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Zusammenfassung 

Aufgrund fehlender Früherkennung ist die erfolgreiche Behandlung mittels Operation und 

anschließender Chemotherapie entscheidend für die Prognose des epithelialen Ovarial-

karzinoms (EOC). Nur der Resektionsstatus kann derzeit als Prognosefaktor genutzt 

werden. Für eine individuelle Behandlung notwendige zusätzliche, unabhängige prognos-

tische und prädiktive Marker sind bis heute nicht etabliert. In den letzten Jahren wurde 

nach Markern auf Grundlage von Kopiezahlveränderungen (LOH), Mutationen (vor allem 

BRCA, TP53) und Genexpressionsprofilen gesucht. Auch epigenetische Marker waren 

Ziel vieler Studien. Ausreichend sensitive und spezifische Marker für das EOC, unabhän-

gig von anderen Faktoren, konnten jedoch bis heute nicht gefunden werden. Ziel dieser 

Arbeit war daher die Identifizierung und Validierung von epigenetischen Markern auf Basis 

der DNA-Methylierung mit prognostischer und/oder prädiktiver Wertigkeit für das EOC. 

Des Weiteren wurde die Auswirkung der Methylierung auf die Expression der Markergene 

untersucht. 

Für die Detektion von differentiell methylierten Regionen (DMR) wurde das DNA-Methylie-

rungsmuster seröser EOC mit unterschiedlicher Prognose (jeweils n=6, ohne/mit Rezidiv 

innerhalb 3 Jahre), aber identischen klinischen Parametern (FIGO III, R0, pN1, Grading 

2/3, Carboplatin-Taxan Chemotherapie) genomweit verglichen. Methylierte DNA aus 

Gefriermaterial wurde mittels „Methylated CpG Island Recovery Assay“ angereichert und 

vergleichend auf Agilent CpG-Island Microarrays hybridisiert. Eine Auswahl der 220 iden-

tifizierten DMR wurde an einem erweiterten Probenset (48 Patientinnen mit/ohne Rezidiv 

innerhalb 3 Jahre: n=30 / n=18) mittels quantitativer methylierungsspezifischer PCR (q-

MS-PCR) untersucht, um Marker mit prognostischer Wertigkeit zu identifizieren. Weiterhin 

wurden auf demselben Weg parental sensitive und cisplatinresistente Zelllinien unter-

sucht, um prädiktive Marker zu finden. Das Methylierungsmuster der validierten Marker 

wurde abschließend mit Next-Generation Bisulfitsequenzierung hochauflösend aufgeklärt. 

Expressionsanalysen gaben Aufschluss über die Auswirkungen der DNA-Methylierung auf 

die Transkript- und Proteinmenge in den jeweiligen Proben.   

Die Microarraydaten konnten mittels q-MS-PCR in 35 von 37 der interessantesten DMR 

an identischer DNA erfolgreich bestätigt werden. Im Validierungsset wurden im Bereich 

der Gene RUNX3, KATNAL2, ATL1, CAMK2N1, KRT86 und ATOH8 Regionen der CpG-

Inseln identifiziert, die in Abhängigkeit von der Prognose zum Teil signifikant unterschied-

lich methyliert sind (p<0,05). Kombinationen der Markergene konnten jedoch hoch und 

höchst signifikant (p<0,01 / p<0,001) die Prognosegruppen unterscheiden und zeigen eine 

ähnliche Wertigkeit wie der Resektionsstatus (p=0,02). Insbesondere hatte die Methylie-

rung von RUNX3 / CAMK2N1 auch im unabhängigen Validierungsset (n=36) prognosti-
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sche Bedeutung. Patientinnen mit einer Methylierung von RUNX3 oder CAMK2N1 wiesen 

ein signifikant kürzeres progressionsfreies Intervall auf (p<0,05). Die Aussagekraft der 

epigenetischen Markerkombinationen ist zudem unabhängig vom Resektionsstatus, da 

nach Ausschluss der Patientinnen mit postoperativ makroskopischen Tumorrest (R1) die 

Signifikanz der Markerkombination erhalten bleibt. Weiterhin konnte die Reproduzierbar-

keit der Methylierungsmuster an Paraffingeweben in 82 bis 100 % der Fälle (außer für 

ATOH8) nachgewiesen werden. Die Methylierung im Rezidivgewebe (FFPE-Gewebe) 

stimmte zudem bei KATNAL2 und KRT86 weitestgehend, bei den anderen Genen nicht 

mit dem jeweiligen Primärtumor überein. Ein Anhalt für einen prädiktiven Wert war daraus 

nicht erkennbar. Während der in-vitro Cisplatinresistenzentwicklung in Zelllinien fand 

jedoch eine Hypermethylierung von CAMK2N1 statt. Somit könnte die Methylierung die-

ses Genes neben einer prognostischen, auch eine prädiktive Wertigkeit besitzen. Die 

Expression der untersuchten Gene war allgemein sehr gering (≤1 Kopie/Zelle) und eine 

signifikante Korrelation der DNA-Methylierung mit der mRNA-Expression konnte nur bei 

ATL1 und ATOH8, mit der Proteinexpression ausschließlich bei ATL1 festgestellt werden 

(p<0,05).  

Genomweite Analysen mit anschließender Kandidaten-Validierung ermöglichen die zu-

verlässige Identifizierung von DNA-Sequenzen mit signifikant unterschiedlicher Methylie-

rung und können so für den Nachweis prognostischer und prädiktiver Marker eingesetzt 

werden. Die Expression der Gene korreliert nicht immer mit der Methylierung - dies hat 

aber keinen Einfluss auf die Wertigkeit eines epigenetischen Markers. Die Anwendbarkeit 

der identifizierten Marker muss jedoch in größeren Studien weiter untersucht werden. 

Durch epigenetische prognostische und prädiktive Marker könnte es in Zukunft möglich 

sein, die Therapie des EOC individueller zu gestalten, um das progressionsfreie Überle-

ben oder die Lebensqualität zu verbessern. 
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1 Einleitung 

1.1 Das Ovarialkarzinom 

1.1.1 Epidemiologie 

Das Ovarialkarzinom (OvCa), mit etwa 8.000 Neuerkrankungen pro Jahr, steht nach dem 

Mamma-, Darm-, Lungen- und Endometriumkarzinom an fünfter Stelle der Krebserkran-

kungsfälle bei Frauen in Deutschland. Die Erkrankungsraten steigen mit dem Alter konti-

nuierlich an und erreichen mit dem 75. Lebensjahr ihren Höhepunkt, wobei das mittlere 

Erkrankungsalter bei 69 Jahren liegt (RKI und GEKID 2012). Das OvCa hat durch die 

meist späte Diagnose eine schlechte Prognose, sodass ca. 60 % der Patientinnen inner-

halb von 5 Jahren nach der Erstdiagnose sterben. Pro Jahr erliegen in Deutschland über 

5.500 Frauen dieser Krankheit. Mehr als die Hälfte der Karzinome (59 %) wird erst in den 

Stadien T3 / FIGO III und höher, bei welchen bereits Metastasen außerhalb des Beckens 

vorhanden sind, diagnostiziert. Nur 29 % werden, meist zufällig, in frühen Stadien (T1 / 

FIGO I) entdeckt (RKI und GEKID 2012). In diesen Fällen beträgt die 5-Jahres 

Überlebensrate über 80 % (Heintz et al. 2006).  

Die Erkrankungsfälle nahmen in den letzen 20 Jahren stetig ab, jedoch konnte die Sterbe-

rate kaum gemindert werden (RKI und GEKID 2012). Im weltweiten Vergleich sind die 

altersstandardisierten Inzidenzen (je 100.000) für das OvCa in den westlichen Industrie-

staaten (Europa 4,3 – 14,9; USA 4,8 – 12,3) (Curado et al. 2007) deutlich höher als in 

Entwicklungsländern (Afrika 2,1 – 8,1) (Curado et al. 2007) und dem weltweiten Durch-

schnitt (6,3) (Ferlay et al. 2010).  

 

1.1.2 Pathologische und histologische Einteilung 

Von den Tumoren des Ovars sind 90 % maligne Karzinome die vom Epithel ausgehen 

(EOC – epithelial ovarian cancer). Diese lassen sich weiter in verschiedene histologische 

Typen einteilen (Tavassoli et al. 2003). Das seröse Karzinom ist die häufigste Form (> 

50%) gefolgt von endometrioiden, muzinösen und klarzelligen Karzinom (jeweils 5 % –

 20 %) (Seidman et al. 2004). In den letzten Jahren hat sich neben der histologischen 

Einteilung die Klassifikation nach Progression und genetischer Instabilität etabliert. Hierbei 

wird zwischen Typ I (Borderline und low-grade Karzinome) und Typ II (high-grade) unter-

schieden (Cho und Shih Ie 2009). Die Ausbreitung der Tumore im Körper wird über die 

FIGO-Klassifikation und den TNM-Status beschrieben. 
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1.1.3 Tumorentstehung und Risikofaktoren 

Wie bei allen nicht virusinduzierten Karzinomen gelten zahlreich über das Genom verteilte 

Mutationen und Chromosomenaberrationen als initiale Ursache für die Entartung der Zel-

len (Cancer Genome Atlas Research 2011). Eine virale Immortalisierung durch HPV 

spielt, zumindest in Westeuropa, keine Rolle (Svahn et al. 2013). Neben der Entstehung 

aus dem Epithel der Ovarien, wird seit ein paar Jahren auch die Schleimhaut der Eileiter, 

insbesondere der Fibrienenden diskutiert, da bei prophylaktischen Adnexektomien von 

Frauen mit BRCA1/2 Mutationen häufig Karzinome des Tubenepithels gefunden wurden 

(Dubeau 2008, Carlson et al. 2008).  

Stärkster nicht genetischer Risikofaktor ist vor allem die Zahl der Ovulationen, welcher 

durch die Anzahl der Schwangerschaften, der Stillzeiten, dem Zeitpunkt der Menopause 

und der Einnahme von Kontrazeptiva (Ness et al. 2000) beeinflusst wird (RKI und GEKID 

2012). Je öfter es zur Ovulation kommt, desto größer ist das Risiko an einem OvCa zu 

erkranken. Angenommen wird, dass die Proliferation der Zellen zur Heilung des durch den 

Eisprung verletzten Epithels Tumore begünstigt. Des Weiteren haben kinderlose und 

spätgebärende Frauen sowie Frauen die eine Hormonersatztherapie erhalten haben ein 

erhöhtes Risiko zu erkranken (Beral et al. 2007). Unabhängig von der Tumorentität erhöht 

zudem Übergewicht das Krebsrisiko (RKI und GEKID 2012). 

In genetischer Hinsicht haben, wie beim Mammakarzinom, die Gene BRCA1 und BRCA2 

eine Bedeutung. Bis zu 15 % der OvCa sind durch Keimbahnmutationen in diesen Genen 

geprägt und treten familiär gehäuft auf (Pal et al. 2005). Das Risiko für die Entstehung 

eines Karzinoms bei Mutationsträgerinnen steigt bis zum 80. Lebensjahr auf bis zu 54 % 

(BRCA1) bzw. 23 % (BRCA2) (King et al. 2003). Eine prophylaktische Entfernung der 

Eierstöcke und Eileiter nach Ende der Familienplanung kann das Risiko einer Erkrankung 

erheblich senken (Kauff et al. 2008). Weitere diskutierte genetische Faktoren sind zum 

Beispiel Mutationen von Genen in mismatch-Reparaturgenen und Apoptosemechanismen 

(TP53, PTEN, BRCA1/2, MLH1) (Aarnio et al. 1999, Landen et al. 2008). Neben geneti-

schen Faktoren hat auch die Epigenetik, vor allem die DNA-Methylierung einen wesentli-

chen Einfluss auf die Karzinogenese (Hanahan und Weinberg 2000). Näheres dazu wird 

im Abschnitt 1.2 ausführlich erläutert. 

 

1.1.4 Symptome und Diagnose 

Die Symptomatik des OvCa ist unspezifisch und tritt erst im fortgeschrittenen Tumorsta-

dium auf. Erste Anzeichen können diffuse abdominale Schmerzen, Probleme beim Stuhl-

gang, Meteorismus, Gewichtsverlust, Appetitlosigkeit sowie Zunahme des Bauchumfangs 

sein. 17 % der entdeckten OvCa haben sich bereits regional (FIGO II) und 62 % über die 

Grenzen des Beckens (FIGO III) ausgebreitet (Jelovac und Armstrong 2011). Eine 
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Frühdiagnose kleinerer Tumore erfolgt meist zufällig bei anderer Indikation. Die Diagnose 

für das OvCa wird in erster Linie mittels Tastuntersuchung und Transvaginalsonographie 

gestellt. Computertomographie und Kernspintomographie kommen für die differentialdia-

gnostische Abklärung zum Einsatz. Die Klassifikation des Tumorstadiums kann jedoch nur 

operativ erfolgen (du Bois et al. 2009).  

Ein geeignetes Screening zur Früherkennung des OvCa ist bis heute nicht etabliert. Zahl-

reiche Studien befassten sich mit der viel diskutierten regelmäßigen Transvaginalso-

nographie in Verbindung mit der CA-125 Antigen Bestimmung, was die Mortalität jedoch 

nicht senken kann (Buys et al. 2011). Vor allem der Tumormarker CA-125 ist sehr 

unspezifisch und auch bei vielen anderen Erkrankungen erhöht (Bast et al. 1998).  

 

1.1.5 Therapie und prognostische Faktoren 

Das Tumorstadium zum Zeitpunkt der Operation ist ein bedeutender Prognosefaktor. Die 

5-Jahres Überlebensrate hängt signifikant vom Tumorstadium ab. So haben Patientinnen 

mit FIGO Stadium I eine > 80 %ige und mit FIGO Stadium IV eine nur noch 19 %ige 

Überlebenswahrscheinlichkeit nach 5 Jahren (Heintz et al. 2006).  

Der wichtigste Prognosefaktor beim epithelialen Ovarialkarzinom (EOC) ist die Qualität 

der Therapie. Im Vordergrund steht bei allen Tumorstadien die maximale Reduktion der 

Tumorherde durch eine Operation. Nur bei FIGO IA ist ein fertilitätserhaltendes operatives 

Vorgehen möglich (Leitlinienprogramm-Onkologie et al. 2013). Sobald es zum Tumor-

kapseldurchbruch kommt oder beide Ovarien befallen sind, ist die verbleibende Tumorlast 

nach Operation neben dem Tumorstadium der stärkste unabhängige Prognosefaktor, 

welcher jedoch vom Operateur beeinflussbar ist (du Bois et al. 2009). Nur durch die kom-

plette Resektion (makroskopisch tumorfrei – R0) ist eine deutlich bessere Prognose zu 

erzielen (du Bois et al. 2009). Weitere wichtige Prognosefaktoren sind der Differen-

zierungsgrad der Tumoren, das Alter sowie der Allgemeinzustand der Patientinnen. Auch 

der histologische Typ lässt auf die Malignität eines Tumors schließen. So hat das muzi-

nöse EOC in der Regel eine schlechtere Prognose (du Bois et al. 2009). Nach der OP 

erfolgt eine Chemotherapie mit Carboplatin und Paclitaxel (ausgenommen FIGO IA, Gra-

ding 1) entsprechend dem Leitlinienprogramm Onkologie (Bois et al. 2005, 

Leitlinienprogramm-Onkologie et al. 2013), da bereits ab dem FIGO Stadium I, Grading 2 

die Patientin durch Chemotherapie eine deutlich bessere Überlebenschance hat (Trimbos 

et al. 2003). Platin-basierte Chemotherapeutika binden an die DNA, verursachen Punkt-

mutationen und DNA-Addukte, woraus eine Replikationshemmung, Apoptose oder die 

Aktivierung des DNA-Reparatursystems resultiert (Siddik 2003). Paclitaxel, ein trizykli-

sches Diterpen aus der Pazifischen Eibe, bindet an ß-Tubulin und verhindert den Abbau 

von Mikrotubuli, was die Mitose verhindert und zur Apoptose führt (Manfredi und Horwitz 
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1984, Ke et al. 2004). Zusätzlich kann ab FIGO IIIB der VEGF-Inhibitor Bevacizumbab 

gegeben werden, wodurch das mediane progressionsfreie Überleben von 10,3 auf 14,1 

Monate steigt (Burger et al. 2011). Eine suboptimale Therapie lässt die Überlebenswahr-

scheinlichkeit enorm sinken (Bois et al. 2005).  

Auf die adjuvante Chemotherapie nach der Operation sprechen die meisten Patientinnen 

mit einer kompletten Remission an, bekommen aber trotzdem häufig ein Rezidiv innerhalb 

eines medianen Zeitraums von 18 Monaten (Greenlee et al. 2001). Für platinsensitive 

Patientinnen ist eine erneute platinhaltige Kombinationstherapie (Leitlinienprogramm-

Onkologie et al. 2013) von entscheidender Bedeutung und erhöht das rezidivfreie und 

gesamte Überleben (Pfisterer et al. 2006, Gladieff et al. 2012). Bei einigen Frauen kommt 

auch eine Operation mit Ziel der kompletten Resektion in Frage (Gordon et al. 2004). 

Patientinnen mit platinresistenten Tumoren / Rezidiven profitieren eher von einer Mono-

therapie welche zur Steigerung der Lebensqualität ausgerichtet ist (Bois et al. 2009, Main 

et al. 2006). Die Qualitätserhebung zur Rezidivtherapie im Rahmen des Aktionspro-

gramms der AGO Kommission OVAR (Bois et al. 2009) machte deutlich, dass die richtige 

Wahl der Therapie auch bei Progression und Rezidiv entscheidend für das weitere Über-

leben und die Lebensqualität der Patientinnen ist. Bei dieser Studie erlitten nach einer 

leitliniengerechten Primärtherapie 68 % der Patientinnen ein Rezidiv, von denen 30 % 

platinresistente bzw. –refraktäre (Rezidiv innerhalb 6 Monaten nach oder während Che-

motherapie) Tumoren waren. Rezidive von platinsensitiven Primärtumoren (70 %) traten 

zu 16 % zwischen 6 und 12 Monaten und zu 23 % nach 12 Monaten auf. Rund ein Drittel 

der Patientinnen blieb in einem medianen Beobachtungszeitraum von 51 Monaten rezi-

divfrei (Bois et al. 2009). Die primäre und erworbene Resistenz gegen platinhaltige Che-

motherapeutika stellt somit neben der generellen schlechten Prognose die zweite Eigen-

schaft des EOC dar, welche zu der starken Malignität dieser Krebsart führt. Trotz Cispla-

tinbehandlung wird bei einem resistenten Phänotyp die Apoptose inhibiert. Die Tumorzel-

len verringern die Platinwirksamkeit durch Kontrolle des Membrantransportes, Endo- und 

Exocytose sowie durch Entgiftung über Glutathion und Metallothioneine oder reparieren 

verstärkt platinbedingte DNA-Schäden und nutzen Polymerasen die DNA-Schäden tole-

rieren (Siddik 2003, Galluzzi et al. 2012). Weiterhin können durch genetische und 

epigenetische Veränderungen die platinabhängigen und –unabhängigen apoptotischen 

Signalwege gestört werden (Galluzzi et al. 2012, Shen et al. 2012).       

 

1.1.6 Prognostische und  Prädiktive Marker 

Neben dem Tumorstadium, der Resektionsgüte und dem Vorliegen erblich bedingter Tu-

more (BRCA1/2 Mutationen) gibt es keine prätherapeutische prognostische und prädiktive 

Marker, welche die Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs oder das Therapieansprechen vor-
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aussagen können. Lediglich die Normalisierung des prätherapeutisch erhöhten CA-125 

Spiegels ist ein angewendeter Marker für das Therapieansprechen und das Überleben 

(Mogensen 1992). Um die First-Line-Chemotherapie dem Verlauf der Krankheit besser 

anpassen zu können und somit die Lebensqualität und das Überleben zu verbessern, 

werden Marker benötigt, die anhand des Primärtumors das Progressionsverhalten (Prog-

nose) und das Ansprechen auf Chemotherapie (Prädiktion) vorhersagen können. Beein-

trächtigende Nebenwirkungen durch nicht wirksame Therapien könnten dadurch vermie-

den werden.  

In den letzten Jahren beschäftigten sich zahlreiche Studien mit verschiedenen Möglich-

keiten die Prognose und Prädiktion zu verbessern. Dabei sind verschiedene Marker auf 

Grundlage von DNA-Kopiezahlveränderungen (LOH) (Wang et al. 2012), Mutationen 

(BRCA1/2) (Tan et al. 2008) und Genexpression (Konstantinopoulos et al. 2011, 

Volkmann et al. 2013) untersucht worden. Jedoch fehlen die zur Validierung nötigen 

größeren Studien. Die am häufigsten analysierten Gene im Zusammenhang mit dem 

OvCa ist das Tumorprotein 53 Gen (TP53) und das Breast Cancer 1 und 2 Gen 

(BRCA1/2). Ein durch Mutationen verändertes p35 Protein verliert zum einen seine 

tumorsuppressiven proapoptotischen Eigenschaften und begünstigt zugleich den Krebs 

als Onkogen (Brachova et al. 2013). Einen Einfluss auf die Prognose und vor allem das 

Therapieansprechen hat p53 in Zusammenhang mit BCL-2 und BAX (Ziolkowska-Seta et 

al. 2009). Patientinnen mit BRCA-Mutationen (Häufigkeit 15 %) haben eine Vorteil im 3-

Jahres-Überleben und sprechen besser auf platinbasierte First-Line- und Rezidiv-

Chemotherapie an (Tan et al. 2008, McLaughlin et al. 2013). Begünstigt wird die Therapie 

bei diesen Patientinnen außerdem durch Wirkung von PARP Inhibitoren, wodurch Einzel-

strangbrüche nicht repariert werden, Doppelstrangbrüche entstehen und bei BRCA Muta-

tionen zum Zelltod führen (Fong et al. 2010).  

 

1.2 Epigenetik 

1.2.1 Allgemeines 

Die Epigenetik bezeichnet mitotisch und meiotisch vererbbare Modifikationen der DNA, 

Chromosomen und im Allgemeinen der Genexpression, welche reversibel sind und nicht 

mit einer Änderung der genomischen DNA-Sequenz einhergehen (Egger et al. 2004, Bird 

2007). Epigenetische Veränderungen spielen neben genetischen Einflüssen eine wich-

tige, zum Teil initiale Rolle bei der Entstehung und Ausprägung von Krankheiten, insbe-

sondere Krebserkrankungen, wie dem OvCa (Egger et al. 2004, Michaelson-Cohen et al. 

2011). Die Hauptmerkmale der Epigenetik sind die Regulation der Genexpression durch 

Histonmodifikationen, DNA-Modifikationen und micro-RNA (miRNA) (Delcuve et al. 2009). 
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Bei der Repression der Genexpression durch miRNA werden bereits transkribierte Gene 

durch die Bindung von spezifischer miRNA an die 3’ untranslatierte Region der mRNA 

und die Rekrutierung von Proteinkomplexen (miRNA-induced silencing complex - RISC) 

abgebaut (Bartel 2004). Die Verbindung dieses nicht direkt vererbbaren Mechanismus mit 

der Epigenetik ergibt sich durch die Regulierung der miRNA Expression durch DNA-

Methylierung sowie umgekehrt, die Regulation von Histonmodifikationen und DNA-Methy-

lierung durch miRNA’s (Chuang und Jones 2007). Ein weiterer epigenetischer Mechanis-

mus ist die Histonmodifikation durch Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung und 

weiteren Veränderungen (Kouzarides 2007). Bestimmte acetylierte Lysine führen zur 

Genaktivierung durch Dekondensation des Chromatins und somit zur Zugänglichkeit für 

RNA-Polymerasen. Die Methylierung bestimmter Lysine hingegen unterdrückt die Gen-

expression durch Kondensation des Chromatins über Remodelling-Proteinkomplexe. Der 

durch diese Modifikationen gebildete „Histon-Code“ steht im direkten Zusammenhang mit 

der Genaktivität (Strahl und Allis 2000).  

 

1.2.2 DNA-Methylierung 

Der am besten verstandene und am häufigsten untersuchte Mechanismus der Epigenetik 

ist die DNA-Methylierung und deren Auswirkungen. Durch DNA-Methyltransferasen 

(DNMT’s) werden Cytosine an fünfter Position des Pyrimidinringes methyliert (Abb. 1.1). 

Grundlegend erfolgt eine maintenance DNA-Methylierung bei der Replikation der DNA am 

neu synthetisierten DNA-Strang durch DNMT1 (Espada et al. 2004). Die bei Entwick-

lungsprozessen der Zellen (Differenzierung, Entartung) wichtige de novo Methylierung 

wird hauptsächlich durch DNMT3a und DNMT3b katalysiert (Okano et al. 1999). Alle 

DNA-Methyltransferasen arbeiten in vivo jedoch zusammen (Kim et al. 2002), sodass ein 

genomweiter hypomethylierender Effekt nur durch das Ausschalten mehrerer DNMT’s 

erreicht werden kann (Paz et al. 2003).  

Im Gegensatz zur Methylierung, deren Mechanismen lange bekannt sind, ist die De-

methylierung von 5-Methylcytosin (5mC) erst seit wenigen Jahren erforscht. Dies kann 

passiv während der Replikation der DNA durch inaktivierte DNMT oder durch 5-Hydro-

xymethylcytosin (5hmC) (oxidiertes 5mC) inhibierte maintenance Methylierung erfolgen. 

Eine aktive Demethylierung wird durch Oxidation oder Desaminierung von 5mC und an-

schließender DNA-Reparatur erreicht (Abb. 1.1) (Bhutani et al. 2011). Die Oxidation von 

5mC in 5hmC, 5-Formylcytosin (5fC) oder 5-Carboxycytosin (5caC) wird durch TET Pro-

teine (Guo et al. 2011, Ito et al. 2011), die Desaminierung von 5mC zu Thymin oder 5hmC 

zu Hydroxymethyluracil (5hmU) durch Activation-induced Cytidin Deaminase (AID) 

(Bhutani et al. 2010) katalysiert. Anschließend führt eine Basenexzisionsreparatur, z. B. 

über Thymine-DNA Glycosylase, zum Einbau von Cytosin in die DNA (Cortellino et al. 
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2011, He et al. 2011). Durch Methylierungs- und Demethylierungsprozesse ist das Epige-

nom einer Zelle somit nicht statisch sondern sehr variabel.  

 

 

Abb. 1.1 Kreislauf der (De-) Methylierung von Cytosin, nach (Bhutani et al. 2011) 

Die Methylierung von Cytosin zu 5-Methylcytosin (5mC) wird durch DNA-Methyltransferasen katalysiert (roter 
Pfeil). Bei der passiven Demethylierung (schwarze Pfeile) wird während der DNA-Replikation eine mainte-
nance Methylierung durch inaktive DNMT’s oder 5-Hydroxymethylcytosin (5hmC) verhindert. Aktiv kommt es 
durch Oxidation oder Desaminierung und anschließender Basenexzisionsreparatur (grüne Pfeile, 
TDG/SMUG1) zum Austausch von 5mC in Cytosin. Die Oxidation der Basen wird von TET Proteinen (blaue 
Pfeile), Desaminierung von AID/AB1 und 3 Proteinen (lila Pfeile) katalysiert. 

  

Beim Menschen betrifft die Methylierung vorwiegend Cytosine in CpG Dinukleotiden. Nur 

in pluripotenten Stammzellen wurde bisher eine DNMT3-abhängige und vorwiegend in 

methylierten CpG-Regionen auftretende Cytosinmethylierung bei nicht-CpG Dinukleotiden 

gefunden, dessen Funktion aber noch nicht geklärt ist (Ziller et al. 2011, Arand et al. 

2012). CpG’s sind im Genom allgemein unterrepräsentiert und ungleichmäßig verteilt. 

Gehäuft treten sie jedoch in CpG-Inseln (CGIs) auf, welche sich vor allem in den Promo-

torregionen von ca. 50 % aller humanen Gene befinden (Antequera und Bird 1993). Erst-

mals wurden CGIs durch Verdau von DNA mit methylierungssensitiver HpaII Restriktion-

sendonuklease als „HpaII tiny fragments“ entdeckt (Bird 1986). Definiert werden CGIs ab 

einem GC-Gehalt von > 50 % und einer CpG Frequenz von > 0,6 (observed/expected) bei 

einer Länge von mindestens 200 bp (Gardiner-Garden und Frommer 1987). Eine umstrit-

tene stringentere Definition zum Ausschluss von CpG-Regionen in repetitiven Sequenzen 

wurde 2002 aufgestellt (Takai und Jones 2002).  

Die Methylierung der CGIs stellt einen wichtigen Mechanismus zur Regulation der 

Transkription dar, indem die Bindung von Proteinen an die DNA beeinflusst wird (Bird und 

Wolffe 1999, Cedar 1988). Zum einen wird die Bindung von Transkriptionsfaktoren durch 

Hypermethylierung direkt inhibiert (Watt und Molloy 1988, Jones und Laird 1999), zum 

anderen binden Methyl-CpG-bindende Proteine wie MeCP2 (Boyes und Bird 1992) oder 

MBD’s (Lopez-Serra et al. 2006) spezifisch an methylierte DNA. Außer MBD4 sind alle 
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Proteine dieser Familie mit Histonacetylasen assoziiert und somit ein Mediator der 

transkriptionellen Inhibierung durch Chromatinmodifikationen (Nan et al. 1998, Ballestar 

und Wolffe 2001, Ng et al. 1999). Die Stilllegung von Genen durch CGI-Methylierung im 

Promotorbereich ist wahrscheinlich nicht das initiale Ereignis, sondern schützt vorwiegend 

vor einer Reexpression (Deaton und Bird 2011). Grund für diese Annahme ist, dass ein 

Gen abgeschaltet bleibt, wenn die zugehörigen Histonmodifikationen entfernt werden 

(McGarvey et al. 2007). Besonders die Methylierung von CpG-Inseln im ersten Exon ei-

nes Gens führt zur Unterdrückung der Transkription (Brenet et al. 2011). In einzelnen 

Fällen kann eine Hypermethylierung allerdings auch zur Steigerung der Expression 

führen, indem Repressorkomplexe nicht mehr an den Promotor binden können (Berletch 

et al. 2008). 

Mit den verschiedenen epigenetischen Mechanismen wird neben der Expression einzel-

ner Gene das Imprinting (Allen et al. 1990), die X-Chromosom Inaktivierung (Avner und 

Heard 2001) und die gewebespezifische Differenzierung (Ohgane et al. 2008, Schilling 

und Rehli 2007) gesteuert. Letzteres findet man vor allem in der Embryogenese, wo es 

durch dynamische Änderung der Methylierung zu einer Veränderung der epigenetischen 

Information in den Keimbahnzellen und somit zu unterschiedlichen Zelldifferenzierungen 

kommt (Reik et al. 2001). Weiterhin wird DNA-Methylierung in CpG-armen Regionen mit 

chromosomaler Stabilität in Verbindung gebracht, da durch Methylierung repetitiver Se-

quenzen die Beweglichkeit von Transposons und homologe Rekombinationsereignisse 

unterdrückt werden (Pal et al. 2010). In diesen Regionen werden außerdem gesunde 

somatische Zellen durch Methylierung vor der Expression potentiell schädlicher Gene mit 

viralen Sequenzen geschützt (Herman und Baylin 2003). In den Promotorbereichen der 

meisten Gene sind die CpG-Inseln regulär unmethyliert, egal ob das betreffende Gen 

transkribiert wird oder nicht, wohingegen einzeln vorkommende intra- und extragenischen 

CpG’s methyliert sind (Bird 2002).  

 

1.2.3 Das DNA-Methylom in entarteten Zellen  

Bei krankhaften und entarteten Zellen kann das Methylierungsmuster deutlich verändert 

sein. Zum Beispiel sind Fehler bei der Ausprägung des Imprinting und resultierende 

Krankheitsbilder auf Änderungen der Methylierung zurückzuführen (Horsthemke 2010). 

Für Parkinson (Jowaed et al. 2010), Diabetes (Volkmar et al. 2012), Psychosen (Mill et al. 

2008) und viele andere Krankheiten sind in Verbindung stehende Aberrationen der DNA-

Methylierung nachgewiesen worden. Schon 1979 wurde DNA-Methylierung mit Karzino-

genese in Verbindung gebracht (Holliday 1979). Heute ist die Bedeutung der DNA-Methy-

lierung bei der Entstehung von Krebs unumstritten und eröffnet neue Diagnose- und 

Therapiemöglichkeiten. Genomweit beobachtet man eine Hypomethylierung, vorrangig 
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von CpG-armen Regionen und gleichzeitig eine Hypermethylierung in vielen promotor-

nahen CGIs (Herman und Baylin 2003). Die Hypomethylierung außerhalb von CGIs 

betrifft vor allem repetitive Elemente und die Zentromerregionen, was zur Expression von 

Transposons und viralen Genen führt, wobei der Mechanismus dieser Demethylierung 

noch weitgehend unklar ist (Wilson et al. 2007). Dies und die Demethylierung von X-

chromosomalen und dem Imprinting unterliegenden Genen führt zu genomischer Insta-

bilität, was ein Merkmal von Tumorzellen ist (Herman und Baylin 2003).  

Vorwiegend von de novo Hypermethylierung in CGIs sind Promotorregionen in Genen 

betroffen, die in die DNA-Reparatur, Zellzyklusregulation und Apoptose involviert sind und 

eine große Rolle bei der Karzinogenese und Progression spielen (Esteller 2007). Diese 

können zum größten Teil als Tumorsuppressorgene klassifiziert werden (Herman 1999, 

Esteller 2002, Jones und Laird 1999). Bis heute gibt es unzählige Publikationen, die sich 

mit der Methylierung von Tumorsuppressorgenen bei den verschiedensten Tumorenti-

täten beschäftigen. Eines der ersten hypermethylierten Tumorsuppressorgene, welches 

mit Karzinogenese in Verbindung gebracht wurde, ist das Retionblastomprotein RB1 

(Sakai et al. 1991) oder CDKN2A / p16 (Merlo et al. 1995). Ein weiterer Aspekt ist die 

Aktivierung von Onkogenen wie HRAS, KRAS, BCL2 und MYC durch deren Hypomethy-

lierung (Singal und Ginder 1999, Costello und Plass 2001). Diese sind in gesunden Zellen 

durch Methylierung stillgelegt. Bei weiteren Onkogenen ist es durchaus denkbar, dass sie 

indirekt durch Methylierung von Transkriptionsrepressorgenen aktiviert werden. Die 

Aktivierung von Onkogenen durch Methylierung der Bindestelle von den eigenen Trans-

kriptionsreppressoren wurde bei der Telomerase gezeigt (Berletch et al. 2008).  

Für den Mechanismus der de novo Methylierung gibt es mehrere Hypothesen. Durch zu-

fällige Methylierung und Selektion könnte es zur Proliferation und Progression von vorteil-

haft methylierten Zellen kommen (Jones und Baylin 2007). Eine kontrollierte de novo 

Methylierung ist durch Entfernung schützender Transkriptionsfaktoren, die eine Methy-

lierung verhindern sowie durch den Verlust von strukturellen Chromatingrenzen, wodurch 

ausgehend von bereits methylierten Sequenzen eine Ausweitung der Methylierung erfolgt, 

möglich (Turker 2002). Außerdem gibt es Anzeichen für eine targetspezifische de novo 

Methylierung durch die Rekrutierung von DNMT’s durch Proteinkomplexe, welche an 

bestimmte Sequenzmotive binden (Keshet et al. 2006). Neben der de novo Methylierung 

von Tumorsuppressorgenen sind auch epigenetische Keimbahnmutationen bekannt, wo-

durch zum Beispiel das Reparaturgen MLH1 vererbt methyliert vorliegt und mit Karzino-

genese in Verbindung gebracht wird (Suter et al. 2004, Gazzoli et al. 2002).  

Um ein methyliertes Gen wirksam abzuschalten, müssen meist beide Allele inaktiviert 

sein. Dies kann neben der Methylierung beider Allele auch durch Kombinationen mit 

Mutation oder Verlust (loss of heterozygosity - LOH) des zweiten Allel geschehen (Grady 
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et al. 2000). Da eine Methylierung der DNA im Gegensatz zu genetischen Veränderun-

gen, wie Mutationen oder LOH reversibel ist, stellt sie ein Ziel für Therapeutika durch 

Inhibierung der DNA-Methylierungsmaschinerie dar (Jones und Baylin 2007). Das größte 

Potential hat die DNA-Methylierung klinisch gesehen jedoch in der Diagnostik und Prog-

nostik, da die Methylierung von bestimmten Genen bei der Karzinogenese häufig schon in 

sehr frühen Stadien auftritt und tumorspezifisch ist (Wajed et al. 2001). Durch das spezifi-

sche Methylierungsmuster der Tumorentitäten ist es möglich den Ursprung eines Karzi-

noms zu bestimmen (Costello und Plass 2001, Esteller 2007). Methylierte Gene haben 

somit als Biomarker in den verschiedensten Tumorentitäten das Potential für die frühzei-

tige Diagnose, Prognoseabschätzung und durch den Einfluss von methylierten Genen auf 

das Ansprechen von adjuvanten Therapien auch als prädiktive Marker (Duffy et al. 2009).  

