen gefunden. [79]
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4.3 HUVEC

Zelluldre Seneszenz ist durch ein Verharren der Zellen an einem bestimmten Punkt im Laufe des
Zellzyklus charakterisiert. Als Ursachen fir zelluldare Seneszenz wurden bereits oxidativer Stress,
Entziindungsreaktionen, ionisierende Strahlung und weitere Faktoren wie zum Beispiel der
Tumornekrosefaktor-a  (TNF-a) [40] oder H,0, [34] untersucht. Auch ein moglicher
Zusammenhang von CDKN2A und zellularer Seneszenz wurde schon an Fibroblasten untersucht.
(80]

Die entwickelten Pyrosequenziermethoden wurden angewandt, um den Methylierungsstatus der
ausgewahlten CpGs im CDKN2A-Promotor und der Zielregion in Exon 2 mit TNF-a bzw. H,0,
behandelten HUVECs (Human Umbilical Endothelial Cells, Endothelzellen der menschlichen
Nabelschnurvene) zu bestimmen. AuBerdem wurde die relative Genexpression der Proben mittels

RT-PCR ermittelt.

4.3.1 Ergebnisse

43.1.1 Proben

Bei den Proben, die mit den entwickelten Methoden untersucht wurden, handelte es sich um
HUVECs. HD2, HD4, HD6 und HD12 wurden jeweils unterschiedliche lange mit H,0, ([H,0,]=
30uM) behandelt. TD2, TD4, TD6 und TD11 wurden jeweils unterschiedlich lange mit TNF-a ([TNF-
a)= 10ng/mL) (Tumornekrosefaktor) behandelt. Eine Ubersicht tiber die Probebezeichnungen und

die jeweilige Behandlungsdauer der Zellen ist in Tabelle 6 gegeben.

Tabelle 6 Ubersicht Giber die erhaltenen HUVECs und deren jeweilige Behandlungsart und-dauer

HUVECs

Zelllinie/ Probe Behandlungsdauer mit = Zelllinie/ Probe Behandlungsdauer

H,0, [Tage] mit TNF-a [Tage]
HD2 2 TD2 2
HD4 4 TD4 4
HD6 6 TD6 6
HD12 12 TD11 11
CD2 Kontrollzellen, keine Behandlung durchgefiihrt

64



Die entwickelten Methoden zur Untersuchung des Methylierungsstatus in der Promotorregion als
auch in der ausgewahlten Region in Exon 2 von CDKN2A haben sehr gut funktioniert. Es wurden
mit den fiir die Promotorregion von CDKN2A entworfenen Primern alle Proben mittels PCR
amplifiziert und anschlieBend eine Pyrosequenzierung der Zielregion durchgefiihrt. Ein
Pyrogramm, welches die sieben untersuchten CpGs im CDKN2A-Promotor der unbehandelten
Probe (CD2) zeigt, ist in Abbildung 48 zu sehen. Im CDKN2A-Promotor lag der Methylierungsstatus

aller sieben CpGs unter dem LOQ von 5%.

46 GGGTGGGEYGGATYGYGTGYGTTYGGYGGETTGYG
18 2 1 i) a i) 1%
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Abbildung 48 Pyrogramm fir die Kontrolle ( CDZ) Zielregion: Promotorreglon von CDKN2A

Der Methylierungsstatus der Promotorregion ist fiir mit TNF-a behandelte HUVECs in Abbildung
49 dargestellt, fir HUVECs, die mit H,0, behandelt wurden, in Abbildung 50. Der
Methylierungsstatus der sieben CpGs im CDKN2A-Promotor blieb sowohl bei jenen Zellen, welche
mit TNF-a, als auch bei jenen, die mit H,0, behandelt wurden, unabhdngig von der
Behandlungsdauer, immer unter dem LOQ. Somit konnte hier keinerlei Assoziation zwischen Art
und Dauer der Behandlung und dem Methylierungsstatus der sieben CpGs im CDKN2A-Promotor

festgestellt werden.
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Abbildung 49 Methylierungsstatus der sieben CpGs in der Zielregion des CDKN2A-Promotors in den HUVECs,
welche mit TNF-a behandelt wurden. Gezeigt sind die Mittelwerte aus den technischen Replikaten. (Die rote
Linie zeigt LOQ= 5%)
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Abbildung 50 Methylierungsstatus der sieben CpGs in der Zielregion des CDKN2A-Promotors in den HUVECs,
welche mit H,0, behandelt wurden. Gezeigt sind die Mittelwerte. (Die rote Linie zeigt LOQ= 5%)

66




Die elf untersuchten CpGs in der Zielregion in Exon 2 von CDKN2A wiesen bereits bei der
unbehandelten Probe (CD2) eine niedrige Methylierung (<LOQ-17%) auf. Der Methylierungsstatus
der elf untersuchten CpGs sind ist fiir HUVECS, die mit TNF-a behandelt wurden, in Abbildung 51,
fiir jene, welche mit H, 0, behandelt wurden, in Abbildung 52 dargestellt. Die CpGs waren sowohl
in den mit H,0, als auch in den mit TNF-a behandelten HUVECs heterogen methyliert. Trotz der
unterschiedlichen Behandlung wiesen CpGs 1-5 und CpG 7 einen Methylierungsstatus < 6% auf.
CpG 6 und CpG 8-10 hatten einen Methylierungsstatus von 15-20%, wahrend der
Methylierungsstatus von CpG 11 bei 6-10% lag. Es konnte keine Korrelation zwischen Art und
Dauer der Behandlung und dem Methylierungsstatus der elf CpGs in der Zielregion in Exon 2 von

CDKNZ2A festgestellt werden.
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Abbildung 51 Methylierungsgrad der elf CpGs in der Zielregion in Exon 2 von CDKN2A in den mit TNF-a
behandelten HUVECs. Gezeigt sind die Mittelwerte aus den technischen Replikaten. (Die rote Linie zeigt LOQ=5%)
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Abbildung 52 Methylierungsgrad der elf CpGs in der Zielregion in Exon 2 von CDKN2A in den mit H,0;
behandelten HUVECs. Gezeigt sind die Mittelwerte aus den technischen Replikaten. (Die rote Linie zeigt LOQ=5%)

Zusatzlich wurde der Einfluss der Behandlung mit TNF-a bzw. H, 0, auf die relative Genexpression
mittels RT-PCR untersucht. Als Housekeeping-Gen wurde GAPDH verwendet, als Referenz wurde
die unbehandelte Probe (CD2). Die erhaltenen 2 42Ct — Werte sind in Abbildung 53 aufgetragen.
Gezeigt sind die Mittelwerte aus den technischen Replikaten. Die erhaltenen 2724Ct — Werte fiir
HUVECs, welche mit H,0, behandelt wurden, betrugen fiir HD2 =1,6, HD4=0,6, HD6=18,6 und
HD12=44,8. Bei den mit TNF-a behandelten HUVECs betrugen die erhaltenen 2 44Ct — Werte fiir
TD2=25,1, TD4=34,9, TD6=4,3 und TD11=1,0. Es konnte keine statistisch signifikante Korrelation
zwischen der Art der Behandlung bzw. der Behandlungsdauer und der relativen Genexpression

festgestellt werden. Die Rohdaten sind in Abschnitt 6.3.2.2 angefiihrt.
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Abbildung 53 Zusammenfassung der mittels RT-PCR ermittelten
relativen Genexpression der mit TNF-a bzw. H,0, behandelten-HUVECs.
Als Housekeeping-Gen wurde GAPDH verwendet, als Referenz die
unbehandelten HUVECs (CD2). Gezeigt sind die Mittelwerte aus den
technischen Replikaten.

4.3.2 Diskussion

Die entwickelten Methoden zur Pyrosequenzierung der Zielregion im CDKN2A-Promotor als auch
in Exon 2 zur Bestimmung der Methylierungsstatus der CpGs haben gut funktioniert. Alle an den
HUVECs durchgefiihrten Pyrosequenzierungen lieferten aussagekraftige Pyrogramme hoher
Zuverlassigkeit. Die heterogene Methylierung der Zielregion in Exon 2 von CDKN2A der HUVECs
zeigt den Vorteil der entwickelten Methode durch den Erhalt zusatzlicher Information im
Vergleich zu Methoden wie beispielsweise der MS-HRM, welche lediglich den durchschnittlichen

Methylierungsstatus aller CpGs in einer Zielregion bestimmen kann.

Der Einfluss von Wasserstoffperoxid auf die Genexpression in Zellen wurde in der Literatur haufig
beschrieben. [33-35] Als Grund fiir eine erhdhte relative Genexpression werden die Bildung von
Disulfidbriicken durch oxidative Prozesse an Cysteinresten genannt [33], oder p16 betreffend, die
Phosphorylierung von Serin, welche jedoch vorwiegend Apoptose beglinstigt. [35]

Die Zugabe von H,0, kann auch Seneszenz hervorrufen. Verstarkt wird dieser Prozess in
Kombination mit einer Uberexpression von p16. [81] Dies wurde schon in einer Studie an

humanen Lungenzellen mittels Seneszenz-assoziiertem  Galactosidase-Aktivitats-Assay
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nachgewiesen. [34] Hier wurden die humanen Lungenzellen jedoch lediglich fiir 30 Minuten mit
1mM Wasserstoffperoxidlésung behandelt und nicht, wie die im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten HUVECs, fiir mehrere Tage ([H,0,]= 30uM). Allerdings wurde die 30-minitige
Behandlung nach drei Tagen wiederholt. Es wurde auch bereits festgestellt, dass H,0, durch
Acetylierung von p53 wachstumshemmende Gene aktiviert, was wiederum zu Seneszenz fiihrt.
[34]

Die Auswirkung von TNF-a auf die zelluldare Seneszenz von HUVECs wurde in einer Studie bereits
beschrieben. [40] Hier wurden die Zellen fir maximal neun Tage mit TNF-a ([TNF-a] =10ng/mL)
behandelt, was zu einer verminderten Zellproliferation fiihrte. Dies wurde durch Zellzahlung und
Immunfarbung Uberpriift. Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Zellen wurden maximal elf
Tage ebenfalls mit [TNF-a] =10ng/mL behandelt.

