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Zusammenfassung

HINTERGRUND: Die Tumorstammzellhypothese geht davon aus, dass es innerhalb eines
Tumors Zellen mit stammzelldhnlichen Eigenschaften gibt. Zu diesen Eigenschaften zéh-
len die Féhigkeit sich selbst zu erneuern, Zellen hervorzubringen, die in unterschiedliche
Richtungen differenzieren kdnnen sowie ein hohes Proliferationspotential. Durch die ver-
mehrte Expression von Transportproteinen und ihre geringe Teilungsaktivitdt sollen Tu-
morstammzellen resistenter gegeniiber momentan verwendeten Chemotherapeutika sein,
was zu Therapieversagen, Rezidivierung und Metastasierung des Primértumors fiihrt. Aus
diesem Grund ist es wichtig, molekulare Verianderungen, die zur Entstehung von Tumor-
stammzellen flihren, zu identifizieren und dies fiir spatere Therapien zu nutzen. Mit dem
Tumorsuppressorgen PTEN und dem von ihm regulierten PI3K/Akt/mTOR Signalweg
wurde ein Signalweg entdeckt, dessen Deregulation zur Entstehung und Aufrechterhaltung
von Tumorstammzellen fithrt. Eine gut beschriebene epigenetische Verdnderung ist die
Hypermethylierung von Cytosinbasen im Promotorbereich von Tumorsuppressorgenen,
wodurch es zu einer transkriptionellen Inaktivierung der entsprechenden Gene kommit.
Neben der Hypermethylierung von Tumorsuppressorgenen ist der genomweite Gehalt an
Methylcytosinen in Tumorzellen erniedrigt. Diese Annahmen fiihrten zu folgendem expe-
rimentellen Design unserer Studie. MATERIAL/ METHODEN: Die Fihigkeit von Tumor-
stammzellen unter nicht-adhdrenten Kulturbedingungen zu iiberleben wurde genutzt, um
Tumorstammzellen der Brustkrebszelllinien MCF-7, SUM-159, SUM-1315, SK-BR-3,
MDA-MB-231 zu kultivieren. Unter diesen Bedingungen proliferieren Tumorstammzellen
und formen sphirische Kolonien, die als ,,Mammosphéren* bezeichnet werden. Mit Hilfe
des MethyLight (ML) und High-Resolution Melting (HRM) Assays untersuchten wir den
PTEN Promotor Methylierungsstatus dieser nicht-adhdrenten Zellkulturen und verglichen
sie mit adhdrent wachsenden Krebszellen. Um Informationen iiber den genomweiten
Methylierungszustand zu bekommen, analysierten wir die repetitive Sequenz LINE-1, die
in normalen Zellen stark methyliert ist und als Marker fiir den genomweiten
Methylierungsstatus einer Zelle verwendet werden kann. Um eine fehlende PTEN Expres-
sion nachzuweisen, verwendeten wir zusétzlich eine immunzytochemische Fiarbemethode.
ERGEBNISSE: Weder nicht-adhdrent noch adhidrent wachsende Krebszellen zeigten eine
PTEN Promotormethylierung iiber 2%. Alle Zelllinien zeigten eine intensive

immunzytochemischen PTEN Férbung. Die Zelllinie SK-BR-3 zeigte den geringsten LI-
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NE-1 Methylierungsgrad. Es wurden nur geringe Unterschiede im LINE-1
Methylierungsgrad von nicht-adhirenten und adhérenten Zellen festgestellt. KONKLUSI-
ON: Diese Daten deuten darauf hin, dass PTEN Promotorhypermethylierung keine Rolle in
der Pathophysiologie von Krebsstammzellen der fiinf untersuchten Zelllinien spielt und
dass diese Zellen keine stirkere Hypomethylierung als adhirente Zellen aufweisen. Aul3er-
dem erwies sich das HRM LINE-1 Assay als zuverldssige und schnelle Methode, um den

genomweiten Methylierungszustand zu messen.

Abstract

BACKGROUND: The tumour stem cell hypothesis suggests that tumours arise from a
small subcomponent of cells with stem cell like features, including self renewal, multiline-
age differentiation and high proliferation potential. Due to the expression of transmem-
brane exporter proteins and their quiescent state tumour stem cells are thought to be resis-
tant against currently used chemotherapeutic agents. Therefore, a main task in improving
cancer therapies is finding molecular alterations that are specifically deregulated in cancer
stem cells. The tumour suppressor gene PTEN and its downstream signalling pathway
PI3K/Akt/mTOR are thought to be the key regulators in the maintenance of normal stem
cell function and its deregulation is thought to occur in the development of cancer stem
cells. A well known epigenetic modification in cancer cells is hypermethylation of cytosine
bases in the promoter region of tumour suppressor genes leading to transcriptional silenc-
ing of the affected gene. Beside aberrant hypermethylation of tumour suppressor genes, the
genome wide content of methylcytosine is decreased in cancer cells. This background led
to the following experimental design of our study. MATERIAL/ METHODS: The ability
of cancer stem cells to survive and proliferate in anchorage independent conditions was
used to enrich for putative cancer stem cells of the well established cancer cell lines MCF-
7, SUM-159, SUM-1315, SK-BR-3 and MDA-MB-231. Under these conditions cancer
stem cells proliferate and form spherical colonies that are termed mammospheres. Using
the MethyLight (ML) and High-Resolution Melting (HRM) assay we evaluated the pro-
moter methylation status of PTEN in these non-adherent cell cultures and compared them
to cancer cells grown under adherent conditions. To get information about the genome
wide methylation status of these cells we used the repetitive sequence LINE-1, which is
highly methylated in normal cells and which can be used as a surrogate marker for the
global methylation status of a cell. To get information about the PTEN protein expression
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we used an immunocytochemical staining procedure. RESULTS: Neither the non-adherent
nor the adherent cells showed PTEN methylation levels over 2%. No differences were
found between the PTEN methylation level of non-adherent and adherent cells. Addition-
ally, all cell lines showed intensive staining in the immunocytochemical PTEN assay. The
cell line SK-BR-3 showed the lowest level of LINE-1 methylation. Small differences of the
LINE-1 methylation status were detected between non-adherent and adherent growing
cells, displayed in lower levels of LINE-1 methylation levels in non-adherent cells and vice
versa. CONCLUSION: These data suggest that aberrant hypermethylation of PTEN does
not play a specific role in the pathophysiology of putative breast cancer stem cells of the
analysed cell lines and that genomic hypomethylation is not augmented in these cells.
Aside from this, the HRM LINE-1 assay turned out to be a reliable and high throughput

method to measure the methylation status of tumour cells.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie von Brustkrebs

Nach Schétzungen der WHO erkranken weltweit 1,2 Millionen Frauen pro Jahr an Brust-
krebs (1). Damit stellt Brustkrebs mit 23% aller malignen Erkrankungen den haufigsten
bosartigen Tumor der Frau dar (2). In den westlichen Landern entwickelt ca. jede zehnte
Frau im Laufe ihres Lebens Brustkrebs (1). In Osterreich hat die Anzahl der jéhrlichen
Neuerkrankungen in den letzten zehn Jahren leicht abgenommen und betrug im Jahr 2007
66,4/100.000 Frauen (3). Auch hinsichtlich der Mortalitdt nimmt Brustkrebs eine bedeu-
tende Rolle ein. So stellt diese Erkrankung nach Lungenkrebs die zweithdufigste krebsbe-
dingte Todesursache der Frau dar. In Osterreich betrug die Brustkrebsmortalitit im Jahr
2007 17,8/100.000 Frauen und zeigte dhnlich der Inzidenz in den letzten Jahren einen
leichten Abwartstrend (4). Der Grund fiir diesen Riickgang liegt zum einen in verbesserten
Fritherkennungsprogrammen wie Mammographie Untersuchungen und zum anderen in
Verbesserungen der verfiigbaren Therapien. Im Gegensatz zu Tumoren im Friithstadium,
hat sich die Prognose von fortgeschrittenen Mammakarzinomen in den letzten Jahren kaum
verbessert. Ein Erkldarungsmodell, weshalb die momentan angewandten Therapien haufig
scheitern und es zu Rezidivierung und Metastasierung des Primédrtumors kommt, liefert die

Krebsstammzellhypothese.

1.2 Krebsstammzellhypothese und Brustkrebsstammzellen

Die Krebsstammzellhypothese geht davon aus, dass es innerhalb von Tumoren Zellen mit
stammzelldhnlichen Eigenschaften gibt. Diese als Tumorstammzellen bezeichneten Zellen,
die nur einen kleinen Anteil aller Tumorzellen darstellen, besitzen ein hohes Proliferati-
onspotential, die Fahigkeit sich selbst zu erneuern und Zellen hervorzubringen, die in ver-
schiedene Richtungen differenzieren konnen (1, 5-7). Diese Zellen sollen die Basis einer
hierarchischen Gliederung der Tumorzellen darstellen und fiir die Aufrechterhaltung der
verschiedenen Zellpopulationen innerhalb eines Tumors verantwortlich sein. Die Frage
nach der Ursprungszelle, deren maligne Transformation zur Entstehung einer Tumor-
stammzelle flihrt, ist dabei nicht vollstindig geklirt. Einerseits konnten normale Stammzel-
len die Ausgangszellen darstellen, da sie bereits die Fahigkeit zur Selbsterneuerung besit-
zen und lange genug iiberleben, um ausreichend Mutationen fiir eine maligne Entartung zu

erlangen. Andererseits konnten auch differenziertere Zellen, die durch Mutationen die Ei-



Einleitung

genschaft der Selbsterneuerung zuriickgewinnen, als Ursprungszellen dienen (8—11). Die
Tatsache, dass nicht alle Zellen eines Tumors das gleiche Potential besitzen, einen neuen
Tumor zu bilden, ist lange bekannt. Im Jahr 1977 untersuchten Hamburger und Salmon die
Wachstumsfahigkeit von Tumorzellen auf Softagar und konnten dabei zeigen, dass nur
eine von 10.000 Tumorzellen in der Lage ist als koloniebildende Einheit zu dienen (12).
Die ersten in vivo Hinweise fiir die Stammzelltheorie lieferten Arbeiten aus dem Bereich
der Hamatoonkologie. Lapidot und Kollegen konnten zeigen, dass nur CD34" CD38  Leu-
kdmie Zellen das Potential besitzen nach Transplantation in NOD/SCID (= Non Obese
Diabetes/Severe Combined Immunodeficiency) Miuse erneut Leukdmien zu induzieren
(13). Es folgten darauf Studien, die Tumorstammzellen in soliden Tumoren identifizierten
(14-17). Die erste Arbeit zu Stammzellen bei Brustkrebs stammt von Al-Hajj et al (18).
Darin zeigten die Autoren, dass es innerhalb des heterogenen Gemisches von Brustkrebs-
zellen einen kleinen Anteil mit dem Phinotyp CD44'CD24™°" Lineage™ gibt, von denen
wenige Zellen reichen, um nach Transplantation in NOD/SCID M4iuse erneut einen Tu-
mor, mit dhnlichem Phénotyp wie der Primirtumor, zu erzeugen. Auch nach seriellen
Transplantationen konnten diese Zellen Tumore bilden, was fiir die Selbsterneuerungsfa-
higkeit dieses Zelltypus spricht. Im Gegensatz dazu konnten mehrere tausend Krebszellen
ohne diesen Phénotyp keinen Tumor bilden. In der Folge wurden verschiedene Assays
entwickelt, um Brustkrebsstammzellen entweder nach ihren Oberflichenmarkern zu isolie-
ren oder nach ihren spezifischen Eigenschaften in vitro zu ziichten (19). Ein von Dontu et
al entwickelter Assay bezieht sich dabei auf die Fahigkeit von Stammzellen unter nicht-
adhérenten Kulturbedingungen zu iiberleben (20). Wahrend differenzierte Epithelzellen in
Apoptose gehen, konnen Stammzellen unter diesen Bedingungen proliferieren und Sphiren
bilden, die von Dontu et al dann in Folge als Mammosphéren bezeichnet wurden. Nach
diesem Prinzip gelang es Ponti et al Brustkrebsstammzellen von Primdrtumoren und der
etablierten Brustkrebszelllinie MCF-7 zu ziichten (21). Sie zeigten in ihrer Arbeit, dass der
oben beschriebene CD44 /CD24" Brustkrebsstammzellphénotyp vermehrt innerhalb dieser
Mammosphéren zu finden ist. Krebsstammzellen werden in Zusammenhang mit Metasta-
sierung, Rezidivierung und Therapieversagen gebracht. So konnten Balic et al in einer Ar-
beit zeigen, dass ein GrofBteil der metastasierten Brustkrebszellen den Stammzellphdnotyp
CD44"/CD24 aufweist (22). Durch ihre geringe Proliferationsrate (23, 24) und die ver-
mehrte Expression von membranstdndigen Transportproteinen (ATP binding cassette pro-

teins: z.B. ABC-G2 = Breast Cancer Resistent Protein) (25-27) sollen Tumorstammzellen
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resistenter gegeniiber herkdmmlichen Chemo- (28, 29) und Radiotherapien (30, 31) sein.
Aus diesem Grund werden Signalwege gesucht, die spezifisch bei Krebsstammzellen ver-
dndert sind, um dadurch wirkungsvollere Therapien zu entwickeln. Die Ahnlichkeit zwi-
schen normalen Stammzellen und Tumorstammzellen lassen allerdings Zweifel autkom-
men, dass es moglich ist Therapien zu finden, die selektiv Tumorstammzellen zerstéren
und normale Stammzellen verschonen. Dennoch sind in den letzten Jahren diskrete Unter-
schiede zwischen normalen Stammezellen und Tumorstammzellen entdeckt worden, die
Hoffnung auf neue Therapieansitze geben (32-38). Ein Signalweg der spezifisch bei
Krebsstammzellen dereguliert ist, ist der PI3K/Akt/mTOR Signalweg, der vom

Tumorsuppressorgen PTEN negativ reguliert wird.

