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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
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CNAPS Zirkulierende Nukleinsäuren in Plasma und Serum (Circulating Nucleic 

Acids in Plasma and Serum) 
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ctDNA Zirkulierende Tumor-DNA (circulating tumor DNA) 
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TE Tris-EDTA 

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
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1 EINLEITUNG 

1.1 Desoxyribonukleinsäure 

Der Schweizer Chemiker Friedrich Miescher identifizierte 1869 erstmals „Nuclein“ 

aus Leukozyten – eine bis dahin unbekannte Substanz, deren Entdeckung jedoch 

den Grundstein für die heutige molekulargenetische Forschung legte.1 Die Funktion 

dieser – heute als Desoxyribonukleinsäure (DNS, engl. DNA) bezeichneten – 

Substanz als Träger des Erbguts wurde jedoch erst 1944 entdeckt.2 Die 

grundlegende Struktur der DNA besteht aus einer Doppelhelix mit zueinander 

komplementären Basenpaaren (bp).3 DNA liegt im Zellkern jedoch nicht als bloße 

Doppelhelix vor, sondern in einem komplex geordneten Gebilde mit assoziierten 

Proteinen, das als Chromatin bezeichnet wird.4 Die grundlegende Einheit des 

Chromatins besteht aus dem Nukleosom, einem DNA-Abschnitt von 147bp, der um 

ein Oktamer (gen. Core-Partikel) aus Histonproteinen gewickelt ist.5 Im Chromatin 

wiederholt sich diese Struktureinheit immer wieder und stellt so die erste Stufe der 

Organisation der DNA dar. Einzelne Nukleosomen werden von üblicherweise 10 bis 

90bp Linker-DNA verbunden.5,6 Die Entdeckung dieser Struktur gelang u. a. durch 

den enzymatischen Abbau von isolierter DNA durch eine DNase, bei dem als 

Endprodukt Fragmente mit spezifischen Längen resultierten.6 Diese entsprachen 

jeweils der Länge eines Nukleosoms bzw. eines Vielfachen hiervon. Bereits bei 

dieser Entdeckung wurden als Ursache für dieses Phänomen DNA-bindende 

Proteine vermutet, die später als die genannten Histone identifiziert werden konnten.7 

Des Weiteren ließ sich bereits damit ein wichtiger Hinweis auf eine Funktion von 

Chromatin-assoziierten Proteinen gewinnen, nämlich die Stabilisierung der DNA und 

der Schutz vor enzymatischem Abbau.  

Die einzelnen Nukleosomen, die wie „Perlen an einer Schnur“ nacheinander 

aufgereiht sind, werden im Chromatin durch weitere Proteine miteinander verbunden 

und sind in übergeordneten Strukturen organisiert.8 In vitro wurde eine 30 nm 

durchmessende, aus „zusammengepackten“ Nukleosomen bestehende Faser 

identifiziert, die daher lange als vorherrschende Struktureinheit der DNA 

angenommen wurde.8 Elektronenmikroskopische Studien in situ zeigten jedoch 

abweichende Ergebnisse und konnten neben der 30nm-Faser auch noch andere 

DNA-Organisationsformen nachweisen.9-11 Die genaue Struktur des Chromatins im 

Nukleus bleibt daher weiterhin der Gegenstand aktueller Forschung. 
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1.2 Dynamische Nukleosomenorganisation 

Die Organisation des Chromatins in Nukleosomen ist nicht statisch, sondern wird 

durch sämtliche Prozesse an der DNA wie Transkription oder Replikation 

beeinflusst.12 Umgekehrt spielt jedoch auch die Sekundär- und Tertiärstruktur der 

DNA eine wichtige Rolle in epigenetischen Regulationsmechanismen. Den 

Nukleosomen als grundlegendes Strukturelement und den Histonen kommt hierbei 

eine besondere Bedeutsamkeit zu. Binden die Histone eines Core-Partikels an die 

DNA und leiten so die Bildung eines Nukleosomen ein, ist der entsprechende 

Abschnitt der DNA für den Transkriptionsapparat nicht mehr zugänglich und 

epigenetisch inaktiviert.13,14 Regulatorische Bereiche der DNA, die für die Bindung 

von Transkriptionsfaktoren zugänglich sind, sind daher im Allgemeinen weniger dicht 

mit Nukleosomen besetzt als kodierende DNA-Abschnitte, die einen dichteren 

Nukleosomenbesatz aufweisen.14 Insbesondere in dem Promotorbereich zahlreicher 

Gene lassen sich so nukleosomefreie Regionen (Nucleosome-free regions, NFRs) 

nachweisen.15 Promotoren von aktiv exprimierten Genen weisen dabei einen 

besonders geringen Besatz mit Nukleosomen auf.16 Die Positionen der Nukleosomen 

werden sowohl von der DNA-Sequenz des entsprechenden Abschnitts als auch von 

remodellierenden Enzymen dynamisch bestimmt.17 Somit sind die genauen 

Nukleosomenpositionen jeder Zelle abhängig von der jeweiligen Genexpression und 

damit auch von dem jeweiligen Zelltyp oder der Gewebeart.  

Bei der Untersuchung von Nukleosomenpositionen auf der DNA wird häufig der 

Umstand genutzt, dass Nukleosomen nicht nur den Zugang von 

Transkriptionsfaktoren, sondern auch von DNA-spaltenden Enzymen beeinflussen. 

Die DNA wird hierbei durch eine Endonuklease wie DNase I oder Mikrokokkale 

Nuklease (MNase) verdaut, welche die DNA bevorzugt zwischen den Nukleosomen 

bzw. in nukleosomenfreien Regionen spalten. Die DNA-Sequenzierung der 

entstandenen Fragmente ergibt anschließend ein Abbild der 

Nukleosomenpositionen, welche die DNA vor Verdauung schützen.18 Eine ähnliche 

Spaltung geschieht auch in vivo bei der Apoptose von Zellen, die einen wesentlichen 

Beitrag zu der Freisetzung von zellfreier DNA (cfDNA) im Blutplasma hat (s. 2.4.2.1). 

Die Proteinbindung der DNA und hier insbesondere die Nukleosomenstruktur hat 

also auch einen unmittelbaren Einfluss auf die cfDNA, wie im Folgenden weiter 

ausgeführt wird. 



Einleitung 
 

5 

1.3 Zirkulierende Nukleinsäuren in Plasma und Serum  

Im Blutplasma zirkulierende Nukleinsäuren (Circulating Nucleic Acids in Plasma and 

Serum; CNAPS) wurden erstmals 1948 von Mandel et al. beschrieben, die DNA im 

Blutplasma von gesunden Probanden nachweisen konnten.19 Genauere Angaben zur 

Struktur oder Herkunft konnten jedoch seinerzeit noch nicht gemacht werden. 

Wesentliche Fortschritte auf diesem Gebiet wurden erst ca. 30 Jahre nach der 

ursprünglichen Entdeckung mit der Erfindung der DNA-Sequenzierung gemacht. Bis 

heute konnten neben DNA auch weitere Nukleinsäuren im Blut nachgewiesen 

werden.20,21 Im Blut zirkulierende DNA, als zirkulierende freie DNA (circulating free 

DNA; cfDNA) bezeichnet, ist unter den CNAPS am längsten und besten erforscht. 

Erst deutlich später als zirkulierende DNA wurde 1987 erstmals zirkulierende RNA im 

Blut nachgewiesen.22 Eine Sonderform der DNA stellt die ebenfalls im Blutplasma 

nachzuweisende mitochondriale DNA dar.20,23  

Eine wichtige Funktion bei den zirkulierenden Nukleinsäuren nehmen extrazelluläre 

Vesikel ein, die im Blutplasma zu finden sind und sowohl DNA als auch RNA 

enthalten können.24 Unterschieden werden Exosomen, Mikrovesikel und 

apoptotische Körperchen. 

Exosomen sind kleine (30 – 100nm Durchmesser), von verschiedensten Zellen aktiv 

freigesetzte extrazelluläre Vesikel, die u. a. im Blut nachgewiesen werden konnten.25 

Exosomen können sowohl DNA als auch RNA enthalten und quantitativ scheint 

sogar der überwiegende Anteil der gesamten RNA und DNA im Blutplasma in 

Exosomen lokalisiert zu sein.26,27 Exosomen entstehen im endosomalen System und 

werden anschließend durch Fusion der Endosomen mit der Zellmembran durch 

Exozytose freigesetzt.28  

Neben den Exosomen existieren noch weitere extrazelluläre Vesikel, wie 

Mikrovesikel und apoptotische Körperchen, die ebenfalls Nukleinsäuren enthalten 

können.24 Mikrovesikel unterscheiden sich von den Exosomen hinsichtlich des 

Freisetzungsmechanismus, da diese Vesikel direkt aus Ausstülpungen der 

Zellmembran selbst entstehen.28 Als apoptotische Körperchen werden im Rahmen 

der Apoptose aus einer Zelle entstehende, umschlossene Vesikel u. a. mit Resten 

von Cytoplasma oder Zellorganellen bezeichnet.28 Eine besondere Herausforderung 

bei der Untersuchung von extrazellulären Vesikeln und ihren Inhalten liegt in der 

Separation der unterschiedlichen Vesikel voneinander um eine differenzierte Analyse 

dieser funktionell sehr verschiedenen Entitäten zu ermöglichen.29 
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1.4 Zellfreie DNA  

Als zellfreie DNA (circulating free DNA; cfDNA) wird freie, außerhalb von Zellen 

vorkommende DNA bezeichnet. Im engeren Sinne wird mit dieser Bezeichnung auf 

die im Blutplasma zirkulierende cfDNA Bezug genommen. Zellfreie DNA findet sich 

jedoch auch in anderen Körperflüssigkeiten wie Urin oder Liquor. Die vorliegende 

Arbeit bezieht sich im Wesentlichen auf die erstgenannte, im Blutplasma zu findende 

cfDNA.  

1.4.1 Vorkommen und Struktur 

Zahlreiche Studien konnten zeigen, dass die im Blutplasma von gesunden Menschen 

vorkommende cfDNA doppelsträngig und hauptsächlich in Fragmenten von etwa 160 

– 180 bp auftritt,20,23,30-34 was ungefähr der Länge der DNA in einem Nukleosom bzw. 

einem Chromatosom entspricht. Daneben kommen auch in geringerer Menge 

Fragmente mit einer Länge vor, die einem Vielfachen dieser Zahl entspricht. Die 

durchschnittliche Menge an cfDNA bei gesunden Menschen liegt bei 10 – 15 ng pro 

Milliliter.20,35 Diese Gesamtkonzentration unterliegt jedoch individuellen 

Schwankungen und kann durch verschiedene Krankheitszustände beeinflusst 

werden, worauf noch in Abschnitt 1.4.6 eingegangen wird.  

Zumindest ein Teil der gesamten cfDNA liegt, wie bereits die Fragmentverteilung 

vermuten lässt, an Histone gebunden – also in Form von Nukleosomen oder 

Chromatosomen – im Plasma vor.36 Da die Nukleosomenpositionen in Zellen nicht 

zufällig, sondern genau determiniert sind (s. 1.2), entsprechen die Fragmente der 

cfDNA einem Abbild dieser Positionen, was Rückschlüsse auf das Ursprungsgewebe 

und dessen Zustand ermöglicht.34 Eine genaue Quantifizierung, zu welchem Teil 

cfDNA an Nukleosomen gebunden oder frei vorliegt, steht jedoch noch aus. 

Weiterhin unbekannt bleiben auch Details hinsichtlich der Interaktion der cfDNA bzw. 

des cfDNA-Nukleosomen-Komplexes mit Plasmabestandteilen nach ihrer 

Freisetzung.  

Ein weiterer Aspekt bei der Untersuchung von cfDNA ergibt sich aus der 

wachsenden Bedeutung von zirkulierenden Exosomen und deren Inhalt. Eine 

Analyse der in Exosomen enthaltenen cfDNA hat wie bereits erwähnt ergeben, dass 

eventuell sogar ein Großteil der im Plasma vorhandenen cfDNA – in der vorliegenden 

Studie ca. 90 % – Bestandteil von Exosomen ist.26 Bei der spezifisch aus Exosomen 

isolierten DNA ließ sich weiterhin kein Unterschied hinsichtlich der schon 
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beschriebenen Fragmentverteilung im Vergleich zu der frei vorliegenden cfDNA 

feststellen.37 Hierdurch ergeben sich Fragen hinsichtlich der Herkunft bzw. des 

Freisetzungsmechanismus der cfDNA, wie im folgenden Abschnitt weiter diskutiert 

wird.  

1.4.2 Herkunft  

Die genaue Herkunft der cfDNA und die Kinetik der Freisetzung sind noch nicht im 

Detail geklärt und werden teils kontrovers diskutiert. In den folgenden Ausführungen 

werden die wichtigsten möglichen Freisetzungsmechanismen einschließlich ihrer 

Evidenz dargestellt. 

1.4.2.1 Apoptose und Nekrose 

Die vorherrschende Meinung ist, dass ein Großteil der bei gesunden Personen im 

Blut vorkommenden cfDNA im Rahmen apoptotischer Vorgänge freigesetzt wird.23 

Ein entscheidender Hinweis hierauf findet sich in der bereits beschriebenen 

Fragmentierung der cfDNA, die der entspricht, die im Rahmen der Apoptose bei der 

Spaltung der DNA zwischen den Nukleosomen durch eine DNase entsteht. Die in 

Nukleosomen enthaltene DNA von jeweils ca. 147 bp12 ist, wie schon dargestellt, vor 

dem Abbau durch DNasen geschützt6, während die Linker-DNA von ca. 80 bp38 

gespalten werden kann. Durch eine Spaltung der Linker-DNA an jeweils geringfügig 

unterschiedlichen Positionen erklären sich auch die weiterhin beobachteten 

Abweichungen bei den Fragmentlängen, die sich um ca. 160 bp als Mittelwert 

gruppieren.33 Eine genauere Analyse der auftretenden Fragmentlängen zeigte des 

Weiteren, dass diese sich mit einer Periodizität von 10bp um den genannten 

Mittelwert gruppierten, was dem beobachteten Muster bei dem Verdau der DNA 

durch eine DNase im Rahmen der Apoptose entspricht.33 Modellhaft konnte so auch 

bewiesen werden, dass humane Zellen – im vorliegenden Fall T-Zellen – bei der 

Apoptose DNA in ebensolchen löslichen Fragmenten freisetzen.30 

Der Großteil der cfDNA bei gesunden Probanden stammt aus Zellen der 

hämatopoietischen Reihe, was erstmals bei Untersuchungen der cfDNA bei 

knochenmarkstransplantierten Patienten deutlich wurde, in denen gezeigt werden 

konnte, dass ein Großteil der cfDNA bei diesen Patienten aus Spenderzellen 

stammte.39 Später konnte darüber hinaus anhand des schon beschriebenen 

Nukleosomen-Footprints auf der cfDNA, der einem Abbild der epigenetischen 



Einleitung 
 

8 

Regulation in der freisetzenden Zelle gleichkommt, die Herkunft aus Zellen der 

lymphatischen und myeloischen Reihe für den Großteil der cfDNA bestätigt 

werden.34  

Im Gegensatz zu der beschriebenen Spaltung der DNA während des apoptotischen 

Zelltods findet bei der Nekrose eine zufällige Spaltung der DNA statt, die zu einer 

kontinuierlichen Fragmentverteilung der freigesetzten DNA und insgesamt längeren 

DNA-Fragmenten von ca. 10.000bp führt.30,40 Zellfreie DNA-Fragmente dieser Länge 

sind bei gesunden Personen selten zu finden,23,30 weshalb davon auszugehen ist, 

dass der nekrotische Zelltod bei gesunden Personen wenig zur Freisetzung von 

cfDNA beiträgt. Für Patienten mit Tumorerkrankungen konnte jedoch gezeigt werden, 

dass bei ihnen auch ebensolche längeren Fragmente zu finden sind. Es kann 

deshalb angenommen werden, dass auch die Freisetzung von DNA beim 

nekrotischen Untergang von Zellen eine Bedeutung hat, möglicherweise im Rahmen 

von durch die jeweilige Grunderkrankung bedingtem Gewebeuntergang.30,41 Bei 

solchen Personen konnte des Weiteren auch anhand des schon erwähnten 

Nukleosomen-Footprinting34 der Beitrag weiterer Gewebe neben der Hämatopoese 

zu der cfDNA beschrieben werden.  

1.4.2.2 Aktive Freisetzung 
Als zusätzlicher bzw. alternativer Freisetzungsmechanismus wird eine aktive 

Sekretion von DNA durch viable Zellen vorgeschlagen.42 Ein Hinweis hierauf ergab 

sich aus der Beobachtung, dass das Kulturmedium bestimmter humaner viabler 

Zellen eine DNA-Fraktion mit einer Länge von etwa 2000bp enthielt, die sich nicht 

durch Zelluntergang erklären ließ.43,44 Des Weiteren zeigten Untersuchungen von 

Tumorzelllinien, dass die Menge der in den Überstand freigesetzten DNA nicht mit 

der Anzahl apoptotischer Zellen korreliert, sondern mit dem Anteil der Zellen in der 

G1-Phase des Zellzyklus.44,45 Dies widerspricht einer Freisetzung von cfDNA 

hauptsächlich aus untergehenden Zellen. Dementsprechend sehen die genannten 

In-vitro-Studien die aktive Freisetzung als Hauptursprung für die cfDNA, wobei 

postuliert wird, dass diese teils in Exosomen und teils frei erfolgt.45 In Bezug auf den 

Freisetzungsmechanismus konnten Experimente, in denen verschiedene Inhibitoren 

des zellulären Proteintransports verwendet und die freigesetzte DNA-Menge unter 

deren Einfluss bestimmt wurden, die Hypothese der aktiven Freisetzung bestätigen 

und außerdem belegen, dass hieran ein vesikulärer Transportmechanismus beteiligt 

ist.46 Mit der jüngeren Erkenntnis, dass, wie schon beschrieben, ein Großteil der 
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cfDNA in Exosomen enthalten ist,26,37 ergibt sich ein weiterer Beleg für die aktive 

Freisetzung – insbesondere in Exosomen – als wichtigen, wenn nicht sogar 

hauptsächlichen Freisetzungsmechanismus. Interessanterweise bleibt dennoch die 

Fragmentierung der DNA in die schon genannten Nukleosomen entsprechenden 

Fragmente im Wesentlichen unumstritten.26 Der genaue Mechanismus der Transition 

von DNA in Exosomen bleibt bislang weitestgehend ebenso unbekannt wie der 

Organbezug der in Exosomen freigesetzten DNA. 

1.4.2.3 Fetale cfDNA 
Als besonderer Mechanismus bei der Herkunft von cfDNA soll an dieser Stelle noch 

fetale DNA im Blut schwangerer Frauen erwähnt werden, die erstmals 1997 entdeckt 

wurde.47 Der Anteil fetaler cfDNA an der gesamten mütterlichen cfDNA lässt sich in 

Abhängigkeit von dem Schwangerschafts-Trimenon mit rund 10 – 20 % bestimmen.48 

Fetale cfDNA weist eine Fragmentierung in kurze ca. 143 bp lange Fragmente auf. 

