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 1  Einleitung

 1   Einleitung

Diese Dissertation beinhaltet die weitere Erforschung des Pathomechanismus

des Nierenzellkarzinoms. Der Einfluss der Genetik und der Epigenetik auf

dieses Phänomen spielen dabei eine entscheidende Rolle. Aufgrund dessen

werden beide gesondert dargestellt. 

 1.1  Das Nierenzellkarzinom 

 1.1.1  Epidemiologie und Ätiologie

Das Nierenzellkarzinom (renal cell carcinoma, RCC) ist mit 3% aller Tumore im

Erwachsenenalter, nach dem Prostata- und dem Harnblasenkarzinom, die

dritthäufigste maligne Veränderung im Urogenitaltrakt (Zantl et al., 2008). Bei

einer Fünf-Jahres-Überlebensrate von 45-60% ist es im metastasierten Fall

zudem der tödlichste aller Tumore mit Ursprung im Harntrakt (Zantl et al., 2008,

Weihrauch et al., 2010). 

Das Erkrankungsverhältnis beträgt Männer zu Frauen 3:2, mit einem

Altersgipfel im sechsten und siebten Lebensjahrzehnt. Zum Zeitpunkt der

Diagnosestellung lassen sich bei 25-30% der Patienten klinisch Metastasen

nachweisen und nach zunächst kurativer Therapie des RCC metastasieren

nochmals 20-40%, sodass letztlich 60% der Patienten Metastasen aufweisen

(ebenda). Zu den Risikofaktoren zählen Rauchen und Übergewicht und als

gesicherte Ursachen gelten die chronische Niereninsuffizienz, das von-Hippel-

Lindau-Syndrom (s.u.) sowie eine positive Familienanamnese. Der Patho-

mechanismus des RCC ist noch immer weitgehend ungeklärt.

Im Zuge einer abdominellen Ultraschalluntersuchung oder einer Computer-
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tomographie werden die meisten Nierenzellkarzinome diagnostiziert. Durch

zunehmenden Einsatz dieser Untersuchungstechniken in den letzten

Jahrzehnten werden die meisten Nierentumore heute in einem Frühstadium

entdeckt. Dabei hängt die Prognose von der Tumorkategorie bzw. Tumorgröße

ab (Leitlinien EAU 2010). 

 1.1.2  Klassifikation

Das Nierenzellkarzinom als Oberbegriff einer heterogenen Gruppe mehrerer

Tumore wird unter Zuhilfenahme unterschiedlicher Systeme klassifiziert. Die

heute übliche Gliederung basiert zunächst auf der Beurteilung der Morphologie

und damit auf der Identifizierung des histologischen Subtyps des Nierentumors.

Sie erfolgt anhand der Heidelberger-Rochester-Klassifikation. Hierbei wird in

das klarzellige Nierenzellkarzinom (ccRCC), welches mit 80% das häufigste

Karzinom darstellt gefolgt vom papillären/chromophilen Nierenzellkarzinom

(papRCC) mit 10% (Ellinger et al., 2011), in das chromophobe (5%),

unklassifizierte und Sammelrohrkarzinom (Ductus-Bellini-Karzinom), sowie in

die benignen Tumore papilläres Adenom und Onkozytom differenziert. Weitere

nicht-epitheliale Nierentumore sind bekannt. 

Der genaue zelluläre Ursprung des ccRCC und des papRCC ist noch nicht

eindeutig geklärt. Im wissenschaftlichen Konsens entstehen beide aus dem

Epithel des Nierentubulus. Darüber hinaus ist publiziert, dass die meisten (Zantl

et al., 2008), zwei Drittel (Katagiri et al., 1995) bzw. alle (vom Dorp, 2007)

ccRCC und papRCC ihren Ursprung im proximalen Tubulus haben. Das

chromophobe RCC und das Sammelrohrkarzinom entwickeln sich aus dem

Epithel des distalen Tubulus (Zantl et al., 2008, vom Dorp, 2007).

Abweichungen von dieser Zuordnung sind möglich (Katagiri et al., 1995).

Eine weitere Klassifizierung erfolgt anhand des TNM-Systems der UICC und
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der Anwendung biomolekularer Marker, wobei letztere noch keine gute Evidenz

aufzeigen und somit die diagnostische Rolle noch nicht eindeutig geklärt ist

(Zantl et al., 2008). 

 1.1.3  Therapie

Nach Diagnosesicherung eines RCC steht zunächst die Kuration durch

chirurgische Sanierung (Resektion des Primärtumors und der Metastasen) im

Vordergrund. 20 bis 30% der Patienten mit limitierter Metastasierung können

dadurch geheilt werden (Staehler et al., 2010). Additiv dazu steht die

systemische Therapie. Hier wurde jahrelang die Immuntherapie (Interferon,

Interleukin 2 und 5-Fluorouracil) als Standardverfahren durchgeführt. Wegen

zahlreicher Kontraindikationen, die bei den Patienten zumeist gegeben waren

sowie neuerer Daten, die den Effekt der Therapie relativierten, hat dieser

Therapieansatz allerdings seine Bedeutung vollkommen verloren (Staehler et

al., 2010). 

Derzeit fußt die systemische Therapie auf Angiogenesehemmern wie Sunitinib,

Soratenib, Pazopanib, Everolimus und Temsirolimus sowie auf Kombination mit

Bevacizumab und Interferon. Die Therapieabfolge richtet sich weniger nach

einem strikten Therapieregime als mehr nach dem individuellen Krankheits-

verlauf. Für die zur Erstlinientherapie zugelassenen Medikamente (Sunitinib,

Bevacizumab und Interferon, Pazopanib) ist ein mit bis zu 11 Monaten

signifikant verlängertes progressionsfreies Überleben beobachtet worden

(Leitlinien EAU 2010). Eine kontinuierliche Therapie ist notwendig, um die

Erkrankung stabil zu halten, da partielle und komplette Remissionen des

Nierenzellkarzinoms mit 2 bis 4% eher selten sind (Staehler et al., 2010).

3



 1.2 Genetik und Epigenetik

 1.2  Genetik und Epigenetik

 1.2.1  Genetische Alteration im Nierenzellkarzinom

Im Zuge der Erforschung genetischer Alterationen im Nierenzellkarzinom

wurden erste Ergebnisse bei Patienten mit einem von-Hippel-Lindau-Syndrom

(VHL-Syndrom) erzielt. Diese familiäre, autosomal-dominante Erkrankung führt

zu multiplen benignen und malignen Tumoren wie Pankreas- und Leberzysten,

dem Retina-Angiom, Hämangioblastom, Phäochromozytom und ccRCC. Das

Gen des VHL-Syndroms wurde 1993 auf Chromosom 3p25-p26 lokalisiert und

als Tumor-Suppressor-Gen identifiziert (Latif et al., 1993). Neben der vererbten

Mutation scheinen auch erworbene Defekte im VHL-Gen für ungefähr 60% der

Fälle des sporadischen ccRCC verantwortlich zu sein (Zantl et al., 2008, Dorkin

et al., 1997). Bei einem Defekt im VHL-Gen und damit Verlust des VHL-Proteins

kommt es zu einer Überexpression, unter anderem von vascular endothelial

growth factor (VEGF), pro-transforming growth factor alpha (TGF alpha) und

epidermal growth factor receptor (EGFR), was in einer Proliferation epithelialer

Zellen, Tumorwachstum und Metastasen mündet (ebenda). 

Anfang 2011 wurde eine Studie publiziert, in der ca. 3500 Gene PCR-basiert

auf Mutationen in ccRCC gescreent wurden. Es scheint, dass neben dem VHL-

Gen das Gen PBRM1 (SWI/SNF chromatin remodelling complex gene) durch

direkte Mutation in der Enstehung des primären ccRCC eine Rolle spielt. In der

von Varela geführten Studie wurden in 41% der primären ccRCC genetische

Alterationen im PBRM1 festgestellt (Varela et al., 2011). Weitere häufige

genetische Mutationen konnten bei einer zuvor durchgeführten genomweiten

Analyse nicht identifiziert werden (Dalgliesh et al., 2010). Den epigenetischen

Alterationen hingegen wird eine substantielle Rolle in der Karzinogenese des

RCC zugesprochen (Morris et al., 2010).
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 1.2.2  Epigenetische Alteration im Nierenzellkarzinom

Bereits 1939 ist von C.H. Waddington der Begriff der Epigenetik geprägt

worden. Vormals als "die kausalen Interaktionen von Genen und deren

Produkten, die zur Ausbildung des Phänotyps führen" betitelt, etablierte sich

rasch die Definition der vererbbaren Veränderungen der Genexpression, die

nicht durch eine DNA-Alteration bedingt sind (reviewed in Esteller, 2008).

Epigenetik stellt daher einen Sammelbegriff für verschiedene Mechanismen dar,

wie die RNA-Interferenz, Histonmodifikation (Acetylierung, Phosphorylierung,

Methylierung) und vor allem DNA-Methylierung (ebenda, Jones et al., 2007).

Letztgenannte tritt in Cytosinen auf, denen ein Guanin folgt, den so genannten

CpG-Stellen. In der DNA existieren sowohl CpG-reiche als auch -arme

Regionen. CpG-reiche Regionen werden auch als CpG-Insel (CGI) bezeichnet,

deren genauere Definition eine DNA-Region mit mindestens 200 bp ist, die

einen Anteil von Guanin oder Cytosin von mehr als 50% und einer erwareteten

CpG-Ratio von über 0,6 aufweist (Wu et al., 2010). Diese CGI sitzen häufig an

regulatorischen Einheiten vieler Gene. In Tumoren ließ sich zunächst

beobachten, dass CGI in repetitiven DNA-Sequenzen und kodierenden

Regionen hypomethyliert oder gar demethyliert waren, was wiederum positiv

mit Wachstum und Invasivität korrelierte. Neben der Hypomethylierung der DNA

in Tumoren wurde sodann die Hypermethylierung in CGI in der Promoterregion

von Tumor-Suppressor-Genen entdeckt (reviewed in Esteller, 2008). Eine

Hypermethylierung und Inaktivierung ist für das Tumor-Suppressor-Gen VHL für

RCC beschrieben (reviewed in Kim et al., 2004).

In einer weiteren Studie zeigte sich, dass der VHL-Gen-Status direkten Einfluss

auf die Expression des Zelladhäsionsmoleküls E-Cadherin hat (reviewed in

Russell et al., 2007). Unabhängig von dem VHL-Gen wurden Untersuchungen

an weiteren Zelladhäsionsmolekülen durchgeführt (Costa et al., 2007, Nojima et

al., 2001, Shimazui et al., 1996). Denn wie auch in anderen Tumoren, scheinen

Zelladhäsionsmoleküle die Entstehung, Invasivität und das Metastasierungs-
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potential des RCC durch Zell-Zell-Interaktionen zu beeinflussen. Es wird davon

ausgegangen, dass diese Interaktionen im Gesunden eine Homöostase der

Proliferation und Differenzierung aufrecht erhalten können, die im Tumor-

gewebe einer Dysregulation unterliegt. Verschiedene Autoren berichteten

bereits über Veränderungen der Expression von Zelladhäsionsmolekülen der

extrazellulären Matrix beim RCC (ebenda). 