Anders als es die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse vermuten lassen, konnte im Rahmen
dieser Arbeit keine statistisch signifikante Anderung der Genexpression, weder durch die
Behandlung mit H,0,, noch durch jene mit TNF-a, festgestellt werden. Der Grund liegt in den
stark schwankenden C¢-Werten, die fiir das Housekeeping-Gen GAPDH erhaltenen wurden. Wie
schon in Abschnitt 4.2.4 beschrieben, gibt es auch in der Literatur Hinweise, dass GAPDH nicht
immer eine konstante Expressionsrate aufweist und somit in manchen Fallen nicht als

Housekeeping-Gen geeignet ist. [76]
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5 Experimentelles

Um etwaige Kontaminationen zu vermeiden, wurde zur Reinigung des Arbeitsplatzes stets DNA
Exitus verwendet. Zusatzlich wurden die Laminar Flow Kammern vor jedem Arbeitsschritt fir 30
Minuten mittels UV-Strahlung dekontaminiert. Sdmtliche verwendete Materialien wurden nach
Vorgaben des Herstellers verwendet. RNA-Extrakte wurden bei -80°C gelagert, DNA-Extrakte

sowie Primer bei -20°C.

5.1 Proben

5.1.1 Kommerzielle Brustkrebszelllinien

Bei den von der Arbeitsgruppe von Assoc. Prof. Priv.-Doz. Mag. Dr. MAS Petra Heffeter (Institut
fur Krebsforschung, Medizinische Universitdt Wien) erhaltenen Zellen handelte es sich um
kommerzielle Brustkrebszelllinien diverser Patientinnen. Samtliche Proben wurden als

gewaschene Zellpellets bei einer Temperatur von -80°C erhalten.

5.1.2 HUVECs

Bei den von der Arbeitsgruppe von Ao. Prof. Dr. Johannes Breuss (Zentrum fiir Physiologie und
Pharmakologie, Medizinische Universitdit Wien) erhaltenen Zellen handelte es sich um
Endothelzellen der humanen Nabelschnurvene (HUVEC). Samtliche Proben wurden als

gewaschene Zellpellets bei einer Temperatur von -80°C erhalten.

5.1.3 DNA-/RNA-Extraktion

Die DNA-/RNA-Extraktion und -Aufreinigung wurde mit dem AllPrep DNA/RNA Mini Kit von
Qiagen® durchgefihrt. Die Durchfliihrung selbst wurde akribisch nach den Angaben des Herstellers
vollzogen. [82] Die als Zellsuspension erhaltenen Proben wurden zentrifugiert und der Uberstand
abgesaugt. Im Anschluss wurden 600uL RLT-Puffer zugegeben, um die Zellen zu lysieren und die
entstandene Suspension wurde durch mehrmaliges Vortexen homogenisiert. Nach ausreichender
Homogenisierung wurde die Suspension in eine AllPrep® DNA spin column Uberfiihrt und 30s bei
10000rpm zentrifugiert. Falls die gesamte Flissigkeit die Membran nach 30s nicht passiert hatte,
wurde ein weiteres Mal 30s bei 10000rpm zentrifugiert. Nach erfolgter Zentrifugation befand sich
die DNA im Filter der Sdule und die RNA im Durchfluss. Im Anschluss wurde die erhaltene DNA im

Kihlschrank bei 4°C aufbewahrt, wahrend die RNA weiter aufgereinigt wurde. Hierzu wurde
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dasselbe Volumen, welches an RLT-Puffer zugegeben wurde, an 70% Ethanol hinzugefiigt und
durch mehrmaliges Auf- und Abziehen in einer Pipettenspitze gemischt. Die erhaltene Lésung
wurde nun in eine RNeasy® spin column transferiert und 15s bei 10000rpm zentrifugiert, der
Durchfluss anschlieend verworfen. Nun folgten weitere Reinigungsschritte, erst durch Zugabe
von 700uL von RW1-Puffer mit anschlieBender Zentrifugation fir 30s bei 10000rpm, nach
abermaligem Verwerfen des Durchflusses durch Hinzufiigen von 500uL RPE-Puffer und
2mindtigem Zentrifugieren bei 14000rpm. Nach Sicherstellung der Trocknung der Membran
wurde die darin enthaltene RNA mittels 30-50uL RNase-freiem Wasser eluiert und im Anschluss
bei -80°C gelagert. Zu der sich in der AllPrep® DNA spin column befindenden DNA wurden nun
500uL AW1-Puffer zugegeben und 30s bei 10000rpm zentrifugiert. Nach Verwerfen des
Durchflusses wurden 500uL AW2-Puffer zugegeben und 2min bei 14000rpm zentrifugiert. Um
Ethanolriickstédnde restlos zu entfernen, wurde nach Verwerfen des Durchflusses abermals 1min
bei 14000rpm zentrifugiert. Im Anschluss wurden 100uL EB-Puffer hinzugegeben und nach einer
Inkubationszeit von 1min bei Raumtemperatur (25°C) 1min bei 10000rpm zentrifugiert, um so die
an der Membran der Sdule gebundene DNA zu eluieren. Die extrahierte DNA wurde im Anschluss
mit Bisulfit konvertiert, wie in Abschnitt 5.2.2 beschrieben. Die extrahierte RNA wurde im
Anschluss mittels Reverser Transkriptase Reaktion flr die Genexpressionsanalyse in eine cDNA

umgeschrieben. Der Vorgang ist in Abschnitt 5.3.1 beschrieben.

5.2 DNA-Methylierung

5.2.1 Konzentrationsbestimmung mittels Nanodrop

Die Konzentrationsbestimmungen an RNA bzw. DNA wurden an einem Nanodrop 2000 von
Thermo Fisher Scientific® durchgefiihrt. Es wurde jeweils 1uL Probeldsung eingesetzt. Gemessen

wurde jeweils gegen RNase freies Wasser oder EB-Puffer als Blank.

5.2.2 Bisulfitkonvertierung

Die Bisulfitkonvertierung wurde mit dem Epi Tect®-Fast DNA Bisulfite-Kit von Qiagen®
durchgefiihrt. Samtliche Arbeitsschritte entsprachen der dazugehdérigen Anleitung des Herstellers.
[83] Die Menge der verwendeten Reagenzien wurde an die zuvor mittels Nanodrop bestimmte
DNA-Konzentration im DNA-Extrakt angepasst. Das Epi Tect®-Fast DNA Bisulfite-Kit ist fur
Konzentrationen bis maximal 2jug an DNA pro Ansatz geeignet. Hierflir werden héchstens 20uL an
Probelosung eingesetzt. Sollte die DNA-Konzentration unter 12,5ng/pL sein, so kann auf

insgesamt 40uL erhoht werden. Dies war bei den verwendeten Proben jedoch nicht notwendig.
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Es wurden jeweils 85uL Bisulfite Solution und 35uL DNA Protect Puffer zu den 20uL DNA-Extrakt
zugegeben. AnschlieBend wurde mit RNA-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 140uL
aufgefillt. Durch die Durchmischung der Komponenten mit der Pipettenspitze entstand, bedingt

durch den DNA Protect Puffer, eine charakteristische Blaufarbung der Losung.

Im Anschluss wurden die Eppendorfgefifle in den Thermocycler transferiert und ein vom

Hersteller vorgegebenes Programm gestartet. Das Programm ist in Tabelle 7 angefiihrt.

Tabelle 7 Zeit- und Temperaturangaben der einzelnen Schritte fiir die Bisulfitkonvertierung der Proben mit dem
Thermocycler

Schritt Zeit [min] Temperatur [°C]
Denaturierung 5 95
Inkubation 20 60
Denaturierung 5 95
Inkubation 20 60
Hold unlimitiert 20

Nach Beendigung des Programms wurde mit der Aufreinigung der DNA begonnen.