Entsprechend wird angenommen, dass auch in diesem Fall der apoptotische 

Zelluntergang eine wichtige Funktion einnimmt.49  

1.4.3 Funktion 

Insbesondere vor dem Hintergrund, dass cfDNA auch aktiv freigesetzt wird und nicht 

nur ein Nebenprodukt des Zelluntergangs ist, ergeben sich Fragen nach ihrer 

Funktion. Hier scheint vor allem eine Bedeutung als interzellulärer Botenstoff 

wahrscheinlich zu sein. Hinweise hierauf finden sich z. B. in dem „Bystander-Effekt“, 

bei dem DNA aus dem Überstand von Zellen, in denen durch Bestrahlung 

Chromatinveränderungen ausgelöst wurden, bei Zugabe zu unbestrahlten Zellen 

ähnliche Veränderungen auch in diesen auslöst.50 Ebenso konnte gezeigt werden, 

dass die DNA aus dem Überstand von Mammakarzinomzellen eine gesteigerte 

Teilungsrate in anderen Zelllinien induzieren konnte.45 Auch das Plasma von 

Patienten mit kolorektalem Karzinom konnte in kultivierten Zellen eine onkogene 

Transformation auslösen.51 Umgekehrt lässt sich darstellen, dass freigesetzte DNA 

nicht teilungsfähiger HUVEC-Zellen die Teilungsrate von Zellen eines kolorektalen 

Karzinoms in Kultur senken.52. Im Einklang mit diesen Ergebnissen wird aktuell eine 

wichtige Funktion der cfDNA und anderer CNAPS bei der Entstehung von 

Metastasen vermutet.21,53 Ein indirekter Hinweis hierauf ergibt sich aus der Tatsache, 

dass das Fortschreiten und auch die Metastasierung einer Tumorerkrankung direkt 

mit der Menge der cfDNA korreliert.54-56 Eine besondere Bedeutung kommt hierbei 
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zirkulierenden Exosomen zu, die an der Entstehung der „Prä-Metastatischen Nische“ 

maßgeblich beteiligt sein sollen.57 Tumoren zeigen eine deutlich erhöhte Freisetzung 

von Exosomen, die des Weiteren ebenfalls mit der Malignität korreliert.57 Von 

Tumoren freigesetzte Exosomen lösen in den Zielgeweben vielfältige Effekte aus, die 

über eine erhöhte Vaskularisation, Veränderungen der Stromazellen oder 

Immunsuppression ein Eindringen und eine Einnistung von Tumorzellen 

erleichtern.58,59 

1.4.4 Abbau 

Details hinsichtlich des Abbaus und der Stabilität der cfDNA im Blutplasma sind 

weitgehend noch ungeklärt. Untersuchungen mithilfe massiver paralleler 

Sequenzierung (Next Generation Sequencing) fetaler DNA im mütterlichen 

Blutplasma ergaben eine Eliminierung der cfDNA in zwei Phasen: einer schnellen 

Phase mit einer Halbwertszeit von ca. 2 Stunden und einer nachfolgenden 

langsamen Phase mit einer Halbwertszeit von ca. 13 Stunden. Endgültig nicht mehr 

nachweisbar war die fetale cfDNA nach ein bis zwei Tagen.60 Des Weiteren konnte 

fetale DNA auch im mütterlichen Urin nachgewiesen werden. Aufgrund der 

erheblichen molekularen Massen von CNAPS wird daher eine renale Komponente 

bei der Ausscheidung von cfDNA vermutet.60,61 Die fetale cfDNA lag im Vergleich zu 

der cfDNA im Plasma in deutlich kleineren Fragmenten vor, was einen Hinweis auf 

einen enzymatischen Abbau darstellt.61 Untersuchungen mit markierten 

Mononukleosomen im Mausmodell konnten jedoch zeigen, dass diese zu mehr als 

70 % hepatisch und nur zu einem sehr geringen Teil renal eliminiert wurden.62  

Im Blutplasma selbst konnte bereits vor 80 Jahren DNase-Aktivität insbesondere von 

DNase I, die ca. 90 % der Gesamt-Enzymaktivität ausmacht, nachgewiesen 

werden.63,64 In jüngeren Untersuchungen ließ sich auch zeigen, dass individuell 

unterschiedliche DNase-Aktivitäten durch verschiedene Krankheitszustände 

beeinflusst werden können und negativ mit der messbaren cfDNA-Konzentration 

korrelierten.65,66 Dies legt die Beteiligung der genannten DNase am Abbau von 

cfDNA nahe und ist außerdem ein Hinweis darauf, dass die cfDNA im Blutplasma in 

einem Gleichgewicht aus kontinuierlicher Freisetzung und gleichzeitigem Abbau 

vorliegt.  
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1.4.5 Mitochondriale cfDNA 

Eine besondere Fraktion der cfDNA stellt zirkulierende mitochondriale DNA dar. 

Diese konnte erstmals nachgewiesen werden, als Zhong et al. eine mit Diabetes 

Mellitus Typ 2 assoziierte Mutation der mitochondrialen DNA in der cfDNA 

nachweisen konnten.67 Im Gegensatz zur nukleären cfDNA liegt mitochondriale 

cfDNA in noch kleineren Fragmenten von ca. 30 – 60bp vor. Dies ist vermutlich dem 

Fehlen von Histonen und damit dem fehlenden Schutz dieser DNA vor dem Abbau 

durch DNasen geschuldet.68 Es konnte auch gezeigt werden, dass die Konzentration 

der mitochondrialen cfDNA nicht immer mit der der nuklearen cfDNA korreliert,69,70 im 

Gegenteil: Bei Patientinnen mit Mammakarzinom konnte ein Abfall der 

mitochondrialen cfDNA im Vergleich zu gesunden Vergleichspersonen gezeigt 

werden, während bei der nukleären cfDNA ein Anstieg zu verzeichnen war. Diese 

Veränderung war in beiden Fällen hochsignifikant.70 Bei Patienten mit einem 

Prostatakarzinom waren hingegen sowohl die nukleäre als auch die mitochondriale 

cfDNA gleichermaßen erhöht, wobei beide Fraktionen eine prognostische 

Vorhersagekraft für das Outcome des Patienten besitzen.69 Dieses teilweise 

gegenläufige Verhältnis mit der cfDNA legt nahe, dass für mitochondriale cfDNA 

noch eigene, von der nukleären DNA unabhängige Freisetzungsmechanismen 

existieren könnten, die allerdings noch unzureichend verstanden sind.  

Mitochondriale cfDNA ließ sich bei Krankheitszuständen, wie z. B. beim 

Myokardinfarkt71 oder bei Sepsis72, als potentieller Biomarker identifizieren. Bei der 

Sepsis erschien die mitochondriale cfDNA der nukleären cfDNA überlegen und stellte 

als Biomarker für schwere Zellschäden einen unabhängigen Prädiktor der 

Überlebensrate dar.  

Insgesamt ist mitochondriale cfDNA ein verhältnismäßig unerforschtes Gebiet mit 

einigen vielversprechenden und teilweise von der nukleären cfDNA abweichenden 

Anwendungen. In vorliegender Arbeit wird sich jedoch im Wesentlichen auf die 

bislang besser erforschte nukleäre cfDNA konzentriert. 

1.4.6  cfDNA bei verschiedenen Krankheitszuständen 

1.4.6.1 cfDNA-Konzentration als Marker für Zelluntergang und Krankheitsschwere 
Die Plasmakonzentration von cfDNA ist bei gesunden Personen interindividuell sehr 

variabel. Es lassen sich jedoch auch bei zahlreichen Erkrankungen Veränderungen 

in der cfDNA-Konzentration feststellen, die zumeist positiv mit der Ausprägung oder 
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der Schwere einer Erkrankung zu korrelieren scheinen. Die erhöhte Konzentration 

der cfDNA ist hier Ausdruck eines vermehrten Zelluntergangs. Am besten sind 

Veränderungen der Plasmakonzentration bei Tumorerkrankungen erforscht. Erhöhte 

Konzentrationen der cfDNA bei Tumorpatienten im Vergleich zu gesunden Personen 

wurden erstmals von Leon et al. beschrieben.35 Im weiteren Verlauf konnten für viele 

verschiedene Tumorentitäten erhöhte cfDNA-Konzentrationen und auch ein 

Zusammenhang zwischen Tumorstadium oder Größe des Tumors und der 

gemessenen cfDNA-Konzentration nachgewiesen werden.35,73-75 Ebenfalls zeigten 

sich nach Strahlentherapie oder Resektion von Tumoren rückläufige cfDNA-

Konzentrationen, was eine potentielle Nutzung der cfDNA-Konzentration sowohl als 

prognostischer Marker als auch zum Therapiemonitoring nahelegt. 

Erhöhte cfDNA-Konzentrationen ließen sich weiterhin auch in Zusammenhang mit 

systemischen Entzündungsreaktionen bei sowohl infektiöser als auch autoimmuner 

Ursache im Körper nachweisen.72,76-78 Hohe cfDNA-Konzentration war bei septischen 

Patienten ein hochsignifikanter prognostischer Parameter und mit einer höheren 

Mortalität vergesellschaftet.79 Umgekehrt konnte eine geringe cfDNA-Konzentration 

im Plasma eine infektiöse Ursache eines Fiebers fast vollständig ausschließen.80 

Auch nach kardiovaskulären Ereignissen wie Herzinfarkt oder Schlaganfall ließen 

sich erhöhte Konzentrationen an cfDNA nachweisen, die quantitativ mit der Schwere 

der Erkrankung bzw. der Gewebezerstörung korrelierten.32,71,81-86 Im Falle des 

Herzinfarktes bleibt diese jedoch hinsichtlich der prognostischen Aussagekraft hinter 

den etablierten kardialen Biomarken zurück.81,82 Beim Schlaganfall zeigte sich eine 

gute prognostische Aussagekraft hinsichtlich der Mortalität und der Schwere einer 

residualen neurologischen Symptomatik.84,85  

Insgesamt zeigt sich für verschiedene Krankheitszustände eine Korrelation der 

cfDNA mit dem Ausmaß der Gewebezerstörung oder der Schwere/Ausprägung, die 

quantitativ betrachtet Rückschlüsse auf klinische Parameter wie die Prognose oder 

ein Therapieansprechen erlaubt. Eine diagnostische Anwendung dieses 

Zusammenhangs ist jedoch unwahrscheinlich, da es bereits zahlreiche andere 

validierte Aktivitätsparameter gibt, die zum Teil auch deutlich einfacher bestimmbar 

sind als die cfDNA-Konzentrationen.  

1.4.6.2 cfDNA als „Liquid Biopsy“ bei Tumorerkrankungen 

Neben der Konzentration der cfDNA, die, wie schon dargelegt, eine eher 

unspezifische Korrelation mit Gewebeuntergang zeigt, lassen sich anhand der 
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Inhalte der cfDNA spezifischere Informationen über Krankheitsprozesse im Körper 

gewinnen. Insbesondere stehen Veränderungen der cfDNA in Zusammenhang mit 

Tumorerkrankungen im Vordergrund. Das Potential der cfDNA als diagnostisches 

Mittel wurde vor allem mit der Erkenntnis deutlich, dass die im Plasma von 

Tumorpatienten nachgewiesene DNA Eigenschaften hinsichtlich Struktur und 

Stabilität mit der DNA aus dem Tumor selbst teilt. Dies wurde als erster Hinweis 

darauf gewertet, dass zumindest ein Teil der cfDNA aus den Tumorzellen selbst 

stammt.87 Diese aus Tumorzellen stammende cfDNA wird als „circulating tumor“-

DNA, kurz ctDNA bezeichnet. Der Anteil der ctDNA an der gesamten cfDNA im Blut 

unterliegt großen Schwankungen m Bereich von weniger als 10 % und mehr als 

80 %.88,89 Bei Patienten mit fortgeschrittenen Tumorerkrankungen konnte auch eine 

Änderung der Fragmentverteilung der cfDNA nachgewiesen werden. So wurden bei 

Tumorpatienten auch vermehrt längere Fragmente von 180 – 400 bp angetroffen, die 

bei gesunden Personen nur in sehr geringer Menge vorkommen. Der Anteil dieser 

Fragmente korrelierte mit der jeweiligen Tumorlast, was einen Hinweis auf 

zusätzliche Freisetzungsmechanismen von cfDNA bei Tumorpatienten neben der bei 

Gesunden vorherrschenden Freisetzung im Rahmen der Apoptose darstellt.90,91 Die 

ersten Untersuchungen zum möglichen klinischen Nutzen der cfDNA waren – wie 

bereits in Kapitel 1.4.6.1. – beschrieben auf quantitative Analysen der cfDNA in 

Relation zu Krankheitsstadium, Tumorgröße oder Ansprechen auf verschiedene 

Therapien konzentriert.  

Für zahlreiche Tumoren konnten des Weiteren Übereinstimmungen zwischen 

Mutationen des Primärtumors und Mutationen in der cfDNA festgestellt werden.89,92-96 

Dies stellt einerseits einen weiteren Beleg für die Herkunft der cfDNA aus 

Tumorzellen dar und bietet außerdem einen Ansatz für eine Genotypisierung des 

Tumors ohne invasive und mit potentiellen Komplikationen verbundene 

Biopsiemaßnahmen (i. e. liquid biopsy oder liquid profiling).97 Darüber hinaus ergibt 

sich durch die Bestimmung der Kopienzahl tumorspezifischer Mutationen und somit 

indirekt der ctDNA ein zusätzlicher quantitativer Aspekt, der herkömmlichen Biopsien 

unzugänglich bleibt. 

Beispielsweise konnte für einige tumorspezifische Mutationen gezeigt werden, dass 

bei quantitativer Bestimmung der Kopienzahl ein Rückschluss auf das klinische 

Outcome möglich ist.93,94,98 Ebenso korreliert die Kopienzahl tumorspezifischer Allele 

mit der Tumorgröße, wie am Beispiel mutierter EGFR-Allele des nicht kleinzelligen 
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Lungenkarzinoms gezeigt werden konnte.95 Durch wiederholte Bestimmung der 

Kopienzahl mutierter Allele im Krankheitsverlauf und Abbildung ihrer Dynamik kann 

so z. B. ein Therapieansprechen durch einen Abfall der Kopienzahl kontrolliert und 

umgekehrt Rezidive oder Therapieversager frühzeitig erkannt werden.94,98  

Neben dem Nachweis tumorspezifischer Mutationen lässt sich auch eine 

Hypermethylierung bestimmter Genabschnitte in der cfDNA mit dem Auftreten von 

verschiedenen Tumoren in Verbindung bringen.99-103 Zumeist handelt es sich bei den 

methylierten Genabschnitten um den Promotor von Tumorsuppressorgenen. Das 

Ausmaß der Hypermethylierung verschiedener Promotoren korrelierte dabei mit dem 

Fortschreiten der Tumorerkrankung.103 Des Weiteren gibt es auch Hinweise auf die 

mögliche Nutzung von ctDNA als prädiktivem Marker, z. B. beim Adenokarzinom des 

Pankreas, bei dem die Anzahl der hypermethylierten Genabschnitte eine Vorhersage 

der Überlebensdauer erlaubte.104  

Im Gegensatz zu den beschriebenen Mutationen auf der cfDNA, die vor allem bei 

fortgeschrittenen Krankheitsstadien nachweisbar waren,96 konnten diese 

Hypermethylierungen auch bei Tumoren in frühen Krankheitsstadien nachgewiesen 

werden,105 weshalb für diese auch eine Bedeutung als Screeningparameter möglich 

erscheint.102  

1.4.7 cfDNA in der Schwangerschaft 

Mit dem Nachweis Y-chromosomaler DNA im Blutplasma von Müttern mit einem 

männlichen Fetus wurde erstmals gezeigt, dass während einer Schwangerschaft ein 

Teil der im mütterlichen Blut zirkulierenden DNA fetalen Ursprungs ist.47 

Zirkulierende fetale DNA kann ab ca. der siebten Schwangerschaftswoche 

nachgewiesen werden und steigt mit Fortschreiten der Schwangerschaft an.106 Die 

aktuell vorherrschende Auffassung ist, dass die fetale cfDNA bei der Apoptose von 

Zellen des Zytotrophoblasten in das mütterliche Blutplasma freigesetzt wird,107,108 

wobei grundsätzlich das gesamte fetale Genom im Blutplasma der Mutter abgebildet 

wird.49  

Ausgehend von diesen Erkenntnissen scheint eine Nutzung der cfDNA in der 

pränatalen Diagnostik nur logisch zu sein und tatsächlich gibt es verschiedene 

vielversprechende Ansätze, die sich zum Teil auch bereits in der klinischen 

Anwendung befinden. Ein häufig untersuchtes Thema ist die nicht invasive Detektion 

fetaler Aneuploidien, insbesondere bei Trisomie 21, 18 und 13,109,110 bei denen eine 

hohe Übereinstimmung der Ergebnisse eines cfDNA-Screenings mit dem jeweiligen 



Einleitung 
 

15 

Goldstandard (Chorionzottenbiopsie bzw. Triple-Test) gezeigt werden konnte. Im 

Falle der Trisomie 21 war die Methode des cfDNA-Screenings sogar überlegen.109 

Besonders vielversprechend erscheint die genomweite Sequenzierung der fetalen 

cfDNA, mit der eine höhere Sensitivität als mit traditionellen Microarray-basierten 

Tests erreicht werden konnte.111 

Ein weiteres Anwendungsgebiet der Analyse fetaler cfDNA in der Pränataldiagnostik 

sind monogen vererbte Erkrankungen, wie z. B. ß-Thalassämie oder Mukoviszidose. 

Auch hierfür gibt es Ansätze zum Nachweis der jeweiligen Erkrankung mithilfe fetaler 

cfDNA, z. B. durch Sequenzierung des betroffenen Gens112 oder durch spezifische 

PCR-Methoden.113 Diesbezüglich lassen sich jedoch noch keine definitiven 

Aussagen zur klinischen Nutzbarkeit treffen. 

1.4.8 Technische Aspekte bei der Analyse von cfDNA 

Da cfDNA in einer variablen und verhältnismäßig geringen Konzentration im Plasma 

vorliegt, ergeben sich besondere Herausforderungen bei deren Analyse. 

Insbesondere gilt das für die Untersuchung von ctDNA, die wiederum nur einen unter 

Umständen sehr geringen Teil der Gesamt-cfDNA im Plasma ausmacht. 

Demenentsprechend konnte auch gezeigt werden, dass unterschiedliche Isolierungs- 

bzw. Extraktionsmethoden einen nicht unerheblichen Einfluss auf die Ausbeute an 

cfDNA haben.114   

Eine weitere Schwierigkeit stellt die mögliche Verunreinigung der cfDNA durch 

genomische DNA aus in der präanalytischen Phase lysierten Leukozyten dar. Diese 

wird u. a. während der Gerinnung einer Blutprobe verstärkt freigesetzt, weshalb 

dieser Effekt vor allem bei Serumproben und weniger in Plasmaproben beobachtet 

wird.115,116 Aber auch bei Isolierung der cfDNA aus einer EDTA-Plasmaprobe konnte 

wie bei Serumproben, allerdings in geringerem Ausmaß, mit der Zeit eine Zunahme 

der genomischen DNA festgestellt werden.117 Um eine Kontaminierung der cfDNA 

durch genomische DNA aus lysierten Zellen zu verhindern, ist also eine möglichst 

zeitnahe Zentrifugation der Probe zur Abtrennung der zellulären Bestandteile 

notwendig. Außerdem sollten ausreichend hohe G-Zahlen bei der Zentrifugation 

verwendet werden, um ein Verbleiben von Zellen im Überstand zu verhindern.118 

Eine längere Aufbewahrung der Blutprobe, auch bei -20°C, sollte nicht erfolgen, da 

die Integrität der cfDNA durch Einfrieren und Auftauen beeinträchtigt werden kann, 

wohingegen eine Aufbewahrung der cfDNA nach der Isolation problemlos möglich zu 

sein scheint.115 Bei Lagerung einer Probe für längere Zeit bei Raumtemperatur kann 
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des Weiteren die Abnahme in ein Spezialröhrchen mit enthaltenem Zusatzstoff zur 

Stabilisierung der Blutzellen eine Freisetzung von gDNA aus diesen verhindern.117 

1.4.9 Zusammenfassung 

Wie in den vorangegangenen Ausführungen dargelegt, gibt es zahlreiche 

Anwendungsmöglichkeiten für die cfDNA-Analyse als Biomarker bei sehr 

verschiedenen Krankheitszuständen. Diese befinden sich zum Teil auch bereits in 

der klinischen Erprobungs- bzw. Routinephase. Der Erforschung dieser zum Teil 

hochspeziellen Anwendungsmöglichkeiten auf der einen Seite steht auf der anderen 

Seite ein oft nur geringes Verständnis der zugrundeliegenden biologischen 

Mechanismen gegenüber. Insbesondere sind Details hinsichtlich des Abbaus der 

cfDNA und der Interaktion mit weiteren Plasmabestandteilen noch ungeklärt.  

1.5 Interaktionen der cfDNA mit Plasmaproteinen 

Es finden sich nur wenige Daten zur Stabilität der cfDNA und möglicher Faktoren, die 

diese beeinflussen können. In unpublizierten Vorarbeiten wurde an unserem Institut 

diesbezüglich untersucht, ob die Methylierung der cfDNA einen Einfluss auf deren 

Stabilität im Blutplasma hat. In diesen Versuchen wurden Amplikons aus dem 

Promotorbereich verschiedener Gene hergestellt, für die eine Hypermethylierung bei 

Patienten mit malignem Melanom nachgewiesen werden konnte. Diese Amplikons 

wurden anschließend in das Blutplasma gesunder Spender oder einen Puffer 

hinzugegeben und die Abnahme der Konzentration der Amplikons im Zeitverlauf 

durch eine quantitative PCR bestimmt. Ein Teil der Amplikons wurde zuvor durch 

eine Methyltransferase enzymatisch methyliert. Dadurch konnte in der Tat gezeigt 

werden, dass methylierte DNA-Fragmente nach Zugabe ins Blutplasma signifikant 

länger nachweisbar waren als dieselben Fragmente im unmethylierten Zustand (s 

Abbildung 1).119 Diese Vorarbeit steht dabei im Einklang mit den Ergebnissen 

anderer Arbeitsgruppen, in denen im Mausmodell ähnliche Stabilitätsunterschiede in 

Abhängigkeit vom Methylierungsstatus injizierter DNA nachgewiesen wurden.120 Da 

dieser Effekt nur im Blutplasma und nicht bei Zugabe der DNA-Fragmente in eine 

Pufferlösung nachzuweisen war, wurde ausgehend von diesen Ergebnissen die 

Hypothese aufgestellt, dass dafür die methylierungsabhängige Bindung eines 

Plasmaproteins an die DNA verantwortlich sein könnte.  
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1.6 Zielsetzung dieser Arbeit 

Die Interaktion von cfDNA mit Plasmaproteinen könnte erheblichen Einfluss auf die 

Nutzbarkeit der cfDNA als Biomarker in verschiedenen klinischen 

Anwendungsbereichen haben. So ist es z. B. denkbar, dass durch Bindung 

bestimmter DNA-Fragmente an ein Plasmaprotein diese vor Degradation durch 

DNasen im Blutplasma geschützt werden und damit länger oder in höherer 

Konzentration nachweisbar sind; umgekehrt könnte ungebundene cfDNA eher einem 

Abbau im Blut unterliegen. Weiterhin ist es möglich, dass die Bindung an ein Protein 

Einfluss auf die analytische Zugänglichkeit der cfDNA hat bzw. Messungen durch 

diese beeinflusst werden. Dies könnte neue Aspekte bei der Interpretation von 

cfDNA-Analysen ermöglichen, wenn die Konzentration des entsprechenden Proteins 

selbst beispielsweise auch Schwankungen unterliegt, welche die messbare 

Konzentration der cfDNA beeinflussen. Ein Einfluss der Methylierung der cfDNA auf 

diese Bindung könnte einen Einfluss auf deren Nutzbarkeit als Biomarker haben. 

