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1 Einleitung  

1.1 Brustkrebs 

1.1.1 Definition 

Die menschliche Brust besteht funktionell aus Milchdrüsenläppchen (Lobuli) und 

Milchdrüsengängen (Ducti). Dazwischen liegen Fett- und Bindegewebe, sowie 

lymphatisches Gewebe. Brustkrebs entsteht, wie andere Krebsformen auch, durch 

Mutationen in einzelnen Zellen, die den programmierten Zelltod (Apoptose) außer 

Kraft setzen, wodurch sich die Zellen anschließend unbegrenzt teilen. Dies führt zu 

einem unphysiologischen Zellwachstum, das verdrängend oder invasiv sein kann. 

Im Falle von Brustkrebs gehen diese mutierten Zellen aus dem Drüsengewebe, also 

den Lobuli oder Ducti hervor (1).  

Zu den verdrängend wachsenden, nicht invasiven (in situ) Läsionen zählen das 

duktale Carcinoma in situ (DCIS), das 83 % der in situ Fälle ausmacht, und das 

lobuläre Carcinoma in situ. Diese in situ Läsionen sind oftmals Vorgängerläsionen 

des invasiven Brustkrebs und ihr Auftreten erhöht das Risiko, dass im weiteren 

Verlauf invasiver Brustkrebs entsteht (2). Invasiver Brustkrebs durchbricht die 

Gänge oder Drüsen und infiltriert das umliegende Gewebe. Die Eindringtiefe des 

Tumors und das Vorliegen von Metastasen bestimmen das Stadium der Erkrankung 

im Sinne der TNM-Klassifikation (1). Das Stadium wiederum korreliert stark mit der 

Prognose. Dabei ist der Lymphknotenmetastasen-Status der wichtigste 

prognostische Faktor für die Überlebenszeit. Patientinnen mit positivem 

Lymphknotenstatus haben außerdem eine höhere Rezidivwahrscheinlichkeit als 

Patientinnen ohne betroffene Lymphknoten (3).  

1.1.2 Inzidenz und Prävalenz 

In Deutschland treten jährlich rund 71.000 Neuerkrankungen bei Frauen und rund 

700 Neuerkrankungen bei Männern auf (4). Somit ist Brustkrebs mit 29,5 % die 

häufigste Krebserkrankung bei Frauen in Deutschland (s. Abb. 1). Außerdem 

werden bei weiteren 6.500 Frauen in situ Tumore festgestellt (5). Das 

Erkrankungsalter bei Brustkrebs ist deutlich niedriger als bei anderen Krebsarten. 

18 % der Frauen sind bei Diagnosestellung jünger als 50 Jahre und 45 % sind 

zwischen 50 und 69 Jahre alt, was auch dem Alter entspricht, in dem das 

Mammographie-Screening empfohlen wird (4). Seit Einführung des 
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Mammographie-Screenings im Jahr 2005 ist die Inzidenz von Brustkrebs gestiegen. 

Dies liegt vermutlich teilweise an einer erhöhten Rate an kleinen Läsionen, die durch 

das Screening detektiert werden, diese Beobachtung könnte aber auch mit der 

zunehmend älter werdenden Gesellschaft zusammenhängen (3).  

1.1.3 Risikofaktoren 

Brustkrebs ist eine komplexe Erkrankung mit vielfältigen Einflüssen auf Entstehung 

und Progression. Zu den bekannten Risikofaktoren für Brustkrebs gehören die 

genetische Prädisposition, sowie eine längere Exposition gegenüber den weiblichen 

Geschlechtshormonen Östrogen und Progesteron (z.B. über 

Hormonersatztherapien, frühe Menarche, späte Menopause, wenige 

Schwangerschaften, oder eine kurze Stillzeit). Da die in Adipozyten vorhandene 

Aromatase Testosteron in Östrogen umwandelt, sind auch Adipositas und 

mangelnde Bewegung bekannte Risikofaktoren für Brustkrebs. Des Weiteren 

können ionisierende Strahlung, andere atypische Hyperplasien in der 

Vorgeschichte und Alkoholkonsum zum Auftreten von Brustkrebs beitragen (3,4).  

 

Abbildung 1: Prozentualer Anteil der häufigsten Tumorlokalisationen an allen 
Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2016. Männer n = 258.520 Frauen n = 233.570. Aus „Krebs 
in Deutschland 2015/2016“, Robert-Koch-Institut, 2019 (5) 
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1.1.4 Der Biomarker HER2/neu 

Brustkrebs ist durch unterschiedliche Biomarker charakterisiert. Die wichtigsten 

Marker in Bezug auf therapeutisches Management, adjuvante Therapie und 

Metastasierungsstadium sind der Östrogen- und Progesteronrezeptorstatus sowie 

der HER2/neu-Status (6–8). Das human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) 

Onkogen kodiert für einen Tyrosinkinaserezeptor (9), der zu der Gruppe der 

epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptoren (epidermal growth factor receptor; 

EGFR) gehört. Diese spielen eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von zellulären 

Signaltransduktionswegen, indem sie das epitheliale Zellwachstum und die 

Differenzierung (10,11), sowie möglicherweise auch die Angiogenese kontrollieren 

(12,13). Die Vervielfältigung von HER2 oder die Überexpression des Proteins, für 

das es kodiert, findet man in 18-20 % der menschlichen Brustkrebspatienten (14–

16). Als zielgerichtete Therapie wurde der monoklonale anti-HER2/neu Antikörper 

Trastuzumab (Herceptin®) entwickelt (17).  

1.1.5 Das BalbNeuT-Mausmodell 

Für diese Arbeit wurde ein transgenes Mausmodell verwendet, um die Evolution 

von Metastasen möglichst naturgetreu nachzustellen. Das BalbNeuT-Mausmodell 

stellt eines der aggressivsten Modelle der Entstehung von Brustkrebs dar. 

BalbNeuT-Mäuse sind transgene BALB/c-Mäuse, die das mutierte Ratten-

HER2/neu Onkogen tragen. HER2/neu positive, aktiv proliferierende Zellen treten 

bereits in den Brustdrüsen von drei Wochen alten, jungfräulichen transgenen 

Weibchen auf. Diese Zellen bilden Herde einer lobulär atypischen Hyperplasie. Die 

multiplen Krebsherde entwickeln sich fokal, verschmelzen und sind ab der 20. 

Woche tastbar. Dieser Prozess geschieht beinahe synchron in allen zehn 

Brustdrüsen und im Alter von 30 Wochen haben sich bei 100 % der transgenen 

Weibchen tastbare Tumore in allen Brustdrüsen gebildet. Ab der 34. Woche tauchen 

HER2/neu positive Lungenmetastasen auf (18). 

 

1.2 Epigenetische Grundlagen 

Der Begriff „Epigenetik“ wurde im Jahr 1942 erstmals von Conrad Waddington 

eingeführt. Er bezeichnete damit die kausale Interaktion von Genen und ihren 

Produkten, die die phänotypischen Veränderungen im Laufe der Entwicklung 
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kontrolliert (19). Über die Jahrzehnte hat sich die Definition von Epigenetik 

gewandelt. Sie konzentriert sich nun auf Veränderungen, die in der Mitose und/oder 

Meiose vererbt werden, ohne dabei die zugrundeliegende DNA-Sequenz zu 

verändern. Es sind mehrere epigenetische Mechanismen beschrieben, die die 

Genexpression von Säugetieren regulieren. Die vier Hauptkomponenten sind DNA-

Methylierung, Histonmodifizierung, Chromatinkonformation und nicht-kodierende 

RNA (ncRNAs) (20). Da DNA-Methylierung und Histonmodifikationen für die 

Transkription von Genen entscheidend sind (21), werden diese zwei Mechanismen 

im Weiteren näher beschrieben. 

1.2.1 DNA-Methylierung 

Die DNA-Methylierung ist der am besten erforschte Aspekt der Epigenetik und spielt 

eine entscheidende Rolle in der Entwicklung von Säugetieren. Dabei wird eine 

Methylgruppe an das fünfte Kohlenstoffatom am Ring des Cytosins angehängt 

(Position C-5) und es entsteht 5-Methylcytosin (5mC), die 1948 erstmals entdeckte 

„fünfte Base“ des menschlichen Genoms. Diese Reaktion wird von 

Methlytransferasen katalysiert und findet für gewöhnlich an sogenannten CpG-

Dinukleotiden (Cytosin-Guanin-Dinukleotiden) mit der Sequenz 5‘-CG-3‘ statt (22). 

Jedoch wurden in embryonalen Stammzellen auch geringe Mengen an nicht-CG-

Methylierung nachgewiesen, und zwar an CHG- und CHH-Sequenzen (H steht für 

A, T oder C, also Adenin, Thymin oder Cytosin) (20).  

Im Genom von Säugetieren sind in etwa 75 % der CpG-Dinukleotide methyliert. Es 

gibt CpG-Regionen, die stabil methyliert sind, jedoch auch eine kleine Anzahl 

dynamisch methylierter Regionen (20). Ansammlungen von CpG-Dinukleotiden 

nennt man CpG-Inseln, sie finden sich an vielen 5‘-Enden von menschlichen Genen. 

CpG-Inseln sind im Säugetiergenom häufig unmethyliert, selbst wenn die 

assoziierten Gene nicht exprimiert werden (23). Bei malignen Zellveränderungen 

werden CpG-Inseln allerdings häufig methyliert (24).  

Die Hauptaufgabe der DNA-Methylierung ist es, die Bindung von 

Transkriptionsfaktoren an regulatorischen Sequenzen zu verhindern und auf diese 

Art und Weise die Genexpression zu kontrollieren. Unlängst fand man jedoch auch 

Repressorproteine, die dazu in der Lage sind, an methylierte DNA zu binden und 

sie abzulesen und damit zur Repression der Transkription beizutragen. Des 
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Weiteren spielt DNA-Methylierung auch bei der Prägung, der Inaktivierung des X-

Chromosoms und dem Abschalten repetitiver DNA eine Rolle (20,25). 

DNA-Methylierung wird durch eine Familie von DNA-Methyltransferasen (DNMTs) 

katalysiert und kann in zwei unterschiedliche Prozesse unterteilt werden. Zum einen 

tritt DNA-Methylierung als Erhaltungs-Methylierung während der Zellteilung auf. 

Diese sogenannte Maintenance-Methylierung wird durch die DNA-

Methyltransferase DNMT1 ausgeführt und ist für die reziproke Methylierung des neu 

replizierten DNA-Strangs zuständig. Zum anderen gibt es de novo-

Methyltransferasen, DNMT3a und DNMT3b, die unmethylierte doppelsträngige 

DNA methylieren können (21,26). 

1.2.2 DNA-Demethylierung 

Es sind mehrere Mechanismen beschrieben, die zu einer DNA-Demethylierung 

führen könnten. Aktive DNA-Demethylierung involviert Methylcytosin-

Dioxygenasen, auch TET-Proteine genannt, die 5-Methylcytosin (5mC) zu 5-

Hydroxymethylcytosin (5hmC) oxidieren (27). Anschließend kommt es zu einer 

Desaminierung von 5hmC. Die daraus entstehende Basenfehlpaarung wird durch 

Basenexzisionsreparaturmechanismen korrigiert (28). Passive Demethylierung wird 

größtenteils durch relative Inaktivität der Maintenance-Methyltransferase DNMT1 

verursacht, wodurch nach der Replikation der komplementäre Strang einer 

hemimethylierten DNA nicht methyliert wird. Zusätzlich kann passive 

Demethylierung durch aktive Demethylierung verstärkt werden, da das 

Vorhandensein von 5hmC die Aktivität von DNMT1 vermindert (29–32). Die 

zugrundeliegenden Mechanismen sind allerdings noch nicht eindeutig geklärt. Um 

an methylierte DNA zu binden, benötigt DNMT1 das nukleare Protein UHRF1, 

welches eine spezielle SET- und RING-assoziierte Domäne (SRA) besitzt. Damit 

bindet UHRF1 bevorzugt an hemimethylierte, soeben neu synthetisierte DNA und 

rekrutiert DNMT1 dorthin (33). In vitro erkennt UHRF1 sowohl methylierte als auch 

hydroxymethylierte Cytosine (34), die DNMT1-abhängige Methylierungsreaktion 

scheint aber durch 5hmC gestört zu werden (35) (Abb. 2).  
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Abbildung 2: Verschiedene Modelle für die UHRF1-vermittelte Rekrutierung von DNMT1 zur 
Maintenance-Methylierung. UHRF1 kann sowohl an H3K9me, als auch an hemimethylierte DNA 
binden (Abb. 2A und B). Am wahrscheinlichsten ist die gleichzeitige Bindung an H3K9me und 
hemimethylierte DNA (Abb. 2C). Modifiziert nach Liu, 2013 (33). 

 

1.2.3 Histonmodifikationen 

Die genetische Erbinformation liegt im menschlichen Zellkern als Chromatin vor. 

Chromatin besteht aus DNA, Histonproteinen und Nicht-Histonproteinen. Histone 

sind kleine Proteine, die aus einer kugelförmigen Domäne und einem 

beweglicheren, positiv geladenen NH2-Terminus, meist Arginin oder Lysin, 

aufgebaut sind. Diese positiv geladenen Histone lagern sich der DNA mit ihrem 

negativ geladenen Zucker-Phosphat-Rückgrat an, um räumlich besser in den 

Zellkern zu passen und vor Scherkräften geschützt zu sein. Die entstehende 

Struktur aus DNA-Doppelhelix, die zweimal um ein Oktamer aus Histon-Proteinen 

gewickelt ist, nennt man Nucleosom. Das Histon-Oktamer wird aus einem H3-H4-

Tetramer und zwei H2A-H2B-Dimeren gebildet. Wenn DNA im Sinne der 

Replikation oder Transkription abgelesen werden soll, wird sie zur besseren 

Zugänglichkeit aufgelockert. Dies geschieht durch verschiedene posttranslationale 

Modifikationen (PTM) der positiv geladenen NH2-Termini der Histone (36). Zu 

diesen PTM gehören Methylierung, Acetylierung, Phosphorylierung, Citrullinierung, 

SUMOylierung, ADP-Ribosylierung, Deiminierung, und Crotonylierung (37). Durch 

einige dieser Histonmodifikationen kann sich die Ladung des Chromatins 

verändern, wodurch sich die Bindung zwischen DNA und Histonen lockert und die 

Zugänglichkeit des Chromatins für regulatorische Proteine, wie z.B. 

Transkriptionsregulatoren, erhöht wird (20).  
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1.2.3.1 Histonmethylierung  

Histonmethylierung findet an den NH2-Termini der basischen Aminosäuren Arginin 

und Lysin statt und wird durch Histon-Methyltransferasen (HMTs) vermittelt (Abb. 

3). Dabei können Lysinreste durch Lysin-Methyltransferasen (KMT) mono-, di- oder 

trimethyliert und Argininreste mono- oder dimethyliert werden (38). Durch die 

Methylierung ändert sich im Gegensatz zur Histonacetylierung die Ladung der NH2-

Termini des Lysins nicht (38). Es gibt jedoch spezielle Enzyme, die diese 

methylierten Aminosäuren spezifisch erkennen (39). Diese ablesenden Enzyme, 

z.B. das ATP-abhängige Chromatin-Remodellierungs-Enzym (CHD1) und den 

Bromodomänen-PHD-Finger-Transkriptionsfaktor (BPTF) (40), können weitere 

enzymatische Veränderungen auslösen, welche schließlich das umgebende 

Chromatin verändern und die Transkription beeinflussen (38). 

Im Gegensatz zu anderen Histonmodifikationen vermittelt Histonmethylierung 

aktive oder unterdrückte Transkription abhängig von ihrer Position und dem 

Methylierungsstatus (41). Generell wird Methylierung an H3K4, H3K36 und H3K79 

aktiver Transkription zugeschrieben, während H3K9, H3K27 und H4K20 im 

methylierten Zustand als stillgelegtes Chromatin gelten (41). H3K4-Methylierung ist 

als Marker für aktive Transkription an Promotorregionen und 

Transkriptionsstartpunkten erhöht (42).  

Seit der Entdeckung der ersten Histonmethyltransferasen (43) wurde 

verschiedenen Proteinfamilien die Fähigkeit zugeschrieben, die Übertragung von 

Methylgruppen von dem Methyldonor S-Adenosylmethionin (SAM) auf Histone zu 

katalysieren (41). Die Mitglieder der SET-Domänen-Familie und die Lysin-N-

Methyltransferase DOT1L methylieren beide die Aminosäure Lysin, während 

Arginin durch die Familie der Arginin-Methyltransferasen methyliert wird (38).  

In Hefezellen werden alle H3K4-Methylierungen durch die Set1-Methyltransferase 

durchgeführt. Diese Methyltransferase blieb von der Hefe bis zum Menschen 

weitestgehend erhalten. In Säugetieren finden sich sechs Homologe von Set1 

(SET1A/KMT2F, SET1B/KMT2G, MLL1 (mixed-lineage-leukemia1)/KMT2A, 

MLL2/KMT2B, MLL3/KMT2C, MLL4/KMT2D) (42). Diese Methyltransferasen 

bestehen jeweils aus einem Komplex von verschiedenen Untereinheiten. Wie 

genau diese Enzymkomplexe differenzielle Methylierung bewirken, konnte bisher 

noch nicht abschließend gezeigt werden (40).  
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Methyliertes H3K9 wird mit stillgelegtem Chromatin und Heterochromatin in 

Verbindung gebracht (40). In Säugetieren gibt es diverse Methyltransferasen, die 

die Methylierung von H3K9 vermitteln: SUV39H1/KMT1A, SUV39H2/KMT1B, 

SETDB1/KMT1E, dimeres G9a/KMT1C-GPL (G9a-like protein)/KMT1D und die 

Familie der PRDM-Proteine (PRDI-BF1- und RIZ-Homologie-Domäne) (44).  

H3K27me3 ist ebenfalls ein Marker für die Repression der Transkription (40). Die 

für alle drei Methylierungszustände (me1, me2 und me3) von H3K27 zuständige 

Histonmethyltransferase ist die Untereinheit EZH2 (enhancer-of-zest homolog 2) 

des Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2) (45,46).  

Bei Säugetieren gibt es mindestens acht Histonmethyltransferasen, die H3K36 

methylieren (47). Die wichtigsten hierfür sind NDS1-3 (nukleäre Rezeptor-bindende 

SET-Domäne) und SETD2, wobei SETD2 als einzige der acht die Trimethylierung 

von H3K36 katalysiert (48).  

H3K79 befindet sich im Gegensatz zu den anderen Lysinmodifikationen am 

globulären Anteil des Histons H3. Die Methylierung wird auch nicht durch eine SET-

Domäne vermittelt, sondern durch DOT1 (disruptor of telomeric silencing) (49). 

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung eines Nucleosoms mit den Methylierungsstellen an Lysin 
in H3 und H4 und den zugehörigen Histonmethyltransferasen und -demethylasen. Zusätzlich wird 
der spezifische Methylierungsstatus gezeigt: von einem Kreis (me1) über zwei Kreise (me2) bis drei 
Kreise (me3). Modifiziert nach Hyun, 2017 (40). 
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1.2.3.2 Histon-Demethylierung 

Ursprünglich wurde angenommen, dass die Histonmethylierung stabil und 

vererbbar ist. Dies änderte sich, als die erste H3K4-Histon-Demethylase, die FAD-

abhängige Aminooxidase LSD1 (= KDM1A), entdeckt wurde (50). Es gibt zwei 

verschiedene Klassen von Demethylasen, die verschiedene biochemische 

Reaktionen nutzen, um eine Demethylierung zu bewirken (21). Die Lysinspezifische 

Demethylase 1 (LSD1) demethyliert H3K4me1 und H3K4me2, sowie H3K9me1 und 

H3K9me2 (50–52). Zur zweiten Gruppe der Histon-Demethylasen gehören mehrere 

Proteine, die eine JMJC-Domäne (=Jumonji C) besitzen und damit trimethylierte 

Histonreste demethylieren können (53). Hierzu gehört die JARID1-Proteinfamilie 

(jumonji AT-reiche interaktive Domäne-1) und das Protein NO66 (Nucleolus-Protein 

66), welches ebenfalls eine JMJC-Domäne enthält (38). 

1.2.3.3 Histonacetylierung 

Eine weitere wichtige Histonmodifikation ist die Histonacetylierung. Sie findet am 

Aminosäurerest Lysin an den Histonen H2A, H2B, H3 und H4 statt. Durch 

Acetylierung wechselwirkt die negative geladene Acetylgruppe mit dem ebenfalls 

negativ geladenen Zucker-Phosphat-Rückgrat der DNA und reduziert dadurch die 

Bindungsaffinität der Histone an die DNA (54). Man nimmt an, dass sich 

kondensiertes Heterochromatin dadurch lockert und die Transkription erleichtert 

wird. Niedrige Mengen an Acetylierung sind mit stillem Heterochromatin assoziiert. 

Aktiv transkribiertes Euchromatin ist typischerweise stark acetyliert (54). 

Die Acetylgruppe wird durch Histonacetyltransferasen (HATs), die speziell bei 

Acetylierung von Lysin auch Lysin (K)-Acetyltransferasen (KATs) genannt werden, 

vermittelt. Die Histondeacetylasen (HDACs) sind für die Entfernung der 

Acetylgruppen zuständig (37). Acetyltransferasen werden in drei große Familien 

unterteilt: GNAT, MYST und CBP/p300 (55). Deacetylierung ist mit einer 

Unterdrückung der Transkription assoziiert (54). Es gibt vier Familien von Histon-

Deacetylasen (Klasse I-IV), wobei Klasse III aus den 7 Homologen der Sirtuine, 

auch Sir2-like Proteine, besteht (56,57).  

Histonacetyltransferasen können auch Nichthiston-Proteine wie p53, MYC und Rb 

acetylieren (37) und sind zusätzlich in verschiedene Transkriptionsaktivator-

komplexen involviert. In Transkriptionsrepressorkomplexen hingegen findet man 

Histon-Deacetylierungsaktivität, was wiederum die transkriptionsaktivierende 
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Wirkung der Histonacetylierung unterstreicht (20). Obwohl eher die HATs mit 

transkriptioneller Aktivität assoziiert sind, benötigt es sowohl HATs als auch HDACs 

um eine regelrecht regulierte Gentranskription zu gewährleisten (58). Neben den 

strukturellen Auswirkungen der Acetylierung, kann diese auch durch „Reader“ wie 

Bromodomänen erkannt werden und kann somit als Zielstruktur für epigenetische 

Therapien dienen (37,54).  

