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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Der Epidermale Wachstumsfaktor Rezeptor (EGFR) gehort der Proteinklasse der
transmembranen Rezeptortyrosinkinasen (RTK) an (22). Die physiologische Aufgabe der
RTKSs besteht in der Regulation von Zellwachstum, Angiogenese, Adhision und Zellmotilitit,
sowie der Apoptose (24-26). Der Verlust bzw. die Stoérung von einem oder mehreren
Autoregulations-Mechanismen 16st seine Deregulation aus, die zur onkogenen Transformation
der Zelle fithren kann (27,28). Fir EGFR wurden in zahlreichen Studien an unterschiedlichen
Tumorentititen hohe Uberexpressionsraten ermittelt (29). Fiir die Karzinogenese der
Brustdriise ist ein frilhes Auftreten der Uberexpression von EGFR im Tumor und dem
umgebenden Normalgewebe gezeigt worden (69), die mit einer schlechten Prognose sowie

einer erhohten Rate an Tumorrezidiven assoziiert war.

Der Fokus dieser Arbeit war die Untersuchung der Genamplifikation von EGFR im Bereich
von Chromosom 7p11-14. Anhand des Modells der Mammakarzinom Zelllinie MDA-MB-468
sowie der Linien A431 und BT-20, die eine erhéhte durchschnittliche Genkopienzahl
(s Average Gene Copy Number* — AGCN) fur EGFER besitzen, sollten durch molekulargenetische
Techniken Riickschliisse auf mogliche Mechanismen der Entstehung der Genamplifikation
gezogen werden. Die Analyse von Verinderungen der AGCN wurde basierend auf Fine Tiling
Array-CGH (,,Competitive Genomic Hybridisation) und quantitativer Real-Time PCR (qPCR)
durchgefiihrt. Durch permanente EGF-Stimulation wurden MDA-MB-468 Sublinien mit
absteigender AGCN fiir das EGFR-Gen generiert (MDA(+) 2-3; MDAO0107 3-7; MDAO0106
14-17). An ihnen konnte der Zusammenhang zwischen Genkopienzunahme und Zunahme

der mRNA Expressionshohe bestitigt werden (69).

Aus diesen Untersuchungen der EGFR-Amplikons von MDA-MB-468 (MDA-WT), drei
seiner Sublinien mit unterschiedlicher AGCN fiir EGFR sowie A431 und BT-20 ergaben sich
distinkte amplifizierte Bereiche der chromosomalen DNA. Diese schlossen, mit Ausnahme
der MDA-MB-468 Sublinie mit nahezu diploider EGFR-Kopienzahl (MDA(+)), jeweils das
EGFR-Gen in voller Lange ein. Das Amplikon der Sublinie MDA(+) zeigte nach den Exonen
4 bis 7 keine erhéhte AGCN fir EGFR. Es wurden Regionen mit evolutionir-bedingter,
erhohter chromosomaler Instabilitit an den Start- und Endregionen der Amplikons lokalisiert
(177). Far die MDA-MB-468 Sublinie konnte ein mehrstufiges Amplifikationsmuster
beschrieben werden, wobei die Linge des Amplikons mit steigender AGCN fiir EGFR
zunahm. Dabei bildete das Amplikon der Sublinie MDA(+) das zentrale Element des

Hauptamplikons aus. Dem Hauptamplikon wurden zwei weitere Regionen telomer- und
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Zusammenfassung

centromerwirts des zentralen Elementes zugeordnet. Diese Regionen zeigten ab dem
Amplikon der Sublinie MDA0107 DNA-Zugewinne. Eine gering amplifizierte Region schloss
sich centromerwirts dem Hauptamplikon von dem Subklon MDA0106 und MDA-WT an. In
der telomerwirtigen Startregion des Amplikons wurden im Bereich eines retroviralen
HERVK-Elements (179,180) durch qPCR Kopienzahlen bestimmt, die — bezogen auf die
AGCN von EGFR — um Faktor 2-16 erhoht waren. In einem 4,8kb telomerwirts der
HERVK-Sequenz lokalisierten retroviralen SVA_A-Element konnten durch Long-Range PCR
differentielle PCR-Fragmente amplifiziert werden, die auf chromosomale Umlagerungen in
einem Sequenzbereich hindeuten, der eine Akkumulation repetitiver DNA Motive aufweist.
Die Analyse der telomerwirtigen Startregion des Amplikons durch qPCR zeigte in der
SVA_A-Sequenz die ersten chromosomalen Bereiche mit erh6hter DNA-Kopienzahl. Ferner
wurden durch vergleichende Softwareanalysen Homologien zwischen der repetitiven SVA_A-

Sequenz und dem HERVK-Element von >500 Basen nachgewiesen.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse deutlich, dass alle analysierten EGFR-Amplikons
innerhalb der rare fragile site (RFS) FRA7A lokalisiert sind. Es wire demnach mdglich, dass
die Aktivierung der RFS durch Einzel- oder Doppelstrangbriiche erfolgen kénnte (186, 187),
die wiederum durch die Anwesenheit stark repetitiver Sequenzelemente beglinstigt werden.
Solche repetitiven Sequenzen fihren hiufig durch Leseungenauigkeiten zur Abnahme der
Replikationsgeschwindigkeit an der Replikationsgabel. Aus einer moglichen Aktivierung der
RES FRAT7A entstehende Fehler bei der NAHR (Nicht allelische homologe Rekombination)
oder NHE] (,,Non homologons  end joining®) konnten als Ausloser des BFB-Mechanismus
angesehen werden (89). Dieser wiederum konnte Ausgangspunkt fiir die beobachteten

Amplifikationen mit EGFR im Zentrum sein.

Um die genomische Charakterisierung des EGFR-Status auf Einzelzell-Ebene zu erméglichen,
wurde eine Methode etabliert, die basierend auf Mikromanipulation mit anschlieBender ,,Whole
Genome Amplification” (WGA) das gesamte Genom der Zelle amplifiziert (155,156). An der
durch WGA amplifizierten DNA wurden anschlieBend die Folgeapplikationen der
Mikrosatelliten-PCR zur Detektion von allelischen Imbalancen (Als), der Sequenzierung zur
Uberpriifung der Basensequenz, sowie Verfahren zur Analyse von Anderungen in der DNA-
Kopienzahl, die qPCR und ,,Fine Tiling Array CGH* validiert. Auf der Basis dieser Methode
wurde die Heterogenitit der MDA-MB-468 Zellen fiir den EGFR-Lokus in Einzelzellen

quantitativ nachgewiesen.
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Zusammenfassung

Bei der Analyse von ,,Disseminated Tumor Cells (IDTCs), die als Zytokeratin-positive Zellen im
Knochenmark und Blut verschiedener metastasierender Mammakarzinom-Patientinnen
identifiziert wurden, wurden durch qPCR in 58% der Zellen EGFR-Amplifikationen
nachgewiesen, davon in 33% der Zellen mit einer AGCN fiir EGFR =10. Im Vergleich dazu
konnten in <5% der Primirtumore durch CGH-Analysen EGFR-Amplifikationen
nachgewiesen werden (175). FEin biologischer Zusammenhang zwischen dem

Metastasierungsprozess und der Genamplifikation des EGFR ist deshalb naheliegend.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Allgemeines Verstindnis der Krebsentwicklung nach der Entschliisselung des

menschlichen Genoms

Noch bis vor wenigen Jahren beschrieb man in der Biologie, insbesondere der Zellbiologie,
die Zellen in einem Tumor mit Attributen wie ,entdifferenziert“ oder ,retrograd
differenziert. Der Fokus lag dabei auf dem Verlust von organspezifischen Funktionen der
Tumorzelle, wie z.B. dem Verlust der Polaritit von Brustdrisenzellen oder die geringere
Adhirenz zu benachbarten Zellen und Basalmembranen. Diese Sichtweise basierte auf der
Annahme, dass in den Tumorzellen eine ,metabolisches Unordnung® bestand. Die
Pleiomorphie der Zellkerne von Tumorzellen mit ihrem deutlich h6heren DNA-Gehalt oder
die immunhistochemische Darstellung von Strukturproteinen, wie z.B. den Zytokeratinen des
Zytoskeletts, die sich von aulen betrachtet als unstrukturiert darstellen, verstirkten diesen

Eindruck.

Diese Ansicht muss, basierend auf dem aktuellen Wissensstand der Molekularbiologie, in so
weit revidiert werden, als dass Tumorzellen ganz im Gegenteil hochspezialisiert und
strukturiert sind. Dadurch werden koordinierte Funktion wie z.B. gerichtete Zellbewegung bei
der Invasion der Basalmembran, die Persistenz im Blutkreislauf und die Extravasation aus den
Gefillen in andere Organe als dem Ursprungsorgan, z:B. den Knochen, dem Gehirn oder der
Leber iberhaupt ermoglicht. Auf dieser Basis sind Tumorzellen, die die Fihigkeiten besitzen
unkontrolliert zu proliferieren, invasiv iiber Basalmembranen zu wachsen und Metastasen
auszubilden, als prizise koordinierte Systeme zu betrachten, die aufgrund dieser Fihigkeiten

im menschlichen Organismus tiberleben und sich systemisch ausbreiten kénnen.

Bereits vor dem Abschluss des Humanen Genomprojekts (HUGO) identifizierte
Schliisselmechanismen und —molekile, die diese speziellen Funktionen der Tumorzellen
vermitteln, kénnten unter Finsatz neuer Technologien fiir die Analyse von DNA, RNA und
Proteinen, als molekulare Grundlage dieser speziellen und komplexen Funktionen bestitigt
werden und es gelang die Feinstruktur und Netzwerkstruktur weiter auszuleuchten. So wurden
genomische Schliissel-Aberrationen, wie z.B. chromosomale Deletionen oder Amplifikationen

fir einzelne Tumortypen identifiziert.



Einleitung

Es gelang mRNA  Expressionsmuster  fir einzelne Tumortypen mit ihrer
Progressionsgeschwindigkeit und dem Therapieansprechen zu verbinden. Auch spezifische
Proteinmodifikationen z.B. fir die Dominanz von Signalwegen der Zellmigration wurden
gefunden. Dominante molekulare Signalwege der Zellen sind fir die Diagnostik, sowie
individualisierte ~ Therapie als Indikatoren fir eine schlechtere Prognose oder
Therapieresistenzen von Bedeutung. Diese Molekularen Prognose- und Pradiktionsparamater

werden derzeit zunehmend in die Klinik eingefiihrt.

1.2 Krebsepidemiologie und die Definition maligner Tumore

Im Jahr 2004 starben in Deutschland ~208.000 Menschen an den Folgen von Krebs. Das
macht Krebs zur zweithdufigsten Todesursache nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen in
unserem Land. Die meisten Todesfille sind dabei auf bésartige Tumoren der Lunge, der
weiblichen Brustdriise, des Darms, der ménnlichen Prostatadriise, des Magen und der Ovarien
zuriickzuftihren (1). Karzinom, auch als ,solide® Tumore bezeichnet, entstehen aus den
Epithelzellen der genannten Organe. Sie bleiben lange ohne Symptome und werden spit bzw.
in einem fortgeschrittenen, kaum noch therapierbaren Stadium erkannt. Morphologisch wird
ein maligner Tumor durch die Fihigkeit seiner Zellen definiert ohne Kontaktinhibition zu
wachsen, invasiv Uber Basalmembranen zu wachsen und in anderen Organen Metastasen
ausbilden zu konnen. Genetische Verianderungen innerhalb der Zellen, auf denen die
Beobachtungen basieren, lassen sich in vielen Fillen als Chromosomenaberrationen bereits
mikroskopisch feststellen. Die Entschlisselung der DNA-Sequenz fihrte zur Identifikation
von Genen, die unmittelbar mit der Transformation einer Zelle zu einer malignen Tumorzelle

in Zusammenhang stehen.

1.3 Tumorgenese und onkogene Mutationen in Rezeptortyrosinkinasen

Der Tumorgenese liegt eine Storung bzw. Verinderung in der Signaltransduktion zu Grunde,
die zu unreguliertem Wachstum fiithrt. Diese kann in allen Signalwegen vorliegen, die Zellen
modellieren oder verindern (2,3), sowie das empfindliche Gleichgewicht zwischen Zellteilung,
und Wachstum gegeniiber der Apoptose storen (4). Es wurden unterschiedliche Anfilligkeiten
fir onkogene Mutationen in den verschiedenen Klassen von Signal-Proteinen und ihren
Signaltransduktionswegen  beschrieben (5). Deren kodierende Gene werden als

Protoonkogene bezeichnet.
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Zu den wichtigsten Molekiilen zihlen hierbei Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) und deren

Liganden, sowie Transmittermolekiile, Transkriptionsfaktoren und proliferationshemmende

Proteine (6-10).

Die Transformation einer benignen Zelle in eine Tumorzelle kann einerseits durch
Genprodukte von Onkogenen, die aufgrund von Mutationen aus Protoonkogenen
hervorgingen und andererseits durch Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen bedingt sein.
Ausgel6st werden kénnen Mutationen durch Fehler in DNA-Reparaturmechanismen, der
DNA-Rekombination (11), sowie der Chromosomenverteilung wihrend des Zellzyklus (12).

Historisch bedingt unterscheidet man bei der Aktivierung von Onkogenen initiale Ereignisse,
die wihrend der frithen Phasen der neoplastischen Transformation stattfinden und
Progression-assoziierten Ereignissen, die spitere transformierende Prozesse auslosen (13). Zu
den initialen Ereignissen zdhlen die Mutationen, die eine konstitutive Aktivierung des
verinderten Proteins bewirken. Als ein wichtiges Beispiel sind Deletionen im EGFR-Gen zu
nennen, aus denen ein Verlust der Liganden-Bindedomine resultiert, und die zu einer
konstitutiven, Liganden-unabhingigen Aktivierung des Rezeptors fithren (14). Ebenso kann
ein Aminosaureaustausch durch eine Punktmutation zu einer konstitutiven Aktivierung der
Kinase des Rezeptors fihren (15,16). Die Bildung von Fusionsproteinen durch
Translokationen kann ebenfalls zu einer Steigerung der Kinaseaktivitit fihren (17). Diese
kénnen durch die Fusion mit sehr aktiven Promotoren (18) oder einer Juxta-Position zu
Enhancer Elementen bedingt sein (19,20). Bekannte Mechanismen, die zur Entstehung eines

Onkogens fithren sind in Abb.1.1 schematisch dargestellt.
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Abb. 1.1: Bekannte Mechanismen zur Transformation von Protoonkogenen zu Onkogenen, verindert
nach Carlo, 2008 (13)

Die Anzahl der betroffenen Onkogene, die Art der Mutation, das Zusammenspiel der
Onkogene, sowie der daraus resultierenden Transformation der Zellen, ist sehr heterogen und
wihrend der Tumorgenese stetigen Verinderungen unterworfen. Dies ldsst sich am Beispiel
von Mammakarzinomen darstellen.  Durch genomweite Genexpressionsanalysen von
Mammatumoren  mittels cDNA-Microarrays und  anschlieBenden  hierarchischen
Clusteranalysen  (unsupervised — hierarchical — clustering) ~ konnte  gezeigt werden, dass
Brustkrebserkrankungen in verschiedene molekulare Subtypen eingeteilt werden kénnen
(Abb.1.2). Das kombinierte Expressionsmuster von mehr als 500 Genen wurde als
intrinsisches Genset identifiziert und erlaubt die Zuordnung jedes einzelnen Mammatumors
zu einer der molekularen Untergruppen, die sich auch durch ein immunhistochemisches

Markerset charakterisieren lassen.
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Abb.1.2: Molekulare Klassifizierung von Mammatumoren nach der Clusteranalyse von cDNA
Microarrays, entnommen aus Dent et al., 2007 (21)

Luminale Tumoren sind hidufig Hormonrezeptor-positiv und entwickeln sich méglicherweise
aus den luminalen Zellen der Brustdriise. Tumoren des ErbB2-Phinotyps weisen eine starke
Amplifikation und Uberexpression des HER2-Gens auf und sind in der Regel sensitiv fiir die
Behandlung mit anti-HER2-gerichteter Therapie. Als dritte wichtige Gruppe sind die ,,basal-
like“Tumoren zu unterscheiden. Es handelt sich hierbei um Hormonrezeptor- und HER2-
negative, hiufig jedoch Cytokeratin 5/6- oder EGFR-positive Karzinome mit Eigenschaften
der regenerativen Basalzellen. Die molekularen Subtypen des Mammakarzinoms zeigen
aufgrund ihrer spezifischen biologischen Besonderheiten starke Unterschiede im
Krankheitsverlauf und im Ansprechen auf (neo-)adjuvanten Behandlung. Vor allem die ,,basal-
like““Karzinome sind schnell proliferierende Tumoren mit schlechter Prognose, deren weitere

molekulare Charakterisierung von grof3er klinischer Bedeutung ist.

1.4 Rezeptortyrosinkinasen und die ErbB-Familie

Durch das Human Genom Projekt weil3 man, dass bis zu 20% der etwa 32.000 menschlichen
Gene fir Proteine kodieren, die an der Signaltransduktion mitwirken. Zu dieser Gruppe
zihlen unter anderem die Uber 520 Proteinkinasen, welche sich nach Tyrosin- und
Serin/Threonin-Spezifitit einteilen lassen. Es sind bis jetzt tber 90 Proteinkinase-Gene
bekannt, von denen 58 fir transmembrane Rezeptortyrosinkinasen kodieren, die man
wiederum in 20 Klassen unterteilt (22). Da die RTKs eine wichtige Rolle im Wachstum,
Differenzierung, Migration und dem Tod einer Zelle spielen, sind sie auch ein Schliissel zum

Verstindnis der onkogenen Aktivierung.
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Die wichtigsten Ereignisse der Entdeckung der RTK-vermittelten Signaltransduktion und der

daraus resultierenden RTK-basierten Krebstherapie sind in Abb.1.3 chronologisch dargestellt.
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Abb.1.3: Zeitliche Abfolge der Entdeckung der RTK-vermittelten Signaltransduktion und RTK-
basierter Krebstherapie, nach Gschwind et al., 2004 (23).

RTKSs sind Zelloberflichenproteine die durch eine einzelne Transmembrandomine, eine

intrazellulire Domine mit Kinaseaktivitit und eine extrazellulire lingandenbindende Domine

charakterisiert sind. Lingandenbindung fithrt zu Homo- bzw. Heterodimerisierung. Durch die

sterisch glinstigere lLage der beiden intrazelluliren Dominen zueinander erfolgt eine

Aktivierung der Tyrosinkinase-Domanen mit der daraus resultierenden Aktivierung der Auto-

bzw. Transphosphorylierung der carboxyterminalen Region (siche Abb. 1.4)(24-26). Die von

den RTKs gebundenen Signalproteine induzieren nun ihrerseits Zellwachstum und

Differenzierung. Sie besitzen als Erkennungssequenz ein Modul von 100 Aminosduren,

welches als SH2-Domine (src-homologe Domine 2) bezeichnet wird.
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Diese erkennen phosphorylierte Tyrosinpeptide und durch Wechselwirkungen von zwei
Argininresten und einem Lysinrest mit der Phosphatgruppe und dem aromatischen Ring des
Phosphotyrosins erfolgt eine Phosphorylierung des Signalproteins und initiiert eine
Signalkaskade aus hintereinander geschalteten biochemischen Reaktionen. Diesen Kaskaden,
die auch als ,,downstream signaling* bezeichnet werden, unterliegen die Kontrolle iber
Zellwachstum und Vermehrung, der Apoptose, der Angiogenese, der Adhidsion und der

Beweglichkeit von Zellen.

8: p) e 03 T 0@98

Extracellular

Abb.1.4: Aktivierung der RTK, entnommen aus Blume-Jensen & Hunter, 2001 (27)

a: Die Tyrosinkinaseaktivitit ist im unstimulierten Zustand stark repremiert. Die Aktivierungsschlaufe und die
katalytische Schlaufe liegen im Gleichgewicht zwischen substratabweisender (blau) und substratzuginglicher
(grin) Konformation vor. Die juxtamembranire Region (orange) und die C-terminale Region (rot) kénnten die
Konformation des N-terminalen Kinaselappens (,,N*) oder den Substratzugang storen.

b: Die Hemmung durch die Aktivierungsschlaufe und die juxtamembraniren und C-terminalen Regionen wird
durch Liganden-induzierte Rezeptor-Dimerisierung und Tyrosin-Autophosphorylierung aufgehoben.

Allgemein gilt fiir alle an malignen Erkrankungen beteiligten RTKSs, dass durch Verlust oder
Stérung einer oder mehrerer Regulations-Mechanismen onkogene Transformation ausgelost
wird. Dieses kann durch folgende Prozesse ausgelost werden:

- Retrovirale Insertionsmutagenese. Die Insertionen von C-Typ Retroviren in der Nihe
eines Onkogens kann zu einer Deregulation der Expression fithren. Insertionen von
Promotoren mit erhohter Aktivitit sind nur stromaufwirts eines Gens in gleicher
transkriptioneller ~ Orientierung  aktiv. Enhancer Insertionen konnen auch
stromabwiirts zu einer Deregulation fithren. C-Typ Retroviren kénnen ebenfalls z-on¢
Gene enthalten. Ein klassisches Beispiel hierfiir ist das z-s7¢ Onkogen des Rous-

Sarkom-Virus. Das »-s7¢ Gen kodiert fiir eine Tyrosinkinase mit verstarkter Aktivitdt

27).



Einleitung

- Genomische Umlagerung, z.B. chromosomale Translokation, aus der Fusionsproteine
resultieren koénnen, die mindestens eine katalytische Domine und ein Protein mit
Dimerisierungsfunktion beinhalten. Als Beispiel hierfur ist das Philadelphia
Chromosom zu nennen, das in tUber 95% aller Fille von chronischer myeloischer
Leukdmie zur Entstehung einer chimire RTK fihrt (28).

- ,,Gain-of-Function® Mutationen oder kleine Deletionen. Als Beispiel ist das
EGFRVIII Transkript zu nennen, bei dem es durch eine Deletion zum Verlust der
Ligandenbindedomine kommt, die eine konstitutive Aktivierung der RTK auslost
(14).

- Uberexpression durch  Genamplifikation. Diese bedingt eine ansteigende
Konzentration aktiven Proteins. Als Beispiel hierfir ist die HER2-nex

Genamplifikation zu nennen, die haufig in Mammakarzinomen auftritt (58)

Die Proteine der ErbB-Familie stellen von allen im Zusammenhang mit der Entstehung und
Entwicklung des Mammakarzinoms  untersuchten Wachstumsfaktoren die am besten
beschriebenen dar. Sie spielen in der Differenzierung des Brustdriisengewebes eine
entscheidende Rolle und es gibt Anzeichen dafiir, dass bestimmte genetische Verinderungen
innerhalb der ErbB-Familie mit verschiedenen morphologischen Typen des

Mammakarzinoms assoziiert werden kénnen (29,30).

Die Bezeichnung “erbB” resultiert aus einer Homologie der kodierenden Gene zu dem
retroviralen v-erbB-Onkogens, das im allgemeinen Krebserkrankungen in Zellen der
erythropoetischen Systems hervorruft (12,32). Die ErbB-Familie, fir die als Synonym die
Bezeichnung HER verwendet wird, setzt sich aus erbB1 (EGFR), erbB2 (HER2), erbB3 und
etbB4 zusammen (31), die alle den in Abb.1.6 beschriebenen Aufbau besitzen (33). Die
Gruppe der als Liganden fiir die ErbB-Familie bekannten Wachstumsfaktoren setzt sich aus
EGF-dhnlichen Liganden und Neuregulinen zusammen (35), die iber ihre bevorzugte
Bindung an bestimmte Rezeptoren zu unterschiedlichen Rezeptor-Dimeren fiihren und somit
verschiedene Signaltransduktionswege aktivieren (31,34). Der Rezeptor HER2 besitzt keinen
eigenen Liganden und dient in erster Linie als Dimerisierungspartner der drei ibrigen
Rezeptoren. Neben der Uberexpression von HER2, die zur Transaktivierung durch Rezeptor-
Dimere fihrt, wurden fir die ErbB-Familie aktivierende Mutationen, sowie der Ausfall von

inaktivierenden Mechanismen beschrieben (306).
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1.5 Der Epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR)

Fir EGFR wurden in zahlreichen Studien an unterschiedlichen Tumorentititen hohe
Uberexpressionsraten erhoben (Tab.1.1). Da die Uberexpression von EGFR zu einer
Steigerung der Zellproliferation, Angiogenese und Metastasierungsrate mit gleichzeitiger

Verringerung der Apoptose fihrt, ist EGFR ein interessantes Ziel fir die ,, Targeted Therapy™

(Gezielte Therapie).
Tumorart EGFR-Uberexpressionsrate
Mamma-CA 14%-91%
Colon-CA 25%-77%
Ovarial-CA 35%-70%
Pankreas-CA 30%-50%

Tab.1.1: EGFR-Uberexpression in menschlichen Tumoren, verindert nach Buerger et al. 1999
29)

Die erthobenen Daten sind sehr stark abhingig von dem verwendeten Antikérper, des
Protokolls des immunhistochemischen Nachweises, der Auswahl des Scoring Systems und der
Festlegung des Cutoffs (37). Eine Vereinheitlichung dieser Parameter konnte bis jetzt nicht

erzielt werden.

Der EGF-Rezeptor, ein transmembranes Glykoprotein, ist als Prototyp der erbB-Rezeptor-
Familie zu nennen, das tber eine intrinsische Tyrosinkinaseaktivitit verfigt. Das Protein setzt
sich aus 1186 Aminosduren (38) zusammen und besitzt ein Molekulargewicht von 170 kDa
(39). Die extrazellulire, ligandenbindende Domine besteht aus 612 Aminosauren (40), besitzt
ein Molekulargewicht von 100 kDa (41) und wird in vier Bereiche eingeteilt (42). In den N-
Terminus (43), zwei cysteinreiche Regionen (44) und den Bereich, der die beiden
cysteinreichen Regionen voneinander trennt. Am N-Terminus findet man an etwa zwolf
Asparaginresten die Moglichkeit zur Glycosylierung (38), welche die Bindungsaffinitit von
Ligand und Rezeptor beeinflusst (45). Die cysteinreichen Regionen sind zwischen den
Aminosduren 134-313 und 446-612 lokalisiert und beinhalten insgesamt 51 Cysteinreste (38).
Durch die Ausbildung von Disulfidbriicken untereinander fihrt zur Tertidrstruktur der
extrazelluliren Domine (45). Ein weiterer wichtiger Bestandteil der extrazelluliren Domine
sind Kohlenwasserstoffe, die in Form von 10-11 N-verknipften Oligosaccharid-Ketten
vorliegen. Die 23 Aminosauren lange transmembrane Domaine befindet sich zwischen den
Aminosduren 622 und 644. Dieser hydrophobe Teil des Rezeptors bildet eine a-Helix-Struktur

aus (44,42,46).
9.
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Die intrazellulire Domine besteht aus 542 Aminosiuren (47), ist 60 kDa (40) schwer und
setzt sich aus der Tyrosinregion, sowie der juxtamembraniren und der Carboxylregion (42)
zusammen. Innerhalb der juxtamembraniren Region (645-689) (48) an der Position 654
befindet sich ein Threoninrest, der ein Phosphorylierungsziel der Proteinkinase C bildet (49).
Dies fihrt zu einer Senkung der Tyrosinkinaseaktivitit des Rezeptors und férdert dessen
Abbau (48). Das Molekulargewicht der 250 Aminosauren-langen Tyrosinkinaseregion (690-
940)(Ref.38) betrigt 40 kDa (50). Ihre zentrale Einheit setzt sich aus zwei Peptidschlaufen und
einer Peptidtasche zusammen. Das an der gréBeren Schlaufe gebundene ATP, ebenso wie ein
Teil des an der kleineren Schlaufe gebundenen Substrates reichen in die Tasche hinein, in der
dann die Phosphorylierung stattfindet (51). Die Autophosphorylierungsstellen des Rezeptors
befinden sich in der 246 Aminosduren-langen und 20 kDa schweren (49) carboxyterminalen
Region. Die im C-Terminus befindlichen Tyrosinreste 1148, 1068 und vor allem 1173 werden

am haufigsten phosphoryliert (32).

1.6 Die Genstruktur und Transkriptionsregulation von EGFR

Das kodierende Gen fiir den humanen epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor ist auf dem
Chromosom 7p11.2 lokalisiert und umfasst 193 kBp (52). Durch Alignements der EGFR-
cDNA mit der genomischen Sequenz konnte gezeigt werden, dass der EGF-Rezeptor von
insgesamt 28 Exonen kodiert wird (43,53,54). Alle Exone werden flankiert von GT-AG
Konsensus-Splicestellen (39,55). Wie von Callghan und Mitarbeitern bereits 1993 (50)
beschrieben, umfasst das humane Exon 1 die 5-UTR (Untranslated Region) und Sequenzen,
die fur das Signalpeptid und die ersten finf Aminosiuren des reifen EGF-Rezeptors kodieren.
Die extrazellulire Region wird durch die Exone 2-16 kodiert, wobei die beiden cysteinreichen
Regionen von den Exonen 5-7 und 13-16 kodiert werden. Exon 17 kodiert fir die
transmembrane Region, die Exone 18-24 fiir die intrazellulire Tyrosinkinasedomine und die
Exone 25-28 fur die intrazellulire carboxyterminale Region des Rezeptors (sieche Abb.1.5).
Besonders auffillig an der Genstruktur des EGF-Rezeptors ist das mit 123 kBp extrem grof3e
Intron 1 (55).

- 10 -
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Abb.1.5: Schematische Darstellung der Subdominen des EGF-Rezeptors und die dafiir kodierenden
Exone, verindert nach Reiter et al., 2001 (55): SP: Signalpeptid; TM: Transmembrane Domane; IT und IV:
zwei cysteinreichen Regionen; TK: Tyrosin-Kinase-Domine; CT: Catboxyterminale Region

Die Richtung der EGFR-Transkription von Telomer nach Zentromer wurde durch den
Abgleich von 17 STS (Sequence Tagged Site) Markern mit der genomischen Sequenz ermittelt
(55).

Anhand der Zelllinie NIH-3T3 konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von EGFR
eine zellulire Transformation bedingen kann (57). Eine Uberexpression durch
Amplifikationen von EGFR wurde fiir verschiedene Tumorentititen mit unterschiedlicher
Hiufigkeit beschrieben. In Glioblastomen tritt diese mit einem Anteil von 60% hidufig auf. Fur
Mammakarzinome hingegen war eine Amplifikation, wie sie z. Bsp. fir das HER2/nen-Gen
beschrieben wurden (58), in weniger als 5% aller Fille nachweisbar. Es wird daher davon
ausgegangen, dass beim Brustkrebs eine Uberexpression von EGFR normalerweise nicht
durch eine erhohte Gen-Dosis ausgelost wird, sondern die Expression auf der
Transkriptionsebene reguliert wird. Das EGFR-Gen besitzt verschiedene Initiationsstellen
oberhalb des GC-reichen Promotors, an denen die Transkription beginnt. Der Promotor
besitzt weder eine TATA- noch eine CAAT-Box (59). Wie auch von anderen Genen bekannt,
spielt das Intron 1 eine wichtige regulatorische Rolle. Es finden sich sowohl upstream als auch
downstream des Promotors im Intron 1 zwei Enhancer (60). Nahe am Downstream-
Enhancer-Element findet man einen polymorphen SSR (simple sequence repeat), der aus 14-
21 CA-Dinukleotiden (CA-SSR I) besteht und in einer kaukasischen Referenzbevolkerung
eine Heterozygotie von 72% aufweist (61). Die Linge dieses CA-Repeats korreliert negativ mit
der Transkriptionsrate (62). Man versucht, sich dieses Phinomen wie folgt zu erkliren (63): Es
konnte gezeigt werden, dass der Bereich des Poly-CA-Stiickes auffallend biegsam ist und der
Hang zu intrinsischer DNA-Krimmung wenig ausgeprigt. Je linger der CA-Repeat, desto
biegsamer der Abschnitt. Dies kénnte bedeuten, dass ein Repressorprotein eventuell beide
Enhancer binden und damit Sekundarstrukturen der DNA, z. B. Schleifenbildung, erzwingen

konnte.

- 11 -
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In dieser wiirde der CA-Repeat als eine Art Gelenk fungieren und es wiirde eine Erklirung
dafir geben, dass die Repression der Translation bei lingerem CA-Repeat, also biegsamerer

DNA, begitinstigt wird (Abb.1.6).

Enhyneer 2

Abb.1.6: Modell zur transkriptionellen Regulation der EGFR-Expression, verindert nach
Gebhardt et al., 1999 (62): Die Biegsamkeit der 5"-Region des EGFR-Gens wird durch den CA-SSR I im
Intron 1 bestimmt. Ein méglicher Repressor kann durch den lingeren CA-SSR 1 begtinstigt binden und die DNA
in Sekundirstrukturen bringen.

Ein ,,Loss of heterozygosity* (LOH) bezeichnet die Unterreprisentation eines Allels in einem
Gewebe, wie sie mittels Mikrosatelliten-PCR ermittelt werden kann. Diesem Phinomen
konnen entweder der Verlust oder die Amplifikation eines Allels zugrunde liegen. Die Allele
liegen also im Ungleichgewicht vor, man spricht daher von Allelic Imbalance (AI). Tumore, in
denen sich die Allelverteilung zugunsten des kirzeren CA-Repeats verschoben hat, zeigten
eine hohere intratumorale EGFR-Konzentration (64). CA-SSR 1 ist innerhalb des EGFR-
Gens im Mammakarzinom stindiges Ziel von Mutationen. Hierbei handelt es sich um
Amplifikationen, welche wahrscheinlich die ersten Schritte in der Mammakarzinogenese
reprisentieren und zu einem Brustkrebstyp fihren, der mit schlechten klinischen Prognosen,
wie einer erhohten Rate an Tumorrezidiven, in Verbindung gebracht wird. In Gen-Dosis-
Studien konnten jedoch nur minimale Anzeichen fiir die Neuordnung oder Amplifikation des
EGFR-Gens nachgewiesen werden (66). Die Uberexpression von EGFR wurde deshalb
hauptsichlich als Resultat gestorter Transkriptionsmechanismen betrachtet. In 20% der
Patientinnen mit einer Amplifikation wurden von 6 oder mehr Genkopien gemessen. Weitere
20% der Patientinnen mit erhohter EGFR-Expression zeigten hingegen eine gesenkte
Kopienzahl (67). Die verwendeten Primer befanden sich in der bekannten regulatorischen
Sequenz des EGFR-Gens in der 5”-Region an der Grenze zwischen Exon 1 und Intron 1 des
EGFR-Gens. Da in beiden Fillen eine erhohte intratumorale EGIFR-Konzentration
festgestellt werden konnte, werden beide Patientengruppen der Hochrisikogruppe fiir den

frihen Beginn der Tumorprogression zugeordnet (68).
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Die genetischen Abweichungen finden sich in den ersten 1200 Basen des Intron 1 und
Hinweise deuten auf ausgeprigte Amplifikationen des CA-SSR-I Bereiches im Intron 1 des
EGFR-Gens (69). Da der Mechanismus, welcher diese Amplifikationen bedingt, noch

ungeklirt ist, muss zunichst auf Modellvorstellungen zurtickgegriffen werden.
1.7 Mbogliche Ursachen fiir die Entstehung von £EGFR Amplifikationen

Ein moglicher Ansatzpunkt fiir den Entstehungsprozess von EGFR Amplifikationen bieten
»Fragile Sites, bei denen es sich um wenig verdichtete Regionen in Metaphase-
Chromosomen handelt. An diesen kommt es wihrend der DNA Replikation vermehrt zu
Strangbriichen, wobei zwischen Common Fragile Sites (CEFSs) und Rare Fragile Sites (RESs)
differenziert wird, die nur in <5% aller Individuen einer Population auftreten (70). Mutagene
Agenzien erhohen die Wahrscheinlichkeit eines Strangbruches (71-72). Der Zusammenhang
zwischen genetischer Pridisposition und der Aktivierung von CFESs, konnte fiir eine CFS auf
Chromosom 7p13-14, nahe dem EGFR Lokus (74), sowie andere CFSs (75), bestitigt
werden. Dabei waren hiufig auch chromosomale Regionen mit anderen Genen betroffen, zu
denen eine Assoziation mit humanen malignen Erkrankungen bestand (73). Durch die
Aktivierung einer Fragile Site kann der von McClintock beschriebene BFB (Breakage Fusion
Bridge) Zyklus (76) initiiert werden (Abb.1.9). Bei diesem kann es wihrend der Anaphase,
nach dem Verlust des schitzenden Telomers (78), zur Fusion und anschlieBenden
Ungleichverteilung von zwei Schwesterchromatiden auf die Tochterzellen kommen und somit

zur Amplifikation definierter genomischer Bereiche (62,72) fihren.

} b4
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Abb.1.7: Schematische Darstellung des strangbruchinduzierten BFB-Mechanismus, veridndert
nach Shuster et al. 2000 (77): Dieser fithrt zu Inverted Repeats bestehend aus den amplifizierten
DNA-Segmenten. Die blauen Kreise symbolisieren Zentromere, die grinen Dreiecke Gene.
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Ein weiterer Ansatzpunkt zur Erklirung des Amplifikationsmechanismus bietet der DNA
Reparaturmechanismus des ,,non-homologous end joining* (NHEJ), bei dem es regelmalig
zum Verlust von Basen kommt. Als Folge eines fehleranfilligen NHE] zwischen zwei
Chromosomen kann es zu somatischen, tumorrelevanten Chromosomenverinderungen, wie
unbalancierten Translokationen kommen (80). Als Initiatoren fiir ein NHE] konnen, unter
anderem, die im Intron 1 lokalisierten A/ I Elemente dienen. Die Existenz einer RFS auf
Chromosom 7p11.2, deren Induktion in einem Einzelstrangbruch nahe des EGFR Lokus
resultierte(73,79), konnte gemeinsam mit dem Prozess der nicht-allelischen homologen
Rekombination (NAHR) einen weiteren Erklirungsansatz darstellen. NAHR kann durch
ungleiches ,,cross-over zur Entstehung von Mikrodeletionen und Mikroduplikationen fithren.
Diese molekularzytogenetisch darstellbaren Imbalancen (81) koénnen zum Verlust bzw.
Gewinn von mehreren Genen fihren (82). Der Prozess der NAHR findet zwischen
repetitiven Elementen, den sogenannten ,,Jow copy repeats® (LCR) statt (83-84). Die LCRs, zu
denen auch die im Intron 1 lokalisierten MER22 gehéren, tragen hierbei Signalstrukturen, die
bei der Rekombination eine essentielle Rolle spielen (85-88). Eine Zusammenfassung der fir

NHE]J und NAHR beschriebenen Charakteristika ist in Abb.1.8 dargestellt.

Genomische Umlagerungen

Mechanismus - NHEJ

Bruchpunkte - verteilt

Architektonische >200bps A, LINE Elements
DNA-Elemente - >85% Homologie | Bt b bl |

Intramolekular
stimulierende
Sequenzen

Drei-Basen Wiederholungen
Telomerische Wiederholungen

Sequenz-Eigenheiten

. Zusétzliche Basen
an rekombinanten _ an den Gabelungen

Gabelungen

Abb.1.8: Charakteristika der NAHR und NHE] Mechanismen, verindert nach Shaw & Lupski, 2004
(89) Dargestellt sind DNA architektonische Elemente und Charakteristika, welche fir die NAHR und NHE]
Mechanismen jeweils verschieden sind, sowohl als aktivierende Elemente, als auch Eigenschaften, die nach
Rekombinationsprozessen Hinweise auf einen méglichen Mechanismus geben.
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Eine Aufklirung des Amplifikationsmechanismus von EGFR konnte zu Tage fordern, dass
hier eine genetische Pradisposition vorliegt und z.B. durch die Entwicklung eines PCR-

basierten Tests zu einer Risikoabschitzung fir Patienten fithren.