Zuletzt scheinen Kenntnisse über die Proteinbindung von cfDNA und deren Einfluss 

auf die Stabilität derselben auch von einem präanalytischen Standpunkt aus nützlich 

zu sein. Da cfDNA üblicherweise nur in sehr geringen Konzentrationen im Blutplasma 

A B 

C D 
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vorliegt, könnte eine Bindung an ein Plasmaprotein zur Aufreinigung genutzt werden. 

Ziel dieser Arbeit ist es deshalb, cfDNA-bindende Proteine im Blutplasma 

nachzuweisen und ggf. eine Abhängigkeit vom Methylierungsstatus zu zeigen. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 

Tabelle 1: Verwendete Geräte 

Gerät Modell Hersteller 
Bioanalyzer 2100 Bioanalyzer Agilent Technologies, Santa Clara, 

USA 

Feinwaage isoCAL Sartorius, Göttingen, Deutschland 

Geldokumentation ChemiDoc XRS+ Bio-Rad, München, Deutschland 

Gelkammern Midi-large (120 Volt) Harnischmacher, Schauenburg, 
Deutschland 

HPLC-Gerät RSLCnano Thermo Scientific, Waltham, USA 

HPLC-Säulen Acclaim 120 C18 Thermo Scientific, Waltham, USA 

Ionenquelle Triversa Automate Advion, Ithaca, USA 

Kühlschrank  Siemens, München, Deutschland 

Kühltruhe, -20°C  Siemens, München, Deutschland 

Kühltruhe, -80°C HeraFreeze Thermo Scientific, Waltham, USA 

Magnet DynaMag-2 Magnet Thermo Scientific, Waltham, USA 

Massenspektrometer LTQ Orbitrap XL Thermo Scientific, Waltham, USA 

Mikroskop IX70 Olympus 

NanoDrop ND-1000 Peqlab Biotechnologie, Erlangen, 
Deutschland 

PCR-Cycler MyCycler Thermal 
Cycler 

Bio-Rad, München, Deutschland 

Plattenlesegerät Victor 3 Multilabel 
Counter 
 
Tecan M1000 infinite 

PerkinElmer, Waltham, USA 
 
Tecan Group AG, Männedorf, Schweiz 

pH-Meter InoLab Level 1 Xylem Analytics, Weilheim, 
Deutschland 

Pipetten Research Plus, 
Research Plus 8-Kanal, 
Multipette Plus 

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland 

Pipettierhilfe Pipetus Hirschmann, Eberstadt, Deutschland 

DNA-Fluorometer Qubit 2 Thermo Scientific, Waltham, USA 

Sterilwerkbank HeraSafe Heraeus 

Thermomixer Thermomixer R  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
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Ultraschall-Homogenisator SonoLab Single Covaris, Woburn, USA 

Vortexer Neolab 7-2020 NeoLab, Heidelberg, Deutschland 

Zentrifugen Biofuge Fresco 
Multifuge 3S 

Heraeus, Hanau, Deutschland 

 

2.1.2 Kits 

Tabelle 2: Verwendete Kits 

Kit  Hersteller 
Agilent HS DNA Kit Agilent Technologies, Santa Clara, USA 
Ampure XP PCR-Aufreinigungssystem Beckman Coulter, Brea, USA 
Cell Death Detection ELISA Plus Merck, Darmstadt, Deutschland 
Qubit™ dsDNA HS Assay Kit Thermo Scientific, Waltham, USA 
Taq PCR Core Kit Quiagen, Hilden, Deutschland 
Wizard Genomic DNA Purification Kit Promega, Mannheim, Deutschland 
 

2.1.3 Enzyme 

Tabelle 3: Verwendete Enzyme 

Enzym Hersteller 
Bbs I New England Biolabs, Ipswich, USA 
Bfa I New England Biolabs, Ipswich, USA 
CpG-Methyltransferase (M. SssI) New England Biolabs, Ipswich, USA 
DNase I Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Hha I New England Biolabs, Ipswich, USA 
Hpa II New England Biolabs, Ipswich, USA 
Msp I New England Biolabs, Ipswich, USA 
Trypsin (porcine pancreas) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
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2.1.4 Reagenzien 

Tabelle 4: Verwendete Reagenzien 

Reagenzien Hersteller 
Agarose Biozym, Oldendorf, Deutschland 
Borsäure  
Bromphenolblau Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
BSA (Bovines Serum Albumin) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

CaCl₂ Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Dithiothreitol Applichem Biochemia, Darmstadt, 

Deutschland 
Dynabeads M-280 Streptavidin Thermo Scientific, Waltham, USA 
Dynabeads MyOne Streptavidin C1 Thermo Scientific, Waltham, USA 
dNTP-Mix Bioron, Ludwigshafen, Deutschland 
Dulbecco’s PBS 1x Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
EDTA Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland 
FCS Merck, Darmstadt, Deutschland 
Fibronektin Merck, Darmstadt, Deutschland 
Gel Red Biotium, Frement, USA 
Gene Ruler 100bp DNA Ladder Plus Fermentas, Ontario, Kanada 
Glycerin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
HEPES Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
H2O, PCR-rein Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
HRP-Substrat BD Biosciences, Franklin Lakes, USA 
Iodacedamid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Isopropanol Merck, Darmstadt, Deutschland 
KCl Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Magermilchpulver Sucofin 
NaCl Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
NP-40 Substitute Thermo Scientific, Waltham, USA 
Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Pierce High Sensitivity Streptavidin-HRP Thermo Scientific, Waltham, USA 
Protease Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
  
RPMI 1640 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
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Sucrose Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
TE Low EDTA Applichem Biochemia, Darmstadt, 

Deutschland 
Tris Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 

2.1.5 Puffer 

Tabelle 5: Verwendete Puffer 

Puffer Bestandteile 
BS/THES-Puffer 22 mM Tris-HCL (pH 7,5) 

62 mM NaCl 
50 mM KCl 
10 mM HEPES 
5 mM CaCl₂ 
4,4 mM EDTA 
12 % Glycerol 
8,9 % (Masse/Volumen) Sucrose 

BS/THES 2-Puffer 22 mM Tris-HCL (pH 7,5) 
62 mM NaCl 
50 mM KCl 
10 mM HEPES 
5 mM CaCl₂ 
4 mM EDTA 

B/W-Puffer 2x 10 mM Tris-HCL (pH 7,5) 
2 M NaCl 
1mM EDTA 

5x DNA-Ladepuffer 5 ml Glycerol 
5 ml 5xTBE 
25 mg Bromphenolblau 
25 mg XylenCyanol F 

Lyse-Puffer 10mM HEPES (pH 7,4) 
10mM KCl 
1 % Protease Inhibitor Cocktail 
0,05 % NP-40 
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2.1.6 Primer 

Tabelle 6: Sequenzen und Bezeichnungen der verwendeten Primer 

Name Sequenz (5´ -> 3´) 

Rassf_forward ACAGCTCCCGAGGACTAGGT 

Rassf_reverse GCTGCGTGCATATTTTAGCA 

Rassf_intron_forward GGAAGACAAGCCCTGCAAAA 

Rassf_intron_reverse TCACACAAGCTAGGACTGGG 

Rarb_forward GGATATGACTGGAGCCGACT 

Rarb_reverse TCCCTAAAAGTAGCCGCTCC 

Col1a2_forward TAGAGAAAAGCTGGACGGGG 

Col1a2_reverse GGACGTGGACACTTTTGAGG 

Cyp1b1_forward GGATATGACTGGAGCCGACT 

Cyp1b1_reverse TCCCTAAAAGTAGCCGCTCC 

2.1.7 Antikörper 

Tabelle 7: Verwendete Antikörper 

Antikörper Hersteller 
Anti-Fibronektin FITC Southern Biotech, Birmingham, USA 
 

2.1.8 Software 

Tabelle 8: Verwendete Software 

Software Hersteller 
Image Lab Bio-Rad, München, Deutschland 
Peaks Studio Bioinformatic Solutions, Waterloo, 

Kanada 
Uniprot Datenbank European Bioinformatics Institute 
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2.1.9 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 9: Verwendete Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterial Modell Hersteller 
96 Well-Platten PP-Microplate, 96 well Greiner bio-one, Kremsmünster, 

Österreich 
Combitips Combitips advanced Eppendorf SE, Hamburg, 

Deutschland 
Falcon-Röhrchen 15mL 

50mL 
Greiner bio-one, Kremsmünster, 
Österreich 

Monovetten EDTA  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
PCR-
Reaktionsgefäße 

 Biozym, Hessisch Oldendorf, 
Deutschland 

Pipetten 5 ml 
10 ml 
25 ml 

Greiner bio-one, Kremsmünster, 
Österreich 

Pipettenspitzen 10 µl 
200 µl 
1000 µl 
Tip One Graduated 
Filter 

Starlab International, Hamburg, 
Deutschland 

Reaktionsgefäße 0,5 ml 
1,5 ml 
2,0 ml 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Zellkulturflaschen T-25 
T-75 
T-150 

Greiner bio-one, Kremsmünster, 
Österreich 

Zentrifugationsfilter 5 
kDA 

Vivaspin 500, 5 kDa Merck, Darmstadt, Deutschland 

Zentrifugationsfilter 
50 kDA 

Amicon Ultra-4, 
50 kDa 

Merck, Darmstadt, Deutschland 

 

2.1.10 Plasmaproben 

Die Plasmaproben zur Identifikation von cfDNA-bindenden Proteinen stammten von 

freiwilligen und gesunden Spendern des Instituts für klinische Chemie. 

2.1.11 Zelllinien 

Als Zelllinien für die Isolation genomischer DNA wurden zwei Zelllinien ausgewählt: 

MaMel11 und MaMel54a, bei denen es sich um Primärkulturen metastasierter 

Melanomzellen von Patienten im Stadium 4 handelt. Beide Zelllinien stammen von 
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Prof. Dr. med. Dirk Schadendorf, ehemals Klinik für Dermatologie, 

Universitätsmedizin Mannheim. 

Tabelle 10: Verwendete Zelllinien 

Name Lokalisation Entnahmedatum Histologie Stadium 

MaMel 11 Mediastinum 14.07.1998 Amelanotisches 
Melanom 

IV 

MaMel 54a Becken 15.10.1996 Oberflächlich 
Spreitendes 
Melanom 

IV 

2.2 Methoden 

2.2.1 Zellkultur 

2.2.1.1 Kulturbedingungen 
Beide Zelllinien wurden in RPMI-1640 mit 10 % fetalem Kälberserum und 1 % 

Penicillin/Streptomycin in T75- oder T25-Zellkulturflaschen für adhärente Zellen 

kultiviert. Für T75-Flaschen wurden 12 ml und für die T25-Flaschen 5 ml Medium 

eingesetzt. Die Zellen wurden bei 37 °C, 95 % Luftfeuchte und Begasung mit 5 % 

CO₂ bebrütet. Das Ansetzen des Kulturmediums erfolgte aus bei -20°C 

eingefrorenen Aliquots der genannten Zusätze unter sterilen Bedingungen. Das 

angesetzte Medium wurde bei 4 °C aufbewahrt und vor der Verwendung im 

Wasserbad auf 37 °C erwärmt. Nach jeweils 2 – 3 Tagen in Kultur wurde das 

Medium in den Zellkulturen gewechselt. Die Zellen entstammten kryokonservierten 

Seed-Lots und wurden vor der Verwendung bzw. DNA-Isolierung zwei- bis dreimal 

passagiert.  

2.2.1.2 Reaktivierung von kryokonservierten Zellen 
Zunächst wurden die kryokonservierten Zellen im Wasserbad erwärmt, bis alle 

Eiskristalle verschwunden waren. Anschließend wurden die Zellen in ein 

Reaktionsgefäß mit vorgelegtem Medium überführt und bei 1200 g für 8 min 

zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in frischem Medium resuspendiert und die Zellen in 

einer T75-Zellkulturflasche ausgesät. 

2.2.1.3 Passagieren von Zellen 
Um eine ungehinderte Vermehrung der Zellen zu ermöglichen, wurden diese 

passagiert, sobald eine Konfluenz von etwa 90 % in der Zellkulturflasche erreicht war. 
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Hierzu wurde zunächst das Medium entfernt und die Zellen einmal mit 

vorgewärmtem PBS gewaschen. Anschließend wurden 2 ml Trypsin in eine T75- 

bzw. 0,5 ml Trypsin in eine T25-Flasche hinzugegeben und die Flasche für ca. 5 min 

im Brutschrank inkubiert. Hiernach wurde die Ablösung der Zellen mikroskopisch 

kontrolliert und ggf. durch leichtes Schütteln und Klopfen unterstützt, um sie 

möglichst vollständig abzulösen. Durch Zugabe von Kulturmedium im Verhältnis von 

etwa 3:1 wurde die Enzymreaktion gestoppt, die abgelösten Zellen aufgenommen 

und in ein neues Falcon-Röhrchen überführt. Um das Trypsin zu entfernen, wurden 

die Zellen bei 1200 x g für 8 min zentrifugiert und das Zellpellet im Anschluss in 

frischem Medium resuspendiert. Im letzten Schritt wurde das Medium in die zu 

verwendenden Zellkulturflaschen vorgelegt und die gewünschte Anzahl bzw. Fraktion 

an Zellen ausgesät. Typische Splitratios waren ca. 1:10 bei MaMel11 und 1:20 bis 

1:30 bei MaMel54a. 

2.2.1.4 Kryokonservierung von Zellen 
Um die verwendeten Zelllinien über längere Zeiträume aufbewahren zu können, 

wurden diese mit DMSO als Gefrierschutzmittel bei -180 °C in flüssigem Stickstoff 

aufbewahrt. Hierzu wurden zunächst die Zellen aus einer T75-Flasche mit Trypsin 

abgelöst und zentrifugiert (wie 2.2.1.3) und das entstandene Zellpellet in 1,5 ml FKS 

mit 10 % DMSO aufgenommen und in ein Kryoröhrchen überführt. Anschließend 

wurde das Röhrchen stufenweise heruntergekühlt, indem es zunächst in einer 

Isopropanolbox bei -80 °C aufbewahrt und am Folgetag in die -180°C-Tiefkühltruhe 

überführt wurde.  

2.3 Molekularbiologische Methoden 

2.3.1 Isolierung von genomischer DNA 

Um Ausgangsmaterial für die spätere Herstellung von Amplikons zu gewinnen, wurde 

zunächst aus den genannten Zellkulturen genomische DNA isoliert. Dies erfolgte 

unter Verwendung des Wizard® Genomic DNA Purification Kits (Promega), indem 

zunächst die Zellen aus einer T75-Flasche mithilfe von Trypsin, wie zuvor 

beschrieben, abgelöst und anschließend zentrifugiert wurden. Das Zellpellet wurde 

anschließend in 1,5 ml PBS aufgenommen und in ein Eppendorf-Röhrchen überführt. 

Nach gründlichem Vortexen wurden 600 µl Nuclei Lysis Solution hinzugegeben 

sowie auf- und abpipettiert, bis keine sichtbaren Klumpen mehr vorhanden waren. 

Anschließend erfolgte die Zugabe von 5 µl RNase Solution und eine Inkubation für 
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30 min bei 37 °C. Nach Abschluss der Inkubation kühlte die Probe 5 min bei 

Raumtemperatur ab, bevor 200 µl Protein Precipitation Solution hinzugegeben und 

die Probe 20 Sekunden auf dem Vortexer durchmischt wurde. Anschließend wurde 

die Probe für 5 min auf Eis gestellt und dann 4 min bei 16.000 x g zentrifugiert. Das 

Pellet mit dem gefällten Protein wurde verworfen und der Überstand in ein neues 

Eppendorf-Röhrchen mit 600 µl Isopropanol überführt und vorsichtig gemischt, bis 

weiße DNA-Stränge sichtbar wurden. Nach einer erneuten Zentrifugation für 4 min 

bei 16.000 x g wurde einmalig mit 600 µl 70%igem Ethanol gewaschen, erneut 

zentrifugiert und das Pellet für ca. 15 min luftgetrocknet. Im letzten Schritt wurden 

100µl DNA Rehydration Solution hinzugegeben und über Nacht bei 4 °C inkubiert, 

um eine möglichst hohe Ausbeute an DNA zu erreichen. Die so isolierte genomische 

DNA wurde in Aliquots von 100 µl bei -20°C aufbewahrt. 

2.3.2 Messung der DNA-Konzentration 

Nach der Aufreinigung wurden Konzentration und Reinheit der isolierten DNA 

photometrisch überprüft. Hierzu wurden ein NanoDrop-1000-Spektrophotometer und 

2 µl der Probe verwendet. Um eine höhere Genauigkeit zu erreichen, wurden die 

Messungen dreifach durchgeführt und die Messwerte gemittelt.  

2.3.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

2.3.3.1 Primer und Sequenzen 
Eine Auflistung der verwendeten Primer findet sich in 2.1.6. 

Um in den folgenden Schritten eine Kopplung bzw. Detektion der Amplikons zu 

ermöglichen, wurde jeweils ein am 5‘-Ende biotinylierter Primer verwendet. 

2.3.3.2 Reaktionsbedingungen 
Die Parameter der Polymerase-Kettenreaktion wurden für jedes der genannten 

Primerpaare optimiert, um eine möglichst hohe Ausbeute an Amplikons mit möglichst 

wenig Nebenprodukten zu erhalten. Ausgehend von den Empfehlungen des 

Herstellers für das verwendete PCR-Kit wurden für jedes der Amplikons 

• die optimale Primerkonzentration durch Titration in Schritten von 0,05 µM 

zwischen 0,2 µM und 0,5 µM, 

• die optimale Mg-Konzentration durch Titration und 

• die optimale Annealing-Temperatur durch eine Gradienten-PCR zwischen 53 °C 

und 61 °C 
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ermittelt. Die Ergebnisse der PCR wurden jeweils durch Agarose-Gelelektrophoresen 

(s. 2.3.5) überprüft. 

Die verwendeten, optimierten Reaktionsbedingungen für die einzelnen Amplikons 

sind beispielhaft für eine Reaktion mit 100 µl Gesamtvolumen in Tabelle 11 bis 

Tabelle 13 dargestellt. Wegen des vergleichsweise hohen GC-Gehalts der Amplikons 

CYP1B1 und RARB wurde bei diesen – wie vom Hersteller empfohlen – zusätzlich 

Q-Solution aus dem verwendeten Kit eingesetzt, da sich hierdurch eine deutlich 

höhere Ausbeute an Amplikons erzielen ließ. 

 
Tabelle 11: PCR-Ansatz für das Amplikon aus dem RASSF1A-Promotor 

Bestandteil Menge/Reaktion(100µl)  Konzentration 
10X PCR Buffer 10 µl 1x 
dNTP-Mix 2 µl 200 µM je dNTP 
Forward Primer  16 µl 0,2 µM 
Reverse Primer  16 µl 0,2 µM 
Magnesium (zusätzlich 
zum bereits im PCR-Puffer 
enthaltenen) 

2 µl 3 µM 

Taq-Polymerase 0,5 µl 2,5 Units/Reaktion 

H₂O variabel  
Aufgereinigte DNA  je nach gemessener 

Konzentration ca. 450ng 
 

Total  100 µl  
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Tabelle 12: PCR-Ansatz für das Amplikon sowohl aus dem RASSF1A-Intron als auch aus dem 
COL1A2-Promotor 

Bestandteil Menge/Reaktion(100µl)  Konzentration 
10x PCR Buffer 10 µl 1x 
dNTP-Mix 2 µl 200 µM je dNTP 
Forward Primer  20 µl 0,25 µM 
Reverse Primer  20 µl 0,25 µM 
Magnesium (zusätzlich 
zum bereits im PCR-Puffer 
enthaltenen) 

0 µl 2,5 µM 

Taq-Polymerase 0,5 µl 2,5 Units/Reaktion 
H₂O variabel  
Aufgereinigte DNA  je nach gemessener 

Konzentration ca. 450 ng 
 

Total  100 µl  
 
Tabelle 13: PCR-Ansatz für das Amplikon aus dem CYP1B1 Promotor 

Bestandteil Menge/Reaktion(100µl)  Konzentration 
10x PCR Buffer 10 µl 1x 
5x Q-Solution 20 µl 1x 
dNTP-Mix 2 µl 200 µM je dNTP 
Forward Primer  36 µl 0,45 µM 
Reverse Primer  36 µl 0,45 µM 
Magnesium (zusätzlich 
zum bereits im PCR-Puffer 
enthaltenen) 

0 µl 2,5 µM 

Taq-Polymerase 0,5 µl 2,5 Units/Reaktion 
H₂O Variabel  

Aufgereinigte DNA  je nach gemessener 
Konzentration ca. 450 ng 

 

Total  100 µl  
 

Für jede PCR-Reaktion wurde eine Negativkontrolle mitgeführt, die keine DNA 

enthielt, um Verunreinigungen durch Fremd-DNA auszuschließen (Wasserprobe). 