Dennoch ist es bisher nicht gelungen eine gute prognostische Einschätzung

anhand einzelner, unabhängiger Prognostikatoren zu erzielen. Ebenso wenig

existieren Tumormarker, die für eine Verlaufskontrolle eingesetzt werden

können. Biomolekulare Marker sind zwar postuliert, aber ihre Rolle in der

Pathogenese ist nicht eindeutig geklärt (Merseburger et al., 2005). Eine

Zusammenfassung publizierter Methylierungsdaten für das RCC ist in

nachfolgender Tabelle aufgelistet (Tab. 1):
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Gen Publikationsjahr Autor Journal

ANK3  2011 M.R. Morris Oncogene
APAF1 2006 F. Christoph Clin Cancer Res
APC 2004 E. Dulaimi Clin Cancer Res
ATP5G2 2011 M.R. Morris Oncogene
BIK 2011 M.R. Morris Oncogene
BNC1 2010 M.R. Morris Oncogene
CASP8 2003 M.R. Morris Oncogene
CCDC8 2011 M.R. Morris Oncogene
CDH1 2001 D. Nojima Mol. Carcinogenesis
CDH1 2004 E. Dulaimi Clin Cancer Res
CDH1 2004 M.O. Hoque Cancer Res
CDH1 2007 V.L. Costa BMC Cancer
CDH1 2008 M.R. Morris BR J Cancer
CDKN2 (P16INK4) 2007 Y. Hori J Pathol
CDKN2 (P16INK4) 2003 M.T. Sanz-Casla Urol Res
CDKN2(P14ARF) 2003 M.R. Morris Oncogene
CELSR3  2011 M.R. Morris Oncogene
COL14A1 2010 M.R. Morris Oncogene
COL15A1 2010 M.R. Morris Oncogene
COL1A1 2006 I. de Caceres BR J Cancer
CORO6 2011 M.R. Morris Cancer Res
CST6 2010 M.R. Morris Oncogene
CXCL16 2008 M.R. Morris BR J Cancer
DAL-1/4.1B 2006 D. Yamada Int J Cancer
DAPK 2003 M.R. Morris Oncogene
DAPK1 2006 F. Christoph Clin Cancer Res
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DKK3 2006 S. Urakami Clin Cancer Res
DLC1 2007 Q. Zhang Cancer Lett
EGR4 2011 M.R. Morris Oncogene
EMX2 2010 M.R. Morris Oncogene
FBN2 2011 M.R. Morris Oncogene
GREM1 (iii) 2010 v. Vlodrop AJP
GSTP1 2004 E. Dulaimi Clin Cancer Res
GSTP1 2007 V.L. Costa BMC Cancer
HMX1 2011 M.R. Morris Oncogene
HOXB13 2006 H. Okuda Oncogene
IGFBP1 2006 I. de Caceres Cancer Res
IGFBP1 2008 M.R. Morris BR J Cancer
IGFBP3 2008 M.R. Morris BR J Cancer
IGFBP3 2006 I. de Caceres Cancer Res
KLF4 2010 M.R. Morris Oncogene
KLHL35 2011 M.R. Morris Oncogene
KRT19 2008 M.R. Morris BR J Cancer
LRRC2 2011 M.R. Morris Oncogene
LSAMP 2003 J. Chen Cancer Cell
MT1G 2003 M.R. Morris Oncogene
MT1G 2008 M.R. Morris BR J Cancer
NOG 2010 M.R. Morris Oncogene
NORE1A 2003 M.R. Morris Oncogene
P2RX5 2011 M.R. Morris Oncogene
p16 2009 Onay H. Urol Int.
PCDH8 2011 M.R. Morris Oncogene
PDLIM4 2010 M.R. Morris Oncogene
PLAU 2006 I. de Caceres Cancer Res
PLAU 2008 M.R. Morris BR J Cancer
PROM1 2011 M.R. Morris Oncogene
PTGIS 2010 M.R. Morris Oncogene
PTPLAD2  2011 M.R. Morris Oncogene
QPCT 2011 M.R. Morris Oncogene
RASSF1A 2001 K. Dreijerink Proc Natl Acad Sci USA
RASSF1A 2003 C. Battagli Cancer Res
RASSF1A 2004 E. Dulaimi Clin Cancer Res
RASSF1A 2004 M.O. Hoque Cancer Res
RASSF1A 2007 I. Peters Mol Cancer
RASSF1A 2007 Y. Hori J Pathol
RASSF1A 2003 M.R. Morris Oncogene
RASSF1A 2009 Onay H. Urol Int.
RASSF1A 2003 J. Chen Cancer Cell
RPRM 2010 M.R. Morris Oncogene
SCUBE3 2011 M.R. Morris Oncogene
SFRP1 2006 S. Urakami Clin Cancer Res
SFRP1 2009 Onay H. Urol Int.
SFRP1 2010 M.R. Morris Oncogene
SFRP2 2006 S. Urakami Clin Cancer Res
SFRP4 2006 S. Urakami Clin Cancer Res
SFRP5 2006 S. Urakami Clin Cancer Res
SPINT 2 2008 M.R. Morris BR J Cancer
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In einer weiteren Tabelle (Tab. 2) sind die Gene aus Tabelle 1 aufgeführt, bei

denen neben der Methylierungsanalyse auch klinisch-pathologische Parameter

und Survival-Daten veröffentlicht sind. In Zukunft könnten weitere methylie-

rungsabhängige Gene, die in der Pathogenese des Nierenzellkarzinoms

involviert sind, identifiziert werden. 

8

Tabelle 1: Zusammenfassung von an RCC erhobener Methylierungsdaten.

TF 2011 M.R. Morris Oncogene
TIMP3 2003 C. Battagli Cancer Res
TIMP3 2004 E. Dulaimi Clin Cancer Res
TIMP3 2004 M.O. Hoque Cancer Res
TIMP3 2007 V.L. Costa BMC Cancer
TLL1 2010 M.R. Morris Oncogene
VHL 1994 J.G. Herman Proc Natl Acad Sci USA
VHL 2003 C. Battagli Cancer Res
VHL 2006 R.E. Banks Cancer Res
VHL 2007 Y. Hori J Pathol
WIF1 2006 S. Urakami Clin Cancer Res
XAF1 2006 M.G. Lee Oncogene
XAF1 2007 C. Kempkensteffen Cancer Lett
ZSCAN18 2011 M.R. Morris Oncogene
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Tabelle 2: publizierte, relevante Gene mit Methylierungsanalyse, klinisch-pathologische Parameter und
Survival-Daten



 1.3 Cadherine

 1.3  Cadherine

Cadherine sind transmembrane Calciumabhängige Glykoproteine, die eine

entscheidende Rolle in der Zell-Zell-Adhäsion und -Interaktion einnehmen

(reviewed in Takeichi, 1995). Zell-Adhäsionsmoleküle haben vielfältige

Aufgaben, wie beispielsweise die Regulation der Assoziation mit Nachbarzellen.

Hierbei haben sie auch Einfluss auf die exakte Bindungsstelle der zu bindenden

Zellen. Cadherine sind weiterhin dazu befähigt, eine bereits eingegangene

Adhäsion wieder zu lösen und neue Zell-Interaktionen zu steuern (reviewed in

Nollet et al., 2000). Sie regulieren ebenso zytoskeletale Interaktionen und

posttranslationale Modifikation wie Glykosylierung, Phoshorilierung und

Proteolyse (reviewed in Alattia et al., 1999). 

Bis heute sind über 100 Cadherin- und Protocadherin-Typen in differenten

Spezies charakterisiert, deren Expression gleichen evolutionären Vorgaben

entspricht. Jeder Gewebe- und Zellart ist ein spezifisches Cadherin-Muster

eigen (ebenda). Die Superfamilie der Cadherine wird in sechs Subfamilien

untergliedert. Dazu gehören a) die klassischen oder Typ-1-Cadherine, zu deren

Vertreter E-, N- und P-Cadherin zählen b) die atypischen oder Typ-2-Cadherine,

mit VE-, K- und H-Cadherin c) Desmocolline d) Desmogleine e) Protocadherine

und f) Flamingo Cadherine (Abb. 1). In dieser Arbeit liegt das Hauptaugenmerk

auf dem humanen CDH3 (P-Cadherin).
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Generell lassen die Cadherine eine konservierte Struktur erkennen. Die

Zuordnung zu den einzelnen Cadherin-Subfamilien wird unter anderem anhand

der repeats der extrazellulären Domäne vorgenommen. Diese weisen je

Subfamilie signifikante Unterschiede in Anzahl sowie Aminosäuresequenzen auf

(Alattia et al., 1999). 

Die klassischen/Typ-1-Cadherine, vor allem E-Cadherin, sind die am längsten

untersuchten. In Abbildung 2 sind die Struktur und die Funktion von Typ-1-

Cadherinen dargestellt. Es zeigt sich, dass ihre extrazelluläre Domäne aus fünf

repeats (EC1-EC5) mit jeweils 110 Aminosäuren besteht, die durch drei

Calciumionen gebunden werden (Alattia et al., 1999). Calcium ist ein, wenn

nicht gar der, entscheidende Faktor für die Adhäsionsfunktion der

transmembranen Glykoproteine (ebenda). 

11

Abbildung 1: Darstellung der phylogenetischen Einteilung der Cadherin-Superfamilie auf Basis der EC1-
Region; modifiziert nach Nollet et al. 2000



 1.3 Cadherine

Über die EC1-Domäne, die sich am N-Terminus des Moleküls befindet, bilden

zwei in derselben Membran nebeneinander liegende Cadherine ein Dimer.

Dieser trägt erheblich zur Stabilität der Zelle selbst und der Zell-Zell-Kontakte

bei. Um eine geeignete Zell-Zell-Adhäsion zu bewirken, interagiert im

Interzellularraum nun dieses Dimer mit einem Dimer einer benachbarten Zelle

zu einem so genannten Adhäsionsdimer (reviewed in Takeichi, 1995). So

entsteht eine Art Reißverschlussstruktur. 

Seit 1990 (Blaschuk et al.) besteht wissenschaftlicher Konsens darüber, dass

die EC1-Region hauptsächlich dafür verantwortlich ist, dass die Interaktion

zweier homotypisch gleicher Cadherin-Dimere benachbarter Zellen stattfindet.

Im Falle der Typ-1-Cadherine ist die Aminosäureabfolge His-Ala-Val in der EC1-

Region diesbezüglich entscheidend (ebenda).
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Abbildung 2: Schematische Übersicht des klassischen/Typ-1- Cadherin/Catenin/zytoskeletalen Komplexes an
der Adherens junction der epithelialen Zelle; modifiziert nach Nollet et al. (2000) und Alattia et al. (1999)



 1.3 Cadherine

Durch genauere phylogenetische Untersuchungen hat sich herausgestellt, dass

sich die Typ-1-Cadherine anhand der EC1-Region nochmals unterteilen lassen.

P-Cadherin weist eine EC1-Übereinstimmung von 77-78% mit E-Cadherin auf,

wohingegen dies bei N- und R-Cadherin lediglich in 68-71% der Fall ist

(reviewed in Nollet et al., 2000). Zudem werden letztere vornehmlich in

neuronalem Gewebe exprimiert, weswegen die Unterteilung in nicht-neuronale

(E- und P-Cadherin) und neuronale (N- und R-) Cadherine ebenso gebräuchlich

ist.

Die intrazelluläre Domäne der Cadherine ist an Aktinfilamente via alpha-, beta-

und gamma-Catenin verlinkt. Diese Verlinkung ist essentiell für die Adhäsions-

funktion der Cadherine (reviewed in Barth et al., 1997). Es ist bekannt, dass

Cadherine nicht nur Zell-Interaktionen steuern, sondern auch im erheblichen

Maße dazu beitragen, dass Proliferation, Apoptose oder Zelldifferenzierung

stattfindet (ebenda). Fehlregulationen führen daher häufig zu kanzerogenen

Ereignissen (ebenda, Takeichi, 1995, Shimazui et al., 1996).