Neben der Untersuchung von operativ entnommenen Tumorgewebe lassen die spezifi-

schen Methylierungsmuster sogar eine Detektion von freier Tumor-DNA bei großem 

Hintergrund durch normale DNA im Serum zu (Zhang et al. 2013). Viele Tumorentitäten 

können auch in den entsprechenden Exkreten wie Urin, Stuhl und Sputum nachgewiesen 

werden (Palmisano et al. 2000, Dulaimi et al. 2004, Petko et al. 2005). Die Schwierigkeit 

besteht jedoch darin, dass die Konzentration an freier Tumor-DNA im Blut oder anderen 

Medien sehr gering ist und großen Schwankungen unterliegt (Jahr et al. 2001). Eine sehr 

aussichtsreiches Screeningverfahren durch Detektion einer Methylierungssignatur ist 

beim Zervixkarzinom gegeben, bei dem die zu untersuchenden Zellen am Entstehungsort 

eines möglichen Karzinoms oder dessen Vorstufen über einen einfachen Abstrich analy-

siert werden können (Hansel et al. in-press). 

 

1.3 Epigenetik und epigenetische Marker des Ovarialkarzinoms  

Die Epigenetik des OvCa verhält sich wie bei anderen Tumorentitäten (Balch et al. 2009). 

Man findet genomweit eine Hypomethylierung, zum Beispiel der Satellitenregion von 

Chromosom 1 und repetitiver Elemente wie LINE-1, was zu chromosomaler Instabilität 

führt und zum Teil einen prognostischen Faktor darstellt (Widschwendter et al. 2004, 

Pattamadilok et al. 2008). Die Expression von allgemein karzinogenen und EOC spezifi-

schen miRNA’s wurde zuletzt am häufigsten entdeckt. Diese haben neben der Methylie-

rung ebenfalls das Potential als Marker oder therapeutisches Target (Balch et al. 2009). 

Epigenetische Veränderungen auf Basis der CGI-Methylierung, welche möglicherweise 

Einfluss auf die Karzinogenese, Progression oder Chemoresistenz des EOC haben, sind 

zahlreich publiziert, aber zum großen Teil nicht genügend validiert (Barton et al. 2008, 

Balch et al. 2010, Gloss und Samimi 2012). Es gibt jedoch einige wichtige methylierte 

Gene die häufig mit signifikanten diagnostischen, prognostischen oder prädiktiven Wert 
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oder in Zusammenhang mit nachgewiesener tumorsuppressiver oder onkogener Funktion 

einhergehen (Tab. 1.1) (Gloss und Samimi 2012). 

 

Tab. 1.1 Meist untersuchte epigenetische Marker für das EOC, nach Gloss und Samimi 2012 

hypermethyliertes Gen Marker für / Korrelation mit 

Einzelne Tumorsuppressorgene  

BRCA1 PFS und Therapieansprechen 

MLH1 schlechter Verlauf, Cisplatinresistenz, gen. Instabilität 

HOXA9 OvCa Risiko, aber reverse zu Malignität 

RASSF1A diagnostischer Marker, Malignität 

SPARC Tumorgrad 

HIC1 Invasivität 

DAPK sehr Kontrovers 

OPCML diagnostischer Marker, Tumorgrad 

CCBE1 verringertes PFS 

Wnt Signalweg  

SFRP5 diagnost. Marker, schlechtes Therapieansprechen 
FZD4, DVL1, NFATC3, ROCK1, LRP5, 
AXIN1, NKD1 

verringertes PFS, schlechtes Therapieansprechen 

TGF-beta Signalweg  

TGFB1 diagnostischer Marker 

FBXO32 Tumorgrad, verringertes PFS 
PFS, progressionsfreies Überleben 
 

In nur sehr wenigen Fällen reicht die Sensitivität und Spezifität der Marker aus, um sie kli-

nisch einsetzen zu können, was vor allem auf prognostische und prädiktive Marker zutrifft. 

Marker mit guter Wertigkeit und hohem Potential für die Diagnose findet man im Tumor-

gewebe. Bei Einzelgenmarkern konnten Sensitivitäten von 67 % für DAPK1 (Collins et al. 

2006), 83 % für OPCML (Sellar et al. 2003) und 97,5 % für HOXA9 (Gloss und Samimi 

2012) nachgewiesen werden, wobei letzteres eine Falschpositivrate von 8 % aufwies. 

Hundertprozentige Sensitivität und hohe Spezifität lässt sich nur mit Kombinationen ver-

schiedener methylierter Marker wie BRCA1 / APC / CDKN1A / DAPK1 (Ibanez de 

Caceres et al. 2004) oder HOXA9 / EN1 / CA-125-Serumspiegel (Montavon et al. 2012) 

erreichen. In den diagnostisch relevanten Körperflüssigkeiten wie Serum, Plasma oder 

Peritonealflüssigkeit haben epigenetische Markersets jedoch immer noch eine zu geringe 

Sensitivität / Spezifität, z. B. von 90 % / 86,7 % für das Markerset RASSF1A / CALCA / 

EP300 (Liggett et al. 2011). Da die große Mehrheit der gefundenen Marker neben dem 

EOC auch typisch für andere Tumorentitäten und Erkrankungen sind, ist die Spezifität für 

das EOC recht gering. Zum Beispiel ist der Marker DAPK1, welcher im Serum von 54 % 

aller OvCa-Patientinnen als methyliert detektiert wird (Collins et al. 2006) nicht spezifisch 

für Tumorerkrankungen (Hafner et al. 2011). Mit dem 12,3-fachen Risiko an einem EOC 

zu erkranken steht die Methylierung von HOXA9 im gesunden Endometrium in Zusam-

menhang, dessen Funktion jedoch noch unklar ist (Widschwendter et al. 2009).  

Für eine Prognose des Krankheitsverlaufs gibt es weitaus weniger Gene die das Potential 

zu einem epigenetischen Marker besitzen. Vorreiter ist hier die Kombination aus 
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RASSF1A und PGR-PROX welche mit einer Sensitivität von 80 % und Spezifität von 

73,3 % OvCa von gutartigen Erkrankungen des Ovars im Plasma unterscheiden kann 

(Liggett et al. 2011).  

Bei der Ausprägung eines resistenten Phänotyps spielt wahrscheinlich die DNA-Methy-

lierung und damit verbundene Stilllegung von Genen, die für die Zytotoxizität von Che-

motherapeutika unabdingbar sind, eine Hauptrolle (Chang et al. 2010). Die Wirkung von 

Taxanen könnte zum Beispiel durch das Microtubulin-stabilisierende Protein RASSF1A 

unterstützt werden und durch Methylierung zur Resistenz führen (Balch et al. 2004). 

Durch die Beeinflussung von Apoptose- und Reparaturmechanismen nach Cisplatinbe-

handlung kann ebenso eine Resistenz herbeigeführt werden (Balch et al. 2004). Mehrere 

Studien haben unabhängig voneinander eine Hypermethylierung von MHL1, ein Mediator 

der Apoptose und dessen Einfluss auf das Therapieansprechen und Resistenz gegen 

Cisplatin nachgewiesen (Strathdee et al. 1999, Gifford et al. 2004, Zeller et al. 2012). 

Jedoch besitzen nur 25 % der Rezidive eine Methylierung des HML1-Gens (Gifford et al. 

2004). Meist werden die resistenzassoziierten epigenetischen Veränderungen durch 

Vergleich von resistenten Ovarialkarzinomzelllinien (z. B. A2780) mit deren parental 

sensitiven Ursprungszelllinien detektiert und die funktionelle Eigenschaft durch 

Reexpression der Gene und Resensitivierung der Zellen nach Behandlung mit Inhibitoren 

der Methylierung (5-Azacytidin) nachgewiesen (Zeller et al. 2012, Yu et al. 2011).   

 

1.4 Techniken zur Detektion von DNA-Methylierung 

Die Untersuchung der DNA-Methylierung kann auf verschiedene Art und Weise erfolgen. 

Das prinzipielle Vorgehen besteht aus der Vorbehandlung der DNA mit methylierungs-

spezifischen enzymatischen Restriktionsverdau, Natriumbisulfitkonversion oder Affinitäts-

anreicherung methylierter DNA-Fragmente und anschließender Analyse über Gelelektro-

phorese, Southern Hybridisierung, (quantitativer) PCR, Microarray-Hybridisierung und 

(Next-Generation-) Sequenzierung (Laird 2010). Die erste Methode, welche zur Unter-

suchung von DNA-Methylierung entwickelt wurde, basierte auf der Restriktion der DNA 

mittels methylierungssensitiver Enzyme (z. B. BstUI, HpaII) (Bird und Southern 1978). Die 

verdaute DNA wurde anschließend durch Southern-Blot Analysen oder PCR untersucht.  

Durch die Einführung der Bisulfitkonversion (Frommer et al. 1992) beschränkten sich die 

Analysen nicht weiter auf einzelne CpG Dinukleotide. Die Behandlung von genomischer 

DNA mit Natriumbisulfit führt in einer chemischen Reaktion zur Umwandlung von Cytosin 

in Uracil. Methylcytosin sowie alle anderen Nukleinbasen sind innert gegen Natriumbisulfit 

(Frommer et al. 1992). Konvertierte nicht CpG-assoziierte Cytosine definieren dabei den 

methylierungsunabhängigen, CpG-assoziierte den methylierungsabhängigen Sequenz-

unterschied, welcher genutzt werden kann, um das Methylierungsmuster genomweit oder 
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regional zu untersuchen. Die am häufigsten verwendete Methode zur Aufklärung der 

Methylierung einer „Region of Interest“ (ROI) ist die Methylierungsspezifische PCR (MSP), 

bei der mittels methylierungsspezifischer Primer bisulfitbehandelte DNA (bisulfit-DNA) 

amplifiziert wird (Herman et al. 1996). Das Produkt kann anschließend auf einem 

Agarosegel analysiert werden (Lo et al. 1999). Eine quantitative Erfassung der Methylie-

rung erfolgt mit der MethyLight Technologie in einer Real-Time PCR im SybrGreen-Ver-

fahren und / oder unter Verwendung von TaqMan Sonden (Eads et al. 2000). Dieses 

Verfahren eignet sich am besten für die schnelle und sensitive Aufklärung von locusspezi-

fischer DNA-Methylierung in vielen Proben. Weitere Möglichkeiten der Analyse von bisul-

fit-DNA sind „Combined Bisulphite Restriction Analysis“ (COBRA) (Xiong und Laird 1997), 

„Methylation-sensitive Single Nucleotide Primer Extension“ (MS-SNuPE) (Gonzalgo et al. 

1997) und vor allem die Bisulfitsequenzierung (Frommer et al. 1992) und Pyrosequenzie-

rung (quantitativ) (Colella et al. 2003) von PCR-Produkten oder klonierter DNA.  

Verfahren zur Anreicherung methylierter DNA und deren Detektion wurden 2005 entwi-

ckelt. Durch Immunpräzipitation von fragmentierter DNA mit Antikörpern gegen 5-methyl-

Cytosin (Methyl-DNA Immunoprecipitation (MeDIP)) und anschließender Microarray-

Hybridisierung und PCR konnte Weber et al. differentielle DNA-Methylierung in normalen 

und transformierten Zellen genomweit nachweisen (Weber et al. 2005). Im selben Jahr 

wurde auch die Anreicherung durch Bindung an Methyl-CpG Binding Domain Proteine 

(MBD2 und MBD3), der Methylated CpG-Island Recovery Assay (MIRA) entwickelt 

(Rauch und Pfeifer 2005). Neben der Analyse mit PCR wurde auch hier die angereicherte 

DNA auf Microarrays hybridisiert (Rauch et al. 2006). Beide Verfahren nutzen zur 

Anreicherung magnetische Beads, an welche der 5mC-Antikörper bzw. der MBD-Protein-

komplex gekoppelt ist. Im Vergleich ist die Ausbeute vor allem von dicht methylierten 

Sequenzen nach der Anreicherung mit dem MIRA höher, sodass mit diesem Verfahren 

weniger Ausgangs-DNA benötigt wird. Die Sensitivität gegenüber schwach methylierten 

Regionen kann zudem durch die Salzkonzentration angepasst werden (Robinson et al. 

2010). Ein weiterer Vorteil ist die spezifische Affinität der MBD’s zu mCpG’s in 

doppelsträngiger DNA. Der 5-methyl-Cytosin Antikörper hingegen benötigt denaturierte 

DNA und bindet auch nicht CpG assoziierte 5-methyl-Cytosine (Jin et al. 2010). Die Ana-

lyse der methylierten DNA erfolgt bei beiden Anreicherungsverfahren über PCR (MIRA-

PCR und MeDIP-PCR), locusspezifische oder genomweite (Next-Generation) Sequenzie-

rung (MeDIP-seq, MIRA-seq) und vor allem über Microarrayanalysen. Eine extrem sensi-

tive Methode zum Nachweis von methylierter DNA wurde von Gebhard und Kollegen 

entwickelt, wobei die Anreicherung und PCR in mit MBD2-Fusionsproteinen beschichteten 

Reaktionsgefäßen stattfindet und die Stringenz der Bindung durch die Salzkonzentration 

gesteuert werden kann (Gebhard et al. 2006a).  
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Die neuen Technologien Next-Generation-Sequenzierung NGS und Microarray-Hybridi-

sierung machen es möglich die Methylierung jedes einzelnen CpG’s genomweit zu unter-

suchen. Erstmals wurde 1999 durch Huan et al. ein Microarray in Verbindung mit Restrik-

tionsendonukleasen zur differentiellen methylierungsspezifischen Hybridisierung (DMH) 

entwickelt (Huang et al. 1999). Die Arraytechnologie zur Methylierungsanalyse entwickelte 

sich rasch weiter und es folgten bisulfit-DNA spezifische Microarrays (Gitan et al. 2002), 

allelspezifische Methylierungsanalysen mit Affimetrix SNP Microarrays (Yuan et al. 2006) 

und beadbasierten Microarrays für bisulfit-DNA (Bibikova et al. 2006). Mit der Entwicklung 

der Anreicherungsverfahren für methylierte genomische DNA (MeDIP, MIRA) und chro-

mosom- bzw. genomweiten CpG-Island Microarrays (Heisler et al. 2005) ist es neben dem 

Vergleich von zwei Proben mittels DMH auch möglich, viele Proben untereinander durch 

Hybridisierung der angereicherten methylierten DNA gegen die Ausgangs-DNA und der 

damit verbundenen Normalisierung zu analysieren (Weber et al. 2005, Rauch et al. 2006).  

Die am besten quantifizierende Methode, mit welcher der Methylierungsstatus jedes 

einzelnen Cytosins allel- und targetspezifisch für viele Proben oder genomweit in einer 

Analyse detektiert werden kann, ist die Next-Generation-Sequenzierung (NGS), auch 

„massive parallel Sequencing“ genannt. Einen allgemeinen Überblick der verschiedenen 

Plattformen für die Anwendung bei Methylierungsanalysen bietet das Review von Peter 

W. Laird und Zuo et al. (Laird 2010, Zuo et al. 2009). Die NGS ist, wie auch die Microar-

ray-Hybridisierung, auf alle Hauptprinzipien der Methylierungsanalyse (methylierungsspe-

zifische Restriktion, Natriumbisulfitkonversion und Affinitätsanreicherung methylierter 

DNA-Fragmente) anwendbar. Durch Anreicherung über methylierungsspezifischen 

Restriktionsverdau von gDNA erhaltene Produkte können genomweit (Oda et al. 2009), 

oder durch Größenselektion nach Restriktionsverdau von bisulfit-DNA beschränkt auf 

CpG-Regionen (Meissner et al. 2008) sequenziert werden. Durch MIRA oder MeDIP 

angereicherte methylierte DNA kann ebenfalls ohne (Brinkman et al. 2010) oder nach 

Bisulfitkonversion (Taylor et al. 2007) sequenziert werden. Neuere Verfahren nutzen die 

targetspezifische Anreicherung von bisulfit-DNA über „array capture“ (Hodges et al. 2009) 

oder „padlock probes“ genomweit (Lister und Ecker 2009) oder auf CpG-Regionen be-

schränkt (Ball et al. 2009, Deng et al. 2009) mit anschließender Next-Generation-Bisulfit-

sequenzierung (NGbS). Am weitesten verbreitet ist inzwischen die targetspezifische Bi-

sulfitsequenzierung über sequenzcodierte Fusionsprimer mit dem Roche 454 System 

(Korshunova et al. 2008). Für die Validierung von Ergebnissen aus CpG-Island 

Microarrayanalysen und quantitativer methylierungs-spezifischer PCR eignet sich dieses 

System am besten. Die bisulfit-DNA wird dabei mit target- und probenspezifischen Fusi-

onsprimern amplifiziert, an Beads gekoppelt und in ca. 1 Million Microreaktoren auf einer 

Sequenzierplatte (Pico-Titer-Plate) klonal und parallel in einer Wasser-Öl Emulsion pyro-
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sequenziert. Die Nucleotide (dNTP) werden dabei einzeln nacheinander über die Sequen-

zierplatte gespült. Bei Einbau eines oder mehrere dNTP’s wird dies durch die Lichtemis-

sion der Pyrosequenzierung in jedem einzelnen Microreaktor detektiert. Die bis zu 500 bp 

langen Produktsequenzen können den Proben und Targets eindeutig durch den ebenfalls 

sequenzierten und codierten Fusionsprimer zugeordnet werden (Margulies et al. 2005, 

Roche-Diagnostics-Corporation 2009). 

 

1.5 Zielsetzung 

Für das EOC fehlen spezifische prognostische und prädiktive Marker um eine Individual-

therapie abhängig vom Rezidivrisiko durchzuführen. Standardmäßig werden die Patien-

tinnen nach Operation des Primärtumors chemotherapeutisch behandelt. Einzig bei nicht 

vollständiger Resektion des Tumors lässt sich das Auftreten eines Rezidivs mit hoher 

Wahrscheinlichkeit vorhersagen. Makroskopisch vollständig resektierte Patientinnen 

haben ein nicht vorhersehbares Rezidivrisiko. Zudem entwickelt der Tumor bei der Pro-

gression sehr häufig eine Resistenz gegenüber Chemotherapeutika, wofür es zum heuti-

gen Zeitpunkt noch keine effektiven Marker gibt. 

Ziel dieser Arbeit ist es, spezifische Marker auf Basis der DNA-Methylierung für die Vor-

hersage des Auftretens von Rezidiven und der Entwicklung von Resistenzen gegen Che-

motherapeutika zu finden. Durch die Etablierung eines Assay zur Anreicherung methy-

lierter DNA Fragmente aus Gefriergewebe sowie Zellkulturen und anschließender verglei-

chender Hybridisierung auf CpG-Island Microarrays soll genomweit nach spezifischen 

Markern gesucht werden.   

Das zur Verfügung stehende Patientenmaterial der laboreigenen Tumorbank wird in zwei 

Verlaufsgruppen unterteilt, welche sich durch die rezidivfreie Zeit von größer bzw. kleiner 

als drei Jahren nach operativer Entfernung des Primärtumors unterscheiden.  

Die durch genomweite Methylierungsanalysen detektierten Unterschiede in der Methy-

lierung zwischen den Verlaufsgruppen der Patientinnen werden anschließend mit quanti-

tativer Methylierungsspezifischer PCR und Next-Generation-Sequenzierung an einem 

möglichst großen Probenset aus Gefrier- und FFPE-Gewebe validiert. Für die Überprü-

fung der prädiktiven Marker sollen resistente Zellkulturen bekannter Zelllinien in-vitro her-

gestellt werden. Die Etablierung eines sensitiven und spezifischen Markersets für die 

Prognose von Progression und Resistenz könnte vielen Patientinnen eine individuellere, 

wirksamere und zum Teil schonendere Therapie ermöglichen.   

Die funktionellen Auswirkungen differentieller Methylierung der etablierten Marker auf die 

Tumorzellen wird abschließend auf der Ebene der Transkription (RNA Expressionsana-

lysen mit qPCR) sowie auf Translationsebene (Immunhistochemie) aufgeklärt.
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Patientenkollektiv 

Tab. 2.1 Patientenkollektiv mit Gefriergewebe von Primärtumoren (n=48) für Methylierungs- und 
Expressionsanalysen und deren klinischen und pathologischen Parametern 

Tumor 
Nummer Alter Histologie TNM FIGO G R CTx 

rezidivfreie 
Zeit [d] 

2696 T1a* 54 ser. pap. AK pT3c pN1 M0 IIIC 3 R0 CP/Tax 229 

6170 Ta 65 ser. pap. AK pT3b pN0 M1 IV 3 R0 CP/Tax 230 

4047 T1a 51 Karzinom pT3c pN1 Mx IIIC 3 R0 CP/Tax 238 

2099 T1a 54 endomet. AK pT3c pN0 M1 IV 2 R1 CP/Tax 266 

433 T1 54 ser. pap. AK pT3c pN1 Mx IIIC 3 R1 CP 321 

976 T1a 58 ser. pap. AK pT3c pN1 Mx IIIC 2 R1 CP/Tax 346 

5342 Ta 64 tubuläres AK pT3c pN0 M0 IIIC 3 R0 CP/Tax 367 

5239 Ta 54 ser. pap. AK pT3b pN0 M0 IIIB x R0 CP/Ge 400 

1401 T1a 52 ser. pap. AK pT3c pN1 M1 IV 3 R1 CP/Tax 401 

2127 T1a 59 Adenokarzinom pT3   pN1 M0 IIIC 3 R0 CP/Tax 406 

4574 T1a 42 ser. pap. AK pT4   pN1 M1 IV 3 R0 CP/Tax 413 

2467 T2 59 ser. pap. AK pT3c pN0 M0 IIIC 2 R0 CP/Tax 420 

5228 Ta 60 ser. pap. AK pT3c pN1 M0 IIIC 2 R0 CP/Tax 447 

5006 T2 52 ser. pap. AK pT3c pN1 Mx IIIC 3 R1 CP/Tax 450 

4913 Ta* 59 ser. pap. AK pT3c pN0 M0 IIIC 3 R0 CP/Tax 457 

5276 T 62 endomet. AK pT3   pN1 M0 IIIC 2 R1 CP/Tax 463 

4594 T1a* 50 ser. pap. AK pT3c pN1 Mx IIIC 2 R1 CP/Tax 466 

4514 T 63 ser. pap. AK pT3c pN0 M0 IIIC 2 R1 CP/Tax/Top 548 

5214 Ta 60 ser. pap. AK pT2a pN1 M0 IIIC 3 R0 CP/Tax 553 

5713 T 79 Karzinom pT3c pN1 M0 IIIC 4 R0 CP/Tax 596 

2011 T1 59 ser. pap. AK pT3b pN0 M0 IIIB 3 R0 CP/Tax 629 

1743 T 51 endomet. AK pT3   pN1 M0 IIIC 3 R1 CP/Tax 676 

6080 Ta 53 ser. pap. AK pT3b pN0 M0 IIIB 3 R0 CP/Tax 738 

1477 T1 53 ser. pap. AK pT3c pN1 M0 IIIC 3 R0 CP/Tax 754 

1751 T1 58 ser. pap. AK pT3c pN1 M0 IIIC 3 R1 Cis 769 

4797 T2 50 ser. pap. AK pT3c pN1 M1 IV 2 R0 CP/Tax 912 

3411 T1 74 ser. pap. AK pT3c pN1 M0 IIIC 2 R0 CP/Tax 928 

3039 T1 61 ser. pap. AK pT3b pN1 Mx IIIC 3 R1 CP/Tax 982 

2854 T1 46 ser. pap. AK pT3c pN1 M0 IIIC 2 R0 CP/Tax 1009 

4575 T2a* 59 ser. pap. AK pT3c pN1 Mx IIIC 2 R0 CP/Tax 1021 

4803 T2a 41 Adenokarzinom pT3c pN1 Mx IIIC 3 R0 CP/Tax 1299
 i
 

4801 Ta 57 ser. pap. AK pT3c pN1 M0 IIIC 3 R0 CP/Tax 1302
 i
 

6153 Ta 48 ser. pap. AK pT3c pN1 M0 IIIC 3 R0 CP/Tax 1391
 i
 

5746 T 55 ser. pap. AK pT3c pN1 M0 IIIC 2 R0 CP/Tax 1431
 i
 

5834 Ta 58 ser. pap. AK pT3c pN1 M0 IIIC 3 R0 CP/Tax 1547
 i
 

5531 Tb 55 ser. pap. AK pT3c pN0 M0 IIIC 3 R0 CP/Tax 1620
 i
 

4168 T 51 Karzinom pT2a pN1 M0 IIIC 2 R0 CP/Tax 1839
 i
 

5171 T* 73 ser. pap. AK pT3b pN1 Mx IIIC 3 R0 CP/Tax 2155
 i
 

3764 T1a* 46 ser. pap. AK pT3c pN1 M0 IIIC 3 R0 CP/Tax 2210
 i
 

3573 T2a 38 ser. pap. AK pT2a pN1 M0 IIIC 2 R0 CP/Tax 2326
 i
 

3385 T1 49 Karzinom pT3c pN1 M0 IIIC 3 R1 CP/Tax 2362
 i
 

4349 T2a 58 ser. pap. AK pT3c pN0 M0 IIIC 3 R0 CP/Tax 2615
 i
 

3927 T1 44 Karzinom pT2b pN1 M0 IIIC 3 R0 CP/Tax/Top 2671
 i
 

4459 T1a 54 ser. pap. AK pT3   pN1 Mx IIIC 3 R0 CP/Pac 2797
 i
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Fortsetzung Tab. 2.1 – Patientenkollektiv mit Gefriergewebe 

Tumor 
Nummer Alter Histologie TNM FIGO G R CTx 

rezidivfreie 
Zeit [d] 

2340 T1a 63 ser. pap. AK pT2b pN1 M0 IIIC 3 R0 CP/Tax 2919
 i
 

3026 T1a 55 ser. pap. AK pT3a pN1 Mx IIIC 3 R0 CP/Tax 3881
 i
 

2744 T1a 59 ser. pap. AK pT3b pN1 Mx IIIC 2 R0 CP/Tax 3929
 i
 

23 T1a 59 ser. pap. AK pT3c pN0 M1 IV x R0 Cis 3966
 i
 

Für genomweite CpG-Island Microarrayanalysen verwendete Gewebe sind fett markiert. RNA stand für mit * 
markierte Tumoren (n=6) nicht zur Verfügung. Die rezidivfreie Zeit bezieht sich auf das Biopsie-Datum,

 i
 auf 

die letzte Information bei rezidivfreien Patientinnen. Abkürzungen: endomet., endometrioides; pap., papilläres;  
AK, Adenokarzinom; CTx, Chemotherapie; CP, Carboplatin; Cis, Cisplatin; Ep, Epirubicin; Tax, Taxan; Top, 
Topotecan) 

 

Tab. 2.2 Patientenkollektiv mit FFPE-Gewebe (n=22) für Methylierungsanalysen und 
Immunhistochemie 

Tumor-Nr. 
Gefriergewebe 

Alter 
FFPE Gewebe 

PT / Rez Befund-Nr. Block-Nr. Ursprung PT - Rez [d] 

4047 T1a 51 PT 32396/00 I1(5) Uterus, Adnexen  

  Rez 1 20961/01 (1) Scheide 251 

  Rez 2 4955/02 2(3) Scheide 440 

  Rez 3 13882/02 (1) Leiste 534 

976 T1a 58 PT 19760/96 II3(2) Ovar  

  Rez 1 25233/98 II Lymphknoten 793 

  Rez 2 22571/99 I1(3) Serosa 1128 

2011 T1 59 PT 31289/97 III(3) Adnexe  

  Rez 1 22516/99 II(1) Lymphknoten 644 

2127 T1a 59 PT 2717/98 II(4) Ovar  

  Rez 1 6815/99 II(I) Lymphknoten 413 

4913 Ta 59 PT 8391/03 III6(2) Ovar  

  Rez 1 19026/04 II(1) Mesentrium 526 

5214 Ta 60 PT 2780/04 (3) Ovar, Adnexe  

  Rez 1 18307/05 III(1) Fossa lumbosacralis 581 

5239 Ta 54 PT 5073/04 IV1(4) Ovar  

  Rez 1 12879/06 (1) Dünndarm 841 

6080 Ta 53 PT 7050/07 SS Adnexe  

  Rez 1 8485/09 II(3) Bauchnetz 755 

433 T1 54 PT 26428/95 I1(1) Uterus, Adnexen  

4594 T1a 50 PT 2590/02 IV1(1) Ovar  

6170 Ta 65 PT 11950/07 III(1) Ovar  
Die Parameter der Patientinnen sind über die Tumornummer des Gefriergewebes in Tab. 2.1 einzusehen. PT, 
Primärtumors; Rez, Rezidiv 
 

2.1.2 Zelllinien 

Tab. 2.3 Verwendete Zelllinien 

Zelllinie Ursprung bezogen von 

Hey (DNA) 
EOC (papilläres Zystadenokarzinom) 
aus Xenograft (HX-62) 

AG Prof. Meinhold-Heerlein, 
Universitätsklinikum Aachen 

SKOV3 Ascites (klarzelliges Adenokarzinom) DKFZ Heidelberg 

A2780 seröses Ovarialkarzinomgewebe Universitätsfrauenklinik München 

Keratinozyten  Vorhaut laboreigene Kultur FK09-12 / 09-17 
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2.1.3 Primer 

2.1.3.1 Primer für MIRA-PCR 

Tab. 2.4 Verwendete Primer für MIRA-PCR von Sigma 

Primername Oligosequenz Produktgröße Ta 

APC-F GAGGAAGGTGAAGCACTCAGTT 

338 bp 60 °C APC-R AGGGTGAGACATGGAGAGAAGA 

SNRPN-F TACATCAGGGTGATTGCAGTTCC 

126 bp 60 °C SNRPN-R TACCGATCACTTCACGTACCTTCG 

XIST-F CACGTGACAAAAGCCATG 

178 bp 60 °C XIST-R GGTTAGCATGGTGGTGGAC 
F, Forward; R, Reverse; Ta, Annealingtemperatur 

 

2.1.3.2 Primer für quantitative Methylierungsanalysen 

Tab. 2.5 Verwendete MS-Primer für q-MS-PCR von Sigma, MWG 

Primername Oligosequenz Produktgröße Ta 

ACTB-gDNA-F GTGATGGAGGAGGCTCAGCAAGT 
125 bp 61 °C 

ACTB-gDNA-R TGGGACCTGCTCCTCCCTTG 

ACTB-M-F TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT 
133 bp 61 °C 

ACTB-M-R AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA 

ATF7IP2-M-F TTAGTATTGTTAACGGTTGCGGTTC 
173 bp 61 °C 

ATF7IP2-M-R CCGAAACCTCCGAAACCG 

ATL1-M-F AATTGCGTTTAGCGCGGGTAC 
89 bp 61 °C 

ATL1-M-R CGATAAAACGCTATCACTACGCTCG 

ATOH8-M-F TTTAGTTTTCGGCGTTTTTTGTTTC 
108 bp 63 °C 

ATOH8-M-R AACCTTACCGACCTCTCGATAACG 

CAMK2N1-M-F TAGTCGTTGGTCGATTGATTC 
184 bp 60 °C 

CAMK2N1-M-R AACCTCGATCGACTACCG 

CAMK2N1-M-F TAGTCGTTGGTCGATTGATTC 
132 bp 58 °C 

CAMK2N1-M-R2 AAAACGAAACTAAATCGAAACG 

CLEC4G-M-F TAGTTACGACGTGGGGTACGGTTC 
264 bp 61 °C 

CLEC4G-M-R GTCCGCACTAAACTATTCCGAACG 

CSPG5-M-F GTTTAGTTATTCGTAGGGTCGGGGC 
235 bp 61 °C 

CSPG5-M-R AAACCTAAACGATCGACTTCGC 

DSC3-M-F GGCGTTCGTTAGAGCGTAGC 
231 bp 61 °C 

DSC3-M-R CGCCCTAAACGCTACACGA 

EMILIN2-M-F GAGCGGTATCGTTTTCGGC 
107 bp 61 °C 

EMILIN2-M-R CGAAACTCAAACGAAAATTCCG 

FAM194A-M-F GCGTTTTGGTTGGGTACGAAC 
107 bp 61 °C 

FAM194A-M-R ATCACGAACATCGATAACTACGACG 

GRIK7-M-F CGTTGTTTCGTTCGGGATTC 
251 bp 61 °C 

GRIK7-M-R AACGTCCGACAACGACTATATCTCG 

GRLF1-M-F GTTGTATCGATCGTATCGCGGTC 
203 bp 61 °C 

GRLF1-M-R CGCTACTTTCCCGAAAACAACG 

HNRNPH1-M-F2 ACGTTTCGCGTTCGAAGTTATTC 
282 bp 61 °C 

HNRNPH1-M-R2 CCGAACGCAAAAACCGACG 

HPDL-M-F CGTTGTAGGGAGAATCGC 
200 bp 60 °C 

HPDL-M-R CGACCATAACGCTCTAAACG 

HSF4-M-F2 GTTATTCGGTGTTGGACGTTTTTC 
147 bp 61 °C 

HSF4-M-R2 ACGCTTACGTCCACGAAAACG 
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Fortsetzung Tab. 2.5 - Verwendete MS-Primer für quantitative methylierungsspezifischen PCR 

Primername Oligosequenz Produktgröße Ta 

KATNAL2-M-F TTATTGTTGTTGCGGGACGATTTC 
109 bp 61 °C 

KATNAL2-M-R AAATTTAACCACCTCGACCGAACG 

KRT86-M-F TTTAGTTACGGGGGTTCGGC 
256 bp 62 °C 

KRT86-M-R GCCACCGCGAAAACTACTAACG 

KRT86-M-F2 TTAGGTCGCGGTTGCGTTTGAC 
72 bp 62 °C 

KRT86-M-R GCCACCGCGAAAACTACTAACG 

LMX1B-M-F GGAGAGTATTTCGAAGTCGTTTGC 
298 bp 61 °C 

LMX1B-M-R ATTAACCGATCTCGAATCCTTCG 

LRRC41-M-F TTGGTTTTCGGAATTTCGATTTTC 
167 bp 61 °C 

LRRC41-M-R GAACCGATAAACAACGATAACCCG 

MECOM-M-F CGTATTTTGTGCGTTTTCGAAATC 
136 bp 61 °C 

MECOM-M-R ACGTCTCCGAAATAAATCGTCCG 

MSC-M-F TATTCGGGTACGTTTACGGGC 
261 bp 61 °C 

MSC-M-R GTAAAACGCAACTACGCCTCG 

PAX2-M-F TTGCGTTTAGATTTTCGGGC 
167 bp 61 °C 

PAX2-M-R ACGCGAACGAATCTCTACCG 

PDE4D-M-F GTTGTTGTTGTTGTTGTCGTCGTC 
229 bp 66 °C 

PDE4D-M-R CCTCTAACGAAACCGAACACCG 

PROM1-M-F GAAGGAGTGCGTTTAGTTTCGC 
126 bp 61 °C 

PROM1-M-R AACGACGACAACGATAACTAAAACG 

PROX1-M-F TATTACGACGTTTTTCGGTTTTGC 
245 bp 61 °C 

PROX1-M-R CAAATACTACGACTACCGCGACG 

RASGRP2-M-F CGGTTAGCGAGGTTGGTC 
154 bp 60 °C 

RASGRP2-M-R AATACGTCCCACGACGAAAC 

RBP1-M-F2 CGGATGATTATATGGTTATCGTTTTGTAC 
210 bp 61 °C 

RBP1-M-R2 GAAAACCCTAACAATATTCGCGAACG 

RCOR2-M-F GTCGTTGGGTATCGTTTTGGTTC 
158 bp 61 °C 

RCOR2-M-R ACTCGACACTCGAAACGAATACG 

RUNX2-M-F GCGGGGCGATTTCGAGTTAC 
164 bp 61 °C 

RUNX2-M-R CTAAACCCACGCCCGAATCTACG 

RUNX3-M-F GTGTTTCGATTTCGGTTTAGCGTC 
353 bp 64 °C 

RUNX3-M-R2 CGCTCGACTCCGAAACCTCG 

RUNX3-M-F3 TTAGCGTCGTTCGGTAAAATTTC 
127 bp 60 °C 

RUNX3-M-R3 ACCGCGAATAAAATACGAACG 

SCAMP5-M-F2 CGGATTTTAGTCGTTTTAGGGTTGC 
124 bp 61 °C 

SCAMP5-M-R2 GACCAACGTTAAAATAAACCAAATCCG 

SLC2A2-M-F TAGGAAAGCGTTTTTGTGTCGC 
178 bp 61 °C 

SLC2A2-M-R TAATTTCCTACCGCCGTACTCCG 

SPON2-M1-F GGAGATTTCGTAGTTTAGCGGC 
276 bp 61 °C 

SPON2-M1-R CTTAAACGACAACTCCGACTCTTACG 

SPON2-M2-F TTGTTTAGGGCGGCGGTC 
155 bp 61 °C 

SPON2-M2-R AAATCGCGAATACTCGAAACCG 

TACSTD2-M-F TGGGGTGTAGTCGATAGCGTTC 
176 bp 61 °C 

TACSTD2-M-R GATAAACGTACGCCGCACG 

TMEM101-M-F CGTAGTTTTCGATGTAGGCGGC 
169 bp 64 °C 

TMEM101-M-R CCGACTCGCAAAAAACCCG 

TMOD1-M-F GTTGTAGGGCGCGTTTTTGGTC 
101 bp 61 °C 

TMOD1-M-R ACAACGTCTCCGCATATACGCG 

ZNF671-M-F2 CGGAGGACGTAGTATTTATTCGC 
103 bp 61 °C 

ZNF671-M-R2 CTACGTCCCCGATCGAAACG 

gDNA, genomische DNA; M, methylierungsspezifisch; F, Forward; R, Reverse; Ta, Annealingtemperatur 
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2.1.3.3 Fusionsprimer für Next-Generation Bisulfitsequenzierung 

