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1 | Einleitung

1 Einleitung

1.1 Dasfamildre Mammakarzinom

Das Mammakarzinom ist in Deutschland undler gesamterwestlichen Welt der haufigste
bdsartige Tumobei Fraten Etwa jedezehnteFrau erkrankt im Laufe ihres Lebensenem
Mammakarzinom, wobeidie Zahl der Erkrankngen mit zunehmendem Alter ansteigt
(Husmann et al., 2006Risikofaktoren fur die Entwicklung eines Mammakarzinoms sind:
fortgeschrittenes Alter, positive FamilienanamnésierOstrogespiegel(friihe Menarche,
spate Menopause, Nulliparapwie Adipositas und Diabetes mellitubdufig bedingtdurch
westliche ErndhrungsgewohnheitéGerber, 2008)90 % aller Mammakarzinome treten
sporadisch auf, d.h. ohne familiare Haufun®ie restlichen zehn Prozent der
Brustkrebgrkrankungersind familiare Formen, die auf einédamilidrenDisposition beruhen
(Ubersicht in: Diedrich et al., 2006)

Die familidaren Formen desMammakarzinoms werden zum grof3ten Teil durch
Keimbahnmutationen indisponierendenGenen hervorgrufen Etwa die Halfte dieser
hereditarerMammakarzinomentsteherdurch Mutationen der BrustkrebsgeBRCAloder
BRCA2(FANCD).Di eses si nd sroi sgkefin aGenntee, Adhiieghei ne s
aufweisen. Frauen mit einer pathogenen MutatiorBIRRCAL1 oder BRCA2(FANCD1) Gen

zeichnen sich durch ein stark erhdhtes Tumorrisiko fir Mami(@®-74 %) und
Ovarialkarzinome(12-46 %) (King et al., 2003)aus Zudem ist das durchschnittliche
Erkrankungsaltedeutlichgeringer als bei den sporadischHdammakarzinomeriNathanson

et al., 2001; Antoniou et al., 2B0Diedrich et al., 2006; Klijn, 2010; Tinelli et al., 2010)

Trotz intensiver Forschung sind die Ursachen von etwa der Halfte der familiaren
Mammakarzinome ungeklart. Man geht davon aus, dass der gr63te Teil durch Mutationen in
disponierenden Genen nnitittlerer bis niedriger Penetranz hervorgerufen wird. Hierzu zéahlen
insbesondere Gene, die bei der Entstehung von anderen Tumordispositionssyndromen eine
Rolle spielen(Ripperger et aJ 2008) Zu diesen Genen gehdren adehANCJ (BRIP1) und

FANCN (PALB2 aus der Gruppe der Fanconi Anasiiene, welche bei Tragern
heterozygoter Mutationen ein erhdhtes Risiko fur Mammakarzinome hervo(Rééman et

al., 2006; Seal et al., 2006)
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Die Kenntnis von ursachlichen Mutationen einer familidren Disposition spielt heute eine so
wichtige Rolle, da die Kenntnis Ubeine genetische Dispostion eine Risikostragfiung

maoglicht machundindividuelle FriherkennungsmalRnahmergriffen werden kénnen.
1.2 Tumorentstehung

Krebs ist eine genetische Erkrankunge durch den Verlust der Kontrolle der Proliferation
und des programmierten Zelltodes (Apoptose) gekennzeichnet ist. Dabei kontlnicles
Veréanderungen in Gengdie in der Kontrolle von Proliferation und Zelltod eine wichtige
Rolle spielen zur Entwicklung einer normalenZelle in eine maligne Zelle Dies ersten
Schritte der Tumorgenesgelen mit einer Aktivierung von Onkoger®n und ener
Inaktivierung von Tumorsupressorgene einher und basieren in der Regel auf
Genmutationen Hierbei kommt es zu einer veranderten Genregulation,Uber oder
Unterexpressiomder zum Funktionsverlust bestimmter GelBei der Regulation von Genen
spielen auchepigenetische Modifikatione(siehe Kapitell.3) eine Rolle, diezur malignen
Entartungfiihren kénner{Bertram, 200Q)

1.3 Epigeneische Mechanismen der Genregulation

Die Epigenetik befasst sich mit erblichen und somatisciMadifikationen der DNA und
DNA-assoziierter Proteine, die nicht durktutationender DNA-Sequenz selbst verursacht
werden. Zu den Mechanismen der Epigenetik weridsbesondereie DNA-Methylierung

und kovalente Modifizierungn von Histonproteinergezahlt. Epigenetischen Mechanismen
kommt eine bedeutende Rolle in der Aktivierung und Inaktivierung von Genen und dartber

hinausin der Differenzierung von Zellen und ®eben zyVan der Maarel, 2008)

Die Methylierungder DNA findet ansogenannten CpGs stafiin CpG ist eineCytosin
Base die direkt voneinem Guanosin gefgt wird, wobei das P fir die Phosphodiester
Bindung diesebeiden DNABasen stehtDie CpGs sind Uber dagesamte Genom verteilt,
wobei Bereiche ethoéhter Dichte vorkommen welche als Cp@nseln bezeichnet werden.
Diese Inseln liegen zumeist im Einflusshehevon Genan und wirken sich im Rahmen der
Reguhtion der Genexpressi@us.Hypernmethylierungim Promotorbereich von Genen gehen
dabei miteiner Repressiomlieser Gene und einer verminderten Expressimmer (Bird,
2002; Cheung et al.,, 2009Pahingegen bewirkt eine Hypomethylierungi. d. R. eine
vermehrte Expression des Gé€B&iaumik et al., 200A7an der Maarel, 2008)

2
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Auch wenn die Mechanismen der Epigenedikt unzureichengerstanden sind, wurden in
den letzten Jahren einige Krankheitsbiléetdeckt in denenepigenetschen Mechanismen
eine wesentliche Rolleukommt Bei Erkrankungen mitnhprintingStorungenund einer
Vielzahl von Tumorerkrankungen findet man z. B. veranderte Methylierungsmuster- DNA
Hyper und Hypomethylierungn spielen somitbei der Tumorgenese neben DNAInd

Chromosomenmutationazine wichtige RolléVan der Maarel, 2008)

Eine wichtige Erkenntnism Rahmen der Forschung zu familidren Krebssyndrowandie
Entdeckung von DNAHypermethylierung in Genen, die in mutierter Form erblichen
Dickdarmkrebs hervorrufen kdénnen. Hitchins et(aDB) konnten zeigen, dass bei einigen
Patienten, die keine klassische Keimbahnmutation der Gt$t¢2 und MLH1 aufwiesen,
Hypermethylierungen in den Promotorregionen dieser Gene auftraten. Die Veranderungen
gingen mit verminderter Expression des Proteindagirund zeigten eine fur den erblichen
Dickdarmkrebs charakteristische Klinik. Es konnte zudem gezeigt werden, dises
Hypermethylierung in verschiedenen Geweben des Korpers (BIhMtundschleimhayt
Haarfollikelzellenetc.) vorhanden waren urdT. auchim Rahmen der Keimbahvererbbar
waren (Gazzoli et al., 2002; Suter et al., 2004; Hitchins et al., 2005; Chan et al., 2006;
Hitchins and Ward, 2009; Crépin et al., 2012)

Epigenetische Regulation und insbesondBi¢A-Methylierung stellen somit, wie oben
dargestellt, einen wesentlichen Faktor in der Entstehung von vielen Tumorerkrankungen dar
und spielen nachweislich auch bei der Entstehung einiger familidrer Krebssyndrome eine
Rolle. Aus diesen Griinden kommt deshaéute der Epigenetik eine wichtige Bedeutung bei

der Erforschungler Ursache&on Tumorerkrankurgnzu.
1.4 Die Fanconi AnamieGene

Die Fanconi Andmigere bilden eine Gruppe von Genen, weldlie die Reparatur und
Erkennung von DNASchaden von Bedeutung siri8ei der Fanconi Andmie handelt es sich

um ein seltenes, autosonrakzessiv (mit Ausnahme vORANCB welches auf dem X
Chromosom lokalisiert ist) vererbtes, genetisches Syndrom, welches durch angeborene
Fehlbildungen, Knochenmarkversagen, Chromosomehmifiif und eine Disposition fur
maligne Erkrankungen gekennzeichnet . sindinsgesamtl5 Komplementationsgruppen

3
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bekannt (A, B, C, D1 (BRCA2), D2, E, F, G, I, J (BRIP1), L, M, N (PALB2), O undi¢he
auchTabellel). Das Krankheitsbild kann durch Mutationen in allen Fanconi Ana@eaen
ausgelost werdefWwang, 2007; Vaz et al., 2010; Kim et al., 2011)

Fanconi AnamidPatienten weisen durch den defekten FA/BRCA Pathway eine gdeetis
und chromosomaldnstabilitat auf. Diese Instabilitat wird durchasl Unvermodgender
einzelnenZelle hervorgerufenDNA-Schaden ausreichend eukennen und zbeheben. Es
kommt zur Anreicherung von chromosomalen Aberrationen und zu Veranderungen der
Erbinformationen, welche schliel3lich in malignen Erkrankungen minden kdMuadovan

and DO6Andrea, 2009)

Abbildung 1: Fanconi DNA Reparatur Komplex. Der CoreKomplex (blau) interagiert durch FANCM und

FAAP24 mit der DNALA&sion (Inter strand crosslinksund fiihrt zur Ubiquitinylierung von ANCD2 und

FANCI. Zusammen mit FANCN (PALB2), FANCJ (BRIP1) uBiRCA2 (FANCD1)lagern sich diese an den

Ort der Schadigung an und fiihren dort zur Initiation der DNA Repafatuu s : Mol dovan and D6 AN

Zu den malignen Erkrankungen, die gehauft bei der Fanconi Arguftieten gehéren vor

allem hamatologische Erkrankungen wie die akute myeloische Leukamie oder das
myelodysplastische Syndrgraber auchKopf-Hals-, Anogenital und Osophaguskarzinome
(Rosenberg et al., 2008; Auerbach, 2009)

Tabelle 1: Chromosomale Lage der Fanconi Anamiesene und desBRCA1-Gens, sowie Pravalenz der

Mutationen bei Fanconi AndmiePatienten( aus: Chen et al ., 1996; Mol dovan
Fanconi Anamie Gen | Pravalenz | Chromosomale Position| GréRe (kDa)
FANCA 66 % 16924.3 163

FANCB 2% Xp22.31 95

FANCC 10 % 9g22.3 63

BRCA2 FANCD1) 2% 1391213 380
FANCD2 2% 3025.3 155, 162
FANCE 2% 6p21-22 60

FANCF 2% 11pl15 42

FANCG 9 % 9p13 68

FANCI 2% 1592526 140, 147
FANCJ(BRIP]) 2% 17q2224 140

FANCL 0.2% 2p16.1 43

FANCM 0.2% 14921.3 250
FANCN(PALB2 2% 16p12.1 140

BRCAl1 - 17921 220

* ohneFANCOund FANCP (Erstbeschreibung 2010 und 2011)
4
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1.5 Fragestellungder Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte das Methylierungsmusegulatorischer Regionen der
Fanconi Anamigsene und des BRCA1Gens bei Patientinnen mit famil&m
Mammakarzinom untersucht werden. Es sotlie Frage geklart werden: tritt eif@NA-

(Hyper oder Hypo) Methylierungin diesen Genen beim familiaren Mammakarzinom auf?

Es sollten zun&chst PEBNd Pyrosequenzigkssays fur die einzelnen Fanconi Anéridene

und dasBRCA1Gen auf die Verwendung von FFPE als Untersuchungsmaterial optimiert
werden und die Untersuchungen mit den Assays fortgesetzt welidemachweislich stabile
Ergebnisse lieferrDurch eine BisulfitPyrosequenzierung ausgewahlter Cp&gutatorischer
Regionen vorBRCAlsowie der Fanconi Asnami@&enen FANCA, B, C,D2, E, F, G, I, L, M,

N (PALB2, J (BRIP1), BRCA2 (FANCDJ)sollte an einem Untersuchungskollektiv von 26
MammakarzinorrPatientinnern(davon 18BRCA12- negativ, 5BRCA1positivund 3BRCA2
(FANCD1) positiv) mit familiaren Hintergrund das Methylierungsmuster dieser Gene
analysiert werden. Um eine Vorauswahl der AssisisGenezu treffen, in denen mit hoher
Haufigkeit eine differentielle Methylierung zwischen Normahd Tumorgewbe zu erwarten
war, sollten im Rahmen von Voruntersuchungen acht Mammakarzinomzelllinien untersucht

und deren Methylierungsstatus @RCAFanconi Anamieseneermittelt werden.

Bei dem untersuchten Kollektiv handelt es sich um MammakarzPatientinnenbei denen
aufgrund derfamiliaren Haufung von MamméDvarialkarzinomen der dringende Verdacht
einer familiaren Disposition besteldder durch ein&eimbahnmutatiorsicher vorliegt Da
eine Promoter Hypebzw. Hypomethylierungquchbei sporadischen Tumem sehr haufig im
Rahmen der Karzinogeneals somatisches Ereignirm Tumorgewebe atritt (Hitchins et al.,
2005) sollte auch der Methylierungstus der DNA des Blutes der Patianen untersucht
werden welcher eher die konstitutionelle Methylierung dieser Gene wiedersp{&ugér et
al., 2004; Hitchins et al., 2005; Chan et al., 20 sollte verstht werden zu kléren, ob
nachgewiesene Verédnderungen auf das Tumorgewebe beschrankt sind oder auch im Blut der
MammakarzinorrPatientinnen  auftreten. Abschlielend sollten die identifizierten
differentiellen Methylierungenhinsichtlich ihrer klinischen Bedeuung (Tumorstadium,
Grading, Erkrankungsalter, Mutatiensund Rezeptorstatus (OstrogenProgesterom

Her2/neuRezeptor) ausgewertetverden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Untersuchungskollektivund Kontrollen

In die Untersuchung wurde@6 Mammakarzinmpatieninnen mit familiarer Disposition
(sieheTabelle 2) sowie eine Kontrollgruppeon 8 klinisch gesundenweiblichen Personen

ohne Hinweis auf eine familiare Dispositifiir ein Mamma#&arzinomausgewahlt

Tabelle 2: Klinische Daten der Mammakarzinom-Patientinnen

Proben SIS | SN Staging Neekl | et Grading |OR | PR | Her2
ungsalter| Status status | asierung
P1 83 negativ rpT2 kA kA G2 + | + +
P2 39 negativ | pTlc pNO MO G2 + | + +
P3 53 negativ pT2 pNO kA G2 + | + -
P4 51 BRCAl pTlc pNla MO G3 + | + -
P5 55 BRCA2 | pTlc pNO MO G3 + | + +
P6 40 BRCA1 | ypT3 | ypNla MO Gx = = >
P7 36 negativ | ypT1b |ypN1mi| Mx kA + | + +
P8 53 BRCAL | pTic | pNO MO G2 - |- -
P9 34 negativ pT2 pNO kA G3 + | + +
P10 62 BRCA1SP| ypT3 pNO MO G3 + | + -
P11 59 negativ | ypT2 | ypNO kA G3 - | - -
P12 59 negativ rpTl kA kA G2 + | + -
P13 25 negativ | pTlb pNO MO G2 + | + kA
P14 38 BRCAL | pT2 | pNO Mx G3 + |+ | +
P15 72 negativ pT3 pNO MO G2 - | - -
P16 58 negativ pTic pNO MO G3 - |+ +
P17 34 negativ | ypTlc | pNO MO G2 + | + +
P18 46 negativ pTlc | pN2a MO G3 + | + kA
P19 47 negativ pT3 pN3a MO G3 + | + +
P20 62 negativ pT2 pN2a MO G2 + | + +
P21 58 BRCA2 | pT2 | pNimi| MO G3 + | - -
P22 44 negativ pT3 pNO MO G2 + | - +
P23 35 negativ | pTlc pNO MO G2 + | + -
P24 60 negativ | pTlc pNO pMx G2 + | + -
P25 65 negativ | pTlc pN1 MO G2 + | + +
P26 33 BRCA2 pT2 pN1 kA G1 + | + -

kA = keine Angabe; OR = Ostrogenrezeptor; PR = Progesteronrezeptor; Her2 = HR&asgtor.

