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1 Abkürzungs- und Gennamenverzeichnis

5-meC 5-Methylcytosin
5' UTR 5' untranslatierte Region
6-FAM 6-Carboxyfluorescein
ACTB Actin beta

APC Adenomatosis Polyposis Coli

AUC Fläche unter der Kurve (Area Under the Curve)
B Belgien
BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2

BHQ-1 Black Hole Quencher 1

BMP2 Bone Morphogenetic Protein 2

BMP4 Bone Morphogenetic Protein 4

bp Basenpaare
CCND2 Cyclin D2

CDN Kanada
CE Kapillarelektrophorese (Capillary Electrophoresis)

CGH komparative Genomhybridisierung (Comparative Genome Hybridization)
COBRA kombinierter Bisulfit-Restriktionsassay (Combined Bisulfite Restriction Assay)

CT Durchbruchzuklus (Cycle Treshold)
D Deutschland
dATP 2'-Desoxyadenosin-5'-triphosphat
DCIS Duktales Karzinom in situ

dCTP 2'-Desoxycytidin-5'-triphosphat
dGTP 2'-Desoxyguanosin-5'-triphosphat
DLX4 Distal-Less Homeobox 4

DNA Desoxyribonukleinsäure
dNTP 2'-Desoxyribonukleosid-5'-triphosphat
dsDNA doppelsträngige DNA (Double Stranded DNA)

dTTP 2'-Desoxythymidin-5'-triphosphat
dUTP 2'-Desoxyuridin-5'-triphosphat
ECM extrazelluläre Matrix
EDTA Ethylendiamin-tetraessigsäure 
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor

ER Östrogenrezeptor (Estrogen Receptor)

ESME Analyse epigenetische Sequenzierungs-Methylierungsanalyse
EtOH Ethanol
FFPET Formalin-fixierte und Paraffin-eingebettete Gewebe (Formalin Fixed and Paraffin 

Embedded Tissues)

FGF4 Fibroblast Growth Factor 4

FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung
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FLUO Fluorescein
FRET Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer
GAD1 Glutamate Decarboxylase 1

GATA4 GATA Binding Protein 4

GEKID Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V.

GSTP1 Glutathione S-Transferase Pi

HDAC1 Histone Deacetylase 1

HE Hämatoxylin und Eosin

HER-2/neu v-erb-b2 Erythroblastic Leukemia Viral Oncogene Homolog 2, Neuro/Glioblastoma 

Derived Oncogene Homolog (Avian)

HEX Hexachlorofluorescein
HM Heavy Methyl

HMW hochmolekular (High Molecular Weight)

HPLC Hochleistungs-Flüssigchromatographie (High Performance Liquid Chromatography)

HS3ST2 Heparan Sulfate (Glucosamine) 3-O-Sulfotransferase 2

IDC invasives duktales Karzinom
IHC Immunohistochemie
ISL Islet

ISL1 ISL LIM Homeobox 1

LATS1 LATS, large tumor suppressor, homolog 1 (Drosophila)

LATS2 LATS, large tumor suppressor, homolog 2 (Drosophila)

LDB1 LIM Domain Binding 1

LEF1 Lymphoid Enhancer-Binding Factor 1

LHX3 LIM homeobox 3

LHX4 LIM homeobox 4

LIM Lin11, Isl-1 & Mec-3

LIMK1 LIM domain kinase 1

LMD Laser Mikrodissektion
LMO2 LIM Domain Only 2 (Rhombotin-Like 1)

LMW niedermolekular (Low Molecular Weight) 

LMX1A LIM Homeobox Transcription Factor 1, Alpha

LMX1B LIM Homeobox Transcription Factor 1, Beta

LOH Verlust der Heterozygosität (Loss of Heterozygosity)
MDA multiple Verdrängungsamplifikation (Multiple Displacement Amplification)

mPCR Multiplex-PCR
MS-SNuPE methylierungsspezifische Einzelnukleotid-Primerverlängerung (Methylation Specific 

Single Nucleotide Primer Extension)

MSDK Methylierungsspezifische digitale Karyotypisierung
MSP methylierungsspezifiasche PCR
MSX1 Msh Homeobox 1

MSX2 Msh Homeobox 2
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NCOR1 Nuclear Receptor Co-Repressor 1

NK natürliche Killerzelle
NL Niederlande
NODAL Nodal Homolog (Mouse)

NR0B1 Nuclear Receptor Subfamily 0, Group B, Member 1

NR5A1 Nuclear Receptor Subfamily 5, Group A, Member 1

PAI-1 Serpin Peptidase Inhibitor, Clade E (Nexin, Plasminogen Activator Inhibitor 

Type 1), Member 1

PAX2 Paired Box 2

PAX9 Paired Box 9

PBL peripheriale Blut-Lymphozyten
PCR Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)

PgR Progesteronrezeptor
PITX1 Paired-Like Homeodomain 1

PITX2 Paired-Like Homeodomain 2

PITX3 Paired-Like Homeodomain 3

PK Prozesskontrolle
POU4F1 POU Class 4 Homeobox 1

POU4F2 POU Class 4 Homeobox 2

PROP1 PROP Paired-Like Homeobox 1

PSAT1 Phosphoserine Aminotransferase 1

PTEN Phosphatase and Tensin Homolog 

QM quantitative Methylierung
RARB Retinoic Acid Receptor, Beta

RASSF1A Ras Association Domain Family 1

RNA Ribonukleinsäure
ROC Receiver Operating Characterisic

ROX 5-Carboxy-X-rhodamine
rpm Umdrehungen pro Minute
RT PCR Reverse Transkriptase PCR
SAM S-Adenosylmethionin
SFRP1 Secreted Frizzled-Related Protein 1

SLIT2 Slit Homolog 2 (Drosophila)

SLITRK1 SLIT and NTRK-Like Family, Member 1

SMAD4 SMAD Family Member 4

sPCR Singleplex-PCR
ssDNA einzelsträngige DNA (Single Stranded DNA)

TBE Tris-Borat-EDTA
TCF4 Transcription Factor 4

TCF7L1 Transcription Factor 7-Like 1 (T-Cell Specific, HMG-Box)

TDGF1 Teratocarcinoma-Derived Growth Factor 1
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TE Tris-EDTA
TFF1 Trefoil Factor 1

TGFB1 Transforming Growth Factor, Beta 1

TIL Tumor-infiltrierende Lymphozyten
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
TRRAP Transformation/Transcription Domain-Associated Protein

TSC1 Tuberous Sclerosis 1

TSC2 Tuberous Sclerosis 2

UK Großbritannien
UNG Uracil DNA N-Glykosylase
uPA Plasminogen Activator, Urokinase

UV ultraviolett
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor A

ZNFN1A1 Zinc Finger Protein, Subfamily 1A, 1 (Ikaros)
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2 Zusammenfassung und Ausblick

Biomarker, die eine Vorhersage über die Prognose einer Krebserkrankung oder über das Ansprechen auf
eine bestimmte Therapie erlauben, spielen eine immer größere Rolle in der Medizin. Die DNA Methylierung
ist wesentlich in die Tumorgenese involviert und stellt somit ein großes Potenzial für solche Biomarker dar.

Im  Rahmen  dieser  Arbeit  wurde  zunächst  die  Methylierung  des  für  den  postoperativen  Verlauf  von
Brustkrebserkrankungen  prognostischen  und  für  eine  Behandlung  mit  Tamoxifen  prädiktiven
Methylierungsmarkers PITX2 näher untersucht. Dabei wurde anhand verschiedener Brustkrebszelllinien das
Verhalten der Methylierung über das gesamte PITX2 Gen charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, dass die
Methylierung nicht homogen über das Gen verteilt ist. CpG Inseln im Bereich von intragenischen Exons sind
besonders stark methyliert, während die Methylierung der CpG Inseln im Bereich der Transkriptionsstarts der
verschiedenen PITX2  Isoformen  niedriger  methyliert  sind.  Dort  konnte  ein  direkter  Zusammenhang  von
Methylierung und der Expression gefunden werden. Nur die Zelllinien, die im Bereich des entsprechende
Transkriptionsstarts unmethyliert waren, exprimierten die PITX2 Isoformen A und B. Auf der Analyse dieses
Bereichs basieren auch die bisher publizierten Untersuchungen, im Rahmen derer PITX2 als prognostischer
und prädiktiver Marker identifiziert wurde. Für eine verkürzte Transkriptvariante (C) konnte ebenfalls eine
Region identifiziert werde, deren Methylierung mit der Expression dieses Transkripts zusammenhängt. Es
konnte gezeigt werden, dass auch diese Region als  prognostischer  und prädiktiver  Methylierungsmarker
geeignet ist.

Die  Brustkrebszelllinien  wurden  ebenfalls  dazu  verwendet,  um  Gene  zu  untersuchen,  die  in  einem
funktionalen Zusammenhang mit PITX2 stehen. Dabei konnte gezeigt werden, dass die mit den Zelllinien
erzielten Ergebnisse auch auf Patientinnenproben übertragbar waren: Gene, die in den Zelllinien ähnlich wie
PITX2 methyliert waren, zeigten auch in den Proben vergleichbare Methylierung und waren folglich auch
prognostische Marker. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden in einer Literaturrecherche weitere Gene
ausgesucht, die im funktionalen Zusammenhang mit PITX2 stehen. Diese Gene wurden dann zunächst in
einer Fallkontrollstudie mit 12 Brustkrebsfällen darauf untersucht, ob sie Methylierungsunterschiede zwischen
den Proben zeigen. Diejenigen, die diese zeigten wurden dann im Rahmen einer DNA Chip Studie in einer
Patientinnenpopulation  von  384  (darunter  284  Östrogenrezeptor-positive,  97  negative  und  3  mit
unbekanntem  Rezeptorstatus)  Patientinnen  näher  untersucht.  Dabei  konnte  BMP4  als  Gen  identifiziert
werden,  welches  in  der  untersuchten  Gesamtpopulation  ein  besserer  Biomarker  als  PITX2  ist.  In  der
Subpopulation der Östrogenrezeptor-positiven Patientinnen, einer Subpopulation in der PITX2 als besonders
geeigneter  Biomarker  beschrieben  ist,  konnten  sogar  vier  Gene  (BMP4,  NR5A1,  BARX1  und  FGF4)
identifiziert werden, die eine zutreffendere Bestimmung der Rückfallwahrscheinlichkeit zuließen, als PITX2.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die Methylierung einiger Marker in den verschiedenen Komponenten
eines  Tumors,  d.h.  in  intraduktalen  und  invasiven  Tumorzellen  (DCIS  und  IDC),  in  Stroma-,  Fett-,
Muskelgewebe,  in  normalen  Drüsenepithelzellen  und  in  Tumor-infiltrierenden  Lymphozyten  (TIL)  zu
untersuchen. Für diesen Zweck wurde eine Technologie entwickelt, die es ermöglicht, eine größere Anzahl
von Genen in einigen wenigen mikrodissezierten Zellen aus Formalin-fixierten und Paraffin-eingebetteten
Geweben zu analysieren. Dazu wurde zunächst die DNA aus diesen fixierten Geweben näher charakterisiert,
mit  dem Ergebnis,  dass  hohe Mengen dieser  DNA eine PCR inhibieren und diese Inhibition durch eine
erhöhte  Polymerasekonzentration  vermindert  werden  kann.  Anschließend  wurde  eine  neuartige
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Sequenziermethode entwickelt und etabliert, die eine gute Quantifizierung der Methylierung erlaubt. Diese
Technologie  in  Verbindung  mit  einem  für  geringste  DNA  Mengen  entwickelten  Protokoll  zur
Bisulfitkonvertierung konnte dann erfolgreich zur quantitativen Methylierungsanalyse von mikrodissezierten
Zellen  angewendet  werden.  Dabei  wurde  die  Methylierung  von  13  Loci  in  drei  Brustkrebsfällen  näher
untersucht.  Es  zeigte  sich,  dass  sich  die  Methylierung  dieser  Loci  zwischen  verschiedenen
Tumorkomponenten  stark  unterscheidet.  So  ist  PITX2  beispielsweise  vorwiegend  in  DCIS  und  IDC
methyliert. Es ist jedoch auch in normalem Drüsenepithel und in den TIL Methylierung vorhanden. In den
anderen Komponenten ist PITX2 nicht methyliert. Innerhalb von Proben einer Tumorkomponente aber von
unterschiedlichen Orten des Tumors ist  die Methylierungsheterogenität  gering. Methylierungsunterschiede
zwischen  DCIS  und  IDC  konnten  bei  keinem  der  13  analysierten  Loci  gefunden  werden. Es  konnte
beobachtet  werden,  dass  innerhalb  von  kleinen,  mikrodissezierten  Tumorarealen  die  Methylierung  nicht
homogen  ist,  was  ein  Indiz  dafür  sein  könnte,  dass  sich  unmittelbar  benachbarte  Tumorzellen  weiter
unterscheiden.

Die in dieser Arbeit entwickelte Methode zur multiplexierten quantitativen Analyse von DNA Methylierung ist
auch auf andere Fragestellungen übertragbar. Es steht nun eine Technologie zur Verfügung, die es generell
ermöglicht, die Methylierung einer Vielzahl von Loci bei einer sehr geringen Menge DNA zu untersuchen. So
könnte diese Methode in Zukunft dafür verwendet werden, um beispielsweise bestimmte Lymphozyten oder
Stammzellen gezielt hinsichtlich ihrer Methylierung zu charakterisieren. 

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte und etablierte quantitative Sequenziermethode ist aufgrund ihrer
Robustheit und dem damit verbundenen geringen Etablierungsaufwand für neue Assays dazu geeignet, eine
große Anzahl potenzieller Biomarker schnell und kostengünstig zu untersuchen. 
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3 Einleitung

3.1 Epidemiologie des Brustkrebses

Brustkrebs (Mammakarzinom) ist die häufigste Krebserkrankung bei Frauen weltweit. Nach Angaben der
IARC (International  Association on Research of  Cancer)  erkranken weltweit  pro  Jahr  etwa 1,2  Millionen

Frauen an Brustkrebs,  410000 sterben daran (Parkin  et al.,  2002). In der westlichen Zivilisation erkrankt

ungefähr  jede zehnte bis  elfte Frau im Verlauf  ihres  Lebens an Brustkrebs  (Giersiepen  et  al. 2005).  In
Deutschland  waren  im  Jahr  2002  nach  Schätzung  des  Robert  Koch-Instituts  und  der  Gesellschaft  der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland etwa 55000 Frauen betroffen. Die Anzahl der Sterbefälle an
Brustkrebs  betrug  knapp  18000  im  selben  Jahr  (GEKID  2006).  In  den  USA  ist  Brustkrebs  die
Haupttodesursache bei Frauen zwischen 40 und 59 (Greenlee et al. 2000). Brustkrebs stellt mit circa 27%

den größten Anteil  an tödlich verlaufenden Krebserkrankungen bei  Frauen dar  (Giersiepen  et al. 2005).

Dabei treten große geographische Unterschiede bei dem Auftreten von Neuerkrankungen (Inzidenz) und der
Sterblichkeit (Mortalität) auf. Im europäischen Vergleich liegt die Inzidenz in Deutschland im oberen Mittelfeld.
In Nord- und Westeuropa liegt sie deutlich über der von Ost- und Südeuropa. In den USA liegt sie um ca. 20
% höher,  in  Japan um ca.  50 % niedriger  als in Deutschland. Die Varianz hinsichtlich  der  Mortalität  ist
dagegen deutlich niedriger, lediglich in Asien liegt diese weit unter der Mortalität in Europa. Trotz höherer
Inzidenz in den USA liegt dort die Mortalität geringfügig unter der von Westeuropa (Parkin et al., 2002). 

Die  Inzidenz von Brustkrebs  nimmt  zu und hat  sich in  Deutschland zwischen 1972 und 2002 ungefähr
verdoppelt (Giersiepen  et al. 2005). Dies entspricht einer jährlichen Zunahme von ca. 2,5 %. Gleichzeitig

nimmt  die Mortalität  ab.  Eine Analyse der  Mortalität  von 1990 -  1992 und 2000 -  2002 zeigt, dass der
Rückgang besonders in den jüngeren Altersklassen ausgeprägt ist (Giersiepen et al. 2005). Während sich
bei den über 75-Jährigen kein Rückgang einstellt, ging die Mortalität bei den unter 50-Jährigen um 20 – 30
%, bei den 50- bis 74-Jährigen um 10 - 15 % zurück. Die relative 5-Jahres-Überlebenszeit beträgt nach
aktuellen Schätzungen ca. 79 % (GEKID 2006) und liegt damit im Vergleich zu anderen Krebserkrankungen
relativ hoch. Diese liegt z.B. bei Magenkrebs bei ca. 31 % und bei Lungenkrebs bei ca. 15 %. Auch die 10-
Jahres-Überlebensrate liegt  mit  ca.  65 % (GEKID 2006)  noch sehr  hoch.  Die Gründe für  die steigende
Inzidenz sind unklar. Es wird vermutet, dass vor allem veränderte Lebensgewohnheiten dafür verantwortlich
sein  könnten,  wie  z.B.  frühe  Menarche,  späte  Menopause,  späte  Schwangerschaft,  veränderte
Essgewohnheiten,  Übergewicht,  Alkoholkonsum  und  eine  frühe  Einnahme  hormoneller
Empfängnisverhütungsmittel.  Für  die  Abnahme  der  Mortalität  sind  vor  allem  verbesserte  diagnostische
Möglichkeiten,  ein  allgemein  erhöhtes  Gesundheitsbewußtsein,  d.h.  eine  höhere  Akzeptanz  von
Vorsorgemaßnahmen und verbesserte Therapien verantwortlich. In diesen Aspekten liegen wohl auch die
großen weltweiten geographischen Unterschiede der Inzidenz und der Mortalität begründet.
Die  Relevanz des  Mammakarzinoms  wird  auch  durch  die  Altersverteilung  der  Erkrankten  deutlich.  Das
mittlere Erkrankungsalter liegt bei 62 Jahren und damit um 7 Jahre unter dem mittleren Erkrankungsalter für
Krebs insgesamt (GEKID 2006). Dabei steigt die Inzidenz zwischen dem 30. und dem 60. Lebensjahr stark
an  und  bleibt  danach  konstant,  bzw.  fällt  sogar  leicht  ab  (GEKID  2006).  Die  Mortalität  ist  bei  jungen
Patientinnen besonders hoch (Giersiepen et al. 2005).
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3.2 Anatomie der Brust und Brustkrebsentstehung

Die weibliche Brust besteht zum größten Teil aus Fett- und Drüsengewebe sowie aus Bindegewebe, Lymph-
und Blutgefässen. Die Brustdrüse ist aufgebaut aus einem duktalen Anteil, bestehend aus den Milchgängen
(Ductus lactifer), die kleinere und größere Milch-abführende Gänge (Duktuli) bilden und in die Brustwarze
(Mamilla) münden und einem lobulären Anteil, den Drüsenläppchen (Lobuli), welche durch kleine Milchgänge
zu Drüsenlappen verbunden sind (Abbildung  1,  links).  Die Drüsenlappen stellen die milchproduzierenden
Strukturen  des  Milchgangssystems  dar.  Sowohl  der  duktale  als  auch  der  lobuläre  Anteil  bestehen
hauptsächlich aus Epithelzellen. Die Drüsenläppchen bestehen aus einem inneren einschichtigen Epithel,
das durch eine Basalmembran vom umgebenden Bindegewebe getrennt ist. Zwischen den Epithelzellen und
ihrer  Basalmembran liegen Korbzellen, die die Fähigkeit  zur Kontraktion besitzen (Myoepithelien). Kleine
Milchgänge haben ebenfalls ein einschichtiges Epithel, das auch noch Milch bildet. Die größeren Milchgänge
besitzen ein ein- bis zweischichtiges Epithel und in ihrer Wand glatte Muskulatur, die dem Milchtransport
dient.
Das Brustdrüsensystem unterliegt während des Zyklus einem hohen hormonellen Proliferationsdruck. Dies
ist wohl auch der Grund für das relativ häufige Auftreten von Brustkrebserkrankungen. Entsprechend des
Ursprungs  des  Brustkrebs
unterscheidet  man  Milchgang-
karzinome  (duktales  Karzinom)
und  Läppchenkarzinome  (lobu-
läre  Karzinome).  Das  duktale
Karzinom  stellt  mit  ca.  75  %
aller  Brustkrebserkrankungen
die häufigste  Form dar,  gefolgt
von  lobulären  Karzinomen  mit
10  %.  Neben  diesen  Haupt-
gruppen des Mammakarzinoms
gibt es einige seltenere Varian-
ten,  die  sich  aufgrund  ihrer
Histologie von den duktalen und
lobulären  Karzinomen  unter-
scheiden  (Mallon  et  al. 2000).

Innerhalb  der  beiden  Haupt-
gruppen  erfolgt  eine  weitere
Unterteilung  entsprechend  der
Entwicklungsstufe,  in  der  sich
der Tumor gerade befindet. Man
geht dabei davon aus, dass es
im  Verlauf  einer  Brustkrebs-
erkrankung zu einer linearen Progression über die Entwicklungsstadien einer atypischen Hyperplasie, des
Kazinoms in situ und letztlich des invasiven Karzinoms kommt (Abbildung 1, rechts). Entsprechend erfolgt die

Abbildung  1:  Anatomie  der  Brust  und  hypothetische
Brustkrebsentstehung  am  Beispiel  des  duktalen  Karzinoms
(Beschreibung im Text).
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Bezeichnung der Untergruppen als duktales Karzinom  in situ (DCIS), invasives duktales Karzinom (IDC),

lobuläres Karzinom in situ (LCIS) und invasives lobuläres Karzinom (ILC). Im Unterschied zu den invasiven

Formen zeichnen sich die  in situ Formen darin aus, dass die entarteten Zellen noch auf die ursprüngliche
Komponente,  d.h.  die  Duktuli  oder  die  Lobuli  begrenzt  sind  und  noch  nicht  das  benachbarte  Gewebe
infiltrieren.
Neben dieser histologischen Klassifizierung wird auch die Ausbreitung und die Differenzierung des Tumors
beschrieben. Die Klassifizierung der Ausbreitung erfolgt in der Regel nach dem TNM-System (Sobin 1999). T
steht für  die Größe des Primärtumors,  „N“ kodiert  die Anzahl eventuell befallener  Lymphknoten und „M“
beschreibt die Anzahl potentieller Metastasen. Die Differenzierung des Tumors  wird durch das „Grading“
beschrieben (Elston und Ellis 1991, Rosen und Oberman 1993). Dabei spielen beispielsweise Faktoren wie
Kernmorphologie  und  Mitoserate  eine  Rolle.  Sowohl  der  TNM-Wert,  als  auch  der  Grade liefern  erste

Rückschlüsse  über  die  Aggressivität  des  Tumors  und  damit  den  potentiellen  Ausgang  der  Erkrankung
(Prognose).

3.3 Therapieformen

Handelt es sich um einen malignen Tumor, ist in den meisten Fällen eine operative Entfernung des Tumors
der erste Schritt der Therapie. Hierbei ist das Ziel, möglichst das gesamte Tumormaterial zu entfernen. Bei
der operativen Entfernung des Tumors werden auch Lymphknoten aus der Achselhöhle entnommen. Sind in
den  Lymphknoten  Krebszellen  zu  finden  (Lymphknoten-positive  Tumoren),  muss  davon  ausgegangen
werden, dass der Tumor bereits zu metastasieren begonnen hat.

Im Anschluß an die operative Entfernung des Tumors erfolgen in der Regel physikalische (Radiotherapie)
und / oder medikamentöse Behandlungen. Letztere kann in drei verschiedene Klassen eingeteilt werden. Ist
der Tumor zu groß für eine operative Entfernung, dann wird eine medikamentöse Behandlung bereits vor der
Operation  durchgeführt.  Ziel  dieser  sogenannten  neoadjuvanten  Therapie  ist  es,  den  Tumor  auf  eine
operable Größe zu schrumpfen. Hat der Tumor bereits begonnen Metastasen zu bilden, dann ist in der Regel
keine kurative Therapie mehr möglich. In diesem Fall ist das Ziel der sogenannten palliativen Therapie eine
Lebenszeitverlängerung  bei  möglichst  hoher  Lebensqualität.  Bei  der  postoperativen  medikamentösen
Behandlung einer Brustkrebserkrankung, bei der keine detektierbaren Metastasen vorliegen, spricht man von
einer adjuvanten Therapie.

Eine  weitere  Unterscheidung  der  medikamentösen  Therapie  erfolgt  nach  dem  Wirkmechanismus  des
Medikaments.  Dabei  erfolgt  die  Unterscheidung  zwischen  Chemo-,  Hormon-,  Antikörper-  und
Biophosphonattherapie.

Bei der Chemotherapie kommen Zellgifte (Zytostatika) zum Einsatz. Zytostatika hemmen das Zellwachstum,
bzw. die Zellteilung und können daher das Wachstum des Tumors vermindern. Zur Zeit sind eine Vielzahl
verschiedener  Chemotherapeutika  verfügbar,  die  sich  in  ihrer  Wirkungsweise  teilweise  grundsätzlich
unterscheiden. Die ersten Chemotherapeutika, die zur klinischen Anwendung kamen, waren DNA bindende
Stoffe. Substanzen wie Mustargen, Busulfan, Chlorambucil, Melphalan und Thiotepa, sowie Platinkomplexe
und Mitomycine gehören zur Klasse der bifunktionalen Alkylanzien, die eine kovalente Quervernetzung der
Nukleinbasen erzeugen. Die mit der hohen Reaktivität dieser Stoffe verbundenen Nebenwirkungen führten
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zur Entwicklung von Alkylanzien, die erst durch enzymatische Hydroxylierung in den Zellen aktiviert werden
(z.B. Cyclophosphamid, Ifosfamid, Procarbazin und Dacarbazin).

Das  zunehmende  Verständnis  des  Stoffwechsels  führt  zur  Entwicklung  von  antimetabolisch  wirksamen
Substanzen.  6-Mercaptopurin  und  6-Thioguanin  hemmen  die  Purinsynthese,  5-Fluorouracil  die
Thymidylatsynthase  und  Methotrexat  die  Dihydrofolat-Reduktase.  Cytosinarabinosid  hemmt  die  DNA
Polymerase α und Hydroxyharnstoff die Reduktion der Ribo- zu den Desoxyribonukleosiden.

Durch die Entwicklung leistungsstarker Screeningverfahren für Wirkstoffe konnte eine Reihe therapeutisch
wirksamer  Naturstoffe  identifiziert  werden,  wie  Vinca-Alkaloide,  Antibiotika  (z.B.  Anthrazykline),
Epipodophyllotoxine, Taxane. Gerade die Anthrazykline und die Taxane haben sich in den letzten Jahren in
der klinischen Routine durchsetzten können. Die Wirkungsweise der Naturstoffe ist  dabei sehr vielseitig.
Durch unterschiedliche Mechanismen werden Radikal-induzierte DNA-Strangbrüche ausgelöst, die zum Teil
durch Hemmung der Topoisomerase nicht mehr repariert werden. Anthrazykline interkalieren beispielsweise
mit  der  DNA,  erzeugen  Strangbrüche  und  inhibieren  die  Topoisomerase  II.  Die  Camptothecin-Derivate
Irinotecan und Topotecan bewirken über eine Komplexbildung mit der Topoisomerase I und der DNA DNA-
Strangbrüche. Es kommt zu einer Hemmung der DNA- und RNA-Polymerasen. Mitomycin ist durch seine
Bindung  an  die  DNA  eher  den  Alkylanzien  zuzurechnen.  Einige  Naturstoffe  binden  an  Tubulin,  dem
monomeren  Baustein  der  Mikrotubuli.  Während  Vinca-Alkaloide  die  Polymerisation  zu  den  Mikrotubuli
unterbinden, beschleunigen die Taxane einerseits den Aufbau der Mikrotubuli, andererseits verhindern sie
deren Depolymerisierung. 

Östrogen, dass bei Frauen vor allem in den Eierstöcken, aber auch in der Nebenniere und im Fettgewebe
produziert wird, begünstigt das Wachstum vieler Brustkrebstumoren (Prall  et al. 1998). Dieses Östrogen-

induzierte  Wachstum  zu  unterbinden  ist  das  Ziel  der  Hormontherapie.  Dabei  kommen  Antiöstrogenen
(Tamoxifen,  Toremifene,  Raloxifen  und  Fulvestrant)  zum  Einsatz,  die  antagonistisch  das  Binden  des
Östrogens  an  seine  Rezeptoren  verhindert.  Die  Bildung  des  Östrogens  im  Fettgewebe,  der
Hauptöstrogenquelle bei postmenopausalen Frauen, wird durch Aromatasehemmer (Anastrozol, Letrozol und
Exemestan)  verringert.  Durch Analoge des Gonadotropin-releasing Hormons (GnRH) kann die durch die
Hypophyse regulierte Bildung von Östrogen in den Eierstöcken bei premenopausalen Frauen supprimiert
werden. Solche Substanzen sind Buserelin, Goserelin, Triptorelin und Leuprolide. Die Bildung von Östrogen
in den Eierstöcken kann außerdem durch ein operatives Entfernen der Eierstöcke erreicht  werden. Eine
Senkung des Östrogenspiegels im Blut wird durch Gestagene erreicht. Die Behandlung mit Tamoxifen ist bis
heute die am meisten verwendete adjuvante Hormontherapie.

Eine  Überexpression  des  HER-2/neu  Gens  steht  bei  Brustkrebserkrankungen  mit  einer  verringerten
Lebenserwartung im Zusammenhang (Slamon et al. 1987). HER-2/neu gehört zu der Familie der HER Gene,
der  auch  der  epidermale  Wachstumsfaktorrezeptor  (EGFR)  angehört.  Die  Entwicklung  eines
Antikörperpräparates (Trastuzumab, Herceptin®) hat in den letzten Jahren einen bedeutenden Fortschritt bei
der Behandlung des metastasierenden Mammakarzinoms gebracht.

Letztlich finden Bisphosphonate bei der Stabilisierung der Knochensubstanz und damit bei der Bekämpfung
von Knochenmetastasen klinische Anwendung.

Oftmals  wird  bei  der  Behandlung  einer  Brustkrebserkrankung  nicht  nur  ein  einzelnes,  sondern  eine
Kombination  von  Medikamenten  angewendet.  Dabei  kommen  sowohl  Kombinationen  verschiedener
Chemotherapeutika, als auch Kombinationen von Chemo-, Hormon- und Antikörpertherapie zum Einsatz. Die
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Wahl  der  für  die  bestimmte  Patientin  geeigneten Behandlungsform  ist  entscheidend  für  den Erfolg  der
Behandlung. Daher sollte vor der Behandlung die Erkrankung möglichst gut charakterisiert  sein,  um den
Erfolg der unterschiedlichen Behandlungsformen vorhersagen zu können. Auf der anderen Seite soll jedoch
auch verhindert werde, dass die Patientin eine Therapie erhält, deren Nebenwirkungen in keinem Verhältnis
zu dem potentiellen Nutzen stehen. Neben der ersten Abschätzung des möglichen Krankheitsverlaufs durch
Tumorcharakteristiken wie TNM-Wert,  Grade und Art des Tumors, sind daher Indikatoren (Biomarker) von
hohem klinischen Interesse, anhand derer sich der weitere Krankheitsverlauf möglichst gut abschätzen läßt.

3.4 Molekulare Biomarker

Im  Rahmen  von  Brustkrebserkrankungen  sind  vier  prinzipiell  verschiedene  Arten  von  Biomarkern  von
klinischem Interesse. Prädispositionsmarker erlauben eine Einschätzung des Risikos, dass eine bestimmte
Frau  an  Brustkrebs  erkranken  wird.  Diagnostische  Marker  ermöglichen  ein  Auffinden  der  Krankheit,
möglichst  zu  einem  frühen  Zeitpunkt  der  Erkrankung.  Prognostische  Biomarker  helfen,  den  erwarteten
Krankheitsverlauf,  ohne  Berücksichtigung  der  Art  und  der  Intensität  einer  angewendeten  Therapie,
einzuschätzen. Prädiktive Biomarker ermöglichen eine Aussage über die Wirkung einer bestimmten Therapie
auf den Krankheitsverlauf (Ross et al. 2003, Ross et al. 2004, Ross et al. 2005).

Der überwiegende Teil der Brustkrebserkrankungen entsteht sporadisch (95 %), allerdings sind 5 % familliär
bedingt  und  resultieren  aus  Keimbahnmutationen.  Es  konnten  zwei  Genloci  identifiziert  werden,  deren
Inaktivierung für  etwa 90 – 95 % aller familliärer Mammakarzinome verantwortlich ist.  Diese beiden Loci
kodieren  für  die  Gene  BRCA1  und  BRCA2  (Breast  Cancer  1 und  2).  Es  handelt  sich  um

Tumorsuppressorgene,  die Wachstum  und Differenzierung im Brustepithel  regulieren.  Frauen  mit  einem
solchen Mutationshintergrund haben eine 30 % - 80 % ige Wahrscheinlichkeit in ihrem Leben Brustkrebs zu
entwickeln, wobei dieser häufig schon vor dem 50. Lebensjahr auftritt (Frank und Critchfield 2002, Rebbeck
2002, de Jong et al. 2002, Couch und Hartmann 1998).

Diagnostische Biomarker,  also Marker  die geeignet  sind eine Brustkrebserkrankung zu detektieren,  sind
bislang noch nicht in der klinischen Routine etabliert, an entsprechenden Markern wird zur Zeit geforscht.
Gesucht werden vor allem Marker, die in leicht zugänglichen Körperflüssigkeiten (z.B. Blut) zu einem frühen
Zeitpunkt der Erkrankung nachgewiesen werden können. Bisher ist Mammographie die Methode der Wahl
für die Brustkrebsfrüherkennung. Zwar führt diese Methode zu einer Senkung der Mortalität, allerdings ist der
tatsächlich Nutzen umstritten, da auf der anderen Seite auch Frauen falsch positiv getestet werden und dann
eine unnötige Behandlung erhalten (Gotzsche und Nielsen 2006). Biomarker, die die Anzahl der falsch positiv
getesteten  Frauen  reduzieren und/oder  durch  ein  früheres  Erkennen der  Krankheit  die  Mortalität  weiter
reduzieren sind daher von hohem klinischen Interesse.
Neben einer vorläufigen Prognostizierung des Krankheitsverlaufs anhand der TNM-Klassifizierung, des Alters
der  Patientin  und  des  Gradings sind  prognostische  und  prädiktive  Biomarker  von  hohem  klinischem
Interesse. Dabei ist oftmals keine klare Abgrenzung von prädiktiven und prognostischen Biomarkern möglich,
da  einige  bei  unbehandelten  Patientinnen  sowohl  einen  guten  Krankheitsverlauf  prognostizieren  und
zusätzlich auch das Ansprechen auf eine bestimmte Therapie vorhersagen.
Die wohl bekanntesten prognostisch-prädiktiven Biomarker, die auch bereits seit vielen Jahren standardisiert
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in der klinischen Routine eingesetzt werden, sind die Hormonrezeptoren Östrogenrezeptor (ER) und der
Progesteronrezeptor (PgR) (Osborne 1998). Über 70 % aller Brustkrebstumoren sind ER positiv (Harvey et

al. 1999).  Ein  positiver  Östrogen-  und  Progesteronrezeptor-Status  ist  assoziert  mit  gut  differenzierter
Histologie, negativem Lymphknoten-Status, Diploidie, niedriger Proliferationsrate und einer Tendenz für einen
positiven  klinischen  Verlauf  (Osborne  1998,  Bertucci  et  al. 2000,  Locker  1998).  ER  und  PgR negative

Tumoren sind oftmals mit anderen Biomarkern assoziiert, die ebenfalls eine schlechte Prognose indizieren,
wie z.B. Amplifikation der Onkogene HER-2/neu, c-myc und int-2, mit Mutationen des Tumorsuppressorgens
p53  und  Überexpression  von  Invasions-  und  Metastasen-assoziierten  Wachstumsfaktoren,  deren
Rezeptoren  und  einigen  Proteasen  (Osborne  1998,  Locker  1998).  Der  ER  und  PgR  Status  wird  weit
verbreitet  zum Prognostizieren eines progressiven Krankheitsverlaufs  und für  die  Wahl  einer  adjuvanten
Hormontherapie verwendet (Locker 1998). Dabei läßt sich eine Prognose anhand des ER Status nur für die
erste Zeit nach der Operation stellen. Bereits für das rückfallfreie Überleben nach ca. 7 Jahren ist der ER
Status kein prognostischer Biomarker mehr (Fisher et al. 1988). Entsprechend der biologischen Funktion des
Östrogenrezeptors  sprechen  ERα  und  PgR  positive  Patientinnen  in  der  Regel  gut  auf  adjuvante
Hormontherapien an (Bertucci et al. 2000).

Eine Amplifikation des HER-2/neu Locus  und eine Überexpression des entsprechenden Proteins wird in
ungefähr 20-30% aller invasiven Brustkrebstumoren gefunden (Slamon  et al. 1987). Die Bestimmung der
HER-2/neu  Expression  ist  inzwischen  zusammen  mit  der  ER  und  PgR  Bestimmung  eine
Standarduntersuchung in der klinischen Routine (Murphy et al. 2005). Amplifikation und Überexpression von

HER-2/neu geht einher mit einer schlechten Prognose, sowohl in Lymphknoten-negativen, als auch positiven
Patientinnen (Ross et al. 2003a). Zusätzlich geben diese Daten eine Aufschluß über das Ansprechen auf die
Antikörpertherapie mit dem entsprechenden HER-2/neu Antikörper (Trastuzumab, Herceptin®).
Neben den Tests auf ER, PgR und HER-2/neu Status, die alle von der FDA zugelassen sind und von der
American Society of Clinical Oncology (ASCO) und dem College of American Pathologists (CAP) empfohlen
werden,  gibt  es  zur  Zeit  lediglich  zwei  weitere  Tests  mit  FDA  Zulassung.  Ende  2004  wurde  mit  dem
CellSearch® Test  (Veridex,  USA)  ein  Test  zugelassen,  mit  dem  zirkulierende  Tumorzellen  im  Blut  von
Brustkrebspatientinnen nachgewiesen werden können und welche eine prognostische Aussage über den
Krankheitsverlauf zulassen (Gilbey et al. 2004, Riethdorf 2007, Cristofanilli et al. 2004). Seit Februar 2007 ist

daneben ein  RNA Chip-basierter  Test  (MammaPrint®,  Agendia,  NL)  von  der  FDA zugelassen,  der  eine
Prognose anhand des Expressionsmusters von 70 Genen erlaubt (Weigelt et al. 2005 und 2003, van 't Veer
2002).  Ein  Überblick  über  diese  und  einige  weitere  prognostische  und  prädiktive  Biomarker,  dem
entsprechenden Wirkstoff, für den sie prädiktiv sind und die klinische Bedeutung ist in Tabelle 1 dargestellt.
Dabei  sind  vor  allem  die  Tumor-assozierten  Proteolysefaktoren  uPA  (Plasminogenaktivator  vom  Typ
Urokinase) und PAI-1 (Plasminogenaktivatorinhibitor Typ 1) interessant, die nach Hayes  et al. (1996) das

höchste Evidenzniveau level of evidence 1 für den klinischen Nutzen neuer Prognosefaktoren erreicht haben

(Sweep et al. 1998, Harbeck et al. 2002, 2004 und 2004a, Look et al. 2002, Duffy 2002).
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Biomarker Wirkstoff klinische Bedeutung Referenz

ER/PgR
Aromatase
Inhibitoren,
Antiöstrogene

Standard Test, FDA
zugelassen Mirza et al. 2002, Murphy et al. 2005

HER-2/neu Trastuzumab
(Herceptin®)

Standard Test, FDA
zugelassen

Mirza et al. 2002, Jackisch 2006, Murphy
et al. 2005

DNA-Ploidie klinische Studien Kallioniemi et al. 1987, Mirza et al. 2002

S-Phase klinische Studien Kallioniemi et al. 1987, Wenger und Clark
1998, Mirza et al. 2002

Ki67 Labeling Index klinische Studien van Diest et al. 2004, Urruticoechea et al.
2005, Mirza et al. 2002

Cyclin D Flavopyridol klinische Studien

Cyclin E klinische Studien Lopez-Beltran et al. 2006

EGFR Gefitinib, Erlotinib,
Cetuximab klinische Studien Nicholson et al. 1990

VEGF Bevacizumab klinische Studien Sledge 2005

p53 klinische Studien Mirza et al. 2002

uPA/PAI-1 klinische Studien
Sweep et al. 1998, Harbeck et al. 2002

2004 und 2004a, Look et al. 2002, Duffy
2002

Transkription - 70
Gene (MammaPrint®)

FDA zugelassen,
kommerziell
erhältlich

Weigelt et al. 2005 und 2003, van 't Veer
2002

Transkription – 21
Gene (Oncotype Dx®)

kommerziell
erhältlich Paik et al. 2004, Habel et al. 2006

Cathepsin D klinische Studien Mirza et al. 2002

BCL2
G3135
Proteasome
Inhibitor

klinische Studien Holmqvist et al. 1999

Zirkulierende
Tumorzellen
(CellSearch®)

FDA zugelassen
Gilbey et al. 2004, Riethdorf 2007,

Cristofanilli et al. 2004

Tabelle 1: Liste einiger prognostischer und prädiktiver Brustkrebsbiomarker, dem entsprechenden Wirkstoff
und der klinischen Bedeutung.

3.4.1 Epigenetische Biomarker

Der  Begriff  „Epigenetik“  definiert  alle  mitotisch  und  meiotisch  vererbbaren  Veränderungen  der
Genexpression, die nicht in der DNA selbst kodiert sind. Bislang sind drei solcher epigenetischer Systeme
bekannt:  RNA-assozierte Genregulation, Histonmodifikation und DNA-Methylierung (einen Überblick  liefert
Egger et al. 2004). Methylierung der C5 Position von Cytosinbasen in DNA ist seit langem als epigenetischer

Mechanismus  von  fundamentaler  Bedeutung  bekannt  (Holliday  und  Pugh  1975,  Riggs  1975).  Die
Methylierung von Cytosinen im CpG Kontext wird durch mehrere DNA Methyltransferasen (DNMTs) reguliert
und aufrechterhalten (Robertson et al. 1999) und ist involviert in Prozesse wie Inaktivierung parasitärer DNA,
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wie  z.B.  Transposons  und  der  Abwehr  von  Viren  (Bestor  1998),  Geninaktivierung  im  Rahmen  von
Zelldifferenzierung  und  Entwicklung  (Dean  et  al. 2005),  Imprinting (Li  et  al. 1993),  X-Chromosom-

Inaktivierung (Chang et al. 2006, Panning und Jaenisch 1998) und auch Sicherung der strukturellen Integrität

von Chromosomen (Xu et al. 1999, Robertson 2005).

Entgegen der statistischen Wahrscheinlichkeit kommen CG Dinukleotide (CpGs) im menschlichen Genom
nur zu 20% der erwarteten Häufigkeit vor. Diese Unterrepräsentation ist das Resultat einer Selektion, die von
der  großen  Mutationshäufigkeit  dieser  Duplettsequenz  herrührt:  Thymin,  welches  als  Produkt  einer
spontanen Desaminierung von 5-Methylcytosin entsteht, wird von den zellulären Reparatursystemen nicht als
DNA-fremde Base erkannt und deshalb auch nicht repariert. Trotzdem gibt es im Genom Regionen, die die
statistisch  erwartete  Dichte  von  CpGs  aufweisen.  Diese  kurzen (0,5-2kb)  Regionen werden CpG-Inseln
genannt und sind während der Evolution stark konserviert, da sie normalerweise nicht methyliert sind und
Uracil, das Produkt einer spontanen Desaminierung von Cytosin, als DNA-fremde Base erkannt und repariert
wird. CpG Inseln befinden sich vor allem in der Promotorregion von Genen und bewirken, falls methyliert,
eine stabile Repression der  Expression des entsprechenden Gens.  Etwa 40 % der Gene des humanen
Genoms enthalten solche CpG-Inseln, die in den meisten Fällen unmethyliert sind (Bird 1986, Eckhardt et al.

2006).  Abnormale  de novo Methylierung von CpG Inseln  ist  charakteristisch  für  Krebs  und  wird  schon
während  der  frühen  Karzinogenese  gefunden  (Jones  und  Baylin  2002).  Davon  sind  vor  allem
Tumorsuppressorgene betroffen, die im Tumor inaktiviert sind. Eine gängige Theorie für die Erklärung der
Karzinogenese  beschreibt  den  Ausfall  beider  Allele  eines  Tumorsuppressorgens  durch  LOH  (Loss  of

Heterozygosity), Mutationen und Methylierung oder einer Kombination dieser Ereignisse (Jones und Laird
1999,  Knudson  1971).  In  Tumoren  ist  außerdem  insgesamt  eine  deutliche  Abnahme der  genomweiten
Gesamtmethylierung  zu  beobachten.  Diese  Hypomethylierung  findet  sich  vor  allem  in  repetitiven  oder
parasitären DNA-Elementen, welche in gesunden Zellen normalerweise methyliert sind (Yoder et al. 1997).
Diese Hypomethylierung bedingt eine Abnahme der genetischen Stabilität, indem transponierbare Elemente
aktiviert werden und sich die strukturelle Stabilität der Chromosomen verringert (Xu et al. 1999, Robertson

2005).

Die  fundamentale Rolle der  DNA Methylierung bei  der  Krebsentstehung erklärt  auch das  immer  größer
werdende Interesse für epigenetische Biomarker in der klinischen Anwendung. Zusätzlich haben inzwischen
auch demethylierende Agenzien ihren Wert als Chemotherapeutika unter Beweis gestellt (Egger et al. 2004,

Issa et al. 2004), sodass sich in der Zukunft die DNA Methylierung selbst als Ziel einer Therapie darstellen
könnte. Zur Zeit befinden sich noch keine DNA Methylierungsmarker in der klinischen Routine und werden
nur in der klinischen Forschung angewendet. Insgesamt ist die Identifizierung neuer und besserer prädiktiver
und  prognostischer  Biomarker  für  die  Wahl  einer  geeigneten  Therapie  aber  auch  von  diagnostischen
Biomarkern  für  eine Früherkennung einer  Krebserkrankung von größtem Interesse.  Die Vielzahl  der  zur
Verfügung  stehenden  verschiedenen  Therapieformen  können  gerade  prädiktive  Biomarker  für  eine
Optimierung der Behandlung zu lebensrettenden Diagnostika machen. Dabei bietet sich gerade die DNA
Methylierung auch aus technischer Sicht hervorragend an. Zum einen kann der Wert der DNA Methylierung
nur zwischen 0 % und 100 % liegen und die Normalisierung gegenüber Haushaltsgenen ist nicht notwendig,
zum anderen ist DNA im Gegensatz zu RNA und vielen Proteinen generell sehr stabil und lässt sich daher
gut analysieren, gerade auch in archivierten Patientinnenproben.
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3.4.1.1 Prognostische Methylierungsmarker

In mehreren Studien ist inzwischen die Verwendung der DNA Methylierung für prognostische Zwecke bei
Tumorerkrankungen beschrieben. Für eine Vielzahl von Markern, deren Expression (mRNA oder Protein)
bereits  als  prognostische  Marker  bekannt  ist,  wurde  DNA  Methylierung  als  wichtiger  Regulator  der
Expression gefunden.
Unter  den bekannten prognostischen Faktoren,  für  die DNA Methylierung beschrieben sind, ist  wohl der
bedeutendste der Plasminogenaktivator vom Typ Urokinase (uPA) (Jänicke et al. 2001). Den ersten Beweis

für  den Einfluß der  DNA Methylierung auf  die Expression von uPA erbrachte eine Studie von Xing und
Rabbani (1999). Dort konnte gezeigt werden, dass in Zelllinien, die keine Expression von uPA zeigten, auch
der Promotor  methyliert war und umgekehrt.  DNA Methylierung und eine Korrelation mit  der  Expression
wurde  dann  auch  in  klinischen  Brustkrebsproben  gefunden  (Pakneshan  et  al. 2004  und  2005).  Die

Methylierung des Promotors von uPA korrelierte dabei invers mit  dem  Grade und wurde vor allem in ER

positiven Tumoren gefunden. In einer ähnlichen Studie von Chen et al. (2003) konnte gefunden werden, dass
23 % von 93 Brustkrebstumoren Methylierung des uPA Locus zeigten und dass vorwiegend die ER positiven
Tumoren  methyliert  waren.  Eine  direkte  Korrelation  von  Methylierung  und  Expression  wurde  bisher  in
klinischen Brustkrebsproben nicht gezeigt. 
Für einige weitere Gene, die im Rahmen der Prognose von Brustkrebserkrankungen eine Rolle spielen,
wurde inzwischen auch abnormale Methylierung in Tumoren gefunden. In den meisten dieser Studien wurden
allerdings nur eine sehr kleine Anzahl von Patientinnen untersucht und die Methylierung auch nicht direkt mit
dem Ausgang der Erkrankung korreliert, sondern mit anderen prognostischen Markern, wie z.B. ER Status
und  Grade.  Trotzdem  liefern  diese  Studien  einen  Hinweis  für  die  Rolle  der  DNA Methylierung bei  der

Brustkrebsprognose. 

Shinozaki et al. (2005) analysierten die Promotormethylierung von sechs bekannten Tumorsuppressor- und

verwandten Genen (RASSF1A, APC, TWIST, CDH1, GSTP1 und RARB) in 151 Brusttumoren. Dabei war
CDH1 bereits auf Expressionsebene als prognostischer Marker bekannt (Yoshida et al. 2001 und Siitonen et

al. 1996) und auch differentielle Methylierung in Brustkrebstumoren war bereits nachgewiesen (Hu  et al.

2002).  Shinozaki  et  al. (2005)  korrelierten  die  Methylierung  dieser  sechs  Gene  mit  dem  bekannten
prognostischen Faktor des Lymphknotenstatus. Sie fanden, dass die Hypermethylierung von CDH1 assoziiert
mit dem Befall von Lymphknoten, einer invasiven Histologie und dem Fehlen von ER Expression zusammen
hing. Auf der anderen Seite trat Hypermethylierung der Gene RASSF1A und RARB eher in ER positiven bzw.
HER-2/neu positiven Tumoren auf. Hypermethylierung von GSTP1 und RARB war signifikant assoziiert mit
dem Befall der Lymphknoten. Chow et al. (2005) fanden bei 110 Tumoren, dass die Methylierung von COX-2
mit  prognostischen  Faktoren  wie  Tumorgröße  und  Anzahl  der  befallenen  Lymphknoten  korreliert.  Die
Expression des Secreted frizzled related protein 1 (SFRP1), einem negativen Regulator des Wnt Signalwegs,

ist in Brustkrebs oftmals reprimiert  und mit  einer schlechten Prognose verbunden (Klopocki  et al. 2004).

Kürzlich haben zwei Gruppen unabhängig voneinander die epigenetische Regulation von SFRP1 durch DNA
Methylierung nachweisen können (Lo et al. 2006, Veeck et al. 2006), wobei Veeck et al. (2006) zusätzlich die
prognostische Eigenschaft des Markers an 130 Brustkrebspatientinnen zeigen konnte.

Weitere  Gene,  die  im  Zusammenhang  mit  der  Prognose  bei  Brustkrebserkrankungen  stehen  und
wahrscheinlich  durch  Methylierung  reguliert  werden  sind  CDH3  (Paredes  et  al. 2005),  die  putativen
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Tumorsupressorgene  TSC1  und  TSC2  (Jiang  et  al. 2005),  LATS1/LATS2  (Takahashi  et  al. 2005)  und

p16INK4a (Hui et al. 2000, Dominguez et al. 2003).

Mit PITX2 (Paired-like Homeodomäne Transkriptionsfaktor) wurde vor kurzem ein Gen identifiziert, dessen

Promotormethylierung  ein  prognostischer  Marker  ist.  Eine  Analyse von 415  unbehandelten  Patientinnen
ergab, dass 86 % der Patientinnen mit niedriger Methylierung nach 10 Jahren rückfallfrei waren, gegenüber
von nur 67 % in der Gruppe der Patientinnen mit hoher PITX2 Methylierung (Foekens et al. 2005).

3.4.1.2 Prädiktive Methylierungsmarker für eine Antihormontherapie

Neben  der  Eigenschaft  als  prognostischer  Marker  erlaubt  PITX2  eine  prädiktive  Aussage  über  das
Ansprechen  von  ER  positiven,  Lymphknoten-negativen  Patientinnen  auf  eine  Behandlung  mit  dem
Antiöstrogen Tamoxifen (Maier  et al. 2004, Harbeck  et al. 2005). Die meisten dieser Patientinnen würden
nach momentan herrschenden Richtlinien neben der Hormontherapie auch eine Chemotherapie erhalten,
obwohl eine Hormontherapie für  den überwiegenden Teil  von ihnen ausreichend wäre. PITX2 wurde als
prädiktiver Biomarker in einer DNA Chipstudie mit zwei unabhängigen Populationen Tamoxifen-behandelter
Patientinnen gefunden -  109 Patientinnenproben wurden zur Identifizierung und 236 zur Validierung des
Markers  verwendet  (Maier  et  al. 2004).  Anschließend  wurden  die  Ergebnisse  in  einer  weiteren  Studie
validiert. Dabei wurden insgesamt 422 Tamoxifen-behandelte, Lymphknoten-positive Patientinnen untersucht
(Harbeck  et  al. 2005).  Auch  in  dieser  Validierungsstudie  konnte  die  Eigenschaft  von  der  PITX2

Promotormethylierung als prädiktiver Marker bestätigt werden: 98 % der Patientinnen mit niedriger PITX2
Methylierung waren nach 10 Jahren Rückfall-frei,  verglichen mit  85 % ohne Rückfall  in  der  Gruppe der
Patientinnen mit  hoher PITX2 Methylierung. Damit  lieferte die PITX2 Methylierung signifikant  zusätzliche
Information zu den bekannten Faktoren wir  Grade, Tumorgröße und Alter der Patientinnen (Harbeck  et al.

2005). Diese Studien zur Methylierung von PITX2 in Brustkrebs stellen die z. Z. umfangreichsten Studien im
Bereich von Methylierung bei  Brustkrebs  dar.  Sie liefern einen signifikanten Beweis für  die Eignung der
PITX2  Promotormethylierung  als  prädiktiver  Biomarker  für  das  Ansprechen  von  Lymphknoten-negativen
Patientinnen auf eine Behandlung mit Tamoxifen.
Die DNA Methylierung im Zusammenhang mit dem Ansprechen auf eine Hormonbehandlung ist in einigen
weiteren  Studien  beschrieben.  Wie  schon  bei  den  prognostischen  Markern  wurden  auch  hier  Gene
untersucht, deren Eignung als prädiktive Marker bereits auf Ebene der mRNA oder des Proteins bewiesen
war. Mehrere Gene des Östrogensignalweges werden durch DNA Methylierung reguliert. Die bekanntesten
Beispiele sind die Hormonrezeptoren selbst. Einige Publikationen beschreiben die abnormale Methylierung
von ER in Brustkrebs (Lapidus  et al. 1996 und 1998). DNA Methylierung fungiert  als wichtiger negativer

Regulator der ER Expression in Brustkrebs (Sasaki et al. 2003) aber die Promotorstruktur des Genes ist zu

komplex  und  es  existieren  viele  Transkriptvarianten,  sodass  eine  Korrelation  der  Expression  mit  der
Methylierung nicht trivial erscheint. Leider gibt es nur sehr wenige Studien, in denen direkt das Ansprechen
einer Hormontherapie mit der Methylierung von Hormonrezeptorgenen korreliert wurde. Chang et al. (2005)

z.B. führten eine Studie mit 34 Proben von Tamoxifen-resistenten Tumoren und 68 Kontrollproben durch, um
den Zusammenhang der Resistenz mit der Methylierung der Hormonrezeptoren zu untersuchen. Neben dem
als ER bezeichneten Östrogenrezeptor α (ERα) untersuchten sie mit ERβ auch ein weiteres Mitglied der ER-
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Familie. Methylierung von ERα wurde dabei in 22 % der Kontrolltumoren und 32 % der resistenten Tumoren
gefunden. ERβ war in 59 % der Kontrolltumoren und 24 % der resistenten Tumoren zu finden. Damit war
ERβ, nicht aber ERα signifikant unterschiedlich methyliert zwischen diesen beiden Gruppen (ERα , p-Wert =
0,261 und ERβ, p-Wert = 0,001), für ERα war lediglich ein Trend erkennbar. 
Widschwendter  et al. (2004) fanden einen Zusammenhang der Methylierung von ERα und der Prognose
adjuvant Tamoxifen-behandelter Patientinnen. Diese Patientinnen hatten entweder nur Tamoxifen, Tamoxi-
fen und Chemotherapie, nur Chemotherapie oder keine adjuvante Behandlung erhalten. Hypermethylierung
von ERα war mit  einem besseren Ansprechen auf  Tamoxifen assoziiert,  was überraschend ist,  da ERα
Expression negativ mit der Methylierung korreliert (Sasaki  et al. 2003). Durch die Vielzahl unterschiedlich

behandelter  Patientinnen ist  in dieser  Studie allerdings  die Interpretation der  Ergebnisse kompliziert,  vor
allem weil die Wahl der adjuvanten Therapie wahrscheinlich auf Ebene der ERα Expression basierte.
Zusätzlich  zum  Östrogenrezeptor  selbst  ist  DNA  Methylierung  auch  in  anderen  Genen  der
Östrogensignalkasskade zu finden. BRCA1 z.B., welches die ER Aktivität inhibiert (Rosen  et al. 2003) ist

oftmals  durch Methylierung in sporadischen Brustkrebsfällen inaktiviert (Rice  et al. 2000). Für  Cyclin D1,

welches in verschiedener Hinsicht in die Östrogensignalkaskade involviert ist (McMahon et al. 1999), ist die

Regulation  der  Transkription  durch  DNA  Methylierung  bei  Ratten  beschrieben  (Kitazawa  et  al. 1999).

Caveolin-1 wurde vor kurzem als Koaktivator des ER identifiziert (Schlegel et al. 1999 und 2001) und ist in

Brustkrebs  methyliert  (Chen  et  al. 2004).  Leu  et  al. (2004)  zeigten  sogar,  dass  ein  Ausschalten  der
Östrogensignalkaskade  zu  einer  epigenetischen  Inaktivierung  nachgelagerter  Gene  führt.  Eine
Langzeitbehandlung  einer  Brustkrebszelllinie  mit  Tamoxifen  führte  zu  einem  irreversiblen  Verlust  der
Expression einiger nachgelagerter Gene (Badia  et al. 2000). Dies könnte durch DNA Methylierung bedingt
sein und einige dieser Gene könnten sich in Zukunft als wertvolle Biomarker erweisen.
Ein weiteres Östrogen-reguliertes  Gen, für  das Promotor  Methylierung beschrieben ist,  ist  TFF1 (Trefoil

Factor 1). TFF1 ist in ER-positiven Brustkrebstumoren exprimiert, nicht jedoch in normalem Brustepithel (Rio

et al. 1987). Es enthält in seiner Promotorregion eine Bindestelle für den Östrogenrezeptor (Nunez  et al.

1989) und seine Expression wird deswegen als Indikator für eine funktionierende Östrogensignalkaskade in
diesen Tumoren angesehen. In Hormonrezeptor-positiven Tumoren ist fehlende TFF1 Expression mit einer
erhöhten Unabhängigkeit von Hormonen und einer erhöhten Proliferation der Tumoren verbunden (Ruibal et

al. 1999).  Expression  von  TFF1  scheint  sowohl  ein  prognostischer  als  auch  ein  prädiktiver  Marker  bei

Brustkrebs zu sein: Foekens  et al. (1990a und 1990b) beschreiben eine signifikant höhere Expression bei

Brustkrebspatientinnen mit guter Prognose und Schwartz et al. (1991) zeigten, dass Patientinnen mit TFF1
Expression besser auf eine Hormontherapie reagieren als solche mit verminderter Expression. Die TFF1
Promotormethylierung korreliert mit der Expression des Gens (Martin et al. 1995 und 1997).

Kürzlich  konnte  mit  PSAT1  (Phosphoserinaminotransferase  1)  ein  Gen  identifiziert  werden,  dessen
Methylierung ebenfalls als prädiktiver Marker für eine Tamoxifenbehandlung geeignet ist. Auch bei diesem
Gen konnte  wieder  ein  direkter  Zusammenhang zwischen DNA Methylierung und Expression  des  Gens
gefunden werden (Martens et al. 2005).
Biomarker, die eine Resistenz gegenüber Tamoxifen in ER-positiven Tumoren vorhersagen können, könnten
sich bald als wertvolles Hilfsmittel  für  die Wahl  einer alternativen Hormonbehandlung erweisen, z.B. der
teuren Behandlung mit Aromataseinhibitoren. 
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3.4.1.3 Prädiktive Methylierungsmarker für weitere Therapieformen

Obwohl DNA Methylierung als prädiktiver Marker für verschiedene Chemotherapien in vielen verschiedenen
Krebsarten  beschrieben  ist  (Maier  et  al. 2005b),  gibt  es  im  Bereich  des  Brustkrebs  neben  den  bisher

genannten prädiktiven Biomarkern für eine Hormonbehandlung kaum weitere Marker für andere Formen der
Chemotherapie.  Allerdings  gibt  es  auch  hier  potentielle  Kandidaten,  deren  prädiktives  Potenzial  aus
Expressionstudien bekannt  ist.  Der  Promotor  von PTEN beispielsweise ist  oftmals  in Brustkrebstumoren
methyliert  (Garcia  et  al. 2004).  Hypermethylierung  ist  wiederum  assoziiert  mit  dem  Verlust  der  PTEN
Expression  dieses  Genes.  Es  erscheint  interessant,  dass  ebenfalls  gezeigt  werden  konnte,  dass  die
Expression von PTEN in  HER-2/neu  positiven Tumoren  das  Ansprechen auf  die  Antikörpertherapie  mit
Herceptin® voraus sagen kann (Nagata et al. 2004). 

