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1 Einleitung 

1.1 Ovarialkarzinom 

1.1.1 Klassifikation des Ovarialkarzinoms 

Das Ovarialkarzinom wird nach der TNM- und der FIGO-Klassifikation (Klassifikation 

der Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique) eingeteilt 

(sieheTabelle 1). 

 
TNM FIGO Befund 
TX  Primärtumor kann nicht beurteilt werden 
   
T1 I Tumor auf Ovarien begrenzt 
   T1a IA Tumor auf ein Ovar begrenzt; intakte Kapsel; 
  Keine malignen Zellen in Aszites/Peritoneallavage 
   T1b IB Tumor auf beide Ovarien begrenzt; intakte Kapsel 
  Keine malignen Zellen in Aszites/Peritoneallavage 
   T1c IC Tumor begrenzt auf Ovarien, Kapsel rupturiert 
  Tumor an Ovaroberfläche oder maligne Zellen in Aszites/Peritoneallavage 
   
T2 II Tumor breitet sich im Becken aus 
   T2a IIA Ausbreitung auf und/oder Implantate an Uterus und/oder Tube(n);  
  Keine malignen Zellen in Aszites/Peritoneallavage 
   T2b IIB Ausbreitung auf andere Beckengewebe; 
  Keine malignen Zellen in Aszites/Peritoneallavage 
   T2c IIC Ausbreitung im Becken und maligne Zellen in Aszites/Peritoneallavage 
   
T3  
und/oder 
N1 

III Tumor befällt beide Ovarien & Ausbreitung außerhalb des Beckens 
und/oder  
Regionäre Lymphknotenmetastasen 

   T3a IIIA Mikroskopische Peritonealmetastasen jenseits des Beckens 
   T3b IIIB Makroskopische Peritonealmetastasen jenseits des Beckens, max. 2 cm 
   T3c     
   und/oder 
   N1 

IIIC Peritonealmetastasen jenseits des Beckens > 2 cm  
und/oder regionäre Lymphknotenmetastasen 

   
M1 IV Fernmetastasen (Peritonealmetastasen ausgeschlossen) 
   
N  Regionäre Lymphknoten 
   NX  Können nicht beurteilt werden 
   N0  Keine regionären Lymphknoten betroffen 
   N1  Regionäre Lymphknotenmetastasen 
   
M  Fernmetastasen 
   MX  Können nicht beurteilt werden 
   M0  Keine Fernmetastasen 
   M1  Fernmetastasen (Peritonealmetastasen ausgeschlossen) 
 
Tabelle 1 Stadieneinteilung des Ovarialkarzinoms nach der TNM- und der FIGO-Klassifikation, 
modifiziert nach DIEBOLD et al, 2007, S.24 
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Nach der Klassifikation der WHO (World Health Organization) werden bei 

Ovarialtumoren drei Hauptgruppen unterschieden:  

o Epitheliale Tumoren mit einer Häufigkeit von 90%,  

o Keimstrangstroma-Tumoren mit einer Häufigkeit von 5-8% 

o Keimzelltumoren mit einer Häufigkeit von 3-5% 

 

Histopathologisch werden die Tumoren mittels Grading eingeteilt: 

o G1 für gut differenzierte Tumorzellen 

o G2 für mäßig differenzierte Tumorzellen 

o G3 für schlecht differenzierte Tumorzellen 

o G4 für undifferenzierte Tumorzellen 

1.1.2 Epidemiologie, Klinik und Prognose des Ovarialkarzinoms 
Das Ovarialkarzinom ist in Deutschland nach Mammakarzinom, Darmkrebs, 

Bronchialkarzinom und Endometriumkarzinom die fünfthäufigste Krebsart und der 

zweithäufigste maligne Genitaltumor der Frau. Jährlich erkranken etwa 9950 Frauen 

an Eierstockkrebs, das entspricht 4,8 % aller weiblichen Krebserkrankungen. Das 

mittlere Erkrankungsalter wird mit 68 Jahren angegeben. An einem Ovarialkarzinom 

versterben jährlich circa 5910 Frauen in Deutschland. Die 5-Jahres-Überlebensrate 

beträgt 41 % [GEKID & RKI, 2006]. Die mittlere Überlebenszeit nach der Diagnose 

von Ovarialkrebs liegt bei 1,9 bis 2,3 Jahren [www.tumorregister-muenchen.de].  

Die Inzidenz des Ovarialkarzinoms steigt mit zunehmendem Lebensalter. Auch 

Umwelt- und Ernährungsfaktoren, Infertilität, Nulliparität, dauerhafte ovulatorische 

Zyklen und eine medikamentöse Ovulationsauslösung scheinen Risikofaktoren für 

die Entwicklung eines malignen Ovarialtumors zu sein. Protektiv soll sich die Zahl der 

Schwangerschaften und die Dauer der Einnahme von Ovulationshemmern auswirken 

[SCHMALFELDT, 2007]. 90 % der Ovarialkarzinome treten sporadisch auf. Der Rest 

ist hereditär bedingt, wobei der Großteil dieser Fälle (90 %) dem familiären Mamma- 

und/oder Ovarialkarzinomsyndrom zugeordnet werden kann. 80 % dieser Fälle 

beruhen auf Mutationen des BRCA1-Gens und 15 % auf Mutationen des BRCA2-

Gens [SCHELLING et al, 2007]. 

Die Prognose der Patientin hängt wesentlich vom Stadium der Erkrankung bei 

Diagnose und dem postoperativ verbliebenen Tumorrest ab. Auch das Alter, der 

Allgemeinzustand der Patientin sowie der histologische Typ des Tumors sollen 

diesbezüglich die Prognose beeinflussen [SCHMALFELDT, 2007].  
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In frühen Stadien verläuft die Erkrankung symptomarm und bislang gibt es nur 

unzureichende Screeningmethoden, so dass die Diagnosestellung bei 70 % der 

Patientinnen erst in den FIGO-Stadien III und IV erfolgt, wenn bereits nachweisbare 

Peritonealmetastasen außerhalb des Beckens und/oder regionäre 

Lymphknotenmetastasen bestehen. Tumormarker sind aufgrund ihrer zu niedrigen 

Sensitivität und Spezifität nur für die Verlaufskontrolle von erkrankten Patientinnen 

geeignet [SCHELLING et al, 2007].  

Eine typische Eigenschaft von Ovarialtumoren ist das zunächst gute Ansprechen auf 

eine Chemotherapie mit Platin-Taxan-Kombinationen. Viele Patientinnen erleiden im 

Verlauf jedoch ein Rezidiv und entwickeln eine Resistenz gegen bestimmte 

Chemotherapeutika.  

In ovarialen Krebszellen akkumulieren sich genetische Veränderungen, die es ihnen 

ermöglichen, Chemotherapeutika zu entgehen und so zunehmend gefährlich zu 

werden. Die Ursachen dieser im Verlauf insbesondere gegen Platinderivate 

auftretenden Resistenzen sind bislang ungeklärt und Gegenstand der aktuellen 

Forschung. Ihre Kenntnis ist entscheidend für die Entwicklung neuer 

Therapiestrategien, um die Prognose der Ovarialkrebs-Patientinnen zu verbessern. 

1.1.3 Molekulargenetik des Ovarialkarzinoms 
Die Mehrzahl der malignen Ovarialtumoren weist somatisch-genetische 

Veränderungen auf. In den letzten Jahren sind verschiedene molekulargenetische 

Marker identifiziert worden, welchen eine Rolle bei der Tumorprogression des 

Ovarialkarzinoms zugeschrieben wird. Diese werden hinsichtlich ihrer prognostischen 

oder prädiktiven Aussagekraft geprüft. Zudem sind sie auch als Zielstrukturen für 

moderne Therapieansätze im Gespräch und es wird an der Umsetzung dieser 

molekularbiologischen und genetischen Erkenntnisse in neue Therapieformen 

gearbeitet. 

Interessant in diesem Zusammenhang erscheinen unter anderem das 

Tumorsuppressorgen p53 [HOGDALL et al, 2006], das Onkogen Her2-neu 

[HOGDALL et al, 2003; CAMILLERI-BROËT et al, 2004], die Matrix-Metalloprotease 

9 (MMP9) [SCHMALFELDT et al, 2001] und der Plasminogenaktivator uPA mit 

seinem spezifischen Hemmstoff PAI1 [KUHN et al, 1999; SCHMALFELDT et al, 

2001]. Derzeit wird in der Klinischen Forschergruppe der Frauenklinik der TU 

München auch die Rolle verschiedener Kallikreine als Tumormarker in Serum und 

Tumorgewebe von Patientinnen mit Ovarialkarzinom geprüft [DORN et al, 2006].  
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Die endgültige Bedeutung all dieser Faktoren ist jedoch noch nicht vollständig geklärt 

und bedarf weiterer Forschungsarbeit. 

1.2 Karzinogenese 

Krebs wird als das Ergebnis einer Vielzahl genetischer Veränderungen gesehen. 

Generell unterscheidet man zwischen Onkogenen und Tumorsuppressorgenen, die 

eine Rolle bei der Tumorinitiation und –progression spielen können. Eine Störung der 

Interaktion zwischen Zellen und ihrer Umgebung kann zu invasivem Wachstum und 

Metastasierung führen [MARSHALL, 1991]. Im Laufe der Tumorgenese kommt es zu 

einer zunehmenden chromosomalen Instabilität. 

Zur Krebsentstehung beitragen können Mutationen oder gesteigerte Genexpression 

von Onkogenen und die verminderte Expression oder der Verlust von 

Tumorsuppressorgenen. Veränderungen dieser Gene können bereits auf 

Keimbahnebene entstehen und dann zur Entstehung eines Malignoms 

prädisponieren. Beispiele hierfür sind jene der Brustkrebs-Suszeptibilitätsgene 

BRCA1 und 2, die zur Entwicklung von Brust- oder Eierstockkrebs prädisponieren.  

1.2.1 Knudsons „Two-Hit-Model“ 

Knudson hat mit dem „Two-Hit-Model“ ein Modell für die Tumorgenese beschrieben, 

bei dem für die vollständige Inaktivierung eines Tumorsuppressorgens zwei 

Ereignisse (Hits) erforderlich sind. Es beschreibt zwei Wege, die zur Transformation 

einer Zelle in eine Krebszelle führen können: Mutationen und der Verlust von 

chromosomalem Material, zum Beispiel durch Loss of heterozygosity (LOH) oder 

homozygote Deletionen. Inzwischen ist das Modell durch die DNA-Methylierung 

ergänzt worden [JONES & LAIRD, 1999; MAIER et al, 2004]. 

Prinzipiell unterscheidet man zwischen familiären und sporadisch auftretenden 

Tumoren. Bei den sporadischen Tumoren werden beide „Hits“ in Form von 

Mutationen, Loss of Heterozygosity oder Methylierung nach der Konzeption 

erworben. Im Gegensatz dazu liegt bei hereditären Tumoren in jeder Körperzelle 

zumindest ein Ereignis einer Mutation auf Keimbahnebene zugrunde [JONES & 

LAIRD, 1999; MAIER et al, 2004]. 

Dieses Modell wird unter Einbeziehung des Fanconi Anämie-BRCA-Pathways auch 

für die Karzinogenese von Brust- und Eierstockkrebs vorgeschlagen. Dabei kann 

eine ererbte Mutation von BRCA1 oder FANCF ebenso wie eine Promoter-

Hypermethylierung das erste Ereignis sein [OLOPADE & WEI, 2003]. 
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1.2.2 Loss of Heterozygosity 

Loss of Heterozygosity ist bei verschiedenen Krebsarten häufig und wird als Hinweis 

auf die Lokalisation eines Tumorsuppressorgens gewertet [PONDER, 1988; 

MARSHALL, 1991]. Daher werden LOH-Analysen für die Suche nach 

Tumorsuppressorgenen eingesetzt. 

Im Genom des Menschen sind so genannte Mikrosatelliten enthalten, die aus 

tandemartig wiederholten Sequenzen aus zwei bis vier Basenpaaren bestehen und 

in der Anzahl ihrer Wiederholungen hochpolymorph sind. Man nennt sie daher auch 

Short Tandem Repeat Polymorphisms (STRP). Ein Individuum erbt oft verschieden 

lange Allele von seinen Eltern. Durch Non-disjunction, subchromosomale Deletionen, 

nichtbalancierte Translokationen, Genkonversion oder meiotische Rekombination 

kann es zu einem Verlust dieser Heterozygotie kommen (Loss of Heterozygosity, 

LOH) [MARSHALL, 1991; DEVILEE et al, 2001].  

Der Nachweis von Loss of Heterozygosity nutzt das Vorhandensein von Längen-

Polymorphismen (Mikrosatelliten) innerhalb des Genoms, um zwischen maternalem 

und paternalem Allel zu unterscheiden [DEVILEE et al, 2001]. Man bedient sich 

polymorpher Marker, die die entsprechende chromosomale Region flankieren und 

vergleicht so die DNA von normalen Zellen und von Tumorzellen desselben 

Patienten. 

1.2.3 Beitrag der Methylierung zur Karzinogenese 

Der Begriff Epigenetik bezieht sich auf vererbbare DNA-Modifikationen, wie zum 

Beispiel die DNA-Methylierung, die außerhalb der primär durch Basen kodierten 

Sequenzen liegen [BALCH et al, 2004].  

Methyltransferasen katalysieren die Methylierung am C5-Kohlenstoff eines 

Cytosinrests, dem ein Guanin folgt (CpG-Dinukleotid). 

Die Verteilung von CpG-Dinukleotiden ist im menschlichen Genom nicht einheitlich. 

Es gibt Bereiche, die reich an CpG-Dinukleotiden sind und CpG-Islands genannt 

werden [BIRD, 1986]. Typische CpG-Islands sind im Bereich von Genpromotern 

lokalisiert und normalerweise unmethyliert. Durch ihre Methylierung kann die 

Transkription eines Gens blockiert werden, das heißt, das Gen wird abgeschaltet 

[BIRD, 1986].  
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Methylierung dient bei der Replikation der Unterscheidung zwischen der Matrize und 

dem neu synthetisierten Tochterstrang. Eine weitere wichtige Aufgabe der DNA-

Methylierung ist die Genregulation. Dazu gehören das „Genomic Imprinting“, durch 

das es zu einer unterschiedlichen Expression von maternalem und paternalem Allel 

eines Gens kommt, die Inaktivierung eines der beiden X-Chromosome der Frau und 

die gewebespezifische differenzielle Genexpression. Auch die korrekte Organisation 

des Chromatins und die Unterdrückung parasitärer Sequenzen werden als normale 

Funktionen der Methylierung beschrieben [ESTELLER & HERMAN, 2001].  

Viele Tumoren zeigen ein vom gesunden Gewebe abweichendes 

Methylierungsmuster: Einerseits ist insbesondere auch für ovariale Tumoren eine 

globale Verminderung der Methylierung (Hypomethylierung) beschrieben worden 

[WIDSCHWENDTER et al, 2004], die mit einer chromosomalen Instabilität in 

Verbindung gebracht wird [CHEN et al, 2005] und zur Aktivierung von Onkogenen 

und viralen Transposons führen kann. Zum anderen wurde über lokale Regionen von 

DNA-Hypermethylierung in Tumoren, so genannte „Hot Spots“, berichet.  

Es gibt viele Hinweise darauf, dass eine Hypermethylierung von CpG-Islands im 

Bereich von Genpromotern zusammen mit einer Deacetylierung von Histonen zu 

einer Abschaltung der Transkription von Tumorsuppressorgenen führt und so zur 

Tumorentstehung beiträgt [JONES & LAIRD, 1999]. Dadurch werden wichtige 

Pathways, die zum Beispiel die DNA-Reparatur oder die Apoptose steuern, gestört 

[ESTELLER & HERMAN, 2001]. Zudem werden für Krebszellen ein Verlust der 

genomischen Prägung („Loss of imprinting“, LOI), eine Störung der Unterdrückung 

intragenomischer Parasiten und das Auftreten von genetischen Defekten durch die 

hohe Mutationsrate von methyliertem Cytosin zu Thymin beschrieben [ESTELLER & 

HERMAN, 2001]. 

1.3 LOH-Ereignisse auf Chromosom 11p bei Ovarialkarzinomen 

Ovarialkarzinome akkumulieren im Laufe der Tumorprogression eine Vielzahl von 

chromosomalen und genetischen Alterationen. Diese Veränderungen beeinflussen 

das maligne Potential und das Ansprechen der Tumoren auf die verschiedenen 

Behandlungsstrategien.  

Ein allelischer Verlust in der Region 11p im Sinne von Loss of Heterozygosity ist für 

das fortgeschrittene Ovarialkarzinom ein relativ häufiges Ereignis [EHLEN & 

DUBEAU, 1990; ZHENG et al, 1991; VIEL et al, 1992; KIECHLE-SCHWARZ et al, 
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1993; KIECHLE-SCHWARZ et al, 1994]. Dieser Verlust korreliert mit einer 

schlechten Differenzierung [KIECHLE-SCHWARZ et al, 1994; ZHENG et al, 1991] 

und einem aggressiveren Verhalten von Ovarialtumoren [KIECHLE et al, 2001; VIEL 

et al, 1992; LEARY et al, 1993; GABRA et al, 1995; LU et al, 1997].  

In der Arbeitsgruppe von Frau Professor Kiechle wurden 106 Ovarialkarzinome 

mittels Comparative Genome Hybridisation (CGH)-Analyse auf die Über- 

beziehungsweise Unterrepräsentation chromosomaler Regionen untersucht.  

Dabei zeigten fortgeschrittene Tumoren einen höheren Grad an chromosomaler 

Instabilität als Tumoren mit geringerem malignen Potential. Es konnte auch gezeigt 

werden, dass undifferenzierte Tumoren (G3) signifikant häufiger mit Deletionen der 

Regionen 11p, 13q, 8q und 7p assoziiert waren als gut differenzierte Tumoren (G1). 

Eine besonders deutliche Korrelation bestand zwischen G3-Tumoren und dem 

Verlust des kurzen Arms von Chromosom 11 [KIECHLE et al, 2001]. Diese 

Ergebnisse legen nahe, dass im Bereich von 11p Gene lokalisiert sein könnten, die 

bei der Entstehung von Ovarialtumoren bzw. deren Progression eine wichtige Rolle 

spielen könnten. Auch verschiedene andere Studien gehen von dieser Annahme aus 

[LEE et al, 1990; VANDAMME et al, 1992; VIEL et al, 1992; KIECHLE-SCHWARZ et 

al, 1993; KIECHLE-SCHWARZ et al, 1994; CAO et al, 2001]. Die Beobachtung von 

Allelimbalanzen und LOH an bestimmten chromosomalen Loci bei Tumor-DNA im 

Vergleich zu normaler DNA wird als Hinweis auf die Lokalisation eines 

Tumorsuppressorgens interpretiert [PONDER, 1988; MARSHALL, 1991]. 

1.4 Potentielle Kandidatengene für die Tumorprogression des 

Ovarialkarzinoms auf Chromosom 11p 

Insgesamt handelt es sich bei 11p um eine Region, die sehr reich an Genen ist. Wie 

oben bereits beschrieben, sind allelische Deletionen von Chromosom 11p bei 

invasiven epithelialen Ovarialtumoren häufig und sind mit einem agressiveren 

Verhalten dieser Tumoren assoziiert. Zudem ist der kurze Arm von Chromosom 11 

als „Hot Spot“ für DNA-Methylierung bei Krebs bekannt [DE BUSTROS et al, 1988]. 

Es wird vermutet, dass sich hier für die Progression von Ovarialkarzinomen relevante 

Tumorsuppressorgene befinden.  

In einer vorangegangenen Doktorarbeit [HAUENSTEIN, 2005] wurde mit der 

Feinkartierung von Loss of Heterozygosity (LOH)-Intervallen auf Chromosom 11p 

(11pter – 11p14) mittels Miktrosatellitenanalyse an 25 mittels CGH vorselektierten 
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Ovarialkarzinomen [JACOBSEN, 2000] begonnen, um die Lokalisation potenzieller 

Kandidatengene mittels Mikrosatellitenmarkern genauer eingrenzen zu können. Bei 

diesen aus dem Kollektiv der Studie von KIECHLE et al 2001 stammenden Proben 

war ein Verlust genetischen Materials in der Region 11p aufgefallen.  

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde diese Feinkartierung mit zusätzlichen Markern 

auf den Bereich 11pter bis 11p11 ausgedehnt. Zudem wurde das Probenkollektiv um 

nicht durch CGH vorselektierte Proben erweitert.  

Im Zuge einer Literaturrecherche fielen zum Beispiel das Metastasierungs-

Suppressor-Gen KAI1 (CD82) [DONG et al, 1995; KAWANA et al, 1997] (11p11.2), 

das Fanconi Anämie-Gen FANCF [TANIGUCHI et al, 2003] (11p15), oder das CD44-

Gen (35,1 MB vom Telomer entfernt) als interessante Kandidatengene in der 

voruntersuchten Region auf.  

1.4.1 KAI1 

Das KAI1 (CD82) Gen ist als Metastasierungs-Suppressor-Gen erstmalig beim 

Prostatakarzinom beschrieben worden [DONG et al, 1995]. Es liegt auf 11p11.2 (44,6 

MB vom Telomer entfernt gelegen) und kodiert ein aus 267 Aminosäuren 

bestehendes Glykoprotein, das zur Transmembrane-4 Superfamily (TM4SF) gehört 

[LIU et al, 2000, HOULE et al, 2002]. Es wird vermutet, dass KAI1 als 

Membranprotein an Interaktionen zwischen Zellen untereinander und zur 

extrazellulären Matrix mitwirkt.  

Dadurch soll es Einfluss auf die Fähigkeit von Krebszellen zur Invasion und 

Metastasierung nehmen [DONG et al, 1995; LIU et al, 2000]. Eine Herabregulation 

der Expression von KAI1 ist für verschiedene Krebsarten, unter anderem für das 

epitheliale Ovarialzellkarzinom beschrieben worden [LIU et al, 2000; HOULE et al, 

2002]. LIU et al [2000] haben die verminderte Expression von KAI1 vor allem bei 

Tumoren im Frühstadium beobachtet. HOULE et al [2002] berichten über eine 

niedrige KAI1-Expression bei Tumoren hohen Gradings und bei Metastasen. Auch 

wird eine Veränderung der Lokalisation in der Zelle von der Membran bei G1-

Tumoren ins Zytoplasma bei G3-Tumoren dokumentiert [HOULE et al, 2002]. 

Angesichts dieser Literaturdaten wird davon ausgegangen, dass KAI1 eine wichtige 

Rolle bei der malignen Progression des Ovarialkarzinoms spielt. Im Rahmen dieser 

Arbeit wurde die Region 11p11.2 mit einem Mikrosatellitenmarker auf allelische 

Imbalanzen bei ovarialen Tumorproben untersucht.  
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Die Herabregulation von KAI1 scheint nicht durch eine Mutation verursacht zu sein 

[LIU et al, 2000]. JACKSON et al [2000] konnten an einem größeren Kollektiv von 

Tumorproben und Zelllinien keine Methylierung von KAI1 nachweisen. Daher wurde 

auf eine Untersuchung der Methylierung an unserem Probenkollektiv verzichtet.  

Die Expression von KAI1 war Gegenstand einer parallel von Simone Schleger 

durchgeführten Doktorarbeit.  

1.4.2 FANCF 

Das Fanconi Anämie Gen-FANCF ist auf Chromosom 11p15 (22,6 MB vom Telomer 

entfernt) lokalisiert und liegt in einer Region, in der in Vorstudien allelische 

Imbalanzen beobachtet worden waren [KIECHLE et al, 2001, HAUENSTEIN, 2005]. 

Bei FANCF handelt es sich um ein Gen, das aus einem Exon besteht, und für ein 

Protein von 42 kD kodiert [DE WINTER et al; 2000] Es enthält ein CpG-Island 

[TANIGUCHI et al, 2003]. Das FANCF-Protein ist Bestandteil des Fanconi Anämie-

DNA-Reparatur-Pathways [GARCIA-HIGUERA, 2001], der eine wichtige Rolle bei 

der Reparatur von DNA-Schäden, z.B. durch alkylierende oder interkalierende 

Chemotherapeutika spielt [GARCIA-HIGUERA, 2001; HAZLEHURST et al, 2003; 

TANIGUCHI et al, 2003].  

Neuere Studien berichten über eine Abschaltung des FANCF-Gens durch 

Hypermethylierung bei Ovarialkarzinom-Zelllinien und einem kleinen Kollektiv von 

Ovarialkarzinom-Tumorproben und bringen damit eine Unterbrechung dieses 

Pathways in Verbindung [TANIGUCHI et al, 2003]. Zudem wird ein möglicher 

Zusammenhang mit dem Ansprechen auf cisplatinhaltige Chemotherapie vermutet 

[TANIGUCHI et al, 2003; OLOPADE & WEI, 2003; D’ANDREA 2003]. 

Sequenzanalysen von FANCF bei der ovarialen Zelllinie TOV-21G und einer von 

einem Patienten mit akuter myeloischer Leukämie abstammenden Zelllinie konnten 

keine Mutation des Gens nachweisen [TISCHKOWITZ et al, 2003; TANIGUCHI et al, 

2003]. 

Etwa die Hälfte der von Evelyn Hauenstein untersuchten, mittels CGH vorselektierten 

Tumoren zeigen ein Ereignis für den dem FANCF Gen am nächsten gelegenen 

Mikrosatellitenmarker „CA14“ [GROSS et al, 2007]. Aufgrund dieser Daten wurde das 

Fanconi Anämie-Gen FANCF für weitere Untersuchungen ausgewählt.  

Um die Literaturdaten an einem größeren, nicht vorselektierten Kollektiv von 

Ovarialkarzinomen zu bestätigen, sollte die Promoterregion von FANCF mittels 

Methylierungs-spezifischer PCR auf ihren DNA-Methylierungsstatus untersucht 
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werden. Die Genexpression von FANCF sollte parallel mit einem Realtime-PCR-

Verfahren in einem ausgewählten Probenkollektiv quantifiziert werden.  

1.4.3 Der Fanconi Anämie-BRCA-Pathway 

Bei der Fanconi Anämie (FA) handelt es sich um eine sehr heterogene Erkrankung, 

die autosomal-rezessiv vererbt wird. Sie ist gekennzeichnet durch angeborene 

Fehlbildungen und eine Prädisposition für Neoplasien.  

Bei der FA vom Subtyp D1 sind bialleleische Mutationen von BRCA2, einem der 

beiden Suszeptibilitätsgene für Brust- und Eierstockkrebs gefunden worden 

[HOWLETT et al, 2002]. Deshalb geht man davon aus, dass die Fanconi Anämie-

Proteine zusammen mit den Proteinen BRCA1 und 2 in einem gemeinsamen 

Pathway kooperieren. 

Defekte der DNA-Reparatur und von „Checkpoints“ im Zellzyklus, also zum Beispiel 

Defekte des FA-Pathways, führen möglicherweise zu einer genetischen Instabilität 

und damit zu Krebs. Störungen des FA-Pathways sind für viele Krebsarten, zum 

Beispiel für maligne Ovarialtumoren, das Zervixkarzinom oder Lungentumoren 

[TANIGUCHI et al, 2003; DHILLON et al, 2004; NARAYAN et al, 2004; MARSIT et al, 

2004] identifiziert worden. Darüber hinaus könnte ein aberranter FA Pathway das 

Ansprechen von Tumoren auf Chemotherapeutika und Bestrahlung beeinflussen 

[TANIGUCHI & D’ANDREA, 2006, TANIGUCHI et al, 2003; HAZLEHURST et al, 

2003; CHEN et al, 2005]. 