Das untersuchtBatientenkllektiv setzt sich zusammen ai PatientinnerohneMutation in
den bekannten BrustkrebsgendBRCA1 und BRCA2 (FANCDJ) funf Patientinnenmit
BRCAZXMutation sowie drei Patientinnen mMBRCA2 (FANCDZXMutation Die Patientnnen
stammen aus Familiem denen nach den Kriterien des Deutschen Konsortiuntsrilichen
Brust und Eierstockkrebs (sieh€abelle 3) eine Haufung von Mammévarialkarzinomen

bestand und/oder diese Tumoren in besonders jungem Alter aufgetreten sidi wich
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deshallzur Beratung irder Tunorrisiko-Sprechstunde deUniversitatsklinikums Schleswig

Holstein, Campukiel, vorgestellthaben.

Tabelle 3: Einschlusskriterien des Deutschen Konsortiums fiir Familidren Brust und Eierstockkrebs fir
einen BRCA-Gentest(aus: http://www.awmf-leitlinien.de/, 1. Aktualisierung 2008; Zugriff: 13.5.2010)

Unter Verwandten einer (vaterlichen oder mutterlictiéanilie liegt eine der folgenden Konstellationen vor:

9 drei Frauen mit Brustkrebs, unabhangig vom Alter

zwei Frauen mit Brustkrebs, davon eine Erkrankung vor derhefiensjahr
eine Frau mit Brustkrebs und eine Frau mit Eierstockkrebs

zwei Frauen mit Eierstkkrebs

eine Frau mit Brustund eine Frau mit Eierstockkrebs

eine Frau und ein Mann mit Brustkrebs

eine Frau mit Eierstockkrebs und ein Mann mit Brustkrebs

eine Frau mit Brustkrebs vor dem 36. Geburtstag

eine Frau mit bilateralem Brustkrebs, wobei dist&tkrankung vor dem 51. Geburtstag war

—a -4 -4 -4 -—Aa -8 -2 -8 -2

eine Frau mit Brustund Eierstockkrebs

Das zur Verfugung stehende Material bestand aus Formalin fixietied in Paraffin
eingebettetenfFFPE) MammakarzinorGewebe mit einer Lagerungsdauer von biszetin
Jahren nd stammte aus de Institut flr Pathologie des UniversitatsklinikinSchleswig
Holstein, Campus Kiel (Direktor: Bf. Dr. ChristophRdcken). Zudem stand DNAus
peripheren Blut von 24 der 26 Mammakarzinorpatientinnen zur Verfigung, die
freundlicherweise an Prof. Dr. rer. nat. Norbert Arnoldnder Universitatd-rauenklinik Kiel
(Direktor: Prof. Dr. med.Dr. h. c. Walter Jonat)zur Verfigung gestellt wurdeDas
Erkrankungshkier derPatientinnerag zwischer25 und 83 Jahren MW = 50 Jahre)Es lagen
jeweils schriftliche Einverstandniserklarungen der untersuchten Persomen Das
Forschungsprojekt wurde durch die Vot&ir.(401/05und 447/09 der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat der ChristigklbrechtsUniversitdt zu Kiel genehmigt(siehe

Anhang)

Des Weiterenwurden acht Mammakarzinoreelllinien untersucht giehe Tabelle 4 auf der
folgenden Seite). Drei der Zelllinien (HCC 1599, HCC 1937 unddB4) wurden in Form
von extrahierter DNA vom DSMZ Deutsche Sammlung von Miksoganismen und
Zellkulturen GmbH Braunschweig, Deutschland) bezogerDie anderen fiinf
Mammakarzinomzelllinien wurden freundlicherweise als Zellkultur vom Onkologischen

Labor der Universitatgrauenklinik Kiel (Direktor:Prof. Dr. med. Dr. hc. Walter Josat) zur
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Verfigung gestellt undum Ausschluss einer Kontamination der ZellkultugarR-Analysen

durchgefiuhrt

Als Kontrollmaterial zur Bestimmungler DNA-Methylierungim Tumorgewebe undien

Mammakarzinomzelllinien wurdgesunde Brustdrisengewebgerwendé Dieseslag in

kryokonservierter Form (-80°C) vor.

Sieben Kontrollen stammten von Mamma

Reduktionsoperationerohne onkologischen Hintergrund, die adk®smetischen oder

orthopadischen Grunden durchgefiihrt wurden. Eine Kontrolle (KBRtammte von einer

Mammakarziompatientin, bei der die Gewedrgnahme im Rahmen einer Anpassungsplastik

der kontralateralen Mamma gewonngarde und bei derhistopathologischeUntersuchung

keinen Hinweis auf Malignitatzeigte. Die Kontrollen wurden freundlicherweise \ibn med.

Ozkan Alkasj UniversitatsFrauenklinik Kiel (Direktor:Prof. Dr. med. Drh. c. Walter Jonat

zur Verfugung gestelltDie Kontrollgruppe setzte sich aus Frauen im Alter 2@nbis 56
JahrenMW = 35,9 Jahregusammen.

Tabelle 4: Mammakarzinomzelllinien

Zelllinie Isolation B Ethnie IRl OR | PR | Her2 Referenz
ngsalter Status*
. . i i (Tong et al., 1999;
BT 474 1978 60 Kaukasisch | negativ + Moulder et al., 2001)
. homozygad
HCC 1599 1995 44 Kaukasisch BRCAZ - - - (Gazdar et al., 1998
. 5382insC
HCC 1937 1995 24 Kaukasisch BRCAL - - - (Gazdar et al., 1998
(Cailleau et al., 1978
MBZA,:%?AB 1973 51 Kaukasisch negativ - - - Lewis et al., 1993;
Tong et al., 1999)
(Cailleau et al., 1978
MDA MB Afroamerik . K. Thompson et al.,
468 LY =k, anisch negativ T A i 1992; Konecny et al.
2006)
. . i i (Trempe, 1976; Tong
SKBR 3 1976 43 Kaukasisch | negativ + et al, 1999)
. . i (Keydar et al., 1979;
T47 D 1979 54 Kaukasisch | negativ + + Konecny et al., 2006
] . . i i (Engel et al., 1978;
ZR-751 1978 63 Kaukasisch | negativ + Konecny et al., 2006

Isolation= Jahrderlsolationder Zelllinien; OR = Ostrogemezeptorstatus PR = Progesteronrezeptorstatus
Her2 =Her2/neuRezeptorstatys+ = positiy; - = negativ k.A. =keineAngaben* (Elstrodtetal., 2006;Cancer
Cell Line Project http://www.sangesacuk/genetic8CGP CellLined; Zugriff: 15.Januar 201Q)* somatische Variante

Um den Methylierungsstatus der DNA aus peripherem Bluintersuchepwurde DNA aus
demBlut von zehn gsunden weiblichen Probandinnen im Alter von 9 bis 42 Jahren (MW =

25,5 Jahre) und zusatzlich fir den Methylierungsstatu$ABKCB Gensvon zehn gesunden
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mannlichen Probandem Alter von 20 bis 66 Jahren (Mittelwert = 41,8 Jahse)iert und
die DNA-Methylierung bestimmt. Die beiden Gruppen wurden als Kontrollgruppen bei der
Analyse der DNAMethylierung desperipherenBlutes der MammakarzinonafPatientinnen

verwendet

2.1.2 Technische Kontrollen fur die Bisulfit-Pyrosequenzierung

Zur Kontrolle eines jeden Duntaufs der BisulftPyrosequenzierung wurde eine vollstandig
methylierte DNA der Fa. Millipore (Schwalbach, Deutschland) und eine gepoolte Kentroll
DNA isoliert aus peripheren Blutproben von je zehn gesunden méannlichen und weiblichen
Probanden im Alter vof bis 69 Jahren mitgefuhrt.

2.1.3 Reagenzierund Kits

Name Hersteller

10x PCRPuffer Applied BiosystemsDarmstadt, Deutschland
10x TBE Puffer Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

5x Discoverase PCR Puffer Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Agarose Biozym Scentific GmbH, Oldendorf, Deutschland
AmpliTagGold 1000 Applied BiosystemsDarmstadt, Deutschland
Bromphendblau Serva, Heidelberg, Deutschland
Desoxynukleosid Triphosphat Mix 2mM Fermentas GmbH, St. Led®ot, Deutschland
Desoxynukleosid Triphosphat iSe Roche, Mannheim, Deutschland
Discoverase dHPLC DNA Polymerase Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

EpiTect Bisulfite Kit Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Ethanolabsolut J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Ethidiumbromid SigmaAldrich Chemie GmbH, Steidim,
Genomic DNA Isolation Kit von Gentra Systems Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

HCL Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

KCI J.T. Baker, Deventer, Niederlande

KH,.PO, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
MqgCl, 25mM Applied BiosystemsDarmsadt, Deutschland
MagSQO, 50mM Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
NaHPO, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
NacCl J.T. Baker, Deventer, Niederlande

NaOH Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
NaSCN Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Natriumacetafl rinydrat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Natriumhydroxid Platzchen Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Natronlauge Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Optical Tape BioRad Miinchen, Deutschland
CpGenomeJniversellMethylierte DNA Millipore, SchwalbachDeutschind

PCR Platte Eppendorf Hamburg, Deutschland
Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol 25:24:1rhM SigmaAldrich ChemieGmbH, Steinheim
Proteinase K Qiagen GmbHHilden, Deutschland

PSO 96 Reagent Cartrigde Biotage Disseldorf Deutsctand

PSO 96 Sample Prep Thermoplate Low Biotage Uppsala, Schweden

Pyro Gold SOA Reagents 96 Qiagen GmbHHilden, Deutschland
PyroMark Annealing Buffer Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
PyroMark Binding Buffer Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
PyroMarkPCR Kit Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Roti®-Histol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Streptavidin Sepharose Beads GE Healthcare Europe, Miinchen, Deutschland
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Titriplex 11l (EDTA)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

TriDye 100bp DNA Ladder

New Endand Biolabs GmbH, Frankfurt &1.,

Tris (hydroxymethyl) aminomethan

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Tween 20 SiamaAldrich Chemie GmbH, Steinheim,
2.1.4 Gerate
Name Geratetyp Hersteller
Megafuge 1.0 R Zentrifuge Heraeus, Hanau, Dischland
Biofuge primo R Zentrifuge Heraeus, Hanau, Deutschland
Centrifuge MC6 Zentrifuge SarstedtNimbrecht Deutschland
Mikro 200 Microcentrifuge Zentrifuge Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Reax 2000 Vortexer Heidolph Instruments, Schwabach, Dehtaad
Vortex Genie 2 Vortexer Bender & Hobein GmbH, Bruschsal, Deutschlan
LC 621P Feinwaage Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland
Polymax 1040 Schuttler Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland
MS3 basic Schiittler IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen,

Thermomixer Compact Thermomixer

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

NanoDrop NB1000

Spektralphotometer

PEQLAB Biotechnologie GmbHErlangen,

NanoDrop 1000 3.7.1. Software PEQLAB Biotechnologie GmbHErlangen,
BioDocAnalze 2.1. Software Biometra, Goéttingen, Deutschland

Pyro QCPG 1.0.9. Software Biotage GmbH, GrenzaeWyhlen, Deutschland
Pyrosequencing Assay Design | Software Biotage GmbH, GrenzaeWyhlen, Deutschland
Gel Elektrophorese Kammer AgarosegeKammer | PEQLAB Biotechnologie GmbHErlangen,

Electrophorese Powerpack P24 | Elektrophorese

Biometra, Gottingen, Deutschland

M500 Mikrowelle Philipps, Hamburg, Deutschland

BioDocAnalyze Ti5 UV- Biometra, Géttingen, Desthland

SW-21C Wasserbad Julabo, Seelbach, Deutschland

Function Line B6 Brutschrank Heraeus, Hanau, Deutschland

RC10.10 Vacuum Thermo Electron GmbH, Karlsruhe, Deutschland
T3000 Thermocycler Thermocycler Biometra, Géttingen, Deutschland

DNA Engine Thermocycler Bio-Rad Laboratories GmigHMiinchen,

MJ Research PT-200 Thermocycler

Biozym Scientific GmbHHess. Oldendorf

Hybridisation oven

Hybridisierungsofen

Biometra, Goéttingen, Deutschland

PyroMark 1D Pyrosequerierer Biotage GmbH, Uppsala, Schweden

PyroMark Vacuum Prep Pyrosequenzierer | Biotage GmbH, Uppsala, Schweden
Vakuumpumpe Laborpumpe KNF Neuberger GmbH, Freiburg i. Breisgau,
Hotplate Heizplatte VWR International GmbHDarmstadtDeutschland

3130 Genetic Analyzer

SangetSequenzierel

Applied BiosystemsDarmstadt, Deutschland

2.1.5 Puffer und Losungen

Name Ansatz

GelLoadingPuffer Bromphenolblau N&alz 0,125¢
Glycerin 28,79
A ad 100 ml mit dest. D auffillen

Desoxymukleosidtriphosphatd Je dNTP (100 mM) 100 ¢l

5 nmol / ¢l (5 | destH,O 1600 ¢l
Ain ca. 20 Galiqudtierdhor t i onen

0,5 M EDTA L6sury Titriplex 11 186,19
Dest. HO 800 ml
Natriumhydroxid Platzchen 20g
A pH auf8,0 einstellen
A ad 1000 ml mit dest. # auffillen

10



Material und Methoden

1x TBE Puffer A 10xTBEPuffer (Invitrogen)1:10 mit dest.H,0O verdiinnen
3M NaAc pH 5,0 Natriumacetaf rihydrat CH3COONa x 3 O 40,829
in dest. HO l6sen 80ml

A mit Natronlauge pH auf 5,0 einstellen
A ad 100 ml mit dest. $© auffullen.