5.2.3 Aufreinigung der DNA

Die Proben wurden aus dem Thermocycler entnommen, vorsichtig gevortext und abgespinnt. Die
entstandenen Pellets wurden in ein 1,5mL Reaktionsgefald Gberfiihrt. Im Anschluss wurden 310uL
BL-Puffer, sowie 250uL konzentrierte Ethanol-Losung zugegeben und mittels vortexen (15s)
gemischt. Im Anschluss wurde die Probe auf Spin-Columns tbertragen und 1 Minute bei 14000rpm
abzentrifugiert. Nach Entleeren der Auffanggefde wurden 500uL BW-Puffer zugegeben und
abermals bei 14000rpm fiir 1 Minute zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. AnschlieBend
wurden 500uL BD-Puffer zugegeben und die Probe 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach abermaligem Zentrifugieren bei 14000rpm fiir 1 Minute wurde der Durchfluss verworfen
und 500uL BW-Puffer zugegeben. Die Probe wurde bei 14000rpm zentrifugiert und der Durchfluss
abermals verworfen. Der Waschschritt mittels BW-Puffer wurde noch ein zweites Mal wiederholt,
bevor 250uL konzentrierte Ethanol-Losung zugegeben und erneut bei 14000rpm fiir 1 Minute
zentrifugiert wurde. Die sich in den Saulen befindlichen Filter wurden in ein neues AuffanggefaRl

transferiert und mit offenem Deckel fiir 5 Minuten auf 60°C erhitzt, um etwaige Ethanolreste
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abzudampfen. Die nun trockenen Filter wurden in neue Auffanggefalle transferiert und 15uL EB-
Puffer wurde auf die Filtermembran aufgebracht. Nach einer Inkubationszeit bei Raumtemperatur
von 1 Minute wurde bei 12000rpm fiir 1 Minute abzentrifugiert. Die DNA befand sich nun im
Durchfluss. Der Filter wurde in ein neues Auffanggefal gesteckt und der Elutionsschritt wurde

wiederholt.

5.2.4 Amplifikation mittels PCR

Zur Amplifikation der Bisulfitkonvertierten DNA wurde das PyroMark® PCR Kit von Qiagen®
verwendet. Sdmtliche Arbeitsschritte wurden streng nach Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt.
[52] Es wurde durchgehend in Laminar Flow Kammern gearbeitet. Zuerst wurde der Master Mix
laut Herstellerangaben hergestellt. Dieser bestand aus PyroMark® PCR Master Mix (bestehend aus
Polymerase, Magnesium2+ Ionen, Triphosphatnukleosiden und Puffer), CoralLoad Concentrate,
Forward-Primer, Reverse-Primer und RNase freiem Wasser. Die jeweils verwendeten Volumina

der einzelnen Komponenten pro Ansatz sind in Tabelle 8 ersichtlich.

Tabelle 8 Ubersicht der eingesetzten Volumina fiir die Amplifikation der Proben-DNA pro Ansatz

MasterMix fiir PyroMark® PCR

PrimerKonzentration [nM] 200 400
PyroMark® PCR Master Mix [pl] 12,5 12,5
CoralLoad Concentrate [pl] 2,5 2,5
Forward-Primer [ul] 0,5 1
Reverse-Primer [ul] 0,5 1
RNase freies Wasser [ul] 7 6
Gesamtvolumen [ul] 23 23
Mastermix pro well [ul] 23 23
DNA-Extrakt [pul] 2 2

74



Wahrend der Herstellung des Master Mix wurden alle Losungen auf Kihlblécken gekihlt. Die
Bisulfitkonvertierten Proben wurden aufgetaut, durch kurzes Vortexen homogenisiert und
anschlieRend, wie in Tabelle 8 angefiihrt, je 2uL der Probe ([DNA]=5ng/uL) dem Master Mix
hinzugefiigt. Somit wurden insgesamt je 10ng der DNA pro Ansatz fir die anschlieRende
Pyrosequenzierung verwendet. Das verwendete PCR-Setup fiir die Amplifikation der Proben ist in

Tabelle 9 angefiihrt.

Tabelle 9 PCR-Setup fiir die Amplifikation der Bisulfitkonvertierten Proben fiir die anschlieBende Pyrosequenzierung.
[*] = Annealingtemperatur der Primer fir die Promotorregion von CDKN2A, [**] = Annealingtemperatur der Primer fiir
Exon 2 von CDKN2A

Schritt Bendtigte Zeit Temperatur [°C]
Denaturierung und 15 min 95

Aktivierung der

Polymerase
Denaturierung 30s 94
59,5*
Annealing 30s
62,1**
Elongation 30s 72
50 Zyklen
Finale Elongation 10min 72
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5.2.5 Strangtrennung

Die nach Beendigung der Amplifikation des Templats
durchzufiihrende Strangtrennung der Proben-DNA
erfolgte mit der PyroMark® Q24 Vacuum
Workstation. Samtliche Arbeitsschritte wurden
exakt nach Vorgabe des Herstellers vollzogen. [84]
Die Beflllung der PyroMark® Q24 Vacuum
Workstation erfolgte wie in Abbildung 54 gezeigt. Im
Anschluss erfolgten die in Tabelle 10 angefiihrten

Arbeitsschritte.

50 ml *Parkposition"
Waschpuffer

[ B — - L
40 ml 3 ]—L ]] 70 ml
13

l?_enaturlerungs- | . - - RNAse-freies
16sung | | Wasser

50 ml
70% Ethanol

[—1l =
1 4 - 50 ml

RNAse-freies
Wasser

PCR-Platte PyroMark
Q24- Platte

Abbildung 54 Beflillungsschema der PyroMark
Q24 Vakuum Workstation zur Trennung der
DNA-Strange vor der Pyrosequenzierung
(verandert nach [84])

Tabelle 10 Auflistung der einzelnen Arbeitsschritte und deren Dauer zur Strangtrennung mittels PyroMark Q24

Vakuum Workstation

Arbeitsschritt Zeit [s]
1 Vakuum einschalten
2 Probenaufnahme mit Vakuum Tool aus PCR Platte 15
3 Vakuum Tool in 70% EtOH-Losung tauchen 5
4 Vakuum Tool in Denaturierungslésung tauchen 5
Vakuum Tool in Waschpuffer tauchen 10
6 Vakuum Tool in 90° Position halten und trocknen lassen 5
7 Vakuum ausschalten, Vakuum Tool in PyroMark® Q24 Platte
tauchen
8 Vakuum Tool in Wanne 4 waschen 10
9 Vakuum einschalten, Vakuum Tool in Wanne 5 durchsplilen 10
10 Vakuum Tool in 90° Position halten und trocknen lassen 5

11  Vakuum ausschalten, Vakuum Tool in Parkposition verstauen
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5.3 Genexpression

5.3.1 Reverse Transkriptase Reaktion

Die Reverse Transkription wurde nach Anleitung des Herstellers mit dem QuantiTect® Reverse
Transcription Kit von Qiagen® durchgefiihrt. [85] Die laut Hersteller maximal zu verwendende
Masse an RNA betragt bei diesem Kit 1ug, das maximal einzusetzende Volumen an Probeldsung
12uL. Proben, welche eine hohere Konzentration aufwiesen, mussten demnach mit RNAse-freiem

Wasser auf insgesamt 1ug (c=83,3ug/uL) verdiinnt werden.

Zur Probe wurden 2uL gDNA Wipeout Puffer 7x zugegeben und je nach zuvor gemessener RNA
Konzentration mit RNase freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 14ulL aufgefiillt. Nach
Durchmischung durch Vortexen wurde die Losung 2min bei 42°C inkubiert und anschlieBend
sofort auf Eis gestellt. AnschlieBend wurde in der Laminar Flow Kammer der Master Mix
hergestellt. 1uL Quantiscript Reverse Transkriptase, 4uL Quantiscript RT Puffer 5x und 1uL RT
Primer Mix wurden hierfir vermengt. Danach wurde die RNA hinzugegeben (auf ein
Gesamtvolumen von 20uL) und die Proben wurden fiir 15 Minuten bei 42°C inkubiert.
AnschlieBend wurde 3 Minuten bei 95°C inkubiert, um die reverse Transkriptase zu inaktivieren.

Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde die Probe bei -20°C gelagert.

5.3.2 Zur Analyse der Genexpression verwendete Primer

5.3.2.1 Primer p16INK4a

Zur Genexpressionsanalyse wurde ein Primerpaar verwendet, welches bereits in der Literatur [86]
Anwendung fand. Die von Forward- und Reverse-Primer umschlossene Sequenz erstreckt sich
Gber Exon 2 und Exon 3. Die Sequenzlange betrdagt 122 Basenpaare. In Abbildung 55 sind der
verwendete Forward-Primer (P16muF) als auch die Bindungsstelle des Reverse-Primers (P16mx«R)
gezeigt. Die Sequenz der Primer sowie deren Schmelztemperatur und Tendenz zur Ausbildung von

Sekundarstrukturen sind in Abbildung 56 angefihrt.
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GTCATGATGATGGGCAGCGCCCGAGTGGCGGAGCTGCTGCTGCTCCACGGCGCGGAGCCCAACT
GCGCCGACCCCGCCACTCTCACCCGACCCGTGCACGACGCTGCCCGGGAGGGCTTCCTGGACACG
CTGGTGGTGCTGCACCGGGCCGGGGCGCGGCTGGACGTGCGCGATGCCTGGGGCCGTCTGCCCG
TGGACCTGGCTGAGGAGCTGGGCCATCGCGATGTCGCACGGTACCTGCGCGCGGCTGCGEEEEE
CACEAEABEEARH ~ A CCATGCCCGCATAGATGCCGCGGAAGGTCCCTCAG
ACATCCCCGATTGAAAGAACCAGAGAGGCTCTGAGAAACCTCGGGAAACTTAGATCATCAGTCAC
CGAAGGTCCTACAGGGCCACAACTGCCCCCGCCACAACCCACCCCGCTTTCGTAGTTTTCATTTAG
AAAATAGAGCTTTTAAAAATGTCCTGCCTTTTAACGTAGATATATGCCTTCCCCCACTACCGTAAAT
GTCCATTTATATCATTTTTTATATATTCTTATAAAAATGTAAAAAAGAAAAACACCGCTTCTGCCTTT
TCACTGTGTTGGAGTTTTCTGGAGTGAGCACTCACGCCCTAAGCGCACATTCATGTGGGCATTTCT
TGCGAGCCTCGCAGCCTCCGGAAGCTGTCGACTTCATGACAAGCATTTTGTGAACTAGGGAAGCT
CAGGGGGGTTACTGGCTTCTCTTGAGTCACACTGCTAGCAAATGGCAGAACCAAAGCTCAAATAA
AAATAAAATAATTTTCATTCATTCACTCA

Abbildung 55 Gezeigt sind die Bindungsstellen der Primer zur Bestimmung der relativen Genexpression in Exon 2 und
Exon 3 von CDKN2A. Der Forward-Primer (rot) befindet sich in Exon 2. Die Bindungsstelle des Reverse-Primers (blau)
befindet sich in Exon 3 von CDKN2A.

