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[l Zusammenfassur

Il Zusammenfassung

Der epigenetischen Deregulation von tumorassoziierten Genen kommt in der Pathogenese von
Lungentumoren eine zentrale Bedeutung zu. Insbesondere sind @p3GGeiche Sequenzen, die

als CpG Inseln (CGI) bezeichnet werden, haufig aberrant methyliererivodliiegenden Arbeit
wurden mittels BisulfiKonvertierung genomweite DNIethylierungsprofile von 480.000 CpGs in
humanen Lungenkrebszelllinien und normalen bronchialen Epithelzellen gendtgerteigte sich,

dass vor allem intraund intergenische CGin Lungenkrebszellliniehdher als innormalen
Epithelzellen methyliert sind. Die funktionelle Annotation von lungenkrebsspezifisch
hypermethylierten CGI ergab, dass diese signifikant mit HoméBlmomanengenen und Genen, die

in Stammzellen repressive H3K2e3 Histonmodifikation tragen, assoziiert sind.

Zwischen den untersuchten Lungenkrebszelllinien zeigten sich sowohl bei der Analyse aller CpGs, als
auch bei promotorassoziierten, intrader intergenischen CGI starke Unterschiede bei der Streuung
der  Methylierungsdaten und im  mittleren  Methylierungsniveau. Die  starksten
Methylierungsdifferenzen zwischen verschiedenen Lungenkrebszelllinien konngveikb langen
Ubergangsbereichen von CGI, den sogenanstemesfestgestellt werden. Im Gegensatz dazueiag

in normalen Lungenzellen kaum Schwankungen stesreMethylierung vor. Interessanterweise
12yyiGS SAyS Y2NNBfFGA2Yy 1 ¢ rxaQiK Sdfy RR SRS NIJ N& §/{B K aNfR AL
yI OKaAS46ASaSy 6 SNRSY o -shoresvéiTranskbioRsatBtasaokii€riérE CGRih & & p
Lungenkrebszelllinien und normalen Lungenzelllinien signifikant héher (p < 0,001) methyliert sind als
o -€hores Diese shorespezifische Hypermethylierung konnte anhamter PromotorCGI des
Tumorsuppress@ens Ras Associain Domain Family 1ARASSFJ)An Lungentumoren verifiziert
werden.

Weiterhin zeigte sich auf Grundlage der genomweiten DMthylierungsprofile von
Lungenkrebszellen, dasdownstream gelegene C@&Promotoren innerhalb von zwei Tandem
orientieren Genen, eindradisposition zur Hypermethylierung aufwiesen. Die Intensitat der CGI
Hypermethylierung korrelierte signifikant mit der Lange des intergenischen Bereichs zwischen
solchen Tandemgenen. Da dRASSF1&en ebenfalls als eidownstreamgelegenes Tandemgen
vorliegt, wurde der epigenetische InaktivierungsmechanismusR#ESSF1Rromotors mit Hilfe eines
induzierbaren Tandemreportekssays untersucht. Es konnte gezeigt werden, daskduktion der
Transkription einesupstream gelegenen Reportergens zainer Repression desdownstream
gelegenen Gens und zu einer Deacetylierung der HistonRASSFIRromotorbereich kommt. Als
Faktoren, die an der Ausbildung dieses repressiven Effekts beteiligt sind, konnten HDAC6 und CPSF1
identifiziert werden. In Lungenkrebszall liel3 sich auerdem eine tumorspezifische Zunahme der
Expression von Histondeactylasen, Faktoren des Polyceprbssiven Komplexes und der DNA
Methylierungsmaschinerie im Vergleich zu normaler Lungen nachweisen. Um die therapeutische
Wirkung von DNAMethyltransferase/DNMAnhibitoren Zu analysieren, wurden
Lungenkrebszelllinien vier Tage lang mit d&osinAnalogaZebularin bzw5-Aza2'-Desosxycytidin
(5-AzaH dC) behandelt. Durch den Einsatz von Zebularin konnte eine starkere Hemmung der
Zellprolifeation als durch BAzaH -HC erzielt werden. Die Demethylierungseffizienz einer 200 pM
Zebularin Behandlung war jedoch signifikant niedriger als die von 5-AwkBE -4C. Der Vergleich

von demethylierten CpGs nach Zebularimd 5AzaH -4GBehandlung erda eine signifikante
Uberschneidung gemeinsam demethylierter CpGs. Die Analyse der Methylierungsprofile der
Lungenkrebszelllinien flihrte zur Identifizierung von aberrant methylierten Genen.

In einem weiteren Teil der Arbeit wurde die tumorspezifische Hypéhglierung desATRbinding
cassette subamily B member 4(ABCB4) Transporters verifiziert. Bei einer umfassenden

VI



[l Zusammenfassur

Methylierungsanalyse von verschiedenen Krebsentitaten konnte eine HypermethylierudB@4
CGiPromotors in Lungen Brust, Hals und Kogkrebszellen festgestellt werden. Diese Methylierung
war mit einer Reduktion deABCB4Genexpression verbunden und konnte unter Verwendung von
DNMTInhibitoren reaktiviert werden. In murinen Krebszelllinien wurde ebenfalls eine
krebsspezifische epigenetise Inaktivierung vom\bcb4detektiert werden. Eine Uberexpression von
ABCB4n humanen Lungenkrebszelllinien zeigte einen repressiven Effekt auf die Kolonieformation
und die Zellproliferation.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden epigenetischen Regulationsnmésrhan, die bei der Inaktivierung

von tumorassoziierten Genen involviert sind, in Lungenkrebs identifiziert. Die Bedeutung der
Befunde konnten anhand von verschiedenen Genen und Chrorassioziierten Faktoren verifiziert
werden.



Il Summarn

[l Summary

The epigentic deregulation of tumofassociated genes is of central importance in the pathogenesis
of lung tumors. In particular CpG and-6¢h sequences, known as CpG islands (CGl), are frequently
aberrantly methylated. In the present work, genomide DNAMethylation profiles of 480,000 CpGs

in human lung cancer cell lines and normal bronchial epithelial cells after bisulfite conversion were
generated. It was observed that especially irtaad intergenic CGI are methylatéagherin lung
cancer cell lines than imormal epithelial cells. The functional annotation of specifically
hypermethylated CGI in lung cancer revealed that tlypermethylationis significantly associated
with homeobox domain genes and genes that contribute to repressive histone H3K27me3 in stem
cells.

Strong differences in the distribution of methylation and the average methylation levels were seen in
the examined lung cancer cell lines concerning both the analysis of all CpGs, as well as promoter
associated, intraor intergenic CGI. The stroegt variations of methylation in various lung cancer cell
lines were seen in 2 kb long transitional areas of CGl, thealked shores. In contrast, barely any
variation of the shore methylation was detected in normal lung cells. Interestingly, a carrelati
between the direction of transcription (5 '3") and the methylation of CGI were detected. The 5'
shores of transcription star@ssociated CGI in lung cancer cell lines and normal lung cell lines were
significantly higher (p <0.001) methylated tharsBares. This shorspecific hypermethylation could

be verified on the basis dhe promotor CGI of thdRas Association Domain Family (BFASSFIA
tumor suppressor in lung tumors.

On the basis of genoraeide DNAMethylation profiles of lung cancer cells, a gigposition to
hypermethylation of downstream located CGI promoters within two tandem oriented genes was
shown. The intensity of the CGI hypermethylation correlates significantly with the length of the
intergenic region between such tandem genes. SinceRA8SF1dene is also a downstream tandem
gene, the epigenetic inactivation ®&ASSF1#as examined with an inducible reporter assay using
the tandem RASSF1promoter. By means of this assay, it was determined that the induction of
transcription of a repder gene located upstream led to a repression of the downstream gene and
deacetylation of histones in thRASSF1Aromoter region. HDAC6 and CPSF1 were identified as
factors involved in this repressive effeEurthermore, a tumoispecific increase in thexpression of
histore deactylases, factors of the polycomb repressive complex and DiNAMethylation
machinery were detected in lung cancer cells compared to normal lung dellsanalyze the
therapeutic effect oDNAmMethyltransferaseDNMT) inhibitors, lung cancer cell lines were treated

for four days with the cytosine analogs Zebularine armz&2'-deoxycytidine (5Aza2'-dC). The use

of Zebularine caused a stronger inhibition of cell proliferation thaAz&2'-dC. However, the
efficiency of demethwytion after treatment with 20QUM Zebularine was significantly lower than the
treatment with 5puM 5-aza2'-dC. A significant overlap of the demethylated CpGs after treatment
with Zebularin and 5Aza2'-dC was revealed. The analysis of methylation profifdsing cancer cell

lines led to the identification of aberrantly methylated genes.

In a further part of this work, the tumespecific hypermethylation cABCB4ATRbinding cassette
subfamily B member ¥transporter was verified. In a comprehensive lgs&s of various cancer
entities, the hypermethylation of the CGI promoter ABCB4n lung, breast, head and neck cancer
cells was detected. The hypermethylation in these cells was associated with a reduced gene
expression and a rexpression ofABCB4was induced with DNMT inhibitors. Further, in murine
cancer cell lines a canespecific epigenetic inactivation éfbcb4was detected. Overexpression of



Il Summarn

human lung cancer cell lines ABCB4&howed a repressive effect on the colony formation and cell

proliferation.
In this work, epigenetic regulatory mechanisms that are involved in the inactivation of tumor

associated genes were identified in lung cancer. The significance of the findings could be verified for
different genes and chromatiassociated factors.
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IV Abkirzungsverzeichr

IV Abklrzungsverzeichnis

h griech.: alpha

A Adenin

Abb. Abbildung

abs. absolut

ad zufiigen (lat.: zu)

AK Antikérper

Amp. Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosaure

ATP Adenosintriphosphat / Adenosinphosphosulfat in Zusammenhang mit
Pyrosequenerung

5-AzadC p-! T--depxycytidin

3 griech.: beta

bp Basenpaare

Bs Bisulfitbehandelt

BSA Bovines Serupflbumin

bzw. beziehungsweise

C Cytosin

CAM Chloramphenicol

°C Grad Celsius

ca. circa

cDNA englisch: com@mentary DNA, deutsch: komplementare DNA

CGl CpGilnsel

ChiP Chromatirlmmunoprazipitation

CMvV humanes Cytomegalie Virus

COBRA Combined BisulfitérestrictionAnalysis

CpG CytosinphosphatidydGuanosin Dinukleotid

CTCF CCCT®inding facor

d Tag(e)

K griech.: delta

dATP Desoxyadenosintriphosphat

dCTP Desoxycytidintriphosphat

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

dH20 destilliertes Wasser

ddH20 bidestilliertes Wasser

DEPC Diethylpyrocarbonat

d.h. das heif3t

DMEM 5 dzt 6 S O dified Bagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNase | Desoxyribonuklease |

DNMT DNAMethyltransferase

dNTP HB S 42 Ee& ygzrifhbsphath R

dTTP Desoxythymidintriphosphat
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ECL enhanced chemiluminescence

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGFP enhanced green fluorescent protein

et al. et alterae (und andere)

EthBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

FA Formamid

FastAP thermosensitive Alkaline Phosphatase
FCS fetal calf serum (fotales Kalberserum)
5hmC 5-Hydroxymethylcytosin

5mC 5-Methylcytosin

fw forward (ceutsch: vorwaérts bei Primerrichtung)
g Gramm

G Guanin

G418 Geneticin

GAPDH GlycerinaldehyeB-phosphatDehydrogenase
griech. griechisch

H3 Histon H3

H4 Histon H4

h Stunde

H20 Wasser

HAT HistonAcetyltransferase

HCI Salzsaure

HDAC Histondeacetylase

HRP Meerrettich-Peroxidase

IgG Immunglobulin G

in vitro flridd aAY Dfla¢e¢s ydaQdmias Ay SAYySY fSoSyF
in vivo flLid® aAY [ S0SYRAIASYyasx AY tS0SYRSY hNE
IP Immunoprazipitation

i.v.m. in vitro methyliert

K Lysin

Kan. Kanamycin

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

Konz. Konzentration

I Liter

lat. lateinisch

LB lysogeny broth (Nahrmedium)

LiCl Lithiumchlorid

Long Interspersed Nuclear Elemédeutschlange eingestreute Kernsequenzelemepte
Lsg. LOsung

> Mikro-

m Milli-

M Molar

max. maximal
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IV Abkirzungsverzeichr

MCS multiple cloning site

MgC} Magnesiumchlorid

min. Minute

mi Milliliter

MML\-RT Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase

mol Stoffmenge (6 x P Teilchen)

MRNA messenger Ribonukleinsaure

n nano

N standardisiertes IUPAC Symbol fir any (alle Nukleotide rhd@i@&\,C oder T)

NSCLC non small cell lung canceatgutsch:nicht kleinzelliger Lungenkrebs)

RLuc Renilla Luciferase

RNA Ribonukleinséure

RNAI RNAInterferenz

RNaseA Ribonuklease A

rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)

RT Raimtemperatur

RFPCR Reverse Transkriptase PCR

rv reverse (@utsch.: rickwarts; bei Primerrichtung)

S. Seite

SAM SAdenosylMethionin

SCLC small cell lung cancer €dtsch: kleinzelliger Lungenkrebs)

SDS sodium dodecyl sulfat @ltsch Natriumdodecylsulfat)

Sek Sekunde

SINE shore interspersed nuclear element (deutsctkurze, eingestreute
Kernsequenzelemenje

SiRNA small interfering RNA

s.0. siehe oben

SOC super optimal broth witlcataboliterepression

Strep. Streptomyan

SV40 Simian virus 40

t Zeit

T Thymin

TA AnnealingTemperatur

Tab. Tabelle

Taq Thermus aquaticus

TBE TrisBoratEDTA

TBS Trisbuffered Saline

TE TrisEDTAPuffer

TEMED Tetramethylethylendiamin

Temp. Tempera

TET TenEleven Translocation

TF Transkriptionsfaktor

Tris Tris(hydroxymethy)aminomethan

TSA Trichostatin A

TSG Tumorsuppressorgen

TSS Transkriptionsstart
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U Uracil

u. a. unter anderem

u. N. Uber Nacht

UDP Uridindiphosphat

USW. und so weiter

uv Ultraviolett

Vv Volt

Vol. Volumen

VS. versus (im Vergleich zu)

VT Volumenteil

VIV Volumenanteile (volume per volume)
Y standardisiertes IUPAC Symbol fur Pyrimidine (Cytosin oder Thymin)
WT Wildtyp

zB. zum Beispiel
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1. Einleitunc

1. Einleitung

1.1 Epigenetik

'YGSNI RSY . SIANATF a9LIAIASYySihAqé gSNRSY YAG2i0
Genfunktionen zusammengefasst, die nicht durch Verdnderungen der DNA Sequenz hervorgerufen
werden (Huang et al, 2013 Nahezu alle Zellen eines Organismus besitzen dieselbe genetische
Ausstattung (Genotyp), weisen jedoch unterschiedliche Phanotypen mit unterschiedlichen
Morphologien und physiologischen Funktionen auf. Verschiedene Zelltypen sind durch
charakteristische Genexpressionsmuster gekennzeichnet, die sich wahrend der Differenzierung des
Organismus entwickeln und anschlieRend bestandig aufrechtgehalten werden. Die Generpressi
wird durch verschiedene epigenetische Regulationsmechanismen beeirffliest & Dent, 2004

1.2Chromatin

Der genetische Code besteht aus negativ geladendA-Polymeren mit einer Gesamtlange von

ca. 3 Mrd. BasenpaarefVenter et al, 200l Zur Neutralisierung der elektrostatischen Alfatiog
benachbarter Phosphatete des Nukleinsdur&lckgrates wird die DNA in eukaryotischen Zellen von
stark basischen Histonproteinen gebunden. Der Komplex aus DNA, Histonproteinen und assoziierten
Proteinen wird als Chromatin bezeichnet. Die Bildung des Chromatins aus DNA und
Historproteinkomplexen erlaubt eine Verdichtung der DNA um einen Faktor von 10.000 und die
Faltung der DNA in Chromosom@floodcock & Ghosh, 20LMie dichte Packung des Chromatins ist
notwendig damit das Genom in den verhaltnismafig kleinen Zellkern passt. Durch die Verpackung
der DNA in Histonkomplexe wird au3erdem die Zugénglichkeit zur DNA eingeschrankt. Diese muss
allerdings fiir Proteine gewabhrleistet sein, die an Prozessen wie Tigtitsky Replikation und DNA
Reparatur beteiligt sindZentner & Henikoff, 2003 Die eingeschrankte Zuganglichkeit der DNA
ermdglicht eine komplexe Regulatiororv DNAabhéngigen Prozessen, indem eine spezifische
Bindung von verschiedenen Regulationsfaktoren an Zielsequenzen entweder gestattet oder
verhindert wird(Jiang & Pugh, 200Der Verpackungsgrad der DNA wird durch Modifikationen und
Positionierung von Chromatinkomponenten bestimmt und ist mit der Ausbildung definierter
Chromatinzustande verbunde(Allis et a). Dazu gehéren unter anderem Prozesse wie die -DNA
Methylierung, Modifikationen von HisteRroteinen und unterschiedliche Histdfarianten.
Entwicklungsbedingte Ver&nderungen der Zellen sind aber auch mit dynamischen Veranderungen
des Chromatins verbunder(Chen & Dent, 2004

Die Grundeinheit des eukaryotischen Chromatins bilden Nukleosomen. Diese bestehen aus einem
Histonkern, um den die DNA gewittkist. Jeder Histonkern besteht aus 2 Kopien der Histonproteine
H2A, H2B, H3 und H4. Um dieses Histonoktamer ist eine-3&§denz von ca. 147 bp Lange
gewickelt. Die Aminderminalen Enden der Histone ragen aus dem Histonkern heraus und kdnnen
verschiedee kovalente Modifikationen tragen(Morales & Richardroy, 200D Neben dem
Nukleosomenkern ist die DNA mit dem Linkerhiston H1 verbunden, welches die Augbdichen
kompakteren, transkriptionell inaktiven 3tm-Chromatinstruktur ermdglichfJiang & Pugh, 2009

Bei den meisten aktiveenen sind die Nukleosomen im Bereich des Transkriptionsstarts in der
gleichen Art und Weise organisiert: Es gibt eine zentrale NukleostmienRegion, die von zwei
genau positionierten Nukleosomerl(und +1 Nukleosomen) flankiert wird. Daran schligiBh eine

Reihe von Nukleosomen an, in die die Gene eingepackt sind. Dieses Muster tritt bei den meisten
eukaryotischen Zellen afBarski et al, 200Mauvrich et al, 2008Yuan et al, 2005
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Es gibt zwei Formen hoherer Nukleosom@rganisation, die sich im Grad der Kompaktierung der
NukleosomStruktur unterscleiden: Euchromatin und Heterochromatin. Euchromatin ist lockerer
verpackt und reprasentiert, aufgrund einer erhéhten Zuganglichkeit der DNA, typischerweise
transkriptionell aktive Gene. Heterochromatin ist dichter gepackt, und zeigt eine starke zytodogisch
Farbung innerhalb des Nukleus, die durch die hohe Dichte &te&men Proteinen erzeugt wird
(Hilwig & Gropp, 1972 Heterochromatin kann weiter in konstitutives und fakultatives
Heterochromatin unterteilt werden. KonstitutivesHeterochromatin umfasst permanent
ausgeschaltetes Chromatin, wie z.B. das perizentrische Heterochromdiakultatives
Heterochromatin umfasst inaktives Chromatin, das jedoch in Reaktion auf einen bestimmten
genetischen oder umweltabhangigen Stimulus reaktiviert wird. Die Chromatinkonformation ist daher
nicht vollstandig festgelegt, sondern wird in einer dynamischen Art und Waslypspezifisch,
aufgrund von physiologischen und umweltbedingten Signalen, reguhérani et al, 2012 Die
Eigenschaften von Nukleosomen kdnnen auf verschiedene Arten veréndert werden. Dazu z&hlen der
Austausch von KerHistonen durch spezialisierte Histonvariantéralbert & Henikoff, 2010 die
Neupositionierung oder den Ausschluss von Nukleosomen von der DNA durehbldarigige
Chromatinremodelirg Enzyme(Hargreaves & Crabtree, 20idder durch kovalente Modifikationen

der Histoneg(Zentner & Henikoff, 2013

Die Kombination verschiedener epigeiseher Modifikationen (wie HistoModifikationen und DNA
Methylierung) bilden in ihrer Gesamtheit den epigenetischen Qddener, 2007. Dieser Code wird

von bestimmten Enzymenwgiters) geschrieben, kann jedoch von anderen Enzymen auch wieder
entfernt werden ¢grases). Eine weitere Gruppe von Proteinen kann Uber spezifische
Proteindomanen mit den epigenetischen Modifikationen interagieren und so an das Chromatin
rekrutiert werden (eaderd (Jenuwein & Allis, 2005hi & Whetstine, 2007 Durch die Kombination

aus writing-, reading und erasingAktivitaiten wird ein optimales, lokales Umfeld fir
chromatinabhangige biologiscterozesse, wie Transkriptionsregulation und ER&paratur, gebildet

(Wang et al, 2007a

1.3 Histonmodifikationen

Die Kombination aus Nukleosom®wsition, ihrer chemischen Modifikationen und verschiedener
HistonproteinVarianten ist der Schllissel der genomischen Regulaflieng & Pugh, 2009
Histonmodifikationen umfassen unter anderem Acetylierung, Methylierung, Phogldrang, ADP
Ribosylierung, Glykosylierung, Ubiquitinierund)M&ylierung und Crotonylierung(Bannister &
Kouzarides, 2011 Tan et al, 2011l Viele Histonmodifikationen bedlussen den
Transkriptionsprozess(Li et al, 200y und bestimmen den transkriptionellen Status der
entsprechenden kodierenden DNgequenzenHenikoff & Shilatifard, 203 Huang et al, 201)3

Die Halbwertszeit von Histonmodifikationen ist sehr unterschiedlich und variiert von Tagen, Uber
einige Stunden (MethylierungdZee et al, 201Q) bis hin zu wenigen Minuten (Acetylierung,
PhosphorylierungChestier & Yaniv, 1979ackson eal, 1979.

Trotz der grof3en Zahl unterschiedlicher Histonmodifikationen konnte gezeigt werden, dass einige
Kombinatioren von Modifikationen wahrscheinlicher auftreten als andere und dass sich einige
Kombinationen gegenseitig ausschliel3en. Dies deuiteme gegenseitige Beeinflussumgosstall
verschiedener HistoiModifikationen hin, welche entweder zwischen Modifikationen auf demselben
Histonterminus ¢is) oder zwischen verschiedenen Nukleosomémans) erfolgen kann.Histon
modifizierende Enzyme 6kinen ebenfalls durch bereits existierende Modifikationen beeinflusst
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werden. Dadurch wiederum entstehen positive oder negative Rickkopplungsschleifen, die die
Bindung und die katalytische Aktivitat der Enzyme reguli¢Zésang et al, 2005

1.3.1Histon-Acetylierung

HistonAcetylierungn sind stark mit transkriptioneller Aktivitdt verbundghlebbes et al, 1988
(Struhl, 1998 HistonAcetylierung@n treten an Lysinresten auf und wirken aktivierend auf die
Transkription, indem durch sie die positiven Ladungen der Histonproteine neutraligéeden
wodurch die Interaktion mit dem negativ gelatbn DNAPhosphatriickgrad reduziert wirgHong et

al, 1993. Das Auftreten von HistonAcetylierungn und der dynamische Zustand der
Chromatinkonformation wird duft HistorAcetyltransferasen (HAT) und HistDeacetylasen
(HDAC) kontrollierfDavie, 1998 HATs katalysieren die Addition von Acetylgruppen an Lysine unter
Verwendung des Cofaktors Act&ybenzym A und induzieren eine Offnung des Chroma@aidieri

& Vancura, 201 Dagegen werden Acet@ruppen durch HDACs entfernt, wodurch ein repressiver
Chromatinzustand induziert wirdRoth et al, 2001l Dartiber hinaus haben sowohl HDACs als auch
HATs zahlreiche niclitistonSubstrate(Sngh et al, 2010 HDACs katalysieren die Deacetylierung
einer Vielzahl von Proteinen, darunter p53, YY1 und STATS3, die einen besonderen Stellenwert fur die
Karzinogenese habefGlozak et al, 2005Im humanen System konnten 18 verschied@&reteine

mit HDAGAKtivitat identifiziert werden(de Ruijter et al, 2003 Die verschiedenen HDACs sind
hochgradig spezifisch in ihrer Funktion bei Entwiegbprozessen und Krankheitsentwicklungen
(Haberland et al, 2009 Bei einigen Vertretern konnte jedoch auch eine gewisse Redundanz in der
Funktion nachgewien werden (Jurkin et al, 2011 Acetylierte Lysinreste werden von einer
spezifischen Proteindonm&, der Bromodomane, wahrgenommeiiMujtaba et al, 2007 Zeng &
Zhou, 2002 Bromodomanen konnten in einer élzahl von Chromatiassoziierten Proteinen,
inklusive LyshAcetyltransferasen und ChromatiRemodelingProteinen nachgewiesen werden
(Muller et al, 201).

1.3.2Histon-Methylierung

HistonMethylierungtritt sowohl an Arginin (R)als auch an Lysin @Resten an den f&rminalen
Enden von Histon H3 und H4 48mith & Denu, 2009 Dabei werderdie Position der modifizierten

R und k Reste entspechend der Aminosaureabfolge vomTérminus aus durchnummeriert. Die
Lysin Mono-, Di und Trimethylierung erfolgt unter Verwendung des Methylgruppendonors S
AdenosyiMethionin und wird von HistohysinN-Methyltransferasen katalysiert. Die Methylierung
von LysiAResten fihrt nicht zu einer Beeinflussung der positiven Ladung des Lysins. Der Effekt der
Methylierung scheint daher weniger direkt die Nukleosoriymamik zu beeinflussen als die
AcetylierungZentner & Henikoff, 2013

ArgininMethylierung wird ebenfalls unter Verwendung vorA8enosylMethionin durch Protein
Arginin Methyltransferasen (PRMTs) kat@ys In S&ugern konnten neun unterschiedliche PRMTs
(PRMT1PRMT9) nachgewiesen werden, die alle die Bildung von Monomethylarginin katalysieren.
¢ceL) L twac¢a (FdlFIfe@aASNBy RI NNo S NJI-Kiethadgiin. Rigé S
Bildung von sY Y S i N& a O-Rifethylarginin Wird von Typ I| PRMTs katalys{®nith & Denu,
2009.

HistonArginin- und -LysirnMethylierung kann abhangig vom Modifikationsort und der Anzahl der
Methylgruppen einen aktivierenden oder einen reprimierenden EffekiemgMartin & Zhang, 2005
Wysocka et al, 2006
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HistonMethylierungen werden durch verschiedene HistagsinDemethylasen entfernt, wobei
verschiedene Histonmodifikationen mit spezifischen Histondemethylasen interagieren. Die grof3te
Klasse an HisteBemethylasen enthélt als verbindendes Element eine katalytische Domane vom
Jumonji- Typ C(ImjC)Klose et al, 2006Tsukada et al, 2006Die JmjDemethylasen katalysieren

die Demethylierung von monpdi und trimethylierten Lysiner{Hojfeldt et al, 2013 JmjGProteine
kénnen darlber hinaus auch Argininreste demethyligf€hang et al, 2007

Chromatinassoziierte  Faktoren binden methylierte Histbpsine durch  verschiedene
Proteindomanen, darunter fallen TudoiChrome, PWWP, MBTF und PHEDomanen (Taverna etl,

2007 Zentner & Henikoff, 2003 So wird zum Beispiel durch die repressiven Hidadlifikationen

H3K9 und H3K27Trimethylierung (H3K9me3 und H3K27me3), die mit der Heterochromatin Bildung
und dea PolycombAktivitat verbunden sind, die Bindungsaffinitat der Chromodoméne vor bl
PolycombBProteinen erhéhi{Bannister et al, 200Margueron et al, 2000

Spezielle cisregulatorische Genoritlemente sind durch das Auftreten bestimmter Histon
Methylierungen gekennzeichnet. HistduysinMethylierungen an H3K4 und H3K36 sind mit
transkriptioneller Aktrierung verbunden, LysitMethylierungen an H3K9 und H3K@&rederum mit
transkriptioneller RepressiofZentner & Henikoff, 2013

Ein Faktor, der eine wichtig€ontrollfunktion bei der Aufrechterhaltung und Differenzierung von
Stammzellen hat, ist die Lysditethyltransferase EZH2 (Enhancer of Zeste 2), welche die
Trimethylierung von H3K27 katalysigi€hen et al, 2012 EZH2 ist ein Mitglied deBolycomb
repressive Comgxk 2(PRC2), einem Proteinkomplex der Komponenten mit Lysinmethyltransferase
Aktivitaten und H3K27meBindedomanen enthéalfCao et al, 200XKirmizis et al, 2004 H3K27me3

ist Ublicherweise an der Ausschaltung von Genen beteiligt, die bei der Entwicklung und Stammzell
Differenzierung (Hox Ge@luster) beteiligt sin@vieuxRochas et al, 2015

Die Trimethylierung des Lysin36 von Histon H3 (H3K36me3) wird im humanen System im Zuge der
Transkription durch die Methyltransferase SETD2 katalysiert. H3K36me3 ist nitepe¥ssion von
intragenischer Transkriptionsinitiation (kryptische Transkription) verbun@déckwar et al, 2009

Dies wiederum beruht auf einer H3K36maBhingigen Reduktion des Nukleosoméurn overs
(Zentner & Henikoff, 2013

Promotoren sind generell durch ein hohes MaRR an trimethliefttgsin 4 von Histon H3 3H4me3)
gekennzeichnet, unabhangig von ihrem transkriptionellen Zustand. Die Methylierung von H3K4 wird
durch die LysiMethyltransferaseMixed Lineage Leukem{dLL) katalysiert. MLL wirkt als Aktivator
von Genen, die mit Entwicklung und Differenzierusgaziiert sind und wirkt damit als Gegenspieler
des repressiven PolycdmComplexeqMilne et al, 2002 EnhanceiSequenzen neigen dazu mit
H3K4mel alleine oder iKombination mit H3K27ac oder H3K27me3 maodifiziert zu sein. Die
Kombination von Enhancer Modifikationen hangt von der transkrigtien Aktivitat der regulierten
Gene al{Radalglesias et al, 201 Zentner et al, 2011

1.3.3weitere Histonmodifikationen

Mittels Phosphorylierungen wird der Grof3teil der Signale in der Zelle Ubertragen. Bei der Protein
Phosphorylierung wird eine negative Ladung auf einen modifizierten Aminosaurerest tbertragen. Im
HistonKontext kann dies einen vergleichbaren Effekt auf die Nukleosomen Dynamik haben wie die
AcetylierungBanerjee & Chakravarti, 20l HistorPhosphorylierungen verandern auch die Affinitat
von ChromatirBindeproteinen fir ihre Zielsubstrate. Die Phosphorylierung von H3S10 fuhrt zu einer
Reduktion der Affinitdt @n Proteinen, die H3K9me3 binden, wie z.B. chle et al, 2005
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Mono- bzw. PolyADRRibosylierungn treten bei allen Kernhistonen und bei Histon Bdf und ist

mit einer Vielzahl biologisché’rozesseverbunden(z.B. Hitzeschock, DNReparatur) aufFischle et

al, 2005. Die negative Ladung, die durch die ADMoRijlierung auf den maodifizierten
Aminosaurerest Ubertragen wird, erhéht die AbstoRung zwischen Histonen und DNA und fiihrt zu
einer Relaxierung des Chromatihdessner & Hottiger, 2011

Die Glykosylierug der Histone H2A, H2B und H4 durdhN-Acetylglicosamin (OGIcNAC) ist mit
transkriptioneller Repression verbundé®akabe et al, 201,(Zhang et al, 2071

Bei der Ubiquitinierung undOylierung werden Peptide von bis zu 100 Aminosduren an einen
einzelnen Lysinrest ligiert. Die Ubiquitinierung von Lysirtet vielfdtige Effekte auf die
Nukleosomen DynamikChandrasekharan et al, 200Bierz et al, 201,1Zhang, 2008 Quelle). Die
SUMOylierung wiederumist mit transkriptioneller Repression verbundéghiio & Eisenman, 2003
Zusatzlich zu Acetylierungen treten noch andere Coenzyabhdngige Acylierungen von Histon
Lysinen auf: Darunter fallen Crotonylierung, Formylierung, Succinylierung, Malonylierung,
Propionylierung und Butyrylierun@Isen, 2012(Tan et al, 20101 Ahnlich wie Acetylierungen fiihren
diese HistorModifikationen zu einer Ndralisierung der positiven Ladungen des Lysins und zur
Schwéchung der HisteDNA Kontakte.

1.4DNAMethylierung

DNAMethylierung ist eine epigenetische Modifikation des Genoms, die eine essentielle Bedeutung
fur die Regulation einer Vielzahl zelluléierozesse hat. Darunter fallen die Embryonalentwicklung
(Latham et al, 2008Reik, 200Y, zellulare DifferenerungsprozessqHemberger et al,2009),
transkriptionsassoziierte ProzesqdBell & Felsenfeld, 2000 Mechanismen der -¥aktivierung
(Barakat & Gribnau, 2012anning & Jaenisch, 1998nd des genomischen ImprintingKelsey &
Feil, 2013Li et al, 1998 Dartber hinaus hat die DNethylierung auch einen groRen Einfluss auf
die ChromosomenstabilitdBestor & Bourc'his, 2004Valsh et al, 1998 Aufgrund der Bedeutung
der DNAMethylierung konnte zwangslaufig eiggol3eZahl von humanen Erkrankungen festgestellt
werden, die mitaberranterDNAMethylierung assoziiert sinfRobertson, 200b

Die DNAMethylierung ist eine der am besten untersuchten epigenetischen Modifikati¢dzani et

al, 2013 und tritt in Sdugerzellen am 5. Kohlenstoffatom des Cytosinrinddethyl-Cytosin) bei
CytosinNukleoiden in einem Cp®inukleotid Kontext auf(Bird, 2002 Jeltsch, 200R Bei
embryonalen Stammzellen konnte déer hinaus auch eine Methylierung von Cytosinen auf3erhalb
von Cp@inukleotiden festgestellt werdefiister et al, 2013 ister et al, 2000

In Sdugern sind nahezu -80% der genomweit auftretenden CgBnukleotide in einer Zelltyp
spezifischen Art und Weise methyligitaw & Jacobsen, 2010CpG Dinukleotide sind jedoch nicht
homogen Uber das Geno verteilt, sondern konzentrieren sich in repetitiven Sequenzen (wie
tandem und interspersed repeajs in distalen Gemegulatorischen Regionen (wkEnhancem) und
CpGilnseln(Bird, 2002 Ehrlich, 2009Ehrlich et al, 1982

CpGlInseln sind regulatorisch wirksame Bereiche die meist in den Promotorbereichen vo
eukaryotischen Gene auftretgfeaton & Bird, 2011 Nach der Definition von Takai und Jones sind
CpGlInseln DNASequenzen von mehr als 500bp Lange, die einerG&@lt von mehr als 55%
aufweisen und ein Verhdltnis démzahl von gemessenen zu erwarteten €pi@ukleotiden vor>
0,65aufweisen.

CpGs in Cp@rmen Bereichen liegen ebenfalls meist methyliert yBird, 198¢. CpGlnseln, vor
allem jene, die mit Promotoren assoziiert sind, sind normalerweise unmethyliert. Es konnte jedoch
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eine hohe Anzahl von Cp®seln identifiziert werden, die gewetpezifisch oder krebsspezifisch
hypermethyliert vorlieger{Bird, 1986 Song et al, 2005&tadler et al, 2011Virani et al, 201
DNAMethylierungen sind stabile epigenetische Modifikationen, die Uber Generationen von
Zellzyklen aufrechterhalten werden kdnnen, jedoch auch dynamischen démEgen unterliegen
konnen (Auclair & Weber, 20%12Schubeler et al, 2000 Die palindromischen CpMotive sind
entweder auf beiden Strangen methyliert oder vollstdndig unmethyliert. Bei der semikonservativen
DNA Replikation entsteht ein DNDoppelstrang mit hemimethylierten CpGs, bestehend aus einem
neu-synthetisierten Strang (Tochterstrang) ohne DM&thliyerung und einem parentalen Strang mit
einem spezifischen DNMethylierungsmuster. Die hemimethylierten CpGs werden anschlieRend von
einer Methyltransferase nach dem Vorbild des Methylierungsmusters des paternalen Strangs auf den
unmethylierten Tochterstrag GbertragenHolliday & Pugh, 197Riggs, 1976

Wahrend der Embryonalentwicklungreten in Saugerzellermassive Verdnderungen des DNA
Methylierungsmusterswf (Seisenberger et al, 20x3Nach der Befruchtung der Eizelle kommt es zu
einer aktiven Demethyliemg des parentalen Genon{®swald et al, 20Q00Shen et al, 2014 Das
maternale Genom wird Uber mehrere Zellteigen hinweg bis zum friihen Blastocystenstadium
ebenfalls demethyliert(Rougier et al, 1998Wang et al, 2014 Zum Zeitpunkt der Implantation
kommt es zu einergenomweiten de novo Methylierung, die von der Differenzierung von
pluripotenten Stammzellen und der Bildung spezifischer Zelltypen begleitet(@iren et al, 2003
Pawlak & Jaenisch, 2011Die DNAMVethylierungsmuster von differenzierten somatischen Zellen
werden wahrend der folgenden Zellteilungen innerhalb &ssbryos bzw. des adulten Organismus
aufrechterhalten(Chen & Riggs, 20L1Der Differenzierungsprozess einiger Zelltypen ist jedoch a

mit spezifischen Verdnderungen des DMAthylierungsmusters verbundeiiBock et al, 201R
Primordiale Keimzellemurchlaufen bei der Differenzierung in Oozytbaw. Spermatozyten eine
zweite Welle aus Demethylierung udé novoDNAMethylierung(Hajkova et al, 2002Morgan et al,
2005.

Die Methylierung von Cytosinen wird von DNWthyltransferasen (DNMTs) katalysiert. DNA
Methyltransferasen Ubertragen Methylgruppen vofABdeosyll-Methionin auf die Cytosinbase von
CpGDinukleotiden. Sie tragen alle an ihremT€mirus eine katalytische Doméane und an ihrem N
Terminus eine regulatorische Domane. Die Aminosduremotive der katalytischen Doméanen sind
zwischen eukaryotischen und prokaryotischen -@fosinMethyltransferasen hochkonserviert
(Cheng, 1995 Die Familie der DNKethyltransferasen besteht in Saugerzellen aus 4 Mitgliedern:
DNMTZ, DNMT3Aund DNMT3HEnzyme und dem katalytisch inaktiven DNMP3atein. DNMT3A

und DNMT3B ied de novo Methyltransferasen die notwendig fiir die Ausbildung von BNA
Methylierungsmustern wahrend der Gametogenese und der Embryogenesésindda et al, 2004
Okano et al, 1999 DNMT3L ist ein Faktor, welcher die novoMethylierungsaktivitat von DNMT3A
und DNMT3B stimuliert und die katalytische Aktivitat von DNMT3A stdighedin et al, 200Zhen

et al, 2005 Gowher et al, 2005Jia et al, 2007Jurkowska et al, 201 Kareta et al, 2006 Ein Verlust

von DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, aber auch von DNMT3L @ertvaéleine oder in verschiedenen
Kombinationen) fihrt zur Entstehung abnormaler Ph&notypen (Entwicklungsstorungen, Sterilitat)
oder zum Tod im Embryonalstadiuthi et al, 1992 Okano et al, 1999 HypomorpheDNMT3B
KeimbahaMutationen sind mit dem Auftreten delsnmunodeficiency, Centromere instability, Facial
Anomalies(ICH Syndroms verbunden. Dabei handelt eshsitn eine seltene, rezessiv auftretende
Erkrankung, die mit Immundefekten, Instabilitit des perizentrosomischen Heterochromatins,
Gesichtsfehlbildungen und geistiger Retardierung verbunde@irsit al, 2008

DNMTL1 ist eine Methyltransferase, welche préaferentiell hemimethylierte CpGs bindet, die im
Anschluss an die DNA Replikation entstehen, und die Aufrechterhaltung des parentalen
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Methylierungsmusters katalysit (Bashtrykov et al, 201 Zoyal et al, 2006Pradhan et al, 1999. Die
DNMT3Enzyme scheinen dartber hinaus ebenfalls eine Rolle bei der Aufrechterhaltung ven DNA
Methylierungsmustern an repetitiven Elementen zu besitgiones & Liang, 200Riang et al, 2002

Die Aufrechterhaltung der DNMethylierungsmuster hat eine Fehlerrate von 5% pro CpG und pro
Zellteilung(Vilkaitis et al, 2006 Dies bietet der Zelle ein gewisses Potential fur kleine, aber dennoch
wichtige Anderungen des DNVethylierungsmusters. DNMT3A und DNMT3B helfen dabei DNMT1
die Balance bei der ptikationsabh&ngigen Aufrechterhaltung der DNthylierungsmuster zu
halten(Rhee et al, 2002

DNAMethylierung kann die Gefranskription tber verschiedene Meafismen reprimieren. Zum
einen kann die Methylgruppe der-Methyl-Cytosinbasen, welche in der grol3en Furche der DNA
Doppelhelix liegt, direkt mit der sequenzspezifischen Bindung von Transkriptionsfaktoren
interferieren und dadurch die Transkriptionsiniiat inhibieren (Bell & Felsenfeld, 2000
Prendergast & Ziff, 1991Virani et al, 201 Zum anderen kdonnen Meth@lpGBindeProteine
(MeCP) an methylierte Cpi@seln rekrutiert werden. MeCPs wiederukdnnen die Bindung von
Transkriptionsfaktoren behindern. Sie kénnen aber auch mit repressiven ChraRetineling
Faktoren interagieren. Dies fuhrt zur Induktion repressiver Chron&ttinkturen und damit zur
Inhibition der TranskriptioifRobertson, 2005Virani et al, 2012

Die Demethylierung kann (ber aktive oder passive Mechanismen erfolgen. Die passive
Demethylierung erfolgt im Zuge der Replikation durch Inhibition der Remethylierung von
hemimethylierten, neesynthetisierten DN/Stréangen. Bei diesem Mechanismus kommt es zu einer
zellteilungsabhangigen Verduinnung der BMéthylierung innerhalb einer ZellpopulatioiiKohli &
Zhang, 2018 Die aktive Demethylierung erfolgt durch die enzymatiseXidivitat spezifischer
Demethylasen, die zu einer replikationsunabhéngigen Entfernung sdetbyl-Cytosinbasen fihrt
(Dalton & Bellacosa, 201Xinney & Pradhan, 20)13Die spontane(Cooper et al, 2010oder
enzymatisché€TeperekTkacz et al, 20)Deaminierung von-B8lethyl-Cytosinbasen fuhrt zur Bildung

von Thyminbasen und zur Entstehung eimésmatchSituation (ThymirGuaninrBasenpaarung). Bei
einem anschlieRendehase egision repaifBER) Prozes®mmt es zur Entfernung der yininbase

durch eine ThymiDNAGIykosylase (TDG). Daraufhin erfolgt wiederum in einem mehrstufigen
Prozess die Inkorporation eines unmodifizierten Cyt@asoxynukleotid§Wu & Zhang, 2010

Die Oxidation vorb-Methyl-Cytosinbasen durcihenEleven TranslocatiofTET) Enzyme fihrt zur
Entstehung von BydroxymethylcytosirfTahiliani et al, 2009 5-Hydroxymethylcydsin kann durch

die TEFEENZYyMe (TET1, TET2, TET3) wiederum-Rarrbylcytosin und &arboxylcytosin oxidiert
werden (Cadet & Wagner, 20)4der durch andere Enzymeu 5Hydroxymethyluracil deaminiert
werden (Boorstein et al, 2001 Alle modifizierten CytosiRormen kénnen durch DN&lykosylasen
entfernt werden und Uber men anschlieBenden BER Prozess wieder in Cytosin Uberflihrt werden
(Cortellino et al, 20111

In normalen Zellen tritt DNMethylierung in repetitiven Regmen, wie Satelliten DNA und
transponierbaren Elementen (LINES, SINES) (dafler et al, 997). Die Ausschaltung der
Genexpression der grof3en Menge an repetitiven Sequenzen dient zur Aufrechterhaltung der
Genomstabilitat, da diese sonst durch Rekombinationsereignisse eine transkriptionelle Deregulation
von nale gelegenen Genen auslosen konmt&Embryonale Stammzellen ohne DNEXpression sind
Uiberlebensfahig, sie sterben jedoch wenn die Differenzierung induziert (Rmdning & Jaenisch,
19989. In Mausen konnte gezeigt werden, dass Dnmtl und Dnmt3b essentiell fir die embryonale
Entwicklung sind und dass Mause denen Dnmt3a fehlt innerhalb weniger Wochen nach der Geburt
sterben (Li et al, 19920kano et al, 1999 Ein Verlust der normalen DNethylierungsmuster in
somatischen Zellen fuhrt zu einem Verlust der Waghnstkontrolle(Robertson, 200b
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1.5Assoziation zwischen Histonmodifikationen und DNWethylierung

In S&ugerzellen gibt es eine enge Verbindung zwischen- DN\ Histon H3K9Methylierung
(Meissner et al, 2008Vlikkelsen et al, 2007 H3K9 Methylierung wird durch eines der funf Mitglieder
der SUV3%rotein Familie $UV39H1, SUV3AHG9A, GLP und SETPHBdtalysiert(Rea et al, 2000
Schultz et al, 2002Tachibana et al, 2001 Einige der HistoMethyltransferasen (SUV39H1,
SUV39H2, G9A, GLP) binden Uber spezielle Proteindomanen an die von ihnen selbst gebildeten
Histonmodifikationen, wodurch ein positiver Ruckkopplungsmechanismusairg @esetzt wird
(Collins et al, 20Q&-irestein et al, 200(Rea et al, 2000

Die G9Abzw. GLPkatalysierte Mone und Dimethylierung von H3K9 ist primar mit eif@pression

der Genaktivitain euchromatischen Bereichen verbund@hinkai & Tachibana, 200 Wahrend der
Differenzierung kommt es in murinen £8llen zu einm G9a bzw. GLRbhéangigen Anstieg dete

novo DNAMethylierung von Promotorbereichen. Mationen im G9a bzw. GLPGen fuhren zu
einem Verlust diesede novoDNAMethylierung(EpsztejAaLitman et al, 2008 EinknockoutdesG9a
Gens in murien embryonalen Stammzellen wiederum, war mit einer DNA Hypomethylierung an
spezifischen Loci Uber das gesamte Genom verteilt, verbuifDeng et al, 2008lkegami et al,
2007). G9a und GLP koénnen direkt mit DNMT3A und DNMT3B interagiEpesztejAaLitman et al,
2008). Alternativ kann die Interaktion auch indirekt Gber das Chromodamérrotein MPP8
erfolgen(Chang et al, 201 Kokura et al, 2010

Die Trimethylierung von H3K9 in zentromerischem und perizentromerischem Heterochromatin wird
von SUV39H1 und SUV39H2 Kkatalys{dttartin & Zhang, 2005Peters et al, 2003Shinkai &
Tachibana, 2011 Der Verlust von murinerBuv39HIund Suv39HZieht eine Reduktion der DNA
Methylierung ineinem speziellen Typ von repetitiven Sequenz®ajér satellite repeafsnach sich
(Lehnertz et al, 2003 In diesen Sequenzbereichen konnte einecilie Interaktion von SUV39H1
oder SUV39H2 mit DNMT3A festgestellt werd@rand et al, 2012Fuks et al, 2003_ehnertz et al,
2003.