Tab. 2.6 Genspezifische Primersequenzen und deren Parameter von Sigma 

Primername Oligosequenz Produktgröße Ta 1 Ta 2 

ATL-Seq-F TGTGATGTTGAGTTTGGTTTAT 
338 bp 53 °C 56 °C 

ATL-Seq-R CAAACACCTAACAACCCTTAAC 

ATOH8-Seq-F TTTAGTAAGTGAGAGTGGATTGGGT 
366 bp 60 °C 58 °C 

ATOH8-Seq-R ACCCAAAACCTACCTCCTCC 

CAMK2N1-Seq-F GGTTAGGGTTTGGTTTG 
362 bp 56 °C 56 °C 

CAMK2N1-Seq-R AAAAACCRAAACAAAACTCC 

KATNAL-Seq-F AGGGTTTTAGTATAGTGTTTGATG 
378 bp 53 °C 57 °C 

KATNAL-Seq-R AATCCAAAATCTAATAACACCTCC 

KRT-Seq-F TGTTTAGATGGAGGGTTATAGA 
392 bp 52 °C 55 °C 

KRT-Seq-R TTAATAATACCCACCACCAC 

RUNX-Seq-F GTAAARGTTTGGAGAGTAGTGTTT 
400 bp 52 °C 57 °C 

RUNX-Seq-R AACACCCRATTCAATCTAACTA 

Seq, Sequenzierung; F, Forward; R, Reverse; Ta 1, Annealingtemperatur der genspezifischen Sequenzen; 
Ta 2, Annealingtemperatur der Fusionsprimer 

 

Tab. 2.7  Probenspezifische ID-Sequenzen (MID) der Fusionsprimer 

MID Oligosequenz MID Oligosequenz MID Oligosequenz 

MID 1 ACGAGTGCGT MID 22 TACGAGTATG MID 34 CACGCTTACGT 

MID 2  ACGCTCGACA MID 26 ACATACGCGT MID 39 TACAGATCGT 

MID 4 AGCACTGTAG MID 27 ACGCGAGTAT MID 40 TACGCTGTCT 

MID 7 CGTGTCTCTA MID 28 ACTACTATGT MID 41 TAGTGTAGAT 

MID 11 TGATACGTCT MID 32 AGTACGCTAT MID 42 TCGATCACGT 

MID 14 CGAGAGATAC MID 33 ATAGAGTACT MID 45 TCTATACTAT 

MID 15 ATACGACGTA MID 34 CACGCTACGT   

MID 18 TCTACGTAGC MID 35 CAGTAGACGT   

 

Tab. 2.8 Zuordnung der MID’s zu den Proben und Genen 

Probe ATOH8 ATL1 KATNAL2 KRT68 RUNX3 CAMK2N1 

2744T1a 1 40 1 1 1 1 

3764T1a 4 4 4 4 4 4 

4801Ta 7 7 7 7 7 7 

5746T 11 11 11 11 11  

5834Ta 18 18 40 40 18  

6153Ta 22 22 22 22 22  

1477T1 26 26 26 26 26  

2854T1 28 28 28 28 28  

3411T1 32 32 41 32 32 32 

2696T1a 33 33 42 33 33 33 

4575T2a 34 34 34 34 34 2 

5228Ta 35 35 35 35 35  

SKOV3 ohne Cisplatin      14 

SKOV3 0,8 µM Cisplatin      15 

SKOV3 12,8 µM Cisplatin      22 

A2780 ohne Cisplatin      26 

A2780 0,8 µM Cisplatin      27 

A2780 12,8 µM Cisplatin      37 

Plazenta, in-vitro methyliert 39 39 39 39 39 45 
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2.1.3.4 Primer für quantitative Expressionsanalysen 

Tab. 2.9 Verwendete transkriptspezifische Primer für die q-PCR 

Primername Oligosequenz Produktgröße Ta 

ACTB-F GGACTTCGAGCAAGAGATGG 
294 bp 56 °C 

ACTB-R GCAGTGATCTCCTTCTGCATC 

ATL1-TV1+2-F TCTGTGTGAACTCGGGCTTG 
265 bp 60 °C 

ATL1-TV1-3-R CCGAAAATCCACCCCAACT 

ATL1-TV3-F GGTGTCCTTATCTGCAGCTTG 
212 bp 62 °C 

ATL1-TV1-3-R CCGAAAATCCACCCCAACT 

ATOH8-F GAAGCGCAAGGAGTGACTG 
122 bp 60 °C 

ATOH8-R GGCATCTTGGAGAAGACCAC 

CAMK2N1-F GACACCAACAACTTCTTCGG 
84 bp 58 °C 

CAMK2N1-R CAATAACAACCCGCTTGCT 

HPRT-F ACGAAGTGTTGGATATAAGC 
214 bp 56 °C 

HPRT-R ATAATTTTACTGGCGATGTC 

KATNAL2-F CACCAGTCAGAAAGCAGCGA 
110 bp 52 °C 

KATNAL2-R  TGAGCCAGATTCTTTGCGG 

RUNX3-TV1-F ATGGCATCGAACAGCATCTTC 
337 bp 60 °C 

RUNX3-TV1/2-R CCAATGCCACCACCTTGAA 

RUNX3-TV2-F ATGCGTATTCCCGTAGACCC 
295 bp 60 °C 

RUNX3-TV1/2-R CCAATGCCACCACCTTGAA 

TV, Transkriptvariante; F, Forward; R, Reverse; Ta, Annealingtemperatur 

 

2.1.4 Puffer und Lösungen 

Tab. 2.10 Zusammensetzung verwendeter Puffer und Lösungen 

Puffer / Lösung Zusammensetzung 

Ammoniumacetatlösung 7,5 M 5,78 g Ammoniumacetat 
ad. 10 ml ddH2O 
 

Citratpuffer pH 6,0 Stammlösung A 180 ml + B 820 ml 
A: 21,01 g Citronensäuremonohydrat 
ad. 1000 ml ddH2O 
B: 29,41 g Tri-Natriumcitrat-Dihydrat 
ad. 1000 ml ddH2O 
 

DNA / RNA Gelladepuffer 5x 25 mM Tris/HCl pH 7,5 
150 mM EDTA 
0,05 % Bromphenolblau 
25 % Glycerol 
 

EDTA 0,5 M, pH 8,0 18,6 g EDTA 
70 ml ddH2O 
pH 8,0 mit 10 M NaOH konz. Einstellen 
ad. 1000 ml ddH2O 
 

Hämatoxylinlösung 0,5 g Hämatoxylin  
5 ml Ethanol, abs. 
ad. 500 ddH2O  
0,1 g Kaliumiodat  
25 g Kaliumaluminiumsulfat-Dodecahydrat  
25 g Chloralhydrat 
0,05 g Zitronensäure 
fertige Lösung filtrieren 
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Fortsetzung Tab. 2.10 - Zusammensetzung verwendeter Puffer und Lösungen 

Puffer / Lösung Zusammensetzung 

Kresylviolettlösung 1 % Kresylviolettacetat in abs. Ethanol 
 

TBE Puffer 10x 108 g Tris 
55 g Borsäure  
40 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0 
ad. 1000 ml ddH2O 

TBST Puffer 100 mM Tris/HCl, pH 7,5 
150 mM NaCl 
0,1 % Tween 20 

TE Puffer pH 8,0 10 mM Tris/HCL, pH 8,0 
1 mM EDTA 
autoklavieren 
 

Tris/HCl 1 M, pH 8,0 oder 7,5 121 g Tris 
800 ml ddH2O 
pH mit HCl konz. einstellen 
ad. 1000 ml ddH2O 
 

Trypsin/EDTA Lösung 1x PBS 
0,05 % Trypsin 
0,05 M EDTA pH 8,0 
 

Verdaupuffer für DNA-Isolation 100 mM NaCl 
10 mM Tris/HCl, pH 8,0 
25 mM EDTA, pH 8,0 
0,5 % SDS 
 

2.1.5 Analyse- und Versuchssysteme (Kits) 

Tab. 2.11 Verwendete Analyse- und Versuchssysteme 

Kit Hersteller 

Agilent Oligo aCGH Hybridization Kit Agilent Technologies 

BioPrime® Total Genomic Labeling System Invitrogen 

EnVision™ Detection System Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse  Dako 

EZ DNA Methylation-Gold™ Kit Zymo Research 

innuPREP DOUBLEpure DNA Kit Analytik Jena 

MethylCollector™ Ultra Kit Active Motif 

NucleoSpin® RNA II Kit Machery-Nagel 

 

2.1.6 Enzyme 

Tab. 2.12 Verwendete Enzyme 

Enzym Hersteller 

AmpliTaq Gold® inkl. 10x Puffer und MgCl2 Applied Biosystems 

CpG Methyltransferase (M.SssI) inkl. SAM, NEB2 New England BioLabs 

FastStart Universal SYBR Green Master Mix Roche 

Proteinase K Roth 

SuperScript™ III Reverse Transkriptase inkl. First Strand Buffer, DTT Invitrogen 
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2.1.7 Antikörper 

Tab. 2.13 Verwendete Antikörper 

Antikörper Hersteller 

ATL1 Antikörper aus Kaninchen, polyklonal Sigma-Aldrich 

Ki67 MIB-1 Antikörper aus Maus, monoklonal Dako 

RUNX3 (R3-5G4) Antikörper aus Maus, monoklonal Santa Cruz Biotechnologie 

 

2.1.8 Chemikalien 

Tab. 2.14 Verwendete Chemikalien 

Chemikalie Hersteller 

Acetonitril Sigma-Aldrich 

Agarose Serva 

Ammoniak Merck 

Borsäure Merck 

Chloralhydrat Roth 

Cisplatin Sigma-Aldrich 

Citronensäure-Monohydrat Sigma-Aldrich 

Cot-1 human DNA Roche 

Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTP) Roche 

Dimethylsulfoxid (DMSO) ICN Biomedicals 

DNA 1 kb – Marker Fermentas 

DNA 100 bp – Marker Fermentas 

Eosinlösung, alkoholisch Sigma-Aldrich 

Ethanol, 96 % J.T. Baker 

Ethanol, 96 %, 1 % MEK Roth 

Ethanol, abs., 1 % MEK Roth 

Ethidiumbromid AppliChem 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Merck 

Fetales Kälberserum (FCS) Sigma-Aldrich 

Foramid, deionisiert Roth 

Gelatine (Glycerol-Gelatine) Serva 

Hämatoxylin Merck 

Kalialaun Roth 

Kaliumiodat Roth 

Kresylviolettacetat Sigma-Aldrich 

Natriumacetat Calbiochem 

Natriumchlorid Roth 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth 

Natriumhydroxid Roth 

Oligo aCGH/ChIP-on-chip Wash Buffer 1 und 2 Agilent Technologies 

PCR-Primer MWG, Sigma 

Penicillin / Streptomycin Life Technologies 

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 25:24:1 Roth 

Random Primer (für reverse Transkription) Invitrogen 

RNAseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor (40 U/μl) Invitrogen 

Roti®-Histokit II Roth 

RPMI-Medium Life Technologies 

Salzsäure konz. Roth 

ß-Mercaptoethanol Roth 

Stabilization & Drying Solution Agilent Technologies 

Tissue-Tek® SAKURA 

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Roth 
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Fortsetzung Tab. 2.14 – Verwendete Chemikalien 

Chemikalie Hersteller 

Tris Roth 

Trypsin Life Technologies 

Tween 20 Sigma-Aldrich 

Wasser, bidest, ultrarein für PCR Life Technologies 

Wasserstoffperoxid 30% Roth 

Xylol Merck 

Ziegenserum Dako 

Zitronensäure Sigma-Aldrich 

 

2.1.9 Verbrauchsmaterialien 

Tab. 2.15 Verwendete Verbrauchsmaterialien 

Material Hersteller 

Deckgläser Menzel-Gläser 

Falcon-Tubes 15 ml, 50 ml Greiner Bio-one 

LPC-Microfugetubes Zeiss 

Mikroarray Gasket Slides Agilent Technologies 

Objektträger, Palm® MembraneSlide NF Zeiss 

Objektträger, Standard Menzel-Gläser 

Objektträger, SuperFrost® Plus Menzel-Gläser 

PCR 96-well Platten Sarstedt 

PCR Reaktionsgefäße 0,1 ml 4er Streifen Qiagen 

PCR Reaktionsgefäße 0,2 ml Brandt 

PCR Reaktionsgefäße 0,2 ml 8er Streifen Sarstedt 

Pipettenspitzen Biozym 

Rasierklingen Wilkinson 

Reaktionsgefäße (0,5 ml / 1,5 ml / 2,0 ml) Eppendorf, Sarstedt 

Reaktionsgefäße / CryoTubes 3,6 ml Simport 

SurePrint G3 ChIP/CH3 2x400K Microarrays AMADID: 028863 Agilent Technologies 

Vollglasstäbe Roth 

Zellkulturflaschen BD Biosciences 

 

2.1.10 Geräte und Zubehör 

Tab. 2.16 Verwendete Geräte und Zubehör 

Gerät / Zubehör Hersteller 

Aqua bidest Automat Millipore 

Brutschrank Heraeus 

Elektrophoresesystem Biometra 

Gefriermikrotom Cryotome® Shandon 

Gefrierschrank (-20 °C) Liebherr 

Gefrierschrank (-80 °C) Forma Scientific 

Hitzeschrank Heraeus 

Hybridisierungsofen für Microarrays Agilent Technologies 

Hybridisierungsschalen (Färbekästen und -gestell) Roth 

Hybridization Chamber Agilent Technologies 

Invertmikroskop Axiovert 135 mit Mikromanipulator Zeiss 

Küvette Roth 

Magnetrührgerät IKA 

Magnetrührstäbe Roth 

Mastercycler Gradient, PCR-Gerät Eppendorf 
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Fortsetzung Tab. 2.16 – Verwendete Geräte und Zubehör 

Gerät / Zubehör Hersteller 

Microarrayscanner G2565CA Agilent Technologies 

Mikrowellenherd Bosch 

Mikroskop Axioplan 2 mit Kamera und AxioVision Software Zeiss 

Mikrotom Microm 

Nadelziehgerät Narishige 

NanoDrop® 1000 Spektrophotometer Thermo Scientific 

Palm MicroBeam System Zeiss 

Pipetten Eppendorf, Gilson 

Rotationsmischer Dynal 

RotorGene Q, PCR-Gerät Qiagen 

Slide holders für Microarrayscanner Agilent Technologies 

Sterilwerkbank Baker 

Thermomixer Eppendorf 

Tischzentrifuge Eppendorf 

Ultraschallbad USR3 mit Einsatz 042 Julabo 

UV-Geldokumentationssystem Biostep 

Vakuumsystem für Säulen QIAvac 24 Plus Qiagen 

Wasserbad Microm 

ABI 7300 Real-Time PCR System Applied Biosystems 

Vakuumzentrifuge RC 10.22 Jouan 

Feinwaage Satorius 

pH Messgerät WTW 

Eismaschine Simag 

Sterilwerkbank The Baker Company 

Pipettierhilfe Brand 

Pipetten 5 ml - 25 ml, Glas Hirschmann 

Megafuge 1.0R Heraeus 

 

2.1.11 Software 

Tab. 2.17 Verwendete Software 

Software, Version Hersteller 

ABI 7300 SDS Software V 1.2 Applied Biosystems 

Agilent Scanner Control Software V 8.3 Agilent Technologies 

AxioVision40 V 4.5.0.0. Zeiss 

BiQAnalyzer HT MPI für Informatik 

eArray, Online Microarray Konfiguration Agilent Technologies 

Feature Extraction Software 10.5.1.1 Agilent Technologies 

FeatureExtraction V 10.5.1.1 Agilent Technologies 

Genomic Workbench Software V 7.0 Agilent Technologies 

LinRegPCR V 11.0 Ruijter et al. 2009 

Methyl Primer Express Software V 1.0 Applied Biosystems 

Microsoft Office 2003 und 2007 Microsoft 

Palm Robo V 3.02 Zeiss 

PerlPrimer V 1.1.19 Sourceforge 

Primer Express Software V 2.0 Applied Biosystems 

Primer3web V 4.0.0 Untergrasser et al. 2012 

RotorGene Q Series Software V 1.7 Qiagen 

Spotfire V 4.5.0 TIBCO Software Inc. 

SPSS Statistics V 21 IBM 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Versuchsschema 

 

Abb. 2.1 Versuchsschema 

Systematischer Versuchsablauf zur Detektion epigenetischer prognostischer und prädiktiver 
Marker und deren Expression für das epitheliale Ovarialkarzinom (EOC).  
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Zur Charakterisierung epigenetischer Marker, welche eine prognostische (Krankheits-

verlauf) und prädiktive (Therapieansprechen bei Behandlung mit Chemotherapeutika) 

Aussage ermöglichen, wurde das folgende Versuchsschema zugrunde gelegt (Abb. 2.1). 

Im Mittelpunkt stand die Detektion von epigenetischen Markern mittels genomweiten 

Microarrayanalysen und die folgende Validierung mit quantitativer methylierungsspezifi-

scher PCR (q-MS-PCR) und Next-Generation Bisulfitsequenzierung. Prädiktive Marker 

wurden mit Hilfe von resistenten und parental sensitiven (gegen Cisplatin / Paclitaxan) 

Zelllinien untersucht. Des Weiteren ist der Einfluss der DNA-Methylierung einiger Marker 

auf deren Expression analysiert worden. Diese Studie wurde von der Ethikkommission der 

Friedrich-Schiller-Universität Jena genehmigt (#2582-6/09).  

 

2.2.2 Gewebeproben 

2.2.2.1 Anfertigung von Gefrier- und Paraffinschnitten 

Für DNA und RNA Isolation, Mikrodissektion, HE-Übersichtsfärbung und Immunhisto-

chemie wurden Gewebeschnitte mit folgenden Parametern (Tab. 2.18) aus Gefriergewebe 

der laboreigenen Tumorbank (eingebettet in Tissue-Tek®) sowie FFPE-Gewebe aus dem 

Archiv der Pathologie des Universitätsklinikum Jena angefertigt. Paraffinschnitte wurden 

auf dem Objektträger 45 min bei 56 °C zur Fixierung inkubiert. Jeweils der erste und letzte 

der Reihenschnitte wurde Hämatoxylin-Eosin gefärbt.  

 

Tab. 2.18 Parameter der Gefrier- und Paraffinschnitte für die jeweiligen Analysemethoden 

Methode 
Schnittdicke 
Kryo / FFPE 

Anzahl Objektträger / Tube 

HE-Färbung 7 µm / 3 µm 2 Standardträger 

Immunhistochemie 7 µm / 3 µm 4 SuperFrost Plus 

Manuelle Mikrodissektion 12 µm 6 bis 12 Standardträger 

Laserbasierte 
Mikrodissektion 

10 µm 12 Palm MembraneSlide 

DNA / RNA Isolation  5 µm 5 2 ml Tube 

 

2.2.2.2 Hämatoxylin-Eosin Färbung und Bestimmung des Tumorzellanteils 

Zur morphologischen Beurteilung und Bestimmung des Tumorzellanteils wurde von jedem 

verwendeten Gewebe eine HE-Färbung zu Beginn und Ende der Serienschnitte ange-

fertigt. Der Tumorzellanteil wurde objektiv bei 100facher Vergrößerung unter dem Mikro-

skop als Mittelwert über den Gesamtschnitt geschätzt.  
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Färbeprotokoll für Hämatoxylin-Eosin Färbung: 

- je 5 min in Xylol I und II entparaffinieren (nur FFPE-Gewebeschnitte)  

- 5 min mit abs. Ethanol fixieren 

- je 5 min mit 96 %, 70%, 50 % Ethanol rehydrieren 

- 3x mit Aq. dest. spülen 

- 3 min Kernfärbung mit Hämatoxylinlösung  

- in Leitungswasser spülen und mit 0,1 % Ammoniakwasser bläuen 

- 3x mit Aq. dest. spülen 

- 2 min Plasmafärbung mit alkoholischer Eosinlösung 

- je 3x spülen in 70 %, 96 % und abs. Ethanol (Differenzierung und Entwässerung) 

- je 5 min in absolutem Ethanol I und II waschen (Entwässerung) 

- 5 min in Xylol-Ethanol Gemisch waschen (Entsprittung) 

- je 5 min in Xylol I und II waschen (Entsprittung) 

 

Anschließend wurden die Objektträger mit Einschlussmittel (Roti®-Histokit II) versiegelt. 

 

2.2.2.3 Mikrodissektion von Gewebeschnitten 

Gewebeschnitte, welche mikrodissektiert werden sollten um den Tumorzellanteil zu erhö-

hen, sind für die manuelle Mikrodissektion auf Standardobjektträger und für die laser-

basierte Mikrodissektion auf Palm® MembraneSlides gebracht worden. Zur Differen-

zierung der Gewebestrukturen wurde bei Bedarf eine Kresylviolettfärbung durchgeführt. 

Dazu ist der Objektträger 3 min gefärbt und anschließend kurz mit 70 %igem Ethanol 

gespült worden. 

Die manuelle Mikrodissektion ist je nach Größe der zu entfernenden Strukturen unter 

einem Invertmikroskop mit Mikromanipulator oder mittels Rasierklinge durchgeführt 

worden.  

Die laserbasierte Mikrodissektion wurde mit dem PALM MicroBeam System von Zeiss im 

LMPC-Verfahren (Laser Microdissection and Pressure Catapulting) nach Hersteller-

anweisungen durchgeführt. Die Objektträger (Membrane Slides) sind zur Fixierung der 

Schnitte 30 min in der Sterilwerkbank unter UV-Licht (254 nm) inkubiert und anschließend 

mit Kresylviolett gefärbt worden. 

Dissektiertes Gewebe wurde in ein Reaktionsgefäß mit DNA-Isolationspuffer überführt. 
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2.2.3 Nukleinsäureextraktion aus Gewebematerial und Zelllinien 

2.2.3.1 DNA-Isolation 

Zur Isolation von DNA aus Gewebeschnitten, mikrodissektierten Gewebe und Zellkulturen 

fand die Phenol-Chloroform Methode Anwendung. 

 

Entparaffinierung von FFPE-Gewebe: 

- 2 x mit 1 ml Xylol gründlich vortexen und anschließend bei 24 °C und 14000 rpm 

zentrifugieren, Überstand verwerfen 

- Pellet 2 x waschen mit abs. Ethanol, danach trocknen 

 

DNA-Isolation von paraffinfreien Gewebe und Zellen: 

- Zugabe von 0,5 ml Verdaupuffer und 5 µl Proteinase K (100 mg/ml) 

- über Nacht bei 56 °C schütteln 

- Zugabe von 0,5 ml Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol, mehrere Sekunden vortexen 

- zentrifugieren bei 14000 rpm für 10 min, obere wässrige Phase entnehmen 

- Zugabe von 1/10 Vol. 7,5 M Ammoniumacetat und 2 Vol. 96 % Ethanol (eiskalt) zu 

wässriger Phase, gut mischen 

- 30 min bei -80 °C lagern, danach 20 min bei +4 °C und 14.000 rpm zentrifugieren 

- Überstand verwerfen und das Pellet mit 70 % Ethanol waschen 

- Pellet trocknen 

- Pellet in von 20 µl - 50 µl TE-Puffer lösen 

- Vermessung der DNA-Probe mit dem NanoDrop®. 

 

DNA aus FFPE-Gewebe wurde auf ein 1,5 %iges Agarosegel mit Ethidiumbromid aufge-

tragen, um die Qualität der genomischen DNA zu bestimmen. 

 

2.2.3.2 RNA-Isolation 

Zur Isolation von RNA aus Gewebeschnitten, mikrodissektierten Gewebe und Zellkulturen 

wurde der NucleoSpin® RNA II Kit von Machery-Nagel nach Herstellerprotokoll 

verwendet. Die isolierte RNA ist zur Qualitätskontrolle und Konzentrationsbestimmung mit 

dem NanoDrop® vermessen und auf ein 1,5 %iges Agarosegel mit Ethidiumbromid 

aufgetragen worden. 
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2.2.4 Microarrayanalysen 

Die teilweise mikrodissektierte DNA von Patientinnen (Tab. 2.1, Abschnitt 2.1.1) wurde zu 

Pools mit je drei Fällen zu gleichen Teilen vereinigt. Für jede Verlaufsgruppe (Patientin-

nen mit und ohne Rezidiv innerhalb 3 Jahren nach OP) sind zwei Pools gebildet worden. 

Außerdem ist DNA von cisplatinresistenten und parental sensitiven Hey-Zellen verwendet 

worden. Nach Ultraschallbehandlung zur Fragmentierung und Anreicherung der methy-

lierten DNA-Regionen durch MIRA wurde die methylierte DNA fluoreszenzmarkiert und 

nach folgendem Schema (Abb. 2.2) auf Agilent 2x400K CpG-Island Microarrays hybridi-

siert und die Daten anschließend ausgewertet.  

  

 

Abb. 2.2 Hybridisierungsschema der Microarrayanalysen 

Für die genomweiten Microarrayanalysen verwendete Agilent 2x400K CpG-Island Microarrays mit 
je zwei verfügbaren Arrays. Die 2-Farben-Hybridisierung (grün, Alexa Fluor 3; rot, Alexa Fluor 5) 
erfolgte vergleichend jeweils mit (A-B) einem DNA-Pool aus Patientinnen ohne Rezidiv (Pool A1, 
A2) vs. DNA-Pool aus Patientinnen mit Rezidiv innerhalb 3 Jahren nach OP (Pool B1, B2) sowie 
(B) DNA aus cisplatinsensitiven vs. -resistenten Hey Zellen. 

 

2.2.4.1 Ultraschallbehandlung von DNA 

Die sequenzunabhängige und gleichmäßige Fragmentierung der DNA-Proben wurde in 

einem Ultraschallbad mit folgenden etablierten Parametern durchgeführt:  

 

- Je 3,5 µg DNA in 35 µl TE Puffer (100 ng/µl) in 1,5 ml Eppendorf Safe-Lock Tubes 

- Ultraschallbad Julabo USR3, gefüllt mit Eiswasser bis zur Markierung 

- Julabo Tubehalter (Einsatz 042), mittig ausgerichtet, Tubes zwischen inneren und 

äußeren Positionen locker, etwas aufschwimmend positionieren 

- 4 Zyklen mit je 30 s An und 60 s Aus (Abkühlung) beschallen 

- Tubeposition nach jedem Zyklus untereinander tauschen 
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Je 250 ng beschallte DNA wurde anschließend auf ein 2 %iges Agarosegel mit Ethidi-

umbromid aufgetragen, um die Größe der Fragmente zu bestimmen. 

 

2.2.4.2 Anreicherung methylierter DNA 

Methylierte DNA ist mit dem MethylCollector™ Ultra Kit von Active Motif angereichert bzw. 

isoliert worden, welches auf Grundlage des Methylated CpG-Island Recovery Assay 

(MIRA) (Rauch und Pfeifer 2009, Rauch et al. 2006) basiert.  

Für die Microarrayanalysen war es notwendig, mindestens 2 µg DNA in die Anreicherung 

einzusetzen. Da der MethylCollector™ Ultra Kit für bis zu 1 µg DNA je Reaktion ausgelegt 

ist, wurde das Herstellerprotokoll modifiziert. Die Bindung der methylierten DNA an MBD 

Proteine und magnetische Beads sowie das Waschen wurde in 500 µl Reaktionsgefäßen 

nach folgendem Protokoll durchgeführt: 

 

- Magnetische Nickelbeads     20 µl 

- Complete Binding Buffer (AM7)   140 µl 

- Fragmentierte DNA       20 µl / 2 µg 

- His-MBD2/MDB3 Proteinkomplex  20 µl / 2 µg 

- Gesamtvolumen        200 µl 

 

- Inkubation auf  Rotationsmischer im Kühlraum bei 4 °C für 1,5 h 

- Überstand abgenommen 

- Waschschritte laut Protokoll mit je 400 µl Binding Buffer 

- Elution mit 200 µl Complete Elution Buffer laut Protokoll 

 

Die Aufreinigung der Elution erfolgte anschließend mit dem innuPREP DOUBLEpure von 

Analytik Jena nach modifiziertem Protokoll zur Aufreinigung von PCR-Produkten: 

 

- Elutionen aus MIRA (200 µl) mit 2 ml Bindepuffer in 3,6 ml Cryotubes gemischt 

- Durchfluss der Lösung zur Bindung der DNA an Säulen mittels Vakuum (QIAvac 24 

Plus) 

- Elution mit 25 µl TE-Puffer (3 min Inkubation) durch Zentrifugation (14.000 rpm) 

 

Um die Effizienz der Anreicherung methylierter DNA durch MIRA zu kontrollieren, wurden 

die Produkte mittels quantitativer PCR untersucht (MIRA-PCR). 
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Verwendete DNA: 

- Input DNA (Kontrollen): 10 ng, 1 ng, 0,1 ng aus dem jeweiligen 

ultraschallbehandelten DNA-Pool (100 ng/µl), dekadisch verdünnt 

- MIRA DNA: 1 µl DNA aus 25 µl Elution 1:8 verdünnt (entspricht 10 ng/µl Input-DNA) 

 

Verwendete Primer (Tab. 2.4, Abschnitt 2.1.3.1): 

- APC  (Negativkontrolle, aus MethylCollector™ Ultra Kit, Version B1) 

- XIST   (Positivkontrolle, paternal imprinted, aus MethylCollector™ Ultra Kit,  

Version B1) 

- SNRPN (Positivkontrolle, maternal imprinted) (Gebhard et al. 2006b) 

   

PCR Ansatz: 

- 5 µl Roche FastStart Universal SYBR Green Master Mix 

- 0,5 µl Primer-Mix (5 µM each) 

- 1 µl DNA 

- 3,5 µl ddH2O 

 

PCR Protokoll für RotorGene Q: 

- Aktivierung   95 °C   10 min 
-------------------------- 
- Denaturierung  95 °C   15 s 

- Annealing   60 °C   20 s 

- Elongation:   72 °C   30 s 

- Zyklenzahl    43 
-------------------------- 
- Standard-Schmelzkurvenanalyse 

 

Die Daten wurden mit der RotorGene Q Series Software 1.7 ausgewertet. Der Threshold 

wurde manuell auf 0,03 gesetzt, die Dynamic Tube Normalisierung angewendet und die 

Input-DNA als Standard für 10 ng, 1 ng und 0,1 ng definiert. Die Software kalkulierte die 

Ausbeute der angereicherten methylierten DNA anhand der Amplifikation mit den Primern 

für XIST und SNRPN. Da diese beiden Gene in der Input-DNA nur auf einem Allel methy-

liert sind, jedoch beide Allele gemessen werden, wurde der Wert für die Ausbeute an 

MIRA-DNA verdoppelt. 

 

2.2.4.3 Fluoreszenzmarkierung von DNA 

Die durch MIRA angereicherte DNA wurde für die Microarray-Hybridisierung mit dem 

BioPrime® Total Genomic Labeling System von Invitrogen genau nach Protokoll fluores-
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zenzmarkiert und aufgereinigt. Die Wahl des jeweiligen Fluoreszenzfarbstoff für die ver-

schiedenen Proben ist dem Hybridisierungsschema in Abb. 2.2 (Abschnitt 2.2.4, oben) 

oder der Tab. 2.19 (Abschnitt 2.2.4.4, unten) zu entnehmen. 

Mit dem NanoDrop (Applikationsauswahl „Microarray“) wurde anschließend die Konzen-

tration, Qualität und der Fluoreszenzfarbstoffgehalt der markierten DNA gemessen. Da 

die Farbstoffe Alexa Fluor® 3 und 5 nicht in der NanoDrop Software auswählbar waren, 

wurden die Parameter für Alexa Fluor® 555 und 647 verwendet, welche laut Invitrogen 

dieselben Eigenschaften wie die verwendeten Farbstoffe aufweisen.  

 

2.2.4.4 CpG-Island Microarray Hybridisierung 

Für die Microarrayanalysen wurden benutzerdefinierte SurePrint G3 ChIP/CH3 2x400K 

Mikroarrays (AMADID: 028863) verwendet. Mit dem Online-Microarray-Konfigurationstool 

eArray von Agilent Technologies (https://earray.chem.agilent.com) sind die Sonden des 

regulär angebotenen Human CpG Island Microarray 1x244K (AMADID: 014791) als 

Duplikat auf die benutzerdefinierten Microarrays übertragen worden. Ein weiterer Vorteil 

war, dass das neue Microarraydesign dem aktuellen menschlichen Referenzgenom hg19 

entsprach.  

Das Hybridisieren, Waschen und Scannen der Microarrays erfolgte strikt nach Hersteller-

protokoll „Agilent Microarray Analysis of Methylated DNA Immunoprecipitation Protocol“ 

Version 1.1 ab Abschnitt „Hybridisation and Wash“. Für die Hybridisierungslösung wurde 

die fluoreszenzmarkierte DNA aus Abschnitt 2.2.4.3 zu jeweils gleichen DNA Anteilen und 

einer DNA Gesamtmenge von 500 ng bis 3000 ng je Microarray laut Tab. 2.19 gemischt. 

 

Tab. 2.19 Fluoreszenzmarkierung  und Hybridisierungsschema der Proben 

 Fluoreszenzmarkierung (55 µl Elution) Hybridisierung 

Pool /  
Probe 

Farbstoff 
DNA Konz. 

[ng/µl] 
Farbstoff 
[pmol/µg] 

260/280 
DNA 
[µl] 

DNA 
[ng] 

Array 
ID* 

A 1 MIRA I  Alexa Fluor 3 72 14 1,90 40,50 2916 
1_1 

B 1 MIRA II  Alexa Fluor 5 79 23 1,86 37,00 2923 

A 1 MIRA II  Alexa Fluor 5 73 26 1,89 33,30 2431 
1_2 

B 2 MIRA I  Alexa Fluor 3 45 16 1,99 54,00 2430 

A 2 MIRA I  Alexa Fluor 3 101 15 1,87 5,00 505 
2_1 

B 2 MIRA II  Alexa Fluor 5 9 30 1,85 54,00 486 

A 2 MIRA II  Alexa Fluor 5 50 21 1,95 50,80 2540 
2_2 

B 1 MIRA I  Alexa Fluor 3 47 17 1,93 54,00 2538 

Hey sensitiv  Alexa Fluor 3 15 20 1,88 52,00 780 
4_1 

Hey resistent  Alexa Fluor 5 81 24 1,88 9,70 786 

* Array ID: 25288631000x_x 

 

Da das DNA-Volumen für den Hybridisierungsansatz 40 µl betragen muss, wurden die 

DNA Lösungen mit der Vakuumzentrifuge bei 40 °C, 1200 rpm, pulsierender Ventilation 

und maximalem Vakuum auf < 40 µl eingeengt und mit Wasser auf genau 40 µl aufgefüllt.  
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2.2.4.5 CpG-Island Microarray Auswertung 

Die Microarray-Rohdaten wurden mit der Feature Extraction Software von Agilent Tech-

nologies mit den Parametern laut Protokoll „Agilent Microarray Analysis of Methylated 

DNA Immunoprecipitation Protocol“ Version 1.1, Abschnitt 4 generiert. Die Analyse und 

Normalisierung der Daten, vor allem der Log2Ratio Werte und der grünen bzw. roten 

prozessierten Signale entspricht laut technischem Support von Agilent dem Vorgehen 

nach Rauch et al. (2006). 