3.4.1.4 Diagnostische Methylierungsmarker

Es sind bereits zahlreiche Gene bekannt, die in Krebs abnormal methyliert sind. Vor allem solche Gene, die
in möglichst  vielen Tumoren  individueller Patientinnen methyliert  und in gesundem Gewebe unmethyliert
sind, eignen sich prinzipiell als diagnostische Marker für eine Krebsfrüherkennung, vor allem dann, wenn der
Nachweis in Blut oder anderen leicht zugänglichen Körperflüssigkeiten gelänge.
In allen bisher genannten Studien wurde die DNA Methylierung direkt in den Tumoren gemessen. Müller et

al. (2004)  wählten  einen  anderen  Ansatz  und  analysierten  mehrere  Methylierungsmarker  im  Blut  von
Patientinnen vor der Operation. Sie fanden, das DNA Methylierung des Östrogenrezeptors, von APC und von
RASSF1A  (Ras  association  domain  family  1)  mit  dem  Ausgang  der  Brustkrebserkrankung  bei  diesen

Patientinnen korrelierte. Dabei ist nicht klar, ob es sich dabei auch um Marker handelt, die im Tumor selbst
als prognostische Marker geeignet wären. Gerade die Methylierung von RASSF1A, welches zu 81-85 % der
Brusttumoren methyliert  ist  (Shinozaki  et  al. 2005,  Bae  et  al. 2004)  könnte  vielmehr  ein diagnostischer

Marker sein, der quantitativ eine Aussage über das Ausmaß der Erkrankung und damit der Prognose liefert.
Nach einer Studie von Fiegl et al. (2005) ist das Vorhandensein von RASSF1A Methylierung im Blut ein Jahr
nach der Operation ein Biomarker für eine schlechte Prognose. Auch dies könnte die These stützen, dass es
sich  hierbei  um  einen  diagnostischen  Marker  handelt  und dabei  eher  vorhandene Tumorzellen  im  Blut
nachgewiesen wurden. Entsprechend würden diese vorhandenen Tumorzellen dann einen baldigen Rückfall
prognostizieren.  Hoque  et  al. (2006)  wählten  dann  auch  einen  Ansatz,  bei  dem  die  Methylierung  von

RASSF1A und drei  weiteren Genen (APC,  GSTP1 und RARB)  für  die  Frühdiagnose von Brustkrebs  in
Blutproben  verwendet  wurde.  Sie  untersuchten  97  Blutproben  von  Patientinnen  mit  Brustkrebs  und  76
Kontrollpersonen.  Sie  wiesen  bei  62  %  der  Brustkrebspatientinnen  und  13  %  der  Kontrollpersonen
Methylierung von mindestens einem der vier  Gene im Blut  nach. Generell  ist  RASSF1A wohl eines der
meisten  hinsichtlich  Methylierung  untersuchten  Gene  in  allen  Formen  von  Krebs,  vor  allem  aber  in
Brustkrebs.  Die  meisten  Studien  zeigen übereinstimmend,  dass  dieses  Gen  in  einem hohen Anteil  der
Tumoren methyliert ist und somit wohl einen guten diagnostischen Marker darstellt (Pfeiffer und Dammann
2005). Lesche et al. (2006) konnten in einer breit angelegten DNA Chip-Studie weitere in Brustkrebstumoren

anormal  methylierte Gene identifizieren. HS3ST2 (heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferase 2),
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LIMK1 (LIM Kinase 1),  SLIT2 (SLIT Homolog 2)  und SLITRK1 (SLIT und NTRK-like  family,  member  1)
erwiesen sich dabei als Gene, die in vielen der 259 Tumorproben methyliert und in den meisten der 84
gutartigen Veränderungen und gesunden Brustgewebeproben nicht methyliert waren und somit potentielle
Biomarker für eine Brustkrebsfrüherkennung darstellen. 

3.5 Technologien zur Methylierungsanalyse

In Abhängigkeit  von der zu beantwortenden klinischen Fragestellung bieten sich eine Vielzahl möglicher
Methoden  zur  Analyse  der  DNA  Methylierung  an.  Dabei  kann  zunächst  grob  zwischen  globaler  und
sequenzspezifischer  Methylierungsanalyse  unterschieden  werden.  Für  die  Untersuchung  der  globalen
Methylierung, also des Verhältnisses von Cytosin zu 5-Methylcytosin einer Probe, wird die DNA in Nukleotide
gespalten und chromatographisch analysiert (z.B. mit HPLC oder CE) (Eick  et al. 1983; Fraga et al. 2000;

Annan  et al. 1989; Friso  et al. 2002; Stach  et al. 2003; Wirtz  et al. 2004). Die benötigten DNA-Mengen
hängen vom Detektionssystem ab und schwanken von 2,5 µg (UV-Absorption) bis 100 ng (Fluoreszenz). 
Bei den Methoden zur sequenzspezifischen DNA Methylierungsanalyse kann zwischen drei Hauptgruppen
unterschieden  werden,  die  auf  der  Verwendung  von  methylierungssensitiven  Restriktionsenzymen  oder
Antikörpern  gegen  Methylcytosin,  bzw.  auf  einer  vorhergehenden  chemischen  Modifikation  der  DNA
(Bisulfitbehandlung) beruhen.
Methylierte DNA kann durch methylbindende Antikörper  angereichert  und anschließend z.B.  durch DNA
Chips oder PCR analysiert werden (Gebhard et al. 2006 und 2006a).
Eine Reihe von Restriktionsendonukleasen sind methylierungssensitiv, d.h. sie hydrolysieren die DNA nur
dann,  wenn das  CpG in  der  Erkennungsstelle  unmethyliert  ist.  Eine Ausnahme stellt  die  Endonuklease
McrBC dar (Sutherland  et al. 1992), welche methylierte DNA schneidet.  Nach einer Inkubation der  DNA
Probe mit methylierungssensitiven Restriktionsenzymen ist die DNA methylierungsspezifisch fragmentiert.
Diese  methylierungsspezifische  Fragmentierung  wird  in  einer  Reihe  verschiedener  weiterer  Analysen
ausgenutzt. Zur Untersuchung einzelner Gene kann diese fragmentierte DNA per PCR analysiert werden.
Dabei  werden  die  Primer  so  gewählt,  dass  zwischen  den  beiden  Primern  mindestens  eine  potentielle
Schnittstelle für das Restriktionsenzym vorliegt. Die Amplifikation erfolgt nur dann, wenn die DNA methyliert
vorliegt und folglich nicht hydrolysiert wurde (Fukuzawa et al. 2004). Zudem sind auch genomweite Analyse

möglich. Diese beruhen prinzipiell darauf,  dass die fragmentierte DNA genomweit amplifiziert wird, wobei
wieder  nur  der  Teil  amplifiziert  wird,  der  nicht  hydrolysiert  wurde und demzufolge methyliert  war.  Diese
Amplifikationsprodukt kann dann weiter analysiert werden, z.B. durch Hybridisierung auf einen DNA Chip
(Gonzalgo und Jones 1997; Toyota  et al. 1999; Costello und Plass 2002; Feltus  et al. 2003; Huang et al.

1999).  Eine  ähnliche  Methode,  allerdings  zum  Nachweis  unmethylierter  DNA  ist  das
methylierungsspezifische digitale Karyotypisieren (MSKD). Hier wird die DNA zunächst wie bei den anderen
Methoden  methylierungssensitiv  geschnitten  und  an  diese  Schnittstellen  Biotin-Linker  ligiert.  Diese  aus
unmethylierten  CpG  Positionen  generierten  Fragmente  werden  dann  aufgereinigt,  durch  zwei  weitere
Restriktionsenzyme verkürzt, kloniert und sequenziert (Hu et al. 2005). Nachteile dieser Methoden sind, dass
zum einen nur Sequenzen analysiert werden können, die entsprechende Restriktionsschnittstellen enthalten
und zum anderen eine sehr große Menge DNA (> 1µg) für die Analyse benötigt wird.
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Die von Frommer et al. (1992) eingeführte Bisulfitbehandlung der DNA hat die Analyse der DNA-Methylierung
revolutioniert.  Cytosin und Methylcytosin besitzen die gleichen Basenpaarungseigenschaften und können
dadurch  nicht  mit  Methoden  untersucht  werden,  die  auf  Amplifikation  oder  Hybridisierung beruhen.  Die
Bisulfitbehandlung  basiert  auf  der  spezifischen  Desaminierung  des  Cytosins  zu  Uracil,  wo  hingegen
Methylcytosin unbeeinflusst bleibt. Dabei erfolgt zunächst eine nukleophile Addition einer Sulfongruppe an C6
des Cytosins.  Diese Reaktion  ist  bei  5-Methylcytosin wahrscheinlich  aus  sterischen  Gründen ungünstig.
Anschließend findet eine hydrolytische Desaminierung des 6-Sulfoncytosins statt, es entsteht 6-Sulfonuracil.
Diese desulfoniert dann unter alkalischen Bedingungen zu Uracil. Damit wird durch die Bisulfitkonvertierung
quasi  ein  C/U  Polymorphismus  generiert,  der  im  Gegensatz  zu  dem  5-meC/C  Polymorphismus  mit
herkömmlichen molekularbiologischen Methoden untersucht werden kann. Dazu wird in den meisten Fällen
zunächst eine konventionelle PCR durchgeführt. Die wichtigsten Verfahren dabei sind:

• COBRA  (Combined  Bisulfite  Restriction  Assay):  Bisulfit-konvertierte  DNA  wird  mit

methylierungsunspezifischen Primern amplifiziert, d.h. es werden Primer verwendet, die nicht überlappend
mit CpGs sind und mit denen somit ursprünglich methylierte, als auch ursprünglich unmethylierte DNA
gleichermaßen  amplifiziert  werden  kann.  Die  PCR-Produkte  werden  anschließend  mit  einem
Restriktionsenzym  hydrolysiert.  Die  Erkennungssequenz  enthält  dabei  CpG-Positionen,  die  je  nach
ursprünglichem Methylierungsstatus als TG oder CG im PCR-Produkt vorliegen. Die geschnittenen PCR-
Produkte werden dann gelelektrophoretisch analysiert. Eine Auswertung der Bandenstärken erlaubt eine
semiquantitative Aussage über den Methylierungstatus der untersuchten CpG-Positionen (Xiong und Laird
1997).

• Sequenzierung: Die Sequenzierung von PCR-Produkten  aus Bisulfit-konvertierter  DNA kann auf  zwei

Arten erfolgen. Bei der direkten Sequenzierung eines PCR Produktes einer Probe resultieren an den CpG
Positionen entsprechend des ursprünglichen Methylierungszustandes eine Mischung aus TG und CG.
Aus dem Verhältnis von T zu G kann dann ein quantitativer Methylierungswert berechnet werden. (Clark
et al. 1994, Grunau  et al. 2001, Lewin  et al. 2004). Daneben besteht auch die Möglichkeit  das PCR

Produkt  der  Probe  zu  klonieren  und  eine  entsprechend  große  Zahl  an  Klonen  zu  sequenzieren
(Klonsequenzierung), über deren Methylierung dann eine quantitative Aussage über die Methylierung in
der  ursprünglichen  Probe  getroffen  werden  kann.  Neben  der  klassischen  Sequenziermethode  nach
Sanger  et  al. (1977)  kommen  dabei  auch  vermehrt  Verfahren  zum  Einsatz  die  nach  dem  Prinzip
„Sequenzierung durch Synthese“ beruhen. Bei dieser Pyrosequenziermethode wird in Abhängigkeit von
der eingebauten Base biochemisch Licht emittiert (Colella et al. 2003).

• Methylierungsspezifische PCR (MSP). Die gerichtete Amplifikation kann mittels PCR-Primer erfolgen, die

spezifisch an methylierte DNA binden (Herman et al. 1996). Die Primer überlappen dabei mit mindestens

einer  CpG-Position.  Ähnlich  zu  einer  allelspezifischen  PCR  werden  nur  methylierte  Sequenzen
angereichert. Die Primer können auch so entworfen werden, dass ausschließlich nicht methylierte DNA
amplifiziert  wird  (Lo  et  al. 1999).  MSP ist  geeignet,  methylierte  DNA vor  einem  hohen  Hintergrund

unmethylierter DNA nachzuweisen und ist dadurch als Technologie für die Krebsfrüherkennung geeignet.

• MS-SNuPE (Methylation-specific  Single Nucleotide Primer  Extension). Ein Primer wird so gewählt, dass

er unmittelbar vor einer CpG Position liegt und wird dann um ein einziges Nukleotid verlängert. Je nach
ursprünglichem Methylierung handelt es sich dabei um ein C oder T oder ein entsprechendes Gemisch
dieser beiden. Die verlängerten Primer können dann durch Radioaktivität, HPLC, CE oder MS analysiert
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werden (Gonzalgo und Jones 1997 El-Maarri  et al. 2002, Uhlmann  et al. 2002 Tost  et al. 2003). Als
Templat für diese Methode dient PCR amplifizierte Bisulfit-DNA.

• DNA-Chip: Die parallele Analyse der Methylierung verschiedener Gene ist durch die DNA-Chip-Analyse

von  Fluoreszenz-markierten  PCR-Amplifikaten  von  Bisulfit-DNA  möglich  (Adorjan  et  al. 2002,

Schumacher  et al. 2006). Dabei befinden sich auf einer Oberfläche Oligonukleotide, die spezifisch an
PCR Produkte von methylierter und unmethylierter DNA binden. Das PCR Produkt der Probe wird gegen
diese  Oligonukleotide  hybridisiert  und  das  Verhältnis  der  Hybridisierungsintensitäten  mit  einem
Oligonukleotid für unmethylierte und einem für methylierte DNA gebildet.

• HM Assay (Heavy Methyl Assay): Bei dem HM Assay handelt es sich um eine methylierungsspezifische

Amplifikation mit methylierungsunspezifischen Primern. Die Amplifikation entweder der methylierten oder
der unmethylierten DNA wird dabei durch Blocker-Nukleotide gehemmt. Dies sind Oligonukleotide, die so
modifiziert sind, dass sie nicht verlängert werden können. Ihre Zielsequenz überlappt mit mehreren CpGs,
sodass die Bindung an die DNA methylierungsspezifisch erfolgt. Gleichzeitig überlappt ihre Bindungsstelle
auch mit einer der beiden Primerbindungsstellen, sodass diese nicht binden können und die Amplifikation
blockiert wird. Wie die MSP Technologie erlaubt auch die HM Technologe den hochsensitiven Nachweis
kleinster Mengen methylierter DNA vor einem hohen Hintergrund unmethylierter DNA und ist somit als
Technologie zur Früherkennung von Tumor-DNA in Körperflüssigkeiten (z.B. Blut) geeignet (Cottrell et al.

2004).

Seit der Entwicklung von Real-Time PCR Systemen finden diese auch im Bereich der DNA Methylierung
Verwendung.  In  einer  Real-Time  PCR  wird,  im  Gegensatz  zur  konventionellen  PCR,  die  Anzahl  der
entstandenen Kopien nach  jedem PCR Zyklus  gemessen.  Die  Messung kann  mit  Hilfe  fluoreszierender
Farbstoffe,  wie z.B. SYBR-Green, erfolgen. SYBR-Green bindet nur an doppelsträngige DNA und ändert
dabei sein Emissionsmaximum, sodass die Zunahme von doppelsträngiger DNA verfolgt werden kann. Mit
Fluoreszenz-markierten  DNA-Sonden  (Detektionssonden)  werden  dagegen  Signale  erzeugt,  die  auf  der
sequenzspezifischen Bindung an die Ziel-DNA beruhen. Während der PCR wird der Zyklus bestimmt, bei
dem  die  Menge  des  PCR  Produktes  erstmals  einen  Schwellenwert  (Treshold)  überschreitet.  Dieser

sogenannte  CT  (Cycle  Threshold)  korreliert  antiproportional  mit  dem  Logarithmus  der  eingesetzten

Templatmenge, sodass diese über den CT berechnet werden kann.

Prinzipiell finden sowohl methylierungsspezifische, als auch methylierungsunspezifische PCRs Anwendung
im  Real-Time  PCR  Format.  Dies  ermöglicht  eine  höchst  zuverlässige  quantitative  Messung  der  DNA
Methylierung, die mit einer konventionellen PCR nicht möglich ist  (Cottrell  et al. 2004, Eads  et al. 2000,
Cottrell und Laird 2003). Eine Besonderheit bei den Real-Time PCR basierten Assayformaten bildet der QM

Assay (Quantitative  Methylation  Assay).  Hierbei  wird  die  DNA mit  methylierungsunspezifischen  Primern

amplifiziert. Die Detektion sowohl von methylierter, als auch von unmethylierter DNA erfolgt dann simultan
durch  zwei  Detektionssonden,  die  spezifisch  für  jeweils  einen  der  Methylierungszustände  sind.  Beide
Detektionssonden  besitzen  unterschiedliche  Fluoreszenzfarbstoffe  und  können  unabhängig  voneinander
gemessen werden. Über das Verhältnis der CTs der beiden Detektionssonden kann dann das Verhältnis von
methylierter DNA zu unmethylierter DNA berechnet werden (Lehmann et al. 2002, Kluth et al. 2005). 

Eine umfangreiche Übersicht aller Methoden zur Analyse von Methylcytosin geben Oakeley (1999), Fraga
und Esteller (2002), Laird (2003), sowie Schumacher und Petronis (2006).
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3.6 Heterogenität von Tumoren

Histomorphologisch  stellen  sich  Tumore  als  äußerst  heterogene Gewebe dar.  Die  Tumorzellen  sind  im
Zellverband umgeben von Stroma-, Fett-  und normalen Epithelzellen. Daneben infiltrieren während einer
Immunabwehr häufig  Lymphozyten den Tumor  (Tumor-infiltrierende Lymphozyten,  TIL).  Liegt  der  Tumor
nahe am Muskelgewebe, so werden auch davon Teile während der Operation entfernt und befinden sich in
der  Probe,  die  nach  der  Operation  weiter  untersucht  wird.  Es  ist  hinlänglich  bekannt,  dass  sich  die
Transkriptome  und  Proteome  verschiedener  Zelltypen  unterscheiden.  Gerade  im  Fall  von  Krebs  sind
durchaus auch Unterschiede des Genoms zwischen den verschiedenen Zelltypen keine Seltenheit. Die DNA
Methylierung ist ein wichtiger Bestandteil der Zelldifferenzierung (Riggs 1975, Bird 1986) und Unterschiede in
der  Methylierung  verschiedener  Zelltypen  sind  in  zahlreichen  Experimenten  mit  Zelllinien  beschrieben.
Kürzlich ist die Methylierung der Chromosomen 6, 21 und 22 in 12 verschiedenen Gewebetypen veröffentlicht
worden (Eckhardt  et al. 2006). Dort wurde gefunden, dass ca. 18 % der untersuchten CpG Inseln in den
verschiedenen  Zelltypen  unterschiedlich  methyliert  sind.  Diese  Gewebeheterogenität  hat  solange  keine
Auswirkung auf  das  Analyseergebnis eines Biomarkers  in einer Probe,  solange die Gewebemorphologie
während der Analyse erhalten bleiben. Die meisten etablierten Tests für Biomarker basieren nicht zuletzt aus
diesem  Grund  auf  Fluoreszenz  in  situ Hybridisierungen  (FISH)  oder  immunohistochemischen  (IHC)

Verfahren, bei dem die Detektion des Analyten im Gewebedünnschnitt direkt in seiner natürlichen Umgebung
stattfindet. Diese Verfahren haben aber den Nachteil, dass in der Regel nur eine semiquantitative Aussage
möglich  ist.  Zusätzlich  lassen  sich  einige  Biomarker  nur  in  Dünnschnitten  von  gefrorenem  Gewebe
untersuchen,  fixierte  Gewebe  sind  für  diese  Biomarker  nicht  zugänglich.  Für  die  Analyse  von  DNA
Methylierung  ist  ein  in  situ Verfahren  zwar  beschrieben  (Nouvo  et  al. 2004),  wurde  aber  nicht  wieder

reproduziert.  Daher  muss  die  DNA  vor  der  Analyse  aus  den  Geweben  isoliert  werden.  Die
Zusammensetzung  der  DNA  in  diesem  Extrakt  spiegelt  nach  dieser  Isolation  natürlich  auch  die
Zusammensetzung des Gewebes wider. Methylierungsinformation, die spezifisch für bestimmte Zellen des
Tumors sind, können so verloren gehen, da sie durch den hohen Anteil anderen Zellen maskiert werden.
Dies ist  offensichtlich gerade dann problematisch,  wenn der  genaue Anteil  an methylierter  DNA für  die
Aussagekraft eines Biomarkers wichtig ist. Zudem ist es so nicht möglich, den Ursprung der methylierten
DNA auf bestimmte Zellen zurückzuführen und Information für das Verständnis der Biologie des Biomarkers
geht verloren.

Die Laser Mikrodissektion (LMD, Emmert-Buck et al. 1996) ist eine Technologie, mit der reine Populationen
von Zellen für nachfolgende Untersuchungen aus Gewebeschnitten gewonnen werden können. Unter einem
Mikroskop  werden  die  interessanten  Zellen  mit  einem  eingekoppelten  Laser  ausgeschnitten  und
aufgefangen.  Seit  der  Entwicklung  der  LMD wurden  eine  Vielzahl  von  Studien  aus  den  Bereichen  der
Transkriptom-  Genom-  und Proteombrustkrebsforschung publiziert  (Fuller  et al. 2003).  So konnte mittels

LMD  die  Analysen  von  LOH  (Loss  of  Heterozygosity)  Markern  vereinfacht  werden,  indem  entartete

Epithelzellen von umgebenden Stroma und anderen Zellen isoliert wurden (Jones et al. 2000, Bertheau et al.

2001, Hoang et al. 2001, Kurose et al. 2001, Oesterreich et al. 2001, Charafe-Jauffret et al. 2002, Bell et al.

2002, Kuijperet al. 2002, Cavalli et al. 2004). Bertheau et al. (2001) schätzt, dass die Verwendung von LMD

zur LOH Analyse die Sensitivität fast  verdoppelt und dass ohne LMD mindestens ein Drittel der LOH in
Brustkrebstumoren nicht gefunden würden. Einen weiteren Beweis für den Wert der LMD Technologie liefern
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die Ergebnisse von Kurose  et al. (2001) und Cavalli  et al. (2004) die fanden, dass LOH nicht nur in den
entarteten  Tumorzellen,  sondern  auch  im  anliegenden  Stroma  und  nicht-tumorösen  Epithelgewebe
vorkommt.  Daneben  hat  sich  LMD  auch  für  CGH-  (Comparative  Genome  Hybridization),  SNP-  und

Mutationsanalysen bewährt (Aubele et al. 1999, Aubele et al. 2000, Daigo et al. 2001, Schmidt-Kittler  et al.

2003, Li  et al. 2006). Am weitesten verbreitet ist  die LMD Technologie bisher noch bei der Analyse des

Transkriptoms. In einigen Studien wurde LMD mit RT PCR (Reverse Transcription PCR) kombiniert, um die

Expression bekannter Gene näher zu charakterisieren (Hayes et al. 2000, Glockner et al. 2000, Lehmann et

al. 2000, Ge et al. 2002, Suzuki  et al. 2005). Der größte Wert für die Identifizierung und Charakterisierung

von  Biomarkern  steckt  dabei  jedoch  in  der  Kombination  aus  LMD  und  Hochdurchsatz  RNA-Chip
Technologie. Gerade in Verbindung mit einer Voramplifikation der RNA (Wang et al. 2000, Baugh et al. 2001)
lassen  sich  genaue  Expressionsprofile  der  im  Tumor  enthaltenen  Komponenten  erstellen  und  sich  so
wertvolle Erkenntnisse über die Biologie des Brustkrebs gewinnen (Elkahloun et al. 2002, Sgroi et al. 1999,

Luzzi et al. 2003, Zhu et al. 2003, Ma et al. 2003, Sugiyama et al. 2002, Mimori et al. 2005, Yang et al. 2006).

Mit der Proteomforschung hat die LMD Technologie inzwischen auch Einzug in die letzte Ebene des Dogmas
der  Molekularbiologie  erhalten.  Allerdings  ist  hier  die  Anwendbarkeit  der  LMD vor  allem  noch  dadurch
begrenzt, dass für die Analysen des Proteoms in der Regel eine große Menge an Proteinen benötigt wird.
Trotzdem  sind  einige  Studien  veröffentlicht,  in  denen  LMD  mit  den  Standardanalyseverfahren  der
Proteinanalysen erfolgreich gekoppelt wurde (Somiari  et al. 2005, Wulfkuhle  et al. 2001, Wulfkuhle  et al.

2002, Bichsel et al. 2001, Craven et al. 2002). 

Für eine Analyse der DNA Methylierung wurde die LMD Technologie bisher wenig verwendet. Wie schon bei
der Proteomforschung liegt hier der Hauptgrund wieder in der Verfügbarkeit von genügend Material für die
Analyse.  Zur  Zeit  gibt  es keine Methoden um das gesamte Genom so zu amplifizieren,  dass die DNA-
Methylierung erhalten bliebe und genügend Material für eine Analyse generiert würde. Lediglich über den
Umweg  des  Erzeugens  von  Zelllinien  kann  genügend  DNA  generiert  werden,  um  auch  aufwendigere
Analysen durchzuführen. Dadurch erweist sich die Analyse des Methyloms als bedeutend schwieriger im
Vergleich zur Analyse des Genoms und des Transkriptoms. Entsprechend ist bis heute nur wenig über DNA-
Methylierung  in  den  verschiedenen  Komponenten  eines  Brustkrebstumors  bekannt.  Hu  et  al. (2005)
erzeugten primäre Zelllinien aus Epithel-, Myoepithel- und Stromazellen von Tumoren und nicht betroffenen
Bereichen. Mit einer genomweiten MSDK Analyse fanden sie sowohl Methylierungsunterschiede zwischen
Myoepithel- und Epithelzellen innerhalb des Tumors, zwischen Epithelzellen des Tumors und des gesunden
Gewebes und zwischen Myoepithelzellen des Tumors und des gesunden Gewebes. Außerdem fanden sie
Gene,  die  im  Stroma  des  Tumors  eine  andere  Methylierung  aufwiesen,  als  im  Stroma  von gesundem
Gewebe. Die Methylierungsunterschiede zwischen den Epithelzellen des Tumors und den Epithelzellen des
gesunden Gewebes sind dabei nicht überraschend, dagegen zeigen die Methylierungsunterschiede zwischen
den  Stromazellen  des  Tumors  und  des  gesunden  Gewebes,  dass  auch  diese  morphologisch  normal
erscheinenden Stromazellen aus dem Tumor eine wichtige Rolle in der Karzinogenese spielen könnten. In
einer DNA-Chipstudie konnte für die Methylierung des Tumorsuppressorgens RASSF1A gefunden werden,
dass  sich  nicht  nur  die  Epithelzellen  des  Tumors  von  den  Epithelzellen  des  gesunden  Gewebes
unterscheiden, sondern dass „normale“ Epithelzellen in bis zu 4 cm Entfernung zum Tumor noch abnormale
Methylierung zeigten (Yan  et al. 2006). Dies könnte ein Hinweis auf einen Feldeffekt  sein, durch den die
Methylierung in dem an den Tumor angrenzenden Gewebe beeinflusst wird. Ein vergleichbarer Effekt konnte
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in  einer  Studie  für  das  Gen  Stratifin  beobachtet  werden  (Umbricht  et  al. 2001),  welches  ebenfalls  in
„normalen“  Epithelzellen  aus  Tumornähe,  nicht  jedoch  in  Epithelzellen  von  Frauen  ohne  Brustkrebs
methyliert ist. Dagegen fanden Lehmann et al. (2002), dass RASSF1A zwar in Tumorepithelzellen methyliert

ist, nicht jedoch in Stroma und „normalen“ Epithelzellen von Krebspatientinnen. Di Vinci et al. (2005) fanden,

dass  sich  die  Methylierung  des  auf  Expressionsebene  als  prognostischen  Biomarkers  bekannten  Gens
p16INK4a (Hui  et al. 2000, Dominguez  et al. 2003) nicht zwischen Stroma,  „normalen“ Epithelzellen des
Tumor-angrenzenden  Gewebes  und  Tumorepithelzellen  unterscheidet.  Da  in  dieser  Studie  auch  keine
Korrelation  von  Methylierung  mit  der  Expression  gefunden  wurde,  argumentieren  die  Autoren,  dass
p16INK4a Methylierung in keinem Zusammenhang mit  der Karzinogenese steht. Allerdings könnte dieses
Ergebnis auch eine Bestätigung des bereits beschriebenen Feldeffektes darstellen. 

Zusätzlich zu den Methylierungsunterschieden der verschiedenen Zelltypen in einem Tumor wurde die LMD
Technologie  auch  zur  Analyse  der  Methylierung  von  Tumorepithelzellen  aus  verschiedenen
Entwicklungsstadien des Tumors verwendet. Lehmann et al. (2002) fanden, dass RASSF1A bereits in den
als  Krebsvorstufe  angenommenen  Hyperplasien  verbreitet  methyliert  ist.  Gleiches  wurde  für  Stratifin
gefunden (Umbricht et al. 2001). Dagegen ist Cyclin D2 nicht in Hyperplasien, jedoch in DCIS methyliert und

die Methylierung nimmt mit zunehmenden Grade des Tumors zu (Lehmann et al. 2002). 

Neben diesen Studien sind eine Reihe weitere Arbeiten publiziert, in denen die Methylierung einzelner Gene
in  verschiedenen Tumorkomponenten  aus  anderen  Krebsformen,  vor  allem  Prostatakrebs  mit  zum Teil
widersprüchlichen  Ergebnissen  beschrieben  ist.  In  Prostatatumoren  beispielsweise  ist  RASSF1A  in
Tumorepithelzellen  methyliert,  nicht  jedoch  in  „normalen“  Epithelzellen  aus  anliegendem  Gewebe
(Greenspan et al. 2006). Dies stimmt mit den Ergebnissen von Lehmann et al. (2002) bei Brustkrebs überein,

nicht jedoch mit  Yan  et al. (2006) und widerspricht der Theorie eines Feldeffektes.  Für einen möglichen

Feldeffekt sprechen zwei weitere Studien über die Methylierung von GSTP1. Zwar finden Nakayama et al.

(2003)  keine  Methylierung  in  „normalen“  Epithezellen  des  umliegenden  Gewebes  und  nur  in  den
Tumorepithelzellen,  jedoch  zeigen  Hanson  et  al. (2006)  und  Rodriguez-Canales  et  al. (2007),  dass
Methylierung von GSTP1 auch im Stroma des Tumors zu finden ist. 

3.7 Ziel der Arbeit

Ein  Bestandteil  dieser  Arbeit  war  die  Entwicklung  einer  Strategie  zur  Identifizierung  neuer
Methylierungsbiomarker.  Dazu sollten  Gene,  die  entweder  biologisch  in  Zusammenhang  mit  bekannten
Biomarkern oder im Zusammenhang mit Krebs im allgemeinen stehen, geeignet selektiert werden und auf ihr
Potenzial als Biomarker getestet werden. Daneben sollte im Rahmen dieser Arbeit der als prognostisch und
prädiktiv  bekannte  Biomarker  PITX2  näher  charakterisiert  werden.  PITX2  ist  ein  komplexes  Gen  mit
mehreren  Transkriptvarianten  und  CpG-Inseln.  Um  das  prognostische  und  prädiktive  Potenzial  dieses
Biomarkers  zu  erhöhen  sollten  weitere  Regionen  des  Gens  untersucht  werden,  um  Regionen  zu
identifizieren, die eventuell informativer als die bisher analysierten sind.
Die  bisher  veröffentlichten  Arbeiten  über  die  DNA  Methylierung  von  Biomarkern  in  verschiedenen
Komponenten und Zelltypen innerhalb eines Tumors,  bzw. im anliegenden Gewebe zeigen, dass es sich
dabei um einen sehr komplexen biologische Zusammenhang handeln könnte. Um beispielsweise die Frage
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nach  einem  möglichen  Feldeffekt  aufklären  zu  können,  sind  quantitative  Methoden  notwendig,  die  es
erlauben auch kleinste Gewebemengen zu analysieren, um sich so ein möglichst genaues Bild über die
Verteilung der Methylierung innerhalb eines Tumors bilden zu können. Die bisher verwendeten Methoden
erlauben entweder nur eine qualitative Aussage oder benötigen viel Material (in der Regel mehr als 1000
Zellen) für eine akkurate Bestimmung der Methylierung eines einzigen Biomarkers. Im Rahmen dieser Arbeit
sollte eine Methode entwickelt werden, die es ermöglicht, die Methylierung vieler Biomarker auch in kleinsten
Mengen von mikrodissezierten Zellen  mit  hoher  Akkuranz und Zuverlässigkeit  zu analysieren.  Mit  einer
solchen Methode soll  dann weiter  die  Methylierung der  prognostischen,  prädiktiven bzw. diagnostischen
Biomarker  PITX2,  uPA,  TFF1,  RASSF1A,  LIMK1,  SLIT2,  SLITRK1  und  HS3ST2 in  den  verschiedenen
Komponenten von Brustkrebstumoren untersucht werden. Das Ergebnis dieser Analyse sollte einen Hinweis
darauf geben, wie ein möglicher prognostischer, prädiktiver oder diagnostischer Test, der auf der Analyse
des Gesamttumors basiert,  von dessen Zusammensetzung beeinflußt wird. Zudem sollen die Ergebnisse
wichtige Information über das biologische Verständnis dieser Biomarker liefern. 
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4 Material und Methoden

4.1 Probenpräparation

4.1.1 Herstellung von histologischen Dünnschnitten und Mikrodissektion

Für  die  Mikrodissektion  von  Zellen  wurden  zunächst  Dünnschnitte  von  Formalin-fixierten  und  Paraffin-
eingebetteten Tumoren angefertigt (siehe  4.1.1.1). Diese wurden anschließend histologisch gefärbt (siehe
4.1.1.2) und dann die entsprechenden Gewebebereiche mikrodisseziert (siehe 4.1.1.3).

4.1.1.1 Herstellung von Dünnschnitten

Zur  Herstellung  von  Gewebedünnschnitten  wurden  die  verwendeten  Paraffingewebeblöcke  mit  dem
Rotationsmikrotom 2035 Biocut (Leica Microsystems, D) geschnitten. Je nach weiterer Verwendung wurden
2 µm,  3 µm und 5 µm Schnitte  erzeugt.  Für  die Mikrodissektion wurden nur  3 µm und 5 µm Schnitte
verwendet.  2  µm  Schnitte  wurden  für  eine  spätere  visuelle  Begutachtung  der  mikrodissezierten  Areale
angefertigt  (Referenzschnitte).  Schnitte,  die  für  die  Mikrodissektion  gedacht  waren,  wurden  auf
Glasobjektträger  aufgebracht,  die  mit  einer  PEN-Membran  beschichtet  waren  (Leica  Microsystems,  D),
wohingegen die Schnitte für die optische Begutachtung auf herkömmliche Objektträger aufgebracht wurden.
Nach dem Aufbringen der Dünnschnitte auf die Glasobjekträger wurden diese über Nacht bei 50 °C in einem
Inkubator INB 200 (Memmert, D) getrocknet.

4.1.1.2 Histologische Färbung

Alle  Dünnschnitte  wurden  histochemisch  gefärbt.  Dabei  wurden  Schnitte,  die  nur  für  eine  visuelle
Begutachtung gedacht waren, mit einer klassischen HE (Hämalaun und Eosin) Färbung angefärbt. Schnitte,
die mikrodisseziert wurden, wurden nur leicht mit Hämalaun gefärbt. 
Vor der Färbung wurden die Paraffinschnitte entparaffiniert. Dazu wurden die Objektträger mit den Schnitten
15 min in einem Xylolbad (Mallinckrodt  Baker,  NL)  inkubiert.  Anschließend wurden die Schnitte in einer
graduell absteigenden wässrigen Ethanolreihe (100 %, 96%, 80 %, 70 %, 0 %) rehydriert, bevor sie gefärbt
wurden. Die leichte Hämalaunfärbung der Schnitte für die Mikrodissektion wurde durchgeführt, indem die
rehydrierten Schnitte 75 s in die Hämalaunlösung (sauer nach Mayer,  Hollborn und Söhne, D) getaucht
wurden. Anschließend wurden diese Schnitte 5 min unter fließendem Leitungswasser gebläut und in einer
aufsteigenden wässrigen Ethanolreihe (0 %, 70 % und 80 %) dehydriert und abschließend getrocknet. Für
die klassische H&E Färbung der Referenzschnitte wurde diese 7 min in der Hämalaunlösung inkubiert, 10
min  unter  fließendem Leitungswasser  gebläut  und 90 s  in  eine Eosin  Lösung (0,67  % Eosin  [Waldeck
Division Chroma, D], 47 % Ethanol, 10 Tropfen / 100 ml Eisessig [Waldeck Division Chroma, D]) getaucht.
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Nach dem Färben wurden die Referenzschnitte in einer aufsteigende wässrigen Ethanolreihe (70 %, 80 %,
96 %, 100_%) dehydriert, in Xylol getaucht und anschließend getrocknet, bevor dann ein Objektgläschen
mittels Eukitt® (Fluka Chemie, CH) aufgebracht wurde.

4.1.1.3 Mikrodissektion

Die  Mikrodissektion  der  relevanten  Areale  wurde  mit  dem  Mikrodissektionssystem  LMD6000  (Leica
Microsystems, D) durchgeführt. Die mikrodissezierten Areale wurden in den mit 25 µl Lysepuffer (50 mM
Tris-HCl, pH 8,0, 1 mM EDTA, 0,5 % [v/v] Tween 20 [Sigma-Aldrich, USA], 10 ng/µl poly-dA [Roche, D], 3 g/l
Proteinase  K  [Carl  Roth,  D])  gefüllten  Deckeln  von  500  µl  Reaktionsgefäßen  (Leica  Microsystems,  D)
aufgefangen.  Anschließend wurden die  Reaktionsgefäße verschlossen  und  das  Probenmaterial  auf  den
Boden des Reaktionsgefäßes zentrifugiert (10 s bei 5000 g).
Neben der Mikrodissektion wurden auch einige Proben makrodisseziert. Dazu wurden die entsprechenden
Areale auf dem membranbeschichteten Objektträger mit einer sterilen Skalpellklinge ausgeschnitten und in
500 µl PCR Reaktionsgefäße (Eppendorf, D) überführt.

4.1.2 Probenlyse und DNA-Extraktion

Gewebeproben  von  Patienten  wurden  durch  eine  Proteinase  K  Behandlung  aufgeschlossen  und
anschließend entweder extrahiert oder direkt weiter verwendet. Dabei wurden für gefrorenes Frischgewebe
(4.1.2.1),  ganze  Dünnschnitte  von  fixiertem  Gewebe  (4.1.2.2)  und  mikrodissezierte  Proben  (4.1.2.3)
unterschiedliche  Protokolle  verwendet.  Zusätzlich  wurde  eine  Referenz  DNA  aus  einem  Gemisch  von
verschiedenen Geweben hergestellt (4.1.2.4).

4.1.2.1 Gewebelyse und DNA-Extraktion von gefrorenem Frischgewebe

Die Lyse von gefrorenem Frischgewebe und die anschließende Extraktion der DNA wurde mit dem QIAamp
DNA Mini Kit (Qiagen, D) durchgeführt. Dabei wurde das Tissue Protocol (siehe Kit-Handbuch) verwendet.
Die Elution der DNA erfolgte mit 60 µl vorgewärmten (40 °C) Puffer AE (Qiagen, D).

4.1.2.2 Lyse und Extraktion von Dünnschnitten fixierten Gewebes

Zur  Extraktion  der  DNA  aus  ganzen  Dünnschnitten  von  Formalin-fixiertem und  Paraffin-eingebettetem
Gewebe wurden diese Dünnschnitte zunächst in 1,5 ml Reaktionsgefäße (Eppendorf, D) überführt, welche
anschließend 5 min bei 16000 g zentrifugiert wurden. Nach Zugabe von 190 µl Lysepuffer (50 mM Tris-HCl,
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pH 8,0, 1 mM EDTA, 0,5 % [v/v] Tween 20 [Sigma-Aldrich, USA]) wurden diese Proben 10 min bei 65 °C und
1000 rpm im Thermomixer (Eppendorf, D) inkubiert. Nach dieser Inkubation wurde der Thermomixer auf 50 °
C und 1400 rpm umgestellt und die Proben so lange inkubiert, bis sie auf 50 °C herunter gekühlt waren. Nun
wurden 20 µl einer wässrigen Proteinase K (Carl Roth, D) Lösung (3 g/l) hinzu gegeben, die Reaktionsgefäße
kurz zentrifugiert und dann 48 Stunden bei 60 °C und 1000 rpm im Thermomixer (Eppendorf, D) inkubiert.
Abschließend wurde die Proteinase K 20 min bei 95 °C inaktiviert. 
Das so gewonnene Lysat wurde anschließend entweder direkt bisulfitiert (4.2.1) oder vorher extrahiert. Dabei
wurde die Extraktion mit dem QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, D) entsprechend dem Handbuch durchgeführt.
Die Elution der DNA erfolgte mit 2 x 60 µl Puffer EB (Qiagen, D).

4.1.2.3 Lyse mikrodissezierter Proben

Mikrodissezierte Proben wurden im direkten Anschluß an die Mikrodissektion zunächst  8 h bei 60 °C in
einem Mastercycler (Eppendorf, D) inkubiert. Danach wurden 2 µl einer wässrigen Proteinase K (Carl Roth,
D) Lösung (300 g/l) dazu gegeben und die Proben vorsichtig gemischt. Die Reaktionsgefäße wurden dann
kurz zentrifugiert  und weitere 4 h bei  60 °C im Mastercycler  (Eppendorf,  D)  inkubiert.  Die nun lysierten
Proben wurden dann ohne Zeitverzögerung bisulfitiert (4.2.3).

4.1.2.4 Herstellung einer Referenz FFPET-DNA

Für Optimierungsexperimente wurde eine repräsentative DNA-Mischung aus FFPET Geweben hergestellt.
Verwendet  wurden  dazu  28  verschiedene  PET-Proben,  davon  vier  Brust-,  zwölf  Mandel-  und  zwölf
Gallenblasengewebe. 
Die fixierten Gewebe wurden mit Hilfe einer Rasierklinge grob von dem überständigen Paraffin befreit und
dann in ein 50 ml Zentrifugationsröhrchen (Carl Roth, D) überführt. Dort wurden sie mit Xylol bedeckt, kurz
gevortext und dann eine Stunde inkubiert. Das Xylol wurde dekantiert und diese Prozedur einmal wiederholt.
Reste des Xylols wurden durch dreimaliges Waschen mit Ethanol entfernt. Anschließend wurde das Gewebe
luftgetrocknet, bis kein Ethanol mehr sichtbar war. Das getrocknete Gewebe wurde mit einer Rasierklinge in
kleine Stücke geschnitten, in flüssigem Stickstoff gefroren und im gefrorenen Zustand mit Mörser und Pistill
zerkleinert. Das pulverisierte Gewebe (ca. 2 g) wurde auf zwei 15 ml Zentrifugationsröhrchen (Carl Roth, D)
verteilt, zu jedem Aliquot wurden 10 ml Lysepuffer (Zusammensetzung siehe 4.1.2.2) zugegeben und 5 min
bei 100°C im Wasserbad inkubiert. Nach dem Abkühlen der beiden Gewebesuspensionen auf unter 50 °C
erfolgte die Zugabe von je 1 ml Proteinase K-Lösung (Carl Roth, D, 20 g/l) und die 24-stündige Inkubation bei
40°C im Wasserbad. Danach wurde erneut 1 ml der Proteinase K-Lösung zugegeben und weitere 19 h bei
40 °C inkubiert.
Die wässrigen Überstande beider Ansätze wurden in einem neuen 50 ml Zentrifugationsröhrchen vereint. Zu
den noch unverdauten Resten wurden 4 ml des Lysepuffers und 0,5 ml Proteinase K Lösung gegeben und
bei 60 °C und unter Schütteln (1000 rpm) über Nacht inkubiert. Zu dem vereinten Überstand wurde 1 ml
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Proteinase K Lösung (20 mg/ml) gegeben und dieses dann ebenfalls bei 60 °C über Nacht inkubiert. Alle
Lysate wurden vereint und die Proteinase K 10 min bei 100 °C im Wasserbad inaktiviert. Aus dieser Prozedur
resultierten etwa 33 ml Lysat (61 mg Gewebe / ml), welches aliquotiert und bei -80°C gelagert wurden. 
Dieses  Lysat  wurde  sowohl  mit  als  auch  ohne  anschließende  Extraktion  weiter  verwendet.  Für  eine
Extraktion wurde entweder das QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, D) oder eine Phenol-Chloroform-Methode
verwendet. Die Extraktion mit dem QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, D) erfolgte entsprechend dem Handbuch
(Tissue Protocol). Dabei erfolgte die Elution der DNA von der Säule mit 100 µl Wasser.  Bei der Phenol-

Chloroform Extraktion wurde das Lysat in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß (Eppendorf, D) im Verhältnis 1:5 mit
Wasser verdünnt und dann mit einem Volumenäquivalent einer Phenol/Cloroform/Isoamylalkohol Mischung
(25:24:1, AppliChem, D) versetzt. Dieses Gemisch wurde gevortext und dann 10 min bei 1700 g zentrifugiert.
Die obere, wässrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt  und diese Extraktionsprozedur
einmal wiederholt. Zur Fällung der DNA aus der wässrigen Phase wurde ein halbes Volumenäquivalent einer
7,5 M Ammoniumacetat  Lösung und zwei Volumenäquivalente Ethanol zugegeben. Das Gemisch wurde
gevortext und dann 2 min bei 1700 g zentrifugiert. Der Überstand wurde dekantiert und das Pellet mit 1 ml 70
% igem  wässrigem  Ethanol  gewaschen.  Das  gewaschene Pellet  wurde dann  bei  Raumtemperatur  und
geöffnetem Reaktionsgefäßdeckel getrocknet und anschließend in 50 µl Wasser gelöst.

4.1.3 Herstellung von DNA-Standards

DNA Standards wurden aus Mischungen von unmethylierter und methylierter DNA hergestellt. Unmethylierte
DNA wurde nach dem Prinzip der multiplen Verdrängungsamplifikation (Dean et al. 2002) unter Verwendung
des  GenomiPhi® DNA  Amplification  Kit  (GE  Healthcare,  CT,  USA)  entsprechend  der  Empfehlung  des
Herstellers hergestellt.
Künstlich methylierte DNA wurde hergestellt, indem die zuvor hergestellte unmethyliert DNA enzymatisch
durch die Methyltransferase Sss1 methyliert wurde. Die Methylierung der DNA fand in einem Volumen von

250 µl folgender Zusammensetzung statt: 10 µg unmethylierte DNA, 1,24 µl SAM (New England Biolabs,
USA), 40 U Sss1 Methylase (New England Biolabs, USA) und 1 x NE-Puffer 2 (New England Biolabs, USA).
Dieses Reaktionsgemisch wurde 24 Stunden bei 37 °C im Thermomixer (Eppendorf, D) inkubiert. Nach 8
Stunden Inkubation wurden weitere 40 U Sss1 Methylase und 1,24 µl SAM zugegeben. 

Die so hergestellte unmethylierte und methylierte DNA wurde Bisulfit-konvertiert, UV spektrophotometrisch
quantifiziert (4.3.1) und entsprechend der gewünschten prozentualen Methylierung gemischt. 
Zusätzlich wurde für die Herstellung von Standards CpGenome™ Universal Methylated DNA (Millipore, USA)
verwendet. Dabei handelt es sich um enzymatisch methylierte humane (männliche) genomische DNA. Als
entsprechend unmethyliertes Äquivalent zu dieser methylierten DNA wurde DNA aus pheripherem humanen
Blut  (PBL, Promega,  USA)  verwendet.  Beide DNAs wurden vor  der  Bisulfitkonversion entsprechend der
gewünschten prozentualen Methylierung gemischt. 
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4.2 Bisulfitkonvertierung

Für die Bisulfitkonversion von DNA werde drei Komponenten verwendet: 
• die DNA Probe (gelöst in Wasser oder Puffer), 

• die  Bisulfitlösung  (enthält  0,4708  g/ml  Natriumdisulfit  [Na2S2O5],  Merck,  D,  und  0,1128  g/ml

Natriumsulfit [Na2SO3], Fluka Chemie, CH, in Wasser)
• ein organisches Lösungsmittel (Diethylenglykoldimethylether [DME], Merck, D). In dem organischen

Lösungsmittel  ist  zusätzlich  ein  Radikalfänger  gelöst  (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylsäure [Trolox®] , Sigma Aldrich, USA, 125,3 g/l). 

Die Bisulfitreaktion wurde im Thermocycler (Eppendorf, D) bei folgenden Konditionen inkubiert: 5 min / 99°C,
22 min / 60 °C, 3 min / 99 °C, 87 min / 60 °C, 3 min / 99 °C, 177 min / 60 °C. 
Es wurden insgesamt drei verschiedene Protokolle eingesetzt, die sich in den verwendeten Volumina und in
der Art der Aufreinigung der DNA aus dem Bisulfitreaktionsgemisch unterscheiden. Ein Protokoll wurde für
konventionelle Proben wie Zelllinien DNA, DNA aus ganzen Paraffin-Dünnschnitten, DNA aus gefrorenen
Geweben  und  Standard  DNAs  (siehe  4.2.1),  ein  Protokoll  für  den  gleichen  Probentyp  wie  unter  4.2.1
allerdings für einen hohen Probendurchsatz (siehe 4.2.2) und ein Protokoll für Proben, bei denen die DNA
Menge stark limitiert ist, wie z.B. mikrodisseziertes Material, verwendet (siehe 4.2.3).

4.2.1 Bisulfitbehandlung von DNA (Zelllinien, Standard DNA und Patientenproben)

Die Bisulfitkonvertierung von DNA aus Zelllinien, DNA von Patienten und Standard DNAs fand in einem
Volumen von 160 µl (50 µl DNA Probe, 95 µl Bisulfitlösung und 15 µl DME / Trolox®-Lösung) in 200 µl PCR-
Reaktionsgefäßen (Eppendorf, D) statt. Dieses Reaktionsgemisch wurde gründlich gemischt und wie unter
4.2 beschrieben inkubiert. 
Nach  der  Bisulfitumwandlung  der  DNA  wurde  diese  durch  Ultrafiltration  aufgereinigt.  Dazu  wurden
Ultrafiltrationssäulen mit einer Ausschlußgröße von 30 kDa (Microcon® YM-30, Millipore, USA)  verwendet.
Diese Ultrafiltrationssäulen wurden in die dazugehörigen Auffanggefäße überführt und mit 240 µl Wasser
befüllt. Das komplette Bisulfitreaktionsgemisch (160 µl) wurde nun ebenfalls auf diese Säule gegeben und
mit  der  Pipette  gemischt,  bis  keine  Schlieren  mehr  erkennbar  waren.  Nun  wurde  der  Filter  mit  dem
verdünnten Bisulfitreaktionsgemisch 15 min bei  15000 g zentrifugiert  und die Ultrafiltrationssäulen in ein
neues Auffanggefäß überführt. Anschließend wurden 400 µl einer 0,2 M Natronlauge auf den Filter gegeben,
dieser erneut 15 min bei 15000 g zentrifugiert und dann in ein neues Auffanggefäß überführt. Die DNA auf
dem Filter wurde nun insgesamt drei mal gewaschen, indem je 400 µl Wasser auf die Säule gegeben wurden
und diese wieder 15 min bei 15000 g zentrifugiert wurden. Nach jedem Waschschritt wurde die Säule in ein
neues Auffanggefäß gegeben und das alte verworfen.
Um die DNA von der Filteroberfläche zu eluieren, wurde 35 µl vorgewärmtes Wasser (50°C) auf den Filter
gegeben und 10 min bei 50 °C und 1000 rpm im Thermomixer (Eppendorf, D) inkubiert. Die Säulen wurden
umgedreht in das Auffanggefäß gesteckt  und 2 min bei 1000 g zentrifugiert. Diese Elution wurde einmal
wiederholt. Bis zur weiteren Verwendung der DNA wurde diese entweder bei -20°C (>2 Tage Lagerung) oder
bei 4°C (≤ 2 Tage Lagerung) aufbewahrt.
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4.2.2 Hochdurchsatzprotokoll 

Ein  Hochdurchsatzprotokoll  im  96  iger  Plattenformat  kam  zur  Anwendung,  wenn  mehr  als  32  Proben
gleichzeitig bearbeitet wurden. Das Bisulfitreaktionsgemisch hatte die gleiche Zusammensetzung wie unter
4.2 beschrieben und wurde auch mit dem gleichen Temperaturprofil inkubiert, allerdings fand die Inkubation
des Gemisches in 96 iger PCR Platten (ABgene, UK) statt.
Die  Aufreinigung  der  Bisulfit-behandelten  DNA  fand  ebenfalls  im  96  iger  Format  statt.  Hierzu  wurden
Komponenten  des  QIAamp 96 DNA Blood Kit  und  des  QIAamp Viral  RNA Mini  Kit  (beide  Qiagen,  D)
verwendet.
Jeweils die Hälfte des Bisulfitreaktionsgemisches wurde auf zwei  Round-Well Blöcke  (Qiagen, D) verteilt.

Dann wurden nacheinander 280 µl AVL Puffer (Qiagen, D) und 280 µl Ethanol in jedes Loch der  Round-Well

Blöcke  gegeben.  Die  Round-Well Blöcke  wurden  mit  den  entsprechenden  Verschlußkappen sorgfältig
verschlossen und kräftig geschüttelt. Die Platten wurden kurz bei 1450 g zentrifugiert um alle Tropfen von
den Deckeln und Wänden der Platte zu entfernen und anschließend 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschließend wurde eine  QIAamp 96 Platte  (Qiagen,  D)  auf  die  entsprechende Auffangplatte  (S-Block,
Qiagen, D) gestellt und mit der ersten Hälfte des vorbereiteten Gemisches aus Bisulfitreaktion, Puffer AVL
und Ethanol beladen. Die Platte wurde mit einer luftdurchlässigen Abdeckung (AirPore Tape Sheet, Qiagen,
D) verschlossen und 4 min bei 5790 g zentrifugiert. Danach wurde die QIAamp 96 Platte auf einen neuen S-
Block  gestellt,  mit  dem zweiten Teil  des Gemisches beladen, verschlossen und erneut  zentrifugiert.  Die
beiden S-Blöcke wurden verworfen.
Die gebundene DNA wurde nun einmal gewaschen. Dazu wurde die QIAamp 96 Platte auf einen neuen S-
Block gestellt und auf jede Membran 500 µl AW1 Puffer gegeben. Die Platte wurde mit einem AirPore Tape

Sheet verschlossen und 2 min bei 5790 g zentrifugiert. Die QIAamp 96 Platte wurde auf einen neuen S-Block
überführt und der alte verworfen. 
Nach diesem ersten Waschschritt erfolgte die Desulphonierung der DNA. Hierfür wurde auf jede Membran je
500 µl  Desulfonierungspuffer  (0,2 M NaOH, 90% Ethanol)  gegeben. Die  Platte wurde mit  einem neuen
AirPore Tape Sheet verschlossen und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nun wurde die Platte 1 min bei

5790 g zentrifugiert und anschließend auf einen neuen S-Block überführt. 
Abschließend folgten zwei weitere Waschschritte. Der erste dieser Waschschritte wurde mit Waschpuffer
AW1  genauso  wie  bereits  oben  beschrieben  durchgeführt.  Für  den  zweiten  Waschschritt  wurde
Waschpuffer AW2 (Qiagen, D) verwendet. Die DNA wurde nach dem Waschen getrocknet. Dazu wurde das
AirPore Tape Sheet entfernt und die Platte 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Zur Elution der DNA von den Säulen wurde auf jede Säule 100 µl vorgewärmtes Wasser (70 °C) gegeben
und die Platte 5 min  bei  Raumtemperatur  inkubiert.  Die Elution erfolgte direkt  in die dafür  vorgesehene
Elutionsplatte (Qiagen, D) und wurde bei 5790 g (4 min) durchgeführt. 
Bis zur weiteren Verwendung der DNA wurde diese entweder bei -20°C (>2 Tage Lagerung) oder bei 4°C (≤
2 Tage Lagerung).
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4.2.3 Bisulfitbehandlung geringer DNA Mengen

Für die Bisulfitkonvertierung von geringen DNA Mengen, wie lysierte Mikrodissektionsproben und kleinste
Mengen von Standard DNAs wurden ebenfalls die unter  4.2 beschriebenen Komponenten verwendet. Die
Reaktion  erfolgte  in  einem  Gesamtvolumen  von  64  µl  (20  µl  Probe,  38  µl  Bisulfitlösung,  und  6  µl
DME/Trolox®) in 200 µl PCR Reaktionsgefäßen (Standard DNAs), bzw. im Fall der mikrodissezierten Proben
direkt in den 500 µl Auffanggefäßen. Alle Proben mit  geringen DNA Konzentrationen waren in Lysepuffer
gelöst der poly-dA als Carrier-DNA enthielt (Zusammensetzung siehe 4.1.1.3). Das Reaktionsgemisch wurde
bei dem gleichen Temperaturprofil inkubiert, wie unter 4.2 beschrieben.
Im  Anschluss  an  die  Bisulfitkonvertierung  erfolgte  eine  Aufreinigung  der  DNA  über  Zymo-Spin  IC
Silikamembransäulen (Zymo Research, USA). Diese Säulen wurden in 2 ml  Sammelgefäße (Qiagen, D)
plaziert und mit 166 µl AVL Puffer (Qiagen, D) befüllt. Dieser AVL Puffer wurde vorher entsprechend der
Herstellerangaben mit  poly-A  angesetzt.  Die  64  µl  Bisulfitreaktionsgemisch  wurden  zu dem AVL Puffer
gegeben und die verwendete Pipettenspitze aufgehoben. In das leere Bisulfit-Reaktionsgefäß wurden AVL
Puffer  (90 µl)  gegeben, welcher dann mit  der  ursprünglich  verwendeten Pipettenspitze ebenfalls  auf  die
Säule gegeben wurde. Das Gemisch aus Probe und AVL Puffer auf der Säule wurde nun gemischt, indem
mit dieser Pipettenspitze vorsichtig einige Male auf und ab pipettiert wurde, bis keine Schlieren mehr sichtbar
waren. Nach zehnminütiger Inkubation dieses Gemisches bei Raumtemperatur wurde 250 µl Ethanol hinzu
gegeben,  der  Deckel  geschlossen  und  die  Säule  kräftig  gevortext.  Zur  Bindung  der  DNA  an  die
Silikaoberfläche  wurde  die  Säule  dann  2  min  bei  16000  g  zentrifugiert.  Das  Sammelgefäß  mit  dem
Durchfluss  wurde  verworfen,  die  Säule  in  ein  neues  2  ml  Sammelgefäß  gegeben  und  mit  500  µl
Desulphonierungspuffer  (0,2 M NaOH, 90% Ethanol)  befüllt.  Der  Desulfonierungspuffer  wurde 2 min  bei
16000 g abzentrifugiert, die Säule in ein neues Sammelgefäß überführt und das alte Gefäß verworfen. Die
gebundene und desulphonierte DNA wurde nun nacheinander mit Puffer AW1 und mit Puffer AW2 (beide
Qiagen, D) gewaschen. Dazu wurden 500 µl der Puffer auf die Säule gegeben, und diese jeweils 2 min bei
16000  g  zentrifugiert  und  in  ein  neues  Sammelgefäß  überführt.  Nach  jedem  Waschschritt  wurden  die
Sammelgefäße verworfen und die Säule in ein neues überführt. Um einen möglichen Übertrag von Puffer
AW2 zu verhindern wurde die Säule erneut zentrifugiert (2 min bei 16000 g). Zur Elution der konvertierten
DNA wurde die Säule in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß (Eppendorf, D) gegeben und mit 12,5 µl vorgewärmten
Wasser (50°C) beladen. Das Wasser wurde dabei vorsichtig direkt auf die Silikamembran pipettiert. Nach 1
min Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die Elution durch 1 min Zentrifugation bei 6000 g. Die Säule
wurde  in  dem  Reaktionsgefäß  belassen  und  die  Elution  mit  weiteren  12,5  µl  vorgewärmten  Wasser
wiederholt. Bedingt durch das Totvolumen der Säule und Verdunstung erhielt man am Ende so ca. 18 µl
Eluat.  Dieses  Eluat  wurde  in  ein  200  µl  PCR  Reaktionsgefäß (Eppendorf,  D) überführt,  wobei  die
Pipettenspitze zunächst nicht verworfen wurde. In das nun leere 1,5 ml Reaktionsgefäß wurden 22 µl Wasser
pipettiert und dieses Wasser danach ebenfalls in das entsprechende 200 µl PCR Reaktionsgefäß gegeben.
Dazu wurde die bereits benutzte Pipettenspitze verwendet.
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4.3 DNA Quantifizierung

Um die Konzentration an DNA zu messen, wurden sowohl ein biochemisches Verfahren (Real-Time PCR,
siehe 4.3.2), als auch ein physikalisches Verfahren (UV Spektrophotometrie, siehe 4.3.1) angewendet. 