1.8 Metastasierung und minimal residuale Erkrankungen

Die Ursache der hohen Mortalititsrate bei invasiven Karzinomen liegt aus klinischer Sicht
nicht im Primartumor. Mammakarzinome sind z. Bsp. in den meisten Fillen chirurgisch zu
entfernen und die Rate der In-Brust-Rezidive liegt in Kombination mit einer Strahlentherapie
der betroffenen Brust bei ~4-9%. Malighe Tumore besitzen jedoch die Eigenschaft, im
Korper zu migrieren und in anderen Teilen des Korpers Metastasen auszubilden. Mafl3gebliche
Risikofaktoren hierfiir stellen zum einen die Anzahl karzinomatds infiltrierter, axillarer
Lymphknoten (LKs) dar, die direkt mit der Ruckfallrate korrelieren (90), zum anderen die
GroBe des Primirtumors, der direkt mit der Uberlebensrate korreliert (91). Die Verbreitung

von Tumorzellen kann tiber den lymphatischen oder tiber den himatogenen Weg stattfinden

(s. Abb.1.9).
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Abb.1.9: Schematische Darstellung der Metastasierungskaskade, veridndert nach Pantel & Brakenhoff,
2004 (92): Die Metastasierung der Tumorzellen ist sowohl auf lymphatischem (rote Pfeile), als auch auf
himatogenem Weg (blaue Pfeile) moglich. Lymphatisch disseminierende Tumorzellen wandern hierbei in die
lokalen LKSs ein und proliferieren zu soliden Metastasen. Eine spitere Disseminierung in distante Organe durch
die LK Metastasen und die Formation von sekundiren Metastasen ist ebenfalls mdglich. Die himatogene
Disseminierung kann sowohl von Primidrtumor, LK Metastasen, als auch sekundir Metastase ausgehen.
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MaBgeblich am Metastasierungsprozess beteiligt sind die Bildung von proteolytischen
Enzymen, der Verlust von Zelladhdsionsmolekiilen, sowie die Angiogenese. Durch sie wird
das Ablosen von Tumorzellen aus dem Zellverband des Primartumors und das Eintreten in
Lymph- bzw. Blutbahnen nach Invasion und Penetration des Stromagewebes ermoglicht (93-
96). Die zitkulierenden Tumorzellen miussen den Scherkrifte und Angriffen des
Immunsystems wiederstehen, sowie die Apoptose, die durch Verlust von Zell-Zell-Kontakt
induziert wird, umgehen kénnen (97).

Adhisionsproteine konnen anschliefend den Kontakt zum Kapillarbett anderer Organe
herstellen. Nach Durchdringen des Endothels, der endothelialen Basalmembran (98), Invasion
des Stromas und Aktivierung der Proliferation kann sich eine solide Metastase ausbilden. Aus
unbekannten Grinden kommt es vor, dass die Proliferation erst nach einer teilweise
jahrelangen Latenzphase (Dormancy) einsetzt (99,100). Die Metastasierung einzelner
Tumorzellen scheint entgegen klassischen Modellen (101) ein frithes Ereignis in der
Tumorgenese darzustellen (92,102). Nur ein geschitzter Anteil von <1% der nachweislich
groen Anzahl an vom Tumor freigesetzten Tumorzellen (103) besitzt die Fihigkeit,
Metastasen zu bilden (104,105). Das Einwandern einzelner Tumorzellen, den ,,disseminierten
Tumorzellen (DTC), ohne die Ausbildung von soliden Metastasen, bezeichnet man als
minimale residuale Krebserkrankung (Mznimal Residual Disease, MRD) (106). Der Nachweis
dieser Zellen wurde 1981 erstmals erfolgreich in Knochenmarks-Aspiraten durch epitheliale
Marker gefiihrt (107). Der immunzytochemische Nachweis von DTC tber epithelspezifische
Proteine in den mesenchymalen Kompartimenten Blut, Lymphknoten und Knochenmark
zeigte eine Korrelation zwischen dem Vorhandensein von DTC und der Entstehung von
Metastasen (108,109). Als spezifischer Marker fir DTC in zytologischen Priparaten des KM
etablierte sich der Nachweis von Zytokeratin-positiven Zellen (CK'-Zellen) durch einen Pan-
Antikorper, der sich gegen ein gemeinsames Epitop verschiedener Zytokeratine richtet
(110,111). Diese werden, als integraler Bestandteil des Zytoskeletts, von epithelialen Zellen
stabil exptrimiert. Da in ca. 1% der gesunden Probanden ebenfalls CK'-Zellen im KM
nachgewiesen wurden, kann eine ektope Expression in mesenchymalen Zellen nicht
vollstindig ausgeschlossen werden (112). In acht von zwolf Studien wurde gezeigt, dass das
Vorhandensein von DTC im KM ein unabhingiger Pradiktor fiir eine schlechte Prognose
darstellt (108,112-119). Aufgrund der prognostischen Relevanz des Auftretens der DTC soll
eine genomische Charakterisierung der Zellen, neben einem verbesserten biologischen
Verstindnis der Disseminierung, ebenfalls Aufschluss iber den moglichen Nutzen des

Einsatzes von ,, Targeted Therapies® geben.
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Neben der bereits beschriebenen Therapie mit Herceptin fir HER2-tiberexprimierende
Tumore stehen ebenfalls Tyrosinkinaseblocker fir EGFR-iiberexprimierende Tumore zur
Verfiigung. Als zugelassene Substanzen sind unter anderem Gefitinib (Iressa), Erlotinib
(Tarceva), sowie die monoklonalen Antikorper Cetuximab (Erbitux) und Panitumumab

(Vectibix) zu nennen.

1.9 DNA-Quantifizierungsmethoden zur Untersuchung des EGFR Amplikon

19.1 Fine Tiling Array-CGH

Die Methode der CGH (Comparative Genomic Hybridization) dient zum spezifischen
Nachweis von Verinderungen in der DNA Kopienzahl. Die Methode beruht auf der
gleichzeitigen Hybridisierung gleicher Anteile von unterschiedlicher Fluoreszenzmarkierter
Test- (Tumor-DNA) und Referenz-DNA (normale DNA) auf Metaphasechromosomen
(CGH) oder auf Mikroarrays mit cDNA-, BAC-Klone oder Oligonukleotiden (siche Abb.
1.10). Die Mikroarrays werden anschlieBend gescannt und die Stirke der Fluoreszenz
gemessen. Das Verhiltnis der Fluoreszenzintensititen von Test- und Referenz-DNA gibt
Aufschluss tber das Vorliegen von chromosomalen Imbalanzen. Ein Zugewinn der Test-
DNA wird dabei durch eine relative Erth6hung von der Test-Fluoreszenz zu der Referenz-
Fluoreszenz detektiert. Bei einem Verlust in der Test-DNA wird dementsprechend eine

relative Erh6hung Referenz-Fluoreszenz detektiert.

Referenz-DNA Proben-DNA A CGH Plot |
s b rray- o
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Abb.1.10: Ubersicht zur Durchfithrung einer Array-CGH. Referenz- und Proben-DNA werden mit
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert (Cy5 bzw. Cy3) und in gleichen Anteilen zusammengegeben.
Bei der kompetitiven Hybridisierung konkurrieren die Tumor- und die Referenz-DNA um die homologen
Bindungsstellen des Arrays. Anhand des Verhiltnisses aus den Fluoreszenzintensititen der Tumor- und der
Referenz-DNA kénnen DNA-Uberreprisentationen bzw. DNA-Verluste der Tumor-DNA bestimmt werden.
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Die klassische CGH besitzt mit 2mb fir DNA-Gewinne und 10mb fir DNA-Verluste, was in
etwa einer chromosomalen Bande entspricht, ein verhaltnismiflig — geringes
Auflésungsvermégen. Durch die Verwendung von Mikroarray-CGHs wurde das
Auflésungsvermogen um mehr als eine Zehnerpotenz erhoht. Der Einsatz von cDNA-
Klonen erméglichte, die Untersuchung von Verdnderungen in der DNA-Kopienanzahl und
der Genexpression auf einer gemeinsamen Plattform. Mit einem wesentlich hoéheren
Auflésungsvermogen von 267kb zeigten cDNA-Mikroarrays aufgrund ihrer begrenzten
Anzahl an Klonen und ihrer schwachen Signalintensitit allerdings starke Schwichen. Kurze
Zeit spater erschien der erste Mikroarray mit DNA aus 2.600 BAC Klonen und einer
Auflésung von 1,2mb auf dem Markt. Die Verwendung eines 30.000 BAC-Arrays erhoht das
Auflésungsvermégen um eine weitere Zehnerpotenz, ihre Herstellung ist allerdings
zeitaufwendig und kostspielig. Kostengtinstiger und flexibler in der Zusammenstellung sind
Mikroarray-CGHs, die mit mehr als 30.000 Oligonukleotiden das vollstindige humane Genom
abdecken und mit ~100kb ein hohes Auflésungsvermogen besitzen. Da die Auswertungen auf
Gen-Ebene stattfinden, erlaubt die Verwendung des gleichen Arrays fir CGH und
Expressionsanalysen einen direkten Vergleich von mRNA-Expression und DNA-
Kopienanzahl. Das Fine Tiling Array ist dafir konzipiert einen DNA-Sequenzbereich von mit
einer Auflésung von ~0,5kb darzustellen. Die als Sonden verwendeten Oligonukleotide
werden dabei so angeordnet, dass der maximale Abstand zwischen den Sonden kleiner sein
muss, als deren jeweilige Linge. Dies fithrt zu einer Uberlappung (Tiling) der Sonden mit
singulirer Sequenz, wodurch die Konsistenz der Daten erhéht wird. Hoch-homologe DNA
Regionen, die keine singuliren 50-75 Basen langen Sequenzen aufweisen, kénnen mit Fine
Tiling Arrays nicht erfasst werden. Das in dieser Arbeit verwendete Array bestand aus 395000
Oligonukleotiden einer Linge von 50-75 Basen und einem Tiling von 15 Basen. Dadurch
konnte eine DNA-Sequenzlinge von ~4,7mb erfasst werden.

Eine weitere Mikroarray-Art zum Nachweis von Verinderungen in der DNA-Kopienanzahl
stellen SNP-Arrays dar. Einzelnukleotid-Polymorphismen (Single Nucleotide Polymorphism,
SNP) stellen die haufigste Quelle genetischer Variation beim Menschen dar. SNPs eignen sich
aufgrund ihrer hohen Dichte als Marker zur Lokalisation von krebsassoziierten Genen,
konnen aber auch selbst zur Tumorentstehung und dessen Progression beitragen. SNP-Arrays
erlauben die gleichzeitige Bestimmung von LOH und DNA-Kopienanzahl. Mit bis zu 100.000
SNPs wird eine hohere Auflésung als bei Oligonukleotid Mikroarray-CGHs oder gingige
Mikrosatellitenstudien erreicht, wobei die Sensitivitit im Vergleich zu Mikroarrays basierend

auf Oligonukleotiden verringert ist.
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1.9.2 Quantitative Real-Time PCR

Die Quantitative Real-Time PCR (qPCR) ist eine Methode zur Vervielfiltigung von DNA,
basierend auf dem Prinzip der herkémmlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR), die
zusatzlich die Quantifizierung der gebildeten DNA in Echtzeit erlaubt. Die Quantifizierung
erfolgt jeweils am Ende eines jeden PCR-Zyklus iiber die Fluoreszenz eines Reportermolekiils,
die proportional zur gebildeten DNA-Menge zunimmt. Der Methode liegt die Annahme
zugrunde, dass die erste signifikant messbare Zunahme an Fluoreszenz proportional zu der
Menge des eingesetzten Startmaterials ist. Dies setzt eine maximale Effizienz der Reaktion
voraus, die einer Verdopplung pro PCR-Zyklus entspricht. Die korrekte Quantifizierung kann
deshalb nur im exponentiell verlaufenden Teil der PCR-Reaktion durchgefiithrt werden, der oft
nur wenige Zyklen andauert. Als Reportermolekille werden hauptsichlich der DNA-
interkalierende Farbstoff SYBR green sowie doppelt gelabelte Hydrolysierungs-Sonden
(TagMan- Sonden) verwendet (Abb.1.11).
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Abb.1.11: Quantitative Real-Time PCR: A. Prinzip des SYBR green Assays, Fluoreszenz tiber Interkalierung; B.
TagMan Sonde mit sich iberlagernden Extinktions- und Absorbtionsspektren bei 518nm von Reporter (griin)
und Quencher (rot); C. TagMan 5’-Nuklease Assay, Fluoreszenz-Zunahme durch Hydrolyse der Sonde
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Dem SYBR green Assay liegt eine Fluoreszenzzunahme durch Interkalierung des
Reportermolekils in das sich akkumulierende Produkt zugrunde. Bei dem TagqMan Prinzip
wird ein doppelt gelabeltes Oligonukleotid, das zwischen den beiden PCR-Primern bindet,
wihrend der Strangsynthese hydrolysiert. Solange die Sonde intakt ist, befinden sich das
Reportermolekiil und der sogenannte Quencher in unmittelbarer riumlicher Nihe. Wird das
Reportermolekiil angeregt, wird die abgegebene Energie durch FRET (fluorescence resonance
energy transfer) auf das Quenchermolekiil tbertragen. Aufgrund der sich tberlagernden
Emissions- und Absorbtionsspektren der Molekiile ist keine Fluoreszenz messbar. Wird die

Sonde hydrolysiert ist FRET nicht mehr méglich und die Fluoreszenz nimmt zu.

1.10 Fragestellung

In  zahlreichen Studien an  unterschiedlichen  Tumorentititen  wurden  hohe
Uberexpressionsraten fiir EGFR erhoben (29). Fir Mammakarzinome konnte eine
Uberexpression von EGFR in 30-40% der Tumore nachgewiesen werden. Diese scheint auf
Ereignissen zu beruhen, die in einem frihen Stadium der Tumorgenese auftreten. Die
Uberexpression von EGFR konnte ebenfalls in primalignen Vorstufen und dem umgebenden
morphologisch normalen Gewebe nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, dass die
Expression des EGFR Gens tber die Linge eines ,,CA dinucleotide repeats® im Intron 1
beeinflusst wird (64). Fir 33% der Mammakarzinome und 75% des morphologisch normalen
Driisengewebes wurde dabei eine Ungleichverteilung der Allele (allelic Imbalance) in CA-SSR
(simple sequence repeat) nachgewiesen. Durch quantitative PCR 5°-Nuklease-Assays
(TagMan) zeigte sich, dass die Als auf Amplifikationen zuriickzufithren waren, die zu einer
Uberexpression des Rezeptors fithrten (69). Die gleiche Amplifikation des CASSR  im
EGFR- Gen konnte in 30% des umgebenden morphologisch normalen Brustgewebes und
100% der Lymphknotenmetastasen nachgewiesen werden. Als Basismodel dieser Arbeit dient
die Zelllinie MDA-MB-468, die den Phinotyp eines invasiven Mammakarzinoms besitzt. Die
Zelllinie trigt im Bereich des Chromosoms 7p11-14 eine distinkte Amplifikation, die das

EGFR-Gen einschliel3t.

- 20 -



Einleitung

Wihrend dieser Arbeit sollten folgende Ziele verfolgt werden:

- Es sollten, basierend auf der Heterogenitit der EGFR Genkopienzahl innerhalb der
Population der Zelllinie MDA-MB-468, Sublinien mit unterschiedlichen
durchschnittlichen Genkopienzahlen (,,Average Gene Copy Number® — AGCN)
erzeugt werden.

- Fr eine stabile und reproduzierbare Quantifizierung der AGCN im diploiden Bereich
sollte ein quantitatives Real-Time PCR (qPCR) Assay etabliert werden.

- Anhand von quantitativer ,,Reverse-Transkriptase-PCR* (q-RT-PCR) der Sublinien mit
unterschiedlicher AGCN fir EGFR sollte der kausale Zusammenhang zur
Expressionshohe von EGFR untersucht werden.

- Ferner sollten Analysen zur Struktur des EGFR Amplikons auf genomischer Ebene
durchgefiihrt werden. Diese sollten mit Bezug auf EGFR-Gendosis, Amplikonlinge
und genomischer Charakteristika der Grenzregionen Aufschluss tber mogliche
Amplifikationsmechanismen geben.

- Dies sollte ebenfalls auf der FEinzelzell-Ebene durchgefiihrt werden, um die
Heterogenitit von MDA-MB-468 Zellen fir den EGFR Lokus zu untersuchen.
Hierfur sollte eine Methode etabliert werden, mit der Einzelzellen isoliert und das

ganze Genom linear amplifiziert werden konnten.

Die Untersuchungen sollten unter Verwendung der folgenden molekulargenetischen

Methoden durchgefithrt werden:

- Fur eine gesicherte Quantifizierung der AGCN von EGER sollten TagMan Assays fur
das EGFR-Gen und stabile Referenzregionen etabliert werden.

- Die Expressionsanalysen sollten mit TagMan RT-PCR Assays durchgefiihrt werden.

- Die genomische Charakterisierung der Struktur des Amplikons sollte durch Fine Tiling
Array-CGH (,,Competitive Genomic Hybridisation™) durchgetithrt werden.

- Die Resultate der Fine Tiling Array-CGH sollten anschlieBend durch qPCR, ,,Long-
Range” PCR und Sequenzierung tberprift werden.

- Zur genomischen Charakterisierung von Einzelzellen sollte eine Methode basierend
auf Mikromanipulation und anschlieBender MDA  (,Multi Displacement
Amplification)-WGA (,,Whole Genome Amplification®) etabliert werden.
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Fir die WGA amplifizierte DNA sollten anschlieBend die molekulargenetischen
Applikationen der Mikrosatelliten DNA, Sequenzierung, qPCR und Fine Tiling Arrays
validiert werden.

In den abschlieBenden experimentellen Arbeiten sollten die etablierten Assays an
Patientenmaterial in Form von ,,Circulating Tumor Cells* (CTCs) aus Blutproben und
»Disseminated Tumor Cells* (DTCs) aus dem Knochenmark von Patienten mit

primirem, metastasierendem Mammakarzinom validiert werden.
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Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zelllinien

Tab.2.2: Herkunft der verwendeten humanen Zelllinien.

Zelllinie Typ Ursprungsgewebe Literatur
MDfé_é\/[ B- Adenokarzinom der Brust Pleuraerguss (124)
A431 Epidermoidkarzinom Haut (125)
HBL100 Adenokarzinom der Brust Brustdrise (126)
MCEFE-7 Adenokarzinom der Brust Pleuraerguss (127)
SK-OV-3 Opvariales Adenokatzinom Aszites (128)
SKBR-3 Adenokarzinom der Brust Pleuraerguss (129)
BT-20 Adenokarzinom der Brust Brustdriise (130)
G22 Gliom NA (131)

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

2.1.2.1 Chemikalien

Die Loésungen wurden, wenn nicht anders erwihnt, mit demineralisiertem Wasser angesetzt.

Sollten Loésungen fir  Arbeiten

RNA verwendet werden, wurden sie

Diethylenpyrocarbonat (DEPC, Sigma) behandeltem Wasser angesetzt.

AB-Serum
Aceton
Borsidure (H3BO3)

DAKO Blocking Solution
DAPI Fluorescent Nuclear Stain
Desoxynukleosidtriphosphat-Set
Diethylprocarbonate (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

D-MEM-Medium

EDTA (Diethylen-diamin-tetraessigsdure)
Ethanol, Isopropanol
Fotales Kilberserum (FCS)

Ficoll-Plaque

Formaldehydlésung, mindestens 37%
Formamid, deionisiert

Gel Star Nucleic Acid Gel Stain
L-Glutamin 200 mM

Himalaun
HIDI Formamid

Kalimchlorid (KCl)
Kaliumhydrogenphosphat (K2HPO4)
Kaliumdihydrogenphosphat (IK2H2POy)

Methylenblau

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphatdihydrat

Biotest AG, Dreieich

J. T. Baker, Deventer, Niederlande
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

DAKO, Hamburg

Thermo Scientific, Bonn

Roche, Mannheim

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Serva, Heidelberg

Gibco BRL, Life Technologies, Eggenstein
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Merck Eurolab, Darmstadt

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Merck Eurolab, Darmstadt

Merck Eurolab, Darmstadt

Lonza, Rockland, USA

Gibco BRL, Life Technologies, Eggenstein
Merck Eurolab, Darmstadt

Applied Biosystems, Darmstadt

Merck Eurolab, Darmstadt

Merck Eurolab, Darmstadt

Merck Eurolab, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Merck Eurolab, Darmstadt

mit
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Natriumacetat Merck Eurolab, Darmstadt

Neufuchsin Merck Eurolab, Darmstadt

Nuklease-freies Wasser Promega GmbH, Mannheim

Oktadecyltrichlorsilan Fluka, Erlangen

Oktanfraktion Fluka, Erlangen

Paraformaldehyd Merck Eurolab, Darmstadt

Penicillin-Streptomycin Gibco BRL, Life Technologies, Eggenstein

PBS, Dulbecco’s Gibco BRL, Life Technologies, Eggenstein

Protease Losung Qiagen, Hilden

Proteinase K-Losung Qiagen, Hilden

Seakem® LE Agarose FMC-Bioproducts, Rockland, USA

Sodiumdodecylsulfat (SDS) Amersham Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg

Natriumcitrat-Dihydrat Merck Eurolab, Darmstadt

Neodisher Dr. Weigert, Hamburg

Tetramethylammoniumchlorid MWG Biotech, Hamburg

Triton X 200 Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Toluidinblau Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Trypsin-EDTA 10 x konzentriert Gibco BRL, Life Technologies, Eggenstein

Trypsinlosung ICN Biomedicals

2.1.2.2 Antikorper

Tab.2.3: Antik6érper zum Nachweis von Zytokeratin-positiven Zellen im KM oder Blut.

Antikorper Verdiinnung Hersteller

Anti-Pan CK A45-B/B3 1:100 Micromet, Martinsried
DAKO 70259 1:20 Dako, Hamburg
A45/CY3 1:300 Micromet, Martinsried
CD45/ Alexa488 1:150 Denovo Biolabels, Miinster
CK 5/8 oyster red 1:500 Progen Scientific GmbH, Heidelberg
APAAP-Komplex 0,1 mg/ml Dako, Hamburg

2.1.2.3 Oligonukleotide
Die aufgelisteten Oligonukleotide wurden von den Firmen Operon und TibMolBiol bezogen und

wurden mit dem Reinheitsgrad HPSE (High Purity Salt Free) im 0,02 mmol-Mal3stab synthetisiert.
Einfach und doppelt Fluoreszenz-gelabelte Oligonukleotide wurden HPLC gereinigt und die

zweifach markierten Oligonukleotide zusitzlich mit der Option 3 “minor groove binder synthetisiert.

Tab.2.4: Verwendete Oligonukleotide fiir AI-Analysen.

Annealing-
Bezeichnung * Sequenz (5' — 3') Temf)ael::tir Amplikon Literatur
°C] [Bp]

D78522_F [6-FAM]GCAGGACATGAGATGACTGA 5 121 cigene
D7S8522_R GTTATGCCACTCCCTCACAC
D8S258_F [6-FAM]JAGCTGCCAGGAATCAACTGAGAG 5 220 cigene
D8S258_R GATGCTCACATAAAGGAGGGAGG
D16S400_F [6-FAM]GGTTCACAATTGGACAGTAT s 179 cigene
D16S400_R GAACCCTCCATGCTGACATT
NEFL_F [6-FAM]CCAATACCTGCAGTAGTGCC ,

56 109 eigene
NEFL_R GAGCTGCTTAACACATAGGG
D13S153_F [6-FAMJAGGGTTATGTATAACCGACTCC 5 194 cigene
D13S153_R GTCTAAGCCCTCGAGTTGTGG

Y
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Bezeichnung *

Sequenz (5' — 3')

Annealing-
Temperatur
[°C]

Amplikon
[Bp]

Literatur

D17S855_F
D17S855_R
D10S541_F
D10S541_R
D165402_F
D165402_R
D165422_F
D165422_R
P53CA_F
P53CA_R
CASSR1_F
CASSR1_R
CASSR3_F
CASSR3_R
CASSR4_F
CASSR4_R
D782429_F
D782429_R
D75494_F
D75494_R
D75499_F
D75499_R
D782467_F
D782467_R
CASSR2_F
CASSR2_R
D782550_F
D782550_R
CASSRG6_F
CASSRG6_R

[6-FAM]GGATGGCCTTTTAGAAAGTGG
ACACAGACTTGTCCTACTGCC
[6-FAM]CACCACAGACATCTCACAACC
CCAGTGAATAGTTCAGGGATGG
[6-FAM]GTACCCATGTACCCCCAATA
CAAAGCACCACATAGACTAA
[JOEE|GAGAGGAAGGTGGAAATACA
GTTTAGCAGAATGAGAATAT
[6-FAMJAAGAAATTCCCACTGCCACTC
GCTGTAGAGTGAAGCTCAGGCT
[6-FAM]GTTTGAAGAATTTGAGCCAACC
TTCTGTCTGCACACTTGGCAC
[6-FAM]JAGGCCCACAGAGGAGATAACAGA
CAGGTGTGGTAGATGCCAAAGAA
[6-FAM]GCAACTTATCCAAACCCTGACC
AGAGTGGACTAGGAAATGCTAGGAG
[6-FAM]CAACTGCCCACACACATCTTTC
TGGGAGCTGGGAGTCAAGTG
[6-FAMJAGCTATGACCACCACTGAACTCAAG
TGAGTCTTTGCAAAACATGCCTG
[6-FAM]GCAGGCTCAGTAAGTGGTTGC
CATGAGTGTTCCTGCTGTTTCCT
[6-FAM]JAAGGAGGAATTACTTGGCTGTGC
GTGGTAACGGTCATCTGTGTTCG
[6-FAM]CTCGAGGTCTCATCCTCTTTCCC
GCAGAGGTGCACAAAGGAGTAATG
[6-FAM]TTCATTCAGCTCTCCTCGTCTCAC
CTAAGTTCCATTTGTCTCGGTTCCA
[6-FAMJAGTTCCTGACTGGGAATTCGAT
TTGGCCAAATTACACACCTTTG

56

56

56

56

56

56

62

62

62

62

62

62

62

62

62

151

161

112

122

171

121

126

197

218

116

216

178

169

248

158

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

* T forward Primer (sense); R: reverse Primer (antisense); [6-FAM)] Fluoreszenzfarbstoff 6-FAM-phosphoramidit

Tab.2.5: Verwendete Oligonukleotide zur DNA-Sequenzierung der Exone 5-9 von TP53.

Annealing- .
Bezeichnung * Sequenz (5' — 3') Temperatur Ang;hl](on Literatur
[°C] P
p53_5/6_F CACTTGTGCCCTGACTTTC )
58 477 eigene
p53_5/6_R ACTGACAACCACCCTTAACC
p53_7_F CTGCTTGCCACAGGTCTC _
58 267 eigene
p53_7_R TGGAAGAAATCGGTAAGAGG
p53_8/9_2F TTAGGCTCCAGAAAGGACAAG _
58 560 eigene
p53_8/9_2R CAGGAGCCATTGTCTTTGAG

* F: forward Primer (sense); R: reverse Primer (antisense); 2F /2R zweites Primer Set; 5/6, 7, 8/9 bezeichnen die zu

amplifizierenden Exone
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Tab.2.6: Verwendete Oligonukleotide zur quantitativen Analyse von DNA Genkopienzahlen:
TaqMan Assay basierte Quantifizierung von CHRZ2, CHR10 & EGFR

Bezeichnung *

Sequenz (5' — 3')**

Annealing-
Temperatur

[°C]

Amplikon
[Bp]

Literatur

QEGFR_F
QEGFR_R

QEGFR_CA+1.5k

QCHR2_F
QCHR2_R
QCHR2FAM
QCHRI0_F
QCHR10_R

QCHR10FAM

TCTGCATTCCTGCCGAGTTC
GCAGTCTCCACTCCATGCTCA

P-CAGCCCTCTGTTGGGTCACCTTCC-P

TGCTGCAGGAAGCTTGAACAC
CACCATCCAGGATCTGTCTGC

P-CACACTCTTCACACTCACCCTTCCATT-P

CAGAGATGCGGTGTTCAGGAC
CTGGCCTCATCCTTGGTATCG

P-AGGCACTTTGCAAGGAGAACCACCA-P

58

58

58

94

115

126

eigene

eigene

eigene

* Tt forward Primer (sense); R: reverse Primer (antisense) ** P: Doppelt gelabeltes Oligonukleotid, 5°-6-FAM-

phosphoramidit und 3°-Black-Hole-Quencher-1a gegen 6-FAM-phosphoramidit

Tab.2.7: Verwendete Oligonukleotide zur quantitativen Analyse von DNA Genkopienzahlen:

SYBR green Assay basierte Quantifizierung von Linel & EGFR

Bezeichnung *

Sequenz (5' — 3')

Annealing-
Temperatur

[°C]

Amplikon
[Bp]

Literatur

Line-1_F
Line-1_R
qEGFR3-F
qEGFR3-R
qEGFR4-F
qEGFR4-R
qEGFR4b-F
qEGFR4-R
qEGFR5-F
qEGFR5-R
qEGFR7-F
qEGFR7-R
qEGFRY-F
qEGFR9-R
qEGFR14-F
qEGFR14-R
qEGFR15-F
qEGFR15-R
qEGFR16-F
qEGFR16-R
qEGFR17-F
qEGFR17-R
qEGFR19-F
qEGFR19-R
qEGFR20-F
qEGFR20-R
qEGFR21-F
qEGFR21-R

AAAGCCGCTCAACTACATGG
TGCTTTGAATGCGTCCCAGAG
TACCTGGACCTTGAGGGATTG
ACTGCGTGAGCTTGTTACTCG
CCATGACTGCAATCGTCTACC
TTGAACCCTAATGCACACGAG
GGTCAAAGGCTAACGTGCAG
TTGAACCCTAATGCACACGAG
TACATCATGCGACCATTCCAG
TGGGCTTTGAGCAATGATTAG
CACCACTCACTGAGACCTTGG
GAAATGGAGGCATGGTAGTCC
CACCGTCATCACCTTCCTTTC
TCCTCCATCTCATAGCTGTCG
CCAAGGGAGTTTGTGGAGAAC
TGAAATGGACGTGGATAGCAG
CCTACGGGTGAGTGGAAAGTG
ACAAACCTCGGCAATTTGTTG
TGTCCAACGAATGGGTAAGTG
CCACAGCAGTGTGGTCATTC
TACATCCATCCGAGGAAATGG
CAGCTTTGTGGACATTGAAGG
TCTAGACCCTGCTCATCTCCAC
AGGCCAGTGCTGTCTCTAAGG
TCGCAAAGGTAATCAGGGAAG
GGATCCTGGCTCCTTATCTCC
AGCCATAAGTCCTCGACGTG
GAGAAGACCCTGCTGTGAGG

58

58

58

58

58

58

58

58

58

58

58

58

58

58

149

115

62

119

147

52

107

122

107

73

61

104

57

124

(155)

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

* F: forward Primer (sense); R: reverse Primer (antisense)
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Tab.2.8: Verwendete Oligonukleotide zur quantitativen Analyse von DNA Genkopienzahlen:
SYBR green Assay basierte Validierung der Tiling Array Daten fir MDA-MB-468 WT

Bezeichnung *

Sequenz (5' — 3')

Annealing-
Temperatur

[°C]

Amplikon
[Bp]

Literatur

WT-FO1-F
WT-FO1-R
WT-FO2-F
WT-FO2-R
WT-FO03-F
WT-F-03-R
WT-F04-F
WT-F04-R
HERV-K1-F
HERV-K1-R
HERV-K2-F
HERV-K2-R
WT-F05-F
WT-F05-R
N-WT-FO1-F
N-WT-FO1-R
N-WT-F02-F
N-WT-F02-R
N-WT-F03-F
N-WT-F-03-R
N-WT-F04-F
N-WT-F04-R
N-WT-F05-F
N-WT-F05-R
N-WT-F06-F
N-WT-F06-R
N-WT-F07-F
N-WT-F07-R
WT-EO01-F
WT-EO1-R
WT-E02-F
WT-E02-R
N-WT-E01-F
N-WT-E01-R
N-WT-E02-F
N-WT-E02-R
N-WT-E03-F
N-WT-E-03-R
N-WT-E04-F
N-WT-E04-R
N-WT-E04-R
N-WT-E05-F
N-WT-E04-R

CAGTCAGCACATTGACACTGG
AAGTGTGGACCAGCTCTGTCTC
AGCCAGCTCTTTGATTCTTGG
CAAAGGAAACCTATTGCAAGC
TCTGTAGCTCATGGATTACTTGG
TACCCGTGGGCTGTGTACC
GAATCCAGGTCAAACCATGTG
TACACAGATGCCTGCTCAAAG
CCAAAGAAGAGACTCTGAGAGGAC
AGTCTTGACATGGCTGTTATTGAG
GAAATCCAAGCTGTATGTTCAATG
ATTAGAAGTCAGCCTAATGCCATC
GGCTCCCATGATTCTCCTG
GGGCAACACTGAGCATTAAG
AACCAGCCATATTCCATTCATC
GCCCAAAGTCAGGTCATATACAG
TCACCCAAGTCGTGTATGTCAG
CCACTCTCGAAATTGTTCAGC
AAGAAAGGTGATGAGCATGGAC
CCCTTAAATTTGAGAACAAGTGG
GAAAGCATTTCAGCCTTTCAC
CACATGTTCAAATGAATTGATGC
TTCTTTGCACATTAAATTGTTTG
AGAGGAATAGGCAGATCAATGG
ACTGTTCTTGGGTAGATTGTTCTG
TGTTGGTCGTTGTATTTGTTTC
TTTAGAAGATGGATTGGTGAGGAG
CCTGTTCTTGTTCTGACCATTG
CTCCAGAAGCCCTGACATTG
CTTCCTCCTATCCCTCACTGC
CTGGGAGGACAAGGTAAGAGG
AATGGTGGAGTCACAGCTCAC
GGGACCACATCTTACTCTCCAG
ACAGCACCTTCCTCCTTACATC
AGGAGAGTGCAGTGAGGGATAG
ACAGCACCTTCCTCCTTACATC
TACCAACAGTTCTCCCTCATCC
AGTCTGCGGTGTAGAGGAAATC
ATATAGATTCGGCAGCCTTCAG
TCCAATATCCAAGAGGCAGAAC
TCCAATATCCAAGAGGCAGAAC
TCCTCAAAGATTGGTTTGTTTG
TCCAATATCCAAGAGGCAGAAC

60

60

60

60

60

60

60

60

60

60

60

60

60

60

60

60

60

60

60

60

60

108

109

209

105

59

268

219

212

251

50

174

111

257

50

91

208

149

71

144

120

288

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

eigene

* N-: Nachdesign; WT: MDA-MB-468 WT; FOx: telomerseitige Amplikongrenze; EOx centromerseitige

Amplikongrenze; F: forward Primer (sense); R: reverse Primer (antisense)
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Tab.2.9: Verwendete Oligonukleotide zur quantitativen Analyse von DNA Genkopienzahlen:

SYBR green Assay basierte Validierung der Tiling Array Daten fiir MDA-MB-468 0106

Bezeiihnung Sequenz (5" — 3') Anne aling;Temperatur Amplikon Literatur
[°C] [Bp]

0106-FO1-F CGGGTCATTGCTTTACAGG

60 300 eigene
0106-FO1-R TGGGTTCTGAAGGATGGTTG
0106-F02-F ACATCCCTAGCACAGGCATC

60 60 eigene
0106-FO2-R CAGAAAGCAGCACCTCACAC
0106-F03-F ATTTGGGAAGAGCCACGAG

60 65 eigene
0106-FO3-R AATCCCAGATTTGGGTAGGG
WT-FO01-F CAGTCAGCACATTGACACTGG

60 108 eigene
WT-F01-R AAGTGTGGACCAGCTCTGTCTC
WT-F02-F AGCCAGCTC GATTCTTGG

60 109 eigene
WT-F02-R CAAAGGAAACCTATTGCAAGC
0106-E01-F CTACGGGCAGAGGGTTCAG

60 221 cigene
0106-E01-R CACAGACAGTTCGTGCAAATC
0106-E02-F GCCACATCAGAGCCATAAGC

60 124 eigene
0106-E02-R TTCCAAGAAGGTCTGTGAGGAC
NO0106-E1-F CCTCCTATCCAATGGTCTCTCTC

60 55 eigene
NO0106-E1-R TTCCTCCTCTGCAAGTAAGTCAG
NO0106-E2-F GTCTCAAAGTAAATGTGGGATGTG

60 107 eigene
NO0106-E2-R TCACCAAACCATATCATATTCAGC
NO0106-E3-F TTTCCCACCTAAAGATAGGATTTG

60 265 eigene
NO0106-E3-R TATTGAGTCATTGCTGTACCCATC
NO0106-E4-F TGGCTGTCTGTGTATGTCTGTATG

60 224 eigene
NO0106-E4-R AGGGAGAGTATTCACACATGCTTC

* N-: Nachdesign; 0106: MDA-MB-468 0106; FOx: telomerseitige Amplikongrenze; EOx centromerseitige

Amplikongtenze; F: forward Primer (sense); R: reverse Primer (antisense)

Tab.2.10: Verwendete Oligonukleotide zur quantitativen Analyse von DNA Genkopienzahlen:

SYBR green Assay basierte Validierung der Tiling Array Daten fiir MDA-MB-468 0107

Bezeiihnung Sequenz (5" — 3') Anne aling;Temperatur Amplikon Literatur
°C] [Bpl

0107-FO1-F CCATGATTCGGGATATGGTC

60 132 eigene
0107-FO1-R GGACTCAAACATC 'AGCCAAC
0107-F02-F ATTGGTGAGGAGCAGACAATG

60 73 eigene
0107-F02-R TGGTTTGACCTGGATTCACTC
0107-FO3-F CTGCATCCCAGCTACATCAG

60 78 eigene
0107-FO3-R ACACCCTGTAAAGCAATGACC
0107-F04-F GCTCACCAGCACTACCTTCTG

60 121 eigene
0107-F04-R AGAAAGCAGCACCTCACACTC
N-0107-F01-F GCACTTTGTTTGACTTTGTAGGG

60 143 eigene
N-0107-F01-R TTGAACTAAGAAACCAAGGAAGC
0107-E01-F CATGGGTATTGAGGCTCTTTG

60 160 eigene
0107-E01-R ATTGTCCACCAGACAGCTGAG
0107-E02-F TACCTCCTCACAACGTCCATC

60 124 eigene
0107-E02-R TGAAGCCAGAATACCACCAAG
0107-E03-F GTTTGAATGTGGTTTCGTTGG .

