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1 Einleitung

Das Thema dieser Dissertation lautet: ,,Epigenetische Verinderung von zirkulierender Tumor-
DNA im Ethylendiamintetraessigsiure (EDTA)-Plasma von Mammakarzinompatienten®. Im
Folgenden soll definiert werden, was epigenetische Verinderungen sind, warum die Epigenetik
in der Pathogenese von Karzinomerkrankungen, speziell beim Mammakarzinom (MCa), so eine
wichtige Rolle spielt und weshalb diese Erkenntnis in der Wissenschaft von groBem Interesse
1st.

In den 1970er und 1980er Jahren wurde die Forschung tber die Beziehung zwischen der DNA-
Methylierung, Zelldifferenzierung und Genexpression mit der Epigenetik aufmerksam. Man ei-
nigte sich auf eine gemeinsame, umfassende Definition der Epigenetik nach Holliday (1994)
sowie Wu und Mortis (2001), in der die Epigenetik die Untersuchung von Phinomenen, Me-
chanismen und Verinderungen in der Genexpression beschreibt, die in Organismen mit diffe-
renzierten Zellen auftreten und diese wihrend der mitotischen und oder meiotischen Vererbung
von gegebenen Mustern der Genexpression unterliegen, welche jedoch nicht auf Unterschiede
bzw. Verinderungen in der DNA-Sequenz selbst basieren. Somit wird die Aktivitit von Genen
gesteuert und beeinflusst (Bocker et al. 2012; Deans und Maggert 2015; Holliday 1994; Holliday
und Pugh 1975; Wu und Morris 2001).

Da die Umwelt ebenfalls Einwirkungen auf das Genom sowie Epigenom hat und dieses verin-
dern kann, beeinflusst die Epigenetik die Genregulation, Zelldifferenzierung und Genexpres-
sion. Alle intrazelluliren Abldufe sind genetisch und epigenetisch bedingt und determiniert. Das
Epigenom ist die Gesamtheit der epigenetischen Merkmale einer Zelle, wobei die Vorsilbe
»Epi“, griechisch fir ,,dartiber” oder ,,darauf™ bedeutet. Epigenetische Verinderungen finden
stindig statt, beispielsweise in Form von DNA-Methylierung und Histonmodifikation durch
Acetylierung. Diese werden wihrend der Mitose und Meiose auf die nichste Zellgeneration
weitergegeben und bilden ein Gedichtnis fiir stattgefundene Ereignisse. Epigenetische Verin-
derungen sind der Grund daftr, dass aus identischen Erbinformationen multizellulire Organis-
men entstehen und sich aus Stammzellen mehr als 200 unterschiedliche Gewebearten bzw. ver-
schiedene Zellentititen entwickeln konnen, die jeweils differente Funktionen ausiiben. Diese
Tatsache zeigt, dass in jeder genetisch gleich aufgebauten Zelle nur ein gewisser Teil unserer
tber 22.000 Gene abgelesen wird. Der tibrige, gréf3te Teil unseres Genoms bleibt jedoch inaktiv,
sodass in verschiedenen Gewebearten und Zellen jeweils unterschiedliche Gene aktiv sind, ab-

gelesen bzw. eingeschaltet werden als in anderen (Johnstone und Baylin 2010).
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Fir diese Dissertation steht die DNA-Methylierung im Fokus. Unter einer DNA-Methylierung
versteht man eine chemische Genmarkierung mit folgender Genabschaltung. Dies erfolgt durch
das Anhingen von Methylgruppen (-CH3) an DNA-Basen durch spezifische Enzyme, wie den
Methylasen, ohne die Basensequenz zu verindern. Dieser chemische Prozess ist mit Hilfe von
Demethylasen reversibel. Damit ist das Epigenom stets variabel und reagiert jederzeit auf
Verinderungen. Epigenetische Mechanismen werden von unterschiedlichen Faktoren
beeinflusst, wie beispielsweise durch evolutionirer Weiterentwicklung, Umweltchemikalien,
Medikamente, Diiten und auch durch das biologische Altern (Kaiser 2010). Diese Feststellun-
gen Uber das Zusammenspiel und die Beeinflussung der Umwelt und der Gene zeigt, dass
epigenetische Mechanismen bzw. Verinderungen in unserem Genom zur Krankheitsentste-
hung im Allgemeinen beitragen kénnen. Besonders in der Tumorpathogenese und -entstehung
liegt diese Theorie nahe, dass fast in allen Tumoren epigenetische Verinderungen zu finden sind
(Johnstone und Baylin 2010). Im Vergleich zu gesunden Zellen zeigt das Epigenom von
malignen entarteten Zellen tiefgreifende Verinderungen von DNA-Methylierung- sowie
Histonmodifikationsmustern (Rodriguez-Paredes und Esteller 2011).

Da maligne Erkrankungen einen erheblichen Anteil der Erkrankungen in Deutschland ausma-
chen und somit eine hiufige Todesursache darstellen, liegt der Fokus in diversen Studien darauf
Mutationen oder Promotorhypermethylierungen in zirkulierenden zellfreien DNA-Strukturen
zu detektieren um die Tumorpathogenese, -metastasierungsverhalten und -regression besser
verstehen zu konnen. Eine Stratifizierung der Tumortherapie erfolgt vorwiegend nach Unter-
suchung der Tumorhistologie, der Tumorgrof3e, der Untersuchung von Lymphknoten sowie
der Suche bzw. dem Ausschluss von Tumormetastasen. In den vergangenen Jahren sind zahl-
reiche Biomarker im Tumorgewebe beschrieben worden, die eine Personalisierung der Tumor-
therapie theoretisch ermoglichen kénnten. Jedoch werden nur wenige Biomarker heutzutage
zur Stratifizierung der Tumorpatienten im klinischen Alltag eingesetzt (Schwarzenbach et al.
2011a).

Frei zirkulierende tumorassoziierte Nukleinsduren, die im Rahmen einer Blutentnahme
gewonnen werden konnen, sind auch bekannt als eine sogenannte /Jguzd biopsy, englisch fir
flissige Biopsie. Mit Hilfe von PCR-Verfahren wird versucht spezifische Mutationen, Hyper-
oder Hypomethylierungen von tumorassoziierten Genen aus zirkulierender zellfreier DNA, die
aus unterschiedlichen Probenmaterialien gewonnen werden kann, nachzuweisen. Es kann
zwischen tumorassoziierten Mutationen und epigenetischen Verinderungen unterschieden
werden. Zu den epigenetischen Verinderungen zirkulierender Nukleinsduren zihlen
Verinderungen der Methylierung von Genen, die fir bestimmte Tumoren typisch sind. Eine

Hypermethylierung der Promotorregion eines Tumorsuppressorgens fihrt zu einer Stérung der
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Tumorsuppressorfunktion und ist wahrscheinlich an Tumorgenese und/oder Tumorwachstum
beteiligt. Bei Patienten mit malignem Melanom ist in ca. 70 % der Fille die BRAF-Mutation
V600E nachweisbar. Bei diesen Patienten kann die Untersuchung der BRAF-Mutation ["'600E
in zirkulierenden Nukleinsduren zur Personalisierung der Therapie beitragen. Bei kolorektalen
Karzinomen wurde beispielsweise eine Hypermethylierung von Genen wie APC, RUNX3,
SDC2 und SEPTY bereits in klinischen Studien untersucht (Schwarzenbach et al. 2011a).

Beim malignen Melanom wurden methyliertes RASSF7.A und RARF2 als Tumormarker
beschrieben (Alix-Panabieres et al. 2012), beim Pankreaskarzinom wurde die Hyper-
methylierung von ADAMTS1, BNC1, NPTX2, RUNX3 (Park et al. 2012; Yi et al. 2013) und
beim Mammakarzinom wurde eine Hypermethylierung von den Genen APC, RASSF1A,
SFRP1, CSTe6, GSTP1, ESR1, MAL, SOX77 und RARA2 (Alix-Panabieres et al. 2012;
Schwarzenbach 2013) sowie von DKK3 (Kloten et al. 2013) und HOXB4 (Benezeder et al. 2017)

beschrieben.

1.1  Uberblick iiber die epidemiologischen Daten zu Krebs und dem

Mammakarzinom

Weltweit sind im Jahr 2015 8,7 Millionen Menschen an einer bosartigen Tumorerkrankung
gestorben, wihrend 17,5 Millionen an einer erkrankt sind. In den Jahren 2005 bis 2015 stieg
somit die absolute Zahl der Krebserkrankungen um 33 % an. Global betrachtet, erkranken
Minner am hiufigsten an Prostatakrebs (1,6 Millionen) und versterben am hiufigsten an
Lungenkrebs. Die hdufigste maligne Tumorerkrankung der Frau ist das Mammakarzinom mit
2,4 Millionen Erkrankten weltweit und ebenfalls die haufigste malignombedingte Todesursache
der Frau (Global Burden of Disease Cancer Collaboration et al. 2017).

In Deutschland starben 2016 insgesamt ca. 230725 Menschen an Krebs. National betrachtet
war das Mammakarzinom die hdufigste, malignombedingte Todesursache der Frau mit 17670
Todesfillen im Jahr 2014. So ergibt sich statistisch betrachtet, dass jede achte Frau im Laufe
ithres Lebens an Brustkrebs erkrankt. Mammakarzinome treten am hiufigsten zwischen dem 60.
und 70. Lebensjahr auf, wobei das mittlere Erkrankungsalter bei 64 Jahren liegt. Statistische
Erhebungen zeigen, dass die Mehrheit, der an Mammakarzinom verstorbenen Patientinnen, erst
im hoheren Alter erkrankten und der Krankheit erlagen. So waren 2014 63 % von ihnen 70
Jahre oder ilter. Die Zahl der Brustkrebs-Letalitatstille ist in diesem Zeitraum jedoch nahezu
gleichgeblieben. In Deutschland beliefen sich die Neuerkrankungsfallzahlen im Jahre 2014 auf
226960 fir Frauen und 249160 fir Minner an einem malignen Krebsleiden zu erkranken.

Betrachtet man nur das Mammakarzinom, so erkrankten 650 Minner und 69220 Frauen in der
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Bundesrepublik Deutschland im Jahr 2014 daran, was einer Inzidenz von 114,6 Neuerkrankun-
gen pro 100.000 Frauen ausmacht. Beim minnlichen Geschlecht ist die Inzidenz mit 1,1 Neu-
erkrankungen pro 100.000 Minner angegeben und tritt daher nur bei ca. jedem hundertsten
Mann auf. Die Mortalitit beim minnlichen Geschlecht belduft sich 2013 auf 156 und 2014 auf
134 Falle (Barnes et al. 2016; Robert Koch-Institut 2017). Das durchschnittliche Erkrankungs-
alter liegt beim Mann bei 71 Jahren. Die Erkrankung tritt vor allem in den Lebensjahren 65 bis
79 auf, was ein generell hoheres Lebensalter darstellt und damit im Durchschnitt zehn Jahre
spater als es bei Frauen zu verzeichnen ist (Fentiman et al. 2006). Beim Mann wird das
Mammakarzinom statistisch oft erst in einem héheren Stadium erkannt, da es im Gegensatz zur
Frau kein Fritherkennungsscreening fiir den Mann gibt. Zudem ist das seltene Auftreten des
minnlichen malignen Brusttumors ebenfalls ein Grund, dass dieser hiufig spit diagnostiziert
wird (Ruddy und Winer 2013). Die weiteren Risikofaktoren, die Symptome, das Wachstums-
sowie Metastasierungsverhalten, das Staging, die TNM-Klassifikation, die Therapie- und die
Nachsorgemoglichkeiten des Mammakarzinoms des Mannes entsprechen denen des
Mammakarzinoms bei der Frau, da die Studienlage eine gesonderte und dem minnlichen Ge-
schlecht zugeschnittene Leitlinie bis jetzt noch nicht ermoglichen konnte (Doebar et al. 2017;

Ruddy und Winer 2013).

1.2 Risikofaktoren des Mammakarzinoms

Der Brustkrebs tritt zufillig auf, jedoch gibt es aber sowohl genetische als auch erworbene Ri-
sikofaktoren. Die Risikofaktoren werden zudem noch in hormonelle, sonstige und hereditire
unterschieden. Unter dem Begriff der hormonellen Risikofaktoren fallen ein lang andauernder,
hormonell aktiver Zeitraum, wie eine frithe Menarche und eine spite Menopause, Adipositas,
besonders eine Gewichtszunahme nach dem 18. Lebensjahr oder postmenopausal, sowie eine
Hormonersatztherapie (HET) in der Postmenopause, wenige beziehungsweise keine Schwan-
gerschaften sowie keine oder kurze Stillzeiten. Es existieren aulerdem pradispositionierende
Lisionen, zu denen mit absteigender Entartungstendenz, das duktale sowie lobulire in-situ-
Karzinom (DCIS, LCIS), der Morbus Paget, die Mastopathie Grad II und 111, die Fibroadenome
sowie Milchgangspapillome zihlen (Bécker et al. 2012; Geyer et al. 2017). Zu den sonstigen
Risikofaktoren gehéren zunehmendes Alter, hohe Brustgewebedichte, Karzinome der kontra-
lateralen Mamma, Ovarial-, Endometrium- oder kolorektale Tumorerkrankungen in der eigenen
Krankheitsgeschichte, ~Nikotinabusus, ~Makromastie, Diabetes mellitus, vermehrter
Alkoholkonsum sowie ionisierende Strahlungsexposition der Burst in der Vorgeschichte des

Patienten (Sun et al. 2017). Ca. zehn Prozent der Mammakarzinomerkrankungen sind


https://amboss.miamed.de/library#xid=Qo0ubS&anker=e58583cea531e4812e097b6b6a75d6df
https://amboss.miamed.de/library#xid=BO0zuT&anker=caf900b0571d85e49fa5f70ac548d26a
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hereditirer Genese, jedoch kann man nur bei einer von 500 Frauen eine genaue, pathogenetisch
verantwortliche Mutation finden und nachweisen. Zudem unterscheidet man Gene, die mit ei-
nem hohen, mittleren und niedrigen Risiko einhergehen, an einem Mammakarzinom zu erkran-
ken. An der Pathogenese beteiligte Gene bei der Entstehung des Mammakarzinoms mit hoher
Penetranz sind die Gene BRCAT (Breast Cancer 1) und BRCAZ2 (Breast Cancer 2), PIEN (Phospha-
tase and Tensin homolog), TP53 (Tumor Protein 53), STK71 (Serine/Threonine Kinase 11), CDH1
(E-Cadherin) und EANCO (Fanconi Anemia complementation group o). Zu den Genen mit mafliger
und niedriger Penetranz gehéren CHEKZ (checkpoint kinase 2), TGE[T (transforming growth factor
beta 1), CASPS (Caspase 8), BRIPT (BRCAT-Interacting Protein 1), PALB2 (partner and localizer of
BRCA2), EGFR (epidermal growth factor receptor), FGFR2 (fibroblast growth factor receptor 2), ATM
(Ataxia teleangiectatica mutated) und RB7 (Retinoblastom 1) (Mangia et al. 2011; Meindl et al. 2010;
Thomssen und Wand 2012). Ein weiterer hereditirer Risikofaktor ist die Erkrankung von Ver-
wandten ersten Grades. Auch genetische syndromale Erkrankungen, wie das Li-Fraumeni-Syn-
drom (p53- Mutation), das Peutz-Jeghers-Syndrom, einer Mutation im Gen STK11 und das
Cowden-Syndrom, einer PTEN-Genveranderung biirgen ein erhohtes Risiko an Brustkrebs zu
erkranken und stehen so im engen kausalen Zusammenhang mit dem Mammakarzinom. (Gage
et al. 2012; Stratton und Rahman 2007; Sun et al. 2017). Die Pathogenese des minnlichen
Mammakarzinoms liegt vorwiegend an einer bestehenden Hyperostrogenidmie, die durch gene-
tische Ursachen bedingt sein kann, wie beispielsweise dem Klinefelter-Syndrom, bei dem der
Mann zu seinem Y- ein oder mehrere zusatzliche X-Chromosome besitzt, was zu einem zwan-
zig- bis sechzigfach erhéhtem Brustkrebsrisiko fiithrt. Aber auch durch den verminderten bzw.
gestorten Ostrogenabbau infolge einer Leberzirrhose oder chronischen Hepatitis kann es zur
Entstehung eines Mammakarzinoms beim Mann kommen. Eine weitere Ursache kann ein
ostrogenproduzierendes Karzinom im Korper sein, aber auch eine Ostrogentherapie bei vorhe-
rigem Prostatakarzinom des Mannes kann zu einem erhéhten Ostrogenspiegel im Organismus
fithren. Weitere geschlechtsspezifische Risikofaktoren, die zur Entstehung des Mammakarzi-
noms beim minnlichen Geschlecht fihren kénnen, werden diskutiert. Diese spielen ebenfalls
eine Rolle im Ostrogenhaushalt, wie zum Beispiel ein Hodenhochstand, friihere stattgefundene
Orchitis, Epididymitis sowie eine Gynidkomastie (Doebar et al. 2017; Ruddy und Winer 2013).
Bei der Transformation von Mammaepithelzellen zu Karzinomstammzellen kommt es also zu
genetischen Verinderungen. Diese verinderten Gene weisen dann Funktionsstérungen auf und
koénnen so beispielsweise die Proliferation von Zellen beeinflussen. Auch DNA-Reparaturgene,
Onko- und Tumorsuppressorgene, Regulationsgene in der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interak-
tion, Wachstumsgene, Enzymaktivititen regulierende Gene sowie Gene, die die Tumormotilitit

beeinflussen, kénnen beeintrichtigt sein (Remmele et al. 2012).
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1.3 DPathogenese und beteiligte Gene bei der Entstehung des

Mammakarzinoms

Die genetischen Keimbahnmutationen in den Tumorsuppressorgenen BRCA7 (Chromosom,
Chr. 17) und BRCAZ (Chr. 13), welche autosomal-dominant vererbt werden, weisen ein erhéh-
tes Risiko fiir die Entstehung besonders von Mamma- und Ovarialkarzinomen auf, jedoch auch
tir andere Malignome, wie beispielsweise fur das Kolon-, Pankreas- und Prostatakarzinom (Lee
et al. 2017). Genetische Mutationen in den BRCA-Genen sind bei ca. 5-10 % der Brustkrebs-
patienten nachweisbar. Diese Patienten haben ein bis zu 80 %o-iges Risiko an einem Mamma-
karzinom zu erkranken. Zudem liegt der Erkrankungszeitpunkt ca. 15-20 Jahre frither als bei
Patienten ohne dieses genetisch bedingte, familidre Risiko. Bei diesen genmutierten Karzinomen
der Mamma handelt es sich haufig um Hormonrezeptor-negative Tumore (Antoniou et al. 2003;
Gage et al. 2012).

Silvestri et al. (2016) beschrieb, dass durch genetische BRCA7- und -2-Mutationen ebenfalls ein
erhohtes Erkrankungsrisiko beim Mann gegeniiber der Allgemeinbevilkerung besteht sowie
dass es zu einem verfrithten Auftreten schon im Alter von 55 bis 60 Jahren beim Mann komme.
Eine BRCA2-Mutation tritt circa bei 10 % der miénnlichen Brustkrebstumore auf. Neben der
positiven Familienanamnese, die etwa ein zweieinhalbfach erhéhtes Erkrankungsrisiko mit sich
bringt, kann man speziell bei minnlichen Mammakarzinomen eine CHEKZ2-1100delC-Mutation
finden, die in ca. 9 % aller minnlichen Brustkrebstumoren vorkommt. Wenn diese vorliegt,
besteht eine ca. zehnfach erh6hte Auftrittswahrscheinlichkeit von einem Mammakarzinom des

Mannes in Bezug zur Normalbevolkerung (Bartkova et al. 2005).

1.4 Tumorentstehung und Kanzerogenese der Mamma auf Genebene

Wie aus gesunden Zellen entartete Zellen werden, hingt von verschiedenen Faktoren ab. Doch
Grundlage eciner jeden Tumorzelle ist oft ein genetischer Schaden. Dieser kann durch diverse
Ursachen entstanden sein, wie beispielsweise durch Punktmutationen, Translokationen oder
Amplifikationen. Auch diese genetischen Verinderungen kénnen durch unterschiedlichste Me-
chanismen entstanden sein, durch sogenannte Mutagene und Kanzerogene, welche dann direkt
oder indirekt zu einem genetischen Schaden in den vorhandenen Zellen fihren. Diese Phase in
der Kanzerogenese ist die Initiationsphase. Die Folge eines solchen DNA-Schadens ist oftmals
die Aktivierung von Protoonko- bzw. die Abschaltung von Tumorsuppressorgenen, die in jeder
Zelle vorhanden sind. In der Tumorentstehung kann es eine Latenzphase geben, die bis zu

Jahrzehnten andauern kann und in der weder Wachstum noch weitere Entartungsprozesse
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geschehen. Wihrend der Promotionsphase kommt es durch verschiedene Reize oder Akkumu-
lation von Stoffen, Hormonen oder Mutagenen zu einer weiteren genetischen Verinderung in
der schon initial geschidigten Zelle. Ab diesem Zeitpunkt kommt es dann zur Progression, was
die komplette Entartung der Zelle meint und zur klonalen Expansion fithren kann (Hanahan
und Weinberg 2000). Im Epithel der Mamma existieren Gewebestammzellen, die sich innerhalb
von Gewebsnischen befinden, um die Mammadrise aufrechtzuerhalten, da sie unter
kontinuierlichen Auf-, Um- und Abbauprozessen steht. Die Gemeinsamkeit von Stammzellen
und Karzinomzellen ist die beinahe endlose Proliferationskapazitit, weshalb man unter anderem
davon ausgeht, dass Karzinomzellen sich nicht nur aus differenzierten Zellen sondern auch aus

teilungsfihigen Zellen gesunder Epithelien entwickeln (Sun et al. 2017).

1.4.1 Myelocytomatose-Gen (MYC)

Das Protoonkogen MYC, welches auf Chr. 8q24 liegt, wird durch Amplifikation aktiviert und
somit zum Onkogen. Dieser Transkriptionsfaktor ist am Zellwachstum und der Zelldifferen-
zierung beteiligt und férdert die Proliferation und Immortalisierung von Tumorzellen, weshalb
man diese genetische Auffilligkeit im MYC-Gen bei stark proliferierenden Mammakarzinomen
mit schlechter Prognose findet, was einem Anteil von ca. 20 % aller genetisch bedingten Karzi-
nome der Mamma ausmacht. Zudem wird die Expression des Transkriptionsfaktors durch viele
Signaltransduktionswege aktiviert, wie unter anderem durch die Wz, die $hh- und die MAPK-

/ ERK-Signalkaskade, welche ganz gezielt die Proliferation von Zellen steuern (Dang 2013).

1.4.2 Tumorsuppressorgen 53 (TP 53)

Durch Mutation oder Deletion kommt es zur Inaktivierung dieses Tumorsuppressorgens, wel-
ches auf dem Chr. 17p13 liegt und das Protein p53 codiert. Das TP53-Gen ist auch als ,,Wichter
des Genoms* bekannt, da es die Apoptose von alten Zellen einleitet sowie das 74- 3- 3- 0 -Gen
aktiviert, welches im Zusammenspiel mit dem TP53 dafiir sorgt, dass eine Zelle nach einer
DNA-Schidigung nicht in die GO-Phase tibergeht und sich nicht weiter teilt. Diese Genverin-
derung ist ebenfalls bei ca. 20 % der Mammakarzinompatienten zu detektieren und wird auto-

somal dominant vererbt (Mangia et al. 2011; Meindl et al. 2010).

1.4.3 Humaner epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor 2 (Her2/neu)

Das Protoonkogen erbB2neu, auch als Her2/nen bekannt, welches auf dem Chr. 17q12 lokalisiert
ist, codiert ein 185 kD schweres transmembrandses Glykoprotein, das als humaner epidermalen

Wachstumsfaktorrezeptor vom Tyrosinkinase-Typ fungiert. Ca. zwanzig Prozent der Patienten
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mit einem Mammakarzinom zeigt eine Amplifikation bzw. Uberexpression des Her-2/ neu-
Proteins, weshalb dieser Wachstumsfaktorrezeptor auch als prognostischer Faktor dient und
entscheidend fur die Therapie ist. Dieses Onkogenprodukt stimuliert durch Homo- und
Heterodimerisierung das Tumorzellwachstum, die Tumormotilitit und -invasion ohne einen
entsprechenden Liganden zu benétigen. Das Vorliegen der Uberexpression bzw. Amplifikation
des Her2/nen-Proteins wird mittels einer FISH (Fluotreszenz-in-situ-Hybridisierung) am
histologischen Untersuchungspriparat festgestellt. So konnen Mammakarzinompatienten, die
Her2/nen positiv sind mit dem monoklonalen Antikérper Trastuzumab gezielt therapiert
werden, da dieser AntikOrper zu einer Inaktivierung des Signaltransduktionskaskade des
Her2/ nen-Proteins fuhrt. Diese wird in 10 % bis 34 % der invasiven Brustkrebsarten berichtet.
Sowohl eine Amplifikation und Uber- sowie Oberflichenmembranproteinexpression des
Her2/nen-Gens sind in meht als 90 % der Fille vorhanden. Die Gegenward des Her2/nen
korreliert mit einer schlechteren Prognose bei jedem gegebenen Stadium des Mammakarzinoms
(Olayioye 2001; Sotiriou und Pusztai 2009). In den vergangenen Jahren sind zahlreiche
Biomarker im Tumorgewebe beschrieben worden, die méglicherweise als Screeningmarker in
der Privention eines Karzinoms, eine Personalisierung der Tumortherapie oder eine
Rezidiverkennung theoretisch ermdglichen kénnten. Jedoch werden nur wenige genetische
Biomarker heutzutage zur Stratifizierung der Tumorpatienten im klinischen Alltag eingesetzt
(Schwarzenbach et al. 2011b).

Beispiel hierfur ist das Her2/neu beim Mammakarzinom, was erhebliche Bedeutung in der

Festlegung des Stagings sowie therapieregimeentscheidend ist (Wockel et al. 2018b).

1.5 Epigenetische Mechanismen des Mammakarzinoms

Ein weiterer Ansatz der Forschung stellt aktuell die Epigenetik dar, die mit Verinderung in
Form von DNA-Hyper- und/oder Hypomethylierungen an der Karzinomentstehung beteiligt
ist. Diese Erkenntnis hat enorme Bedeutung und nimmt gro3en Einfluss auf die Erforschung
der Karzinogenese (Johnstone und Baylin 2010).

Bei malignen Entartungen findet die Methylierung der DNA in ganz spezifischen Bereichen
statt, in den sogenannten CpG-Isiands, die aus der Base Cytosin und Guanin besteht. Diese Basen
sind im ganzen Genom zu finden, jedoch gibt es auch Bereiche, in denen sie gehiuft vorkom-
men. Diese zwei DNA-Basen sind durch eine Phosphodiesterbindung mit einander verkniipft,
sodass nach jedem Cytosin ein Guanin folgt. Tritt dies mehrmals hintereinander auf so spricht
man von CpG-Islands, die oftmals in genregulierenden Abschnitten vorkommen. Physiologisch

liegen CpG-Islands unmethyliert vor (Bird 2002). Bei einer Vielzahl von Karzinom-erkrankungen
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findet man neben DNA- und Chromosomenmutationen Verinderungen dieser CpG-Islands.
CpG-Islands weisen Cytosin-Guanin-Dinukleotide mit einer bis zu zwanzigmal hoherer Fre-
quenz auf als sie in dem restlichen Genom auftreten und befinden sich in einem Abschnitt 0,5-
2 kb um den Transkriptionsstartpunkt herum. Der GC-Gehalt in diesen Bereichen betrigt ca.
60 % im Vergleich zum Gesamtgenom (40 %) (Bird 1986; Gardiner-Garden und Frommer
1987; Summers et al. 2013). Essentiell fur das Verstindnis der Epigenetik und die Pathogenese
von Erkrankungen ist die Analyse der Verteilungsmuster der CpG-Islands und deren spezifischen
Methylierung im menschlichen Koérper (Fransquet et al. 2018; Ginder und Williams 2018).

Bei einer Methylierung erfolgt die Bindung von einer Methylgruppe an das finfte C-Atom des
Cytosins durch eine DNA-Methyltransferase (DNMT). Die Aufgabe der DNMTT1 ist es wih-
rend des Zellzyklus fir die Aufrechterhaltung des intrazelluliren Methylierungsstatus zu sorgen
(Bestor 2000; Hermann et al. 2004). DNMT3A und DNMT3B sind verantwortlich fiir eine de
novo-Methylierung. Dabei wird unmethylierte DNA erstmalig methyliert (Bestor 2000; Kelly
und Trasler 2004). Die Funktion der DNMT?2 ist noch nicht ginzlich geklirt, jedoch weist sie
nur eine geringe Aktivitit auf (Hermann et al. 2004). Damit eine DNA-Methylierung stattfinden
kann, ist das Vorhandensein von Methylgruppen-Donoren notig. Das S- Adenosylmethionin
(SAM) ist ein solcher Methylgruppen-Donor, dass aus der Aminosdure Methionin entsteht. Bei
diesem Methylierungsschritt wird SAM zu S-Adenosyl-homocystein umgewandelt (Loenen
2000).

Hypermethylierungen in Promotorbereichen von Genen fithren oft zu einer verminderten Ge-
nexpression, die mit einer Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen einhergehen kann. Wo-
hingegen eine Hypomethylierung oft zu einer vermehrten Expression von Genen fihrt, im Spe-
ziellen kann es dabei zur Aktivierung von Onkogenen kommen (Bhaumik et al. 2007; Bird 2002;
Cheung et al. 2009; Johnstone und Baylin 2010). Eine maligne Entartung kann dabei sowohl als
Folge einer zu starken Methylierung von DNA-Bereichen entstehen, als auch bei erniedrigten
Methylierungsgrad. Oftmals hemmt ein hypermethylierter DNA-Abschnitt Transskriptions-
faktoren oder Enzyme. Die Folge kann dann eine Aktivititsinhibierung von regulatorischen
Genen sein, die sich ebenfalls auf ein benachbartes Gen auswirkt (Daura-Oller et al. 2009). Man
spricht dann vom sogenannten Gen-Silencing, Geninaktivierung (Kondo und Issa 2004). Da die
Analyse von Tumorgewebe oftmals erst nach invasiver Probenentnahme gelingen kann, verfolgt
man das Vorhaben zirkulierende tumorassoziierte Nukleinsduren im Blut nachweisen zu
konnen. Fur diese wissenschaftliche Arbeit zur Detektion tumorassoziierter Hypermethylierun-
gen aus zirkulierender Tumor-DNA im EDTA-Plasma unter Anwendung einer methylierungs-
spezifischen, quantitativen Real-Time-PCR wurden nach einer Literaturrecherche die epigene-

tischen Tumormarker APC, ESR7, DKK3, HOXB4, MAIL, RARf(2, RASSF1.A und SOXT7 fir
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die experimentelle Analyse ausgewihlt. Fir die Literaturrecherche wurden die Datenbank
PUBMED verwendet und in dem Zeitraum von Oktober 2014 bis Januar 2015 auf die zum

Thema passenden Publikationen durchsucht.

1.5.1 Adenomatosis-Poliposis-Coli-Gen (APC)

Das APC-Gen, welches auf dem Chr. 5 lokalisiert ist, kodiert ein Tumorsuppressorprotein, das
aus 2843 AS besteht, 6,6 kb lang ist und ein Gewicht von 311,6 kDa ausmacht. Das codierte
Protein des APC-Gens ist ein wichtiger Bestandteil des [-Catenin-Abbaukomplexes. Das
APC- Genprodukt wei3t Domanen fiir diverse unterschiedlicher Proteine auf, einschlief3lich fir
[-Catenin, Axin, CtBP (C-terminal-binding protein 1), Asefs (APC-stimulierten Guaninnukleotid-
Austauschfaktoren), IOGAPT (1Q-Motiv enthaltende GTPase-aktivierendes Protein 1), EB7
(Mikrotubuli-Plusende-bindendes Protein 1) und Mikrotubuli. Die Abkiirzung A4PC steht dabei
fir Adenomatosis-Poliposis-Coli und wurde erstmals bei einem bestimmten Typ von einem
Kolonkarzinom mutiert vorgefunden. Ein kompletter Verlust bzw. die Mutation des beschrie-
benen Gens 16st die Erkrankung der familidren Adenomatosis-Poliposis-Coli (F-AP) aus, was
die enorme Ausbildung von Polypen im Kolon und Rektum zur Folge hat. So fithren unter
anderem 4PC-Mutationen zu diversen Erkrankungen, wie zum Beispiel dem Gardner- sowie
Turcot-Syndrom, aber auch Neoplasien wie das Kolonkarzinom, Medulloblastom,
hepatozellulire Karzinom und Mammakarzinom sind mit einer abnormalen ~4PC-Funktion as-
soziiert (Aoki und Taketo 2007; Friedrich und Kullmann 2003; Hamilton et al. 1995; Nagase
und Nakamura 1993). Die Anderung des DNA-Methylierungsstatus stellt eine der hiufigsten
molekularen Verinderungen in Neoplasien dar. So liegt auch das APC-Gen hypermethyliert bei
Mammakarzinompatienten vor und kann als moglicher epigenetischer molekularer
Friherkennungsmarker genutzt werden. So zeigt die Arbeit von Swellam et al. 2015, dass in
Mammakarzinomserumproben eine APC-Hypermethylierung mit einer Sensitivitit von 93,4 %
bei einer Spezifitit von 95,4 % nachzuweisen war. Auch die Testung von van der Auwera et al.
(2009) beschrieb, dass bei Mammakarzinompatienten im Serum (n = 80) eine APC-
Hypermethylierung mit einer Sensitivitit von 29 % bei einer Spezifitit 95 % (n = 20) vorlag.

Im gesunden Organismus geht das APC-Protein zusammen mit dem Stabilisierungsprotein
Axin und der Proteinkinase GSK-3f eine Proteinkomplexbindung ein, welcher f-Catenin bindet
und so die Ubiquitinierung und den Abbau des f~Catenins im Proteasom bewirkt. Die Mutation
dieses Tumorsuppressorgens fithrt dazu, dass seine Beteiligung im [-Cateninabhingigen
(kanonischen) Wn#-Signaltransduktionsweg gestort ist, die Affinitit des f-Catenins zum Degra-
dationskomplex dadurch vermindert ist und daher der f-Catenin-Abbau nicht oder nur

inkomplett erfolgen kann. Daher kommt es zur Akkumulation des Proteins f-Catenin im
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Zellkern, wo dieses mit dem T-Zell-Faktor (TCF) und Mitgliedern der LEF (yymphoid enbancer
binding protein Factor)-Familie interagiert und die Transkription von Zielgenen beglinstigt (Logan
und Nusse 2004). Diese pathologische f-Catenin-Ansammlung im Nukleus bewirkt eine unkon-
trollierte, maligne Zellproliferation, was einem stindigen W7#Signal gleichkommen wiirde. Wei-
tere Funktion des .4PC-Proteins sind die Stabilisierung und Polymerisation der Mikrotubuli so-
wie die chromosomale Segregation, indem das APC-Gen die Regulation der Kinetochorfunk-
tion steuert (Dikovskaya et al. 2007; Wen et al. 2004). Ist das beschriebene Gen pathologisch
veriandert, so fiihrt dies zur Instabilisierung von Chromosomen. Eine Beteiligung an Zelladha-
sionsprozessen und in Zellmigrationsvorgingen wird ebenfalls beschrieben (Aoki und Taketo

2007; Dikovskaya et al. 2007).

1.5.2 Dickkopf-3-Gen (DKK3)

Das Dickkopf-3-Gen (DKK3), liegt auf dem kurzen Arm des Chromosoms 11 und kodiert ein
38 kDa schweres, aus 350 Aminosduren bestehendes Glykoprotein, welches aus der Dickkopf-
Familie stammt und so ein Dickkopf-verwandtes Protein 3 im humanen Organismus verkorpert
(Krupnik et al. 1999; Niehrs 2000).

Die menschliche DKK-Familie besteht aus den unterschiedlichen Proteinen DKK-7, DKK-2,
DKK-3 und DKK-4 und einem DKK-3-verwandten Protein namens Soggy (Sgy), welchem jedoch
die cysteinreichen Regionen fehlen. Diese verschiedenen DKK-Proteine unterschieden sich in
ithrem strukturellen Aufbau, in ithrem Expressionsmuster und in der Fahigkeit den IW7#- Signal-
weg zu beeinflussen. Das DKK3-Protein weil3t zwei cysteinreiche Regionen am C- und N-Ter-
minus auf und ist an der embryonalen Entwicklung durch seine spezifische Interaktion mit dem
Wnt-Signalweg beteiligt. Die gebriuchlichsten Synonyme fiir das Dickkopf-verwandte Protein
3 sind RIG (regulated in glioma) bzw. REIC (reduced expression immortalisated cells). Da die Expression
von DKK3 in einer Vielzahl von Tumorarten bzw. -zelllinien verringert ist, trifft auf DKK3 wohl
die Bezeichnung Tumorsuppressorgen zu (Veeck et al. 2008). Zudem unterdriickt DKK3 das
Tumorzellwachstum (Krupnik et al. 1999; Leonard et al. 2017). AuBlerdem konnte gezeigt wer-
den, dass in bestimmten Karzinomarten DKK3 hypermethyliert vorliegt, insbesondere auch
beim Mammakarzinom (Kobayashi et al. 2002; Krupnik et al. 1999; Nusse 2005). Kloten et al.
(2013) zeigte, dass in der Untersuchung von 112 Mammakarzinomserumproben eine DKK3-
Hypermethylierung mit einer Sensitivitit von 33 % bei einer Spezifitit von 99 % (n = 102)
sowie 100 % (n = 20) bei Testung von Patienten mit einer benignen Mammaerkrankung vorlag.
AuBlerdem lag bei 87 % (n = 112) eine DKK3-Hypermethylierung im Mammakarzinomgewebe
der Testgruppe vor (Kloten et al. 2013). Eine W7#-Signalweg modulierende Funktion des DKK3

und des entsprechenden Dickkopf-verwandten Proteins 3 wird fir unterschiedliche maligne
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Erkrankungen, wie dem Gliom (Mizobuchi et al. 2008), Prostata- (Kawano et al. 20006), Lungen-
(Yue et al. 2008) und Mammakarzinom (Zhou et al. 2014) beschrieben. So ist das DKK3-Protein
ein Antagonist in der Wnt-f-Catenin-Signalkaskade, indem die C-terminale Domine des DKK-
verwandten Proteins 3 die Interaktion der Co-Rezeptoren des Wn#-Signalwegs [LRP5 und 6 (low-
density lipoprotein receptor-related protein) mit dem Wnt-Signalmolekil hemmt (Krupnik et al. 1999;
Luu et al. 2004). Die Wnz-Signalwege gehoren zu einer Gruppe der zelluliren Signaltransduk-
tionwege, die mithilfe von spezifischen Liganden und den entsprechenden Zelloberflichenre-
zeptoren aktiviert werden. Es werden drei unterschiedliche W7#-Signaliibertragungswege in der
Literatur beschrieben und zwar der kanonische Wn#Signalweg (Wnt-f-Catenin-Weg) und zwei
nicht-kanonische, d.h. f-Catenin-unabhingige Signalwege, zu denen der planare Zellpolaritits-
Signalweg und der Wn#-Kalzium-Signalweg zihlen. So hat dieser wichtige Stoffwechselweg sei-
nen Namen aufgrund des zuerst entdeckten Signalproteins Wn# Roel Nusse 1982 aus einer aus
19 Genen bestehenden Wn#-Familie (Nusse und Varmus 2012). Die Abkuirzung Wt ist einer
Kombination aus dem erstmalig entdeckten Protagonisten wingless (wg), benannt nach der flugel-
losen Taufliege Drosophila melanogaster, die aufgrund einer Mutation im wingless-Gen keine
Fligel hatte, und dem In#-7, welches heute als das Wx#1-Gen bekannt ist. Ist das W1 aktiviert,
so kann es bei Mausen die Brustkrebsentstehung férdern (Nusse 2005).