Nach dem Ansetzen der PCR wurden diese in einen auf 94°C vorgeheizten 

Thermocycler gestellt und das folgende Programm gestartet. 
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Tabelle 14: Programm am Thermocycler 

Schritt  Zeit Temperatur 
Erste Denaturation  3 min 94 °C 
35 Zyklen: 

 
Denaturation 30 sek 94 °C 
Annealing RASSF1A-

Promotor,  
RASSF1A-Intron u. 
COL1A2: 30sek 
CYP1B1 u. RARB: 
45sek 

RASSF1-Promotor, 
RASSF1A-Intron u.  
COL1A2: 58°C 
CYP1B1 u. RARB: 
60sek 

Extension  1 min 72 °C 
Finale Extension  10 min 72 °C 
 

Nach Beendigung des Programms wurden die Proben bis zur Weiterverwendung bei 

-20°C aufbewahrt. 

2.3.4 DNA-Aufreinigung 

Im Anschluss an die PCR wurden die erzeugten Amplikons aufgereinigt, um 

Primerreste und den PCR-Puffer zu entfernen und eine höhere Konzentration der 

Amplikons zu erreichen, wofür das Ampure-XP-PCR-Aufreinigungssystem 

(Beckmann Coulter) verwendet wurde. Je zwei 100 µl PCR-Reaktionen wurden in 

einem 1,5 ml Eppendorf-Röhrchen zusammengeführt und anschließend den 

Empfehlungen des Herstellers bzgl. der Durchführung gefolgt. Das eingesetzte 

Volumen an Ampure-Beads entsprach dabei dem 1,8-Fachen des Probenvolumens. 

Da sich zunächst nach der Aufreinigung eine Verunreinigung der Probe mit Ethanol 

aus den Waschschritten zeigte, wurden die Proben vor der Elution 5 min mit offenem 

Deckel bei Raumtemperatur stehen gelassen, damit sich dieser verflüchtigte.  

Eluiert wurde am Ende mit TE low EDTA (Applichem) und einem Fünftel des 

ursprünglichen Probenvolumens. Um auch bei diesem geringen Volumen 

(typischerweise dann 40 µl pro Röhrchen) eine effiziente Elution zu gewährleisten, 

wurde der Elutionspuffer direkt auf die Beads pipettiert und ca. zehnmal auf- und 

abpipettiert. 

Nach der Aufreinigung wurden DNA-Konzentration und Reinheit der Probe 

photometrisch bestimmt (s. 2.3.2). 
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2.3.5 Agarose-Gelelektrophorese. 

Nach der PCR und anschließender Aufreinigung der Amplikons wurde kontrolliert, ob 

das gewünschte Produkt erhalten wurde und ob ggf. noch Verunreinigungen mit 

Primern oder Nebenprodukten bestanden. Hierzu wurden 1 µl der Probe mit 5 µl 

Loading Dye vermischt und auf ein 2 % Agarose Gel in 0,6 % TBE und 5 µl GelRed 

aufgetragen. Anschließend wurde das Gel bei 150 V für 45 min aufgetrennt und 

anschließend mithilfe eines Gel-Doc XR+ ausgewertet.  

2.3.6 Chromatinextraktion 

Um histongebundene DNA für die nachfolgenden Experimente zu gewinnen, wurde 

ausgehend von MaMel54a-Zellkulturen zunächst eine Chromatinextraktion 

durchgeführt. Hierbei wurden die Zellen aus einer T75-Zellkulturflasche mithilfe von 

Trypsin abgelöst und einmal mit 5 ml PBS gewaschen (s. 2.2.1). Anschließend 

wurden das Zellpellet in 1,5 ml Lyse-Puffer hinzugegeben und für 20 min auf Eis 

inkubiert. Dann wurde bei 14.000 rpm und 4 °C für 10 min zentrifugiert und der 

Überstand verworfen. Das Pellet wurde einmal mit 500 µl Lyse-Puffer gewaschen 

und erneut wie beschrieben zentrifugiert. Das dann entstandene Pellet wurde in 100 

µl 2N HCL resuspendiert und für 20 min auf Eis inkubiert, bis erneut wie beschrieben 

zentrifugiert wurde. Der Überstand wurde abpipettiert, das Pellet verworfen und die 

Säure durch Zugabe von 100 µl 1M Tris-HCl (pH 8) neutralisiert. Die so 

entstandenen Proben wurden bis zur Verwendung bei -20 °C aufbewahrt. Vor der 

Verwendung in Folgeexperimenten wurde der gewonnene Chromatinextrakt 

sonifiziert, um Mono- und Oligonukleosomen zu erhalten. Hierzu wurde ein Covaris 

SonoLab Single Ultraschall-Homogenisator mit den folgenden Einstellungen 

verwendet. 

 
Tabelle 15: Vorgenommene Einstellungen am Ultraschall-Homogenisator 

Parameter   Wert 
Duty Cycle  5 % 
Intensity 3 
Cycles/Burst 200 
Mode Frequency Sweeping 
Anzahl Zyklen 2 
Zeit pro Zyklus 1 min 
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2.4 Biochemische Methoden 

2.4.1 Enzymatische Methylierung 

Um in den folgenden Versuchen ein eventuell unterschiedliches Bindungsverhalten 

methylierter und nicht methylierter DNA untersuchen zu können, wurde jeweils eine 

Fraktion der wie beschrieben hergestellten Amplikons mithilfe einer CpG-

Methyltransferase methyliert. Im Folgenden wird der angewandte Ansatz dargestellt. 

 
Tabelle 16: Ansatz für die enzymatische Methylierung von aufgereinigten Amplikons 

Bestandteil Menge/Reaktion Konzentration 
Aufgereinigtes PCR-Produkt 20 µl variabel 
10x New England Buffer 2 8 µl 1x 
SAM 32mM 12,8 µl 640 µM 
CpG-Methyltransferase 2 µl 8 units/Reaktion 

H₂O 46,5 µl  
Total 80 µl  
 

Es schloss sich eine 4-stündige Inkubation bei 37 °C im Thermocycler und eine 

Hitzeinaktivierung bei 65 °C für 20 min an. Zuletzt wurde der Erfolg der 

Methylierungsreaktion kontrolliert. 

2.4.2 Methylierungssensitiver Restriktionsverdau 

Um den Erfolg der vorangegangenen enzymatischen Methylierung zu kontrollieren, 

erfolgte ein Verdau mit methylierungssensitiven Restriktionsenzymen. Bei dem 

Amplikon aus dem RASSF1A-Promotor wurde Hha I verwendet, das bei einer CpG-

Methylierung in der Erkennungssequenz die DNA nicht spalten kann. Bei den 

anderen Amplikons wurden Hpa II und Msp I eingesetzt. Hpa II wird wie Hha I durch 

CpG-Methylierung blockiert, Msp I jedoch nicht, sodass es als Positivkontrolle für den 

Enzymverdau fungieren kann. Wie vom Hersteller empfohlen wurde dabei folgender 

Ansatz angewandt (s. Tabelle 17). 
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Tabelle 17: Ansatz für den methylierungssensitiven Restriktionsverdau 

Bestandteil Menge/Reaktion Konzentration 
Probe 1 µl  
Enzym 0,2 µl Hpa II: 2 units/Reaktion 

Hha I/Msp I: 4 units/Reaktion  
Cut Smart Buffer 1,5 µl 1x 

H₂O 12,3 µl  
Total 15 µl  
 

Inkubiert wurde für 1,5 h bei 37 °C, gefolgt von 20 min Hitzeinaktivierung bei 80 °C. 

Die Überprüfung der Restriktionen erfolgte per 2 % Agarosegel-Elektrophorese (s. 

3.3.5). 

Um die Restriktionsfragmente mit einer höheren Auflösung darstellen zu können und 

die Effizienz der Methylierung besser semiquantitativ beurteilen zu können, wurden 

zusätzlich zu der Darstellung auf dem Agarose-Gel exemplarisch die Produkte eines 

Verdaus auf einen Agilent High Sensitivity DNA-Chip aufgetragen und nach den 

Empfehlungen des Herstellers mithilfe eines Agilent 2100 Bioanalyzers untersucht. 

2.4.3 Pull-down-Assay aus Blutplasma 

2.4.3.1 Bindung der Amplikons an magnetische Beads 

Zunächst wurden die hergestellten Amplikons an magnetische Streptavidin-Beads 

gekoppelt, wobei zwei verschiedene Beads – Dynabeads MyOne Streptavidin C1 

und Dynabeads M-280 Streptavidin – getestet wurden. Verwendet wurden jeweils 

10 µl Beads pro 20 µl Amplikons. Um bei den unterschiedlichen Amplikons 

Vergleichbarkeit und semiquantitative Auswertungen zu ermöglichen, wurden deren 

Konzentrationen vorher photometrisch bestimmt (s. 2.3.2) und bei Bedarf durch 

Verdünnung mit PBS angeglichen. Die Beads wurden vor der Bindung gemäß den 

Empfehlungen des Herstellers zunächst dreimal mit 1x B/W-Puffer gewaschen. 

Danach wurden die Beads in dem doppelten Volumen 2x B/W-Puffer aufgenommen 

und mit den konzentrationsangeglichenen Amplikons vermischt. 

Nach einer 15-minütigen Inkubation bei Raumtemperatur auf einem Überkopfmischer 

wurden die Beads mit dem Magneten vom Überstand getrennt, letzterer verworfen 

und die Beads mit den gebundenen Amplikons in den folgenden Schritten 

weiterverwendet.  
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Als Kontrolle für die korrekte Bindung der Amplikons an die Beads wurde zusätzlich 

zu der Konzentration vor der Inkubation auch exemplarisch die Konzentration der 

verbleibenden Amplikons im Überstand nach der Inkubation gemessen und aus der 

Differenz die gebundene Menge an Amplikons ermittelt. Die Messung der DNA-

Konzentrationen erfolgte in diesem Fall durch das Kit Qubit HS DNA gemäß den 

Empfehlungen des Herstellers. 

2.4.3.2 Gewinnung und Vorbereitung des Blutplasmas 

Für die folgenden Versuche wurde Blutplasma eines gesunden Spenders verwendet. 

Dieses wurde in eine EDTA-Kalium-Monovette abgenommen und direkt nach der 

Abnahme bei 2500 x g für 10 min zentrifugiert. Anschließend wurde das gewonnene 

Blutplasma direkt verwendet oder aliquotiert bei -20°C aufbewahrt. Um unspezifische 

Bindungen an die Beads und/oder Amplikons durch abundante Proteine im Plasma 

zu reduzieren sowie eine Bindung von im Plasma vorhandenem freiem Biotin oder 

biotinylierten Proteinen an ggf. noch freie Bindungsstellen der Streptavidin-Beads zu 

verhindern, wurden mehrere Methoden zur Vorbehandlung des Plasmas vor Zugabe 

der Amplikons getestet:  

• Dreimalige Fitration des Plasmas mit einem Zentrifugationsfilter mit einem MWCO 

von 5 kDa und Verwerfen des Filtrats, um freies Biotin in der Probe abzureichern. 

• Fitration des Plasmas mit einem Filter mit einem MWCO von 50kDa und 

Verwendung des Filtrats, wodurch größere Proteine, insbesondere Albumin 

(Molekulargewicht ca. 66 kDa) und Immunglobuline, abgereichert werden sollten. 

• Inkubation des Plasmas mit einem Überschuss an leeren Streptavidin-Beads, um 

Biotin, biotinylierte Proteine und ggf. weitere Proteine, die unspezifisch an die 

Beads binden, abzureichern. 

• Mehrstufige Verdünnung des Plasmas in PBS, um ein optimales Verhältnis 

zwischen Amplikons und Plasmaproteinen zu erreichen und gleichzeitig ggf. 

konzentrationsabhängige Affinitätsunterschiede zwischen den Amplikons 

aufzudecken. 

2.4.3.3 Inkubation der Amplikons im Plasma 
Nach der Gewinnung und ggf. Vorbereitung des Plasmas wurden die an Beads 

gekoppelten Amplikons in 50 µl des Plasmas resuspendiert und für eine Stunde bei 

37 °C und 700 rpm in einem Thermomixer inkubiert. Anschließend wurden die Beads 
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mit dem Magneten wieder aus dem Plasma entfernt und dreimal mit 50 µl BS/THES-

Puffer (s. 2.1.5) gewaschen. 

Nach den Waschschritten waren die Amplikons inklusive der eventuell gebundenen 

Plasmaproteine wieder von den Beads zu lösen. Hierfür wurden erneut mehrere 

Möglichkeiten getestet:  

• Verdau mit DNase: Zugabe von 0,5 µl DNase zu den Proben und Inkubation für 

2 h bei 25 °C. Anschließend Entfernen der Beads mit dem Magneten. 

• Kurzfristiges Erhitzen der Proben für 2 min auf 90 °C, um die Biotin-Streptavidin-

Bindung aufzubrechen. 

• Restriktionsverdau: Restriktion des jeweiligen Amplikons durch ein kurz hinter der 

Biotin-Bindungsstelle schneidendes Restriktionsenzym. Hierzu wurden die Beads 

nach Entfernung aus dem Plasma und den Waschschritten direkt im Puffer mit 

dem entsprechenden Enzym resuspendiert (s. Tabelle 18). Nach dem Verdau 

wurde der Erfolg der Restriktion nach Entfernen der Beads im Agarosegel (s. 

2.3.5) überprüft. 

 
Tabelle 18: Ansatz für Abspaltung der Amplikons von den Beads 

Bestandteil Menge/Reaktion Konzentration 
H₂O 44,5µl  
Puffer: 
CutSmart o. 
NEBuffer 2.1 (New 
England Biolabs) 
Je nach eingesetztem 
Enzym 

5 1x 

Enzym: 
RASSF1A-Promotor: 
BfaI 
RASSF1A-Intron: 
BbsI 

0,5µl 5units/Reaktion 

Total 50µl  
 

Nach jedem der genannten Trennschritte wurden Beads und Überstand magnetisch 

voneinander getrennt und die so entstandenen Bead- bzw. Amplikonfraktionen den 

folgenden Analyseschritten getrennt zugeführt. 
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2.4.4 Quantifizierung der Fibronektinbindung mittels markierter Antikörper 

Zur Quantifizierung der Bindung von Plasma-Fibronektin an die beadgebundenen 

Amplikons wurde ein FITC-markierter Anti-Fibronektin-Antikörper verwendet. Es 

erfolgte zunächst die Kopplung der Amplikons an die Beads und die Inkubation im 

Plasma wie vorbeschrieben (s. 2.4.3). Nach der Entnahme der Beads aus dem 

Plasma und den üblichen Waschschritten erfolgte die Resuspension des Beads-

Amplikon-Komplexes in 100 µl BS/THES 2 mit 1:100 verdünntem Anti-Fibronectin-

FITC. Danach wurde für eine Stunde bei 25 °C im Thermomixer inkubiert und 

anschließend dreimal mit BS/THES 2 gewaschen, bevor der Restriktionsverdau mit 

BfaI bzw. BbsI durchgeführt wurde (s. 2.4.3.3), um Beads und Amplikons wieder 

voneinander zu trennen. Der Überstand mit den Amplikons wurde in eine schwarze 

ELISA-Platte überführt und mit einem Tecan infinite 200 Platten-Reader ausgewertet 

(Einstellungen s. Tabelle 19). 

 
Tabelle 19: Am Tecan 2 Platten-Reader vorgenommene Einstellungen 

Parameter Wert 

Exzitationswellenlänge 490 nm  

Emissionswellenlänge 525 nm 

Exzitationsbandbreite 9 nm 

Emissionsbandbreite 20 nm 

Verstärkung 134  
Optimal (100  %) 

Anzahl der Blitze 10 

Integrationszeit 20 µs 

2.4.5 Fibronektin-Bindungs-Assay 

Die Bindung der Amplikons aus dem RASSF1A-Promotorbereich (methyliert und 

unmethyliert) und des Amplikons aus dem Intron von RASSF1A an Fibronektin wurde 

im Folgenden relativ quantifiziert und über ein größeres Spektrum an 

Konzentrationsverhältnissen titriert. Zunächst wurde Fibronektin in verschiedenen 

Verdünnungen von 5 ng/ml bis 5000 ng/ml mit PBS auf eine 96-Well-ELISA-Platte 

aufgetragen. Dabei wurden 100 µl der jeweiligen Verdünnung in die Wells pipettiert 

und anschließend über Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Wells 

mit 200 µl 5 % Milchpulver in PBS für eine Stunde bei Raumtemperatur geblockt und 
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anschließend dreimal mit 200 µl PBS gewaschen. Anschließend erfolgte die Zugabe 

von Amplikons in der gewünschten Verdünnung und mit einem Volumen von 100 µl 

pro Well sowie eine erneute Inkubation über eine Stunde bei 37 °C auf einem 

Shaker. Nach einem dreimaligen Waschschritt mit BS/THES 2 und Zugabe von 

100 µl Pierce High Sensitivity Streptavidin-HRP in einer Verdünnung von 1:200 

wurde für eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Shaker inkubiert. Nach drei 

weiteren Waschritten mit BS/THES 2 wurden 100 µl HRP-Substrat hinzugegeben, 

welches gemäß den Herstellerempfehlungen vorher als 1:1-Mischung aus den 

beiden mitgelieferten Reagenzien frisch hergestellt worden war. Es wurde nun für ca. 

15 min oder bis zum Auftreten einer erkennbaren Farbreaktion bei Raumtemperatur 

inkubiert, anschließend wurde die Reaktion durch Zugabe von 20 µl 2M 

Schwefelsäure gestoppt. 

Zuletzt wurde mit einem Victor 3 Multilabel-Reader die Absorption bei 450 nm 

bestimmt und so die Menge des an das Fibronektin gebundenen Amplikons 

bestimmt. Um eine unspezifische Bindung der Amplikons an die Wells 

auszuschließen, wurde eine Negativkontrolle ohne Fibronektin mitgeführt. Um 

zusätzlich auszuschließen, dass unspezifische Bindungen des Antikörpers an 

Fibronektin stattfinden, wurde eine zweite Negativkontrolle mit Fibronektin allerdings 

ohne Amplikons benutzt. 

2.4.6 ELISA zum Nachweis nukleosomengebundenen Fibronektins 

Für diesen Versuch wurde der Cell Death Detection ELISA Plus in einer 

abgewandelten Form verwendet. Es wurde zunächst der biotinylierte Anti-Histon-

Antikörper 1:20 mit Inkubationspuffer verdünnt und in die zu verwendenden Wells 

gegeben. Nach einer Inkubation von 2 h bei Raumtemperatur wurde die Platte 

dreimal mit 200 µl Washing Solution gewaschen. Anschließend wurden je 100 µl pro 

Well sowohl von dem isolierten und sonifizierten Chromatinextrakt (s. 2.3.6) als auch 

von den mitgelieferten Positivkontrollen hinzugegeben und 90 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde erneut dreimal mit 200 µl Washing 

Buffer gewaschen.  

Bei einem Teil der Proben wurde schon nach diesem Schritt der mitgelieferte Anti-

DNA-POD Antikörper 1:20 verdünnt mit Inkubationspuffer hinzugegeben und erneut 

für 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach nochmals drei Waschschritten mit 

Washing Buffer wurde gemäß den Empfehlungen des Herstellers das ABTS-Substrat 
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hinzugegeben und die Absorption bei 450 nm mit einem Victor 3 Multilabel-Reader 

gemessen (s. Tabelle 20). 

 
Tabelle 20: Einstellungen am Victor 3 Multilabel-Reader bei der Messung der Absorption 

Parameter Wert 
Label Photometry 
Filter  A450 
Messdauer  1 s 
 

Bei einem anderen Teil der Proben erfolgte die Zugabe von 2,5 µg Fibronektin, 

verdünnt in 100 µl BS/THES 2 pro Well und eine Inkubation über eine Stunde bei 

37 °C. Hiernach wurde dreimal mit 200 µl BS/THES 2 gewaschen und 100 µl 1:100 

verdünnter Anti-Fibronektin-FITC-Antikörper hinzugegeben. Nach einer letzten 

Inkubation über eine Stunde bei Raumtemperatur und drei Waschschritten mit 

BS/THES 2 wurde mit dem Victor 3 Multilabel-Reader die Fluoreszenz gemessen (s. 

Tabelle 21). 

 
Tabelle 21: Einstellungen am Victor 3 Multilabel-Reader bei Messung von FITC 

Parameter Wert 
Exzitationswellenlänge 490nm 
Emissionswellenlänge 525nm 
Messzeit 1 s 
Messhöhe 3 mm 
 

2.5 Massenspektrometrie 

Zunächst wurden die in Kapitel 2.4.3 generierten Proben, bestehend aus Amplikons 

und ggf. Beads nach Inkubation im Blutplasma, reduziert und alkyliert, um die 

enthaltenen Proteine einer Analyse im Massenspektrometer zugänglich zu machen. 