Die SETDBHatalysierte Trimethylierung von H3KO9 tritt im inaktivierteitXromosom aufKarimi et

al, 2011 Minkovsky et al, 2014 Beim knockoutdes murinenSetdb1Gens konnte eine reduzierte
DNAMethylierung an Genen, die mit dem Imprinting verbunden waren, festgestellt wefidanmi

et al, 2011 Leung et al, 2004 In einem reziproken Versuch konnte in DNd#fizienten murinen ES
Zellen keine Reduktion der H3K@ethylierung beobachtet werdefMatsui et al, 2010Tsumura et

al, 2006. Im Gegnsatz dazu konnte jedoch in humanen Krebszellen eine Abhangigkeit der H3K9
Methylierung von der DNMethylierung festgestellt werderfBachman et al, 200Espada et al,
2004 Nguyen et al, 2002

Die Aufrechterhaltung der DNiethylierung erfolgt an den Replikationsgabeln direkt im Abschluss
an die DNA Syntlse. DNMT1 ist das Enzym, welches diese Methylierungsredkdiatysiert und
durch Proliferating cell nuclear antige@PCNA und andere Faktoren an diReplikationsgabel
rekrutiert wird (Esteve et al, 2006Durch die direkte Interaktion von DNMT1 mit SUV39H1, SUV39H2
oder G9a konnen die Histeviethyltransferasen an ihre Zielorte zur Heterochromatisierung von
repetitiven Sequenzen gebracht werddisteve et al, 2006 DNMT1, DNMT3A und DNMT3B
interagieren mit der EZH2 Untereinheit des repressiven RRGHlexes. Die H3K27
Methyltransfease EZH2 wiederum rekrutiert die DNMan bestimmte EZHZielsequenzen und
kontrolliert damit direkt die DNMethylierung in diesen BereichdKire et al, 2005

Die repressiv wirkenden Multiproteioknplexe Sin3NucleosomeRemodeling HDAC (NuRD) und
CoREST enthalten HDK@mponenten, die eine Deacetylierung des Chromatins katalysieren
(Delcuve et al, 2002 NuRD und Sin3 Komplexe enthalten dartber hinaus auch MgtCpG
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Bindeproteine (MBD2, MeCP2), welche die Komplexe an methylierte DNA rekrutieren. Dadurch
kommt es zu einer Kooperation zwischen Hisiaacetylierung und DNMKethylierung bei der
epigenetischen Geninaktivierurfecuve et al, 201R Die Bindung von HDACs an hypermethyliertes
Chromatin kann durch Interaktion miflethyl-CpGBindeproteinen erfolger{Baylin, 200% sie kann

aber auch durch eindirekte Interaktion zwischen DNMT1 und HDACs vermittelt we(8eks et al,
2000.

CpGlnseln an aktiven Promotoren werden durch die Bindung von Transkriptionsfaktoren und die
Aktivitat van H3K4Methyltransferasen vorde novo Methylierung geschiitzt. DNM¥Bnzyme
enthalten eine ADHDomane, welche mit unmethyliertem H3K4 interagieren kaf@mith &
Meissner, 2013 Eine Methylierung von H3K4 inhibiert die Bindung vde novo DNA
Methyltransferasen(Edwards et al, 20tCEustermann et al, 2011wase et al, 2011Karimi et al,
2017, Ooi et al, 20070tani et al, 2009

Die H3K36 Trimethylierung wird im Zuge der Transkription etal{Beit et al, 200y DNMT3Aund
DNMT3B wiederum besitzen eine PWABMane, welche H3K36me3 wahrnimiiMorselli et al,
2015. Auf diese Weise kommt es zu einer Assoziation ausARINAnerase Il und DNMT3B und einer
Verbindung aus Transkription und DiNEethylierung in Genkdrperbereichddin et al, 201p

Ubiquitinlike, containing PHD and RING finger domain(UHRF1/ ICBP9(Mensch)) ist ein
SchlUsselfaktor fir die Regulation der Aktivitdt von DNMT1. UHRF1 ist ein multimodulares Protein
mit finf verschiedenen Interaktionsdomanen (Piant Homeodomain Tandem tudor domain,
SRA $ET and RINGssociatel, RING rgal interesting new geneund UBL ubiquitin-like)). Das
Protein bindet in Abharigkeit von Phosphatidylinosit&@-Phosphat an H3K9meavrita et al, 2012
Cheng et al, 20135elato et al, 2014Hu et al, 2011Nady et al, 2011Rajakumara et al, 201 Wang

et al, 201). Daruber hiaus bindet UHRF1 Uber die SHFoméne an hemimethylierte CpGs in
neusynthetisierter DNAArita et al, 2008 Awakumov et al, 2008ostick et al, 200Hashimoto et

al, 2008 Rottach et al, 2010Sharif et al, 2007 DNMT1 wird durch direkte Interaktion mit UHRF1
und PCNA an die Replikationsgabeln rekrutiert, um dort die Methylierung von hemimethylierten
CpGs zu katalysierg¢Bashtrykov et al, 2034Derknockoutvon Uhrfl in der Maus flihrte zu einer
vergleichbar starken Reduktion der DINKethylierung wie derknockoutvon Dnmtl (Bostick et al,
2007 Karagianni et al, 200&harif et al, 2007

1.6 Epiganetik und Krebs

1.6.1Veranderte Histonmodifikationen in Tumoren

Krebserkrankungen sind das Resultat aus einer sukzessiven Akkumulation von genetischen und
epigenetischen Veranderung@firani et al, 201

Eine Deregulation von LysMethyltransferasen tritt in vielen verschiedenen Krebsarten auf
(Schneider et al, 2002In einer Vielzahl von Krebstypen (Brustkrebs, Lymphomen, Glioblastomen)
konnte eine Uberexpression vdeZH2Xestgestellt werden(Kleer et al, 2003Suva et al, 20Qan
Kemenade et al, 2001EineEZH2Uberexpression war in Prostatakrebs mit dem Ubergang von einer
gutartigen zu einer boésartigen Erkrankung verbun@earambally et al, 2002 In Krebszeadin liel

sich eine H3K27meiBduzierte Repression der Genexpression feststellen, die unabhangig von einer
Promotor Hypermethylierung erfolgtgKondo et al, 2008 Eine Deregulation von anderen
Mitgliedern des PRCRomplexes konnte ebenfalls in einer Vielzahl von Karzinomen beschrieben
werden(Liu et al, 2015Martin-Perez et al, 2010
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DasMixed Lineage Leukem{&ILL) Gen kodiert fir eine Lysin Methyltransferase und katalysiert die
Methylierung von H3K4. MLL agiert als Gegenspieler von EZH2 bei der Aktivierung gordiéen

der Entwicklung und Differenzierung beteiligt siftlilne et al, 2002 Genfusionen und
Genamplifikationen vorMLL konnten als charakteristisches Merkineon Leuk&mien ausgemacht
werden (Slany, 200P Bei der Protein Arginin MethyltransferaseARM1konnte ebenfalls eine
Uberexpression in humanen Prostatakarzinanmachgewiesen werdefiHong et al, 2004Viajumder

et al, 2006.

JMJD2C ist eine Lydiremethylase, welcheiel Entfernung von Methylgruppen von H3k&alysiert.

Die H3K9Methylierung ist mitder Genrepression verbunden. Eine Amplifikatimn JMJD2C konnte

in einer Vielzahl von Krebserkrankungen (z.B. Bursi Osophagu&rebs) festgestellt werde(Liu

et al, 2009 Yang et al, 2000 Eine Uberexpression deysinspezifischen Demethylase(ISD1)die

H3K9 und H3K4 dentstliert, konnte in Estrogenrezeptor (ERYgativen Brusttumoren , in
mesenchymalen Tumoren und Blasenkrebs festgestellt wefidayami et al, 203,1Lim et al, 2010
Schildhaus et al, 20)11

Es gibt 3 verschiedene Familien von Histmetyltransferasen (HATSs): Genflie p300/CBPund
MYSTFamilie (Lee & Workman, 2007 Von jeder HAFamilie konnten Miteder identifiziert
werden, die eine Rolle bei der Karzinogenese spielen. Dies kann sowohl zu einer deregulierten
Aktivierung als auch zu einer Repression von Zielgenen fiihren. Das Auftreten von Leukémien konnte
mit einer Deregulation von HisteAcetyltransferase Aktivitaten in Verbindung gebracht werdgian
Beekum & Kalkhoven, 20P7n Brusttumoren konnte eine Verstarkung der Effekte, die sich aus dem
deregulierten WNTSignalweg ergeben durch die HistAoetlytransferase GCN5 nachgewiesen
werden (Chen et al, 2010 Der Verlust der Heterozygotie der HistAoetyltranderasen p300 oder

CBP konnte in einer Vielzahl vidrebszelllinien festgestellt werddmillinghast et al, 2003 Aufgrund

der wichtigen Rollen von Mitgliedn der MYST Familie von HATs bei der Hamatopoese konnte eine
Verbindung zwischen einer Deregulation dieser Gene und der Entstehung von akuter myeloider
Leukamie hergestellt werdeBorrow et al, 1996Chaffanet et al, 20Q0rang & Ullah, 2007

Die HistorDeacetylierung konnte als friihes Ereignis in der Kagenese, unter anderem von
primaren LymphomeltiGuo & Zhang, 20)2ind kolorektaén Adenomen(StypulaCyrus et al, 2003
identifiziert werden. Vor allem der genomweite Verlust von Monoacetylieeardges Histon H4K16
konnte als charakteristisches Merkmal von humanen Krebserkrankungen identifiziert w&mdea

et al, 2009. Die Hypoacetylierung verschiedener Krebszellen im Vergleich zu normalen Zellen konnte
mit einer Uberexpression von Histdeacetylasen (HDACs) in Brust, Pragtaund
Kolorektalkarzinomen in Verbindung gebracht werd&rusche et al, 200RRopero & Esteller, 2007
Weichert et al, 2008 Eine aberrante Rekrutierung von Klasse | und Il HDACs ist mit dem Auftreten
von Leukamien und Lymphomen verbund@firani et al, 2012 Das héaufige Auftreten von HDAC
Uberexpressionen hat diese zu vielversprechenden Zielen fur die dkhing von
Chemotherapeutika zur Behandlung von Krebserkrankungen gerfidarks & Breslow, 2007

1.6.2Verbindung von DNAMethylierung und Krebs

Es gibt einegrof3e Zahl von humanen Krankheiten, die mit der Entstehung aberranter DNA
Methylierungsmuster in Verbindung stehen. Darunter fallen Krebserkrankungen, psychische
Erkrankungen und Entwicklungsstorung&ergman & Cedar, 201&rayson & Guidotti, 201Jones

& Baylin, 2007Portela & Esteller, 2010rin et al, 201 Mittels verschiedener pharmakologischer
Ansatze wurde versucht diese epigenetische Abnormalititen wieder umzuke{Bsown &
Strathdee, 2002 DNAMethylierung ist in Krebserkrankungen hochgradig dereguliert. Die
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aberranten Methylierungsmuster aufern sich in einer Hypomethylierung von distalen
reguatorischen RegionetfAran et al, 201Bund repetitiven Elementer{Ehrlich, 2002 und einer
Hypermethylierung von Cplaseln (Esteller, 2002 Tumore zeichnen sich durch spezifische CpG
Methylierungsprofile aus, die sich in unterschiedlichen Tumortransformationswegen a(Baior

et al, 2011 Shen et al, 2007 Die Ausbildung eines spezifischen Hypermethylommusters erlaubt
darliber hinaus die ldentifizierung von Biomarkern, die charakteristisch flr das Auftreten einer
bestimmten Tumorentitat sind. Eine Kombination von Biomarkern gestattet eine verbesserte
Diagnose, Prognose und kann helfen die Erfolgsaussichten einer Chemotherapie zu bewerten
(Grawenda & O'Neill, 20)5

Der Verlust von DNMethylierung war eine der ersten epigenetischen Veranderungen, die in
humanen Karzinomen beschrieben wurde. Es konnteeige werden, dass Tumorgewebe einen
niedrigeren Gehalt an methylierten Cytosinen aufweisen als normale GewEbmberg &
Vogelstein, 1983) Der Gesamtgehalt an-Methyl-Cytosin ist invers mit dem Tumorfortschritt
assoziierfGamaSosa et al, 19§3Darlber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass nahezu jeder
Krebstyp ein Defizit an-Blethyl-Cytosin im Vergleich zu normalen Geweben aufw@&bktlich, 200R

Die hypomethylierten Bereiche in intergenischen, repetitiven Regionen sind mit genomischer
Instabilitt und einer Forderung des Tumorfortschritts verbund@&den et al, 2003Virani et al,
2012. Transponigbare Elemente (z.B. LINE1) koénnen ebenfalls das Ziel krebsspezifischer
Hypomethylierung seifMiousse & Koturbash, 2015

Gleichzeitig zu den Hypomethylierungen treten genspezifische Hypermethylierungerbatrfame
Hypermethylierungen in Krebszellen erfolgen typischerweise in Pronasmwziierten Cp@seln,
welche in normalen somatischen Zellen unmethyliert vorlied8ong et al, 2005aStrichman
Almashanu et al, 2002 Die Hypermethylierungen werden meist von Histdypoacetylierungen
begleitet und fuhren zur Ausbildung von repressiven Chromatingtrek (Eden et al, 1998 Eine
krebsspezifische Promotdfypermethylierung konnte bei evschiedenen Genen nachgewiesen
werden, die in einer Vielzahl unterschiedlicher Prozesse involviert sind. Darunter fallen Zellzyklus
Regulation, Tumorzellinvasion, DiR&paratur, ChromatiRemodeling Signaltransduktion,
Transkription und Apoptose. Die kiwierung dieser Gene wiederum ist mit einem
Wachstumsvorteil, einer Erhéhung der genomischen Instabilitdt und einer Steigerung des
Metastasierungspotentials verbundé€Robertson, 2006 Sowohl DNAlypomethylierungen, als auch
DNA-Hypermethylierungen konnen gemeinsam in unterschiedlichen Regionen innerhalb einer
Tumorzellpopulation vorkommen und zur Ausbildung verschiedener K3abg/pen flihren(Virani

et al, 2012.

Als Ausléser von genspezifischen Hypermethylierungen wurden verschiedene Mechanismen
vorgeschlagen: Die Rekrutierung vdNAMethyltransferasen zu bestimmten Genpromotoren
konnte durch bestimmte, onkogenisch wirkende Transkriptionsfaktoren erfo(@nCroce et al,
2002 Okano et al, 1999 Eine andere Theorie geht davon aus, ddgpermethylierungen im Zuge

von tumorspezifischen Histonmodifikationsmustern auftret@tatziapostolou & lIliopoulos, 2011)
VVon verschiedenen DNWethyltransferasen konnte eine erhdhte Expression in DickdaProstata,

Brust, Leberkrebs und in Leukamien nachgewiesen wefelddeiry et al, 199,1Girault et al, 2003a
Girault et al, 2003pMelki et al, 19980h et al, 2007 Patra et al, 200R In humanen Fibroblasten
konnte eine Uberexpression vonDNMT1 mit einer prozessiven und zeitabhéngigen
Hypermethylierung verschiedener Ciy@eln in Verbindung geaicht werden(Vertino et al, 1995

Die Deletion de®NMT1Gensin HCT116 Kotektalkarzinomzellen war zwar mit einer Reduktion des
Zellwachstums, aber nur mit einer leichten Abnahme der Dighylierung um ca. 20% verbunden
(Xieet al, 1999. Die Aufrechterhaltung der aberranten GhGel Methylierung deutet darauf hin,
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dass andere DNRMethyltransferasen den Ausfall deDNMT1 Expression kompensieren. In
Ubereinstimmung damit konnte eine Uberexpression VONMT3Aund DNMT3Bin Tumoren
nachgewiesen werde(Robertson et al, 199Xie et al, 1999

Bei Genen, die in normalem Dickdarmgéeesine Anreicherung von H3K27 Methylierung in ihren
Promotorsequenzen zeigten, kam es zu einem signifikant erhdhten Auftreten von DNA
Hypermethylierungenn Dickdarmkrebs, im Vergleich zu Genen wo keine H3K27 Methylierung in
normalem Gewebe auftrittSchlesinger et al, 20D7

PolycombZielsequenzen in embryonalen Stammzellen zeigten darlber hinaus eine erhéhte
Wahrscheinlichkeit krebsspezifisch hypermetbntli zu werden (McGarvey et al, 2008
Widschwendter et al, 20Q7 Viele Gene, die in Prostatakrebbir@ien hypermethyliert vorliegen,
waren in normalen Prostatazellen von PolyceRioteinen gebunden. Das krebsspezifische
Auftreten von DNAViethylierung in diesen Bereichen war mit dem Verlust der Polye8indung
assozier{GalYam et al, 2008Jin et al, 200P

Die gezielte Deregulation von DNMTs durch Hepatitis B Virus X Protein konnte sowohl mit einer
Fordertng von spezifischer regionaler Hypermethylierung, als auch mit einer globalen
Hypomethylierung in Verbindung gebracht werd@ark et al, 200)/

1.7RASSF1A

Das Ras association domain family 1A (RAS$F3An ist eines der am haufigsten epigenetisch
inaktivierten Gene in humanen Krebserkrankung€wardon et al, 2012 RASSF1Rodiert fir einen
Tumorsuppressor, der auf Chromosom 3 an Positiatl 3B lokalisiert is(Richter et al, 2000 Die
Region, in der RASSF1Alokalisiert liegt (3p2l1), ist einhotspot flir Deletionen von
Chromosomenabschnitte(Brauch et al, 1987Kok et al, 1987Kovacs et al, 198&othe et al, 1989
Naylor et al, 1987dzy R ¥ NNJ o + S NI dza (-ErdigpissdAli & alS1990 DediBe2et 4l,G N § &
1989 Yokota et al, 1987 In verschiedenen LungerBrust, Cervix, und Ovarialkarzinomen kate

in 90% der analysierten Tumore eine Deletion der Region 3p21.3 festgestellt wiasba et al,
2009. In der Region 3p21.3 sind in einem Abschnitt I@9kb acht verschiedene Gene lokalisiert
(CACNA2D2, PL6/Placental pro@ii01F6, TUSC4/NPRL2, ZMYND10/BLU, RABSER/FUSInd
HYALZ2), darunter mehrere TumorgugssorgengHesson et al, 2007

Das RASSFIGen besteht aus acht alternativ gespleidten Exons, die zur Expressioracht
verschiedenen Isoformen fihreRASSFH). Von diesen werden jedoch nur die IsofornflRASSF1A
und RASSF1abiquitar in normalen Geweben exprimiefPammnann et al, 2005aDonninger et al,
2007 van der Weyden & Adams, 200 Das RASSFP¥otein besitzt, neben der charakteristischen
Ras Aswiationsdoméane, drei verschiedene funktionell relevante Domanen, darunter eine
Diacylglycerebindende C1 Doméane, eine ATM Konsensus Sequenz, und die Protein
Interaktionsdomane SARABordon et al, 2012

Die zellularen Funktionen deRASSFIroteins sind vielfaltigHesson et al, 2007RASSF1A ist unter
anderem an der Regulation der Apoptose Uber einen MShaseabhé&ngigen We@Praskova et al,
2004 und einen MOARL-abhéangigen WegKhokhlatchev et al, 200deteiligt. Dariiber hinaus hat
das RASSFZIRrotein eine Funktion bei der Regulation der Zytoskel®@ynamk und ist mit
Microtubuli, Spindelapparat und Zentrosomen kolokalis{@allol et al, 2004Liu et al, 2003Vos et

al, 2004. Durch die Interaktion mit p1Z¢, einem Protein, das mit pRb, p53 und f4nteragiert
(Fajaset al, 2000 Sandy et al, 2000kann RASSF1A den-SPhasen Ubergang inhibieréRizos et

al, 2003
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Die Rexpression VORASSF1iA Zellen mit hypermethylierterRASSFXRromotor resultiert in einer
Reduktion des Zellwachstums in Lungen Brust, Nieren, Prostatakarzinomzellen,
Nasenrachenfibromund GliomazelleriBurbee et al, 2001Chow et al, 2004dDammann et al, 20Q0
Dreijerink et al, 200 1Hesson et al, 200&Kuzmin et al, 2002

Die Uberexpression VORASSF1i&t mit dramatischen Expressionsandegen der verschiedensten
Faktoren verbunderfAgathanggelou et al, 200&how et al, 2006 unter anderem dr Expression
von CyclinOiShivakumar et al, 2002aber auch von Genen die diverse Rollen bei der Transkription,
der ZytoskelettOrganisation, der Angiogese, der Signaltransduktion, der Zelladh&sion, der
Zellmigration und der Apoptose habédesson et al, 2007

Die epigenetische Inaktivierung v&®RASSF14t stark mit der Inaktivierung dreier anderer Gene
korreliert: P168"*2 Death Associated Protein King&8PK) und Caspa8éFischer et al, 2008ing et

al, 2010 Schagdesurengin et al, 2003Yu et al, 2002 DAPK und Caspa8etreten genau wie
RASSF1A ebenfalls in proapoptotischen Signalwege(Balik & Kimchi, 20Q&Kang et al, 2004
Pennarun et al, 2000

RASSF1Konnte bei einer Vielzahl von soliden Tumoren als protiscser Marker fur eine schlechte
Uberlebensprognose identifiziert werden. Anhand GASSF1Expression kdnnen Prognosen uber
den Erfolg bestimmter antitumoraler Behandlungen getroffen wer@dasson et al, 20Q7Darlber
hinaus ist dasRASSFZXRrotein eine Komponente von mehmr krebsspezifisch deregulierten
Signalwegen (RABIBKAKT, des RaRAFMEKERK und des Hippo Signalweges), sodass die
Inaktivierung vorRASSF1&in wichtiger Faktor ist, der zur Pathogenese und zum Fortschreiten von
soliden Tumoren beitragDammann et al, 200%uo et al, 200;//an der Weyden & Adam2007).

Die Haufigkeit einer RASSF1APromotor Hypermethylierung ist in Lungen Brust und
Prostatakarzinomen am hdchstgonninger et al, 2007 In Lungehkrebs ist eine epigenetische
Inaktivierung derRASSF1Rromotor Region durch DMNMethylierung weiter verbreitet als der
Verlust der HeterozygotiéDammann et al2000 Kok et al, 198)f Die Methylierung vVorRASSF1A
konnte mit einem erhohten Risiko einer Lungenkrebserkrankung korreliert weDenninger et al,
2007). Im Gegensatz dazu tritt in normalen Lungengeweben eine MethylieruniRASSF1&ens
nur sehr selten auf. Lungentumore mit hypermethylierteRASSF1Aromotor sind schlecht
differenziert(Tomizawa et al, 2002Vang et al, 2007¢ mit einem fortgeschrittenem Stadiufhee et

al, 2012 Wang et al, 2007aund dem Auftreten von Rezidiven verbundéuckingham et al, 2010
Endoh et al, 2003Kubo et al, 2009Lee et al, 2012Tomizawa et al, 2002 Eine signifikante
Verkurzung der Uberlebensdauer konnte bei jenen Lungenkrebspatienten mit inaktiviBASSF1A
(Grawenda & O'Neill, 20)5festgestellt werden. EinedRASSFIKethylierung konnte als guter
Indikator fur das Ansprechen einer Chemotherapie in Patient@it nichtkleinzelligen
Lungentumoren ausgemacht werdébammann et al, 2001

Es konnte auch eine Beteiligung dBASSF1Adypermethylierung mit der Tumorgenesvon
Brustkrebs festgestellt werdefBuhmeida et al, 203XGobel et al, 201;]Hagrass et al, 2014diang et

al, 2012 KarrayChouayekh et al, 201&tuopelyte et al, 2013,3Vang et al, 2012cXu et al, 201p Bei
Brustkrebs ist eindRASSF1Aypermethylierung stark mit einer schlechten Prognasel einem
ungunstigen Ausgang assoziiert: Inaktivief&SSF1At mit einem fortgeschrittenem Brustkrebs
Stadium (Hagrass et al, 2014KarrayChouayekh et al, 20)0 mit dem Auftreten von
LymphknotenmetastasefBagadi et al, 20Q8Hagrass et al, 20)4mit einem héherem Risiko des
Auftretens von RezidiveJiang et al, 20)2und einer generell schlechten Uberlebensprognose
verbunden(Gobel et al, 2011Jiang et al, 203 XKarrayChouayekh et al, 201@ang et al, 2012cXu

et al, 2012. Die Inaktivierung vVoRASSF1/ Brusttumoren fihrt zu einem aggressiveren Phanotyp
und einem hoéheren Risiko der Metastasierui@rawenda & O'Neill, 20}5
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Eine RASSHL Methylierung konnte auch mit einem fortgeschrittenem Stadium und einem
aggressiven Phanotyp in BlasenkréBso et al, 201, 2Jarmalaite et al, 200&im et al, 2012pLee et

al, 2001 Maruyama et al, 2001 Gebarmutterschleimhautkarzinome@lo et al, 2006Liao et al,
2008 Pallares et al, 2008 Gebarmutterhalskarzinome(Neyaz et al, 2008 Hals/ Kopftumoren
(Fendri et al, 2009Li et al, 2005Yang et al, 203%hang et al, 2004 Melanomen(Tanemura et al,
2009, Nierenkrebs (Kawai et al, 2010 Gehirntumoren (Gliome(Hesson et al, 2004
Neuroblastomen (Stutterheim et al, 201R und Hypophysenadenomer(Qian et al, 200pb in
Verbindung gebracht werderkinige dieser fortgeschrittenen Tumore sind mit lokalen urstatén
Metastasen verbunden, darunter Blasenkarzinofdarmalaite et al, 2008Vlaruyama et al, 2001
Meng et al, 201p, Gebarmutterschleimhautkarzinon{@o et al, 2006und Hals/ KopftumordFendri

et al, 2009 Li et al, 200 Bei einign der Tumore ist di®RASSF1kaktivierung mit einer kirzeren
Gesamtiiberlebenszeit verbunden (Blasenkréim et al, 2012} Gebarmutterhalskarzinom@itra

et al, 2013, Hals/ KopftumordGhosh et al, 2008_ee et al, 2008hang et al, 2004 Neuroblastome
(Stutterheim et al, 2012Yang et al, 20053und NierenkrebgKawai et al, 201,00hshma et al, 201})).
Eine RASSF1Aypermethylierung wurde auch als ein prognostischer Marker fir einen schlechten
Ausgangler Erkrankung bei Sarkomen beschriel{Panielsen et al, 20155eidel et al, 2005 Dies
deutet darauf hin, dass die epigenetische Inaktivierung RASSF1&ine wichtige Rolle in der
Entwicklung der Krebserkrankung zu einer metasiererietam spiel{Grawenda & O'Neill, 2015

1.8 Epigenetische Krebstherapie: DNAethyltransferase Inhibitoren

Fehlerhafte epigenetische Markierungen fuhren zu einer Deregulation verschiedensta
Proteinen. Diese Deregulationviederum kann mit der Entstehung von Krebserkrankungen
verbunden sein (Esteller, 2008 Feinberg, 200 Im Gegensatz zu genetischen Mutationen sind
epigenetische Veranderungen umkehrif@amchandani et al, 1999Durch den Einsatz von DNA
Methyltransferaselinhibitoren, wie 5Azacytidin (Vidaza) und-AzaH -Beoxycytidin (Decitabin oder
Dacogen) konnte die Reexprassiverschiedener Tumorsuppressorgene (wie pIB"<“® CDKN1C,
RAR2, RASSF)Anduziert werdenBei 5Azacytidin und BAzaH -Beoxycytidin handelt es sich um
CytidinrAnaloga, bei denen das Kohlenstoffatom an Positiondés Cytosinbasedurch ein
Stickstdfatom ersetzt wurde (Constantinides et al, 1977Constantinides et al, 1978 DNMT
Inhibitoren lassen sich in zwei Familien unterteilen: Nukledsidloga und nichNukleosid
Inhibitoren. Die Struktur der nichtlukleosidinhibitoren unterscheidet sich deutlich von den
NukleosidAnaloga, genau wie ihre Wirkmechanism@fang et al, 2000 Nicht-NukleosidAnaloga
wirken meist durch direkte und selektive Inhibition von DMAthyltransferasenKuck et al, 2010
Yoo et al, 2018 NukleosidAnaloga wirken durch einen indirekteren Mechanismikikleosid
Analoga werdenn humanen Zellen durch das Transporterprotein hCMTdia Zelle eingeschleust
und anschlieRend in mehreren Schritten in ihre aktive, triphosphorylierte Form UberfGhrt.
Azacytidin wird in RNA und, nach enzymatischer Reduktion in die entsprecBedgribnukleosid
Struktur,auch in DNA inkorporiert.-BzaH -Beoxycytidin wird nur in DNA inkorporiert. Wahrend der
SPhase wird BAzaH -Beoxycytidin in das Genom von aktiv replizierenden Zellen integriert. Es
besteht dabei eine Spezifitdt der Inkorporation zugunsten von schnell proliferierenden Krebszellen
(Cihak et al, 1980 Nach der Inkorporation in die DNA werden die Nukledsidloga durch DNMTs
gebunden. Die Bindung von DNMT1 aAZaH -WeoxycytidiaNukleotide innerhalb der DNA flhrt zur
Bildung éner kovalenten Bindung zwischen Nukleesimilogon und dem Enzym und der Formation
eines irreversiblen Komplexd&hoshal et al, 200%uo et al, 2007Santi et al, 1984Yang et al,
2010. Dies wiederum fuhrt zu einem Verlust an aktiven DNMNERZzymen und einenpassiven
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Demethylierungsprozess, da die neusynthetisierten Ettnge hypomethyliert bleiben und es auf
diese Weise zu einem replikationsabhéngigen Verlust der -MBtAylerungsmuster kommt
(Christman, 200R Zusammen mit HDARhibitoren werden 5Azacytidin bei der Behandlurdgs
Myelodysplastischen Syndron(®IDS),bei akuter myeloischer Leukam{@&ML) andbei chronischer
myelomonozytare Leukamg&E€MML)eingesetzt. 5-AzaH -Beoxycytidinwird nur bei der Behandlung
von MDS und AML eingesetttollenbach et al, 20)0Trotz des klinischen Nutzens vo#\Bacytidin
und 5AzaH -Beoxycytidin haben diese DNMidhibitoren jedoch auch deutliche Nachteile: Sie
wirken nicht selektiv auf bestimmt®NAMethyltransferasen; sie sind chemisch instabil wmidken
stark zytotoxisch(Wijermans et al, 20Q0Wijermans et al, 2005 Daher besteht ein Bedarf nach
spezifischeren bzw. selektiveren Substan2éon 5-AzaH -Weoxycytidinist bekannt, dass es sowohl
zur Induktionder Aktivitat von Tumorsuppressorgenen, als auch von-npetastatischen Genen
fuhrt. Die RiboseCytidinanaloga5-Azacycytidin) werden auch in RNA inkorporiert. Dies fiihrt zu
einer Stérung der Proteinsynthese, aberch zu einem Anstieg der sekundéaren Effel@eavina et

al, 2010 Hollenbach et al, 2030

Die chemischdnstabilitat und die hohe Zytotoxizitat vobrAzacytidin und SAzaH -Beoxycytidin
fuhrten zur Entwicklung anderer Nukleogdhaloga DNMTnhibitoren, unter anderem auch von
Zebularin. Bei Zebularin handelt es sich ebenfalls um ein Gyidifgon, welche einen 2(1H)
PyrimidinRing enthalt und einefeicht veranderten Wirkmechanismus im VergleichszAizacytidin
und 5AzaH -Beoxycytidin aufweisfYang et al, 200)0Zebularin muss in hdheren Konzentrationen
eingesetzt werden, um den gleichen Demethylierungseffekt Wwi@zacytidin bzw. #zaH WY
Deoxycytidinzu erreichen, es wirkt dabei jedoch weniger zytotoxi¢Elotho et al, 2009 Im
Gegensatz zu-Bzacytidin und BAzaH -BDeoxycytidin zeichnet sich Zebularin darliiber hinaus auch
durch eine stark erhéhte Stabilitat aus. Aufgrund dieser positiven Eigenschaften ist Zeleimari
vielversprechendes Medikament fir die epigenetische Krebstherapie, da sowohl eine orale
Verabreichungsform maglich ist als auch eine langere Behandlungs@feeet al, 2008
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1.9Zielsetzung

Das Auftreten aberranteDNAMethylierungsmuster ist ein bekanntes Phanomen in einer Vielzahl
verschiedener KrebsentitatefEsteller, 200p Die Entwicklung gmmweiter Analysemethoden von
DNAMethylierungsprofilen gestattet einen detaillierten Einblick in die dynamischen Veranderungen
der DNAMethylierung die wahrend der Tumorgenese auftret@mterberger et al, 2012 Dartiber
konnen auf Grundlage dieser Methylierungsprofile Rickschliisse auf die Mechanignegeig
werden, die zur Auspragung krebsspezifischer IMéthylierungsmustern fihrerfMaekawa et al,
2013. Ziel dieser Arbeit war es, unter Verwendung ubumina 450k Arrays, genomweite DNA
Methylierungsprofile verschiedener nicht kleinzelliger Lungenkrebszelllinien (A427, A549 und H322)
und normaler humaner Bronchialepithelzellen (NHBECHenerieen. AnschlieBend sollten auf
Grundlage dieser Methylierungegile eine detaillierte Analyse der DMNMethylierungsmuster in
Krebszellen im Vergleich zu normalen Lungenzellen durchgefuhrt werden. Der Fokus lag dabei auf
Veranderungen der DNKethylierung in Cp@nselBereichen und damit assoziierter Regionen.
Anhand der genomweiten DNAMethylierungsmuster von Krebsund Normalzellen sollten des
weiteren KandidaterGene mit krebsspezifisch hypermethylierten Promotor @ps&In identifiziert
werden. AulRerdem sollte ein&ene Ontolgy(GO) Analyse, zur funktionellen Kd#izierung von
Genen die mit krebsspeziflstiypermethylierten Cpselnassoziiert sind, durchgefiihrt werden.

Die Auspragung aberranter DMNMethylierungsmuster ist durch den Einsatz von DBNA
Methyltransferase Inhibitoren reversibéBaylin, 200k Die am haufigsten in der epigenetischen
Krebstherapie verwendeten DNMmhibitoren sind 5-Aza2'-Desosxycytidin(5-Aza2'dC) und 5-
Azacytidin Deren Einsatz ist jedoch aufgrund ihrer hohen Zytotoxizitat und geringen chemischen
Stabilitat begrenzt(Gnyszka et al, 20)3 Auf Grund dessen sollten A427A549 und H322
Lungenkrebszelllinien mit Zebularin, einem stabileren und weniger taeasdbytidinAnalogon
behandelt werden. Im Anschluss daran wurden die zellwachstumshemmenden Effekte und die
Demethylierungseffizienzen von Zebularin bestimmt und mit denen vArna®2'dC verglichen.

Das TumorsppressorgenRASSF1Aat vielfaltige Funktione in der ZellzykluRegulation, der
Regulation der MikrotubuStabilitat und der Apoptosé€Richter et al, 2000 Dariiber hinaus ist
RASSF1Aines der am haufigsten epigenetisch inaktivierten Gene in humanen Krebserkrankungen
(Pfeifer et al, 200R Die Inaktivierung deRASSF1Bxpression erfolgt durch Hypermgiierung der
Promotor Cp@nsel(Dammann et al, 2000 Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Mechanismus der
epigenetischerRASSFhaktivierung untersucht werden
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2. Material und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien
5-AzaH -"desoxycytidin (Decitabin)

Acrylamid

Agar Agar

Agarose

Ammoniumacetat
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin (NatriumSalz)

I -Mercaptoethanol
BlasticidinRSHCL

Borsaure

Bromphenolblau

Chelex

Chloramphenicol

Chloroform (Trichlormethan)
Complete Proteaseinhibitorenmix
Coomassie brilliant blue

n WHdiamino-2-phenylindol (DAPI)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
dNTPs

Dynabead3

DoxycyclirHyclat

5dz 6 SO002Qa Y2RATASR
(DMEM)

EDTA

Essigséaure

Ethanol 96% (rein/vergallt)

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

LE Biozym Scientific &, Oldendorf

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe

Invitrogen, Life technologies GmbH, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercul&A, USA
Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe

SERVA Electrophoresis

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe

Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Life technologies GmbiDarmstadt
Applichem GmbH, Darmstadt

91 3tS aSRAdzY

GIBCO®, Life Technologies GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
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Ethidiumbromid

Formaldehyd (37%)

Formamid

Foétales Kélberserum (FCS)

Geneticin (G418)

Glucose

Glycerol

Glycin

Glycogen

N-2-Hydroxyethylpiperazin (HEPES)
Hydrochinon

Immobilon Western Chemiluminescent
Isobwb! [ €aAa
HRP Substrate
Hydrochinon
Isopropanol (2Propanol)
Kaliumchlorid
Kanamycin
Lithium-Chlorid
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

a0 [/ 28Q4a p! aSRAdzy
Methanol

Natriumacetat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Natrium-Metabisulfit

Nonidet P40

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
PAA Laboratories GmbH, Colbe

PAA Laboratories GmbH, Colbe

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Carl Rth GmbH + Co, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Millipore GmbH, Schwalheim/Ts

wS I 3Sy (i u5Prime GmbH, Hamburg

Millipore GmbH, Schwalheim/Ts

Merck KGaADarmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt
SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim
AppliChem GmbH, Darmstad

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Rat GmbH + Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe
SigmaAldrich Chemie GmbH, Steinheim

Fluka Biochemica, Ulm
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Opt-MEM®
Orange G
Penicillin/Streptomycin

Phenol

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
Protein GPlus/Protein A Agarose beads

Roswell Park Memorial Institute 1640

(RPMI)

Rotiphores&Gel 30 (37,5:1)
Saccharose

Salzsaure
Sadenosylmethionin

SDS

Streptavidin Sepharose
Sodium Deoxycholat
SYBR® Select Master Mix
bX b 3 tetratd&hylen@iamin
(TEMED)

Tris

Triton X100

Tween20

Wasser, DERehandelt
X-Gal

Zebularin

Zeocin

GIBO®, Life Technologies GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe

GIBCO®, Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe

Calbiochem, Merck, Darmstadt

GIBCO®, Life Technologies GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH @o, Karlsruhe

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe

New England BioLabs, Schwalbach

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe

GE Healthcare, Miinchen

SigmaAldrich Chemie GhH, Steinheim

Life technologies GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe
Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt

Invitrogen, Life technologies GmbH, Darmstadt

2.1.2 Langensindards/ Molekulargewichtsstandard

GeneRule™ 100 bp DNA Ladder

GeneRuleM 1 kbDNA Ladder

PageRuler Prestained

Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Schever
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2.1.3 Transfektionsreagenzien
jetPEI

X-tremOeGENE 9
Turbofect

[ ALRTFSOGFYAY U wb! AYE

2.1.4 Allgemeine Losungen und Puffer

2.1.4.1 Allgemeine Lésungen
Hydrochinon (0,1 M)

LadePuffer (6x)

NaAc Natriumacetat (3M; pH 5,2)

NaBisulfit (3,6 M; pH 5,5)

NaOH (3 M)

NHAC (7,5 M)

NH;, Puffer (10x)

Phoghate buffered saline (10x)

PolyplusTransfection SA, lllkirch,France
Roche Applie&cience, Mannheim
Fermentas;Thermo Fisher Scientific, Schwerte

livitrogenLife technologies GmbH, Darmstadt

Hydrochinon 0,119

Adsteriles ddHO auf 10 ml Endvolumen

Saccharose 225¢
TBE buffer (10 x) 6 ml
OrangeG 0,59

AdddH,O auf ein Endvolumen von 50 ml
Natrium- Acetat 123 ¢

pH auf 5 bis 5,3 mit Egséure einstellen
AdsterilesddH,O auf 50 ml Endvolumen;
Autoklavieren

Natriumbisulfit 3,89
Adsteriles ddHO auf 8ml Endvolumen
AdNaOH (3V) auf 10ml Endvolumen
Natriumhydroxid 1,2¢g

Ad steriles ddHO auf 10 ml Endvolumen
AmmoniumAcetat 28,99
Adsteriles ddHO auf 50 ml Endvolumen
Autoklavieren

TrisHCI pH 8.8 (bei 25°C)  500mM

(NH).SQ 160mM
Tween20 0,1%
NaCl 1M
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2. Material und Methoder

KCI 20mM
NaHPQ x HO 60mM
KHPQ 8mM
AdddH,0

ProteinaseK Puffer Tris/HCI pH 7,6 50mM
EDTA x Na 25mM
NP40 0,5%
SDS 0,5%
AdddH,0

TAE Bffer (10x) Tris (pH 7,8) 40mM
Natriunacetat 0,5mM
2Na EDTA 0,01mM
AdddH,0

TBE Puffer (10x) Tris/HCI Y
Borsaure 0,8 M
EDTA x Na 10mM
AdddH,0

TBS Puffer (10x) Tris/HCI 50mM
NaCl 1,4 M

Mit HCI pH 7,6 einstellen

TE Puffer (1x) Tris/HCI pH 7,6 10mM
EDTA x Na 1mM
AdddH,0

Tris/HCI (1 M; pH var.) Tris/HCI 121,19

pH mit HCI einstellen

Adsteriles ddHO auf 1l Endvolumen

2.1.4.2 Pifer fur SDSPAGE und Western Blot

Blockierlosung 5% Magermilchpulver
Ad1xTBST
Blotting Puffe NabBPQ Y
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2. Material und Methoder

Flag Lyse Puffer

Laemmli Puffer (2x)

RIPA Puffer

SDSPAGE Laufpuffer (10x)

TBST

Trenngelpuffer

Trenngel (10%)

NaHPQ
Tris/HCI pH 7,4
NaCl

EDTA

Trition X100

AdddH,0O und Complete

Tris/HCI pH 6.8
Glycerin

SDS

I -Mercaptoethanol
Bromphenol Blau
AdddH,0

NP40

Sodium deoxycholate

SDS

Ad1x PBS und Complete

Tris

Glycin

SDS

NaHPQ
Tween20
Ad1x TBS
Tris/HCI pH 8,8
AdddH,0
ddHO
Polyacrylamid
Trenngelpuffer
10% SDS
10% APS

TEMED

05M
50mM
150mM
1mM

1%

140mM
20%
4%

Y

0,01%

1%
0,5%

0,1%

250mM
1,92 M
1%
05M

0,05%

15M

4.1 mil
3,3 ml
2,5ml
0,1 ml
50
5m
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2. Material und Methoder

Sammelgelpuffer TrisHCI pH 6,8 05M

Sammelgel (4%) ddH0O 6,1 ml
Polyacrylamid 1,3 ml
Sammelgepuffer 2,5ml
10% SDS 0,1 ml
10% APS 50m
TEMED 5ni

2.1.4.3Puffer fur Chromatinlmmunoprazipitation

SD4. ysepuffer (frisch ansetzen) 10 mi 1mi
10mM EDTA 200 ul 0,5 M EDTA
50mM TrisHCI, pH 8,1 500 pl 1 M Tis-HCI

+ Proteinaselnhibitefrablette (1 Tab. in 1 mhL8und 100 pl
Losung pro 1 ml Lysepuffer)

8,3 ml HO + Proteinaselnhibitefablette

Dilutionbuffer (50ml) 0,01% SDS 50 pl 10% SDS
1,1% Triton X100 5,5 ml 10% TritonA00
1,2mM EDTA 120 4 0,5M EDTA

16,7mM Tris/HCI, pH 8,1 835 ul 1M TridHCI

167mM NacCl 1,67 ml 5M NacCl
41,825 ml HO

IP Puffer (50ml) 150mM NacCl 1,5 ml 5M NacCl
0,5% NR10 2,5 ml 10% NRO
5mMEDTA 500 ul 0,5M EDTA

50mM TrisHCI, pH 7,%2,0 pl 1M TrisHC) pH 7,5
1% Triton XLO05 ml 10% Triton 400
34,4ml HO

2.1.5Kulturmedien

2.1.5.1 Medien zur Kultivierung humaner Zellen

DMEM (1 1) DMEM 13,38 g/l
NaHCQ® 3,7mg
HEPES 25mM
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2. Material und Methoder

Autoklavieren

RPMI (1I) RPMI 10,43 d
NaHCQ 29
HEPES 50 mM

pH 7,25 einstellen
Autoklavieren

Allen Zellkulturmedien wurden FCS (Endkonzentration von 10%) und Penicillin/Streptomycin
(Endkonzentration von 1%) zugefugt.