Die Proteinmitglieder des Wn#-Signalweges, welche als Signalmolekiile fungieren, spielen eine
gro3e und entscheidende Rolle in diversen zelluliren Abliufen sowie Stoffwechselvorgingen
besonders in der embryologischen Entwicklung und in der Karzinogenese. Daher ist der
Wnt- Signalweg ein wichtiger Bestandteil in der Embryogenese und ist an der Regulierung vieler
embryologischer Vorginge beteiligt, wie beispielsweise der Entstehung von Segmentpolarititen,
Korperachsen sowie Organen (Knochen, Herz, Muskel) und diversen Zellaktivititen. Im
gesunden erwachsenen Organismus ist der Wut-Signalweg generell inaktiv. In diversen Karzi-
nomzellen bzw. in der Pathogenese von Karzinomentstehungen konnte jedoch eine Aktivierung
bzw. Reaktivierung des Wnz-Signalweges beobachtet werden. Eine weitere molekulare Funktion
des DKK3-Proteins wird diskutiert in Bezug auf die Bildung eines Proteintrikomplexes mit den
Proteinen Kremenl und 2 an der Zellmembran, welcher die Internalisierung der Wnt-Co-
Rezeptoren LRP5 und 6 fordert (Nusse 2005).

Die intrazellulire Interaktion des DKK3 codierenden Proteins mit dem Protein f-TrCP7,
welches Mitglied der F-Box-Familie ist, erleichtert den Abbau des f-Cafenins. Die Bindung des
S-TrCP1, welche eine spezifische f-Transducin-Ligase (f-transducin repeat containing E3 ubiquitin
protein ligase) darstellt, fihrt zu Ubiquitinierung und anschlieBendem Abbau von Substraten in

Proteasomen (Lee et al. 2009).
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Eine haufige tumorbedingte epigenetische Verinderung in der humanen Mammakarzinom-
entstehung ist die Methylierung und die damit verbundenen Herabregulierung der DKK3-
Proteinexpression, was eine weitere Bestitigung der Annahme ist, dass das DKK- verwandte
Protein 3 eine antagonisierende Wirkung auf dem /-Catenin-unabhingigen Wn#-Signalweg hat

und somit ursichlich an der Entstehung von Mammakarzinomen beteiligt ist (Nusse 2005).

1.5.3 Ostrogenrezeptor-1-Gen (ESRI)

Das ESRT (estrogen receptor 1), welches auf dem Chromosom 6 lokalisiert ist, kodiert einen
Ostrogenrezeptor 1 dessen Primirstruktur aus 596 Aminosiuren besteht. Ostrogenrezeptoren
bestehen chemisch aus dem Steroidgrundgeriist und gehoren demzufolge zu der Klasse der
Steroidrezeptoren, die wiederrum zu der GroBfamilie der nukledren Rezeptoren (NR, nuclear
receptor) gezihlt werden und von dem Hormon Ostrogen aktiviert werden (Dahlman-Wright et
al. 2000). Der ES-Rezeptor-1 hat somit auch diverse Synonyme, wie beispielsweise ER, ESR,
ESRA (estrogen receptor alpha) oder auch NR3T (nuclear receptor subfamily 3, group 1). Man konnte
bisher zwei humane Rezeptorsubtypen (ESR ajpha und beta) identifizieren, die beide den
gleichen strukturellen Aufbau zeigen, sich jedoch funktionell unterscheiden. So zeigen die
Estrogenrezeptoren  alpha und beta eine unterschiedliche Gewebeverteilung und
Ligandenaktivierung sowie interagieren sie bei der Genaktivierung in verschiedener Weise.
Biochemisch ist der ER ein DNA-bindender Transkriptionsfaktor, der aus sechs Dominen
(A- F) aufgebaut ist. Die A/B-Domine besitzt eine Transkriptionsaktivierungsfunktion, die
ligandenunabhingig ist (AF-1). Die DNA-Bindungsdomine, welche zwei Zinkfingerregionen
beinhaltet, wird als C-Domine bezeichnet. Die D-Domine ist die sogenannte
Dimerisierungsregion, die E/F-Domine hat die Ligandenbindungsfunktion inne und hat einen
Transaktivierungsbereich am C-Terminus aufzuweisen. So kann man zusammenfassen, dass der
komplexe Aufbau des Ostrogenrezeptors 1 fur die spezifische Hormonbindung des Ostrogens,
die intrazellulire DNA-Bindung sowie die Aktivierung der Transkription wichtig ist. Ostrogene
haben diverse Funktionen und Aufgaben in unserem Koérper und das in unterschiedlichen
Systemen, wie beispielsweise im ossiren Stoffwechsel (Knochenwachstum und -reifung),
humoralen Immun- und zentralen Nervensystem sowie im kardiovaskulirem und besonders im
endokrinen System des weiblichen und méinnlichen Organismus. Eine gro3e Rolle kommt den
Ostrogenen und seinen Rezeptoren im Fortpflanzungssystem des Menschen zu, wie z. B. bei
der Ovulation, Implantation, der Aufrechterhaltung der Schwangerschaft, Geburt, Laktation
sowie der Spermiogenese, Fertilitit und Hodenfunktion. AusschliefSlich bei Zellen, die
Ostrogenrezeptoren exprimieren, kann die biologische Wirkung von Ostrogenen verzeichnet

und beobachtet werden. Die spezifische Wirkung der Ostrogene hingt von den Interaktionen
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der Rezeptoren mit verschiedensten Proteinen, die an unterschiedlichen Prozessen beteiligt
sind, ab. Daraus folgt, dass die Ostrogene Hormonwirkung sehr komplex ist.
Ostrogenrezeptoren und die daraus resultierenden Ostrogeninteraktionen sind auch an
mehreren pathologischen Krankheitsprozessen und -entstehungen, wie dem Mamma- und
Endometriumkarizom,  Osteoporose, kardiovaskuliren  Erkrankungen, Autoimmun-
erkrankungen sowie an neurologischen Erkrankungsbildern beteiligt. Es konnte gezeigt werden,
dass Patientengruppen mit Mammakarzinomen, die den Ostrogenrezeptor f, aber nicht den
Ostrogenrezeptor o aufweisen, groBere Uberlebenschancen aufweisen (Tan et al. 2016). Der
Ostrogenrezeptorstatus sowie diverse weitere Rezeptorexpressionen, wie beispielsweise der des
Progesteronrezeptors, bzw. molekulare Besonderheiten der Mammakarzinomzellen haben
einen erheblichen Einfluss auf die Mammakarzinombehandlung (Wéckel et al. 2018a; Wockel
et al. 2018b).

Miller et al. (2003) ermittelte eine ESR7-Hypermethylierung in Serumproben von primiren
Mammakarzinompatienten (n = 206, Sensitivitit von 27 %) als auch von Patienten mit einem
rezidivierten Mammakarzinom (n = 10, Sensitivitit von 70 %) bei einer Gesamtspezifitit von
100 % (n = 10).

So zeigte die Arbeitsgruppe um Martniez-Galan et al. (2008), dass bei 106
Mammakarzinomserumproben eine ESR7-Hypermethylierung mit einer Sensitivitit von 65 %
bei einer Spezifitit von 62 % bei 108 gesunden analysierten Kontrollserumproben einschlieflich
Patientinnen mit benignen Mammaerkrankungen vorlag. AuBlerdem zeigte sich eine ESR7-
Hypermethylierung vor allem im Serum von Patientinnen mit Ostrogenrezeptornegativem
Mammakarzinom (p = 0,0179). Auch der Untersuchung von van der Auwera et al. (2009)
konnte bei Mammakarzinompatienten im Serum (n = 80) eine ESR7-Hypermethylierung mit

einer Sensitivitit von 20 % bei einer Spezifitit von 89,5 % (n = 20) nachweisen.

1.54 Homeobox-B4-Gen (HOXB4%)

Das Homeobox-B4-Gen, welches auf dem Chromosom 17 liegt und Mitglied der groflen
Antennapedia-Homeobox-GroBtamilie ist, codiert das Homeobox Protein Hox-B4. Gene der HOX-
Gruppe sind allesamt regulative Gene und ihre Genprodukte sind Proteine, die als Transkrip-
tionsfaktoren fungieren. Einer der wichtigsten Aufgaben der HOX-Gene im humanen Organis-
mus ist es die Gliederung des Embryos entlang der kranio-kaudalen Kérperachse inklusiver der
Extremititen zu induzieren. Dadurch erfolgt eine bestimmte Anordnung des embryonalen Auf-
baus, der durch die HOX-Gene bestimmt wird. Die Zellen in den entsprechenden Zonen er-
halten HOX-Genprodukt vermittelte Informationen tiber ihre weiteren Aufgaben, wie Mitose,

Differenzierung und Apoptose. Speziell beim Menschen wird die Entwicklung und Form der
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Hals-, Brust- und Lendenwirbel sowie die der Rippen durch die Homeobox-Gene gesteuert. Zu-
dem weisen sie eine besondere Beziehung zum Keimblatt des Neuroektoderms auf. Die Anord-
nung der HOX-Gene auf den unterschiedlichen Chromosomen entspricht der Reihenfolge, der
von ihnen gegliederten Korperregionen. Bei Wirbeltieren und dem Menschen steht diese Ab-
folge ebenso im zeitlichen Zusammenhang mit der HOX-Gen-Exprimierung sowie weisen die
HOX-Gene auch einen 6rtlichen Zusammenhang auf und befinden sich auf dem DNA-Strang
in direkter Nachbarschaft. Diese geordnete genetische Anlage und die daraus resultierenden
spezifischen Regulationsvorginge lassen auf eine groe Konservierung in der Genetik schlie-
Ben. Dieses Phinomen wird auch als Kolinearitit bezeichnet (McAlpine und Shows 1990). Beim
Menschen gibt es insgesamt vier HOX-Cluster, die in A-, B-, C- und D-Gengruppen unterteilt
werden. Die HOXA-Gen-Familie, die sich auf Chromosom 7 befindet, besteht aus 11 Genen.
Die HOXB-Gen-Familie, von denen es zehn gibt, zu denen auch das HOXB4 gehorig ist, sind,
wie bereits erwihnt, auf dem Chromosom 17 lokalisiert. Zu der HOXC-Gen-Familie, welche
auf dem Chromosom 12 zu finden ist, gehéren neun weitere Genprotagonisten und zur HOXD-
Gen-Gruppe, welche auf dem Chromosom 2 liegt, neun Gene. Alle HOX-Gene weisen ein
gemeinsames Charakteristikum in Form einer Homéobox auf, weshalb man sie auch zu den
homdotischen Genen zihlt. Die Homoobox kodiert eine Homéodomine, deren Sequenz bei
allen Genprodukten der HOX-Familie tiblicherweise aus 180 Nukleotiden besteht und somit
aus 60 Aminosduren, die in einer definierten Abfolge angeordnet sind. Diese spezifische Se-
quenz fungiert als eine DNA-Bindungsstelle. Das besagte HOXB4-Protein ist ein nukleires Pro-
tein, das ebenfalls wie erliutert, eine Homeobox-bindende DNA-Domine besitzt. Das HOXB4-
Protein hat demzufolge die Funktion eines sequenzspezifischen Transkriptionsfaktors inne, der
wie schon beschriebenen in der kranio-kaudalen Kérperachsenentwicklung sowie bei der His-
togenese mitwirkt. HOX-Gene und deren codierenden Proteine kénnen je nach zu beeinflus-
senden Genen eine genaktivierende oder gen-reprimierende Funktion tbernehmen (Izpisua-
Belmonte et al. 1991; Lappin et al. 2006; McAlpine und Shows 1990; Pang und Martindale 2008).
Daher kann ein HOX-Protein sowohl als Repressor auch als Aktivator in unterschiedlichen
Stoffwechselwegen agieren und so gleichzeitig zahlreiche Effektorgene und -molekiile beein-
flussen. Synonym werden auch Abkiirzungen, wie HOX2.6, HOX2, HOXZ2F fir das Homeo-
box Protein B4, verwendet (McAlpine und Shows 1990; Scott 1992). Aulerdem konnte die
Reexpression von HOX-Genprodukten HOXB3,-B4 und -C6 bei Mammakarzinomen nachge-
wiesen werden und lisst die Schlussfolgerung zu, dass es sich bei diesen Proteinen einschlief3lich
des HOX-B4-Molekuls um eine neue Gruppe von onkofetalen Antigen handelt, die eine Rolle
in der Kanzerogenese und bei der Tumorprogression des Mammakarzinoms spielen (Bodey et

al. 2000).
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So zeigte auch die Arbeit von Fackler et al. (2014), dass es thnen gelang in einem Panel von zehn
ausgewihlten Genen (AKR7B7, COL6.A2, GPX7, HISTTH3C, HOXB4, RASGRF2, RHGEF7
TM6SF1, TMEFF2 und RASSFT) malignomspezifische, hypermethylierte zirkulierende
cfDNA aus Serumproben mittels einer quantitativen, methylierungsspezifischen Multiplex-PCR
in einer Trainingskohorte (n =28 Gesunde, n =24 metastasiertes Mammakarzinom,
Stadium 4) und einer Testkohorte (n = 27 Gesunde, n = 33 metastasiertes Mammakarzinom,
Stadium 4) mit einer Sensitivitit von 91 % und einer Spezifitit von 96 % der Testkohorte nach-
zuweisen. Eine HOXB4-Hypermethylierung zeigte sich allein betrachtet in der Trainingskohorte
mit einer Sensitivitit von 46 % bel einer Spezifitit von 100 % sowie in Testkohorte mit einer

Sensitivitat von 36 % bei einer Spezifitit von ebenfalls 100 %.

1.5.5 Myelin-und-Lymphozyt-Protein-Gen (MAL)

Das MAI-Protein, was fir Myelin-and-Lymphocyt-Protein steht, gehort zur MAL-Familie
bestehend aus den Proteolipiden AMALL  (myelin-and-hmphocyt-protein  like), MAL2 und
Plasmolipin. Das MAI-Gen, das auf dem Chr. 2 liegt, codiert ein hydrophobes Integralprotein
der Zellmembran und ist aus 153 Aminosduren aufgebaut, was einem Gewicht von 16,7 kDa
entspricht. Das M.AI-Genexpressionsprodukt ist zudem nicht glykolysiert und weil3t vier trans-
membranose Dominen auf (Alonso und Weissman 1987). Die vier Transmembran-Helices ent-
halten sogenannte MARVEIL-Dominen (mal and related proteins for vesicle trafficking and membrane
link domain proteins, MAL und verwandte Proteine fiir Vesikeltransport- und Membran-Link-
Domine). Proteine, die diese MARIEI-Dominen enthalten, sind an dem Vesikeltransport
und bei der Bildung von Zell-Zell-Kontakten, den #ght junctions beteiligt (Magal et al. 2009). Der
spezifische Aufbau des M.AI-Proteins inklusiver seiner transmembrandsen Helices dient au-
Berdem der Zellerkennung. Da das M.AI-Protein im endoplastmatischem Retikulum von T-
Zellen gefunden wurde und an der T-Zell-Signaltransduktion beteiligt ist, wird es auch synonym
als T-Zelldifferenzierungsprotein bezeichnet. Dartiber hinaus ist das Integralproteolipid Be-
standteil des Myelins von Neuronen und an der Myelinbiosynthese beteiligt. Das M.AI_-Protein
spielt aulerdem eine Rolle bei der Bildung, Stabilisierung und Erhaltung von glykosphingolipid-
reichen Membranabschnitten in Form von Mikrodominen. Eine weitere Funktion des MAIL-
Proteins ist die Beteiligung am intrazelluliren Transport sekretorischer Proteine in apikaler
Richtung von polarisierten Epithelzellen. Eine Stérung in dieser Transportfunktion kann zu
einem Verlust der organischen Polaritit fiihren, der fir viele maligne Neubildungen charakte-
ristisch ist. Die Dysregulierung dieses Gens konnte bei diversen epithelialen Karzinomen und
deren Initiierung und Progression beobachtet werden, wie beispielsweise beim Mamma-, Oso-

phagus-, Eierstock- und Zervixkarzinom (Horne et al. 2009). Basierend auf einer besonders
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hohen Hypermethylierung des M.AI-Promotors vor allem bei Brust-, Zervix-, Dickdarm- und
Magenkarzinomen im Vergleich zum entsprechenden gesunden Epithel, wird die Promotor-
hypermethylierung des MAIL-Gens als diagnostischer Marker fir den frithen Nachweis der
Tumorentstehung vorgeschlagen (Buffart et al. 2008). Das Fehlen der M.AIL-Protein-
Expression bei Mammakarzinompatienten war in hohem Maf3e mit einem schlechten krank-
heitsfreien Uberleben bei Patienten assoziiert, die keine adjuvante Chemotherapie erhielten, was
ebenfalls daftr spricht, dass das MAIL-Gen als Tumorsuppressor bzw. Onkogen fungiert
(Horne et al. 2009). Hinter dem Synonym MyD88-adapter-like-protein kann sich ebenso das MAL-
Protein verbergen und spielt auf eine weitere Funktion des besagten Molekiils an. Denn fiir die
TLR- (Toll-Like-Rezeptor) 4-Signaltransduktion wird das MAIL-Protein benotigt. Die To//-Like-
Rezeptoren gehoren zum angeborenen Immunsystem und dienen der Erkennung von pathoge-
nen Oberflichen und Molekulen. MAL aktiviert unter anderem den Transkriptionsfaktor NF-
kappaB  (nuclear factor 'kappa-light-chain-enbancer’ of activated B-cells), fir das Mal-Protein den
Kofaktor IRAK-2 (IL-1 receptor-associated kinase 2) benotigt. Zudem ist das MAI-Protein ein spe-
zieller Kinasenaktivator und zwar der Jun-Amino-terminale Kinase, synonym auch bekannt als
SAPK (stress-activated protein kinase) die zur Familie der MAP-Kinasen (Mitogen-aktivierte
Proteinkinase) gehort. Eine extrazellulire Signal-regulierende Kinase-1 und -2-Aktivierung
(ESRKT and 2, extracellular signal-regulated kinase 1 and 2) wird dem MAIL-Genprodukt ebenfalls
nachgesagt (Fitzgerald et al. 2001).

1.5.6  All-trans-Retinsdure-Rezeptor-beta-2-Gen (RARS2)

Das RAR-B-Gen, welches auf dem Chr. 3 lokalisiert ist, codiert einen nukledren Transkriptions-
faktor namens all-trans-Retinsaure-Rezeptor-befa-2. Es werden insgesamt drei all-trans-Retin-
sdurerezeptoren (RAR) beschrieben und zwar RAR-alpha, RAR-beta und RAR-gamma, kodiert
durch die entsprechenden RAR-4-, RAR-B-, RAR-G-Gene. Der intrazellulire Retinolsdure-
Rezeptor beta gehort zur Superfamilie der Schilddriisen-Steroidhormonrezeptoren und ist so
auch als NR7B2 (nuclear receptor family 1, group B, member 2) bekannt, einem Kernrezeptor der
Unterfamilie 1, Gruppe B, Vertreter 2 (Mattei et al. 1988). Dieser besagte Rezeptor ist aus drei
Dominen aufgebaut, einer modulierenden N-terminalen, einer DNA-bindenden und einer C-
terminalen Ligandenbindungsdomine. Dieser Rezeptor liegt DNA-gebunden im Zellkern vor.
Die Rezeptoren der Retinsdure, fir Vitamin D und fir Schilddrisenhormone erkennen allesamt
die gemeinsame Erkennungssequenz auf der DNA (5'-AGGTCA-3"). Das RAR-B-Genprodukt
bindet die Retinsiure, die biologisch aktive Form des Vitamin As. Bei dieser Rezeptor-Hormon-
bindung kommt er zur Ausbildung von Heterodimeren, die an der exakten Wiederholung dieser

Erkennungsabfolge binden. Dieser Komplex aus RAR-beta-2-Rezeptor und der Retinsdure ist
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an der zelluliren Signaltransduktion in der embryonalen Morphogenese, Zellwachstum und
Differenzierung beteiligt. Zudem wirkt das besagte Protein ebenfalls am Wachstum vieler Zell-
entititen durch Regulierung der Genexpression mit und begrenzt dieses. Erstmals wurde das
Gen in einem hepatozelluliren Karzinom identifiziert, wo es einen Hepatitis-B-
Virusintegrationsort aufweist (Jung et al. 2010).

RXR- (Rezeptor fir die 9-cis-Retinsdure) RAR-Heterodimere, die entstehen, wenn keine spezi-
fischen Hormone oder Bindungspartner vorhanden sind, fungieren als nukledre Transkriptions-
regulatoren durch Bindung an das spezifische Retinolsiure-Reaktionselement, das in den
Promotorregionen von Zielgenen gefunden wird. So konnte auch gezeigt werden, dass es eine
Hypermethylierung der RAR-beta-2-Promotorregion bei Mammakarzinomen gibt und dass
diese Methylierung eine unabhingige wichtige Determinante der Brustkrebs-Prognose ist (Cho
et al. 2012; Sharma et al. 2009). Die Promotorhypermethylierung des RAR-f-2 ist signifikant bei
Mammakarzinompatienten, sowohl in Gewebe- als auch in Blutproben, gesteigert und mit
einem erhohten Risiko fur die Entstehung eines Mammakarzinoms assoziiert. So konnte
RARf2 als potentieller epigenetischer Marker fiir die Erkennung von Brustkrebs dienen (Fang
et al. 2015). Dies bestitigte die Arbeit von Swellam et al. (2015) ebenfalls, sodass in Mamma-
karzinomserumproben eine RARFZ2-Hypermethlierung mit einer Sensitivitit von 95,5 % bei

einer Spezifitit von 92,4 % nachzuweisen war.

1.5.7 Ras-Assoziationsdomine Familienmitglied 1, Isoform A-Gen (RASSFIA)

Das RASSF1A, welches auf dem Chromosom 3 lokalisiert ist, kodiert ein Ras-dhnliches
Effektorprotein namens RASSF7.A4-Proteins (Ras-Assoziationsdomine Familienmitglied 1,
Isoform A). Ras-Proteine gehéren funktionell zur Gruppe der Protoonkogenen und beeinflus-
sen so die Proliferations- und Differenzierungsprozesse von Zellen. Das RASSF7.A-
Genprodukt ist 340 Aminosduren lang, was einer Masse von 38,8 kDa ausmacht. Das
Interagieren des Ras-Protein-1-A mit dem DN.A-Schadenserkennungs- und DN.A- Repara-
turfaktor XPA (Xeroderma pigmentosum Komplementierungsgruppe A) ist einer seiner Funk-
tionen. Des Weiteren ist es entscheidend an der Repression der Cycline A und D1 sowie der
Unterdriickung der Akkumulation des Cyclins D1 beteiligt. Die damit verbundene Induzierung
des Zellzyklusarrests am Ubergang der G1- zur S-Phase ist die Folge. Unter anderem interagiert
das Ras-Assoziationsdominen-Mitglied 1 A mit Mikrotubuli-bindenden Proteinen und
stabilisiert so die Mikrotubuli und deren Aufbau. Hinzukommt, eine modulierende Funktion in
der Dauer der Entziindungsreaktion und in Bezug auf die NFxB-Aktivitit. Aullerdem reguliert
das Effektorprotein Ras-1 A die FAS-(Todesrezeptor-) ligandenabhingige Mitose, den
Zellzyklus und die Apoptose. Die Interaktion des RASSF7.A4-Proteins mit dem CDC20-
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Molekiil, das ein Aktivator des anaphaseférdernden Komplexes ist, bewirkt das mitotische Fort-
schreiten in Zellen. Eine Wechselwirkung des RASSF7.4-Syntheseprodukts mit diversen
anderen Proteinen, wie CNK7, MST7 und 2, STK 3 und 4, Salvador und MO.APT wird im Zu-
sammenhang mit der Modulation der Apoptose ebenfalls beschrieben (Donninger et al. 2007;
Volodko et al. 2014). Die Tumorsuppressorgeneigenschaft des RASSF7.4 liegt darin begriindet,
dass eine unangemessene Promotorhypermethylierung dieses Gens bei diversen Malighomen
zu verzeichnen ist. Der Verlust oder die Inaktivierung des RASSF7.A durch Deletion, Punkt-
mutation aber vor allem durch die Methylierung der CpG-reichen Promotorregionen korrelieren
mit der Entstehung von diversen Karzinomen. Dies bestitigten auch Yeo et al. (2005) und
Shinozaki et al. (2005).

Die Untersuchung von van der Auwera et al. (2009) beschrieb, dass bei Mammakarzinom-
patienten im Serum (n = 80) eine RASSF7A-Hypermethylierung mit einer Sensitivitit von
35 % bei einer Spezifitit 100 % (n = 20) vorlag. Auch die Arbeit von Papadopoulou et al. (2006)
zeigte, dass in Plasmaproben von Mammakarzinompatienten (n = 50) eine RASSF7.A4-
Hypermethylierung mit einer Sensitivitit von 26 % bei einer Spezifitit von 100 % (n = 14) zu
finden war.

Die RASSF1.A-Methylierung wurde auch in Mammaneoplasien als Pradiktor fir eine schlechte
Prognose des Uberlebens beschrieben (Sharma et al. 2009). Diese Tatsache macht die
RASSF1.A4-Hypermethylierung, die man in unterschiedlichsten Korperfliissigkeiten detektieren
konnte, zu einem attraktiven Biomarker fir die Krebsfriherkennung (Suijkerbuijk et al. 2008).
Die Vielzahl an bedeutenden Funktionen des RASSF7.4-Proteins unterstreichen seine Bedeu-
tung in den zahlreichen physiologischen Signalwegen sowie bei abnormer Verinderung durch

Hypermethylierung seinen Einfluss in der Tumorgenese.

1.5.8 SRY-high-mobility-group-Box-17-Gen (SOX17)

Die 20 vorhandenen SOX-Gene im menschlichen Korper kodieren Transkriptionsfaktoren, die
zu einer Superfamilie gehoren, die allesamt eine HMG-Box (bigh mobility group) in ihren Genpro-
dukten aufweisen. Diese homologe Sequenz der HMG-Box fungiert als eine DN.A-
Bindungsdomine, wobei die Bindungsspezifitit und die DN.A-Affinitit cher schwach ist
(Katoh 2002). Die SOX-Proteine agieren und tben ihre diversen Funktionen in einem komple-
xen Zusammenspiel mit anderen Transkriptionsfaktoren aus, die enorm vom Zelltyp und vom
Promotorkontext abhingig sind. Der Name SOX setzt sich aus SRY und der HMG-Box zusam-
men, wobei SRY fur die geschlechtsbestimmende Region auf dem residienten Y- Chromosom
steht. Viele der SOX-Gene und deren Syntheseprodukten sind an der Geschlechtsbestimmung

beteiligt sowie an der Regulierung diverser unterschiedlicher Entwicklungsabschnitte in der



Einleitung 20

Embryogenese, wie beispielsweise die Keimschichtbildung, vor allem des Endoderms, der Ot-
ganentwicklung, wie die des Herzens, Nervensystems sowie der Niere und der Zelltypdifferen-
zierung und -identitit (Wegner 1999).

Dabher fiihren Deletionen oder Mutationen von SRY-related-high-mobility-group-box-Proteinen oft
zu Entwicklungsfehlern und angeborenen Erkrankungen beim Menschen, was ihre Schliissel-
rolle in der embryonalen Entwicklung wiederspiegelt (Katoh 2002). Man unterteilt die SOX-
Gene in die Gruppen SOXA, -B1, -B2, -C, -D, -E, -F, -G, -H. Das SRY-related HMG-Box-17,
welches auf dem Chromosom 8 lokalisiert ist, gehort zur SOX-F-Gruppe und das Synthesepro-
dukt besteht aus 414 Aminosdure (Guth und Wegner 2008; Katoh 2002). Dieses SOX17-
Protein, welches aus der N-Terminal gelegenen, DN.4-bindenden HMG-Box-Domine und
einer SOXC-terminalen Domine besteht, kann nach einer Proteinkomplexbildung mit anderen
Proteinen als Transkriptionsregulator fungieren. Dieser Vorgang verliuft indem der SOX77-
Proteinkomplex an der kleinen Furche der DNA, die als Ziel-Promotor-DN.A aus der Sequenz
5-AACAAT-3 oder 5'-AACAAAG-3" besteht, bindet und diese verbiegt. Dies tut der besagte
Transkriptionsregulator tiber die Interaktion mit dem W##3.A4 bzw. dessen kodiertem Signal-
protein, das an diversen Entwicklungs- und Zellprozesse sowie an der Onkogenese und Adipo-
sitasentstehung beteiligt ist. AuBerdem hemmt das SOX77-Molekil in diesem Aspekt den Wnr-
Signalweg und fungiert in diesem Zusammenhang als Inhibitor. Die Bindung des f-Catenins und
somit die Forderung seines Abbaus, welches durch das CTNNB7-Gen kodiert wird, ist eine
weitere Aufgabe des SOXT77-Genproduktes. Das Genprodukt des CTNNBT, das f-Catenin,
spielt zum einen eine Rolle bei der Regulierung der Zell-Zell-Adhisionskoordination zum
anderen bei der Gentranskription. Das SOXT77-Protein ist auch unter dem Synonym ["UR3J
(vesicourethraler reflux type 3) bekannt, denn bei einer Mutation im SOX77-Gen kommt es bei
betroffenen Patienten zum Riickfluss von Urin aus der Blase in die Harnleiter oder die Niere
(Gimelli et al. 2010). Der SOX77-Transkriptionsfaktor steht in Zusammenhang mit der Tumor-
entstchung und dem Fortschreiten multipler Neoplasien. Fin Mangel an SOXT77-
Proteinexpression wurde besonders in héheren Tumorstadien, Lymphknotenmetastasen und
Tumorknotenmetastasen gefunden und hatte ein schlechteres krankheitsfreies Uberleben sowie
Gesamtiiberleben bei Mammakarzinompatienten im Vergleich zur normalen SOXT77-
Expression in gesunden Probanden. So kann man die SOX77-Expression als einen nttzlichen
prognostischen Biomarker fiir Mammakarzinome in Betracht ziehen (Fu DY et al. 2015). Der
Arbeitsgruppe von Chimonidou et al. (2011) gelang es eine SOX77-Hypermethylierung aus
EDTA-Plasmaproben bei Patienten mit operablem Mammakarzinom (n = 56) bei einer

Sensitivitit von 53,6 % sowie bei Patienten mit metastasiertem Mammakarzinom bei einer
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Sensitivitit von 74,1 % bei einer Spezifitit (n = 23) von 95,7 % mittels einer methylierungs-
spezifischen PCR nachzuweisen.

Da auch eine SOXT77-Promotormethylierung eine Tumorangiogenese begiinstigen kann, ist die-
ser prognostische Biomarker bei Mammakarzinom-Patienten mit einem Risiko der Metastasen-
bildung vergesellschaftet. Moglicherweise kann eine SOXT77-Methylierung auf Metastasen hin-
weisen bzw. als Indikator bei der Entwicklung eines Rezidivs nach einer Mastektomie fungieren.
So korreliert eine SOX77-Methylierung mit einem verminderten Uberleben bei Mamma-

karzinompatientinnen (Fu D et al. 2015).

1.5.9 Altersabhingigkeit epigenetischer Modifikationen

Die epigenetischen Modifikationen in Form einer DNA-Methylierung kann man ebenfalls bei
malignen Neubildungen wihrend des Alterungsprozesses beobachten. Die genauen
Mechanismen sind nach wie vor unzureichend erforscht. Jedoch zeigten Wang et al. (2016), dass
altersassoziierte DNA-Methylierungsverinderungen in engem Zusammenhang mit dem
Auftreten von Karzinomen stehen. Aul3erdem zeigte die Forschungsgruppe, dass es sowohl ein
Methylierungsniveau gibt, das mit zunehmendem Alter ansteigt und bei Krebspatienten héher
ausfillt als bei gesunden Kontrollpersonen als auch ein Methylierungsniveau existiert, das mit
zunehmendem Altern sinkt und im Vergleich zu gesunden Probanden bei Krebspatienten
geringer ausfillt. Heyn et al. (2012) bestitigten ebenfalls diese These und fithrten eine Bisulfit-
Sequenzierung des kompletten Genoms bei Neugeborenen sowie bei Hundertjahrigen durch
und analysierten das DNA-Methylierungsprofil dieser zwei Gruppen. So konnten sie zeigen,
dass Hundertjihrige einen niedrigeren DNA-Methylierungsgrad aufweisen als Neugeborenen
sowie das Auftreten von benachbarten CpG-Dinukleotiden im gesamten Genom von Hundert-
jahrigen im Vergleich zu Neugeborenen vermindert ist. Diese altersassoziierten epigenetischen
Verinderungen werden auch als epigenetischer Drift bezeichnet. Das Ereignis der globalen
Abnahme der DNA-Methylierung sowie auch spezifische Hypermethylierungsvorkommnisse
sind mit dem Altern assoziiert und kénnen diverse unterschiedliche Erkrankungen auslésen
(Heyn et al. 2012).

Es kommt im Laufe des Lebens zu gewebespezifischen epigenetischen Verinderungen. So
findet beim Mammakarzinom eine altersbedingte Methylierungszunahme vor allem in Mamma-
epithelzell-Enhancerregionen sowie an Bindungsstellen von Onkogenen statt, wie

beispielsweise am MYC-Gen (Horvath 2013; Johnson et al. 2017).
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1.5.10 Epigenetische Verinderungen durch Alkoholkonsum

Die Karzinogenese ist eine der verheerendsten Folgen des Alkoholkonsums und betrifft welt-
weit etwa 3,6 % aller Krebsfille (5,2 % bei Midnnern und 1,7 % bei Frauen). Es stehen auf3erdem
3,5 % aller malignombedinten Todesfille im Zusammenhang mit chronischem Alkoholkonsum
(Boffetta et al. 2006). Baan et al. (2007) konnten zeigen, dass Alkohol in zahlreichen Organen,
wie auch in der weiblichen Brust zur Krebsentstehung fiihren kann. Folgen des Alkoholkon-
sums konnen sowohl eine unphysiologische Hypermethylierung von Promotorregionen,
Hemmung von DNA-Methyltransferasen als auch eine Hypomethylierung des restlichen
Genoms sein. Somit besteht ein erhoéhtes Risiko fiir eine alkoholinduzierte Karzinogenese

(Dumitrescu 2018; Varela-Rey et al. 2013).

1.5.11 Epigenetische Verinderungen durch inhalativen Tabakkonsum

Der inhalative Tabakgebrauch ist ein Risikofaktor fiir mehrere Karzinomarten, so auch fiir das
Mammakarzinom. Die mehr als 3000 Inhaltstoffe einer Zigarette fihren zu einer Verinderung
von Genexpressionen, indem diese zu Hypo- und/ oder Hypermethylierungen der CpG-
Regionen des Genoms fiihren. Eine verinderte DNA-Methylierung, die im Zusammenhang
zwischen einer Tabakexposition und einer Genexpressionsverinderung auftritt, kann zur

Entstehung oder zum Fortschreiten von Brustkrebs fiihren und beitragen (Conway et al. 2017).

1.5.12 Ethnie und das Mammakarzinom

Es wird beschrieben, dass ethnische Unterschiede in Bezug zum Mammakarzinom bestehen.
Es gibt eine Vielzahl klinischer und nicht-klinischer Risikofaktoren, die zu Unterschieden im
Uberleben von farbigen Brustkrebspatienten zuriickzufithren sind (Yedjou et al. 2017).
Epigenomstudien haben Variationen in den Methylierungsmustern des Genoms von untet-
schiedlichen ethnischen Gruppen ergeben, einschlieBlich Kaukasier, Nichtkaukasier (farbige),
Hispanier, Araber und zahlreichen Populationsgruppen des afrikanischen Kontinents. In den
Vereinigten Staaten weisen afroamerikanische und hispanische Frauen eine geringere Inzidenz
von Brustkrebs auf als weille Frauen, jedoch weisen sie eine hohere Sterblichkeitsrate als weil3e

Frauen auf (Kader und Ghai 2017).