Natriumthiocyanat 1M NaSCN 4,86 ¢
A ad 60 ml mit dest. 50 auffiillen

DNA-Isolierungspuffer 1M NacCl 75 ml
Tween 20 5 ml
0,5M EDTA 50 ml
A ad 1000 ml mit dest. 0 adfillen

Ethanol 70 % Ethanol absolut 140ml
A ad 200 ml mit dest. D aufflillen

1x PBS NaCl 8¢
KCI 0,29
Na,HPO, x 2 H,O 1,449
KH,PO, 0,249
in dest. HO lésen 800 ml
A pH auf 7,4 einstellen mit 1M HCI

Denaturerungslésung 0,2 M NaOH 8¢

fir Pyrosequenzierung A ad 1000 ml mit dest. 40 auffillen

Waschpufferfir Pyrosequen| Tris 6.5¢

zierung A ad 5000 ml mit dest. ¥D auffiillen

2 % AgaroseGel 1x TBE Puffer 100 ml
Agarose 29

2151 Ethidiumbromid 5 ul

Bei der Herstellung des Gels wurde die Agarose in einem Erlenmeyerkolben in 1
Puffer geldst und in der Mikrowelle zum kochen gebracht. Der Erlenmeyerkolben
unter kaltem Wasser auf Handwérme abgekuhlt, daslidthbromid dazugegeben ur
durch schwenken vermischt. Das Gel wurde unter Vermeidung von Blasenbildung

Gelkammer gegossen und kihlte ca. 20 min zum Erstarren an der Luft ab.

2.1.6 Primer fur die Kontrollgen -PCR

Die Primersequenzen fur die KontrollgB®€R wurden der Literatu{Van Dongen et al.,

2003)entnommen und von Biomers.net (Ulm, Deutschldoe®jogen.

2.1.7 Primerdesign und Primersequenzen

Die Assays wurden mitler Pyrosequencing Assdesign Softwarevon Biotage Biotage
GmbH, GrenzaciWyhlen, Deutschlandvon Dr. rer. nat.J. Richter am Institut fir

Humangenetik in Kieérstelltund diePrimer von Biomers.net (UIm, Deutschlandzogen
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Tabelle 5: Primer fiir die Fanconi AnamieGene und daBRCA1-Gen

FragmentgroRe
PCR Produkt

102 bp

Gen Name Sequenz

FANCA FP | Biotin-5 G TAGGTTGGTTAAAAGATAGGGT-3 0
FANCA | FANCA RP | 5 @CCCAACCTCAAATAATCC-3 6
FANCA Seq | 5 &€CAACCTCAAATAAT-3 0

FANCB FP | 5 AGAGGTAGATAGAGAAGGGTGS3 6
FANCB | FANCB_RP | Biotin-5 ®AAACCTAAACTAAAAACCTAATC -3 6
FANCB_Seq | 5 &SGGTGGGAGGGGGAG3 6

FANCC FP | 5 AGGAGGAGAGGGGTAAGAS 0
FANCC | FANCC_RP | Biotin-5 ®A\CCTTAACCACAACCCTA-3 6
FANCC Seq | 5 &5GGTAAGAGGGAAGG3 6
FANCD2 FP | 5 ATTTGTTTTTGGGTGAGTT-3 6
FANCD2 | FANCD2 RP | Biotin-5 ATTACTTAACTCCAACATCTACC-3 6
FANCD2 Seq | 5 TTTTTGTAGTTTTTTAGTA-3 6

FANCE_FP | 5 &TAGAGGAGAGTTTGTAATAG-3 6
FANCE | FANCE RP | Biotin-5 &€ TAATATAAAACCTCAACTCAAA -3 0
FANCE Seq | 5 AGGAGAGTTTGTAATAGG-3 6

FANCF_FP | Biotin-5 &TTAGTTATTATTTGGTGTAGTAAT-3 6
FANCF | FANCF RP | 5 AAATTCTCTCTATAACCATTA-3 6
FANCF Seql | 5 ®AAACCCAACATATACAC-3 6

FANCG _FP | 5 &6GGAATTTAGTAGGATTT-3 6

FANCG_RP | Biotin-5 €€CCAAATCCTATCTAACTAAA-3 6
FANCG Seq | 5 ATTTAGAGGTTGIGGTT-3 0
FANCG Se®® | 5 GTTAGAGGTTGTGGTT-3 6

FANCI_FP | 5 dTTAGATTGTGAGTTGGGA3 6
FANCI FANCI RP | Biotin-5 ®ATCACCTCCACCTCACCT3 6
FANCI_Seq |5 GTTAGTTTTTATGGTATA-3 6
FANCL_FP | Biotin-5 GTTTAGTTAAGGTTGGGGTTT-3 6
FANCL | FANCL_RP | 5 AACCCAAATAAATCCCTCATAC-3 6
FANCL_Seq | 5 &SACTAAATCCTACACATAC-3 6
FANCM_FP | 5 GAAGGAGTTTTTGTTAGTAGTAG-3 6
FANCM | FANCM_RP | Biotin-5 & AATTAATAAAATAAATCCACAA -3 6
FANCM_Seq | 5 &SGAGGTTTAGTTGGAG3 6

BRIP1 FP | Biotin-5 8 GAGTTAGTTGGGBOATTGG
BRIP1L RP | 5 ®ACTTCCCCCACCTTATAT-3 6

BRIP1 Seq | 5 - ®ACCCCTCAACCACAG3 o

PALB2 FP | 5 &TTTTAGGTGGTTTATTGGS3 6

PALB2 RP | Biotin-5 6&€CCCACCAATTAAATCCAC-3 6
PALB2_Seq | 5 AGGAGGTTTAGTTTTATTGT-3 6
BRCA1_FP | Biotin-5 GGGTTTAGGTTAGITTAGAG-3 0
BRCA1 | BRCA1 RP | 5 ®AAAATTAAAAAATCTATAATTCA -3 6
BRCAL seq | 5 ATCTATAATTCAAAATAC -3 &

Biotin-5 G TATTAGGGAGGTTGAGGTAGGAGAAT

BRCAZ_ER TATTTGATTTTTG-3 6
FANCD1 = 220 bp
(BRCA2) 5606CAACCCCTTTCCTTACATAAAAA

BRCA2RP | ccateTT3 6
BRCA2 Seq | 5 BAATTATAAAACCCATC -3 6

134 bp

103 bp

124 bp

109 bp

146 bp

166 bp

FANCG

197 bp

201 bp

153 bp

FANCJ
(BRIP1)

137bp

FANCN
(PALB2)

120 bp

164 bp

Tabelle 6: Zielregionen der Analyse der DNAMethylierung der Fanconi Andmie-Gene und desBRCAI-

Gens(Daten aus: Szaumkessel et al., 20)

Amplikon Al ATAEn | PeeliEn CpGs location (bp des Amplikon
Gen L CpGs (UCSC Genome A
Lokalisierung _ von 56 En-®bteangde s
(n=) Browser,
chrl7:41278672
BRCA1 Promoter 9 41278831 7, 35, 43, 66, 79, 99,05,109,124
BRCA2 Promoter 2 chr13:32888876 148, 176
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(FANCDI) 32889096
FANCJ(BRIP) |  Promoter 6 Chrggfg;gf &8 21, 31, 39, 46, 54, 59
FANCA Promoter 6 019 36, 46, 74, 79, 83, 99
ANGE oromoter " chrX:14891479 33, 37, 46, 59:1 63, 66, 69, 74, %0
FANCC Intron 10 o 8079022 | 28,30.36, 49, 51, 58, 65, 78, 81, 8
FANCD2 Promoter 5 chr3000r7s4 26, 47, 55, 68, 81
FANCE 5 UTR/Exon | 8 o ooLs2 23, 37, 43, 46, 48, 57, 60, 73
FANCF CDS/Exonl | 10 ohrl 122040893 | 33,38, 42, 46, 51, 54, 85, 94, AT
FANCG 5 UTR/Exon | 9 O3 50r59%6  |105,107,104,108,113,121,125,129
ANG] oromoter o chr15:89787084 | 67, 71,8286, 800,108, 123,130
FANCL 'ﬁ?g‘fggg" 8 Chrgéi%‘égiz‘r’g 99,106,116,112,118,129,140,170
FANCM 'ﬁ?g‘fggg" 7 chrig:ggsesogg% 42, 46, 64, 66, 69, 73, 83
FANCN(PALR) |  Promoter 7 Chr§g§532675628649 68, 72, 78, 84, 86, 97, 118

Tabelle 7: Primer fir die Sanger-Sequenzierung de8RCA2-( FANCD1) Gens

Gen Name Sequenz F;%QFT S?é?jijok[:e
BRCA2_FP | 5 @GACCAACAACGGAGAAACC-3 6
BRCA2 327 bp
Sanger BRCA2 RP | 5 ATGGGTAGCAGGTGTTCAAGA-3 &

2.2 Methoden

2.2.1 Bestimmung des Tumorzellgehalts der Paraffinschnitt¢FFPE)

Der Methylierungsgrad der DNA ist abhangig voBewebetyp und variiert zum Teil

erheblich zwischen den einzelnen Gewebetypen. In den Tumorblécken, in denen das

Untersuchungsmaterial

konserviert wurde,

fand sich neben den Tumorzellen auch

umliegendes DrisenFett und Bindegewebe. Bei der DNBExtraktion aus Tumorblock

schnittpraparaten wird auch die DNA der Zellen des Umgebungsgewebes isoliert und kénnte

bei der Methylierungsanalyse das Ergebnis eventuell verfalsdden.den Grad des

Einflusses der umgebenden Gewebe abschétmekOnnen wurde in den Sbnitten des

Tumomewebesder Tumorzellgehaltvon Frau Dr. Mathiak (Institut fur Pathologie dési-

versitatsklinikums Schleswiblolstein, Campus Kiel (DirektoProf. Dr. Christoph Rocke))

anhand histologischer Schnittpraparatgéen dem Mikroskopprozential abgeschatz(Anteil

des Tumorgur Gesamtflache des Gewebes).
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2.2.2 Anreicherung des Tumorzellgehalts

In einzelnen Proben wurde der Tumorzellgehalt manuell angereiCreat. wurde das den
Tumor umgebende Gewebe mit einem Skalpell entfernt und nur das Tewed fir die
weitere Untersuchung eingesetzt. Die manuelle Anreicherung wurde freundlicherweise von
Frau Sigrid Hamann (Onkologisches Labor der Universkésienklinik Kiel (Direktor:

Prof. Dr. med. Dr. hc. Walter Jong) durchgefihrt.

2.2.3 DNA-Extraktion ausFFPE-Tumorgewebe

Fur die DNA-Extraktion aus FFPE standen alsusgangsmaterial je Tumorblockehn
Schnittea 8 um zur VerfugungUm das Paraffin vom Gewebe zu l6semirden die Schnitte
dreimal mit RotiHistol gewaschenund bei 1300 U/m (16467.36 § fuir 5 Minuten
zentrifugiert Das RotiHistol wurde anschlieRend durchweimaliges waschenmit Ethanol
abs.entfernt. Das Material wurdem Vacuum Concentratorgetrocknetund das Pellet tUber
Nacht in1 ml 1 M NaSCNinkubiert AnschlielBendvurde das Gewebelreimal mitDNA-
Isolierungspuffer gewaschemd danacltin 1 ml DNA-Isolierungspuffer und 80 pl Proteinase
K flr ca. 72std.bei 55°C im Wasserbatéhkubiert.Nach 24std.und 48std.wurde jeweils80

pl Proteinase K hinzugegebeNach dem Verdau wurden diensatzegesplittet und das
Gewebezweimal 30min mit 800pl Phenol:Chloroform:lsoamylalkoh@25:24:1) gewaschen
und bei 10000 U/min (9744 ¢ fur 10 min zentrifugiert Nach dem 1. Phen&@hloroform
Extraktionsschritt wurde digvassrigg Phasen ein neuesTube Uberfuhrtund anschliel3end
erneut mit PheneChloroformgewaschenMit Hilfe von eisgekuhltem Ethanalbs.und 25pl

3M Natriumacetat wurdéir 30 min bei-80° C die DNA prazipiert. Durch Zentrifugatio(l5
min bei 13.000 U/min16467.36 §) bei 4°C konnte die DNA als Pellet gewonnen werden.
Die DNA wurdemit 70 % Ethanol gewasche@anach wurde die DNA in der SpeedVac
getrocknetjn RNAsefreiem Wassebei 4°C uber Nachgelostund bei-20° C gelagert.

2.2.4 DNA-Extraktion aus kultivierten Zellen und kryokonserviertem
Gewebe
Die DNA aus derkultivierten Mammakarzinomzellliniewurde gemal3 Protokoll de®©NA-
Extraktions Kit der Fa. Gentra isoliert. Die Extraktioler DNA aus demGewebeder
Kontrollgruppe aus gesundem, ¥Yokonserviertem Brustdrisengewebewurde gemaf
Protokoll des Genomic DNA Isolation Kit von Gentra Systems (Gentra® Puregene®
Handbook QiagenGmbH) durchgefuhrtDabei wurdgeweilsca. 200mg Brustdriisengwebe

als Ausgangsmateriaingesetzt
14
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2.2.5 DNA-Quantifizierung, -Reinheit und Kontroll genPCR

Die DNA-Konzentration undlie Reinheitder DNA wurden spektralphotometrisch mit dem
NanoDrop ND1000 gemessetJm den Degradationsgrader DNA desFFPEMateriak zu
bestimmen wurde eine KontrollgenPCR durdhgefuhrt(Van Dongen et al., 2003Hierbei
werden Kontrollgene verschiedener Lange (100, 200, 300 und 600bp)mittels PCR
vervielfaltigt und somit die Amplifierzierbarkelitzw. Gite der untersuchten DNA bestimmit.

Bei DNA die hochfragmentiert ist konnen nur kurze bzw. keine FRE&dukte amplifiziert
werdenund molekularmedizinische Untersuchungen sind an diesem Material nur begrenzt
durchfuhrbar

2.2.6 GelelektrophoresegenomischerDNA

Der Grad der Fragmentierung daus FFPEisolieten DNA wurde zusatzlicranhand einer
Gelelektrophorese der DNAontrolliert. Dazu wurden500 ng DNA und 3,5ul Gel
Ladepufferauf einzweiprozetiges Agarosegel agétragendie DNA bei 100V ca. 60min
aufgetrennt Die FragmentgroReler PCRProdukte wurd anhand der TriDyel00bp DNA

Basenleitekontrolliert.