1.3 PTEN und seine Rolle bei Brustkrebsstammzellen

PTEN (Phosphatase and Tensin homolog, lokalisiert auf Chromosom 10q23.3) zéhlt zu
den meist mutierten Tumorsuppressorgenen (39, 40) und codiert fiir eine
Lipidphosphatase, deren Hauptfunktion eine Dephosphorylierung von
Phosphatidylinositol-3-Phospat (PI3P) zu Phosphatidylinositol-2-Phospat (PI2P) ist. Bei
einem Funktionsverlust von PTEN kommt es zu einer Akkumulation von PI3P und zu ei-
ner Aktivierung des PI3K/Akt/mTOR Signalweges, der fiir eine Vielzahl von wichtigen
Zellfunktionen, wie Zellzyklusregulation und Apoptose verantwortlich ist (39, 41). Ein
Keimbahndefekt von PTEN fiihrt zu angeborenen Tumorpredispositionssyndromen, wie
dem Cowden Syndrom, dem Proteus Syndrom und dem Bannayan-Riley-Ruvalcaba Syn-
drom, die zusammengefasst als ,,PTEN Hamartoma Tumor Syndrome* bezeichnet werden
und deren Betroffene eine hohere Inzidenz von Brusttumoren zeigen (42—44). Bei sporadi-
schen Brusttumoren kommt es in ca. 40% der Tumore zu einer Verminderung oder einem
Verlust des PTEN Proteins (45) und ca. 40% der Brusttumore zeigen einen LOH (Loss Of
Heterozygosity) fiir PTEN (46). Ein PTEN Protein Verlust soll mit einer schlechteren
Prognose (47, 48) und mit einer Resistenz gegeniiber Trastuzumab (49) korrelieren. In den
letzten Jahren héuften sich die Hinweise, dass PTEN und der von ithm negativ regulierte
PI3K/Akt/mTOR Signalweg eine zentrale Rolle in der Tumorstammzellbiologie spielen
(50, 51). Yilmaz et al und Zhang et al konnten in einem Mausmodell zeigen, dass Knock-
out von PTEN zu einem Verlust von normalen hdmatopoetischen Stammzellen fiihrte und
sich darauffolgend Leukdmien entwickelten, die von Tumorstammzellen ausgingen (52,

53). Durch den Einsatz von Rapamycin, einem mTOR Inhibitor, konnte dieser Effekt wie-
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der riickgéngig gemacht werden. Die Bedeutung von PTEN in der Aufrechterhaltung des
normalen Stammzellpools wurde auch bei Hirn- (54), Prostata- (55) und Brusttumoren (51)
gezeigt. Zwei Arbeiten von Zhou et al und Korkaya et al weisen auf die zentrale Rolle von
PTEN und dem von ihm negativ regulierten PI3K/Akt/mTOR Signalweg in der Entstehung
von Brustkrebsstammzellen hin. Zhou et al konnten bei der Brustkrebszelllinie MCF-7
mithilfe des Side Population Assays feststellen, dass ein Knockout von PTEN zu einer
VergroBerung des Tumorstammzellpools fiihrt. Im Gegensatz dazu fiihrte eine PTEN
Uberexpression zu einer verminderten in vivo Tumorigenitit von MCF-7 Zellen (56). Zu
einem dhnlichen Resultat gelangten Korkaya et al, die bei den Brustkrebszelllinien MCF-7
und SUM-159 zeigen konnten, dass ein PTEN Knockout durch eine Aktivierung des PI3-
K/Akt Signalweges zu einer erh6hten Mammosphirenbildung fithrt und den Anteil der
ALDH-high (= hohe Aldehyd Dehydrogenase Aktivitit) Zellen (= vermeintliche Brust-
krebsstammzellen) innerhalb dieser Mammosphéren erhoht (57). Diese Studien weisen
darauf hin, dass das Tumorsuppressorgen PTEN eine wesentliche Rolle in der Aufrechter-
haltung des Brustkrebsstammzellpools spielt. Deshalb stellt sich die Frage, welche Mecha-

nismen zu einer Verdnderung der PTEN Expression fiihren.

1.4 DNA Methylierung

DNA Methylierung bezeichnet das kovalente Anfiigen von Methylgruppen an DNA Basen.
Dies wird von mehreren DNA Methyltransferasen (DNMTs) bewerkstelligt, die fast aus-
schlieBlich ~ Cytosin  unter = Zuhilfenahme  von  S-Adenosylmethionin  als
Methylgruppendonor in der Basenabfolge 5°-CpG-3" methylieren. Die Verteilung dieser
CpG Dinukleotide variiert innerhalb des menschlichen Genoms (58). Wéhrend der Grof3-
teil der CpG Dinukleotide in Form von wenigen CpG Folgen iiber das gesamte Genom
verstreut ist, kommt es zu einer Anhdufung von CpG Dinukleotiden (CpG Inseln) in der
Promotorregion von ca. 50% der menschlichen Gene. Die liber das Genom verteilten
CpGs, von denen sich ein Grofteil innerhalb von repetitiven Sequenzen wie LINEs (Long
Interspersed Nucleotid Elements z.B. LINE-1), SINEs (Short Interspersed Nucleotid Ele-
ments z.B ALU) oder Satelliten-DNA (z.B. SAT-alpha) befinden, sind in normalen Zellen
gewOhnlich stark methyliert, wohingegen die CpG Inseln im Promotorbereich von tran-
skribierten Genen unmethyliert sind. Dennoch kann es auch in normalen Zellen zu einer
Hypermethylierung von bestimmten Genen kommen, was wichtige Aufgaben wie

genomische Prigung, X-chromosomale Inaktivierung oder gewebsspezifische Expression
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bestimmter Gene erfiillt (59). Die Methylierung von CpG Inseln im Promotorbereich be-
wirkt eine Aktivierung mehrerer Enzyme (Methylcytosinbindeprotein MeCP,
Histondeacetylase, Histonmethyltransferase), die eine Verdichtung der Chromatinstruktur
veranlassen. Dies fiihrt konsekutiv zu einer Verminderung oder Abschaltung der Trans-
kription des hypermethylierten Gens.

Im Vergleich zu normalen Zellen finden sich bei Krebszellen spezifische Verdnderungen
des Methylierungsmusters. Zum einen kommt es im Promotorbereich bestimmter Gene zu
einer Hypermethylierung und anschlieBendem Verlust der Genexpression. Zum anderen ist
der genomweite Gehalt an methylierten CpG Inseln herabgesetzt, was als genomweite
Hypomethylierung von Krebszellen bezeichnet wird (60).

Es wird geschitzt, dass der Methylcytosingehalt einer Tumorzelle um ca. 20-60% ernied-
rigt ist (59). Diese genomweite Hypomethylierung soll schon friih in der Karzinogenese
entstehen (61), mit Fortschreiten der Malignitit zunehmen (62, 63) und unter anderem zur
genomischen Instabilitdt von Tumoren beitragen (64—66). Die Demethylierung betrifft vor
allem CpG Repeats innerhalb von repetitiven Sequenzen, die normalerweise stark
methyliert sind. Da repetitive Sequenzen wie LINEs, SINEs oder Satelliten DNA mit ca.
45% einen Grofiteil des menschlichen Genoms ausmachen (67), kann ihr
Methylierungsstatus als Surrogat fiir den genomweiten Methylierungsstatus dienen (68,
69). In unserer Studie analysierten wir aus diesem Grund die repetitive Sequenz LINE-1,
um eine Hypomethylierung der untersuchten Zelllinien nachzuweisen.

Eine Hypermethylierung und darauffolgende transkriptionelle Inaktivierung wurde fiir eine
Vielzahl von Tumorsuppressorgenen beschrieben und scheint einen bedeutenden Schritt in
der Karzinogenese darzustellen. Die Hypermethylierung des Tumorsuppressorgens PTEN
wurde bei einem weiten Spektrum von Tumoren der unterschiedlichsten Organe wie Hirn
(70), Magen (71, 72), Dickdarm (73), Lunge (74), Schilddriise (75), Ovarien (76) und
Brust (77, 78) beschrieben und in Zusammenhang mit einer verminderten PTEN Expressi-
on gebracht.

Diese gut beschriebenen, verdnderten Methylierungsmuster von Krebszellen und Hinweise,
dass Verdnderungen im PTEN/PI3K/Akt/mTOR Signalweg eine wichtige Rolle in der Bio-

logie von Brustkrebsstammzellen spielen, fiihrten zu folgenden Kernfragen unserer Studie.
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1.5 Kernfragen der Studie

Nach Anlegen der nicht-adhdrenten Kultur zur Anreicherung von vermeintlichen Brust-
krebsstammzellen aus den Zelllinien MCF-7, SK-BR-3, MDA-MB-231, SUM-159 und
SUM-1315 mithilfe des Mammosphéren Assays, verwendeten wir MethyLight (79) und
High-Resolution Melting Assays (80), um folgende Fragen zu beantworten:
1. Ist die Hypermethylierung des PTEN Promotors in den nicht-adhidrenten MCF-7, SK-
BR-3, MDA-MB-231, SUM-159 und SUM-1315 Kulturen detektierbar?
2. Gibt es Unterschiede im PTEN Methylierungsmuster zwischen nicht-adhédrent und
adhirent wachsenden Krebszellen?
3. Findet man in den nicht-adhdrenten MCF-7, SK-BR-3, MDA-MB-231, SUM-159
und SUM-1315 Kulturen eine Hypomethylierung der repetitiven Sequenz LINE-1?
4. Gibt es Unterschiede im LINE-1 Methylierungsmuster zwischen nicht-adhirent und
adhirent wachsenden Krebszellen?
Mittels einer immunzytochemischen Férbung versuchten wir zusétzlich folgende Fragen zu
beantworten:
5. Kommt es in den nicht-adhdrenten MCF-7, SK-BR-3, MDA-MB-231, SUM-159 und
SUM-1315 Kulturen zu einem Verlust des PTEN Proteins?
6. Gibt es Unterschiede in der PTEN Expression zwischen nicht-adhédrent und adhirent
wachsenden Zellen?
Um beim MethyLight Assay die Menge an Input-DNA zu kontrollieren, bendtigt man ein
Referenzgen. Dafiir verwendeten wir zum einen das Collagen 2a Gen (COL2a) und zum
anderen die hochrepetitive Sequenz ALU. Dies fiihrte zu folgender Frage:
7. Fiihrt eine Verwendung von ALU als Referenzgen zu anderen Methylierungswerten
als COL2a?
Um den Methylierungsstatus von PTEN und LINE-1 festzustellen, verwendeten wir so-
wohl den MethyLight als auch den High-Resolution Melting Assay, weshalb sich folgende
Frage stellte:
8. Stimmen die Ergebnisse des MethyLight Assays mit jenen des High-Resolution

Melting Assays liberein?
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Zelllinien und Kulturbedingungen

2.1.1 MCF-7

Die Zelllinie MCF-7 stammt vom Pleuraerguss eines metastasierten Adenokarzinoms einer
69-jihrigen Patientin. Als Charakteristika zeigt diese Zelllinie eine Expression des Ostro-
genrezeptors (ER), eine fehlende Expression des Progesteronrezeptors (PR), sowie eine
fehlende HER2 Uberexpression. Zusitzlich weist die Zelllinie eine Expression des
WNT7B Onkogens und von Insulin Like Growth Factor Binding Proteinen (IGFBP 2,
IGFBP 4, IGFBP 5) auf. Die Zellen wurden in MEM Medium mit dem Zusatz von 10%
FBS, 1% Sodium Pyruvat und 1% Pen/Strep geziichtet. Das Medium wurde zweimal pro

Woche gewechselt und die Zellen einmal pro Woche gesplittet. Die Zelllinie wurde von

der Firma ATCC (Manassas, USA) bezogen.

2.1.2 SUM-159

Die Zelllinie SUM-159 stammt von der Primérldsion eines anaplastischen Karzinoms der
Brust. Die Zellen zeigen eine fehlende ER und PR Expression, sowie eine HER2 Uberex-
pression und eine C-MYC Amplifikation. Als weiteres Charakteristikum zeigen die Zellen
eine fehlende E-Cadherin Expression. Die Zellen wurden in Ham's F12 Medium mit dem
Zusatz von 5% FBS, 5 pg/ml Insulin, 10 ng/ml EGF und 10 mM Hepes geziichtet. Die
Zellen wurden von der Firma Asterand (Detroid, USA) bezogen, das Medium wurde

zweimal pro Woche gewechselt und die Zellen einmal pro Woche gesplittet.

2.1.3 SUM-1315

Die Zelllinie SUM-1315 stammt von der kutanen Metastase eines duktalen
Adenokarzinoms. Zu den Charakteristika zéhlen eine fehlende ER und PR Expression so-
wie eine HER2 Uberexpression. AuBerdem zeigt diese Zelllinie eine Uberexpression des
Epidermal Growth Factor Receptors (EGFR). Die Zellen wurden in Ham’s F12 Medium
mit dem Zusatz von 0,5% Insulin, 1% HEPES, 0,1% EGF und 5% FBS geziichtet. Die
Zelllinie wurde ebenfalls von der Firma Asterand bezogen. Das Medium wurde dreimal

pro Woche gewechselt und die Zellen einmal pro Woche gesplittet.
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2.1.4 SK-BR-3

Die Zelllinie SK-BR-3 stammt vom Pleuraerguss eines metastasierten Adenokarzinoms
einer 43-jéhrigen Patientin. Die Zellen zeigen eine fehlende ER und PR Expression, sowie
eine HER2 Uberexpression. Die Zellen wurden in RPMI 1640 Medium mit Zusatz von
10% FBS gold und 1% Pen/Strep geziichtet. Die Zellen wurden von der Firma ATCC be-
zogen, das Medium wurde zweimal pro Woche gewechselt und die Zellen einmal pro Wo-

che gesplittet.

2.1.5 MDA-MB-231

Auch diese Zelllinie stammt vom Pleuraerguss eines metastasierten Adenokarzinoms einer
51-jdhrigen Patientin. Die Zellen zeigen eine fehlende ER, PR Expression und eine fehlen-
de HER2 Uberexpression. AuBerdem zeigt diese Zelllinie eine EGF- und TGF-Rezeptor
Expression und eine WNT7B Onkogen Expression. Die Zellen wurden in DMEM Medium
mit dem Zusatz von 10% FBS gold und 1% Pen/Strep geziichtet, wobei das Medium min-
destens zweimal pro Woche gewechselt und die Zellen einmal pro Woche gesplittet wur-

den. Die Zellen wurden von der Firma ATCC bezogen.

2.1.6 MDA-MB-231 ALDH +

Aus der oben beschriebenen Zelllinie wurden unter Verwendung des ALDEFLUOR
Assays (StemCell Technologies Inc., Grenoble, France) und der FACS Methode, Zellen
mit erhohter Aldehyd Dehydrogenase (ALDH) Aktivitit gesammelt und unter denselben
Bedingungen wie MDA-MB-231 geziichtet. Eine erhohte ALDH Aktivitit stellt ein Cha-
rakteristikum von Brustkrebsstammzellen dar, weshalb diese Methode genutzt werden

kann, um Brustkrebsstammzellen zu isolieren (81).