2.1.5.2Medien zur Kultivierung kompetenteE. oli¢gStamme

LB medium (1 1) Bacto Trypton 10 g
Yeast extract 59
NacCl 10g

(Bactd™ agarose 12,5 g)

pH 7,5
Autoklavieren

NZY Medium NZamin 10g
Bactd " yeast extract 59
NacCl 59

D (+)Glukosemaohydrat 3,60
MgC} x 6HO 259
MgSQx 7 HO 349
pH 7,5 mit 3 M NaOH einstellen
AdddH,0O auf ein Endvolumen von 1 |
SOC medium 2 M Glukoseltsung
Ad SOBMedium auf ein Endvolumen von 1 |

Autoklavieren
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2. Material und Methoder

2.1.5.3Medienzusatze
Antibiotika fUrE.coli

Name Konzentration der Stockldsung Arbeitskonzentration

Ampicillin 50mg/mlin HO 60 pg/mi

Chloramphenicol 34 mg/ml in Ethanol 170pg/mi

Kanamycin 10mg/mlin HO 50 pg/mi

2.1.6Enzyme

DNase | (1 W) Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Schwerte

FastARthermosensitiv (1 Ufl)
Proteinase K (28g/>l)
Restriktionsendonukleasen

M-MLV Reverse Transkriptase (200-J/
RNase A (18g/>)

RNasin (RNase A Inhibitor) (40-1)/
Ss$Methyltransferase (20 UA)

T4 DNA Ligase (3 )y

Ribolock40 UAI)

Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Fermentas, Thermo $her Scientific, Schwerte
Promega GmbHvlannheim

Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Promega GmbH, Mannheim

New England BioLabs, Schwalbach
Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Fermentas, Thermo Fisher ScieatifSchwerte

Taq | Polymerase isoliert aus einem TagPolymerase exprimierenden E.coliStamm
(durchgefiihrtvon Mitarbeitern der AG Dammahn

2.1.7 Antikorper
EGFP Kaninchen polyklonal

GAPDH Kaninchen polyklonal IgG38%)
H3K9a¢pAb-004-050)

H4ac (06366)

Histon H3 (1791)

IgG (46540)

PolllAntibody (N20)

Ziege anti Kaninchen@®&HRP (s2004)

Ziege anti Maus IgERP

Dr. JOrg Leers

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Inc., CA, USA
Abcam, Cambridge, MA, USA

Merck Chemicals GmbH, Darmstadt

Abcam, Cambridge, MA, USA

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Inc., CA, USA
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Inc., CA, USA
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Inc., CA, USA

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Inc., CA, USA
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2. Material und Methoder

F(ab")2 Ziegeanti-KanincherAlexa488 Invitrogen, Life technologies GmbH,
Darmstadt

2.1.8 Vektaen

Die HDAC1-, HDAC2-, HDACFLAG?* HDAC4LAG?* HDACHLAG* HDACS6-, HDACS-,
HDAC1&FLAG?, Myc-Sirtuin¥ -, pPEGFPCBHNMT* - und Dnmt3aEGFP-Uberexpressionsvektoren
wurden von der AGchmitz zur Verfligung gesteiA(mpicillin-Resistenz** KananycinResistenz)

In Tabellel sind die verwendeten Vektorsysteme mit den entsprechenden Resistenzen angegeben

Tabellel: Verwendete Vektosysteme

Vektorname Resistenz Hersteller Bemerkurg
- Invitrogen, Life technologie
pcDNA3.1 (+) Ampicillin GmbH, Darmstadt Leervektor
pCMVTagl Kanamycin AddgeneCambridge, England | Leervektor
pEGFRC1 Kanamycin Clontech, SairGermainen-Laye, Leervektor
Frankreich
pGEI\}?-T Ampicillin Promega, Heidellrg Erstvektor
- . RenillaLuciferase
pRLNull Ampicillin Promega,Heidelberg Reporter Vector
- . FireflyLuciferase
pGL3.1 Ampicillin Promega,Heidelberg Reporter Vector
- Invitrogen Life  technologie
pcM\V-Sport6 Ampicillin GmbH. Darmstadt Leervektor
. Ampicillin, Invitrogen, Life technologie{ T-Rex-System (enthalt zwe|
PCONAA/TO/mydHisC Zeocin GmbH, Darmstadt Tetrazytin-Operatoren)
. Ampicillin, Invitrogen, Life technologiej
pcDNA4/TO/mydis/lacZ Zeocin GmbH, Darmstadt T-RexSystem
cDNA-TR Ampicillin Invitrogen, Life technologie{ T-RexSystem ( enthalt
P Blasticdin GmbH, Darmstadt TetracyclinRepressoiGen
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Tabelle2: Verwendete Primer flr Expressionsanlysddie Angaben zur Mg&Konzentration beziehen sich auf semiquantitatin®FPCR.

annealing .
) Forward Reverse MgC}h . .. | PCRProdukt Formamid
Region Primer Primer [mM] Zyklen | Elongationszeit [bp] Tem(_pi_j)ratur %)
. bACTRTFW: bACTRTRV: .
Actin CCTTCCTTCCTGGGCATGGAG] CGGAGTACTTGCGCTCAGGAG  +° 27 30s 226 60°C -
UGAP389: LGAP545: .
GAPDH TGGABAGGCTGGGGCTCAT GACCTTGGCCAGGGGTGCTA ™ 27 30s 176 60°C i
MGAPDHRTF1: MGAPDHRTRL: .
Gapdh GCCGCCTGGAGAAACCTGCC CCCCGGCATCGAAGGTGGAA 1 25 30s 156 60°C i
UHE2ab: L27111: .
RASSFIA GGCTGGGAACCCGCGGTG TCCTGCAAGGAGGGTGGCTT( 1+ 36 30s 239 60°C i
RASSF1A UHE2ab: P21L251: 15 ] 30’ 167 60°C ]
(QRTFPCT) GGCTGGGAACCCGCGGTG AAGCCTGTGTAAGAACCGTC( ™’
RASSF1C G21U0521: P21L251: B
(QRTPCR) | GGGCGGTGGTTGGCGGCTACG( AAGCCTGTGTAAGAACCGTC( L5 30 30s 333 60°C i
ZMYND10RTF1: ZMYNDORTR1: .
ZMYND10 GCCCATCTGACCCTAACTGA CACTGCCTCTAGCACATCCA  1° 42 30s 219 60°C i
ZMYND10 ZMYND10RTF2: TagLiPrimer: 15 ] 30 s 159 60°C ]
gRFPCR CCTGGAGAAGCTGAACATGC| GGCAGTATCGTGAATTCGATG ™
EGFPRTF1: EGFPRTR1: .
EGFP ACGTAAACGGCCACAAGTTC AAGTCGTGCTGCTTCATGTG 32 30s 187 60°C i
ABCB4RTF1: ABCB4RTRI: .
ABCBA GCAGACGGTGGCCCTGGTTG(  TGGAAAACAGCACCGGCTCC] 40 30s 185 60°C 1
MABCB4RTF1: MABCB4RTR1: .
MABCB4 CCCTCCAGCCGGCTTTCTCCA  GGACCGGAGCCTTGTGGTGA( 1 40 30s 200 60°C i
CPSF1 CPSF1RTF1: CPSF1RTR1: ] ] 30’ 248 60°C ]
(QRTPCR) CTGGCCACCTACTCCTTTGA GCGATGACTGTCCACATGTC]
DNMT1 DNMT1RTFW1: DNMT1RTRW1: ] ) 30’ 133 60°C -
(QRTPCR) CCACCGCCCCTGGCCAAAGC CAGGGGTGACGGGAGGGCAG/
DNMT3a DNMT3ARTFW1: DNMT3ARTRW1: ) ) 30 158 60°C -
(QRFPCR) ATGTGGTGGCCATGGGCGTTAG CACAGTGGATGCCAACGGCCT
DNMT3b DNMT3BRTFW1: DNMT3BRTRW1: ] ] 30’ 163 60°C -
(QRTPCR)| CTCGAGCTGCAGGACTGCTTGG TCCTTTCGAGCTCAGTGCACCH




Fortsetzung va Tabelle2:

UHRF1 UHRF1: UHRF1: ) ) 30’ 229 60°C -
(QRTPCR) GTCGAGATCTTTCCGGCAAC TAGATGCCATCGUGGTT
HDAC1 HDAC1RTF2: HDAC1RTR2 ) ) 30’ 206 60°C -
(QRTPCR) TGCAAAGAAGTCCGAGGCAT TGGCCTCATAGGACTCGTCA
HDAC2 HDAC2RTF1: HDAC2RTRL: ) ) 30’ 237 60°C -
(QRTPCR) GCCACTGCCGAAGAAATGAC TCCAGCCCAATTAACAGCCA
HDAC3 HDAC3RTF1: HDAC3RTR1: ) ) 30’ 160 60°C -
(QRTPCR) ACTTCGAGTACTTTGCCCCA GGCACGTCATGAATCTGGAQ
HDAC4 HDACARTF1: HDAC4RTRL: ) ) 30 s 246 60°C -
(QRTPCR) TGGGAAACGAGCTTGATCCT CATCTGGTCTCTTTTCGGCG
HDACS5 HDACSRTF1: HDAC5RTRL: ) ) 30’ 172 60°C -
(QRTPCR) CAGAAGTTGAACGTGGGCAA GTCCTCCACCAACCTCTTCA
HDAC6 HDAC6RTF1: HDAC6RTRL: ) ) 305 243 60°C -
(QRTPCR) TGTGCTCCCAATCCTGACAT ACGTACTCAGCACTGTGACA
HDAC8 HDAC8RTF1: HDAC8RTRL: ) ] 30’ 158 60°C -
(QRTPCR) ACGTGTCTGATGTTGGCCTA TCCCAGCTGTAAGACCACTG
HDAC10 HDAC10RTF1: HDAC10RTR1: ) ) 30 s 17 60°C -
(QRTPCR) GGCCITGAGTTTGACCCTG CAGCGTCTGTACTGTCATG(Q
Sirtl Sirt1RTF1: Sirt1RTRL: ] ) 30’ 174 60°C -
(QRTPCR) GCCGGAAACAATACCTCCAC ACCCCAGCTCCAGTTAGAAC
Tabelle3: Verwendete Primer fir Methylierungsanalysen
annealing .
. Forward Reverse MgC}h . . | PCRProdukt Formamid
Region Primer Primer [mM] Zyklen | Elongationszeit [bp] Tem(_pi_f)ratur (%)
RASE1A RF1A500BSU1: RFlgﬁ)?%BSl: s 45 30’ 933 62 )
(-400) GGTGATAGAGTTAAATGAGGGTT| | 1 ) CTTAACCTACCCACTA)
RASF1A RF1APYROFOR: RFlQEJfOB'O: ) 45 30s 136 60 2%
(TS$ AGTTTGGATTTTGGGGGAGG | pnCTCAATAAACTCAAACTCA




Fortsetzung vorTabelle3:

RASSFIA +400/+600BSUL: +400/+600BSL1: a5 45 30s 186 c3
(+400) GGAAGGGGTAGTTAAGGG AAACAACEICTCTACTCAT '
ABCB4 ABCB4BSL
ABCB4BSUL1: e
(COBRA, (Biotin) 1,5 45 30's 218 57
Pyroseq) | CACTAMGTTTAGGTTTTTTTGTTC - 1caAAAACCAAATACACCCTC
mABCB4BSU1 mMABCB4BSL1
MABCB4 GTGAAGTTTAGGTGAGGGAGG| ACTACCTAAAAAAAAAAACCTCA 2 45 30s 148 52
RASSFA DoxRF1ABSUL: DOXRF1ABSLL1: 15 45 30s 320 .
RenillaLUC GGAGGGAAGGAAGGGTAA | CTTAATACTTACCTACCCAATAQ

Tabelle4: Verwendete Sequenzierprimer fur Pyrosequenzierungen

Region PyromarkAssay Sequenzierprimer Analysierte Region
RASE1A -500,-300 RF1A500BSSeq: TTAYGGTTTAGTTTTTGTYGGAGTTTTAGTTTTYGTAGTGGAGAGTAGAGYGGGYGGTAAAGTTGTTGATYGATTTT]
(-400) (Uberarbeitet).pyrosetup | AGAATGTATTTTTGAATTTTAA
RASE1A RASSF1AQIA. pyrosetuq RF1APYROSEQ YGTTYGGTTYGYGTTTGTTAGYGTTTAAAGTTAGYGAAGTAYGGGTTTAATYGGGTTATGTYGGGGGAGTTTGAGTT
(TS$ ) GGGGTTAGTTTTGTGGTTT
RASSF1A +400,+600 400BSSeqU3 TAGYGTAGTYGTYGYGGGTTAAGTYGYGGTAGAGGGGGTYGGYGGGGATAGTTTT
(+400) (Uberarbeitet).pyrosetup GGGGTAGTTAAGGGG
ABCB4 ABCB.pyrosetup ABCB4BSseq: YGYGYGAGGTTYGAGGTGAGAGAGGTTYGGGYGYGTTTGGTTTYGAAGGGAGATT
TTTAGAGGTTTTGTTAGATA

Tabelle5: Verwendete Primer fur Chromatimmunoprézipitation (ChiP).

annealing
Region For.W"’“d Reyerse MgCb Zyklen Elongationszeit PCRProdukt Temperatur
Primer Primer [mM] [bp] (T
EGFPRTF1: EGFPRTR1:
EGFP ACGTAAACGGCCACAAGTT AAGTCGTGCTGCTTCATGTG ) ) 30s 187 60
RASSF1A RF1ALucChIPU1 RF1ALucChIPL ) ) 20s 195 60
RLuc GCTCTCCTCAGCTCCTTCC GTGCCTCACGACCAACTTCT




Tabelk 6: Verwendete Primer fUZMYND16, EGFRZMYND1€3'-RACE Experimente bzw. dRFPCR und disequenzspezifische RACR voZMYND10RASSF14And GAPDH

Region Forward Reverse MgChb Zvklen Elonaationszeit PCRProdukt annealing
9 Primer Primer [mM] Y g [bp] Tempeatur (Ta)
3'RACEPCR
ZMYND1€e'Ende
- GCGGTGACCCGGGAGATCTGAATTC . . . .
(RFPCR) T Bedingungen siehe Abschnitt 2.2.5.1 Reverse Transkriptas® R
ZMYND1€e'Ende NU278: LP25:
(1. Runde) AGCGCTGCTCACGATGCCAG GCGGTGBZCCGGGAGATCTGAATT( 1.5 30 30s ca. 530 60
ZMYNDI1@B'Ende NU500: LP25:
(2. Runde) GCCGACCACCCATGCCAAG GCGGTGACCCGGGAGATCTGAAT| L5 30 30s Ca. 300 60
EGFP 3'RACEPCR
ZMYNDI1@B'Ende - GCGGTGACCCGGGAGATCTGAATTC . . . )
(RTPCR) T Bedingungen siehAbschnitt 2.2.5.1 Reverse Transkriptase-fROR
S e EGFPRTFL: LP25: 15 40 160's Ca.1700 60
(1. Runde) ACGTAAACGGCCACAAGTT( GCGGTGACCCGGGAGATCTGAAT] ’ ’
Primer far oligodT-TTTTTTTTTTTTTTTTTT . . . .
RTPCR - Hexamer: NNNNNNN Bedingungen sieh&bschnitt 2.2.5.1 Reverse Transkriptase {{RTR
ZMYND10 . GGCAGTATCGTGAATTCGATOCCT
(RFPCR) CACAGGGAACAC Bedingungen siehe Abschnitt 2.2.5.1 Reverse Transkriptas® ¢R)
RASSF1A L18316 . . . .
(RFPCR) - CGCGCACTGCAGGCCTTTG Bedingungeniehe Abschnitt 2.2.5.1 Reverse Transkriptase-fHFCR
GAPDH GAPDHCHR2: . . . .
(RFPCR) - TGGTCCAGGGGTCTTACTCC Bedingungen siehe Abschnitt 2.2.5.1 Reverse Transkriptas® ¢R)




2. Material vnd Methoden

2.19 Verwendete Zelllinien und Gewebe

2.19.1 Lungenkrebszelllinien

ABCl, SW153, HOP18, HCC1171, LXFL529, H1703, H441, EBC2, A427, H1568, CIFOK-1,
H2087, H1975, H226, H2444, HCC515, H1299, H2030, H2405, HCC2935, H1373, HI6EBJRERF
Calu6, H1155, H1651, H2347, H358, H838, H2228, HCC827, H2073, H1650, H23, HI293, Cal
H650, H460, H727, A549, H292, HCC4006, H2170, H1838, H820, H138%;RERF2122, H1793,
H661, HOP62, HCC15, EKVX, H1792, H2110.11,E&®wu10, HCC4017, H2009, HOP92MEK1,
RERECKJ, H1437, H647, H2126, H2172, H1435, HINGBIGEGAccessin: GSE36216

CRE5808, CRbE886, CRB898, CRE976, HTEL71,HTB173

2.19.2 Normale Lungenzelllinien
gBEC1, gBEC1_UI, gSAC1, gSAC1_Ul, gBENGHEBEQGAccessionGSE36216)

NHBECPAF pulmonary arterial fibroblasls PASMCpulmonary artery smodt muscle cel)s HF54
(humane Fibroblasten}F55 fumane Fibroblasten)

2.1.9.3 Brustkarzinomzelllinien:
MCF7, MCFL0, MDAMB-231, T47D, ZR75 HMEC (humane Mammarepithelzellen

2.1.94 Melanomzelllinien:
SK Mel 13, IGR1, buf1280wt, C8161,

2.1.95 Sonstige Karzinome:
Hep2 (LaryrEpithelioma), 1777 (Testis), HepB3 (Hepatozellulares Karzinom), RPMI 2650
(Nasenscheidewandkarzinom), UBCc14C(Mundkarzinom)

2.19.6 Normale Lungengewebe

GSM1264690, GSM1264711, GSM1264727, GSM1264768M1264854 GSM12@699
GSM1264709 GSM1264716 GSM1264724 GSM1264738 GSM1264748 GSM1264753
GSM1264759 GSM1264765 GSM1264770 GSM1264775 GSM1264791 GSM1264804
GSM1264813GSM1264814NCBIGEGAccessiofNummer: GSE52401)

2.1.7Priméare Lungentumore
PrimareAdenokarinone: TA14, TAS9, TA74, TA94, TA247
PrimarePlattenepithelkarzinomeTS41, TS42, TSTE02, TS03, TS12, TS29, 1S37

2.1.8Primare Brusttumore und normales Brustgewelgrumorproben (T), Normalgewelfi))

primare Mammarkarzinom: B1-T, B2T, B3T, B4T, B5T, B6T, B7#T, B8T, BT, B16T, B11T, Bl2
T, B13T, B14T, B15T, B16T, B17T, B18T, B19T, B20T, B21T, B23T, B25T, B28T, B31 T,
B33 T, B34T, B36T, B38T, B47T, B51T

normale BrustgewebeB4N, BZN, BON, B16N, B11N, B12N, B13N, B4-N, B16N, B17N, B18
N, B19N, B20N, B21T, B23N, B25N, B28N, B31N, B33N, B34N, B36N, B38N, B47N, B5IN

2.1.9Primare KopfHalsKarzinome und normales Gewelggumorproben (T), Normalgewelgi))
KopfHalsKarzinomMTHT, JGT, NWT, KHT, GKBI, HTHT, SCHHI, WRT, BHT, WTHT
Normale GewebeMTHN, JGN, NWN, KHN, GKEN, HTHN, SCHEN, WRN, BHN, WTHN
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2.1.9.10 Murine Zelllinien und Gewebe

F9 (TestiEmbryonalKarzinom),LLC1 (Lewis lung camoma cell line), Ltk (murinembryonale
Fbroblasten), NIFBT3 (murine embryonale Fibrasten), MEF (murinembryonale Fibroblasten),
Leber Lunge, Milz, Niere, Herz

2.19.11HCT116 Wildtyp (WT) undnockoutZelllinien

HCT116 WT*
HCTF116 3bK® DNMBBknockoutZelllinie (DNMT3B)
HCTF116 KO DNMTZ und DNMT3B knockout

NCBIGEGAccessionGSE2929(HCT116 WT Zellen: GSM815136, GSM815137, GSM81518&F
116 DKO Zellen: GSM815139, GSM815140, GSM815141

*Von Bert Vogelstein, John Hopkins University zur Verfligung gd&ble et al, 2002Rhee et al,
2000(Rhee et al, 20QRhee et al, 2000

2.19.5 Kultivierte Zelllinien
Der nachfolgendeabelle sindlie kultivierten Zellen mit den entsprechenden Kulturmedisowie
die Herkunft der Zellen zu entnehmen.

Tabelle 7: Kultivierte Zelllinien mit entsprechenden Kulturmedien.

Zelllinie Herkunft Medium

A427 Nichtkleinzelliges Lungenadenokarzinom RPMI

A549 Nichtkleinzelliges Lungenadenokarzinom DMEM

H322 Nichtkleinzelliges Lungenplattenepithelkarzinom DMEM

H358 Nicht-kleinzelliges Lungenadenokarzinom RPMI

HCT116 WT Kolorektalkarzinom a0 /280a p! aSRAd;
HCT116 3bKO | Kolorektalkarzinom a0 /280a p! aSRAd
HCT116 DKO | Kolorektalkarzinom a0 /280a p! aSRAd
Hela Zervixadenokarzinomzellen DMEM

HEK 293 Humane embryonal Nierenzellen DMEM

HEK 293-REx | HEK293 die das @tracyclinRepressoirotein stabil| DMEM

exprimieren
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2.1.10 Vorgefertigte Systeme (Kits)
Dual LuciferastReporter Assay System

EpiTect Bisulfite Kit

MSBSpin PCRapace
NucleoSpifiExtract I
NucleoSpifiPlasmid QuickPure

NucleoBon8Xtra Midi
Mutagenesis Kit

Promega, Heidelberg
Qiagen GmH, Hilden
Invitek GmbH, Berlin
MachereyNagel GmbH, Diren
MachereyNagel GmbH, Duren

MachereyNagel GmbH, Diren SiteDirected
Promega, Heidelberg

Gerate und Losungen fur Pyrosequenzierung

PyroMari®
QIAquickChange Lightning

QIAquick Nucleotide Removal Kit

2.1.10Gebrauchsgegenstande
Amersham Hybond PVDF Membran

Zellkulturschalen

Zellschaber

Glaswaren

Handschuhe (rotiprotect Nitril)
Kanilen

Parafilnf

PCR plat@4 well

Petrischalen

Plastikwaren
Skalpell
Sterile Filter

Strip Caps

Whatman paper

Qiagen GmbH, Hilden
Agilent
Qiagen GmbH, Hilden

GE Healthcarevlunich

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Sarstedt AG & Co., NUmbrecht

Schott AG, Mainz

Carl Roth GmbH & CKG, Karlsruhe
B.Braun Melsungen AG, Melsungen
Pechiney Plastic Packaging; Menasha, WI, USA
Qiagen GmbH, Hilden

Sarstedt AG &Co., Nimbrecht

Elkay Laboratory Products, Hampshire, UK
Sarstedt AG &, Nimbrecht

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Sartorius AG, Gottingen

Qiagen GmbH, Hilden

Techno Plastic Products AG Trasadingen

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
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2.1.11 Gerate
AutoclavTechaclav

Blotting Apparatur

Elektrophoresekammer

Fluorescencemikroskop Observer Z1

Fresco 17 Zentrifuge
Gefrierschrank80°C DF8517

Geldokumentation/Transilluminator

HERAcell 150

lInkubator Type B6
Inkubatoren
Inkubatorschittler TH30
Inversemikroskop
Luminometer

Magnetrthrer (VMSEC7)
Mikrowelle

Molecular Imager VersaDoc

PCR Thermo Cycler

Mastercycler Gradient
Mastercycler

RotorGene3000

Pipetten

pH-Meter, pH 211

Pyrosquencer PyroMark Q24
PyroMarkQ24 Vacuum Workstation
Safety Cabinet

Schuttler

Shaker Rotamax 120

120 Technomara AG, Wallisellen, Switzerland
Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA
Bio-Rad, Munich

PEQIlab Biotschnologie GmbH, Erlangen

Carl Zeiss GmbHenh

Heraeu& Hanau

Labotec GmbH, Gottingen

Decon Science Tec GmbH, Hohengandern

Grant Instruments (Cambridge), Ltd. Shepreth,
Cambridgeshire, UK Zeritrgen

Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold

Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold

Edmund Buhler GmbH, Hecharg
Motic Dutschland GmbH, Wetzlar
SIRIUS, Berthold Detection Systems
VWR Internation GmbH, Darmstadt
CinexElectronic GmbH, Aschenberg

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

EppendorfNetheler-Hinz GmbH, Hamburg
EppendorfNethelerHinz GmbH, Hamburg
Corbett Research

Gilson, Villiers le Bel, France

Microprocessor Hanna Instruments, Kehl a.R.
Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach
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Shaker Rote&shake Genie
Thermomixer compact
Thermoshaker TS1
Spectrometer, Gene Quant Pro
Sonifizierer Modell Bioruptor
Spannungsgerat (Power Pac 200)
Tecan Infinite M200 PRO
Vortexer

Waagen

Acculab precision scale V123
Accubb precision scale \W&101
Wassebader

WB10 PD

AL5 Lauda

Zellbanken

Zentrifugen

Multifuge 1S/1SR

Zentrifuge 5418

Pico 17 Zentrifuge

Scientific Industriefnc., Bohemia, N.Y., USA
EppendorfNethelerHinz GmbH, Hamburg
Biometra biomedical Analytic GmbH, Gottingen
Biochrom Ltd., Cambridge, UK

Diagenode lo.; USA

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA
Tecan GmbH, Grédig, Austria

VWR International GmbH, Darmstadt

Sartorius AG, Gottingen

Sartorius AG, Gottingen

Industriegesellschaft mbH, Dresden
Dr. R. Wobser GmbH &Q€G, Laud&dnigshofen

MSCGAdvantage Biological

Heraeu$, Hanau
EppendorfNethelerHinz GmbH, Hamburg

Heraeu§ Hanau

2.1.12 Verwendete Softwares / Datenbanken
https://www.thermofisher.com/de/de/home/brands/thermgacientific/moleculabiology/thermeo
scientifierestricton-modifyingenzymes/restrictiorenzymeghermo-  scientific/doubledigest

calculatorthermo-scientific.html

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/

http://string -db.org/

http://bejerano.stanford.edu/great/pulic/html/

http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
http://nc2.neb.com/NEBcutter2/
https://www.r-project.org/

https://www.bioconductor.org/
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http://studentsttest.com/
https://genome.ucsc.edu/

BioEdit Sequence Alignment Editéersion 71.3.0

PyroMark Q24 Software Qiagen GmbH, Hilden
RotorGene6 Corbett Research, Qiagen, Hilden
[llumina GenomeStudio lumina, Inc., USA
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2.2 Methoden

2.2.1. RNASsolation

Fir die RNAsolation wurden die Zellen einer >70% konfludewachsenen 3,5 cm bzw. &t
Zellkulturschale verwendet. Zu Beginn wurde das Zellmedium absaugt und die Zellen durch
zweimaligeZugabe von =l 1xPBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit Trypsin

Ersatz (5nin Inkubation bei 37 °C) oder métnem Zellschaber von der Zellkulturplatte abgeldst. Im
Anschluss daran wurde die Zellsuspension in ein Reaktionsgefald tberfihrimindehg bei 1500

rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschlieRend mIITRIzol (Guanidilso-Thiocyanat) lysiert

und resuspendiert. Im nachsten Schritt wurden pro Reaktionsansatpl20Bloroform hinzugegeben

und kraftig gevortext (38). Im Anschluss daran erfolgte ein Inkubationsschritt vomrbbei RT,
gefolgt von einem Zentrifugationsschritt von &n bei 11.00 rpm. Nach dieseBehandlung ist die

RNA im saureifRIzol in der oberen, wassrigen Phase lokalisiert und DNA ist als weil3e Interphase an
der Grenze zur roten, organischen Phase erkennbar. Die obere Phase wurde vorsichtig in ein neues
Reaktionsgefald Uberfiit, mit 500l 100% Isopropanol versetzt und anschlieend mindesters 15
gevortext. Es folgte ein Zentrifugationsschritt vonmid bei 11.00Gpm bei RT. AnschlieRend wurde

der Uberstand verworfen und das Pellet in 38070% Ethanol (verdinnt in DER@sser)
gewaschen. Im Anschluss daran folgte ein Zentrifugationsschritt woin 6ei 11.00Gpm bei RT. Der
Uberstand wurde anschlieRend vollstandig entfernt, das Peltetr8lang bei 37C getrocknet und
anschlie3end in 260 ul DEP@Vasser geldst.

2.2.2. DNAlsolation (aus Zelllinien)

Fur die DNAsolation wurden die Zellen einer >70% konfluent bewachsenercr8,bzw. 1@m
Zellkulturschale verwendet. Zu Beginn wurde das Zellmedium absaugt und die Zellen durch
zweimaige Zugabe von Bl 1XxPBS gewaschemf\nschlielRend wurden die Zellen mitril TrypLE
Losung (Bnin Inkubation bei 37C) oder mit einem Zellschaber von der Zellkulturplatte abgeldst.
Danach wurde die Zellsuspension in ein Reaktionsgefal3 Uberfiihrt umd 8ng bei 1500pm
zentrifugiert. De Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet imiL1xPBS gewaschen. Durch
Zugabe von 60Ql Proteinase K Puffer und 2@ Proteinase K (Stock 2@y/ml), anschlieRendes
vortexen und Inkubation des Ansatzes bei°86iber Nacht, wurden die Proteine vaud. Der
Reaktionsansatz wurde im Anschluss mit fD®henol versetzt, eine Minute lang geschiittelt und
dann 3min bei 13.000pm zentrifugiert. Die obere Phase wurde in ein neuesil,Reaktionsgefafr
Uberfuhrt, mit 500ul Chloroform/ Phenol/ Isoamylalkol (25/24/1) versetzt, 1 min gemischt und
anschliel3end fur &in bei 13.000pm zentrifugiert. Im Anschluss daran wurde abermals die obere
Phase in ein neues Reaktionsgefald Uberfuhrt, mit jHOChloroform versetzt, fur eine Minute
gemischt und dann 6in lang bei 13.000pm zentrifugiert. Die DNA befindet sich anschliel3end in
der oberen Phase und wurde vorsichtig in ein neues ReaktionsgefaR tiberfihit,gWidlumenteile

3M NaAc (3%ul) und 1Volumenteil 100% Isopropanol (350 versetzt und Inin larg per Hand
gemischt. Im Folgenden wurde die DNA firm2i@ bei-20°C geféllt. Die DNA wurde im Anschluss
daran 10min bei 13.000pm pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet anschlieRend
mit 150l 70% EtOH gewaschen undné lang bei 1000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
im nachsten Schritt vollstdndig abgenommen und das Pellet fur etwa 10 min B& §&trocknet.
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Das Pellet wurde schlie3lich in-80ul ddHO resuspendiert, mit Rl RNase (Stock Ifg/ml)
versetzt und 10nin larg bei 37°C inkubiert.

2.2.3 Nukleinsaurdsolation (RNA, DNAaus Gewebe)

Fur die Isolation von Nukleinsauren aus tiefgefrorenen Gewebeproben wurden kleine Gewebestlicke
(20mg), zusammen mit 600 Proteinase Wuffer (fir DNAsolation) bzw. Inl TRIzb (fir RNA
Isolation) in spezielle @ ReaktionsgefaRe Uberfuhrt. Fur den effektiven Zellaufschluss befanden
sich in den Rohrchen 400g eines Mixes aus autoklaviertéferamikkiigelchen (CKM) mit einem
Durchmesser von 1ghm bzw. 2,8nm. Die Proben wurderanschlieend in konventionelle
Reaktionsgefalie Uberfuhrt. FUr die RNAlation wurde die TRIzabsung im Folgenden mit 20
Chloroform versetzt und die Behandlung anschlieBend nach den Angaben des RNA
Isolationsprotokolls ino2.2.2 RNAsolation" weitergefuhrt. Fur die DN#Asolation wurde der
Proteinase K Ansatz wiederum mit 500Phenol versetzt und es wurde entsprechend dem DNA
Isolationsprotokoll ir2.2.2 DNASsolation (aus Zelllinienyerfahren.

2.2.4 DNAKonzentrationsbestimmung

Die Konzentrabnsbestimmung von Nukleinsauren erfolgte mit ddanoquant Applikation des

Infinite 200 Multiwell ReadergTecan). Daflr wurden |# einer Nukleinsdurédsung auf die
Quarzlinsen der gedffneteNanoquant Platepipettiert, sodass bei geschlossener Plattaee
durchgehende FlUssigkeitssaule zwischen den Linsen der Platte vorlag. Die Analyse erfolgte unter
Vendung der Softwaré-Control Hierbei wurden die gemessenen Werte zu délankWerten
(Absorbtion der Flussigkeit, in der die Nukleinsduren gelost wai@myalisiert.

2.2.5.Polymeras&ettenreaktion (PCR)

2.2.5.1 Reverse Transkriptase (FAGR:

Fir die Umschreibung von mRNA in cDNA, zum Zwecke von Expressionsanalysen, wurlitt die M
reverse Transkriptase im entsprechendeAMil\APuffer benutzt.

2.2.52 DNaselVerdau

Zur Entfernung von DNRontaminationen wurde die RNA vor Beginn derFRR mit DNasel
inkubiert. Ein Ansatz war wie folgt zusammengestellt:
10,0 I 1 pg RNA

2,0yl 10x DNasel Puffer

2,0 pI DNasel(2U)

1,0 I Ribolock(40U)

20,0pl  Gesamtvolumen

Die Proben wurden b bei 37°C und anschlieRend 1din lang bei 65C inkubiert.
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2.2.5.3 PriméarstrangSynthese
Die Synthese des Primérstrangs der cDNA erfolgte mit dem nachfolgenden Ansatzlemter
Tabelle8 angegebenen Bedingungen:

5,0yl 5x M-ML\APuffer

8,0 ul  2,5mM dNTRMix

0,5l 10uM Oligo(dT) Primer

0,5yl 10uM randomHexamer Primer
10,0 I DNasd verdaute RNA

24,0 Il Gesamtvolumen

Tabelle8: Cycler Programm der Primérstran§ynthese.

Programm
62 °C 10 min
62°C Hold

Proben auf Eis abkiihlen
0.5 pIM-MLVRT(100U)+ 0.5 pl Ribolock0U)

42 °C Hold
42 °C 60 min
90 °C 5 min
4°C Pause

2.2.5.4 Semiquantitativd®?olymeraseKettenreaktion (PR)
Diese Methode wurde zur Amplifikation BisuKiinvertierter DNA, cDNANd genomischer DNA
verwendet.Ein typischer PCR Ansath aus wie folgt

2,5ul  10x NH-Puffer
0,5u  10mM dNTP Mix
MZn 3OuMforward Primer
1,0pl  10uM reversePrimer
Xul  50mM MgC} (variable Menge)
Y ul 100% Formamid (variable Menge)
0,5ul TagPolymerase

25,0 yI Gesamtvolumen

Die Konzentrationen von MgcCFormamid undannealingTemperaturen sind defabelle2, Tabelle

3, Tabelle5 zu entnehmen.

Die Primer fur Expressionsanalysen wurden idealerweise Uber Exongrenzen hinweg dgigignt.
optimale annealingTemperatur sowie die optima Anzahl an Amplifikationszyklen fur semi
quantitative Expressionsanalysen wurden empirisch fir jedes Primerpaar bestimmt. Fir die
Amplifikation Bisulfikonvertierter DNA wurde die Spezifitdt der verwendeten Primerpaare far BS
DNA gegeniiber genomischeNB bestimmt. Die Amplifikation von B¥NA wurde pauschal fur 44
Zyklen wiederholt.
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Ein Standard PCRemperaturprofil isiTabelle @u entnehmen.

Tabelle9: Temperaturprofil einer PCR.

Schritt Temperatur [°C] Dauer

1 Hold 95

2 95 2 min

3 Denaturierung| 95 30s

4 Annealing X (optimiert fur Primer 20s

Paar)

5 Elongation 72 30s

Go 44xl wiederholen

to 3

g | Cnale 72 2 min
Elongation

Fur die Amplifikation langerer DNA Fragmente b)Jlwurde der Elongationsschritt tsprechend
verlangert (30 pro 1kb).
Im Anschluss an die PCR wurdepl 3°PCR Produkt mit @l 6xLadepuffer versetzt und die
anschliel3end mittels Agarogeelelektrophorese ausgewertet.

2.2.5.5 QuantitativePolymeraseKettenreaktion (QPCR)
Die Reaktiomsnsatze fir quantitative PGRxperimente wurden in Othl StripTubes unter
Verwendung von pil 2xSYBR Selebix, 1l eines 4 uM Primermixfdrward- und reversePrimer),

einem variablen Templat#olumen (24 ul) und entsprechend ddi® in einem Gesamtwamen von

10pl durchgefiihrt. Die PCGRmplifikation erfolgte in einem Rotorgene 30@ycler, mit einer
maximalen Kapazitdt von 72 Proben pro Durchgang. Die Analyse der Ergebnisse wurde unter
Verwendung der Rotorgene6 Software durchgefiihrt.
Der verwendete $BRSeledix (Hersteller) beinhaltet einen dNAWix, welcher neben dTTFRwuch
dUTPNukleotiden umfasst. Dartiber hinaus sind in jedem Reaktionsansatz-DN&ilGlykosylase
(UDG)Enzyme enthalten, welche die-glykosylische Bindung von Uracilbasen in dinzmd
doppelstrangiger DNA schneiden. Zur Aktivierung der Ubadh Glykosylase (UDG) umfasste das
gPCR Programm einen initialenn®nitigen 50°C Schritt. Die katalytisch aktiven UB@Gzyme
verhindern die erneute Amplifikation verschleppter Uddtiger PCRProdukte aus frilheren PCRs.
Ein anschlieBender Denaturierungsschritt bei°@5fiir 2min diente der Denaturierung der DNA
Templates, aber auch der Inaktivierung der Hitggilen UD@&Enzyme. Im Anschluss daran folgte
eine klassischareistufige Abfolg verschiedener Temperaturstufen von 8D (1%), 72°C (30s),
95°C (3@) fur eine variable Anzahl an Zyklen.
Zur Beurteilung der

Spezifitit der entstandenen ME&dukte wurde abschlieRend eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefihrt: Dafir wurde die Teaipe von 72°C in 1°C Schritten (fur
jeweils fur 5s) bis auf 98C erhoht.
Fur Expressionsanalysen erfolgte die Analyse UbeoGinperative QuantitatidhMethode. Dabei
wird Uber die 2te Ableitung der Amplifikationsrohdaten jedes {A@GBatzes der Abstal zwischen
R S Yiakeoftt t dzy

14 o!yTly3
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t KI &St
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09YRS RSNISELRYSYGASttSy tKF&aS0 takéaii AddyYRi da [5EAASY d
dient anschlieBend der Berechnung der Amplifikateffisienz (Effizienz,O pn~ p;
Effizienzen tber 1,6 = OK).

Darauf aufbauend wurden anschlie3end relative Konzentrationen zwischen den Proben eines gPCR
files berechnet. Die relativen Konzentrationen beziehen sich alle auf eine spezielle iRnelealb

des gPCRaufs ¢alibrator sampl® Auf Grundlage der Amplifikationseffizienz und der Differenz des

odake oftt t dzylidia RS& YIfAONIG2NB o671 d. ® t NBO6S ! 0 dzy
relative Konzentrationdomparative concentratin) der Probe B bestimmt (der Kalibrator hat die
relative Konzentration 1)Bei der Darstellung von gAPICR Daten wurde die erste Probe der
Abbildung auf den Faktor 1 gesetzt (vergl.Ergebnissd

Die Quantifizierung der Chroria IP (ChIR)Proben erfolgte Uber dieQuantitation' Funktion der
RotorGene6 Software. Voraussetzung fur die Verwendung dieser Methode ist die Berlicksichtigung
von Standards, welche sich aus 1% Inputproben und mehreren Verdinnungsstufen (1:10, 1:100)
zusammensetzen und der Konstruktion einer Eichkurve dienen. Die Grundlage der Analyse bildet die
komperative CTn( I€T) Methode (R ¢ vy (Livak & Schmittgen, 201

2.2.6 Klonierungen

2.2.6.1 Mutagenesd’CR zur Manipulation von Plasmidsequenzen

Die Deletion von DNA&equenen oder die Insertion von Restriktionsenzguohnittstellenin vitro
erfolgte mittels desQuikchange site directed mutagenedi§t der Firma Agilent TechnologieDie
verwendeten Primer wurden mit einer Onli¥8oftware von Agilent Technologiesdesignt
(http://www.genomics.agilent.com/article.jsp?pageld=7100004Die Durchfiihrung erfolgte, wie
nachfolgend aufgefiihrt, abgewandelt nach den Gebrauchsinformationen:

X>l PlasmidDNA (10(hg)
5,0>1 10x Raktionpuffer
1,5pl  Quiksolution
0,5ul PfuUltra High Fidelity DNA polymerage25U)
1,3> 10 uM Primerl
1,3> 10 uM Primer2
1,0>1 dNTP Mix

50 ul mit ddHO
Die verwendeterMutagenesePrimer sind in deKlonierungstbersicl{Abbildungl10) angegeben.

Die Amplifikation von Vektorsequenzen erfolgte nach dem folgenden Schema:

95°C 2 min

95°C 20s

60°C 10s

68°C 30 s/kb

68°C 5 min
AnschlieRend wurden digdeninmethylierten Ausgangsvektoren mit 140 DpntEnzym (8J) 1h bei
37 °C verdaut.
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2.2.6.2 Verdau von Vektorsequenzen

Fur praparative Restriktionsansatze wurdenutPPlasmieDNA in einem Gesamtansatz vonp80nit

20U Restriktionsenzymen (oder emEombination mehrerer Enzyme) unter optimalen Pufiend
Inkubationsbedingungen B lang verdaut. Bei der Verwendung mehrerer Restriktionsenzyme
wurden die optimalen Pufferbedingungen mit dedouble digest findewvon Thermo Scientific
(http://mvww.thermoscientificbio.com/webtools/doubledige3t/ bestimmt. Die Proben wurden
anschlieend auf einem Agare&el (Konzentration abhangig von der Grolle der Brymente)
aufgetrennt.

Fur die Uberprifung der Integritat und des qualitativen Verdaumusters einestbastn Plasmids
wurden 200ng VektorDNA in einem 10l Ansatz h lang verdaut.

2.2.6.3Dephosphorylierung von Vektorsequenzen

Die Dephosphorylierung von linearen DNWlekilen erfolgte durch Inkubation vonp@) DNA mit

2 pl der alkalischen PhosphataBestAPund 1l 10xFastAFPuffer in einem Gesamtansatz vonil0
Der Ansatz wurde 4&in bei 37°C inkubiert und anschlieBend wurde die DNA mit einem
Gelextraktionskit aufgereinigt.

2.2.6.4 Ligation

Fur die Ligation wurden Vektor umasertin einem Verh#nis von 1:3 eingesetzt und zusammen mit
1l T4 DNA Ligase undull10xLigase Puffer mit ddi® auf einen Gesamtansatz von {l0gebracht
und Uber Nacht bei RT inkubiert. Die eingesetzten Verhéltnisse aus Vektorsenovurden vor der
Ligationsreaktia jeweils mittels Agaros&elelektrophorese bestimmit.

2.2.6.5 Gelelektrophorese

Fur die Analyse von DNA Proben wurde die Agatadelektrophorese verwendet. Die Agarese
Konzentration wurde entsprechend der GroRe der zu trennenden DNA Fragmente vgtdiert
Agarose fir DNA Fragmente ki, 1% Agarose fur DNA Fragmente kb, um eine optimale
Auflésung zu erreichen. Die Agarose wurde in 0,5% TBE aufgekocht, mit Ethidiumbromid versetzt und
im horizontalen Agarose Gel System von Peglab eingesetzt. DNA nPrgbelen mit 1:6

6x Ladepuffer (Glycerin, TBE, Bromphenolrot) gemischt und caiii®hei 200V aufgetrennt. Die
Analyse und Dokumentation erfolgte auf einem-Uigch bei einer Wellenlange von ca. 300.

2.2.6.6 Gelextraktion
Die Aufreinigung von DNAdgmenten aus Restriktionsansatzen oder ft&tlukten erfolgte mit
demNucleoSpin®Extract Il Kit, gemaf3 Bedienungsanleitung.

2.2.6.7 Transformation

Arbeiten mit Bakterienkulturen wurden unter sterilen Bedingungen und unter Benutzung eines
Bunsenbrenners dehgefiuhrt. Die Bakterien wurden auf -JAgaroseplatten oder in LB
Flussigmedium unter Antibiotik&elektion tber Nacht bei 3T kultiviert.

Fur die Transformation wurden 48 kompetente Zellen zusammen mitub Ligationsansatz 1in

lang auf Eis inkubigerEs folgten ein Hitzeschock bei 42 fir 45 und ein weiterer Inkubationsschritt
von 2min auf Eis. Nach Zugabe von 20060C Medium und H Inkubation bei 37C wurde der
Transformationsansatz auf eine-BBar Platte mit dem entsprechenden Antibiatik ausgestrichen.
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2.2.6.8 PlasmiePraparation
Die PlasmiePréaperation erfolgte mittels NucleoSfiRlasmid Kits von Machardyagel.

2.2.6.9 Klonierungsstrategien

DerTabelle 10sind die verschiedenen Klonierungsstrategien fir die in dieser Arbegeneierten
tfFaYARS 1dz SYyldySKYSyd . SA RSy YiRYRIINEEARIYOK NJ
insetNS OK{&a dzyR RFra tflaYARaeadsSy f sipdl a I dzZFd@STNKN
verwendeten Restriktionsenzyme entsprechend ihrer Bezeichnung vom®hErscher  aufgefihrt

(in Klammern dahinter sind bei einigen Restriktionsenzymen die Ndéamglaml  Biolabs  (NEB)
Bezeichnungen angegeben). Am Ende der jeweiligen Klonierungsschritte wurden insert und

Vektor ligiert. FUr die konventionellen PCRs und MutagePCR sind jeweils das DNAemplate

und die verwendeten Primer angegeben. Die PCR Bedingulagsen sich auBabelle ntnehmen.