1.6 Anatomischer und histologischer Aufbau der Mamma

Das Brustorgan entwickelt sich wihrend der Embryogenese bei beiden Geschlechtern im

zweiten Trimenon aus dem Ektoderm, genauer aus den Basalzellen der Epidermis, die sich zu
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einfach aufgebauten, funktionellen Milchgingen differenzieren. Des Weiteren besteht die
grof3te Hautdriise des Menschen aus drei Grundgewebearten, dem Driisen-, Binde- und Fett-
gewebe. Die anschlieBende Entwicklung der weiblichen Mamma in Form, Grof3e und Funktion
erfolgt erst wihrend der Pubertit unter dem Einfluss diverser Hormone, wie dem Ostrogen,
Progesteron, Glukokortikoiden, Aldosteron, Insulin und anderen Wachstumshormonen. Die
minnliche Mamma weil3t eine gleiche Organarchitektur auf, die sich jedoch aufgrund fehlender
Hormonstimuli und unter dem Einfluss des Testosterons nicht weiterentwickelt und als flaches,
ebenes Driisenrudiment verbleibt (Drenckhahn und Waschke 2008; Macias und Hinck 2012;
McNally und Stein 2017).

Die Mamma wird in vier Quadranten unterteilt. Die Mamille dient der exokrinen Driise als
Ausfihrungsgangsystem. Die physiologische Funktion der Mamma liegt in ihrer
Milchproduktion, der Laktation, und dient so als Stillorgan. Bei dem weiblichen Geschlecht
kommt es wihrend der Pubertit unter dem Einfluss diverser Hormone und Stimuli zu einer
kontinuierlichen Verzweigung der einfach aufgebauten Milchginge. Dieser entstandene
Driisenkorper ist in Fettgewebe eingebettet, wird durch umgebenes Bindegewebe stabilisiert
und dann als Corpus mammae bezeichnet. Bindegewebssepten ziehen ins Innere der exogenen
Driise und gliedern den Driisenk6rper in 12-"bis 20 Einzeldriisen, den sogenannten Lobz, die
vom fibrosen Stroma umgeben sind. Dadurch kommt es zur Ausbildung einer charakteristi-
schen Drisenlippchenstruktur. Die Lobi weisen ein ausgedehntes Gangsystem auf und unter-
teilen sich nochmals in kleinere Lippchen, den Lobuli, wobei jede Einzeldriise mit ihrem Ductus
extkretorins (Ausfihrungsgang) in der Mamille endet. Die Milchginge (Ductus lactifiri) sind aus
zweischichtigem kubischem Epithel aufgebaut und liegen einer Membran aus Myoepithelzellen
auf. AuBlerdem liegen im Drusenepithel sogenannte Progenitorzellen, die als Reservezellen die-
nen und sich zu Driisen- oder Myoepithelzellen differenzieren kénnen (Bocker et al. 2012;
Drenckhahn und Waschke 2008; McNally und Stein 2017).

Das Mammagewebe reagiert auf die unterschiedlichen hormonellen Einfliisse wihrend des
weiblichen Zyklus mit Proliferations- und Apoptoseprozesse der Lippchenepithelien. Lediglich
in der Schwangerschaft und wihrend der Laktationsphase, reift die Brustdriise durch die Prolak-
tinausschittung ginzlich in ihrer Funktion aus. Ohne hormonellen Stimulus kommt es zum
intramammiren histologischen Umbau des laktierenden Epithels zum urspriinglichen Mamma-
epithel bis hin zu einer menopausalen lobuliren Altersatrophie, die mit einer Fibrose und Lip-
omatose der Mamma einhergeht (Bocker et al. 2012; Hassiotou und Geddes 2013; McNally und
Stein 2017). Der Aufbau der minnlichen Brust unterscheidet sich insofern von dem der Frau,
indem die minnliche Mamma nur aus Drisengingen aufgebaut ist, sie jedoch keine Azin: auf-

weist (Doebar et al. 2017). Eine Vergroflerung der minnlichen Mamma wird auch als
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Gynikomastie bezeichnet, welche sowohl benigner als auch maligner Entitit sein kann und
diese hiufig beidseits sowie asymmetrisch vorkommt (Bocker et al. 2012).

Die Kenntnis der lymphatischen Abflusswege der Mamma sind fir das Verstindnis der
lymphogenen Metastasierung des Mammakarzinoms von aullerordentlicher Bedeutung. Die
Mamma ist von einem oberflichlichen und einem tiefen System aus Lymphgefif3en durchzogen,

welche miteinander in Verbindung stehen und der axillire Abfluss am bedeutsamsten ist

(Welsch 2006, Drenckhahn und Waschke 2008).

1.7 Das Mammakarzinom und seine Differentialdiagnosen

Es gibt neben dem Mammakarzinom und seinen Vorlduferlisionen auch diverse gutartige
Verinderungen des Brustdriisengewebes, die alle klinisch einem Mammakarzinom dhneln.
Hierzu zahlen tumordse Lisionen, wie eine duktale Hyperplasie, eine sklerosierende Adenose,
eine radidre Narbe, Milchgangspapillome, Adenome, Adenomyoepitheliome, ein Fibroadenom
sowie entzlindliche Verdnderungen der Mamma, wie eine Mastitis, ein Abszess oder auch ein
Ekzem der Mamille. Weitere Auffilligkeiten der Brustdriise konnen eine Schwellung wihrend
des Menstruationszyklus und des pubertitsbedingten Wachstums, ein Lipom, Himatom, Athe-
rom sowie Brustzyste/n sein. Auch andere maligne Erkrankungen im Bereich der Mamma
koénnen wie ein Mammakarzinom imponieren, wie ein phylloider Tumor, ein Mammasarkom
oder ein Lymphom in der Mamma. Die fibrozystische Mastopathie stellt jedoch die haufigste

gutartige Raumforderung der Mamma dar (Boker et al. 2012; Costa und Zanini 2008).

1.7.1 Histologische Klassifikation des Mammakarzinoms

Bis 2012 unterschied man histologisch nach Ursprungsgewebe, ob eine duktale, vom Milch-
gangsepithel ausgehende oder eine lobulire, eben von den Driisenlippchen ausgehende,
Neoplasie vorliegt. Die WHO (World Health Organisation) unterteilt die invasiven Mammakarzi-
nome seit 2012 in 24 Subtypen, wobei im Jahre 2012 der histologische Typ des invasiv-duktalen
Mammakarzinoms in den Subtyp des invasiven Karzinoms, kein spezieller Typ, kurz NST
(no special tpe), umbenannt wurde. Grinde hierfiir waren, dass diese heterogene Gruppe der
duktalen Karzinome keine eindeutigen und spezifischen Charakteristika beztiglich der Histo-
morphologie zeigten um diese zu einer eigenen Tumorsubentitit zusammenzufassen (Sinn und
Kreipe 2013).

Das Mammakarzinom ist histologisch gesehen in den meisten Fillen ein sogenanntes Adeno-
karzinom, dass eine Neoplasie ausgehend von Driisengewebe, speziell von den Glandulae laktans

(Milchdriisen) selbst oder deren Driisengidngen ist. Es gibt unterschiedliche Formen des
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Adenokarzinoms der Mamma, wobei das invasive lobulirte Mammakarzinom einen Anteil mit
10 bis 20 % aller invasiven Mammakarzinome ausmacht, dem gegeniiber steht das invasive
Mammakarzinom NST, das mit einem Anteil von ca. 60 % aller invasiven Mammakarzinome

zu finden ist (Bocker et al. 2012; Sharma et al. 2010).

1.7.2 Vorlauferlisionen des Mammakarzinoms und Sonderformen

Diverse Untersuchungen belegen, dass sich ein invasives Karzinom der Mamma aus Prikanze-
rosen entwickeln kann, die man anhand ihres Wachstumsmusters in ein duktales Carcinoma in
sitn (DCIS) und in ein lobuldres Carcinoma in situ (1LCIS) unterteilen kann. Die haufigste Lokali-
sation (zu 50 %) der in-situ und auch der invasiven Karzinome der Mamma ist im dulleren
oberen Quadranten der Brust zu verzeichnen. Dort ist das meiste Driisengewebe lokalisiert in-
nerhalb einer Mamma. Im Bereich der Brustwarze tritt das Mammakarzinom inkl. seiner Vor-
stufen zu ca. 20 % auf und zu etwa 10 % weisen die anderen drei Quadranten der Mamma
jeweils eine pathologische Raumforderung auf (Boker et al. 2012).

Es gibt zwei Prikanzerosen im Spektrum der Brustkrebserkrankungen, das duktale bzw. lo-
bulire Carcinoma in situ (CIS) der Mamma. Fir ein Carcinoma in situ gilt per definitionem, dass
diese die Basalmembran des erkrankten Epithels nicht durchbrechen und so stets ein in-
traepitheliales Wachstum aufweisen. Beim CIS der Mamma ist zudem auch die Myoepithel-
schicht komplett intakt und nicht von transformierten Zellen durchsetzt. Eine makroskopische
Unterscheidung der zwei Prikanzerosen ist nicht méglich. Das duktale Carcinoma in situ, kurz
DCIS, zeigt ein heterogenes Bild von Aufbau und unterschiedlichen Malignititsgraden
(Grad 1 = niedrig, Grad 2 = intermediir, Grad 3 = hoch). Auch dieses entwickelt sich aus Vor-
stufen, wie aus der flachen epithelialen Atypie und/oder einer atypischen duktalen Hyperplasie.
Diese Erstpathologien des DCIS gehen vor allem von einer entarteten Driisenzelle in einem
Driisenldppchen aus. So macht das DCIS etwa 5 bis 30 % aller Mammakarzinome aus. Die
mikroskopischen Charakteristika des DCIS sind zum einen, dass es innerhalb des Milchgangs-
gewebes zu einem auffallenden, atypischen papilliren oder siebartig wachsenden Epithel
kommt, die malignen Zellen kohisiv proliferieren und sie sich segmental im Driisengeriist aus-
breiten. Das mammographische Korrelat ist der sogenannte Mikrokalk, ein multifokales Wachs-
tum kann auch sichtbar sein sowie das Vorhandensein von Komedonekrosen mit einer schnel-
len, intraduktalen Zellproliferation sowie einer typischen zentralen Nekrose und der daraus fol-
genden erhohten Entartungstendenz (Bocker et al. 2012; Welsch 2000).

Eine Invasivitit kann innerhalb von ca. zehn Jahren erfolgen. Ein erhohtes Auftreten ist
zwischen dem 45. und 55. Lebensjahr zu verzeichnen. Fine Sonderform des DCIS oder der

invasiven Form ist der Morbus Paget. Er liegt vor, wenn die Tumorzellen innerhalb der Mamille
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auftreten sowie in der umliegenden Haut des Mamillenhofs und sich diese in ihrem Epithel
differenzieren. Ein spezifisches Untersuchungszeichen ist die Einziehung der Mamille nach
innen (positiver Jacksontest) und es kann ein Juckreiz und Brennen der betroffenen Stelle
vorliegen mit entsprechenden blutigen, schuppigen, geréteten Hautauffilligkeiten. Méglich ist
auflerdem eine pathologische Sekretion aus der Mamille (Bocker et al. 2012).

Die lobulire zntraepitheliale Neoplasie, welche als LIN abgekirzt wird und synonym zum
lobuldren Carcinoma in situ (LLCIS) verwendet wird, macht ca. nur 1 % aller Mammakarzinome
aus und hat ihren Haufigkeitsgipfel primenopausal zwischen dem 50. und 60. Lebensjahr bei
dem weiblichen Geschlecht. Die Charakteristika des LCIS sind zudem, dass es sich uber die
Zwischenstufe der atypischen lobuliren Hyperplasie (ALH) entwickelt, die transformierten
Tumorzellen von den Epithelien der Milchdriisenlobuli und -gingen ausgehen, stets ein
Wachstum innerhalb dieser besteht und sie im Gegensatz zum DCIS diskohisiv proliferieren,
was durch eine Storung des Zellverbandes gekennzeichnet ist. In fast allen lobuldren
Mammakarzinomen und deren Vorlduferlisionen liegt eine Inaktivierung des CDH7-Gens vor,
welches auf dem Chr. 16q22 lokalisiert ist und das Zelladhdsionsmolekil E-Cadherin codiert.
Die Inaktivierung kann durch Mechanismen, wie Punktmutationen, Deletion und Hypermethy-
lierung ausgelost werden und fihrt somit zum Verlust der Adhdsionsfihigkeit. Somit ist ein
dissoziiertes Wachstum von malignen Zellen fiir das lobulire Mammakarzinom typischen. Ein
multifokales Auftreten von Tumorzellverbinden in der Mamma ist hdufig und es tritt bis zu 30
bis 40 % bilateral auf. Mikroskopisch ist das LCIS durch die ALH mit monomorphen Tumoz-
zellen sowie hervortretenden Driisenazini gekennzeichnet. Eine Invasivitit kann innerhalb von
25 Jahren auftreten. Es liegt ein zehnfach erhohtes Risiko fur die Entstehung eines invasiven
Mammakarzinoms vor. Eine Mikrokalkbildung bei dem LCIS ist in circa 20 bis 40 % der Fille
zu beobachten, die mittels Mammographie sichtbar wird. So wird das LCIS fast ausschlief3lich
im Rahmen einer Biopsie als Zufallsbefund entdeckt, die in Folge von mammographisch sicht-
baren Mikroverkalkungen oder anderen Auffilligkeiten durchgefithrt wurde (Aulmann 2011;
Bocker et al. 2012).

Die Morphologie des minnlichen Mammakarzinoms stellt sich hdufig makroskopisch als
Gynikomastie dar, die durch die maligne Proliferation der Driisenginge und des umliegenden
fribrésen Strumas bedingt ist. Mikroskopisch wird als maligner Tumor hidufig ein duktales
Mammakarzinom diagnostiziert. Eine pathologische Invasivitit ist in 50 % der Fille zu be-
obachten und zeigt sich frih in Haut-, Thoraxwand- und Pleurabefall sowie in Lymphknoten-
metastasen (Doebar et al. 2017; Ruddy und Winer 2013).

Das inflammatorische Mammakarzinom, auch als Lymphangiosis carcinomatosa bekannt, ist

eine Sonderform eines fortgeschrittenen invasiven Karzinoms, bei dem es zur Ausbreitung der
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malignen Zellen in kutane Lymphbahnen kommt. Wie der Name bereits vermuten lisst, ist die
Folge eine Entziindung der Lymphgefi3e mit typischen Entziindungszeichen und -symptomen.
Dabher wird diese Sonderform des Mammakarzinoms auch als ein T4-Stadium eingruppiert und
weist eine sehr schlechte Prognose auf. Histologisch geht die hier beschriebene Neoplasie oft-
mals von den Duktuli laktans aus. Es gibt jedoch auch Varianten, bei denen es sich um ein
lobulires Karzinom handelt. Differentialdiagnostisch imponiert dieses T4-Karzinom zu Beginn
der Erkrankung hiufig als eine benigne Mastitis (Bocker et al. 2012; Sharma et al. 2010; van
Uden et al. 2015).

1.7.3 Diagnostik bei Symptomen und Verdacht auf ein Mammakarzinom

Um eine Verdachtsdiagnose zu bestitigen wird als Methode der ersten Wahl die Mammographie
beidseits mittels Rontgenstrahlen empfohlen. Die Mammographie dient aber auch als Unter-
suchungsmethode der Wahl zur Friherkennung von pathologischen Raumforderungen in der
Brust sowie als Praventionsinstrument. Sie ist eine rontgenologische Untersuchungsmethode
und kann im kranio-kaudalen, medio-lateralen und medio-lateral-obliquen Strahlengang durch-
gefihrt werden. Zurzeit ist die Mammographie die einzige evidenzbasierte, bildgebende
Methode zur Erkennung von Prikanzerosen der Mamma. Auch fiir Frauen im Alter von 40 bis
49 Jahren konnte eine Reduzierung der Mammakarzinomletalitit gezeigt werden, jedoch nicht
so deutlich wie in der Altersgruppe der 50- bis 69-jiahrigen Patientinnen. Die Anzahl der relativ
falsch-positiven und falsch-negativen Mammographiebefunde ist in diesem Kollektiv hoher,
weshalb die Entscheidung tiber die Durchfiihrung einer Mammographieuntersuchung anhand
des bestehenden individuellen Risikos und der daraus resultieren Nutzen-Risiko-Bilanz erfolgen
sollte, da die sich ergebenen Risiken aus der Strahlenexposition in diesem Alter zu vernachlis-
sigen sind (Nelson et al. 20106; Patterson und Roubidoux 2014; Siu 2016; Wockel et al. 2018b).
Das Ziel des eingefithrten Mammographie-Screening-Programmis ist es, Parenchymentartungen
der Mamma in einem so frihen Stadium zu entdecken, in dem die Raumforderung noch klein,
begrenzt und pramaligne ist sowie die Lymphknoten noch nicht befallen sind. Je frither und je
niedriger das TNM-Stadium ist, desto besser ist die Prognose, sanftere Behandlungsmaoglichkeit
und gréBere Chance auf Heilung besteht bei den Patienten. Um die Mammographie besser
beurteilen zu koénnen hat das American College of Radiology (ACR) die sogenannten ACR- sowie
BI-RADS-(Breast Imaging Reporting and Data System) Kriterien aufgestellt. Diese Mammographie-
befundbeschreibung erfolgt von einem Radiologen, der subjektiv die Dichte und die Beurteil-
barkeit des Mammaparenchyms in der Mammographieaufnahme beschreibt. Diese Kriterien
werden zum ACR-Grad (eins bis vier) zusammengefasst. Der ACR-Grad gibt Aufschluss tber

die Zuverlissigkeit der mammographischen Diagnostik beztiglich kleiner Raumforderungen, die
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in den Kategorien drei und vier moglicherweise nicht detektiert werden kénnen. Je dichter das
Brustdriisengewebe ist, also je hoher der ACR-Grad angegeben wird, desto schlechter beurteil-
bar und desto leichter kénnen pathologische Herde iibersehen werden (Burnside et al. 2009;
Magny et al. 2020). Dies betrifft vorwiegend jungere Frauen, weshalb man in solch einem Fall
ein zweites Diagnostikverfahren, wie eine Biopsie oder/und Sonographie beidseits und der
Axillaregionen oder ein Mamma-MRT mit Kontrastmittel beider Mammae empfiehlt (Wéckel
et al. 2018b).

Ein ACR von eins besagt, dass die Mamma fast vollstindig lipomatds aufgebaut, somit gut
durchsichtig und beurteilbar ist sowie weniger als 25 % Parenchym aufweist. Bei einem ACR
von zwei besteht die Mamma aus 25 bis 50 % fibroglandulirem Driisengewebe, das fleckférmig
verteilt und maf3ig durchsichtig ist. Dabei kénnen Lasionen kleiner einem cm tibersehen werden.
Ein ACR von drei besteht aus 50 bis 75 % Mammaparenchym, das inhomogen und heterogen
dicht ist. Hierbei kann die Sensitivitit der Mammographie erniedrigt sein und ein bis zwei cm
groB3e Lidsionen kénnen tbersehen werden. Eine ACR-Kategorie von vier besagt, dass die
Mamma extrem dicht ist und aus mehr als 75 % aus drisigem Gewebe besteht, wobei die Sen-
sitivitit der Mammographie erniedrigt ist und Lisionen grofler als zwei cm unerkannt bleiben
konnen (Magny et al. 2020). Das BI-RADS, welches weltweit verwendet wird, ermdglicht die
standardisierte mammographischen Befunderhebung fiir Radiologen, um objektive und einheit-
liche Befundungen von Mammographien zu erheben. Diese beinhalten folgende Beurteilungen
der Herdbefunde, wie Verkalkungen, Architekturstérungen und spezielle Auffilligkeiten. Die
Beurteilung der Mammographie erfolgt in sieben BI-RADS-Kategorien. Ein BI-RADS von null
besagt, dass keine Beurteilung des Mammographiebefundes méglich und weitere bildgebende
Diagnostik erforderlich ist. Die BI-RADS-Kategorien 1 und 2 beschreiben einen unauffilligen,
normalen und gutartigen Befund. Bei einem BI-RADS-3-Befund wird bei einer vermutlich gut-
artigen Mammographieaufnahme eine Kontrolle nach sechs Monaten empfohlen. Bei einer
Mammographieaufnahme der Kategorie BI-RADS 4, die noch in drei Untergruppen a, b, c
unterteilt wird, spricht man von einer verdichtigen und suspekten Auffalligkeit, die einer histo-
logischen Abklirung mittels einer Biopsie bedarf. Ein BI- RADS-5-Befund spricht fir einen
hochgradigen Karzinomverdacht, der eine histologische Sicherung notwendig macht. Die
Kategorie BI-RADS 6 beschreibt ein histologisch gesichertes Karzinom. Fiir alle Mammogra-
phiebefunde, die als BI-RADS 4 (a, b, ¢) oder 5 kategorisiert werden, soll eine histologische
Abklirung durch eine Vakuumbiopsie oder einer Stanzbiopsie erfolgen. Auch bei unstimmigen
klinischen Bild und bildgebenden Befund oder bei bestehendem Risikoprofil eines Patienten,
sollten BI-RADS-3-Befunde ggf. biopsiert werden (Burnside et al. 2009; Magny et al. 2020). Zur

Auswertung und Befundung von Mammographieuntersuchungen koénnen Radiologen ein
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sogenanntes CAD-Systeme (computer-assisted detection) unterstitzend verwenden. Der Normalfall
sieht jedoch eine Doppelbefundung durch zwei Arzte vor und bei Auffilligkeiten oder nicht
Ubereinstimmenden Beurteilungen kann eine dritte Meinung eines ausgewiesenen Radiologen

zusitzlich eingeholt werden (Taylor und Potts 2008).

1.7.4 Biopsie der Mamma

Die Biopsie ist ein diagnostisches Verfahren zur Gewebeprobeentnahme, die dazu dient, eine
fragliche Gewebeansammlung histologisch und zytologisch von einem Pathologen begutachten
zu lassen. Die Indikation einer Biopsie ist somit eine positive Mammographieuntersuchung mit
einer radiologischen Beurteilung BI-RADS 0, 3, 4 und/oder 5 gegeben. Die entnommenen
Zellen und Gewebeproben werden anhand sogenannter Grading-Kriterien beurteilt, wie der
Zell- und Kernmorphologie, Mitosen und -figuren sowie die Abweichung von einer regelhaften
Zellpolaritit und Gewebearchitektur (Sawaki et al. 2018). Von diesem mikroskopischen Befund
hingen die weiteren Vorgehensweisen und die folgende medizinische Intervention ab. Es exis-
tieren mehrere Biopsieverfahren, die sich bei einer pathologischen Mammographie anschlieflen
konnen bzw. sollten. Die beste geeignete Biopsiemethode fiir einen Patienten hingt von
diversen Faktoren ab, wie die Grof3e der Mamma, der vermuteten fraglichen Raumforderung,
die Lage, das Aussehen sowie die Beschaffenheit von dem angenommenen verdichtigen Ge-
webe. Die histologische Diagnostik auffilliger Areale in der Mamma kann mittels einer Stanz-
biopsie, Vakuumbiopsie oder durch eine offene Exzisionsbiopsie erfolgen. Die genannten
Biopsiearten haben alle gemeinsam, dass sie mithilfe einer Hohlnadel erfolgen und so Gewebe
und einzelne Zellen entnommen werden konnen. Die minimalinvasiven Biopsien kénnen
ambulant sowie unter Lokalanidsthesie durchgefiihrt werden und dauern oftmals nicht linger als
45 Minuten. Man unterscheidet generell folgende populire endoskopische Verfahren
voneinander, wie die Feinnadelpunktion, Vakuum-Kernnadel- und Hochgeschwindigkeits-
Stanzbiopsie (Dahabreh et al. 2014; Wang und Ji 2018). Die Feinnadelaspirationsbiopsie, welche
keine Standardmethode darstellt, ist ein perkutanes Verfahren, das mit einer Punktionskaniile,
die eine diinne Hohlnadel beinhaltet, durchgeftihrt wird. Ihr Anwendungsgebiet bezieht sich bei
der Mamma auf tumorverdichtige Lisionen. Dabei werden diese mehrfach ficherférmig durch-
stochen und mit leichtem Unterdruck kénnen die suspekten Zellen bzw. Zellverbinde in die
Punktionsnadel aspiriert und so gewonnen werden. Dieses Verfahren kann wahrend der Durch-
fihrung durch eine manuelle Tastuntersuchung kontrolliert erfolgen und zusitzlich unter der
Zuhilfenahme einer Ultraschall-, CT- und MRT-Untersuchung sowie mammographisch gesteu-

ert gesichert und erleichtert werden (Berner et al. 2011; Bocker et al. 2012).


https://de.wikipedia.org/wiki/Computerassistierte_Detektion
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Liegt der Fall vor, dass einzelne Zellen und kleine Zellkonglomerate fiir die Diagnose der frag-
lichen Raumforderung nicht ausreichen und man zusitzlich Informationen tber den Aufbau
des Zellverbandes im verianderten Gewebe benétigt, sollte eine Stanzbiopsie durchgefithrt wer-
den. Hierbei werden Hohlnadeln mit einem gréfleren Durchmesser verwendet, durch einen
Hautschnitt wird diese bis zum verdichtigen Herd vorgeschoben, um einen Zylinder und
zusammenhingende Zellverbinde aus der suspekten Lision zu stanzen. Auch bei dieser Me-
thode nehmen Arzte die bildgebenden Verfahren zur Hilfe (Tse und Tan 2010). Die Vakuum-
Stanzbiopsie ist die Methode der Wahl der aktuellen S3-Mamma-Karzinom-Leitlinie und eine
Kombination aus einer Kernnadel-Biopsie mit einer Vakuum-Technik, wodurch es moglich ist,
mehrere histologische Proben, zwischen 15 bis 36, durch eine kutane Eintrittspforte zu gewin-
nen. Dieses Verfahren erfolgt generell CT-gesteuert, was eine sehr exakte Entnahme von Zellen
der suspekten Herdlision ermdglicht. Sie wird besonders bei mammographischen Verdacht
eines DCIS mit Mikrokalkansammlung empfohlen (Dahabreh et al. 2014; Esen et al. 2010).
Bei der Hochgeschwindigkeitsstanzbiopsie werden tiblicherweise sechs bis zehn Gewebeproben
entnommen, so wie bei der Vakuum-Stanzbiopsie beschrieben. Diese Entnahme erfolgt, wie
der Name schon sagt, indem die Stanzbiopsienadel mit einer hohen Geschwindigkeit mithilfe
von automatisierten Systemen in das fragliche Areal eingestochen wird. Selten kénnen Kompli-
kationen bei den Biopsieverfahren auftreten in Form von Blutungen, Infektionen und Wund-
heilungsstorungen. Kleine Narben kénnen und bleiben jedoch durch die endoskopische Hohl-
nadeleinfithrung zuriick. In vereinzelten, besonderen Fillen reicht eine Stanzbiopsieprobe nicht
fir eine sichere morphologische Beurteilung aus, so dass eine offene Biopsie erfolgen muss
(Wang et al. 2010).

Die primire Exzisionsbiopsie, die eine komplette Resektion der Gewebeverinderung meint,
wird nur in Ausnahmefillen durchgefihrt, wenn das bildgesteuerte Standardverfahren der Wahl
nicht méglich oder zu risikobehaftet ist. Die verdichtigen Gewebeneoplasien kénnen bei dieser
chirurgischen Diagnostikform in toto enthommen werden und ihre Nachbarschaftsbeziehun-
gen zu dem umliegenden Binde- sowie Nervengewebe, Muskeln als auch zu den Blut- und
Lymphgefi3en kann beurteilt werden. Bei einer Inzisionsbiopsie erfolgt nur eine Teilresektion
der suspekten Gewebeverinderung. Ziele der Untersuchung der Biopsieproben sind der
Erkenntnisgewinn iiber die eindeutige histologische Beurteilung der verdichtigen Lision und
der damit verbundenen Begutachtung, ob es sich um einen benignen oder maligen Tumor, einen
entziindlichen Lokalisationsherd oder ein immunologisches Geschehen handelt. Die
Ausdehnung bzw. die Infiltration der auffilligen Raumforderung ins umliegende Gewebe ist

ebenfalls von sehr groem Interesse hinsichtlich des Stagings des Mammakarzinoms und der
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daraus resultierenden Prognose sowie der Behandlungsstrategie (Dahabreh et al. 2014; Park und

Hong 2014; Wockel et al. 2018b).

1.7.5 TNM-System, Grading, Staging und die Metastasierung des Mammakarzinoms
1.7.5.1 TNM-System

Mithilfe des TNM-Systems klassifizieren Pathologen maligne Tumore nach einem international
einheitlichen System, wobei die Abkiirzungen fir T wie Tumor, N wie Node (Lymphknoten)
und M wie metastatis (Metastasen) stehen. Die UICC (Unzon internationale contre le cancer) ist ein
internationaler Ausschuss zur Untersuchung, Privention und Behandlung von Karzinomen,
welcher 1933 gegriindet wurde und seit tber 50 Jahren die TNM-Klassifikation fiir alle Krebs-
erkrankungen erstellt, regelmifBig tiberarbeitet und auf den neuesten Stand der Wissenschaft
bringt. Das AJCC (American Joint Committee on Cancer) wurde 1959 gegriindet um Klassifizierungs-
systeme, Stagingvorgaben und Endergebnisberichterstattungen fiir maligne Erkrankungen zu
verfassen und zu verdffentlichen. Diese werden von der Arzteschaft genutzt, um die
wirksamsten Behandlungsstrategien anzuwenden, sind hilfreich zur Bestimmung der Prognose
und dienen der laufenden Bewertung der Malignombekimpfungsmal3nahmen. Die von der
UICC und AJCC aufgestellte TNM-Stadieneinteilung ist der international anerkannte Standard
fir die Tumoreinstufung und macht es méglich, dass ein Austausch auf nationaler sowie inter-
nationaler Ebene erfolgen kann und etleichtert dadurch den Informationsfluss zwischen
Behandlungszentren. Vorteile dieser Regelung sind aulerdem, dass die behandelnden Arzte
dem Patienten eine individuell angepasste Therapicempfehlung aus Leitlinien leichter zukom-
men lassen konnen, wenn klar definiert ist, wie weit fortgeschritten die Erkrankung ist. So ist
das TNM-System Entscheidungsgrundlage fiir das Behandlungsmanagement und gibt Hinweise
auf die individuelle Prognose fur einen Patienten (Giuliano et al. 2017; Sawaki et al. 2018;
Wockel et al. 2018b).

Die TNM-Klassifikation des Mammakarzinoms beinhaltet das T-Stadium (Tis, T1-T4) und be-
schreibt die GroBie sowie Ausbreitung des Primédrtumors. Das Nodalstatus (NO-N3) gibt an, ob
umliegende Lymphknoten ebenfalls von Tumorzellen infiltriert sind. In diesem Fall spricht man

von Lymphknoten-Metastasen.
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Tabelle 1: TNM-Klassifikation und Tumorstadien des Mammakarzinoms

N2 (4-9 LK in der Axilla)

‘N3 (> 10 LK in der Axilla und/oder Befall intra- oder supraklavikulirer 1K)
SM1 (Metastasen auf3erhalb der Brust und der benachbarten LK-Region)
T4 (Infiltration der Brustwand und/oder der Haut und/oder ipsilaterale

Satellitenmetastasen und/oder inflammatorisches Mammakarzinom)

Stadium Primirtumor Lymphknotenstatus |Fernmetastasen
0 *Tis 'NO MO
**T1mic N0 MO
T1a (1-5 mm) N0 MO
T1b (6-10 mm) N0 MO
I T1c (11-20 mm) N0 MO
TO0, **T1mic, T1 N1 MO
ITA T2 (21-50 mm) N0 MO
T2 N1 MO
IIB T3 (> 51 mm) N0 MO
TO, *¥T1mic, T1, T2 [’N2 MO
ITTIA T3 N1 MO
ITIIB T4 'N0-2 MO
ITIC alle T ‘N3 MO
IV alle T alle N *M1
INO (Keine)

2N1 (1-3 LK in der Axilla und/oder der ipsilateralen Mammaria-Interna-Region)

*Tis: in-situ Karzinom; **T1mic: Mikroinvasion 0,1 cm oder weniger im gré3ten Durchmesser

Tabelle 1 wurde modifiziert nach Wockel et al. (2018b) und Piferos et al. (2019).

MO-M1 steht dabei fiir das Nicht- bzw. das Vorhandensein von malignen Tumorzellen in ande-

ren Organen bzw. Kérperabschnitten. Diese werden als Fernmetastasen bezeichnet. Die Ziffern

beim T- Stadium stehen dabei mit hoher werdender Zahl fiir eine Gro3enzunahme des Tumors
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(in cm), wobei die Zahl Null beim N- und M-Stadium fiir das Nichtvorhandensein von Lymph-
knoten- oder Fernmetastasen steht. N1, N2 und N3 stehen fiir den Nachweis von Tumotrzellen

in immer mehr oder immer weiter vom Primirtumor entfernten regioniren Lymphknoten

(Giuliano et al. 2017; Pifieros et al. 2019; Sawaki et al. 2018).

1.7.5.2 Grading

Pathologen erheben anhand einer histologischen Tumorprobe den Differenzierungsgrad
(Grading) des Tumors, indem bestimmt wird, wie grof3 die Abweichung bzw. Entdifferenzie-
rung der Tumorzellen vom gesunden Ursprungsgewebe ist, was gleichzeitig auch Riickschlisse
auf die Aggressivitit des Tumors zuldsst. Die allgemeine Klassifikation des Gradings von
Karzinomzellen umfasst die Einteilung in Grad 1 bis Grad 4 sowie den Grad 9/X, der fiir
Tumorzellen verwendet, deren Grad der Differenzierung nicht beurteilt werden kann. Maligne
Zellen, die gut differenziert sind und eine hohe Ubereinstimmung mit dem Ursprungsgewebe
aufweisen werden als Grad 1 (G1, /ow grade) eingestuft. Grad 2 (G2, intermediat) - Tumorzellen
sind méBig differenziert, weisen maligne Zellen eine schlechte Differenzierung auf, spricht man
von Grad 3 (G3, high grade) - Karzinomzellen, maligne und bei Grad 4 (G4) - Tumorzellen sind
diese undifferenziert bzw. anaplastisch und kénnen keinem Ursprungsgewebe mehr zugeordnet
werden. Ist dies der Fall, macht man sich immunhistochemische Untersuchungen zu Nutze.
Das Grading aller invasiven Mammakarzinome erfolgt nach dem sogenannten Nottingham-
System, auch bekannt als Bloom-Richardson-Elston-Klassifizierungsschema (BRE-Score). Die
drei Kriterien des BRE-Score des Mammakarzinoms umfassen das Ausmall der
Tubulusbildung, welche als prozentualer Anteil innerhalb des Tumorgewebes angegeben wird
(> 75 % 1 Punkt; 10 % bis 75 % 2 Punkte; < 10 % 3 Punkte). Des Weiteren werden vom
Pathologen die Kernpolymorphien, wie Kerngrofle, -form und Vielgestaltigkeit, befundet
(gering ein Punkt, miBlig zwei Punkte, stark drei Punkte). Aullerdem wird die mitotische
Aktivitit, also das Vorhandensein von teilungsfihigen Tumorzellen mikroskopisch analysiert,
was als Mal3 fur das Tumorwachstum verwendet wird ((Sehfeldzahl (SFZ) 25: mitotische Zellen
null bis zehn 1 Punkt; elf bis 20 2 Punkte; > 20 3 Punkte)). Jedes dieser Kriterien wird mit einer
Punktzahl von eins bis drei bewertet, wobei eine Punktzahl von eins bedeutet, dass die Zellen
und das Tumorgewebe dem gesunden Epithel und Epithelzellen nahezu gleichen, wohingegen
eine Punktzahl von drei beschreibt, dass die Tumorzellen sich stark vom gesunden Mammage-
webe unterscheiden. Die Gesamtpunktzahl addiert sich dann aus den Einzelpunkten der drei
Kategorien, wobei sich diese dann auf eine Punktzahl von drei bis neun belduft. Die Bewertung
der Gesamtpunktzahl und des BRE-Scores mit einem Punktescore von drei bis fiinf entspricht

dann einem G1-Tumor, ein Score von sechs bis sieben einem G2-Tumot und einem Scotre von
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acht bis neun wird als G3-Tumor klassifiziert. Mammakarzinome mit G1- oder G2-Tumorzel-
len neigen im Gegensatz zu malignen Tumoren mit einem hoéheren Differenzierungsgrad zu
einem langsameren und weniger invasiven Wachstum mit einer guten Prognose. Daher kénnen
niedriggradigere Karzinome weniger aggressiv behandelt werden und weisen eine bessere
Uberlebensrate auf. Hochgradigere Tumore mit einer miRBigen oder schlechten Prognose recht-
fertigen eine aggressive Behandlung (Bloom und Richardson 1957; Christgen et al. 2016;
Giuliano et al. 2017; Rakha et al. 2010).