2.2.7 Natriumbisulfitkonversion

Fur die BisulfitPyrosequenzierung wird natriumbisulfitkonvertuerte  DNAls
Untersuchungsmateridendétigt.Die Natriumbisulfitkonversion der WA-Proben wurde nach
dem Standrdprotokoll fir qualitativ hochwertige wenig degradierte DNA (Blutproben,
Kontrollen und Zelllinien) bzw. DNA mitegradierterQualitat (FFPEProben)des EpiTect
Bisulfite Kits (QiagenGmbH) durchgefihrt.

2.2.8 PCR der natriumbisulfit konvertierten DNA

Tabelle 8: Reaktionsansatze fir dieFanconi und BRCA1PCR-Assays(PyroMark PCR Kit)

PyroMark | Coral ‘ ‘ MgCl, . Q-
Assay | PM 2x Buffer -Load PFrlzn(Ie)r PF\EIT?; 25 mM Be(\teli)me d(H IZ)O Solution
() 10x 5 5 () 5 5 ()
FANCA 55 125 25 0.5 0.5 0.5 7.5
FANCB 58 12,5 25 0,5 0,5 8
FANCC 55 12,5 2,5 0,5 0,5 8
FANCD2 | 55 12,5 2,5 0,5 0,5 8
FANCE 60 12,5 2,5 0,5 0,5 8
FANCF 55 12,5 2,5 0,5 0,5 0,5 0,5 7
FANCG 55 12,5 2,5 0,5 0,5 8
FANCI 55 12,5 2,5 0,5 0,5 3 5
FANCL 55 12,5 2,5 0,5 0,5 8
FANCM 58 12,5 2,5 0,5 0,5 0,5 7,5
FANCJ 55 12,5 2,5 0,5 0,5 8
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FANCN 55 12,5 2,5 0,5 0,5 8
BRCA1 55 12,5 2,5 0,5 0,5 15 0,5 6
BRCA2 60 12,5 2,5 0,5 0,5 0,5 7,5

A 24l des Mastermixes zu jel vorgelegtematriumbisulfitkonvertierteDNA
A je PCRAnsatzeineNegativkontrolle (Wasseritfihren
A Programm: PM55/58/60

PM = Thermocyclerprogramm; Primer F = Forward Primer; Primer R = Reverse Primer; Migl@gnesiumchlorid

Tabelle 9: PyroMark Thermocycler Protokolle fir die Fanconi und BRCA1PCR-Assays

Programm; PM55 PM58 PM60

Denaturierung | 95°C  15min 95°C  15min 95°C 15min
Denaturierung | 94°C  30sek 94°C 30sek 94°C 30sek

Annealing 55°C 30sek x45Zyklen | 58°C 30sek x45Zyklen | 60°C 30sek x45 Zyklen
Elongation 72°C  30sek 72°C  30sek 72°C 30sek

Elongation 72°C 10min 72°C 10min 72°C  10min

Pause(P) 4°C 4°C 4°C

Die PCRAnNséatzefur die FABisulfit-Pyrosequenzierungen wurden nach Optimierung der
Assays giehe auch KapiteB.3) anhand der ifabele 8 beschriebenen éaktionsansétze, mit
den in Tabelle 9 beschriebenehermocycleprotokollen angesetzt. Fur alle P@Rsatze
wurde das PyroMark PCR KiQjagen GmbHhverwendet.

5 pl des PCRProduktes wurden auf ein zweiprozentiges Agarosegektafien und dieses
bei 120 V ca. 60 min der GroRBe nach aufgetrennt. Um die GrolRe deiPROBRkte zu
beurteilen, wurdelie TriDye 100bp DNABasenleiter mitgefuhrt.

2.2.9 Bisulfit-Pyrosequenzierung

Die Bisulfit-Pyrosequenzierung ist eine rémhe Sequenziertbmik. Dabei dient ein
einzelstrangiges PCGRrodukt als Matrize fur die Synthese des gegenlaufigen Stranges und
ein Primer legt den Startpunkt der Polymerhasest. Voraussetzung fur die BisukRyro-
sequenzierung ist die Kenmsnder zu analerenden Sguenz.Die Einspritzung der kom
plementéren Basen erfolgt (mit Ausnahme der CpGs und Kontrollpositionen) analog der be
kannten Basensequenz und die Menge an eingebauten Nukleotiden ist proportional der Frei

setzung von Pyrophosphat, das lber eine Lichti@agemessen wir(Tost and Gut, 2007)

Um den Methylierungsgrad der DNA zu bestimmen, bendtigt die Methode
natriumbisulfitkonvertierte DNABei der Konversion wirdCytosinzu Thymin umgewandelt
warend methyliertes Cytosin keine Konversion erfabeer Methylierungsgrad der CpGs

kann anhand degerhaltnisses voiCytosin zu Thymin an der Cytosin (methyliert)/ Thymin
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(unmethyliert) Positionder CpG-Sites der natriumbisulfitkonvertieren DNA bestimmt
werden. An den Positionen der Sequenz, an denen sich CpGs befinden, werden nacheinander
die beiden mdglichen Nukleotide eingespritzt und anhand des Verhéltnisses C/T errechnet die
Software (Pyro QCpG) den Grad der MethylierungAls Matrize benétigt die Bisulfit-
PyrosequenzierundabeieinzelstrangigeDNA, die mittels einesbiotinylierten Primes und

einesvakuumbasierteAuftrennungsverfahregewonnerwird.

Die Bisulfit-Pyrosequenzierungler einzelstrangen PCRProdukte der natriumbisulfit
konvertierten DNAerfolgte mit dem Pyromark Q96 ID Pyrosequenzierer der Firma Biotage.

2.2.9.1 Durchfuhrung der Bisulfit -Pyrosequenzierung

20 ul des PCRProduktes werden in eine 98ell PCRPIlatte tberfuhrt. Zu den PCR
Produkken werden je Well 2@l dest. HO, 5 pl Sepharose Beads und 40 pl Binding Buffer
gegeben. Die Platte wird anschlieRend mit Pargfi{iebefolie) abgedichtet und fur mind. 10

min auf einen Schuttler inkubiert (Sepharose bindet an Biotin). Parallel we@eu 4
Annealing Buffer und 0,5ul des assayspezifisclme Sequenzierprimer je Well auf der
Sequenzierplatte vorgelegt und die Sequenzierplatte auf der Vacuum Prep Workstation
platziert. Die PCR Platte wird ebenfalls auf die Workstation gestellt. Die Pumpeasd
Vakuum am Prep Tool werden angestellt undRi@p Toolzum Waschen in die Wanne mit
dest. HO gestellt. Nachdem das Wasser aus der Wanne durch die Filter des Tools gesaugt
wurde, wird dafPrepTool zumTrocknenin einer halbkreisformigen Bewegung Inmmals in

der Luft geschwenkt. Nun wird das Tool vorsichtig dig PCR Platte abgesenkt und PCR
Produktebinden vermittelt durch di€Sepharose Beadanden Filtern des Tools. Es erfolgen
nacheinander Waselund Denaturierungsschritte (70 % Ethanol, Na®¥aschpuffer), bei
denen die PCHRProdukte aufgereinigtdenaturiert und erneut gewaschen werden. Am Ende
liegen die einzelstrangigen PGRrodukte mittels der Sepharose Beadgebundenan den

Filtern des PrepTools vor. Zwischen den einzelnen Waschschritteind das Tool jeweils

zum Trocknen mehrmals geschwenkt. Als letzter Schritt auf der Workstation wird das Tool
dicht Uber die Sequenzierplatte abgesenkt, das Vakuum abgestellt und das Tool komplett
abgesetzt. Durch leichtes Rutteln werden die einzelsgang?CRProdukte von den Filtern

des Tools gelost undliegen danach zusammen mit Annealing Puffer und
Sequenzierungsprimeauf der Sequenzierplatteor. Auf der Heizplatte erfolgt bei 85° C fir 2

min eine weitere Denaturierung. AnschlieRend wird die Setematatte auf dem Arbeitsplatz
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abgekuhlt (es kommt zur spezifischen Bindung der Sequenzierprimer). Die Sequenzierplatte
wird in der Vorrichtungdes Pyromark Q96 ID platziert. Als letzter Schritt wird die Kartusche
mit den Pyro Gold SQAReagenzien befllltebenfalls in die zugehdrige Vorrichtung

eingesetzt undin Untersuchungsdurchif gestartet.

2.2.9.2 Auswertung

Die Auswertung der Pyrogramme erfolgte manuell und anhand der Kriterien der Software
PyroQ-Cp G. Die Software gibt anhaemde rdeelr Wenrar iyrs
aus, die eine Beurteilung der Qualitat der einzelnen Pyrogramme darstellen. Proben mit einer
guten Qualitat zeigten ke iiAlg. pldtBealosausgewertéfar ni n
werden. Ein Ausschlusskriterium fur die Auswertbarkeitler Pyrogramme waren
unspezifische Peaks, welchechdurch die Software detektiert wurden. Proben mit einem
niedrigen Signal konnten nicht ausgewertet werden. Als zu niedriges Signal wurde ein
Einzelpeak mit einer H6he von weniger als 15 relativen Ei@hedefiniert. Zudem wurden

Proben, bei denen diMethylierungsfrequenzinzelner CpGs stark abwich, wiederholt.

Proben, die ofteals zweimal wiederholt werden mussten, wurden vonaagterenAnalyse

ausgeschlossen.

2.2.10 SangerSequenzierung

Die Kettenabbructsequenzierung nach Frederick Sanger ist ein Standardverfahren zur
Sequenzierung von DNAragmenten einer Lange von bis zu 100@$gnger et al., 1977;
Pettersson et al., 2009)

2.2.11 PCR desBRCA2-(FANCD1) Gens fur die SangerSequenzierung

Tabelle 10: PCR Reaktionsansatzund Thermocycler-Protokoll fiir die PCR desBRCA2(FANCD1) Gens

Reaktionsansatz Thermocyder-Protokoll
Dest. HO 21,5ul Lid 94° C
5x Discoverase PCRuffer 10l Denaturierung 94° C 3 min
MgSO4 50mM 1l
dNukleotide(Fermentas) 25u Denaturierung 94°C  30sek

. Annealing 60° C 1 min x34Zyklen
PrimerFW 2ul Elongation 68°C  1min
PrimerRW 2¢ |
Discoverase dHPLC DNA Polymerase 1pl Elongation 68°C 10 min
A Gesamt 40 ul
A 40 pl des Mastermixes zu jedlul vorgelegter DNA Pausgb) 4°C
(etwa20ng/pl) geben
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Die PCR fur die Sangesequenzierung deBRCA2(FANCD1) Gens wurde anhand des

Reaktionsansatzes Tabelle10 und dem zugehérigen ThermocyeRrotokolldurchgefiuhrt.
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3 Ergebnisse

Das Ziel der Arbeit war £ den Methylierungsstatus ausgewahlter CpGs regulatorischer
Regionen der Fanconi Anaraigene und deBRCA1Gens an Tumorproben von Patientinnen
mit familiarem Mammakarzinom zu untersuchen und zu Kkléaren, ob aeifélliger
Methylierurgsstatus vorliegt. Didnalyse der DNAMethylierung efolgte mittels Bisulfit

Pyrosequenzierung.

Das Untersuchungskollektiv bestand aus 26 Patientinnen mit gesichBfMutations
tragerinnen (n = 8)) oder vermutetem familisrem Mammakarzinom (Kriterien des Deutschen
Konsotiums fir Erblichen Brustund Eierstockkrebs (siehd@abelle 3)). Von diesen 26
Patientinnen lag Tumorgewebe in Form von FHR&erial vor. Des Weiteren wurde auch
peripheres Blut der Patientinném = 24)untersutit, um das Muster der DNMethylierung

mit der konstitutionellen DNAViethylierung in einem anderen Gewebe der selben Person,
vergleichen zu kénnerMan geht davon aus, dass die DiNkethylierung des peripheren
Blutes eher der konstitutionellen DNMethylierung entspricht, alumorgewebe, welches
Veranderungen im Rahmen der Karzinogenese unterworfeRtistdie Voruntersuchungen
wurden zudem acht Mammakarzinomzelllinien analysiert, um eine Vorauswahl der Assays

mit differentiellen Methylierungsmustern zumgglichen.

Als Kontrollgruppe fir die gewebespezifische DWfethylierung im Brustdrisengewebe
diente gesundes Brustdrisengewebe (n = 8). Eine Kontrollgruppe zur Beurteilung des
durchschnittlichen Methylierungsstatus der zu untersuchenden Gene im Btahdeus

DNA-Proben aus periphan Blut vonzehn gesunden weiblichen Probanden
3.1 Analyseregulatorischer Regionen

Im Rahmerder Arbeit wurden Pyrosequenzigssays fur die Fanconi Anamigene und das
BRCAZGen verwendet und die DNKethylierung regulatorsher Regionen (sieh€abelle

6) dieser Gene untersuchiwie beispielsweise Promoterregionen. Zur sprachlichen

Erl eichterung wird i m -Met gelnidemundger deBse gGe i $

welchersich auf die untersuch{eegulatorisch¢ Region dieses Gemgezieht
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3.2 Untersuchung des Degradationsgrades delDNA des FFPE

Tumorgewebes

Der Degradationsgrad Qalitda) der DNA aus FFPHumorgewebe wurde mittels
KontrollgenPCR bestimmt. Bei insgesamt 26 DNxoben konnten erfolgrdic PCR
Produkte amplifizieriverden g§ieheTabelle11). Darunter konnte bei vier Tumorproben (P3,

P7, P16, P2) nur eine Bande generiert werden, wobei drei dieser Tumorproben (P3, P7, P24)
auchin der Pyrosequenzierung.T. FANCBAssay) nicht auszuwerten wareDer grof3te

Teil der Tumorproben (n=14) zeigte zwei Banden in der KontrolR€R und vier dieser
Proben (P5, P8, P13, P23) zeigten Ausfalle in der PyrosequenziéfidiNCBAssay)
Jeweils vier Tumorproben zeigten drei (PPL5, P17, P25) bzw. vier (P4, P6, P10, P21)

Banden in der KontrollgeRCR.