W 3> O X MN 3 O X m

Primer Sequenz Lange [nt] Ty [°C] Sekundarstruktur

(RNAfold)

E I |
(Wahrscheinlichkeit der

Basenpaarung)

Forward- GGGGGCACCAGAGGCAGT 18 62,9

Primer

(P161nk4aF)

Reverse- GGTTGTGGCGGGGGCAGTT 19 63,6

Primer

(P161nk4aR)

Abbildung 56 Ubersicht der Sequenz, Ldnge, Schmelztemperatur und Wahrscheinlichkeit der Ausbildung von
Sekundarstrukturen der verwendeten Primer zur Bestimmung der relativen Genexpression von CDKN2A
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5.3.2.2 Primer fur das Housekeeping-Gen (GAPDH)

Fir das zur Bestimmung der relativen Genexpression bendtigte Housekeeping-Gen wurden
Literaturprimer [87] verwendet. Als Housekeeping-Gen wurde GAPDH (Glycerinaldehyd-3-
Phosphat Dehydrogenase) ausgewdhlt. Die Sequenz der Primer, deren Linge und deren

Schmelztemperatur sind in Tabelle 11 ersichtlich.

Tabelle 11 Ubersicht der Sequenz, Lange und Schmelztemperatur der verwendeten Primer fiir das Housekeeping-Gen
GAPDH zur Bestimmung der relativen Genexpression mittels RT-PCR

Primer Sequenz Lange [nt] Ty [°Cl
Forward-Primer TCCCATCACCATCTTCCAG 19 60
Reverse-Primer ATGAGTCCTTCCACGATACC 20 60

5.3.3 Genexpressionsanalyse mittels RT-PCR

Samtliche Arbeitsschritte wurden streng nach Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt. Es wurde
durchgehend in Laminar Flow Kammern gearbeitet. Zuerst wurde der Master Mix laut
Herstellerangaben [60] hergestellt. Dieser besteht aus Rotor Gene® PCR SYBR Green® Master Mix,
Forward-Primer, Reverse-Primer, und RNase freiem Wasser. Die eingesetzten Volumina pro

Ansatz sind in Tabelle 12 angefihrt.

Tabelle 12 Eingesetzte Volumina pro Ansatz fiir die Messung der Genexpression mittels SYBR Green®

PrimerKonzentration [nM] 300
SYBR-Green®-Mastermix [pL] 12,5
Forward-Primer [pL] 0,75
Reverse-Primer [pL] 0,75
RNase freies Wasser [pL] 8,5
DNA [uL] 2,5
Gesamtvolumen [pL] 25
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Wahrend der Herstellung des Master Mix wurden alle Losungen auf Kihlblocken gekihlt. Im
Anschluss an die Herstellung des Master Mix wurden die Proben aufgetaut, durch kurzes Vortexen
homogenisiert und anschlieBend je 2,5uL der Proben dem Master Mix hinzugefigt.

Das verwendete PCR-Setup ist in Tabelle 13 angegeben. Die RT-PCR wurde mit dem Rotor-Gene
Q von Qiagen® durchgefiihrt. Die verwendeten Einstellungsparameter zur Ermittlung der C;-

Werte fir die Auswertung der relativen Genexpression sind in Abbildung 57 angefihrt.

Tabelle 13 Verwendetes Setup fir die Durchfiihrung einer RT-PCR mit SYBR Green®

Schritt Bendtigte Zeit Temperatur [°C]
Reverse Transkription 10 min 55
PCR Aktivierungsschritt 5min 95

Two-step cycling

Denaturierung 5s 95
Annealing-Extension 10s 60
Zyklen 40

Quantitation Information

Threshold 0.01559
Left Threshold 1.000
Standard Curve Imported Mo
Standard Curve (1) MNLA
Standard Curve (2) MNFA
Start normalising from cycle 1

MNoise Slope Correction Yes

No Template Control Threshold | % 0
Reaction Efficiency Threshold |Disabled

Mormalisation Method Dynamic Tube Mormalisation
Digital Filter Light
Sample Page Page 1

Imported Analysis Settings

Abbildung 57 Verwendete Einstellungen des Setups der RT-PCR mit SYBR
Green® zur Ermittlung der Ci-Werte fir die Auswertung der relativen
Genexpression der Proben
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5.4 Methodenentwicklung

Alle folgenden Primer fiir die Amplifikation mittels PCR als auch fiir die anschliefende
Pyrosequenzierung zur Untersuchung des Methylierungsstatus der sich in der Promotorregion
und Exon 2 befindenden CpGs von CDKN2A wurden mit der Software PyroMark Assay Design 2.0
von Qiagen® entworfen. Die grobe Abschatzung der Schmelztemperatur wurde mit dem
Oligonucleotide Properties Calculator 3.26 der Northwestern University vorgenommen.
AulRerdem wurden die entworfenen Primer mittels RNAfold der Universitat Wien auf die Bildung
moglicher storender Sekundarstrukturen untersucht. Die Bildung von Homo-bzw. Heterodimeren
wurde mittels OligoAnalyzer 3.1 der Firma IDT® (Integrated DNA Technologies) getestet. Die
verwendete Software ist in Abschnitt 5.6.1 angefiihrt. Die entworfenen Primer wurden von Sigma
Aldrich geliefert und nach den Herstellerangaben auf [100uM] mit RNase-freiem Wasser

verdlinnt. AnschlieBend wurden die Primer zu je V=10uL aliquotiert und bei -20°C gelagert.

5.4.1 Primerdesign

Das Design der fur die Bestimmung des Methylierungsstatus der CpGs im CDKN2A-Promotor
entworfenen Primer ist im Abschnitt 4.1.1 angefiihrt, das Design fiir die Primer der Zielregion in

Exon 2 von CDKNZ2A in Abschnitt 4.1.5.

Die fiir das Design verwendeten Parameter sind in Abbildung 58 angegeben. Die Parameter fir

das Design der Sequencing-Primer sind in Abbildung 59 ersichtlich.

Min Primer Length [n] 18 Min Frimer Length [t 15

Max Primer Length [ni] 30 .

Optimal Amplicon Length From [nt] 50 M.ax Ftnmer Length [n] 25

Optimal Amplicen Length To [nt] 100 Min Distance From Target [nt] 0

Max &mplicon Length [nt] 400 Max Distance From Target [ni] 10

Allow Primer Owver Wariable Pesition - Mlow Primer Over Yariable Position r

Melting Temperature Algorithm NN Mismatch =l Generate Forward Primers v

Primer Concentration [pM] 0.2 .

Min Melting Temperature [*C] 50.0 Genérate Reverse Pri mers_ M

Max Melting Temperature [*C] 720 Melting Temperature Algorithm MM Mismatch |
Max Allowed Tm Difference [°C] 10.0 Min Melting Temperature [*C] 290

Max GC Difference [*] 50 Max Melting Temperature [*C] 59.0

Abbildung 58 Parameter zum Design der Forward- und Abbildung 59 Parameter zum Design der Sequencing-
Reverse-Primer fiir die Promotorregion und die Zielregion Primer fir die Promotorregion und die Zielregion in

in Exon 2 von CDKN2A mittels PyroMark Assay Design 2.0 Exon 2 von CDKN2A mittels PyroMark Assay Design 2.0
(Qiagen) (Qiagen)
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5.4.2 Optimierung der Methoden

5.4.2.1 PCR-Amplifikation

Fir die Optimierung der entwickelten Methoden wurde das PyroMark® PCR Kit von Qiagen®
verwendet. Sdmtliche Arbeitsschritte wurden streng nach Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt.
[52] Es wurde durchgehend in Laminar Flow Kammern gearbeitet.

Zuerst wurde der Master Mix laut Herstellerangaben hergestellt. Dieser bestand aus PyroMark®
PCR Master Mix (bestehend aus Polymerase, Magnesium2+ Ionen, Triphosphatnukleosiden und

Puffer), CoralLoad Concentrate, Forward-Primer, Reverse-Primer und RNase freiem Wasser.

Es wurden zwei Master Mixes mit verschiedenen Primerkonzentrationen hergestellt. Die genaue
Auflistung der jeweils eingesetzten Volumina zur Herstellung der Master Mixes findet sich in

Tabelle 14.

