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Verfahren zur Quantifizierung von Cytosin-Methylierungen

in komplex amplifizierter genomischer DNA

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Quantifizierung
von Cytosin-Methylierungen einer genomischen DNA-Probe
mit unbekanntem Metylierungsstatus durch den Vergleich

mit einer demethylierten Referenz-DNA.

5-Methylcytosin ist die hdaufigste kovalent modifizierte
Base in der DNA eukaryotischer Zellen. Sie spielt bei-
spielsweise eine Rolle in der Regulation der Transkripti-
on, genomischem Imprinting und in der Tumorgenese. Die
Identifizierung von 5-Methylcytosin als Bestandteil gene-
tischer Information ist daher von erheblichem Interesse.
5-Methylcytosin-Positionen k&énnen jedoch nicht durch Se-
quenzierung identifiziert werden, da 5-Methylcytosin das
gleiche Basenpaarungsverhalten aufweist wie Cytosin. Da-
rtiberhinaus geht bei einer PCR-Amplifikation die epigene-
tische Information, welche die 5-Methylcytosine tragen,

vollstdndig verloren.

Die Amplifikation von DNA mittels PCR ist Stand der Tech-

nik.

Es sind mehrere Verfahren bekannt, die diese Probleme 18-
sen. Meist wird eine chemische Reaktion oder enzymatische
Behandlung der genomischen DNA durchgefiihrt, infolge de-
rer sich die Cytosin von den Methylcytosin Basen unter-
scheiden lassen. Eine gdngige Methode ist die Umsetzung
von genomischer DNA mit Bisulfit, die nach alkalischer
Hydrolyse in zweili Schritten zu einer Umwandlung der Cyto-
sin Basen in Uracil fthrt (Shapiro, R., Cohen, B., Ser-
vis, R. Nature 227, 1047 (1970). 5-Methylcytosin bleibt
unter diesen -Bedingungen unverdndert. Die Umwandlung von

C in U fihrt zu einer Veradnderung der Basensequenz, aus
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der sich durch Sequenzierung nun die urspringlichen 5-

Methylcytosine ermitteln lassen.

Die Modifikation der genomischen Base Cytosin zu 5-
Methylcytosin stellt bis heute den wichtigsten und best-
untersuchten epigenetischen Parameter dar. Trotzdem gibt
es bis heute zwar Methoden, umfassende Genotypen von Zel-
len und Individuen zu ermitteln, aber noch keine ver-
gleichbaren Ans&dtze auch in groBem MaRe epigenotypische

Information zu generieren und auszuwerten.

Demethylierte DNA wird im Stand der Technik bei zahlrei-
chen Verfahren zur Quantifizierung von DNA-Methylierung
eingesetzt. Stellvertretend seien genannt: ,Rapid quanti-
tation of methylation differences at specific sites using
methylation-sensitive single nucleotide primer extension™
(Gonzalgo, M.L., Jones P.A. Nucleic Acids Res. 25, 2529
(1997)) und ,Detection and measurement of PCR bias in
quantitative methylation analysis of bisulphite-treated
DNA“ (Warnecke, P.M., Stirzaker, C., Melki, J.R., Doug-
las, S.M., Paul, C.L., Clark, S.J. 25, 4422 (1997)). Die-
se demethylierte DNA wird z.B. aus Zellen gewonnen, die
in der Zielsequenz demethyliert sind oder aus Zellen, de-

nen das Enzym DNA Methyltransferase fehlt.

Andererseits ist es leicht moglich, demethylierte DNA-
Fragmente mittels PCR herzustellen, da wihrend der Ampli-
fikation die Methylierungsinformation verloren geht, d.h.
es wird anstelle von Methylcytosin immer Cytosin einge-
baut, wenn wie tblich in der Polymerasereaktion dCTP ein-

gesetzt wird.

Méchte man jedoch Cytosin-Methylierung wie oben erwd&hnt
mittels der Bisulfit-Methode untersuchen, bei der alle
nicht methylierten Cytosinbasen in Uracil und letztlich

in Thymin umgewandelt werden, so muss fiir die Quantifi-
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zierung eine Referenz-DNA hergestellt werden, welche an-
stelle aller methylierten und nicht methylierten Cytosine
Thymin enth&lt. Diese DNA dient dann als Referenzmaterial
fiir einen Methylierungsstatus von 0%. Am einfachsten kann
man diese DNA fir die Analyse einzelner Fragmente erhal-
ten, indem man zundchst in einer ersten Amplifikation ei-
ne PCR der genomischen DNA-Probe durchfihrt und dabei das
gewlinschte Fragment erzeugt, welches dann im wesentlichen
keine Methylierung mehr aufweist. Nachfolgend wird die
Bisulfit-Behandlung durchgefithrt und das betreffende
Fragment, nun mit entsprechend anderen Primern, zum zwei-

ten Mal amplifiziert.