 1.3.1  E-Cadherin

E-Cadherin (CDH1) ist eines der am längsten erforschten Cadherine.

Zusammen mit P-Cadherin (s.u.) gehört es zu den einzigen nicht-neuronalen

und zudem klassischen Cadherinen im Homo sapiens. Es wird vorwiegend in

Zellen epithelialen Ursprungs exprimiert. Erste Tumorstudien haben ergeben,

dass CDH1 als Tumor-Suppressor fungiert, und sowohl bei Mutationen in

invasiv lobulärem Mammakarzinom als auch in diffusem Magenkarzinom eine

entscheidende Rolle spielt (reviewed in Nollet et al., 2000). Darüber hinaus

wurde an Zellen von Ösophagus-, Colon-, Leber-, Lungen-, Schilddrüsen-,

Prostata- und Harnblasenkarzinomen Hypermethylierung der CpG-Stellen im

CDH1-Promoter und gleichzeitig Herunterregulierung der CDH1-Expression
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 1.3.1 E-Cadherin

gezeigt (Nojima et al., 2001, Katagiri et al., 1995, reviewed in Okegawa et al.,

2002). Zudem wurde die Hypothese bestätigt, dass die Expression von CDH1 in

den erwähnten Geweben mit Tumorgrad und -stadium sowie dessen Verlust mit

dem Metastasierungspotential korreliert (ebenda). 

Im Zusammenhang mit der Entstehung des Nierenzellkarzinoms ist die

Studienlage bezüglich der Rolle des CDH1 nicht eindeutig geklärt und damit

gleichfalls divergent. In 20% von 106 Nierenzellkarzinomen haben Katagiri et al.

(1995) auf Expressionsebene eine positive Korrelation von herunterregulierter

bzw. fehlender CDH1-Expression und steigendem Tumorgrad beobachtet. Des

Weiteren spreche eine erhaltene CDH1-Expression für ein besseres Survival.

Sie gehen davon aus, dass der häufigste Entstehungsort für das Nierenzell-

karzinom der proximale Tubulus ist, es aber auch aus anderen Teilen des

Nierentubulus und des Sammelrohrs hervorgehen kann.

Bei weiteren Untersuchungen an 34 gepaarten (peritumoralen versus

tumorösen) primären klarzelligen Adenokarzinomen ist Gleiches über die

Proteinexpression von CDH1 beschrieben (Nojima et al., 2001). Hier wurde

zudem die Methylierung von CDH1 untersucht, mit dem Ergebnis der

vollständigen Methylierung in hochgradigen RCC und der partiellen

Methylierung in niedrggradigen RCC. 

Shimazui et al. (1996) beziehen sich auf die Studie von Katagiri (1995) und

bemerken, dass CDH1 in normalen Nierengeweben ausschließlich in der

Bowman-Kapsel und in allen tubulären Strukturen, mit Ausnahme des

proximalen Konvuluts, exprimiert wird. CDH1 könne daher per se keine

Bedeutung in der Tumorgenese des Nierenzellkarzinoms aufweisen, da diese

dem proximalen Tubulus zugeschrieben wird. Untermauert wird diese Aussage

mit der unregelmäßigen bis hin zur fehlenden CDH1-Expression, die Katagiri et

al. nachgewiesen hätten. Aus den Daten von Katagiri et al. folgern Shimazui et

al., dass eine Verbindung von abfallender CDH1-Expression und steigendem

Tumorgrad des Nierenzellkarzinoms nicht gegeben ist.
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 1.3.1 E-Cadherin

2007 haben Costa et al. die vier beschriebenen Tumorentitäten des Nierenzell-

karzinoms separat untersucht. In 82,7% der 52 ccRCC und 69,2% der 13

papRCC wurde eine signifikante Hypermethylierung in der Promoterregion von

CDH1 gefunden. Gleichzeitig wurde eine negative Korrelation von CDH1-

Expression und Tumorgrad beobachtet. Allerdings wurden die Ergebnisse

dieser Studie als eingeschränkt beurteilbar deklariert, da das morphologisch

normale Nierengewebe per se eine hohe Methylierungsrate aufzeigte und

dadurch zum neoplastischen Nierengewebe keinen statistisch signifikanten

Unterschied aufwies.

 1.3.2  P-Cadherin

P-Cadherin (CDH3) gehört wie CDH1 zu der Subfamilie der klassischen/Typ-1-

Cadherine und ist ebenfalls ein nicht-neuronales Cadherin. Auf der Internetseite

des UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/) können beide

Cadherine in direkter Nachbarschaft auf dem Chromosom 16q22.1 (Abb. 3)

lokalisiert werden.
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 1.3.2 P-Cadherin

Erstmalig wurde CDH3 in Plazenta und Uterus der Maus identifiziert (reviewed

in Nollet et al., 2000). Weitere Mausstudien haben eine permanente Expression

von CDH3 in Epidermis, Mesothel und Korneaendothel ergeben. Die

physiologische Expression von humanem CDH3 wurde später vorwiegend in

epithelialen Strukturen, genauer in der Basalzellschicht von Epidermis,

Ösophagus, myoepithelialen Zellen der Mamma, Bronchien, Harnblase und

Prostata, nach-gewiesen, wo es die Zellproliferation und Zellarchitektur reguliert

(Riener et al., 2010, reviewed in Bryan et al., 2010, reviewed in Okegawa et al.,

2002). Eine vermehrte CDH3-Expression ist für das Zervix-, Ovarial-, ductale

Mamma- und oral squamöse Zellkarzinom beschrieben. Jüngst konnte eine

CDH3-Expression in dysplastischem Gewebe von extrahepatischen

Gallengängen festgestellt werden, welche im Gesunden kein CDH3 exprimieren
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Abbildung 3: genaue Lokalisation von CDH3 und CDH1 auf Chromosom 16q22.1. Die untersuchte CGI befindet
sich zwischen der 68678686 und der 68680149 Stelle in dem Chromosom. Die hier interessierende CpG-Region
ist hervorgehoben und sowohl mit den COBRA-Primern (hellgrün) als auch dem Sequenzierungsprimer (rosa)
versehen. Die Spalstellen für die Restriktionsenzyme HpYCH4IV und TaqαI als auch die acht CpG-Dinukleotide,
die in der Pyrosequenzierung untersucht werden, sind hier aufgeführt.



 1.3.2 P-Cadherin

(Riener et al., 2010). Bei Knockoutmäusen wurde zudem Mammahyperplasie

beobachtet (reviewed in Bryan et al., 2010).

Die aktuelle Studienlage hinsichtlich der Hypermethylierung sowie der

Expression von CDH3 im Zusammenhang mit urologisch-onkologischen

Ereignissen ist bisher rudimentär. Es gibt Studien zum Thema Prostata-

karzinom, in denen eine physiologische Expression von CDH3 in der Prostata

und eine Herunterregulierung bis Fehlen bei neoplastischen Ereignissen

festgestellt wurde (Okegawa et al., 2002, Jarrard et al., 1997).

Ebenso wurde in mehreren Arbeiten eine physiologische Expression von CDH3

in Harnblasengewebe beschrieben, während für dortige Karzinome divergente

Studienergebnisse publiziert sind. Einerseits wird berichtet, dass muskel-

invasive Harnblasenkarzinome reduzierte CDH3-Level zeigen (Thykjaer et al.,

2001), und andererseits ist beschrieben, dass die CDH3-Expression signifikant

erhöht ist, je fortgeschrittener und höhergradiger der Tumor ist. Gleichzeitig

wurde in diesen eine reduzierte CDH1- und beta-Catenin-Expression

beobachtet (reviewed in Bryan et al., 2005 und 2008). In einer weiteren Studie

wurde gezeigt, dass das Harnblasengewebe mit zunehmendem Tumorgrad und

-stadium des CDH3 in der Membran verlustig wird. Allerdings kommt es in

invas iven Tumoren und tumorbenachbar tem Gewebe zu e iner

zytoplasmatischen (Re)-Expression und Lokalisation von CDH3; in Korrelation

mit einem schlechteren Survival (Mandeville et al., 2008). 

Untersuchungen bezüglich einer CDH3-Expression bei renalen Zellkarzinomen

zeigen, dass keine oder nur eine sehr geringe Anzahl der untersuchten Tumore

CDH3 exprimieren (Shimazui et al., 1996). Methylierungsanalysen von CDH3 in

RCC sind bisher nicht bekannt.

In einer von Dr. Serth (Arbeitsgruppenleiter) durchgeführten genomweiten,

internetbasierten Datenbankrecherche zur Identifizierung von Genen, die in

RCC Expressionsverluste aufweisen und für die gleichzeitig die Präsenz von

CGI beschrieben wurde, wurde CDH3 als Kandidatengen identifiziert.
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 1.4  Zielsetzung

Bisher wurde dargestellt, dass das RCC eine besondere Entität von Tumoren

darstellt, die sich klinisch oft erst in fortgeschrittenen Stadien der Metasta-

sierung manifestieren und mit einer hohen Sterblichkeitsrate assoziiert sind. Die

diagnostischen und prognostischen Möglichkeiten sind nach wie vor

beschränkt. Im Sinne der Optimierung der Therapie und der Langzeitprognose

werden molekulare Prognostikatoren zur Einschätzung der individuellen

Prognose als notwendig angesehen. Auch besteht großes Interesse an der

Identifizierung eines validen Tumormarkers, der für die Verlaufskontrolle

eingesetzt werden könnte. Die bislang postulierten biomolekularen Marker sind

dafür weniger geeignet (Zantl et al., 2008). 

Ebenso unzureichend verstanden, sind die Mechanismen der Entstehung und

Entwicklung des RCC. Da bislang vergleichsweise wenig Genmutationen

identifiziert wurden, die in der Mehrzahl der RCC nachweisbar sind, besteht die

Möglichkeit, dass zusätzlich epigenetische Veränderungen an der Tumorent-

wicklung bzw. Progression beteiligt sind. Vor diesem Hintergrund versucht man

derzeit epigenetische Targets zu finden und deren Auswirkung auf das RCC zu

erforschen. Wie oben beschrieben ist CDH3 in einem insiliko-Ansatz als

mögliches Kandidatengen diesbezüglich identifiziert worden. Vor dem

Hintergrund der tumorbiologischen Bedeutung der Cadherine (s.o.) soll in

dieser Arbeit folgenden zentralen Fragen nachgegangen werden:

1. Liegt eine statistisch signifikante (Signifikanzniveau p<0.05) Erhöhung

der mittleren relativen Methylierung (Hypermethylierung) im Vergleich

von Tumoren und makroskopisch normalen tumorbenachbarten

Gewebearealen in der CDH3-CGI für das Nierenzellkarzinom vor?

2. Gibt es eine Korrelation von Zunahme des Methylierungsstatus und der

Malignität?
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3. Lässt sich aus den gewonnen Ergebnissen eine prognostische

Wertung/Einschätzung erzielen?

4. Gibt es Hinweise auf die Expression von CDH3 im Nierenzellkarzinom?

Ziel dieser Studie ist es, mit der Analyse des Methylierungsstatus in Verbindung

mit klinisch-pathologischen Daten, die mögliche epigenetische CDH3-

Veränderung in der Entstehung und Entwicklung des Nierenzellkarzinom

einschätzen zu können.