Bei kommerziell erhaltlicheaDNAKIonen bei denen eine MutagenedeCRs durchgefihrt wurdist

die Source BiosiencB hufgeflhrt

Tabelle 10: Ubersicht (iber die Klonierungen, Subklonierungen und die mutagenisierten Vektom@ie Antibiotika:
Resistenzen zur Selektion der Vektoren in Bakterien und eukaryotischen Zellen&ibdlia7 angegeben.

Name pGEMT_0,5RF1AP.
Beschreibung Subklonierung eines 0Kb langenRASSF1Rromotor PCHFragments in pGENI
DNA linearer pGEMT (Promega) PCRProdukt: 0,5%b RASSFtRromotersequenz
Komponenten Template:genomische DNA (humane Fibroblasten)
Verwendete Primer:
PSP2UIGAATTCATTAATTGGAGAGCAGAGCGGGCGGTA
PSL1GAATTCACCGGTTCAGGCTCCCCCGACATGGC
Enzyme - -
Name pGEMT_1,8RF1AP.
Beschreibung Subklonierung eines 1K langerRASSF1Rromotor PCRragmentsn pGEMT
DNA linearer pGEMTI (Promega) PCRProdukt: 1,8&b RASSFXRromoter
Komponenten Template: genomische DNA (humane Fibroblasten)
Primer:
RF1AXHOASEUL: TCGAGATTAATACTGTGGAGGGCTGGA
pr-3l: CTCGAGCCTTCACTTGGGGT
Enzyme - -
Name pRI0,5_REA
Beschreibung Klonierung des 0,kb RASSFtRromotorfragments in pRNull (Promega)
DNA pRL Null pGEMT_0,5kb-RF1AP.
Komponenten
Enzyme EcoRlI EcoRlI
Name pRL2,3 RF1A
Beschreibung | Erweiterung des 0,kb RASSFXRromotors um einupstream gelegenesl,8kb DNAFragment unter Bildung eine
2,3kb langen RASSFPomotor Luciferas&keporters
DNA pRLO,5kb_RF1A pGEMT_1,8kb-RF1AP.
Komponenten
Enzyme Xhol +Dephosphorylierung Xhol
Name pEGFPCBglIHns.
Beschreibung | MutagenesePCR: Veranderung @n Asel zu einer Bgl{ OKy A GG aidSttS I dzeWRNE@SEKRIN
Kassette aus pEGFPC1 rausschneiden zu kénnen (1. Bglll site vi@rdbMtér, 2. Bglll site im EGFP Gen)
DNA Template: pEGFPCL1 (Clontech) -
Komponenten | MutagenesePrimer:
EFPCMBGL2UIATTACCGCCATGCATTAGATCTTAATAGTAATCAA
EFPCMVBGL2IAGTAATTGATTACTATTAAGATCTAATGCATGGCG
Enzyme - -
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Name

pRIEGFR,5_RF1A

Beschreibung

Klonierung eines Fragments aus GRidmotor und eine @erminal verkirzten EGHIPNA in den 0,kBb RASSF1A
Luciferase Promotor

DNA pRLO,5_RF1A pEGFPC1_Bgdiliis.
Komponenten

Enzyme Bglll Bglll

Name pREEGFP 2,3_RF1A

Beschreibung

Klonierung eines Fragments, bestehend aus @Wbmotor und einer derminal verkiirzten EGFIPNA, in den 2,Bb
RASSFA-Luciferase Promotor

DNA pRL 2,Xb-RF1AProm._RLuc PEGFPC1_Bdliis.
Komponenten

Enzyme Bglll Bglll

Name pRL Null (2)

Beschreibung

Erstellung eines Kontrollvektor fur Luciferaseassays ohne hohe Hintergrundaktivitat (chne T7 Promotor)
(multi clonirg site + TZPromoter €17 bis +2, inkl. TATA + Transkriptionsinitiationssite) deletiert)

DNA pRL Null -
Komponenten

Enzyme Bcul/ (Spel) + Nhel -
Name pcDNA4TOEGFR,5LUC

Beschreibung

Ubertragung des EGFP/ Renilla Lucifefdsppelreporters aus pREGFF,5 RF1A in ein Tetracyelimuzierbares
pPcDNA4TO System

DNA pcDNA4TGC pREEGFR,5_RF1A
Komponenten

Enzyme EcoRV + Notl Afel + Notl

Name pcDNA4TOEGFR2,3-LUC (1)

Beschreibung

Ubertragung des EGFP/ Renilla Lucifefdsppelreporters aupREEGFFR2,3_RF1A in ein Tetracyelimuzierbares
pcDNA4TO System. Klonierungsprodukt enthélt noch den GMNER Y 2 (i 2 NJ | -@EFRR-B NIKdassetterund ist
nicht induzierbar (T@@MVPromotorCMVPromotorEGFFSequenz).

DNA pcDNA4TOC pREEGFR,3_RF1A
Komponenten

Enzyme EcoRV + Notl SnaBl + Notl

Name pcDNA4TOEGFR,3-LUC (2)

Beschreibung

9y (i TS NY dzyGMVRdnbtbr@MMRromotorEGFRSequenz aus dem Vektor pcDNA@EGFR2,3-LUC (1) und
Austausch gegen die (FTTM\(PromotorEGFFSequenaus pcDNAAOEGFR,5 RF1A.

DNA pcDNA4TGEGFR2,3-LUC (1) pcDNA4TOEGFR,5_RF1A
Komponenten

Enzyme Kpn2l Kpn2l

Name pcDNA4TOEGFR2,3-LUC (3)

Beschreibung

MutagenesePCR: Entfernung eines Stbp2 R 2 Y &-EndeYder @ GFEDNA

DNA

Template: pcDNATGEGFR,3-LUC (2) -

Komponenten | Primer:
StopEGFPMutLGACTCAGATCTCGAGATCCTGCCTCTACT(
StopEGFPMutUGTGAGTAGAGGCAGGATCTCGAGATCTGA

Enzyme - -

Name pcDNA40,5LUC

Beschreibung

Entfernung der induzierbaren EGRRBssette. Dadurch entstehtire Renilla LuciferasReporter in einem pcDNA4
Vektorsystem.

DNA pcDNA4TOEGFR,5LUC -
Komponenten

Enzyme Bglll -
Name pGEMT-EGFFSV40pA

Beschreibung

Amplifikation des &erminus von EGFP und der nachfolgenden SV40-8agadenz aus pEGFPCH Qubklonierung de
Sequenz in pGEW

DNA Linearer pGENT PCR: Sequenz aus E@FRerm, SV4@olyA und jeweils flankierenden Bsiw
Komponenten Schnittstellen
Template: pPEGFPC1
Primer:
BsiwIMutULAGGCAGGATCTCGAGATCTGAGCGTACGCTTGTACAGCTCG]
BsivIMutLl: CGGCATGGACGAGCTGTACAAGCGTACGCTCAGATCTCGAG
Enzyme - -
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Name pcDNA4TOEGFPpA,3-LUC (1)

Beschreibung | Einfligen des-Cerminus der EGFEDNA und einer SV4iblyA Sequenz in den pcDNAGEGFR,3-LUC Vektor
DNA pcDNA4TOGEG-PpA2,3-LUC (3) pGEMT-EGFRSV40pA

Komponenten

Enzyme Bsiw| Bsiwl

Name pcDNA4Null-LUC

Beschreibung

Erstellung eines Renilla Luciferdéentrollvektors ohne Promotorsequenzen in einem pcDNA4 System. Der Vektor|
als Kontrollvektor fur Experimente mit pcDNA&-LUC.

DNA pcDNA42,3LUC -
Komponenten

Enzyme Scal -
Name pcDNA4TOEGFPpA,5LUC

Beschreibung

Entfernung eines 1,8b langenRASSFIANR Y2 (2 NF NI 3YSy (&

bleibt eine 0,5%b langeRASSF1Rromotorsegienz erhalten.

| dTDEGRE®,3[+!S/1 G @m

DNA pcDNA4TOEGFPpA,3-LUC -
Komponenten

Enzyme Xhol -
Name pBluescriptT_ABCBXmal- Steffi Herkt

Beschreibung

MutagenesePCR, zur Erzeugung einer Xmal Schnittstelle-&ar@inus der ABCBZDNA

DNA
Komponenten

Template: pBluescripp_ABCB4
(IRATp970F09103D)

Primer:

ABCB4MutU:
CGCCCTGTGATTGGTGGGCGTCCGG
ABCB4MutL:
CCGGACGCCCACCCAATCACAGGGCG

Enzyme

Name

pEGFPC1_ABCBSteffi Herkt

Beschreibung

Klonierung eines ABCB4 Uberexpressionskonstrukts

DNA pEGFPC1 pBluesciptT ABCBXmal
Komponenten

Enzyme Sacll + Xmal Sacll + Xmal

Name pGEMT_0,5RF1AP.

Beschreibung

Subklonierung eines OKb langerRASSF1Rromotor PCHEragments in pGENI

DNA

linearer pGEMI (Promega)

PCRProdukt: 0,5kb ABCB4Promotersequen

Komponenten Template: genomische DNA (humane Fibroblasten)
Verwendete Primer:
ABCB4BgI2AselUBAGTCTTTTGGGAAGAGTGTGGAGGAATTA
ABCBA4ECORILGAATTCGCGCGTGTCTGGCAGG

Enzyme - -

Name pOTB7CPSF1 (1)

Beschreibung

MutagenesePCR, zur Erzeugung von Bamirdtl EcoRS8chnittstellen am 5' Ende von CPSF1 einfiigen

DNA Template: pPOTBTZPSFIRAUP969E0ID) -
Komponenten | Primer:
BamEcoMutU1GTCGGCTCCAACTGCCAGGATCCGAATTCGCCCGGGTT
BamEcoMutlLJAACCCGGGCGAATTCGGATCCTGGCAGTTGGAGCCGAC
Enzyme - -
Name pOTB7CPSF1 (2)

Beschreibung

MutagenesePCR, zur Erzeugung einer Ec@Rinhittstelle am 3' Ende von CPSF1

DNA

Template: pPOTBTPSF1 (1)

Komponenten | Primer:
EcoRVMuUtUICGTCACCGCCCACTTCTAGATATCTGGATGCCGTCACCACCAG
EcoRVMUtLICTGGTGGTGACGGCATCCAGATATCTAGAAGTGGGCGGTGACG

Enzyme - -
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Name

pEGFPC2_CPSF1

Beschreibung

Klonierung deCPSFEDNA in pEGFPC2

DNA

pEGFPC2

pOTB7CPSF1 (2)

Komponenten
Enzyme EcoRlI, Smal EcoRlI, EcoRV
Name pCMV_CPSF1

Beschreibung

Klonierung deCPSFEDNA in pCMV_(EcoHlagl

DNA

pCMV (EcoRlI)

pOTBYCPSF1 (BamEco, EcoRV)

Komponenten
Enzyme BamHI, EcoRV EcoRlI, EcoRV
Name pEGFPC2_DNM

Beschreibung

Umklonierungder DNMT :cDNAIn einenEGFPR/ekto

r

DNA

pEGFPC2

pcDNA3_DNMT1

Komponenten
Enzyme Sall, EcoRI Sall, EcoRI
Name PcDNAGDNMTIEGFP

Beschreibung

Umklonierung voDNMT2EGFRn ein System mit BlasticidiResistenfpcDNAG)

DNA- pcDNAETR EGFPC2_DNMT1
Komponenten

Enzyme Nhel/ Xhol Nhel/ Sall Scal
Name pcDNAGDNMt3aEGFP

Beschreibung Umklonierung voronmt3aEGFRn ein System mit BlasticidiResistenz

DNA pcDNAG/TR Dnmt3aEGFP
Komponenten
Enzyme Nhel/Xhol Nhel/ Sall

2.2.7 Methylierungsanalysen

2.2.7.1 Bisulfit (BSKonvertierung

Zentrales Element der BisulfReaktion ist die Konvertierung unmethylierter Cytosinbasen in
einzelstrangiger DNA zu UracilbaseiMé&thyl substituierte Cytosinbasen-(BC) bleiben als Cytosine

in der DNA Sequenz als solche erhalten. Auf die Bisulfitkonvertierung folgt eine Amplifikation der
behandelten DNA mittels PCR. Die Uracilbasen verhalten sich in ihrem Basenpaarungsverhalten wie
Thymin und werden im Laufe der PCR in ihrem Anteil von Timasen verdrdngt. Die
Methylierungsanalyse auf Grundlage der Bisidfinvertierung liefert DNMethylierungs
informationen auf Einzelnukleotiliveau (im Gegensatz zu Immunoprazipitatiasierenden
Methoden). Diese Methode lasst jedoch keine Unterscheidewischen $ethylcytosin (5mC) und
5-Hydroxymethytytosin (5hmC) zu, da beide Cytodimodifikationen nach Bisulfitbehandlung als
Cytosine erhalten bleiben und 5h@ nicht zu Uracil konvertiert wird.

Die BisulfitBehandlung wurde modifiziert nach Clagkal. (1994) durchgefuhrfClark et al, 1994

Pro Konvertierungsansatz wurdenug DNA in 18 ddHO mit 2yl 3M NaOH versetzt und
anschlielend 1@nin lang bei 37°C inkubiert um eine Denaturierung der DNA zu erzielen.
AnschlieRend wurde diese Probe mit 308 M Natrium-Metabisulfit und 151l 0,1M Hydrochinon
versetzt, gut gemischt und anschliel3end fir1Ah bei 50°C inkubiert. Nach der Inkubation wurde

die DNA mittels eines DNBxtraktionskits NucleoSpif) aufgereinigt und anschlieRend in gD
ddH,O eluiert. Im Anschluss daran erfolgte durch Zugabe vph3V NaOH und Inkubation fir
10min bei 37°C die Desulfonierung der B8handelten DNA. Danacliurde der DNAAnsatz mit

5 ul Glykogen (2ng/ml), 55ul 7,5M Ammoniumacetat und 27fl 100% Ethanol versetzt, grindlich
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geschuttelt und 10nin lang bei-20°C gefallt. Anschlieend wurde die DNANifA lang bei
13.000rpm pelletiert. Im nachsten Schrittuwwde das DNAPellet mit 10Qul 70% Ethanol gewaschen
und anschlieRend &in lang bei 13.006pm zentrifugiert. Der Uberstand wurde danach vollstandig
entfernt und das Pellet fir einige Minuten bei 32 getrocknet. Das Pellet wurde anschliel3end in
20 pl ddH,0 geldst.

Zusatzlich wurden auch Bisulfitkonvertierungskits von EpiTect Bisulfit@Qaitien) und EDNA
Methyll G A 2 y ZymorReseardbenutzt und nach den entsprechenden Gebrauchsinformationen
durchgefihrt.

2.2.7.2In vitro Methylierung

Zur Generieung von Positivkontrollen fur dieNAMethylierungsanalysen wurden 2dg genomische
DNA mit 151 M.Sssl, 1l 200xSAM und 2@l NEBuffer2 versetzt und mit dgBl auf ein
Gesamtvolumen von 2Q@ gebracht. AnschlieBend wurden die Proben (ber Nacht beiC37
inkubiert. Nach ZBh wurde zusatzlich il 200xSAM zum Reaktionsansatz dageageben. Die
Aufreinigung erfolgte mittels Phen@hloroform Extraktion (siehe Abschnitt:

2.22. DNAIsolation (aus Zelllinigh

2.2.7.3Combined Bisulfe Restriction Analysi§CoBRA)

Die qualitative Analyse d&3NAMethylierungsstatus von genomischen DMs&quenzen erfolgte mit

Hilfe derCombined BisulfitRestriction Analysi€€oBRA) MethodgXiong & Laird, 1997Daflr wurde
Bisulfit konvertierte DNA als Template fur die PCR Amplifikation verei€li&n Promotorbereichen
bestimmter Gene verwendet. AnschlieRend erfolgte eistiindiger Resiktionsverdau der PCR
Produkte mit spezifischen Restriktionsenzymen (Restriktionsenzyme deren DNA Bindemotive CG
Sequenzen enthalten: Tagl, BstUI) bei eieezymspezifischen Inkubationstemperatur. Die Analyse
des Methylierungsstatus erfolgte mittels AgaeGelelektrophorese. Methylierte AusgarDHNA

lasst sich aufgrund eines positiven Restriktionsverdaus von unmethylierten Proben unterscheiden.
Nachfolgend ist ein Restriktionsansatz aufgefihrt.

50u  PCRProdukt (50ng)

1,0yl 10x Puffer

0,5 pl  Restriktionsenzym (Tagl/ BstldI10 U/pl)
3,5y ddHO

10,0 pl Gesamtansatz

In einem Kontrollansatzmock wurde zusatzlich der gleiche Reaktionsansatz (d.h. gleiches PCR
AnsatzVolumen, gleiche Pufferbedingungen), jedoch ohne Restriktionsenzym in einem
Gesamtvolumen vodOpl fir 1h zusammen mit denreymhaltigen Proben inkubiert. Alle Proben
wurden mittels Agaros&elelektrophorese aufgetrennt.

2.2.7.4 Pyrosequenzierung

Die Pyrosequenzierung wurde zur quantitativen Analyse von-RsiAylierungslevel eingesetzt.
Die Grundlage der Sequenzierungsreaktion bilden-P@Bukte aus deAmplifikation einer Bisulfit
konvertierten Promotorregion. Die P@Rnplifikation erfolgt unter Verwendung eines Bictin
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gekoppelten Primers (und eines unmodifizierten Primersodass die P@Rodukte Uber den
Biotintag an Streptavidigekoppelte Sepharosekiigelchen gebunden werden kénnen.

Fur die Bindung von P@Rodukten an Sepharodmeadswurden 10ul PCR Produkt (8000ng) mit

40 ul binding bufferund 2ul Sepharosdeadszusammen mit ddiD auf ein Gesamtvolumen von

80 ul gebracht und Bnin lang auf einem Schiittler bei RT inkubiert.

Ein anschlielender Denaturierungsschritt des P@Rlukts mittels 70% Ethanol und O/2NaOH
diente der Trennung von Komplementarstrang unemplatestrang. Durch Einsatz einer
Vakuumpumpe wurden Komplementéarstrange und sonstige stérende Chemikalien entfernt und nur
die biotinylierten PCiSequenzen als Template fir die Sequenzierung Ubrig behalten.

Die immobilisierten Templatestrdnge wurden anigef3end tber die Vakuumpumpe in ein spezielles
well Gberfiihrt, in welchem bereits 2fl 0,3uM Sequenzierprimer irannealingPuffer vorgelegt
wurden. AnschlieBend wurde dieser Ansatmid auf 80°C erhitzt, um Sekundarstrukturen des
einzelstrangigen Tentgtes aufzuldsen. Im Anschluss daran wurde der Sequenzieransatz innerhalb
von 5min auf RT abgekihlt, wobei der Sequenzierprimer spezifisch an den Templatestrang
hybridisiert.

Es folgte die eigentliche Sequenzigeaktion, die eine wiederkehrende Abfolger folgenden
Schritte darstellte: Der Pyrosequenzierer injiziert ein bestimmtes Volumen eines BAixgs
bestehend aus DNRolymerase, ATFBulfurylase, Luciferase und Apyrase, und eines Stidliras
(bestehend aus APS, Luciferin) in desll, in dem dé Sequenzierprimer/PCRoduktHybride
vorliegen. In einer definierten Abfolge werden anschlieRend verschiedene NukRlosgpbhat
Sulfate in die Reaktionskammer injiziert. Im Anschluss an die Inkooperation eines bestimmten
Nukleotids kommt es zur Abspattg aquimolarer Mengen von Pyrophosphat (PPi). Die- ATP
Sulfurylase wandelt PPi, in Gegenwart Vadtenosins -PhosphosulfalAPS) irAdenosintriphosphat
(ATP) um (APS kann von der Alt#furylase nicht als Substrat verwendet werden). Das ATP dient der
Lucifease zur katalysierten Umwandlung von Luciferin in Oxyluciferin. Oxyluciferin wiederum
emittiert ein Photon und fallt in den Grundzustand zuriick, wobei die Lichtmenge proportional zur
ATPRMenge ist. Das Licht wird schlie3lich von einem -CBIp detektiert.Im Anschluss daran baut

die Apyrase (Nukleotidegradierendes Enzym) nicimkooperierte Nukleotide und ATP ab. Wenn
der Abbau abgeschlossen ist, wird der Vorgang mit einem anderen Nukleotid wiederholt. Die
Auswertung der Pyrosequenzierung erfolgte mit BgromarkSoftware vorQiagen

2.2.7.5lllumina 450k BeadChip Array

Genomweite DNAMethylierungsanalysen wurden unter Verwendung déwman Methylation450
BeadChip ArrayTechnologie vonlllumina durchgefiihrt. Die Probenvorbereitung, der Scanning
Prozessind die Rohdaten Gewinnung wurde in Kooperation mit Dr. Hoffmann und Mitarbelifern (

& brain, Bonn) durchgefuhrt.

Der 450k BeadChip Array bietet die Mdglichkeit pro Chip 12 Proben zu analysieren und jeweils
Informationen Uber die DNMethylierung, aufEinzelnukleotieNiveau, von mehr als 485.000
unterschiedlichen Positionen verteilt iber das gesamte Genom, zu gewinnen. Der Array liefert DNA
Methylierungsinformationen zu 99% aller annotierten humanen Gene. Pro Gen werden
durchschnittlich 17 CpGs unte®K i dzy R RASaS @OSNISAtSy aiA0K gASI
Region, 1stes Exon, Genkorpgerie body dzy R -Regi@. Esvwerden 96% der annotierten
humanen Cp@nseln abgedeckt, inklusive der flankierenden Bereiche
(http://www.Illumina.com/products/methylation_450_beadchip_kits.htinl

Die Probenvorbereitung startet mit einer konventionellen Bisidfinvertierung von genomischer
DNA (methylierte CytosiNukleotide bleiben als Cytosine erhalten, unmethylierte Cyt8sinen
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werden zu UraciBasen dearmmiert), als Grundlage fir die Unterscheidung zwischen methylierten
bzw. unmethylierten Cytosin Nukleotiden auf Einzelnukleotid Niveau. Fur die Konvertierungsreaktion
wurde das EpiTect Bisulfite Kit von Qiagen verwendet.

Es folgte eine Amplifikation der dilfit-konvertierten DNA mittels Hexam&rimern und eine
anschlieRende enzymatische Fragmentierung der DNA. Im Anschluss daran wurden diese Fragmente
erst in Alkohol geféllt, dann in Hybridisierungspuffer resuspendiert und schlie3lich auf einem Bead
Chipaufgetragen.

Der Chip ist mit Silica Beads beschichtet, an welche wiederum 50mer Oligonukleotid Sonden
gebunden sind. Bei der hier verwendeten Art Wbamina Chips werden 2 Arten von Sonden Design
(Infiniuml, Infiniumll) kombinier{Bibikova et al, 2011 Jedes CpG ist jeweils durch verschiedene
Sonden mehrfach auf dem Chip vertreten. Bei der Inifiniuml Technologie gibt es pro untersuchtem
CpG Lokus 2 Sondentypen, von denen eine aliefitich mit der Sequenz eines urspringlich
methylierten BEDNA Fragment hybridisieren kann und eine Sonde, welche ausschlief3lich mit einem
adzy YS G Ke f-DNS\NIagmérit hybriflisieren kann. Die verschiedenen Sondentypen befinden
sich auf verschiedenerPositionen des Chips. Nachdem eine Hybridisierung erfolgt ist und
ungebundene bzw. unspezifisgebundene B®NA Fragmente weggewaschen wurden, wird die

{ SljdzSy i R S NJ-Efid yuR Sein  kinzelnes YFluoreszgekoppeltes Didesoxynukleotid
verlangert (daswybridisierte BEDNA Fragment dient dabei als Template). Mittels ellieminaiScan
Systems werden die Fluorophore anschlieBend angeregt und ein hochaufgeldstes Bild der emittierten
Signale erstellt. Die Analyse der Position des Fluoreszenzsignatnsgbtie3end Aufschluss Uber

den Methylierungszustand.

Bei der Inifiniumll Technologie erfolgt die -BNA Hybridisierung an eine entsprechende
komplementare Sonde auf dem Chips unabhangig vom Methylierungsstatus dx¥/ABragments.

Die Unterscheidung @A 8 OKSY aYSUiKef ASNIG dzyR adzy YSGUKef A
Hybridisierung durch Addition eines, zur-BNA komplementdren und Fluoreszemarkierten
5ARS&2Ee@ydz]l f SBniieh deraSorlde/ DuRh den Eitdatz von Nukleotiden, welche mit
verschedenen Fluorophoren gekoppelt sind, wird nach der Analyse mit einem iScan System, die
Unterscheidung in methylierte und unmethylierte CGs gewahrleistet.

Die Analyse der so gewonnen Rohdatemd die Skripte zur bioinformatischen Auswertung, auf
Grundlage dren die Abbildungen des Ergebnisteils generiert wurderfolgte durch Tobias
Zimmermann, unter der Betreuung von Marek Bartkuhn.

2.2.8 Proteinanalytik

2.2.8.1 Bradford Assay

Die Bestimmung der Proteidonzentration erfolgte nach der Methode v@madfordet al., 1976Das
Prinzip beruht auf der Bindung zwischen unpolaren Proteinseitenketten und dem Farbstoff
Coomassie Brilliant Blugvobei sich nach Komplexbildung das AbsorptionsmaxindessFarbstoffs

von 470nm auf 595nm verschieb{Bradford, 197%

Es wurde eine BSA Verdunnungsreihe (0, 20, 30, 40, 50, 60, 8ag/Mip erstellt, auf deren
Grundlage die Konzentration von verdinnten (1:100, 1)2@@ssproben bestimmt wurde. Jeweils
50ul der Standards bzw. der unbekannten Proben (in Duplikaten) wurden in ein transparentes
96well pipettiert. AnschlieRend wurden 158 1xBradfordLésung hinzugefugt und rbin bei RT
inkubiert. Die Auswertung der Atuption bei 5951m erfolgte in eineminfinite 200 PRO
Multiwellreader
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2.2.8.2 SDPAGE

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteingemischen anhand ihrer GroRe erfolgtedeach
Methode von Laemmli et al., 1970. Die denaturierten Proteine wandernidabsnemelektrischen

Feld durch eine Matrix aus Polyacrylamid. Durch den Zusatz von SDS in Puffer und Gelmatrix wird die
Auftrennung der Proteine unabhangig von der Eigenladung der Proteine gewahrleistet, sondern
ausschlielich aufgrund der Lange ind@ninosaureketterilLaemmli, 190).

100ul einer Proteinsuspension (Konzentration: can@ml) wurden mit 2511 5xLaemmliPuffer
versetzt und zur vollstandigen Denaturierung der Proteimeib lang auf 95C erhitzt. Anschliel3end
wurden die Proben auf Eis abgekuhlt und abhangig demProbenkonzentration Q0 ul (ca. 20

30ug) auf ein 12% Polyacrylamid Gel geladen, an welcleta@g eine elektrische Spannung von
120V angelegt wurde.

2.2.8.3 Western Blot

Die gqualitative Analyse spezifischer Proteine in einem Zelllysat setzinngdre Auftrennung von
Proteinen in Polyacrylami@elen, einen anschlielenden Transfer der Proteine auf die Oberflache
von Nitrozellulose oder PVYDFMembranen voraus. Daran schlief3t sich wiederum ein Antikérper
gekoppeltes Nachweisverfahren verschiedenet&inkomponenten an.

Fur den Proteintransfer aus SP&Gelen wurden ausschlie3lich PVMEmMbranen verwendet.
Diese wurden vor der Verwendungn@n lang in 100% Methanol aktiviert. Anschlieend wurden
Membran und SDBAGel 30min lang in Blotting Puffenkubiert. Pro Blot wurden ebenfalls jeweils

2 spezielle Schwamme und WhatmBapier in Blotting Puffer getrankim Anschluss daran wurden

die Komponenten der Blotting Reaktion nach der Anleitung des Mini -Biat®Electrophoretic
Transfer Cell Systemsowv Biorad angeordnet: Auf die schwarze Halfte einer speziellen
Plastikklammer wurden Schwamm, WhatrRapier, Gel, Blot und nochmal WhatmBapier und
Schwamm Ubereinander gestapelt. AnschlieBend wurden Luftblasen zwischen den einzelnen Lagen
des BlottingAnsatzes durch vorsichtiges Pressen entfernt und die Klammer geschlossen. Die
Klammer wurde schliel3lich in eine vertikale Haltevorrichtung gesetzt und diese wiederum in einen
Flussigkeitstank eingesetzt. Es wurde zusatzlich ein Kihlblock mit Eis undkstieg Puffer in den

Tank gegeben. Die elektrophoretische Ubertragung der Proteine aus dem Gel auf die Membran
erfolgte 2h lang bei 35@nA bei 4°C. Der Blot wurde anschlieBend M lang bei RT in einer
Losung aus 5% Milchpulver in TBS und 0,05%ef2@einkubiert, um unspezifische Bindungen zu
sattigen.

Im néchsten Schritt wurde der Blot in einer TB$0,05% Tween20) Lésung unter Zusatz von 5%
Milchpulverzusatz und einem bestimmten Primarantikorper (Konzentrationehabelle11) Uber

Nacht bei £C inkubiert.

Tabelle11l: Ubersicht tiber die verwendeten Primarantikdrperkonzentrationen im Western Blot

Name anti-EGFP anti-GAPDH anti-Myc-Tag
Ursprung Kaninchen Maus Maus
Verdiinnung 1:1.000 1:10.000 1:2.000
Inkubationsdauer tber Nacht Uber Nacht Uber Nacht

AnschlieRend wurde der Blaireimal 10min lang mit TBS (0,05% Tween20) gewaschen. Darauf
folgte eine weitere Inkubation des Blots in einer IB®,05% Tween20) Lésung untesad von 5%
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Milchpulver und eines bestimmten HREkoppelten Sekundarantikdrpers, in Abhangigkeit des
Priméarantikorpers (ghe Tabellel2).

Tabelle12: Ubersicht tiber die verwendeten Sekdarantikorperkonzentrationen im Western Blot

Name Ziege antiKaninchen gegern Ziege antiKaninchen Ziege antiMaus
anti-EGFP gegen antiGAPDH gegen antiMyc
Ursprung Ziege Ziege Ziege
Verdiinnung 1:10.000 1:10.000 1:2.000
Inkubationsdauer 1h 1h UN

Dieser Inkubationsschritt wurde fir den Nachweis von GAPDH und EGFRng bei RT
durchgefuhrt. Fir Myc wurde die Inkubation Uber Nacht b&C4urchgefihrt.

Zuletzt wurde der Blot erneudreimal 10min mit TBST (0,05% Tween20) gewaschen. Samtliche
Inkubationsschritte wurden auf einem Horizontalschittler durchgefihrt.

Die Analyse der Western Blots erfolgte mittels eines VersaDoc Imagers und der Software
QuantityOne.

2.2.9 Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Alle Arbeiten in der Zellkultur wurdemunter sterilen Bedingungen unter einer Sterilbank
durchgefuhrt. Alle Glaswaren und Zellkulturmedien wurdénlang aufl80°C erhitzt. Verschiedene
Zelllinien wurden mit speziellen Medienidse Tabelle7) in einan Inkubator bei 37C und 5% GO
kultiviert. Fiur die Passagierung von Zellen wurden dieseimal in autoklaviertem 1RBS
gewaschen (Volumen abhangig von Zellkulturschale) und anschlie@endwhitrypsin Losung bei
37°C 3min inkubiert. Nachdem sich aliZellen von der Zellkulturplatte geldst hatten, wurden sie in
entsprechendem Medium verdinnt und auf eine neue Schale Uberfiihrt.

Fur eine stabile Transfektion eukaryotischer Zellen wurden Antibiotika Konzentrationen empirisch
anhand einerkill curve bestimmt. Die entsprechenden Konzentrationen sind d&abelle 14 zu
entnehmen.

2.2.9.1 Transfektion

Fur die Uberexpression spezifischer Gene wurden Plasmide mit den entsprechenden cDNAs iber
Liposomen basierte Methoden eukaryotische Zellen eingeschleust.

Eine 3,5cm Zellkulturschale wurden bei ca. 50% Konfluenz (ca. 500.000 ZellenjgnitldsmieDNA
transfiziert. Die Art und das Volumen des eingesetzten Transfektionsreagenz wurden empirisch
bestimmt und richtetensich nach der verwendeten Zelllin{@ransfektionsbedingungennsl aus
Tabelle13 zu entnehmen).Fur die Ausbildung von Liposomenkomplexen wurde die angegebene
PlasmidDNAMenge in Optimem oder einer Nalbbsung @ einem Tansfektionsreageiz Optimem

oder NaGLoésung pipettiert. Nach einer bestimmten Itdationsdauer (abhangig vom
Transfektionsreagenzjvurde der Transfektionsansatz vorsichtig auf die Zellen getraufath.
folgenden Tag wurde dakransfektionsmedion durch Vollmedium mit 10% FCS und 1% Pen/ Strep
ersetzt. Die Zellen wurden anschlieRend fti Bage beB7 °C und 5% GQultiviert.
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Tabelle13: Ubersicht der Transfektionsreagenzien abhangig von den verwendeten Zelllinien.

Zdllinie Reagenz | Volumen | Optimem | Alternativ- DNA | Optimem | Alternativ- Optimem
Reagenz medium Menge medium Uber den
Zellen
. 100l 100l
Hela jetPEI 6ul 150mM NaCl 4ug - 150mM NaCl 800ul DMEM
A549 Turbofect 4pl 400pl - 49 400ul - 200yl
Xtreme
H322 Gene HP 4ul 100l - 4ug 100ul - 800pl
Xtreme
A427 Gene 9 4ul 100l - 4pug 100ul - 800pl
Xtreme
H358 Gene HP 4pl 100pl - 49 100pl - 800ul
PEK4,91M;
HEK 293 PH7.1) 5ul 100l - 4pug 100ul - 800pl
HCT116 PEI 5ul 100l - 4pg 100l - 800ul

Tabellel4: Empirisch bestimmte G418 Konzentrationen von verschiedenen Zelllinien.

G418
Zelllinie Medium (Stocklésung® %9 )
[ul/ mil Medium]
HeLa DMEM 20yl
A549 DMEM 50 ul
H322 DMEM 20yl
A4ZT RPMI 5l
HEK293 DMEM 5l

2.2.9.2 Kolonie Formationsassay

Humane Lungenkrebszelllinievurden bei ca. 20% Konfluenz (ca. 200.000 Zellen) poif Blasmid

DNA transfiziertDie Art und das Volumen des eingesetzten Transfektionsreagenz weandginisch
bestimmt und richteten sich nach der verwendeten Zelllifieransfektionsbedingungén Am
nachsten Tag wurde das Medium durch Vollmedium (Medium mit 10% FCS, 1% Pen/Strep) mit G418
ersetzt. Die Menge des zugesetzten G418 wurde fir jede Ze#impgrisch mit Hilfe einekill curve
bestimmt (Bedingungen slabelle14). Im Folgenden wurde alle8 Tage das Medium mit G418
ersetzt und nach -3 Wochen die gebildeten Zellkolonien mit 1:10 verdinnmBEMSA.6sung (5 ml
GIEMSA + 4l ddHO) gefarbt.

2.2.9.35-Aza2'-Desosxycytidin Zebularin Behandlung

Die Demethylierung genomischer DNA durch @&lAMethyltransferaselnhibitoren (DNMT)
5-Azacytidin,5-Aza2'-Desosxycytidinbzw. Zebularin beruht auf einenkooperation der Cytidin
Analoga wahrend der Replikation in die neusynthetisierte DNA und einer anschlielRenden Inhibition
der DNMT 2Aktivitat durch kovalente Bindungen der DNMTs an die (Dh&ng et al, 2004a
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Die Zellen wurden auf 1€m Schalen mit 20% (ca. 1,5Mio Zellen) Konfluenz ausgeséat. Am nachsten
Tag wurden die angehefteten Zelleweimalmit 5ml 1xPBS gewaschen und anschlielend ml5

Medium mit 5uM bzw. 10uM 5-AzaH -deoxycytidine (5AzaH WR/ 0 { dzf G A BASNI & 5 A
ebenfalls unter Verwendung verschiedener Zebulianzentrationen (10QM, 200uM) kultiviert.

Zusatzlich wurde jeweils eine Kontrolle ohne zugesetzten DMikiBitor mitgefiinrt. Da 5Azan WR /
replikationsabhéngig in die DNA kooperiert wird, wurde die Behandlung, unter Berlicksichtigung der
Verdopplungszeit der verwendeten Zelllinien (A549hZ3chmid 2008)A427: 38 (Korpis 2013,

Uber einen Zeitraum von flagen durchgefiihrtAufgrundder geringen Stabilitat von-BzaH YR+ 0Oy
12h in ZellkultunHollenbach et al, 202p im humanen System bei <&fin (Karahoca & Momparler,

2013 wurde das Medium mit zugesetzten/&zan QR/ (G N3If AOK | dza3Sal dza OK G
Zellen mit Zebularin erfolgte ebenfalls Uber einen Zeitraum vdiagen und das Medium wurde
ebenfalls taglich ersetzt, ungeachtet dext§ache, dass Zebularin eine deutlich langere Halbwertszeit
besitzt (Halbwertszeit: 508 bei pH7, 37°C,(Champion et al, 200D

2.2.9.4 RNA Interferenz (RN)

Eine 3,5cm Zellkulturschale wurde bei ca. 50% Konfluenz (ca. 500.000 Zellen) pnitob8iRNA und

5ul (HeLa) bzw. Al (HCTL16) Lipofecamine RNAIMAX (fech) in Optimem transfiziert:
Transfektionsreagenz und siRNA wurden zusamrpgrettiert, 30 min bei RT inkubiert und
anschlielend vorsichtig auf die Zellen pipettiert. Die Zellen wurden Uber Nacht mit dem
Transfektionsansatz in einem Gesamtvolumen von 1 mBB&IC und 5% Gnkubiert. Die Art und

das Volumen des eingesetzten Transfektionsreageurden empirisch unter Verwendung einer
fluoreszierenden KontreBiRNA giGLO RNAi ContrdbE Dhermacorf)estimmt und richteten sich
nach der verwendeten Zelllinie. Am Tag nach der Transfektion wurde das Transfektionsmedium
durch Vollmedium mit 10% BCQund 1% Pen/ Strep ersetzt. Die Zellen wurden anschliel3end fir 3
5 Tage beB7°C und 5% GQultiviert.

2.2.10 Immunfluoreszenz

Fir die ImmunfluoreszerZersuche wurden die Zellen auf Deckglaschen i@, Zellkulturschalen
ausgesat, am folgenden Tagansfiziert (Bedingungen siehe Abschnitt: Transfektion) und
anschlieRend % Tage bei 37C und 5% Gnkubiert.

Nach 35 Tagen wurden die Zelleaweimalmit 1 ml 1xPBS gewaschen und anschlie3end mit 4%
Formaldehyd (verdiinnt in IRBS) fur 1@nin bei RTixiert. Im Anschluss daran wurden die Zellen
dreimal5 min mit jeweils Iml 1xPBS gewaschen. Im ndchsten Schritt erfolgte die Permeabilisierung
von Zel und Kernmembranen durch Inkubation im 0,5% TritoAX100 (verdunnt in 1RBS) Bnin

auf Eis. ArhlieRend wurden die Zellareimal5 min lang mit jeweils iInl 1xPBS gewaschen.

Zum Absattigen unspezifischer Bindungen wurden die Zellemid5mit 1% BSA in PBS bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellenhllang bei RT in rl einer anti-EGFP
Primarantikdrperlésung (1:1000 Verdinnung) inARS inkubiert und danachieimal5 min lang mit
jeweils 2ml 1xPBS gewaschen. Im Anschluss daran wurden die ZdideilRT in inl einerZiege
anti-KaninchepAlexa488 Sekundarantikdrperlosung (1:1000 Wénnung) in 1PBS inkubiert.
Darauf folgten 3 Waschschritte fiirnsin bei RT in jeweils ral 1xPBS. Durch Zugabe vompul2DAPI
(0,2mg/ml) in 10ml 1xPBS fir 1@nin bei RT wurde anschlieRend noch die genomische DNA des
Zellkerns markiert. Samtliche Irbationsschritte wurden auf einem horizontalen Schuttler
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durchgefihrt. Im Anschluss daran wurden die Ze#eeimalmit jeweils 2ml 1xPBS gewaschen und
mittels Glycerirbasierten Einbettmediuns auf einem Objekttrager fixiert.

2.2.11 Chromatin Immunopragitation (ChiIP)

Pro ChIP Experiment wurden Platten mit einer Dichte von mindestens Zgllén verwendet. Durch
Zugabe von 37% Formaldehyd auf die Zellkulturschale mit einer Endkonzentration von 1% direkt in
das Zellmedium werden Protein kovalent mit Digkbunden (bei 2@nl 540ul 37% Formaldehyd).
AnschlieRend wurde die Schale furmih bei RT geschwenkt. Durch Zugabe von 1/7 Volumenteile
1M Glycin zum Medium (bei 2@l Medium 2,9ml 1M Glycin) wurde die Aktivitat des Formaldehyds
reduziert. Die Schalwurde anschlieRend fir fin bei RT geschwenkt. AnschlieRend wurden die
Zellenzweimalmit 20ml kaltem 1XPBS gewaschen, um danach auf Eisnn Raltem 1XPBS mittels
eines Zellschabers abgekratzt zu werden. Die Zellsuspension wurde anschlie3etiok irl5yel
PolystyrolFalcons tberfihrt und in lang bei £C und 2000pm zentrifugiert. Im Anschluss daran
wurde das Zellpellet in thl frisch angesetztem SB$sepuffer resuspendiert urfiir 10 min auf Eis
inkubiert. Es folgte die Sonifizierung der gial lysierten Zellen auf Eis um die Zellen vollstandig
aufzuschliel3en und das Chromatin der Zelle auf Fragmente von chp3Gihge zu scheren. Vor der
Sonifizierung wurden 10l Zelllysat in ein separates Reaktionsgefa dberfihrt um die
FragmentgréRewor und nach der Sonifzierung vergleichen zu kdnnen. Die Sonifizierung erfolgte mit
einem Digital Sonifer (Branson bei 20% Amplitude fur 60 Pulse & Imit einer Pause von &
zwischen den Pulsen. Im nachsten Schritt wurden durch Zentrifugation deizsotéh Zelllysate die
Zelltrimmer von den quervernetzten Chromatinfragmenten getrenBer Uberstand wurde
weiterverwendet, das Pellet aus Zelltrimmern verworfeAnschlielend erfolgte eine IgG
Vorinkubation preclearing der Zellextrakte. Dabei wurderuth Einsatz eines unspezifischen-lgG
Antikérpers Komponenten aus dem Zelllysat entfernt, welche fiir unspezifische, (hypersensitive)
Bindungen im weiteren Verlauf der Behandlung verantwortlich sein kdnnen. Fur diesen Schritt
wurden pro Immunprazipitationseatz (IP) 3@l ProteinG-Plus/ ProteirA Agarose Sepharose
Klgelchen in 500l Dilutionbuffer aqulibriert und im Anschlusariin lang bei 2000pm und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die aquilibrierten Sephakisgelchen jedoch mit
1:10 verdinntem Zellextrakt (150 Zellextrakt + 1350 pl Dilutionbuffer) undub IgG Antikorper
versetzt und 2h bei 4°C rotierend inkubiert. An diesem Punkt wurden ebenfalls 2 Aliquots|d 15
Zellextrakt eingefroren, welche spater als Input fir den ééch verschiedener IPs dienen. Nach 2
erfolgte eine Zentrifugation fur fin bei 4°C und 2000pm.

Der Uberstand jedesreclearingAnsatzes wurde in ein neues ReaktionsgefalR wberfiihrt und
anschliel3end wurde ein spézcher Antikorper hinzugefug{(ca 5ug; H3 2ul; IgG 5u1; RNAPol 1l

25 ul; H4ac (08366) 7 pl; H3K9ac (pAB04-050)7 pl). Es folgte eine Inkubation beP@iiber Nacht.

Am nachsten Tag wurden abermals |B0ProteirG-Plus/ ProteirA Agarose Sepharogdigelchen

mit 500l Dilutionbufier aquilibriert, anschlieRend zentrifugiert fdin, 2000rpm, 4°C) und der
Uberstand verworfen. Zu den &Aquilibrierten Sepharsggelchen wurde die UbétachtSuspension
gegeben und diese I2 bei 4°C rotierend gemischt. Anschlielend wurden die Ansaitnénllang bei
2000rpm und 4°C zentrifugiert. Die Uberstande wurden verworfen, die Sephakiggelchen
mehrmals in IFPuffer gewaschen, um unspezifische Bindungen zu reduzieren. Beim 1. Waschschritt
wurden die SepharosKutgelchen $nin lang bei £C in 90Qul IRPuffer auf einem Rotator inkubiert

und anschlieRend fnin bei 2000pm zentrifugiert. Nachdem der Uberstand entfernt wurde, wurden

4 weitere 5mindtige Inkubationsschritte mit jeweils 9Q0 IRPuffer bei 4£C mit anschlieRendem
Zentrifugationsschti (1 min bei 2000pm) durchgefuhrt. Anschlielend wurden die Sepharose
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Kiugelchenzweimal mit jeweils 5min lang (£C) mit 90Qul TEPuffer rotierend gewaschen. Nach
jedem Schritt wurden die Sepharekgigelchen in lang bei 200@pm zentrifugiert.