60 115 eigene
0107-E03-R CCTGTGAGCTGAAGAGTGAGG

* N-: Nachdesign; 0107: MDA-MB-468 0107; FOx: telomerseitige Amplikongrenze; EOx centromerseitige

Amplikongtenze; F: forward Primer (sense); R: reverse Primer (antisense)
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Tab.2.11: Verwendete Oligonukleotide zur quantitativen Analyse von DNA Genkopienzahlen:
SYBR green Assay basierte Validierung der Tiling Array Daten fiir MDA-MB-468 +

Annealing- .
Bezeichnung * Sequenz (5' — 3') Temperatur Amplikon Literatur
g [Bp]
MDA+FO01-F TGGTTCATCAACTTGGTAGGG 60 160 .
igen
MDA+F01-R TTCCGCAATAAGCATGTGAG ceene
MDA+F02-F ACCAGTGTCACCACAAATGC 60 58 .
1
MDA+F02-R CTTAGCCTTCCCAGTGTTGC ceene
MDA+F03-F AAATTGGCAGCAACAGCAC .
60 166 eigene
MDA+F03-R TTCACTGCCTGAAACTGTGG
MDA+F04-F CCTGCCTGACTTACCCACTC .
60 250 eigene
MDA+F04-R TTATGGAAAGGAGCGTGGAG
MDA+E01-F CTGCGTAGGACCTTGCTTTC 60 65 .
1
MDA+E01-R GACGTTGTGAGGAGGTAGGC ceene
MDA+EQ02-F TCGTTGGAAGCAAATGTGTC .
60 245 eigene
MDA+E02-R CTTACCAGGCAGTCGCTCTC
MDA+EQ03-F CGTGTGGGTCAGGTACTTTG .
60 284 eigene
MDA+E03-R CTCATAACGAGGCTGCTTCC
MDA+E04-F TGCTCTTTGCTTCCATGTTG ,
60 209 eigene
MDA+E04-R CATCTATCCACCACCCAACC
N-MDA+EO01-F AATGTGGTTTCGTTGGAAGC .
60 122 eigene
N-MDA+EO01-R GAGCAAAGGTTCCCTGTGAG
N-MDA+EO02-F GAATGGATAGAGGGACAGGTTG 60 50 .
i
N-MDA+E02R  ACTTCAAAGGTGTGGGTTCATC ceene
N-MDA+EO03-F GTTGTGTCACCACCAGATCAAG €0 194 .
i
N-MDA+E03-R  CAACCTGTCCCTCTATCCATTC ceene
N-MDA+E04-F AAGGTGGTCTGGAGAAACAAAG 60 139 .
i
N-MDA+E04R  GCGTAATCCCAAGGATGTTATG ceene
N-MDA+EO05-F CACATCTTATCACAGGGACCAG 60 99 .
N-MDA+E05R  GTGAGCACCTGCATGTCTATTC ceene
N-MDA+EO06-F TACCATGCCTCCATTTCCTTAC 60 100 .
i
N-MDA+E06-R  GTCCTAATGACGGACATCACAG ceene
* N-: Nachdesign; +: MDA-MB-468 +; FOx: telomerseitige Amplikongrenze; EOx centromerseitige
Amplikongtenze; F: forward Primer (sense); R: reverse Primer (antisense)
Tab.2.12: Verwendete Oligonukleotide zur Charakterisierung der telomerwirts gerichteten
Amplikongrenze von MDA-MB-468 WT
Annealing- .
Bezeichnung * Primerkombination Nr. Temperatur Amplikon Literatur
[°C] [Bp]
N-WT-F7-F ,
1 60 8071 eigene
HERV-K1-R
N0107-F1-F .
2 60 6426 eigene
HERV-K1-R
N-WT-F3-F .
3 60 4192 eigene
N-WT-F7-R
WT-F3-F ,
4 60 2669 eigene
N-WT-F7-R
WT-F5-F .
5 60 2021 eigene
N-WT-F7-R
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Annealing- Amplikon
Bezeichnung * Primerkombination Nr. Temperatur PUXOR  Literatur
o9 [Bp]
N-WT-F1-F _
6 60 1119 eigene
WT-F3-R
N-WT-F1-F .
7 60 1397 eigene
N-WT-F6-R
N-WT-F1-F
8 60 1777 eigene
WT-F5-R
N-WT-F1-F .
9 60 3579 eigene
N-WT-F7-R
N-WT-F6-F )
10 60 2439 eigene
N-WT-F7-R
HERV-K1-F _
11 60 2611 eigene
HERV-K2-R
HERV-K2-F _
12 60 3873 eigene
0106-F2-R

* N-: Nachdesign; +: MDA-MB-468 +; FOx: telomerseitige Amplikongrenze; EOx centromerseitige

Amplikongtenze; F: forward Primer (sense); R: reverse Primer (antisense)

Tab.2.13: Verwendete TaqMan® Gene Expression Assays fiir die Genexpressionsmessungen von
EGFR, CHCHDZ2und B2M in MDA-MB-468 und deren Subklonen

Assay ID Zielgen* Hersteller
Hs00193306_m1 EGFR Applied Biosystems, Darmstadt
Hs00853326_g1 CHCHD2 Applied Biosystems, Darmstadt
Hs99999907_m1 B2M Applied Biosystems, Darmstadt

* EGFR: Epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor; CHCHDZ: coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain
containing 2; B2M: Beta-2-Mikroglobulin

2.1.2.4 Puffer und Lésungen

PBS, pH 7,4 (10x) 1,54 M NaCl, 0,08 M Na;HPO4x 2 H20, 0,02 M KH2POq4
TBE (10x, pH 8) 0,89 M Ttis, 0,89 M Borsiure, 0,02 M Na-EDTA x 2 H,O
TE-Puffer (10 mM, pH 7,4) 10 mM Tris, 1 mM EDTA

EGF-Puffer 10 mM Essigsiure, 0,1% BSA

2.1.2.5 Zellkultur- und Nihrmedien

DMEM-Medium
90-95% (v/v) DMEM Medium (Glukose 4,5¢/1; 0,11g/1 Natriumpyruvat)
X% (v/v) FCS (Hitze inaktiviert),
0,5% (v/v) Penicillin-Streptomycin Mix (Endkonzentration 50 U/ml)
2 mM L-Glutamin
10% FCS fir die Linien: MCF-7, HBL100, SK-OV-3, MDA-MB-468
5% FCS fur die Linie: A431
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Dem Supressionsmedium fiir die Linie MDA-MB-468 wurde zusitzlich EGF
(Endkonzentration 5 nm/ml) bei jeder Passage frisch zugesetzt. Das EGF (MW: ~6 kD ~
6000 g/mol) wurde in EGF-Puffer mit einer Endkonzentration von 5 uM/ml
aufgenommen, aliqotiert und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. Nach dem Auftauen

ist die EGF-Losung eine Woche bei 4°C haltbar und sollte nicht wieder eingefroren werden.

2.1.2.6 Verwendete kiufliche Systeme (Kits)
Tab.2.14: Ubersicht der verwendeten kiuflichen Systeme.

Bezeichnung Verwendung Hersteller
BCIP/NBT, AP Konjugat Substrat Immunfirbung BioRad Laboratories
Kit
BigDye® Terminator v. 1.1 Cycle Sequenzierung Applied Biosystems, Darmstadt
Sequencing Ready Reaction Kit
Failsafe PCR Premix Selection Kit PCR Epicentre Technologies / Biozym

Scientific GmbH, Oldendorf

Genomiphi kit V1 / V2 Ganz-genomische DNA GE Healthcare, Miinchen

Amplifikation
GeneScan-500-Rox size standard

LOH-PCR Fragmentanalyse Applied Biosystems, Darmstadt

NucleoSEQ kit Sequenzierungs-, WGA- Macherey —Nagel, Diiren
Aufreinigung

QIAmp® DNA Micro Kit DNA Isolation Qiagen, Hilden

QIAquick® Gel Extraction Kit DNA Isolation Qiagen, Hilden

qPCR MasterMix Plus, No ROX
QuantiTect SYBR green PCR Kit

REPLI-g kit

Real-Time quantitative PCR
Real-Time quantitative PCR

Ganz-genomische DNA

Eurogentec, Kéln
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Amplifikation
RNeasy® Micro Kit RNA Isolation Qiagen, Hilden
SuperScript First-Strand Synthesis cDNA Konvertierung Invitrogen, Karlsruhe

2.1.3 Gerite

Applied Biosystems, Darmstadt
MS Laborgerite, Heidelberg
MS Laborgerite, Heidelberg

Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer
Analysenwaage, Satorius BP6100
Analysenwaage, Satorius CP2245
Brutschrank, Hera150

CellTram vario / Kapillare Kappa MFKII

Heraeus Kendro, Langselbold
Eppendorf AG, Hamburg

Durchlichtmikroskop Wilovert S Helmut Hund GmbH, Wetzlar
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Durchlichtmikroskop mit Fluoreszenzkanal

und Kamera
Elektrophoreseapparaturen
GeneAmp PCR System 9700

Geldokumentations-System, GeneGenius 2

Gelkammer, ComPor L. Mini
Heizblock

Kiihlzentrifuge, 5415R

Mastecycler Gradient

Mastecycler EP-Gradient S — Realplex*
Nanodrop ND-1000 Spectrometer
pH-Meter

Pipettierhilfe

Rollmischer, Stuart SRT1

Scanner, Epson 1680

Schittler
Sterilwerkbank Herasafe HS12
Thermocycler

Tischzentrifuge, Heraeus B12
TransferMan NK2, Mikromanipulator
Wasserbad, GFL.-1003

Vortex-Genie 2

Zentrifuge, Heraeus 3S-R

Zentrifuge, Rotofix 32

Zytozentrifuge

2.2 Methoden

2.21  Awufarbeitung und
Knochenmarkaspiraten / Blut

Nachweis

Leica Mikroskopie und Systeme GmbH, Wetzlar

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Applied Biosystems, Darmstadt
Syngene, Cambridge, UK

Bioplastics RV, Landgraaf, Niederlande
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

PeqlLab, Erlangen

inoLab WTW, Heidelberg

Hirschmann Laborgerite, Eberstadt
Bibby Sterilin, Staffordshire, UK
LaserSoft Imaging AG, Kiel

Heidolph Instruments GmbH, Schwabach
Heraeus, Frankfurt
Flexigene Techne, Staffordshire, UK

Kendro, Langselbold

Eppendorf AG, Hamburg

GmbH fiir Labortechnik, Burgwedel
Scientific Industries

Kendro, Langselbold

Hettich, Villingen-Schweningen

Hettich, Villingen-Schweningen

von disseminierten Tumorzellen in

2.2.1.1 Isolierung disseminierter Tumorzellen aus dem Knochenmark

Die Trennung von mononuklearen Blutzellen und epithelialen Zellen von Erythrozyten und
Granulozyten wurde mit Hilfe der Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation nach Braun et al.
durchgefiihrt (131, 132). Das durch Punktion aus dem oberen Beckenkamm bzw. den Rippen
entnommene Knochenmark wurde in Heparin enthaltenen Monovetten aspiriert. Die
mononuklearen Zellen wurden durch eine Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation (Dichte 1,077
g/mol) bei 800 x g fir 30 min bei RT separiert. Die Interphase mit den mononuklearen Zellen
wurde abgenommen und mit 50 ml PBS fiir 10 min bei 1.400 rpm gewaschen. Abhingig von dem
Erythrozytenanteil wurde ggf. eine zusitzliche Erythrozyten-Lyse nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt (Whole Blood Erythrocyte Lysing Kit, R&D Systems, Minneapolis). Von den
mononuklearen Zellen wurden jeweils 7*10> Zellen fir 3 min bei 1.000 rpm auf einen
Objekttriager (Superfrost Plus, Fischer) zentrifugiert (Zytospins). Die Zytospins wurden Uber

Nacht getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren.
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2.2.1.2 Immunzytochemische Firbung zum Nachweis von Zytokeratin-positiven Zellen
im Knochenmark / Blut

Das Vorhandensein von DTZ im KM wurde anhand der Auswertung von drei mit A45-B/B3 und
drei mit MOPC21 gefirbten Zytospins mit je 7*¥105 Zellen bestimmt. Patienten, die mindestens

eine Zytokeratin-positive Zelle in threm KM-Aspirat aufwiesen, wurden als KM-positiv deklariert.

DTZ in der mononuklearen Fraktion der Knochenmarkaspirate wurden mit Hilfe einer
immunzytochemischen Untersuchung nach der APAAP-Methode (Alkalische Phosphatase Anti-
Alkalische Phosphatase) nachgewiesen (133). Als monoklonaler Primirantikérper wurde A45-
B/B3 (IgG1l, Micromet, Minchen, Germany) eingesetzt, der sich spezifisch gegen ein
gemeinsames Epitop verschiedener Zytokeratinkomponenten (u.a. Zytokeratin 8, 18 und 19 sowie
Zytokeratin  8/19 Heterodimere) richtet (132, 134). Zytokeratine stellen als intrazellulire
Polypeptide einen essentiellen Bestandteil des Zytoskeletts aller epithelialer Zellen dar, werden
jedoch nicht in mesenchymalen Zellen exprimiert. Daher sind sie als spezifische Marker fir die
Detektion von epithelialen Tumorzellen im mesenchymalen KM geeignet. Zur Kontrolle jeder
immunzytochemischen Firbung wurden als Positivkontrollen Zytospins mit Zellen der
Zytokeratin-positiven Mammakarzinomzelllinien MCF7 oder MDA-MB-468 verwendet. Als
Isotyp-Kontrolle diente der MOPC21 Antikorper (Sigma).

Die mononuklearen Zellen auf den Zytospins wurden 5 min in Aceton fixiert. Unspezifische
Bindungsstellen wurden durch Inkubation mit 10% AB-Serum in PBS fir 20 min bei RT
blockiert. AnschlieBend wurden die Zellen 45 min mit dem monoklonalen Primirantikérper A45-
B/B3 (2 pg/ml, Micromet) inkubiert. Nach Waschen in PBS erfolgte eine 30-miniitige Inkubation
mit dem sekundiren Kaninchen-Anti-Maus Briickenantikrper Z 0259 (125 pug/ml, Dako). Die in
PBS gewaschenen Zytospins wurden nun fiir 30 min mit einem APAAP-Konjugat (1 pg/ml,
Dako) inkubiert, dem eine 20-miniitige Firbung mit der Substratldsung folgte. Das APAAP-
Konjugat baut sich aus zwei Molekiilen alkalischer Phosphatase und einem gegen den
Sekundirantikorper gerichteten Maus-Antikérper auf. Der Sekundirantikérper kann dadurch den
Primirantik6rper mit dem APAAP-Konjugat verbinden. Die alkalische Phosphatase hydrolysiert
Naphtolphosphatester (Substrat) zu Phenolkomponenten und Phosphaten. Die Phenole reagieren
mit Diazoniumsalzen (hier Neufuchsin) und bilden unlosliche Azofarbstoffe. Endogene alkalische
Phosphatasen des Knochengewebes und einiger Leukozyten wurden durch den Zusatz von
Levamisol gehemmt. Nach dem Waschen der Zytospins in PBS folgte eine Himatoxylin-
Gegenfirbung in Mayer’s Hidmalaun Losung (1:5) und das Eindeckeln der Objekttriger mit
Glyzergel Mounting Medium. Das automatische Scannen und die Auswertung erfolgte mit dem

Automated Cellular Imaging System (ACIS; Clarient, Kalifornien, USA) (135).
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Substratlésung (frisch angesetzt)
Losung 1 78,8 ml Aqua dest., 4,2 ml 1 M Ttris (pH 9,5), 200 ul 0,625 M Levaminsol
Losung 2 415 ul 0,56 M NaNOg, 166 ul 5% Neufuchsin
Losung 3 42 mg Napthol-AS-Bi-Phosphat, 500 pl Dimethylformamid

Losung 2 wird mit Lésung 1 vermischt, Lésung 3 wird hinzugeben und filtriert.

Alternativ wurde ebenfalls eine Firbung tiber BCIP/NBT durchgefiihrt. Das Protokoll wurde wie
oben beschrieben durchgefiihrt. Es wurden jedoch unfixierte mononukleare Zellen verwendet und
BCIP/NBT als chromogenes Substrat. Hierfir wurden die BCIP und NBT Losungen nach
Herstellerangaben 1:100 mit dem Farbentwicklerpuffer gemischt. AnschlieBend wurde Levamisol
mit einer Endkonzentration von 0,2 mM, sowie ein Tropfen Inhibitor pro ml Substrat
hinzugegeben. Nach einer Filtration durch einen 0,2 um Filter wurden 200 — 500 ul der Lésung
auf die Objekttriger gegeben. Nach 10 min. Inkubation bei RT wurden die Zellen dreimal fiir drei

min in PBS gewaschen und bis zur Verwendung in PBS aufbewahrt.

2.2.1.3 Immunomagnetische Anreicherung von DTCs aus Patientenblut

Fir die Anreicherung von DTCs aus Patientenblut wurde das automatisierte CellsSearch System
(Veridex, Warren, NJ) verwendet. Das System besteht aus drei Komponenten: dem Veridex
System, dem MagNest cell presentation device und dem CellSpotter Analyzer. Das Veridex System dient
der Anreicherung der DTCs im Blut. Das System reichert tiber Ferrofluid Partikel, die an anti-
EpCAM Antikérper konjugiert sind (137) immunomagnetisch epitheliale Zellen aus dem Blut an.
Diese werden zusitzlich mit zwei Fluoreszenz-markierten Antikérpern, einem Phycoeritrin-
konjugierten anti-Cytokeratin Antikérper (CK 8, 18 & 19), sowie einem Allophycocyanin-
konjugierten anti-CD45 Antikorper fiir weile Blutzellen gefirbt. Die Zellen werden zudem DAPI
gefirbt. Nach der Anreicherung der Zellen aus 7,5ml Blut bleibt ein Probenvolumen von ~300ul,
das die angereicherten DTCs enthilt. Diese werden dann bei RT in einer MagNest Cartridge im
Dunkeln durch ein starkes Magnetfeld nochmals aufgetrennt und kénnen anschlieBend mit dem

CellSpotter Analyzer durch die Fluoreszenz-Markierung identifiziert werden (138).

2.2.1.4 Fluoreszenzfirbung von Zytospins

Zur Detektion der DTCs in Zytospins aus aufgearbeitetem KM oder Blut wurden parallel weitere
Fluoreszenz-markierte Antikérper verwendet. Hierfiir wurden die mononuklearen Zellen fiir 15
min bei RT mit einer 4 %igen PFA- bzw. 3,5 %igen Formalin-Losung blockiert und anschlieend
einmal mit PBS gewaschen. Nach 5 min Permeabilisierung mit 0,2 % Triton X (DAKO) wurden
die Zellen dreimal fiir 2 min in PBS gewaschen und 20 min mit DAKO Blocking Solution
(DAKO) blockiert. Fir die bei RT durchgefithrte Inkubation mit den primir markierten
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Antikérpern wurden jeweils einer der gegen Zytokeratine gerichteten Antikérper A45/CY3
(1:300) bzw. CK5/8-oyster-red (1:500) zusammen mit CD45/Alexa488 (1:150) verwendet,
welcher gegen das Leukozyten spezifische Antigen CD45 gerichtet ist. Nach einmaligem Waschen
in PBS wurde eine Kernfirbung mit DAPI fiir 2 min bei RT durchgefiihrt. Nach zweimaligem
waschen mit PBS wurden die Zellen in PBS eingedeckelt und bis zur Verwendung dunkel bei RT

aufbewahrt.

2.2.2 Mikromanipulation einzelner DTZs / Zelllinienzellen

Zur genaueren genomischen Charakterisierung einzelner DTCs, CTCs oder Zelllinien-Zellen
wurde ein Protokoll erarbeitet, welches durch eine Kombination aus Mikromanipulation und
gesamt-genomischer Amplifikation (Whole Genome Amplification - WGA) ausreichend qualitativ
hochwertige DNA erzeugt, um daran weitere Applikationen wie Mikrosatelliten-Analysen,
Sequenzierungen, quantitative Real-Time PCR und Fine Tiling CGH Arrays durchzufithren. Der
Transfer der einzelnen Zellen wurde aufgrund der ganzheitlichen visuellen Kontrolle durch
Mikromanipulation durchgefiihrt. Es wurde das inverse Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200
(Zeiss) in Kombination mit dem Mikromanipulator CellTram Vario (Eppendorf) und dessen
Steuereinheit  TranferMan NK2  (Eppendorf) verwendet.  Ausgestattet wurde der
Mikromanipulator mit der speziell entwickelten Kapillare Kappa MFKII (siche Abb. 2.1). Die
Kapillare verfligt tiber eine speziell angeschliffene Spitze, die sowohl das Transferieren von Zellen
in Losung, wie auch das Aufnehmen adhirenter Zellen von Oberflichen ermdglicht. Es stehen
zwei Innendurchmesser von 30 und 60um zur Verfiigung um eine bessere Adaption an die

ZellgroBe zu erlangen.

Abb. 2.1: Fluoreszensmikroskop mit Mikromanipulator, Kapillare Kappa MFKII (400x Vergroflerung)
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2.2.2.1 Transfer der Zellen in PCR-Reaktionsgefil3e

Um einen Verlust der zu transferierenden Zelle oder Teile des Kerns auszuschlieBen, wurden zum
Uberfithren spezielle, aus 0,19-0,23 um starkem Glas geschnittene Stibchen (Marienfeld, auf
Anfrage) als Zelltriger verwendet. Diese Stibchen wurden vor ihrer Verwendung mit einem
hydrophoben Silan beschichtet, um eine irreversible Bindung der bei der Zelllyse freigesetzten

DNA an die Glasobetfliche zu verhindern.

2.2.2.2 Silanisierung der Glas-Stibchen
Die Stibchen wurden in einer 1:1 Mischung aus NeoDisher (Dr.Weigert) und HPLC sauberen

H>O in stark alkalischen Niveau 30 min bei 80-90°C geschwenkt, getrocknet und fir 1 h in
konzentrierter HoSO4 geschwenkt, um Verunreinigungen und Fettriickstinde von der Oberfliche
zu entfernen. Nach riickstandslosem Entfernen der HoSO4 durch HPLC sauberes H2O wurden
die Stibchen 15 min bei 115°C im Heizschrank getrocknet. Die Silanisierung erfolgte durch
schwenken in einer 0,5% Loésung Octadecyltrichlorsilan in Oktanfraktion (Fluka) fiir 2 h bei RT.
Wihrend dieser Phase band das Silan kovalent an die Glasoberfliche. Die nach aulen gerichtete
Cig-Kette erzeugte eine hydrophobe Oberfliche und verhinderte die DNA-Bindung.
Ungebundenes Silan wurde durch schwenken in EtOH >99,9% fiir eine Stunde bei RT entfernt.
AbschlieBend wurde das EtOH mit einem scharfen Strahl HPLC sauberen H>Os aus einer

Spritzflasche von jedem Stidbchen einzeln entfernt. Nach Trocknung bei RT konnten die Stibchen

trocken, dunkel fir mindestens 8 Wochen gelagert werden.

Abb. 2.2: 50 pl eingefirbtes H2O auf silanisiertem (links) und unsilanisiertem (rechts) Objekttriger
zeigen deutlich den Effekt der Oberflichenversiegelung

2.2.2.3 Zelllyse von transferierten Zellen

Der Lysepuffer (LP) bestehend aus 0.25 % Sarcosyl, 2 M GITC (Guanidinthiocyanat), 0.01 M
Natriumzitrat (pH 7.0), 1 % DMSO (Dimethylsulfoxid) und Nuklease freiem H>O enthielt
Detergenzien und Schwefelbriicken spaltende Chemikalien. Der Puffer wurde aliquotiert bei -20°C
aufbewahrt. Jedem Aliquot wurde bei Verwendung frisch 60 mM DTT (Dithiotreitol) zugesetzt,
da dieses unter Oz sehr schnell oxidiert (abgewandelt nach 139). Um eine effiziente Zelllyse ohne
Inhibition der anschlieBenden WGA zu erreichen, wurden 20 nl Lysepuffer auf ein Ende des
Stiabchens gegeben (0,2 ul 1:10 verdiinnter LP) und bei RT eingetrocknet. Die Silanbeschichtung

bewirkte ein Ankonzentrieren der Salze des Lysepuffers auf eng begrenzten Raum (Lysospot).
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Auf dem Lysospot wurde die zu transferierende Zelle in einem moglichst kleinen Volumen
Flissigkeit abgesetzt. Nach Ablegen der Zelle wurde das Stibchen in ein PCR-Reaktionsgefal3
Uberfihrt, in das zuvor 9 ul Sample Buffer des Genomiphi WGA Kits vorgelegt wurde. Der
herausragende Teil des Stibchens wurde durch das SchlieBen des Deckels abgebrochen und der
Rest verblieb bis zum Ende der WGA im Reaktionsgefd3 (siche Abb. 2.3). Das Reaktionsgefal3
wurde zur Effizienzsteigerung der Lyse >20 min bei -80 °C eingefroren (140). Anschliefend
wurde dem Lysat 1 ul 1:10 verdinnte Protease (Qiagen) zugegeben und das Reaktionsgefil3 15
min bei 50 °C (Verdau) und 15 min bei 70 °C (Inaktivierung der Protease) inkubiert.

Reaction-tube
0.2ml
Lysostripe

Samplebuffer
10ul

ell / Cell-lysate]

Abb.2.3: Glasstibchen mit Zelllysat im PCR-Reaktionsgefif}

2.2.2.4 Whole Genome Amplifikation durch Multiple Displacement Amplification (MDA)
Die WGA des Genomiphi Kit basierte auf der isothermalen Amplifikation der DNA durch die
strangverdringende Eigenschaft der phi29-DNA Polymerase (141). Die fast ringfGrmig
geschlossene Polymerase wurde mit 3’-Exonuklease geschiitzten Random Hexamer Primern
kombiniert, die zwei Thiophosphat Modifikationen am Zuckerriickrad des 3"-Endes tragen. Das
WGA Produkt ist doppelstringlg und hochmolekular (>10 kb). Die durchschnittlichen
Produktmengen lagen bei Einzelzellen mit einem genomischen Gewicht von 6-7 pg bei 2,5-3 pg.
Aus 1 ng genomischer DNA wurden 5-7 pg Produkt gebildet. Nach dem Verdau wurde die Probe,
nach Herstellervorschrift, zwei min auf 95 °C erhitzt und sofort auf Eiswasser gestellt, um
einzelstringige DNA zu bilden. AnschlieBend wurden 9 ul Genomiphi Reaction Buffer und 1 ul
Engyme Mix hinzugegeben, vorsichtig gemischt, abzentrifugiert und anschlieBend 16 h (V1) oder
2,5 h (V2) bei 30 °C im Thermocycler inkubiert. Die Inaktivierung der Polymerase erfolgte fiir 15
min bei 65 °C.
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2.2.2.5 Aufreinigung des WGA-Produktes

Zur Aufreinigung wurden NucleoSEQ-Siulen (Macherey — Nagel) verwendet. Diese auf dem
Prinzip einer Gelfiltration basierenden Sdulen separierten kleine DNA-Molekiile wie Random
Hexamer Primer und nicht verbrauchte dNTPs von dem WGA-Produkt. Die Sdulen wurden 2 h
mit 600 pl Nuklease freiem H>O dquilibriert. Nach einer 1 min. Zentrifugation bei 3500 rpm
wurden die Sdulchen nochmals mit 300 ul Nuklease freiem H2O beladen und wiederum 1 min
zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Sdulchen auf ein frisches Eppendorf Reaktionsgefal3
gesetzt, mit den 20 pul WGA-Produkt beladen und 5 min. bei 3500 rpm zentrifugiert. Das
gereinigte Produkt wurde anschlieBend mit 20 ul Nuklease freiem H,O verdiinnt. Die Qualitit und
Quantitit des WGA-Produktes wurden anschlieBend am Nanodrop Spektralphotometer
bestimmt. Der schematische Arbeitsablauf der FEinzelzell Analysewurde in Abb. 2.4

zusammengefasst.

Minimierung von DNA-Verlusten: |

- Unterbinden von DNA-Glas-Bindung |

Umgehen eines mit Verlusten
verbundenen Pipettier Schrittes

1 Beschichtung der Glasstabchen mit Silan

A J
2.3,4 Vorbereitung von: Lysepuffer, Protease-Ldsung,
Lysospots und der Zellen

h J

5 Einzelzell Transfer und Zelllyse

Y

6 Transfer des Zellysates in die PCR-Reaktionsgefale

A J

7 Isothermal Whole Genome Amplification, WGA:
Genomiphi, GE Healthcare

L J

8 Aufreinigung des WGA-Produktes: NucleoSEQ-Kit,
Macherey-Nagel

L 4

9 Bestimmung der DNA-Konzentrationen: Nanodrop / SYBR
green Assay

'

10 Nachfolgeapplikationen: PCR-Amplifikation,
Sequenzierung und guantitative Real Time PCR

Abb. 2.4: Schematischer Arbeitsablauf der genomischen Analyse einer Einzelzelle
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2.2.3 Isolierung von Nukleinsduren

2.2.3.1 Isolierung von genomischer DNA
Die DNA-Isolierung wurde unter Verwendung des QIAmp® DNA Micro (< 1 pg) oder

QIAmp® DNA Mini Kits (Qiagen) nach Angaben des Herstellers ohne Verwendung von carrier-
DNA oder Glyzerol durchgefiihrt. Die Zellen wurden in 180 ul Lyse-Puffer und 20 pl Proteinase
K (20 mg/ml) fur 6-12 Stunden bei 56°C im Wasserbad inkubiert. Die weitere DNA-Isolation
erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Zur Elution der DNA, wurde zunichst 25 pl bzw. 60
ul DNase-freies Wasser auf die Sdule gegeben, diese bei RT fiir 3 min inkubiert und anschlieBend

bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert.

Die Qualitit und Quantitit wurde durch Messungen am Nanodrop Spektralphotometer (Peqlab,
Erlangen). Die Ausbeute an genomischer DNA betrug im Allgemeinen 10 pg fiir Zellen. Bis zur

weiteren Verwendung wurde die genomische DNA bei -20°C gelagert.

2.2.3.2 Isolierung von Gesamt-RNA

Fir alle Losungen wurde mit DEPC behandeltes Wasser verwendet und unter RNase-freien

Bedingungen gearbeitet.

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy® Micro bzw. des RNeasy® Mini
Kits (Qiagen). Das Tumorgewebe bzw. die Zellen wurden in 250 ul Lyse-Puffer und 2,5 pl
Mercaptoethanol homogenisiert. Zur Isolation der RNA aus Zellkulturen wurden die Zellen
zunichst mit Hilfe des QIAshredders (Qiagen) aufgeschlossen. Die weitere Aufreinigung erfolgte
nach Angaben des Herstellers. Da fiir die spitere Verwendung hochreine RNA ohne
Kontaminationen mit DNA bendétigt wurde, wurde ein DNA-Verdau fiir 15 min bei RT mit 30 U
DNase (Qiagen) durchgefithrt. Die Gesamt-RNA wurde mit 14 pl bzw. 60 pl RNase-freiem
Wasser von der Siule eluiert. Die Qualitidt und Quantitit der erhaltenen Gesamt-RNA wurde zum
einem mit dem Nanodrop Spektralphotometer. 750ng Gesamt-RNA aus Zelllinien wurde zur
Qualititskontrolle auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen. Bis zur weiteren Verwendung wurde die

Gesamt-RNA bei -80°C gelagert.

2.2.3.3 Quantitits- und Qualititsbestimmung von Nukleinsduren

2.2.3.4 Nanodrop Spektralphotometer

Die Bestimmung der Konzentration wurde mit dem Nanodrop ND-1000-Spektrophotometer
(PeglLab) durchgefiihrt. Fur jede Messung wurde 1 pl der DNA- bzw. RNA-L6sung eingesetzt.
Bei einer reinen DNA-Losung sollte der Absorptionsquotient A260 nm/A280 nm einen Wert von
1,8 und fir eine reine RNA-Losung einen von 2,0 aufweisen. In dem Wellenldngenbereich von
220 nm bis 350 nm konnten zusitzlich die Absorptionsmessung beeinflussende Substanzen wie

Alkohole und Verunreinigungen durch Proteine detektiert werden.
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2.2.3.5 Agarose-Gelelektrophorese

Agarose-Gelelektrophorese von Nukleinsduren fiir analytische und priparative Zwecke erfolgte in
horizontalen Elektrophoreseapparaturen. Je nach erwarteter Fragmentlinge wurden 0,8 — 2%ige
(w/v) TBE-Agarosegele verwendet, denen 0,1 pg/ml Ethidiumbromid bzw. Gel-Star zugesetzt
wurde. Die DNA-Proben wurden mit 0,2 Vol. DNA-Probenpuffer (50% Glycerol, 1 mM EDTA,
0,4% Bromphenolblau, 0,4% Xylencyanol) versetzt, auf die Gele aufgetragen und bei einer
Spannung von 90 V aufgetrennt. Zur Abschitzung der Molekulargrofle wurde ein
Molekulargewichts-Marker (Roche bzw. Invitrogen) verwendet. Im Anschluss an die
elektrophoretische Auftrennung wurde mit Hilfe eines Transilluminators (Anregungswellenlinge
234 nm) in die DNA eingelagertes Ethidiumbromid bzw. Gel-Star zur Fluoreszenz angeregt und
die Gele zur Dokumentation fotografiert (Geldokumentationssystem Gene Genius 2 der Firma
Syngene, Cambridge, UK). Bei Fragmentgroflen iiber 1000 Basen wurde grundsitzlich Gel-Star
verwendet, da Ethidiumbromid durch seine Ladung das Laufverhalten der gro3en Fragmente im

Gel verandert.

2.2.3.6 Aufreinigung von Nukleinsiuren

2.2.3.7 Ethanolfillung
Zur Aufreinigung und gef. Aufkonzentrierung der DNA wurde eine Alkoholfillung durchgefiihrt.

Die DNA wurde mit 2,5 Vol. absolutem Ethanol und 0,1 Vol. 3 M Natriumacetat (pH 5,4)
versetzt, so dass sie wihrend einer Inkubation bei -20°C ausfiel. Nach Pelletierung durch 30 min
Zentrifugation bei 14.000 x g wurde die DNA durch Waschen mit 70%igem Ethanol von Salz-
und wasserléslichen Substanzen gereinigt. Die getrocknete DNA wurde in TE (pH 7,4) bzw.

Nuklease-freiem Wasser gel6st.

2.2.3.8 Bandenextraktion aus Agarosegelen

Um PCR-Produkte aufzureinigen und zu isolieren, wurden diese durch Gelelektrophorese in
einem 0,8-2%igem (w/v) TBE-Agarosegele mit 0,1 pg/ml Ethidiumbromid aufgetrennt. Die
gewlnschten Banden wurden unter Benutzung von UV-Licht herausgeschnitten und in ein
Reaktionsgefil3 tberfithrt. Die DNA wurde entsprechend der Herstellervorschrift mit dem
QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) aus dem Gel isoliert, in TE eluiert und bei -20°C
gelagert.

2.2.3.9 Erststrang cDNA-Synthese
Die Konvertierung von Gesamt-RNA in komplementire DNA (cDNA) erfolgte mit dem

SuperScript First-Strand Synthesis System (Invitrogen) nach Anleitung des Herstellers. Als Primer
wurden Oligo(dT)121s-Primer verwendet, welche mit den poly(A)-Schwinzen der mRNA-
Molekile hybridisieren kénnen. Ein pg Gesamt-RNA wurde mit 1 pl ANTP-Mix (10 mM) und
1 ul Oligo(dT)1218 (0,5 pg/ul) in 8 ul Hz0 fiir 5 min bei 65°C denaturiert und anschlieBend fiir 3
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min auf Eis gekiihlt. AnschlieBend wurden 2 ul 10x Reaktionspuffer, 4 ul MgClL-Lésung (25 mM),
2 ul DTT-Lésung (0,1 M) und 1 pl RNase Inhibitor zugegeben. Nach Inkubation fiir 2 min bei
42°C wurden 50 U SuperScript II Reverse Transkriptase hinzugefiigt. Das Umschreiben der
mRNA in cDNA erfolgte bei 42°C fiir 50 min. Die Reaktion wurde durch Erhitzen (70°C, 15
min) gestoppt, und die RNA durch Zugabe von 1 pl RNase H (37°C, 20 min) abgebaut. Fur
Expressionsanalysen mittels PCR wurden Gebrauchslésungen mit einer Verdiinnung von 1:10 in

Aqua dest. angesetzt. Die cDNA wurde bei -80°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

2.2.3.10 Polymerase-Kettenreaktion
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient zur Amplifizierung spezifischer Nukleinsiure-

Fragmente. Zu analytischen Zwecken wurden die Amplifikationen unter Verwendung der
AmpliTaq Gold DNA-Polymerase (Applied Biosystems) durchgefiihrt. Zur Bestimmung der
optimalen Annealing-Temperatur fiir eigene Primer wurden zunichst Gradienten-PCRs
durchgefithrt. Das PCR-Additiv Tetramethylammoniumchlorid (TMAC) wurde eingesetzt um

unspezifische Primerbindung zu minimieren.

Standard-Ansatz:

1wl 10x PCR-Buffer
1w MgCl2 (3,5 mM)
1wl dNTP (8 mM, Roche Diagnostics)
0,1 pl Primer forward (100 pmol/ul)
0,1 pl Primer reverse (100 pmol/ul)
0,1 ul DNA-Polymerase G U/ )
1 ul TMAC (200mM)
4 ol DNA (5ng/ul) (1 ul cDNA 1:20)
add Aqua dest. 10 pl
Zyklen Schritt Temperatur [°C] Zeit [min]
1x Initiale Denaturierung 95 10:00
Annealing Variation A 0:30
Extension 72 Variation B
35-40x Denaturierung 95 0:30
Annealing Variation A 0:30
Extension 72 Variation B
1x Finale Amplifikation 72 7:00
Kihlung 4 00

Variation A:

Variation B:

Annealing-Temperatur lag zwischen 56°C und 62°C und wurde abhingig
vom AT-Gehalt der jeweiligen Primer variiert (s. Tabelle 2.4 und 2.5).

Die Extensionszeit lag zwischen 0:30 min und 8:00 min und wurde je nach
erwarteter Linge des PCR-Produktes variiert (s. Tabelle 2.5 und 2.12).
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2.2.3.11 Aufarbeitung der Mikrosatelliten-PCR Produkte zur Fragmentanalyse
Nach Vorverdinnung mit 80 ul HPLC-H>O wurden jeweils 0,5 pl der PCR-Produkte mit jeweils

20 ul HIDI Formamid und 0,15 pl GeneScan-500-Rox size standard ( Applied Biosystems) in ein
PCR-Reaktionsgefal3 pipettiert. Nach der Denaturierung der DNA wurden die Produkte bei -20°C
aufbewahrt bis zur Fragmentanalyse auf dem Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer (siche
Kapitel 2.2.2.3).

2.2.3.12 Auswertung der Fragmentanalysen der Mikrosatelliten-PCR
Die Genescans wurden mit der Software Genemapper V2.03 (Applied Biosystems) ausgewertet.

Die Fliche oder Héhe eines jeden Allels wurde dabei markiert und zur Berechnung der Ratios

eingesetzt wie im Folgenden beschrieben (64):

1. Standardabweichung (SD) = Peak-Hoéhen Al/A2; witrd fiir jede Dreifachbestimmung
einzeln berechnet. Al entspricht dabei Allell, A2 dementsprechend Allel2 (siche Abb. 2.5)

2. Berechnung der kritischen Differenz: d.= 2 * V2 *SD (de = critical difference)

3. Auf der Basis der berechneten d.-Werte wurden fiir jede Dreifachbestimmung bzw. jedes

Assay die Cutgff-Werte zur Detektion eines Al wie folgt berechnet:
Verlust langes Allel:  1-dc
Verlust kurzes Allel:  1/(1-d.)

Werte fir Allel-Ratios, die kleiner als der berechnete Cutoff 1- dc oder groBer als 1/ (1-dc) waten,
konnten zweifelsfrei als Al eingestuft werden, da sie aulerhalb des Assay-spezifischen
Schwankungsbereiches lagen. Der Varianzkoeffizient, der als Mal3 der Prizision der Messung
berechnet wird lautet: VK = (SD/Mittelwert)*100 Der Varianzkoeffizient wird in Prozent

angegeben.

