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Zusammenfassung

Die epitheliale-mesenchymale-Transition (EMT), bei der epitheliale Tumorzellen einen
mesenchymalen Phanotyp erlangen konnen, gilt als wichtiger Treiber der
Tumorprogression und Metastasierung. Bei der Steuerung von EMT-Prozessen
scheint die Regulierung EMT-assoziierter Gene durch DNA-Methylierung
entscheidend zu sein. Die Methylierungsanalyse von aus der Blutzirkulation
angereicherten und isolierten zirkulierenden Tumorzellen (CTCs), die als potentielle
Vorlauferzellen von Metastasen gelten, eroffnet in diesem Sinne neue Mdglichkeiten,
den Einfluss von DNA-Methylierung auf die EMT nachvollziehen zu kdnnen.
Tatsachlich kdnnen meist nur wenige CTCs pro Patient angereichert und isoliert
werden, so dass Analysen mit sehr wenigen Zellen oder gar Einzelzellen als
Ausgangsmaterial durchgefihrt werden muissen. Wahrend dieser Arbeit wurde
multiplexed-single-cell Agarose Embedded Bisulfite Sequencing (multiplexed-
scAEBS) fur die Methylierungsanalyse von Einzelzellen mittels Bisulfit-Sequenzierung
etabliert. Mit multiplexed-scAEBS konnte der Methylierungsstatus der drei EMT-
assoziierten Genpromotoren miR200c/141, miR200b/a/429 und CDH1 bei einer
einzelnen Zelle analysiert werden. Der komplette Workflow wurde an Einzelzellen der
Lymphozytenzelllinie GM14667 und der Brustkrebszelllinien MDA-MB-231 und MCF-
7 getestet und validiert. Anschlielend wurde multiplexed-scAEBS an 94 EpCAMPos
CTCs von 11 Patienten mit metastasiertem Mammakarzinom (mBC), 65 EpCAMP°s
CTCs von sechs Patienten mit kastrationsresistentem Prostatakarzinom (mCRPC) und
30 CD45p°s Zellen von drei mBC-Patienten angewendet. Insgesamt konnten abhangig
von der jeweiligen Zelllinie 80-90% der Einzelzellen erfolgreich analysiert werden. Die
mit multiplexed-scAEBS generierten Einzelzell-Profile der drei EMT-assoziierten Gene
der Zelllinien MDA-MB-231 (eher mesenchymaler Phanotyp) und MCF-7 (eher
epithelialer Phanotyp) bestatigten die zuvor mit Standardmethoden und hohen DNA-
Ausgangsmengen veroffentlichten Daten. Einzelzellen der eher mesenchymalen
Zelllinie MDA-MB-231 zeigten ein hypermethyliertes Metyhlierungsmuster, wahrend
bei Einzelzellen der eher epithelialen Zellinie MCF-7 ein hypomethyliertes
Methylierungsmuster beobachtet wurde. Bei der Analyse der CTCs waren die drei
EMT-assoziierten Gene hypomethyliert und wiesen Methylierungsmuster auf, welche
eher auf einen epithelialen Phanotyp schlielen lassen. Jedoch war der
Methylierungsstatus der miR200-Familie bei mCRPC-CTCs besonders heterogen,
wobei einzelne CTCs Methylierungsprofile zeigten, die auf einen eher mesenchymalen
Phanotyp hinweisen. Diese Ergebnisse deuten zum einen auf eine inter-
tumorspezifische, zum anderen auf eine inter-zellulare Heterogenitat bezuglich der
epigenetischen Regulation der drei EMT-assoziierten Gene hin, die einzelnen
Tumorzellen die dynamische Regulierung der Genexpression von EMT-assoziierten
Genen erlaubt. Einige CTCs konnten dabei die epigenetische Regulation von EMT-
assoziierten Genen fur eine Art phanotypisches Feintuning nutzen. Durch die
erhobenen Daten konnte das Potenzial von Methylierungsmustern bei CTCs als
Biomarker gezeigt werden. Es ist weiter interessant, inwiefern die
Methylierungsmuster der miR200-Familie bei CTCs beispielsweise bei der
Resistenzbestimmung von Chemotherapien genutzt werden kénnten.



Abstract

The epithelial mesenchymal transition (EMT), in which epithelial tumor cells can attain
a mesenchymal-like phenotype, is regarded as an important driver of tumor
progression and metastasis. In the control of EMT processes, the regulation of EMT-
associated genes by DNA methylation appears to be crucial. The methylation analysis
of circulating tumor cells (CTCs) enriched and isolated from the blood circulation, which
are regarded as potential precursor cells of metastases, opens new possibilities to
understand the influence of DNA methylation on EMT. In fact, in most cases only a few
CTCs per patient can be enriched and isolated, so that molecular analyses have to be
performed with very few cells or even single cells as starting material. Within the scope
of this work, multiplexed-single-cell Agarose Embedded Bisulfite Sequencing
(multiplexed-scAEBS) was established for the methylation analysis of single cells by
bisulfite sequencing. With multiplexed-scAEBS the methylation status of the three
EMT-associated gene promoters miR200c/141, miR200b/a/429 and CDH1 could be
analyzed in single cells. The complete workflow was tested and validated on single
cells of the lymphocyte cell line GM14667 and the breast cancer cell lines MDA-MB-
231 and MCF-7. Subsequently, multiplexed-scAEBS was applied to 94 EpCAMPos
CTCs from 11 patients with metastatic breast cancer (mBC), 65 EpCAMP°s CTCs from
six patients with castration-resistant prostate cancer (MCRPC) and 30 CD45r°s cells
from three mBC patients. Depending on the cell line, 80-90% of the single cells from
cell lines could be successfully analyzed. The single-cell profiles of the three EMT-
associated genes of the cell lines MDA-MB-231 (more mesenchymal-like phenotype)
and MCF-7 (more epithelial-like phenotype) generated with multiplexed-scAEBS
confirmed the data previously published with standard methods and high DNA starting
material. Single cells of MDA-MB-231 were rather hypermethylated while single cells
of MCF-7 were hypomethylated. The analysis of the CTCs revealed overall
hypomethylation of the three EMT-associated genes and exhibited methylation
patterns that were more indicative of an epithelial phenotype. However, the methylation
status of the miR200 family was heterogeneous in mMCRPC-CTCs with individual CTCs
exhibiting methylation profiles indicative of a more mesenchymal-like phenotype.
These results might reflect an inter-tumor-specific heterogeneity and an inter-cellular
heterogeneity with respect to the epigenetic regulation of the three EMT-associated
genes. That might allow individual tumor cells to dynamically regulate the gene
expression of EMT-associated genes. Some CTCs could use the epigenetic regulation
of EMT-associated genes for a kind of phenotypic fine-tuning.

The data collected show the potential of methylation patterns in CTCs as biomarkers.
It is also interesting to what extent the methylation patterns of the miR200 family in
CTCs could be used in clinical utility to determine the resistance to chemotherapies.
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1 Einleitung

1.1 Die Epitheliale Mesenchymale Transition

Die Epitheliale-Mesenchymale-Transition (EMT) beschreibt einen Prozess, bei dem
epitheliale Zellen durch Verlust von Zell-Adhasionen und Anderung der Zellplastizitat
einen Wechsel hin zu einem mesenchymalen Phanotyp vollziehen kdnnen. Hierdurch
erlangen diese Zellen mesenchymale Eigenschaften, wie z. B. die Fahigkeit zur Mig-
ration aus ihrem epithelialen Ursprungsgewebe. Dieser Prozess wurde das erste Mal
von Trelstad und Hay zu Beginn der 1980er Jahre bei der Gastrulation von Huh-
nerembryonen beschrieben (1, 2). Hay beschrieb diesen Prozess noch als epitheliale
mesenchymale Transformation. In Anbetracht der dynamischen Reversibilitat dieses
Prozesses und einer damit bedingten Ruckerlangung der epithelialen Eigenschaften
spricht man heutzutage von einer Transition. Die Mesenchymale-Epitheliale-Transition
(MET) beschreibt dabei den umgekehrten Prozess, bei dem die Zellen ihren epithelia-

len Phanotyp zurtckerlangen (3).

EMT und MET sind sowohl an physiologischen als auch an pathologischen Prozessen
beteiligt. So geschieht die EMT/MET physiologisch unter anderem wahrend der Emb-
ryogenese im Rahmen der Gastrulation (4), bei der Differenzierung von Geweben aus
pluripotenten Stammzellen (3) und spater im Rahmen der Organogenese (4). Im Rah-
men der Wundheilung konnte die EMT/MET bei der Einwanderung von Fibroblasten
in geschadigtes Gewebe und der nachfolgenden Narbenheilung beobachtet wer-
den (3-5).

Pathologisch hingegen spielt die EMT/MET eine wichtige Rolle bei der Organ-
fibrose (4). So ist mittlerweile berichtet, dass epitheliale Zellen des renalen Tubus (6),
des Endothels (3), der Hepatozyten (7) und der Kardiomyozyten (8) eine EMT durch-

laufen und durch Kollagenbildung eine Fibrose bedingen kénnen.

Einen besonderen Stellenwert nimmt der dynamische Prozess von EMT/MET bei der
Metastasierung von Tumorzellen ein. Wahrend der insgesamt immer noch wenig ver-
standenen Kaskade der hamatogenen Metastasierung missen mehr oder weniger dif-
ferenzierte epitheliale Tumorzellen zunachst Zugang zur Blutzirkulation erlangen, was
als Intravasation bezeichnet wird (9). Im Blut miussen die zirkulierenden Tumorzellen
(CTCs) verschiedene selektive Einflusse, unter anderem Anoikis, den Wegfall stroma-
ler Einflisse des Primartumors, das Immunsystem und hydrodynamische Scherkrafte

des Blutes Uberleben, sodass nur ein kleiner Teil der Tumorzellen in der Lage ist, die
1
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Abbildung 1.1 Prozess der Epithelialen-Mesenchymalen-Transition (EMT) wahrend der
Metastasierung. (Abbildung modifiziert nach Gires und Stoecklein 2014 (10))

Kapillaren anderer Organe zu erreichen, in denen sie die Blutgefalie wieder verlassen
und Metastasen bilden kénnen (Extravasation) (9) (Abbildung 1.1). Es wird angenom-
men, dass die Transition von einem eher epithelialen zu einem mesenchymalen Pha-
notyp im Rahmen einer EMT den Tumorzellen die Herauslésung aus dem epithelialen
Zellverband des Primartumors und die aktive Intravasation in den Blutkreislauf ermdg-

licht (4, 11). Durch ihre neu gewonnenen mesenchymalen Eigenschaften erhdht sich



die Wahrscheinlichkeit, trotz der oben genannten selektiven Einflisse, in der Blutzir-
kulation zu Uberleben und die Kapillaren fremder Organe zu erreichen (4, 11). Die Re-
versibilitat durch eine MET konnte den Zellen dann eine Ansiedlung in anderen Orga-
nen erleichtern und wird fir die Bildung von Metastasen als wichtig erachtet (4, 11)
(Abbildung 1.1).

1.1.1 Molekulare Regulatoren von EMT/MET

1.1.1.1 E-Cadherin

Die Supprimierung des Ca?*-abhangigen epithelialen Cadherin (E-Cadherin) und die
Inaktivierung seines Genlocus CDH1 wird allgemein als essentieller Schritt wahrend
einer EMT angesehen (3, 4). E-Cadherin ist ein Zelladhasionsmolekul und besteht aus
einer extra- und intrazellularen Domane. Die extrazellulare Ektodoméane von E-Cad-
herin bildet homodimere Komplexe (selten auch heterodimere Komplexe) zu weiteren
E-Cadherin-Molekulen der Nachbarzelle. Der intrazytoplasmatische Teil von E-Cad-
herin steht in Verbindung mit Ankerproteinen wie Vinculin, alpha-Actinin, p120 Catenin
oder beta-Catenin, die wiederum mit dem Aktin-Zytoskelett verbunden sind (12). Die
Gesamtheit dieser Zelladhasionskomplexe bilden zwischen Zellen einen Adhasions-
gurtel, die sogenannte Zonula adherens. Durch Supprimierung von E-Cadherin kon-
nen diese Zelladhasionskomplexe und folglich der Zellverband aufgeldst werden. Das
hierdurch freiwerdende beta-Catenin wird entweder abgebaut oder kann selbst ein In-
duktor von EMT als Komponente der Transkriptionsfaktoren TCF/LEF im WNT-Signal-
weg werden (3, 13).

Mittlerweile konnte eine ganze Reihe von Faktoren ausfindig gemacht werden, welche
die E-Cadherin-Expression supprimieren kdnnen, wobei diese in zwei Gruppen einge-
teilt werden konnen. Faktoren der einen Gruppe, unter anderem TWIST und Goose-
coid, regulieren die E-Cadherin Expression indirekt. Faktoren der zweiten Gruppe, wie
Snail1, Snail2 (auch als Slug bekannt), ZEB1 und ZEB2, binden an den CDH1-Promo-
ter und fUhren so zu einer Repression von E-Cadherin (4, 11). Dartber hinaus gibt es
mittlerweile Daten, die zeigen, dass die Expression von CDH1 ebenfalls durch Gen-
promotermethylierung reguliert werden kann (14, 15).



1.1.1.2 ZEB1 und ZEB2

Die Zinc-finger E-box-binding (ZEB) Transkriptionsfaktoren ZEB1 und ZEB2 binden an
Enhancer-Boxen der Promoterregionen und kénnen somit deren Transkription unter-
dricken oder auch aktivieren (3, 16, 17). Unter anderem wird die Transkription der
Adhasionsproteine E-Cadherin (Abbildung 1.2), Zonula occludens-1 (ZO-1) und Pla-
kophilin inhibiert, wahrend Gene flur die Expression mesenchymaler Proteine wie Vit-
ronectin und N-Cadherin aktiviert werden (3). Die Repression von E-Cadherin durch
ZEB1 geschieht meist in Kombination mit dem Co-Faktor C-terminal-binding Protein
(CTBP) oder aber mit dem Ko-Faktor Swich/sucrose nonfermentable (SWI/SNF) chro-
matin remodelling protein BRG1 (3, 18). In Kombination mit den Ko-Faktoren CBP-
associated factor (PCAF) und p300 kann ZEB1 auch als Aktivator von TGF-beta ab-
hangigen Genen wirken, was ebenfalls eine EMT begunstigt (19). Somit wirken ZEBs
genauso wie SNAIL und TWIST als Repressoren von Genen flr Zelladhasion und Zell-

polaritat sowie als Aktivatoren fur mesenchymale Gene.

1.1.1.3 Postranskriptionelle Regulierung von ZEB1 und ZEB2 durch die miR200-
Familie
Die Expression der ZEBs kann direkt durch Promoterbindung der Transkriptionsfakto-
ren SNAIL1, TWIST1 sowie durch TGF-beta-Induktion reguliert werden (3, 20). Wah-
rend ZEB1 und ZEB2 durch die oben genannten Faktoren auf Transkriptionsebene
gesteuert werden, kann die Expression der ZEBs auch durch post-transkriptionelle
Kontrolle von mikro-RNAs (miRNAs) der miR200-Familie entscheidend beeinflusst
werden. MiRNAs sind nicht kodierende RNAs, die an messenger-RNAs (mMRNAs) ge-
zielt binden und somit die Translation direkt inhibieren (21) oder aber als Bestandteil
eines RNA-induced silencing complex (RISC) mRNA degradieren und abbauen kon-
nen (22). MiRNAs gehen dabei die Verbindung mit der betreffenden mRNA durch kom-
plementare Basenbindung zwischen der sogenannten Seed-Sequenz der miRNA und
dem 3’ untranslatierten Bereich (3-UTR) der mRNA ein. Die Seed Sequenz befindet
sich zumeist am 5°-Ende zwischen der zweiten und siebten Base der miRNA und ist
fur die Spezifitat gegentber den mRNAs notwendig, wobei eine miRNA multiple
mMRNAs regulieren kann (23). Insgesamt wird davon ausgegangen, dass bis zu zwei
Drittel aller Protein-kodierenden Gene von miRNAs reguliert werden (24). MiRNAs, wie
beispielsweise die miR200-Familie, spielen auch in der Tumorbiologie sowohl als ak-

tivierende als auch als supprimierende Faktoren eine entscheidende Rolle (25).
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Die miR200-Familie wird durch die zwei Gencluster miR200c/141 auf Chromosom 12
und miR200b/a/429 auf Chromosom 1 kodiert. Uber diese beiden Gencluster werden
die funf unterschiedlichen miRNAs miR200c, miR141, miR200b, miR200a und miR429
exprimiert (25, 26). Eine weitere Einteilung in zwei funktionelle Gruppen nach den
Seed-Sequenzen ist moglich, da sich miR200b, -200c, -429 (Gruppe 1) und
miR200a, -141 (Gruppe2) minimal in der Seed-Sequenz unterscheiden (31). Die
miR200 Familie ist eine der am besten untersuchtesten miRNA-Familien in der Tumor-
biologie. Es konnte gezeigt werden, dass die miR200-Familie eine wichtige Rolle bei
der malignen Transformation spielt und das Tumorwachstum in Schach halten kann
(27). So konnte bei Xenotransplantationsmodellen das Tumorwachstum durch for-
cierte Uberexpression bei miR200a in Meningiomzellen (28), miR429 in kolorektalen
Tumorzellen (29) und miR200b in Brust- und Prostatatumorzellen (30, 31) gehemmt
werden. Die miR200-Familie beeinflusst dartiber hinaus Angiogenese durch direkte
Inhibition samtlicher pro-angiogener Wachstumsfaktoren und Rezeptoren (32-36).
Ebenso wird die Invasivitat von Tumorzellen durch die miR200 Familie verringert. Dies
geschieht durch post-transkriptionelle Inhibition des WAS protein family member 3
(WAVES3), dessen Uberexpression mit Invasivitat assoziiert wird, und durch Regulation
samtlicher Faktoren, die mit der Reorganisation des Aktinzytoskelett in Verbindung
stehen (37-39).