1.7.5.3 Molekulare Subtypen

Die molekulare Subtypencinteilung des Mammakarzinoms beeinflusst die Therapiestrategie,
besonders wenn ein adjuvantes Therapieregime erwigt wird. Da die Subtypen anhand ihres
Genexpressionsmusters unterschieden wurden und diese Analysen einen hohen Kosten- sowie
Zeitaufwand darstellen, fokussiert man sich seit der Konsensuskonferenz zur Therapieempfeh-
lung des Mammakarzinoms in St. Gallen (2011) auf die Surrogatparameter
(Goldhirsch et al. 2011). Die Surrogatparameter, die immunhistochemisch analysiert werden,
sind beim Mammakarzinom die schon geschriebenen Ostrogen- (ER), Progesteron (PR)- und
Her2/ nen-Rezeptoren. Ebenfalls werden das histologische Grading sowie die Bestimmung der
Expressionsrate des Proliferationsmarkers Ki-67 (Kiel, 67. Antikorperklon) zur Subtypisierung
hinzugezogen. Das nukleire Protein Ki-67 lasst Riickschliisse auf die Wachstumsgeschwindig-
keit der Tumorzellen zu (Scholzen und Gerdes 2000). Diese Zusammenschau der einzelnen
Parameter ist ausschlaggebend und prognosebeeinflussend fiir die Therapie des Mammakarzi-
noms in der adjuvanten sowie palliativen Gesamtsituation des Patienten (Goldhirsch et al. 2011;

Dowsett et al. 2011).
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Tabelle 2: Molekulare Subtypen des Mammakarzinoms

Molekularer Subtyp Subgruppe Definition Anmerkungen
e ER und PgR positiv
Her2 ti
Luminal A ° emnesatv "luminal A-like"
e Ki-67 niedrig
e ER positivund
eines der folgenden
Kriterien: "luminal A-/ike"
Her2negativ
e PgR negativ Her2negativ
¢ Ki-67 hoch
Luminal B
e ER positiv
e  HerZiberexprimiert
d lifiziert "luminal A-Zike"
Her2positiv oder ampriiziet .
e Ki-67 niedrig oder | HHerZpositiv
hoch
e Her2iiberexprimen-
tiert oder
amplifiziert
Her2 enriched
e ERundPgR
negativ
weitgehende
e ERundPgR .. i
Uberlappung mit
. negativ .
Basal like dem triple-
e  HerZnegativ .
negativen
Karzinom
ER = Ostrogenrezeptor
PgR = Progesteronrezeptor
Ki-67 = Proliferationsmarker
Her2 = Human Epidermal Growth Factor Receptor 2

Tabelle 3 zeigt die molekularen Subtypen des Mammakarzinoms, welche modifiziert nach Goldhirsch et al. (2011)

wutde.
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1.7.5.4 Staging

Eine zielgerichtete Suche nach Metastasen und Fernmetastasen ist nach der Diagnose eines
Mammakarzinoms bei einem Tumorstadium groB3er gleich 1T a (= pT2 > pN0) dringend emp-
fohlen, da die Metastasierung frih im Erkrankungsverlauf stattfindet und fast alle Korperregi-
onen betreffen kann. So erfolgt sie in der Regel primir lymphogen, vor allem in die ipsilateralen
Lymphknoten der Axilla sowie hamatogen. Besonders in Knochen, Lunge, Leber und dem zent-
ralen Nervensystem sind Fernmetastasen zu finden. Daher ist das Wissen des anatomischen
Aufbaus der Mamma und der Verlauf der Gefille von entscheidender Bedeutung, um das
Metastasierungsverhalten des Mammakarzinoms zu verstehen. Die Ausbreitungsdiagnostik
beim Mammakarzinom beinhaltet bei dem Verdacht auf Skelettmetastasen die Durchfihrung
einer Skelettszintigraphie oder alternativ kann auch eine MRT- bzw. CT-Untersuchung erfolgen.
Bei Indizien auf Lebermetastasen sollte eine Sonographie bzw. eine Computertomographie des
Abdomens durchgefithrt werden. Liegt ein klinischer Verdacht auf Lungenmetastasen vor, ist
die Untersuchung der ersten Wahl eine CT-Aufnahme des Thorax. Bei klinischen Anzeichen
von Metastasen im ZNS ist die bildgebende Darstellung mittels MRT bzw. CT indiziert
(Gtuliano et al. 2017; Wockel et al. 2018b).

Mit Hilfe des TNM-Systems, Gradings und Stagings kann die bestmogliche Therapie fir den

Patienten festgelegt werden.
1.7.5.5 Privention des Mammakarzinoms und Vorsorgeuntersuchungen

Bei der Pravention und Vorsorge- sowie Nachsorge steht die kérperliche Untersuchung durch
einen Arzt mit Inspektion und Palpation der beiden Mammae als erstes an. Diese ist Bestandteil
der gesetzlichen Fritherkennung von Mammakarzinomen fiir Frauen ab dem 30. Lebensjahr.
Wird eine Raumforderung palpatorisch gefunden, handelt es sich haufig um ein Mammakarzi-
nom, dessen TNM-Stadium T2 oder héher ist. Es schlie3t sich ein bildgebendes Verfahren und
gof. eine Biopsie an. Die Palpation des Lymphabflusses der Mammae und der entsprechenden
axilliren, supra- und infraklavikuliren Lymphknoten beidseits ist ebenso wichtig. Sie ist indiziert
bei einem Verdacht auf ein tumordses Geschehen und wird auch stets im Rahmen des zur
Verfigung stehenden Priventionsprogramms angeboten. Da bei der Diagnose durch eine Tast-
untersuchung hiufig erst héhere Tumorstadien (T2 oder hoher) entdeckt werden, wurde im
Jahr 2005 in Deutschland das zweijdhrliche Mammographie-screening fir Frauen zwischen 50
und 69 Jahren eingefiihrt, dessen Kosten durch die gesetzlichen Krankenversicherungen iiber-
nommen werden. Die Frauen im besagten Alter erhalten hierzu eine schriftliche Finladung in

eine der 94 Mammographie-Screening-Einrichtungen mit Hilfe der Einwohnermeldeamtsdaten
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in Deutschland (Giuliano et al. 2017; Malek und Kaab-Sanyal 2016; Wockel et al. 2018a; Wéckel
et al. 2018b).

1.7.5.6 Therapie des Mammakarzinoms

Das therapeutische Vorgehen hingt vom Tumorstadium (lokal begrenzt, lokal fortgeschritten
oder fernmetastasiertes Mammakarzinom) und der kurativen oder palliativen Gesamtsituation
ab. Von entscheidender Bedeutung ist vor allem das Karzinomstadium sowie die
Karzinomentitat inklusive aller relevanten Zusatzbefunde, wie dem histo-pathologischen
Befund mit der Proliferationsrate der Tumorzellen (Ki-67-Index/-Matker), dem
Hormontezeptorstatus, det Her2/nen-Expression sowie dem individuellen Risikoprofil des
Patienten (Wockel et al. 2018b). Die Diagnostik sowie die Therapieentscheidung tiber das
jeweilige Mammakarzinom werden zumeist in zertifizierten Brustkrebszentren durchgefithrt
und die exakte therapeutische Strategie jedes Patienten wird individuell in einer
Tumorkonferenz, auch Tumorboard genannt, beschlossen. Diese Tumorkonferenz ist eine
interdisziplinire Fallbesprechung aus behandelnden Arzten, wie Onkologen, Radiologen,
Pathologen, Chirurgen und Strahlentherapeuten. Die unterschiedlichen Therapiemal3nahmen
des Mammakarzinoms umfassen die Behandlungsmoglichkeiten, wie der operativen Entfernung
der pathologischen Raumforderung als brusterhaltende Tumorresektion (BET) oder als
komplette Mastektomie, die mit oder ohne Rekonstruktion durchgefiihrt werden kann. Bei
invasiv. wachsenden Mammakarzinomformen und einer erfolgten BET ist es zwingend
notwendig eine adjuvante lokale Radiatio anzuschlieBen um das Lokalrezidivrisiko zu senken
(Sedlmayer et al. 2013).

Ein operatives Verfahren ggf. mit oder ohne Ausrdumung des befallenen Lymphabflussgebietes
muss erwogen werden sowie der darauffolgenden eventuellen Bestrahlung dieses nach
operativer Lymphonodektomie (Wockel et al. 2018b).

Die Axilladissektion, die Entfernung von mind. zehn Lymphknoten aus der Achselhdhle, wird
nicht mehr generell bei allen invasiven Mammakarzinomen empfohlen und durchgefihrt
(Wockel et al. 2018a).

Zudem stehen unterschiedlichste systemische Chemotherapieoptionen zur Verfiigung, die
primir neoadjuvant oder adjuvant sowie in kurativer als auch palliativer Intention Anwendung
finden. Die lokale Radiatio und endokrine sowie immunsystemstimulierende Therapieverfahren
stellen ebenfalls Therapieansitze dar und werden auch oft in Kombination angewandt

(Wockel et al. 2018a; Wockel et al. 2018b).
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1.7.6 Ziele der Arbeit

In Anbetracht dessen, dass neben eines umassenden Stagings auch die histopathologische
Bestimmung des molekularen Subtyps sowie von Surrogatparametern fiir eine geeignete und
individuell abgestimmte Mammakarzinomtherapie von entscheidender Bedeutungs sind, kann
die Ermittlung von vorhandener, zirkulierender, hypermethylierter Tumor-DNA in EDTA-
Plasma  bei Mammakarzinompatienten ein  mdgliches  hilfreiches  erginzendes
Untersuchungsverfahren fir die Friherkennung, die Feststellung eines Therapieerfolgs oder die
Diagnosestellung eines Mammakarzinomrezidivs sein. Aus der Literaturrecherche ergaben sich
folgende Forschungsfragen, die experimentell bearbeitet wurden. Zum Einen, ob
hypermethylierte Gensequenzen in den Promotor-Regionen von APC, ESR1, DKK3, HOX B4,
MAIL, RAR2, RASSF1A und SOX77 im Plasma von Patientinnen/Patienten mit
Mammakarzinom unterschiedlicher Tumorstadien und ausgewihlten Mammakarzinom-
Zelllinien nachweisbar sind und des Weiteren, ob Alkohol- bzw. Nikotinkonsum, die ethnische
Herkunft und/oder das Alter Auswirkungen auf den Methylierungsstatus der genannten

Promotor-Regionen haben.
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2 Material und Methoden

2.1  Studiendesign und Patientenauswahl

Fir diese Dissertation wurde eine Ein-Schritt Real-Time PCR als Methode zum Nachweis
Mammakarzinom-assoziierter, hypermethylierter Promotor-Regionen etabliert. Nach Ab-
schluss der Methodenentwicklung wurde die Methylierung der Gene APC, ESR7, DKK3,
HOXB4, MAL, RARL2, RASSF1.A und SOXT77 an isolierter DNA aus EDTA-Blut-Proben
von 40 Kontrollpersonen, die sich aus 23 weiblichen und 17 mannlichen freiwilligen Blutspen-
dern zusammensetzten, und 28 Patienten mit Mammakarzinom (27 weibliche und ein minnli-
cher) analysiert. Die Blutspenderprobanden gaben hierzu schriftlich ihr Einverstindnis, dass
wihrend ihrer freiwilligen Blutspende in der transfusionsmedizinischen Abteilung zusitzliche
Monovetten Blut zu wissenschaftlichen Zwecken abgenommen werden diirfen. Fir die Studie
wurde von der Ethikkommission Gottingen ein positives Votum erteilt (Antragsnummer
21/12/14). EDTA-Plasmaproben von Patienten mit Mammakarzinom wurden von einer Bio-
bank (Conversant Biologics, Huntsville, USA) erworben. Es erfolgte die methylierungsspezifi-
sche Analyse bereits extrahierter DNA aus Zellkulturen von drei Mammakarzinom-Zelllinien
MDA-MB-231, MCF7 und T47D, die mir freundlicher Weise von der Klinik fiir Gynikologie

und Geburtshilfe der Universititsmedizin Gottingen zur Verfigung gestellt wurden.

2.2 Materialverarbeitung

Direkt nach der Blutentnahme bei den Blutspendern erfolgte die Zentrifugation (Hettich Zent-
rifuge, Rotixa 120 R) der Blutproben fiir 10 Minuten bei 2200 7pz, bei 1350 g ohne Bremse.
Aus jeder Blutprobe konnte circa 4 ml EDTA-Plasma gewonnen werden, welches zu 1,5 ml
Aliquots bis zur DNA-Isolation bei -20°C gelagert wurde. Informationen beziiglich des Alters
und Geschlechts wurden neben einer anonymisierten Probandennummer dokumentiert. Die
Patientenproben, gefrorenes EDTA-Plasma, wurden vor einer systemischen Therapie sowie vor
einer operativen Tumorentfernung abgenommen und in Aliquots zu je 500 pl bei -40°C gelagert.
Metadaten iber Geschlecht, Alter, Ethnologie, Raucher- und Alkoholgenuss sowie iiber das
Tumorstadium beztglich der Mammakarzinompatienten wurden ebenfalls von der Biobank
mitgeteilt. Das Patientenkollektiv wurde so zusammengestellt, dass alle Tumorstadien unter-

sucht werden konnten.
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2.3 Oligonukleotide

Fir diese wissenschaftliche Arbeit zur Detektion tumorassoziierter Hypermethylierungen
unter Verwendung einer Real-Time-PCR wurden nach einer Literaturrecherche die epigeneti-
schen Tumormarker APC, ESR7, DKK3, HOXB4, MAIL, RARS2, RASSF1.A4 und SOXT77
fir die experimentelle Analyse ausgewihlt. Mithilfe der Gen-Datenbank Ensembl (Project
of EMBL-European Bioinformatics Institute and Wellcome Trust Sanger Institute,
Cambridge, UK) konnten die einzelnen Gen-Sequenzen der oben genannten Gene entnom-
men und so die CG-reichen Promotor-Regionen der einzelnen Gene visuell dargestellt wer-
den. Auf diese Weise wurden die hypermethylierten Promotorregionen, die in der Literatur
mit einem Mammakarzinom assoziiert wurden, als Grundlage fir das eigene Primerdesign
identifiziert. Die Arbeit von Radpour et al. (2011) diente als Quelle zur Erstellung der Primer
fir das APC-Gen sowie Chimonidou et al. (2013) fir SOX77. Fir das ESR7-Gen wurden
die Schriften von Matuschek et al. (2010) sowie und Martinez-Galan et al. (2014) zur Primer-
erstellung genutzt. Die Untersuchung von Kloten et al. (2013) war die Grundlage fur das
DKK3-Primerdesign und fir RARS2 Rykova et al. (2008). Die Forward- und Reverseprimer des
HOXB4-Gens wurden basierend auf der Untersuchung von Fackler et al. (2014) konzipiert
sowie von MAL nach Guerrero-Preston et al. (2014) und Agostini et al. (2012). Die Erstel-
lung eigener Primer- sowie fluoreszenzmakierter Sondensequenzen erfolgte, indem das Pro-
gramm OLIGO Primer Analysis Software 6.7.1 (Molecular Biology Insights, Inc., Cascade,
USA) angewendet wurde. Eine Vorbehandlung der DNA mit Sodium-Bisulfit erfolgte nicht,
was in der hier vorliegenden Arbeit zur Einfithrung des Begriffs der Ein-Schritt-Rea/-Tinme-
PCR fuhrte. Die Herstellung unmodifizierter Primer (Oligonukleotide) erfolgte durch die
Firma Purimex (Grebenstein, Deutschland). Fluoreszierende Sonden wurden von Life Tech-
nologies (Life Technologies GmbH, Darmstadt) synthetisiert (vgl. Tabelle 3). Die Primer
und Sonden wurden in Aligouts zu je 20 pl nach Zugabe von 1 mM TRIS-HCL (Bestell-Nr.:
AM9855G, Ambion® Life Technologies Corporation, Catlsbad, USA) und in Amplifikati-
onsprimer-Konzentrationen von 50 pmol/ul und fur die Sonden mit einer Konzentration
von 20 pmol/ul bei -20°C aufbewahrt. Damit es zu einer Hydrolyse der Sonde durch die 5'-
3'-Exonuklease-Aktivitit der Tag-Polymerase kommen kann, muss die Sonde zuvor stabil an

die Zielsequenz hybridisiert haben.
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Tabelle 3: Primer und Sondensequenzen der Promotorregionen sowie der internen Referenzgene

Gene

Forward-Primersequenz (5°-3")

Reverse-Primersequenz (3°-5)

Sondensequenz

APC TTACTATGCGTGTCAACTGCCA GCCTGCCTAGCCCTAGCC FAM *-CAGTCCCCAGCAAGCAAGGAA-MGB **
DKK3 TTGCGGGCTCCCTCGG GGGCTGCGGGTGCAGAT FAM-ACCGGCGCTGCCGCACC-MGB

ESRI1 TGCGGGGACACGGTCTG GCTCGTTCCCTTGGATCTGA FAM-ACCCTCCACACCAAAGCATCTG-MGB
HOXB4 | CACTCGCCCGGGTACTACG AGCGCTGCACGGTGCAC FAM-CTTCCAGCCGGAGGCGG-MGB

MAL CGAAGAGGTTCAGGGCGG CCGGGGCAGAAGAGGGA FAM-TCGGGCCGGGTCTCCC-MGB

RARBG2 TGAGGACTGGGATGCCGAG AAAAGCCTTCCGAATGCGT FAM-ATCCGAGCAGGGTTTGTCTGG-MGB
RASSFIA |AGCCTGAGCTCATTGAGCTG GACCAGCTGCCGTGTGG FAM-CCAACGCGCTGCGCAT-MGB

SOX17 GITGTCACTAGGCCGGCTGG TGAGATGCCCCGAGGGC FAM-CGACAGGCCAGAACACGGG-MGB
B-Actin GCGCCGTTCCGAAAGTT CGGCGGATCGGCAAA NED ###%. ACCGCCGAGACCGCGTC-BHQ ****

B-Globin

GTGCACCTGACTCCTGAGGAGA

CCTTGATACCAACCTGCCCAG

VIC*¥##%*% AGGTGAACGTGGATGAAGTTGGT-BHQ

*FAM = 6-Carboxy-Fluorescein, **MGB = Minor Groove Binder, ***NED = gelber Fluoreszenzfarbstoff, ****BHQ = Black Hole Quencher, *****N1C = 2"-Chloro-7 -phenyl-1,4-dichloro-

G-carboxyflnorescein

Die Tabelle 3 zeigt die Primer und Sondensequenzen der Promotorregionen APC, ESR7, DKK3, HOXB4, MAL, RARf2, RASSF1.A4, SOX17 sowie der internen Referenzgene f£-
Globin und f-Actinn




Material und Methoden

42

2.4 DNA-Proben und -Kontrollen

Anhand von erworbener unmethylierter DNA (Human Genomic DNA, Bestell-Nr.:
11691112001, Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim), welche als Negativkon-
trolle verwendet wurde und einer Positivkontrolle, welche eine komplett methylierte kom-
merziell erstandene Kontroll-DNA (CP Genome™ Human Methylated DNA, Bestell-Nr.:
S8001M, Merck Millipore, Darmstadt) darstellt, sowie an der Tumor-DNA der Mammakar-
zinom-Z.elllinien MDA-MB-231, MCF7 und T47D wurden die erstellten Primer und Sonden
auf ihre Funktionalitit tberprift. Zunichst erfolgte die Testung der Bindungsfihigkeit von
Primer und Sonden an methylierter und nicht methylierter DNA-Kontrollen ohne Zusatz
des methylierungsabhingigen Restriktionsenzyms BstUI, ohne f-Actin und ohne [-Globin.
Danach fiihrte ich die Untersuchungen mit dem Enzym BstUI und mit Oligonukleotiden
zum Nachweis von ~Actin und -Globin durch. Daraufhin folgte die Konzentrationstitration
der eingesetzten Primer und Sonden. AnschlieBend wurde die Testung der Bindungsfihigkeit
von Primer und Sonden an methylierter DNA der Tumorzelllinien MD.A-MB-231, MCF7
und T47D jeweils mit und ohne Enzym Bs#UI in Gegenwart der Kontrollen f-Actin und f-
Globin zur Methodenoptimierung angesetzt. Es folgte ebenfalls die Testung der Bindungsti-
higkeit der Primer und Sonden sowie des Methylierungsstatus an zirkulierender DNA im
Plasma gesunder Probanden (n = 40) sowie der Mammakarzinom-Plasmaproben (n = 28)
nach DNA-Isolation.

Die Sensitivititsbestimmung erfolgte, indem unmethylierte DNA- mit methylierten DNA-
Kontrollen verglichen wurden, die Titration zur Ermittlung der Nachweisgrenzen fiir
Mammakarzinom-DNA (Ct-Werte in Abhingigkeit der Konzentration methylierter DNA)
angeschlossen wurde und die Testung der Bindungsfihigkeit von Primer und Sonden an
Mammakarzinom-DNA ausgewertet wurde. Die Spezifititsermittlung gelang durch die Un-
tersuchung der Kontroll-DNA aus Plasmaproben gesunder Blutspender (n = 40) nach
DNA-Isolation.

2.5 Lagerung der Materialien

Die Aufbewahrung der DNA-Testmaterialien fand bis zu ihrem Gebrauch fiir die Kontroll-
und Zelllinien-DNA bei -20°C und fir die der Blutspender- und Patientenplasmen bei -40°C
statt. Die zu untersuchenden DNA-Proben wurden stets getrennt von den Rea/-Tzme-PCR-
Materialien gelagert. Die erwihnten Kontroll-Materialien wurden in jedem PCR-Lauf sowohl

bei der Testung der gesunden Blutspender- also auch bei der Testung der Patienten-DNA
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mitgefithrt. Die Ausgangskonzentration der unmethylierten Negativkontrolle von 200 ng/ul
sowie die der methylierte Positivkontrolle von 250 ng/pl wurde mit Wasser (Ambion®-Nu-
clease-Free-Water, Bestell-Nr.: 4387936, Ambion ® by Life Technologies Corporation, Catls-
bad, USA) auf eine Konzentration von 87 pg/ul fir die Negativkontrolle und auf 200 pg/ul

fur die Positivkontrolle verdunnt.

2.6 Mammakarzinom-Zelllinien

Die analysierte Zelllinie MD.A-MB-237 und deren Zellen entstammen von einer 51-jahrigen
Mammakarzinom-Patientin. Die isolierten Zellen exprimieren EGEF (Epidermalen Wachs-
tumsfaktor) sowie TGF-alpha, einem transformierenden Wachstumsfaktor. Zudem sind die
Zellen numerisch aberrant und die Chromosomen N8 und N15 sind nicht vorhanden. Diese
Zelllinie hat ein fibroblastoid-gestrecktes Wachstum und ist somit stark invasiv wachsend
(Satya-Prakash et al. 1981).

Die Brustkrebs-Zelllinie MCF7, welche Abkurzung fir Michigan Cancer Foundation-7 steht,
wurde einer kaukasischen, weillen 69-jahrigen Frau aus ihrer 1970 amputierten Mamma ent-
nommen und diese Zellen anschlieSend kultiviert. Einige Mammaepitheleigenschaften sind
noch immer vorhanden, beispielweise reagieren die Zellen auf eine Ostrogenbehandlung mit
einer Zellproliferation, da sie noch immer den zytoplasmatischen Ostrogenrezeptor haben
und daher 6strogensensibel sind (Soule et al. 1973).

Die Zellen der Brustkrebszelllinie T47D wurde aus dem Pleuraerguss einer 54-jahrigen
Mammakarzinompatienten isoliert. Das Brustkrebsgewebe verfigt tber intrazellulires
Casein sowie spezifische Rezeptoren fir Steroide, Ostradiol, Progesteron, Glucocorticoide
und Androgene. Zudem weisen die kultivierten Zellen einen aneuploiden Karyotyp mit 66
Chromosomen, darunter ein sehr langes subtelozentrisches Chromosom, auf (Huguet et al.
1994; Keydar et al. 1979).

Die Zelllinien-DNA MDA-MB-231, T47D und MCF7 wurden mir mit Ausgangskonzentra-
tionen von 55 ng/ul (MD.A-MB-231), 55 ng/ul (T47D) und 45 ng/ul (MCF7) aus der Uni-
versititsklinik Gottingen fiir Gynakologie und Geburtshilfe freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt. Diese wurden unter Nutzung von 1mM TRIS-HCL-Pufferlésung (pH = 8,1) (Be-
stell-Nr.: AM9855G, Ambion® by Life Technologies Corporation, Carlsbad, USA) auf Kon-

zentrationen von jeweils 200 pg/ul verdinnt.
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2.7 Isolation der DNA aus Blutspender- und Patientenplasmaproben

Vor der Analyse der 40 Blutspender- und 28 Patientenplasmaproben mittels der methylie-
rungsspezifischen Ein-Schritt-Real-Time-PCR, musste aus den zuvor tiefgefroren gelagerten
EDTA-Plasmen die DNA isoliert werden. Die DNA-Isolation aus Plasma wurde mittels des
Nukleinsaure-Extraktionsautomat Chemagic Magnetic Separation Module T (MSM1, PerkinElmer
Chemagen Technologie GmbH, Baesweiler) mit Hilfe des Chemagic 1/iral DN.A/RNA Kit
Special (PerkinElmer Chemagen Technologie GmbH, Baesweiler) nach dem Chemagic 1K
Protokol (Version 050601) durchgefiihrt. Zunichst wurde von jeder Probe 1 ml gefrorenes
Plasma bei Raumtemperatur aufgetaut und zu diesem in ein Reaktionsgefi(3 1,2 ml Asis buffer,
7 ul Poly(A)RNA sowie 10 pl Protease hinzugefiigt. Nach einer Inkubation des Gemisches
in einem Wasserbad von 55°C fiir 5 Minuten, erfolgten weitere zwei Pipettierschritte, indem
50 wl Magnetic Beads Suspension sowie 4 ml binding buffer 2 in den Reaktionsansatz hineinge-
geben wurde. Nach dieser Vorbehandlung der Plasmaproben, konnte nun mit dem Extrak-
tionsautomaten die DNA-Isolation durch eine magnetische Separation erfolgen. Das oben-
genannte Programm verfuhr in drei Schritten, die insgesamt 68 Minuten dauerten. Die fina-
len Schritte der DNA-Aufreinigung beinhaltete zwei Waschschritte mit jeweils einem Wasch-
pufter (wash buffer 3 und 4) und den letzten Schritt der Elution von ungefahr 80 bis 100 ul
DNA in elution buffer (10 mM Tris HCI, pH 8). Mit dem Chemagen-Automaten kann man bis

zu zwOlf Plasma-Proben gleichzeitig aufreinigen.

2.8 Restriktionsenzym

Fir die methylierungsspezifische Ein-Schritt-Real-Time-PCR wurde die Restriktionsendo-
nuklease Bs#UI (Bestellnummer: RO518L, New England Biolabs Inc., Ipswich, USA), wel-
ches ein Enzym aus dem Bacillus stearothermophilus U458 (BstUI), (Nishigaki et al. 1985;
Polisson und Morgan 1990; Wei et al. 2008) stammt, benutzt. In der Dissertation von Tobias
Thormann zeigte sich, dass das Enzym BszUI fiir das hier angewandte quantitative, methyl-
ierungsspezifische real-time PCR-Verfahren gegeniiber des identischen Testverfahrens mit
anderen Enzymen tberlegen war (Thormann 2015). Die optimale Reaktionstemperatur liegt
fir BszUI bei 60°C, weshalb die Inkubation auch bei dieser Temperatur stattfand. Die Lage-
rung des Enzyms erfolgte ebenfalls bei -20°C.


http://en.wikipedia.org/wiki/Ipswich,_Massachusetts
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2.9  Methylierungsspezifische Real-Time-PCR

2.9.1 Quantitative Real-Time-PCR

Die fiir diese wissenschaftliche Arbeit eingesetzte Real-Time-TagMan™-PCR (Applied Bio-
systems® by Life Technologies, Foster City, USA) ist eine Sonderform des allgemeinbekann-
ten Standard-PCR-Verfahrens zur Vervielfiltigung von Nukleinsduren. Diese spezielle Echt-
zeit-PCR (real-time) ermoglicht zusitzlich die Quantifizierung der gewonnenen DNA bzw.
der amplifizierten Genfragmente. Das Einsatzgebiet der real-time-PCR ist sehr vielfaltig und
umfangreich. So kann man zur Erkennung von Erbkrankheiten, zur Bestimmung der Virus-
last nach Infektionen oder zur Quantifizierung von Genexpressionen diese Methode bestens
einsetzen. Zur Quantifizierung der gewtnschten PCR-Produkte wurde eine sogenannte
TagMan-Sonde, die in Form von sequenzspezifischen, fluoreszenzfarbstoffmarkierten Oli-
gonukleotide eingesetzt wurde, verwendet. Diese TagMan-Sonde verfiigt tiber Komponen-
ten, wie einen minor groove binder (MGB) sowie einen nicht fluoreszierenden Quencher am 3'-
Ende. Der MGB verfiigt tiber die Eigenschaft an der kleinen Furche der DNA zu binden,
was zur Erhchung der Schmelztemperatur (Tw) der Sonde fihrt. Daher ist es moglich kir-
zere Sonden einzusetzen, die aufgrund der gréferen Schmelztemperaturen eine héhere
Affinitit zur doppelstringigen DNA aufweisen (Kumar und Rajagopal 2008). Die eingesetz-
ten fluoreszenzmarkierten TagMan-Sonden, auch sogenannte Hydrolyse-Sonden, verfiigen
zusitzlich iber einen Reporter, der am 5'-Ende einen Fluoreszenzfarbstoff FAM (6-Car-
boxy-Fluorescein), einem Fluorophor-Donor, gebunden hat. Der Quencher, der sich am 3'-
Ende befindet, fungiert als Akzeptor und wird auch als MGB bezeichnet. Da dieser nicht
fluoresziert, konnen die SDS-Gerite die Beitrage der Reporter-Farbstoffe genauer messen,
da der Quencher die spektrale Auflésung bei Verwendung mehrerer Farbstoffe in einer
Reaktion erh6ht, indem das Signal des Fluoreszenzfarbstoffs am 5'-Ende der TagMan-Sonde
durch den nicht fluoreszierenden Quencher am 3'-Ende unterdriickt wird. Die verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffe verfigen =zusitzlich tber unterschiedliche Emmissionsmaxima,
wodurch eine Multiplex-Real-Time-PCR ermoglicht wird. Die Sonden der internen Refe-
renzgene [f-Globin und f-Actin sind am 5'-Ende mit den Farbstoffen NED bzw. VIC versehen
und verfigen am 3-Ende tber einen BHQ. Zu Beginn der etablierten Real-Time PCR
kommt es zur Temperaturerh6hung, sodass die doppelstringige cDNA denaturiert. Es folgt
die Annealingphase, in der die Reaktionstemperatur gesenkt wird, damit die jeweiligen Pri-
mer und Sonde an ihren spezifischen Zielsequenzen binden und hybridisieren kénnen. Die
verwendete Tag-Polymerase (AmpliTaqGold™), die neben der Polymeraseaktivitit iiber eine

5'-3'-Exonuklease-Aktivitit verflgt, baut die Sonde wihrend der Synthese des Gegenstranges
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am 5'-Ende ab und hydrolysiert diese. Es kommt dadurch zu einer Unterdrickung einer
strahlungsfreien Energietbertragung, des sogenannten Forster-Resonanzenergietransfers
(FRET). Der FRET besteht darin, dass der Reporter, das Donor-Fluorochrom, durch eine
Lichtquelle angeregt wird und so einen Teil seiner Energie an ein in ausreichender Nihe
befindliches Akzeptor-Fluorochrom, dem Quencher abgibt (Forster 1948). Der Abstand
zwischen Quencher und Fluorophor vergréfert sich nach Spaltung durch die Polymerase
und diese entfernen sich entsprechend voneinander, sodass nun nicht mehr durch den Quen-
cher die Fluoreszenz des Reporters unterdriickt wird. In der Folge kann eine steigende Re-
porter-Fluoreszenz detektiert werden. In einem PCR-Zyklus bindet die TagMan-Sonde an
die Zielsequenz, sodass diese mit dem komplementiren DNA-Strang hybridisiert. Mit jedem
PCR-Zyklus wird mehr Fluoreszenz generiert und freigesetzt, sodass deren Messung am
Ende der Elongation stattfindet. Diese Methode trigt so entscheidend zur hohen Spezifitit
des Verfahrens sowie zu einer gesteigerten Detektionsprizision bei, da der Anstieg der Flu-
oreszenz der Zunahme an Amplifikaten direkt proportional ist (Bustin und Wittwer 2017;
Higuchi et al. 1992; Holland et al. 1991; Kubista et al. 20006, Lee et al. 1993). Unter der Ver-
wendung des 7300 Real-Time-PCR-System (Applied Biosystems® by Life Technologies,
Foster City, USA) wurde die Detektion des Fluoreszenzsignals durchgefithrt und mit Hilfe
der entsprechenden Software (7300 System SDS RQ Study Software, Applied Biosystems®)
konnte eine Amplifikationskurve generiert werden. Damit man die ermittelten Messergeb-
nisse miteinander vergleichen kann, korrigiert man die Zunahme des Fluoreszenzsignals des
Reporterfarbstoffs R um den Fluoreszenzwert der Basislinie. Die Basislinie entsteht durch
die Anfangszyklen der PCR, bei denen nur geringe Verinderung des Fluoreszenzsignals auf-
treten. So erhilt man das Delta R. Auflerdem wurden allen Reaktionsansitzen ein fluoreszie-
render Referenzfarbstoff ROX (ein komplexes Farbstoffgemisch mit dem Hauptbestandteil
6-carboxy-X-Rhodamine) in gleicher Menge hinzugefiigt, um eine Abgleichung méglicher
sondenspezifischer Fluoreszenzunterschiede sichtbar zu machen, die aufgrund von unter-
schiedlichen Volumina, wie beispielsweise durch Pipettierfehler, oder durch verunreinigte
Reaktionsgefille entstehen kénnen. Man erhilt den Wert dRn, indem man das gemessene
Fluoreszenzsignal mit der Basislinie und dem Referenzfarbstoff ROX korrigiert. Der Wert
der dRn wurde im Diagramm gegen die PCR-Zyklen-Anzahl, den ¢ycle(s), aufgetragen. Fur
jede Detektion wurde ein sogenannter ¢ycle threshold (Ct), ein Schwellenwert festgelegt. Die
Standardabweichung der Hintergrundfluoreszenz der Zyklen drei bis 15 wird mit dem Faktor
10 multipliziert und ergibt den Schwellenwert. Dieser ¢yele threshold beschreibt den PCR-Lauf,
in dem erstmals eine deutlich messbare Zunahme des Fluoreszenzsignals von dem Hinter-

grundsignal der Negativkontrollen abzugrenzen. Jeder seiner Uberschreitung wurde
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festgehalten. Der Ct-Wert verhilt sich somit umgekehrt proportional zum Logarithmus der
Ausgangsmenge an DNA der Probe. Da man die exakte Vermehrungsrate der PCR aufgrund
von diversen Einflussfaktoren auf die Amplifikation nicht kennt, fihrt man interne Kontrol-
len sowie Standards bekannter DNA-Mengen mit um die ermittelten Ct-Werte miteinander
vergleichen zu kénnen (Bustin et al. 2009; Heid et al. 1996; Higuchi et al. 1992; Kozera und
Rapacz 2013).

Der Threshold wurde fur alle methylierungsspezifischen PCR-Protokolle (APC, ESRIT,
DKK3, HOXB4, MAL, RARfZ2, RASSF1.A4 und SOXT77) dieser Studie auf 0,2 festgelegt. Der
Schwellenwert fir §-Globin lag bei 0,1 und fur f-Actin bei 0,03.

Delta Rn vs Cycle
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Abbildung 1: Beispiel einer Amplifikationskurve einer methylierungsspezifischen Multiplex-PCR fiir das Gen
RASSF1.A

Die Abb. 1 zeigt eine Amplifikationskurve einer methylierungsspezifischen Multiplex-PCR beispielhaft fiir das
Gen RASSF1A eines Blutspenders, einer methylierten Kontroll-DNA (CP Genome™ Human Methylated DNA)
und einer Non Template Control (NTC).

2.9.2 Quantifizierungsstrategien

Die PCR ist eine exponentiell verlaufende Reaktion, bei der unter Annahme einer
100 %- igen Effizienz der Reaktion eine Verdopplung der Reaktionsprodukte aus dem
vorangegangenen Zyklus erfolgt. Dabei ist die Menge an hergestelltem Amplifikaten gleich
der Startkopienzahl zu Beginn der PCR in Bezug zur Effizienz der Reaktion und der Anzahl
der PCR Zyklen. Zur Erstellung einer Standardkurve wird die DNA-Konzentration logarith-

misch transformiert. Die graphische Darstellung erfolgt anschlieBend, indem die Ct-Werte
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gegentiber log der Startkopienzahl aufgetragen werden. Daraus lisst sich die Gleichung der

Gerade einschlief3lich der Steigung berechnen.

2.9.3 Reagenzien und Reaktionsbedingungen

Das Reaktionsvolumen der eingesetzten methylierungsspezifischen Ein-Schritt-Real-Tinze-
PCR betrug stets 34 pl. Die Reagenzien wurden zu einem Mastermix erstellt und nach dem
folgenden Protokoll in 0,2 ml-PCR-Mikrogefi3e (MicroAmp® Optical 8-Tube Strip, Bestell-
Nr.:4316567, Life Technologies GmbH, Darmstadt) pipettiert. Zuerst wurden 19 ul des
TagMan® Universal PCR Master Mix Kit (Bestell-Nr.:4304437, Applied Biosystems® by
Life Technologies, Foster City, USA), welches aus AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, Ura-
cil-DNA Glycosylase, dTNPs mit dUTP, ROX™ Puassive Reference sowie einer Pufferlésung
besteht, vorgelegt. Danach folgten 0,20 ul Formward- und 0,20 ul Reverse-Primer fir die zu ana-
lysierende Promotorsequenz in einer Konzentration von jeweils 50 pmol/ul. Dem folgten
0,30 wl Forward- und 0,30 ul Reverse-Primer zur Amplifikation einer f-Actin-Kontroll-Sequenz
in einer Konzentration von jeweils 50 pmol/pl. Hinzu kam auBlerdem 0,5 pl Forward- und
0,5 ul Reverse-Primer zur Amplifikation einer f-Globin-Kontroll-Sequenz in einer Konzentra-
tion von jeweils 20 pmol/ul. Danach wutrden 0,17 pl der jeweiligen TagMan-Sonde (5'-
FAM/3'-MGB) in einer Konzentration von 20 pmol/ul und 0,24 pl der TagMan-Sonde (5'-
NED/3'-BHQ) zum Nachweis von f-Aetin in einer Konzentration von 20 pmol/ ul hinzu-
gefiigt. Des Weiteren wurde jedem Probenansatz 0,17 pl der TagMan-Sonde zum Nachweis
von f-Globin (5-VIC/3“BHQ) in einer Konzentration von 20 pmol/ ul sowie 1,40 ul des
Restriktionsenzym BstUI dazu gegeben. Ambion®-Nuclease-Free-Water von 1,02 ul bei 10 pl
eingesetzter Blutspenderplasma-, Patientenplasma-, Zelllinien- und verdinnter Kontroll-
DNA-Probe wurde zum Erreichen eines Reaktionsvolumens von 34 ul ebenfalls hinzu pi-
pettiert. Der verwendete TagMan® Universal PCR Master Mix wurde bis zum Gebrauch bei
+2 bis +8°C gelagert. Nach der anschlieBenden Zentrifugation (SIGMA Laborzentrifugen
GmbH, Osterrode, Zentrifuge 1- 15) des Multiplex-PCR-Reaktionssatzes bei 12000 g fiir
etwa 30 Sekunden schloss sich die Rea/-Time-PCR-Amplifikation im Thermocycler 7300 Rea/-
Time-PCR-System (Applied Biosystems® by Life Technologies, Foster City, USA) an. Zu
Beginn wurde der Cycler auf 50°C fir 2 Minuten erwirmt, fir den anschlieBenden methyl-
ierungsspezifischen Restriktionsenzymverdau durch Bs#UI wurde der Thermocycler fiir
60°Minuten auf 60°C eingestellt. Fiir den folgenden Arbeitsschritt der Denaturierung der
Ursprungs-DNA wurde die Temperatur auf 95°C fiir 10 Minuten erhoht. Die darauffolgen-
den Denaturierungs- und Annealing-Schritte ereigneten sich abwechselnd, jeweils fiir 15°Se-

kunden bei 95°C und fiir 1 Minute bei 60°C in insgesamt 50 aufeinanderfolgenden Zyklen.
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2.9.4 Etablierung des Testverfahrens

Zur Etablierung der Methodik des Verfahrens wurden in allen Reaktionsansitzen die
Kombination der erstellten und genspezifischen Primer und Sonden an Kontrollproben in
Triplikaten untersucht. Mit Hilfe der eingesetzten Kontrollgene §-Globin und [-Actin, welche
dem zu analysierenden Mastermix-Testansatz als interne Kontrollen hinzugefiigt wurden,
konnten die Testsequenzen nachgewiesen werden. Im Rahmen einer Multiplex-PCR mit
internen Kontrollen wurden den Mastermixansitzen der zu untersuchenden Testsequenzen
wiederum Reagenzien zum Nachweis der Kontrollgene f-Globin sowie [-Actin zugefigt. Die
eingesetzten Kontrollgene sind auch als Housekeeping-Gene bekannt, die wihrend der
zelluliren Transkription bestenfalls keiner Regulation unterliegen und in allen untersuchten
Proben konstant exprimiert vorliegen. Diese Unabhingigkeit von genregulatorischen Me-
chanismen ermdglicht es Housekeeping-Gene zur Normierung der Expression eines Zielgens
einzusetzen, wie es in allen Testansitzen dieser Arbeit erfolgt ist. Daher spricht man auch
von einer relativen Quantifizierung durch den Einsatz von internen Kontrollgenen. Dartiber
hinaus fuhrt die relative Quantifizierung tiber das Mitfihren von Housekeeping-Genen zu ei-
nem quantitativen Ergebnis wie auch zur Korrektur von globalen methodischen Fehlern.
Denn die Einflussfaktoren der Probenaufarbeitung betreffen das Housekeeping-Gen genauso
wie das Zielgen (Thompson und Schild 1999; Vinayagamoorthy et al. 2015).