Der Fanconi Anämie-BRCA-Pathway moduliert die DNA-Reparatur durch homologe 

Rekombination [D’ANDREA, 2003]. Eine DNA-Schädigung, zum Beispiel durch 

Cisplatin, Mitomycin C, Melphalan oder ionisierende Strahlung führt zur Formation 

eines Multi-Proteinkomplexes (FA-Komplex), der für die Monoubiquitylierung des 

weiter abwärts gelegenen FANCD2 an einem Lysinrest benötigt wird [GARCIA-

HIGUERA et al, 2001]. FANCF operiert dabei als flexibles Adaptorprotein, dem eine 

Schlüsselrolle bei der Bildung und der Stabilisierung des Fanconi Anämie-

Kernkomplexes zugerechnet wird [LÉVEILLÉ et al, 2004]. 

Monoubiquityliertes FANCD2 interagiert mit BRCA1 und dem als FANCD1 

identifizierten BRCA2 und bewirkt deren Rekrutierung mit RAD51 in DNA-

Reparaturfoci. Diese Rekrutierung ist Voraussetzung für die Reparatur der durch 

interkalierende Substanzen verursachten DNA-Schäden. [OLOPADE &WEI, 2003; 

NIEMEYER et al, 2006; ]. Eine Unterbrechung des Pathways führt zu den für Fanconi 

Anämie charakteristischen Chromosomenbrüchen, zu einer Überempfindlichkeit für 
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DNA-Crosslinker und einer erhöhten Transformationsrate der Zellen [TANIGUCHI et 

al, 2003; D’ANDREA, 2003]. 

Ovariale Tumorzellen haben oft ein instabiles Genom und zeigen eine 

Überempfindlichkeit für Cisplatin. Im Verlauf entwickeln viele Patientinnen jedoch 

eine Resistenz gegen Chemotherapeutika. Die Gruppe um Taniguchi untersuchte in 

einer 2003 veröffentlichten Studie die Integrität des Fanconi Anämie-BRCA-

Pathways in Ovarialtumorzellen [TANIGUCHI et al, 2003]. Sie beschreibt, dass 

dieser Pfad, der die Cisplatin-Empfindlichkeit von Zellen beeinflussen soll, bei einigen 

ovarialen Tumorzelllinien durch biallelische Methylierung des FANCF-Gens 

unterbrochen sei. Maß für einen funktionierenden Pathway war dabei die 

Monoubiquitylierung von FANCD2.  

TANIGUCHI et al [2003] zeigen, dass diese zusammen mit der Resistenz gegen 

Cisplatin durch eine funktionelle Komplementierung mit dem weiter oben im Pathway 

(upstream) gelegenen FANCF wiederhergestellt werden kann. Die Arbeitsgruppe 

vermutet, dass eine Inaktivierung von FANCF bei Ovarialtumoren auf einer 

Methylierung bestimmter CpG-Islands im Promoter beruht und eine erworbene 

Cisplatinresistenz mit einer Demethylierung dieser CpG-Islands korreliert. Zudem 

könnte eine somatische Inaktivierung des Pathways infolge der Methylierung von 

FANCF zum sporadisch auftretenden Ovarialkarzinom beitragen. In Anbetracht 

dieser Ergebnisse wird ein Modell für die Progression von Ovarialtumoren 

vorgeschlagen (siehe Abbildung 1), bei dem der initialen Methylierung von FANCF 

eine Demethylierung von FANCF folgt und schließlich zu einer Cisplatin-Resistenz 

führt. 

Bei diesem Modell ist FANCF bei der frühen Tumor-Progression methyliert und somit 

inaktiv. Das führt zu einer chromosomalen Instabilität und Akkumulierung von 

anderen, Tumor begünstigenden Mutationen. Die meisten der wachsenden 

Tumorzellen bleiben aufgrund ihres Defekts im FA-Pathway überempfindlich für 

Cisplatin, so dass Cisplatin in diesen Zellen eine ausgesprochene Tumor-Lyse 

bewirken kann. In vereinzelten Tumorzellen wird FANCF demethyliert, was zu einer 

Wiederherstellung des Pathways und durch einen selektiven Vorteil bei Therapie mit 

Cisplatin zum Heranwachsen Cisplatin-resistenter Tumorzellen führt. Dieser 

Mechanismus könnte eine plausible Erklärung bieten für die Neigung von 

Ovarialtumoren, eine Cisplatin-Resistenz zu entwickeln.  
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Abbildung 1 Modell für die Tumorprogression von Ovarialtumoren nach TANIGUCHI et al, 2003 

 

TANIGUCHI et al [2003] sehen in diesem Modell mögliche therapeutische Ansätze 

für Cisplatin-resistente Tumoren. So schlagen sie vor, dass ein kleinmolekularer 

Hemmstoff des FA-Pathways die Monoubiquitylierung von FANCD2 verhindern 

könnte und den erneut wachsenden Tumor wieder gegen Cisplatin empfindlich 

machen könnte. Voraussetzung wäre jedoch, dass solch ein Medikament selektiv in 

die Tumorzellen gelangt, da es gleichzeitig die Zytotoxizität von Cisplatin auf normale 

Zellen verstärken würde. 
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1.4.4 Ausblick – Das Leben von Guido Fanconi 

Guido Fanconi wurde am 1. Januar 1892 in Poschiavo, Graubünden geboren. 

Bereits in seiner Schulzeit hatte der von den Naturwissenschaften, insbesondere der 

Biochemie, begeisterte Fanconi ein eigenes kleines Labor. Nach Abschluss des 1911 

begonnenen Medizinstudiums trat er 1918 in Zürich seine erste Stelle in der 

Pathologie und Physiologie an. Im Kinderspital der Universität Zürich war er ab 1918 

tätig. Dort habilitiert Fanconi sich 1926 über Scharlach. Später wurde er zum 

Professor der Pädiatrie berufen und Chef des Zürcher Kinderspitals [LOBITZ & 

VELLEUER, 2006].  

In einer 1927 veröffentlichten Fallstudie berichtete Fanconi von drei Brüdern, die an 

einer der perniziösen Anämie ähnlichen Erkrankung verstorben waren [NIEMEYER 

et al, 2006]. Er ging davon aus, dass dabei eine konsitutive, also genetische 

Erkrankung vorlag [DEMUTH et al, 2002]. 1931 wurde dieses Krankheitsbild als 

„Fanconi Anämie“ bezeichnet. Fanconi beschäftigte sich die darauf folgenden 40 

Jahre mit dieser Erkrankung. 

Er kämpfte für die Einführung von Labormethoden in den klinischen Alltag und vertrat 

die seinerzeit eher unpopuläre Ansicht, dass chromosomale Aberrationen und ein 

Versagen von Immunmechanismen die Hauptursachen für die maligne Degeneration 

einer Zelle seien. Fanconi glaubte, dass Krebs an sich keine Erbkrankheit sei, 

sondern dass heriditäre prädisponierende und protektive Faktoren existieren.  

Am 10. Oktober 1979 verstarb Guido Fanconi in Zürich [LOBITZ & VELLEUER, 

2006]. Als Erstbeschreiber der Fanconi Anämie, der Cystischen Fibrose und des De 

Toni-Debré-Fanconi Syndroms sowie zahlreicher anderer Erkrankungen ist er auch 

im heutigen klinischen Alltag präsent. 
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2 Zielsetzung dieser Dissertation 
Ziel dieser Dissertation war die Suche nach potentiellen Tumorsuppressorgenen, die 

eine Rolle bei der Tumorinitiation und –progression des Ovarialkarzinoms spielen 

könnten. Bei dem vorhandenen Probenkollektiv handelte es sich um mittels 

Comparative Genomic Hybridisation vorselektierte Proben von Ovarialkarzinomen, die 

durch chromosomale Deletionen in der Region 11pter bis 11p13 aufgefallen waren. 

Verluste von Genmaterial am Chromosom 11p sind mit der Progression des 

Ovarialkarzinoms assoziiert. Man vermutet deshalb die Existenz von einem oder 

mehreren relevanten Tumorsuppressorgenen in dieser Region, die im Zuge der 

Entdifferenzierung von malignen Ovarialtumoren verloren gehen.  

Das vorhandene Kollektiv sollte um nicht vorselektierte Tumorproben aus der 

Gewebebank der Frauenklink der TU München erweitert werden. Die in einer 

vorangegangen Doktorarbeit begonnene Feinkartierung von Chromosom 11p mittels IP-

RP-HPLC (Ion Pair-Reversed Phase-High Pressure Liquid Chromatography) sollte mit 

zusätzlichen polymorphen Mikrosatellitenmarkern (Di- und Tetranukleotidmarker) 

fortgeführt werden mit dem Ziel die komplette Region von 11p15 bis 11p11 (Intervall 

von etwa 55 Megabasen) zu überspannen. Das Ziel dieser Feinkartierung war es, ein 

kleinstes überlappendes Intervall („smallest region of overlap“) auf dem kurzen Arm von 

Chromosom 11 abzugrenzen, für das bei einem großen Anteil der untersuchten 

Tumorproben ein Loss of Heterozygosity nachweisbar ist. In dieser Region sollten dann 

mit Hilfe von Literaturdaten Kandidatengene für eine weiterführende Untersuchung 

ausgewählt werden.  

Ein weiteres Ziel war es, quantitative Genexpressionsanalysen und Methoden zur 

Untersuchung der DNA-Methylierung in Promoterregionen in unserem Labor zu 

etablieren. Mithilfe dieser Methoden sollten die ausgewählten Gene dann genauer 

untersucht werden, um herauszufinden, ob sie eine Rolle bei der Tumorinitiation und –

progression spielen könnten. 

Da sich bei der Feinkartierung kein eindeutiges kleinstes überlappendes Intervall auf 

Chromosom 11p abgrenzen ließ, wurde später mit Hilfe des Literaturstudiums ein 

vielversprechendes Gen ausgewählt: Das Fanconi Anämie-Gen FANCF, dem 

außerdem eine Rolle bei der Entstehung der Chemotherapieresistenz des 

Ovarialkarzinoms zugeschrieben wird.  
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3 Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Probenkollektiv 

Das untersuchte Tumorkollektiv umfasst Proben von 44 malignen epithelialen 

Ovarialtumoren, einem benignen Ovarialtumor (Thekom) und vier Netzmetastasen. Zu 

jeder Tumorprobe stand ein Normalgewebe (Peritoneum) der jeweiligen Patientin zur 

Verfügung. Alle Tumoren wurden parallel vom Pathologen charakterisiert. Die klinischen 

Daten der jeweiligen Patientinnen sind in Tabelle 2 zusammengefasst. 

25 der Tumoren stammen aus einem Set von 55 Ovarialtumoren, die in 

vorangegangenen Studien in Zusammenarbeit mit der Universitätsfrauenklinik Kiel 

(Prof. Dr. N. Arnold) mittels Comparative Genome Hybridisation (CGH-) Analyse 

untersucht worden waren und bei denen eine Unterrepräsentation von chromosomalem 

Material der Region 11p aufgefallen war [KIECHLE et al, 2001]. Des Weiteren stand 

DNA von sechs weiteren Patientinnen aus Kiel zur Verfügung, die in der CGH-Analyse 

keine Aberrationen auf Chromosom 11 gezeigt hatten [Prof. Dr. N. Arnold, unpublizierte 

Daten]. 

Dieses Kollektiv wurde um 13 weitere, nicht vorselektierte Gewebeproben von 

Ovarialtumoren und vier Proben korrespondierender extraovarialer Tumorgewebe 

(Netzmetastasen) aus dem Probenkollektiv der Frauenklinik an der TU München 

erweitert. Die Proben stammen aus Tumoren, die mit den Standardmethoden operativ 

entfernt wurden und dann in Stickstoff bei - 80ºC schockgefroren und gelagert wurden. 

Aus diesen Geweben wurde im Rahmen dieser Arbeit DNA isoliert.  

Für die Etablierung der Genexpressionsanalyse mittels Taqman® lag RNA zu neun der 

in dieser Doktorarbeit verwendeten Gewebeproben aus Ovarialtumoren sowie zu einem 

Normalgewebe aus dem Probenkollektiv der Frauenklinik an der TU München vor. 

Zudem wurde die Zelllinie OvCa-R3 (ATCC® Nummer HTB-161) verwendet. Sie stammt 

von einer 60-jährigen kaukasischen Patientin mit einem epithelialen Ovarialtumor 

(Adenokarzinom) [www.atcc.org]. 

Für die Etablierung der verschiedenen Methoden stand DNA aus einem Kollektiv von 

Normalpatientinnen zur Verfügung. 
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Probe Alter bei 
Diagnose

FIGO 
Stadium Grading Histologie

Auffälligkeit 
Chromosom 11p in 

CGH
K 1 57 IV 2 serös/papillär ja
K 2 74 IIIc 2 endometroid ja
K 3 51 Thekom ja
K 4 63 IIIc 3 serös/papillär ja
K 5 37 Ia 3 endometroid ja
K 7 61 IIIb 2 endometroid ja
K 9 63 IIIc 2 serös/papillär ja

K 10 45 IIIc 2 serös/papillär ja
K 11 43 IIIc 3 serös/papillär ja
K 12 46
K 13 43 IV 3 serös/papillär ja
K 14 58 IIIc 2 serös/papillär ja
K 15 73 IIIb 2 serös/papillär ja
K 16 66 IIIc 2 serös/papillär ja
K 17 77 IV 3 serös/papillär ja
K 18 62 IIIc 3 serös/papillär ja
K 20 74 IIIc 3 serös/papillär ja
K 23 71 Ia 3 serös/papillär ja
K 25 83 IV 3 endometroid ja
K 28 29 IIIc 3 serös/papillär ja
K 30 57 IIIc 2 serös/papillär ja
K 31 69 IV 3 serös/papillär ja
K 32 64 Ia 2 endometroid ja
K 33 80 Ic 3 endometroid ja
K 34 81 IIIb 2 serös/papillär ja
K 35
K 36 64 Ia 1 mucinöses Cystadenom nein
K 37 44 IIIc 2 serös/papillär nein
K 38 49 IIIa 2 endometroid nein
K 39 65 IIIc 2 serös/papillär nein
K 40 62 IV 2 serös/papillär nein

Muc 1 63 IIIc 3 serös n.b.
Muc 2 48 IV 3 serös n.b.
Muc 3 70 IV 3 serös n.b.
Muc 4 22 IIIc 1 niedrig differenziert n.b.
Muc 5 48 IIIc 3 serös n.b.
Muc 6 61 IIIc 3 serös n.b.
Muc 7 68 IV 3 serös n.b.
Muc 8 53 Ic 2 mucinös n.b.
Muc 9 70 IIIc 3 serös n.b.

Muc 10 44 IIIc 3 embryonaler Tumor n.b.
Muc 11 35 IIIa 3 serös n.b.
Muc 12 81 IIIc 3 serös n.b.
Muc 13 64 IIIc 3 undifferenziert n.b.
Muc 14 67 Iic 2 n.b.

Rezidiv von K 10

unbekannt

 

Tabelle 2 Klinische Daten zu den verwendeten Tumorproben. n.b. = nicht bestimmt 
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3.1.2 DNA-Isolierung und – Reinigung 

DNA wurde mit dem Puregene® DNA Purification Kit (Gentra, Minneapolis, Minnesota, 

USA) isoliert. Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte mit dem BioPhotometer 

(Eppendorf, Hamburg).  

Folgende Puffer und Lösungen wurden für die anschließende DNA-Reinigung 

verwendet: 

• Proteinase K (Roche, Penzberg), gelöst in 10 mM Tris (Roth, Karlsruhe) 

• 1 M Tris:  60,55 g Tris add 500 ml H2O; pH 7,4 

• Proteinase K Puffer: 100 mM TrisCl; pH 8 

       50 mM EDTA 

      5% SDS (ICN Biomedicals, Aurora, Ohio, USA) 

• 4 M LiCl: 8,478 g LiCl (Merck, Darmstadt) add 50 ml H2O 

• Phenol-Chloroform-Isoamyl (PCI) (Sigma, Steinheim) 

3.1.3 Konzentrationsbestimmungen und Beurteilung der RNA-Qualität 

Für die Konzentrationsbestimmung der aus den Gewebeproben isolierten DNA wurde 

das BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg) verwendet. Das Gerät errechnet das 

Verhältnis der UV-Absorption bei 260 nm (DNA) und 280 nm (Protein) (A260/A280). Bei 

reinen DNA-Proben sollte der Wert > 1,8 liegen. Geringere Werte weisen auf eine 

Verunreinigung der Probe mit Protein oder Phenol hin.  

Um die Qualität und die Konzentration der eingesetzten RNA und cDNA zu messen, 

wurde das Spektralphotometer NanoDrop ND-3300 (PeqLab, Erlangen) eingesetzt. Das 

Gerät misst über einen Wellenlängenbereich von 220 – 750 nm. Das gesamte 

Spektrum wird in Form einer Kurve wiedergegeben. Die Konzentration der RNA wird 

basierend auf der Absorption bei 260 nm (A260) berechnet. Die Absorption bei 280 nm 

(A280) misst den Proteingehalt der Probe. Die Ratios A260/280 und A260/230 spiegeln 

beide die Reinheit der gemessenen Nukleinsäure wieder. Für die 260/280-Ratio wird 

ein Wert > 2, für die 260/230-Ratio werden Werte zwischen 2 und 2,2 angestrebt 

[THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2009].  

Um die Qualität der gereinigten Gesamt-RNA-Fraktionen zu prüfen, wurden die Proben 

außerdem gelelektrophoretisch aufgetrennt. Es wurden nur Proben mit intakten 18S 

rRNA- und 28S rRNA- Banden für die Experimente eingesetzt. Zusätzlich wurden mit 

dem NanoDrop (PeqLab, Erlangen) die Qualität und Konzentration der RNA und der 

aus der RNA synthetisierten cDNA gemessen. 
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3.1.4 PCR 

Für die PCR-Reaktionen wurde ein MJ Research PTC 200 Thermocycler (Biozym, 

Hess. Oldendorf) verwendet. PCRs wurden mit Reagenzien aus dem Expand High 

Fidelity System von Roche durchgeführt. Der darin enthaltene Expand High Fidelity 

Enzyme Mix besteht aus einer thermostabilen Taq DNA-Polymerase und der 

thermostabilen Tgo DNA-Polymerase, die eine Proofreading-Aktivität besitzt.  

Für einen dNTP-Mix, wurden je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP aus dem peqGOLD 

dNTP-Set (peqLab, Erlangen) in 1 mM Tris-HCL-Lösung (pH 7,5) gelöst.  

3.1.5 Mikrosatellitenmarker 

Ein Set von Mikrosatellitenmarkern für die Untersuchung der Region 11p wurde in einer 

vorangehenden Doktorarbeit etabliert [HAUENSTEIN, 2005]. Neben diesen Markern 

wurden im Rahmen dieser Arbeit zusätzliche Mikrosatellitenregionen für die 

Feinkartierung der chromosomalen Region 11p ausgewählt (siehe Tabelle 15). 

Bei den gewählten Markern handelt es sich um Mikrosatellitenrepeatregionen, die in der 

Datenbank Goldenpath (www.genome.ucsc.edu) gesucht wurden beziehungsweise aus 

der Genome Database (www.gdb.org) entnommen wurden. Neun Marker wurden aus 

der Genome Database entnommen. Die Heterozygosität der verwendeten Marker wird 

dort mit 48,21 – 81% angegeben. Die Marker CA 14 und CA 21 sind im Rahmen der 

vorangegangen Doktorarbeit entworfen worden [HAUENSTEIN, 2005]. Für die in der 

Goldenpath Datenbank gefundenen Repeatregionen wurden eigens Primersets 

entworfen. Alle Primer wurden von Metabion (Metabion International AG, Martinsried) 

angefertigt. 

3.1.6 DHPLC 

Die Ion-Pair Reversed-Pair HPLC wurde mit einem WAVE® DNA Fragment Analysis 

System (Transgenomic Inc., Ohama, NE, USA) durchgeführt.  

Als Puffer wurden fertig gemischte Puffer von Transgenomic Inc., Ohama, NE, USA 

verwendet: 

Puffer A:  0,1 M Triethylammoniumacetat, pH 7,0 

Puffer B:  0,1 M Triethylammoniumacetat, pH 7,0 

  25 % Acetonitril 

Die Puffergradienten für die Längenauftrennung der Fragmente wurden mit der 

WAVEMaker® Software (Transgenomic Inc., Ohama, NE, USA) berechnet. 
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3.1.7 Herstellung von First Strand cDNA 

Für die Reverse Transkriptase-PCR zur Synthese von Einzelstrang-cDNA aus RNA (1st 

Strand) wurde der 1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) (Roche 

Diagnostics Corp, Indianapolis, USA) verwendet. Für jede der so hergestellten cDNAs 

wurde eine Konzentrationsbestimmung mit dem NanoDrop ND-3300 (PeqLab, 

Erlangen) durchgeführt (siehe Tabelle 3). 
 

Probe A260 A280 A260/280 A260/230 ng/µl
NG (Bi3) 64,64 36,64 1,76 2,08 3232,3

2T 47,431 26,337 1,8 2,09 2371,6
2ex 52,685 28,926 1,82 2,11 2634,3
3T 50,914 27,827 1,83 2,15 2534,7
3ex 49,838 27,366 1,82 2,09 2491,9
5ex 51,894 28,52 1,82 1,94 2594,7
7T 50,009 27,298 1,82 2,08 2500,5

11T 55,061 30,134 1,83 2,12 2753,1
12T 38,189 20,876 1,83 2,11 1909,4
14T 45,848 25,325 1,81 2,09 2292,4

OvCa-R3 44,711 24,43 1,82 2,09 2235,5  

Tabelle 3 Konzentrationsbestimmung der eingesetzten cDNA-Proben mit dem Nanodrop 

 

3.1.8 Taqman®-System 

Die Quantifizierung der Genexpression wurde mit einem ABI PRISM® 7700 Sequence 

Detection System („Taqman®“, Applied Biosystems, Darmstadt) und der dazugehörigen 

Sequence Detection System Software (Applied Biosystems, Darmstadt) durchgeführt.  

Es wurden folgende von Applied Biosystems (Darmstadt) hergestellte und getestete 

Gene Expression Assays verwendet: 
 

o FANCF Assay-on-demand™ Applied Biosystems 

o HPRT TaqMan® Predeveloped Assay Reagents, Applied Biosystems 

o 18S RNA TaqMan® Predeveloped Assay Reagents, Applied Biosystems 
 

Diese vorgefertigten Assays enthalten einen 20x Mix aus zwei unmarkierten Primern 

(Endkonzentration 900 nM) und einer TaqMan® MGB probe als Sonde 

(Endkonzentration 250 nM). Die Assays für FANCF und HPRT wurden in der gelieferten 

Konzentration (20x) verwendet. Der Assay-Mix für 18S RNA wurde auf eine 10x 

Konzentration verdünnt.  
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Außerdem wurde der 2x konzentrierte TaqMan® Universal PCR Mastermix (Applied 

Biosystems, Darmstadt) verwendet, der AmpliTaq Gold® DNA-Polymerase, AmpErase 

UNG, dNTPs einschließlich dUTP, eine passive Referenz und optimierte 

Pufferkomponenten enthält.  

3.1.9 Material für die Untersuchung der Methylierung 

o Die Bisulfitbehandlung der DNA wurde mit dem EZ DNA Methylation Kit ™ von 

Zymo Research (Hiss Diagnostic, Freiburg) durchgeführt. 

o Für die Herstellung einer Positivkontrolle für die Untersuchung von methylierter 

DNA wurde DNA mit CPG-Methylase (M.SssI) (New England Biolabs, Beverly, 

MA) hypermethyliert.  

o Der PCR-based HpaII restriction enzyme assay wurde mit MspI und HpaII (New 

England Biolabs, Beverly, MA) durchgeführt. 

o NEBuffer 2 (New England Biolabs, Beverly, MA) für M.SssI und MspI 

o NEBuffer1 (New England Biolabs, Beverly, MA) für HpaII 

3.1.10 Sequenziergerät 

o ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Darmstadt 

o ABI PRISM® GeneScan Analysis 3.1 Software 

o ROX-500 Standardlösung: 1000 µl Hi-Di™ Formamide und 50 µl GeneScan® 

500 ROX 

o ROX-6 für Bisulfitsequenzierung 

o ABI PRISM ® 3100 POP-6™ Polymer 

o Injektionslösung: Hi-Di Formamide™ 

o Millipore Platte „MANU 30 PCR“ 

3.1.11 Gelelektrophorese 

Folgende Puffer und Lösungen wurden verwendet: 

o 10x TBE-Puffer 892 mM Tris   108 g  (Roth, Karlsruhe) 

    899 mM Borsäure   55 g  (Serva, Heidelberg) 

      25 mM EDTA    9,3 g (Sigma, Steinheim) 

    add 1 Liter Aqua bidest, pH 8,0 

o pegGold Universal Agarose (peqLab, Erlangen) 

o Ethidiumbromid (Sigma, Steinheim) Konzentration 1 mg/ml,  

Verdünnung 1:4000 
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o Beladungspuffer 6x Ladepuffer, peqLab, Erlangen 

o Marker  50 µl peqGold 100 bp DNA-Ladder (peqLab, Erlangen) 

    450 µl H2O 

    100 µl Ladepuffer 
 

In dieser Arbeit wurden für die MSP Gele mit 2,0 % Agarose und für den 

Restriktionsassay Gele mit 1,2 % Agarose eingesetzt. Dafür wird 0,6 bzw. 1g Agarose 

mit 50 ml 1x TBE-Puffer gemischt und geschmolzen. Das entstandene Gel wird auf 

circa 50°C abgekühlt. Nach Zugabe von 12,5 µl der interkalierenden Substanz 

Ethidiumbromid wird es in Gelkammern mit Taschenkämmen gegossen. Das fertige Gel 

wird in der Elektrophoresekammer mit 1x TBE-Puffer bedeckt. Je 5 µl DNA wird mit 1 µl 

6x Ladepuffer (peqLab, Erlangen) gemischt und auf das Gel aufgetragen. Zusätzlich 

werden 6 µl eines verdünnten Markers (0,5 mg peqGOLD 100 bp DNA-Ladder, peqLab, 

Erlangen add 12 ml H20bidest) in eine Tasche des Gels gegeben.  

Die 500 bp-Bande hat einen höheren DNA-Gehalt als die anderen Banden und fungiert 

auf Grund ihrer größeren Intensität als Referenzbande. Die Elektrophorese läuft bei 120 

Volt und 500 mA 30 Minuten lang. Die Banden werden dann mit Hilfe des zugesetzten 

Ethidiumbromids durch UV-Licht sichtbar gemacht und das Gel wird fotografiert. 

3.2 Methoden 

3.2.1 DNA-Isolierung und -Reinigung 

Zunächst werden die Proben mit Hilfe eines Dismembrators zu einem Pulver 

verarbeitet. Dazu wird ein Gewebestück mit einem Gewicht von 0,1 bis 0,2 g klein 

geschnitten und mit einer Kugel in einen in Stickstoff vorgekühlten Teflonbehälter 

gegeben. Der Behälter wird in den Dismembrator eingespannt und das Gewebe wird 

mittels der zugegebenen Kugel innerhalb von 15 bis 25 Sekunden pulverisiert . Aus 

dem so gewonnenen Pulver wird die DNA mit dem Puregene® DNA Purification Kit 

(Gentra, Minneapolis, Minnesota, USA) isoliert. Dann wird sie für eine Woche bei 4°C 

gelagert, damit sie sich gut lösen kann.  