Dieses Verfahren eignet sich jedoch nicht zur Durchfih-
rung komplexer Amplifikationen, die viele Fragmente
gleichzeitig fur die Methylierungsdetektion bereitstellen
sollen. Hier stellt sich das Problem, dass nur schwer si-
chergestellt werden kann, dass die erste Amplifikation
auch wesentlich die Fragmente bereitstellt, die in der
zweiten PCR nach der Bisulfit Reaktion amplifiziert wer-
den sollen. Dies ist aber essentiell, da die zu untersu-
chende Probe, fir deren Methylierungsanalyse die Ver-
gleichs-DNA hergestellt wird, Ublicherweise ausschliess-
lich nach der Bisulfitbehandlung amplifiziert wird. Damit
ist bei einer komplexen PCR-Reaktion eine Vergleichbar-
keit von Referenz und Probe nicht mehr gegeben, da sie

potentiell unterschiedliche Fragmente enthalten.

Aufgabenstellung

Die Vorliegende Erfindung stellt ein Verfahren zur Analy-
se von Cytosin-Methylierungen in genomischen DNA-Proben
bereit, wozu als Referenzmaterial DNA mit einem Methylie-

rungsgrad von 0% hergestellt wird. Damit ist es erstmals
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moglich, fiur komplexe Amplifikationen eine im wesentli-

chen unmethylierte Referenz-DNA bereitzustellen.

Beschreibung

Die vorliegende Erfindung beschreibt ein Verfahren zur
Bereitstellung von demethylierter DNA als Referenzmateri-
al fir die Analyse von Cytosin-Methylierungen in genomi-
schen DNA-Proben unter Verwendung komplexer Amplifikatio-
nen. Dazu werden im Einzelnen die folgenden Verfahrens-

schritte durchgefiihrt:

a) EBine genomische DNA-Probe wird mit Primern amplifi-
zlert, die entweder sehr kurze oder degenerierte Oligo-
nukleotide oder zu Adaptoren komplementédre Oligonukleoti-
de sind. Fir den zweiten Fall wird vor der Amplifikation
mit einem Restriktionsenzym geschnitten und die Adapto-
ren, unter denen man kurze Nukleotidfragmente bekannter
Sequenz versteht, an die Enden der entstandenen DNA Frag-

mente ligiert.

Die Amplifikate werden chemisch derart behandelt, dass an
der 5-Position unmethylierte Cytosinbasen in Uracil, Thy-
min oder in eine andere im Hybridisierungsverhalten dem
Cytosin undhnliche Base umgewandelt werden, wdhrend die
5-Methylcytosinbasen im wesentlichen unverédndert bleiben.
Dies wird im folgenden unter chemischer Vorbehandlung

verstanden.

Die chemisch vorbehandelten Amplifikate werden wiederum
amplifiziert. Als Primer werden dazu entweder mehrere
spezifisch hybridisierende Oligonukleotide oder aber zu
den Adaptoren komplementdre Oligonukleotide verwendet.
Fiir den letzteren Fall wird ebenfalls die chemische Vor-
behandlung durchgefihrt.
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b) Eine zu untersuchende genomische DNA-Probe wird mit-
tels eines Restriktionsenzyms geschnitten. An die Enden
der DNA-Fragmente werden Adaptoren ligiert und die Probe
nachfolgend geteilt. Der erste Teil der Probe wird mit
Primeroligonukleotiden amplifiziert, die zu den Adaptoren
komplementdr sind. Der zweite Teil der Probe wird hinge-
gen nicht amplifiziert.

Die beiden Teile der Probe werden chemisch separat vorbe-
handelt und amplifiziert, wobeil zu den Adaptoren komple-
mentdre Primeroligonukleotide verwendet werden. Die bei-
den Teile der Probe werden anschlieRend analysiert. Dabeil
liefert der erste Teil der Probe den Referenzwert flir ei-
nen Methylierungsgrad von 0%. Der zweite Teil der Probe

hingegen liefert den Messwert, der dem Methylierungsgrad
in der urspringlichen genomischen DNA-Probe im wesentli-

chen entspricht.

Die zu analysierende genomische DNA wird bevorzugt aus
den tblichen Quellen fir DNA erhalten, wie z. B. Zellli-
nien, Blut, Sputum, Stuhl, Urin, Gehirn-Rickenmarks-
Fliissigkeit, in Paraffin einbettetes Gewebe, beispiels-
welse Gewebe von Augen, Darm, Niere, Hirn, Herz, Prosta-
ta, Lunge, Brust, Leber, Haut oder Knochenmark, histolo-
gische Objekttrédger und alle mdglichen Kombinationen

hiervon.

Bevorzugt wird dazu die oben beschriebene Behandlung ge-
nomischer DNA mit Bisulfit (Hydrogensulfit, Disulfit) und
anschliebender alkalischer Hydrolyse verwendet, die zu
einer Umwandlung nicht methylierter Cytosin-Nukleobasen
in Uracil fihrt.