Dabei wurden die Beads direkt in 50 mM NH4HCO3 resuspendiert. Nachdem 

zunächst Dithiothreitol 100 mM in einer Verdünnung von 1:10 zu den Proben 

hinzugegeben und diese für 30 min bei 56 °C inkubiert wurden, erfolgte ebenfalls im 

Verhältnis von 1:10 die Hinzugabe von Iodacedamid 50 mM und eine weitere 

Inkubation bei 25 °C für 30 min. Danach wurde auch in den Proben mit den 

Amplikons durch Zugabe von 250 mM NH4HCO3 eine Gesamtkonzentration von 
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50 mM NH4HCO3 erreicht, anschließend 0,4 µg Trypsin in alle Proben hinzugegeben 

und diese über Nacht im Wärmeschrank bei 37 °C inkubiert. Zuletzt wurde die Probe 

nach der Inkubation mit Trifluoressigsäure angesäuert (Endkonzentration 0,5 %).  

Die Proben wurden anschließend mit einem RSLCnano HPLC Systems auf eine 

C18-Vorsäule geladen. Die enthaltenen Peptide wurden mit einem wässrig-

organischen Gradienten über eine C18-Säule aufgetrennt, wobei eine Flussrate von 

300 nl/min verwendet wurde. Eine Triversa-Automate-Ionenquelle wurde genutzt, um 

die aufgetrennten Peptide in ein LTQ Orbitrap XL Massenspektrometer zu sprühen. 

Im Folgenden wurde in jedem Scan-Vorgang eine Fourier-Transformations-

Massenspektrometrie über das gesamte Spektrum und bis zu sieben Ionenfallen-

basierte MS/MS-Scans der Ionen mit der höchsten Intensität durchgeführt. 

Dynamische Exklusion (30 s), Massenbreite (10 ppm) und monoisotope 

Vorläuferauswahl waren aktiviert und alle Analysen wurden im positiven Ionenmodus 

durchgeführt. Die gewonnenen MS/MS-Spektren wurden über die PEAKS-

Suchmaschine mit der Uniprot/Swissprot-Datenbank abgeglichen. Häufige 

Modifikationen sowie eine nicht erfolgte Spaltung durch Trypsin an einer Spaltstelle 

wurden bei dem Abgleich akzeptiert. Die Toleranz für Peptide wurde auf 10 ppm, die 

für MS/MS-Spektra auf 0,5 D festgesetzt. Für die vergleichende Analyse der 

Peptidanzahl zwischen den Proben für einzelne Proteine wurden jeweils alle 

identifizierten Isoformen berücksichtigt und die höchste erkannte Peptidanzahl für 

den Vergleich verwendet. 
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3 ERGEBNISSE 

3.1 Herstellung von Amplikons 

Um Ausgangsmaterial für die Verwendung in den Hauptversuchen zu gewinnen, 

erfolgte zunächst die Herstellung von Amplikons aus den zuvor beschriebenen 

Genabschnitten und Zelllinien. Zu diesem Zweck wurde zunächst eine DNA-

Isolierung sowie anschließend eine Amplifikation und eine enzymatische 

Methylierung durchgeführt.  

3.1.1 DNA-Isolierung 

Die Isolierung von genomischer DNA aus einer T75-Zellkulturflasche mit 

typischerweise ca. 4,8 x 106 Zellen ergab bei MaMel 54a eine Konzentration von 200 

bis 500 ng/µl nach der Rehydrierung in 100 µl TE low Puffer. Für MaMel11 war die 

Zellzahl bei ca. 4,5 x 106 Zellen etwas geringer, die Konzentration der isolierten DNA 

lag hier bei 100 bis 300 ng/µl. Die Ratio 260 nm/280 nm betrug für alle Proben über 

1,8. 

3.1.2 PCR 

Die ausgewählten Genabschnitte wurden anschließend wie beschrieben durch eine 

PCR amplifiziert und das Produkt zur Kontrolle auf ein Agarosegel aufgetragen. Im 

Folgenden sind beispielhaft die Ergebnisse jeweils einer Reaktion dargestellt (s. 

Abbildung 2). Es zeigte sich nach Optimierung der Reaktionsbedingungen bei allen 

verwendeten Amplikons das Produkt mit der erwarteten Länge ohne relevante 

Nebenprodukte. 

Nach anschließender Aufreinigung der Amplikons mit dem Ampure-XP-PCR-

Aufreinigungssystem (Beckmann Coulter) ergaben sich Konzentrationen von ca. 

30 bis 90 ng/µl je nach verwendetem Amplikon. 
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Abbildung 2: Agarosegel zur Kontrolle der PCR-Reaktion 

Das Produkt aus der Amplifikation zweier Genabschnitte, links: RASSF1A-Promotor, rechts: 
RASSF1A-Intron, wurde nach der PCR-Reaktion mithilfe von Agarosegelen (2 %) aufgetrennt. 
Erwartete Produktgröße: ~400 bp.  
Links: Spuren 1-5 Amplikon, Spur 6 Negativkontrolle 
Rechts: Spuren 1-2 Amplikon, Spur 3 Negativkontrolle 
  

3.1.3 Enzymatische Methylierung 

Die hergestellten Amplikons wurden durch eine Methyltransferase enzymatisch 

methyliert, wobei der Erfolg dieser Reaktion durch einen methylierungssensitiven 

Restriktionsverdau kontrolliert wurde. Die Ergebnisse des Verdaus wurden einerseits 

durch ein Agarosegel und andererseits mit einem Agilent-Bioanalyzer-

Elektrophoresesystem dargestellt.  

Auf den Agarosegelen zeigte sich ein deutlich geringerer Verdau der methylierten 

Amplikons durch die methylierungssensitiven Restriktionsenzyme (HhaI und HpaII, s. 

Abbildung 3).  

 

        1      2     3     4     5     6
  

                   1       2      3        
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Abbildung 3: Kontrolle der Methylierung des Amplikons aus dem RASSF1A-Promotor mithilfe eines 
methylierungssensitiven Restriktionsverdaus (Hha1) 

Spur 1: Unmethyliertes Amplikon, Spur 2: Methyliertes Amplikon. Das genannte Amplikon wurde nach 
der enzymatischen Methylierung mit einem methylierungssensitiven Restriktionsenzym verdaut (Hha1) 
und das Ergebnis auf einem Agarosegel (2 %) dargestellt. Zum Vergleich wurde das gleiche Amplikon 
ohne vorherige Methylierung verwendet.   

 

Als zusätzliche Kontrolle wurde des Weiteren ein Restriktionsenzym verwendet, das 

DNA unabhängig von einer CpG-Methylierung in der Erkennungssequenz spalten 

kann (MspI). Bei diesem zeigte sich ein nahezu vollständiger Verdau von sowohl den 

methylierten als auch den unmethylierten Amplikons unter den verwendeten 

Reaktionsbedingungen. Unmethylierte Amplikons konnten ebenfalls durch alle 

methylierungssensitiven wie auch -insensitiven Restriktionsenzyme vollständig 

verdaut werden (s. Abbildung 4). 

       
      1           2          
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Abbildung 4: Kontrolle der Methylierung der Amplikons COL1A2 und CYP1B1 mithilfe eines 
methylierungssensitiven Restriktionsverdaus 

Die genannten Amplikons wurden nach der enzymatischen Methylierung mit einer 
methylierungssensitiven (HpaII, links) und einer methylierungsinsensitiven (MspI, rechts) Isoform 
eines Restriktionsenzyms verdaut und das Ergebnis auf einem Agarosegel (2 %) dargestellt. Als 
Vergleich wurden dieselben Amplikons ohne vorherige Methylierung verwendet. Meth.: Methylierte 
Amplikons, Unmeth.: Unmethylierte Amplikons 

Die exemplarische Darstellung eines Restriktionsverdaus nach Methylierung mithilfe 

des Bioanalyzers ergab ein ähnliches Bild (s. Abbildung 5). Beim Verdau der 

methylierten Amplikons mit Hpa II (methylierungssensitiv) waren so gut wie keine 

Spaltprodukte nachweisbar. In allen anderen Proben, also beim Verdau der 

unmethylierten Amplikons mit Hpa II sowie beim Verdau aller Amplikons mit Msp I 

(nicht methylierungssensitiv) zeigte sich ein fast vollständiger Verdau des jeweiligen 

Amplikons in die erwarteten Spaltprodukte. So konnte gezeigt werden, dass die 

Methylierungsreaktion unter den erprobten Bedingungen eine nahezu vollständige 

Methylierung des jeweiligen Amplikons erreichen konnte. 

 

Leiter Spur1 Spur 2 Spur 3 Spur 4 Spur 5 Spur 6 Spur 7 Spur 8 Spur 9 
 COL1A2 

meth. 
COL1A2 
unmeth. 

CYP1B1 
metyh. 

CYP1B1 
unmeth. 

Negativ 
kontrolle 

COL1A2 
meth. 

COL1A2 
unmeth. 

CYP1B1 
metyh. 

CYP1B1 
unmeth. 

 Verdau mit HpaII 
(methylierungssensitiv) 
( thl i iti ) 

 Verdau mit MspI 
(methylierungsinsensitiv) 

( i ht th li iti ) 
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CYP1B1-Promoter 

 
RARB-Promoter 

 
Abbildung 5: Kontrolle der Methylierung der Amplikons aus dem CYP1B1- und RARB-Promotor 
mithilfe eines methylierungssensitiven Restriktionsverdaus am Bioanalyzer 

Das genannte Amplikon wurde nach der enzymatischen Methylierung mit einer 
methylierungssensitiven (HpaII, oben) und einer methylierungsinsensitiven (MspI, unten) Isoform 
eines Restriktionsenzyms verdaut. Das Ergebnis des Verdaus wurde mithilfe eines Agilent-
Bioanalyzers dargestellt. Zum Vergleich wurde dasselbe Amplikon ohne vorherige Methylierung 
verwendet.  



Ergebnisse 
 

45 

3.2 Identifikation von Fibronektin als cfDNA-bindendes Protein 

3.2.1 Bindung der Amplikons an magnetische Beads 

Die hergestellten methylierten und unmethylierten Amplikons aus dem Promotor- und 

Intronbereich von RASSF1A wurden an magnetische Beads gekoppelt und in 

Blutplasma inkubiert. Diese Bindung wurde über eine Messung der DNA-

Konzentration vor Zugabe der Beads und im Überstand nach Bindung der Beads 

kontrolliert.   

Bei Zugabe von 10 µl Amplikon (RASSF1A-Promotor, Konzentration von 93 ng/µl) zu 

10 µl 1:2 verdünnten Beads (Streptavidin MyOne) zeigte sich im Überstand nach 

Inkubation und Entfernung der beladenen Beads eine verbleibende 

Amplikonkonzentration von 21,5 ng/µl. Unter Berücksichtigung der Verdünnung 

durch die Zugabe der Beads ließ sich so bestimmen, dass ca. 54 % der ursprünglich 

eingesetzten Amplikons an die Beads gebunden haben (s. Tabelle 22). 

 
Tabelle 22: Berechnung des Anteils an gebundenen Beads durch Messung der 
Amplikonkonzentration (RASSF1A-Promotor) vor und nach Inkubation von Streptavidin Beads 

Konzentration vor 
Inkubation von Beads 

Konzentration nach 
Inkubation von Beads 

An Beads gebunden 
(Differenz) 

10µl Amplikon x 93ng/µl 
= 930 ng Amplikon 
 

10 µl Amplikons + 10 µl 
Beads 
= 20µl x 21,5 ng/µl 
Amplikons (gemessen) 
= 430 ng Amplikon 

930 ng – 430 ng 
= 500 ng 
entspricht 53,76 % der 
Ausgangsmenge 

 

3.2.2 Abspaltung der DNA nach Inkubation im Plasma 

Nach Inkubation der Beads im Plasma erfolgte eine Abspaltung der gebundenen 

Amplikons mithilfe eines Restriktionsenzyms, wobei jeweils ein Enzym gewählt 

wurde, das in dem jeweiligen Amplikon nur eine Spaltstelle möglichst nah am 

biotinylierten Primer besitzt (s. Abbildung 7). Nach diesem Verdau wurden die Beads 

magnetisch entfernt und aus einem Aliquot des verbleibenden Überstandes ein 

Agarosegel zur Kontrolle des Enzymverdaus angefertigt. Dadurch konnte gezeigt 

werden, dass durch den Restriktionsverdau auch nach der Inkubation im Plasma die 

zu erwartenden Fragmente abgespalten werden konnten und anschließend im 

Überstand zu finden waren (s. Abbildung 6). Ein Großteil der gebundenen Amplikons 
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konnte so also wieder von den Beads getrennt werden. In den Kontrollen mit Beads 

ohne gebundene Amplikons zeigte sich erwartungsgemäß auch keine DNA.  

 

 

 

 
Abbildung 6: Abspaltung der Amplikons von den Beads nach Inkubation im Plasma 

Amplikons aus dem RASSF1A-Promotor wurden an magnetische Streptavidin-Beads gekoppelt und 
im Plasma inkubiert. Danach wurden die Amplikons mithilfe eines Restriktionsenzyms (BfaI) an den 
Beads verdaut und der Überstand auf ein Agarosegel (2 %) aufgetragen.  

 

 
Leiter Spur 1 Spur 2 Spur 3 Spur 4 Spur 5 Leiter 
 RASSF1A-

Promotor 
unmethyliert 

RASSF1A-
Promotor 
methyliert 

RASSF1A-
Promotor 
unmethyliert 

RASSF1A-
Promotor 
methyliert 

Negativ 
kontrolle 

 

 Unverdaut Nach Inkubation in 
Plasma und Verdau mit 

BfaI 
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Abbildung 7: Methode zur Trennung von Beads und Amplikons 

Differenzierung der Proteinbindung im Beads-Assay: Nach Inkubation des Bead-Amplikon-Komplexes 
im Blutplasma erfolgte ein Verdau mit einem Restriktionsenzym mit einer Erkennungssequenz kurz 
hinter dem biotinylierten Ende des Amplikons (rote Linie). Dadurch wurde eine Trennung von an die 
Amplikons und ggf. unspezifisch an die Beads gebundenen Plasmaproteinen erreicht. B: Biotin, P: 
Plasmaproteine. 

 

3.2.3 Unspezifische Bindung abundanter Plasmaproteine 

Im nächsten Schritt erfolgte eine Analyse des nach Inkubation im Plasma und 

Entfernung der Beads verbleibenden Überstandes mit Amplikons und gebundenen 

Plasmaproteinen. Bei der massenspektrometrischen Identifikation der gebundenen 

Proteine wurde schnell eine hohe Bindung hochabundanter Plasmaproteine wie 

Albumin, Immunglobulin, Transferrin, Fibrinogen und Apolipoproteinen deutlich. 

Diese Proteine fanden sich in allen Proben inklusive der Negativkontrollen und in der 

Fraktion sowohl mit den abgespaltenen Amplikons als auch mit den verbleibenden 

Beads (s. Tabelle 23 - Tabelle 26).  

Um diese unspezifischen Bindungen von Plasmaproteinen zu reduzieren, wurden, 

wie in Kapitel 3.4.3 beschrieben, unterschiedliche Methoden zur Vorbehandlung des 

Plasmas vor der Inkubation der Amplikons getestet. Zu diesem Zweck wurden eine 

Filtrierung mit einem MWCO von 5 kDa oder 50 kDa, verschiedene Verdünnungen 

des Plasmas oder eine vorherige Inkubation mit einem Überschuss unkonjugierter 

Streptavidin-Beads durchgeführt. Anschließend wurden jeweils Beads mit 

gebundenen unmethylierten oder methylierten Amplikons aus dem RASSF1A-
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Promotor sowie unkonjugierten Beads mit dem entsprechend vorbehandelten 

Plasma inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte ggf. eine Trennung der Beads von 

den Amplikons durch ein Restriktionsenzym und anschließend eine 

massenspektrometrische Identifikation der in dem Überstand enthaltenen Proteine. 

Die wesentlichen Ergebnisse dieser Tests mit den jeweiligen massenspektrometrisch 

identifizierten Proteinen nach Inkubation im Plasma finden sich in Tabelle 23 bis 26.  

In diesen Versuchen ergaben eine vorherige Zugabe eines Überschusses 

unkonjugierter Streptavidin-Beads zur Abreicherung von Biotin und biotinylierten 

Proteinen sowie eine Filtrierung mit einem MWCO von 5 kDa keinen wesentlichen 

Unterschied hinsichtlich der identifizierten Proteine im Vergleich zu unbehandeltem 

Plasma. Hieraus wurde geschlussfolgert, dass die Bindung von Biotin oder 

biotinylierten Proteinen aus dem Blutplasma an unbesetzte Bindungsstellen an den 

Beads keinen größeren Einfluss auf die beschriebenen unspezifischen Bindungen im 

vorliegenden Versuch hat.  Bei einer Filtrierung mit einem MWCO von 50 kDa zeigte 

sich erwartungsgemäß eine deutlich reduzierte Bindung großer Proteine, vor allem 

von Albumin oder Immunglobulinen (s. Tabelle 16). Dieser Ansatz wurde jedoch 

verworfen, da anzunehmen war, dass durch die Filtrierung auch mögliche cfDNA-

bindende Proteine entfernt werden würden. Dementsprechend wurde für die 

Hauptversuche natives, lediglich mit Puffer verdünntes Plasma eingesetzt, um unter 

möglichst physiologischen Bedingungen zu arbeiten. 
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Tabelle 23: Auflistung der 10 abundantesten Proteine nach Inkubation von unmethylierten Amplikons 
aus dem RASSF1A-Promotor. Das verwendete Plasma wurde zuvor mit einem MWCO von 5 kDa 
filtriert. OS: Originating species, GN: Gene name, SV: Sequence version, PE: Protein existence 

Accession Anzahl Peptide Beschreibung 
tr|A0A024R462|A0A02
4R462_HUMAN 

114 Fibronectin 1 isoform CRA_n  
OS  =  Homo sapiens  
GN = FN1  
PE = 4  
SV = 1 

P02751-
8|FINC_HUMAN 

113 Isoform 8 of Fibronectin  
OS = Homo sapiens  
GN = FN1 

P02751|FINC_HUMA
N 

113 Fibronectin  
OS = Homo sapiens  
GN = FN1  
PE = 1  
SV = 4 

P02768|ALBU_HUMA
N 

80 Serum Albumin  
OS = Homo sapiens  
GN = ALB  
PE = 1  
SV = 2 

tr|B4DTK1|B4DTK1_H
UMAN 

57 cDNA FLJ53292 highly similar to Homo sapiens 
fibronectin 1 (FN1) transcript variant 5 mRNA  
OS = Homo sapiens  
PE = 2  
SV = 1 

P01023|A2MG_HUMA
N 

21 Alpha-2-macroglobulin  
OS = Homo sapiens  
GN = A2M  
PE = 1  
SV = 3 

tr|Q53H26|Q53H26_H
UMAN 

19 Transferrin variant (Fragment)  
OS = Homo sapiens  
PE = 2  
SV = 1 

tr|Q06AH7|Q06AH7_H
UMAN 

19 Transferrin  
OS = Homo sapiens  
GN = TF  
PE = 2  
SV = 1 

P02787|TRFE_HUMA
N 

19 Serotransferrin  
OS = Homo sapiens  
GN = TF  
PE = 1  
SV = 3 

P02647|APOA1_HUM
AN 

9 Apolipoprotein A-I  
OS = Homo sapiens  
GN = APOA1  
PE = 1  
SV = 1 
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Tabelle 24: Auflistung der 10 abundantesten Proteine nach Inkubation von unmethylierten Amplikons 
aus dem RASSF1A-Promotor. Das verwendete Plasma wurde zuvor mit einem MWCO von 5 kDa 
filtriert und mit unkonjugierten Beads inkubiert. OS: Organism species, GN: Gene name, SV: 
Sequence version, PE: Protein existence 

Accession Anzahl Peptide Beschreibung 
tr|A0A024R462|A0A02
4R462_HUMAN 

50 Fibronectin 1 isoform CRA_n  
OS = Homo sapiens  
GN = FN1  
PE = 4  
SV = 1 

tr|F6KPG5|F6KPG5_H
UMAN 

40 Albumin (Fragment)  
OS = Homo sapiens  
PE = 2  
SV = 1 

P02768|ALBU_HUMAN 40 Serum Albumin  
OS = Homo sapiens  
GN = ALB  
PE = 1  
SV = 2 

tr|Q53H26|Q53H26_HU
MAN 

18 Transferrin variant (Fragment)  
OS = Homo sapiens  
PE = 2  
SV = 1 

P01023|A2MG_HUMA
N 

21 Alpha-2-macroglobulin 
OS = Homo sapiens 
GN = A2M  
PE = 1  
SV = 3 

P02647|APOA1_HUMA
N 

10 Apolipoprotein A-I 
OS = Homo sapiens  
GN = APOA1  
PE = 1  
SV = 1 

tr|A0A024R3E3|A0A02
4R3E3_HUMAN 

10 Apolipoprotein A-I isoform CRA_a  
OS = Homo sapiens  
GN = APOA1  
PE = 4  
SV = 1 

tr|A0A0G2JRN3|A0A0
G2JRN3_HUMAN 

8 Alpha-1-antitrypsin  
OS = Homo sapiens  
GN = SERPINA1  
PE = 4  
SV = 1 

tr|A0A024R6I7|A0A024
R6I7_HUMAN 

8 Alpha-1-antitrypsin 
OS = Homo sapiens  
GN = SERPINA1  
PE = 3  
SV = 1 

tr|B2R8I2|B2R8I2_HU
MAN 

5 cDNA FLJ93914  highly similar to Homo 
sapiens histidine-rich glycoprotein (HRG)  
mRNA  
OS = Homo sapiens  
PE = 2  
SV = 1 
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Tabelle 25: Auflistung der 10 abundantesten Proteine nach Inkubation von unmethylierten Amplikons 
aus dem RASSF1A-Promotor. Das verwendete Plasma wurde zuvor mit einem MWCO von 5 kDa und 
anschließend erneut mit einem MWCO von 50 kDa filtriert. OS: Organism species, GN: Gene name, 
SV: Sequence version, PE: Protein existence 