Anschließend wird die Konzentration der gelösten DNA bei einer Wellenlänge von 260 

nm mit einem Photometer (BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg) bestimmt.  

Bei der Aufarbeitung der Gewebeproben bereitete die Konsistenz einiger Gewebe 

Probleme. Manche Gewebe tauen sehr schnell an und „zerfließen“ geradezu. Bei einem 

Teil dieser Proben ließ sich nur wenig DNA isolieren. Insbesondere zeigt sich, dass ein 
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Großteil der Normalgewebe relativ niedrige DNA-Mengen lieferte. Durch Einsatz von 

mehr Pulver bei der Zelllyse konnte dieses Problem für einen Teil der Proben behoben 

werden. Die übrigen niedrig konzentrierten Proben wurden unverdünnt eingesetzt und 

konnten so zumindest für die LOH-Untersuchungen verwendet werden. 

Um die DNA bei zu großem Proteinanteil zu reinigen wird zunächst ein Proteinase K-

Verdau durchgeführt. Dazu wird die Probe mit 1/10 Volumen 10x Proteinase K-Puffer 

und 1/50 Volumen Proteinase K (20 mg/ml) (Roche, Penzberg) gemischt. Die Probe 

wird 30 Minuten lang bei 37°C inkubiert. Dann folgt eine Hitzeinaktivierung der 

Proteinase K durch eine zehnminütige Inkubation bei 68°C. Anschließend findet eine 

Phenol-Chloroform-Isoamyl Extraktion (PCI) statt. Dazu wird das Volumen der Probe 

auf 100 µl aufgefüllt.  

Zur Probe werden dann 100 µl Phenol-Chloroform-Isoamyl (PCI) (Sigma, Steinheim) 

aus der unteren Phase im Glas pipettiert. Die Probe wird jetzt 10 Sekunden lang 

gevortext und dann drei Minuten lang zentrifugiert. Im Cup finden sich dann zwei 

Phasen: eine wässrige, obere Phase, in der sich die DNA befindet und eine untere 

Phase, die Proteine enthält. Die obere Phase wird mit einer Pipette abgenommen und 

in ein neues Cup überführt.  

Im Anschluss wird eine Ethanolfällung durchgeführt. Hierfür werden zur Probe 1/10 

Volumen 4 M LiCl und 2 Volumen 100% Ethanol (Ethanol p.a., Merck, Darmstadt) 

gegeben. Die Proben werden 20 Minuten lang bei – 20°C inkubiert. Dann werden die 

Proben für 15 Minuten bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Die DNA bildet ein Pellet, 

der Überstand wird verworfen. Zum DNA-Pellet wird 1 ml 70 % Ethanol gegeben. Die 

Probe wird 5 Minuten lang bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wird 

wieder verworfen. Dann wird die Probe in der Vakuumzentrifuge zentrifugiert, bis kein 

Ethanol mehr im Cup vorhanden ist. Alkoholreste können bei der späteren Verwendung 

der DNA zum Beispiel die Polymerase in der PCR stören. Die gereinigte DNA wird in 20 

µl gereinigtem Wasser gelöst. 

3.2.2 Loss of Heterozygosity-Analysen 

3.2.2.1 PCR-Reaktion 

Für jede im Rahmen dieser Arbeit gemachte Loss of Heterozygosity (LOH)-

Untersuchung wurde eine PCR-Reaktion durchgeführt. Die PCRs fanden in einem 

Endvolumen von 25 µl statt. In jedem Ansatz waren 25 ng genomische DNA, 1,5 - 2,5 

mM MgCl2, 100 µM Deoxynukleosidtriphosphate (dNTPs), je 500 nM Forward- und 
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Reverse-Primer und 1 U Polymerase (Expand High Fidelity Enzyme Mix) enthalten. 

Einige der in der vorliegenden Arbeit neu isolierten DNA-Proben zeigten bei der 

Konzentrationsbestimmung mit dem Photometer auch nach mehrfacher Isolation sehr 

niedrige Werte, so dass eine Verdünnung auf 10 µg/µl nicht möglich war. Diese Proben 

wurden unverdünnt in die PCR-Reaktion eingesetzt.  

Im ersten Schritt der PCR erfolgt die Denaturierung der Doppelstrang-DNA bei 94°C zu 

Einzelsträngen. Dann findet bei der spezifischen Primer-Temperatur (Tm) die 

Anlagerung der Primer an die jeweiligen Einzelstränge (Annealing) statt. Je nach 

Primer-Pärchen lag Tm zwischen 55 und 69°C.  

Im nächsten Schritt wird die Temperatur eine Minute lang auf 72°C erhöht. Bei dieser 

Temperatur findet die Elongation der von den Primern bestimmten Sequenz in 

Gegenwart von Deoxynukleotiden durch die hitzebeständige Polymerase statt.  

Nach 32 Zyklen folgt die finale Elongation für 8 Minuten bei 72°C. Die Polymerase 

amplifiziert die komplementären Stränge (siehe Tabelle 4). 
 

Temperatur Zeit (min)
1 94,0°C 05:00
2 94,0°C 00:30
3 Tm 00:30
4 72,0°C 01:00
5 Go to 2               32 cycles
6 72,0°C 08:00
7 04,0°C forever
8 End  

Tabelle 4 PCR-Programm für LOH-Analysen, Tm = spezifische Schmelztemperatur der Primer 
 

3.2.2.2 IP-RP HPLC-Analysen 

Das Prinzip der IP-RP HPLC ist von XIAO & OEFFNER 2001 in einem Review 

ausführlich zusammengefasst worden. Bei der Ion-Pair Reversed-Phase High Pressure 

Liquid Chromatography (IP-RP HPLC) handelt es sich um ein Verfahren, bei dem DNA-

Fragmente entsprechend ihrer Größe aufgetrennt und quantifiziert werden. Diese 

Größenbestimmung ist unabhängig von der Fragmentsequenz [MUNSON et al, 2000]. 

Das in den verwendeten Puffern enthaltene Triethylammoniumacetat (TEAA) ist positiv 

geladen und ermöglicht Wechselwirkungen zwischen den negativ geladenen Phosphat-

Ionen der DNA-Moleküle und dem unpolaren Säulenmaterial. Längere DNA-Moleküle 

adsorbieren also stärker an die Säule, da sie mehr TEAA-Moleküle binden und werden 
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langsamer von ihr gelöst als kürzere Moleküle, da sie durch mehr TEAA eine stärkere 

Affinität zur Säule haben.  

Die Höhe der Peaks korreliert mit dem DNA-Gehalt der Probe. Die Zeit, die die DNA an 

der Säule bleibt, bis sie durch Acetonitril eluiert wird (Retentionszeit) hängt von ihrer 

Länge ab. Über die DNA-Sep®Säule (bestehend aus nichtporösen Poly-(Styrene-

Divinylbenzen)-Copolymeren) läuft ein kontinuierlicher Gradient von Puffer A und B. Der 

prozentuale Anteil des acetonitrilhaltigen Puffers B, der die DNA von der Säule eluiert, 

nimmt während der Analyse kontinuierlich zu [XIAO & OEFFNER, 2001]. Der optimale 

Puffergradient für ein DNA Fragment bestimmter Länge kann mit der WaveMaker® 

Software berechnet werden. 

Die LOH-Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurden bei einer Puffer-Flussrate 

von 0,75 ml/min durchgeführt. Die Säulentemperatur lag mit 50°C im nicht-

denaturierenden Bereich. Von jeder Probe wurden – je nach DNA-Konzentration – 5 

oder 7 µl eingespritzt. Die Laufzeit lag je nach Marker bei zehn bis fünfzehn Minuten, 

die Retentionszeit betrug vier bis fünf Minuten. Mit dem eingebauten Detektor wird 

anschließend die UV-Absorption der Probe bei einer Wellenlänge von 260 nm 

[DEVANY et al, 2000] gemessen. Das analoge Signal wird mittels der WaveMaker® -

Software in einen digitalen Wert umgerechnet, die Ergebnisse werden als 

Chromatogramme dargestellt. 

3.2.2.3 Identifikation eines LOH mittels der IP-RP-HPLC 

Durch den Vergleich der Chromatogramme von Tumor- und Normal-DNA kann ein Loss 

of Heterozygosity im Tumorgewebe identifiziert werden. Eine heterozygote Probe zeigt 

im Chromatogramm der IP-RP-HPLC einen Heteroduplex-Peak und für jedes der 

beiden Allele einen Homoduplex-Peak. Wenn die Chromatogramme der Tumor- und der 

Normalprobe ähnliche Intensitäten der Peaks aufweisen, liegt kein LOH vor (siehe 

Abbildung 2 a). 

Bei einem Loss of Heterozygosity ist im Chromatogramm der Tumorprobe im Vergleich 

zur Normalprobe einer der beiden Homoduplex-Peaks und auch der Heteroduplex 

signifikant vermindert, während bei der Normal-DNA ein Heteroduplex und zwei 

Homoduplices nachweisbar sind (siehe Abbildung 2 b). 

Wenn eine Probe sowohl im Tumor- als auch im Normalgewebe einen einzelnen Peak 

zeigt, wird die Probe als „nicht informativ“ bezeichnet, da zwischen den beiden Allelen 

nicht unterschieden werden kann (siehe Abbildung 2 c). 
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a  
 

b 

 

c 
 

Abbildung 2 Beispiele für IP-RP-HPLC-Chromatogramme (T = Tumor-, N = Normalgewebe, 1 = 
Heteroduplex, 2 = Allel 1, 3 = Allel 2) 

a Beispiel für eine heterozygote Probe. Analyse der Probe K 36 mit dem Marker UT691.  

b Beispiel für ein LOH. Analyse der Probe K 13 mit UT691. Hier liegt beim Tumorgewebe ein Verlust von 
Allel 2 vor und der Heteroduplex ist vermindert  

c Beispiel für eine nichtinformative Probe. Analyse der Probe Mü 4 mit UT691.  
 

3.2.2.4 Berechnung des Allelic Imbalance Factors (AIF) 

Um den Grad eines LOHs zu bestimmen kann man den Allelic Imbalance Factor AIF 

nach DEVILEE berechnen: 
 

AIF = At x Bn / Bt x An  
 

Dabei sind A und B die beiden Allele einer für einen bestimmten Mikrosatellitenmarker 

heterozygoten Probe in der DNA des Tumorgewebes (t) und der normalen 

Vergleichsprobe (n) [DEVILEE et al, 2001] (siehe Abbildung 3). 

Bei den HPLC-Chromatogrammen müssen die jeweiligen Peaks angeklickt werden. Die 

WaveMaker® Software berechnet dann die Fläche unter den Kurven. Je die Hälfte der 

Fläche des Heteroduplex wird zu den Flächen der Homoduplices hinzugerechnet.  

Für das Vorliegen eines LOHs wurde ein AIF von ≥1,70 oder ≤0,59, die Grenze für die 

Retention eines Allels bei einem AIF von 0,76-1,3 definiert. Proben mit einem AIF von 

0,60-0,75 oder 1,31-1,69 liegen im „grauen Bereich“ [CLETON-JANSEN et al, 2001]. 

Für diese Proben kann weder mit Sicherheit eine Heterozygotie noch der definitive 

Verlust eines Allels bescheinigt werden. Sie zeigen jedoch oftmals eine in den 

Chromatogrammen deutlich sichtbare Allelimbalanz.  
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Abbildung 3 Berechnung des Allelic Imbalance Factor (AIF): Im Tumorgewebe (t) liegt im Vergleich zum 
Normalgewebe (n) ein Verlust des Allels B vor [nach DEVILEE et al, 2001; S. 571] 

 
Das Vorliegen eines LOHs kann auch angenommen werden, wenn der Heteroduplex-

Peak im Tumorgewebe reduziert ist und/oder wenn sich bei der DNA der Tumorprobe 

das Größenverhältnis der beiden Peaks umkehrt. Auch wenn sich ein LOH nicht immer 

eindeutig quantifizieren ließ, konnte auf diese Weise in vielen Fällen eine Aussage über 

das Vorliegen einer Allelimbalanz im Gegensatz zur Retention der Allele getroffen 

werden  

Bei den Direpeatmarkern werden die beiden Allele aufgrund der oftmals sehr geringen 

Längenunterschiede von nur einem oder zwei Basenpaaren mit der IP-RP-HPLC nicht 

so deutlich aufgetrennt und es treten häufiger Stotterbanden auf (siehe Abbildung 4 a - 

c). Wenn sie sich in ihrer Länge nur in wenigen Basenpaare unterscheiden, können die 

Allele in einem einzelnen Peak, dem ein Heteroduplex-Peak aus beiden Allelen 

vorangeht, ko-eluieren (siehe Abbildung 5 und Abbildung 6). In diesen Fällen ist es nicht 

möglich, im WaveMaker® die jeweiligen Allel-Peaks zu markieren und so die Flächen 

der Peaks getrennt voneinander zu berechnen. 
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a 

 

b 

 

c 

 

Abbildung 4 Beispiele für IP-RP-HPLC-Chromatogramme für den Direpeatmarker ST5 

a Die Probe K 36 ist heterozygot für ST5. 1 = Heteroduplex. Die beiden großen Peaks (2 und 3) 
entsprechen den Allelen 1 und 2. Bei den jeweils nachfolgenden kleineren Peaks handelt es sich um 
Stotterbanden. 
 
b Bei der Probe K 39 liegt im Tumorgewebe (T) für ST5 ein LOH von Allel 2 vor. Auch hier sind die Allele 
von Stotterbanden umgeben. 
 
c Die Probe K 40 ist für den Marker ST 5 nichtinformativ. Bei den äußeren, kleineren Peaks handelt es 
sich um Stotterbanden. 
 

a 

 

b 

 

Abbildung 5 Beispiele für Chromatogramme mit in einem Peak ko-eluierenden Allelen 

a Die Analyse der Probe Muc 13 mit dem Marker CA21 zeigt ein Beispiel für ein nicht quantifizierbares 
LOH. Die beiden Allele (2 und 3) ko-eluieren in einem Peak. 

b Untersuchung von K 39 mit UT1916. Die Höhe der Peaks kehrt sich im Tumorgewebe um. Probe K 
39T, Marker UT1916. Der AIF liegt bei dieser Probe bei 2,05, so dass hier ein quantifizierbares LOH 
vorliegt. 
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a 

 

b 

 
 
Abbildung 6 Beispiele für in einem Peak ko-eluierende Allele. Ex = Netzmetastase 

a Die Probe Muc 2 ist für den Marker UT691 heterozygot. Die Allele trennen sich schlecht auf.  

b Beispiel für eine Imbalanz bei Analyse mit UT1916. Das Tumorgewebe ist heterozygot. Für die 
Netzmetastase liegt eine Imbalanz vor. Das erste Allel (2) ist im Vergleich zum Normalgewebe 
vermindert. 

 
Bei den bereits etablierten Direpeatmarkern wurden die in der vorangegangen 

Doktorarbeit angefertigten Chromatogramme der HPLC mit den Elektropherogrammen 

der Kapillarelektrophorese verglichen und so konnte für die meisten Proben eine 

Entscheidung über das Vorhandensein eines LOHs ohne eine zusätzlich Analyse mit 

der Kapillarelektrophorese gefällt werden.  

Es wurde versucht, den AIF grob zu berechnen, indem die Höhe der jeweiligen Homo- 

und Heteroduplices per Hand mit dem Lineal ausgemessen wurde und die so 

ermittelten Werte in die Formel eingesetzt wurden.  

Bei umgekehrten Peak-Größenverhältnissen ergibt sich häufig ein AIF-Wert, der nach 

den genannten Kriterien im Bereich einer heterozygoten Probe oder im „grauen 

Bereich“ liegt. Die Chromatogramme zeigen jedoch deutlich erkennbare Veränderungen 

der Allel-Verhältnisse. Wenn sich der AIF bei einem deutlich erkennbaren LOH nicht 

quantifizieren ließ, wurden die Proben in den Tabellen mit einem Sternchen (LOH*) 

markiert. 
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3.2.3 Genexpression 

Um die Genexpression zu quantifizieren sind zwei Schritte nötig: Der Reverse 

Transkriptase-Schritt (RT Step) und der PCR-Schritt (siehe Abbildung 7). Beim RT-

Schritt wird mit Hilfe von Random Primern aus Gesamt-RNA First strand cDNA 

hergestellt. Beim PCR-Schritt erfolgt die Quantifizierung der in cDNA umgewandelten 

RNA mittels Realtime-PCR. 

 

 

Abbildung 7 Reverse Transkriptase-Schritt (RT Step) und PCR-Schritt (PCR Step) [aus APPLIED 
BIOSYSTEMS, 2002, S. 3] 
 

3.2.3.1 Reverse Transkriptase-PCR 

Für die Synthese der First Strand-cDNA wird zunächst die RNA auf 0,7 μg aliquotiert. 

Aus dem 1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR von Roche (Indianopolis) werden 

zur RNA-Probe die in Tabelle 5 aufgelisteten Bestandteile zugegeben. Das Endvolumen 

beträgt 20 μl. Die Proben werden 10 Minuten bei 25°C, 60 Minuten bei 42°C, 5 Minuten 

bei 95°C und dann bei 4°C in der PCR-Maschine inkubiert. Beim ersten 

Inkubationsschritt (bei 25°) erfolgt die Anlagerung der Primer an die RNA-Probe. 

Anschließend findet die Reverse Transkription der RNA statt, die während der zweiten 

Inkubation (bei 42°C) zur cDNA-Synthese führt. Danach wird die AMV Reverse 

Transcriptase durch fünfminütige Inkubation bei 95°C denaturiert. Dieser Schritt ist 

nötig, da sich die Transkriptase sonst in der nachfolgenden Anwendung der cDNA 

störend auswirken kann. Im Anschluss wird die Probe zum Herunterkühlen bei 4°C 
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inkubiert. Die so synthetisierte cDNA wird in Aliquots bis zur weiteren Verwendung bei – 

20°C gelagert. 
 

Vol Substanz Endkonzentration
2 μl 10X Puffer 1X
4 μl 25 mM MgCl2 5 mM
2 μl Deoxynucleotide Mix 1 mM
2 μl Random Primer p(dN)6  3,2 μg
1 μl RNAse Inhibitor (50 U/μl) 50 U
0,8 μl AMV Reverse Transcriptase > 20 U
8,2 μl RNA- Probe

Add 8,2 µl Steriles Wasser
20 μl  

Tabelle 5 Pipettierschema für 1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR 

 

3.2.3.2 PCR-Schritt 

Beim PCR-Schritt wird die in cDNA umgeschriebene mRNA mittels Realtime-PCR 

(„TaqMan®“, ABI PRISM 7700, Applied Biosystems, Darmstadt) quantifiziert. Bei dieser 

Reaktion werden spezifische Primer und eine spezifische TaqMan® MGB Sonde 

(„probe“) (6-FAM dye-labeled) sowie eine DNA-Polymerase benötigt. Diese 

Bestandteile sind in den Gene Expression Assays von Applied Biosystems enthalten. 

Für die Untersuchung der Expression von FANCF wurden der FANCF Assay-on-

demand™ und ein TaqMan® Universal PCR Master Mix von Applied Biosystems 

verwendet. Im PCR Master Mix ist eine AmpliTaq Gold® DNA-Polymerase enthalten, die 

eine Nukleaseaktivität von 5’ nach 3’ besitzt, aber nicht von 3’ nach 5’. Für FANCF und 

HPRT wurden Ansätze mit 40 µl (siehe Tabelle 6) und mit 30 µl (siehe Tabelle 7) 

Endvolumen verwendet. 
 

Vol Substanz (Konzentration)
20,0 μl TaqMan® Universal PCR Master Mix  (2X)
  2,0 µl Gene Expression Assay Mix (20X)
14,0 μl H2O
  4,0 μl cDNA (500 ng)
40,0 µl  

Tabelle 6 Pipettierschema für FANCF und HPRT, Endvolumen 40 µl 
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Vol Substanz (Konzentration)
15,0 μl TaqMan® Universal PCR Master Mix  (2X)
  1,5 µl Gene Expression Assay Mix (20X)
13,5 μl H2O

  4,0 μl cDNA (500 ng)
30,0 µl  

Tabelle 7 Pipettierschema für FANCF und HPRT, Endvolumen 30 µl 

 

Für 18S RNA wurde zunächst der 20x Assay Mix zu einem 10x Assay Mix verdünnt. Die 

Reaktion wurde in einem Endvolumen von 40 µl ausgeführt (siehe Tabelle 8): 
 

Vol Substanz
20,0 μl TaqMan® Universal PCR Master Mix  (2X)
  6,0 µl Gene Expression Assay Mix (10X)
10,0 μl H2O

  4,0 μl cDNA 
40,0 µl  

Tabelle 8 Pippetierschema für 18S RNA, Endvolumen 40 µl 

 

Die Reaktion wurde im TaqMan® unter den in Tabelle 9 beschriebenen Bedingungen 

durchgeführt: 
 

Stage Repetitions Temperature Time (min) RampRate
1 1 50 °C 02:00 100
2 1 95 °C 10:00 100
3 45 95 °C 00:15 100

60 °C 01:00 100  

Tabelle 9 TaqMan®-Bedingungen 
 

3.2.3.3 Prinzip der TaqMan®- Reaktion 

Die TaqMan® MGB probe enthält eine Reporter dye (6-FAM), die mit dem 5’ Ende der 

Sonde verknüpft ist, einen minor groove binder (MGB) und einen nicht-fluoreszierenden 

Quencher (NFQ) am 3’ Ende der Sonde (siehe Abbildung 8). MGBs erhöhen die 

Schmelztemperatur, ohne die Sonde zu verlängern. So lange die Sonde intakt ist, 

unterdrückt der Quencher die Fluoreszenz des Reporters durch einen Fluoreszenz-

Energietransfer (FET) [SCHILD, 1998].  

Reporter und Quencher werden von der TaqMan® Sonde durch die 5’-3’ Nuklease-

Aktivität der DNA-Polymerase abgespalten und so voneinander getrennt, wenn 
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während der Reaktion die Zielsequenz („target“) vorhanden ist. Durch diese Trennung 

fluoresziert der Reporter stärker. Die Anreicherung des PCR-Produkts wird direkt durch 

Aufzeichnung der erhöhten Fluoreszenz nachgewiesen. Ein verstärktes Fluoreszenz-

Signal kann nur detektiert werden, wenn die Zielsequenz komplementär zur Sonde ist 

und während der Reaktion amplifiziert wird. So wird der Nachweis unspezifischer 

Amplifizierungen verhindert. Das Fluoreszenzsignal ist sequenzspezifisch, da 

Sondenmoleküle, die nicht vollständig an das target binden, verdrängt werden, bevor 

die Exonukleaseaktivität der Polymerase aktiviert wird. Um eine Verlängerung der 

Sonde während der PCR-Reaktion zu verhindern, ist ihr 3’ Ende durch einen 

Phosphatrest blockiert. [SCHILD, 1998]. Abbildung 8 zeigt das Prinzip der TaqMan®-

Reaktion. 

 

 

Abbildung 8 5’-3’ Prinzip der TaqMan®-Reaktion [aus APPLIED BIOSYSTEMS; 2002, S. 6]  
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3.2.3.4 Relative Quantifizierung der Genexpression mittels „Comparative Ct-

Method“ 

Die Genexpression wurde im Rahmen dieser Arbeit mittels relativer Quantifizierung mit 

der vergleichenden Ct-Methode („comparative Ct-method“) bestimmt. Dabei werden die 

Daten der Proben als die x-fache Veränderung der Genexpression, normalisiert gegen 

eine endogene Referenz und relativ zu einem Kalibrator, präsentiert [LIVAK & 

SCHMITTGEN, 2001]. Vorteil dieser Methode ist, dass keine Standardkurve benötigt 

wird.  

Voraussetzung für die Anwendung der Comparative-Ct-Methode ist, dass die 

Effizienzen für die Amplifizierung von Zielgen und endogener Kontrolle ungefähr gleich 

sind. Für die von Applied Biosystems hergestellten und optimierten TaqMan® Gene 

Expression Assays liegt die Effizienz bei annähernd eins [APPLIED BIOSYSTEMS, 

2001]. Auf die Ermittlung der Effizienz mit Hilfe von Standardkurven wurde auf Anraten 

von Herrn Dr. Rügus, Produktspezialist der Firma Applied Biosystems verzichtet, da 

diese erfahrungsgemäß zu ungenau sind. 

Die Berechnung der Ergebnisse erfolgt nach dem PCR-Schritt durch den Vergleich der 

Cycle threshold-Werte (Schwellenwert-Zyklen, Ct-Werte), die mit dem Auto-Ct-Modus 

der AIB Software ermittelt wurden. Der Ct-Wert gibt an, wie viele Zyklen der jeweilige 

PCR-Ansatz benötigt, bis das Fluoreszenzsignal einen zuvor definierten Schwellenwert, 

den so genannten Cycle threshold oder Schwellenwert-Zyklus schneidet. Man bedient 

sich dieses Wertes, um die in einer zu Beginn der PCR in einer Probe vorhandene 

Menge an cDNA-Molekülen zu quantifizieren. Ein quantifizierbarer Anstieg des PCR-

Produkts und somit der Fluoreszenz ist nur in der exponentiell ansteigenden Phase der 

PCR möglich.  

Von der Menge der zu Beginn der PCR eingesetzten cDNA-Moleküle (targets) hängt die 

Zahl der PCR-Zyklen ab, die benötigt werden um den Ct-Wert zu erreichen [SCHILD, 

1998]. Proben, die mehr cDNA enthalten, was einer höheren mRNA Menge und somit 

einer höheren Genexpression entspricht, erreichen diesen Schwellenwert-Zyklus also 

schneller als Proben mit einer geringeren Ausgangsmenge an cDNA. 

Um eine relative Quantifizierung der Genexpression durchzuführen sind zunächst die 

Normalisierung der Proben gegen eine endogene Kontrolle sowie die Normalisierung 

der Proben gegen eine Kalibratorprobe (Kalibrierung) notwendig. Als Kalibrator wurde 

das Normalgewebe verwendet. 
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Die Normalisierung der Proben gegen ein Referenzgen dient dazu, Unterschiede in der 

RNA-Ausgangsmenge, der RNA-Qualität und der Effizienz der Reverse Transkriptase-

Reaktion auszugleichen. Die endogene Kontrolle reflektiert also den cDNA-Gehalt pro 

Probe. Man verwendet hierfür Gene, die ubiquitäre Basisfunktionen in der Zelle 

kodieren und somit in allen Zellen aktiv sind und in allen Proben gleich exprimiert 

werden sollen („Housekeeping Genes“) [WIEDEMANN ET AL, 2004].  

Im Rahmen einer parallel zu dieser Arbeit durchgeführten Doktorarbeit wurden 

Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (HPRT), 18S ribosomale RNA, 

GUSß, ALAS1 und ß2-Mikroglobulin auf ihre Eignung als Housekeeper untersucht. Die 

Ergebnisse dieser Arbeit führten uns zusammen mit den Ergebnissen von DE KOK et al 

[2005] zu dem Entschluss, HPRT als Housekeeper zu verwenden.  