4.3.1 UV-Quantifizierung

Eine UV-photometrische Bestimmung der DNA Konzentration und Qualität wurde bei 260 nm (DNA) und
280nnm  (Protein)  mit  dem  NanoDrop® ND-1000  Spektrophotometer  (NanoDrop  Technologies,  USA)
durchgeführt.  Resultierend aus molarem Absorptionskoeffizienten (ssDNA bzw. dsDNA) und Schichtdicke
ergab sich die Konzentration der DNA in ng/µl durch Multiplikation der OD mit 50 (dsDNA) bzw. 33 (ssDNA).
Für  nicht  konvertierte  DNA  (doppelsträngig)  wurde  der  Faktor  50  und  für  Bisulfit-konvertierte  DNA
(vorwiegend einzelsträngig)  der  Faktor  33  verwendet.  Die  Reinheit  der  DNA hinsichtlich  eventuell  noch
vorhandener Proteine wurde durch den Quotienten der Absorptionen bei 260 nm und 280 nm beschrieben. 

4.3.2 Real-Time PCR-Quantifizierung

Zur  Quantifizierung von Bisulfit-konvertierter  und genomischer  DNA mittels  Real-Time  PCR wurden drei
verschiedene Assays verwendet, die auf der Amplifikation von drei verschiedenen Loci in den Genen ACTB
(siehe 4.3.2.2), GSTP1 und LOC645666 (siehe 4.3.2.1) beruhen. 

4.3.2.1 LOC645666 und GSTP1-Assay

Genomische und Bisulfit-konvertierte DNA wurde mit einem 84 bp Fragment im Gen LOC645666 (Chr.13,
Region 18453120 - 18453203 basierend auf Ensembl v41) durchgeführt. Diese Region enthält im Sense-
Stang  keine  Cytosine  und  kann  dadurch  sowohl  zur  Quantifizierung  von  Bisulfit-konvertierter,  als  auch
genomischer DNA verwendet werden. Für die Quantifizierung von Bisulfit-konvertierter DNA wurde eine 130
bp Region im GSTP1 Gene verwendet (Chr.11, Region 67108911-67109040 basierend auf Ensembl v41).
Beide Assays wurden im 20 µl Maßstab durchgeführt und hatten folgende Zusammensetzung: 1 x PCR
Puffer mit passiver ROX Referenz (Eurogentec, B), 1 U HotGoldStar Taq Polymerase (Eurogentec, B), 0,2

mM jedes dNTP (dTTP, dATP, dGTP und dCTP, Fermentas, CND), 2,5 mM (LOC645666 Assay), bzw. 3 mM
(GSTP1 Assay) MgCl2 (Eurogentec, B), 0,625 µM jeder Primer und 0,2 µM (LOC645666 Assay) bzw 0,3 µM
(GSTP1 Assay) Detektionssonde (beide Biomers, D). Folgende Primer und Detektionssonden (Biomers, D)
wurden verwendet: TAAGAGTAATAATGGATGGATGATG (Vorwärtsprimer  LOC645666 Assay), CCTCCCATC-

TCCCTTCC  (Rückwärtsprimer  LOC645666  Assay),  6-FAM-ATGGATGAAGAAAGAAAGGATGAGT-BHQ-1

(Detektionssonde  LOC645666  Assay),  GGAGTGGAGGAAATTGAGAT (Vorwärtsprimer  GSTP1  Assay),
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CCACACAACAAATACTCAAAAC (Rückwärtsprimer  GSTP1  Assay),  6-FAM-TGGGTGTTTGTAATTTTTGT-
TTTGTGTTAGGTT-BHQ-1 (Detektionssonde GSTP1 Assay).

Die  Quantifizierung  wurde  im  96  iger  Plattenformat  unter  Verwendung von  optischen  PCR Platten  und
entsprechende optischen Folien (jeweils Applied Biosystems, USA) durchgeführt.  Die Assays wurden bei
folgendem Temperatur-Zeit-Profil inkubiert: Initiale Aktivierung der Polymerase für 10 min bei 95 °C und 45
Zyklen mit jeweils 15 s (95°C) Denaturierung und 60 s (58 °C) Annealing und Extension. Dazu wurde ein
7900HT  Fast  Real-Time  PCR  System  (Applied  Biosystems,  USA)  bei  ausgeschalteter  Emulation  und
maximaler  Ramping Rate verwendet. Fluoreszenzintensitäten wurden bei jedem PCR Zyklus während des
Extension / Annealing Schrittes gemessen. Die Analyse der Real-Time PCR erfolgte mit der ABI SDS 2.2
Software (Applied Biosystems, USA). Dabei wurde ein Treshold von 0,4 gewählt und die Fluoreszenz in den

Zyklen 3-20 als Hintergrundsignal definiert.

4.3.2.2 ACTB-Assay

Für die Quantifizierung von Bisulfit-konvertierter DNA mit dem ACTB Assay wurde ein 133 bp Fragment in
diesem Gen (Chr.7, Region 5538255-5538387 basierend auf Ensembl v41) amplifiziert. Dieser Assay wurde
im 20 µl Maßstab unter Verwendung des LightCycler® FastStart DNA Master Hybridization Kit (Roche, D)
entsprechend der Herstellerangaben in 20 µl Glaskapillaren (Roche, D) durchgeführt. Es wurden 4 mM MgCl2
(Roche, D) und folgenden Primer- und Detektionssonden-Konzentrationen verwendet: 0,5 µM jeder Primer
(Vorwärtsprimer  TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT,  Rückwärtsprimer  AACCAATAAAACCTACTCC-
CCCTTAA) und 0,25 µM jede  Sonde (TTGTGAATTTGTGTTTGTTATTGTGTGTTG-FLUO und RED640-
TGGTGGTTATTTTTTTTATTAGGTTGTGGT-Phosphat).  Die  Primer  und  Detektionssonde  wurden  von
Biomers (D) bezogen. Die PCR wurde mit dem LightCycler® 1.0 (Roche, D) inkubiert. 40 Zyklen bei 95°C für
10s, 58°C für 20s und 72°C für 10s nach einer initialen Inkubation für 10 min bei 95°C wurden bei einer
Ramping-Rate von 1 °C/s durchgeführt. Das FRET Signal wurde bei 640 nm während des 58 °C Annealing-

Schrittes jeden Zyklus gemessen.

4.4 PCR-Amplifikation

PCRs wurden im wesentlichen für drei verschiedene Anwendungen durchgeführt:
• Multiplexierte Voramplifikation mehrerer DNA Fragmente (multiplex-PCR oder mPCR) von sehr geringen

DNA Mengen, wie z.B. mikrodisseziertem Material.
• Amplifikation  von  einzelnen DNA Fragmenten  (Singleplex-PCR oder  sPCR)  zur  Sequenzierung oder

Gelelektrophorese. Als Templat hierfür diente sowohl bisulfitierte DNA (ca. 10 ng), als auch das Produkt
der mPCR Voramplifikation (0,5 µl). 

• Multiplexierte  Amplifikation  mehrerer  DNA  Fragmente  (multiplex-PCR  oder  mPCR)  für  eine  weitere

Analyse mittels DNA Chip. 
Je  nach  nachgelagerter  Anwendung  wurden  verschiedene  PCR  Protokolle  verwendet.  Die  PCR
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Zusammensetzung für die verschiedenen Protokolle sind in Tabelle 2 aufgelistet. Die mPCR Voramplifikation
wurde in 200 µl PCR Reaktionsgefäßen (Eppendorf, D), alle anderen PCRs in 96 iger PCR Platten (ABgene)
durchgeführt. 

Tabelle  2:  Zusammensetzungen der PCRs. MgCl2,  Taq Polymerase und 10-fach PCR Puffer  wurden von
Qiagen (D) bezogen, dNTPs wurden von Fermentas (CDN)

Anwendung

Chemikalien 1) mPCR (Voramplifikation) 2) sPCR 3) mPCR für DNA Chip

HotStar Taq Polymerase, 0,4 µl (2U) 0,2 µl (1U) 0,2 µl (1U) 

dNTP-Mix  (dGTP, dATP, dCTP, dTTP) 0,4 µl (je 25 mM) 0,2 µl (je 25 mM) 0,6 µl (je 25 mM)

10-fach PCR-Puffer 5 µl 2,5 µl 2,5 µl

MgCl2-Lösung (25 mM) - - 3,5

Primer 2,5 µl (je 1 µM) 5 µl (je 2,5 µM) 2,5 µl (je 1 µM)

H2O 50 µl Endvolumen 25 µl Endvolumen 25 µl Endvolumen

Templat DNA 40 µl 10 µl 10 µl

Die Sequenzen der verwendeten Primer sind nach der jeweiligen Anwendung getrennt in den Tabellen 10-14
(Seite 156-160) im Anhang aufgelistet.

Alle  PCRs  wurden  in  DNA  Engine  Tetrad® Thermocyclern  (Biorad,  USA)  durchgeführt.  Dabei  wurden
folgende Temperaturprofile verwendet: 

• mPCR Voramplifikation: 15 min bei 95 °C und 50 Zyklen mit 20 s bei 95 °C, 45 s bei 58 °C und 30

s bei 72 °C
• sPCR: 15 min bei 95 °C und 45 Zyklen mit 20 s bei 95 °C, 45 s bei 58 °C und 30 s bei 72 °C 

• mPCR für DNA Chip: 15 min bei 95 °C und 40 Zyklen mit 30 s bei 95 °C, 45 s bei 55 °C und 1 min

bei 72 °C

In den mPCRs für  die Chiphybridisierung wurden jeweils acht  verschiedenen PCR Produkte  amplifiziert.
Bevor diese auf dem Chip hybridisiert wurden, wurden alle jeweils zu einer Probe gehörenden mPCRs zu
gleichen Teilen gemischt.

4.5 Gelelektrophorese

Für  die  Gelelektrophorese  wurden  Gele  aus  2  %  [w/v]  Agarose  (Molecular  Biology  Grade  Agarose,
Eurogentec, B) und 1x TBE-Puffer (0,1 M Tris, 83 mM Borsäure [beides Carl Roth, D] und 1 mM EDTA
[Fluka Chemie, CH]) und 0,025‰ Ethidiumbromidlösung (1% [w/v] in Wasser, Fluka Chemie, CH) hergestellt.
Vom PCR-Produkt wurden 5 µl unter Zusatz von 5 µl Ladepuffer (3 mM Bromphenolblau [Carl Roth, D], 23 %
Glycerin [Fluka Chemie, CH]) aufgetragen und bei einer Spannung von 120 V aufgetrennt. Dazu wurde das
ComPhor® Maxi Gelelektrophoresesystem (Biozym, D) verwendet. Als Laufpuffer wurde ebenfalls 1 x TBE
Puffer  verwendet.  Zur  Identifizierung  der  Fragmentgrößen  wurde  eine  100  bp-Leiter  (Invitrogen,  D)
eingesetzt. Nach Abschluss der Elektrophorese wurde das Gel unter UV-Licht (302 nm) fotografiert. 
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4.6 Sequenzierung

PCR Produkte wurden mit der Didesoxymethode nach Sanger et al. (1977) sequenziert. Für den Verdau der

nicht  inkorporierten  dNTPs  und  Primer  wurden  3,5  µl  der  PCR Produkte  in  eine  96  iger  PCR Platten
(ABgene) überführt und dann ein Gemisch aus Exonuclease I und Shrimp Alkaline Phosphatase (ExoSAP-
IT®, GE Healthcare, USA) dazu gegeben. Das ExoSAP-IT wurde dafür zunächst 1:2 mit Wasser verdünnt
und davon dann 2 µl zu den 3,5 µl PCR Produkt in die PCR Platten gegeben. Die PCR Platten wurde kurz bei
2000 g zentrifugiert und anschließend 45 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurde das Enzym 15 min bei 95 °C
inaktiviert. Beide Inkubationen fanden in einem DNA Engine Tetrad® Thermocycler (Biorad, USA) statt. 
Für die Inkorporation der Fluoreszenz-markierten ddNTPs während der Kettenabbruch-Synthese wurde die
BigDye® Terminator 3.1 Chemie (Applied Biosystems, USA) verwendet. Die Kettenabbruch-Synthese wurde
in einem Maßstab von 20,5 µl durchgeführt und hatte die folgende Zusammensetzung: 5,5 µl ExoSAP-IT®

verdautes PCR Produkt, 1 µl BigDye® Terminator v3.1, 4 µl Sangerpuffer (320 mM Tris-HCl, pH 9, 6 mM
MgCl2 und 10 % [v/v] Sulfolan (Merck, D)), 5 µl dNTP Mix (je 0,02 mM an dATP, dGTP, dACP, dTTP) und 5
µl Sequenzierpimer [2 µM]. Die Inkubation diese Reaktionsgemisches erfolgte in der gleichen MTP, in der
bereits der ExoSAP-IT® Verdau durchgeführt wurde und fand bei folgendem Temperaturprofil statt: 2 min bei
96 °C und 25 Zyklen mit je 30 s bei 96°C, 15 s bei 55 °C und 4 min bei 60 °C. Die Inkubation wurde in DNA
Engine Tetrad® Thermocyclern (Biorad, USA) durchgeführt.
Nach  der  Kettenabbruch-Synthese  wurde  das  Reaktionsgemisch  durch  eine  Gelpermeations-
chromatographie  im  96  iger  Plattenformat  aufgereinigt.  Verwendet  wurden  Multiscreen  HVN  Platten
(Millipore, USA), welche mit einer Sephadex (Sephadex 50 Superfine, GE Healthcare, USA) Matrix befüllt
wurden. Das Befüllen der MultiScreen® HVN Platten wurde mit dem MultiScreen® Column Loader (45 µL,
Millipore, USA) durchgeführt, sodass in jedem Loch 45 µl Sephadex vorlagen. Darauf wurde nun je 300 µl
Wasser  gegeben und die Matrix  über  Nacht  geqwollen.  Vor  der  Auftragen des  Kettenabbruch-Synthese
Produktes auf diese Platte wurde das Quellwasser entfernt. Dazu wurde die Platte auf eine Auffangplatte aus
dem DyeEx® 96 Kit (Qiagen, D) gestellt und 5 min bei 910 g zentrifuguiert. Anschließend wurde das gesamte
Kettenabbruch-Synthese Produktes vorsichtig mittig auf die Sephadex Matrix aufgetragen und direkt in eine
THERMO-FAST® 96  PCR  Detektionsplatte  (ABgene,  UK)  zentrigfugiert  (5  min  bei  910  g).  Zu  jeder
gereinigten Probe wurden schließlich noch 10 µl Hi-Di® Formamid (Applied Biosystems, USA) gegeben.
Die Kapillargelelektrophorese wurde mit einem 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems, USA) durchgeführt.
Verwendet wurden dazu 36 cm Kapillaren (3730 DNA Analyzer Capillary Array, Applied Biosystems, USA)
und POP-7™ Polymer für 3730/3730xl DNA Analyzers (Applied Biosystems, USA). Dabei wurden folgende
Bedingungen gewählt: Ofentemperatur 60 °C, Vorlaufspannung 15 kV, Vorlaufzeit 180 s, Injektionsspannung
1,2 kV, Injektionszeit 15 s, erste Datenaufnahme 250 ms, zweite Datenaufnahme 250 ms, Laufspannung 8,5
kV,  Anzahl  der  Spannungsstufen  30,  Spannungsstufenintervall  15  s,  Spannungstoleranz  0,6  kV,
Stromstabilität 10 µA, Erhöhungsverzögerung 450 s, Datenverzögerung 120 s und Laufzeit 2450 s.
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4.7 Quantitative Methylierungsbestimmung (QM Assays) 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt fünf verschiedene QM Assays zur quantitativen Bestimmung der
DNA Methylierung verwendet. Dieses Assays waren spezifisch für die Analyse der Gene PITX2 (Promotor
AB und C), TFF1, ABHD9 und uPA. Die für diese Assays verwendeten Primer und Detektionssonden sind in
Tabelle 16 (Anhang) aufgelistet. Analysiert wurden dabei folgende Regionen im Genom (nach Ensembl v41):
Chromosom  4,  Region  111777835-111777978  (PITX2  AB),  Chr.4,  111763501-111763655  (PITX2  C),
Chr.10,  75340750-75340828  (uPA),  Chr.21,  42656449-42656529  (TFF1),  Chr.19,  15204086-15204233
(ABHD9).
Alle PCRs wurden im 20 µl Maßstab durchgeführt und hatten folgende Zusammensetzung: 1 x PCR Puffer
mit  passiver ROX Referenz (Eurogentec, B), 1 U HotGoldStar  Taq Polymerase (Eurogentec, B), 0,2 mM
jedes dNTP (dTTP, dATP, dGTP und dCTP, Fermentas, CDN), 0,625 µM jeder Primer und 0,2 µM jede
Sonde (Biomers, D). Die Magnesiumkonzentration war bei den verschiedenen Assays unterschiedlich: 3,5
mM im TFF1 Assay, je 3 mM bei den beiden PITX2 Assays und dem uPA Assay, sowie 2,5 mM beim ABHD9
Assay. Die QM Assays wurden sowohl im 96iger, als auch im 384 iger Plattenformat durchgeführt. Dabei
wurden optische PCR Platten und optischen Folien (Applied Biosystems, USA) verwendet.

Die QM Assays wurden bei folgendem Temperatur-Zeit-Profil inkubiert: Initiale Aktivierung der Polymerase
für 10 min bei 95 °C und 45 Zyklen mit jeweils 15 s Denaturierung (95°C) und 60 s Annealing und Extension.
Die Annealing- und Extensiontemperatur betrug für die Assays PITX2 (Promotor AB) 62 °C, PITX2 (Promotor
C) 62 °C, TFF1 58 °C, uPA 60 °C und ABHD9 60 °C.

Alle QM Assays wurden mit  einem 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA) bei
ausgeschalteter  Emulation  und  maximaler  Ramping  Rate  durchgeführt.  Fluoreszenzintensitäten  wurden
während jedes PCR Zyklus während des Extension / Annealing Schrittes aufgenommen. Die Analyse der
Real-Time PCR erfolgte mit  der ABI SDS 2.2 Software (Applied Biosystems, USA). Die Berechnung der
Methylierung erfolgte nach folgender Formel:

, mit CT(CG) und CT(TG): CT der CG bzw. TG Detektionssonde.

4.8 DNA-Chip

Die Quantifizierung der DNA Methylierung durch die DNA Chip Technologie wurde wie von Adorjan  et al.

(2002) und Shi et al. (2003) beschrieben durchgeführt. Dabei wurden die in Tabelle 17 (Anhang) aufgelistete

Oligonukleotide in vierfacher Redundanz auf aktivierte Glasobjekträger gespottet. Alle Oligonukleotide trugen
am 5'-Ende eine C6-Aminomodifikation. Die insgesamt 178 verschiedenen Oligonukleotide stellen dabei 89
Paare dar, die jeweils spezifisch für die methylierte DNA (CG-Sonde) und die unmethylierte DNA (TG-Sonde)
sind.  Jedes  Oligonukleotidpaar  deckte  2-4  CpG-Positionen  ab.  Jedes  zu  analysierende  PCR-Amplifikat
wurde durch 3-5 Oligonukleotidpaare abgedeckt. 
Die mPCR Produkte von zwei unabhängigen PCR Amplifikationen einer Probe (siehe  4.4) wurden jeweils
vereinigt. Diese vereinigten mPCRs wurden jeweils auf vier Chips hybridisiert.
Die Fluoreszenzbilder der hybridisierten Chips wurden mit einem GenePix 4000 Microarray Scanner (Axon
Instruments, PA, USA) aufgenommen und wie von Adorjan et al. (2002) beschrieben ausgewertet.
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4.9 Statistische Methoden

Für  eine  Bewertung  der  prognostischen  und  prädiktiven  Eigenschaft  von  Biomarkern  wurden
Überlebenszeitanalysen durchgeführt. Dabei wurden die im folgenden beschriebenen statistischen Modelle
angewendet.
Die  graphische  Darstellung  der  Überlebenskurven  erfolgte  nach  Kaplan  und  Meier  (1958).  Die
Wahrscheinlichkeit,  dass  zu  einem  bestimmten  Zeitpunkt  eine  Patientin  einen  Rückfall  in  Form  von
entfernten Metastasen entwickelt, wurde nach dem Cox Proportional Hazard Modell berechnet (Cox, 1972). 
Die Signifikanz (p-Wert) der mit diesem Modell berechneten Wahrscheinlichkeiten wurde mit dem Likelihood
Ratio Test bestimmt.
Als Maß für den Unterschied zweier Gruppen (Effektgröße) wurde das Modell des Separationscores nach
Royston und Sauerbrei (2004) angewendet.
Für eine Bewertung der Methylierungsmarker unabhängig von einem gewählten Methylierungsschwellenwert,
anhand  dessen  eine  Gruppierung  durchgeführt  würde,  wurden  zu  verschiedenen  Zeitpunkten  nach  der

Operation (36, 48, 72 und 96 Monate) ROC (Receiver Operating Characteristic) Analysen durchgeführt und

die entsprechenden AUC (Area  Under the  Curve) berechnet (einen Überblick bieten Heagerty und Zheng,
2003). Mit dem Modell des Konkordanzindex nach Harrell (1982) wurde zusätzliche eine Variante der ROC
Analyse für Überlebensdaten verwendet.
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5 Ergebnisse

5.1 Charakterisierung von PITX2

Zur  näheren  Charakterisierung  der  Methylierung  innerhalb  des  PITX2  Genes  wurden  PCR Amplifikate
entworfen, die verschiedene Bereiche dieses Genes abdecken.  Die Organisation des PITX2 Gens ist  in
Abbildung 2 dargestellt. Es besteht aus 3 bisher bekannten Isoformen (A, B, C), von denen zwei (A und B)
sich nur  in einem alternativ  gespleißtem Exon unterscheiden.  Das  dritte  Transkript  (C)  ist  eine kürzere
Isoform und unterscheidet sich von den beiden anderen im N-Terminus.  Diese Isoform wird durch einen
anderen Promoter als die Transkripte A und B reguliert. Über das gesamte Gen verteilt liegen mehrere CpG
Inseln, die in Abbildung 2 blau dargestellt sind. Dargestellt sind dabei CpG Inseln nach einer Definition mit
relaxierten Kriterien (hellblau) und mit strikten Kriterien (dunkelblau). CpG Inseln nach strikten Kriterien sind
Regionen, die mindestens 500 bp lang sind, mehr als 50 % GC enthalten und das Verhältnis aus statistisch
erwarteter CpG Dichte und tatsächlich vorkommender CpG Dichte  ≥ 0,6 ist. CpG Inseln nach relaxierten
Bedingungen unterschieden sich von denen unter strikten Bedingungen in der Mindestlänge (200 bp statt 500
bp) und darin,  dass  CpG Inseln,  die  weniger  als  100 bp von einander  entfernt  sind,  zusammengefasst
wurden. Die drei ausgeprägtesten CpG Inseln liegen im Bereich der Transkriptionstarts der Transkripte A und
B, im Bereich des Transkriptionsstarts von Transkript C, sowie in der Region des alternativ gepleißten Exons.
Die Regionen, die durch Amplifikate abgedeckt wurden, sind in Abbildung 2 rot markiert und nummeriert (1-
8). Region 1 stellt dabei die Region dar, die in den vorangegangenen Studien analysiert wurde und deren
Eignung als prognostischer und prädiktiver Marker bekannt ist (Harbeck et al. 2005, Maier et al. 2004). Alle

weiteren Amplifikate decken Bereiche ab, die bislang nicht untersucht wurden. Die Analyse dieser Regionen
erfolgte durch Sequenzierung und eine Analyse der Sequenzierung durch ESME (Lewin et al. 2004). 

Abbildung 2: Aufbau des PITX2 Gens. Dargestellt sind die drei verschiedenen Isoformen (A, B und C), CpG
Inseln im Gen (Beschreibung siehe Text), und die Position der acht untersuchten Regionen.
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5.1.1 Korrelation von PITX2-Expression und Methylierung in Brustkrebszelllinien

Zur  genaueren  Charakterisierung  des  funktionellen  Zusammenhangs  von  DNA  Methylierung  und
Genexpression bei PITX2 wurden 35 Brustkrebszelllinien untersucht. Die Daten der relativen Expression der
Transkripte A, B und C in diesen 35 Zelllinien wurden freundlicherweise von John W. M. Martens (Erasmus
MC, Josephine Nefkens Institute Dept of Medical Oncology , Niederlande) zur Verfügung gestellt.
In  den  Abbildungen  3,  4 und  5 ist  der  Zusammenhang von  Expression  der  drei  verschiedenen PITX2
Transkriptvarianten und der Methylierung der acht analysierten Regionen des PITX2 Gens dargestellt. Die
Lage der acht untersuchten Regionen ist in Abbildung 2 und in den Diagrammen 3, 4 und 5 oben gezeigt. Als
quantitativer  Methylierungswert  diente  die  durchschnittliche  Methylierung  aller  CpGs  der  jeweiligen
analysierten Region. Hierbei zeigte sich, dass nur die Zelllinien die Transkripte A und B exprimierten, die im
Transkriptionsstartbereich der  Transkripte A und B (Region eins)  nicht  oder  weniger  als  50% methyliert
waren (Abbildungen 3 und 4), bis auf eine Ausnahme (MDA-MB361), bei der es eine signifikante, wenn auch
geringe Expression des Transkripts A gab, obwohl diese Region zu ca. 80% methyliert war. Allerdings zeigte
nicht jede Zelllinie, die in Region eins gering methyliert war auch unbedingt eine Expression der Transkripte A
und  B.  Für  Transkript  C  war  dieser  beschriebene  Zusammenhang  nicht  erkennbar  (Abbildung  5).  Die
Methylierung der Zelllinien im zweiten Bereich, also im Bereich des zweiten Exons der Isoformen A und B
unterscheidet  sich  grundsätzlich  von der  Methylierung in Region eins.  Insgesamt  sind die Zelllinien dort
wesentlich stärker methyliert als in Bereich eins. Lediglich eine Zelllinie (MDA-MB415) ist in diesem Bereich
unmethyliert, alle anderen zeigen eine Methylierung von mindestens 60%. Auch der Zusammenhang von
Methylierung und Expression ist in der Region zwei grundsätzlich verschieden verglichen mit Region eins: Bis
auf eine Ausnahme (SUM185PE) findet Expression der Transkripte A und B nur in den Zelllinien statt, die in
dieser Region zu über 90 % methyliert sind. Ein ähnliches Bild zeigt sich dort auch für das Transkript  C,
welches bis auf zwei Ausnahmen (SUM159 PT und DU4475) nur in Zelllinien exprimiert wird, die über 90 %
methyliert sind. Die Analyse der Region drei zeigt ein ähnliches Bild wie in Region zwei, allerdings sind die
Zelllinien insgesamt etwas weniger methyliert als in Region zwei. Von Region drei zu Region vier verändert
sich die Methylierung der Zelllinien dann wieder sehr stark, obwohl diese beiden Regionen nur ca. 100 bp
voneinander entfernt sind. In Region vier, welche im Bereich des alternativ gespleißten Exons (Exon 3) liegt,
erstreckt sich die Methylierung der Zelllinien gleichmäßig über die gesamt Bandbreite von 0 % bis 100 %. Es
ist  kein  Zusammenhang zwischen  DNA Methylierung  und Expression  einer  der  drei  Transkriptvarianten
erkennbar.
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Abbildung  3:  Abhängigkeit  der  PITX2 Expression (Transkript  A)  von der  Methylierung an verschiedenen
Positionen  im  Gen.  Die  Lage  der  analysierten  Regionen  im  PITX2  Gen  sind  oben  dargestellt.  Die
Diagramme,  in denen ein Zusammenhang zwischen Expression und Methylierung zu erkennen ist,  sind
umrandet.
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Abbildung  4:  Abhängigkeit  der  PITX2 Expression (Transkript  B)  von der  Methylierung an verschiedenen
Positionen  im  Gen.  Die  Lage  der  analysierten  Regionen  im  PITX2  Gen  sind  oben  dargestellt.  Die
Diagramme,  in denen ein Zusammenhang zwischen Expression und Methylierung zu erkennen ist,  sind
umrandet.
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Abbildung 5: Abhängigkeit der PITX2 Expression (Transkript C) von der Methylierung an verschiedenen
Positionen im Gen.  Die Lage der  analysierten Regionen im  PITX2  Gen sind  oben dargestellt.  Die
Diagramme, in denen ein Zusammenhang zwischen Expression und Methylierung zu erkennen ist, sind
umrandet.
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Die Regionen fünf und sechs liegen im untranslatierten bzw. translatierten Bereich des ersten Exons des
Transkripts C. In Region fünf ergibt sich für die Transkriptvariante C ein vergleichbares Ergebnis wie für die
Transkripte A und B in der Region ihrer Transkriptionsstarts (Region eins). Das heißt, dass lediglich bei den
Zelllinien eine erhöhte Expression von Transkript  C vorkommt,  die in diesem Bereich weniger als 50 %
methyliert sind. Andersherum gilt aber ähnlich wie für die Transkripte A und B in Region eins, dass nicht jede
Zelllinie, die in Region 5 unmethyliert ist, auch das Transkript C exprimiert. Für die Transkripte A und B ist in
Region fünf kein Zusammenhang zwischen Expression und Methylierung zu erkennen: Sowohl die komplett
unmethylierten als auch die methylierten Zelllinien exprimieren teilweise die Transkripte A und B. Von Region
5 hin zu Region 6 ist keine wesentliche Änderung des Zusammenhanges von Expression und Methylierung
erkennbar.  Insgesamt  nimmt  die  Methylierung  der  Zelllinien  hin  zu  Region  6  jedoch  etwas  zu.  Die
Methylierung der Zelllinien nimmt dann in Richtung des C-Terminus der Transkripte insgesamt weiter zu.
Waren in Region fünf noch 13 der 35 Zelllinien weniger als 5 % methyliert, so waren es in Region sechs nur
noch zehn, in Region sieben nur noch fünf und in Region acht nur noch eine. Bei der Zelllinie, die in Bereich
acht  noch  immer  unmethyliert  ist,  handelt  es  sich  um  dieselbe,  die  bereits  als  einzige  Zelllinie  in  den
Bereichen zwei und drei unmethyliert war (MDA-MB415). In der Region sieben, die zwischen den ersten
beiden Exons des Transkriptes C liegt, ist kein Zusammenhang zwischen Expression und Methylierung zu
sehen.  Schließlich  zeigt  Region  acht  einen  vergleichbaren  Zusammenhang  von  Methylierung  und
Transkription, wie schon Region zwei: Bis auf eine, bzw drei Ausnahmen exprimieren nur die Zelllinien die
Transkripte A und B bzw. C, die in dieser Region mindestens zu 95 % methyliert sind. Sowohl Region acht
als auch Region zwei überlappen mit den Exons, die nicht alternativ gespleißt werden. 
Bisher wurden die einzelnen Regionen in den jeweiligen Zelllinien unabhängig voneinander betrachtet. Dabei
wurde kein Augenmerk darauf geworfen, wie sich die Methylierung innerhalb einer bestimmten Zelllinie von
Region zu Region verhält. Um dies näher zu untersuchen, wurden die Zelllinien in Gruppen eingeteilt. Die
Einteilung der Zelllinien in diese Gruppen beruhte auf der Expression bestimmter Transkriptvarianten. Der
Grenzwert, ab wann eine Zelllinie als exprimierend eingestuft wurde, wurde mit 0,005 festgelegt. Zelllinien,
die eine relative Expression von über 0,005 zeigten, wurden als exprimierend definiert. Insgesamt wurden
vier Gruppen gebildet. In der ersten Gruppe (Gruppe 0, 9 Zelllinien) sind alle Zelllinien zusammengefasst, die
keines der drei Transkripte exprimieren. Die Gruppe AB (4 Zelllinien) umfaßt alle Zelllinien, die entweder
Variante A oder B, nicht aber C exprimieren. Diejenigen Zelllinien, die alle drei Transkripte vorweisen, wurden
als Gruppe ABC (5 Zelllinien) bezeichnet. In Gruppe C (9 Zelllinien) sind nur Zelllinien enthalten, die lediglich
die  Isoform  C,  nicht  aber  A  oder  B  exprimieren.  In  Abbildung  6 ist  die  Methylierung  dieser  vier
Zellliniengruppen  in  vier  verschiedenen,  ausgewählten  Regionen  dargestellt.  Ausgewählt  wurden  die
Regionen eins, zwei, fünf und acht, diejenigen, in denen in den Abbildungen 3, 4 und 5 ein Zusammenhang
zwischen Methylierung und Expression sichtbar war. In Region eins, d.h. dort, wo der Transkriptionsstart der
Isoformen A und B liegt, sind diejenigen Zelllinien unmethyliert, die auch mindestens eines dieser beiden
Transkripte exprimieren (Gruppen AB und ABC). Zelllinien, die gar keine PITX2 Isoform oder nur die Variante
C exprimieren sind dort methyliert (Gruppen 0 und C). Die zweite untersuchte Region liegt im Bereich des
zweiten Exons der Transkripte A und B. Dort sind alle Zelllinien methyliert, besonders stark allerdings die
Gruppe ABC, also die Zelllinien, die eine Expression aller Transkripte aufweisen. Die Region im Bereich des
Transkriptionsstarts  von  Variante  C  (Region  fünf)  ist  nur  in  den  Zelllinien  methyliert,  die  nicht  die
entsprechende Variante C exprimieren (Gruppen 0 und AB). Beide Gruppen, die Zelllinien enthalten, die
Variante C exprimieren (ABC und C) sind dort gering methyliert. 
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Die letzte Region, die im Rahmen dieser Analyse dargestellt ist, ist Region acht, die überlappend mit dem
Exon  ist,  welches  alle  drei  Isoformen  als  einziges  gemeinsam  haben.  Dort  sind,  wie  bereits  zuvor
beschrieben, alle Zelllinien methyliert. Die Gruppen, die Zelllinien mit Expression von Variante C umfassen
sind dort besonders hoch methyliert. 
Zusammenfassend haben die Untersuchungen der Methylierung in den verschiedenen Regionen von PITX2
gezeigt, dass es eine Korrelation zwischen Methylierung und Expression in diesem Gen gibt. Exprimiert wird
ein entsprechendes Transkript nur, wenn die Region seines Transkriptionsstart nicht methyliert ist. Zusätzlich
ist  bemerkenswert,  dass Zelllinien,  die PITX2 Isoformen exprimieren,  auch besonders stark  in den CpG
Inseln im Bereich der Exons dieser entsprechenden Isoformen methyliert sind.
In den Abbildungen 3, 4 und 5 ist noch ein weiteres interessantes Phänomen zu erkennen: Die Methylierung
verändert sich von Region 3 zu Region 4 erheblich. Dies ist daher bemerkenswert, da diese beiden Regionen
nur ca. 100 bp auseinander liegen. Da diese beiden Regionen durch zwei unterschiedliche PCR Amplifikate
untersucht wurden, konnte zunächst nicht sichergestellt werden, dass es sich bei diesem Phänomen nicht
eventuell um einen PCR Artefakt handelt. Um dies weiter zu untersuchen, wurden die äußeren Primer dieser
beiden PCR Amplifikate als Primer für ein einziges PCR Amplifikat verwendet, welches die beiden Regionen
3 und 4 komplett abdeckt. Aufgrund der Länge des resultierende PCR Produktes wurde dieses aus beiden
Richtungen sequenziert und die Ergebnisse dieser beiden Sequenzierungen für jedes CpG gemittelt. Diese
Methylierungswerte  für  jedes  einzelne  CpG wurden  dann  weiter  über  alle  35  Zelllinien  gemittelt.  Diese
mittlere Methylierung pro CpG in Abhängigkeit  von der CpG Position ist  in Abbildung  7 dargestellt.  Dort
erkennt man, dass sich zwischen CpG Position 127 und 179 eine ca. 50 bp lange, CpG freie DNA Sequenz
befindet. Alle 14 CpGs, die vor dieser Sequenz liegen, sind im Mittel über alle Zelllinien zwischen 63 % und

Abbildung 6: Oben: Methylierung der nach Expression gruppierten Zelllinien in vier verschiedenen Regionen
von PITX2. Gruppe 0: keine Expression; AB: Expression von Variante A oder B, nicht C; ABC: Expression
aller  drei  Isoformen;  C:  nur Expression von Transkript  C.  Unten:  Position der  analysierten Regionen im
PITX2 Gen. 
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89 % methyliert (durchschnittlich zu 78 %). Die 24 CpGs, die hinter dieser Sequenz liegen, sind nur noch
zwischen 14 % und 76 % methyliert (im Durchschnitt 50 %). 

Interessanter Weise liegt zwischen Position 172 und Position 220 eine Sequenz mit niedriger Komplexität.
Diese nach dem „dust“  Algorithmus (Zhang und Madden 1997, Bailey  et al. 2006) identifizierte Sequenz

(AGGAGCCGGGGACGGGAGGAGGGGGAGGGGCGAGGCAGGCCGGAGGAG)  wird  in  Ensembl  als
Repeat annotiert. Unter den vier CpGs, die innerhalb dieser Sequenz liegen, befinden sich auch die drei
CpGs, die von allen 38 analysierten CpGs am geringsten methyliert sind (14, 24 und 27 %). Obwohl 35
biologisch  unterschiedliche  Zelllinien  gemittelt  wurden  und  dadurch  mit  einer  hohen  Streuung  (bzw.
Standardabweichung)  zu  rechnen  war,  zeigen  diese  drei  CpGs  eine  statistisch  signifikant  niedrigere
Methylierung als die meisten CpGs vor dieser „dust“-Sequenz.
Im weiteren Verlauf dieser Arbeit werden die in Abbildung  6 dargestellten Regionen im PITX2 Gen weiter
untersucht. Im Hinblick auf den funktionellen Zusammenhang von Expression und Methylierung in diesen
Regionen  und  entsprechend  der  Lage  in  Relation  zu  den  Exons  und  Introns  des  Gens  werden  diese
Regionen im Weiteren mit Promotor AB (Region 1), Intron 2 (Region 3), Promotor C (Region 5) und Exon 5
(Region 8) bezeichnet.

5.1.2 Entwicklung eines QM-Assays für den Promotor C von PITX2

Die Untersuchungen der Methylierung von PITX2 in den Zelllinien (Kapitel  5.1.1) führten zur Identifizierung
einer Region (Region 5), deren Methylierung mit der Expression des Transkriptes C zusammenhängt. Es
sollte nun untersucht werden, ob sich die Methylierung dieser Region auch als prognostischer Marker für den
Verlauf einer Brustkrebserkrankung eignet. Die Analysen der Zelllinien wurden mittels Bisulfit-Sequenzierung

Abbildung  7:  Methylierung  der  einzelnen  CpGs  im  Bereich  des  dritten  Exons  der  Transkriptvariante  B.
Dargestellt  sind  jeweils  die  Mittelwerte  aus  allen  35  Zelllinien  ± Standardabweichung.  Die  Position  der
niederkomplexen „dust“-Sequenz ist durch einen schwarzen Balken markiert.
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durchgeführt. Diese Methode könnte eventuell in ihrem Auflösungsvermögen nicht ausreichend genug für die
Beantwortung dieser Fragestellung sein. Aus diesem Grund wurde für diese Region im Rahmen der Arbeit
ein QM Assay entwickelt und optimiert. Die Charakteristik der finalen Version dieses Assays ist in Abbildung
8 gezeigt.  Zur  Erstellung  dieser  Charakteristik  wurde  eine  DNA  Standardreihe  von  Mischungen  aus
bisulfitierter MDA und bisulfitierter künstlich methylierter MDA DNA verwendet, die relative Methylierungen
von 0, 10, 25, 50, 75 und 100 % widerspiegelten.

In  Abbildung  8 ist  gut  zu  erkennen,  dass  der  entwickelte  Assay  in  der  Lage  ist,  alle  analysierten
Methylierungsmischungen  zu  unterschieden.  Damit  stand  nun  ein  Assay  zur  Verfügung,  mit  dem  im
folgenden Patientinnenproben untersucht werden konnten, um das prognostische Potenzial dieser Region zu
untersuchen.

5.1.3 PITX2 Promotor C: Methylierung in ausgewählten Patientinnenproben

Insgesamt wurden Bisulfit-konvertierte DNA Proben aus Tumoren von 94 Brustkrebspatientinnen untersucht.
Bei diesen Gewebeproben handelte es sich um eingefrorenes Frischgewebe. Alle Patientinnen erhielten nach
erfolgter  Operation  keine  weitere  Behandlung,  sodass  das  reine  prognostische  Potenzial  des  Markers
unabhängig von einer Therapieform untersucht werden konnte. Die Auswahl der Patientinnen erfolgte dabei
nach dem Status der Methylierung im Bereich des Promotors der Transkripte A und B - also der Region, die
bereits als prognostisch bekannt war. Es wurden insgesamt vier verschiedenen Gruppen von Patientinnen
gebildet.  Die  ersten  beiden  Gruppen  spiegeln  Patientinnen  wider,  bei  denen  die  Vorhersage  des
Krankheitsverlaufes anhand der Methylierung in der Promotor AB Region funktioniert hätte. 16 Patientinnen
hatten eine niedrige Methylierung (≤ 1  %) und auch eine gute Prognose (Gruppe A) und 17 Patientinnen
(Gruppe B) hatten eine schlechte Prognose und dementsprechend auch eine hohe Methylierung von PITX2
(≥ 53 %) in der Promotorregion AB. Anhand dieser beiden Gruppen sollte festgestellt werde, ab auch die
zweite Region im Bereich des Promotors  von Transkript  C prognostisch ist.  Des Weiteren wurden zwei
weitere, größere Gruppen von Patientinnen gebildet, deren Analyse es ermöglichen sollte, einzuschätzen, ob

Abbildung 8: Charakteristik des QM Assays im Promotor C des PITX2
Gens.  Dargestellt  sind  Mittelwerte  aus  sechs  Messungen  ±
Standardabweichung.  Dabei  wurden  zwei  unabhängig  voneinander
hergestellte Standardreihen jeweils drei mal gemessen.
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dieser neue Assay eine bessere Klassifizierung erlaubt, als es mit dem ursprünglichen möglich wäre. Bei
diesen  beiden  Gruppen  handelte  es  sich  um  Patientinnen,  bei  denen  Methylierung  von  PITX2  als
prognostischer Biomarker versagt hätte. 31 Patientinnen (Gruppe C) hatten eine hohe PITX2 Methylierung (≥
55 %), obwohl sie keinen Rückfall  erlitten hatten und 30 Patientinnen (Gruppe D) hatten einen Rückfall,
obwohl eine niedrige PITX2 Methylierung (≤ 23 %) diese als Patientinnen mit guter Prognose eingestuft hätte.
Die  Methylierung  dieser  Patientinnengruppen  sowohl  in  der  Promotorregion  der  Transkripte  A  und  B
(Promotor AB) und im Promotor C ist in Abbildung  9 dargestellt. Dabei wurden die Patientinnen nach der
Methylierung  des  Promotors  AB  (Abbildung  9,  links)  ausgewählt,  sodass  es  dort  eine  klare  Trennung
zwischen den vier Gruppen gibt.

Im  Vergleich  zum  Promotor  AB  sind  diese  Patientinnenproben  im  Promotor  C  sehr  ähnlich  methyliert
(Abbildung 9, rechts): Die Gruppen A und D sind gering methyliert, während die Gruppen B und C tendenziell
hoch methyliert sind. Die Methylierung beider Promotoren korreliert also in den meisten Proben. Demzufolge
ist  die Methylierung im Promotor  C Bereich wahrscheinlich auch als prognostischer Biomarker  geeignet.
Dabei ist keine Aussage darüber möglich, welcher der beiden Promotoren eine bessere Klassifizierung der
Patientinnen zuläßt, da die Gruppen, in denen eine Klassifizierung durch Methylierung des Promotors AB
Region falsch war (Gruppen C und D) auch im Promotor C vergleichbar methyliert sind. Allerdings ist anhand
der Whiskers in den Boxplots auch zu erkennen, dass einige Patientinnenproben im Promotor  C anders
methyliert  sind  als  im  Promotor  AB,  sodass  dieser  Promotor  in  einer  größeren  Patientinnenpopulation
untersucht werden sollte.

Abbildung  9:  Methylierung  von  94  ausgewählten  und  gruppierten  Brustkrebspatientinnen  in  den  beiden
Promotoren (AB und C) des PITX2 Gens. Gruppe A: 16 Patientinnen mit niedriger Promotor AB Methylierung
und  guter  Prognose;  Gruppe  B:  17  Patientinnen  mit  hoher  Promotor  AB  Methylierung  und  schlechter
Prognose; Gruppe C: 31 Patientinnen mit hoher Promotor AB Methylierung und guter Prognose; Gruppe D:
30 Patientinnen mit niedriger Promotor AB Methylierung und schlechter Prognose. Patientinnen der Gruppen
A  und  B  sind  durch  Promotor  AB  Methylierung  richtig,  Patientinnen  der  Gruppen  C  und  D  falsch
prognostiziert worden.
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5.1.4 Vergleich beider PITX2 Promotoren in unabhängiger Patientinnenpopulation

In der bisherigen Arbeit konnte ein Bereich im PITX2 Gen (Promotor C) identifiziert werde, der offensichtlich
die  Expression  der  kurzen  PITX2  Isoform  reguliert  und  dessen  Methylierung  wahrscheinlich  auch  als
prognostischer  Biomarker  geeignet  ist.  Um  dies  zu bestätigen  und weiter  zu untersuchen,  welcher  der
Promotoren,  AB oder  C,  besser  für  diese Fragestellung geeignet  ist,  wurde eine größere,  unabhängige
Patientinnenpopulation  untersucht.  Diese  Patientinnenpopulation  umfasste  384  Lymphknoten-positive
Patientinnen von vier verschiedenen klinischen Zentren. Von den 384 Patientinnen haben 143 einen Rückfall
in  Form  von  Metastasenbildung  erlitten.  Alle  Patientinnen  haben  eine  adjuvante  Chemotherapie
(Anthrazyklin) erhalten, 133 Patientinnen sind zusätzlich noch durch eine endokrine Therapie mit Tamoxifen
therapiert  worden.  Der  Beobachtungszeitraum  nach  der  OP  war  im  Median  82  Monate.  Von  den  384
Patientinnen hatten 284 (74 %) einen positiven ER Status, bei 97 (25 %) war dieser negativ und von drei
Patientinnen unbekannt.
Da  es  sich  bei  den  untersuchten  Patientinnenproben  um  Proben  Anthrazyklin-behandelter  Patientinnen
handelt, sollte zunächst geklärt werden, ob PITX2 in dieser Population als prognostischer Biomarker geeignet
ist.  Anschließend sollte dann die Methylierung beider Promotoren und ihre Eignung als Biomarker  direkt
verglichen  werden.  Allerdings  ist  durch  die  Wahl  einer  anderen  Patientinnenpopulation  eine  direkte
Validierung der Ergebnisse, die mit Zelllinien und unbehandelten Patientinnen erzielt wurden, nicht möglich.
Die  Untersuchung  erfolgte  für  beide  PITX2  Promotoren  mit  QM  Assays.  Ausgewertet  wurden  nur  die
Ergebnisse der  Patientinnen,  die bei den Assays für  beide Promotoren eine Messung ergaben,  die den
Qualitätsanforderungen entsprechen. Das Qualitätskriterium für eine Einzelmessung war, dass mindestens
einer der beiden CTs (der Sonden für die unmethylierte oder für die methylierte DNA) von einer Messung
kleiner  als  36 sein musste.  Pro Patientin und Assay wurde eine Dreifachbestimmung durchgeführt.  Von
diesen  drei  Messwerten  mussten  mindestens  zwei dieses  Kriterium  erreichen,  ansonsten  wurden diese
Probe ausgeschlossen. Von den insgesamt untersuchten 396 Patientinnen ergaben die Messungen von 377
Patientinnen  gültige  Ergebnisse  nach  diesen  Qualitätskriterien  (drunter  278  der  284  ER  positiven
Patientinnen) und wurden in dieser Studie berücksichtigt. 
Um die Qualität eines Markers in einer Patientenpopulation beurteilen zu können, ist normalerweise eine
Studie notwendig, bei der zunächst ein Schwellenwert für die Methylierung ermittelt wird, anhand dessen die
beiden Gruppen (schlechte und gute Prognose)  gebildet werden. Danach würde in einer  zweiten Studie
dieser  Marker  unter  Verwendung  des  zuvor  ermittelten  Schwellenwertes  validiert.  In  vielen
wissenschaftlichen Arbeiten wird dies so nicht durchgeführt, stattdessen wird ein optimierter Schwellenwert
verwendet, also der Schwellenwert, der in der durchgeführten Studie zu der besten Trennung der beiden
Gruppen führt. Dies führt schnell zu einer zu optimistischen Beurteilung der Studienergebnisse. Bei den hier
durchgeführten Analysen wurde als Schwellenwert der Median der Methylierung der gesamten Population
gewählt. Die Wahl des Medians hat gegenüber einem optimierten Schwellenwert den Vorteil, dass dieser vor
der  Studie  festgelegt  wurde  somit  wie  ein  in  einer  Vorstudie  ermittelter  Schwellenwert  nicht  zu  zu
optimistischen Ergebnissen führt.
Das  prognostische  Potential  der  beiden  untersuchten  PITX2  Promotoren  in  der  gesamten
Patientinnenpopulation ist Abbildung 10 dargestellt. Dort sind in den beiden oberen Diagrammen die Kaplan-
Meier-Überlebenskurven für die beiden Promotoren dargestellt. 
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Es zeigte sich, dass auch in dieser Patientinnenpopulation, also bei Anthrazyklin-behandelten Patientinnen
PITX2 als prädiktiver Marker geeignet ist. Dabei können anhand der Methylierung des Promotors AB zwei
Gruppen gebildet werden, bei denen in der einen 32% (59 von 189) und in der anderen 45% (84 von 188)
Rückfälle auftreten.  Im Vergleich dazu zeigt  der Promotor  C zwar auch Potenzial als prädiktiver Marker,
jedoch ist dieses statistisch signifikant schlechter als bei dem anderen Promotor (34% und 41% Rückfälle in
den beiden Gruppen). In Abbildung 10 ist auch die Verteilung der Methylierung in der Patientinnenpopulation
dargestellt. Die Verteilung der Methylierung beider Promotoren zeigt dabei ein vergleichbares Bild. Sowohl
die Patientinnen,  die einen Rückfall  erlitten haben (rot),  als  auch die ohne Rückfall  (blau)  zeigen lokale
Maxima der Methylierung bei 0 % und ca. 50-60 %. Entsprechend der prognostischen Eigenschaft beider
PITX2 Promotoren ist  bei den Patientinnen mit  Rückfall  das Maximum bei 50 -  60 % im Vergleich zum
Maximum bei 0 % relativ höher als bei den Patientinnen ohne Rückfall.

Von  den  377  berücksichtigten  Tumorproben  hatten  278  einen  positiven  ER  Staus.  Von  PITX2  ist  aus
früheren Studien mit unbehandelten und Tamoxifen-behandelten Patientinnen bekannt, dass eine Prognose
bei ER positiven Tumoren zutreffender  ist,  als  bei  ER negativen.  Aus diesem Grund wurden die in der

Abbildung  10:  Kaplan-Meier-Überlebenskurven  (oben)  und  Verteilung  der
Methylierung (unten) in der Gesamtpopulation  (377  Patientinnen) für  beide PITX2
Promotoren (AB und C).
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Gesamtpopulation vorkommenden ER positiven Patientinnen zusätzlich getrennt analysiert. Das Ergebnis
dieser  Analyse  ist  in  Abbildung  11 zu  sehen.  Erwartungsgemäß  kann  in  dieser  Subpopulation  von
Patientinnen  eine  bessere  Klassifizierung  nach  Rückfallwahrscheinlichkeit  getroffen  werden,  als  in  der
Gesamtpopulation.  Anhand  der  Methylierung  des  Promotors  AB  konnten  zwei  Patientinnengruppen  mit
jeweils 46% (64 von 139) und 29% (40 von 139) Rückfallwahrscheinlichkeit gebildet werden. Hierbei wurde
wieder der Median der Methylierung als Schwellenwert verwendet. Wie auch in der Gesamtpopulation ist die
Methylierung des Promotors C für diesen Zweck etwas schlechter geeignet. Die Gruppierung anhand der
Methylierung dieses Promotors  führte zu zwei Gruppen mit  42 % (59 von 139) und 32 % (45 von 139)
Rückfallwahrscheinlichkeit.

Auch die Verteilung der Methylierung innerhalb der ER positiven Patientinnensubpopulation (Abbildung  11
unten) zeigt ein sehr ähnliches Bild, wie bereits in der Gesamtpopulation.

Anhand  der  in  den  Abbildungen  10 und  11 dargestellten  Kaplan-Meier-Überlebenskurven  und
Verteilungsdiagrammen ist das prognostische Potenzial der Methylierung beider Promotoren bereits gut zu
erkennen. Eine weitere statistische Größe, über die die Qualität eines Markers beurteilt werden kann, ist die
Area Under the Curve (AUC) der Receiver Operating Characterisic (ROC). Als ROC wird im Rahmen dieser

Abbildung  11:  Kaplan-Meier-Überlebenskurven  (oben)  und  Verteilung  der  Methylierung
(unten) in der Subpopulation der ER positiven Patientinnen (278 Patientinnen) für beide
PITX2 Promotoren (AB und C).
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Arbeit  eine  graphische  Darstellung  bezeichnet,  bei  der  für  alle  möglichen  Schwellenwerte  (0%-100%
Methylierung) des  untersuchten  Loci  die  Sensitivität  über  die  Spezifität  (genauer  100%  -  Spezifität)
aufgetragen wird. Anders formuliert bedeutet das die Auftragung der richtig positiv über die falsch positiv
klassifizierten  Patientinnen,  also  den  Anteil  von  den  Rückfallpatientinnen,  die  richtig  in  die  schlechte
Prognosegruppe eingeteilt wurden, über den Anteil von den rückfallfreien Patientinnen die auch (falsch) in die
schlechte  Prognosegruppe  eingestuft  wurden.  Ist  ein  Gen  keine  Methylierungsmarker,  so  gilt  aus
statistischen Gründen, dass für  jeden Methylierungsschwellenwert der Anteil  der falsch positiven und der
richtig positiven Patientinnen verhältnismäßig gleich ist. Die graphische Darstellung ist so angeordnet, dass in
diesem Fall die Fläche unter dem Graphen (AUC) 0,5 beträgt. Bei einem perfekten Methylierungsmarker sind
alle Patientinnen mit Rückfall zu 0% methyliert, während die ohne Rückfall zu 100% methyliert wären oder
umgekehrt. In diesem Fall würde für alle Schwellenwerte zwischen 0% und 100% eine richtige Einstufung der
Patientinnen möglich sein und die Fläche unter dem Graphen wäre eins. Der Wert der AUC (zwischen 0,5
und 1) stellt also das Vermögen eines Methylierungsmarkers dar, zwischen Patientinnen, von denen ein Teil
einen  Rückfall  erleidet  und  der  andere  nicht,  zu  unterscheiden,  ohne  dass  vorher  ein  Schwellenwert
festgelegt werden muss.

Abbildung 12 zeigt die ROC der beiden Promotoren AB und C in der Gruppe der ER positiven Patientinnen
nach einem Beobachtungszeit-raum von 72 Monaten nach der Operation. Dabei wird das bereits anhand der
Kaplan-Meier-Überlebenskurven erkennbare Ergebnis bestätigt: Die Methylierung beider Promotoren ist ein
prädiktiver  Marker,  allerdings  ist  die  des  Promotors  AB etwas  besser  (AUCAB=0,64  versus  AUCC=0,59)

geeignet.

In  Tabelle  3 sind  zusammen-
fassend alle statistischen Kenn-
größen  für  beiden  Promotoren
des  PITX2  Gens  aufgelistet.
Neben den bereits in Abbildung
12 gezeigten  AUC  nach  72
Monaten  sind  dort  auch  die
AUC  nach  36,  48  und  60
Monaten, sowie der p-Wert des
Cox Proportional Hazard Models
(ermittelt  durch den Likelihood-

Ratio  Test),  die  Separationscores  (Effektgröße)  nach  Royston  und  Sauerbrei  (2004)  und  der
Konkordanzindex (AUC für Überlebensdaten) nach Harrell (1982) aufgelistet. Dabei wurden diese Analysen
wieder sowohl in der Gesamtpopulation, als auch im Anteil der ER positiven Patientinnen durchgeführt.

Abbildung  12: ROC Darstellung für beide PITX2 Promotoren (AB und
C) nach 72 Monaten in der Östrogenrezeptor-positiven Subpopulation.
(AUCAB=0,64 versus AUCC=0,59).
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Tabelle  3:  Statistische  Kenngrößen  für  beide  Promotoren  von  PITX2  (AB  und  C).  Dargestellt  sind  die
zeitabhängigen AUC der ROC, der Konkordanzindex, der Separationscore und der p-Wert des Cox-Modells.

Population Marker Separations-
score

Konkordanz-

index
AUC (36
Monate)

AUC (48
Monate)

AUC (60
Monate)

AUC (72
Monate) p-Wert

Gesamt
PITX2 AB 0,43 0,58 0,59 0,59 0,6 0,62 0,00020

PITX2 C 0,11 0,52 0,5 0,53 0,54 0,54 0,084

ER positiv
PITX2 AB 0,55 0,61 0,63 0,63 0,63 0,64 0,00026

PITX2 C 0,39 0,58 0,58 0,6 0,6 0,59 0,009

Die statistischen Kenngrößen in Tabelle  3 bestätigen die Erkenntnis, die schon anhand der Kaplan-Meier-
Überlebenskurven optisch zu erkennen war, dass beide Promotoren in dieser Patientinnenpopulation zwar
prognostische Marker  sind,  der  Promotor  C von PITX2 jedoch signifikant  schlechtere Ergebnisse liefert.
Gerade in der Gesamtpopulation ist der Promotor C kaum als Merker geeignet. Dies kann man gut anhand
der AUC nach 36 Monaten erkennen. Diese beträgt 0,5, genau der AUC Wert einer ROC, der auf reinem
Zufall basiert. Zwar nimmt dieser AUC Wert dann bis zum 72. Monat des Beobachtungszeitraums zu, jedoch
ist  der  Wert  nach  36  Monaten  sehr  aussagekräftig,  da  sich  zu  diesem  Zeitpunkt  noch  die  meisten
Patientinnen unter Beobachtung befanden. Etwas besser ist der Promotor C in der Subpopulation der ER
positiven Patientinnen als prognostischer Marker geeignet. Dort liegen die AUC für alle vier untersuchten
Zeitpunkte zwischen 0,58 und 0,6, sind im Vergleich zu dem Promotor AB mit 0,61 bis 0,64 jedoch immer
noch geringer. Dies lässt sich auch am p-Wert des Cox Modells erkennen, der den Promotor C zwar mit
0,009 statistisch signifikant als prognostischen Marker ausweist, allerdings liegt dieser p-Wert  um ca. 1,5
Zehnerpotenzen  höher  als  der  für  den  Promotor  AB.  Diese  Ergebnisse  werden  außerdem  durch  den
Konkordanzindex und den Separationscore bestätigt.
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5.2 Identifizierung neuer prognostischer und prädiktiver Methylierungsmarker

Die bereits in Kapitel  5.1.1 untersuchten Brustkrebs-Zelllinien wurden dazu verwendet, um neue potentiell
prognostische Methylierungsmarker zu identifizieren. Dafür wurden zunächst Gene ausgesucht, die in einem
biologischen Zusammenhang mit dem bekannten Marker PITX2 stehen könnten. Diese wurden dann mittels
Bisulfit-Sequenzierung  analysiert.  Gene,  die  in  den  Zelllinien  eine  ähnliche  Methylierung  wie  PITX2
aufwiesen, wurden dann weiter bei Patientinnenproben untersucht.

5.2.1 Identifizierung potentieller Methylierungsmarker in Zelllinien

Fünf verschiedene Gene (LHX3, LHX4, DLX4, PITX1 und PITX3) wurden ausgewählt, die in Zusammenhang
mit  PITX2  stehen  könnten.  Bei  diesen  fünf  Genen  handelte  es  sich  ausschließlich  wie  bei  PITX2  um
Homeobox-Gene. LHX3, ein Gen, das durch PITX2 reguliert wird (Charles  et al. 2005) besitzt mindestens
zwei verschiedene Transkriptvarianten (A und B), deren Expression wahrscheinlich über zwei verschiedene
Promotoren reguliert wird. Im Bereich der 5' UTRs beider Transkripte befindet sich jeweils eine CpG Insel,
die beide untersucht wurden. Ebenfalls zwei alternative Promotoren besitzt auch PITX3, ein Gen der PITX
Familie mit hoher Homologie zu PITX2 (Tremblay et al. 2000). Auch bei diesem Gen wurden diese beiden

Promotoren analysiert. PITX1, das dritte und - soweit bekannt – letzte Gen der PITX Familie unterscheidet
sich im Aufbau von PITX2 und PITX3, hat aber eine sehr ähnliche Funktion wie PITX2 (Tremblay  et al.