A B C

NI | | | ';ﬂ ';ﬁ \ X
Al A2 Al A2 Al A2

Abb. 2.5: Fragmentanalysen mit unterschiedlichen Ratios fiir A1/A2. Die blau hinterlegten Peaks wurden
durch Fliche oder Hohe zur Berechnung verwand. Zwischen A und B ist eine klare Verschiebung der Ratios zu
erkennen, was einem Ungleichgewicht der Allele zueinander entspricht.. Bei C fehlt A2, was einen vollkommenen
Verlust des lingeren Allels darstellt.
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2.2.3.13 Quantitative Real-Time PCR
Die Real-Time-quantitative-PCR (RTQ-PCR) wurde im Mastercycler S Realplex (Eppendorf)

entweder unter Verwendung des Quantilect SYBR green Master Mixes (Qiagen) oder des qPCR
MasterMix Plus, No ROX (Eurogentec) fiir TagMan Probe Assays durchgefiihrt. In einer RTQ-
PCR wird — anders als in einer konventionellen PCR - die Anzahl der gebildeten DNA Molekiile
mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen am Ende von jedem Zyklus gemessen. Der im ersten Master
Mix verwendete Farbstoff SYBR green fluoresziert nach dem Interkalieren in doppelstringige
DNA, so dass die Fluoreszenz proportional mit der Menge an PCR-Produkten zunimmt. Das
Reportersystem fir den zweiten Master Mix basiert auf einem zweifach markiertem
Oligonukleotid (TagMan Probe), welches am 5”-Ende das Fluorochrom FAM und am 3"-Ende
das Quencher Molekiil BHQ1 trigt. Das Oligonukleotid wurde so hergestellt, dass es zwischen
den beiden dazugehorigen Primern bindet. Bleiben Reporter und Quencher in unmittelbarer
rdumlicher Nihe zueinander wurde tber einen Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)
bei Anregung des FAM Molekiils (Reporter) die Energie auf den BHQ1 (Quencher) tbertragen.
Es war keine Fluoreszenz messbar. Dies war dadurch bedingt, dass die Extinktion des
Reportermolekiils gleich der Absorption des Quenchermolekiils war. Wurde ein PCR-Produkt
gebildet, hydrolisierte die Taq Polymerase die TagMan Probe vom 5°-Ende her, was zur Folge
hatte, dass sich Reporter und Quencher nicht mehr in raumlicher Nihe zueinander befanden. Die
Fluoreszenz des Reporter-Molekiils wurde dadurch messbar. Bevor ein Signal vor dem
Hintergrundsignal detektiert werden konnte, wurde eine Mindestmenge von ungefihr 1010-101
Kopien an DNA benétigt. Dieser Schwellenwert wird als CT-Wert (Threshold Cycle) bezeichnet und
beschreibt den Zyklus, an dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant Gber die Hintergrund-
Fluoreszenz ansteigt. Dieser Wert war gleichzeitig ein direkter Hinweis auf die vorliegende
Konzentration der Ausgangs-DNA in der Probe (je geringer die Konzentration, desto spiter
wurde der Schwellenwert erreicht und dementsprechend hoher war der CT-Wert). Nach einem
exponentiellen Anstieg des Signals nidherte sich die Fluoreszenz einem Maximum an.
AnschlieBend konne fir SYBR green Assays eine Schmelzkurvenanalyse durchgefithrt werden,
anhand derer sich indirekt tiber deren Schmelztemperatur die Fragmentlinge(n) und die Spezifitit
bestimmen lieB3. Indem die Temperatur kontinuietlich von 60°C auf 90°C erhoht wurde, wurde die
DNA aufgeschmolzen, so dass einzelstringice DNA entstand. Der Farbstoff SYBR green wurde
freigesetzt, welches als Fluoreszenzabnahme registriert wurde. Da unspezifische Primerdimere
einen niedrigeren Schmelzpunkt besallen als die doppelstringige DNA von spezifischen PCR-
Produkten, wurde eine Unterscheidung mdéglich. Die Hoéhe des Peaks der Schmelzkurve gab
ebenfalls Auskunft iber die Menge des gebildeten Fragments und somit iber die
Anfangskonzentration der DNA oder ¢cDNA (142). Aufgrund der Sensitivitit der Methode

wurden alle Proben in Triplikaten gemessen, um abweichende Messwerte identifizieren zu kénnen.
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Ansatz unter Verwendung QuantiTect SYBR oreen Master Mixces

75 pl 2x Master Mix
0,4 pl Primer forward (100 pmol/ul)
0,4 pl Primer reverse (100 pmol/ul)

2wl DNA (5 ng/ul)
add Aqua dest. 15 pl

Zyklen Schritt Temperatur [°C] Zeit [min]
1x Initiale Denaturierung 95 15:00
45x Denaturierung 95 0:15

Annealing 58 0:30
Extension & Fluoreszenzmessung 68 0:30
1x Schmelzung 95 0:15
60 0:15
95 0:15
1x Kihlung RT o

Ansatz unter Verwendung des qPCR Master Mixes, No Rox zur Quantifizierung von DNA
7,5 ul 2x Master Mix

300w Primer forward (100 pmol/ul)
3 0w Primer reverse (100 pmol/ul)
1,25 ul TagqMan Sonde (20 pmol/ul)

2 ul DNA (5 ng/ul)
add Aqua dest. 15 pl

Temperatur  Zeit

Zyklen Schritt [°C] [min]
1x Denaturierung 95 10:00
45x Denaturierung 95 0:15
Annealing 58 0:30
Extension 68 0:30
1x Kihlung RT 0

Ansatz unter Verwendung des qPCR Master Mixes, No Rox zur Quantifizierung von cDNA

10 wl 2x Master Mix
1w TagMan Gene Expression Assay (20x)
2 ul cDNA

add Aqua dest. 20 pl

Zyklen Schritt Te";ﬁ’aat“‘ [ilei;‘]
1x Denaturierung 95 10:00
40x Denaturierung 95 0:15
Annealing + Extension 60 1:00

1x Kihlung RT o0
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2.2.3.14 Auswertungsmethoden der quantitativen Real-Time PCR

Zur Auswertung der Daten wurden je nach Versuchsansatz zwei unterschiedliche Methoden fiir
die absolute oder relative Quantifizierung verwendet. Grundsitzlich unterschieden sich die beiden
Methoden durch den Einsatz einer Kalibrationsgerade (143) fiir die absolute Quantifizierung, die
bei relativer Quantifizierung durch eine einzelne Referenzprobe ersetzt wurde, zu der die Proben

jeweils relativ in Bezug gesetzt wurden.

Die Relative Quantifizierung (144,145) setzte voraus, dass die Effizienzen der zu vergleichenden
Assays identisch waren. Die Effizienz der Assays wurde durch eine Kalibrationsreihe tiber die

Steigung (s/gpe) bestimmt (sieche Abb. 2.6):

~

; « v = -1.004x + 12.92
, R2=10.999
1 AN

O T T T T T T T T 1
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00  12.00 \Q.OO 16.00  18.00

2 N

CT-Wert

Log2 -Eingesetzte DNA Menge

Abb. 2.6: Kalibrationsgerade fiir die Effizienzberechung. Aufgetragen wurden die Log2-Werte gegen die
gemessenen CT-Mittelwerte der Dreifachbestimmungen. Der R2-Wert ist ein unmittelbares Mal3 fiir die Qualitit
der Eichgeraden. Je ndher der Wert an eins lag, umso hoher war die Qualitit der Messung und somit die
Prizision der errechneten Werte.

-1

Die Effizienz berechnete sich nach: Ef fizienz = 2siove — 1 und ergab fiir die Steigung von
-1.004 eine Effizienz von 0,994 bzw. 99,4%. Die Relative Quantifizierung des Zielgens (Xeest)

gegen die endogene Referenz (Xconol) wurde wie folgt berechnet:

X
_Otest _ oaacr — 9(Crx=CrR) coniror (CT.X=CTR) gy
Xcontrol

Der Wert Crx entsprach dabei dem CT Wert des Zielgens und Crr dem CT Wert der endogenen
Kontrolle. Als Kontrolle fiir die Quantifizierung von DNA wurde jeweils Leukozyten DNA
eingesetzt, fur das WGA-Produkt dquivalentes Leukozyten-WGA-Produkt und fir die
Expressionsmessungen cDNA von Universal Human Reference mRNA. Da bei dieser Art der
Berechnung die Kontrolle als arbitrire Konstante betrachtet wurde, floss diese nicht in die

Fehlerberechnung  ein.  Die  Fehlerberechnung  wurde  wie  folgt  durchgefiihrt:

CcV = \/ C Vtzest,X +C Vtzest’R Der Wert CV (Koeffizient der Variation) entsprach dem Mittelwert

der Standardabweichung der Dreifachbestimmungen.
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Fir die absolute Quantifizierung (144,145) wurden in jedem PCR-Lauf Kalibrationsgeraden fiir
das Zielgen sowie die Referenzen gemessen. Fiir die Quantifizierung von DNA wurde fiir die
Messung der Kalibrationsgerade 10 ng bis 15 pg DNA in einer seriellen 1:4 Verdinnung
eingesetzt. Als Template fur die Quantifizierung von DNA wurde jeweils Leukozyten-DNA, fiir
WGA-Produkte entsprechendes Leukozyten-WGA-Produkt verwendet. Es war notwendig sicher
zustellen, dass die gemessenen DNA Mengen innerhalb der Kalibrationsgerade lagen, da nur so
ein linearer Verlauf der PCR-Reaktion voraus gesetzt werden konnte. Fiir die Kalibrationsgeraden
wurde jeweils wie unter Kapitel 2.2.3.14 beschrieben, die lineare Geradengleichung ermittelt. Zur
Uberpriifung des PCR-Laufes wurden jeweils die Effizienzen und der R2-Wert iiberpriift. Die

DNA Mengen der Proben wurden unter Verwendung der Geradengleichung wie folgt ermittelt:

CT probe™ intercept

Proben DNA (ng) = 25 stove

Hierbei entsprach der zntercept dem y-Achsenabschnitt der Geradengleichung. Die Berechnung der
relativen Verhiltnisse (Normalisierung) zwischen Zielgen (DNA) und Referenzgen (DNA)
erfolgte anschlieBend durch Quotientenbildung nach folgender Gleichung:

| L Ziel DNA (ng)
Zielgen (Referenzgen™') = Referenz DNA (ng)

Die Fehlerberechnung iiber die CV-Werte der Proben- und Referenzmesswerte der

Dreifachbestimmungen wurde nach folgender Gleichung durchgefiihrt:

CV = \]Csziel pna T CVRzefe‘renZ DNA

2.2.3.15 Analyse der differentiellen PCR5-Fragmente mittels Restriktionsanalysen
Die beiden differentiell in MDA-MB-468 auftretende verkirzten PCR-Produkt wurden durch

einen Restriktionsverdau mit den Enzymen Prull, Neol und PsAl Gberprift. Dazu wurden 250 ng
PCR-Produkt mit je 10 U Enzym (Alle von New England BioLabs, Frankfurt am Main), 1 ul des
entsprechenden Puffers und 1 pl Aqua dest. vermischt und 2 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend
wurde das Enzym 20 min bei 65°C inaktiviert. Das Ergebnis des Verdaus wurde mit einer

Agarose-Gelelektrophorese kontrolliert (s. Kapitel 2.2.5).

2.2.3.16 DNA-Sequenzierung
Die hier durchgefiihrte Sequenzierung erfolgte nach der klassischen Didesoxy-Methode (117)

unter Verwendung des BigDye® Terminator v. 1.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kits
(Applied Biosystem, Darmstadt). Der vom Hersteller gelieferte BigDye Mix enthielt AmpliTaq-

Polymerase, dN'TPs und die vier unterschiedlich fluoreszenz-markierten Didesoxy-Analoga.
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Fir einen 10 pl-Ansatz wurden 200 ng gereinigte DNA in maximal 6,5 ul H2O, 2 ul BigDye Mix
und 1,5 pmol Primer eingesetzt. AnschlieBend wurde folgende Sequenzierungsreaktion im

Thermocycler durchgefiihrt:

Zyklen Schritt Temperatur [°C] Zeit [min]
1x Initiale Denaturierung 96 2:00
25x Denaturierung 96 0:30
Annealing 50 0:15
Extension 60 1:00
1x Kihlung 4 0

Die Entfernung von Primern, Primerdimeren, nichtpolymerisierten dNTP’s und ddNTP’s
erfolgte mittels Gelfiltration durch NucleoSeq Sdulen (Macherey-Nagel), siche Kapitel 2.2.2.4. Die
Kapillarelektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte mit dem Applied
Biosystems 3130 Genetic Analyzer unter Verwendung des Polymers POP7 und 36 c¢cm langen
Kapillaren (Applied Biosystems). Die Auswertung der Sequenzanalysen erfolgte mittels der
Sequence Analysis Software V3.07 (Applied Biosystems), FinchTV V1.4 und dem Online
Alignment Tool ClustalW. Die Referenzsequenzen wurden entweder aus der NCBI oder aus der

UCSC Datenbank bezogen.

2.2.3.17 Analysen zu Verinderungen der DNA-Kopienanzahl mittels Fine Tiling Array-
CGH

Die CGH ist eine molekularzytogenetische Methode, mit der sich chromosomale Aberrationen
nachweisen lassen. Tumor- und Referenz-DNA werden dabei gleichzeitig auf normale
Metaphasechromosomen (klassische CGH), BAC-Klone, cDNA oder Oligonukleotiden (Array-
CGH) hybridisiert. Sowohl die Proben DNA, als auch Referenz DNA (bezogen von Nimblegen)
wurden vor der Hybridisierung mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert, um nach der Hybridisierung
durch einlesen an einem Microarray Scanner quantifiziert werden zu kénnen. Die Markierung der
Proben DNA erfolgte mit CY3 (Kanal 532nm), die der Referenz DNA mit CY5 (Kanal 633nm).
Bei der hier verwendeten Fine Tiling Array-CGH wurden nach unseren Spezifikationen erstellte
Arrays verwendet. Pro Array standen ohne die Firmeneigenen Qualititskontrollen 395.000
Oligonukleotide zur Verfligung, welche bei einer Linge von 50-75 Basen und einem Tiling
(Uberlappung) von 15 Basen (alle 15 Basen beginnt ein neues Oligonukleotid) einen maximalen
abzubildenden Bereich von ~5,7 Megabasen ergeben. Das Design des Arrays wurde von der
Firma Nimblegen durchgefithrt. Die Oligonukleotide wurden auf eine einheitliche
Hybridisierungstemparatur von 76°C eingestellt. Dabei sollten sie einzigartig fiir das menschliche

Genom sein. Dies fithrte jedoch dazu, dass in einigen Bereichen mit hochkonservierten oder
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repetitiven Sequenzmotiven kein uniques Probedesign moglich war, so das Liicken in der
abzubildenden Sequenz auftraten. Basierend auf Daten von idlteren Arrays mit BAC-Klonen
umfasste unser Array Design einen Bereich von ~4,7 Megabasen auf Chromosom 7 im Bereich
des EGFR Gens, sowie 177 Kilobasen auf Chromosom 2 und 196 Kilobasen auf Chromosom 10,
den beiden Bereichen, in denen die ReferenzAssay unserer quantitativen Real-Time PCR liegen
(Auswahl basierend auf 146). Dieses Array Layout erlaubt eine hochauflésende Abbildung der

Sequenzbereiche, welche zuvor mit quantitativer Real-Time PCR untersucht wurden.

Als Proben wurden Leukozyten-DNA als Normalreferenz, drei Tumorzelllinien mit einer
Amplifikation des EGFR Gens (A431, BT20, MDA-MB-468), die hemizygote Tumorzelllinie
MCEF-7 (trigt nur noch eine Kopie des EGFR-Gens), drei Subklone der Zelllinie MDA-MB-468
mit unterschiedlich hoher EGFR-Genkopienzahl, sowie WGA-Produkte dieser Linie aus 500
Zellen und sechs Einzelzell WGAs verwendet. Von diesen Proben wurden jeweils 2,5 ug
hochmolekulare DNA mit einer Konzentration von ~250 ng/ul benétigt. Die Azs/A2s0 Ratio

sollte dabei >1,7 und die A2¢0/A230 Ratio >1,5 entsprechen.

2.2.3.18 Hybridisierung der Fine Tiling Array-CGH

Die Probenvorbereitung, die Markierung, die Hybridisierung, sowie die Datenerfassung wurden

von der Firma Nimblegen durchgefiihrt. Detailierte Protokolle sind im Appendix hinterlegt.

2.2.3.19 Auswertung der Fine Tiling Array-CGH

Die erhaltenen Datensitze wurden mit dem Algorithmus Quantsmooth unter Verwendung der
Regionen von Chr. 2 und Chr. 10 normalisiert und die Signale geglittet. Die Normalisierung und
Anpassung der Daten wurden am Institut fir Bioinformatik der Universitit Hamburg
durchgefiihrt (Dr. H. Pospisil). Quantsmooth ist Teil eines R-basierten Softwarepackets (147).
AnschlieBend wurde die Glittungsfunktion des Algorithmus verwendet um die maximalen
Anderungen in den Anstiegen und Gefillen der Arrays zu detektieren. Diese wurden dann als

Start- bzw. Endpunkte der jeweiligen Amplikone definiert.

2.3 Zellkulturbedingungen
Alle Zelllinien wurden in sterilen Kulturflaschen der Firma Nunc (Wiesbaden) kultiviert. Die

Kultivierung erfolgte in Heral50-Brutschrinken (Kendro) bei 37°C in wassergesittigter
Atmosphire mit 5% CO.. Die Zelllinien wurden abhingig der Zellteilungsrate ein- bis zweimal
wochentlich unter sterilen Bedingungen bei einer Konfluenz von ~80% passagiert. Hierzu wurden
die adhirent wachsenden Zellen mit PBS bei 37°C gewaschen und anschlieBend mit
Trypsin/EDTA-Losung (0,05%/0,02%) von der Kulturschale abgel6st. Der Vorgang wurde durch
Zugabe von frischem vorgewirmtem Vollmedium gestoppt und die resuspendierten Zellen in

einer Dichte von 20-30% ausgesiit.
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Zur lingeren Lagerung von eukaryontischen Zellen wurden die Zellen in Flussigstickstoff bei -
196°C eingefroren. Um die Bildung von Eiskristallen in den Zellen zu verhindern, wurden den
Zellen durch Zugabe des stark hygroskopischen Dimethylsulfoxids (DMSO) langsam das Wasser
entzogen. 2*¥10° Zellen wurden in 1 ml Einfriermedium (10% (v/v) DMSO, 90% (v/v)
Vollmedium) resuspendiert, in Kryotubes (Nunc, Wiesbaden) uiberfiihrt und auf -80°C gekihlt.
Nach 24 h wurden die Kryoréhrchen in fliissigem Stickstoff gelagert. Um die kryokonservierten
Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden die Zellen nach dem Auftauen (37°C im Wasserbad)
mit Vollmedium gewaschen, um das toxische DMSO zu entfernen. Die im Vollmedium

resuspendierten Zellen wurden in T75-Zellkulturflaschen ausgesit.

2.4 Verwendete Software, Onlinetools, Datenbanken
Software / Onlinesoftware
- Realplex Software V2.02 (Eppendorf): Quantitative PCR Steuerungs- und

Auswertungssoftware

- GeneMapper (Applied Biosystems) Auswertungssoftware fiir PCR-Fragmentanalysen
- Sequence Analysis Tool (Applied Biosystems) Auswertungssoftware fiir Sequenzierungen
- FinchTV (www.geospiza.com/finchtv/) Freie Software zur Visualisierung von

Sequenzierungsdateien (.asf).

- Perlprimer (perlprimer.sourceforge.net) Freie Software zum Primerdesign, enthalt
Blastfunktion, Sekundirstrukturvoraussage, Schmelzpunktberechnung uvm.

- Signalmap V1.9 (Nimblegen) Software zur Visualisierung der Fine-Tiling-Array Plots
- ClustalW V2.0 (www.ebi.ac.uk/clustalw/) Onlinetool zur Erstellung von Alignmentsequenzen
zwischen einer oder mehrerer Proben und einer Referenzsequenz.

- Primer3plus (www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) Onlinesoftware
zum Design von Primern/Probes fir Detektion, Sequenzierung, Quantitative Assays uvm.

- NEBcutter V2.0 (tools.neb.com/NEBcutter2/index.php) Onlinetool zur Suche von
Restriktionssites in DNA Sequenzen

- REPFIND (http://zlab.bu.edu/mftith/cgi-bin/repfind.cgi) Onlinesoftware zur Detektion
repetitiver DNA Sequenzen
Datenbanken:
- NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Literatur, DNA, RNA, Proteindatenbanken, BLAST

Tools zum Sequenzabgleich uvm.

- UCSC (http://genome.ucsc.edu/) DNA, RNA, Proteindatenbank, PCR-Primer Test tool

uvm.

- Repeatmasker (www.repeatmasker.org) Datenbank fiir Repetitive DNA Elemente, Retrovirale
Elemente, LTRs uvm.

- IARCTP53 Datenbank (www-p53.1arc.fr) P53-Datenbank mit Mutationslisten, Fallregistern
uvm.
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Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Verinderung der EGFR-Genkopienzahl von MDA-MB-468 unter EGF-Druck

Die Untersuchungen des EGFR-Amplikons wurden an dem Model der Mammakarzinom
Zelllinie MDA-MB-468 durchgefihrt. Diese besall den Phinotyp eines invasiven
Mammakarzinoms und eine distinkte Amplifikation unter Einschluss des EGFR-Gens im
Bereich des Chromosoms 7p11-14. Die Zelllinie MDA-MB-468 trug eine durchschnittliche
Genkopienzahl (Average Gene Copy Number — AGCN) tir EGFR von ~30, wobei der Wert 1
als diploider Satz definiert wurde. Mittels Durchflusszytometrie und Anti-EGFR-Antikérper
wurden in einer Population von MDA-MB-468 Zellen Subpopulationen isoliert, die eine
erhohte bzw. verminderte EGFR-Expression zeigten. Die anschlieBende Untersuchung durch
CGH, FISH und quantitative Real-Time PCR (qPCR) zeigten, dass MDA-MB-468 heterogen
fir den EGFR-Lokus und die AGCN war. Es bestand eine positive Korrelation zwischen der
AGCN fir EGFR und dessen Expression. Die Auswertung der CGH Analysen zeigte keine
signifikanten genomischen Unterschiede zwischen den beiden Sublinien, auler dem Zugewinn
auf Chromosom 7pl1-14. Dieser konnte in beiden Sublinien gezeigt werden, jedoch in
unterschiedlich starker Ausprigung. Ferner wurde gezeigt, dass sich die AGCN fur EGFR der
Sublinien unter normalen Zellkulturbedingungen wieder der AGCN fir EGFR von ~30
annaherten (K. Agelopoulos Dissertation). Durch Veridnderung der Zellkulturbedingungen
wurden Sublinien von MDA-WT (Abb. 3.1) generiert, die verschiedene AGCN fur EGFR

zeigten.

_50-



Ergebnisse

Abkiirzungsnamen

| MDA-MB-468-W'T

MDA-MB-468-WT+ 5nm EGF

MDA-MB-468-WT - EGF (0106) ‘ MDA0106
L

Wildtyp-Linie, Ursprung der anderen. MDA-MB-468-WT— EGF (0107) ‘
Trigt eine ~30 fache EGFR-Genamplifikation.
Medium: DMEM l

+ Glu

+AMB Ehemals suppr. Linie, amplifiziert wieder hoch.

+ 5% FCS (Hitze-inaktiviert) seit 01/06 - EGF (~13,5 fache Ampl.),

v

seit 01/07 - EGF (2,5-3,5fache Ampl.).

Wildtyp-Linie, bei jeder Passage 5nm EGF

zum Medium hinzugefiigt (> ein Jahr). Medium:  DMEM

Trigt eine ca. 2-3 fache EGFR-Genamplifikation. + Glu
Synonym: MDA-EGF suppremiert +AMB o . .
Medium: DMEM + 5% FCS (Hitze-inaktiviert)
+ Glu
+AMB

+ 5% FCS (Hitze-inaktiviert)

+ 5nm EGF (Endkonzentration) Alle 5% CO,

Abb. 3.1: MDA-MB-468 Sublinien mit unterschiedlichen AGCN fiir EGFR Dargestellt ist der Stammbaum
der Sublinien, die verwendeten Abkiirzungsnamen und Kultivierungsmedien, sowie die AGCN fur EGFR der
letzten untersuchten Passagen der Sublinien.

Durch Supplementierung des Standard-Mediums mit 5nM EGF bei jeder Passage wurde ein
kiinstlicher Selektionsdruck geschaffen, der zur Abnahme der AGCN fiur EGFR in MDA(+)
fihrte. Der Subklon MDA(+) zeigte bei andauernder Supplementierung des Mediums eine
stabile AGCN fiir EGFR von 2-3. Nach jeweils 12 Monaten wurde ein Teil der Zellen von
MDA(+) wieder unter Standardbedingungen kultiviert, was zu einer Zunahme der AGCN fur
EGFR in den Zellen der Sublinien MDA0106 und MDAO107 fihrte. Im Abstand von 3
Monaten wurde die AGCN fir EGFR in den 4 Sublinien durch qPCR iberprift. Die
Ergebnisse der Messungen der AGCN fiir EGFR der 4 Sublinien wurden in Abb. 3.2
dargestellt. Die Quantifizierung der AGCN fur EGFR der verwendeten Zelllinien durch
qPCR wird im folgenden Kapitel 3.2 erldutert.
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Abb. 3.2: Anderungen der AGCN fiir EGFR der MDA-MB-468 Linie und ihrer Sublinien Das Diagramm
zeigt die Anderungen der AGCN fiir EGFR (vertikale Achse) der 4 Sublinien iiber einen Zeitraum von 24
Monaten (horizontale Achse).

MDA-WT zeigte tiber den Zeitraum von 24 Monaten eine stabile AGCN fiir EGFR von 30-
35. Bei MDA(+) konnte iber die Zeit ein nahezu lineares Absinken auf eine AGCN fiir
EGFR von 2-3 beobachtet werden, die bei diesem Wert stagnierte. Die Linien MDA0106 und
-0107 zeigten beide eine stetige Zunahme der AGCN, welche in beiden Fillen nahezu linear
und mit derselben Steigung verlief. Beim Zeitpunkt 24 Monate wurde fir MDAO0106 eine
AGCN fir EGFR von 13-14 und MDAO0107 eine AGCN fir EGFR von 5-6 gemessen.

Uber den Zeitraum von 24 Monaten konnten zwischen den drei Sublinien und der Mutter-
Linie keine Unterschiede in Morphologie (siche Abb.3.3) oder Proliferationsrate festgestellt
werden. Die Sublinien zeigten einen identischen epithelialen Phinotyp, eine identische

ZellgroBe und ein Wachstum als Monolayer. Alle vier Zelllinien erreichten nach dem Splitten

(eins zu vier) binnen 3-4 Tagen wieder eine Konfluenz von 80-85%.

(400-fache
VergroBerung) von MDA-WT (A) bei 85% Konfluenz, MDA0106 (B) bei 80% Konfluenz und MDA(+) (C) bei
20% Konfluenz nach dem Passagieren.
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3.2 Quantitative Real-Time PCR: Etablierung eines TaqMan Assays zur
Quantifizierung EGFR-Genkopienzahl

Um eine reproduzierbare Messung der AGCN fir EGFR zu erreichen, wurde das Assay auf
Basis von TagMan Sonden und unter Verwendung von zwei Referenz Regionen entwickelt.
Da Tumore mit fortschreitender Entwicklung immer mehr genomische Aberrationen
akkumulieren, zu denen Punktmutationen, Deletionen, Amplifikationen sowie Zugewinne
oder Verluste von Chromosomenarmen oder ganzen Chromosomen bis hin zu polyploiden
Chromosomensitzen gehoren, war die Auswahl der Referenzregionen von entscheidender
Bedeutung. Um die Wahrscheinlichkeit abweichender Messungen zwischen den Referenzen zu
minimieren, die eine gesicherte Quantifizierung ausgeschlossen hitten, wurden diese basierend
auf der Auswertung von 65 High Resolution Array-CGHs ermittelt (162). Das Panel der
analysierten Proben umfasste 47 primire Mammakarzinome sowie 18 Mammakarzinom
Zelllinien. Das Array System besal3 eine Auflésung von durchschnittlich 0,9Mb. Die Auswahl
der Referenz-Loci wurde in Abb. 3.4 dargestellt.

100 CHr 1 F‘hr 2 :Chr 3 00
75 | ' 75
GAINS 50 1 : | 50 GAINS
25
% of o % of
5 Samples
amples o5 |
Losses ° ; H 50  o0sses
75 ! : 75
100 ! : 100
o0 Chr 4 :Chr 5 :Chr 6 :Chr 7 oD
75 i i 75
GAINS 50 i { i s0 GAINS
25
% of o % of
Sampiles Samples
25
Losses *° LOSSES
75 75
100 100
700 Chr 8 Chr 9 Chr 10 Chr 11 Chr 12
e ; :
GAINS 50 GAINS
25
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Samples Samples
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100 100
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75 : | \ ] H
GAINS 50 GAINS
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Abb.3.4: Locus Auswahl der Referenzregionen basierend auf 65 High Resolution Array-CGHs
(verindert Naylor et al. 2005 (163)) Die Daten der Array-CGHs wurden nach Chromosomen unterteilt
dargestellt, wobei DNA Zugewinne (griin) und DNA Verluste (rot) in Prozent aller Proben aufgetragen wurden.
Die blauen Pfeile markieren die Loci der Referenzassays auf Chr.2 und Chr.10 sowie des EGIFR-Assays auf
Chr.7.
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Die Auswahl der Referenzregionen wurde basierend auf den Array Daten und einem
anschlieBenden Literatur Screening getroffen. Die Loci auf Chr.2 und Chr.10 zeigten fur
Mammakarzinome geringe Aberrationsraten von <10%. Der Locus des EGFR-Gens, wies in

>55% aller analysierter Array-CGHs DNA-Zugewinne auf.

Nach dem Primer- und TagMan Sonden Design wurden die Primer anhand einer
Kalibrationsgerade in einem SYBR green Assay auf ihre Effizienzen tberprift (siche 2.2.3.13).
Es ergaben sich Effizienzen von 98,2% (Chr.2), 98,4% (Chr.10) und 98,7% (EGFR). Durch
die Schmelzkurvenanalyse (Abb. 3.5) sowie die Uberpriifung der PCR Produkte auf einem

Agarosegel wurden Primer-Missmatching und Dimerbildung ausgeschlossen.

Chr.2 EGFR Chr.10

—difdT (%)

a0 [\ A
20
10
0] e, P
e e
6‘2 6‘4 { . y f Y y y y

66 68 70 72 74 76 78 80 82 54 86 88 a0 a2 94
Temperature [°C]

Threshold: 33%

Abb. 3.5: Schmelzkurven der SYBR green qPCR Assays fiir Chr.2, Chr.10 und EGFR
Auf der hotizontalen Achse ist der Temperaturgradient in °C, auf der vertikalen Achse die negative 1.Ableitung
der Fluoreszenz gegen die Temperatur dargestellt.

Uber den Verlauf des Temperaturgradienten wurden singulire Schmelzkurven fiir die drei
Assays mit Schmelztemperaturen von ~75°C (Chr.2), ~80°C (EGFR) und ~84°C (Chr.10)
ermittelt. Die singuliren Peaks ergaben sich aus den jeweils spezifischen PCR Produkten. Die
Auftrennung der PCR Produkte tber einen Agarosegel verifizierte die Resultate der

Schmelzkurvenanalyse.

Die Prizision der Messungen der TagMan Assays wurde anhand der Variationskoeffizienten
(VK) ermittelt. Der VK beschreibt die relative Standardabweichung in Prozent. Die
Messungen wurden in fiinf unabhingigen Wiederholungen als absolute Quantifizierungen

durchgefiihrt.
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Als Template wurde in allen Messungen die identische Priparation von genomischer MDA-
WT DNA verwendet. Die Ergebnisse wurden in Abb. 3.6 als relative AGCN fiir EGFR gegen

die jeweilige Referenz dargestellt.

EGFR / Chr2 EGFR/ Chrl0
% " %
20 2
E % % %
m‘. 2 LE 20
g 2
Z 15 1 Z 15+
O
< 10 8 10
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5 5
0 : : e , . 0 . . . =
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Abb. 3.6: Relative AGCN fiir EGFR gegen die Referenzregionen Chr.2 und Chr.10 Dargestellt sind die
relativen AGCN fiir EGFR gegen Chr.2 oder Chr.10 fir MDA-WT und eine Leukozyten Diploid-Kontrolle.

Der berechnete VK fiir die Quantifizierung gegen die Chr.2 Referenz lag bei maximal 8%,
gegen die Chr.10 Referenz bei maximal 11%. Der VK bei der Quantifizierung der beiden
Referenzregionen gegeneinander lag bei maximal 9%. Die Quantifizierung der Leukozyten
Diploid-Kontrolle ergab in allen Wiederholungen einen maximalen VK von <5%. Far MDA-
WT wurden keine Aberrationen der Referenzregionen nachgewiesen. Bedingt durch die
beiden Referenzassays war der Probendurchsatz auf einer 96well Platte auf 6 Proben fiir ein

Zielgen limitiert.

Die an MDA-MB-468 Sublinien, sowie an den Zelllinien A431 und BT-20 und MCF-7 mit
unterschiedlichen AGCN fiir EGFR, durchgefiihrten Fine Tiling Array-CGHs zur
Untersuchung der EGFR-Amplikons werden im folgenden Kapitel beschrieben.

_55.



Ergebnisse

3.3 Fine Tiling Array-CGH: Untersuchung der EGFR-Amplikons von Tumorzelllinien

Die CGH ist eine Methode, mit der sich chromosomale Aberrationen nachweisen lassen.
Tumor- und Referenz-DNA wurden dabei bei der Array-CGH gleichzeitig auf
Oligonukleotiden hybridisiert. Sowohl die Proben DNA als auch Referenz wurden vor der
Hybridisierung mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert, um nach der Hybridisierung durch
Einlesen an einem Microarray Scanner quantifiziert werden zu kénnen. Die Markierung der

Proben DNA erfolgte mit CY3 (532nm), die der Referenz DNA mit CY5 (633nm).

Die verwendeten Fine Tiling Arrays wurden nach unseren Spezifikationen erstellte. Jedes
Array bestand aus 395.000 Oligonukleotiden. Bei einer Oligonukleotidlinge von 50-75 Basen
und einem Tiling von 15 Basen ergab sich ein maximaler abzubildender Bereich von ~5,7Mb.
Die Oligonukleotide wurden mit einer einheitlichen Hybridisierungstemparatur von 76°C und
einer singuliren Sequenz designed. Die schematische Verteilung der Oligonukleotide eines

Fine Tiling Array wurde in Abb. 3.7 dargestellt.

| Zielsequenz |

Probes

Abb. 3.7: Verteilung der Oligonukleotide auf einem Fine Tiling Array CGH.

Die Zielsequenz wurde durch sich tberlappende Oligonukleotide abgedeckt. Statistisch
begann um jeweils 15 Basen versetzt ein neues Oligonukleotid (Probe). Bedingt durch die
Linge von 50-75 Basen konnte bei hochrepetitiven Zielsequenzen keine singulire
Oligonukleotid Sequenz ermdglicht werden. An diesen Positionen entstanden Licken, die

vom Array nicht darstellen werden konnten.

_56-



Ergebnisse

Die Auswahl der durch die Arrays abgedeckten Bereiche wurde auf der Basis von zwei
Datensitzen definiert. Der erste Datensatz war ein an genomischer MDA-MB-468 DNA
durchgefithrtes BAC-Array (Prof. B. Brandt). Dabei wurden BAC-Klone als Sonden zur
Detektion von Kopienzahl Verinderungen verwendet, was eine Auflésung im Bereich von
~100kb ermoglichte (Tab. 3.1). Die Angaben der Basenposition auf Chr.7 fiir Klon Star, Ende

und Mittelpunkt beziehen sich auf die Annotation des Human Genome Built 18 (Mirz 2000).

Klon Name Lokalisation Klon Start Klon Ende | Klon Mittelpunkt | log2-Ratio
RP4-718N17 Chr. 7p11.2 51.370.001 51.505.527 51.437.764 0.394
RP11-449G3 Chr. 7p11.2 54.381.610 54.558.811 54.470.211 4.414
RP5-1091E12 Chr. 7p11.2 54.784.158 54.784.461 54.784.310 4.756
RP11-339F13 Chr. 7p11.2 54.997.134 55.122.186 55.059.660 4.453
RP4-725G10 Chr. 7p11.2 55.903.906 56.039.803 55.971.855 1.456
RP11-760D2 Chr. 7p11.2 56.239.132 56.413.678 56.326.405 1.368
RP11-10F11 Chr. 7p11.2 56,379,679 56,543,344 56,461,512 0.146

Tab. 3.1: BAC-Array Daten von MDA-MB-468 DNA Dargestellt wurden die jeweiligen Klone mit Start-,
Mittel- und Endpunkten auf Chr.7 und die jeweiligen ermittelten log2-Ratios gegen Normal-DNA. Die auflerhalb
des Amplikon liegenden Grenzen wurden dunkelgrau hinterlegt. Die hellgrau hinterlegten Klone werden von
dem Bereich vollstindig abgedeckt.

Aufgrund der log2-Ratios <1 wurden die Grenzen, die das Amplikon einschlossen, fiir
Position 51.505.527 und 56.379.679 festgelegt. Der zweite Datensatz, der in das Design der
Arrays mit einbezogen wurde, waren die Referenzregionen des TagMan Assays. Diese wurden
mit dem Fokus auf moglichst Aberrations-freie Bereiche als Referenzen fir die quantitative
Real-Time PCR verwendet und sollten auch fir die Arrays als interne Kontrolle zur
Normalisierung herangezogen werden. Die Messungen der EGFR-Amplifikationen der
Proben, die mittels der Fine Tiling Arrays charakterisiert werden sollten, wurden auf der Basis
des TagMan Assays mit Chr.2 und Chr.10 als Referenz erhoben. Die fir die Arrays
verwendeten Bereiche wurden mittels der UCSC-Datenbank (http://genome.ucsc.edu) auf
Basis der Annotation des Human Genome Built 18 (Mirz 2006) ermittelt. Die ausgewihlten
Bereiche basierten auf Assemblys, die durch Alignments von sequenzierten BAC Klonen
erstellt wurden. Fur die Referenzregionen wurde jeweils ein einzelnes Assembly, fir den

Bereich auf Chr.7 insgesamt 8 sich iiberlappende Assemblys verwendet (sieche Tab. 3.2)
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Chromosom | Assemly Accession Nr. Startpunkt Endpunkt Linge Uberlappung

2 AC018890 175,272,764 175,446,728 180kb

7 AACC02000111 51,551,170 53,166,847 1,61mb
AC073318 53,085,403 53,247,862 162kb 81kb
CH236957 53,179,720 55,702,834 2,52mb 68bk
AC091812 55,692,954 55,815,917 122kb 10kb
AC092647 55,813,918 55,977,808 164kb 2kb
AC092579 55,975,809 56,094,766 119kb 2kb
AC092101 56,092,767 56,131,641 39kb 2kb
AC006970 56,129,667 56,265,748 136kb 2kb

10 AC079269 23,123,769 23,319,773 196kb

Tab. 3.2 Fiir das Array Design verwendete Assemblys. Angegeben wurden jeweils Chromosom, Accession
Nr., Start- und Endpunkte auf dem jeweiligen Chromosom, die Linge des Assemblys und die Uberlappungen mit
dem jeweils vorangegangenen Assembly.

Zusammenfassend deckte das Array Design, das fur alle durchgefiihrten Array-CGHs

beibehalten wurde, folgende chromosomale Bereiche ab:

Chr7: 51,551,170 - 56,265,748  ~ 4.7mb
Chr2: 175,272,764 175,446,728  ~ 180kb
Chr10: 23,123,769 23,319,773 ~ 196kb

Die Abdeckung der Sequenzen durch die Oligonukleotide wurde in Abb. 3.8 anhand des
Designfiles dargestellt.

Chr.2
A A A A A S A S S BN A S S Ay A A B S S A & &Y
*© & & & & & & & & & & & & & & & & & & & & & & & &
chr2 - - - - . -
Chr.7
@g’ ﬁ@g’ 9°°$° & s’gﬁ g @g @’Sg @’3’ @g’gg & ﬁé
&
Chr.10
& & & & & & & & &
$ 9@ & & g@g@ e Gg 3;@ & g @,,p@ mg & ﬁ bg & é,g@ 5 f & g éf o

hr10

R

Abb. 3.8 Designfile des Fine Tiling Array Dargestellt sind die chromosomalen Positionen der Bereiche auf
Chr.2, Chr.7 und Chr.10. Die farbigen vertikalen Linien geben jeweils die Positionen der Oligonukleotide wieder.
Weille Bereiche konnten aufgrund repetitiver DNA Sequenzen nicht vom Array abgebildet werden.
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Die acht verwendeten Proben beinhalteten Leukozyten DNA als Normalreferenz, MCF-7
DNA aufgrund der Hemizygotie fir EGFR, MDA-MB-468 und deren Sublinien, sowie die
Zelllinien A431 und BT-20. Das Probenset mit den durch qPCR bestimmten AGCN fur
EGFR wurde in Tab. 3.3 zusammengefasst.

Probe Typ AGCN fur EGFR

Leukozyten DNA keine
MCF-7 DNA 0,5
BT-20 DNA 12,5
A431 DNA 40
MDA-WT DNA 27
MDA(+) DNA 2,5
MDAO0107 DNA 7,5
MDAO0106 DNA 17,5

Tab. 3.3: AGCN fiir EGFR der Fine Tiling Array Proben

Die erhaltenen Datensitze wurden mit der Software Quantsmooth unter Verwendung der
Regionen von Chr.2 und Chr.10 normalisiert und die Signale geglittet. AnschlieBend wurde
die Glittungsfunktion des Algorithmus von Quantsmooth verwendet, um die maximalen
Anderungen in den Anstiegen und Gefillen der Messpunkte der Arrays zu detektieren. Diese
wurden dann als Start- bzw. Endpunkte der jeweiligen Amplikons definiert. Die berechneten
Punkte wurden anschlieBend visuell anhand der Plots verifiziert und mittels qPCR validiert
(Kap. 3.4). Als erstes wurden die MDA-MB-468 Sublinien verglichen und anhand der
Leukozyten DNA Referenz die Qualitit des Array Design tberpriift (Abb. 3.9). Dargestellt
wurden die jeweiligen Plots der einzelnen Proben fiir die Regionen von Chr.2, Chr.7 und
Chr.10 (horizontale Achse) unter Angabe der jeweiligen Start und Endpunkte, sowie die log2-
Ratios der normalisierten und geglitteten Werte der hybridisierten Proben-DNA gegen die
Referenz-DNA (vertikale Achse). Ebenfalls angegeben wurden die tiber qPCR bestimmten
AGCN fir EGFR der einzelnen Proben. Der Bereich des EGFR-Gens wurde durch die breite
grune Linie markiert. Die dinnen grinen Linien beschrieben die errechneten
Amplikongrenzen fiir MDA-WT und dienten der Erleichterung der Orientierung zum
Vergleich mit den anderen Proben. Diese Darstellungsweise wurde fir Abb. 3.11

ubernommen.
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Abb. 3.9: Array CGH Plots von Leukozyten und MDA-MB-468 und deren Sublinien

Die Leukozyten DNA zeigte keine Verinderungen auf DNA-Kopienebene. Die Plots fir
MDA-WT und deren Sublinien zeigten keine Aberrationen in den Bereichen von Chr.2 und
Chr.10. Insgesamt korrelierten die semiquantitativen log2-Ratios der Arrays mit den durch
qPCR gemessenen AGCN fiur EGFR. Die Plots von MDA-WT und MDAO0106 verliefen fur

das Amplikon identisch in Struktur und Linge.
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Die log2-Ratios des Amplikon fir MDA-WT lagen im Mittel bei 4-5, die von MDAO0106 im
Mittel bei 3-4. Centromerwirts des Hauptamplikons lag bei MDA-WT und MDAO0106 ein
amplifizierter Bereich mit log2-Ratios von ~2, der sich bis zum Endbereich der Chr.7 Region
des Arrays ausdehnte. Der Plot von MDAO0107 zeigte ein Amplikon, das in der Linge mit dem
MDA-WT Amplikon tibereinstimmte. Das Amplikon zeigte am Ende des EGFR-Gens eine
Stufe, bei der die mittleren log2-Ratios von ~2 auf ~1 abfielen. Diese Stufe bildete, sowohl fiir
MDAO0107 als auch fir MDA(+), das errechnete Ende des Hauptamplikons. Der Plot von
MDA(+) zeigte, verglichen mit dem MDA0107 Amplikon, telomerwirts eine Verkirzung des
Amplikon und im Mittel log2-Ratios von ~2. Telomerwirts entfiel bei MDA(+) die Peak-artig
aufragende Struktur, die bei MDA-WT und MDA0106 das Amplikon um 1 log2-Ratio
tberragte. Bet MDAO107 lag diese Struktur mit log2-Ratios von 2 auf dem Niveau des
Amplikons.