 

1.3 Genetische Mechanismen der Entstehung von Brustkrebs 

20-25 % aller Frauen mit Brustkrebs haben ein nahes Familienmitglied, das an 

Brustkrebs erkrankt war, was dafür spricht, dass Brustkrebs zum Teil genetische 

Ursachen haben könnte (59).  

Allerdings findet man nur bei rund 5-10 % der Frauen mit Brustkrebs eine 

genetische Veranlagung, zum Beispiel in den bekannten prädisponierenden 

Hochrisikogenen BRCA1 oder BRCA2 (Breast Cancer Gene 1 & 2). Frauen mit 

einer Mutation in einem BRCA-Gen haben ein Risiko von 50-80 % im Laufe ihres 

Lebens an einem Mammakarzinom zu erkranken (60,61). Ein ähnlich hohes Risiko 

scheinen die Gene RAD51C und RAD51D (RAD51 Rekombinase Homolog C und 

D) zu vermitteln, wobei das Ovarialkarzinomrisiko bei diesen Genen höher als das 

Mammakarzinomrisiko sein könnte (62,63). 

 

1.4 Epigenetische Mechanismen der Entstehung von Brustkrebs 

Neben genetischen sind auch epigenetische Mechanismen bekannt, die einen 

Einfluss auf die Entstehung von Brustkrebs haben. Wie bereits oben erläutert, 

beeinflusst der epigenetische Status die Genexpression, was nahelegt, dass 

epigenetische Veränderungen einen Beitrag zur Tumorentstehung leisten könnten. 

So konnte gezeigt werden, dass sich DNA-Methylierungsmuster und die Verteilung 

von Histonmodifikationen zwischen normalem Gewebe und Tumoren, die aus 

diesem Gewebe entstanden sind, unterscheiden. Da dies allerdings nur als 

Zusammenhang beschrieben ist, ist bisher nicht klar, warum diese epigenetischen 

Veränderungen auftreten und ob sie den Grund für das Tumorwachstum darstellen, 

oder lediglich als Antwort auf die veränderte Umgebung entstehen (21).  
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1.4.1 DNA-Methylierung 

In Krebszellen tritt eine globale Hypomethylierung auf, sowie eine DNA-

Hypermethylierung in vielen CpG-Inseln, also oftmals im Promotorbereich 

bestimmter Gene (64). Wie unter 1.2.1 bereits erläutert, führt DNA-Methylierung in 

Promotorregionen meist zu verminderter Transkription und könnte daher die 

Stilllegung von Genen zur Folge haben (25).  

Diese Methylierungen sind häufig in Promotoren von Tumorsuppressorgenen zu 

finden. Dies könnte zu einer verminderten Kontrolle des Zellzyklus führen und damit 

zu einer erhöhten Proliferationsrate, was eine mögliche Erklärung dafür ist, wie  

Methylierung zu dem Veränderungsprozess im Rahmen von Krebserkrankungen 

beitragen könnte (21). So konnte beispielsweise vor kurzem das Gen FLRT2 

(Fibronectin leucine rich transmembrane protein 2) als neues Tumorsuppressorgen 

bei Brustkrebs identifiziert werden, das durch Hypermethylierung inaktiviert wird 

(65). Gleichermaßen konnte gezeigt werden, dass Promotorregionen von Proto-

Onkogenen in Krebszellen oftmals hypomethyliert sind, was eine erhöhte 

Transkriptionsrate und eine vermehrte Aberrationswahrscheinlichkeit nach sich 

zieht (66). Deshalb wird angenommen, dass sich eine aberrante Methylierung auf 

die Entstehung von Krebs im Allgemeinen und Brustkrebs im Speziellen auswirkt 

(67,68).  

1.4.2 DNA-Demethylierung 

Es wird angenommen, dass auch fehlerhafte DNA-Demethylierung zur Entstehung 

von Krebs beiträgt. Trotz der regionalen Hypermethylierung, die bei Krebs 

nachgewiesen werden konnte, ist sind die globalen Spiegel an 5-Methylcytosin in 

Tumoren 5-10 % niedriger als in normalen Zellen (69,70). Die funktionelle Relevanz 

dieser globalen Hypomethylierung konnte noch nicht nachgewiesen werden, doch 

es wird diskutiert, ob sie zu genomischer Instabilität führen könnte (71).  

Da die DNA von benignen Kolonpolypen und von maligne entartetem Gewebe im 

Vergleich zu normalem Gewebe deutlich hypomethyliert ist, lässt sich vermuten, 

dass die Demethylierung zwischen den Stadien Hyperplasie und benigne Neoplasie 

auftreten könnte (72). Das legt nahe, dass Demethylierung eine entscheidende 

Rolle bei der Tumorentstehung spielt (21).  
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1.4.3 Histonmodifizierungen  

Die Dysregulation der Histon-Methyltransferasen (HMTs) und der Histon-

Demethylasen (HDMs) ist mit verschiedenen Krebsarten assoziiert, unter anderem 

auch mit Brustkrebs (73,74). Ähnlich wie die DNA-Methylierung könnten auch 

Histonmodifikationen dabei helfen, die Prognose verschiedener Krebsarten, unter 

anderem auch bei Brustkrebs, zu präzisieren (75–77). Auch Histonacetylierungen 

wie H3K4ac werden mit deregulierten Signalwegen bei Krebs und mit 

fortschreitender Progression in Verbindung gebracht (78). Als Beispiel bei 

Brustkrebs lässt sich H4K16ac und dessen zugehörige Acetyltransferase hMOF 

(human males absent on the first) nennen, welche beim primären Mammakarzinom 

reduziert sind (79,80). Die Histonlysintransferase EZH2 als Untergruppe des 

Polycomb-Repressive-Complex 2 ist bei Brustkrebs vervielfältigt und überexprimiert 

(81). Auch die Histon-Lysin-Demethylase LSD1 ist bei Brustkrebs herunterreguliert 

und korreliert negativ mit der Expression von TGFβ1 (Transforming Growth Factor 

β), was wiederum die Invasion von Mammakarzinomzellen in vitro verhindert und in 

vivo das metastatische Potenzial von Brustkrebs unterdrückt (82).  

 

1.5 Mechanismen der malignen Progression von Brustkrebs 

Die maligne Progression beschreibt die Ausbreitung von Tumorzellen im 

Organismus (83). Durch die Dissemination und das anschließende Wachstum der 

Zellen eines soliden Tumors an anderer Stelle im Körper, wird der Tumor zu einer 

systemischen Erkrankung. Dies geschieht in zwei Phasen, der klinisch unauffälligen 

Phase der Krebsausbreitung und der Phase der manifesten Metastasierung (84). 

Metastasierung ist für bis zu 90 % der krebsbezogenen Mortalität verantwortlich. 

Allerdings ist Metastasierung wohl auch die am wenigsten verstandene 

Komponente der Tumorpathogenese (85). Bis eine Tumorzelle des Primärtumors 

eine Fernmetastase formen kann, muss sie eine Reihe von Schritten durchlaufen. 

Zunächst dringt sie in das umliegende Gewebe und die kleinen Gefäße der Blut- 

und Lymphbahnen ein (Intravasation), wo sie größtenteils über den Blutstrom in die 

Kapillaren entfernter Gewebe transportiert wird. Dort verlässt die Tumorzelle den 

Blutstrom (Extravasation), überlebt im Mikromilieu dieses Gewebes und passt sich 

schließlich so an diese fremde Umgebung an, dass eine erneute Zellproliferation 

möglich ist (Kolonisierung) (85).  
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Circa 10-15 % aller Patientinnen mit der Diagnose Brustkrebs entwickeln innerhalb 

von 3 Jahren Fernmetastasen (86), am häufigsten im Knochen und in der Lunge 

(87). Metastasierter Brustkrebs ist schwierig zu behandeln, da die disseminierten 

Tumorzellen (DCCs, disseminated cancer cells), wenn sie erst einmal gestreut 

haben, schwer zu lokalisieren sind und auch nach Entfernung des Primärtumors für 

Jahre „schlafend“ überleben können (87). Um Mikrometastasen frühzeitig zu 

entdecken und neue Therapiestrategien zu entwickeln, ist es wichtig, die der 

Metastasierung zugrundeliegenden Mechanismen zu verstehen (87). 

1.5.1 Genetische Mechanismen der malignen Progression  

Metastasierung lässt sich teilweise durch genetische Mechanismen erklären. 

Metastasierte Zellen weisen eine höhere Rate an Spontanmutationen auf (88), das 

Metastasierungspotenzial könnte also durch den Erwerb von genetischen 

Variationen getrieben sein (87). Außerdem wurden Gene identifiziert, die speziell in 

Mammatumoren exprimiert sind, die Lungenmetastasen ausbildeten und nicht in 

Tumoren ohne Metastasenbildung (89). Diese Gene kodieren für Proteine wie z.B. 

Epiregulin (ein Ligand, der spezifisch für Mitglieder der HER-Rezeptor-Familie ist), 

Matrix-Metalloproteinasen 1 und 2 (MMP-1 und MMP-2) und das 

Zelladhäsionsmolekül VCAM1 (Vascular cell adhesion protein 1), von denen 

bekannt ist, dass sie eine Rolle beim Prozess der Metastasierung spielen (89).  

In der Zusammenschau verschiedener Studien lässt sich vermuten, dass Gene, die 

in der Metastasierung involviert sind, nicht über einen gemeinsamen molekularen 

Signalweg wirken. Stattdessen bilden sie eine heterogene Gruppe. So erhöhen die 

genetischen Veränderungen lediglich die Wahrscheinlichkeit, dass die 

verschiedenen Schritte der Metastasierung absolviert werden, indem sie die 

Aktivität krebserregender Signalwege modulieren (90). Es ist möglich, dass über 

eine genauere genetische Sequenzierung weitere Mutationen gefunden werden, die 

bei der Metastasierung eine Rolle spielen. In einem aktuellen Review vermuten 

Patel und Vanharanta jedoch, dass es angesichts der großen noch unerklärten 

Varianz wahrscheinlich ist, dass genetische Mutationen nicht der hauptsächliche 

Weg sind, durch den die Aktivierung von Metastasierungseigenschaften vermittelt 

wird (90).  
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1.5.2 Epigenetische Mechanismen der malignen Progression 

Da genetische Mechanismen den Vorgang der Metastasierung nicht ausreichend 

erklären, wird auch epigenetischen Mechanismen ein Anteil an der malignen 

Progression von Krebs zugeschrieben. Experimentell konnte bei der Isolation von 

metastasenbildenden Zellpopulationen gezeigt werden, dass sie sich genetisch nur 

wenig vom Primärtumor unterschieden. Sie exprimierten jedoch Gene, die auch bei 

Patienten mit Metastasen besonders aktiv sind. Daraus lässt sich schließen, dass 

auch in menschlichen Tumoren metastasenfördernde, epigenetische 

Regulationsprogramme vorhanden sein müssen (90,91). Viele dieser Gene sind 

auch funktionell mit der Metastasierung in Verbindung gebracht worden (92–94). 

Bei Brustkrebs gibt es zum Beispiel eine Assoziation zwischen einem speziellen 

Hypermethylierungsphänotyp (B-CIMP) und einem niedrigeren 

Metastasierungsrisiko (95). 

1.5.2.1 DNA-Methylierung 

Genau wie bei der Entstehung von Krebs, wurde der Methylierungsstatus auch bei 

metastasierten Krebszellen untersucht. So zeigte sich beim Prostatakarzinom kein 

Unterschied im Methylierungsmuster zwischen Primärtumor und Metastasen (96). 

Bei Brustkrebs konnten jedoch Metastasen-spezifische Veränderungen der 

Methylierung zwischen Primärtumoren und regionalen Metastasen, vor allem 

außerhalb CpG-reicher Regionen, festgestellt werden (97). Allerdings gilt es bei der 

Interpretation der Daten zu beachten, dass die aberrante Methylierung in den 

meisten Fällen in den Regionen auftritt, die bereits vor der malignen Entartung 

reprimiert waren (98–100).  

Es gibt einige Beispiele dafür, dass aberrante DNA-Methylierung zur Erlangung von 

funktionell relevanten, metastasenfördernden Eigenschaften führt. Zum Beispiel 

verursacht der Verlust von DNA-Methylierung beim Nierenzellkarzinom einen 

erhöhten Output des tumorauslösenden Signalwegs HIF2A (Hypoxie-induzierbarer 

Faktor 2 Alpha), was die Metastasierung fördert (90).  

DNA-Methylierung kann auch zur Stilllegung von Metastasensuppressorgenen 

führen (68). So wird z.B. das Tumorsuppressorgen PAQR3 (Progestin And AdipoQ 

Receptor Family Member 3) durch Hypermethylierung herunterreguliert, was 

wiederum mit Lymphknotenmetastasen assoziiert ist (101). Die Dysregulation von 

DNA-Methylierung ist auch mit hämatologischen Krebserkrankungen assoziiert. Bei 
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der akuten myeloischen Leukämie (AML) lassen sich anhand der DNA-

Methylierungsprofile unterschiedliche Subgruppen unterscheiden (102). Mutationen 

in DNMT3A (tritt bei 25% der AML-Patienten auf) (103), in TET2 (ca. 17% der AML-

Patienten) (104) und im mutierten IDH1/2-Gen (Isocitratdehydrogenase 1/2) 

beeinflussen die DNA-Methylierung (105). Die Mutation von DNMT3A führt bei den 

AML-Subtypen M4/M5 in vitro zu vermehrter Aggressivität mit verstärkter 

extramedullärer Infiltration, was teilweise durch die Hochregulation von 

TWIST1(Twist family BHLH transcription factor 1) geschieht (106).   

1.5.2.2 Histonmodifikationen 

Neben dem Einfluss von DNA-Methylierung auf die maligne Progression von Krebs 

ist es wahrscheinlich, dass auch Histonmodifikationen zur Metastasierung 

beitragen. Dabei spielt zum Beispiel PRC2 eine wichtige Rolle, da dieser Komplex 

die Repression von Genen reguliert. Über seine katalytische Untereinheit 

EZH1/EZH2 methyliert er H3K27 dreifach, was zur Unterdrückung der Transkription 

führt. Dies geschieht u.a. an Promotoren, die sich bereits in einem inaktiven Zustand 

befinden, der dadurch stabilisiert wird (90).  

PRC2 kann die Tumorprogression, je nach Kontext, sowohl fördern als auch 

inhibieren. Die Aktivität von EZH2 ist einerseits entscheidend für die EMT (epithelial-

mesenchymale Transition) bei Brustkrebs (107,108) und für die maligne 

Progression bei malignem Melanom (109). Jedoch kann auch eine verminderte 

Aktivität von PRC2 die Metastasierung unterstützen, indem sie zu epigenetischer 

Instabilität und damit zur Aktivierung metastasenfördernder Gene, wie z.B. CXCR4 

(CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4) führt (90). 

 

1.6 Theorie der early dissemination 

Obwohl es viele verschiedene Krebsarten gibt, wird angenommen, dass es 

bestimmte Eigenschaften gibt, die alle miteinander gemein haben. Hanahan und 

Weinberg nannten diese Eigenschaften die „Hallmarks of Cancer“ (110,111). Dabei 

beschreiben sie Invasion und Metastasierung als eines der entscheidenden 

Kennzeichen von malignen Tumoren. Diese Eigenschaft wird während der 

Tumorentstehung durch die Anhäufung von genetischen und epigenetischen 

Aberrationen erworben (112). Manifeste Metastasen sind meist unheilbar. Um diese 
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manifeste Metastasierung zu verhindern, müssten disseminierte Tumorzellen 

(disseminated cancer cells; DCCs) so früh wie möglich therapeutisch behandelt 

werden (84). Dabei stellt sich die Frage, zu welchem Zeitpunkt der Tumor streut und 

ob sich die DCCs von den Tumorzellen des Primärtumors unterscheiden. Das 

Auftreten von Metastasen Jahre nach Entfernung des Primärtumors lässt vermuten, 

dass die Aussaat von DCCs relativ früh stattfindet. 

Erste Belege dafür, dass diese früh disseminierten Tumorzellen eine 

charakteristische Biologie aufweisen, zeigten Analysen von DCCs aus dem 

Knochenmark von Patienten mit Brustkrebs vor und nach der Manifestation von 

Metastasen (M0 und M1 Stadium, entsprechend der Leitlinien der Union for 

International Cancer Control) (113,114). Aus der Entdeckung, dass Primärtumor 

und DCCs sich biologisch gesehen unterscheiden, entstand die Theorie der early 

dissemination. Diese nimmt an, dass DCCs bereits im M0-Stadium disseminieren 

und sich parallel zum Primärtumor entwickeln (115). Studien mit transgenen 

Mausmodellen (116–118) und mit Patienten mit Präkanzerosen oder in situ 

Karzinomen (116,119,120) haben weitere Hinweise für die Richtigkeit dieser 

Hypothese geliefert, doch die Relevanz von DCCs wird immer noch angezweifelt 

(84,94). 

Man weiß also bereits, dass bei Brustkrebs, ähnlich wie bei anderen Krebsarten, 

DCCs vorkommen (121). Jedoch haben nicht alle disseminierten Zellen die 

Fähigkeit, sich in fremdem Gewebe festzusetzen. Es gilt deshalb zu bedenken, dass 

es neben der Fähigkeit zur Invasion weiterer Eigenschaften bedarf, um zu 

metastasieren. Neu erworbene genetische und epigenetische Veränderungen 

scheinen eine Rolle bei der Einnistung in und Anpassung an eine neue Nische zu 

spielen (112).  

 

1.7 Zielsetzung der Arbeit und Fragestellung 

Die Bedeutung veränderter DNA-Methylierung für die Entstehung und Progression 

von Brustkrebs ist bis heute nicht vollständig geklärt. Große Studien konzentrieren 

sich auf Chromosomenaberrationen, Mutationen und Transkriptionsprofile, doch 

wurde das Epigenom noch nicht umfassend auf einem genomweiten Level 

untersucht. Vor kurzem legten Studien nahe, dass DNA-Methylierungsmuster mit 

Krebsentstehung und Progression korrelieren (122).  
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Ziel dieser Arbeit war es daher, den Beitrag epigenetischer Mechanismen zur 

malignen Progression von Brustkrebs in einem Mausmodell systematisch und 

umfassend zu untersuchen. Dabei lag ein besonderer Fokus auf der Frage, ob die 

Metastasierung mit spezifischen epigenetischen Veränderungen im Vergleich zu 

Primärtumoren korreliert und ob auf epigenetischer Ebene weitere Hinweise für die 

Theorie der early dissemination detektierbar sind. 
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2 Material 

2.1 Versuchstiere 

Alle BALB/c-Versuchstiere wurden, soweit nicht anders angegeben, von Charles 

River Laboratories erworben. Die BalbNeuT-Mäuse stammten von Prof. Guido 

Forni, Università di Torino. Alle Experimente wurden nach den Standards der „good 

laboratory practise“ sowie den Richtlinien der Europäischen Union und der 

Universität Regensburg durchgeführt und die tierexperimentellen Untersuchungen 

wurden von der Regierung der Oberpfalz unter dem Aktenzeichen 55.2-2532.1-

27/14 genehmigt. Alle Experimente wurden unter Aufsicht eines zertifizierten 

Tierarztes durchgeführt. 

 

2.2 Geräte 

Heizblock Thermomixer compact   Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Heizblock       BIOER, Hangzhou, China 

Magnetic Particle Concentrator  Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

USA 

Magnetrührer      IKA, Staufen, Deutschland  

Mikroskope      Carl Zeiss, Jena, Deutschland 

Mikrowelle      Privileg, Hamburg, Deutschland 

NanoDrop      PeqLab, Erlangen, Deutschland 

PCR-Thermocycler PTC-200 MJ-Research/Biometra, Oldendorf, 

Deutschland 

Rotationsgerät Intelli-Mixer RM-L2  ELMI Ltd., Riga, Litauen  

Rotationsgerät     Labinco B.V., Breda, Niederlande  

Schüttelgerät Vortexgenie 2   Scientific Industries, New York, USA 

Schüttelgerät Vortexer MS3   IKA, Staufen, Deutschland 

Schüttelgerät REAX 2000 Heidolph Instruments, Schwabach, 

Deutschland 

Spectrophotometer     Perkin Elmer, Überlingen, 

Deutschland 

Sterilbank      Heraeus, Hanau, Deutschland 
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TapeStation Agilent Technologies, Waldbronn, 

Deutschland 

Thermomixer      Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

TissueLyser      Qiagen, Hilden, Deutschland 

Typhoon 9200 Molecular Dynamics, Krefeld, 

Deutschland 

Ultraschall-Homogenisator    Covaris, Woburn, USA 

Vakuumkonzentrator Speed Vac   Christ, Osterode, Deutschland 

Vakuumpumpe  KNF Neuberger, Freiburg, 

Deutschland 

Wasseraufbereitungsanlage   Millipore, Eschborn, Deutschland 

Zentrifugen: 

Centrifuge 5804R     Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Heraeus Biofuge fresco Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

USA 

Heraeus Biofuge pico Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

USA 

Capsulefuge PMC-060    TOMY, Tokyo, Japan 

Mini-Zentrifuge      Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

 

2.3 Verbrauchsmaterialien 

Falcon Tubes 50 ml  Greiner Bio-One, Frickenhausen, 

Deutschland 

Microtube AFA Fiber Pre-Slit Snap-Cap  Covaris, Woburn, USA 

Optical Tube mit Deckel  Agilent Technologies, Waldbronn, 

Deutschland 

Pipettenspitzen 50 – 1.000 µl blau  VWR, Darmstadt, Deutschland 

Reaktionsgefäß DNA Low Binding 0,5 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Reaktionsgefäß DNA Low Binding 1,5 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Reaktionsgefäß 2 ml    Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Reaktionsgefäße, Safe-Lock, 1,5ml  VWR, Darmstadt, Deutschland 

Serologische Pipetten 5 ml   Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Serologische Pipetten 10 ml   Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
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2.4 Chemikalien 

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von Sigma, Deisendorf 

oder Merk, Darmstadt bezogen. 