2000). Es besitzt nur einen Promotor. Des Weiteren wurden LHX4 und DLX4 untersucht, die ebenfalls im
Zusammenhang mit PITX2 stehen könnten (Schwartz et al. 2003, Mullen et al. 2007).

Abbildung 13 zeigt oben die Methylierung von PITX2 (Promotor AB) in den 35 untersuchten Zelllinien. Die
Zelllinien sind dabei nach der PITX2 Methylierung sortiert: von links nach rechts nimmt die Methylierung von
PITX2 ab. Unter PITX2 ist die Methylierung der beiden Gene uPA und TFF1 dargestellt, deren Eigenschaft
als prognostische Biomarker bereits bekannt ist (Maier et al. 2005b, Jänicke et al. 2001). Zunächst kann man
erkennen, dass bei den nach PITX2 Methylierung sortierten Zelllinien tendenziell auch die Methylierung von
uPA dort  höher ist,  wo die PITX2 Methylierung am höchsten ist  (links).  Dies steht im Einklang mit  dem
bekannten Wissen,  dass ebenfalls wie bei PITX2 eine hohe Methylierung von uPA mit  einer  schlechten
Prognose korreliert. Diese Korrelation ist genau umgekehrt für TFF1. Eine erhöhte Methylierung in TFF1
korreliert mit einer guten Prognose. Dementsprechend sind die Zelllinien mit der erhöhten TFF1 Methylierung
auch  tendenziell  eher  rechts  bei  den  nach  PITX2  Methylierung  sortierten  Zelllinien  zu  finden.  Dieser
beschriebene Zusammenhang der  Methylierung dieser drei prognostischen Marker  ist  wohl aufgrund der
geringen Zahl von untersuchten Zelllinien statistisch nicht signifikant, jedoch augenscheinlich auffällig.
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Unter  der  Methylierung der  drei  prognostischen  Marker  PITX2,  uPA und TFF1  ist  in  Abbildung  13 die
Methylierung der anderen anderen untersuchten Gene aufgetragen. Die beiden Promotoren von LHX3 sind
insgesamt in mehr Zelllinien methyliert, als es bei PITX2 der Fall ist. Dabei korreliert die Methylierung der
beiden Promotoren von LHX3 miteinander in den jeweiligen Zelllinien bis auf wenige Ausnahmen sehr gut.
Insgesamt sind die Zelllinien, die in LHX3 nicht methyliert sind, in Abbildung 13 auch eher rechts zu finden,
d.h. dort, wo sich auch die Zelllinien befinden, die in PITX2 wenig methyliert sind. Es könnte auch hier eine
Korrelation der Methylierung der beiden Gene PITX2 und LHX3 geben.
Betrachtet man in Abbildung 13 die Methylierung der beiden Promotoren von PITX3 in den Zelllinien, dann

Abbildung 13: Methylierung von 8 verschiedenen Genen in 35 Brustkrebszelllinien. Die Zelllinien sind nach
Methylierung im PITX2 Gen (Promotor AB) sortiert, die Methylierung nimmt von links nach rechts ab Jede
Spalte stellt eine analysierte Zelllinie dar. Jede farbige Zeile innerhalb eines Genes stellt ein CpG dar.
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kann man zunächst  erkennen,  diese nicht  korrelieren. Insgesamt  ist  der  Promotor  B wesentlich weniger
methyliert als der Promotor A. Viele der Zelllinien, die in PITX3 Promotor B methyliert sind, sind im Promotor
A hingegen unmethyliert.  Auch eine Korrelation der  Methylierung der  beiden PITX3  Promotoren mit  der
Methylierung  von  PITX2  ist  nicht  zu  erkennen.  Vergleicht  man  allerdings  die  Methylierung  von  PITX3
(Promotor  A) mit  der  Methylierung der  beiden LHX3 Promotoren, so fällt  auf,  dass PITX3 zwar weniger
methyliert ist als LHX3, dafür aber fast alle Zelllinien, bei denen PITX3 (Promotor A) methyliert ist, auch LHX3
methyliert ist. Es könnte also einen Zusammenhang der Regulation dieser beiden Gene geben.
Die außerdem untersuchten Gene LHX4 und PITX1 sind in den untersuchten Zelllinien eher wenig methyliert.
Einen Zusammenhang mit der PITX2 Methylierung scheint es bei diesen beiden Genen nicht zu geben. 
Von DLX4 wurde sowohl eine CpG-Insel im Bereich des Promotors, als auch eine im Bereich des zweiten
Exons  untersucht.  Abbildung  13 zeigt,  dass  der  Promotor  von DLX4 in  allen Zelllinien  nur  sehr  gering
methyliert ist, wohingegen das Gen im Bereich des zweiten Exon sehr stark methyliert ist. Im Fall von DLX4
konnte also wieder eine ähnliche Beobachtung gemacht werden, wie es schon für PITX2 der Fall war: hohe
Methylierung der  CpG Inseln  im  Bereich  der  Exons,  die  nicht  im  Transkriptionsstartbereich  liegen.  Ein
Zusammenhang zwischen der  Methylierung einer  der  beiden DLX4 Loci  mit  der  PITX2  Methylierung ist
wiederum nicht zu erkennen. 

5.2.2 Markervalidierung mit Patientinnenproben

Drei  der  Gene (LHX3,  PITX1  und  PITX3),  deren  Methylierung  in  den  35  Bruskrebszelllinien untersucht
wurden, wurden nun in Patientinnenproben analysiert, um die Ergebnisse von 5.2.1 zu bestätigen. 
Untersucht  wurden wieder die in vier  Gruppen aufgeteilten 94 ausgewählten Brustkrebspatientinnen,  die
schon in Kapitel 5.1.3 verwendet wurden. Allerdings wurde die Methylierung nun mittels Bisulfitsequenzierung
analysiert.  Die erhaltenen Methylierungswerte für  jedes CpG wurden für  jedes  PCR Amplifikat  gemittelt.
Abbildung 14 zeigt das Ergebnis der Bisulfitsequenzierung der drei Gene PITX3, PITX1 und LHX3 in den vier
verschiedenen Patientinnengruppen. Zusätzlich ist im linken Boxplot die Methylierung von PITX2 innerhalb
dieser  Patientinnengruppen  dargestellt.  Diese  wurde  innerhalb  dieses  Experimentes  nicht  nochmals
gemessen.  Auch die Gruppierung der  94 Patientinnen ist  wieder dieselbe wie in Kapitel  5.1.3,  d.h.  eine
Gruppe aus 16 Patientinnen, die eine geringe Methylierung von PITX2 vorweisen und keinen Rückfall erlitten
haben  (Gruppe  A),  eine  Gruppe  aus  17  Patientinnen  mit  hoher  PITX2  Methylierung  und  rückfälligem
Krankheitsverlauf  (Gruppe  B),  einer  Gruppe  aus  31  Patientinnen  mit  geringer  PITX2  Methylierung  und
erlittenem Rückfall (Gruppe C) und letztlich eine Gruppe aus 30 Patientinnen mit hoher PITX2 Methylierung
und ohne Rückfall (Gruppe D). Dabei spiegeln die beiden kleineren aus 16 und 17 Patientinnen bestehenden
Gruppen wieder  die  Patientinnen  dar,  deren  Krankheitsverlauf  durch  PITX2  Methylierung als  Biomarker
richtig prognostiziert  würde, wohingegen die beiden anderen,  größeren Gruppen, diejenigen Patientinnen
sind, bei denen ein solcher Test versagen würde.
Beim Vergleich der Methylierung von LHX3, PITX3 und PITX1 mit der Methylierung von PITX2 ist allerdings
zu bedenken, dass PITX2 im Gegensatz zu den anderen Genen mit einem QM Assay gemessen wurde und
somit die Absolutwerte der Methylierung nur bedingt vergleichbar sind.
Insgesamt konnten die bei der Analyse der Zelllinien gemachten Beobachtungen nach Sequenzierung der 94
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Patientinnenproben bestätigt werden. So zeigt Abbildung 14, dass die Methylierung von LHX3 sich innerhalb
der  vier  Patientinnengruppen  ähnlich  verhält,  wie  die  Methylierung  PITX2:  Die  Gruppen  B  und  C  sind
tendenziell stärker methyliert, die Gruppen A und D. Die Korrelation der Methylierung beider Gene, die bei
den Zelllinien beobachtet  wurde, konnte also bestätigt werden. Bei PITX3 ist sehr auffällig,  dass gerade
Gruppe C, also die Gruppe der Patientinnen, die trotz hoher PITX2 Methylierung eine gute Prognose haben,
im Vergleich zu Gruppe B niedriger methyliert ist. Folglich könnte PITX3 ein besserer prognostischer Marker
als PITX2 sein, da weniger Patientinnen falsch positiv klassifiziert werden.

Auch im Fall von PITX1 konnten die unter 5.2.1 gemachten Beobachtungen bestätigt werden: Insgesamt ist
dieses Gen geringer methyliert als die anderen untersuchten Gene und es gibt keine Korrelation mit der
PITX2 Methylierung und demzufolge auch wahrscheinlich nicht mit der Prognose der Patientinnen nach der
Brustkrebsoperation.

5.2.3 Analyse weiterer Kandidatengene in Patientenproben

Die Ergebnisse aus 5.2.1 und 5.2.2 zeigten, dass es mit Zelllinien und ausgewählten Patientinnenproben als
Modell möglich ist, schnell und kostengünstig neue potentielle Marker zu identifizieren. Um eine noch höhere
Zahl von Markerkandidaten untersuchen zu können, wurde diese Vorgehensweise noch weiter vereinfacht.
Dazu wurden 12 Patientinnenproben aus der Population von 94 Patientinnen gewählt, die bereits unter 5.1.3
und 5.2.2 verwendet wurden. Von den zwölf ausgewählten Proben kamen jeweils vier aus den Gruppen A, B
und C. Aus der Gruppe der Patientinnen, die trotz geringer PITX2 Methylierung einen Rückfall  bekamen
(Gruppe D), also falsch klassifiziert wurden, wurden keinen Proben gewählt. Diese Entscheidung beruhte
darauf,  dass in dieser  Gruppe die fehlende PITX2 Methylierung einfach auf  einen zu geringen Anteil  an
Tumorzellen zurückzuführen sein könnte, sodass auch weitere potentielle Marker dort ebenfalls unauffällig
wären. Dies sollte unbedingt vermieden werden, da eine Anzahl von zwölf Proben ohnehin zu gering war, um
eine statistisch haltbare Aussage zu treffen und nur Gene identifiziert werden sollten, die in der untersuchten

Abbildung 14: Methylierung der Gene PITX2 (Promotor AB), LHX3 (Promotor A), PITX3 (Promotor A) und
PITX1 in vier Patientinnengruppen. Gruppe A: 16 Patientinnen mit niedriger Promotor AB Methylierung und
guter Prognose; Gruppe B: 17 Patientinnen mit hoher Promotor AB Methylierung und schlechter Prognose;
Gruppe  C:  31  Patientinnen  mit  hoher  Promotor  AB  Methylierung  und  guter  Prognose;  Gruppe  D:  30
Patientinnen mit niedriger Promotor AB Methylierung und schlechter Prognose. Patientinnen der Gruppen A
und B sind durch Promotor AB Methylierung richtig, Patientinnen der Gruppen C und D falsch klassifiziert
worden. Die Daten für PITX2 beruhen auf einer QM Assay Bestimmung, nach der diese Proben ausgewählt
wurden. Die anderen Gene wurden mittels Bisulfitsequenzierung untersucht.

PITX2 Promotor AB LHX3 Promotor AB PITX3 Promotor A PITX1
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Patientinnenpopulation überhaupt Unterschiede der Methylierung zeigten und somit in dieser Fragestellung
eine Rolle spielen könnten.
Insgesamt wurden für 52 verschiedene Gene 74 PCR Amplifikate entworfen und anschließend die zwölf Pa-
tientinnenproben sequenziert. Nach der Sequenzierung wurden das Potenzial dieser Gene ein Marker zu sein
bewertet. Dazu wurden vier verschiedene Ränge, je nach Methylierung in diesen zwölf Proben, vergeben: 
• Rang 1: ähnliche Methylierung wie PITX2

• Rang 2: (große) Unterschiede in der Methylierung jedoch nicht ähnlich wie PITX2

• Rang 3: (kleine) Unterschiede in der Methylierung, ebenfalls nicht ähnlich wie PITX2

• Rang 4: keine differentielle Methylierung

• Rang 5: nicht analysierbar wegen schlechter Sequenzierbarkeit der PCR Amplifikate

Die analysierten Gene und ihre Einteilung nach Rängen ist in Tabelle 4 aufgelistet. 

Tabelle 4: Liste der in 12 ausgewählten Brustkrebsproben untersuchten Gene. Pro Gen wurden bis zu 4 Am-
plifikate untersucht. Die Gene wurden je nach Methylierung der zwölf Proben mit Rang 1-5 bewertet (Defini-
tion der Ränge siehe Text). Gene, die weiter in einer Chipstudie untersucht wurden, sind mit „x“ markiert.

G
en

e

A
m

pl
ifi

ka
t N

o.

R
an

g

C
hi

p

G
en

e

A
m

pl
ifi

ka
t

R
an

g

C
hi

p

G
en

e

A
m

pl
ifi

ka
t N

o.

R
an

g

C
hi

p

BARX1 1 1 x LHX4 2 2 LDB1 2 4

BARX1 2 1 NR5A1 1 2 x LMX1B 1 4

BMP2 1 1 x PITX3 2 2 LMX1B 2 4

BMP4 1 1 x DLX2 1 3 MSX1 1 4

GAD1 1 1 x DLX2 2 3 MSX2 1 4

GATA4 1 1 FGF8 1 3 NCOR1 1 4

GATA4 2 1 GATA2 1 3 NR0B1 2 4

GATA4 3 1 LEF1 1 3 PAX2 2 4

GATA4 4 1 x LMO4 2 3 PAX9 1 4

ISL1 1 1 x NR0B1 1 3 PITX1 1 4

LHX3 1 1 PAX2 1 3 PROP1 1 4

LHX3 2 1 x TCF1 1 3 SMAD4 1 4

LHX3 3 1 BRMS1 1 4 TCF7L1 1 4

LHX4 1 1 x CCND1 1 4 TDGF1 1 4

LMO2 1 1 x CITED2 1 4 TGFB1 1 4

LMX1A 1 1 x CREBBP 1 4 TRRAP 1 4

PITX3 1 1 x CTNNB1 1 4 DLX4 1 5

POU4F1 1 1 x EP300 1 4 DLX4 2 5

TCF4 1 1 x FGFR1 1 4 HDAC1 2 5

ZFN1A1 1 1 x GATA3 1 4 LDB1 3 5

CCND2 1 2 x GATA6 1 4 LEF1 2 5

FGF4 1 2 x HDAC1 1 4 NODAL 1 5

GAD1 2 2 HTATIP 1 4 POU4F2 1 5

GATA4 5 2 HTATIP 2 4 TGFB1 2 5

LHX3 4 2 LDB1 1 4
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Dabei wurden für einige Gene mehrere Amplifikate untersucht, da in diesen Genen entweder mehr als eine
CpG Insel vorkam oder sich ein Design von PCR Amplifikaten als schwierig erwies. Da Gene, die sich nach
diesem  Experiment  als  mögliche  Markerkandidaten  erweisen,  anschließend  in  einer  DNA  Chip  Studie
untersucht werden sollten, wurden auch für die Gene LHX3 und PITX3 neue PCR Amplifikate entworfen und
in diesem Experiment untersucht. Dies ist darin begründet, dass für PCR Amplifikate, die für eine Chipstudie
geeignet  sind,  eine  bestimmte  Mindestlänge und  CpG-Dichte  notwendig ist,  die die  bisher  verwendeten
Amplifikate nicht aufwiesen.

Von den insgesamt 52 verschiedenen untersuchten Genen konnte von 49 Genen mindestens ein Amplifikat
erfolgreich analysiert  werden. Dabei zeigten 17 Gene bei  mindestens einem Amplifikat  eine differentielle
Methylierung nach Rang eins und zwei (Tabelle 4). Von diesen 17 Genen wurde jeweils das Amplifikat für
eine weitere Untersuchung ausgewählt, dessen Methylierung der von PITX2 am ähnlichsten war und in einer
folgenden Chip-Studie weiter untersucht. Diese ausgewählten Amplifikate sind in Tabelle 4 markiert.

5.2.4 DNA-Chip Studie

Für eine statistisch valide Beurteilung der Qualität eines Biomarkers ist die Untersuchung einer größeren
Patientenpopulation notwendig. Um die in dieser Arbeit bisher gefundenen potentiellen Markerkandidaten in
einer solchen Population untersuchen zu können, wurde eine DNA Chipstudie konzipiert. Dabei wurde das
gleiche Patientinnenmaterial verwendet, das bereits für die Untersuchung der beiden PITX2 Promotoren in
der  Real-Time  PCR Studie  (5.1.4)  verwendet  wurde.  Bei  dieser  Chipstudie  wurden insgesamt  64  PCR
Amplifikate von unterschiedlichen Loci untersucht. Neben Genen, die für diese Arbeit keine Rolle spielten
und hier nicht weiter berücksichtigt werden, wurden die 17 in Kapitel  5.2.3 identifizierten Markerkandidaten
untersucht.  Als  Vergleich  wurden  zusätzlich  beide  PITX2  Promotoren,  sowie  die  Gene  TFF1  und  uPA
analysiert, sodass insgesamt 21 PCR Amplifikaten untersucht wurden, die im Rahmen dieser Arbeit relevant
sind. Jedes dieser Amplifikate wurde durch drei bis fünf verschiedenen Oligopaare, d.h. jeweils einem Oligo
für  den  methylierten  und  ein  Oligo  für  den  unmethylierten  Zustand  an  der  entsprechenden  Position,
abgedeckt. Für die statistische Beurteilung der einzelnen Markerkandidaten wurden sowohl die Ergebnisse
der Oligopaare einzeln, als auch über das Amplifikat gemittelt betrachtet.  Als Mittel der Oligopaare wurde
dabei der Median gewählt, um den Einfluß möglicher Ausreißer zu minimieren. Zur statistischen Bewertung
der Daten wurden wieder die Modelle verwendet, die bereits unter 5.1.4 kurz beschrieben sind, d.h. es wurde
der p-Wert für das Cox Proportional Hazard Modell berechnet, die AUC der ROC nach 36, 48, 60 und 72
Monaten Nachbeobachtungszeit,  der  Konkordanzindex und die prognostische Separationscore  bestimmt.
Wie auch schon bei der Real-Time PCR basierten Analyse der beiden Promotoren für PITX2 wurde sowohl
die gesamte Patientinnenpopulation, als auch die beiden Subpopulationen der ER negativen bzw. positiven
Patientinnen betrachtet.

In den Tabellen 5-7 sind die statistischen Kenngrößen für die 21 verschiedenen Loci in der gesamten und in
den entsprechenden Patientinnen-Subpopulationen aufgelistet. Dabei sind die Loci nach aufsteigendem p-
Wert des Cox Proportional Hazard Modells sortiert. Folglich sind die nach diesem Modell besten Marker in
der  Liste ganz oben zu finden.  Dargestellt  sind in diesen Tabellen nur  die Ergebnisse für  das jeweilige
gesamte PCR Amplifikat und nicht für die einzelnen Oligopaare. Die Ergebnisse für die einzelnen Oligopaare
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in den betrachteten Populationen sind im Anhang aufgelistet (Seite 163, Tabelle 18). 

Zunächst sieht man, dass in der Gesamtpopulation (Tabelle  5) das Ergebnis der Real-Time PCR Studie
(5.1.4) für den Promotor AB von PITX2 auch in der Chipstudie bestätigt werden konnte. Die Methylierung
dieses Promotors ist ein prädiktiver Marker in dieser Patientinnenpopulation (p-Wert = 0,0022). Im Gegen-
satz dazu konnte der Promotor C jedoch nicht als statistisch signifikanter Marker bestätigt werden (p-Wert =
0,24). Es konnte ebenfalls der als prognostisch bekannte Marker uPA bestätigt werden (p-Wert 0,0026), nicht
jedoch TFF1, der ebenfalls als prädiktiver Marker für eine Behandlung mit Tamoxifen bekannt war (p-Wert =
0,34). Berücksichtigt man alle erhobenen statistischen Kenngrößen, so erweisen sich uPA und PITX2 (Pro-
motor AB) als vergleichbar gute Marker in dieser Patientinnenpopulation. Zusätzlich konnten in dieser Chip-
studie neue Marker identifiziert werden, die ebenfalls eine vergleichbar gute Prognose zulassen. Besonders
die Gene NR5A1, FGF4 und CCND2 zeigen nahezu die gleichen statistischen Merkmale wie PITX2 und uPA.
Mit BMP4 konnte jedoch auch ein Gen gefunden werden, welches ein signifikant besserer Marker ist als uPA
und PITX2. Dies wird ausnahmslos durch alle statistischen Modelle bestätigt. Insgesamt konnten in dieser
Studie neben PITX2 (Promotor  AB) und uPA neun neue Gene gefunden werden, die einen p-Wert  von
kleiner als 0,05 zeigten. Ein guten Hinweis darauf, dass es sich bei diesen Ergebnissen nicht um Artefakte
handelt, gibt die Tatsache, dass bei den Genen mit niedrigen p-Wert für die gemittelten (Median) Oligodaten
in der Regel auch die einzelnen Oligos selbst konkordant niedrige p-Werte zeigten (siehe Anhang).

Tabelle 5: Ergebnisse der Chipstudie in der Gesamtpopulation (384 Patientinnen). Dargestellt sind für jedes
untersuchte Gen der Konkordanzindex, die Separationscore, die zeitabhängigen AUCs und der p-Wert des
Cox Modells. Die Ergebnisse basieren auf dem Median aller Oligos eines PCR Amplifikates.

Gen Separations-
score

Konkordanz-

index
AUC (36
Monate)

AUC (48
Monate)

AUC (60
Monate)

AUC (72
Monate) p-Wert

BMP4 0,44 0,59 0,62 0,64 0,61 0,61 0,00056

PITX2a 0,36 0,58 0,6 0,59 0,6 0,6 0,0022

uPA 0,4 0,57 0,58 0,59 0,58 0,59 0,0026

NR5A1 0,41 0,56 0,59 0,58 0,58 0,59 0,0030

FGF4 0,4 0,57 0,58 0,59 0,6 0,6 0,0030

CCND2 0,35 0,58 0,6 0,61 0,59 0,6 0,0034

GATA4 0,34 0,58 0,61 0,6 0,6 0,6 0,0094

LMX1A 0,33 0,57 0,6 0,59 0,58 0,58 0,013

ZNFN1A1 0,3 0,55 0,56 0,56 0,55 0,56 0,020

BARX1 0,27 0,55 0,55 0,56 0,57 0,57 0,030

LHX4 0,18 0,53 0,54 0,53 0,52 0,54 0,036

LHX3 0,25 0,54 0,55 0,55 0,54 0,54 0,052

TCF4 0,19 0,54 0,54 0,53 0,52 0,54 0,066

BMP2 0,19 0,54 0,55 0,55 0,55 0,55 0,074

ISL1 0,17 0,53 0,51 0,54 0,54 0,54 0,13

LMO2 0,18 0,54 0,58 0,55 0,53 0,54 0,20

POU4F1 0,17 0,53 0,53 0,54 0,54 0,56 0,21

GAD1 0,17 0,52 0,53 0,54 0,52 0,52 0,24

PITX2c 0,15 0,54 0,53 0,55 0,55 0,55 0,24

TFF1 0,16 0,52 0,49 0,5 0,52 0,53 0,34

PITX3 0,04 0,5 0,51 0,52 0,49 0,49 0,53

a Promotor der Transkripte A und B, c Promotor des Transkripts C
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Tabelle 5 zeigt auch, dass die beiden im Rahmen der Experimente mit den Brustkrebszelllinien identifizierten
(5.2.1) und bereits auf einigen ausgewählten Patientinnenproben validierten (5.2.2) Marker LHX3 und PITX3
nicht  als  prädiktive  Marker  für  eine  Behandlung  mit  Anthrazyklin  bestätigt  werden  konnten.  Diese
Beobachtung wird auch durch die beiden statistischen Kenngrößen Konkordanzindex und Separationscore
bestätigt.

Die Ergebnisse in der Population der 284 ER positiven Patientinnen ist in Tabelle  6 dargestellt. Da diese
Subpopulation mit  74 % den Großteil  der  Gesamtpopulation darstellt,  sind auch dort  die Ergebnisse zu
beobachten, die schon für die Gesamtpopulation beschrieben wurden. Der Promotor AB von PITX2 und uPA
sind (vergleichbar) gute Marker, TFF1 und der PITX2 Promotor C jedoch nicht. PITX3 konnte auch in dieser
Subpopulation nicht als Marker bestätigt werden, dagegen zeigt die Methylierung von LHX3 eine statistisch
signifikante Eigenschaft als Marker (p-Wert = 0,034). 

Tabelle 6: Ergebnisse der Chipstudie in der Subpopulation der ER positiven Patientinnen (284 Patientinnen).
Dargestellt sind für jedes untersuchte Gen der Konkordanzindex, die Separationscore, die zeitabhängigen
AUCs und der p-Wert des Cox Modells. Die Ergebnisse basieren auf dem Median aller Oligos eines PCR
Amplifikates.

Gen Separations-
score

Konkordanz-

index
AUC (36
Monate)

AUC (48
Monate)

AUC (60
Monate)

AUC (72
Monate) p-Wert

BMP4 0,64 0,62 0,67 0,68 0,64 0,63 0,000030

NR5A1 0,67 0,62 0,68 0,65 0,63 0,63 0,000046

BARX1 0,51 0,6 0,63 0,63 0,62 0,62 0,0015

FGF4 0,5 0,6 0,63 0,63 0,64 0,62 0,0017

PITX2a 0,44 0,61 0,65 0,62 0,62 0,62 0,0019

ZNFN1A1 0,43 0,59 0,63 0,62 0,59 0,6 0,0029

LMX1A 0,45 0,6 0,67 0,64 0,6 0,61 0,0032

uPA 0,37 0,57 0,59 0,6 0,58 0,59 0,0046

LHX4 0,33 0,56 0,62 0,58 0,55 0,57 0,0060

GATA4 0,38 0,59 0,64 0,62 0,61 0,61 0,0067

CCND2 0,36 0,58 0,61 0,62 0,59 0,6 0,016

BMP2 0,25 0,55 0,58 0,56 0,56 0,57 0,024

TCF4 0,3 0,56 0,59 0,57 0,55 0,57 0,025

ISL1 0,32 0,56 0,57 0,58 0,57 0,56 0,030

LHX3 0,33 0,56 0,6 0,58 0,56 0,55 0,034

LMO2 0,26 0,55 0,61 0,57 0,55 0,56 0,091

POU4F1 0,23 0,56 0,58 0,58 0,57 0,58 0,13

PITX3 0,15 0,53 0,56 0,56 0,51 0,51 0,18

GAD1 0,19 0,53 0,56 0,55 0,52 0,52 0,23

PITX2c 0,17 0,54 0,54 0,56 0,55 0,55 0,29

TFF1 0,18 0,52 0,5 0,5 0,52 0,52 0,35

a Promotor der Transkripte A und B, c Promotor des Transkripts C

Zusätzlich zu BMP4, das bereits in der Gesamtpopulation eine durch alle statistischen Kenngrößen validierte
bessere Markerqualität als PITX2 (Promotor AB) zeigte, konnte in der ER positiven Subpopulation mit NR5A1
ein weiteres solches Gen identifiziert werden. Das Gen FGF4, das bereits in der Gesamtpopulation ähnlich
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gute Ergebnisse wie PITX2 zeigte,  konnte  auch in dieser  Subpopulation als  Marker  so wiedergefunden
werden. Dazu kommen mit BARX1 und ZNFN1A1 zwei weitere Gene mit ähnlichen Qualitäten wie PITX2
(Promotor AB). Im Gegensatz dazu hat CCND2 im Vergleich zu PITX2 (Promotor AB) in der Gruppe der ER
positiven  Patientinnen  etwas  schlechter  abgeschnitten,  als  in  der  Gesamtpopulation.  Von  den  21
untersuchten Loci zeigten in dieser Subpopulation lediglich sechs einen p-Wert > 0,05, darunter der Promotor
C von PITX2, TFF1 und PITX3.

Ein direkter  Vergleich der Ergebnisse für  beide PITX2 Promotoren in der Chipstudie ist  in Abbildung  35
dargestellt. Dort sind sowohl die Kaplan-Meier-Überlebenskurven (basierend auf optimierten und medianem
Schwellenwert) und die Verteilung der Methylierung in allen Patientinnen der ER positiven Subpopulation
dargestellt. Diese Darstellung entspricht der Darstellung der QM Assay Ergebnisse (Seite 58, Abbildung 11)
vergleichbar, bis auf den Unterschied, dass hier auch die Patientinnen in der Analyse berücksichtigt wurden,
die in  der  QM Assay Studie  entsprechend der  Qualitätskriterien ausgeschlossen wurden. Der  Vergleich
beider Studien zeigt, dass die Ergebnisse für den Promotor AB sowohl mit QM Assay, als auch in dieser
Chipstudie  sehr  ähnlich  sind.  In  der  QM  Assay  Studie  führte  eine  Gruppierung  mit  dem  Median  als
Schwellenwert zu zwei Gruppen mit jeweils 139 Patientinnen mit 29 % Rückfallwahrscheinlichkeit in der gute
Prognosegruppe  (40  von  139  Patientinnen)  und  46  %  in  der  schlechte  Prognosegruppe  (64  von  139
Patientinnen). Vergleichbar konnten in der Chipstudie zwei Gruppen gebildet werden mit 30 % (42 von 142
Patientinnen) und 44 % (62 von 142 Patientinnen) Rückfallwahrscheinlichkeit. Beide Technologien führen in
diesem Fall also zu nahezu dem gleichen Resultat. Dies ist zusätzlich an der Verteilung der Methylierung in
der Patientinnenpopulation zu erkennen (Abbildung 35, unten links). Auch diese Darstellung ist für den QM
Assay und die Chipergebnisse sehr ähnlich, es sind bei den Patientinnen mit erlittenem Rückfall deutlich zwei
Gruppen (lokale Maxima) zu erkennen. Diese beiden lokalen Maxima sind allerdings in der Darstellung für
den Promotor C nicht mehr zu finden (Abbildung  35, unten rechts). Da jedoch die QM Assay Ergebnisse
auch für diesen Promotor diese beiden lokalen Maxima zeigten, könnte dies ein Hinweis darauf sein, dass für
diesen Promotor der Chip nicht so zuverlässig funktioniert hat. Dies spiegelt sich auch in der Aufteilung in die
beiden gute und schlechte Prognosegruppen wider, die im Fall des QM Assays entsprechend 32 % (45 von
139) und 42 % (59 von 139) Rückfallwahrscheinlichkeit hatten, in der Chipstudie jedoch nur 34 % (48 von
142) und 39 % (56 von 142).
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Eine Verwendung eines optimierten Schwellenwertes für die Gruppierung konnte ebenfalls nicht zu einer
Verbesserung der Ergebnisse für den Promotor C im Vergleich zum Promotor AB führen. In diesem Fall
ergeben  sich  für  den  Promotor  AB  zwei  Gruppen  mit  28  %  (55  von  193)  und  54  %  (49  von  91)
Rückfallwahrscheinlichkeit.  Für den Promotor  C hatte diese beiden Prognosegruppen eine Rückfallwahr-
scheinlichkeit von 34 % (70 von 207) und 44 % (34 von 77). 
Für die beiden Gene BMP4 und NR5A1 sind in Abbildung 16 zusätzlich die Kaplan-Meier-Überlebenskurven
(mit  medianem  und  optimiertem  Schwellenwert),  sowie  die  Verteilung  der  Methylierung  in  der
Patientinnenpopulation  (ER  negative  Subpopulation)  dargestellt.  Anhand  der  Kaplan-Meier-
Überlebenskurven lässt sich dabei gut das prognostische Potenzial dieser beiden Gene erkennen. So führt
eine Klassifizierung mit  BMP4 und Verwendung des  optimierten  Schwellenwertes  zur  Bildung von einer
Gruppe mit 57 % Rückfallwahrscheinlichkeit (34 von 60 Patientinnen sind rückfällig) und einer Gruppe mit 31
% Rückfallwahrscheinlichkeit (70 von 224 Patientinnen sind rückfällig). Auch bei Anwendung des Medians
der Methylierung als Schwellenwert ist mit BMP4 noch eine gute Klassifizierung der Patientinnen in eine gute
und eine schlechte Prognosegruppe möglich. Hier haben diese beiden Gruppen mit jeweils 142 Patientinnen
entsprechend 27% und 46 % Rückfallwahrscheinlichkeit (39 bzw. 65 Rückfälle in den beiden Gruppen). Die
Verteilung der Methylierung zeigt auch bei BMP4 wieder ein ähnliches Bild, wie es schon bei PITX2 in der
Real-Time PCR Studie gefunden wurde. Die Patientinnen, die einen Rückfall erlitten hatten, zeigen deutlich

Abbildung 15: Vergleich der Ergebnisse der Chipstudie für beide PITX2 Promotoren in der Subpopulation der
ER positiven Patientinnen. Links und Mitte: Kaplan-Meier-Überlebenskurven mit medianem und optimiertem
Schwellenwert; rechts: Verteilung der Methylierung beider Promotoren in der Population (Patientinnen mit
[rot] und ohne Rückfall [blau]).
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zwei  lokale  Maxima  bei  niedriger  und  bei  hoher  Methylierung.  Das  zweite  lokale  Maximum  bei  hoher
Methylierung ist in der Gruppe der Patientinnen ohne Rückfall nahezu nicht mehr zu erkennen. 

Die  Einteilung  in  eine  gute  und  eine  schlechte  Prognosegruppe  ist  unter  Verwendung  des  medianen
Schwellenwertes  bei  NR5A1 genauso gut  möglich,  wie  auch bei  BMP4.  Auch  hier  können wieder  zwei
Gruppen mit  27 % und Rückfallwahrscheinlichkeit  gebildet werden.  Die  Auftrennung nach verwendetem
optimiertem Schwellenwert ist dann allerdings geringfügig schlechter als bei BMP4. In diesem Fall haben die
beiden  Prognosegruppen  dann  31  %  und  51  %  Rückfallwahrscheinlichkeit.  Der  Grund  für  das  etwas
schlechtere Abschneiden bei optimiertem Schwellenwert könnte das Verteilungsdiagramm zeigen. Dort sieht
man im Falle von NR5A1 nicht die für PITX2 und BMP4 beschriebenen zwei lokalen Methylierungsmaxima.
Vielmehr  ist  die  Gruppe  der  rückfälligen  Patientinnen  insgesamt  höher  methyliert  als  die  Gruppe  der
Patientinnen ohne Rückfall. Die Maxima der Methylierung dieser beiden Gruppen liegen eng beieinander,
sodass in diesem Fall der medianen Schwellenwert bereits nahe am optimierten Schwellenwert liegt.
Wie  bereits  beschrieben  konnten  die  beiden  in  den  vorhergehenden  Experimenten  gefundenen
prognostischen Marker LHX3 und PITX3 in dieser Patientinnenpopulation nicht als Marker bestätigt werden.
Dabei  wurden  bisher  nur  die  medianen  Ergebnisse  aller  für  das  jeweilige  Amplifikat  verwendeten
Chipoligopaare betrachtet. In Tabelle 18  (Anhang Seite 163) sind zusätzlich alle berechneten statistischen
Kenngrößen für die jeweiligen einzelnen Oligopaare aufgelistet. Dort ist zu erkennen, dass die p-Werte des
Cox Proportional Hazard Modells bei den fünf Oligopaaren für PITX3 zwischen 0,026 und 0,91 liegen (in der
ER positiven Gruppe). Bei LHX3 liegt diese Varianz der p-Werte zwischen den fünf Oligopaaren bei 0,034 bis
0,62. Diese höhere Varianz könnte das Ergebnis der Chipstudie für diese beiden Gene beeinflußt haben. 

Abbildung  16:  Ergebnisse der  Chipstudie für  die Gene BMP4 und NR5A1 in  der  Subpopulation der  ER
positiven  Patientinnen.  Links  und  Mitte:  Kaplan-Meier-Überlebenskurven  mit  medianem und optimiertem
Schwellenwert; rechts: Verteilung der Methylierung beider Promotoren in der Population (Patientinnen mit
[rot] und ohne Rückfall [blau]).
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In Tabelle 7 das Ergebnis aller untersuchten Gene in der ER negativen Subpopulation dargestellt. Mit nur 97
Fällen ist diese Subpopulation jedoch sehr klein, sodass es kaum möglich ist, hier eine eindeutige Aussage
über die Qualität der potentiellen Marker zu treffen. Die besten Ergebnisse erzielten in dieser Subpopulation
die beiden Gene CCND2 und uPA.

Tabelle 7: Ergebnisse der Chipstudie in der Subpopulation der ER negativen Patientinnen (97 Patientinnen).
Dargestellt sind für jedes untersuchte Gen der Konkordanzindex, die Separationscore, die zeitabhängigen
AUCs und der p-Wert des Cox Modells. Die Ergebnisse basieren auf dem Median aller Oligos eines PCR
Amplifikates.

Gen
Separations-

score

Konkordanz-

index

AUC (36

Monate)

AUC (48

Monate)

AUC (60

Monate)

AUC (72

Monate)
p-Wert

CCND2 0,4 0,59 0,61 0,59 0,59 0,59 0,077

uPA 0,64 0,63 0,65 0,64 0,64 0,64 0,11

PITX2a 0,26 0,56 0,57 0,57 0,57 0,57 0,17

FGF4 0,33 0,55 0,57 0,57 0,57 0,57 0,21

PITX2c 0,32 0,57 0,59 0,59 0,59 0,59 0,24

GATA4 0,36 0,59 0,61 0,6 0,6 0,6 0,29

LHX3 0,25 0,55 0,54 0,55 0,55 0,55 0,30

POU4F1 0,28 0,55 0,56 0,57 0,57 0,57 0,33

GAD1 0,29 0,55 0,55 0,57 0,57 0,57 0,40

TFF1 0,32 0,56 0,56 0,58 0,58 0,58 0,40

PITX3 0,15 0,53 0,55 0,54 0,54 0,54 0,45

LHX4 0,06 0,5 0,54 0,49 0,49 0,49 0,62

LMO2 0,13 0,51 0,53 0,54 0,54 0,54 0,63

BARX1 0,07 0,51 0,53 0,51 0,51 0,51 0,77

LMX1A 0,12 0,52 0,53 0,54 0,54 0,54 0,80

ZNFN1A1 0,22 0,54 0,54 0,54 0,54 0,54 0,80

NR5A1 0,1 0,53 0,53 0,54 0,54 0,54 0,84

BMP2 -0,05 0,51 0,5 0,48 0,48 0,48 0,88

ISL1 -0,03 0,5 0,5 0,53 0,53 0,53 0,92

BMP4 0,02 0,49 0,48 0,48 0,48 0,48 0,93

TCF4 -0,08 0,49 0,46 0,45 0,45 0,45 0,99

a Promotor der Transkripte A und B, c Promotor des Transkripts C
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5.3 Methylierungsheterogenität innerhalb von Patientenproben

Ein Tumor ist hinsichtlich seiner Zusammensetzung sehr heterogen. Wie im normalen Gewebe kommen dort
Zelltypen wie Stroma-, Fett-, Muskel- und Epithelzellen vor. Im Tumor treten zusätzlich entartete Epithelzellen
(Tumorzellen)  und  gegebenenfalls  Tumor-infiltrierende  Lymphozyten  auf.  DNA Methylierung  ist  bekannt
dafür,  eine  wichtige  Rolle  bei  der  Zelldifferenzierung  zu spielen  (Riggs  1997,  Bird  1986)  und  ist  somit
offensichtlich zelltypabhängig. Zusätzlich ist  denkbar,  dass innerhalb eines Zelltyps je  nach Umfeld oder
Position im Tumor oder bei Tumorzellen auch je nach Zellgeneration, sich die Methylierung ändert.
Untersucht man nun die Methylierung in einem Teil  des Tumors,  und verwendet dabei Dünnschnitte des
Tumors oder Biopsien, so entspricht das Ergebnis dem gewichteten Durchschnitt der Methylierung aller in
der  Probe  enthaltenen  unterschiedlichen  Zelltypen.  Wie  sich  dies  im  Detail  auf  das  Ergebnis  der
Methylierungsanalyse auswirkt, wurde im folgenden auf verschiedenen Ebenen untersucht. Zunächst wurden
dazu serielle  Dünnschnitte  von drei  verschiedenen Prostatakrebsproben mit  zwei QM Assays untersucht
(5.3.1). Dies sollte einen ersten Hinweis darauf geben, wie sehr sich die Methylierung innerhalb eines Tumors
ändert. Anschließend wurde eine Technologie entwickelt und validiert, die es ermöglicht eine Mehrzahl von
Genen  in  Proben  mit  sehr  geringer  DNA  Menge  zu  analysieren  (5.3.2.1)  um  dann  letztlich  die
Methylierungsheterogenität  innerhalb  eines  Tumors  in  einer  Mikrodissektionsstudie  genau  zu
charakterisieren (5.3.2.2.2).

5.3.1 Makroskopische Methylierungsheterogenität

Für  eine  erste,  grobe  Einschätzung der  Methylierungsheterogenität  in  einer  biologischen  Probe  wurden
Formalin-fixierte  und  Paraffin-eingebettete  Prostatektomieproben  von  drei  Patienten  untersucht.  Dazu
wurden zwei QM Assays zur quantitativen Methylierungsbestimmung der beiden Gene PITX2 (Promotor AB)
und ABHD9 verwendete. Mit diesen beiden Assays wurde zunächst die Methylierung in Standard DNA mit
bekannter Methylierung bestimmt, um die Leistungsfähigkeit dieser beiden Assays zu bestimmen und den
Erfolg des Experimentes einschätzen zu können. Bei den verwendeten Standard-DNAs handelte es sich um
Mischungen  von  MDA  DNA  und  künstlich  methylierter  MDA  DNA.  Diese  wurden  in  entsprechenden
Verhältnissen gemischt, sodass diese Mischungen eine Methylierung von 0, 5, 10, 25, 50, 75 und 100%
vorweisen. Abbildung 17 zeigt Kalibrierkurven der beiden Assays. Beide verwendete Assays möglichen die
Methylierung der verwendeten Standard-DNAs zu quantifizieren. Auch im Bereich geringer Methylierung (0, 5
und 10 %) konnten diese Unterschiede in der Methylierung eindeutig aufgelöst werden. 
Die drei untersuchten Formalin-fixierten und Paraffin-eingebetteten Prostatektomieproben wurden zunächst
komplett in 10 µm Schnitte geschnitten. Jeweils drei direkt aufeinander folgende Schnitte wurden jeweils in
ein  Reaktionsgefäß  überführt.  In  einem  Reaktionsgefäß  war  somit  das  Material  von  ca.  30  µm  der
Prostatektomieprobe (3 Schnitte á 10 µm). Die Reaktionsgefäße wurden entsprechend der Reihenfolge, in
der die Schnitte generiert wurden, nummeriert. Insgesamt resultierten von den drei Fällen 60 (Patient A), 35
(Patient B) und 55 (Patient C) Reaktionsgefäße mit  jeweils 3 Dünnschnitten. Dabei spiegelt die Nummer
jeder Probe direkt die ursprünglich Position der drei Schnitte in der Prostatektomieprobe wider. Von diesen
Proben  wurden  nun  insgesamt  74  für  eine  weitere  Analyse  ausgewählt,  sodass  alle  drei
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Prostatektomieproben  über  die  gesamte  Breite  abgedeckt  wurden.  Die  gewählten  Proben  wurden  nun
zunächst lysiert und anschließend einige davon extrahiert. Die Extrakte bzw. die Lysate wurden dann Bisulfit-
konvertiert und die resultierende konvertierte DNA mit einem Real-Time Assay quantifiziert. Dadurch, dass

einige der Proben extrahiert wurden und andere nicht, sollte zum einen der Einfluß der Extraktion auf das
Ergebnis  der  quantitativen  Methylierungsbestimmung  untersucht  werden,  zum  anderen  sollte  so  sicher
gestellt werden, dass ein eventuell hoher DNA Verlust bei der Extraktion sich nicht negativ auf das Ergebnis
diese Experiments auswirkt.
Jede der konvertierten Proben wurde nun jeweils in einer Dreifachbestimmung mit den entsprechenden QM
Assays auf den Methylierungsstatus der Gene PITX2 (Promotor AB) und ABHD9 untersucht. In demselben
Experiment, in dem die Patientenproben untersucht wurden, wurden auch die oben beschriebenen Standard
DNAs untersucht. Dass heißt, dass sowohl die Standard DNAs, als auch die Patienten-DNAs exakt unter den
gleichen experimentellen Bedingungen untersucht wurden. Dadurch konnte sichergestellt werden, dass nicht
nur  die  Konkordanz  der  Dreifachbestimmung  hoch  war,  sondern  zusätzlich  auch  der  gemessene
Methylierungswert zuverlässig  der in Abbildung 17 dargestellten Assaycharakteristik entspricht. 
Das Verhalten der Methylierung der beiden Gene PITX2 (Promotor AB) und ABHD9 über den Querschnitt der
drei untersuchten Prostatektomiefälle ist  in Abbildung  18 dargestellt.  Dabei ist ebenfalls aufgetragen, wie
hoch die DNA Ausbeute aus den entsprechenden Proben war. Proben, die extrahiert wurden, sind in diesem
Diagramm durch schwarz ausgefüllte Quadrate gekennzeichnet. 
Betrachtet man in Abbildung 18 zunächst die Ausbeute an DNA für die einzelnen Proben der drei Fälle, so
sieht man, dass wie zu erwarten die DNA Ausbeute bei den Proben, die extrahiert wurden, geringer ist, was
auf den Verlust bei der Extraktion zurückzuführen ist. Ansonsten liegen die DNA Ausbeuten im wesentlichen
über die gesamte Breite der Prostatektomien im Bereich zu erwartender Schwankungen. Lediglich bei einem
Patienten (C) ist eine deutliche Abnahme der DNA Ausbeute über den Querschnitt zu erkennen. Dort ist ab
Probe 48 kaum noch DNA in den Dünnschnitten vorhanden. Dies lässt darauf schließen, dass sich in dieser
Richtung entweder die Größe der Probe oder die Zusammensetzung des Gewebes verändert hat. Betrachtet

Abbildung  17: Analyse von Standard DNAs (0,  5,  10,  25,  50,  74 und 100% Methylierung) mit  zwei QM
Assays. Diese Assays sind spezifisch für die Gene PITX2 (Promotor AB) und ABHD9. Alle Messwerte sind
Mittelwerte eine Dreifachbestimmung inklusive Standardabweichung. 
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man  in  Abbildung  18 das  Verhalten  der  Methylierung  der  beiden  Gene  PITX2  und  ABHD9  über  den
Querschnitt der Prostatektomien, so sieht man ein ähnliches Bild wie bei der DNA Ausbeute. Bei Patient A
sind beide Gene stark methyliert Dabei ist die Methylierung über die gesamte Breite des Gewebes relativ

Abbildung  18:  Änderung der  Methylierung der  Gene PITX2  und ABHD9 über  den  Querschnitt  von drei
Prostatektomiefällen (A-C) und DNA Ausbeute von den entsprechenden Proben. Die Position der Proben
innerhalb der Prostatektomie ist über die Nummer der Dünnschnitte gekennzeichnet. Proben, die vor der
Bisulfit-Konvertierung extrahiert wurden, sind durch gefüllte schwarze Quadrate gekennzeichnet. Dargestellt
sind Mittelwerte von drei Messwerten ± Standardabweichung.
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konstant.  Lediglich  bei  PITX2  kann man  eine  leichte  Zunahme  der  Methylierung von  links  nach  rechts
beobachten, allerdings liegt diese Zunahme im Bereich der Standardabweichung. Bei Patient B ist PITX2
niedrig und ABHD9 hoch methyliert. Wiederum ist die Methylierung beider Gene über den Querschnitt der
Prostatektomie im Rahmen der Standardabweichung konstant. Eine Änderung der Methylierung über den
Querschnitt ist bei Patient C für beide analysierten Gene zu sehen. Dort ist zunächst die Methylierung beider
Gene zwischen den Proben eins und 44 konstant und nimmt dann ab Probe 48 sprunghaft ab. Probe 48 ist
ebenfalls die Probe, bei der auch eine sprunghafte Abnahme der DNA Ausbeute zu sehen war. Diese beiden
Beobachtungen zusammen lassen darauf schließen, dass in diesem Bereich sich die Zusammensetzung des
Gewebes ändert. Eine Abnahme der Größe des Gewebes dort würde zwar eine Abnahme der DNA Ausbeute
erklären, nicht jedoch eine Abnahme der Methylierung. Eine Abnahme der Methylierung und eine Abnahme
der DNA Ausbeute dagegen könnte ein Indikator dafür sein, dass sich der Zelltyp hin zu Zellen mit großen
Volumen  und  entsprechend  geringen  DNA  /  Volumen  Verhältnis  geändert  hat.  Die  Abnahme  der
Methylierung könnte allerdings auch darauf zurückzuführen sein, dass durch die unterschiedliche Menge an
eingesetztem Templat in die PCR die Messung beeinflusst wurde, da jeweils das gleiche Volumen (5 µl) und
nicht  die  gleiche Menge an DNA in  die  Messung eingesetzt  wurde.  Allerdings ist  auch bei  den beiden
anderen Patienten die Schwankungsbreite der pro Probe eingesetzten Templatmenge groß und trotzdem
kein systematischer Fehler (niedrigere Methylierungswerte bei geringerer Templatmenge) zu erkennen. 
Generell  scheint  die Methylierung über den Querschnitt  des Gewebes konstant zu bleiben. Lediglich bei
einem Patienten ist eine Veränderung der Methylierung zu erkennen, was ein Hinweis darauf sein könnte,
dass sich dort die Zusammensetzung des Gewebes verändert hat und demnach verschiedene Zelltypen eine
unterschiedliche Methylierung aufweisen können. Allerdings ist auch zu beachten, dass auch bei dem Patient
A, bei dem der Querschnitt des Gewebes durch insgesamt 60 Proben repräsentiert wird, nur ca. 1,8 mm (60
Proben  á  drei  10  µm  Schnitten)  Geweben  abgedeckt  wurden.  Um  nun  in  der  Lage  zu  sein,  die
unterschiedlichen vorkommenden Zelltypen zu analysieren, wurde im folgenden eine Methode entwickelt, die
es erlaubt die Methylierung in mikrodisseziertem Material zu bestimmen.

5.3.2 Mikroskopische Methylierungsheterogenität

Wie unter  5.3.1 beschrieben, scheint die makroskopische Heterogenität  der Methylierung gering zu sein.
Allerdings lieferte  dieses Experiment auch einen ersten Hinweis darauf,  dass  die Methylierung von dem
vorliegenden  Zelltyp  abhängig  sein  könnte.  Aus  diesem  Grund  soll  im  folgenden  die  mikroskopische
Methylierungsheterogenität, d.h. die Unterschiede in der Methylierung zwischen verschiedenen Zelltypen und
innerhalb eines Zelltypes an verschiedenen Orten im Gewebe untersucht werden. 

5.3.2.1 Methodenentwicklung

Für  die  Analyse der  Methylierung  in  verschiedenen Zelltypen  bietet  sich  die  Mikrodissektion an,  die  es
ermöglicht, ganz bestimmte Zellen aus einem heterogenen Gewebe zu isolieren und zu analysieren. Um eine
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möglichst  genaue  Mikrodissektion  der  interessanten  Zellen  zu  ermöglichen,  ist  eine  gut  erhaltene
Morphologie nötig, wie sie besonders in Formalin-fixiertem und Paraffin-eingebettetem Gewebe gegeben ist.
Um außerdem in der Lage zu sein, die Methylierung innerhalb eines Zelltypes aber an verschiedenen Orten
des Gewebes zu analysieren, sollte versucht werden, auch geringe Mengen an Zellen (und damit geringen
DNA Mengen) zu analysieren. Aus diesen Gründen wurde im folgenden zunächst die DNA aus Formalin-
fixiertem und Paraffin-eingebettetem Gewebe näher charakterisiert, um das Arbeiten damit zu optimieren.
Anschließend wurde eine Methode entwickelt,  die es ermöglicht,  die Methylierung von einer Vielzahl von
Genen bei einer sehr geringen Menge an vorhandener DNA zu analysieren. 

5.3.2.1.1 Charakterisierung von DNA aus FFPET

Für eine genauere Charakterisierung der DNA aus Formalin-fixiertem und Paraffin-eingebetteten Geweben
wurden 22 PCR Amplifikate unterschiedlicher Länge entworfen (185 - 711 bp). Diese 22 Amplifikate wurden
zunächst  mit  hochmolekularer,  Bisulfit-konvertierter  DNA  aus  Blut  (Referenz  DNA)  als  Templat  PCR-
amplifiziert. Dabei konnten alle Amplifikate erfolgreich amplifiziert werden (Abbildung 19, A). Verwendet man
jedoch Bisulfit-konvertierte DNA aus FFPET als Templat, dann können von diesen Amplifikaten nur noch die
kurzen bis zu einer Länge von ca. 300 bp erfolgreich amplifiziert werden (Abbildung 19, B). Als FFPET DNA
wurde  dabei  die  unter  4.1.2.4 hergestellte  Referenz-DNA  verwendet.  Diese  stammt  von  mehreren
verschiedenen FFPETs und sollte somit repräsentativ für FFPETs sein, da die individuellen Eigenschaften
der einzelnen FFPETs dort nur noch geringen Einfluß haben sollten. Um nun näher zu untersuchen, ob die
misslungene  Amplifikation  längerer  Amplifikate  durch  Fehlen  von  amplifizierbarer,  nativer  DNA
entsprechender Integrität oder eher durch das Vorhandensein von inhibierenden Substanzen zu erklären ist,
wurde die Amplifikation der  hochmolekularen Blut  DNA wiederholt.  Allerdings wurde diesmal  extrahierte,
nicht Bisulfit-konvertierte DNA aus FFPET ebenfalls dazu gegeben. Da diese DNA nicht konvertiert war,
konnte sie nicht als Templat für die PCR dienen. Das Resultat dieser Amplifikation (Abbildung 19, C) ähnelt
sehr dem der Amplifikation von Bisulfit-konvertierter FFPET DNA (Abbildung  19, B). Da bei diesen PCRs
genügend hochmolekulare  DNA als  Templat  vorhanden war,  kann die misslungene Amplifikation  langer
PCR-Fragmente nur auf der Anwesenheit einer inhibierenden Substanz in der FFPET DNA beruhen. Um die
Natur dieses Inhibierungsprinzips weiter aufzuklären, wurde die Amplifikation der hochmolekularen Blut DNA
im  Beisein  von  unkonvertierter  FFPET  DNA  wiederholt,  jedoch  mit  dem  Unterschied,  dass  diese
unkonvertierte FFPET DNA zuvor durch eine Behandlung mit DNAse I hydrolysiert wurde. In Abbildung 19
(D) ist zu erkennen, dass nach Degradierung der FFPET DNA wieder fast alle Amplifikate bis zu der Länge
von 711 bp erfolgreich amplifiziert werden konnten. Der inhibierende Effekt  der FFPET DNA konnte also
durch eine DNAse I Behandlung stark vermindert werden. Dies zeigt, dass die DNA aus FFPET selbst als
potenter PCR Inhibitor wirksam ist und nicht etwaige Verunreinigungen für  die gescheiterte Amplifikation
langer PCR Fragmente verantwortlich ist.
Nun wurde untersucht, wie sich eine Erhöhung der Polymerasekonzentration in der PCR auf die Amplifikation
von  FFPET  DNA  auswirkt.  Dazu  wurde  die  Polymerasekonzentration  von  einem  Unit  auf  drei  Units
verdreifacht. Nach dieser Erhöhung konnten Amplifikate mit einer Länge von bis zu ca. 500 bp anstelle von
zuvor nur 300 bp mit FFPET DNA als Templat erfolgreich amplifiziert werden Abbildung 19 (E).
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Um den Effekt der PCR Inhibierung noch weiter zu untersuchen, wurde eine bisulfitspezifische quantitative
Real-Time PCR durchgeführt.  Dazu wurden verschiedenen Mengen (3 ng -  400 ng) Bisulfit-konvertierter
FFPET DNA als Templat eingesetzt. Für die Amplifikation wurden zum einen 1 U Taq Polymerase (wie vom

Hersteller empfohlen) und zum anderen 3 U Taq Polymerase verwendet. Abbildung 20 zeigt, dass die Real-

Time PCR sowohl bei 1 U Taq Polymerase, als auch bei 3 U Taq Polymerase über eine große Bandbreite
eingesetzter verschiedener Templatmengen linear ist, d.h. die gemessenen Menge stimmt mit der tatsächlich
eingesetzten Menge überein.

Abbildung  19:  PCR Amplifikation  von  bisulfitspezifischen
Amplifikaten  im  Größenbereich  von  185  bis  711  bp.  A:
Bisulfit-konvertierte hochmolekulare Templat-DNA (10 ng,
1 U Taq Polymerase). B: Bisulfit-konvertierte Templat-DNA
aus  FFPET  (30  ng,  1  U  Taq Polymerase).  C:  Bisulfit-
konvertierte hochmolekulare Templat-DNA (10 ng, 1U Taq
Polymerase)  in  Anwesenheit  von  90  ng  unkonvertierter
FFPET  DNA.  C:  Bisulfit-konvertierte  hochmolekulare
Templat-DNA (10 ng, 1 U Taq Polymerase) im Beisein von
90 ng unkonvertierter, DNAse I hydrolysierter FFPET DNA.
E: Bisulfit-konvertierte Templat-DNA aus FFPET (30 ng, 3
U Taq Polymerase)

Abbildung  20:  Quantitative  Real-Time  PCR mit  verschiedenen  Mengen Bisulfit-konvertierter  FFPET
DNA.  Verwendet  wurden  1  U  und  3  U  Taq Polymerase.  Dargestellt  sind  Mittelwerte  aus  zwei
Messwerten.
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Bei einer Templatmenge von mehr als 100 ng wird die Real-Time PCR mit 1 U  Taq Polymerase nahezu

vollständig inhibiert. Im Gegensatz dazu ist diese Inhibition wesentlich geringer, wenn 3U Taq Polymerase
verwendet werden.
Diese Ergebnisse zeigen aber auch, dass bei Verwendung von sehr geringen Mengen von DNA aus FFPET,
wie z.B.  aus  mikrodissezierten  Proben,  keine  weiteren  Optimierungen der  PCR Konditionen  nötig  sind.
Allerdings sollte die Länge von PCR Produkten möglichst gering sein, um trotz der Fragmentierung der DNA
aus FFPET ein möglichst  hohe Menge an Templatmenge für  das jeweilige Amplifikat  zur Verfügung zu
haben.