Tabelle 11: Ergebnisse der KontrollgenPCR nach Basenpaar Grof3e und Alter des FFPBaterials

Tumor- Alter des FFPE
proben | Materials (Jahre)
P1 B

100bp | 200bp | 300bp | 400bp | 600bp

4+
4+

+
=+ [ [N
+

+

+
[
+

o N S o Y ) e

o+ [+ [+ |+ |+ [+ [+ ]

+ |
+

I o I B o B I B o B T o o ) I ) I ) e ) I o ) ) g

|+

o

=

(o]
Nooo:moooo'é‘m\lb\lmbwmcooobwmoompoomww

P28
+ = PCR Produkterhanden; - = kein PCR Produkt

Insgesamt zeigterzwei Tumorproben (P27, P28) bei zweimaliger Wiederholung in der
KontrollgenPCR keine Amplifikate. Diese beiden Probenesenauch in einer Gelelektro
phorese mit 500 ng genomischer DNA nur einen schwaSkgher in niedrigem Basenpaar
Bereich auf. Die beiden Tumorproben wurden von den weiteren Untersuchungen
ausgeschlossen.
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3.3 Optimierung der Assays zur Methylierungsanalyse voilBRCA- und

Fanconi AnamieGenen

Die erste Etablierung der Assays wurde am InsfitutHumangenetik in Kiel durch Marcin
Szaumkessel durchgefutiBzaumkessel et al., 201 Bei der Etablierung der Assays wurden

mit Hilfe von Kontrollen und Zelllinien die PGRund Pyrosequenzigkssays optimiert.
Zunachst wurden die PCBedingungen eingestellt und bei guten RPB&hden mit der
Pyrosequenzierung fortgefahren. Im Rahmen dieser Arbeit mussten die Assays auf FFPE
Proben und die verwendeten Zelllinien optimiert werden. Insgesamt gelasigbesn von 14

Assays zu optimieren und mit diesen auswertbare Resultate zu gewinnen.

Einer derAssays,FANCL, lieferte in der BisulfitPyrosequenzierung keine auswertbaren
Resultate an FFRMaterial. AuRerdem liel3en sich die Kontrollen GB@NCG-Assays in der
Bisulfit-Pyrosequenzierung nicht auswer{g&mngebnisse sieh€abelle21). Im BRCAXAssay
konnten Kontrollen und FFPBMaterial nicht erfolgreich optimiert werderso dass nur
einzelne Messwerte der Zelllinien vorliegeieheTabelle20). Mit dem BRCA2(FANCD1)

Assay konnten keine Ergebnisse erzielt werden. Die PCR Bedingungen konnten eingestellt
werden und die BisulfiPyrosequenzierung zeigte gute Signale. Allerdings traten in den
Pyrogrammen zuséatzlich unerwetg Peaks auo dass der Assagusgeschlossen werden
musste(siehe Kap3.9).

Tabelle 12: Assay-Optimierung

PCR PCR PCR Auswertbare
Assay | Optimierung | Optimierung | Optimierung Pyrosequenzierung Ergebnisse
Kontrollen Zelllinien FFPE
FANCA + + + + Ja
FANCB + + + + Ja
FANCC £+ + + + Ja
FANCD2 %+ + + + Ja
FANCE + - - Entfallt Nein
FANCF + + + - Nein
FANCG + + (+) OhneKontrollen Ohne Kontrollen
FANCI - - - Entfallt Nein
FANCL T oy - + Ja
FANCM + + - - Nein
FANCJ + + + + Ja
FANCN + + + + Ja
BRCAl + + - Nur 58 Zelllinien Nein
BRCA2 + + + + Nein

+ = erfolgreiche Durchfiihrung;= keine erfolgreiche Durchfuihrungt)(= eingeschrénkte Durchfiuihrung

Die sieben nicht funktionierendeAssays mussten von den weiteren Untersuchungen

ausgeschlossen werden. In Abhangigkeit des Assays waren einzelne Proben (z.T. auch
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Kontrollen) nicht auswertbar, so dass eine unterschiedliche Anzahl an Proben pro Assay

auswertbar war und deren Ergebnissddan Diagrammen wiederzufinden sind.
3.4 Definition differentieller DNA -Methylierung

Zur Beurteilung des Methylierungsstatusder untersuchten Tumorproben und der
Mammakarzinomzelllinien wurde eine gewebespezifische Kontrollgruppe aus acht
analysierten gesundeBrustdriisengeweben verwendet. Bei der Untersuchung der- DNA
Methylierung des peripheren Blutes der Patientinnen dientBN#A der Kontrollgruppeaus

Blut von zehn gesunden weiblichen Probandinnen als Kontrolle des Methylierungsstatus. Der
Bereich der norman DNA-Methylierung fur jeden Assay wurde definiert als Mittelwert der
Methylierungswerte in der Kontrollgruppe-+drei StandardabweichungéSTABW). Als
DNA-Hypermethylierung bzw. Hypomethylierung wurden Methylierungswerte definiert, die
ober/unterhalbdes Bereichs der normalen DNVethylierung(+/- 3 STABW)lagen.

3.5 Voruntersuchungen zur Auswahl informativer Assays

Um differentiell methylierte Gene zu identifizieren, wurde zunachst eine Bisulfit
Pyrosequenzierung an einem ausgewahlten Probenkolleltohgefihrt. Hierfur wurden

acht Mammakarzinomzelllinien, vier FFPEImoren und diechtKontrollen aus gesundem
Brustdriisengewebe ausgewahlt. Assays, in denen Zelllinien und-FHeBEn keine Hypo

oder Hypermethylierung zeigten, wurden aus Grinden déekiisfitat von weiteren
Untersuchungen ausgeschlossen. Durch die Voruntersuchungen konnten insgesamt funf
Assays FANCC, FANCD2, FANC, FANCJ(BRIP]) undFANCN (PALB2)ausgeschlossen
werden, da diese keine unterschiedliche Methylierung zwischen Kontrollen
Mammakarzinomzelllinien und Tumorezeigten. Zwei potentiell differentiell methylierte
Gene konnten mEANCAund FANCBiIdentifiziertwerden

3.6 Ergebnisse der Pyrosequenzierungssays ohneHinweis auf
differentielle Methylierung von Tumoren und

Mammakarzinomzelllinien

Funf Assays zeigten in den Voruntersuchungen kein differentidlethylierungsmuster
(siehe Abbildung 2 und Tabelle 22 bis 26 im Anhang). In drei dieserAssays FANCC,
FANCL und FANCN (PALB2) wurden einzelne CpGs detektiert, die schwach hyper
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methyliert waren. DiéAnzahl der analysierten Positionkg zwischenfiinf bis zehn Einzel
CpGs und die Nachb&pGs waren normal methyliert. Die finf Assays wurden aus Griinden

der Hfektivitat von weiteren Untersuchungen am gesamten Kollektiv ausgeschlossen.
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Abbildung 2: Graphische Darstellung der DNAMethylierung des FANCC-, FANCD2-, FANCJ- (BRIP1)
und FANCN- (PALPB2) Gens.Es konnteim Bereich der aalysierten CpGs keine differentielle Methylierung
zwischen den analysierten Patientenproben (Tumor&gmmakarzinomelllinien und den Kontrollen
identifiziert werden. @ Tumorensind mit P10, P15P17und P21 gekennzeichnatobei nicht alle Tumoren in
den verschiedenen Assays auswertbar wafie Mammakarziomzelllinien tragen ihre Eigennamen. Die
Kontrollen aus Brust d-i¢ aénged&wwemnaiertsnk s anethyliette KdnidBeR
Pool= gepoolte DNA aus peripherem Blut.
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3.7 Ergebnisse de PyrosequenzierungsAssays mit differentieller

Methylierung von Tumoren und Mammakarzinomzelllinien

Durch die Voruntersuchungen konnten zwei von insgesamt sieben Genen identifiziert werden
(FANCAund FANCB),in denen eine differentielle Methylierung imeelnen Tumorproben
und den Zelllinien identifiziert werden konnte. Mittels dieser Assays wurden alle

Tumorproben, Zelllinien und Kontrollen analysiert.

3.7.1 DNA-Methylierung desFANCA-Gens
3.7.1.1 Methylierung desFANCA-Gens der gewebespezifischen Kontrollen

Die Kontollen aus gesundem Brustdrisengewebe (n=8) zeigten eine mittleree DNA
Methylierung von64,8 % (Standar@bweichungSTABW) = 5,4 %) der Promotorregion des
FANCAGens.Die Kontrollen isoliert aus peripheren Blutprobgasunder Frauen (n =10)
zeigteneine mittlere DNA-Methylierungvon 760 % (STABW = 2,4 %). Der Bereich der
Hypo-/HypermethylierungMW +/- 3 STABW) desFANCAGenswurde definiert als eine
DNA-Methylierungvon <485 % / >81,2 % in Tumoren und Mammakarzinomzellliniemd
<68,9% / >832 % fur dasperiphere Blut

3.7.1.2 Methylierung desFANCA-Gensin Mammakarzinomzelllinien

Bei der Untersuchung der Mammakarzinomzelllinien lagen drei (HCC 1937, MB231,-ZR 75
1) von acht Mammakarzinomzelllinien im Normalbereider DNA-Methylierung des
gesundenBrustdriisengwebes.Vier (HCC 1599, MB 468, SK BR-3, T47 D) von acht

Tabelle 13: DNA-Methylierung des FANCA-Gens in Mammakarzinomzelllinien

Proben | Gewebe| BRCA- | Erkrank - | 5o | oo | Hero MW der DNA -Methylierung (%)
Status | ungsalter
HCC 1329 | Zelllinie | BRCA2 44 - - - 8
T47 D Zelllinie | Negativ 54 + + - 9
SK BR 3 | Zelllinie | Negativ 43 - - + 14
MDA | Zellinie | Negativ| 51 | - |kA.| - 15
MB468 T
BT 474 | Zelllinie | Negativ 60 - - + 51
ZR-751 | Zelllinie | Negativ 63 + - - 72
MDA Zelllinie | Negativ 51 - - - 81
MB231
HCC 1937] Zelllinie | BRCAL1| 24 - |- - e
Mittelwert der Kontrolle 64.8
STABW 54
3x STABW 16,3

Normalmethylierte Werte sind in blau, hypomethylierte in griin und hypermethylierte Werte in rot dargesteht.kdie
Angabe STABW = Standrdabweichung, OR = Ostrogenrezeptor; PR = Progesteronrezeptor; Her2 = H&@zeptor.
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Mammakarzinomzelllinien zeigten im Vergleich zu den Kontrollen eine starke
Hypomethylierung (MW der DNAMethylierung = 11,5 %) des Promotorbereichs des
FANCAGens (siehe Abbildung 3, Tabelle 13sowie ausflihrlichelabelle 27 im Anhang).
Eine Mammakarzinomzelllinie (HCC 1937) mit eindBRCAXMutation zeigte eine

grenzwertige Hypermethylierung (84 %).

3.7.1.3 Methylierung desFANCA-Gens m Tumorgewebe

Mittels desFANCAAssays konnten 2der26 Tumorproben ausgewertet werden. Im Bereich
desFANCAAssays zeigten 14 Tumoren (P3, P1, P7, P10, P17, P26, P9, P25, P21, P24, P5,
P16, P23, P12) eine normale Methylierung im Vergleich zu den gewedigsghen
Kontrollen aus gesundem Brustdrisengewebe. Dagegen zeigtkam 240 (41,7 %) Tumoren

(P2, P4, P8, P22, P13, P14, P6, P20, P18, P19) eine Hypomethylierung (MW = 35 %) des
FANCAPromotors gieheAbbildung 3,Tabelle 1XS. 32)sowieausfihrlicheTabelle27 im
Anhang).Bis auf eine Tumorprobe mit Splk&ite Variante deBRCAXMutationwarenalle

vier BRCAlpositiven Tumorproben (P4, P6, P8, P14) hypomethyliert und alleBREA2
(FANCD1)positiven Tumormben (P5, P21, P2&jieseneinen normalen Methylierungsgrad

auf. Klinische Daten wie Erkrankungsalter, Tur&iadium, Grading und Rezeptorstatus

(Ostrogen, Progesteron, Her2/neu) zeigten keine auffallige Verteilung.

3.7.1.4 Methylierung des FANCA-Gens im peripheaen Blut von Mammakarzinom-

Patientinnen

Fur die Untersuchung dgseripherenBlutes der Mammakarzinompatientinnen stand DNA
von 22 der 24 Patientinnezur Verfugung, deren Tumoren iANCAASsay auswertbar
waren.Insgesamt lagen 17 der 22 DN&oben aus pgrtherem Blut der Mammakarzinem
patientinnen im Normalbereich der gewebespezifischen MethylierungAld€AGens wie

sie an Blutproben von gesunden Probanden ermittelt wurde. Finf Blutproben der
Mammakarzinompatientinnen (22,7 %) zeigten dagegen Eliygermethylierung (siehe
Abbildung 3 Tabelle 14 sowie ausfuhrlicle Tabelle29 im Anhang).Im Tumorgewebe von

vier dieser Proben (P2, P13, P14, P2@y FANCAhypomethyliert.
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Tabelle 14: DNA-Methylierung des FANCA-Gens in hypermethylierten Blutproben und zugehdrigen

Tumoren von Mammakarzinompatientinnen

DNA-Methylierung ( %)
MW peri- MW der
Proben ggig Staging E;g:;re} ':?ac:ﬁls: ell\gg?us;—g Grading | OR | PR | Her2 pgtleupr:es Tumorproben

P2 pTlc 39 pNO MO G2 + + + 16
P7 ypT1lb 36 ypN1mi Mx k.A. + + + 53
P13 s pTlb 25 pNO MO G2 + + k.A. 34
P14 BRCA1 pT2 38 pNO Mx G3 + + + 40
P20 5 pT2 62 pN2a MO G2 + + + 43

Mittelwert der Ko ntrollen 761 64,8

STABW 24 54

3x STABW 7,1 16,3

Normaimethylierte Wemr sindin blau, hypomethylierte in grimand hypermethylierte Wag in ot dargestelltk.A. = keine
Angabe; STABW = Standardabweichu@R = Ostrogenrezeptor; PR = Progesteroepear; Her2 = Her2/neRezeptor

3.7.1.5 Zusammenfassung der Methylierungsanalysen ddésANCA-Gens

Durch die vergleichenden Untersuchungen an acht Mammakarzinomzelllinien, 24 Mamma
karzinomen und Blutproben von 22 Mammakarzinompatientinnen konnte gezeigt werden,
das FANCAbeim familiaren Mammakarzinom ein differentiell methyliertes Ger(sghe

auch Tabelle 15). In einigen Tumoren und Mammakarzinomzelllinien konnte eine DNA
Hypomethylierung nachgewiesen werden.einer Mammakarzinomzelihie konnte zudem

eine DNA-Hypermethylierung gezeigt werdein der DNA isoliert aus peripherem Blut

zeigte sich bei einigen Proben eine geringe BiNyjpermethylierung

Tabelle 15: Zusammenfassung der DNAMethylierung des FANCA-Gens

Gewebe Hypomethyliert (n=) | Normalmethyliert Hypermethyliert (n=)
Tumoren 10 (417 %) 14 (58,3 %) 0
Mammakarzinomzelllinien 4 (50%) 3 (37,5%) 1 (12,5%)
peripheres Blut von Mamma 0 17 (77,3 %) 5 (22,7 %)
karzinomPatientinnen