Die Vorgehensweise sei hier kurz erläutert: Die Analyse mit COBRA soll

zunächst den generellen Nachweis von Methylierung in definierten Zelllinien

und anschließend im Patientenmaterial erbringen. Die daran anschließende

Untersuchung mittels der Pyrosequenzierung an exakt demselben Material gilt

einer unabhängigen Verifizierung der COBRA-Resultate als auch der

quantitativen Analyse des Materials und ihrem statistischen Abgleich der

klinisch-pathologischen Daten des Survivals.

19



 2 Material und Methoden

 2  Material und Methoden

 2.1  Materialien

 2.1.1  Enzyme, Chemikalien, Reagenzien

NaOH: Roth

Hydrochinon: Merck

Mineral Oil: Sigma

MgCl2: Roth, Merck

NaHS2O5:  Merck

Na-Acetat: Roth/Merck/Sigma

HPLC-Wasser: Baker

Abs.Ethanol fluoreszenzfrei: Uvasol

PEG1500 (Polyethylenglycol): Merck

Tris-HCL (Trizma®-base): Sigma

Borsäure: Merck

EDTA: Merck

Glycogen: Sigma

Agarosegel:

Agarose: Roth/Invitrogen/Biozym

Gel red nucleic acid stain: Biotium 
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 2.1.1 Enzyme, Chemikalien, Reagenzien

PCR:

Oligonukleotid-Primer: Eurofins MWG operon

Primer-Sequenzen:

HotStartTaq Polymerase 5U/µl: Qiagen

Q-Solution 5x: Qiagen

PCR-Buffer 10x: Qiagen

MgCL2 25mM: Qiagen

Exonucleasen:

TaqαI 20 U/µl: New England BioLabs

NEBuffer 4 10x: New England BioLabs

BSA 100x: New England BioLabs

HpyCH4IV 10 U/µl: New England BioLabs

NEBuffer 1 10x: New England BioLabs
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  CBR055F 5`- GGATTTTGAGGTGTGGGGAGTG –3`

  CBR055F2 5`- GAGGTGTGGGGAGTGTAGGG -3`

  CBR055F3 5`- GGGGTTGAGTTTTTTGGGGTTAAG -3`

  CBR055R 5`- CCTCCCCCCTCCAAAATCACTTCA -3`

  PS055RUniv 5`- GGGACACCGCTGATCGTTTACCTCCCCCCTCCAAAATCACTTCA -3`

  PS055S1 5`- GGATTTAGTTTTTTTTATTTTTTGT -3`

  Bio-Uni02_2008 5`- GGGACACCGCTGATCGTTTA -3`



 2.1.1 Enzyme, Chemikalien, Reagenzien

Pyrosequenzierung:

PyroMarkTM Gold Q96 SQA Reagents (1x96): Qiagen

- PyroMarkTM dGTP, dTTP, dCTP, dATPalphaS

- PyroMarkTM Enzyme Mixture 620 µl

- PyroMarkTM Substrate Mixture 620 µl

- PyroMarkTM Binding Buffer

Streptavidin SepharoseTM Beads: GE Healthcare

Denaturation Solution: Qiagen

Washing Buffer:  Qiagen

Annealing Buffer:  Qiagen

Sequence to Analyse: Qiagen

- TTTYGGGYGTAGGTTTGTTGGTTGTAGTGY

GYGGTTTTYGAGTYGTGTYGGGYGGTTTTTA

GGGAGGTTGAAGTGATT

Immunhistochemie:

Primärantikörper:

- Purified Mouse Anti-P-Cadherin #610227 BD Biosciences

Verdünnung: 1:100 + Tyramidverstärkung  bei ABC DAB

Sekundärantikörper: 

- Biotinilated anti-mouse IgG made in horse #BA 2000,Vector Laboratories 

Verdünnung: 1:200

- Vectastain(R) Elite(R) ABC Kit Vector Laboratories

- DAB Substrat Kit für Peroxidase Vector Laboratories
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 2.1.2  Lösungen und Puffer

dNTP-Mix (2µM): dATP 100mM/100µl

dTTP  100mM/100µl

dCTP 100mM/100µl

dGTP 100mM/100µl, 

Fermentas

TBE-Puffer (pH 8,0, Stammlösung 10x): 108g Tris 

54g Borsäure

7,4g EDTA ad 1l bidest

TBE-Puffer pH 8,0 1x aus Stammlösung: 100ml TBE 10x ad 900ml H2O

TE-Puffer (Stammlösung 10x): 12,11g Tris

3,72g EDTA ad 1l bidest

Ladepuffer: Formamid 100%

Xylencyanol 0,25%

Bromphenolblau 0,25%

Bisulfit-Reagenz: 2,5 M NaHS2O5 (=5M Na-

Bisulfit)

125 mM Hydrochinon

0,4 M NaOH (pH 5)

MgCl2-Lösung 1M: 10,17 g MgCl2 x 6 H2O

50ml H2O
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 2.1.3 DNA-Leiter

 2.1.3  DNA-Leiter

· Gene RulerTM 50 bp DNA Ladder 0,5µg/µl, 50µg, Fermentas

 2.1.4  Geräte

· Thermocycler: Primus 96 Plus, MWG-Biotech AG

Primus 25 advanced, Peqlab Biotechnologie 

GmbH

Sensoquest LabCycler, Sensoquest

· Pyrosequenzierer: PyroMarkTM Q24 mit Vacuum Prep Workstation, 

Qiagen

· Gel Dokumentation: Gel Imager, INTAS

· Heizblock: DRI-BLOCK DB 2A, Techne 

Weitere verwendete Geräte wie Votexer, Pipetten, Elektrophoresezubehör und

Zentrifugen entsprechen den gängigen Laborstandards.

 2.1.5  Software

Bildbearbeitung: Image J

Pyrosequenzierung: PyroMarkTM Q24 1.0.10, Qiagen
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 2.1.6  Patientenmaterial - Untersuchte DNA-Proben

Die für die molekularbiologischen Untersuchungen eingesetzten Tumorgewebe-

proben (TU) und die makroskopisch normalen tumorbenachbarten Gewebe-

areale (TbA) entstammen einem Kooperationsprojekt der Urologischen

Abteilung der Medizinischen Hochschule Hannover und der Eberhard Karls

Universität Tübingen. Die Proben wurden bei Nierenoperationen, die zwischen

2001 und 2005 verliefen, von Mitarbeitern der Eberhard Karls Universität

Tübingen gewonnen, asserviert und schockgefroren bei -80°C gelagert. Ein

Ethikvotum und Patienteneinverständniserklärungen lagen vor. Es erfolgte eine

unabhängige histopathologische Begutachtung der zu allen Gewebeproben

vorliegenden Kontrollschnitte durch zwei Pathologen. Das Tumorstadium wurde

entsprechend der TNM-Klassifikation der UICC von 2002 eingeteilt. Das

Grading erfolgte auf der Basis des Fuhrman-Grading-System. 

Lokalisierte RCC wurden definiert als pT≤2, N0, M0 und G1-2 und

fortgeschrittene Tumoren als pT≥3 und/oder N+/M+ und G2-3. Für die "gepaarte

Gewebeproben"-Analyse wurde Tumorgewebe mit einer benignen Gewebe-

probe des gleichen Resektats (Entnahmeabstand 0,5 bis 2cm zum

Primärtumor) verglichen. Die klinischen und histopathologischen Eigenschaften

des untersuchten Kollektivs sind in Tabelle 3 dargestellt.

Die Dauer des Follow-up wurde als der Zeitraum zwischen der Operation und

dem Nachweis des Todes des Patienten, eines Rezidivs, einer Metastase, einer

Tumorprogression oder die letzte Follow-up-Untersuchung definiert. Die

Erfassung des Follow-up endete im April 2010. Bis zu diesem Zeitpunkt wurde

eine Erneuerung der Daten regelmäßig wenigstens alle sechs Monate

durchgeführt. 

Die TU und die TbA für die immunhistochemische Untersuchung entstammen

Nierenoperationen die 1998 von Mitarbeitern der Medizinischen Hochschule

Hannover gewonnen, asserviert und schockgefroren bei -80°C gelagert wurden.
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Die Auswertung erfolgte äquivalent zu den Auswertungen des obigen

Kooperationsprojektes. Ein Ethikvotum liegt ebenso vor.

 2.1.7  Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien wurden von der Firma Lonza und der Firma CLS
Heidelberg bezogen (Tab. 4 und 5). Die Positivkontrolle QM ist eine in vitro

komplett methylierte, bisulfitkonvertierte, humane Kontroll-DNA der Firma
Qiagen.
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Tabelle 4: untersuchte Primärzellen (Firma Lonza)

Tabelle 3: klinische und histopathologische Eigenschaften des untersuchten Patientenmaterials

Primärzellen Herkunft Subtyp

 RPTEC  Niere  Proximaler Tubulus

 PrEC  Prostata  Epithel

Alle RCC* ccRCC papRCC
Fälle N 101 74 21

TNM-Klassifikation I 56 39 15
II 7 5 2
III 36 30 3
IV 1 0 1
Tx 1 0 0
N0 91 68 17
N1 10 6 4
M0 80 56 18
M1 21 18 3

Gepaarte Gewebeproben** N 65 50 10

Differenzierungsgrad G1 19 16 2
G2 67 45 17
G3 15 13 2

Geschlecht Männlich 64 43 17
Weiblich 37 31 4

Status*** lokalisierter Tumor 58 38 16
fortgeschrittener Tumor 43 36 5

Alter (Jahre) Min 35 35 36
Mittelwert 63,4 62,1 65
Max 91 90 91

Follow-up-Fälle N 59 42 n.a.
mittleres Alter (Jahre) 64,6 n.a. n.a.
Männlich 36 n.a. n.a.
Weiblich 23 n.a. n.a.

* Einschließlich gemischte und unklassifizierte RCC-Histopathologien
** Tumor (TU); Tumorbenachbartes normales Gewebeareal (TbA)

 fortgeschrittene Tumoren als pT≥3 und/oder N+/M+ und G2-3 und/oder N+/M+ und G2-3
n.a.: keine Angaben (data not available)

***Lokalisiert wurde definiert als pT≤2, N0,M0 und G1-2; 
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Tabelle 5: untersuchte Tumorzellen (Firma CLS Heidelberg)



 2.2 Methoden

 2.2  Methoden

Für die Erfassung des Methylierungsstatus des CDH3 in Nierengeweben waren

mehrere Teilschritte erforderlich: zuerst wurde die DNA-Extraktion aus den

Zelllinien sowie der Patientenproben vorgenommen und anschließend einer

Bisulfit-Behandlung unterzogen, wodurch sich die extrahierte DNA in der

weiterführenden Methylierungsanalyse verwenden ließ. An die Bisulfit-

Behandlung schloss sich eine PCR-gestützte Amplifikation eines Abschnittes

einer CGI (UCSC Genome Browser CpG112) im CDH3 an. Das Produkt dieser

ersten PCR wurde dann in zwei voneinander unabhängigen Methoden weiter

verwendet:

•  in der Combined Bisulfite Restriction Analysis (COBRA) und 

• der Pyrosequenzierung, für die weitere PCR-Schritte notwendig waren.