Die Berechnung der relativen Genexpression erfolgt nach Ermittlung der Mittelwerte der 

Ct-Werte aus Triplikaten für jedes Gewebe und jedes Referenzgen in folgenden 

Schritten von APPLIED BIOSYSTEMS 2001 veröffentlichten Schritten: 
 

1. Normalisierung der Proben durch Berechnung des ΔCt-Werts:  

ΔCt = Ct Zielgen – Ct endogene Kontrolle 

2. Kalibrierung der Proben durch Berechnung des ΔΔCt-Werts:  

ΔΔCt = ΔCt Probe – ΔCt Kalibrator 

3. Berechnung der relativen Expression: 

2-ΔΔCt        
 

2-ΔΔCt gibt also die Menge des Zielgens, normalisiert gegen eine endogene Referenz 

und relativ zu einem Kalibrator wieder. Für den Kalibrator ergibt ΔΔCt immer null. Somit 

ist die relative Genexpression für diese Probe immer eins (20 = 1). Für die anderen 

Proben ergibt die 2-ΔΔCt-Berechnung die x-fache Veränderung der Genexpression relativ 

zur Kalibratorprobe. Die Tumorproben zeigen also eine höhere oder niedrigere 

Expression des untersuchten Gens als der Kalibrator (das Normalgewebe). 

Die Verwendung von Triplikaten ermöglicht es, die Genauigkeit der PCR-Amplifikation 

und der Nachweisschritte sowie die Homogenität der Probe (template) zu kontrollieren. 

Zudem kann überprüft werden, wie akkurat pipettiert worden ist [LIVAK & 

SCHMITTGEN, 2001] und die Korrektur von potentiellen Ungenauigkeiten oder Fehlern 

beim Pipettieren der Platten ist möglich. Aus den Ct-Werten der Triplikate wird der 

Mittelwert berechnet. Dieser wird dann für die Berechnung der relativen Genexpression 

eingesetzt. Die Standardabweichung für die identischen Replikate sollte unter 0,3 
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liegen, um eine akkurate Berechnung der Genexpression zu gewährleisten. Für die 

Messung von niedrig-gradigen Unterschieden sollte nur eine möglichst geringe Varianz 

der Ct-Werte der Triplikate toleriert werden [APPLIED BIOSYSTEMS, 2004]. Die 

Standardabweichung für die aus den Triplikaten berechneten Mittelwerte wird jeweils für 

Target und endogene Kontrolle errechnet. Für ΔCt ergibt sich die Standardabweichung 

aus den Standardabweichungen von Target und Kontrolle nach folgender Formel:  

22
arg controlettCt SdSdSd +=∆ .  

Die Berechnung von ΔΔCt beinhaltet die Subtraktion des ΔCt-Werts des Kalibrators. Da 

es sich dabei um eine willkürliche Konstante handelt, ist die Standardabweichung für 

ΔΔCt gleich der Standardabweichung des ΔCt-Werts. Die Varianz für die relative 

Expression (=2-ΔΔCt) errechnet sich nach den Formeln 2-ΔΔCt – sdΔCt und 2-ΔΔCt + sdΔCt 

[APPLIED BIOSYSTEMS, 2001].  
 

Rechenbeispiel:   

9T  Av Ct target gene   = 30,801; Sdtarget = 0,067 

Av Ct endogenous control  = 29,809; Sdcontrol  = 0,092 

Normalgewebe  Av Ct target gene   = 28,457; Sdtarget = 0,083 

Av Ct endogenous control  = 25,593; Sdcontrol = 0,050 
 

Berechnung der relativen Genexpression für die Tumorprobe 9T 

1. ΔCtsample    = Av Ct target gene – Av Ct endogenous control = 30,801 – 29,809 = 0,992 

2. ΔCtcalibrator = Av Ct target gene – Av Ct endogenous control = 28,457 – 25,593 = 2,864 

3. ΔΔCt = ΔCt Probe – ΔCt Kalibrator = 0,992 – 2,864 = -1,872 

4. Relative Expression = 2-ΔΔCt = 2-(-1,872) = 3,660 
 

Berechnung der Standardabweichung für die Tumorprobe 9T: 

5. Sd ΔCtsample    = 22
arg controlett SdSd +  = 22 092,0067,0 + = 0,114 

 

Berechnung der Spannweite der Expression der Tumorprobe 9T: 

6. 2-ΔΔCt – sdΔCt = 2-(-1,872t - 0,114) = 3,383 

2-ΔΔCt + sdΔCt = 2-(-1,872) + 0,114 = 3,961 
 

Die Tumorprobe 9T zeigt also eine im Mittel 3,66-mal höhere relative Expression von 

FANCF im Vergleich zum als Kalibrator verwendeten Normalgewebe, wobei die 

Standardabweichung ± 0,114 beträgt. 
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3.2.4 Methylierung 

3.2.4.1 Bisulfitreaktion 

Die DNA wird mit Natriumbisulfit behandelt. Dadurch werden unmethylierte Cytosine in 

Einzelstrang-DNA in Uracil umgewandelt. Die Reaktion erfolgt unter Bedingungen, bei 

denen methylierte Cytosine (5mC) nicht reagieren. Das heißt, dass alle nach der 

Behandlung verbliebenen Cytosinreste in der Sequenz zuvor methylierte Cytosine 

repräsentieren. 

 

Die Bisulfitreaktion erfolgt in drei Schritten: 

1. Sulfonierung: Anlagerung von Bisulfit an die 5-6-Doppelbindung von Cytosin  

2. Hydrolytische Desaminierung des Uracil-Bisulfit-Derivats, dadurch entsteht ein 

Uracil-Bisulfit-Derivat  

3. Alkali-Desulfonierung: Durch eine nachfolgende Alkalibehandlung wird die 

Sulfonatgruppe entfernt, es entsteht Uracil [CLARK et al, 1994] 

 

Die Bisulfitbehandlung der DNA wurde mit Hilfe des EZ DNA Methylation Kit™ (Zymo 

Research, Orange, CA, USA) durchgeführt. Für diese Doktorarbeit wurden1 µg DNA in 

das Kit eingesetzt.  

3.2.4.2 Positivkontrolle für komplette Methylierung 

Für die Methylierungs-spezifische PCR und den PCR-based HpaII restriction enzyme 

assay wurden jeweils Positivkontrollen hergestellt. Mit Hilfe der CpG-Methylase (M.Sss 

I) (New England Biolabs, Beverly, MA) wurde normale lymphozytäre DNA (aus Blut von 

Normalpatienten) supermethyliert. Die CpG-Methylase erkennt innerhalb der 

Doppelstrang-DNA 5’…CG…3’-Sequenzen und methyliert Cytosine am C5. Als Donor 

von Methylgruppen dient S-Adenosylmethionin (SAM) (siehe Abbildung 9). 

 
            CH3 
            │ 
5’-G C C G A T-3’ 
3’-C G G C T A-5’ 
                │ 
               CH3 

Abbildung 9 Die CpG-Methylase erkennt 5'... CG ...3'-Sequenzen und methyliert Cytosin an C5  

 
Für die Positivkontrolle der Methylierungs-spezifischen PCR wird 1 µg normaler 

genomischer DNA mit 1x NE Buffer 2 und 1 U CpG Methylase in einem Endvolumen 
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von 20 µl über Nacht bei 37°C inkubiert. Zu den Zeitpunkten null Stunden, vier Stunden 

und acht Stunden werden jeweils 160 µM SAM zu der Probe gegeben. Nach der 

Inkubation erfolgt eine Hitzeinaktivierung für 20 Minuten bei 65°C. Die so gewonnene 

methylierte DNA wird mit Hilfe einer Ethanolfällung gereinigt. Anschließend werden die 

Bisulfitbehandlung und die Methylierungs-spezifische PCR durchgeführt. 

3.2.4.3 Methylierungs-spezifische PCR (MSP) 

Bei der Methylierungs-spezifischen PCR wird die gewünschte Sequenz der zuvor 

bisulfit-behandelten DNA mittels spezifischer Primer für bisulfit-modifizierte DNA 

amplifiziert. Zur Anwendung kommen zwei Primer-Pärchen: Das eine Paar ist spezifisch 

für unmethylierte, bisulfitbehandelte DNA (U), das zweite Paar für methylierte 

bisulfitbehandelte DNA (M). Die in dieser Arbeit verwendeten Primer (siehe Tabelle 10) 

wurden von TANIGUCHI et al 2003 an Ovarialkarzinom-Zelllinien getestet. Bei der 

methylierten DNA bleiben die Cytosine in den „CpG islands“ durch die Methylierung des 

5’-Kohlenstoffs erhalten. Bei der unmethylierten DNA sind die Cytosine durch die 

Bisulfitreaktion zu Uracil geworden. Uracil verhält sich wie Thymin, bindet also an 

Adenosin. Dementsprechend unterscheiden sich die korrespondierenden Primer-

Sequenzen darin, dass in den Primern für unmethylierte DNA Cytosin im Forward-

Primer durch Thymin und Guanin im Reverse-Primer durch Adenosin ersetzt ist. 
 

FF 280M
FF 280U

FR 432M
FR 432U

5‘-ATA CAC CGC AAA CCG CCG ACG AAC AAA ACG-3‘
5‘-ATA CAC CAC AAA CCA CCA ACA AAC AAA ACA-3‘

Forward Primer
5‘-TTT TTG CGT TTG TTG GAG AAT CGG GTT TTC-3‘
5‘-TTT TTG TGT TTG TTG GAG AAT TGG GTT TTT-3‘

Reverse Primer

 

Tabelle 10 Primer für Methylierungs-spezifische PCR 

 

Jede PCR, die im Rahmen der MSP durchgeführt wurde, enthielt in einem Endvolumen 

von 50 µl 250 ng genomische DNA, 2,5 mM MgCl2, 100 µM dNTPs, je 500 nM 

Forward-Primer und Reverse-Primer sowie 1 U Polymerase.  

Für die untersuchte Sequenz des FANCF-Promoters mit den Primern FF280 und 

FR432 entsteht ein Amplikon von 152 bp Länge. Je Probe wurden zwei Ansätze 

gemacht, einer mit den Primern für methylierte DNA (M) und einer mit den Primern für 

unmethylierte DNA (U) (siehe Tabelle 10). Anschließend wurden die Proben auf ein 2 

%iges Agarosegel aufgetragen und durch Ethidiumbromid sichtbar gemacht. 
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Für die Amplifizierung der untersuchten Sequenz von FANCF wurde eine PCR im 

Touch Down-Modus durchgeführt, da sich bei herkömmlichen PCR-Methoden nicht 

genügend Produkt ergab (siehe Tabelle 11 a und b).  

 
a 

Temperatur Zeit (min)
1 94,0°C 05:00
2 95,0°C 00:30
3 60,0°C 00:30

-0,4°C per cycle
4 72,0°C 00:30
5 Go to 2               12 times
6 95°C 00:30
7 50°C 00:30
8 72,0°C 00:30
9 Go to 6              30 times

10 72,0°C 07:00
11 4,0°C Forever
12 End  

b 
Temperatur Zeit (min)

1 94,0°C 05:00
2 95,0°C 00:30
3 64,0°C 00:30

-0,5°C per cycle
4 72,0°C 00:30
5 Go to 2               18 times
6 95°C 00:30
7 50°C 00:30
8 72,0°C 00:30
9 Go to 6              30 times

10 72,0°C 07:00
11 4,0°C Forever
12 End  

 

Tabelle 11 a Touch Down-Modus TD-NEW; b Touch Down-Modus TD-High 
 

3.2.4.4 Etablierung eines PCR-based HpaII restriction enzyme assay 

Isoschizomere sind Restriktionsendonukleasen, die die gleiche Zielsequenz erkennen 

und dort auf die gleiche Weise den DNA-Doppelstrang schneiden. Für die 

Untersuchung der DNA-Methylierung können Isoschizomere verwendet werden, die 

sich in ihrer Sensitivität gegenüber Methylierung unterscheiden. Der HpaII restriction 

enzyme assay basiert auf dem Gebrauch der Isoschizomere HpaII und MspI. Beide 

erkennen und schneiden die Sequenz CCGG, reagieren jedoch unterschiedlich auf eine 

Methylierung (m5CpG) des inneren Cytosins. MspI kann sowohl die unmethylierte als 

auch die methylierte Sequenz schneiden, während eine Restriktion der Sequenz mit 

HpaII nur möglich ist, wenn das innere Cytosin nicht methyliert ist. 

Für den PCR-based HpaII restriction enzyme assay wird zunächst die Restriktion 

durchgeführt. Dabei wird die DNA-Probe in je einem Ansatz mit HpaII bzw. mit MspI 

verdaut. Ein dritter Ansatz, der kein Enzym enthält, dient als Kontrolle. Im Anschluss an 

den Verdau werden die Proben gereinigt und anschließend in 20 µl H2O resuspendiert. 

Der zweite Schritt besteht aus einer PCR der gereinigten Restriktionsansätze mit 

spezifischen Primern. Die Primer FF330for (5’-CCTGGTGCAGCAACTCTTTC-3’) und 

FR759rev (5’-GCGACAAAA GGCAGCAAAGA-3’) [TANIGUCHI 2003] überspannen 
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eine Sequenz, die aus 430 Basenpaaren besteht und fünf Erkennungsequenzen 

(CCGG) für die Restriktionsendonukleasen HpaII und MspI überspannt.  

Ein PCR-Ansatz enthielt 1,5 mM MgCl2, 100 µM Deoxynukleotidtriphosphate (dNTPs), 

je 500 nM Forward- und Reverse-Primer und 1 U Polymerase (Expand High Fidelity 

Enzyme Mix). Die PCR wurde mit dem von TANIGUCHI et al [2003] beschriebenen 

Programm (siehe Tabelle 12) durchgeführt. 

Anschließend wurden die PCR Produkte nebeneinander auf ein 1,2%iges Agarosegel 

aufgetragen. Da MspI DNA unabhängig vom Methylierungsstatus schneidet und HpaII 

nur unmethylierte CCGG-Sequenzen schneiden kann, kann anhand der Banden auf 

dem Gel zwischen methylierten und unmethylierten Proben unterschieden werden. 

Um einen PCR-based HpaII restriction enzyme assay zu etablieren wurden Ansätze mit 

verschiedenen Reaktionsvolumina und DNA-Konzentrationen (genomische 

lymphozytäre DNA von Normalpatienten) bei unterschiedlichen Inkubationszeiten 

getestet. Die Restriktion wurde in Volumina von 50, 200 und 300 µl mit 50, 100 und 200 

ng DNA durchgeführt. Die Ansätze wurden über Nacht (16 Stunden) oder 24 Stunden 

lang inkubiert.  

 

Temperatur Zeit (min)

1 94,0°C 00:45
2 94,0°C 00:45
3 61,0°C 01:00
4 72,0°C 02:00
5 Go to 2               32 times
6 72,0°C 09:00
7 4,0°C Forever
8 End  

Tabelle 12 PCR-Programm FANCRES nach TANIGUCHI et al, 2003 
 

3.2.4.5 Methylierungs-spezifische Sequenzierung 

Die Methylierungs-spezifische Sequenzierung wurde an vier Proben von 

Ovarialtumoren (Muc 3T und 12T, Kiel 1 und 2), einer Probe eines extraoovarialen 

Tumors (Muc 3ex) sowie einer Kontrollprobe (DNA von Lymphozyten einer gesunden 

Frau) vorgenommen. 

Zunächst wurde eine Bisulfitbehandlung durchgeführt. Anschließend wurde eine PCR 

mit den für unmethylierte DNA spezifischen MSP-Primern FF280 U und FR 432 U mit 
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dem bei der Methylierungs-spezifischen PCR beschriebenen PCR-Bedingungen im 

Touch Down-Modus „TD-High“ (siehe Tabelle 11 b) durchgeführt. Jede PCR enthielt in 

einem Endvolumen von 50 µl 250 ng genomischer DNA, 2,5 mM MgCl2, 100 µM 

dNTPs, je 500 nM Forward-Primer und Reverse-Primer sowie 1 U Polymerase.  

Im Anschluss daran wurde eine PCR (PCR-Programm siehe Tabelle 4) mit den von 

TANIGUCHI et al. 2003 beschriebenen Sequenzierungs-Primern FF183b For 

(Nukleotide +183 bis +209) und FR 473b REV (Nukleotide +445 bis + 474) (siehe 

Tabelle 13) durchgeführt.  

Anschließend wurden die Proben gereinigt. Dazu wurde in Vials auf der Millipore-Platte 

„MANU 30 PCR“ je 150 µl H2O vorgelegt. Darauf wurden 50 µl der jeweiligen Probe 

pipettiert und anschließend wurden weitere 100 µl H2O zugegeben und die Proben 

wurden gemischt. Die Proben wurden dann in der Vakuumzentrifuge circa 5 Minuten 

lang zentrifugiert. Dann wurden die Proben mit 30 µl H2O resuspendiert und in neue 

Platten überführt. Nachdem man sich in der Gelelektrophorese versichert hatte, dass in 

den Ansätzen tatsächlich Amplikon enthalten war, wurde eine Ethanol-Fällung der 

Proben durchgeführt. Dann erfolgte eine weitere Zentrifugation der Proben bei 3000 g 

und 20°C für 10 Minuten. Der Überstand wurde erneut verworfen und die Proben 

wurden 1 Minute lang trockenzentrifugiert (600 g, 20°C). Die Resuspendierung der 

gereinigten Proben erfolgte in 40 µl H2O. Für die Methylierungs-spezifische 

Sequenzierung wurden davon 25 µl verwendet. 
 

FF183b 

FR 473b 
Reverse Primer

5‘-CTA AAA ATT TAA ATT CTC TCT ATA ACC ATT-3‘

Forward Primer
5‘-GTT GTA TAA TTA GTG GAG GTA AGA GGG-3‘

 

Tabelle 13 Primer für die Bisulfitsequenzierung [TANIGUCHI et al, 2003] 

 

Die Sequenzierung wurde auf dem ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer der 

Arbeitgruppe von Professor Meindl von Heide Hellebrand durchgeführt. Es wurden 

Proben nach der PCR mit den MSP-Primern für unmethylierte DNA FF280U und 

FR432U sequenziert. Zudem wurden Ansätze sequenziert, bei denen im Anschluss an 

die MSP eine weitere PCR mit den Sequenzierungsprimern FF183b und FR437b 

[TANIGUCHI et al, 2003] durchgeführt worden war (siehe Tabelle 14). 
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Nummer Probe PCR-Bedingungen

1 Muc 3T
2 Muc 3ex
3 Muc 12T
4 Kiel 1#
5 Kiel 2#
6 Roche 54
7 Kiel 1#   1. PCR mit MSP Primern         
8 Kiel 2#
9 Muc 12T   2. PCR mit Sequenzierungs-

10 Roche 54       primern

  PCR nur mit MSP-Primern

 

Tabelle 14 Auflistung der Proben für die Bisulfitsequenzierung 
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4 Ergebnisse 

4.1 Untersuchung von allelischen Imbalanzen auf Chromosom 11p 

LOH-Analysen der Region 11p15.5 bis 11p11.2 wurden mit insgesamt elf Di- und 

Tetrarepeatmarkern an DNA von 44 Ovarialtumorproben, von drei 

korrespondierenden extraovariellen Tumorgeweben und von korrespondierenden 

Normalgeweben (normales Peritoneum) auf der IP-RP-HPLC durchgeführt. Ein Teil 

der Proben stammt aus einem mittels Comparative Genome Hybridisation (CGH) 

voruntersuchten Kollektiv aus der Universitätsfrauenklinik Kiel, Prof. N. Arnold 

[KIECHLE et al, 2001]. Bei 25 dieser Proben war in der CGH ein Verlust 

chromosomalen Materials unter anderem in der Region 11p nachgewiesen worden 

[JACOBSEN, 2000]. In einer vorangegangenen Doktorarbeit wurde bei diesem 

Kollektiv eine Feinkartierung der Region 11p15 - 11p13 durch 15 

Mikrosatellitenmarker vorgenommen [HAUENSTEIN, 2005]. Dieses Kollektiv wurde 

um sechs in der CGH voruntersuchte, unauffällige Proben aus Kiel (Prof. Dr. Arnold, 

unpublizierte Daten) und 17 nicht voruntersuchte Proben aus dem Probenkollektiv 

der Frauenklinik der TU München erweitert (siehe Tabelle 2). 

Ziel der Mikrosatellitenanalysen waren die Feinkartierung des kurzen Arms von 

Chromosom 11 und die Suche nach kleinsten überlappenden LOH-Intervallen für die 

Identifizierung von potentiellen Tumorsuppressorgenen für maligne Ovarialtumoren. 

4.1.1 Auswahl & Etablierung von Mikrosatellitenmarkern für die Region 
11p15.5 bis 11p11.2 

Von den in der Doktorararbeit von HAUENSTEIN [2005] etablierten 15 

Mikrosatellitenmarkern wurden fünf Tetrarepeatmarker (TH01, ST5, UT691, UT1916 

und GATA48) und zwei Direpeatmarker (CA 14 und CA21) ausgewählt, die bei der 

Untersuchung mit der IP-RP-HPLC gut interpretierbare Chromatogramme geliefert 

hatten. Zudem wurden vier weitere Direpeatmarker (AFM131, AFM255, AFM298 und 

AFM344) etabliert. Diese insgesamt elf Mikrosatellitenmarker (siehe Tabelle 15) 

überspannen den gesamten kurzen Arm von Chromosom 11 und reichen vom 

Telomer (11p15.5) bis 11p11.2 (siehe Abbildung 10). Das entspricht einer Region 

von circa 54,25 Megabasen. TH01 liegt mit 2,15 Megabasen Abstand dem Telomer 

am nächsten. AFM344 hat mit 56,4 Megabasen den größten Abstand zum Telomer. 
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Tabelle 15 Übersicht über die verwendeten Mikrosatellitenmarker 
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Die bereits etablierten Marker wurden nur mit der IP-RP-HPLC untersucht. Da 

Direpeatmarker zum Auftreten von Stotterbanden neigen und daher zum Teil 

schlecht interpretierbare Ergebnisse liefern, wurden diejenigen neuen Marker, die 

sich mit der IP-RP-HPLC nicht gut auswerten ließen, zusätzlich mittels 

Kapillarelektrophorese untersucht. 

Für die Analyse der Tumorproben mussten die PCR-Bedingungen für die 

Mikrosatellitenmarker optimiert werden. Um die optimale Temperatur für das 

Annealing der Primer zu ermitteln wurde zunächst der Mittelwert der für den Forward- 

und den Reverseprimer angegebenen Temperaturen getestet und gegebenenfalls 

nach oben oder unten korrigiert. Außerdem wurde die Magnesiumchlorid-

Konzentration von 1,5 bis 2,5 mM variiert. 
 

 

 

TH01 
ST5 
 

UT691 
CA14 
CA21 
UT1916 
 
GATA48 
 

AFM255 
AFM131 
AFM298 
AFM344 

Abbildung 10 Marker für die Untersuchung der Region 11p15.5 bis 11p11.2 
 

4.1.2 Allgemeines zur Interpretation der LOH-Intervalle 

Innerhalb eines Tumorgewebes befindet sich ein gewisser Prozentsatz an 

Normalgewebe. Gewebe von hochgradigen Ovarialtumoren enthält in der Regel 

mindestens 80% Tumorzellen [GROSS et al, 2007]. Ob für eine Probe ein Loss of 

Heterozygosity vorliegt, kann man durch den Vergleich der Chromatogramme für die 

Tumor-DNA und die zugehörige Normal-DNA bestimmen. Unter den oben genannten 

Voraussetzungen sollte so ein Loss of Heterozygosity eindeutig nachweisbar sein. 

Bei den meisten der gewählten Tetrarepeatmarker kann ein LOH bei deutlicher 

Reduktion eines Allels auf den ersten Blick erkannt werden.  
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Als Grenze für das Vorliegen eines LOHs wurde nach CLETON-JANSEN et al [2001] 

die Reduktion eines Allels um 40% definiert. In der Praxis wird selten ein LOH von 

100% beobachtet, da der Tumor in der Regel einen bestimmten Anteil nichtmaligner 

Zellen enthält oder in sich heterogen ist und nicht bei allen Tumorzellen das gleiche 

Ereignis aufgetreten ist [TOMLINSON et al, 2002; GROSS et al, 2007].  

4.1.3 Schematische Darstellung der Ergebnisse der LOH-
Untersuchungen 

In den nachfolgenden Tabellen sind die Ergebnisse der LOH-Untersuchungen 

aufgelistet (siehe Tabelle 16 und Tabelle 18) und schematisch dargestellt (siehe 

Tabelle 17 und Tabelle 19). 

In den meisten Fällen waren die Proben gut mittels IP-RP-HPLC auswertbar. In 

einzelnen Fällen zeigte sich eine Diskrepanz zwischen den Ergebnissen von dHPLC 

und Kapillarelektrophorese. Die Kapillarelektrophorese für Direpeatmarkern eine 

etwas höhere Trennschärfe, so dass im Falle von unterschiedlichen Ergebnissen für 

die Gesamtbeurteilung und die Erstellung der Farbtabellen die Ergebnisse der 

Kapillarelektrophorese herangezogen wurden. 

Alle Proben außer den Proben 35 - 38 aus Kiel und der Probe Mü 7 zeigen allelische 

Imbalanzen. Allein der Tumor Mü 7 zeigt keinerlei Ereignisse, wobei für fünf Marker 

keine reproduzierbar auswertbaren Chromatogramme vorliegen, bei der 

korrespondierenden Netzmetastase jedoch für zwei dieser nicht analysierbaren 

Marker ein Ereignis nachweisbar ist. Bei den Patientinnen Mü 2, Mü 3 und Mü 7 

liegen jeweils Gewebe vom Ovarialtumor und korrespondierendes Tumorgewebe von 

Netzmetastasen vor. Dabei zeigen die Netzmetastasen für alle Marker mit den 

Proben der zugehörigen Ovarialtumoren übereinstimmende Ergebnisse. Eine 

Ausnahme bildet der Marker UT1916 bei Patientin Mü 2: Beim Gewebe des 

Ovarialtumors ist UT1916 heterozygot, während der AIF der Netzmetastase mit 

einem Wert von 1,94 auf ein LOH hinweist. Dieses Ergebnis war auch in mehreren 

Wiederholungen der Untersuchung reproduzierbar. Möglicherweise liegt also bei 

einem der beiden korrespondierenden Gewebe ein im Rahmen der 

Tumorprogression aufgetretenes zusätzliches Ereignis vor.  
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Bei den Proben Kiel 35 - 38, bei denen mit der Methode der CGH keine 

Auffälligkeiten von Chromosom 11p nachweisbar waren (Prof. Dr. Arnold, 

unpublizierte Daten), liegen nur für den Marker AFM255 LOHs vor. Für die übrigen 

Marker sind entsprechend den CGH-Ergebnissen keine Ereignisse nachweisbar. Die 

Kieler Proben 39 und 40 zeigen entgegen ihrer in der CGH unauffälligen Resultate 

für 5 beziehungsweise 6 der verwendeten Marker ein Ereignis.  