Die miR200-Familie ist ebenfalls ein wichtiger Regulator der EMT/MET durch
posttranskriptionelle Regulation der Expression von ZEB1/ZEB2. Dabei inhibieren
Mitglieder der miR200 Familie die Translation der mRNAs von ZEB1 und ZEB2 durch
direkte Bindung an deren 3’'UTR und nehmen somit direkten Einfluss auf die E-
Cadherin-Expression (40) (Abbildung 1.2). ZEB1 und ZEB2 kénnen wiederum direkt
an den E-Boxen der beiden Genpromotoren der miR200-Familie binden und deren
Transkription blockieren (40). Somit besteht zwischen den ZEBs und der miR200-
Familie eine negative Ruckkopplungsschleife (41), die je nach Konzentration der
miRNAs oder von ZEB1 und ZEB2 die Expression von E-Cadherin inhibieren oder
beglnstigen und somit den Phanotyp der Zelle beeinflussen kann (Abbildung 1.2). So
wurden wahrend EMT-Prozessen erniedrigte Spiegel der miRNAs mit erhdhter
Expression von ZEB1 und ZEB2 bei verschiedenen Tumorentitaten (41), unter
anderem dem Mammakarzinom (40), dem Nierenzellkarzinom (42) oder dem
Ovarialkarzinom (43) nachgewiesen. Ebenfalls zeigte sich, dass die Inhibition der

miR200-Familie mit einer erhdhten Migration und Motilitdt von epithelialen Zellen
5



einhergeht (40). Damit Ubereinstimmend zeigte eine forcierte Expression von
miR200a/c bei der eher mesenchymal differenzierten und invasiven Brustkrebszelllinie
MDA-MB-231 eine Abnahme der Migrationsfahigkeit der Tumorzellen (43). Auch bei
Leberkarzinomzellen konnte bei Induktion von miR200 durch p53 eine EMT vermieden
werden, was mit erniedrigten Expressionsleveln von ZEB1 und ZEB2 einherging (44).

Epithelial-artiger Mesenchymal-artiger

Phanotyp Phanotyp

L o miR200c/141 i g miR200c/141
= miR200b/a/429 miR200b/a/429

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

[ﬁ E-Cadherin (CDH1) I - E-Cadherin (CDH1) ]

Abbildung 1.2 Regulierung von E-Cadherin liber die Doppel-Negativ-Riickkopplungs-
schleife der mikroRNAs von miR200 und dem Transkriptionsfaktor ZEB1.

1.1.1.4 Epigenetische Regulierung der miR200-Familie

In  Anbetracht der Dynamik einer EMT zwischen einem epithelialen und
mesenchymalen Phanotyp ist die reversible epigenetische Regulation der
Genpromotoren von miR200c/141 und miR200b/a/429 von grofler Bedeutung.
Wahrend der Genlocus miR200b/a/429 durch Histonmodifikation reguliert werden
kann (45), konnte sowohl bei miR200c/141 als auch bei miR200b/a/429 eine
Inhibierung der Transkription durch Promoterhypermethylieurng festgestellt werden
(46, 47). Neves et al. analysierte via Bisulfit-Sequenzierung den Genpromoter von
miR200c/141 bezuglich dessen Methylierung sowie die Expression von miR200c und
miR141 bei Brustkrebszelllinien mit einem eher mesenchymalen und mit einem eher
epithelialen Phanotyp. Interessanterweise zeigte sich der Genpromotor bei den eher
mesenchymalen Zelllinien fast vollstandig methyliert, was mit einer deutlich
verminderten Expression von miR200c und miR141 einherging. Dem entgegengesetzt
konnte bei eher epithelial-differenzierten Brustkrebszelllinien eine erhdhte Expression

dieser Faktoren gemessen werden, wobei deren Genpromotorregionen fast vollstandig
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unmethyliert waren. Anhand eines EMT in vitro Models, bei der eine EMT durch
TWIST-Expression bei Human Mammary Epithelial (HPMLE) Zellen induziert wurde,
konnte nachgewiesen werden, dass neben den typischen Merkmalen, wie dem Verlust
von Zelladhasionen, Herunterregulation von E-Cadherin und vermehrter Expression
von ZEB1 und ZEB2, ebenfalls die Promotermethylierung von miR200c/141 deutlich
erhoht war (46). Davalos et al. konnte diese Ergebnisse an Krebszelllinien von Brust,
Lunge und Kolon mit mesenchymal- und epithelial-artigem Phanotyp bestatigen.
Neben dem miR200c/141-Genpromoter wurde hierbei auch der Genpromoter von
miR200b/a/429 bezlglich der Methylierung analysiert und die Expression der
entsprechenden miRNAs untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die Transkription von
miR200b/a/429 ebenfalls durch Hypermethylierung inhibiert werden kann und mit einer
Hochregulation von ZEB1 und ZEB2 einhergeht. In einem weiteren Experiment wurde
bei der epithelialen Madin Canine Kidney (MDCK) Zelllinie durch mehrtagige TGF-beta
Behandlung eine EMT induziert. Vor der EMT-Induktion waren dabei beide miR200-
Genpromotoren entsprechend dem epithelialen Phanotyp der Zellen unmethyliert.
Wahrend der TGF-beta Behandlung nahm in Analogie zu dem nun mesenchymal-
artigeren Phanotyp der Zellen auch die Methylierung beider Genpromotoren zu. Nach
Absetzen von TGF-Beta erlangten die mesenchymalen Zellen ihren ursprunglich
epithelialen Phanotyp im Sinne einer MET wieder und auch die Methylierung der
Genpromotoren war wieder fast vollstandig aufgehoben (47). Dieses Experiment
verdeutlicht, dass die DNA-Methylierung der Genpromotoren von miR200c/141 und
miR200b/a/429 ein mdglicher Mechanismus fur die Regulierung des Phanotyps
wahrend einer EMT/MET ist. Allerdings konnte der Einfluss der miR200-Familie auf
die Regulation von ZEB1 und ZEB2 und damit auch von E-Cadherin zumeist nur bei
in vitro Modellen nachgewiesen werden. Um den Einfluss der epigenetischen
Regulierung von miR200 bezuglich der EMT durch DNA-Genpromotermethylierung ex
vivo nachzuweisen, bieten sich CTCs als Schnittstelle zwischen Primartumor und

Metastase an.

1.2 Epigenetik
Die Epigenetik umfasst das Fachgebiet der genetischen Modifikation. In erster Linie

sind damit vererbbare Faktoren gemeint, die die Genaktivitaten durch verschiedene
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Modifikationen des Erbguts regulieren kdnnen, ohne dass diese auf Mutationen im
Genom beruhen. Die Veranderungen bestehen in der DNA-Methylierung, der Histon-
modifikation oder im Abbau von Telomeren. Durch die Epigenetik kann somit der Pha-
notyp einer Zelle wesentlich verandert werden, wahrend der Genotyp unverandert per-
sistiert (48).

1.2.1 DNA Methylierung

Die Methylierung von DNA spielt eine entscheidende Rolle wahrend der Regulation
der Genexpression, der Inaktivierung und Aktivierung ganzer Chromosomen, der Sta-
bilisierung von Retroelementen und der genomischen Pragung (Imprinting) (49). Che-
misch betrachtet besteht eine DNA-Methylierung aus der kovalenten Bindung einer
Methyl-Gruppe mit dem flinften Kohlenstoffatom des Cytosin-Kohlenstoff-Ring (Abbil-
dung 1.3). Die Methylierung von Cytosinen findet beim Menschen und bei anderen
Saugern, bis auf wenige Ausnahmen (50, 51), nur bei Cytosin-Guanin-Dinukleotiden
(CpGs) statt (52). Die Methylierung von CG-Dinukleotiden wird durch DNA-Methyl-
transferasen (DMNT1, DNMT3a und DNMT3b) katalysiert, wobei S-Adenosylmethio-
nin der Methylgruppen-Donor ist. DNMT1 wird als verantwortlich fir die Aufrechterhal-
tung der Methylierung des zunachst unmethylierten Tochterstranges nach der Repli-
kation und damit fur das epigenetische Gedachtnis angesehen, wahrend DNMT3a und
DNMT3b mit der de-novo Methylierung assoziiert werden (53). Beide DNA-Strange

liegen normalerweise symmetrisch methyliert vor (53).
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Abbildung 1.3 Strukturformeln von Cytosin und 5-Methylcytosin.



Regionen mit einer hohen Dichte an CpG-Dinukleotiden werden als CpG-Inseln be-
zeichnet. Diese Regionen haben per definitionem einen GC-Gehalt- von mehr als 55%
Uber eine Lange von mehr als 200 bp. Sie besitzen eine Ratio von erwarteten zu beo-
bachteten CpGs von 0,6 (54). Innerhalb des menschlichen Genoms befinden sich ins-
gesamt bis zu 25.000 CpG-Inseln (55) und Schatzungen zufolge besitzen mindestens
60-70% aller Gene im menschlichen Genom eine CpG-Insel innerhalb ihrer Genpro-
motoren (55, 56). Hypermethylierung von CpG-Inseln innerhalb eines Genpromoters
werden mit einer Inhibierung der Genexpression assoziiert. CpG-Inseln von aktiv tran-
skribierenden Genen sind dagegen meistens nicht methyliert. Allerdings sind nicht-
transkribierende Gene nicht zwangslaufig methyliert, sondern kdnnen auch Uber an-

dere Mechanismen reguliert werden (57).

Die Inhibierung der Genexpression durch Genpromotermethylierung wird durch zwei
unterschiedliche Mechanismen erklart. 1. Durch vermehrte Methylierung kann die Bin-
dung von Transkriptionsfaktoren und die damit verbundene Initiation der Transkription
direkt verhindert werden. 2. Nach einem alternativen Mechanismus binden m>-CpG-
binding Domain Proteine (MBDs) an die methylierte DNA-Region. An die MBDs kon-
nen nun eine Vielzahl weiterer Proteinkomplexe binden, die durch weitere komplexe
Mechanismen wie Histonmodifikationen, Nukleosom-Remodeling und Chromatin-Re-

organisation die Transkription blockieren konnen (58).

1.2.1.1 Detektion von DNA-Methylierung mit Bisulfit-Sequenzierung

FUr DNA-Methylierungs-Analysen von verschiedenen Ausgangsmaterialien und -men-
gen sind mittlerweile eine Reihe alternativer Technologien verfugbar. Die Wahl zwi-
schen den einzelnen Methoden hangt von dem Verwendungszweck, der gewunschten
Auflésung, dem vorhandenen biologischen Ausgangsmaterial und dessen Menge so-
wie dem vorhandenen Budget ab (59, 60). Die einzelnen Methoden variieren bezuglich
ihrer Reichweite zwischen locus-spezifischen und genomweiten Analysen der DNA-
Methylierung. Neben der Reichweite kdnnen ebenfalls unterschiedliche Auflésungen
bestimmt werden. Wahrend einige Methoden die dezidierte Bestimmung der Methylie-
rung von einzelnen CG-Dinukleotiden ermdglichen, ist mit anderen Methoden nur eine
grobe Schatzung des Methylierungsstatus einer bestimmten Region oder auch des

ganzen Genoms moglich (59).



Die meisten hochauflosenden Methoden fur DNA-Methylierung basieren auf der DNA-
Behandlung mit Bisulfit-Salz, welches in mehreren chemischen Schritten unmethylier-
tes Cytosin in Uracil konvertiert, wahrend methylierte Cytosine unverandert bleiben.
Die chemische Konvertierung besteht aus der Denaturierung der DNA durch die Be-
handlung mit Natriumhydrogencarbonat, der Sulfonierung und Deaminierung des Cy-
tosin durch die Inkubation mit Bisulfit und der abschliefenden Desulfonierung zu Uracil
erneut durch Natriumhydrogencarbonat (Abbildung 1.4) (61). Mit Hilfe verschiedener
Methoden kann nach der Bisulfit-Konvertierung zwischen den Uracilen und Cytosinen
unterschieden werden, und somit kdnnen Rulckschlisse auf den Methylierungsstatus
gezogen werden. Durch PCR, Klonierung und Sanger-Sequenzierung (61, 62) oder
der eher quantitativ ausgerichteten Pyrosequenzierung von bisulfitkonvertierter DNA
(bscDNA) (63) lasst sich der genaue Methylierungsstatus aller CG-Dinukleotide inner-
halb einer untersuchten Sequenz, die fur gewdhnlich mehrere hundert Basenpaare
umfasst, analysieren. Durch die Amplifikation der bscDNA werden die Uracile in Thy-
mine umgewandelt. Der Vergleich von Thyminen mit Cytosinen zwischen der Origi-
nalsequenz und der Sequenz nach Bisulfit-Konvertierung erlaubt nun die Aussage

uber den genauen Methylierungsstatus der analysierten Region.

Methoden fur eine umfangreichere Analyse des Methyloms sind unter anderem Re-
duced Representation Bisulfite Sequencing (RRBS) (64, 65) und MethylC-Seq (50,
66), welche auf Whole-Genome-Sequencing basieren. Wahrend bei RRBS nur Regi-
onen mit einem hohen CpG-Inhalt (insgesamt ca. 3.000.000 CpGs genomweit) ange-
reichert und analysiert werden, konnen mit MethylC-Seq bis zu 28.000.000 CpGs ab-

gedeckt werden.
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Abbildung 1.4 Bisulfit-Konvertierung von nicht methylierten Cytosinen. Bisulfit sulfo-
niert nicht methylierte Cytosine. Diese werden in der nachfolgenden hydrolytischen Reaktion
deaminiert und durch die abschlieRende Behandlung mit NaOH zu Uracil desulfoniert. Me-
thylierte Cytosine werden durch die Methylgruppe vor dem Bisulfitsalz geschutzt und bleiben
erhalten. (Abbildung modifiziert nach Pixberg et al. (67))
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1.2.1.2 Die limitierenden Faktoren der Bisulfit-Sequenzierung

Trotz der technologischen Fortschritte stellt die Anwendung der Bisulfit-Sequenzierung
bei raren Zellpopulationen, wie zum Beispiel bei CTCs, die zumeist auf Einzelzellni-
veau analysiert werden mussen, eine besondere Herausforderung dar aus den folgen-
den Grunden. Grunau et al. beschrieben die Degradierung und Fragmentierung der
DNA unter Exposition des Bisulfit-Salzes als den starksten limitierenden Faktor fur
Wenig- und Einzelzell-Analysen, da hierdurch die nachfolgende PCR erschwert wird.
Dabei wurde anhand einer High Performance Liquid Chromatography-Messung
(HPLC) von einzelstrangiger M13 DNA, die mit Endonuklease P1 verdaut wurde, und
quantitativer PCR von ART-beta DNA nach Bisulfit-Behandlung eine Degradierung der
DNA zwischen 84-96% nachgewiesen. Die Degradierung der DNA ist dabei umso
schwerer, je langer die DNA dem Bisulfit-Salz ausgesetzt ist und je héher die Tempe-
ratur wahrend der Inkubation ist (68). Durch die DNA-Degradierung bleiben nur wenige
intakte DNA-Molekdule fur die nachfolgende PCR als Ausgangsmenge ubrig. Dement-
sprechend werden auch hohe DNA-Ausgangsmengen fur die Bisulfit-Sequenzierung
empfohlen (68, 69). Neben der Anzahl der Molekiile spielt aber auch die Lange der
DNA-Molekile eine entscheidende Rolle bei der Effizienz der nachfolgenden PCR.
Ehrich et al. zeigten anhand einer Gel-basierten Fragmentierungsanalyse, dass durch
Bisulfit-Behandlung die durchschnittliche Fragmentlange in Abhangigkeit von der In-
kubationstemperatur gegentiber genomischer DNA deutlich abnahm. Die grofite Frag-
mentfraktion lag bei <200 bp bei 80°C Inkubationstemperatur. Dies erklart, warum die
Amplifikation von groReren Amplikons uber 200-300 bp bei wenig Ausgangsmaterial

zu Problemen fuhren kann (69).

Ein weiterer kritischer Punkt wahrend der Bisulfit-Sequenzierung ist die notwendige
Aufreinigung der bscDNA von dem Bisulfit-Salz, die bei den meisten kommerzialisier-
ten Kits, wie dem Epitect Fast Lyse All Bisulfite Kit von Qiagen und EZ DNA Methyla-
tion Direct™ Kit von ZymoResearch, durch Kieselgelsaulen durchgefiihrt wird. Hierbei
wird durch die Fragmentierung und Degradierung der DNA die Bindung an die Kiesel-
gelmatrix beeintrachtigt, was gerade bei niedrigen Zellzahlen zu hohem Materialverlust
fihren kann (70). Tatsachlich zeigte das EZ DNA Methylation Direct™ Kit bei einer
unabhangigen Analyse von Holmes et al. einen DNA-Verlust von 21%-35% bei der
Anwendung an hochmolekularer DNA, je nach Messung mit UV-Spektrophotometrie
oder quantitativer Real-Time PCR (70). Die oben genannten Faktoren erklaren, dass

zu Beginn dieser Arbeit Einzelzellanalysen mit kommerzialisierten Kits nicht moglich
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waren, sondern gemal} den Herstellerangaben nur die Analyse von 10 Zellen bei den
Kits Epitect Fast Lyse All Bisulfite Kit von Qiagen und EZ DNA Methylation Direct™ Kit

von ZymoResearch (70).