 

2.5 Enzyme, Nukleotide und molekularbiologische Kits 

DNeasy Blood & Tissue Kit   Qiagen, Hilden, Deutschland 

DNA Ladder 1 kb plus   Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA 

dATPs      NEB, Frankfurt, Deutschland 

dNTPs       Roche, Basel, Schweiz 

EpiMark® Methylated DNA Enrichment Kit  NEB, Frankfurt, Deutschland 

Ethidium bromid  Sigma-Aldrich, München, 

Deutschland 

Fermentas DNA loading dye (6x)  Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA 

Glycogen  Ambion/Life Technologies/Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Klenow (3’→5’ exo)   Enzymatics, Beverly, USA 

Klenow Fragment   Enzymatics, Beverly, USA 

LabChip XT DNA Chips    Perkin Elmer, Waltham, MA, USA 

MinElute PCR Purification Kit   Qiagen, Hilden, Deutschland 

NEXTflex™ DNA Barcodes   Bioo Scientific, Austin, TX, USA 

Nuclease-freies Wasser  Gibco/Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA  

Phusion Hot Start High-Fidelity DNA                Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Polymerase                                                       MA, USA 

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)   Sigma-Aldrich, München, 

Deutschland 

Proteinase K      Roche, Basel, Schweiz 

QIAquick PCR Purification Kit    Qiagen, Hilden, Deutschland 

QIAamp DNA Micro Kit    Qiagen, Hilden, Deutschland 

S-adenosylmethionine (SAM)    NEB, Frankfurt, Deutschland 

SssI CpG Methytransferase   NEB, Frankfurt, Deutschland 
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T4 DNA Ligase      Enzymatics, Beverly, USA  

T4 DNA Polymerase    Enzymatics, Beverly, USA 

T4 DNA Polynucleotide Kinase   Enzymatics, Beverly, USA   

 

2.6 Größenstandards 

Die 1 kB Plus DNA Ladder wurde von Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

bezogen. 

 

2.7 Datenbanken und Software 

Zur bioinformatischen Aufbereitung der Rohdaten waren verschiedene Programme 

nötig. Ein Großteil der Datenaufbereitung und -verarbeitung wurde mit Hilfe des 

Statistikprogramms R statistics (Version 3.6.1; https://cran.r-project.org/) 

durchgeführt. Für einige speziellere Fragestellungen wurden jedoch auch weitere 

Programme genutzt: Bowtie2 (http://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/ 

index.shtml) (123) und samtools (http://samtools.sourceforge.net/) (124) wurden 

zum Anpassen und Speichern der Sequenzen verwendet. HOMER Next Generation 

Sequencing Analysis (http://homer.ucsd.edu/homer/ngs/) (125) ist eine Software 

zum Zusammenstellen und Analysieren von Sequenzierungsdaten. Differentielle 

Methylierung zwischen Primärtumoren und Metastasen wurde mittels DESeq2 

analysiert (https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html) 

(126). Analysen zur Funktion der relevanten Gene wurden mittels GREAT (Version 

4.0.4, http://great.stanford.edu/public/html/) (127) und Metascape (http://metascape 

.org/gp/index.html) (128) durchgeführt. 

 

  

https://cran.r-project.org/
http://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/index.shtml
http://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/index.shtml
http://samtools.sourceforge.net/
http://homer.ucsd.edu/homer/ngs/
https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html
http://great.stanford.edu/public/html/
http://metascape.org/gp/index.html
http://metascape.org/gp/index.html
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3 Methoden 

3.1 Arbeiten mit Mäusen 

Alle Arbeiten an Mäusen wurden am Lehrstuhl für Experimentelle Medizin und 

Therapieverfahren durchgeführt.  

3.1.1 Züchtung, Transplantation und Operation der Mäuse 

Die Züchtung, Transplantation und Operation der Mäuse wurden in der Zeit vom 

März 2011 bis Dezember 2012 von der Arbeitsgruppe von Prof. Klein durchgeführt, 

die das zentrale Mausprojekt der Forschergruppe 2127 koordiniert. In dieser Zeit 

wurden 174 Mäuse, die für diese Arbeit relevant sind, mit einer noch nicht entarteten 

Brustdrüse einer drei bis fünf Wochen alten BalbNeuT-Maus in das ausgeräumte 

Fettpolster der vierten Brustdrüse einer Maus des Wildtyps BALB/c transplantiert. 

Der daraufhin in der vierten Brustdrüse entstehende Primärtumor wurde in einer 

Operation reseziert, wenn er eine Größe von 5-10 mm erreicht hatte. Dies war in 

der Regel nach 25 (+/- 8) Wochen der Fall. Der Tumor wurde als Kryomaterial 

gelagert. 

3.1.2 Tötung und Dissektion der Mäuse 

Nach der Operation wurden diese Mäuse nach weiteren 17 (+/- 5; im Median 16,5) 

Wochen getötet. Bei der Dissektion wurden Lunge, Leber, Milz und Knochenmark 

entnommen und als Kryomaterial gelagert. Dies geschah zwischen März 2011 und 

Dezember 2012.  

Um Material von nicht transplantierten BALB/c-Mäusen als Kontrolle zu erhalten, 

wurden im März und April 2015 Gewebeentnahmen von je einer Wildtyp BALB/c-

Maus durchgeführt. Die Mäuse wurden dafür durch Genickbruch getötet. 

Anschließend wurde die vierte Brustdrüse beidseits entnommen, um nicht 

tumoröses Kontrollgewebe zu gewinnen. Das gesunde Lungengewebe wurde im 

Rahmen der Vorarbeiten der Forschergruppe von Prof. Christoph Klein gewonnen. 
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3.2 Verarbeitung der Gewebeproben 

3.2.1 Verarbeitung von Tumoren und Metastasen 

Die Tumoren und Metastasen aus den Jahren 2011/2012 wurden nach der Sektion 

in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt. Die Proben von 

Tumoren und Metastasen wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Christoph Klein 

bis zur Extraktion der genomischen DNA (gDNA) weiterverarbeitet. 

3.2.2 Gewebeverdau des Kontrollgewebes 

Das Kontrollgewebe der vierten Brustdrüse beider BALB/c-Mäuse wurde direkt 

nach der Entnahme von mir verdaut, um eine Einzelzellsuspension zu erhalten. In 

Tabelle 3-1 und 3-2 sind die Zusammensetzungen von Basalmedium und 

Verdaumedium dargestellt. 

 

Tabelle 3-1 Basalmedium für den Verdau von Brustdrüsengewebe 

Komponente Volumen 

DMEM 250 ml 

Ham‘s F12 250 ml 

Hepes (1M) 5ml (10 nM) 

Pen/Strep 5 ml 

BSA 1 % (5 g) 

Insulin 500 µl (10 µg/ml) 

Endvolumen 510,5 ml 

 

Tabelle 3-2: Verdaumedium für den Verdau von Brustdrüsengewebe 

Komponente Volumen Endkonzentration 

Basalmedium 10 ml   

Kollagenase 100 μl 0,33 mg/ml 

Hyaluronidase 100 µl 100 µg/ml 

DNAse I 400 µl 0,1 mg/ml 

Endvolumen 10,6 ml  

 

In eine Petrischale mit 10 cm Durchmesser wurden 0,5-1 ml des Verdaumediums 

gegeben und die Gewebeprobe hinzugefügt. Mit zwei Skalpellen wurde das 

Gewebe zerkleinert und mit Zugabe des restlichen Verdaumediums auf- und 

abpipettiert. Daraufhin wurde das Gewebe 20-40 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach 
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10 und nach 20 Minuten der Inkubationszeit erfolgte jeweils erneutes Pipettieren, 

um die Vereinzelung der Zellen zu gewährleisten. In einem 50 ml-Proberöhrchen 

wurde die Zellsuspension und eine äquivalente Menge PBS (phosphate-buffered 

saline), mit der die Petrischale ausgespült wurde, abzentrifugiert (300xg, 

Raumtemperatur, 10 min). Der Überstand wurde verworfen und das Pellet durch 

leichtes Schütteln mit 1 ml Trypsin/EDTA (37°C) resuspendiert und 5 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe von 5 ml Basalmedium mit 10% FCS 

(fetal calf serum) wurde der Verdau inaktiviert und die erhaltene Lösung wurde 

zehnmal auf- und abpipettiert. Die Zellsuspension wurde nun durch ein 100 µm-

Zellsieb in ein neues 50 ml-Röhrchen filtriert. Die auf dem Filter verbleibenden 

Zellen wurden mit dem Stempel einer 5 ml-Spritze vorsichtig zerrieben. Das 

Röhrchen wurde mit 10 ml PBS ausgespült und diese Flüssigkeit wurde ebenfalls 

durch das Zellsieb pipettiert. Die Zellsuspension wurde für 5-8 Minuten bei 

Raumtemperatur und 300xg zentrifugiert. Bis auf einen Rest von ca. 1 ml wurde der 

Überstand verworfen, das Pellet in der restlichen Flüssigkeit resuspendiert und das 

Volumen genau bestimmt. Die erhaltene Zellsuspension wurde für die Isolation von 

genomischer DNA (s. 3.3.1), ChIP (s. 3.3.6) und ATAC (s. 3.3.8) verwendet. 

 

3.3 Allgemeine molekularbiologische Methoden 

3.3.1 Isolation von genomischer DNA aus Brustdrüsengewebe 

Genomische DNA wurde nach Anweisung des Animal Tissue Spin-Column 

Protokolls (DNeasy Blood & Tissue Kit) gewonnen. Zunächst wurde das Gewebe in 

ATL-Puffer gegeben und mit dem TissueLyser (Qiagen) für 1x20s bei 15 Hz 

zerkleinert. Nach Hinzufügen von Proteinase K wurde das Gewebe über Nacht bei 

56°C und 1050 rpm im Thermomixer inkubiert.  

3.3.2 Isolation von genomischer DNA aus Zellen 

Genomische DNA wurde nach Anweisung des Animal Blood or Cell Spin-Column 

Protokolls (DNeasy Blood & Tissue Kit) hergestellt.  

3.3.3 Quantifizierung der DNA 

Die genaue DNA-Konzentration wurde mithilfe des Nanodrop ND 1000 (PeqLab) 

Spektrophotometers bestimmt. 
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3.3.4 In vitro Methylierung der DNA 

Genomische DNA, gewonnen aus dem Kontrollgewebe der dritten Brustdrüse einer 

BALB/c-Maus, wurde komplett methyliert, um die maximal mögliche Methylierung 

des Mausgenoms zu erfassen. Die Methylierung erfolgte durch die CpG-

Methyltransferase M. SssI (New England Biolabs®), die alle Cytosinreste (C5) der 

doppelsträngigen Dinukleotid-Erkennungssequenz 5'...CG...3' methyliert (94). S-

Adenosylmethionin (SAM) (New England Biolabs®) dient dabei als 

Methylgruppendonor. Hierfür wurden 5-6 µg gDNA für zwei Stunden bei 37°C mit 

der CpG-Methyltransferase inkubiert. Dabei wurde die in Tabelle 3-3 dargestellte 

Reaktionszusammensetzung genutzt. 

 

Tabelle 3-3 Reaktionszusammensetzung für in vitro DNA-Methylierung 

Komponente Volumen 

DNA 5-6 µg  

NEBuffer 2 10 µl 

SAM 0,5 µl 

SssI 5 µl 

H2Obidest ad 100 µl 

Endvolumen 100 µl 

 

Nach zwei Stunden wurden erneut 0,75 µl SAM und 1 µl SssI hinzugegeben und 

der Ansatz weitere zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde SssI für 

20 Minuten bei 65°C inaktiviert. Die Aufreinigung erfolgte nach Angaben des 

Cleanup of Genomic DNA-Protokolls (QIAamp DNA Micro Kit, Qiagen).  

3.3.5 Methyl-CpG-Immunopräzipitation (MCIp) 

Die Methyl-CpG-Immunopräzipitation dient dazu, methylierte DNA aus 

fragmentierter genomischer DNA zu isolieren. Dazu werden hydrophile 

magnetische Protein A-Beads verwendet, auf deren Oberfläche ein Komplex aus 

dem Fc-Fragment des humanen IgG1 und dem humanen MBD2-Protein (methyl-

CpG binding domain 2 Protein) gebunden ist. Da das Fc-Fragment ein Dimer mit 

zwei Bindungsstellen ist und je Protein A-Molekül zwei Fc-Fragmente binden, 

werden vier MBD2-Domänen je Protein A-Molekül exponiert. MBD2 gehört zu einer 

Familie von Kernproteinen mit methyl-CpG binding domain (MBD) und bindet 

spezifisch methylierte DNA (95).   
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Zunächst wurde die Integrität der genomischen DNA mittels TapeStation (Agilent) 

überprüft. Anschließend wurde die gDNA mit dem Ultraschall-Homogenisator 

(Covaris®) fragmentiert (s. 3.3.5.1). Die Methyl-CpG-Immunopräzipitation wurde mit 

dem EpiMark® Methylated DNA Enrichment Kit (New England Biolabs®) nach 

Anweisung des Herstellers durchgeführt.  

3.3.5.1 Fragmentierung der genomischen DNA 

Die genomische DNA wurde mittels Sonifikation am Ultraschall-Homogenisator 

(Covaris®) nach Angaben des Herstellers fragmentiert (Tab. 3-4). Dabei wird 

Schallenergie in einem Brennpunkt gebündelt und es entstehen dort unzählige 

Bläschen. Nachdem keine weitere Schallenergie mehr zugeführt wird, fallen die 

Bläschen in sich zusammen und erzeugen lokal eine schnelle Bewegung der 

gelösten DNA. Die entstandenen Fragmente haben jeweils eine Größe von ca. 300 

Basenpaaren und wurden mittels TapeStation® kontrolliert. Es wurden 200 ng 

genomische DNA in 130 µl gibco-H2O mit nachfolgenden Einstellungen in 

microTUBEs (Covaris®) sonifiziert. 

 

Tabelle 3-4 Parameter für die Sonifikation der DNA mit dem Ultraschall-Homogenisator 
(Covaris®) 

Zielbereich der Basenpaare (Peak) 300 bp 

Duty Cycle 10% 

Intensity 5 

Cycles per burst 200 

Frequency sweeping 180 s  

Temperatur  7°C 

Wasserlevel  12 

          

3.3.5.2 Binden von MDB2-Fc an die Protein A-Magnetbeads 

Um die Protein A-Magnetbeads zu resuspendieren, wurden sie 30 Minuten bei 

Raumtemperatur rotiert. Nach Hinzufügen von 1 µl MBD2-Fc und 11 µl 1X 

Bind/Wash Buffer zu 10 µl Magnetbeads, wurde das Gemisch weitere 15 Minuten 

bei Raumtemperatur rotiert und danach zwei Mal mit 1.000 µl 1X Bind/Wash Buffer 

gewaschen. 
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3.3.5.3 Hinzufügen fragmentierter DNA zu MDB2-Fc/Protein A-Magnetbeads 

Die fragmentierte DNA wurde nach folgendem Ansatz an MDB2-Fc/Protein A-

Magnetbeads (New England Biolabs®) gebunden, indem sie eine Stunde im Rotor 

bei Raumtemperatur inkubiert wurden (Tab. 3-5). 

 

Tabelle 3-5 Reaktionszusammensetzung für die Bindung von fragmentierter DNA an 
MBD2-Fc-Magnetbeads 

Komponente Volumen 

5 x Bind/Wash Buffer 20 µl 

Fragmentierte DNA 70 µl (≈ 200 ng DNA) 

MBD2-Fc/Protein A-Magnetbeads 10 µl 

H2Obidest ad 100 µl 

Endvolumen 100 µl 

 

Es folgen drei Waschschritte mit 1.000 µl 500 mM-Bind/Wash Buffer, um die 

ungebundene DNA zu entfernen. 

3.3.5.4 Elution angereicherter, stark methylierter DNA 

Durch die Zugabe von 40 µl DNase-freiem H2O und 15-minütiger Inkubation im 

Thermomixer bei 65°C und 400 Umdrehungen pro Minute (rounds per minute; rpm) 

wird die gebundene DNA eluiert. Das Eluent enthält die angereicherte, methyl-CpG 

enthaltende DNA und wurde bei -20°C aufbewahrt.  

3.3.6 Chromatin-Immunopräzipitation (ChIP) 

Mit der Chromatin-Immunopräzipitation (ChIP) lassen sich Protein-DNA-

Interaktionen untersuchen. Zunächst werden durch Formaldehyd kovalente 

Quervernetzungen zwischen der DNA und den Proteinen (Chromatin) hergestellt. 

Anschließend wird die quervernetzte DNA-Protein-Verbindung durch Sonifizieren 

zerkleinert und spezifische Antikörper werden an die zu untersuchenden Proteine 

gebunden. Die DNA-Protein-Verbindungen mit gebundenem Antikörper werden 

gefällt. Danach werden die DNA-Protein-Verbindungen aufgelöst und die 

Basensequenz der hierbei erhaltenen DNA wird untersucht. (96) Für die Chromatin-

Immunopräzipitation werden Einzelzellen benötigt, hierfür wurde die aus dem 

Gewebeverdau der gesunden Brustdrüse erhaltene Zellsuspension verwendet. Die 

Zellen wurden bei 1.300 rpm (300xg) für 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert und 

anschließend in 37°C warmem RPMI-Kulturmedium inklusive 10% FCS 
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resuspendiert, so dass man eine Zellkonzentration von 1 Millionen Zellen je Milliliter 

erhält.  

3.3.6.1 Quervernetzung mit Formaldehyd 

Die Quervernetzung zwischen DNA und Chromatin wurde durch Zugabe von 

1%igem Formaldehyd zur Zellsuspension erreicht. Während einer 10-minütigen 

Inkubationszeit bei RT wurde das Proberöhrchen mehrmals auf den Kopf gestellt, 

um ein Absetzen der Zellen zu vermeiden. Die Reaktion wurde durch die Beigabe 

von Glycin (2,625 M; 1/20 des aktuellen Volumens der Suspension) gestoppt und 

10 Minuten bei 4°C und mit 1.300 rpm (300xg) zentrifugiert. Der Überstand wurde 

verworfen und das Pellet vorsichtig resuspendiert. Das Pellet wurde zwei Mal mit 

25 ml eiskaltem PBS/PMSF/NaBut gewaschen, jeweils mit 300xg bei 4°C für 8 

Minuten zentrifugiert und der Überstand verworfen. Zuletzt wurde das Pellet wieder 

vorsichtig resuspendiert. Schockfrieren des Rückstands in flüssigem Stickstoff und 

Aufbewahrung bei -80°C ist zu diesem Zeitpunkt möglich. 

3.3.6.2 Zell- und Nukleuslyse 

Um das quervernetzte Chromatin zu gewinnen, wurden die fixierten Zellen und 

Zellkerne lysiert. Hierfür wurden sie in 250 µl Suspensionspuffer pro 10 Millionen 

Zellen suspendiert und durch Zugabe von 250 µl Zelllysepuffer pro 10 Millionen 

Zellen 10 Minuten auf Eis lysiert. Nach einer Zentrifugation von 5 Minuten bei 700xg 

und 4°C, wurde der Überstand verworfen und der Rückstand mit 400 µl 

Nukleuslysepuffer pro 10 Millionen Zellen resuspendiert. 

3.3.6.3 Fragmentierung des Chromatins 

Das im vorhergehenden Schritt zugänglich gemachte Chromatin wurde nun durch 

Sonifizierung im Ultraschall-Homogenisator (Covaris®) fragmentiert. Je nach 

Volumen wurden entweder Chromatin Proberöhrchen (Volumen 300 µl bis 3 ml) 

oder Mikrotubes (Volumen bis 130 µl) und unterschiedliche Einstellungen für die 

Sonifizierung verwendet (s. Tabellen 3-6 und 3-7).  
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Tabelle 3-6 Parameter für die Sonifikation des Chromatins mit dem Ultraschall-
Homogenisator (Covaris®) für ein Volumen von 300 µl bis 3 ml 

Parameter Einstellungen 

Fragmentgröße 200 bp 

Duty Cycle 20 % 

Intensity 8 

Cycles per burst 200 

Frequency sweeping 2.400 s 

Wassertemperatur  7°C 

Wasserlevel  15 

 

Tabelle 3-7 Parameter für die Sonifikation des Chromatins mit dem Ultraschall-
Homogenisator (Covaris®) für ein Volumen bis 130 µl 

Parameter Einstellungen 

Fragmentgröße 200 bp 

Duty Cycle 2% 

Intensity 5 

Cycles per burst 100 

Frequency sweeping 480 s 

Wassertemperatur  7°C 

Wasserlevel  12 

 

 

Um das Lysat von den Zelltrümmern zu trennen, wurde 5 Minuten bei 4°C und mit 

13.000 rpm zentrifugiert und der Überstand in ein neues Proberöhrchen überführt. 

Das Lysat wurde anschließend mit Zellkernlysepuffer vermischt und davon 20 µl mit 

2 µl Proteinase K (20 µg/µl) bei 65°C über Nacht inkubiert, um die Quervernetzung 

zwischen DNA und Chromatin rückgängig zu machen. Am nächsten Tag wurde 1 µl 

RNAse (10 µg/µl) hinzugegeben und weitere 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die 

Probe wurde mit 13.000 rpm für 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert und der Überstand 

in ein neues Proberöhrchen pipettiert. Anschließend wurde die Probe mit dem 

QiaQuick PCR DNA Purification Kit® (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Anleitung 

des Herstellers aufgereinigt und mit 30 µl Elutionspuffer eluiert. Mittels Agarose-

Gelelektrophorse (2%iges Agarosegel, 50 bp-Leiter) wurde die Größe der 
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fragmentierten DNA bestimmt. Es wurden 700 ng DNA auf ein 2%iges Agarosegel 

aufgetragen und gemeinsam mit 3 µl einer 50 bp DNA Leiter 30 Minuten bei 100 V 

aufgetrennt. 

3.3.6.4 Immunopräzipitation 

Für jede Immunopräzipitation (IP) wurden 80 µl des gereinigten Lysats eingesetzt. 