Alle Zellen wurden im Inkubator bei 37°C und 5% CO2 geziichtet. Die Tabelle 1 auf Seite
18 dient der Ubersicht der verwendeten Zelllinien und Kulturbedingungen.
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Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Zelllinien und Kulturmedien

Zelllinie Herkunft Charakteristika Medium Zusdtze Vertreiber
Tumor
Metastase
MCEF-7 Mamma, 69a, w ER+, PR-, HER2-, MEM 10% FBS, 1% Sodium Pyruvat, 1% ATCC
Adenokarzinom WNT7B Pen/Strep
Pleuraerguss
SUM-159 Mamma, w, ER-, PR-, HER2 Uberex- Ham’s F12 5% FBS, 5 pg/ml Insulin, 10 ng/ml EGF, | Asterand
Anaplastisches pression, 10 mM Hepes
Karzinom C- MYC Amplifikation,
EGFR +
SUM-1315 Mamma, w, ER-, PR-, HER2 Uberex- Ham'’s F12 5% FBS, 5 pg/ml Insulin, 1 pg/ml Hy- Asterand
Duktales Karzinom pression, drocortison, 10mM Hepes
Hautmetastase EGFR+
SK-BR-3 Mamma, 43a, w ER-, PR-. HER2 Uberex- RPMI 1640 10% FBS, 1% Pen/Strep ATCC
Adenokarzinom pression
Pleuraerguss
MDA-MB- | Mamma, 51a, w, Adeno- ER-, PR-, HER2-, DMEM 10% FBS, 1% Pen/Strep ATCC
231 karzinom EGFR+, TGFR+,
Pleuraerguss WNT7B
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2.2 Kultivierung von Mammosphéren

Die Kultivierung von Mammosphéren ist ein spezielles Kulturverfahren, in welchem die
Zellen unter nicht-adhdrenten Kulturbedingungen angeziichtet werden. Die folgende Be-
schreibung erfolgt in Anlehnung an die Arbeit von Dontu et al (20). Zundchst wurde der
Uberstand der adhirenten Zelllinien, der frei schwebende Zellen enthilt, abpipettiert und
fiir 4 min bei 125 g zentrifugiert. Die Zellen wurden daraufhin zweimal mit PBS bei 125 g
fiir 4 min gewaschen und in 5 ml serumfreien MEBM Medium (Lonza Bioscience, Basel,
Schweiz) resuspendiert. Als Zusédtze wurden 10 ng/ml FGF (Fibroblast Growth Factor,
Peprotech, NY, USA), 20 ng/ml EGF (Epidermal Growth Factor, Peprotech), 20 ng/ml
B27 (Invitrogen, Leek, Niederlande) und Heparin (1000 IE/ml, Invitrogen) verwendet.
Nach der Bestimmung der Zellzahl mit dem CASY Cell Counter System (Innovatis, Reut-
lingen, Deutschland) wurden ca. 5*10* Zellen/ml Medium in Ultra Low Attachment Flasks
(Corning, NY, USA) mit einer GroBe von 25 cm’ bzw. 75 cm’ eingesetzt. Da ein
antibiotikafreies Medium verwendet wurde, musste mit besonderer Vorsicht vorgegangen
werden, um eine Kontamination der Zellen zu vermeiden. Die Zellen wurden bei 37°C und
5% CO; kultiviert und einmal pro Woche gesplittet bzw. das Medium gewechselt. Dazu
wurden die Zellen in ein 50 ml Zentrifugenrohrchen gegeben und wie oben beschrieben
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und nach Zugabe von 1 ml TrypLE
(Invitrogen) (25 cm? Flask) bzw. 2 ml (75 cm? Flask) wurden die Zellen im Wasserbad bei
37°C fiir 4 min inkubiert. Danach wurden die Zellen mit 10 ml PBS resuspendiert, fiir 4
min bei 125 g zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert, um das Enzym zu inaktivieren.
Zum Schluss wurden die Zellen mit MEBM Medium + Zusitze resuspendiert und in neues
25 em® oder 75 cm® Ultra Low Attachment Flask gegeben bzw. bei einer Aufteilung der
Zellen in zwei neue Fldschchen gegeben.

Die Mammosphéren wurden nach unterschiedlichen Zeiten in Kultur (maximal acht Wo-
chen) geerntet. Dazu wurde der gesamte Inhalt des Ultra Low Attachment Flask
abpipettiert und fiir 4 min bei 125 g zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstandes und
Zugabe von 1 ml (25 cm” Flask) bzw. 2 ml (75 cm?) TrypLE, wurden die Zellen fiir 4 min
im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Zellen mit 2-10 ml PBS
resuspendiert, fiir 4 min bei 125 g zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert, um das En-
zym TrypLE zu inaktivieren. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mikroskopisch mittels
der Fuchs Rosenthal Zihlkammer (VWR, Wien, Osterreich). Die Zellen wurden auf eine

Zellzahl zwischen 1*¥10*-1%10’ eingestellt und in ein 1,5 ml Eppendorf Réhrchen transfe-
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riert. Danach wurden die Zellen bei -20°C in PBS eingefroren oder gleich weiter verarbei-
tet. Die Abbildung 1 auf Seite 32 zeigt Bilder der unter nicht-adhédrenten Kulturbedingun-

gen gezilichteten Zelllinien.

2.3 DNA Extraktion

Die DNA Extraktion erfolgte mit dem Gentra Puregene Kit der Firma Qiagen (Hilden,
Deutschland). Dabei wurde nach den Anweisungen des mitgelieferten Protokolls vorge-
gangen. Zundchst wurden die Zellen fiir 5 min bei 300 g zentrifugiert. Danach wurde der
Uberstand abpipettiert und die Zellen in 200 ul PBS resuspendiert. Nach Zugabe von 300
ul Cell Lysis Solution+ RNAse A wurden die Zellen fiir zehn Sekunden gevortext. Um den
Lyseprozess zu verbessern, wurde das Gemisch mithilfe einer 5 ml Spritze (BD, New Jer-
sey, USA) mit Nadel (GréBe 14, Braun, Melsungen, Deutschland) mehrfach aspiriert und
resuspendiert. Nach Zugabe von 1,5 ul RNase A Solution und mehrmaligem Schwenken
des GefaBBes wurde das Lysat zundchst fiir 5 min bei 37°C und anschlieend fiir 5 min auf
Eis inkubiert. AnschlieBend wurden 100 pl Protein Prizipitationslosung beigegeben und
das Rohrchen fiir 20 Sekunden gevortext. Danach erfolgte ein einminiitiger
Zentrifugationsschritt bei 16.000 g. Der davon gewonnene Uberstand wurde in ein neues
1,5 ml Rohrchen mit 300 pl vorgelegtem Isopropanol pipettiert und das Rohrchen ca.
50mal geschwenkt. Nachfolgend wurde das Gemisch fiir eine Minute bei 16.000 g zentri-
fugiert, der Uberstand verworfen, 300 pl 70% Ethanol beigefiigt und das Gefdl mehrmals
geschwenkt, um das entstandene Pellet zu waschen. Danach erfolgte eine einminiitige
Zentrifugation bei 16.000 g. Der Uberstand wurde abpipettiert und das Pellet fiir 10-15 min
bei Raumtemperatur getrocknet. Darauthin wurden 50 pul TE pH 8 beigegeben und fiinf
Sekunden gevortext. Nach einer einstiindigen Inkubation bei 65°C wurden die Rohrchen
fiir eine bessere Losung der DNA {iber Nacht bei Raumtemperatur auf einen Schiittelinku-

bator gestellt.

2.4 Bestimmung und Einstellung der DNA Konzentration

Die DNA Konzentration wurde mithilfe des Eppendorf Biophotometer (Eppendorf, Ham-
burg, Deutschland) bestimmt. Es wurden dabei 3 pl auf eine Mikroliter MeBzelle (Implen,
Miinchen, Deutschland) aufgetragen und die Extinktion bei 260 nm (OD260) gemessen.
Um die Reinheit der gewonnen DNA zu kontrollieren wurde die OD260/0D280 Ratio be-
stimmt. Proben, die eine OD260/0D280 Ratio unter 1,7 bzw. liber 2,0 aufwiesen, wurden

verworfen. Ebenso wurden Proben, die eine DNA Konzentration unter 50 ng/ul aufwiesen,
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nicht weiter verwendet. Die DNA Konzentration wurde fiir die nachfolgende

Bisulfitbehandlung auf eine Konzentration von 100 ng/ul eingestellt.

2.5 Bisulfitbehandlung und Aufreinigung der DNA

Die Bisulfitbehandlung von DNA fiihrt zu einer Umwandlung von unmethylierten
Cytosinbasen in Uracil wihrend methylierte Cytosinbasen bestehen bleiben. Durch diesen
Schritt wird die epigenetische Information der DNA Methylierung in eine genetische
Information in Form einer Basendnderung {ibertragen. Somit konnen durch Analyse der
DNA Sequenz Informationen liber den Methylierungszustand der DNA gewonnen werden.
Die DNA Bisulfitbehandlung wurde mit Hilfe des Epitect Bisulfit Kit der Firma Qiagen
durchgefiihrt. Dabei wurde nach den Anweisungen des mitgelieferten Protokolls
vorgegangen. In ein 250 ul PCR Rohrchen wurden 10 pl DNA (c = 100 ng/ul), 10 pl
RNase freies Wasser, 85 ul Bisulfit Mix und 35 pl DNA Protect Buffer eingesetzt, kurz
gevortext und danach unter folgenden Bedingungen in den Thermocycler (MyCycler,
Biorad, Hercules, USA) gegeben: 5 min Denaturierung bei 95°C, 25 min Inkubation bei
60°C, 5 min Denaturierung bei 95°C, 85 min Inkubation bei 85°C, erneute Denaturierung
fiir 5 min bei 95°C, 175 min Inkubation bei 60°C und am Ende durchgehend 20°C bis zur
Entnahme der Rohrchen. Danach erfolgte die automatische Aufreinigung der Bisulfit-
behandelten DNA mittels QIAcube von der Firma Qiagen. Dazu wurden die Proben kurz
zentrifugiert, in ein 2 ml Microzentrifugen Rohrchen (Qiagen) transferiert und im QIAcube
platziert. Danach erfolgte die Beladung der QIAcube Rotor Adapter mit den Epitect Spin
Columns (Qiagen) und einem 1,5 ml Sarstedt Eluierungsrohrchen (Niimbrecht,
Deutschland). Um den DNA Verlust zu vermindern, wurde zusétzlich ein 1,5 ml Sarstedt
Rohrchen mit Carrier RNA (¢ = 250 ng/ul) eingesetzt. Die vom QIAcube automatisch
durchgefiihrten Schritte umfassten zundchst die Beigabe von 560 ul Buffer BL.
Anschliefend erfolgte der Transfer auf die Epitect Spin Columns und eine einminiitige
Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit. Danach erfolgten die Beigabe von 500 pl
Buffer BD und eine Inkubation fiir 15 min bei Raumtemperatur. Darauthin wurden 500 pl
Buffer BW hinzugefiigt und das Rohrchen fiir 1 min bei maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert. Danach wurde die DNA in zwei Schritten mit jeweils 20 ul Buffer EB und
einminiitiger Zentrifugation bei 15.000 g gelost. Das daraus gewonnene Eluat wurde bis

zur weiteren Verarbeitung bei 4°C gelagert.
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2.6 MethyLight Analyse

2.6.1 Allgemeine Informationen

Zur Bestimmung des Methylierungsgrades wurde zunichst die MethyLight Methode ver-
wendet. Es handelt sich hierbei um ein Fluoreszenz-basiertes, quantitatives Real-time PCR
Verfahren. Fiir das Fluoreszenzsignal sorgt dabei ein Oligonukleotid, das sowohl an sei-
nem 5'Ende (FAM) als auch an seinem 3'Ende (TAMRA) mit einem fluoreszierenden
Farbstoff markiert ist. Ist die Sonde intakt entsteht kein Fluoreszenzsignal, weil das emit-
tierte Signal des FAM Farbstoffes nach dem Reporter- Quencher Prinzip vom TAMRA
Farbstoff absorbiert wird. Wird das Oligonukleotid durch die 5°- 3° Exonukleaseaktivitit
der Taq Polymerase zerstort, kann der TAM Farbstoff, der nun alleine vorliegt, ungehin-
dert Licht mit einer bestimmten Wellenlénge emittieren. Je mehr Proben also degradiert
wurden bzw. je mehr DNA amplifiziert wurde, umso stirker wird das Fluoreszenzsignal.

Zur Bestimmung des Methylierungsgrades einer unbekannten DNA Probe werden
methylierungsspezifische Primer und Sonden verwendet. Diese Methylierungsspezifitit
wird erreicht, indem die Primer bzw. die Sonden so gewihlt werden, dass sie mindestens
einen CpG Abschnitt einschlieen. Je grofer die Menge an eingesetzter methylierter DNA,
umso frither erhdlt man demnach ein Fluoreszenzsignal. Um den Anteil an methylierter
DNA in der Probe zu quantifizieren, benotigt man bei jedem Lauf eine 100% methylierte
Referenz DNA (Chemicon, Millipore, Billerica, MA, USA) und eine am entsprechenden
Locus vollstindig unmethylierte DNA (Leukozyten DNA fiir PTEN, universal
unmethylierte DNA von Qiagen fiir LINE-1). Da unterschiedliche Mengen an Input-DNA
zu einer Verfilschung der Ergebnisse fiihren konnten, benotigt man zusitzlich ein Refe-
renzgen, das bei jeder einzelnen Probe mituntersucht wird. Als Referenzgen wurde zu-
nichst das Collagen 2a Gen (COL2a) gewéhlt. Als zweites Referenzgen wurde eine von
Weisenberger et al (68) vorgestellte ALU Konsensussequenz genommen. Im Vergleich zu
COL2a handelt es sich hierbei um eine hochrepetitive DNA Sequenz. Dies soll die Be-
stimmung der tatsdchlichen DNA Input Menge verbessern, weil es stabiler gegeniiber
chromosomalen und genetischen Verdnderungen ist, als ein pro Genom zweifach vorkom-

mendes Referenzgen.

2.6.2 Optimierung der MethyLight Assays

Bevor mit der Analyse unbekannter Proben begonnen wurde, fand eine Optimierung der

MethyLight Assays statt. Dabei wurden die idealen Primer- und Sondenkonzentration, die
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Menge der einzusetzenden bisulfitisierten DNA, die ideale Annealing-Temperatur und die
Effizienzen der einzelnen PCR Reaktionen ermittelt. Fiir LINE-1 und ALU wurden flinf
verschiedene Primerkonzentrationen zwischen 0,1 uM und 0,5 uM getestet. Als néchster
Schritt fand eine Optimierung der idealen Sondenkonzentration statt. Dabei wurden fiir
beide Marker drei verschiedene Sondenkonzentrationen von 0,1 uM bis 0,3 uM Endkon-
zentration getestet. Fiir ALU erfolgte zusidtzlich die Optimierung der Annealing-
Temperatur. Dabei wurden drei verschiedene Annealing-Temperaturen zwischen 50°C und
52°C getestet. Die optimalen PCR Bedingungen des MethyLight PTEN und COL2a
Assays wurden schon fiir eine frithere Arbeit bestimmt und konnten deshalb iibernommen
werden. Als letzter Schritt erfolgte die Bestimmung der PCR Effizienz fiir jeden einzelnen
Marker. Dazu wurde universal methylierte DNA (Chemicon) seriell verdiinnt. Die Menge
der eingesetzten DNA fiir PTEN und COL2a betrug danach 50 ng, 10 ng, 2 ng und 0,4 ng,
fiir LINE-1 10 ng, 1 ng, 0,1 ng und 0,01 ng und fir ALU 10 ng, 0,4 ng, 0,016 ng und
0,00064 ng. Um die Spezifitidt der LINE-1 PCR Reaktion zu iiberpriifen, wurde zusétzlich
eine Gel Elektrophorese des PCR Produktes durchgefiihrt.