3.7.2 DNA-Methylierung desFANCB-Gens
3.7.2.1 Methylierung desFANCB-Gens der gewebespezifischen Kontrollen

Die Kontrollen aus gesundem Brustdriisengewebe (n=8) zeigten eine mittlere DNA
Methylierung von31,1 % (Standarédbweichung(STABW) 1,9 %99 der Promotorregion des
FANCB-Gens.Die Kontrollen isoliert aus peripheren Blutprobgesunder Frauen £40)
zeigten furFANCB eine mittlere DNAMethylierung von32,4% (STABW = 2,1 %). Hypo-
/HypermethylierungMW +/- 3 STABW) desFANCB-Genswurde definiert als ein®NA-
Methylierungvon <25,3% / >36,8 % in Tumoren und Mammakarzinomzellliniemd <26,2

% / >38,7% fur peripheres Blut der Mammakarzinompatientinnen.
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3.7.2.2 Geschlechtsspezifische DNMethylierung des FANCB-Gens

Das FANCB-Gen istim Gegensatz zu den anderen Fanconi Andageen X-chromosonal
lokalisiert In der Literatur ist demnach eine geschlechtsspezifische-Miiylierung dieses

Gens beschrieben. Um diese Beobachtungen zu bestatigen, wurden in der vorliegenden Arbeit
neben zehn peripheren Blutproben von gesunden Frauen auch zehn Blutpsolyesunden
Mannern als Kontrollen untersucht. Die vorliegenden Analysen zeigen ebenfalls eine
geschlechtsspezifische DNM¥ethylierung desFANCBGens im periphererBlut (siehe
Abbildung4 und Tabelle31im Anhang. Die mittlere DNAMethylierung betrug 32,4 % bei
Frauen und 2 % bei Mannern. Die vorliegenden Untersuchungen bestatigen damit die
Beobachtung, dass d&ANCB-Gen eine geschlechtsspezifische DNWthylierung besitzt.

Als Kontrollen der DNAMethylierung fir die Blutproben der Mamakarzinompatientinnen

wurdendeshalb nur Blutproben von gesunden Frauen verwendet.

Geschlechtsspezifische DNA-Methylierung des FANCB-Gens

DNA Methylierung in %
13
o

KBM-1
KBM-2
KBM-3
KBM-4
KBM-5
KBM-6
KBM-7
KBM-§
KBM-9
KBM-10
KBW-1
KBW-2
KBW-3
KBW-4
KBW-5
KBW-6
KBW-7
KBW-8
KBW-9
KBW-10
mK
Pool

Abbildung 4: Graphische Darstellung der geschlechtsspezifischen -Diéthylierung desFANCB-Gensder

DNAdes peripheren Bl utes. Di e sieiumldi cdhieen nBlnuntl pi rcohbeenn Bs
AKBRM gekennzeichnet und numer i eiblithen Kéntradlgruppzdigt éinero | i e r t
deutlich hdherenMethylierungsgrad gegeniber der méchen Kontrollgruppe. mK = methylierte Kontrglle

Pool= gepoolte DNA aus peripherem Blut

3.7.2.3 Methylierung desFANCB-Gens in Mammakarzinomzelllinien

Fur das FANCBGen zeigten zweider acht Mammakarzinomzelllinien gegeniber den
gewebespezifischen Kontrollezine normale Methylierung der Promotorregion. Sechs von
acht (75 %) analysierten Mammakarzinomzelllinien zeigten dagegen eine Hypomethylierung
desFANCBGens (siehébbildung5, Tabelle16 sowie ausfuhithe Tabelle28im Anhang).

Die klinischen Daten (Erkrankungsalter etgigsenkeine auffallige Verteilunguf.
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Tabelle 16: DNA-Methylierung des FANCB-Gens in Mammakarzinomzelllinien

Zelllinie ElSas Erkrankungsalter | OR | PR Her2 THEE)EHE €25 (DN -
Status Methylierung

MMBI2128 negativ 51 - k.A - 1
T47 D negativ 54 + + - 1
BT 474 negativ 60 - - + 2
HCC 1599| BRCA2 44 - - - 2
MMBDZ§1 negativ 51 - 4
SKBR 3 negativ 43 - - + 20
ZR-75-1 negativ 63 + - - 27
HCC 1937| BRCA1 24 - - - 34

Mittelwert der Kontrollen 311

STABW 1,9

3 XSTABW 57

Normamethylierte Wemt sindin blau, hypomethylierte in grimiargestellt.
k.A. = keine AngabeOR = Ostrogenrezeptor; PR = Progesteronrezepter2 = Her2/neiRezeptor.

3.7.2.4 Methylierung desFANCB-Gens im Tumorgewebe

Mittels des FANCBAssays konnten 18/26 Tumorprobemalysiert werden. Die Unter
suchung des Tumorgewebes zeigte dabei ein divergentes Bild Adbheung5, Tabelle 19

sowie ausfuhrlicheTabelle 28 im Anhang): Zwei Tumorprob@ (P9, P20) lagen im
Normalbereich der Methylierung des gesundes Brustdriisengewebes. Acht (P15, P2, P19, P12,
P11, P18, P10, P21) von 1844 % auswertbaren Tumorproberigten im Vergleich zu den
gewebespezifischen Kontrollen eine Hypomethylierung (MW = 10,6 %), acht (P1, P26, P25,
P6, P4, P14, P22, P16) von 18 (44,4 %) Tumorproben zeigten eine Hypermethylierung (MW
= 49,4 %). Auffallig war, dss drei von vieBRCAXMutationstragerinnen (P4, P6, P14) eine
Hypermethylierung der TumddNA zeigten. Bei dem vierten Tumor mBRCAZXMutation

(P10) handelt es sich im Gegensatz zu den anderen Tumoren nicht um eHvuBiiogn,
sondern um eine Splicgite-Mutation. Die klinischen Daten (Erkrankungsalter,

Tumorstadium, Grading, Rezeptorstatus etc.) zeigten keine auffallige Verteilung.

3.7.2.5 Methylierung des FANCB-Gens im peripheren Blut von Mammakarzinon

Patientinnen

Die TumorDNA von 18 von 26 Patientinnen kote imFANCB-Assayausgewertet werden.
Von 16 der 18 Patientinnen stand DNA isoliert aus peripherem Blut zur Verfligung.
Insgesamt zeigten 14 von 16 diedutproben einen unauffalligen Methylierungsstatus
gegenuber den gewebespezifischen Kontrollen aupherem Blut gesunder Probandinnen
(siehe Abbildung5 und Tabellel7, sowie ausfuhrlich@abelle30). Eine Patientin (P21),
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deren Tumor eine Hypomethylierung aufwies, zeigte auch im peripheren Blugexinge
Hypomethylierung des~ANCB-Promotors. Eine andere Patientin zeigte (P26) eine starke
Hypermethylierung im peripheren Blut, wahrend im Tumor dieser Patiantireine gering

ausgepragte Hypermethylierung vorhanden war

Tabelle 17: DNA-Methylierung des FANCB-Gens in hypo- und hypermethylierten Blutproben von
Mammakarzinom-Patientinnen

DNA-Methylierung ( %)

el BST&iﬁs Staging Er:gsa:&(ér Ns?:tﬁg Grading| OR | PR | Her2 BIu':/pl)\rlgben Tuml\(;lr\glroben
P21 BRCA2 pT2 58 pN1mi G3 + - - 21 18
P26 BRCA2 | pT2 33 pN1 G1 + | + - _—
MW der Kontrollen 32,4 311
STABW 21 1,9
3x STABW 6,3 5,7

Normamethylierte Wer sindin blau, hypomethylierte in grirund hypermethylierte Wer in ot dargestellt.MW =
Mittelwert; STABW = Standardabweichun@R = Ostrogenrezeptor; PR = Progesteronrezeptor; Her2 = HefRégmaptor

3.7.2.6 Zusammenfassung der Methylierungsanalysen désANCB-Gens

Durch de vergleichenden Untersuchungen an acht Mammakarzinomzelllinien, 18
Mammakarzinomen und peripherem Blut von 16 Mammakarzinompatientinnen konnte
gezeigt werden, dadsANCB beim familidren Mammakarzinomen ebenso WikNCA ein
differentiell methyliertes Gen w sein scheint. In Tumoren, peripherem Blut von
Mammakarzinompatientinnen und Mammakarzinomzelllinien konnte eine -DNA
Hypomethylierung nachgewiesen werden. In Tumoren und der DNA aus peripherem Blut der
Mammakarzinompatientinnen konnte hingegen auch -eiypethethylierung gemessen
werden (sieheTabelle 18). Zudem konnte gezeigt werden, dass SNCBGen eine

geschlechtsspezifische DNMethylierung aufweist.

Tabelle 18: Zusammenfassung deDNA-Methylierung des FANCB-Gens

Gewebe Hypomethyliert (n=) | Normalmethyliert (n=) | Hypermethyliert (n=)
Tumoren 8 (44,4 %) 2 (11,2%) 8 (44,4 %)
Mammakarzinomzelllinien 6 (75 %) 2 (25 %) 0
periphers Blut von Mamma 1 (6,3 %) 14 (875 %) 1 (6,3 %)
karzinomPatientinnen

3.8 Abhéangigkeit der messbarenDNA-Methylierung vom Tumorzellgehalt

in Paraffinschnitten

Die Methylierung der DNA variiert in Abh&ngigkeit vom Gewebetyp und somit auch

zwischen Tumor und umgebendem Gewebe. DNA aus HArRPEOrgewebe enthalt, dier
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Tabelle 19: Zusammenfassung der DNAMethylierung von FANCA und FANCB in Tumoren und Blut von Mammakarzinompatientinnen
DNA-Methylierung (%)

Proben Er:g::llt(er BRCA Status | Staging E?agﬁls :'/Isieetijsr:g Grading OR PR Her2 Tumorzell-gehalt I':I'ﬁ’ri(c:)f Fg';:EA ﬁ'ﬁ’r\#c:f Fg'I\L?B
P1 83 negativ pT2 k.A. k.A. G2 + + + >80
P2 39 negativ pTilc pNO MO G2 + + + >80
P3 53 negativ pT2 pNO k.A. G2 + + - 10-20% na -
P4 51 BRCA1 pTic pNla MO G3 + + = >80 (wenig LK)
P5 55 BRCA2 pTic pNO MO G3 + + + 50-60% na -
P6 40 BRCA1 ypT3 ypNla MO Gx - - - 40%
P7 36 negativ ypT1lb ypN1mi Mx k.A. + + + 100% na -
P8 53 BRCA1 pTilc pNO MO G2 - - 70% na -
P9 34 negativ pT2 pNO k.A. G3 + + + 80%
P10 62 BRCA1SP ypT3 pNO MO G3 + + - 50% (Z.n.Chemo.)
P11 59 negativ ypT2 ypNO k.A. G3 - - - 40-50% (Nekrosen) na -
P12 59 negativ rpTl k.A. k.A. G2 + + - 20-25% 76 81
P13 25 negativ pT1lb pNO MO G2 + + k.A 5-10% na -
P14 38 BRCA1 pT2 pNO Mx G3 + + + 80%
P15 72 negativ pT3 pNO MO G2 - - - 60% na -
P16 58 negativ pTlc pNO MO G3 - + + >85% (ma)
P17 34 negativ ypT1lc pNO MO G2 + + + 20-30% na -
P18 46 negativ pTlc pN2a MO G3 + + k.A 40%
P19 47 negativ pT3 pN3a MO G3 + + + 50% (LK)
P20 62 negativ pT2 pN2a MO G2 + + + 50-60%
P21 58 BRCA2 pT2 pN1mi MO G3 + - - >80%
P22 44 negativ pT3 pNO MO G2 + - + 30% na na
P23 35 negativ pTlc pNO MO G2 + + = 20% na -
P24 60 negativ pTlc pNO pMx G2 + + - 15-20% na -
P25 65 negativ pTic pN1 MO G2 + + + >85% (ma) na na
P26 33 BRCA2 pT2 pN1 k.A. G1 + + 20%
HCC 1599 44 BRCA2 k.A. k.A. k.A. k.A. - - - E - -
T47 D 54 negativ k.A. k.A. k.A. k.A. + + k.A. E = =
SKBR 3 43 negativ KA. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. + E - -
MDA negativ
MB468 51 k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. E - -
BT 474 60 negativ k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. E - -
ZR-751 63 negativ k.A. k.A. k.A. k.A. + - k.A. E = =
MDA negativ
MB231 51 k.A. k.A. k.A. k.A. - k.A. k.A. E - -
HCC 1937 24 BRCA1 k.A. k.A. k.A. k.A. - - - E - -
Mittelwert der Kontrollen au s gesundem Brustdrisengewebe 64,8 - 311 -
Mittelwert der Kontrollen isoliert aus Blut - 761 - 32,4
Standardabweichung der Kontrollen 54 24 1,9 2,1

Normalmethylierte Werte sind in blau, hypomethylierte in griin und hypermethylierte Wertelargestellt. LK = Lymphknoten in Schnitten; ma = manuell angereichert; Kkéire Angabe; MW = Mittelwert;
STABW = Standardabweichung, OR = Ostrogenrezeptor; PR = Progesteronrezeptor; Her2 = #Ra2éptor; E = Entfallt; na = nicht auswertbar.
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Tumor i. d. R. nicht klar von der Umgeburapzugrenzenist, nicht nur DNA aus
Tumorzellen, sondern auch DNA von anderen, umliegenden Gewgheaineneventuellen
Einfluss des umgebenden Gewebasf den gemessenen Grad deNA-Methylierung

abschatzerzu kdmen wurde der Tumorzellgehaétnhand histologischeSchnitte bestimmt
und vergleichenddem Grad der DNAMethylierung gegenubergestellt (Sieh&bbildung 6

und Abbildung 7). Bei der Auswertung wurden dieizelnen Tumorprobemwlafir in drei

Gruppen eingeteilt mit niedrigem -@D %), mittlerem (3860 %) und hohem (6000 %)

Tumorzellgehalt.