1.2.1.3 Agarose Embedded Bisulfite Sequencing (AEBS)

Zu Beginn dieser Arbeit lag lediglich ein publiziertes Protokoll von Geuns et al. fur die
Methylierungsanalyse von Einzelzellen vor, mit welchem in mehreren Arbeiten
menschliche Oozyten und einzelne Blastomere bezlglich der Methylierung von
SNRPN (71), DKL1-GTL2 (72) und KvDMR1 (73) untersucht wurden. Hierbei konnten
zwischen 17,6% und 28,7% der Zellen abhangig von dem entsprechenden Target er-
folgreich analysiert werden. Die Methode von Geuns et al. basiert auf einem Protokoll
von Olek et al. (74). Wahrend dieses Protokolls werden die Zellen oder die DNA in
einem sogenannten Bead aus Low-Melting-Point Agarose (LMP-Agarose) immobili-
siert. Der Bead wird anschliel3end in den verschiedenen Losungen fur die unterschied-
lichen chemischen Reaktionen wahrend der Bisulfit-Modifikation inkubiert. Nach der
Bisulfit-Modifikation findet die Aufreinigung von dem Bisulfit-Salz durch Inkubation in
verschiedenen Puffern statt, die dem Bead das Bisulfit-Salz durch Diffusion entziehen.
Der Bead bleibt Uber das ganze Protokoll in demselben Reaktionsgefal’, wahrend die
einzelnen Reagenzien ausgetauscht werden. Die in der Agarose immobilisierte DNA
wird abschlieend direkt fir die PCR oder weitere Analysen benutzt, wodurch keine
weiteren Aufreinigungsschritte notwendig werden (Abbildung 1.5). Die Agarose scheint
dabei einen stabilisierenden Effekt auf die Einzelstrang-DNA, die fur die Bisulfit-
Konvertierung notwendig ist, zu besitzen (74) und Denaturierung zu vermindern (68).
So gelang es, dass mit diesem Protokoll bereits 50 pg DNA (DNA-Aquivalent zu ca.10
Zellen) analysiert werden konnten. Im Nachfolgenden wird dieses Protokoll Agarose
Embedded Bisulfite Sequencing (AEBS) genannt. Mittlerweile existieren mehrere
Adaptionen von AEBS. Ein von Tierling et al. etabliertes Protokoll (AEBSriering) unter-
scheidet sich zu AEBS hauptsachlich in der einfacheren Handhabung (75). Fur diese
Arbeit bot AEBSriening viele Modifikationsmdglichkeiten zur Etablierung einer Einzel-

zellmethode fir Bisulfit-Sequenzierung.
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Abbildung 1.5 Prinzip des Agarose Embedded Bisulfite Sequencing.

1.3 CTCs als Biomarker fiir systemische Krebserkrankungen

CTCs sind einzelne oder in Clustern vorkommende Krebszellen, die sich aus dem Ver-
bund ihres Primartumors geldst haben und in die Blutzirkulation gelangt sind (11).
CTCs sind im Vergleich zum Primartumor und den Metastasen Uber das Blut minimal
invasiv zuganglich. Sie bieten so die Moglichkeit, Tumormaterial fur die Charakterisie-
rung des Tumors, fir die Prognose, fir die Therapieplanung und Uberwachung im

Rahmen einer sogenannten Liquid Biopsy zu gewinnen (76).

Mittlerweile wurden etliche Technologien entwickelt, um CTCs anhand ihres
Phanotyps (z.B. Expression von Oberflachenmarkern) oder ihrer biophysikalischen
Eigenschaften (z.B. Grolde, Dichte, Verformbarkeit) anzureichern und zu isolieren (77,
78). Das CellSearch™-System ist das erste halbautomatische System fiir die
standardisierte Anreicherung und Enumeration von CTCs, welches von der Food and
Drug Administration offiziell zugelassen wurde. CellSearch™ separiert CTCs von den
Ubrigen Blutzellen durch Eisenpartikel, die mit Antikbrpern gegen den
Oberflachenmarker Epithelial-Cell-Adhesion-Molecule (EpCAM) gekoppelt sind. Die
CTCs werden anschlieBend mit Fluoreszenz markierten monoklonalen Anti-
Zytokeratin-Antikorpern (anti CK8/18/19) gefarbt, welche fur epitheliale Zellen
spezifisch sind sowie mit 4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI), um den Nukleus
darzustellen. Um Kontaminationen mit Leukozyten auszuschliel3en, findet ebenfalls
eine Farbung mit monoklonalen Anti-CD45-Antikoérpern statt. Die Auswertung, ob es
sich bei den angereicherten Zellen um CTCs handelt, wird von einem semi-
automatischen Mikroskop durchgefuhrt (79).
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Die klinische Relevanz der mittels CellSearch™ detektierten CTCs konnte fiir
Patienten mit Mamma-, Prostata und kolorektalen Karzinomen hinsichtlich Prognostik
und teilweise fur Therapie-Ansprechen nachgewiesen werden. Bei diesen Entitaten
wurde beobachtet, dass ab einem bestimmten Grenzwert die Anzahl der CTCs mit der
Dauer des progressionsfreien Uberlebens und Gesamtiiberlebens korrelieren (80-87).
Beim Mammakarzinom konnten einige Studien den Nutzen von CTCs bei der
Uberwachung der Therapie wahrend unterschiedlicher Tumorstadien belegen. So
konnte das Persistieren von CTCs nach neoadjuvanter Therapie mit einem erhdhten
Risiko fur Metastasenbildung und niedrigerem Gesamtiberleben assoziiert werden
(88, 89). Bei der SUCCESS Studie konnte gezeigt werden, dass die Identifikation von
CTCs in 30 ml Patientenblut vor einer neoadjuvanten Therapie mit einem verminderten
krankheitsfreien Uberleben und Gesamtiiberleben assoziiert ist (90). Beim Monitoring
von Patienten mit metastasierten Mammakarzinom (mBC) hatten solche Patienten mit
finf oder mehr CTCs pro 7,5 ml Blut ein vermindertes progressionsfreies Uberleben
und Gesamtuberleben (80). Bei mBC-Patienten konnte ebenfalls die detektierte CTC-
Zahl als Marker fur die Therapieantwort genutzt werden (91, 92). Insgesamt geht der
Nachweis und die Persistenz von hohen CTC-Zahlen wahrend der Therapie mit einem
hohen Risiko fur Tumorprogression und verringerten Gesamtuberleben
einher (81, 82, 84). Bei 711 Patienten mit einem metastasierten kastrationsresistenten
Prostatakarzinom (MCRPC) wurde beobachtet, dass eine Kombination aus CTC-
Zahlung und LDH-Bestimmung nach 12 Wochen Therapie als Surrogatmarker fir den
Endpunkt klinischer Studien genutzt werden kann (93). In derselben Studie zeigte sich,
dass Patienten mit weniger als funf CTCs pro 7,5 ml Blut nach 12 Wochen ein langeres
Gesamtuberleben aufweisen.

Neben dem Nutzen fiir Prognostik und Therapie-Uberwachung durch CTC-Z&hlung
bei Patienten ruckt die molekulare Charakterisierung von CTCs immer mehr in den
Vordergrund. So konnten bei Brustkrebspatienten Unterschiede zwischen CTCs und
dem entsprechenden Primartumor bezuglich der Expression des Human Epidermal
Growth Factor Rezeptor 2 (HER2) (94-96), des Ostrogenrezeptors (ER) und Proges-
teronrezeptors (PR) festgestellt werden (97, 98). In einer Studie von Meng et al. konn-
ten bei mBC-Patienten CTCs mit einer Expression von HER2 gefunden werden, im
Gegensatz zu einer negativen Expression bei dem Primartumor. Tatsachlich profitier-

ten drei von vier dieser Patienten von einer zusatzlichen HER2-angepassten Therapie
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(94). Der Nutzen der Therapieanpassung bei HER2 positiven CTCs gegenlber einem
HER2 negativen Primartumor wird aktuell in der DETECT-III-Studie untersucht (99).
Bei Patienten mit mCRPC, bei denen CTCs mit der Splicevariante AR-V7 des Andro-
genrezeptors entdeckt wurden, zeigten sich Resistenzen gegenuber den Androgenre-
zeptorblockern Enzalutamid und Abirateron. In dieser Studie, welche 62 CTC-positive
mMCRPC-Patienten einschloss, sprach keiner der 18 Patienten mit der AR-V7-Spliceva-
riante auf einen Androgenrezeptorblocker an. Die Positivitdt von AR-V7 in CTCs wurde
statistisch mit einem niedrigeren Gesamtiberleben assoziiert (100).

Auch wenn die klinische Relevanz von EpCAMP®® CTCs durch mehrere Studien
angedeutet werden konnte, ist es fraglich, welche biologische Rolle CTCs in der
Kaskade der Metastasierung einnehmen. So wurde bei der Injektion von Patienten-
CTCs mit kleinzelligem Lungenkarzinom in immunsupprimierte Mause gezeigt, dass
CTCs das Potential zur Tumorinitiation besitzen (101). In einem Xenograft-Modell
konnten EpCAMPS/CD44rcs/CD47PS/METP?s CTCs als Ursprung fur Metastasen in
Knochen, Lunge und Leber beschrieben werden (102). Diese Daten deuten an, dass
CTCs in vivo direkte Vorlauferzellen von Metastasen sein kdnnten. Fur die weitere
molekulare Analyse von CTCs ist jedoch die Analyse von einzelnen isolierten CTCs
hilfreich. Neves et al. konnte ein Protokoll zur Isolierung von einzelnen via
CellSearch™ angereicherten CTCs entwickeln. Hierbei werden die mittels
CellSearch™ angereicherten Zellen mittels Durchflusszytometrie als einzelne CTCs,
definiert als DAPIPS/ZytokeratinP°s/CD45"9, in Reaktionsgefalten abgelegt und
konnen fur weitere Downstream-Analysen verwendet werden (103). So wurden
wahrend dieser Studie die Einzelzell-DNA der CTCs von Patienten mit mBC mittels
Whole Genome Amplification (WGA) amplifiziert und genetische Aberrationen anhand
von Array-basierter komparativer genomischer Hybridisierung (aCGH) detektiert.
Hierbei zeigten nahezu alle CTCs fiir die Tumorentitdt typische Anderungen der
Kopienanzahl. Diese Ergebnisse konnten in einer weiteren Studie belegt werden (104).
Problematisch bei den genetischen Analysen von CTCs bleibt die sehr geringe Anzahl
an Zellen, die pro Patient isoliert werden kann. So sind selbst bei manchen
metastasierten Patienten nur eine CTC pro 10° -10” mononukleére Zellen isolierbar
(105). Die niedrige CTC-Zahl liegt unter anderem an dem geringen verwendeten
Blutvolumen von 7,5-30 ml. Durch die sogenannte diagnostische Leukapherese
kénnen jedoch mittlerweile bis zu 2,5 | Patientenblut nach CTCs durchsucht werden
(106).
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Die geringe Zellzahl als Ausgangsmaterial ist wahrscheinlich der Grund dafur, dass zu
Beginn dieser Arbeit keine veroffentlichten epigenetischen Analysen von einzelnen
CTCs vorlagen. Tatsachlich bieten CTCs als mdgliche Schnittstelle zwischen
Primartumor und Metastase eine einzigartige Madoglichkeit, den Einfluss der
epigenetischen Regulation wahrend der Metastasierung besser zu verstehen. In
diesem Sinne ist ein epigenetisches Profiling von EMT-assoziierten Genen bei CTCs
interessant, konnte doch bei diversen in vitro Modellen eine Assoziation des
Methylierungsmusters von Genen, wie der miR200-Familie, zu dem Phanotyp
beobachtet werden (46, 47). Hiermit kdnnten neue Hinweise auf den Phanotyp von
CTCs und den Einfluss der Regulation von EMT-assoziierten Gene auf die
Metastasierung gewonnen werden. Aufgrund der gut etablierten Methoden fur die
Isolierung bieten sich EpCAMP°s CTCs als Ausgangsmaterial flr solche Analysen an.
Vor dem Hintergrund einer Phanotypisierung anhand epigenetischer Marker ist jedoch
kritisch zu sehen, dass EpCAMP°s CTCs anhand von epithelialen Markern angereichert
und isoliert werden. Allerdings konnte gezeigt werden, dass insbesondere nach dem
Eintritt von CTCs in die Zirkulation, EpCAM herunterreguliert werden kann (107).
Xenotransplantat Modelle deuten sogar an, dass eine Herunterregulation innerhalb der
ersten Stunde in der Zirkulation moglich ist (108). Die Supprimierung von EpCAM kann
unter anderem durch einen mesenchymalen Phanotypen-Shift der CTCs Rahmen
einer EMT erklart werden (10). Solche CTCs wurden folglich nur zu einem geringen
Teil angereichert werden. Allerdings wurde festgestellt, dass die durch CellSearch™
erfasste Population auch CTCs mit einer geringen EpCAM-Expression (107, 109) und
einer heterogenen Zytokeratin-Expression beinhaltet (110). Daruber hinaus scheinen
sich die meisten CTCs nicht in einem reinen EMT-Status zu befinden (111-113),
sondern weisen sowohl mesenchymale als auch epitheliale Merkmale auf. In diesem
Sinne ist die Untersuchung von mesenchymalen Markern, wie die DNA-Methylierung
der miR200-Familie bei EpCAMP®s CTCs von grofdem Interesse, um den Phanotyp
dieser Zellen detaillierter zu charakterisieren und Hinweise auf einen moglichen EMT-

Status zu sammeln.

16



2 Fragestellung

Der Einfluss der epigenetischen Regulation der miR200 Familie sowie von CDH1
hinsichtlich der Dynamik einer EMT/MET konnte bereits in mehreren unabhangigen
Arbeiten an in vitro Modellen gezeigt werden. Dabei konnte der Methylierungsstatus
der miR200 Familie mit der aktiven Transkription und mit dem Phanotyp von
verschiedenen Zelllinien assoziiert werden. Darlber hinaus spiegelten sich auch
phanotypische  Veranderungen im Rahmen einer EMT/MET in dem
Methylierungsstatus von miR200 wider. Die bisherigen Erkenntnisse beschrankten
sich zu Beginn dieser Arbeit jedoch lediglich auf in vitro Modelle. CTCs bilden ein
geeignetes Ausgangsmaterial, um Genpromotermethylierung von EMT-assoziierten
Genen zu analysieren und so Ruckschlisse auf den Phanotyp dieser Zellen zu ziehen.
Die Malignitat und das metastatische Potenzial von CTCs, die anhand des epithelialen
Markers EpCAM mit dem CellSearch™ System angereichert wurden, sind mittlerweile
weitgehend anerkannt. Auch wenn diese Zellen anhand von epithelialen Markern
angereichert werden, wird vermutet, dass die Plastizitat dieser Zellen im Rahmen einer
EMT durch  Genpromoterhypermethylierung der EMT-assoziierten Gene
miR200c/141, miR200b/a/429 und CDH1 reguliert werden kann. Zu Beginn dieser
Arbeit bestanden jedoch keinerlei Analysen Uber die Genpromotermethylierung von
EMT-assoziierten Genen bei CTCs, was an der Seltenheit dieser Zellen liegen kdnnte,
so dass Analysen meist auf Einzelzellniveau durchgefihrt werden mussen.

Um die Methylierung EMT-assoziierter Gene bei individuellen CTCs untersuchen zu
kdnnen, musste im Rahmen dieser Arbeit zunachst das Protokoll multiplexed-single-
cell Agarose Embedded Bisulfite Sequencing (multiplexed-scAEBS) basierend auf
Agarose Embedded Bisulfite Sequencing (AEBS) etabliert werden. Multiplexed-
scAEBS beinhaltet die Bisulfit-Konvertierung von in Agarose immobilisierter Einzelzell-
DNA. Nachfolgend werden die EMT-assoziierten Gene miR200c/141, miR200b/a/429
und CDH1 in einer Multiplex-PCR amplifiziert und eine separate Amplifikation von
jedem einzelnen Genpromoter durchgefuhrt. Der Workflow wurde an Einzelzellen der
Lymphozytenzelllinie GM14667, der eher mesenchymalen Brustkrebszelllinie MDA-
MB-231 und der eher epithelialen Brustkrebszelllinie MCF-7 etabliert. Final wurde
multiplexed-scAEBS bei EpCAMP®s CTCs von mBC- und mCRPC-Patienten
angewendet. Der Hypothese nach sollte bei CTCs, obwohl diese anhand von

epithelialen Markern angereichert und isoliert wurden, Genpromotermethylierung bei
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den drei EMT-assoziierten Genen im Sinne einer mesenchymalen Differenzierung

nachgewiesen werden.
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3 Materialien

3.1 Zelllinien

Tabelle 1 Verwendete Zelllinien und deren Ursprung

Bezeichnung | Geschlecht | Ursprung des Gewebes | Quelle

GM14667 M Non-aberrante Lympho- | Coriell Institut, New
zyten Yersey

MDA-MB-231 | W Brustkrebs, Adenokarzi- | European Collection
nom of  Cell Cultures

(ECACC)

MCF-7 W

Mammakarzinom, Adeno-
karzinom

Institut fur Pathologie
des Universitatsklini-
kum Dusseldorf

3.2 Chemikalien
Agarose

carrier RNA (1ug/pl)

DAPI

DMEM

Gene Ruler 50 bp
Destilliertes Wasser

EDTA (0,5 M)

Ethanol (99,9%)

GelRed (10.000x Konzentrat)
FCS

Heavy Mineral Oil
Hydrochinon

lgepal

Natriumdisulfid
Natriumchlorid (5 M)
Natriumhydroxid (10 M)
Non Essential Amino Acids

Penicillin/Streptomycin
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Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Roche, Mannheim

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Thermo Scientific, Karlsruhe
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
G-Biosiences, St. Louis, USA
Merck, Darmstadt

Biotium Inc., Fremont, USA
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Promega, Madison

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe




Propidium lodid (3 pM)

1x PBS

RPMI 1640 + Glutamax™-|
SeaPlaque GTG Agarose
TE Puffer (1x)

Tween 20 %

3.3 Enzyme
Trypsin 0,05% + 0,02% EDTA
Proteinase-K (20 mg/ml)

3.4
S 1000 Thermal Cycler
C 1000 Thermal Cycler

Instrumente

Infinite M200 Spektrometer

Versa Doc Gel Imaging System

Heizblock Dry Bath System
Heizblock neoBlock Il

Thermomixer comfort 1,5 ml
Thermostatic Waterbath WBS

Heraeus Multifuge X1R Zentrifuge
Heraeus Fresco 17 Zentrifuge

Mikrozentrifuge Galaxy Mini

MoFlo XDP Sorter

CellSearch™-System
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Molecular Probes, Karlsruhe

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Biozym, Hessisch Oldendorf
Promega, Mannheim

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

Roche, Mannheim

BioRad, Miinchen
BioRad, Miunchen

Tecan, Crailsheim
BioRad, Minchen

StarLab, Hamburg
neolLab, Heidelberg
Eppendorf, Wesseling Berzdorf

Fried Electric, Haifa, Israel

Thermo Scientific, Karlsruhe
Thermo Scientific, Karlsruhe
VWR International GmbH, Darmstadt

Beckmann Coulter, Sinsheim
Menarini Silicon Biosystems Inc,
Huntington Valley USA



3.5 Software
Bisulfite Primer Seeker 12S

ZymoResearch, Freiburg

(http://www.zymoresearch.com/tools/bisulfite-primer-seeker)

BiQAnalyzer

i.control 1.9
ChromaslLite 2.6.4

3.6 Kits

EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit
MinElute PCR Purification Kit
PyroMark PCR Kit

QlAamp DNA Micro Kit
CellSearch Circulating Tumor Cell Kit

3.7 Selbsthergestellte Losungen
Losung A (25 mM EDTA + 75 mM NaCl)

NaOH (2 M)

NaOH (0,3 M)

Hydrochinon-Lésung
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Max Planck
Saarbricken

Institut fir Informatik,
(http://big-analyzer.bioinf.mpi-
inf.mpg.de/)

Tecan, Crailsheim

Technelysium, Sout Brisbane, Austral-

ien

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Menarini Silicon Biosystems Inc,
Huntington Valley USA

2,5 ml EDTA (0,5M)
+ 750 yl NaCl (5 M)
ad. 50 ml Aqua dest.