 

Tumor AFM 255 AFM 131 AFM 298 AFM298 AFM 344 AFM344
Position 44,7 44,91 46,1 KE 56,4 KE

1 Ni n.b. LOH * LOH 9,0 LOH * n.b.
2 n.b. n.b. LOH * LOH 5,1 LOH * LOH 2,6
3 het n.b. het het 0,99 het het 1,03
4 LOH * LOH 0,47 het het 0,97 Ni Ni
5 het Ni het het 1,04 het het
7 LOH * Ni het het 1,02 het het
9 LOH * Ni LOH * LOH 4,02 Grau 1,4 het 0,93
10 LOH * Ni LOH * Grau 1,63 LOH * LOH 1,82
11 het Ni het het Ni Ni
12 het Ni LOH * LOH * het het
13 het n.b. het het 0,99 het Grau 1,6
14 LOH * n.b. Ni Ni het het
15 LOH * Ni LOH * LOH 3,3 LOH * LOH 2,9
16 het het LOH * LOH 1,74 Ni Ni
17 LOH * Ni LOH * Grau 1,5 Ni Ni
18 het Ni Ni Ni Ni Ni
20 het Ni LOH * LOH 21,2 het het 
23 het n.b. het het het het
25 LOH * n.b. het het 1,0 Ni Ni
28 het Grau 0,60 LOH * LOH 2,1 het n.b.
30 het n.b. het n.b. het het 1,4
31 het Ni LOH * het 1,1 het het
32 LOH * LOH 3,0 LOH * LOH 1,75 LOH LOH 3,2
33 het n.b. Ni Ni Ni Ni
34 het n.b. het het het het 0,95  

Tabelle 16 Ergebnisse der LOH-Analyse mit dHPLC und Kapillarelektrophorese (KE) für die Proben 
Kiel 1 - 34: LOH = Loss of Heterozygosity, LOH* = nicht berechenbares, deutlich sichtbares LOH, het 
= heterozygot, Ni = nicht informativ, Grau = grauer Bereich, n.b. = nicht bestimmt.  
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AFM255 AFM131 AFM298 AFM344
44,7 44,91 46,1 56,4

K 1
K 2
K 3
K 4
K 5
K 7
K 9
K 10
K 11
K 12
K 13
K 14
K 15
K 16
K 17
K 18
K 20
K 23
K 25
K 28
K 30
K 31
K 32
K 33
K 34

Tumor
Position (MB)

 
 

Ni
het

LOH > 5

nicht bestimmt

Grauer Bereich

LOH 1,7 - 5 & nicht berechenbare LOH
 

Tabelle 17 Schematische Darstellung der Ergebnisse der LOH-Analyse mit den 11 verwendeten 
Mikrosatellitenmarkern für die Proben Kiel 1 - 34. Blau = heterozygot, Grau = grauer Bereich, Rot = 
LOH, AIF>5, Orange = LOH 1,7 – 5 und nicht berechenbares LOH, Gelb = Nichtinformativ 
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Tabelle 18 Ergebnisse der LOH-Analyse mit dHPLC und Kapillarelektrophorese (KE): LOH = Loss of 
Heterozygosity, AIF, LOH* = nicht berechenbares, deutlich sichtbares LOH, het = heterozygot, Ni = 
Nichtinformativ, Grau = grauer Bereich, n.b. = nicht bestimmt   
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Tabelle 19 Schematische Darstellung der Ergebnisse der LOH-Analyse für die Proben Kiel 35 – 40 
und München 1 - 13. Blau = heterozygot, Grau = grauer Bereich, Rot = LOH, AIF>5, Orange = LOH 
1,7 – 5 & nicht berechenbares LOH, Gelb = Nichtinformativ 
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4.1.4 Ergebnisse der LOH-Untersuchungen 

Bei 47 Ovarialtumorproben wurde die Region 11p15.5 bis 11p11.2 mit fünf 

Tetranukleotid- und sechs Dinukleotidmarkern auf allelische Imbalanzen untersucht 

(siehe Tabelle 16 - Tabelle 19). Für jeden verwendeten Marker lag bei mindestens 

zwei Proben ein LOH vor. 

Von insgesamt 312 an Pärchen von Tumor- und Kontrollgewebe durchgeführten 

Analysen waren 79 (25%) nicht informativ. Das heißt, das Normalgewebe war 

homozygot, so dass sich nicht ermitteln ließ, ob bei den entsprechenden 

Tumorgeweben ein LOH vorliegt. Von den 233 informativen Proben zeigten 

insgesamt 87 (37%) Proben ein LOH. Davon lag bei fünf Proben ein LOH mit einem 

AIF von > 5 (2%) vor. Ein LOH mit einem AIF von 1,70 – 5 beziehungsweise von 

0,59 oder darunter lag bei 31 Proben (13%) vor. Bei 51 Proben (21%) war das LOH 

nicht durch die Berechnung eines AIFs quantifizierbar, im Chromatogramm jedoch 

deutlich erkennbar. Neun Proben lagen im grauen Bereich. Anhand ihres AIFs 

konnten sie also weder als LOH noch als heterozygot klassifiziert werden. 

Für einige Proben ergaben auch wiederholte Messungen keine reproduzierbar 

auswertbaren Chromatogramme. Diese wurden in den Tabelle 16 und Tabelle 18 als 

nicht bestimmt (n.b.) bezeichnet und sind in den entsprechenden Farbschemata weiß 

markiert. 

In der vorliegenden Arbeit wurden für die Feinkartierung vier Marker (AFM131, 

AFM255, AFM298 und AFM344), die die Region 11p13 – 11p11.2 überspannen, neu 

etabliert. Die 25 von HAUENSTEIN [2005] untersuchten, in der CGH auffälligen 

Proben aus dem Kieler Kollektiv wurden ausschließlich mit diesen neuen Markern 

analysiert. Zwölf dieser Proben (48%) zeigten ein LOH für mindestens einen der vier 

neuen Marker. Bei neun dieser Tumoren (36%) war kein LOH-Ereignis für die vier 

neuen Marker nachweisbar. Drei Proben (Kiel 10, 15, 32) (12%) zeigten in den 

informativen Chromatogrammen für jeden der Marker AFM255, AFM298 und 

AFM344 ein Ereignis.  

Von den in der CGH auffälligen Proben zeigten von 13 untersuchten Proben nur vier 

Proben informative Chromatogramme für den Marker AMF131. Insgesamt wurden in 

dieser Doktorarbeit 30 Proben mit AFM131 analysiert, davon waren acht Proben 

informativ. Zwei der informativen Proben zeigten ein LOH (25%) und für zwei Proben 

lag der AIF im grauen Bereich.  
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Aufgrund dieser unbefriedigenden Rate an heterozygoten Proben (27%) für AFM131 

wurde der Marker AFM255, der bei einer Lage bei 44,7 MB unmittelbar neben 

AFM131 (44,91 MB) liegt, etabliert. Mit AFM255 wurden 43 Proben analysiert. Von 

42 informativen Chromatogrammen zeigten 22 Proben (52%) ein LOH. Bei neun von 

23 informativen Chromatogrammen der in der CGH auffälligen Proben lag ein LOH 

vor (39%). 

Von den 39 für AFM298 informativen Proben zeigten 16 Proben ein LOH (41%). Bei 

vier dieser Proben war der AIF > 5 (10%), wobei diese vier Proben aus dem mittels 

CGH vorselektierten, im Bereich 11p auffälligen Kollektiv stammen. Für AFM344 

waren 32 von 47 durchgeführten Analysen informativ. Bei insgesamt zehn Proben 

(31%) lag ein LOH vor, drei dieser LOHs hatten einen AIF im Bereich 1,7 – 5. Die 

übrigen sieben LOHs waren nicht quantifizierbar.  

Eine zusammenfassende Übersicht über die Ergebnisse der LOH-Analysen zeigt 

Tabelle 20. Eine gewisse Häufung von LOH-Ereignissen deutet sich im Bereich der 

Marker ST5 und AFM255 sowie im Bereich CA21 bis GATA48 an.  

 

Marker
 untersuchte  

Proben informativ %
grauer 
Bereich LOH > 5 LOH gesamt % 

TH01 21 12 57 0 0 2 17
ST5 21 21 100 0 0 10 48
UT691 22 15 68 1 0 4 27
CA14 21 20 95 0 0 3 15
CA21 20 16 80 2 0 7 44
UT1916 20 13 65 0 0 5 39
GATA48 21 15 71 1 1 6 40
AFM255 43 42 98 0 0 22 52
AFM131 30 8 27 3 0 2 25
AFM298 46 39 83 1 4 16 41
AFM344 47 32 31 1 0 10 31  

Tabelle 20 Übersicht über die Anzahl der mit dem jeweiligen Marker untersuchten Proben. Der 
Prozentsatz der LOHs bezieht sich auf die informativen Proben. 
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4.2 Untersuchung der Methylierung des FANCF-Gens 

Eine 2003 von TANIGUCHI et al veröffentlichte Studie berichtet über eine 

Abschaltung des auf 11p15 und damit in der von uns mittels LOH-Analysen 

voruntersuchten Region gelegenen FANCF-Gens durch Hyper-Methylierung beim 

Ovarialkarzinom. Eine Unterbrechung des kürzlich beschriebenen Fanconi Anämie-

DNA-Reparatur-Pathways und ein verändertes Ansprechen auf Cisplatin werden 

damit in Verbindung gebracht.  

Um die an einem kleinen Kollektiv gewonnenen Literaturdaten zu bestätigen wurde in 

dieser Doktorarbeit die Methylierung der Promoterregion von FANCF mittels 

Methylierungs-spezifischer PCR (MSP) von 42 Proben auf ihren DNA-

Methylierungsstatus untersucht. Hierfür wurden die Primer FF280M und FR432M für 

methylierte DNA beziehungsweise FF280U und FR432U für unmethylierte DNA 

verwendet [TANIGUCHI, 2003]. Eine Positivkontrolle für komplette Methylierung 

wurde durch in vitro Hypermethylierung normaler genomischer DNA erzeugt. Es 

wurde versucht, einen PCR-based HpaII restriction enzyme assay zu etablieren. Die 

Effektivität der Bisulfitbehandlung wurde durch die Bisulfit-Sequenzierung von vier 

Tumorproben und einer Normalprobe bestätigt. 

4.2.1 Etablierung einer Positivkontrolle für die Methylierungs-
Untersuchungen 

Für die Untersuchung der Methylierung des FANCF-Gens wurde zunächst eine 

Positivkontrolle durch in-vitro Hypermethylierung normaler lymphozytärer DNA 

(gewonnen aus dem Blut gesunder Frauen) mit M.SssI-Methylase (New England 

Biolabs) hergestellt. Verwendet wurde DNA einer gesunden Probandin (DNA-Probe 

„51“, Konzentration 846 ng/µl“). Zur Etablierung wurden verschiedene Bedingungen 

getestet:  

Zunächst wurden die im Protokoll von New England Biolabs angegeben 

Bedingungen (2 µl 1x NE Buffer 2, 0,1 µl 160 µM SAM sowie 0,25 µl Methylase 

(entsprechend 1 U) zu 1 µg DNA in einem Gesamtvolumen von 20 µl) mit und ohne 

vorherige Reinigung der DNA-Probe getestet. Es wurden Inkubationen von einer und 

vier Stunden Inkubationsdauer bei 37°C getestet. Die anschließend durchgeführte 

Methylierungs-spezifische PCR zeigte lediglich bei der Probe, die vor der Reaktion 

gereinigt und vier Stunden inkubiert worden war, eine Methylierung der DNA, die 

jedoch auch nur unvollständig war.  
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Wir schlossen daraus, dass die Inkubationsdauer für eine vollständige 

Hypermethylierung von 1 µg DNA nicht aussreichend war. 

 Daher wurde zunächst die Inkubationszeit auf acht Stunden beziehungsweise über 

Nacht verlängert. Um zu gewährleisten, dass in der Reaktion ausreichend Donor von 

Methylgruppen vorhanden ist, wurden nach vier bzw. acht Stunden Inkubationszeit 

erneut 160 µM SAM zu den Proben gegeben.  

Die achtstündige Inkubation erwies sich weiterhin als ungenügend für eine 

vollständige Methylierung der Proben (siehe Abbildung 11). Die Bande für methylierte 

DNA ist jedoch schon deutlich stärker als diejenige für unmethylierte DNA. Das 

Ergebnis konnte durch den Einsatz von zwei U Methylase nicht verbessert werden. 

 

 

Abbildung 11 Etablierung der Positivkontrolle. Versuchsbedingungen: Inkubationszeit 8 h, Zugabe 
von SAM zu den Zeitpunkten 0 und 4 h; Ansätze mit 1 U (Probe # 1) und 2 U (Probe # 2) Methylase 

 
Mit Einsatz von 1 µg zuvor gereinigter DNA zu 1 U Methylase, Inkubation über Nacht 

und zusätzlichem Pipettieren von SAM zum Ansatz zu den Zeitpunkten vier und acht 

Stunden konnte schließlich eine vollständige und reproduzierbare Methylierung der 

DNA-Probe erreicht werden (siehe Abbildung 12), bei der MSP waren keine Banden 

für die Ansätze mit Primern für unmethylierte DNA nachweisbar.  

 

 

Abbildung 12 Etablierung der Positivkontrolle. Versuchsbedingungen: 1 U Methylase, Inkubation über 
Nacht, Zugabe von SAM zu den Zeitpunkten, 0, 4 und 8 Stunden 
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4.2.2 Methylierungs-spezifische PCR 

In dieser Doktorarbeit wurde die Methylierung der Promoterregion von FANCF mittels 

Methylierungs-spezifischer PCR (MSP) untersucht. Nach der dafür erforderlichen 

Bisulfitmodifikation der DNA wurden von jeder Probe je eine PCR mit den von 

TANIGUCHI et al 2003 beschriebenen Primern FF280M und FR432M für methylierte 

DNA beziehungsweise FF280U und FR432U für unmethylierte DNA [TANIGUCHI et 

al, 2003] an 42 Proben durchgeführt. Anhand der anschließenden Gelelektrophorese 

kann man erkennen, ob die amplifizierte DNA-Sequenz methyliert oder unmethyliert 

ist. Dafür werden die Ansätze mit den Primern für methylierte DNA und den Primern 

für unmethylierte DNA nebeneinander aufgetragen.  

Bei unmethylierten Proben findet man eine Bande beim Ansatz mit den für 

unmethylierte DNA spezifischen Primern (U). Der Ansatz mit den für methylierte DNA 

spezifischen Primern ergibt kein Amplikon. Entsprechend kann man auch keine 

Bande auf dem Gel sehen.  

Bei methylierten Proben erwartet man eine Bande beim Ansatz mit den M-Primern 

und keine Bande beim Ansatz mit den U-Primern. Es besteht auch die Möglichkeit, 

dass sowohl beim U- als auch beim M-Ansatz ein Produkt sichtbar ist. Dadurch wird 

(anhand der Stärke der Banden) der Prozentsatz der Zellen mit Methylierung 

wiedergespiegelt. Dieser Fall tritt auf, wenn nur eines der beiden Allele methyliert ist, 

kann aber auch in heterogenen Geweben, in denen nicht alle Zellen methyliert sind, 

vorkommen. 

Die Etablierung der Methylierungs-spezifischen PCR erfolgte mit DNA-Proben von 

gesunden Frauen, Tumorproben und ihren korrespondierenden Normalgeweben. 

Anfangs wurden 500 ng DNA für die Bisulfitbehandlung mit dem DNA Methylation 

KitTM verwendet und die von TANIGUCHI et al 2003 beschriebenen Bedingungen für 

die MSP getestet.  

Die DNA liegt nach der Bisulfitbehandlung in einem Volumen von 10 µl vor. Zymo 

Research empfiehlt den Einsatz von 2 – 4 µl der gewonnen DNA je PCR-Reaktion. 

Bei diesen ersten Versuchsbedingungen wurde die MSP mit je 3 µl der 

bisulfitbehandelten DNA von vier Tumorgeweben und ihren korrespondierenden 

Normalgeweben (Proben Kiel 1, 7, 9, 10) durchgeführt. In jedem Ansatz waren 2 mM 

MgCl2 enthalten. Unter diesen Bedingungen zeigten 50% der Proben (vier von acht) 

extrem schwache Banden in der zu erwartenden Länge von 150 bp. Bei den 

restlichen vier Proben waren keine klaren Banden zu erkennen. Eine erneute 
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Replikation der Ansätze erbrachte keine besseren Ergebnisse. Teilweise traten 

danach zusätzliche, unspezifische Banden auf. 

Um sicher zu stellen, dass die Primer FF280M und FR432 tatsächlich für methylierte 

DNA spezifisch sind und nicht mit unbehandelter DNA reagieren, wurde eine PCR 

mit nicht-bisulfitbehandelter DNA mit diesem Primerpärchen durchgeführt. Im Gel 

zeigten sich weder Banden bei 150 bp noch unspezifische Banden. Somit kann man 

davon ausgehen, dass die Primer spezifisch sind und nicht mit unbehandelter DNA 

reagieren. 

Nach schrittweiser Erhöhung der MgCl2-Konzentration auf 2,0 mM MgCl2, 

Änderungen im PCR-Programm und Erhöhung der Ausgangs-DNA-Menge auf 1 μg 

konnte eine zufrieden stellende PCR-Ausbeute mit spezifischen, reproduzierbaren 

Banden erreicht werden.  

Für drei der selbst isolierten Tumorproben (Mü 4T, Mü 8T und Mü 10T) und zwei der 

Netzmetastasen (Mü 2ex und Mü 7ex) war eine Durchführung der MSP nicht 

möglich. Ursächlich dafür war eine zu geringe Konzentration der isolierten DNA der 

betroffenen Proben. Auch durch eine wiederholte DNA-Isolierung konnten keine 

besseren Konzentrationen erreicht werden. Für die Probe Mü 10T war eine erneute 

DNA-Isolierung aus Mangel an Tumormaterial nicht möglich. 

Die MSP wurde bei 42 Tumor-Proben von epithelialen ovarialen Tumoren untersucht. 

Vier dieser Tumor-Proben stammen von Netzmetastasen. Die MSP wurde zudem an 

fünf korrespondierenden Normalgeweben (nicht betroffenes Peritoneum von 

Patientinnen mit Ovarialkarzinom) durchgeführt. Zwei Proben normaler genomischer 

DNA aus peripheren Lymphozyten wurden analysiert, um zu bestätigen, dass 

FANCF bei normaler, nicht von Tumoren stammender DNA im Promoter-Bereich 

keine Methylierung aufweist.  

Eine Positivkontrolle wurde in vitro durch vollständige Methylierung normaler 

genomischer DNA erzeugt. In allen Fällen ergab die MSP für in vitro-methylierte DNA 

ein positives Produkt (Bande bei M, keine Bande bei U). Die Proben von normaler 

genomischer DNA zeigten keine Methylierung im untersuchten Bereich des FANCF-

Gens. Es zeigte sich, dass neben den Proben von Normalgeweben auch alle 

Tumorproben im untersuchten Bereich der Promoterregion von FANCF unmethyliert 

waren. Diese Ergebnisse waren sowohl für unterschiedliche Bisulfitbehandlungen als 

auch für wiederholte Durchgänge der MSP reproduzierbar. Abbildung 13 und 
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Abbildung 14 zeigen beispielhaft Gelelektrophoresebilder der MSP mit den 

Tumorproben, den korrespondierenden Normalgeweben und der Positivkontrolle. 

 

 

Abbildung 13 Methylierungs-spezifische PCR für FANCF: Die Kieler Tumorproben 36 T und 37 T und 
ihre korrespondierenden Normalgewebe sind unmethyliert. + Ko = Positivkontrolle. 

 

 
Abbildung 14 MSP für FANCF mit den Münchner Tumorproben 5 ex, 6 T, 7 T und 12 T 

 

4.2.3 Etablierung eines PCR-based HpaII restriction enzyme assay 

Da sich in der Methylierungs-spezifischen PCR keine methylierten Proben fanden 

sollte dieses Ergebnis mit einer zweiten Methode, einem PCR-based HpaII restriction 

enzyme assay bestätigt werden. Dabei kommen die Restriktionsendonukleasen 

HpaII und MspI zur Anwendung, die beide die Sequenz CCGG schneiden. MspI 

schneidet sowohl die unmethylierte als auch die methylierte Sequenz, während eine 

Restriktion der Sequenz mit HpaII nur bei unmethyliertem innerem C möglich ist.  

In der anschließenden PCR mit spezifischen Primern (FF330for und FR759rev 

[TANIGUCHI 2003]) entsteht daher im Falle einer Methylierung im HpaII-Ansatz ein 

Produkt. 

Zunächst wurde die Restriktion in einem Ansatz von 50 µl mit 250 ng genomischer 

lymphozytärer DNA von Normalpatienten durchgeführt. Es zeigte sich in der 

Gelelektrophorese, dass die Proben durch HpaII und MspI nur unvollständig verdaut 

worden waren. In weiteren Tests wurde das Restriktionsvolumen auf 200 µl und 300 

µl erhöht. Getestet wurden zudem Ansätze mit einer DNA-Konzentration von 100 

bzw. 50 ng und die Erhöhung der Inkubationszeit beim Restriktionsschritt auf 24 

Stunden. Diese Maßnahmen führten ebenso wenig wie eine zusätzliche Reinigung 
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der DNA mittels Phenol-Chloroform-Extraktion und Ethanolfällung vor Beginn der 

Restriktion zu einem kompletten Verdau der DNA.  

In der Gelelektrophorese waren die Banden zwar deutlich schwächer als bei den 

vorangehenden Ansätzen, aber nach wie vor nachweisbar (siehe Abbildung 15).  

 

 

Abbildung 15 HpaII Restriktionsassay mit den unmethylierten Normalproben # 60 und # 63. Einsatz 
von 100 ng bei Probe # 60 und 50 ng bei Probe # 63. Restriktionsvolumen 200 µl 
 

4.2.4 Bisulfitsequenzierung 

Die Bisulfitsequenzierung wurde in Zusammenarbeit mit Heide Hellebrand auf dem 

ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer der Arbeitgruppe von Professor Meindl 

durchgeführt. Es wurden vier Proben von Ovarialtumoren (Mü 3T und 12T, Kiel 1 und 

2), eine Probe einer Netzmetastase (Mü 3ex) sowie eine Kontrollprobe (DNA von 

Lymphozyten einer gesunden Frau) untersucht, um die Wirksamkeit und 

Vollständigkeit der Bisulfitmodifizierung der DNA zu überprüfen. Alle verwendeten 

Proben wurden nach der PCR mit den MSP-Primern für unmethylierte DNA FF280U 

und FR432U sequenziert. Zudem wurden für drei der Tumorproben (Mü 12T, Kiel 1 

und 2) und die Normalprobe Ansätze sequenziert, bei denen im Anschluss an die 

MSP eine weitere PCR mit den Sequenzierungsprimern FF183b und FR437b 

[TANIGUCHI et al, 2003] durchgeführt worden war. 

Die Referzenzsequenz von FANCF (NM_022725) muss bearbeitet werden, damit sie 

mit der bei der Bisulfitsequenzierung ermittelten Sequenz verglichen werden kann. 

Bei der Bisulfitreaktion werden alle nicht-methylierten Cytosine in Uracil 

umgewandelt, das sich wie Thymin verhält. Entsprechend muss man in der 

tatsächlichen Sequenz jedes C durch ein T ersetzten. Dies erfolgte mit dem 

Programm Methprimer (www.urogene.org/methprimer). Abbildung 16 und Abbildung 

17 zeigen die Sequenz des FANCF Gens vor und nach der Bisulfitbehandlung. 
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GCTGCACAACCAGTGGAGGCAAGAGGGCGGCTTTGGGCGGGGTCCAGTTCCGGGATTAGCGAACTTCCAGGCCCTCGG
TCACTGTGACGTCCTGCTCTCTCTGCGTCTGCTGGAGAACCGGGCCCTCGGGGATGCAGCTCGTTACTACCTGGTGCAGC
AACTCTTTCCCGGCCCGGGCGTCCGGGACGCCGATGAGGAGACACTCCAAGAGAGCCTGGCCCGCCTTGCCCGCCGGC
GGTCTGTGGTGCACATGTTGCGCTTCAATGGCTATAGAGAGAACCCAAATCTCC

Abbildung 16 Sequenz von FANCF vor der Bisulfitbehandlung 

A 

 
GTTGTATAATTAGTGGAGGTAAGAGGGTGGTTTTGGGTGGGGTTTAGTTTTGGGATTAGTGAATTTTTAGGTTTTTGGTTAT
TGTGATGTTTTGTTTTTTTTGTGTTTGTTGGAGAATTGGGTTTTTGGGGATGTAGTTTGTTATTATTTGGTGTAGTAATTTTTTT
TTGGTTTGGGTGTTTGGGATGTTGATGAGGAGATATTTTAAGAGAGTTTGGTTTGTTTTGTTTGTTGGTGGTTTGTGGTGTAT
ATGTTGTGTTTTAATGGTTATAGAGAGAATTTAAATTTTT

Abbildung 17 Bisulfitmodifizierte Sequenz von FANCF 

A 

 

Für die Auswertung der Proben müssen die einzelnen Läufe des Runs einzeln 

ausgewertet werden. Die Software ist darauf programmiert, dass die DNA vier Basen 

enthält und somit bei der Berechnung vier Farben auftreten müssten. Die mit den 

Forward Primern sequenzierte, unmethylierte Sequenz enthält kein Cytosin, die mit 

den Reverse Primern analysierte Sequenz kein Guanosin. Diese fehlenden Basen 

werden daher von der Software künstlich hochgerechnet. Als Ergebnis zeigen sich 

sehr komplexe Sequenzen mit starkem Basecall. Die Auswertung wird durch diese 

künstliche Hochrechnung und das Hintergrundrauschen erschwert. Die Peaks sind 

am Anfang der Sequenz sehr hoch und fallen dann stark ab (siehe Abbildung 18). 

In diesem Fall muss man für die Läufe mit den Forward Primern die Farbe für Cytosin 

(blau), für die Läufe mit den Reverse Primern die Farbe für Guanosin (schwarz) 

herausnehmen. Für eine bessere Auswertung der Bisulfitsequenzierung wurden die 

Ergebnisse an Britta Finkelnburg von Applied Biosystems zum Nachrechnen 

geschickt. Dort können die Sequenzen im so genannten Flat Profile dargestellt 

werden, wodurch die Peaks besser zu sehen sind. Die Höhe der Peaks ist in diesem 

Modus relativ gleichmäßig verteilt und ein starker Abfall der Peaks kann verhindert 

werden, wodurch die Auswertung deutlich verbessert wird (siehe Abbildung 19). Es 

wurde auch beobachtet, dass die Sequenzierung mit den Reverse Primern 

insgesamt sauberere Profile lieferte (siehe Abbildung 20). 

Die Normalprobe ließ sich sowohl mit als auch ohne Flat Profile sehr gut auswerten, 

und es zeigten sich keinerlei Cytosine in der Sequenz (siehe Abbildung 21). Bei den 

Tumorproben war eine Auswertung ohne Flat Profile kaum möglich, da die Peaks 

gegen Ende immer flacher wurden. Gegen Ende der Sequenzen erscheinen dort 

allerdings Cytosine an Stellen, an denen in der tatsächlichen Sequenz von FANCF 

kein Cytosin vorliegt (siehe Abbildung 21). Diese Beobachtung kann auf das 

künstliche Hochrechnen der fehlenden vierten Base durch die Software 

zurückgeführt werden.  
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Abbildung 18 Bisulfitsequenzierung der Probe #8 mit dem Forward Primer, Darstellung im normalen 
Modus der Software. Die Peaks sind zunächst sehr hoch und fallen dann stark ab, so dass eine 
Auswertung der Sequenz nicht möglich ist. 

 

 
Abbildung 19 Bisulfitsequenzierung der Tumorprobe #8 mit dem Forward Primer, Darstellung im Flat 
Profile. Die Peaks fallen hier nicht so stark ab. Die Sequenz erscheint "sauberer" und lässt sich besser 
auswerten. Gegen Ende der Sequenzierung kommen vereinzelte Cytosin-Peaks hoch, die sich aber 
außerhalb der analysierten Sequenz befinden. 
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Abbildung 20 Bisulfitsequenzierung der Tumorprobe #8 mit dem Reverse Primer, Darstellung im Flat 
Profile. Die Sequenz enthält nach erfolgreicher Bisulfitkonversion kein Guanosin. Sie ist unmethyliert. 
 