Jedes Aliquot eines Chromatinansatzes wurde zunächst einer Vorreinigung (Pre-

clearing) unterzogen, um alle Proteine zu eliminieren, die unspezifisch an 

Komponenten der IP binden. Dazu wurden zunächst 50 µl Sepharose CL-4B Beads 

drei Mal pro IP mit TE Puffer (pH 8,0) gewaschen und anschließend jeweils eine 

Minute bei 3.000 rpm zentrifugiert, um das Ethanol zu entfernen. Das 

Proberöhrchen mit den Beads wurde dann bis zum Erreichen des ursprünglichen 

Volumens vor dem Waschen mit Dilutionspuffer (DB, ohne Inhibitoren) aufgefüllt. 

Es wurden jeweils 25 µl Rinderalbumin (BSA, 20%) und 4 µl Glykogen pro 1 ml 

Beads hinzugegeben und das Gemisch wurde zwei Stunden bei Raumtemperatur 

rotiert. Zum Pre-clearing wurden nun jeweils 80 µl Lysat (entspricht 2 Millionen 

Zellen) mit dem 1,5-fachem Volumen (120 µl) an DB inklusive Inhibitoren und 50 µl 

inkubierten Beads je IP vermischt und bei 4°C für zwei Stunden mit 6 rpm rotiert. 

Das vorgereinigte Lysat wurde mit 13.000 rpm für 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. 

Die 200 µl Überstand pro IP wurden in neue DNA-Low Binding-Proberöhrchen 

überführt, die Antikörper (2,5 µg) wurden hinzugefügt und über Nacht bei 4°C und 

mit 6 rpm Rotation inkubiert. Je IP wurden außerdem 50 µl Protein A Sepharose 

Beads benötigt, die ebenfalls zuerst drei Mal mit TE-Puffer gewaschen, jeweils mit 

3.000 rpm für eine Minute abzentrifugiert und anschließend mit DB inklusive 

Inhibitoren auf das ursprüngliche Volumen aufgefüllt wurde. Es wurde 0,4 µl 

Glykogen pro 100 µl Beads und 2,5 µl BSA (20%) pro 100 µl Beads hinzugegeben 

und bei 4°C und 6 rpm über Nacht rotiert.  

Nach dieser Inkubation wurden je IP 50 µl der Protein A Sepharose Beads zur 

Antikörper-DNA-Mischung hinzugefügt und für zwei Stunden mit 6 rpm (4°C) rotiert, 

um die Beads an die Antikörper-DNA-Komplexe zu binden. Anschließend wurden 

die Proben bei 2.800 rpm (500xg) und 4°C für 5 Minuten zentrifugiert und der 

Überstand verworfen. Es folgten jeweils mehrere Waschschritte, um unspezifisch 

gebundenes Chromatin zu entfernen. Die Bead-Komplexe wurden mit je 400 µl der 

drei Waschpuffer (WB I-III) eluiert, jeweils 5 Minuten bei Raumtemperatur und 6 rpm 
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rotiert, für 2 Minuten bei 4°C mit 500g abzentrifugiert. Der Überstand wurde 

verworfen. Im letzten Waschschritt wurden die Proben drei Mal mit 400 µl TE-Puffer 

(1x) resuspendiert und analog zu den vorangegangenen Waschschritten 

abzentrifugiert. Um an Beads und Antikörper gebundene DNA-Komplexe zu 

eluieren, wurden die Proben mit jeweils 110 µl Elutionspuffer (EB) für 20 Minuten 

inkubiert und dabei alle 5 Minuten geschüttelt oder durchgehend bei 1 rpm rotiert. 

Nach einer zweiminütigen Zentrifugation mit 500xg bei Raumtemperatur wurden 

100 µl des Überstands in ein neues 1,5 ml-Proberöhrchen überführt. Die Beads 

wurden erneut mit 100 µl EB für 10 Minuten nach demselben Muster inkubiert und 

abzentrifugiert. 100 µl des Überstandes wurden zum initialen 100 µl Eluat im neuen 

1,5 ml-Proberöhrchen hinzugefügt. Um die Quervernetzung zwischen DNA und 

Chromatin rückgängig zu machen, wurde nun 10 µl NaCl (5M) zu jeder Probe 

hinzugefügt und bei 65°C über Nacht inkubiert.  

3.3.6.5 Aufreinigung des Chromatins 

Zur Aufreinigung des Chromatins wurden Proben und Input mit 7 µl RNAse (0,33 

µg/µl) für eine Stunde bei 37°C inkubiert. Dann wurde 5 µl Proteinase K (20 µg/µl) 

hinzugefügt und für eine weitere Stunde bei 37°C inkubiert. Die weitere Aufreinigung 

erfolgte mit dem QiaQuick PCR Purification Kit® (Qiagen, Hilden, Deutschland). Die 

Proben wurden mit dem fünffachen Volumen (1 ml) PB-Puffer (ohne pH-Indikator) 

für 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die DNA wurde an die Säulen 

gebunden, indem zwei Mal 750 µl der Probe auf die Säule gegeben und je 30 

Sekunden bei 11.000 rpm zentrifugiert wurde. Dann wurden 750 µl Waschpuffer PE 

auf die Säule gegeben und 30 Sekunden bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die Säule 

wurde mit einem neuen Auffanggefäß für 2 Minuten bei 13.000 rpm trocken 

zentrifugiert und mit 53 µl auf 50°C erwärmten EB-Puffer eluiert. Nach der Zugabe 

von EB wurde für zwei bis fünf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und für eine 

Minute bei 11.000 rpm abzentrifugiert. 40 µl des erhaltenen Eluats wurden für die 

Library Präparation (s. 3.3.7) verwendet, um anschließend mittels Next Generation 

Sequencing analysiert zu werden. 
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Benötigte Reagenzien und Materialien:  
(genannte Volumen-/Gewichts-% oder Stoffmengenkonzentrationen beziehen sich auf die 
Endkonzentration, gelagert wurden die Reagenzien laut Anweisung des Herstellers oder 
bei Raumtemperatur, falls nicht anders angegeben) 
  
Formaldehyd   16%    Formaldehyde  

(Thermo Scientific, #28906)  
 
Glycin     2,625 M   9,85 g Glycine  

(Roth, #3908.2)  
➔ Ad 50 ml nuclease-freies ddH2O  

 
BSA     20%    2 g Bovine serum albumin  

(Sigma-Aldrich, #A4503)  
➔ Ad 10 ml nuclease-freies ddH2O  

  
Glykogen    5 mg/ml   Glycogen  

(Thermo Fisher Scientific, #AM9510)  
 

HEPES/KOH (pH 7,9)  1 M    238,3 g 4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-  
1-ethanesulfonic acid  
(Sigma-Aldrich, #H3357)  
➔ Mit KOH an pH 7,9 angleichen 
➔ Ad 1 l nuclease-free ddH2O  

 
KCl     2 M    149,2 g Kaliumchlorid 

(AppliChem, #1039)  
➔ Ad 1 l nuclease-free ddH2O  

 
EDTA/NaOH (pH 8)   0.5 M    186,1 g Ethylenediaminetetraacetic  
 acid disodium salt dihydrate 
 (Sigma-Aldrich, #E5134) 

➔ in 500 ml nuclease-freiem ddH2O 
auflösen 

➔ mit NaOH an pH 8,0 angleichen 
➔ Ad 1 l nuclease-freies ddH2O  

 
PMSF     100 mM   1,74 g Phenylmethanesulfonyl fluoride  
       (Sigma-Aldrich, #P7626)  

➔ Ad 100 ml Isopropanol (p.a.)  
(Merck Millipore, #1096342511)  
 

NaBut       Sodium butyrate 
       (Sigma-Aldrich, #B5887) 
 
Protease Inhibitor Mix (50x)    EDTA-free Protease Inhibitor  

Cocktail 
       (Sigma-Aldrich, #04693132001) 
 
NP-40    10%   Nonidet P40 Substitute 

(Sigma-Aldrich, #11332473001)  
 
NaCl     5 M    29,2 g Sodium chloride  

(Merck Millipore, #106404) 
➔ Ad 100 ml nuclease-freies ddH2O  
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Tris/HCl (pH 7,4)   1 M    121,1 g Tris ultrapure  

(Affymetrix (USB), #75825)  
➔ mit HCl an pH 7,4 angleichen 
➔ Ad 1 l nuclease-freies ddH2O 

 
TE (1 x, pH 8,0)   10 mM   10 ml Tris/HCl (1 M, pH 8,0)  

1 mM    2 ml EDTA/NaOH (0,5 M, pH 8,0)  
➔ Ad 1 l nuclease-freies ddH2O  

 
SDS     20%    20 g Sodium dodecyl sulfate  

(Sigma-Aldrich, #L4390)  
➔ Ad 100 ml nuclease-freies ddH2O 

 
Empigen BB    30%    3 ml Empigen BB detergent (100%)  

(Sigma-Aldrich, #45165)  
7 ml nuclease-freies ddH2O 
 

Triton X-100    10%    1 ml Triton X-100 (100%)  
(Sigma-Aldrich, #T8787)  
9 ml nuclease-freies ddH2O  
 

LiCl     2.5 M    10,6 g Lithium chloride  
(Merck Millipore, #438002)  
➔ Ad 100 ml nuclease-freies ddH2O  

Deoxycholate    10%    1g Sodium deoxycholate  
(Sigma-Aldrich, #D6750)  
➔ Ad 10 ml nuclease-freies ddH2O  

 
NaHCO3    1 M    84 g Sodium hydrogen carbonate  

(Merck Millipore, #1063290500)  
➔ Ad 1 l nuclease-freies ddH2O 

 
RNAse  A   10 μg/μl  RNAse A 
       (Qiagen, #1006810) 
 
Proteinase K   20 μg/μl  Proteinase K 
       (Sigma-Aldrich, #03115879001) 
 
Sepharose Cl-4B Beads 50 µl/IP  Sepharose Cl-4B Beads 
       (Sigma-Aldrich, #CL4B200)  

 
Cell Buffer Mix (CBM)  10 mM   1 ml HEPES/KOH (1 M, pH 7,9)  

85 mM   4,25 ml KCl (2 M)  
1 mM    200 μl EDTA/NaOH (500 mM, pH 8,0)  

➔ Ad 97 ml nuclease-freies ddH2O 
  

Direkt vor Gebrauch müssen folgende Inhibitoren pro ml CBM hinzugefügt werden:  

1 mM    10 μl PMSF (100 mM)  
20 μl Protease Inhibitor Mix (50x) 
 

Suspension Buffer      900 μl CBM inkl. Inhibitoren 
100 μl nuclease-freies ddH2O 
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Cell Lysis Buffer      900 μl CBM inkl. Inhibitoren 
1%    100 μl NP-40 (10%)  

 
Nuclear Lysis Buffer   50 mM   5 ml Tris/HCl (1 M, pH 7,4)  

1%    5 ml SDS (20%)  
0,5%    1,43 ml Empigen BB (30%)  
10 mM   2 ml EDTA/NaOH (500 mM, pH 8,0)  

➔ Ad 97 ml nuclease-freies ddH2O 

Direkt vor Gebrauch müssen folgenden Inhibitoren pro ml Nuclear Lysis Buffer 
hinzugefügt werden:  

1 mM    10 μl PMSF (100 mM)  
20 μl Protease Inhibitor Mix (50x) 
 

Dilution Buffer (DB)   20 mM   2 ml Tris/HCl (1 M, pH 7,4)  
100 mM   2 ml NaCl (5 M)  
2 mM    400 μl EDTA/NaOH (500 mM, pH 8,0)  
0,5%    5 ml Triton X-100 (10%)  

➔ Ad 97 ml nuclease-freies ddH2O 

Direkt vor Gebrauch müssen folgenden Inhibitoren pro ml Dilution Buffer hinzugefügt 
werden:  

1 mM    10 μl PMSF (100 mM)  
20 μl Protease Inhibitor Mix (50x) 
 

Wash Buffer  
WBI     20 mM   2 ml Tris/HCl (1 M, pH 7,4)  

150 mM   3 ml NaCl (5 M)  
0,1%    500 μl SDS (20%)  
1%    10 ml Triton X-100 (10%)  
2 mM    400 μl EDTA/NaOH (500 mM, pH 8,0)  

➔ Ad 100 ml nuclease-freies ddH2O 
 

WBII     20 mM   2 ml Tris/HCl (1 M, pH 7,4)  
500 mM   10 ml NaCl (5 M)  
1%    10 ml Triton X-100 (10%)  
2 mM    400 μl EDTA/NaOH (500 mM, pH 8,0)  

➔ Ad 100 ml nuclease-freies ddH2O 
 

WBIII     10 mM   1 ml Tris/HCl (1 M, pH 7,4)  
(vor Licht schützen!)   250 mM   10 ml LiCl (2,5 M)  

1%    10 ml NP-40 (10%)  
1%    10 ml Deoxycholat (10%)  
1 mM    200 μl EDTA/NaOH (500 mM, pH 8,0)  

➔ Ad 100 ml nuclease-freies ddH2O 
 

Elution Buffer    0.1 M    500 μl NaHCO3 (1 M)  
1%    250 μl SDS (20%)  

➔ Ad 5 ml nuclease-freies ddH2O 
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3.3.7 Library Präparation für Next Generation Sequencing 

Es wurden Next Generation Sequencing (NGS) Libraries erstellt, um diese auf der 

Illumina Plattform (HiSeq 1000) des Kompetenzzentrums Fluoreszente Bioanalytik 

(KFB) der Universität Regensburg zu analysieren. Für die Library Präparation 

wurden durchgehend DNA-Low Binding-Proberöhrchen von Sarstedt verwendet. 

Alle Enzyme wurden von Enzymatics bezogen, bis auf die Phusion Hot Start High-

Fidelity DNA Polymerase® (Thermo Scientific). Es wurden NEXTflex™ DNA 

Barcodes (Bioo Scientific) als Adapter genutzt. 

Die fragmentierte DNA besitzt an ihren Enden Überhänge eines DNA-Strangs, sog. 

sticky ends, die durch die Sonifikation entstanden sind. Im ersten Schritt mussten 

diese Enden zu blunt ends, also glatten oder stumpfen Enden umgewandelt werden 

(s. Tab. 3-8). Hierzu benutzt man die T4-DNA-Polymerase und Klenow Fragment, 

die beide 3‘→5‘-Exonuklease- und 5‘→3‘-Polymeraseaktivität besitzen. Allerdings 

ist die 3‘→5‘-Exonukleaseaktivität der T4-DNA-Polymerase größer als die des 

Klenow Fragments, weshalb sie dazu benutzt wird, die 3‘-Überhänge zu entfernen. 

Umgekehrt ist die 5‘→3‘-Polymeraseaktivität des Klenow Fragment größer, daher 

erfüllt es die Aufgabe, die 5‘-Enden aufzufüllen (129).  

 

Tabelle 3-8 Reaktionszusammensetzung für End Repair der DNA 

Komponente Volumen 

H2Obidest 3,34 µl 

T4 DNA Ligase Buffer (10 x) 5 µl 

dNTP Mix (je 10 mM) 1 µl 

T4 DNA Polymerase 0,30 µl 

Klenow Fragment 0,06 µl 

T4 Polynucleotide Kinase 0,30 µl 

IP DNA Probe 40 µl 

Endvolumen 50 µl 

 

Dieser Ansatz wurde 30 Minuten bei 20°C im PCR-Thermocycler inkubiert. Die 

anschließende Aufreinigung wurde nach einem erweiterten Protokoll des QIAquick 

MinElute PCR Purification Kit® (Qiagen) durchgeführt. Dazu wurden jeweils 250 µl 

PB-Puffer zu den Proben hinzugefügt, das Gemisch aus Probe und Puffer auf eine 

MinElute-Säule gegeben und bei 11.000 rpm 30 Sekunden zentrifugiert. Der 

Durchfluss wurde erneut auf die Säule pipettiert, ebenso zentrifugiert und dann 
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verworfen. Die Säule wurde zwei Mal mit 750 µl ethanolhaltigem PE-Puffer 

gewaschen und jeweils bei 13.000 rpm 45 Sekunden zentrifugiert. Danach wurde 

die Säule in einem neuen Abfallgefäß weitere 2 Minuten bei 13.000 rpm trocken 

zentrifugiert und anschließend in ein neues 1,5 ml-DNA lowbind-Proberöhrchen 

überführt. Der verbleibende Tropfen PE-Puffer wurde vom Gummiring in der Säule 

mit der Pipette entfernt und die Säule wurde eine Minute luftgetrocknet. Es wurde 

zwei Mal mit 10,25 µl EB-Puffer eluiert, der zuvor auf 50°C erwärmt worden war. 

Der EB-Puffer wurde dabei mittig auf den Filter pipettiert und dann 5 Minuten 

inkubiert. Jeweils eine Minute Zentrifugation bei 11.000 rpm folgten nach der 

Zugabe von EB-Puffer und man erhielt 18 µl Eluat. 

Im nächsten Schritt wird ein Adenin an die 3‘-Enden der blunt ends der Fragmente 

angefügt. Das katalysierende Enzym in dieser Reaktion ist das Klenow-(3‘-5‘ exo-) 

-Fragment, das 5‘→3‘-Polymeraseaktivität besitzt, jedoch nicht die 3‘→5‘- und 

5‘→3‘-Exonukleaseaktivität der DNA Polymerase I (s. Tab. 3-9).  

 

Tabelle 3-9 Reaktionszusammensetzung für die Adenylierung am 3‘-Ende 

Komponente Volumen 

Blue Buffer (10 x) 2 µl 

dATP (10 mM) 0,40 µl (195 µM) 

Klenow Fragment (3‘-5‘ exo-) 0,20 µl 

IP Probe (nach end repair) 18 µl 

Endvolumen 20,6 µl 

 

Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei 37 °C begann die Ligation der 

Adapter. Die Adapter tragen an ihrem 3‘-Ende ein einzelnes Thymin, somit sind sie 

komplementär zum DNA-Fragment und lassen sich mit der T4-DNA-Ligase ligieren. 

Sie dienen dazu, dass sich später die DNA-Fragmente an die Next Generation 

Sequencing-Durchflusszelle hybridisieren lassen. Zunächst wurden die Adapter 1:2 

verdünnt mit 1 x T4 DNA Ligase Puffer (10 x T4 DNA Ligase Puffer 1:10 verdünnt 

mit H2Obidest). Zu der Probe von einem Volumen von 20,6 µl wurden 22,6 µl Rapid 

Ligation Buffer (2x) hinzugefügt und auf Eis miteinander vermischt. Dann wurde 1 

µl des 1:2 verdünnten Adapters und anschließend 1 µl der T4 DNA Ligase 

dazugegeben und erneut auf Eis gemischt. Bei 30°C erfolgte die Ligation für 10 

Minuten im Thermocycler. Um auf ein Gesamtvolumen von 50 µl zu kommen, 

wurden im Anschluss an die Ligation 4,8 µl H2Obidest zur Probe gegeben.  
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Es folgte eine Aufreinigung mit Agencourt AMPure XP-Magnetbeads® (Beckman 

Coulter Life Sciences) im Verhältnis 1:1,1, um überschüssige Adapter zu entfernen. 

Von den magnetischen Beads wurden 55 µl zu den 50 µl der Probe hinzugegeben. 

Unverzüglich wurde mittels Vortexer gemischt, die Reaktionsgefäße invertiert und 

erneut gevortext. Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten, wurden die 

Reaktionsgefäße in einen magnetischen Partikel-Konzentrator gestellt. Es wurde 2 

Minuten gewartet, bis sich alle Magnetbeads an der Wand des Reaktionsgefäßes 

konzentriert hatten, dann wurde der Überstand abgenommen und verworfen. Nach 

zwei 30-sekündigen Waschschritten mit 500 µl Ethanol (70%, frisch zubereitet), 

wurden die Magnetbeads für 2 Minuten bei 37°C im Thermocycler getrocknet und 

anschließend mit 50 µl H2Obidest für 2 Minuten eluiert. Die Reaktionsgefäße wurden 

für eine Sekunde bei 13.000xg zentrifugiert, und das Eluat in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt, um eine zweite Aufreinigung mit soeben beschriebener 

Abfolge durchzuführen. Als einzige Abweichung wurden am Ende der zweiten 

Aufreinigung die MCIp-Proben mit 25 µl und die ChIP-Proben mit 37,5 µl EB-Puffer 

eluiert. 

 

Die mit den Adaptern modifizierten DNA-Fragmente wurden nun mittels einer PCR 

amplifiziert. Bei der Reaktionszusammensetzung und dem Ablauf der PCR wurde 

erneut zwischen MCIp- und ChIP-Proben unterschieden (Tab. 3-10 – 3-13).  

 

Tabelle 3-10 Reaktionszusammensetzung für die PCR zur Anreicherung der ChIP-Probe 

Komponente Volumen Endkonzentration 

 Phusion HF Reaction Buffer (5 x) 10 µl 1 x 

BiooPrimer1 (100 μM) 0,25 µl 0,5 µM 

BiooPrimer2 (100 μM) 0,25 µl 0,5 µM 

dNTP Mix (10 mM) 1,50 µl je 300 µM 

Phusion DNA Polymerase 0,50 µl n.a. 

Adapter-gebundene ChIP-Probe 37,50 µl n.a. 

Endvolumen 50 µl  
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Tabelle 3-11 Reaktionszusammensetzung für die PCR zur Anreicherung der MCIp-Probe 

Komponente Volumen Endkonzentration 

 Phusion HF Reaction Buffer (5 x) 10 µl 1 x 

Betain (5 M) 13 µl 1,3 M 

BiooPrimer1 (100 μM) 0,25 µl 0,5 µM 

BiooPrimer2 (100 μM) 0,25 µl 0,5 µM 

dNTP Mix (10 mM) 1,0 µl je 200 µM 

Phusion DNA Polymerase 0,50 µl n.a. 

Adapter-gebundene MCIp-Probe 25 µl n.a. 