5.3.2.1.2 Quantitative Bisulfitsequenzierung

Basierend auf der Sequenziermethode nach Sanger  et al.  (1977) wurde eine Methode entwickelt, die es
ermöglicht,  Methylierung  mit  hoher  Auflösung  zu  quantifizieren.  Das  Prinzip  der  neuen  Methode  ist  in
Abbildung 21 dargestellt und beruht auf der Einführung eines Normalisierungssignals in das PCR Produkt.
Eine Umwandlung der DNA durch Bisulfit führt  dazu, dass alle Cytosine zu Uracil umgewandelt werden.
Lediglich methylierte Cytosine bleiben von dieser Reaktion unbeeinflußt. Folglich enthält die DNA nur noch
dort Cytosine, wo sich vorher Methylcytosine befanden (Abbildung 21, I). Nun wird diese DNA in einer PCR
amplifiziert, wobei man einen Rückwärtsprimer verwendet, der an seinem 5' Ende eine Gen-unspezifische
Domäne mit Guanosinen enthält (Abbildung 21, II). Dadurch generiert man einen Strang, der neben den von
den Methylcytosinen abstammenden Cytosinen an seinem 3' Ende zusätzliche Cytosine enthält, die von der
Domäne des verwendeten Rückwärtsprimers abstammen (Abbildung 21, III). Betrachtet wird dabei nur das
Sequenzsignal  der  Cytosine,  die  drei  anderen  Basen  können  vernachlässigt  werden.  Die  zusätzlichen
Cytosine am Ende des PCR Produktes sind unabhängig von der ursprünglichen relativen Methylierung in
jedem einzelnen DNA Molekül des PCR Produktes vorhanden. Sie verhalten sich somit wie Cytosine, die in
der  ursprünglichen  DNA  zu  100  %  methyliert  waren  und  können  zur  Normalisierung  der  eigentlichen
Methylierungssignale verwendet werden. 
In Abbildung 21 ist das Prinzip dieser Methode für die Sequenzierung mit dem Vorwärtsprimer dargestellt. Da
die Bisulfit-konvertierte Templat-DNA keine Cytosine außer an vorher methylierten CpG Positionen enthält,
enthält auch dieser Vorwärts-Primer keine Cytosine, er ist also relativ reich an Guanosinen. Die Richtung der
Sequenzierung ist  deswegen im folgenden als G-reiche Sequenzierung benannt.  Die Methode lässt  sich
gleichermaßen durch eine Sequenzierung mit dem Rückwärtsprimer realisieren. Diese Sequenzierung über
diesen C-reichen Primer ist im folgenden entsprechend als C-reiche Sequenzierung benannt. Im Falle der C-
reichen Sequenzierunq wird das Normalisierungssignal im PCR Produkt entsprechen so generiert, indem der
G-reich Vorwärtsprimer an seinem 5'-Ende eine Domäne mit einigen Cytosinen enthält.
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Die Signalnormalisierung ist in Abbildung 22 dargestellt. In dieser Abbildung sind die Cytosinsignale aus der
Sequenzierung von fünf unterschiedlich methylierten Standard DNAs (0, 5, 15, 50 und 100 % methyliert)
dargestellt. Man erkennt, dass ohne vorhergehende Normalisierung (Abbildung 22, oben) keine Korrelation
der  Peakhöhe  und  -fläche  der  Methylierungssignale  mit  der  Methylierung  der  Ausgangs-DNA  existiert.
Normalisiert man die Signale allerdings in der Form, dass die künstlich in das PCR Produkt eingebrachten
Cytosine (Normalisierungssignal) alle eine einheitliche Größe haben, so ist die Korrelation der Peakhöhe und
-fläche mit der Methylierung der Ausgangs-DNA gut zu erkennen (Abbildung 22, unten).
Die prinzipielle Vorgehensweise bei der Auswertung der Sequenzierdaten mittels des Normalisierungssignals
ist bereits in Abbildung 22 schematisch dargestellt und im folgenden detailliert beschrieben. Zunächst wurden
die vom Sequenziergerät erzeugten Daten in ein geeignetes Format  überführt,  um diese für  die weitere

Abbildung 21: Prinzip der quantitative Bisulfitsequenzierung am Beispiel der G-reiche Sequenzierung über
den Vorwärtsprimer. I: Bisulfitkonvertierung: Cytosin desaminiert zu Uracil während Methylcytosin erhalten
bleibt. II: PCR mit einem Rückwärtsprimer, der an 5' drei Guanosine enthält (Normalisierungssignal). Somit
erfolgt  ein  Einbau  von  drei  Cytosinen  am  Ende  des  PCR  Produkts.  III:  Sequenzierung.  Die
Sequenzhistogramme  von  jedem  PCR  Produkt,  unabhängig  von  der  Methylierung  der  Ausgangs-DNA,
enthalten nun ein Normalisierungssignal. Dabei wird nur das Sequenzsignal des Cytosins beachtet.
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Analyse zugänglich zu machen. Das öffentlich zugängliche Programm „Chromas“ bietet die Möglichkeit, das
Sequenzhistogramm  als  Textdatei  zu  exportieren.  In  dieser  Textdatei  befinden  sich  die
Fluoreszenzintesitäten der vier Farbstoffe aller vier Basen zu jedem Messpunkt. Da jeder Messpunkt einen
Zeitpunkt darstellt, lässt sich diese Datei als Funktion der Fluoreszenzintensität von der (Lauf-) Zeit in der
Kapillargelelektrophorese darstellen. Dazu wurde das Tabellenkalkulationsprogramm „Excel“ verwendet. Für
die  Auswertung  ist  dabei  lediglich  die  Information  desjenigen  Fluoreszenzfarbstoffes  vonnöten,  der  die
Methylierungsinformation trägt. Im Falle der G-reiche Sequenzierung ist das das C-Signal, im Falle der C-
reichen Sequenzierung das G-Signal (siehe Abbildung 21). Die Signale der verbleibenden Farbstoffe wurden
nicht weiter betrachtet. Nun wurden in einem Diagramm die Methylierungsinformation-tragenden Signale aller
Proben dargestellt, wie in Abbildung  22 gezeigt. Da es während der Kapillarelektrophorese von Probe zu
Probe  zu  leichten  Unterschieden  im  Laufverhalten  kommt,  wurden  diese  Signale  entlang  der  x-Achse
(Laufzeitachse) so verschoben, dass die Normalisierungssignale übereinander lagen – so wie in Abbildung
22. Nun erfolgte die Normalisierung. Dazu wurde ein Bereich der x-Achse identifiziert,  der  das gesamte
Normalisierungssignal umfasst. In Abbildung 22 ist das z.B. der Bereich von 1900-2050 (Laufzeit). Die Fläche
des  Signals  in  diesem  Bereich  wurde  bestimmt,  indem  die  Fluoreszenzintesitäten  in  diesem  Bereich
summiert wurden (Integration). Die eigentliche Normalisierung erfolgte, indem die Fluoreszenzintensität zu
jedem Messpunkt durch die Fläche des gesamten Normalisierungssignals geteilt wurde. Damit beträgt die
Fläche des Normalisierungssignals nach der  Normalisierung für  jede Probe genau eins und alle Proben
können direkt  miteinander verglichen werden. Nach dieser  Normalisierung ist  die eigentliche quantitative

Abbildung  22:  Prinzip der  Normalisierung.  Darstellung  der  Sequenzhistogramme  (nur  C-Signal)  von fünf
verschiedenen  Methylierungsmischungen  -  oben  vor  und  unten  nach  der  Normalisierung.  Das
Normalisierungssignal in jeder Probe wird identifiziert und die Intensitäten zu jedem Messpunkt durch die
Fläche des Normalisierungssignals dividiert. Sowohl die Höhen, als auch die Flächen der Peaks an den CpG-
Positionen korrelieren nach der Normalisierung mit der Methylierung der Methylierungsmischungen.
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Methylierungsinformation sowohl in der Höhe der Peaks an den entsprechenden Methylierungspositionen, als
auch in der Fläche dieser Peaks enthalten. In Abbildung 22 sieht man diesen Zusammenhang deutlich: Nach
erfolgter Normalisierung (Abbildung 22, unten) korrelieren sowohl die Peakhöhen, als auch die Peakflächen
an den CpG-Positionen sehr gut mit der Methylierung der eingesetzten Standard-DNAs. Im Rahmen dieser
Arbeit  wurden nur  die Peakflächen  für  eine weitere  Auswertung verwendet.  Hintergrund  hierfür  war  die
Überlegung, dass die Peakfläche durch die Summe mehrerer Messpunkte repräsentiert wird und nicht nur
einen Messpunkt darstellt wie die Peakhöhe. Die Peakfläche sollte dadurch ein robusteres Signal geben als
die Höhe. In Abbildung 22 ist auch zu erkennen, dass jede einzelne CpG-Stelle separat analysiert werden
kann. Wenn nicht anders beschrieben, dann wurden im Rahmen dieser Arbeit die Summe der Flächen aller
Peaks innerhalb eines PCR-Produktes verwendet, um die Robustheit des Signals weiter zu erhöhen. Die
Definition der Peakfläche einer Methylierungsstelle (CpG-Stelle) wurde in dieser Arbeit wie folgt festgelegt:
Fluoreszenz des lokalen Maximums plus die Fluoreszenzintensitäten der 15 vorhergehenden und der 15
nachfolgenden Messpunkte. Ein Peak ist damit die Summe von 31 Messwerten.
Ziel  dieser  Arbeit  war  es,  die  Methylierung  von  insgesamt  13  Loci  in  mikrodissezierten  Proben  zu
untersuchen. Da in mikrodisseziertem Material offensichtlich nicht genügend DNA vorhanden ist, um diese
13 Loci separat voneinander zu analysieren, wurde die DNA zunächst in einer PCR voramplifiziert. Dazu
wurde eine PCR durchgeführt, in der die Primer für alle 13 Loci enthalten waren (multiplex-PCR; mPCR).
Anschließend  wurde  jeder  einzelne  der  13  Loci  in  einer  separaten  PCR reamplifiziert  (singleplex-PCR,
sPCR),  wobei  das  Produkt  der  multiplex-PCR  Voramplifikation  als  Templat  diente.  Primer  mit  den
5'-Domänen  zur  Generierung  des  Normalisierungssignals  wurden  erst  in  der  sPCR  Reamplifikation
verwendet. Die Voramplifikation mit der multiplex-PCR erfolgte mit konventionellen Primern ohne Domäne.
Bei der multiplexierten Voramplifikation stand vor allem die Spezifität im Vordergrund. Durch eine für mPCRs
verhältnismäßig  niedrige  MgCl2-  und  Primer  Konzentration  und  eine  hohe  Primer-Annealing-Temperatur
während der PCR sollte die Bildung von Nebenprodukten und Primerdimeren trotz hoher Zyklenzahl und
geringer Templatmenge verhindert werden. Das Produkt dieser mPCR Voramplifikation war somit geeignet,
um anschließend  in  einer  sPCR reamplifiziert  zu  werden,  ohne  dass  potentielle  Nebenprodukte  besser
amplifiziert  werden  als  die  gewünschten  Loci.  Um  die  Bildung  von  Nebenprodukten  während  der
Reamplifikation noch weiter zu minimieren, wurden Primer verwendet, die sich neben der 5'-Domäne auch
am 3'-Ende durch zusätzliche Basen von den Primern der Voramplifikation unterschieden. Sofern es möglich
war und die Primer der Voramplifikation nicht schon direkt an ein CpG angrenzten, wurden die Primer der
Reamplifikation um bis zu drei Basen in das Amplifikat hinein verlängert. So sollte sichergestellt werden, dass
nur das richtige Amplifikat vervielfältigt wurde.
Die Leistungsfähigkeit der beschriebenen neuen Methode wurde für die 13 zu untersuchenden Loci getestet.
Dazu wurden Standard-DNAs (0, 5, 10, 25, 50, 75 und 100 % methyliert) entsprechend der beschriebenen
Vorgehensweise prozessiert. Die Standard-DNAs bestanden aus Mischungen von MDA DNA und künstlich
methylierter MDA DNA in den entsprechenden Verhältnissen. Jeweils 20 ng der einzelnen Bisulfit-konver-
tierten Standard-DNAs wurden zunächst in der mPCR voramplifiziert und anschließend in den 13 einzelnen
sPCRs reamplifiziert. Die PCR Produkte der Reamplifikation wurden sequenziert, wobei sowohl mit dem G-
reichen Vorwärtsprimer, als auch mit dem C-reichen Rückwärtsprimer sequenziert wurde. Abbildung 23 zeigt
das Ergebnis der Sequenzierung der Standard-DNAs. Dabei ist zu sehen, dass für alle 13 Sequenzierassays
die G-reiche und die C-reiche Sequenzierung die nahezu gleichen Ergebnisse liefern. Mit jedem dieser 13
Assays war es möglich, alle untersuchten Methylierungsstandards voneinander zu unterscheiden.
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Abbildung  23:  Abhängigkeit  des  normalisierten  Methylierungssignals  (Summe  aller  normalisierte
Peakflächen) von der Methylierung der eingesetzten Standard-DNAs. Sequenziert wurden 13 verschiedenen
Loci  -  sowohl  über  den  G-reichen  Vorwärtsprimer  (primäre  y-Achse),  als  auch  den  C-reichen
Rückwärtsprimer (sekundäre y-Achse).
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Als Vergleich zu konventionellen Methoden wurde für drei der 13 Loci (PITX2 Promotor AB, uPA und TFF1)
die Methylierung zusätzlich durch die entsprechenden QM Assays bestimmt. Dabei wurden von jedem DNA
Standard jeweils 20 ng Bisulfit-konvertierter DNA in jeden der drei QM Assays eingesetzt. Außerdem erfolgte
die Messung mit dem QM Assay als Dreifachbestimmung, sodass insgesamt 240 ng pro Standard DNA für
die drei QM Assays (3 x 20 ng für jeden der drei QM Assays) verwendet wurden, im Gegensatz zu nur 20 ng
jedes Standards für alle 13 Sequenzierassays. Das Ergebnis dieses Technologievergleichs ist in Abbildung
24 dargestellt. Im Fall der Sequenziermethode ist in diesem Diagramm nur die Sequenzierung mit dem G-
reichen Primer dargestellt.

Abbildung  24 zeigt  deutlich,  dass  für  die  beiden  Gene  PITX2  und  TFF1  die  entsprechenden
Sequenzierassays und QM Assays vergleichbaren Ergebnisse liefern. Bei den Assays für das Gen uPA sieht
man in Abbildung 24, dass mit dem QM Assay im Bereich niedriger Methylierung (0 bis 10 %) eine Auflösung
nur  schwer  möglich  ist.  Der  Sequenzierassay hingegen zeigt  auch  in  diesem  Bereich  die  gleiche gute
Auflösung, wie schon bei den beiden anderen Genen PITX2 und TFF1.

Ein QM Assay liefert bedingt durch die Methode der Auswertung, bei der die Signale der zwei Sonden in ein
Verhältnis gesetzt wird, einen Wert zwischen 0 und 100 %. Dieser Wert wurde im Rahmen dieser Arbeit
vereinfacht mit  prozentualer Methylierung gleichgesetzt. Im Gegensatz dazu liefern die Sequenzierassays
Werte,  die von Assay zu Assay sehr  unterschiedlich sein können.  Da dieser  Messwert  die Summe der
normalisierten  Peakflächen an den  CpG-Positionen widerspiegelt,  ist  ein solcher  Messwert  z.B.  von der
Anzahl der untersuchten CpG-Positionen abhängig. Des Weiteren sind die Fluoreszenzintensitäten, die eine
Base bei der Sequenzierung liefert  auch von der Position im DNA Fragment und von seiner  Umgebung
abhängig. Ein methyliertes Cytosin kann somit an der einen Position eine andere Signalintensität liefern, als
ein  methyliertes  Cytosin  an  einer  anderen  Stelle.  Um  nun  von  den  normalisierten  Peakflächen  zu
prozentualer Methylierung zu kommen, wurden die in diesem Kapitel analysierten Standard-DNAs für eine

Abbildung 24: Vergleich der Sequenziermethode mit den entsprechenden QM Assays. Dargestellt sind die
Ergebnisse der Analyse von  drei Genen (PITX2, uPA und TFF1). Untersucht wurden Standard DNAs (0, 5,
10,  25,  50,  75  und  100  %  methyliert).  Die  dargestellten  Messwerte  sind  Mittelwerte  einer  Dreifach-
bestimmung ± Standardabweichung (QM Assay, sekundäre y-Achse) und die Ergebnisse der Sequenzierung
mit dem G-reichen Primer (Einfachbestimmung, primäre y-Achse).
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Kalibrierung der 13 Assays verwendet. Vereinfacht wurde dafür eine lineare Regression der in Abbildung 23
gezeigten Daten durchgeführt  und anhand dieser  Regression  die  normalisierten  Methylierungssignale  in
prozentuale  Methylierung  umgerechnet.  In  den  Folgenden  Kapiteln  sind  daher  keine  normalisierten
Methylierungssignale,  sondern prozentuale Methylierung dargestellt.  Dabei  zeigte sich,  dass  nach  dieser
Kalibrierung  auch  Methylierungswerte  >  100  %  und  <  0  %  auftraten.  Dies  läßt  sich  anhand  der  zur
Kalibrierung verwendeten Standard-DNAs erklären. Die hier verwendeten Standard-DNAs sind Mischungen
aus künstlich methylierter genomweit amplifizierter DNA (MDA DNA) und nicht methylierter MDA DNA sind.
Genomweite  Amplifikation  mit  dem  GenomicPhi® DNA  Amplifikations  Kit  führt  zu  einem
Amplifikationsprodukt,  das  teilweise  einzelsträngig  vorliegt  und  dadurch  nicht  komplett  durch  die  Sss1

Methylase  methyliert  werden  kann.  Daher  sind  Mischungen  aus  diesen  DNAs  immer  etwas  niedriger
methyliert, als dem Mischungsverhältnis entsprechen würde.

5.3.2.1.2.1 Methodenvalidierung mit Patientenproben

Bei dem Vergleich der QM Technologie mit  der quantitativen Sequenzierung ist zu beachten, dass diese
jeweils eine etwas andere Information liefern.  Da die QM Technologie auf  Detektionssonden basiert,  die
mehrere  CpGs  abdecken,  sollten  nur  solche  DNA Moleküle  detektiert  werden,  bei  denen  diese  CpGs
entweder  einheitlich  methyliert  oder  einheitlich  unmethyliert  sind  (Komethylierung).  Bei  den  in  Kapitel
5.3.2.1.2 untersuchten  Standard  DNAs  spielt  dies  keine  Rolle,  da  diese  Standard  DNAs  aus  komplett
methylierter  und  komplett  unmethylierter  DNA  hergestellt  wurden  und  damit  Komethylierung  vorliegt.
Deswegen sind QM und Sequenzierassays auf Standard-DNAs direkt vergleichbar. Dies könnte im Fall von
klinischen  Proben  anders  sein.  Außerdem  wurde  bei  der  Auswertung  der  Sequenzierhistogramme  ein
durchschnittlicher Wert über das gesamte Amplifikat gebildet, sodass in diesem Messwert auch Information
enthalten ist, die durch den QM Assay nicht abgebildet wird. Im folgenden wurde daher die Übertragbarkeit
und  Anwendbarkeit  der  mit  künstlich  methylierten  Standard-DNAs  entwickelten  und  etablierten
Sequenziermethode auf  klinische Proben untersucht.  Jeweils  zehn Dünnschnitte  (10  µm)  von Formalin-
fixierten und Paraffin-eingebetteten Brustkrebstumoren von 13 verschiedenen Patientinnen wurden lysiert
und die DNA extrahiert. Nach der Bisulfit-Behandlung dieser DNAs wurden diese wie im vorhergehenden
Kapitel  beschrieben  prozessiert,  d.h.  20  ng  von  jeder  Patientinnen-DNA  wurden  in  einer  mPCR
voramplifiziert,  anschließend  jedes  der  13  Amplifikate  in  einer  sPCR  reamplifiziert  und  abschließend
sequenziert.  Die Sequenzierung erfolgt  sowohl mit  den G-reichen Vorwärts-,  als auch mit  den C-reichen
Rückwärtsprimern. Die Sequenzierdaten wurden wie in Kapitel  5.3.2.1.2 beschrieben ausgewertet und die
resultierenden  normalisierten  Methylierungssignale  anhand  der  Standardreihen  aus  Kapitel  5.3.2.1.2
(Abbildung 23) kalibriert. 
Zunächst wurden die Ergebnisse der C-reichen und der G-reichen Sequenzierung verglichen. Abbildung 25
zeigt, dass wie schon bei den in Kapitel 5.3.2.1.2 untersuchten Standard-DNAs die Ergebnisse dieser beiden
Sequenzierungen sehr gut miteinander korrelieren (Regressionskoeffizient R2 = 0,96).



4. Ergebnisse 86

Für drei Genregionen (uPA, PITX2 und TFF1) wurde die Vergleichbarkeit der Ergebnisse von QM Assay und
Sequenzierassay untersucht. Dazu wurden jeweils 20 ng der Bisulfit-behandelten Patientinnen-DNA in die
QM Assays eingesetzt. Abbildung  26 zeigt die Korrelation dieser beiden Assayformate. Beide zeigen eine
sehr gute Korrelation (Regressionskoeffizient R2 = 0,96). Lediglich bei zwei Messwerten (Patientin E / TFF1
und Patientin J / uPA) ist eine leichte Diskordanz zwischen Sequenzierergebnis und QM Assay Ergebnis zu
sehen.  Dadurch  konnte  prinzipiell  gezeigt  werden,  dass  die  mit  Modell-DNAs  entwickelte  und etablierte
Technologie  auch bei  klinisch  relevanten Patientenproben anwendbar  ist  und dass  die  DNA bei  diesen
Patientinnen  offensichtlich  hauptsächlich  komethyliert  vorliegt.  Es  scheinen  vorwiegend  methylierte  und
komplett unmethylierte DNA und keine Mischformen vorzukommen, da sonst die Ergebnisse von QM Assay
und  Sequenzierung  diskordant  wären.  Dies  gilt  natürlich  nur  für  diejenigen  CpGs,  die  durch  die
Detektionssonden der QM Assays abgedeckt wurden.

Abbildung 25: Korrelation von G-reicher und C-reicher Sequenzierung bei 13 klinischen Proben.
Analysiert wurden 13 verschiedene Loci.
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Die beiden Messwerte, bei denen die Ergebnisse beider Assayformate nicht genau korrelieren (Patientin E /
TFF1 und Patientin J / uPA), sollen im folgenden näher betrachtet werden, um bewerten zu können, ob diese
leichte Diskordanz technisch oder biologisch bedingt ist. Dazu wurde eine Analyse der einzelnen CpGs in den
entsprechenden  Amplifikaten  untersucht.  In  Abbildung  27 sind  zunächst  die  normalisierten
Sequenzhistogramme von PITX2 dargestellt. Dort sieht man, dass die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte
Methode zur quantitativen Bisulfitsequenzierung auch für  die Analyse einzelner CpG-Positionen sehr  gut
geeignet  ist.  Dies  ist  daran  zu  erkennen,  dass  sich  in  Abbildung  27 (oben)  für  jede  CpG-Position  die
entsprechenden  MDA  DNA  Methylierungsmischungen  voneinander  unterschieden  lassen  –  mit  einer
Ausnahme:  Bei  der  sechsten  CpG-Stelle  ist  im  Fall  der  0  % Methylierungsmischung  offensichtlich  ein
Nebenprodukt aufgetreten, sodass die normalisierte Peakfläche dort höher ist als die von den 5 %, 10 %, und
25 % Mischungen. Im Vergleich der Patientinnenproben mit den Standard-DNAs sieht man in Abbildung 27
(unten), dass die ersten drei CpGs im Amplifikat deutlich niedriger methyliert sind als die folgenden. Zwar
erkennt man anhand der Standard-DNAs, dass die Fluoreszenzintensitäten durchaus von der Position des
CpGs abhängen (das fünfte CpG weist beispielsweise eine tendenziell geringer Signalintensität auf), gerade
für  die  ersten  vier  CpGs  sind  diese  jedoch  in  den  Standard-DNAs  sehr  ähnlich.  Im  Fall  der
Patientinnenproben zeigt jedoch gerade das vierte CpG eine deutlich höhere Methylierung als die ersten drei.
Waren einige Patientinnenproben in den ersten drei CpGs noch nahezu unmethyliert, so zeigen sie doch alle
beim vierten CpG eine erhöhte  Methylierung.  Demzufolge ist  es  nicht  möglich,  dass  nur  DNA Moleküle
vorkommen,  die komplett  methyliert  oder  komplett  unmethyliert  sind,  da  in  diesem  Fall  alle  CpGs eine
vergleichbare Methylierung aufweisen müssten.  Es ist bemerkenswert, dass dieses Phänomen in nahezu
allen Patientinnenproben so zu finden ist. Die im QM Assay verwendetet Detektionssonde deckt gerade die
CpG-Positionen zwei, drei und vier ab, also genau den Bereich, in dem von CpG-Stelle drei zu Stelle vier ein
Anstieg der Methylierung zu beobachten ist. Trotzdem zeigen beide Technologien gerade für diese Gen ein
gute Übereinstimmung der Messwerte, wie in Abbildung 26 gezeigt. 

Abbildung  26:  Korrelation  der  Ergebnisse  von  Sequenzierung  und  QM  Assay  bei  klinischen
Proben. Verglichen wurden de entsprechenden QM und Sequenzierassays für  3 verschiedene
Gene  (PITX2,  uPA und TFF1)  von 13  verschiedenen  klinischen  Proben.  Dargestellt  sind  die
Mittelwerte  einer  Dreifachbestimmung  (QM Assay),  bzw,  der  Mittelwert  von  G-reicher  und  C-
reicher Sequenzierung ± Standardabweichung.
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In Abbildung 28 ist die gleiche Auswertung für uPA dargestellt, die bereits in Abbildung 27 für PITX2 gezeigt
ist.  Auch  hier  ist  wieder  eine  einzelne  Analyse  der  CpG-Positionen  sehr  gut  möglich.  Bei  allen  zwölf
untersuchten  CpG-Positionen  lassen  sich  die  einzelnen  MDA  DNA  Methylierungsmischungen  sehr  gut
unterscheiden. Im Fall der Patientinnen Proben (Abbildung 27, unten) sind mehrere interessante Phänomene
zu beobachten.  Zunächst sieht man,  dass auch bei  uPA die Methylierung der einzelnen CpG-Positionen
innerhalb einer Patientinnenprobe nicht gleich ist, also keine Komethylierung der CpG-Positionen vorliegt.
Dies fällt besonders bei der CpG-Stelle sieben (bei Laufzeit 200) auf, bei der nahezu alle Patientinnenproben
eine etwas erhöhte Methylierung zeigen – im Gegensatz zu den meisten anderen Stellen, die nur bei wenigen
Patientinnenproben methyliert sind. Besonders auffällig ist, dass bei Patientin J die CpG-Positionen eins bis
sieben  auffällig  stark  methyliert  sind,  die  folgenden  jedoch  nicht  mehr.  Die  im  QM  Assay  verwendete
Detektionssonde  deckt  die  CpG-Positionen  acht,  neun  und  zehn  ab,  also  gerade  die,  die  nicht  mehr
methyliert sind. Folglich ist die per QM Assay gemessene Methylierung niedriger, als die per Sequenzierung
gemessene, die ja auf dem Mittel aller CpG-Positionen beruht. Dadurch ist die Diskordanz zwischen dem
Sequenzierergebnis und dem QM Assay Ergebnis bei dieser Patientin erklärbar.

Abbildung  27:  Normalisierte  Sequenzhistogramme  (nur  CpG-Positionen)  der  MDA  Standard  DNA
Mischungen (oben) und der 13 analysierten Patientinnenproben (A - M, unten) für das Gen PITX2 (Promotor
AB) und Lage der QM Assay Detektionssonde.
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Die für  die  einzelnen CpGs aufgelösten  Ergebnisse  der  Sequenzierung von TFF1 sind in Abbildung  29
dargestellt. Wie schon im Fall von uPA ist auch hier wieder für alle sieben untersuchten CpG-Positionen eine
Unterscheidung der einzelnen DNA Methylierungsstandards ausnahmslos sehr gut möglich. Hier ist auch
wieder das Phänomen zu beobachten, welches zuvor schon bei PITX2 auftrat, dass die Signalintensität sich
zwischen verschiedenen CpG-Positionen unterscheiden kann. So sieht man, dass die CpG-Stelle fünf eine
auffällig niedrigere Signalintensität als alle anderen CpG-Positionen zeigt. Insgesamt scheinen im Gegensatz
zu PITX2 und uPA doch im Fall von TFF1 alle Patientinnenproben relativ komethyliert zu sein. Allerdings ist
dabei zu beachten, dass die Methylierung der Proben sich in einem Bereich hoher Methylierung befindet, in
dem der dynamische Messbereich klein erschient, was daran zu erkennen ist, dass sich beispielsweise die 0
% Methylierungsmischung von der 25 % Methylierungsmischung wesentlich stärker unterscheidet, als die 75
% von der 50 % Methylierungsmischung. Somit könnte eine fehlende Komethylierung bei TFF1 auch durch
diesen geringeren dynamischen Messbereich maskiert sein. 

Abbildung  28.  Normalisierte  Sequenzhistogramme  (nur  CpG-Positionen)  der  MDA  Standard  DNA
Mischungen (oben) und der 13 analysierten Patientinnenproben (A - M, unten) für das Gen uPA und Lage
der  QM Assay Detektionssonde.  Bei  Patientin  J  ist  eine  höhere  Methylierung der  CpGs  außerhalb  der
Bidestelle der Detektionssonde zu finden.
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In Abbildung 29 ist auch zu erkennen, warum es für Patientin E eine Unterschied zwischen QM Assay und
Sequenzierung gab. Dort tritt eine deutlich geringere Methylierung an zwei CpG-Positionen (eins und drei)
auf. Bei dieser Patientin ist folglich keine Komethylierung gegeben. Die Detektionssonde des QM Assays
deckt die Stellen vier und fünf ab und liegt somit nicht im Bereich der CpG-Positionen, die bei Patientin E
niedrig methyliert sind.
Insgesamt  konnte  gezeigt  werden,  dass  die  auftretenden  Unterschiede  zwischen  QM  Assay  und
Sequenzierung biologisch bedingt  sind.  Die Sequenziertechnologie erlaubt  verglichen mit  der  QM Assay
Technologie einen tieferen Einblick in die Methylierung der untersuchten Region und ermöglicht auch die
Analyse einzelner CpG Positionen. Da es insgesamt eine gute Korrelation zwischen dem über das Amplifikat
gemittelten  Methylierungswert  (aus  der  Sequenzierung)  und  dem  QM  Assay  gab,  wurde  im  folgenden
hauptsächlich dieser Mittelwert betrachtet.

5.3.2.1.3 Analyse kleinster DNA-Mengen

Die  Entwicklung  der  Sequenziermethode  basierte  bisher  auf  dem  Einsatz  von großen  Mengen (20  ng)
Bisulfit-DNA in die mPCR der Voramplifikation. Ziel dieser Arbeit war es, eine Methode zu entwickeln, mit der
es auch möglich  ist,  geringste Mengen an DNA (wie z.B. aus  LMD Proben)  zu untersuchen.  Da diese
geringsten Mengen an DNA erst noch Bisulfit-konvertiert werden mussten, wurde in dieser Arbeit auch eine
Methode entwickelt, die es erlaubt, auch einzelne Kopien des humanen Genoms erfolgreich zu konvertieren,

Abbildung  29:  Normalisierte  Sequenzhistogramme  (nur  CpG-Positionen)  der  MDA  Standard  DNA
Mischungen (oben) und der 13 analysierten Patientinnenproben (A - M, unten) für das Gen TFF1 und Lage
der QM Assay Detektionssonde. Bei Patientin E ist eine niedrigere Methylierung zweier CpGs außerhalb der
Bindestelle der Detektionssonde zu finden.
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aufzureinigen  und  die  Methylierung  vieler  Gene  zu  untersuchen.  Der  entwickelte  Gesamtarbeitsablauf
bestand  aus  einer  für  geringste  DNA  Mengen  entwickelten  Bisulfit-Behandlung,  einer  mPCR
Voramplifikation,  anschließender  sPCR-Reamplifikationen  und  abschließend  der  quantitativen
Bisulfitsequenzierung. Dieser Arbeitsablauf  wurde gründlich charakterisiert. Es wurde Standard DNAs mit
bestimmter,  vorher  bekannter  Methylierung  werden  und  die  bestimmte  Methylierung  mit  der  tatsächlich
eingesetzten Methylierung verglichen. Im Gegensatz zu den Experimenten unter 5.3.2.1.2 wurden hier jedoch
nur sehr geringe Mengen an DNA eingesetzt. Daraus ergibt sich ein besonderer Anspruch an diese DNA
Standards,  der  sich  von  denen  in  Abschnitt  5.3.2.1.2 unterscheidet.  Dort  wurde  relativ  viel  DNA  zu
Entwicklung  der  Methode  in  die  multiplex-PCR  Voramplifikation  eingesetzt.  Die  dafür  verwendeten
Mischungen aus MDA und künstlich methylierter MDA DNA haben den Vorteil, dass die unmethylierte MDA
DNA tatsächlich völlig unmethyliert ist. Dies ist darin begründet, dass die MDA DNA durch eine Amplifikation
des Genoms hergestellt  wird, bei der die Methylierung wie bei jeder Amplifikationstechnik  verloren geht.
Dafür hat die künstlich methylierte MDA DNA den Nachteil, dass sie nicht zu 100 % methyliert ist, da sie
durch  die  Art  der  Amplifikation  partiell  einzelsträngig  vorliegt  und  somit  kein  Substrat  für  die  Sss1
Methyltransferase darstellt. Mischungen aus diesen DNAs haben dadurch einen konstanten systematischen,
relativen Fehler, der durch den Anteil methylierter DNA herrührt. Solche Mischungen sind gut geeignet, um
Assays dahingehend zu untersuchen, wie ihre Leistungsfähigkeit im Bereich von geringer Methylierung ist, da
Mischungen  in  diesem  Bereich  einen  relativ  geringen  absoluten  Fehler  aufweisen.  Für  den  Test  der
entwickelten Technologie mit geringsten DNA Mengen sind diese Mischungen allerdings ungeeignet. Dies
liegt daran, dass bei der MDA Amplifikation des Genoms nicht jeder Loci mit derselben Effizienz amplifiziert
wird und somit die Kopienzahl nicht für jedes Gen, bzw. für jeden Assay dieselbe ist. Da aber eine definierte
Anzahl von Kopien des humanen Genoms in diesem Experiment eingesetzt werden sollten, waren diese
DNAs als Standard DNAs ungeeignet. Statt dessen wurden DNAs gewählt, bei denen das gesamte Genom
ausgewogen vorliegt. Zur Herstellung dieser Standard DNAs wurde in diesem Experiment extrahierte DNA
aus  humanem,  peripherialem  (PBL)  Blut  und  künstlich  methylierter  PBL  DNA  verwendet,  die  eine
ausgewogene  Kopienzahl  der  einzelnen  Gene  aufweist.  Allerdings  ist  bei  PBL  DNA  nicht  jedes  Gen
unmethyliert, sodass 0 % methylierte DNA nicht für jeden Assay herstellbar ist. Es wurden fünf verschieden
DNA  Mischungen  hergestellt,  die  0,  25,  50,  75  und  100  %  methylierte  DNA  darstellen  sollten.  Diese
Mischungsverhältnisse gelten wie beschrieben nur für solche Gene, die in PBL DNA tatsächlich auch völlig
unmethyliert sind. 100 Kopien des humanen Genoms (ca. 340 pg) jeder dieser Mischungen wurden in die
Lyse eingesetzt, Bisulfit behandelt, aufgereinigt, vor- und reamplifiziert und Bisulfit-sequenziert. Dabei wurde
jede dieser Mischung in zwei von einander unabhängigen Ansätzen (Replikaten) parallel  prozessiert.  Die
Sequenzierung erfolgte in beide Richtungen, d.h. sowohl über den G-reiche, als auch über den C-reichen
Primer.  Das  Ergebnis  dieser  Technologievalidierung  ist  in  Abbildung  30 dargestellt.  Dabei  sind  die
gemessenen  Methylierungswerte  beider  Replikate  jeweils  aus  der  C-reichen  und  aus  der  G-reichen
Sequenzierung und der  Mittelwert aus diesen vier  Einzelwerten dargestellt.  Abbildung  30 zeigt, dass die
Charakteristik der 13 Assays sehr unterschiedlich ist. Der Assay für RASSF1A kann beispielsweise sehr gut
zwischen 0, 25, 50, 75 und 100 % Methylierung auflösen und zeigt dabei eine hohe Konkordanz der beiden
Replikate und auch der beiden Sequenzierrichtungen (Korrelationskoeffizient R2 = 0,996). Für das Assay für
TFF1 gilt  genau der  beschriebene Fall,  dass die PBL DNA in diesem Loci  an sich schon zu ca.  50 %
methyliert  vorliegt.  Dementsprechend  hatten  die  eingesetzten  Standard  DNAs  für  dieses  Loci  nicht  die
Methylierungen  von  0,  25,  50,  75  und  100  %,  sondern  von  ca.  50,  63,  75,  88  und  100  %.  Umso



4. Ergebnisse 92

Abbildung  30:  Quantifizierung  der  Methylierung der  13  untersuchten  Loci  bei  Verwendung von  ca.  100
genomische  Kopien  (ca.  340  pg  Templat).  Jede  Methylierungsmischung  wurden  Bisulfit-konvertiert,
voramplifiziert,  reamplifiziert  und  sequenziert.  Dargestellt  sind  die  Ergebnisse  von  C-  und  G-reicher
Sequenzierung aus zwei unabhängigen Ansätzen und deren Mittelwert.
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bemerkenswerter  ist,  dass  auch  bei  diesem  Assay eine Auflösung der  höchsten,  der  mittleren  und der
niedrigsten Methylierung möglich ist. Die Assays für die vier verschiedenen Regionen von PITX2 zeigen alle
ein sehr einheitliches Bild: Eine Unterscheidung zwischen 0, 50 und 100 % ist in jedem Fall möglich, jedoch
wurde bei den 25 % Mischungen eine höhere Methylierung gemessen, als bei den 50 % Mischungen. Da
eine Vertauschung ausgeschlossen werden kann, könnte ein Grund für dieses einheitliche Bild sein, dass
diese Assays nicht unabhängig voneinander sind, da sie im selben Gen liegen. Insgesamt gilt für alle Assays
(einschließlich TFF1),  dass eine Auflösung von 0, 50 und 100 % Methylierung auch bei nur 100 Kopien
eingesetzter  genomischer  DNA  möglich  ist.  Alle  Assay  zeigen  einen  Korrelationskoeffizienten  für  die
Korrelation von Methylierung der eingesetzten DNA und der gemessenen Methylierung von mindestens R2 =
0,83.

5.3.2.2 Mikrodissektionsstudie

Die im vorherigen erfolgreich entwickelte und etablierte Technologie zur multiplexierten Analyse von sehr
geringen DNA Mengen wurde nun dazu verwendet, um verschiedene Zelltypen innerhalb eines Tumors zu
untersuchen. Außerdem wurden auch jeweils die gleichen Zelltypen, in unterschiedlichen Regionen eines
Tumors untersucht.

5.3.2.2.1 Patientinnenvorauswahl

Im  Rahmen  dieser  Arbeit  wurden  die  Tumoren  von  drei  verschiedenen  Brustkrebspatientinnen  näher
untersucht. Dazu wurden zunächst geeignete Fälle für diese Studie identifiziert. Insgesamt standen Proben
von 13 Patientinnen für eine Mikrodissektionsstudie zur Verfügung. Dabei handelte es sich um dieselben
Patientinnenproben,  deren  Material  bereits  in  Kapitel  5.3.2.1.2.1 zur  Validierung  der  neu  entwickelten
Methode verwendet wurde. Für die Eignung der Tumoren für diese Studie waren zwei wesentliche Faktoren
ausschlaggebend. Zum einen sollte die DNA eine möglichst hohe Qualität aufweisen, sodass eine möglichst
großer Teil der vorhandene DNA auch der Analyse zugänglich ist, zum anderen sollten die Tumoren auch
eine  signifikante  Methylierung  der  wichtigsten  Marker,  vor  allem  von  PITX2,  vorweisen.  Wären  die
interessanten Gene im Gesamttumor nicht signifikant methyliert, dann wäre auch kein Unterschied zwischen
den verschiedenen Tumorkomponenten zu erwarten und eine Mikrodissektion wäre zwecklos.
Zur Einschätzung der Qualität, bzw. der Integrität der DNA wurden drei Parameter berücksichtigt. Die mit
einem  Real-Time  PCR  Assay  (LOC645666  Assay)  gemessene  Gesamtausbeute  an  DNA  aus  den
Dünnschnitten  gibt  einen  ersten  Hinweis  auf  die  Qualität  der  DNA.  Je  mehr  PCR amplifizierbare  DNA
extrahiert  werden konnte, umso besser ist  in der Regel auch die Qualität,  bzw. Integrität.  Über eine UV
Bestimmung der Reinheit (Verhältnis von der Absorptionen bei 260 nm und 280 nm) sollte eine Einschätzung
über  möglicherweise  vorhandene  DNA-Protein-Quervernetzungen  getroffen  werden.  Letztlich  gibt  das
Verhältnis  aus PCR amplifizierbarer (Real-Time quantifizierter)  DNA und physikalisch (UV) quantifizierter
DNA den relativen Anteil von intakter DNA an der Gesamt-DNA wider.
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Diese drei genannten Parameter sind für die 13
für  eine Mikrodissektion zur Auswahl stehenden
Patientinnenproben  in  Tabelle  9 aufgelistet.  Bis
auf eine Ausnahme (Probe M) zeigten alle Proben
eine hohe Ausbeute an DNA (1,9-25,4 µg), eine
hohe Reinheit (1,9  ≥  Abs260/Abs280  ≥  2,3) und
eine gute Integrität (21-35 %).
Damit  standen  nach  dieser  Qualitätsbeurteilung
der DNA noch 12 der 13 Patientinnenproben für
eine  weitere  Untersuchung  zu  Auswahl.  Die
weitere Eingrenzung der verfügbaren Proben für
die  Mikrodissektionsstudie  wurde  basierend  auf
der  Methylierung  der  einzelnen  Marker  im
Gesamttumor getroffen. Die Methylierung der 13
untersuchten  Loci  in  diesen  Tumoren  ist  in
Tabelle  9 aufgelistet.  Dabei handelt es sich um
die Ergebnisse, die bereits in Kapitel  5.3.2.1.2.1
zur  Validierung  der  neu  entwickelten

Sequenziermethode  generiert  wurden  und  in  den  Abbildungen  25 und  26 dargestellt  sind.  Die  mittels
Mikrodissektion zu untersuchenden Proben sollten für möglichst viele Marker eine signifikante Methylierung
vorweisen, vor allem aber für PITX2 (Promotor AB) und uPA. 

Tabelle  8:  Charakterisierung  der  DNA  aus  den
verfügbaren Patientinnenproben.

Patientin Ausbeutea [µg] Reinheitb

260nm/280nm

Integritätc
[%]

A 4,8 2,0 31

B 10,1 1,9 22

C 25,4 2,0 22

D 1,9 2,3 21

E 12,3 2,0 26

F 10,7 2,0 21

G 6,5 1,9 20

H 1,9 2,0 35

I 12,5 2,0 27

J 10,8 1,9 22

K 16,9 2,0 28

L 7,5 2,0 31

M 0,3 2,3 6
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Tabelle  9: Methylierung (Gesamttumor) von 13 Patientinnenproben, die für eine Mikrodissektionsstudie zur
Verfügung  standen.  Dargestellt  sind  Mittelwerte  aus  G-  und  C-reicher  Sequenzierung.  Die  für  die
Mikrodissektion ausgewählten Proben sind grau hinterlegt.
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I 1 25 49 -6 -7 3 22 -9 -2 12 15 -9 5
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M -4 -8 68 -7 0 -2 21 -5 2 9 35 4 -4

Die einzige Patientinnenprobe, die Methylierung bei allen 13 untersuchten Loci zeigte (J) wurde nicht für die
Mikrodissektionsstudie verwendet, da eine mikroskopische Begutachtung zeigte, dass es sich hierbei nicht
um ein invasives Karzinom handelte. Da aber gerade auch der Unterschied in der Methylierung von invasiven
und  nicht-invasiven  Tumorkomponenten  untersucht  werden  sollte,  war  diese  Patientinnenprobe
uninteressant.  Schließlich  wurden  die  Patientinnenproben  A,  B  und  C  für  die  Mikrodissektionsstudie
ausgewählt.

5.3.2.2.2 Methylierungsanalyse mikrodissezierter Proben

Von den ausgewählten Patientinnenproben wurden interessante Tumorkomponenten und Komponenten des
gesunden  umgebenden  Gewebes  mikrodisseziert.  Dazu  wurden  sieben  verschiedene  Komponenten
klassifiziert:  invasive  Tumorzellen  (IDC),  intraduktale  Tumorzellen  (DCIS),  Stroma,  Fettgewebe,
Muskelgewebe,  Tumor-infiltrierende  Lymphozyten  (TIL)  und  normales  Drüsenepithel  (Duktuli).  Bei  der
Verwendung des Begriffs „normal“ ist allerdings zu berücksichtigen, dass es sich hier um Zellen handelt, die
sich im oder in der Nähe des Tumors befinden. Diese könnten sich somit von Proben aus einer gesunden
Brust unterscheiden. Diese Fragestellung sollte jedoch nicht im Rahmen dieser Arbeit behandelt werden, so
dass optisch unveränderte Duktuli hier als „normal“ bezeichnet werden. Zu den normalen Duktuli wurde bei
der Patientinnenprobe B außerdem eine Form einer gutartigen Wucherung (Adenose) gezählt.

Neben der Mikrodissektion wurden gleichzeitig noch Proben von Fett- und Muskelgewebe makrodisseziert.
Bei  der  Makrodissektion  wurden  größere  Gewebeareale  (ca.  5-10  mm2)  manuell  mit  einem  Skalpell



4. Ergebnisse 96

ausgeschnitten.  Diese  Gewebe weisen  generell  ein  ungünstig  großes  Zellgröße-zu-Kern-Verhältnis  (und
somit eine geringe DNA Ausbeute) vor, sind aber sehr homogen und eigenen sich somit für eine solche
Makrodissektion. Die verschiedenen Tumorkomponenten wurden zusätzlich von verschiedenen Orten des
Gewebes, bzw. von verschiedenen Paraffinblöcken, die nach der Operation angefertigt wurden, entnommen.
Somit sollte sowohl eine Aussage über die Methylierung in Abhängigkeit  von der Tumorkomponente, als
auch innerhalb einer Tumorkomponente aber von verschiedenen Orten des Tumors möglich sein. Abbildung
31 zeigt das prinzipielle Vorgehen bei der Mikrodissektion am Beispiel von zwei DCIS, einer IDC und einer
normalen Duktuli Probe (LMD Proben 27, 28 und 29). Zunächst wurden die interessanten Areale auf einem
HE gefärbten Dünnschnitt identifiziert (Abbildung 31, A). Dieser HE gefärbte Dünnschnitt ist ein Schnitt, der
von dem Paraffinblock direkt vor bzw. hinter dem eigentlichen zu dissezierenden Schnitt geschnitten wurde
und dadurch eine sehr ähnliche Morphologie aufweist. Anschließend wurden diese Areale in dem für die
Mikrodissektion  geeigneten  Dünnschnitt  lokalisiert  und  ausgeschnitten  (Abbildung  31,  B).  Der  für  die
Mikrodissektion verwendete Dünnschnitt  unterscheidet  sich von dem HE Schnitt  erstens darin,  dass  der
Objektträger Membran-beschichtet war, dass er zweitens nur leicht gefärbt wurde (nur mit Hämatoxylin), um
eine DNA Schädigung zu vermeiden und dass er drittens etwas dicker als der HE Schnitt war, um so mehr
DNA  aus  den  Proben  gewinnen  zu  können.  Nach  der  erfolgreichen  Dissektion  wurden  die  Proben
entsprechend  der  zuvor  entwickelten  Technologie  prozessiert,  d.h.  die  Gewebe  wurden  lysiert,  Bisulfit-
konvertiert,  aufgereinigt,  voramplifiziert  (in  einer mPCR),  reamplifiziert  (in 13 verschiedenen sPCRs) und
schließlich mittels der neuentwickelten Sequenziertechnologie sequenziert und ausgewertet (Abbildung  31,
C).
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Abbildung  31:  Prinzipielle  Vorgehensweise  bei  der  Durchführung  der  Mikrodissektionsstudie  am  Beispiel  von  zwei  DCIS,  einer  IDC und  einer  normalen  Duktuli  Probe:
Identifikation  der  interessanten  Areal  mit  Hilfe  eines  HE  Schnittes  (A),  Mikrodissektion  der  entsprechenden  Areale  vom  Mikrodissektionschnitt  (B)  und  Probenlyse,
Bisulfitbehandlung und Aufreinigung, mPCR Voramplifikation, sPCR Reamplifikation, Sequenzierung und Auswertung (C).
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Die von den einzelnen Patientinnenproben dissezierten  Komponenten sind  in  der  Tabelle  19 aufgelistet
(Anhang S.  167).  In dieser Tabelle sind ebenfalls  die Verknüpfungen zu den entsprechenden Fotos von
diesen Proben enthalten, die sich ebenfalls im Anhang befinden (S. 169-194).

Für die Beurteilung der Verlässlichkeit des Methylierungswertes, der in einer LMD Probe gemessen wurde,
ist  es  notwendig zu wissen,  wieviel  Templatmoleküle  tatsächlich  in  dieser  LMD Probe enthalten  waren.
Würde das Ergebnis nur auf einzelnen Templatmolekülen beruhen, so wäre es aus stochastischen Gründen
nicht  repräsentativ  für  die  LMD  Probe.  Von  den  59  mikro-  und  makrodissezierten  Proben  von  zwei
Patientinnen (B und C) wurde daher eine sensitive, Real-Time PCR basierte Quantifizierung durchgeführt,
die die Quantifizierung von Bruchteilen des Genoms ermöglicht. Es wurden ebenfalls die Prozesskontrollen
quantifiziert, die einen Hinweis auf eine mögliche Kontamination während der gesamten Prozedur liefern.
Diese Quantifizierung wurde freundlicherweise von Dr. Reimo Tetzner (Epigenomics AG) durchgeführt und
die  Ergebnisse  zur  Verfügung  gestellt.  Abbildung  32 zeigt  den  Zusammenhang  zwischen  der  Anzahl
reamplifizierter Loci und in der Probe enthaltenen Kopien des Genoms. Dort ist zu erkennen, dass die Anzahl
der erfolgreich reamplifizierten Loci bei steigender Templatmenge zunimmt. Ab einer Templatemenge von 25
Kopien des Genoms können bis auf eine Ausnahme mindestens zwölf der 13 Loci reamplifiziert werden. Die
Anzahl  der  erfolgreich  reamplifizierten  Loci  ist  somit  indirekt  ein  Maß für  die  in  der  Probe  vorliegende
Templatmenge.

Im folgenden ist sowohl für die Prozesskontrollen, als auch für die einzelnen LMD Proben immer die Anzahl
der  erfolgreich  sequenzierten  LOCI  annotiert,  um  die  Zuverlässigkeit  der  Messergebnisse  beurteilen  zu
können. Die Prozesskontrollen sollten darüber Aufschluß geben, ob der gemessene Methylierungswert von
einer potentiellen DNA Kontamination herrühren könnte oder tatsächlich aus der LMD Probe stammte.

Die Ergebnisse der Mikrodissektionsstudie sind in den Abbildungen 33 - 36 nach Genen unterteilt dargestellt.
In jedem dieser vier Darstellungen sind die Ergebnisse von allen drei Patientinnen (A, B und C) und jeweils
von vier  Loci  gezeigt,  es  gibt  also für  jede LMD Probe jeweils vier  Messwerte in diesen Darstellungen.
Innerhalb einer Darstellung erfolgte die Sortierung nach Art der Tumorkomponente, also DCIS, IDC, normale
Duktuli, Stroma, Tumor-infiltrierende Lymphozyten (TIL), Fett- und Muskelgewebe. Über jeder untersuchten
Probe steht in den Darstellungen ein Code aus drei Zahlen. Die erste Zahl repräsentiert die Nummer der
LMD Probe, über die sich diese Probe anhand der Tabelle 19 (Anhang) den entsprechende Fotos (ebenfalls
im  Anhang)  der  mikrodissezierten Proben zuordnen lassen.  Die  zweite Zahl  steht  für  die  Nummer  des

Abbildung 32: Zusammenhang der Anzahl der in einer Probe enthaltenen
Kopien des Genoms und der Anzahl der erfolgreich reamplifizierten Loci.
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Paraffinblocks,  aus  dem  diese  Probe  stammt.  Damit  sollte  eine  Beurteilung  der  Heterogenität  der
Methylierung zwischen verschiedenen Paraffinblöcken einer Patientin ermöglicht werden. Schließlich steht
die dritte  Zahl  für  die  Anzahl  der  bei  dieser  Proben  nicht  erfolgreich  amplifizierten  Loci  und damit  wie
beschrieben indirekt für die Zuverlässigkeit des Ergebnis. Der Code 17/4/3 bedeutet folglich, dass bei der von
Paraffinblock  vier  stammenden LMD Probe (Probennummer  17)  nur  10 (13 -  3)  von 13 möglichen Loci
erfolgreich amplifiziert  werden konnten. Die Codes der Proben, bei denen weniger als zwölf der 13 Loci
erfolgreich amplifiziert werden konnten sind in den Abbildungen rot markiert.

Die Ergebnisse für die Gene TFF1, uPA, RASSF1A und PITX2 (Promotor AB) sind in Abbildung 33 gezeigt.

Abbildung  33:  Methylierung in den Prozesskontrollen (PK) und den LMD Proben der  drei  untersuchten
Patientinnen (A, B und C), sortiert nach Tumorkomponente (DCIS, IDC, normale Duktuli, Stroma, TIL, Fett
und Muskel). Der Code über den einzelnen Proben zeigt die Nummer der LMD Probe, die Nummer des
Paraffinblockes und die Anzahl der  fehlgeschlagenen Sequenzierungen. Dargestellt ist die Methylierung
der Gene PITX2 (Promotor AB), RASSF1A, TFF1 und uPA).
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Dort sieht man zunächst, dass die Mikrodissektionsstudie insgesamt sehr gut funktioniert hat, da von den 79
mikro- und makrodissezierten Proben nur bei 16 weniger als zwölf der 13 Loci analysiert werden konnten.
Gleichzeitig wurden nur bei zwei (bei Patientin C) der insgesamt sechs Prozesskontrollen (PK) jeweils zwei
Loci amplifiziert, sodass ein Kontaminationsproblem nicht vorliegt.
Bei den beiden in der Prozesskontrolle amplifizierten (also kontaminierten) Genen handelt es sich nicht um
Gene, die in Abbildung 33 dargestellt sind. Somit ist für diese vier dort gezeigten Loci erstens gesichert, dass
die gemessenen Methylierungswerte nicht  von einer  potentiellen  Kontamination  herrühren  und zweitens,
dass zumindest für die Patientinnen A und B eine Abschätzung der ursprünglich vorliegenden Anzahl an
Templatmolekülen anhand der Anzahl der erfolgreich amplifizierten Loci getroffen werden kann, da dort die
Prozesskontrollen alle negativ sind.
In Abbildung 33 ist zu erkennen, dass das Gen RASSF1A in den DCIS und IDC Proben methyliert ist. Hierbei
ist  kein  signifikanter  Unterschied  zwischen  den  DCIS  und  den  IDC  Proben  erkennbar.  Alle  anderen
untersuchten Tumorkomponenten zeigen keine erhöhte Methylierung von RASSF1A. Insgesamt erscheint
die Varianz der Methylierung innerhalb von Proben der gleichen Tumorkomponentengruppe gering. Es sind
auch  keine  signifikanten  Unterschiede  in  der  Methylierung  gleicher  Komponenten  in  unterschiedlichen
Blöcken zu erkennen. Zumindest ist die auftretende Varianz durchaus im Rahmen der Messungenauigkeit
der Methode, wie sie bei der Analyse von geringen DNA Mengen auftritt (wie in Kapitel 5.3.2.1.3, Abbildung
30 zu erkennen ist). Es ist auffällig, dass es zwischen den drei Patientinnen Unterschiede in der Methylierung
von RASSF1A gibt: Die DCIS und IDC Proben von Patientin A und C sind zu ungefähr 100 % methyliert,
wohingegen diese Komponenten bei Patientin B nur zu ca. 60 % methyliert sind. 
Die Methylierung des Promotors AB von PITX2 verhält sich ähnlich wie die Methylierung von RASSF1A.
Genau wie bei RASSF1A ist auch PITX2 vorwiegend in den Tumorzellen, also in IDC und DCIS methyliert
und in den anderen Zelltypen eher unmethyliert. Auch hier ist kein signifikanter Unterschied zwischen DCIS
und IDC zu finden. Außerdem ist innerhalb einer Tumorkomponentengruppe und zwischen verschiedenen
Paraffinblöcken keine auffällige Heterogenität  in der Methylierung erkennbar. Auch bei PITX2 ist  wie bei
RASSF1A auffällig,  dass die Methylierung der  DCIS und IDC zwischen den drei  Patientinnen signifikant
unterschiedlich ist: Bei Patientin A sind diese durchschnittlich zu ca. 50 %, bei Patientin B ca. 100 % und bei
Patientin C zu ca. 70 % methyliert. Im Gegensatz zu RASSF1A ist der Promotor von PITX2 jedoch auch
erhöht in den normalen Duktuli und den in TIL methyliert. Letzteres ist besonders gut bei den Patientinnen A
und C zu sehen, bei denen bei allen sechs untersuchten TIL Proben jeweils alle 13 Loci amplifiziert werden
konnten und dieses  Ergebnis  damit  sehr  aussagekräftig  ist.  Dort  sind die TIL durchschnittlich ca.  20 %
methyliert. Die Methylierung der TIL erscheint insgesamt zwischen den Proben von verschiedenen Orten
sehr homogen. Die erhöhte Methylierung in einigen der normalen Duktuli ist gut bei Patientin C zu erkennen,
wo alle gemessenen normalen Duktuli ein zuverlässiges Ergebnis zeigen. Dort ist die Methylierung von vier
der fünf Duktuli höher als bei allen Fett- und Stromaproben von dieser Patientin. Eine ähnliche Tendenz ist
auch bei den anderen beiden Patientinnen zu erkennen. Insgesamt ist diese erhöhte Methylierung jedoch
nicht so homogen über die normalen Duktuli verteilt, wie es bei den TIL der Fall war.
Die Methylierung von uPA zeigt wiederum eine vergleichbare Verteilung wie die Methylierung von RASSF1A.
Bei  Patientin  B  und  C  ist  nur  Methylierung  in  den  IDC  und  DCIS  Proben  zu  finden.  Alle  anderen
Tumorkomponenten sind nicht methyliert. Auch bei uPA ist die Methylierungsheterogenität zwischen IDC und
DCIS,  zwischen  verschiedenen  Paraffinblöcken  und  innerhalb  gleicher  Tumorkomponenten  gering.  Bei
Patientin A ist generell keine Methylierung von uPA zu finden. Dies korreliert auch mit der Beobachtung, dass
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bereits im Gesamttumor bei dieser Patientin keine Methylierung dieses Genes zu finden war. 
Grundsätzlich unterschiedlich im Vergleich zu den bisher betrachteten Genen verhält sich die Methylierung
von TFF1. TFF1 ist in allen Komponenten, bis auf die Krebszellen (IDC und DCIS) zu ca. 60 % methyliert.
Dagegen sind die IDC und DCIS Komponenten bei allen drei Patientinnen durchschnittlich nur zu ca. 20 %
methyliert. Auch bei TFF1 ist wieder kein Unterschied in der Methylierung von DCIS und IDC zu finden.
Allerdings  scheint  die  Schwankung  der  Methylierung  innerhalb  einer  gleichen  Tumorkomponente  etwas
höher zu sein, als bei den anderen bisher betrachteten Genen. So findet man allen drei Patientinnen sowohl
Tumorzellen (DCIS oder IDC), die zu 0 % als auch welche, die zu ca. 40 % methyliert sind. Dabei ist jedoch
kein klarer Zusammenhang mit dem Block, von dem diese Proben stammen zu erkennen. Betrachtet man
die weiteren neben DCIS und IDC untersuchten Komponenten, so findet man bei den Patientinnen A und C

Abbildung  34:  Methylierung in den Prozesskontrollen (PK) und den LMD Proben der drei  untersuchten
Patientinnen (A, B und C), sortiert nach Tumorkomponente (DCIS, IDC, normale Duktuli, Stroma, TIL, Fett
und Muskel). Der Code über den einzelnen Proben zeigt die Nummer der LMD Probe, die Nummer des
Paraffinblocks und die Anzahl der fehlgeschlagenen Sequenzierungen. Dargestellt ist die Methylierung der
Gene PITX2 (Promotor AB), PITX2 (Promotor C), LHX3 und PITX3.
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eine etwas geringere Methylierung in den normalen Duktuli und in den TIL im Vergleich zu Stroma-, Fett- und
Muskelgewebe.  Insgesamt  verhält  sich  die  Methylierung  von  TFF1  nahezu invers  im  Vergleich  zu  der
Methylierung des Promotors AB von PITX2: Die Komponenten, die eine hohe PITX2 Methylierung aufweisen
sind gering bei TFF1 methyliert und umgekehrt. Die steht mit der Eigenschaft dieser beiden prognostischen
Marker  im  Einklang:  gute  Prognose bei  hoher  TFF1  Methylierung und niedriger  PITX2  Methylierung im
Gesamttumor.
Bemerkenswert ist zusätzlich, dass sich auch die der Gruppe der normalen Duktuli zugeteilten Adenosen-
Proben (Patientin B, LMD-Proben 45-48) in Ihrer Methylierung nicht von den normalen Duktuli unterscheiden.
Dies ist auch bei den im folgenden beschriebenen Gene zu beobachten.
Die Methylierung der im Rahmen dieser Arbeit identifizierten potentiell  prognostischen Marker  LHX3 und
PITX3, sowie des alternativen Promotors (Promotor C) von PITX2 im Vergleich zu dem Promotor AB von
PITX2 ist in Abbildung 34 dargestellt. Dort erkennt man, dass sich die Methylierung des alternative Promotors
C von PITX2 in diesen drei Patientinnenproben genauso verhält, wie die Methylierung des Promotors AB.
Dies  steht  wiederum  mit  der  Beobachtung im  Einklang,  dass  beide  Promotoren  auch  im  Gesamttumor
(Tabelle  9) nahezu gleich stark  methyliert waren. So konnte auch im Promotor C wieder eine signifikant
erhöhte Methylierung in den TIL im Vergleich zu den anderen gesunden Geweben gefunden werden. PITX3
ist im Vergleich zu PITX2 in den drei Patientinnenproben geringer methyliert. Bei Patientin A und B sind
wieder die DCIS und IDC Komponenten stärker methyliert als die anderen untersuchten Komponenten. Bei
Patienten C ist  dagegen keine Methylierung von PITX3 in  den DCIS und IDC Proben zu finden.  Diese
erscheinen sogar etwas geringer methyliert als die normalen Duktuli, den TIL und dem Fettgewebe. Eine
erhöhte Methylierung in den TIL im Vergleich zu den normalen Duktuli, dem Stroma und dem Muskel- und
Fettgewebe, wie es bei PITX2 der Fall ist, ist bei allen drei Patientinnen nicht eindeutig erkennbar. LHX3 ist
im Gesamttumor bei allen drei Patientinnen höher methyliert als PITX2 (Tabelle 9). Dies lässt sich nach der
Mikrodissektionsstudie gut mit der Beobachtung erklären, dass die normalen Duktuli, die TIL, das Stroma
und das Fett- und Muskelgewebe im Vergleich zu PITX2 eine etwas höhere Methylierung des LHX3 Gens
aufweisen. Wie bei PITX2 sind zumindest bei den Patientinnen B und C auch wieder die DCIS und IDC
Komponenten signifikant stärker methyliert als die anderen Komponenten, allerdings ist der Unterschied bei
diesem Gen nicht so groß. Auch für LHX3 ist wieder eine erhöhte Methylierung der TIL im Vergleich zu den
anderen Geweben außer DCIS und IDC zu finden.