Accession Anzahl Peptide Beschreibung 
tr|H6VRG2|H6VRG2_
HUMAN 

21 Keratin 1  
OS = Homo sapiens  
GN = KRT1  
PE = 3  
SV = 1 

tr|H6VRG0|H6VRG0_
HUMAN 

21 Keratin 1  
OS = Homo sapiens  
GN = KRT1  
PE = 3  
SV = 1 

P04264|K2C1_HUMA
N 

21 Keratin type II cytoskeletal 1 
OS = Homo sapiens  
GN = KRT1  
PE = 1  
SV = 6 

tr|H6VRG3|H6VRG3_
HUMAN 

21 Keratin 1  
OS = Homo sapiens  
GN = KRT1  
PE = 3  
SV = 1 

tr|H6VRF8|H6VRF8_H
UMAN 

21 Keratin 1  
OS = Homo sapiens  
GN = KRT1  
PE = 3  
SV = 1 

tr|H6VRG1|H6VRG1_
HUMAN 

21 Keratin 1  
OS = Homo sapiens  
GN = KRT1  
PE = 3  
SV = 1 

P35527|K1C9_HUMA
N 

18 Keratin type I cytoskeletal 9  
OS = Homo sapiens  
GN = KRT9  
PE = 1  
SV = 3 

P13645|K1C10_HUM
AN 

20 Keratin type I cytoskeletal 10  
OS = Homo sapiens  
GN = KRT10  
PE = 1  
SV = 6 

P35908|K22E_HUMA
N 

14 Keratin type II cytoskeletal 2 epidermal  
OS = Homo sapiens  
GN = KRT2  
PE = 1  
SV = 2 

P13647|K2C5_HUMA
N 

11 Keratin type II cytoskeletal 5  
OS = Homo sapiens  
GN = KRT5  
PE = 1  
SV = 3 
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Tabelle 26: Auflistung der 10 abundantesten Proteine nach Inkubation von unmethylierten Amplikons 
aus dem RASSF1A-Promotor. Eingesetzt wurde nicht filtriertes oder anderweitig vorbehandeltes 
Plasma. OS: Organism species, GN: Gene name, SV: Sequence version, PE: Protein existence 

Accession Anzahl Peptide Beschreibung 
P02768|ALBU_HUMAN 6 Serum Albumin  

OS = Homo sapiens  
GN = ALB  
PE = 1  
SV = 2 

P02751-4|FINC_HUMAN 3 Isoform 4 of Fibronectin  
OS = Homo sapiens  
GN = FN1 

P02751-10|FINC_HUMAN 3 Isoform 10 of Fibronectin  
OS = Homo sapiens  
GN = FN1 

P02751-6|FINC_HUMAN 3 Isoform 6 of Fibronectin  
OS = Homo sapiens  
GN = FN1 

P02751-5|FINC_HUMAN 3 Isoform 5 of Fibronectin  
OS = Homo sapiens  
GN = FN1 

P02751-9|FINC_HUMAN 3 Isoform 9 of Fibronectin  
OS = Homo sapiens  
GN = FN1 

P02751-14|FINC_HUMAN 3 Isoform 14 of Fibronectin  
OS = Homo sapiens  
GN = FN1 

P02751-8|FINC_HUMAN 3 Isoform 8 of Fibronectin  
OS = Homo sapiens  
GN = FN1 

P02751-17|FINC_HUMAN 3 Isoform 17 of Fibronectin  
OS = Homo sapiens  
GN = FN1 

P02751-3|FINC_HUMAN 3 Isoform 3 of Fibronectin  
OS = Homo sapiens  
GN = FN1 
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3.2.4 Identifikation von cfDNA-bindenden Proteinen  

Es erfolgte eine Auswertung der massenspektrometrisch identifizierten Proteine mit 

dem Ziel, Proteine mit einer präferierten Bindung an die DNA-Amplikons zu 

erkennen. Hierzu wurden die gemittelten Peptidzahlen für die jeweiligen Proteine 

zwischen den Proben mit Amplikons und den Negativkontrollen verglichen. Ein 

ungepaarter T-Test wurde verwendet, um die Differenz der Mittelwerte auf 

Signifikanz zu testen. Fibronektin konnte dabei als einziges Protein identifiziert 

werden, für das sich eine signifikante Differenz zwischen den Proben und den 

Kontrollen zeigte. Für Amplikons aus dem RASSF1A-Promotor wurde mit einem p-

Wert von p < 0,05 eine statistisch signifikante Bindung nachgewiesen (s. Tabelle 27). 

Im Falle des Amplikons aus dem Intronbereich ergab sich ein Trend mit einem p-

Wert knapp oberhalb des Signifikanzniveaus. In keiner der durchgeführten 

Negativkontrollen ließ sich dagegen Fibronektin nachweisen.  

 
Tabelle 27: Statistische Signifikanz der Bindung von Fibronektin bei Verwendung der angegebenen 
Amplikons und Inkubation in unverdünntem Plasma. Angegeben ist der Mittelwert der Peptidzahl der 
jeweiligen Probe und Kontrolle sowie der p-Wert bei Vergleich der Werte im ungepaarten T-Test. 

Amplikon Peptidzahl 
Probe 
(Mittelwert) 

Peptidzahl 
Negativkontrolle 
(Mittelwert) 

p-Wert  

RASSF1A-Promotor 
unmethyliert 

3,33 0 0.004926229 

RASSF1A-Promotor 
methyliert 

2,67 0 
 

0.047089186 

RASSF1A-Intron 2 0 0.09175171 
 
Bei allen anderen identifizierten Proteinen zeigte sich für keines der methylierten 

oder unmethylierten Amplikons ein signifikanter Unterschied im Vergleich zu den 

Kontrollen. (s. Tabelle 28). 
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Tabelle 28: In der Überstandfraktion von Beads mit unmethylierten Amplikons aus dem RASSF1A-
Promotor identifizierte Proteine. Sortierung nach absteigendem p-Wert im ungepaarten T-Test im 
Vergleich zu den Kontrollen. Dargestellt sind die 20 Proteine mit dem niedrigsten p-Wert. OS: 
Organism species, GN: Gene name, SV: Sequence version, PE: Protein existence 

Accession Bezeichnung p-Wert 
P02751-4|FINC_HUMAN Isoform 4 of Fibronectin  

OS = Homo sapiens  
GN = FN1 

0.00492623 

P02751-10|FINC_HUMAN Isoform 10 of Fibronectin  
OS = Homo sapiens  
GN = FN1 

0.00492623 

P02751-6|FINC_HUMAN Isoform 6 of Fibronectin  
OS = Homo sapiens  
GN = FN1 

0.00492623 

P02751-5|FINC_HUMAN Isoform 5 of Fibronectin  
OS = Homo sapiens  
GN = FN1 

0.00492623 

P02751-9|FINC_HUMAN Isoform 9 of Fibronectin  
OS = Homo sapiens  
GN = FN1 

0.00492623 

P02751-14|FINC_HUMAN Isoform 14 of Fibronectin  
OS = Homo sapiens  
GN = FN1 

0.00492623 

P02751-8|FINC_HUMAN Isoform 8 of Fibronectin  
OS = Homo sapiens  
GN = FN1 

0.00492623 

P02751-17|FINC_HUMAN Isoform 17 of Fibronectin  
OS = Homo sapiens  
GN = FN1 

0.00492623 

P02751-3|FINC_HUMAN Isoform 3 of Fibronectin  
OS = Homo sapiens  
GN = FN1 

0.00492623 

P02751|FINC_HUMAN Fibronectin  
OS = Homo sapiens  
GN = FN1  
PE = 1  
SV = 4 

0.00492623 

P04196|HRG_HUMAN Histidine-rich glycoprotein  
OS = Homo sapiens  
GN = HRG  
PE = 1  
SV = 1 

0.13694638 

P02647|APOA1_HUMAN Apolipoprotein A-I  
OS = Homo sapiens  
GN = APOA1  
PE = 1  
SV = 1 

0.1629543 

P02787|TRFE_HUMAN Serotransferrin  
OS = Homo sapiens  
GN = TF  
PE = 1  
SV = 3 

0.19813127 
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P02768|ALBU_HUMAN Serum Albumin  
OS = Homo sapiens  
GN = ALB  
PE = 1  
SV = 2 

0.20805962 

P13645|K1C10_HUMAN Keratin type I cytoskeletal 10  
OS = Homo sapiens  
GN = KRT10  
PE = 1  
SV = 6 

0.21132487 

P35908|K22E_HUMAN Keratin type II cytoskeletal 2 epidermal  
OS = Homo sapiens  
GN = KRT2  
PE = 1  
SV = 2 

0.21132487 

P02790|HEMO_HUMAN Hemopexin  
OS = Homo sapiens  
GN = HPX  
PE = 1  
SV = 2 

0.21132487 

P01009-3|A1AT_HUMAN Isoform 3 of Alpha-1-antitrypsin  
OS = Homo sapiens  
GN = SERPINA1 

0.21132487 

P01009|A1AT_HUMAN Alpha-1-antitrypsin  
OS = Homo sapiens  
GN = SERPINA1  
PE = 1  
SV = 3 

0.21132487 

P00738-2|HPT_HUMAN Isoform 2 of Haptoglobin  
OS = Homo sapiens  
GN = HP 

0.21132487 

 

Es konnte also nach massenspektrometrischer Bestimmung Fibronektin als einziges 

cfDNA-bindendes Protein identifiziert werden. Um zusätzlich nachzuweisen, ob eine 

mögliche unspezifische Bindung von Fibronektin an die verwendeten Beads einen 

Einfluss auf dieses Ergebnis haben könnte, erfolgte eine zusätzliche 

massenspektrometrische Auswertung der an die Beads gebundenen Proteine. Hierzu 

wurden nach Inkubation der Amplikons im Plasma und Abspaltung der Beads durch 

das Restriktionsenzym sowohl die Amplikons als auch die verbleibende Beadfraktion 

der massenspektrometrischen Analyse zugeführt (s. Abbildung 8). In den 

Überständen mit dem abgespaltenen Amplikon war eine hohe Anzahl von zu 

Fibronektin zugehörigen Peptiden nachweisbar. Dies weist analog auf eine ebenfalls 

hohe Menge an Fibronektin selbst in diesen Proben hin. In den Kontrollen ohne 

Amplikons konnte kein Fibronektin nachgewiesen werden. 

In der Beadfraktion ließ sich in den Proben mit Amplikons ebenfalls Fibronektin 

nachweisen, jedoch in deutlich geringerer Menge. In den Kontrollen ohne Amplikons 
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wurde eine nochmals geringere Menge nachgewiesen. Dies spricht dafür, dass eine 

allenfalls nur sehr geringe unspezifische Bindung von Fibronektin an die Beads 

vorlag und dieser Störfaktor durch die Trennung von Amplikons und Beads nach der 

Inkubation deutlich verbessert werden konnte.  

 

 
Abbildung 8: Vergleich der massenspektrometrisch identifizierten Peptidzahl für Fibronektin in der 
Bead- bzw. Amplikonfraktion 

Methylierte und unmethylierte Amplikons aus dem RASSF1A-Promotor wurden an magnetische 
Beads gekoppelt und mit Blutplasma inkubiert. Anschließend wurden die Amplikons durch ein 
Restriktionsenzym wieder von den Beads abgespalten. Die Beads wurden entfernt und separat 
resuspendiert. Anschließend wurden die in beiden Fraktionen enthaltenen Proteine 
massenspektrometrisch identifiziert. Die Nummerierung über den Säulen repräsentiert die Zahl der 
identifizierten Fibronektinpeptide als Absolutwert jeweils in Triplikaten. Kontrolle: leere Beads ohne 
Amplikons  

 

3.3 Sequenz- und Methylierungsspezifität der Bindung von Fibronektin 

Nach dem erfolgten Nachweis der Bindung von Fibronektin an die Amplikons (s. 3.2) 

sollte im nächsten Schritt diese Bindung für verschiedene Amplikons in Relation 

quantifiziert werden, um erste Hinweise auf Affinitätsunterschiede z. B. in 

Abhängigkeit von Methylierungsgrad oder Amplikonsequenz zu erhalten. Hierzu 

wurden die schon beschriebenen methylierten und unmethylierten Amplikons aus 
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einer GC-reichen Region des RASSF1A-Promotors sowie zusätzlich ein Amplikon 

aus einem Intron desselben Genes verwendet.  

3.3.1 Quantifizierung mittels Pull-down-Assay 

Zunächst wurde die Menge des gebundenen Fibronektins über die Anzahl der 

massenspektrometrisch identifizierten Peptide untersucht. Verglichen wurde 

zwischen methylierten und unmethylierten Amplikons aus dem RASSF1A-Promotor 

sowie einem Amplikon aus dem Intronbereich von RASSF1A. Um 

konzentrationsabhängige Affinitätsunterschiede zwischen den verschiedenen 

Amplikons aufzudecken, wurde dazu der in 3.2.4 beschriebene Ansatz noch um eine 

Verdünnungsreihe des Blutplasmas mit BS/THES-Puffer erweitert. In diesem 

Verdünnungsexperiment (s. Abbildung 9) zeigte sich erneut eine spezifische Bindung 

von Fibronektin an die verwendeten Amplikons. Ein signifikanter Affinitätsunterschied 

zwischen methylierten und unmethylierten Amplikons ließ sich jedoch nicht 

feststellen, was auch darin begründet ist, dass es innerhalb der jeweiligen 

biologischen Replikate sehr große Unterschiede bei der identifizierten Peptidzahl 

gab. In Bezug auf die Amplikons aus dem Intronbereich zeigte sich jedoch eine 

leichtere Verdünnbarkeit der Bindung im Vergleich zu den Amplikons aus dem 

Promotorbereich. So war bei einer 1:2-Verdünnung bei den Proben mit dem 

Amplikon aus dem Intronbereich bereits keine Fibronektinbindung mehr nachweisbar, 

wohingegen bei den beiden Amplikons aus dem Promotorbereich auch bei einer 1:5-

Verdünnung noch einzelne Peptide von Fibronektin zu finden waren. Dies wurde als 

Hinweis auf eine geringere Affinität des Fibronektins im Plasma zu den Amplikons 

aus dem Intronbereich interpretiert und daher weiter untersucht. 
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Abbildung 9: Anzahl massenspektrometrisch identifizierter Peptide für Fibronektin bei Inkubation 
unterschiedlicher Amplikons in wie angegeben verdünntem Blutplasma 

Methylierte und unmethylierte Amplikons aus dem RASSF1A-Promotor sowie ein Amplikon aus einem 
Intron von RASSF1A wurden an magnetische Beads gekoppelt und in stufenweise verdünntem 
Blutplasma inkubiert. Anschließend wurden die Amplikons durch ein Restriktionsenzym wieder von 
den Beads abgespalten. Die nach der Abspaltung im Überstand mit den Amplikons enthaltenen 
Proteine wurden massenspektrometrisch identifiziert. Dargestellt ist die identifizierte Peptidzahl für 
Fibronektin. Der Versuch wurde in Triplikaten durchgeführt, angegeben sind die Mittelwerte mit dem 
95%-Konfidenzintervall als Fehlerindikator. Kontrolle: leere Beads ohne gebundene Amplikons 
ebenfalls in stufenweise verdünntem Blutplasma inkubiert. 

Um auszuschließen, dass die hohen Schwankungen innerhalb der Replikate 

einzelner Proben durch Inter-Assay-Varianzen des Massenspektrometers bedingt 

waren, wurden stichprobenartig ausgewählte Proben mehrfach hintereinander, 

jeweils unterbrochen durch einen Spülgang, gemessen (s. Abbildung 10). Dabei 

zeigte sich, dass die durch das Massenspektrometer bestimmte Peptidzahl mit einer 

maximalen Streubreite von drei Peptiden für die einzelnen Proben ausreichend 

präzise war. Dementsprechend wurden als Ursprung der zuvor beschriebenen 

großen Streubreite der Werte in den biologischen Replikaten andere Faktoren, wie z. 

B. Inhomogenitäten im Plasma oder bei der Vermischung von Plasma und Beads 

während der Inkubation, vermutet. 
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Abbildung 10: Peptidzahl für Fibronektin in technischen Replikaten drei ausgewählter Proben 

Methylierte und unmethylierte Amplikons aus dem RASSF1A-Promotor sowie ein Amplikon aus einem 
Intron von RASSF1A wurden an magnetische Beads gekoppelt und in stufenweise verdünntem 
Blutplasma inkubiert. Anschließend wurden die Amplikons mithilfe eines Restriktionsenzyms wieder 
von den Beads abgespalten. Die nach der Abspaltung im Überstand mit den Amplikons enthaltenen 
Proteine wurden massenspektrometrisch identifiziert. Darstellung sowohl der ermittelten Peptidzahl für 
Fibronektin in wiederholten Messungen derselben ausgewählten Probe am Massenspektrometer als 
auch der Mittelwerte der jeweiligen Probenserie. 

 
Zusätzlich zu den dargestellten massenspektrometrischen Messungen wurde das in 

demselben Pull-down-Assay gebundene Fibronektin durch einen FITC-markierten 

monoklonalen Antikörper bestimmt. Dieses unabhängige zweite Messverfahren 

bestätigte eine Bindung zwischen Fibronektin und den Amplikons (s. Abbildung 11). 

Ein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Amplikons ließ sich auch 

hier aufgrund erheblicher Schwankungen der Werte innerhalb der jeweiligen 

Replikate nicht nachweisen und zeigt die Limitationen des Pull-down-Assays für eine 

präzise Quantifizierung der Proteinbindung.  
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Abbildung 11: Bindung von Fibronektin an unterschiedliche Amplikons  

Methylierte und unmethylierte Amplikons des RASSF1A-Promotors sowie ein Amplikon aus einem 
Intron von RASSF1A wurden an magnetische Beads gekoppelt und in Blutplasma inkubiert. Nach der 
Inkubation wurde ein FITC-markierter anti-Fibronektin Antikörper hinzugegeben, erneut inkubiert und 
anschließend gewaschen. Im Anschluss erfolgte eine Abspaltung der Amplikons von den Beads. 
Letztere wurden entfernt und die an die Amplikons gebundene Menge an Fibronektin im Überstand 
fluorimetrisch bestimmt. Der Versuch wurde in Triplikaten durchgeführt. Dargestellt sind die 
Mittelwerte mit dem 95%-Konfidenzintervall. Kontrolle: leere Beads ohne gebundene Amplikons. 

 

3.3.2 Quantifizierung durch abgewandelten ELISA 

Aufgrund der erheblichen Schwankungen in den Messungen der Peptidzahl von 

Fibronektin im Pull-down-Assay wurde eine zweite Methode zur Bestätigung und 

genaueren Quantifizierung der Bindung angewandt, indem die Wells einer ELISA-

Platte mit Fibronektin beschichtet und Amplikons einer logarithmischen 

Verdünnungsreihe hinzugegeben wurden. Anschließend wurde die Menge an 

gebundenen Amplikons durch Streptavidin/HRP photometrisch bestimmt (s. 

Abbildung 12). Amplikons aus dem Intronbereich zeigten im Vergleich zu denen aus 

dem Promotorbereich eine signifikant geringere Bindung an das immobilisierte 

Fibronektin über den gesamten Bereich eingesetzter Amplikonkonzentrationen. Des 

Weiteren ließ sich bei zwei Verdünnungen (500 ng/ml und 5 ng/ml Amplikon) eine 

signifikant geringere Bindung der methylierten Amplikons im Vergleich zu den 

unmethylierten zeigen. Bei allen anderen Verdünnungen war jedoch kein 

signifikanter Unterschied feststellbar. Eine mögliche Erklärung könnte sein, dass die 
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Menge von 500 ng/ml im Verhältnis zum Fibronektin im dynamischen Bereich dieses 

Assays lag, wohingegen oberhalb dieses Wertes eine Sättigung des Fibronektins 

erreicht wurde und unterhalb die Konzentration der Amplikons zu gering war. 

Letztendlich lässt sich anhand dieser Daten jedoch keine methylierungsabhängige 

Affinitätsdifferenz des Fibronektins nachweisen. Vielmehr scheint die 

Fibronektinbindung sequenzabhängig zu sein, wie sich anhand des signifikanten und 

konzentrationsunabhängigen Unterschiedes in der Bindung zwischen Intron- und 

Promotorsequenz belegen lässt. 