In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens

wird flir die Amplifikation die Polymerasekettenreaktion

(PCR) eingesetzt. Fir die Polymerasekettenreaktion wird
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vorzugsweise eine hitzebestédndige DNA-Polymerase verwen-
det. Die Amplifikation von mehreren gleichen oder mehre-
ren unterschiedlichen DNA-Abschnitten wird bevorzugt in

einem Reaktionsgefdl durchgefihrt.

Als Restriktionsendonukleasen werden vorzugsweilse verwen-
det: Rsal, DpnI, DpnII, Msel, Sau3AI, Alul, NIaIIlI, HaeI-
II, BfalI, Tsp509I, BstUI oder MbolI.

Die Amplifikate werden nach der chemischen Behandlung
durch Bindung an eine Festphase oder an ein Gel und
Waschschritte von den Reagenzien und anderen Bestandtei-

len des Reakionsgemisches abgetrennt.

Die Reagenzien und die anderen Bestandteile des Reakions-
gemisches werden bevorzugt derart verdiinnt, dass sie in
der nachfolgenden Amplifikation nicht mehr hinderlich
sind, jedoch die Konzentration des behandelten Amplifika-

tes nach wie vor fiir die zweite Amplifikation ausreicht.

Besonders bevorzugt wird die hergestellte demethylierte
Referenz-DNA auf die gleiche Weise analysiert wie eine zu
untersuchende Proben-DNA. Diese Referenz-DNA liefert in
der Analyse den Vergleichswert fiir einen Methylie-
rungsgrad von 0%. Vorzugsweise wird zusdtzlich eine enzy-
matisch aufmethylierte DNA, die im folgenden gleicherma-
Ben wie die Proben-DNA behandelt wurde, als Referenz flr

einen Methylierungsgrad von 100% dient.

Die nachfolgenden Beispiele erldutern die Erfindung:

Beispiel la: Herstellung einer demethylierten Referenz-
DNA mittels Multiplex-PCR

Das folgende Beispiel bezieht sich auf die Herstellung
einer runtermethylierten DNA- Probe, die als Referenz im

Vergleich zu einer unbekannt methylierten DNA dient. Man
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setzt eine genomische DNA-Probe ein, die in diesem Fall
mit dem Restriktionsenzym, Mssl, verdaut wurde. Dann wer-
den (1-40 ng) der geschnittenen DNA durch eine Vorampli-
fikation vervielfaltigt, indem eine DOP-PCR (degenerate
oligonucleotide primed polymerase chain reaction) nach
der Methode von Nelson (V. G. Cheung, S. F. Nelson, PNAS
93, 1476-1479, 1996) mit dem genomischen Primeroligo-
nukleotid 5'-CCGACTCGAGNNNNNNATGTG G-3' durchgefiihrt
wird. Die Methode dient vor allem dazu, sehr kleine Men-
gen an genomischer DNA vorzuamplifizieren, um dann aus 2-
15 pg (200-1000 bp) eine vielfache genetische Analyse zu
erlauben. Bei der Amplifikation werden sd&mtliche Methyl-
cytosine als Cytosinbasen behandelt.

Reaktionsansatz (50 ul):

1 pl (1-40 ng) DNA

2 nl (2 pM) DOP Primer (5'-CCGACTCGAGNNNNNNATGTG G-3')
5 pl (200 pM) dNTP's (Fermentas)

5 nl PCR Puffer (10 x, 15 mM MgCl2) (Qiagen)

0,5 pl (2,5 U ) Taqg Polymerase (HotstarTaq, Qiagen)
36,5 pl Wasser (flr die Molekularbiologie, Fluka)

Die PCR-Reaktion wird im Master Cycler Gradient (Eppen-
dorf, Hamburg) mit folgendem Programm durchgefiihrt.

15 min 96 °C
60 s 93°C

60 s 30 °C x 8
180 s 72 °C
Halt bei 4 °C

Die PCR Probe wird mit Wasser verdinnt (1:10-1:100) und 1
pl der Verdiinnung werden mit Hydrogensulfit (= Bisulfit,
Disulfit) chemisch umgewandelt. Die DNA wird zuerst ther-

misch denaturiert und anschlieBend mit Hydrogensulfit
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(=Bisulfit, Difulfit), einem Radikalfinger und einem de-
naturierenden Reagenz versetzt und langere Zeit bei er-
héhter Temperatur inkubiert. Die Bisulfit Reaktion fihrt
zur Umwandlung aller Cytosinbasen in Uracil. Zur Reini-
gung der bisulfitierten DNA wird diese auf eine Reversed
Phase C18 Festphase gebunden und durch Waschen mit einer
geeigneten Pufferlésung von Chemikalien befreit. An-
schlieBend wird die DNA mit einem polaren L&sungsmittel
wie z. B. Acetonitril oder Wasser eluiert und auf ein
kleineres Volumen konzentriert. Die alkalische Hydrolyse
der mit Hydrogensulfit (= Bisulfit, Disulfit) behandelten
Fragmente erfolgt fiir 20 min bei 96 °C unter basischen
Bedingungen unmittelbar vor der spezifischen Amplifikati-
on. In dieser werden vorzugswelse zwischen 1-500 ver-
schiedene Primeroligonukleotide, die keine Wobble-
Basenpaarungen enthalten, eingesetzt. In diesem Beispiel
wird die spezifische Amplifikation mit 128 Primeroligo-
nukleotiden durchgefihrt, wobei mindestens 64 Primeroli-
gonukleotide mit Cy5 (Amersham Pharmacia) markiert sind.
Dabei handelt es sich um je ein Primeroligonukleotid ei-

nes Primerpaares.