In  Abbildung  35 ist  die  Methylierung  der  vier  verschiedenen  untersuchten  Regionen  des  PITX2  Gens
dargestellt.  Dabei  erkennt  man,  dass  sie  beiden intragenischen Bereiche im  Intron  zwei und  Exon fünf
prinzipiell  auch  in  den  DCIS,  IDC  und  TIL  Proben  methyliert  sind.  Allerdings  ist  die  Methylierung  dort
durchschnittlich etwas geringer oder maximal genauso hoch, wie die Methylierung der beiden Promotoren AB
und  C.  Damit  verhalten  sich  diese  drei  Patientinnenproben  anders  als  nach  den  Ergebnissen  der
Zellliniensequenzierungen  (5.1.1)  zu  erwarten  war,  die  ergaben,  dass  die  intragenischen  Bereiche  in
Krebszelllinien eher stärker methyliert sind als die Promotoren.

Anders als in den Tumorzellen liegen die Verhältnisse in den normalen Duktuli, im Stroma und im Fett- und
Muskelgewebe.  Hier  sind  fast  immer  die  beiden  intragenischen  Bereiche  stärker  methyliert  als  die
Promotoren. Dadurch, dass die intragenischen Bereiche in den IDC, DCIS und TIL tendenziell etwas weniger
und in den anderen Geweben etwas höher als die beiden Promotoren methyliert sind, ist  insgesamt der
Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen von Geweben nicht so ausgeprägt, wie es für die Promotoren
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der Fall  war. So ist  bei Patientin A nahezu kein Unterschied zwischen allen verschiedenen Geweben zu
erkennen.  Eine  Aussage,  welche  der  Gewebe  außer  DCIS  und  IDC  in  den  intragenischen  Bereichen
besonders hoch methyliert ist, läßt sich kaum treffen, da die Heterogenität insgesamt relativ hoch erscheint.
Auffällig ist, dass bei Patientin C das Exon 5 im Stroma und im Fett höher methyliert ist als die anderen drei
Regionen. Bei Patientin A ist das Intron zwei im Muskelgewebe auffällig höher methyliert als die anderen
Regionen von PITX2. Weitere Aussagen lassen sich gerade in Anbetracht der großen Schwankungsbreite
und  unter  Einbezug  der  Zuverlässigkeiten  der  Messungen  der  Proben,  bei  denen  nicht  alle  13  Loci
amplifiziert werden konnten, nicht treffen. 

Abbildung  35:  Methylierung in den Prozesskontrollen (PK) und den LMD Proben der  drei  untersuchten
Patientinnen (A, B und C), sortiert nach Tumorkomponente (DCIS, IDC, normale Duktuli, Stroma, TIL, Fett
und Muskel). Der Code über den einzelnen Proben zeigt die Nummer der LMD Probe, die Nummer des
Paraffinblocks und die Anzahl der fehlgeschlagenen Sequenzierungen. Dargestellt ist die Methylierung der
verschiedenen PITX2 Regionen (Promotor AB, Promotor C, Intron 2 und Exon 5).
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Bei den vier letzten untersuchten Genen (LIMK1, SLIT2, SLITRK1 und HS3ST2), handelte es sich um Gene,
deren Methylierung in früheren Studien als diagnostische Biomarker identifiziert werden konnten (Lesche et

al. 2006). Dort wurde gefunden, dass sich diese Gene ähnlich wie RASSF1A in sehr vielen Tumoren stärker

methyliert  sind  als  in  gesunden  Brustgeweben,  beispielsweise  aus  Brustreduktionen.  Eine  potentiell
prognostische Eigenschaft dieser Marker ist bisher nicht bekannt, wurde aber auch noch nicht untersucht.
Die Methylierung dieser vier Gene in den mikrodissezierten Proben ist in Abbildung 36 dargestellt. Betrachtet
man zunächst die Methylierung dieser Gene im Gesamttumor (Tabelle 9), dann erkennt man, dass alle vier

Abbildung  36:  Methylierung in den Prozesskontrollen (PK) und den LMD Proben der  drei  untersuchten
Patientinnen (A, B und C), sortiert nach Tumorkomponente (DCIS, IDC, normale Duktuli, Stroma, TIL, Fett
und Muskel). Der Code über den einzelnen Proben zeigt die Nummer der LMD Probe, die Nummer des
Paraffinblocks und die Anzahl der fehlgeschlagenen Sequenzierungen. Dargestellt ist die Methylierung der
Gene SLITRK1, LIMK1, SLIT2 und HS3ST2.
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Gene in den Patientinnenproben zu 17-47 % methyliert sind, mit zwei Ausnahmen: Patientin A zeigt keine
Methylierung der Gene SLITRK1 und HS3ST2. Demzufolge ist bei dieser Patientin auch keine Methylierung
dieser beiden Gene in den mikrodissezierten Proben zu erwarten. Dies ist so auch in Abbildung 36 wieder zu
finden, keine der LMD Proben von Patientin A zeigt Methylierung bei einem dieser beiden Gene. Ansonsten
zeigt die Methylierung dieser vier Gene in allen drei Patientinnenproben ein ähnliches Bild, wie es schon bei
den  anderen  untersuchten  Genen  zu  beobachten  war:  Die  Methylierung  kommt  hauptsächlich  in  den
Tumorzellen (IDC und DCIS) vor. IDC und DCIS unterscheiden sich untereinander kaum. Alle Gene weisen
sporadische Methylierung in den normalen Duktuli auf, bei denen insgesamt auch die Unterschiede zwischen
den einzelnen LMD Proben größer sind. Außerdem ist auch bei LIMK1 eine erhöhte Methylierung im Fett-
und Muskelgewebe zu finden,  wie sie schon bei den beiden untersuchten intragenischen Bereichen von
PITX2 zu finden war. Allerdings gibt es auch hier Unterschiede zwischen den Patientinnen: Im Fettgewebe
von Patientin C ist LIMK1 stärker methyliert als bei Patientin A.
Bei den bisherigen Betrachtungen der Ergebnisse der Mikrodissektionsstudie wurden immer die gemittelten
Methylierungswerte über  das gesamte  jeweilige Amplifikat  als  Messwert  verwendet.  Dabei  ergaben sich
Methylierungswerte  in  den  mikrodissezierten  Proben,  die  sich  deutlich  von  0  %,  50  %  und  100  %
Methylierung unterschieden. Diese drei Stufen sind jedoch genau die, die zu erwarten sind, wenn eine reine
Population an Zellen untersucht würde, da in diesem Fall entweder kein, eins oder beide Allele einer Zelle
methyliert  wären.  Im  folgenden  soll  nun  untersucht  werden,  ob  diese  Abweichung  von  der  Erwartung
entweder darauf zurückzuführen ist, dass die CpG-Positionen nicht komethyliert sind und demzufolge sich
der  Mittelwert  für  das  Amplifikat  von  0  %,  50  %  und  100  %  unterscheidet,  oder  ob  innerhalb  der
mikrodissezierten Proben weiterhin eine Heterogenität  der Methylierung zwischen den Zellen existiert.  Zu
diesem  Zweck  sind  in  Abbildung  37 für  die  drei  Gene  TFF1,  uPA  und  PITX2  die  normalisierten
Sequenzhistogramme dargestellt. Dabei wurden exemplarisch nur IDC und DCIS Proben von einer Patientin
(Patientin C) ausgewählt und davon auch nur diejenigen, bei denen alle 13 Loci erfolgreich analysiert werden
konnten und diese Proben somit eine hohe Zuverlässigkeit der Ergebnisse versprechen. 
Für  alle  drei  Gene  können  dabei  zwei  Beobachtungen  gemacht  werden.  Zum  einen  sind  die
mikrodissezierten Proben nicht  komethyliert,  zum anderen kommen auch an jeder  einzelnen CpG-Stelle
Methylierungswerte vor, die sich von 0 %, 50 % und 100 % unterscheiden. Erstere Beobachtung läßt sich
besonders gut an den Ergebnissen für uPA (Abbildung 37, Mitte) fest machen. Dort zeigen alle Tumorproben
eine deutliche Methylierung der ersten CpG-Positionen, wo hingegen die hinteren CpG-Positionen kaum oder
gar nicht methyliert sind. Das zweite Phänomen ist bei allen drei Genen gleichermaßen gut zu sehen: Die
Methylierung aller Tumorproben decken an den einzelnen CpG-Positionen ein breites Spektrum möglicher
Werte ab, die sich eindeutig von 0 %, 50 % und 100 % Methylierung unterscheiden. Die Tatsache, dass
keine  Komethylierung  vorliegt,  wurde  so  schon  bei  der  Analyse  der  einzelnen  CpG-Positionen  in  den
heterogenen Gesamttumor-Proben gefunden (siehe Kapitel 5.3.2.1.2.1) und konnte hier nochmals bestätigt
werden.  Der  Befund,  dass  auch  innerhalb  von  mikrodissezierten  Proben  ein  breites  Spektrum  an
Methylierungswerten  gemessen  wurde,  zeigt,  dass  es  auch  innerhalb  dieser  mikrodissezierten  Zellen
weiterhin Heterogenität der Methylierung gibt. 
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Aus  technologischer  Sicht  zeigt  diese  Mikrodissektionsstudie  zusammengefasst,  dass  es  mit  der  hier
entwickelten Technologie sehr  gut möglich ist,  eine größere Anzahl von Markern in einer sehr geringen
Anzahl von Zellen aus Formalin-.fixierten und Paraffin-eingebetteten Geweben zu analysieren. Die Anzahl
der für eine erfolgreiche Analyse mindestens benötigten Zellen wurde nicht bestimmt, allerdings kann man
z.B. anhand der LMD Proben 65 und 66 (Anhang S. 205) abschätzen, dass es sich dabei um ca. 100 Zellen
handeln könnte.

Abbildung  37:  Normalisierte  Sequenzhistogramme  (nur  CpG-Positionen)  der  mikrodissezierten
Tumorproben (IDC und DCIS) von Patientin C für die drei Gene TFF1 (oben), uPA (Mitte) und PITX2
(unten).  Bezeichnung  der  LMD  Proben:  Nummer  der  LMD  Probe  /  Nummer  des  ursprünglichen
Paraffinblocks.
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6 Diskussion

6.1 Methodik

Ein Ziel dieser Arbeit war die Analyse von epigenetischen Brustkrebsbiomarkern in mikrodissezierten Zellen
aus  Formalin-fixierten  und Paraffin-eingebetteten  Geweben (FFPET),  um  so  die  DNA Methylierung  von
Biomarkern in verschiedenen Komponenten und Zelltypen innerhalb eines Tumors,  bzw. im anliegenden
Gewebe  bestimmen  zu  können.  Bislang  veröffentlichte  Methoden  zur  DNA  Methylierungsanalyse  in
mikrodissektierten Zellen erlauben entweder nur eine qualitative Aussage oder benötigen viel Material (in der
Regel mehr als 1000 Zellen) für eine akkurate Bestimmung der Methylierung eines einzigen Biomarkers. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte eine Methode entwickelt werden, die es ermöglicht,  die Methylierung vieler
Biomarker  in  kleinsten  Gewebemengen  aus  Formalin-fixiertem  und  Paraffin-eingebetteten  Geweben
quantitativ zu analysieren. Für die Realisierung dieser Methode wurde eine Vorgehensweise gewählt, die sich
im  Einzelnen  aus  einer  für  kleinste  DNA  Mengen  entwickelten  Methode  zur  Bisulfitumwandlung,  einer
multiplexierten  Voramplifikation  dieser  Templat-DNA,  der  Reamplifikation  und  anschließender
Bisulfitsequenzierung zusammensetzt. Für die Anwendung der in dieser Arbeit entwickelten Methode für DNA
aus  Formalin-fixierten  und  Paraffin-eingebettete  Geweben  wurde  zunächst  die  Analyse  von  DNA  aus
solchem Material optimiert  (Kapitel  6.1.1).  Anschließend wurde eine neuartige Methode zur quantitativen
Bisulfitsequenzierung entwickelt und diese für kleinste Templatmengen adaptiert (Kapitel 6.1.2).

6.1.1 Optimierung für FFPET Proben

Im Anschluß an eine Operation wird das  entnommene Gewebe routinemäßig konserviert  (fixiert).  Diese
Fixierung wird durch eine Inkubation in gepuffertem Formalin (wässriges Formaldehyd) erreicht. Nach der
Fixierung wird das Gewebe entwässert  und in Paraffin eingegossen. Von diesen Paraffinblöcken können
dann  für  eine  pathologische  Untersuchung  Dünnschnitte  angefertigt  werden,  die  für  eine  bessere
Unterscheidung der verschiedenen Gewebebestandteile noch angefärbt werden. Für diese Färbung wird in
der Regel Hämatoxylin und Eosin für die Färbung des Zellkerns bzw. des Cytosols verwendet (HE-Färbung).
Die Fixierung mit Formalin führt dazu, dass die Morphologie des Gewebes sehr gut erhalten bleibt und dem
Pathologen eine akkurate Diagnose ermöglicht. Seit der Entwicklung molekularbiologischer Methoden und
der  immer  verbreiteteren  Anwendung  dieser  in  der  klinischen  Routine,  haben  sich  die  Ansprüche  an
konserviertes  Material  erheblich  verändert.  Neben der  gut  erhaltenen  Zellmorphologie  tritt  ebenfalls  der
Erhalt der Biomoleküle in den Vordergrund. DNA aus Formalin-fixiertem und Paraffin-eingebettetem Gewebe
ist  stark  degradiert  und  stellt  daher  ein  schlechtes  Substrat  für  molekularbiologische  Analysen  dar.
Erfolgreiche PCRs sind beispielsweise nur mit Amplifikaten möglich, die kürzer als 300 bp sind (Bonin et al.

2003,  Siwoski  et  al. 2002).  Eine  Fixierung  des  Gewebes  mit  Formalin  führt  zu  Quervernetzungen  von

Proteinen und DNA, die durch eine Lyse des Gewebes nicht vollständig entfernt werden (Kuykendall  et al.

1992). Durch diese Quervernetzungen erhöht sich die Empfindlichkeit der DNA gegenüber mechanischer
Belastung und vermindert sich die Zugänglichkeit für Enzyme. Zusätzlich oxidiert Formalin zu Ameisensäure,
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die eine Depurinierung der DNA und anschließende Strangbrüche mit sich bringt (Bonin  et al. 2003). Das
Ausmaß  der  DNA  Degradierung  wird  durch  viele  Faktoren  beeinflußt.  Vor  allem  die  Dauer  der
Fixierungsprozedur, die genaue Zusammensetzung der Fixierlösung (Formalinkonzentration, pH-Wert  und
Salzkonzentration),  Gewebetyp und  Temperatur  beeinflussen  die  Qualität  der  DNA  (Zsikla  et  al. 2004,

Srinivasan et al. 2002). Die Vielfalt der Faktoren, die sich auf die Qualität der DNA auswirken, führen zu
großen  qualitativen  Unterschieden  der  FFPET Proben  und  beeinträchtigt  so  die  Verwendbarkeit  dieses
Materials in der klinischen Routine.  Obwohl in der Zwischenzeit bereits einige alternative Fixierprotokolle
verfügbar sind, bei denen die Degradierung der DNA minimiert wird (Srinivasan  et al. 2002, Paska  et al.

2004),  ist  die  Fixierung  mit  Formalin  noch  immer  der  Maßstab  in  der  klinischen  Routine.  Die  meisten
Technologien  zur  Analyse  von  DNA  Methylierung  beruhen  auf  einer  vorhergehenden  chemischen
Umwandlung der DNA mit Bisulfit (Laird 2003). Diese Behandlung führt zu einer weiteren Degradierung der
ohnehin schon schlecht erhaltenen DNA (Grunau  et al. 2001). Für die Entwicklung einer Methode, mittels

derer auch kleinste Mengen mikrodissezierten Materials aus diesen Geweben zuverlässig analysiert werden
kann, wurde im Rahmen dieser Arbeit diese DNA zunächst näher charakterisiert,  um optimale Protokolle
entwickeln zu können.
Obwohl die DNA aus FFPET stark degradiert ist, enthält sie Fragmente von mehreren kb Länge (Inadome et

al. 2003,  Bielawski  et  al. 2001).  DNA-Protein  Quervernetzungen  sind  als  hydrolysierbar,  vor  allem  bei

höheren Temperaturen, beschrieben (Quievryn und Zhitkovich 2000, Shi  et al. 2004, Shi  et al. 2002) und

sollten somit spätestens nach der Bisulfitbehandlung keine wesentliche Rolle mehr spielen. Dass trotzdem
nur kurze PCR Amplifikate von Bisulfit-behandelter DNA generiert werden können, muss daher noch durch
andere Faktoren begründet sein.
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die DNA aus FFPET selbst zu einer Inhibition der
PCR  führt.  Von  dieser  Inhibition  sind  besonders  die  längeren  PCR  Amplifikate  betroffen.  Durch  eine
Erhöhung der  Templatmenge kann zwar die Wahrscheinlichkeit  erhöht  werden,  dass  sich  auch längere
Templatmoleküle des zu amplifizierenden Locus in der PCR Reaktion befinden, dieser kann aber bedingt
durch Inhibition der PCR trotzdem nicht amplifiziert werden. Der Mechanismus dieser Inhibition ist unklar, es
konnte aber  gezeigt  werden, dass eine Erhöhung der  Polymerase-  und dNTP-Konzentration,  sowie eine
Verlängerung der Extensionszeit während der PCR sich positiv auf diese Inhibition auswirkt. Ein mögliches
Prinzip der Inhibierung könnte eine verminderte Prozessivität der DNA Polymerase sein. Gerade längere
Amplifikate könnten so nicht mehr amplifiziert werden, da die Polymerase einfach von dem Templatmolekül
abfällt. Die Beobachtung, dass durch eine Erhöhung der Polymerasekonzentration auch längere Amplifikate
amplifiziert werden können, kann dann dadurch erklärt werden, dass durch diese Erhöhung die Neubildung
des  Polymerase-Templat-Komplexes  währen  eines  PCR-Zyklus  begünstigt  und  somit  die  geringere
Prozessivität teilweise kompensiert. Die Theorie einer herabgesetzten Prozessivität der Polymerase bei der
Amplifikation von DNA aus FFPET wird auch durch die Beobachtungen, dass sich eine Erhöhung der dNTP-
Konzentration  und  eine  Verlängerung  der  Extensionszeit  positiv  auf  die  Inhibition  auswirken,  bestätigt.
Während eine Verlängerung der Extensionszeit auch die Neubildung des Polymerase-Templat-Komplexes
innerhalb eines PCR-Zyklus begünstigt,  könnte eine Erhöhung der dNTP-Konzentration zu einer höheren
Polymerisationsgeschwindigkeit führen. Durch eine Erhöhung der Polymerisationsgeschwindigkeit verbliebe
dem Ploymerase-Templat-Komplex nach der Dissoziation ebenfalls mehr Zeit für eine Neubildung während
eines  PCR  Zyklus.  Die  Ursache  für  eine  verminderte  Prozessivität  der  Polymerase  könnte  in  dem
Vorhandensein der zahlreichen degradierten DNA Fragmente in der Probe begründet sein. Diese kurzen
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Fragmente könnten durch eine Interaktion mit dem Templatmolekül die Polymerase blockieren und zu einer
Dissoziation des Polymerase-Templat-Komplexes führen.
Die Inhibition der PCR durch die Templat-DNA aus FFPET selbst findet erst bei größeren Templatmengen
statt. Da aus mikrodissezierten Proben nur kleinste Mengen DNA zu erwarten sind, spielt dieses Phänomen
in  dieser  Fragestellung  keine  Rolle.  Bedingt  durch  die  Fragmentierung  der  DNA  ist  jedoch  die
Wahrscheinlichkeit des Vorhandenseins intakter Templatmoleküle in der Probe abhängig von der Länge der
zu amplifizierenden Region. Gleichbedeutend nimmt die Menge an amplifizierbarer DNA bei gleicher Menge
physikalisch  vorhandener  DNA  für  kürzere  Amplifikate  zu.  Eine  höhere  Menge  an  amplifizierbaren
Templatmolekülen  führt  zu  einer  robusteren  PCR  Amplifikation  und  vor  allem  auch  zu  einer  höheren
Auflösung  der  Methylierungsquantifizierung,  da  dieser  bei  geringen  Templatmengen  aus  statistischen
Gründen  Grenzen  gesetzt  sind.  Würde  beispielsweise  das  Analyseergebnis  nur  auf  einem  einzigen
Templatmolekül basieren, dann wäre nur eine Unterscheidung von 0% und 100% methylierter DNA möglich,
da nur bei diesen Verhältnissen eine einzige Kopie für ein eindeutiges Ergebnis ausreichend ist. Aufgrund
dieser Überlegungen wurden innerhalb dieser Arbeit nur Amplifikate mit einer durchschnittlichen Länge von
169 bp und einer maximalen Länge von 234 bp für die Analyse von DNA aus FFPET verwendet.
Obwohl die Minimierung der PCR Inhibition durch degradierte DNA für die Analyse von LMD Proben keine
Auswirkung hat, könnten sie in anderen Bereichen, wie z.B. bei der DNA Analyse von historischen Proben,
bei denen größere Mengen ebenfalls stark degradierter DNA vorhanden sind, hilfreich sein.

6.1.2 Quantitative Bisulfitsequenzierung

Eine  quantitative  Methylierungsanalyse vieler  Biomarker  in  geringen  Gewebemengen  war  bislang  kaum
möglich. Dies liegt vor allem anderem daran, dass quantitative Methoden, wie z.B. Real-Time PCR für ein
robustes Ergebnis relativ viel Templat-DNA benötigen. In dieser Arbeit wurde daher ein Vorgehen gewählt,
bei dem die Templat-DNA zunächst in einer mPCR voramplifiziert wurde. Anschließend wurde das Produkt
dieser  Voramplifikation  in  einzelnen  sPCRs  reamplifiziert  und  analysiert.  Für  diese  Analyse  sollte  eine
Methode  verwendet  werden,  mit  der  die  Methylierung  einzelner  CpG-Positionen  mit  hoher  Auflösung
bestimmt werden kann. Dazu wurde eine modifizierte Bisulfitsequenzierungsmethode entwickelt. Diese neue
Sequenziertechnologie  basiert  auf  der  Inkorporation  eines  künstlichen Methylierungssignals  in  das  PCR
Produkt  durch modifizierte Primer.  Anhand dieses Signals  erfolgt  dann eine interne Normalisierung.  Der
Vergleich dieser gegenüber anderer Methoden und den aus den Unterschieden resultierenden Implikationen
wird im folgenden diskutiert.

6.1.2.1 Vergleich mit weiteren Bisulfitsequenzierungs-Methoden

Die Bisulfitsequenzierung stellt eine leistungsstarke Methode zu Analyse von DNA Methylierung dar. Bisher
werden dazu drei unterschiedliche Methoden routinemäßig verwendet: direkte Sequenzierung nach Sanger,
Klonsequenzierung und Pyrosequenzierung.
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Bei der direkten Sequenzierung nach Sanger wird das von einer Probe stammende PCR Produkt direkt
sequenziert (Grunau et al. 2001). Um aus den Sequenzhistogrammen quantitative Methylierungsmesswerte
zu gewinnen, wird das an einer CpG Position gemessene C-Signal (ursprünglich methyliertes Cytosin) mit
dem entsprechenden T-Signal  (ursprünglich  unmethyliertes)  Cytosin  ins  Verhältnis  gesetzt  (Lewin  et  al.

2004). Dabei wird dieses Verhältnis so gebildet, dass das C-Signal durch die Summe des T-Signals und des
C-Signals dividiert wird und sich so ein prozentualer Methylierungswert ergibt. Aus dieser Vorgehensweise
resultiert ein grundlegendes Problem, dass das Auflösevermögen dieser Methode erheblich beeinträchtigt.
Während  der  Sequenzierung,  bzw.  während  der  Aufnahme  des  Sequenzhistogramms  werden  die  vier
Farbstoffe, die spezifisch für die vier Basen sind, unabhängig voneinander gemessen. Im Anschluß daran
werden diese Daten weiter prozessiert. Dabei wird ein Algorithmus verwendet (Basecaller), der diese vier
unabhängigen  Signale  gegeneinander  skaliert.  Zum  einen  werden  Laufunterschiede  der  verschiedenen
Basen  ausgeglichen,  indem  entlang  der  x-Achse  neu  skaliert  wird,  zum  anderen  werden  auch
Intensitätsunterschiede kompensiert, indem die vier Signale entlang der y-Achse skaliert werden. Letzteres
bedingt das geringere theoretisch mögliche Auflösungsvermögen, da für eine akkurate Quantifizierung eine
genaue Skalierung des T-Signals zum C-Signal notwendig ist. Da sich in dem C-Signal jedoch nur noch
Signale  von  ursprünglich  methylierten  Cytosinen  befinden,  ist  diese  genaue  Skalierung  schwierig.  Das
Sequenzhistogramm  von  unmethylierter  DNA beispielsweise  enthält  gar  kein  Cytosin,  welches  zu  einer
Skalierung  herangezogen  werden  könnte.  Genau  genommen  kann  diese  Skalierung  nur  dann  präzise
stattfinden, wenn die Methylierung der Probe bekannt war. Für eine akkurate Bestimmung der Methylierung
ist also genau der Wert notwendig, der bestimmt werden soll.  Han et al. (2006) führen ähnlich wie bei der
hier entwickelten Methode über modifizierte Primer ein C-Signal künstlich in das PCR Produkt ein, um so die
Skalierung der beiden Signale (C zu T) zu erleichtern, trozdem bleibt das Problem der akkuraten Skalierung
prinzipiell bestehen. Im Gegensatz dazu, wird bei der in dieser Arbeit entwickelten Methode das künstlich
durch  den  Primer  eingeführte  Methylierungssignal  direkt  zur  Normalisierung  verwendet.  Damit  ist  eine
akkurate  Skalierung  des  C-  zum T-Signals  nicht  notwendig,  da  das  T-Signal  für  eine  Bestimmung  der
Methylierung nicht berücksichtigt wird.
Das  beschriebene  Problem  der  richtigen  Skalierung  der  beiden  interessanten  Signale  des
Sequenzhistogramms  kann  ebenfalls  umgangen  werden,  wenn  statt  der  direkten  Sequenzierung  eine
Klonsequenzierung durchgeführt  wird. Dabei wird das PCR Produkt  von der  Probe kloniert  und einzelne
Klone sequenziert. Bei dieser Sequenzierung können an den CpG Positionen entweder nur ein C-Signal oder
ein T-Signal vorkommen, jedoch keine Mischungen beider Signale und die Auswertung ist eindeutig. Um
allerdings auf den Methylierungszustand der komplexen Probe rückschließen zu können, ist es notwendig,
eine große Zahl von dieser Probe abstammenden Klone zu sequenzieren. Dadurch ist diese Methode teuer
und zeitaufwendig. Eine kostengünstigere Methode zur Klonzequenzierung wurde im Rahmen dieser Arbeit
entwickelt  (Daten nicht  gezeigt).  Dabei wird das klonierte  PCR Produkt  in  RNA transkribiert  und dieses
Transkript  anschließend mit  RNase T1  an den ursprünglich  methylierten  Positionen  hydrolysiert.  Dieses
methylierungsspezifisch  fragmentierte  Transkript  kann  dann  massenspektroskopisch  analysiert  werden
(Schatz  et al. 2004, Dietrich  et al. 2005). Auch wenn diese Methode wesentlich kostengünstiger als eine

Klonsequenzierung nach der Sanger-Methode ist, bleibt doch der hohe Zeitaufwand bestehen.
Die dritte verwendetet Sequenziermethode ist die Pyrosequenzierung. Bei dieser Methode wird nach dem
Prinzip „Sequenzierung durch Synthese“ sequenziert. Abwechselnd werden die vier verschiedenen dNTPs
dazu gegeben und der erfolgte Einbau des entsprechenden Nukleotids über eine biochemische Messung des
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entstandenen Pyrophosphates quantifiziert. Über die Menge des eingebauten Cytosins und des eingebauten
Thymins an einer CpG-Position kann die Methylierung bestimmt werden. Ein Nachteil dieser Methode ist,
dass lediglich Amplifikate von 100 – 200 bp Länge sequenziert werden können (Ronaghi 2001) und im Fall
von Bisulfit-DNA sogar  nur  ca.  80 -  100 bp mit  maximal  10 -  15 CpG Positionen (Tost  und Gut  2006,
Brakensiek  et  al. 2007).  Die  mit  der  quantitativen  Bisulfitsequenzierung  in  dieser  Arbeit  analysierten

Amplifikate hatten eine durchschnittliche Länge von 169 bp und enthielten durchschnittlich 12 CpGs. Dabei
wurde die Länge und CpG-Dichte dieser Amplifikate nicht für diese Methode optimiert, sodass wahrscheinlich
noch Potenzial für die Sequenzierung längerer Amplifikate mit einer größeren Zahl an CpGs vorhanden ist. In
dieser Hinsicht ist diese quantitative Bisulfitsequenzierung damit leistungsstärker als Pyrosequenzierung. Ein
Vergleich  des  Auflösevermögens  beider  Methoden  basierend  auf  Literaturdaten  ohne  einen  direkten
Vergleich ist schwer möglich. Allerdings  weisen einige Daten darauf hin, dass beide Methoden vergleichbar
sein könnten, so definieren drei Autoren per Pyrosequenzierung gemessene Methylierungswerte zwischen 0
% und 5 % als Hintergrundsignal (Shaw et al. 2006, Jones et al. 2005, Brakensiek et al. 2006). Bei der in
dieser Arbeit entwickelten quantitativen Bisulfitsequenzierung ist dagegen eine Unterscheidung zwischen 0 %
und 5 % Methylierung sehr gut möglich. Dies stellt gerade für Biomarker, bei denen nur geringe Methylierung
vorkommt, einen Vorteil gegenüber Pyrosequenzierung dar.

6.1.2.2 Kalibrierung

Das Ergebnis der in dieser Arbeit entwickelten Sequenziermethode sind zunächst normalisierte Intensitäten
(Peakhöhe  oder  Peakflächen).  Zur  Identifizierung  eines  Biomarkers  für  eine  bestimmte  klinische
Fragestellung ist das auch meistens ausreichend, da bereits die normalisierten Intensitäten als Messwert
verwendet  werden  können,  um  technisch  festzustellen,  ob  ein  potentieller  Biomarker  in  der  Lage  ist,
zwischen zwei Gruppen (z.B. Patientinnen mit  guter und mit  schlechter Prognose) zu unterscheiden. Um
allerdings zwei Biomarker miteinander vergleichen zu können, ist auch die Kenntnis des Unterschiedes in der
Methylierung  beider  Gruppen  notwendig  (Effektgröße).  Ein  Biomarker,  bei  dem  die  Differenz  der
Methylierung der  entsprechenden Patientengruppen tendenziell  größer  ist,  kann geeigneter  sein,  als  ein
Biomarker  mit  kleinerer  Effektgröße. Vor allem dann, wenn sich die Methylierungsunterschiede in einem
Bereich befinden, der nur schwer methodisch auflösbar ist. Um eine biologische Aussage über das Verhalten
eines  Biomarkers  treffen  zu  können,  wie  z.B.  in  mikrodissezierten  Bereichen  eines  Tumors,  ist  die
Bestimmung  eines  prozentualen Methylierungswertes  sinnvoll.  Eine  erste  Abschätzung der  prozentualen
Methylierung kann dadurch getroffen werden, indem die Intensitäten an der entsprechenden CpG Position
mit der Intensität des Normalisierungssignals, welches 100 % Methylierung entspricht, ins Verhältnis gesetzt
wird. Allerdings ist dies ungenau, da die Signalintensitäten in der Regel innerhalb des Sequenzhistogramms
nach hinten abnehmen und auch abhängig von der individuellen Position und dem Umfeld der CpG Position
sind. Für eine genaue Berechnung der prozentualen Methylierung ist deswegen ein Kalibrierungsstandard
notwendig, anhand dessen die normalisierten Fluoreszenzintensitäten kalibriert werden können. Dabei ist die
Wahl  geeigneter  Methylierungsstandards  nicht  trivial,  da  es  keine  natürlich  vorkommende  komplett
unmethylierte und komplett methylierte humane DNA gibt. In dieser Arbeit wurden als Standards in erster
Linie  Mischungen  aus  genomweit  amplifizierter  DNA  (MDA  DNA)  und  enzymatisch  methylierter  MDA
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verwendet. Die genomweiten Amplifikation (Dean et al. 2002) führt zu einer Generierung unmethylierter DNA,
da Cytosin anstelle des Methylcytosins eingebaut wird und durch die Amplifikation die Methylierung des
Templates verdünnt wird, sodass diese amplifizierte DNA quasi keine Methylierung mehr aufweist. Diese
DNA  kann  anschließend  künstlich  mit  der  SssI  Methyltransferase  methyliert  werden.  Aus  diesen  so
gewonnenen 0 % und 100 % methylierten DNAs können Mischungen mit den entsprechend gewünschten
Verhältnissen hergestellt werden. Bei dieser Vorgehensweise ergeben sich zwei Probleme. Zum einen kann
die so generierte MDA DNA nicht komplett enzymatisch methyliert werden, da sie partiell einzelsträngig ist
und damit  kein  Substrat  für  die  SssI  Methyltransferase  darstellt.  Dadurch werden Proben,  die  an  einer

solchen Standardreihe kalibriert wurden meistens überschätzt, sodass auch Methylierung von mehr als 100
% in biologischen Proben gemessen wird. Das  zweite Problem liegt  darin,  dass nach der  genomweiten
Amplifikation nicht jeder Loci gleich repräsentiert ist, da einige Loci stärker als andere amplifiziert werden.
Dies ist auch der Grund dafür, dass  eine Mischung von MDA DNA beispielsweise mit künstlich methylierter
Blut DNA, die nahezu vollständig enzymatisch methylierbar ist, nicht sinnvoll ist.

Neben Methylierungswerten über 100 %, die auf die Verwendung von nicht komplett methylierbarer MDA
DNA als Standard zurückzuführen,  wurden auch Werte  unter 0 % Methylierung gemessen. Die Ursache
hierfür  liegt  in  dem gebogenen Verlauf  der  verwendeten Kalibrierkurven (siehe Abbildung  ).  Vereinfacht
wurde zur  Kalibrierung  eine  lineare  Regressionsfunktion  für  diese  gebogenen Kurven  verwendet.  Diese
Gerade schneiden die x-Achse im negativen Bereich, sodass aus niedrigen normalisierten Intensitäten leicht
negative  Methylierungswerte  resultieren.  Der  Grund  für  den  gebogenen Kurvenverlauf  ist  unklar.  Es  ist
möglich,  dass  dieser  durch  unterschiedliche  Effizienzen  beim  Einbau  der  dNTPs  und  ddNTPs  bei  der
Sequenzierreaktion bewirkt wird. Würde beispielsweise ddCTP im Vergleich zu dCTP besser eingebaut als
ddTTP  im  Vergleich  zu  dTTP,  dann  entstünden  eher  Fluoreszenz-markierte  Abbruchsequenzen  für
methylierte DNA, als für unmethylierte DNA. Daraus würde eine gerichtete Sequenzierung resultieren und die
Kalibrierkurve  hätte  den  beobachteten  bogenförmigen  Verlauf.  Ein  weiterer  Grund  für  den  gebogenen
Kurvenverlauf  könnte  bereits  in  einer  gerichteten  PCR  Amplifikation  liegen,  sodass  methylierte  DNA
effizienter amplifiziert würde als unmethylierte. Dieser Aspekt erscheint eher unwahrscheinlich, wie später in
Kapitel 6.1.2.4 beschrieben. Zwar könnte die Kalibrierung der normalisierten Fluoreszenzintensitäten anhand
solch gebogener Kalibrierungskurven akkurater durchgeführt werden, wenn statt einer linearen Regression
ein geeigneteres Modell verwendet würde, trotzdem stellt die Notwendigkeit der Kalibrierung anhand einer
Standardreihe einen Nachteil dieser Sequenziermethode gegenüber den etablierten Methoden dar.

6.1.2.3 Vergleich mit anderen Assay-Formaten

Ein  Vergleich  der  hier  entwickelten  Sequenziermethoden  mit  anderen  Methoden  fällt  in  Anbetracht  der
Vielzahl derer  schwer.  Neben Pyrosequenzierung, Klonsequenzierung und eventuell  DNA-Chip Formaten
sind  wohl  die  Real-Time  PCR  basierten  Assays  zur  quantitativen Methylierungsanalyse  diejenigen,  die
hinsichtlich  des  Auflösevermögens  am  ehesten  das  gleiche  Potenzial  besitzen,  wie  die  hier  entwickelte
Bisulfitsequenziermethode. Innerhalb dieser Arbeit wurde für drei Assays der direkte Vergleich von QM Assay
und  dem  Sequenzierassay  durchgeführt.  Dabei  zeigten  beide  Assayformate  einen  vergleichbar  gutes
Auflösevermögen.  Für  die  meisten  anderen  Assayformate  sind  dazu keine  detaillierten  Daten  publiziert.
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Außerdem sollten für einen fairen, direkten Vergleich einige experimentelle Parameter gleich sein, wie z.B.
Verwendung von gleicher Standard-DNA, um die Ergebnisse vergleichen zu können. 

Ein  Vorteil  gegenüber  den  meisten  anderen  Methoden  liegt  in  der  multiplexierten  Voramplifikation  der
Templat DNA und damit der geringen Menge an benötigter Proben-DNA. Bei DNA-Chip Analysen werden
zwar auch multiplexierte Amplifikationen durchgeführt, allerdings werden diese nicht reamplifiziert, sodass
nicht gewährleistet ist, dass die verschiedenen in der mPCR enthaltenen Loci gleich gut amplifiziert wurden.
Bei der anschließenden Hybridisierung könnten die verschiedenen PCR Produkte dann in unterschiedlichen
Mengen vorliegen  und  so  zu unterschiedlich  guten  Ergebnissen  führen.  Das  Prinzip  der  multiplexierten
Voramplifikation ist jedoch nicht auf die quantitative Bisulfitsequenzierung beschränkt und könnte leicht für
andere Methoden adaptiert werden. Fackler et al. (2004) haben bereits ein vergleichbares Vorgehen gewählt,
um ausgehend von geringen Probenmengen mehrere Real-Time MSP durchführen zu können.
Gerade dann, wenn Assays für neue Marker entwickelt werden, hat die Bisulfitsequenzierung den Vorteil,
dass die Etablierung neuer Assays wenig aufwendig ist. Im Gegensatz zu Real-Time PCR basierten Assays
handelt  es  sich  bei  der  Bisulfitsequenzierung  um  eine  Methode,  bei  der  die  Bestimmung  der  DNA
Methylierung nach Ablauf und nicht während der PCR durchgeführt wird. Daraus ergeben sich automatisch
geringere Ansprüche an die Robustheit und Effizienz der PCR und der Etablierungsaufwand für neue Assays
sinkt. Ein weiterer Vorteil der Bisulfitsequenzierung gegenüber den meisten anderen Verfahren ist, dass hier
jedes einzelne CpG innerhalb des sequenzierten Amplifikates unabhängig von den anderen CpGs analysiert
werden  kann.  Im  Gegensatz  dazu  können  mit  Methoden,  die  beispielsweise  auf  der  Verwendung  von
Restriktionsenzymen beruhen,  nur  CpGs im  Kontext  solcher  Restriktionsschnittstellen analysiert  werden.
Methoden,  bei  denen  entweder  methylierungsspezifische  Detektionssonden  (z.B.  QM  Assay)  oder
methylierungsspezifische Primer (MSP) oder Blocker (HM Assay) verwendet werden, sind lediglich für die
Analyse der Sequenzen geeignet, die von diese Primern, Blockern und Detektionssonden genau abgedeckt
werden (siehe Abbildung 38). Dabei muss berücksichtigt werden, dass durch die Bisulfitsequenzierung einer
komplexen  Probe  eine  andere  Information  generiert  wird,  als  durch  Assayformate,  die  auf
methylierungsspezifischen  Oligonukleotiden  (Primern,  Detektionssonden  und  Blocker)  beruhen.  Letztere
beruhen auf der Amplifikation, Detektion oder Amplifikationssuppression von DNA Molekülen, die in dem
Bereich der Oligonukleotidebindungsstellen genau den Methylierungszustand widerspiegeln, der in diesen
Oligonukleotiden so auch kodiert ist. Diese methylierungsspezifischen Oligonukleotide decken in der Regel
mehrere  CpGs  ab,  sodass  nur  Templatmoleküle  analysierbar  sind,  die  in  diesem  Bereich  genau  den
Methylierungszustand widerspiegeln, der in den Oligonukleotiden kodiert ist. Dabei werden in einem Assay in
der Regel höchstens zwei solcher Oligonukleotide verwendet: eins ist spezifisch für unmethylierte und eins
für methylierte DNA. DNA Moleküle, bei denen nicht alle CpGs komethyliert sind, sollten in einem solchen
Assay unter stringenten Hybridisierungsbedingungen nicht analysierbar sein. Bei der Bisulfitsequenzierung ist
dies nicht der Fall, da jedes CpG unabhängig von den anderen analysiert wird. Folglich kann keine Aussage
über  Komethylierung  getroffen  werden.  Lediglich  mit  Klonsequenzierung  ist  auch  Komethylierung
analysierbar,  da  hier  immer  nur  ein  einzelne  Templatmoleküle  analysiert  werden.  Die  in  dieser  Arbeit
untersuchten prognostischen und prädiktiven Marker uPA, PITX2 und TFF1 wurden mittels DNA-Chip und
Real-Time  PCR  als  solche  Marker  identifiziert.  Es  stellte  sich  die  Frage  nach  der  biologischen
Vergleichbarkeit der mit diesen Assayformaten generierten Daten und den Ergebnissen der hier entwickelten
quantitativen Bisulfitsequenzierung. Außerdem wurden für die Auswertungen der Sequenzierungen in dieser
Arbeit  nicht  nur  die  CpGs  herangezogen,  die  in  vorhergehenden  Studien  durch  die  entsprechenden
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methylierungsspezifischen Oligonukleotide (Detektionssonden oder Chipoligos) abgedeckt wurden, sondern
ebenfalls alle anderen im Amplifikat enthaltenen CpGs, um so einen möglichst robusten (über das Amplifikat
gemittelten)  Messwert  zu generieren.  Um  die  Frage nach  der  Vergleichbarkeit  beantworten  zu können,
wurden  in  dieser  Arbeit  für  13  Patientinnenproben  der  direkte  Vergleich  von  quantitativer
Bisulfitsequenzierung  und  QM  Assay  für  die  drei  Marker  uPA,  PITX2  und  TFF1  durchgeführt.  Beide
Assayformate zeigten eine sehr gute Korrelation. Lediglich bei zwei Messwerten trat eine Abweichung auf.
Die  Proben  und  Assays,  bei  denen  diese  Abweichungen  auftraten,  erwiesen  sich  bei  einer  genaueren
Begutachtung der einzelnen CpGs als diejenigen, die im Bereich der Bindungsstelle der Detektionssonde
eine auffällig  andere Methylierung als  im restlichen Amplifikat  zeigten.  Generell  zeigte sehr  viele der  13
analysierten Patientinnenproben, dass die Methylierung innerhalb der untersuchten Regionen nicht homogen
ist, einzelne CpGs zeigten eine besonders hohe oder niedrige Methylierung. Im Fall von uPA trat daneben
eine generelle,  fast  kontinuierliche  Abnahme der  Methylierung innerhalb  des  Amplifikates  auf.  Damit  ist

Abbildung 38: Schematische Darstellung
verschiedener Technologien zur Analyse
von DNA Methylierung im Vergleich zu
der  neuentwickelten Sequenzierung mit
interner Kalibrierung. Dargestellt ist das
Prinzip  der  Amplifikation  und  der
Methylierungsdetektion. 

MSP: Amplifikation von DNA, die an den
Primerbindungstellen  methyliert  ist.
Detektion von DNA, die im Bereich der
Detektionssonde komethyliert ist. 

HM:  Amplifikation von DNA, die an der
Blockerbindungsstelle  methyliert  ist.
Detektion von DNA, die im Bereich der
Detektionssonde komethyliert ist. 

QM und Chip: Amplifikation unabhängig
von  der  Methylierung.  Detektion  von
DNA,  die  im  Bereich  der  Detektions-
sonden,  bzw.  Chipoligonukleotide  ko-
methyliert oder unmethyliert ist.

direkte  Sequenzierung  und  Pyro-
sequenzierung:  Amplifikation  unab-
hängig von der Methylierung. Detektion
von methylierter und unmethylierter DNA
an den einzelnen CpG-Positionen.

Sequenzierung  mit  interner  Normali-
sierung:  Amplifikation  unabhängig  von
der  Methylierung.  Detektion  von
methylierter DNA an den einzelnen CpG-
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ausgeschlossen, dass in diesen Proben Komethylierung vorgeherrscht, da solche Phänomene nicht auftreten
könnten, wenn nur komplett methylierte und komplett unmethylierte Templatmoleküle vorkommen würden.
Dass  die  Ergebnisse  des  QM  Assays  trotzdem  insgesamt  ein  gute  Übereinstimmung  mit  den
Sequenzierergebnissen zeigten, könnte ein Hinweis darauf sein, dass die Detektionssonden der QM Assays
nicht absolut spezifisch für entsprechend den komethylierten oder den unmethylierten Zustand sind und auch
Zwischenformen teilweise detektieren. Nun stellt sich auch die Frage, welche der Informationen die mit der
entscheidenden klinischen Relevanz ist. Sollte eher die komethylierte und unmethylierte DNA für eine richtige
Diagnose oder Prognose ausschlaggebend sein, dann wäre ein QM Assay das richtige Format. Ist allerdings
die gesamte Methylierung eines Loci entscheidend, dann wäre eher die quantitative Bisulfitsequenzierung
das  Assayformat  der  Wahl.  Zur  Beantwortung  dieser  Frage  müsste  eine  klinische  Studie  mit  beiden
Assayformaten  und einer  größeren Anzahl von Patientinnen  durchgeführt  werden,  was nicht  Bestandteil
dieser Arbeit war.

6.1.2.4 Verwendbarkeit für kleinste Templatmengen

Um die in dieser Arbeit entwickelte Methode für ihre Eignung für kleinste Mengen DNA und damit letztlich für
die Anwendbarkeit für mikrodissezierte Proben zu testen, wurden der gesamte Arbeitsablauf bestehend aus
Lyse,  Bisulfitkonversion,  Aufreinigung,  mPCR  Voramplifikation,  sPCR  Reamplifikation  und  quantitativer
Bisulfitsequenzierung  mit  je  100  Kopien des  Genoms  durchgeführt.  Dabei  wurden  je  100 Kopien  (dem
Äquivalent von 50 diploiden Zellen) mit den theoretischen Methylierungen von 0 %, 25 %, 50 %, 75 % und
100 % verwendet. In Kapitel  6.1.2.1 ist die Problematik der Wahl von geeigneten Methylierungsstandards
bereits  beschrieben. Für  diesen Versuch kam die Verwendung von Mischungen aus MDA und künstlich
methylierter MDA nicht in Frage, da bei diesen DNAs nicht alle Loci in gleicher Kopienzahl vorliegen und
somit  nicht  sichergestellt  werden  konnte,  dass  für  jeden  der  13  untersuchten  Loci  tatsächlich  100
genomische  Kopien vorliegen.  Stattdessen wurden Mischungen aus  Blut-DNA und künstlich  methylierter
Blut-DNA verwendet. Bei diesen DNAs ist eine ausgewogene Repräsentation aller Loci gegeben, allerdings
ist Blut-DNA nicht für alle Loci unmethyliert. Es konnte gezeigt werden, dass auch bei diesen geringen DNA
Mengen für die meisten der 13 Assays mindestens eine Unterscheidung von 0 %, 50 % und 100 % möglich
war.  Lediglich bei  den Assays,  die auch bei  Blut-DNA eine signifikante  Methylierung zeigten,  war diese
Unterscheidung erwartungsgemäß schwierig.

Ein in der Literatur beschriebenes Phänomen ist die gerichtete Amplifikation entweder von methylierter DNA
oder unmethylierter DNA (Warnecke et al. 1997, Shen et al. 2007 , Wojdacz und Hansen 2006 ). Eine solche
gerichtete Amplifikation wird darauf  zurück geführt, dass entweder die methylierte oder die unmethylierte
DNA Sekundärstrukturen ausbildet, die die Amplifikation beeinträchtigt und somit zu einer Bevorteilung der
anderen Spezies führt. Ein weiterer Grund für eine gerichtete Amplifikation könnten die unterschiedlichen
Schmelztemperaturen der Amplifikate sein. Amplifikate von methylierter DNA haben aufgrund des höheren
Gehalts an Cytosin immer eine höhere Schmelztemperatur. Eine solche gerichtete Amplifikation führt dazu,
dass am Ende der PCR das PCR Produkt nicht mehr die gleiche prozentuale Methylierung widerspiegelt, wie
das verwendete Templat. Dieses Phänomen hätte drastische Auswirkungen auf die entwickelte Methode, da
bedingt  durch  Vor-  und  Reamplifikation  insgesamt  95  PCR  Zyklen  durchgeführt  werden  und  bei  einer
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gerichteten PCR am Ende nur vollständig methylierte oder vollständig unmethylierte DNA im Amplifikat zu
erwarten wäre. Dies konnte für keinen der 13 Assays beobachtet werden, sodass eine gerichtete PCR in
dieser Arbeit keine Rolle spielt. Bestätigt wird dies durch die Form der Kalibrierkurven, die mit Mischungen
von MDA DNA und methylierter MDA DNA erzeugt wurden. Hier unterscheiden sich die Charakteristiken der
13 einzelnen Assays kaum voneinander. Dies widerspricht der Beobachtung von Warnecke  et al. (1997),

dass eine solche gerichtete PCR abhängig von dem Amplifikat ist. Diese nicht auftretende gerichtete PCR
könnte darauf zurück zu führen sein, dass die PCRs unter Bedingungen durchgeführt wurden, bei denen
dieses  Phänomen  nicht  auftritt.  Alle  für  die  mPCR  Voramplifikation  verwendeten  Primer  wurden  so
entworfen, dass sie eine theoretische Schmelztemperatur von ca. 55 °C besitzen. Um die mPCR jedoch so
spezifisch  wie  möglich  ablaufen  zu  lassen  und  so  die  Bildung  von  unerwünschten  Nebenprodukten  zu
verhindern wurde neben einer geringen MgCl2 Konzentration auch eine höhere Annealingtemperatur (58°C)
gewählt.  Shen  et  al. (2007)  fanden,  dass  gerade  eine  höhere  Annealingtemperatur  das  Auftreten  einer

gerichteten PCR verhindern kann, was sie auf die Bildung von weniger Sekundärstrukturen zurückführten.
Alle in der mPCR Voramplifikation verwendeten Primer wurden während der Entwicklung dieser Methode
zunächst nur als sPCR getestet. Ein Primerpaar galt als etabliert, wenn nach 50 PCR Zyklen und 100 pg
Templat DNA (ca. 30 Kopien) ein klares PCR Produkt ohne Nebenprodukte auf dem Gel erkennbar war und
sich dieses Produkt sequenzieren ließ. PCR Produkte, die diese Kriterien erfüllten, wurden dann direkt für die
mPCR verwendet. Die Tatsache, dass trotz dieser einfachen Etablierungsprozedur alle 13 Amplifikate auch
nach mPCR Voramplifikation, sPCR Reamplifikation und Sequenzierung sinnvolle Ergebnisse bei kleinsten
Mengen von Templat DNA lieferten, zeigt das große Potenzial dieser Methode. Wahrscheinlich wären auch
weitere Gene leicht mit dieser Methode zu analysieren. Außerdem ist die maximale Anzahl der Gene, die
parallel  mit  dieser  Methode  untersucht  werden  können,  sicherlich  nicht  auf  die  13  in  dieser  Arbeit
verwendeten Loci limitiert. Damit steht nun eine Methode zur Verfügung, mit der die DNA Methylierung von
einer großen Zahl Genen bei einer geringen Menge an DNA quantitativ analysiert werden kann.

6.1.3 Vergleich mit publizierten Methoden zur Mikrodissektionsanalyse

Um  sich  ein  möglichst  genaues  Bild  über  die  Verteilung  der  DNA Methylierung  von  mehreren  Genen
innerhalb eines Tumors  verschaffen zu können, ist  eine Methode nötig,  mit  der  viele Gene in möglichst
wenigen Zellen quantitativ gemessen werden können. Inzwischen sind einige Studien veröffentlicht, in denen
Methylierungsanalyse von mikrodissezierten Geweben durchgeführt wurden. Ein Vergleich dieser Methoden
mit der in dieser Arbeit entwickelten Methode hinsichtlich der Leistungsfähigkeit fällt schwer. Dies liegt vor
allem an der unterschiedlichen Menge an mikrodisseziertem Material und an der Beschaffenheit der für die
Mikrodissektion verwendeten Dünnschnitte. Mikrodissektion ist nicht zwangsläufig gleichbedeutend mit der
Verfügbarkeit von wenig Material, da die Anzahl der mikrodissezierten Zellen nicht begrenzt ist. Daneben ist
natürlich  die  Dicke  der  verwendeten  Dünnschnitte  relevant.  Bei  dickeren  Dünnschnitten  ist  zwar  die
Wahrscheinlichkeit, dass sich in einer mikrodissezierten Zelle ein intakter Zellkern befindet höher, zusätzlich
ist jedoch die Gefahr von Kontaminationen durch andere Gewebe ebenfalls höher, da eine Mikrodissektion
nicht mehr so exakt durchgeführt werden kann. Zusätzlich wurden verschiedene Fixier- und Färbeprotokolle
verwendet, die alle in unterschiedlichem Maß die Qualität der DNA beeinflussen (Srinivasan  et al. 2002,



5. Diskussion 117

Paska et al. 2004, Burton et al. 1997, Okuducu et al. 2002, Banaschak et al. 2000, Ehrig et al. 2001). Dazu
kommt,  dass  in  vielen  publizierten  Studien  lediglich  eine  semiquantitative  oder  qualitative  Analyse
durchgeführt  wurde.  Ein fairer  Vergleich der  publizierten Methoden mit  der  in  dieser  Arbeit  entwickelten
Methode  ist  daher  kaum  möglich.  Bian  et  al. (2001)  analysierten  die  Methylierung  von  p16  in
mikrodisseziertem Material. Für eine semiquantitative Analyse fanden sie, dass 1 mm2, bzw 1 ng DNA für
diese Analyse ausreichen sei. 1 ng entspricht einem Äquivalent von ca. 150 intakten, diploiden Zellkernen. Im
folgenden  Jahr  analysieren  Anderson  et  al. (2001)  verschieden  große  Gewebestücke,  die  mit  einer
Rasierklinge ausgeschnitten wurden. Als kleinste Menge untersuchten sie ebenfalls 1 mm2, von 10 µm und 5
µm  FFPET  Dünnschnitten.  Sie  beschreiben,  dass  von  den  1  mm2 Proben  einige  ein  PCR  Amplifikat
brachten. Im gleichen Jahr untersuchten Kerjean  et al. (2001) die Methylierung des Androgenrezeptors in
Keimzellen. Einzelne Zellen wurden mikrodisseziert und einzeln Bisulfit-konvertiert. Anschließend wurden die
Ansätze von jeweils 9-12 Reaktionen, also insgesamt dem Äquivalent von 9-12 Zellen, zusammen gegeben
und durch Sequenzierung analysiert. Von 22 so hergestellten Proben ergaben 15 ein Sequenzierergebnis. In
einer Mikrodissektionsstudie von Umbricht et al. (2001) konnten mehrere hundert Äquivalente des Genoms

pro mikrodissezierter  Probe  gewonnen und semiquantitativ  auf  den Methylierungsstatus von einem Gen
(Stratifin) untersucht werden. Ebenfalls ein Gen (Caveolin-1) untersuchten Cui et al. (2002) erfolgreich und
verwendeten  dazu ca.  1000  Zellen  von  5  µm  FFPET  Dünnschnitten.  Ca.  1000  Zellen  benötigten  auch
Lodygin  et al. (2004) für die semiquantitative Analyse eines Genes bei Prostatakrebs. Millar  et al. (2002)

gelang die Methylierungsanalyse von 100 - 200 mikrodissezierten Zellen. Eine Klonsequenzierung dieser
Proben ergab, dass dabei häufig nur ein bis zwei Kopien des Genoms für die anschließende Analyse zur
Verfügung standen, was die Autoren auf  die Degradierung der DNA während der Bisulfitreaktion zurück
führten.  1,5  –  15  mm2 mikrodissezierten  Gewebes  von  ungefärbten  5  µm  Dünnschnitten  verwendeten
Horowitz et al. (2002) zur quantitativen Real Time Analyse des MLH1 Gens in atypischen Hyperplasien und

Krebs des Endometriums. Sie konnten aus diesen Proben 10 – 20 ng Bisulfit-DNA gewinnen (entspricht 1500
– 3000 diploiden Genomen) und verwendeten dabei ebenfalls eine Voramplifikation der Bisulfit-DNA. Eine
quantitative Analyse von 4 Genen mit QM Assay gelang Lehmann  et al. (2002), die dabei keine Angaben

über  die  Anzahl  der  mikrodissezierten  Zellen  machen.  Ebenfalls  keine  Angaben  über  die  Anzahl  der
analysierten Zellen machten Yan et al. (2006) die ein Gen in normalem Brustgewebe mit quantitativen MSP

untersuchten.  Nakayama  et  al. (2003)  verwendeten  1000  –  2000  Zellen  von  10  µm  Schnitten  um die
Methylierung von GSTP1 qualitativ in verschiedenen Geweben von Prostataläsionen nachweisen zu können.
Sie fanden, dass sie für verlässliche MSP Ergebnisse 1 ng Zelllinien DNA in die Bisulfitreaktion einsetzten
mussten. Greenspan et al. (2006) benötigten 1500 – 3000 Zellen von 5 – 7 µm Schnitten von gefrorenem
Gewebe für die semiquantitative MSP Analyse von RASSF1A in normalen und entarteten Darmepithelzellen.
Ebenfalls  Schnitte  von  gefrorenen  Geweben  (12  µm)  verwendeten  Weber  et  al. (2005)  für  die

Mikrodissektion von mindestens 1000 Zellen um anschließend semiquantitativ per MSP die Methylierung von
zwei Genen nachweisen zu können. Lediglich 50 – 100 Zellen von 4 µm Dünnschnitten (Formalin-fixiert und
Paraffin-eingebettet) für eine semiquanitative MSP Analyse von p16 in Brustkrebs benötigten Di Vinci et al.

(2005).

Eine Form der LMD Technik (Arcturus, USA) beruht auf einem Kunststoffilm, der auf das Gewebe gelegt wird
und durch Laserimpulse mit dem zu analysierenden Gewebe verschmolzen wird. Anschließend kann der Film
mit den anhaftenden Gewebearealen von dem Dünnschnitt abgehoben und so isoliert werden. Autoren, die
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diese Technik benutzten, machten Angaben zur Gewebemenge häufig als Anzahl von Laserschüssen eines
bestimmten Durchmessers. Henrique et al. (2006) führten 400 Laserschüsse a 30 µm durch um drei Gene in

Prostataneoplasien mit  quantitativen MSP untersuchen zu können. Hanson  et al. (2006) analysierten die
Methylierung  von  zwei  Genen  quantitativ  per  MSP  in  Tumor-assoziiertem  Stroma  der  Prostata  und
verwendeten dazu Gewebe, dass aus ca. 3000 Schüssen (15 µm) resultierte. Eine qualitative MSP Analyse
von fünf  Genen in Prostatakrebs  und dessen Vorstufen gelangen Woodson  et al. (2004),  die dafür 500
Schüsse (30 µm) durchführten. Um die Methylierung von GSTP1 in verschiedenen Regionen von Ethanol-
fixierten Prostatatumoren durch Pyrosequenzierung quantitativ analysieren zu können, benötigten Rodriguez-
Canales  et al. (2007) ca. 3000 Schüsse zur Isolierung von Epithelzellen und 4000 – 15000 Schüsse für
Stromazellen.