Endvolumen 50 µl  

 

Tabelle 3-12 PCR-Protokoll zur Anreicherung der ChIP-Proben (Teil 1) 

Programmschritt Temperatur Zeit Zyklen 

Initiale Denaturierung 98 °C 30 s 1 x 

Denaturierung 98 °C 10 s 

4 x Annealing 65 °C 30 s 

DNA-Synthese 72 °C 30 s 

Finale DNA-Synthese 72 °C 5 min 1 x 

Abkühlung 4 °C ∞  

 

Tabelle 3-13 PCR-Protokoll zur Anreicherung der MCIp-Proben (Teil 1)  

Programmschritt Temperatur Zeit Zyklen 

Initiale Denaturierung 98 °C 2 min 1 x 

Denaturierung 98 °C 30 s 

4 x Annealing 65 °C 30 s 

DNA-Synthese 72 °C 45 s 

Finale DNA-Synthese 72 °C 5 min 1 x 

Abkühlung 4 °C ∞  

 

Nach der PCR wurde eine weitere Aufreinigung mit Agencourt AMPure XP-

Magnetbeads® (Beckman Coulter Life Sciences) wie zuvor beschrieben 

durchgeführt, dieses Mal im Verhältnis 1:1,8. Somit wurden zu der Probe mit einem 

Volumen von 50 µl 90 µl Magnetbeads hinzugefügt. Eluiert wurde bei diesem Schritt 

mit 10 µl H2Obidest. Das 10 µl Eluat wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und 

mittels LabChip XT® (Caliper) einer Selektion nach Größe unterzogen. Mit dem 

LabChip XT DNA 750 - Chip wurden DNA-Fragmente einer Größe von 275 bp ± 15 
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% (234-316 bp) gewonnen. Input-DNA wurde im Bereich 250 bp ± 15% (213-287 

bp) zurückerhalten. Das gewonnene Volumen wurde mit H2Obidest bis 37,5 µl für 

ChIP-Proben und bis 25 µl für MCIp-Proben aufgefüllt, um den zweiten Teil der PCR 

durchzuführen. 

Die Reaktionszusammensetzung für den zweiten Teil der PCR entsprach jener des 

ersten Teils (s. Tab. 3-10 und 3-11), jedoch wurde die Anzahl der Zyklen auf 12 

erhöht (Tab. 3-14 und 3-15). 

 

Tabelle 3-14 PCR-Protokoll zur Anreicherung der ChIP-Proben (Teil 2) 

Programmschritt Temperatur Zeit Zyklen 

Initiale Denaturierung 98 °C 30 s 1 x 

Denaturierung 98 °C 10 s 

12 x Annealing 65 °C 30 s 

DNA-Synthese 72 °C 30 s 

Finale DNA-Synthese 72 °C 5 min 1 x 

Abkühlung 4 °C ∞  

 

Tabelle 3-15 PCR-Protokoll zur Anreicherung der MCIp-Proben (Teil 2)  

Programmschritt Temperatur Zeit Zyklen 

Initiale Denaturierung 98 °C 2 min 1 x 

Denaturierung 98 °C 30 s 

12 x Annealing 65 °C 30 s 

DNA-Synthese 72 °C 45 s 

Finale DNA-Synthese 72 °C 5 min 1 x 

Abkühlung 4 °C ∞  

 

Im Anschluss an den zweiten Teil der PCR wurden die DNA-Fragmente 

abschließend erneut zwei Mal mit Agencourt AMPure XP-Magnetbeads® wie oben 

beschrieben aufgereinigt. Das Verhältnis Magnetbeads zu Probe war in diesem Fall 

1:1,1. Eluiert wurde zunächst mit 50 µl H2Obidest und anschließend mit 16 µl EB-

Puffer.  

Die Analyse von 1 µl des Eluats auf der TapeStation® lieferte den Nachweis einer 

erfolgreichen Library. Die Library-Proben wurden im Kompetenzzentrum 

Fluoreszente Bioanalytik (KFB) der Universität Regensburg analysiert, um NGS-

Daten zu erhalten. 
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3.3.8 Assay for Transposase-Accessible Chromatin (ATAC) 

Der Assay for Transposase-Accessible Chromatin (ATAC) ist eine Methode, um die 

genomweite Zugänglichkeit des Chromatins zu kartieren. Hierfür wird eine 

hyperaktive T5 Transposase verwendet, die in die zugänglichen Chromatinregionen 

Adapter für die anschließende Sequenzierung einfügt (97).  

Für ATAC werden 50.000 Zellen in Einzelzellsuspension benötigt, die aus dem 

Gewebeverdau der vierten Brustdrüse gewonnen wurden (s. 3.3.1). Um lebendige 

Zellen von Zelltrümmern zu trennen, wurde eine Dichtegradientenzentrifugation mit 

Ficoll, einem Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer, durchgeführt. Hierfür wurden 

50 Millionen Zellen in 15 ml PBS-Puffer auf 20 ml Ficoll (bei Raumtemperatur) 

gegeben und bei 700xg bei 20°C für 30 Minuten zentrifugiert. Anschließend wurde 

die Interphase abgenommen, einmalig mit PBS gewaschen und dann in ein kleines 

Volumen PBS aufgenommen. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden je 50.000 

Zellen pro Ansatz in ein 1,5 ml-Probenröhrchen für ATAC überführt.  

3.3.8.1 Isolation der Zellkerne 

Die Zellen wurden bei 300xg bei 4°C für 8 Minuten zentrifugiert, mit 50 µl kaltem 

PBS gewaschen und in 50 µl kalten 3x-Lysepuffer aufgenommen. Die Proben 

wurden dann 5 Minuten auf Eis inkubiert, um die Zellen zu lysieren und so die 

Zellkerne zu isolieren. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation der Zellkerne bei 

500xg bei 4°C, sowie mit geringem Antrieb und geringer Bremse. Die Proben 

wurden mit je 50 µl Transposase-Puffer (1x) gewaschen und in 50 µl Mastermix 

(Tab. 3-16) aufgenommen.  

 

Tabelle 3-16 Reaktionszusammensetzung für den Mastermix zur Zellkernisolation für eine 
Probe 

Komponente Volumen 

H2Obidest 22,5 µl 

Tagment DNA Puffer (TD, 2 x) 25 µl 

Tagment DNA Enzym (TDE1) 2,5 µl 

Endvolumen 50 µl 

 

Es folgte eine Inkubation für 30 Minuten bei 37°C und eine Aufreinigung mit dem 

MinElute PCR Purification Kit® (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Anleitung des 

Herstellers. Eluiert wurde jeweils in 12 µl EB-Puffer. Nach diesem Schritt konnten 

die Proben bei -20°C aufbewahrt werden.  
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3.3.8.2 Amplifikation und Library Präparation  

Um die für die PCR benötigte Zykluszahl zu bestimmen, wurde eine quantitative 

PCR (qPCR) durchgeführt. Es wurde je 1 µl der Proben zu 9 µl Mastermix (Tab. 3-

17; 3-18) hinzugefügt.  

 

Tabelle 3-17 Reaktionszusammensetzung für den qPCR-Mastermix für eine Probe 

Komponente Volumen 

Sybr Green (100 x) 0,1 µl 

Primer S 0,5 µl 

Primer AS 0,5 µl 

Betaine 2,6 µl 

H2Obidest 2,95 µl 

dNTP (10 mM) 0,3 µl 

Phusion Buffer (5 x) 2 µl 

Phusion 0,05 µl 

Endvolumen 9 µl 

 

Tabelle 3-18 qPCR-Protokoll zur Anreicherung der ATAC-Proben   

Programmschritt Temperatur Zeit Zyklen 

Initiales Schmelzen 72 °C 5 min 1 x 

Initiale Denaturierung 98 °C 30 s 1 x 

Denaturierung 98 °C 10 s 

25 x Annealing 63 °C 30 s 

DNA-Synthese 72 °C 1 min 

Schmelzkurve 60 → 95 °C 95 °C für 15 s, dann in 

0,5°C Schritten abwärts 

1 x 

Abkühlung 4 °C ∞  

 

Es wurde diejenige Zykluszahl für die anschließende PCR ausgewählt, bei der die 

Probe noch keine Sättigung erreicht hatte und der CT (threshold cycle) ¼ der 

maximalen Intensität entsprach. Für die PCR wurden 5 µl der Probe verwendet und 

je 2,5 µl der jeweiligen Primerpaare, sowie 39,75 µl PCR-Mastermix (Tab. 3-19) 

hinzugefügt. 
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Tabelle 3-19 Reaktionszusammensetzung des PCR-Mastermix für eine Probe 

Komponente Volumen 

H2Obidest 15 µl 

HF Phusion Reaction Buffer (5 x) 10 µl 

dNTP 1,5 µl 

Betaine (5 M) 13 µl 

Phusion DNA Polymerase 0,25 µl 

Endvolumen 39,75 µl 

 

In Tabelle 3-20 ist das PCR-Programm für die Anreicherung der ATAC-Proben 

dargestellt, welches mit der in der qPCR bestimmten Zykluszahl durchgeführt 

wurde.  

 

Tabelle 3-20 PCR-Protokoll zur Anreicherung der ATAC-Proben   

Programmschritt Temperatur Zeit Zyklen 

Initiales Schmelzen 72 °C 3 min 1 x 

Initiale Denaturierung 98 °C 30 s 1 x 

Denaturierung 98 °C 10 s 

In qPCR bestimmte Zyklenzahl Annealing 63 °C 30 s 

DNA-Synthese 72 °C 3 min 

Finale DNA-Synthese 72 °C 1 min 1 x 

Abkühlung 4 °C ∞  

 

Im Anschluss an die PCR wurde die Probe zwei Mal mit AMPure PX® Beads 

aufgereinigt. Für die erste Reinigung des PCR-Produkts wurden die Beads in einem 

Verhältnis von 1,8:1 zur Probe eingesetzt. Diese wurden für 10 Minuten bei RT mit 

der Probe inkubiert und anschließend für 3 Minuten an den magnetischen Ständer 

gestellt. Der Überstand wurde verworfen und es wurde zwei Mal mit 200 µl Ethanol 

(70%) gewaschen und 5 bis 10 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. 

Anschließend wurden die Beads mit 40 µl Wasser eluiert und 5 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation und weiteren 3 Minuten am 

Magnetständer, wurde der Überstand in ein neues Proberöhrchen überführt. Die 

zweite Reinigung diente der Größenselektion und die Beads wurden zuerst in einem 

Verhältnis von 0,55:1 zur Probe eingesetzt und 10 Minuten bei Raumtemperatur 

inkubiert. Nach 3 Minuten am magnetischen Ständer wurde der Überstand in ein 



3 Methoden 

 

47 
 

neues Proberöhrchen überführt und die eingesetzten Beads verworfen. Es wurden 

neue Beads eingesetzt, nun wieder im Verhältnis 1,8:1 zur Probe. Gewaschen 

wurde analog zur ersten Reinigung (zwei Mal mit 200 µl Ethanol (70%)) und eluiert 

wurde mit 15 µl Wasser. Die Qualität des Eluats wurde mittels des High Sensitivity 

dsDNA Kit® an der Tape Station überprüft. Diese Probe konnte bei -20 °C 

aufbewahrt werden.  

 

Benötigte Reagenzien und Materialien:  
(genannte Volumen-/Gewichts-% oder Stoffmengenkonzentrationen beziehen sich auf die 
Endkonzentration, gelagert wurden die Reagenzien laut Anweisung des Herstellers oder 
bei Raumtemperatur, falls nicht anders angegeben) 
  
Ficoll GE Healthcare, Little Chalfont, 

Buckinghamshire, England 

Digitonin   1% (w/v)   Promega 

DNase    35,5 U/μl   Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

NP-40    10% (w/v)   Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

Tween-20   10% (w/v)   Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

Lysepuffer Nextera, Illumina, San Diego, 
California, USA 

Nuclease-freies Wasser Gibco/Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA  

2x TD (Tagment DNA Puffer) Nextera, Illumina, San Diego, 
California, USA 

Sybr Green (100 x)     Qiagen, Hilden, Germany 

Primer S/AS TruSeq Dual Index Sequencing Primer 
Box 

(Illumina, #PE-121-1003) 

Nextera DNA Library Preparation Kit  Illumina, San Diego, USA 

Betaine (5 M)      Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

HF Phusion Reaction Buffer (5 x)                            Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Phusion DNA Polymerase                                       Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Agencourt AMPure XP Beads   Agencourt AMPure XP 

(Beckman Coulter Life Sciences, 
#A63881) 

 
Lysepuffer:    10 mM   0,5 ml Tris/HCl (1 M), pH 7.4 

10 mM   0,1 ml NaCl (5 M) 
3 mM    0,15 ml MgCl2 (1 M) 

➔ Ad 50 ml nuclease-freies ddH2O  
 
3x Lysepuffer:      970 μl Lysepuffer  
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0,1%    10 μl NP-40 (10%) 
0,1%   10 μl Tween-20 (10%) 
0,01%   10 μl Digitonin (1%) 

  
Transposase-Puffer:      990 μl Lysepuffer 

0,1%    10 μl Tween-20 (10%) 

 

3.4 Next Generation Sequencing 

Next Generation Sequencing (NGS) ist ein breiter Begriff, der sich auf eine Gruppe 

von Methoden bezieht, die (1) der Herstellung eines genomischen Templats oder 

der Prozessierung von genomischer DNA für nachgeschaltete Sequenzierung mit 

(2) anschließender beinahe simultaner oder massiver paralleler Generierung von 

Millionen bis Milliarden kurzer Sequenzabschnitte, (3) der Abgleichung („alignment“) 

der Sequenzabschnitte mit einer Referenzsequenz und schließlich der 

Zusammensetzung der abgeglichenen Sequenzabschnitte und Entdeckung von 

genetischen und epigenetischen Varianten dient (130). 

Für das NGS im Rahmen dieser Arbeit wurde die Plattform Illumina HiSeq 2000® 

(Illumina, San Diego, Kalifornien, USA) genutzt. Für die Sequenzierung verwendet 

Illumina eine Amplifizierungsreaktion mittels „Brückenbildung“, welche auf der 

Oberfläche einer Durchflusszelle stattfindet. Die Oberfläche der Durchflusszelle ist 

mit Einzelstrang-Oligonukleotiden benetzt, die den in der Herstellung der Library (s. 

3.3.7) verwendeten Adaptern entsprechen. An diese werden willkürlich die 

Einzelstrang-DNA-Fragmente mit passenden Adaptern gebunden. „Brücken-

Amplifikation“ findet zur Herstellung doppelsträngiger Fragmente statt. Das Priming 

findet dabei an den zunächst freien Enden der Einzelstrangfragmente statt, welche 

sich an korrespondierende Oligonukleotide durch Brückenbildung anlagern und bei 

Zugabe von Nukleotiden und Enzymen amplifiziert werden. Durch lokale 

Denaturierung und Verlängerung der sogenannten Cluster-Amplifikation an 

Millionen Stellen der Oberfläche der Durchflusszelle werden DNA-Kopien erstellt, 

die dichte Cluster bilden (Abb. 4B). 

Illuminas „Sequencing by Synthesis“ basiert auf der Methode der „Cyclic Reversible 

Termination“ (CRT). Um die Cluster zu sequenzieren wird ein Universalprimer an 

die Adaptersequenz der DNA-Abschnitte gebunden. Die vier Deoxynukleotide sind 

jeweils an eine fluoreszierende Farbe gekoppelt und durch eine reversible 

Terminatorgruppe modifiziert. Anschließend findet in einem Reaktionszyklus die 
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Verlängerung um ein komplementäres, fluoreszenzmarkiertes Nukleotid durch die 

Polymerase statt, da die DNA-Synthese danach durch die blockierende Gruppe 

unterbrochen wird. Nicht eingebaute Nukleotide werden weggewaschen. Durch 

Laseranregung wird das Lichtsignal dieses Nukleotids detektiert, anschließend wird 

die Terminatorgruppe und die Fluoreszenzmarkierung abgespalten und der 

Vorgang wiederholt. Somit entstehen vierfarbige Bilder zur Entschlüsselung der 

Basensequenz. Ein Cluster wird als eine Base erkannt, da es identische DNA-

Sequenzen enthält. Zum Schluss folgt ein Abgleichen und Vergleichen der 

Sequenzabschnitte mit einem Referenzgenom, um Mutationen festzustellen (Abb. 

4C). 
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Abbildung 4: Darstellung der Sequenzierung per Next Generation Sequencing. A) Vorbereitung 
der DNA zur Amplifizierung per Fragmentierung und Bindung von Adaptern an beiden Enden. B) 
Darstellung der sogenannten „Brückenamplifikation“ in einer Durchflusszelle. Durch diese 
Amplifikation entstehen schlussendlich in jedem Kanal der Durchflusszelle mehrere Millionen dichte 
Cluster aus doppelsträngiger DNA. C) Sequenzierung der DNA. Hierfür werden mit fluoreszierenden 
Substanzen markierte Nukleotide durch die DNA-Polymerase eingebaut und Basenpaare werden 
durch Laseranregung und Fluoreszenzdetektion identifiziert. Modifiziert nach Chaitankar, 2016 
(131).  
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3.5 Bioinformatische Auswertung 

3.5.1 DNA-Methylierung durch MCIp 

Durch die Sequenzierung der Methyl-CpG-Immunopräzipitation Libraries (MCIp-

seq) konnten die Daten für eine weitere Auswertung gewonnen werden.  

3.5.1.1 Datensatz 

Der für die nachfolgende Analyse verwendete Datensatz wurde aus 88 Proben 

generiert. Davon waren vier (durch SssI-Behandlung) vollständig methylierte 

Proben aus normalem Brustgewebe, zwei Kontrollproben aus normalem 

Brustgewebe, zwei Kontrollproben aus normalem Lungengewebe und je 40 Proben 

aus Primärtumoren- und Metastasenproben. Letztere konnten teilweise einander 

zugeordnet werden (Tab. 3-21).  

 

Tabelle 3-21 Anzahl zugeordneter Primärtumoren und Metastasen   

Anzahl an Mäusen Anzahl an Metastasen 

16 0 

14 1 (14*1 = 14 Proben) 

4 2 (4*2 = 8 Proben) 

6 3 (6*3 = 18 Proben) 

 

Daraus ist ersichtlich, dass 16 Mäuse nur einen Primärtumor und keine Metastasen, 

vier Mäuse aber zum Beispiel einen Primärtumor und zwei Metastasen aufwiesen. 

Das ergibt insgesamt 12 Proben (4*1 Primärtumor + 4*2 Metastasen = 12 Proben) 

in unserem Datensatz. Wenn Mäusen in diesem Datensatz keine Metastasen zum 

Primärtumor zugeordnet wurden, bedeutet das jedoch nicht, dass sie keine 

Metastasen entwickelt haben.  

3.5.1.2 Datenmapping 

Die MCIp-seq-Daten wurden mithilfe von Bowtie2 und der voreingestellten Option 

„--sensitive-local“ auf das GRCm38 Maus-Referenzgenom (mm10) abgebildet. Die 

daraus hervorgegangenen SAM-Dateien wurden in BAM-Dateien konvertiert und 

anschließend mit samtools sortiert und kartiert. 

3.5.1.3 Bioinformatische Aufbereitung der Daten 

Alle Regionen, die in unseren Proben potenziell methyliert werden können, wurden 

mithilfe der Software HOMER aus den vier vollständig methylierten Proben (durch 
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SssI-Behandlung) abgeleitet. Diese vier Proben wurden zusammengefasst und nur 

Regionen, die in allen vier Proben methyliert waren, wurden beibehalten. Weiterhin 

wurden Regionen, die Artefakte in Next-Generation Sequencing-Experimenten 

produzierten, solche die sich in bekannten repetitiven DNA-Abschnitten 

(mindestens 75% repetitive DNA) befanden und Regionen mit mangelhafter 

Kartierbarkeit aus den nachfolgenden Analysen ausgeschlossen. Des Weiteren 

wurden nur Sequenzabschnitte mit einer mittleren Abbildungsqualität (Mappability 

Score von 0,8) analysiert. 

Die jetzt noch vorhandenen Regionen bildeten die Grundlage der folgenden 

Analysen als Kontrollen im Sinne einer maximalen Methylierung. Die durch NGS 

gewonnenen Sequenzabschnitte aller restlichen Proben wurden diesen zuvor 

definierten Regionen zugeordnet. Hierbei existieren pro Region jeweils mehrere 

Sequenzabschnitte, die methyliert sein können. Die Anzahl der Sequenzabschnitte 

pro Region wurde zunächst normalisiert, indem sie mit einer virtuellen 

Referenzprobe verglichen wurde, die aus dem geometrischen Mittelwert aller 

ermittelten Sequenzabschnitte gebildet wurde. 

3.5.1.4 Analyse der Methylierungsmuster 

Um die Übereinstimmung der Methylierungsmuster von Primärtumoren und 

Metastasen beurteilen zu können, wurden verschiedene Methoden verwendet, 

welche die Proben jeweils bezüglich ihrer Ähnlichkeit im Methylierungsmuster 

einordnen: die multidimensionale Skalierung (MDS), die 

Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analysis; PCA) und die T-

distributed Stochastic Neighbor Embedding (t-SNE). MDS-Plots basieren auf einer 

Principal Component Analyse, mithilfe welcher die Ähnlichkeit der Methylierung aller 

Proben in einem zweidimensionalen Raum visualisiert werden kann. Je ähnlicher 

sich die entsprechenden Proben in ihrem Methylierungsmuster sind, desto näher 

liegen die einzelnen Punkte also zusammen. Diese Analysen wurden mithilfe von R 

statistics (Version 3.6.1) durchgeführt. 

3.5.1.5 Regionsbasierte Analyse 

Die in dieser Arbeit gewonnenen Methylierungsdaten wurden für die regionsbasierte 

Analyse am Lehrstuhl für Statistische Bioinformatik der Universität Regensburg im 

Rahmen des kooperierenden bioinformatischen Projekts der Forschergruppe 

FOR2127 weiter analysiert. Unterschiedliche Methylierung zwischen 
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Primärtumoren und Metastasen wurde mit dem Paket DESeq2 aus dem 

Statistikprogramm R (Version 3.4.3) ausgewertet (126). Alle Regionen, die in den 

Metastasen-Proben signifikant hyper- oder hypomethyliert waren, wurden dann 

bezüglich ihrer funktionellen Annotation untersucht. Dazu wurden die Regionen in 

das Internetprogramm GREAT (Genomic Regions Enrichment Annotation Tool) 

eingelesen, welches die Regionen bestimmten Genen zuordnet. Um nur die für den 

hier verwendeten Versuchsaufbau relevanten Gene zu ermitteln, wurde als 

Hintergrund der Analyse die Gesamtheit der methylierbaren DNA-Regionen 

verwendet (via SssI-Behandlung der DNA ermittelt). Anschließend wurde eine 

Literaturrecherche durchgeführt, um festzustellen, welche der hypo- oder 

hypermethylierten Gene bereits mit Mammakarzinom und DNA-Methylierung in 

Verbindung gebracht wurden. Hierbei wurden Genlisten zum Thema Brustkrebs und 

Methylierung durchsucht (24,132,133). In einer weiteren Recherche auf Pubmed 

(Suchbegriffe: [Genname] + methylation; [Genname] + breast cancer; [Genname] + 

methylation + breast cancer; [Genname] + methylation + breast cancer + 

metastasis) wurden die aus den Genlisten identifizierten Gene weiter 

aufgeschlüsselt und evaluiert, ob die Gene bereits mit Methylierung, Brustkrebs 

oder Metastasierung assoziiert waren.  