Einen Überblick darüber bietet Abbildung 4.
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Abbildung 4: Übersicht der Vorgehensweise bei der Verarbeitung der Proben



 2.2.1 DNA-Extraktion aus humanen Nierenzellkarzinomen 

 2.2.1  DNA-Extraktion aus humanen Nierenzellkarzinomen 

Die DNA-Extraktion aus humanen RCC wurde freundlicherweise von der

medizinisch-technischen Assistentin Frau Christel Reese vorgenommen. Die

Proben wurden der Gesamt-DNA-Extraktion mittels Proteinkinase K und der

Standard-Phenol/Chloroform-Extraktionsmethode zugeführt. Die Aliquots

wurden bei -20°C aufbewahrt und bei Bedarf aufgetaut. 1µl der extrahierten

DNA war Ausgangsprodukt der Bisulfit-Konversion.

 2.2.2  Bisulfit-Konversion

Es ist bekannt, dass 5-Methylcytosin in CpG-reichen Regionen der recognition

site mit der DNA-Bindung von Transkriptionsfaktoren interferieren und zu einer

Beeinträchtigung der Transkription der DNA führen kann. Es resultiert eine

reduzierte oder inaktivierte Genexpression, das sog. genesilencing (reviewed in

Baylin, 2005). Eine bekannte Methode 5-Methylcytosin nachzuweisen, beruht

auf dem Nachweis von Bisulfit (Warnecke et al., 2002). Durch die Bisulfit-

Behandlung der genomischen DNA wird Cytosin hydrolytisch zu Uracil

desaminiert. 5-Methylcytosin hingegen geht aufgrund der Methylierung

unverändert aus dieser Reaktion hervor. In der darauffolgenden PCR wird jedes

Uracil und jedes Thymidin als Thymidin und jedes 5-Methylcytosin als Cytosin

amplifiziert (Abb. 5).
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 2.2.2 Bisulfit-Konversion

Bisulfit-Konversions-Protokoll

 

1. DNA-Denaturierung: 2µg isolierte DNA wurden in 30µl 0,2M NaOH

aufgenommen und für 30 Minuten bei 42°C inkubiert. 

2. Bisulfit-Konversion: 400µl Bisulfitreagenz bestehend aus 4,75g

Natriumdisulfit (-20°C), 7ml H2O, 0,137g Hydrochinon wurden mit H2O

auf 8ml aufgefüllt, anschließend 400µl 10M NaOH dazugegeben und mit

H2O auf 10ml aufgefüllt. Vor Gebrauch erfolgte die Erwärmung auf 37°C

und die Überschichtung mit 150µl Mineralöl bei anschließender o/n-

Inkubation bei 50°C. 

3. DNA-Fällung: Das Mineralöl wurde abgenommen und ein Mastermix aus

800µl H2O, 4µl Glycogen (20mg/ml) und 20µl MgCl2 (1M) angesetzt.

Davon wurden 824µl auf die DNA-Probe pipettiert. Dieser Ansatz wurde
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Abbildung 5: Bisulfit-Reaktion; Die Bisulfit-Behandlung katalysiert die Desaminierung von Cytosin zu Uracil;
5-Methylcytosin bleibt unverändert. In der PCR wird Uracil als Thymidin und 5-Methylcytosin als Cytosin
amplifiziert. modifiziert nach Tschentscher und Wagener 2006.



 2.2.2 Bisulfit-Konversion

dann mit 800µl PEG 1500 (50%, w/w) versetzt und invertiert bis die

Probe homogen war. Nachfolgend wurde die Probe für 60 Minuten bei

0°C inkubiert. Die Zentrifugation für 20 Min. bei 13000 U und 4°C

durchgeführt, um die Sedimentation der DNA zu sichern. Darauffolgend

wurde der Überstand verworfen, mit 250 µl 70% Ethanol die DNA

gewaschen und erneut 5 Min bei 13000 U und 4°C zentrifugiert. Nach

der Waschung wurde der Überstand erneut verworfen und die DNA-

Pellets luft- oder bei ca. 50°C 5 Min trocknen gelassen. Nachfolgend

wurden 100µl 0,3M NaOH dazupipettiert, die Pellets vorsichtig heraus-

suspendiert und 15 Min inkubiert. Anschließend wurde ein Mastermix aus

10µl 3M NaAcetat (pH 4,8) und 250µl 100% Ethanol der Probe

beigemengt und bei 20°C über Nacht gelagert. Der letzte Schritt begann

mit der Zentrifugation der Probe für 10 Min 13000 U und 4°C, der Zugabe

von 250µl 70% Ethanol und endet mit der erneuten Zentrifugation für 5

Min. Zuletzt wurde das Pellet in 20µl 1xTE aufgenommen. 

 2.2.3  Polymerasekettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist ein in vitro

Verfahren, welches der Amplifikation von Nukleinsäuretemplates von einer

Größe bis zu 40 kbp dient. Voraussetzung ist das Vorhandensein eines DNA-

Doppelstranges, dessen Sequenz bekannt ist, zwei Primern (jeweils

Oligonukleotide definierter Länge, mit circa 20 Basen) die den Startpunkt der

abzulesenden DNA markieren, als auch die temperaturstabile Taq-Polymerase.

Der Verlauf einer PCR ist in drei Schritte gegliedert (Abb. 6). Zunächst erfolgt

die Denaturierung des DNA-Doppelstranges bei 95°C. Nachfolgender Schritt ist

das Annealing, in dem sich die Primer spezifisch bei 45-65°C an die DNA

anlagern (annealen), wodurch sich Hybridmoleküle zwischen jeweils einem

Strang der zu amplifizierenden DNA und dem zu diesem Strang komple-
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 2.2.3 Polymerasekettenreaktion

mentären Primer ausbilden. Es entstehen einzelsträngige Moleküle, die nur im

Bereich des gebunden Primers doppelsträngig sind. Die abschließende

Verlängerung (Elongation) des zu amplifizierenden DNA-Abschnittes beginnt an

diesem kurzen doppelsträngigen Bereich und erfolgt bei einer Temperatur von

72°C in Gegenwart von dNTPs und der Taq-Polymerase mit dem Ergebnis,

einen neuen komplementären DNA-Strang synthetisiert zu haben. Der gesamte

Vorgang wird bis zu 40 mal wiederholt, was zu einer exponentiellen, selektiven

Zunahme (etwa 106 - 107-fach) der Ausgangs-DNA führt (reviewed in Vosberg,

1989).

Die exakte Annealing-Temperatur des Primers hängt von der Länge und

Sequenz des Primers ab (s.u.). Des Weiteren ist die Elongationszeit abhängig

von dem zu amplifizierenden DNA-Anschnitt und durch eine Variation von der

MgCl2-Konzentration sowie anderer PCR-Additive kann die Amplifikation

optimiert werden.

 2.2.4   “Nested-PCR”

Die “nested PCR” ist eine Modifikation der PCR. Garson et al. haben 1990 bei

der Untersuchung des Hepatitis C-Virus diese Methode etabliert. Sie ließen

einer ersten PCR eine zweite folgen, in der das Template aus dem Produkt der

ersten PCR bestand (Abb. 7). Dabei wird die DNA mit zwei „äußeren“ Primern

versehen, die einen längeren komplementären Strang synthetisieren. Somit ist
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Abbildung 6: Übersicht: Ablauf einer PCR

1. Denaturierung des DNA-Doppelstranges in Einzelstränge 95°C

2. Anlagerung der Primer (Annealing)      45-65°C

3. DNA-Synthese (Elongation)     72°C



 2.2.4  “Nested-PCR”

zunächst die DNA-Sequenz amplifiziert, die Fokus des Interesses ist. Bei der

anschließenden zweiten PCR werden nun zwei „innere“ Primer hinzugegeben,

die in dem bereits synthetisierten Strang binden. Resultat dieser Methode ist ein

kleineres, nebenproduktfreieres und, durch die zweite Amplifikation, vielfaches

Amplikon. Durch die zweite PCR ist also ein höheres Maß an Sensitivität

gegeben. Diese „semi-nested-PCR“ ist durch beliebig viele Durchläufe

erweiterbar.

 2.2.5  Primergenerierung

Das Designen der Primer wurde freundlicherweise von dem Arbeitsgruppen-

leiter Dr. J. Serth unter Verwendung der Software PyroMarkTM Assay Design

(Version 2.0.1.15) durchgeführt. Wichtigstes Auswahlkriterium war hierbei, dass

die entsprechenden Primerpaare sowohl für die COBRA als auch für die

Pyrosequenzierung verwendet werden konnten. Es kam dabei vor allem darauf

an, dass in dem entsprechenden Amplifikat des CDH3 ausreichend CG-

Dinukleotide auftreten, die potentiell methyliert sein können, zudem mindestens

eine Spaltstelle für das Restriktionsenzym TaqαI und optional eine zusätzliche

Spaltstelle für das Restriktionsenzym HpyCH4IV vorhanden ist. 

Des Weiteren wurde die Auswahl der Primer dahingehend beeinflusst, dass der
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der "semi-nested-PCR"



 2.2.5 Primergenerierung

Sequenzierungsprimer für die Pyrosequenzierung nach den drei zur Verfügung

stehenden Vorwärtsprimern (CBR055F, CBR055F2 und CBR055F3) der

COBRA in dem Amplikon binden muss (s.u.). Es waren folgende grundlegende

Primereigenschaften vorausgesetzt: 

• eine Annealing-Temperatur zwischen 55°C und 63°C 

• eine Annealing-Temperatur der zusammengehörigen Vorwärts- und

Rückwärtsprimer, die annähernd identisch ist 

• Primerpaare, die möglichst wenig 3’ und 5’ Interaktionen untereinander

aufweisen

Alle Primer wurden von der Firma Eurofins MWG operon bezogen und sind in

nachfolgender Tabelle aufgelistet (Tab. 6).

 2.2.6  Optimierung der PCR-Bedingungen

 2.2.6.1  COBRA

Ausgehend von einer theoretischen Annealing-Temperatur, die durch die

Software PyroMarkTM Q24 1.0.10 berechnet wurde und jedem A und T separat

eine Schmelztemperatur (Tm) von 2°C und jedem G und C eine Tm von 4°C
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Tabelle 6: Übersicht über die zur Verfügung stehenden Primer

Primer Systemprimer Länge Sequenz
  CBR055F   F2  156bp GGATTTTGAGGTGTGGGGAGTG

  CBR055F2   F28  149bp GAGGTGTGGGGAGTGTAGGG

  CBR055F3   F1  201bp GGGGTTGAGTTTTTTGGGGTTAAG

  CBR055R   R1 CCTCCCCCCTCCAAAATCACTTCA

  PS055RUniv

  PS055S1 GGATTTAGTTTTTTTTATTTTTTGT

  Bio-Uni02_2008 GGGACACCGCTGATCGTTTA

GGGACACCGCTGATCGTTTACCTCC
CCCCTCCAAAATCACTTCA



 2.2.6.1 COBRA

zuschreibt, wurde mit Hilfe eines Gradientencyclers die tatsächliche, optimale

Annealing-Temperatur experimentell ermittelt.

Hierfür wurden zwei Mastermixe mit einem Endvolumen von jeweils 20µl

angefertigt. Die jeweiligen Endkonzentrationen der einzelnen Bestandteile

beider Mastermixe pro Probe berechneten sich wie folgt: 0,02 U/µl Qiagen-

Hotstart, 1x PCR buffer, 0,2mM dNTPs, 1mM Mg2+, 0,4 µM Primer F und 0,4µM

Primer R. Dem zweiten Ansatz wurde zusätzlich Q-Solution in einer

Endkonzentration von 1 hinzu pipettiert. Als Template-DNA wurden 10ng von 2-

3 Zelllinien verwendet. Um eine optimale Primer-DNA-Bindung zu erzielen,

wurde ein Temperaturgradient von 56,5°C bis 62°C festgelegt.