2.6.3 Optimierte PCR Bedingungen

Alle Versuche wurden am LightCycler 480 der Firma Roche Applied Science (Mannheim,
Deutschland) durchgefiihrt. Der PCR Ansatz fiir PTEN beinhaltete folgende Komponen-
ten: Gesamtvolumen 20 pl, eingesetzte DNA 2 ul mit einer Konzentration von 25 ng/ul, 10
ul LightCycler 480 Probes Master 2x (Roche Applied Science) (enthélt festgelegte Menge
an FastStart Taq Polymerase, Reaction Buffer, ANTP und 6,4 mM MgCl,), jeweils 1 pl
Primer Forward (Fw) und Reverse (Rv) mit einer Endkonzentration von 0,5 uM, 0,4 ul
Sonde mit einer Endkonzentration von 0,2 uM und Aqua destillata ad 20 pl.

LINE-1: Gesamtvolumen 20 pl, eingesetzte DNA 1 pl mit einer Konzentration von 10
ng/ul, 10 pl LightCycler 480 Probes Master 2x, jeweils 0,8 pl Primer Fw und Rv mit einer
Endkonzentration von 0,5 puM, 0,4 ul Sonde mit einer Endkonzentration von 0,2 uM und
Aqua destillata ad 20 pl.

ALU: Gesamtvolumen 20 pl, eingesetzte DNA 1 pl mit einer Konzentration von 0,4 ng/ul,
10 ul LightCycler 480 Probes Master 2x, jeweils 1 pl Primer Fw und Rv mit einer End-
konzentration von 0,5 uM, 0,4 ul Sonde mit einer Endkonzentration von 0,2 uM und 6,6 pl
Aqua destillata.

COL2a: Gesamtvolumen 20 pl, eingesetzte DNA 2 pl mit einer Konzentration von 25

ng/ul, 10 pl LightCycler 480 Probes Master 2x, jeweils 1 pl Primer Fw und Rv mit einer
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Endkonzentration von 0,5 uM, 0,4 ul Sonde mit einer Endkonzentration von 0,2 uM und
5,6 ul Aqua destillata.

Alle Proben wurden als Duplikate angelegt. Bei jedem Lauf wurde eine Probe mit univer-
sal methylierter DNA, die zur spiteren Berechnung des PMR (siche Punkt 2.6.6 auf Seite
24) dient, mitgefiihrt. Weiters beinhaltete jeder Lauf eine Probe mit unmethylierter DNA,
die als Kontrolle fiir eine spezifische Amplifikation von methylierter DNA diente, sowie
zweil NTCs (= Non Template Controls), um eine Kontamination auszuschlieBen. Die ein-
zelnen Komponenten wurden in eine LightCycler 480 Multiwell Plate 96 (weiss) pipettiert,
die anschlieBend mit einer LightCycler 480 Sealing Foil bedeckt und 30 sec bei 900 g zent-
rifugiert wurde. Danach wurde die Platte im LightCycler 480 platziert und der Lauf unter
folgenden Bedingungen gestartet: Detection Format: Monocolor Hydrolysis Probes Block
Type 96, Reaction Volume 20 pl, Priinkubation 95°C, Amplifikation: 45 Zyklen mit 10
sec 95°C, Annealing 30 sec bei variabler Temperatur (siche unten) und 1 sec 72°C,
Cooling 10 sec bei 40°C.

Die Annealing Temperatur betrug fiir PTEN 63°C, fiir LINE-1 und COL2a 60°C und fiir
ALU aufgrund der geringeren Sondenldange 52°C.

2.6.4 Primer und Sondensequenzen

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutsch-
land) bezogen. Die Primer bzw. Sondensequenzen, sowie die GenBank Nummer sind in
Tabelle 2 auf Seite 29 ersichtlich. Die Primer fiir PTEN wurden so gewihlt, dass das
PTEN Pseudogene (Chr9p21) nicht amplifiziert wird (82, 83). Die LINE-1 Primer und
Sonden wurden selbst designed. Die Sequenzen von COL2a wurden aus einem Paper von
Widschwendter et al (84) iibernommen. Die ALU Primer und Sonden Sequenzen wurden

aus dem bereits oben angefiihrten Paper von Weisenberger et al (68) libernommen.

2.6.5 Verdunnungsreihen

Vor der Analyse unbekannter Proben, wurden Verdiinnungsreihen von universal
methylierter DNA gemischt mit unmethylierter DNA untersucht. Zum einen kann damit
die Sensitivitdt der Methode, also die Fahigkeit methylierte DNA im Hintergrund von
unmethylierter DNA zu entdecken, tiberpriift werden. Zum anderen kann die Linearitit des
Assays und damit die Genauigkeit der spéteren Berechnung des PMR (= percentage of
fully methylated reference, sieche Punkt 2.6.6 auf Seite 24) iiberpriift werden. Fiir PTEN

wurde dabei universal methylierte DNA (Chemicon) mit Leukozyten DNA auf eine Kon-
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zentration von 100%, 50%, 25%, 10%, 1%, 0,1% und 0% verdiinnt. Fiir LINE-1 wurde
universal methylierte DNA (Chemicon) mit universal unmethylierter DNA (Qiagen) auf
eine Konzentration von 100%, 75%, 50%, 10% und 0% verdiinnt. Die DNA-Konzentration
der einzelnen Verdiinnungsschritte, die in die PCR eingesetzt wurde, betrug dabei fiir

PTEN 25 ng/pul und fiir LINE-1 10 ng/pl.

2.6.6 Berechnung des Methylierungsgrades

Zur Berechnung des Methylierungsgrades wurde zunédchst der Cq Wert (= Quantification
Cycle) der Proben bestimmt. Dieser Cq Wert entspricht dem PCR Zyklus, bei dem das
Fluoreszenzsignal der Probe das erste Mal signifikant {iber das Hintergrund-
Fluoreszenzsignal steigt. Zur Berechnung der Cq Werte fiir PTEN und COL2a wurde die
Absolute Quantification/Second Derivate Maximum Methode der LightCycler 480 Soft-
ware (Version 1.5) verwendet. Der Cq Wert wird bei dieser Methode als jener Wert defi-
niert, bei dem die zweite Ableitung der Fluoreszenzsignalkurve ein Maximum erreicht, d.h.
jener PCR Zyklus bei dem die Steigung der Kurve am groften ist. Fiir die Cq Wert Be-
stimmung von LINE-1 und ALU wurde die Absolute Quantification Methode Fit Points
verwendet. Wie sich bei einer vorher untersuchten Verdiinnungsreihe zeigte, scheint diese
Methode besser geeignet zu sein, um unterschiedliche Methylierungsgrade von LINE-1 als
Verdnderungen des Cq Wertes anzuzeigen. Zusétzlich kann bei der Fit Points Methode der
Schwellenwert des Fluoreszenzsignals selbst gewihlt werden.

Die daraus gewonnenen Cq Werte wurden zur weiteren Berechnung in das Tabellenpro-
gramm Excel (Microsoft, Redmond, USA) transferiert. Die Berechnung des
Methylierungsgrades einer unbekannten Probe erfolgte anschlieend nach der AACq Me-
thode. Dabei wird zunichst der Cq Wert des Referenzgens (COL2a oder ALU) vom Cq
Wert des Zielgens (PTEN oder LINE-1) subtrahiert (= ACq). AnschlieBend wird eine Ratio
aus 1 durch die Effizienz hoch delta Cq gebildet. Als Effizienz wurde dabei der Mittelwert
der Effizienzen der beiden untersuchten Marker verwendet. Danach wurde die Ratio der
unbekannten Probe durch die Ratio der 100% methylierten Probe dividiert, um den PMR
(= percentage of fully methylated reference) Wert zu erhalten. Dieser Wert entspricht dem
Anteil der Ratio der unbekannten Probe an der Ratio der 100% methylierten Referenz-
DNA und spiegelt den Anteil der vollstindig methylierten DNA Molekiile in der unbe-
kannten Probe wider. Proben, bei denen der Cq Wert des Referenzgens deutlich iiber dem

Wert der anderen Proben lag (> 3 Zyklen), wurden von der weiteren Analyse ausgeschlos-
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sen, da dies auf eine zu geringe Menge an Input-DNA bzw. auf eine schlechte DNA Quali-

tat hinweist.
2.7 High-Resolution Melting Analyse

2.7.1 Allgemeine Informationen

Bei der High-Resolution Melting Analyse handelt es sich um ein Post-PCR-Verfahren, das
die Schmelzeigenschaften von DNA nutzt, um Sequenzunterschiede zu detektieren. In ei-
nem ersten Schritt wird die bisulfitisierte DNA methylierungsunabhéngig amplifiziert, d.h.
es werden Primer verwendet, die sowohl an methylierte als auch an unmethylierte DNA
binden. Dazu muss die Primersequenz so gewéhlt werden, dass sie keine bzw. nur wenige
am 5" Ende befindliche CpG Sequenzen enthélt. Der zweite Schritt dieses Verfahrens be-
steht aus einer Schmelzanalyse der amplifizierten DNA. Wie oben beschrieben, werden
unmethylierte Cytosinbasen durch die Bisulfit-Behandlung in Uracil umgewandelt, wohin-
gegen methylierte Cytosinbasen erhalten bleiben. Wahrend der Amplifikation der PCR
paart sich Uracil mit Adenin. Im Gegensatz zu Cytosin und Guanin sind Uracil (bzw.
Thymin) und Adenin nur durch zwei Wasserstoftbriickenbindungen verbunden. Dieser
Unterschied spiegelt sich spéter in einem veridnderten Schmelzverhalten des Amplikons
wider. So schmilzt unmethylierte DNA (enthidlt keine Cytosine, sondern nur Thymine)
nach der Bisulfitbehandlung friither als methylierte DNA (enthélt auch Cytosine). Um die-
sen Prozess in Echtzeit zu verfolgen, werden DNA interkalierende Farbstoffe verwendet.
Diese fluoreszierenden Farbstoffe binden nur an doppelstringige DNA. Schmilzt diese
doppelstrangige DNA, konnen die Farbstoffmolekiile nicht mehr binden und das
Fluoreszensignal nimmt stark ab. Um Unterschiede in der Basensequenz des Amplikons zu
detektieren, ist es notwendig die Anderungen des Fluoreszenzsignals moglichst genau, d.h.
mit moglichst vielen Messungen pro Zeit- bzw. Temperatureinheit zu detektieren. Indem
man die unbekannte Probe mit einer Verdiinnungsreihe aus vollstindig methylierter und
unmethylierter DNA vergleicht, konnen semiquantitativ Informationen {iber den

Methylierungsgrad der unbekannten Probe gewonnen werden.

2.7.2 Optimierte PCR Bedingungen

Alle Versuche wurden am LC480 der Firma Roche durchgefiihrt. Der PCR Ansatz fiir
PTEN beinhaltete folgende Komponenten: Gesamtvolumen 20 pl, bestehend aus 2 ul DNA
mit einer Konzentration von 25 ng/ul, 10 ul LightCycler 480 High-Resolution Melting
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Master Mix 2x (beinhaltet FastStartTaq DNA Polymerase, Reaction Buffer, AINTP Mix
und High-Resolution Melting Dye), jeweils 0,8 ul Forward und Reverse Primer mit einer
Endkonzentration von 0,2 nmol/l, 25 nmol/l MgCl, und 4 ul AD.

Die Bedingungen fiir LINE-1 waren: Gesamtvolumen 20 ul, bestehend aus 1 pl DNA mit
einer Konzentration von 10 ng/ul, 10 pl LightCycler 480 High-Resolution Melting Master
Mix 2x, jeweils 0,8 pl Primer Forward und Reverse mit einer Endkonzentration von 0,2
nmol/l; 25 nmol/l MgCI2 und 4 pul AD. Die Light Cycler 480 Multiwell Plate 96 (weil3)
wurde mit einer LightCycler 480 Sealing Foil zugeklebt, fiir 30 sec bei 900 g zentrifugiert
und in den LightCycler 480 gegeben. Die PCR Amplifikation fand fiir PTEN unter folgen-
den Bedingungen statt: Detection Format: SYBR Green One, Denaturierung 95°C fiir 10
min, Amplifikation 50 Zyklen mit 95°C fiir 10 sec, ein Touchdown Annealing mit 64-58°C
fiir 10 sec (1°C/ Zyklus) und 72°C fiir 20 sec. Im Anschluss fand die Melting Phase unter
folgenden Bedingungen statt: 95°C fiir 1 min, 40°C fiir 1 min, 74°C fiir 5 sec und danach
kontinuierliche Anhebung auf 90°C mit 25 Fluoreszenzdetektionen pro Grad.

Die PCR Amplifikation fand fiir LINE-1 unter folgenden Bedingungen statt: Detection
Format: SYBR Green One, Denaturierung 95°C fiir 10 min, Amplifikation 50 Zyklen mit
95°C fiir 10 sec, 63°C fiir 10 sec und 72°C fiir 20 sec. Im Anschluss fand die Melting Pha-
se unter folgenden Bedingungen statt: 95°C fiir 1 min, 40°C fiir 1 min, 70°C fiir 5 sec und
danach kontinuierliche Anhebung auf 90°C mit 25 Fluoreszenzdetektionen pro Grad.

Die Proben wurden jeweils als Duplikate angelegt, um die Variabilitit innerhalb des
Assays zu kontrollieren. Zusétzlich wurden bei jedem Lauf mindestens zwei NTCs (= Non

Template Controls) mitgefiihrt.

2.7.3 Verdunnungsreihen

Bei jedem HRM Lauf wurde =zusidtzlich eine Verdiinnungsreihe aus vollstindig
methylierter DNA (Chemicon) gemischt mit unmethylierter DNA (Leukozyten DNA fiir
PTEN bzw. universal unmethylierte DNA von Qiagen fiir LINE-1) mituntersucht. Dabei
erhdlt man einerseits eine Vergleichskurve fiir die unbekannten Proben, andererseits kann
die Sensitivitit und Reproduzierbarkeit des Assays iiberpriift werden. Indem exakt dieselbe
Verdiinnungsreihe bei mehreren unabhingigen HRM Liufen untersucht wurde, konnten
auch Informationen {iiber die Interassay Variabilitit gewonnen werden. Universal
methylierte DNA wurde fiir das PTEN Assay auf eine Konzentration von 100%, 50%,
25%, 10%, 1% 0,1% und 0% verdiinnt. Fiir LINE-1 wurde eine Verdiinnungsreihe mit

100%, 75%, 50%, 25%, 10% und 0% methylierter DNA erstellt.
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2.7.4 Primersequenzen und Amplikoninformationen

Die Primersequenzen von PTEN (GenBank accession number AF143312) wurden wie bei
MethyLight unter Beriicksichtigung des PTEN Pseudogenes (82, 83) gewdhlt. Die

Primersequenzen und die GenBank Nummer sind in Tabelle 3 auf Seite 29 ersichtlich.