 

Abbildung 21 Bisulfitsequenzierung der Normalprobe (#10) mit dem Forward Primer im Flat Profile. 
Die komplette Sequenz enthält kein Cytosin, das heißt die Bisulfitbehandlung war erfolgreich. 
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Für eine komplett unmethylierte Probe erwartet man bei der Sequenzierung mit dem 

Forward Primer eine vollkommen Cytosin-freie Sequenz. Für den Reverse Primer 

wird entsprechend eine komplett Guanosin-freie Sequenz erwartet. Die 

Bisulfitsequenzierung ergab sowohl für die untersuchten Tumorproben als auch für 

die Normalprobe für die Forward Primer eine Cytosin-freie beziehungsweise für die 

Reverse Primer eine Guanosin-freie Sequenz.  

Anhand der Ergebnisse der Bisulfitsequenzierung kann man davon ausgehen, dass 

die Bisulfitbehandlung vollständig und erfolgreich war und die untersuchten 

Sequenzen, wie erwartet, unmethyliert sind. 

4.3 Untersuchung der Genexpression von FANCF 

Um die mRNA-Expression des Fanconi Anämie-Gens FANCF zu bestimmen, wurde 

ein auf der TaqMan®-Technologie basierender, von Applied Biosystems erhältlicher, 

Gene Expression Assay zur Quantifizierung der relativen FANCF-mRNA-

Konzentration (FANCF Assay-on-demand™) eingesetzt. Als endogene Kontrolle für 

die Effizienz der reversen Transkription und der PCR-Reaktion wurde das Enzym 

HPRT1 (Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase) ausgewählt. Dieses hatte sich in 

vorhergehenden Experimenten als stabilstes Housekeeping Gen erwiesen.  

4.3.1 Ergebnis der TaqMan®-Reaktion 

Ein Amplification Plot spiegelt die Erzeugung zunehmender Fluoreszenz des 

Reporters (FAM) während der Amplifikation wieder und steht in direkter Beziehung 

zur Bildung von PCR-Produkt [APPLIED BIOSYSTEMS]. Die Stelle, an der die 

Amplifikationskurve eine festgelegte Schwelle („threshold“) schneidet, wird als cycle 

threshold Ct oder Schwellenwertzyklus bezeichnet. Der Ct-Wert hängt direkt mit der 

Menge an gebildetem PCR-Produkt zusammen und erlaubt daher Rückschlüsse auf 

die ursprünglich in die PCR-Reaktion eingebrachte Menge an Zielsequenz. Proben 

mit einer höheren Ausgangskonzentration des untersuchten Gens erreichen die 

Schwelle eher als Proben mit einer geringeren Ausgangskonzentration. Folglich zeigt 

also eine Probe mit einer höheren Expression des Gens niedrigere Ct-Werte als eine 

Probe, in der das jeweilige Gen geringer exprimiert ist.  

Die von uns für HPRT gemessenen Ct-Werte lagen bei 25 – 32 Zyklen. Für FANCF 

wurden Werte zwischen 27 und 32 Zyklen bis zum Erreichen des 

Schwellenwertzyklus gemessen. Somit liegt die Expression von FANCF und dem 

gewählten Housekeeper auf einem vergleichbaren Niveau. Tabelle 21 zeigt die vom 



4 Ergebnisse 

 66 

TaqMan® im Auto-Ct-Modus ermittelten Ct-Werte für das Target FANCF („Ct 

FANCF“) und die verwendete interne Referenz HPRT („Ct HPRT“). Zusätzlich enthält 

Tabelle 21 die mit dem Programm Excel aus den Triplikaten berechneten Mittelwerte 

(„FANCF bzw HPRT av Ct“) für jedes Gewebe und die zugehörigen 

Standardabweichungen („FANCF bzw HPRT Sd“). 

Abbildung 22 und Abbildung 23 zeigen durch den TaqMan® ermittelte Amplification 

Plots für die pipettierten Triplikate des als Kalibrator dienenden Normalgewebes und 

der Tumorprobe 9T. Zugehörige Ct-Werte finden sich in Tabelle 21.  

Die x-Achse gibt dabei die Zahl der PCR-Zyklen an, die y-Achse das Delta Rn 

(Intensität des Fluoreszenzsignals des Reporters). Die TaqMan®-Software berechnet 

im Auto-Ct-Modus für jedes Vial einzeln diese Cycle threshold. Eine Messung des 

Anstiegs des PCR-Produkts ist nur in dieser exponentiellen Phase der PCR möglich. 

In den Abbildungen ist die Schwelle als waagrechte grüne Linie erkennbar. In der 

linken unteren Ecke ist die Hintergrundfluoreszenz erkennbar. 

Aus den Amplification Plots in Abbildung 22 kann man ablesen, dass die Kurven, die 

die Amplifizierung des Kalibrator-Gewebes (Normalgewebe) für das Gen von 

Interesse (FANCF) wiederspiegeln, die threshold bei circa 28,5 Zyklen schneiden. 

Für die Tumorprobe 9T liegt der Schnittpunkt bei circa 30,5 Zyklen. Für das 

Referenzgen HPRT liegt der aus Abbildung 23 ermittelte Ct-Wert für das 

Normalgewebe bei 25,5 und für das Tumorgewebe bei 29,5. Die genauen Werte sind 

Tabelle 21 zu entnehmen. 

Ein Zyklus Unterschied entspricht bei gleicher RNA-Konzentration der Proben einem 

zweifachen Unterschied der Expression. Mit der Formel 2Δn lässt sich der 

Expressionsunterschied abschätzen, wobei n der Ct-Wert für das entsprechende 

Gen ist. Diese Abschätzung berücksichtigt allerdings noch nicht die für einen 

Vergleich von Proben notwendige Normalisierung, die mögliche Unterschiede der 

eingesetzten Zellmenge, der RNA-Qualität oder der Effizienz der Reversen 

Transkription korrigiert. Um die Genexpression genauer zu berechnen, wurde in 

dieser Arbeit eine Relative Quantifizierung vorgenommen. 
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Sample Ct FANCF FANCF av Ct FANCF Sd Ct HPRT HPRT av Ct HPRT Sd

NG10 28,514 25,642
NG10 28,494 28,457 0,083 25,594 25,593 0,050
NG10 28,362 25,543

OvCa R3 28,451 25
OvCa R3 28,317 28,349 0,090 24,952 24,958 0,039
OvCa R3 28,28 24,923

2T 33,216 32,015
2T 33,564 33,353 0,186 32,034 32,032 0,016
2T 33,277 32,046

2ex 31,976 29,718
2ex 31,674 31,779 0,171 29,693 29,659 0,083
2ex 31,687 29,564

3T 29,752 29,197
3T 30,165 29,969 0,207 29,267 29,193 0,076
3T 29,991 29,115

3ex 31,636 31,623
3ex 31,57 31,651 0,090 31,655 31,58 0,103
3ex 31,748 31,462

4T 29,698 27,996
4T 29,878 29,825 0,110 28,128 28,074 0,069
4T 29,898 28,098

5ex 29,916 28,453
5ex 29,945 29,908 0,042 28,438 28,426 0,034
5ex 29,863 28,388

7T 29,386 27,241
7T 29,435 29,505 0,166 27,178 27,222 0,038
7T 29,694 27,247

9T 30,737 29,792
9T 30,797 30,801 0,067 29,726 29,809 0,092
9T 30,87 29,908

11T 27,475 26,278
11T 27,574 27,537 0,054 26,268 26,295 0,038
11T 27,563 26,339

12T 29,445 27,786
12T 29,507 29,531 0,100 28,046 27,896 0,135
12T 29,64 27,855

14T 32 32,375
14T 32,337 32,161 0,169 32,404 32,306 0,145
14T 32,146 32,139

Ct-Werte für FANCF und HPRT

 

Tabelle 21 Die vom TaqMan® ermittelten Ct-Werte für das Target FANCF und die interne Kontrolle 
HPRT mit den aus den Triplikaten berechneten Mittelwerten („av Ct“) und zugehörigen 
Standardabweichungen („sd“) für jedes Gewebe 
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Abbildung 22 FANCF Amplification Plots für das Normalgewebe (links) und die 
Tumorprobe 9T (rechts); Links der Kurven ist die Hintergrundfluoreszenz erkennbar. X-
Achse: Zykluszahl; Y-Achse: Delta Rn (Höhe des generierten Fluoreszenzsignals); Grüne 
Linie: Vom TaqMan® im Auto-Ct-Modus ermittelte Schwelle für die Probe 9T. Schnittpunkt 
zwischen Kurven und Schwelle: Cycle Threshold Ct 

 

 
Abbildung 23 HPRT Amplification Plot für die Triplikate des Normalgewebes (links) und 
der Tumorprobe 9T (rechts)  
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4.3.2 Relative Quantifizierung der Genexpression von FANCF  

Die Auswertung des auf dem TaqMan® durchgeführten Experiments erfolgt mittels 

Relativer Quantifizierung der Genexpression in Form eines Vergleichs der bei der 

Real-Time-PCR ermittelten Ct-Werte („Comparative Ct method“). Die Proben werden 

gegen das verwendete Normalgewebe (tumorfreies Peritoneum) kalibriert. Die 

Berechnung erfolgt mit den aus den Triplikaten berechneten Mittelwerten der Ct-

Werte [APPLIED BIOSYSTEMS, 2001]: Mit der Comparative Ct method wird die x-

fache Veränderung der Genexpression relativ zur Kalibratorprobe berechnet.  

Bei der Berechnung der relativen Genexpression ergaben sich die in Tabelle 22 

dargestellten Werte. Abbildung 24 zeigt eine graphische Darstellung der relativen 

Genexpression von FANCF. 

4.3.3 Interpretation der Ergebnisse der Relativen Quantifizierung 

Untersucht wurde die Genexpression von FANCF in elf Ovarkalkarzinomgeweben 

und der Ovarialkarzinomzelllinie OvCaR3 im Vergleich zu Normalgewebe mittels 

Relativer Quantifizierung. Als Normalgewebe wurde tumorfreies Peritoneum 

verwendet. Acht der elf Tumorproben stammten von ovarialen Primärtumoren. 

Zudem standen drei Gewebeproben von Netzmetastasen zur Verfügung. In zwei 

Fällen lagen Paare von Primärtumor und Netzmetastasen der Patientinnen vor (2T 

und 2 ex, 3T und 3ex). Bei einer weiteren Probe handelte es sich ebenfalls um 

Gewebe einer Netzmetastase (5ex). Die gewählten Ovarialkarzinomgewebe wurden 

während der operativen Therapie von noch nicht chemotherapeutisch behandelten 

Patientinnen mit einem FIGO-Stadium von IIc bis IV gewonnen. Es lag je ein Tumor 

mit einem Grading von 1 beziehungsweise 2 vor. Die übrigen Proben stammten von 

G3-Tumoren (siehe Tabelle 2).  

Im Vergleich zum Referenzgewebe (normales Peritoneum) zeigten alle elf in dieser 

Doktorarbeit untersuchten Ovarialkarzinomgewebe eine höhere FANCF-m-RNA-

Expression. Dabei ist FANCF in den Tumorgeweben 1,5- bis 8-fach höher exprimiert 

als im Normalgewebe (siehe Tabelle 22 und Abbildung 24). 82% der Tumorproben 

zeigen bezogen auf den Kalibrator eine über zweifache Steigerung der Expression. 

Bei drei der Proben (27%) liegt eine über vierfache Erhöhung der Genexpression vor 

(Proben 3T, 3ex, 14T) vor. Die untersuchte Ovarialkarzinomzelllinie OvCaR3 weist im 

Vergleich zum Referenzgewebe mit 0,69 eine leichte Reduktion der Expression von 

FANCF auf. 
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Abbildung 24 Diagramm der Relativen Genexpression von FANCF. Das Normalgewebe dient als 
Kalibrator und nimmt im Rahmen der Berechnung mit der Comparative Ct-Methode den Wert 1 an. 
Die Expression von FANCF in den Tumorproben wird mit dem Normalgewebe verglichen. Das heißt, 
die Proben sind im Vergleich zum Normalgewebe höher oder niedriger exprimiert. Die 
Fehlerindikatoren zeigen die Standardabweichung der ΔCt-Werte an. 
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Tabelle 22 Berechnung der Relativen Genexpression (2-ΔΔCt) aus den Mittelwerten der pipettierten 
Triplikate mit der Comparative Ct-Methode mit Berechnung der Standardabweichung und der 
Spannweite/Varianz (2-ΔΔCt±sdΔCt). HPRT wird als interne Kontrolle für die Normalisierung, das 
Normalgewebe NG10 als Kalibrator verwendet. Die Standardabweichung für ΔΔCt ist gleich 
derjenigen für ΔCt. Δ Ct = Ct target – Ct controll; ΔΔCt = ΔCtsample – ΔCtcalibrator; relative 
Genexpression =2-ΔΔCt 
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5 Diskussion 
Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde Chromosom 11p bei 

Ovarialkarzinomgewebeproben mittels Mikrosatellitenmarkern feinkartiert, um 

Tumorsuppressorgene in dieser Region zu ermitteln. Das Fanconi Anämie-Gen FANCF 

wurde als Kandidatengen ausgewählt und seine Promotorregion auf Methylierung als 

„second hit“-Ereignis untersucht. Hierfür wurden die Methylierungs-spezifische PCR 

etabliert. Um die Validität unserer Ergebnisse zu prüfen wurde exemplarisch eine 

Bisulfitsequenzierung einzelner Proben durchgeführt. Die Genexpression von FANCF 

wurde parallel mit der TaqMan®-Technologie in einem ausgewählten Probenkollektiv 

quantifiziert. Als weiteres Kandidatengen wurde das Metastase-Suppressor-Gen KAI1 

[DONG et al, 1995; HOULE et al, 2002] ausgewählt. Bei der Feinanalyse von 11p 

mittels Mikrosatellitenmarkern wurden Marker gewählt, die in der Nähe des KAI1-Locus 

gelegen sind. Auf eine Methylierungsanalyse wurde verzichtet, da sich in der Literatur 

Daten fanden, die gegen eine Hypermethylierung des KAI1 Gens sprechen [JACKSON 

et al 2000].  

5.1 LOH-Analyse auf Chromosom 11p 

In dieser Doktorarbeit wurde eine LOH-Analyse von Chromosom 11p bei 47 

Ovarialtumorproben mit elf Mikrosatellitenmarkern vorgenommen. Ziel dieser 

Feinkartierung war die Identifikation eines kleinsten überlappenden Intervalls, um die 

Lokalisation von dort möglicherweise gelegenen Tumorsuppressorgenen zu bestimmen. 

Die meisten der Proben (ca. 75%) zeigten allelische Imbalanzen in Teilen bzw. über die 

gesamte Länge der untersuchten Regionen. Überwiegend wurden übereinstimmende 

Ergebnisse zwischen Paaren aus Primärtumor und Netzmetastase vorgefunden. Nur in 

einem Fall (Tumor Mü 2) konnte bei der Netzmetastase im Gegensatz zum Primärtumor 

ein LOH bei einem Marker nachgewiesen werden. Möglicherweise liegt also bei einem 

der beiden korrespondierenden Gewebe ein im Rahmen der Tumorprogression 

aufgetretenes zusätzliches Ereignis vor. 

Bei den in der CGH für Chromosom 11p unauffälligen Proben Kiel 35 - 38 (Prof. Dr. 

Arnold, unpublizierte Daten) sind entsprechend den CGH-Ergebnissen außer für den 

Marker AFM255 keine Ereignisse nachweisbar. Die Kieler Proben 39 und 40 zeigen 

entgegen ihrer in der CGH unauffälligen Resultate für mehrere Marker ein Ereignis.  
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5.1.1 Identifikation von Loss of Heterozygosity mit der IP-RP-HPLC 

Die IP-RP-HPLC ist eine weit verbreitete, kostengünstige, schnelle und zuverlässige 

Methode zur Durchführung von LOH-Analysen [XIAO & OEFFNER, 2001]. Daher ist sie 

sehr gut für das Screening von größeren Probenkollektiven geeignet. Sie ist in 

vorangegangenen Studien in unserer Arbeitsgruppe zur Identifizierung von Loss of 

Heterozygosity etabliert worden [GROSS et al, 2007].  

Nach der Definition von DEVILEE [2001] liegt bei einem AIF > 5 ein klassisches LOH 

vor. Bei Proben mit einem AIF < 5 kommt auch ein anderer Mechanismus, wie zum 

Beispiel eine Amplifikation, für das Ereignis in Frage. LOHs wurden durch den Vergleich 

der HPLC-Chromatogramme und Elektropherogramme der Kapillarelektrophorese, die 

für die vorangegangene Doktorarbeit von HAUENSTEIN [2005] erstellt worden waren, 

identifiziert und falls möglich wurde ein AIF berechnet. Dabei zeigte die IP-RP-HPLC in 

den meisten Fällen zuverlässige Ergebnisse. So konnte auch für die meisten nicht 

mittels Berechnung eines AIFs quantifizierbaren Proben eine Entscheidung über das 

wahrscheinliche Vorliegen eines LOH-Ereignisses gefällt werden. 

Bei einem großen Anteil der identifizierten Ereignisse war insbesondere bei den 

Direpeatmarkern (sechs der verwendeten elf Marker) eine Berechnung des AIFs trotz 

eindeutigem Chromatogramm nicht möglich. Ursächlich hierfür ist, dass die IP-RP-

HPLC Allele, die kleiner als 150bp sind und sich in nur einem 2-bp-Repeat 

unterscheiden, nicht auftrennen kann [GROSS et al, 2007]. Die beiden Allele ko-

eluierten dadurch in einem gemeinsamen Peak. Soweit möglich wurden bei sich 

schlecht auftrennenden Peaks die Allele per Hand ausgemessen, um einen AIF 

dennoch abschätzen zu können. Bei einigen Proben ist dies aufgrund komplexer Profile 

nicht möglich, sie zeigen ein im Chromatogramm jedoch durch eine Umkehr der Allel-

Peaks eindeutig erkennbares Ereignis und wurden daher als nicht berechenbare LOHs 

bezeichnet.  

Für eine bessere Auftrennung der Proben kann die Kapillarelektrophorese dienen, da 

sie auch kleinste Längenunterschiede exakter auftrennen kann. In der vorliegenden 

Arbeit wurde auf die genauere Quantifizierung von LOH-Intervallen mittels 

Kapillarelektrophorese bei etablierten Dinukleotidmarker jedoch verzichtet, da mit den in 

der vorangegangen Studie mittels HPLC und Kapillarelektrophorese erzielten Daten 

kein eindeutiges kleinstes Intervall identifiziert werden konnte. Zudem stellt die 

Kapillarelektrophorese eine vergleichsweise zeit- und kostenintensive Methode dar und 

stand uns nur in begrenztem Ausmaß zur Verfügung.  
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Bei der Untersuchung der Proben zeigt sich ein hoher Prozentsatz an LOH-Ereignissen 

(34% der interpretierbaren Chromatogramme). Der Anteil der LOHs mit einem AIF von 

< 5 und der nicht berechenbare LOHs ist mit 82 Proben im Vergleich zu den 

„eindeutigen“ LOHs (fünf Proben) mit einem AIF > 5 relativ groß. Vier der Proben mit 

einem deutlichen LOH stammen aus dem mittels CGH vorselektierten Kieler Kollektiv. 

Bei einer der Münchner Proben (Mü 12) lag ein LOH mit einem AIF > 5 für GATA48 vor. 

Bei den berechenbaren LOHs liegt der AIF für die meisten Proben im Bereich 1,7 – 5.  

5.1.2 Grenzen der LOH-Bestimmung 

Loss of Heterozygosity ist bei nahezu allen Tumorarten auf vielen Chromosomen 

gefunden worden. Für jeden Tumortyp bestehen spezifische LOH-Muster. Dadurch 

kann auf das Vorhandensein vieler Tumorsuppressorgene geschlossen werden, die auf 

somatischer Ebene bei den Tumoren inaktiviert werden. Mittels häufig auftretender 

LOH-Ereignisse an definierten polymorphen Loci in Tumormaterial im Vergleich zu 

normalem Gewebe wird versucht, die Lokalisation von Tumorsuppressorgenen 

einzugrenzen [STRONACH et al, 2003].  

Bislang konnten auf diesem Weg nur wenige Kandidaten tatsächlich identifiziert werden 

[DEVILEE et al, 2001; TOMLINSON et al, 2002]. Als Ursachen für diese relativ 

unbefriedigenden Ergebnisse von LOH-Studien sehen DEVILEE et al [2001] technische 

Grenzen des LOH-Nachweises sowie eine genetische Heterogenität innerhalb der 

untersuchten Tumoren und im Tumorkollektiv.  

TOMLINSON et al [2002] vermuten, dass viele LOH-Analysen diese Heterogenität 

vernachlässigen und die Kontamination des Tumormaterials mit normalen Zellen, eine 

karyotypische Komplexität, homozygote Deletionen, Veränderungen der Menge an 

Genkopien oder PCR-Artefakte ignorieren. Die Two-Hit-Hypothese wurde ursprünglich 

für Mutationen, die in einem relativ gesunden Genom auftreten, vorgeschlagen. Die 

meisten Tumoren sind jedoch polyploid oder aneuploid [TOMLINSON et al, 2002] und 

können komplexe Genomveränderungen aufweisen, so dass die Two-Hit-Hypothese 

auf diese Tumoren nicht uneingeschränkt angewendet werden kann. 

Auch unser Kollektiv ist in sich relativ heterogen. Es besteht aus in der CGH auffälligen, 

unauffälligen und nicht untersuchten Proben. Größtenteils enthält es fortgeschrittene 

Ovarialkarzinome, bei denen von einem Tumoranteil von mindestens 80% [Gross et al, 

2006] ausgegangen werden kann. Allerdings ist der tatsächliche Anteil an 

kontaminierendem Normalgewebe für die Proben von Ovarialtumoren früherer Stadien 

unbekannt und für unsere Proben kann eine Poly- oder Aneuploidie nicht 
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ausgeschlossen werden. Eine einheitliche Auswertung von AIFs war technisch bedingt 

durch koeluierende Peaks und Stotterbanden, die eine Berechnung der Peakfläche 

durch die Wavemaker®-Software behinderten, nicht für alle Proben möglich. Wo 

möglich wurde alternativ versucht, LOH bzw. Retention durch eine Ausmessung der 

Peakhöhen trotzdem zu quantifizieren. In einigen Fällen war dies jedoch aufgrund der 

komplexen Profile auch nicht möglich so dass sich dann die Auswertung auf eine 

qualitative Beurteilung des Allelstatus beschränken musste.   

5.1.3 Identifikation eines kleinsten überlappenden Intervalls auf 
Chromosom 11p 

Wichtig für die Identifikation der wahrscheinlichsten Lokalisationen von 

Tumorsuppressorgenen durch LOH-Analysen ist die klare und konsequente Definition 

von LOHs [DEVILEE et al, 2001; CLETON-JANSEN et al, 2001]. 

Viele unserer Proben zeigen relativ große LOH-Intervalle oder komplexe Muster, bei 

denen sich Regionen mit Loss of Heterozygosity und solche mit erhaltener 

Heterozygotie abwechselten. Es zeigte sich ein relativ großer Anteil an Proben mit 

einem LOH < 5 oder einem nicht berechenbaren LOH (94% aller LOHs, als „partielle 

LOHs“ bezeichnet). Diese können durch den Anteil an Normalgewebe in einer 

Tumorprobe, eine Heterogenität innerhalb des Tumorkollektivs oder verschiedene 

chromosomale Ereignisse zustande kommen [VANDAMME et al, 1991, DEVILLEE et 

al, 2001]. Dabei ist der Anteil der Tumorzellen, die eine bestimmte genetische 

Veränderung tragen, unbekannt.  

Denkbar wären neben einem Loss of Heterozygosity durch Nondisjunction mit 

nachfolgender Reduplikation des zweiten Allels, durch subchromosomale Deletionen, 

nichtbalancierte Translokationen oder mitotische Rekombination (Rearrangement) auch 

die Amplifikation eines Allels, das Vorliegen einer Trisomie oder einer chromosomalen 

Aneuploidie [DEVILEE et al, 2001]. Man kann ein „partielles“ LOH also nicht unbedingt 

mit dem Verlust eines Allels gleichsetzten. Tumoren können auch in sich heterogen sein 

und so könnten echte LOH-Ereignisse (AIF > 5) verschleiert werden [DEVILEE et al, 

2001]. 

TOMLINSON et al [2001] und CLETON-JANSEN et al [2001] empfehlen, Proben mit 

solch komplexen Mustern für eine zuverlässige Indentifikation von kleinsten 

überlappenden Intervallen zur Identifikation von Tumorsuppressorgenen 

auszuschließen, da diese komplexen Muster für die jeweiligen Tumoren einzigartig sein 
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können und sich möglicherweise nicht mit interstitiellen Deletionen von anderen 

Tumoren im Kollektiv überschneiden. 

Es gelang im Rahmen dieser Doktorarbeit nicht, ein eindeutiges kleinstes 

überlappendes Intervall zu definieren. Es lassen sich jedoch trotz der insgesamt relativ 

komplexen Muster LOH-Intervalle eingrenzen: Zum einen ist eine deutliche Häufung 

von LOH-Ereignissen bei Marker ST5 auszumachen. Des Weiteren kann ein Intervall 

zwischen CA21 und GATA48 abgegrenzt werden und es zeigt sich im Bereich des 

Markers AFM255 eine deutliche Häufung von Ereignissen.  

Angesichts dieser Ergebnisse und der relativ großen Gendichte auf 11p wurde für die 

Suche nach Kandidatengenen die Litereraturrecherche zusätzlich hinzugezogen. Daher 

wurde letztendlich auch das gewählte Vorgehen zur groben Abschätzung von 

allelischen Imbalanzen als ausreichend angesehen. Größere Bedeutung wurde der 

Etablierung und Anwendung von neueren Methoden zur Untersuchung der 

Methylierung und der Genexpression beigemessen.  

Wie sich in dieser Arbeit zeigte, ist es - insbesondere bei heterogenen Kollektiven – 

schwierig, aus den komplexen LOH-Mustern eindeutige Ergebnisse und vor allem auch 

Ergebnisse von klinscher Relevanz zu erlangen.  

5.1.4 Auswahl von Kandidatengenen auf Chromosom 11p 

In den Farbtabellen (Tabelle 17 und Tabelle 19) und der Übersicht in Tabelle 20 zeigt 

sich bei den Münchener Proben eine Häufung von LOHs bei ST5 (Entfernung vom 

Telomer 8,7 MB). Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen der Arbeit von 

HAUENSTEIN [2005] überein, in der bei den in der CGH auffälligen Proben eine LOH-

Häufung bei ST5 beobachtet wurde. Allerdings wurde dort auch eine Häufung von 

LOHs bei TH01 beschrieben, die sich in dem hier mit TH01 untersuchten, nicht 

selektierten Kollektiv nicht bestätigen konnte. 

In der Literatur wird eine Herabregulation des ST5-Gens (suppression of tumorigenicity) 

bei T- und B-Zell-Lymphomen [MAHADEVAN et al, 2005] beschrieben. Eine 

Herabregulation von ST5 in normalen Granulosazellen nach Überstimulation mit 

Gonadotropin wird von RIMON et al [2004] mit einem möglicherweise gesteigerten 

Risiko für die Entwicklung von Eierstockkrebs in Verbindung gebracht. Insgesamt ist 

über diesen Locus jedoch wenig bekannt. 

Das von TANIGUCHI et al [2003] untersuchte Gen FANCF (22,6 MB) ist nahe dem 

Marker CA14 (22MB) lokalisiert. In der von HAUENSTEIN [2005] durchgeführten 

Vorstudie an einem mittels CGH vorselektierten Kollektiv wies knapp die Hälfte der 
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untersuchten Tumoren ein LOH für CA14 auf. Die Entscheidung, FANCF genauer zu 

untersuchen fiel aufgrund dieser Daten und den zu FANCF bei der Literaturrecherche 

gefundenen Publikationen [TANIGUCHI, 2003, OLOPADE & WEI, 2003; DHILLON et 

al, 2004, NARAYAN et al, 2004].  