10 ml NaOH (10 M)
ad 50 ml Aqua dest.

1,5 ml NaOH (10 M)
ad 50 ml Aqua dest.

55 mg Hydrochinon geldst in 500 ml
Aqua dest. (die Losung wurde bei 50°C



Pre-Bisulfit-Losung

Bisulfit-Losung

OPA-Puffer
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so lange inkubiert, bis das Salz sichtbar

geldst war)

1,9 g Natriumdisulfid gel6st in 2,5 ml
Aqua dest.

+ 750 pyl NaOH (2 M)

(die Lésung wurde bei 50°C so lange
inkubiert, bis das Salz sichtbar gelost

war)

komplette Pre-Bisulfit-Lésung

+ komplette Hydrochinon-Lésung

1,25 g Trisacetat (99%)

5 ml Mg-Acetat (100 mM)
5 ml K-Acetat (500 mM)
ad 50 ml Aqua dest.



4 Methoden

4.1 Untersuchtes Zellmaterial von Patienten

Fir die Analysen von CTCs und CD45P° Zellen wurden bereits mit CellSearch™ pro-
zessierte Proben von Patienten mit mBC sowie Patienten mit mCRPC verwendet. Die
entsprechenden Analysen von CTCs und CD45P° Zellen aus klinischen Proben von
mBC-Patienten (Studien-Aktenzeichen 3430) sowie von mCRPC-Patienten (Studien-
Aktenzeichen 5654) wurden von der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat

Dusseldorf positiv beurteilt.

4.2 Zellkultur

4.2.1 Kultivierung der Lymphozytenzelllinie GM14667

Die Lymphozytenzelllinie GM14667 wurde in 10 ml Kulturmedium RPMI1640 + Gluta-
Max mit 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luft-
feuchte als Suspensionskultur in einer 75 cm? Kulturflasche kultiviert. Die Zelllinie
GM14667 wurde alle drei Tage 1:4 passagiert. Hierfir wurde die Zellsuspension fur
5 min bei 400 x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in
15 ml PBS resuspendiert, erneut fir 5 min bei 400 x g zentrifugiert, der Uberstand
verworfen, das Pellet in Kulturmedium resuspendiert und mit einer 1:4 Verdinnung

neu ausgesat.

4.2.2 Kultivierung der Brustkrebszelllinie MCF-7

Die adharent wachsende epitheliale Zelllinie MCF-7 wurde in 10 ml Kulturmedium
RPMI1640 + GlutaMax mit 15-20% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin bei 37°C, 5%
CO2und 95% Luftfeuchte in einer 75 cm? Kulturflasche kultiviert. Bei einer Konfluenz
von ca. 80% wurden die Zellen passagiert. Hierfur wurde das Kulturmedium verworfen
und die Zellen mit 3 ml Trypsin von der Kulturflaschenoberflache abgeldst. Die Enzym-
aktivitat des Trypsins wurde mit 12 ml des Kulturmediums gestoppt. Die Zellsuspen-
sion wurde fiir 5 min bei 400 x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zell-
pellet wurde in 15 ml PBS resuspendiert, erneut fur 5 min bei 400 x g zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in dem Kulturmedium resuspendiert

und mit einer 1:3 - 1:6 Verdlinnung neu ausgesat.
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4.2.3 Kultivierung der Brustkrebszelllinie MDA-MB-231

Die adharent wachsende mesenchymale Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 wurde, wie
in 4.2.2 beschrieben, kultiviert und passagiert. Jedoch wurde als Kulturmedium
DMEM plus GlutaMax mit 10% FCS plus 1% nicht-essentielle Aminosauren und 1%

Penicilin/Streptomycin benutzt.

4.3 Isolierung von Zellmaterial

4.3.1 Isolierung von Zelllinien-Zellen durch Fluroesence-activated cell sorting
(FACS) mittels MoFlo XDP Sorter
Fur die Etablierung und Validierung von multiplexed-scAEBS wurden verschiedene
Zellzahlen der Zelllinien GM14667, MDA-MB-231 und MCF-7 in 200 pl oder 1,5ml Ep-
pendorf-Reaktionsgefalle mit dem MoFlo XDP Sorter abgelegt. Wahrend der Passage
aller drei Zelllinien wurden Zellen in 1 ml 1xPBS geldst. Um lebende Zellen von toten
Zellen zu unterscheiden, wurden die Zellen mit 3 ul Propidium lodid (PI) (3 uM) gefarbt
und far 5 min lichtgeschutzt bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellablage mittels des
MoFLO XDP Sorter beinhaltet die Analyse der Vorwartsstreuung (FSC= Forward Scat-
ter) und Seitwartsstreuung (SSC= Sideward Scatter) des Lichts, um Zellen hinsichtlich
ihrer GroRe und Granularitat zu charakterisieren. Die Hohe der Vorwarts- und Seit-
wartsstreuung (FSC-Height und SSC-Height) wurde verwendet, um intakte Zellen von
Zell-Fragmenten zu unterscheiden. Die Analyse der Pl-Farbung wurde benutzt, um
lebende Zellen von toten Zellen zu diskriminieren. Die Analyse der Signalweite der
Seitwartsstreuung (SSC-Width) wurde genutzt, um die Ablage von einzelnen Zellen zu
gewahrleisten und Zellagglomerate auszuschliel3en. Es wurden nur Zellen unter den
Bedingungen FSC-Height"9"/P|"¢9/SSC-Width'®" abgelegt (Abbildung 4.1). Die Zellen

wurden anschliellend entweder direkt bearbeitet oder bei -20°C eingefroren.
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Abbildung 4.1 FACS-Analyse einer Probe mit Lymphozyten von GM14667 mit den zuvor fest-
gelegten Bedingungen R1, R2, R3 zum Ablegen von intakten Zellen. Eine intakte Zelle wurde
nur definiert als FSC-Height"9"/PI"e9/SSC-Width!°¥ abgelegt. (Abbildung modifiziert nach
Pixberg et al. (114))

4.3.2 Isolierung und Analyse von einzelnen CTCs und CD45r°s Zellen von klini-
schen Proben
FUr die hier beschriebenen Experimente wurden CTC-positive Blutproben von
11 mBC-Patienten und von sechs mCRPC-Patienten verwendet. Die Prozessierung
und Analyse der CTCs erfolgte anhand des CellSearch Circulating Tumour Cell Kit mit
dem CellSearch™-System nach den Herstellerangaben. Die folgende Isolierung der
einzelnen CTCs erfolgte mittels MoFloXDP-Sorter in einzelne leere 200 pl Eppendorf-
Reaktionsgefale. Es wurden nur DAPIPS/CKPoS/CD45"9 CTCs isoliert, wie es bereits
beschrieben wurde (115). Zusatzlich wurde die Seitwartsstreuung genutzt, um ein-
zelne Zellen von Zellkonglomeraten zu differenzieren. Die Detektion und die Isolation
waren nicht Teil der hier beschriebenen Dissertationsarbeit. Fur die vorliegende Arbeit
wurden die aus den CellSearch Cartridges isolierten CTCs und Leukozyten zur Verfi-
gung gestellt. Insgesamt wurden 94 CTCs von 11 mBC-Patienten und 65 CTCs von
sechs mMCRPC-Patienten sowie 30 einzelne CD45P° Zellen von drei verschiedenen
Patienten mit der nachfolgend beschriebenen multiplexed-scAEBS Methode (ab 4.7)

analysiert.

4.4 Etablierung der Primer fiir miR200c/141, miR200b/a/429 und CDH1

4.41 Primerdesign fur die Analyse von bisulfitkonvertierter DNA

Fur die Methylierungsanalyse von bscDNA der Genpromoter von miR200c/141,
miR200b/a/429 und CDH1 auf Einzelzellniveau wurden neue Primerpaare konzipiert.
Innerhalb der entsprechenden Genpromotoren wurde eine Region ausgewahlt, die be-

reits mehrfach in der Literatur mittels Bisulfit-Sequenzierung an gro3en Mengen DNA
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von diversen Zelllinien analysiert wurden (14, 15, 46, 47) (Abbildung 4.2). Die entspre-

chenden Genpromoterregionen wurden mit der Software Bisulfite Primer Seeker 12S

von ZymoResearch (http://www.zymoresearch.com/tools/bisulfite-primer-seeker) fur

mdgliche Primerpaare analysiert. Alle wahrend dieser Arbeit gebrauchten Primer (Ta-

belle 2) wurden bei der Firma MWG Eurofins Genomics HPSF-aufgereinigt bestellt und

mit Aqua dest. auf 100 pm/pl verdinnt.

miR200c/141

> 200c
Chr 12 ,
228 +165
100bps } | Neves et al. 2010
-484 -79
f | Davalos et al. 2011
-206 -72
_J———1__Analysierter Locus
............. PS4 ! | 1 e,
T L T L I T 11 CpGs
25bps
miR200b/a/429
TSS
Chr1 !"
118 +208
100bps f | Davalos etal. 2011
+85 +215
__________ Analysierter Locus
‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘ Cp6 S -mnm“mm"m"m"
— T 6 CpGs
25bps
CDH1
TSS
Chr 16 P>
100bps -310 +175
P f | Farias etal. 2010
+10 +175
f—————1 Brambertetal. 2015
+6 +149
...... Analysierter Locus
.................. CpG
: — - —H—H - 12 Gy
25bps

Abbildung 4.2 Abgebildet sind die Ausschnitte der drei Promoterregionen von miR200c/141,
miR200b/a/429 und CDH1. In jedem Diagramm ist die Promoterregion durch die blaue Linie,
die den Transkriptionsstart (TSS) flankiert, dargestellt. Die griinen Linien zeigen mittels Bisulfit-
Sequenzierung bereits analysierte Abschnitte, welche zuvor publiziert wurden (14, 15, 46, 47).
Die schwarzen Linien reprasentieren die wahrend dieser Arbeit analysierten Abschnitte mit
einer zusatzlichen hoéheren Auflésung, um die einzelnen CpG-Lokalisationen (vertikale
schwarze Striche) darzustellen. (Abbildung modifiziert nach Pixberg et al. (114))
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Tabelle 2 Primersequenzen

. . Amplikon
Locus Orientierung | Sequenz mp
Lange
miR200c/ | forward GGGATGAGGGTGGGTAAAT 134 b
141 reverse RAAACCCAAATTACAATCCAAAC ps
miR200b/a | forward ATTTGTGTAGGTTTGAATTGATTTTTTGTGTTAGGG 130 b
1429 reverse TAAATACTCTACCTCAACCAAAATCAAACCTCAAAAC ps
forward GTYGGAATTGTAAAGTATTTGTGAGTTTG
CDH1 143 bps
reverse AAAAACTACRACTCCAAAAACCCATAACTAACC

4.4.2 Primervalidierung an bsc-DNA

Die Primerpaare wurden an verschiedenen Mengen von bscDNA von der Zelllinie
MDA-MB-231 getestet. Hierfur wurde DNA von MDA-MB-231 mit dem QIAamp DNA
Mini Kit extrahiert und in 20 pl Aqua dest. geldst. 1 ug DNA wurde mit dem EpiTect
Fast DNA Bisulfite Kit (Qiagen) konvertiert und in 20 pl Aqua dest. geldst. Die bscDNA
wurde 1:10, 1:100 sowie 1:1000 mit Aqua dest. verdinnt als PCR Template benutzt.
Das PCR-Programm wurde mit einem 51,2-60,9°C Temperaturgradienten durchge-

fuhrt, um die effizienteste Annealing-Temperatur zu bestimmen (Tabelle 3).

PCR Reaktionsmix fur eine Probe:

12,5 i PyroMark PCR Master Mix
25 ul Coral Load Puffer
0,05 ul Primerfrward (100 pmol/pl)
0,05 ul Primerrverse (100 pmol/pl)
8,9 ul Aqua dest.
1 i DNA Template

Tabelle 3 PCR Programm fir die Primeretablierung mit dem Temperaturgradient a-e

1x 50x Tx -
a) 60,9°C
95°C fur | 94°C fir °) 58,7:0 fur je 72°Cfur | 72 °Cfur 4 .C ohne
15min | 30 sec ©) 559°C 30 sec 30 sec 10 min Zeitbegren-
d) 52,3°C Jung
e) 51,2°C
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4.4.3 Gelelektrophorese

Um den Erfolg der Amplifikation zu evaluieren, wurden von dem PCR-Amplifikat je 5 pl
PCR-Produkt auf ein 1,5% Agarose-Gel aufgetragen. Als DNA-Grdélenstandard wur-
den 5 ul des 50 bp DNA-Leiter (GenRuler) verwendet, um die erwartete spezifische
Grolle des Amplikons zu Uberprifen und mogliche unspezifische PCR-Produkte aus-
zuschlielen. Die Auftrennung der PCR Produkte erfolgte mittels Elektrophorese bei
140 V fur 40 min. Die Gele wurden mithilfe des Versadoc Imaging-Systems dokumen-
tiert.

4.4.4 Analyse der Amplifikate mittels Sanger-Sequenzierung

Nachdem der Amplifikationserfolg mittels Gelelektrophorese nachgewiesen werden
konnte, wurden positive Proben fur die Sanger Sequenzierung ausgewahlt, um die
Spezifitat des PCR-Produktes final zu bestatigen. Hierfur wurden 20 pl des 25 ul PCR-
Reaktionsmix mit dem MinElute PCR Purification Kit aufgereinigt und in 22 pl Aqua
dest. geldst. 2 yl wurden zur Messung der DNA-Konzentration mittels des Infinite M200
Spektrometer benutzt. Die restlichen 20 uyl wurden mit Aqua dest. auf 10 ng/ul
verdunnt. Die Proben wurden von der Firma GATC Biotech per Sanger-Sequenzierung
prozessiert. Die Primer fur die Sequenzierung (Tabelle 4) wurden mit einer
Konzentration von 5 pM mitgeschickt. Die Sequenzen wurden mit der Software BiQ-

Analyzer oder manuell mit ChromasLite ausgewertet (4.10).

Tabelle 4 Primersequenzen fur die Sequenzierung

Locus Orientierung | Sequenz
) forward GGGATGAGGGTGGGTAAAT
miR200c/141
reverse RAAACCCAAATTACAATCC
. forward ATTTGTGTAGGTTTGAATTG
miR200b/a/429
reverse TAAATACTCTACCTCAACCA
CDHA1 forward GTYGGAATTGTAAAGTATTTG
reverse AAAAACTACRACTCCAAAAA
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4.5 Agarose-Embedded Bisulfite Sequencing nach Tierling (AEBStierling)

Aufgrund der in Kapitel 1.2.1.3 beschriebenen Vorteile wurde das Protokoll AEBSrieriing
(75) als Ausgangsprotokoll fur die schrittweise Optimierung eines Einzelzellprotokolls
fur Bisulfit-Sequenzierung genutzt. Zuvor wurden jedoch je viermal 10, 20, 30, 40 und
50 Zellen sowie je zweimal 100 Zellen in 1,5 ml Eppendorf-Gefalle mit je 5 pl 1x PBS,
gemall dem in 4.3.1 beschriebenen Procedere, abgelegt. AnschlieRend wurde die
Bisulfit-Konvertierung exakt nach dem Protokoll von AEBSrtiering, Wie in den nachfol-
genden Kapiteln ab 4.5.1 beschrieben, durchgeflhrt (Abbildung 4.3). Es wurden vier

leere 1,5 ml Reaktionsgefalie parallel als Negativkontrollen prozessiert.

1,5ml
Reaktions-

200 pl
Reaktions- _ |

gefif , gefip
Zellablage ) Immobilisation > Proteinase-K- > Bisulfit- ) PCR >
(4.3) in Agarose Verdau Inkubation (4.5.6)
(4.5.1) (4.5.2) (4.5.4)

Abbildung 4.3 lllustration des originalen Protokolls AEBSriening. Nicht dargestellt sind die
Aufreinigung des Agarose-Beads vor und nach der Bisulfit-Inkubation. Wahrend alle Schritte
von der Zellablage an in einem 1,5 ml Eppendorf-Gefald durchgeflhrt werden, wird die PCR in
einem separaten 200 pl Eppendorf-Gefald durchgeflhrt.

4.5.1 Immobilisation der Zellen in Agarose

Nach der Zellablage wurde den Proben 15 ul von 2%iger Low Melting Temperature
Agarose (SeaPlaque GTG Agarose) hinzugefugt, welche zuvor auf 75°C erhitzt wurde.
Die Agarose wurde anschlie®end mit 200 uyl Mineraldl (Heavy Mineral Oil) Gberdeckt.
AnschlielRend wurden die Proben fir 10 min in einem Wasserbad (Thermostatic Wa-
terbath WBS) bei kochendem Wasser inkubiert. Hierdurch werden die Zellen zerstort
und es entwickelt sich ein kleines Agarose-Kugelchen (Agarose-Bead). Die Proben
wurden dann 10 min auf Eis inkubiert, bis der Agarose-Bead fest war. Das Ol wurde

nun wieder vorsichtig mit der Pipette entfernt.

4.5.2 Proteinase-K-Verdau
Nachdem das Ol vorsichtig entfernt worden war, wurde den Proben 400 pl der Lésung
A (25 mM EDTA und 75 mM NaCl) und 50 pl Proteinase K (20 mg/m) hinzugefugt. Um
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rickstandiges Ol zwischen dem Bead und der Lésung zu vermeiden, wurden die Pro-
ben kurz anzentrifugiert. Die Proben wurden Uber Nacht bei 50°C in einem Ther-
moblock (neoBlock Il) fur den Proteinase-K-Verdau inkubiert. Der Proteinase K-Mix

wurde am nachsten Tag vorsichtig mit der Pipette entfernt.