Reaktionsansatz Multiplex PCR (25 ul)

1 pl Hydrogensulfit behandelte DNA
2,5 pl PCR buffer (10x, Qiagen)
0,6 ul Primeroligonukleotidmischung (128 Primeroligo-

nukleotide, 64 davon sind Cy5 markiert, 0,78
pmol/ul von Jjedem)
0,8 pl dNTPs (25 mM pro dNTP, Gibco-BRL)
3 pl MgCl2 (15 mM )
4,5 pl Wasser (fur die Molekularbiologie, Fluka)
12,5 nl Tris-HCl (pH 9,5; 100 mM)
0,2 pl Polymerase (1 unit) (HotstarTag, Qiagen)

Die PCR-Reaktion wird im Master Cycler Gradient (Eppen-
dorf, Hamburg) mit folgendem Programm durchgefihrt.
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S
15 min 95 °C
60 s 95 °C
45 s 55 °C x 39
120 s 65 °C

10 min 65 °C
Halt bei 4 °C

Die erzeugten PCR-Amplifikate wurden durch Agarosegel-
Elektrophorese (1,5 % Agarose in 0,5xTBE-Puffer, Sambrook
et al.) analysiert. Hierfilir werden 4 1l des PCR-Ansatzes
der Gelelektrophorese unterzogen. Unter den angegeben Be-
dingungen werden 64 Gene gleichzeitig erfolgreich ampli-

fiziert.

Beispiel 1lb: Herstellung einer unbekannt methylierten DNA
Probe mittels Multiplex-PCR

Das folgende Beispiel 1lb bezieht sich auf die Herstellung
einer unbekannt methylierten DNA- Probe, die mit der run-
termethylierten Referenz DNA aus Beilspiel la verglichen
wird. Man setzt eine genomische DNA-Probe ein, die in
diesem Fall mit dem Restriktionsenzym MssI gespalten wur-
de. Die Probe wird anschliefend mit Hydrogensulfit (= Bi-
sulfit, Disulfit) umgsetzt. Dabei kann man nach 2 ver-
schiedenen Methoden vorgehen. Die erste Methode (Olek et
al., Nucl. Acids. Res. 1996, 24, 5064-5066) ist eine Um-
setzung mit Hydrogensulfit und einem Radikalfé&nger, wobeil
die DNA in Agarose eingebettet ist. Die Desulfonierung
der DNA erfolgt ebenfalls in Agarose. Die DNA wird in
diesem Fall ohne weitere Reinigungsoperationen in eine
Preamplifikation (PEP = primer extension preamplificati-
on) eingesetzt. Alternativ wird die DNA ohne Agarose-
matrix ebenfalls mit Hydrogensulfit (= Bisulfit, Disul-
fit) und einem Radikalfd@nger bei erhdhter Temperatur che-
misch umgewandelt. Ein organisches Reagenz, welches die
Denaturierung unterstiitzt, wird zugesetzt und der Ansatz

bei erhdhter Temperatur inkubiert. Durch die Behandlung
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mit Hydrogensulfit werden in beiden Methoden alle Cyto-
sin-Basen zu Uracil umgesetzt wobei Methylcytosine erhal-
ten bleiben. Zur Reinigung der ohne Agarosematrix bisul-
fitierten DNA wird diese auf eine Reversed Phase C18
Festphase gebunden und durch Waschen mit einer geeigneten
Pufferldsung von Chemikalien befreit. Anschliefend wird
die DNA mit einem polaren Ldsungsmittel wie z. B. Aceto-
nitril und Wasser elulert und auf ein kleineres Volumen
konzentriert. Die Preamplifikation der mit Hydrogensulfit
behandelten DNA wird mit degenerierten Primeroligonukleo-
tiden (5'-TTATAATGTTTT und 5'-TAATATACTAAT) durchgefihrt.

Reaktionsansatz (20 ul):

1 nl Bisulphit-DNA (0.2-1 ng)

2 pl Reaktions-Puffer (10x, Qiagen)

2 nl dNTP's (10mM pro dNTP, Fermentas)

1 nl Primer (TTATAATGTTTT) 25 pmol

1 pl Primer (TAATATACTAAT) 25 pmol

0,2 pl Polymerase (1 unit) (HotstarTaq, Qiagen)

12,8 pl Wasser (fiir die Molekularbiologie, Fluka)

Die nachfolgende Amplifikation mit Cy5-gelabelten Bisul-
fit-spezifischen Primeroligonukleotiden erfolgt mit den
im Beispiel la beschriebenen 128 Primeroligonukleotiden,
wobei das gleiche Primeroligonukleotid Cy5-gelabelt ist.
Die Amplifikate werden zur Analyse ebenfalls einer Agaro-

segel-Elektrophorese unterzogen.