2.7.5 Bestimmung des Methylierungsgrades

Die Bestimmung des Methylierungsgrades der unbekannten Proben erfolgte mithilfe des
Gene Scanning bzw. Tm Calling Programms der LC 480 Software (Version 1.5). Fiir eine
Normalisierung des Schmelzkurvensignals wurden die Grenzen des Pre- und Post-Melt-
Sliders fiir PTEN auf eine Temperatur von 76,1-76,5°C bzw. 82,7-83,7°C und fiir LINE-1
auf eine Temperatur von 76,1-76,5°C bzw. 81-82°C eingestellt. Die Bestimmung des
Methylierungsgrades einer unbekannten Probe erfolgte zunichst rein optisch, indem die
Schmelzkurve der unbekannten Probe mit den Schmelzkurven der Verdiinnungsreihe ver-
glichen wurde. Um einen genaueren Wert des Methylierungsgrades zu erhalten wurde da-
nach folgendermaflen vorgegangen: Zunidchst wurden die Daten der Schmelzanalyse, die
aus den bei den jeweiligen Temperaturen gemessenen Fluoreszenzsignalwerten bestehen,
in das Tabellenkalkulationsprogramm Excel (Microsoft) transferiert. Danach wurde ein
Temperaturwert gewéhlt, bei dem sich die Verdiinnungsreihe optisch gut auftrennte und
die dazugehdrigen Fluoreszenzwerte der Verdiinnungsreihe zur weiteren Analyse herange-
zogen. Es wurde der Mittelwert der beiden Duplikate (= relatives Fluoreszenzsignal) gebil-
det und anschlieBend das Fluoreszenzsignal der vollstdndig unmethylierten DNA vom Flu-
oreszenzsignal der anderen Verdiinnungsstandards abgezogen, um ein normiertes Fluores-
zenzsignal zu erhalten. Danach wurde ein Diagramm erstellt, in dem die normierten Fluo-
reszenzsignalwerte gegen den Input an methylierter DNA eingetragen wurden. Diese Da-
tenpunkte wurden einer Regressionsanalyse unterzogen und die daraus gewonnene Formel
zur Berechnung der unbekannten Proben verwendet. Es kann vorkommen, dass der Abfall
des Fluoreszenzsignals besser durch eine polynomische als durch eine lineare Regression
beschrieben wird. Bei den von uns verwendeten HRM PTEN und LINE-1 Assays wurde
der Abfall des Fluoreszenzsignals allerdings am besten durch eine lineare Regression be-
schrieben (siehe Abbildung 4 und Abbildung 8). Den Methylierungsgrad einer unbekann-
ten Probe erhilt man daraufhin, indem man den normierten Fluoreszenzwert der Probe in
die Formel einsetzt, die man aus der Regressionsanalyse erhalten hat. Voraussetzung fiir

diese Berechnung ist, dass der Schmelzkurvenverlauf der unbekannten Probe jenen der
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Verdiinnungsstandards gleicht. Ist dies nicht der Fall, muss von einer heterogenen
Methylierung ausgegangen werden und es kann nur eine optische Beschreibung der
Schmelzkurve erfolgen. Proben, die eine zu geringe Menge an Input-DNA enthielten, was
sich in Form eines deutlich hoheren Cq Wertes (> 3 Zyklen) widerspiegelte, wurden von

der weiteren Analyse ausgeschlossen.
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Tabelle 2: MethyLight Primer- und Sondensequenzen und GenBank Nummer

Name Primer- und Sondensequenz (5°- 3" GenBank No

LINE-1 FW GTTAGATAGTGGGCGTAGGTTATTG X52235
RV TTACGCTTCCCAAATAAAACAATACC
Sonde CCTACTTCGACTCGCGCACGATACG

COL2a FW TCTAACAATTATAAACTCCAACCACCAA L10347 (84)
RV GGGAAGATGGGATAGAAGGGAATAT
Sonde CCTTCATTCTAACCCAATACCTATCCCACCTCTAAA

Tabelle 3: HRM Primersequenzen und GenBank Nummer

Name Primersequenz (5°-3°) GenBank No

LINE-1 FW GGGGGAGGAGTTAAGATGGT X52235
RV AAATACAAAAATCACCCGTCTTCTA
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2.8 PTEN Protein Farbung

Zur Herstellung eines Paraffin-Zelllinien-Blocks wurden humanes Citrat Plasma und
Thromborel S (Siemens, Deerfield, USA) zum Zellpellet gegeben. Danach wurden die Zel-
len mit 3,7% Formaldehyd fixiert, automatisch im Histokinet (Tissue Tek, Sanova, Wien,
Osterreich) entwiissert und in Paraffin eingebettet. Die mit dem Mikrotom HM 360
(Olympus, Tokyo, Japan) erzeugten 3 um Schnitte wurden auf einen Objekttrager aufge-
zogen und anschlieBend bei +70°C {iber Nacht zum Antrocknen inkubiert. Zur
Entparaffinierung wurden die Schnitte anschlieBend fiir 20 min in Xylol eingelegt, danach
je 2 min in eine absteigende Alkoholreihe mit 100%, 96%, 70% und 50%. AnschlieBend
wurden die Schnitte 3*3 min in PBS gewaschen und die Position der Zellen mit einem Stift
markiert. Ein Antigen Retrieval erfolgte im Wasserbad bei 98°C fiir 30 min. Daraufhin
wurden die Objekttrager 20 min bei Raumtemperatur abgekiihlt, kurz mit Aqua destillata
gespiilt und danach wieder 3*3 min in PBS gewaschen. Nach einer Blockierung der endo-
genen Peroxidase in 1% H,0, (mit Methanol verdiinnt), und erneutem Waschschritt in
PBS, erfolgte der Serumblock mit 6% BSA-PBS mit 1:50 Horse Serum (Biochrom AG,
Berlin, Deutschland). Dabei wurden pro Schnitt 300 ul fiir 20 min aufgebracht. Danach
wurde das Serum abgeleert, 80 pul 1:70 verdiinnter Primér Antikorper (Rb pAB to PTEN;
ab31392-100; Firma Abcam, Cambridge, UK) aufgetragen und fiir eine Stunde bei RT
inkubiert. Zur Herstellung von negativ Kontrollen, wurde 1:70 verdiinnte Universal Nega-
tiv Control For Rabbit Antibodies (#N1699, Dako Envision, Glostrup, Dédnemark) auf die
Schnitte aufgebracht und ebenfalls fiir eine Stunde inkubiert. Die Antikdrper wurden mit
einem Antibody Diluent (Dako Envision) verdiinnt. Nach der Inkubation mit dem Primaér-
antikorper wurden die Schnitte 3*3 min in PBS gewaschen und 3 Tropfen DAKO
EnVision HRP (= Horseradish Peroxidase) auf die Schnitte aufgetragen und 30 min bei RT
inkubiert. Nach einem neuerlichen Waschschritt mit PBS fiir 3*3 min, wurden 150 pl 1:50
in Substratbuffer verdiinntes DAB Chromogen (Dako) auf die Schnitte aufgetragen und fiir
8 min inkubiert. Die Reaktion wurde mit PBS gestoppt, die Schnitte fiir 7 Sekunden in
Héamatoxylin nach Mayer eingelegt und eine Minute mit Leitungswasser gebldut. Danach
erfolge ein Entwisserungsschritt mit je 2 min in einer aufsteigenden Alkoholreihe (50%,
70%, 96%, 100%). Am Ende wurden die Schnitte fiir ca. 2 min in Butylacetat gegeben und
mit Entellan (Merck, Darmstadt, Deutschland) eingedeckt.
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Die Beurteilung der Intensitit der Farbung erfolgte mikroskopisch. Dabei wurde die nega-
tiv Kontrolle der jeweiligen Zelllinie als Referenz genommen. Die Stirke der Farbung
wurde mit + bis ++++ angegeben. Zusitzlich wurden der Prozentsatz der angefirbten Zel-
len und die Lokalisation (zytoplasmatisch oder nukledr) dokumentiert. Die Fotos der
Immunzytochemie wurden mithilfe des Olympus BX51 Mikroskops und der Cell D Foto-
software (Olympus) erstellt.

2.9 Statistische Analyse

Fiir die deskriptive Statistik wurde das Tabellenkalkulationsprogramm Excel 2003 (Micro-
soft) verwendet. Fiir die PMR- (MethyLight) bzw. Methylierungswerte (HRM) wurde zu-
nichst der Mittelwert der beiden Duplikate gebildet und danach der Mittelwert der beiden
PCR Laufe. Die Korrelationsanalysen und der Levene Test auf Varianzhomogenitit wur-
den unter Zuhilfenahme des Statistikprogramms SPSS (Version 16.0, SPSS, Chicago,
USA) durchgefiihrt, wobei ein p-Wert unter 5% als statistisch signifikant angesehen wur-
de.
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3 Ergebnisse

3.1 Kultivierung von Mammosphéren

Von den fiinf untersuchten Zelllinien bildeten lediglich die Zelllinien MCF-7 und SUM-
159 nach ca. 5 Tagen unter nicht adhdrenten Kulturbedingungen Mammosphéren (siche
Abbildung 1). Die Fiahigkeit Mammosphéren zu formen, blieb dabei bis zur achten und
somit letzten Passage (= 8 Wochen in Kultur) erhalten. Die {ibrigen vier Zelllinien, SK-
BR-3, MDA-MB-231, MDA-MB-231 ALDH+ und SUM-1315 zeigten zwar eine Prolife-
ration unter nicht adhédrenten Kulturbedingungen, es bildeten sich allerdings keine

Mammosphéren, sondern nur Zellaggregate (siche Abbildung 1).

il
(0] [V}

50 um .

Abbildung 1: Nicht-adhirente Kultur der fiinf verwendeten Zelllinien. Die Abbildimgen A und B

zeigen Mammosphiiren, wogegen die Abbildungen C-F lediglich Zellaggregate darstellen. (A) MCF-
7 in 400facher Vergrofierung, (B) SUM-159 in 400facher Vergrofierung, (C) SK-BR-3 in 400facher
Vergroflerung, (D) MDA-MB-231 in 200facher Vergréflerung, (E) MDA-MB-231 ALDH+ in
400facher Vergroflerung und (F) SUM-131S5 in 200facher Vergrofierung
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3.2 PTEN Hypermethylierungsanalyse

3.2.1 MethyLight PTEN Assay

Wie oben beschrieben wurden zundchst Verdiinnungsreihen analysiert, um zum einen die
Linearitdt (d.h. eine lineare Abnahme der Ratio) und zum anderen die Sensitivitdt des
Assays zu iiberpriifen. Zur Uberpriifung der Linearitit wurden die berechneten Ratio Wer-
te gegen den Einsatz an vollstindig methylierter DNA in ein Diagramm eingetragen und
eine lineare Regressionsanalyse durchgefiihrt (siche Abbildung 2). Mit einem Be-
stimmtheitsmal} von 0,9302 konnte flir die nachfolgenden Berechnungen von einem linea-
ren Modell ausgegangen werden. Auflerdem zeigte der Assay eine hohe Sensitivitit. So
konnte 1% methylierte Input-DNA detektiert und deutlich gegen 0% methylierte DNA
abgegrenzt werden. Ein Verdiinnungschritt mit 0,1% methylierter DNA konnte allerdings
nicht mehr von der unmethylierten Probe unterschieden werden (Abbildung 2).

Als néchstes erfolgte die Analyse der fiinf Zelllinien (Abbildung 3). Sowohl adhédrent als
auch nicht adhdrent wachsende Zellen zeigten einen errechneten PMR zwischen 0% und
2%. Es zeigten sich keine Unterschiede zwischen adhérent und nicht-adhérent wachsenden
Zellen. Die Verwendung von ALU als Referenzgen fiihrte zu dhnlichen PMR Werten wie
COL2a (durchschnittlich um 0,7% hoéher). Um die Streuung der ALU und COL2a Cq Wer-
te zu Uberpriifen, wurden zunichst die Standardabweichungen miteinander verglichen und
anschlieBend der Levene Test auf Varianzhomogenitit angewandt. Die Cq Werte von
COL2a und ALU zeigten dabei eine dhnliche Standardabweichung (1,045 bzw. 0,978).
Der Levene Test war nicht signifikant (F = 0,162; p = 0,689), weshalb davon ausgegangen

werden kann, dass Varianzhomogenitét zwischen den beiden Gruppen besteht.
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A MethyLight PTEN Verdiinnungsreihe
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Abbildung 2: MethyLight PTEN Optimierung: Zur Uberpriifung der Sensitivitiit und Linearitiit des
MethyLight PTEN Assays wurde vollstiindig methylierte DNA auf eine Konzentration von 100%,
50%, 25%, 10%, 1%, 0,1% und 0% verdiinnt. Abbildung A: Im Diagramm wurde die Ratio der Cq
Werte von PTEN/COL2a gegen die eingesetzte Menge an methylierter DNA eingetragen. Die danach
durchgefiihrte lineare Regressionsanalyse zeigt ein Bestimmtheitsmafl von 0,9302. Abbildung B zeigt
das Ergebnis des MethyLight PTEN PCR Laufes (Absolute Quantification/2nd Derivate Maximum
Darstellung). Dabei sind die unterschiedlichen Verdiinnungsschritte (jeweils in Duplikaten) mit unter-
schiedlichen Farben gekennzeichnet (siche Legende). Eine Auftrennung zwischen 0% und 0,1%

methylierter DNA war nicht méglich.
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A Amplification Curves
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Abbildung 3: Bestimmung des PTEN Methylierungsgrades zweier unbekannter Proben mittels
MethyLight. Abbildung A: Ergebnis eines MethyLight PTEN PCR Laufes (Absolute Quantification/
2nd Derivate Maximum Darstellung): blau = 100% methylierte DNA, rot = 0% methylierte DNA,
schwarz = MS MCF-7 und MS SUM-159, grau = NTC (jeweils als Duplikate). Beide Proben liegen im
Bereich des 0% methylierten Verdiinnungsstandards. Abbildung B: Dieselben Proben in der COL2a
PCR Reaktion, die zur Kontrolle der Input-DNA dient. Alle Proben weisen einen dhnlichen Cq Wert
auf. Dies spricht fiir eine dhnliche Menge an Input-DNA.
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3.2.2 HRM PTEN Assay

Zur Uberpriifung der Sensitivitit, Reproduzierbarkeit und Interassay Variabilitit, sowie zur
Berechnung des Methylierungsgrades der unbekannten Proben wurde bei jedem HRM
Lauf eine Verdiinnungsreihe mituntersucht. Bei allen vier untersuchten Verdiinnungsreihen
war eine Auftrennung bis zum 1% Verdiinnungsstandard moglich (Abbildung 4). Eine Un-
terscheidung zwischen 0,1% und 0% methylierter Input-DNA war bei keinem der Laufe
moglich. Zur Bestimmung der Interassay Variabilitdt wurde exakt dieselbe Verdiinnungs-
reihe in vier aufeinanderfolgenden HRM Laufen analysiert. Die Schmelzkurven waren
dabei sowohl in der Form als auch in den relativen Fluoreszenzwerten zwischen den Liu-
fen konstant (Abbildung 4).