4.5.3 Aufreinigung des Agarose-Beads nach dem Proteinase-K-Verdau
Nachdem der Proteinase-K-Mix entfernt wurde, wurde der Bead in verschiedenen Puf-
fern gewaschen, um alle riickstandigen Reagenzien des Proteinase-K-Mix vollstandig
zu entfernen. Dies geschah in folgenden Schritten:
1. 400 pl TE (1x) wurden Uber den Bead pipettiert und flr 15 min bei Raumtem-
peratur inkubiert. Das TE wurde wieder vorsichtig mittels Pipette entfernt.
2. Wiederholung von Schritt 1.
3. 400 pl NaOH (0,3 M) wurden Uber den Bead pipettiert und sofort wieder ent-
fernt.
4. 400 pyl NaOH (0,3 M) wurden Uber den Bead pipettiert und flr 15 min inkubiert.
Anschlielend wurde das NaOH wieder vorsichtig mittels Pipette entfernt.
5. Wiederholung von Schritt 4.

6. Nacheinander Wiederholung von Schritt 1 und 2.

4.5.4 Bisulfit-Konvertierung

Nach der Aufreinigung des Agarose-Beads wurden 400 ul der frisch zubereiteten Bisul-
fit-LOsung (Zubereitung s. 3.7) Uber den Bead pipettiert und mit 200 pl von schwerem
Mineraldl Uberdeckt. Die Proben wurden dann fur 3,5 h bei 50°C in einem Heizblock
(neoblock 1) inkubiert. Hiernach wurden die Proben fiir 10 min auf Eis gekahlt, um den
Agarose-Bead zu festigen. Das Ol und die Bisulfit-Lésung wurden vorsichtig mittels

Pipette entfernt.

4.5.5 Aufreinigung des Agarose-Beads nach der Bisulfit-Inkubation
Nachdem die Bisulfit-Loésung entfernt wurde, wurde der Bead in verschiedenen Puffern
gewaschen, um alle rickstandigen Reagenzien vollstandig zu entfernen. Dies geschah
in folgenden Schritten:

1. 400 pl TE (1x) wurden Uber den Bead pipettiert und sofort wieder mittels Pi-

pette entfernt.
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2. 400 pl TE (1x) wurden Uber den Bead pipettiert und der Bead hierin flr 15 min
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde das TE wieder vorsichtig
mittels Pipette entfernt.

3. Wiederholung von Schritt 2.

4. 400 yl NaOH (0,3 M) wurden Uber den Bead pipettiert und sofort wieder mit-
tels Pipette entfernt.

5. 400 pyl NaOH (0,3 M) wurden Uber den Bead pipettiert und far 15 min inkubiert.
Anschlieliend wurde das NaOH wieder vorsichtig mit der Pipette entfernt.

6. Wiederholung von Schritt 5.

7. Nacheinander Wiederholung von Schritt 2 und 3.

4.5.6 Locus-spezifische PCR von miR200c/141

Nach der Bisulfit-Konvertierung wurde eine locus-spezifische PCR des miR200/141
Genpromoter durchgefuhrt. Hierfir wurde der Bead bei 75°C erwarmt und 3 pl des
Agarose-Beads als Template in den PCR-Reaktionsmix pipettiert. Das PCR-Pro-
gramm ist in Tabelle 5 dargestellt. Zum Schluss wurden 5 yl des PCR-Produkts mittels

Gelelektrophorese ausgewertet (4.4.3).

PCR Reaktionsmix fur eine Probe:

12,5 PyroMark PCR Master Mix
25 ul Coral Load Puffer
0,05 ul miR200c/141 Primertoward (100pmol/pl)
0,05 ul miR200c/141 PrimerReverse (100pmol/pl)
6,9 ul Aqua dest.
3 i Agarose-DNA Template

Tabelle 5 PCR-Programm fiur die Amplifikation von miR200c/141

1x 50x 1x -
95°C flr 94°C fiir 58,7°C fur 79 °C fiir 72 °C fur | 4°C fUr unbe-
15 min 30 sec 30 sec 30 sec 10 min grenzte Zeit

4.6 Optimierung von AEBSrTierling Zu SCAEBSpre
Fur die Optimierung von AEBSriering zu einem Einzelzellprotokoll wurde zunachst das

Protokoll scAEBSpre entwickelt. In diesem Protokoll wurden alle Volumina von
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AEBSriering um den Faktor 0,4 reduziert, um alle Schritte von der Zellablage bis zur
PCR in einem 0,2 ul Reaktionsgefaly durchfuhren zu kdnnen. Hierdurch wird der DNA-
Verlust durch Pipettentransfer in andere Reaktionsgefalle minimiert. Ebenfalls wurden
die Inkubationszeiten der Waschschritte von 15 min auf 5 min reduziert (Abbildung
6.1). Ansonsten wurden alle Reaktionsschritte und Konzentrationen, wie in Kapitel 4.5

beschrieben, beibehalten.

4.6.1 Validierung von scAEBSpre

Fir die Validierung von scAEBSpre wurden je Triplikate mit einer, 10, 20 und 50 Zellen
sowie je eine Kontrolle mit 100 Zellen der Zelllinien MDA-MB-231 und MCF-7 geman
4.3.1in 200 pl Eppendorf-Gefalte mit 2 ul 1xPBS abgelegt und mittels SCAEBSpre pro-
zessiert. Parallel wurden je drei Negativkontrollen (leere Reaktionsgefal’e) prozessiert,
um Kontaminationen auszuschliel3en. Hierbei handelte es sich um leere 200 ul Reak-
tionsgefalle, die genauso wie die Proben mit Zellen bearbeitet wurden. Fur die ab-
schlieRende PCR des miR200c/141-Genpromoters wurde der Agarose Bead fur 5 min
bei 75°C in einem Heizblock (neoBlock 1) erhitzt und der PCR-Reaktionsmix auf den
geschmolzenen Bead pipettiert. Die Probe wurde kurz gevortext und anzentrifugiert,
damit sich die Agarose ganz in dem PCR-Reaktionsmix 16st. Das PCR-Programm ist

in Tabelle 5 dargestellt.

PCR Reaktionsmix fur eine Probe:

12,5 PyroMark PCR Master Mix
25 ul Coral Load Puffer
0,05 pl miR200c/141 Primertoward (100 pmol/ul)
0,05 ul miR200c/141 PrimerReverse (100 pmol/ul)
1,9 Aqua dest.
8 i Agarose-DNA Template

5 ul von jedem PCR-Produkt wurden erneut fur die Gelelektrophorese gemal 4.4.3
benutzt. Hierfur mussten die PCR-Proben wegen der geharteten Agarose erneut fur
5 min auf 75°C erhitzt werden, bevor das Gel beladen werden konnte.
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4.7 Single-cell Agarose Embedded Bisulfite Sequencing (scAEBS)

Um die Effizienz von scAEBSpre weiter zu erhohen, wurde die Einzelzelle nach der
Zellablage zuerst mittels Proteinase-K lysiert, die Einzelzell-DNA anschlieend mit
carrier RNA prazipitiert und dann die prazipitierte DNA in Agarose immobilisiert
(Abbildung 4.4). Somit sollte der DNA-Verlust durch Diffusion aus dem Agarose-Bead
vermindert werden. Ebenfalls wurde die Inkubationstemperatur wahrend der Bisulfit-
Konvertierung von 50°C auf 56°C erhoht, um die Effizienz der Konversion zu
verbessern. Das finale Protokoll wurde single-cell Agarose Embedded Bisulfite

Sequencing (scAEBS) genannt. Das Protokoll wird nachfolgend Schritt flr Schritt

beschrieben.
| \ ‘
\
\ / \ J \ J \ |
\ / “\k Wy ‘ \ s/
200p ) |
Reaktions- / B
sefif 3z N , ©
AN AN AN AN AN AN
Zellablage 7 Proteinase-K- 7 DNA 7 Immobilisation 7 Bisulfit- 7 PCR 7
(4.3) Verdau Prazipitation in Agarose Inkubation (4.7.7)
(4.7.1) (4.7.2) (4.7.3) (4.7.5)

Abbildung 4.4 lllustration von scAEBS. Alle Schritte von der Zellablage bis einschliellich
zur PCR wurden in einem 200 ul Eppendorf-Gefald durchgefiihrt. Nicht dargestellt sind die
Aufreinigung des Agarose-Beads vor und nach der Bisulfit-Inkubation.

4.7.1 Proteinase-K-Verdau
Nach der Einzelzellablage gemal 4.3 wurde der Einzelzelle 2 pl Proteinase K-Losung

hinzugeflgt:

Proteinase-K-Losung flr eine Zelle

0,2 OPA Puffer (genaue Zusammensetzung s. 3.7)
0,13 pl Igepal 10%

0,13 ul Tween 10%

0,26 ul Proteinase-K (10 mg/ml)

1,28 pl Aqua dest.
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Die Probe wurde in einem Thermocycler (S1000/C1000 Thermal Cycler) fur 10 h bei
42°C und anschlief3end fir 10 min bei 80°C inkubiert.

4.7.2 Einzelzell DNA Prazipitation
Nach dem Proteinase-K-Verdau wurden der Probe folgende Reagenzien der Reihe

nach hinzugefugt:

1 i Carrier RNA (1pg/ul)
0,15 ul NaCl (5 M)
9 1] Ethanol (75%)

Die Proben wurden fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und anschlielend fir 20 min
bei 4°C mit 20.000 x g zentrifugiert. Nach der 20-minutigen Zentrifugation wurde die
Zentrifuge ohne den Gebrauch der Bremsen auslaufen gelassen, um das Prazipitat
wahrend des Bremsvorgangs nicht aufzuwirbeln. Nach der Zentrifugation wurden
10,15 ul von der Probe vorsichtig abpipettiert (ohne hierbei das Prazipitat am Boden

zu berthren) und verworfen.

4.7.3 Immobilisierung der Einzelzell-DNA in Agarose

Den Proben wurde nun 6 ul von 2% SeaPlaque GTG Agarose hinzugefugt, die zuvor
auf 75°C erhitzt worden war. Die Proben wurden kurz gevortext und anzentrifugiert,
bevor 80 ul schweres Mineraldl Uber die Agarose pipettiert wurde. Die Proben wurden
anschlieend bei 75°C in einem Thermoblock fur 10 min erhitzt. Die Proben wurden

dann fir 10 min auf Eis gekuhlt und das Ol wieder vorsichtig abpipettiert.

4.7.4 Aufreinigung des Agarose-Beads
Nachdem das Ol entfernt wurde, wurde der Bead in verschiedenen Puffern gewa-
schen, um alle rickstandigen Reagenzien des Proteinase-K-Mix und der Prazipitation
vollstandig zu entfernen und die DNA vor der Bisulfit-Konvertierung durch NaOH zu
denaturieren. Dies geschah in folgenden Schritten:

1. 160 pl TE (1x) wurden Uber den Bead pipettiert und der Bead hierin fir 5 min

bei Raumtemperatur inkubiert. Das TE wurde wieder vorsichtig abpipettiert.
2. Wiederholung von Schritt 1.
3. 160 pl NaOH (0,3 M) wurden Uber den Bead pipettiert und sofort wieder abpi-

pettiert.
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4. 160 pl NaOH (0,3 M) wurden tber den Bead pipettiert und flr 5 min inkubiert.
Anschlieliend wurde das NaOH wieder vorsichtig abpipettiert.
5. Wiederholung von Schritt 4.

6. Nacheinander Wiederholung von Schritt 1 und 2.

4.7.5 Bisulfit-Konvertierung der Einzelzell-DNA

FUr die Bisulfit-Konvertierung wurde die Bisulfit-Losung wie in 3.7 vorbereitet. 160 pl
der Bisulfit-Lésung wurde den Proben hinzugefligt und mit 80 pl von schwerem Mine-
ralél Gberdeckt. Die Proben wurden dann fur 3,5 h in einem Heizblock (neoBlock Il) bei
56°C inkubiert. Anschlielend wurden die Proben fur 10 min auf Eis gekuhlt und die

Bisulfit-Lésung sowie das Ol vorsichtig mit der Pipette entfernt.

4.7.6 Aufreinigung des Agarose-Beads von der Bisulfit-Losung
Nachdem die Bisulfit-Losung entfernt wurde, wurde der Bead in verschiedenen Puffern
gewaschen, um alle rickstandigen Reagenzien vollstandig zu entfernen. Durch die
Inkubation in NaOH wird ebenfalls durch Desulfonierung die chemische Reaktion der
Bisulfit-Konvertierung beendet. Dies geschah in folgenden Schritten:
1. 160 pl TE (1x) wurden Uber den Bead pipettiert und sofort wieder abpipettiert.
2. 160 pl TE (1x) wurden Uber den Bead pipettiert und der Bead hierin fur 5 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Das TE wurde wieder vorsichtig abpipettiert.
3. Wiederholung von Schritt 2.
4. 160 pyl NaOH (0,3 M) wurden Uber den Bead pipettiert und sofort wieder mit-
tels Pipette entfernt.
5. 160 pl NaOH (0,3 M) wurden Uber den Bead pipettiert und fur 5 min inkubiert.
AnschlielRend wurde das TE wieder abpipettiert.
6. Wiederholung von Schritt 5.
7. Nacheinander Wiederholung von Schritt 2 und 3.

4.7.7 Amplifikation des miR200c/141 Genpromoter nach scAEBS

ScAEBS wurde an zehn Proben mit je Einzelzellen und zehn Proben mit je funf Zellen
der Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 sowie an 30 Proben mit je Einzelzellen und 30
Proben mit je funf Zellen der Lymphozytenzelllinie GM14667 nach PCR des
miR200c/141-Genpromoters und Gelelektrophorese validiert. Parallel wurden 16
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Negativkontrollen (initial leere 200 ul Reaktionsgefalie) prozessiert. Die Zellen wurden,
wie in 4.3.1 beschrieben, isoliert. Die PCR und Gelelektrophorese wurden nach Kapitel
4.6.1 durchgefuhrt. Entgegen dem finalen Protokoll von scAEBS (4.7) wurden die Pro-
ben bei einer Temperatur von 50°C wahrend der Bisulfit-Inkubation inkubiert. Nach
Gelelektrophorese (4.4.3) wurden die positiven Banden gemal 4.4.4 sequenziert.

4.8 Amplifikation der miR200/141, miR200a/b und CDH1 Genpromotoren nach
scAEBS (multiplexed-scAEBS)

Um weitere Genpromotoren pro Einzelzelle analysieren zu kénnen, wurde die ab-
schlieBende PCR um die Genpromotoren miR200b/141 und CDH1 erweitert (multiple-
xed-scAEBS). Hierfur wurde nach der Aufreinigung von dem Bisulfit-Salz (4.7.6) der
Agarose-Bead auf 75°C erhitzt und anschlieend der PCR Reaktionsmix Uber den
Bead pipettiert (Abbildung 4.5). Das verwendete PCR Programm ist in Tabelle 6 dar-
gestellt.

PCR Reaktionsmix fur eine Probe:

12,5 i PyroMark PCR Master Mix
25 ul Coral Load Puffer
0,05 ul Primerforward miR200c/141 (100 pmol/ul)
0,05 ul Primerrverse miR200c/141 (100 pmol/ul)
0,05 ul Primerfoward miR200b/a/429 (100 pmol/ul)
0,05 ul Primerverse miR200b/a/429 (100 pmol/ul)
0,05 ul Primerforward CDH1 (100 pmol/pl)
0,05 ul Primerreverse CDH1 (100 pmol/ul)
1,7 pul Aqua dest.
8 i Agarose-DNA Template

Tabelle 6 PCR-Programm fir die Multiplex-PCR

Ix 25x 1x i
95°C fir | 94°Cfir | 587°Cfir | 72°Cfir30 | 72°Cfiirje | 7y o 10r U
i : egrenzte

15 min 30 sec 30 sec sec 5 min Zait
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Nach der Multiplex-PCR wurde jeder der drei Genloci separat in einer spezifischen
PCR amplifiziert (Abbildung 4.5). Hierfur wurde die Probe der Multiplex-PCR auf 75°C
erhitzt und 1 pl der Multiplex-PCR-Probe als DNA-Template genutzt. Das PCR-Pro-

gramm wurde gemalf Tabelle 7 durchgefihrt.

PCR Reaktionsmix fur eine Probe:

12,5 ul PyroMark PCR Master Mix
25 ul Coral Load Puffer
0,05 pl Primeroward i je miR200c/141, miR200b/2/429 oder CDH1)
0,05 ul Primer™Verse (ir je miR200c/141, miR200b/a/429 oder CDH1)
8,9 ul Aqua dest.
1 i Multiplex-PCR-DNA-Template

Tabelle 7 PCR-Programm fir die spezifische PCR

1x 50x 1x ]
95°C fiir | 94°Cfur |58,7°C fur 30 | 72°C fir 30 | 72 °C fiirje | + C furun-
i . begrenzte

15 min 30 sec sec sec 5 min Zeit

Nach der PCR wurde eine Gelelektrophorese wie in Kapitel 4.4.3 durchgefuhrt.
Proben, die nach der Gelelektrophorese die erwartete Bande aufwiesen, wurden
gemall 4.4.4 nach Sanger sequenziert. Der gesamte Workflow aus Bisulfit-
Behandlung, Multiplex-PCR, spezifischer-PCR und Sequenzierung wurde multiplexed-
ScAEBS genannt.
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Primer fir: Thermocycler - Programm
miR-200c/141 95°C 15 min
Multiplexed 2000/ eations 29| 24°C 30 sec
Pra-Amplifikation his >8.7°C 30 sec
72°C 30 sec
72°C 10min

\\f
1ul l/l | 1ul Thermocycler - Programm
K H s 95°C 15 min

Spezifische Primer fur: 50x |94°C 30 sec
Amplifikation miR-200c/141 CDH1  miR-200b/a/429 58.7°C 30 sec
] ] =] 72°C 30 sec
72°C 10min

\ | Reaktions- \ ‘J’ \ /

volumen: 25ul

Abbildung 4.5 PCR-Strategie nach Bisulfit-Behandlung mit scAEBS. (Abbildung modifi-
ziert nach Pixberg et al. (114))

4.9 Analyse von Zelllinien-Zellen und CellSave-fixierten MCF-7 Zellen mittels
multiplexed-scAEBS

Der Workflow von multiplexed-scAEBS wurde zunachst an acht Einzelzellen von
GM14667 angewendet. Hierbei wurde allerdings eine Bisulfit-Inkubationstemperatur
von 50°C verwendet. Parallel wurden zwei Negativkontrollen (initial leere 200 pl Reak-
tionsgefalie) prozessiert. In einem weiteren Schritt wurde multiplexed-scAEBS an je
20 Einzelzellen von GM14667 und MDA-MB-231 mit der oben angegebenen Bisulfit-
Inkubationstemperatur von 56°C behandelt. Die Zellen wurden zuvor gemal’ 4.3.1 iso-
liert. Parallel wurden acht Negativkontrollen (initial leere 200 ul Reaktionsgefalie) pro-
zessiert.