Beispiel lc: Vergleich der unbekannt methylierten DNA
Probe mit der runtermethylierten Referenz-DNA

Der Vergleich der unbekannt methylierten DNA Probe mit
der runtermethylierten Referenz DNA erfolgt vorzugsweilse
durch Hybridisierung auf ein Oligonukleotidarray. Ent-
sprechend der Position auf dem Array ist sind fluoreszie-
rende Punkte sichtbar. Es f&dllt auf, dass bestimmte Punk-

te auf dem Array relativ zu den anderen und zur Referenz-
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DNA eine deutlich erhdhte oder verminderte Fluoreszenz
zeigen, sofern die Bmplifikate in den einzelnen zu unter-
suchenden Proben in vergleichbarer Konzentration vorlie-
gen. BEs werden die Intensitdten des Fluorszenzfarbstoffes
Cy5 (635 nm) in den einzelnen Amplifikaten gemessen. Die
Art und Weise der Auswertung von Fluoreszenzmessungen

sind dem Fachmann bekannt.

Beispiel 2: Herstellung demethylierter Referenz-DNA

Im ersten Schritt wird eine genomische Sequenz durch Zu-
gabe eines Restriktionsenzyms, hier NlaIII (Fermentas),
welches die Sequenz CATG erkennt, nach Herstellerangaben
enzymatisch gespalten. Dabel werden Fragmente von durch-
schnittlich 400 bp Grdke erzeugt. Die gespaltenen Frag-
mente weisen 3' iberhdngende CATG-Enden auf und werden
mit dem Oligomer mit der genomischen Sequenz
TGTCATCCTGTTGTCATG unter Zugabe von T4-DNA Ligase gemah
Standardbedingungen (Fermentas) an die Sequenzabschnitte
ligiert und nicht ligierte Adaptoren nach Standardbedin-
gungen mit einem Reinigungskit (Qiaquick PCR Purification
Kit, Qiagen) entfernt. AnschlieBend werden mit Klenow En-
zym (DNA Polymerase I, Roche Molecular Biochemicals) und
dNTP's die einzelstrdngigen Enden zum Doppelstrang er-
ganzt (Fig 1la).

Soll eine Referenz DNA hergestellt werden, so ist wie
folgt zu verfahren: Es werden in dem nun folgenden
Schritt die ligierten Sequenzabschnitte in einer PCR-
Reaktion unter Zugabe von Primeroligonukleotiden mit der
Sequenz TGTCATCCTGTTGTCATG und mit einer hitzebestdndigen
DNA-Polymerase amplifiziert. Die PCR-Reaktion wird im
Master Cycler Gradient (Eppendorf, Hamburg) mit folgenden
Parametern durchgefiihrt: Denaturierung: 15 Minuten (min)
bei 96 °C, die folgenden Zyklen werden 45 mal wiederholt:
60 Sekunden (sec) bei 96 °C, 45 sec bei 51 °C, 60 sec bei
72 °C und anschliessende Inkubation fir 10 Minuten bei

72 °C.
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Im nidchsten Schritt wird die DNA unter Verwendung von Bi-
sulfit (Hydrogensulfit, Disulfit) derart behandelt, dass
alle nicht an der 5-Position der Base methylierten Cyto-
sine so veridndert werden, dass eine hinsichtlich dem Ba-
senpaarungsverhalten unterschiedliche Base entsteht, wah-
rend die in 5-Position methylierten Cytosine unverédndert
bleiben. Wird fir die Reaktion 1.7 M Bisulfitlésung ver-
wendet, so findet an den nicht methylierten Cytosinbasen
eine Addition statt. Zudem miissen ein denaturierendes Re-
agenz oder Ldsungsmittel sowie ein Radikalfanger zugegen
sein. Eine anschlieBende alkalische Hydrolyse fihrt dann
zur Umwandlung von nicht methylierten Cytosin-Nukleobasen
in Uracil. Diese umgewandelte DNA dient dazu, methylierte
Cytosine nachzuweisen. Im letzten Verfahrensschritt ver-
diinnt man die behandelte DNA-Probe mit Wasser oder einer
widssrigen L&sung. Bevorzugt wird anschliessend eine De-
sulfonierung der DNA (20 min, 96 °C) bei pH 9 durchge-
fihrt. Im letzten Schritt des Verfahrens amplifiziert man
die DNA-Probe mit den nun zu der Bisulfit behandelten DNA
komplementdren Primern wiederum in einer Polymeraseket-
tenreaktion. Die PCR-Reaktion wird im Master Cycler Gra-
dient (Eppendorf, Hamburg) mit folgenden Parametern
durchgefiihrt: Denaturierung: 15 Minuten (min) beil 96 °c,
die folgenden Zyklen werden 45 mal wiederholt: 60 Sekun-
den (sec) bei 96 °C, 45 sec bei 42 °C, 60 sec bei 72 °C
und anschliessende Inkubation fiir 10 Minuten bei 72 °C
(Fig. 1b).