Außerdem wurden alle hyper- oder hypomethylierten Gene mithilfe des Programms 

Metascape (128) bezüglich ihrer Funktionalität untersucht. In Metascape sind alle 

bekannten Gene des Genoms eingelesen. Hierzu wurde die den SssI-Regionen 

zugeordneten Gene als Hintergrund verwendet. Für jede Genliste wurde eine 

Anreicherungsanalyse bezüglich Pathways und Prozessen durchgeführt. 

Metascape verwendet GO Biological Processes, KEGG Pathway, Reactome Gene 

Sets und CORUM als ontologische Quellen. Gruppen von funktionell ähnlichen 

Genen werden mit Metascape in Clustern dargestellt. Für diese Cluster wurden 

diejenigen Gruppen ausgewählt, in denen mindestens drei Gene einen 

hochsignifikanten Unterschied zwischen Primärtumoren und Metastasen zeigten 

(p<0,01). Außerdem sollten die Gruppen einen Anreicherungsfaktor von >1,5 

aufweisen. Der Anreicherungsfaktor ist das Verhältnis zwischen den festgestellten 

Signalen und den Signalen, die man per Zufall erwarten würde. Die statistisch 

signifikanteste Funktionsbezeichnung innerhalb eines Clusters wurde jeweils 

ausgewählt, um das Cluster zu repräsentieren.  
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4 Ergebnisse 

Ziel dieser Arbeit war es, den Beitrag epigenetischer Mechanismen zur 

Metastasierung von Brustkrebs in einem Mausmodell zu untersuchen. Dabei 

wurden spezifische epigenetische Veränderungen, insbesondere die DNA-

Methylierung, und deren Ausprägung bei Primärtumoren und Metastasen 

untersucht. 

4.1 Übersicht über Proben und durchgeführte Experimente 

Wie in den Methoden dargestellt, wurden für die nachfolgenden Experimente 

Proben aus 40 Primärtumoren und 40 teils gepaarten Lungenmetastasen, sowie 

Gewebeproben aus zwei gesunden Brustdrüsen und zwei gesunden Lungen 

erhoben. Zusätzlich haben wir vier Gewebeproben aus gesunden Brustdrüsen 

mittels SssI behandelt, um eine vollständig methylierte Referenzprobe zu erhalten. 

Zum besseren Verständnis der Ergebnisse zeigt Tabelle 4-1 die angewendeten 

Experimente pro Gewebe. Im Nachfolgenden werden lediglich die Ergebnisse zu 

den MCIp-Daten dargestellt, die ChIP- und ATAC-Experimente, die mit den 

gesunden Gewebeproben durchgeführt wurden, sind nicht Teil dieser 

Auswertungen. 

Tabelle 4-1 Probenübersicht und durchgeführte Experimente pro Gewebe  

Gewebe Experimente 

4x gesundes Brustgewebe 

4x DNA-Komplettmethylierung mittels SssI 

als Referenz 

ChIP, ATAC 

2x gesundes Brustgewebe MCIp 

2x gesundes Lungengewebe MCIp 

40x Gewebe aus Mamma-

Primärtumoren 

MCIp 

40x Gewebe aus Lungenmetastasen MCIp 

 

Die kryokonservierte genomische DNA (gDNA) der Primärtumor- und 

Metastasenproben wurde für die Methylierungsanalysen mittels MCIp verwendet. 

Hierfür standen 40 Metastasen und 40 Primärtumoren von insgesamt 40 

verschiedenen transplantierten Mäusen zur Verfügung. Von den Primärtumoren 

hatten 24 Proben gepaarte Metastasen (1-3 Metastasen pro Primärtumor, Tabelle 
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4-2, siehe auch 3.5.1.1). Von den weiteren 16 Mäusen gab es jeweils nur den 

Primärtumor. 

Tabelle 4-2 Probenübersicht Primärtumoren und Metastasen 

Maus-ID Probennr. Gewebe 

3145 1 Lungenmetastase 2 

3145 53 Primärtumor 

3145 54 Lungenmetastase 1 

3315 8 Lungenmetastase 2 

3315 9 Lungenmetastase 3 

3315 61 Primärtumor 

3315 62 Lungenmetastase 1 

3500 48 Primärtumor 

3511 63 Primärtumor 

3511 64 Lungenmetastase 

3519 37 Primärtumor 

3522 10 Lungenmetastase 2 

3522 65 Primärtumor 

3522 66 Lungenmetastase 1 

3524 19 Primärtumor 

3524 20 Lungenmetastase 

3525 21 Primärtumor 

3525 22 Lungenmetastase 1 

3525 23 Lungenmetastase 2 

3525 24 Lungenmetastase 3 

3555 38 Primärtumor 

3569 25 Primärtumor 

3569 26 Lungenmetastase 

3576 27 Primärtumor 

3576 28 Lungenmetastase 

3599 39 Primärtumor 

3612 46 Primärtumor 

3615 47 Primärtumor 

3620 6 Lungenmetastase 2 

3620 7 Lungenmetastase 3 

3620 59 Primärtumor 

3620 60 Lungenmetastase 1 

3627 79 Primärtumor 

3627 80 Lungenmetastase 

3631 77 Primärtumor 

3631 78 Lungenmetastase 

3635 67 Primärtumor 

3635 68 Lungenmetastase 
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3637 52 Primärtumor 

3639 29 Primärtumor 

3639 30 Lungenmetastase 

3640 41 Primärtumor 

3643 40 Primärtumor 

3644 11 Lungenmetastase 2 

3644 73 Primärtumor 

3644 74 Lungenmetastase 1 

3651 42 Primärtumor 

3676 44 Primärtumor 

3692 43 Primärtumor 

3697 51 Primärtumor 

3699 71 Primärtumor 

3699 72 Lungenmetastase 

3700 69 Primärtumor 

3700 70 Lungenmetastase 1 

3703 31 Primärtumor 

3703 32 Lungenmetastase 

3719 45 Primärtumor 

3732 49 Primärtumor 

3743 33 Primärtumor 

3743 34 Lungenmetastase 

3744 50 Primärtumor 

3769 2 Lungenmetastase 2 

3769 3 Lungenmetastase 3 

3769 55 Primärtumor 

3769 56 Lungenmetastase 1 

3770 4 Lungenmetastase 2 

3770 5 Lungenmetastase 3 

3770 57 Primärtumor 

3770 58 Lungenmetastase 1 

3794 12 Lungenmetastase 2 

3794 75 Primärtumor 

3794 76 Lungenmetastase 1 

3890 35 Primärtumor 

3890 36 Lungenmetastase 

5419 13 Primärtumor 

5419 14 Lungenmetastase 

5423 15 Primärtumor 

5423 16 Lungenmetastase 1 

5423 17 Lungenmetastase 2 

5423 18 Lungenmetastase 3 
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4.2 Übersicht über die MCIp-Daten 

Der Auswertung wurde eine vollständig methylierte Referenzprobe zugrunde gelegt, 

welche mittels SssI-Behandlung erzeugt wurde. Die gDNA der jeweils 40 

Primärtumor- und Metastasenproben und die der vier Kontrollproben (je zwei Mal 

gesundes Brust- und Lungengewebe) wurde mittels Methyl-CpG-

Immunopräzipitation (MCIp) angereichert und anschließend sequenziert, um die 

Methylierungsmuster der Proben zu analysieren. Damit wurde untersucht, ob es 

unterschiedliche Muster in den verschiedenen Geweben gibt. 

Wie in den Methoden beschrieben, wurden die Sequenzierdaten mithilfe der 

Programme Bowtie2 und HOMER mit dem Maus-Referenzgenom abgeglichen, 

sortiert, kartiert und die angereicherten Regionen (sogenannte Peaks) identifiziert. 

Nach der Qualitätskontrolle (Ausschluss von Regionen mit Artefakten, schlechter 

Abbildungsqualität oder mangelhafter Kartierbarkeit, sowie von Regionen aus 

Abschnitten repetitiver DNA) blieben schließlich 31.573 angereicherte Regionen in 

der zusammengefassten Referenzprobe mit SssI-Behandlung. In diesen 

vordefinierten Regionen wurden die Peaks der 40 Primärtumoren (PT) und der 40 

Metastasen (MET) gezählt. 

 

Mithilfe des IGV-Browsers wurden die Methylierungsmuster unserer Proben über 

das gesamte Mausgenom dargestellt (Abb. 5A). Dabei zeigte sich, dass manche 

Stellen im Genom bei Metastasen im Vergleich zu Primärtumoren vermehrt 

methyliert sind, oder Methylierung an Stellen im Genom vorhanden ist, die im 

Primärtumor noch nicht methyliert sind (Abb. 5B). Aufgrund der rein deskriptiven 

Darstellung der Ergebnisse in diesem Ansatz wurden anschließend über 

verschiedene bioinformatische Auswertungen die Unterschiede zwischen 

Metastasen und Primärtumoren noch genauer dargestellt. Ziel dieser weiteren 

Analyse war es, herauszufinden, inwiefern sich die Proben aus verschiedenen 

Geweben bezüglich ihres Methylierungsmusters ähneln beziehungsweise 

unterscheiden.  
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Abbildung 5: Darstellung der MCIp-Daten der BalbNeuT Mäuse im IGV-Browser. Abb. 5A: 
Übersicht über mehrere Proben (q-Arm Chromosom 4; chr4:89,000,710-89,500,856). 
Farbkodierung: PT blau, MET rot, Histonmodifizierungen und ATAC-Daten violett, 
komplettmethylierte Proben grau, Kontrollproben aus Mammagewebe grün. Abb. 5B: Methylierungs-
Peaks einiger Proben im CDKN2A-Gen (vergrößerter Ausschnitt (grün) aus Abb. 5A mit 
Hervorhebung zweier Methylierungsregionen: In MET hypermethylierte Region (rot umrandet); 
allgemein hohe Methylierungsdichte (blau umrandet). Farbkodierung der Methylierungspeaks: PT 
blau, MET rot. 
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4.3 Clustering der BalbNeuT-Proben 

Die Methylierungsmuster aller 88 Proben wurden mit verschiedenen Methoden des 

Clusterings genauer analysiert. Hierbei war das Ziel darzustellen, inwiefern sich die 

untersuchten Proben bezüglich ihres globalen Methylierungsmusters ähneln oder 

unterscheiden. Die drei hierzu verwendeten Methoden sind die multidimensionale 

Skalierung (MDS), eine Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analysis; 

PCA) und die T-distributed Stochastic Neighbor Embedding (t-SNE). 

4.3.1 Multidimensionale Skalierung (MDS) 

Zunächst wurde eine multidimensionale Skalierung (MDS) durchgeführt und die 

Ergebnisse in einem entsprechenden MDS-Plot dargestellt. In Abbildung 6 sind die 

ersten zwei Dimensionen der MDS des Gen-Methylierungsmusters auf einer 

logarithmischen Skala abgebildet. Proben, die Ähnlichkeiten hinsichtlich der 

Methylierung aufweisen, haben in dieser Darstellung eine geringe Distanz 

zueinander. Hierbei lässt sich erkennen, dass die meisten Metastasenproben in der 

ersten Dimension einen positiven Wert haben, während sowohl die Primärtumoren 

als auch die vier Proben aus gesundem Gewebe auf Dimension 1 tendenziell 

negative Werte aufweisen. Die zweite Dimension scheint vor allem zwischen 

Lungen- und Brustgewebe zu differenzieren, da lediglich die Lungenproben einen 

stark negativen Wert aufweisen, während Proben aus Primärtumorgewebe, 

gesunder Brust und metastasiertem Brustkrebs im Vergleich deutlich näher am 

neutralen Nullwert liegen. Dies zeigt, dass die Methode valide Ergebnisse liefert, da 

im MDS-Plot gesundes Lungengewebe von allen pathologischen Geweben 

differenziert werden kann. Zweitens wird deutlich, dass sich Metastasenproben von 

den restlichen Proben unterscheiden, da sie im Vergleich eher positive Werte in der 

ersten Dimension aufweisen. Es gibt aber einige Metastasenproben, die näher am 

Methylierungsmuster der Primärtumoren liegen. Insgesamt zeigt sich also ein 

variables Bild des Methylierungsmusters im MDS-Plot. 
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Abbildung 6:  Multidimensionale Skalierung, MDS-Plot für die Methylierungsdaten (MCIp). 
Darstellung der Proben: 40 Primärtumoren (PT), 40 Metastasen (MET), zwei Proben aus normalem 
Brustgewebe (Mamma) und zwei Proben aus normalem Lungengewebe (Lunge). LogFC = 
logarithmierter Fold Change. 

 

4.3.2 Principal Component Analyse (PCA) 

Als weitere Methode, um aus den Daten einen Clusterplot des 

Methylierungsmusters zu generieren und Muster in dem hochdimensionalen 

Datensatz zu erkennen, wurde eine Principal Component Analyse (PCA), auch 

Hauptkomponentenanalyse genannt, durchgeführt. Eine PCA ist eine Unterform der 

multidimensionalen Skalierung. Um die vieldimensionalen Daten der 

Methylierungsmuster zu vereinfachen und zu veranschaulichen, wird die Vielzahl 

an Variablen durch eine Transformation in Hauptkomponenten angenähert 

(134,135). Diese Komponenten werden in einem iterativen Prozess ermittelt, wobei 

die erste Komponente jeweils die größte Varianz des Datensatzes erklärt, die zweite 

Komponente die zweitgrößte Varianz, und so weiter (siehe Abb. 7). Das Verfahren 

kommt der Erzeugung einer idealen Linie durch die Daten nahe, welche die maximal 

mögliche Varianz erklären soll. Diese Annäherung wird in mehreren Schritten noch 

optimiert, bis eine ideale Variante gefunden wird. Anschließend wird das gleiche 

Verfahren mit einer zweiten Dimension durchgeführt, bis die gesamte Varianz 

erklärt ist. Dadurch wird ermöglicht, die komplexen Daten mit einer geringeren 
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Anzahl an Dimensionen darzustellen. Ein weiterer Vorteil der PCA besteht darin, 

dass es trotz Reduktion der Dimensionen kaum zum Datenverlust kommt, da alle 

Informationen in den aussagekräftigen Komponenten integriert werden. In 

Abbildung 7 ist zu sehen, dass beinahe 90 % der Varianz der gesamten 

Methylierungsdaten durch die erste Hauptkomponente erklärt werden. Die nächsten 

beiden Komponenten erklären weitere 3,6 bzw. 2,8 % der Varianz, während die 

restlichen Komponenten nach der iterativen Analyse vernachlässigbar wenig 

Information beitragen. 

 

Abbildung 7: Principal Component Analyse (PCA) der Methylierungsdaten. Die erste 
Hauptkomponente erklärt 90% der Varianz der Daten, die zweite und dritte Hauptkomponente 
erklären < 5% der Varianz. 

 

Die ersten beiden Komponenten können dann zweidimensional abgebildet werden 

(Abb. 8A). Sowohl die erste als auch die zweite Komponente (entsprechend den 

Achsen PC1 und PC2 in Abb. 8A) erfassen die wesentlichen Unterschiede der Gen-

Methylierung zwischen gesundem Lungengewebe und den restlichen 

Gewebearten. Allerdings lassen sich auch Aussagen über die Unterschiede 

zwischen Primärtumoren- und Metastasenproben treffen: Ein Teil der 

Primärtumoren bildet ein dichtes Cluster (blaue Punkte in Abb. 8A), was darauf 

hinweist, dass ein ähnliches Methylierungsmuster vorliegt. Es gibt allerdings auch 

einige Primärtumoren, welche nicht direkt im blauen Cluster liegen. Dahingegen 
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liegen die Metastasenproben weniger nah zusammen und weisen somit eine 

größere Variabilität ihrer Methylierungsmuster auf. So scheinen einige Metastasen 

ein ähnliches Muster wie die Primärtumoren zu haben, andere unterscheiden sich 

deutlicher von den Primärtumoren. 

Interessanterweise zeigt sich in dieser Darstellung, dass das Methylierungsmuster 

von Genen in gesunden Mammae keinen großen Unterschied zu jenen aus 

Primärtumoren oder Metastasen aufweist. Um die Beeinflussung der Daten durch 

die Proben des gesunden Lungengewebes zu eliminieren, wurde die PCA ohne 

gesundes Lungengewebe wiederholt. Dadurch erfolgte eine deutlichere 

Gruppierung des Großteils der Primärtumoren (Abb. 8B). Einige Primärtumorproben 

liegen jedoch weiter entfernt vom Hauptcluster als alle Metastasen. Die 

Methylierungsmuster der Metastasen zeigen dabei insgesamt eine größere Varianz, 

wobei einige auch den Proben im Primärtumorcluster ähnlich sind. 

Interessanterweise erscheint es hier so, als ob die zweite Hauptkomponente (PC2) 

relativ gut zwischen der Methylierung der Primärtumoren und Metastasen 

unterscheiden kann: 75,6% der negativ auf PC2 ladenden Proben sind 

Primärtumoren (31 von 41). Gleichzeitig laden 77,5% der Primärtumoren auf PC2 

negativ (31 von 40). Demgegenüber sind positiv ladende Proben eher den 

Metastasen zuzuordnen (32 von 43 Proben = 74,4%). 80% der Metastasen laden 

auf PC2 positiv (32 von 40). 
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Abbildung 8: Principal Component Analysis (PCA) Plot der Methylierungsdaten (MCIp). 
PC1=Principal Component 1, PC2= Principal Component 2. Abb. 8A: PCA inklusive der Proben aus 
gesundem Lungengewebe. Abb. 8B: PCA nach Ausschluss der Proben aus gesundem 
Lungengewebe. Primärtumorproben (PT) blau, Metastasen (MET) rot, gesunde Mammaproben 
(Mamma) hellgrün, gesunde Lungenproben (Lunge) dunkelgrün.  
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4.3.3 T-distributed Stochastic Neighbor Embedding (t-SNE) 

Zuletzt kam die sogenannte T-distributed Stochastic Neighbor Embedding (t-SNE) 

zum Einsatz. Im Gegensatz zu den linearen Methoden von MDS und PCA wird 

dabei eine nicht-lineare Methode zur Dimensionalitätsreduktion angewandt. Einer t-

SNE liegt ein Algorithmus für maschinelles Lernen zugrunde, der die Einbettung 

eines hochdimensionalen Datensatzes in einen zwei- oder dreidimensionalen Raum 

erlaubt, ohne dass das ursprüngliche Clustering verloren geht. Dabei wird für jeden 

Punkt die Wahrscheinlichkeit, dass er neben dem jeweils anderen Punkt liegt, 

errechnet. Je näher die Punkte in dieser Darstellung beieinander liegen, desto 

wahrscheinlicher ist es also, dass sie sich ähneln (136). 

Auch in dieser Darstellung (Abb. 9) lässt sich eine grobe Aufteilung von 

Primärtumoren und Metastasen in zwei Clustern feststellen. So liegen die 

Methylierungsmuster von Metastasen vorwiegend im positiven Bereich der x-Achse 

und jene aus Primärtumoren überwiegend im negativen Bereich der x-Achse. Es 

kommt jedoch auch hier nicht zu einer eindeutigen Trennung, denn es finden sich 

jeweils einige Proben, die in ihrem Methylierungsmuster eher der anderen Gruppe 

ähneln. Es gibt außerdem einen Bereich zwischen den beiden Clustern, in dem die 

Primärtumoren und Metastasen nicht klar abgrenzbar sind und in welchen auch die 

gesunden Kontrollen von Brust- und Lungengewebe fallen. So ist auch mithilfe 

dieser Methode keine klare Abgrenzung der Proben bezüglich ihrer 

Methylierungsmuster erkennbar. 
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Abbildung 9: T-distributed Stochastic Neighbor Embedding (t-SNE) Plot für die MCIp-Daten. 
Primärtumorproben blau, Metastasenproben rot, gesunde Mammaproben hellgrün, gesunde 
Lungenproben dunkelgrün. 

 

4.4 Auswertung der Regionen 

Da sich in den Clusteranalysen andeutete, dass die Primärtumoren sich in Bezug 

auf ihr Methylierungsmuster von den Metastasen unterscheiden, wurde im nächsten 

Schritt untersucht, an welchen Regionen im Genom diese Unterschiede besonders 

deutlich hervortreten. Hierbei ging es vor allem um die Frage, welche und wie viele 

Regionen eine unterschiedliche Methylierung in Primärtumoren und Metastasen 

zeigten. Nach einer Qualitätskontrolle der Methylierungsdaten konnten 29.224 

Regionen zur Analyse verwendet werden. Von diesen zeigten 1.745 Regionen eine 

verstärkte Methylierung in den Metastasen und 1.068 Regionen waren in den 

Metastasen im Vergleich zu Proben der Primärtumoren weniger stark methyliert.  

4.4.1 Mean-versus-Average-Plot (MVA-Plot) 

Diese Ergebnisse lassen sich sehr gut im sogenannten Mean-versus-Average-Plot 

(MVA-Plot) darstellen. Dieser zeigt das Verhältnis zwischen der durchschnittlichen 

Methylierung einer genomischen Region (x-Achse: Standardisierte mittlere 

Methylierung, berechnet aus dem logarithmierten Mittelwert aller Proben) und dem 

logarithmierten Fold Change (logFC) der einzelnen Regionen, welcher die 
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differenzielle Methylierung von Metastasen und Primärtumoren anzeigt (Abb. 10). 