 



Ergebnisse 
 

62 

 
Abbildung 12: Bindung verschiedener Amplikons an eine mit Fibronektin beschichtete Platte 

Die Wells einer ELISA-Platte wurden mit Fibronektin beschichtet (1 µg pro Well). Anschließend 
wurden methylierte und unmethylierte Amplikons aus dem RASSF1A-Promotor sowie aus einem 
Intron von RASSF1A in der angegebenen Konzentration hinzugegeben. Alle Amplikons enthielten 
jeweils einen biotinylierten Primer. Nach einer Inkubation und mehreren Waschschritten wurde die 
gebundene Menge Amplikons durch Zugabe von Streptavidin-HRP und anschließende 
photometrische Messung bestimmt.  

Unmethyliert: Promotor unmethyliert, Methyliert: Promotor methyliert, Intron: Intron.  

Durchgeführt in Triplikaten dargestellt als Mittelwerte mit Standardfehler. Ein ungepaarter T-Test 
wurde genutzt, um die jeweiligen Differenzen auf Signifikanz zu testen. Signifikanzniveaus: * = p < 
0,05, ** = p < 0,005, *** = p < 0,0005, ns = keine Signifikanz. 
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3.3.3 Fazit 

In den durchgeführten Untersuchungen konnte durch Einsatz verschiedener 

Methoden und unter physiologischen Bedingungen mehrfach der Nachweis einer 

Bindung von Fibronektin an DNA-Amplikons mit einer Länge der üblich beobachteten 

cfDNA nachgewiesen werden. Es handelt sich nach den Ergebnissen um eine direkte 

Interaktion des Fibronektins mit der DNA. Diese Bindung ist von weiteren Proteinen 

oder Cofaktoren unabhängig, da sich die Bindung auch mit aufgereinigtem 

Fibronektin in einer Pufferlösung nachweisen lässt. Die Ergebnisse belegen nicht, 

dass DNA-Methylierung einen Einfluss auf die Bindung von Fibronektin besitzt. Ein 

signifikanter Affinitätsunterschied ließ sich jedoch bei der Bindung verschiedener 

DNA-Abschnitte mit unterschiedlichem CpG-Gehalt bzw. unterschiedlichen 

Sequenzen beobachten. Die wenig CpG-reiche Sequenz des Intronbereichs wurde 

schlechter gebunden als die CpG-reichen Amplikons des Promotorbereichs. Die 

Bindung von Fibronektin an cfDNA kann also anhand dieser Ergebnisse als sequenz- 

jedoch eher nicht als methylierungsabhängig beschrieben werden. 

 

3.4 Bindung von Fibronektin an Nukleosomen 

3.4.1 Isolierung von Nukleosomen 

Wie beschrieben wurden Chromatinextraktionen aus zwei Melanomzelllinien 

durchgeführt und die gewonnene Chromatinfraktion anschließend sonifiziert, um 

Mono- bzw. Oligonukleosomen zu gewinnen. Um den Erfolg dieser Extraktion 

nachzuweisen, wurden die isolierten Nukleosomen mithilfe des Cell Death Detection 

ELISA Plus nachgewiesen (s. Abbildung 13). Dieser Nachweis beruhte auf dem 

gleichzeitigen Binden eines Anti-Histon und eines Anti-dsDNA-Antikörpers nach dem 

Sandwich-ELISA-Prinzip. So konnte gezeigt werden, dass tatsächlich 

histongebundene DNA in den isolierten und sonifizierten Chromatinextrakten 

enthalten war.  
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Abbildung 13: Nachweis von isolierten Oligonukleosomen mithilfe des Cell Death Detection ELISA 
Plus 

Die jeweiligen Proben wurden auf eine mit Anti-Histon-Antikörpern beschichtete Platte gegeben und 
anschließend ein DAB-markierter anti-dsDNA Antiköper hinzugegeben. Dargestellt ist die Absorption 
nach Reaktion mit dem DAB-Substrat. Als Positivkontrolle wurde der vom Hersteller zu diesem Zweck 
mitgelieferte Oligonukleosomenmix verwendet. Durchgeführt in Triplikaten, dargestellt als Mittelwerte 
mit 95%-Konfidenzintervall. Negativkontrolle: nur Puffer. 

 

3.4.2 Fibronektin Bindungs-Assay 

Anschließend wurde für die histongebundene DNA der Chromatinextrakte überprüft, 

ob eine Fibronektinbindung an diese und/oder den im Kit enthaltenen 

Oligonukleosomen-Mix zu verzeichnen war. Hierzu wurden die jeweiligen Proben in 

einer mit Anti-Histon-Antikörpern beschichteten Platte inkubiert und anschließend 

Fibronektin hinzugegeben. Das gebundene Fibronektin wurde dann durch den 

bereits in den Vorexperimenten charakterisierten FITC-markierten Anti-Fibronektin-

Antikörper nachgewiesen. Es zeigte sich jedoch weder in den Proben mit den 

Chromatinextrakten noch in den Proben mit dem Oligonukleosomen-Mix eine 

Bindung von Fibronektin (s. Abbildung 14).  
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Abbildung 14: Fibronektin Bindungs-Assay 

Histongebundene DNA aus sonifizierten Chromatinextrakten oder einem kommerziellen 
Oligonukleosomen-Mix wurde über eine mit Anti-Histon-Antikörpern besetzte Platte gegeben. 
Hierdurch wurden diese Oligonukleosomen ebenfalls an die Platte gekoppelt. Anschließend erfolgte 
die Zugabe von Fibronektin. Nach einer Inkubation wurde die gebundene Menge an Fibronektin durch 
Zugabe eines FITC-markierten Anti-Fibronektin-Antikörpers bestimmt. Durchgeführt in Triplikaten, 
dargestellt als Mittelwerte mit Standardabweichung. 
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4 DISKUSSION 

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals systematisch eine direkte Interaktion 

zwischen Fibronektin und DNA-Molekülen unter physiologischen Bedingungen im 

Blutplasma nachgewiesen werden. Dafür wurde eine neuartige Methode entwickelt, 

mit der die Bindung von Plasmaproteinen an DNA im Blutplasma selbst untersucht 

werden kann. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass die Bindung von Fibronektin 

an DNA im Blutplasma sequenz-, jedoch nicht methylierungsabhängig ist. 

DNA-bindende Eigenschaften des Fibronektins konnten bereits vor mehr als 40 

Jahren erstmals nachgewiesen werden, ausgehend von der Erkenntnis, dass 

Antikörper gegen Chromatin in Fibroblasten mit einem Plasmaprotein kreuzreaktiv 

waren.121 Dieses Protein konnte später als Fibronektin identifiziert werden. Bei der 

späteren Untersuchung von DNA-bindenden Proteinen im Blutplasma konnten 

ebenfalls Hinweise auf eine Bindung von Fibronektin gewonnen werden.122 Diese 

Ergebnisse beruhen jedoch zumeist auf In-vitro-Ansätzen in verschiedenen 

Pufferlösungen. Eine Bindung von Fibronektin und DNA unter physiologischen 

Bedingungen wurde zwischenzeitlich aufgrund der Bindungseigenschaften in 

Gegenwart bivalenter Kationen auch bezweifelt.123 In den im Rahmen der Arbeit 

durchgeführten Untersuchungen konnte jedoch ein Nachweis einer Bindung in 

nativem Blutplasma selbst erbracht werden.  

4.1 Nachweis cfDNA-bindender Proteine im Blutplasma 

4.1.1 Auswahl von Genabschnitten und Zelllinien 

In den ersten Versuchen dieser Arbeit wurden Amplikons aus definierten 

Genabschnitten mit Blutplasma inkubiert. Diese der Größe nach „simulierten“ cfDNA-

Fragmente standen den Plasmaproteinen als Bindungspartner zur Verfügung. 

Ausgangspunkt für die Hypothese einer Proteinbindung von cfDNA im Blutplasma 

war ein in mehreren Studien belegter Stabilitätsunterscheid zwischen methylierter 

und unmethylierter DNA, für den eine Interaktion mit einem Plasmaprotein als 

ursächlich vermutet wurde.119,120 Dementsprechend erfolgten die Untersuchungen in 

dieser Arbeit unter besonderer Berücksichtigung der Methylierung und jeweils mit 

methylierten und unmethylierten Amplikons. Für die Herstellung der Amplikons 

wurden daher auch CpG-reiche Regionen aus den Promotorbereichen der Gene 
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RASSF1A, COL1A2, CYP2A3 und RARB ausgewählt, die bereits für die genannten 

Stabilitätsuntersuchungen verwendet wurden119 und bei denen es sich um 

Genbereiche handelt, für die in mehreren Studien und im Rahmen von Vorarbeiten 

aus unserem Labor eine Hypermethylierung bei Melanompatienten nachgewiesen 

werden konnte.124-126 Von diesen vier Genen wurde letztendlich RASSF1A 

bevorzugt, da sich bei diesem die umfangreichste Evidenz für eine differenzielle 

Methylierung im Rahmen von verschiedenen Tumorerkrankungen finden lässt.127 

Weiterhin zeigten sich bei dem entsprechenden Amplikon günstige Eigenschaften 

hinsichtlich der für den experimentellen Ablauf notwendigen Erkennungssequenzen 

für Restriktionsenzyme mit Restriktionssequenzen für methylierungsabhängige 

Enzyme und einer Restriktionsstelle proximal am biotinylierten Primer zur Abspaltung 

der Beads. Um die Bindung an DNA in unterschiedlichen Sequenzkontexten 

untersuchen zu können, wurde zusätzlich ein CpG-armer Abschnitt aus einem Intron 

von RASSF1A ausgewählt. 

Die Länge der Amplikons wurde mit jeweils ca. 400 bp bewusst länger als der 

Großteil der physiologisch vorkommenden cfDNA gewählt, fällt jedoch noch in das 

beobachtete Spektrum an Fragmentlängen.88 Damit sollte einerseits verhindert 

werden, dass in den folgenden experimentellen Schritten (z. B. Bindung an Beads 

oder Bindung von Plasmaproteinen) sterische Hinderungen auftreten. Außerdem 

wurde so eine Fragmentlänge gewählt, die nicht nur der apoptotisch generierten, 

sondern z. B. auch der im Rahmen von nekrotischen Prozessen freigesetzten cfDNA 

entspricht.128 

4.1.2 Pull-down-Assay zur Identifikation DNA-bindender Proteine im Blutplasma 

Diese Arbeit etabliert eine einfache Labormethode zur Identifikation DNA-bindender 

Proteine im Blutplasma. Zu diesem Zweck wurde ein vorbeschriebenes Protokoll zum 

Nachweis DNA-bindender Proteine aus Chromatinextrakt129 für die Verwendung im 

Blutplasma angepasst. Dabei wurden die gewählten Amplikons an magnetische 

Beads gekoppelt, im Blutplasma inkubiert, wieder aus dem Plasma entfernt und die 

gebundenen Proteine massenspektrometrisch identifiziert. Wie sich in den 

entsprechenden Vorversuchen zeigte, war zur Verbesserung der Ergebnisqualität die 

Reduktion unspezifischer Interaktionen zwischen Plasmaproteinen und den 

verwendeten Beads entscheidend. Diese Bindungen waren in allen Proben inklusive 

der Negativkontrollen zu finden und erschwerten so eine Identifikation von Proteinen 

mit spezifischer Bindung an die gekoppelten Amplikons. Diese Bindungen ließen sich 
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auch durch Blockieren des Streptavidins an der Bead-Oberfläche durch Biotin nicht 

reduzieren. Es ist damit am ehesten davon auszugehen, dass es sich um zusätzliche 

unspezifische Interaktionen handelt, die nicht mit der Biotin-Streptavidin-Interaktion 

des Systems zusammenhingen. Keine der beschriebenen Methoden, wie z. B. 

Filtration des Plasmas oder vorherige Zugabe eines Überschusses an Beads, führte 

zu einer Reduktion der unspezifischen Bindungen, sodass letztendlich eine 

Abtrennung der Amplikons von den Beads durch ein Restriktionsenzym erfolgte. 

Dieser zusätzliche Protokollschritt erlaubte die Trennung der unspezifisch an die 

Beads gebundenen von den tatsächlich an die DNA gebundenen Proteinen. Dabei 

wird jedoch vorausgesetzt, dass die Interaktion der Proteine mit der DNA stabil 

genug ist, um über den Trennungsschritt hinaus erhalten zu bleiben. Aus diesem 

Grund wurde auch der Restriktionsverdau gegenüber den weiteren getesteten 

Methoden zur Trennung der Beads und Amplikons bevorzugt, da bei diesem die 

schonendsten Reaktionsbedingungen unter physiologischen Salz- und 

Temperaturbedingungen möglich waren. Auf diese Weise konnten die Beads als 

Träger unspezifischer Bindungen aus den nachfolgenden Analysen der Amplikons 

eliminiert und so der Hintergrund unspezifischer Proteine deutlich reduziert werden. 

Die noch vorhandenen deutlich geringeren Mengen unspezifisch gebundener 

Proteine sind ggf. darauf zurückzuführen, dass während des Restriktionsverdaus 

unspezifisch gebundene Proteine in den Überstand mit den Amplikons gelangten. 

Eine geringgradige und unspezifische Bindung der Proteine an die Amplikons selbst 

kann jedoch nicht ausgeschlossen werden.  

Die massenspektrometrische Methode zeigte deutliche Schwankungen in der Anzahl 

identifizierter Peptide, die auch auf Mengenschwankungen der adsorbierten Proteine 

hinweisen können und am ehesten auf unspezifische Interaktionen mit 

Plasmaproteinen oder Inhomogenitäten im Blutplasma zurückzuführen sind. 

Letztendlich lässt sich anhand der gewonnenen Daten jedoch eine deutliche und 

statistisch signifikante Bindung von Fibronektin an die verwendeten Amplikons 

nachweisen. Insbesondere vor dem Hintergrund der verhältnismäßig niedrigen 

Konzentration von Fibronektin (ca. 250 – 500 µg/ml)130,131 im Blutplasma verglichen 

mit den abundanteren Proteinen wie Albumin und Immunglobulinen ist eine 

spezifische Interaktion wahrscheinlich. Mit dieser speziellen Nachweismethode lässt 

sich jedoch keine eindeutige Aussage darüber treffen, ob die identifizierten Proteine 

tatsächlich direkt an die verwendeten Amplikons gebunden haben oder diese 
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Bindung durch andere Proteine vermittelt wurde bzw. das Protein lediglich Teil eines 

an die DNA gebundenen Komplexes war. In dieser Arbeit wurde deswegen der 

Nachweis einer direkten Bindung unter Zuhilfenahme einer weiteren Methode 

erbracht, mit der gleichzeitig auch eine genauere Quantifizierung der Bindung 

erfolgte. Abschließend lässt sich aber festhalten, dass der verwendete Pull-down-

Assay mit anschließender Massenspektrometrie eine geeignete Methode zur 

Identifikation von Kandidatenproteinen sein kann, dessen Interaktion mit der 

jeweiligen Zielstruktur jedoch noch durch weitere Methoden bestätigt werden sollte. 

4.1.3 Untersuchung der Interaktion von Fibronektin mit histongebundener DNA 

Die Untersuchung einer Bindung an histongebundene DNA erfolgte unter 

Verwendung des Cell Death Detection ELISA Plus. Die eingesetzten Nukleosomen 

wurden aus der Sonifikation von Chromatinextrakt aus einer der auch schon für die 

vorherigen Versuche verwandten Zelllinien gewonnen und im ELISA verifiziert. 

Allerdings ließ sich im nächsten Schritt weder eine Bindung von Fibronektin an die 

gewonnene histongebundene DNA noch an die vom Hersteller des Kits 

mitgelieferten Oligonukleosomen als Positivkontrolle für den Nachweis von 

histongebundener DNA feststellen, woraus sich schlussfolgern lässt, dass an 

Nukleosomen gebundene DNA nicht für eine Bindung an Fibronektin zugänglich ist 

und somit keine Bindung an den DNA-Histon-Komplex erfolgt. Jedoch ist eine 

Limitation des verwendeten ELISA zu beachten, da dieser zwar durch zwei 

Antikörper das Vorhandensein von DNA und Histonen nachweist, aber nicht 

zwangsläufig das Vorhandensein strukturell intakter Nukleosomen belegt. Daher 

scheint ggf. eine Wiederholung des Versuches und Ergänzung eines zusätzlichen 

Nachweises der Histonproteine, z. B. durch eine SDS-PAGE, sinnvoll. 

4.2 Eine neue Rolle von Plasma-Fibronektin? 

Mit dem direkten Nachweis einer – möglicherweise sequenzabhängigen – Interaktion 

von Plasma-Fibronektin und cfDNA ergeben sich Fragen hinsichtlich eines möglichen 

Einflusses dieser Bindung auf deren Analysen. Fibronektin ist ein vielseitiges Protein, 

sodass zahlreiche Überschneidungen mit weiteren physiologischen Prozessen 

möglich erscheinen. Zunächst soll daher ein Überblick über bereits bekannte Details 

zu Struktur und Funktion von Plasma-Fibronektin gegeben werden.  
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4.2.1 Die Bedeutung von Fibronektin im menschlichen Blutplasma 

Fibronektin ist ein Glykoprotein und liegt üblicherweise als Dimer aus zwei 

Untereinheiten mit einer Größe von jeweils ca. 250 kDa vor.132 Fibronektin kommt in 

zahlreichen Isoformen im menschlichen Körper vor, die sich im Wesentlichen in zwei 

funktional verschiedene Hauptgruppen einteilen lassen: Einerseits das zelluläre 

Fibronektin als Bestandteil der extrazellulären Matrix und andererseits Fibronektin im 

Blutplasma.133 Im Plasma liegt es in einer Konzentration von ca. 250 – 500 μg/ml vor 

und scheint mit dem Alter der Versuchspersonen anzusteigen.130,131 Die beiden 

Formen zeigen Konformationsunterschiede, wobei das Fibronektin im Plasma unter 

physiologischen Bedingungen in einer kompakteren Quartärstruktur vorliegt als das 

zelluläre Fibronektin.134 Die Variationen zwischen den verschiedenen Isoformen und 

auch zwischen zellulärem und plasmatischem Fibronektin entstehen durch 

alternatives Spleißen derselben Prä-mRNA in drei verschiedenen Genregionen 

(EDA, EDB und IIICS), wobei bei der plasmatischen Form des Fibronektins die EDA- 

und EDB-Exons immer durch Exon-Skipping entfernt werden.133 Diese Form des 

Fibronektins, die auch im Plasma zu finden ist, wird vornehmlich in Hepatozyten 

produziert,135 während das Fibronektin in der extrazellulären Matrix auch durch die 

lokalen Parenchym- und Bindegewebszellen produziert wird.133 Zwischen dem 

Fibronektin im Plasma und dem der extrazellulären Matrix herrscht dabei ein 

Gleichgewicht und es werden kontinuierlich Teile des Plasma-Fibronektins in die 

extrazelluläre Matrix der verschiedenen Gewebe aufgenommen.136,137  

Für das Fibronektin in der extrazellulären Matrix konnten neben der Beteiligung an 

ihrem strukturellen Aufbau auch wichtige Funktionen bei der Adhäsion und Invasion 

von Zellen gezeigt werden, vermittelt vor allem durch Bindung von Integrinen an der 

Zelloberfläche.138,139 Plasma-Fibronektin hat ebenfalls vielfältige Eigenschaften. Im 

Vordergrund scheint eine Beteiligung an der Blutgerinnung zu stehen. So wurde 

nachgewiesen, dass bei der Verletzung eines Gefäßes eine schnelle Ablagerung von 

Fibronektin am Ort der Verletzung noch vor der Adhäsion von Thrombozyten 

stattfindet, die klassischerweise den Beginn der Blutgerinnung darstellt.140 In 

Abwesenheit von Fibronektin ist, wie in einem entsprechenden Modell gezeigt 

werden konnte, die Adhäsion von Thrombozyten gestört.141 Zudem ist Fibronektin 

direkt auch an der nachfolgenden Aggregation von Thrombozyten und der 

Ausbildung eines Thrombus beteiligt, wobei die die Funktion von Fibronektin 

wesentlich von dem Vorhandensein von Fibrin beeinflusst wird.142 Während 
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Fibronektin in Gegenwart von Fibrin die Ausbildung und mechanische Stabilität eines 

Thrombus und die Adhäsion von Thrombozyten fördert, wird in Abwesenheit von 

Fibrin dieser Prozess durch Fibronektin inhibiert.140 Fibronektin im Plasma besitzt 

also vermutlich auch eine regulatorische Funktion. Durch Bindung des Fibronektins 

an Fibrinfasern wird außerdem deren Durchmesser moduliert, sodass es zur 

Ausbildung dickerer und mechanisch resistenterer Fasern kommt. Der Effekt dieser 

Interaktion zwischen Fibronektin und Fibrin konnte modellhaft bei der Aggregation 

von Thrombozyten an Fibrin und Fibronektinmatrizen sowie einer Matrix mit einer 

Kombination aus beidem gezeigt werden. Hierbei kam es an der Fibrin-Fibronektin-

Matrix zu einer wesentlich stärkeren Adhäsion und Thrombusbildung als bei den 

anderen Matrizen mit jeweils nur einem der Bestandteile.143 

Eine weitere Funktion von Plasma-Fibronektin liegt in der Opsonisierung von 

Bakterien und anderen Mikropartikeln.144-149 Durch die Fibronektinbindung kommt es 

zu einer vermehrten Phagozytose durch Makrophagen und Zellen des 

retikuloendothelialen Systems. Aber auch über die Opsonisierung hinaus ist 

Fibronektin an inflammatorischen Prozessen beteiligt. Für bestimme Subeinheiten 

des Fibronektins konnte so, bei deren Freisetzung aus der extrazellulären Matrix, 

eine pro-inflammatorische Signalwirkung über TLR4-Rezeptoren nachgewiesen 

werden.137 Inwiefern auch Plasma-Fibronektin einen Einfluss auf diesen Signalweg 

hat, ist allerdings nicht bekannt. Nachgewiesen ist jedoch, dass Fibronektin vermehrt 

aus dem Blutplasma in inflammatorisches Gewebe aufgenommen und dort in die 

extrazelluläre Matrix integriert wird.150 Bei einer systemischen Infektionsreaktion im 

Rahmen einer Sepsis konnte sogar ein kurzfristiger Abfall der 

Fibronektinkonzentration im Plasma nachgewiesen werden.150 Hierdurch ergab sich 

auch ein möglicher Therapieansatz in Form einer Fibronektinsubstitution bei 

septischen Patienten, der jedoch in klinischen Studien keinen Überlebensvorteil 

zeigen konnte.151 

Aufgrund der genannten Beteiligung von Fibronektin an der Thrombogenese finden 

sich verschiedene Untersuchungen, in denen die Rolle von Fibronektin im Plasma 

bei der koronaren Herzkrankheit untersucht wurde – mit unterschiedlichen 

Ergebnissen. Der Großteil der Studien konnte eine Korrelation zwischen dem 

Vorliegen einer Erkrankung und einer erhöhten Fibronektinkonzentration im Plasma 

nachweisen,152-155 während zwei andere Studien entweder keine Assoziation156 oder 
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gar eine gegenläufige Beziehung von Fibronektinkonzentration und koronarer 

Herzkrankheit157 festgestellt haben.  