Die Feature Extraction Software lieferte gleichzeitig einen Qualitätsreport mit Gitterpositi-

onierung, Verteilung und Ausprägung der Signalintensität und Hindergrundsignale sowie 

Fehlerstatistik, welcher für die Beurteilung der Microarray-Hybridisierung genutzt wurde. 

Die Analyse der Daten zur Auswahl differentiell methylierter Region erfolgte mittels 

Microsoft Excel 2007 nach folgendem Protokoll (Übersicht). Das detaillierte Protokoll ist 

im Anhang auf der beiliegenden CD zu finden. 

 

- Das FE-File (txt-file aus FeatureExtraction Software) wurde mit Microsoft Excel 2007 

geöffnet. Nicht verwendete Zeilen und Spalten sind im Laufe der Auswertung zur 

Minimierung des Speicherbedarfs gelöscht worden.  

- Alle Sonden mit dem „ControlType“ Wert „1“ und „-1“ (systematische Kontrollen) 

wurden entfernt. Sonden mit dem „ControlType“ Wert „0“ sind genau die Proben, die 

auch in der microarrayspezifischen Agilent Gen-List aufgeführt sind.  

- Die Werte der LogRatio (Logarithmus zur Basis des Quotienten aus rotem zu 

grünem prozessiertem Signal) wurden in einer neuen Spalte in den Logarithmus zur 

Basis 2 umgewandelt (Excel Funktion =log(10^Wert[LogRatio];2)). 

- Arithmetische Mittelwerte der Duplikate (Sonden mit gleichem „Probename“) für 

Log2Ratio und geometrisches Mittel für grünes und rotes prozessiertes Signal 

wurden mittels Pivot Tabelle ermittelt und die weiteren Attribute  

(z. B. „SystematicName“) wieder angefügt.  

- Die zur jeweiligen Design ID des Arrays (hier: 028863) gehörende Genliste und 

Sequenzliste (Verfügbar über Agilent eArray) wurde in die Tabelle passend nach 

„Probename“ eingefügt.  

- Sonden mit dem Wert „unmapped" oder „A_17_Pxxxxxxxx“ in Spalte 

„SystematicName“ wurden entfernt. 

- Attribut "SystematicName" durch Befehl „Text in Spalten“ nach Chromosom und 

Position aufgegliedert. 

- Daten nach genomischer Position sortiert und allen Sonden eine laufende Nummer 

nach Genomposition zugeordnet. 
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- Attribute „CpG-Island“, „CytoBand“ und „Tm“ aus Agilent Genomic Workbench 

Software (Exportfunktion) über eine Microsoft Access 2003 Abfrage eingefügt.  

- Laufende CpG-Island Nummer durch die Excel Formel in Abb. 2.3 A berechnet, 

sodass eine CpG-Region vom UCSC CpG-Island Name oder einem maximalen 

Sondenabstand von 300 bp begrenzt wird. Damit wurde sicher gestellt, dass nah 

flankierende Sonden einer CpG-Insel in die Methylierungsanalysen einfließen. 

- Berechnung der Mittelwerte für Log2Ratio, grünem und roten prozessiertem Signal 

von jeweils drei aufeinander folgenden Sonden einer CpG-Region mit gleicher 

laufender CpG-Island Nummer laut Formeln in Abb. 2.3 B. 

 

 
Abb. 2.3 Angewendete Funktionen in Microsoft Excel zur Berechnung der Mittelwerte aus jeweils 3 

fortlaufenden Sonden einer CpG-Region 

A: Als Variable für die Zuordnung der Sonden zu einer CpG-Region (gleicher UCSC CpG-Island 
Name oder max. 300 bp Sondenabstand) wurden die laufende CpG-Island Nummer berechnet.  
B: Anhand dieser Zuordnung sind die Mittelwerte von jeweils 3 aufeinander folgenden Sonden 
über eine gesamte CpG-Region hinweg berechnet worden. Regionen, welche mit nur ein oder 
zwei Sonden abgedeckt sind werden ebenfalls berücksichtigt (Berechnungsspalte 1 und 2). 

 
 

- Zeilen mit dem Wert „0“ für die Mittelwerte von bis zu 3 aufeinanderfolgenden 

Sonden in Log2Ratio, dem grünen und roten prozessierten Signal wurden entfernt. 

Diese Werte entstehen bei der Berechnung der 3er Mittelwerte für die ersten zwei 

A: Zuordnung der Sonden zu CpG-Regionen (Laufende CpG-Island Nummer) mit gleichen UCSC CpG-Island 
Namen oder maximal 300 bp Sondenabstand 
 
=Wenn((Oder(Wert[UCSC-CpGIslandName]z=Wert[UCSC-CpGIslandName]z-1;Abs(Wert[Position]z-Wert[Position]z-
1)<300));Wert[LfdCpGIsland]z-1; Wert[LfdCpGIsland]+1) 
 
 
B: Berechnung der Mittelwerte 
 
Berechnungsspalte 1: 
=Wenn((ZählenWenn(Spalte[LfdCpGIsland];Wert[LfdCpGIsland]z=1));Wert[Attribut]z;0) 
Erläuterung: Übernahme des Einzelwertes bei CpG-Regionen mit nur 1 Sonde. 
 
Berechnungsspalte 2: 
=Wenn((UND((ZählenWenn(Spalte[LfdCpGIsland];Wert[LfdCpGIsland]z=2)); 
Wert[LfdCpGIsland]z=Wert[LfdCpGIsland]z-1));Mittelwert(Wert[Attribut]z-1:Wert[Attribut]z);0) 
Erläuterung: Mittelwert der zwei Attribute bei CpG-Regionen mit 2 Sonden. 
 
Berechnungsspalte 3: 
=Wenn((UND((ZählenWenn(Spalte[LfdCpGIsland];Wert[LfdCpGIsland]z>2)); 
Wert[LfdCpGIsland]z=Wert[LfdCpGIsland]z-2));Mittelwert(Wert[Attribut]z-2:Wert[Attribut]z);0) 
Erläuterung: Mittelwert von drei aufeinander folgenden Attributen bei CpG-Regionen mit mehr als 2 Sonden. 
 
Berechnungsspalte 4: 
=Summe([Berechnungsspalte1]:[Berechnungsspalte3]) 
Erläuterung: Zusammenführung der Ergebnisse von CpG-Regionen mit 1, zwei oder mehr als 2 Sonden. 
 
Legende 
UCSC-CpGIslandName: CpG-Island Bezeichnung nach UCSC Genome Browser 
Position:     Chromosomale Nukleotidposition der ersten Base einer Sonde 
LfdCpGIsland:     Laufende CpG-Island Nummer 
Attribut:  Log2Ratio (Logarithmus zur Basis 2 des Quotienten aus rotem zu grünem prozessiertem 

Signal), g- oder rProcessedSignal (grünes / rotes normalisiertes Signal) 
Spalte:      Bezug, gesamte Spalte 
Wert:      Bezug, Zelle 
z; z-1; z-2:      Bezug, (vorherige) Zeilennummer(n) 
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Sonden einer CpG-Insel mit mehr als 2 Sonden. Jeweils Zeile 3 enthält den ersten 

Mittelwert aus 3 Sonden. 

- Die Daten der vier Microarrays der Verlaufsgruppen (Patientenproben) wurden in 

einem Tabellenblatt zusammengeführt und die Summe der Log2Ratios, g- und 

rProcessedSignal (Mittelwerte über 3 Sonden) der Arrays gebildet. 

- Zur Einschränkung von differentiell methylierten Regionen (DMR) wurden 

anschließend Summen der Log2Ratios aller 4 Microarrays mit einem Wert von ≤ -7.5 

bzw. ≥ 4.2 ausgewählt, sodass jeweils ca. 750 hyper- und hypomethylierte Regionen 

erfasst wurden.  

- Fortlaufendes Auswahlkriterium der DMR waren mindestens 3 aufeinander folgende 

positive bzw. negative SumLog2Ratios ≤ -7.5 bzw. ≥ 4.2 in einer CpG-Insel. 

- Bei den Microarrayanalysen von cisplatinresistenten und parental sensitiven Hey 

Zellen wurden zur Eingrenzung von DMR Log2Ratio-Mittelwerte gewählt, die dreimal 

in Folge einen Wert < -3,0 bzw. > 2,0 aufwiesen. 

 

2.2.5 Bisulfitkonvertierung von DNA für die Methylierungsanalysen 

Um den Methylierungsstatus mittels q-MS-PCR oder Sequenzierung abzufragen, muss 

dieser durch einen spezifischen Sequenzunterschied von methylierter und unmethylierter 

DNA vorliegen. Dies wird durch die Bisulfitbehandlung, erstmals beschrieben durch 

Frommer, eingeführt (Frommer et al. 1992). Dabei werden alle unmethylierten Cytosine in 

Uracil umgewandelt, methylierte Cytosine sind dagegen beständig. So erhält man je nach 

ursprünglichen Methylierungs-zustand verschiedene, der Methylierung entsprechende 

Sequenzen, welche mit methylierungsspezifischen Primern amplifiziert oder sequenziert 

werden können. 

 

2.2.5.1 Bisulfitbehandlung 

Für die Konversion der genomischen DNA (g-DNA) aus Gefrier- und FFPE-Gewebe, 

sowie Zelllinien in bisulfitbehandelte DNA (bisulfit-DNA) wurde der EZ DNA Methylation-

Gold™ Kit von Zymo Research verwendet. Je nach Herkunft der DNA sind laut Tab. 2.20 

unterschiedliche Mengen g-DNA für die Konversion verwendet und die bisulfit-DNA mit 

bestimmtem Volumen an M-Elution Buffer eluiert worden. Jede bisulfitbehandelte DNA 

wurde anschließend mit dem NanoDrop® vermessen. Die höher konzentrierten Proben 

(> 5 ng/µl) aus Zelllinien und Kontrollen wurden mit TE-Puffer auf Aliquote von 5 ng/µl 

eingestellt. 
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Tab. 2.20 Proben- und Versuchsparameter der Bisulfitbehandlung 

DNA-Quelle Input-DNA Elutionsvolumen Endkonzentration 

Gefriergewebe 300 ng 40 µl  5 ng/µl 

FFPE-Gewebe 1000 ng 20 µl 0 - 20 ng/µl 

Zelllinien 1000 ng 40 µl auf 5 ng/µl eingestellt 

Kontrollen 1000 ng 40 µl auf 5 ng/µl eingestellt 

 

2.2.5.2 Kontrollen und Standards 

Als Positiv- und Negativkontrolle sowie Gemische dieser zur Quantifizierung der Methylie-

rung bei der q-MS-PCR wurde bisulfit-DNA und vorher in-vitro methylierte bisulfit-DNA 

aus Keratinozyten verwendet. Die im eigenen Labor aus Vorhaut gewonnenen und kulti-

vierten Keratinozyten sind bewusst gewählt worden, da Karzinome aus dem Deckgewebe 

der Haut (Epithel) entstehen, welches zu ca. 90 % aus Keratinozyten besteht. 

Die DNA aus Keratinozyten ist laut Abschnitt 2.2.3.1 isoliert worden. Für die Positiv-

kontrolle (methylierte DNA) wurde diese mit CpG Methyltransferase (M.SssI) in-vitro 

methyliert: 

 

- 1 µg Keratinozyten DNA 

- 2 µl NEB Buffer 2 (der M.SssI beiliegend) 

- 2 µl S-adenosylmethionine (1600 mM) (der M.SssI beiliegend) 

- 1 µl CpG Methyltransferase (M.SssI) (4000 U/ml) 

- ad. 20 µl ddH2O 

- mindestens 6 h bei 37 °C inkubieren 

 

Die Bisulfitbehandlung der Negativkontrolle (native Keratinozyten DNA) und Positivkon-

trolle (in-vitro methylierte Keratinozyten DNA) erfolgte wie im Abschnitt 2.2.5.1 beschrie-

ben.  

Für die Quantifizierung der Methylierung mit q-MS-PCR sind für die Standardreihe je 5 ng 

Kontroll-DNA und deren Gemische nach Tab. 2.21 verwendet worden. Für die Next-

Generation-Bisulfitsequenzierung und Gradienten-PCR ist als Positivkontrolle Plazenta-

DNA verwendet wurden, was nach in-vitro Methylierung jedoch keinen Unterschied zu 

Keratinozyten DNA zeigte. 

 

Tab. 2.21 Für die Quantifizierung mit q-MS-PCR verwendete Kontrollen / Standardreihe 

Kontroll-DNA / Standardreihe 
Anteil nativer 

bisulfitbehandelter DNA  
Anteil in-vitro methylierter 
bisulfitbehandelter DNA 

nicht methyliert 100 % - 

1 % methyliert 99 % 1 % 

10 % methyliert 90 % 10 % 

vollständig methyliert - 100 % 
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2.2.6 Methylierungsanalysen mit q-MS-PCR 

2.2.6.1 Design methylierungsspezifischer Primer 

Die DNA-Referenzsequenzen (hg19) der zu validierenden differentiell methylierten Regio-

nen (DMR) wurden dem UCSC Genome Browser entnommen. Anhand der Signale der 

einzelnen Microarraysonden in einer DMR konnten die am stärksten hyper- bzw. hypo-

methylierten Bereiche für ein effizientes Primerdesign ausgewählt werden. Entsprechende 

methylierungsspezifische Primer (MS-Primer) wurden mit dem Programm „Methyl Primer 

Express® Software V 1.0“ von Applied Biosystems mit folgenden Parametern in Tab. 2.22 

entworfen.  

 

Tab. 2.22    Parameter für das Primerdesign mit Methyl Primer Express® Software 

CpG-Island Einstellungen 

Größe 300 bp - 2000 bp 

GC-Gehalt > 50% 

CpG Gehalt „observed/expected“ > 0,6 

Primer Settings 

PCR Produktlänge 100 bp - 300 bp 

Primerlänge 18 bp - 28 bp 

Annealingtemperatur (Ta) 62 °C bis 68 °C 

delta Ta Primer < 3°C 

Anzahl CpG je Primer mindestens 3 

Anzahl C’s, nicht in CpG, je Primer mindestens 4 

C aus CpG am Primer 3’ Ende  ja 

Sucheffizienz der Software variabel nach Ergebnisanzahl 

 

Konnten mit diesen Einstellungen keine Primer gefunden werden, wurde die Anzahl an 

CpG Dinucleotiden in den Primern auf mindestens zwei herunter gesetzt. Die Spezifität 

der MS-Primer ist mittels BLAST gegen das bisulfitkonvertierte Genom und die Bildung 

eventueller Sekundärstrukturen von Primerdimeren mit dem Programm PerlPrimer analy-

siert worden. Da erfahrungsgemäß die Annealingtemperatur in der PCR gut mit den Be-

rechnungen der Primer Express Software (Parameter: 50 mM Salz; 0,05 mM Primer) 

übereinstimmt, wurde diese zur Bestimmung verwendet. Primer, für die unspezifische 

PCR-Produkte, energetisch günstige Primerdimere, Annealingtemperaturen unter 60 °C 

vorausgesagt worden, oder sehr AT-reich (vor allem Wiederholungen) waren, bzw. kein 

Cytosin aus einem CpG am 3’ Ende des Primers enthielten, wurden ohne Software erneut 

entworfen bzw. die Vorgeschlagenen um einige Basenpaare verschoben. 

Für die Analyse von bisulfit-DNA aus FFPE-Gewebe sind die Primerpaare für RUNX3, 

KRT und CAMK2N1 nachträglich verschoben worden, um kürzere PCR-Produkte zu 

erhalten und somit eine effiziente PCR Reaktion zu erreichen. Einzig der MS-Primer für 

ACTB (ACTB-M-F/R) stammt aus einer anderen Studie (Wisman et al. 2006). 
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Die exakte Annealingtemperatur für alle Primerpaare ist mittels Gradienten-PCR nach 

folgendem Protokoll ermittelt worden. 

 

Gradienten-PCR Ansatz je Primer (9x): 

- 45 µl Roche FastStart Uni Sybr Green Master Mix (ROX) 

- 2,25 µl Primer Mix (5 mM each) 

- 38,25 µl ddH2O 

- 4,5 µl (22,5 ng) in-vitro methylierte bisulfitbehandelte DNA 

- Aufgeteilt zu je 8 x 10 µl 

 

Two-Step Gradienten-PCR Protokoll für Eppendorf Mastercycler Gradient: 

- Aktivierung      95 °C     10 min 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
- Denaturierung     95 °C     15 s 

- Annealing & Elongation  63 °C +/- 6 °C  40 s 

- Zyklenanzahl     40 

 

Die Produkte wurden mit einer Schmelzkurvenanalyse im RotorGene Q PCR-Cycler 

sowie anschließender Gelelektrophorese (2 % Agarose) überprüft und die optimale 

Annealingtemperatur bestimmt. 

 

2.2.6.2 Quantitative methylierungsspezifische PCR 

Die q-MS-PCR zur Detektion und Quantifizierung der Methylierung in den differentiell 

methylierten Regionen wurde nach folgendem Protokoll durchgeführt.  

 

q-MS-PCR Ansatz je Probe: 

- 5 µl Roche FastStart Uni Sybr Green Master Mix (ROX) 

- 0,25 µl Primer Mix (5 mM each) 

- 3,75 µl ddH2O 

- 1 µl (5 ng) bisulfit-DNA 

 

Two-Step q-MS-PCR Protokoll für RotorGene Q: 

- Aktivierung      95 °C  10 min 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
- Denaturierung     95 °C  15 s 

- Annealing & Elongation  Ta °C  40 s 

- Zyklenanzahl     40 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
- Standard-Schmelzkurvenanalyse 
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In jeder q-MS-PCR wurde die Standardreihe aus unmethylierter, 1 %, 10 % und vollstän-

dig methylierter Kontroll-DNA (siehe Abschnitt 2.2.5.2) mitgeführt. Die Semiquantifizierung 

der Methylierung erfolgte mittels der Ct-Methode.  

 

ACTBGOI CtCtCt   

 

Durch den Abgleich mit der Standardreihe wurden Proben mit einer Methylierung von 

unter 1 % als unmethyliert eingestuft. Schwach methylierte Proben sind zu 1 % bis 10 % 

methyliert. Ab einer Methylierung von 10 % lag eine starke Methylierung vor. Bei der 

Analyse von Triplikaten sind die q-MS-PCR getrennt voneinander durchgeführt worden. 

Eine Probe wurde als positiv (methyliert) gewertet, wenn mindestens zwei von drei Analy-

sen eine schwache oder starke Methylierung detektierten. 

 

2.2.6.3 Effizienzbestimmung der q-MS-PCR 

Die mittlere Effizienz für die Amplifikation mit einem bestimmten MS-Primer in einem 

PCR-Ansatz wurde durch die Funktion „Comparativ Quantification“ der RotorGene Q 

Software nach manueller Auswahl aller positiver Proben mit einem Produkt über 1 (df/dt) 

angegeben. Die mittlere Effizienz eines Primerpaares errechnete sich anschließend aus 

dem arithmetischen Mittel der PCR-Ansätze eines Primerpaares. 

 

2.2.7 Methylierungsanalysen mit Next-Generation Bisulfitsequenzierung 

Die Next-Generation Bisulfitsequenzierung (NGbS) wurde bei der Firma eurofins MWG 

GmbH in Ebersberg in Auftrag gegeben. Verwendet wurde die Nanotechnologiemethode 

des Roche GS-FLX Systems mit Titanium-Chemie. So können bis zu 1 Mio. Sequenzen 

mit einer Länge von 350 bp bis 450 bp generiert werden. Für die in dieser Arbeit sequen-

zierten Proben sind neben weiteren Projekten des Labors ca. 180.000 von 400.000 

(entspricht ½ Sequenzierplatte) genutzt worden. Die Probenvorbereitung (Bisulfitbehand-

lung, Amplifikation mit Fusionsprimern, Aufreinigung und Erstellen des DNA-Pools) wurde 

im eigenen Labor durchgeführt. Verwendet wurde die bisulfit-DNA aus mikrodissektierten 

Gefriergewebeproben, welche auch für die Validierung der Microarrays mittels q-MS-PCR 

verwendet wurde.  

 

2.2.7.1 Primerdesign der Fusionsprimer 

Bisulfit-DNA spezifische methylierungsunabhängige Primer, welche die Produkte der q-

MS-PCR zur Validierung der Kandidatengen einschließen, wurden mit der „Methyl Primer 
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Express® Software V 1.0“ von Applied Biosystems und vorgegebenen Standardparame-

tern für bisulfit-Sequenzierungsprimer entworfen. Jeweils dem 3’ Ende der Forward 

Primer wurde anschließend der zur Sequenzierreaktion benötigte A-key Primer inklusive 

probenspezifischer ID-Seqeuenz (MID, siehe Tab. 2.7 und Tab. 2.8, Abschnitt 2.1.3.3) (5’-

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG-MID-3’) und dem Reverse Primer den B-key 

Primer ohne MID (5’-CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAG-3’) angehängt. Die Spezifität 

der Primer ist mittels BLAST gegen das bisulfitkonvertierte Genom und die Bildung even-

tueller Sekundärstrukturen von Primerdimeren mit dem Programm PerlPrimer analysiert 

worden. Primer, für die unspezifische PCR-Produkte oder energetisch günstige Primerdi-

mere vorausgesagt worden sind, wurden ohne Software erneut entworfen, um einige 

Basenpaare verschoben oder mit einer anderen MID gekoppelt. Die Spezifität und die 

exakte Annealingtemperatur aller Primerpaare (mit und ohne key-Primer + MID) ist mittels 

Gradienten-PCR nach folgendem Protokoll ermittelt worden.  

 

Gradienten-PCR Ansatz (1x): 

- 2,5 µl 10x PCR Puffer (inkl. 15 mM MgCl2) (der AmpliTaq Gold beiliegend) 

- 0,25 µl MgCl2 (25 mM) (der AmpliTaq Gold beiliegend) 

- 1,25 µl DMSO 

- 0,6 µl dNTP (10mM) 

- 2 µl Primer Mix (10 pmol/µl each) 

- 0,25 µl AmpliTaq Gold Polymerase 

- 17,15 µl ddH2O 

- 1 µl (100 ng) bisulfit-DNA 

 

Gradienten PCR Protokoll für Eppendorf Mastercycler Gradient: 

- Aktivierung      95 °C     10 min 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
- Denaturierung     95 °C     30 s 

- Annealing      55 °C +/- 6 °C  20 s 

- Elongation      72 °C     45 s 

- Zyklenanzahl     40 

 

Die Produkte wurden mit einer Schmelzkurvenanalyse im RotorGene Q PCR-Cycler 

sowie anschließender Gelelektrophorese (2 % Agarose) überprüft und die optimale 

Annealingtemperatur, bei der die größte Produktmenge bei Ausschluss von unspezifi-

schen Produkten erhalten wurde, bestimmt. 
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2.2.7.2 Amplifikation der DNA zur Kopplung der Fusionsprimern 

Die Amplifikation der bisulfit-DNA zum Koppeln der Sequenzierungs-Tags wurde nach 

folgendem Protokoll durchgeführt.  

 

PCR Ansatz (1x): 

- 5 µl 10x PCR Puffer (inkl. 15 mM MgCl) (der AmpliTaq Gold beiliegend) 

- 0,5 µl MgCl2 (25 mM) (der AmpliTaq Gold beiliegend) 

- 2,5 µl DMSO 

- 1,2 µl dNTP (10mM) 

- 4 µl Primer Mix (10 pmol/µl each) 

- 0,5 µl AmpliTaqGold Polymerase 

- 34,3 µl ddH2O 

- 2 µl (100 ng) bisulfit-DNA 

Aufgeteilt auf 2 x 25 µl PCR Reaktionen 

 

PCR Protokoll für Eppendorf Mastercycler Gradient: 

- Aktivierung      95 °C    10 min 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
- Denaturierung     95 °C    30 s 

- Annealing      *Ta 1    20 s 

- Elongation      72 °C    45 s 

- Zyklenanzahl:     10 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
- Denaturierung     95 °C    30 s 

- Annealing      *Ta 2    20 s 

- Elongation      72 °C    45 s 

- Zyklenanzahl     30 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
- Elongation      72 °C    5 min 

*Ta: Annealingtemperatur, (1) Primer ohne, (2) Primer mit key-Primer und MID 

 

2.2.7.3 Produktaufreinigung und Probenpool für die Sequenzierung 

Im Anschluss an die PCR wurden die jeweils gleichwertigen PCR-Reaktionen zusammen 

über ein 1,5 %iges Agarosegel präparativ aufgereinigt, die zu verwendenden Banden 

ausgeschnitten und die DNA mit dem innuPREP DOUBLEpure von Analytik Jena laut 

Herstellerprotokoll isoliert, aufgereinigt und mit 15 µl Elutionspuffer eluiert. Anschließend 

ist die DNA mit dem NanoDrop® vermessen worden. 

Von jeder Probe (n=78) ist ein gleicher Anteil an DNA zu einem Pool zusammengefügt 

worden. Das Gesamtvolumen für die anteilige Sequenzierreaktion war auf 8 µl mit 550 ng 
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DNA beschränkt. Aus diesem Grund wurde der DNA-Pool einer Ethanolfällung 

unterzogen: 

 

- 300 µl DNA-Pool (anteilig 20 ng DNA jeder Probe) 

- 30 µl Natriumacetat (3M) 

- 600 µl Ethanol (96 %) 

- mischen und bei -80 °C über Nacht inkubiert 

- Zentrifugation 20 min bei 4 °C, 14.000 rpm 

- Überstand verwerfen, Pellet mit 1 ml 70 %igem, eiskaltem Ethanol waschen 

- Zentrifugation 10 min bei 4 °C, 14.000 rpm 

- Pellet trocknen und in 10 µl 10 mM Tris/HCl pH 8 gelöst. 

 

Die DNA ist anschließend mit dem NanoDrop® vermessen worden und eine Verdünnung 

mit 550 ng DNA in 8 µl Tris/HCl (10 mM, pH 8) für die Sequenzierreaktion hergestellt 

worden. 

 

2.2.7.4 Auswertung der Sequenzdaten 

Nach bisulfit-Tiefensequenzierung durch eurofins MWG GmbH wurden die Sequenzdaten 

dem Labor zur Verfügung gestellt. Die Auswertung der relativen und absoluten Methylie-

rung sowie der statistischen Verteilung der Reads und die grafische Darstellung erfolgten 

mit dem Programm BiQAnalyzer HT (Max-Plank-Institut für Informatik). Die Anzahl in den 

Primerbindestellen vollständig methylierten Sequenzen ist durch manuelles Zählen 

bestimmt worden. 

 

2.2.8 Expressionsanalysen 

2.2.8.1 Reverse Transkription und quantitative realtime PCR (q-PCR) 

Reverse Transkription: 

Für die Expressionsanalysen auf RNA Ebene wurde diese wie in Abschnitt 2.2.3.2 

beschrieben isoliert. Die reverse Transkription von jeweils 500 ng RNA je Probe in einem 

20 µl Ansatz erfolgte mit der SuperScript® Reverse Transcriptase von Life Technologies 

unter Verwendung von random-Priming nach Herstellerprotokoll. Die cDNA wurde 

abschließend mit ddH2O auf 40 µl verdünnt. 
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Design transkriptspezifischer Primer: 

Exonüberspannende transkriptspezifische Primer für RUNX3 (TV1 und 2), ATL1 (TV 1+2 

und 3), CAMK2N1, KATNAL2 und ATOH8 sind manuell und mit Hilfe des Online-

programms Primer3web (http://primer3.ut.ee/) (Untergasser et al. 2012) entworfen 

worden. Die optimale Annealingtemperatur für jedes Primerpaar ergab sich aus der 

durchgeführten Gradienten-PCR nach folgendem Protokoll. 

 

Gradienten-PCR Ansatz je Primer (9x): 

- 90 µl Roche FastStart Uni Sybr Green Master Mix (ROX) 

- 9 µl Primer Mix (5 mM each) 

- 76,5 µl ddH2O 

- 4,5 µl cDNA (Gemisch aus Proben und Zelllinien) 

- Aufgeteilt zu je 8 x 20 µl (8er 0,2 ml PCR-Streifen) 

 

PCR Protokoll für Eppendorf Mastercycler Gradient: 

- Aktivierung      95 °C     10 min 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
- Denaturierung     95 °C     15 s 

- Annealing      54 °C +/- 8 °C  20 s 

- Elongation      72 °C     30 s 

- Zyklenanzahl     40 

 

Die Produkte wurden mit einer Schmelzkurvenanalyse im ABI 7300 Real-Time PCR 

System sowie anschließender Gelelektrophorese (2% Agarose) überprüft und die 

optimale Annealingtemperatur bestimmt. 

Die Primer für die Housekeepinggene ACTB und HPRT waren bereits im Labor etabliert. 

 

 

Quantitative realtime PCR: 

Die q-PCR wurde mit dem ABI 7300 Real-Time PCR System nach folgendem Protokoll 

durchgeführt. 

 

q-PCR Ansatz (1x): 

- 5 µl Roche FastStart Uni Sybr Green Master Mix (ROX) 

- 0,5 µl Primer Mix (5 mM each) 

- 3,5 µl ddH2O 

- 1 µl cDNA 

 



Material und Methoden 

45 

q-PCR Protokoll für ABI 7300 Real-Time PCR System: 

- Aktivierung      95 °C    10 min 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
- Denaturierung     95 °C    15 s 

- Annealing      Ta     20 s 

- Elongation      72 °C    30 s 

- Zyklenanzahl     40 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Standard-Schmelzkurvenanalyse 

 

Auswertung: 

Die durch ABI 7300 SDS Software analysierten Ct-Werte (bei Treshhold=0,2; Auto Base-

line) und Fluoreszenzen (delta Rn v. Cycle bei Treshold=2,0; Manual Baseline Cycle 1 bis 

1) sind exportiert worden. Die durchschnittliche PCR-Effizienz für ein Primerpaar in einem 

PCR-Lauf ist anhand der Analyse der Fluoreszenzen (delta Rn v. Cycle) mit dem 

Programm LinRegPCR (Ruijter et al. 2009) bestimmt worden. Die relative Expression 

eines Gens bzw. einer Transkriptvariante berechnete sich nach dem effizienzkorrigierten 

relativen Quantifizierungsmodell (delta delta Ct Methode) (Pfaffl 2001) nach folgender 

Formel.  

 

 

Um die Expression in methylierungsabhängigen (methyliert / nicht methyliert) und ver-

laufsabhängigen (Rezidiv innerhalb 3 Jahren / kein Rezidiv) Gruppen zu vergleichen, ist 

jeweils der Median gebildet worden. 

 

2.2.8.2 Immunhistochemie 

Zur Expressionsanalyse auf Proteinebene sind die nach Abschnitt 2.2.2.1 angefertigten 

Paraffinschnitte immunhistologisch gegen die Proteine RUNX3, ATL1, Ki67 und eine 

Negativkontrolle (ohne primären Antikörper) mit dem Dako EnVision™ Detection Systems 

nach folgendem Protokoll gefärbt worden: 

 

- je 5 min in Xylol I, II, abs. Ethanol, 96 %, 70 %, 50 % Ethanol entparaffinieren 

- 7 min in 3 % Wasserstoffperoxid in TBST zur Blockierung endogener Peroxidasen 

- 2 x spülen und 5 min waschen mit TBST Puffer 

Geomittel   CtACTB .   CtHPRT 
EACTB     

‚
 EHPRT 

 Expression = 
  CtGOI 
EGOI 
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- Antigendemaskierung (HIER) 4 x 5 min mit Zitratpuffer pH 6,0 in Mikrowelle kochen, 

in den Pausen mit Aq. dest. auffüllen, langsam (30 min) abkühlen lassen 

- 5 min in TBST waschen 

- 20 min mit Ziegenserum (1:5) zur Blockierung inkubieren, danach abklopfen 

- über Nacht bei 4 °C mit primären Antikörper, verdünnt in Antibody Diluent* 

inkubieren (siehe Tab. 2.23) 

- 3 x 5 min mit TBST waschen 

- 30 min Inkubation mit s Antikörper, konjugiert mit HRP* 

- 3 x 5 min mit TBST waschen 

- 10 min Inkubation mit Chromogen-Substratlösung für Peroxidase (1:50)* 

- Schnitte gründlich mit Aq. dest. Spülen 

- 5 min Inkubation mit Hämatoxylinlösung zur Gegenfärbung der Kerne 

- spülen mit Leitungswasser und anschließend 1 min in Ammoniakwasser (1:1000) 

bläuen 

- Objektträger gründlich mit Aq. dest. spülen und mit Gelatine eindecken 

* In EnVision™ Detection Systems Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse enthalten 

 

Tab. 2.23 Primäre Antikörper und die verwendete Verdünnung 

Antikörper Verdünnung 

Anti-RUNX3 5G4 1:50 
Anti-ATL1, polyklonal 1:150 
Ki67 MIB-1, monoklonal 1:100 
Kontrolle ohne prim. AK TBST 

 

Die semiquantitative Auswertung der Expression von RUNX3, ATL1 und Ki67 erfolgte am 

Invertmikroskop bei 100facher Vergrößerung durch möglichst objektive Erfassung des 

Histo-Score (H-Score) (van Diest et al. 1996, Bosman et al. 1992). Dieser berechnete sich 

für den jeweiligen Antikörper aus der Summe der Produkte der jeweiligen Färbeintensi-

tätsstufen 0 bis 3 mit dem Anteil positiver Zellen.  

 



3

0i

ii AIH   (H, Histo-Score; I, Intensität; A, Anteil positiver Zellen) 

 

2.2.9 Kultivierung und Cisplatinbehandlung von Zellen 

Die Zellkultivierung der SKOV3 und A2780 Zellenlinien diente der Vermehrung und Kulti-

vierung mit Cisplatin. Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sicherheitswerkbank bei 

sterilen Bedingungen durchgeführt. 
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2.2.9.1 Auftauen von Zellen 

Die verschiedenen Zelllinien lagern bei ca. -196 °C in Einfriermedium, welches DMSO 

enthält. Da DMSO sehr toxisch auf Zellen wirkt, muss die Zellsuspension schnell aufge-

taut werden. Die Zellsuspension wurde mit 7 ml RPMI-Medium unter auf- und abpipet-

tieren aufgetaut und resuspendiert. Anschließend wurde bei 4 °C und 1100 rpm zentrifu-

giert und das Medium abgesaugt. Zur Kultivierung wurde das Pellet in 5 ml RPMI-Medium 

resuspendiert und in eine 25 cm² Zellkulturflasche überführt. 

 

2.2.9.2 Kultivierung zur Vermehrung 

Alle Zelllinien wurden in einem Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und einer Luftfeuchte von 

ca. 92 % in RPMI-Medium mit 10 % FCS und 1 % Penicillin / Streptomycin in 75 cm² 

Zellkulturflachen kultiviert. Jeweils alle zwei bis drei Tage wurde die Morphologie 

gesichtet, die Konfluenz bestimmt und demnach das Medium gewechselt, oder die Zellen 

nach Bedarf (80% Konfluenz) gesplittet. Zum Splitten der Zellen wurde das Medium 

abgesaugt, der Zellrasen mit PBS gespült und anschließend mit 2 ml Trypsin-EDTA im 

Brutschrank inkubiert, bis sich die Zellen gelöst hatten. Die abgelösten Zellen wurden in 

insgesamt 8 ml (2 ml Trypsin-EDTA + 6 ml Medium) resuspendiert und 1:2, 1:4, 1:8 oder 

1:16 gesplittet, in neue 75 cm² Zellkulturflaschen überführt und mit Medium auf 15 ml 

aufgefüllt.  

 

2.2.9.3 Kultivierung unter Cisplatin 

Um eine Cisplatinresistenz der Zellen herbeizuführen, wurden diese laut Tab. 2.24 mit 

Cisplatin versetzten RPMI-Medium (inkl. 10 % FCS, 1 % Penicillin / Streptomycin) unter 

oben genannten Bedingungen kultiviert. Vor einer DNA und RNA Isolation betrug die 

Kultivierung ohne Cisplatin weitere 3 Tage. 

  

Tab. 2.24 Cisplatinbehandlung von SKOV3 und A2780 Zellen 

Cisplatinkonzentration Behandlungszyklen Behandlungsphase Erholungsphase 

  0,1 µM 2 3 Tage 4 Tage 

  0,2 µM 2 3 Tage 4 Tage 

  0,4 µM 2 3 Tage 4 Tage 

  0,8 µM 2 3 Tage 4 Tage 

  3,2 µM 3 3 Tage bis 80 % Konfluenz 

  6,4 µM 4 3 Tage bis 80 % Konfluenz 

12,8 µM 6 3 Tage bis 80 % Konfluenz 
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2.2.9.4 Ernten der Zellen für DNA und RNA Isolierung 

Zur Isolation der DNA wurden die Zellen einer 75 cm² Zellkulturflasche nach Entfernen 

des Mediums mit PBS gewaschen und mit 2 ml Trypsin-EDTA im Brutschrank inkubiert. 