Ein logFC > 0 zeigt Regionen, in denen die Metastasen-Proben hypermethyliert sind 

und ein logFC < 0 bildet die Regionen ab, die in den Metastasen hypomethyliert 

sind. Regionen, in denen die Veränderung der Methylierung nach Korrektur für 

multiples Testen mittels Benjamini-Hochberg-Korrektur signifikant (p < 0.05) war, 

sind rot markiert. 

Dabei lässt sich die oben bereits in Zahlen ausgeführte Tatsache beobachten, dass 

bei Metastasen mehr Regionen hyper- als hypomethyliert sind. Im MVA-Plot sind 

dementsprechend bei der Mehrzahl der roten Punkte ein logFC > 0 zu finden. 

Regionen mit geringer CpG-Dichte (Standardisierte mittlere Methylierung < 0) 

scheinen generell keine signifikanten Methylierungsunterschiede zwischen 

Primärtumoren und Metastasen aufzuweisen, was sich durch das fehlende 

Methylierungspotenzial bei geringer CpG-Dichte erklären lässt. Außerdem muss bei 

der Interpretation dieser Daten beachtet werden, dass Programme wie DESeq2 

darauf ausgelegt sind, stets Änderungen in beide Richtungen nachzuweisen. Da die 

Hypomethylierung in den Metastasen nur geringer ausgeprägt ist als die 

Hypermethylierung, kann es sein, dass aufgrund der bioinformatischen Auswertung 

nur die wenigen Ausreißer der hypomethylierten Regionen die tatsächlich 

vorhandenen Unterschiede darstellen.  

 

Abbildung 10: Mean-versus-Average (MVA) Plot für die MCIp Daten der BalbNeuT Mäuse für 
29.224 Regionen. Regionen ohne signifikante Veränderung der Methylierung: blau, Regionen mit 
signifikanter Zu- oder Abnahme der Methylierung: rot (adjustiertes p<0.05). LogFC = logarithmierter 
Fold Change. LogFC > 0: Region in Metastasen hypermethyliert, logFC < 0: Region in Metastasen 
hypomethyliert. 
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4.4.2 Annotation mittels Genomic Regions Enrichment of Annotations Tool 

(GREAT) 

Die ermittelten Regionen mit signifikanten Methylierungsunterschieden sollten nun 

definierten Genen und im Anschluss ihren biologischen Funktionen zugeordnet 

werden. Zur Annotation von nicht-kodierenden Regionen, wie in den hier 

analysierten Methylierungsdaten, eignet sich das Analyse-Tool GREAT (Genomic 

Regions Enrichment of Annotations Tool), da es nicht nur proximale, sondern auch 

distale regulatorische Genregionen berücksichtigt (127). Als Hintergrundregionen 

wurden diejenigen Regionen gewählt, die durch SssI-Behandlung der DNA unserer 

Zellen ermittelt wurden. 

In einer ersten Übersichtsgraphik ließ sich die Lage der Regionen im Vergleich zum 

Transkriptionsstartpunkt der entsprechenden Gene darstellen (s. Abb. 11). 

Interessanterweise lässt sich im hier analysierten Datensatz feststellen, dass 

Hypermethylierung in Metastasengewebe häufiger in Promotorregionen stattfindet 

(Abb. 11A), während Hypomethylierung von Metastasengewebe in den meisten 

Fällen in den Introns und Exons stattzufinden scheint (Abb. 11B). Dies korreliert mit 

der Annahme, dass die Genexpression allgemein durch eine vermehrte 

Methylierung im Promotorbereich oder eine verminderte Methylierung in Introns und 

Exons verändert wird (137,138). 

 

Abbildung 11: Abstand in Kilobasen (kb) der signifikant hypermethylierten (A) und hypo-
methylierten (B) Regionen zum nächsten Transkriptionsstartpunkt (transcription start site, 
TSS). Als Hintergrund (Background genomic regions, weiß) wurden die durch SssI-Behandlung 
ermittelten Genregionen verwendet. Die hyper- und hypomethylierten Regionen sind als Foreground 
genomic regions (blau) dargestellt.  
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4.4.2.1 Hypermethylierte Gene 

Aus der Annotation mittels GREAT wurde eine Liste der Gene generiert, die mit 

hypermethylierten Regionen assoziiert sind. Den 1.745 hypermethylierten Regionen 

der MCIp-Experimente wurden 1.912 assoziierte Gene zugeordnet. Von diesen 

waren 83 Gene bereits bekanntermaßen mit Brustkrebs und/oder Methylierung 

assoziiert. Tabelle 4-3 zeigt, ob die Gene mit Brustkrebs, Methylierung und/oder 

Metastasierung assoziiert sind.  

Von den 83 hypermethylierten Genen war bei 81 eine Assoziation mit Methylierung 

im Allgemeinen bekannt, 71 Gene wurden bereits in Zusammenhang mit der 

Entstehung von Brustkrebs beschrieben und 51 Gene fanden in der Literatur zur 

Methylierung von Brustkrebs Erwähnung. Zu den 16 folgenden Genen war bereits 

bekannt, dass die Methylierung eine Rolle bei der Metastasierung von Brustkrebs 

spielt: CDKN1C, CDKN2A, FOXF2, HIC1, HOXA5, HOXA9, HOXB13, IRF4, MGMT, 

NKX2-2, PAX6, PGR, PITX2, RUNX3, SFRP und WT1. Diese Gene wurden im 

Folgenden in den 80 hier analysierten Gewebeproben genauer betrachtet. In Abb. 

12 ist für jedes dieser 16 Gene die Region mit dem jeweils größten Unterschied 

zwischen Primärtumoren und Metastasen in Hinblick auf ihre Methylierung 

dargestellt. Man kann erkennen, dass auch in unserem Mausmodell alle 

entsprechenden Regionen in den Metastasen deutlich hypermethyliert waren 

(genaue Ergebnisse siehe Tabelle 4-3). 

Hypermethylierung im Gen CDKN2A (cyclin dependent kinase inhibitor 2A), ist 

bereits mehrfach als Faktor bei der malignen Progression von Brustkrebs 

beschrieben worden (139–141) und ist mit Proliferation und Aggressivität von 

Brustkrebs assoziiert (142,143). CDKN2A besteht aus 4 Exons, wobei es 

mindestens 3 Spleißvarianten gibt. In unserer Studie zeigte sich die Region 4_1451 

in den Metastasen signifikant hypermethyliert im Vergleich zu den Primärtumoren 

[Mittelwert (Standardabweichung) des Log2 Fold Change: 3,06 (0,46); 

adj. P ≦ 7,18*10-09]. Diese hypermethylierte Region umfasst das gesamte Exon 2.  
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Tabelle 4-3 Hypermethylierte Gene 

Gensymbol Genname 

Involviert in 

logFC (SE) 
adj. P-Wert# Methylierung 

Entwicklung von 
Brustkrebs 

Methylierung bei 
Brustkrebs 

Methylierung bei 
der Metastasierung 

von Brustkrebs 

ALOX5 Arachidonat 5-Lipoxygenase Ja (167) Ja (36) unbekannt unbekannt 
2,81 (0,53) 
9,38*10-6 

ATOH1 atonal bHLH transcription factor 1 Ja (9) Ja (3) unbekannt unbekannt 
2,70 (0,37) 
2,95*10-10 

BDNF brain derived neurotrophic factor Ja (2046) Ja (90) Ja (4) unbekannt 
2,32 (0,57) 

0,0016 

CACNA1H 
calcium voltage-gated channel 

subunit alpha1 H 
Ja (13) Ja (7) unbekannt unbekannt 

1,79 (0,57) 
0,024 

CDKN1C 
cyclin dependent kinase inhibitor 

1C 
Ja (199) Ja (36) Ja (8) Ja (1) 

0,80 (0,18) 
0,0015 

CDKN2A 
cyclin dependent kinase inhibitor 

2A 
Ja (2627) Ja (618) Ja (181) Ja (22) 

3,06 (0,46) 
7,18*10-9 

CLIP4 
CAP-Gly domain containing linker 

protein family member 4 
Ja (9) unbekannt unbekannt unbekannt 

2,49 (0,48) 
1,69*10-5 

DBX1 developing brain homeobox 1 Ja (2) Ja (1) Ja (1) unbekannt 
2,33 (0,35) 
1,89*10-8 

DDX25 DEAD-box helicase 25 unbekannt unbekannt unbekannt unbekannt 
2,23 (0,44) 
2,57*10-5 

DLL4 delta like canonical Notch ligand 4 Ja (10) Ja (48) Ja (1) unbekannt 
1,50 (0,23) 
5,35*10-8 

DMRTA2 DMRT like family A2 unbekannt unbekannt unbekannt unbekannt 
2,39 (0,35) 
4,77*10-9 

DOK5 docking protein 5 Ja (3) Ja (1) unbekannt unbekannt 
3,13 (0,61) 
2,15*10-5 

EDNRB endothelin receptor type B Ja (222) Ja (30) Ja (2) unbekannt 
2,55 (0,36) 
1,61*10-9 

FBRSL1 fibrosin like 1 unbekannt unbekannt unbekannt unbekannt 
2,09 (0,40) 
1,56*10-5 

FGF12 fibroblast growth factor 12 Ja (9) Ja (3) Ja (1) unbekannt 
2,06 (0,26) 
3,81*10-11 
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FOXA2 forkhead box A2 Ja (61) Ja (26) Ja (5) unbekannt 
2,45 (0,35) 
2,30*10-9 

FOXF2 forkhead box F2 Ja (7) Ja (18) Ja (2) Ja (1) 
3,33 (0,60) 
3,15*10-6 

GABRA4 
gamma-aminobutyric acid type A 

receptor subunit alpha4 
Ja (9) Ja (1) Ja (1) unbekannt 

3,82 (0,54) 
9,02*10-10 

GAD1 glutamate decarboxylase 1 Ja (52) unbekannt unbekannt unbekannt 
1,94 (0,47) 

0,0015 

GATA6 GATA binding protein 6 Ja (49) Ja (7) unbekannt unbekannt 
1,78 (0,22) 
1,14*10-11 

GBX2 gastrulation brain homeobox 2 Ja (11) Ja (2) unbekannt unbekannt 
2,41 (0,38) 
1,06*10-7 

HAND1 
heart and neural crest derivatives 

expressed 1 
Ja (32) unbekannt unbekannt unbekannt 

0,77 (0,19) 
0,005 

HIC1 
HIC ZBTB transcriptional 

repressor 1 
Ja (198) Ja (43) Ja (23) Ja (5) 

3,33 (0,60) 
3,15*10-6 

HLX H2.0 like homeobox Ja (10) Ja (1) unbekannt unbekannt 
2,84 (0,51) 
2,24*10-6 

HOXA5 homeobox A5 Ja (76) Ja (36) Ja (12) Ja (1) 
1,36 (0,37) 

0,0066 

HOXA6 homeobox A6 Ja (8) Ja (1) unbekannt unbekannt 
1,36 (0,37) 

0.0066 

HOXA9 homeobox A9 Ja (176) Ja (21) Ja (11) Ja (2) 
2,45 (0,28) 
2,86*10-13 

HOXB13 homeobox B13 Ja (26) Ja (65) Ja (5) Ja (1) 
3,63 (0,53) 
2,29*10-9 

HOXD11 homeobox D11 Ja (6) Ja (2) Ja (1) unbekannt 
1,50 (0,20) 
1,70*10-10 

HOXD3 homeobox D3 Ja (24) Ja (5) unbekannt unbekannt 
2,85 (0,31) 
7,60*10-15 

HOXD9 homeobox D9 Ja (9) Ja (4) Ja (1) unbekannt 
2,24 (0,28) 
9,85*10-12 

INA 
internexin neuronal intermediate 

filament protein alpha 
Ja (4) unbekannt unbekannt unbekannt 

2,84 (0,38) 
9,93*10-11 

IRF4 interferon regulatory factor 4 Ja (48) Ja (13) Ja (5) Ja (1) 
3,07 (0,77) 

0,0018 
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ITGA4 integrin subunit alpha 4 Ja (26) Ja (4) Ja (1) unbekannt 
2,65 (0,48) 
4,32*10-6 

LHX2 LIM homeobox 2 Ja (19) Ja (8) Ja (5) unbekannt 
3,87 (0,44) 
4,17*10-14 

MGMT 
O-6-methylguanine-DNA 

methyltransferase 
Ja (2930) Ja (125) Ja (73) Ja (8) 

2,75 (0,38) 
3,88*10-10 

MNX1 
motor neuron and pancreas 

homeobox 1 
Ja (5) Ja (5) unbekannt unbekannt 

3,36 (0,54) 
9,54*10-8 

MSC 
musculin/activated B-cell factor 1 

(ABF-1) 
Ja (3) unbekannt unbekannt unbekannt 

3,05 (0,60) 
2,65*10-5 

NEFM neurofilament medium Ja (11) Ja (3) Ja (1) unbekannt 
2,34 (0,34) 
3,49*10-9 

NEUROD1 neuronal differentiation 1 Ja (37) Ja (7) Ja (5) unbekannt 
2,67 (0,51) 
1,22*10-5 

NID2 nidogen 2 Ja (32) Ja (2) Ja (1) unbekannt 
1,80 (0,42) 

0,0010 

NKX2-1 NK2 homeobox 1 Ja (21) Ja (3) unbekannt unbekannt 
2,77 (0,33) 
1,14*10-12 

NKX2-2 NK2 homeobox 2 Ja (17) Ja (2) Ja (2) Ja (1) 
2,62 (0,40) 
2,51*10-8 

NPY neuropeptide Y Ja (315) Ja (56) Ja (4) unbekannt 
3,10 (0,79) 

0,0022 

NR2E1 
nuclear receptor subfamily 2 

group E member 1 
Ja (6) Ja (5) unbekannt unbekannt 

3,20 (0,41) 
2,07*10-11 

NR2F2 
nuclear receptor subfamily 2 

group F member 2 
Ja (22) Ja (13) Ja (2) unbekannt 

1,88 (0,34) 
4,05*10-6 

NR4A3 
nuclear receptor subfamily 4 

group A member 3 
Ja (13) Ja (13) unbekannt unbekannt 

0,91 (0,18) 
1,4*10-4 

NRN1 neuritin 1 Ja (9) Ja (2) Ja (1) unbekannt 
1,85 (0,32) 
1,22*10-6 

NXPH1 neurexophilin 1 Ja (5) Ja (19 Ja (1) unbekannt 
2,36 (0,41) 
1,26*10-6 

OSR1 
odd-skipped related transcription 

factor 1 
Ja (13) Ja (4) unbekannt unbekannt 

2,78 (0,65) 
6,2*10-4 

OTX2 orthodenticle homeobox 2 Ja (35) Ja (1) Ja (1) unbekannt 
2,89 (0,40) 
5,39*10-10 
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PAX6 paired box 6 Ja (121) Ja (23) Ja (13) Ja (3) 
2,84 (0,38) 
1,16*10-10 

PAX7 paired box 7 Ja (45) Ja (7) unbekannt unbekannt 
3,14 (0.44) 
1,03*10-9 

PAX9 paired box 9 Ja (12) Ja (5) unbekannt unbekannt 
2,77 (0.33) 
1,14*10-12 

PCDH8 protocadherin 8 Ja (20) Ja (2) Ja (2) unbekannt 
1,85 (0,29) 
1,14*10-7 

PCDHGC5 
protocadherin gamma subfamily 

C, 5 
Ja (1) unbekannt unbekannt unbekannt 

1,43 (0,44) 
0,023 

PDGFRA 
platelet derived growth factor 

receptor alpha 
Ja (98) Ja (41) Ja (2) unbekannt 

2,05 (0,45) 
3,07*10-4 

PGR progesterone receptor Ja (108) Ja (2127) Ja (47) Ja (4) 
3,19 (0,50) 
2,89*10-8 

PHOX2A paired like homeobox 2A Ja (5) unbekannt unbekannt unbekannt 
1,05 (0,24) 
8,25*10-4 

PHOX2B paired like homeobox 2B Ja (16) unbekannt unbekannt unbekannt 
1,67 (0,25) 
2,76*10-8 

PITX2 paired like homeodomain 2 Ja (82) Ja (34) Ja (27) Ja (7) 
2,51 (0,41) 
2,55*10-7 

POMC proopiomelanocortin Ja (914) Ja (212) Ja (3) unbekannt 
1,46 (0,29) 
7,66*10-5 

POU4F1 POU class 4 homeobox 1 Ja (5) Ja (4) Ja (1) unbekannt 
2,55 (0,36) 
1,61*10-9 

POU4F2 POU class 4 homeobox 2 Ja (13) Ja (12) Ja (2) unbekannt 
1,99 (0,34) 
1,24*10-6 

POU4F3 POU class 4 homeobox 3 Ja (7) Ja (1) unbekannt unbekannt 
2,44 (0,37) 
2,12*10-8 

PRKCB protein kinase C beta Ja (16) Ja (5) Ja (1) unbekannt 
2,16 (0,32) 
8,09*10-9 

PUS3 pseudouridine synthase 3 Ja (4) Ja (1) unbekannt unbekannt 
2,23 (0,44) 
2,57*10-5 

RASGRF2 
Ras protein specific guanine 
nucleotide releasing factor 2 

Ja (14) Ja (5) Ja (1) unbekannt 
3,34 (0,47) 
4,80*10-10 

RASL10A RAS like family 10 member A Ja (3) unbekannt unbekannt unbekannt 
0,80 (0,16) 
1,61*10-4 
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RUNX3 RUNX family transcription factor 3 Ja (470) Ja (73) Ja (35) Ja (5) 
2,02 (0,36) 
4,42*10-6 

SALL1 spalt like transcription factor 1 Ja (14) Ja (6) Ja (2) unbekannt 
2,13 (0,37) 
1,58*10-6 

SALL3 spalt like transcription factor 3 Ja (25) Ja (3) Ja (2) unbekannt 
2,34 (0,35) 
1,56*10-8 

SFRP2 secreted frizzled related protein 2 Ja (244) Ja (37) Ja (14) Ja (1) 
2,43 (0,51) 
9,39*10-5 

SIM1 SIM bHLH transcription factor 1 Ja (16) Ja (4) Ja (3) unbekannt 
2,65 (0,37) 
6,61*10-10 

SIX1 SIX homeobox 1 Ja (19) Ja (45) unbekannt unbekannt 
3,27 (0,56) 
5,82*10-7 

SIX6 SIX homeobox 6 Ja (4) Ja (3) Ja (1) unbekannt 
2,42 (0,34) 
1,53*10-9 

SSTR1 somatostatin receptor 1 Ja (18) Ja (18) unbekannt unbekannt 
2,72 (0,33) 
2,91*10-12 

TBR1 T-box brain transcription factor 1 Ja (22) unbekannt unbekannt unbekannt 
3,35 (0,43) 
1,23*10-11 

TCF3 transcription factor 3 Ja (42) Ja (17) Ja (1) unbekannt 
2,43 (0,45) 
5,66*10-6 

TLX1 T cell leukemia homeobox 1 Ja (15) Ja (2) Ja (1) unbekannt 
2,02 (0,47) 

8,5*10-4 

TOX2 
TOX high mobility group box 

family member 2 
Ja (4) Ja (1) Ja (1) unbekannt 

0,71 (0,21) 
0,034 

WRN WRN RecQ like helicase Ja (66) Ja (51) Ja (4) unbekannt 
3,03 (0,40) 
5,88*10-11 

WT1 WT1 transcription factor Ja (252) Ja (221) Ja (22) Ja (1) 
2,01 (0,29) 
6,61*10-9 

Ergebnisse der in dieser Studie hypermethylierten Regionen in Genen, welche bereits mit Brustkrebs, Methylierung und/oder Metastasierung assoziiert waren. 
In Klammern steht die Anzahl der Treffer bei der Pubmed-Suche nach dem Gen und dem entsprechenden Suchbegriff. # = Statistische Werte der Regionen mit 
stärkstem Unterschied zwischen Primärtumor und Metastase innerhalb des entsprechenden Gens. SE = Standardfehler (Standard Error). P-Werte adjustiert für 
multiples Testen mittels Benjamini-Hochberg-Korrektur. 
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Abbildung 12: Anzahl methylierter Sequenzabschnitte in den nach Literaturrecherche identifizierten 16 Genen. Für jedes Gen ist die Region mit dem 
stärksten Unterschied in ihrer Methylierung zwischen Metastasen (rot) und Primärtumoren (blau) dargestellt (Median und Interquartilsabstand als Boxplots, leere 
Kreise: einzelne Proben)
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4.4.2.2 Hypomethylierte Gene 

Bei den hypomethylierten Regionen wurden diejenigen extrahiert, welche 

signifikante Unterschiede aufwiesen und bei denen der logarithmierte Fold Change 

> 1 lag. Anschließend wurde mittels GREAT eine Liste der assoziierten Gene 

generiert. Hierbei wurden den verbliebenen 173 Regionen 280 Gene zugeordnet. 

Von diesen waren 2 Gene bereits bekanntermaßen mit Brustkrebs und/oder 

Methylierung assoziiert. Tabelle 4-4 zeigt, ob die Gene mit Brustkrebs, Methylierung 

und/oder Metastasierung assoziiert sind.  
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Tabelle 4-4 Hypomethylierte Gene 

Gensymbol Genname 

Involviert in 

logFC (SE) 
P-Wert# Methylierung 

Entwicklung von 
Brustkrebs 

Methylierung bei 
Brustkrebs 

Methylierung bei 
der Metastasierung 

von Brustkrebs 

PBX1 PBX homeobox 1 Ja (23) Ja (24) unbekannt unbekannt 
1,67 (0.41)  

0,0019 

RAD23B 
RAD23 homolog B, nucleotide 

excision repair protein 
Ja (4) Ja (9) unbekannt unbekannt 

2,70 (0,54)  
3,26*10-05 

Ergebnisse der in dieser Studie hypomethylierten Regionen in Genen, welche bereits mit Brustkrebs, Methylierung und/oder Metastasierung assoziiert waren. 
In Klammern steht die Anzahl der Treffer bei der Pubmed-Suche nach dem Gen und dem entsprechenden Suchbegriff. # = Statistische Werte der Regionen mit 
stärkstem Unterschied zwischen Primärtumor und Metastase innerhalb des entsprechenden Gens. SE = Standardfehler (Standard Error). P-Werte adjustiert 
für multiples Testen mittels Benjamini-Hochberg-Korrektur. 
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4.4.3 Darstellung der assoziierten Gene mittels Metascape 

Um festzustellen, welche übergeordneten Funktionen die ermittelten Gene erfüllen, 

wurde die Plattform Metascape verwendet, welche ein Meta-Analyse-Werkzeug zur 

Analyse von Pathway Enrichment ist. 