Mit ansteigender Amplifikation vergréBerte sich das Amplikon der MDA-MB-468 Sublinien.
Ab dem Amplifikationsgrad von MDA0106 schien neben dem fiir den MDA-WT definierten
Hauptamplikon ein weiterer Bereich mit zu amplifizieren, der centromerwirts verlief. Die
Zugewinne der Amplikons sowie EGFR-Amplifikationen der MIDA-MB-468 Sublinien

wurden in Abb. 3.10 zusammenfassend dargestellt.
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MDA-MB-468 Sublinien: AGCN fiir EGFR & Amplikonlingen
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Abb. 3.10: Gegeniiberstellung der Amplikonlingen und EGFR-Amplifikationen der MDA-MB-468
Sublinien

Eine Zunahme der AGCN fir EGFR fihrte zu einer nicht linearen Zunahme der
Amplikonlinge. Der Zugewinn zwischen MDA(+) und MDAO0107 bedingte sich durch die
telomerwirtige Verlingerung des Amplikon bei MDA0107 um ~87kb bei einer um Faktor 3
erthohten AGCN fir EGFR. Zwischen den Sublinien MDAO0107 und MDAO0106 kam es zu
einem Ansteigen der Amplikonlinge um ~511kb bei einer um Faktor 2,3 erh6hten AGCN fur
EGFR. Zwischen MDA0106 und MDA-WT kam es bei einer um Faktor 1,5 ethéhten AGCN
fir EGFR lediglich zu einem Lingenzugewinn von ~34kb. Die Zugewinne zwischen
MDAO0107, MDA0106 und MDA-WT bedingten sich durch centromerwirtige
Verlingerungen des Amplikons.
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Die Array Plots der Zelllinien MCF-7, A431 und BT-20 wurden vergleichend zu den
Strukturen und Grenzen der Amplikons der MDA-MB-468 Sublinien untersucht (Abb. 3.11).
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Abb. 3.11: Array CGH Plots von Leukozyten, MDA-MB-468, MCF-7, A431 und BT-20
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Die Zelllinie MCF-7 zeigte Gber den gesamten Bereich von Chr.7 eine auf den Verlust eines
der Allele zurtickzuftihrende log2-Ratio von 0,5. Die Bereiche auf Chr.2 und 10 zeigten keine
Aberrationen, wie auch fiir die Linien A431 und BT-20. Der Plot fiir die Linie A431 stellte im
Vergleich zu MDA-WT ein verkiirztes Amplikon mit scharf definierten Kanten dar. Das
Amplikon besal am Ende des EGFR-Gens eine Stufe, bei der die log2-Ratio im Mittel von 5
auf 4 abfiel. Centromerwirts folgte wie bei MDA-WT und MDAO0106 ein amplifizierter
Bereich mit log2-Ratios von ~2. Dieser Bereich wurde ebenso fiir die Linie BT-20 gefunden.
Die telomerwirtigen Grenzen der Hauptamplikons von BT-20 und MDA(+) lagen ~21kb
voneinander entfernt. Das centromerwirtige Ende des Amplikons verlief parallel zu dem von
MDA-WT. Neben dem Hauptamplikon mit log2-Ratios von ~2 konnte fiir BT-20 noch ein
weiterer amplifizierter Bereich von ~1,5mb Linge im Anfangsbereich der Chr.7 Region des
Arrays gezeigt werden. Die log2-Ratios in diesem Bereich lagen bei ~1. Zwischen den
Amplikons war ein Bereich einer ~1,6mb langen Deletion eingeschlossen. Das fir die MDA-
WT Sublinien beschriebene Verhiltnis zwischen der AGCN fur EGFR und der
Amplikonlinge konnte fur die Linien A431 und BT-20 nicht beschrieben werden. Das
Amplikon von A431 war bei einer AGCN fir EGFR von 40 im Vergleich zum MDA-W'T
Amplikon um 665kb verkiirzt. Das Amplikon fir BT20 besal einen abweichenden
strukturellen Aufbau. Der Teil des Amplikon, in dem der EGFR-Lokus lag, war fur BT-20
(log2-Raios ~2-3) im Vergleich zu dem Amplikon von MDAO0107 (log2-Ratios ~2) um 464kb
verlingert. Die fir die Zelllinien festgesetzten Bruchpunkte, sowie strukturelle
Gemeinsamkeiten der verschiedenen Amplikons wurden abschlieBend in der schematischen

Abb. 3.12 zusammengefasst.
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Fine Tiling Array CGH: Amplikongrenzen
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Abb. 3.12: Schematische Darstellung der Amplikongrenzen fiir alle Linien und Sublinien Proportional
zueinander werden Position und Linge der amplifizierten Bereiche innerhalb der Zelllinien dargestellt. Die
Position von EGFR werde durch den grauen Kasten markiert. Weile Pfeile deuten das Fortlaufen von
amplifizierten Bereichen tber die Grenzen des Arrays hinaus an. Die roten Kisten in BT-20 decken den
deletierten Bereich ab. Grau abgedunkelte Bereiche in der centromerwirtigen Region symbolisieren die
amplifizierten Regionen mit log2-Ratios ~2.

Die berechneten Start- und Endpunkte der amplifizierten Bereiche der Zelllinie MDA-MB-
468 und ihrer Sublinien wurden anschlieBend durch qPCR validiert. Die errechneten
Sequenzbereiche wurden in 3°- und 5’-Richtung mit jeweils mindestens 2 quantitativen Assays

validiert.

3.4 Validierung der errechneten Bruchpunkte iiber quantitative Real-Time PCR

Die Quantifizierung der Assays wurde an genomischer DNA des jeweiligen MDA-MB-468
Klons und Leukozyten DNA, als diploider Referenz zur Normalisierung, durchgefthrt. Die
Proben wurden relativ zu einer definierten Menge Leukozyten DNA quantifiziert. Die relative
Quantifizierung erhéhte die SD der Messungen, steigert aber den Probendurchsatz pro 96well
Platte. Da relative Verhiltnisse der Messpunkte zueinander erhoben werden sollten, war der

Versuchsansatz der Fragestellung angepasst.

In den folgenden Abbildungen wurden die hochaufgelosten Plots der Start- bzw. Endregionen
der Amplikons der Linie MDA-MB-468 und ihrer Sublinien dargestellt. Die Position der

quantitativen Assays wurde durch blaue Linien markiert.
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Diesen wurden Kisten zugeordnet, in denen Assay-Namen, die AGCN (Fettschrift in
Klammern) und die SDs der Messungen aufgelistet wurden. Die Auflistung von oben nach
unten entsprach den Assays von links nach rechts. Assays mit CT-Werten >35 wurden nicht
quantitativ ausgewertet. Die errechneten Start- bzw. Endsequenzen des Amplikons wurden
durch eine gepunktete Linie markiert. Resultierte aus der kombinierten Auswertung der log2-
Ratios des Plots und der AGCN der qPCR Assays eine abweichender Start- bzw. Endsequenz,
wurde diese durch eine gestrichelte Linie markiert (Abb. 3.13-3.20).

MDA-WT telomerwirtiges Ende
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Abb. 3.13: Validierung der telomerwirtigen Startsequenz fiir MDA-W'T

Durch die log2-Ratios des Plots und die AGCN der qPCR wurde eine Startsequenz bei
~54.478.000 festgelegt. Auffallend waren die AGCN der qPCRs fir den Bereich N-WT-F7
bis HervK-2 mit Werten von 108-495. Diese wurden mehrfach validiert und als konsistent
betrachtet. Ein Endbereich der Hochamplifikation konnte nicht festgelegt werden, da die

centromerwirts gelegenen Assays nicht quantitativ auswertbar waren.
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MDA-WT centromerwirtiges Ende

R R S R S N R Y R R
¢ & & &S & s s

£
& & & & & & & &

6.199

5.000

srsnssssannsannanann

4.000
3.000
2.000

1000 - by g - :

0.000

-1.000

-2.000

log2-Ratio

N-WT-E3(6,0) SD=0,06

N-WT-E5 Kein Produkt
N-WT-E6 Kein Produkt
N-WT-E4 (6,0) SD=0,25

N-WT- E1 (7,9) SD=0,17
WT-E1 (7,2) SD=0,22
N-WT-E2 (6,5) SD=0,18

Abb. 3.14: Validierung der centromerwirtigen Endsequenz fiir MDA-WT

Die AGCN der qPCRs bestitigten in Kombination mit den log2-Ratios des Plots die berechnete

Endsequenz des Amplikons.
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MDAO0106 telomerwirtiges Ende
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Abb. 3.15: Validierung der telomerwirtigen Startsequenz fiir MDA0106

Basierend auf den log2-Ratios des Plots und den AGCN der qPCRs wurde fiir MDA0106 die
Startsequenz des Amplikons bei ~54.478.000 festgelegt. Die erhéhten AGCN der qPCRs von
N-WT-F07 bis Hervk1+2 konnten fir MDAO0106 mit Werten von 3,8-29 bestatigt werden.

Die centromerwirts gelegenen qPCR Assays waren fiir MIDDAO106 quantitativ auswertbar,

wobei die AGCN der qPCRs den Verlauf der log2-Ratios des Plots bestitigten.
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MDAO0106 centromerwirtiges Ende
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Abb. 3.16: Validierung der centromerwirtigen Endsequenz fiir MDA0106

Durch die AGCN der qPCRs in Kombination mit den log2-Ratios des Plots wurde die
Endsequenz des Amplikons bei ~55.770.550 festgelegt.
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MDAO0107 telomerwirtiges Ende
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Abb. 3.17: Validierung der telomerwirtigen Startsequenz fiir MDA0107

Aufgrund des Verlaufs der log2-Ratios des Plots und der AGCN der qPCRs wurde die
identische Startsequenz bei 54.480.500 festgelegt, wie fir MDA-WT und MDAO0106. Die
AGCN der qPCR Assays von Hervk-1 bis 0107-F3 zeigten relativ zu den Assays 0107-F1 und
0107-F4 erhohte Werte im Bereich von 3,2-5,5.
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MDAO0107 centromerwirtiges Ende
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Abb. 3.18: Validierung der centromerwirtigen Endsequenz fiir MDA0107

Durch die AGCN der qPCRs in Kombination mit den log2-Ratios des Plots wurde die

Endsequenz des Amplikons bei ~55.187.000 festgelegt.
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MDA(+) telomerwirtiges Ende
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Abb. 3.19: Validierung der telomerwirtigen Startsequenz fiir MDA(+)

Die AGCN der qPCRs und der Verlauf der log2-Ratios des Plots zeigten einen mit den
Startregionen der anderen Sublinien vergleichbaren Verlauf, aufgrund dessen die Startregion

bei ~56.618.850 festgelegt wurde.
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MDA(+) centromerwirtiges Ende
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Abb. 3.20: Validierung der centromerwirtigen Endsequenz fiir MDA(+)

Aufgrund des Verlaufs der log2-Ratios des Plots mit einer klar definierte Kante sowie der

AGCN der qPCRs wurde die Endsequenz bei ~55.187.500 festgelegt.

Die Berechnung der Start- und Endsequenzen der Amplikons ergab im Vergleich zur
Validierung anhand der log2-Ratios der Plotverliufe und der AGCN der qPCRs, fiir die klarer
definierten telomerwirtigen Regionen, Abweichung von ~2000-4000 Basen. Die Prazision der
Berechnungen nahm mit kleineren log2-Ratios ab. Fur die nicht klar definierten
Endsequenzen wurden Abweichungen von ~2000-14000 Basen zwischen den berechneten
Endsequenzen und den auf den log2-Ratios der Plotverliufe sowie AGCN der qPCRs
basierenden Endsequenzen erreicht. Auch hier bedingten kleinere log2-Ratios eine Abnahme
in der Prizision der Berechnung. Die Verliufe der AGCN der qPCR Assays wurden jeweils
fir die Start- bzw. Endregion der MDA-MB-468 Sublinien zusammengefasst und in

Kombination mit der chromosomalen Position dargestellt (Abb. 3.21-3.22).
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Abb. 3.21: Zusammenfassung der AGCN der qPCRs der telomerwirtigen Startregion der Amplikons
Auf der horizontalen Achse wurden die Assaynamen, auf der linken vertikalen Achse die Position auf Chr.7 und
auf der rechten horizontalen Achse die AGCN der qPCRs dargestellt.

Fir MDA-MB-468 und die Sublinien konnte ein dhnlicher Verlauf der AGCN der qPCRs
innerhalb der Startsequenzen festgestellt werden, der in der Hohe der Messwerte sowie der
chromosomalen Position variierte. Dem eigentlichen langgestreckten Amplikon mit dem
EGFR-Gen war jeweils ein Sequenzbereich mit erthohten AGCN der qPCRs vorangestellt.
Verglichen mit den AGCN fiir EGFR waren die AGCN der qPCRs in der vorgeschobenen,
hochamplifizierten Region fiir die Sublinien um Faktor 2-4 und fur MDA-MB-468 um Faktor
5-16 erhoht.
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Abb. 3.22: Zusammenfassung der AGCN der qPCRs der centromerwirtigen Endregion der Amplikons
Auf der horizontalen Achse wurden die Assaynamen, auf der linken vertikalen Achse die Position auf Chr.7 und
auf der rechten horizontalen Achse die AGCN der qPCRs dargestellt.

Die Verlaufe der AGCN der qPCRs fiir die Endregionen der MDA Sublinien zeigten ein
homogenes Bild. Alle Linien zeigten ein von der Hohe der Amplifikation abhingiges lineares
Auslaufen der Endbereiche. Die Position der Endsequenzen musste mit stirkerer Gewichtung

auf den Verlauf der log2-Ratios der Array Plots festgelegt werden.

Die telomerwirtige, durch besser definierte Grenzen charakterisierte Startregion der
Amplikons wurde anschlieBend PCR-basiert auf Sequenzen untersucht, die von der
Normalsequenz abweichend Insertionen oder Deletionen zeigten. Dies sollte Ruckschliisse

auf mogliche chromosomale Umlagerungsprozesse erméglichen.
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3.5 PCR-basierte Detektion von Umlagerungssequenzen an der telomerwirtigen
Startregion von MDA-MB-468

Um potentielle Bruchpunkte in der Startregion des Amplikons aufzufinden und zu
charakterisieren, wurde der Bereich mit Long PCRs abgedeckt. Hierzu wurden
Kombinationen von Forward und Reverse Primern (siche Tab.2.12) der bestehenden qPCR
Assays verwendet. Die PCRs sollten in Regionen, in denen Strangbriiche und anschlieBende
Fusionen in gleicher Orientierung stattgefunden hatten, PCR-Fragmente mit abweichender
Linge erzeugen. Es wurden fiir die Versuche die Enzyme Taq Polymerase (Qiagen),
AmpliTaq Gold (ABI) und Phusion Polymerase (Finnzymes) verwendet. In Kombination mit
der Phusion Polymerase wurde aul3erdem das Failsafe PCR Kit (Finnzymes) getestet, das mit
18 verschiedenen Pufferbedingungen zur PCR Optimierung genutzt wurde. Es wurden fiir
jede Primerkombination sowohl genomische MDA-MB-468 DNA als auch Leukozyten DNA
als Kontrolle verwendet. Eine schematische Darstellung der langen PCR Assays tiber die

Startregion wurde in Abb. 3.23 dargestellt.

MDA-WT relomerwirtige Startregion
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Abb. 3.23: Ergebnisse der Long PCRs in der telomerwirtigen Startregion von MDA-MB-468 In der
Abbildung werden die verschiedenen Primerkombinationen der Long PCRs durch braune Pfeile dargestellt. Das
Agarosegel zeigt fiir MDA-WT DNA (M) im Vergleich zur Leukozyten DNA (L) differentielle PCR Produkte fiir
die Primerkombination 5. Marker VII (VII) wird zum Abschitzen der Fragmentlingen verwendet.
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Die Long PCR mit der Primerkombination 5 erzeugte fir MDA-WT DNA neben dem
berechneten Fragment von 2021bps Linge noch 2 verkirzte Fragmente, deren Lingen
~1700bps und ~1400bps betrugen. Diese PCR tuberspannte genau den Bereich der
Startregion, fir die die Startsequenz des Amplikons festgelegt wurde (siche 3.4). Alle anderen
Primerkombinationen erzeugten fir MDA-WT DNA und Leukozyten DNA identische
Fragmente. Fir die Primerkombinationen 1, 2, 11 und 12 konnte mit keiner Kombination der

Enzyme und Pufferbedingungen ein PCR Produkt der errechneten Grof3e amplifiziert werden.

3.6 Analyse der differentiellen PCR Fragmente

Die verkiirzten PCR Fragmente wurden durch Restriktionsanalysen niher charakterisiert. In
Abb. 3.24 wurden die Restriktionskarte der Sequenz des PCR Fragments sowie ein Agarosegel

mit den Resultaten der Restriktionsanalyse dargestellt.
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Abb.3. 24: Restriktionsanalyse der PCR-5 Fragmente aus MDA-MB-468 DNA Tir die Analyse wurden die
in der Restriktionskarte des Fragments rot umrahmten Enzyme Prull, Neol und PsfA verwendet. Die Positionen
auf dem Agarosegel wurden fiir das 2021bps lange Normalfragment mit I, das mittlere ~1700bps Fragment mit
M und das kurze ~1400bps Fragment mit S (short) markiert.
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Durch die Restriktionsenzyme Neol und PsA wurde das PCR Fragment jeweils vollstindige
geschnitten. Fir die Restriktion mit Po#ll war nur ein Verdau des Normalfragmentes zu
erkennen. Das Fehlen der Pyxll Schnittstelle in den beiden differentiellen PCR Fragmenten,
schrainkte den Bereich, in dem die Verkilrzung lokalisiert sein musste, auf ~1060bps ein.
Dieser Bereich wurde durch Sequenzierung charakterisiert. Als Sequenzierungsprimer wurden
der Forward Primer der PCR5 Kombination, sowie ein neu designter Primer mit der Sequenz
CATGGTCGCTGTCTCTTCG direkt 3 ’-wirts von der Ncol-Schnittstelle verwendet. In

Abb. 3.25 wurde der Sequenzabschnitt mit den Sequenzierungsresultaten dargestellt.

GGCTCCCATGATTCTCCTGL I TCGACCTGCCAAGTGCCTEGEGATTCCAGGCACACGCCGCCACGCCTGAC
TGGTTTTTGTATTTTTGGTGGAGACGGGGTTTTGCCGTGTTGCCCGGGCTGGTCTCCAGCTCCTGGCCTC
GGGTGGTCTGCCTGCCTCGACCTCCCGAGGTACTGGGATTGCAGACGGAGTCTCGTTCACTTAATGCTCA
GTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCGTGATCTCGGCTGGCTACAACCTCCACCTCCCAGCCGCCTGCC
TTGGCCTCCCAAAGTGCTAAGATTACAGCCTCTGCCCGCCCGCCACCCCGTCTAGGAAGTGAGCAGCGTC
TCTGCCTGGCCACCCATCGTCTGGGATGTGAGGAGCCCCTCTGCCCAGCCGCCCCATCTGGGAAGTGAGG
AGTGCCTCTGCCCAGCCACCACCCCATCTAGGAAGTGAGGAGCATCTICTGCCTGGCTGCCCATCGTCTGGE
GTTGTGAGGAGCGCCTCTGCCCAGCCGECCCCETCTGEEAGGAAGT GAGGAGCACCTCCGECCCEGCTECCC
CGAATGEEAAGT GAGGAGCGCCTCTGCCTGGCCGCCCCATCT GGEAAGTGAGGAGCGCCTCTGCCCEGETC
TCCCCCCCATCTAGGAAGTAAGGAGTGETCTCTGCCCGACCGCCCACTGTCTGEEATGTGAGGAGCACCTC
TGCCCGGECCECCCCATCTGEEAAGTGAGGAGCGCCTCTGCCCAGCTGCCCCETCTGGGATGTGAGGAGCG
CCTCTGCCCEGECEGECCCATCETCTGEEAAGT GGGEEAGCECCTCTGCCCEEUCACCCTETCTGEEAAGTGA
GGAGTGCCTGTGCCTGECCGCCCCATCTEEETAGTGAGGAGTGTCTCTGCCTGTCCGCCCATCETCT GGG
AGGTGAGGAGCGCCTCTTCCCAGCCGCCCAT CATCTGGGATGTGAGGAGCGCCTCTGCCCAGCCACCCTG
TCTGGGAAGTIGAGGAGCACCTICTIGCATGGCCGCCCCATCTIGGGAGGTIGTACCCAACAGCTCCGAAGAGAC
AGCGACCATG

Abb. 3.25: Ergebnisse der Sequenzierung der M- und S-Fragmente von PCR-5 Dargestellt sind die

flankierenden Primersequenzen, die ersten nich/ lesbaren Basen der einzelnen Sequenzierungen, die lesbaren
Bereiche, und der Bereich, in dem die Sequenzierungen aus 3°- und 5°-Richtung jeweils in jeder der 3fachen
Wiederholungen abbrachen. Teile dieser Region wurden unterstrichen dargestellt, um eine bessere Darstellung

der repetitiven DNA Bereiche zu ermdglichen.

Die in 3fachen Wiederholungen durchgefiihrten Sequenzierungen der beiden verkirzten
Fragmente erlaubten nur eingeschrinkte Leseweiten von 361bps mit dem Forward- und
117bps mit dem Reverse Primer. Der gesamte in Abb.3.25 grau dargestellte Bereich konnte
nicht erfasst werden. Dies kénnte mit der repetitiven Struktur der DNA zusammenhingen,
die fir die Polymerase des verwendeten BigDye nicht amplifizierbar war. An den Grenzen
dieser Bereiche fielen die Fluoreszenzsignale der Sequenzanalysen abrupt auf das Niveau des

Hintergrundrauschens ab.
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Dieser Sequenzbereich in der Startregion von MDA-WT wurde anschlieBend durch die am
Institut fur Bioinformatik Hamburg entwickelte Software LTR-Digest untersucht. LTR-Digest
analysierte DNA Sequenzen auf der Basis von Datenbanksequenzen (RepBase, NCBI) auf
unbekannte retrovirale DNA Elemente (Abb. 3.206).
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Abb. 3.26: Ergebnisse der LTR-Digest Analyse der verkiirzten PCR-5 Fragmente Dargestellt ist die
telomerwirtige Startsequenz von MDA-WT mit den durch LTR-Digest detektierten retroviralen Elementen.

Die Analyse der telomerwirtigen Startregion von MDA-WT ergab ein HERV-K Element, das
als einziges HERV-K Element auf Chr.7 eine vollstindige, aber mosaikartig unterbrochene
Ubereinstimmung mit der HERV-K Ursequenz besal. Die flankierenden MER9 Elemente
bildeten die langen terminalen Repeats (ILTRs) des retroviralen HERV-K Elements. Die Suche
nach verwandten retroviralen DNA Elementen ergaben fiir die HERV-K Sequenz hohe
Homologien mit dem ~4800bps entfernt liegenden SVA_A Element von >500bps. Innerhalb
des retroviralen SVA_A FElements waren die differentiellen PCR Fragmente der

Primerkombination 5 lokalisiert.
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AbschlieBend wurde der Einfluss der Genamplifikation von EGFR auf die Transkription
untersucht. Dies sollte Aufschluss dariiber geben, inwieweit eine direkte Abhingigkeit der
Expression von EGFR zu der Hohe der genomischen Amplifikation bestand und die
Ergebnisse der Anti-EGFR gerichteten FACS basierten Analysen mit anschlieBender qPCR
(sieche Kapitel 3.1 K. Agelopoulos) bestitigen.

3.7 Expressionsanalyse von EGFR und CHCHDZ2in MDA-MB-468 Sublinien

Fir die Analyse wurden kiufliche TagMan Assays (Applied Biosystems) fiir EGFR und das
Gen CHCHD? (Coiled Helix Coiled Helix like Domain 2), welches im centromerwirtigen
Bereich des Hauptamplikons mit log2-Ratios von ~2 lokalisiert war, verwendet (siche Abb.
3.27).
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Abb. 3.27: Lokalisierung bekannter Gene auf der Chr.7 Region der Array-CGH Dargestellt wurde der
Amplifikationsplot fir MDA-WT mit der log2-Ratio auf der vertikalen Achse und der chromosomalen Position
auf der horizontalen Achse. Im unteren Bereich wurden, durch blaue Linien markiert, bekannte Gentranskripte
bzw. deren Isoformen eingezeichnet. ERBB7 (EGFR) und CHCHDZ2 wurden durch rote Kisten hervorgehoben.

- 80 -



Ergebnisse

Als Referenzgen wurde B2M (Beta2-Mikroglobulin) gewihlt, welches sich als stabiles
Housekeeping-Gen fiir die Quantifizierung von Expressionen erwiesen hatte. Fir die Analyse
wurden aus den Zelllinien MDA-MB-468 und deren Sublinien und BT-20 Gesamt-mRNA
isoliert und parallel zusammen mit universeller humaner Referenz-RNA, die zur
Normalisierung verwendet wurde, in cDNA umgeschrieben. Die Ergebnisse der relativen

Quantifizierung wurden in Abb. 3.28 dargestellt.
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Abb. 3.28: Relative Expressionen von EGFR und CHCHD?Z2 gegen B2M der MDA Sublinien Auf der
horizontalen Achse wurden die jeweiligen MDA Sublinien mit AGCN fiir EGFR (Zahl in Klammern) und auf
der vertikalen Achse die relativen Expressionen von EGFR bzw. CHCHD?2 gegen B2M dargestellt.

Fir die MDA Sublinien konnte fiir EGFR und CHCHD? eine steigende Expression mit
steigender AGCN fur EGFR bzw. CHCHD?2 gemessen werden. Die EGFR-Expression
schien, im Vergleich zu der eher linear ansteigenden AGCN fiir EGFR der verwendeten
Sublinien, exponentiell anzusteigen. Die log2-Ratios der Array-CGH im Hauptamplikon von
2-6 fir den EGFR-Lokus und die log2-Ratios von 1-2 fir den CHCHD?2 Locus spiegelten die
Hoéhe der relativen Expression von EGFR mit Werten von 2,7-46,8 und CHCHDZ2 mit
Werten von 1,5-4,8 wieder. In der Zelllinie BT-20 war die Expression von EGFR bezogen auf
die AGCN fir EGFR im Vergleich zu MDA0107 und MDA0106 um Faktor ~2-3 erhoht. Die

Expression von CHCHD?Z2 in BT-20 lag etwa auf dem Niveau von MDAO0107.
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Um den Amplifikationsmechanismus von EGFR in Modelzelllinie MDA-MB-468 zu
untersuchen, wurde ein Verfahren entwickelt, das die genetische Charakterisierung einzelner
Zellen ermoglichte. Die Zelllinie MDA-MB-468 war heterogen fiir den EGFR-Lokus. Das
Verfahren sollte Aufschluss tiber den EGFR-Status einzelner Zellen der Modelzelllinie geben.
AuBlerdem sollte das Verfahren zur Untersuchung des EGFR-Status von DTC in Blut oder
KM von Patienten verwendet werden, um einen moglichen Zusammenhang zwischen
Aberrationen im EGFR-Lokus und dem Prozess der Metastasierung aufzukliren. Das zentrale
Element dieses Verfahrens bildete die Whole-Genome-Amplification (WGA), die fir die

Amplifikation der gesamten genomischen DNA verwendet wurde.

3.8 Whole Genome Amplification (WGA) zur Bestimmung der EGFR-Gendosis in
Einzelzellen

Die verschiedenen Strategien, die bei der WGA verfolgt, wurden lieBen sich in zwei
unterschiedliche Gruppen einteilen: die PCR-basierten Verfahren und die ,,Multi-
Displacement-Amplification” (MDA). Die erste Gruppe der Verfahren spaltete sich in drei

Untergruppen auf, wobei jedes der Verfahren auf einer Taq Polymerase basierte:

1. Random PEP (Primer Extension Preamplification): Die WGA basierte auf der
Amplifikation durch zufillige 15 Basen lange Oligonukleotide. Die Oligonukleotide
sollten aufgrund der zufilligen Sequenzen mit einer dhnlichen statistischen
Wahrscheinlichkeit binden und so zu einer Amplifikation des gesamten Genoms

fithren. Mit dieser Methode wurde eine maximale Amplifikation des Ausgangmaterials

um Faktor 30 erreicht (148).

2. DOP-PCR (Degenerate Oligonucleotide Primed): Dieses Verfahren verwendete ein
Primersystem, bei dem der Primer am 3°-Ende eine definierte Sequenz trug, die in ca.
10° Kopien auf dem menschlichen Genom vorhanden war, eine weitere definierte
Sequenz am 5°-Ende, welche eine Xhol Schnittstelle trug und im mittleren Teil eine
zufillige 6 Basen lange Sequenz. In den ersten 6-8 Zyklen der PCR, die mit niedriger
Annealing Temperatur abliefen, lagerten die definierten 3’-Enden an die DNA an. Die
zufilligen Hexamer Sequenzen banden dann ebenfalls, jedoch unvollstindig an die
DNA. In den finalen 25 Zyklen wurde die Annealing Temperatur erhéht und somit
die Spezifitit der PCR auf die bereits vom dem Primer markierten Bereiche erhoht

(149).
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3. Die Verfahren der dritten Gruppe basierten auf jeweils drei Schritten. Im ersten
Schritt wurde die DNA durch Restriktionsverdau (150-152), zufilliges Scheren der
DNA (153) oder ,,nick translation® (154) fragmentiert. Im zweiten Schritt wurde durch
Ligation von Linkeradaptern an die fragmentierte DNA eine sogenannte DNA-
Bibliothek erstellt. Die Amplifikation der DNA aus der Bibliothek in Schritt drei
wurde durch universelle Primer mit der Komplementirsequenz der Linkeradapter

erreicht.

Die Verfahren erreichten im Mittel Fragmentlingen <3kb und zeigten eine Fehlerrate von 3 x
10”. Desweiteren wurde keine vollstindige Abdeckung der genomischen DNA erreicht und
die Amplifikation verlief nicht mit gleichen Effizienzen fur alle genomischen Loci. Fir PEP
wurden 10*10*fache, fiir die DOP-PCR 10’-10°-fache Abweichungen durch ungleiche

Effizienzen der WGA in unterschiedlichen Loci beschrieben.

Die MDA verwendete Exonuklease-resistente, zufillige Hexamer Primer. Diese trugen jeweils
eine Thiophosphat Modifikation zwischen den drei terminalen Nukleotiden. Die Reaktion
vetlief iiber einen Zeitraum von 16h isothermal bei einer Temperatur von 30°C. Durch die
Strang-verdringenden FEigenschaften der Polymerase in Kombination mit den Hexamer
Primern wurde eine kontinuierlich fortlaufende Strangsynthese erreicht. Das Prinzip der MDA

wurde in Abb. 3.29 schematisch dargestellt.
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Abb. 3.29: Prinzip der Multi Displacement Amplification: (1) Random Hexamere (orange Linie) binden an
die Einzelstrang DNA (blaue Linie); (2) Die phi29 DNA Polymerase (Roter Kreis) verlingert die Primer, bis sie
neusynthetisierte Doppelstrang DNA erreicht (grine Linie); (3) Das Enzym verdringt den neusynthetisierten
Strang wihrend es mit der eigenen Synthese fortfihrt. Random Hexamer Primer binden an neusynthetisierte
Stringe; (4) Die Neusynthese beginnt an den neuen Stringen, es bildet sich eine hyperverzweigte Struktur aus.
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Die phi29 Polymerase besal3 eine extrem hohe Effizienz und generierte im Mittel eine
300.000-fache Amplifikation des Startmaterials mit einer durchschnittlichen Produktgréfe
>10kb. Die Fehlerrate der ,,Proofreading Polymerase lag bei 10°-107. Es wurde eine maximale
3-fache Amplifikationsabweichung beschrieben (155) und somit eine homogenere
Amplifikation der genomischen Loci erreicht. Es wurde ferner gezeigt, dass MDA-
amplifizierte genomische DNA als Ausgangsmaterial fir gingige genetische Analysen wie
»ONP*“ (Single Nucleotide Polymorphisms), Genotypisierungen, ,,chromosomal painting®,

Southern Blotting, subcloning und Sequenzierungen (156) verwendet werden konnte.

Um aus Einzelzellen mit einem durchschnittliches Genomgewicht von 6-7pg ausreichend
Material fir eine Vielzahl von genetischen Analysen zu erzeugen, das sowohl auf den Ebenen
der Sequenz, der genomweiten Abdeckung und gleichmaBligen Amplifikation aller Loci

moglichst nah am Ausgangsmaterial war, wurde die MDA verwendet.

Fir das MDA-basierte Genomiphi-Kit wurde vom Hersteller eine minimale Menge
Ausgangsmaterial von 1ng DNA empfohlen. Deshalb wurde eine serielle Verdinnungsreihe
mit genomischer DNA als Ausgangsmaterial durchgefihrt, um die generelle Funktionalitit der
WGA im pg-Bereich zu iiberprifen. Die durch die WGA amplifizierte DNA wurde mit einer
Multiplex PCR tberpriift. In einer Multiplex PCR wurden mehrere genomische Loci in einer
PCR Reaktion amplifiziert. Dadurch wurde zum einen die Amplifikation der drei Loci in der
WGA tberpriift und zum anderen zwischen spezifischem und unspezifischem WGA Produkt
unterschieden. Dies war erforderlich, da in der Negativkontrolle der WGA immer eine
vergleichbar hohe Menge hochmolekularer DNA gebildet wurde, wie bei der Amplifikation
der ecigentlichen Proben. Die in der Negativkontrolle gebildete DNA wurde von der
Polymerase durch Verlingerung der Primer erzeugt und war nicht PCR-amplifizierbar. Die

Ergebnisse der seriellen Verdunnungsreihe wurden in Tab. 3.4 dargestellt.
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Template DNA (ng) WGA amplifizierte DNA (ug) Multiplex PCR 1
10 3,8 3/3
1 3,6 3/3
0,5 3,7 3/3

0,25 3,5 3/3
0,125 35 3/3
0,063 3,6 3/3
0,032 34 3/3
0,016 3,4 1/3
0,008 3,2 0/3
NTC 2,8 0/3

Tab. 3.4: Serielle Template-Verdiinnungsreihe fiir das Genomiphi-Kit In der Tabelle sind die Mengen der
eingesetzten Template DNA, der WGA amplifizierten DNA sowie die Anzahl der genomischen Loci, die durch
die Multiplex PCR dargestellt werden konnten, aufgelistet.

Im Bereich von 1ng bis 32pg (~5 Zellen) gab es geringe Differenzen in der gebildeten
Produktmenge. Es konnten in diesem Bereich alle genomischen Loci in der WGA
amplifizierten DNA durch die Multiplex PCR nachgewiesen werden. Bei 16 pg Template
wurde nur noch ein, bei 8pg Template keine Multiplex Loci in der WGA amplifizierten DNA
nachgewiesen. Die in der NTC gebildete Produktmenge lag bei 2,8ug.

Die folgende Validierung der WGA an Mikrosatelliten wurde, basierend auf der
Verdunnungsreihe, mit 30pg Template durchgefiihrt. Es war davon auszugehen, dass ab einer
Konzentration von <30pg/ul die statistische Wahrscheinlichkeit, DNA dutch Bindung an die
Pipettenspitze, das Reaktionsgefi3 oder die inhomogene Verteilung des Makromolekiils in

Lésung zu verlieren, zu grof3 wurde, um reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen.

Vor der eigentlichen Validierung wurden die Mikrosatelliten Primer zu Multiplex PCRs
zusammengefasst und deren Protokolle optimiert. AnschlieBend wurden die PCR-
Fragmentlingen der Zelllinien A431, HBL100, MCF-7, MDA-MB-468 und SK-OV-3 fiir alle
Multiplex PCRs bestimmt, um fiir die Validierung ein DNA-Set zusammenstellen zu kénnen,

das fiir jeden Locus heterozygot war.
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3.9 Die Validierung der WGA mittels eines Mikrosatelliten PCR Panels

Als Mikrosatelliten oder SSR (Simple Sequence Repeats) werden kurze, repetitive nicht
kodierende DNA-Sequenzen bezeichnet, die sich in dem Genom eines Organismus hiufig
wiederholen. Bei den SSRs handelt es sich um einfache 2-64 Nukleotide lange Elemente, die
zwischen 10 und 100mal wiederholt sein konnen. Den haufigsten Mikrosatelliten stellt der
Typ (CA), dar, welcher ~0,5% des humanen Genoms ausmacht. Aufgrund ihrer Haufigkeit
und der hohen Wahrscheinlichkeit auf polymorphe Lingen der Mikrosatelliten, auch zwischen
den beiden Allelen eines Organismus, werden diese haufig zur Genanalyse verwendet. Eine
weitere Anwendung, neben dem klassischen Vaterschaftstest, stellte der Vergleich von
Normalgewebe und Primartumor, bzw. Primirtumor und Metastase dar. Es wurden hierzu
bevorzugt Mikrosatelliten verwendet, die in der Nihe von bekannten potentiellen Onkogenen
lokalisiert waren. Durch Mikrosatelliten Analysen koénnen allelische Imbalancen (Als)
detektiert werden, welche Hinweise auf DNA Zugewinne bzw. Verluste einzelner Allele
gaben. Die Lokalisierungen bzw. Genassoziationen des in dieser Arbeit verwendeten

Mikrosatelliten Panels wurden in Tab. 3.5 aufgelistet.
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Name Zielgen / Region Genomische Lokalisation
D78522 Caveolin 1+2 CHR7-q31.2
D8S258 8p22 CHRS8-p21.3

D165400 16q22.2-23.1 CHR16-q21
NEFL 8p21 CHRS8-p21.2
D1358153 Rb1 CHR13-q14.2
D178855 BRCAT CHR17-q21.31
D108541 PTEN CHR10-q23.31
D165402 16q24.2 CHR16-q23.3
D165422 16q24.2 CHR16-q23.3

P53CA TP53 CHR17-p13.1
CASSR1 EGFR CHR7-p11.2
CASSR3 EGFR CHR7-p11.2
CASSR4 EGFR CHR7-p11.2

D752429 EGFR CHR7-q11.21
D75494 EGFR CHR7-p11.1
D75499 EGFR CHR7-p11.2

D782467 EGFR CHR7-p12.1
CASSR2 EGFR CHR7-p11.2

D782550 EGFR CHR7-p11.2
CASSR6 EGFR CHR7-p11.2

Tab. 3.5: Lokalisierung der verwendeten Mikrosatelliten

Das Panel umfasste 10 Primerpaare, die Chr.7p11-12 lokalisiert waren und zur
Charakterisierung der Region um EGFR dienten. Zehn weitere Primerpaare verteilten sich auf
weitere Chromosomen und beinhalten Regionen nahe der Gene BRCAT7, TP53, Rbi,
Caveolin1+2 und PTEN.