Tabelle 14 Eingesetzte Volumina zur Herstellung der Master Mixes mit zwei verschiedenen Primerkonzentrationen

[Primer]=200nM [Primer]=400nM
PyroMark PCR Mastermix 2x 175uL 175uL
CoralLoad concentrate 10x 35uL 35ulL
Forward-Primer [10uM] 7uL 14uL
Reverse-Primer [10uM] 7uL 14uL
RNase freies Wasser 98uL 84uL
Gesamtvolumen 322uL 322uL

Nach der Herstellung der Master Mixes wurden diese gevortext und anschlieBend jeweils 23puL
der zubereiteten Losung in ein Eppendorfgefal transferiert. AnschlieRend wurden je 2uL an Probe
hinzugefiigt. Die Volumina der jeweiligen Reagenzien pro Eppendorfgefall sind in Tabelle 15

angefihrt.
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Tabelle 15 Eingesetzte Volumina des Master Mix und Probe je Ansatz

PyroMark PCR Mastermix 2x

CoralLoad concentrate 10x

Forward-Primer [10uM]
Reverse-Primer [10uM]
RNase freies Wasser
Volumen Mastermix
Probe

Gesamtvolumen

Die anschlieBende PCR wurde jeweils mit einem zuvor Bisulfitkonvertierten unmethylierten (0%)
Standard [DNA]=5ng/uL und einem vollstandig methylierten (100%) Standard [DNA]=5ng/uL
durchgefihrt. AuRerdem wurde bei sdmtlichen Messungen immer eine NTC (No Template
Control) mitgetestet, um eine Kontamination der Master Mixes auszuschlieRen. Das verwendete
Setup zur Optimierung der Annealingtemperatur der entworfenen Primer fiir den Promotor von
CDKN2A ist in Tabelle 16 angegeben.

Annealingtemperatur der entworfenen Primer fur die Zielregion in Exon 2 von CDKN2A ist in

Tabelle 17 angefihrt.

Tabelle 16 PCR-Setup fiir die Optimierung der Annealingtemperatur fiir die entworfenen Primer der Promotorregion

von CDKN2A

Schritt
Denaturierung und Aktivierung

der Polymerase

Denaturierung

Annealing

Elongation

Finale Elongation

12,5puL

2,5uL

0,5uL
0,5pL
7uL
23uL
2uL
25ulL

[Primer]= 200nM

15 min

30s

30s

30s
50 Zyklen

10min

NTC
12,5

2,5uL

0,5uL
0,5uL
9ulL
25uL
OplL
25ul

Bendstigte Zeit
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[Primer]= 400nM
12,5ul

2,5uL

1uL
1uL
6uL
23ulL
2uL
25puL

NTC
12,5ulL

2,5uL

1ul
1pl
8ulL
25puL
OuL
25uL

Das verwendete Setup zur Optimierung der

Temperatur [°C]

95

94

59,5/57,6/55,1/53,3

72°C

72°C



Tabelle 17 PCR-Setup fiir die Optimierung der Annealingtemperatur des entworfenen Primerpaares fir die Zielregion
in Exon 2 von CDKN2A

Schritt Bendotigte Zeit Temperatur [°C]
Denaturierung und Aktivierung
15 min 95
der Polymerase
Denaturierung 30s 94
Annealing 30s 62,1/61,0 /59,5 /58,4
Elongation 30s 72
50 Zyklen
Finale Elongation 10min 72

Zur Uberpriifung der Menge und Reinheit der entstandenen PCR-Produkte wurde im Anschluss
eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt.

5.4.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese wurde mit der Mini Sub Cell GT und mit dem Power Supply PowerPac HV
von Biorad® durchgefiihrt. Fiir die elektrophoretische Auftrennung wurde ein 2%-iges Agarosegel

hergestellt.

5.4.3.1 Herstellung des Agarosegels

Um den Tris-Acetat-Ethylendiamintetraacetatpuffer (TAE-Puffer) herzustellen, wurden zunachst
242g Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 57,1mL Essigsdure und 18,6g Ethylendiamintetraacetat
in 1000mL destilliertem Wasser gelst. Der so zunachst in 50-facher Konzentration vorliegende
TAE-Puffer musste im Anschluss auf die einfache Konzentration verdiinnt werden. Hierzu wurden
20mL des konzentrierten Puffers mit destilliertem Wasser auf 1000mL aufgefillt. Im Anschluss
wurden 100mL des Puffers 2g Agarose zugegeben. Die Mischung wurde aufgekocht, bis keine
Tribung der Lésung mehr sichtbar war. Der Lésung wurden 10uL GelRed hinzugefiigt. Der Kamm
zur Formung der Auftragetaschen wurde in den Gelcaster gesteckt und das Gel langsam in den
Gelcaster gegossen, um einen tbermaRigen Einschluss von Luftblaschen zu vermeiden. Nach 30
Minuten war das Gel ausgehéartet und der Kamm konnte vorsichtig aus dem Gel gezogen werden.
Im Anschluss wurde das ausgehartete Gel in die Laufkammer tGberfihrt und die Laufkammer bis

zu der Markierung mit einfach konzentriertem TAE-Puffer aufgefillt.
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5.4.3.2 Durchfihrung und Auswertung der Gelelektrophorese

Danach wurden die Geltaschen mit der Probe beladen. Hierzu wurden Aliquote von 5uL der PCR-
Produkte auf das Gel aufgetragen, der Deckel geschlossen und die Elektroden ordnungsgemaf
angebracht. Die Gelelektrophorese wurde bei einer Spannung von 120V fir 1 Stunde laufen
gelassen. Als Molekulargewichtsmarker wurde die 25bp DNA Ladder von Invitrogen® verwendet.
Es wurden 3,6 pL der 25bp-DNA-Ladder mit 0,9uL 5x Loading Dye gemischt. Von dem

Gesamtvolumen von 4,5uL wurden je 1,88uL pro Tasche auf das Gel aufgetragen.

Das Elektropherogramm wurde unter einem Transilluminator mit UV-Licht einer Wellenlange von

312nm ausgewertet.

5.5 Auswertung

Die Rohdaten der durchgefiihrten Pyrosequenzierungen wurden mit Q24 Advanced Software
3.0.0 erhoben und untersucht. Die verwendete Software kennzeichnet unzuverlassige Messdaten
mit roter Farbe, wie bereits in Abschnitt 3.1.3 erwdhnt. Unzuverldssige Messdaten wurden nicht
fir die Auswertung verwendet. Laut Hersteller liegt der LOQ bei der Bestimmung des
Methylierungsstatus bei 5%, der ULOQ bei 95%. Fir die statistischen Auswertungen der
Messdaten wurden Werte unterhalb des LOQ mit LOQ/2 (2,5%) und jene oberhalb des ULOQ mit
97,5% angenommen. [88] Fir die Datensammlung und Erstellung der Diagramme wurde
Microsoft Excel Version 2101 benutzt. Die statistischen Analysen wurden mittels R durchgefihrt.
Als statistischer Test wurde der Kruskal-Wallis-Test verwendet. Als Post-hoc-Test wurde der Dunn-
Test verwendet. Die Nullhypothese war, dass kein Unterschied zwischen den Gruppen besteht. Es
wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05 festgelegt. Fir die statistische Auswertung der relativen
Genexpression wurden die AAC;-Werte herangezogen, da aufgrund nicht-linearer Transformation

die 272ACt.Werte weniger geeignet sind.
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5.6 Verwendete Materialien und Software

5.6.1 Verwendete Software

Tabelle 18 Verwendete Software fiir die im Rahmen dieser Arbeit entworfenen Primer

Methode
Primerdesign

Schmelztemperaturbestimmung

Sekundarstrukturbestimmung

Homo-/Heterodimere

Programm/Version Hersteller

PyroMark Assay Design 2.0.1.15 Qiagen®

Oligonucleotide Properties Northwestern University

Calculator 3.26

RNAfold Universitat Wien

OligoAnalyzer 3.1

5.6.2 Verwendete Apparaturen

Tabelle 19 Auflistung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Apparaturen

Methode

Amplifikation

Konzentrationsbestimmung
Strangauftrennung/Waschung
Pyrosequenzierung

Gelelektrophorese

5.6.3 Verwendete Kits

Apparatur Hersteller

Rotor-Gene Q thermocycler/Bio- Qiagen®/ Bio-Rad®

Tabelle 20 Auflistung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Kits

Methode
DNA-Extraktion
Bisulfitkonvertierung

Reverse Transkription

Amplifikation Bisulfitkonvertierter
DNA
HRM

Rad 1Q5
Nanodrop 2000 Thermo Fisher Scientific®
PyroMark Q24 Vacuum Workstation Qiagen®
PyroMark Q24 Qiagen®
Mini Sub Cell GT mit Power Supply BioRad®
PowerPac HV
Kit Hersteller
AllPrep DNA/RNA Mini Kit Qiagen®
EpiTect® Fast DNA Bisulfite Kit Qiagen®
QuantiTect® Reverse Transcription Qiagen®
Kit
PyroMark® PCR Kit Qiagen®
Rotor-Gene SYBR Green® PCR Kit Qiagen®
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6 Anhang
6.1 Zusammenfassung

Veranderungen des Methylierungsstatus definierter Regionen der DNA wurden mit zellularer
Seneszenz, Apoptose und verschiedenen Krankheiten assoziiert. Abweichungen im DNA-
Methylierungsstatus im Promotor des Gens CDKN2A, welches das Tumorsuppressorprotein pl6
codiert, treten friih in der Kanzerogenese auf. Wahrend eine Hypermethylierung des Promotors
haufig zu einer Stilllegung des Gens fihrt, weiR man lber den Zusammenhang zwischen dem
Methylierungsgrad in Exons und dem AusmalR der Genexpression noch wenig.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Pyrosequenziermethoden zur Bestimmung des
Methylierungsstatus von sieben CpGs im CDKN2A-Promotor und elf CpGs in Exon 2 von CDKN2A
entwickelt. Mittels Pyrosequenzierung kann der Methylierungsstatus einzelner CpGs in der
Zielregion bestimmt werden.