Die Schmelzkurven der untersuchten nicht-adhdrent und adhirent wachsenden Zelllinien
lagen zwischen der 0% und 1% Verdiinnungsreihe (Abbildung 4). Es bestand kein Unter-
schied zwischen nicht-adhédrent und adhdrent wachsenden Zellen. Dementsprechend de-

cken sich die Ergebnisse mit jenen des PTEN MethyLight Assays.
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A HRM PTEN Verdiinnungsreihen
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Abbildung 4: HRM PTEN Verdiinnungsreihe und Versuchslauf: In der oberen Abbildung sind die

relativen Fluoreszenzwerte von vier Verdiinnungsreihen gegen den Input an methylierter DNA in ein
Diagramm eingetragen. Man sieht, dass zur Berechnung des PTEN Methylierungsgrades ein lineares
Modell angenommen werden kann und dass die relativen Fluoreszenzwerte der Verdiinnungsstan-
dards nur geringen Schwankungen unterworfen sind. Die Abbildung B zeigt das Ergebnis der HRM
Gene Scanning Analyse fiir PTEN: Die Grafik zeigt den Abfall des Fluoreszenzsignals mit zunehmen-
der Temperatur. Je nach dem Anteil an vollstindig methylierter DNA zeigen die einzelnen Verdiin-
nungsstandards (siehe Legende, jeweils als Duplikate) unterschiedliche Schmelzkurven. Eine Unter-
scheidung zwischen 1% und 0,1% methylierter DNA war nicht méglich. Die Schmelzkurve der Probe

SUM-159 (schwarz, dargestellt als Duplikat) gleicht jener des 0% Verdiinnungsstandards.

37



Ergebnisse

3.3 LINE-1 Hypomethylierungsanalyse

3.3.1 MethyLight LINE-1 Assay

Um die Linearitdt und Sensitivitdt des MethyLight LINE-1 Assays zu tliberpriifen, wurde
wiederum eine Verdiinnungsreihe analysiert. Die Bestimmung der Linearitét erfolgte nach
derselben Methode wie fiir PTEN (siehe Kapitel 3.2.1). Mit einem Bestimmtheitsmal} von
0,8492 konnte fiir die nachfolgenden Berechnungen annéhernd von linearen Verhéltnissen
ausgegangen werden (siche Abbildung 5). Die einzelnen Verdiinnungsschritte konnten
mithilfe der Fit Points Methode klar voneinander abgegrenzt werden (siche Abbildung 5).
Als nidchstes wurden LINE-1, ALU sowie COL2a PCR-Liufe der unbekannten Proben
durchgefiihrt (siche Abbildung 6). Aus den daraus gewonnenen Cq Werten erfolgte die
Berechnung der PMR Werte der adhirent und nicht-adhérent wachsenden Zellen (Ergeb-
nisse zusammengefasst in Abbildung 7). Die Zelllinie SK-BR-3 wies dabei den niedrigsten
PMR Wert auf (nicht adhdrente Zellen PMR = 18%), wihrend die anderen Zelllinien einen
PMR Wert zwischen 40% und 70% aufwiesen. Die gefundenen Methylierungswerte zeig-
ten eine gute Ubereinstimmung zwischen adhérent und nicht-adhérent wachsenden Zellen
(Korrelation nach Pearson 0,886; p = 0,019). Fiir die untersuchten nicht-adhirenten Zellen
erfolgte die Berechnung des PMR sowohl mit ALU und als auch mit COL2a als Referenz-
gen. Dabei war auffillig, dass die mit COL2a errechneten PMR Werte stets iiber jenen von

ALU lagen (siche Abbildung 7).
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Abbildung 5: MethyLight LINE-1 Optimierung: Zur Uberpriifung der Sensitivitit und Linearitit des
MethyLight LINE-1 Assays wurde vollstindig methylierte DNA (Chemicon) auf eine Konzentration
von 100%, 75%, 50%, 25%, 10% und 0% verdiinnt: Im oberen Diagramm (A) sind die Rationes von
LINE-1/ALU gegen den Einsatz an methylierter DNA eingetragen. Die lineare Regressionsanalyse
zeigt ein Bestimmtheitsmalfl von 0,8492. Die Abbildung B zeigt den MethyLight LINE-1 PCR Lauf
einer Verdiinnungsreihe (Absolute Quantification/Fit Points Darstellung): Die einzelnen Verdiin-
nungsschritte (jeweils als Duplikate, siche Legende) konnten klar voneinander abgegrenzt werden.

Der 0% methylierte Verdiinnungsstandard wurde nicht amplifiziert. Grau zeigt eine NTC.
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Abbildung 6: Analyse des LINE-1 Methylierungsstatus von unbekannten Proben mittels MethyLight.
In Abbildung A ist das Ergebnis eines MethyLight LINE-1 PCR Laufes zu sehen (Absolute
Quantification/Fit Points Methode): Die Zelllinie MCF-7 (schwarz) liegt dabei beim 100%
methylierten Verdiinnungsstandard (blau), das Fluoreszenzsignal der Zelllinie SK-BR-3 (ebenfalls
schwarz) erscheint um drei Zyklen spiiter, was fiir einen geringeren Methylierungsgrad spricht. Die
unmethylierte Probe (rot) wurde wie erwartet nicht amplifiziert. Die Abbildung B zeigt die
MethyLight ALU Kontrollreaktion derselben Proben, die bendtigt wird, um die Menge an Input-DNA
zu kontrollieren: Alle Proben weisen einen ihnlichen Cq Wert auf. Dies spricht fiir eine dhnliche Men-

ge an Input-DNA.
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Abbildung 7: Ergebnisse der MethyLight LINE-1 Hypomethylierungsanalyse: Abbildung A zeigt die
errechneten PMR Werte der adhiirent in Vergleich zu den nicht-adhéirent wachsenden Zellen. Die
Zelllinie SK-BR-3 wies den geringsten LINE-1 Methylierungsgrad auf. Abbildung B: Fiir die nicht
adhirent wachsenden Zellen erfolgte die Berechnung des PMR sowohl mit ALU als auch mit COL2a
als Referenzgen. Dabei war auffillig, dass die mit COL2a errechneten PMR Werte stets iiber jenen

von ALU lagen.
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3.3.2 HRM LINE-1 Assay

Auch beim HRM LINE-1 Assay wurde bei jedem PCR Lauf eine Verdiinnungsreihe mitge-
fiihrt, um die Sensitivitét, Reproduzierbarkeit und Interassay Variabilitéit zu tiberpriifen und
Vergleichskurven fiir die unbekannten Proben zu erhalten. Die einzelnen Verdiinnungs-
schritte konnten bei allen vier untersuchten Verdiinnungsreihen klar voneinander abge-
grenzt werden (sieche Abbildung 8). Als Temperaturwert, bei dem sich die Verdiinnungs-
standards klar voneinander abgrenzen lieBen, wurde 77°C gewéhlt. Die entsprechenden
Fluoreszenzsignalwerte wurden gegen den Input an methylierter DNA in ein Diagramm
eingetragen. Die so gewonnenen Datenpunkte wurden einer Regressionsanalyse unterzo-
gen, um eine Formel fiir die Berechnung der unbekannten Proben zu erhalten. Dabei konn-
te der Abfall des Fluoreszenzsignals am besten durch eine lineare Regression beschrieben
werden (siehe Abbildung 8). Da sich die Schmelzkurven der unbekannten Proben und der
Verdiinnungsstandards in ihrer Form glichen, konnte der Methylierungsgrad nach der in
Kapitel 2.7.5 beschriebenen Methode berechnet werden. Von den untersuchten Proben
zeigte die Zelllinie SK-BR-3 den geringsten Methylierungsgrad (nicht adhirente Zellen
35%, adhidrente Zellen 54%). Alle anderen Zelllinien wiesen einen Methylierungsgrad zwi-
schen 68% und 97% auf (Ergebnisse zusammengefasst in Tabelle 4 und Abbildung 9). Alle
Proben wurden in zwei unabhingigen Laufen analysiert. Dabei zeigte sich eine geringe
Interassay Variabilitdt im berechneten Methylierungsgrad (Tabelle 4). Es zeigten sich Un-
terschiede im Methylierungsgrad von nicht-adhdrenten und adhérenten Zellen (Tabelle 4
bzw. Abbildung 9). Dabei konnte jedoch kein Trend in eine bestimmte Richtung festge-
stellt werden. Die aus dem HRM LINE-1 Assay gewonnenen Methylierungswerte zeigten
eine hohe Korrelation mit den PMR Werten des MethyLight LINE-1/ALU Assays (Korre-
lation nach Pearson 0,837; p < 0,001, siche Abbildung 10).

42



Ergebnisse

HRM LINE-1 Verdiinnungsreihe 1. Lauf

>

R? = 0,9898

25

20

; /
10

5 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

relatives Fluoreszenzsignal
(S5}
\

eingesetzte methylierte DNA Menge (in Prozent)

B Normalized Melting Curves

100.000-

50.000

Bl 100%
80.000 5 - 75%
g

70.000 \\\ e [ 50%
< 60000 AN ] 25%
2 B N
af 50,000 NN B 10%
- '\‘ "-.‘ '
2 RN 0
3 40000 \\ i | o%
= W

% ~ ,
30,000 W T e
.\'\ \ ‘.\'*_ \“-vk
20.000] \\W o Y
b 3 e ¥ e
N\, .
10.000 %
0.000] T
70 r 72 73 74 75 76 77 78 79 a0 a1 82

Temperature (*C)

Abbildung 8: HRM LINE-1 Verdiinnungsreihe: In Abbildung A wurden die relativen Fluoreszenzsig-

nalwerte einer Verdiinnungsreihe gegen den Input an methylierter DNA in ein Diagramm eingetragen.
Die daraufhin durchgefiihrte lineare Regressionsanalyse zeigt ein Bestimmtheitsmal3 von 0,9898. Ab-
bildung B zeigt die Verdiinnungsreihe eines HRM LINE-1 Laufes in der Gene Scanning Darstellung:
Man sieht den Abfall des Fluoreszenzsignals mit zunehmender Temperatur. Je nach dem Anteil an
vollstindig methylierter DNA zeigen die einzelnen Verdiinnungsstandards (siche Legende, jeweils als
Duplikate) unterschiedliche Schmelzkurven. Die einzelnen Verdiinnungsschritte konnten klar vonei-

nander abgegrenzt werden.
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Abbildung 9: HRM LINE-1 Versuchslauf und Ergebnis des HRM LINE-1 Assays: In Abbildung A
sind die Schmelzkurven der Verdiinnungsreihe und zweier Proben dargestellt. Nicht-adhirent wach-
sende Zellen der Zelllinie SUM-159 liegen im Bereich des 100% Verdiinnungsstandards. Nicht-
adhirent wachsende Zellen der Zelllinie SK-BR-3 liegen zwischen dem 25% und 50% Verdiinnungs-
standard. Die Abbildung B zeigt die Methylierungsgrade der nicht-adhérent und adhirent wachsen-
den Zelllinien im Vergleich. Bei zwei Zelllinien (SUM-159 und MDA-MB-231 ALDH+) lag der

Methylierungsgrad der adhéirent wachsenden Zellen iiber jenen der nicht-adhiirent wachsenden.
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Tabelle 4: Interassay Variabilitiit des HRM LINE-1 Assays: Zur Beurteilung der Interassay Variabilitiit
wurden die Proben in zwei unabhiingigen HRM Liufen analysiert. In der Tabelle sind die errechneten
Methylierungswerte des ersten (HRM 1) und zweiten (HRM 2) HRM LINE-1 Laufes sowie der daraus
berechnete Mittelwert und die Standardabweichung dargestellt.

Zelllinie HRM 1 HRM 2 Mittelwert SD
MS SUM-159 61 76 68 1M
MS SK-BR-3 33 36 34 2
MS MDA-MB-
90 93 91 2
231

MS MDA-MB-

74 78 76 3
231 ALDH+

MS MCF-7 99 89 94 7
MS SUM-1315 94 100 97 4
SUM-159 75 86 81 7
MCF-7 68 73 70 4

SK-BR-3 23 28 25 3

MDA-MB-231 53 61 57 6
SUM-1315 75 90 83 10
MDA-MB-231
92 77 85 1
ALDH+
LINE HRM vs Methylight
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o
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Abbildung 10: Vergleich des MethyLight LINE-1/ALU Assays mit dem HRM LINE-1 Assay: Die
berechneten PMR Werte des MethyLight Assay und die Methylierungswerte des HRM Assays zeigen

eine hohe Korrelation (Korrelation nach Pearson 0.837.p < 0.001).
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3.4 PTEN Protein Farbung

Alle untersuchten nicht-adhdrenten und adhirenten Zelllinien zeigten nach unserer Férbe-
methode eine stark positive PTEN Proteinexpression (siche Tabelle 5). Alle Zelllinien au-
fer MDA-MB-231 nicht-adhérent und MDA-MB-231 adhidrent zeigten sowohl eine Fér-
bung des Zytoplasmas als auch des Kernes. Alle Negativkontrollen zeigten eine fehlende

Féarbung (siche Abbildung 11).

Tabelle 5: Ubersicht iiber die PTEN Fiirbeergebnisse: Alle Zelllinien zeigten eine positive PTEN Ex-

pression (von ++ bis ++++), die meisten Zelllinien wurden sowohl nukleiir als auch zytoplasmatisch

angefirbt. Die Prozentzahl gibt den Anteil der gefirbten Zellen wieder.