Die abgelösten Zellen wurden mit 6 ml Medium resuspendiert und bei 1100 rpm (4 °C) 

zentrifugiert. Das Medium wurde abgesaugt und das Pellet mit PBS gewaschen. Zellen für 

die Isolation von RNA wurden direkt in der Kulturflasche, nach dem Waschen mit PBS, im 

Lysepuffer aufgenommen. Das Lysat wurde bis zur Aufarbeitung bei -80°C gelagert. Die 

DNA bzw. RNA Isolation erfolgte laut Abschnitt 2.2.3. 

 

2.2.10 Statistische Verfahren 

Die statistische Auswertung zur Bestimmung der Signifikanz des Unterschiedes von 

Messgrößen zweier Gruppen wurde mit der IBM SPSS Statistics Version 21 durchgeführt. 

Alle Stichproben (jeweils k=2) waren unabhängig voneinander. Die Prüfung auf nicht 

Normalverteilung der stetigen Messreihen erfolgte mit dem Kolmogorov-Smirnova Test 

(SPSS-Funktion: Analysieren  Nichtparametrische Tests > Unabhängige Stichproben). 

Die folglich verwendeten Testverfahren zur Bestimmung der Signifikanz für die jeweiligen 

Analysen (Methylierungs-, Expressionsanalysen und Immunhistochemie) zeigt Tab. 2.25. 

 

Tab. 2.25 Verwendete statistische Testverfahren  

Analyse Gruppen (k=2) Messniveau Testverfahren 

Methylierungsanalysen Rezidiv < 3 Jahre vs. rezidivfrei nominal Fisher’s exact test 

Expressionsanalysen 
Methyliert vs. nicht methyliert stetig Mann-Whitney U-Test 

Rezidiv < 3 Jahre vs. rezidivfrei stetig Mann-Whitney U-Test 

IHC (Histo-Score) Methyliert vs. nicht methyliert stetig Mann-Whitney U-Test 

 

Der exakte Test nach Fisher wurde mit der SPSS-Funktion: Analysieren > Deskriptive 

Statistik > Kreuztabellen unter Auswahl des Chi-Quadrat-Tests ausgeführt. Der Mann-

Whitney U-Test mit der SPSS-Funktion Analysieren  Nichtparametrische Tests > 

Unabhängige Stichproben. 
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3 Ergebnisse 

Durch genomweite Methylierungsanalysen von Patientenmaterial sowie Zelllinien und 

anschließender Validierung mit q-MS-PCR konnten prognostische und prädiktive Marker 

für das EOC identifiziert werden. Außerdem wurde die Korrelation der DNA-Methylierung 

mit der Gen- und Proteinexpression aufgeklärt. Eine Übersicht der Versuche und Analy-

semethoden ist in Abschnitt 2.2.1, Abb. 2.1 zu finden.  

 

3.1 CpG-Island Microarrayanalysen 

3.1.1 Anreicherung methylierter DNA aus Ovarialkarzinomen 

Für genomweite Methylierungsanalysen wurden insgesamt 12 Patientinnen (sechs je 

Verlaufsgruppe, Tab. 3.1) mit definierten Eigenschaften ausgewählt, um eine möglichst 

von anderen Variablen unabhängige Analyse durchzuführen. Alle Karzinome waren vom 

serösen Typ, klassifiziert als FIGO IIIc bzw. pT3 pN1 und wiesen ein Grading der Stufe 2 

oder 3 auf. Alle Patientinnen erhielten nach primärer OP mit makroskopisch tumorfreier 

Resektion (R0) eine Standardchemotherapie mit Carboplatin und Taxan. Weitere Eigen-

schaften sind der Tab. 2.1 in Abschnitt 2.1.1 zu entnehmen.  

Die Gefrierschnitte der epithelialen Ovarialkarzinome (EOC) wurden mikrodissektiert, die 

Tumor-DNA isoliert, ultraschallbehandelt und methylierte DNA Fragmente mittels Methy-

lated CpG Island Recovery Assay (MIRA) angereichert. 

 

Tab. 3.1 Tumorzellanteil der Gefrierschnitte aus EOC und Anreicherung durch Mikrodissektion  

Verlauf Pool Tumorbank-Nr. 
Tumorzellanteil 
Gesamtschnitt 

Mikrodissektion 
Tumorzellanteil 
nach Dissektion 

kein 
Rezidiv 

innerhalb  
3 Jahren 
nach OP 

A 1 

6153 Ta 80 % keine 80 % 

5834 Ta 80 % keine 80 % 

5746 T 60 % keine 60 % 

    MW: 73 % 

A 2 

4801 Ta 50 % manuell 90 % 

3764 T1a 40 % manuell 80 % 

2744 T1a 20 % laser-basiert 50 % 

   MW: 73 % 

Rezidiv 
innerhalb  
3 Jahren 
nach OP 

B 1 

1477 T1 75 % keine 75 % 

3411 T1 80 % keine 80 % 

2854 T1 75 % keine 75 % 

   MW: 77 % 

B 2 

2696 T1a 40 % manuell 100 % 

5228 Ta 40 % manuell 80 % 

4575 T2a 40 % manuell 50 % 

   MW: 77 % 

Mittelwert  57 %  75 % 
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Ein wichtiges Kriterium für die Proben stellte der Tumorzellanteil dar. Dieser sollte für jede 

Probe mindestens 50 % betragen, sodass der Einfluss infiltrierender Immunzellen und 

Stromazellen auf die zu messende Methylierung möglichst gering bleibt. Die Tumorareale 

der Gefriergewebe waren in den meisten Fällen von nicht dissektierbaren Stroma infiltriert 

und gleichzeitig von gut abgegrenzten und zusammenhängenden Stromaarealen umge-

ben. Die manuelle Mikrodissektion von sechs der zwölf Fälle diente der Anreicherung von 

Tumorzellen durch Entfernen angrenzender Stroma- und Fettarealen (Tab. 3.1). Tumor-

block 2744 T1a war der einzige mit relativ kleinen Tumorinseln, welche nur 20 % des 

Gesamtschnittes ausmachten. Durch laser-basierte Mikrodissektion war es auch hier 

möglich den Tumorzellanteil auf mindestens 50 % zu erhöhen. Insgesamt konnte der 

durchschnittliche Anteil in der Gesamtheit der Proben von 57 % auf 74 % gesteigert 

werden (Tab. 3.1). 

Für die genomweite Methylierungsanalyse standen vier Microarrays für vergleichende 

Hybridisierungen zur Verfügung. Die Patientengruppen wurden in jeweils zwei Pools (A1, 

A2 und B1, B2) geteilt. Diese wurden jeweils zweifach hybridisiert, sodass jeder Pool von 

Patientinnen ohne Rezidiv mit jedem Pool von Patientinnen mit Rezidiv verglichen werden 

konnte (siehe Hybridisierungsschema Abb. 2.2 in Abschnitt 2.2.4). Die Pools wurden so 

zusammengestellt, dass der Tumorzellanteil gleichverteilt im Mittel 73 % bis 77 % betrug 

(siehe Tab. 3.1). 

Um lokal methylierte DNA anzureichern, ist es notwendig die DNA gleichmäßig und 

sequenzunabhängig zu fragmentieren. Dazu wurden die DNA-Pools Ultraschallbehandelt. 

Die Größe der Fragmente sollte nach Beschallung 100 bp bis 400 bp betragen (Abb. 3.1). 

Da die Größe der Fragmente für Pool B2 geringfügig höher war (150 bp – 600 bp), wurde 

diese Probe nochmals beschallt, um die richtige Fragmentgröße zu erhalten (Abb. 3.1).  

 

 

Abb. 3.1 DNA Fragmentierung nach Ultraschallbehandlung 

Die DNA liegt nach Ultraschallbehandlung in Frag-
menten zwischen 100 und 400 bp vor. Probe B2 zeigt 
geringfügig größere Fragmente bis 600 bp.  
(1,5 %iges Agarosegel mit Ethidiumbromid mit  
M, 100 bp Marker; A1-B2, Probenpools) 

 

Methylierte DNA-Regionen wurden anschließend mittels MIRA angereichert. Durch die 

Bindung eines His-MBD2b-MBD3L1 Proteinkomplexes an methylierte DNA Fragmente mit 

mindestens fünf methylierten CpG-Dinukleotiden und dessen Kopplung an magnetische 

A1    A2    M    B1    B2 

400 bp 

100 bp 
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Nickel-Beads werden die nicht methylierten DNA-Fragmente durch auswaschen entfernt 

(Rauch et al. 2006, Rauch und Pfeifer 2009). Zur Bestimmung der Effizienz der Anreiche-

rung wurden die Produkte im Vergleich zur eingesetzten DNA (Input) mittels quantitativer 

PCR (MIRA-PCR) an geeigneten Genregionen überprüft (Abb. 3.2). Die CpG-Insel im 

Promotor des Gens APC (Adenonatosis polyposis coli) ist in gesunden Geweben 

unmethyliert und in EOC in 11 % bis 47 % der Fälle methyliert (Makarla et al. 2005, Rathi 

et al. 2002, Tam et al. 2007). Somit ist bei der Anreicherung methylierter DNA aus gesun-

dem Gewebe diese Genregion als Negativkontrolle geeignet, für OvCa-Gewebe jedoch 

nur bedingt. Um den Ausschluss unmethylierter DNA dennoch zu gewährleisten wurde 

MseI-verdaute genomische Kontroll-DNA mitgeführt, welche aus gesunden Menschen 

stammt. Neben dieser Kontrolle zeigten aber auch die Produkte des MIRA aus den EOC 

keine Anreicherung der APC Promotorregion. Dies zeigt, dass nicht methylierte CpG 

Inseln erfolgreich entfernt wurden (Abb. 3.2 A).    

  

 

Abb. 3.2 MIRA-PCR zur Kontrolle der Anreicherung methylierter DNA Fragmente 
A: Amplifikation der Negativkontrolle (APC) zeigt kein spezifisches Produkt mit der MIRA-DNA 
(grün, blau) 
B: Amplifikation der Positivkontrolle am Beispiel XIST mit der angereicherten MIRA-DNA (Pool 
A1, blau; Pool A2, grün) zeigt eine Ausbeute zwischen 1 ng und 10 ng bzw. 10 % und 100 %.  
(Amplifikationsplot, links; Schmelzkurve, rechts; Input DNA: 10 ng (100 %), rot; 1 ng (10 %), 
orange; 0,1 ng (1 %), gelb)  

 

Um die Ausbeute der Anreicherung für methylierte DNA Fragmente zu bestimmen, 

wurden die Promotorregionen der Gene XIST (X inactive specific transcript) und SNRPN 

(small nuclear ribonucleoprotein polypeptide N) der MIRA-Produkte amplifiziert und quan-

titativ im Vergleich zu 10 ng, 1 ng und 0,1 ng Ausgangs-DNA bestimmt (Abb. 3.2 B). 

Beide Gene unterliegen dem Imprinting, wodurch SNRPN maternal (Reed und Leff 1994) 
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und XIST paternal (Beard et al. 1995, McDonald et al. 1998) methyliert ist. Da jeweils ein 

Allel nicht methyliert und eines methyliert vorliegt, beträgt die theoretische Ausbeute im 

Vergleich zur Input DNA 50 %. Die Anreicherung methylierter DNA-Fragmente konnte 

nachgewiesen werden. Am Beispiel des Pools A1 und A2 (Abb. 3.2 B) wurde gezeigt, 

dass eine Rückgewinnung methylierter DNA zwischen 10 % und 100 % erfolgte. Die 

durch Roter Gene Q Software ermittelten Ausbeuten auf Basis einer Standardkurve (10 

ng, 1 ng, 0,1 ng und 0 ng Input DNA) für alle Anreicherungen sind in Tab. 3.2 dargestellt. 

 

Tab. 3.2 Ausbeute / Rückgewinnung methylierter DNA Fragmente durch MIRA 

Pool / MIRA-Probe Ausbeute* XIST [%] Ausbeute* SNRPN [%] 

A1 MIRA | 48,6 34,6 

A1 MIRA || 56,8 35,2 

A2 MIRA | 31,4 12,8 

A2 MIRA || 53,0 19,8 

B1 MIRA | 42,8 28,4 

B1 MIRA || 52,6 48,8 

B2 MIRA | 35,2 40,2 

B2 MIRA ||   9,6   8,4 

PCR Effizienz  1,75 ± 0,01 1,75 ± 0,01 

* Ausbeute (2-fach) unter Berücksichtigung, dass ein Allel methyliert ist. 

 

Für den Promotorbereich von XIST wurde eine Ausbeute von 31 % bis 57 % und für 

SNRPN 13 % - 49 % ermittelt (ausgenommen Probe B2 MIRA II). Hingegen wurde nicht 

methylierte DNA vollständig aus den Ansätzen ausgewaschen. Bei einer Probe (B2 MIRA 

II) konnten methylierte DNA Fragmente nur geringfügig angereichert werden, mit einer 

Ausbeute von unter 10 % (Tab. 3.2). Die mittlere PCR Effizienz, welche durch RotorGene 

Q Software mittels Anstieg des Fluoreszenzsignals in der linearen Phase berechnet wird, 

betrug für die Amplifikation von XIST sowie SNRPN jeweils 1,75 ± 0,01. 

Für genomweite Methylierungsanalysen zur Suche von Genen, die in Abhängigkeit von 

Resistenzen gegen Chemotherapeutika hyper- oder hypomethyliert sind, wurden neben 

den Analysen mit Tumorgewebe cisplatinresistente Hey-Zellen mit deren parentalen Zell-

linie verglichen. Hey-Zellen entstammen einem humanen OvCa-Xenotransplantat und 

wurden durch Kultivierung in cisplatinhaltigen Medium resistent gegen Cisplatin bzw. 

Paclitaxan gemacht (DNA aus Zellkultur erhalten von der AG Prof. Meinhold-Heerlein, 

Universitätsklinikum Aachen) (Brautigam et al. 2009). Die Anreicherung methylierter DNA 

wurde analog zu den Patientenproben durchgeführt. Die Ausbeute nach MIRA betrug für 

beide Kontrollen (XIST, SNRPN) jeweils > 34 %. Somit war genügend angereicherte DNA 

vorhanden, um eine Microarray-Hybridisierung durchzuführen. Nicht methylierte DNA 

wurde auch hier erfolgreich entfernt.  
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3.1.2 Microarray-Hybridisierung und deren Qualität 

Um beide Patientengruppen mit rezidivfreien Verlauf jeweils mit beiden Patientengruppen 

schlechteren Verlaufs (Rezidiv innerhalb 3 Jahre nach OP) direkt vergleichen zu können, 

wurde jeder DNA-Pool doppelt hybridisiert (Tab. 3.3). Neben den Microarrayanalysen zur 

genomweiten Methylierungsanalyse von Patientinnen mit und ohne Rezidiv wurde in einer 

weiteren Hybridisierung cisplatinresistente Hey-Zellen mit deren Wildtyp (cisplatinsensitiv) 

verglichen. Vor der Hybridisierung der Proben mussten die jeweiligen Hybridisie-

rungspaare mit den Fluoreszenzfarbstoffen AlexaFluor 3 (grüne Fluoreszenz) bzw. Alexa-

Fluor 5 (rote Fluoreszenz) markiert werden. Um Unterschiede in den Fluoreszenzeigen-

schaften der beiden Farbstoffe auszugleichen, wurden beide Proben eines Pools jeweils 

AlexaFluor 3 oder 5 markiert (Tab. 3.3). Die Markierung basierte auf dem Einbau von 

fluoreszierenden Nukleotiden mittels exo-Klenow Fragment und unspezifischen Primern 

(Lieu et al. 2005). Dabei wurde die DNA gleichzeitig um das vielfache amplifiziert. 

Tab. 3.3 zeigt die Ausbeuten markierter DNA. Ausgenommen Probe B2 MIRA II, welche 

infolge der geringen Anreicherung durch MIRA (Abschnitt 3.1.1) nach der Fluoreszenz-

markierung lediglich ca. 500 ng (9 ng/µl) aufwies, zeigten alle anderen Patientenproben 

eine ausreichende Markierung mit 14 bis 30 pmol/µg Farbstoffgehalt und einer DNA-

Menge von mindestens  2,5 µg.  

 

Tab. 3.3 Fluoreszenzmarkierung  und Hybridisierungsschema der Proben 

 Fluoreszenzmarkierung (55 µl Elution) Hybridisierung 

Pool /  
Probe 

Farbstoff 
DNA Konz. 

[ng/µl] 
Farbstoff 
[pmol/µg] 

260/280 
DNA 
[µl] 

DNA 
[ng] 

Array 
ID* 

A 1 MIRA I  Alexa Fluor 3 72 14 1,90 40,50 2916 
1_1 

B 1 MIRA II  Alexa Fluor 5 79 23 1,86 37,00 2923 

A 1 MIRA II  Alexa Fluor 5 73 26 1,89 33,30 2431 
1_2 

B 2 MIRA I  Alexa Fluor 3 45 16 1,99 54,00 2430 

A 2 MIRA I  Alexa Fluor 3 101 15 1,87   5,00 505 
2_1 

B 2 MIRA II  Alexa Fluor 5 9 30 1,85 54,00 486 

A 2 MIRA II  Alexa Fluor 5 50 21 1,95 50,80 2540 
2_2 

B 1 MIRA I  Alexa Fluor 3 47 17 1,93 54,00 2538 

Hey sensitiv  Alexa Fluor 3 15 20 1,88 52,00 780 
4_1 

Hey resistent  Alexa Fluor 5 81 24 1,88   9,70 786 

* Array ID: 25288631000x_x 

 

Die Markierung der DNA aus Hey-Zellen erbrachte 810 ng (15 ng/µl) bzw. 4,4 µg (81 

ng/µl) (Tab. 3.3). Die Anteile der eingesetzten DNA für eine Hybridisierung sollten laut 

Protokoll „Agilent Microarray Analysis of Methylated DNA Immunoprecipitation“ V2.0 

jeweils 2,5 µg bis 5 µg betragen. Diese Bedingungen konnten für den Array 

252886310001_1, 1_2 und 2_2 erfüllt werden (Tab. 3.3). Durch die begrenzte DNA-

Menge der Probe B2 MIRA II und Hey cisplatinresistent konnte Array 2_1 und 4_1 ledig-

lich mit je 500 ng bzw. 764 ng DNA hybridisiert werden.  
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Abb. 3.3 Visuelles Beispiel einer CpG-Island Microarray Hybridisierung 

Ausschnitt aus Array 1_1. Jeder Punkt entspricht einer spezifi-
schen Sonde. Die Farben repräsentieren die Hybridisierung der 
Alexa Fluor 3 (grün) und Alexa Fluor 5 (rot) markierten Proben. 

 

Nach 40 stündiger Hybridisierung wurden die Arrays gescannt (Abb. 3.3) und die Signale 

der rund 400.000 Spots mit Feature Extraction Software ausgelesen und normalisiert.  

Neben den Signalen und daraus errechneten Werten für jede Sonde wurde ein Qualitäts-

report für jeden Microarray erstellt. Dieser beinhaltete die durchschnittlichen Signalwerte 

und Hintergrundfluorszenzen sowie deren Verteilung und Anordnung auf den Microarrays. 

Im weiteren Abschnitt sind die Abbildungen des Qualitätsreports jeweils exemplarisch für 

Array 252886310001_1 gezeigt, Abbildungen für die anderen drei Microarrays sind im 

Anhang (auf beiliegender CD) zu finden. 

Im ersten Schritt der Extraktion wurde ein Gitter zur genauen Positionierung jeder Sonde 

über den Array gelegt und anhand der vier Ecken eines Array überprüft (Abb. 3.4 A).  

 

 

Abb. 3.4 Platzierung des Gitternetzes zur Ortung der Spots (A) und räumliche Verteilung pos. und 
neg. LogRatios (B) am Beispiel des Array 1_1 

A: Feature Extraction Software ordnet jedem Spot mittels eines „Grid-Template“ die Position  
der Sonden zu. Die Qualität der Zuordnung wird anhand der vier Ecken des Arrays bestimmt. B: 
Die Signale von 5000 zufälligen Sonden sind überwiegend räumlich gleichverteilt, was auf eine 
gleichmäßige Hybridisierung schließen lässt. Rot: positive LogRatios; grün: negative LogRatios.  

 

A 

 

B 
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Bei allen Microarrays wurde das Gitter richtig positioniert („IsGoodGrid=1“ Tab. 3.4). Die 

Zuordnung ist Vorraussetzung für die Extraktion der Eigenschaften jeder Sonde aus der 

digitalen hochauflösenden Grafik des Arrays. Ob eine Hybridisierung gleichmäßig über die 

gesamte Fläche des Microarrays erfolgte, lässt sich anhand der räumlichen Verteilung 

positiver und negativer Verhältnisse des grünen und roten Signals (LogRatio) bestimmen. 

Wie in Abb. 3.4 B exemplarisch für Array 1_1 zu sehen ist, und für die weiteren Arrays 

ebenfalls galt (siehe Anhang, beiliegende CD), waren die Signale für hyper- und hypo-

methylierte Signale gleichmäßig verteilt.  

 

Tab. 3.4 Feature Extraction Software Qualitätsreport für die Microarrays 

Qualitätsmerkmal Array 1_1 Array 1_2 Array 2_1 Array 2_2 Array 4_1 Sollwert 

IsGoodGrid 1 1 1 1 1 1 

Non Uniform Outlier [%]   0,07   0,06 0,04   0,08   0,03  

Population Outlier [%]   0,03   0,02 0,03   0,03   0,04  

g_BGNoise   2,87   2,83 2,16   2,09   1,95 < 10,0 

g_Signal2Noise   4,78   3,18 2,17   4,23   3,33  

g_SignalIntensity 13,70   8,99 4,68   8,85   6,50  

r_BGNoise   2,24   2,41 2,10   2,25   1,83 < 10,0 

r_Signal2Noise   9,02   9,68 2,58   8,78 30,58  

r_SignalIntensity 20,15 23,33 5,43 19,74 55,87  

IsGoodGrid, räumliche Zuordnung der Sonden; Non Uniform / Population Outlier, systematische Fehler / 
Ausreißer; BGNoise, Hintergrundfluoreszenz; Signal2Noise, Signal-Hintergrund Verhältnis; SignalIntensity, 
Signalintensität; g, grün; r, rot. 

 

Anormale Spots, welche durch Fremdkörper oder Fehler beim Scannen eine ungleichmä-

ßige Fluoreszenz der Sonden selbst oder des lokalen Hintergrundes aufwiesen, wurden 

als „Non Uniform Outlier“ klassifiziert, was einem systematischen Fehler entspricht. 

Gleichmäßig fluoreszierende Spots deren Signale ein bestimmtes Konfidenzintervall 

überschritten, sind so genannte echte „Ausreißer“ und wurden als „Population Outlier“ 

klassifiziert.Die Anteile an anormalen Sonden sind für jeden Array in Tab. 3.4 gezeigt. Im 

Mittel waren 0,056 % der Spots mit systematischen Fehlern (Non Uniform Outlier) behaf-

tet und 0,03 % aller Sonden waren Ausreißer mit ungewöhnlich hoher Fluoreszenz 

(Population Outlier). Im Vergleich unterschieden sich die vier Arrays kaum in der Anzahl 

anormaler Spots. Im schlechtesten Fall konnte lediglich jede 909. Sonde (Array 2_2) nicht 

ausgewertet werden. Den Wert, welcher das spezifische Signal jeder Sonde beschreibt, 

berechnet sich aus der Signalintensität abzüglich des gemessenen Hintergrundsignals. 

Die mittlere Signalintensität und das mittlere Hintergrundsignal sind in Tab. 3.4 für jeden 

Array dargestellt. Der Hintergrund sollte einen Sollwert von 10 nicht überschreiben, da 

sonst davon auszugehen ist, dass die Hybridisierung oder der Waschvorgang der Micro-

arrays fehlerhaft verlaufen ist. Alle fünf Arrays zeigten eine Hintergrundfluoreszenz von 

unter 2,9. Die Hybridisierung des Array 2_1 mit nur 500 ng DNA spiegelte sich in den 
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Signalintensitäten wider. Arrays, welche mit mindestens 2,4 µg DNA hybridisiert wurden, 

zeigten vor allem im roten Kanal ein deutlich höheres Signal (Tab. 3.4). 

Ein wichtiger Indikator für eine spezifische Hybridisierung und Auswertbarkeit ist das 

Verhältnis zwischen Hintergrund und Signalintensität. Für die Anwendung MIRA - ange-

reicherter DNA gibt es jedoch keine vorgegebenen Grenzwerte seitens des Chip-Herstel-

lers. Erfahrungsgemäß ist aber ein Verhältnis von mindestens 3 ausreichend. Dieses 

Kriterium erfüllten die Arrays 1_1, 1_2, 2_2 und 4_1 (Tab. 3.4).  

 

 

Abb. 3.5 Gegenüberstellung der roten und grünen hintergrundkorrigierten Signale des Array 1_1 

Die Linearität des Plots beweist die einwandfreie Normalisierung der Signale gegen den Hinter-
grund durch Feature Extraction Software. Die vertikale und horizontale Linie zeigt jeweils den 
medianen Signalwert. Sonden aus hypomethylierten (Log2Ratio < -2,0; grün) und hypermethy-
lierten (Log2Ratio > 2,0; rot) Regionen sind farblich hervorgehoben. 

 

In Abb. 3.5 wurden die hintergrundsubtrahierten Signale (BGSubSignal) der beiden Farb-

kanäle gegenübergestellt, um eine Aussage zum Wert der Normalisierung gegen den 

Hintergrund zu treffen. Die Ausprägung der BGSubSignals verhielt sich über die Popula-

tion hinweg linear. Zu sehen ist weiterhin, dass sich die mittleren Signalintensitäten (verti-

kale und horizontale Linie, Abb. 3.5) ebenfalls auf der Regressionsgeraden schneiden. 

Um die Populationen von Signalen, welche signifikante Unterschiede zwischen zwei Pati-

entengruppen darstellten hervorzuheben, wurden diese rot (Log2Ratio > 2,0) bzw. grün 

(Log2Ratio < -2,0) markiert (Abb. 3.5). 

 

3.1.3 Detektion differentiell methylierter Regionen 

Zur genomweiten Detektion differentiell methylierter Regionen (DMR) wurden Agilent 

Custom SurePrint G3 ChIP-on-chip / DNA Methylation 2x400K Microarrays verwendet, 

welche die Sonden des regulären Agilent Human CpG Island Microarray 1x244K als 

Duplikat enthalten. Durch die Verwendung kundenspezifischer 2x400K Arrays konnten die 

Kosten der Analysen gesenkt und die Qualität der Daten durch Duplikate jeder Sonde 

gesteigert werden. Insgesamt 199.419 verschiedene Sonden, die 27.800 CpG-Inseln 

(21 MB) in einem mittleren Abstand von 95 bp abdecken, detektieren quantitativ hybridi-
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sierte DNA. Um einzelne, durch fehlerhafte Hybridisierung detektierte Werte und unrele-

vante Methylierungsunterschiede sehr kurzer DNA-Bereiche (< 100 bp) auszugleichen 

bzw. auszuschließen, sind zur Detektion von DMR die Mittelwerte von jeweils drei aufein-

ander folgenden Sonden gebildet worden (3er MW). Die durch 3er Mittelwerte einschlie-

ßenden Sequenzen sind im Mittel 285 bp lang. 

Das Maß für die vergleichende Methylierung zwischen den jeweils hybridisierten Proben 

wird im Weiteren als Logarithmus zur Basis 2 des Verhältnisses von rotem zu grünem 

Signal angegeben (Log2Ratio). Da die Proben der Verlaufsgruppen nicht einheitlich mit 

jeweils demselben Fluoreszenzfarbstoff markiert wurden, sondern auf Array 1_2 und 2_1 

entgegengesetzt markiert wurden, werden die Daten dieser als additiv inverses (Gegen-

zahl) angegeben. Bei vorausgegangen Microarrayexperimenten und deren Validierung 

mittels q-MS-PCR, anhand DNA aus Tumor- und Normalgeweben der Zervix hat sich 

gezeigt, dass arraybasierte Werte > 1,5 bzw. < -1,5 (Log2Ratio) validierbare Unterschiede 

in der Anreicherung und somit in der Methylierung zeigen. Ab einem vierfachen Unter-

schied (│Log2Ratio│> 2,0) wurden deutliche Unterschiede gemessen.  

Die Anzahl unterschiedlich methylierter DNA Regionen (│Log2Ratio│> 1,5) schwankt 

unter den vier Microarrays von 735 hypermethylierten (Array 2_1) bis 8800 hypomethy-

lierten (Array 1_1) Regionen deutlich (Tab. 3.5). 

 

Tab. 3.5 Anzahl differentiell methylierter Regionen (3er MW) über einem Grenzwert  

Array* / Pool Log2Ratio < -1,5 Log2Ratio > 1,5 

1_1 / A1 vs. B1 8800 2079 

1_2 / A1 vs. B2 8272 1584 

2_1 / A2 vs. B2 1900 735 

2_2 / A2 vs. B1 1955 3157 

Summe Log2Ratio  
der "3er MW“ (~185 bp)  

aller 4 Arrays 

Array- Log2Ratio < -4,0 Array- Log2Ratio > 4,0 

5449 899 

Array- Log2Ratio < -7,5 Array- Log2Ratio > 4,2 

729 749 

* Array ID: 25288631000x_x; Array-∑ Log2Ratio,  Summe der Log2Ratios aller vier Microarrays. 

 

Zur Eingrenzung der DMR und Auswahl der Kandidatengene, welche validiert werden 

sollten, ist die Summe (Array-∑) der Methylierung (Log2Ratio) der vier Microarrays für 

jede Region (3er MW) gebildet worden. Dabei zeigte sich bei Betrachtung der Anzahl von 

Regionen mit einer Array-∑ < -4,0 bzw. > 4,0, dass hypomethylierte Regionen ca. 6fach 

häufiger vertreten waren, als hypermethylierte Regionen (Tab. 3.5). Um eine äquivalente 

Anzahl betrachten zu können, sind die Grenzwerte für die Array-∑ auf -7,5 für hypomethy-

lierte und 4,2 für hypermethylierte Regionen gesetzt worden. Somit ergaben sich 729 bzw. 

749 DMR, die zur weiteren Auswahl von Kandidatengenen / -regionen genutzt wurden 

(Tab. 3.5).    
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Im darauf folgenden Auswahlverfahren wurde die Größe der differentiell methylierten 

DNA-Regionen weiter erhöht, sodass mindestens drei aufeinander folgende 3er Mittel-

werte die vorherigen Kriterien erfüllen mussten. Dadurch erhöhte sich die durchschnitt-

liche Größe auf 475 bp, detektiert durch fünf fortlaufende Sonden. Aus 220 differentiell 

methylierten Regionen (103 hypomethyliert, 117 hypermethyliert) wurden anschließend 

die zu validierenden Kandidatengene (37) ausgewählt (Tab. 3.6 und Tab. 3.7 nächste 

Seite).  

 

Tab. 3.6 Anzahl differentiell methylierter Regionen (ca. 475 bp) mit min. 3 aufeinander folgenden 3er 
MW und Auswahl für die Validierung mit q-MS-PCR 

 Array- Log2Ratios < -7,5 Array- Log2Ratios > 4,2 gesamt 

Anzahl DMR 103 117 220 

davon ausgewählte 
DMR für Validierung 

mit q-MS-PCR 
18 19 37 

   

Durch eine Kooperation des Labors mit der Arbeitsgruppe von Prof. Meindl vom Klinikum 

rechts der Isar in München lagen Daten aus genomweiten Expressionsanalysen von acht 

der zwölf in den CpG-Island Microarrayanalysen verwendeten Tumoren vor. Zehn Gene, 

die auch in der Expression Unterschiede zwischen den Verlaufsgruppen zeigten, wurden 

für die Validierung mittels q-MS-PCR ausgewählt, gefolgt von 19 Genen, die expressions-

unabhängig in der Liste differentiell methylierter Regionen am stärksten, umfangreichsten 

und in der Mehrzahl der Hybridisierungsansätze hyper- oder hypomethyliert waren 

(Tab. 3.7). Weitere vier Gene wiesen interessante Genfunktionen (Signaltransduktion, 

Tumorsuppressorgen, Onkogen) auf und die DMR betraf den Promotorbereich oder das 

1. Exon (Tab. 3.7). Bei weiteren genomweiten CpG-Island Microarrayanalysen ist die 

DNA-Methylierung von Hey-Zellen, einer cisplatinsensitiver Ovarialkarzinomzelllinie, mit 

DNA aus cisplatinresistenten Hey-Zellen (erhalten von der AG Prof. Meinhold-Heerlein, 

Universitätsklinikum Aachen) (Brautigam et al. 2009) verglichen worden. Vier differentiell 

methylierte Regionen (CAMK2N1, HPDL, LMX1B, RASGRP2) zeigten auch bei diesem 

Versuch eine deutlich unterschiedliche Methylierung zwischen den beiden Zelllinien und 

wurden in die Validierung eingeschlossen (Tab. 3.7, nächste Seite). 
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Tab. 3.7 Für die Validierung ausgewählte 37 differentiell methylierte Genregionen nach Kriterien 

Auswahl-
Kriterium 

Sonden CpG Island 

Chr 
Gene 

Symbol 
Lokalisation 

Methylierung* 
∑ Log2 
Ratio Lfd. Position 

Lfd. 
Nr. 

UCSC-
Name 

differentielle 
Expression und 

differentielle 
Methylierung 

7837 - 7841 1094 CpG: 146 1 TACSTD2 INSIDE -9,11 

36297 - 36302 4580 CpG: 18 3 RBP1 INSIDE 9,05 

41130 - 41138 5224 CpG: 134 4 PROM1 PROMOTER -9,73 

60372 - 60381 7609 CpG: 60 6 RUNX2 PROMOTER 5,24 

86600 - 86606 10956 CpG: 118 9 TMOD1 INSIDE -9,02 

96947 - 96951 12265 CpG: 66 10 PAX2 PROMOTER 5,78 

105496 - 105501 13316 CpG: 96 11 RCOR2 INSIDE 5,09 

133919 - 133924 16922 CpG: 81 15 SCAMP5 INSIDE -8,90 

151483 - 151491 19221 CpG: 23 17 TMEM101 PROMOTER -9,90 

157849 - 157853 20006 CpG: 142 18 EMILIN2 INSIDE 6,07 

sehr stark 
hypermethyliert 
bei rezidivfreiem 

Verlauf 

166735 - 166740 21204 CpG: 133 19 CLEC4G INSIDE -12,52 

14944 - 14950 1975 CpG: 84 1 PROX1 PROMOTER -11,92 

178427 - 178432 22822 CpG: 42 19 ZNF671 PROMOTER -11,91 

39459 - 39469 4978 CpG: 189 4 SPON2 INSIDE -11,70 

39444 - 39449 4977 CpG: 47 4 SPON2 INSIDE -10,99 

79280 - 79286 10062 CpG: 88 8 MSC INSIDE -9,62 

159066 - 159072 20144 CpG: 130 18 DSC3 INSIDE -9,47 

139291 - 139298 17618 CpG: 59 16 ATF7IP2 PROMOTER -9,33 

185362 - 185372 23697 CpG: 61 21 GRIK1 INSIDE -9,25 

6911 - 6918 984 CpG: 149 1 LRRC41 INSIDE -9,18 

sehr stark 
hypermethyliert 
bei Verlauf mit 

Rezidiv < 3 
Jahren 

175098 - 175102 22325 CpG: 40 19 GRLF1 INSIDE 7,11 

22081 - 22086 2808 CpG: 166 2 ATOH8 PROMOTER 7,33 

37401 - 37405 4694 CpG: 39 3 MECOM PROMOTER 7,66 

159574 - 159578 20205 CpG: 23 18 KATNAL2 INSIDE 7,90 

49280 - 49287 6176 CpG: 68 5 PDE4D PROMOTER 8,46 

125660 - 125664 15929 CpG: 52 14 ATL1 INSIDE 8,49 

37557 - 37561 4712 CpG: 20 3 SLC2A2 PROMOTER 9,41 

4043 - 4050 597 CpG: 311 1 RUNX3 INSIDE 11,59 

114097 - 114105 14382 CpG: 63 12 KRT86 INSIDE 11,79 

Methylierung im 
Promotor oder 
1. Exon + inter. 