Das eingesetzte -Globin, die f~Kette des Himoglobinmolekiils, besitzt keine Schnittstelle fir
das verwendete Restriktionsenzym Bs#UI, sodass stets bei Anwesenheit einer ausreichenden
DNA-Menge in der Probe ein positives Signal erwartet wird. Damit stellt f-G/lobin ein gutes
Maf3 fir die Konzentration simtlicher DNA-Molekiile, methyliert oder unmethyliert, dar.
Das verwendete Housekeeping-Gen [-Actin, welches modifiziert nach Chan et al. (2006) An-
wendung fand, wurde zur Kontrolle eines suffizienten Restriktionsenzymverdau eingesetzt,
indem bei voller Funktionalitit des verwendeten Restriktionsenzyms eine Amplifikation des
[5-Actins ausbleibt, da dieses enzymatisch zersetzt wurde. Um mégliche Kontaminationen der
verwendeten Testreagenzien auszuschlieBen, wurde in den gesamten PCR-Testlaufen ein
Kontrollansatz mit Wasser, der als Negativkontrolle (Nox Template Control, NTC) fungierte,

mitbestimmt.

2.9.5 Auswahl geeigneter Promotorregionen fiir die methylierungsspezifische Ein-

Schritt- Real-Time-PCR

Um die ideale Kombination aus Primer- und Sondenkonzentration zu ermitteln, wurde mit

Hilfe der kommerziell erworbenen methylierten und nicht methylierten Kontroll-DNA die
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methylierungsspezifische Diskriminationsfihigkeit untersucht. Dadurch konnte fir jedes
Testgen ein Signal-Rausch-Verhaltnis ermittelt werden und zwischen methylierter und un-
methylierter DNA unterschieden werden. Dabei ergab sich, dass mit den Rea/-Time-PCR-
Protokollen fiir die Gene APC, DKK3, ESR7 und HOXB4 ein unzureichender Signal-
Rausch-Abstand beobachtet wurde (vgl. Kapitel 3.3).

2.9.6 Validierung der methylierungsspezifischen Ein-Schritt- Real-Time-PCR

Zur Festlegung eines linearen Messbereichs wurde nach Bustin et al. (2009) sowie Thormann
(2015) die konzipierte methylierungsspezifische Ein-Schritt-Rea/-Time-PCR anhand einer
Verdinnungstestung von Triplikaten an drei unterschiedlichen Tagen (n = 9) durchgefiihrt.
Die Verdinnungsreihe, welche aus sechs Stufen bestand, sah vor, dass ein DNA-Gemisch
aus methylierter und nicht methylierter Kontroll-DNA angesetzt und getestet wurde. Die
methylierte DNA wurde im Verhiltnis 1:1, 1:5, 1:25, 1:125, 1:625 sowie 1:3125 aus einer
Ausgangskonzentration von 10.000 pg/ul verdunnt. Die Negativkontrolle wurde dabei in
einer gleichbleibenden Konzentration von 2000 pg/PCR der jeweiligen Verdiinnungsstufe
als Simulation der im Blutplasma vorhandener DNA aus gesunden Zellen (iberwiegend aus
Leukozyten) zur Bestimmung des Hintergrundsignals hinzugefiigt. So wurden pro Ansatz
10 pl Gesamt-DNA eingesetzt, die sich aus 8 ul methylierter und 2 ul unmethylierter Kon-
troll-DNA zusammensetzte (vgl. Tabelle 4). Durch eine weitere Titrationsserie nach dem
oben genannten Vorgehen konnte aus methylierter DNA ebenfalls ein linearer Messbereich
tur [-Globin festgelegt werden. Dieser Ansatz erfolgte ohne die Zugabe einer Negativkon-
trolle (Bustin et al. 2009; Kozera und Rapacz 2013; Thormann 2015).

Tabelle 4: Verdiinnungsreihe

. . . methylierte
methylierte nicht methylierte Kontroll-DNA
Verdiinnungsstufe Kontroll-DNA Kontroll-DNA
[pg/ul] [pg/ul] LA
[pg/PCR]
1 10.000 2.000 80.000
2 2.000 2.000 16.000
3 400 2.000 3.200
4 80 2.000 640
5 16 2.000 128
6 3,2 2.000 26
*NTC *k 2.000 0

*NTC = Non Template Control

**Einsatz von 8 pl H>O anstelle von methylierter DNA
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Tabelle 4 zeigt die Verdiinnungsreihe zur Bestimmung der Nachweisgrenze einer Rea/-Time-PCR fur hyperme-

thylierte Promotorsequenzen von MAL, RARE2, RASSF1.A4 und SOX717

Aus den Ergebnissen der Verdinnungstestung ergaben sich so fir jede Promotorregion Ct-
Mittelwerte und es konnten ebenfalls die Standardabweichung (SD) und der Variationskoef-
tizient (VK) bestimmt werden. Es wurden Standardkurven einer jeden Ein-Schritt-Rea/-Tinze-
PCR erstellt und unter Anwendung einer Regressionsanalyse gelang die Ableitung des linea-
ren Messbereichs. Daher ist es moglich innerhalb des linearen Messbereichs und mittels der
Formel f(x) = mx + n einem Ct-Wert die eingesetzte DNA-Konzentration zuzuordnen.
Auch die ermittelten R>-Werte der Promotorregionen beschreiben als Giitekritetium eine

vorliegende Linearitit in den untersuchten Messbereichen (Thormann 2015).

2.9.7 TFestlegung eines Ct-Grenzwertes (Cut-Off) fir die methylierungsspezifische

Ein-Schritt- Real-Time-PCR aus Blutspender- und Patienten-DNA

Die Ermittlung der genspezifischen Cur-Off-Ct-Werte basierte auf der Bestimmung der Ct-
Werte der isolierten DNA-Proben aus EDTA-Plasma von 40 gesunden Blutspendern
(n =40) nach dem etablierten Multiplex-PCR-Protokoll mit Einsatz beider interner
Referenzgene (6-Globin und f-Actin). Nach Bustin et al. (2009) wurde aus jeder Doppelbe-
stimmung einer Blutspenderplasmaprobe ein Mittelwert errechnet, sodass sich aus 80 Ein-
zelmessungen 40 Mittelwerte fiir jede Promotorregion ergaben. Ct-Messwerte, die hoher
lagen als der testgenspezifische Grenzwert wurden als negativ betrachtet und die, die niedri-
ger lagen als positiv angesehen. Die Festlegung der numerischen Cu-Off-Ct-Werte erfolgte
mittels der 95 %-Perzentilen-Methode (Chudy et al. 2003; Thormann 2015). Die Cur-Off-
Werte wurden beziiglich der Ct-Werte aus der Tumorzelllinientestung (MD.A-MB-231, 147D
und MCF7) sowie, zur Uberpriifung der Plausibilitit, auf die in jedem PCR- Ansatz mitge-
fihrten methylierten und nicht methylierten Kontroll-DNA-Werte ausgewertet und dem-
entsprechend als positiv oder negativ interpretiert. Anschlieend erfolgte eine ROC-Analyse
der ermittelten Ct-Mittelwerte aus Blutspender- und Mammakarzinomplasmaproben

(n = 28).

2.9.8 Diagnostische Spezifitit und Sensitivitit der methylierungsspezifischen Ein-

Schritt- Real-Time-PCR

Die diagnostische Spezifitit der hier angewendeten Methodik wurde auf 95 % mit der Fest-
legung des genspezifischen Grenzwertes gesetzt, der auf der Ermittlung der Ct- Messwerte

der Blutspender-DNA-Testung basierte (vgl. Kapitel 3.5). Ct-Messwerte, die hoher lagen als
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der testgenspezifische Grenzwert wurden als negativ betrachtet. Mit dieser Vorgehensweise
wurde sichergestellt, dass in jeder Testgenuntersuchung moglichst wenige Ct-Werte existier-
ten, die als falsch-positiv interpretiert werden mussten und sich dadurch eine zufriedenstel-
lende Spezifitit der angewandten Methode ergab. Die diagnostische Sensitivitit wurde aus
der in Doppelbestimmung der durchgefiihrten Multiplex-PCR der Mammakarzinomplasma-
proben (n = 28) und den daraus resultieren Ct-Mittelwerten ermittelt. Die Bewertung er-
folgte analog der diagnostischen Spezifitit anhand der promotorspezifischen Cur-Off-Ct-
Werte in positiv (methyliert) und negativ (nicht methyliert) (Thomas 2012; Thormann 2015).
Die ermittelten Ct-Werte des untersuchten Kollektivs aus den PCR-Testungen der Promo-
torregionen MAL, RARS2, RASSF1.4 und SOX77 wurden zudem nach Festlegung des Cuz-
Offs durch eine ROC-Analyse bewertet.

2.9.9 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung sowie die graphische und tabellarische Darstellung der erhobe-
nen Blutspender- und Mammakarzinompatientendaten wurden mit den statistisch-analyti-
schen Softwareprogrammen IBM SPSS Statistics 25 (IBM Deutschland GmbH, Ehningen)
und Microsoft Office Excel 2013 (Microsoft Corporation, Redmond, USA) erstellt. Fiir die
Verfahrensetablierung wurden die ermittelten Daten auf das Vorliegen einer Normalvertei-
lung gepriift und entsprechende statistischen Methoden auf die erhobenen Daten ange-
wandt. Fir die Bewertung der Messbereiche und Priifung auf Linearitit der untersuchten
Promotorregionen sowie des internen Kontrollgens g-Globin wurde mit Hilfe eines linearen
Regressionsmodells (Microsoft Excel 2010) durchgefthrt. Fur die Festlegung der Cuz-Off-Ct-
Werte der jeweiligen Promotorregionen wurde die 95 %-Perzentil-Methode angewendet.
Auf dieser Grundlage wurden sowohl die diagnostische Spezifitit sowie Sensitivitit der et-
mittelten Messdaten erhoben. Anschliefend erfolgte die Bewertung der der Ct-Mittelwerte
des Blutspender- und Mammakarzinompatienten-Kollektivs beztglich der ermittelten Cuz-
Off-Werte sowie mittels einer ROC-Analyse durch die Software IBM SPSS Statistics 22.0 und
der Software R 3.1.2 (Thormann 2015).
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3  Ergebnisse

3.1 Alters- und Geschlechtszusammensetzung von Mammakarzinom-

Patienten und Blutspendern

Die Kohorte der insgesamt 28 Mammakarzinompatienten (n = 28) setzte sich aus 27 weib-
lichen (96,4 %) und einem miannlichen (3,6 %) Individuum zusammen (vgl. Tabelle 5). Das
mittlere Alter zum Zeitpunkt der Probengewinnung dieses Kollektivs lag bei 59,6 Jahren
(Min.-Max.: 39 bis 82), wobei das der Frauen im Mittel 59,7 Jahre betrug und das des Mannes
57 Jahre

Tabelle 5: Altersverteilung und Geschlecht des Patientenkollektivs

Alter bei Blutent-

nahme Frauen [n (%)] Minner [n (%)] Gesamt [n (%)]
< 40 Jahre 1[3,7 %] 0 13,6 %]
41-50 Jahre 6 [22,2 %] 0 6 [21,4 %]
51-60 Jahre 8 [29,7 %] 1 [100 %] 9 [32,1 %]
61-70 Jahre 6 [22,2 %] 0 6 [21,4 %]
71-80 Jahre 5 [18,5 %] 0 5 [17,9 %]
81-90 Jahre 1[3,7 %] 0 1[3,6 %]
Gesamt [n( %)] 27 [100 %] 1 [100 %] 28 [100 %]

Das Kollektiv der gesunden Probanden bestand aus 23 weiblichen Blutspenderinnen und 17
minnlichen Blutspendern, was einem Stichprobenumfang von 40 (n = 40) ausmacht. Der
Anteil der Frauen in diesem Kollektiv belief sich auf 57,5 % sowie das der Minner auf
42,5 %. Das mittlere Alter bei der Blutentnahme im Rahmen des freiwilligen Blutspende-
termins der untersuchten Kontrollkohorte betrug 38,8 Jahre (Min.-Max.: 18 bis 66) gesamt,
wobei das der Frauen bei 39,5 Jahre (Min.-Max.: 22 bis 66) lag. Die Manner wiesen mit 38,1
Jahren (Min.-Max.: 18 bis 65) ein 1,4 Jahre juingeres Durchschnittsalter auf (vgl. Tabelle 6).
Damit lag das gemittelte Alter der Mammakarzinompatienten zum Zeitpunkt der Blutent-

nahme 20,8 Jahre tber dem der Blutspenderkohorte.



Ergebnisse 54
Tabelle 6: Altersverteilung und Geschlecht des Blutspenderkollektivs

Alter bei Spende Frauen [n (%)] Minner [n (%)] Gesamt [n (%)]

< 20 Jahre 2 [8,6 %] 1[5,9 %] 3 [7,5 %]

21-30 Jahre 7 [30,4 %) 3 [17,6 %] 10 [25 %]

31-40 Jahre 3 [13,1 %] 3 [17,6 %] 6 [15 %]

41-50 Jahre 6 [26,2 %] 8 [47,1 %] 14 [35 %]

51-60 Jahre 4 [17,4 %] 15,9 %] 5 [12,5 %]

61-70 Jahre 1[4,3 %] 15,9 %] 2 [5 %]

Gesamt [n (%)] 23 [100 %] 17 [100 %] 40 [100 %]
3.2 Tumorstadien, Tumorarten und Rezeptorstatus des

Patientenkollektivs

Die analysierten Plasmaproben von Patienten mit Mammakarzinom wurden bei der Biobank
gezielt ausgesucht, sodass das erkrankte Patientenkollektiv sich in diversen Parametern, wie
dem Alter, den Tumorarten, Stadien, Tumormarkern und diversen weiteren Metadaten, un-
terschiedlich zusammensetzte. Das Patientenkollektiv weist klinische Stadien von 0 bis IV
auf, wobei zwolf Patienten zum Zeitpunkt der Blutentnahme das Stadium 0-1I aufwiesen,
was einen Anteil von 42,9 % ausmacht, und sich 14 im Stadium III-IV befanden, was einen
Anteil von 50 % entspricht. Bei zwei erkrankten Personen war das klinische Stadium nicht
bekannt, die einen Anteil von 7,1 % an dem Gesamtkollektiv der Erkrankten hatten. Des
Weiteren wurden histologische Analysen der Gewebeproben der an Mammakarzinom lei-
denden Kohorte durchgefiihrt. Das Gewebe wurde auf das Vorhandensein des Ostrogen-,
Progesteron- und Her2/nen-Rezeptors untersucht. Ist diese Analyse der genannten drei Re-
zeptoren negativ, spricht man von einem triple-negativen Mammakarzinom. Ist die Analyse
hingegen fiir einen Rezeptor positiv, so spricht man von einem rezeptorpositiven
Mammakarzinom. Diese histologische Analyse ist therapiewegweisend, da triple-negative
Mammakarzinome einer Hormontherapie nicht zuginglich sind. Das ausgewihlte Patienten-
kollektiv bestand aus 18 rezeptorpositiven (64,3 %), sechs triple-negativen (21,4 %) und vier

(14,3 %) Patienten mit unbekanntem Rezeptorstatus.
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Tabelle 7: Tumorarten aufgeschlisselt nach der histologischen Analyse

Invasiv Invasiv
Triple negativ DCIS Duktal Lobulir NST Keine Angaben
Ja (21,4 %) 0 4 0 2 0
Keine Angaben
(14,3 %) 1 0 0 2 1
Nein (64,3 %) 1 9 1 7 0
Gesamt 2 13 1 11 1

NST = no special type

Die Tabelle 7 zeigt die Tumorarten aufgeschliisselt nach der histologischen Analyse des Ostrogen-, Progeste-

ron- und Her2/nen-Rezeptors (Triple-Analyse).

Tabelle 4: Tumorarten aufgeschlisselten nach dem klinischen Stadium

Invasiv Invasiv
Klinisches Stadium DCIS Duktal Lobulir NST keine Angaben
0 1 0 0 0 0
I 0 3 0 0 0
11 1 4 0 3 0
111 0 4 0 3 0
v 0 2 1 4 0
keine Angaben 0 0 0 1 1
Gesamt 2 13 1 11 1

3.3 Etablierung der quantitativen,

methylierungsspezifischen Ein-

Schritt- Real-Time-PCR und Auswahl der Promotorregionen durch

methylierungsspezifische

methylierten und methylierten DNA-Kontrollen

Die Verfahrensetablierung fiir die acht Testgene APC, DKK3, ESR7, HOXB4, MAL,
RARE2, RASSF1A und SOXT77 zur Erprobung der Ein-Schritt-Rea/-Time-PCR mit dem
Enzym BstUI erfolgte nach Erarbeitung der jeweiligen Arbeitsprotokolle. Eine Vortestung

geschah mittels einer Positivkontrolle, einer kduflich erworbenen methylierten Kontroll-

Diskrimination

zwischen

nicht
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DNA sowie einer unmethylierten Negativkontroll-DNA. Um geeignete Gensequenzen be-
stimmen zu kénnen wurden die Ct-Werte nicht methylierter und methylierter Kontroll-DNA
miteinander verglichen. Nach Etablierung der quantitativen, methylierungsspezifischen Ein-
Schritt-Real-Time-PCR erfolgte die Untersuchung der DNA aus Zelllinien unterschiedlicher
Mammakarzinome. Dabei zeigte sich, dass mit den Rea/-Time-PCR-Protokollen fiir die Gene
APC, DKK3, ESRT und HOXB4 ein unzureichender Signal-Rausch-Abstand beobachtet
wurde, indem kein ausreichender methylierungsspezifischer Diskriminationsunterschied
zwischen der eingesetzten nicht methylierten Negativkontroll-DNA und der methylierten
Positivkontroll-DNA im Reaktionsanasatz mit dem Restriktionsenzym BsUI beobachtet
wurde (vgl. Tabelle 9). Die Tumorzelllinientestung von den Mammakarzinomzelllinien
MDA-MB-231, T47D und MCF7 zeigte, dass das etablierte Verfahren und Protokoll zur Un-
tersuchung der Promotorhypermethylierung von MAL, RARS2, RASSF1.A und SOXT77 in
dieser Dissertation angewendet werden kann. Die Betrachtung der Hohe der Differenz der
Ct-Werte, dem Betrag, aus der Testung der methylierter Kontroll-DNA zu nicht methylierter
Kontroll-DNA mit und ohne der Verwendung des Restriktionsenzyms BsUI in dem Ansatz
der Mammakarzinomzelllinientestung ergab, dass der Methylierungsstatus der getesteten
Promotorregionen APC, DKK3, ESR7 und HOXB#4 fiir jede Mammakarzinomzelllinie nicht
auswertbar ist. Grund hierfur ist der in Kapitel 3.5 beschriebene zu geringe Signal-Rausch-
abstand. Die Zelllinie MD.A-MB-231 zeigte ein Genexpressionsmuster mit einer Hyperme-
thylierung der Gene MAL, RASSF1.A sowie SOX77. In der Untersuchung der Zelllinie
T47D konnte eine Hypermethylierung des Gens RASSF7.4 nachgewiesen werden und bei
der MCF7-Analyse bestand eine Hypermethylierung aller getesteten Promotorregionen (vgl.
Tabelle 9). Zusitzlich fielen bei der APC-Testung hohe Ct-Mittelwerte, also keine positiven
Testergebnisse, in allen drei Mammakarzinomzelllinien auf, sodass dies ein weiterer Grund
darstellte auf eine weitere Untersuchung der Blutspender- sowie Mammakarzinomplasma-
proben zu verzichten. Daher konnten keine Ct-Werte fir das Testgen APC ermittelt werden
und fehlen demzufolge in der Tabelle 10. Aufgrund der Ergebnisse dieser Validierungsun-
tersuchungen wurden die Plasmaproben der Karzinompatienten hinsichtlich der Gense-

quenzen DKK3, ESR7 und HOXB4 nicht getestet.
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Tabelle 9: Darstellung der Ct-Mittelwerte der Positiv- und Negativkontrolle sowie der Tumorzelllinientestung im Vergleich mit und ohne Restriktionsenzym BstUI

Mammakarzinomzelllinien
Enzym mit BstUI ohne BstUI Mammakarzinomzelllinien mit BstUI ohne BstUI
Ct-MW*

nicht me- nicht me- MDA-MB-

thylierte | methylierte | thylierte methylierte | Cut-offt | Ct-MW* 231/ Ct-MW* Ct- Ct-MW* | Ct-
Promotor- | DNA DNA DNA DNA Ct-Wert | MCF7/ Methy- | Methy- T47D/ Methy- | MW* MDA- MWwW*
Region Ct-MW* | Ct-MW* Ct-MW* Ct-MW* (KI 95 %) | lierungsstatus lierungsstatus | lierungsstatus | MCF7 | MB-231 | T47D
APC 50,00 40,01 32,88 31,80 / 50,00/n.t.%%* 50,00/n.t.%%* 46,70 /n.t.%* 33,57 33,81 33,93
DKK3 43,81 38,92 35,33 40,32 40,60 40,02/ n.t.%* 40,40/ n.t.** 36,69/n.t.** 47,80 46,72 46,91
ESRI1 36,35 31,63 31,17 30,25 34,32 39,96/ n.t.%* 35,11/n.t.%%* 46,16 /n.t.*¥* 31,52 32,25 32,61
HOXB4 39,97 33,15 32,89 34,19 37,97 36,62/n.t.%* 37,22/n.t.x* 35,91/n.t.%* 37,35 38,52 37,42
MAL 41,64 32,82 31,74 31,05 38,16 37,20/ + 35,54/+ 39,46/ - 32,75 33,04 33,62
RARB2 42,77 33,33 30,34 29,24 38,10 36,69/+ 43,15/ - 42,04/- 30,95 31,63 31,60
RASSFIA 45,56 31,96 33,02 31,63 41,10 34,72/+ 34,45/ + 34,67/+ 34,62 33,96 34,81
SOX17 45,21 32,13 31,08 29,66 42,70 36,49/+ 36,33/+ 44,65/ - 32,80 33,06 32,18

*Ct-Mittelwert einer Doppelbestimmung, **nt = not fested, KI = Konfidenzintervall

In Tabelle 9 sind ebenfalls die Cut-Off-Ct-Werte fir die Promotor-Regionen APC, DKK3, ESR7, HOXB4, MAIL, RARf2, RASSF1.A und SOX77, die aus Plasma der Kontroll-

kohorte ermittelt wurden, dargestellt (siche Kapitel 3.5).
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Die Tabelle 10 veranschaulicht die statistische Auswertung die Ct-Mittelwerte und die Stan-
dardabweichung (SD) von nicht methylierter und methylierter Kontroll-DNA der Promotor-
Regionen DKK3, ESRT, HOXB4, MAL, RARf(2, RASSF1.A und SOX77 sowie das Ergebnis
des zweiseitig-ungepaarten T-Tests. Der T-Test zeigte fiir die siecben Promotorregionen sta-
tistisch signifikante Unterschiede der Ct-Werte in Abhangigkeit vom Methylierungsstatus.

Tabelle 10: Ct-Mittelwerte, Standardabweichung (SD) und T-Test der Promotor-Regionen DKK3, ESRI,
HOXB4, MAL, RAR(2, RASSF1.A4 und SOX17

Promotor- | nicht methylierte DNA | methylierte DNA Ct- T-Test
Enzym| Region Ct-Mittelwerte £ SD Mittelwerte + SD (p-Wert)
DKK3 46,78 *+ 3,04 39,20 + 1,09 1,75E-06
ESR1 35,31 + 1,12 31,23 + 0,94 1,35E-09
HOX B4 39,43 + 0,72 33,68 + 0,47 2,23E-14
BstUI MAL 39,13 £ 1,53 32,22 + 0,54 3,10E-09
RARB2 39,51 + 3,24 32,74 + 1,80 7,56E-06
RASSFIA 46,30 + 1,67 33,24 + 0,91 1,91E-13
SOX 17 42,77 + 1,82 31,21 + 0,58 3,84E-10

3.4 Ermittlung des Messbereichs fiir die Promotorregionen MAL,
RAR[G2, RASSFIA und SOX17 sowie fiir die internen Referenzgene £-
Globin und [-Actin

Die Ermittlung eines Messbereichs fir die methylierungsspezifische Ein-Schritt-Real-Tinze-
PCR zum Nachweis einer Hypermethylierung von MAL, RARS2, RASSF1A und SOX17
sowie fur die internen Kontrollen f-Globin und [-Actin erfolgte mit Hilfe von Verdiinnungs-
reihen unter Verwendung von methylierter DNA. Die graphischen Darstellungen (vgl. Ab-
bildungen 1, 2, 3, 4) zeigen, dass fiir die durchgefithrten Verdiinnungsstufen eine Linearitit
fir die Testgene MAL, RARF2, RASSF1.4 und SOXT77 votliegt. Die ermittelten R*Werte
fir die Promotorregionen MAL (R* = 0,8203), RASSF1A (R*>=0,9623) und SOX77
(R* = 0,8903) bestitigen eine Linearitit der untersuchten Messbereiche. Dahingegen zeigte
diese Untersuchung fiir RARFZ keinen eindeutigen linearen Zusammenhang zwischen
DNA-Konzentration und Ct-Werten (R* = 0,1974). Weiterhin konnte eine akzeptable Mess-
abweichung mit VK < 10 % fir die internen Kontrollen (§-Globin und fi-Actin) des Verfah-

rens ermittelt werden. Das Housekeeping-Gen [-Actin, welches stets unmethyliert vorlag,
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diente zur Uberpriifung des eingesetzten Restriktionsenzyms Bs#UI Es wurde in jedem PCR-

Ansatz analysiert und, wie erwartet, nicht amplifiziert (Ct = 50).

MAL
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y = -2,9084x + 43,254
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B35
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Abbildung 2: Darstellung des Messbereichs der methylierungsspezifischen Ein-Schritt-Rea/-Tine-PCR fur die

MAI-Promotorregion
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Abbildung 3: Darstellung des Messbereichs der methylierungsspezifischen Ein-Schritt-Rea/-Time-PCR fir die

RARf2-Promotorregion
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Abbildung 4: Darstellung des Messbereichs der methylierungsspezifischen Ein-Schritt-Rea/-Time-PCR fir die

RASSF1.A-Promotorregion
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Abbildung 5: Darstellung des Messbereichs der methylierungsspezifischen Ein-Schritt-Rea/-Time-PCR fir die
SOXT17-Promotorregion

3.5 Festlegung von Cut-Off-Ct-Werten fiir die methylierungsspezifische
Ein-Schritt- Real-Time-PCR mittels Plasmaproben von Blutspendern

Die Ermittlung der genspezifischen Cur-Of-Ct-Werte basierte auf der Bestimmung der
Ct- Werte der isolierten DNA-Proben der Blutspenderkohorte (n = 40) in der angewandten
PCR-Methodik. Aus jeder Doppelbestimmung einer Blutspenderplasmaprobe wurde ein
Mittelwert errechnet, sodass sich aus 80 Einzelmessungen 40 Mittelwerte fiir jede Promotorre-
gion ergaben. Fir die numerische Festlegung der methylierungsspezifischen Cu-Off-Werte erga-
ben sich folgende Cut-Off-Ct-Werte fiir MAL 38,16, fir RARA2 38,10, fir RASSF7.4 41,10 und
fir SOX77 42,70 (vgl. Tabelle 11). Ct-Messwerte, die hoher lagen als der testgenspezifische
Grenzwert wurden als negativ betrachtet. Mit dieser Vorgehensweise wurde sichergestellt, dass
es in jeder Testgenuntersuchung méglichst wenige Ct-Werte gab, die als falsch-positiv interpre-
tiert werden mussten und sich dadurch eine zufriedenstellende Spezifitit der angewandten
Methode ergab. Die Cut-Off-Werte wurden auf die Ct-Werte aus der Tumorzelllinientestung
sowie, zur Uberpriifung der Plausibilitit, auf die in jedem PCR-Ansatz mitgefithrten methylier-

ten und nicht methylierten Kontroll-DNA-Werte angewendet. Der T- Test zeigte fir die vier
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Promotorregionen keine statistisch signifikanten (p > 0,05) Unterschiede der Ct-Mittelwerte

beziiglich der Blutspender- und Mammakarzinomplasmaproben.

Tabelle 11: Darstellung der Ct-Mittelwerte der Blutspender, die Standardabweichung (SD), der T-Test und die
ermittelten Cut-Off-Ct-Werte der Promotor-Regionen MAIL, RARS2, RASSF1.A und SOX77

Blut-spen- Blut- MCa-
det-DNA | spender- | DNA Ct-| MCa- Cut-Oft-
Promotor-| Ct-MW |DNACt-| MW DNA Ct- | T-Test | Ct-Wert

Enzym| Region | (n=40) | MwsD [ mn=28) | MwsD | (p-Wert) | (K195 %)

MAL 40,17 2,16 40,46 2,16 0,58 38,16
RARBG2 40,35 2,32 41,05 2,84 0,28 38,10

BstUT
RASSFIA 46,57 3,24 47,34 3,16 0,32 41,10
SOX 17 48,26 2,63 48,88 2,09 0,29 42,70

MCa = Mammakarzinom

3.6 Diagnostische Spezifitit und Sensitivitit der quantitativen,
methylierungsspezifischen Ein-Schritt-Real-Time-PCR fiir MAL,
RARB2, RASSFIA und SOX17

Die diagnostische Spezifitit wurde auf 95 % mit der Festlegung des Cu-Off gesetzt (vgl. Kapitel
3.5). Die falsch-positiven Ergebnisse beliefen sich somit auf 2 von 40 Blutspendern fir jedes
Testgen. Die diagnostische Sensitivitit wurde aus der in Doppelbestimmung durchgefihrten
Multiplex-PCR der Mammakarzinomplasmaproben (n =28) und den daraus resultieren
Ct- Mittelwerten ermittelt. Die Bewertung erfolgte analog der diagnostischen Spezifitit anhand
der promotorspezifischen Cu-Off-Ct-Werte in positiv (methyliert) und negativ (nicht methyl-
iert). Die Sensitivitit war bei den untersuchten Testverfahren fir MAL, RARA2, RASSF1.4 und
SOXT77 mit < 11 % gering (vgl. Tabelle 12).
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Tabelle 5: Diagnostische Sensitivitit und Spezifitit der methylierungsspezifischen Real-Time-PCR fur MAL,
RARE2, RASSEF1.A und SOXT17

Cut-Off | Npositiv/NPatient | Nnegativ/NSpender
Gen Sensitivitit | Spezifitit | Ct-Wert Sensitivitit Spezifitit
MAL 0 % 95 % 38,16 0/28 38/40
RARB2 3,6 % 95 % 38,10 1/28 38/40
RASSFIA 10,7 % 95 % 41,10 3/28 38/40
SOX17 3,6 % 95 % 42,70 1/28 38/40
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Abbildung 6: Graphische Darstellung der einzelnen Ct-Mittelwerte des Testgens MAL

Die Abb. 6 zeigt die graphische Darstellung der einzelnen Ct-Mittelwerte (Doppelbestimmung) der Kontrollper-

sonen (n = 28) sowie Patienten mit Mammakarzinom (n = 40) des Testgens MAL im Vergleich und in Bezug zum
ermittelten Cut-Off-Ct-Wert.

Die Untersuchung der AMLAIL-Promotorregion ergab, dass keine Plasma-DNA-Probe von

Mammakarzinompatienten positiv getestet wurde, bei jedoch zwei falsch-positiven Testergeb-

nissen innerhalb der Blutspenderkohorte. Diese gesunden Probanden waren jeweils Manner im

Alter von 34 und 39 Jahren zum Zeitpunkt der Blutentnahme und nicht-farbig.
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Abbildung 7: Graphische Darstellung der einzelnen Ct-Mittelwerte des Testgens RARfS2

Die Abb. 7 zeigt die graphische Darstellung der einzelnen Ct-Mittelwerte (Doppelbestimmung) der Kontrollper-
sonen (n = 28) sowie Patienten mit Mammakarzinom (n = 40) des Testgens RARA2 im Vergleich und in Bezug
zum ermittelten Cut-Off-Ct-Wert.

Die Analyse des RARf2-Testgens der positiv getesteten DNA-Probe war von einer farbigen
47-jahrigen Frau, die ein NST-Mammakarzinom hatte, welches nicht triple-negativ war, und
sich zum Zeitpunkt der Blutentnahme im UICC Stadium III befand. Die Patientin gab an nie
geraucht zu haben. Zu ihrem Alkoholgebrauch machte sie jedoch keine Angaben. Die zwei
falsch-positiven Testergebnissen innerhalb der Blutspenderkohorte stammten jeweils von einer
Frau im Alter von 50 Jahren und einem minnlichen Probanden im Alter von 43 Jahren. Beide

waren nicht-farbig.
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Abbildung 8: Graphische Darstellung der einzelnen Ct-Mittelwerte des Testgens RASSF7.A4

Die Abb. 8 zeigt die graphische Darstellung der einzelnen Ct-Mittelwerte (Doppelbestimmung) der Kontrollper-
sonen (n = 28) sowie Patienten mit Mammakarzinom (n = 40) des Testgens RASSF7.4 im Vergleich und in Bezug
zum ermittelten Cut-Off-Ct-Wert.

Fir die Promotorregion RASSF7.4 wurde bei drei untersuchten Erkrankten positiv getestet.
Gemein hatten alle drei Probanden, dass sie nicht-farbig, weiblich, 46 Jahre alt waren und ein
NST-Mammakatrzinom hatten. Die Tumorstadien nach der UICC wurden in III und IV
angegeben. Fine Plasmaprobe wies einen besonders niedrigen Ct-Wert auf. Diese Patientin hat-
ten ein triple-negatives NST-Mammakarzinom im UICC-Stadium IV. Die anderen zwei
Mammakarzinompatientinnen waren nicht triple-negative. Der Alkoholgebrauch wurde von
zwei Frauen bejaht, die andere machte diesbeziiglich keine Angaben. Der Raucherstatus war bei
jeder Probandin unterschiedlich und reichte von niemals tiber frither bis hin zu aktuell. Die zwei
falsch-positiven Testergebnissen innerhalb der Blutspenderkohorte waren von zwei nicht-

farbigen Frauen unterschiedlichen Alters, 24 und 52 Jahre alt.
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Abbildung 9: Graphische Darstellung der einzelnen Ct-Mittelwerte des Testgens SOX77

Die Abb. 9 zeigt die graphische Darstellung der einzelnen Ct-Mittelwerte (Doppelbestimmung) der Kontrollper-
sonen (n = 28) sowie Patienten mit Mammakarzinom (n = 40) des Testgens SOX77 im Vergleich und in Bezug

zum ermittelten Cut-Off-Ct-Wert.

Fir das Testgen SOXT77 zeigte ebenfalls eine Testung ein positives Ergebnis. Die Mammakar-
zinompatientin war eine hellhdutige 66-jahrige Frau, die ebenfalls ein NST-Mammakarzinom
hatte, welches nicht triple-negativ war. Ein UICC-Stadium wurde nicht angegeben. Die Patien-
tin dullerte, dass sie zum Zeitpunkt der Blutabnahme Alkohol konsumiere und frither geraucht
habe. Die zwei falsch-positiven Testergebnissen innerhalb der Blutspenderkohorte stammten

von nicht-farbigen Minnern im Alter von 25 und 50 Jahren zum Zeitpunkt der Blutentnahme.