3.10 Multiplex PCR-Protokoll Optimierung fiir die Mikrosatelliten Primer

Mit dem Ziel von Zeit-, Kosten- und Proben DNA Ersparnis wurden die PCR Protokolle
darauf optimiert, als Multiplex PCR zu laufen. Als Erstes wurde eine Gradienten-PCR (56-
62°C) mit jedem Primerpaar durchgefithrt, um die optimale Anlagerungstemperatur zu
bestimmen. AnschlieBend wurden PCR Additive hinsichtlich ihres Einflusses auf die Bildung
von Primerdimeren, unspezifischer Primerbindung und Produktausbeute getestet. Die
Primerpaare wurden dann, gemill ihrer errechneten Produktgréflen und optimalen
Anlagerungstemperatur, in 2er bis 3er Gruppen zusammengefasst. Der Mindestunterschied
der Produktgroen innerhalb jeder Multiplex PCR betrug 10 Basen. AbschlieBend wurden die
Effizienzen der Mikrosatelliten PCRs innerhalb einer Multiplex PCR durch das Anpassen der
Primerkonzentrationen angeglichen. Die optimierten Multiplex-PCR Bedingungen wurden in
Tab. 3.6 dargestellt.
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Gruppe | Primerpaar | Produktgrof3e Primerkonz. Anlagerungstemp. | TMAC | Q-Solution
Multiplex D78522 121 200uM
1 D85258 229 100uM
D165400 179 100puM
Multiplex NEFL 109 100uM
2 D135153 194 100uM
D178855 151 100uM 56°C
Multiplex D10S541 161 100uM
3 D165402 112 150uM
D165422 122 250uM
Multiplex P53CA 171 50uM 200mM | Kein Effekt
4 CASSR1 125 100uM
Multiplex CASSR3 126 100uM
5 CASSR4 197 100pM
D752429 218 100uM
Multiplex D75494 117 100uM
6 D75499 216 100uM
D782467 177 100puM
Multiplex CASSR2 169 100uM
7 D782550 255 100uM
CASSR6 158 100uM
Tab. 3.6: Optimierte Multiplex-PCR Bedingungen
Die 20 Primerpaare konnten zu 7 Multiplexen gruppiert werden, die auf 2

Anlagerungstemperaturen eingestellt wurden. Das PCR Additiv TMAC zeigte eine Reduktion

von unspezifischer Primerbindung, wohingegen Q-Solution (Qiagen) keinen sichtbaren Effekt

hatte. CASSR6 konnte aufgrund von starker Dimerbildung nicht in Multiplex 7 integriert

werden.

3.11 Fragmentlingenbestimmung in der DNA von Tumorzelllinien

Es wurden die Fragmentlingen aller Mikrosatelliten aus dem Panel fiir finf Tumorzelllinien

bestimmt, mit dem Ziel, fiir jeden Mikrosatelliten einen heterozygoten Locus zu finden,

anhand dessen die Validierung der WGA gegen genomische DNA durchgefiihrt werden

konnte. Die Ergebnisse der Fragmentlingenanalyse wurden in Tab. 3.7 aufgelistet.
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Gruppe Primerpaar | Produktgréfie A431 HBL100 MCE-7 MDA-MB-468 SK-OV-3
Multiplex D78522 121 Deletiert 121 121 /123 117 123
1 D8S258 229 225 223 / 225 225 / 227 209 225 /229
D165400 179 167 167 / 177 175 / 177 173 175 /177
Multiplex NEFL 109 102 94 90 Deletiert 90
2 D138153 194 176 182 146 / 176 Deletiert 172
D178855 151 137 / 139 141 / 149 147 151 143
Multiplex D108541 161 155 159 165 155 165
3 D165402 112 108 / 116 116 / 118 116 108 / 110 114
D165422 122 121 119 / 121 123 119 / 121 103 / 123
Multiplex P53CA 171 167 165 / 167 183 171 167
4 CASSR1 125 114 118 124 116 112
Multiplex CASSR3 126 121 121 119 119 119
5 CASSR4 197 190 / 192 184 188 196 194 / 196
D7582429 218 221 219 219 215 219
Multiplex D75494 117 107 107 125 107 121
6 D75499 216 212/ 214 210 / 212 214 / 216 208 / 210 210/ 212
D782467 177 170 / 172 170 / 172 172 / 174 168 / 170 168 / 170
Multiplex CASSR2 169 162 / 166 166 / 168 166 / 168 166 / 168 166 / 168
7 D752550 255 267 / 269 277 / 279 273 / 275 281 /283 277 / 279
CASSR6 158 155 153 / 155 153 155 153

Tab. 3.7: Fragmentlingenbestimmung der Mikrosatelliten fiir 5 Tumorzelllinien In der Tabelle wurden
die Fragmentlingen der einzelnen Primerpaare in Nukleotiden fir die 5 Zelllinien aufgelistet. Die auf der Basis
von UCSC berechnete mittlere Fragmentlinge der Mikrosatelliten wurde ebenfalls aufgelistet. Die fur die
Validierung der WGA verwendeten Zelllinien bzw. Zellliniengemische wurden grau hinterlegt.

Unter den getesteten Linien befanden sich mit der Multiplex-1 fir MCF-7 und Multiplex-7 fur
HBL100 nur zwei Ansitze, die fiir alle Primer der jeweiligen Multiplex heterozygot waren. Es
mussten deshalb Gemische der Zelllinien A431/HBL100 und HBL100/MCF-7 im Verhiltnis
1:1 hergestellt werden, um heterozygotes Ausgangsmaterial fiir die anderen Multiplex PCRs zu
schaffen. Von den 100 bestimmten Mikrosatelliten waren 40 % heterozygot, 57% homozygot

und 3% nicht durch PCR amplifizierbar.

3.12 Validierung der WGA mit 30pg Ausgangs-DINA durch anschlieBende
Mikrosatelliten PCR

Um die PCR-bedingten Schwankungen der einzelnen Mikrosatelliten Assays erfassen zu
konnen, wurden die PCRs in unabhingigen 3-fach Bestimmungen durchgefithrt und
anschliefend aus den Fragmentanalysen der PCR Produkte die Grenzen fiir die Bestimmung
eines Verlustes im kurzen Allel (Al Score 1-DC) und eines Verlustes im lingeren Allel (Al
Score 1/(1-DC)) bestimmt. Die DC-Wertte (Critical Difference) wurden uber die
Standardabweichung der jeweiligen Dreifachbestimmungen berechnet. Die verwendete
Funktion lautete DC = 2 *2 * SD

genomische DNA und WGA amplifizierte DNA durchgeftihrt. Als Ausgangsmaterial fir die

Dieselben Bestimmungen wurden parallel fir

WGA wurde 30pg genomische DNA eingesetzt. Die Ergebnisse wurden in Tab. 3.8 fur
genomische DNA wund in Tab. 39 fir WGA amplifizierte DNA aufgelistet. FEine

zusammenfassende Auswertung der Daten wurde als Diagramm in Abb. 3.30 dargestellt.
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Primer Fliche Al Fliche A2 Ratio A1/A2 SD DC Al Score 1-DC || AI Score 1/(1-DC)
7385 11624 0,635
D7S522 6463 10903 0,593 0,043 0,121 0,879 1,138
7349 10541 0,697
8040 7284 1,104
D8S258 6119 5647 1,084 0,027 0,078 0,922 1,084
8043 6998 1,149
8483 17988 0,472
D16S400 12925 22584 0,572 0,048 0,135 0,865 1,156
6193 13162 0,471
7360 7358 1,000
NEFL 7387 7361 1,004 0,005 0,014 0,986 1,014
7298 7356 0,992
5472 5429 1,008
D13S153 11614 11418 1,017 0,008 0,022 0,978 1,022
6454 6287 1,027
6038 5306 1,138
D17S855 9383 8221 1,141 0,025 0,070 0,930 1,075
6771 5681 1,192
6576 3885 1,693
D10S541 13165 7472 1,762 0,073 0,207 0,793 1,261
15653 8368 1,871
11544 3158 3,655
D16S402 12076 3292 3,668 0,045 0,127 0,873 1,145
13710 3650 3,756
10307 5807 1,775
D16S422 9494 5576 1,703 0,037 0,106 0,894 1,119
8679 5136 1,690
21449 10705 2,004
P53CA 25931 12000 2,161 0,064 0,182 0,818 1,222
17855 8575 2,082
7304 3713 1,967
CASSR1 12270 6388 1,921 0,032 0,091 0,909 1,100
6022 3012 1,999
16511 7706 2,143
CASSR3 18998 9311 2,040 0,054 0,152 0,848 1,180
18126 8977 2,019
13542 7044 1,922
CASSR4 19988 9596 2,083 0,085 0,240 0,760 1,316
10668 5038 2,118
5597 5011 1,117
D7S2429 6021 5442 1,106 0,008 0,022 0,978 1,023
4287 3905 1,098
2848 1975 1,442
D7S494 8684 6422 1,352 0,070 0,198 0,802 1,246
4770 3753 1,271
7530 15814 0,476
D7S499 12043 24827 0,485 0,056 0,159 0,841 1,190
5209 14417 0,361
8669 9710 0,893
D7S2467 21983 22131 0,993 0,070 0,199 0,801 1,248
9330 8767 1,064
20871 13418 1,555
CASSR2 38621 25517 1,514 0,033 0,093 0,907 1,102
20937 13138 1,594
5200 10955 0,475
D7S2550 6841 14832 0,461 0,011 0,030 0,970 1,031
5138 10544 0,487
7316 7193 1,017
CASSRG6 7386 7327 1,008 0,032 0,092 0,908 1,101
7148 6613 1,081

Tab. 3.8: AI Scores fiir genomische DNA
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Primer Fliche A1 Fliche A2 Ratio A1/A2 SD DC AI Score 1-DC || AI Score 1/(1-DC)

10234 13699 0,747

D7S522 6980 8919 0,783 0,015 0,042 0,958 1,044
6140 8109 0,757
7999 7603 1,052

D8S258 5791 6542 0,885 0,070 0,199 0,801 1,248
3853 4131 0,933
10016 18793 0,533

D16S400 6599 13034 0,506 0,019 0,055 0,945 1,058
6815 14040 0,485
7392 7208 1,026

NEFL 7218 7054 1,023 0,005 0,015 0,985 1,015
7134 7041 1,013
7773 6684 1,163

D13S153 5456 4366 1,250 0,068 0,191 0,809 1,237
3688 2776 1,329
11230 8168 1,375

D17S855 7035 4768 1,475 0,042 0,119 0,881 1,135
7482 5317 1,407
12348 6179 1,998

D10S541 7951 3918 2,029 0,014 0,040 0,960 1,042
9413 4705 2,001
18403 6192 2,972

D16S402 9761 3248 3,005 0,014 0,038 0,962 1,040
9406 3149 2,987
14896 9009 1,653

D16S422 6929 4024 1,722 0,065 0,185 0,815 1,226
6867 3788 1,813
13370 9894 1,351

P53CA 10111 7884 1,282 0,046 0,129 0,871 1,148
10033 8086 1,241
9392 5418 1,733

CASSR1 8127 4774 1,702 0,013 0,038 0,962 1,039
6342 3709 1,710
14255 7155 1,992

CASSR3 14085 6978 2,018 0,011 0,031 0,969 1,032
14055 6988 2,011
19596 9236 2,122

CASSR4 14779 6713 2,202 0,061 0,172 0,828 1,207
14430 6356 2,270
4140 3996 1,036

D7S2429 3415 3928 0,869 0,069 0,195 0,805 1,242
4676 4799 0,974
4376 2677 1,635

D7S494 7371 5074 1,453 0,075 0,212 0,788 1,270
8088 5319 1,521
10210 19100 0,535

D7S499 10776 21080 0,511 0,012 0,034 0,966 1,035
9758 18134 0,538
2454 2657 0,924

D7S2467 14964 14277 1,048 0,056 0,158 0,842 1,187
9940 9612 1,034
26815 16946 1,582

CASSR2 29380 18719 1,570 0,027 0,077 0,923 1,083
26153 17212 1,519
5125 11158 0,459

D7S2550 8154 17377 0,469 0,015 0,042 0,958 1,043
6312 12770 0,494
7401 7201 1,028

CASSR6 7333 7212 1,017 0,037 0,104 0,896 1,116
7233 6578 1,100

Tab. 3.9: Al Scores fiir WGA Produkte
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Abb. 3.30: AI Scores der Assays fiir genomische DNA und WGA amplifizierter DNA Auf der horizontalen
Achse wurden die jeweiligen Namen der Assay und auf der vertikalen Achse die Al Scores aufgetragen. Die
Bereiche der minimalen und maximalen Schwankungen der AI Scores fir genomische DNA wurden fir 1/(1-
DC) mit A und fiir 1-DC mit B markiert.

Die Grenzen des Schwankungsbereichs A, fiir die AI Scores 1/(1-DC), wurden von den Al
Scores der Assays NEFL (1,014) und CASSR4 (1,3106) fir genomische DNA gebildet. Die
Grenzen des Schwankungsbereichs B, fiir die Al Scores 1-DC, wurden von den Al Scores der
Assays NEFL (0,986) und CASSR4 (0,706) fir genomische DNA gebildet. Alle AI Scores die
fir WGA amplifizierte DNA lagen innerhalb der Schwankungsbereiche A bzw. B.

Der gemittelte Varianzkoeffizient (VK) der Assays mit genomischer DNA betrug 3,7%, wobei
der hochste VK fur D78499 bei 12,8% lag. Der gemittelte VK der Assays mit WGA
amplifizierter DNA lag bei 3,1%, wobei der héchste VK fiir D752429 bei 7,1% lag.

3.13 Etablierung einer Methode zur genomischen Charakterisierung von Einzelzellen

Nach den ersten Validierungen der WGA wurde ein Protokoll zur Amplifikation der DNA
von Einzelzellen etabliert. Das Verfahren wurde unter der Berticksichtigung folgender

Aspekte optimiert:

1. Minimierung von: Moglichen DNA Verlusten, Kontaminationsrisiko durch den

Anwender oder andere dullere Einflisse

2. Maximierung von: Der visuellen Kontrolle wihrend des gesamten Verfahrens, dem

Spektrum verwendbarer Farbungen und Fixierungen fir das Probenmaterial
Der Arbeitsablauf der Einzelzellanalyse wurde in Abb. 3.31 schematisch dargestellt.
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Einzelzell Analyse Arbeitsablau

Minimierung von DNA-Verlusten:

) N N Unterbinden von DNA-Glas-Bindung

1 Beschichtung der Glasstibchen mit Silan P - - :
Umgehen eines mit Verlusten
i verbundenen Pipettier Schrittes

2,3,4 Vorbereitung von: Lysepuffer, Protease-Losung, Lysospots
und der Zellen

i

5 Einzelzell Transfer und Zelllyse

i

6 Transfer des Zellysates in die PCR-Reaktionsgefilie

:

7 Isothermal Whole Genome Amplification, WGA; Genomiphi, GE
Healthcare

:

8 Aufreinigung des WGA-Produktes: NucleoSEQ-Kit,
Macherey-Nagel

9 Bestimmung der DNA-Konzentrationen: Nanodrop / SYBR
green Assay

—

10 Nachfolgeapplikationen: PCR-Amplifikation, Sequenzierung
und quantitative Real Time PCR

Abb. 3.31: Schematische Darstellung des Ablaufs der genomischen Charakterisierung von Einzelzellen.
Die einzelnen Punkte werden im Folgenden weiter behandelt.

Zu 1: Zur Minimierung potentieller Verluste beim Transfer von FEinzelzellen wurde der
Einsatz von Glasstibchen als Triger gewihlt (Details siche 2.2.2.2). Die Oberfliche der
Stibchen wurde mit einem hydrophoben Silan versiegelt, um das irreversible Binden von
DNA nach der Zelllyse zu unterbinden. Die optisch klaren Glasstibchen boten zudem die

Mboglichkeit uneingeschrinkter visueller Kontrolle wihrend der Mikromanipulation.
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Zu 2: Der Lysepuffer sollte eine effiziente Zelllyse gewihrleisten und ebenfalls das Arbeiten
mit RNA ermoéglichen. Um die WGA nicht zu inhibieren, wurde ein geringes Volumen von
20nl des Lysepuffers auf die Glasstibchen aufgebracht (0,2ul einer 1:10 Verdiinnung). Dieses
wurde anschlieBend bei RT eingetrocknet. Die Salze des Puffers konzentrierten sich durch die
hydrophobe Beschichtung auf einem sehr kleinen Bereich. Auf dem so entstandenen Lysospot
wurden die durch Mikromanipulation isolierten Zellen in einem mdglichst kleinen Volumen

Flussigkeit abgesetzt.

Zu 3: Es wurde ein Protease Verdau zur Steigerung der Effizienz der Zelllyse gewihlt. Um
inhibitorische Effekte wihrend der WGA zu verhindern, wurde die Protease der Proteinase K
vorgezogen (beides Qiagen), da diese bei 70°C vollstindig Hitze-inaktivierbar war. Die

Protease wurde in einer 1:10 Verdiinnung verwendet.

Zu 4: Es wurden verschiedene Fixierungen und Firbeprotokolle (Fluoreszenz und
Substratbasierend) getestet. Auch der Einfluss von lingerfristiger Lagerung bei -80°C wurde

untersucht (siche Zu 5).

Zu 5: Die Isolierung und der Transfer der Cytokeratin positiven Zellen wurde durch
Mikromanipulation durchgefithrt. Die verwendeten Kapillaren mit unterschiedlich groflem
Innendurchmesser besallen einen speziellen Schliff, der sowohl das Manipulieren von fixierten

Zellen als auch die Verwendung von zelladhisiven Objekttrigern ermdglichte.

Die Wirksamkeit des Lysepuffers wurde anhand von unfixierten Zellen getestet (Abb. 3.32).

Abb. 3.32: Lyse einer unfixierten MDA-MB-468 Zelle Lichtmikroskopische Aufnahmen bei 400-facher
Vergrofierung: A Lysospot; B abgesetzte Zelle nach 30sek; C nach 60sek; D nach 120sek

Das Verschwimmen der Zellkonturen iber die Zeit spiegelte den fortschreitenden

Lyseprozess wieder. Nach 150sek waren keine Konturen mehr erkennbar.
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Durch die kombinierte DAPI Kern- und A45-CY3 Fluoreszenzfirbung gegen Zytokeratine
lieBen sich einerseits Zellen mit intaktem Zellkern identifizieren und zum anderen MDA-MB-
468 Zellen eindeutig von den Cytokeratin negativen Fibroblasten unterscheiden. Die
Fluoreszenzfirbung ermdglichte eine effiziente Kontrolle tiber die Position der Zelle wahrend

der gesamten Manipulation (Abb. 3.33).

A el
- - ;‘
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E

Abb.3. 33: Sequenzaufnahmen der Mikromanipulation von A45-CY3 Fluoreszenz gefirbten MDA-MB-
468 Zellen A lichtmikroskopische Aufnahme (400fach) von humanen Fibroblasten mit eingespikten MDA-MB-
468 Zellen; B identische Aufnahme im DAPI Kanal zeigte blau fluoreszierende Zellkerne; C identische
Aufnahme im CY3 Kanal zeigte orange fluoreszierende Cytokeratin positive MDA-MB-468 Zellen; D
Uberlagerung von B+C; E Die Kapillare wurde tiber einer MDA-MB-468 Zelle platziert; F Die Zelle wurde
vorsichtig vom Triger gelost; G Uberlagerungsaufnahme der Zelle innerhalb der Kapillare; H Lysospot auf
Glasstibchen (200fach); I resuspendierender Lysospot; J Kapillare in Lysepuffer; K Abgelegte MDA-MB-468
Zelle auf Glasstibchen; L Uberlagerungsaufnahme beider Fluoreszenzkanile

Die CK-positiven MDA-MB-468 Zellen wurden durch die Fluoreszenzfirbung mit dem
Antikorper A45-CY3 von den CK-negativen Fibroblasten unterschieden (C+D). Durch die
DAPI Firbung konnte uberprift werden, ob der Zellkern intakt war (B). Die MDA Zelle
wurde mit der Kapillare des Mikromanipulators von der Oberfliche gelost und aufgenommen
(E-G). Bei dem Absetzen der Zelle resuspendierte der Lysospot (H-]). Die Position der Zelle

konnte wahrend der Manipulation durch die Fluoreszenzfirbung nachverfolgt werden (G+L).

_95_



Ergebnisse

Neben Fluoreszenz basierten Farbungen wurden auch die Substratumsatz-basierten

Firbungen APAAP/Neufuchsin und BCIP/NBT getestet (Abb. 3.34).

oj

Abb. 3.34: BCIP/NBT und APAAP/Neufuchsin gefirbte CK-positive Zellen A-C bliulich violette
BCIP/NBT-gefirbte Cytokeratin positive Zellen; D-F rote APAAP/Neufuchsin gefirbte Cytokeratin positive
Zellen; A SK-BR-3 Zelle (~80um Durchmesser) mit umgebenden Monozyten-Zellen; B MDA-MB-468 Zelle
(~40um Durchmesser) mit umgebenden Knochenmarkzellen; C Cytokeratin positive Patientenzelle (~20um
Durchmesser) mit umgebenden Knochenmarkzellen; D MDA-MB-468 Zelle mit umgebenden Monozyten
Zellen; E MDA-MB-468 Zelle wihrend der Mikromanipulation; F MDA-MB-468 Zelle im Lysepuffer auf einem
Glasstibchen nach der Mikromanipulation

Die beiden Substratumsatz-basierten, alkalische Phosphatase-abhingigen BCIP/NBT- und
APAAP/Neufuchsin-Firbungen ermdglichten eine eindeutige Differenzierung zwischen den
CK-positiven  Tumorzellen und den umgebenden CK-negativen Blut-  oder
Knochenmarkzellen. Die visuelle Kontrolle iiber die manipulierte Zelle war ebenfalls gegeben.
Der Nachteil der Firbemethoden bestand darin, dass keine kombinierte Kernfirbung moglich
war. Auf die Intaktheit des Kerns konnte ausschlieBlich iber die Intaktheit der ganzen Zelle

ruckgeschlossen werden.

In der folgenden Tabelle 3.10 wurden alle Kombinationen aus Vorbehandlungen, Fixierungen
und Firbungen aufgelistet, die im Rahmen dieser Arbeit auf ihre Lyseeffizienz bzw. WGA
Amplifizierbarkeit getestet wurden. Die WGA amplifizierte DNA wurde durch die CASSR1
Mikrosatelliten PCR tiberpriift.
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Lagerung CASSR1
Probe Firbung Fixierung -80°C DAPI Firbung | PCR
MDA-
MB-468 ohne ohne ohne ja 10/ 10
ohne 15 min. Aceton ohne ja 1/5
A45-CY3 15 min. Aceton ohne ja 1/5
APAAP/ Neufuchsin | 15 min. Aceton ohne nein 0/5
ohne 20 min. PFA ohne ja 3/5
Fluoreszenz 20 min. PFA ohne ja 3/5
ohne 10 min. PFA ohne ja 4/5
A45-CY3 10 min. PFA ohne ja 4/5
Apaap Neufuchsin 10 min. PFA ohne nein 1/5
ohne ohne > 4 Wochen ja 5/5
Fluoreszenz 10 min. PFA > 4 Wochen ja 4/5
BCIP-NBT ohne > 4 Wochen nein 13 /15
Veridex Profile
A45-PE Kit ohne nein 3/4
Monozyt ohne ohne ohne ja 6/15
ohne 10 min. PFA ohne ja 2/5
A45-CY3 10 min. PFA ohne ja 2/5
BCIP-NBT ohne > 4 Wochen nein 1/4

Tab. 3.10: PCR-basierte Einzelzell WGA Effizienz Validierung an unterschiedlich vorbehandeltem
Probenmaterial Fiir diese Testserie wurden in Monozyten eingespikte MDA-MB-468 Zellen verwendet. Als
Parameter wurde der Einfluss verschiedener Firbeprotokolle in Kombination mit verschiedenen
Fixierungsmethoden getestet. Als Material wurden frisch priparierte oder linger als vier Wochen bei -80°C
gelagerte Cytospins verwendet. Die WGA wurde anhand der CASSR1-Mikrosatelliten-PCR als erfolgreich oder
fehlgeschlagen eingestuft.

Im Hinblick auf die Firbungen liel3 sich feststellen, dass sowohl BCIP-NBT als auch die
Fluoreszenzfirbungen (A45-CY3, -PE und DAPI) einen geringeren FEinfluss auf die
Amplifizierbarkeit des CASSR1 Locus hatten als die APAAP/Neufuchsin Firbung. Fir
unfixierte BCIP-NBT gefirbte Zellen konnten 87% der CASSR1 Loci amplifiziert werden.
Fir Fluoreszenz-gefirbte Zellen in Kombination mit einer 10min. PFA-Fixierung wurden
noch 80% der CASSR1 Loci amplifiziert. Fur die stark alkalische APAAP/Neufuchsin
Farbung konnten in Kombination mit einer 10min. PFA-Fixierung 20%, in Kombination mit
der Aceton-Fixierung keiner der CASSR1 Loci amplifiziert werden. Fur ungefirbte oder
Fluoreszenz-gefirbte und Aceton fixierte Zellen konnten jeweils 20% der CASSR1 Loci
amplifiziert werden. Fur die Protein-quervernetzende PFA-Fixierung wurden bei einer
Fixierdauer von 10min. 80%, bei einer Fixierdauer von 20min. 60% der CASSR1 Loci
amplifiziert. Eine Lagerung der Zellen bei -80°C hatte keinen erkennbaren Einfluss. Fiir
ungefirbte und unfixierte Monozyten konnten <50% der CASSR1 Loci amplifiziert werden.
Wurde WGA Produkt von Monozyten als Referenzmaterial verwendet, wurden jeweils ~5
gepoolte Monozyten amplifiziert. Dadurch wurde die Amplifizierbarkeit der CASSR1 Loci auf

100% erhoht.
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Zu 6: Fur den verlustfreien Transfer der manipulierten Zelle wurde das Glasstdbchen in ein
PCR-Reaktionsgefi3 uiberfithrt, in dem bereits der Probenpuffer des WGA Kits vorgelegt
war. Zur Verbesserung der Zelllyse wurden die manipulierten Zellen fiir mindestens 20min bei
-80°C eingefroren. AnschlieBend wurde die Protease hinzugefiigt und fiir min. 15min ein
enzymatischer Verdau durchgefithrt. Die Protease wurde durch Hitze inaktiviert. Das
Glasstibchen verblieb bis zur abschlieBenden Aufreinigung des WGA Produktes im
Reaktionsgefil3.

Zu 7: Nach Hitze basiertem Aufschmelzen der DNA zu Einzelstringen wurde der mit
Enzym-Mix versetzte Reaktionspuffer zu dem Zelllysat gegeben und die WGA nach

Herstellerangaben durchgefiihrt.

Zu 8: Durch die Aufreinigung der WGA Reaktion tber eine Gelfiltration wurden freie dNTPs
und Hexamer Primer entfernt. Diese hitten in Folgeapplikationen stérende Einflisse zur

Folge gehabt.

Zu 9: Zur Quantifizierung wurden sowohl das Spektralphotometer Nanodrop als auch SYBR
green basierte Quantifizierung iiber Fluoreszenzmessungen getestet. Die Vergleiche beider
Messverfahren zeigten keine Unterschiede in den gemessenen DNA-Konzentrationen. Aus
Griinden der Kostensenkung und Zeitersparnis wurden standardmaf3ig Nanodrop Messungen

verwendet.

Zu 10: Die Folgeapplikationen wurden in den folgenden Kapiteln 3.14-3.19 ausfihrlich
behandelt.

3.14 Validierung der WGA amplifizierten DNA aus Einzelzellen durch Mikrosatelliten
PCR

Die Validierung der WGA an Einzelzellen wurde an der Zelllinie MDA-MB-468 durchgefiihrt,
die in Monozyten eingespiked, 10min PFA fixiert und A45-CY3 und DAPI gefirbt wurden.
Die Zellen wurden nach dem beschriebenen Protokoll manipuliert und amplifiziert. Initial
wurde eine Testreihe durchgefiihrt, in der jeweils 10, 5 oder eine MDA-MB-468 Zelle als
Ausgangsmaterial fiir die WGA eingesetzt wurden. Die Ansitze wurden jeweils 10-mal

wiederholt und anschlieBend mit der CASSR1 PCR uberpriift (Abb. 3.35).
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10 Zellen WS As 5 Zellen WG As Binzelzell WS As

L [ S e S

Abb. 3.35: CASSR1 PCR auf MDA-MB-468 WGA Produkten aus 10, 5 und Einzelzellen Die PCR
Produkte wurden auf einem 2% Agarose-Gel aufgetrennt und mit einer 100bps Leiter aufgetragen.

Fur die WGA amplifizierte DNA aus 10 und 5 Zellen konnten 20/20 CASSR1 Loci
amplifiziert werden (100%). Fuir die WGA amplifizierte DNA aus Einzelzellen konnten noch
8/10 CASSR1 Loci amplifiziert werden (80%). Diese Ergebnisse deckten sich mit den
Resultaten von der Testreihe aus Kapitel 3.13. Das leiterdhnliche Produkt in den
fehlgeschlagenen WGAs wurde aus dem Gel eluiert und als Template fir eine weitere
CASSR1 PCR eingesetzt, lieB3 sich jedoch nicht reamplifizieren. Die Banden enthielten also

keine Template DNA. Die Herkunft der Banden ist weiterhin unbekannt.

Um einen Uberblick tiber die genomweite Abdeckung der WGA zu erhalten, wurde ein Panel
von 18 Mikrosatelliten anhand der Einzelzell WGAZ2 tGberprift. Die Ergebnisse sind in Abb.

3.36 in Form eines Agarosegels dargestellt.

MDA-MB-468 Einzelzell WGA 2

Marker Lokus

CASSR1 | Cht7 (pll1.2)
CASSR2 | Cht7 (pl1.2)
CASSR3 | Chr7 (pll1.2)
CASSR4 | Che7 (pll.2)
CASSRG | Cht7 (pll.2)

100 bp D752429 | Cht7 (q11.21)
D78494 | Cht7 (pll1.1)
D738499 | Cht7 (pl1.2)
D7382467 | Chr7 (pl2.1)
D782550 | Cht7 (pll.2)
D75522 | Chr7 (q31.2)
D83S258 | Chr8 (q21.3)
NEFL Chr8 (p21.2)
D108541 | Chrl0 (q23.31)
100 bp D135153 | Chrl3 (ql4.2)

D163400 | Chrl6 (q21)
D168402 | Chrl6 (q23.3)
P33CA | Chrl7 (p13.1)

Abb. 3.36: Mikrosatelliten-PCR Panel auf Einzelzell WGA2 Die PCR Produkte wurden wie unter Abb. 3.31
beschrieben aufgetragen.
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Fir das Panel von 18 Mikrosatelliten wurden 14 (78%) PCR Produkte der erwarteten Grof3e
amplifiziert (siche Tab. 3.7). Die Mikrosatelliten P53CA und D78522 (11%) zeigten neben
dem erwarteten PCR Produkt noch hochmolekulare Nebenprodukte. Fiir die Mikrosatelliten
NEFL und D13§153 (11%) konnte gar kein PCR Produkt amplifiziert werden. In der
Mikrosatelliten Analyse von der MDA-MB-468 Einzelzell WGA 2 wurde in 16/18 PCR
Reaktionen (89%) ausreichend Produkt fiir eine Fragmentanalyse generiert. Diese Produkte
zeigten in der Fragmentanalyse die erwarteten Lingen, wohingegen fiir NEFL und D138153

kein Fluoreszenzsignal detektiert werden konnte.

Zur abschlieBenden Validierung der Mikrosatelliten PCR auf Einzelzell Ebene wurde der fur
MDA-MB-468 heterozygote Marker D7S499 fiir die acht erfolgreichen Einzelzell WGAs wie

unter 3.6 beschrieben gegen genomische DNA getestet. Die Ergebnisse der Validierung
wurden in Tab. 3.11, sowie Abb. 3.37 dargestellt.

Primer Fliche Al | Fliche A2 | Ratio A1/A2 SD DC AT Score 1-DC || AI Score 1/(1-DC)

521 1030 0,506

MDA-MB-468 547 1151 0,475 0,013 0,036 0,964 1,037
genomisch 1141 2351 0,485
665 1392 0,478

MDA-1Cell-02 1056 2057 0,513 0,015 0,042 0,958 1,044
2213 4535 0,488
908 1689 0,538

MDA-1Cell-03 421 707 0,595 0,024 0,067 0,933 1,072
366 652 0,561
779 1483 0,525

MDA-1Cell-04 493 937 0,526 0,007 0,020 0,980 1,020
419 775 0,541
710 1375 0,516

MDA-1Cell-05 499 932 0,535 0,008 0,023 0,977 1,024
518 995 0,521
852 1694 0,503

MDA-1Cell-06 324 664 0,488 0,011 0,032 0,968 1,033
455 883 0,515
1537 3132 0,491

MDA-1Cell-08 452 936 0,483 0,008 0,023 0,977 1,023
414 824 0,502
837 1459 0,574

MDA-1Cell-09 507 894 0,567 0,006 0,018 0,982 1,018
588 1009 0,583
3569 7191 0,496

MDA-1Cell-10 651 1270 0,513 0,009 0,025 0,975 1,026
732 1488 0,492

Tab. 3.11: Al Scores von D758499 fiir genomische MDA-MB-468 DNA und WGA amplifizierte DNA aus
Einzelzellen
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Abb. 3.37: AI Scores von D75499 fiir genomische MDA-MB-468 DNA und WGA amplifizierte DNA aus
Einzelzellen A markiert die fiir genomische MDA-MB-468 DNA erhobenen AI Scores fir 1-DC und 1/(1-DC)

Die AT Scores fiir 1-DC und 1/(1-DC) der Einzelzell WGAs 4-10 lagen innerhalb des durch
die genomische DNA vorgegebenen Grenzen (A). Die Al Scores der Einzelzell WGAs 2+3
lagen aullerhalb dieser Grenzen. Mit einer maximalen Abweichung fir die Einzelzell WGA 3
von 2,9% des AI Score 1-DC und 3,5% fir den Al Score 1/(1-DC) lagen alle Messwerte unter
5% Abweichung. Der VK des Assays mit genomischer DNA lag bei 2,8%. Alle Assays mit
WGA amplifizierter DNA hatten VK <2,3% auller MDA-Einzelzelle-03 mit einem VK von
4,1%.

3.15 Validierung der Replikationsgenauigkeit der WGA amplifizierten DNA aus
Einzelzellen durch Sequenzierung

Die Sequenzierung WGA amplifizierter DNA aus Einzelzellen wurde zur Validierung der
Replikationsgenauigkeit durch die phi29 Polymerase durchgefiihrt. Zusitzlich wurde die
Kontaminationswahrscheinlichkeit ~ bei  dem  bestehenden  Manipulations-  und
Amplifikationssystem durch die Anwender oder andere duBlere Einflisse abgeschitzt. Der
sequenzierte DNA Bereich der Exone 5-9 des TP53 Gens wurde durch drei Primerpaare

abgedeckt und umfasste eine Sequenzlinge von 1300 Basen.
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Fir den Validierungsversuch wurde die Gliomzelllinie G22 verwendet, die zwei bekannte
Punktmutationen innerhalb der DNA-Bindedomine trug. Es wurde hochmolekulare
genomische DNA von G22 als Template fiir die Sequenzierungen mit drei unabhingig
voneinander amplifizierten G22 Einzelzell WGAs verglichen. Die FErgebnisse der
Sequenzierungen wurden exemplarisch an vier Sequenzauschnitten, die jeweils eine der

Mutationen tragen, in Abb. 3.38 dargestellt.

(22 genomische DNA (5000 Zellen) (22 Einzelzell-WGA
A C Cc
CCGGTTCATGCTGCCCATGCA CCGGTTCATGCTGCCCATGCA

Abb. 3.38: Punktmutationen der TP53 DNA-Bindedomine in G22 Gegenubergestellt wurden jeweils
identische genomische Sequenzen generiert aus genomischer DNA und Finzelzell WGA Produkt. A
Punktmutation an Aminosiute-Position 245 in Exon 7 von TP53 (C/T) B Punktmutation an Aminosiute-
Position 158 in Exon 5 von TP53 (T/C)

Die Punktmutation in Exon 7 hatte einen Aminosiure Austausch von Glyzin nach Serin zur
Folge. Die Mutation in Exon 5 fiihrte zu einem Austausch von Arginin nach Histidin. Der
durch die Sequenzierung abgedeckte Bereich ist in Abb. 3.39 noch einmal mit allen kodierten

Aminosduren dargestellt.
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101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120
AAA ACC TAC CAG GGC AGC TAC GGT TIC CGT CTG GGC TIC TTG CAT TCT GGG ACA GCC AAG
K 1 Y Q G S Y G F R L G F L H S G T A K

121 12 123 124 125 r12§ 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140

TCT GTG ACT TGC ACG |[TAC TCC CCT GCC CTC AAC AAG ATG TIT TGC CAA CTG GCC AAG ACC

Y S P A L N K M F Cc Q L A K T L CGC_CAC

141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 | 158 | 156 160 .
TGC CCT GTG CAG CTG TGG GTT GAT TCC ACA CCC CCG CCC GGC ACC CGC GTC |CGC |GCC ATG Arg - His
c P V Q L w Vv D S T P P P G T R V|R]|A M
161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180
GCC ATC TAC AAG CAG TCA CAG CAC ATG ACG GAG GTT GTG AGG CGC TGC CCC CAC CAT GAG
A | Y K Q S Q H M T E v V R R C P H H E
181 182 183 184 185 186 E6187 188 180 160 191 192 183 194 195 196 107 198 199 200
CGC TGC TCA GAT AGC GAT GIGT CTG GCC CCT CCT CAG CAT CTT ATC CGA GTG GAA GGA AAT
R c S D S D G L A P P Q H L 1 R v E G N
201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214 215 216 217 218 219 220
TIG CGT GTG GAG TAT TTG GAT GAC AGA AAC ACT TIT CGA CAT AGT GTG GTG GTG CCC TAT
L R v E Y i D D R N T F R H S v v v P Y
21 222 23 224 E125 226 22T 28 220 20 231 232 203 234 05 236 237 208 29 240
GAG CCG CCT GAG GTT GGC TCT GAC TGT ACC ACC ATC CAC TAC AAC TAC ATG TGT AAC AGT
E P P E v G S D c T L | H Y- N % M c N S GGC — AGC
241 242 243 244 | 245| 246 247 248 249 250 251 252 253 254 255 256 257 258 259 260
TCC TGC ATG GGC|GGC| ATG AAC CGG AGG CCC ATC CTC ACC ATC ATC ACA CTG GAA GAC TCC GIy-Ser
S C M G| G M N R R P | L T I I T L E D S
les261 262 263 2684 265 266 267 268 260 270 271 272 213 274 215 276 277 2718 219 280
AGIT GGT AAT CTA CTG GGA CGG AAC AGC TIT GAG GTG CGT GTT TGT GCC TGT CCT GGG AGA
S G N L L G R N S F E v R v C A c P G R
281 282 283 284 285 286 287 288 289 200 201 202 203 204 205 206 207 208 280 300
GAC CGG CGC ACA GAG GAA GAG AAT CTC CGC AAG AAA GGG GAG CCT CAC CAC GAG CTG CCC
D R R T E E E N L R K K G E P H H E L P
301 302 303 304 305 306 E9307 308 309 310 311 312 313 314 315 316 317 318 39 30
CCA GGG AGC ACT AAG CGA GICA CTG CCC AAC AAC ACC AGC TCC TCT CCC CAG CCA AAG AAG
P G § 7T K R A L P N N T $§ 8 8 P Q P K K
321 32 323 324 325 326 327 328 320 330 331 JE10832 333 334 335 336 3w 38 30 M0
AAA CCA CTG GAT GGA GAA TAT TIC ACC CTT CAG| ATC CGT GGG CGT GAG CGC TIC GAG ATG
K P L D G E Y F T L Q | R 6 R E R F E M
341 342 343 344 5 346 347 348 340 350 351 352 353 354 355 356 357 358 350 360
TIC CGA GAG CTG AAT GAG GCC TTG GAA CTC AAG GAT GCC CAG GCT GGG AAG GAG CCA GGG
B R E L N E A L E L K D A Q A G K E P G

Abb. 3.39: Durch Sequenzierungen abgedeckter Bereich des TP53 Gens Rot umrandet dargestellt wurden
die Exone 5-9. Jeweils im Leseraster dargestellt wurden die Aminosdure-Position, darunter die kodierenden
Basen und der Einbuchstabencode der daraus resultierenden Aminosiure (Entnommen: TP53 Datenbank).

Durch die dreifache Wiederholung der Sequenzierung sowohl aus der 3°-, als auch aus der 5'-
Richtung wurde eine Gesamtlinge von 7200 Basen sequenziert. Gemessen an der hohen
Proofreading-Aktivitit der Polymerase stimmte das FErgebnis, keine durch die phi29
Polymerase erzeugte Mutation zu finden, mit den Angaben des Herstellers tiberein. Die beiden
Punktmutationen zeigten in allen Sequenzierungen eine identische Allelfrequenz und eine

Kontamination mit Fremd-DNA oder Zellen konnte daraufhin ausgeschlossen werden.