Genfunktion 

32202 - 32207 4079 CpG: 170 3 CSPG5 PROMOTER 5,92 

36877 - 36882 4639 CpG: 53 3 FAM194A PROMOTER -9,21 

55517 - 55521 6961 CpG: 169 5 HNRNPH1 PROMOTER 5,40 

142586 - 142598 18040 CpG: 294 16 HSF4 PROMOTER 8,28 

Auch im Array 
cisplatinresisten-

ter Hey Zellen 
hypermethyliert 

3513 - 3518 515 CpG: 245 1 CAMK2N1 INSIDE 6,49 

6798 - 6803 969 CpG: 95 1 HPDL INSIDE -8,23 

88240 - 88245 11156 CpG: 394 9 LMX1B PROMOTER -9,36 

105942 - 105949 13362 CpG: 297 11 RASGRP2 PROMOTER 5,16 

*Lokalisation der Methylierung: INSIDE, OFR; PROMOTER, vor Transkriptionsstart. 
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3.2 Etablierung der quantitativen methylierungsspezifischen PCR 

Zur Validierung der differentiell methylierten Gene wurde das Verfahren der quantitativen 

methylierungsspezifischen PCR gewählt (Herman et al. 1996). Die durch Bisulfitbehand-

lung konvertierte, ursprünglich methylierte DNA (Frommer et al. 1992) wird durch spezifi-

sche Primer amplifiziert und im SybrGreen Verfahren quantitativ detektiert.  

3.2.1 Ausbeute und Effizienz der Bisulfitbehandlung 

In jede Bisulfitbehandlung wurden 300 ng DNA eingesetzt und bei DNA aus Gefrierge-

webe eine Ausbeute von mindestens 80 % erreicht. Bei Verwendung von FFPE-Gewebe 

ist die Ausbeute weitaus geringer und abhängig vom Grad der DNA-Fragmentierung 

(Abb. 3.6). Es zeigte sich, dass eine Bisulfitbehandlung von Fragmenten unter 500 bp 

kaum möglich ist. Aber auch geringe Fragmentierungsgrade beeinträchtigen die Ausbeute 

im Vergleich zu hochmolekularer DNA aus Zellkulturen wie zum Beispiel Keratinozyten. 

Die Ausbeute einer Bisulfitbehandlung korreliert somit mit der Qualität eingesetzter geno-

mischer DNA (Abb. 3.6). 

 

 

Abb. 3.6 Qualität der genomischen DNA korreliert mit der Ausbeute bisulfitbehandelter DNA  

Aus FFPE-Gewebe isolierte genomische DNA (500 ng), aufgetragen auf ein 1,25 % iges Agaro-
segel mit Ethidiumbromid zeigt den Grad der Fragmentierung (A). Ausbeute bisulfitbehandelter 
DNA nimmt im Vergleich zu hochmolekularer Keratinozyten DNA (grün, rot) stark ab, gemessen 
mittels ß-Actin q-MS-PCR (Amplifikation, B; Schmelzkurve, C). B: Diagramm / Funktion der nor-
malisierten Fluoreszenz (Norm. Fluoro.) in Abhängigkeit vom PCR Zyklus (Cycle). C: Diagramm / 
Funktion der zeitlichen Änderung der Fluoreszenz (dF/dt) in Abhängigkeit von der Schmelztempe-
ratur (°C). 

 

Die vollständige Konversion der nicht methylierten Cytosine ist für die spätere quantitative 

Analyse der Methylierung von entscheidender Bedeutung. Aus diesem Grund wurde die 

Effizienz der Bisulfitbehandlung nach jeder Konversion mit bisulfit-DNA spezifischen 
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Primern aus einer Region des ß-Actin Gens (ACTB) überprüft. Diese Primer enthalten 

keine Guanin-assoziierten Cytosine, sodass diese bisulfitspezifisch aber nicht spezifisch 

für differentielle CpG-Methylierung sind. Bei der Amplifikation mit Primern für genomische 

(nicht konvertierte) DNA sollte nach Bisulfitbehandlung kein Produkt amplifiziert werden 

können. Der Test mit DNA aus Keratinozyten (Abb. 3.7) zeigt beispielhaft die Amplifikation 

mit bisulfit-DNA spezifischen sowie genomischen Primern. Mit letzteren wird bisulfitbe-

handelte DNA nicht, oder im Vergleich zu genomischer DNA nur im ganz geringen Maße 

amplifiziert (∆∆Ct=9,73) (Abb. 3.7 A). Dies traf auf alle untersuchten bisulfitbehandelten 

DNA Proben zu.  

Die Amplifikation mit bisulfitspezifischen Primern lässt auf die Spezifität der Primern an 

sich schließen. Wurde ausschließlich bisulfitbehandelte DNA amplifiziert, sind die Primer 

spezifisch (Abb. 3.7 B). Die Prüfung auf Spezifität wurde für alle verwendeten Primer 

durchgeführt (siehe Abschnitt 3.2.2). 

 

 

Abb. 3.7 Bestimmung der Bisulfitbehandlungseffizienz mittels quantitativer MS-PCR 

Die Effizienz der Bisulfitbehandlung kann mit spezifischen Primern für genomische (A) und bisul-
fitbehandelte (B) DNA überprüft werden (Amplifikation, links; Schmelzkurve, rechts). Verwendet 
wurde in diesem Beispiel 5 ng DNA aus Keratinozyten: bisulfitbehandelt, grün; in vitro methyliert 

und bisulfitbehandelt, rot; genomisch, schwarz; NTC, grau. 

 

3.2.2 Etablierung methylierungsspezifischer Primer  

Im Zuge der Validierung wurden für jedes der 37 Gene / Regionen methylierungsspezifi-

sche Primer entworfen. Durch richtige Wahl der Anzahl und Verteilung von CpG Dinukle-

otiden und nicht Guanin-assoziierten Cytosinen konnten spezifische Primer für bisulfitbe-

handelte DNA etabliert werden (Herman et al. 1996). Inwieweit eine quantitative Aussage 

zur DNA-Methylierung der Proben möglich ist, wurde mittels bisulfitbehandelter, nativer 
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untersucht (Abb. 3.8). Mischungen mit einem Anteil von 100 %, 10 % und 1 % in-vitro 

methylierter DNA zeigten für jedes Primerpaar der 5 Kandidatengene (siehe Abschnitt 3.4: 

RUNX3, KATNAL1, ATL1, CAMK2N1, KRT86,) jeweils einen ∆Ct von mindestens 3 zu-

einander.  

 

 

Abb. 3.8 Etablierung methylierungsspezifischer Primer 

q-MS-PCR (Amplifikation, links; Schmelzkurve, rechts) von 5 ng bisulfitbehandelter, anteilig 
nativer und in-vitro methylierter Keratinozyten-DNA (nativ, grün; 1 % methyliert, gelb; 10 % me-
thyliert, orange; 100 % methyliert, rot; NTC, grau) mit den methylierungs-spezifischen Primern für 
die 5 Kandidatengene (RUNX3 F3R3, A; KATNAL1 F1R1, B; ATL1 F1R1, C; CAMK2N1 F1R1, D; 
KRT86 F2R1,E). 
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Da in jedem Fall eine Amplifikation der Kontrolle mit 1 % in-vitro methylierter DNA 

erfolgte, konnten folglich mindestens eine unter 100 im jeweiligen Bereich methylierten 

Zellen detektiert werden. In der Regel enthält jede Zelle durchschnittlich 5 pg DNA, was 

bei Einsatz von 5 ng je PCR-Reaktion etwa 1000 DNA-Kopien oder 500 Zellen entspricht. 

Somit ist die hier angewendete PCR so sensitiv, dass weniger als 5 Zellen mit Methylie-

rung in der untersuchten Region nachzuweisen sind.  

Abb. 3.8 zeigt weiterhin, dass die DNA der kultivierten Keratinozyten in den Primerregio-

nen der fünf Kandidatengene unmethyliert war. Dies trifft ebenso auf alle 37 ausgewählten 

DMR zu, was durch Mitführung der Kontroll-DNA in allen PCR-Ansätzen bewiesen wurde. 

3.2.3 Effizienz der quantitativen methylierungsspezifischen PCR 

Die PCR-Effizienz der fünf Kandidatengene (aus Abschnitt 3.4) wurde anhand von 48 

Gefriergeweben und 33 FFPE-Geweben, welche in der Validierung der Kandidatengene 

verwendet wurden, bestimmt. Durch lineare Regression ermittelte die Roter-Gene Q 

Software die Effizienz jeder einzelnen Amplifikation und berechnete den Mittelwert für alle 

ausgewählten amplifizierbaren Proben eines Primerpaares (Tab. 3.8).  

 

Tab. 3.8 Mittlere q-MS-PCR Effizienzen der Kandidatengene mit Standardabweichung 

Kandidatengen Gefriergewebe FFPE-Gewebe 

RUNX3 1,74 ± 0,04 1,73 ± 0,07 

KATNAL1 1,78 ± 0,01 1,80 ± 0,03 

ATL1 1,81 ± 0,02 1,86 ± 0,06 

CAMK2N1 1,82 ± 0,03 1,71 ± 0,05 

KRT86 1,80 ± 0,04 1,79 ± 0,03 

Mittelwert 1,79 1,78 

 

Die mittleren PCR-Effizienzen der Gefriergewebe unterscheiden sich zu denen der FFPE-

Gewebe kaum und liegen im Mittel bei 1,78. Jedoch war die Standardabweichung und 

somit die Schwankung zwischen den einzelnen Proben bei FFPE-Gewebe in den meisten 

Fällen höher.  
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3.3 Validierung der Microarrays und differentiell methylierten Regionen  

3.3.1 Validierung mit quantitativer methylierungsspezifischer PCR 

 
Abb. 3.9 Durch Microarrayanalysen detektierte differentiell methylierte CpG-Inseln / Genregionen 

und deren Validierung mit quantitativer methylierungsspezifischer PCR (q-MS-PCR) 

Achtzehn bei rezidivfreien Verlauf hypermethylierte ausgewählte Regionen (A), und 19 Regionen 
mit einer Hypermethylierung in den Gruppen mit Rezidiv innerhalb 3 Jahren (B). Die detektierte 
Methylierung mit CpG-Microarrays (rot punktiert) betrifft jeweils einen DNA-Pool (rezidivfreier 
Verlauf, blau; Verlauf mit Rezidiv innerhalb 3 Jahren, orange). Eine Zuordnung der Methylierung 
zu den einzelnen Tumoren eines Pools ist nicht möglich. Mittels q-MS-PCR wurden die Array-
daten validiert und die Methylierung der einzelnen Tumore aufgeklärt. 

 

Um die Ergebnisse der vier Microarrays zu validieren und Kandidatengene mit prognosti-

scher Wertigkeit zu finden sind 37 DMR mittels q-MS-PCR validiert worden. Drei EOC 

bildeten bei der genomweiten Methylierungsanalyse jeweils einen Pool, sodass eine 

      A 

 
 

               B 
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patientenspezifische Auswertung nicht möglich war. Die Validierung diente deshalb 

gleichzeitig der Aufklärung der einzelnen Proben (Abb. 3.9). In 95 % (140 von 148) der 

Fälle wurde das Ergebnis der Microarrays bestätigt, heißt, die Anzahl der durch q-MS-

PCR ermittelten hypermethylierten Proben in einem Pool überwog in dem jeweils als 

hypermethyliert detektierten Pool gegenüber dem nicht methylierten Pool. Außerdem 

bestätigte sich, dass im Vergleich von Pool A1 zu A2 und B1 zu B2 der Pool 1 jeweils 

mehr Methylierungsunterschiede (Hypermethylierung) zeigte. Ein Pool galt in den 

genomweiten Methylierungsanalysen dann als hyper- / hypomethyliert, wenn er in einem 

Microarray eine │Log2Ratio│ von > 1,5 (3er Mittelwerte) aufwies. Vorangegangene 

Microarrayanalysen zeigten, dass solche Unterschiede valide sind (siehe Abschnitt 3.1.3).  

Ausnahmen bildeten die Genregionen RASGRP2 und HNRNPH1. Letzteres war in den 

Pools B1 und B2 schwach hypermethyliert, was aber mit q-MS-PCR nicht bestätigt wer-

den konnte. Im Gegenteil, der Tumor 5746 aus Pool A1 zeigte eine schwache Methy-

lierung. Bei alle anderen Proben konnte keine Methylierung nachgewiesen werden. 

RASGRP2 ergab ein ähnlich kontroverses Bild und hätte auf Arrayebene in Pool A2 eine 

deutliche Hypermethylierung zeigen müssen (Abb. 3.9). Geringe Differenzen, die das 

Endergebnis nicht beeinflussen sind bei den Genen LMX1B, HSF4 und SLC2A2 zu finden 

(Abb. 3.9). 

Bei den genomweiten CpG-Island Microarrayanalysen der cisplatinresistenten und pa-

rental sensitiven Hey Zellen, wurden die vier differentiell methylierte Regionen 

(CAMK2N1, HPDL, LMX1B, RASGRP2), die auch in den Analysen der Verlaufsgruppen 

(rezidivfrei vs. Rezidiv) differentielle Methylierung zeigten, validiert. In Abb. 3.18 (Abschnitt 

3.6) sind die q-MS-PCR Ergebnisse zu sehen. HPDL und CAMK2N1 erfuhren eine 

Methylierung im Vergleich zu vollständig unmethylierten Genen in sensitiven Zellen. Eine 

schwache Methylierung in sensitiven und starke Methylierung in resistenten Zellen wurde 

bei LMX1B nachgewiesen. Dies bestätigte jeweils die Ergebnisse aus den Microarray-

analysen. Einzig RASGRP2 konnte, wie auch schon in den Microarrays oben, nicht vali-

diert werden. 

 

3.3.2 Aufklärung der CpG-Methylierung mittels Next-Generation Sequencing  

Um die Methylierung der einzelnen CpG Dinukleotide der letztlich sechs Kandidatengene 

(Abschnitt 3.4.1) aufzuklären, wurden die entsprechenden differentiell methylierten DNA-

Regionen der 12 für die Microarrayanalysen verwendeten Tumore tiefensequenziert 

(Next-Generation-Sequencing, Abb. 3.10).  
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Abb. 3.10 Next-Generation Bisulfitsequenzierung von Kandidatengenen zur quantitativen 
Bestimmung der Methylierung in den differentiell methylierten Regionen  

A: Durchschnittliche relative Methylierung der Kandidatengene in den jeweiligen Tumoren (X, 
nicht durchgeführt). 
B-G: Relative Häufigkeit der Methylierung jedes CpG Dinukleotides in den sechs differentiell 
methylierten Kandidatengenen. Tumore aus der Verlaufsgruppe ohne Rezidiv, blau; Tumore aus 
der Verlaufsgruppe mit Rezidiv, orange. Pfeile beschreiben die Primerlokalisationen, welche für 
die Validierung der Microarray Ergebnisse verwendet wurden und eventuell abweichende Primer 
für die Methylierungsanalyse an Paraffingewebe. Mit q-MS-PCR detektierte methylierte Tumore 
sind fett gedruckt. PM: Positivkontrolle (in vitro methylierte Plazenta DNA). 
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Die durch Sequenzierung detektierte relative Methylierung der gesamten Kandidaten-

region in den Tumoren (Abb. 3.10) bestätigte die Validierung der Microarrayergebnisse 

mittels q-MS-PCR in Abschnitt 3.3.1, Abb. 3.9 A. Somit ist das Ergebnis der genomweiten 

Microarrayanalyse mit zwei unabhängigen Methoden nachvollzogen worden. 

Durch das Verfahren der Sequenzierung war es weiterhin möglich die Häufigkeit der 

Methylierung jedes CpG quantitativ auszuwerten, um die Primerbindestellen für methy-

lierungsspezifische PCR auf ihre Spezifität für eine bestimmte Patientengruppe zu über-

prüfen und gegebenenfalls optimiert zu können (Abb. 3.10 B-G). Es wurde bestätigt, dass 

alle Tumore, die laut Sequenzierung eine deutliche Methylierung aufwiesen auch mit q-

MS-PCR detektiert worden sind. Bei den Genen RUNX3, ATL1, CAMK2N1, KATNAL2 

und KRT86 (Abb. 3.10 B-F) lässt sich kein besser geeigneter Bereich für die Primer 

finden, der die prognostischen Gruppen signifikanter unterscheiden würde. Die Primer 

sind so gewählt worden, dass gering methylierte Abschnitte der differentiell methylierten 

Regionen bei Tumoren von Patientinnen ohne Rezidiv nicht detektiert werden (Bsp. 

RUNX3, Tumor 4801, Abb. 3.10 B). Das wegen seiner hohen Sensitivität ausgewählte 

Kandidatengen ATOH8 zeigte auch in der Sequenzierung eine zu geringe Spezifität für 

Patientinnen mit Rezidiv (Abb. 3.10 G) und wurde als Kandidatengen später ausge-

schlossen. 

 

Tab. 3.9 Anteil der in den Primerbindestellen vollständig methylierter Sequenzen [%] 

 RUNX3 ATL1 CAMK2N1 KATNAL2 KRT86 ATOH8 

Tumor F1R2 F3R3 F1R1 F1R1 F1R2 F1R1 F1R1 F1R2 F1R1 

2744 0,0 0,0 0,1 2,8 2,8 0,1 0,0 0,0 1,8 

3764 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4 0,0 0,0 0,0 

4801 0,0 0,0 0,0 1,3 0,8 0,1 0,0 0,0 0,2 

5746 0,1 0,1 0,2 n.a. n.a. 0,3 0,0 0,1 0,0 

5834 3,0 4,9 0,1 n.a. n.a. 0,1 0,3 0,4 0,0 

6153 0,0 0,0 0,0 n.a. n.a. 0,2 0,0 0,0 0,1 

1477 0,1 0,1 4,1 n.a. n.a. 60,1 0,0 0,0 9,2 

2854 3,3 8,4 0,6 n.a. n.a. 0,4 23,5 29,7 1,2 

3411 47,4 28,1 2,7 87,0 81,7 0,2 77,2 76,0 71,2 

2696 49,6 54,5 0,2 19,3 19,3 0,2 59,3 51,0 5,6 

4575 0,0 0,0 26,2 0,3 0,3 31,4 0,0 0,0 0,0 

5228 2,3 0,2 0,2 n.a. n.a. 41,4 0,2 0,2 14,4 

PM 76,7 76,7 79,4 87,9 87,9 80,2 79,5 78,2 81,1 

FxRx, Primerpaare; blau, rezidivfrei; orange, Rezidiv < 3 Jahre; grau markiert, mit q-MS-Primern detektierte 
Proben; PM, Positivkontrolle (in vitro methylierte Plazenta DNA); n.a., nicht analysiert. 

  

Weiterhin wurde nicht nur die allgemeine Häufigkeit der Methylierung jedes einzelnen 

CpG Dinukleotides untersucht, sondern auch die Häufigkeit der DNA-Moleküle bei denen 

die für die Validierung verwendeten Primerbindestellen (MS-Rrimer) vollständig methyliert 

vorlagen (Tab. 3.9). Keine Divergenzen im Vergleich zu der vom DNA Molekül unabhängi-

gen Auswertung und der q-MS-PCR waren bei den Genen ATL1, KATNAL2, KRT86 und 

ATOH8 zu finden. DNA-Gemische mit einem geringen Anteil von bis zu 1,2 % (ATOH8) 
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werden durch q-MS-PCR nicht detektiert, Proben mit höherem Anteil (bei ATL1 bereits ab 

2,7 %) jedoch zuverlässig.   

Bei RUNX3 gab es Unterschiede zwischen der Methylierungshäufigkeit einzelner CpG’s 

und dem Anteil an DNA-Molekülen mit vollständig methylierten Primerbindestellen. Der 

Tumor 5834 hatte bei 3,0 % (Primerpaar F1R2) bzw. 4,9 % (Primerpaar F3R3) der Se-

quenzen vollständig methylierte Primerbindestellen, wurde aber im Gegensatz zu Tumor 

5228 mit 2,3 % (Primerpaar F1R2) nicht mittels q-MS-PCR detektiert. Allerdings ist die 

relative Häufigkeit, unabhängig vom DNA-Molekül, bei Tumor 5228 wesentlich höher als 

bei Tumor 5834 (Vgl. Abb. 3.10 B und Tab. 3.9). Dies macht deutlich, dass die effektive 

Bindung von methylierungsspezifischen Primern nicht nur von vollständig methylierten 

Bindestellen abhängt, sondern vor allem von der allgemeinen Häufigkeit von methylierten 

CpG’s in der Primerregion. Durch einzelne Mismatchs in der Primerbindung können auch 

ursprünglich nicht vollständig methylierte Sequenzen amplifiziert werden. Entscheidend 

bei der q-MS-PCR ist außerdem die absolute Anzahl an methylierten Targetmolekülen, 

welche jedoch bei Sequenzierung mit targetspezifischer pre-PCR nicht bestimmbar ist.    

Die 19,3 % der Gesamtmoleküle mit methylierten Primerbindestellen von CAMK2N1 im 

Tumor 2696 wurden ebenso nicht detektiert. Dies lag aber möglicherweise an der nicht 

optimalen Sequenzierreaktion für CAMK2N1. Im Fall von Tumor 2696 konnten nur 83 von 

98 Sequenzen ausgewertet werden (Rate=84,7 %), bei den weiteren Tumoren zumindest 

165 (Tumor 3764) bis 1511 (Tumor 3411). Für alle anderen Gene konnten durchschnitt-

lich 1500 je Reads je Tumor ausgewertet werden, was eine Rate von > 98 % entsprach. 

 

3.4 Marker für die Prognose des Ovarialkarzinoms 

Die Prüfung der prognostischen Wertigkeit von 24 differentiell DMR, die durch Micro-

arrayanalysen detektiert und mittels q-MS-PCR validiert wurden, erfolgte an einem größe-

ren Probenset mit 48 Patientinnen. So konnten fünf Markergene und deren Kombinatio-

nen mit prognostischem Wert durch q-MS-PCR Analysen an Gefrier- und FFPE-Gewebe 

identifiziert werden. 

 

3.4.1 Prognostische Wertigkeit der differentiell methylierten Regionen   

Von den 37 in Bezug auf die Microarrays validierten Regionen sind 20 ausgewählt 

worden, die in mehr als einer Arrayprobe, aber ausschließlich in einer Verlaufgruppe 

methyliert waren. Zusätzlich ausgewählt wurden CAMK2N1 (möglicher prädiktiver Wert), 

RASGRP2 und HNRNPH1 (kontroverse Ergebnisse bei der Validierung) sowie RUNX2. 

Wegen nicht optimaler Primer ist die Genregion RBP1 von weiteren Untersuchungen 

ausgeschlossen worden. 
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Abb. 3.11 Validierung der prognostischen Wertigkeit differentiell methylierter Region an 48 EOC 

Mit q-MS-PCR analysierte differentiell methylierte Regionen (n=24) an 48 serösen EOC. In der 
linken Hälfe des Diagramms sind die Genregionen zu finden, welche bei den genomweiten 
Analysen eine Hypermethylierung bei gutem Krankheitsverlauf (n=12) und rechts bei schlechtem 
Verlauf (n=12) gezeigt haben. * p<0,05 (fisher’s exact test).  

 

Die 24 ausgewählten Gene bestanden je zur Hälfte aus Regionen, die bei den genom-

weiten Analysen eine Hypermethylierung in den Gruppen mit guten bzw. schlechten 

Krankheitsverlauf gezeigt hatten. Eine jeweils einmalige q-MS-PCR an 48 EOC ergab, 

dass auf Seite der Gruppe ohne Rezidiv kein Gen gefunden werden konnte, welches 

ausreichende statistische Parameter zur Unterscheidung von prognostischen Gruppen 

erfüllen würde (Abb. 3.11). Am stärksten von der Vorhersage der genomweiten 

Microarrayanalysen wichen die Gene TMOD1 und RASGRP2 ab. HNRNPH1 war in 

keinem der 48 EOC methyliert. 

Hypermethylierte Regionen bei Patientinnen mit Rezidiv konnten eine deutlich bessere 

Unterscheidung der prognostischen Gruppen liefern. Vor allem die Methylierung der Gene 

RUNX3 (p=0,018), KRT86 (p=0,035) und ATOH8 (p=0,032) unterschied sich zwischen 

den Verlaufsgruppen signifikant. Tendenziell (p<0,1) waren die Regionen ATL1 und 

KATNAL2 differentiell methyliert (Abb. 3.11).  

Durch zweimalige Wiederholung der q-MS-PCR von sechs ausgewählten Genen an den 

48 EOC wurden die Ergebnisse präzisiert (Abb. 3.12 A). Gene mit einem Signifikanzwert 

p>0,1 wurden von dieser weiteren Validierung wegen nicht hinreichender prognostischen 

Wertigkeit ausgeschlossen. Wegen des eventuellen prädiktiven Wertes, bekräftigt durch 

Methylierungsanalysen an Zellkulturen (Abschnitt 3.1.3), ist CAMK2N1 (p=0,22) zusätzlich 

mitgeführt worden. Nach dreimaliger Analyse galt eine Genregion dann als methyliert, 

wenn mindestens zwei q-MS-PCR positiv (Methylierung > 1 %) waren. Die Reproduzier-

barkeit der q-MS-PCR zur Validierung der Kandidatengene ist in Tab. 3.10 gezeigt. Für 

jedes Gen wurden 3 x 48 PCR Reaktionen in jeweils unabhängigen Ansätzen durchge-
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führt. Dabei ergab sich eine Reproduzierbarkeit von 88,19 % (ATOH8) bis 98,61 % (ATL1, 

KATNAL2, CAMK2N1). 

 

Tab. 3.10 Reproduzierbarkeit der korrekten q-MS-PCR Ergebnisse (Triplikat) entsprechend dem 
Patientenstatus (n=48) 

Kandidatengen RUNX3 ATL1 CAMK2N1 KATNAL2 ATOH8 KRT 86 

Reproduzierbarkeit 95,14 % 98,61 % 98,61 % 98,61 % 88,19 % 93,06 % 

 

Einzelne Proben ergaben nach Durchführung der Triplikate einen anderen Methylie-

rungsstatus als mit der ersten q-MS-PCR erfasst. Dadurch änderte sich die statistische 

Signifikanz der Genregionen zur Unterscheidung der Verlaufsgruppen. Der Methylierung-

sunterschied der Gene KRT86 und ATOH8, welche auch die geringste Reproduzierbarkeit 

zeigten, war nicht mehr signifikant. Einen höheren, sehr signifikanten prognostischen Wert 

erlangte hingegen RUNX3 (p=0,008) (Abb. 3.12 A; Tab. 3.11). 

 

 

Abb. 3.12 Prognostische Wertigkeit der Kandidatengene 

Mit q-MS-PCR (Triplikat) analysierte Kandidatengene an 48 serösen EOC (A). Betrachtung nur 
makroskopisch tumorfrei resektierter Patientinnen (n=36) (B). p-Wert, fisher’s exact test. 

 

Die höchste Sensitivität für die Erkennung von Patientinnen mit Entwicklung eines Rezi-

divs zeigte ATOH8, jedoch mit einer schlechten Spezifität von nur 55,6 %. Sehr spezifisch 

(100 %) hingegen waren RUNX3 und CAMK2N1 mit einer Sensitivität von 33,3 % bzw. 

16,7 % (Tab. 3.11, Abb. 3.12 A). Der Resektionsstatus als derzeitiger in der Klinik 

angewendeter prognostischer Marker sagte Rezidive mit einer Sensitivität von 36,7 % und 

einer Spezifität von 94,4 % voraus. Das Markergen RUNX3 besitzt im Vergleich zum 

Resektionsstatus (p=0,008 vs. p=0,018) einen ähnlichen prognostischen Wert (Tab. 3.11). 

Patientinnen mit makroskopischen Tumorresten (n=12) bekamen mit hoher Wahrschein-

lichkeit ein Rezidiv (11 von 12 bzw. > 90 %, Tab. 3.11). 

A         Alle Patientinnen (n=48)     B    R0 - OP makroskopisch tumorfrei (n=36) 
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Tab. 3.11 Statistische Analyse der Verlaufsmarker für die Detektion von Patientinnen mit Rezidiv 
innerhalb 3 Jahren in der Gesamtgruppe von EOC (n=48)  

Genregion /      
CpG Insel 

C
m

pG 
Rezidiv       

< 3 Jahre 
kein 

Rezidiv 
Sensitivität 

[%] 
Spezifität 

[%] 
p-Wert 

RUNX3 
+ 10 0 

33,3 100,0     0,008** 
- 20 18 

KATNAL2 
+ 12 3 

40,0 83,3     0,117   
- 18 15 

ATL1 
+ 9 2 

30,0 88,9     0,171   
- 21 16 

CAMK2N1 
+ 5 0 

16,7 100,0     0,142   
- 25 18 

KRT 86 
+ 10 3 

33,3 83,3     0,317   
- 20 15 

ATOH8 
+ 16 8 

53,3 55,6     0,766 
- 14 10 

Resektion 
R1 11 1 

36,7 94,4     0,018*  
R0 19 17 

p-Wert (fisher’s exact test): *p<0,05; **p<0,01. 

 

Diese wurden in einer zweiten statistischen Analyse ausgeschlossen, um das Ergebnis 

unabhängig vom Resektionsstatus zu gestalten. Dadurch erreichte KATNAL2 eine Spezi-

fität für von 88,2 % und eine Sensitivität von 47,4 %. Die Methylierung dieses Kandida-

tengens konnte somit, neben RUNX3 (p=0,020 bei R0 Patientinnen), die Verlaufsgruppen 

signifikant (p=0,031) unterscheiden (Tab. 3.12). Bei den weiteren 4 Genen konnte keine 

Änderung im Signifikanzniveau beobachtet werden (Abb. 3.12, vgl. Tab. 3.11 und 

Tab. 3.12).   

 

Tab. 3.12 Statistische Analyse der Verlaufsmarker für die Detektion von makroskopisch tumorfrei 
operierten (R0) Patientinnen mit Rezidiv innerhalb 3 Jahren in 36 EOC 

Genregion /      
CpG Insel 

C
m

pG 
Rezidiv       

< 3 Jahre 
kein 

Rezidiv 
Sensitivität 

[%] 
Spezifität 

[%] 
p-Wert 

RUNX3 
+ 6 0 

31,6 100,0     0,020* 
- 13 17 

KATNAL2 
+ 9 2 

47,4 88,2     0,031* 
- 10 15 

ATL1 
+ 6 2 

31,6 88,2     0,236  
- 13 15 

CAMK2N1 
+ 3 0 

15,8 100,0     0,231  
- 16 17 

KRT 86 
+ 8 3 

42,1 82,4     0,156 
- 11 14 

ATOH8 
+ 12 7 

63,2 58,8     0,316 
- 7 10 

Resektion 
R1 0 0    

R0 19 17    

p-Wert (fisher’s exact test): *p<0,05. 
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Tab. 3.13 Statistische Analyse von Kombinationen der Verlaufsmarker für Patientinnen mit Rezidiv 
innerhalb 3 Jahren in den gesamten und tumorfrei resektierten (R0) EOC 

 Alle Patientinnen (n=48) R0 - Patientinnen (n=36) 

Genregion /         
CpG Insel 

Sensitivität 
[%] 

Spezifität 
[%] 

p-Wert 
Sensitivität 

[%] 
Spezifität 

[%] 
p-Wert 

RUNX3 / KATNAL2 60,0 83,3  0,006** 73,7 88,2  0,0002*** 

RUNX3 / ATL1 50,0 88,9  0,011* 52,6 88,2  0,014* 

RUNX3 / CAMK2N1 40,0 100,0  0,002** 36,8 100,0  0,002** 

RUNX3 / KRT86 46,7 83,3  0,060 47,4 82,4  0,083 

RUNX3 / KATNAL2 / 
CAMK2N1 

63,3 83,3  0,003** 68,4 88,2  0,0008*** 

RUNX3 / CAMK2N1 / 
KRT86 

50,0 83,3  0,031* 47,4 82,4  0,083 

RUNX3 / KATNAL2 / 
ATL1 / CAMK2N1 / 

KRT86 
66,7 61,6  0,078 73,7 64,7  0,043* 

p-Wert (fisher’s exact test): *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 

 

Durch Kombination der spezifischsten und sensitivsten Kandidatengene (RUNX3, ATL1, 

KATNAL2, CAMK2N1) konnte die Sensitivität eines Markersets bis auf 66,7 % bzw. 

73,7 % bei R0-Patientinnen gesteigert werden (Tab. 3.13). Mit dem Gene ATOH8 konnte 

keine vorteilhafte Kombination gefunden werden. Vor allem bei Einschluss von RUNX3 

zeigten sich Markersets, die die Verlaufsgruppen sehr signifikant unterscheiden konnten 

und eine zum Teil 100 %ige Spezifität aufwiesen (RUNX3 + CAMK2N1) (Tab. 3.13). Trifft 

man mit dem Prognosemarker Resektionsstatus eine Vorauswahl und betrachtet nur die 

tumorfrei resektierten Patientinnen unterschieden sich die prognostischen Gruppen durch 

die Methylierung der Gene RUNX3 in Verbindung mit KATNAL2 höchst signifikant 

(p<0,001), sagten 73,7 % der Rezidive bei R0-Patientinnen voraus und detektierten nur 

zwei falsch positive Proben (Spezifität = 88,2 %) (Tab. 3.13). Weitere Markerkombinatio-

nen und deren statistische Daten sind tabellarisch Anhang (auf beiliegender CD) zu 

finden. 

Da die Anzahl an geeigneten EOC ohne Rezidiv mit ausreichenden Verlaufsdaten (min. 3 

Jahre nach OP) in der Tumorbank begrenzt war (n=18), mussten die Proben aus dem 

Detektionsset der Microarrayanalysen in die Validierung eingeschlossen werden. So 

konnte die Anzahl an Proben in der Gruppe ohne Rezidiv um 50 % (n=12+6) und in der 

Gruppe mit Rezidiv um 25 % (n=24+6) gesteigert werden. Schließt man die zur Detektion 

differentiell methylierter Regionen mittels Microarrayanlysen verwendeten Proben aus, 

bleibt die Spezifität bei RUNX3 und CAMK2N1 erhalten (100 %), bei KRT86 steigt diese 

sogar um bis zu 8,5 % (R0 Patientinnen). Die Sensitivität nimmt in der Mehrzahl der Fälle 

leicht ab (bis zu -8,5 % bei ATL1). Betrachtet man den p-Wert zur Unterscheidung der 

Verlaufsgruppen anhand der Methylierung mit dem Fisher’s exact test, zeigte nur noch 
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RUNX3 einen Trend (p=0,070) nahe der Grenze zur Signifikanz. Beim Vergleich der 

statistischen Daten der Markerkombinationen (Vgl. Tab. 3.13 und Tab. 3.14) nahm die 

Sensitivität durch Ausschluss der 12 Proben zumeist ab. Die Kombination RUNX3 / 

CAMK2N1 / KRT86 büßte jedoch kaum ihre Sensitivität ein. Die Spezifität der Marker-

kombinationen blieb weitestgehend erhalten. RUNX3 / CAMK2N1 waren zu 100 % spezi-

fisch, mit KRT86 zusammen und bei RUNX3 / KRT86 stieg die Spezifität sogar um 8,4 % 

an (Tab. 3.14). Wie bei Betrachtung der einzelnen Gene als Marker sank der p-Wert in 

den meisten Fällen (Vgl. Tab. 3.13 und Tab. 3.14). Kombinationen mit signifikantem 

Unterscheidungswert der Verlaufsgruppen (alle Resektionsstadien) wiesen RUNX3 / 

CAMK2N1 (p=0,016) und RUNX3 / CAMK2N1 / KRT86 (p=0,025) auf (Tab. 3.14).  

Alle statistischen Daten der einzelnen Kandidatengene und weiterer Kombinationen, in 

Abhängigkeit zum Resektionsstatus und dem verwendeten Probenset sind tabellarisch im 

Anhang (beiliegende CD) zu finden.   

 

Tab. 3.14 Statistische Analyse von Kombinationen ohne Proben aus dem Detektionsset der 
Microarrayanalysen  

 Alle Patientinnen (n=36) R0 - Patientinnen (n=24) 

Genregion /         
CpG Insel 

Sensitivität 
[%] 

Spezifität 
[%] 

p-Wert 
Sensitivität 

[%] 
Spezifität 

[%] 
p-Wert 

RUNX3 / KATNAL2 50,0 75,0  0,282 53,8 81,8  0,105 

RUNX3 / ATL1 41,7 83,3  0,260 38,5 81,8  0,386 

RUNX3 / CAMK2N1 37,5 100,0  0,016* 30,8 100,0  0,098
T
 

RUNX3 / KRT86 45,8 91,7  0,031* 46,2 90,9  0,078
T 

RUNX3 / KATNAL2 / 
CAMK2N1 

54,2 75,0  0,157 53,8 81,8  0,105
 

RUNX3 / CAMK2N1 / 
KRT86 

50,0 91,7  0,025* 46,2 90,9  0,078
T
 

RUNX3 / KATNAL2 / 
ATL1 / CAMK2N1 / 

KRT86 
58,3 58,3  0,483 61,5 63,6  0,414 

p-Wert (fisher’s exact test): *p<0,05; 
T
p<0,1. 