3.7 ROC-Analysen der getesteten Promotorregionen MAL, RARIZ,
RASSFIA und SOX17

Dartiber hinaus wurde die Sensitivitit und Spezifitit der methylierungsspezifischen Ein-Schritt-
Real-Time-PCR fiir jedes Testgen an den Kontrollplasma- (n = 40) und Mammakarzinomplas-
maproben (n = 28) anhand einer ROC-Analyse dargestellt und ermittelt. Die durchgefiihrte
ROC-Analyse, wobei ROC fiir receiver operating characteristic steht, die auch als Grenzwertoptimie-
rungskurve bekannt ist, ist ein statistisches Verfahren zur Veranschaulichung von ermittelten

Daten. Diese ist hilfreich zur Bewertung und Optimierung von Laborparametern. Die visuell



Ergebnisse 67

dargestellten ROC-Kurven zeigt die Abhingigkeit der Effizienz in Bezug zur Fehlerrate fiir die
ermittelten Analysedaten. Zur Qualititsbewertung eines Tests oder einer Labormethode kann
die Berechnung der Fliche unterhalb der Kurve erfolgen. Die Fliche unter der Grenzwertopti-
mierungskurve kann zwischen 0 und 1 liegen, wobei die optimale Fliche eine Grof3e von min-
destens 0,5 aufweist. Die Fliche unter der ROC-Analysenkurve fiir die Testgene MAL, RARSZ,
RASSF1.A4 und SOXT77 betragt < 0,5, daher ist dieses Testverfahren nicht geeignet, um anhand

von Plasmaproben zwischen Kontrollpersonen und Patienten mit Mammakarzinom zu diskri-

minieren.
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Abbildung 10: ROC-Kurven der Ct-Mittelwerte der getesteten Promotorregionen von MAL und RARE2
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Abbildung 11: ROC-Kurven der Ct-Mittelwerte der getesteten Promotorregionen von RASSF7.4 und SOX77

3.8 Vergleich der Methylierungen von den Promotorregionen MAL,
RARB2, RASSFIA und SOX17 zwischen Mammakarzinompatienten

und Blutspendern

Die deskriptive Analyse auf das Vorliegen einer Normalverteilung der untersuchten Proben
wurde aufgeteilt nach den vier Testgenen bezogen auf die Blutspenderkohorte (n = 40) im
Vergleich zu dem Mammakarzinomkollektiv (n = 28) durchgefiihrt. Die Priifung auf
Normalitit der Ct-Werte fir die Gene MAL, RARF2, RASSF1.A und SOX77 mittels eines
Shapiro-Wilk-Normalititstest ergab, dass jede der 8 getesteten Subgruppen signifikant unter-
schiedlich von einer Normalverteilung (p < 0,05) war. Mit dem Mann-Whitney-U Test konnte
kein signifikanter Unterschied zwischen gesunden Blutspendern und Mammakarzinompatien-
ten hinsichtlich der analysierten Marker MAL, RARF2, RASSF1A und SOXT7 festgestellt
werden, da der p-Wert stets > 0,05 war (MAL (p = 0,284), RARS2 (p = 0,147), RASSF1.A4
(p = 0,368), SOXT77 (p = 0,129)). Mit der durchgefiihrten Methode wurden niedrigere Ct-Werte
bei Patienten mit einer Hypermethylierung bestimmter Gene erwartet. In dieser Analyse ist je-
doch kein signifikanter Abfall der Ct-Werte im EDTA-Plasma bei einer vorliegenden

Mammakarzinomerkrankung sichtbar gewesen.
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3.8.1 Korrelation der Methylierungen der Promotorregionen MAL, RAR[;2, RASSFIA
und SOX77 mit dem Alkoholkonsum

Der Test der vier Promotorregionen auf Normalverteilung zeigte bezogen auf den
Alkoholgebrauch der Karzinompatienten, dass nur bei 6 von 16 Subgruppen eine Normalver-
teilung angenommen werden kann. Die Subgruppen wurden mittels der Kategorien aktuell
(n = 10), friher (n = 06), niemals (n = 1) und keine Angaben (n = 11) beztglich des Alkohol-
konsum eingeteilt und fir jede Promotorregion MAIL, RARf2, RASSFIA und SOXT77
dargestellt (vgl. Abbildung 12). Aufgrund des kleinen Stichprobenumfangs, der kleinen Sub-
gruppengréflen und der fehlenden Normalverteilung bei sechs Subgruppen, wurde mit nicht-
parametrischen Analysen fortgefahren. Der Kruskal-Wallis Test der Ct-Mittelwerte der ver-
schiedenen Testgene MAL, RARS2, RASSF1.A und SOXT77 ergab keine signifikanten, durch
Alkoholkonsum bedingten Unterschiede ((MAL (p = 0,169), RARSZ (p = 0,074), RASSF1.A4
(p = 0,4406), SOXT17 (p = 0,732)).
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Abbildung 12: Alkoholkonsum

Die Abb. 12 zeigt die Ct-Mittelwerte der Mammakarzinompatientenkohorte aufgeteilt nach den Testgenen MAL,
RARE2, RASSF1.A4 und SOX77 sowie in Subgruppen nach dem Alkoholkonsum
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3.8.2 Korrelation der Methylierung der Promotorregionen MAL, RAR[2, RASSFIA
und SOX77 mit dem Nikotinkonsum

Zur Untersuchung einer Korrelation zwischen Promotormethylierung und Nikotinkonsum
wurden die Ct-Werte von Mammakarzinompatienten in die drei Subgruppen aktuell (n = 4),
friher (n = 8) und niemals (n = 16) erfolgter Nikotingebrauch unterteilt. Der Shapiro-Wilk-
Normalititstest ergab, dass fir die Ct-Werte der vier Testgene MAL, RARf2, RASSF1.A und
SOXT7 nach dieser Aufteilung bei nur bei 6 von 12 Subgruppen eine Normalverteilung anzu-
nehmen ist. Der auch hier vorliegende kleine Stichprobenumfang, die kleinen Gruppengréfien
und die fehlende Normalverteilung bei sechs Subgruppen machte eine Untersuchung mit nicht-
parametrischen Tests erforderlich. Der Kruskal-Wallis Test auf Nikotinkonsum-abhingige Ct-
Unterschiede in der Analyse der verschiedenen Testgene MAL (p = 0,246), RARAZ (p = 0,195),
RASSEF1A (p = 0,096) und SOXT77 (p = 0,539) zeigte in dieser Studie keinen signifikanten Ein-
fluss von Zigarettenkonsum auf die Ct-Werte und damit auf den Methylierungsstatus der un-
tersuchten Testgene.

Nikotin

50,00 W aktuell

M friher
M niemals

40,00

30,00

Ct-Mittelwert

20,00

10,00

WAL RARR2 RASSF1A SOX1T
GEN

Abbildung 13: Nikotinkonsum

Die Abb. 13 zeigt die Ct-Mittelwerte der Mammakarzinompatientenkohorte aufgeteilt nach den Testgenen MAL,
RARfE2, RASSF1.A4 und SOX77 sowie in Subgruppen nach dem Nikotinkonsum
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3.8.3 Korrelation der ethnischen Zugehorigkeit mit der Methylierungen von den
Promotorregionen MAL, RAR[B2, RASSFIA und SOXI7 bei Blutspendern und

Patienten mit Mammakarzinom

Die Testung auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Normalititstest wurde auf die vier
Testgene MAL, RAR(2, RASSF1.A und SOX77 nach Einteilung des Patienten- sowie Blut-
spenderkollektivs in Subgruppen hinsichtlich der ethnischen Zugehérigkeit durchgefithrt. Das
Gesamtkollektiv wurde diesbeziiglich in die Gruppen farbig und nicht-farbig unterteilt, was in
Summe acht Subgruppen ausmacht. Die nicht-farbige Kohorte (n = 64) wies bezogen fiir alle
vier Testgene MAL, RARS2, RASSF1.A4 und SOXT77 eine Normalverteilung auf (p < 0,05). Die
farbige Kohorte (n = 4) zeigte keine Normalverteilung (p > 0,05) fiir die vier getesteten Gene.
Aus diesem Grund kam eine nichtparametrische Analyse zur Anwendung. Die Ergebnisse des
Mann-Whitney-U-Tests auf Ethnie-abhingige Unterschiede der ermittelten Ct- Werte der ver-
schiedenen Testgene MAL (p = 0,342), RAR2 (p = 0,831), RASSF1A (p = 0,426) und
SOXT17 (p = 0,930) konnten keinen signifikanter Einfluss der Ethnie auf eine Hypermethylie-

rung der untersuchten Testgene zeigen.
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Abbildung 14: Ethnie

Die Abb. 14 zeigt die Ct-Mittelwerte von Patienten und Kontrollpersonen in einer Gruppe zusammengefasst und
aufgeteilt nach den Testgenen MAIL, RARE2, RASSF1.4 und SOX77 und den Subgruppen farbig und nicht-farbig
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4 Diskussion

Mit der Entdeckung der genetischen Verinderungen, die fir die Entstehung und das
Fortschreiten von Karzinomerkrankungen beim Menschen verantwortlich sind, wurde die For-
schung auf eine neue Generation von Biomarkern aufmerksam. Da maligne Erkrankungen ei-
nen erheblichen Anteil der Erkrankungen in Deutschland ausmachen und somit eine haufige
Todesursache darstellen, liegt der Fokus in diversen Studien darauf Mutationen oder
Promotorhypermethylierungen in zirkulierenden zellfreien DNA-Strukturen zu detektieren um
die Tumorpathogenese, das Metastasierungsverhalten und die Tumorregression besser verste-
hen zu kénnen. Eine Stratifizierung der Tumortherapie erfolgt vorwiegend nach Untersuchung
der Tumorhistologie, der Tumorgrof3e, der Untersuchung von Lymphknoten sowie der Suche
bzw. dem Ausschluss von Tumormetastasen. In den vergangenen Jahren sind zahlreiche Bio-
marker im Blutplasma beschrieben worden, die eine Personalisierung der Tumortherapie theo-
retisch ermdglichen konnten. Jedoch werden nur wenige Biomarker heutzutage zur Stratifizie-
rung der Tumorpatienten im klinischen Alltag eingesetzt (Schwarzenbach et al. 2011a).

Frei zirkulierende tumorassoziierte Nukleinsauren, die im Rahmen einer Blutentnahme gewon-
nen werden konnen, sind auch bekannt als eine sogenannte /iguid bigpsy, englisch fir fliissige
Biopsie. Mit Hilfe von PCR-Verfahren wird versucht spezifische Mutationen, Hyper- oder
Hypomethylierungen von tumorassoziierten Genen aus zirkulierender zellfreier DNA, die aus
unterschiedlichen Probenmaterialien gewonnen werden kann, nachzuweisen. Die Identifizie-
rung zellfreier DNA im Blut bei Karzinompatienten gelang erstmalig durch Leon et al. (1977).
Spiter zeigten Stroun et al. (1987), dass kleine Tumor-DNA-Fragmente hiufig in den Blutkreis-
lauf freigesetzt werden und diese ctDNA eine Linge von 0,5 bis 21 kb mit einer Plasmakon-
zentration im Bereich von 0,15 bis 12 mg/ml aufweisen. Holmgren et al. (1995) fanden heraus,
dass es bei Krebspatienten, die sich in Remission befinden, asymptomatisch sind, jedoch ru-
hende Mikrometastasen haben, zu einem Rezidiv kommt. Dieser wissenschaftlichen Veroffent-
lichung folgten Studien zur Identifizierung dieser Mikrometastasen in Form von CTCs (Nicola
et al. 2003; Wikman et al. 2008). Bettegowda et al. (2014) zeigten, dass diese Mikrometastasie-
rung auch durch Messung von ctDNA bestitigt werden kann. Seit 2007 empfiehlt die American
Society of Clinical Oncology auch den Nachweis von detektierbaren Tumorzellen bei der Therapie-
entscheidung des Mammakarzinoms mitzuberticksichtigen. So wurde in der aktuellen Fassung
der TNM-Klassifikation die Kategorie cMO (i+) hinzugefiigt, der den Nachweis von Tumorzel-
len im Blut, Knochenmark oder Ansammlung dieser (kleiner gleich 0,2 mm) in nicht-regioniren
Lymphknoten beschreiben (Lianidou et al. 2013). Man unterteilt diese Tumorzellen nach dem

Ort des Auffindens, ob diese im Knochenmark oder im Blutkreislauf zirkulieren. Disseminierte
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Tumorzellen (disseminated tumor cells, DTC) werden definitionsgemi} im Knochenmark und zir-
kulierende Tumorzellen (circulating tumor cells, CTC) im Blutkreislauf gefunden (Nelson et al.
2016; Pantel et al. 2009). Eine signifikante Assoziation zwischen dem Auffinden von CTCs und
deren Anzahl bezogen auf das Gesamtiberleben konnte bei verschiedenen Karzinomarten
(Mamma-, Prostata- und Kolorektales Karzinom) beschrieben werden (Cohen et al. 2008;
DCristoe Bono et al. 2008; Joosse et al. 2012). Detektierbare Tumorzellen kénnen sich zu Fern-
metastasen vereinigen und gelten in dem Zusammenhang als Mikrometasten. Sie sind teilungs-
aktive, migrationsfahige Abspaltungen eines Primartumors, Rezidivs oder einer schon bestehen-
den Metastase (Iwatsuki et al. 2010). Mit dem Nachweis dieser Zellen kann ein weiterer prog-
nostischer Biomarker beim primiren Brustkrebs Anwendung finden (Bidard et al. 2008; Pantel
et al. 2008). Aullerdem kann mit Hilfe der zirkulierenden Tumorzellen eine Regressionstiberwa-
chung, Rezidiverkennung oder auch ein Therapieversagen frihestméglich erkannt werden
(Cristofanilli und Mendelsohn 2006; Hayes et al. 2000).

Die Probenentnahme von disseminierten Tumorzellen aus dem Knochenmark mittels einer
Knochenmarksbiopsie oder auch -aspiration ist deutlich invasiver und mit mehr Risiken sowie
Umstidnden fiir den Patienten verbunden als die zur Probengewinnung von zirkulierenden
Tumorzellen aus Blutproben im Rahmen der Jguzd bigpsy (de Bono et al. 2008). Jedoch stellt die
Detektion aufgrund der geringen Anzahl im Blut zirkulierender Tumorzellen immer noch eine
gro3e Herausforderung dar, denn die Haufigkeit einer CTC bezogen auf andere Blutzellen ist
mit 1:100.000-1.000.000 sehr gering (Balic et al. 2005).

Die Detektion von Mikrometastasen mit Hilfe hochauflésender Bildgebungen, wie der Mam-
mographie oder des MRTS, ist zurzeit noch nicht méglich (Alsamarai et al. 2012). Daher ist in
den Fokus der Wissenschaft die Zguid biopsy getreten. Da CTCs hiufig stoffwechselaktive Zellen
sind, verfiigen sie auch tber die Fahigkeit in Apoptose zu gehen, sodass ein hoher CTC-Spiegel
notwendig ist um diese im Blut zu detektieren bzw. auf Verinderung beziiglich ihres Methy-
lierungsstatus, Mutationen oder Resistenzen gegeniiber Therapiema3nahmen zu testen
(Nagrath et al. 2007). Das Vorhandensein von CTCs im peripheren Blut scheint daher ein Frih-
indikator fir eine Metastasierung zu sein und kann auf eine Tumorausbreitung vor dem Auftre-
ten von klinischen Symptomen oder dem Nachweis durch Bildgebung hindeuten (Pantel et al.
2009). Hohe CTC-Spiegel liegen oft nur bei metastasierenden Karzinomerkrankungen vor
(Aktas et al. 2011), sodass man nach einem anderen Biomarker gesucht hat. So zeigten Bette-
gowda et al. (2014), dass bei Karzinomerkrankten in frihen als auch in metastasierten Stadien,
bei denen CTCs im Blut gefunden wurden, auch zirkulierende zellfreie Tumor-DNA nachweis-
bar war. Daher kamen Bettegowda et al. (2014) zu der These, dass das Auffinden und die Ana-

lyse von ctDNA zur Identifizierung von Brustkrebs in fritheren Stadien helfen kann.
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Die Mammakarzinombiopsie unterliegt Einschrinkungen, da sie lediglich eine Momentauf-
nahme des Tumorgewebes zu dem Entnahmezeitpunkt erfasst, die einer Selektionsverzerrung
unterliegt und die Tumorverinderungen moglicherweise nicht darstellt. Aulerdem kann die
Detektion der ctDNA-Last nicht nur als Priventionsmarker hilfreich sein, sondern auch die
Analyse der genetischen Merkmale des Tumors ermdglichen, was zu einer personifizierten
Tumortherapie beim Mammakarzinom beitragen kann (Rohanizadegan 2018).

Die Freisetzung der zirkulierenden zellfreien Tumor-DNA erfolgt durch apoptotische, nekroti-
sierende Prozesse sowie durch eine aktive Zellsekretion des Karzinoms selbst, was bei
Mammakarzinompatientinnen zu einem hohen Anteil an zirkulierender DNA, mRNA und
mictroRNA im Blut fihrt. Da zirkulierende zellfreie Tumor-Nukleinsduren die Eigenschaften
des Primirtumors und sogar die der Mikrometastasenzellen widerspiegeln, konnen sie moglich-
erweise ausgezeichnete Blutbiomarker fiir das Mammakarzinom-Screening darstellen
(Schwarzenbach 2013).

Zusitzlich konnte die Analyse von ctDNA und spezifischen Promotorhypermethylierungen die
derzeitigen invasiven histologischen Biopsieuntersuchungen erginzen, um spezifische Mutatio-
nen zu identifizieren, die beispielsweise mit einer erworbenen Arzneimittelresistenz (z. B. gegen
Tamoxifen, Trastuzumab oder Lapatinib) beim metastasierten Mammakarzinom einhergehen
(Murtaza et al. 2013; Page et al. 2011). Das Methylierungsmuster von ctDNA kann ebenfalls
verwendet werden, um die Behandlung zu uberwachen. Nach einer Operation, einer
Tamoxifen-Behandlung oder einer kombinierten Behandlung von Mammakarzinompatientin-
nen kann sich das Methylierungsmuster von ctDNA dndern und dem von gesunden Kontroll-
personen dhneln (Liggett et al. 2011). Es wurde berichtet, dass eine Demethylierung der
Promotorregion RASSF1.A wihrend der Behandlung eines Malignoms mit Tamoxifen ein
Therapieansprechen anzeigt, jedoch die Persistenz oder dass das Auftreten einer neuen
Promotorhypermethylierung eine Resistenz gegen die adjuvante Tamoxifen-Therapie bedeutet

(Fiegl et al. 2005).

4.1 Diagnostische Sensitivitit und Spezifitit der getesteten
Promotorregionen MAL, RARB2, RASSFIA und SOX17im Vergleich

zu anderen wissenschaftlichen Studien beim Mammakarzinom

Neue wissenschaftliche Ansitze der vergangenen Jahre verfolgen das Ziel, freie zirkulierende
Nukleinsauren im Blut mit Hilfe von unterschiedlichen PCR-Verfahrenstechniken nachzuwei-

sen um geeignete genetischen und epigenetische Tumormarker des Mammakarzinoms zu

etablieren (Schwarzenbach et al. 2011a).
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Die DNA-Methylierung ist ein hdufiges, frithes Ereignis in der Karzinogenese und kann ein
potenzieller Pradiktor fir das Krebsrisiko sein. Eine epigenetische Verinderung kann zur Inak-
tivierung von Tumorsuppressorgenen durch Methylierung von CpG-reichen Regionen in der
Nihe der Transkriptionsstartstelle fihren (Kohler et al. 2009).

Nach ausfithrlicher Literaturrecherche riickten daher, die in der Einleitung ausfiihrlich beschrie-
benen, epigenetischen Tumormarker des Mammakarzinoms in den Fokus. Epigenetische Ver-
inderungen werden bei vielen Tumorentititen beobachtet. Hiufig sind Tumorsuppressorgene
hypermethyliert und liegen damit herunter reguliert vor. Insbesondere wurde bei Patientinnen
mit Brustkrebs die Methylierung von Tumorsuppressorgenen beschrieben, die im Serum oder
Plasma gesunder Frauen nicht methyliert vorkommen (Agostini et al. 2012; Jing et al. 2007).
Die ermittelte diagnostische Testspezifitit fir die quantitative, methylierungsspezifische Ein-
Schritt-Real-Time-PCR der hier vorliegenden experimentellen Studie der Promotorregionen
MAL, RARS2, RASSF1.A und SOXT77 betrigt jeweils 95 %, wobei 38 von 40 gesunden Blut-
spendern keine Hypermethylierung der untersuchten Testgene zeigten. Die Falsch-negativen
Ergebnisse beliefen sich auf zwei von 40 Blutspendern fiir jedes Testgen. Die diagnostische
Sensitivitat basierte ebenfalls auf die in Doppelbestimmung durchgefithrten Multiplex-PCR-
Testung der Mammakarzinomplasmaproben (n = 28) und den daraus resultierenden Ct-Mittel-
werten. Die Bewertung erfolgt analog der diagnostischen Spezifitit anhand der promotorspezi-
fischen Cut-Off-Ct-Werte in positiv (methyliert) und negativ (nicht methyliert). Die ermittelte
Sensitivitit fir die Testgene liegt fiir MAL bei 0%, RARA2 bei 3,6 %, RASSF1.A bez 10,7 %
und SOXT77 bei 3,6 Y.

Vergleichend zu Agostini et al. (2012) untersuchte die Studiengruppe Patientinnen (n = 39), die
an ecinem duktalen Mammakarzinom erkrankten auf Hypermethylierungen der Gene
RASSF1A, MAL und SFRPT. Es konnte c¢tDNA aus EDTA-Plasmaproben isoliert werden.
Die Isolierte Tumor-DNA wurde mit Sodium-Bisulfit vorbehandelt und dann mittels einer
kombinierten quantitativen, methylierungsspezifischen, fluoreszenz-basierten Rea/-Time-PCR,
analysiert. Die Spezifitit betrug fiir RASSF7.4, MAL und SFRP7 100 % bei einem Kontrollko-
hortenumfang von 49 Frauen (n = 49). Die Sensitivitit belief sich fiir RASSF7.A auf 23 %,
MAL 13 % und fur SFRP7 10 %, sodass zusammengenommen bei 41 % der analysierten
cfDNA-Proben eine Hypermethylierung fiir mindestens eines der untersuchen Gene positiv
war (Agostini et al. 2012). Die epigenetische Inaktivierung von RASSF7.A ist eine der hdufigsten
molekularen Veridnderungen bei Karzinomerkrankungen. Die Methylierung von RASSF7.A ist
daher cin attraktiver Biomarker fiir die Krebsfriherkennung, da die Promotorhypermethylie-

rung bei Hochrisikopatienten hiufig vorhanden ist. Schon Monate bis Jahre vor der Diagnose
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eines Mammakarzinoms kann diese im peripheren Blut nachweisbar sein (Hesson et al. 2007;
Kloten et al. 2013; Yazici et al. 2009).

Die Arbeit um Kloten et al. (2013) zeigte die Testung von Promotormethylierung an sieben
Tumorsuppressorgenen (SFRP7, SFRP2, SFRP5, I'TIH5, WIF1, DKK3 und RASSF1.A) aus
Serum extrahierter ctDNA. Die Untersuchung fand an zwei unabhingigen Kohorten von ins-
gesamt 602 Serum- und 112 Mammakarzinomgewebeproben statt. Zunichst wurde an einem
Testset (n = 261 Seren und n = 112 Gewebeproben) die Bestimmung aller Gene durchgefthrt
und in einem unabhingigen Validierungsansatz (n = 343 Seren) die vielversprechendsten Gene
aus der Vortestung auf die Verwendung als Biomarker fiir die Friherkennung eines Mamma-
karzinoms analysiert. Sowohl in der Testkohorte als auch in der Validierungsgruppe konnte eine
ITIH5- und DKK3-Hypermethylierung mit einer Sensitivitit von 41 % bei einer Spezifitit von
93 % bzw. 100 % gezeigt werden. Die Untersuchung fand an 112 Serumproben statt, wobei
allein betrachtet eine DKK3-Hypermethylierung mit einer Sensitivitit von 33 % zeigten, demge-
geniiber lag bei 87 % (n = 112) eine DKK3-Hypermethylierung im Mammakarzinomgewebe der
Testkohorte vor. Die Spezifitit von 99 % (n = 102) sowie 100 % (n = 20) ergab sich aus der
Testung von Frauen mit einer benignen Mammaerkrankung. Die Kombination dieser Gene mit
einer RASSF71.A-Methylierung erhéhte die Sensitivitit auf 67 % bei einer Spezifitit von 69 %
und 82 % bei gesunden bzw. bei Probanden mit gutartigen Liasionen der Mamma. Aullerdem
wurden Seren von 59 Frauen mit gutartigen Brustldsionen und von 58 Kolonkarzinompatien-
tinnen getestet, um eine Erhchung der Spezifitit zu erreichen. Die Methodik der quantitativen
methylierungsspezifischen PCR in der MethyLight-Technik mit Bisulfit-Vorbehandlung der
DNA-Gewebe sowie -serumproben wurde hier angewendet (Kloten et al. 2013).

Die Korrelation der hypermethylierten Promotorregionen APC, RASSF7.4 und ESR7 mit dem
Vorhandensein von CTCs konnte die Arbeitsgruppe um van der Auwera et al. (2009) bei meta-
stasierten Mammakarzinompatientinnen aufzeigen. Auflerdem wurden CTCs und karzinombe-
dingte hypermethylierte DNA im Blut unabhingig voneinander auf die Eignung als Marker fir
eine Metastasierung beim Mammakarzinom untersucht. Die Probenmaterialien umfassten Voll-
blut-, Plasma- und Serumproben von 80 Mammakarzinompatienten (n = 80) und 20 gesunden
Probanden (n = 20), die nach DNA-Extraktion ebenfalls eine Sodium-Bisulfit-Vorbehandlung
erfahren haben. Das Ce/lSearch-System wurde verwendet, um CTCs in den Blutproben aufzu-
finden. Die Gesamt-DNA-Plasmakonzentration wurde durch ein quantitatives PCR-Verfahren
bestimmt. Die Seren wurden mittels einer methylierungsspezifischen, quantitativen PCR auf die
drei genannten Promotorregionen untersucht. Die Gesamt-DNA von Mammakarzinompatien-
ten war im Vergleich zu den gesunden Probanden signifikant erhoht (p < 0,001) und korrelierte

mit der Anzahl der CTCs (r = 0,418, p < 0,001). Eine Hypermethylierung eines oder mehrerer



Diskussion 77

Gene wurde in 42/80 (53 %) Serumproben von Brustkrebspatientinnen und in 3/80 (16 %)
Serumproben von Kontrollpersonen (p = 0,003) nachgewiesen. Fine Hypermethylierung des
APC-Gens konnte mit einer Sensitivitit von 29 %, des RASSF1.A4- von 35 % und des ESR7-
Gens von 20 % bei Mammakarzinompatienten nachgewiesen werden. Die Spezifititen beliefen
sich fiir APC auf 95 %, bei RASSF1.A auf 100 % und bei ESR7 auf 89,5 %. Der Nachweis
eines hypermethylierten Gens im Serum korrelierte mit dem Nachweis von CTCs im Blut
(p = 0,03). Diese Ergebnisse konnen auf zwei Arten interpretiert werden, indem CTCs als po-
tenzielle Quelle fiir zirkulierende tumorspezifische DNA angesehen werden oder hohe CTC-
Konzentrationen und zirkulierende methylierte DNA Ausdruck einer aggressiveren
Tumorentitit sind (van der Auwera et al. 2009). Matuschek et al. (2010) zeigten in dieser
Hinsicht ebenfalls eine korrelierende Assoziation von methylierten APC- und GSTP7-
Promotorregionen mit dem Vorhandensein von CTCs bei fortgeschrittenem Stadium von
Patientinnen, die an einem Mammakarzinom erkrankt sind. Die Studie umfasste prospektiv
Serumproben von 85 Mammakarzinompatientinnen (n = 85) und 22 gesunden Probanden
(n = 22). Die Seren wurden mittels einer methylierungsspezifischen PCR nach dem MezhyLight-
Prinzip auf APC, RASSF1.A4, ESRT1, CDKN2A (p16) und GSTPT untersucht. Zuvor erfolgte
auch hier eine Sodium-Bisulfit-Behandlung der isolierten DNA. Es konnte eine Hypermethy-
lierung des APC- bei 29 % (25/85), des RASSF1.A- bei 26 % (22/85), des GSTP7- bei 18 %
(14/76) und des ESR7-Gens bei 38 % (32/85) der getesteten Mammakatzinompatienten gezeigt
werde. Die Spezifitit fiir APC belief sich auf 91 % sowie fiir RASSF7.A und ESRT auf jeweils
77 % (5/22). Bei hypermethylierter DNA beziiglich des .4APC-Gens wutde ein signifikanter Un-
terschied zwischen Karzinompatienten und gesunden Probanden festgestellt. Dartiber hinaus
korrelierte das Vorhandensein von methyliertem APC, RASSF7.A und CTCs signifikant mit
dem T-Stadium (T1 und T2 gegeniiber T3 und T4) und der AJCC-Einstufung (p = 0,001,
p = 0,031 bzw. 0,002). Methyliertes GSTP7 wurde vorwiegend im Serum von Patienten mit
groflem Primirtumor gefunden (p = 0,023) und korrelierte stark mit dem positiven Her2/ neu-
Status (p = 0,003). Methyliertes ESR7 zeigte keine signifikanten Korrelationen mit einem der
oben genannten Parameter in dieser Studie (Matuschek et al. 2010). Miiller et al. untersuchten
bereits im Jahr 2003 das Vorliegen von DNA-Methylierungen in Mammakarzinomserumpro-
ben, die noch keine Therapie erhalten hatten, ob DNA-Methylierungen beim Mammakarzinom
prognostisch von Bedeutung sind. Im Genevaluierungsansatz wurden finf Gene ESR7, APC,
HSD17B4, HICT und RASSF1.A identifiziert von insgesamt 39 analysierten Genen mit der an-
gewandte Methode MezhyLight. Das Genevaluierungsset bestand aus zehn Serumproben von
metastasierten Patienten, 26 Patienten mit primdrem Brustkrebs und zehn Kontrollproben. Um

den prognostischen Wert der im Genevaluierungssatz identifizierten Gene zu bestimmen,



Diskussion 78

wurden 24 Serumproben von Patienten analysiert, die keine adjuvante Behandlung vor der Pro-
benentnahme erhalten hatten. Im Trainingsset hatten Mammakarzinompatienten mit methyl-
ierter Serum-DNA fiir RASSF7.A4 und/oder APC die schlechteste Prognose fiir das Gesamt-
tberleben (p < 0,001). Dieser Befund wurde durch die Analyse von Serumproben aus dem
unabhingigen Testansatz (p = 0,007) bestitigt. Bei der Analyse aller 86 untersuchten Patienten-
proben zeigte sich, dass methylierte RASST7.A4- und/oder APC-Serum-DNA unabhingig von-
einander mit einem schlechten Therapieergebnis assoziiert ist und mit einer erh6hten Mortalitdt
einhergeht (Miiller et al. 2003).

Skvortsova et al. (2000) zeigten, dass die Karzinogenese durch die erhchte Konzentration an
ctDNA sowie durch tumorbedingte Verinderungen der Blutplasma-DNA gekennzeichnet ist.
Die Konzentration der ctDNA und die Methylierung der Promotorregionen RARfZ,
RASSF1A und HICT wurden von EDTA-Plasmaproben gesunder Probanden (n = 10),
Patientinnen mit Brustkrebs (n = 20) und Patientinnen mit einem benignen Fibroadenom
(n =15) in einer methylierungsspezifischen PCR mit einer Vorbehandlung der DNA mit
Sodium-Bisulfit untersucht. Die Arbeitsgruppe um Skvortsova et al. (20006) stellte dar, dass es
wihrend der Tumorentstehung zu signifikanten Verinderungen in der Verteilung von zirkulie-
render DNA kommt, indem eine Unterscheidung zwischen zellfreien und zelloberflichenge-
bundenen DNA-Fraktionen besteht. Die Analyse der RARF2- und RASSF7.4-Methylierung
beziiglich der gesamten zirkulierenden DNA wies eine diagnostische Sensitivitit von 95 % bei
Brustkrebspatientinnen, 60 % bei Patientinnen mit einer gutartigen Lidsion und zeigte bei ge-
sunden Frauen keine falsch positiven Ergebnisse (Spezifitit 100 %). Die Ergebnisse der Studie
zeigen, dass die methylierungsspezifische PCR von RAR2- und RASSF7.4-Genen auf der Ba-
sis der gesamten zirkulierenden DNA in Kombination mit der quantitativen Analyse der zirku-
lierenden DNA-Verteilung zwischen zellgebundenen und zellfreier DNA im Blutplasma zwi-
schen malignen und benignen Mammaerkrankungen unterscheiden kann (Skvortsova et al.
2000).

Rykova et al. (2008) untersuchten EDTA-Plasmaproben von insgesamt 76 Probanden beste-
hend aus 25 gesunden, 24 Frauen mit einer Mastopathie, 24 Frauen mit einem Fibroadenom
sowie eine Mammakarzinompatientin pri- und zwei postoperativ beztiglich des Methylierungs-
status der Gene Cyclin D2 und RARf2 zur Etablierung eines Mammakarzinom-Screening-As-
says. Die methylierungsspezifische PCR wurde unter Verwendung der gesamten zirkulierenden
DNA aus dem Blutplasma durchgefiihrt, einschlieBlich der zellfreien und zelloberflichengebun-
denen DNA-Fraktionen. Nur eine der 25 Frauen der klinisch gesunden Gruppe wies ein me-
thyliertes Cyclin D2-Gen auf, was einer Spezifitit von 96 % ausmacht. 42 % der Patienten, die

an einem Fibroadenom der Mamma erkrankt sind, zeigten jedoch ebenfalls eine
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Hypermethylierung von mindestens einem der getesteten Gene, 33 % der Frauen mit einer
Mastopathie wiesen ebenfalls eine Hypermethylierung auf (Rykova et al. 2008).

Die Studie um Hoque et al. (20006) stellte zunichst fest, dass eine aberrante Methylierung der
vier Genen APC, GSTP1, RASSF1.A und RARf2 bei westafrikanischen Frauen (n = 93) aus
dem Senegal, die an einem primiren Mammakarzinom erkrankt sind und sich in einem tber-
wiegend fortgeschrittenen Stadium befinden, vorliegt. Die Methodik der quantitativen methyl-
ierungsspezifischen PCR wurde angewendet. Das Blutplasma der Mammakarzinompatientin-
nen und von 76 gesunden Kontrollpersonen (n = 76) wurde auf das Vorhandensein einer Hy-
permethylierung der genannten Gene untersucht, nachdem die isolierte DNA mit Bisulfit inku-
biert wurde. Das mittlere Alter der erkrankten Frauen betrug 44,9 Jahre, das der gesunden
Frauen 37,3 Jahre. Die Kohorte der Erkrankten setzte sich aus sechs (7 %) Stadium I-, 18
(20 %) Stadium II-, 43 (48%) Stadium II- und 23 (26 %) Stadium IV-
Mammakarzinompatientinnen zusammen. Darunter hatten 9 % ein invasives duktales, 6 % ein
invasives lobulires und 85 % ein schlecht differenziertes, invasives Mammakarzinom. Die Me-
thylierung mindestens eines Gens der getesteten Validierungskohorte ergab eine Sensitivitit von
62 % bei einer Spezifitit von 87 %. Dartiber hinaus konnte eine Hypermethylierung in 33 %
(8/24) der Mammakatrzinompatientinnen im Frihstadium (I und II, n = 24) und in 65 %
(43/66) der Erkrankten im Stadium III-IV nachgewiesen werden. Die Testung des unabhingi-
gen Validierungssets (n = 85) hinsichtlich einer Hypermethylierung der getesteten Promotorre-
gionen ergab Sensitivititen fir APC von 17 %, GSTPT sowie RARL2 von 26 % und RASSF1.A4
von 32 % bei Spezifititen von 92 bis 100 %. Die Testung des Methylierungsstatus von
Mammakarzinomgewebeproben (n = 84) ergab, dass eine Methylierung von RARpSZ,
RASSF1A, APCund GSTP1 in 23 %, 44 %, 42 % bzw. 14 % der untersuchten Gewebeproben
bestand. Das Vorhandensein einer Methylierung eines dieser vier Gene wurde in 57 % der
Brustkrebsgewebeproben nachgewiesen, dhnlich der Ergebnisse aus den Blutplasmaproben
(Hoque et al. 2000).

Die Arbeitsgruppe um Radpour et al. (2011) untersuchte ein Gen-Panel bestehend aus zehn
méglichen Promotorregionen APC, BINT, BMP6, BRCAT, CST6, ESR1, GSTP1, p16, p21 und
TIMP3 zur Entwicklung eines Mammakarzinom-spezifischen Bluttests zur Unterscheidung zwi-
schen Karzinompatientin und gesunden Probanden. Die Anzahl von 126 Proben, bestehend
aus zwei verschiedenen Kohorten, wurde analysiert, wobei die erste Kohorte aus Plasmaproben
von Mammakarzinompatientinnen (n = 36) und gesunden Kontrollpersonen (n = 30) bestand.
Die zweite Kohorte bestand aus 20 Patientinnen mit Mammakarzinom, von denen jeweils
Tumorgewebe, gesundes Mammagewebe und Serum untersucht wurde. In der ersten Kohorte

war im Vergleich zu den gesunden Probandinnen signifikant mehr zirkulierende zellfreie
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methylierte DNA bei acht Tumorsuppressorgenen nachweisbar (p < 0,01). In der zweiten Ko-
horte zeigte sich eine Hypermethylierung von sieben Genen in Tumorgewebe- und Serumpro-
ben im Vergleich zum gesunden Gewebe (p < 0,05). Unter der Verwendung eines acht Gen-
Panels zur Entwicklung eines blutbasierten Tests zur Detektion eines Mammakarzinoms konnte
eine Sensitivitit und Spezifitit von tiber 90 % erreicht werden. Die angewandte Methode in
Form von MALDI-TOF-MS (EpiTYPER™-Assay, Sequenom, San Diego, CA, USA) beruht
auf dem Prinzip der methylierungsspezifischen, quantitativen, matrixunterstitzten Laserdesorp-
tions-/lonisierungs-Flugzeit-Massenspektrometrie. Eine Bisulfit-Vorbehandlung der extrahier-
ten DNA hat ebenfalls stattgefunden. Aulerdem zeigte die Untersuchung von Radpour et al.
(2011), dass es Sensitivitiatsunterschiede beziiglich der Testung von Plasma und Serum fir die
10 analysierten Promotorregionen gibt. Beispielsweise wies APC eine Sensitivitit von 50 % im
Plasma gegentiber einer Sensitivitit von 25 % im Serum bei gleicher Spezifitit von 90 % auf
(Radpour et al. 2011). Ziel der Studie um Martinez-Galan et al. (2008) war es, den Zusammen-
hang zwischen Hypermethylierungen von Genen und den wichtigsten klinisch-pathologischen
Merkmalen des Mammakarzinoms aufzuzeigen. Eine quantitative methylierungsspezifische
PCR-Technik (§SYBR Green) wurde zur Etablierung von Mammakarzinom-Biomarkern in Form
von zirkulierender DNA mit CpG-Islands-Hypermethylierung von ESR7-, APC-, RARf-, 14-3-
3-0- und E-cad-Genpromotorregionen verwendet. Es wurden prioperative Serumproben von
106 Mammakarzinompatientinnen (n = 106), 34 mit gutartiger Mammalisionen (n = 34) und
74 gesunden Kontrollprobanden (n = 74) sowie Serumproben nach Therapie von 60 Brust-
krebspatientinnen (n = 60) analysiert. Es zeigten sich hypermethylierte ESR1- und 74-3-3-0-
Genpromotorregionen mit einem signifikanten Unterschied zwischen Mammakarzinompatien-
tinnen und gesunden Kontrollpersonen (p = 0,0112 fur ESR7 und p = 0,0047 fir 74-3-3-0).
Eine Untersuchung der Hypermethylierung beider Gene zeigte einen signifikanten (p < 0,0001)
Unterschied zwischen Brustkrebspatientinnen und gesunden Kontrollpersonen, die Sensitivitat
lag bei 81 % und die Spezifitit bei 88 %. Das Vorhandensein von methyliertem ESR7 im Serum
von Brustkrebspatientinnen korrelierte mit dem negativen Ostrogenrezeptorstatus des
Mammakarzinoms (p = 0,0179). Eine Hypermethylierung der ctDNA aus Serumproben an
ESR7- und 74-3-3-0-Loci wurde bei Mammakarzinompatientinnen, in-situ-Karzinomen sowie
benignen Mammaldsionen beobachtet. Es wurden keine signifikanten Unterschiede bei Betrach-
tung der methylierten ESR7- oder 74-3-3-0-Werte zwischen Messungen vor und nach der Be-
handlung beobachtet, sodass die Ergebnisse einige Zweifel aufwerfen, ob mittels dieser sensiti-
ver Technik die Identifizierung der Hypermethylierung spezifischer Promotorregionen aus Se-
rum extrahierter DNA fir die Krebsfriherkennung geeignet sind (Martinez-Galan et al. 2008).