Um zu verstehen, ob das multiplexed-scAEBS Protokoll auch mit CellSearch™ pro-

zessierten Proben kombinierbar ist, wurden 2000 MCF-7 Zellen (in 1 ml PBS) in ein

CellSave Rohrchen mit 7,5 ml Blut eines gesunden Donors pipettiert. Die Probe wurde

entsprechend den klinischen Proben wie in Kapitel 4.3.2 mit CellSearch™ prozessiert,

20 Einzelzellen mittels FACS isoliert und mit multiplexed-scAEBS (4.8) analysiert.
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Parallel wurden bei der Analyse mittels multiplexed-scAEBS vier Negativkontrollen (ini-

tial leere 200 pl ReaktionsgefalRe) verarbeitet.

4.10 Auswertung der DNA-Sequenzen nach Sanger-Sequenzierung

Die Sequenzen nach Sanger-Sequenzierung wurden mit der Software BiQ-Analyzer
oder manuell mit ChromasLite ausgewertet, indem die erhaltene Sequenz nach San-
ger-Sequenzierung mit der originalen Sequenz verglichen wurde. Im Vergleich zur Ori-
ginalsequenz neu aufgetretene Thymine (anstatt erwarteter Cytosine) wurden bei
CpG-Cytosinen als unmethylierte Cytosine gewertet, bei non-CpG-Cyotsinen (CpHs)
als konvertierte Cytosine. Andersherum wurden stabile CpG-Cytosine (sowohl Cyto-
sin-Nachweis in der Originalsequenz als auch in der Sequenz nach Sanger-Sequen-
zierung) als methyliert und CpH-Cytosine als nicht konvertiert gewertet. Letzteres deu-
tet auf eine technisch mangelhafte Bisulfit-Konvertierung hin. Fur die Auswertung wur-

den sowohl der Vorwarts- als auch der Ruckwartsstrang benutzt (Abbildung 4.6).

FUr die einheitliche Auswertung der Sequenzen wurden folgende Definitionen festge-
legt: Die Methylierungsrate der CpGs wurde definiert als Ratio der Anzahl methylierter
CpGs zu allen CpGs des analysierten Abschnitts. Hierbei wurden hemimethylierte
CpGs, die nach Sequenzierung im Elektropherogram sowohl ein Thymin- als auch ein
Cytosin-Signal zeigten, mit dem Faktor 0,5 und vollstandig methylierte CpGs mit dem
Faktor 1 gewertet. Die Konversionsrate wurde definiert als Ratio der Anzahl der
konvertierten CpHs zu allen CpHs des analysierten Abschnitts. Hierbei wurden hemi-
konvertierte CpHs, die nach Sequenzierung im Elektropherogram sowohl ein Thymin
als auch ein Cytosin-Signal zeigten, mit dem Faktor 0,5 und konvertierte CpHs mit dem

Faktor 1 gewertet.

Um die Effizienz von multiplexed-scAEBS wahrend der einzelnen Experimente mess-
bar zu machen, wurden folgende Definitionen und Termini festgelegt: Die Erfolgsrate
nach Sequenzierung (EnS) der einzelnen Genloci beschreibt die Ratio aus den erfolg-
reich sequenzierten Proben a des Genpromoters und der Anzahl n aller analysierten
Proben [EnSmir200c/141=amir200¢/141/N, ENnSmir200b/a/429=amir200b/a/429/N und
EnScoH1=acoH1/n]. EnSgesamt gibt den Durchschnittswert der EnS von allen drei Gen-
promotoren an [EnSgesamt=(ENSmir200c/141+ENSmir200b/a1429+ENScor1)/3]. Die Anzahl der

erfolgreich sequenzierten Loci pro Probe beschreibt die Ratio aus der Anzahl der
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Proben mit drei, zwei, einem oder keinem sequenzierten Locus im Verhaltnis zu der

Gesamtzahl der Proben.

miR200c/141 (134bps)
25bps

H | HH—
1 234 5 67 8910 11

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 112
' ' v v T v v ' v 1 i [

Fur die Analyse verwendeter Abschnitt

& L.
CACTTTCGTATGTTATGTAAGTTGTA! CGGGGGT GGGGH~GGTGGTTTMG»—«GGTGGCGGGTCG&CGGTCG GGGGTT'I'CGGAGGG'I‘T'I‘GTT'I‘GGMTTGT—*HT'I”'I‘GGG':["I‘'I‘CH
#6 #7  #8 #9 #10 #11 Bindungsstelle Vorwarts-Primer

Gegenstrang

Fur die Analyse verwendeter Abschnitt

' ‘xﬂ-‘ mmmmuuwuwnuummdmmmmmmnuuuhum,

CA CTCG \CCCTCGCATCGTCGACCEGCEACC TCTAAACCACCTTCCCCTACCCOBBACAACCT TTCCEBACCEEEEACACA C‘-\CCGHTTT~CCC A\CCCTCATCCCC
#7 #H6 H4  #3#2 #1 Bindungsstelle Riickwarts-Primer

Abbildung 4.6 Sequenzierungsanalyse am Beispiel des miR200c/141Genpromoters
nach scABES. (A) Diagramm des miR200c/141-Genlocus mit der Lokalisation der 11 analy-
sierten CpGs. (B) Elektropherogram des Vorwarts- und Gegenstranges des Amplikons von
miR200c/141. Der ausgewertete Bereich ist blau markiert. (Abbildung modifiziert nach Pixberg
et al. (114))

4.11 Chi-Quadrat-Testung

Mittels des Chi-Quadrat-Tests wird bei zwei (dichotomisierten) Variablen ein Wahr-
scheinlichkeitswert fur das Ablehnen der Nullhypothese angegeben werden. Dabei be-
sagt die Nullhypothese, dass die Variablen in keinem Zusammenhang stehen. Bei ei-
nem p-Wert <0,05 besteht zwischen den beiden getesteten Variablen mit signifikanter

Wahrscheinlichkeit ein Zusammenhang, die Nullhypothese wird abgelehnt (116).
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5 Ergebnisse

5.1 Etablierung und Optimierung von PCR-Bedingungen der Primer von
miR200c/141, miR200b/a/429 und CDH1

Die Primer von miR200c¢/141, miR200b/a/429 und CDH1 wurden anhand der Software

Bisulfite Primer Seeker in silico designt und an drei Verdinnungsstufen von bsc-DNA

von MDA-MB-231 mit einem Temperaturgradienten der Annealingtemperatur Ta zwi-

schen 51,2-60,9°C getestet (Abbildung 5.1). Die optimale Ta lag bei 58,7°C bei allen

drei Primerpaaren.

1:10 1:100 1:1000

e=51,2°C
d=52,3°C
€=55,9°C
b=58,7°C
a=60.9°C
NK=Negativkontrolle

150 bp — |
Marker

Abbildung 5.1 Reprasentatives Ergebnis der Gelelektrophorese der Primertestung von
miR200c/141 an verdiinnter bscDNA von MDA-MB-231 mit Temperaturgradient.

5.2 Testung von AEBSrtieriing mittels Amplifikation von miR200c/141

Der miR200c/141-Genpromoter wurde bei je vier Proben mit je 50, 40, 30, 20, und
zehn Zellen und einem Duplikat mit 100 Zellen der MDA-MB-231 Zelllinie nach der
Bisulfit-Konvertierung nach AEBSTiering amplifiziert. Die Auswertung erfolgte mittels
Gelelektrophorese (Abbildung 5.2). Wahrend des Experimentes wurden vier Negativ-
kontrollen (leere 200 pl Reaktionsgefalie) parallel zu allen Schritten bearbeitet, um
Kontaminationen auszuschlieRen. Wahrend die Proben mit je 100, 50 und 40 Zellen
alle die erwartete Bande von miR200c/141 nach der Gelelektrophorese zeigten, waren
bei den Proben mit 30, 20 und zehn Zellen nur je eine Probe positiv. Die Negativkon-

trollen ergaben keinen Anhalt fur Kontaminationen (Abbildung 5.2).
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#1 H2 H3 #4  H1 #2 #1 #2 #3 #4 NK

50 Zellen 100 Zellen NK PCR

NK=Negativkontrolle

Abbildung 5.2. Gelelektrophorese nach Amplifikation von miR200c/141 nach Bisulfit-
Konvertierung mittels AEBSricriing-

5.3 scAEBSpre — Parameteroptimierung von AEBSrierling

Zur Optimierung von AEBSTiering wurden verschiedene Parameter des originalen Pro-
tokolls modifiziert: 1. Das Volumen aller Reagenzien wurde um den Faktor 0,4 redu-
ziert, um alle Reaktionen von der Zellisolierung bis zur abschlieRenden PCR in einem
Reaktionsgefal® durchzufihren. 2. Die Inkubationszeiten der einzelnen Waschschritte
in NaOH und TE wurde von 15 min auf 5 min reduziert, um die Gefahr des DNA-Ver-
lustes durch Diffusion wahrend der Inkubationen zu minimieren. Die Modifikationen

wurden in dem Protokoll sScAEBSpre Zusammengefasst (Abbildung 6.1).

Um scAEBSpre zu testen, wurde der miR200c/141-Genpromoter bei Triplikaten mit je
Einzelzellen, zehn, 20 und 50 Zellen und je einer Probe mit 100 Zellen der Brustkrebs-
zelllinie MDA-MB-231 und MCF-7 mittels scAEBSyre analysiert. Parallel wurden je drei
Negativkontrollen (leere 200 pl Reaktionsgefale) prozessiert. Nach der Gelelektro-
phorese zeigte sich bei allen Triplikaten die erwartete Bande des miR200c/141-Gen-
promoters. Nur bei den Triplikaten mit Einzelzellen sowie bei den Negativkontrollen
konnte keine Amplifikation nachgewiesen werden (Abbildung 5.3 A und B). Damit er-
wies sich die Modifikation der Volumenreduktion und die damit einhergehende "Ein-

Gefal-Strategie" als effizienter im Vergleich zu AEBSrieriing.
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A MDA-MD-231
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B MCF-7
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#1 H2 #H3 #1 #2 #3 #1 #2 #3 #1 #2 #3 #1 #1 #2 #3 #1

Einzelzellen 10 Zellen 20 Zellen 50 Zellen 100 Zellen NK NK
PCR

NK=Negativkontrolle

Abbildung 5.3. Gelektophorese nach Amplifikation von miR200c/141 nach Bisulfit-Mo-
difkation mittels scAEBSr..

Es wurde weiter getestet, ob mit scCAEBSpre weniger als zehn Zellen erfolgreich analy-
siert werden konnen. Dafur wurden Triplikate mit je zwei, vier, sechs und acht Zellen
sowie eine Probe mit 100 Zellen der MDA-MB-231 Brustkrebszelllinie mit sSCAEBSpre
bezlglich des miR200c/141-Genpromoters analysiert. Daneben wurden drei Negativ-
kontrollen (leere 200 pl Reaktionsgefale) im Experiment mitgefliihrt. Nach der PCR
des miR200c/141-Genpromoters und der folgenden Gelelektrophorese waren 0/3 Pro-
ben mit zwei Zellen, 1/3 Proben mit vier Zellen, 2/3 Proben mit sechs Zellen, 1/3 Pro-
ben mit acht Zellen und die Positivkontrolle mit 100 Zellen positiv. Es lagen keine Amp-

lifikationen bei den Negativkontrollen vor. (Abbildung 5.4).

Zusammenfassend zeigte sich, dass das in dieser vorliegenden Arbeit weiterentwi-
ckelte Protokoll scAEBSpre gegenuber dem ursprunglichen AEBSTiering-Protokoll deut-
lich effizienter war. Analysen bis zu zehn Zellen waren mit sCAEBSpre im Vergleich zu
dem AEBSriering-Protokoll moéglich. Bei Analysen von weniger als zehn Zellen zeigten

sich jedoch noch Ausfalle.
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Abbildung 5.4. Gelelektrophorese nach Amplifikation des miR200c/141-Genpromoters
von Proben mit weniger als zehn Zellen nach Bisulfit-Modifikation mittels sCAEBS..

5.4 Testung von scAEBS mittels Amplifikation von miR200c/141

Um ein robustes Protokoll fur die Methylierungsanalyse von Einzelzellen zu etablieren,
waren weitere Modifikationen des scAEBSpre-Protokolls notwendig. Um den moglichen
DNA-Verlust aus dem Agarose-Bead durch Migration zu vermindern, wurde die
genomische DNA vor der Bisulfit-Konvertierung mit carrier-RNA prazipitiert. Da die
Prazipitation technisch nicht in dem Agarose-Bead durchgefiihrt werden konnte,
wurden die Zellen zunachst mit Proteinase-K verdaut, anschlieRend mit carrier-RNA
prazipitiert und erst dann in Agarose immobilisiert. Alle folgenden Schritte wurden
gemald scAEBSpre durchgefuhrt. Dieses Protokoll wurde single-cell Agarose
Embedded Bisulfite Sequencing (SCAEBS) genannt (Abbildung 6.1).

Um scAEBS zu testen, wurde an je zehn Proben mit je Einzelzellen und mit je funf
Zellen der Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 mittels scAEBS der miR200c¢/141-Genpro-
moter amplifiziert. Vier Negativkontrollen (initial leere 200 ul Reaktionsgefal3e) wurden
neben dem Experiment bearbeitet. 80% (8/10) der Proben mit Einzelzellen und 100%
(10/10) der Proben mit je funf Zellen von MDA-MB-231 waren nach der Gelelektropho-
rese positiv. Die Negativkontrollen zeigten keinen Anhalt fir eine Kontamination (Ab-
bildung 5.5). Um die Ergebnisse zu Uberprufen, wurden je 30 Proben mit je Einzelzel-
len und mit je funf Zellen der Lymphozytenzelllinie GM14667 nach PCR des
miR200c/141-Genpromoters und Gelelektrophorese analysiert. Parallel wurden 12
Negativkontrollen (leere 200 ul Reaktionsgefalie) prozessiert. 80% (24/30) der Proben
mit Einzelzellen und 93,3% (28/30) der Proben mit funf Zellen von GM14667 waren
nach Gelelektrophorese positiv. Keine der 12 Negativkontrollen zeigte nach der Gel-

elektrophorese eine positive Bande.
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Abbildung 5.5 Gelelektrophorese nach Amplifikation des miR200c/141-Genpromoters
von Proben mit Einzelzellen und fiinf Zellen nach Bisulfit-Modifikation mittels scAEBS
von MDA-MB-231.

Um zu Uberprufen, ob die Methylierungsrate des analysierten Genpromoter-Abschnitts
bestimmt werden kann, wurden die PCR Produkte von 20 Proben mit Einzelzellen der
GM14667 Zelllinie abschlieRend Sanger sequenziert und die Methylierung von jedem
CpG-Dinukleotid bestimmt (Abbildung 5.6). Die Methylierungsrate (Definition s. 4.10)
von miR200c/141 lag bei 95,5%. Die Konversionsrate der CpHs (Definition s. 4.10) lag
bei 93,1%.

Diese Ergebnisse zeigen, dass mit scAEBS der Methylierungsstatus von miR200c¢/141

reproduzierbar bei Einzelzellen analysiert werden konnte.
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5.5 Testung von multiplexed-scAEBS an Lymphozyten

genden multiplexed-scAEBS bezeichnet.

46

Legende:

| CpH konvertiert

[ CpH hemikonvertiert
B CpH unkonvertiert
. CpG methyliert

‘ CpG hemimethyliert
(O CpG unmethyliert

Abbildung 5.6 Methylierungsmuster des miR200c/141 Genpromoters von 20 Einzelzel-
len der Lymphozytenzelllinie GM14667 nach scAEBS-Analyse: Schwarze Punkte repra-
sentieren methylierte CpGs, blaue Punkte hemimethylierte CpGs, weilte Punkte unmethylierte
CpGs. Schwarze Kastchen reprasentieren nicht konvertierte CpHs, blaue Kastchen hemi-
konveritierte CpHs und weil’e Kastchen konvertierte CpHs.