 

3.4.2 Methylierung in FFPE-Gewebe von Primärtumoren und Rezidiven 

Inwiefern die Methylierung der Kandidatengene auf andere Regionen des Primärtumors 

und dessen Rezidive übertragbar ist, wurde an FFPE-Gewebe (Formalin-fixed, paraffin-

embedded Tissue) untersucht. Von 11 der 30 Tumoren mit Rezidiv konnte im Archiv der 

Pathologie des Universitätsklinikum Jena analysierbares FFPE-Gewebe vom Primärtumor 

und zum Teil deren Rezidive bzw. Metastasen gefunden werden. Gewebeschnitte wurden 

angefertigt und mikrodissektiert, um einen möglichst hohen Tumorzellanteil von mindes-

tens 50 % zu erhalten. Nach Isolation der DNA und deren Bisulfitbehandlung ist die Qua-
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lität der bisulfit-DNA mit einer q-MS-PCR und bisulfitspezifischen ß-Actin Primern (Ab-

schnitt 3.2.1) untersucht worden. Von allen elf Patientinnen konnte die DNA aus FFPE-

Gewebe der Primärtumore verwendet werden. Bei den Rezidiven schieden 6 von 17 

Geweben durch schlechte DNA Qualität aus.  

 

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

Patient Kryo Kryo Kryo Kryo Kryo Kryo

4047

976

2011

2127

4913

5214

5239

6080

433

4594

6170

Kryo ≙ FFPE

PT ≙ Rezidiv

PT

FFPE

91% 73% 82% 91%

PTPT PT PT

KRT86RUNX3 ATL1 ATOH8

FFPE FFPE

CAMK2N1

PT

KATNAL2

100% 73%

FFPE FFPE FFPE

82% 45%72% 64% 91% 100%  

Abb. 3.13 Methylierung von Gefrier- und FFPE-Gewebe der Primärtumoren und Rezidive 

Vergleich der Methylierung der Kandidatengene in Gefrier- (Kryo) und FFPE-Gewebe von 
Primärtumoren (PT) und FFPE Gewebe von Rezidiven (R1-R3). Von 11 Patientinnen (Nummer 
entspricht Tumornummer des Gefriergewebes) konnte FFPE-Gewebe analysiert werden. Die 
prozentuale Angabe Kryo ≙ FFPE bzw. PT ≙ Rezidiv beschreibt den Anteil übereinstimmender 
Ergebnisse zwischen Gefrier- und FFPE-Gewebe bzw. FFPE Primärtumor und Rezidiv.  
(schwarz, methyliert; weiß, nicht methyliert) 

 

Die Auswertung der q-MS-PCR mit DNA der analysierten FFPE-Gewebe konnte nur 

qualitativ erfolgen, da durch die starken Schwankungen der DNA-Qualität und somit auch 

der ß-Actin Werte eine quantitative Auswertung nicht sinnvoll war. Der Methylierungssta-

tus der Kandidatengene aus Gefriergeweben konnte in der Mehrheit der Fälle (73 % - 

100 %) auch in den entsprechenden FFPE-Geweben detektiert werden (Abb. 3.13). Vor 

allem bei den Genen RUNX3, KATNAL2, und KRT86 betrug die Übereinstimmung über 

90 %. Zudem konnte bei KATNAL2, KRT86 und CAMK2N1 eine Kontinuität (Überein-

stimmung > 80 %) der Methylierung während der Progression in den Rezidiven festge-

stellt werden (Abb. 3.13). Differgente Methylierung zwischen Gefrier- und FFPE-Gewebe 

der Primärtumoren sowie der Rezidive trat vor allem bei ATL1 und ATOH8 auf. Auffällig 

ist außerdem, dass neu auftretende Methylierungen in den Rezidiven im Vergleich zum 

Primärtumor sehr viel seltener (je 1x außer KATNAL2) auftraten, als der Verlust einer 

Methylierung während der Progression (Abb. 3.13).  
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3.5 Korrelation der DNA-Methylierung mit der Expression 

Der Einfluss der Methylierung auf die Expression der Kandidatengene RUNX3, KATNAL2, 

ATL1, CAMK2N1 und ATOH8 ist durch reverse Transkription mit anschließender quanti-

tativer realtime PCR (q-PCR) auf Transkriptionsebene und für RUNX3 und ATL1 zusätz-

lich auf Translationsebene mittels Immunhistochemie (IHC) untersucht worden. Durch die 

hohe Homologie der Sequenzen in der Keratinfamilie konnten für KRT86 keine genspezi-

fischen Primer entworfen werden. Somit wurde KRT86 von den Expressionsanalysen 

ausgeschlossen. Die für IHC benötigten Antikörper gegen die Proteine der Kandidaten-

gene waren nur für RUNX3 und ATL1 kommerziell verfügbar, was die Analyse der Trans-

lation mit Immunhistochemie auf diese beiden Gene beschränkte. 

3.5.1 Expression auf Transkriptionsebene 

Die RNA von 42 der 48 für die Methylierungsanalysen verwendeten EOC stand für 

Expressionsanalysen zur Verfügung (Rezidiv innerhalb 3 Jahren nach OP, n=26; kein 

Rezidiv, n=16). Die Messung des Expression der Kandidatengene wurde durch reverse 

Transkription, gefolgt von einer q-PCR durchgeführt. Die gemessene Expression der 

Housekeepinggene ACTB und HPRT diente der Normalisierung. Allgemein war das 

mediane Expressionsniveau der Kandidatengene im Vergleich zum Mittel der Housekee-

pinggene gering und betrug nur 0,0003 (ATL1) bis 0,013 (CAMK2N1). 

Hat ein Gen mehrere Transcription Start Sites (TSS) bzw. Promotoren, werden diese 

gegebenenfalls von unterschiedlichen CpG-Inseln beeinflusst. Die hypermethylierte 

Region (CpG-Insel) befindet sich bei RUNX3 im Bereich des Promotors von Transkript-

variante 2 von zwei, bei ATL1 im Bereich von Transkriptvariante 1 und 2 von drei. Die 

weiteren Varianten sollten unabhängig von der Hypermethylierung der untersuchten diffe-

rentiell methylierten Regionen sein. Bei den Expressionsanalysen wurden alle Transkripti-

onsvarianten durch die Verwendung transkriptspezifischer Primer betrachtet. In den fol-

genden Abbildungen werden aber nur die durch Methylierung betroffenen Varianten 

gezeigt. Die weiteren Kandidatengene (KATNAL2, CAMK2N1, KRT86 und ATOH8) besit-

zen jeweils nur einen Promotor.  

Die Auswertung der Expression erfolgte zum einen bezüglich des Methylierungsstatus 

(Abb. 3.14) und zum anderen bezüglich des Krankheitsverlaufes (Rezidiv innerhalb 3 

Jahren nach OP / kein Rezidiv) (Abb. 3.15). In der Gruppe der methylierten Proben war 

die Expression des betroffenen Gens (bzw. Transkriptvariante) bei RUNX3, ATL1 und 

ATOH8 im Mittel geringer als in der Gruppe nicht methylierter Proben. Umgekehrt verhielt 

sich das Expressionsniveau bei KATNAL2 und CAMK2N1, wobei bei letzterem die Anzahl 

methylierter Proben sehr gering war und daher eine Bewertung schwierig erscheint 

(Abb. 3.14).  



Ergebnisse 

76 

 

Abb. 3.14 Expression von Kandidatengenen bezüglich des Methylierungsstatus 
Relative Expression zu ACTB/HPRT der Kandidatengene RUNX3 (Transkriptvariante 2), ATL1 
(Transkriptvariante 1+2), CAMK2N1, KATNAL2 und ATOH8 bezüglich der Methylierung. Jeder 

Punkt entspricht einer Probe, der Median ist durch den schwarzen Balken dargestellt. Signifikante 
Unterschiede (Mann-Withney-U Test) sind durch den p-Wert dargestellt. 
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Abb. 3.15 Expression von Kandidatengenen bezüglich des Krankheitsverlaufes 

Relative Expression zu ACTB/HPRT der Kandidatengene RUNX3 (Transkriptvariante 2), ATL1 
(Transkriptvariante 1+2), CAMK2N1, KATNAL2 und ATOH8 bezüglich des Krankheitsverlaufes 
nach primärer OP (Rezidiv innerhalb 3 Jahren / rezidivfreier Verlauf). Boxplots sind dargestellt mit 
Median (Balken), Interquartil (Box) und Minimum / Maximum (Spannweite). 
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Die statistische Auswertung (Mann-Withney-U Test) in Tab. 3.15 zeigt, dass die Expres-

sionsunterschiede zwischen den Methylierungsgruppen für die Gene ATL1 und ATOH8 

signifikant waren (p<0,05).  

 

Tab. 3.15 Statistische Analyse der medianen Expression bezüglich der Methylierung und des 
Krankheitsverlaufs (rezidivfrei vs. Rezidiv < 3 Jahre) 

Gen 
p-Wert 

 Gruppen nach Methylierung 
p-Wert  

Gruppen nach Verlauf 

RUNX3                     0,210 1,000 

ATL1                     0,010* 0,907 

CAMK2N1                     0,207 0,140 

KATNAL2                     0,167 0,154 

ATOH8                     0,012* 0,717 

p-Wert (Mann-Withney-U Test): * p<0,05. 

 

Betrachtet man die Expression in Abhängigkeit vom Krankheitsverlauf der Patientinnen 

mit Rezidiv innerhalb 3 Jahren nach OP des Primärtumors bzw. ohne Rezidiv, so zeigte 

die mediane Expression der Gruppen kaum Unterschiede (Abb. 3.15) und eine 

Unterscheidung auf Grund der Expression ist nicht möglich bzw. nicht signifikant 

(Tab. 3.15).  

Die Expression der Transkriptvarianten, die nicht mit hypermethylierten Regionen asso-

ziiert waren, zeigten weder in den methylierungsabhängigen noch in den verlaufsabhän-

gigen Gruppen signifikante Unterschiede (Daten nicht gezeigt). 

 

3.5.2 Expression auf Translationsebene 

Zur Untersuchung der Expression auf Proteinebene konnten von 21 der 22 in Abschnitt 

3.4.2 analysierten FFPE-Geweben (Primärtumore und deren Rezidive) Paraffinschnitte 

auf Objektträgern zur immunhistologischen Färbung hergestellt werden. Da lediglich 

gegen RUNX3 und ATL1 primäre Antikörper kommerziell verfügbar waren, konnte keine 

Immunhistochemie für die weiteren Kandidatengenen (KATNAL2, CAMK2N1, KRT86 und 

ATOH8) durchgeführt werden. Neben dem Nachweis von RUNX3 und ATL1 ist die 

Hämatoxylin-Eosin Färbung zur Übersicht, eine immunhistochemische Färbung gegen 

den Proliferationsmarker Ki67 zur Detektion proliferierender Tumorzellen sowie eine 

Negativkontrolle ohne primären Antikörper für jede Probe durchgeführt worden. Für die 

Darstellung der Färbungen in Abb. 3.16 wurde die Probe mit der pathologischen Befund-

nummer 8485/09 als Beispiel gewählt. Alle fünf Bilder entsprachen demselben Tumor-

areal (Reihenschnitte) in 400-facher Vergrößerung.  

In der Hämatoxylin-Eosin (HE) Färbung waren die meist zu Inseln aggregierten Tumor-

zellen durch ihre großen strukturierten Zellkerne sehr gut zu erkennen (Abb. 3.16 A).  
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Abb. 3.16 Immunhistochemie zur Aufklärung der Expression von RUNX3 und ATL1 in Tumorzellen 

(A) Hämatoxylin-Eosin Färbung und immunhistochemische Färbungen gegen (B) den 
Proliferationsmarker Ki67 und (C-D) die Kandidatengene RUNX3 und ATL1 am Beispiel des EOC 
mit der Befundnummer  8485/09. (E) Negativkontrolle (Färbung ohne prim. Antikörper). Alle fünf 
Bilder zeigen dasselbe Tumorareal mit einer 400-fachen Vergrößerung. 

 

In allen Proben proliferierte nur ein geringer Teil der Tumorzellen, was mit dem Proliferati-

onsmarker Ki67 dargestellt wurde (Abb. 3.16 B). Das Protein RUNX3 wurde in den 

Tumoren sehr unterschiedlich exprimiert, in der Mehrheit der Proben jedoch nicht oder nur 

schwach. Die Lokalisation von RUNX3 beschränkte sich auf die Zellkerne von einzelnen 

Tumorinseln, das Zytoplasma blieb immer negativ. Im Beispiel in Abb. 3.16 C wurde eine 

Intensität der Färbung von zwei (Skala 0-3) in 10 % aller Tumorzellen, bezogen auf den 

   A           HE                B          Ki67 

  
 
   C        RUNX3               D          ATL1 

  
 
 

   E        Negativkontrolle 
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Gesamtschnitt, gemessen. ATL1 zeigte in den Tumorzellen aller Proben eine schwache 

bis mäßige diffuse Färbung des Zytoplasmas, im Kern konnte keine Expression nachge-

wiesen werden. Über den Gesamtschnitt war die Färbung homogen verteilt. Eine 

schwache Färbung der Intensität eins (Skala 0-3) in 90 % der Tumorzellen ist in Abb. 3.16 

D für ATL1 gezeigt. Eine Korrelation der Expression zwischen Ki67, RUNX3 oder ATL1 in 

Bezug auf Färbeintensität und Lokalisation im Tumorgewebe konnte nicht festgestellt 

werden. Durch das Mitführen einer Negativkontrolle, bei welcher die immunhistochemi-

sche Färbung ohne primären Antikörper stattfand, ergab bei keiner der Proben eine un-

spezifische Färbung durch das Detektionssystem. 

 

 

Abb. 3.17 Proteinexpression von RUNX3 und ATL1 bezüglich der Methylierung  

Die Proteinexpression von (A) RUNX3 und (B) ATL1 bezüglich der Methylierung der DNA. Das 
angegebene Maß für die Expression ist der Histo-Score (∑Zellanteil x Färbeintensität (0-3)).  
Boxplots sind dargestellt mit Median (Balken), Interquartil (Box), Minimum / Maximum 
(Spannweite) und Ausreißern. Der Signifikanz liegt der Mann-Withney-U Test zugrunde.  

 

Um die Expression von RUNX3 und ATL1 semiquantitativ zu erfassen, wurde der Histo-

Score (H-Score) (van Diest et al. 1996, Bosman et al. 1992) verwendet, bei dem die 

Summe aus den Produkten der jeweiligen Färbeintensitätsstufen (0 bis 3) mit dem Anteil 

positiver Zellen gebildet wird. Die damit gemessene Expression von RUNX3 korrelierte 

nicht mit der Methylierung der Transkriptvariante 2 von RUNX3 (p=0,743 Mann-Withney-U 

Test) (Abb. 3.17 A). Signifikant unterschieden sich die Expression hingegen bei ATL1 

(p=0,036). In der Gruppen der nicht methylierten Proben wurde das Protein deutlich 

stärker exprimiert als in der Gruppe mit Methylierung im Promotor von Transkriptvariante 

1 und 2 von ATL1 (Abb. 3.17. B).  
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3.6 DNA-Methylierung in Zelllinien und prädiktiver Wert von CAMK2N1 

Zur Suche von Genen, die bei Behandlung mit Chemotherapeutika ihre Methylierung 

ändern und möglicherweise zur Resistenz gegen Cisplatin oder Paclitaxan beitragen, sind 

die Ovarialkarzinomzelllinien Hey (aus Xenografttumor), A2780 (aus Tumorgewebe) und 

SKOV3 (aus Ascites) untersucht worden, von denen jeweils gegen Chemotherapeutika 

sensitive und resistente Kulturen zur Verfügung standen. DNA aus resistenten und 

parental sensitiven Hey Zellen (Brautigam et al. 2009) wurden von der AG Prof. Meinhold-

Heerlein am Universitätsklinikum Aachen erhalten. Weiterhin wurden in der eigenen 

Arbeitsgruppe SKOV3 und A2780 Zellen aufsteigend bis zu einer Konzentration von 12,8 

µM mit Cisplatin kultiviert, was jeweils zu Resistenz führte.  

Insgesamt 24 Gene, darunter alle 6 prognostischen Kandidatengene (siehe Abschnitt 

3.4.1) und vier Gene (HPDL, CAMK2N1, LMX1B, RASGRP2), welche sowohl in den 

Verlaufsgruppen sowie den sensitiven vs. resistenten Hey Zellen auf Microarrayebene 

Methylierungsunterschiede zeigten (siehe Abschnitt 3.1.3), wurden in die Analyse einge-

schlossen (Abb. 3.18). Allgemein wurde ein sehr unterschiedliches Methylierungsmuster 

zwischen den parental sensitiven Zelllinien im Vergleich festgestellt (Abb. 3.18). In fünf 

Fällen konnte mittels q-MS-PCR ein geänderter Methylierungsstatus der resistenten Hey 

Zellen im Vergleich zu den sensitiven parentalen Kulturen festgestellt werden (Abb. 3.18). 

Eine starke Hypomethylierung (Demethylierung) der Gene RUNX3 und HNRNPH1 wurde 

bei paclitaxanresistenten Hey Zellen festgestellt. Sehr schwach methyliert (1,2 %) war 

HPDL in cisplatinresistenten Hey Zellen im Vergleich zu den Parentalen. Eine starke 

Hypermethylierung konnte nur bei dem Gen CAMK2N1 gezeigt werden. 

 

 

Abb. 3.18 Methylierung in gegen Chemotherapeutika sensitiven und resistenten Zelllinien  

Die für die prognostische Vorhersage untersuchten Gene bei EOC sind in Chemotherapeutika 
sensitiven und resistenten Zelllinien auf ihre Methylierung untersucht worden. Rot, methyliert; 
orange, schwach methyliert; grün, nicht methyliert; weiß, keine Daten; gelb umrandet, starke 
Änderung der Methylierung in Zusammenhang mit Chemotherapeutikum. 
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Hypermethylierte Regionen bei Patientinnen mit Rezidiv innerhalb 3 Jahren nach OP 

(Abschnitt 3.4) sowie Gene, welche zusätzlich in den Arrayanalysen der Hey Zellen 

differentiell methyliert waren, sind außerdem an cisplatinresistenten und parental sensi-

tiven SKOV3 und A2780 Zellen getestet worden. Dabei konnte CAMK2N1, neben Hey 

Zellen, erneut als hypermethyliert nach zu Resistenz führender Cisplatinbehandlung in 

SKOV3 Zellen detektiert werden (Abb. 3.18).  

 

 

Abb. 3.19 Methylierung von CAMK2N1 während der Behandlung mit Cisplatin in SKOV3 und A2780 

Über mehrere Zyklen mit cisplatinhaltigem Medium von 0 bis 12,8 µM kultivierte parental sensitive (A) A2780 
und (B) SKOV3 Zellen. Die mit q-MS-PCR (links, Amplifikation; rechts, Schmelzkurve) detektierte 
Methylierung steigt mit zunehmender Cisplatinkonzentration (Farbgradient hellblau  dunkelblau) bei SKOV3 
Zellen. A2780 Zellen bleiben unmethyliert. (rot, 100 %; orange, 10 %; gelb, 1 % methylierte bisulfitbehandelte 
Keratinozyten DNA; grün, bisulfitbehandelte Keratinozyten DNA; schwarz, NTC).   

 

Die Entwicklung der Hypermethylierung von CAMK2N1 während der Behandlung von 

A2780 und SKOV3 mit cisplatinhaltigem Medium über mehrere Zyklen mit je dreitägiger 

Behandlung und anschließender Erholungsphase wurde durch Untersuchung der DNA 

aus allen Stadien analysiert (Abb. 3.19, Tab. 3.16). Die Cisplatinkonzentration wurde 

hierbei nach einer definierten Zykluszahl verdoppelt, beginnend bei 0,1 µM bis hin zu 12,8 

µM. Bei A2780 konnte keine Änderung der Methylierung von CAMK2N1 durch Cisplatin-

behandlung beobachtet werden (Abb. 3.19 A). Jedoch nimmt in SKOV3 die Methylierung 

kontinuierlich zu (Abb. 3.19 B). Bei der quantitativen Auswertung mit einer Standardkurve 

von Gemischen aus in vitro methylierter und nicht methylierter bisulfitbehandelter Kerati-

nozyten DNA zeigte sich, dass ab einer Cisplatinkonzentration von 0,8 µM über 1 % und 

ab 1,6 µM über 10 % der Zellen methyliert sind. Vollständig methyliert ist die Zelllinie ab 

einer Cisplatinkonzentration von 12,8 µM (Tab. 3.16).  
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Tab. 3.16 Methylierung von CAMK2N1 in SKOV3 während der Cisplatinbehandlung  

  ACTB CAMK2N1 F1R1 1879/1880 

Name Ct Ct delta Ct (zu ACTB) Tm 

SKOV3; Cisplatin sensitiv 25,06 36,00 10,94 - 

SKOV3; 0,1 µM Cisplatin 25,43 - - - 

SKOV3; 0,2 µM Cisplatin 24,87 37,13 12,26 - 

SKOV3; 0,8 µM Cisplatin 24,01 28,38 4,37 75,8 

SKOV3; 1,6 µM Cisplatin 24,44 27,39 2,95 76,0 

SKOV3; 3,8 µM Cisplatin 25,35 26,87 1,52 76,0 

SKOV3; 6,4 µM Cisplatin 24,79 26,49 1,70 76,2 

SKOV3; 12,8 µM Cisplatin 24,83 25,94 1,11 76,0 

Keratinozyten  23,51 37,78 14,27 < 1 % - 

1 % meth. Keratinozyten 23,44 31,99 8,55 < 10 % - 

10 % meth. Keratinozyten 23,50 27,36 3,86 > 10 % 76,5 

100 % meth. Keratinozyten 22,90 24,00 1,10  100 % 76,2 

NTC - 33,75     33,75 - 

Farbgradient grün  rot entspricht Methylierung [%] laut Kontrollen (Keratinozyten). 

 

Um den Verlauf der de novo Methylierung genauer aufklären zu können, sind drei 

Behandlungsstadien (0 µM, 0,8 µM und 12,8 µM Cisplatin) der A2780 und SKOV3 Zellen 

im Bereich der CpG-Insel tiefensequenziert worden (Abb. 3.20). Aufgrund unzureichender 

Anzahl von auswertbaren Sequenzen („good Reads“) konnte die Sequenzierung von 

A2780 nicht ausgewertet werden. Die Sequenzierung der CpG-Insel von CAMK2N1 in 

SKOV3 Zellen hat die Zunahme der Methylierung mit steigender Cisplatinkonzentration 

bestätigt. 

 

 

Abb. 3.20 NGbS der methylierten Region von CAMK2N1 in cisplatinbehandelten SKOV3 Zellen 

Sequenzierungsergebnis jedes einzelnen CpG-Dinukleotides (Spalten) für ein DNA-Molekül 
(Zeilen) aus (A) sensitiven unbehandelten SKOV3 Zellen (B) mit 0,8 µM Cisplatin behandelten 
und (C) mit 12,8 µM Cisplatin behandelten SKOV3 Zellen. Für Sequenzierung C ist wegen großer 
Datenmenge die ersten, medianen und letzten 80 Reads dargestellt. Pfeile unter den Grafiken 
beschreiben die Primerbindestellen, welche für q-MS-PCR verwendet wurden (Hellgrau, nicht 
methyliert; schwarz, methyliert; dunkelgrau, unbekannt). 
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Der Anteil an methylierten Zellen wurde jedoch mit der q-MS-PCR für unbehandelte und 

mit 0,8 µM Cisplatin behandelte Zellkulturen unterschätzt. Trotz 5,3 % (unbehandelt) bzw. 

17,6 % (0,8 µM Cisplatin) vollständig methylierter Primerbindestellen im Sequenzieran-

satz, wurde durch q-MS-PCR keine bzw. unter 1 %ige Methylierung detektiert (Vgl. 

Tab. 3.16 und Tab. 3.17). Allerdings konnten aus der Sequenzierung der nicht und mit 

0,8 µM Cisplatin behandelten Kulturen nur 209 bzw. 256 Sequenzen (Reads) ausgewertet 

werden (Tab. 3.17), normal sind durchschnittlich 1500 good Reads. Die mit 12,8 µM 

Cisplatin behandelten Zellen, welche laut q-MS-PCR zu 100 % methyliert waren 

(Tab. 3.16), zeigten in der Sequenzierung nur 84,7 % vollständig methylierte Primerbin-

destellen (Tab. 3.17).     

 

Tab. 3.17 Anteil der in den Primerbindestellen vollständig methylierter Sequenzen in SKOV3 Zellen 

 good Reads vollst. meth. Primerregionen [%] 

SKOV3; Cisplatin sensitiv 209 5,3 

SKOV3; 0,8 µM Cisplatin 256 17,6 

SKOV3; 12,8 µM Cisplatin 1101 84,7 

Plazenta, in vitro methyliert 1547 87,9 

 

Inwieweit die Methylierung von CAMK2N1 Einfluss auf die Expression des Gens hatte, 

wurde mit q-PCR untersucht. In SKOV3 Zellen betrug die Expression weniger als 1/150 

der Expression der Housekeepinggene HPRT und ACTB. Die aus niedrigen Expressi-

onswerten resultierenden hohen Standardabweichungen ließen keine eindeutige Aussage 

zu einer Änderung der Expression durch Methylierung zu. Ein signifikanter Anstieg oder 

Rückgang konnte nicht erfasst werden. In A2780 Zellen wurde CAMK2N1 nicht exprimiert. 
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4 Diskussion 

4.1 Methodik der Methylierungsanalysen 

4.1.1 Patienten- und Probenkollektiv 

Genomweite Methylierungsanalysen mit gepoolten Patientenproben sind in der Lage 

spezifische epigenetische Unterschiede zweier Gruppen mit unterschiedlichen Eigen-

schaften, in diesem Fall das rezidivfreie Überleben (PFS), zu detektieren. Die Unabhän-

gigkeit von weiteren Faktoren, die das PFS beeinflussen können, müssen dabei zwingend 

vermieden werden. Durch Verwendung von ausschließlich leitliniengerecht therapierten 

Patientinnen (tumorfreie Resektion (R0), Platin-Taxan basierte Chemotherapie) wurde die 

Qualität der Therapie als wichtigster Prognosefaktor ausgeschlossen. Dies spiegelt sich 

schließlich beim medianen Alter (gesamt: 55 Jahre, Arrayproben mit Rezidiv < 3 Jahre: 56 

Jahre, Arrayproben, rezidivfrei: 56,5 Jahre) der verwendeten Patientinnen wider. Die 

Chemotherapie wird bei über 65-jährigen Patientinnen dreimal weniger angewendet als 

bei jüngeren Patientinnen, wodurch in diesen Analysen das mediane Alter geringer als 

das allgemeine mediane Erkrankungsalter (69 Jahre) ist (du Bois et al. 2005). Die 

Unabhängigkeit der Analyse vom histologischen Typ, Tumorstadium, Grading und Nodal-

status wurde ebenfalls gewährleistet. Einflüsse durch große Expressionsunterschiede 

möglicher molekularer prognostischer Faktoren (p16, p53, Ki67, BRCA1) (Kommoss et al. 

2007, Havrilesky et al. 2003, Schindlbeck et al. 2007, Radosa et al. 2011) konnten durch 

immunhistochemische Färbung ausgeschlossen werden (Daten nicht gezeigt). Des 

Weiteren gab es bei keiner Patientin einen Hinweis auf erbliche Vorbelastung. 

Da die Struktur der verwendeten Gefrier- und FFPE-Gewebe in den meisten Fällen von 

Stroma umgebene großflächige Tumorareale zeigte, konnte durch Mikrodissektion der 

Tumorzellanteil erheblich erhöht werden. Die Tumorareale waren jedoch immer von ver-

einzelten Stroma- und Immunzellen infiltriert, sodass ein Einfluss dieser Zellen auf die 

Methylierungsanalysen nicht auszuschließen ist. Das Verhältnis von epigenetisch ver-

schiedenen regulatorischen und allgemeinen T-Zellen in Karzinomgeweben ist zu 

Normalgeweben verschieden (Sehouli et al. 2011), und karzinomassoziierte Fibroblasten 

haben einen Einfluss auf die Progression der Tumoren (Kalluri und Zeisberg 2006), was 

möglicherweise auch epigenetisch gesteuert wird (Hu et al. 2005). Der Tumorzellanteil der 

analysierten Proben von durchschnittlich 75 % überwiegt jedoch deutlich den Anteilen 

weiterer Zelltypen und lässt somit eine ausreichend tumorzellspezifische Analyse zu.  

Auf eine Analyse der Methylierung der Kandidatengene in Normalgeweben wurde ver-

zichtet, da das Epithelgewebe der Ovarien oder Tuben, als Ursprungsgewebe der Tu-

more, nur zu ca. 1 % in Gewebeschnitten von gesunden Patientinnen enthalten ist. Der 
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bei Verwendung von Normalgewebe resultierende Vergleich von Tumor- zum Bindege-

webe des Ovars ist nicht praktikabel. Weiter kam eine Mikrodissektion der Epithelzellen 

nicht in Frage, da der Aufwand ausreichend Epithel-DNA zu erhalten nicht gerechtfertigt 

war. Alternativ sind kultivierte Keratinozyten, welche zu 90 % in Epithelgewebe vorhanden 

sind, verwendet worden. Da die Detektion prognostisch relevanter Methylierungsmuster in 

Tumorgeweben im Vordergrund stand, wurde die Methylierung in Normalgewebe nicht als 

Ziel dieser Arbeit angesehen. Für die Etablierung der methylierungsspezifischen Primer 

ist eine Negativkontrolle jedoch notwendig, um die Spezifität für ausschließlich methylierte 

DNA zu gewährleisten. DNA aus Keratinozyten eignete sich hervorragend und alle ge-

testeten Primerpaare zeigten kein Produkt bei Verwendung von bisulfit-DNA aus Kerati-

nozyten. 

Die Unterscheidung der prognostischen Gruppen in dieser Arbeit wurde bei 36 Monaten 

rezidivfreiem Überleben definiert. Dies ist sehr sinnvoll, da viele Studien zeigten, dass 

nach diesem Zeitpunkt die Wahrscheinlichkeit für weiteres progressionsfreies Überleben 

sehr hoch ist (McGuire et al. 1996, Piccart et al. 2000, Schwartz 2008, du Bois et al. 

2010). Außerdem betrug das rezidivfreie Überleben in der Gruppe mit besserer Prognose 

mindestens 3,5 Jahre (letzte Patienteninformation) mit einem Unterschied zur längsten 

rezidivfreien Zeit bei schlechter Prognose von einem ¾ Jahr (278 Tage). Dieses relativ 

große Grenzintervall zwischen den prognostischen Gruppen lässt eine repräsentative 

Unterscheidung zu.  

 

4.1.2 Anreicherung methylierter DNA und Microarray-Hybridisierung 

Die spezifische Anreicherung von methylierter DNA erfolgte mittels MIRA. Im Vergleich 

zur Immunpräzipitation mit Methylcytosin-Antikörpern hat diese Methode den Vorteil, dass 

nicht methylierte CpG-Regionen vollständig entfernt werden und dadurch kaum ein Signal 

bei der Hybridisierung zeigen. Vor allem zur Markersuche kann dies ausgenutzt werden, 

um Regionen zu identifizieren, die in einer Kontrollgruppe komplett unmethyliert sind.  

In Vorversuchen (Daten nicht gezeigt) wurden die für MIRA benötigten rekombinanten 

MBD Proteine in E.Coli nach Rauch et al. 2005 / 2009 hergestellt und erfolgreich ange-

wendet. Durch Einführung eines kommerziellen Kits auf Basis des MIRA von Activ Motif 

(MethylCollector™ Ultra Kit) konnte die aufwendige Expression der Proteine eingespart 

werden. Der Vergleich beider Assays zeigte keine Unterschiede der Sensitivität und Spe-

zifität der Anreicherung methylierter DNA. Bei Verwendung des high-salt Waschpuffers 

wurden beim kommerziellen Kit ausschließlich methylierte DNA-Fragmente isoliert, was 

mit quantitativer MIRA-PCR nachgewiesen wurde. Die dabei etwas niedrigen PCR-Effi-

zienzen resultierten aus der Amplifikation von ultraschallbehandelter DNA. Viele andere 

Studien nutzen zur Fragmentierung der DNA den Restriktionsverdau mittels MseI-Endo-
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nuklease um (1) AT-reiche Sequenzen stärker zu fragmentieren als GC-reiche Sequen-

zen und (2) DNA-Überhänge zu erhalten, an welche Linker zur Amplifikation der angerei-

cherten methylierten DNA ligiert werden können. So reichen bereits wenige 100 ng gDNA 

für eine Analyse aus. Bei Anreicherung ohne Amplifikation werden in der Regel jedoch 

über 20 µg DNA benötigt (Rauch et al. 2007). In dieser Arbeit konnte durch Verwendung 

neuer leistungsfähiger Systeme zur Fluoreszenzmarkierung von DNA, wie dem „BioPrime 

Total Genomic Labeling System“, die Menge an Ausgangs-DNA auf 2 µg reduziert wer-

den. Dadurch konnte die DNA mittels Ultraschallbehandlung fragmentiert werden und eine 

Abhängigkeit der Anreicherung von MseI-spezifischen Fragmentlängen, sowie eine mögli-

cherweise ungleichmäßige Amplifikation über Linker vermieden werden. 

Die vergleichende Hybridisierung der angereicherten DNA von Patientinnen mit Rezidiv 

innerhalb 3 Jahren versus Patientinnen ohne Rezidiv wurde auf benutzerdefinierten 

(custom) Agilent 2x400K Microarrays durchgeführt. Üblicherweise bietet der Hersteller für 

genomweite CpG-Island Microarrayanalysen einen 1x244K Array mit 27.800 CpG-Inseln 

an. Das Sondenset dieser Arrays wurde als Duplikat auf unsere verwendeten Microarrays 

aufgebracht. Dies hatte zum einen den Vorteil, dass das Referenzgenom dem aktuellen 

hg19 (Februar 2009) und nicht dem hg18 (März 2006) entsprach und zum anderen, dass 

eine enorme Kosteneinsparung durch das Vorhanden sein von zwei statt einem Array pro 

Slide erzielt werden konnte. Die sehr guten (ausgenommen Array 2_1 – akzeptabel) 

qualitativen Ergebnisse der Microarrayanalysen, welche anhand eines Qualitätsreportes 

für jeden Array ausgewertet wurden, ist ein Indiz für die Eignung der Methylierungsanaly-

sen mittels MIRA in Kombination mit CpG-Island Microarray-Hybridisierung. Die etwas 

schlechtere Qualität von Array 2_1 war durch die bereits geringere Anreicherung methy-

lierter DNA voraus zu sehen. Das Potential der hier verwendeten Methode zur Markerde-

tektion hatte sich ebenfalls bei der der Suche nach diagnostischen Markern für das Zer-

vixkarzinom gezeigt (Hansel et al. in-press).  

Vergleichbare Studien anderer Arbeitsgruppen mit demselben methodischen Design zur 

Detektion von prognostischen Markern für das EOC wurden in der Literatur nicht gefun-

den. Ähnlich ist die Suche nach prognostischen Markern über Sequenzierung von MIRA-

DNA (Huang et al. 2013). Auch dort wurde methylierte DNA verschiedener prognostischer 

Gruppen beim EOC mit MBD Proteinen angereichert, anschließend jedoch sequenziert. 