3.16 Validierung der WGA amplifizierten DNA aus Einzelzellen durch quantitative
Real-Time PCR

Die Validierung der WGA amplifizierten DNA aus Einzelzellen durch quantitative Real-Time
PCR wurde unter Verwendung des Genomiphi V2 Kit durchgefiihrt. Das V2 Kit stellt die
Weiterentwicklung von V1 dar. Die Versionen unterscheiden sich in zwei mal3geblichen

Punkten:
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1. Die Reaktionszeit wurde von 16h bei V1 auf 2,5h in V2 verkiirzt.

2. Version 1 generiert im Gegensatz zu Version 2 immer auch hochmolekulare DNA in
der Negativkontrolle (NTC). Laut Hersteller handelt es sich hierbei um verlingerte

Hexamer Primer.

Es wurde eine Testreihe zur Maximierung der Reaktionszeit von V2 durchgefithrt, um den
Zeitpunkt zu bestimmen, an dem noch kein unspezifisches Produkt in der Negativkontrolle
generiert wurde. Dies sollte die Produktausbeute der WGA amplifizierten DNA aus
Einzelzellen maximieren. Dieser Versuchsansatz wurde bereits zu einem friheren Zeitpunkt

tir V1 durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Testreihen sind in Abb. 3.40 dargestellt.

Genomiphi V1 - V2

70

60 /
50 % / / a

10 / / /
/

30

gebildetes Produkt (ng/pl)

/ V == V1NTC

10 a / =—==\/1 pos. Kontrolle (0.5ng Template)
O 1 | p————p— v vy by y ey ey g

/ —+— V2 NTC
70 V2 pos. Kontrolle (0.5ng Template)

Zeit{h)

Abb. 3.40: Genomiphi V1 & V2 Testreihen zum Vergleich der Reaktionskinetiken in Negativ- und
Positiv-Kontrollen

Die vom V1 Kit gebildete Produktmenge stieg iber die Zeit linear an. Die gebildete
Produktmenge in der Negativkontrolle lag bei jedem Messpunkt bei etwa ~70% der
gebildeten Produktmenge der Positivkontrolle. Die vom V2 Kit nach 5h gebildete
Produktmenge in der Negativkontrolle entsprach ~80% der gebildeten Produktmenge der
Positivkontrolle nach 2,5h. Die Produktmenge der Negativkontrolle stieg nach 16h
Reaktionszeit um ~5% an. Bis zu einer Reaktionszeit von 2,5h war kein gebildetes Produkt in
der Negativkontrolle nachweisbar. Die gebildete Produktmenge beider Versionen war nach

der vom Hersteller empfohlenen Amplifikationszeit identisch.

104 -




Ergebnisse

Basierend auf den FErgebnissen der Testreihe wurde die vom Hersteller empfohlene
Amplifikationszeit von 2,5h beibehalten, um die Bildung von unspezifischen Produkten zu

unterbinden.

Um bei der Quantifizierung von Einzelzell WGAs Imprazisionen identifizieren zu kénnen, die
durch die WGA entstanden, wurde ein weiteres Assay Konzept erstellt. Dieses basierte auf
einem einzelnen Referenz Assay, welches eine LINE1 Sequenz amplifizierte, die Genom-weit
in ~900 Kopien vorlag und dadurch wesentlich unanfilliger fiir WGA bedingte
Schwankungen war als normale diploide Regionen. Bedingt durch die hohe Kopienanzahl
wurde eine SYBR green basierte Methode gewihlt. Durch die Finsparung eines zweiten
Referenzassays wurde Raum fir ein zweites parallel durchfithrbares Assay im EGFR-Gen
geschaffen. Dies ermoglichte die Verifizierung der Stabilitit der Einzelzell WGAs am EGEFR-
Lokus innerhalb desselben qPCR Laufs. Die LINE1 Primer wurden ebenfalls tber die

Schmelzkurve und ein Agarosegel tiberpriift.

3.17 Validierung des alternativen LINE-1 Referenz Assays fiir die QqPCR

Als erstes musste ausgeschlossen werden, dass es aufgrund der ~900-fach erhohten Anzahl an
LINE1 Sequenzen im Vergleich zu diploiden Regionen zu Effizienzinderungen zwischen den
einzelnen Assays oder innerhalb des LINE1 Assays selbst kam. Der Faktor 900 entsprach in
der Real-Time PCR einer Differenz von ~10 CT-Werten. Zu diesem Zweck wurde die DNA
von MDA-MB-468 und Leukozyten in einer geometrischen Reithe mit dem Faktor 2 verdiinnt.

Die Ergebnisse der geometrischen Verdinnungsreihen wurden in als Amplifikationskurven

dargestellt (Abb. 3.41).

MDA-MB-468 DNA (10ng - 20pg)

Leukozyten DNA (2,5ng - 5pg)

Abb. 3.41: Amplifikationskurven des LINE1 Assays der geometrischen Verdiinnungsreihen von MDA-
MB-468 und Leukozyten DNA Der horizontalen Achse wurden die PCR Zyklen und der vertikalen Achse die
relativen Fluoreszenzintensititen zugewiesen.
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Durch das Abdecken eines Template Mengen Bereichs von 10ng-20pg fiir MDA-MB-468 und
einen 2CT-Werte groBeren Mengen Bereich von 2,5ng-5pg fir Leukozyten DNA konnten
keine inhibitorischen Effekte festgestellt werden. Wie erwartet zeigten sich fir beide Tests
jeweils ein CT-Wert Differenz zwischen den einzelnen Verdiinnungsstufen. Die Steigung der
Amplifikationskurven verlief jeweils parallel zueinander. Die Effizienz der PCR lag fiir das

Assay mit MDA-MB 468 DNA bei 98,8% und mit Leukozyten DNA bei 98,6%.

Da keine inhibitorischen Effekte innerhalb der PCR Assays erkennbar waren, wurde als
nichstes ein direkter Vergleich zwischen TagMan basiertem System und dem LINE1 SYBR
green Assay durchgefihrt. Zu diesem Zweck wurden die Zelllinien MCF-7, MDA-MB-468
und seine Sublinien, sowie 5 verschiedene Einzelzell WGAs aus MDA-MB-468 Zellen parallel
mit beiden Systemen, unter Nutzung identischer EGFR-Primer absolut quantifiziert. Die

Gegeniiberstellung der ermittelten relativen AGCN fir EGFR wurde in Abb. 3.42 dargestellt.
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Abb. 3.42: Vergleich der durch das TagMan Assay und SYBR green LINE-1 Assay berechneten AGCN
fir EGFR Die héchste Abweichung zwischen den beiden Systemen wurde fiir die hemizygote Linie MCF-7 und
den EGF supprimierten Subklon MDA (+) gemessen. Die Abweichung fiir diese beiden Proben lag bei ~1 CT-
Wert. Der durch das TagMan Assay fir MCF-7 ermittelte Wert entsprach der erwarteten halben Genkopie. Fiir
alle anderen Quantifizierungen betrug die maximale Abweichung <20,7% (<0,2 CT-Werte).
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Die hochsten berechneten Differenzen der AGCN fir EGFR ergaben sich fiir die Zelllinien
MCF-7 und MDA(+). Diese Differenzen entsprachen Abweichungen der Messwerte der
qPCR von ~1 CT-Wert. Fir die anderen Zelllinien lagen die Abweichungen der Messwerte
der qPCR in dem Bereich <0,2 CT-Werte. Der gemittelte VK fiir die TagMan Assays lag bei
4,7%, wobei der hochste VK mit 6,1% fur die Messung der Linie MDA(+) berechnet wurde.
Fir die LINE-1 Assays lag der gemittelte VK bei 9,9%. Der hochste VK wurde fur die
Messung der Linie MDA (+) mit 16,2% berechnet.

Um die Grenzen des LINE1 Assays im diploiden Bereich validieren zu kénnen, wurde die
AGCN fir EGFR von WGA amplifizierter DNA aus Finzelzellen von Leukozyten und
Fibroblasten bestimmt. Diese sollten ein Aberrations-freies Genom besitzen. Die Ergebnisse

der absoluten Quantifizierung wurden in Abb. 3.43 dargestellt.
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Abb. 3.43: AGCN fiir EGFR aus WGA amplifizierter DNA aus Einzelzellen von Leukozyten und
Fibroblasten

Die AGCN fir EGFR der Einzelzell WGAs der diploiden Zellen lagen im Bereich von 0,2-
1,7. Bei einem erwarteten Wert von 1 entsprachen der hochste gemessene Wert einer
Abweichung von 70% (0,7 CTs) und der niedrigste Messwert einer Abweichung von 80%
(2,25 CTs). Die VK der Messung lag im Mittel bei 1,5%, wobei der héchste VK von 3,6% fir
die Messung der Einzelzell WGA von Fibroblast 4 berechnet wurde. Es war davon

auszugehen, dass die Imprazisionen auf der Amplifikation der WGA beruhten.
-107 -



Ergebnisse

3.18 Validierung weiterer EGFR SYBR green Assays fiir die qPCR

Zusitzlich zu dem fir das TagMan Assay designten Primerpaares, welches im Intron 1 des
EGFR-Gens hybridisierte, wurden funf weitere Primerpaare designed und wie oben
beschrieben getestet, die in Exon 4, 7, 9, 15 und 21 hybridisierten. Fur alle Primerpaare
wurden Effizienzen >98% ermittelt. Validiert wurden die Assays gegen die TaqgMan basierten
EGFR-Amplifikationswerte von MDA-MB-468 und deren Sublinien auf der Grundlage von
genomischer DNA. Die Ergebnisse der absoluten Quantifizierung wurden vergleichend in

Abb. 3.44 dargestellt.
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Abb. 3.44 Validierung der SYBR green EGFR-Assays an MDA-MB-468 und deren Sublinien

Die berechneten AGCN fir die einzelnen Exone wiesen im Vergleich zu den AGCN des
TagMan Assays Abweichungen in einem Bereich von <0,5 CT-Werten auf. Der mittlere VIK
aller Messungen lag bei 1,7%.
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Die maximalen errechneten Abweichungen der AGCN zum TagMan Assay wurden in Tab.

3.12 als Prozentangaben dargestellt.

Name Exon 4 Exon 7 Exon 9 Exon 15 Exon 21

MDA+ 14,5 5,7 2,0 48,7 233
MDAO0107 29,8 20,6 13,6 17,3 28,9
MDAO0106 38,6 13,9 224 32,7 20,3
MDA-WT 232 43 13,6 31,1 17,5

Tab. 3.12: Prozentuale Abweichungen zwischen SYBR green und TaqMan Assays

Basierend auf den ermittelten Messwerten wurden die Assays von Exon 7 und 9 als Standard
Assays in Kombination mit der LINE1 Referenz gewihlt. Diese zeigten mit 20,6% fiir Exon 7
auf MDAO107 DNA und 22,4% fir Exon 9 auf MDA0106 DNA die geringsten maximalen

Abweichungen und wurden deshalb als Assays mit der gréB3ten Prazision angesehen.

3.19 Quantifizierung von EGFR-Amplifikationen in zirkulierenden Tumorzellen aus
dem peripheren Blut und Knochenmark

Es wurden Zellen von drei Patienten mit metastasierendem Mammakarzinom untersucht.
Dabei handelte es sich um zwei Knochenmarksproben, eine davon aus der Rechtsmedizin,
sowie eine Blutprobe. Die Anwesenheit der DTCs / CTCs innerhalb der Patientenproben
wurden durch vorherige immunomagnetische Anreicherung im Veridex System und
anschliefende immunhistochemische Fiarbung als Cytokeratin positive Zellen am CellSearch
System nachgewiesen. Jeweils ein zelladhasiver Objekttriger mit unfixierten, ungefirbten und
vorher bei -80°C gelagerten Zellen wurde BCIP-NBT gefirbt. AnschlieSend wurden die CK-
positiven Zellen nach dem oben beschriebenen Verfahren manipuliert und iber WGA
amplifiziert. Fir die Knochenmarkprobe 1 konnten 4/4 Zellen, fur die Knochenmarkprobe
aus der Rechtsmedizin 4/5 und fiir die Blutprobe ebenfalls 4/5 Zellen erfolgreich amplifiziert
werden. Die absolute Quantifizierung wurde, wie oben beschrieben, fiir Exon 7 und Exon 9
des EGFR-Gens mit LINE-1 als Referenz durchgefithrt. Die Ergebnisse der Quantifizierung

wurden in Tab. 3.13 aufgelistet.
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Exon 7 Exon 9
Probe EGFR-Amplifikation SD EGFR-Amplifikation SD
Zelle 1 2,02 0,08 2,18 0,11
Knochenmark |  Zelle 2 9,78 0,66 11,43 0,69
1 Zelle 3 2,39 0,06 2,18 0,07
Zelle 4 0,02 0,01 0,40 0,04
Zelle 1 20,95 0,96 15,25 1,23
Knochenmark Zelle 2 1,42 0,19 1,98 0,27
2 Zelle 3 0,21 0,02 0,37 0,04
Zelle 4 0,10 0,01 0,02 0,01
Zelle 1 0,11 2,97E-03 0,38 0,03
Blutprobe Zelle 2 5,05 0,17 8,17 0,81
Zelle 3 0,03 0,00 0,00 0,00
Zelle 4 0,58 0,15 15,52 1,50
Monozyten 5 Zellen 0,7 0,16 0,9 0,14

Tab.3. 13: Quantifizierung der AGCN fiir Exon 7 und Exon 9 des EGFR-Gens in DTZs In jeder der
Proben wurde mindestens eine Zelle mit einer hohen AGCN fiir EGFR nachgewiesen (dunkles Grau). In den
Knochenmatksproben wurden drei Zellen nachgewiesen, deren AGCN fiir EGFR sich im Grenzbereich einer
sicher detektierbaren Amplifikation befanden (helles Grau). Aufgrund der geringen Standardabweichungen
kénnten die Werte als Amplifikationen interpretiert werden.

In allen drei Proben konnten EGFR-amplifizierte Zellen nachgewiesen werden. Die

Amplifikationen zeigten Werte, die sich in drei Gruppen einteilen lie3en:

1. 5 - 21fache Amplifikation: stark amplifiziert (4/12 Zellen)

2. 1,4 - 2,4fache Amplifikation: leicht amplifiziert, aufgrund niedriger SDs (3/12 Zellen)

3. 0,0 - 0,58fache Amplifikation: aufgrund von Abb.6.18 als Normal einzustufen (5/12

Zellen)

Die EGFR-Amplifikationen in den Patientenzellen wurden aufgrund der folgenden

Amplifikationskurven bestimmt (Abb. 3.45).
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Knochenmarlk 1

Blutprobel

Abb. 3.45 Amplifikationskurven der quantitativen PCR Assays an Patientenmaterial Dargestellt wurden
die Amplifikationskurven der jeweils vier quantifizierten Finzelzell WGAs pro Patient. Die Kurven des LINE1
Assays kreuzten jeweils als erstes den Threshold (rote Linie). Die Amplifikationskurven danach stellten die
Assays Exon 7 und Exon 9 dar. Die Amplifikationskurven des Assay mit der héheren EGFR-Amplifikation
zeigten jeweils die kleineren CT-Werte.
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Die CT-Werte des LINE1 Assays verliefen in allen Assays konstant im Bereich von 12-14, mit
Ausnahme der WGA von Zelle 4 der Blutprobe. Fur diese war der CT-Wert fur LINE1
~5CTs grofler, was etwa einem Faktor 32 weniger eingesetzter DNA entsprach. Aufgrund der
gro3en Diskrepanz zwischen den Exon 7 und Exon 9 Assays fiir die WGA der Zelle 4 der
Blutprobe wurden zusitzlich Quantifizierungen von Exon 4 und Exon 15 durchgefiihrt. Diese
ergaben beide eine 0,8-fache Amplifikation (SDs 0,2). Ab CT-Werten von ~35-36 begannen
die Dreifachbestimmungen aller Quantifizierungen stark zu schwanken, so dass eine
quantitative Aussage nicht mehr moglich war. Diese Schwankungen beruhten darauf, dass die
Zielsequenzen in der WGA mit verminderter Effizienz amplifiziert wurden. Dartber, ob dies
auf Imprizisionen der Amplifikation der WGA oder eine Deletion der Zielsequenz der
manipulierten Zelle zuriickzufiihren war, konnte durch die Methode der qPCR keine Aussage

getroffen werden.

3.20 Validierung der WGA amplifizierten DNA aus Einzelzellen durch Fine Tiling
Array CGH

Als nichstes wurden die Proben aus WGA amplifizierter DNA durch Fine Tiling Array-CGH
hinsichtlich der in Kapitel 3.3 genannten Parameter untersucht. Die AGCN fiir EGFR der
Proben der WGA amplifizierten DNA wurden in Tab. 3.14 aufgelistet.

Probe Typ AGCN fiir EGFR
MDA-WT 500 Zellen WGA 27
MDA-Einzelzelle-02 WGA 21
MDA-Einzelzelle-03 WGA 32
MDA-Einzelzelle-04 WGA 32
MDA-Einzelzelle-05 WGA 13
MDA-Einzelzelle-06 WGA 16
MDA-Einzelzelle-07 WGA 72

Tab. 3.14: TagMan basierte AGCN fiir EGFR der Fine Tiling Array Proben Die WGA aus 500 MDA-WT
Zellen WT zeigte die identische AGCN fur EGFR von 27 wie genomische MDA-WT DNA. Die Einzelzell
WGAs zeigten AGCN fiir EGFR im Bereich von 13-72.

Von Interesse waren ebenfalls die Konsistenz der Ergebnisse sowie die Qualitit bezogen auf
das Grundlinienrauschen und die ganzheitliche Abdeckung der Sequenz. Des Weiteren wurde
ein Abgleich der fur die Einzelzell WGAs berechneten Start- und Endpunkte mit den
Grenzen von MDA-WT durchgefiihrt (Abb. 3.46). Die Art der Darstellung wurde aus Kapitel

3.3 ibernommen.
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Abb. 3.46: Array-CGH Plots aus WGA amplifizierter DNA von MDA-MB-468 Zellen
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Die WGA aus 500 Zellen zeigte keine signifikanten Unterschiede zu dem Plot auf der Basis
von genomischer DNA. Fir die Einzelzell WGAs konnte ein verstirktes Grundlinienrauschen
bedingt durch unregelmilBige Amplifikation einzelner DNA Bereiche festgestellt werden.
Sequenzbereiche mit redundanten Signalverlusten oder Zugewinnen traten nicht auf. Klar
definierbar blieben die Bereiche des Hauptamplikons und des sich centromerwirts
anschlieBenden leicht amplifizierten Bereichs im Vergleich zu genomischer MDA-WT DNA.
In allen Einzelzell WGAs war zudem eine Korrelation zwischen den AGCN fir EGFR der
qPCR und den semiquantitativen log2-Ratios der Arrays erkennbar. Die Ausnahme bildete
MDA-1Cell-07. Der Plot zeigte kein Grundlinienrauschen und nur vereinzelte Messpunkte im
Bereich des EGFR-Amplikon. Bedingt durch einen Fehler bei der Hybridisierung des Arrays
hatte wahrscheinlich fast ausschlieBlich die Referenz-DNA hybridisiert.

Die Plots der Einzelzell WGAs zeigten keine Liicken in der Abdeckung der Messpunkte des
Arrays, was darauf schlieBen liel, dass wihrend des Manipulationsprozesses und der
anschlieBenden  Amplifikation keine Verluste der Ausgangs-DNA eintraten. Das
Grundlinienrauschen fiir die Plots der Einzelzell WGAs lief3 die Berechnung der Start- und
Endregionen des Hauptamplikons in den meisten Fillen zu. Die maximalen Abweichungen
der Start- bzw. Endregionen der Einzelzell WGAs von den Regionen der genomischen MDA-
WT DNA wurden in Tab. 3.15 dargestellt. Die Abweichungen wurden in Basen und Prozent,

bezogen auf die Gesamtlinge des MDA-WT Amplikon angegeben.

Probe Amplikon Start | Abweichung (bps) | Abweichungen (%)
MDA-WT 54475287
MDA-5000-Zell-WGA 54475287 0 0
MDA-1Cell-02 54485699 10412 0,8
MDA-1Cell-03 54479868 4581 0,3
MDA-1Cell-04 54485699 10412 0,8
MDA-1Cell-05 54558689 83402 6,3
MDA-1Cell-06 54479868 4581 0,3
MDA-1Cell-07 54503631 28344 2,1
Probe Amplikon Ende | Abweichung (bps) | Abweichungen (%)
MDA-WT 55807437
MDA-5000-Zell-WGA 55769646 37791 2,8
MDA-1Cell-02 55859238 51801 3,9
MDA-1Cell-03 nicht méglich nicht méglich nicht méglich
MDA-1Cell-04 55832696 25259 1,9
MDA-1Cell-05 55255411 552026 41,4
MDA-1Cell-06 55813259 5822 0,4
MDA-1Cell-07 55797989 9448 0,7

Tab. 3.15: Abweichungen der etrechneten Amplikongrenzen fir WGA amplifizierte DNA aus MDA-WT
Zellen bezogen auf genomische MDA-WT DNA
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Mit Ausnahme der Endregion des Amplikon fir MDA-1Cell-03 konnten fir alle Arrays
Grenzen berechnet werden. Die maximalen Abweichungen lagen fiir die Startregion des
Amplikon bei 6,3%. Fir den Endbereich des Amplikon wurde bei MDA-1-Cell-05 die grof3te
Abweichung mit 41,4% berechnet. Alle anderen Abweichungen der Grenzberechnung im
Endbereich lagen unter 4%. Der verwendete quantsmooth Algorithmus schien eine
zuverlissige Methode zu sein, um Bruchpunkte in Fine Tiling Array CGHs zu detektieren.
Den hochsten prozentualen Abweichungen lagen zum einen das erhohte Grundlinienrauschen
des Plots und zum anderen die AGCN fiir EGFR von 13 der MDA-Einzelzelle-03 zugrunde.
Alle anderen Werte lagen stabil unter 4% Abweichung. Aufgrund der extrem hohen Dichte
von 390.000 Messpunkten wurde exemplarisch der Bereich des Amplikonstart (54.475.287) fur
einen Bereich von 30.000bps (54.470.000-54.500.000) hochaufgelést dargestellt, um die

einzelnen Messpunkte und Feinstrukturen des Amplikons erkennbar zu machen (Abb. 3.47).
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MDA-WT (27)

Einzelzelle 4 (32)

Einzelzelle 7 (72)

Abb. 3.47: Hochaufgeloste Darstellung des telomerwirtigen Startbereiches des MDA-MB-468
Amplikons von genomischer und WGA amplifizierter DNA aus Einzelzellen Die AGCN fir EGFR wurde
in Klammern angegeben.
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Fir MDA-WT DNA zeichneten sich folgende Strukturen ab:

54.478.000-54.479.000 unamplifizierter Normalbereich, am Ende ansteigend

- 54.479.000-54.481.000 Bereich geringer Sondendichte

54.481.000-54.484.000 amplifizierte Region (log2-Ratios ~5-0)

- 54.484.000-54.495.000 Bereich geringer Sondendichte mit leicht amplifiziertem
Bereich bei 54.491.000 (log2-Ratios ~3-4)

54.495.000-54.500.000 langgestreckte amplifizierte Region (log2-Ratios ~5-06)

Aufgrund der hohen Auflosung der Arrays konnten einzelne Feinstrukturen der Amplikons
erst durch Verkleinern des dargestellten Bereichs sichtbar gemacht werden. Der strukturelle
Feinaufbau des MDA-WT Amplikons konnte fir alle Einzelzell WGAs in dem analysierten

Bereich, mit Ausnahme von WGA 07, reproduzierbar dargestellt werden.
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4. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung einer genomischen Amplifikation des auf dem
Chromosom 7pl11-14, die das EGFR-Gen einschliefit. Anhand des Models der
Mammakarzinom Zelllinie MDA-MB-468, einiger unterschiedlich stark EGFR amplifizierter
Sublinien, sowie Einzelzellen dieser Linie wurden Untersuchungen zur Aufklirung eines
moglichen Amplifikationsmechanismus durchgefiihrt. Die hierbei verwendeten Methoden der
Fine Tiling Array-CGH und qPCR zum Nachweis von Verinderungen in der DNA
Kopienzahl, sowie der Mikrosatellitenanalyse zur Detektion von Als und der Sequenzierung,
wurden fur WGA amplifizierte DNA aus Einzelzellen validiert. Ein moglicher biologischer
Zusammenhang, zwischen einer EGFR Genamplifikation und dem Selektionsprozess der zur
Ausbildung von DTCs fihrt, wurde durch qPCR Analysen des EGFR-Gens von CK-
positiven Zellen aus dem Blut und Knochenmark von metastasierenden Mammakarzinom

Patientinnen untersucht.

4.1 Methodische Aspekte

Die genomische Charakterisierung von Einzelzellen ist von mehreren kritischen Faktoren
abhingig. Der erste wird von dem Startmaterial selbst gebildet, also der zu analysierenden
Zelle. Vorbehandlungen wie Fixierung, Fiarbung, Alter der Probe, Art und Dauer der
Lagerung, sowie der Zelltyp selbst haben einen direkten Einfluss auf die Applizierbarkeit der
genomischen DNA und der Reproduzierbarkeit der quantitativen Ergebnisse. Die durch die
WGA amplifizierte DNA aus Einzelzellen wurde durch die CASSR-1 Mikrosatelliten-PCR
Uberprift. Wenn ein singulires PCR-Fragment der erwarteten Grofle amplifiziert wurde,
konnte die WGA als erfolgreich eingestuft werden. Die Kombinationen aus PFA- bzw.
Aceton-Fixierung (158-160) und Fluoreszenz- bzw. Substratumsatz-basierten Firbungen
(20,34) beeinflussten die Rate mit der der CASSR-1 Locus amplifiziert werden konnte
unterschiedlich stark. Eine PFA-Fixierung fur 10min. senkte die Rate um 20% und far 20min.
um 40%. Die Proteinquervernetzung der Fixierung erschwerte wahrscheinlich die Zelllyse und
somit die Zuginglichkeit der DNA fir die WGA. Durch eine Aceton Fixierung wurde die
Rate um 80% gesenkt. Die Fluoreszenzfirbungen (A45-CY3, -PE, DAPI) und auch die
Substratumsatz-basierte BCIP-NBT Firbung senkten die Rate um 0-13%. Die
Substratumsatz-basierte Farbung APAAP-Neufuchsin senkte die Rate um 60%. Das stark
alkalische Milieu der Firbung fithrte wahrscheinlich zu einer Schiadigung der DNA. Bei einer

Kombination aus Fixierungen und Firbungen addierten sich die negativen Effekte. Bei einer
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optimalen Probenvorbereitung konnten mit dem bestehenden Protokoll 87-100% der CASSR-
1 Loci fiir Tumorzelllinien- und CK'-Patientenzellen erfolgreich amplifiziert werden. Eine
Lagerung der Zellen bei -80°C hatte keine Auswirkungen auf die Rate der erfolgreich
amplifizierten CASSR-1 Loci. Die Rate der erfolgreich amplifizierten CASSR-1 Loci lag fiir
Monozyten bei maximal 38% (161). Diese Diskrepanz konnte einerseits auf dem hoéheren
DNA-Gehalt in Tumorzellen, andererseits durch Apoptose-bedingte Degradierung der DNA
(162) oder die differierende Nukleus-Struktur in Monozyten erklirt werden. Die Effizienz der
WGA war fir die Proben mit erfolgreich amplifizierbarem CASSR-1 Locus relativ konstant,
wobei jeweils 2-2,5ug WGA amplifizierte DNA gebildet wurden. Fin weiterer essentieller
Punkt ist der Prozess der Manipulation der Zelle selbst, deren Lyse und der Transfer in das
Reaktionsgefdll der WGA. Der Manipulationsprozess muss mit einer Prizision durchfithrbar
sein, der es erlaubt intakte Einzelzellen aus einem Zellverbund zu losen, moglichst ohne
mesenchymale umgebende Zellen mitzufiihren, die die Ergebnisse der Folgeapplikationen
verfilschen wirden. Fir Fluoreszenzfirbungen, welche den Vorteil der DAPI Kern- und
CD45 Gegenfirbung fiir Monozyten hatten, wurde eine 10min PFA Fixierung gewihlt. Fiir
unfixierte, BCIP-NBT gefirbte Zellen wurde mit Zell-adhisiven OTs gearbeitet. Eine
effiziente Zelllyse, die in der WGA keinen FEinfluss auf die Quantitit und Qualitit des
gebildeten Produkts haben sollte, wurde durch den Lysospot erreicht, der das bendtigte
Volumen Lysepuffer auf 20nl senkte. Ein verlustfreier Transfer in das dafiir vorgesehene
Reaktionsgefd3 wurde durch die oberflichenversiegelten Glasstibchen erreicht. Der
Einfrierschritt mit nachfolgendem Proteaseverdau wurden fur eine effiziente Zelllyse von
fixierten Zellen benotigt (140). Der kritischste Faktor bleibt jedoch die WGA  selbst
(155,159,163). Diese muss mit moglichst hoher Effizienz, Sequenzstabilitit, Homogenitit der
Amplifikation verschiedener Loci und einer mdglichst ganzheitlichen Genomreprisentation
arbeiten, um eine interpretierbare Auswertung einer breiten Basis an Folgeapplikationen zu

gewahrleisten.

Die Validierung der WGA fiir die STR Analyse wurde auf Basis von 30pg genomischer DNA
aus Zelllinien oder Zellliniengemischen, mit bekannten Fragmentlingen fir 20 STR Marker,
als Ausgangsmaterial mit dem WGA-Kit V1 durchgefiihrt. Die Al Scores fir WGA
amplifizierte DNA lagen alle innerhalb des durch genomische DNA vorgegebenen
Schwankungsbereichs. Der gemittelte VK der Assays mit WGA amplifizierter DNA von 3,1%
mit einem maximalen VK von 7,1% war geringer als der gemittelte VK fiir die Assays mit
genomische DNA von 3,7% mit einem maximalen VK von 12,8%. Damit ist die Prizision der

Assays mit WGA amplifizierter DNA héher und rechtfertigt den Einsatz zur STR Analyse.
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Diese Werte korrelieren gut mit den Literaturwerten von 95-99,9% Ubereinstimmung
zwischen genomischer und WGA amplifizierter DNA (165,166). Auf der Basis von
Einzelzellen wurden fiir STR Analysen 80-89% der analysierten Marker erfolgreich
amplifiziert und Abweichungen fiir die Al Scores zur Detektion eines Verlusts im kurzen Allel
lagen bei nur 2,9%, fur den Verlust im langen Allel bei nur 3,5%. Der maximale VK der
Assays von WGA amplifizierter DNA aus Einzelzellen lag bei 4,12%. Die
Fragmentlingenanalyse zeigte zudem ausschlieBlich die erwarteten GroBen, sodass eine
Kontamination durch Fremd- Zellen oder DNA ausgeschlossen wurde. Die relativ hohen in
der Literatur beschrieben Dropout Raten von 28-40% bei Lymphozyten (167) und 7-24% bei
humanen Spermazellen (168) begrinden sich wahrscheinlich durch die oben beschriebenen
Effekte und konnten fir die Einzelzell STR Analyse der amplifizierten Tumorzellen nicht
bestitigt werden. Die Dropout Raten fiir Monozyten konnten durch die simultane

Amplifikation von 5 Zellen vollkommen kompensiert werden (167,169).

Die Validierung der Replikationsgenauigkeit der phi29 Polymerase in der Einzelzell WGA
wurde durchgefithrt, um die Sequenzstabilitit zu Gberprifen und die Wahrscheinlichkeit einer
Kontamination abzuschitzen. Hierbei wurden in 3 FEinzelzell WGAs jeweils 2 bekannte
Punktmutationen im TP53 Gen der Zelllinie G22 nachgewiesen. Auf einer sequenzierten
Gesamtlinge von 7200 Basen konnten keine Basenfehleinbauten bedingt durch die phi29
Polymerase festgestellt werden. In einer gro3eren Studie wurden bei einer Gesamtlinge von
500.000 sequenzierten Basen 5 Sequenzvarianten in WGA amplifizierter DNA im Vergleich
zu genomischer DNA detektiert (170). Da sowohl Allelfrequenz, Position und Basenaustausch

bei allen Punktmutationen tibereinstimmte konnten Kontaminationen ausgeschlossen werden.

Zur Validierung der FEinzelzell WGA fir die qPCR, sowie die Charakterisierung der
Amplifikation von EGFR in Zelllinien und Patientenproben wurden zwei unterschiedliche
Assaysysteme etabliert. Das erste System, basierend auf TagMan Sonden, wurde mit einem
Assay fir EGFR im Intron 1 des Gens, sowie 2 unabhingigen Referenzassays auf Chr.2 und
Chr.10 konzipiert. Die Referenzregionen wurden vorher durch Array-CGHs von Mamma-
CAs auf ihre genomische Stabilitit hin ausgewihlt. Die maximalen Assay bedingten
Schwankungen wurden mit VK von 8-11% im Bereich >30 Genkopien und einem VK von
5% im diploiden Bereich bestimmt. Damit bot die Methode eine ausreichende Sensitivitit, um
heterozygote Deletionen zu detektieren. Die Referenzregionen erwiesen sich in 7 getesteten
Mamma-CA Linien als nicht aberriert. Die Quantifizierung wurde jeweils absolut, unter der

Verwendung von Kalibrationsreihen durchgefithrt (171-173).
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Um WGA bedingte Imprizisionen innerhalb der Referenzregionen bei der Quantifizierung
von Einzelzellen zu umgehen, wurde ein weiteres Assaysystem auf SYBR green Basis etabliert.
Dieses wurde so konzipiert, dass als Referenz eine LINE-1 Region gewihlt wurde, die mit 912
Kopien pro Genom unanfilliger gegentiber WGA bedingten Imprizisionen sein sollte (155).
Simultan wurden jeweils 2 von 5 etablierten EGFR Assays zur Quantifizierung eingesetzt. Die
beiden priferierten Assays zeigten im direkten Vergleich mit dem TagMan Assay SD von
11,1% fur Exon 7 und 12,9% fir Exon 9. Bei Bedarf konnte zusitzlich auf Assays in Exon 4,
15 und 21 zuriickgegriffen werden. Bedingt durch SYBR green basierte Imprizision und die
relativ hohe CT-Wert Differenz zwischen Referenzassay und den EGFR Assays von ~10 CT-
Werten, durch die sich minimale Abweichungen rechnerisch stirker auswirken, wurden im
diploiden Bereich Abweichungen von bis zu 100% (1 CT-Wert) erreicht. Dies macht das
Assay ungeeignet zur Detektion von heterozygoten Deletionen und setzt die Assay bedingte
Grenze fiir den gesicherten Nachweis einer Amplifikation, je nach Qualitit der Messwerte, bei
einer AGCN fiir EGFR >2-3 fest. Eine generelle Unterreprisentierung von repetitiven LINE-
1 Sequenzen in WGA-Produkten, wie sie fiir die Bestimmung mittels Array-CGHs
beschrieben wurde (155,169) konnte fiir die qPCR nicht nachgewiesen werden. Diese hitte zu
einer generellen Erhchung der AGCN fir EGFR in WGA amplifizierter DNA fithren
missen, was nicht der Fall war. Bei der Quantifizierung von 12 CK"-Zellen, die tiber BCIP-
NBT Firbung in 2 KM-Priparaten und einer Blutprobe von 3 unterschiedlichen
metastasierten Mamma-CA Patienten nachgewiesen wurden, konnten in 7/12 Zellen EGFR
Amplifikationen gezeigt werden. Hohe Amplifikationen (AGCN 5-21) wurden in 4/12 Zellen
und leichte Amplifikationen (AGCN 1,4-2,4) in 3/12 Zellen gemessen. Die niedrigen SDs von
0,06-0,27 der leicht amplifizierten Zellen lieen eine Einstufung als solche zu. Die als
Normalreferenz mitgefithrten gepoolten 5 mesenchymalen, ungefirbten Zellen zeigten eine
AGCN fir EGFR von 0,7-0,9 und SD von 0,14-0,16. Die Einzelzell WGA 4 der Blutprobe
zeigte nur in Exon 9 eine starke Amplifikation und wurde deshalb noch fir Exon 4 und Exon
15 quantifiziert. Da keine Amplifikation in den Exons nachweisbar war, ist davon auszugehen,
dass die Amplifikation sich entweder maximal von Exon 8 bis 14 erstreckt, oder die
Amplifikation in Exon 9 auf einem WGA generierten Artefakt beruht. Betrachtet man die
LINE-1 Sequenz als indirektes Mal3 fiir die Effizienz der jeweiligen WGA, so war diese im
Vergleich zu den ibrigen WGAs mit ~5 CT-Werten um einen Faktor 32 verringert. Eine
Aussage Uber den Ausloser der verminderten Effizienz und deren Auswirkung auf die
Amplifikation anderer Loci zu treffen ist nicht méglich. Der Anteil an EGFR Amplifikationen
in den DTCs von 33% mit einer AGCN 210 liegt weit iber dem fir Mamma-CA

beschriebenen EGFR Amplifikationsraten von <5% in Primartumoren (175).
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Ein Zusammenhang zwischen dem Metastasierungsprozess und der Amplifikation von EGFR
ist deshalb naheliegend. Es ist anzunehmen, dass sich die Genamplifikation von EGFR und
die daraus resultierende Uberexpression des Rezeptors positiv auf den Selektionsprozess der
Differenzierung zu einer DTC auswirken. Dabei werden Faktoren, wie Zellwachstum und
Vermehrung, Angiogenese, Adhision und Beweglichkeit, sowie die Apoptose, an deren

physiologischer Regulation EGFR beteiligt ist, mal3geblichen Einfluss ausiiben.

Die zur genaueren Charakterisierung der Linge, Lokalisierung und Struktur der EGFR
Amplikons durchgefithrten Fine Tiling Array-CGHs wurden ebenfalls an WGA-Produkten von
500 Zellen und 6 Einzelzellen von MDA-MB-468 durchgefiihrt. Die Plots der CGHs aus
genomischer DNA der Zelllinien A431, BT-20, MDA-MB-468 und deren Sublinien, der fir
EGFR hemizygoten Linie MCF-7 und Leukozyten-DNA, als diploide Referenz, zeigten im
Vergleich zu den Plots der CGHs aus WGA amplifizierter DNA der MDA-MB-468
Einzelzellen kaum Grundlinienrauschen. Die Leukozyten Referenz war frei von Aberrationen
und die Hemizygotie fiir Chr.7 in MCF-7 war anhand der log2-Ratios von 0,5 erkennbar. Die
Referenzregionen auf Chr.2 und Chr.10 zeigten in allen Plots keine Aberrationen,
Ubereinstimmend mit den Befunden der TagMan qPCR. Fur alle EGFR amplifizierten Linien
konnten klare Strukturen mit Start- und Endpunkten der Amplikons, sowohl Algorithmus
basiert, wie auch visuell anhand des Plots, festgesetzt werden. Die 500-Zell-WGA bildete das
genaue Bild der genomischen MDA-WT DNA ab. Bei den Einzelzellen war ein erhéhtes Mal3
an Grundlinienrauschen zu verzeichnen, ebenso wie kleine tber- oder unterreprisentierte
DNA Bereiche, die diffus verteilt waren und keinem Muster zwischen den einzelnen Arrays
folgten. Trotz dieser Effekte war keine Glittung der Daten tber groflere DNA Bereiche
erforderlich, was die Auflésung des Array verringert hitte, wie fur andere Array-CGHs an
Einzelzell WGAs  beschrieben  (176). Die  Algorithmus  basierte  Detektion — der
Amplikongrenzen war aufgrund der beschriebenen Effekte in einigen Fillen ungenau oder
nicht mdéglich. Die visuelle Auswertung der Plots zeigte jedoch in allen Fillen eine klare
Abbildung des MDA-WT Amplikons. Die durch qPCR erhobenen AGCN fir EGFR
stimmten sowohl fir die Arrays der Einzelzell WGAs, wie auch der Arrays auf Basis
genomischer DNA gut mit den semiquantitativen log2-Ratios der Arrays in thren Tendenzen
Uberein. Die einzige Ausnahme bildete Finzelzell WGA 7, die nur vereinzelte Messwerte im
Bereich des MDA-WT Amplikons zeigte, sowie kaum merkliches Grundlinienrauschen.
Aufgrund der zuvor fir MDA-MB-468 als korrekt validierten STR Marker ist von einem
Hybridisierungsfehler bei der CGH auszugehen und eine Kontamination mit anderer DNA

auszuschlie3en.
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Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass das auf der MDA WGA basierende Protokoll zur
genomischen Charakterisierung von Einzelzellen, fir die validierten Folgeapplikationen, eine
solide Grundlage bildet. Die Auswertung der nun ermdglichten Charakterisierung
verschiedenster genetischer Marker in DTCs sollte jedoch immer unter dem kritischen Aspekt
durchgefithrt werden, dass man die Analysen an der momentan, technisch gesehenen
bestmoglichen Kopie der Original-DNA durchfiihrt. Die Ergebnisse der Untersuchung des
EGFR Amplikons durch Fine Tiling Array-CGH und qPCR zum Nachweis von Verinderungen
der DNA Kopienanzahl, sowie der niheren Charakterisierung bestimmter Sequenzen durch

lange PCRs und Sequenzierungen werden im Folgenden ausfihrlich behandelt.