Soll eine DNA mit unbekanntem Methylierungsstatus unter-
sucht werden (Fig 2), so ist die geschnittene und mit A-
daptoren ligierte DNA (Fig la) mit Bisulfit zu behandeln.
Nach der Bisulfitbehandlung erfolgt eine PCR, wobei die
Primeroligonukleotide mit den Sequenzen TGTTATTTTGTT-
GTTTAG und TATCATCCTATTATGATA verwendet werden. Die PCR-
Reaktion wird im Master Cycler Gradient (Eppendorf, Ham-
burg) mit folgenden Parametern durchgefiihrt: Denaturie-
rung: 15 Minuten (min) bei 96 °C, die folgenden Zyklen
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werden 45 mal wiederholt: 60 Sekunden (sec) bei 96 °C, 45
sec bei 42 °C, 60 sec bei 72 °C und anschliessende Inku-
bation fiir 10 Minuten bei 72 °C.

Sowohl im Fall der runtermethylierten Referenz DNA als
auch im Fall einer DNA mit unbekanntem Methylierungssta-
tus beruht der Nachweis des Hybridisierungsprodukts auf
Cy5 fluoreszenzmarkierten Primeroligonukleotiden, die flur
die Amplifikation verwendet wurden. Nur wenn in der Bi-
sulfit behandelten DNA an dieser Stelle ein methyliertes
Cytosin vorgelegen hat, kommt es zu einer Hybridisie-
rungsreaktion der amplifizierten DNA mit dem Oligonukleo-
tid. Somit entscheidet der Methylierungsstatus des jewei-
ligen zu untersuchenden Cytosins liber das Hybridisie-

rungsprodukt.
Legenden zu den folgenden Figuren:

Figur 1la

a. Restriktionsenzym, N1aIIl

b. Adaptor 1 5'-TGTCATCCTGTTGT, Ligase z.B. T4-DNA
c. Klenow Enzym (DNA Polymerase I), dNTP's, Puffer
d

Reinigung (Qiagquick Reinigungskit)

Figur 1b

e. PCR, Primer 5'-TGTCATCCTGTTGTCATG, dNTP's, Puffer, TAQ

f. Reaktion mit Hydrogensulfit

g. PCR, Primer 1 5'-TGTTATTTTGTTGTTATG, Primer 2 5'-
TATCATCCTATTATCATA

Figur 2

a. Reaktion mit Hydrogensulfit

b. PCR, Primer 1 5'-TGTTATTTTGTTGTTATG, Primer 2 5'-
TATCATCCTATTATCATA
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Patentanspriche

Verfahren zur Bereitstellung von demethylierter DNA
als Referenzmaterial fir die Analyse von Cytosin-
Methylierungen in genomischen DNA-Proben unter Ver-
wendung komplexer Amplifikationen, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die folgenden Verfahrensschritte aus-

gefihrt werden:

eine genomische DNA-Probe wird amplifiziert, wobei
entweder sehr kurze oder degenerierte Oligonukleotide
oder zu Adaptoren komplementdre Oligonukleotide je-
wells als Primer verwendet werden, in letzterem Fall
wird die genomische DNA vor der Amplifikation mit ei-

nem Restriktionsenzym geschnitten und die Adaptoren

. an die Enden der entstandenen DNA Fragmente ligiert;

die Amplifikate werden chemisch derart behandelt,
dass nicht methylierte Cytosinbasen in Uracil oder in
eine andere im Hybridisierungsverhalten dem Cytosin
undhnliche Base umgewandelt werden, wahrend die 5-
Methylcytosinbasen im wesentlichen unveradndert blei-

ben;

die chemisch vorbehandelten Amplifikate werden wie-
derum amplifiziert, wobeil entweder mehrere spezifisch
hybridisierende Oligonukleotide oder aber zu den A-
daptoren komplementdre Oligonukleotide jeweils als
Primer verwendet werden, im letzteren Fall werden die
Adaptoren gemdBl den Regeln des Schrittes 1lb ebenfalls
umgewandelt.

Verfahren zur Analyse von Cytosin-Methylierungen in

genomischen DNA-Proben unter Verwendung komplexer

Amplifikationen mittels Adaptoren, dadurch gekenn-
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zeichnet, dass die folgenden Verfahrensschritte aus-

gefihrt werden:

eine zu untersuchende genomische DNA-Probe wird mit-

tels eines Restriktionsenzyms geschnitten;

an die Enden der DNA-Fragmente werden Adaptoren li-
giert und die Probe nachfolgend geteilt, der erste
Teil der Probe wird mittels zu den Adaptoren komple-
mentdren Oligonukleotiden als Primer amplifiziert,
wohingegen der zweite Teil der Probe nicht amplifi-

ziert wird;