Vergleich verschiedener Amplikonoptionen

Für die Primeroptimierung standen drei unterschiedliche Vorwärtsprimer zur

Verfügung (Tab. 6), bei deren Verwendung unterschiedliche Amplikons

resultierten. Von diesen drei Möglichkeiten wurden zwei experimentell

untersucht. Zunächst wurde dabei die Kombination aus CBR055F und

CBR055R mit einer Amplikonlänge von 156 bp bei einer Temperaturspanne von

57 bis 63°C gewählt . Die zweite Kombinat ionsmögl ichkei t aus

CBR055F2/CBR055R wurde zurückgestellt, da die Amplikonlänge dieser

Kombination mit 149 bp nur sieben Basenpaare und damit unverhältnismäßig

kürzer als das Produkt aus CBR055F/CBR055R wäre, was ähnliche Ergebnisse

vermuten ließ.

Die dritte Möglichkeit der Primerkonstellationen bestand aus CBR055F3 und

CBR055R mit einer Länge von 201 bp. Beim Pipettieren wurde darauf geachtet,

dass auf Eis gearbeitet wurde, um Primer-Interaktionen oder auch andere

frühzeitige unspezifische Bindungen zu verhindern. Qiagen HotStartTaq

Polymerase wurde erst unmittelbar vor dem Einsatz in den Thermocycler in den

Ansatz hinzupipettiert. 
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 2.2.6.1 COBRA

PCR-Programm - Temperaturgradient 

Die Amplifikationsreaktion wurde im Thermocycler Sensoquest LabCycler mit

Temperaturgradient mit folgendem Programm durchgeführt (Abb. 8):

Die Optimierung erfolgte mit einer Positiv-Kontrolle eines bereits optimierten

Primerpaares (CBR047F/R).

 2.2.6.2  Pyrosequenzierung

Die in 2.2.6.1 erwähnten allgemeinen Bedingungen für die Optimierung der

Annealing-Temperatur gelten auch für die Pyrosequenzierung. Für jede Probe

muss die am besten geeignete Annealing-Temperatur experimentell ermittelt

werden. Bei der Durchführung der Methode der Pyrosequenzierung kommt das

Verfahren der nested-PCR zu tragen. Um eine optimale Primer-DNA-Bindung in

beiden PCRs zu erzielen, wurden zwei Temperaturgradienten-Programme

etabliert. Die dabei getesteten Temperaturen (57,6°C bis 63,1°C) der ersten

PCR wurden mit jeder Temperaturdifferenz (57,6°C bis 63,1°C) der zweiten

PCR kombiniert. 
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Abbildung 8: PCR-Protokoll für die Optimierung der Primer für die COBRA;
Rampengeschwindigkeit 2°C/Sek

1. Aktivierungstemperatur und Denaturierung 95°C für 15 Min

2. Gradiententemperatur (Annealing) 56,5°C 
57,8°C
58,7°C
60,5°C
62°C 

3. Elongation 72°C für 45 Sek

4. Erneute Denaturierung 95°C für 45 Sek

Wiederholung der Schritte ab Punkt 2 für 45 Zyklen

5. Finale Elongation 72°C für 5 Min

 für 45 Sek 



 2.2.6.2 Pyrosequenzierung

Der Mastermix entsprach dem Mastermix für die COBRA. Auch hier hat sich die

Hinzugabe von Q-Solution bewährt. Als Template-DNA der ersten PCR wurden

10ng von 2-3 Zelllinien verwendet.

Vergleich verschiedener Amplikonoptionen

Für die Pyrosequenzierung standen die selben Primer wie für die COBRA zur

Verfügung (Tab. 6). Da zusätzlich die Primer PS055Runiv und Bio-Uni02_2008

hinzukamen, mussten die Primerpaare für die Pyrosequenzierung unabhängig

von der COBRA optimiert werden. Die der Pyrosequenzierung zu Grunde

liegende Methode der nested-PCR wurde hier mit CBR055F3 und CBR055F

untersucht. Die vielfältigen Varianten der möglichen zu testenden Ansätze sind

in 2.2.9 erläutert.

PCR-Programm - Temperaturgradient 

Die Amplifikationsreaktion wurde im Thermocycler Sensoquest LabCycler mit

Temperaturgradient mit folgendem Programm 2x durchgeführt (Abb. 9):
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Abbildung 9: PCR-Protokoll für die Optimierung der Primer für die Pyrosequenzierung;
Rampengeschwindigkeit 2°C/Sek

1. Aktivierungstemperatur und Denaturierung 95°C für 15 Min

2. Gradiententemperatur (Annealing) 57,6°C 
59,5°C
60,8°C
61,9°C
63,1°C 

3. Elongation 72°C für 45 Sek

4. Erneute Denaturierung 95°C für 45 Sek

Wiederholung der Schritte ab Punkt 2 für 45 Zyklen

5. Finale Elongation 72°C für 5 Min

 für 45 Sek 



 2.2.7 DNA-Nachweis durch Agarose-Gelelektrophorese

 2.2.7  DNA-Nachweis durch Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient dem schnellen Nachweis von PCR-Produkten. Für

den Nachweis wurden 3%ige Agarosegele verwendet, die aus 6g Agarose und

200-250ml 1x TBE bestanden. Das Gemisch wurde in der Mikrowelle erhitzt

und, nach Abkühlen bei Raumtemperatur auf 50-60°C, 150µl Gelred-

Gebrauchslösung hinzugegeben. Das Gel wurde danach in vorbereitete

Gelkammern mit Kämmen gegossen. Nach Erkalten des Gels wurde es in eine

Kammer mit 1x TBE-Laufpuffer gegeben und darauf geachtet, dass das Gel

vollständig mit Laufpuffer bedeckt ist. Nach Anzahl der Proben wurden je 2µl

Bromphenolblau, welches dem Beschweren der DNA dient, auf einen

Parafilmstreifen vorgelegt, 3,5µl isolierte DNA dazugegeben, in der Pipette

gemischt und in die Taschen des Gels gefüllt. Zuletzt wurde 1µl DNA-Leiter in

die letzte Tasche pipettiert. 

Dadurch, dass Nukleinsäuren aufgrund ihres Zucker-Phosphat-Rückgrats

negativ geladen sind, lassen sie sich bei Gleichstrom und einer Spannung von

120V durch Wanderung von der Kathode zur Anode entsprechend ihrer Länge

auftrennen. Dies geschieht umso langsamer, je größer die Fragmente sind.

Abschließend wurde das Gel unter einer UV-Lampe betrachtet. Gelred, das sich

in der DNA eingelagert hat, fluoresziert im ultravioletten Licht. Die sichtbaren

Banden wurden fotografisch dokumentiert.

 2.2.8  COBRA

Die COBRA (Combined Bisulfite Restriction Analysis) ist eine Methode zur

Erfassung der DNA-Methylierung an verschiedenen CGI, die auch semi-

quantitativ ausgewertet werden kann (Peters et al., 2007). Restriktionsenzyme

dienen hierbei der Erkennung methylierungsabhängiger Sequenzunterschiede

bisulfitkonvertierter DNA. In dieser Arbeit wurden die Restriktionsenzyme TaqαI
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 2.2.8 COBRA

mit Schnittstelle 5’...T▼CGA...3’ sowie HpyCH4IV mit Schnittstelle

5’...A▼CGT...3’ zur Spaltung benutzt. Sofern die DNA an CGI methyliert ist,

können TaqαI und HpyCH4IV das PCR-Produkt in kleinere Fragmente

schneiden. Ist dies nicht der Fall, sprich C ist zu T modifiziert worden, kann das

Amplikon nicht gespalten werden, da keine Schnittstelle vorhanden, und liegt in

voller Länge vor. Die Verwendung beider Enzyme dient dem Vergleich der

Ergebnisse. Zur quantitativen Auswertung der Ergebnisse wurde das Programm

"ImageJ" benutzt.

PCR für die COBRA

Zur Durchführung der COBRA wurde ein Reaktionsansatz von 30µl gewählt.

Der Mastermix wurde gemäß Protokoll hergestellt und entsprach den

Konzentrationen wie in 2.2.6.1 aufgeführt. Die Verwendung von Q-Solution hat

sich bewährt. Als Template-DNA dienten die 18 Zelllinien und QM, von denen

jeweils 10ng verwendet wurde, sowie die generierten Patientenmaterialien, von

denen jeweils 20ng verwendet wurden.

Restriktionsprotokoll der COBRA

Die Restriktionsverdaue wurden nach folgenden Protokollen durchgeführt.

- HpyCH4IV: Pro Probe wurden 4,8µl PCR-Produkt mit 7,3µl Mastermix,

bestehend aus: 6µl autoklaviertem H2O, 1,2µl NEB 1 und 0,1µl HpyCH4IV

angesetzt und für 6 bis 11 Stunden bei 37°C inkubiert.

- TaqαI: Pro Probe wurden 4,8µl PCR-Produkt mit 7,42µl Mastermix, bestehend

aus: 6µl autoklaviertem H2O, 1,2µl NEB 4, 0,12µl BSA und 0,1µl TaqαI angesetzt

und für 6 Stunden bei 65°C inkubiert. 

Aus den Reaktionsansätzen wurden anschließend, zusammen mit den
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zugehörigen Leerkontrollen (PCR-Produkte ohne Zugabe von Restriktions-

enzym), 7,5µl entnommen und nebeneinander auf ein 3%iges Agarosegel

aufgetragen.

 2.2.9  Pyrosequenzierung

Die Pyrosequenzierung ist eine real-time Sequenzierungstechnik (DNA-

Sequencing-by-Synthesis), die erstmals von Ronaghi et al. 1998 beschrieben

wurde. Diese Methode basiert auf der Echtzeit-Detektion von unorganischem

Pyrophosphat, welches während der DNA-Poylmerase-Reaktion frei wird. Im

Detail heißt das, dass zu Beginn einem Reaktionsansatz, dem ein bestimmtes

DNA-Fragment beigefügt wurde, die vier Trinukleotide aufeinander folgend

zugegeben werden. Dabei verlängert die DNA-Polymerase den DNA-Strang mit

dem komplementären dNTP. Jeder korrekte Einbau ist mit der Freisetzung einer

äquimolaren Menge Pyrophosphats (PPi) verbunden (Abb. 10). 

Die ATP-Sulfurylase katalysiert im weiteren Verlauf die Konvertierung des

freigewordenen Pyrophosphats (PPi) mit Adenosin-5’-Phosphosulfat (APS) zu

ATP. Das ATP ermöglicht nun, die Oxidation von Luciferin zu Oxyluciferin mittels

Luciferase zu induzieren. In diesem Schritt wird detektierbares Licht freigesetzt.

40

Abbildung 10: Freisetzung von Pyrophosphat (PPi) nach Einbau eines Nukleotids (dNTP); nach
PyrosequencingTM



 2.2.9 Pyrosequenzierung

Dieses Lichtsignal ist proportional zur Menge des ATPs und dadurch auch

proportional zum Pyrophosphat und zur Anzahl der eingebauten dNTPs. Mit

Hilfe der SQA Software (Pyrosequencing AB) wird das Ergebnis dieser

Luciferase-Reaktion durch ein quantitatives PyrogrammTM  visualisiert. Somit

lässt sich die DNA-Synthese quantitativ verfolgen (Abb. 11).