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Vorstudie zeigt CA14 bei dem in dieser 

Doktorarbeit untersuchten, nicht vorselektierten Kollektiv mit 15 % einen relativ geringen 

Prozentsatz an LOH-Ereignissen. FANCF könnte dennoch durch einen anderen 

Mechanismus, zum Beispiel Methylierung, abgeschaltet sein.  

AFM131 (Lage bei 44,91 MB) zeigt mit 27 % im Vergleich zum in unmittelbarer 

Nachbarschaft gelegenen Marker AFM255 (44,7 MB, 98 % informative Proben) auf der 

dHPLC sehr wenig informative Proben. Wenn man AFM131 deshalb außer Betracht 

lässt, kann eine weitere Häufung von LOHs in einem 24 MB umfassenden Intervall, das 

von den Markern CA14 (22 MB) und AFM298 (46,1 MB) flankiert wird, beobachtet 

werden. Außer bei AFM131 liegt der Prozentsatz der LOHs bei allen in diesem Intervall 

gelegenen Mikrosatellitenmarkern bei mindestens 39 %. Für AFM255 ist bei 52 % der 

untersuchten Proben der Verlust eines Alles nachweisbar. AFM 255 (44,7 MB) liegt in 

direkter Nachbarschaft zum KAI1 Gen (44,6 MB), das in der Literatur als 

Metastasierungs-Suppressor-Gen beim Prostatakarzinom [DONG et al, 1995] 

beschrieben worden ist. KAWANA et al [1997] beschreiben das gehäufte Auftreten von 

LOH im Bereich der KAI1-enthaltenden Region von 11p beim Prostatakarzinom. Für 

Melanomzellen ist eine Herabregulation der KAI1-Expression in Verbindung mit LOH 

beschrieben worden [KIM et al, 2009]. Eine Methylierung des KAI1-Promotors konnte 

weder bei Melanomzellen [KIM et al, 2009], noch bei Blasentumoren nachgewiesen 

werden [JACKSON et al, 2000].  

Das bei unserem Probenkollektiv gehäufte Auftreten von LOHs könnte ein Hinweis 

darauf sein, dass der Verlust von KAI1 eine Rolle bei der Genese oder Progression von 

Malignomen des Ovars spielt. Zudem berichten Studien von LIU et al [2000] und 

HOULE et al [2002] über eine Herabregulation der Genexpression von KAI1 bei 

Ovarialtumoren.  

5.2 Untersuchungen zur DNA-Methylierung von FANCF 

Der genauen Ermittlung von DNA-Methylierungsmustern in CpG-Islands von 

Promoterregionen wird eine große Bedeutung für das Verständnis der Tumorgenese 

und –progression beigemessen.  
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5.2.1 Wahl der Methylierungs-spezifischen PCR als Methode für die 
Untersuchung der Methylierung von FANCF 

Es gibt verschiedene Ansätze, den Methylierungsstatus einer Promotorregion zu 

untersuchen. Traditionell wird die DNA-Methylierung mittels Methylierungs-

empfindlicher Restriktionsendonukleasen untersucht. Im Anschluss daran können ein 

Southern Blot oder ein PCR-Assay der unterschiedlich verdauten Fragmente zeigen, ob 

die untersuchten Regionen methyliert waren. Neuere Methoden, wie die Methylierungs-

spezifische PCR, COBRA (Combined bisulfite restriction analysis), 

Bisulfitsequenzierung oder Methylight (Quantifizierung von Bisulfit-behandelter DNA 

mittels Real-Time-PCR), machen sich das unterschiedliche Verhalten von methylierten 

und unmethylierten Cytosinresten bei Behandlung mit Natriumbisulfit zunutze. Dabei 

werden unmethylierte Cytosine in Uracil umgewandelt, während 5-Methylcytosin nicht 

reagiert und Cytosin bleibt. Es wird also der epigenetische in einen genetischen Code 

umgewandelt und so die Durchführung einer Sequenzierung oder einer PCR zum 

Nachweis einer epigentischen Veränderung ermöglicht [MAIER et al, 2004].  

Die von HERMAN et al 1996 vorgestellte Methylierungs-spezifische PCR (MSP) nutzt 

diese durch Bisulfitbehandlung zustande gekommenen Sequenzunterschiede für einen 

qualitativen Nachweis von Methylierung. HERMAN et al [1996] beschreiben die MSP 

als sensitive Methode, die sogar noch 0,1% methylierte DNA in einer ansonsten 

unmethylierten Probe nachweisen soll und nur kleine DNA-Mengen erfordert.  

Proben von Tumoren enthalten in der Regel neben dem Tumorgewebe auch normales 

Gewebe, wodurch der Nachweis von tumorspezifischen Veränderungen erschwert wird. 

Die MSP kann simultan unmethylierte und methylierte Produkte innerhalb einer einzigen 

Probe messen [HERMAN et al, 1996]. Das PCR-Signal ist ein positives Signal und kann 

daher, im Gegensatz zu den Signalen bei der Analyse von Loss of Heterozygosity nicht 

durch Kontamination mit normalen Zellen maskiert werden [ESTELLER & HERMAN, 

2001]. Aufgrund ihrer hohen Sensitivität ermöglicht die MSP selbst dann den Nachweis 

von anormal methylierten Allelen, wenn diese nur einen relativ kleinen Anteil der 

Gesamt-DNA einer Probe ausmachen [HERMAN et al 1996]. Dadurch sind auch kleine 

und heterogene Proben dieser Methode zugänglich [LIU & MAEKAWA, 2003]. Der 

Verzicht auf Restriktionsenzyme eliminiert falsch-positive Ergebnisse durch 

unvollständigen Verdau [HERMAN et al, 1996; LIU & MAEKAWA, 2003]. Der Vorteil 

gegenüber der Bisulfitsequenzierung liegt darin, dass die MSP deutlich einfacher, 

schneller und kostengünstiger durchzuführen ist. Amplifizierung, Klonierung und 
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nachfolgende Sequenzierung können durchaus mehrere Tage in Anspruch nehmen. 

Die Methylierungs-spezifische PCR und andere PCR-Assays, die auf die Untersuchung 

eines Ortes zielen (site directed), sind in ihrer Anwendbarkeit begrenzt durch die 

Tatsache, dass für jedes potentiell methylierte CpG-Island ein eigener Assay entwickelt 

werden muss. Daher könnten auf Arrays basierende Assays für eine Anwendung in der 

Klinik interessanter sein [LIU & MAEKAWA, 2003]. Eine weitere Einschränkung der 

MSP ist, dass es sich bei ihr um eine vorwiegend qualitative Methode handelt. 

Zwischen geringeren und größeren Mengen an methylierten Allelen kann nur grob 

anhand der Stärke der PCR-Banden unterschieden werden [OGINO et al, 2006]. 

Die MSP ist jedoch als einfach durchzuführende, schnelle, sensitive und kostengünstige 

Methode sehr gut für das Screening von einzelnen Kandidatengenen in einem größeren 

Probenkollektiv geeignet und anderen Methoden deutlich überlegen. Für die 

Zielsetzung dieser Doktorarbeit wurde sie daher für die Untersuchung der 

Promoterregion von FANCF auf Methylierung gewählt. 

5.2.2 Etablierung der Methylierungs-spezifischen PCR 

Um eine zuverlässige Unterscheidung zwischen methylierten und unmethylierten 

Allelen zu garantieren und falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden, ist es wichtig, dass 

die verwendeten Primerpärchen tatsächlich spezifisch sind und unmodifizierte DNA 

nicht amplifizieren. [HERMAN et al, 1996].  

Die in dieser Doktorarbeit für die MSP verwendeten Primer FF280M, FR432M, FF280U 

und FR432U wurden an unbehandelter DNA getestet. Dabei ergab sich für keines der 

Pärchen ein Amplikon, sodass man davon ausgehen kann, dass diese Primer für 

bisulfitbehandelte DNA spezifisch sind. 

Während der Etablierung der MSP im Rahmen dieser Doktorarbeit traten unspezifische 

Banden auf. Auch andere Forscher beschreiben, dass verschiedene Faktoren, wie zum 

Beispiel die verwendete DNA-Polymerase oder die gewählte Temperatur für das 

Annealing der Primer, die MSP beeinflussen können und zu solchen unspezifischen 

Banden führen können [LIU und MAEKAWA, 2003]. Durch Veränderung der PCR-

Bedingungen (Touch Down-Modus als PCR-Programm) und Erhöhen der eingesetzen 

DNA-Menge konnten die Probleme bei der Etablierung der MSP in der vorliegenden 

Doktorarbeit behoben werden. Die endgültige Untersuchung der Proben erfolgte bei 

Verwendung von 1 µg DNA für die Bisulfitreaktion mit 2,2 µl bisulfitbehandelter DNA 

(entspricht 225 ng) in jedem PCR-Ansatz.  
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Verschiedene Arbeitsgruppen beschreiben, dass die Bisulfit-Behandlung zu DNA-

Strangbrüchen führt und hochgradig fragmentierte Einzelstrang-DNA resultiert [OGINO 

et al 2006; EHRICH et al, 2007]. GRUNAU et al [2001] haben beobachtet, dass bei 

einer Inkubationszeit von vier Stunden bei 55°C 84 – 96% der eingebrachten DNA 

degradiert werden. Die verbleibende DNA sei normalerweise aber noch ausreichend für 

die nachfolgende PCR-Amplifizierung [GRUNAU et al, 2001]. Die Hauptursache für 

diese DNA-Fragmentation soll eine DNA-Depurinierung aufgrund des bei der Reaktion 

vorliegenden sauren pHs sein [RAIZIS et al, 1995]. Die Degradation der DNA wird 

durch lange Inkubationszeiten und hohe Temperaturen [GRUNAU et al, 2001] verstärkt. 

Die Qualität und Menge der in die Bisulfit-Behandlung eingebrachten DNA, die Länge 

des untersuchten Amplikons, eine hohe Molarität des Bisulfits und der pH können die 

Qualität der bisulfit-modifizierten DNA ebenfalls beeinflussen [EHRICH et al, 2007]. 

Eine hochgradige DNA-Degradation vermindert die Zahl der DNA-Moleküle, die effektiv 

für eine PCR-Amplifizierung zur Verfügung stehen. Dabei kann die DNA soweit 

degradiert werden, dass eine PCR-Amplifizierung unmöglich wird. Die Zahl der für die 

PCR verfügbaren DNA-Moleküle ist jedoch entscheidend für eine zuverlässige 

Charakterisierung von methylierten Regionen [EHRICH et al, 2007].  

GRUNAU et al [2001] setzen im Vergleich zur normalerweise eingesetzten nicht-

modifizierten DNA-Menge die zehnfache Menge bisulfit-behandelter DNA in die PCR 

ein. EHRICH et al [2007] beschreiben in einer nach Abschluss der Experimente dieser 

Doktorarbeit erschienenen Studie ebenfalls gute Ergebnisse für den Einsatz von 1 µg 

DNA in das EZ DNA Methylation Kit™ von Zymo Research. 

5.2.3 Diskussion des PCR-based HpaII restriction enzyme assay 

In der Methylierungs-spezifischen PCR konnte im Tumorkollektiv keine einzige 

methylierte Probe gefunden werden. Um dieses Ergebnis zu bestätigen sollte eine 

zweite Methode zur Untersuchung der Methylierung etabliert werden. Hierfür wurde ein 

PCR-based HpaII restriction enzyme assay ausgewählt. 

Die Etablierung dieser Methode stellte sich als sehr zeitintensiv heraus, da immer 

wieder Probleme mit einem unvollständigen Verdau der Proben auftraten. Eine 

inkomplette Restriktion ist problematisch, da sie zu falsch-positiven Ergebnissen führen 

kann. Nach einer längeren Etablierungsphase gelang es, einen vollständigen Verdau 

der unmethylierten Normal-DNA zu erzielen. Allerdings war dies in nachfolgenden 

Ansätzen nicht reproduzierbar. 
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Insgesamt ließ sich mit den durchgeführten Experimenten durchaus ein Unterschied 

zwischen methylierter und unmethylierter DNA zeigen. Allerdings ist das Risiko falsch-

positiver Ergebnisse durch den unvollständigen Verdau erheblich, eine komplette 

Restriktion ist essentiell, um zwischen methylierter und unmethylierter DNA zu 

unterscheiden. Zudem waren die Ergebnisse nicht zuverlässig reproduzierbar. Die 

Stärke der Banden der HpaII- und MspI-Ansätze war bei identischen Ansätzen nicht 

gleich. Proben, die nur mit der Ethanolfällung gereinigt wurden, zeigten deutlich 

schlechtere Ergebnisse als Proben, die auch einem Proteinase K-Verdau und einer 

Phenol-Chloroform-Extraktion zugeführt wurden. Auch die Ergebnisse zwischen 

verschiedenen Proben von Normalpatienten variierten. Aus diesen beiden 

Beobachtungen kann gefolgert werden, dass möglicherweise die Qualität und Reinheit 

der verwendeten DNA eine Rolle dabei spielen könnten, wie gut die Endonukleasen die 

DNA verdauen können. 

Aufgrund dieser Schwierigkeiten wurde nach mehreren Versuchsansätzen auf eine 

weitere Etablierung dieser Methode verzichtet und die Bisulfitsequenzierung wurde als 

weitere Methode hinzugezogen. 

5.2.4 Bisulfitsequenzierung 

Die Bisulfitsequenzierung wurde als Methode ausgewählt, um die Effektivität der 

Bisulfit-Behandlung zu überprüfen, und so die Ergebnisse der MSP zu bestätigen. Der 

dahinter stehende Gedanke war, dass eine unvollständige Bisulfit-Modifikation der DNA 

ein Annealing der methylierungs-spezifischen Primer der MSP verhindern könnte. Um 

dies auszuschließen wurden eine Normalprobe und vier Tumorproben nach der 

Behandlung mit Bisulfit sequenziert. Dabei waren in den Forward-Sequenzen keine 

Cytosine und in den Reverse-Sequenzen keine Guanosine nachweisbar, so dass von 

einer vollständigen und erfolgreichen Umwandlung der DNA ausgegangen werden 

kann. 

Schwierigkeiten ergaben sich bei der Auswertung der Sequenzierungsprofile, da die 

Software des ABI Prism 3100 auf vier Basen und somit vier verschiedene Farben 

programmiert ist. Die bei der Bisulfit-modifizierten DNA fehlende Base wird deshalb 

künstlich hochgerechnet, so dass die sich ergebenden Signale stark überlagert sein 

können oder gegen Ende der Sequenzierung stark abfallen können. Diesem Phänomen 

kann man durch Verwendung von Flat Profilen bei der Auswertung der Sequenzen 

begegnen. 
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Für eine exakte Untersuchung des Methylierungsstatus müssten die PCR-Produkte in 

Plasmidvektoren kloniert werden. Anschließend müssten einzelne Klone sequenziert 

werden [ESTELLER & HERMAN, 2001]. Auf diese Art und Weise würde man auch der 

Annahme, dass innerhalb eines Tumors eine klonale Heterogenität vorliegen kann, 

gerecht. Für das Ziel, die Qualität der Bisulfitmodifizierung zu überprüfen und die 

Ergebnisse der Methylierungs-spezifischen PCR an einer kleinen Auswahl der Proben 

zu bestätigen, wurde die hier gewählte direkte Sequenzierung ohne vorherige 

Klonierung der PCR-Produkte jedoch als ausreichend angesehen. 

5.2.5 Diskussion der Ergebnisse zur Methylierung von FANCF 

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde der Methylierungsstatus einer CpG-Island- 

Region im Fanconi Anämie-Gen FANCF (nt 183-473) an 42 Ovarialkarzinomproben 

mittels Methylierungs-spezifischer PCR analysiert. Eine Methylierung der untersuchten 

Region konnte bei keiner der untersuchten Proben nachgewiesen werden. Alle 

Tumorproben wurden bei der primären Operation der Patientinnen gewonnen, bevor 

diese zur Chemotherapie vorgestellt wurden. Somit kann eine Selektion unmethylierter 

Proben durch Cisplatin ausgeschlossen werden.  

5.2.5.1 Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen zur Methylierung von FANCF beim 

Ovarialkarzinom 

Die 2003 veröffentlichte Studie von TANIGUCHI et al berichtet über eine Methylierung 

dieses CpG-Islands bei 21% eines nur aus 19 Proben bestehenden Kollektivs von 

primären Ovarialtumoren, während keine Methylierung bei zugehöriger genomischer 

DNA aus peripherem Blut und zwei aus normalen Ovarien gewonnenen Proben 

nachgewiesen werden konnte. Bei vier von 25 untersuchten Zelllinien, die von 

Ovarialtumoren abstammen, wurde eine Methylierung beobachtet. Die Arbeitsgruppe 

bringt eine Inaktivierung von FANCF durch Methylierung bei Ovarialtumoren mit einer 

Überempfindlichkeit für Cisplatin in Verbindung. Eine Demethylierung dieser 

Promoterregion soll mit der Entwicklung einer Cisplatin-Resistenz korrelieren 

[TANIGUCHI et al, 2003]. 

Eine von DHILLON et al [2004] veröffentlichte Studie beschreibt einen ähnlich hohen 

Prozentsatz an methylierten Proben (24%) bei einem Kollektiv von 25 

Granulosazelltumoren. Allerdings handelt es sich bei den Granulosazelltumoren um 

einen relativ seltenen Subtyp von nichtepithelialen Ovarialtumoren. Laut DHILLON et al 

[2004] habe die Hypermethylierung bis auf wenige Ausnahmen mit der mRNA-
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Expression korreliert. In dem Artikel finden sich aber auch methylierte Zelllinien, die wie 

die unmethylierten Zelllinien eine Expression von FANCF aufweisen. 

5.2.5.2 Rolle der Methylierung von FANCF beim Ovarialkarzinom 

Im Gegensatz zu den von TANIGUCHI et al 2003 veröffentlichten Ergebnissen für 

Ovarialtumoren und den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen für weitere Tumorarten, 

wurde in unserem Probenkollektiv keine Hypermethylierung der untersuchten 

Promoterregion des FANCF-Gens nachgewiesen.  

Unsere Ergebnisse stimmen überein mit einer während dieser Doktorarbeit 

erschienenen Studie von TEODORIDIS et al [2005], die bei einem Kollektiv von über 

100 Proben epithelialer Ovarialtumoren (FIGO III und IV) ebenfalls keine Methylierung 

des FANCF-Promoters gefunden hat. TEODORIDIS et al [2005] vermuten, dass die 

Diskrepanz zu den Ergebnissen von TANIGUCHI und Kollegen aufgrund einer dort 

verwendeten höheren Zahl an PCR-Zyklen zustande kommt. Daher sei die 

Methylierungs-spezifische PCR mit maximal 35 Zyklen durchgeführt worden, um 

mögliche störende Auswirkungen geringer Mengen unmodifizierter DNA zu verhindern. 

Diese These kann im Rahmen dieser Doktorarbeit jedoch nicht bestätigt werden, da die 

MSP mit 43 Zyklen in einem Touch Down-Modus durchgeführt wurde und bei unseren 

Proben keinerlei Methylierung der untersuchten Region nachweisbar war. 

Möglicherweise spielt die Methylierung von FANCF also zumindest beim 

Ovarialkarzinom doch keine so große Rolle, wie zunächst angenommen worden war. In 

der von TANIGUCHI et al 2003 veröffentlichten Studie, die eines der Hauptargumente 

für die Wahl von FANCF als Kandidatengen für diese Doktorarbeit war, finden sich auch 

fünf Zelllinien, die trotz einem intakten FA-Pathway überempfindlich auf Cisplatin 

reagieren. Bei diesen Zelllinien müssten also andere Mechanismen als eine 

Abschaltung des FA-Pathways durch Methylierung der Promoterregion von FANCF 

ursächlich für die Cisplatin-Überempfindlichkeit sein. Dies könnten, wie von der 

Arbeitsgruppe diskutiert, subtilere Defekte des Pathways sein oder andere, weiter 

abwärts gelegene, unabhängige molekulare Mechanismen wie Defekte der Nucleotide 

excision repair [TANIGUCHI et al, 2003]. Auch eine biallelische Inaktivierung von 

BRCA2, die zu den klassischen klinischen und zellulären Anomalien der Fanconi 

Anämie führen kann [HOWLETT et al, 2002] kommt in Frage.  

DHILLON et al [2004] zeigen eine Methylierung von FANCF bei 24% der untersuchten 

Granulosazelltumoren. Diese Ergebnisse sind jedoch kritisch zu werten. Es handelt sich 
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dabei um einen relativ seltenen Subtyp der nichtepithelialen Ovarialtumoren, weshalb 

man diese Ergebnisse nicht generell auf Ovarialtumoren beziehen sollte. 

Tabelle 23 fasst die zur Methylierung von FANCF erschienen Publikationen zusammen.  

Die Methylierung kann innerhalb einer wachsenden Tumorzellpopulation auch 

heterogen sein [OLOPADE & WEI, 2003; LIU & MAEKAWA, 2003]. So kann die 

Methylierung zwischen einzelnen DNA-Strängen und zwischen den Zellen variieren. 

Das könnte dem Auffinden von methylierten Tumorproben zusätzlich im Weg stehen. 

Allerdings ist die in dieser Doktorarbeit gewählte Methylierungs-spezifische PCR sehr 

sensitiv und sollte auch kleinste Mengen methylierter DNA in einer ansonsten 

unmethylierten Probe simultan ermitteln können [HERMAN et al, 1996]. Es erscheint 

zudem eher unwahrscheinlich, dass das bei einem heterogenen Tumor für die MSP 

verwendete Tumorbiopsat nur den unmethylierten Anteil der DNA enthält. 

Neben der Hypermethylierung von CpG-Islands wird bei Ovarialtumoren häufig auch 

eine genomweite Hypomethylierung beobachtet [WIDSCHWENDTER et al, 2004]. Die 

DNA-Methylierung soll eine wichtige Rolle für die Aufrechterhaltung der genomischen 

Stabilität spielen: Es wird vermutet, dass eine genomische Hypomethylierung 

Krebszellen ermöglicht, mehr Mutationen zu erwerben und so das Genom zu 

destabilisieren. Eine Hypomethylierung der DNA wird mit einer chromosomalen 

Instabilität, die die Entstehung von Krebs fördern könnte, in Verbindung gebracht 

[EDEN et al, 2003]. Eine starke Hypomethylierung der DNA kommt signifikant häufiger 

bei Ovarialtumoren fortgeschrittener Stadien und hoher Gradings vor 

[WIDSCHWENDTER et al, 2004].  

Bei unserem hauptsächlich aus fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen bestehendem 

Kollektiv (60 % FIGO III, 21 % FIGO IV, 54 % G3) war keine Methylierung nachweisbar. 

Möglicherweise liegt bei unserem Kollektiv, wie bei WIDSCHWENTER et al [2004] 

beschrieben, eher eine Hypomethylierung der DNA vor.  

In einem nach Abschluss des experimentellen Teils dieser Doktorarbeit erschienen 

Review-Artikel kommen TANIGUCHI & D’ANDREA [2006] zu dem Ergebnis, dass 

Störungen des Fanconi Anämie-Pathways bei einer Vielzahl von Krebsarten beim 

Menschen identifiziert worden sind, was einen molekularen Mechanismus für ihr 

Ansprechen auf eine Chemotherapie mit DNA-Crosslinkern nahe legt. Die von Ihnen 

beobachteten Ergebnisse von 21% FANCF-Methylierung ihres relativ kleinen 

Probenkollektivs [TANIGUCHI et al, 2003] konnten von anderen Arbeitsgruppen nicht 

bestätigt werden. Ein ähnlich hoher Prozentsatz an methylierten Proben (24%) wurde 
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lediglich bei einer Studie an Granulosazelltumoren [DHILLON et al, 2004], einem relativ 

seltenen Subtyp der nichtepithelialen Ovarialtumoren beobachtet. TANIGUCHI & 

D’ANDREA [2006] kommen daher zu dem Schluss, dass die tatsächliche Prävalenz 

niedriger liegen könnte, als sie das ursprünglich angenommen hatten. 

5.2.5.3 Methylierung von FANCF bei anderen Tumorarten 

Auch für andere Tumorarten ist eine Methylierung von FANCF identifiziert worden 

(siehe Tabelle 23). TISCHKOWITZ et al [2003] zeigten eine Methylierung der 

Promotorsequenz von FANCF bei einer von einem Patienten mit akuter myeloischer 

Leukämie abstammende Zelllinie (CHRF-288), der das FANCF Protein fehlt und die 

überempfindlich gegen Mitomycin C ist. Bei 36 Patienten mit sporadisch auftretenden 

Fällen von AML konnte jedoch keine FANCF-Methylierung nachgewiesen werden.  

Bei MEYER et al [2006] konnte bei der Untersuchung von Knochenmarkpunktaten von 

81 Kindern mit sporadischer akuter Leukämie ebenfalls keine Methylierung von FANCF 

nachgewiesen werden. Die Autoren schließen daraus, dass die Methylierung von 

FANCF bei Leukämie kein häufiges Ereignis ist. Somit sei auch ein signifikanter Beitrag 

zur Chemotherapie-Empfindlichkeit und chromosomalen Instabilität weitgehend 

unwahrscheinlich.  

Bei Brustkrebs ist eine Methylierung von FANCF bei 13 der untersuchten 75 Tumoren 

(17,3% der Proben) beobachtet worden [OLOPADE & WEI, 2003].  

NARAYAN et al [2004] zeigen eine Hypermethylierung des FANCF Promoters für 27 

von 91 (30%) primären Zervixtumoren. 14 der in dieser Studie untersuchten Tumoren 

zeigten Loss of Heterozygosity für die Region 11p. Bei Untersuchung von PAP-

Abstrichen präkanzeröser Läsionen unterschiedlicher Stadien sowie normalem 

Zervixepithel zeigte sich keine Methylierung. Die Inaktivierung von FANCF könnte also 

ein späteres „Event“ bei der Entwicklung von Tumoren sein. Bei drei von neun 

untersuchten Zelllinien fand sich eine Methylierung des FANCF-Promoters. Die 

Genexpression von FANCF konnte durch Demethylierung wiederhergestellt werden. 

Die Genexpression war jedoch auch bei drei weiteren Zelllinien mit unmethyliertem 

FANCF-Promotor herabreguliert. NARAYAN et al [2004] folgern, dass andere 

Mechanismen, wie zum Beispiel eine partielle Methylierung oder Mutationen, FANCF 

inaktivieren. 

Für HNSCC (Head and neck squamous cell carcinomas) ist eine Methylierung von 

FANCF für 15 % (13 von 89) und für nicht-kleinzellige Lungenkarzinome (NSCLC) für 

14 % (22 von 158) der Proben beschrieben worden [MARSIT et al, 2004].  
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Tabelle 23 Publikationen zur Methylierung und Genexpression von FANCF 
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Dabei war die Methylierung ein signifikanter Prädiktor für ein kürzeres Überleben beim 

Adenokarzinom der Lunge. SNYDER et al [2007] untersuchten zehn Zelllinien von 

HNSCC unter anderem auf die Expression von FANCF. Sie zeigen unterschiedliche 

Cisplatin-Empfindlichkeiten der Zelllinien, konnten dabei aber im Vergleich zu der TOV-

21G Ovarialzelllinie keine Herabregulation der Transkription von FANCF oder anderer 

mRNAs von Fanconi Anämie-Genen nachweisen. Die Arbeitsgruppe schließt daraus, 

dass die Unterschiede in der Cisplation-Sensitivität von anderen Faktoren abhängen. 