die beiden Teile der Probe werden chemisch separat
derart behandelt, dass nicht methylierte Cytosinbasen
in Uracil oder in eine andere im Hybridisierungs-
verhalten dem Cytosin un&hnliche Base umgewandelt
werden, wahrend die 5-Methylcytosinbasen im wesentli-

chen unverdndert bleiben;

die chemisch behandelten beiden Teile der Probe wer-
den amplifiziert, wobel zu den Adaptoren nach der
chemischen Behandlung komplementdre Oligonukleotide

als Primer verwendet werden;

beide Teile der Probe werden analysiert, wobei der
erste Teil der Probe den Referenzwert fir einen Mety-
lierungsgrad von 0% liefert und der zweite Teil der
Probe den Messwert, der dem Methylierungsgrad in der
urspriinglichen genomischen DNA-Probe im wesentlichen

entspricht.
Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-

zeichnet, dass filir die Amplifikation eine PCR (Poly-

merasekettenreaktion) eingesetzt wird.
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Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass fir die Polymeraseketten-
reaktion eine hitzebestdndige DNA-Polymerase verwen-
det wird.

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass die Amplifikation von meh-
reren DNA-Abschnitten in einem ReaktionsgefdRl durch-
fihrt wird.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die chemische Behandlung mit Natrium-
bisulfit (=Hydrogensulfit, Disulfit) durchgefthrt

wird.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass die Amplifikate nach der
chemischen Behandlung durch Bindung an eine Festphase
oder ein Gel und Waschschritte von den Reagenzien und
anderen Bestandteilen des Reaktionsgemisches abge-

trennt werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch
gekennzeichnet, dass nach der chemischen Behandlung
die Reagenzien und die anderen Bestandteile des Rea-
kionsgemisches derart verdiunnt werden, dass sie in
der nachfolgenden Amplifikation nicht mehr hinderlich
sind, jedoch die Konzentration des behandelten Ampli-
fikates nach wie vor fir die zwelte Amplifikation

ausreicht.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriliche,
dadurch gekennzeichnet, dass eine der folgenden
Restriktionsendonukleasen verwendet wird: Rsal, DpnI,
DpnII, MseI, Sau3AI, Alul, NlaIITl, HaeIII, Bfal,
Tspb509I, BstUl oder Mbol.
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Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass die hergestellte de-
methylierte Referenz-DNA auf die gleiche Weise analy-
siert wird wie eine zu untersuchende Proben-DNA und
in der Analyse den Vergleichswert flir einen Methylie-

rungsgrad von 0% liefert.

Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass zus&dtzlich eine enzyma-
tisch aufmethylierte DNA, die im folgenden gleicher-
maBen wie die Proben-DNA behandelt wurde, als Refe-
renz fiir einen Methylierungsgrad von 100% verwendet

wird.
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Figur 1a

S Me genomische DNA

Me

K _K.g CATG
5  TGTCATCCTGTTGTCATG

Me
/
_8 _& ¢ GTACTGTTGTCCTACTGT
3 GTAC

cd

Me
C ¢
NG CATGACAACAGGATGACA
5 TGTCATCCTGTTGTCATG
Me

G G/
3 ACAGTAGGACAACAGTAC — o C~ GTACTGTTGTCCTACTGT
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Figur 1b (Referenz-DNA)

Me

/C\/C@ CATGACAACAGGATGACA
5  TGTCATCCTGTTGTCATG

Me
/
c /G\/G\c/ GTACTGTTGTCCTACTGT

|

c
A G~ CATGACAACAGGATGACA

3" ACAGTAGGACAACAGTA

5 TGTCATCCTGTTGTCATG
G G
A C~ GTACTGTTGTCCTACTGT

|

U
/\/U\G/ UAUGAUAAUAGGAUGAUA

+
_8 By GUAUUGUUGUUUUAUUGU

|

T T
. T
5 TGTTATTTTGTTGTTATG ~ > &~ TATGATAATAGGATGATA

3' ACAGTAGGACAACAGTAC

5" UGUUAUUUUGUUGUUAUG

3" AUAGUAGGAUAAUAGUAU

, _A _A g~ ATACTATTATCCTACTAT
3 ACAATAAAACAACAATAC
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Figur 2

Me
< & G CATGACAACAGGATGACA
¥ /\/\/
5 TGTCATCCTGTTGTCATG

Me

G G/
P GTACTGTTGTCCTACTGT
3 ACAGTAGGAGAACAGTAC — &~ G

Me
X _XG UAUGAUAAUAGGAUGAUA
5' UGUUAUUUUGUUGUUAUG ~~ "7

+

Me
. G G ¢ GUAUUGUUGUUUUAUUGU
3" AUAGUAGGAUAAUAGUAL- "7

T ¢
. TGATAA
5 TGTTATTTTGTTGTTATG N~~~ TATCGATAATAGGATGATA

A G
, ATACTATTATCCTACTAT
3 ACAATAAAACAACAATAGC — &~
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<210> 1
<211> 12
<212> DNA
<213> Kinstliche Sequenz
<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: kiinstliche
Sequenz
<400> 1
ttataatgtt tt 12
<210> 2
<211> 12
<212> DNA
<213> Kinstliche Sequenz
<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:kinstliche
Sequenz
<400> 2
taatatacta at 12
<210> 3
<211> 18
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 3
tgtcatcctg ttgtcatg 18
<210> 4
<211> 18
<212> DNA
<213> Kinstliche Sequenz
<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:kinstliche
Sequenz
<400> 4
tgttattttg ttgtttag 18
<210> 5
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<211> 18
<212> DNA
<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:kiinstliche
Sequenz