Im Folgenden wurden die Uberstande von allen IPs und den Rpoben vollstandig abgenommen.
AnschlieRend wurden 1Q@ 10% Chelex zu allen Proben pipettiert und die Proben darmiiO
aufgekocht. Nach Zugabe von 3y8Proteinase K (2Gg/ml) folgte eine 3@mindtige Inkubation bei
56°C. Nach diesem Schritt wurden die Proben noch einmahitdang aufgekocht. Nachdem die
Proben abgekuhlt waren, wurden zu jedem Ansatz Ql08dHO pipettiert. Anschliel3end wurden
100l Flussigkeit aus jeder IP in ein neueak®ensgefal’ Uberfihrt.

2.2.12 Dualer Luciferase Assay

Der Einfluss von Transkriptionsgulierenden Faktoren auf die Aktivitéat eines genspezifischen
Promoters wurde mit Hilfe dualer Luciferase Systeme untersucht.

Ein Luciferas®eporter besteht typidterweise aus einer variablen, genspezifischen Promoter
sequenz, gefolgt von einemenilla Luciferas®eportergen. Fir die Normalisierung verschiedener
experimenteller Bedingungen wurde zusatzlich Eirefly Luciferas&onstrukt als interne Kontrolle
eingesetzt, welches von einem viralen Promoter reguliert wird. Die Verwendung verschiedener
Luciferasen beruht auf unterschiedlichen Substratanforderungen und verschiedenen
Emissionswellenlangen, bedingt durch die verschiedenen evolutionaren Urspriinge der
entsprechenden Luciferase Gendie RenillaLuciferase katalysiert die Addition von Sauerstoff an
Coelenterazin unter der Entstehung v@oelenteramidStepanyuk eal, 2009. Bei dieser Reaktion
wird neben C@auch Licht freigesetzt, das bei einer Wellenlange voni80yemessen werden
kann. Bei der Firefly Luciferase dient Luciferin als Substrat, welches unter Verbrauch von ATP und O
zu Oxoluciferin oxidiert wil (Marques & Esteves da Silva, 2D0Pas angeregte Oxoluciferin fallt
unter Emission von Licht von ca. 560 Welkenlange in den Grundzustand zuriick.

Fur transiente Luciferas&ssays wurde ein Verhaltnis von Renilla zu FirBflgsmiden von ca. 16:1
gewahlt (Transfektion von 400@Q RenillaLuciferaseVektor und 2501g Firefly-Vektor) umtrans-
Effekte zwischen staekn viralen Firefly und genspezifischenRenilla Promotor zu vermeiden.
Zelllinien mit stabil transfiziertemRenilla Reporter wurden, fir die Normalisierung des
Luciferaseassays, ebenfalls transient mit B§®ireflyVektor (pGL3) transfiziert.

Nach derTransfektion und einer entsprechenden Inkubationsdauer von 3 bis 5 Tagen wurden die
Zellen verschiedener Versuchsansatmreeimalmit 1 ml 1xPBS gewaschen, anschlieRend in g00
1xpassivem Lysepuffer (PLB) lysiert und mit einem Zellschaber abgekratzZeDsuspensionen
wurden anschlieBend in Reaktionsgefale tUberfihrt umdiri lang bei 11.008om zentrifugiert. Von

den entsprechenden Zellsuspensionen wurderuRb ein weil3es 9%ell Mikrotiterplatte tUberfiihrt.

Fur die Analyse der Firefly Luciferasareen anschlie@end 33l Larll Substrat zur Zellsuspension
pipettiert und unter Verwendung eines Oriothuminometers Berthold nach einer Verzégerung von

1s die Summe der Lichtsignale innerhalls fiemessen. Durch anschlieRende Zugabe vopl 33

1x Stop/AQow-Lésung wird das Fireflyuciferase Signal gequencht und stattdessen nach 1 s
Verzogerung fur $ dasRenillaLuciferaseSignal gemessen.
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3. Ergebnisse

Die DNAMethylierung und die regulatorischen Prozesse die damit verbunden sind, sind fundamental
fur die Entwicklung und Aufrechterhaltung der Zellidentitat. Die Bedeutung derNd&Rylierung

lasst sich aus den Konsequenzen ermessen, welche aberrantd/Btiilierungsmustern nach sich
ziehen (KrebgBaylin, 2005De Carvalho et al, 201Kulis & Esteller, 20)0Imprintingassoziierte
Krankheiten(Conerly & Grady, 20)0 neurodegenerative Erkrankungé¢@onerly & Grady, 2010
Wood, 2013.

Durch die Entwicklung von Microarrayoder next generation sequencing basierten
Analysgéechnologien werden Mdoglichkeiten geliefert Informationen im genomweiten Mal3stab zu
generieren, welche friher nur fur spezifische Loci in einer begrenzten Anzahl an Genen zur
Verfugung standefBibikova et al, 2011

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mithilfe dduminaHumanMethylation 450 BeadCHhigchnologie
genomweite DNAVethylierungsprofile verschiedener humaner Lungenkrebszelllinien (A427, A549,
H322), sowie von humanen Bronchiatbpizellen (NHBEC) erstellt. Auf Grundlage dieser Daten
wurden genomweite Einblicke in die Veranderungen @¥$AMethyloms sowohl im Laufe der
Tumorgenese, aber auch nach Einsatz VdNAMethyltransferase Inhibitoren wahrend der
epigenetischen Krebstherapi gewonnen. AlsDNAMethyltransferase inhibierende Substanzen
wurden dabei 5-Aza2'-Desosxycytidinund Zebularin (41 -D-RibofuranosytR(1H)-Pyrimidinon)
eingesetzt. Darlber hinaus dienten die DMathylierungsprofile als Grundlage fur die
Entschlisselup der Mechanismen, welche zur epigenetischen Inaktivierung der Expression des
RASSF1Rumorsuppressorgens fihren.

3.1 Analyse der genomweiten Methylierungsprofile von humanen
Lungenkrebszelllien

3.1.1 Charakterisierung der DNAMethylierungsprofile des lllumina 450k Arrays von
humanen Lungenkrebszelllinien

Die genomische DNA der nicht kleinzelligen Lungenkrebszelllinien A427, A549 und H322 und
normaler humaner Bronchialepithelzellen (NHBEC) wurde isoliert und anschliel3end einer- Bisulfit
Behandlung unteiagen. In Kooperation mit derhife&BrainZentrum in Bonn wurden von diesen
Bisulfitbehandelten = DNAroben genomweite  DNMethylierungsprofile  erstellt.  Die
Methylierungsdaten wurden mithilfe voillumina 450k Arrays gewonnen, welche die Analyse von
Uber 49.000 CpGs auf Einzelnukleotidniveau ermdglicht. Es werden bei der Analyse 96% aller
annotierten humanen TranskriptdRéfSegcene) und 95% aller CgfselBereiche abgedeckCpG

Inseln sind als DN8equenzen definiert, welche langer als 500 bp sind, eBEGehalt von mehr als

55% besitzen und im Bezug auf die Anzahl von gemessenen zu erwartet®irCy&otiden ein
Verhaltnis von 0,65 ausweisé€hakai & Jones, 2@). Als Teil der Charakterisierung der genomweiten
lllumina 450k ArraysMethylierungsdaten von A427, A549 und H322 Lungenkrebsisillinnd
normalen humanen Bronchialepithelzellen (NHBEC) wurde die relative Abundanz verschiedener
DNAMethylierungsniveas dargestellt. Es lasst sich dabei eine bimodale Verteilung der- DNA
Methylierungslevel feststellemApbildungl). Diese Verteilung tritt unabh&angig von der untersuchten
Zelllinie auf und lasst erkennen, dass dietitiegende Anzahl der analysierten CpGs entweder stark
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methyliert (> 80% Methylierungslevel) oder unmethyliert (< 20% Methylierungslevel) vorliegt
(Abbildungl A-C). Intermediare Methylierungslevel treten nur sedmiten auf. Bei der Betrachtung

des gesamten Methylierungsspektrums ddélsmina 450k Arrays, ist festzustellen, dabsi allen
untersuchten Lungenkrebszelllinielas maximale Abundarigiveau (relativer Abundanzwert von ca.

4) der stark methylierten CpGs80% Methylierung) knapp doppelt so hoch liegt wie wie das
entsprechende Abundardiveau der unmethylierten CpGs (<20% Methylierung) (relativer
Abundanzwert von ca. 2Abbildungl A). Auch die Intervallbreite dekbundanzPeaks ist zwischen

den verschiedenen Lungenkrebszelllinien &hnlich ausgepragt. Im Gegensatz dazu ist jedoch-bei NHBE
Zellen (NHBEC) das Abundanzmaximum von hoch methylierten CpGs (> 80% Methylierungslevel) ca.
20% niedriger.
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Abbildung 1: Relative Abundanz verschiedener Methylierungsniveaus von unterschiedlichen Lungenkrebszelllinien und
normalen Bronchialepithelzellen (NHBE@)ie genomische DNA von A42H322 und A549 Lungenkrebszelllinien und
von normalen humanen Bronchialepithelzellen (NHBEC) wurde isoliert und einer ishHitdlung unterzogen.
AnschlieRend wurden mithilfe vollumina 450k Arrays genomweite DNWethylierungsprofile der Bisulfibehandelten
Proben erstellt. Die Durchfiibng folgte in Kooperation mit derhife&BrainZentrum, Bonn. Fir A549 Zellen wurde ein
zusétzliches Replikat analysieft, Aufschliisselung der DNVethylierungsdaten nach der relativen AbundanzAghse)
verschiedener Methylierungsniveaus-Axhse) von nonalen Bronchialepithelzellen (NHBEC) und A427, H322, A549
Lungenkrebszellen, welche mitteldllumina 450k Array gewonnen wurden.B, Darstellung der relativen
MethylierungsniveatAbundanz von DNMethylierungsdaten gefilterhach Transkriptionsstart (TS&soziierten CpGs von
normalen Bronchialepithelzellen und der verschiedenen Lungenkrebszelllinielag3@4erte CpGs entsprechen der CpGs
im Bereich vorr300 bp bis +300 bp vom Transkriptionssta@®) Darstellung der relativen MethylierungsniveAbundanz

von DNAMethylierungsdaten gefiltert nach nicffiSSassoziierten CpGs von normalen Bronchialepithelzellen und
verschiedenen Lungenkrebszelllinien.
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Das Intervall der niedrig methylierten CpGs (< 20% Methylierungslevel) ist in NHBEC wiederum
breiter ausgpragt, aber das relative Abundanzmaximum liegt in etwa so hoch wie bei den
Krebszellen (relativer Abundanzwert von ca. 2blildungl). Bei der Betrachtung von Promoter
assoziiierten CpGs im Bereich w300 bp lis +300 bp relativ zu Transkriptionsstartstellen (TSS) (ca.
24% der CpGs ddkbumina 450k Arrays) bleibt bei Krebszellen und NHBEC die bimodale Verteilung
erhalten, der Uberwiegende Anteil der CpGs liegt jedoch unmethyliert Abbildungl B). Bei
normalen, humanen Bronchialepithelzellen (NHBEC) spalten sich die unmethyliertaasb3igrten
CpGs zusatzlich in 2 Peaks, mit maximalen relativen Abuiwlarnzn von 9 bzw. 4, auApbildungl

B). Die nicht TS&soziierten CpGs (ca. 76% der CpGs) zeigen ebenfallsgipielige Verteilung der
relativen MethylierungslevehAbundanzen, sie sind jedoch Uberwiegend besonders stark methyliert
(>80%). Nur ein kleiner Anteil der Gp aul3erhalb von Promotorbereichen sind schwach methyliert
(<20%) Abbildungl C). Der Vergleich der jeweiligen Abund#zven der beiden A549 Replikate
zeigt eine hohe Reproduzierbarkeit der lllumina 450k Meginyhgsdaten Abbildungl).

3.1.2 Detailierte Analyse Cpdnselassoziierter DNAVethylierungsmuster in

Lungenkrebszelllinien

Die genomweitenlllumina 450kMethylierungsdaten der Lungenkrebszelllinien A427, A54@.b

H322 und der normalen Lungenbronchialepitellen (NHBEC) wurden ebenfalls bezilglich der
auftretenden DNAMethylierung in bzw. aul3erhalb von Giizeln charakterisiertAbbildung2). Bei

allen analysierten Zihien waren Cp@nsel assoziierte CpGs (ca. 64% der analysierten CpGs auf dem
lllumina 450k Array) im Schnitt 37% niedriger methyliertN@dian-Zelllinien: ca. 46%) als CpGs
aullerhalb von CG reichen Regionen (ca. 36% der analysierten CMeasligdtZellinien: ca. 83%)
(Abbildung2 A). Diese Beobachtung tritt bei allen CpGs auf, unabhangig von ihrer Lokalisierung im
Genom.

Wenn die Klassifizierung der CpGs aufgrund ihrer Lokalisierung in bzw. auB3erhalb vinselipG
6LyasSt: 18AyS LyasSto T dzaNGT & A OK dzy RSy Cl
Transkriptionsstartstellen (TSS) innerhalb/ aul3erhalb einerl@8p&" erweitert wird Abbildung2 B,

C), zeigt sich folgendes: & soziierte Cp®iseln (ca. 20% der analysierten CpGs) liegen nahezu
unmethyliert vor (@edianZelllinien: ca. 8% )Abbildung2 B). Cp@nsel assoziierte CpGs ohne TSS
(ca. 44% der analysierten CpGsivi@dian-Zdllinien: ca. 73%) hingegen sind nur knapp 6% niedriger
methyliert als nichriCpGInsel Promotoren (ca. 4% der analysierten CpGte@ian-Zelllinien: 67%)
(Abbildung2 B, C). Es zeigt sich jedoch auch, dass CpGSanmen Promotorregionen (ca. 4% der
analysierten CpGs) trotzdem signifikant (p < 0,01) niedriger methyliert vorliegen als CpGs aul3erhalb
von Cp@nseln und ohne Promotorbezug (ca. 32% der analysierten Cp@gdidnZelllinien: ca.

84%) Abbildung2 B,C).

Im Vergleich zu Lungenkrebszelllinien (LKZ) haben normale Bronchialepithelzellen (NHBEC) signifikant
niedrigere DNAVethylierungslevel (p < 0,01) in Cid@el Bereichen (ca. 64% der analysierten CpGs:

@ MedianLKZ: ca. 46%; MedidMHBEC: ca. 18%Ahbildung2 A). AulRerhalb von Cpléseln (ca.

36% der analysierten CpGs) sind nur Unterschiede in derNDdylierung zwischen Krebsind
Normalbronchialzellen im Bereich veti% zu erkennen (dedianLKZ: ca. 83%; MediddHBEC: ca.

82%) Abbildung2 A-C).
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Abbildung 2: CpGinsel spezifische DNMethylierungsmuster von normalen Bronchigtgthelzellen und verschiedener
Lungenkrebszelllinien.Die genomische DNA von A427H322 und A549 Lungenkrebszelllinien und von normalen
humanen Bronchialepithelzellen (NHBEC) wurde isoliert und einer BBelfandlung unterzogen. Anschlielend wurden
mithilfe von lllumina 450k Arrays genomweite DNWAethylierungsprofile der Bisulfivehandelten Proben erstellt. Die
Durchfuihrung folgte in Kooperation mit dehife&BrainZentrum, Bonn. Die DNMethylierungsdaten (in %) der normalen
Bronchialepithelzellen (NBEC) und der verschiedenen Lungenkrebszelllinien (A427, H322, A549) sind als-Rlmtinen
dargestellt. Die weil3e Raute gibt den Median und die schwarze Box 50% der Datenpunkte an. Zusatzlich sind die relativen
Abundanzen verschiedener Methylierungsnigead | y 353868y 63N} dzS oazxA2f Nyhads8k 5A S a
Arrays sind jeweils nach Cyselassoziierten Sonden (Insel) und den restlichen Sonden, aul3erhalb veimgehe(keine

Insel), aufgeschlusselt. In Prozent ist jeweils der Anteifamden dedllumina 450k Screens, die in die entsprechenden
Kategorien fallen, angegebeA, Darstellung der Methylierung in und auRerhalb von @QmpE&In von NHEBC und A427

H322 und A549 Zellen unter Verwendung der gesamtdiumina 450k DatensatzeB, Methylierungsanalyse der
Transkriptionsstart (TS8psoziierten CpGs (CpGs w800 bp bis +300 bp, relativ zum TSS) von NHERICA427, H322

und A549Zellen und Unterteilung der Daten nach GipGel ZugehdrigkeilC, Darstellung von nichf SSassozirten CpGs

(alle CpGs der verschiedenen Datensatze, abgesehen von deasdtzierten CpGs) in NHBEC und den verschiedenen
Lungenkrebszelllinien und Untergliederung nach -@E@lZugehdrigkeit.

CpGilnseln, welche mit Transkriptionsstartstellen tGberlapgca. 20% der analysierten CpGs), sind in
Krebszellen nur knapp 0,1 % hoher methyliert als in NEBIEn (@MedianlLKZ: 8,1%; Median
NHBEC: 8,2%Algbildung2 B).Im Gegensatz dazu sind niehbSassoziierte Cp@iseln (ca. 44% der
analysierten CpGs) in Krebszellen ca. 17% starker methyliert im Vergleich zu den Normalzellen (&
MedianLKZ: ca. 73%; MediddHBEC: ca. 56%8hbildung2 C).

In Bezug auf die DNMethylierunginnerhalb von Cp@nseln (ca. 64% der analysierten CpGs) gibt es
Unterschiede von bis zu ca. 21% zwischen den verschiedenen Lungenkrebszelllinien (Vergleich der
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DNAMethylierung von A54Zellen (A54Median: ca. 43%) zu H32Bzw. A427 Zellen (H322
Median: ca. 59%, A42Kedian: ca. 64%)Apbildung?2 A). Diese ergeben sich tUberwiegend aus
Unterschieden in der Methylierung von nieRS&ssoziierten CpGiseln (A427-Median: ca.834
H322Median: ca81%, A54Median: @. 74% (Abbildung2 B).

3.2DNMTInhibitor-Behandlung von humanen Lungenkrebdheien

3.2.1 Analyse der Zebularinbzw. 5AzaH -WesoxycytosiAnduzierten Demethylierung in
humanen Lungenkrebszelllinien

A427, A549 und H322 Lungenkrebszelllinien wurden 4 Tage lang mit verschiedeDéii
Methyltransferase inhibierenden Substanzen (DNMTh unterschiedlichen Konzentrationen (100
MM und 200 uM Zebularin bzw. 5 uM und 10 [BM\za2'-Desosxycytidinbehandelt. AschlielRend
wurden diese Zellen unter Verwendung vdlumina 450k Arrays einer genomweiten DNA
Methylierungsanalyse unterzogen. Die DNMmduzierten Veranderungen des, auf dem 450kay
reprasentierten, Methyloms wurden relativ zu einem unbehandeltentkollansatz (0 uM DNMTF
Konzentration) betrachtet. Die verwendeten DNMRKonzentrationen wurden so gewahlt, dass sie
die Zellproliferation reduzieren Apbildung 3 A), dieser Effekt jedoch nicht durch einen
konzntrationsbedingten, zytotoxischen Effekt hervorgerufen wikbl§ildung 3 B). Neben dem
Einfluss auf die Proliferation wurde aul3erdem der Effekt der verschiedenen IDKbhzentrationen

auf die Migrationsfahigkeitind die Fahigkeit zur Kolonieformation untersuchAbbildung3 C, D).
Diese Versuche wurden in Zusammenarbeit mit Bayai, MaPlanckinstitut fur Herz und
Lungenforschung (Bad Nauheim) durchgefihrt.

Die Bestiimung der Zytotoxizitdt der eingesetzten Chemotherapeulikezentrationen erfolgte
mittels MTTFAssay. Bei Konzentrationen von 50 pM, 100 pM bzw. 200 pM Zebularin im
Zellkulturmedium konnte keine signifikante Reduktion der Zellviabilitdt gegeniber unbehamde
Zellen (0 uM) festgestellt werderAlpbildung3 A). Entsprechende Untersuchungen f&wAza2'-
Desosxycytidif5-Azan QR/ 0 T SA3GSy X RI d-aAzao®R/ pS xSy Folltgtdn mnS
der Uberlebensfahkgit der Zellen detektiert werden konnteAbbildung3 A). Auf Grundlage der
Inkooperation von BrdiNukleotiden wurde anschlieRend der Effekt der zuvor beschriebenen BNMT
I-Konzentrationen auf die Zellproliferatiamtersucht: Die Verwendung von 50 uM, 100 uM bzw. 200
UM Zebularin fuhrte jeweils zu einer signifikanten Reduktion (p > 0.001) der Zellproliferation. Bei
einer Konzentration von 10 pMb-Aza2'-Desosxycytidinkonnte ebenfalls das Zellwachstum
signifikant p > Q05) reduziert werdenAbbildung3 B).

Uber einen Zeitraum von ca. 2 Wochen wurde auerdem der Einfluss von Zebularin (0 pM, 50 uM,
100 pM, 200 pM) auf die Fahigkeit von A549 Zellen zur Kolonieformation bletatba Durch Zugabe

von 100 uM bzw. 200 uM Zebularin ins Zellkulturmedium konnte die Anzahl an Kolonien signifikant
reduziertwerden (100 uM Zebularin, p <0d,; 200 uM Zebularin, p <@1) Abbildung3 C).

Mittels eines Transwe8ystemsBoyden chambémwurde dartber hinaus die Migrationsfahigkeit von
Ab549Zellen Uber einen Zeitraum von 48 h in einem -BZ&lienten (von 0% zu 20% FCS) in
Abhangigkeit von Zebularin (0 uM, 50 uM, 100 pM, 200 pM) quantifiziextZDgabe von Zebularin
reduzierte signifikant die Anzahl an migrierenden Zellen die die Transwellmembran durchquert
hatten (p < 0,05)Abbildung3 D).

Zur Bestimmung des Einflusses verschiedener DNKbhzentratbnen auf die DNAMethylierung

von A427, A549 und H322 Lungenkrebszelllinien wurde, nach 4 tagiger DNNBE&handlung,
genomische DNA aus diesen Zelllinien isoliert und einer BiBelfiandlung unterzogen.
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Abbildung 3: DNMTInhibitor basierende Therapie von Lungenkrebszelllinien. Bestimmung des zytotoxischen Effekts
verschiedener Zebuladn0 uM (Control), 50 uM, 100 pM, 200 puM) bzwABan QRO pM (Control), 5 pM, 10 pM)
Konzentrationen auf A549 Luegkrebszellen nach 24 h mittels MAEsay.B, Einfluss von Zebularin (0 pM (Control), 50

UM, 100 puM, 200 uM) bzw.-BzaH QR/ o6n xa 06/ 2y UNRf OX p xaX wmAssaxGAnalysedzFf RA S
der Fahigkeit zur Koloniebildung nach 15 tagigehandlung von A549 Zellen mit Zebularin (0 uM (Control), 50 uM, 100

uUM, 200 uM) D, Analyse der Migrationsfahigkeit von A549 Zellen nach 2 tégiger Behandlung mit Zebularin (0 uM (Control),

50 pM, 100 pM, 200 pM). Angegeben sind jeweils Mittelwert urah&ardabweichung (SD). Fir signifikante Unterschiede
zwischen 0 uM Zebularin bzw-AzaH QR/ 6/ 2 y (i NRHeliandalmhRAnsatzem wurden die entsprechenden
Signifikanzniveaus angegeben: * p <0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Die Ergebnisse inufdeperation mit Raj Savai,

MPI Bad Nauheim gewonnen.

AnschlieRend wurden mithilfe valumina450k Arrays genomweite DNWethylierungsprofile der
Bisulfitbehandelten Proben erstellt. Diese Methylierungsprofile sindAbbildung 4 abgebildet.
Dargestellt ist die relative Abundanz verschiedener Dthylierungsniveaus von
unterschiedlichen Lungenkrebszelllinien und die Veranderungen der Abu&taizen nach DNMIF
Behandlung (0 puM, 100 pM, 200 uM Zebularirwb2d pM, 5 uM, 10 pM #za2'dC). Die
Zebularinbehandlung fuhrt bei den hochmethylierten CpGs (> 80% Methylierungslevel) in allen
untersuchten Zelllinien zu einer Demethylierung dieser CpGs, welche sich in einer
konzentrationsabhdngigen Abnahme des relativAbundanaMaximums aufert: Abbildung4 A-C):

Die Zugabe von 100 uM Zebularin ins Zellkulturmedium fuhrt bei A#2v. H322Zellen zu einer ca.
40%igen bzw. 25%igen Reduktion des Peaks von hochmethyliertenu@p@s einer Verschiebung

des relativen Abundanblaximums zu niedrigeren Methylierungsniveaus (bei A42d H322Zellen

von ca. 92 % DNKethylierung auf unter 88 %).
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Abbildung4: Verschidung der relatien Abundanz von hoch bzw. niedrig methylierten CpGs von Lungenkrebszelllinien
nach DNMTInhibitor Behandlung.A427, H322 und A549Lungenkrebszelllinien wurden 4 Tage lang mit 0 uM, 100 uM,
200 pM Zebularin behandelt. A5&®llen wurden dariiber hinaus guainter Zugabe von 0 pM, 5 uM, 10 puMAZaH Q R /
kultiviert. AnschlieBend wurde digenomische DNA der Lungenkrebszelllinien isoliert und einer Bialfiandlung
unterzogen. Mithilfe vonlllumina 450k Arrays wurden im Anschluss daran genomweite -Dethylierungsprofile der
BisulfitbehandeltenProben erstellt. Die Durchfiihrung folgte in Kooperation mit défa&BrainZentrum, BonnA, relative
Abundanz der DNMethylierungsdaten von A427 Zellen nach 4 tagiger Behandlung mit Zebularin (0 uM, 100 pM, 200 uM
Zebularin) B, relative Abundanz der DNMethylierungsdaten von H322 Zellen nach 4 tagiger Behandlung mit Zebularin (0
UM, 100 pM, 200 pM ZebularinlC, relative Abundanz der DNMethylierungsdaten von A549 Zellen nach 4 tagiger
Behandlung mit Zebularin (@, 100 pM, 200 puM Zebularinp, relative Abundanz der DN¥ethylierungsdaten von A549
Zellen nach 4 tagiger Behandlung midBaH QR/ 01 xaX-ApaH RREO®N xa p

Dieser Effekt konnte durch Erh6hung der Zebul&amzentration auf 200 uM bei allerelBinien

noch verstarkt werdenAbbildung4 A-C). Die Starke des demethylierenden Effekts nach Behandlung
mit 100 uM bzw. 200 pM Zebularin ist jedoch zwischen unterschiedlichen Zelllinien unterschiedlich
hoch @Abbildung4 A-C).Unter Verwendung von 100 uM Zebularin kommt es in AZ&Ifen zu einer
Reduktion des relativen Abundanzmaximums von hochmethylierten CpGs von ca. 92% auf ca. 82%
(Abbildung4 A). Bei H32Zellen kommt es zu einer Reduktion von ca. 92% auf ca. 87% (100 pM
Zebularin)(Abbildung4 B)und bei A54%ellen zu einer Reduktion von ca. 92% auf ca. 91% (100 uM
Zebularin)(Abbildung4 C) Bei einer Zebularinkonzentration von 200 uM betragt Amahme des
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relativen Abundanzmaximums von hochmethylierten CpGs (ausgehend von ca. 92% (0 uM Zebularin)
bei A427Zellen 12%, bei H3Z2ellen 9% udh bei A549Zellen 5%Abbildungd).

Fir A549_ungenkrebszellen wurde zusatzlich didZan Qvduzierte Demethylierung im gleichen

Stil dargestellt: Die Behandlung von ASZ@len mit 5 pM 5AzaH Q R/ T N & N@rscHiedangS A y
des Abundanzmaximums von hochmethylierten CpGs von ca. 92% auf caA@Slduqg4 D).

Dieser Effekt ist bei Ab42ellen starker als jener der mit der hdchsten verwendeten Zebularin
Konzentration 200 uM) erzielt werden konnte (200 uM ZebulaBehandlung bei A548ellen fihrt

zu einer Reduktion des Abundanzmaximums von hochmethylierten CpGs von ca. 92% auf ca. 87%)
(Abbildung4 C, D). Mit einem Anstieg d&Azan QR/ Y2y 1 SY iGN} GA2Yy | dzZF wmn
demethylierende Effekt nicht weiter verstarkt werdehbpildung4 D).

3.2.2 Analyse der charakteristischen Demethylierung verschiedener Lungenkrebszelllinien

nach Verwendung verschiedener DNMithibitoren

Mit zunehmender DNMT Inhibitor Konzentration kommt es bei den untersuchten
Lungenkrebszelllinien (A427, H322 und A549) zu einem Anstieg des Demethylierungseffekts bei CpGs
mit hohen AusgangsmethylierungsleveélB0% MethylierungslevelAbbildung4 A). Zwischen den
verschiedenen Lungenkrebszelllinien wurden signifikant demethylierte CpGs (p < 0,05) oder
besonders stark demethylierten CpGs (> 20% Demethylierung miteinamaglichen. Signifikant
demethylierte CpGberechnensich aus deDifferenceScoreTransformation des{iVertes.

A alle CpGs TSS-assoziierte CpGs B alle CpGs TSS-assoziierte CpGs

A7

As49

A427

A549

Aa27

A549 Aaz7 A543

H322 261347

7N
Y,

H322 92403

Demethylierung p < 0,05

Demethylierung p < 0,05

-
X,

H322 458480

[~
(2SN

H322 112015

Demethylierung > 20%

Demethylierung > 20%

Abbildung5: Demethylierungsmuster verschiedener Lungenkrebszelllinien nach Behandlung @0ig@1 Zebularin Venn
Diagramm von signifikant demethylierten (p < 0,05) bzw. stark demethylierten (>20%) CpGs. Angegeben sind die
zelllinienspezifisch demethylierten CpGs, die gemeinsam demethylierten CpGs und die restlichen Methylierungsdaten
(jeweils rehte, untere Ecke) deBlumina 450k Arrays. Die hdéhere Gesamtanzahl von CpGs bei der Berechnung von
signifikant demethylierten (p < 0,05) CpGs im Vergleich zu >20% demethylierten CpGs ergibt sich aus fehlenden
Zahlenwerten der Bezug&00 uM Zebularin) der Referenzgruppe (0 uM Zebularin) die eine Berechnung einer absoluten
Demethylierung verhindert. Eine Berechnung desdference Scorezur pWert-Transformation wird dadurch nicht
beeintrachtigt. Bei signifikant hohen Uberschneidungen (p < 0,01) zwisglrnverschiedenen Zelllininien sind die
Schnittmengen grau hinterlegh, Venn Diagramm von signifikant demethylierten CpGs (p < 0,05) zwischen A&22

und A549Lungenkrebszellen. Angegeben sind demethylierte CpGs im ges#hateima450k Array (n 485577) und TSS
assoziierte CpGs300 bp bis +300 bp, n = 115959). Die Demethylierung wurde nach 4 tagiger 200 uM Zebularin Behandlung
untersucht. B, Gegentiiberstellung von besonders stark demethylierten CpGs (>20% Demethylierung) nach 4 tagiger
ZebularinBehandlung zwischen A427H322 und Ab49Lungenkrebszellen. Angegeben sind demethylierte CpGs im
gesamtenlllumina 450k Array (n = 481542) und T&Soziierte CpGs (n ¥4316. Die Demethylierung wurde nach 4
tagiger 200 uM Zebularin Behandlung unterstic

Dabei ergibt sich, ausgehend von der Formel DiffScore = 19QiHuer)|*log10*p, aus der Differenz
des Durchschnittssignal der Bezugsgruppe (200 uM Zebularin Hawd 5-AzaH QR/ 0 dzy R
Referenzgruppe (0 pM Zebularin bzw. 0 pMAZaH Q R/ Oeine® DKEScore von -13 eine
signifikanten Demethylierung mit einem\fgert von 0,05. Ein Difcore von22 entspricht einem p
Wert von 0,01 und ein Discore von33 entspricht einem fWert von 0,001(Lenk et al, 2007
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AnschlieRend wurde untersucht, ob diese CpGs jeweils zelllinienspezifisch stark demethyliert
werden, oder ob dieselben CpGs in unterschiedlichen Zelllinien Ziele von starken
Demethylierungseffektesind @Abbildung5). Beim Vergleich von signifikant demethylierten CpGs (p

< 0,05) nach Behandlung mit einer Zebuld€onzentration von 200 uM konnte bei den untersuchten
Lungenkrebszelllinien ein signifikanter ésgchneidungsgrad an CpGs festgestellt werden, welche in
mehreren oder in allen untersuchten Zelllinien stark demethyliert werddrb{dung5 A).

Wenn die Analyse auf besonders stark demethylierte CpGs (ReduldopG Methylierungslevel

um min. 20%) eingeschrankt wurde, konnte trotzdem ein signifikanter Uberlapp (p < 0,01) zwischen
verschiedenen Zelllinien nachgewiesen werdékildung5 B). Der beschriebene Effekt kdan

unter Berucksichtigung aller 485576 CpGs der verschiedenen Datensatze beobachtet werden, aber
auch wenn nur die Transkriptionsstassoziierten CpGs300 bp bis +300 bp) betrachtet wurden
(Abbildung 5 A, B). A549 Adenokarzinomzelllinien wurden mit zwei verschiedenen DNMT
inhibierenden  Nukleosid Analoga Typen (Zebularin und5-Aza2'-Desosxycytidin in
unterschiedlichen Konzentrationsstufen (0 uM, 100 uM, 200 uM Zebularin bzw. 0 uM, 5 uM, 10 uM
5-Aza2'dC) behadelt. Bei der Behandlung der A5Z@llen mit 200 uM Zebularin bzw. 5 [BAza
2'-Desosxycytidinwaren die starksten Demethylierungseffekte pro DNMTyp festzustellen
(Abbildung4). Von diesen beiden DNMFAnsatzen wurden ebenfalls die signifikant demethylierten
CpGs (p < 0,05) und die besonders stark demethylierten CpGs (B&tigthylierung) miteinander
verglichen Abbildung6): Beim Vergleich der signifikatémethylieren CpGs (p < 0,05) ergab sich bei

der Verwendung von 200 uM Zebularin bzw. 5 pza2'-Desosxycytidiebenfalls eine signifikante
Uberschneidung (p < 0,01) an gemeinsam, signifikant demethylierten CpGs zwischen den
verschiedenen DNMATiypen Abbildung 6A). Dies gilt sowohl bei der Betrachtung aller CpGs des
Screens, als auch wenn nur die “BSSoziierten CpGs300 bp bis +300 bp) beriicksichtigt werden (p

< 0,01) Abbildung6 A, B). Die Gegenuberstellung besordetark demethylierter CpGs (>20%
Demethylierung) zwischen den verschiedenen DNM/fien ergab einen signifikanten Uberlapp an
gemeinsam stark demethylierten CpGs bei Promatssoziierten CpG#\Bbildung6 B). Irsgesamt
betragt der durchschnittliche Demethylierungseffekt der durch 5 zaH QR/  @GSNX A GG St @
7,2% pro CpG. Im Vergleich dazu betragt die durchschnittliche Demethylierung durch Zebularin ca.
5,3% pro CpG.

A B
alle CpGs TSS-assoziierte CpGs alle CpGs TSS-assoziierte CpGs
5uM Aza 200uM Zebularin 5uM Aza 200pM Zebularin SuM Aza 200uM Zebularin 5uM Aza 200uM Zebularin
n = 286530 n=99211 n = 441504 n=111981
Demethylierung p < 0,05 Demethylierung p < 0,05 Demethylierung > 20% Demethylierung > 20%

Abbildung 6: Demethylierungsmuster verschiedener Lungenkrebszelllinien nach DNiMilbitor Behandlung. Venn
Diagramm von signifikant demethylierten (p < 0,05) bzw. stark demethylierten (>20%) CpGs. Angegeben sind die
zelllinienspezifisch demetftierten CpGs, die gemeinsam demethylierten CpGs und die restlichen Methylierungsdaten
(jeweils rechte, untere Ecke) ddbumina 450k Arrays. Die hdéhere Gesamtanzahl von CpGs bei der Berechnung von
signifikant demethylierten (p < 0,05) CpGs im Vergleicth>20% demethylierten CpGs ergibt sich aus fehlenden
Zahlenwerten der Bezug$200 pM Zebularin) bzw. der Referenzgruppe (0 puM Zebularin) die eine Berechnung einer
absoluten Demethylierung verhindert. Eine Berechnung Ddference Scoregur pWert-Transbrmation wird dadurch

nicht beeintrachtigt. Bei signifikant hohen Uberschneidungen (p < 0,01) zwischen den verschiedenen Zelllinien sind die
Schnittmengen grau hinterlegf, Venn Diagramm von signifikant demethylierten CpGs (p < 0,05) zwischen 5AgM 5

H Q-RAza) und 200 uM Zebularibehandelten A549 Lungenkrebszellen (Analyse nach jeweils 4 tagiger-DNikiTor
Behandlung)B, Gegeniberstellung von besonders stark demethylierten CpGs (>20% Demethylierung) nach 4-fszpger 5

H QR/ -baw. Zebukn-Behandlung.

79
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3.2.3Demethylierungseffizienz verschiedener DNMiThibitoren

In Abbildung 7 wurde die Starke der Zebularilbzw. 5-Aza2'-Desosxycytidinvermittelten DNA
Demethylierung in Abhangigkeit vom urspglichen Methylierungsniveau der analysierten CpGs
dargestellt (exemplarisch sind die Daten von A549 Lungenkrebszellen aufgeflhrt, uvd2mM322

Datensind im Anhang aufgefiih(Abbildung36). Es wurden dafir 10 @GzLJLJS Y 6 D Nb#t’dLdS o n
YAG /LIDa @2y m: o0Aa mMm: ! dzaIr-AEYSIKEGA S NIxE I I
100%  Ausgangsmethylierungslevel) gebildet und pro Gruppe die Differenz aus
Ausgangsmethylierungslevel und Methylierungslevel nach Behandimitg 5 pM 5-Aza2'-
Desosxycytidinbzw. 200 pM Zebularin angegeben. Nach Behandlung mit 5 SifAka2'-
Desosxycytidinstellt man die starkste Demethylierung bei besonders stark methylieg®Gs

0 D NHzLINS1 /e dxMAbb#dSRgTA). Mit abnehmendem Ausgangsniveau an ENfgthylierung

nimmt auch die Starke der Demethylierung ab. Bei der entsprechenden Darstellung der Zebularin
vermittelten Demethylierung in A549 Zellen zeigt sich ein charakteristischer Unterschitdhdwe
ebenfalls bei A427 und H322 Zellen auftrittAbpildung 36): Von 0% bis 60%
Ausgangsmethylierungslevel steigt die Starke der Demethylierung stetig an. Bei hther methylierten
CpGs (61%00%) nimmt die Demethgiung, im Vergleich zur -AzaH-d#Ginduzierten
Demethylierung, jedocivieder ab Abbildung7 A).

Sowohl nach der Behandlung mit Zebularin als auch miz& QR/ dzy i SNAOKSARS
Demethylierungsprofile von TS&assoziierterCpGs im Vergleich zu niehS&assoziierteriCpGs
(Abbildung 7 B, C): Nach Zebulafitherapie zeigen bei den T&SsoziierterCpGs die stark
methylierten CpGs (>70%) die starkste Demethylierun@%®1Abbildung7 B). Im Gegensatz dazu

werden bei nich{TSSassoziierten CpGs die stark methylierten CpGs (>70%) nicht am stérksten
demethyliert @bbildung 7 C). Nach B\zan Q4Beéhandlung tritt nur bei stark methylierten
TS&ssoziierten CpGs (>80%) ein Demethylierungseffekt albbillung 7 B). Bei den
nichtTSSassoziierten CpGs tritt auch bei niedrigeren Ausgangsmethylierungsisivec60%) eine
Demethylierung von >10% aufifbildung7 C).
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Abbildung 7: Demethylierungseffizienz verschiedener DNMIiThibitoren in Lungenkrebszelllinien Dargestét ist die
Demethylierung in Abh&ngigkeit vom Ausgangsmethylierungslevel von A549 Zellen nach 4 tagigetnmbidil
Behandlung mit 200 uM Zebularin bzw. 5 pMABaH QR/ @ 5AS 1 dza 3+t y3ayYSiKet ASNHzy/ 3at SO
zusammengefasst:  Gruppe0-10 = 010% Ausgangsmethylierungslevel bis Gruppe -1@0 = 91100%
Ausgangsmethylierungslevel. Die Demethylierung wurde fir alle verfugbaren ORGsfif Transkriptionsstart
(TSShssoziierte CpG8) und fir nicht TS8ssoziierte CpG€)Y nach DNMAInhibitor Behandlung dargestellt.

3.3 Funktionelle Analyse von lungenkrebsspezifisch hypermethylierten &pgzin

Auf Grundlage genomweiterlllumina 450k DNAMethylierungsprofile von verschiedenen
Lungenkrebszelllinien (A427, A549 und H322) und normalencBiaepithelzellen (NHBEC) wurde
eine gene ontology (GO) Analyse durchgefiihrt. Dies diente der funktionellen Klassifizierung
hypermethylierter Cp@nseln die in den Lungenkrebszelllinien auftreten.

Es wurden dabei funktionelle Annotationsgruppés terns) identifiziert, welche eine statistische
Anreicherung innerhalb der Gesamtheit an @p&elassoziierten Genen zeigen. Aul3erdem wurden
Kandidaten Gene mit krebsspezifisch, hypermethylierten Prom@&mionen identifiziert, deren
epigenetische Inaktivieng zur Auspragung der Charakteristik des entsprechenden Lungenkrebs
Krankheitsbildes beitragen kénnen.

Fur jede Zelllinie wurde dafir das mittlere Methylierungsniveau jeder-l@p& bestimmt (309465
von 485577 Sonden dekumina450k Array (64%) liegen P6661 Cp@nseln). Im Anschluss daran
wiederum wurden die Cp@selMethylierungsdaten der verschiedenen Lungenkrebszelllinien
gemittelt, um ein durchschnittliches Methylierungslevel pro @p€el von allen untersuchten
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Krebszelllinien zu erhalten. Angiefftend wurde die Differenz aus den CipGel Methylierungsdaten

der Lungenkrebszelllinien und normalen Bronchialepithelzellen gebildet. AllelnSpl@, deren
Methylierungsdaten in Krebszellen im Vergleich zu normalen Bronchialepithelzellen eine
durchschittliche Hypermethylierung von mindestens 50% zeigten wurden auf eine Anreicherung
bestimnter GO termgetestet.

Die Analyse erfolgte mit demGenomic Regions Enrichment of Annotations T@EBREAT,
http://great.stanford.edu). Dabei werden in einenzwestufigen Prozess zuerst Gassoziierte
RegionenZ.B. Cp@nseln)definiert: In der gegenwertigen Arbeit wurden Regioriekbupstreambis

1 kbdownstreamvom Transkriptionsstart alSenassoziierte Regionegrfasst AnschlieRend wurden

von einem Set an genomischen IngRegionen (in diesem Fall hypermethylierte Qp&eln)
bestimmt, mit welchenGenassoziierten Regionen diese Uberlappen. Der GREAT Algorithmus
errechnet im Anschluss daran anhand von bekannten-@amtationen von jenen Genen, die mit
Genassoziierten Regionewerbunden sind.eine statistische Anreicherung bestimmt&OTerms

(McLean et al, 2000Als Referem diente der Datensatz aller Ciiiselndes Illumina 450k BeadChips

Es wurden 3260 lungenkrebsspezifisch, hypermethylierte-l@p&n (>50% Hypermethylierumgn
Lungenkrebszellen im Vergleich zu NHRHEer) analysiert und eine Anreicherung v@Otermsaus

einer Gesamtzahl von 26661 GpGeln untersucht. Unter den verwendeten Kriterien zur Definition

von Genassoziierten Regione(s.0.) waren knapp 30% der getesteten &p&eln mit einem Gen
verbunden, der Uberwiegende Teil an ClGeln war jedoch migwei Genen assoziiert.

Die angereicherterGOterms von Lungenkrebspezifisch hypermethylierten Genen sindTiabelle

15 aufgefuhrt: Bezogen auf den OntologieS 3 NX T F aY2ft S dzZ I NB Ccd
lungenkrebsspez T A 8 OK K@ LISNXY S Keft ASNIS DSYLINBRdzZl S | dza
.AYRdzy3d 6L5Y DhYnnnopcp0d RASTael€ls).sDarbnterfdlent A a i A
Gene die an Gfeiche DNASequenzenan spezifische Sequenzmotive oder an verschiedene- DNA
Typen (z.B.: Promoteonder rDNA Bindung) binden. Die funktionelle Analyse von Proteinfunktion,
familien durch didnterProDatenbank ergab, dass unter den Genen, welche mit hypermethylierten
CpGlinsd assoziiert sind, jene mit Homeobéx2 YNY Sy 'Y &0NNJ adSy | y3aSNE;
R2Yl Ay az L)fTdbelletswDierhypermethylierten CpBseln waren auRerdem signifikant

mit Genen assoziiert, welché embryonalen Stammzellen die repressive Histonmodifikation
H3K27me3 in ihren Promotoren tragetD( BENPORATH_ES WITH_H3K2aWESeinstimmend

damit gibt es auch eine signifikante Uberschneidung mit jenen Genen, welchéEmdmyonic
Ectoderm DevelopmerRrotein EED, als Teil des repressiven Polycomb Komplexes, in humanen
embryonalen Stammzellen gebunden werdé:(BENPORATH_EED_ TARGEARIlel5). Es gibt
ebenfalls eine starke Anreicherung von Genen, wekhaler Regulation der beta Zell Entwicklung

(ID: REACTOME_REGULATION_OF BETA CELL_ DEVEinDemahder Langerhadaselnund

der Regulation der Genexpression von beta Zelldd: (REACTOME_REGULATION_OF_
GENE_EXPRESSION_IN_BETA_CELLS) beteiligt sind
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Tabelle15: Ubersicht (iber die analysierten GDerms der Cp@nseln, die in Lungenkrebs im Vergleich zu NHR#Hen
hypermethyliert vorliegen Dargestellt sind die verschiedenen Ontologie Kategorien mit den zugeordneterei@e,
welche die stérkste statistische Anreicherung (auf Grundlagefalse discovery rate (FDR)ngepassten {Wertes (g

Value)) zeigen.