Erwähnenswert ist, dass bei jeder dNTP-Zugabe, ob nun das komplementäre

Nukleotid oder ein nicht-passendes, uneingebaute Nukleotide überschüssig

sind. Dieser Überschuss an dNTPs wird von dem Enzym Apyrase abgebaut

(Abb. 12). Erst wenn der Abbau vollständig erfolgt ist, wird das nächste dNTP

hinzugegeben.
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Abbildung 12: Abbauweg von überschüssigen dNTPs; nach PyrosequencingTM

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Enzymkaskade bei der Pyrosequenzierung; nach
PyrosequencingTM



 2.2.9 Pyrosequenzierung

Durch den Einsatz der Pyrosequenzierung in der epigenetischen Forschung

gelang 2002 exemplarisch an einem einzelnen CpG-Dinukleotid der Nachweis

des Methylierungsgrades des Cytosins (Uhlmann et al., 2002). In dieser Studie

ermöglicht sie die quantitative Messung der Methylierung von 8 CpG-Stellen in

einer CGI des CDH3 (Abb. 3).

Um eine kostengünstige Variante der Pyrosequenzierung und einen möglichst

hohen Durchlauf an Messungen methylspezifischer Level vielfältiger Gene zu

ermöglichen, entwickelten Colella et al. (2003) einen Rückwärtsprimer, der

zugleich mit einem biotinylierten Universalprimer kombiniert ist. Die Umsetzung

dessen erfolgte in unserem Labor nach folgendem Schema (Abb.13):

42

Abbildung 13: Übersicht über den Verlauf der Pyrosequenzierung mit dem Einsatz eines biotinylierten Universal-
Rückwärtsprimers (nach Colella et al. (2003). An einen konvertierten DNA-Einzelstrang wird in der PCR ein
komplementärer DNA-Strang synthetisiert. Dieses Produkt dient als Template für eine weitere PCR mit einem
anderen Primerpaar. Der Rückwärtsprimer ist hierbei gleich dem der ersten PCR mit dem Zusatz einer bekannten
universellen Basenabfolge (20 Basen-hier als univ markiert). Daraus resultiert ein Produkt, das um die genannten 20
Basen länger ist. Dieses längere Produkt wird in einer dritten PCR mit einem dritten Primerpaar kombiniert. Der
Rückwärtsprimer besteht jetzt nur noch aus den 20 Basen, ist biotinyliert und kann in diesem Schritt an jedes
beliebige PCR-Produkt binden, welches die vorherigen Schritte durchlaufen hat. In der anschließenden
Pyrosequenzierung werden die biotinylierten Stränge herausgefiltert und gemessen.



 2.2.9 Pyrosequenzierung

Getestete PCR-Optionen für die Pyrosequenzierung

Bei den Temperaturgradienten-PCRs, getestet mit CBR055F3/PSRuniv und

CBR055F3/Bio-Uni02_2008, stellte sich heraus, dass in der ersten PCR die

beste Primerbindung in dem Bereich von 61,5°C bis 63°C und in der zweiten

PCR von 61°C bis 62°C stattfand. Um aber von allen 18 Zelllinien und den

Tumorlinien optimale PCR-Produkte zu erlangen, mussten mehrere Ansätze

und Primerkombinationen verfolgt werden.

Die erste Variante bestand in der Kombination aus den Primerpaaren

CBR055F3/PS055Runiv und CBR055F3/Bio-Uni02_2008. Die erste PCR lief

bei 62°C, mit einer Rampengeschwindigkeit von 2°C und 45 Zyklen im

Sensoquest LabCycler. Die zweite PCR folgte mit 61°C, einer Rampen-

geschwindigkeit von 2°C bei 45 Zyklen im Primus 25 advanced. Als Template-

DNA dienten 10ng aller 18 Zelllinien. 

Die zweite Variante entsprach der Primerkombination von CBR055F und

PS055Runiv in der ersten PCR bei 61°C, einer Rampengeschwindigkeit von

2°C und 45 Zyklen im Sensoquest LabCycler. Die zweite PCR war identisch zur

ersten bis auf den Austausch der Primer in CBR055F/Bio-Uni02_2008. Als

Template-DNA dienten 10ng aus dem PCR-Produkt der Primerkombination

CBR055F3/PS055Runiv.

Ab der dritten Variante wurde die Zyklenanzahl reduziert. Das Primerpaar war

CBR055F/PSR055univ in der ersten PCR bei 61,5°C, einer Rampen-

geschwindigkeit von 2°C und 20 Zyklen im Sensoquest LabCycler mit einer

Template-DNA aus dem PCR-Produkt von CBR055F3/PS055Runiv in einer

Menge von 10ng. Die zweite PCR folgte mit CBR055F/Bio-Uni02_2008 bei

61,5°C, einer Rampengeschwindigkeit von 2°C und 20 Zyklen.

In der vierten Variante wurde CBR055F/PS055Runiv in der ersten PCR bei

61°C, einer Rampengeschwindigkeit von 2°C im Sensoquest LabCycler und 30

Zyklen mit einer Template-DNA aus dem PCR-Produkt von CBR055F3 und
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PS055Runiv in einer Menge von 10ng verwendet. Und die zweite PCR folgte

mit CBR055F/Bio-Uni02_2008, bei 61°C und einer Rampengeschwindigkeit von

2°C und 30 Zyklen.

In der fünften Variante wurde das Prinzip einer triplex-nested PCR verfolgt. Die

erste PCR wurde mit CBR055F3/CBR055R bei 61,5°C, einer Rampen-

geschwindigkeit von 2°C im Sensoquest LabCycler und 45 Zyklen durchgeführt.

Die zweite PCR folgte mit CBR055F/PS055Runiv bei 61,5°C mit 30 Zyklen im

Primus 96 Plus und dritte PCR mit CBR055F/Bio-Uni02_2008, bei 61,5°C im

Primus 96 Plus und erneuten 30 Zyklen.

Der Mastermix für die Pyrosequenzierung wurde gemäß Protokoll hergestellt,

dabei hat sich stets die Verwendung von Q-Solution bewährt. Als Template-DNA

dienten, sofern nicht anders erwähnt, die 18 Zelllinien und QM, jeweils 10ng.

Mit der bewährten Methode wurde anschließend das Patientenmaterial

untersucht.

Protokoll der Strangisolation für die Pyrosequenzierung

Nachdem das Amplikon aus der dritten PCR-Variante mittels Agarose-

Gelelektrophorese (s.o.) nachgewiesen worden ist, schloss der Arbeitsschritt

der Immobilisation der biotinylierten PCR-Produkte an. Die gesamte

Durchführung ist gemäß den Herstellerangaben von PyrosequencingTM

durchgeführt worden. Demnach wird pro Probe ein Volumen von 80µl benötigt,

das sich in diesem Fall aus 7µl des Ansatzes der dritten PCR, 40µl Binding

buffer, 2µl Streptavidin SepharoseTM und 31µl dH2O zusammensetzt. Der Ansatz

wurde anschließend in eine 24-well-Platte pipettiert und bei Raumtemperatur für

10 Minuten auf einem Plattenrüttler inkubiert. Die Streptavidin SepharoseTM

Beads binden in dieser Zeit an den biotinyliererten Anteil des Rückwärtsprimers.

Somit ist es im nachfolgenden Schritt möglich, mittels eines Vakuum-

Pumpkopfes mit 24 Filtersonden in 15 Sekunden, die immobilisierten PCR-
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Produkte an den SepharoseBeads herauszufiltern. Die Separation der Einzel-

stränge erfolgt durch die nachfolgenden Reinigungsschritte: 5 Sekunden 70%

Ethanol, 5 Sekunden Denaturation-Solution, 10 Sekunden WashingBuffer. Unter

ständigem Vakuum-Pumpen bleiben die Beads am Pumpkopf haften. 

Nach Abschluss dieses Vorgangs wird der Pumpkopf ausgeschaltet und in 25µl

eines 0,3µM Sequenzierungsprimers, bestehend aus PS055S1 und

AnnealingBuffer, in eine flache 24-well-Platte getaucht. Durch vorsichtiges Hin-

und Herrütteln lösen sich die SepharoseBeads an denen die PCR-Stränge

immobilisiert wurden, vom Pumpkopf. Diese Platte muss nun für 2 Minuten bei

80°C inkubieren und dann zur Primeranlagerung 5 Minuten bei Raum-

temperatur abkühlen. 

Verfahren der Pyrosequenzierung

Voraussetzung zur Durchführung der Pyrosequenzierung ist die Kenntnis über

die Sequence to Analyse, eine bekannte Basenabfolge im CDH3, die im

Amplikon analysiert werden soll. Diese Sequence to Analyse mit der

Basenabfolge TTTYGGGYGTAGGTTTGTTGGTTGTAGTGYGYGGTTTTYGAG

TYGTGTYGGGYGGTTTTTAGGGAGGTTGAAGTGATT wurde mit der Software

PyroMarkTM Q24 1.0.10 erstellt und gibt die Reihenfolge der hinzuzugebenden

Desoxynukleotide vor, die dem Primer folgen. Die dNTPs werden in der

Reihenfolge T, A, C, G in 55facher Wiederholung (gemäß der Anzahl der zu

messenden Basen) dem Sequenzieransatz hinzugegeben. Die hier untersuchte

Sequence to Analyse enthält acht CpG-Stellen, die methyliert sein können. Zur

Kontrolle der Pyrosequenzierung ist ein nicht-methyliertes Kontroll-Cytosin

eingefügt, dass die korrekte Komplettierung der Konvertierung der DNA zu

quantifizieren erlaubt, die in unseren Proben in der Regel >99% betrug. Um für

einen Lauf der Pyrosequenzierung die exakte Menge der vier Nukleotide, sowie

des Enzym- und Substrat-Mix in die vorgegebene Kartusche zu pipettieren,
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 2.2.9 Pyrosequenzierung

lässt sich mit der gleichen Software ein dies beinhaltendes Worksheet erstellen.

Nach der Durchführung der Pyrosequenzierung kann, wieder mit obig

genannter Software, der exakte Methylierungsgrad jeder einzelnen CpG-Stelle

ermittelt werden, was in einem PyrogrammTM (s.u.) dargestellt wird.

 2.3  Statistische Auswertung der Pyrosequenzierungsdaten

Die statistische Auswertung wurde von Dr. Serth und Dr. Großhenning unter

Verwendung des Programmpakets "R2.12“ erstellt. Für die explorative

statistische Analyse der Daten wurde die Verteilung der Messwerte sowie ihrer

logarithmischen Transformation (dekadischer Logarithmus) nach Anfertigung

von Box-Plots auf ihre Ähnlichkeit mit normalverteilten Werten hin beurteilt

(Daten nicht gezeigt). Daraufhin wurden für alle statistischen Analysen die

logtransformierten Werte eingesetzt. Die grafischen Darstellungen der

Methylierungsdaten wurden für eine bessere Verständlichkeit anhand der nicht-

transformierten Daten erstellt. Die gepaarten Gewebeproben (Tumorproben

(TU) versus tumorbenachbarte normale Gewebeareale (TbA) wurden im

gepaarten t-Test miteinander verglichen, während der Vergleich der

Tumorsubgruppen mit Hilfe der univariat logistischen Regression erstellt wurde.

Des Weiteren wurden der Durchschnitt, die Standardabweichungen (SD), Odds

ratios (OR), die entsprechenden 95% Konfidenzintervalle (CI) und zweiseitige

p-Werte angegeben. Ein visueller Vergleich der univariaten Daten erfolgte mit

dem bean plot Paket für R Statistik Software „bean plots“ als eine Kombination

einer eindimen-sionalen Streuungs- und Dichtegrafik. 