3.8.1.1 Methylierung des FANCA-Gens und FANCB-Gens in Abhangigkeit vom

Tumorzellgehalt

In Abbildung 6 und Abbildung 7 ist die DNA-Methylierung des=ANCA und FANCBGens
in Abhéangigkeit des Tumorzellgehalts dargestdlabei sind dieeinzelnen Proben als
Punktwerte aufgetragen und dabsoluten Abweichungen der DN¥ethylierung van
Mittelwert derzugehdrigerKontrollen(gesundes Brustdriisengewebajgestellt

DNA-Methylierung des FANCA-Gens in Abhangigkeit vom Tumorzellgehalt
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Abbildung 6: DNA-Methylierung des FANCA-Gens in Abhangigkeit vom Tumorzellgehalt.Das Diagramm

zeigt die Punktwerte undlie absoluten Abweichgen der einzelnen Proben vom Mittelwedr Kontrollen

(gesundes Brustdriisengewel®@je Tumoren sindach ihrem Tumorzellgehat drei Gruppen eingetei{D-30

% (hellgraer Bereich, 30-60 % (graer Bereich), 60-100 % (dunkelgraer Bereich) und die Pobensind
zudemfarblich kodiert. Der chwarze Kasten gibt den Bereich der normalen EN&thylierung an und die

Mittellinie den Mittelwert der zugehérigen KontrolleD.i e Kont r ol |l en aus Brusfitdr ¢sen
gekennzeichnet undummeriert P25/P6 * = Tumorzellgehalt manuell angereichemK = methylierte

Kontrolle; Poolgepoolte DNA aus peripheren Blutproben
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Abbildung 7: DNA-Methylierung des FANCB-Gens in Abhangigkeit vom TumorzellgehaltDas Diagramm

zeigt die Puntwerte und die absoluten Abweichungen der einzelnen Proben vom Mittelwert der Kontrollen
(gesundes Brustdriisengewel®je Tumoren sindhach ihrem Tumorzellgehat drei Gruppen eingetei{D-30

% (hellgrauer Bereich), 360 % (grauer Bereich), 6000 % (dunkelgrauer Bereich)iind die Probensind
zudemfarblich kodiert. Der chwarze Kasten gibt den Bereich der normalen EN&thylierung an und die

Mittellinie den Mittelwert der zugehérigen KontrolleD.i e Kontr ol | en aus Brusfitdr ¢sen
gekennzeichnet und nummerierR25/FL6 * = Tumorzellgehalt manuell angereichernK = methylierte

Kontrolle; Poolgepoolte DNA aus peripheren Blutproben

Insgesamt zeigtsich in beiden Assays keine deutliche Abhéngigkeit der Bahylierung

vom Tumorzellgehlt. Die extremsten Werte finden sich zwar in den Gruppen mit mittlerem
und hohem Tumorzellgehalt, aber insgesamt sind die Werte relativ gleichmaf3ig tber die
Gruppen verteilt. Auch in der Gruppe mit niedrigem Tumorzellgehalt finden sich viele Proben

mit deutlich verandertem Methylierungsmuster.
3.9 Pyro- und SangerSequenzierung de8RCA2(FANCD1) Gens

DasBRCA2(FANCD1)Gen zeigte in der BisulfiPyrosequenzierung in einem Grol3teil der
DNA-Proben (13/20 Tumoren, methylierte Kontrolle und Pool) auffallige Psroge: Es

traten unspezifische Peaks auf, deren Ursprung unklar war. Die PCR und die Signale der
Pyrosequenzierung wareualitativ gut, die KontrolPositionen der Natriumbisulfit
konversion waren unauffallig und die unspezifischen Peaks traten nuresimmten
Positionen der Sequenz auf, welche ansonsten keine Abweichungen von der erwarteten
Basenfolge zeigte. Die unspezifischen Peaks traten in drei unabhangigen Pyrosequenzierungs

laufen auf und parallel laufende Assays konnten problemlos ausgewerdenwAufgrund
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dieser Merkmale konntein technischeroblem als Ursache demspezifischen Peaks
ausgeschlossen werdgsieheAbbildung8). Die unspezifischen Peaks traten in derzelnen
Proben mit unterschiedh starker Auspragung (héhe der Peaks) auf. Dabei waren diese in
allen Proben stets an bestimmten Positionen der Sequenz zu findenASkzlueing 8).

Diese veranderten Pyrogramrnaten sowohl in Tumorproben asich in den Zelllinien und

den Kontrollen auf, so dass es sich nicht um einen Effekt der Konservierung des

Tumorgewebes als FFPE oder um eine tuassoziierte Veranderung handeln konnte.

F2 : TTAACTCRCTCATARAATATAAAATACCTTACTCCRCAAAACTTAATAATATCTTTTACTT

Analyze Wiew
cen) salsaED

] e T ... S T NPT - EE TR, E2 ~
¢ Aszay BRCAZ
Sample ID: 00%/3135
50 Note:
ﬂ?tirqylati on; %

-Failled bisulfte conversion at
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|| -Failed reference seguence pattem
(overally.
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Abbildung 8: Pyrogramm des BRCA2-(FANCD1) Gens einer Tumorprobe mit starken Sequenz
abweichungen.Es findet sich ein zu kleiner Peak an Position 4, sowie zu hohe Peaks an Position 6 und 15 im
Verhéltnis zu der erwarteten Peakhohe (graue Balken). AuRerdem finden sich unspezifisclae Peskion 8

und 37 (Positionen markiert durch schwarze Pfeile).

Um die Ursache der Sequenzabweichungen zu klaren, wzudatzlich eine Sanger
Sequenzierung durchgefihrDiese Analysen wurden im Onkologischen Labor der
UniversitatsFrauenklinik Kiel Direktor: Prof. Dr. med. Dr. hc. Walter Jongtdurchgefuhrt.

Mit Hilfe der SangeiSequenzierung sollten Mutationen oder Annotationsfehler innerhalb der
untersuchten Region untersucht werden. Die Sequenzierungen zeigten ein Hintergrund
rauschen insbesondehinter einem Bereich mit zehn Mononukleéfiiederholungen (Poty
Adenosinmononukleoti®btretch; sieheAbbildung 9). Es konnten in den Sequenzierungen
keine eindeutigen Abweichungen zur bekannten EB&juenz gefunden werden. S

davon auszugehen, dass in dieser Region keine Annotationsfehler oder Mutationen des
BRCA2(FANCD1)Gens in den untersuchten Proben vorliegen.

‘_____,-_-------u---------—--n'-u--..--------.-.-------.u ______ L

TTGCGCCATTGCACACCAGCCCGGGCCACAAGAGCGA CTECGTCTC;.L-u..é.hd.ﬂ.é..ébGC-i.. ARATACTACCAAGCCCTGCGGAGCARGGTA CCTC

/ AA \ A A / AN
MFHTNETNCC ,&GCECTGEGG EC~F|GGT CCTE

Abblldung o SangerSequen2|erung deguRCAZ (FANCDl) Gensanhand von DNA einerBlutprobe
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In der vorliegenden Arbeit wurde die Familie der Fanconi And@eae sowie daBRCAL

Gen auf das Vorliegen von differentieller Methylierung im Tumorgewebe von
MammakarzinorrPatientinnen mit familiarer Disposition untersucht. Zusétzivurde auch

das Blut dieser Patientinnen untersucht, um die konstitutionelle Methylierung der Gene
bestimmenzu kénnen. Ziel der Arbeit war es, mit molekutgnetischen Methoden zu
prufen, ob DNAHyper und/oder Hypomethylierung der Fanconi An&Giene bei

Patientinnen mit familidarem Mammakarzinom zu identifizieren sind.

Das bekannte BrustkrebsgBRCA2 (FANCD1jst ebenfalls ein Fanconi Anamfgen und ist

mit einer sehr hohen Penetranz des Mammakarzinoms verbunden (relatives Risiko >10.0 %).
Die Hoclrisikogene BRCAL1 und BRCA2 (FANCD1)erklaren 1825 % der erblichen
Komponente des Mammakarzinoms, wobei der grol3te Teil weiterhin ungeklart bleibt
(Antoniou and Easton, 200@s konnte gezeigt werden, dass Keimbahnmutationen der Gene
FANCN (PALB2 und FANCJ (BRIP]) ein erhdhtes Brustkrebsrisiko (relatives Risiko
FANCN= 2.3 %,FANCJ= 2.0 %) verursachen kdonnen und einen kleinen Teilateilifiren
Mammakarzinome verursach@Rahman et al., 2006; Seal et al., 2006)

Epigenetische Verédnderungeainzelner Genewurden bisher im Rahmen des familidren
Mammakarzinoms nur wenig unseicht. Eine Studie berichtet, dass der Promotorbereich des
FANCN (PALB2-Gens in sporadischen und in faidwen Mammakarzinomerhyper
methyliert ist und dieses mit einer 28fach niedrigeren Expression des Proteins einhergeht
(Potapova et al., 2008pasin der Studie von Potapova et €2008) beobachtetéuftreten

von DNA-Hypermethylierungvar auRerdm haufigeralsdie in der Population vorkommende

Rate von Punktmutationen iRANCN (PALB2 in Mammakarzinoran von BRCAZ12-

negativen Familien

Auch fir dasBRCAL-Gen konnte eine grol3e Studie @68) zeigen, dass in 12 % der
sporadischen, in 6 % ddRCAZpositiven, 9 % deBRCAZ2positiven und in 3 % der
familiaren Mammakarzinome ohrBRCA1/2Mutation eine Hypermethylierung dieses Gens
auftrat(Esteller et al., 2000; Esteller et al., 2004euere Studien zeigen sogar in3R2% der

familiaren Mammakarzinome ohri@RCA12-Mutation sowie in 29,8 % der sporadischen
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Mammakarzinome eine Hypermethylierung der Promotare@yVei et al., 2005; Honrado et
al., 2007; Tapia et al., 2008ine weitere Studie konnte aueine konstitutionelle DNA
HypermethylierunglesBRCA1Gensin Blut- und Mundschleimhautzellen einer Patientin mit
Mammakarzinom zeigen, welche auch im Tumorgewebe der Patientin zu findé8neéret

al., 2008) Dieses deutet darauf hin, daBRCAXHypermethylierung bzw. epigenetische
Mechanismen im Allgemeinen bei der Entstehung damilidren Disposition des
Mammakarzinoms eine Rolle spielen kien. Es ist zu vermuten, dass insbesondere
epigenetische Veranderungen wie DiNFethylierung im Rahmen der familiaren
Krebssyndrome eine Rolle spielen. Mehrere Studien zum hereditaren Kolonkarzinom konnten
eine konstitutionelle Hypermethylierung db_ H1- und MSH2Gens zeigen, die mit der
Entstehung der Karzinonassoziiertvar (Gazzoli et al., 2002; Suter et al., 2004; Hitchins et
al., 2005; Chan et al., 2006; Hitchins and Ward, 2009)

Auch bei weiteren Krebser&nkungen (z.B. Kopf-Hals-Karzinome, Bronchialkarzinom,
Zervixkarzinom,sporadisches Mammakarzinoakute Leukéamien (AML)Larynxkarzinom,
konnten veranderte Methylierungsmuster BRCA und Fanconi Anadmi&ene beobachtet
werden(Marsit et al., 2004; Narayan et al., 2004; Cucer et al., 2008; Hess et al., 2008; Smith
et al., 2010; Szaumkessel et al., 2011)

Durch die vorliegenden Untersuchungen der Fanconi An&8wuiee bei familidren
Mammakarzinomen und Mammakaramzelllinien konnten miEFANCA und FANCB zwei
Gene identifiziert werden, die ein gegenluber den gewebespezifischen Kontrolldigasffa
Methylierungsmustean dem verwendeten Patierkelektiv zeigen. Finf Fanconi Anamie
Gene FANCC FANCD2 FANCL, FANCJ(BRIP1) und FANCN (PALB2) zeigen dagegen
keine auffallige DNAMethylierung. INFANCAGen zeigten 41,7 % der Tuneor und 62,5
% der Mammakarzinogelllinien ein aberrantes Methylierungsmuster. FANCB-Assay
zeigten sogar 88,8 % der primaren Tumoren undo/8er Mammakarzinomzelllinien eine
veranderte DNAMethylierung. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass differeiighe
Methylierung des FANCA und FANCBGens mit der Entstehung des familiaren
Mammakarzinomsassoziiertist. Auffalligerweise wurde in derProben lberwiegend eine

DNA-Hypomethylierung der Gene gefunden.

In denfolgenderKapitelnsoll diskutiert werden, welche Auswirkunlie identifizierteDNA-

Hyper und Hypomethylierungauf die Pathogeneskesfamilidren Mammakarzinombaben
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konnte. Zudem sllen die einzelnen Probleme des Untersuchungsmaterials sowie der

verwendeten Methoden dargestellt und kritisch betrachtet werden.
4.1 Fanconi Andmie undMammakarzinom

In der vorliegenden Arbeit wurden die Fanconi An&@ene und ire DNA-Methylierung
hinsichlich Veranderungeibeim familiaren Mammakarzinom untersucht. Interessanterweise
weisen Fanconi AnamiPatienten inGegensatz zu anderen malignen Erkrankungerz\Bie
Kopf-Hals-Karzinome (500700fach erhdhtes Risika)ur ein gering erhdhtes Risiko fiur das
Mammakarzinom auAuerbach, 2009)Es konnte dennoch in strukturellen Veranderungen
(Mutationen) der Gene FANCJ (BRIPL) und FANCN (PALB2 eine Ursache fiur die
Entstehung hereditarer Mammakarzinome gefunden we¢Rigmman et al., 2006; Seal et al.,
2006) Warum es dennoch bei Fanconi An&Retienten nur seh zu Mammakarzinomen
kommt, ist bisher wenig untersucht. Es wird angenommen, dass endokrine Faktoren und
insbesondere ein Hypogonadismus mit verminderten Ostrogenspiegeln bei diesen Patienten
eine entscheidende protektive Bedeutung hinsichtlich der Bdtwig von
Mammakarzinomen haben. D¥geiterenist das durchschnittliche Uberlebensalter (24.

Jahr@ von Fanconi AnamiePatienten vor allem auf Grund von hamatologischen
Komplikationen deutlich reduziert. BEERCA2 (FANCDZXIMutationstragerinnen kommt es
meist erst im vierten Lebensjahrzehnt zur Entstehung von Mammakarzinomen, so dass es
vermutlich auch wegen der geringen Lebenserwartung selten zur Ausprdgung dieser

Karzinome bei Fanconi Andmieatienten kommg Kut | er et al ., . 2003; DB

Eine weitere Frage ist, weshalb Genationen in kodierenden Regionen von nur drei
Fanconi AnamiegGenen offenbar eine Disposition fir Mammakarzindmee nicht Fanconi
Anamie Patienterhervorrufen.Mehrere Arbeiten konnten keine Sequenzveréanderungen in
den anderen Fanconi Ananmenen in einem Kollektiv von Personen mit familarer
Disposition fur ein Mammakarzinorfinden (Seal et al.2003) FANCJ (BRIP1), FANCN
(PALB2 und BRCA2 (FANCD1l)liegen im FanconAnamiePathway stromabwarts der
anderen Fanconi Anamfroteine Es wird daher angenommen, dass diese unabh&ngig von
den anderen Genen an d&chadenserkennung umtkparatur von DNAQuervernetzungen
beteiligt sind und eine bedeutendere Funktion haben als die andctaire des Fanconi
AndmieKomplexest D6 Andr ea, 2010)
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In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass verdnderte Methylierungsmuster des
FANCA und FANCBGens im Tumorgewebe familiarer Mammakarzinomeuneent
auftreten FANCAFANCRB 41,7/888 % der Primartumoren). Auf Grund der vorliegenden
Ergebnisse ist zu vermuten, dass BASICA und dasFANCBGen in der Karzinogenese des
familiaren Mammakarzinoms eine Verénderung des ENdgthylierungsmusters durcnifen.