Anzahl von
Ontologie Hyper FDR Genen aus der
Name Erklarung GOTerm Name Q-Value Input-Liste \s.
(Datenbanken) Gesamtzahl von
annotierten
Genen
GO Consortium
molecular Molekulare sequencespecific DNA bindinlD: GO:0043565) | 2.5680* 10™° 333 von697
function Funktion Genen
Datenbank mit
Daten zu
InterPro Proteindoméanen; Homeobox domairfiD: IPR001356) 4.6471 10" 162 von 243
familien, und Genen
funktionellen ges
Set 'H3K27 bound': genes posessing the 3.1532* 10 520 von1059
trimethylated H3K27{H3K27me3) mark in their Genen
promoters in human embryonic stem cells, as
identified by ChIP on chip.
Datenbank mit Gen (ID: BENPORATH_ES WITH_H3K27ME3)
MSigDB expressionsprofilen
Perturbation von genetischen Set 'Eed targets': genes identified by ChIP on chig ~ 2.2925 10™ 454 von1005
und Chemie targets of the Polycomb protein EED [GenelD=87 Genen
bedingten in human embryonictsm cells.
Storungen (ID: BENPORATH_EED_TARGETS)
3.652210™% 324 von613
Set 'PRC2 targets': Polycomb Repression Complg Genen
(PRC) targets; identified by ChIP on chip on hum
embryonic stem cells as genes that: posess the|
trimethylated H3K27 mark in their promoters and
are bound by SUZ12%pnelD=23512] and EED
[GenelD=8726] Polycomb proteins.
(ID: BENPORATH_PRC2_TARGETS)
Genes involved in Regulation of betall 1.8217+10™° 16 von30 Genen
development(ID:
Datenbank mit REACTOME_REGULATION_OF_BETA_CELL_DEVBLQ
MSigDB Genen, welche mit
Pathway Sgnalwegen Maturity onset diabetes of the young 3.5505* 10™° 14 von25 Genen
assoziiert sind (ID: KEGG_MATURITY_ONSET_DIABETES_OF_THE_
Genes involved in Regulation of gemression in 2.4774* 10° 10 von20 Genen
beta cellgID: REACTOME_REGULATION_OF_G
EXPRESSION_IN_BETA CELLS)
Motif NNNTAATTAGCNNN matches VSX1: vis  3.5309* 10> 78 von 211 Gener
system homeobox 1 homolog, CHXil@ (zebrafish)
(ID: V$CHX10_01)
Motif NAAWAATTANS matches PAX4: paired by  3.4385* 10 74 von 225 Generq
gene 4(ID: VSPAX 02)
Datenbank mit Motif YNNNTAATCYCMN matches CRX:imzhe 2.4854 10°° 102 von 277
MSigDB Genen welche ein homeobox(ID: V$CRX_Q4) Genen
Predicted bestimmtes
promoter motifs | Transkriptionsfaktor| Motif NNKGAATTAVAVTDN matches POU3F1: |  6.8428 107’ 87 von 246 Gener
-BindeMotiv in domain, class 3, transcription factor 1
ihren Promotoren (ID: V$TST1_01)
tragen
Motif TGATTTRY matches GFI1: growth factor 2.131410% 85 von 278 Genery

independent 1(ID: TGATTTRY_VS$GFI1_01)

Motif NNNNNNNWATGCAAATNNNWNNA matcl|
POU2F1: POU domain, class 2, transcription factq

(ID: V$OCT1_04)

2.2480* 107

78 von 227 Gener
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Dartiber hinaus sind aber auch Geiberreprasentiert die mit einem Typ3 Diabetes Subtyp
(Maturity onset diabetes of the young ¢ MODY) verbunden sind (ID:
KEGG_MATURITY_ONSET_ DIABETEBEO¥OUNKG (Tabelle 15). Ein bevorzugt auftretendes
TranskriptionsfaktoBindemotiv innerhalb der Liste an hypermethylierten @p&ln ist das
NNNTAATTAGCNNN Motiv, welches dem Konsensugst@i system homeobdx homolog(VSX]1

bzw. CHX1dike entspricht (ID: V$CHX10 0IEin anderes stark angereichertes Sequenzmotiv ist
TGATTTRY dgsowth factor independent 1 (GFJ1yelches als transkriptioneller Repressor wirkt (ID:
TGATTTRY_V$GFI1). Maruber hinaus tretemlie Bindemotive verschiedener anderer Homeobox
Transkriptionsfaktoren (PAX4, CRX, POU3F1 und POU2F1) mit hochsignifikanter Haufigkeit in der
Liste der hypermethylierten Cpl@seln aufTabellel5).

Durch stringentee Filterung der hypermethylierten Cg@seln (> 60%, 70%, 80% Hypermethylierung
der Lungenkrebszelllinien im Vergleich zu NiZBEen) kommt es innerhalb der beschriebenen
GOKategorien zu keiner Verschiebung der stark angereicherten-S@®ypen. Da die
Methylierungsmuster von H322 und A427 deutlich ahnlicher §mdvergleich zu A5490bbildung

9) wurde dieGOTermAnalyse au3erdem nur mit dieseeiden Zelllinien durchgefiihrt. Die Analyse
Parameter (50% Cpl@as=l Hypermethylierung und Definition voBenassoziierte Regionerb kb
upstreambis 1 kbdownstreamvom TSS) wurden beibehalten. Auch in dieser Kombination kommt es
zu keiner Veranderung der statistisch am Starksten angereich&@@fermKategorien.

Die entsprechenden Analysen wurden mit einem ausgedehnten Set an nicht kleinzelligen
Lungenkrebszelllinien (NSCZ€lllinien n=69 verifiziert Dabei wurdedie differenzielleCpGinsel
DNAMethylierung der NSCL&Zelllinienim Vergleich zu verschiedenen nornmaléungenzelllinien

(n=6) untersucht. Es wurde dabei auf DatensatzeNIEBIGEO Datenbank zurtckgegriffen, welche

im Rahmen einer Studie von Walter et al., 2012 vertffentlicht wurfi#alter et al, 2012 Es
konnten grundsatzlich die Ergebnisse, welche bei der Analyse der vier Zelllinien (A427, A549, H322
und NHBEC) gewonnen wurden, bestatigt werden. Zuséatzlich konnte eine Anreicherung-des GO
¢ SN¥Ya ol StXydEyNINSa YA2YY LIRr&niNdriptioh fia&dl 2dmdplé& o F OKIS G A S 3
werden. In NSCEZellen sind jene CplBselassoziierten Gene angereichert, welche in epithelialen
Brustkrebszelllinien aufgrund ein&RasUberexpression als hochreguliert beschriebemraden (ID:
KRAS.600.LUNG.BREAST UP.V1 UP). Es zeigt sich aber auch, dass jene Gene angereichert sin
welche in ATF20berexprimierten myometrischen Zellen eine reduzierte Expression zeigen (ID:
ATF2_UP.V1_DN).

Zusatzlich wurden von den lungenkrebspe4ifistiypermethylierten Cpdhseln die Promoter
assoziierten Cp®seln herausgefiltert Tabelle 16). Unter den Genen mit hypermethylierten
Promotoren befinden sich einige interessante Kandidaten, die bereits in eidsbsKontext
beschrieben wurden: Der Transkriptionsfakiaired Box Gene 5 (PAX#urde bereits in dukualen
Karzinomen und in invasivem Brusttumoren als hypermethyliert beschri@iderlans et al, 2011

Von einem anderen Kandidatengen, welches als hypermethyliert in Lungenkrebszelllinien identifiziert
wurde, ist Homdobo¥Protein MEIS2Von diesem Gen ist bekannt, dass seine Expression in akuter
myeloider Leuimie durch PromotoHypermethylierung reprimiert wirdLasa et al, 2004Bei dem
Kandidatengen PLK5 handelt es sich um einen putativen Tunpesgor, dessen Exgssion mittels
PromotorHypermethylierung in Astrozyten und Glioblastomen ausgeschaltet ist
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Tabelle 16: Top 20 Kandidatengene, welche in Lungenkrebszelllinien stark hypermethylierte-i@p& Promotoren
aufweisen. Fir die veschiedenen Zelllinien sind die GipdetMethylierungsdaten in Prozent angegeben. Aus den drei
Krebszelllinien (A427, A549, H322) wurde fur die verschiedenen-IrGpd der Mittelwert gebildet (9
Lungenkrebszelllinien) und dieser anschlielend vom WerNitBEZellen abgezogen (Hypermethylierung). Zusatzlich sind
die Namen der Gene angegeben, welche mit den PromGGinseln assoziiert sind.

Promotor CpGnsel Methylierung [%]
(/] Hypermethylierung
Nr. CpGilnsel A427 | A549 | H322 Lungen (Differenz auf assoziiertes Gen
krebs NHBEC| Lungenkrebszelllini
zelllinien en und NHBEC)
: (;22)1715:46972975797 9 | 97 | 99 %8 2 96 P2RY6
2 2%90: 548937002957 99 9% | 99 98 5 93 PAX5)soform 14
3 ‘;2212232783316 . 97 | 97 | 96 97 4 93 KCNAB3
4 3%1;617537390380 9% | 97 | 94 96 4 92 MEIS2Jsoform G
> 52;5510105137610311 9% | 94 | 96 9 4 91 GFRA3
6 22;1397205152 1565 94 | 94 | 89 92 2 90 PLK5
! 52'111957 118119553 95 | 93 | 94 94 4 90 ARRDC2
° (2:22327:36239228736544 94 | 94 | 94 94 4 9 DAWL
10 22247:2 4683079 93 | 94 | 94 94 4 90 MFSD7
’ 22?7:158257372022 9 | 94 | 95 9 5 89 ARLS
" 32;31;7:87224838324 9% | 94 | 95 9 6 % NFATC4
12 ;%26525127665670 9% | 96 | 97 96 7 89 KRTCAP3
13 2211777:33641177593 93 | 87 | o7 92 3 89 RND2
14 igrzlfs;511eloz sose1a | 95 | 95 | 92 94 5 89 PAX2, Isoform F
15 22328:67765 087266 92 | 93 | 93 93 4 89 ASB3, GPR75
° Zgr41827:96349488202 97 | 8 | 98 92 3 89 DHH
17 flzrszf(; 4544540957 94 | 93 | 80 89 1 88 PLTP
19 iggxs: 6062100546550 | 96 | 96 | 96 96 8 86 TAF7L
18 ;2;1855 7872490119 93 | 93 | 94 93 6 87 GRAMD2
= i2r41224;6524124247254 9 | 8 | 95 92 5 87 DNAH10
126 22;37:7803503785 a0 | 92 | 93| 92 93 13 80 RASSF1A
1381 g% 707105305 | 48 | 21 | 88 53 7 46 ABCB4

Daruber hinaus gibés andere interessante Kandidaten, welche noch nicht in einem Krebskontext in
Zusammenhang mit DNA Hypermethylierung beschrieben wurdsa. PromotorCpGlnsel des
ABCB4Gens weildt in A427und H322Zellen im Vergleich zu NHEEIllen ebenfalls eine starke
Hypermethylierung auf. In einem spéateren Abschnitt dieser Arbeit folgt eine ausfiihrliche Analyse der
PromotorMethylierung dieses Gens in verschiedenen Tumorentitaten (vergl. B28je
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3.4 Charakterisierung deDNAMethylierungsprofile von Cp@nseln und damit
assoziierte Regionen

3.4.1 Differentielle Methylierungsanalyse von annotierten, funktionellen Genregionen in

H322Lungenkrebszellen und normalen Bronchialepithelzellen (NHBEC)
Die verschiedenen funktionellen Elementines Gens, wie z.B. PromcRegion, Ge#Kdorper und

0Q!' ¢wX $SAaSy O KMethMiietufigSnNiter AuIanek H12Kabsson et al, 20)4

92% (447186 CpGs) der, auf ddlumina 450k BeadChipintersuchten CpGs sind mit funktionellen
wS3IA2ySy o¢{{mpnns ¢{{HnnsZ pQ!'e¢ws maisSa 9E2y=>
assoziiert Abbildung 8 A). Die TSS15@Region umfasst den Bereich 1500 bpstream vom
Transkriptionsstart bis 200 bypstreamvom Transkriptionsstart (TSS). Die TSS28§lon wiederum
erstreckt sich 200 bpupstream vom TSS bis zunilranskriptionsstart. Anhand dieses
Annotationsschemas wurden Unterschiede der EMiéthylierung von H322 Lungenkrebszellen im
Vergleich zu normalen Bronchialepithelzellen (NHBEC) analySidnitdung8 B, C).
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Abbildung 8: Vergleich der DNAMethylierung von verschiedenen funktionellen Regionen zwischen H322
Lungenkrebszellen und normalen Bronchialepithelzellen (NHBEG).s¢hematische Darstellung der verszténen
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annotiert vorliegen (Schema abgewandelt nach d@fumanMethylation450 BeadChip Data Sheet, llluhineSS =
Transkriptionsstart, UTR= untranslatierte RegiBnVerteilung der DNMethylierung (in %) deBlumina450k Datensatzes

von H322 Lungenkrebszellanf die verschiedenen GdrRegionenC Verteilung der DNMethylierung (in %) deBlumina

450k Datensatzes von normalen Bronchialepithelzellen auf die verschiedeneRegeamen.
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als jenes der TSS200zw. der Exon -Region Abbildung8 B, C). Auch dies lasst sich bei anderen
analysierten NSCEZ&lllinien (A427 und A549) feststellekbpildung37).

Die Region 1500 bppstreamvom TSS (TSS1500) zeigt in H322 Zellen ein um ca. 29% hdoheres
mittleres DNAMethylierungslevel im Vergleich zu den F&8Soziierten Regionen (TSS2p0Q | ¢ w X
1stes Exon). Die TSS18R€gion ist in H322 Zellen wiederum um ca. 28%er methyliert als in
NHBEZellen Abbildung8 B, C). Die Methylierungslevel in dieser Region weisen in Kretos
Normalbronchialzellen jeweils zwischen dem oberen und unterem Quartil eine sehr hohe Streuung
auf (H322: ca. 80%, NHBEC: ca. 68btiildung8 B, C). Die kodierenden Bereiche des Genkdrpers
dzy R RS& 0Q! ¢wa -deleRls aluch in 26 hormlalén Broomahialepithelzellen von sehr
hohen Methylierungsheeln gekennzeichnet (Median der Genkoraessoziierten Methylierung: 87%

Ol OHHUZ Tc2 Obl . 9/-dsJoziertem MBtAylieying: ROSINIHILS),! 86% (NHBEC),
Abbildung8 B, C).

3.4.2 DNAMethylierungsanalyg von CpG Insel assoziierten Regionen in
Lungenkrebszelllinien

Neben der Analyse der DNWethylierungsdaten nach Geassoziierten Parametern (Promoter
Region, GetY | NLJSNE 0Q! ¢w0 6dzZNRSYy RASaS SoSy¥Flrtta | y¥
CpGlIn=in untersucht Abbildung9 A). Es wurden dabei 69 nicht kleinzellige Lungenkrebszelllinien
(ABC1, SW1573, HOP18, HCC1171, LXFL529, H1703, H441 HBBEZ, A427H1568, CH&OK-1,
H2087, H1975, H226, H2444, 13C%; H1299, H2030, H2405, HCC2935, H1373, H1666 RERE,

Calu6, H1155, H1651, H2347, H358, H838, H2228, HCC827, H2073, H1650, H23, H1293, Calu
H650, H460, H72'A549 H292, HCC4006, H2170, H1838, H820, H1355;|KEBRF;, H2122, H1793,
H661, HOP62HCC15, EKVX, H1792, H2110.1,-Cakk110, HCC4017, H2009, HOP92VIB&1,
RERE.GKJ, H1437, H647, H2126, H2172, H1435, H1A%%4ug auf die DNWethylierung in Cp&

Inseln und den umgebenden Sequenzbereichen mit sechs normalen LungenzelljBER, (
gBEC1 Ul, gSAC1, gSAC1 Ul, gBEC, g8A@)inf normalen Lungengeweben (GSM1264690,
GSM1264711, GSM1264727, GSM1264183M1264854yerglichen. Die Methylierungsdaten der
NSCLZelllinien und der normalen Lungenzelltin stammen von der NCBIEO Daterdnk (GE©
AccessionGSE36216) und wurden im Rahmen der Studie von Walter et al, 2012 veroffentlicht. Diese
Daten wurden mittels Bisulfifequenzierung validiert (Korrelation zwischiummina 450k Arrayind
BisulfitSequenzierung: r= 0,926, Walter et a2012). Die Methylierungsdaten der normalen
Lungengewebe stammen ebenfalls aus der N&BD Datenbank und wurden von Shi et al. 2014
veroffentlicht (GE@AccessionGSE5240Fhi et al, 2014

Bedingt durch die Betrachtung verschiedener Subtypen (Adenokarzinome, Plattenepithelkrazinom,
etc.) nicht kleinzelliger Lungenkrebszelllinien sind die mittleren Methylierungsniveaus sehr
heterogen, wenn man alle Methylierungsimmationen deslllumina450k Arrays berticksichtigt. Im
Vergleich dazu ist die Streuung der DMAthylierungsdaten zwischen verschiedenen normalen
Lungenzelllinien bzw. verschiedenen Lungengewebeproben geriagbildung9 A). CpAnseln sind
grundsatzlich sehr niedrig methyliert, sowohl bei Kredls auch bei Normalzelllinien, jedoch zeigt
sich bei einigenKrebszelllinien eine starke Streuung des Interquartilabstandes im Vergleich zu
normalen Zelllinien und GewehdAbbildung9 B).
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Abbildung 9: DNAMethylierungsanalyse von Cp®sel assoziierten Regionem\, schematische Darstellung einer CpG
Insel (Insel) und deverschiedeen CpGnsekflankierenden Regionen (N&helf N/Sshoré, die auf demlllumina 450k
Array annotiert vorliegen (Schema abgewandelt natthmanMethylation450 BeadChip Data Sheet, IllumiBa lllumina

450k ArrayDNAMethylierungsinformationen von 69 NSCE€lllinien ABG1, SW1573, HOP18, HCC1171, LXFL529, H1703,
H441, EBQ, H322, A427 H1568, CH&OK-1, H2087, H1975, HB2 H2444, HCC515, H1299, H2030, H2405, HCC2935,
H1373, H1666, REREAdL, Calts, H1155, H1651, H2347, H358, H838, H2228, HCC827, H2073, H1650, H23, H1993, Calu
3, H650, H460, H72A549 H292, HCC4006, H2170, H1838, H820, H1355 - IRERE, H2122, H17931661, HOP62,
HCC15, EKVX, H1792, H2110.1,-Cakd2110, HCC4017, H2009, HOP92VMER1, REREGKJ, H1437, H647, H2126,
H2172, H1435, H1755)6 normalen LungenzellliniengBEC1, gBEC1 UIl, gSAC1, gSAC1_Ul, ¢gBEC,ug$SAR)
Lungengeweben. Die DMNMethylierungsdaten der NSCiZelllinien und der normalen Lungenzelllinien (GSM1264690,
GSM1264711, GSM1264727, GSM1264G8IM1264854)vurden von Walter et al, 2012 generiert (NEEEGAccession:
GSE36216) bereitgestellt. Die Methylierungsprofile der normalegéngewebe wurden von Shi et al., 2012 zur Verfligung
gestellt (NCBGEGAccession: GSE52401). Ubersicht tiber die-Bisthylierung in Cp@nsel ), Nshore(D) und Nshelf

(E) der verschiedenen Zelllinien. Norm. Zell = normale Lungenzelllinien, norm=@ewnales Lungengewebe.

In Anlehnung an den Terminus GpG yaSf & 6SNRSYy RAS 5b! {SljdzsSSy
CpGilnseln (bis z2 kb umgeben alshoresbezeichnet(lrizarry et al, 2009 Diese Bereiche weisen

im Vergleich zu CpfBseln eine deutlich niedrigere dBnukleotidDichte auf. Bereiche die in einem
Abstand von 2 kb bis 4 kb von einer @p€&el liegen werden dariiber hinaus alselfsbezeichnet
(Abbildung9 A). Zur Unterscheidung der beiden mdglichen Enden einerl@3®b bedient man sich

der relativen Orientierung einer Cp@sel auf einem Chromosom. An das Ende einer-lgp& mit
niedrigerer ChromosomeiKoordinate (ausgehend vom Telomer deénmes eines Chromosoms)
schlie3t sich die "N(ortherrghoré’ an. Am anderen Ende der Gp@el (h6here Chromosomen
Y22NRAY I 4§S0 6ASRSNHzY  A-$haé PRAS a23SyFyyiaS a{ o2«

3.4.3 Genomweite Analyse von hyperveablen DNAMethylierungsmustern in Cp@nsel
shoreBereichen

In  DNAMethylierungsstudien von Dickdarifarzinomen konnte gezeigt werden, dass die
uberwiegende Mehrheit der krebsspezifischen VeranderungerDié¢&Methyloms in Bereichen von
bis zu2 kb auBehalb von Cp@nseln stattfindet.Innerhalb diesershore Bereiche zeigen sich die
grofRten gewebespezifischen Unterschiede in Bezug auf dieNDétlylierung. 76% der differentiell
methylierten Regionen liegen ishore Bereichen XX H voi GpG Inseln entfeth(lrizarry et al,
2009.

In der vorliegenden Arbeit wurde fir 69 NS&ellinien ebenfalls eine Analyse dgroreBereiche
durchgefuhrt und dieshore Methylierung der Krebszelllinien mit normalem Lungenzelllinien (NLZ)
und normalem Lungengewebe (NLG) verglich&bb{ldung9 B). Entsprechende Analysen wurden
dariiber hinaus auch fir die Methylierung innerhalb von @m@in @bbildung 9 C) und
CpGilnsetshelf Bereichen (Bereiche-2 kb entfernt von Cp@nseln) durchgefuhrtAbbildung9 D).

Die Analyse der DNIMethylierung in dershoreBereichen der verschiedenen NS&édlllinien zeigt,
dass diese im Vergleich zu den @p&e}Bereichersignifikant héher (p = 2,2 * T6) methyliert sind
(Abbildung9C, Abbildung10 B, C D). In denshoreBereichen lassen sich dartiber hinaus signifikante
Unterschiede (p = 2,2*1%) zwischen den verschiedenen, untersuchten Krebszelllinien
(NSCL®edian: 55%) und den normaldmuungenzellliniefNLZMedian: 35%) feststellenApbildung
9,D, Abbildung 11C).
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Abbildung 10: Analyse der DNAMethylierung in funktionellen Regionen von H322 Zellen und NHBEC unter
Beriicksichtigung von dererPosition relativ zu annotierten Cp@iseln und umgebenden Sequenzeshpreg. A,
schematische Darstellung der verschiedenen -GpBlassoziierten Regionen (N&Belf, N&shore Insel), die auf dem
lllumina450k Array annotiert vorliegerfSchema abgewamdt nachHumanMethylation450 BeadChip Data Sheet, llluiina
B, Verteilung der DNMMethylierung (in %) dedllumina 450k Datensatzes von H322 Lungenkrebszellen auf die
verschiedenen GeRegionen in Cp®seln bzwshoreBereichen.C Verteilung der DNMethylierung (in %) deBlumina
450k Datensatzes von normalen Bronchialepithelzellen auf die verschiedeneRd&gemen inCpGlnseln bzw.shore
BereichenTSS = Transkriptionsstart, UTR= untranslatierte Region.
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Im Vergleich dazu betragen die Unterschiede des mittleren Methylierungsniveaus zwischen NSCLC
und normalen Lungenzelllinien in Gi@del und shelf Bereichen jewds nur ca. 4% (Cpl@seln:
MedianNSCLC: 15%, MedidlhZ: 11%shelfBereiche: MediatNSCLC: 77%, MedidlhZ: 73%)
(Abbildung9 C D). Dieshelf Bereiche sind unabhdngig vom Krebskontext in allen untersuchten
Proben stark methyliert Abbildung9 D).

.SA RSNJ . SGNIYOKildzyd @2y LINBY2{i2NyIl KSy . SNBAOK!
shoreBereichen (Nund Sshorg lasst sich ein Anstieg der DiNfethylierung von H32Zellen im
Vergleich zu NHBEellen feststellen Abbildung 10 C, D). Bei dershoreBereichen die mit

t NEY2GU2NRBSjdSyT Sy o6¢{{mpnnZ pQ!'c¢w dzyR maiasSa 9E
das mittlere DNAMethylierungslevel des 1sten Exons in HZ2&Hen in etwa so hoch ist wie das der

pQl ¢w . SNBAOKS o6aSRAlIY @2Y Rdbrt eaYi0uDbbielungl*G,> a SR
D). Dieser Effekt tritt ebenfalls in Npalzelllinien (NHBEC) aufas mittlere Methylierungsniveau in

diesen Zellen liegt jedoch ca. 25% niedrigea SRA 'Y @2Y p Q! ¢wY OIRdyiom pi'z T ¢
ca. 14%). Cptiseln (CGIl) die mit Genkdrp8equenzen mammenfallen sind in NHEEellen
niedriger methyliert (Median Genkodrper/CGIl (NHBEC): ca. 17%) als in Lungenkrebiere(litedian

- Genkdrper/CGI (H322): ca. 72%bKkildungl0B-D).

Die mittlere Methylierung sowohl der-@ls auch der NshoreBereiche ist in allen untersuchten
NCSLZelllinien hoéher als in den untersuchten normalen Lungenzelllinien oder normalen
LungengewebenAbbildung 11B). Die DNMethylierung der NshoreRegion ist dartiber hinaus in

jeder untersuchten Zelllinie signifikahther (NSCLC: p = 2,9 *40NLZ: p=8,5* 1§, NG:p=1,4 *

107) als in der ShoreRegion Abbildung 11B). Dies gilt fir NSCiZ@lllinien ebenso wie fir normale
Lungenzelllinien und normale Lungengewebe. Bei der Analyse wurden Methylierungsdaten
62870 Nshoreassoziierten Sonden und von 49198Hareassoziierten Sonden beriicksichtigt. Da

sich die Bezeichnung dshoreBereiche (Noder Sshore nur nach der Chromosomenorientierung

richtet wurden N und SshoreBereiche, die auf derilumina 450k Array abgebildet sind und mit
kodierenen Sequenzen Uberlappen, zusatzlich nach der Transkriptionsrichtung der Gene mit denen
zusammenfallen, gefilteAbbildung 11C, D, E)Es zeigt sich dabei sowohl fiir die NSZRlGnien,

als auch fur die noralen Lungenzelllinien und Lungengewebe fir die Plussi@eme eine hdhere
Methylierung fur die $horeRegion im Vergleich zur korrespondierendeshidreRegion. Fir die
MinusstrangGene zeigt sich eine hdhere Methylierung fir dieshdre Region im Vergleh zur
assoziierten Shore Region Abbildung 11C). Wenn dieshoreMethylierungsdaten zusatzlich nach
Promotork 4421 AASNISYy wS3aAz2ySy 3ISTFAfGSNI 6SNRSYy o¢{
Praferenz fir die hoher methyliertshoreRegion un{Abbildung 11D): Fir die Plusstrar@ene tritt

eine hohere Methylierung in der -shoreRegion im Vergleich zur korrespondierendesshSre

Region auf. Fir die Minusstrai@gne tritt eine héhere Methylierung in dersBore Region im
Vergleich zur horeRggion auf. Bei PromoteassoziiertershoreBereiche scheint es, dass jeweils

die shoreRegion hoher methyliert ist, die weitepstreamvom 5*Ende des Gen wdiggt (Abbildung

11 D). Bei der entsprechenden Analyse von intragenischen! @b ergibt sictein ahnliches Bild:

Die Plusstrangsene zeigen eine hohere Methylierung fur diesihdreRegion im Vergleich zur
korrespondierenden -ShoreRegion.Die Minusstrangsene zeigen das umgekehrte Bifsbbildung

11E).
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Abbildung 11: Methylierungsanalyse von Nund Sshore Regionen in NSCEZzlllinien, normalen Lungenzelllinien und
normalem LungengewebeMethylierungsanalyse de€pGlnsel shoreBereichemit zusatzlicher Unterscheiduntach der
GenorientierungA, Schematische Darstellung von GlGeln (griin) unghoreBereichen (rot) auf einem Chromosomarm.
Gene sind als schwarze, horizontale Striche dargestellt, die Pfeilspitzen geben die Transkriptionsorientierung an. Die
dickeren, schwarzen Kasten geben Exonosegen an. Die Transkriptionsorientierung unterscheidet die Gene in
"Plusstrang” und "Minusstrang” orientierte Gene.B, Darstellung der Mhore Methylierung (blau) und der -&hore
Methylierung (gelb) von 69 NSCEE&lllinien (NSCLCZ), 7 normalen Lundgéimien (NLZ) und 5 normalen Lungengeweben
(NG).C N- und SshoreMethylierung von 69 NSCiZglllinien (NSCLCZ), 7 normalemgenzelllinien (NLZ) und 5 normalen
Lungengeweben (NG). Die Methylierungsdaten stesreBereiche wurden nach der Transkriptiongntierung der Gene,

mit denen die Cp@nselshoreBereiche zusammenfallen, untergliedel. Darstellung der Nund SshoreMethylierung von

69 NSCLLZelllinien (NSCLCZ), 7 nornmaleungenzelllinien (NLZ) und 5 normalen Lungengeweben (NG), die mit dem
Promotorbereich {1500 bp vor einem TSSis zum 1sten Exon) von Plusder Minusstrang orientierten Genen
zusammenfallen E Darstellung der Nund Sshore Methylierung von 69 NSCiZelllinien (NSCLCZ), 7 nornmale
Lungenzelllinien (NLZ) und 5 normalen lemgeweben (NG), die mit dem intragenischen Bereichen (Genkérper und 3'UTR)
von Plusbzw. Minusstrang orientierten Genen uberlappen.
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3.5 Analyse deRASSF1Rromotor Cp@Ensel Methylierungim Zusammenspiel mit
epigenetischen Regulatorproteinen in Lungemrebs

3.5.1 Validierung derlllumina 450k ArrayDNAMethylierungsdaten anhand deRASSF1A

Promotor-CpGlinsel

Das TumorsuppressorgeRasassociation domain family member (RASSFJ)Akodiert fur ein
Mitglied in der Gruppe der Rd&fektoren, das an der Regtion der Zellproliferation, der Apoptose
und der Mikrotubuli Stabilitdt beteiligt ist. In einer Vielzahl verschiedener Primartumore (u.a.
Lungentumore) konnte eine epigenetische Inaktivierung R&SSF1durch eine Hypermethylierung
von dessen Promote@pGlinselBereich festgestellt werden(Dammann et al, 2090 Die
epigenetische Inaktivierung vVaRASSF1Kann als ein friihes Ereignis in der Tumorgenese aufirete
was dieses Gen zu einem interessanten Biomarker der frihen Karzinogenese (Feuintet al,
2010. Exemplarisch wurden fur diRASSF1Rromotor Cp@nsel die Deen der Zebularirbedingten
Demethylierung Abbildung5), welche mit demlllumina 450k Arraygewonnen wurden, mittels
Pyrosequenzierung verifiziebbildungl2).
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Abbildung 12 Validierung der DNAMethylierungsdaten des Illlumina 450k Array: A Scatterplot mit DNA
Methylierungsdaten von H322 Zellen. DeAchsenwert gibt das Methylierungsniveau jedes CpG ldemina 450k
Datensatzes ohne ZebulasfBehandlung an und derAchsenwert die DNAMethylierung der entsprechenden CpGs nach
Behandlung mit 200 pM Zebularin (rote PunkRASSF1Rromotor Cp@nsel assoziierte Sonden didlsmina450k Arrays).
Die roten Linien geben die halbierten ([halb]), die verdoppelten ([doppelt]) und die unverdnderten ([0])
Methylierungswerte (ausgehend von der Ausgangsmethylierung ohne Zebularin Behandlung (0 pM ZebuldbiNyx an.
Methylierungsanalyse deRASSF1&pGinsel in H32 Zellen nach 4 tagiger ZebularBehandlung (0 uM, 100 uM, 200
UM Zebularin): B Methylierungsdaten deRASSF18pGlnsetassoziierten Sonden (n = 11) gewonnen mittlsnina450k
BeadChip ArrayC Pyrosequenzierungsanalyse (Pyromark Q24 Sydsfeager) von 9 CpGs innerhalb d&ASSF1&pG
Insel in einer Region ca. 100 bp hinter vBASSF1IA ranskriptionsstart; vergl. Abbildung13 (TSSRegion). Angegeben
sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung (SD}. diginifikante Unterschiede zwischen O uM Zebularin und DINMT
behandelten Anséatzen wurden die entsprechenden Signifikanzniveaus angeggbef;05; ** p < 0,01; *** p < 0,001
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In Abbildung12 B und C sind dientsprechenden DNMethylierungsdaten deflumina450k Arrays
und der Pyrosequenzierundlif die analysierte Region der RASSF1A-I@p&vergl. Abbildung13
(TSSRegion)) fur die ZebuladBehandlung von H32Rungenkrebszellen aufgefiihrt. Die Abnahme
der DNAMethylierung bei denRASSF1RromotorCpGlinsel assoziierten CpGs ist zuséatzlich in
Abbildung12 A alsScatterplotdargestellt. Dabei ist festzustellen, dass ben déimina 450k Array
Methylierungsdaten jedes mit deRASSF1BpG Insel assoziierte CpG nach ZebuBeimandlung
einen Demethylierungseffekt zeighlfbildung12 A) und es insgesamt eine signifikante Reduktion
(100 pM, p < 0.01; 200 uM p < 0.001) des mittleren Methylierungsniveaus von ca. 90% auf ca. 80%
gibt (Abbildung 12 B). Mittels Pyrosequenzierungsanalyse konnte die Zebularin
konzentrationsabhéngige Abnahme der DMaAthylierung in der RASSFXAPromotor Region
bestatigt werden Abbildungl2 C).Es zeigen sich bei beiden Methoden sehr &hnliche Ergebbigse
absoluten Methylierungswerte sind bei der PyromarkZdiagen-Pyrosequemierung jedoch im
Schnitt um 3% hoéher im Vergleich zlimmina450k BeadChip

3.5.2 Detallierte Analyse der DNAMethylierung der RASSF1ACpGInsel und der
umgebendenshoreBereiche

Bereits in friiheren Studien konnte gezeigt werden, dass differentifitediende DNAMethylierung

in CpGlInsel shore Bereichen ein haufiges Phdnomen in der Pathogenese darstellen und dass die
epigenetischen DNA Modifikationen in diesen Bereichen dariiber hinaus einen regulatorischen
Einfluss auf die Genexpression halfizarry et al, 2009

Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit eine umfassende Analyse deMBthiglierung in der
Promotor Region voiRASSF14urchgefilhrt, in wécher die Methylierung inSshore Bereich der
RASSF1Rromotor Cp@nsel und dartber hinaus in 2 verschiedenen Abschnitten innerhalb der
Promotor CpGlnsel desRASSF14&ens mittels Pyrosequenzierung detailliert untersucht wurde
(Abbildung13).

RefSeq Genes
ZMYNDL B e i RASSF1

+--
- ZMYNDL1 @ e ——— e ¥ - fl & Eotd o |

i rASSF1
CpG Islands (Is)ands ¢ 308 Bases are Light Green)
CpG: &4

| 0 N ¢ TN LLOECIEL O IO L L gl Wiy 1

— o

-400 bp - Region TSS - Region +400 bp - Region

Abbildung13: Schematische Darstellung der drei RegionenRASSF1-Rromotor Bereich, die mittels Pyrosequenzierung

analysiert wurden. Die vertkalen Linien (|) innerhalb des Schemas geben die verschiedenen CpGs RAB&FIA
Promotorsequenz aDiet FSAt S oM WO dzy G SNKI £ 6 RSNJ RI NHS samnflikohsiusdy / LIDa
die Nummern geben die jeweils analysierten CpGs an. TranskriptionSE&8) V. Der griine Kasten gibt die Position der
RASSFXRromotor Cpdnsel an. Die blauet&sten geben (von links nach rechts) die Position desefetExons des
ZMYND1@5ens bzw. des ersten Exons 8&8SSF1&ens an. Die schmaleren blauen Kasten, die sich an die Exonsequenzen
anschlieRen geben die Position d&dYND1® Q! ¢ w ORASSHIBR'SGw | y ®

Die DNAMethylierung derSshoreRegion wurde an 6 CpGs in einem Bereich 400pgreamvom
RASSF1Aranskriptionsstart analysiert. Fir die Charakterisierung der-BBtAylierung innerhalb
der RASSF1ACpGInsel wurden 9 CpGs in der Region 16p downstream vom RASSF1A
Transkriptionsstart (TSS) und 8 CpGs in einer weiteren Region 400 bp downstredASSRIASS
untersucht.
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Abbildung 14: Methylierungsanalyse der RASSF1APromotorregion in verschiedenen LungenkrebszelllinienA,
schematische Darstellung der drei verschiedenen RegionemRA&SF1Rromotorbereichs-400 bp, TSS, +400 bp) deren
DNAMethylierung in verschiedenen Zelllinien (A427, A549, H322, H3582%& KHelLa, PAF und $AC), mittels
Pyrosequenzierung analysiert wurde. Fir Details sigbbildung13. B, Pyrosequenzierungsanalyse von 3 Regionen des
RASSF1APromotorbereichs -400, TSS +400) von Zelllinien mit hypermethylierteRASB1A CpGlnsel. C
Pyrosequenzierungsanalyse von 3 Regionen B&sSSF1APromotorbereichs -400, TSS +400) von Zelllinien mit
unmethylierter RASSF1&pGinsel. D, RASSF1Expressionsanalyse von verschiedenen Zelllinien mittelsPgR (k.E =
keine Expresen). Die relativen Expressionslevel wurden dartber hinausdn normalisiert.

Die DNAMethylierung in den zuvor beschriebenen Regionen B&SSSFIRromotors wurde in
verschiedenen Lungenkrebszelllinien (A427, Ab549, H322, H358), aber Buchela
Zervkkarzinomzellen unth HEK293 Zellen analysiert. AnschlieRend wurden die Methylierungsdaten
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der verschiedenen Krebszelllinien in Relation zur Methylierung von ateriellen Lungenfibroblasten
(pulmonary arterial fibroblasts PAF) und glatten, arteriellen hgenmuskelzellenpiilmonary artery
smooth muscle cellsPASMC) betrachtefpbildungl4 B, G.

Die Analyse ergab 2 Gruppen von Zelllinien mit charakteristiscRESSF1ACpGInsel
Methylierungsprofilen: Bei der sten Gruppe war die gesamt@ASSF1&pGinsel ahnlich stark
methyliert wie derSshore Bereich Abbildung14 B). Diese Zelllinien zeigen keine oder nur sehr
geringe Genexpression v&®ASSF1fAbbildungl4 D). Im Gegensatz dazu gab es eine Gruppe von
Zelllinien mit unmethyliertelRASSF1&pGinsel, jedoch mit signifikant erhdhtefp < 0,001) DNA
Methylierung imSshoreBereich, im Vergleich zur Ci&el Abbildungl4 C). Eine unmethylierte
CpGinsel korreliertmit einer Expression VORASSF1AEs zeigen sich jedoch abhéngig von Ser
shore Methylierung deutliche Variationen der Expressionsstérke der verschiedenen analysierten
Zelllinen (Abbildungl14 D).

Bei den untersuchten Zelllinien war durchweg eine erhthte Méghylierung imSshoreBereich {

400 bp Region) deRASSF1&pGinsel festzustellen, im Gegensatz zur Region #0&a dem
RASF1ATSSAbbildungl4 B, C) In den Zelllinien mit unmethylierteRASSFXRromotor Cp@nsel

(PAF, PASMC, HelLa) und niedrigglnoreMethylierung war eine hoh®&ASSF1Bxpression messbar
(Abbildung14 D). Im Vergleich dazu war dRASSF1Expression in H352ellen deutlich niedriger
(Abbildung14 D). H358Zellen besitzen ebenfalls eine unmethylieRASSFIRromotor Cp@nsel,
weisen jedoch imSshoreBereich einen héheren Methylierungsgrad (Median: 72%) als (RAgfian:

41%), PASM@Median: 13%) bzw. Helzellen (Median: 11%) auAlbbildungl4 C).

Diese Region wurde auch in 12 primaréangentumoren und entsprechenden tumorfreien
Kontrollgeweben untersucht. Interessanterweise zeigt sich bei diesen Proben kein generell erhdhtes
DNAMethylierungslevel in deGshoreRegion, wie bei den Krebszellliniekbpildungl5 B). Es lasst

sich jedoch bei einigen Patienten eine tumorspezifische Zunahme defM2Nilierung in dieser
Region feststellenAbbildungl5 B). In normalem Lungengewebe liegt das durchschnigl&khore
Methylierungslevel bei 10 = 2 % (n=12), im Vergleich zu 35 + 16 % bei einigen Tumorgesveben (
shoreMethylierungslevel von >18%, n= 7 (Patient 2, 5, 6, 7, 8, 11, A@)jldungl5 B). Das DNA
Methylierungslevel der Lungentumorproben mit erhohte6shore Methylierung (G&shore
Methylierungslevel >18%, n= 7) ist damit hoher als jenes der Zelllinien, die eine Expression von
RASSF12eigen (H358, HelLa, PAF, PASM( durchschnittlicheiSshoreMethylierungvon 16 + 10

%). Die restlichen primaren Lungentumorgewelfgsifore Methylierungslevel <18%, n=5) des
Probenpanels (Patient 1, 3, 4, 9, 10) weisen mit 9 £ 2% ahnlicheM@M¥lierungslevel inGshore
Bereich auf, wie die entsprechenden tumorfreien Kongelebe (10 + 2 % (n=12)) aébbildung

15B).

Exemplarisch wurde in zwei Proben (Patient 5 und Patient 11 mit Lungentumor und zugeh&rigem
Lungennormalgewebe) die Auswirkung der Methylierung auf die Expressaysiert (Abbildungl?

A). Patient 5 weist eine tumorspezifisch erhohte DMAthylierung inden Sshore Region der
RASSF1&pGinsel auf(Abbildung15 B) (Sshore @Methylierung im Normalgewebe: ca. 11%; @
Methylierung im Tumorgewebe: ca. 22%). Der-B&®ich delRASSF18pGinsel liegt bei Patient 5
unmethyliert vor(Abbildung15 Q. Im Gegensatz dazu steigt jedoch die Methylierdeg +400 bp
Region tumorspezifisch gAbbildungl5 D) (+400 bp Region: ®lethylierung im Normalgewebe: ca.
12%, @Methylierung im Tumorgewebe: ca. 31%). CRASSF1BExpression von Patient 5 ist
tumorspezifisch ginifikant reduziert (p < 0,01Abbildungl7 A).
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Abbildung 15: DNAMethylierungsanalyse der RASSF1A Promotorregion in verschiedenen priméaren Lungentumaren. A
schenatische Darstellung der 3 verschiedenen Regionen RASSF1Rromotorbereichs -400 bp, TSS, +400 bp) in
verschiedenen primaren Lungentumoren, welche mittels Pyrosequenzierung analysiert wurden. Fir Detaiiblsiiebeg

13. B, Pyrosequenzierungsanalyse de400 bp Region §shord des RASSF1APromotorbereichs von priméaren
Lungentumoren (T) und zugehdrigen Normalgeweben @N)Pyrosequenzierungsanalyse der +100 bp Region-ii3eG

des RASSF1APromotorbereichs von priméren Lungentumoren (T) und zugehérigen Normalgeweben [y).
Pyrosequenzierungsanalyse der +400 bp Region-(@h desRASSF1Rromotorbereichs von priméren Lungentumoren
(T) und zugehdorigen Normalgeweben (N).

Bei Patient 11 ergibt sich ein drlmes Bild: Die-ShoreRegion zeigt eine krebsspezifische Zunahme
der DNAMethylierung um ca. 11%Apbildungl5 B) (Sshore @Methylierung im Normalgewebe: ca.

9%, @Methylierung im Tumorgewebe: ca. 20%). Di8SRegion derRASSFIEpGlnsel ist in
Normalgewebe zu 1% und im Tumorgewebe zu 19% meth{Abhildungl5 0.

Die +400 bp Region von Patient 11 wiederum ist im Normalgewebe zu 12% und im Tumorgewebe zu
21% metlyliert (Abbildung15 D). Die tumorspezifische Methylierung dBAASSFXRromotorregion
korreliert mit einer signifikant reduzierten (p < 0,0RASSF1Expression. Die hoherBRASSFIA
Methylierung von Patient 11 imevgleich zu Patient 5 &ulert sich in einer niedrigeRASSFIA
ExpressionAbbildungl7 A).
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3.5.3 Expressionsanalyse verschiedener DNMTnd direkter Interaktionspartner in
Lungenkrebszelllinien

Die Etablierung und\ufrechterhaltung genomweiter DNWethylierungsmuster in S&ugern beruht
auf der Aktivitat vorDNAMethyltransferasen (DNMTs) und damit assoziierten Interaktionspartnern
(DNMT3L, HDAC1, HDAC2, UHRF1, SUV39H1Abhildung16 A) (Choi et al, 2011O0stler et al,
2007, Wanget al, 2007hWang et al, 2006aNVang et al, 2006b Das Spektrum an DNMEzogenen
Veranderungen die wahrend der Karzinogenese auftreten und welcteitdén friiheren Studien mit

der Auspragung krebsspezifischer DNA Hypermethylierungen in Verbindung gebracht werden
konnten, sind vielfaltig: Sie reichen von veranderten DNBApressionsstarkefMizuno et al, 200},
mutationsbedingten Veréanderungen der DNMNzymaktivitdten (Kanai et al, 2003 verandertan
Substratspeiitéten (Klein et al, 2018 verénderten Aktivitaten von Interaktionsfie@oren (Bashtrykov

et al, 2012 Gokul et al, 2009Robertson, 200} Veranderungen der DNMENnzymstabilitat (durch
posttranslationale Modifiationen (PTMs) oder miRNAs[Denis et al, 201) bis zufehlerhafter
DNMTZielfihrung (durch Cofaktoren, Mutationen, siRNAs, piRK2ea)is et al, 2011 Veranderte
Expressionslevel der humaneDNAMethyltransferasen sind bekannte Phanomene die in den
verschiedensten Tumorentitaten auftreten und wichtige Faktoren bei der Ausprdagung aberrante
DNAMethylierungsmuster darstellerfTang et al, 2009 Es wurden deshalb die Expression von
DNMT1 DNMT3Aund DNMT3Bund einiger dokumentierter Interaktionspartnein 49 primaren
Lungenplattenepithelkarzinomen (PEK), 41 priméren Lungar@dirzinomen (AD) und 15 nieht
malignen Lungenerkrankungen (NML) analysiert und deren Exprdgsieimit der Expression i6
normalen Lungengewebeproben (N) verglichékblfildung 16 B-D). Fir die Analyse wurde auf
Microarray Daten zurtickgegriffen, welche von Dammann et al., 2005 verdffentlicht wurden
(Dammann et al, 2005b Signifikante Expressionsunterschiede der verschiedenen analysierten
Faktoren in Tumeund Normalgeweben sind ifiabelle 1targestellt.