Als nachstes wurde getestet, inwieweit sich durch scAEBS konvertierte Einzelzell-DNA
simultan bezuglich der Genpromoter-Loci von miR200c/141, miR200b/a/429 und
CDH1 analysieren lasst. HierfUr wurde nach der Bisulfit-Konvertierung eine Multiplex-
PCR mit anschlieRender separater spezifischer PCR von allen drei 0.g. Genloci durch-
gefuhrt. Die Kombination aus scAEBS und der nachfolgenden Multiplex-PCR sowie

den spezifischen PCRs und der Sequenzierung der einzelnen Produkte wird im Fol-

Die im Folgenden verwendeten Definitionen, um die Effizienz von multiplexed-scAEBS
zu beschreiben, finden sich in Kapitel 4.10. Multiplexed-scAEBS wurde zunachst an
acht Einzelzellen der Lymphozytenzelllinie GM14467 angewendet. Hierbei wurde
wahrend der Bisulfit-Inkubation eine Temperatur von 50°C verwendet. Die EnSgesamt

aller Genpromotoren mit 79% unterschied sich nicht wesentlich von den EnS der



einzelnen Genloci (Abbildung 5.8). Bei den CpHs konnte eine Konversionsrate von
95,2% detektiert werden (Abbildung 5.7 A). Im Vergleich hierzu konnten bei
kommerzialisierten Kits fur Bisulfit-Sequenzierung Werte bis zu 99,9% erzielt
werden (70). Um die Effizienz der Bisulfit-Konvertierung zu erhdéhen, wurde die
Inkubationstemperatur wahrend der Bisulfit-Konvertierung von 50°C auf 56°C erhoht
und das Experiment mit 20 Einzelzellen der Lymphozytenzelllinie GM14667 wiederholt
(Abbildung 5.7 B, Abbildung 5.8). Dabei zeigte sich eine Konversionsrate der CpHs
von 99,8%. Die fehlerhaft unkonvertierten CpHs waren bei dem Vorexperiment mit
50°C signifikant erhéht gegenuber den unkonvertierten CpHs des Experiments,
welches mit 56°C durchgefihrt wurde (16/332 bei 50°C vs. 4/802 bei 56°C; p-Wert
<0,001; Chi-Quadrat-Test). Dagegen zeigten sich die Methylierungsmuster (Abbildung
5.7 B) und die EnS bei allen Genloci weitgehend unverandert (Abbildung 5.8). Die
EnSgesamt lag bei 73,3%. Da durch die Erhéhung der Inkubationstemperatur die
Moglichkeit artifizieller unmethylierter CpGs vermindert wurde, die EnS jedoch nur
geringflugige Veranderungen zeigte, wurde die Anpassung der Inkubationstemperatur
bei der Bisulfit-Konvertierung von 50°C auf 56°C bei allen weiteren Experimenten

beibehalten.
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Bisulfit-Konvertierung von 50°C (B) mit einer Inkubationstemperatur wahrend der Bisulfit-
Konvertierung von 56°C. (Abbildung modifiziert nach Pixberg et al. (114))
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Abbildung 5.8 Effizienz von multiplexed-scAEBS bei Einzelzellen der Lymphozytenzell-
linie GM14667. (A) Erfolgsrate nach Sequenzierung (EnS) der einzelnen Genpromoter-Loci
miR200c/141, miR200b/a/429 und CDH1 mit multiplexed-scAEBS. (B) Erfolgreich sequen-
zierte Loci pro Zelle. Bei einer Inkubationstemperatur von 50°C konnte bei jeder Probe, bei
56°C bei 85% der Proben mindestens ein Locus pro Zelle analysiert werden. (Abbildung mo-
difiziert nach Pixberg et al. (114))

In insgesamt 38,6% (17/44) der analysierten Produkte der 20 Einzelzellen von
GM14667, welche bei 56°C konvertiert wurden, konnte eine Hemimethylierung/Hemi-
konversion (Definition s. 4.10) nachgewiesen werden (Abbildung 5.7 B). Dabei wiesen
9% (38/424) der CpGs eine Hemimethylierung auf, wahrend bei CpHs lediglich 0,5%
(4/802) der CpHs hemikonvertiert waren. Damit war das Vorkommen von hemimethy-
lierten CpGs signifikant haufiger als das Vorkommen von hemikonvertierten CpHs (p-
Wert<0.0001, Chi-Quadrat-Test). Diese Beobachtung legt nahe, dass die hier beo-
bachtete Hemimethylierungen eine Allel-spezifische Methylierung widerspiegelt und
kein technisches Artefakt darstellt.

5.6 Validierung des Multiplex-PCR-Assays

Um den Multiplex-PCR-Assay weiter zu validieren, wurden die Methylierungsmuster
von je 20 Einzelzellen der Brustkrebszelllinien MDA-MB-231 und MCF-7 mittels
multiplexed-scAEBS analysiert. Diese beiden Zelllinien unterscheiden sich sowohl im
Phanotyp (MDA-MB-231 eher mesenchymaler Phanotyp; MCF-7 eher epithelialer
Phanotyp) als auch in ihrem Methylierungsmuster bezuglich der drei Genpromotoren.
Beide Zelllinien wurden bezuglich aller drei Genpromotoren anhand von
Mehrzellenanalysen via Bisulfit-Sequenzierung in der Literatur bereits mehrfach

beschrieben (14, 15, 46, 47). Die MCF-7 Zellen wurden analog zu der Prozessierung
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der klinischen Proben mit CellSearch™ angereichert. Mit multiplexed-scAEBS konnten
die bereits beschriebenen Methylierungsmuster bei allen drei Genpromotoren
reproduziert werden (Abbildung 5.9 A, B). Allel-spezifische Methylierung konnte in
47,62% (20/42) der Amplifikate gefunden werden, wobei die Allel-spezifische
Methylierung insgesamt signifikant héher bei den MDA-MB-231 Zellen war als bei den
MCF-7 Zellen (51/401 CpGs bei MDA-MB-231 vs. 6/377 bei MCF-7; p-Wert<0,0001;
Chi-Quadrat-Test), besonders innerhalb des miR200b/a/429 Genpromoters (27/90 bei
miR200b/a/429 vs. 12/143 bei miR200c/141 vs. 12/178 bei CDH1; p-Wert <0,0001;
Chi-Quadrat-Test). Die EnS der einzelnen Genpromotoren waren vergleichbar mit
denen, die bei der Lymphozytenzelllinie GM14667 erzielt wurden (Abbildung 5.9 B, C).
Die EnSgesamt von MDA-MB-231 lag bei 70%, von MCF-7 bei 65%.
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Abbildung 5.9 Methylierungsanalyse der Genpromotoren von miR200c/141,
miR200b/a/429 und CDH1 bei Einzelzellen von Brustkrebszelllinien. (A) Methylierungs-
muster von je 20 Einzelzellen der mesenchymalen Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 und der
epithelialen Brustkrebszelllinie MCF-7. (B) EnS der einzelnen Genpromotoren. (C) Erfolgreich
sequenzierte Loci pro Zelle. Bei den MDA-MB-231 konnte in 90% der Proben, bei MCF-7 in
80% mindestens ein Genpromoter pro Probe analysiert werden (Abbildung modifiziert nach
Pixberg et al. (114))
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5.7 Analyse von zirkulierenden Tumorzellen und CD45P°s Zellen

Es wurde bereits eine Reihe von Daten publiziert, die nahelegten, dass die
epigenetische  Regulation mittels Hypermethylierung der Genpromotoren
miR200c¢c/141, miR200b/a/429 und CDH1 die EMT von Tumorzellen steuern kann (14,
15, 46, 47, 117). In diesem Zusammenhang ist die Beobachtung interessant, dass sich
CTCs in einem intermediaren EMT-Status befinden kdnnen, bei dem gleichzeitig
sowohl epitheliale als auch mesenchymale Merkmale bei diesen Zellen vorhanden
sein koénnen (111-113). Daher bestand die Hypothese, dass die untersuchten
Genpromotoren bei CTCs regelmafig hypermethyliert sind, auch wenn die Population
der CTCs als EpCAMPos, CKPos, CD45"9 angereichert und isoliert wurde. Um diese
Hypothese zu Uberprifen, wurden 94 EpCAMP?s CTCs von 11 Patienten mit mBC und
65 EpCAMPs CTCs von sechs Patienten mit mCRPC mit multiplexed-scAEBS
analysiert. Parallel wurden insgesamt 30 CD45r°s Zellen von drei mBC-Patienten

isoliert und via multiplexed-scAEBS untersucht.

Bei den CTCs zeigte sich eine deutlich verminderte EnSgesamt mit 34% gegentber der
EnSgesamt der CD45P° Zellen mit 73% (Abbildung 5.10 B, C). Den meisten CTCs
konnte ein Methylierungsmuster zugeordnet werden, welches zuvor bei eher
epithelialen Zellen beobachtet wurde (Abbildung 5.10 A; Abbildung 5.11 A und B).
Interessanterweise konnten Unterschiede bei den miR200-Genpromotoren zwischen
den mBC-CTCs und den mCRPC-CTCs detektiert werden. So zeigte sich bei miR200
insgesamt eine hohere Methylierungsrate (Abbildung 5.10 A und Abbildung 5.11 A, B).
Dagegen zeigte sich bei einem mBC-Patient der gesamte miR200b/a/429-
Genpromoter fast ganzlich methyliert (Abbildung 5.11 A).

Im Gegensatz zu den meisten CTCs prasentierten die CD45P°s Zellen ein
Methylierungsmuster von eher mesenchymalen Zellen und waren mit den Zellen der
Lymphozytenzelllinie GM14667 und der eher mesenchymalen Brustkrebszelllinie
MDA-MB-231 vergleichbar (Abbildung 5.10 A; Abbildung 5.11 C).

50



miR200c/141

CpGPosition 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

mBC-
CTCs

mCRPC-
CTCs

100

CDA45pos
Zellen

Haufigkeit (%)

100,0 4

Einzelzellen (%)

20,0 -

0,0

ol |||||||I

80,0 -
60,0 -

40,0 -

Il Vethyliert
I Hemimethyliert
Unmethyliert

[ I patenna.

Methylierungsrate 7.2%

Methylierungsrate 33.7%

Methylierungsrate 96.4%

m CD45
m CTCs

miR200 miR200
c/141 b/a/429

CDH1

miR200b/a/429 CDH1

1 23 45 6

12 345 6 7 8 9101112

20.8%

37.1%

1.1%

0.0%

67.7%

Einzelzellen (%)

60,0 -

40,0 |

Jikl

20,0

0,0

8.5%

m CD45 o
mCTCs ‘ 63%

93%

Anzahl Loci

Abbildung 5.10 Methylierungsanalyse und Effizienz von EpCAMP°* mBC- und mCRPC-

CTCs und CD45r°sZellen.

(A) Gestapelte Balkendiagramme reprasentieren die

Methylierungsprofile von miR200c/141, miR200b/a/429 und CDH1 von 94 CTCs von 11 mBC-
Patienten und 65 CTCs von sechs mCRPC-Patienten sowie 30 CD45P°° von drei mBC-
Patienten. (B) EnS der drei amplifizierten Loci. (C) Anzahl der sequenzierten Loci/Zelle. Bei
63% der CTCs und 93% bei CD45P° Zellen konnte mindestens ein Locus pro Zelle analysiert
werden. (Abbildung modifiziert nach Pixberg et al. (114))
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Abbildung 5.11 Methylierungsprofile nach Analyse mit multiplexed-scAEBS von (A) 94
EpAMPs CTCs von 11 mBC-Patienten, (B) 65 EpCAMP°s Patienten von sechs mBC-Patienten
und (C) 30 CD45r°s Zellen von drei mBC-Patienten. (Abbildung modifiziert nach Pixberg et al.
(114))
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6 Diskussion

Die Zielsetzung dieser Arbeit bestand in der Analyse der DNA-Genpromotermethylie-
rung der EMT-assoziierten Gene miR200c/141, miR200b/a/429 und CDH1 bei CTCs
mittels Bisulfit-Sequenzierung. Anhand des Methylierungsstatus sollte indirekt der
Phanotyp von CellSearch™-angereicherten CTCs sowie der Einfluss der epigeneti-
schen Regulation bei CTCs analysiert werden. Zu Beginn dieser Arbeit lagen keine
Studien bezlglich der DNA-Methylierung von isolierten einzelnen CTCs vor. Dies kann
hauptsachlich durch den Mangel an effizienten Methoden der Bisulfit-Sequenzierung
fur Einzelzellen erklart werden. Basierend auf der Methode des Agarose Embedded
Bisulfite Sequencing (AEBS) (74) wurde im Rahmen dieser Arbeit multiplexed single-
cell Agarose Embedded Bisulfite Sequencing (multiplexed-scAEBS) entwickelt, um die
Bisulfit-Sequenzierung an einzelnen CTCs zu ermdglichen. Multiplexed-scAEBS bein-
haltet die Bisulfit-Konvertierung von in Agarose immobilisierter Einzelzell-DNA und die
nachfolgende Multiplex-Pre-Amplifikation der EMT-assoziierten Genpromotoren. An-
schliefend wurden die drei Genpromotoren separat amplifiziert und sequenziert. Der
Versuchsaufbau wurde an 30 Einzelzellen der Lymphozytenzelllinie GM14667 sowie
an je 20 Einzelzellen der Brustkrebszelllinien MDA-MB-231 und MCF-7 getestet. An-
schliefend wurden 94 CTCs von 11 mBC-Patienten und 65 CTCs von sechs mCRPC

Patienten analysiert.

6.1 Etablierung von multiplexed-scAEBS

Multiplexed-scAEBS basiert auf einer Modifikation der AEBS-Methode, die von Tierling
et al. (75) als reproduzierbare Methode zur Methylierungsanalyse von ca. 100 Zellen
beschrieben wurde (AEBSriering). AEBSTiering unterscheidet sich zu der originalen
AEBS-Methode hauptsachlich in der besseren und weniger komplexen Handhabung
bei der Agarose-Immobilisierung der DNA (Beadformierung) und den Waschschritten
vor und nach der Bisulfit-Konvertierung. Hierdurch waren diverse Modifikationen deut-
lich leichter zu etablieren als bei anderen vorliegenden Protokollen (71-74). Auf Grund-
lage von AEBSrTieriing Wurde in der vorliegenden Arbeit multiplexed-scAEBS in zwei we-
sentlichen Schritten entwickelt. In einem ersten Schritt wurde das Protokoll scCAEBSpre
etabliert (Abbildung 6.1), bei welchem alle Volumina von AEBSriering um den Faktor
0,4 und die Inkubationszeiten der Waschschritte reduziert wurden. Hierdurch wird die

Bearbeitung der Zelle von der Zellablage bis inklusive zur finalen PCR in einem
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Reaktionsgefal® ermdglicht. Eine solche ,Ein-Gefal3-Strategie” vermindert den DNA-
Verlust durch Adhasion wahrend der Pipettier-Schritte und wird beispielsweise auch
bei dem Protokoll der Einzelzell-Whole Genome Amplification (WGA) von Klein et al.
beschrieben (118). Tatsachlich waren mit scAEBSpre bereits reproduzierbare Analysen
von zehn Zellen méglich. Allerdings konnten mit dem originalen AEBS-Protokoll von
Olek et al. ebenfalls ein DNA-Gehalt von bis zu 50 pg analysiert werden (74), weswe-

gen eine weitere Verbesserung gerade fur Einzelzellanalysen notwendig war.

In einem zweiten Schritt wurde das endgultige scAEBS-Protokoll etabliert. Im Ver-
gleich zu scAEBSpre werden hierbei die Zellen erst lysiert und anschlieliend die DNA
mit carrier-RNA prazipitiert. Erst dann fand die Agarose-Immobilisierung statt. Durch
die Prazipitation mit carrier-RNA wurden zwei entscheidende Vorteile erhofft. 1. Durch
ionische Bindungen konnten die einzelnen DNA-Fragmente, die nach der Bisulfit-Be-
handlung entstehen, in dem Prazipitat gebunden werden und somit der DNA-Verlust
durch Migration aus der Agarose vermindert werden; 2. Gravina et al. mutmalften,
dass die Verwendung von Carrier-RNA bei der Bisulfit-Sequenzierung von geringen
DNA-Ausgangsmengen einen kompetitiven Effekt bezlglich der DNA-Degradierung
und Fragmentierung haben kénnte (119). Allerdings konnte in dieser Arbeit der tat-
sachliche Effekt der Prazipitation nicht naher untersucht werden und bleibt somit hy-
pothetisch. Insgesamt konnte eine EnSgesamt (Definition s. 4.10) von 75% bei GM15667
Einzelzellen mittels multiplexed-scAEBS erzielt werden. Die Konversionsrate der
CpHs war jedoch mit 95,2% gegenlber Konversionsraten von kommerzialisierten Kits
mit bis zu 99,9% (EZ DNA Methylation Kit, Zymoresearch™) verringert (70). Bei dem
EZ DNA Methylation Kit (Zymoresearch™) wurde eine Inkubationszeit von 12-16 h bei
einer Inkubationstemperatur von 50°C empfohlen. Die Analyse von Grunau et al. ergab
hingegen, dass eine maximale Konversion zwischen 55°C (4 h Inkubationszeit) und
95°C (1 h Inkubationszeit) erzielt werden kann (68). Auf Grund dieser Daten wurde bei
multiplexed-scAEBS die Inkubationstemperatur auf 56°C (3,5 h Inkubationszeit) er-
hoht, womit eine Konversionsrate von 99,8% erreicht werden konnte. Die EnSgesamt
war mit 73% stabil. Im Vergleich zu der Erfolgsrate von multiplexed-scAEBS stehen
die Daten von Geuns et al., welche mittels einer abgewandelten Form von AEBS Ana-
lysen an menschlichen Oozyten und einzelnen Blastomeren bezuglich der Methylie-
rung dreier Genpromotoren (71-73) durchfuhrten. Hierbei lag abhangig vom analysier-

ten Locus die Erfolgsrate lediglich zwischen 17,6% und 28,7% der analysierten Zellen.
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Abbildung 6.1 Optimierung von AEBSriening zu SCAEBS. (Abbildung modifiziert nach Pix-
berg et al. (114))

Die Reproduzierbarkeit des PCR-Assays von multiplexed-scAEBS wurde an Einzel-
zellen der Zelllinien MDA-MB-231 und MCF-7 getestet. Zellen von MDA-MB-231 wur-
den frisch aus der Kultur isoliert, wahrend Zellen der Zelllinie MCF-7 in das Blut eines
gesunden Donors gemischt und anschlieRend liber CellSearch™ analog zu klinischen

Proben bearbeitet wurden, um eine mdgliche Beeinflussung der Analysen durch die
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CellSearch™-Prozessierung auszuschlieBen. Die Methylierungsmuster von Einzelzel-
len waren deckungsgleich mit den publizierten Daten, welche zuvor mit kommerziali-
sierten Kits und groRen DNA-Ausgangsmengen generiert wurden (14, 15, 46, 120)
(Tabelle 8). Zugleich legen die an MDA-MB-231 und MCF-7 gewonnenen Daten nahe,
dass der Prozess der Anreicherung durch das CellSearch™-System mit Zellfixierung,
Zellpermeabilisierung und Immunodetektion keinen signifikanten Einfluss auf multiple-
xed-scAEBS besitzt. Allerdings war die EnS bei den CTCs sowohl gegenuber den
ebenfalls mit CellSearch™ prozessierten CD45P°¢ und MCF-7 Zellen als auch gegen-
Uber den zuvor analysierten Zelllinien-Zellen deutlich reduziert. Die wahrscheinlichste
Erklarung fur die geringere Erfolgsrate ist, dass CTCs apoptotisch sein kdnnen und
deren DNA degradiert sein kann (121-124), was nachfolgende Downstream-Analysen
beeintrachtigt. Immerhin konnte in der vorliegenden Arbeit bei 63% der CTCs mindes-
tens ein Genpromoter pro Zelle untersucht werden. Bei genomischen Analysen von
CellSearch™ prozessierten mBC-CTCs nach Whole Genome Amplification (WGA)
wurden vergleichbare Amplifikationsraten (73%) fur die untersuchten Genloci berichtet
(115). In einer weiteren unabhangigen Arbeit konnte ebenfalls eine geringere Erfolgs-
rate nach WGA bei CellSearch™ angereicherten und mit DEPArray™ isolierten CTCs

im Vergleich zu gleich prozessierten CD45P° Leukozyten beobachtet werden (104).