Es ist aber unklar, welche funktionellen Auswirkungen diese Veranderumgmm. Die
Bedeutung konstitutioneller Veranderungen des Methylierungsgrades dieselFABIGA n

= 522, FANCB n = 2/16) und eine evtl. Auswirkung auf digisposition des failiaren
Mammakarzinoms, konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht geklart wStdre
auchKap.4.10.5).

4.2 DNA-Methylierung in verschiedenen Geweben

Die DNA-Methylierung ist einer der wichtigsten epigenetischen Mechamsamd hat eine

grof3e Bedeutung fir die Differenzierung der einzelnen Zelle. Die Mefylierung stellt

dabei einerfstabilerii Mechanismus daum die Expression von Genen zu steuern. Dennoch
wird eine gewisse Plastizitat der Zelle aufrecht erhalten, iehh &n Umwekinflissezu
adaptieren oder auf Entwicklungssignale reagieren zu konnen.-Nd@thylierung und
weitere epigenetische Mechanismen ermdglichen es, ein Expressionsmuster aufrecht zu
erhalten, welches flir einen Zelltyp und ein Gewebe charaksehisist(Bird, 2002; Rottach

et al., 2009) Bei der Untersuchung von DNMethylierung findet man deshalb gewebe
spezifische Methylierungsmuster. Die vorliegenden Untersuchungen zeigten fehNE#:

Gen eine mittlere Methylierung des gesunden Brustdriisengewebes von 64,8 % und fir das
Blut der Kontollgruppe von 76,1 %. DasFANCBGen zeigte dagegen einen
Ubereinstimmenden Methylierungsgrad der Kontrollen von Brustdrisengewebe und Blut
(31,1/32,4 %). Die vorliegenden Untersuchungen bestatigen die in der Literatur beschriebene
AGewebespe ZNAMethyReturig der D

4.3 Definition differentieller DNA -Methylierung

Hyper und Hypomethylierung der DNA wird in der Literatur unterschiedlich definiert. Eine
allgemein glltige oder akzeptierte StandBefinition flur die Ergebnisse von
Pyrosequenzierumggibt es zurzeitnoch nicht. Dies lieglaran, dass verschiedene Methoden
zur Messung des Methylierungsgradesgewandtwerden und einige weit verbreitete

Methoden wie die MSP oder COBRA hauptsachlich qualitative Aussagen zulassen
40



4

Diskussion

(Ammerpohl et al., 2009)Bei diesen Methoden kann mwuewischen methyliert und
unmethyliert unterschieden werd@ock et al., 2008)In der vorliegenden Arbeit wurde die

Grenze zwischen Hyper Normal und Hypomethylierung durch die dreifache
Standardabweichung vom Mittelwert der gewebespezifischen Kontrollen definiert. Diese
Definition wird auch in der aktuellen Literatur empfohl@duggerud et al., 2010)Die

Definition aberranter DNA Methylierung durch eine Standardabweichuomg Mittelwert

stellt eine Naherung dar,umeéta C f ¢r ei ne A dMethylierudgedfmden.e i DNA

4.4 Untersuchung von DNAMethylierung in Zelllinien

Bei Tumorzelllinien handekes sich in der Regel um immortalisierte Zellen, die sich in vitro
unbegrenzt kultivieren lassen und somit ein gutes Untersuchungsmaterial fur
molekulargenetische Methoden darstellen. Ein groRer Vorteil besteht darin, dass Zéfilinien
der Regel Af r e i fZellkentamination durch umgebendes Gewebe sind (100 %
Tumorzellgehalt) und einen einzelnen Tumorzelltyp reprasentieren. Allerdings kénnen auch
Problemedurch KreuzZkontamination oder durch die Kultivierung entstehen, welches zu
verfalschten Ergebnissen fiihZelllinien kdnnen sich im Laufe der Kultivierung und durch
Selektion eines Tumorzelltyps veradndern, weshalb von Passage zu Passage die
Verwandtschaft der Zelllinie zum Primartumor abnehmen kann. Es bleibt deshalb fraglich,
inwiefern eine Zelllinie deneigentlichen Primartumorzuverlassig wiederspiegelt. Die
Informationen, die aus Zelllinien gewonnenen wurden, miussen deshalb vorsichtig interpretiert
werden, da zwischen Effekten der Zellkultivierung und der eigentlichen Transformation der

Tumorzelle untegchieden werden mugBaz et al., 2003)

Auf dem Gebiet der Epigenetik konnte gezeigt werden, dass Karzinomzelllinien den Typ des
Primartumors gut reflektieren. Dégethylierungsmusteron Zelllinien zeigt ein ahnliches
Muster wie das des zugehdrigen Primartumors. Es ist anhanieldylierungsmusters
verschiedener Gene z.T. moglich, einzelne Zelllinien der Art des Primé&rtumors zuzuordnen
(Paz et al., 2003Die gleiche Studie zeigijedoch auchdass Karzinomzelllinien insgesamt
eine starkere DNAMethylierung der Cp@Gslands aufweisen, als die eigentlichen
Priméartumoren. Gleichzeitig war die genomweite Hypomethylierargden Zelllinien starker
ausgepragt als in den Primartumo@&az et al., 2003)Weitere Studien zu diesem Thema
zeigen ebenfalls eine hohereaPalenz von DNAHypermethylierungder CpGlslandsin
Zelllinien (Antequera et al., 1990; Dammann et al., 2000; Smiraglia et al.,.2001)
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Die vorliegenden Ergebnisse zeigen in Mammakarzinomzelllimshesondereeine aus
gepragtee Hypomethylierung in beidedifferentiell methylierten Genen und bestatigen die in
der Literatur beschriebenen Beobachtungen zu Karzinomzelllinien, wonach die Auspragung

des Methylierungsmusteder CpGlslands von Genestarker ausfallt als in Prim&rtumoren.
4.5 Auswahl von Kontrollen der DNA-Methylierung des Tumorgewebes

Als Kontrollen der DNAMethylierung im Tumorgewebe der Mammakarzinonverde
Brustdrisengewebe verwendet, welches aus kosmetischen oder orthopadischen Grinden
entnommen wurde. Im Laufe der Arbeit stellte sich herauss déne Gewebeprobe im
Rahmen einer kontralateralen Anpassungsplastik einer Mammakarzinompatientin gewonnen
wurde. Die histopathologische Beurteilung dieser Kontrolle war unauffallig, so dass eine
Entartung des Gewebes im Sinne eines Mammakarzinoms adeMairstufe ausgeschlossen
wurde. Veréanderungen der DNWethylierung sowie eine konstitutionelle Komponente der
DNA-Methylierung in dieser KontrolProbe sind deshalb nicht auszuschliel3en. Die Daten,
die mit dieser Kontrolle gewonnen wurden, sind deshath eingeschrankt zuverlassig
anzusehen. Die Ergebnisse der Methylierungsanalyse der Fanconi ABénaeeigten keine
wesentlichen Abweichungen zwischen dreBeobe und den anderen sieben gesunden-Brust

driisengeweben, so dass ein Ausschluss dieser Riddhals notwendig angesehen wurde.

4.6 Bisulfit-Pyrosequenzierung als geeignete Methode zur Quantifizierung
der DNA-Methylierung

In der vorliegenden Arbeit wurde die BisulRlyrosequenerung verwendet, um den
Methylierungsgrad einzelner CpGs zu ermitteln. vielen alteren Arbeiten zur DNA
Methylierung wurden Methoden wie z.B. die MSP oder COBRA (Combined bisulfite
restriction analysis) gewahlt, mit welchen jedoch nicht so zuverldssige Daten generiert
werden kdnnen(Ammerpohl et al., 2009)Die MSP liefert im Gegensatz zur Bift-
Pyrosequenzierung keine echten quantitativen Ergebnisse und eine quantitative Abschatzung
der DNA-Methylierung kann nur ungenau erfolgen. Mit der Bistfjirosequenzierung lasst

sich dagegen eine genaue Aussage Uber den Methylierungsgrad deschiser&lpGs
machen. Die MSP ist zwar eine sensitive und spezifische Methoder bestimmten
Bedingungen (Klonalitéat, unspezifisches Primdemealing) kommt es jedoch zu falsch
positiven oder falscinegativen Werten. Die BisuliRPyrosequenzierung funktigert vor

allem an kurzen DNAragmenten mit 10@50 bp und ist dadurch besser fitagmentierte
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DNA geeignet als die MSRColella et al.,, 2003; Mikeskaet al., 2007) Fur die
Methylierungsanalyseles MGMT-Gens sind z.B. deutliche Probleme bei der Analyse von
FFPETumormaterial von Glioblastomen mit der MSP beschrieben wofHegi et al.,

2005) Bei der BisulfitPyrosequenzierung, die wie die COBRAfethode mit
bisulfitkonvertierter DNA arbeitet, kann die Qualitat deatriumbisulfitkonversion Uberpruft
werden. Dieses macht sie weniger anféllig fur Stérungen, die bei der
Natriumbisufitkonversion auftreten konnéilikeska et al., 2007)Ein wesentlicher Vorteil

der BisulfitPyrosequenzierung ist aul3erdem, dass mehrere benachbarte CpGs gleichzeitig
analysiert werden kdnnen, so dass anhand mehrerer CgG®iae genauere Aussage Uber
den Zustand der CpGlandz.B. einer Promotorregion getroffen werden kann. Es wird heute
davon ausgegangen, dass die @gl@ands als eine Art epigenetischer Schalter fungieren,
wobei eine Vielzahl an einzelnen CpGs zusamnieme n A A n fi -Zasthred raufréct u s T
erhalten(Bock et al., 2008)

Die geschilderten Eigenschaften lassen die BisBlfitbosequenzierung als geeignete Methode
zur quantitativen DNAViethylierungsAnalyse mehrerer benachbarter Eir€@Gs in FFPE
Tumormaterial erscheinen, weshalb diddethode fur die Durchfihrung der vorliegenden

Arbeit gewahlt wurde.
4.7 Probleme der Untersuchungen a-FPE-Tumorgewebe

In der vorliegenden Arbeit wurdéormalin fixiertes und in Paraffin eingebettetdFFPE)
Tumorgewebenit einer Lagerungsdauer von bis 2hm Jahrenerwendet FFPEMaterial ist

ein fur molekularbiologische Fragestellungen oft verwendetes Untersuchungsmaterial,
welches jedoch wesentliche Probleme bei der Durchfiihrung vieler Methoden mit sich bringt.
Im Gegensatz zu kryokonserviertem Tumorgbe ist FFPBViaterial leicht verfugbar, da
Tumoren in der Regel eine histologische Beurteilung durch einen Pathologen erfahren und
das restliche Gewebe danach in Paraffinblécken viele Jahbeveatirt wird. Durch die
Konserverung in Formalin werden die lfien und auch die DNA angegriffen. In der Literatur
konnte gezeigt werden, dass es in Abhéngigkeit von der konservierten Gewebemenge, Art
und Langeder Fixierung zu Quervernetzungen, Strangbriichen und zur Fragmentierung der
DNA kommt(Van Dongen et al., 2003; Gilbert et al., 20@ieseshedeutetine verminderte
Qualitat der DNA, die insbesondere bei der Durchfihrung einer PCR kritisddnisidie
Qualitat und Amplifikatbnsfahigkeit der DNA zu prifenwurde deshalbeine multiplex
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KontrollgenPCR zur Bestimmung des Degradationsgradeschgeftihrt(Van Dongen et al.,
2003)

In der vorliegenden Arbeitezgte die aus FFREBewebe extrahierte DNA wie erwartet eine
verminderte Qualitat in der KontrollgdPCR. Zwei DNAProben wiesen eine so schlechte
Qualitat auf, dass kein PGIRrodukt generiert werden konnte und diese Proben deshalb von
weiteren Analysen aggschlossen werden mussten. Die meisten Xében (n = 14/26)
zeigten nur zwei PCiBanden (100bp und 200bp) und keine DIRfobe zeigte alle funf
PCRBanden in der KontrollgeRCR.

Bei der Optimierung der Assays zeigten sich Unterschiede zwischen HKemtrol
(Brustdrisengewebe), Mammakarzinomzelllinien und dem FFiH&orgewebe. Die PGR
Assays funktionierten meist problemlos an Kontrollen und Mammakarzinomzelllinien. Die
Tumoren zeigten dagegen oft keine oder schwache-Baien. In einem AssayFANCL)
konnte die PCR flur das FFPHaterial nicht optimiert werden. IlRFRANCB-Assay konnten
insgesamt nach drei Wiederholungen nur 18 von 26 Tumorproben ausgewertet werden.

Insgesamt zeigten die eigenen Untersuchungen,Riassequenzierungsalysen von FFPE

Tumorgewebeschwierig durchzufihren sind und verschiedene Probleme auftreten kénnen.
4.8 Weitere Probleme derAssayOptimierung

Die Optimierung der Assays auf das Untersuchungsmaterial kaaontér die Halfte (7/14)
der BRCA und Fanconi Anami&ene erfolgreich dehgefiihrt werden. Im folgenden

Abschnitt sollen Mdglichkeiten, die diese Problematik erklaren kdnnten, diskutiert werden.

Bei derEtablierungvon PCRAssays kdnnen durch die Basensequenz der zu untersuchenden
DNA-Region Probleme auftreten. Dabei flhren eq&enzwiederholungen, ein
unausgeglichener GGehalt und Haarnadelstrukturen in der Sekundarstruktur der Zielregion
beispielsweise zu unspezifischen Annealing von Primern. Auch bei der Basensequenz der
Primer kann es durch komplementare Sequenzen zu Dioder Sekundarstrukturen
kommen die eine spezifische Bindung verhindern kén(®mgh et al., 2000; Burpo, 2001)

Diese Mechanismen kdnnen dazu fihren, dass elRéggonen der Chromosomen aufgrund
ihrer Sequenz nicht oder nur schlecht untersucht werden koBarpo, 2001) Die
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