Erhöhte Werte von Fibronektin wurden des Weiteren auch bei Tumorerkrankungen 

wie dem Mammakarzinom, dem Ovarialkarzinom, dem Magenkarzinom oder dem 

Nierenzellkarzinom gefunden,158-162 weshalb über die Nutzbarkeit von Fibronektin als 

Biomarker für Tumorerkrankungen spekuliert wurde. Im Falle des 

Nierenzellkarzinoms schien die Konzentration von Fibronektin auch tatsächlich mit 

dem Fortschreiten der Krankheit zu korrelieren,158 allerdings konnte bei Mamma- und 

Ovarkarzinom160,161 sowie Magenkarzinom162 keine solche Verbindung hergestellt 

werden. Zudem ließ sich auch ein Ansteigen des Fibronektins bei nicht malignen 

Erkrankungen feststellen, sodass die Nutzbarkeit von Fibronektin als Tumormarker 

eher infrage steht.  

Neben erhöhten Werten von Plasma-Fibronektin können auch verringerte 

Konzentrationen in Zusammenhang mit verschiedenen Krankheitszuständen 

auftreten. Die häufigste Ursache einer verminderten Fibronektinkonzentration findet 

sich in einer verringerten Synthese bei einer Leberzellschädigung, z. B. im Rahmen 

einer chronischen Hepatitis.163  

Des Weiteren ließ sich zeigen, dass nicht nur die Gesamtkonzentration des 

Fibronektins, sondern auch die Freisetzung der verschiedenen Isoformen variabel ist, 

sodass z. B. bei einer Sepsis eine signifikant veränderte Freisetzung der Isoformen 

beobachtet werden konnte, ohne dass sich die Gesamtkonzentration an Fibronektin 

im Blutplasma änderte.164 Insgesamt ist Plasma-Fibronektin also ein sehr vielseitiges 

Protein, das an zahlreichen Prozessen im menschlichen Körper beteiligt ist bzw. 

durch diese beeinflusst wird. 

4.2.2 Fibronektin als cfDNA-bindendes Protein 

Zusätzlich zu den zahlreichen bereits entdeckten Funktionen des Fibronektins im 

menschlichen Blutplasma konnte in vorliegender Arbeit eine neue Funktion des 

Fibronektins als Bindungspartner für cfDNA nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich 

eine signifikant unterschiedliche Affinität von Fibronektin zu den verschiedenen 

eingesetzten Amplikons. Die Sequenzen dieser Amplikons und einige Charakteristika 

sind in Abbildung 15 dargestellt. Wie darin zu erkennen ist, unterscheiden sich die 

verwendeten Amplikons im Wesentlichen hinsichtlich ihres CpG-Gehalts und ihrer 

Sequenz. 
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ACAGCTCCCGAGGACTAGGTCCGTTACTTTCGCCCCATCGCTGAAGAGTGCGCGAAAATGGTTTATCCCTTGTCG
CACTCCACTCGTATCTGGGCCACAGATGAGCAGAGGTGGCTGCTTATATGTAAAAATACGCTGATTTTAAGTT 
TCTTATCTTTAAAATGCCTTGGCCCTTCTTGAGAAAGGGTTTGTGCCTACTGTCCTCGGAGTCCATCTTCCCAGG
CTTGCCTCTTCTCAAACACTCATGACCCCCTCCAGAACCTTTAGGGTGAAGGGAAATTACCACCTATGGGAGGGA
GCCTGGAAAAATTTAGAACCTTTGGTGGGCCCCCTGCAAGCAGGAGTTTTGTTGAGTCTTTATTTAGCAAACACC
CTTTTCTGACCCAGTGAATCAGATGCTAAAATATGCACGCAGC 

Länge: 416bp, GC-Gehalt 48 % 
GGAAGACAAGCCCTGCAAAACAGTTCCAGGAGTGTATAGGCATTGTAACTAAAGCAAAGGCTTCCAGACCACTCA
TGCCAAAGCCTAGGGTTGTCCCAAGAAGCCAGGAAGAATTGCCTTGGTGCTTTGATCTTTCCTGGTGTGGAAAAT 
CTTCTGGAGATGCAGGAGTCCATCTAATGACATGAGGAGGCCCCCTTCAGACTTTTTACCTGGAAGCTTTCTGGC
TCCAAGGTATTAGGCCTGTGGAGTGAAATTAGACTCAGAATATGCCTGACCTGTCCACAGGTAATTGGGGAACAT 
CTGACTTGGTTGTCTCAGTAAGGTGACCGTTTTGTAGGGCCCATCTTCCATACAAACTGCTGTCAGGGATCCTAC
CAGAGATCATTCAGCCAAGAGCCTGACATCAGAAAGCCCAGTCCTAGCTTGTGTGA 

Länge: 431bp, GC-Gehalt: 48 % 
Abbildung 15: Amplifizierte Sequenzen aus dem RASSF1A-Promotor (oben) und einem Intron 
desselben Genes (unten). CpG-Dinukleotide in beiden Sequenzen sind hervorgehoben. 

 

Das CpG-reiche Amplikon aus dem Promotorbereich wurde mit einer signifikant 

höheren Affinität gebunden als das Amplikon aus dem Intron. Dieser 

Affinitätsunterschied konnte sowohl in der massenspektrometrischen Analyse aus 

dem Pull-down-Assay als auch immunchemisch gezeigt werden und bestätigte sich 

in der Nachweisbarkeit DNA-gebundener Peptide im Titrationsverfahren. So zeigte 

sich eine deutliche Fibronektinbindung bei den Promotoramplikons noch bei 

Verdünnungsstufen des Plasmas, in denen eine Bindung an das Amplikon aus dem 

Intronbereich nicht mehr nachgewiesen werden konnte. Die Fibronektinbindung im 

Blutplasma wird also unter physiologischen Bedingungen offensichtlich wesentlich 

durch molekulare Eigenschaften der DNA-Sequenz beeinflusst. Diese Erkenntnis ist 

im Einklang mit diversen Vorarbeiten, in denen im Modell eine sequenzspezifische 

Bindung von Fibronektin an DNA gezeigt werden konnte.121,165,166 In einem der 

genannten Experimente wurde ebenfalls eine höhere Affinität zu DNA-Sequenzen 

aus dem Promotorbereich des Fibronektin-Genes selbst dargestellt und über eine 

selbstregulierende Wirkung des Fibronektins auf die Expression des eigenen Genes 

spekuliert.166 

Im Zusammenhang mit den vorliegenden Ergebnissen lässt sich eher schlussfolgern, 

dass Fibronektin eine erhöhte Affinität zu bestimmten Sequenzmotiven hat, wie sie 

innerhalb von Promotoren vorkommen, und z. B. Transkriptionsfaktorbindungsstellen 

oder Ähnliches darstellen. Hierzu zählen u. a. CpG-Inseln, die in einem Großteil der 

Promotoren im menschlichen Genom anzutreffen sind und durch deren Methylierung 

der Zugang zu den Promotorsequenzen reguliert wird.167 Wie dargestellt – und auch 

bei der Amplikonauswahl beabsichtigt – unterscheiden sich die gewählten 
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Amplikonsequenzen deutlich in ihrem CpG-Gehalt, sodass dieser als möglicher 

Einflussfaktor auf die Fibronektinbindung plausibel erscheint. Letztlich sind die 

vorliegenden Daten jedoch nicht ausreichend, um einen solchen Zusammenhang zu 

belegen. 

Des Weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, inwiefern die 

Methylierung eines bestimmten CpG-reichen Amplikons Einfluss auf dessen Bindung 

an Fibronektin haben kann. In den durchgeführten Untersuchungen finden sich 

möglicherweise Hinweise darauf, dass methylierte DNA-Sequenzen mit einer 

geringeren Affinität als unmethylierte gebunden werden (s. Abbildung 12). Dieser 

Unterschied scheint jedoch wesentlich geringer ausgeprägt zu sein als der 

Unterschied zwischen Amplikons unterschiedlicher Sequenzen und zeigte sich nur 

bei einem spezifischen Konzentrationsverhältnis zwischen Fibronektin und DNA. Zur 

endgültigen Bestätigung oder Widerlegung einer Methylierungsabhängigkeit der 

Fibronektinbindung sind daher noch weitere Untersuchungen notwendig. 

4.2.3 Auswirkungen einer Bindung von cfDNA durch Fibronektin 

Ausgehend vom Nachweis einer Bindung von Fibronektin an cfDNA, wie in dieser 

Arbeit belegt, stellt sich die Frage nach der Funktion dieser Interaktion und einem 

möglichen Einfluss auf die Nutzbarkeit der cfDNA als Biomarker. Am 

naheliegendsten scheint zunächst eine Funktion bei der Stabilisierung der cfDNA zu 

sein. Es wird angenommen, dass die Elimination von cfDNA aus der Zirkulation 

hauptsächlich auf dem Abbau durch Nukleasen beruht.65 Da eine Proteinbindung an 

die DNA diese generell vor dem Abbau schützt, wie dies für andere Proteine gezeigt 

werden konnte,168 ist die Annahme plausibel, dass die Bindung der cfDNA an 

Fibronektin einen ähnlichen Einfluss hat. Da die Konzentration von Fibronektin im 

Blutplasma ebenfalls Schwankungen unterliegt,153,156,159,162,164,169-172 könnte auf diese 

Art auch die Konzentration der cfDNA beeinflusst werden, was insbesondere bei 

einer sequenzabhängigen Bindung von großer Bedeutsamkeit sein könnte. 

Entsprechende Ergebnisse für einen solchen Effekt des Fibronektins liegen bisher 

jedoch noch nicht vor. Der in Vorversuchen beobachtete Effekt einer höheren 

Stabilität methylierter DNA im Blutplasma lässt sich nicht auf die Fibronektinbindung 

zurückführen, da in den durchgeführten Versuchen kein Affinitätsunterschied 

zwischen methylierter und unmethylierter DNA festgestellt werden konnte.  

Zusätzlich stellt sich die Frage, wie die Funktion des Fibronektins als bekanntes, 

opsonisierendes und unter bestimmten Umständen immunstimulierendes Protein mit 
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der zusätzlichen Funktion als DNA-bindendes Protein in Einklang steht. 

Extrazelluläre DNA für sich genommen besitzt ebenfalls immunstimulatorische 

Effekte.173 Diese Stimulation fällt unterschiedlich aus, je nachdem, ob es sich um 

histon- oder nukleosomengebundene oder um „nackte“ DNA handelt oder ob die 

DNA körpereigenen oder z. B. bakteriellen Ursprungs ist.173 Isolierte ungebundene 

Säugetier-DNA hat in Modellen im Gegensatz zu bakterieller DNA für sich allein 

genommen keinen proinflammatorischen Effekt.174 Erst durch die zusätzlichen 

Effekte DNA-bindender Proteine wie Anti-DNA-Antikörpern als Opsonine und 

Komplementfaktoren kommt es zu einer Aktivierung proinflammatorischer 

Signalwege.175,176 Angesichts der bekannten immunstimulierenden Funktion von 

Fibronektin scheint eine Beteiligung an einer durch freigesetzte DNA ausgelösten 

Inflammationsreaktion möglich zu sein. Hierfür spricht zusätzlich, dass für Plasma-

Fibronektin im Tiermodell eine Anreicherung in inflammatorischem Gewebe 

beobachtet werden konnte.150 Ein entsprechender Nachweis konnte jedoch bisher 

nicht erbracht werden. Besonders bedeutsam könnte der aufgezeigte Befund sein, 

dass Fibronektin präferiert, wenn nicht sogar ausschließlich, mit der ungebundenen 

DNA interagiert, welche für sich genommen keine inflammatorische Reaktion auslöst. 

Während apoptotisch freigesetzte DNA größtenteils in Form von Nukleosomen 

vorliegt und nicht durch Fibronektin gebunden werden kann, kommt es während 

nekrotischer Prozesse zu einer zufälligen Spaltung der DNA in größere Fragmente 

und einem proteolytischen Verdau der Histone.128 Die so freigesetzte DNA ist also 

potentiell für eine Interaktion mit Fibronektin zugänglicher. Insbesondere bei 

nekrotischen Prozessen im Rahmen eines inflammatorischen Gewebeschadens 

könnte Fibronektin daher gemeinsam mit der freigesetzten nekrotischen DNA eine 

immunstimulierende Funktion haben. Durch Fibronektin als opsonisierenden Faktor 

für cfDNA könnte sich auch ein möglicher stabilisierender Effekt relativieren, da durch 

die Bindung von Fibronektin eventuell sogar ein schnellerer Abbau durch 

Immunzellen stattfindet. 

Um die Funktion von Fibronektin im Zusammenspiel mit der cfDNA zu verstehen, 

sind also noch zahlreiche weitere Untersuchungen notwendig. Es gibt allerdings 

einige Aspekte, die Nachforschungen erschweren, darunter die Tatsache, dass die 

Interaktion von Fibronektin und DNA, wie bereits diskutiert, nur für ungebundene 

DNA nachgewiesen werden konnte. Da ein Großteil der im Plasma vorliegenden 

cfDNA entweder an Nukleosomen gebunden36 oder in Exosomen26 vorliegt, bleibt 
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unklar, inwiefern relevante cfDNA-Mengen durch Fibronektin gebunden und 

stabilisiert werden können. Ebenso bleibt zunächst unklar, inwiefern eine 

Sequenzabhängigkeit der Fibronektinbindung unter physiologischen Bedingungen 

einen messbaren Einfluss hat. Aufgrund des großen Konzentrationsgefälles 

zwischen Fibronektin mit ca. 250 – 500 μg pro Milliliter130,131 und cfDNA mit ca. 15 ng 

pro Milliliter20,35 scheint es wahrscheinlich zu sein, dass der große Überschuss an 

Fibronektin eine vollständige Bindung der vorhandenen cfDNA auch unabhängig von 

der Sequenz erzeugt. Dies erklärt auch, warum in den Pull-down-Assays (s. 3.3.1) 

aus dem Blutplasma ohne Verdünnung kein Unterschied zwischen den 

verschiedenen Amplikons gezeigt werden konnte. Zwar wurde mit max. 10 µg 

Amplikon pro Milliliter eine im Vergleich zur natürlich vorkommenden cfDNA recht 

hohe Konzentration eingesetzt, diese liegt allerdings immer noch deutlich unter der 

Fibronektinkonzentration im Blutplasma. Umgekehrt zeigte sich im Fibronektin-ELISA 

(s. 3.3.2), in dem die Menge der Amplikons mit bis zu 500 ng pro Well im Vergleich 

zum immobilisierten Fibronektin (1µg pro Well) deutlich höher war, ein 

Affinitätsunterschied zwischen den verschiedenen Amplikons.  

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass eine Interaktion von Fibronektin und 

cfDNA insbesondere vor dem Hintergrund einer hoch variablen Abundanz von 

Fibronektin im Blut sowie der möglichen Sequenzspezifität einen Einfluss auf die 

Nutzung von cfDNA als Biomarker bei verschiedenen Krankheiten haben könnte. Die 

Eigenschaften dieser Bindung hinsichtlich ihrer Auswirkungen oder spezifischer 

Bindungssequenzen bleiben jedoch im Detail noch ungeklärt. 

4.2.4 Ausblick 

Die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit erfolgten im Wesentlichen mit zwei 

unterschiedlichen Amplikons. Diese wurden zwar aufgrund ihrer Bedeutung bei 

Tumorerkrankungen und verschiedenen Eigenschaften ausgewählt, allerdings wäre 

es sicherlich sinnvoll, die Bindung an Fibronektin und deren Methylierungs- und 

Sequenzspezifität noch an weiteren Genabschnitten zu überprüfen.  

Darüber hinaus sollte untersucht werden, inwiefern unter physiologischen 

Bedingungen, also ohne externe Zugabe von Amplikons cfDNA an Fibronektin 

gebunden ist und ob sich diese an Fibronektin gebundene DNA von dem Rest der 

cfDNA unterscheidet. Hier würde sich dann z. B. ein Ansatz unter Zuhilfenahme von 

Next-Generation-Sequencing anbieten, durch den die an Fibronektin gebundene 

DNA, sofern diese auch unter physiologischen Bedingungen vorliegt, genauer 
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charakterisiert werden kann. Auf diese Art könnte auch die Frage beantwortet 

werden, ob die Fibronektinbindung genutzt werden kann, um cfDNA oder eine 

spezifische Fraktion dieser zu isolieren und weiteren Analysen zuzuführen. 

Zuletzt ist auch eine funktionelle Charakterisierung der Interaktion von cfDNA und 

Fibronektin hinsichtlich eines möglichen Einflusses auf die Stabilität der cfDNA 

notwendig. Insbesondere in Bezug auf die gezeigte Sequenzspezifität und den 

Zusammenhang mit Fibronektin als immunmodulatorisches Protein könnten sich hier 

ein Einfluss auf die cfDNA als Biomarker sowie interessante Möglichkeiten für 

weiterführende Projekte ergeben. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, inwiefern Proteine aus dem Blutplasma 

an cfDNA binden und ob die Methylierung der DNA einen Einfluss auf diese 

Bindungen hat. Hierzu wurde eine neue Methode etabliert, mit der im Format eines 

Pull-down-Assays die Interaktion von Plasmaproteinen mit unterschiedlichen DNA-

Fragmenten analysiert werden kann. Dies erfolgte anhand von enzymatisch 

methylierten und unmethylierten Amplikons aus dem RASSF1A-Promotor sowie 

einen Amplikon aus einem Intron des RASSF1A-Genes. Es zeigte sich eine Bindung 

von Plasma-Fibronektin an sämtliche eingesetzten Amplikons. In weiteren Versuchen 

konnte nachgewiesen werden, dass die Amplikons aus dem Promotorbereich mit 

einer signifikant höheren Affinität gebunden werden als die Amplikons aus dem 

Intronbereich. Ein Unterschied zwischen den methylierten und unmethylierten 

Amplikons ließ sich jedoch nicht feststellen. Zudem zeigte sich, dass 

histongebundene DNA-Fragmente bzw. Oligonukleosomen kein Fibronektin binden, 

was darauf hindeutet, dass die für die Interaktion erforderlichen Sequenzen verdeckt 

sind oder es zu einer sterischen Behinderung der Bindung kommt. 

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass lediglich ungebundene cfDNA mit 

Fibronektin interagiert und dass diese Interaktion vermutlich in einem 

Sequenzzusammenhang steht und nicht von der Cytosin-Methylierung abhängt. 

Gleichzeitig legen die unterschiedlichen Bindungsergebnisse in Promotor- und 

Intronabschnitten nahe, dass eventuell Sequenzen mit den Eigenschaften eines 

Promotors bevorzugt werden könnten. Für eine solche Aussage sind jedoch deutlich 

umfangreichere Untersuchungen zu Sequenzmotiven erforderlich. Eine spezifische 

Bindung weiterer Plasmaproteine an die Amplikons konnte nicht nachgewiesen 

werden. 

Die Frage möglicher Auswirkungen der gezeigten Interaktion auf die 

Biomarkerfunktion der cfDNA bleibt ebenso offen wie die Frage, welchen Einfluss die 

unterschiedliche Affinität zu verschiedenen Sequenzen unter physiologischen 

Bedingungen hat. Die pleiotropen Eigenschaften und Funktionen von Plasma-

Fibronektin legen jedoch nahe, dass sich bei der Interaktion mit cfDNA womöglich 

vielfältige Zusammenhänge mit physiologischen und pathophysiologischen 

Prozessen ergeben könnten.  
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