Zelllinie Nicht-adhiirent Adhérent
-+ -+
SUM-159 nukledr, zytoplasmatisch, nukledr, zytoplasmatisch,
100% 90%
et Nicht untersucht
SK-BR-3 nukledr, zytoplasmatisch
100%
+++ ++
MDA-MB-231 nukledr, zytoplasmatisch, zytoplasmatisch
100% 100%
+++ (+) +++
MDA-MB-231 ALDH+ nukleér, zytoplasmatisch zytoplasmatisch
100% 100%
+H++ (+), +++
MCEF-7 nukledr, zytoplasmatisch nukledr, zytoplasmatisch
100% 80%
Nicht untersucht et
SUM-1315 nukledr, zytoplasmatisch
100%
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Diskussion

4 Diskussion

Die Tumorstammzellhypothese geht davon aus, dass ein Tumor hierarchisch gegliedert ist,
mit Tumorstammzellen an der Spitze und darunter, davon abgeleitet, differenziertere Tu-
morzellen. Nach dieser Hypothese sind nur diese Tumorstammzellen fiir das Wachstum
des Tumors verantwortlich. Fiir eine genauere Untersuchung dieser Zellen ist es notwen-
dig, geeignete in vitro Modelle zu finden, um Tumorstammzellen im Labor anzuziichten.
Ein von Dontu et al entwickelter Assay bezieht sich dabei auf die Fahigkeit von Stammzel-
len unter nicht-adhdrenten Kulturbedingungen zu iiberleben (20). Wihrend differenzierte
Epithelzellen in Apoptose gehen, konnen Stammzellen unter diesen Bedingungen prolife-
rieren und Sphéren bilden, die von Dontu et al dann in Folge als Mammosphiren bezeich-
net wurden. Nach diesem Prinzip gelang es Ponti et al Brustkrebsstammzellen von Primér-
tumoren und der etablierten Brustkrebszelllinie MCF-7 zu ziichten (21). Sie zeigten in ih-
rer Arbeit, dass der vermeintliche CD44/CD24" Brustkrebsstammzellphénotyp vermehrt
innerhalb dieser Mammosphiren zu finden ist. Wie von mehreren Gruppen festgestellt,
befinden sich auch in lang etablierten Brustkrebszelllinien, Krebszellen mit stammzelldhn-
lichem Charakter (85, 86). Aus diesem Grund verwendeten wir den Mammosphéren As-
say, um aus den Zelllinien MCF-7, SUM-159, SK-BR-3, MDA-MB-231, MDA-MB-231
ALDH+ und SUM-1315 Brustkrebsstammzellen anzureichern. Dabei kam es allerdings nur
bei den Zelllinien MCF-7 und SUM-159 zu einer Mammosphérenbildung. Bei den {ibrigen
vier Zelllinien (SK-BR-3, SUM 1315, MDA-MB-231 und MDA-MB-231 ALDH+) kam es
zwar zu einer Proliferation der Zellen unter nicht adhédrenten Kulturbedingungen, es bilde-
ten sich jedoch keine Mammosphédren sondern nur Zellaggregate (siche Abbildung 1). Eine
mogliche Erkldrung dafiir ist, dass verschiedene Zelllinien und die in ihnen enthaltenen
Stammzellen verschiedene Kulturbedingungen bendtigen um Sphédren zu formen. Eine
andere Erklirung wire, dass abhingig vom Ausgangstumor nur bestimmte molekulare
Subgruppen (z.B. Tumore vom luminalen Zelltypus) geeignet sind, Mammosphéren aus-
zubilden. Dontu et al beschreiben in ihrer Arbeit, dass unter nicht adhdrenten Kulturbedin-
gungen differenzierte Epithelzellen absterben, wohingegen Stammzellen iiberleben und
Mammosphédren formen. Bei den vier Zelllinien, die keine Mammosphéren bildeten, kam
es allerdings nicht zum Absterben der Zellen, sondern zu einer Proliferation, die bis zur
letzten Passage (nach 8 Wochen in Kultur) erhalten werden konnte. Auch bei Grimshaw et

al, die in ihrer Arbeit Pleurapunktate verwendeten, um Mammosphiren anzuziichten, zeig-
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ten Zellen mit dem vermeintlichen Brustkrebsstammzellphidnotyp CD44+/CD24- teilweise
keine Mammosphirenbildung (87). Somit kann nicht mit Sicherheit beurteilt werden, ob
sich in den Zellkulturen, die keine Mammosphéren bildeten, Brustkrebsstammzellen be-
fanden oder nicht. Weitere Untersuchungen, wie z.B. in vivo Transplantationen in
NOD/SCID Miuse wiren notwendig, um Unterschiede in der Tumorigenitit zwischen
adhdarent wachsenden Zellen und nicht-adhdrent wachsenden Zellen, die keine
Mammosphiren bilden, nachzuweisen. Ubereinstimmend mit anderen Autoren zeigte bei
uns die Zelllinie MCF-7 (21, 87-90) Mammosphérenbildung. Wie Grimshaw et al (87)
konnten auch wir in der Zelllinie MDA-MB-231 keine Mammosphérenbildung nachwei-
sen. Allerdings gelang dieser Forschungsgruppe eine Mammosphérenbildung in der Zellli-
nie SK-BR-3. Auch Phillips et al (30) und To et al. (91) berichten widerspriichlich zu unse-
ren Ergebnissen von einer Mammosphérenbildung der Zelllinie MDA-MB-231, zeigen in
ihrer Arbeit aber keine Bilder.

Gegeniiber anderen Assays bietet der Mammosphérenassay den Vorteil, dass er keine spe-
zifischen Oberflichenmarker bendtigt und zudem ein relativ unkompliziertes Verfahren ist,
um Tumorstammzellen im Labor zu ziichten. Zudem kann dieser Assay auch auf andere
Tumorentitdten, wie bspw. Prostata- (92) oder Dickdarmtumore (93) ausgedehnt werden.
Er weist jedoch auch gewisse Nachteile auf. So kann nicht ausgeschlossen werden, dass
durch die vorgegebenen Kulturbedingungen das Wachstum eines bestimmten Progenitors
begiinstigt wird und somit eine Selektion eines bestimmten Zelltyps erfolgt. Zudem stellen
Mammosphédren immer ein Gemisch aus Zellen dar. Unter den ca. 400 Zellen einer
Mammosphére befinden sich wahrscheinlich nur wenige Krebsstammzellen, aber viele
Progenitorzellen. Somit hat man bei den nachfolgenden Untersuchungen immer eine Kon-
tamination mit weiter differenzierten Zellen, was vor allem fiir unsere Fragestellungen
problematisch ist.

Fiir verbesserte Tumortherapien wire es notwendig, molekulare Mechanismen, die zur
Entstehung von Krebsstammzellen fiihren, ausfindig zu machen. Epigenetische Verdnde-
rungen wie verdnderte Methylierungsmuster spielen in der Tumorentstehung eine zentrale
Rolle. Diese epigenetischen Verdnderungen konnen u.a. Gene betreffen, die fiir
Pluripotenz und Selbsterneuerung entscheidend sind und somit Tumorzellen einen stamm-
zelldhnlichen Phénotyp verleihen konnen. In den letzten Jahren héuften sich die Hinweise,
dass das Tumorsuppressorgen PTEN und der von ihm negativ regulierte PI3K/Akt/mTOR

Signalweg eine Schliisselfunktion in der Entstehung von Tumorstammzellen einnehmen.
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So konnten Yilmaz et al (52) sowie Zhang et al (53) in ihren Arbeiten zeigen, dass PTEN
fiir die Aufrechterhaltung des normalen Stammzellpools notwendig ist. In einem Mausmo-
dell, bei dem PTEN abgeschaltet wurde, kam es nach anfanglicher Proliferation zum Ab-
bau von normalen hdmatopoetischen Stammzellen und es entwickelten sich von Tumor-
stammzellen ausgehende Leukédmien. Die Rolle von PTEN in Brustkrebsstammzellen wur-
de von Zhou und Kollegen untersucht (56). Sie verwendeten die Zelllinie MCF-7, um mo-
lekulare Unterschiede zwischen Side Population Zellen (eine Population, die Tumor-
stammzellen enthélt) und nicht Side Population Zellen nachzuweisen und konnten zeigen,
dass unter anderem der PI3K/Akt/mTOR/STAT Signalweg, der von PTEN negativ regu-
liert wird, fiir das Uberleben von vermeintlichen Brustkrebsstammzellen wichtig ist. Eine
Verminderung der PTEN Expression fiihrte zu einer Zunahme des Side Population Anteils,
eine PTEN Uberexpression zu einer verminderten in vivo Tumorigenitit von MCF-7 Zel-
len. Zu einem &hnlichen Ergebnis gelangten Korkaya und Kollegen, die in ihrer Arbeit
unter anderem die Zelllinien MCF-7 und SUM-159 untersuchten und zeigten, dass ein
Knockout von PTEN zu einer erh6hten Mammosphérenbildung fithrt und den Anteil an
ALDH-high  Zellen (vermeintliche  Brustkrebsstammzellen) innerhalb  dieser
Mammosphéren erhoht (57). Diese Studien weisen darauf hin, dass PTEN als negativer
Regulator des PI3K/Akt/mTOR Signalwegs eine zentrale Rolle in der Biologie von Krebs-
stammzellen einnimmt. Aus diesem Grund stellten wir die Hypothese auf, dass eine
Hypermethylierung des PTEN Promotors zu einem Verlust der PTEN Expression in Brust-
krebsstammzellen flihrt. Weder beim MethyLight noch beim HRM PTEN Assay zeigten
sich PTEN Methylierungswerte (PMR bzw. Methylierungswert) iiber 2%. Aullerdem gab
es keine Unterschiede zwischen nicht-adhdrent und adhédrent wachsenden Zellen. Diese
sehr niedrigen PTEN Methylierungswerte lassen zwei mogliche Interpretationen zu: Ent-
weder ist der PTEN Promotor bei den untersuchten Zellen unmethyliert oder es gibt nur
einzelne Zellen innerhalb der untersuchten Population die eine Methylierung des PTEN
Promotors aufweisen. Ogino et al (95), Eads et al (96) und Weisenberger et al (97) be-
zeichnen einen PMR unter 4% bzw. 10% als unmethyliert. Diese Definition unterstiitzt die
erste Annahme, dass der PTEN Promotor bei den untersuchten Zellen unmethyliert ist. Die
zweite Interpretationsmdglichkeit, ndmlich dass wenige Zellen eine Methylierung des
PTEN Promotors aufweisen, wird durch die hohe Sensitivitit der Assays gestiitzt. Bei der
HRM Analyse konnte bei allen untersuchten Verdiinnungsreihen 1% methylierte Input-

DNA von unmethylierter DNA abgegrenzt werden. Somit konnen die Ergebnisse nicht
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durch zu niedrige Sensitivitit des Assays erkldrt werden. Der geringe Grad der
Methylierung und die Tatsache, dass es keine Unterschiede zwischen nicht-adhdrenten und
adhérenten Zellen gab, lisst deshalb eine untergeordnete Rolle der PTEN Methylierung bei
den nicht-adhédrenten und adhdrenten Kulturen der fiinf untersuchten Zelllinien vermuten.
Nach unserem Wissen gibt es keine weitere Arbeit, die den Methylierungsstatus von PTEN
bei vermeintlichen Brustkrebsstammzellen untersucht. Es gibt lediglich zwei Studien, die
den Methylierungsstatus von PTEN bei sporadischen Brusttumoren und adhérent wach-
senden Zelllinien untersuchten (77, 78). Dabei konnten Khan et al bei 15 von 44 (= 34%)
und Garcia et al bei 43 von 90 (= 48%) untersuchten Tumoren eine PTEN Promotor
Methylierung feststellen. Khan et al untersuchten zusétzlich die Zelllinien MDA-MB-231
und MCF-7 und konnten mit unseren Ergebnissen iibereinstimmend keine Methylierung
feststellen. Die von uns verwendeten Assays MethyLight und HRM weisen gewisse Nach-
teile in der Hypermethylierungsanalyse auf. Beide Verfahren konnen keine Auskunft tiber
den Methylierungszustand einzelner Zellen geben, sondern spiegeln immer nur den Pro-
zentsatz methylierter Molekiile in einem DNA Pool wider. Auflerdem analysieren beide
Verfahren lediglich den Methylierungszustand eines kleinen Teils des Promotors.
Methylierungsveridnderungen, die auflerhalb der analysierten Sequenzen liegen, bleiben
damit verborgen. Der MethyLight Assay hat zusétzlich den Nachteil, dass nur die von Pri-
mer und Sonde abgedeckten CpG Dinukleotide analysiert werden (98). Somit bestimmt der
von uns verwendete MethyLight Assay nur den Anteil an vollstindig methylierten DNA
Molekiilen in der Probe (79, 99). Es werden nur diejenigen Molekiile amplifiziert, die eine
vollstindige Methylierung aufweisen. Heterogene Verdanderungen im Methylierungsmuster
bleiben somit unentdeckt. Die Analyse von beiden Assays wird auch dadurch erschwert,
dass bei unserer Kultivierung der Mammosphiren eine DNA Verunreinigung durch abge-
storbene oder weiter differenzierte Zellen nicht ausgeschlossen werden kann und dadurch
die Unterschiede noch geringer erscheinen konnen. Es wire somit wichtig, kiinftig die Kul-
tivierung der Mammosphiren dahingehend zu optimieren, dass gezielter vermeintliche
Brustkrebsstammzellen auf epigenetische Verdnderungen analysiert werden kdnnen.
Weitere Mechanismen, die ebenfalls zu einem Verlust des PTEN Proteins fiihren konnen,
sind Mutationen und/oder Deletionen. Dies festzustellen war allerdings nicht das Ziel die-
ser Diplomarbeit, weshalb in diese Richtung keine Untersuchungen durchgefiihrt wurden.
Eine Promotorhypermethylierung bekommt vor allem dann biologische Relevanz, wenn es

zu einem Verlust der Proteinexpression kommt. Aus diesem Grund verwendeten wir eine
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immunzytochemische Fiarbung, um die PTEN Expression zu analysieren und mit dem
PTEN Methylierungsstatus zu korrelieren. Alle untersuchten nicht-adhdrent und adhdrent
wachsenden Zellen zeigten eine stark positive PTEN Farbung. Dieses Ergebnis korreliert
somit mit den Methylierungsanalysen. Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen konnten
auch Sakr et al eine PTEN Expression in der Zelllinie MCF-7 feststellen (100). Generell ist
es allerdings schwierig in einer immunzytochemischen Farbung die PTEN Expression ge-
nau zu quantifizieren und diskrete Unterschiede zwischen nicht-adhdrent und adhédrent
wachsenden Zellen zu finden. Andere Methoden wie quantitative RT-PCR oder Western
Blot wéren fiir diese Fragestellung eventuell besser geeignet.

Neben lokaler Hypermethylierung von spezifischen Genen, kommt es bei Tumorzellen
hiufig zu einer genomweiten Hypomethylierung (60, 101, 102), die zur chromosomalen
Instabilitdt von Krebszellen beitragen soll (64—66, 103, 104). Der Methylierungsgrad von
repetitiven DNA Sequenzen, die einen Grof3teil des menschlichen Genoms ausmachen (67)
und normalerweise stark methyliert sind, kann dabei repréisentativ fiir den genomweiten
Methylierungszustand verwendet werden (68, 69). Aus diesem Grund analysierten wir den
Methylierungszustand der repetitiven Sequenz ~LINE-1, um eine mogliche
Hypomethylierung von nicht-adhdrent und adhdrent wachsenden Zellen nachzuweisen.
Nicht-adhdrente Kulturen der Zelllinie SK-BR-3 wiesen dabei den niedrigsten LINE-1
Methylierungsgrad auf (PMR = 18% aus dem MethyLight LINE-1/ALU Assay bzw.
Methylierungswert = 34% aus dem HRM LINE-1 Assay). Alle anderen nicht-adhérenten
und adhdrenten Zelllinien wiesen einen PMR von 40% - 68% bzw. einen
Methylierungswert von 54% - 92% im HRM LINE-1 Assay auf (Abbildung 7 bzw. Abbil-
dung 9). Es zeigten sich Unterschiede zwischen nicht-adhirenten und adhirenten Zellli-
nien, jedoch bestand kein Trend in eine bestimmte Richtung. Bei einzelnen Zelllinien war
der Methylierungsgrad von adhirent wachsenden Zellen hoher (z.B.: SUM-159 adhédrent =
81%, nicht-adhdrent = 68% aus dem HRM LINE-1 Assay), bei anderen Zelllinien fand
sich hingegen eine umgekehrte Situation (z.B.: MCF-7 adhérent = 70%, nicht-adhérent =
94% aus dem HRM LINE-1 Assay). Diese Ergebnisse lassen mit allen Einschrankungen,
die bereits oben fiir die Hypermethylierung erwahnt wurden, vermuten, dass bei den unter-
suchten Zelllinien Hypomethylierung kein spezifisches Charakteristikum von nicht-
adhdrenten Kulturen und somit fraglichen Brustkrebsstammzellen ist. Nach unserem Wis-
sen gibt es keine Arbeit, die die genomweite Hypomethylierung bei Tumorstammzellen

beschreibt. Der direkte Vergleich mit anderen Arbeiten wird auBerdem durch die Tatsache
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erschwert, dass die meisten Arbeitsgruppen Pyrosequencing oder Restriktionsanalysen
verwenden, um eine LINE-1 Hypomethylierung nachzuweisen. Da diese Methoden auf
anderen Prinzipien beruhen als die von uns verwendeten Assays MethyLight und HRM,
konnen die daraus gewonnenen LINE-1 Methylierungswerte nicht direkt mit unseren
Methylierungswerten verglichen werden.