Die angeschlossene Forschungsarbeit von Martinez-Galan et al. (2014) zeigte die Beziehung
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zwischen dem Ostrogenrezeptorexpressionsstatus in  Tumorgewebeproben und der
Methylierung der 5'-CpG-Promotorregion des ESR7-Gens aus frei zirkulierender DNA auf,
welche aus Plasmaproben von nicht metastasierten Brustkrebspatientinnen (n = 110) isoliert
wurden. Die angewandte Methode war dieselbe wie in der Studie 2008. Die Ergebnisse zeigten
einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von methyliertem ESR7 bei
Patientinnen mit Brustkrebs und einem negativen Ostrogenrezeptor-Status im Tumorgewebe
(p = 0,0179). Es konnte aullerdem ein Trend gesehen werden, indem es mit einer héheren
Wahrscheinlichkeit zu einer ESR7-Methylierung bei Mammakarzinom-Phinotypen mit einer
schlechteren Prognose kommt, so bei 80 % der triple-negativen Mammakarzinompatienten,
60 % der Her2/ nen-positiven-Patienten gegeniiber Mammakarzinompatientinnen, die ein histo-
pathologisch gesichertes Luminal A- (28 %) oder ein Luminal B-Mammakarzinom (5,9 %) auf-
wiesen. Die Expression des Ostrogenrezeptors ist ein wichtiger Marker fiir die Prognose und
sagt das Ansprechen auf eine endokrine Therapie bei Brustkrebs voraus (Martinez-Galan et al.
2014).

Die Arbeit von Fackler et al. (2014) veranschaulichte, dass mit einem Marker-Panel von zehn
ausgewihlten Genen (AKR7B7, COL6A2, GPX7, HISTTH3C, HOXB4, RASGRF2, RHGEF7
TM6SF1, TMEFF2 und RASSF71.A) malignomspezifische, hypermethylierte zirkulierende
ctDNA in Serumproben mittels einer quantitativen, methylierungsspezifischen Multiplex-PCR
in einer Trainingskohorte (n =28 Gesunde, n =24 metastasiertes Mammakarzinom,
Stadium 4) und einer Testkohorte (n = 27 Gesunde,n = 33 metastasiertes Mammakarzinom,
Stadium 4) mit einer Sensitivitit von 91 % und einer Spezifitit von 96 % der Testkohorte nach-
weisbar sind. Eine Bisulfit- DNA-Vorbehandlung fand statt. Eine HOXB4-Hypermethylierung
zeigte sich allein betrachtet in der Trainingskohorte mit einer Sensitivitit von 46 % bei einer
Spezifitit von 100 % sowie in der Testkohorte mit einer Sensitivitit von 36 % bei einer
Spezifitit von ebenfalls 100 %. Eine alleinige Betrachtung des RASSF7.4-Gens in der Trai-
ningskohorte wies eine Hypermethylierung mit einer Sensitivitit von 75 % bei einer Spezifitit
von 96 % sowie in der Testkohorte eine Sensitivitit von 67 % bei einer Spezifitit von ebenfalls
100 % auf. Die angewandte Methode éMehDN.A wurde in Form von zwei aufeinanderfolgen-
den PCR-Reaktionen durchgefithrt. Zuerst erfolgte eine Multiplex-PCR mit Bisulfit-vorbehan-
delter isolierter DNA aus den Serumproben. Die entstandenen Amplifikate wurde dann 1:500-
1:50.000 verdinnt um diese in der zweiten PCR-Reaktion mittels einer quantitativen, methylie-
rungsspezifischen Real-Time-PCR zu untersuchen. Zusammengefasst legen diese Daten nahe,
dass der cMethDN.A-Test metastasierte Mammakarzinomerkrankungen detektiert und die Tu-
morlast sowie das Ansprechen auf eine Tumortherapie bei Frauen in fortgeschrittenen Stadien

anzeigen kann (Fackler et al. 2014).
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Die Studiengruppe um Chimonidou et al. (2011) konnte zeigen, dass Tumorsuppressor- und
Metastasensuppressorgene in CTCs, die aus peripherem EDTA-Blutplasma von Mammakarzi-
nompatientinnen isoliert wurden, durch epigenetische Verinderung herunterreguliert sind. Der
Stichprobenumfang belief sich auf 56 operable Mammakarzinompatientinnen, 27 metastasierte
Mammakarzinomerkrankte und 23 gesunde Kontrollprobandinnen. Die untersuchte DNA, die
aus der EpCAM-positiven immunomagnetisch selektierten CTC-Fraktion extrahiert wurde,
wurde auf die Methylierung bzw. fehlende Methylierung der CST6-, BRMS7- und SOX77-
Promotorsequenzen tiberprift. Die durchgefithrte Methode war eine methylierungsspezifische
PCR mit einer vorherigen Sodium-Bisulfit-Reaktion. Alle Proben wurden zusitzlich mittels ei-
ner quantitativen RT-PCR auf die Expression von KRT79 (Keratin 19) iberpriift. In CTCs von
Patienten mit verifizierter Metastasierung wurde eine Promotorhypermethylierung von CS5716 in
37,0 %, BRMST in 44,4 % und SOXT77 in 74,1 % der Fille beobachtet gegentiber Patientinnen
mit operablem Mammakarzinom, bei denen eine Promotorhypermethylierung von CST6 in
17,9 %, BRMS7 in 32,1 % und SOX77 in 53,6 % nachgewiesen wurde. Die Spezifitit von CST6
und SOX77 belief sich jeweils auf 95,7 % sowie fir BRMS7 auf 91,3 %. Die DNA-
Hypermethylierung dieser Gene bei operablem und metastasiertem Mammakarzinom unter-
schied sich signifikant von derjenigen der Kontrollpopulation, sodass eine Assoziation zwischen
dem Vorhandensein von CTCs und hypermethylierter DNA des SOX77-Promotors bei
Mammakarzinompatienten nach chirurgischer Entfernung des Primértumors festgestellt wurde
(Chimonidou et al. 2011). 2013 veré6ffentlichte die Studiengruppe um Chimonidou et al. die
Untersuchung des Methylierungzustandes der SOX77-Promotorregion in CTCs und von
ctDNA. Die Untersuchung fand an 114 gepaarten DNA-Proben statt, die aus CTCs und
ctDNA von Mammakarzinompatientinnen isoliert wurden sowie an 60 gesunden Individuen.
Der SOX77-Promotor wurde in 86 % (68/79) der primiren Mammakarzinomproben
hypermethylierter ctDNA vorgefunden. In CTCs war SOX77 mit 34,5 % (19/55) bei Patientin-
nen mit Brustkrebs im Frihstadium, mit 45,8 % (27/59) bei Patientinnen mit metastasiertem
Mammakarzinom und mit 4,3 % (1/23) bei gesunden Personen methyliert vorgefunden worden
wihrend in korrespondierenden ctDNA-Proben SOX77 bei 34,5 % (19/55), 40,7 % (24/59)
und 2,0% (1/49) in diesen Gruppen hypermethyliert vorlag. Es gab eine signifikante
Korrelation zwischen SOXT77-Hypermethylierung beziiglich c¢tDNA und CTCs bei Patienten
mit Brustkrebs im Frihstadium (p = 0,008), jedoch nicht bei Patienten mit verifizierter
Metastasierung (p = 0,283) (Chimonidou et al. 2013).

Die Studie von Guerrero-Preston et al. (2014) untersuchte isolierte Plasma-DNA von
174 Mammakarzinompatientinnen, die in Puerto Rico wohnhaft waren, auf Promotormethylie-

rungen von finf potenziellen Genen MAL, KIF1.A, FKBP4, 1’GF und OGDHL.. Die Analyse
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der mit Bisulfit vorbehandelten isolierten DNA wurde mittels eines methylierungsspezifischen,
fluoreszenz-basierten Real-Time-PCR-Verfahrens untersucht. Zuvor wurde eine Testkohorte be-
stehend aus 20 Mammakarzinomproben und 20 Kontrollprobandinnen untersucht. Dann
schloss sich eine Validierungkohorten-Testung aus 154 Mammakarzinompatientinnen und 86
Proben von gesunden Frauen an. Die eingeschlossenen Patientinnen waren zwischen 39 und 89
Jahre alt. Die finf Gene zeigten sich hypermethyliert vorliegend in einer Vortestung an gefro-
renem Mammakarzinomgewebeprobe (n = 502) sowie in einer Zelllinien-DNA-Testung. Die
Methylierung von mindestens einem der finf untersuchten Gene wurde bei 49 % der
Mammakarzinomplasmaproben im Vergleich zu 20 % der gesunden Kontrollprobandinnen
(n =86) gefunden. Zudem lag eine signifikante Assoziation zwischen der AMAL-
Hypermethylierung bei Mammakarzinompatientinnen beziiglich des Alters, der positiven Fami-
lienanamnese und der DNA-Reparatur-Kapazitit vor (p = 0,01). AuBlerdem lag eine Methylie-
rung der MAIL-Promotorregion mit einer Sensitivitit von 94,1 % bei einer Spezifitit von 86,7 %

vor (Guerrero-Preston et al. 2014).

4.2 Tumorzelllinientestung

Die Untersuchung der DNA-Methylierung bei Tumorzelllinien hat den groen Vorteil, dass es
sich um immortalisierte Zellen von sich 7 vitro unbegrenzt kultivierbaren Zelllinien handelt, die
in der Regel einen reinen Tumorzellgehalt aufweisen sowie winschenswerterweise nur einen
Tumorzelltyp reprasentieren und nicht durch umgebendes Gewebe beeinflusst werden. So
stellen Tumorzelllinien ein geeignetes Untersuchungsmaterial fiir molekulargenetische
Methoden dar. Im Bereich von epigenetischen Verinderungen zeigten Karzinomzelllinien ein
ahnliches Methylierungsmuster unterschiedlicher Gene, wie das des zu analysierenden Primir-
tumors. Allerdings kénnen auch Probleme der Testung von Tumorzelllinien durch Kontamina-
tion, Kultivierungsfehler und Selektionsprozesse der Tumorzellen selbst entstehen, welches zu
verfilschten Ergebnissen fihrt. Daher sollten die Untersuchungsergebnisse kritisch hinterfragt
und objektiv bewertet werden, inwiefern eine Tumorzelllinie den zu untersuchenden Primirtu-
mor zuverldssig reprisentiert, da zwischen Zellkultivierungseffekten und der eigentlichen
Karzinomzelltransformationsprozessen unterschieden werden muss (Paz et al. 2003). Paz et al.
(2003) zeigten aullerdem, dass Karzinomzelllinien insgesamt eine stirkere DNA-Methylierung
der CpG-Islands sowie eine genomweite Hypomethylierung aufwiesen als das zu untersuchende
Primirkarzinom. So zeigten andere Forschungsgruppen ebenfalls, dass eine verstirkte DNA-
Hypermethylierung der CpG-Islands in Zelllinien vorherrscht (Antequera et al. 1990; Dammann
et al. 2001; Smiraglia et al. 2001).
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Die Tumorzelllinientestung von den Mammakarzinomzelllinien MD.A-MB-231, T47D und
MCF7 zeigte, dass das in dieser experimentellen Arbeit etablierte Protokoll angewendet werden
kann. Die Zelllinie MD.A-MB-231 wies ein Genexpressionsmuster mit einer Hypermethylierung
der Gene MAIL, RASSF1.A sowie SOXT77 auf. Bei der Mammakarzinomzelllinie 747D konnte
eine Hypermethylierung des Gens RASSF7.4 nachgewiesen werden und bei der MCF7-Analyse
bestand eine Hypermethylierung aller getesteten Gene (vgl. Tabelle 10). Diese Ergebnisse lassen
darauf schlieBen, dass aufgrund der Heterogenitit der Mammakarzinomarten eine Untersu-

chung mittels eines Genpanels erforderlich ist.

4.3  Klinische Bedeutung zirkulierender =~ Tumor-DNA  und
Hypermethylierung von  Promotorregionen bei  anderen

Karzinomerkrankungen

Die Ubersichtsarbeit von Cree et al. (2017) fasst die Ergebnisse von insgesamt 94 ctDNA-
Studien zusammen. Bis auf finf Arbeitsgruppen untersuchten alle anderen Studien nur eine
Karzinomart, wobei in 60 % der Studien Mamma-, Kolon- und Bronchialkarzinome analysiert
wurden. In den Studien wurden entweder die Gesamt-ctDNA ohne weitere Differenzierung
analysiert, wie beispielsweise in Form von Hypermethylierungen oder krankheitsassoziierte
Mutationen, jedoch wurden in der Mehrheit der Studien PCR-basierte Methoden angewandt.
Die meisten Veroffentlichungen konzentrierten sich eher auf c¢tDNA im Plasma (67 Studien)
als auf Serum (25 Studien), wobei zwei Studiengruppen die Ausgangsmaterialien miteinander
verglichen. Plasma- wurde fiir 38 verschiedene und Serumproben fiir 28 unterschiedliche Mar-
ker verwendet, vergleichend fiir 18 Marker. Es wurde nur ein Gen, APC, beziiglich der Promo-
tor-assoziierten Methylierung und Mutation gleichzeitig untersucht. Wenige Marker wurden
analysiert um bestimmte Tumortypen zu identifizieren. Einige treten jedoch mit erhéhter Wahr-
scheinlichkeit bei bestimmten Tumorarten auf. Beispielsweise wurden GNAQ- und GN.A77-
Mutationen im Plasma von Patienten mit uvealem Melanom identifiziert. Diese Mutationen tre-
ten bei anderen Tumorarten selten oder gar nicht auf. Andere Mutationen wiederum sind nicht
tumorartspezifisch, jedoch gibt es auch Gen-Mutationen, die bei mehreren unterschiedlichen
Karzinomarten vorkommen (Cree et al. 2017; Metz et al. 2013).

Die Untersuchung und Messung der Gesamt-DNA sowie deren multiplen Mutationen aus Plas-
maproben ist bei verschiedenen Tumorentititen hilfreich (Newman et al. 2014). Es ist jedoch
auch bekannt, dass nicht alle Karzinomarten (z. B. Gliome) erhéhte ctDNA-Spiegel im Plasma

aufweisen (de Mattos-Arruda et al. 2015).
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4.4 Klinische Bedeutung zirkulierender Tumor-DNA im Vergleich zu

anderen Biomarkern beim Mammakarzinom

Mehrere Autoren haben den Nutzen von ctDNA beim Mammakarzinom mit anderen verfiig-
baren Biomarkern verglichen, um ihren diagnostischen und prognostischen Wert zu rechtferti-
gen oder in Frage zu stellen. Biomarker zur Friherkennung des Mammakarzinoms umfassen
die zirkulierende Caspase- und Proteaseaktivitit (Roth et al. 2011), mRNA (Joosse et al. 2014),
Nukleosomen (Roth et al. 2011), das Vorhandensein von Exosomen (Wang und Ji 2018) und
die CTCs (Heidary et al. 2014).

Die Studiengruppe um Roth et al. (2011) entdeckte, dass die Tumor-DNA tiberwiegend in Form
von Nukleosomen zirkuliert und dass die Nukleosomenkonzentrationen und der ctDNA-
Spiegel zwar stark miteinander assoziiert sind, die Nukleosomenkonzentration jedoch einen
besseren diagnostischen Wert fiir die Unterscheidung gesunder Frauen von Mammakarzinom-
patientinnen aufweist. Die Arbeitsgruppe um Roth et al. (2011) verglich auflerdem den diagnos-
tischen Wert von ctDNA mit dem der zirkulierenden Caspase- und Proteaseaktivitit und kamen
zu dem Schluss, dass die zirkulierende Caspase- und Proteaseaktivitit einen Gberlegenen diag-
nostischen Wert insbesondere fiir den Nachweis von malignen Brusterkrankungen hat, wihrend
die ctDNA bei der Identifizierung von Brustkrebs in fritheren Stadien helfen kann.
Exosomen, die DNA, miRNA, mRNA, Proteine und Enzyme enthalten, dienen der interzellu-
liren Kommunikation, welche ebenfalls von Karzinomzellen gebildet werden (Kucharzewska
und Belting 2013). Es wird angenommen, dass es zu einer Dysregulation dieser Exosomen
kommt und dadurch zur Beeinflussung der Invasion, dem Metastasierungsverhalten von Karzi-
nomzellen sowie der Stimulierung von Stammezellen, der Angiogenese, der Apoptose und der
Zellinteraktion mit dem Immunsystem. So kann es zu einer Resistenzentwicklung gegentiber
Arzneimitteln und Therapeutika kommen. Damit begiinstigen Exosomen die Entstehung von
Karzinomerkrankungen. Jia et al. (2017) zeigten, dass erh6hte CEA- und CA 15-3-Konzentra-
tionen in den Exosomen bei Mammakarzinompatientinnen vorherrschen (Jia et al. 2017; Lowry
et al. 2015).

Hannafon et al. (2016) berichtete Gber eine Anreicherung bestimmter microRNAs in Exoso-
men, die im Blutkreislauf von Mammakarzinompatientinnen freigesetzt werden. Ein direkter
Vergleich von c¢tDNA und Exosomen als diagnostische oder prognostische Biomarker bei
Brustkrebs wurde jedoch bisher nicht durchgefiihrt.

Ein weiterer, hdufig fir Brustkrebs verwendeter Biomarker ist das Tumorantigen 15-3
(CA 15- 3). Obwohl dieser Biomarker eine hohe Sensitivitit fir die Diagnosestellung aufwelist,

indern sich seine Spiegel nicht im Zusammenhang mit dem Krankheitsprogress oder einer
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Remission (Duffy et al. 2010). Dawson et al. (2013) haben die ctDNA-, CA 15-3- und CTC-
Spiegel bei Patienten mit Brustkrebs im Stadium I und II verglichen und gezeigt, dass alle diese
Biomarker positiv miteinander und mit dem Krankheitsverlauf korrelieren. Die ctDNA-Spiegel
zeigten dabei eine Gberlegene Sensitivitit und einen grofleren dynamischen Bereich, der mit
Verinderungen der Tumorlast korreliert. In dhnlicher Weise haben Shaw et al. (2014) ebenfalls
bestitigen kénnen, dass ctDNA- im Vergleich zu CA 15-3- und CTC-Spiegeln eine gréBere
Korrelation mit Verdnderungen der Tumorlast aufweisen.

Yamamoto et al. (2012) konnten nachweisen, dass die Kombination eines MSP-Assays aus
GSTP1, RASSF1.A und RARE2 und der Quantifizierung von CEA oder CA 15-3 (oder beiden)
die Sensitivitit zur Detektion fir das Vorliegen einer Metastasierung beim Mammakarzinom
verbessert.

Auch der Nachweis von einer p53-Mutationen in ctDNA aus Plasma eignet sich als frithzeitiger
Prognosefaktor, um auf ein Rezidiv oder eine Fernmetastasierung von Patientinnen mit Brust-
krebs hinzuweisen (Shao et al. 2001).

Matuschek et al. (2010) beschrieben, dass methyliertes GSTP7 bei Patienten mit gro3em Prima-
rius gefunden wurde (p = 0,023) und eine hoch signifikante Korrelation zum positiven
Her2/nen-Status (p = 0,003) besteht. Der erhohte Tumormarker CA 15-3, analysiert ebenfalls
im Serum, korrelierte stark mit dem Nachweis von methyliertem .4PC und dem Vorhandensein
von CTCs (beide p = 0,000).

Biomarker spielen eine wesentliche Rolle zur Festlegung der optimalen Behandlung des
Mammakarzinoms. Die Analyse der Ostrogen- und Progesteronrezeptoren sowie des
Her2/ neu- Status ist fur eine mogliche endokrine Therapie entscheidend. Speziell fiir eine anti-
Her2/ nen-Therapie mit Trastuzumab, Pertuzumab, Lapatinib oder Ado-Trastuzumab-Emtansin
ist die Bestimmung der Her2/nen-Expression obligatorisch. Auch die Bestimmung von Ki-67,
trotz methodischer Probleme, kann aufgrund seines eindeutig festgelegten klinischen Wertes
und der geringen Analysekosten zur Prognosebewertung hinzugezogen werden, insbesondere
wenn die Werte niedrig oder hoch sind. Des Weiteren konnen auch Multianalysentests, wie
beispielsweise Urokinase-Plasminogenaktivator und/oder der Brustkrebsindex zur Prognose-
abschitzung und zur Therapieentscheidung beitragen (Duffy et al. 2017).

Zirkulierende mikroRNAs, wie #zR-155, aktivieren TGF-§ und induzierten so die epitheliale
mesenchymale Transition der Tumorzelle und damit eine Zellinvasion (Kong et al. 2008). M:K-
155 wurde im Serum von Frauen mit Hormonstatus-positivem Mammakarzinom im Vergleich
zu Frauen mit Hormonrezeptor-negativen Brustkrebs unterschiedlich exprimiert (Zhu et al.
2009) und korreliert mit dem klinischen Stadium, dem p53-Status und dem Proliferationsmarker

Ki-67 (Liu et al. 2013).
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Da die Analyse von Tumorgewebe oftmals erst nach invasiver Probenentnahme gelingen kann,
verfolgt man das Vorhaben, stattdessen zirkulierende tumorassoziierte Nukleinsauren im Blut
nachweisen zu konnen. Fir eine Bewertung des klinischen Einsatzes bedarf es jedoch weiterer

Untersuchungen und einer Standardisierung der Methodik (Elshimali et al. 2013).

45  Starken und Schwichen der angewandten Methode

Diese Dissertationsschrift hatte zum Ziel eine quantitative, methylierungsspezifische, enzyma-
tische Ein-Schritt-Rea/-Time-PCR zur Diagnostik, Fritherkennung und Therapieoptimierung
sowie Rezidiverkennung des Mammakarzinoms zu evaluieren. Das durchgefithrte PCR-
Verfahren weist Vorteile, wie beispielsweise eine Zeitersparnis durch schnelle Durchfithrbarkeit
auf, da die quantitative Auswertung der DNA-Amplifikationsmenge in Echtzeit méglich ist. Da
es sich um eine Multiplex-PCR handelt, konnte die Methylierungsbestimmung mehrerer Gen-
sequenzen in einer DNA-Probe erfolgen. Aufgrund dieser Zeitersparnis kommt es auflerdem
zu einer Kosteneffizienz des Ein-Schritt-Rea/-T7me-PCR-Verfahrens, was ebenfalls als ein wirt-
schaftlicher Nutzen anzusehen ist. Ein weiterer Vorteil des angewandten Verfahrens ist die ver-
minderte Kontaminationsgefahr, denn wie schon bereits erwihnt, erfolgt die Messung sowie die
Auswertung zeitgleich, ohne die PCR-Gefille nochmals zu 6ffnen oder zu versetzen. Auch das
automatisierten Pra-PCR-Verfahren der DNA-Isolation minimiert das Kontaminationsrisiko
(Heid et al. 1990).

Ein methodischer Unterschied zu anderen Forschungsarbeiten liegt darin, dass keine DNA-
Vorbehandlung mit Sodium-Bisulfit stattgefunden hat. Diese Vorbehandlung soll dazu ftihren,
dass unmethylierte Cytosine zu Uracilen chemisch umgewandelt werden. Diese angestrebte
Konvertierung kann unvollstindig verlaufen. Es entsteht bei diesem Vorgang 5-Methylcytosin,
welches nicht von Hydroxymethylcytosin unterschieden werden kann. AuBlerdem kommt es zu
einer unvollstindigen Bisulfitreaktion bei doppelstringiger DNA sowie zu einer verstirkten
Fragmentierung der DNA. Diese wird besonders durch die notwendigen hohen Konzentratio-
nen von Bisulfit-Salzen, einem niedrigen pH-Wert und einer hohen Temperatur wihrend einer
Sodium-Bisulfit-Vorbehandlung hervorgerufen, was zu einer erschwerten DNA-Analyse bis hin
zum DNA-Verlust mit falschen Ergebnissen fithren kann. Die Aufreinigung der Sodium-Bisul-
fit-behandelten DNA muss dann zwangslaufig folgen um stérende Reagenzien, die wihrend der
Konvertierung eingesetzt wurden, zu entfernen (Grunau et al. 2001; Warnecke et al. 2002).

Im Vergleich zu anderen Studien wurde in der hier angewandten Methodik bewusst auf eine
Sodium-Busilfit-Vorbehandlung der Plasmaproben verzichtet um eine mogliche Fehlerquelle,

die bereits erlduterte Modifikation der zu amplifizierenden ctDNA, zu umgehen. Der
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Versuchsaufbau und das etablierte Protokoll zeigten in der Tumorzelllinientestung zufrieden-
stellende Ergebnisse und ist somit zur Untersuchung histologischer Proben anwendbar. Der
relativ geringe Stichprobenumfang von 40 gesunden Blutspender-, 28 Mammakarzinom-
plasma- und drei Zelllinien-DNA-Proben birgt zwar das Risiko einer statistischen Verzerrung
und Fehlinterpretationen der ermittelten Ergebnisse, dennoch eignet sich die Methodik jedoch
nicht beziiglich der Detektion von zirkulierender Tumor-DNA aus Plasmaproben in Anbe-
tracht der niedrigen diagnostischen Sensitivititen der untersuchten Testgene (MAL 0 %,

RARS2 3,6 %, RASSF1.4 10,7 % und SOX717 3,6 %).

4.6 EDTA-Plasma als geeignetes Ausgangsmaterial und die Prianalytik
fiir die quantitative, methylierungsspezifische Ein-Schritt-Real-
Time-PCR

Der Anteil der zirkulierenden Tumor-DNA an der gesamten zirkulierenden zellfreien DNA ist
im Plasma hoher als im Serum, da die héheren zirkulierenden DNA-Spiegel im Serum auf die
DNA-Freisetzung aus den von hamatopoetischen Zellen, besonders den Leukozyten, wihrend
des Gerinnungsvorganges in der Serummonovette zuriickzufithren sind (Aung et al. 2014).
Diese Annahme bestitigte die Studiengruppe um Schwarzenbach (2013) ebenfalls
(Schwarzenbach 2013; Schwarzenbach et al. 2011b). Der so entstandene Verdunnungseffekt fiir
ctDNA im Serum fihrt zu einer verminderten Nachweisbarkeit von Mutationen insbesondere
mit Methoden geringer analytischer Sensitivitit (Page et al. 2013). Die meisten Veroffentlichun-
gen befassten sich daher in den vergangenen Jahren eher mit Plasma als mit Serum (Bettegowda
etal. 2014). Thormann (2015) aus unserer Arbeitsgruppe verwendete die auch hier angewendete
quantitative methylierungsspezifische Ein-Schritt-Rea/-Time-PCR zur Untersuchung von Patien-
ten mit Kolorektalkarzinom. Er fihrte eine Voruntersuchung durch, in der er Patientenplasma-
und Patientenserumproben (n = 3) miteinander verglichen hat. Hier ergab sich fir die Promo-
torregion NEUROGT eine signifikante Uberlegenheit des Hypermethylierungsnachweises aus
EDTA-Plasma gegentiber der Serumtestung (p = 0,0381). Bei der Analyse von RUNX3,
SEPTINY, TMEFF2 und SDC2 war kein Unterschied zwischen Plasma und Serum zu beobach-
ten (Thormann 2015). Basierend auf den genannten Ergebnissen erfolgte in dieser Arbeit so-
wohl die Untersuchung der gesunden Blutspenderkohorte als auch der Mammakarzinompati-
enten an aus EDTA-Plasma isolierter DNA.

Die Ubersichtsarbeit von Schwarzenbach (2013) zeigt, dass es bei Mammakarzinompatienten
zu diskrepanten Daten der ctDNA-Konzentrationen aus Serum- im Vergleich zu Plasmaproben

kommt. Die Analyse der ctDNA aus Serumproben ergab, dass zwischen gesunden und an einem
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invasiv wachsenden Mammakarzinom erkrankten Frauen unterschieden werden konnte, jedoch
nicht zwischen anderen malignen und gutartigen Mammatumoren (Schwarzenbach 2013).

Im Gegensatz dazu waren die Plasmakonzentrationen von tumorspezifischer DNA bei Patien-
tinnen mit Brustkrebs signifikant hoher als bei Patientinnen mit gutartigen Tumoren der
Mamma (Huang et al. 2006; Kohler et al. 2009).

Antikoagulantien, wie das hier verwendete EDTA, zur Gewinnung von Plasmaproben und
Verhinderung der Spontangerinnung der Blutproben vor der weiteren Verarbeitung und Kryo-
konservierung, konnen die Qualitit und Messergebnisse der PCR beeinflussen. EDTA ist zu-
dem ein Chelatbildner, der mit Ionen, wie Magnesium oder Eisen, komplexieren kann. Da die
Magnesiumionenkonzentration die Schmelztemperatur der Annealing-Phase beeinflussen und
die Enzymaktivitit der verwendeten Restriktionsendonuklease beeintrachtigen kann, ist eine
Destabilisierung des PCR-Ablaufs moglich. Eine DNA-Fragmentierung oder auch eine Verin-
derung der Amplifikation kann durch den Probenzusatz EDTA zur Abnahme der Produkt-
spezifitit fuhren (Beutler et al. 1990; Ding et al. 2011; Holodniy et al. 1991; Khosravinia und
Ramesha 2007).

Weitere Fehlerquellen beziiglich moglicher DNA-Verinderungen im angewandten Experiment
liegen in der Probengewinnung, -lagerung und -aufbereitung. Beispielsweise wurden die ent-
nommenen EDTA-Plasmaproben der Blutspender innerhalb von zwei Stunden nach der Ent-
nahme zentrifugiert, um moglichst wenig zirkulierende DNA im Plasmatiberstand der Probe
vorzufinden, die wihrend der Lagerung aus Blutleukozyten freigestzt werden. Auch die Zentri-
fugationsbedingungen, wie die Probenzentrifugation mit und ohne Bremswirkung hat Finfluss
darauf, wo sich die zirkulierende DNA in der Blutmonovette befindet. Wie das prianalytische
Vorgehen bei den kiuflich erworbenen Mammakarzinomplasmaproben durchgefiihrt wurde,
konnte nicht in Erfahrung gebracht werden. Die Proben wurden gefroren bei -20°C versendet.
Ob jedoch die Kryokonservierung konstant bei -20°C aufrechterhalten wurde und somit die
Kiihlkette wiahrend des Transports nicht unterbrochen wurde, bleibt ungeklirt. Auch ob die
Probenvorbereitung innerhalb von 24 Stunden nach Blutentnahme erfolgte, wie empfohlen, ist
in Frage zu stellen.

Bei der Lagerung gefrorener Plasmaproben, kann es aul3erdem zu einer partiellen Denaturierung
der Tumor-DNA kommen. Auch beim vorsichtigen Auftauen, kann die enthaltene DNA
Schaden nehmen (Kader et al. 2009).

Die DNA-Konzentration hingt, wie bereits in Kapitel 4.1 und 4.2 erértert, sehr stark vom
Tumorstadium und der Karzinomart ab, sodass es wihrend der Tumorfortschreitung zu einer
unbestindigen DNA-Freisetzung kommen kann. Aullerdem erfolgte die DNA-Isolation der

Plasmaproben lediglich aus einer Blutprobe zu einem bestimmten Zeitpunkt, wodurch die
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Moglichkeit erhoht ist, falsch negative Messergebnisse zu erzielen. Jedoch erfolgte sowohl aus
Mammakarzinom-, Blutspender- und Zelllinien-DNA-Proben die PCR-Testung in Doppelbe-

stimmung, was zum Ziel hatte die Messabweichungen zu minimieren.

4.7 Vor- und Nachteile der Privention durch die Mammographie und die

Gesamtsterblichkeit des Mammakarzinoms

An einem Mammakarzinom, was die haufigste Tumorentitit und tumorbedingte Todesursache
der Frau weltweit darstellt, erkrankt aktuell jede achte Frau in ihrem Leben, wobei das mittlere
Erkrankungsalter in Deutschland 64 Jahre betrigt. Auch national betrachtet war das
Mammakarzinom die haufigste, malignhombedingte Todesursache mit 17853 Todesfillen im
Jahr 2013. Demgegentiber steht das mittlere Erkrankungsalter der Manner von 71 Jahren, die
an Brustkrebs seltener erkranken (1:100). Die Todesfallzahl beim minnlichen Geschlecht
belduft sich 2013 auf 156 Fille (Barnes et al. 2016). Diese Erkrankung stellt somit eine gro3e
weltweite und nationale Herausforderung fiir die Gesundheitspolitik dar. Im Jahr 2005 wurde
in Deutschland das zweijihrliche Mammographiescreening fiir Frauen zwischen 50 und 69 Jah-
ren eingefithrt, dessen Kosten durch die gesetzliche Krankenversicherungen tibernommen wet-
den. Die Frauen im besagten Alter erhalten hierzu eine schriftliche Einladung in eine der 94
Mammographie-Screening-Finrichtungen mit Hilfe der FEinwohnermeldeamtsdaten in
Deutschland. Zurzeit ist die Mammographie die einzige evidenzbasierte, bildgebende Methode
zur Brkennung von Prikanzerosen und Karzinomen der Mamma. Seit der Einfiihrung des
Mammographie-Screening-Programms 2005, stieg die Inzidenz des Mammakarzinoms, die seit
2009 wieder rucklaufig ist. Einer der Vorteile des Mammographiescreenings ist es, dass in der
Patientenpopulation der 50- bis 69-jahrigen Frauen die Mammakarzinome in einem friheren
Stadium entdeckt werden, deren Prognose dadurch besser ist. Denn die Intention von Friher-
kennungsmalBnahmen zielt darauf ab, Karzinome mdoglichst in Frithstadien zu erkennen, um
sanftere Behandlungsmaoglichkeiten anwenden zu kénnen, die Lebensqualitit sowie Heilungs-
chancen zu erhdhen. Diese Tatsache kann als Vorteil und Erfolg des eingefiihrten Screenings
angesehen werden. Ein zentrales Ziel des Mammographie-Screening-Programms ist auerdem
die Senkung der Brustkrebssterblichkeit, die auch in Deutschland bis zum Jahr 2010 um 9 %
gesenkt werden konnte (Global Burden of Disease Cancer Collaboration et al. 2017; Robert
Koch-Institut 2017). Jedoch ist diese Tatsache nicht auf die Einfihrung der Priventionsmal3-
nahme Mammographie zurtickzuftihren, da der prozentuale Anteil der Krebstodesfille an der
Gesamttodesfallzahl zu gering ist. Dies liegt unter anderem daran, dass die Gesamtmortalitit

nicht wesentlich durch die Senkung der karzinombedingten Mortalitit des gescreenten
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Karzinoms beeinflusst wird, sondern von anderen Todesursachen bestimmt wird, die nicht kar-
zinombedingt sind. So zeigt die Studie von Moller et al. (2019), dass die Senkung der
Mammakarzinommortalitit bis zum Jahr 2010 um 20 % mit einer maximalen Reduktion um
1,7- bis 1,8 %-igen der Gesamtmortalitit in England, Wales und Deutschland einhergeht. Diese
Tatsache ist jedoch klinisch, besonders in jedem individuellen Einzelfall und fiir das 6ffentliche
Gesundheitssystem bedeutsam (Moller et al. 2019; Stang und Jockel 2018).

Die zu verzeichnende Senkung der Mammakarzinommortalitit basiert am ehesten auf den Fort-
schritten in der Therapie des Mammakarzinoms. Besonders aufgrund der Verfiigbarkeit von
neuen Medikamenten, diversen klinischen Studien zur Verbesserung und Effektivititssteigerung
der Therapiekonzepte sowie der stetig weiterentwickelten Methoden zur histologischen und
molekulargenetischen Klassifizierung der Karzinome wird dies erreicht. Die Effektivitit des
Mammographiescreenings und somit die Beeinflussung der Brustkrebsmortalitit ist nach der
Cochrane-Analyse im Jahr 2013 fir die jeweiligen Alterskohorten unterschiedlich. Die Betrach-
tung der letzten 13 Jahre in dieser Ubersichtsarbeit wies eine statistisch nicht signifikante
Reduktion der Brustkrebsmortalitit von 10 % auf (Getzsche und Jorgensen 2013). Andere,
zahlreiche Metaanalysen kamen zu anderen Mortalititsreduktionsdaten. Die Studie der
EUROSCREEN-Gruppe betrachtete das Zeitintervall von sechs bis elf Jahren und verzeich-
nete eine Senkung der Mammakarzinomsterblichkeit von 26 % (Njor et al. 2012).