Bei Keimzelltumoren des Mannes ist eine FANCF-Methylierung selten [KOUL et al, 

2004] und Nichtseminome sprechen in der Regel sehr gut auf Cisplatin an. Die Rolle 

der FANCF-Methylierung bei der Cisplatin-Empfindlichkeit des Nichtseminoms wird 

daher als eher begrenzt gesehen [TANIGUCHI und D’ANDREA, 2006].  

5.3 Untersuchung der Genexpression des Kandidatengens FANCF 

Die Genexpression von FANCF wurde mit einem auf der TaqMan®-Technologie 

basierenden Gene Expression Assay von Applied Biosystems an elf 

Ovarialkarzinomgeweben und der Ovarialzelllinie OvCaR3 durchgeführt. Dabei lagen 

acht Gewebe von primären Ovarialtumoren und drei Proben von Netzmetastasen vor. 

Die Auswertung der Expressionsdaten erfolgte mittels Relativer Quantifizierung mit der 

„Comparative Ct method“. Als endogene Kontrolle wurde HPRT1 (Hypoxanthin-

Phosphoribosyl-Transferase) ausgewählt. Die Proben wurden gegen Normalgewebe 

(tumorfreies Peritoneum) kalibriert. 

5.3.1 Normalisierung von Genexpressionsdaten 

Für die erfolgreiche Durchführung von Genexpressions-Studien mittels Real-Time-PCR 

auf dem TaqMan® gibt es unter anderem folgende wichtige Voraussetzungen [APPLIED 

BIOSYSTEMS, 2004]:  

o Hohe RNA-Qualität 

o Verwendung des gleichen Pools von Standards und Kalibratoren während der 

gesamten Studie 

o Festlegen von Baselines und Thresholds an geeigneter Stelle, am besten mittels 

des Auto-Ct- und Auto-Baseline-Modus des TaqMans® 

o Die Schwelle muss in den exponentiellen Bereich der PCR gelegt werden 

o Verwendung von Assays mit hoher PCR-Effizienz 
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Verunreinigende Proteine können zu PCR-Hemmung und RNA-Degradierung führen. In 

den Proben verbleibende DNA kann die Ergebnisse verfälschen. Eine schlechte PCR-

Effizienz führt zu Ungenauigkeiten und dadurch zu einer schlechten Quantifizierung. 

Um valide Daten bei der Genexpressionsanalyse zu erhalten, ist neben den oben 

genannten Kriterien die Normalisierung der Expressionsdaten gegen eine interne 

Referenz besonders wichtig. Die Verwendung von geeigneten internen Kontrollgenen 

ist von großer Bedeutung, um die Ergebnisse verschiedener Proben vergleichbar zu 

machen und um eine fehlerhafte Normalisierung zu vermeiden [OHL et al, 2005; 

GOIDIN et al, 2001, DE KOK et al, 2005; BAS et al, 2004; WIEDEMANN et al, 2004]. 

5.3.1.1 Normalisierung gegen die Gesamt-RNA 

Ideal wäre es, die Zahl der Gentranskripte gegen die Zellzahl zu normalisieren. Dies ist 

jedoch für solide epitheliale Gewebe, wie zum Beispiel Ovarialgewebe, nicht 

praktikabel. Eine Quantifizierung der gesamten RNA-Menge ist möglich und wird von 

einigen Autoren empfohlen [TRICARICO et al, 2002; DHEDA et al, 2004]. Allerdings 

birgt auch die Normalisierung gegen die Gesamt-RNA gewisse Probleme: Insbesondere 

wenn nur eine geringe Menge einer klinischen Probe zur Verfügung steht (unter 100 

ng/µl), ist eine zuverlässige Messung nicht möglich [TRICARICO et al, 2002; DHEDA et 

al, 2004]. Zusätzliche Schwierigkeiten können die Ungenauigkeit des verwendeten 

Photospektrometers sowie die Kontamination der Proben insbesondere durch trotz 

DNAse-Behandlung verbleibende DNA bereiten [DHEDA et al, 2004]. Außerdem ist es 

möglich, dass sich der RNA-Gehalt der Zelle mit zunehmender Tumor-Aneuploidie 

erhöht [DE KOK et al, 2005].  

Verschiedene physiologische Bedingungen können unterschiedlichen Einfluss auf die 

Menge der Gesamt-RNA und/oder mRNA eines Zelltyps haben [SCHMITTGEN & 

ZAKRAJSEK, 2000]: SCHMITTGEN & ZAKRAJSEK [2000] zeigten, dass sich die 

Gesamt-RNA-Menge von Fibroblasten unter Stimulation nicht änderte, die Menge der 

mRNA jedoch signifikant zunahm. Zudem kann die Bestimmung der Gesamt-RNA keine 

Unterschiede der RNA-Qualität und der Effizienz der RNA-Isolierung und der Reversen 

Transkription verschiedener Proben korrigieren [DE KOK et al, 2005]. 

5.3.1.2 Normalisierung gegen „Housekeeping Genes“ 

Weit verbreitet ist die Normalisierung gegen Gene, die in allen Zellen exprimiert werden 

und für die Zellfunktion essentiell sind, so genannte „Housekeeping Genes“. Man wählt 

diese aus, um die Variabilität zwischen klinischen Proben, zum Beispiel Unterschiede in 
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der Menge an in die Reaktion eingesetzten Zellen, der RNA-Qualität, der Effizienz der 

RNA-Isolierung und der Reversen Transkriptase sowie der Behandlung der Proben im 

Laufe des Experiments zu korrigieren [SCHMITTGEN & ZAKRAJSEK, 2000; DE KOK 

et al, 2005]. In der Literatur finden sich zahlreiche Gene, die für die Normalisierung 

verwendet werden. Bislang existiert jedoch kein Standard-Referenzgen für von Ovarien 

abstammende Tumoren. 

Eine grundlegende Voraussetzung für ein Housekeeping Gen ist, dass für das gewählte 

Gen in der Studiengruppe keine Expressionsunterschiede bestehen. Die Expression 

sollte bei unterschiedlichen Tumorstadien oder unterschiedlicher Differenzierung der 

Tumorzellen stabil bleiben. Ein geeignetes Referenzgen sollte in seiner Expression 

nicht durch Grading und Staging der untersuchten Tumoren beeinflusst werden. Zudem 

sollten als interne Kontrolle in Betracht gezogene Gene nicht reguliert sein. Das 

bedeutet, dass kein Expressionsunterschied zwischen malignen und nicht malignen 

Gewebeproben bestehen sollte [OHL et al, 2005; FISCHER et al, 2005]. Kontrollgen 

und Zielgen dürfen nicht koreguliert sein [FISCHER et al, 2005]. Eine weitere 

Voraussetzung einer adäquaten Normalisierung ist, dass sich die Expression des 

gewählten Referenzgens während des Zellzyklus nicht wesentlich ändert oder durch 

verschiedene experimentelle Bedingungen beeinflusst wird [BAS et al, 2004, 

SCHMITTGEN & ZAKRAJSEK, 2000]. 

Haushaltsgene sind zwar für die Instandhaltung der Zellfunktion essentiell, es wurde 

jedoch gezeigt, dass ihre Expression unter verschiedenen metabolischen oder 

experimentellen Bedingungen sowie zwischen verschiedenen Geweben und Zelltypen 

nicht konstant bleibt [SCHMITTGEN & ZAKRAJSEK, 2000, GOIDIN et al, 2001]. Auch 

ein bestimmter Zelltyp kann unter verschiedenen physiologischen Bedingungen 

verschiedene Mengen an Gesamt- und mRNA enthalten. Selbst Zellen mit dem 

gleichen pathologischen Ursprung (also zum Beispiel die Zellen innerhalb eines 

Tumors) können heterogen sein [GOIDIN et al, 2001]. 

Die Expression eines Kontrollgens kann aufgrund von neoplastischem Wachstum, 

Hypoxie oder der experimentellen Handhabung und der Lagerung variieren [GOIDIN et 

al, 2001; DE KOK et al, 2005; ALMEIDA et al, 2004]. So zeigten ALMEIDA et al 2004, 

dass zum Beispiel Ischämie während der Operation oder die Dauer der Lagerung und 

Handhabung der Proben bei Raumtemperatur zu einer Degradierung von mRNA führen 

und Einfluss auf die Expression von Haushaltsgenen nehmen können. Aus diesen 

Gründen können Referenzgene einen ernstzunehmenden Einfluss auf die korrekte 
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Interpretation von Expressiondaten haben [GOIDIN et al, 2001; DE KOK et al, 2005]. 

Somit ist es wichtig, die Akquisition der Proben, die RNA-Isolation und die Reverse 

Transkription unter möglichst konstanten und standardisierten Bedingungen 

durchzuführen und die Lagerung bei Raumtemperatur möglichst gering zu halten 

[TRICARICO et al, 2002].  

Die Wahl einer geeigneten und validen Form der Normalisierung für jedes Experiment, 

jeden Zelltyp und jede Form von Krebs ist für die richtige und reproduzierbare 

Interpretation von Genexpressions-Profilen eine unabdingbare Voraussetzung. Da bei 

verschiedenen Gewebetypen einzelne Haushaltsgene besser oder schlechter für die 

Normalisierung geeignet sein können, empfehlen WIEDEMANN et al [2004] die 

Identifikation der stabilsten Referenzgene durch Testung verschiedener Gene für das 

jeweilige Probenkollektiv. 

5.3.2 Wahl eines Housekeepers für diese Doktorarbeit 

Mit dem Ziel, einen oder mehrere geeignete Housekeeper für die Normalisierung von 

Ovarialgewebe zu finden wurden im Rahmen einer parallel verlaufenden Doktorarbeit 

verschiedene in der Literatur erwähnte Referenzgene getestet. HPRT1 und ALAS 

erwiesen sich in unserer Arbeitsgruppe gleichermaßen als die stabilsten Referenzgene 

für die Normalisierung unseres Probenkollektivs.  

In der Literatur wird HPRT1 als relativ gering exprimiertes Gen beschrieben [DE KOK et 

al, 2005; OHL et al, 2005]. In verschiedenen Studien zeigte sich HPRT als stabilstes 

und somit am besten geeignetes internes Kontrollgen für die Normalisierung von 

Expressionsdaten [DE KOK et al, 2005; OHL et al, 2005; FISCHER et al, 2005]. 

Mehrere Arbeitsgruppen vertreten die Meinung, dass die Verwendung eines einzelnen 

Haushaltsgens aufgrund signifikanter Expressionsunterschiede zwischen Geweben in 

der Regel unzureichend ist und dass die Verwendung eines Normalisierungsfaktors, 

bestehend aus den Daten mehrerer Kontrollgene, diese Unterschiede am besten 

ausgleicht [TRICARICO et al, 2002; WIEDEMANN et al, 2004; FISCHER et al, 2005].  

DE KOK et al [2005] und OHL et al [2005] zeigen jedoch, dass die Verwendung eines 

Normalisierungsfaktors die Verlässlichkeit und Genauigkeit der Normalisierung zwar 

noch erhöhen kann, HPRT allein jedoch auch zuverlässige Ergebnisse der 

Normalisierung liefert und für die meisten Anwendungen in der Forschung ausreichend 

ist: Im Rahmen einer Studie mit 13 häufig verwendeten internen Kontrollgenen 

beschreiben DE KOK et al [2005], dass HPRT1 eine zuverlässige und ökonomische 

Alternative für die Messung mehrerer Haushaltsgene sein kann, da es am genauesten 
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das mittlere Expressionsmuster von zehn anderen Referenzgenen widerspiegelt. OHL 

et al [2005] beschreiben HPRT als stabilstes von 16 untersuchten Genen für die 

Normalisierung von Prostatagewebe. In der von ihnen vorgestellten Studie war die 

Verwendung von HPRT als einziges Referenzgen ausreichend.  

Aufgrund dieser Daten und der Ergebnisse der in unserer Arbeitsgruppe an 

Ovarialgewebe durchgeführten Housekeeper-Tests entschieden wir uns für die 

Verwendung von HPRT für die Normalisierung unserer Expressionsdaten. 

5.3.3 Diskussion der Ergebnisse der Genexpression von FANCF 

Im Rahmen der Analyse des Methylierungsstatus einer CpG-Island-Region im Fanconi 

Anämie-Gen FANCF (nt 183-473) konnte an 45 mittels Methylierungs-spezifischer PCR 

und Bisulfitsequenzierung untersuchten Ovarialtumorproben keine Hypermethylierung 

der untersuchten Region nachgewiesen werden. Somit konnten die von TANIGUCHI et 

al [2003] und DHILLON et al [2004] veröffentlichten Ergebnisse nicht bestätigt werden. 

Unsere Ergebnisse waren jedoch konform mit den Ergebnissen von THEODORIDIS et 

al [2005], die an einem noch größeren Probenkollektiv gewonnen worden sind. 

Um unsere Daten auf transkriptionellem Niveau zu bestätigen und um zu ermitteln, ob 

sich in der Expression von FANCF Auffälligkeiten finden, wurde an einem aus elf 

Proben bestehenden Kollektiv der zuvor auf Methylierung untersuchten Proben die 

Genexpression von FANCF quantifiziert. Ziel dabei war es, herauszufinden, ob sich 

eine Veränderung der Expression von FANCF im Vergleich zum Normalgewebe findet. 

Für die Berechnung der relativen Genexpression wurde der aus den Ct-Werten von 

Triplikaten ermittelte Mittelwert eingesetzt. Die Verwendung von identischen Replikaten 

ermöglicht es, die Genauigkeit der PCR-Amplifikation und der Nachweisschritte sowie 

die Homogenität der Probe zu kontrollieren. Zudem kann überprüft werden, wie genau 

pipettiert worden ist [LIVAK, 2001]. Nach einer Empfehlung von Applied Biosystems im 

„Guide to performing relative Quantification of Gene Expression" [APPLIED 

BIOSYSTEMS, 2004] sollte die Standardabweichung für die identischen Replikate unter 

0,3 liegen, um eine akkurate Berechnung der Genexpression zu gewährleisten. Für die 

Messung von niedrig-gradigen Unterschieden sollte nur eine möglichst geringe Varianz 

der Ct-Werte der Triplikate toleriert werden. Die Standardabweichung für die Triplikate 

lag bei acht Proben bei ≤ 0,2, für die restlichen 18 Proben wurde eine 

Standardabweichung von ≤ 0,1 erreicht (siehe Tabelle 22). Der Anspruch einer 

möglichst geringen Varianz ist mit durchwegs unter 0,2 liegenden Werten also in der 
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vorliegenden Arbeit erfüllt und man kann von einer validen Berechnung der relativen 

Genexpression ausgehen. 

Wie aufgrund unserer Ergebnisse im Bereich der Methylierung erwartet, fand sich keine 

Herabregulation der Genexpression der untersuchten Proben. Es zeigte sich im 

Gegenteil, dass alle untersuchten Tumorproben im Vergleich zum Normalgewebe eine 

1,5 bis 8-fache Steigerung der Expression aufwiesen.  

Bei 82% der Proben lag eine über zweifache, bei 27% der Proben eine über vierfache 

Erhöhung der Genexpression vor. Lediglich die Zelllinie OvCaR3 zeigte eine geringere 

Expression als der Kalibrator. Im Falle einer Methylierung der Proben wäre eine 

Herabregulation der Expression von FANCF zu erwarten gewesen.  

Das Kollektiv unserer Vorstudie ist relativ klein und somit stellt sich die Frage, inwieweit 

es repräsentativ ist. Für eine klare Aussage müsste die Untersuchung an einem weitaus 

größeren Probenkollektiv, zum Beispiel auf einem Expressionschip, durchgeführt 

werden. Aus Zeit- und Kostengründen war dies im Rahmen der vorliegenden Arbeit 

leider nicht möglich.  

Die Expressionssteigerung von FANCF widerspricht der in der Vorstudie aufgefallenen 

Häufung von LOHs in diesem Bereich von Chromosom 11p. Allerdings wurden die 

Expression aus technischen Gründen nur an den im Rahmen dieser Doktorarbeit neu 

etablierten Tumorproben untersucht. Diese zeigen im Gegensatz zu den Proben mit in 

der CGH aufgefallenen chromosomalen Deletionen im Bereich von 11p nur einen 

geringen Prozentsatz an LOHs für den nahe dem FANCF-Gen gelegenen Marker CA14 

(15% vs. 50% bei der Vorstudie). Interessant wäre eine Expressionsanalyse von 

FANCF bei den in der CGH auffälligen Proben, für die aber leider keine RNA zur 

Verfügung steht. 

5.4 Zusammenfassende Diskussion der Ergebnisse 

Bei der LOH-Analyse des chromosomalen Bereichs 11p zeigten sich in den 

untersuchten Ovarialkarzinomen relativ große LOH-Intervalle und komplexe Muster, so 

dass die Eingrenzung auf definierte LOH-Intervalle nicht möglich war. Es zeigte sich 

jedoch eine Häufung von LOH-Ereignissen bzw. Allelimbalanzen beim KAI1-Locus und 

bei ST5. Aufgrund der Schwierigkeiten, mittels LOH-Analysen Kandidatengene zu 

identifizieren wurde die Literaturrecherche zur Hilfe genommen. Vielversprechend 

erschien das KAI1-Gen. Der in unmittelbarer Nachbarschaft zu KAI1 gelegene Marker 

AFM255 zeigte für über 50% der untersuchten Tumoren ein Ereignis. ST5 wäre auch 
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ein potentieller Bereich für weitere Untersuchungen, über dieses Gen ist derzeit in der 

Literatur jedoch wenig bekannt. 

Aufgrund von Literaturdaten und den Ergebnissen der von HAUENSTEIN [2005] 

durchgeführten Vorstudie war das FANCF-Gen für weiterführende Untersuchungen 

ausgewählt worden. Unsere Daten im Bereich der Expression und Methylierung von 

FANCF legen nahe, dass die Methylierung von FANCF kein entscheidender 

Mechanismus bei der Tumorprogression des Ovarialkarzinoms ist. Die an einem 

Probenkollektiv von 42 Ovarialkarzinomen gewonnenen Ergebnisse stimmen mit einer 

während dieser Doktorarbeit erschienenen Studie [TEODORIDIS et al, 2005] überein. 

Sie sprechen im Gegensatz zu den Daten früherer Studien [TANIGUCHI et al, 2003; 

DHILLON et al, 2004] gegen eine größere Bedeutung der Methylierung von FANCF bei 

der Tumorentstehung und –progression des Ovarialkarzinoms. Auch TANIGUCHI und 

D’ANDREA kommen in einem 2006 veröffentlichten Review-Artikel zu dem Schluss, 

dass die tatsächliche Prävalenz der Methylierung von FANCF deutlich niedriger liegen 

könnte, als von ihnen ursprünglich angenommen. Die von uns beobachtete 

Expressionssteigerung könnte jedoch Einfluss auf das Resistenzverhalten der 

Ovarialkarzinome haben, da eine bessere DNA-Reparaturkapazität eine Ursache für die 

im Krankheitsverlauf häufig entstehende Resistenz gegen Platintherapien sein könnte. 

Um eine klarere Aussage treffen zu können müsste aber insbesondere die 

Expressionsstudie an einem größeren Probenkollektiv fortgeführt werden, zum Beispiel 

im Rahmen einer Analyse mit einem Genexpressionschip. Die soll in weiteren Studien 

evaluiert werden.  

Aufgrund der in dieser Doktorarbeit erneut bestätigten Schwierigkeiten, bei der LOH-

Analyse tatsächlich eindeutige und vor allem auch klinisch relevante Ergebnisse zu 

erlangen, erscheint es sinnvoll, zukünftig direkt die Expression von potentiellen 

Tumorsuppressorgenen oder Onkogenen mittels Immunhistochemie oder mRNA-

Expression zu messen. Inzwischen stehen Microarrays zur Verfügung, die durch die 

simultane Untersuchung verschiedener Targets die Ermittlung von 

Genexpressionsprofilen ermöglichen. 
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6 Zusammenfassung 
Das Ovarialkarzinom stellt das gynäkologische Malignom mit der höchsten Mortalität 

dar. Da Ovarialtumoren erst in fortgeschrittenen Stadien symptomatisch werden und 

daher schwer zu therapieren sind, ist die Identifizierung von Markern zur besseren 

Früherkennung bzw. zur Therapievorhersage von besonderem wissenschaftlichem und 

klinischem Interesse. So zeigen Ovarialkarzinome eine Vielzahl chromosomaler und 

genetischer Alterationen, die Einfluss auf das maligne Potential und das Ansprechen 

auf verschiedene Behandlungsansätze haben.  

In vorangegangenen Studien zur Zytogenetik des Ovarialkarzinoms wurde mittels 

komparativer Genom-Hybridisierung ein Verlust von chromosomalem Material für die 

Region 11p15 bis 11p13 beschrieben. Um Tumorsuppressorgene in dieser Region zu 

ermitteln wurde in unserer Arbeitsgruppe eine Feinkartierung von Loss of 

Heterozygosity (LOH)-Intervallen mittels Mikrosatellitenanalyse in der Region 11p 

begonnen.  

In der vorliegenden Doktorarbeit wurde das vorhandene Probenkollektiv an 

Ovarialkarzinomgeweben ausgebaut und die Feinkartierung von Chromosom 11p um 

weitere Mikrosatellitenmarker erweitert, so dass die chromosomale Region 11p15.5 bis 

11p11.2 mit 11 Markern auf allelische Imbalanzen analysiert wurde. Im Bereich von ST5 

und AFM255/KAI1-Locus konnten potentielle Intervalle abgegrenzt werden.  

Das als Metastasesuppressor beschriebene Gen KAI1 liegt nahe dem Marker AFM255, 

für den in der Mikrosatellitenanalyse bei über der Hälfte der untersuchten Proben ein 

LOH nachweisbar war.  

Das Fanconi Anämie-Gen FANCF, das auf Chromosom 11p15 lokalisiert ist, wurde 

aufgrund von Daten aus einer vorangegangenen Studie für weiterführende 

Untersuchungen in dieser Doktorarbeit ausgewählt. Es handelt sich bei der Fanconi 

Anämie um eine heterogene Erkrankung, die mit einer erhöhten Empfänglichkeit für 

Krebs, einer gesteigerten Chromosomenbrüchigkeit und einer Überempfindlichkeit für 

DNA-Crosslinker einhergeht. Frühere Studien berichteten über eine Abschaltung des 

FANCF-Gens durch Hypermethylierung beim Ovarialkarzinom. Sie bringen damit eine 

Unterbrechung des kürzlich beschriebenen Fanconi Anämie-BRCA-DNA-Reparatur-

Pathways in Verbindung. Zudem wird ein möglicher Zusammenhang mit dem 

Ansprechen auf cisplatinhaltige Chemotherapie vermutet.  
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Da das Probenkollektiv der vorangegangenen Studien sehr klein war, führten wir in 

unserem etwas größeren Kollektiv weitere Untersuchungen zum FANCF-Status durch, 

um die Literaturdaten zu bestätigen. Die Promoterregion von FANCF wurde mittels 

Methylierungs-spezifischer PCR und Bisulfitsequenzierung auf ihren DNA-

Methylierungsstatus untersucht. Die Genexpression von FANCF wurde parallel mit der 

TaqMan®-Technologie in einem ausgewählten Probenkollektiv quantifiziert.  

Übereinstimmend mit einer während dieser Doktorarbeit erschienenen Studie wurde in 

unserem Probenkollektiv von 42 Ovarialkarzinomen keine Hypermethylierung im 

FANCF-Gen nachgewiesen. Wie aufgrund dieser Ergebnisse erwartet fand sich auch 

keine Herabregulierung der Genexpression der untersuchten Proben. Vielmehr zeigten 

die untersuchten Proben im Vergleich zum Normalgewebe eine Steigerung der mRNA-

Expression um den Faktor 1,5 - 8.  

Die Expressionssteigerung von FANCF widerspricht der in der Vorstudie aufgefallenen 

Häufung von LOHs in diesem Bereich von Chromosom 11p. Allerdings wurden die 

Expression aus technischen Gründen nur an den im Rahmen dieser Doktorarbeit neu 

etablierten Tumorproben untersucht, bei denen sich keine wesentliche Häufung von 

LOHs im Bereich von FANCF zeigte. 

Unsere Ergebnisse legen nahe, dass die Methylierung von FANCF kein entscheidender 

Mechanismus bei der Tumorentstehung und –progression des Ovarialkarzinoms ist. Die 

Expressionssteigerung könnte jedoch Einfluss auf das Resistenzverhalten der 

Ovarialkarzinome haben, da eine bessere DNA-Reparaturkapazität eine Ursache für die 

Resistenz gegen Platintherapien sein könnte. Es ist geplant, dies in weiteren Studien zu 

evaluieren. 
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8.3 Abkürzungen 
100 bp   100 bp Marker 
11p   Kurzer Arm von Chromosom 11 
5mC   Methyliertes Cytosin 
+Ko   Positivkontrolle 
AI   Allelische Imbalanz 
AIF   Allelic Imbalance Factor 
ATCC   American type cell culture collection 
Av   Avarage, durchschnittlich 
BRCA   Brustkrebs-Suszeptibilitäts-Gen 
C   Cytosin 
CGH   Comparative Genomic Hybridization 
COBRA  Combined bisulfite restriction analysis 
CpG   Cytosin-Guanosin-Dinukleotid 
Ct   Cycle threshold, Schwellenwertzyklus 
dNTP   Desoxyribonukleosidtriphosphate 
dsDNA   Doppelstrang-DNA 
Ex   Netzmetastase 
FA   Fanconi Anämie 
FANCF   Fanconi Anämie-Protein der Komplementationsgruppe F 
FET   Fluoreszenz-Energietransfer 
FIGO   Fédération International de Gynécologie et d’Obstrétiques 
G   Grading 
G   Guanosin 
Gdb   Genome Database 
H   Mit HpaII verdauter Ansatz beim HpaII Restriktionsassay 
Het   Heterozygot 
IP-RP-HPLC Ion Pair-Reversed Phase-High Pressure Liquid Chromatograpyhy 
HPRT Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 
K   Aus Kiel stammene Probe 
LOH   Loss of Heterozygosity 
LOH*   Nicht quantifizierbares LOH 
LOI   Loss of imprinting 
M   Mit MspI verdauter Ansatz beim HpaII Restriktionsassay 
M (MSP)  PCR-Ansatz mit Primern für methylierte DNA bei der MSP 
MGB   Minor groove binder 
MMC   Mitomycin C 
mRNA   messenger RNA 
MSP   Methylierungs-spezifische PCR 
Muc   Aus München stammene Probe 
N   Normalgewebe 
N.b.   Nicht bestimmt 
NFQ    Nicht-fluoreszierender Quencher 
NI   Nichtinformative Probe bei der LOH-Analyse 
PCR   Polymerasekettenreaktion 
R   Reporter 
RKI   Robert Koch Institut 
Rn   Höhe des generierten Fluoreszenzsignals  
RT-Schritt  Reverse Transkriptase-Schritt 
SAM   S-Adenosylmethionin 
Sd   Standard deviation, Standardabweichung 
STRP   Short Tandem Repeat Polymorphism 
T   Tumorgewebe 
TD   PCR mit Touch Down-Modus 
TEAA   Triethylammoniumacetat 
Tm   Primertemperatur 
U   Unbehandelter Ansatz beim HpaII Restriktionsassay 
U   PCR-Ansatz mit Primern für unmethylierte DNA bei der MSP 
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