Die in dieser Arbeit entwickelte Methode ermöglicht die quantitative Analyse von mindestens 13 Genen und
einer Templatmenge von 50 diploiden, intakten Zellkernen. Die Mikrodissektion wurde von 5 µm und 3 µm
Hämatoxylin-gefärbten Dünnschnitten von FFPET durchgeführt. In keiner weiteren publizierten Studie wurden
mehr als fünf Gene untersucht. In wahrscheinlich allen Studien, in denen mit einer ähnlich geringen Menge
an DNA gearbeitet wurde, wurde nur eine qualitative oder semiquantitative Analyse durchgeführt. Damit ist es
unwahrscheinlich, dass eine der veröffentlichten Methoden eine vergleichbare Leistungsfähigkeit besitzt, wie
die in dieser Arbeit entwickelte Methode.

6.1.4 Kontaminationsvermeidung

Ein Problem für  Anlaysen, die auf  einer PCR-Amplifikation beruhen,  ist  die Kontamination der  PCR mit
Fremd-DNA, da diese ebenfalls amplifiziert würde und das Ergebnis verfälscht. Würde in einem Labor offen
mit diesem PCR Produkt gearbeitet, z.B. bei der Sequenzierung, dann würde irgendwann unweigerlich soviel
dieses  PCR Produktes  im  Umlauf  sein,  dass  ein  kontaminationsfreies  Arbeiten  schwierig  wird.  Dies  ist
solange kein Problem, solange man bei einer Kontamination weiß, wieviel DNA als Templat eingesetzt wurde
und wie stark die Kontamination war. Wurde wesentlich mehr DNA als Templat eingesetzt, als durch die
Kontamination  eingetragen  wurde,  dann  ist  das  Ergebnis  weiterhin  zuverlässig.  Bei  der  Analyse  von
mikrodissezierten Proben ist die DNA Menge in der Regel jedoch so gering, dass eine Kontamination fast
immer zu einem falschen Ergebnis führen würde. Es gibt aber auch etablierte Methoden, die einen Übertrag
von Kontaminationen verhindern (Borst  et al. 2004). Die bekannteste und wohl am weitesten verbreitete
Methode stellt dabei das UNG (Uracil-DNA-Glykosylase) System zur Kontaminationsvermeidung dar (Pruvost
et al. 2005, Longo et al. 1990). Hierbei wird in der PCR das Nukleotid dUTP anstelle von dTTP verwendet,

sodass jedes PCR Produkt nur Uracil und kein Thymin enthält. Damit unterscheidet sich dieses Produkt von
humaner DNA, die kein Uracil enthält. In das PCR Reaktionsgemisch wir das Enzym UNG zugegeben und
dieses Gemisch vor dem Start der PCR inkubiert. Dabei verdaut dieses Enzym diejenige DNA, die Uracil
enthält,  also  die  potentiellen  Kontaminationen,  wohingegen die  eigentliche Templat-DNA erhalten  bleibt.
Während des ersten Erhitzungschrittes der  PCR wird dieses Enzym dann inaktiviert  und die PCR kann
ungehindert ablaufen. 
Bei der Bisulfitkonvertierung wird Cytosin zu Uracil umgewandelt. Folglich würde Bisulfit-behandelte DNA
auch durch UNG verdaut und das beschriebene System zur Kontaminationsvermeidung so nicht anwendbar.
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Allerdings wurde kürzlich eine modifizierte Version der Bisulfitmethode veröffentlicht, die die Anwendung des
UNG Systems auch auf Bisulfit-DNA erlaubt (Tetzner et al. 2006, Tetzner und Dietrich 2006). Dabei wird die
Bisulfitreaktion an einer Stelle abgebrochen, an der anstelle von Uracil  das intermediäre Produkt  Sulfon-
Uracil  vorliegt.  Dieses  Sulfonuracil  ist  kein  Substrat  für  die  UNG,  sodass  Sulfon-Uracil-haltige  DNA
zusammen mit dem UNG System verwendet werden kann. In dem Erhitzungsschritt, in dem die UNG dann
inaktiviert wird, wird ebenfalls im leicht basischen PCR Puffer die Sulfon-Uracil-haltige DNA desulfoniert und
kann anschließend als Templat für die DNA Polymerase dienen. 
Durch diese Modifikation der Bisulfitmethode ist die Grundlage dafür geschaffen, die Methylierungsanalyse
von mikrodisseziertem Material und kleinsten DNA Mengen im allgemeinen auch in der klinischen Routine zu
implementieren. Die Konzeption dieser Methode zur Vermeidung von PCR Kontaminationen war teilweise
Bestandteil  dieser  Arbeit  (Daten  nicht  gezeigt),  wurde aber  in  dieser  Studie  nicht  angewendet,  da  sich
Kontaminationen als noch nicht problematisch erwiesen.
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6.2 Brustkrebsbiomarker

Brustkrebsbiomarker, die verwendet werden können, um den Ausgang einer Brustkrebserkrankung oder das
Ansprechen auf eine bestimmte Therapie vorauszusagen, stellen ein wichtiges medizinisches Werkzeug dar.
Ein Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung solcher Marker. Dafür wurde eine Strategie entwickelt, bei der
Gene, die im biologischen Zusammenhang mit bekannten Biomarkern stehen, analysiert wurden. Um solche
Gene  zu  identifizieren,  war  es  zunächst  notwendig,  die  biologischen  Zusammenhänge  der  bekannten
Biomarker zu verstehen, da von leistungsfähigen Biomarkern, wie beispielsweise PITX2 bisher kaum etwas
über die biologische Rolle bei der Tumorgenese bekannt war. Ein Teil dieser Arbeit bestand daher darin,
anhand publizierter Daten mögliche biologische Zusammenhänge von Brustkrebs und der Methylierung der
bereits als Biomarker bekannten Gene zu finden (Kapitel 6.2.1). Anschließend wurden Gene, die ebenfalls in
diese biologischen Abläufe  involviert  sind,  hinsichtlich  ihres  Potenzials  als  Biomarker  untersucht  und so
vielversprechende neue Biomarker identifiziert (Kapitel 6.2.2). Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war außerdem
die Methylierung innerhalb des komplexen Gens PITX2 näher zu untersuchen, um Regionen zu identifizieren,
die leistungsfähigere Biomarker darstellen könnten (Kapitel 6.2.3) 

6.2.1 Biologie bekannter Brustkrebsbiomarker

Im Rahmen dieser Arbeit  wurden mit  uPA, PITX2 und TFF1 Gene charakterisiert, deren prädiktives und
prognostisches Biomarkerpotenzial bereits bekannt ist (Harbeck  et al. 2005, Maier  et al. 2004 und 2005b,

Jänicke et al. 2001). Während für uPA auch biologische Aspekte des Wirkens in der Tumorentstehung und

-progression bekannt sind, ist eine biologische Funktion von TFF1 kaum und für PITX2 gar nicht bei Krebs
beschrieben. 
Eine Schlüsselrolle  bei  der  Invasion von Tumorzellen in  benachbarte  Gewebe ist  die  Degradierung der
extrazellulären Matrix (ECM). Diese extrazelluläre Matrix stellt eine physische Barriere für die Invasion und
Migration  von Tumorzellen dar  und  wird  durch  eine  Vielzahl  von Proteasen,  die  vom Tumor  exprimiert
werden, degradiert. Eine dieser Proteasen ist uPA (Plasminogenaktivator vom Typ Urokinase), welche durch
eine spezifische Spaltung das inaktive Plasminogen in Plasmin umwandelt.  Plasmin ist  in der  Lage, die
meisten  Komponenten  der  ECM zu degradieren  und  dadurch  die  Tumorzellinvasion  und  -migration  zu
erleichtern  (Rabbani  und  Mazar  2001).  Zusätzlich  wirkt  Plasmin  bei  der  Aktivierung  weiterer  inaktiver
Proteasen,  wie  z.B.  MMPs  mit,  wodurch  die  invasive  Progression  des  Tumors  weiter  unterstützt  wird
(Carmeliet  et  al. 1997).  Neben  der  Aktivierung  von  Plasminogen  ist  uPA  selbst  in  der  Lage,

Wachstumsfaktoren zu aktivieren, welche wiederum eine wichtige Rolle in der Angiogenese haben (Rabbani
und Mazar 2001, Sidenius und Blasi. 2003, Duffy 2004). Die biologische Funktion von TFF1 (Trefoil Factor 1)
ist bis heute nahezu unbekannt. Allerdings handelt es sich um ein Protein, dessen Expression direkt durch
Östrogen induziert wird (Jakowlew  et al. 1984) und die Migration von Zellen stimuliert (Prest  et al. 2002,

Marchbank et al. 1998). Die direkte Regulation von TFF1 durch Östrogen ist vermutlich auch der Grund für

die  Eignung  von  TFF1  als  prädiktiver  Marker  für  eine  Antihormontherapie  und  gleichzeitig  für  das
Fehlschlagen als prädiktiver Marker in der Anthrazyklin-behandelten Patientinnenpopulation, wie in dieser
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Arbeit gezeigt.
Abnormale Methylierung des PITX2 (Paired-like Homeodomäne Transkritionsfaktor)  Gens wurde erstmals

2001 (Toyota  et al.) bei Patienten mit akuter myeloider Leukämie gefunden. In dieser Studie wurde eine

Korrelation der PITX2 Methylierung mit der Methylierung des Östrogenrezeptors festgestellt. Die Methylierung
des ER war bereits als prognostischer Biomarker für Leukämie bekannt (Li et al. 1999). Anschließend wurde
gefunden, dass PITX2 Methylierung auch ein prognostischer Marker  für Brustkrebserkrankungen und ein
prädiktiver Marker für die Behandlung mit dem Antiöstrogen Tamoxifen ist (Foekens et al. 2005, Maier et al.

2004, Harbeck  et al. 2005). Dabei ist eine biologische Funktion von PITX2 in der Tumorgenese bis heute

nicht beschrieben und soll im folgenden diskutiert werden.
PITX2  gehört  zu  der  Klasse  der  Homeodomänen-Transkriptionsfaktoren.  Diese  besitzen  eine
charakteristische 60 Aminosäuren große DNA-Bindungsdomäne (Homeobox) und spielen eine wichtige Rolle
bei der Segmentierung der Körperachse während der embryonalen Entwicklung und der Zelldifferenzierung.
Mutationen von PITX2 führen zu dem Axenfeld-Rieger Syndrom, welches z.B durch Fehlentwicklungen der
Augen, Zähne, des Herzens und der Hypophyse gekennzeichnet ist (Amendt et al. 2000, Gage et al. 1999).
Entsprechend dieser Symptome hat PITX2 u.a. eine Funktion während der embryonalen Entwicklung des
Herzens (Ryan et al. 1998) der Zähne (Lin et al. 1999), Augen (Holmberg et al. 2004) und der Hypophyse

(Parks und Brown 1999, Suh  et al. 2002). Vor  allem bei der  Entwicklung asymmetrischer Organe spielt

PITX2 eine entscheidende Rolle (Ryan et al. 1998). Während der embryonalen Entwicklung bildet sich die

Hypophyse aus dem Rathke Pouch, der Vorstufe der Hypophyse. Dabei kommt es zu einer Differenzierung

von verschiedenen Zelllinien, die jeweils verschiedene Hormone sezernieren. Eine dieser Zelllinien sind die
laktotrophen  Zellen,  die  das  Peptidhormon  Prolaktin  sezernieren.  PITX2  spielt  eine  fundamentale  Rolle
während dieser Organogenese (Reynaud et al. 2004, Suh et al. 2002). Auch in der entwickelten Hypophyse

steht die Expression von Prolaktin unter der Kontrolle von PITX2. Hormone und Wachstumsfaktoren, wie z.B.
Insulin und der epidermale Wachstumsfaktor, die die Expression von Prolaktin ebenfalls stimulieren, sind auf
PITX2  synergistisch  angewiesen  (Quentien  et  al. 2002a  und  2002b).  Prolaktin  ist  zusätzlich  ein

Schlüsselfaktor  bei der Entwicklung, dem Wachstum und der  Differenzierung der Brustdrüse (Horseman
1999, Grimm et al. 2002, Hovey et al. 2001). Auch bei der Brustkrebsentstehung spielt Prolaktin eine wichtige
Rolle  (Tworoger  und  Hankinson  2006).  In  einigen  Studien  konnte  gezeigt  werden,  dass  erhöhte
Prolaktinwerte im Blut ein Risikofaktor für Brustkrebs sind (Clevenger 2003). Versuche, durch künstliches
Senken dieses Prolaktinspiegels Brustkrebserkrankungen positiv zu beeinflussen, schlugen fehl (Peyrat et al.

1984). Allerdings ist inzwischen auch bekannt, dass die Zellen des Brustgewebes selbst in der Lage sind,
Prolaktin zu produzieren und demnach nicht auf das exogene Prolaktin aus der Hypophyse angewiesen sind
(Clevenger  et al. 1995, Zinger  et al. 2003). Trotz der das Tumorwachstum fördernden Eigenschaften des
Prolaktins, zeigen jüngste Ergebnisse, dass es durch negative Regulation pro-metastatischer Signalwege die
Invasion verhindern kann und somit die Aggressivität des Tumors herabgesetzt werden kann (Nouhi  et al.

2006). Das von den Brustgewebezellen selbst gebildete Prolaktin induziert beispielsweise die Expression des
ER und erhöht damit das Ansprechen auf Östrogen (Elmore et al. 2004). Über diesen Zusammenhang ließen
sich sowohl die prognostische, als auch die prädiktive Markereigenschaft der PITX2 Methylierung erklären.
Eine hohe PITX2 Methylierung in den Brustkrebszellen (schlechte Prognose und schlechtes Ansprechen auf
eine Tamoxifentherapie) könnte eine niedrigere Expression von Prolaktin in diesen Zellen bedingen. Dadurch
würde zum einen weniger ER exprimiert und die Patientin spräche schlechter auf eine Antiöstrogentherapie
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mit Tamoxifen an, zum anderen würde die Unterdrückung pro-metastatischer Signalwege wegfallen, sodass
die Aggressivität zunähme und auch Therapie-unabhängig eine Prognose getroffen werden könnte. 
Neben  diesen  Zusammenhängen  ist  auch  beschrieben,  dass  PITX2  unter  der  Kontrolle  des  Wnt
Signalweges steht (Baek  et al. 2003, Kioussi  et al. 2002, Vadlamudi  et al. 2005, Zirn  et al. 2006, Clevers
2002). Der Wnt Signalweg spielt eine wichtige Rolle sowohl bei der Embryonalentwicklung als auch bei der
Tumorentstehung und -progression (Ilyas 2005, Brennan und Brown 2004). Der ER / Östrogen Signalweg ist
essentiell  für  die Entwicklung der Brust  (Bocchinfuso und Korach 1997),  trotzdem entwickeln Mäuse mit
funktionsunfähigen ER bei  inaktiviertem Wnt  Signalweg nach einiger Zeit  Brustkrebs  (Bocchinfuso  et  al.

1999). Dazu kommt, dass eine Überexpression von Wnt 1 in Mäusen zu der Bildung von Hormonrezeptor-
positiven, aber Tamoxifen resistenten Tumoren führt (Zhang et al. 2005). Eine Überexpression des Inhibitors
des Wnt Signalweges DKK1 ist dagegen eher in hormonresistenten ER und PR negativen Tumoren zu finden
(Forget et al. 2007). Inzwischen ist ein direktes Zusammenwirken des ER und Wnt Signalweges beschrieben

(Kouzmenko et al. 2004). Diese Ergebnisse könnten darauf hinweisen, dass vorhandene PITX2 Methylierung

ein  Indikator  für  eine  negative  Regulation  des  Wnt  Signalweges  und  damit  zur  Ausbildung  von
hormonresistenten Tumoren kommt, die nicht auf eine Antiöstrogentherapie ansprechen. 
In  dieser  Arbeit  wurde ebenfalls  gefunden,  dass  die PITX2 Methylierung ein prädiktiver  Marker  für  eine
Behandlung mit Anthrazyklin ist. Anthrazyklin interkaliert mit DNA, generiert Strangbrüche und hemmt so die
Topoisomerase II. Da Anthrazyklin einen anderen Wirkmechanismus besitzt, ist bei dieser Art von Therapie
die Eignung von PITX2 als prädiktiver Marker nicht direkt über den Prolaktin- oder Wnt Signalweg erklärbar.
Lediglich die Eigenschaft von Tumoren mit PITX2 Methylierung eventuell weniger Prolaktin zu exprimieren
und dadurch generell aggressiver zu sein und dementsprechend auch schlechter auf eine Chemotherapie
ansprechen, könnte diese Markereigenschaft erklären.

6.2.2 Identifizierung neuer epigenetischer Biomarker

In  dieser  Arbeit  wurden  zunächst  Zelllinienexperimente  zur  erfolgreichen  Identifizierung  potentieller
Biomarker durchgeführt. Neben den beiden anderen Mitgliedern der PITX Familie (PITX1 und PITX3) wurde
dazu LHX3 (LIM Homeobox Gen 3) und DLX4 (Distal-less Homeobox 4) in Zelllinien untersucht. Während

PITX1,  welches  überlappende  Funktionen  mit  PITX2  besitzt  (Quentien  et  al. 2006, Marcil  et  al. 2003,

Quentien et al. 2002a, Tremblay et al. 2000) dabei kein interessantes Methylierungsmuster zeigte, konnte für

PITX3, dessen biologische Funktion kaum beschrieben ist, welches aber eine hohe Sequenzhomologie mit
PITX2 aufweist, eine deutliche differentielle Methylierung in den Zelllinien gefunden werden. Keine auffällige
Methylierung zeigte DLX4, ein Homeodomänen-Transkriptionsfaktor, dessen Expression mit dem ER Status
von  Brustkrebstumoren  korreliert  (Fu  et  al. 2003).  LHX3,  das  wie  PITX2  eine  wichtige  Rolle  in  der

Entwicklung der Hypophyse spielt (Mullen et al. 2007) und direkt durch PITX2 reguliert wird (Charles et al.

2005),  zeigte  dagegen  in  den  Zelllinien  Methylierung,  die  der  Methylierung  von  PITX2  ähnelte.  Zur
Bestätigung der auf Ebene der Zelllinienexperimente gefundenen potentiellen Markerkandidaten wurde LHX3
und  PITX3  zusätzlich  in  ausgewählten  Patientinnenproben  analysiert.  Auch  PITX1,  welches  in  den
Zelllinienexperimenten  unauffällig  erschien,  wurde  zur  Kontrolle  mit  untersucht.  Dabei  konnten  die
Ergebnisse der Zelllinienstudie bestätigt werden und LHX3 und PITX3 als potentielle Biomarkerkandidaten
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weiter validiert werden, während PITX1 auch bei Patientinnenproben keine interessante Methylierung zeigte.

Basierend auf den mit den Zelllinien und den ausgewählten Patientinnenproben gewonnenen Erkentnissen
wurde eine Strategie ausgearbeitet, mit der es möglich ist, eine größere Anzahl potentieller Biomarker zu
untersuchen. Dazu wurden einige Patientinnenproben ausgewählt, die eine differentielle Methylierung von
PITX2  zeigten.  Anschließend  wurde  die  Methylierung  ausgewählter  Gene,  die  im  Zusammenhang  mit
Brustkrebs stehen könnten, in diesen Proben untersucht. Um den Kreis potentieller Biomarker eingrenzen zu
können, sollten Gene identifiziert werden, die in diesen Patientinnenproben eine ähnliche, wenn auch nicht
gleiche Verteilung der Methylierung zeigen wie PITX2. Die nach dieser Analyse weiterhin interessanten Gene
wurden  in  einer  Chip-Studie  auf  einer  größeren  Patientinnenpopulation  von  Antrazyklin-behandelten
Brustkrebspatientinnen untersucht. Ausgewählt wurden dafür Gene, die im biologischen Zusammenhang mit
PITX2,  dem  Wnt  Signalweg  und/oder  der  TGF  Superfamilie  stehen.  Zusätzlich  wurden  die  zuvor
identifizierten potentiellen Biomarker PITX3 und LHX3 in dieser Chip-Studie ebenfalls analysiert. Es zeigte
sich, dass durch diese Vorgehensweise mit BMP4 ein Gen gefunden werden konnte, das in der in dieser
Arbeit  untersuchten  Gesamtpopulation  der  Anthrazyklin-behandelten  Frauen  einen  besseren  Biomarker
darstellt  als  PITX2.  Mit  NR5A1  konnte  außerdem  ein  Gen  identifiziert  werden,  welches  in  der  hier
untersuchten Subpopulation der ER negativen Patientinnen zusammen mit BMP4 einen besseren prädiktiven
Biomarker als PITX2 darstellt. BMP4 ist als Repressor der PITX2 Expression bei Mäusen (St Amand et al.

2000) beschrieben. Ebenfalls wurde aber auch PITX2 als Repressor von BMP4 gefunden (Liu et al. 2003).

Bei der Entwicklung der Brustdrüsen von Mäusen spielt BMP4 darüberhinaus eine wichtige Rolle (Hens et al.

2007). Daneben ist bekannt, dass eine Behandlung von Eierstockkrebszellen mit  BMP4 zu einer höheren
Invasivität dieser Zellen führt (Theriault  et al. 2007) und BMP4 selbst ein Target des Wnt Signalweges ist

(Schwartz et al. 2003,  Kim et al. 2002).

NR5A1 gehört wie der Östrogenrezeptor zur Familie der Nuklearrezeptoren, wobei der Ligand von NR5A1
noch nicht bekannt ist. NR5A1 ist selbst wie PITX2 bei der Entwicklung der Hypophyse beteiligt (Cushman et

al. 2002,  Suh  et  al. 2002)  und agiert  synergistisch  mit  PITX2  bei  der  Transkription  vieler  Gene in  der

Hypophyse (Tremblay et al. 2000). Daneben reguliert NR5A1 die Transkription vieler in Geschlechtsreifung,

Differenzierung,  Reproduktion  und  Steroidproduktion  involvierter  Gene,  z.B.  der  Aromatase.  Die
Erkennungsstelle  von  NR5A1  ähnelt  der  des  Östrogenrezeptors  (Ozisik  et  al. 2003,  Rice  et  al. 1991,

Ingraham et al. 1994, Monte et al. 1998).
Zwar konnte in der Chip-Studie PITX3 nicht als prädiktiver Marker identifiziert werden und auch LHX3 erwies
sich als schlechter Marker, trotzdem zeigen die Ergebnisse für BMP4 und NR5A1, dass die in dieser Arbeit
getroffenen  Vorgehensweise  ein  großes  Potenzial  für  die  Identifizierung  neuer  und  besserer  Biomarker
beinhaltet.  Auch  wenn  neu  identifizierte  Biomarker  keine  zutreffendere  Klassifizierung  von  Patientinnen
ermöglichen,  als  die  bekannten Biomarker,  liefern  sie  doch wichtige Erkenntnisse  über  die Biologie des
Brustkrebs und damit vielleicht auch für neue Therapiestrategien, wie beispielsweise HER2/neu, dass selbst
Target einer erfolgreichen Therapieform wurde.
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6.2.3 Methylierung innerhalb von PITX2

Bisher sind drei verschiedene Transkripte bekannt, für die das PITX2 Gen kodiert: PITX2A, B und C (Semina
et al. 1996, Arakawa et al. 1998). Die Transkriptvarianten A und B unterscheiden sich durch ein alternativ

gespleißtes Exon, während die Variante C durch eine alternativen Promoter  reguliert  wird (Kioussi  et al.

2002, Shiratori  et al. 2001). Über das Gen verteilt befinden sich mehrere CpG- Inseln, die in dieser Arbeit

untersucht wurden. Über eine Korrelation der Expression der drei verschiedenen Transkriptvarianten mit der
Methylierung der verschiedenen CpG-Inseln in Zelllinienexperimenten konnte festgestellt werden, dass die
Methylierung der Region, die sich als Biomarker erwiesen hat, die Expression der Isoformen A und B negativ
reguliert. Zusätzlich konnte ein Bereich im Gen gefunden werden, dessen Methylierung mit der Expression
der  Variante  C korreliert.  Die  Methylierungsanalyse dieses  Promotors  C in  einer  Patientinnenpopulation
ergab zwar, dass dieser auch Potenzial zur prognostischen und prädiktiven Klassifizierung der Patientinnen
hat, jedoch war diese unzutreffender als die Klassifizierung anhand der Methylierung des Promotors AB.
Inzwischen sind einige Studien publiziert, die die Untersuchung der verschiedenen biologischen Funktionen
der einzelnen Transkriptvarianten zum Ziel hatten. Die Varianten A und B könnten eher im Zusammenhang
mit dem Wnt Signalweg stehen und für die Entwicklung der Hypophyse verantwortlich sein (Kioussi  et al.

2002), während die Isoform C ihre Funktion eher in der Entwicklung assymetrischer Organe hat und durch
Mitglieder der Superfamilie der transformierenden Wachstumsfaktoren (TGF) reguliert wird (Shiratori  et al.

2001,  Schweickert  et  al. 2000).  Die  Beobachtung,  dass  die  Methylierung  des  Promotors  AB  in  der

analysierten Patientinnenpopulation ein besserer Biomarker als die des Promotors C ist, stützt die These,
dass ein fehlregulierter Wnt Signalweg verantwortlich für die schlechte Prognose bei Patientinnen mit hoher
PITX2  (AB)  Methylierung sein könnte.  Daneben ist  bekannt,  dass  die Variante  B in der  Hypophyse die
Expression von Prolaktin stärker fördert, als die beiden anderen Isoformen (Cox et al. 2002). Sollte dies auch
in den Brustgewebezellen der Fall sein, dann würde dies die Theorie stützen, dass ein niedriger endogener
Prolaktinspiegel  in  den  Brustgewebezellen  zur  Bildung  von  aggressiveren  Tumoren  führt.  Beides  sind
mögliche  biologische  Erklärungen  für  die  zutreffendere  Klassifizierung  der  Patientinnen  anhand  der
Methylierung des Promotors AB im Vergleich zu der des Promotor C.
Die Zelllinien Experimente zeigten, wie sinnvoll es ist, über solche Modelle bekannte Biomarker näher zu
charakterisieren. So konnte gezeigt werden, dass sich innerhalb des PITX2 Gens die Methylierung teilweise
drastisch  ändert.  Besonders  CpG-Inseln  in  den  intragenischen  Bereichen  zeigten  eine  komplett  andere
Methylierung als die Promotorregionen. Eine auffällige Beobachtung dabei war, dass vor allem Zelllinien, die
in den intragenischen Bereichen stark methyliert waren eine Expression von PITX2 zeigten. Dies kann darauf
hinweisen, dass noch andere Mechanismen für die Regulation der Expression verantwortlich sind. Es sind
Mechanismen beschrieben, bei der eine Methylierung des Promotors einer  Antisense  RNA notwendig ist,

damit das eigentliche Gen exprimiert werden kann (Sleutels  et al. 2002, Lyle  et al. 2000). Auch innerhalb
einer CpG-Insel konnte gezeigt werden, dass sich die Methylierung im Bereich von wenigen Nukleotiden
drastisch ändern kann. Diese drastische Änderung der Methylierung fand im Bereich einer niederkomplexen
Sequenz („dust“-Sequenz)  statt.  Solche  Methylierungsgrenzen  sind  in  der  Literatur  bereits  beschrieben,

allerdings bisher nur im Bereich von Short Tandem Repeats (Millar et al. 2000, Hogeveen et al. 2001). Die

hier gefundene „dust“-Sequenz könnte ein weiteres Motiv für solche Methylierungsgrenzen darstellen und
somit  wertvolle  Information  für  eine  Vorhersage  der  Methylierung  in  einer  CpG-Insel  liefern.  Solche
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Zelllinienexperimente  könnten  wertvolle  Daten  über  das  Verständnis  eines  Biomarkers  liefern  und dazu
beitragen,  diesen zu optimieren.  Besonders  wenn das  Genprodukt  eines  Methylierungsmarkergens  eine
direkte biologische Funktion in der entsprechenden Fragestellung ausfüllt, erscheint es sinnvoll, die Regionen
über Zelllinienexperimente zu identifizieren, in denen Methylierung und Expression die besten Korrelation
zeigen.  Daneben  zeigt  sich  auch,  dass  es  sinnvoll  ist,  potentielle  alternative  Promotoren  ebenfalls  zu
untersuchen, auch wenn sich im Fall von PITX2 dieser alternative Promotor als der schlechtere Biomarker in
der untersuchten Patientinnenpopulation darstellte.

6.3 Methylierungsmarker im Kontext der Tumorheterogenität

Für ein tieferes Verständnis epigenetischer Biomarker wurde eine Mikrodissektionsstudie durchgeführt, bei
der von drei Patientinnen die verschiedenen im Tumor vorkommenden Gewebetypen isoliert und analysiert
wurden. Neben den entarteten Epithelzellen des Tumors wurden normale Epithelzellen („normale“ Duktuli),
Stroma- und Fettzellen, sowie Muskelgewebe mikrodisseziert. Zusätzlich wurden auch Lymphozyten, die im
Rahmen einer Immunabwehr den Tumor infiltrieren, untersucht. Die entarteten Tumorzellen wurden weiter
nach Invasivität als intraduktale (DCIS) und invasive (IDC) Tumorzellen klassifiziert. Um die Heterogenität
innerhalb eines Tumors bestimmen zu können, wurden von jedem Zelltyp außerdem mehrere Proben aus
einem Tumor analysiert. Neben den bereits bekannten prognostischen und prädiktiven Marker uPA, TFF1
und PITX2 wurden auch die in dieser Arbeit identifizierten potentiell prognostischen und prädiktiven Marker
LHX3 und PITX3, sowie weitere Regionen des PITX2 Gens, darunter der alternative Promotor C analysiert.
Neben diesen prognostischen und prädiktiven Biomarkern  wurden außerdem die  diagnostischen Marker
RASSF1A, LIMK1, SLIT2 und SLITRK1 analysiert. Das Ziel dieser Mikrodissektionsstudie war auf der einen
Seite den Einfluß der Heterogenität des Tumors auf das Ergebnis eines medizinischen Tests abschätzen zu
können. Auf der anderen Seite sollten diese Ergebnisse weiter zur Aufklärung der Biologie des Brustkrebs
beitragen  um  so  perspektivisch  einen  Beitrag  dazu  zu  leisten,  die  Diagnostik  und  Therapie  von
Brustkrebserkrankungen verbessern zu können

6.3.1 Verteilung der Methylierung gleicher Zelltypen im Tumor

Eine Theorie zur Entwicklung eines Tumors setzt eine Serie von Mutationen in einer einzigen Zelle voraus,
die dazu führen, dass sich aus dieser einen Zelle schließlich ein Tumor bildet. Bereits 1953 wurde dagegen
die Theorie eines möglichen Feldeffektes entwickelt. Mit dieser Feldeffekttherorie sollte die Entwicklung von
multiplen Primärtumoren und lokalen Rückfällen nach der Operation erklärt werden. In letzer Zeit weisen
einige Studien darauf hin, dass es während der Krebsentstehung tatsächlich zur Bildung eines Feldes mit
genetisch veränderten Zellen kommt. Dabei erfährt eine Zelle zunächst eine Mutation und bildet eine klonale
Einheit von Tochterzellen. In dieser klonalen Einheit treten weitere Mutationen auf, die sich ebenfalls in Form
einer klonalen Einheit in diesem Feld manifestieren. Durch Wachtumsvorteile breitet sich dieses Feld aus
und ersetzt nach und nach das Epithel. Sobald eine der Zellen die kritische Menge an Mutationen für eine
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Tumorbildung erhalten  hat,  beginnt  diese.  Erreichen  mehrere  Zellen  diese  Anzahl  an Mutationen,  dann
entstehen multiple Primärtumoren. Das Vorhandensein eines solchen Feldes hätte weitreichende klinische
Implikationen, da dieses nach der Operation im Körper verbleiben könnte und zu einem baldigen Rückfall
führen könnte. Solche Felder von bis zu 7 cm sind bereit in der Literatur beschrieben. Dabei werden vor
allem Marker wie p53 Mutationen, LOH und Mikrosatellitenveränderung zur Analyse eines solchen Feldes
verwendet. Einen Überblick  dazu liefern Braakhuis  et al. (2003) und Garcia  et al. (1999).  Epigenetische
Mechanismen könnten für eine Bildung eines solchen Feldes prädestiniert sein, da hier auch die Möglichkeit
bestünde, dass eine Zelle die DNA Methylierung einer benachbarten Zelle beeinflußt. Solche epigenetischen
Effekte könnten auch dazu führen, dass ein solches Feld auch auf das Tumor-assoziierte Stroma übergreift.
Allerdings mangelt  es an Studien,  die dies belegen könnten, da bis zu der  Entwicklung der  LMD keine
geeigneten Methoden zum Nachweis  eines  solchen Feldeffektes  verfügbar  waren und auch die nötigen
Technologien zur  Methylierungsanalyse von mikrodissezierten  Zellen fehlten.  Dementsprechend sind die
publizierten  Studien  diesbezüglich  auch  widersprüchlich.  Während  Yan  et  al. (2006)  fand,  dass  die
„normalen“  Epithelzellen  noch  in  bis  zu  4  cm  Entfernung  zum  Tumor  Methylierung  aufwiesen,  fanden
Lehmann et al. (2002) keine Methylierung in Tumor-anliegenden normalen Epithelzellen.

Die Frage nach dem Vorliegen eines solchen Feldeffektes  konnte in dieser  Mikrodissektionsstudie nicht
abschließend  beantwortet  werden.  Es  wurde  zwar  Methylierung  in  „normalen“  Duktuli  für  einige  Gene
gefunden  (z.B.  für  PITX2),  allerdings  war  dort  die  Methylierung  nur  gering  und  es  könnte  sich  um
Schwankungen im Rahmen der Messgenauigkeit der Methode handeln. Für eine eindeutige Beantwortung
hätten dazu zusätzlich normale Duktuli von Personen ohne Brustkrebs analysiert werden müssen. Sollte es
sich  bei  der  in  den  „normalen“  Duktuli  nachgewiesenen  Methylierung  tatsächlich  um  einen  Feldeffekt
handeln, dann fällt dieser doch eher gering aus. Dazu kommt, dass eine vorhandene Methylierung in den
„normalen“  Duktuli  nicht  zwangsläufig  auf  einen  Feldeffekt  zurückzuführen  ist,  sondern  dass  auch  das
Vorhandensein  einiger andersartiger  Zellen,  z.B. Bruststammzellen mit  der  entsprechenden Methylierung
dafür verantwortlich sein könnte.

6.3.2 Heterogenität innerhalb von Arealen gleicher Zellen

Eine  interessante  Erkenntnis  aus  der  Mikrodissektionsstudie  ist  das  Vorhandensein  von  uneinheitlicher
Methylierung innerhalb von einzelnen mikrodissezierten Arealen. Wären alle Krebszellen in einem solchen
Areal einheitlich methyliert, dann würden bei stabiler Vererbung nur Methylierungswerte von 0 % (kein Allel
methyliert), 50 % (ein Allel methyliert) und 100 % (beide Allele methyliert) vorkommen. Dies konnte nicht
beobachtet werden. Vielmehr erschienen die einzelnen Proben sehr heterogen. Dies kann drei Ursachen
haben. Zum einen ist es möglich, dass bei schnell wachsenden Zellen die Methylierung nicht stabil vererbt
wird.  Daneben ist  es  möglich,  dass  die  Zellen  innerhalb  dieser  Proben nicht  klonalen  Ursprungs  sind,
sondern von verschiedenen Zellen abstammen. Als letzte Möglichkeit erscheint, dass die Tumorzellen zwar
von  der  gleichen  Zelle  abstammen  könnten,  jedoch  einen  unterschiedlichen  Grad  der  Differenzierung
aufweisen,  der  in der  unterschiedlichen Methylierung manifestiert  ist. Der  substanzielle Einfluß der  DNA
Methylierung  ist  aus  der  Embryogenese  und  der  Differenzierung  der  verschiedenen  Zelltypen  aus  den
embryonalen Stammzellen bekannt. Embryonische Stammzellen sind dadurch charakterisiert, dass sie in der
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Lage sind, während der Embryogenese zu allen möglichen Zelltypen zu differenzieren. Um diese Totipotenz
zu erlangen,  findet  während  der  frühen  Embryogenese zunächst  eine  Reprogrammierung  statt,  bei  der
nahezu die komplette Methylierung des befruchteten Eis verloren geht und auch bei der anschließenden
Differenzierung sind epigenetische Mechanismen wieder maßgeblich beteiligt (Reik et al. 2001, Surani 2001,

Monk et al. 1987, Lotem und Sachs 2006). Normale adulte Gewebe enthalten ebenfalls Stammzellen, die für

die Regeneration dieser Gewebe verantwortlich sind (Spangrude et al. 1991, Gage 2000, Shackleton et al.

2006). Diese sich selbst erneuernden adulten Stammzellen befinden sich innerhalb von Nischen in diesen
Geweben, von denen aus die Regeneration des Gewebes reguliert wird (Fuchs und Segre 2000, Calvi et al.

2003,  Zhang  et  al. 2003,  Li  und  Xie  2005).  Es  wurde  lange  Zeit  angenommen,  dass  das

Differenzierungspotenzial dieser Stammzellen strikt  gewebespezifisch ist, inzwischen zeigen aber Studien,
dass diese Plastizität der Differenzierung wesentlich größer ist (Fuchs und Segre 2000, Herzog et al. 2003,
Martin-Rendon und Watt 2003). Unter bestimmten Bedingungen können hämatopoetische Stammzellen zu
neuralen und endothelialen Zellen, Leber-, Muskel- und  Hautzellen differenzieren (Eglitis und Mezey 1997,
Lagasse et al. 2000, Camargo et al. 2003, Krause et al. 2001, Bailey et al. 2004). Andere adulte Stammzellen
können ebenfalls   zu anderen Zelltypen differenzieren,  Skelettmuskelstammzellen zu Blut-  und neuralen
Zellen, Herzmuskelstammzellen zu endothelialen Zellen, usw (Mohri et al. 2006, Jackson et al. 1999). 

Die Idee, dass Krebs eine Stammzellenkrankheit sein könnte ist nicht neu, allerdings wurde sie zunächst
verworfen,  da  die  entsprechenden  molekularbiologischen  Methoden  für  einen  Nachweis  fehlten.  Drei
Hauptargumente stützen diese Theorie (Ponti et al. 2006): 

• Stammzellen sind langlebig und teilen sich langsam und haben so die Möglichkeit genügend Mutationen

für  eine  neoplastische  Transformation  zu  akkumulieren,  wohingegen  somatische  Zellen  permanent
erneuert werden und wesentlich kürzer leben.

• Signalwege, die in der Erneuerung von Stammzellen involviert sind (z.B. Wnt, Notch, Sonic Hedgehog

und PTEN), sind in Tumoren häufig dereguliert (Reya et al. 2001).

• Normale  Stammzellen  und  Tumorzellen  haben  eine  Reihe  gemeinsamer  Merkmale,  wie  relative

Undifferenziertheit,  Vermögen  zur  Selbsterneuerung,  aktive  zytoprotektive  Mechanismen  (z.B.
Telomeraseaktivität, Überexpression antiapoptotischer Proteine, erhöhte Kapazität für transmembranen
Efflux). 

Hinweise, dass Tumoren aus Stammzellen hervorgehen und durch sie erhalten werden, wurden kürzlich für
Leukämie, Hirn- und Brustkrebs geliefert (Bonnet et al. 1997, Singh et al. 2003, Galli et al. 2004, Singh et al.

2004, Al-Hajj et al. 2003). Allerdings besitzt dabei nur eine kleine Anzahl der Brusttumorzellen die Fähigkeit,
nach einer  Transplantation in  Mäuse neue Tumoren zu bilden.  Diese Zellen zeigten auch die typischen
Eigenschaften von Stammzellen, vor allem das Vermögen zur Selbsterneuerung (Al-Hajj et al. 2003). Diese

Beobachtung in Verbindung mit dem anerkannten Einfluß der DNA Methylierung auf die Differenzierung von
Stammzellen  könnte  ein  Hinweis  darauf  sein,  dass  die  in  den  Tumorarelalen  gefundene
Methylierungsheterogenität  von verschieden differenzierten Zellen,  bzw. Stammzellen herrührt.  Eine hohe
durchschnittliche Methylierung in den Tumorzellen und eine damit verbundene schlechte Prognose für die
Patientin könnte ein Maß für besonders viele Stammzellen mit  der Eigenschaft  zur Sekundärtumor- oder
Metastasenbildung  oder  ein  Indikator  für  das  Vorhandensein  von  besonders  potenten
Brustkrebsstammzellen sein. Ergebnisse von Degar et al. (2001) und Kieusseian et al. (2006), dass PITX2

bei der Differenzierung von hämopoetischen Stammzellen involviert ist, weisen darauf hin, dass PITX2 auch
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in den Prozess der Differenzierung von Bruststammzellen beteiligt sein könnte. BMP4 spielt ebenfalls eine
wichtige Rolle bei der Regulation und Differenzierung von Stammzellen (Kee et al. 2006, Xu et al. 2002 und

2005,  Rajan et  al.  2003,  Qi  et  al.  2004)  und  verhindert  die  Bildung  von  neuen  Hirntumoren  aus

Hirntumorstammzellen  (Piccirillo  et  al. 2006).  Die  im  Rahmen  dieser  Arbeit  entwickelte  Methode  zur
Methylierungsanalyse von mikrodissezierten Zellen könnte zukünftig ein geeignetes Werkzeug zur weiteren
Untersuchung dieser Fragestellung bieten, gerade wenn sie zusammen mit einer immunohistochemischen
Färbung  von Stammzellen (Woodward  et  al. 2005)  verwendet  würde. Um zukünftig  zusätzlich  auch  die
Klonalität der Tumorzellen analysieren zu können, ließe sich die hier entwickelte Technologie durch PCR
Amplifikate erweitern, die sowohl  Short  Tandem Repeats,  als auch CpG Positionen enthalten und im X-

Chromosom  gelegen  sind.  Durch  diesen  modifizierten  HUMARA-Assay  (Uchida  et  al. 2000)  ließe  sich

feststellen,  ob  in  der  heterogenen  Probe  immer  dasselbe  X-Chromosom  inaktiviert  ist,  was  auf  einen
klonalen Ursprung der in der Probe enthaltenen Zellen schließen ließe. 

6.3.3 Methylierung von Zellen der Immunabwehr

Die Tatsache,  dass  PITX2  Methylierung auch  in  den  Tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TIL)  gefunden
wurde, wirft einen weiteren interessanten Aspekt für das Verständnis von PITX2 als Biomarker auf. Es ist
naheliegend, dass  eine erhöhte Infiltration des Tumors  mit  Lymphozyten eine bessere Prognose für  die
Patientin bedeuten könnte, da der Tumor eher vom Immunsystem erkannt und bekämpft  wird. Eher das
Gegenteil  ist  jedoch der  Fall.  Eine besonders  aggressive Form des  Brustkrebs  ist  der  inflammatorische
Brustkrebs, der bei ca. 1,9 % aller Brustkrebserkrankungen diagnostiziert wird aber für 8,1 % aller tödlich
verlaufenden Brustkrebserkrankungen verantwortlich ist (Johnson  et al. 2005/2006). Zwar handelt es sich
hierbei nicht um eine tatsächliche Entzündungserscheinung und die Symptome stehen eher mit der Blockade
von  Lymphgefäßen  im  Zusammenhang.  Diese  Patientinnen  zeigen  folglich  auch  keine  erhöhten
proinflammatorischen Zytokinwerte im Blut (Bieche  et al. 2004) und sind auch nicht immunhypersensitiver

(Levine et al. 1981), allerdings tritt vermehrt die Neubildung von Lymphgefäßen auf (Kleer et al. 2000) und
Patientinnen mit chronisch supprimiertem Immunsystem erkranken seltener an inflammatorische Brustkrebs
(Anderson et al. 2005/2006).

Obwohl einige ältere Studien in der Tat darauf hinweisen, dass eine erhöhte Infiltration des Tumors mit TIL
mit einer besseren Prognose verbunden sind (Clark et al. 1989, Clemente et al. 1996, Zhang et al. 2003a),
zeigen doch jüngere Studien, dass nicht die Quantität, sondern vielmehr die Zusammensetzung der TIL für
eine Prognose entscheidend ist. Der Tumor wird von einer sehr heterogenen Population an Immunzellen
infiltriert,  bestehend  aus  unterschiedlichen  Verhältnissen  von  T-Zellen,  B-Zellen,  NK-Zellen  und
Makrophagen (Georgiannos et al. 2003, Vgenopoulou et al. 2003). Welche genaue Zusammensetzung dabei

über eine gute oder schlechte Prognose Aufschluss gibt, ist nicht klar. Macchetti  et al. (2006) zeigen, dass

eine Infiltration mit CD4+ T-Zellen mit Lymphknotenmetastasen bei Brustkrebs assoziiert sind. Dies stimmt
mit  der  Beobachtung  überein,  dass  diese  Lymphozyten  auch  bei  Gebärmutterhalskrebs  eine  schlechte
Prognose zur Folge haben (Curiel  et al. 2004). Zwei weitere Studien berichten übereinstimmend, dass die

Anzahl von CD8+ T-Zellen verbunden mit einem hohen Verhältnis dieser CD8+ T-Zellen zu regulatorischen
T-Zellen  assoziiert  mit  einer  guten  Prognose  bei  Eierstockkrebs,  bzw.  dem  Ausbleiben  von
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Lymphknotenmetastasen bei Gebärmutterhalskrebs ist (Sato et al. 2005, Piersma et al. 2007). Sowohl eine
hohe Anzahl von infiltrierenden CD8+ als auch NK-Zellen wurden als Indikatoren einer positiven Prognose
bei Darm- Pankreas und Speiseröhrenkrebs gefunden (Menon et al. 2004, Prall et al. 2004, Tachibana et al.

2005, Schumacher  et al. 2001, Cho  et al. 2003).  Bates  et al. (2006) und Peterson  et al. (2006) zeigen

ebenfalls übereinstimmend, dass die FOXP3-positive Subpopulation der regulatorischen T-Zellen Aufschluß
über einen Rückfall  bei  Lungenkrebs  und Brustkrebs  liefert.  Dagegen finden Grabenbauer  et  al. (2006)
keinen Zusammenhang von Prognose und Infiltration dieser regulatorischen T-Zellen beim Analkarzinom.

Zu den TIL gehören Makrophagen, die sich im Tumor aus Monozyten bilden und die einen Großteil der TIL
im  Tumor  darstellen.  Die  Rolle  der  Makrophagen  in  der  Tumorbekämpfung  bzw.  Tumorprogression  ist
vielseitig und sehr komplex und hängt von den biologischen Umständen im Tumor ab. Auf der einen Seite
können sie diverse Wachstumsfaktoren und Proteasen bilden und so dass Tumorwachstum begünstigen, auf
der anderen Seite können sie das Immunsystem für eine Tumorabwehr stimulieren und den Tumor durch
zytotoxische Stoffe direkt bekämpfen (Shimura et al. 2000, Dirkx et al. 2006, Forssell et al. 2007, Leek und

Harris 2002, Lin und Pollard 2004, Hagemann et al. 2004).
Die in den TIL gefundene Methylierung von PITX2 könnte direkt auf das Vorhandensein von bestimmten TIL
hinweisen,  die  die  Tumorprogression  entweder  positiv  oder  negativ  beeinflussen.  Vielleicht  ist  nicht  die
Methylierung in den Tumorzellen selbst, sondern eher die in den TIL verantwortlich dafür, dass die PITX2
Methylierung einen Biomarker darstellt. Zwar ist bei den drei in dieser Arbeit untersuchten Brustkrebsfällen
die PITX2 Methylierung in den TIL im Verhältnis zu den Tumorzellen gering, sodass eher unwahrscheinlich
erscheint, dass die PITX2 Methylierung in den TIL über die Prognose entscheidet, allerdings ist dabei zu
bedenken, dass nur  drei  Tumoren  untersucht  wurden und die Verhältnisse  in anderen Tumoren  anders
liegen  könnten.  Eine  weitere  Möglichkeit  wäre  auch,  dass  die  Methylierung  der  TIL,  als  auch  die  der
Tumorzellen additiv zur prognostischen Einstufung beitragen. In diesem Fall stellt sich die Frage, warum das
selbe  Gen  in  den  Tumorzellen,  als  auch  in  den  TIL  zur  Prognose  herangezogen  werden  kann.
Möglicherweise gibt es einen biologischen Zusammenhang für die Methylierung von PITX2 in Tumorzellen
und  TIL.  Ein  biologisches  Bindeglied  könnte  wiederum  Prolaktin  darstellen.  Obwohl  Prolaktin  für  die
Entwicklung des normalen Immunsystems zumindest bei Tieren nicht essentiell erscheint, so hat es doch
eine vielseitige Wirkung auf T-, B-, NK-Zellen und Makrophagen (Yu und Lee 2002, Velkeniers et al. 1998,

Horseman  et  al. 1997,  Bouchard  et  al. 1999).  Beispielsweise  fördert  Prolaktin  die  Expression  von

Wachstumsfaktoren in Makrophagen, die wiederum das Wachstum des Tumors begünstigen (Malaguarnera
et al. 2004). Auf der anderen Seite kann Prolaktin zumindest bei Mäusen die Bildung von Makrophagen

begünstigen, die sich positiv auf die Bekämpfung des Tumors auswirken (Majumder et al. 2004). Daneben

stimuliert Prolaktin NK-Zellen (Sun et al. 2004) und verhindert Apoptose bei T-Zellen (Krishnan et al. 2003,

Bauernhofer et al. 2003, Dogusan et al. 2003). Dabei kann die Expression von Prolaktin in den Lymphozyten

selbst  stattfinden  (Chavez-Rueda  et  al. 2005,  Gerlo  et  al. 2005)  und  somit  diese  Stimulation  autokrin
regulieren. Diese Stimulation könnte aber auch parakrin durch Prolaktin aus den Tumorzellen geschehen.
Andersherum  könnte  aber  auch  das  von  den  TIL  produzierte  Prolaktin  parakrin  auf  die  Tumorzellen
einwirken. In Kapitel 6.2 ist bereits diskutiert, dass eine erhöhte Methylierung von PITX2 in den Tumorzellen
einen niedrigeren Prolaktinspiegel bewirken könnte und dadurch prometastatische Signalwege begünstigen
könnte. Dies könnte durch exogenes Prolaktin aus den TIL verhindert werden. Ein solches Zusammenspiel
von auto- und parakriner Regulation zwischen TIL und den Tumorzellen und damit die Beeinflussung der
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Tumorprogression  könnte  bedeuten,  dass  sowohl  die  PITX2  Methylierung  in  den  TIL,  als  auch  in  den
Tumorzellen für eine Prognose verantwortlich ist.
In Kapitel 6.2 wurde ebenfalls bereits diskutiert, dass PITX2 unter der Kontrolle des Wnt Signalweges steht.
Inzwischen wurde auf Expressionsebene gezeigt, dass der Wnt Signalweg der Tumorzellen direkt auf den
Wnt  Signalweg  von  Makrophagen  einwirkt  und  diese  zur  Bildung  von  proinvasiven  Metalloproteasen
bewegen  kann  (Hagemann  et  al. 2004,  Pukrop  et  al. 2006).  Da  Methylierung  und  Expression
zusammenhängen, könnte das gleichzeitige Vorliegen von PITX2 Methylierung in TIL und den Tumorzellen
auch ein Indikator für dieses Phänomen sein.
Makrophagen  können  durch  Sekretion  des  Tumornekrosefaktors  α  (TNF  α)  bei  Tumorzellen  Apoptose
induzieren und den Tumor so bekämpfen, allerdings kann der Tumornekrosefaktor α auch zu vermehrtem
Wachstum der Tumorzellen führen (Khalil  et al. 2006, Pukrop  et al. 2006, Hagemann  et al. 2005). Dieser
Mechanismus könnte eine Schlüsselposition bei der Funktion von PITX2 als prädiktiver und prognostischer
Biomarker tragen. Zum einen ist von TNF α bekannt, dass es die Prolaktinexpression stimulieren kann (Gerlo
et al. 2006, Friedrichsen et al. 2006) und damit die bereits beschriebenen Wirkung von Prolaktin beeinflussen
könnte, zum anderen hat TNF α auch direkten Einfluß auf die Steroidproduktion in Tumorzellen (Purohit et al.
2002,  Bornstein  et  al.  2004)  und  könnte  so  auto-  und  parakrin  die  Tumorprogression  beeinflussen.
Interessant  ist  in diesem Zusammenhang, dass TNF α die Expression von BMP4 in Lungenepithezellen
unterdrückt  (Zhu  et  al.  2007)  und  auch  die  Expression  von  NR5A1  reguliert  (Hong  et  al. 2003).  Die

Methylierung von BMP4 und NR5A1 könnte damit im Zusammenhang mit TNF α stehen. BMP4 und NR5A1
konnten  im  Rahmen  dieser  Arbeit  als  prädiktive  Biomarker  bei  ER  positiven  Brustkrebspatientinnen
identifiziert werden und wirken mit PITX2 zusammen. Für die Eigenschaft von PITX2 als prädiktiver Marker
für  eine Anithormontherapie  ist  interessant,  dass  Makrophagen die  Bildung von  Resistenzen gegenüber
Antihormontherapien verursachen können, indem durch inflammatorische Signale Steroidhormonrezeptoren
von Repressoren zu Aktivatoren umwandeln (Zhu et al. 2006).
Ein weiteres Indiz, dass ein Zusammenspiel von TIL und Tumorzellen den Ausgang der Krebserkrankung
maßgeblich beeinflussen könnten, liefert eine Studie von Bacac et al. (2006). Dort wurde die Expression in

desmoiden Tumoren  untersucht,  die für  ihre  geringe Tendenz zur  Metastasenbildung bekannt  sind.  Sie
fanden, dass ein sehr großer Teil der dort differentiell methylierten Gene mit Entzündung assoziiert sind (z.B.
auch TNF α). Daneben wurden die beschriebenen Proteasen uPA und diverse MMPs und Mitglieder des Wnt
Signalweges,  sowie  PITX2  als  differentiell  exprimiert  gefunden.  Interessanterweise  sprechen  desmoide
Tumoren gut auf eine Tamoxifenbehandlung an (Gelmann 1997).
Über  immunohistochemische  Methoden  ist  es  möglich,  zwischen  den  verschiedenen  Lymphozyten  zu
unterscheiden.  Solche  Methoden  in  Verbindung  mit  der  in  dieser  Arbeit  entwickelten  Methode  zur
Methylierungsanalyse  mikrodissezierter  Zellen  könnte  zukünftig  dafür  verwendet  werden,  den
Zusammenhang zwischen TIL und Tumorprogression näher zu untersuchen.

6.3.4 Auswirkung auf die Entwicklung eines prognostischen oder prädiktiven Test

Für die Entwicklung eines prognostischen oder prädiktiven Testes, bei dem die extrahierte DNA aus dem
heterogenen Gesamttumor untersucht werden sollen, stellen sich zwei wesentliche Fragen:
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• Spielt es eine Rolle, welcher Teil des Tumors untersucht wird oder ist die Methylierung im Tumor und dem

anliegenden gesunden Gewebe homogen verteilt (Feldeffekt)?
• Welche Rolle spielt die Zusammensetzung des Tumors hinsichtlich der verschiedenen Zelltypen für den

gemessenen Methylierungswert.

Die erste Frage lässt sich nach den Ergebnissen dieser Arbeit nur teilweise beantworten. Es könnte zwar
einen Feldeffekt  geben, sodass auch an den Tumor  anliegendes gesundes Gewebe eine etwas erhöhte
Methylierung aufweist,  allerdings ist  diese Methylierung so gering, dass es natürlich entscheidend ist, an
welcher  Stelle  der  Tumor  analysiert  wird,  bzw. wie hoch  der  Anteil  an ebenfalls  analysierten  gesunden
Gewebe ist. Die zweite Frage lässt sich allerdings eindeutig beantworten. Da sich die Methylierung in den
verschiedenen  im  Tumor  vorkommenden  Zelltypen  grundlegend  unterscheidet,  ist  die  genaue
Zusammensetzung,  vor  allem  der  Gehalt  an  Tumorzellen  entscheidend  für  das  Analyseergebnis.
Methylierung  von  PITX2  wurde  beispielsweise  nicht  in  Fett  und  Stroma  gefunden,  sondern  nur  in
Tumorzellen, TIL und im geringen Maß in normalen Epithelzellen. Dabei ist allerdings zu berücksichtigen,
dass gerade Stroma- und Fettzellen im Vergleich zu den Tumorzellen relativ groß sind und dadurch ihr
Einfluß auf das Analyseergebnis gering ist. Eine kontaminierende Zelle, die beispielsweise den dreifachen
Durchmesser aber die gleiche Kerngröße wie die interessanten Tumorzelle hat, hätte das 27-fache Volumen
dieser Tumorzelle. Bei gleicher Größe der Zellkerne würde dann aus einem Dünnschnitt,  der jeweils zur
Hälfte  aus  Tumorzellen  und  aus  diesen  kontaminierenden  Zellen  bestünde,  96  %  der  DNA  von  den
Tumorzellen stammen (im Idealfall  eines unendlich dünnen Schnittes).  Problematischer sind die TIL,  die
kleiner  als  Tumorzellen  sind  und  somit  einen  größeren  Einfluß  auf  das  Analyseergebnis haben.  Umso
wichtiger ist die in dieser Arbeit gewonnene Erkenntnis, dass Methylierung in den TIL für PITX2 gefunden
wurde, zumal dieses Ergebnis auch aus biologischer Sicht durchaus einen Einfluß auf die Prognose haben
könnte.  Somit  ist  eine  weitere  Analyse der  TIL  hinsichtlich  ihrer  Methylierung und ihres  Einfluß  auf  die
Prognose sinnvoll.
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8 Anhang

8.1 Oligonukleotide

Tabelle 10: Primersequenzen der unter 5.2.3 sequenzierten und unter 5.2.4 per DNA Chip analysierten PCR
Amplifikate. Dargestellt sind zusätzlich die Positionen der Amplifikate im Genom basierend auf Ensembl v41.
Alle C-reichen Primer tragen am 5'-Ende eine Cy3®-Markierung. Alle Primer wurden von MWG-Biotech (D)
bezogen. 