Eine weitere Studiengruppe, das UK Panel on Breast Cancer Screening konnte eine Mortalititsre-
duktion von 20 % aufzeigen (Marmot et al 2012). Beztiglich der unterschiedlichen Alterskohor-
ten ist fir Frauen ab dem 70. Lebensjahr die Teilnahme an der Priventionmalnahme in Anbe-
tracht des individuellen Risikoprofils, des allgemeinen Gesundheitszustands und einer Lebens-
erwartung von mindestens zehn Jahren zu empfehlen. Die Senkung der Brustkrebssterblichkeit
konnte auch fiir die Alterskohorte von Frauen im Alter von 40 bis 49 Jahren gezeigt werden,
welche jedoch niedriger ausfillt als fir Frauen im Alter von 50 bis 69 Jahren. Dennoch kann ein
Mammographiescrenning in dieser Altersgruppe beftirwortet werden, obwohl sich gesamtheit-
lich mehr falsch-positive und falsch-negative Befunde zeigten, weil die sich aus der Strahlenbe-
lastung ergebenden Risiken vernachlissigbar sind. Die Identifizierung von Frauen mit einem
gesteigerten Risiko, an einem Mammakarzinom zu erkranken, kann mit Hilfe von genetischen
Analysen und Berechnungen von Risiko-Scores gelingen. Diese sollten dann an intensiveren,
engmaschigeren und spezielleren Monitoringmal3nahmen teilnehmen (Wockel et al. 2018a;
Wockel et al. 2018b).

Im Jahr 2014 haben in Deutschland 54,2 % der zur Priventionsuntersuchung eingeladenen
Frauen eine Mammographie durchfiihren lassen, wobei das EU-Leitliniengremium mindestens

eine 70 %-ige Teilnehmerrate als Zielsetzung verfolgt. So nehmen 45,8 % der Zielgruppe nicht
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das Screeningangebot in Anspruch (Malek und Kaab-Sanyal 20106; Perry et al. 2008; Starker und
Kuhnert 2017). Aufgrund der kurzen Laufzeit des eingefiihrten Mammakarzinomscreenings
von 15 Jahren kann man noch nicht abschatzen, ob und inwieweit es zu einer weiteren Senkung
der brustkrebsspezifischen Mortalitit kommt (Barnes et al. 2016; Starker und Kuhnert 2017).
Priventionsuntersuchungen kénnen die Entstehung von Karzinomen nicht verhindern, jedoch
liegt die Spezifitit des Mammographiescreenings bei ca. 96 % und die Sensitivitit bei ca. 80 %
(Turnbull et al. 2010).

Der Nachteil der Uberdiagnosen bei falsch-positiven Mammographiebefunden ist, dass diese
eine Ubertherapie zur Folge haben kénnen. Diese kann in Form von zusitzlichen diagnosti-
schen Mal3nahmen, wie weitere Bildgebung, mit erh6hter Strahlenbelastung einhergehen, oder
auch zu einer Probebiopsie fithren, die mit Schmerzen verbunden sein kann. Eine enorme psy-
chische Belastung sowie eine Beeintrichtigung der Lebensqualitit kénnen aus falsch-positive
Ergebnisse erfolgen, da gutartige Tumore das Uberleben des Betroffenen nicht negativ beein-
flusst hitten (Fehm et al. 2015). Als ein Vorteil der Untersuchungsmethode der Mammographie
kann angesehen werden, dass diese auch zur Diagnoseerhirtung und Lokalisationsfeststellung
bei einem auffilligen Tastbefund hilfreich ist. Fiir den Mann steht bis heute kein Praventions-
programm dieses Karzinoms zur Verfiigung. Trotz des medizinischen Fortschritts in der Pri-
vention, Diagnostik und Therapie des Mammakarzinoms erhilt eine Vielzahl von Patienten erst
in einem fortgeschrittenen Stadium die Diagnose oder erleidet gar ein Rezidiv der Erkrankung,.
Die derzeit verfugbaren Bildgebungsverfahren ermoglichen es nicht Mikrometastasen zu erfas-
sen. Zudem ist die Tumorbiopsie immer eine invasive Methode zur Feststellung eines Malig-
noms oder Rezidivs im Frithstadium, was auf die Notwendigkeit einer kostengtinstigen, nicht-
invasiven diagnostischen Verfahrensetablierung verdeutlicht. So gibt es aktuell grof3e Bemithun-
gen in der Forschung die Etablierung der /iguid biopsy voranzutreiben und diese fiir die Behand-

lung von Tumorerkrankungen heranzuziehen (Rack et al. 2014).

4.8 Zusammenhang des Mammakarzinoms mit endogenen und

exogenen Faktoren

Die epigenetischen Modifikationen in Form einer DNA-Methylierung kann man bei malignen
Neubildungen wihrend des Alterungsprozesses beobachten. Die genauen Mechanismen sind
jedoch, nach wie vor, unzureichend erforscht. Zudem zeigten Wang et al. (2016), dass altersas-
soziierte DNA-Methylierungsinderungen in engem Zusammenhang mit dem Auftreten von
Karzinomen stehen. AuBlerdem zeigte diese Forschungsgruppe, dass es sowohl ein Methylie-

rungsniveau gibt, das mit zunehmendem Alter ansteigt und bei Krebspatienten hoher ausfillt
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als bei gesunden Kontrollpersonen als auch ein Methylierungsniveau existiert, das mit zuneh-
mendem Altern sinkt und im Vergleich zu gesunden Probanden bei Krebspatienten geringer
ausfillt. Zudem wurden 25 Gene als potenzielle Karzinomrisikomarker identifiziert, die durch
die DNA-Methylierung und in der Entstehung von Malignhomen vom Alter der Patienten be-
einflusst werden (Wang et al. 2010).

Heyn et al. (2012) fithrten eine Bisulfit-Sequenzierung des kompletten Genoms bei Neugebo-
renen sowie bei Hundertjdhrigen durch und analysierten das DNA-Methylierungsprofil dieser
zwei Gruppen. Sie konnten =zeigten, dass Hundertjahrige einen niedrigeren DNA-
Methylierungsgrad aufweisen als Neugeborene sowie das Auftreten von benachbarten CpG-
Dinukleotiden im gesamten Genom von Hundertjahrigen im Vergleich zu Neugeborenen ver-
mindert ist. Diese altersassoziierten epigenetischen Verinderungen werden auch als epigeneti-
scher Drift bezeichnet.

Das Ereignis der genomweiten Abnahme der DNA-Methylierung sowie auch spezifische
Hypermethylierungsvorkommnisse sind mit dem Altern assoziiert und kénnen diverse unter-
schiedliche Erkrankungen auslésen (Fraga et al. 2005; Heyn et al. 2012).

Altersassoziierte de novo Methylierungen betreffen hiaufig Promotoregionen von Tumorsuppres-
sorgenen, was wiederum zum Gen-S#encing tihrt und damit an der Krebsentstehung beteiligt
sein kann. Es kommt aulerdem zu gewebespezifischen epigenetischen Verinderungen im Laufe
des Lebens. So findet beim Mammakarzinom eine altersbedingte Methylierungszunahme vor
allem in Mammaepithelzell- Enbancer-Regionen sowie an Bindungsstellen des MYC- und CTCFH-
Gens statt. Aullerdem gibt es Hinweise darauf, dass Brustdriisengewebe schneller altert als
andere Gewebearten (Horvath 2013). Daher stellt das Alter eine Einflussgréfle dar, indem es
das Brustkrebsrisiko teilweise durch seinen Beitrag zur epigenetischen Dysregulation im

normalen Brustgewebe erhoht (Johnson et al. 2017).

4.8.1 Alter und Geschlechtsverteilung in Kontroll- und Patientenkohorte

Das Kollektiv der gesunden Probanden bestand aus 23 weiblichen Blutspenderinnen und 17
minnlichen Blutspendern, was einem Stichprobenumfang von n = 40 ausmacht. Der Anteil der
Frauen in diesem Kollektiv belduft sich auf 57,5 % sowie das der Minner auf 42,5 % (vgl.
Tabelle 2). Diese Zusammenstellung der Kohorte ist nicht optimal als Referenzgruppe geeignet,
da Frauen viel haufiger an Brustkrebs erkranken als Minner. Das adiquate Verhiltnis der Kon-
trollkohorte bestiinde dann aus einem Mann auf 100 Frauen, um eine reprisentative Kontroll-
gruppe abbilden zu koénnen. Die Vorrausetzung, dass niemand aus der Kontrollgruppe an
Mammakarzinom leidet war anamnestisch gegeben. AuBlerdem tberzeugte sich vor der Blut-

spende ein Arzt aus der Abteilung fiir Transfusionsmedizin der Universitit Gottingen davon,
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dass die Blutspender in einem guten Gesundheitszustand waren. Hierfiir wurden vor der Blut-
spende das Anamnesegesprich zu Vorerkrankungen, regelmaf3igen Medikamenteneinnahmen
und Reisen ins Ausland in der jingsten Vergangenheit erortert sowie das Blutbild und die
Vitalparameter Uberpriift. Ein weiterer Punkt, der zur besseren Vergleichbarkeit von Kontroll-
zu Patientenkohorte fithren kann, ist die Anpassung des mittleren Alters dieser beider Gruppe.
In dieser Dissertation betrug das Alter der untersuchten Kontrollkohorte 38,8 Jahre (Min.-Max.:
18-66) gesamt, wobei das der Frauen 39,5 Jahre (Min.-Max.: 22 bis 60) betrug. Die Minner
wiesen mit 38,1 Jahren (Min.-Max.: 18 bis 65) ein 1,4 Jahre jiingeres Durchschnittsalter auf (vgl.
Tabelle 6). Die Kohorte der insgesamt 28 Mammakarzinompatienten (n = 28) waren aus 27
weiblichen (96,4 %) und einem mannlichen (3,6 %) Probanden zusammengesetzt (vgl. Tabelle
5). Das mittlere Erkrankungsalter des Kollektivs lag bei 59,6 Jahren (Min.-Max: 39-82), wobei
das der Frauen bei 59,7 Jahren lag und das des Mannes 57 Jahre war. Damit entsprach die
Altersgruppe des Patientenkollektivs in etwa der Altersgruppe von Frauen, die im Alter von 50
bis 69 Jahren, die das gréfite Risiko haben an einem Mammakarzinom zu erkranken und vom
Priventionsprogramm eingeladen werden. Vergleicht man das Alter des erkrankten Mannes von
57 Jahre mit dem Durchschnittserkrankungsalter in Deutschland des Mannes von 71 Jahren, ist
ein 14 Jahre friheres Auftreten der Krankheit zu verzeichnen. Die in Kapitel 4.2 dargestellten
Studien weisen ebenfalls Unterschiede von circa 20 Jahren in der Betrachtung des Durch-
schnittsalters zwischen dem Kollektiv der Gesunden im Vergleich zu den erkrankten Untersu-
chungsteilnehmern auf. Die statistische Auswertung (vgl. Kapitel 3.1) ergab, dass keine signifi-

kanten Methylierungsunterschiede beztiglich des Alters in dieser Studie vorliegen.

4.8.2 Zusammenhang zwischen inhalativem Tabakkonsum und Mammakarzinom

Der inhalative Tabakgebrauch ist ein Risikofaktor fiir mehrere Karzinomarten, so auch fiir das
Mammakarzinom. Die Ergebnisse dieser Dissertation zeigen keinen signifikanten Einfluss
(p>0,05) von Zigarettenkonsum auf die untersuchten Testgene und deren Methylierungsstatus.
Die Inhaltsstoffe des inhalativen Tabakkonsums gelangen zum Zellkern und verdndern dort die
DNA, indem diese hypermethyliert wird. So konnte das CHARGE-Konsortium zeigen, dass es
in 1405 Genen von insgesamt 15907 Personen DNA-Methylierungsunterschiede zwischen
Rauchern und Nichtrauchern gibt. Diese DNA-Methylierungsunterschiede sind in Genen zu
finden, die die Lungenfunktion, Karzinogenese, Inflammation und kardiale Erkrankungen
betreffen (Joehanes et al. 2016).

Nikotinkonsum-abhingige signifikante Ct-Unterschiede in der Analyse der vier verschiedenen
Gene zeigten sich im hier angewendeten Versuchsprotokoll nicht (p > 0,05), sodass der

Nikotinkonsum keinen Einfluss auf die Hyper- oder Hypomethylierungen der analysierten
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Promotorregionen hat. Die zahlreichen Inhaltstoffe einer Zigarette fihren zu intrazelluliren
Reaktionen, wie einer Verinderung von Genepressionen, indem diese zu Hypo- und oder
Hypermethylierungen der CpG-Regionen des Genoms fithren. Fine verinderte DNA-
Methylierung trigt zur Entstehung oder zum Fortschreiten von Brustkrebs bei und es konnte
ein Zusammenhang zwischen Tabakexposition und einer Genexpressionsverinderung herge-
stellt werden. Denn hormonrezeptornegative Mammakarzinome von Patienten, die rauchen, im
Vergleich zu Mammakarzinompatienten, die Nichtraucher sind, zeigten vermehrt eine DNA-
Hypomethylierung. Bei Mammakarzinompatienten, die in der Vergangenheit Tabak konsumiert
haben, konnte ermittelt werden, dass es seit dem Beenden der Tabakexposition zur Wiederher-
stellung des Methylierungsstatus kam, wie er bei Nichtrauchern tiblich ist. Dariiber hinaus fand
man bei hormonrezeptorpositiven Mammakarzinompatienten eine tabakkonsumbedingte
Hypermethylierung, die bei dunkelhdutigen Patienten stirker ausgepragt war als bei hellhdutigen

Mammakarzinompatienten (Conway et al. 2017).

4.8.3 Ethnie und das Mammakarzinom

Es wurde beschrieben, dass ethnische Unterschiede in Bezug zum Mammakarzinom bestehen.
Es gibt eine Vielzahl klinischer und nicht-klinischer Risikofaktoren, die zu Unterschieden im
Uberleben von farbigen Brustkrebspatienten fithren. Mangelnde medizinische Versorgung,
verminderter Zugang zu Priventionsmallnahmen, ein fortgeschritteneres Stadium des
Mammakarzinoms bei Diagnosestellung sowie Verwehrung des Zugangs zu optimalen Thera-
piemdglichkeiten sind bei ethnischen Minderheiten, afroamerikanischen und hispanoamerika-
nischen Frauen in den USA zu verzeichnen. Des Weiteren haben viele afroamerikanische
Frauen haufiger nicht-klassifizierbare Brustkrebsarten als weille Frauen. In den Vereinigten
Staaten weisen afroamerikanische und hispanische Frauen eine geringere Inzidenz von Brust-
krebs, jedoch eine héhere Sterblichkeitsrate als weille Frauen auf. Diese Risikofaktoren kénnen
die Unterschiede in der Brustkrebsbehandlung und der Ubetlebensrate zwischen afroamerika-
nischen Frauen und wei3en Frauen erkliren (Yedjou et al. 2017).

Fir die Promotorregionen MAL, RARFZ, RASSF1.A und SOX77 konnte in dieser Arbeit kein
signifikanter Einfluss der Ethnie auf eine Hypermethylierung beobachtet werden. Die Ethnie
ist demzufolge (p > 0,05) ebenfalls kein relevanter Faktor fir den Ct-Wert bei Gesunden und
Mammakarzinompatienten. Epigenomstudien haben jedoch Variationen in den Methylierungs-
mustern des Genoms von unterschiedlichen Menschengruppen ergeben, einschlieBlich Kauka-
sier, Nichtkaukasiern (dunkelhdutig, farbig), Hispanics, Arabern und zahlreichen Populations-
gruppen des afrikanischen Kontinents. Ethnisch bedingte Methylierungsunterschiede pragen

die frihe Embryonalentwicklung, aber auch genetische Variationen wie Einzelnukleotid-
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Polymorphismen und Umweltfaktoren wie das Alter, der soziookonomischer Status und der
inhalative Tabakkonsum wirken sich auf die DNA-Methylierung aus, die sich ebenfalls auf die
Expression von Phianotypen auswirken. Dies unterstreicht die Notwendigkeit, epigenetische
Unterschiede in differenten Populationen zu verstehen und ihre Korrelation mit Malignhomen.
Speziell beim Mammakarzinom ist dies ein wichtiger Schritt zur Ermdéglichung einer personali-
sierten Tumorbehandlung. Die Variation von Methylierungsmustern zwischen menschlichen
Populationen bietet daher eine weitere aufregende Perspektive zur Erforschung und griindliche
Evaluierung des Epigenoms um den Effekt der DNA-Methylierung auf den Phinotypen zu
verstehen (Kader und Ghai 2017).

4.8.4 Zusammenhang zwischen Alkoholkonsum und Mammakarzinom

Laut WHO steht der Alkoholkonsum in ursichlichem Zusammenhang mit mehr als 60 ver-
schiedenen Erkrankungen (Rehm et al. 2004). Die Karzinogenese ist eine der verheerendsten
Folgen des Alkoholkonsums und betrifft weltweit etwa 3,6 % aller Krebsfille (5,2 % bei Min-
nern und 1,7 % bei Frauen). Es stehen aulerdem 3,5 % aller malignombedinten Todesfille im
Zusammenhang mit chronischem Alkoholkonsum (Boffetta et al. 20006). So konnten Baan et al.
(2007) zeigen, dass Alkohol in zahlreichen Organen, wie auch in der weiblichen Brust zur Kreb-
sentstehung fihren kann. In der vorliegenden Untersuchung wurde kein signifikanter Einfluss
des Alkoholkonsums auf die untersuchten Testgene festgestellt, da der p-Wert fiir alle vier Sub-
gruppen p > 0,05 ist. So stellt die Variable Alkoholkonsum vermutlich einen irrelevanten Faktor
fir die Hohe des Ct-Wertes bei Mammakarzinompatienten dar.

Die epigenetischen Verinderungen werden durch Abbauprodukte des Alkohols oder durch die
Beeinflussung von Stoffwechselwegen durch chronischen Alkoholkonsum ausgelést. Durch
einen regelmiBigen Alkoholkonsum kann es zur Verringerung des Folat-, S-Adenosylmethio-
nin-(SAM) und Glutathion-Spiegels sowie zum Anstieg von Homocystein und S-Adenosylho-
mocystein (SAH) kommen. Somit kénnen die antioxidativen Stoffwechselvorginge innerhalb
einer Zelle zum Erliegen kommen. Weitere Folge dieser Beeintrichtigungen sind eine unphysio-
logische Hypermethylierung von Promotorregionen, Hemmung von DNA-Methyltransferasen
und eine Hypomethylierung des restlichen Genoms. Diese Verinderungen kénnen das Risiko

einer alkoholassoziierten Karzinogenese erhéhen (Dumitrescu 2018; Varela-Rey et al. 2013).

4.9  Fazit und Ausblick

An einem Mammakarzinom, welches die hiufigste Tumorentitit und tumorbedingte Todesur-

sache der Frau weltweit darstellt, erkrankt aktuell jede achte Frau in ihrem Leben. Auch in
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Deutschland war im Jahr 2013 das Mammakarzinom die hédufigste, malignombedingte Todes-
ursache der Frau mit 17853 Todesfillen (Global Burden of Disease Cancer Collaboration et al.
2017). Ca. 10 % der Patientinnen leiden dabei an einem hereditiren Mammakarzinom. Die
Tumorsuppressorgene BRCA7 und -2 und deren Keimbahnmutation machen einen erheblichen
Teil des genetisch bedingten Mammakarzinoms aus. Wihrend die Prozesse der epigenetischen
Regulation noch ungentigend verstanden sind, wurden in den letzten Jahren und Jahrzehnten
Erkenntnisse tiber diverse Krankheitsbilder gewonnen, in denen epigenetische Mechanismen
von entscheidender Bedeutung sind. Vor allem bei Karzinomerkrankungen findet man
beispielsweise verinderte Methylierungsmuster. Bei der Karzinogenese kénnen daher hiufig
Hyper- und Hypomethylierungen von DNA neben DNA- und Chromosomenmutationen auf-
treten. Auf Grundlage dieser Erkenntnisse kommen deshalb heute der Epigenetik eine wichtige
Bedeutung bei der Erforschung der ursichlichen Pathologie von Karzinomerkrankungen zu
(Johnstone und Baylin 2010). Die karzinomassoziierte Hypermethylierung ist ein dynamischer
Prozess, der sich mit der Zeit, dem Krankheitszustand oder der Behandlung dndern kann (Don-
ninger et al. 2007). Neue wissenschaftliche Ansitze der vergangenen Jahre verfolgten das Ziel,
freie zirkulierende Nukleinsduren im Blut mit Hilfe von PCR-Verfahrenstechnik nachzuweisen
um einen geeigneten genetischen und epigenetischen Tumormarker zu etablieren (Schwarzen-
bach et al. 2011a).

Trotz aller Fortschritte in der Pravention, Fritherkennung, Diagnosestellung und optimierten
Therapicoptionen des Mammakarzinoms leiden viele Patienten unter einer spiten Diagnose
oder einem erneuten Auftreten ihrer Krankheit. Bis heute liegt daher der Fokus der Wissen-
schaft in Anbetracht der immer noch hohen Inzidenz- und Mortalititsraten des Mammakarzi-
noms darauf neue, epigenetische Biomarker zu etablieren, da die derzeitig verfigbaren Bildge-
bungsmodalititen keine Mikrometastasierung erkennen lassen und die Tumorbiopsie eine inva-
sive Methode zur Erkennung von Karzinomerkrankungen ist. Die Notwendigkeit einer kosten-
glinstigen, nicht invasiven diagnostischen Methode zur Fritherkennung und gezielten Therapie-
Uberwachung des Mammakarzinoms mittels der Analyse von zellfreier Tumor-DNA riickte so-
mit in den letzten 10 bis 15 Jahren in den Vordergrund. Aktuelle Erkenntnisse legen nahe, dass
ein Anstieg der ctDNA-Spiegel, also die Quantitit der ctDNA, einen signifikanten diagnosti-
schen Wert fir die Friherkennung des Mammakarzinoms haben kann, obwohl die Sensitivita-
ten der unterschiedlichen Methoden immer noch nicht optimal sind, sodass die diagnostische
und prognostische Nitzlichkeit weiterhin verbessert werden miissen. Zusitzlich ermoglicht die
Analyse der ctDNA die Charakterisierung eines Karzinoms auf nicht-invasive Weise und die
Uberwachung der Therapie durch Mutations- oder Methylierungsuntersuchung beziiglich spe-

zifischer Promotorregionen, wenn auch eine Diskordanz der ctDNA-Ergebnisse aus
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Blutproben im Vergleich zu direkten Tumorbiopsien besteht. Die Mammakarzinombiopsie un-
terliegt Einschrinkungen, da sie lediglich eine Momentaufnahme des Tumorgewebes zu dem
jeweiligen Entnahmezeitpunkt erfasst, die einer Selektionsverzerrung unterliegt und die Tumor-
verinderungen moglicherweise nicht darstellt. AuBlerdem kann die Analyse der ctDNA nicht
nur als Friherkennungsmarker hilfreich sein, sondern auch eine Charakterisierung genetischer
Merkmale des Tumors ermoglichen, was zu einer personalisierten Tumortherapie beim
Mammakarzinom beitragen kénnte. Die Analyse von ctDNA aus peripherem Blut kann mog-
licherweise zukunftig zu einer fritheren Diagnose und besseren Therapie von Brustkrebs fiihren,
diese Hypothese muss jedoch durch empirische Beweise bestitigt werden.

Der Nachweis zellfreier tumorspezifischer DNA im peripheren Blut von Patienten mit metas-
tasierendem Brustkrebs bietet die Méglichkeit, Verinderungen in der Tumorlast festzustellen
und das Ansprechen auf die Behandlung zu tiberwachen (Rohanizadegan 2018).

In Anbetracht des aktuellen medizinischen Forschungsinteresses wurden in der vorliegenden
Arbeit die Promotorregionen APC, DKK3, ESR1, HOXB4, MAL, RARf2, RASSF1.A und
SOXT7 mittels einer neu etablierten, quantitativen, methylierungsspezifischen Ein-Schritt-Rea/-
Time-PCR auf mogliche Hypermethylierungen untersucht. Die angewandte Methodik wies
Unterschiede zu anderen Studien auf, in dem auf eine vorherige Bisulfit-Behandlung der zu
analysierenden DNA-Proben verzichtet wurde. Aulerdem erfolgte der Versuchsaufbau als eine
Multiplex-PCR mit Finsatz einer methylierungsabhingigen Restriktionsendonuklease BszUI zur
Etablierung einer alternativen und effizienten Methodik. Durch die technisch automatisierte
Isolation der ctDNA sowie die Versuchsdurchfithrung in einem geschlossenen Reaktionssystem
konnte die Kontaminationswahrscheinlichkeit gesenkt werden. Die Schnelligkeit des Analyse-
verfahrens bedingt durch die Messungen der Ct-Werte in Echtzeit mit gleichzeitiger bildlicher
Darstellung durch entsprechende Software wurde so erméglicht.

Es konnte ein signifikanter Unterschied der Messergebnisse der methylierten (positiven) gegen-
Uber der nicht methylierten (negativen) Kontroll-DNA fir die Gene DKK3, ESR7, HOXB4,
MAL, RARS2, RASSF1.4und SOXT77 ermittelt werden. Fir die Promotorregion APC war dies
nicht moglich, sodass keine weitere Testung an DNA-Proben stattgefunden hat. Die Metho-
denetablierung hat zunichst an gesunden Probanden (n = 40), freiwilligen 20 Blutspendern,
stattgefunden, indem eine DNA-Isolation aus EDTA-Plasmaproben von 23 Frauen und 17
Minnern erfolgte. Danach fand die Untersuchung an isolierten DNA-Proben von Mammakar-
zinomzelllinien (n = 3) statt. Die Testung der Mammakarzinomzelllinien MD.A-MB-231, T47D
und MCF7 zeigte, dass das etablierte Protokoll dieser Dissertation angewendet werden kann
und die Promotorregionen RASSF7A, SOX77 und MAL vielversprechende Gewebemarker

beim Mammakarzinom darstellen (vgl. Tabelle 9).



Diskussion 99

Nach Auswertung der erhobenen Daten, erfolgte die methylierungsspezifische Real-Time-PCR
von 28 Mammakarzinomplasmaproben aus unterschiedlichen Tumorstadien fiir die Promotor-
regionen MAL, RARfS2, RASSF1.A und SOXT7. Die ermittelte diagnostische Testspezifitit fir
die quantitative, methylierungsspezifische Ein-Schritt-Rea/-Tzme-PCR der hier vorliegenden ex-
perimentellen Studie der Promotorregionen MAL, RARA2, RASSF1.A und SOXT77 betrigt je-
weils 95 %, wobei 38 von 40 gesunden Blutspenderplasmaproben keine Hypermethylierung der
untersuchten Testgene zeigten. In Anbetracht der niedrigen diagnostischen Sensitivititen (M.AL
0 %, RARE2 3,6 %, RASSF1.4 10,7 % und SOX77 3,6 %) konnte in der hier vorliegenden Ar-
beit kein Beitrag zur Entwicklung eines PCR- Methylierungsnachweis fiir die untersuchten Pro-
motorregionen MAIL, RARF2, RASSF1.A und SOX77 aus EDTA-Plasma geleistet werden. So-
mit sind die vier untersuchten Promotorregionen mittels des etablierten Versuchsaufbaus und
der durchgefithrten Testung der Mammakrzinomplasmaproben aus den Tumorstadien T1-T4
nicht als Screeningmethode verwendbar. Damit konnte in dieser durchgefiihrten Studie kein
Biomarker fir das Mammakarzinom zur Fritherkennung, Prognoseeinschitzung,
Therapiestratifizierung, Feststellung des Remissionsstatus oder beztglich einer Rediziverken-
nung etabliert werden. Auch die statistische Analyse des Einflusses von Alkohol- und Nikotin-
konsum, das Alter und die Ethnie zeigte keine signifikante Korrelation mit einer Promotot-
hypermethylierung der getesteten Gene.

Die Entwicklung nicht-invasiver Methoden zur Detektion und Therapieiiberwachung von
Karzinomen ist nach wie vor eine groe Herausforderung in der Onkologie. Zusammengenom-
men legen veroffentlichte Forschungsstudien nahe, dass ctDNA ein breit einsetzbarer, sensiti-
ver und spezifischer Biomarker fiir eine Vielzahl von unterschiedlichen Karzinomerkrankungen
werden kénnte (Bettegowda et al. 2014). Es gibt jedoch nur wenige Studien, die das kombinierte
Vorhandensein genetischer und epigenetischer Verinderungen beim Mammakarzinom mithilfe
der lignid biopsy untersucht haben.

Es sind neue Strategien und Ansitze erforderlich, um die Privention von Brustkrebs zu férdern,
die Uberlebensrate zu verbessern und die Mortalitit von Brustkrebs zu senken (Guerrero-
Preston et al. 2014). Ein Ansatz kénnte in Bezug zu dem epigenetische Mechanismus und der
damit einhergehenden Inaktivierung von zahlreichen Tumorsuppressorgenen bei der Entwick-
lung von Karzinomen sein, eine Demethylierung einer betroffenen Promotorregion eines meist
intakten Gens zu initiieren (Donninger et al. 2007). AuBerdem kann die Uberlegung angestellt
werden, dass sowohl die quantitative Bestimmung als auch das Vorliegen von genetischen Mu-
tationen oder Hypermethylierungen spezifischer Promotorregionen zirkulierender Tumor-
DNA die Wirksamkeit der Behandlung des Mammakarzinoms in Echtzeit darstellen kénnte.

Diese Informationen koénnten eine wichtige Rolle in der spezifischen und zielgerichteten
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Therapie einnehmen. In der Zukunft wiren solche Daten und Erkenntnisse fir die
individualisierte systemische Therapie von groBler Bedeutung. Die Risikostratifizierung,
Rezidiverkennung und die sich daraus ergebene Prognoseeinschitzung von Mammakarzinom-
patienten stellt eine der zentralen Fragen der aktuellen Forschung dar. Es sollte daher versucht
werden die identifizierten Methylierungen der ctDNA hinsichtlich ihrer klinischen Bedeutung,
wie dem Tumorstadium, Grading, Erkrankungsalter, Mutationsprofil und beztglich des
Rezeptorstatus zu verifizieren und auszuwerten.

Basierend und orientierend an der derzeitigen Leitlinie erfahren Mammakarzinompatienten
keine individuellen Therapiekonzepte, sodass die Gefahr, der Unter- oder einer Ubertherapie
von einzelnen Erkrankten besteht, da beispielsweise aufgrund des Brustkrebsscreenings mittels
der Mammographie frithere Stadien des Mammakarzinoms gefunden werden. So besteht die
Moglichkeit, dass diesem Patientenkollektiv ein systemisches adjuvantes Therapiekonzept
zukommt inklusiver aller Nebenwirkungen, obwohl dies im Einzelfall nicht erforderlich
gewesen wire (Drukker et al. 2014; Rea und Francis 2014).

Fir die routinemalBige Anwendung der /guid biopsy als Biomarker in der klinischen Praxis ist es
jedoch notwendig, standardisierte praanalytische und analytische Methoden zu entwickeln, ein-
schlieB3lich der Blutentnahme, Verarbeitung und Aufbewahrung als auch die DNA-Extraktion,
-Quantifizierung und -Validierung in groen prospektiven klinischen Studien zu evaluieren.
Fortschritte bei der klinischen Umsetzung konnen nur erzielt werden, wenn Langzeitstudien
mit angemessenen Stichprobenumfang durchgefiihrt werden und die Ergebnisse aus solchen
Studien mit dem krankheitsfreien Uberleben/Gesamtiiberleben und anderen klinischen Gege-
benheiten korrelierend erfasst werden. Da die Dynamik der Freisetzung von ctDNA noch nicht
vollstindig erforscht wurde und von diversen Einflissen abhingig ist, sind unterschiedliche
Zeitpunkt der ctDNA-Analyse in Bezug auf die Therapie wichtig. So sollten mehrere Proben
zu unterschiedlichen Zeitpunkten von denselben Patienten analysiert werden (Heitzer et al.
2015).

GroBere Tumore, im Sinne von einer hohen Tumortlast, produzieren mehr ctDNA, obwohl der
die Karzinomart ebenfalls Auswirkungen hat auf den ctDNA-Konzentration hat (Bettegowda
et al. 2014). Daher kann die Detektion der ctDNA-Last nicht nur als Priventionsmarker hilf-
reich sein, sondern auch die Analyse der genetischen Merkmale des Tumors ermdglichen, was
zu einer personifizierten Tumortherapie beim Mammakarzinom beitragen kann
(Rohanizadegan 2018).

Seit April 2016 ist durch Epi proColon 2.0, Epigenomics AG, Berlin, Deutschland ein kommer-
zieller Test der Analyse der Plasmamethylierung von SEPTINY verfugbar. Damit stellt das
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SEPTINY-Gen und seine Methylierung aktuell den ersten Krebsscreening-Bluttest dar und zwar
tir das Kolorektalkarzinom (Cree et al. 2017).

Keiner der zitierten und erlduterten Studien beztglich zirkulierender Biomarker beim
Mammakarzinom haben dazu gefiihrt, dass die vielversprechendsten und unterschiedlichsten
liguid bigpsy-Bestandteile im klinischen Alltag Anwendung finden kénnen oder Einzug in die

Leitlinien erhalten haben (IQWiG 2020; Nagy 2019).
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5 Zusammenfassung

In dieser vorliegenden Progf-of-Concept-Studie mit dem Thema ,,Epigenetische Verinderung von
zirkulierender Tumor-DNA im Ethylendiamintetraessigsaure-(EDTA)Plasma von Mamma-
karzinompatienten® wurden die Fragestellungen erortert und untersucht, ob hypermethylierte
Gensequenzen in den aus der Literaturrecherche interessanten Promotor-Regionen APC,
ESR1, DKK3, HOXB4, MAIL, RARf2, RASSF1.A und SOXT77 im Plasma von Patienten mit
Mammakarzinom unterschiedlicher Tumorstadien und ausgewihlten Mammakarzinom-
Zelllinien nachweisbar sind. Eine weitere Uberlegung war es, ob Alkohol- bzw. Nikotinkonsum,
die ethnische Herkunft und/oder das Alter Auswirkungen auf den Methylierungsstatus der ge-
nannten Promotor-Regionen haben. Hierzu wurden Plasmaproben von insgesamt 40 Blut-
spendern und 28 Mammakarzinompatienten sowie drei Zelllinien in einer neu etablierten, quan-
titativen, methylierungsspezifischen  Ein-Schritt-Rea/-Time-PCR  auf mogliche DNA-
Hypermethylierungen untersucht. Die Testung erfolgte als eine Multiplex-PCR mit Einsatz
einer methylierungsabhingigen Restriktionsendonuklease Bs#UI zur Etablierung einer alternati-
ven und effizienten Methodik. Der Versuchsaufbau und das fur M AL, RARF2, RASSF1.A und
SOXT7 etablierte Protokoll zeigten beziiglich der Validierung fiir die Mammakarzinomzelllinien
MDA-MB-231, T47D und MCF7 zufriedenstellende Ergebnisse. Bei der Untersuchung von
APC, ESR1, DKK3 und HOXB#4 zeigte sich dahingegen ein niedriger Signal-Rausch-Abstand
zwischen methylierter und unmethylierter Kontroll-DNA. Die Zelllinie MD.A-MB-231 wies ein
Genexpressionsmuster mit einer Hypermethylierung der Gene MAL, RASSF1.4 sowie SOXT77
auf. Bei der Mammakarzinomzelllinie 747D konnte eine Hypermethylierung des Gens
RASSF1.A4 nachgewiesen werden und bei der MCF7-Analyse bestand eine Hypermethylierung
aller getesteten Gene. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieSen, dass aufgrund der Heterogenitat
der Mammakarzinomarten eine Untersuchung mittels eines Genpanels erforderlich ist. Somit
kann die Methodik in der histologischen Analyse Anwendung finden.

Die diagnostische Testspezifitit wurde fiir die quantitative, methylierungsspezifische Ein-
Schritt-Real-Time-PCR der hier vorliegenden experimentellen Studie der Promotorregionen
MAL, RARL2, RASSF1A und SOXT77 mit 95 % festgelegt, so dass durch Setzen eines
geeigneten Cu#-Offs 38 von 40 gesunden Blutspendern keine Hypermethylierung der untersuch-
ten Testgene zeigten. Die diagnostische Sensitivitit basierte auf einer in Doppelbestimmung
durchgefithrten Multiplex-PCR-Testung der Mammakarzinomplasmaproben (n = 28) und den
daraus resultieren Ct-Mittelwerten. Die Bewertung erfolge anhand der promotorspezifischen

Cut-Off-Ct-Werte in positiv (methyliert) und negativ (nicht methyliert). Die ermittelte Sensitivitit
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tir die Testgene lag fiir MAL bei 0 %, RARE2 bei 3,6 %, RASSF1.A bei 10,7 % und SOXT77
bei 3,6 %.

In Anbetracht der niedrigen diagnostischen Sensitivititen konnte in der hier vorliegenden Arbeit
kein Beitrag zur Entwicklung eines neuen PCR-Methylierungsnachweises fiir die ctDNA aus
EDTA-Plasma geleistet werden. Somit sind die vier untersuchten Promotorregionen meines
Erachtens mittels des etablierten Versuchsaufbaus und der durchgefithrten Testung der
Mammakrzinomplasmaproben aus den Tumorstadien T1-T4 nicht als Screeningmethode
verwendbar. Damit konnte in dieser durchgefithrten Studie kein Biomarker fiir das
Mammakarzinom zur Friherkennung, Prognoseeinschitzung, Therapiestratifizierung,
Feststellung des Remissionsstatus oder beziiglich einer Rediziverkennung etabliert werden.
Auch die statistische Analyse des Einflusses von Alkohol- und Nikotinkonsum, des Alters und
die Ethnie zeigte keine signifikante Korrelation mit einer Promotorhypermethylierung der

getesteten Gene.
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