4.2 Analyse der Struktur des EGR Amplikon

Die Zelllinie MDA-MB-468 besteht aus einem heterogenen Mix von Klonen mit
unterschiedlichen Genotypen fir den EGFR Locus. Eine weite Spanne an EGEFR
Genkopienzahlen, die zu unterschiedlichen EGFR Expressionen fthren, existiert dabei
simultan unter normalen Zellkulturbedingungen. In vorangegangenen Untersuchungen
konnte, durch FACS-Zellsortierung nach EGFR Expression und angeschlossene Analysen
(FISH, CGH und qPCR), eine positive Korrelation von EGFR Amplifikation und EGFR
Expression nachgewiesen werden (K. Agelopoulos). Diese direkte Auswirkung der EGFR
Genkopienzahl wurde ebenfalls fir Glioblastome (181), sowie Karzinome des Kopf- und
Halsbereichs (182) beschrieben. Vergleichbare Gendosiseffekte wurden fiir zahlreiche Gene
bei Karzinomen der Pankreas (183) und Mamma (184,185) beschrieben. Unter Stimulation des
EGFR Pathways mit EGF konnte ein Wachstums-inhibierender Effekt beobachtet werden,
der zur positiven Selektion der niedrig amplifizierten Sublinien fithrte (183-185). Dieser Effekt
war reversibel und es konnte eine stetige Reamplifikation ohne den EGF Stimulus beobachtet
werden. Betrachtete man das Verhalten der MDA Sublinien unter Zellkulturbedingungen, so
konnte man feststellen, dass der Verlust an EGFR Kopien in der EGF-supprimierten Sublinie
MDA(+) linear und mit einer vergleichbaren Geschwindigkeit verlduft, wie der
Reamplifikationsprozess in den beiden parallel zueinander ansteigenden Sublinien MDA0106
und MDAO107. Es konnten keine sprunghaften Verinderungen in den Genkopienzahlen
nachgewiesen werden. Dies in Kombination mit dem linearen Verlauf der drei Kurven ldsst
auf einen oder mehrere ablaufende Prozesse riickschlie3en, die mit einer vergleichbar seltenen
Wahrscheinlichkeit auftreten. Die MDA-WT Linie war tiber die Zeit im Mittel konstant bei

~32 Genkopien und schwankte maximal um ~3 Kopien.
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Sowohl die Heterogenitit, der leiterartige Aufbau des Amplikon, der immer auf ein
Chromosom pro Zelle beschrinkt war, als auch der Verlust der Telomerregion von Chr.7p
legten einen BIFB-basierten Amplifikationsmechanismus nahe, der durch die Aktivierung der
Fragile Site FRA7A ausgelost werden konnte (125,177). Die Fine Tiling Aray CGHs
ermoglichten eine genaue Analyse von Struktur und der Linge der Amplikons. Betrachtet man
die Sublinie MDA(+) als Ausgangsform der Genamplifikation, so konnte zwischen den
Sublinien ein mehrstufiger Verlauf des Amplifikationsprozesses abgeleitet werden. Die, fiir die
Sublinien anhand der Array-CGHs erhobenen, strukturellen Grenzen und Regionen der
Zugewinne wurden durch qPCR validiert. Die Zusammenfassung der so fir die MDA

Sublinien erhobenen Daten wurde in Abb.4.1 zusammengefasst.

Evolution des EGFR Amplikons in MDA Sublinien

EGFR
55.054.304

55.192.138

| 55.807.437 | | 56.265.748 |

54.494.183

MDA-0107
MDA+

| 54.475.287 | | 54.622.731| 55.183.8?7| 55.769.646
Bereich |[B1 B2

Abb.4.1: Evolution des EGFR Amplikons in MDA Sublinien. Proportional zueinander dargestellt wurden
die Lingen der amplifizierten Bereiche in den MDA Sublinien. Einzelne Strukturen sind in identischer Farbe fiir
die jeweilige Sublinie unterlegt. Leicht amplifizierte Bereiche wurden abgedunkelt dargestellt. Des Weiteren
wurden die Positionen der Grenzen auf Chr.7 eingetragen, sowie die Lokalisation des EGFR-Gens innerhalb der
Amplikons. Es wurde zusitzlich eine Einteilung in die Bereiche A, B1+2, sowie C vorgenommen, die den
regionsbezogenen Zugewinnen des Amplifikationsprozesses entsprechen.

MDA-0107
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Das Amplikon der MDA Sublinien zeigte mit ansteigender Genkopienzahl eine Zunahme an
Linge, welche nicht linear zu verlaufen schien und die Unterteilung des Amplikons in mehrere
Abschnitte (A-C) implizierte. Die telomerwirtige Ausbreitung des Amplikon beschrinkt sich
auf den Bereich B1. Dieser zeigt bereits in MDAO107 seine volle Linge und eine Ausbildung
einer Peak-dhnlichen Struktur direkt am Startpunkt des Amplikon. Ab dem
Amplifikationsstatus von MDAO0106 erreicht der Bereich das Niveau des Bereichs A.
Centromerwartig lassen sich parallel dazu Zugewinne des Bereichs B2 bereits fir MDA0107
erkennen, die fiir im Amplikon von MDA-WT das Niveau von Bereich A erreichen. Ab dem
Amplifikationsstatus von MDAO106 ist ein weiterer, amplifizierter Bereich C zu erkennen, der
tber die Grenzen des Arrays hinausreicht. Zusammenfassend konnte man sagen, dass es mit
steigendem Amplifikationsgrad schnell zu der Ausbildung einer scharfen telomerwirtigen
Amplikongrenze mit einer, das Hauptamplikon tiberragenden, Peak-artigen Struktur kam. Der
zentrale Bereich des Amplikon wurde von Region A und B2 gebildet, die in zwei Stufen
amplifizierte, wobei B2 der Region A folgte. Der centromerwirtige Bereich C wurde ab dem
Amplifikationsgrad von MDAO0106 ebenfalls erfasst. Es kam also zu einer schrittweisen,
centromerwirtigen Ausdehnung des amplifizierten Bereichs. Alle Einzelzel-WGAs zeigten
einen, mit dem MDAO0106 oder MDA-WT assoziierten Amplikon-Status, was mit den qPCR-

Ergebnissen korrelierte.

Beim Abgleich der ermittelten Amplikongrenzen und der Bereiche A-C mit der UCSC
Datenbank fanden sich in den Amplikon und Bereichsgrenzen Anhiufungen von Homologien
zu anderen chromosomalen Bereichen, die von repetitiven DNA Elementen wie LCRs, A/u-
Sequenzen oder LINE-Elementen flankiert wurden. Pro Grenzbereich fanden sich zum Teil
>50 homologe Bereiche zu anderen Chromosomen, die in ihrer Linge von ~200bps bis
>10kb reichten und Homologien von >85% aufwiesen (RepBase). Desweiteren wurden durch
Sequenzvergleiche  verschiedener  Spezies, bei denen  evolutionir  konservierte
Umlagerungsregionen berechnet wurden (177), mehrere Bruchregionen gefunden, die mit den
Amplikongrenzen der MDA-WT Sublinien korrelierten. Die im Bereich des MDA-WT
Amplikon gelegenen, evolutionidr bedingten Bruchpunkte (EBPs) sowie die Position der
Fragile Site FRA7A und der in diesem Bereich lokalisierten Gene wurden in Abb.4.2

dargestellt.
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Abb.4.2: Ubersicht iiber das MDA-WT Amplikon: Amplikon lokalisierte Gene und evolutionir bedingte
Bruchpunkte (EBPs) Dargestellt ist der Amplifikationsplot von MDA-WT auf Chr.7. Horizontal abzulesen ist
die chromosomale Position (schwarze Zahlen), in der Region lokalisierte Gene (blaue Balken) und die Fragile-Site
FRAT7A (blauer Pfeil). Vertikal aufgetragen sind die log2-Ratios. Die vertikalen Linien beschreiben die zwischen
Mensch und anderen Spezies berechneten evolutiondr konservierten Umlagerungspositionen.

Die fir MDA-WT als Hauptamplikon definierte Region beinhaltete neben EGFR noch 5
weitere Gene, die jedoch soweit beschrieben, keinen erkennbaren Zusammenhang mit der
Entstehung von Karzinomen zeigten. Dies galt auch fir weitere 9 Gene, die in dem
centromerwirts liegenden leicht amplifizierten Bereich lokalisiert waren. Die durchgefiihrte
Expressionsanalyse fiir EGFR (Bereich A) und CHCHD?2 (Bereich C) zeigte in den MDA-WT
Sublinien im Bezug auf die Genkopienzahl fiir CHCHD? eine etwa linear, fiir EGFR eine eher
exponentiell zunehmende Expression. Die Zelllinie BT-20 bewegte sich in threm CHCHD?Z2
Expressionsniveau etwa bei MDAO107, was gut mit den Array Daten korreliert. Die EGFR
Expression war jedoch im Vergleich zu MDAO0106 trotz geringerer Genkopien 2-fach erhoht.
Die erhohte EGFR Expression in BT-20 konnte unter Umstinden durch einen, im Vergleich
zu MDA-MB-468 verkiirzten CA-Repeat im CASSR1 bedingt sein (62,63). Die Zelllinie BT-20
zeigte ein homozygotes 113 Basen Fragment, das im Vergleich zu MDA-MB-468 mit einem

homozygoten 117 Basen Fragment einer Verkiirzung von 2 CAs entsprach.
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Die Expressionsanalysen der MDA-MB-468 Sublinien bestitigten die positive Korrelation
zwischen Expressionshoheninderung und Genkopienzunahme, die neben EGFR (69) auch

tir das leichter amplifizierte CHCHDZ2 Gen nachgewiesen werden konnte.

Sehr auffillig waren die prizisen Ubereinstimmungen zwischen den Amplikongrenzen der
MDA-WT Sublinien und den EBPs. So gab es exakte Uberlappungen des Bereichs B1 mit
einem EBP fiir Huhn, der Grenze zwischen Bereich A und B2 mit einem EBP fir Schwein
und eine weitere fir den Grenzbereich zwischen B2 und C mit einem EBP fir Rind. Fur die
ermittelten Grenzregionen der beiden EGFR amplifizierten Zelllinien A431 und BT-20, die
auf den ersten Blick wenig Ubereinstimmungen in Struktur, Position und Linge mit den
Amplikons der MDA-WT Sublinien zeigten, konnten ebenfalls Ubereinstimmungen mit EBPs

nachgewiesen werden, die in Abb.4.3 zusammenfassend dargestellt wurden (177).
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Abb.4.3: EBPs — Amplikongrenzen Korrelation der EGFR amplifizierten Linien Um den oben erlduterten
Sachverhalt besser visuell erfassen zu kénnen, wurden hier nochmal alle Plots der EGFR amplifizierten Linien in
Kombination mit den EBPs dargestellt. Verindert nach Ruiz-Herrera et al. 2006 (177).
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Zusitzlich zu den oben beschriebenen Uberlappungen mit EBPs bei den MDA Sublinien, die
mit Ausnahme der Grenze von Bereich B1 ebenso auf BT-20 zutreffen, konnten fiir A431 in
dessen telomerwirtigen Amplikonstart eine Ubereinstimmung mit einem EBP fir Schwein /
Huhn, sowie im centromerwirtigen Amplikonende Ubereinstimmungen mit einem EBP fiir
Rind beschrieben werden. Durch die Arrays konnten fir die Zelllinien Hotspots fir Start-
bzw. Endpunkte der Amplifikationen gezeigt werden, die teilweise miteinander
tibereinstimmen. Eine Vielzahl an Uberlappungen mit EBPs konnte ebenfalls demonstriert
werden, die als Hinweis fiir evolutionir bedingte chromosomale Instabilitit ausgelegt werden
konnen. Fur alle untersuchten Linien konnte gezeigt werden, dass EGFR in voller Linge im
Amplikon eingeschlossen war. Desweiteren war allen Linien mit einer bestimmten
Minimalgrée des Amplikon, die jenseits der Groe von MDAO0107 lag, eine Amplifikation
des, centromerwartig vom Hauptamplikon, gelegenen Bereichs C gemein. Der Bereich A des
Amplikons wurde bei der Untersuchung von metaplastischen Mamma-Cas mit EGFR
Amplifikation, als minimal amplifizierter Bereich beschrieben (186). Einen gesondert zu
betrachtenden Fall bildete BT-20, welche zwei Amplikons zeigte, die eine Deletion
umschlossen. Der Aufbau der Amplikonstrukturen in BT-20 wurde ebenfalls als typisch fur
den BFB Mechanismus beschrieben, da es bei diesem hiufig zu Deletionen zwischen

amplifizierten DNA Bereichen kommen kann (177).

Die durch ,,Long-Range-PCRs  durchgefithrte Suche nach Strangbruch-bedingten
chromosomalen Umlagerungen im distinkt definierten telomerwirtigen Ende des MDA-W'T
Amplikon zeigte zwei verkirzte Segmente in einer repetitiven SVA_A Sequenz, die der
Familie der retroviralen SVA Elemente zuzuordnen war. Die um 300 bzw. 600 Basen
verkirzten PCR-Fragmente der PCR-Primerkombination 5 traten nur in MDAO0106 und
MDA-WT auf. Eine auf der Software LTR-Digest basierte Analyse der SVA_A Sequenz zeigte
Homologien von >500 Basen zu der 4,8kb entfernt liegenden HERVK-Sequenz innerhalb der
telomerwirtigen Startregion des MDA-WT Amplikon. Bei der Analyse der MDA Sublinien
durch qPCR wurden in dem Bereich des HERVK-Elements fiir alle Sublinien die jeweils
hoéchsten Amplifikationsgrade bestimmt. Eine Umlagerung durch aktive Transposition der
retroviralen Sequenz ist jedoch auszuschlieBen, da zwar in Brusttumoren eine erhohte
Expression von HERVK nachgewiesen wurde, jedoch auf dem gesamten Genom keine
intakte HERVK-Sequenz mehr erhalten ist (179,180). Die Nihe der telomerwirtigen
Amplikongrenze zu der evolutionir instabilen HERVK-Sequenz lief3 eine direkte Beteiligung

am Amplifikationsprozess vermuten.
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Diese Annahme wurde durch die differentiellen PCR-Fragmente innerhalb der nahegelegenen
SVA_A Sequenz unterstitzt, die Homologien zu der HERVK-Sequenz aufweist. Die
HERVK-Sequenz konnte, bei einem NAHR basierten Mechanismus als Rekombinationssite
tir andere Sequenzen dienen, wie z.B. die in unmittelbarer Nahe befindliche SVA_A Sequenz.
Der alternative Prozess des NHE] unter Beteiligung der HERVK-Sequenz ist ebenso
denkbar. Ausgelost werden konnten beide Prozesse durch Regressionen in der
Replikationsgeschwindigkeit an der Replikationsgabel bedingt durch repetitive Sequenzen und
daraus resultierenden Einzel- oder Doppelstrangbriichen. Ein Zusammenhang zwischen dem
Auftreten bestimmter repetitiver DNA Motive und zahlreichen humanen hereditiren
Erkrankungen wurden impliziert (186,187). Es konnten zwar keine direkten Sequenzrepeats in
der beteiligten HERVK-Sequenz nachgewiesen werden, jedoch eine hohe Dichte sich
tberlappender  Repeats, die  vermutlich  ebenfalls zu  Regressionen  der
Replikationsgeschwindigkeit an der Replikationsgabel fihren konnen. Diese sind in Abb. 4.4

zusammenfassend dargestellt.

200 400 600 800 1000
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Abb.4.4: Akkumulation der tiberlappenden repetitiven Sequenzmotiven des PCR5-Fragments Dargestellt
wurden die sich tiberlappenden repetitiven Sequenzmotive. Die Art des jeweiligen Repeats ist auf der linken Seite
angegeben. Die farbigen Balken symbolisieren jeweils eine Kopie des Repeats. Die Farben dienen ausschliellich
dazu die Repeats visuell trennen zu kénnen. Den Farben selbst kommt keine weitere Bedeutung zu. Die p-Werte
auf der rechten Seite sind ein Maf3 der statistischen Wahrscheinlich des zufilligen Auftretens der jeweiligen
Repeatfolge. Ein p-Wert von 1e-5 bedeutet, ein zufilliges auftreten in 10.000 Basen.
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Die Akkumulation der unterschiedlichen repetitiven Sequenzmotive und die H6he ihrer p-
Werten verstirkt die Annahme, dass die Sequenz nicht zufillig entstanden ist, sondern hiufig

durch evolutionir bedingte Umlagerungen betroffen war.

Der Umstand, dass die Sequenzierung der differentiellen PCR-Fragmente im repetitiven
Sequenzbereich nicht moglich  war, unterstitzt die Annahme der erschwerten
Amplifizierbarkeit. Dieselben durch die DNA Sequenz bedingten Effekte, die der Polymerase
innerhalb der Sequenzierungsreaktion eine Strangsynthese erschweren miissten sich auch auf
die an der DNA Replikation beteiligten Polymerasen auswirken. Ein Mehrstufiger
Amplifikationsprozess, wie ihn die erhobenen Daten nahe legen, konnte basierend auf der
Lokalisierung der EBPs, chromosomalen Homologien und repetitiven DNA Elemente
ebenfalls auf NAHR oder NHE] Mechanismen zurtickzufiihren sein (Abb.1.10, 133). Ob die
Amplifikation durch sequenzspezifische Mutation, sporadisch oder bedingt durch einen

Defekt im DNA Reparaturapparat ausgelost wurde konnte nicht ermittelt werden.

Zusammenfassend lieB sich festhalten, dass das Model des BFB basierten
Amplifikationsprozesses durch Aktivierung der FRA7A erhirtet werden konnte. Die gehduft
an den Grenzen der Bereiche A-C auftretenden EBPs, Homologen chromosomalen Bereiche,
sowie flankierende repetitive DNA Elemente sind alle innerhalb der Rare Fragile Site FRA7A
lokalisiert.

Die Ergebnisse legen fir MDA-MB-468 einen mehrstufigen Amplifikationsmechanismus
nahe, an dem eine direkte Beteiligung einer HERVK- und einer SVA-Sequenz angenommen
werden konnten. Fir die SVA Sequenz konnten verkiirzte, wahrscheinlich durch
Umlagerungen der DNA entstandene verkiirzte Sequenzabschnitte durch PCR nachgewiesen
werden. Diese Sequenzabschnitte besalen Homologien zu der HERVK-Sequenz, die
unmittelbar im telomerwirtigen Startbereich des Amplikon lag und bei der Analyse durch
qPCR die hochsten Amplifikationen des Bereichs zeigte. Die Umlagerungsprozesse werden
mit hoher Wahrscheinlichkeit durch fehlgeschlagene NAHR oder NHE] Mechanismen nach

Replikation-bedingten Einzel- oder Doppelstrangbriichen induziert.
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4.3 Ausblick

In den nichsten Schritten koénnte damit begonnen werden eine Bibliothek von DTC
Einzelzell-WGAs aufzubauen, die zur Charakterisierung verschiedener genetischer Marker, in
statistisch signifikanten Zellzahlen, fir unterschiedliche Tumorentititen genutzt wird. Ein
vergleichendes Screening von Primirtumoren, Metastasen und der DTCs konnte neue
relevante Informationen zum Disseminierungsprozess, Minimal Residual Diseases und neuen
Zielen fur Targeted Therapys erbringen. Bezogen auf die EGFR Amplifikation wire es von
groem Interesse neben dem Amplifikationsstatus ebenfalls die Grenzbereiche der
Amplifikationen tber Array-CGHs oder qPCR in DTCs, Primirtumoren und Metastasen zu
charakterisieren, um eventuell, wie an dem differentiellen PCR5-Fragment in MDA-WT
demonstriert, einfach per PCR nachweisbare Marker zu generieren. Nach der Analyse einer
groBlen Anzahl EGFR amplifizierter DTCs wire es z.B. denkbar, Marker zu entwickeln, die
basierend auf bestimmten genetischen Pradispositionen, zur Vorhersage eines moglichen
EGFR Amplifikationsrisikos genutzt werden konnten. Um den Amplifikationsprozess anhand
der Modelzelllinie MDA-MB-468 weiter aufzukliren, wire es naheliegend in den Start- und
Endbereichen der Sublinien, die mit EBPs assoziiert sind, durch ILong-Range PCR nach
weiteren Bruchpunkten zu suchen und die betroffenen Bereiche auf Sequenzebene zu
charakterisieren. Da das Amplikon von MDA(+) wahrscheinlich dem Ausgangszustand am
ahnlichsten ist, sollte dabei mit den Grenzbereichen des MDA(+) Amplikons begonnen
werden. Durch den FEinsatz von speziellen Polymerasen, die fiir lange PCR-Fragmente
optimiert wurden, sollte versucht werden Produkte fiir die bislang fehlgeschlagenen Iong-Range
PCRs in der telomerwirtigen Startregion des MDA-WT Amplikon zu amplifizieren. Diese
konnten weitere wichtige Informationen zur Beteiligung der HERVK-Sequenz am Prozess der

Genamplifikation beitragen.
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NimbleGen- Appendix

SYETEMS, IMNC.
Sample Submission Instructions for

Comparative Genomic Hybridization (CGH)Services

To facilitate order processing, review these instructions and prepare your samples accordingly.
NimbleGen will label and hybridize your samples. If you have questions, please contact customer
service at customer-services@ nimblegen.com or (608)218-7600ext.3.

Sample Requirements

- Purified, unamplified genomic DNA is required to obtain optimal labeling of the
sample for the assay hybridization.

- If your sample is derived from a class lorganism, submit 2.5ug of genomic
DNA for each sample.(If requesting hybridization of technical replicates,
submit an additional 1mg for each replicate hybe.)

- If your sample is derived from a class
Il or 11l pathogen, submit 5mg of sample.(If requesting hybridization of techn
replicates, submit an additional 1pg for each replicate hybe.)

The requested amount of sample enables performance of the incoming
sample QC (Azeo quantification and an agrarose gel analysis)and of 2 labeling
reactions (a repeat experiment is performed if the first experiment fails
NimbleGen's hybridization QC specifications).

Note: Heating sample at 45°C forlOminutes is recommended prior to
quantification.

- OPTIONAL: NimbleGen can provide human male and/or female reference
sample. Your preorder form must indicate this intention prior to your receipt of
barcodes. NimbleGen's stock reference samples Human Male Genomic DNA,
Promega catalog #G1471, or Human Female Genomic DNA, Promega
catalog #G1521, are a pool of 6individuals that can be used with human test
samples. Note: The Promega DNA pool of6individuals changes with new lot
numbers. If you anticipate using NimbleGen Male or NimbleGen Female for a
large study, we recommend directly obtaining the DNA from Promega to
ensure sufficient DNA for completion of the study.

- Samples should be analyzed for quality and purity by gel electrophoresis
using a 1% agarose gel. They must be free of RNA contamination and show
no signs of degradation. Submit proof of quality with sample submission.

Samples must have a concentration of ~250ng/ml in 1X TE buffer or water.

- Samples have an Aze0/A280 21.7and Azeo/A230 21.5.Have these ratios ready
when filling out the submission form.

- Samples must be submitted in sterile, RNase-and DNase-free, 1.5ml, micro-
centrifuge tubes.

- If you are requesting hybridization technical replicates, submit the sample
in one tube.

- If you are requesting dye-swap experiment (the same sample labeled with
Cy3and Cy5dyes), submit the sample in 2 separate tubes with the
individual required amounts.
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NimbleGen Appendix

VETERTS, i

CGH Services
Labeling Your Samples

1. NimbleGen mails barcodes to you after we receive your purchase order. After preparing
samples, attach a barcode onto each sample tube.
Note: If you have multiple projects and/or multiple sample submissions, each project and/or
submission receives its own barcodes.

2. You will receive an email with access to an online form that requests sample information. You
need to complete this form before sending your samples to NimbleGen. Follow the onscreen
instructions to complete the form, and print a copy of your sample information for your records.

Shipping Your Samples

The online form you use to identify your samples (see previous section)includes shipping
instructions.

After You Submit Your Samples

Upon receipt of your samples, NimbleGen does the following:

1. Compares the samples to the information you entered into the online form.

2. Sends you an email notifying you of the receipt and acceptance of your samples and the
sample information submitted in the online form.

3. Analyzes your samples for purity, concentration, and quality using either the Agilent
Bioanalyzer or gel electrophoresis.

4. Labels your samples with Cy dye for hybridization.
5. Performs the hybridizations.

6. Sends you a data CD or DVD with the results of your experiment.

If There Are Problems

NimbleGen will contact you and discuss the options available. Additional fees may be applied to
your order based on the option you select.

W hat Happens to Unused Samples

If you provide more sample than required and want to use it in future experiments, contact your

NimbleGen Account Manager. Otherwise, any materials not used in NimbleGen's performance of
the services will be returned to you only upon your written request, provided you give such naotice
within 6months from completion of the services and pay for the shipment of materials back to you.

CGH Services v.4 December 2006

© Copyright NimbleGen Systems, Inc.]2006All Rights Reserved |Page 2 of 2
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Labeling Your Samples

1. NimbleGen mails barcodes to you after we receive your purchase order. After
preparing samples, attach a barcode onto each sample tube.
Note: If you have multiple projects and/or multiple sample submissions, each
project andfor submission receives its own barcodes.

2. You will receive an email with access to an online form that requests sample
information. You need to complete this form before sending your samples to
NimbleGen. Follow the onscreen instructions to complete the form, and print a
copy of your sample information for your records.

Shipping Your Samples

The online form you use to identify your samples (see previous section) includes
shipping instructions.

After You Submit Your Samples
Upon receipt of your samples, NimbleGen does the following:

1. Compares the samples to the information you entered into the online form.

2. Sends you an email notifying you of the receipt and acceptance of your
samples and the sample information submitted in the online form.

3. Analyzes your samples for purity, concentration, and quality using either the
Agilent Bioanalyzer or gel electrophoresis.

4. Labels your samples with Cy dye for hybridization.
5. Performs the hybridizations.
6. Sends you a data CD or DVD with the results of your experiment.

If There Are Problems

NimbleGen will contact you and discuss the options available, Additional fees may
be applied to your order based on the option you select.

What Happens to Unused Samples

If you provide more sample than required and want to use it in future experiments,
contact your NimbleGen Account Manager. Otherwise, any materials not used in
NimbleGen's performance of the services will be returned to you only upon your
written request, provided you give such notice within 6 months from completion of
the services and pay for the shipment of materials back to you.

- 146 -



Appendix

Protocols for
Comparative Genomic Hybridization

Qutline

This protocol describes the process for comparative genomic hybridization (CGH)
to NimbleGen arrays. The process requires both test and reference DNA samples.
These samples are independently sheared by sonication and labeled with dye-
modified random primers. Labeled test and reference DMNA are combined and
hybridized to a NimbleGen CGH array using the MAU| Hybridization System. The
array is stringently washed, dried, and scanned.

Protocol Information & Safety

Wear gloves and take precautions to avoid sample contamination.
Cy dyes are light sensitive. Be sure to minimize light exposure of the dyes
during use and store in the dark immediately after use.

& (Cy dyes are ozone sensitive. See
http://genomics princeton edu/dunham/czone.html for information on
monitoring and remediation for atmospheric ozone levels exceeding Sppb.

*  We have found that using VWR water and DTT for all post-hybridization
washes is useful for obtaining higher signal from Cy dyes.

Required Apparatus & Labware*
* See last page for a reagent supplier list

Thermocycler

Microcentrifuge with 12,000 x g capability

Heat blocks at 37°C, 45°C, and 95°C

Vortexer

Spectrophotometer (A NanoDrop Spectrophotometer is recommended).
Digital Sonifier (Branson Model #450)

Electrophoresis box and gel documentation system

Speed-Vac

MAUI Hybridization System (BioMicro Systems, Model # 02-A002-03)

MAUI Mixer SL Low Temp. Hybridization Chambers (BioMicro Systems,
Catalog # 02-A008-03)

*  Method of drying arrays after washing (e.g., custom NimbleGen Array-Go-
Round unit, Arraylt Microarray Highspeed Centrifuge, Cat# MHC110V)

¢ Dark Desiccator

& & & & & & & & & B
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Wéaar Neanng
o beChion when
Oparaing the
soricator

Ersanicalied genomic
samples should have one
siroeyg band & the top of
i gal I B is mors
than ong tand o
SMEanng in the
unsonecated geromic
sampla, & may be
degraded of have a
contzmnsnt thal could
afiect the isbaling
pmcedune

Step 1. Sonication and QC

1. Measure the A of the test and reference samples and calculate the DNA
concentration.

2. Reserve 0.25ug each of the test and reference samples for gel analysis.
3. Dilute 2pug each of test and reference DNA to 80yl with VWR water in a 1.5ml
microcentrifuge fube.
4. Clean the sonicator tip with 70% ethanol and wipe dry with a Kim-Wipe.
5. Set tha sonicator to the following:
* Time=10s%ac
¢  Amphtude = 10%
¢ PulseOn=05sec
¢ PuseOff=05s=c

6. | Lower the sonicator tip to the boltom of the tube and push the start button.
Make sure the sonicator is at the bottom o near the bottom of the tube orit
may splash and your full sample may not get sonicated.

7. ToQC the sonicated and unsonicated genomic samples, prepare a 1%

8. Load 250ng of sonicated or unsonicated genomic sam ple with loading buffer
into wells. Indude a molecular weight marker adder.

8. Run the gel until the loading dye is halfway down gel

10. Photograph or digitally document the gel.

11. Anzlyze gel results to verify the sonicstion step. Sonicated sample should be a
smear from ~S00—20000p.

Genomic DNA exhibiting significant degradation is unsuitable for CGH
analyss.
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Step 2. Sample Labeling
1. Prepare the following three solutions:

S0 dNTP Mix

VWR deionized water 250
10X TE S0pl Adjauot 50X dNTP
100 mM dATP Eﬂm mix ko sengha-use
100 mM dGTP B0N1 | Facman cyces,
100 mM AT TP S0ul which can resulf in
.":“] mM dc‘rp Eﬂjl MmNl wakis
Total 00
VWR deionized water 8 Bml
M Tris-HCI ___1.25ml
1M MgC, W | o e
[-Mercaptoethanol 1? ﬁm
Total
1M Tris-HCI 1.5ml
= 0.50 EDTA 300u! Mix and store
VWR deionized water 13.2ml &l rpom bemperalues
Total 15mi

2. Dilute Cy3 and Cy5 dye-labeled Bmers to 1 O.0./42ul Random Smer Buffer,
Aliquot o 40 pl individual reaction volumes in 0.2 mil thin-walled PCR tubes and

store at —20°C.

m—@ Assemble the following components in separate 0.2m| thin-walled PCR tubes:

Eimpslatan moommands
1. Test Sample 2 Rafnmncﬂ Sample

Cyd tor the test sampla
End TS for the relerance

sampla. Thesa can be Fmgmmtud DNA “Llij
e ad for dve swan C}‘}ETIH' Fm'lm
GpRTiments Cy5-9mer Primers 200 R
VWR Water (to 80 ul) Tovolume To volume
Total Bow 80w

4. |Heat denature samples in thermocycler at 88°C for 10 min. Quick chill in ice
waler bath. Add the following (for larger quantities of samples, you may use a
master mix for this step):

Snap-chlling step
aRar dendgduration
& chlical for gh
afcancy abéling

1. Test Sample

2. Referance Sample

Reaction volume from Step 2.3 B0l 80
50X dNTP mix 10pl 104

VWR deicnized water Byl =T

Klenow (50 Uiul) 2l 2ul

Cumulative Total 10041 100yl
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m—@ Wik well by pipetting 10 times

Do not vorbex aler 8. Spin down at low RPM to force contents to bolttom of tube.

S0ATen af Kisnow
7. Incubate at 37°C for 2 hours in a thermocycler protected from light.
B. Stop the reaction by addition of EDTA:
Raaction volume from step 2.4 100! 100ul
Stop Sclution (0.5 M EOTA) 10ul 10ul
Cumulative Total 110ul 110
-— 8, | Transfer the reaction to @ 1.5ml tube. Precipitate the labeled samples by

adding NaCl and isopropanal to each tube as indicatad,

Vortes brefly after
addition of 56 Mal)

Pnor to aaatian of 1. Test Sample 2. Reference Sample
e Reaction volume from step 2.7 1104 110yl
Sk NaCl 11.5ul 11.5ul
Isopropancl 110u 110pl
Curmulative Total 231.5u 231.5u

10. Vortex, Incubate 10 minutes at room temperature in the dark.

11. Centrifuge at maximum speed for 10 minutes. Remove supematant with
pipetie.

12Z. Rinse peliet with 500ul 80% (ce-cold ethanol, Dislodge pellet from tube wall,
13, Centrifuge at maximum speed for 2 minutes. Remove supematant with pipette.
14. Speed-Vac on low heat for 5 minutes until dry, protected from light.

Store [abeled samples at -20° C, protected from light.

15.
m—@ Rehydrate dried pallets in 25 VWR deionized water,
7.

Spen tibas down bikafy Vorlex for 30 seconds and quick spin to collect contents at bottom of tube.
PrRoCio Ny Continue to vortex or et sit in the dark at room temp until the pellet is
completely rehydrated, then vortex again and quickly spin.

18. Measure the A, in @ach sample,

It is impaortant to consume as ithe sample as possible when parforming this
measurem ent, NimbleGen recomm ends the use of a NanoDrop

spectrophotometer (www nanodrop com) that allows the measurement of a 1l
sample withoul dilution. Typical yields range from 25ug to S0ug per reaction.
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Protect tubs from light
dunng nandiing to grent
phd oblsadctung of The kght-
sensive Cy dyes

CPHE 43mer Odigos ane
IresiLicid i the
Frytrridizateon ac conmtrols
thist Mytndire 1O @dgrement
teatures on MamtdeGan
arrays. They ame regured
for proper extrackon of
array data o e
SOOI ENBgE

hobe, Al volumes m B
step have ohanged dus o
8 Crangs in ihe voiume of
e BAALH Hybrickzalion
Chiam bar

Irmiport &t !

Hybridizabon
chambeds have &
lirete chest litle Check
th spursbion dabe
Uiza the chambers
wathin 20 miret of
epening the packags

Step 3. Hybridization of Cy-labeled DNA

1. Set MAUI Hybridization System to 42°C and aliow time for the temperature to
stabilize

2. Based on the Ax; measurement performed in step 2,17, combine 13ug each of
the Test and Reference samples into a single 1.5ml microcentrnifuge tube.

Drry the combined contents in a Spesd-Vac on low heat.

4. Resuspend the sample in 10 5 VWR water and vortex to completaly dissolve
the sampie. Spin the tube down briefly to collect the contents in the bottom

5. | Using the NimbieGen Array Reuse Kit. add the following to the resuspended
sample:

10 Syl
18.5

7.8
Cy3 CPKS SOmer Oligo, SOnM 0.4yl
Cy5 CPKB SOmer Chgo, 100nM 0.4yl
Total 3oyl
6. Mix the tube briefly then spin down to collect the contents in the bottom and

place at 85°C for 5 minutes

7. Immediately transfer the tube to the MALI 42°C sample block and hold at this
temperature until you are ready for sample loading.

8. Place the MAUI Mixsr SL Hybndization Chamber on the amay using the

prowded assembly'dsassembly pg and carefully foliow MAU| setup
imstructions. Use the braying tool to remove all air bubbles from the adhesive

gasket around the outside of the hybridization chamber.

8. Put the array and Hybndization Chamber on the MALUI and allow 30 seconds
for thie cheps to come up 10 temperature.

Lud:umuemumwmumuimwm
manufacturer instructions. Duning loading. a small amount (3-Tul) of the sample
may flow out of the culist port

11. Confirm that thers ars no bubbles in the chamber

If there are, very gently massage any bubbles to either of the ends, away from
the center of the array. Avosd applving too much pressure since this will force
liquid out of the ports.

1Z. Place the icaded amay into one of the four MALI bays and let equiibrate for 30
saconds. Wipe off any sample leakage at the ports with a Kim-Wipe, and
adhare MALII stickers to both porls.

13. Ciose the bay clamp and ssiect mix mode B. Hold down the mix bufton to start
midng. Confirm that the mixing is in progress before closing the cover.

14. Hybridize the sample overnight {16-20 hours).
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Step 4. Washing of Arrays

1.

L

Ts

Pror to removing the amay from the MALUI Hybndization Station, prepare the
following solutions. You wil need two 250 mi dishes of Wash |, and one each
for Wiash |l and Wash Ill. One dish for Wash | should be shallow and be wide
encugh to accommodate the array and miner loaded in the MAUI
assembly/disassembly ig. The id from a 1000 ul pipet tip box works well.
Also, the buffer in the first Wash | dish should be heated to 42°C to help soften
the adhesive on the hybridization chamber; this will help prevent braking the
array. Place the remaining three wash solutions in 300ml Tissue-Tek side
staining dishes,

Wash | x 2 Wash Il Wash Il
WAR Water 225mi 226mi 226mi
10X Wash Buffer |, 11, or Il 25mi 25mi 25mi
1M DTT 281 FY) 25,1
Total 250mi 250mi 250mi

Remove chip from MALI Hybndization Station, load i back into the MAL|
assambly/disassembly jig. and immerss in the shallow 250m| Wash | at 42°C,
While the chip is submerged, carefully peei off the mixer. Genlly agitate the
chip in Wash | for 10-15sec.

Transfer the slide into a slide rack in the second dish of Wash | and incubate 2
min with agitation.

Transfer to Wash || and incubate 1 min with agitation. Rock the dish to move
the wash over the tops of the amays.

Transfer to Wash lIl and incubate for 15 sec with agitaion,

Remove array and spin dry in an amay-drying unit (e.g the NimbleGen Array-
Go-Round) for 1 min

Store the dned amay in a dark desiccator and proceed immediately to the
protocol for Two-Color Seanning of NimbleGen Amays.
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Component and Supplier List

Component Supplier Packags Size Iterm Number
0.5M EDTA Sigmea Aldnch 100 E-TE89

Absoiute Ethandi =gma Aldnch SE0mi EfG2

“g‘f:x’.:r. ;.EE‘F ':-FE-:.'E- ,ﬁ.'__ :.' ,-\.11‘; :_ 1:— ?3”_.{. F. (%] !_;J_'F:\-

Monsterde, Type 1

10GmM aNTF's

M s HCLDH 7 4

™ Mgl = T M-1028
B-Mercaptosathanol Segma Aldnch Zami M348
Klenow Fragment 3’ ->5" éso- NEB 50, 000 MO 1M
0 Mall ~=gma Aldnch 230mi 11386
sopropanol Sagma Aldnch S TR T

- N5 1M Ef
Fo T ir“'r'..".r." = ||—_‘_-—'__ = W A rp-+_, | o 3
LY SR L - = = ELg

Bictechnologes 2000 D MN4E-0001-

Triink SO D MNAB-000 2-50
P PRI L —ifadn B-0002-50
Cy5 Smer Wobble Bistarnrclomes

3 2000 D NS B (a0 2 - 200

Cy3 CPHE S0mier [se2 balow R 250nmols Custom oligo synihesis
Cy5 CPHE S0mer [see below) DT FHinrmole Cistom oligo syrthesis

MALI Mixar SL Biolicr 12 Lids LS

MimbieGen Amay Reuse Ki 40 Rmbdeson 40 Ran KT -2

immibials nicdization Kit 40 -

prhlgera b bl T 40 Bn KITO02-2

CGH & ChiP

MimbleGean Hybndizabion Kt 40 . L
imbiadzan 40 Ren S 057

Refill - CGH & ChiP

Oligo Ordering Information

Source: Integrated DNA Technologies (800-328-2661)
Scale: 250 nmole, HPLC purified

3 Cy3 CPKG-48mer:

STTICCTCTCG CTG TAA TGA CCT CTA TGA ATA ATC CTA TCA AAC AAC

TCA 3

3 Cy5 CPK6-48mer:

STICCTCTCG CTG TAATGA CCT CTATGA ATAATCCTA TCA AAC AAC

TCA S
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