Gene

Am
pl

ifi
ka

t 

Primersequenzen Position im Genom

Vorwärtsprimer bzw.
Sequenzierprimer Rückwärtsprimer

C
hr

om
os

om

Start Ende

BARX1 1 GGTTAAAAAGGAGGGGGTT TAATACCCTCACATCACTATCTAAA 9 95757597 95757811

BARX1 2 TTGAGGGGTAGAATATGGG ACCTCCTCCCCAATAAAA 9 95760589 95760898

BMP2 1 GGGGTGTATTGGAGTAAGG ATTATTCTCCCTACAAATTCAAA 20 6696899 6697237

BMP4 1 TTGGAAGAAGTTTGTAGGGAT CCAATCTAACCCCCAACTA 14 53492175 53492489

GAD1 1 TAAGGTGGAGAGATTATTTTTAATG ACAAACCCTAACCCTCCTCTA 2 171387061 171387450

GATA4 1 ATTGAGTAAAGGGTTTTAGGTTT CCTCTCCCCAAACTTACCT 8 11602562 11603053

GATA4 2 ATAAGGGTTGGAGAATGTGTAT ACTCCCACAAACCAATCA 8 11599056 11599524

GATA4 3 TGATTGGTTTGTGGGAGT AACAATCTAAATATCTCCTAAACCTC 8 11598608 11599073

GATA4 4 AGTAAAGGGTTTTAGGTTTTTGT TAAACCACCCTCTCTCTTTCTA 8 11602737 11603049

ISL1 1 GTAAGAGATAAGGAAGAGAGGTGTT CACACAAAATACAATCAATTTCC 5 50715003 50715493

LHX3 1 GGTAGAGGTTTGAGTTGGAGTAT AATTACCCTTCCTCCCTAAAC 9 138235098 138235369

LHX3 2 GGGTTTGGAGTTTAGGGA CCTCAATATCCTACTAAAACTTACC 9 138236577 138237025

LHX3 3 GGGTTTAGGTTAGGGTTTTT CCACACTCACCCCTTCTA 9 138235028 138235253

LHX4 1 GTTTTAGGGATTTAAGATAGGGT CCTAACCAATTCCTTTCCTAC 1 178465033 178465372

LMO2 1 AGATTAAATGGATAAAGAGAAAGG AACCTAAACCCTTCAAAATAAATA 11 33847059 33847484

LMX1A 1 GGAATGTTTGTAGAAGTAAAAGAGT CACCCAAAACCCTAAACC 1 163592079 163592535

PITX3 1 TTAGAGGGTAGGTAGGGGTT AAACCTAAAAATCCACAACTAAA 10 103991131 103991399

POU4F1 1 TTGTTTTTGTTGGTGGTTATT TAACACCTAAACCCCACTTCT 13 78075719 78075925

TCF4 1 GATGTGTGAGTGAGAGGGAA CACAACCAAAATCCCTAACT 18 51406427 51406851

ZNFN1A1 1 AAAGAAAGTTGGGAAGAGTTT TTAAATTCACCAATTACCCCA 7 50314817 50315119

CCND2 1 GGGAGAGGTGAGGGTAGA ACCCCTAACATACAAAACTAAATAA 12 4252946 4253335

FGF4 1 TTGGTTTAGGTGGATTTTTATT ACCTCTTACACTTTATCCCTACC 11 69299578 69299942

GAD1 2 GTGATGGGAAAAGAAGGTT TCTAACCAACAACTCCAAATATAAA 2 171380570 171380925

GATA4 5 GAGGAGTATTTAGTTTTTGGATTTT AAATTACCCAACCCCTACTCT 8 11599356 11599822

LHX3 4 TGGTGATGGAATGGTTTT ATAAACCCCAACAAAACACTAA 9 138236186 138236600

LHX4 2 ATTGGAAATAGATTGGGGA TCTAACTAATACCCCTACCCTATAA 1 178466086 178466512

NR5A1 1 GGAGTTAGAGATGGGAAGAAAT CTAATCCAATCCCCCACC 9 126305959 126306096

PITX3 2 AGGGTGGGGGTAGGTTAT CCCATTACCCTAATCTATATCTTC 10 103981547 103981875

DLX2 1 GGTTTGGTATTGGTAGGAATTTA CCTCCTTTCTTATTTCCCC 2 172675231 172675643

DLX2 2 GGGGAAATAAGAAAGGAGGTA AATACCCACACTTCAAAAACC 2 172675625 172675903

FGF8 1 TGTATGGGGGATAGTGTTG TACCTCCAAACCCAAATAAAA 10 103525384 103525501

GATA2 1 GTTTATAGGGTAGGAGTTGGG AACCTTAAAATAAAAATCCCTTAAT 3 129689352 129689690

LEF1 1 AATTTAAGGGTGGGGGAG CTTCTAATCCTTACACCTTCTTTTA 4 109308441 109308940



7. Anhang 157

Gene
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Primersequenzen Position im Genom

Vorwärtsprimer bzw.
Sequenzierprimer Rückwärtsprimer

C
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om

Start Ende

LMO4 2 TTTGAGAAAGATGGTAAGTTTTT CAAAATCCCAACTACTCCC 1 87566331 87566739

NR0B1 1 AGTTTTGTTTAGTGGTTGTTTTT ACTATTCTTCCATTTCCAACTTTTA X 30237423 30237623

PAX2 1 TTATTTGAGAAGGAAAAAGAGAA TTAACAAATTAAACCTAAACCTAAATC 10 102579386 102579563

TCF1 1 GTTTATTTAGTGTTTGGATTAGTGTT ACCATAACTCCCTATCCCTC 12 119900612 119901051

BRMS1 1 GATGTTTATAGTTGGATAGTTTGGT CCTAAAATTCCTAATTCTCTCAAAA 11 65869190 65869583

CCND1 1 GATTATAGGGGAGTTTTGTTGA CACCTCCAACATCCAAATA 11 69165060 69165463

CITED2 1 GAGGGGAAATAAAAGGGA AATCAACCCTCCTCATCCTA 6 139737105 139737425

CREBBP 1 TGAATGTAGTTTGGTTAATGTGT TATCACCCCCACCTAAAAA 16 3869372 3869793

CTNNB1 1 TGGGGTGTTTAGGTATTTTATT ACTACTCCTCAAACCTTCCTC 3 41215800 41216089

EP300 1 AATTAAGGGGTAGGGAATTAGA CATCCCTCTCCAACCACT 22 39818780 39819162

FGFR1 1 AATTTAAGGGAAGGGTTTGA CCCCCTACAACTACCTACTAAA 8 38445374 38445817

GATA3 1 TATTTTGGGGGTTTGAGAG CAACCTACCCCATTCATAAAA 10 8135972 8136298

GATA6 1 TTGGAAGAGTAGTTTGGAGG CTAAATCCTTCCCAACAAAAA 18 18004008 18004401

HDAC1 1 AAGTGGGATTGTTAAGTTTATAGAG CCTCAACCTCCAAATTCC 1 32530016 32530472

HTATIP 1 GGGGAGGTGGGTAGAGTT CTCCTTCAATCACAAATACCA 11 65236363 65236690

HTATIP 2 TAGTGGAGGGAGGGAAGAT AATACCACCCCTTTCCAA 11 65236298 65236676

LDB1 1 TGGTGTTTTTAGTAGAGGGGT AACAACTTCAACAACTCATATCC 10 103864239 103864606

LDB1 2 TTTTGTTGGGGGTATTAGG TCTCTCCCAATCTCTATCTCTC 10 103864590 103864894

LMX1B 1 GGATTGATAAGTAGGTGATAGAGG AACAACACCCCCAAAATAA 9 128416279 128416686

LMX1B 2 GAGAAGGAGTAGGAAGTGATGT TACTTACAAAATCACAAACCCC 9 128428434 128428933

MSX1 1 AAAAGAAGTAGTAGAGGAGAGAAATAA TCCCCAACAAACCAACTC 4 4911895 4912388

MSX2 1 GAGAGGGGAAAAAGAGTTGT CTACACTCTACAAAAACTCCATAAATA 5 174092014 174092481

NCOR1 1 GGGAGAGGGGTTGAGTTA TCTTCCTCCAAACTCCATAAA 17 16059157 16059585

NR0B1 2 GGGTAGTATTTGGAAGTAGGGTAA CAACAAAACAACACCCTCTACT X 30236565 30236780

PAX2 2 TATAGAGTGGTGGAATTTATTGTT ACTCCCCTAAAACCTAATCATC 10 102495204 102495649

PAX9 1 GAGAAGGGAGTTGTGGTATTAG AAACTATCCCCAAACCATATAA 14 36201284 36201731

PITX1 1 GAGTTGGGAGTAGGGTTTG AACCTCCCTCTCTATCTCTCTAAATA 5 134396890 134397245

PROP1 1 GGAGGGAATAGGTGTGGA CCTCCTAACCTTCTTCATAAAA 5 177355344 177355625

SMAD4 1 GTTTAGGGGAGAGTAGGAAGG ACCCAAATCCAAATTCAAAA 18 46810409 46810726

TCF7L1 1 AATAATGAAGAAAAGGTGATTTTTA CCCCTAACTTTCTCCCAA 2 85213393 85213732

TDGF1 1 GGATTGAAATGTTAGGTGAGG AAAAATTCCTTAAAAACTCCAA 3 46593291 46593716

TGFB1 1 TTGGTATTAGAAGGTGGGTG AACAAAACTTAAAAACCCCAA 19 46551005 46551303

TRRAP 1 AGATTTAGGGAAAAAGGAGTTT CCCACAACTTCCTCTCAA 7 98313907 98314399

DLX4 1 TTAGGTAATGGGAGGAGTAGG CCCAAAACTACCAACAATAAA 17 45404066 45404446

DLX4 2 ATTTGAAGGGGAGTTAAGTGT CCCAAAAACCATCCAACTA 17 45400745 45401176

HDAC1 2 GGTGAGTTTAGGAGGGGA CCACATCAAACTTCCTCAA 1 32530228 32530664

LDB1 3 GTGGGTAGTGTGGTGTATTTT CACAAATCCCAAACCCTT 10 103870575 103870880

LEF1 2 GAAGGAGGTGGTGATTGA CCTCTCCCCACTATCAAAA 4 109309669 109310082

NODAL 1 AGTTTATAGGTAGAAGGTAGGTAGTGT CAATCCCAAACCAAAACC 10 71870944 71871252

POU4F2 1 GAATTTGGGATTAGGGTTATT TTACCCCTTCTTCCTCTCTAC 4 147778898 147779351

TGFB1 2 AGGAGGTAGGATTTGGGG CCCCTACAAAAACTAAAAATCTC 19 46550856 46551307

PITX2b,a GTAGGGGAGGGAAGTAGATGT TCCTCAACTCTACAAACCTAAAA 4 111777835 111778242
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Sequenzierprimer Rückwärtsprimer
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PITX2b,c GAGTGATAGGGATAGGTAGGTG CCTTAAACTAAACAAAAACTAAATTCC 4 111763491 111763967

TFF1b TTGGTGATGTTGATTAGAGTTT TAAAACACCTTACATTTTCCCT 21 42656343 42656791

uPAb GGTAAGGGGGTTTGAGGT TCCCTCCCCTATCTTACAA 10 75340488 75340826
a Promotor der Transkripte A und B, b wurde nicht sequenziert, sondern nur mit dem DNA Chip analysiert, c

Promotor des Transkripts C

Tabelle  11:  Sequenzen der  Primer,  die  zur  Generierung  von Amplifikaten  verschiedener  Länge (Kapitel
5.3.2.1.1) verwendet wurden. Dargestellt sind zusätzlich die Länge der Amplifikate, die Namen der Gene und
die Positionen der Amplifikate im Genom basierend auf Ensembl v41. Alle Primer wurden von MWG-Biotech
(D) bezogen.

Gene

Lä
ng

e 
[b

p]

Primersequenzen Position im Genom

Vorwärtsprimer Rückwärtsprimer

C
hr

om
os

om

Start Ende

CYP2B6 185 TTTTTGTAGTTTAGAAGGAGGTTAG ACACAATAAATTCAACCACCAA 19 46207753 46207937

CDKN2A 210 GGGAGATTTAATTTGGGG CACCCTCTAATAACCAACCA 9 21964894 21965103

MLNR 235 TTAGGTATAAGTTGGTGGTGG CCCATAAACAACCCCTAAAA 13 48692472 48692706

SLC25A29 260 AGGTATAGGATGGGGAATTAGT AACCCAAACCCTTATACAAAC 14 99829095 99829354

RPA2 285 GTTTTTGGAGTTAATTGGGAG CACCCCCATCATTACTATTC 1 28113517 28113801

ECGF1 310 AGGGTAGAGGGTGTTGGT CCAAAACTATAAACCTTCCCA 22 49316155 49316464

PTPRN2 335 TTTAGTATGGGTTGAGAGGAGT CCTCTTTCCTAAAACTACACATTC 7 157088803 157089137

MAGEB4 360 GGATTATTGTTGGGTATTTGTT ACACTTCCCTAAAATCTTCAAA X 30170608 30170967

XE7 385 GTTGGATTTGTTTAGAGAGAGG ACATTTAACTCTTTATCCCAAAA X 1677590 1677974

AUTS2 410 TTATTTGATGGGGATAGAGATT ACAAACAACACACCCTCATAC 7 69174278 69174687

EMR1 435 TGTAATGAAAGAAGGTGTTGAG TTAACTAAACCATCCATAACCC 19 6838306 6838740

SMAD6 460 GGATTATAGGAATTAGAATGGGT TCTTTCCAACTCAACATCTTACT 15 64786807 64787266

PIK3CB 485 TGGTGGTATGGATTGGATAA TCCCCCAAATAACACAATATAC 3 139960651 139961135

VIM 511 AGAGGAAAGAGTAAGGAATTTTT CTTATCCCCCACAAAACC 10 17310360 17310870

TMEFF2 535 GGTGGAGGGAGAGTTAAGG CCAACAAAACGCCCTCTCC 2 192767835 192768369

PMS2 561 GATTGAGATTATTTTGGGTTTT ACTTAAACCTTCCCTCTCCAC 7 6016906 6017466

GNAS 586 TTAAGTATTGGATTTGGGGTTA ACCTACCCTCTAACTCTACAAAAA 20 56847945 56848530

TP73 606 AGTAAATAGTGGGTGAGTTATGAA AAAAACCTCTAAAAACTACTCTCC 1 3557673 3558278

MGMT 636 AAGGTTTTAGGGAAGAGTGTTT ACCTTTTCCTATCACAAAAATAA 10 131154724 131155359

ESR1 662 AGGGGGAATTAAATAGAAAGAG CAATAAAACCATCCCAAATACT 6 152170124 152170785

CEACAM5 678 TATGGGAGGAGGTTAGTAAGTG CCCCAAATCCTACATATAAAAA 19 46903217 46903894

SKIV2L 711 GTATTATGTGGTTTAAGGAGGG ACTCCAAACAAATTCAACAACT 6 32034433 32035143
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Tabelle 12: Sequenzen der Primer, die für die mPCR Voramplifikation und als Sequenzierprimer verwendet
wurden.  Dargestellt  sind zusätzlich die Namen der  Gene und die Positionen der  Amplifikate im Genom
basierend auf Ensembl v41. Alle Primer wurden von MWG-Biotech (D) bezogen.

Gene

Primersequenzen Position im Genom

Vorwärtsprimer Rückwärtsprimer

C
hr

om
os

om

Start Ende

HS3ST2 GGGATTTTTGGAGAAGTTTTTG CTCCTACACTTACCTATATTACAA 16 22733516 22733643

LHX3 AGAAGGGTAGGGTTAGTGTTT ACCCCTCTAAAACCCAAAATAA 9 138236973 138237108

LIMK1 AAGGGAGGTTTGGTGTATTTT AATACCCTATAAACCACCCC 7 73146958 73147164

PITX2a GTAGGGGAGGGAAGTAGATGTT TTCTAATCCTCCTTTCCACAATAA 4 111777835 111777978

PITX2b AGAGGGATAAAGAGTAAAGATTT CCAATAACCTCTCCCTATAAC 4 111773195 111773407  

PITX2c GATAGGTAGGTGATATTAGATTTT CCTAAATACCTAAAACTAAACTAC 4 111763501 111763655

PITX2d TTTTGGAAAGTGGTTTTTAGTTTT CCAAACAACCCAACTCTTC 4 111761842 111762075 

PITX3 TTTTAGTAGGGTAGTTGGAAAG TACTACCACCCCCAACC 10 103991253 103991366 

RASSF1A AAGGAGGGAAGGAAGGGT TCCCCCAAAATCCAAACTAAA 3 50353329 50353441 

SLIT2 GTGAGTGAGTAGAGTTTAGAGT AAAAATCTCAATAAATATTATAACCCC 4 19863903 19864076 

SLITRK1 GAGGTGATAAATATTAGTAGTAGTTT AAATTTCATACTCCTCTCCAATA 13 83351752 83351943

TFF1 AGTTGGTGATGTTGATTAGAGTT CCCTCCCAATATACAAATAAAAACTA 21 42656341 42656529

uPA GTTAGGTGTATGGGAGGAAGTA ACTCCCTCCCCTATCTTACAA 10 75340661 75340828 

a Promotor der Transkripte A und B, b Region 3, c Promotor des Transkripts C, d Region 8

Tabelle  13:  Sequenzen  der  Primer,  die  zur  Reamplifikation  der  mPCR  verwendet  wurden.  Alle  Primer
besitzen  am  5'-Ende  eine  Domäne  (ACTCC  bei  G-reichen  und  AGGTG  bei  C-reichen  Primern)  zur
Generierung des Normalisierungssignals. Alle Primer wurden von MWG-Biotech (D) bezogen.

Gene
Primersequenzen

Vorwärtsprimer Rückwärtsprimer
HS3ST2 ACTCCGGGATTTTTGGAGAAGTTTTTGGT AGGTGCTCCTACACTTACCTATATTACAACT

LHX3 ACTCCAGAAGGGTAGGGTTAGTGTTTTT AGGTGACCCCTCTAAAACCCAAAATAACC

LIMK1 ACTCCAAGGGAGGTTTGGTGTATTTTTT AGGTGAATACCCTATAAACCACCCCCC

PITX2a ACTCCGTAGGGGAGGGAAGTAGATGTTAG AGGTGTTCTAATCCTCCTTTCCACAATAAAA

PITX2b ACTCCAGAGGGATAAAGAGTAAAGATTTAG AGGTGCCAATAACCTCTCCCTATAAC

PITX2c ACTCCGATAGGTAGGTGATATTAGATTTTTT AGGTGCCTAAATACCTAAAACTAAACTAC

PITX2d ACTCCTTTTGGAAAGTGGTTTTTAGTTTTTG AGGTGCCAAACAACCCAACTCTTCCAC

PITX3 ACTCCTTTTAGTAGGGTAGTTGGAAAGGG AGGTGTACTACCACCCCCAACC

RASSF1A ACTCCAAGGAGGGAAGGAAGGGTAA AGGTGTCCCCCAAAATCCAAACTAAAC

SLIT2 ACTCCGTGAGTGAGTAGAGTTTAGAGT AGGTGAAAAATCTCAATAAATATTATAACCCC

SLITRK1 ACTCCGAGGTGATAAATATTAGTAGTAGTTT AGGTGAAATTTCATACTCCTCTCCAATAAC

TFF1 ACTCCAGTTGGTGATGTTGATTAGAGTTTT AGGTGCCCTCCCAATATACAAATAAAAACTACT

uPA ACTCCGTTAGGTGTATGGGAGGAAGTA AGGTGACTCCCTCCCCTATCTTACAAC

b Region 3,a Promotor der Transkripte A und B, c Promotor des Transkripts C, d Region 8
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Tabelle  14: Sequenzen der Primer, die in den Kapiteln  5.1.1 zur Analyse der verschiedene Regionen von
PITX2  in  Zelllinien  verwendet  wurden  (PCR-  und  Sequenzierprimer). Dargestellt  sind  zusätzlich  die
Positionen der Amplifikate im Chromosom 4 basierend auf Ensembl v41. Alle Primer wurden von MWG-
Biotech (D) bezogen.

PITX2 Region
Primersequenzen Position

Vorwärtsprimer Rückwärtsprimer Start Ende
1 (Promotor AB) GTAGGGGAGGGAAGTAGATGTT TTCTAATCCTCCTTTCCACAATAA 111777835 111777978

2 GTAGGAGAAGGGGGTTTTTATT TTATAATCCTCTAACCTCTAAAC 111773537 111773865

3 (Intron 2) AGAGGGATAAAGAGTAAAGATTT CCAATAACCTCTCCCTATAAC 111773195 111773407

4 GGAAGAATTTGTTGTTGGTTGTT TCAACTCTTTCCTCTAACTAAA 111772972 111773236

5 (Promotor C) GATAGGTAGGTGATATTAGATTTT CCTAAATACCTAAAACTAAACTAC 111763501 111763655

6 GAGATGGTGTGTATTTTTAGTT TCCATAAACTACATAAAAAACCC 111762887 111763068

7 GATGTTGGGATTTTTGTGATTT CCCAAAAAAATCAACCCCTC 111762571 111762794

8 (Exon 5) TTTTGGAAAGTGGTTTTTAGTTTT CCAAACAACCCAACTCTTC 111761842 111762075

Tabelle  15:  Sequenzen  der  Primer,  die  in  den  Kapiteln  5.2.1 zur Identifizierung  weiterer  potentieller
Biomarker verwendet wurden (PCR- und Sequenzierprimer). Dargestellt sind zusätzlich die Namen der Gene
und die Positionen der Amplifikate im Genom basierend auf Ensembl v41. Alle Primer wurden von MWG-
Biotech (D) bezogen.

Gene

Primersequenzen Position im Genom

Vorwärtsprimer Rückwärtsprimer
C

hr
om

os
om

Start Ende

PITX2a GTAGGGGAGGGAAGTAGATGTT TTCTAATCCTCCTTTCCACAATAA 4 111777835 111777978

uPA GTTAGGTGTATGGGAGGAAGTA ACTCCCTCCCCTATCTTACAA 10 75340661 75340828

TFF1 AGTTGGTGATGTTGATTAGAGTT CCCTCCCAATATACAAATAAAAACTA 21 42656341 42656529

LHX3b TAGTGTTTTGTTGGGGTTTATTT CCAAACCCAATAACTCCC 9 138236580 138236803

LHX3c GGAAAGGTTTGAGGATTTTTTG ACCTACTACTAACACTACTAAC 9 138234555 138234657

PITX3b TTTTAGTAGGGTAGTTGGAAAG TACTACCACCCCCAACC 10 103991139 103991299

PITX3c TTGGGGATGAAGTTGTTATGTT CAAAACCCTCCCTCCATAA 10 103981660 103981842 

PITX1 AGGTTGGAGAAGGAGGGGT CAACCCAAAATAAATAAATATTTACC 5 134398236 134398387

LHX4 GTTTGGTTGAGGTTGGGTTA CAACCCCTAATCCCCTTC 1 178465214 178465317

DLX4d ATAGGGAGTTGGGTGGTG TCTACACTTAACTCCCCTTCAA 17 45401153 45401290 

DLX4e TAGAGGTTTAGAGTAATGTTTAGAG AAACTAATATTCAAAATCCTCTCAAC 17 45404900 45405012 
a Promotorregion  der  Transkripte  A  und  B,  b Promotorregion  des  Transkripts  A,  c Promotorregion  des
Transkripts B, d  Promotorregion, e Intron
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Tabelle  16: Primer und Detektionssonden für die QM Assays. Alle Detektionssonden tragen an 3'  einen
Quencher- (BHQ-1) und an 5' einen Reporterfarbstoff (6-FAM bei CG-Sonden und HEX bei TG-Sonden). Die
Primer und Detektionssonden wurden von Biomers (D) bezogen.

Gen Vorwärtsprimer Rückwärtsprimer CG-Probe TG-Probe

PITX2a GTAGGGGAGGGAAGTAG
ATGTT

TTCTAATCCTCCTTTCCAC
AATAA

AGTCGGAGTCGGGAGAG
CGA

AGTTGGAGTTGGGAGAGT
GAAAGGAGA

PITX2c GATAGGTAGGTGATATTA
GATTTT

CCTAAATACCTAAAACTAA
ACTAC

CGACTCCTATTCGACCGC
CCG

CCCAACTCCTATTCAACCA
CCCAAAAA

TFF1 GATGGTATTAGGATAGAA
GTATTA

CCCTCCCAATATACAAATA
AAAACTA CACCGTTCGTAAAATCC ACACCATTCATAAAATCCC

CTAAT

uPA GTTTTTTTTAAATTTTTGTG
AG CCTCCCCTATCTTACAA ACCCGAACCCCGCGTACT

TC
ACCCAAACCCCACATACT

TCCACA

ABHD9 GGTGTTAGGGTTTAGGGG
TT

CCAAATATTTACCTAACAC
TCAAATA

AACTATTTTCTATCGAAAC
CGCCCG

AACTATTTTCTATCAAAAC
CACCCACCTCT

a Promotor der Transkripte A und B, c Promotor des Transkripts C
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Tabelle  17:  Sequenzen  der  für  die  Herstellung  des  DNA  Chips  verwendeten  Oligonukleotide.  Alle  Oligonukleotide  tragen  eine  C6-Aminomodifikation  am  5'-Ende.  Die
Oligonukleotide sind sortiert nach dem Gen, für dessen PCR Amplifikat sie spezifisch sind und nach dem zugehörigen CG- bzw. TG-Partneroligonukleotid, mit dem sie jeweils die
selben CpG-Positionen abdecken. Alle Primer wurden von MWG-Biotech (D) bezogen.

Gen
Oligopaar 1 Oligopaar 2 Oligopaar 3 Oligopaar 4 Oligopaar 5

CG TG CG TG CG TG CG TG CG TG

BARX1 GTAGACGGCG
TGGGTT

AGGTAGATGGTG
TGGGTT

GTTACGTGAAA
GAGGTCGGT

GTTATGTGAAA
GAGGTTGGT

AGCGGAGCGTA
CGTTT

AGATTGAGTGGA
GTGTATGT

AGTCGGAGAGT
TCGGGA

GTTGGAGAGTT
TGGGAGG

LHX4 AGGGTCGAGT
TGGACGA

GGGTTGAGTTGG
ATGATTG

TAGGGCGGTCG
GGGAG

GTAGGGTGGTT
GGGGAG

TTCGTCGCGGG
GAGGT

AGGTTTTGTTGT
GGGGAG

TTTCGGGTCGA
GTACGG

TTTTGGGTTGA
GTATGGGT

CCND2 AAACGCGGTT
TTTCGTT

TTAAATGTGGTT
TTTTGTTATTT

TTCGATTTAATT
TTAAACGCGGTT

TTTGATTTAATT
TTAAATGTGGTT

TTTGAAGCGGT
GACGT

AGTGGTGATGTA
AGTTGGT

FGF4 TGCGTTAAGG
CGGTCGG

TTGTGTTAAGGT
GGTTGGA

GGTTGCGTTAA
GGCGG

GGGTTGTGTTA
AGGTGGT

GGAGTTTCGGA
TGTTCGA

AGGAGTTTTGGA
TGTTTGAG

TAGGTTTCGGT
GTCGTTTA

TAGTTAGGTTTT
GGTGTTGTT

TFF1 GAGGGACGTC
GATGGT

GGAGGGATGTT
GATGGTA

TTTACGAACGGT
GTCGT

TATGAATGGTG
TTGTTGAAAT

TACGAACGGTG
TCGTCGA

GGATTTTATGAA
TGGTGTTGT

GAACGGTGTCG
TCGAA

AATGGTGTTGT
TGAAATAGTA

GTGTCGTCGAA
ATAGTAGT

GGTGTTGTTGAA
ATAGTAGTT

TCF4 TTCGGAGTAA
GTCGCGT

ATTTGGAGTAAG
TTGTGTTTT

ATTTTTTGGCGA
GGCGG

TATTTTTTGGTG
AGGTGGG

GTGTTCGATGA
ATTTTCGTT

AGGTGTTTGATG
AATTTTTGT

TTCGAGGGATG
TAACGGGTA

TTTGAGGGATG
TAATGGGTA

uPA TTGCGGAAGT
ACGCGG

TGTGGAAGTATG
TGGGGT

TACGCGGGGTT
CGGGT

AGTATGTGGGG
TTTGGG

TTCGGGTCGTT
GAGCGT

GTTTGGGTTGTT
GAGTGT

GGTCGTTGAGC
GTTGTA

GTTGTTGAGTG
TTGTAAGAT

PITX2c TGTCGAGACG
TTATTTCGT

TGGTGTTGAGAT
GTTATTTTGT

AGTAGTGCGGG
GTCGG

AGTAGTGTGGG
GTTGGG

TGTAGTTACGA
CGCGGT

GTTGTAGTTATG
ATGTGGTTTT

TTTCGGGCGGT
CGAAT

TTTTGGGTGGT
TGAATAGGA

TAGGCGAGCGA
CGGAT

TAGGTGAGTGAT
GGATTAGAT

PITX2a TTTGCGTTAAT
TCGGTAGT

TTTGTGTTAATTT
GGTAGTTTTA

AGCGTTAGGGT
AGCGGGG

GGAGTGTTAGG
GTAGTGG

AGCGGGTCGAA
GAGTCGG

AGTGGGTTGAA
GAGTTGG

TTGGGACGAGG
CGTGT

GGGATGAGGT
GTGTGGA

GAGTCGGGAGA
GCGAA

AGTTGGGAGAGT
GAAAGG

BMP4 GATTCGGGAA
TTACGGGA

GGGATTTGGGAA
TTATGGG

GGTTTCGTAAGT
CGACGA

TGGGTTTTGTA
AGTTGATGA

TTCGTGGAGAA
GGCGCGT

TTTGTGGAGAAG
GTGTGT

TTAGGGCGTTT
CGTTAGT

AGGGTGTTTTG
TTAGTTGG

ISL1 ATTGTCGGTT
TTTATTTTCGG

GTTGGTTTTTATT
TTTGGGAAA

GGTGTTCGAGT
CGCGT

AGAGGTGTTTG
AGTTGTGT

ATTTCGTCGGT
TTAAATTGG

AATTTTGTTGGT
TTAAATTGGA

GGCGTAGTCGA
GTAGCGG

GGTGTAGTTGA
GTAGTGGT

GAD1 GGTATTCGGC
GTTCGTT

TAGGGTATTTGG
TGTTTGTTT

TACGGTATCGG
GTGGGA

TATGGTATTGG
GTGGGAGT

ATTCGATTGCG
CGGGT

ATTTGATTGTGT
GGGTGGA

ATTGCGCGGGT
GGAGG

ATTGTGTGGGT
GGAGGT

GATA4 TTCGTCGTAG
TCGGGGT

TTTGTTGTAGTT
GGGGTTTTAA

TTCGCGGTTATA
GGCGT

ATTTGTGGTTAT
AGGTGTAGAA

GGCGTACGAGT
TTTCGG

TGGTGTATGAGT
TTTTGGGT

GGAGGTGGCGT
ACGAG

TGGAGGTGGTG
TATGAGT

ZNFN1A1 AGAGTTTCGC
GGTTAAGT

GGGAAGAGTTTT
GTGGTTAA

GGCGGTGATTG
CGGTA

GGGTGGTGATT
GTGGTAA

GGGCGGGACG
TTCGGT

TGGGTGGGATG
TTTGGT

GTTTTAAAGCG
CGACGT

TTGGTTTTAAA
GTGTGATGTAT

AGCGCGACGTA
TAAATTTACGT

AAAGTGTGATGT
ATAAATTTATGT

BMP2 GGTAATTCGT
TTGGTATCGA

GGTAATTTGTTT
GGTATTGAGA

TTCGTTTGGTAT
CGAGATCGT

ATTTGTTTGGTA
TTGAGATTGT

TTGGATTCGGC
GTCGT

GGATTTGGTGTT
GTTTAGGA

TATGGGTCGCG
GCGGA

ATGGGTTGTGG
TGGAGT

NR5A1 GGCGAGAGAT
AACGATCGA

TTGGTGAGAGAT
AATGATTGA

ATCGGGCGTAG
ATACGA

ATTGGGTGTAG
ATATGAGGT

GGGCGTAGATA
CGAGGT

GGTGTAGATATG
AGGTTAGTT

AATTCGGCGGG
GACGA

AATTTGGTGGG
GATGAGAT
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Gen
Oligopaar 1 Oligopaar 2 Oligopaar 3 Oligopaar 4 Oligopaar 5

CG TG CG TG CG TG CG TG CG TG

PITX3 GTCGGGTATT
CGGTCGG

GTTGGGTATTTG
GTTGGAG

AGGGGTCGGGT
ATTCGG

GGGGTTGGGTA
TTTGGT

ATTCGGTCGGA
GTGGG

ATTTGGTTGGAG
TGGGG

AGGGCGTTTTT
AGTTCGT

ATTAGGGTGTT
TTTAGTTTGT

TAGTTCGTCGC
GGCGA

TTAGTTTGTTGT
GGTGAGT

LMO2 AGGTCGTGGA
TATCGGG

GGTTGTGGATAT
TGGGGG

TTCGTAGAGGC
GTCGGG

GTTTGTAGAGG
TGTTGGGT

TTCGGAATTATT
CGGGAGG

TTTTGGAATTAT
TTGGGAGGA

AAGGGTACGTC
GCGAG

GGTTAAGGGTA
TGTTGTGAG

POU4F1 TTCGCGAGAG
TTTTTCGG

TTTGTGAGAGTT
TTTTGGGA

AGAGCGCGCGT
TAGAT

AAGGAGAGTGT
GTGTTAGAT

TACGGGGTCGT
CGAGA

TATGGGGTTGTT
GAGAAGG

AGCGGTTTTTA
CGCGTT

AGAGTGGTTTT
TATGTGTTGG

LHX3 AGGAGCGGGT
ACGGTT

GGGAGGAGTGG
GTATGG

ATCGGGGCGAC
GAGAG

GGGGATTGGGG
TGATGA

AGTATCGCGGA
TAGCGT

TATTGTGGATAG
TGTTAGGTTT

ATCGAGCGAGG
TTCGG

ATTGAGTGAGG
TTTGGGGT

GGCGGGATTCG
GGGTA

GGGTGGGATTTG
GGGTA

LMX1A AAGAGTCGTT
TCGGGGA

GTTGTTTTGGGG
AGGAGT

TAGTCGGAGGA
GTCGTTT

ATTGTAGTTGG
AGGAGTTGT

TTCGGAGCGTC
GGGGA

TTTTGGAGTGTT
GGGGAG

GACGTGGTCGC
GAGTT

GGGATGTGGTT
GTGAGTT

a Promotor der Transkripte A und B, c Promotor des Transkripts C

8.2 DNA-Chip Ergebnisse

Tabelle 18: Ergebnisse (Konkordanzindex [K-Index], die Separationscore [Sep], die zeitabhängigen AUCs [36AUC – 72AUC] und der p-Wert des Cox Modells) der einzelne Chip-
Oligopaare in der Chip-Studie. Dargestellt sind die Ergebnisse in der Gesamtpopulation (384 Patientinnen), in der Gruppe der Östrogenrezeptor-positiven (284 Patientinnen) und
Östrogenrezeptor-negativen (97 Patientinnen) Gruppe.
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NR5A1 1 0,68 0,62 0,64 0,64 0,63 0,64 0,000023 0,46 0,57 0,57 0,58 0,58 0,59 0,00069 0,17 0,53 0,55 0,53 0,53 0,53 0,51

BMP4 3 0,71 0,63 0,68 0,69 0,65 0,64 0,000024 0,48 0,6 0,63 0,64 0,62 0,61 0,00021 -0,03 0,51 0,52 0,52 0,52 0,52 0,82

BMP4 4 0,62 0,61 0,64 0,66 0,61 0,62 0,000074 0,43 0,58 0,6 0,62 0,6 0,6 0,00040 -0,03 0,51 0,52 0,52 0,52 0,52 0,71

BMP4 1 0,52 0,6 0,63 0,63 0,61 0,61 0,00034 0,23 0,54 0,55 0,56 0,55 0,55 0,035 0,48 0,59 0,63 0,62 0,62 0,62 0,056

PITX2a 3 0,42 0,59 0,65 0,61 0,61 0,6 0,00094 0,36 0,58 0,6 0,59 0,59 0,59 0,00056 0,32 0,57 0,56 0,58 0,58 0,58 0,071

ZNFN1A1 5 0,51 0,6 0,64 0,63 0,62 0,62 0,0010 0,3 0,55 0,55 0,56 0,56 0,57 0,017 0,12 0,52 0,52 0,52 0,52 0,52 0,88

ZNFN1A1 4 0,49 0,6 0,66 0,64 0,61 0,61 0,0011 0,34 0,56 0,58 0,58 0,57 0,58 0,0046 0,26 0,55 0,56 0,55 0,55 0,55 0,40
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FGF4 2 0,52 0,61 0,62 0,62 0,64 0,62 0,0013 0,43 0,57 0,57 0,58 0,6 0,6 0,0028 0,36 0,56 0,58 0,57 0,57 0,57 0,21

LMX1A 2 0,46 0,6 0,66 0,63 0,59 0,59 0,0015 0,38 0,58 0,62 0,6 0,58 0,58 0,0053 0,21 0,54 0,56 0,56 0,56 0,56 0,79

BARX1 3 0,52 0,61 0,65 0,66 0,65 0,62 0,0021 0,43 0,58 0,59 0,62 0,61 0,59 0,0015 0,39 0,55 0,57 0,58 0,58 0,58 0,077

BMP4 2 0,47 0,58 0,63 0,62 0,59 0,58 0,0042 0,35 0,56 0,59 0,59 0,58 0,56 0,014 0,21 0,53 0,55 0,55 0,55 0,55 0,62

BARX1 1 0,43 0,58 0,61 0,61 0,58 0,59 0,0048 0,23 0,54 0,55 0,55 0,54 0,55 0,075 0,17 0,53 0,55 0,55 0,55 0,55 0,41

PITX2a 5 0,45 0,59 0,61 0,61 0,62 0,62 0,0055 0,34 0,57 0,56 0,57 0,58 0,59 0,016 0,26 0,55 0,56 0,54 0,54 0,54 0,42

GATA4 3 0,36 0,59 0,64 0,62 0,6 0,6 0,0056 0,29 0,58 0,61 0,6 0,59 0,59 0,017 0,23 0,56 0,58 0,57 0,57 0,57 0,60

LHX4 1 0,34 0,56 0,62 0,56 0,56 0,57 0,0056 0,1 0,5 0,5 0,5 0,5 0,52 0,058 0,31 0,56 0,62 0,57 0,57 0,57 0,35

BARX1 4 0,46 0,59 0,62 0,62 0,61 0,61 0,0062 0,22 0,54 0,54 0,55 0,56 0,56 0,097 0,17 0,52 0,55 0,54 0,54 0,54 0,53

TCF4 4 0,4 0,57 0,57 0,57 0,57 0,59 0,0065 0,26 0,54 0,53 0,53 0,54 0,55 0,031 0,04 0,51 0,48 0,49 0,49 0,49 0,86

FGF4 3 0,35 0,58 0,58 0,59 0,62 0,6 0,0072 0,3 0,56 0,55 0,57 0,59 0,59 0,013 0,3 0,55 0,56 0,57 0,57 0,57 0,36

LMO2 3 0,45 0,58 0,59 0,6 0,59 0,61 0,0081 0,31 0,56 0,56 0,56 0,56 0,58 0,024 0,03 0,52 0,52 0,49 0,49 0,49 0,98

uPA 2 0,34 0,59 0,63 0,6 0,58 0,59 0,0090 0,42 0,59 0,62 0,61 0,6 0,61 0,00080 0,72 0,65 0,67 0,67 0,67 0,67 0,012

LHX4 4 0,52 0,59 0,62 0,6 0,59 0,61 0,010 0,39 0,57 0,56 0,57 0,58 0,59 0,026 0,12 0,54 0,51 0,56 0,56 0,56 0,96

FGF4 1 0,41 0,6 0,65 0,64 0,62 0,6 0,011 0,36 0,58 0,6 0,61 0,61 0,59 0,0090 0,31 0,59 0,58 0,6 0,6 0,6 0,21

uPA 3 0,3 0,56 0,56 0,58 0,56 0,57 0,012 0,32 0,55 0,55 0,56 0,56 0,57 0,0078 0,49 0,59 0,6 0,59 0,59 0,59 0,17

GATA4 4 0,33 0,6 0,64 0,61 0,62 0,62 0,012 0,25 0,57 0,6 0,59 0,59 0,6 0,037 0,11 0,54 0,54 0,53 0,53 0,53 0,80

ZNFN1A1 3 0,27 0,56 0,6 0,58 0,55 0,56 0,013 0,19 0,53 0,54 0,55 0,53 0,54 0,026 0,11 0,51 0,49 0,53 0,53 0,53 0,48

LMX1A 3 0,37 0,59 0,68 0,63 0,59 0,59 0,013 0,27 0,56 0,61 0,59 0,56 0,56 0,051 -0,03 0,5 0,51 0,5 0,5 0,5 0,76

BARX1 2 0,37 0,57 0,58 0,58 0,58 0,58 0,016 0,2 0,53 0,52 0,54 0,55 0,55 0,11 0,14 0,51 0,53 0,51 0,51 0,51 0,79

BMP2 1 0,42 0,58 0,56 0,6 0,61 0,61 0,018 0,29 0,55 0,52 0,57 0,57 0,58 0,051 0,11 0,51 0,5 0,52 0,52 0,52 0,76

BMP2 2 0,37 0,56 0,56 0,56 0,57 0,58 0,018 0,14 0,51 0,48 0,5 0,52 0,53 0,12 0,39 0,58 0,6 0,58 0,58 0,58 0,60

FGF4 4 0,39 0,58 0,59 0,59 0,59 0,58 0,021 0,34 0,56 0,56 0,56 0,57 0,57 0,019 0,31 0,56 0,58 0,57 0,57 0,57 0,21

BMP2 3 0,27 0,56 0,58 0,58 0,58 0,59 0,021 0,16 0,53 0,53 0,54 0,54 0,55 0,088 0,03 0,52 0,53 0,52 0,52 0,52 0,57

uPA 4 0,33 0,56 0,56 0,55 0,55 0,57 0,022 0,27 0,54 0,54 0,53 0,54 0,56 0,025 0,2 0,54 0,56 0,55 0,55 0,55 0,35

ISL1 3 0,4 0,58 0,6 0,6 0,59 0,58 0,022 0,22 0,54 0,53 0,54 0,55 0,55 0,12 0,01 0,51 0,49 0,52 0,52 0,52 0,89

TCF4 3 0,29 0,55 0,56 0,55 0,54 0,56 0,023 0,15 0,52 0,51 0,51 0,51 0,52 0,11 0,1 0,51 0,55 0,55 0,55 0,55 0,67

CCND2 2 0,33 0,58 0,6 0,62 0,6 0,61 0,024 0,33 0,57 0,6 0,6 0,59 0,6 0,0044 0,37 0,58 0,61 0,58 0,58 0,58 0,071
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PITX2a 2 0,35 0,58 0,61 0,6 0,58 0,58 0,024 0,34 0,58 0,6 0,59 0,58 0,59 0,011 0,34 0,58 0,6 0,6 0,6 0,6 0,15

PITX3 3 0,34 0,58 0,61 0,62 0,58 0,58 0,026 0,18 0,53 0,54 0,55 0,53 0,54 0,12 -0,03 0,49 0,49 0,5 0,5 0,5 1,00

LMX1A 4 0,29 0,57 0,59 0,58 0,56 0,58 0,028 0,24 0,55 0,55 0,56 0,55 0,56 0,039 0,3 0,56 0,57 0,58 0,58 0,58 0,31

uPA 1 0,33 0,56 0,58 0,61 0,58 0,56 0,029 0,29 0,55 0,55 0,58 0,57 0,56 0,022 0,26 0,53 0,53 0,55 0,55 0,55 0,24

NR5A1 3 0,31 0,58 0,64 0,61 0,57 0,59 0,029 0,21 0,55 0,58 0,56 0,55 0,56 0,086 0,2 0,55 0,56 0,55 0,55 0,55 0,58

LHX4 3 0,22 0,55 0,59 0,56 0,55 0,56 0,031 0,11 0,52 0,54 0,53 0,52 0,53 0,12 0,1 0,51 0,51 0,52 0,52 0,52 0,57

NR5A1 2 0,29 0,56 0,59 0,59 0,58 0,56 0,032 0,23 0,55 0,56 0,57 0,57 0,55 0,054 0,1 0,52 0,5 0,54 0,54 0,54 0,65

LHX3 4 0,3 0,56 0,59 0,57 0,56 0,56 0,034 0,21 0,53 0,54 0,54 0,54 0,54 0,067 0,14 0,53 0,52 0,53 0,53 0,53 0,51

ZNFN1A1 1 0,33 0,57 0,6 0,6 0,56 0,57 0,038 0,18 0,54 0,54 0,55 0,53 0,55 0,19 -0,07 0,47 0,46 0,47 0,47 0,47 0,78

CCND2 1 0,32 0,56 0,59 0,59 0,58 0,57 0,047 0,37 0,57 0,59 0,59 0,58 0,58 0,011 0,59 0,61 0,63 0,62 0,62 0,62 0,10

NR5A1 4 0,3 0,56 0,61 0,57 0,57 0,56 0,052 0,09 0,52 0,53 0,53 0,52 0,52 0,51 0,37 0,58 0,62 0,58 0,58 0,58 0,14

ZNFN1A1 2 0,28 0,56 0,6 0,57 0,56 0,55 0,055 0,2 0,54 0,56 0,54 0,53 0,54 0,11 0,19 0,54 0,54 0,52 0,52 0,52 0,60

LHX3 5 0,36 0,56 0,58 0,57 0,55 0,55 0,063 0,32 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55 0,065 0,32 0,56 0,56 0,57 0,57 0,57 0,23

GATA4 2 0,26 0,57 0,57 0,59 0,59 0,6 0,064 0,2 0,55 0,55 0,57 0,57 0,58 0,15 0,18 0,54 0,55 0,55 0,55 0,55 0,92

PITX3 2 0,24 0,54 0,57 0,56 0,54 0,54 0,070 0,01 0,49 0,48 0,5 0,49 0,49 0,50 0,82 0,63 0,68 0,64 0,64 0,64 0,028

ISL1 4 0,29 0,55 0,54 0,56 0,56 0,57 0,073 0,2 0,53 0,51 0,54 0,54 0,54 0,23 0,12 0,51 0,51 0,53 0,53 0,53 0,95

ISL1 1 0,3 0,56 0,56 0,58 0,57 0,55 0,075 0,21 0,54 0,52 0,55 0,55 0,54 0,13 0,09 0,51 0,52 0,55 0,55 0,55 0,68

TFF1 3 0,28 0,55 0,55 0,52 0,54 0,57 0,082 0,17 0,54 0,54 0,5 0,53 0,54 0,19 0,09 0,5 0,5 0,53 0,53 0,53 0,79

GATA4 1 0,23 0,56 0,6 0,58 0,57 0,57 0,11 0,3 0,57 0,59 0,58 0,58 0,58 0,015 0,63 0,61 0,64 0,65 0,65 0,65 0,020

ISL1 2 0,2 0,54 0,55 0,55 0,54 0,54 0,12 0,07 0,51 0,51 0,52 0,51 0,52 0,31 0,17 0,53 0,54 0,53 0,53 0,53 0,86

PITX3 1 0,22 0,54 0,57 0,57 0,52 0,52 0,13 0,13 0,52 0,54 0,54 0,51 0,51 0,33 0,16 0,54 0,55 0,55 0,55 0,55 0,52

PITX2c 2 0,29 0,57 0,59 0,58 0,58 0,58 0,14 0,25 0,55 0,55 0,55 0,56 0,57 0,10 0,4 0,55 0,56 0,59 0,59 0,59 0,14

POU4F1 1 0,21 0,56 0,59 0,58 0,56 0,58 0,14 0,17 0,54 0,54 0,54 0,54 0,56 0,14 0,33 0,56 0,58 0,57 0,57 0,57 0,21

LMO2 4 0,27 0,56 0,61 0,6 0,58 0,57 0,15 0,25 0,55 0,57 0,58 0,58 0,57 0,089 0,27 0,55 0,55 0,57 0,57 0,57 0,30

POU4F1 3 0,23 0,55 0,55 0,57 0,55 0,56 0,15 0,19 0,53 0,52 0,54 0,54 0,55 0,21 0,31 0,56 0,58 0,58 0,58 0,58 0,39

LHX4 2 0,27 0,56 0,61 0,58 0,55 0,56 0,16 0,22 0,55 0,57 0,56 0,54 0,55 0,18 0,05 0,51 0,47 0,52 0,52 0,52 0,73

LHX3 1 0,21 0,54 0,6 0,57 0,54 0,52 0,17 0,23 0,54 0,57 0,56 0,54 0,53 0,080 0,47 0,58 0,59 0,59 0,59 0,59 0,10

GAD1 3 0,2 0,53 0,54 0,54 0,52 0,52 0,18 0,17 0,52 0,52 0,53 0,52 0,52 0,19 0,24 0,53 0,54 0,55 0,55 0,55 0,40
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LMX1A 1 0,17 0,54 0,57 0,56 0,56 0,55 0,18 0,05 0,5 0,5 0,51 0,52 0,52 0,50 0,26 0,58 0,62 0,58 0,58 0,58 0,42

PITX2c 3 0,16 0,52 0,5 0,54 0,52 0,54 0,29 0,02 0,51 0,54 0,51 0,51 0,49 0,91 0,34 0,54 0,58 0,58 0,58 0,58 0,22

GAD1 4 0,14 0,52 0,55 0,54 0,51 0,51 0,31 0,12 0,52 0,52 0,53 0,51 0,51 0,35 0,16 0,53 0,52 0,54 0,54 0,54 0,57

LMO2 1 0,14 0,55 0,61 0,58 0,55 0,54 0,31 0,11 0,53 0,55 0,55 0,54 0,53 0,36 0,14 0,51 0,5 0,52 0,52 0,52 0,72

PITX3 5 0,15 0,54 0,6 0,58 0,54 0,52 0,32 0,08 0,52 0,54 0,54 0,51 0,51 0,46 0,09 0,52 0,5 0,51 0,51 0,51 0,78

PITX2c 5 0,1 0,53 0,5 0,53 0,55 0,55 0,34 0,05 0,51 0,48 0,51 0,53 0,53 0,37 0,16 0,55 0,54 0,55 0,55 0,55 0,28

PITX2a 1 0,16 0,55 0,59 0,57 0,54 0,54 0,35 0,17 0,55 0,57 0,56 0,55 0,55 0,39 0,21 0,56 0,57 0,57 0,57 0,57 0,80

TFF1 2 0,13 0,56 0,59 0,59 0,58 0,56 0,41 0,08 0,53 0,53 0,55 0,55 0,54 0,57 0,09 0,51 0,49 0,52 0,52 0,52 0,82

POU4F1 4 0,15 0,53 0,55 0,54 0,53 0,52 0,41 0,09 0,51 0,51 0,52 0,52 0,52 0,69 0,21 0,54 0,54 0,56 0,56 0,56 0,85

GAD1 1 0,09 0,51 0,54 0,53 0,51 0,51 0,43 0,12 0,52 0,52 0,53 0,52 0,52 0,41 0,29 0,54 0,54 0,56 0,56 0,56 0,57

TFF1 1 0,1 0,53 0,55 0,55 0,55 0,55 0,45 0,11 0,53 0,54 0,55 0,55 0,55 0,45 0,08 0,51 0,5 0,53 0,53 0,53 0,97

POU4F1 2 0,1 0,53 0,56 0,54 0,54 0,54 0,45 0,01 0,5 0,49 0,5 0,51 0,52 0,79 0,05 0,49 0,49 0,51 0,51 0,51 0,83

BMP2 4 0,13 0,55 0,59 0,56 0,54 0,53 0,47 0,13 0,55 0,58 0,56 0,54 0,54 0,30 0,06 0,51 0,5 0,52 0,52 0,52 0,58

LHX3 3 0,13 0,54 0,59 0,55 0,53 0,53 0,48 0,05 0,52 0,53 0,52 0,51 0,51 0,80 0 0,49 0,53 0,51 0,51 0,51 0,90

CCND2 3 0,11 0,53 0,57 0,58 0,53 0,51 0,53 0,02 0,51 0,5 0,54 0,51 0,5 0,81 0,14 0,52 0,59 0,53 0,53 0,53 0,77

PITX2a 4 0,11 0,55 0,6 0,56 0,55 0,56 0,54 0,07 0,53 0,56 0,55 0,54 0,55 0,64 0,07 0,52 0,52 0,49 0,49 0,49 0,97

LHX3 2 0,06 0,51 0,48 0,51 0,52 0,52 0,62 0,03 0,52 0,56 0,52 0,51 0,51 0,93 0,25 0,56 0,63 0,6 0,6 0,6 0,44

GAD1 2 0,08 0,52 0,57 0,55 0,53 0,51 0,64 0,08 0,52 0,54 0,53 0,53 0,51 0,64 0,36 0,57 0,57 0,6 0,6 0,6 0,35

PITX2c 1 0,09 0,54 0,57 0,57 0,54 0,52 0,67 0 0,51 0,52 0,53 0,51 0,5 0,99 0,13 0,51 0,52 0,53 0,53 0,53 0,85

TCF4 1 0,09 0,54 0,58 0,54 0,53 0,53 0,79 0,12 0,53 0,55 0,54 0,53 0,53 0,35 0,14 0,52 0,51 0,52 0,52 0,52 0,12

TCF4 2 0,05 0,52 0,56 0,53 0,5 0,51 0,88 0,03 0,52 0,55 0,53 0,51 0,51 0,89 0,11 0,52 0,54 0,53 0,53 0,53 0,70

PITX3 4 -0,02 0,51 0,51 0,49 0,52 0,52 0,91 0,03 0,52 0,53 0,51 0,53 0,52 0,64 0,04 0,51 0,51 0,52 0,52 0,52 0,83

LMO2 2 0,05 0,52 0,57 0,52 0,5 0,52 0,91 0,06 0,49 0,46 0,49 0,51 0,5 0,71 0,43 0,56 0,59 0,58 0,58 0,58 0,25

PITX2c 4 0,04 0,49 0,48 0,48 0,5 0,5 0,97 0,08 0,54 0,55 0,55 0,53 0,52 0,42 0,36 0,56 0,57 0,57 0,57 0,57 0,20
a Promotor der Transkripte A und B, c Promotor des Transkripts C
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8.3 Mikrodissezierte Proben

Tabelle  19:  Mikrodissezierte  Proben.  Dargestellt  sind  die  Nummer  der  LMD  Probe,  die  Nummer  des
Paraffinblocks  und der  Patientin,  von dem diese abstammt,  die  die  Art  der  Tumorkomponente  und  die
Verknüpfung  zu den entsprechenden Fotos  der  Proben.  Ebenfalls  aufgelistet sind  die  makrodissezierte
Proben und Prozesskontrollen, sowie die Dicke der angefertigten Mikrodissektionsschnitte.

Probe Paraffin
-block Patientin

Schnitt-
dicke
[µm]

Gewebe Anmerkung Abbildung / Seite

LMD1 1 A 5 infiltrierende Lymphozyten Abb. 39 / S. 169

LMD2 1 A 5 IDC Abb. 40 / S. 170

LMD3 1 A 5 Stroma Abb. 41 / S. 171

LMD4 1 A 5 IDC Abb. 42 / S. 172

LMD5 1 A 5 IDC Abb. 43 / S. 173

LMD6 2 A 5 infiltrierende Lymphozyten Abb. 44 / S. 174

LMD7 2 A 5 IDC Abb. 45 / S. 175

LMD8 2 A 5 Stroma Abb. 46 / S. 176

LMD9 3 A 5 Muskel makrodisseziert

LMD10 3 A 5 Fett makrodisseziert

LMD11 - A 5 - Prozesskontrolle

LMD12 2 A 5 IDC Abb. 47 / S. 177

LMD13 2 A 5 IDC Abb. 48 / S. 178

LMD14 2 A 5 Stroma Abb. 49 / S. 179

LMD15 4 A 5 normale Duktuli Abb. 50 / S. 180

LMD16 4 A 5 normale Duktuli Abb. 51 / S. 181

LMD17 4 A 5 normale Duktuli Abb. 51 / S. 181

LMD18 4 A 5 normale Duktuli Abb. 52 / S. 182

LMD19 4 A 5 Stroma Abb. 52 / S. 182

LMD20 4 A 5 normale Duktuli Abb. 53 / S. 183

LMD21 4 A 5 Stroma Abb. 53 / S. 183

LMD22 5 A 5 IDC Abb. 54 / S. 184

LMD23 5 A 5 DCIS Abb. 55 / S. 184

LMD24 - A 5 - Prozesskontrolle

LMD25 3 A 5 Muskel Abb. 55 / S. 185

LMD26 3 A 5 Fett Abb. 55 / S. 185

LMD27 6 B 3 DCIS Abb. 56 / S. 186

LMD28 6 B 3 DCIS Abb. 56 / S. 186

LMD29 6 B 3 IDC Abb. 57 / S. 187

LMD30 6 B 3 normale Duktuli Abb. 58 / S. 188

LMD31 6 B 3 normale Duktuli Abb. 59 / S. 189

LMD32 6 B 3 normale Duktuli Abb. 60 / S. 190

LMD33 6 B 3 normale Duktuli Abb. 61 / S. 191

LMD34 6 B 3 Stroma Abb. 62 / S. 192

LMD35 6 B 3 Stroma Abb. 62 / S. 192

LMD36 7 B 3 DCIS Abb. 63 / S. 193

LMD37 7 B 3 DCIS Abb. 63 / S. 193

LMD38 7 B 3 DCIS Abb. 63 / S. 193

LMD39 7 B 3 infiltrierende Lymphozyten Abb. 63 / S. 193
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LMD40 - B 3 - Prozesskontrolle

LMD41 7 B 3 infiltrierende Lymphozyten Abb. 64 / S. 194

LMD42 7 B 3 IDC Abb. 65 / S. 195

LMD43 7 B 3 Stroma Abb. 64 / S. 194

LMD44 7 B 3 Stroma Abb. 64 / S. 194

LMD45 8 B 3 normale Duktuli (Adenose) Abb. 66 / S. 196

LMD46 8 B 3 normale Duktuli (Adenose) Abb. 66 / S. 196

LMD47 8 B 3 normale Duktuli (Adenose) Abb. 66 / S. 196

LMD48 8 B 3 normale Duktuli (Adenose) Abb. 66 / S. 196

LMD49 8 B 3 normale Duktuli Abb. 67 / S. 197

LMD50 8 B 3 normale Duktuli Abb. 67 / S. 197

LMD51 8 B 3 Stroma Abb. 68 / S. 198

LMD52 8 B 3 Stroma Abb. 69 / S. 199

LMD53 8 B 3 Stroma Abb. 69 / S. 199

LMD54 - B 3 - Prozesskontrolle

LMD55 9 C 3 DCIS Abb. 70 / S. 200

LMD56 9 C 3 IDC Abb. 70 / S. 200

LMD57 9 C 3 IDC Abb. 71 / S. 201

LMD58 9 C 3 DCIS Abb. 71 / S. 201

LMD59 9 3 IDC Abb. 72 / S. 202

LMD60 9 C 3 infiltrierende Lymphozyten Abb. 72 / S. 202

LMD61 9 C 3 IDC Abb. 73 / S. 203

LMD62 9 C 3 infiltrierende Lymphozyten Abb. 73 / S. 203

LMD63 9 C 3 Stroma Abb. 74 / S. 204

LMD64 10 3 DCIS Abb. 74 / S. 204

LMD65 10 C 3 IDC Abb. 75 / S. 205

LMD66 10 C 3 IDC Abb. 75 / S. 205

LMD67 10 C 3 IDC Abb. 76 / S. 206

LMD68 - C 3 - Prozesskontrolle

LMD69 10 C 3 IDC Abb. 77 / S. 207

LMD70 10 C 3 normale Duktuli Abb. 77 / S. 207

LMD71 10 C 3 normale Duktuli Abb. 78 / S. 208

LMD72 10 C 3 normale Duktuli Abb. 78 / S. 208

LMD73 10 C 3 infiltrierende Lymphozyten Abb. 79 / S. 209

LMD74 10 C 3 Stroma Abb. 80 / S. 210

LMD75 11 C 3 IDC Abb. 80 / S. 210

LMD76 11 C 3 normale Duktuli Abb. 81 / S. 211

LMD77 11 C 3 IDC Abb. 82 / S. 212

LMD78 11 C 3 normale Duktuli Abb. 83 / S. 213

LMD79 11 C 3 DCIS Abb. 82 / S. 212

LMD80 11 C 3 DCIS Abb. 83 / S. 213

LMD81 11 C 3 infiltrierende Lymphozyten Abb. 84 / S. 214

LMD82 - 3 - Prozesskontrolle

LMD83 11 C 3 Fett makrodisseziert

LMD84 10 C 3 Fett makrodisseziert

LMD85 9 C 3 Fett makrodisseziert
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Abbildung 39: LMD Probe 1.
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Abbildung 40: LMD Probe 2.
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Abbildung 41: LMD Probe 3.
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Abbildung 42: LMD Probe 4.
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Abbildung 43: LMD Probe 5.
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Abbildung 44: LMD Probe 6.
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Abbildung 45: LMD Probe 7.
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Abbildung 46: LMD Probe 8.
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Abbildung 47: LMD Probe 12.
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Abbildung 48: LMD Probe 13.
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Abbildung 49: LMD Probe 14.
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Abbildung 50: LMD Probe 15.
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Abbildung 51: LMD Proben 16 und 17.
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Abbildung 52: LMD Proben 18 und 19.

LMD 18

LMD 18 A LMD 18 B LMD 18 C

 C

 B A

LMD 19

B

A

LMD 19 A LMD 19 B



7. Anhang                                                                                                                                                                                                                                                                                                               183  

Abbildung 53: LMD Proben 20 und 21.
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Abbildung 54: LMP Probe 22.
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Abbildung 55: LMD Proben 23, 25 und 26.
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Abbildung 56: LMD Proben 27 und 28.
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Abbildung 57: LMD Probe 29. C
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Abbildung 58: LMD Probe 30.
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Abbildung 59: LMD Probe 31.
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Abbildung 60: LMD Probe 32.
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Abbildung 61: LMD Probe 33. A
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Abbildung 62: LMD Proben 34 und 35.
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Abbildung 63: LMD Proben 36 - 39.
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Abbildung 64: LMD Proben 41, 43 und 44.
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Abbildung 65: LMD Probe 42.
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Abbildung 66: LMD Proben 45 - 48.

LMD 47

LMD 48

LMD 46 A
+B

LMD 45 A

LMD 45 B

LMD 45 A LMD 45 B

LMD 46 A LMD 46 B

LMD 47 LMD 48



7. Anhang                                                                                                                                                                                                                                                                                                               197  

Abbildung 67: LMD Proben 49 und 50.
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Abbildung 68: LMD Probe 51.
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Abbildung 69: LMD Proben 52 und 53.
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Abbildung 70: LMD Proben 55 und 56.

LMD 55

LMD 56
LMD 56

LMD 55



7. Anhang                                                                                                                                                                                                                                                                                                               201  

Abbildung 71: LMD Proben 57 und 58.
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Abbildung 72: LMD Proben 59 und 60.
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Abbildung 73: LMD Proben 61 und 62.
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Abbildung 74: LMD Proben 63 und
64.
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Abbildung 75: LMD Proben 65 und 66.
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Abbildung 76: LMD Probe 67.
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Abbildung 77: LMD Proben 69
und 70. 69 A 69 B
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Abbildung 78: LMD Proben 71 und
72. 71 A 71 B
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Abbildung 79: LMD Probe 73.
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Abbildung 80: LMD Proben 74 und
75. 74 A 74 B

74 A+B74 A
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Abbildung 81: LMD Probe 76.
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Abbildung 82: LMD Proben 77 und 79.
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Abbildung 83: LMD Proben 78 und 80.
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Abbildung 84: LMD Probe 81.
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