Die DMR stimmten mit denen dieser Arbeit zu 9,5 % (6/67) überein. Die Mehrheit der 

genomweiten Methylierungsstudien zur Prognose des EOC verwendeten die methylie-

rungsspezifische Restriktion mit anschließender Amplifikation nicht geschnittener DNA 

und anschließender Microarrayhybridisierung oder das Infinium Methylation Assay (Wei et 

al. 2002, Wei et al. 2006, Dai et al. 2011, Bauerschlag et al. 2011). Beide Methoden sind 

mit dieser Arbeit nicht vergleichbar.  
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4.1.3 Validierung mit quantitativer methylierungsspezifischer PCR 

Die quantitative Validierung der Microarrayergebnisse über q-MS-PCR ist eine schnelle 

Methode, um die DMR an größeren Probensets zu analysieren. Die voraussichtlich sensi-

tivste und spezifischste Region einer DMR zur Unterscheidung der prognostischen Grup-

pen kann über die Signalstärken der einzelnen Sonden des Microarrays ausgewählt wer-

den. Dies ist von großer Bedeutung, da die Microarrayanalyse auf der Detektion der 

durchschnittlichen Methylierung von jeweils ca. 475 bp (5 Sonden) beruht, die q-MS-PCR 

aber spezifisch für die Bindestellen der Primer (2 x ca. 22 bp) ist. Nur so konnten die 

Primer optimal ausgewählt werden, was letztendlich durch NGbS der 6 Kandidatengene 

bestätigt wurde. Mit diesem Verfahren konnten für alle 37 ausgewählten DMR methylie-

rungsspezifische Primer entworfen und erfolgreich etabliert werden, sodass eine semi-

quantitative Auswertung der Proben möglich war. Die Sensitivität von < 1 % methylierten 

DNA-Molekülen entsprach bei Einsatz von 5 ng bisulfit-DNA und einem durchschnittlichen 

Tumorzellanteil der Gewebe von 57 % einer Nachweisgrenze von weniger als 2,5 in 

durchschnittlich 285 Tumorzellen. Diese Sensitivität ist in Primärtumorgewebe völlig aus-

reichend. Da bereits ca. 1 % der Zellen Einfluss auf das Progressionsverhalten des 

Tumors haben könnten, ist dieser Wert zugleich als Grenzwert für eine schwache Methy-

lierung definiert worden. Ab 10 % wird von einer starken Methylierung ausgegangen. Die 

semiquantitative Aussagekraft jedes genspezifischen q-MS-PCR Assays ist durch einen 

delta Ct Wert von jeweils mindestens 3 zur nächsten Standardprobe (0 %, 1 %, 10 %, 

100 % bisulfitbehandelte, in-vitro methylierte DNA) sichergestellt worden. Vor allem bei 

der q-MS-PCR der 6 Kandidatengenen konnte der theoretische delta Ct-Wert von 3,95 

zwischen den Standards (bei durchschnittlicher PCR-Effizienz von 1,79) fast erreicht 

werden. Bei der Amplifikation von bisulfitbehandelter Plasmid-DNA sind Effizienzen von 

über 90 % möglich (Husseiny et al. 2012). In einer anderen Studie, mit bisulfit-DNA aus 

Abstrichen, schwankten die Effizienzen von 75 % bis 95 % bzw. 52 % bis 105 % 

(Snellenberg et al. 2012). Im Vergleich wurden in dieser Arbeit somit sehr gute q-MS-PCR 

Effizienzen von durchschnittlich 79 % ± 4 % bzw. 78 % ± 7 % bei Gefriergeweben und 

FFPE-Geweben erreicht. Die höhere Standardabweichung bei FFPE-Geweben begründet 

sich in der schlechteren gDNA und bisulfit-DNA Qualität. Da DNA während der Bisulfitbe-

handlung zusätzlich fragmentiert wird, wirkt sich die Qualität der Ausgangs DNA auf die 

Anzahl der amplifizierbaren Produkte aus (Ehrich et al. 2007). Dies konnte auch in dieser 

Arbeit bestätigt werden, da die Ct-Werte der q-MS-PCR mit ACTB-M Primern (Kontroll-

PCR) mit dem Fragmentierungsgrad korrelierten. MS-Primer der Kandidatengene 

RUNX3, CAMK2N1 und KRT86 für Gefriergewebe wurden aus diesem Grund für FFPE-

Gewebe verändert um die Produktgröße zu reduzieren. Erst damit war es möglich die 

Methylierung valide nachzuweisen, wenn auch nur qualitativ. 
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4.1.4 Next-Generation bisulfit-Sequenzierung 

Die Sequenzierung wurde zur Validierung der MS-Primer und q-MS-PCR Ergebnisse 

sowie zur Aufklärung der Änderung des Methylierungsmusters bei cisplatinbehandelten 

Zelllinien genutzt. Es konnte gezeigt werden, dass es zu den ausgewählten Primerbin-

destellen der DMR keine besseren Alternativen gab und somit die Signale der einzelnen 

Microarraysonden einen aussagekräftigen Wert für die regionale Methylierung darstellten. 

Die Sequenzierung von RUNX3 zeigte, dass für eine Amplifikation mit q-MS-PCR die 

Primerbindestellen nicht zwingend zu 100 % methyliert gewesen sein müssen. Durch 

einzelne Mismatchs abseits dem 3’ Ende in der Primerbindung können auch ursprünglich 

nicht vollständig methylierte Sequenzen amplifiziert werden, was die q-MS-PCR nicht 

ganz von einer kompletten Methylierung der DMR abhängig macht. Entscheidend bei der 

q-MS-PCR ist außerdem die absolute Anzahl an methylierten Targetmolekülen, welche 

jedoch bei Sequenzierung mit targetspezifischer pre-PCR nicht bestimmbar ist.  

Sicher wäre die genomweite NGbS die Methode der Wahl um den Methylierungsstatus 

jedes CpG in Abhängigkeit vom DNA-Molekül für eine große Anzahl an Patientinnen zu 

detektieren. Derzeit ist jedoch die NGS noch sehr kostenintensiv und benötigt intensive 

bioinformatische Analysen der Daten, wird aber in Zukunft den Stellenwert ähnlich der 

heutigen Microarrays einnehmen und die Validierung mittels PCR oder anderen Verfahren 

überflüssig machen (Shendure und Ji 2008). 

Es wird vermutet, dass die Effizienz der targetspezifischen NGbS, wie fast alle Methoden 

zur DNA-Analyse teilweise sequenzabhängig ist. Dies zeigte sich bei der Auswertung der 

parentalen und cisplatinbehandelten SKOV3 Zellen. Je niedriger der Methylierungsgrad 

war, desto weniger auswertbare Sequenzen erbrachte die NGbS. Die AT-reiche bisulfit-

DNA von unmethylierten Regionen wurde mit niedrigerer Effizienz sequenziert, sodass 

ursprünglich methylierte Sequenzen überrepräsentiert sind. Dies wird geschlussfolgert, da 

die Analyse mittels q-MS-PCR von parentalen SKOV3 Zellen keinen Anhalt für eine Me-

thylierung im CAMK2N1 Gen zeigte, die Sequenzierung aber 5,3 % vollständig methy-

lierte Primerregionen bei nur 209 Reads zeigte. 

  

4.2 Identifizierung und Validierung differentiell methylierter Regionen 

Genomweite Microarrayanalysen sind sehr aufwendig und kostenintensiv. Dennoch wer-

den so viele Fälle wie mögliche benötigt, um bei der Suche nach gruppenspezifischen 

epigenetischen Veränderungen valide Ergebnisse zu erzeugen. In dieser Studie sind 

insgesamt 12 Patientinnen mit unterschiedlichem PFS (<> 3 Jahre) auf nur 4 Microarrays 

verglichen worden. Durch die Aufteilung der prognostischen Gruppen in jeweils 2 Pools (3 

Proben je Pool) und die vergleichende Hybridisierung eines jeden Pools der Gruppen 
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gegeneinander (siehe Abb. 2.2 in Abschnitt 2.2.4), wurden falsch-negative und falsch-

positive Ergebnisse, beides hervorgerufen durch einzelne methylierte Proben unter meh-

reren negativen Proben einer Gruppe, ausgeschlossen. Um alle Hybridisierungen in die 

Detektion der DMR einfliesen zu lassen, wurde die Summe der Log2Ratios einer jeden 

Sonde der vier Microarrays gebildet. Eine Sonde deckt jeweils einen Sequenzbereich von 

≈60 bp ab. Dieser Sequenzbereich ist zu klein um einflussreiche DNA-Methylierung nach-

zuweisen. Eine Möglichkeit wäre, die mittleren Signalstärken / Ratios einer CpG-Insel zu 

berechnen. Da sich diese von 200 bp bis zu mehreren Tausend Basenpaaren erstrecken, 

würden große, aber nur teilweise methylierte CGI nicht berücksichtigt werden. Aus diesem 

Grund wurde zur Detektion die mittlere Methylierung von Abschnitten mit ≈285 bp (3 

aufeinander folgende Sonden) verwendet. Die hohe Anzahl an differentiell methylierten 

Regionen (hypomethyliert: 5449; hypermethyliert: 899) mit mindestens vierfachem Methy-

lierungsunterschied macht die sehr unterschiedliche Methylierung zwischen den verschie-

denen Proben deutlich. Zur weiteren Eingrenzung der Anzahl an Kandidaten wurde in 

einem weiteren Auswahlschritt die Größe der Regionen auf ≈475 bp bzw. 5 aufeinander 

folgende Sonden erhöht. Daraus ergaben sich 220 DMR, deren Validierung jedoch immer 

noch sehr aufwendig wäre. Weitere Kriterien wie Expressionsänderungen in denselben 

Tumoren, detektiert durch die AG von Prof. Meindl am Klinikum rechts der Isar in Mün-

chen (Volkmann et al. 2013), Ausprägung der Hypermethylierung, Lokalisation der DMR 

in Promotor oder 1. Exon sowie Hypermethylierung in cisplatinresistenten Hey Zellen 

grenzten die Anzahl auf insgesamt 37 DMR ein. Letztendlich stammten fünf von sechs 

Kandidatengenen (RUNX3, ATL1, KATNAL2, KRT86, ATOH8) aus der Gruppe der am 

stärksten hypermethylierten Regionen, unabhängig von Expression und CpG-Island Loka-

lisation. Dies bestätigt die Aussagekraft der Signalstärken in den Microarrayanalysen.  

Im ersten Schritt der Validierung durch q-MS-PCR ist die Methylierung der einzelnen 

Tumore aufgeklärt worden, welche für die Microarrayanalysen zu Pools zusammengefasst 

waren. Von den 37 DMR entsprachen lediglich 2 Regionen nicht den Arrayergebnissen, 

95 % konnten bestätigt werden. Möglicherweise können unterschiedliche Kopienzahlen 

der Regionen in den Tumoren die Anreicherung mittels MIRA beeinflusst haben und 

führten zu falsch-positiven Ergebnissen (Rauch et al. 2006). Für eine weitere Validierung 

von 24 Kandidatengenen an einem größeren Probenset wurde berücksichtigt, dass die 

Detektion der DMR in gepoolten Proben von der Methylierung einzelner Proben stark 

beeinflusst werden kann. Aus diesem Grund wurden vorwiegend DMR weiterverfolgt, die 

in mindestens 2 Einzelproben der jeweiligen prognostischen Gruppe methyliert waren (q-

MS-PCR Ergebnisse). Diese Kandidatengene wurden an 48 Patientinnen mit einmaliger 

q-MS-PCR überprüft. Die Analysen waren nun nicht mehr unabhängig von weiteren prog-

nostischen Faktoren, wie dem histologischen Typ, Nodalstatus, Grading, Resektion oder 
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der Expression molekularer Faktoren. Dadurch ist ein möglichst reales Patientenkollektiv 

gewährleistet worden. Einzig das Tumorstadium beschränkte sich auf FIGO IIIB bis IV. 

Wie, aufgrund der großen Diskrepanz zwischen der Anzahl an analysierten Proben und 

der ausgewerteten Merkmale durch die Microarrayanalyse erwartet, konnten die meisten 

Kandidaten nicht am vergrößerten Probenset validiert werden. Weshalb dies vor allem bei 

Genen mit Hypermethylierung in der Gruppe mit besserem PFS auftrat bleibt unklar. 

Dafür konnten sechs vielversprechende, zum Teil signifikant hypermethylierte Marker in 

der Gruppe mit Rezidiv innerhalb 3 Jahren entdeckt werden, welche durch unabhängige 

Wiederholungen der q-MS-PCR bestätigt werden sollten. Vor allem schwache, an der 

Nachweisgrenze befindliche Methylierungen in den einzelnen Proben konnten somit 

valide detektiert werden. Die Analyse der Reproduzierbarkeit bestätigte den Verdacht, 

dass unterschiedliche q-MS-PCR Ergebnisse innerhalb der Triplikate nicht die stark oder 

unmethylierten Proben, sondern die schwach methylierten (1 % - 10 %) Proben betroffen 

hatte. Einzig bei ATOH8 wurde eine Heterogenität auch bei stärker methylierten Proben 

festgestellt.  

Insgesamt wurden während der Validierung aus 220 durch CpG-Island Microarrayanaly-

sen detektierten differentiell methylierten Regionen 18 hypo- und 19 hypermethylierte 

Regionen mit q-MS-PCR untersucht. Sechs aussichtsreiche Kandidaten konnten weiter 

mittels NGbS und an einem 48 Patientinnen umfassenden Probenset durch q-MS-PCR 

validiert werden. Einzig das Kandidatengen ATOH8 wurde wegen zu hohem Anteil an 

methylierten Proben in der Gruppe mit rezidivfreiem Krankheitsverlauf und schlechter 

Reproduzierbarkeit der q-MS-PCR nicht weiter als potentieller Marker verfolgt.  

 

4.3 Marker im FFPE Gewebe 

Um die Frage zu klären, ob das Methylierungsmuster der Gefriergewebe auch im ent-

sprechenden FFPE-Gewebe nachweisbar, die Methylierung innerhalb der Tumoren hete-

rogen ist und ob sie sich während der Progression ändert, wurde DNA aus 11 FFPE-

Tumoren analysiert. Bedingt durch die schlechte Qualität der bisulfit-DNA, was bereits auf 

der Fragmentierung der gDNA beruhte, war eine Auswertung der q-MS-PCR dieser Pro-

ben nur qualitativ möglich. Dieser Umstand macht deutlich, dass für molekularbiologische 

Untersuchungen von Tumorgewebe die Art der Konservierung und Lagerung eine 

bedeutende Rolle spielt. Vor allem Expressionsanalysen an FFPE-Gewebe sind durch 

den raschen Abbau der RNA nur bedingt möglich (von Ahlfen et al. 2007), aber auch 

DNA-Analysen verlieren deutlich an Sensitivität (Dietrich et al. 2013). Trotz dessen konnte 

eine Übereinstimmung der Methylierung in Gefrier- und FFPE-Gewebe von 73 % - 100 % 

detektiert werden. Homogen ist die Methylierung vor allem bei RUNX3, KATNAL2 und 

KRT86 (> 91 %), im Gegensatz zu ATL1 und ATOH8. In anderen Tumorentitäten wurde 
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Heterogenität der DNA-Methylierung und von Mutationen innerhalb eines Tumorgewebes 

und deren Auswirkungen bereits nachgewiesen (Baldus et al. 2010, Matsunoki et al. 

2012). Es ist nicht auszuschließen, dass durch regionale epigenetische Variationen in den 

Tumorarealen das Progressionsverhalten unterschiedlich beeinflusst wird. Bei Rezidiven 

könnte eine Änderung des Methylierungsmusters im Vergleich zum Primärtumor mit der 

Resistenzentwicklung gegenüber Chemotherapeutika in Verbindung gebracht werden 

(Balch et al. 2004). Jedoch hatte diesbezüglich keines der Kandidatengene einen prädikti-

ven Wert, da die Methylierung von KATNAL2 und KRT86 im Verlauf der Rezidive eine 

Konstanz aufwiesen (100 %; 88 %), oder im Fall von RUNX3, ATL1 und ATOH8 mit der 

Tendenz zur Hypomethylierung fluktuierte. Eine prädiktive Bewertung ist insoweit schwie-

rig, da es sich neben Lokalrezidiven um Rezidive in Scheide, Darm und vor allem Lymph-

knoten handelte, deren Entwicklung abhängig von der Organumgebung sein kann 

(Chambers et al. 2002). Des Weiteren ist für alle Fragestellungen die Ausdehnung der 

Analyse auf weitere FFPE-Gewebe von Nöten. 

 

4.4 Korrelation von DNA-Methylierung und Expression 

Ein Grund für veränderte Expressionsmuster bei Krebszellen ist die DNA-Methylierung 

(Jones und Baylin 2007). Ob die prognostischen Marker dieser Arbeit Einfluss auf die 

Genexpression haben, wurde deshalb durch Expressionsanalysen auf Transkriptions- und 

Translationsebene analysiert. Durch hohe Sequenzanalogie innerhalb der Keratinfamilie 

konnten keine KRT86-transkriptspezifischen Primer entworfen werden, sodass für dieses 

Gen keine Expressionsanalysen erfolgen konnten. Für die immunhistochemische Detek-

tion der Proteine waren kommerzielle Antikörper für RUNX3 und ATL1 verfügbar, sodass 

die IHC-Analysen auf diese beiden Proteine beschränkt blieben. Die verwendeten Anti-

körper sind vom Hersteller jeweils an FFPE-Gewebe getestet worden und die Lokalisation 

der Färbung in den Analysen dieser Arbeit bestätigte die Funktionsräume der beiden 

Proteine. RUNX3, ein Transkriptionsfaktor, wird ausschließlich im Zellkern gefärbt und 

ATL1, ein Transmembranprotein des Golgi-Apparates, weist eine Zytoplasmafärbung auf.  

Die Analysen der Genexpression ergaben nur bei ATL1 (p=0,01) und ATOH8 (p=0,012) 

eine Minderung in Korrelation mit der Methylierung. Bei ATL1 war auch die Proteinex-

pression in der methylierten Gruppe signifikant geringer (p=0,036). Es liegt nahe, dass 

diese beiden Gene aktiv durch DNA-Methylierung reguliert werden könnten.   

Die Expression mit der Methylierung zu vergleichen war bei RUNX3 und ATL1 systema-

tisch schwierig, da beide Gene alternative Transkriptionsstartsites (TSS) aufweisen, wel-

che nur teilweise mit CGI assoziiert sind. RUNX3 besitzt zwei Transkriptvarianten (TV) für 

ein und dasselbe Protein, von denen nur TV2 mit einer CGI assoziiert ist. Deshalb wurde 

die mRNA Expression spezifisch für beide TV gemessen. Das CGI-unabhängige 
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Transkript war deutlich niedriger und gleichmäßiger exprimiert (Daten nicht gezeigt). Aus 

diesem Grund ist zu vermuten, dass die CGI unabhängige Variante nur einen geringen 

Einfluss auf die Proteinexpression und die immunhistochemische Färbung hat. Das ATL1-

Gen codiert für zwei Proteine (Isoform a, b), welche über drei TV mit insgesamt 2 TSS 

synthetisiert werden. TV1 und TV2 sind CGI assoziiert, wovon die Isoform a (IFa) voll-

ständig, die Isoform b (IFb) nur teilweise abhängig ist, da letztere auch durch die CGI 

unabhängige TV3 codiert wird. Die mRNA wurde mittels q-RT-PCR transkript- sowie 

isoformspezifisch gemessen. Die immunhistochemische Färbung wird aber immer von 

beiden Protein-Isoformen beeinflusst. Am stärksten exprimiert wurden TV3 im Vergleich 

zu TV1/2, sowie IFb im Vergleich zu IFa (Daten nicht gezeigt). Die Proteinexpression 

kann in diesem Fall nur unter Vorbehalt mit der Methylierung in Korrelation gesetzt wer-

den. Schlussfolgernd konnte die Genexpression aller Kandidatengene spezifisch mit der 

Methylierung verglichen werden. Die Proteinexpression wird jedoch, vor allem bei ATL1, 

durch epigenetisch unabhängige Transkripte beeinflusst. Diese Komplexität der Regulati-

onsmechanismen in Zusammenhang mit DNA-Methylierung betrifft auch andere tumor-

relevante Gene (Illingworth und Bird 2009). Bei Genen deren Expression nachweislich 

direkt durch Methylierung beeinflusst wird, sind CGI im Promotor und vor allem dem ers-

ten Exon verantwortlich (Brenet et al. 2011). Die untersuchten CGI der Gene KATNAL2, 

CAMK2N1 und ATOH8 sind hauptsächlich im ersten Exon lokalisiert, trotzdem konnte 

auch hier keine Korrelation der Expression mit der Methylierung festgestellt werden. Dies 

kann zum Teil an dem generell niedrigen Expressionsniveau liegen. Geht man von 1-10 

(HPRT) und 10-100 (ACTB) Kopien je Zelle der Housekeepinggene aus (Steen et al. 

1990, Lupberger et al. 2002), wurden für CAMK2N1 und ATOH8 eine Kopie, KATNAL2 

und RUNX3 0,25 bis eine Kopie und für ATL1 nur 0,025 Kopien je Zelle gemessen. Selbst 

bei Berücksichtigung einer Expression ausschließlich in Tumorzellen deren Anteil ca. 

50 % im Gesamtschnitt beträgt, ist die Expression aller Kandidatengene sehr gering. 

Anders als bei der Hypermethylierung von tumorrelevanten Genen, wo von unmethylier-

ten CGI der Gene in Stromazellen (Epithel, Keratinozyten) ausgegangen wird, ist die 

gemessene Expression immer abhängig vom gesamten Gewebe. Des Weiteren muss 

eine fehlende Methylierung nicht unbedingt zu einer höheren Expression von Genen 

führen, da auch weitere Faktoren wie Histonmodifikationen und Transkriptionsfaktoren die 

Expression beeinflussen. Ein mögliches funktionelles Silencing der Gene kann deshalb 

abschließend nicht geklärt werden, ist aber für ATL1 und ATOH8 wahrscheinlich. 

Um differentielle Methylierung mit direktem Einfluss auf die Expression zu detektieren, 

gibt es neben den hier beschriebenen Expressionsanalysen auch weitere Möglichkeiten. 

Meist werden Zelllinien mit DNMT-Inhibitoren (Azacytidine) behandelt und anschließend 

die Expressionsmuster verglichen (Soengas et al. 2001, Suzuki et al. 2002). Dieses recht 
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unspezifische Verfahren geht jedoch mit einer relativ hohen falsch-positiv Rate einher. 

Eine bessere Alternative ist zum Beispiel die gezielte Transkriptionsaktivierung über MBD 

gekoppelte Transkriptionsaktivierung (Sato et al. 2011).  

Da das Ziel dieser Arbeit die Etablierung von epigenetischen Markern ist, wurden diese 

und weitere funktionelle Analysen nicht durchgeführt. Die Folgen von Überexpression und 

Repression der Kandidatengene durch viralen Gentransfer, siRNA und weitere Verfahren 

sowie die Beeinflussung der DNA-Methylierung durch DNMT-Inhibitoren soll zukünftig von 

der hiesigen Arbeitsgruppe in Zellkulturmodellen untersucht werden. 

 

4.5 Wertigkeit der prognostischen Marker für das EOC  

Die Validierung der 37 ausgewählten DMR durch q-MS-PCR an 48 EOC identifizierte fünf 

Kandidatengene (RUNX3, KATNAL2, ATL1, CAMK2N1, KRT86) mit hoher Spezifität 

(83,3 % - 100 %) für die Voraussage eines Rezidives innerhalb 3 Jahren.  

Eine wichtige Rolle für die Wertigkeit von epigenetischen prognostischen Markern spielt 

die Funktion der Kandidatengene im Zusammenhang mit der Tumorgenese. Die Funktio-

nen von Atlastin 1 (ATL1), eine GTPase in der Membran des Golgi-Apparates und Keratin 

86, ein Typ II Keratin in Haaren und Nägeln, können in keine direkten Zusammenhänge 

mit Krebserkrankungen gebracht werden (Langbein und Schweizer 2005, Park et al. 

2010). Die weiteren drei Kandidatengene (RUNX3, KATNAL2 und CAMK2N1) wurden in 

der Vergangenheit bereits mit Karzinogenese in Verbindung gebracht. Interessanterweise 

konnten diese die prognostischen Gruppen am besten unterscheiden.  

Der Runt-related transcription factor 3 (RUNX3) wird sehr kontrovers als Tumorsuppres-

sor und Onkogen in diversen Tumorentitäten diskutiert (Normile 2011, Chuang und Ito 

2010). Auch für das EOC gibt es widersprüchliche Ergebnisse verschiedener Studien. In 

einer Studie zeigte RUNX3 onkogene Eigenschaften, da Repression und Überexpression 

in OvCa-Zelllinien die Proliferation und Koloniebildung hemmten bzw. steigerten (Lee et 

al. 2011). Andererseits ist beim malignen OvCa RUNX3 im Gegensatz zu Normalgewebe 

in 53,1 % der Tumoren methyliert und korreliert mit Abschaltung der Expression, was auf 

tumorsuppressive Eigenschaften des Gens schließen lässt (Zhang et al. 2009). Auch in 

dieser Arbeit waren eine Vielzahl (33,3 %) der Tumore methyliert. Letzteres bestätigt die 

theoretisch tumorsuppressive Eigenschaften von RUNX3, da es ein Target im TGF-ß 

Signalweg ist und die physiologische Antwort auf antiproliferative und proapoptotische 

Signale durch Unterdrückung von RUNX3 gestört sein kann (Hanai et al. 1999, Li et al. 

2002). Dies bestätigen auch Studien an anderen Tumorentitäten, bei denen eine niedrige 

Expression von RUNX3 mit DNA-Methylierung, Radiosensitivität und schlechter Prognose 

beim Ösophaguskarzinom (Sakakura et al. 2007) sowie Chemoresistenz bei Lungenkarzi-

nom  (Zheng et al. 2013) korreliert. Prognostischen Wert hat die RUNX3-Methylierung 



Diskussion 

95 

außerdem beim Blasenkarzinom (Yan et al. 2012). In dieser Arbeit konnte die RUNX3-

Methylierung Patientinnen mit Rezidiv innerhalb 3 Jahren mit einer Spezifität von 100 % 

und einer Sensitivität von 33,3 % detektieren und korrelierte hoch signifikant (p=0,008) mit 

dem Krankheitsverlauf, was die überwiegenden tumorsuppressiven Indizien deutlich 

bekräftigt. Eine weitere Analyse aller Methylierungsdaten in Hinsicht auf das PFS von < 

vs. > 12 Monaten zeigte außerdem, dass RUNX3 als einziges Kandidatengen auch Pati-

entinnen mit Rezidiv innerhalb 12 Monaten signifikant von den weiteren unterscheiden 

kann (Sensitivität: 39 %, Spezifität: 90 %, p=0,027). Es liegt nahe, dass RUNX3 einen 

entscheidenden Einfluss auf die Prognose der von Methylierung betroffenen Patientinnen 

hat und einen wichtigen prognostischen Marker darstellt.  

KATNAL2 (Katanin p60 subunit A-like 2) findet man vor allem im Zusammenhang mit 

SNPs in gutartigen Hirntumoren (Hosking et al. 2011) und es gibt Hinweise, dass geneti-

schen Veränderungen autistische Störungen begünstigen (Neale et al. 2012). Da 

KATNAL2 der p60 Untereinheit des Katanin (KATNA1) ähnlich ist, könnten gemeinsame 

Funktionen in Frage kommen. Katanin ist ein Mikrotubuli schneidendes Enzym und baut 

unter anderem den Spindelapparat während der Annaphase in der Mitose ab (McNally et 

al. 2000). In Prostatakrebs führt die Überexpression der Katanin p60 Untereinheit zur 

Inhibierung der Proliferation, aber erhöhter Migration (Ye et al. 2012). Die Methylierung 

des zu KATNA1 ähnlichen KATNAL2 Gens könnte, bei gleicher Funktion, ebenso in das 

Gleichgewicht der Mikrotubuli eingreifen und die Progression von Karzinomen beeinflus-

sen. Chemotherapeutika auf der Basis von Taxanen wirken ähnlich, behindern den Abbau 

von Mikrotubuli und führen auf Grund des Ungleichgewichtes im Spindelapparat zur 

Apoptose (Ke et al. 2004). Beim Zervixkarzinom wird die Hypermethylierung von 

KATNAL2 als Marker diskutiert (Lendvai et al. 2012). Sollte KATNAL2 ähnliche Funktion 

wie sein Analoga haben, ist ein Einfluss auf die Tumorprogression höchst wahrscheinlich. 

CAMK2N1 (Calcium/calmodulin-dependent protein kinase II Inhibitor I) ist ein direkter 

Inhibitor von CAMK2, welcher zahlreiche physiologische Funktionen der Zelle reguliert. 

Eine Überexpression von CAMK2N1, inhibiert das Zellwachstums durch p27 vermittelten 

Zellarrest in der S-Phase. Die Suppression von CAMK2N1 führt zur Verstärkten Degrada-

tion von p27 (Wang et al. 2008). Dadurch korreliert beim Kolonkarzinom die Expression 

negativ mit dem Schweregrad der Erkrankung und dem Zellwachstums in vitro und in vivo 

(Wang et al. 2008). Für das OvCa gibt es noch keine Publikationen in Verbindung mit 

CAMK2N1. Jedoch inhibiert CAMK2N2, neben CAMK2N1 ein weiterer CAMK2-Inhibitor, 

ebenfalls das Wachstum von OvCa-Zellen in vitro und in vivo (Ma et al. 2009). Es liegt 

sehr nahe, dass eine Inhibierung von CAMK2N1, zum Beispiel durch Methylierung, die 

Progression des OvCa begünstigen kann. 
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Die drei Gene (RUNX3, KATNAL2, CAMK2N1) mit möglichen tumorsuppressiven Eigen-

schaften konnten die prognostischen Gruppen einzeln und in Kombination am besten 

unterscheiden, was die Relevanz für den Einfluss auf die Tumorprogression bekräftigt. 

Die konkreten Funktionen der Methylierung der Kandidatengene müssen in Zukunft durch 

weitere Analysen aufgeklärt werden.  

Die höchsten Signifikanzen (R0 Patientinnen: p<0,001) zur Unterscheidung der prognosti-

schen Gruppen konnte mit Kombination der Kandidatengene erreicht werden. Außerdem 

wurde dabei die Sensitivität bei gleichbleibender Spezifität gesteigert. In der Fachliteratur 

ist keine Studie gefunden worden, welche höhere statistische Werte für eine Unterschei-

dung von prognostischen Gruppen des EOC in Bezug auf Methylierungsanalysen er-

reichten. Insgesamt fünf Kombinationen konnten die prognostischen Gruppen bei Einbe-

ziehung aller 48 Patientinnen signifikant (p<0,05), drei davon hoch signifikant (p<0,01) 

unterscheiden. 

Der größte Prognosefaktor des EOC ist derzeit der Resektionsstatus. Ein verbleibender 

Tumorrest von > 1 mm verkürzt das PFS enorm (Griffiths et al. 2002, du Bois et al. 2009). 

Aus diesem Grund wurde die Abhängigkeit der prognostische Wertigkeit der Marker vom 

Resektionsstatus betrachtet. Der Ausschluss der Patientinnen mit makroskopischem 

Tumorrest führte nicht zur Veränderung der Sensitivität und Spezifität der Marker. Somit 

ist die Wertigkeit der Marker unabhängig vom Resektionsstatus. Die identifizierten Marker 

sollten somit insbesondere für optimal resektierte Patientinnen, für die kein Prognosemar-

ker etabliert ist weiter charakterisiert werden. Zudem konnte RUNX3 und dessen Kombi-

nationen mit anderen Markern die prognostischen Gruppen sogar besser unterscheiden 

als der Resektionsstatus (p=0,018 vs. p<0,01 und p<0,001).  

In dem 48 Patientinnen umfassenden Probenset zur Validierung waren die Proben aus 

dem Detektionsset mit einbezogen worden. Jedoch konnten auch nach Ausschluss der 

Proben des Detektionsset (n=12) immer noch drei Markerkombinationen Patientinnen mit 

Rezidiv innerhalb 3 Jahren nach OP von den rezidivfreien Patientinnen signifikant 

(p<0,05) unterscheiden. Bei weiterer Betrachtung des progressionsfreien Überlebens 

(PFS) durch Kaplan-Meyer Analysen (Abb. 4.1) hatten Patientinnen des unabhängigen 

Probensets mit einer Methylierung im RUNX3 oder CAMK2N1 Gen einen deutlichen 

Nachteil (p=0.005). Auch dies war unabhängig von der Resektion, da R0-resektierte Pati-

entinnen mit Methylierung ebenso kürzer lebten (p=0,014) (Steinbach et al. unpublished 

manuscript). Dies bekräftigt weiter den prognostischen Wert der Hypermethylierung von 

RUNX3 und CAMK2N1. 

Welche einzelnen Marker letztendlich für eine klinische Anwendung in Frage kommen 

könnten kann hier abschließend nicht geklärt werden. Dazu bedarf es einer größeren 

Validierungsstudie mit mehreren hundert Patientinnen.   
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Abb. 4.1 Kaplan-Meyer Analyse des PFS bei Patientinnen des unabhängigen Probensets bezüglich 
der Methylierung von RUNX3 / CAMK2N1 (Steinbach et al. unpublished manuscript) 

A: Analyse für alle Patientinnen, B: makroskopisch tumorfrei operierte (R0) Patientinnen 

 

4.6 Prädiktiver Wert von CAMK2N1 

Eine Hypermethylierung von CAMK2N1 wurde durch q-MS-PCR und Microarrayanalysen 

in den klinischen Proben mit Rezidiv sowie in cisplatinresistenten Hey und SKOV3 Zellen 

festgestellt. Zellkulturanalysen von SKOV3 Zellen zeigten die sukzessive Hypermethylie-

rung bei Behandlung mit steigender Cisplatinkonzentration (bis 12,8 µM Cisplatin) im 

Zellkulturmedium. Dies wurde durch q-MS-PCR sowie NGbS nachgewiesen. Es wird 

daher vermutet, dass es einen möglichen funktionellen Zusammenhang der CAMK2N1-

Methylierung mit der Cisplatinresistenz gibt. In den parentalen SKOV3 Zellen wurden 

einzelne methylierte Sequenzen im Promotorbereich von CAMK2N1 gefunden. Wäre dies 

nicht so, müsste man von einer de novo Methylierung während der Resistenzentwicklung 

ausgehen. Da jedoch CAMK2N1 in geringem Maße methyliert ist, kann weder eine de 

novo Methylierung noch eine Selektion von Zellen mit Methylierung ausgeschlossen 

werden. In vivo entwickeln Patientinnen mit EOC in den meisten Fällen erst mit der Che-

motherapie eine Resistenz (Koberle et al. 2010). Auch hier ist noch völlig unbekannt, ob 

Tumorzellen durch de novo Methylierung eine Resistenz entwickeln oder die therapiein-

duzierte Selektion von prä-methylierten Tumorzellen ein Rezidiv oder Metastasen verur-

sachen könnte. 

Überexpression und Inhibierung von CAMK2N1 durch stabilen Gentransfer in Zellkulturen 

ist nötig und wird in der Arbeitsgruppe durchgeführt werden, um die Funktion von 

CAMK2N1 und dessen Methylierung in Zusammenhang mit Progression und Resistenz 

aufzuklären. Erste Ergebnisse zeigten bereits eine methylierungsabhängige Inhibierung 

der Genexpression unter Cisplatinbehandlung.  
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4.7 Schlussfolgerungen 

Potentielle epigenetische Marker für die Prognose und Prädiktion des EOC können mittels 

Anreicherung methylierter DNA und anschließenden CpG-Island Microarrayanalysen 

detektiert werden. Danach bedarf es einer Validierung an einem ausreichend großen 

Probenset, wodurch Marker mit hoher Sensitivität und Spezifität für die Unterscheidung 

von prognostischen Gruppen etabliert werden. Eine wichtige Rolle bei der Detektion der 

Methylierung spielt das verwendete Gewebe und die daraus resultierende DNA Qualität. 

Im Fall der klinischen Anwendung sollte dieser Faktor jedoch durch Analyse von frischem 

postoperativem Gewebematerial ausgeschlossen werden können.  

Nur die Kombination von mehreren Genen führte letztendlich zu einem anwendbaren 

Markerset, welches prognostische Gruppen hoch signifikant unterscheidet und ein Rezidiv 

mit hoher Spezifität voraussagen kann. Neben der prognostischen Wertigkeit kann auch 

die Resistenzentwicklung von Tumoren durch epigenetische Veränderungen bedingt sein. 

Gezeigt hat dies das Gen CAMK2N1, welches in Abhängigkeit von der Cisplatinresistenz 

hypermethyliert ist, was einen Einfluss auf die Genexpression hat. Die vorliegenden Daten 

beweisen, dass epigenetische Veränderungen im Zusammenhang mit dem Krankheits-

verlauf von Ovarialkarzinompatientinnen stehen. Die Expression der einzelnen Gene hat 

jedoch keinen Einfluss auf die Wertigkeit eines Markers, kann aber bei Korrelation mit der 

Methylierung Aufschluss auf die mögliche Funktion eines Gens in der Tumorgenese ge-

ben. 

Weitere Studien mit größeren Fallzahlen sind nötig, um die hier gefundenen Marker und 

deren Kombinationen eindeutig zu bewerten. Funktionelle Analysen aller Markergene 

sollten den Einfluss auf die Tumorgenese näher beleuchten.  

Finden epigenetisch Marker zu gegebener Zeit Anwendung, welche zu individuellen The-

rapieansätzen führen, so könnte damit das progressionsfreie Überleben oder die Lebens-

qualität von Patientinnen mit Ovarialkarzinom gesteigert werden.  
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6 Anhang 

Der 

Anhang für den wissenschaftlichen Teil dieser Dissertation befindet sich auf der 

beiliegenden CD mit folgenden Dateien: 

 

- Ausführliches Protokoll zur Microarray-Datenanalyse 

Datei: Datenanalyse_Microarray.pdf 

 

- Abb. 6.1 bis Abb. 6.4. zum Qualitätsreport der Microarrays 1_2, 2_1, 2_2 und 4_1 

Datei: Abbildungen_Qualitätsreport.pdf 

 

- Tab. 6.4: Statistische Daten der prognostischen Marker 

Datei: Statistische_Daten_Marker.pdf 
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