Zur Testung der Leistungsfahigkeit wurden die Methoden auf sieben kommerzielle
Brustkrebszelllinien (MCF-7, BT20/HTB19, T47D, ZR-75-1, SKBR 3/38, MDA-MB-231, MDA-MB-
468) angewandt. MCF-7, MDA-MB-468, SKBR 3/38 und BT20/HTB19 wiesen einen unmethylierten
Promotor auf. In ZR-75-1 war der Promotor niedrig und heterogen, in T47D hoch methyliert. Bei
MDA-MB-231 konnte der Methylierungsstatus nicht bestimmt werden. Generell war Exon 2 von
CDKNZ2A deutlich hoher methyliert als der Promotor. In MDA-MB-468 war Exon 2 heterogen
methyliert. Eine Korrelation mit der Genexpression von CDKN2A wurde fir die
Methylierungsstatus beider Regionen nicht beobachtet. Fir MDA-MB-231, MCF-7 und
BT20/HTB19 konnte das AusmaR der Genexpression nicht bestimmt werden, wahrscheinlich
aufgrund homozygoter Deletion von p16.

Die Pyrosequenziermethoden wurden auch auf HUVECs (Endothelzellen aus humanen
Nabelschnurvenen) angewandt, welche mit H,0, bzw. Tumornekrosefaktor-a bis zu 12 Tage lang
behandelt wurden. Unabhdngig von Behandlungsart und -dauer war der CDKN2A-Promotor
unmethyliert wahrend Exon 2 heterogen methyliert war. Auf die relative Genexpression von p16

hatte die Behandlung mit H,0, bzw. Tumornekrosefaktor-a keinen Einfluss.




6.2 Abkiirzungsverzeichnis

pL
UM

A
APC
bp

C

Ci
cDNA
CpG
DAPK
dATP
dCTP
dGTP
DNA

DNMTs
dNTP
dsDNA
dTTP
EDTA
EtOH
fw

G

g
GAPDH
°C
HUVECs
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6.3 Rohdaten

6.3.1 Pyrosequenzierung

6.3.1.1 Ermittelter Methylierungsstatus der untersuchten CpGs im CDKN2A-Promotor in
methylierten und unmethylierten Standards

Tabelle 21 Ermittelter Methylierungsstatus der untersuchten CpGs im CDKN2A-Promotor in verwendeten Standards.
Es wurden zwei technische Replikate durchgefiihrt (LOQ=5%, ULOQ=95%)

Probe CpG1 CpG2 CpG3 CpG4 CpG5 CpG6 CpG7

Standard unmethyliert <LoOQ <LoOQ <LOoQ <LoOQ <L0Q <LoQ <Lo0Q
<LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <L0Q <LOQ

Standard methyliert 86% 94% 88% 85% >ULoQ 83% 75%
88% >ULOQ 93% 88% >ULOQ 86% 80%

6.3.1.2 Ermittelter Methylierungsstatus der untersuchten CpGs in der Zielregion in Exon 2 von
CDKNZ2A in methylierten und unmethylierten Standards

Tabelle 22 Ermittelter Methylierungsstatus der untersuchten CpGs in der Zielregion in Exon 2 von CDKN2A in
verwendeten Standards. Es wurden zwei technische Replikate durchgefiihrt (LOQ=5%, ULOQ=95%)

Probe CpG1 CpG2 CpG3 CpG4 CpG5 CpG6 CpG7 CpG8 CpG9 CpG10 CpG11
Standard <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ
unmethyliert

<LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ <LOQ <LOQ <LoQ <LoQ <LoQ <LoQ
Standard >ULoQ 86% 85% >ULoQ >ULoQ >ULoQ >ULoQ 93% >ULoQ >uLoQ >ULoQ
methyliert

>ULoQ 86% 86% >ULoQ >ULoQ >ULoQ >ULoQ >ULoQ >ULoQ >ULoQ >ULoQ

6.3.1.3 Ermittelter Methylierungsstatus der untersuchten CpGs im CDKN2A-Promotor in
kommerziellen Brustkrebszelllinien

Tabelle 23 Ermittelter Methylierungsstatus der untersuchten CpGs im CDKN2A- Promotor in kommerziellen
Brustkrebszelllinien. Von jeder Probe wurden zwei bzw. drei technische Replikate durchgefiihrt.
(LOQ=5%, ULOQ=95%, n.a: es wurden keine Peaks erhalten)

Probe CpG1 CpG2 CpG3 CpG4 CpG5 CpG6 CpG7

ZR-75-1 20% 12% 7% 23% 13% 10% 12%
20% 13% 7% 23% 15% 10% 14%

MCF-7 <L0Q <L0Q <L0Q <LoQ <L0Q <L0Q <LoQ




Probe

ZR-75-1

MCF-7

MDA-MB-
231

MDA-MB-
468

MDA-MB-231

MDA-MB-468

SKBR 3/38

T47D

BT20/HTB19

6.3.1.4 Ermittelter Methylierungsstatus der untersuchten CpGs in der Zielregion in Exon 2 von

<L0Q

<LOQ
<L0Q

<LOQ
<L0Q

83%

93%

<LoQ
<L0Q

<L0Q

n.a
n.a

n.a

<LOQ
<L0Q

<LOQ
<L0Q

>ULoQ
>ULoQ

n.a
<LoQ
<L0Q

<L0Q

<LOQ
<L0Q

<LOQ
<L0Q

90%

94%

<LoQ
<L0Q

<L0Q

<LOQ
<L0Q

<LOQ
<L0Q

87%

92%

<LoQ
<L0Q

CDKN2A in kommerziellen Brustkrebszelllinien

<Lo0Q

n.a
n.a

n.a

<LOQ
<Lo0Q

<LOQ
<LoQ

>ULOQ
>ULoQ

n.a
<Lo0Q
<LoQ

<L0Q

<LOQ
<Lo0Q

<LOQ
<Lo0Q

85%

92%

<Lo0Q
<LoQ

<LoQ

<LOQ
<LoQ

<LOQ
<LoQ

76%

83%

<LoQ
<LoQ

Tabelle 24 Ermittelter Methylierungsstatus der untersuchten CpGs in der Zielregion in Exon 2 von CDKN2A in den
kommerziellen Brustkrebszelllinien. Von jeder Probe wurden drei technische Replikate durchgefiihrt.

(LOQ=5%, ULOQ=95% n.a: es wurden keine Peaks erhalten) Bei mit [*] gekennzeichneten Ergebnissen handelt es sich

um technische Replikate desselben PCR-Laufes

CpG1
>ULoQ
93%
92%

>ULoQ
28%
>ULoQ

>ULoQ

>ULoQ
54%

61%

61%
63%

CpG2

>ULOQ

>ULOQ
93%

>ULoQ
28%
>ULOQ

>ULoQ

>ULoQ
55%

63%

63%
67%

CpG3

>ULoQ

>ULOQ
92%

>ULoQ
28%
>ULoQ

>ULoQ

>ULoQ
54%

65%

61%
65%

CpG4
>ULoQ
94%
90%

>ULoQ
27%
>ULoQ

>ULoQ

>ULoQ
52%

61%

62%
61%

CpG5
>ULoQ
>ULoQ
>ULoQ

>ULoQ
28%
<LoQ

>ULoQ

>ULoQ
71%

78%

76%
79%

CpG6
>ULoQ
>ULoQ
>ULoQ

>ULoQ
42%

n.a

>ULoQ

>ULoQ
>ULoQ

>ULoQ

>ULoQ
>ULoQ

CpG7
>ULoQ
>ULOQ

92%

>ULoQ
22%
<LoQ

>ULoQ

>ULoQ
60%

71%

69%
71%

CpG8
93%
>ULoQ
89%

94%
15%
<LoQ

>ULOQ

>ULOQ
40%

50%

49%
48%

CpG9
85%
84%
74%

86%
13%
33%

88%

87%
27%

33%

32%
34%

CpG10
87%
86%
78%

87%
17%
48%

90%

91%
25%

43%

41%
43%

CpG11
91%
>ULoQ
>ULoQ

55%
29%
7%

>ULOQ

>ULOQ
75%

81%

81%
82%



SKBR
3/38

T47D

BT20/HT
B19 [*]
[*]