<400> 5
tatcatccta ttatgata 18

<210> 6

<211> 14

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:kiinstliche
Sequenz

<400> 6
tgtcatcctg ttgt 14

<210> 7

<211> 18

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:kiinstliche
Sequenz

<400> 7
tgttattttg ttgttatg 18

<210> 8

<211> 18

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:kiinstliche
Sequenz

<400> 8
tatcatccta ttatcata 18

<210> 9

<211> 12

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Base 4: d steht fiur Methylcytosin

<400> 9
dcddgcatgd dd 12

<210> 10
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<211> 15
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<220>
<223> Base 8: d steht fir Methylcytosin

<400> 10
dddcatgdgd gcatg 15

<210> 11

<211> 26

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Base 21: d steht fiir Methylcytosin

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:kiinstliche
Sequenz

<400> 11
tgtcatcctg ttgtcatged dgcatg ’ 26

<210> 12

<211> 26

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Base 19: d steht fir Methylcytosin

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:kiinstliche
Sequenz

<400> 12
tgtcatcctg ttgtcatgdg dgcatg 26

<210> 13

<211> 40

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Base 21: n steht fur Methylcytosin

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:kiinstliche
Sequenz

<400> 13
tgtcatcctg ttgtcatged dgcatgacaa caggatgaca 40

<210> 14

<211> 40

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz
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<220>

<223> Base 19: d steht fur Methylcytosin

<220>

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:kinstliche

<400>

tgtcatcctg ttgtcatgdg dgcatgacaa caggatgaca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

tgtcatcctg ttgtcatged dgcatgacaa caggatgaca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<223>

<400>

tgtcatcctg ttgtcatgdg dgcatgacaa caggatgaca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

tgtcatcctg ttgtcatged cgcatgacaa caggatgaca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

Sequenz

14

15

40

DNA

Kinstliche Sequen:z

Base 21: d steht fur Methylcytosin

Beschreibung der kinstlichen Sequenz:kinstliche

Segquenz

15

16

40

DNA

Kinstliche Sequenz

Base 19: n steht flr Methylcytosin

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:kinstliche

Sequenz

16

17

40

DNA

Kunstliche Sequen:z

Beschreibung der kiunstlichen Sequenz:kinstliche

Sequenz

17

18

40

DNA

Kunstliche Seguenz
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<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:kiinstliche
Sequenz

<400> 18
tgtcatectg ttgtcatgcg dgcatgacaa caggatgaca 40

<210> 19

<211> 40

<212> DNA

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung des Molekiils der DNA/RNA-Kombination:
DNA, kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:kinstliche
Sequenz

<400> 19
uguuauuuug uuguuaugun uguaugauaa uaggaugaua 40

<210> 20

<211> 40

<212> DNA

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung des Moleklils der
DNA/RNA-Kombination:DNA, klinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:kinstliche
Sequenz

<400> 20
uguuauuuug uuguuaugug nguaugauaa uaggaugaua 40

<210> 21

<211> 40

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:kiinstliche
Sequenz

<400> 21
tgttattttg ttgttatgtd tgtatgataa taggatgata 40

<210> 22

<211> 40

<212> DNA

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:kiinstliche
Sequenz

<400> 22
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tatcatccta ttatcataca dacataacaa caaaataaca 40

<210> 23

<211> 490

<212> DNA

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:kiinstliche
Sequenz

<400> 23
tgtcatcctg ttgtcatged dgcatgacaa caggatgaca 40

<210> 24

<211> 41

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:kinstliche
Sequenz

<400> 24
tgtcatcctg ttgtcatgnd gdgcatgaca acaggatgac a 41

<210> 25

<211> 40

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung des Moleklils der
DNA/RNA-Kombination:DNA, kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz:kiinstliche
Sequenz

<400> 25
uguuauuuug uuguuaugud dguaugauaa uaggaugaua 40

<210> 26

<211> 40

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung des Moleklils der
DNA/RNA-Kombination:DNA, kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:kiinstliche
Seguenz
<400> 26
uguuauuuug uuguuaugdg dguaugauaa uaggaugaua 40
<210> 27
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

40
DNA
Kinstliche Sequenz

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:ktinstliche
Sequenz

27

tgttattttg ttgttatgtd cgtatgataa taggatgata 40

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

28

40

DNA

Kinstliche Segquenz

Beschreibung der ktnstlichen Sequenz:kinstliche
Sequenz

28

tatcatccta ttatcatacg dacataacaa caaaataaca 40
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