Tabelle 8 Vergleich der Methylierungsraten generiert mit multiplexed-scAEBS und Standard-
methoden bei MDA-MB-231 und MCF-7

Methylie- miR200c/141 miR200b/a/429 CDH1
rungsrate
MDA- 90,9 % 41,7 % 23 %
MB-231 (Davalos et al. 2011) (Davalos et al. 2011) (Farias et al. 2010)
71,5 % 37,2 % 149 %
(Neves et al. 2010) (multiplexed-scAEBS) (multiplexed-scAEBS)
92,3 %
(multiplexed-scAEBS)
MCF-7 0% 5,5% 0%
(Davalos et al. 2011; (Davalos et al. 2011) (Brambert et al. 2015)
Neves et al. 2010) 1,3% 0,3%
3,1% (multiplexed-scAEBS) (multiplexed-scAEBS)

(multiplexed-scAEBS)

Mittels multiplexed scAEBS konnten Allel-spezifische Hemimethylierungen bei Einzel-
zellen detektiert werden, wobei die entsprechende CpG-Seite nur bei einem der beiden

Allele methyliert ist. Eine mangelhafte Bisulfit-Konvertierung kann zu einer falsch
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positiven Methylierungsrate fihren (125). Diese technischen Ausfalle kdnnen auch He-
mimethylierungen begunstigen. Um die Qualitat der Bisulfit-Konvertierung zu kontrol-
lieren, wurde die Konversionsrate (99,6%) bestimmt. Das bedeutet, dass nur 0,4 % der
CpHs nicht konvertiert wurden. Weiterhin waren bei der Zelllinie MDA-MB-231 mit den
meisten Hemimethylierungen, insbesondere bei dem miR200b/a/429-Genpromoter,
diese signifikant erhéht gegentuber Hemikonversionen und Hemimethylierungen der
anderen Zelllinien. Dies legt nahe, dass es sich hierbei um die Beobachtung von ech-
ten Allel-spezifischen Methylierungen handelt und nicht um technische Artefakte. So-
mit bietet sCAEBS die Moglichkeit gezielt Gene, die der genomischen Pragung (Im-

printing) unterliegen, auf Einzelzellebene zu untersuchen.

6.2 Vergleich von multiplexed-scAEBS mit Einzelzellmethoden fiir genomweite
Bisulfit-Sequenzierung
Wahrend mit multiplexed-scAEBS bisher nur eine Analyse von drei Genloci moglich
ist, sind mittlerweile mehrere Protokolle fur die genomweite Methylierungsanalyse auf
Einzelzell-Niveau mittels Bisulfit-Sequenzierung veroffentlicht worden (119, 126-131).
Diese Methoden basieren entweder auf Reduced Representation Bisulfite Sequencing
(RRBS) (126) oder Post-Bisulfite Adaptor Tagging (PBAT) (119, 127-130). Bei RRBS
werden nur CpG-reiche Regionen vor der Amplifikation angereichert, wahrend PBAT
das ganze Genom abdeckt (131). Mit dem auf RRBS beruhenden single-cell Reduced
Representation Bisulfite Sequencing (scRRBS) konnten bisher durchschnittlich
ca. 5%-der CpGs genomweit (126) analysiert werden. Mit den auf PBAT basierenden
single-cell Whole Genome Bisulfite Sequencing (scWGBS) und single-cell Bisulfite
Sequencing (scBS-seq) konnten zwischen $%-18% der CpGs genomweit analysiert
werden (127-130). Mit scBS-seq waren dabei Analysen von bis zu 48% der CpGs
genomweit mdglich. Diese Methoden sind aufgrund der genomweiten Ausrichtung mit
der locus-spezifischen multiplexed-scAEBS-Methode nicht direkt vergleichbar.
Allerdings ist technisch gesehen eine locus-spezifische Analyse bei den 0.g. Methoden
moglich. So etablierten Gravina et al. (119) Single-cell locus-specific bisulfite
sequencing (SLBS), bestehend aus Einzelzell-Lyse, Bisulfit-Konvertierung, WGA,
konversions-spezifischer nested PCR und abschlieRender Sequenzierung. Bei der
Analyse des Nfe2l2 Promoters von einzelnen embryonalen Mausfibroblasten (MEFs)
konnte so eine Erfolgsrate von 40% erzielt werden. Im Vergleich hierzu stehen die EnS

von multiplexed-scAEBS von 65-85% bei Einzelzellen von Zelllinien. Allerdings sind
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auch hier aufgrund der unterschiedlichen Wahl der Targets die Ergebnisse nur bedingt
vergleichbar. Insgesamt besteht jedoch der grof3e Vorteil von multiplexed-scAEBS im
Vergleich zu den o.g. Methoden in der einfachen robusten Anwendung bei
spezifischen biologischen Fragestellungen. Dariber hinaus stellt sich die Frage,
inwiefern scAEBS mit PBAT oder scRRBS kombinierbar ist und ob sich hieraus

Vorteile fur die genomweite Methylierungsanalyse von Einzelzellen ergeben kénnten.

6.3 Methylierungs-Analyse von EMT-assoziierten Genen in CellSearch™ ange-
reicherten CTCs von mBC- und mCRPC-Patienten
Hypermethylierung der drei untersuchten EMT-assoziierten Genpromotoren wurde
schon haufig bei verschiedenen Tumorzelllinien mit einem eher mesenchymalen
Phanotyp und hoher Invasionsneigung assoziiert (47, 117, 132-134).
Demensprechend war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, mit Hilfe des neu etablierten
multiplexed-scAEBS Protokoll Informationen dartber zu erhalten, ob sich mit
CellSearch™ detektierte CTCs in Bezug auf die Methylierung in einem EMT-ahnlichem
Zustand befinden. In diesem Kontext ist es wichtig darauf hinzuweisen, dass EpCAM-
unabhangige Systeme zur Anreicherung und Isolierung von CTCs nicht vorteilhaft
gewesen waren, da bei den aktuellen Methoden die CTC-ldentifikation immer anhand
von Zytokeratin-Expression stattfindet (135). CellSearch™ erfasst jedoch auch CTCs
mit einer niedrigen EpCAM-Expression (107, 109) und mit einer heterogenen
Zytokeratin- und auch Vimentin-Expression (110). Der Hypothese nach sollten daher
auch mittels epithelialer Marker nachgewiesene CTCs mesenchymale Charakteristika
aufweisen. Interessanterweise konnten die gewonnenen Daten die Hypothese nicht
bestatigen, sondern ergaben flr die Mehrzahl der CTCs Methylierungsmuster, welche
einem epithelialen Phanotyp zuzuordnen sind. Damit legen die hier gewonnenen
Daten nahe, dass bei CellSearch™-CTCs die untersuchten EMT-assoziierten Gene in
der Mehrzahl nicht durch DNA-Methylierung supprimiert werden. Da verschiedene
funktionelle Daten bei fehlender Methylierung der beiden miR200 Genpromoter eine
aktive Transkription der mikro-RNAs nachwiesen (46, 47, 136, 137), kommt es bei den
CTCs offensichtlich zu einer Stabilisierung der doppelt negativen
Ruckkopplungsschleife zwischen den miRNAs der miR200-Familie und ZEB1 (41,
138), woraus eine anhaltende Repression von ZEB1 resultiert. ZEB1 gilt als ein

direkter Repressor der E-Cadherin-Expression sowie weiterer EMT-induzierender
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Gene, wie Lgl2, PATJ, HUGL2 und Crumbs3 (139-141) und damit als ein wichtiger
Treiber flr eine EMT-Induktion. Bei der Mehrzahl der CTCs ist aufgrund des
Methylierungsstatus eine hohe miR200 Expression zu erwarten, die eine
mesenchymale Differenzierung tUber ZEB1 verhindert. Allerdings konnten innerhalb
und zwischen den Entitaten Heterogenitaten bezuglich der Methylierung der miR200-
Familie festgestellt werden. So war bei einem mBC-Patienten der miR200b/a/429-
Locus bei allen analysierten CTCs fast vollstandig methyliert. Interessanterweise
zeigten die mCRPC-CTCs im Vergleich zu den mBC-CTCs héhere Methylierungsraten
bei den miR200-Genloci. Dies ist ein Hinweis auf eine heterogene Supprimierung der
miR200-Familie, die bei einzelnen CTCs eine mesenchymale Differenzierung durch
ZEB1 ermdglichen konnte. Die Beobachtung von heterogenen Methylierungsmustern
der analysierten CTCs und die Tatsache, dass die EpCAMP°s CTCs sowohl epitheliale
als auch in einigen Fallen mesenchymale Merkmale besitzen, konnten
unterschiedliche EMT-Stadien mit unterschiedlicher phanotypischer Differenzierung
der CTCs wiederspiegeln. Bereits Yu et al. konnten mBC-CTCs anhand der
Expression von sieben epithelialen Markern (Zytokeratine 5,7,8,18 und 19, EpCAM
und CDH1) und drei mesenchymalen Markern (Fibronectin1, CDH2, SERPINEI/PAI)
in verschiedene EMT-Stadien mit unterschiedlicher phanotypischer Differenzierung
einteilen (113). Der dynamische Wechsel zwischen den EMT-Stadien kann den CTCs
sowohl die Extravasation als auch die Absiedlung bzw. Metastasierung in andere
Organe ermdglichen (142). Damit sich Krebszellen erfolgreich aus dem Zellverband
[6sen und aktiv in den Blutkreislauf gelangen konnen, wird ein mesenchymaler
Phanotyp als vorteilhaft beschrieben (143), wahrend die Absiedlung und Bildung einer
neuen Metastase in fremden Organen durch die Zurtickerlangung eines epithelialen
Phanotyps erleichtert wird (144, 145).

Fraglich bleibt, warum bei der Mehrheit der CTCs nur einer der beiden miR200-Loci
hypermethyliert war. Im Gegensatz hierzu zeigten sich bei MDA-MB-231 oder
CD45res-Zellen beide Genpromotoren methyliert. Es bleibt hypothetisch, ob dies bei
den analysierten CTCs Ausdruck einer dynamischen Feinabstimmung zwischen einem

mesenchymalen und epithelialen Phanotyp ist.

Die heterogenen Methylierungsmuster und die damit verbundene phanotypische Dif-
ferenzierung der CTCs konnten jedoch auch auf unterschiedliche Tumorstadien mit

unterschiedlicher Prognose hinweisen. So konnte bei CTCs von Patienten mit lokalem
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Hochrisiko-Prostatakarzinom noch eine Expression von 81% bei E-Cadherin nachge-
wiesen werden (146), wahrend bei CTCs von Patienten mit dem deutlich aggressive-
ren mCRPC eine Supprimierung der E-Cadherin-Expression auf 53% beobachtet
wurde (147). Es bleibt jedoch hypothetisch, ob die Methylierungsmuster der drei EMT-
assoziierten Gene mit den klinischen Daten, insbesondere mit dem Tumorstadium und
der Prognose der Patienten, korrelieren. Leider waren die klinischen Daten der Pati-
enten wahrend dieser Arbeit nicht zuganglich, sodass hiertiber keine Aussagen ge-

macht werden kdnnen.
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7 Ausblick

Wahrend dieser Arbeit konnten das Potential und die Vorteile von multiplexed-scAEBS
bei Einzelzellanalysen angedeutet werden. Die einfache Anwendbarkeit fur locus-spe-
zifische biologische Fragestellungen offenbart jedoch gleichzeitig die Starke und Limi-
tation dieser Applikation. Wahrend die hohe Effizienz von multiplexed-scAEBS fur
locus-spezifische Analysen wahrend dieser Arbeit gezeigt werden konnte, ist mit die-
ser Methode eine genomweite Analyse nicht moglich. Tatsachlich offenbart die nied-
rige Effizienz von etablierten Methoden fir die genomweite Methylierungsanalyse wei-
teren Entwicklungsbedarf, um den Verlust von wichtigen Informationen zu minimieren.
Vor diesem Hintergrund ist es fraglich, inwiefern die Kombination von scAEBS mit
RRBS (64) oder mit PBAT (148) neue Mdoglichkeiten fur eine effizientere genomweite
Einzelzellanalyse mit Bisulfit-Sequenzierung eréffnen kdnnte.

Eine weitere Moglichkeit bietet die Kombination von scAEBS mit Methoden fir Einzel-
zell-Transkriptom-Analysen. So konnte Klein et al. (149) bereits eine Kombination von
Transkriptom- und Genomanalyse bei Einzelzellen etablieren, die technisch vermutlich
auch das Potential fur eine Kombination aus Transkriptom- und Methylierungsanalyse
mit sSCAEBS bietet. Die direkte Analyse von DNA-Methylierung und RNA-Transkription
auf Einzelzellniveau wirde die Moglichkeit bieten, den Einfluss der epigenetischen Re-
gulierung auf die Genexpression direkt darzustellen und damit wesentliche biologische
Fragestellungen der Epigenetik zu beantworten, bzw. bestehende biologische Hypo-

thesen zu bestatigen.

Das hier verwendete Panel fur die Analyse der drei EMT-assoziierten Gene
miR200c/141, miR200b/a/429 und CDH1 kann je nach biologischer Fragestellung aus-
getauscht oder erweitert werden. Gerade in Bezug auf die Untersuchung der epigene-
tischen Regulierung der EMT ware die Methylierungsanalyse weiterer EMT-assoziier-
ter Gene interessant. So konnte unter anderem fur die EMT-assoziierten Gene TWIST
(150), RASSF1A (150) und Vimentin (151) eine epigenetische Regulierung bei Karzi-
nomen beobachtet werden. In diesem Sinne ware es von gro3em Interesse, das EMT-
assoziierte Panel des Multiplex-PCR-Assays kontinuierlich zu erweitern. Zum Beispiel
konnte im Blut zirkulierende methylierte DNA der V2-Region des Septin9-Gens
(SEPT9) bereits als ein verlasslicher Biomarker flr das kolorektale Karzinom beschrie-
ben werden (152). Auch der Methylierungsstatus von Vimentin wurde schon in der

Diagnostik des kolorektalen Karzinoms sowie bei Urothelkarzinomen verwendet (153-
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155). Die Untersuchung des Methylierungsstatus dieser Gene an CTCs kdnnte neue

Maglichkeiten fur Diagnostik, Prognose und Therapiemonitoring 6ffnen.

Ein weiterer interessanter Aspekt ist das Therapiemonitoring mittels Methylierungs-
analyse von CTCs, um Chemotherapie-Resistenzen frihzeitig zu erkennen. Es konn-
ten bereits mehrfach Chemotherapie-Resistenzen gegenliber Gemcitabin, Paclitaxel,
Cisplatin, Doxorubicin, Docetaxel, EGFR-Inhibitoren und Vincristin mit einer Suppri-
mierung der miR200-Familie beschrieben werden(156-164). Die Methylierungsana-
lyse der miR200-Familie bei CTCs kénnte die Mdglichkeit eréffnen, Patienten mit Che-
motherapie-Resistenzen vor und unter Chemotherapie frihzeitig zu identifizieren und

die Therapie entsprechend anzupassen.
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3*-UTR 3'untranslatierte Region

aCGH Array-basierte komparative genomische Hybridisierung
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Aqua dest. destilliertes Wasser

AR-V7 Androgenrezeptor-Spleifsvariante 7

bscDNA bisulfitkonvertierte DNA

CD Cluster of Differentiation

CK Zytokeratin

CpG Cytosin-Guanin-Dinukleotid

CpHs non-CpG-Cytosine

CTBP C-terminal-binding-Protein

CTCs zirkulierende Tumorzellen

DAPI 4'6-Diamidin-2-phenylindol

DMNT DNA-Methyltransferase

EMT epitheliale-mesenchymale-Transition

EnS Erfolgsrate nach Sequenzierung

EpCAM Epithelial-Cell-Adhesion-Molecule

ER Ostrogenrezeptor

FSC Forward Scatter

HER2 Human Epidermal Growth Factor Receptor 2

HPLC High Performance Liquid Chromatography

HPMLE Human Mammary Epithelial

HPSF High Purity Salt Free

LMP-Agarose Low-Melting-Point Agarose

mBC metastasiertes Mammakarzinom

MBDs m*-CpG-binding Domain Protein

MCRPC metasasiertes kastrationsresistentes Prostatakarzinom
MDCK Madin Canine Kidney

MET Mesenchymale-Epitheliale-Transition

mMiRNAs mikro-RNAs

multiplexed-scAEBS multiplexed-single-cell Agarose Embedded Bisulfite Sequencing
NaCl Natriumchlorid

NaOH Natriumhydroxid

PBAT Post-Bisulfite- Adaptor Tagging

PCAF CBP-associated factor

PCR Polymerase Chain Reaction

Pl Propidium lodid

PR Progesteronrezeptor

RISC RNA-induced silencing complex

RRBS Reduced Representation Bisulfite Sequencing
SCAEBS single-cell Agarose Embedded Bisulfite Sequencing
scBS-seq single-cell Bisulfite Sequencing

scWGBS single-cell Whole Genome Bisulfite Sequencing
SLBS Single-cell locus-specific bisulfite sequencing

SSC Sideward Scatter

SWI/SNF Swich/sucrose nonfermentable

Tcf/LEF Transcription factor/Lymphoid enhancer binding protein
TE Tris-EDTA

TGF-beta Transforming Growth Factor Beta

WAVE3 WAS protein famliy member 3
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ZEB Zinc-finger E-Box-binding
Z0-1 Zonula occludens-1
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