>ULoQ
93%

94%

>ULoQ
35%
>ULoQ

>ULoQ

<LoQ
52%

6.3.1.5
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Probe

HD2

CD2

TD4

TD6

TD2

HD6

HD4

HD12

>ULoQ

>ULoQ

93%

>ULoQ
64%
92%

>ULoQ

<Lo0Q
>ULoOQ

i DKN2A-Promotor in
ittelter Methylierungsstatus der untersuchten CpGs im C
Ermi

HUVECs

CpG1
<Lo0Q
<Lo0Q

<LoQ
<LoQ

<LoQ
<Lo0Q

<Lo0Q

<LoQ

<LoQ

<LoQ

<LOQ
<LOQ

<LOQ
<LoQ

<LoQ

>ULoQ
>ULoQ

93%

>ULoQ
63%
94%

>ULoQ

<Lo0Q
>ULoQ

CpG2
<L0Q
<L0Q

<LoQ
<LoQ

<LoQ
<L0Q

<L0Q

<Lo0Q

<LoQ

<LoQ

<LOQ
<LOQ

<LOQ
<LoQ

<LoQ

93%
93%

92%

93%
61%
>ULoQ

>ULoQ

<Lo0Q
>ULoQ

CpG3
<LoQ
<LoQ

<L0Q
<L0Q

<L0Q
<LoQ

<LoQ

<LoQ

<LoQ

<LoQ

<L0Q
<L0Q

<L0Q
<LoQ

<LoQ

>ULoQ

>ULoQ

>ULoQ

>ULoQ
>ULoQ
>ULoQ

>ULoQ

<L0Q
53%

>ULoQ
>ULoQ

>ULoQ

>ULoQ
>ULoQ
>ULoQ

>ULoQ

<L0Q
54%

CpG4
<LoQ
<LoQ

<L0Q
<L0Q

<L0Q
<LoQ

<LoQ

<LoQ

<LoQ

<LoQ

<L0Q
<LoQ

<L0Q
<LoQ

<L0Q

>ULoQ
>ULoQ

>ULoQ

>ULoQ
>ULoQ
>ULoQ

>ULoQ

<L0Q
>ULoQ

CpG5
<L0Q
<L0Q

<LoQ
<LoQ

<LoQ
<LoQ

<Lo0Q

<L0Q

<LoQ

<LoQ

<L0Q
<LOQ

<LOQ
<LoQ

<LoQ

\

81%
81%

73%

>ULoQ
>ULOQ
>ULoQ

>ULoQ

<Lo0Q
2%

CpG6
<LoQ
<LoQ

<L0Q
<L0Q

<LoQ
<L0Q

<L0Q

<L0Q

<L0Q

<L0Q

<LOQ
<LOQ

<LOQ
<L0Q

<L0Q

83%
79%

77%

86%
63%
84%

87%

<Lo0Q
86%

CpG7
<Lo0Q
<Lo0Q

<LoQ
<LoQ

<LoQ
<Lo0Q

<Lo0Q

<Lo0Q

<LoQ

<LoQ

<Lo0Q
<Lo0Q

<Lo0Q
<LoQ

<LoQ

85%

81%

78%

86%
68%
82%

89%

<Lo0Q
85%

94%

>ULoQ

>ULOQ

>ULoQ
>ULOQ
>ULoQ

>ULoQ

<Lo0Q
52%



TD11

6.3.1.6

Tabelle 26 Ermittelter Methylierungsstatus der untersuchten CpGs in der Zielregion in Exon 2 von CDKN2A in HUVECs.

<LoQ

<LOQ
<LOQ

Ermittelter Methylierungsstatus der untersuchten CpGs in der Zielregion in Exon 2 von

CDKN2A in HUVECs

<L0Q

<LOQ
<LOQ

<L0Q

<LOQ
<LOQ

<L0Q

<LOQ
<LOQ

<Lo0Q

<LOQ
<LOQ

<LoQ

<LOQ
<LOQ

Von jeder Probe wurden zwei technische Replikate durchgefiihrt (LOQ=5%, ULOQ=95%)

Probe

HD2

CD2

TD4

TD6

TD2

HD6

HD4

HD12

TD11

CpG1
<LOQ

<Lo0Q

<L0Q

<Lo0Q

<L0Q

<L0Q

<L0Q
<L0Q

<L0Q

<L0Q

<LoQ

<L0Q

<LoQ

<LoQ

<L0Q
<LoQ

<L0Q

<L0Q

CpG2
<LOQ

<L0Q

<LoQ

<L0Q

<LoQ

<LoQ

<L0Q
<LoQ

<L0Q

<L0Q

<LoQ

<L0Q

<LoQ

<LoQ

<L0Q
<LoQ

<LOQ

<LOQ

CpG3
<LOQ

<L0Q

<LoQ

<Lo0Q

<LoQ

<LoQ

<L0Q
<LoQ

<Lo0Q

<Lo0Q

<LoQ

<Lo0Q

<LoQ

<LoQ

<L0Q
<LoQ

<LOQ

<LOQ

CpG4
<LOQ

<LoQ

<L0Q

<LoQ

<L0Q

<L0Q

<LoQ
<L0Q

<LoQ

<LoQ

<LoQ

<LoQ

<L0Q

<L0Q

<LoQ
<LoQ

<L0Q

<L0Q

CpG5
<LOQ

<Lo0Q

<LoQ

<L0Q

<LoQ

<LoQ

<Lo0Q
<LoQ

<L0Q

<Lo0Q

<LoQ

<L0Q

<LoQ

<LoQ

<Lo0Q

5%

<L0Q

<LOQ

CpG6
18%

18%

19%

20%

19%

19%

20%

17%

17%

17%

16%

17%

16%

18%

21%

22%

16%

21%

CpG7
<LOQ

<LoQ

<L0Q

<LoQ

<L0Q

<L0Q

<LoQ
<L0Q

<LoQ

<LoQ

<L0Q

<LoQ

<L0Q

<L0Q

6%

6%

6%

6%

VI

CpG8
16%

15%

18%

17%

17%

17%

16%

17%

17%

16%

17%

15%

15%

14%

18%

20%

13%

18%

<L0Q

<LOQ
<LOQ

CpG9
15%

13%

14%

14%

13%

14%

12%

13%

13%

13%

13%

13%

13%

13%

19%

15%

17%

18%

CpG10
13%

14%

15%

14%

16%

14%

17%

11%

15%

14%

13%

14%

14%

14%

18%

17%

15%

17%

CpG11
9%

7%

6%

7%

9%

7%

8%

7%

9%

9%

7%

6%

8%

8%

8%

9%

<L0Q

14%



6.3.2  Erhaltene Daten der Genexpressionsanalyse mittels RT-PCR
6.3.2.1 Erhaltene Daten der Genexpressionsanalyse fiir kommerzielle Brustkrebszelllinien

Tabelle 27 Bei der Genexpressionsanalyse erhaltene Daten fir kommerzielle Brustkrebszelllinien. Als Housekeeping-
Gen wurde GAPDH verwendet. Von jeder Probe wurden zwei technische Replikate durchgefiihrt.

Probe C, (CDKN2A) C, (GAPDH) AC, AAC, 2788C Mittelwert

SW480 (Referenz) 17,57 13,05 4,52 -0,005 1,0 1,0
17,56 13,03 4,53 0,005 1,0

MDA-MB-231 30,59 15,72 14,87 10,345 0,0 0,0
31,54 15,75 15,79 11,265 0,0

MDA-MB-468 17,12 16,03 1,09 -3,435 10,8 10,9
17,27 16,21 1,06 -3,465 11,0

MCF-7 30,83 16,05 14,78 10,255 0,0 0,0
30,55 16,08 14,47 9,945 0,0

T47D 18,41 16,83 1,58 -2,945 7,7 7,8
18,49 16,96 1,53 -2,995 8,0

ZR-75-1 19,5 15 4,5 -0,025 1,0 1,0
19,7 15,16 4,54 0,015 1,0

SKBR 3/38 19,43 17,69 1,74 -2,785 6,9 7,0
19,56 17,86 1,7 -2,825 71

BT20/HTB19 31,58 15,78 15,8 11,275 0,0 0,0
31,31 15,81 15,5 10,975 0,0

6.3.2.2 Erhaltene Daten der Genexpressionsanalyse fiir mit H,0, bzw. TNF-a behandelte
HUVECs

Tabelle 28 Bei der Genexpressionsanalyse erhaltene Daten fur mit H,0, bzw. TNF-a behandelte HUVECs. Als
Housekeeping-Gen wurde GAPDH verwendet. Von jeder Probe wurden zwei technische Replikate durchgefiihrt.