Die Expressionsprofile vonDNMT1 DNMT3A zeigen, dass diese Enzyme sowohl in
Lungenadaokarzinomen als auch in Lungenplattenepithelkarzinomen im Vergleich zu normalem
Lungengewebe signifikant starker exprimiert werden (DNMTL1, p < 0,01; DNMT3A, p Jatele(

17). Die Zunahme der Expressionsstarke korreliert mit der Schwere der Erkgafkarzinom vs.
nicht-maligne Tumore vs. normales LungengewebEbgélle 17 Abbildung 16 B). FirDNMT3B
konnte keine signifikante, krebsspezifische Zunahme der Expression festgestellt &btiidung

16 B).

Dariiber hinaus zeigt sich auch bei einigen direkten DNM@&raktionspartnern ein krebsspezifischer
Anstieg der Genexpression: B#DACIlund HDACZXommt es im Laufe der Karzinogenese zu einem
signifikanten Anstieg de Expression HDAC1 p < 0,05;HDAC2 p < 0,0001). Vergleichbare
Expressionscharakteristika lassen sich aucHJbérR1p < 0,01) DNMT3L(p < 0,01) undEZH2Ap <
0,0001) feststellen Abbildung 16 C, D Tabelle 1}. Eine Analyse deRASSF1Expression auf
Grundlage der Microarralpaten von Dammann et al., 2005 war nicht moglich, da der verwendete
Microarray keine spezifische Sonde fur RIRSSF1loform umfasste.

Von verschiedenen primaren Lungengeweben, von detexr DNAMethylierungsstatus deRASSF1A
Promotors bestimmt wurde, wurden ebenfalls die ExpressionsprofileDdéAMethyltransferasen
analysiert. Die qualitative Integritét der aus dem Lungengewebe gewonnen RNA wurde mittels eines
Bioanalyzers 2100 bestmt. Mittels gRTPCR wurden anschlielend die Expressionsprofile
verschiedener DNMTs und v&®®ASSF1érmittelt (Abbildungl7 B-D). Die relativen Expressionen von
DNMTs in primaren Lungenproben wurden normalisient Expression voiRPSdargestellt. Das
RPS9 Gen wurde aufgrund seiner stabilen Expression in normalem Lungengewebe und
Lungenkarzinomen als ideales Referenzgen fur dieR{ER Analyse beschrieb@iman et al, 2014
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Wie bereits im Kpitel "3.5.2 Detallierte Analyse der DNMethylierung derRASSF1&8pGinsel und

der umgebendershore Bereiché beschriebenkonnte bereits bei einereichten tumorspezifischa
Zunahme der DNMethylierung imSshoreBereich und deRASSF18pGinsel &shorevon Patient

5 und 11: Zunahme der DMNMethylierung von ca. 10% auf 20% von Normalgewebe zu
Tumorgewebe, verglAbbildung 14, Abbildung 15 B) ehe Reduktion derRASSF1Axpression
festgestellt werden Bei den Tumorproben mit reduziertdRASSF1AXpression liel sich ein
signifikanterAnstieg(p < 0,05der DNMT1, DNMT3And DNMT3BExpression feststellerAbbildung

17 B-D). Gewebeproben, die keine Zunahme der DNMT Expression zeigen, zeigen ebenfalls keine
Reduktion derRASSF1A&xpression bzw. einelypermethylierung derRASSF1LpGinsel yergl.
Patient 4 inAbbildungl5 und Abbildung38).

Die entsprechenden Faktoren wurden ebenfalls mittels -BRR in verschiedenen
Lungenkrebszelllinien (A427, Ab549, H322, H358) untersucht und in Relation zu ateriellen
Lungenfibroblastenpulmonary arterial fibroblastsPAF) und glatten, ateriellen Lungenmuskelzellen
(pulmonary artery smooth muscle celBASMC) betrachtet. Zur Darstellung der Ergebnisse wurden
die Daten fir die Lungenkrebszelllinien bzw. die normalen Zelllinien jeweils gimitgeniber
gestellt @Abbildung 17 A). Es konnte dabei ebenfalls ein krebsspezifischer signifikanter
Expressionsanstieg verschiedener Faktoren festgestellt werden: Darunter fallen alle DINATBL(

p < 0,01DNMTA p < 0,01PNMT3Bp < 0,05), aber auddHRF1p < 0,05)Abbildungl? A).
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Abbildung 16: Expressionsprofile von DNMTs und direkten Interaktionspamtn. A, schematische Ubersickier direkten
Interaktionspartner derDNAMethyltransferasen DNMT1, DNMT3A, DNMT3B. Das Schema wurde mithilfe der String
Database erstellt. Die Verbindungen zwischen den Faktoren beruhen auf physischen Interaktionen, naehgdwizh Co

IP Experimente(http://string-db.org/). Die Expressionsanalysen wurden auf Grundlage von Microarraydaten von 49
primdren Lungenplattenepithelkarzinomen (PEK), 41 primédren Lungenadenokarzinomen (AD)chthahgnen
Lungenerkrankungen (NM) und 6 normalen Lungengeweben (N) durchgefDarhfnann et al, 2005bDie Daten wurden

als log2 transformierte relative Bression dargestellt. PEK, AD und NML wurde in Relation zu normalen Lungengeweben
auf signifikante Unterschiede in der Expression untersucht. Fir signifikante Expressionsunterschiede zwischen PEK, AD bzw.
NML und Normalgeweben (N) wurdenlie entsprechenden Signifikanzniveaus inTabelle 17 angegeben. B,
Expressionsanalyse voONMT1, DNMT3A undDNMT3Bund DNMT3Lin nicht kleinzelligen Lungenkarzinomen und
NormalgewebenC Expressionsanalyse deiDAC1, HDAC2, HDA@H HDACGN nicht kleinzelligen Lungenkamimen

und NormalgewebenD, Expressionsanalyse d&HRF1, -8yc, SUV39H1, EZHmHd SMARCASN nicht kleinzelligen
Lungenkarzinomen und Normalgeweben.
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Tabelle17: Analyse von expressionellen Unterschieden verschiedener FaktdranA & OK Sy @OSNEOKASRSYy Sy [ dzy3aSy |1 NBoade LISy -bet@uiled .2 NYIf S
PEK = Plattenepithelkarzinom, AD = Adenokarzinom, NML = nicht maligne Lungenerkrankungen, N = normales LundeiegBigabfixanzniveaus sind farbigterlegt (p < 0,05 (blau), p < @,0
(griin), p < 0,001 (orangejplau), p < 0,01 (griin), p < 0,001 (orange)).

DNMT1 DNMT3A DNMT3B DNMT3L
AD

p = 0.81349

p = 0.22749

p = 0.87989

HDAC1 HDAC2 HDAC5 HDAC6
PEK N PEK AD N PEK | AD AD N
p =0.03418 p = 0.39528 p =0.07182
p = 0.09571 p = 0.00021 p = 0.0605 p = 0.0574
p =0.01108 p = 2.618452 x 10 p = 0.03991 p = 0.02624

p=0.175 p =0.60773
p =0.07352

p =0.42921

UHRF1 SUV39H1 c-Myc EZH2 SMARCAS
AD AD N PK AD

PEK

p =0.16313 p = 0.00263 p = 0.88584
p = 1.229% 109 p = 0.00431 p = 0.00041 p = 8.9419870 x 102 p = 0.04975
p = 3.10545% 10° p =0.0019 p = 7.2465583 x 10 p = 0.59289

p = 0.00014
= 6.3468025 x 1

=0.70355
p = 0.79915
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Abbildung 17: Expressionsprofile vonRASSF1Aund verschiedener DNMTs und einiger Interaktionspartner in
Lungenkrebszelllinien und priméaren Lungentumoren-DA Expressionsanalyse von priméren Lungentumoren (T) und
zugehorigen Normalgeweben (N) von 2 unterschaddin LungenkrebPRatienten mittel gRIPCR: Es wurde die Expression

von RASSF14A), DNMT1 (B), DNMT3A(Q und DNMT3B(D) analysiert. Die relativen Expressionen der priméren
Lungengewebe sind normalisiert zZRSPEXxpression dargestellE, Expressionsange vonDNMT1, DNMT3A, DNMT3B,
UHRF1, HDAQind HDAC2n verschiedenen Lungenkrebszelllinien (Krehd427, A549, H322, H358) und in normalen
Lungenzelllinien (Normal PAF, PASMC) mittels gRTR. Die relativen Expressionen der Krebszelllinien und normalen
Zelllinien wurden normalisiert zukctin Expression dargestellt.

Die signifikanten Expressionsunterschiede zwischen Krebszelllinien und normalen Zelllinien wurden durch die
entsprechenden Signifikanzniveaus dargestelft:<0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001
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3. Ergebniss

3.5.4DNAMethylierungsanalyse deRASSFLRromotors in HCIL16 DNMTKO Mutanten

Zur Untersuchung welchen Einfluss einzdi¢AMethyltransferasen auf die Hyermethylierung des
RASSFIRromotors haben wurde die DMNWethylierung dieser Regiorin HCTL16 Wildtyp
Kolorektalkarzinomzellen, aber auch in verschiedenen-HKGTDNMTknockoutZelllinien (DNMi‘,
DNMT3B" und Kombination aus DNMT1und DNMT3B (DKO)) mittels Pyrosequenzierung
untersucht. Die Zelllinien wurden von Bert Vogelstdohn Hopkins University zur Verfigung gestellt
(Rhee et al, 200Rhee et al, 2000 DieRASSF1Rromotor Cpdnsel lag in HGT16 Wildtyp Zellen
unmethyliert vor (3 = 1% DNMethylierung), imSshoreBereich zeigte sich jedoch mit 78 = 19% eine
starke DNAMethylierung wie sie ebenfalls bei verschiedenen anderen Krebszellllinien dokumentiert
wurde SshoreMethylierung in Ad427Zellen:ca. 90 %,SshoreMethylierung in H322Zellen: ca 9%,
H358Zellen: ca. 72% (Abbildung14 B, C Abbildung 18A). Im Vergleich dazu lag die mittlere BDNA
Methylierung derRASSF1&shoreRegionin unmethylierten, priméren Lungengeweben bei ca. 10%
(vergl. Abbildung15 B). Der homozygote Verlust von DNMT3B in Q& Zellen war im Bezug auf
die DNAMethylierung in der Sshore Region der RASSFIRromotor @GInsel mit einer
signifikanten (p < 0,01Reduktion des DNMethylierungslevels um knapp 50% (von 78 + 19% auf 41
* 14%) verbundenApbildung 18A). Erstaunlicherweise zog auch die homozygote Deletion beider
DNMT1 Allele ebenfalls eine starke Verringeyuder DNAViethylierung in dieser Region nach sich
(von 78 +19% auf 26 + 23%). Innerhalb damsalysiertenSshore Abschnittsschwankten die DNA
Methylierungsniveaus deeinzelnen analysierterCpGs in HCT DNNTZellen jedoch sehr stark
(Abbildung 18A). Bei einer gemeinsamen Deletion von DNMT3Bd DNMT1 sind HCTL16 Zellen
(DKO) noch vital, aber die globalen Methylierungslevel sind drastisch red{Jziémto et al, 2007.

Die DNAMethylierung im Sshore Bereich ca. 400 bp vor defRASSF1Aranskriptionsstart sinkt
dabei auf ein Niveau von % 4% Q@Abbildung 18A). Unter Verwendung vonlllumina 450k
Methylierungsdatensétzen von HQI6 Zellen aus der NGBEO Datenbank, welche im Rahmen der
t dzof A QM Ay GAd 2y 2F GKS Ly TAYA dor (Ded@uivieiderletiadl, 2 v
2011 veroffentlicht wurden, wurden DNMethylierungsprofile deflRASSF1RromotorBereichs in
HCT116 Wildtyp Zellenn=3) mit HCTL16 DNMDoppetKO (DKO) (n=3) Zellen verglichen.

S-shore  : CpG-Insel N-shore

A

(vy]

100

l — e 90 & :
100 £ 20 é
70 FAN : #— HCT-116 WT
80 /o i . M|~ HCT-116 DKO
60 —/—1 -
60 = 50 @\ = \
a0 A\ ]\
40 30 i \ :
’—h 20 VA :
20 \ N |
10 e\ W '—t“*{' )
0 e 0 L LS |
83 382 ¢5

HCT-116 HCT-116  HCT-116 HCT-116 VM 528
wT DNMT1 -/-  DNMT3B -/ DKO g PR

DNA Methylierung [%]

DNA Methylierung [%]