Eine Interpretation der von uns gefundenen LINE-1 Methylierungswerte ist schwierig, da
es keine Definition gibt, ab wann Tumorzellen als hypomethyliert bezeichnet werden kon-
nen. Die LINE-1 Methylierung scheint unabhéngig von Alter und Geschlecht zu sein und
wie von Aparicio et al fiir Plasma DNA gezeigt, zeitlich konstant zu sein (99). Allerdings
scheint es gewebsspezifische bzw. organspezifische Methylierungsmuster von LINE-1 zu
geben (63, 105, 106). AuBBerdem weisen die LINE-1 Sequenzen von unterschiedlichen Loci
eines Genoms unterschiedliche Methylierungsmuster auf, sodass fiir die Bestimmung
wichtig ist, LINE-1 Sequenzen derselben Loci zu analysieren (107). Unter diesen Voraus-
setzungen konnten Tumorzellen nur dann als hypomethyliert bezeichnet werden, wenn sie
mit angrenzendem, normalem Gewebe verglichen wiirden oder es allgemeine Angaben
tiber den genauen Methylierungszustand von LINE-1 Sequenzen bestimmter Loci in einem
bestimmten Organ gibt. Somit kann fiir unsere untersuchten Proben nicht beurteilt werden,
welche Zelllinien hypomethyliert sind, da keine Referenzwerte von normalem Brustgewe-
be vorliegen. Eine Beurteilung kann nur untereinander erfolgen. Auch die Frage inwieweit
die gefundenen Methylierungswerte biologische Relevanz (z.B. im Sinne von
chromosomaler Instabilitdt) haben, kann von uns nicht beantwortet werden, da wir dahin-
gehend keine Untersuchungen durchfiihrten.

Um den Methylierungszustand von PTEN und LINE-1 nachzuweisen, wurden von uns
zwei verschiedene Assays verwendet. Fiir den MethyLight Assay verwendeten wir die re-
petitive Sequenz ALU als Referenzgen, um die Menge an Input-DNA zu kontrollieren.
Diese hoch repetitive Sequenz soll gegeniiber einem diploid vorkommenden Gen wie
COL2a, MYOD oder ACTB, die normalerweise fiir das MethyLight Assay verwendet
werden, den Vorteil haben, dass sie stabiler gegeniiber chromosomalen Alterationen, wie
Deletionen oder Amplifikationen von DNA Abschnitten ist und dadurch eine genauere
Berechnung des Methylierungsgrades im MethyLight Assay ermoglicht (68). Um dies zu
iiberpriifen, verglichen wir die Varianz der beiden Referenzgene ALU und COL2a. Beide
Varianzen waren jedoch sehr dhnlich, (COL2a SD = 1,045 bzw. ALU SD = 0,978; Levene
Test der Varianzhomogenitit F = 0,162; p = 0,689) sodass der angegebene Vorteil von
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Weisenberger et al (68) natiirlich mit der Einschrinkung unserer begrenzten Stichproben-
anzahl nicht bestitigt werden konnte. AuBerdem werden fiir den PTEN und ALU PCR
Ansatz unterschiedliche Mengen an DNA benoétigt, wohingegen fiir PTEN und COL2a
jeweils 50 ng eingesetzt werden. Dies bringt fiir das PTEN/ALU Assay den Nachteil, dass
zwischen den PCR Liaufen die unbekannte Probe verdiinnt werden muss, was eine mogli-
che Fehlerquelle darstellen konnte. Der von Weisenberger et al zusitzlich beschriebene
Vorteil, dass fiir den ALU Kontrollansatz viel weniger Input-DNA bendtigt wird, konnte
auch von uns beobachtet werden (ALU 0,4 ng im Gegensatz zu COL2a 50 ng). Diese Ei-
genschaft konnte insbesondere in der DNA Analyse von FFPE-Gewebe oder Serum von
Bedeutung sein.

Die Methylierungswerte der unbekannten Proben wurden mit zwei unterschiedlichen Ver-
fahren untersucht, von denen jedes seine individuellen Vor- und Nachteile hat. Es handelt
sich bei beiden um relativ leicht durchzufiihrende, hoch sensitive, Hochdurchsatz-
Verfahren, bei denen kein Post-PCR-Handling notwendig ist (79, 80, 98). HRM bietet ge-
geniiber MethyLight die Vorteile, dass keine teuren Sonden benétigt werden und man In-
formationen tliber den Methylierungszustand des gesamten, von den Primern eingeschlos-
senen Amplikons erhélt, wohingegen MethyLight nur die von Primern und Sonde abge-
deckten CpG Inseln analysiert. Somit konnen aus Formveridnderungen der Schmelzkurve
auch heterogene Methylierungsmuster festgestellt werden (80, 98). AuBerdem benotigt
man beim HRM Assay im Gegensatz zum MethyLight Assay kein Referenzgen, um die
Mengen an Input-DNA zu kontrollieren. Um die Ubereinstimmung der gewonnenen
Methylierungswerte zu {iberpriifen, wurden der aus dem MethyLight Assay gewonnene
PMR Wert und der Methylierungswert des HRM Assays einer Korrelationsanalyse unter-
zogen. Der PMR Wert gibt den Prozentsatz der vollstindig methylierten Sequenzen in ei-
nem Pool von DNA an (95). Falls der Kurvenverlauf von unbekannter Probe und Stan-
dardverdiinnung gleich ist, gibt der Methylierungswert des HRM Assays ebenfalls den
Prozentsatz an vollstindig methylierten DNA Sequenzen an. Unter diesen Bedingungen
wiirden beide Verfahren denselben Wert angeben und die Ergebnisse konnten direkt mitei-
nander verglichen werden. Beide PCR Verfahren basieren allerdings auf unterschiedlichen
Prinzipien. Fiir den MethyLight Assay werden fiir die Lage der Primer und Sonde CpG
reiche DNA Abschnitte gewihlt, um eine methylierungsspezifische Amplifikation zu errei-
chen. Beim HRM Assay werden im Gegensatz dazu die Primer in CpG arme DNA Ab-

schnitte gelegt, um sowohl methylierte als auch unmethylierte DNA zu amplifizieren. Aus
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diesem Grund ist es schwierig die beiden Assays so zu gestalten, dass sie den
Methylierungsstatus desselben DNA Abschnitts bestimmen. Da sich bei unseren Assays
weder die untersuchten Sequenzen vom PTEN noch von LINE-1 {iberschnitten, ist ein di-
rekter Vergleich der gewonnenen Methylierungswerte nur bedingt zuldssig.

Wir fiihrten dennoch Korrelationsanalysen durch, da eine biologisch relevante Hyper- oder
Hypomethylierung viele benachbarte CpG Inseln treffen wiirde (108, 109) und man die
Ergebnisse somit vergleichen kann. Die Ergebnisse des MethyLight LINE-1/ALU Assays
zeigten eine hohe Korrelation mit jenen des HRM LINE-1 Assays (Korrelation nach Pear-
son 0,837; p < 0,001), jedoch lagen die errechneten PMR Werte des MethyLight Assay
deutlich unter jenen des HRM Assays. Ein mdglicher Grund dafiir kdnnte die mangelnde
Linearitit des MethyLight LINE-1/ALU Assays sein. Die von uns verwendete Berech-
nungsmethode setzt einen linearen Abfall der Ratio (LINE-1/ALU) voraus. Wird der Ab-
fall der Ratio allerdings besser durch eine polynomische Funktion beschrieben, erhédlt man
mit einer linearen Berechnungsart falsch niedrige PMR Werte. Dies konnte auch anhand
der Verdiinnungsreihe gezeigt werden. So betrug der berechnete PMR der 75%
methylierten Standard DNA lediglich 39%. Da der PMR allerdings den Anteil an DNA
angeben soll, der an den von Primern und Sonde abgedeckten CpG Stellen vollstindig
methyliert ist (95), sollte der berechnete PMR mdglichst genau dem bekannten
Methylierungsgrad des Verdiinnungstandards entsprechen. Somit fiihrt die von uns ver-
wendete Berechnungsart zu falsch niedrigen PMR Werten, was sich in der hohen Korrela-
tion aber mangelnden Ubereinstimmung der MethyLight und HRM Ergebnisse widerspie-
gelt. Um aus einer Regressionsanalyse eine optimale Formel fiir die Berechnung des PMR
zu erhalten, wire es besser, vorher viele Verdiinnungsreihen zu analysieren und die so ge-
wonnenen Daten einer Regressionsanalyse zu unterziehen.

Sowohl im préklinischen als auch im klinischen Bereich gibt es viele Arbeiten, die die
LINE-1 Hypomethylierung bei Krebszellen beschreiben. Die meisten Arbeitsgruppen
verwenden dabei COBRA (= Combined Bisulfit Restriction Analysis) oder
Pyrosequencing, um den Methylierungsgrad der unbekannten Proben zu ermitteln. Nach
unserem Wissen gibt es keine Arbeit, die eine LINE-1 Hypomethylierung mittels HRM
untersucht. Unser HRM LINE-1 Assay wies eine hohe Sensitivitit und Reproduzierbarkeit
auf. So konnten alle Verdiinnungsstandards klar voneinander unterschieden werden und es
zeigte sich lediglich eine geringe Variabilitdt innerhalb eines PCR Laufes bzw. zwischen

zwei PCR Laufen. Da die Unterschiede im LINE-1 Methylierungsgrad zwischen normalem
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Gewebe und Tumoren nur sehr diskret sein konnen, sollte allerdings noch tiiberpriift
werden, ob das HRM LINE-1 Assay in der Lage ist, noch kleinere
Methylierungsunterschiede (<5%) und dies vor allem im oberen Bereich zwischen 75%
und 100% zu detektieren. Dazu miissten einfach kleinere Verdiinnungsschritte angefertigt

werden, um die Sensitivitdt der HRM im oberen Bereich zu iiberpriifen.
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5 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Tumorstammzellhypothese gibt Hoffnung auf ein besseres Verstindnis und damit eine
bessere Therapie von Tumorerkrankungen. Seit dem erstmaligen Beschreiben von ver-
meintlichen Krebsstammzellen bei Brustkrebs durch Al-Hajj et al im Jahr 2003 (18) sind
viele Assays und Marker untersucht worden, die zu einer Identifizierung und Anreicherung
von Brustkrebsstammzellen fithren sollten. Dennoch wurden bis jetzt keine Assays bzw.
Oberfldchenmarker gefunden, die zu einer definitiven Isolierung von Brustkrebsstammzel-
len fithren und es finden sich in der Literatur viele, oft widerspriichliche Angaben dazu.
Um die molekularen Entstehungsmechanismen zu identifizieren und ein besseres Ver-
stindnis vom hierarchischen Aufbau von Tumoren zu bekommen, wire es daher essentiell
bessere Isolierungsmethoden fiir Brustkrebsstammzellen zur Verfligung zu haben. Erst
dann konnen Fragen, wie sie in dieser Diplomarbeit gestellt wurden, ndmlich welche Un-
terschiede zwischen Tumorstammzellen und normalen Tumorzellen bestehen, zufrieden-
stellend beantwortet werden.

Dass Tumorzellen neben genetischen auch epigenetische Verdnderungen aufweisen, ist
lange bekannt, allerdings wird ihre entscheidende Rolle in der Karzinogenese erst in den
letzten Jahren deutlich. Hypermethylierung z&hlt sicherlich zu den am besten beschriebe-
nen epigenetischen Verdnderungen und es konnten mit der Markteinfithrung von
Azazytidin (Handelnsname Vidaza)- einem Medikament, das direkt in die Methylierung
von Zellen eingreift- auch schon erste klinische Erfolge auf diesem Gebiet erzielt werden.
Trotz dieser Erfolge gibt es noch viele ungeklédrte Fragen und die der Methylierung zu-
grundeliegenden Mechanismen sind bisher nur wenig verstanden. Aus diesem Grund ist es
wichtig qualitativ hochwertige und stabile Assays zu entwickeln, die helfen préklinische
und klinische Fragestellungen zu beantworten. Nach unserem Wissen gibt es keine weite-
ren Arbeitsgruppen, die die High Resolution Melting Analyse zur Bestimmung der LINE-1
Methylierung einsetzen. Wie von uns unter anderem mit dieser Diplomarbeit gezeigt, ist
der HRM LINE-1 Assay ein sensitives, einfaches, und kosten-giinstiges
Hochdurchsatzverfahren, um den Methylierungszustand von LINE-1 zu detektieren und
somit eine mogliche Hypomethylierung von Krebszellen nachzuweisen. Auflerdem kann
dieser Assay wie von uns erst kiirzlich gezeigt auch erfolgreich fiir die Analyse von FFPE

Gewebe genutzt werden (110). Somit stellt der HRM LINE-1 Assay eine geeignete Me-
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thode fiir weitere Methylierungsanalysen dar und kann dazu beitragen bisher noch unge-

klarte Fragen in der Methylierung von Tumorzellen zu kldren.
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Glossar und Abkiirzungen

7 Glossar und Abkilirzungen

ABC- G2 ATP Binding Cassette Protein- G2
ACTB Gen Actin Beta Gen
Akt Aktivierte Proteinkinase B
ALDH Aldehyddehydrogenase
ALU Repetitive DNA Sequenz benannt nach dem
Restriktionsenzym Alul (aus Arthrobacter

luteus)

CD Cluster of Differentiation
COBRA Combined Bisulfit Restriction Analysis
COL2a (eigentlich COL1A2 Gen) Collagen, Typ I, alpha 2 Gen
CpG Cytosin- phosphat- Guanin
Cq Quantification Cycle
DNA Desoxyribonucleinacid
HRM High-Resolution Melting
LINE Long Interspersed Nucleotide Elements
LOH Loss of heterozygosity
ML MethyLight
MS Mammosphéren
mTOR Mammalian Target of Rapamycin
MYODI Gen Myogenic Differentiation 1 Gen
NOD/ SCID Non-Obese Diabetic/ Severe Combined
Immunodeficiency

NTC Non Template Control
PCR Polymerase Chain Reaction
PI3K Phosphatidyl Inositol 3 Kinase
PI2P Phosphatidyl Inositol 2 Phosphat
PI3P Phosphatidyl Inositol 3 Phospat
PMR Percent of fully Methylated Reference
PTEN Phosphate and Tensin Homolog
SAT alpha Satellite Alpha Sequence
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Glossar und Abkiirzungen

SD Standard Deviation (= Standardabweichung)
SINE Short Interspersed Nucleotid Elements
RT-PCR Real- Time PCR
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