Probe C; (CDKN2A) = C. (GAPDH) AC, AAC, 27AAC Mittelwert

CD2 19,65 14,75 4,9 -0,05 1,0 1,0
19,85 14,85 5 0,05 1,0

HD2 20,19 15,88 4,31 -0,64 1,6 1,6
20,23 15,94 4,29 -0,66 1,6

HD4 19,26 13,35 5,91 0,96 0,5 0,6
19,21 13,7 5,51 0,56 0,7

HD6 20,6 19,9 0,7 -4,25 19,0 18,6
20,69 19,92 0,77 -4,18 18,1

HD12 21,35 21,83 0,48  -543 43,1 44,8

Vil



21,37 21,96 -0,59 -5,54 46,5

D2 19,06 18,76 0,3 -4,65 25,1 25,1
19,08 18,78 0,3 -4,65 25,1

TD4 21,2 21,33 0,13 = -508 33,8 34,9
21,11 21,33 022 -517 36,0

TD6 22,75 19,93 2,82 -2,13 4,4 4,3
22,78 19,89 2,89 -2,06 4,2

TD11 18,13 13,14 4,99 0,04 1,0 1,0
18,16 13,24 492 = -0,03 1,0

HP29 21,11 21,19 0,08  -5,03 32,7 34,3
21,1 21,32 022 -517 36,0

HT 21,05 18,27 2,78 -2,17 45 4,8
21,08 18,47 2,6 2,34 5,1

6.3.3 Statistische Auswertungen

6.3.3.1 Statistische Auswertung der Methylierungsstatus der kommerziellen Brustkrebszellen
im CDKN2A-Promotor mittels Kruskal-Wallis-Test

Tabelle 29 p-Werte der statistischen Auswertung des Methylierungsstatus der sieben CpGs im CDKN2A-Promotor in
kommerziellen Brustkrebszelllinien mittels Kruskal-Wallis-Test. (n.s: nicht signifikant). MDA-MB-231 ist ausgenommen,
da der Methylierungsstatus im CDKN2A-Promotor nicht bestimmbar war. Es ergaben sich keine signifikanten
Korrelationen des Methylierungsstatus. p<a=0,05). [p(Probe)] = p-Werte des Vergleichs der Methylierungsgrade
untereinander. [p-(Subtyp)] = p-Werte des Vergleichs der Proben in Hinsicht auf deren jeweiligen
Hormonrezeptorstatus. (3x Luminal A, 2x triple-negativ, 1x HER2 positiv)

Freiheitsgrade p (Probe) p (Subtyp) Signifikanz

CpG1 5 0,0525 0,0723 n.s
CpG2 5 0,0525 0,0723 n.s
CpG3 5 0,0525 0,0723 n.s
CpG4 5 0,0525 0,0723 n.s
CpG5 5 0,0525 0,0723 n.s
CpG6 5 0,0525 0,0723 n.s
CpG7 5 0,0536 0,0733 n.s
p gesamt 0,0536 0,0733




6.3.3.2 Statistische Auswertung des Methylierungsstatus in den kommerziellen
Brustkrebszelllinien in der Zielregion in Exon 2 von CDKN2A mittels Kruskal-Wallis-Test

Tabelle 30 p-Werte der statistischen Auswertung des Methylierungsstatus der elf CpGs in der Zielregion in Exon 2 von
CDKN2A in kommerziellen Brustkrebszelllinien mittels Kruskal-Wallis-Test. (ns: nicht signifikant) Es ergaben sich keine
signifikanten Korrelationen des Methylierungsstatus. p<a=0,05). [p(Probe)]= p-Werte des Vergleichs der
Methylierungsgrade untereinander. [p-(Subtyp)] = p-Werte des Vergleichs der Proben in Hinsicht auf deren jeweiligen
Hormonrezeptorstatus (3x Luminal A, 2x triple-negativ, 1x HER2 positiv)

Freiheitsgrade p (Probe) p (Subtyp) Signifikanz
CpG1 5 0,128 0,301 ns
CpG2 5 0,214 0,499 ns
CpG3 5 0,230 0,507 ns
CpG4 5 0,186 0,666 ns
CpG5 5 0,0531 0,0384* *Post-hoc ns (siehe Ta-
belle 31)
CpG6 5 0,0997 0,344 ns
CpG7 5 0,110 0,185 ns
CpG8 5 0,0800 0,141 ns
CpG9 5 0,109 0,770 ns
CpG10 5 0,109 0,710 ns
CpG1l1 5 0,119 0,142 ns

Tabelle 31 Post-hoc-Test auf signifikante Korrelationen des Methylierungsstatus in kommerziellen Brustkrebszelllinien
flr CpGS5 der Zielregion in Exon 2 von CDKN2A mittels Dunn-Test. Adjustment nach Holm. (p=a=0,05)

BT20/HTB19 MDA-MB-231 MDA-MB-468 SKBR 3/38 T47D
MDA-MB-231 -1.7717
0.6879
MDA-MB-468 0.2085 1,9582
1,0000 0.5522
SKBR 3/38 -1.9808 0.0000 -2.1894
0.6189 1,0000 0.4285
T47D -1,7717 0.0000 -1,9582 0.0000
0.6115 1,0000 0.5020 1,0000
ZR-75-1 -1,9808 0,0000 -2,1894 0,0000 0,0000
0,5712 1,0000 0,3999 1,0000 1,0000




Tabelle 32 Post-hoc-Test auf signifikante Korrelationen des Methylierungsstatus der Brustkrebszelllinien in Bezug auf
den Hormonrezeptorstatus fiir CpG 5 in der Zielregion in Exon 2 von CDKN2A mittels Dunn-Test. Adjustment nach
Holm. (p=a=0,04) (3x Luminal A, 2x triple-negativ, 1x HER2 positiv)

Hormonrezeptorstatus

Luminal A

triple-negativ

HER 2+

0,0000
1,0000

1,8860

0,1

186

Luminal A

2,2398
0,0753

6.3.3.3 Statistische Auswertung des Methylierungsstatus der HUVECs in der Zielregion von

Exon 2 von CDKN2A mittels Kruskal-Wallis-Test

Tabelle 33 p-Werte der statistischen Auswertung des Methylierungsstatus der elf CpGs in der Zielregion in Exon 2 von
CDKN2A mittels Kruskal-Wallis-Test. (n.s: nicht signifikant) Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede der
Methylierungsstatus. p=a=0,05)

CpG6
CpG7

CpG8
CpG9

CpG10
CpG11

p
0,231
0,0301*

0,239
0,0805
0,282
0,49

p.adj
0,23
0,03*

0,24
0,08
0,28
0,49

Signifikanz
n.s

*Post-hoc ns
(siehe Tabelle 34)
n.s

n.s
n.s

n.s

Tabelle 34 Post-hoc-Test fir CpG7 in der Zielregion von Exon 2 in HUVECs, Dunn-Test. Adjustment nach Holm.

(p=a=0,05)

HD12

HD2

HD4

HD6

TD11

CD2
-2,3376
0,6987

0,0000
1,0000

0,0000
1,0000

0,0000
1,0000

-2,3376
0,6211

HD12

2,3376
0,6793

2,3376
0,6599

2,3376
0,6405

0,0000
1,0000

HD2

0,0000
1,0000

0,0000
1,0000

-2,3376
0,6017

HD4

0,0000
1,0000

-2,3376
0,5823

HD6 TD11 TD2 TD4

-2,3376
0,5629

XI



TD2 0,000000 2,3376 0,0000 0,0000 0,0000 2,3376

1,0000 0,5435 1,0000 1,0000 1,0000 0,5240

TD4 0,0000 2,3376 0,0000 0,0000 0,0000 2,3376 0,0000
1,0000 0,5046 1,0000 1,0000 1,0000 0,4852 1,0000

TD6 0,0000 2,3376 0,0000 0,0000 0,0000 2,3376 0,0000 0,0000
1,0000 0,4658 1,0000 1,0000 1,0000 0,4464 1,0000 1,0000

6.3.3.4 Statistische Auswertung der relativen Genexpression der HUVECs in der Zielregion in
Exon 2 von CDKN2A mittels Kruskal-Wallis-Test

Tabelle 35 Statistische Auswertung der Ergebnisse der relativen Genexpression der HUVECs. Fur weitere
Betrachtungen wurden lediglich Werte mit einer Standardabweichung (SD) < 2 verwendet. [SD* (C; Probe zu C;
Referenz) = Standardabweichung der erhaltenen C- Werte von den mit dem Primerpaar P16INK4a amplifizierten
Proben zur unbehandelten Zelllinie (CD2)] [SD** (C; Probe zu C; Referenz) Standardabweichung der erhaltenen
Ci-Werte von den mit dem Primerpaar fiir das Housekeeping-Gen GAPDH amplifizierten Proben im Vergleich zu jenen
der unbehandelten Zelllinie (CD2)]

G SD* C:(GAPDH) = SD** (C AC AA C Mittelwert
(CDKN2A) (C¢ Probe Probe zu C;
zu C; Refe- Referenz)
renz)

CcD2 19,65 0,14 14,75 0,07 4,9 -0,05 1,04
(Referenz)

19,85 0,14 14,85 0,07 5 0,05 0,97
HD2 20,19 0,28 15,88 0,64 4,31 -0,64 1,56

20,23 0,28 15,94 0,64 4,29 -0,66 1,58
HD4 19,26 0,31 13,35 0,75 5,91 0,96 0,51

19,21 0,31 13,7 0,75 5,51 0,56 0,68
HD6 20,6 0,52 19,9 2,95 0,7 -4,25 19,03

20,69 0,52 19,92 2,95 0,77 -4,18 18,13
HD12 21,35 0,93 21,83 4,1 -0,48 -5,43 43,11

21,37 0,93 21,96 4,1 -0,59 -5,54 46,53
TD2 19,06 0,4 18,76 2,29 0,3 -4,65 25,11

19,08 0,4 18,78 2,29 0,3 -4,65 25,11
TD4 21,2 0,82 21,33 3,77 -0,13 -5,08 33,82

21,11 0,82 21,33 3,77 -0,22 -5,17 36
TD6 22,75 1,74 19,93 2,95 2,82 -2,13 4,38

22,78 1,74 19,89 2,95 2,89 -2,06 4,17
TD11 18,13 0,93 13,14 0,93 4,99 0,04 0,97

18,16 0,93 13,24 0,93 4,92 -0,03 1,02

Xl
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