4.4.3.1 Regionen mit signifikanter Hypermethylierung 

Den 1.745 Regionen, die im hier generierten Datensatz hypermethyliert waren, 

konnten 1.912 Gene zugeordnet werden. Einen Überblick über die angereicherten 

Funktionen dieser Gene liefert das Balkendiagramm in Abb. 13.  

Besonders auffällig ist, dass es sich hauptsächlich um Funktionen handelt, die für die 

Differenzierung der Zelle (pattern specification process, cell fate commitment, cell fate 

determination, epithelial cell differentiation), sowie für die Embryonal- und 

Organentwicklung, z.B. des zentralen Nervensystems, des endokrinen und des 

Verdauungssystems wichtig sind.  

Um die Beziehung zwischen den Funktionsbezeichnungen noch besser darstellen zu 

können, wurde eine Untergruppe der angereicherten Funktionen ausgewählt und als 

Netzwerk-Plot abgebildet. Ontologische Funktionsbezeichnungen, die ähnliche Gene 

enthalten, werden hierbei in Kategorien gruppiert (die entsprechenden Knoten des 

Netzwerk-Plots sind in gleicher Farbe abgebildet). Funktionsbezeichnungen ab einem 

Kappa Ähnlichkeits-Score > 0,3 werden mit Kanten verbunden. Abb. 14A zeigt die 

Farbkodierung in Kategorien, Abb. 14B zeigt die entsprechenden P-Werte. 

 

 

Abbildung 13: Balkendiagramm der Funktionsgruppen, die signifikant in Genen angereichert 
sind, die mit hypermethylierten Regionen assoziiert sind. Farbkodierung nach P-Wert. 
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Abbildung 14: Netzwerk-Plot der Funktionsgruppen, die signifikant in Genen angereichert sind, 
die mit hypermethylierten Regionen assoziiert sind. Farbkodierung nach Kategorie (A), in der 
Knoten, die in dieselbe Kategorie fallen, näher beieinander liegen und nach P-Wert (B), bei der 
Funktionsbezeichnungen, die mehr Gene enthalten, tendenziell einen signifikanteren P-Wert haben. 
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4.4.3.2 Regionen mit signifikanter Hypomethylierung 

Den 1.068 Regionen, die in unserem Datensatz hypomethyliert waren, konnten 1.527 

Gene zugeordnet werden. Das Balkendiagramm der in Metascape angereicherten 

Funktionsbezeichnungen der hypomethylierten Regionen (Abb. 15) zeigt deutlich 

weniger signifikante P-Werte im Vergleich zu den hypermethylierten Regionen (vgl. 

Abb. 13). Ähnlich wie bei den hypermethylierten Regionen sind die mit den 

hypomethylierten Regionen assoziierte Gene auch solche, die für embryologische 

Prozesse und Entwicklung zuständig sind. Hier spielen zum Beispiel die Entwicklung 

des Skelettsystems, des Gehirns und die Entstehung von Drüsen eine Rolle, sowie die 

Morphogenese von Blutgefäßen und Bindegewebe.  

Auch die Funktionskategorien der mit den hypomethylierten Regionen assoziierten 

Gene lassen sich in einem Netzwerk-Plot darstellen (s. Abb. 16). Im Gegensatz zu 

Abb. 14 fällt dabei auf, dass mehrere Funktionsbezeichnungen vereinzelte Cluster 

bilden, was bedeutet, dass die ontologischen Kategorien weniger Gemeinsamkeiten 

haben.  

 

 

Abbildung 15: Balkendiagramm der Funktionsgruppen, die signifikant in Genen angereichert 
sind, die mit hypermethylierten Regionen assoziiert sind. Farbkodierung nach P-Wert. 
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Abbildung 16: Netzwerk-Plot der Funktionsgruppen, die signifikant in Genen angereichert sind, 
die mit hypomethylierten Regionen assoziiert sind. Farbkodierung nach Kategorie (A), in der 
Knoten, die in dieselbe Kategorie fallen, näher beieinander liegen und nach P-Wert (B), bei der 
Funktionsbezeichnungen, die mehr Gene enthalten, tendenziell einen signifikanteren P-Wert haben. 
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5 Diskussion 

5.1 Bewertung der Arbeit 

Diese Arbeit beleuchtet die epigenetischen Mechanismen der malignen Progression 

von Brustkrebs. Wir konnten dabei zeigen, dass sich die DNA-Methylierung zwischen 

Primärtumoren und Metastasen zwar unterscheidet, sich jedoch keine ganz 

eindeutigen Cluster an Methylierungsmustern bilden lassen. Dies könnte darauf 

hindeuten, dass es zu unterschiedlichen Stadien der Tumorprogression zu 

epigenetischen Veränderungen kommen kann, die mit Metastasierung assoziiert sind. 

Außerdem konnten wir einige bereits bekannte Gene identifizieren, die bei Metastasen 

hyper- oder hypomethyliert waren, und vor allem bisher noch unbekannte Regionen 

aufzeigen, die als neue Zielstrukturen für diagnostische, therapeutische oder 

prognostische Marker dienen könnten. 

 

Beim Vergleich der Methylierungsmuster zwischen Primärtumoren und Metastasen 

zeigte sich ein nicht ganz eindeutiges und doch reproduzierbares Bild. So konnten wir 

mittels PCA, MDS und t-SNE zeigen, dass Metastasen und Primärtumoren tendenziell 

unterschiedliche Methylierungsmuster aufweisen, eine eindeutige Differenzierung der 

Proben anhand der epigenetischen Signatur allerdings statistisch nicht möglich ist. 

Dies wäre gut mit einer frühzeitigen Metastasierung vereinbar. So ist es möglich, dass 

diejenigen Metastasen, die schon sehr früh während des Tumorwachstums streuen, 

eine deutlich unterschiedliche Signatur des Epigenoms haben, da sie länger in einem 

anderen Milieu gewachsen sind. Diejenigen Metastasen, die sich erst relativ spät 

gebildet haben, dürften dann ein dem Primärtumor noch ähnlicheres 

Methylierungsmuster aufweisen. Der Zeitpunkt der Metastasierung wurde in unserer 

Studie allerdings nicht untersucht und daher müsste diese Hypothese in weiteren 

Studien überprüft werden. 

 

Unsere Arbeit zeigt in einer umfassenden Art und Weise die Veränderung der 

genomweiten Methylierungsmuster von Primärtumoren und Metastasen bei 

Brustkrebs in einem Mausmodell und hat einige Stärken: (1) In einem Mausmodell sind 

die Bedingungen, unter denen die Experimente stattfinden, kontrolliert und bei allen 

Versuchstieren sehr ähnlich. Außerdem kann durch dieses Modell der konfundierende 
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Faktor der genetischen Grundausstattung vermindert werden. Zudem konnte durch die 

Transplantation der noch nicht entarteten Brustdrüse einer BalbNeuT-Maus auf eine 

BALB/c-Maus die normale Entstehung von Brustkrebs nachgeahmt werden. (2) Diese 

Arbeit wird durch die Zusammenarbeit mit der Forschergruppe FOR2127 in ein 

umfassenderes Projekt integriert. Nach dieser Arbeit fortgeführte Projekte werden sich 

so zum Beispiel der mRNA-Synthese oder den Histonmodifikationen widmen. Eine 

solch umfangreiche Begutachtung genetischer und epigenetischer Mechanismen 

erlaubt ein tieferes pathophysiologisches Verständnis der Metastasierung von 

Brustkrebs. (3) Wir haben nicht nur Tumor- und Metastasengewebe, sondern auch 

gesundes Mamma- und Lungengewebe als Kontrollen analysiert. Im Gegensatz zur 

genetischen Information unterscheidet sich die epigenetische Ausstattung von Zellen 

deutlich zwischen verschiedenen Zelltypen (144). Die Auswertungen des gesunden 

Kontrollgewebes sind also nötig, um valide Rückschlüsse über die zugrundeliegenden 

pathophysiologischen Prozesse ziehen zu können. 

Unsere Studie hat allerdings auch verschiedene Limitationen: (1) In einem Mausmodell 

lassen sich nur bedingt Rückschlüsse über die Metastasierung von Brustkrebs beim 

Menschen ziehen. Epigenetische Veränderungen in einem Tiermodell zu untersuchen 

ist aber unerlässlich zum pathophysiologischen Verständnis der Metastasierung. Die 

gefundenen Ergebnisse müssen anschließend in einem translationalen Ansatz im 

Menschen bestätigt werden. Das BalbNeuT-Mausmodell beruht auf dem mutierten 

Ratten-HER2/neu Onkogen. Da sich dieses Onkogen jedoch nur bei etwa einem 

Fünftel der Patientinnen mit Brustkrebs findet, ist es denkbar, dass bei nicht 

HER2/neu-positivem Brustkrebs andere Mechanismen eine Rolle spielen (145). 

Allerdings ist das HER2/neu Onkogen einer der pathogenetisch und klinisch 

bedeutsamsten Marker beim Mammakarzinom, weshalb die vorliegende Arbeit 

trotzdem eine ausgesprochen hohe klinische Relevanz hat. (2) Des Weiteren besteht 

die Möglichkeit, dass sich in die genomische DNA der gesammelten Proben DNA von 

anderen Zelltypen gemischt hat. Besonders bei den sehr kleinen Lungenmetastasen 

ist eine Verunreinigung durch normales Lungengewebe durchaus denkbar. Unsere 

Clusterplots zeigen jedoch eine klare Abgrenzung der Proben von normalem 

Lungengewebe (Negativkontrollen) zu allen anderen Proben (Primärtumoren und 

Metastasen). Daher kann man, basierend auf diesen statistischen Auswertungen, 

davon ausgehen, dass die Kontamination nur gering sein sollte. (3) Bei einer niedrigen 
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CpG-Dichte in einer bestimmten Region können relevante Unterschiede statistisch nur 

schwierig abgebildet werden. Das heißt, dass es potenziell noch weitere Regionen 

gibt, in denen sich die Methylierung zwischen Primärtumoren und Metastasen 

unterscheiden, die wir mit unserer limitierten Anzahl an Proben nicht finden konnten. 

 

Reversible und variable Veränderungen der zellulären Mechanismen spielen eine 

zentrale Rolle bei der Metastasierung: Die aktive DNA-Demethylierung scheint bei der 

Entstehung von Metastasen eine Rolle zu spielen (146). Es konnte außerdem gezeigt 

werden, dass beim Brustkrebs Ähnlichkeiten zwischen gepaarten Primärtumoren und 

Metastasen bezüglich ihres Methylierungsmusters größer waren als zwischen 

verschiedenen Metastasen (97,147) und bei Lungenmetastasen gibt es Hinweise, 

dass die Veränderung der Mikroumgebung einen besonders aggressiven Phänotyp 

abschwächen kann (148). Die epigenetischen Prozesse, die eine Metastasierung von 

Brustkrebszellen begünstigen, sind allerdings noch weitestgehend unklar. 

Wir konnten in unserer Studie einige Ergebnisse zur bereits bekannten Methylierung 

von metastasierten Brustkrebszellen replizieren, was die Validität unserer Ergebnisse 

unterstreicht. So waren zum Beispiel CDKN2A, FOXF2, HIC1, HOXA5 und PAX6 in 

Metastasen im Vergleich zu Primärtumoren hypermethyliert. Die Einordnung dieser 

exemplarischen Ergebnisse soll im Folgenden dargestellt werden: (1) Für das Gen 

CDKN2A ist bereits eine Hypermethylierung in Brustkrebsgewebe bekannt (139–141) 

und es ist mit Proliferation und Aggressivität von Brustkrebs assoziiert (142,143). Die 

Inhibierung des Produkts von CDKN2A, P16, vermittelt die Verminderung von 

Wachstum und Metastasierung bei Brustkrebszellen (143). CDKN2A gehört auch zu 

einem aus sieben Genen bestehenden CpG-Insel-Methylierungspanels, welches das 

Risiko eines Rückfalls bei Brustkrebs quantifizieren möchte (149). (2) Eine verminderte 

Expression des Transkriptionsfaktors FOXF2 ist mit einer früh einsetzenden 

Metastasierung und einer schlechteren Prognose bei Brustkrebs vom histologischen 

Grad II und tripelnegativem Brustkrebs assoziiert (150). Die Hypermethylierung des 

FOXF2-Promotors scheint insbesondere bei luminalen und HER2-positiven 

Brustkrebszelllinien mit der malignen Progression einherzugehen (151). Dies passt zu 

unseren Ergebnissen, da in unserer Studie FOXF2 ebenfalls hypermethyliert war, wie 

bei unseren HER2/neu-positiven Mäusen zu erwarten war. (3) Die Hypermethylierung 

des Transkriptionsfaktorgens HIC1 kann bekanntermaßen zur Progression von 
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Brustkrebs beitragen (152–154). Die Hypermethylierung von HIC1 konnte im Serum 

von circa 40% der Brustkrebspatientinnen ohne und bei 90% der Patientinnen mit 

metastasiertem Brustkrebs festgestellt werden (155). Die Wiederherstellung der HIC1-

Expression führt zu reduzierter Zellmigration, -invasion und Metastasierung (156). 

Auch in unserer Studie zeigte sich HIC1 hypermethyliert (4). HOX-Gene sind 

Transkriptionsfaktoren, die die Identität von Zellen und Gewebe entlang der anterior-

posterioren Körperachse im sich entwickelnden Embryo festlegen (157). HOXA5 ist 

bekanntermaßen auch bei Brustkrebs hypermethyliert (158) und kann die Expression 

von TP53 (Tumorprotein p53) kontrollieren (159). Bei gemeinsamem Auftreten von 

Mutationen in TP53 und Hypermethylierung von HOXA5 kann dies zur Inaktivierung 

des TP53-Signalwegs führen (158). Der Verlust von HOXA5 begünstigt die 

Entdifferenzierung und könnte somit die Tumorprogression fördern (160). Unsere 

Daten untermauern die These der Beteiligung von Hypermethylierung von HOXA5 bei 

der malignen Progression von Brustkrebs. (5) In Brustkrebs-Zelllinien konnte eine 

Regulierung des Promotors von PAX6 durch DNA-Methylierung festgestellt werden, 

was wiederum die Zellmigration und die Expression der pro-metastatischen Proteine 

MMP2 und MMP9 beeinflusst (112). Die untersuchten Regionen in PAX6 zeigten sich 

auch in unserer Studie in den Metastasen im Vergleich zu den Primärtumoren 

hypermethyliert und bestätigten so die Hypothese der Beteiligung von PAX6 an der 

malignen Tumorprogression bei Brustkrebs. 

 

Es zeigten sich aber auch einige Regionen hypermethyliert, welche bisher noch 

unbekannt waren. Interessanterweise ergaben unsere Daten, dass die in Metastasen 

hypermethylierten Regionen eher mit Genen assoziiert waren, die für die 

Organentwicklung und generelle zelluläre Mechanismen zuständig sind. Dies lässt 

sich unter anderem dadurch erklären, dass in einer Anreicherungsanalyse, wie in 

dieser Arbeit, vor allem häufig vorkommende Gene Assoziationen aufweisen. 

Gleichzeitig kann es auch sein, dass die Mechanismen bei der Metastasierung sich 

auch teilweise mit den Prozessen bei der Organentwicklung und -ausreifung 

überschneiden (z.B. Migration der Zellen). 

 

Für das bessere Verständnis und eine Einordnung unserer Ergebnisse könnten 

folgende weitere Experimente sinnvoll sein: Erstens könnte es Sinn machen, weitere 
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Experimente mit DNMT3-Knockout-Mäusen durchzuführen, um die Beziehung 

zwischen genetischen und epigenetischen Veränderungen weiter zu beleuchten. Da 

Metastasen mehr Methylierung aufweisen, stellt sich die Frage, ob Zellen mit 

vermehrter Methylierung bevorzugt metastasieren oder ob diese Methylierung erst in 

der metastatischen Nische durch die veränderte Mikroumgebung entsteht. Hierfür 

könnten in einem nächsten Schritt BalbNeuT-Brustdrüsenzellen transplantiert werden, 

die je Maus zu 50 % aus Zellen mit DNMT3-Knockout bestehen und zu 50% aus Zellen 

ohne Knockout. Dies könnte über die Ermittlung des Anteils der Knockout-Zellen in 

den späteren Tumoren und Metastasen Aufschluss über den Entstehungsort und 

Entstehungszeitpunkt der DNA-Methylierung geben. Zweitens wäre es hilfreich, die 

post-transkriptionellen Geschehnisse weiter zu untersuchen. Man könnte zum Beispiel 

die messenger-RNA und schließlich die Proteinexpression der entsprechend vermehrt 

oder vermindert exprimierten Gene untersuchen, um herauszufinden, welcher der 

angestoßenen Prozesse tatsächlich Auswirkungen auf die Proteinsynthese haben. Im 

Anschluss daran müssten die entsprechenden Regionen dann durch gezieltes 

(Bisulfit-)Sequenzieren validiert werden, um eine höhere Auflösung auf Allelebene zu 

erhalten. Und drittens ist es unerlässlich, auch andere epigenetische Veränderungen 

zu begutachten, wie zum Beispiel Chromatinveränderungen und Histonmodifikationen. 

Insbesondere Histonmodifikationen wurden bereits als potenzielle Marker für das 

Therapieansprechen bei Brustkrebs beschrieben (161). So gibt es konkrete Hinweise, 

dass die Überexpression von EZH2, welches die Effekte des repressiven 

trimethylierten Histonmarks H3K27me3 vermittelt, mit vermehrter Aggressivität und 

schlechterer Prognose von Brustkrebs assoziiert ist (74,162).  

Im Bereich der klinisch-translationalen Forschung eröffnet unsere Studie auch weitere 

Ansatzpunkte. In vielen Bereichen der Medizin ist es bereits zum Standard geworden, 

genetische und epigenetische Diagnostik der Therapie voranzustellen, um spezifische 

Untergruppen einer Erkrankung individualisiert therapieren und die Prognose 

basierend auf epigenetischen Untersuchungen besser einschätzen zu können. Die 

Vorteile im Vergleich zu genetischen Mutationen sind das erhöhte Vorkommen 

aberranter Methylierungsmuster, die zuverlässige Erkennung der veränderten 

Methylierung und die relativ einfachen technischen Verfahren zur Detektion (163). So 

konnten z.B. die methylierten Gene APC und RASSF1A bereits als unabhängige 

Prognoseparameter beim Brustkrebs identifiziert werden (164) und PRAC2, TDRD10 
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und TMEM132C sowie die Adenylatcyclase ADCY4 gelten als mögliche zukünftige 

diagnostische und/oder prognostische Biomarker für Brustkrebs (165,166). Darüber 

hinaus scheint es möglich zu sein, Subtypen von Brustkrebs durch verschiedene 

Signaturen auf der Grundlage von Histonmodifikationen einzuteilen und die klinische 

Prognose einzuschätzen (77).  

Substanzen, die epigenetisch modulierend wirken, können aber auch als 

Therapeutika, zum Beispiel im Bereich der individualisierten Medizin angewendet 

werden (167). So werden bereits Medikamente eingesetzt, welche die Methylierung 

beeinflussen, z.B. Azacitidin in der Therapie der AML, wobei noch zahlreiche weitere 

Substanzen in Erprobung sind (168). Im Bereich weiterer epigenetischer 

Veränderungen (Histon-Acetylierung und Histon-Methylierung) befinden sich ebenfalls 

Medikamente in Entwicklung (169), um die Therapie von Krebserkrankungen 

zunehmend zu personalisieren (167). Bestimmte Histonacetylierungen und -

methylierungen scheinen dynamischen Einfluss auf verschiedene Brustkrebstypen 

auszuüben und bieten damit mögliche Zielstrukturen für eine Therapie (78). Durch die 

komplexen epigenetischen Signalwege beim Brustkrebs ist die gezielte Therapie 

allerdings erschwert (170). So konnte gezeigt werden, dass die Verwendung von 

Aromataseinhibitoren bei Brustkrebspatientinnen zur Rekrutierung von EZH2 führt und 

damit zu einer Erhöhung des H2K27me3 des Homeobox-Gens HOXC10 in 

Brustkrebszellen, was letztendlich zur Methylierung und zum Silencing von HOXC10 

und zur Resistenzentwicklung gegenüber Aromataseinhibitoren führt (171). Daher sind 

Kombinationstherapien in der Therapie von Brustkrebs unerlässlich (170). Unsere 

Arbeit liefert also weitere Ansatzpunkte zur Beurteilung der diagnostischen, 

therapeutischen und prognostischen Bedeutsamkeit der von uns identifizierten 

Regionen in einem klinisch-translationalen Ansatz. 

 

5.2 Zusammenfassung  

Es gibt bereits vielfältige neue Ansätze die prognostische und therapeutische 

Relevanz der epigenetischen Veränderungen bei Brustkrebs zu untersuchen, welche 

teilweise bereits erfolgreich in der klinischen Praxis angewendet werden. Unsere 

Studie ergänzt diese Aspekte um die Erforschung der grundlegenden epigenetischen 

Mechanismen bei der malignen Progression von Brustkrebs im Mausmodell. 
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Wir konnten erstens zeigen, dass es Unterschiede im Methylierungsmuster zwischen 

Primärtumoren und Metastasen gibt, wenngleich die unterschiedlichen Zelltypen nicht 

ganz eindeutig differenzierbar waren, was auf eine frühe Dissemination der 

Metastasenzellen hinweisen könnte. Zweitens konnten wir diejenigen genetischen 

Regionen identifizieren, die in den Metastasen hyper-, bzw. hypomethyliert waren. 

Dies liefert einen weiteren Baustein im Verständnis der Pathogenese der 

Metastasierung von Brustkrebs, benötigt aber eine tiefergehende Analyse der 

beteiligten Regionen, sowie der weiteren biochemischen Prozesse im Rahmen der 

Transkription und Translation, bevor eine klinische Anwendung möglich ist.   
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