mmmmmmmmmm
~~~~~~

Abbildung 18 DNAMethylierungsanalyse deRASSF1&pGInsel in verschiedenen DNMRnhockoutHCF116 Zelllinien.
A, Pyrosequenzierunged -400 bp RegionSshore vergl. mitAbbildung13) desRASSF1Rromotorbereichs von HEIL6
WT-, HCT116 DNMT1-; HCT116 DNMT3B- und HCTL16 DKO(DNMTI™ und DNMT3I§) Zellen (Die Zelllinien wurden
von Bert Vogelstein, John Hopkins University zur Verfligung gestellt.). Fur die Pyrosequenzierung wurife \éime
methylierte und Bisulfikonvertierte Probe von genomischer HCI6 DNA (IVM) als Positivkontrolle mitgefihrt.
Signifikante Methylierungsuntechiede zwischen HEIL6 WT Zellen und den HAT6 DNMTMutanten wurden durch die
entsprechenden Signifikanzniveaus dargestellt: * = 0,05; ** = 0,01; *** = 0,BODNAMethylierungniveausan den
angegebenen Positionen relativ ZIRASSF1ASS im BereichedRASSF18pGIinsel und damit assoziiertashoreBereiche
von HCTL16 WT Zellen und HEIL6 DKEellen(DNMTZ™ und DNMT3B) (GE@atenbank: GSE2929Dedeurwaerder et
al, 2013).

Die DNAMethylierung in den Sbzw. NshoreBereichen deRASSFA Promotor Cp@nsel ist in HGT
116 DK&Zellen, im Vergleich zu HQT6 WT Zellen, reduziert;: Durch Verlust von DNMT8Bd
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3. Ergebniss

DNMTZ" in HCT116 Zellen kommt es zu einer Reduktion der BM\athylierung in derSshore
Region von 50 + 40% auf 35 + 32% umddr NshoreRegion von 72 + 28% auf 45 + 2¥bkildung
18 B). Trotz genomweit reduzierter DNVethylierungslevel in HCI16 DK&ellen zeigten einige
Sequenzbereichgedoch keine Abnahme der DNMethylierung: In den Ubergangsbereichen
zwischen Cp@nselund shorebzw. innerhalb desshoreRegionen traten jewés Abschnitte auf, in
denen dasurspringlicheDNAMethylierung der HCT116 WTFZellenauch in HCL16 DKO Zellen
uberwiegend konserviert wurde (verdPosition-879 bpupstreamvom RASSFIASS &shore und
Position 1072 bplownstreamvom RASSFIASS (horg) (Abbildung 18).

3.5.5 Bestimmung des Einflusses von DNNJberexpression auf dieRASSF1Axpression

bzw. den Promotor DNAViethylierungsstatus

Durch Uberexpression verschiedener DMéthyltranderasen in DoppeKO (DNMTZ, DNMT3B)
HCT116 Zellen (HGI16 DKO Zellen) sollten Veranderungen des endogenen - DNA
Methylierungslevel induziert werden. Dafir wurden stabile @& Zellpools generiert, welche
entweder DNMTXIEGFPoder Dnmt3aEGFPFusiorsproteine exprimieren. DaBNMT3AGen des
Menschen liegt zum Maddomolog Dnmt3g hochkonserviert vor und die Proteinsequenz ist
zwischen den beiden Organismen zu 98% iden(¥@het al, 1999 Dariiber hinaus wurde eine HCT
116 Zelllinie erstellt, die die DNMT3&form DNMT3B4 exprimiert. Bereits in friiheren Studien
konnte eine Beteiligung der DNMT3B4 Isoform an B&SSFXRromotor Methylierung gezeigt
werden (Wang et al, 2007b Als Transfektionskontrolle wurde zuséatzlich eine -HTE Zelllinie
generiert, welche stabil mieinem pcDNA4'O Leervektor transfiziert wurden{ Folgenden als
a+S102Nx 68T SAOKySiovo 5AS SNF2f AINBAOKS «0SNBE|
DNMT3B4) in HCIL6 ZelPools konnte mittels qRFPCR bestatigt werdenAbbildung 39).
AnschlieRend wuen Veréanderungen des DMNMethylierungsniveaus in derSshore Region des
RASSF1Rromotors, 400 bppstreamvom RASSF1Aranskriptionsstart Abbildung19 A), und der
Einfluss der Uberexpression auf ®RASSF1Expession in den beschriebenen Zelllinien analysiert
(Abbildung19 B).

Die DNAMethylierung im RASSF1ASshore Bereich der verschiedenen HCI6 DNMT
Uberexpressionszelllinien wurde mit dem Kontrollansatz (Vekemglichen. Die Uberexpression von
DNMT2EGFRuUhrte zu einem nicht signifikanten Anstieg der BNA Methylierung im Sshore
Bereich deRASSF1B8pGlinsel gegeniiber der Leervektor  Transfektion Abbildung 19 A). Die
analysierteSshoreRegion ist jedoch generell durch efriedriges mittleres Methylierungsniveau und
starken Streuung der Methylierungsdaten gekennzeichnet Abbildung 18 A). Durch
Uberexpression voBnmt3aEGFRINd DNMT3B4 zeigte sich kein Anstieg der NB:
Methylierung imSshoreBereich Uber das Niveau derLeervektor Transfektion hinausAl§bildung
19A).

Trotz der geringen Anderungen auf DNthylierungsebene lieRen sich zwischen den
verschiedenen Zellliniedeutliche Unterschiede in ddRASSF1Expression feststellen: Die erhéhte
Expression vorDNMT1 Dnmt3a bzw. DNMT3B4war jeweils mit einer Reduktion ddRASSF1A
Expression gegeniber der Kontrollzelllinie verbundesb{ldungl9 B).
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Abbildung 19: Uberexpression verschiedener DNMTs in HCT DKO zZeNefyrosequenzierung ded00 bp &shore

Region desRASSF1Rromotorbereichs in HCT DKO (DNI\’/ITLlnd DNMTsé') Zellen, welche stabil mit verschiedenen
DNMTUberexpressionskonstrukten transfiziert wurden (Vektor, DNMT1, Dnmt3a, DNMT3B4). Es wurden die Mittelwerte
und Standardabweichung (SD) von 3 CpGsiif bp Bereich dargestelB, Quantitative Expressionsalyae vVonRASSF1A

in den entsprechenden HCT DKO DNiErexpressionszelllinien mittelfRGFPCR.

3.5.6 Klassifizierungvon NSCLZelllinien anhand de DNAMethylierungsprofils der

RASSF1Rromotorregion.

Auf Grundlage von DNiethylierungsdaten, welche ritels derlllumina 450k BeadChipechnologie
gewonnen wurden, wurden die DNWethylierungsprofile deRASSFXRromotor Cp@nsel von 69
verschiedenen nicht kleinzelligen Lungenkarzinomzelllinien, 6 normalen Lungenzelllinien und 5
normalen Lungengeweben auEinzelCpGNiveau miteinander verglichen (fur Details zu den
Zelllinien und Gewebeproben sieh@bbildung 9). Anhand der DNMethylierungslevel der
analysierten CpGk der RASSF1£&pGIinsel konnten die untersuchte Zelllinien in verschiedene
Gruppen, mit sehr &hnlichen Methylierungscharakteristiken, unterteilt werdex¢llel8,

Abbildungz0).

Tabelle 18: Ubersicht {iber die Gruppen von NSCGEZé€lllinien (Einteilung anhand der DNWethylierung der RASSF1A
Promotorregion).

Probengrofi3e Insel [%] Shore[%]
Gruppen der einzelnen Mittelwert Mittelwert
Gruppen

normale Lunge 5 12+ 4 50+4
normale Zelllinia 6 13+3 65+ 3
NSCLGruppe 1 (<20% Cp@sel Methylierung) 10 11+2 654
NSCLGruppe 2 (2660% Cp@nsel Methylierung) 15 30+9 73+3
NSCLGruppe 3 (5470% Cp@nsel Methylierung) 8 60+5 78+ 1
NSCLGruppe 4 (7480% Cp@nsel Methylierungy 5 80+6 83+2
NSCLGruppe 5 (8885% Cp@nsel Methylierung) 18 87+8 79+3
NSCLGruppe 6 (<90% Cpl@sel Methylierung) 13 91+2 84 +1

Bei den untersuchten normalen Lungengewebeproben (n=6) liegt das mittlere - DNA
Methylierungslevel deRASSHL CpGinsel bei 12+4%. Die Unterscheidung von CpGs uimé N
shoreergibt nur geringfigige Methylierungsunterschiede zwischen den einzedhere Typen. Ein

Teil der Krebszelllinien (Gruppe 1, n=10) zeigt vergleichbareNDdtdylierungswerte (11+2%) ined
RASSF1E&pGinsel und auch in den angrenzendsimoreBereichen (65+4%Abbildung 20B, C, D).

An den Positionerl62 bp bzw. 531 bp relativ zuRASSFEAranskriptionsstart lasst sich jedoch ein
Anstieg der DNMethylierung erkennenAbbildung 20D). Bé einer weiteren Gruppe (Gruppe 2,
n=15) ist der Anstieg der DMNMethylierung an den Grenzen zwischen @p&el zu denshore
Bereichen starker ausgepragt: Die @pé&el assoziierten CpGs zeigen ein durchschnittliches DNA
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Methylierungsniveau von 30+9%. tten shore Bereichen kommt es ebenfalls zu einem leichten
Anstieg der DNMethylierung (73+3%)Interessanterweise lasst sich zwischen den beidkare

Typen ein deutlicher Unterschied in der Hohe der EN\&thylierung feststellengshore 61+3%, N

shore 82+4%) Abbildung 20C). Dieanalysierten CpGs in desmoreBereiche um dieRASSF18pG

Insel herum unterscheiden sich jedoch deutlich in Bezug auf den Abstand zwischen den analysierten
CpGs, die dem-Nbzw. demSshoreBereich zugeordnet werden und deigentlichen Cp&nsel &

shore= 5 CpGs im Abstand von bis zu 800 bp zurl@g€k Nshore= 7 CpGs im Abstand von bis zu
1800 bp bis zur Cplasel).

In den weiteren Gruppen (Gruppen 3 bis 6) kann ein Anstieg der-ND#ylierung Uber den
gesamten CpdnselBereich, bis zur vollstdndigen Methylierung der @p§2l beobachtet werden.

Dies deutet auf eine Hypermethylierung d@ASSF18pGinsel ausgehend von desinoreBereichen

hin (Abbildung 2(D-G, Tabellel8).

Die shoreBereiche sind nie niedriger methyliert als die eigentliche -€G@l Abbildung 20B-D). Die
SAYT A3S 1dayl KYS 0Af RBIYNDROSPOEItion 297 tind -244 SANEBVAZONK @2 Y
RASSFIASS), welcher insshore Bereich derRASSF1&pG Inselidgt und deutlich niedriger
methyliert ist. Dieser Bereich zeigt jedoch bei einigen N&ellihien ebenfalls eine krebsspezifische
HypermethylierungAbbildung 20F): In Gruppe 6 ist der gesamte BereichRASSF18pGlinsel und

die umgebenden shore Berdche stark methyliert. Es lasst sich kein Unterschied im
Methylierungsgrad voshoreBereichen undRASSF18pGinsel mehr feststellenAbbildung 20G).

106



3. Ergebniss

A TSS
RefSea Genes
L pu‘mssn
D RASSF1
M RASSF1

e
2MYND1 8 : ‘
2MYND1® :

CpG_Islands (Islanus < 300 Bases are Light Green)

@ EtOH Metnulation 456K Bead Array from ENCODE/HAIE
| coR2090713 |cge¢s4aase |cg60777121 . | 021905110 |c901932734 |:seengsas
| caz42954 69 | co64743654 | cgzassaT22 | co65959693
| ceeRa17007 : | 6212966367 | c213872861 | cge4649629 | C205546296
| cEeB047457 . | cg19854901
925747192 B
ca21554552
| ca27569448
| co25488143
| coe61 72942
| co83297783
S-shore 2 CpG-Insel N-shore
- ) 8.8 B2 Ao EXRA R
Sondenposition relativ % s} N - S B <] "\’g) S o2 %
zum RASSF1A S % v\%
Transkriptionsstart (TSS): LS Y
° (@
B normale Lungenzelllinien normales Lungengewebe
100 100
%0 %
z ~AY INAZ z - 1R Ay
2 » —ﬁ‘ S —gBECI U D 70
2 ot l —gBECT 2 w0 — Normalt
-G M | z g i
g — | sau 3 o —Y
k4 —_— w— Normald
2 | / gr 2 W 1| A e
s—gSAC < 1 |
Z =1 nweee B A
[T o
0 o
FLFIPEL PP # PP LPIPP IS SF FLLPFIL 2 E# P OLLPIFS SIS
Gruppe 1: Gruppe 4:
100
T ® —H2347
o ® 74 —H2170 2
5 ——HCCA017 -
2 —H650
o 0 A —HOP92 2
= w0 N 2 —H1993
< N o g 2 —t248
g ——HCC1S T
= HOC1171
20 —Calu-6 = W
< = —H2087
E 20 —H1792 = 20
049 SEMES-1 8
0 —SW1ST3 Y
PP FRRKEEE TN R PR T ININ PLEIPIP S PP POLLIIP P PSS
—H2009 a0 —HCCB27
20 I —RERF-LC-MS
g S E ow ,; ” -7, =
= —1575 o / ’A\\\"IIA\JII oo
5 =hew S I-\V/A\VA‘/ e
2 —Calu3 2 —HOPG2
z —CHAGOK1 & —H1793
4 - 40 —H1373
@ w—=HOP18 3 —2122
= —H2228 =2 » —H1755
z — E= ' =y
a a
— 2005 1 838
e Calu-1

H358

s

100
%

g o 2

o " —H292 =

g % —H2073 3

2 o —H2110 %

_g o —H1666 £

g —r 2 —RERFLCAGL

= i: V — v —r2110.1 $ : :::;

&8 = —Y s e

s—rR 0 —H322T

«ﬁﬁﬁf@@ggg;p@s“e‘@‘?&@m; 10‘9 FPPEI PO LS P E eSO ® 9"&&‘»5?’5"04\{'?# = LXFL529

Abbildung 20: Klassifizierung von NSGEZElllinien anfand der DNAMethylierung derRASSF1Rromotorregion.A, UCSC
Genome Browsehusschnitt{https://genome.ucsc.ed)/der RASSFAHANR Y2 1 2 NNBIA 2y YA (-EfdéSdés N o S NI
ZYMDN1@ens und einem 2 &b langen BaichdownstreamdesRASSF1Rranskriptionsstarts. Unterhalb der Gensequenz
wird die Position deRASSF1Rromotor Cp@nsel (griiner Kasten) angezeigt. Darunter sind die 23 Sondefllgmia
450k Arrays in deRASSF1IRromotorregion (Cpénsel undshoreBereiche) und ihre Position relativ zuRASSF1A
Transkriptionsstart -067 bis 2367) dargestellB, C,DNAMethylierung an den angegebenen Positionen relativ zum
RASSF1A'SS im Bereich deRASSF1Aromotors und einem 2,%b langen downstream Bereich in 6 nomalen
LungenzelllinienB) und 5 normalen Lungengewebe@)(D-G, DNAMethylierung an den angegebenen Positionen relativ
ZUmRASSF1ASS im Bereich dBASSF1Rromotors und einen2,5 kblangendownstreamBereich in NSCEZ&lllinien, die
auf Gruppe 1 biSruppe 6 aufgeteilt wurden (sieleabellel8). Dielllumina450k Methylierungsdaten der NSCGEé@lllinien
und der normalen Lungenzelllinien wurden von Walter et al., 2012 (NEBWccesion: GSE36216) generiert. eDi
Methylierungsdaten der normalen Lungengewebe wurden von Shi et al., 2014 zur Verfliigung gestelGEi@BBtession:
GSE52401)
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3.6 Analyse des epigenetischen Inaktivierungsmechanismus RASSF1A

3.6.1 Genomische Lokalisierung pradisponiert Gene fur hénte Promotor DNA
Methylierung

Im Rahmen einer differenzierteren Analyse von Transkriptionsstart -66S&jiierten Cp@iseln
wurde bestimmt, ob der genomische Kontext einen Einfluss auf die Anfalligkeit bestimmter CpG
Inseln hat, dass diese aberrant leymethyliert werden. Der Fokus wurde dabei auf eine spezielle
Konstellation von Cphsel Promotor Genen gelegt, bei der zwei Gene in gleicher
Transkriptionsrichtung ~ (Tandemorientierung) mit  geringem  Abstand  zwischen  der
Transkriptionstermination deaupstream gelegenen Gens und der Transkriptionsinitiation des
downstreamgelegenen Gens liegen.

Das TumorsuppressorgeRas association domain family (RASSFJAliegt ebenfalls in einem
solchen geomischen Kontext voAhkbildung21) und ist eines der am Haufigsten epigenetisch
inaktivierten Gene in humanen Krebserkrankungen. RASSFGen ist auf Chromosom 3 in Region
3p21.3 lokalisiert und der Transkriptionsstart d@ASSF1/oform liegt nurl70 Basenpaare hinter
der Transkriptionsterminationsstelle degstreamgelegenenZMYND105ens. Die Inaktivierung des
RASSF1&ens erfolgt durch Hypermethylierung von dessen Promotor-l@p&.RASSF1At an der
Zellzyklusregulation, der Mikrotubuli Stabilitat, Apoptose und Autmid beteiligt(Gordon et al,
2012.
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Abbildung 21: Transkripte und DNAMethylierung im RASSFIXRokus in HelLa und A549 ZelleA, schematische
Darstellung der genomischen Anordnung dYND1§ RASSFXAInd RASSC1Gene. Die Gefxore sind als rote und
blaue Kéasten angedeutet. Die Transkriptionsstartstellen sind jeweils als Pfedbgrhalbdes 1sten Exons markiert und
YAG ac¢{{dad 06STSAOKYySiGd 5AiAS ZMBIDIGDISNIELIIAAGR(Y &YAASINE UGG GRrbYE B S $ 1
BrowserAusschnitt(https://genome.ucsc.edy/der RASSFXRromotorregion mit demupstreamgelegenerzYMDN1@ens

und downstreamgelegenerRASSFITranskriptionsstartUnterhalb der Gensequenz werden die PositionenZ¥vDN1§

der RASSF1AINd derRASSF1RromotorCpGlnsel (griiner Kasten) angezeigt. Darunter sind jeweils fiir - HelchA549
Zellen die Sonden ddBumina450k Arrays in deZMYND1ORASSFIRASSF1Region von dargestellCpG Methylation

by Methyl 450k Bead Arrayrange = vollstandig methyliert; blau = unmethyliert. Die Methylierungsdaten wurden im
Rahmen des ENCODE Projekts vom HudsonAlpha Institute erstellt). Zuséatzlich sind flmnHeA&49 Zellen die
nukledren, polyA 2 a A G A @Sy ¢ NI yoay RNAaLdBiEindrddaTestalitt(RNB&g ©aten wurden im Rahmen des
ENCODE Projekts von den Cold Spring Harbor Labs erstellt).
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Auf Grundlage vonlllumina 450k Methylierungsdaten und RNA Seqgaierungsprofilen der
nuklearen, polyA mRNAFraktion von A549 Lungenkrebszellen und Hela Ziarzinomzellen
wurde die Expression und die Promotdethylierung desZMYND1d5ens und deglownstream
gelegenen RASSF1&ens analysiert. Zur grafischen Dalisteay der Expressions und
Methylierungsdaten wurde die entsprechende Region WWESC Genome Browsangegeben
(Abbildung21). Das RN&eq Profil von A549 Zellen lasst im BereichZl¥ND1@ens ein positives
Expressionssignal (A549 RM#(q, MinusStrang) erkennen. Entsprechend dazu liegt die Promotor
CpGlnsel desZMYND10Gens in A54Zellen unmethyliert vo(Abbildung21 B). Die downstream
vom ZMYND10Gen gelegene PromotdCpGlnsel desRASSF1Gens ist in A549 Zellen wiederum
hypermethyliert und die Expression vaRASSF1Aollstandig reprimiert Abbildung 21 B). Im
Gegensatz dazu wird in HeEallen statt einesense ZMYND10Trankripts ein starkeZMYND10
antisenseTranskript exprimiert (HeLa RMfq, Plustrang). Bei dieser Expressionskonstellation
zeigt sich, dass diEMYND21@Promotor Cp@nsel in HeL&ellen methyliert vorliegtAbbildung21).
DasRASSF1&en wiederum wird in Hekzellen stark exprimiert undie RASSF1Rromotor CpG
Insel liegt unmethyliert vor.

Die ZMYND10und RASSF1Expressionsdaten von A549nd HelL&Zellen aus demdCSC Genome
Browserkonnten erfolgreich mittels BFPCR verifiziert werderAbbildung22 A, D). Darliber hinaus
wurde aul3erdem die Expression VBASSF14nd desupstreamgelegenen GengMYND10n einer
Reihe verschiedener Lungenkrebszelllinien (A427, A549, H3223) ebenfalls mittels gRACR
analysiert und mit den entsprechenden Expressionsniveaus in normalen Lungenfibroblasten (PAF)
und normalen Lungenmuskelzellen (PASMC) verglichen. Die WertEMMeND10 und RASSFIA
Expression der einzelnen Lungenkrebsnéiti wurden anschlieBend gemittelt und gemeinsam in
der Analysegruppe LKZ (Lungenkrebszelllinien) dargestéibildung 22 B). Fir die normalen
Lungenzelllinien (PAF und PASMC) wurde entsprechend verfahren ugdndiigelte Expression in
der Gruppe NZ (normale Lungenzelllinien) dargestébb{ldung22 E). Im Vergleich zu den normalen
Lungenzelllinien (NZ) ist die Expression ¥dAYND1Gn den Lungenkrebszelllinien (Lumdgeebs)
signifikant erhoht (p = 0,0190bbildung22 B). Im Bezug auf diRASSF1Bxpression ergibt sich ein
entgegen gesetztes BIlRASSF1ird in normalen Lungenfibroblasten unchuskelzellen (NZ) stark
exprimiert. In den Lungenkrebszelllinien hingegen WRASSF1signifikant schwéacher exprimiert (p

= 0,0009) Abbildung22 E).

Neben der Expressionsanalyse vBaMYND10und RASSF1Avurde zusatzlich eine Analyse der
Promobr CpGlnsel Methylierung der beiden Gene in 69 nicht kleinzelligen Lungenkrebszelllinien
(NSCLC) und 20 normalen Lungengeweben (Normal) durchgefiihrt. lIDimina 450k
Methylierungsprofile der NSCiZ@lllinien wurden im Rahmen einer Studie von Walter let2012
generiert. Die Methylierungsprofile von normalen Lungengeweben stammen aus einer Studie von Shi
et al., 2014. Die DNKNethylierung derRASSF18pGlinsel ist in den analysierten nicht kleinzelligen
Lungenkrebszelllinien (Median: ca. 11%) im Veergleu normalen Lungenproben (Median: ca. 69%)
krebsspezifisch, signifikant erhéhp = 1,%10°) (Abbildung22 F). NSCLZelllinien zeigen dariiber
hinaus eine signifikante Abnahme d@&MYND10CpGinsel DNAMethylierung (Reduktion des
Medians von 24% auf 12%) verglichen zu normalen Lungengeweben (p = 2)Zbbddung22 C).
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Abbildung 22: Inverse Korrelation vorZMYND10und RASSF1A&xpression und Promotor CplBsel Methylierung. A,
Quantitative Expressionsanalyse V@i YND10n HeLaund A549 Zellen mittels gRIPCR. DiEMYND1€Expression wurde
gegen die Expression voBAPDHnormalisiert. C Gemittelte Expressnsprofile (QRIPCRAnalyse) vonZMYND10in
Lungenkrebszelllinien (LKZ: A427, A549, H322, H358) und normalen Lungenzelllinien (NZ: PAF, PABWNINDDiE
Expression wurde gegen die Expression @#&PDHormalisiert. D, Die DNAVethylierungsanalyse deZMYND16 CpG
Insel von 69 NSCiZglllinien (NSCLC) bzw. 20 normalen Lungengeweben (Normal}GNGBtcession: GSE3621 ).
Quantitative Expressionsanalye vVRASSF1/k HelLa und A549 Zellen mittels gRPCR. Di®RASSF1Expression wurde
gegen die Expregm von GAPDHnormalisiert. F Gemittelte Expressionsprofile (lRCRAnalyse) vonRASSF1An
Lungenkrebszelllinien (A427, A549, H322, H358) und normalen Lungenzelllinien (PAF, PASRIEISBIExpression
wurde gegen die Expression v&RAPDHormalisiet. G, DNAMethylierungsanalyse ddRASSFXACpGInsel von 69 NSCLC
Zelllinien (NSCLC) bzw. 20 normalen Lungengeweben (Normal}GEGBtcession: GSE36216). Signifikante Expressions
und DNAMethylierungsunterschiede zwischen Krebszelllinien und normaieliinien bzw. normalen Geweben wurden
durch die entsprechenden Signifikanzniveaus dargestgilix 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Die Methylierungsanalyse von Transkriptionsstart (TS&jsoziierten CpG Inseln unter
Bericksichtigung ihrer Loksikrung relativ zu einer anderen Transkriptionseinheit, wie sie
exemplarisch fURASSF1durchgefuhrt wurde, wurde in einem genomweiten Maf3stab wiederholt.

Es sollte damit untersucht werden, ob es einen generellen Zusammenhang zwischen der Anordnung
von Gaen und der Anfélligkeit bestimmter Promotor Ch@Geln gibt, dass diese hypermethyliert
werden. Zu diesem Zweck wurden Promotor @ps§&l assoziierte Methylierungsdateifimina 450k

Array Daten) von jenen Genen analysiert, welche in geringem Abstangirtrab6 kb hinter dem

Ende einer anderen Transkriptionseinheit (mit gleicher Transkriptionsrichtung) liadpdidung23

A). Anhand des Abstandes zwischen den Genen, d.h. zwischen upstream
Transkriptionsterrmationsstelle  (ranskriptionsendstelle - TES) und des downstream
Transkriptionsstartbereichs (TSS), wurden Gruppen von Taiiény Sy 3So0Af RSuéh oY G
R KkE 3> 4 K> 5K 6 XK und die Promoter CpG Insel Methylierung dieser
Kandidatengruppen mit der Gesamtheit aller T&Soziierten CpG Inseln vechen Abbildung23 B-

D). Die verwendeten TSS und TES Koordinaten wurden aus einer Referenz T+Bashkmipank
(TxDB) dehgl9 Annotierung des humanen Genoms entnommen. Gene, bei welchen der Abstand
des TS8Bereitis zu eineupstreamgelegenen Transkriptionsterminationsstelle eines weiteren Gens
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(beide Gene mit gleicher Transkriptionsorientierung) maximal 1000ei@gt, werden im Weiteren
Ffa YIFaEamamda®SyS o6ST SAOKYySiod 9y GiaLINBOKSWWR RIT
TandemGenen der Abstand zwischelownstreamTSS Bereich ungpstreamTES maximal 2000 bp

dzy R 0 SA 3 kbim&xinal BB0S bpXBeied Analyse wurden nur Promot@ssoziierte CpG
Inseln berlcksichtigt, von denen Methylierungsinformationen von mindestens 5 CpGs vorlagen. CpG
Inseln, die durch weniger als 5 Sonden vertreten waren, zeigten deutlich gréib¢eescheide in

den Interquartibbstanden, d. h. der Streuung der Methylierungsdatébhjldung40). Bei mehr als 5
Sonden pro Cp®sel waren keine starkeren Unterschiede in Interquartilabstinden mehr zu
erkennen, jedoch nahm die Anzahl an Kdatitn Cp@nseln deutlich ab. Es wurde zuséatzlich bei der
Auswahl der Kandidatengene darauf geachtet, dass diese eine Genlange von mindestens 1200 bp
aufweisen, um eine stringentere Korrelation aus Kandidatengenen und assoziierten DNA
Methylierungsdaten zgewahrleisten.

Die DNAMethylierung von K& 3 2 NKEProiptorCpGlnseln ist sowohl bei den A54&ellen, als

auch bei A427Y und H322 Lungenkrebszelllinien im Vergleich zur Gesamtheit aller
Transkriptionsstarassoziierten Cp@iseln signifikant (p < 0,01) erhogibbildung23). Exemplarisch

sind die Ergebnisse von H32thd A549Zellen inAbbildung23 B, Ddargestellt. Eine krebsspezifische
signifikante Erhdhun@p < 0,03 der CpGnsel DNAMethylierung konnte inA549 und H322Zellen

I dzZOK 06 SA 2¥4d GeSeB Rdtgestellt WerderAbbildung23 B, D). Die DNAViethylierung von

Y I G S J12kbidkySR kB&enen ist gegeniiber der Methylierung jeder der nachfolgend analgsie

YI G832 NR S y25kb oR daamkb b8 36ykh, signifikant (p < 0,05) erhéhAbbildung23 D).
Zusatzlich wurde diese Analyse auch mit 2 verschiedenen normalen LungengewebeGHEECBI
Accession: GSE36216, M@264709) durchgefuhrt(exemplarisch sind inAbbildung 23 C die
Methylierungsdaten von GSM1264690 (normale Lunge (NormaD&}ei zeigte sich ebenfalls eine
signifikante Erhéhung (p < 0,05) der DMAathylierung 2 y Y I (i § b&&hBnSim Xergleich zu
allen TS$ 8421 AASNISY DSySy dzy Rkbd X & kbSeEhfAbAdng23C)dz Y I
Die Streuung dea S K& f A SNHzy 34 ¢ S NII Kb Pradigr-CpGlnsdrs Avadidn SdemdK
unterem und dem oberem Quartil betragt in H3Z2llen 33% und in A54®ellen 19%Abbildung23

B, D. In den Lungengeweben betragt der Abstand zwischen dem unterem und dem oberem Quartil
der Kategok Sl kb¥lethylierungsdaten jedoch lediglich 6%bbildung23 C)

Fur die Lungenkrebszelllinie A549 standen aulerddiaroarray Expressionsdaten (NGBEQG
Accession GSE17708) zur Verfligung, sodass die erhthte-Nddthylierung verschiedener Gen
Kategorien auch auf ihren regulatorischen Einfluss auf die Genexpression Uberprift werden konnte:
Es zeigt sich, dass die erhdhte BAS ( K& f A S NJzy 3 1 S ahdevgened mn2/Bigileich 24
RSY YI (8 E2oNmEK idkeiner signifikant niedrigeren Genexpression démwvnstream
Genskorreliert (Abbildung4l).

Y I G S 312kbi@pSInsn, welche in A427, A549, H322 Lungenkrebszelllinien eine durchschnittliche
DNAMethylierung von mehr als 20% aufwiesen, wurden zwischen den Krebszelllinien, aber auch mit
2 normalen Lungengewebeproben verglichen. Es zeigt sich ein Uberschneidungsgrad von 36 CpG
Inseln, welche sowohl in allen Krebszelllinien, aber auch in den normalen Lungdsgewwu
mindestens 20% methyliert vorliegeAl{bildung24). Darliber hinaus konnte eine zweite Gruppe von

34 CpGlinseln identifiziert werden die eirkrebsspezifisch erhdhtes DMWethylierungsniveau
aufweisen Abbildung24,

Tabelle19).
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Abbildung 23: Pradisposition bestimmter Gene fiir erhdhte Promotor DMAethylierung. A, schematsche Darstellung

zweier Gene in Tandef@rientierung mit Transkriptionsstop (TES) dgstreamGens und Transkriptionsstart (TSS) des
downstreamGens.B, Darstellung der Cptaisel DNAVethylierungsniveaus von Tandemgenen, welche im Bereich v®n 1

kb (Kate@ NJ $kbo @& kb>Kinter dem Transkriptionsstop eines anderen Gens liegen. Der Plot wurde auf Grundlage

von lllumina450k Daten von H322 Lungenkrebszellen erstélltDarstellung der Cpisel DNAVethylierungsniveaus von

Genen, welche im Bereiclon 1-6 kb6 Y I (i S FLkNGIM Biyh) MiKter dem Transkriptionsstop eines anderen Gens liegen.

Der Plot wurde auf Grundlage vaitumina 450k Daten von normalem Lungengewebe (GSM1264690 = Normal 1) erstellt.

Das Methylierungsprofil stammt von der N&BD-Datenbank. Die Accessiddummer ist in Klammern angegebeD,

Darstellung der Cp@isel DNAViethylierungsniveaus von Genen welche im Bereich vorkbo Y I (i S kNG SayKb) K

hinter dem Transkriptionsstop eines anderen Gens liegen. Der Plot waufdgrundlage votllumina450k Daten von A549

[ dzy3Sy 1 NBoal SttSy SNERGStEtdGd CNNI RAS a Siikk@eheh 309Haf Katdgofie f & 4 Sy
MKkbDSYSY HTcI BKDEYEFEIARNMS XKibGeneniR5oadh Matedri Bokp-Genen 258 und an
YIGS3kBSy S HTMPCNNI RAS ! yvi SNE OKA S R&Kborye kiif ter Kategofedlied S NXzy 3
CpGlnseln mit Transkriptionsstart (alle CGlI mit TSS) wurde fir alle dargestdlibenina 450k Datensatze id
Signifikanzniveau& p <0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001) dargestellt.
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Abbildung 24: Venn5 A I ANI YY @2yl k¥ CpGhap MeisshenFandemgenen.Analyse von gemeinsam
auftretenden Cpdnseln, welche in A427, A549, H322 Lungenkrebszelllinien und in 2 verschiedenen normalen
Lungengeweben (Normall (GSM1264690), Normal2 (GSM1264709)) eine mittlerelddNAierung von mehr als 20%
aufwiess. Das Diagramm wurde  mithilfe vothttp:/bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Ven/ erstellt. Die
Methylierungsprofile der Lungengewebe stammen aus der NBEED Datenbank. Die GB@cessiofNummern sind in
Klammern aufgefihrt.

Tabelle 19: Top 20 derdownstream 3Sf S3Sy Sy Y yRARI (i §yl3kb yDdwnsReambelegengd S 3 2 NR &
YIEYRARFGSYy3aSyS Ay SAYSNI ¢ yRSY2NR S ylikh Gendiayedifien on8 e stirkeRA S Y
Differenz bei der Promotor Cp@nsel DNAMethylierung zwischen Lungenkrebszellen und normalem Lungengewebe

aufweisen.

Lungenkrebszelllinien Normale Lunge . Gensymbol
Nr. CpGilnsel Koordinaten Differenz des .
[%] Normal | Normal [%] aus Krebs | downstream| Accession_Numbe
A549 | H322 | A427 | Krebs 1 2 Normal | und Normal Gen

1| chr2:20145052001451027 82 | 94 | 94 | 90 6 5 6 85 AOX1 NM_001159

2 | chr3:50377803%0378540 93 91 91 92 7 8 8 84 RASSF1A | NM_007182

3 | chr14:248036784804353 | 90 93 92 92 12 7 10 82 ADCY4 NM_139247

4 | chrl7:4093232910933299 | 92 94 93 93 15 15 15 78 WNK4 NM_032387

5 | chr19:501930260194798 | 92 90 92 91 14 13 14 77 CPT1C NM_001199753
6 | chr3:4931443749314815 53 95 96 81 5 5 5 77 C3orf62 NM_198562

7 | chrl1:6406675%64068741 81 79 85 82 12 11 12 70 Tex40 NM_001039496
8 | chrl7:729317292932601 78 90 88 86 19 16 17 68 OTOP30 NM_178233

9 | chr11:6604521%66045708 | 28 97 86 70 3 4 3 67 CNIH2 NM_182553

10 | chr1:36771836B6773009 37 93 92 74 8 8 8 66 SH3D21 NM_024676

11 | chr1:210438321044771 60 75 66 67 8 9 9 59 KIF17 NM_020816

12 | chrl17:7285581-72858012 | 35 48 93 59 8 8 8 51 GRIN2C NM_000835

13 | chr17:6679208%679710 23 88 87 66 20 14 17 49 FBXO39 NM_153230

14 | chr12:70232617024089 38 54 92 61 13 13 13 48 ENO2 NM_001975

15 | chr11:6450943%4513826 | 21 69 59 49 6 6 6 43 RASGRP2 | NM_001098671
16 | chrl17:4667052216671458 23 51 72 49 7 6 6 43 PHPT1 NM_014172

17 | chr2:7472939974731166 59 36 86 60 19 17 18 42 LBX2 NM_001009812
18 | chr6:3088153330882296 23 58 67 49 10 9 10 40 VARS2 NM_001167734
19 | chr11:6236845462370491 | 53 37 55 48 12 20 16 33 MTA2 NM_004739

20 | chr11:2907308907675 51 38 51 47 17 15 16 31 CDKN1C NM_000076

Unter den lungenkrebsspezifisch hypermethylierten Genen die in einer Ta@i@mtierung

im

Genom vorliegen, befindet sich unter amderem &SSSF1Gen Tabelle 19. Darlberhinaus
enthélt die Liste jedoch auch noch weitere Kandidatengene, wiADRIund WNK4, die bereits in
einem Krebskontextbeschrieben wurderdie im Folgenden genauer beschriebarerden (vergl.

S158).
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3.6.2 Etablierung einese GFFRLueDoppelreportersysems zur Untersuchung des Effekts
des genomischen Kontextes auf die Repression RASSF1Expression
DerZMYND1RASSF1&enlokus mit seiner Tandemanordnufwgrgl. Abbildung21, Abbildung25A)
wurde mit einem induzierbaren Doppelreporterkonstrukt nachgestedbkildung 25 B). Mithilfe
dieses Reporters sollte die Beeinflussung RASSF1Bxpression durch die Aktivitat eingpstream
gelegenen Gens untersucht werden. Es wurde dazu ein induzierbpstream Enhanced Green
Fluorescent ProteifEGFRPReporter mit einem konstitutiv aktivedownstream Reporter Renilla
Luciferas€RLug) kombiniert Abbildung25 B). Zwischen daBGFPund dasRLueReportergen wurde

eine 23 kblange genomische Sequenz kloniert, welche vom Exon ZKND10asoform 1, Uber

R I &EndeWeZMYND16Gensbis zum ersten Exon dé®ASSF1Aranskripts reichtAbbildung25

B). Diese 3, kb lange genomische Sequenz entspricht der Promotor RegionRABSF1ANd
umfasst, neben demRASSFIAranskriptionsstart (TSS) unzbre promoter, weitere upstream
gelegene, potentiell regulatathe Bereiche (z.B-sBoreRegion deRASSF18pGinsel) Abbildung

25 B). Im humanen Genom liegen die Bereiche der Transkriptionsinitiation begulation von
RASSF1A im  kodierenden Bereich des upstream gelegeen ZMYND185ens. Die
Transkriptionsterminationsstelle voBMYDN21diegt nur 170 bpupstreamvom Transkriptionsstart

des RASSF1Gens Abbildung 21). Um diese Situation in dem oben beschriebenen
Luciferasereporterzimitieren wurde die cDNA demstreamgelegenerEGFRVS LI2 NIISNE 'Y o
gekdrzt. Durch das Fehlen de&FRStopCodons entsteht eieGFRZMYND1@usionsprotein.

Die Expression de&GFFGens steht unter der Kontrolle eines induzierbaren Promotors. Die
Induzierbarkeit wird durch mehrere T-€perator Sequenzen vor dem Transkriptionsstart H&FP
Gens sichergestellt. In dem resultierenden Doppelreporterkonstrukt entsteht nach Induktion der
EGFMEXxpression ein Transkript, welches in einem Bereich vor0€abj2 vor dem Transkriptionsstart
desRenilla LuciferaseReporters terminiert wird Abbildung25 B)Das Reporterkonstrukt bestehend
aus einemEGFRGen unter der Kontrolle eines induzierbaren CRidmotors, gefolgtzon einer 23

kb langen RASSFIRromotorsequenz vor einerRLueGen wird imWeiteren als TEEGFR2,3-Luc
bezeichnet Abbildung25 B). Dieses Konstrukt wurde stabil in HE®3 FREX Zellen eingebracht,
welche bereis konstitutiv das bakterielle TetracycRepressor TetR Gen exprimieren. Im Sinne
eines TetON Systems kommt es nach Zugabe von Tetracyclin oder Doxycyclin in das
Zellkulturmedium zu einer Dissoziation von -Refpressor Proteinen von den entsprechenden
Operator Sequenzen. Dies ermdglicht die Expression des nachgeschalteten Gens, in diesem Fall des
EGFRGens.Nach Induktion deEGFFEXxpression wurde anschlieBend sowohl Expression als auch
Aktivitat der Renilla LuciferaséProteine gemessen, um einen mathlen Effekt der EGFP
Transkription auf dasdownstream gelegene Tandemgen zu untersuchefbljildung 26). Zur
Normalisierung demRenilla Luciferase Aktivitat, d.h. um Zelllybedingte und messungsbedingte
Unterschede zu eliminieren, wurde ein Firefly Luciferase Konstrukt transient transfiziert. Die
verschiedenenEGFHRLueReporterKonstrukte wurden stabil iHEKT-REX293 Zellen lqvitroger)
transfiziert, nach 3 Wochen wurden Einzelklone isoliert und expandieet.H¥izelklone wurden
anschlielend auEGFRnduktivitat, Homogenitat der ZellpopulatiorAlgbildung25 C, D) und auf
vollstéandige Integration des Reporterkonstrukts getestet.
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Abbildung25: Generierung und Validierung des induzierbar&GFMRLucReporter SystemsA, Schematische Darstellung

des EGFMRLucDoppelreporters. Die Kasten geben die cBB&guenzen (grin £GFP gelb =RLug bzw. die Exon
Sequenzen voZMYND10Q(rote Kasten) undRASSF1HRASSF1BUTR + 17 bp des Exdn% dunkelbrauner Kasten). Das
Ende deEGFRZYMDN1Grusionstranskripts ist mit TES (Transkriptionsendstelle) bezeichnet. Der Transkriptionsstart von
RASSFIRLucist mit TSS gekennzeichnet. Die ExpressionE@ERZYMDN10Transkripts steht unter der Komile von
CMVPromotor/ TetOperator Sequenzen (TOR, Ubersicht iiber die verschiedenen Reporterkonstrukte, die stabil in HEK
293 TREXx Zellen transfiziert wurden und von denen im Anschluss Zellklone isoliert wurden. Der grine Kasten im Schema
gibt dieEGFPcDNASequenz an. Bei einigen Konstrukten wurde eine virale gggguenz (SV40) in das Konstrukt integriert
(blauer Kasten). Der Abschnitt mit schwarzen Kéasten stellt die genomische Sedbenariifung der stabil transfizierten
HEK293 TREXx Zellklonauf homogene InduzierbarkeitC 20fache VergrolRerung des HE®3 FREXx Zellklons B7, welche
stabil mit dem TGEGFR,3-Luc Konstrukt transfiziert wurden. EGFP wurde vor und nach 5 tégiger Induktion mmiyl 4
Doxycyclin (induziert = +, uninduziert-Fmittels Immunofluoreszeniikroskopie analysiert. Fur die Immunfluoreszenz
wurden die Zellergemal dem Protokoll2.2.10 Immunfluoreszenz'unter Verwendung von 1:1.000 verdinnten Anti
EGFHRPrimarAntikodrper inkubiert(1h) und 1:1000 Ziegeanti-KanincherAlexa488 Antikdrper(1h), behandeltD, 63fache
VergrofRerung von HERO3 FRExXZellen, welche stabil mit dem TEGFPpA,3-Luc Konstrukt transfiziert wurden (Zellklon

Al). EGFP Protein wurde nadtégiger Induktion (induziert = uninduziert =-) direkt mittels Fluoreszenzmikroskop

nachgewiesen.

115



3. Ergebniss

Die EGFHrusionsproteine, welche nach Induktion mit Doxycyclin in den Zellen mit deBEGHFR,3-
LucKonstrukt entstehen, lassen sich nicht zur Fluoreszenz anregen. Mittels einesie@fiBchen
Antikérpers kan das entsprechende Genprodukt jedoch in ImmunofluoresZesay und
Westernblot nachgewiesen werdeAl§bildung25 C,Abbildung26 C). Die Immunfluoreszesfmalyse

der stabl transfizierten HEK-REx293 Klone zeigen eine homogene Induktionsfahigkeit und keine
Autoinduktion ohne Doxycyclilbbildung25 C)Zum Test auf vollstandige Integration deSFHRLuc
Tandemreporters in die varendetenHEKT-REx293 Klone wurde mittels PG#n Bereich zwischen
EGFPund demRLueGen amplifiziert und anschlieRend mittels Restriktionsverdau verifiziert. Die
Charakterisierung der prozessiertdfGFP¢ NJ y & { N& LJG S T dzNJEndéhadéarEGFP dzy 3
Transkripte der verschiedenen Reportér2 y & i Nzl 0 S S NJF 2 rapidi enplificationioS f & o
cDNAendg PCR

Neben dem oben beschriebenen Reporter HGFR2,3-Luc) wurden darlber hinaus weitere
Konstrukte generiert, welche sich im Abstand der indimeen EGFRKassette zumRLueGen
unterscheiden: Der Abstand zwischen den beiden Reportern wird Uber die LAngRARSF1A
Promotorbereichs moduliert. In einer verkurzten Version reicht R&ASSFERromotor von ca-500

bp desRASSFIAranskriptionsstart®is zum 1sten Exon vARASSF1N GEGFR,5-Luc,Abbildung

25 B). Zusatzlich zu den Plasmiden miTéminal verkirzterEGFHRReportern (ohneEGFPStop
Codon) wurden auch Vektoren mit vollstandigeGFRSequenz unceiner zusatzlich integrierten
viralen polyA{ S1j dzSy 1 -Enge dREGFRIanirt, wodurch die Bildung VoEGFFZMYND10
Fusionsprodukten verhindert wird (TEGFPpA,3-Luc und TEEGFPpA,5-Luc,Abbildung25B).

Das EGHProtein, welchesn den TGEGFPpAR,3-Luc bzw. TE&EGFPpMA,5Luc Doppelreportern
gebildet wird, kanrselbststandig fluoreszierebbildung25 D). Auch bei denHEKT-RExX293 TG
EGFPpA,3-Luc Zellklon &gt sich eine Induktion deEGFHEXpression nach Zugabe von fayclin

ins Medium. Ohne den Zusatz von Doxycyclin ist keine Feranszerkennbar Abbildung26 D).

In stabil transfizierten HEKREx293 TGEGFR2,3-Luc Zellklonen flihrte die Komplementierung des
Zellkulturmediums mit 4mM Doxycyclin zur Induktion deEGFHMExpression und zu einer
signifikanten (p < 0,01) Reduktion deenilla Luciferase Aktivita(Abbildung26 A). Zur Bestimmung
der optimalen Doxycyclin Konzentration wurden empirisch verschiedene Konzentratiome,(8

mM, 12mM, 16 mM Doxycyclin) getestet. Ein Anstieg der Doxycyclin Konzentration auf bt 4
Doxycyclin fuhrte jedoch zu keiner Verstargudes repressiven Effektesbbildung26 A). Die
Induktion derEGFHMEXxpression wurde tber einen Zeitraum von 5 Tagen variiert und fuhrte zu einer
graduellen Reduktion ddRenilla Luciferase AktivitatAbbildung26 B).
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Abbildung26: Validierung des induzierbareBGFFRLucTandemeporter SystemsAnalyse deRenillaLuciferaseAktivitat
nach EGFRnduktion mittels Luciferas@ssay Fir die Luciferas@ssays wurden die Zellen zur Normalisierung der RLuc
Aktivitat jeweils transient mit Fireflizuciferase Konstrukten transfiziert. Fir signifikante Unterschiede derAdtivitaten
zwischen uninduzierten (M Doxycyclin bzw. Mirs €)) und induzierten (4nM, 8 mM, 12mM, 16 mM Doxycyclin bzw.
Plus (+)) HER93 TREx TEEGFR2,3-LUC Zellklonen wurden die entsprechenden Signifikanzniveaus angegqber0,05;
* p < 0,01; ** p < 0,001A, Einfluss verschiedener Doxycyclin Kantrationen auf dieRenilla Luciferase ExpressioB,
Messung der RLugktivitat Uber einen Zeitraum von 6 Tagen unter taglicher Zugabe voMDoxycyclinValidierung der
LuciferaseAssay Ergebnisse mittels Westernbfatalyse.C D Darstellung verschiener Zellklone, welche stabil mit den
angegebenen Konstrukten transfiziert und anschlieBend 4 Tage lang miK Doxycyclin induziert wurden. Von den
induzierten (+) bzw. uninduzierter) (Zellklonen wurden anschlieRend die Expressionsniveaueailla LuciferasgLuc)
und EGFHRnittels Westernblot analysiert und diese Ergebnisse durch Messundreeitla-Luciferase Aktivitat verifiziert.
Fir die WesternbleAnalyse wurden die Zellen gemaR dem Protoé®l2.8.3Western Blot behandelt. Fir deNachweis
von GAPDH, EGFP und Myc wurden die entsprechenden Antikdrper gexhélkell und Tabelle12 eingesetzt.Fir die
LuciferaseAssays wurden didenilla-Luciferase Aktivitdthormalisiert gegen transient transfizierteireflyLuciferase
dargestellt.
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Die Reduktion der Luciferase Aktivitat na&BFRnduktion, welche mittels Luciferagéssay ermittelt
wurden, wurde zusétzlich mittels Westernblot verifiziebpildung 26 C). Dies diente der
Bestatigung, dass der reprimierende Effekte durch eine reduzierte Genaktivitat des Luciferasegens
und nicht durch die Bildung von funktionsunféahigeRenilla Luciferase Fusionsproteinen
hervorgerufenwerden. Nach Induktion der EGHFRanskription kommt es bei den TEGFR2,3-LUC

bzw. TGEGFR,5LUCKonstrukten zu einer signifikanten Reduktion (p < 0,001 RagtillaLuciferase
Aktivitat, die durch eine Redukin anRenillaLuciferase Enzym ausgeldsirdv(Abbildung26 C). Je
kirzer der Abstand zwischen den Reportern ist, desto starker ist der repressive Effekt auf die RLuc
Expression (vergl. TBEGFR,3LUC und T&GFR,5LUC, Abbildung 26 C, D). Durch die
Verhinderung der Ausbildung von EGHRYNDI1@Fusionsprodukten im TBGFPpR,3-LUC
Konstrukt kommt es nur zu einer geringen Reduktion BenillaLuciferase Aktivitat und zu keiner
Reduktion an gemesseneRenillaLudferase Protein (C). Durch eine Verringerung des Abstandes
zwischenEGFP und RLueReporter im TEEGFPpA,5LUGCKonstrukt kann der Effekt wiederum
verstarkt werden (entsprechend dem JFEGFR,5LUCGKonstrukt) Abbildung 26 C). Der
reprimierende Effekt des TBGFPpA,5LUCKonstrukts ist jedoch geringer als jener desHGFP
0,5-LUCKonstrukts Abbildung26 C, D).

Zur Untersuchung, ob dieGFPrranskription mit einem Anstg der DNAViethylierung ImMRASSFXA
Promotorbereich des RLiReporters verbunden ist wurde eine Methylierungsanalyse dieser Region
durchgefuhrt. Daflr wurde genomische DNA von 28K FREx TEEGFR2,3-LUCGZellklonien isoliert

und anschlieRend Bisulfit (B&)nvertiert. Im Anschluss daran wurde RASSFIRromotorsequenz
desRLueReportergens mittels BBNA spezifischer PCR amplifiziert. Die Bigdfitvertierung flhrt

zu einer Deaminierung von unmethylierten Cytosinen in einem -K@@ext zu Uracil. Diese
wiederum werden im Laufe der PCR durch Thyiikleotide ersetzt. Dadurch kommt es zu einer
Veranderung der DNAequenz. Methylierte Cytosine in einem Gf@htext bleiben als Cytosine
erhalten. Durch Verwendung von Restriktionsenzymen (BstUl), die einesp&z@ische
Erkennungssequenz schneiden, werden methylierte Ausgangssequenzen geschnitten, unmethylierte
Ausgangssequenzen jedoch nichtisatzlich wurde einm vitro methylierte und Bisulfikonvertierte

Probe genomischaedEK293 TREx TEEGFR2,3-LUCDNA (ivm) als Positivkontrolle mitgefihNach

5 tagiger Doxycyclinduktion konnten jedoch keine Restriktionsverdauprodukte bzw. keine
Zunahme an DNMethylierung in delRASSFXRromotorregion im Vergleich zu einer uninduzierten
Probe festgestellt werdenBei einer Verlangerung ddsGFRnduktionszeitraums auf 30d kam es
ebenfalls zu keiner Messung vale novoMethylierung in der PromotorregionrApbildung27): Die
RASSFIRromotorsequenzen des stabil transfiziert®oppelreporters waren im uninduzierter) (
Zustand unmethyliert und auch nadbGFRnduktion (+) war kein Anstieg der DNWfethylierung
festzustellen. Neben der exemplarischAhbildung27 dargestellten Region wden noch weitere
upstreamgelegene Sequenzbereiche analysiert. Es konnte jedoch in keiner Region ein positives DNA
Methylierungssignal festgestellt werden
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Abbildung 27: DNAMethylierungsanalye der RASSF1APromotorsequenz des EGFFRLuc Doppelreporters.
Methylierungsinalyse von 2 unterschiedlichen HE®3 FREx T@E&GFR2,3-Luc Zellklonen (Klon B6, B7). Die induzierten
Zellen wurden 30 Tage lang unter Zusatz vomM Doxycyclin kultiviert (Deknduktion = +, uninduziert =). Nach
Bisulfitkonvertierung der genomischen DNA und P@wlifizierung (Primerpositionen im Schema) wurden die -PCR
Produkte mit BstUI (+) verdaut und zusammen mit einem Mockvendenck auf einem 2% Agarosegel aufgetrenmtls
Positivkontrolle diente eine in vitro methylierte DN#kobe des T&GFR2,3-Luc Zellklon B6 (ivm). M = Marker.

3.6.3 EGFRAnduktion fuhrt zur Deacetylierung des RASSFIA Promotors im
Doppelreporterkonstrukt

Zur Aufklarung des Mechanismus, welcher Beduktion deiRLueExpression nackGFRnduktion

zu Grunde liegt, wurden lokale Veranderungen von aktiven Histonmodifikationen (Acetylierung des
Lysin 9 von Histon H3 (H3K9) und Acetylierung von Histon HRABSF1Rromotorbereich des
LuciferaseRepoters nachEGFRnduktion analysiert. Zu diesem Zweck wurde von Zellen des HEK
293 FREXx Zellklons B7 (mit stabil integriertem-BEGFR2,3-Luc Reporter), welche 4 Tage lang mit
Doxycyclin induziert worden waren eine Chromdtiimunoprazipitation (ChIP) mifntikbrpern
gegen AcetyH3-Lysin9 und AcetyH4 durchgefuhrt Abbildung 28B). Ein entsprechender Versuch
wurde ebenfalls mit uninduzierten dlen des HER93 TFREx Zellklons B7 durchgefuhrt. Von den
induzierten bzw. uninduzierten Zellen wurde jeweild3atdem ein Immunprazipitationsansatz mit
IgGAntikdrpern als ChHRegativkontrolle und Histon HBntikorpern als ChHPositivkontrolle in den
Versuchsaufbau integriert. Von allen gewonnenen EM@zipitaten wurde anschlie3end ein Bereich
in der RASSFXRramotor Region defRLueReporters mittels PCR amplifiziert (Regioq &bbildung
28 A und B). Die Menge des entstandenen A @dtiukts von Doxycychnduzierten Zellen wurde mit
uninduzierten Zellen verglichen und diente als Mal} bei der Quantifizierungeténderungen von
acetyliertem Histon HR&ysin9 und acetyliertem Histon H4 na@lfGFRnduktion. In dem stabil
transfizierten HERR93 FREXx Klon B7 konnte na8lGFRnduktion eine signifikante Reduktion (p <
0,001) der Acetylierung von Histon H3 Lysin9 umstod H4 im Bereich deRASSF1Ruciferase
Promotors (Region 2) nachgewiesen werd@bliildung 28B). Zur Kontrolle der Ergebnisse aus der
RASSFIRromotorRegion wurde ebenfalls ein Bereich innerhalb BE&FFGens amplifiziert (Region
1- Abbildung 28A).In dieser Region kommt es im GegensatRABSFIRromotor Region zu einem
Anstieg von H3k@ind H4HistonacetylierungenXbbildung 28B).
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Abbildung 28: Deacetylierung desRASSFLRromotor Reporters.A, shematische Darstellung des HBGFR2,3-Luc
Reporters mit den Primerpositionen und Regionen, welche in denRfaBpitaten analysiert wurde®, ChIP Analyse des
HEK293 FREx TEEGFR,3-Luc Zellklons B7, welcher 4 Tage lang mit Doxycyclin induziewufdle und von dem
zusammen mit einer uninduzierten Kontrollg &nschlieend verschiedene Histon Acetylierungen (H3K9ac, H4ac) und
Positiv (H3)und Negativkontrolle (IgG) im Bereich dRASSFXRromotor des LuciferasReporters bzw. im Bereich des
EGFRGens analysiert wurderdentifizierung von Faktoren die an die Deacetylierung deaSSF1-Rromotors beteiligt
sind. G Cotransfektion verschiedener Histon Deacetylasen in defcGBR2,3-Luc- Zellklon B7 und Analyse d&enilla
Luciferase Aktivitdt vound nach 4 tagigeEGFHAnduktion (induziert =+, uninduziert =-). D, Transiente Cotransfektion
verschiedener Histon Deacetylasen (HDAC) in-29BKZellPools, welche stabil mit eineqpcDNA40,5LUCGReporter
(Einzelreporter mit & kb RASSF1Rromotorsegqienz vor einemRLueGen, ohne induzierbare EGRBssette) transfiziert
wurden. 3 Tage nacker HDAGCotransfektion erfolgte die Analyse der Luciferddaivitat. Fir die Luciferas&ssays
wurden die Zellen zur Normalisierung deenilla-Luciferase Aktivétt jeweils transient mit Firefi.uciferase transfiziert.
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Aufgrund der Reduktion von Histonacetylierungen RASSFXRromotorbereich nachEGFP
Induktion wurden im Anschluss verschiedene Hidbmacetylasen (HDAGQ4DAC1, HDAC2, HDACS,
HDAC4, HDAC5, HDAGH)AC8, HDAC1Ond Sirt)) auf ihre Beteiligung an dem Prozeder
Repression deRenillaLudferaseExpressioruntersucht Abbildung 28C). Es wurde dabei getestet,

ob durchtransiente Cotransfektion verschiedener HDACs in einen-BEEKFREX Zellklon mittabil
integriertem TCGEGFR,3-LucDoppelreporter (Zellklon B7) der repressive Effekt auf die RLuc
Aktivitat nachEGFRnduktion zusatzlich verstarkt werden konnt&bbildung 28C). Es konnte jedoch
keine Verstarkung des reprimierenden Effekts B@&FRnduktion und Cotransfektion verschiedener
HistonDeacetylasen, im Vergleich zur Vektorkontrolle, nachgewiesen werden. Es gab keine
zusatzliche signifikante Reduktion deenilla Luciferasktivitat (Abbildung 28C).

In einem weiteren Ansatz wurde mit einararénderten Versuchsaufbau ebenfalls untersucht welche
Histon Deacetylase einen repressiven Effekt auf B&SSFIRromotorbereich hat: Es wurde dafir

ein Reporterkonstrukt verwendet, welches aus ein®unilla LuciferaseGen unter der Kontrolle

einer RASF1APromotorsequenz steht und stabil in HE83 Zellen integriert wurde. Durch
transiente Cotransfektion von HDACs in dieses Zellsystem wurde anschlieBend der Effekt
verschiedener HDACs auf die Aktivitat deenilla LuciferaseReporters analysiert. Bei efiem
Reportersystem konnte ein differenzierterer Effekt auf die RAktivitat nach Cotransfektion
verschiedener HDACs festgestellt werden. Durch Uberexpression von HDAC6 konnte der starkste
reprimierende Effekt auf einen Luciferase Reporter RIMSSF1Rromotor erzielt werden Abbildung

28D).

3.6.4CPSF1 und HDA&®Goperieren in der Repression désASSF1-Rromotor-Reporters

Basierend auf dem HDAC Interaktom von Joshi et al., 2013 wurde nach interessanten Kandidaten fur
die Verbindung zwischen Histon De#dierung und Transkriptionsassoziierten Prozessen gesucht
(Abbildung29 A) (Joshi et al, 2003 Da die Transkriptionmstiation von RASSF1i einem Bereich

erfolgt in welchem die Transkriptionstermination dBMYND1MD Sy &  dzy-RozdddieBungadds
entsprechenden  Genprodukts erfolgt, wurde untersucht ob Faktoren, welche mit
Transkriptionstermination und mRNAozessiring assoziiert sind das Potential haben mit der
Transkription vVonRASSF1Au interferieren. Interessante Interaktionspartner, die eine direkte
Verbindung zwischen Histondeacetylierung und Transkriptionstermination/ rRblZessierung

bilden, sind HDAC&d CPSFIApbildung29 A): CPSF1 bzw. CPSFIafage and polyadenylation
specific factor 1, 160 kDa Untereinheit)dii RAS 3ANI 0GS Clgala§eNBw y K S A
polyadenylation specificity factas / t { C0 ¢ &¥2 WISHHSOKS NI 6 SA RSN t+ NRT S
Endes involviert ist. CPSF160 ist verantwortlich flir die Erkennung des (AAUAAA) poly(A) Signals auf
der pr&mRNA und interagiert mit anderen Faktoren, um dadurch den Schneiol
Polyadenylierungsprozess der MR zu erleichterrfYang & Doublie, 20)1Zusammen mit den CstF
(cleavage and stimulation factpProteinen sind die CPSF Proteine notwendig fur die Erkennung von
ciswirkenden Sequenzelementen auf der priRNA, welche die Position flr das Abspalten der 3'
Signalregion von der pi@RNA und die anschliel3ende Polyadenylierung vorgeben.

121



3. Ergebniss

A @%5;\’\/) TM;:‘DQuA_Q wﬂ% s|n3 re/gggz
s Finge, TNoe 2%
@ *¢ N \.“‘ }’""’."‘O‘NURD

ACADM ADHS .
g
&%
8END3 (ESD
TNRCTBTRMTEIA
/ 3 ‘ ‘M‘A ALOREST
N
ncnucm g \ &
@@=, - e &
& C > o
érany Py Biological Processes
0DX4} Chromatin/ Protein and
BOH1 Gene expression ion transport
ogxi Protein folding
= SLC2s5A10 Cell cycle
() 4 D and redox
.‘ DRNA processing D Metabolism
. Ubiquitination D Other/ unknown
[—| Signal transduction
B 14 C D
i RASSF1A
5 2 12 *
g ! B 1 %1
£ o8 23 s 2
g sEos Sgo8
§ 06 < S 06 &<06
; b v
& 04 £ Coa m $ %04 l—‘—'
kS 59 83
=02 2502 202
30 [
0 = 30
CPSF1 Vektor = -
CPSF1 Vektoren CPSF1/ HDAC6 Vektoren
E ¥
| k¥ F
c 104 s *
5 —_— S ]
2 _—
£ 5 i —T— EPFVFmm ——
& °
& 64 a
= @
o g
g 44 @
£ B
4 K]
2 24 2
g
5
S 0 T T T T
PEK AD NML N

Abbildung 29: CPSF1 uh HDACG6kooperieren in der Repression deRASSFIRromotor Reporters A, Schema des
umfangreichen HDA{teractoms (Joshi et al., 2018, quantitative Expressi@analyse (mittels gRPCR) VOIRASSF1ifx

einem A427 Zellpool, welcher stabil mit eind@PSFUberexpressionskonstrukt bzw. einem Kontrollkonstrukt transfiziert
wurde. C stabile Cotransfektion vo@PSF{bzw. Kontrollvektoren) in den FOM(EGFR2,3- Zellklon B7 und Analyse der
Renilla Luciferase Aktivitdt vor und nach 4 tagigéGFRnduktion. D, stabile Cotransfektion vo@PSFLnd transiente
Transfektion vorHDAC@Gbzw. Kontrollvektoren) in den FOMVVEGFR,3- Zellklon B7 und Analyse dBenilla Luciferase
Aktivitat vor und nach 4 tagiggEGFRnduktion. E Expressionsanalyse v@PSFin nicht kleinzelligen Lungenkarzinomen

und Normalgeweben. Die Expressionsanalysen wurden auf Grundlage von Microarraydaten von 49
Lungenplattenepithelkarzinomen (PEK), 41 Lungenadenokarzinomen (AD), T&maiignen Lungenerkrankungen (NML)

und 6 normalen Lugengeweben (N) durchgefih(Dammann et al, 2005b Die Daten wurden als log2 transformierte
relative Expression dargestellt. Die Expression in PEK, AD und/itif in Relation zu normalen Lungengeweben (N) auf
signifikante Unterschiede in der Expression untersucht. Fir signifikante Expressionsunterschiede zwischen PEK bzw. AK und
Normalgeweben (N) wurden die entsprechenden Signifikanzniveaus angedegber,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 F,
quantitative Expressionanalyse (mittels gRTCR) vorCPSFIn verschiedenen Lungenkrebszelllinien (-K&427, A549,

H322, H358) und verschiedener normaler Lungenzelllinien-(REF, PASMC).Die relati@®SFExpressinen wurden
normalisiert zu Actin dargestelElr signifikante Expressionsunterschiede zwisdt€ri und Ni&urden die entsprechenden
dgnifikanzniveaus angegeben: * ©:05; ** p < 0,01; *** p < 0,001
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Das Erkennen und Spalten des poly§gnals auf i@ pr&mRNA ist ein kritischer Schritt in der
Transkriptionstermination und fiihrt zu einer Freisetzung von CPSF1 vontdeniGalen Doméane
(CTD) der RNRolymerase Il. Die Prasenz von CPSF1 am TES kénnte zRekngierung von
HDACS6 fihren(Hsin & Manley, 2012 Ein CPSFlberexpressionskonstrkwurde kloniert und
anschlieend stabil in A427 Lungenkrebszellen transfiziert. Eine Expressionsanalyse der A427
Uberexpressionszelllinie ergab, dass @®SFIiberexprimierende Ansatz, im Vergleich zu einem
Kontrollansatz, eine reduziertRASSF1Axpreswn zeigt (p = 0.008)Apbildung 29 B). Durch
Cotransfektion vorCPSF{stabil)und HDACHtransient)in ein HER93 TREXx Zellsystem, welches
vorher bereits stabil mit dem TBGFR,3-LUCTandemreporter transfizie wurde, konnte eine
Verstarkung des reprimierenden Effekts auf dienillaLuciferase Aktivitat durch di€EEGFP
Transkription festgestellt werden (p = 0.0187Abkildung29 D). Im Gegensatz dazu fuhrte die
alleinge stabile Transfektion vo&PSFIin das TEEGFR,3-LUC System zu keiner signifikanten
Reduktion derRenillaLucierase AktivitatAbbildung29 C). Die Expressionsanalyse VOGRSFIn
verschiedenen  NSClLl@ngentunoren (49  Lungenplattenepithelkarzinomen  (PEK), 41
Lungenadenokarzinomen (AD), 15 niblisartigen Lungenerkrankungen (NM) und 6 normalen
Lungengeveben (N) ergab eine signifikargesteigerte (p < 0,01) Expression v@PSFlin
Lungentumoren im Vergleich zommalen Lungengeweben festgestellt werdébbildung29 D). Die
krebsspezifischeignifikante (p < 0,001xpressionssteigerung v@dPSFkonnte ebenfalls mittels
gRTFPCR in Lungenkrebszelllinien (A427, A549, HA388) gegeniuber normalen Lungenzelllinien
(PAF und PASMC) bestatigt werdablildung29 E).

3.7 Epigenetische Inaktivierung voABCB4n verschiedenen Krebsentitaten

3.7.1 Methylierungsanalysezon ABCB4n verschiedenen Krebsentitaten

Multiresistenzen gegen Arzneimittel haben einen gro3en Einfluss, sowohl auf eine erfolgreiche
Krebstherapie, aber auch auf die Bekampfung bakterieller infektioser ErkrankumjenResistenz
gegen Chemotherapeutika wird durch dieNNa Syl o6S&aGAYYGSNI Y2t S dzf |
Membranen von Krebszellen vermittelt. Diese koénnen Medikamente aktiv aus den Zellen
ausschleusen und dadurch direkte toxische Effekte der Mittel oder aber die durch die Aufnahme
verbundenen schadlichen sekuim@n Prozesse in der Zelle verhindefPersidis, 1999 Diese

at dzYLISy a 3ISKI NB yderTATENDindirdyLSsdEREABCK Trdsp®rter. Bei der ABC
Transporter Superfamilie handelt es sich um integrale Membraepre, welche den AFRydrolyse
abhéngigen Transport einer Vielzahl von SubstanXemdbiotika, Amnzeimittel, Lipide und andere
metabolische Produktediber die Plasmanmabran oder die Kernmembran katalysieréRees et al,
2009. Die Familie der ABTansporter gliedert sich (anhand von Homologie Analysemudeeotide
binding danain) in 7 Subfamilien &) mit den Bezeichnung&kxBC1 (A), MDR/TAP (B), MRP (C), ALD
(D), OA BP (E), GCN20 (F) bzw. White (G). Ein Mitglied defSiutitdnilie istABCB4MDR3,
welches am Efflux von Phospholipiden (z.B. Phosphatidylcholine) von deennnar dul3eren Seite

von Hepatozytenmembranen beteiligt ist. Die ausgeschleusten Phospholipde bilden Mizellen in
denen Gallensalze aufgenommen werden, wodurch unter anderenrmdgoxischen Effekte der
Gallensalze reduziert werden, aber auch ihre detetgeWirkung reguliert wirdMorita & Terada,
2014). Das exakte Funktionsspektrum von ABCB4 ist jedoch noch nicht vollstandig aufdeklart
Ubereinstimmung mit der beschriebenen Funktion des AB@YBteins wird das Gen am starksten in
der Leber exprimiert. Mittels gqRFCR konnte jedoch auch eine Expi@ssn anderen humanen
Geweben nachgewiesen werden, unter anderem in Brust, Niere und Léipgldung30 A). Die
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gRFPCRDaten konnten durch Expressionsdaten (Proteind RNA Daten) ddduman Protein Atlas
(http://www.proteinatlas.org/ENSGO000000054-ABCB4/tissuebestétigt werden: In verschiedenen
Geweben (Leber, Galle, Pankreas, Verdauungssystem, Reproduktionssystem, endokrine Drisen,
respiratorisches Systeny) meist in sekretierenden Epithelzellen konnte auf Proteinebene ein
positivesABCB<£Expressionssignal detektiert werden. Im Rahmen von StudierAbub4knockout
Mausen konnte das Fehlen dieses speziellen Transporters in Verbindung mit der spontanen
Entwicklung von starken Entziindungen der Gallengangmpei sklerotisierende Cholangitis) und
einer stark fortschreitenden Leberzirrhose gebracht werden. Da Leberkrebs zu einem sehr hohen
Prozentsatz die Folge einer Leberzirrhose (lgtalek et al, 201% wurde untasucht, ob in
Leberkarzinomzelllinien die Aktivititt deABCB4Gens durch epigenetische Inaktivierung der
Promotor Cp@nsel reprimiert wird.

Die regulatorische Kapazitat dABCB4Promotor Cp@nsel auf die Expression des entsprechenden
Gens wurde mitltfie eines Luciferase Reporters bestimmt. Es wurde dazu ein 918 bp |aBg#4
Promotors Fragment (welches partiell sowohl mit d&BCB4romotor Cp@nsel, als auch dem
Transkriptionsstart Uberlappt) in ein Luciferase Reporter Konstrukt-§yRlem Promega) kloniert.
AnschlieRend wurde die Induktion dieses Luciferase Konstrukts im Vergleich zu ieingtro
methylierten Pendant in Hekaund HEK293- Zellen untersucht. Im Ergebnis zeigte sich, dass im
Vergleich zu einem unmethyliertehBCB4Promotor durd diein vitro Methylierung des Konstrukts
die Aktivitat desABCB4Promotors deutlich reduziert wurdé\pbildung30 B).

Mittels Pyrosequenzierung wurde die DiNfethylierung von 8 CpGs d&BCB4romotor Cp@nsel

von 2 Leberkrebszellinien (Hep3 und HefG analysiert. Bei den untersuchten
Leberkarzinomzelllinien konnte jedoch keine BDM@athylierung desABCB4Promotors festgestellt
werden @bbildung30 C). Des Weiteren wdenauch6 nicht kleinzellige Lungenkrebszelllinié@27,
A549, H322, H358, HAG und H1299)6 kleinzellige Lungenkrebszelllkm (HTB171*, HTB173,
CR1I5808, CRbE976, CRb886", CRI5898, HTRL71), 4 Brustkrebs (MCF7, MCF10, ZR75-1 und
MDAMB-231), 3 Hautkrés (C816%F, IGR1, SKMEL:13, C8161), Hals/Kopf (Hep2, UMSCQ4C
UM-SC2B* M-SCE&l4C und RPMR650) und eine Zervixkarzinegelllinie (HeLa) mittels
Pyrosequenzierung untersuchAljbildung 30 C (* = nicht in Abbildung 30 C dargestgllt)Als
Negativkontrolle wurdereusatzlich humane Fibroblasten ¢(B5) undin vitro methylierte DNA als
Positivkontrolle in das Probenpanel aufgenommddie beshriebenen Zelllinien undvurden
aulRerdem durchCombned Bisulfite Restriction Analys{€oBRA) verifiziertBei verschiedenen
Tumorentitdten ¢ vor allem Lunge Brust und Hals/Kopf Krebszelllinien konnte eine
Hypermethylierung desBCB4romotors festgestellt werden/on den Lungenkrebszelllinien wiesen
5von 6 untersuchten nicht kleinzelligerungenkrebszelllinie(A427, A549, H322, H358 and H1299)
eine DNAMethylierung von mehr als 20% auf. Von den kleinzelligen LungenkrebszelliTiBa {1,
CRE5898 and CRB896)wiederum waren 3 von 7 Zelllinien hypeethyliert. Eine deutlich erhéhte
ABCB4romotor Metylierung zeigte sich aul3erdem in 3 Brustkrebszelllinien (WMICER75-1 und
MDAMB-231), in 3 Kopf/Hai&arzinomzelllinien (MC€EL4C, UMSCE22B und RPM2650), der
Hautkrebszelllinie C8161 und in Helellen. Insgesamt wurden 26 Krebszelllinien untersucht, von
denen 16 (62%) einen hypermethyliert&BCB4romotor aufwiesen.

In humanen Fibroblasten (F§5) konnte keine DNMethylierung desABCB4romotors festgestellt
werden @bbildung30 C).
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Abbildung 30: Epigenetische Inaktivierung des ABCHBZromotors. A, quantitative Expressionsanalyse véBCB4in
verschiedenen normalen GewebédKiehl et al, 201% B, Renilla LuciferaseAssay eineABCB4 Promotor Konstrukts,
Kontrollkonstrukt (pRL_Null) und in vitro methyliert@BCB4Promotor Konstrukt (pRL_ABCB4, ivm) ikBE3 ZellenC
Pyrosequenzierung de&sBCB4Promotors von verschiedenen Zelllinien.

Die CoBRAnalyse von normalen humanen Bronchialephitelzellen, humanen Mammaepithelzellen
und humanen Fibroblasten (F#8) (Abbildung31) zeigte ebenfalls jeweils eine unmethylieABCB4
PromotorRegion

3.7.2 DNAMethylierungsanalyse desBCB4Promotors in primaren Tumoren

Es wurde zusatzlich der Methylierungsstatus verschiedener Primartumore untersucht: Insgesamt
wurden 46 rncht kleinzellige Lungenkarzinome, 27 Brusttumore, 10 Hals/ -Kopfore mit
zahlreichen entsprechenden Kontrollproben analysiert. Bei den nicht kleinzellige Lungenkarzinomen
zeigten 18 von 46 Proben eine partielle DMAthylierung desABCB4Promotors Ausghnitt in
Abbildung31). Von den untersuchten Hals/Keptimoren zeigten 2 von 10 Proben eine partielle
Methylierung des ABCB4Promotors Ausschnitt in Abbildung 31). 11 von 27 untersuchten
Brustkarzinomen wiesen ebenfalls einen teilweise methyliedBCB4romotor auf Ausschnitt in
Abbildung31). Die zugehdrigen 20 normalen Brustgewebe waren jedochualteethyliert, sodass
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fur Brust-Tumore eine signifikante Tumaspezifische = 0.002 DNAMethylierung desABCB4
Promotors festzustellen war.

Abbildung31: Methylierungsanalyse de&BCB4romotors in primédren TumorenCoBRA Aalyse von normalen humanen
Bronchialepithelzellen (NHBEC), humane Mammaepithelzellen (HMEC, Pas9aged2normalen humanen Fibroblasten
(HF54) und priméare nicht kleinzellige Lungenkrebszellen (NSCLC), Hals/Kopf Krebs (HNC) teiBr{BrCa). Taql
Verdau (+), Mock/erdau §), T= Tumor, N= passendes Normalgewebe, ivm = in vitro methylierte Positivko(iieli et
al, 2014.

3.7.3 Kaorrelationsanalyse voninhibition der DNAMethylierung und Steigerung der
Genexpressiovon ABCB4

Die Lungenkrebszelllinien A427, A549, H322 -EB;EITB171 und H1299, die Brustkrebszelllinie ZR
75-1, die Hals/Kopf Krebszelllinie RPABE0 und die Hautkrebszelllinie -$4€1-13 wurden mit5-Aza
2'-Desosxycytidirund Zebularin behandelt und anschlieRend wurde dd¥CB4Expressionslevel
bestimmt Abbildung32). In A427, A549, H322, HIRB1, ZR75-1 und H1299 Zellen liegt d&BCB4
Promotor fypermethyliert vor und es ist kein endogeneABCB4 mRNAExpressionslevel
festzustellen. Eine Behandlung dieser Zelllinien mit 5 uM bzw. 10 4A¥&3'dC oder 200mM
Zebularin fuhrt einer Reexpression d@BCB4Genaktivitat auf RNA LeveAlbildung32). Ahnliche
Resultate wurden auch mit RPIZ650 Zellen erzielt, welche einen partiell methyliert&BCB4
Promotor aufwiesen und dereABCBZ£xpression nach Aza Behandlung anstieg-H@hd SKMel-

13 liegen mit einem mmethylierten ABCB4Promotoren vor und zeigen auch keinen Anstieg der
Genexpression nach Behandlung mit 5 pM\Z&2'dC.
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