In allen Tests wurde p<0.05 als signifikant definiert. Das rezidivfreie Überleben

wurde mittels univariater Cox Regressionsanalyse ermittelt. Dabei galt das

Überleben als der Zeitraum von der Operation bis zum Auftreten eines lokalen

Rezidives, einer Fernmetastase oder eines irgendwie anders gearteten
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 2.3 Statistische Auswertung der Pyrosequenzierungsdaten

Rezidives. Als Schwellenwerte der Methylierung für die Überlebenszeitanalyse

wurden der Median bzw. der optimale Schwellenwert, der mit Hilfe des R-

Pakets "Max-Rank" ermittelt wurde, eingesetzt.

 2.4  Immunhistochemische Anfärbung von CDH3 in
Nierengeweben 

Es wurden 20 TU und TbA durch Margrit Hepke, medizinisch-technische

Assistentin in der Arbeitsgruppe, durch indirekte Immunhistochemie angefärbt.

Der Antigen-Antikörperkomplex aus CDH3, dem Primärantikörper "Purified

Mouse Anti-P-Cadherin #610227" und dem Sekundärantikörper "Biotinilated

anti-mouse IgG made in horse #BA 2000" wurde dabei mit Vectastain(R) Elite(R)

ABC Kit und dem DAB Substrat Kit für Peroxidase behandelt. Die 20 TU und 20

TbA sind separate Proben, deren Material als eigenständiges Untersuchungs-

kollektiv untersucht wurde; siehe auch 2.1.6. 
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 3 Ergebnisse

 3  Ergebnisse

 3.1  COBRA

Die Verwendung der COBRA in dieser Untersuchung diente dem Screening auf

CDH3-CGI-Methylierung. Das Prinzip und das Protokoll der COBRA sind in

2.2.8 beschrieben.

 3.1.1  Experimentelle Ermittlung der PCR-Bedingungen

Für die Optimierung der PCR standen drei Primerkombinationen zur Auswahl

CBR055F/CBR055R, CBR055F2/CBR055R und CBR055F3/CBR055R. Die

Kombination aus CBR055F und CBR055R mit einer Amplikonlänge von 156 bp

zeigte in der Temperaturgradienten-PCR bei einer Temperaturspanne von 57°C

bis 63°C sowohl mit Q-Solution als auch ohne Q-Solution stets erhebliche

Nebenprodukte. Auch die Halbierung der Primerkonzentration von 0,4µl auf

0,2µl ergab kein besseres Resultat. Letztendlich bestand der Mastermix aus: 
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Abbildung 14: Konzentrationen des Mastermix

Endkonzentration

Q-Solution 1 x

Qiagen Hotstart 0,02 U/µl

PCR buffer 1 x

dNTPs 0,2 mM

Mg2+ 1 mM

Primer F 0,4 µM

Primer R 0,4 µM



 3.1.1 Experimentelle Ermittlung der PCR-Bedingungen

Parallel zu der CBR055F/CBR055R-Kombination wurde die Primerkombination

CBR055F3/CBR055R mit einer erwarteten Amplikonlänge von 201 bp

untersucht. Die Überlegung hierbei war, dass aus den hier heraus resultie-

renden, eventuell unreinen Amplikons bei erneuter Amplifikation mittels einer

nachfolgenden zweiten PCR (nested-PCR) mit den Primerpaaren

CBR055F/CBR055R oder CBR055F2/CBR055R nebenproduktfreie Amplifikate

entstehen (2.2.4). 

Bei der Untersuchung der CBR055F3/CBR055R-Kombination zeigten sich

jedoch bereits in der ersten PCR vollständig nebenproduktfreie Amplifikate,

weshalb die nested-PCR hier nicht angewendet wurde. Nachfolgende Unter-

suchungen sind mit dieser Primerkombination getestet worden. Unter Zugabe

der Q-Solution wurden die besseren Resultate erzielt. Die optimale Annealing-

Temperatur der Primer wurde bei 61,5°C festgestellt. Die optimalen PCR-

Bedingungen für die COBRA sind in Abbildung 15 zusammengefasst (Abb.15).
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Abbildung 15: PCR-Protokoll der optimalen Bedingungen zur Durchführung der COBRA für CDH3

Gerät: Primus 25 advanced

Primer: CBR055F3/CBR055R

1. Aktivierung und Denaturierung  95°C für 15 Min

2. Annealing  61,5°C für 45 Sek

3. Elongation 72°C für 45 Sek

4. Erneute Denaturierung 95°C für 45 Sek

Wiederholung der Schritte ab Punkt 2 für 45 Zyklen

5.  Finale Elongation 72°C für 5 Min



 3.1.2 Ergebnisse der CDH3-CGI Restriktionsanalyse an Zelllinien

 3.1.2  Ergebnisse der CDH3-CGI Restriktionsanalyse an
Zelllinien

In dieser Analyse wurde der Methylierungsgrad jeweils einer CpG-Stelle in einer

CDH3-CGI in 18 unterschiedlichen Zelllinien des Urogenitaltrakts untersucht. Im

Einzelnen waren dies RPTEC, PrEC, ACHN, A-498, 786-O, RCC-GS, RCC-HS,

RCC-MF, LNCaP, DU-145, PC-3, RT-112, CLS-439, HB-CLS-2, EJ-28, 5637,

T24, HB-CLS-1 sowie QM. Die Experimente wurden als 2-3fach Replikate

durchgeführt und zeigten ein reproduzierbares Ergebnis. Als Restriktionsenzym

wurde sowohl TaqαI mit Schnittstelle 5’...T▼CGA...3’ als auch HpyCH4IV mit

Schnittstelle 5’...A▼CGT...3’ e i ngesetz t . Nach dem Auf t ragen der

Reaktionsansätze zusammen mit deren Kontrollen auf ein 3%iges Agarosegel,

ergaben sich sowohl für TaqαI als auch für HpyCH4IV folgende

Ergebniskonstellationen:

1. Fand eine vollständige Methylierung in der 5’...T▼CGA...3’-Stelle statt, so sind

bei TaqαI Banden von 146 bp und 55 bp sichtbar. Fand eine vollständige

Methylierung in der 5’...A▼CGT...3’-Stelle statt, so sind bei HpyCH4IV Banden

von 120 bp und 81 bp sichtbar.

2. Sind hingegen die CpG-Stellen nicht vollständig methyliert und in einer Probe

existieren auch unmethylierte CpG-Dinukleotide, so wird dies bei TaqαI in einem

Bandenmuster von 201 bp, 146 bp und 55 bp und bei HpyCH4IV in einem

Bandenmuster von 201 bp, 120 bp und 81 bp deutlich (Pfeile in Abb. 16 bei z.B.

ACHN und 786-O und Pfeile in Abb. 17 786-O und RCC-GS).

3. Liegt in der Probe keine Methylierung vor, d.h. war die Restriktion wegen der

vorhergehenden C zu T-Modifikation nicht möglich, hat sie in beiden

Restriktionsansätzen die gleiche Bandenlänge wie ihre Kontrolle, nämlich 201

bp.

Auf den folgenden Abbildungen (Abb. 16 und 17) sind die eben dargestellten

Ergebnisse der COBRA aller 18 Zelllinien im TaqαI-Verdau und im HPYCH4 IV-

Verdau zu sehen.
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 3.1.2 Ergebnisse der CDH3-CGI Restriktionsanalyse an Zelllinien

Abbildung 16 zeigt den Verdau der 18 Zelllinien mit dem Restriktionsenzym

Taq
α

I. Die Pfeile markieren Produkte der Restriktionsspaltung in den Nieren-

zelllinien (ACHN bis RCC-MF), die damit ein Methylierungsereignis anzeigen.

Der Abbildung ist weiterhin zu entnehmen, dass in den Zelllinien ACHN, A-498,

786-O sowie in QM besagte Teilmethylierung vorliegt, was in den relativ

homogenen Produktlängen von 201 bp, 146 bp und 55 bp sichtbar wird. Bei

RCC-GS und RCC-MF liegt demnach eine nahezu vollständige Methylierung

vor. Die diskrete Bande in RCC-MF bei 201 bp ist aufgrund der

Produktintensität, die bei 146 bp ersichtlich ist, zu vernachlässigen. Von den

Nierenzelllinien zeigt sich einzig RCC-HS unmethyliert. Sowohl der Restrik-

tionsansatz als auch die Leerkontrolle zeigen ein 201 bp langes Produkt. Bei

der Untersuchung der Prostata- und Harnblasengeweben zeigt ausschließlich

die Prostatazelllinie LNCaP Methylierung. In den Harnblasengeweben sowie
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Abbildung 16: Zelllinien mit (v) und ohne (•) Restriktionsenzym TaqαI 1; 3% Agarosegel in 1x TBE-Puffer



 3.1.2 Ergebnisse der CDH3-CGI Restriktionsanalyse an Zelllinien

den beiden Negativkontrollen, den normalen Primärzellen RPTEC und PrEC, ist

keine Methylierung nachweisbar. 

Abbildung 17 zeigt den Verdau mit dem Restriktionsenzym HpyCH4IV. Obwohl

hier weniger Methylierung detektiert wurde, ist die Signalausprägung stärker zu

erkennen als bei TaqαI. Im Vergleich zu der TaqαI-COBRA kann ausschließlich in

vier Nierenzelllinien Methylierung nachgewiesen werden. A-498 ist hier zu

100% methyliert (siehe Pfeile). Auch QM ist zu 100% methyliert. Die Proben

786-O, RCC-GS und RCC-MF zeigen wie bei TaqαI Methylierung, allerdings in

nur partieller Ausprägung. Im Unterschied zur TaqαI-COBRA zeigt hier weder

die Nierenzelllinie ACHN noch die Prostatazelllinie LNCaP Methylierung. In

beiden Restriktionsansätzen identisch ist die Nicht-Methylierung der

Nierenzelllinie RCC-HS. Die weiteren Ergebnisse stimmen in beiden
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Abbildung 17: Zelllinien mit (v) und ohne (•) Restriktionsenzym HpyCH4IV; 3% Agarosegel in 1x TBE-Puffer



 3.1.2 Ergebnisse der CDH3-CGI Restriktionsanalyse an Zelllinien

Restriktionsansätzen überein. Weder die anderen Prostata- noch die

Harnblasenzelllinien und die beiden Negativkontrollen RPTEC und PrEC zeigen

einen Hinweis auf Methylierung.

Eine geldensiometrische Auswertung dieser Ergebnsisse wurde mit dem Pro-

gramm "ImageJ" durchgeführt. Dabei konnten die Signalstärken der einzelnen

Fragmente ermittelt und zueinander in Bezug gesetzt werden. Aus den Abb. 16

und 17 lassen sich somit folgende Diagramme erstellen (Abb. 18 und 19): 
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Abbildung 18: Quantitative Auswertung der Zelllinien aus der COBRA mit TaqαI mit ImageJ
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Abbildung 19: Quantitative Auswertung der Zelllinien aus der COBRA mit HpyCH4IV mit ImageJ
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 3.1.2 Ergebnisse der CDH3-CGI Restriktionsanalyse an Zelllinien

Die Auswertung mittels "ImageJ" hat in der TaqαI-COBRA für ACHN 67%, für

A498  78%, für 786-O 59%, für RCC-GS 100%, für RCC-HS 0%, für RCC-MF

88% und für QM 73% Methylierung ergeben. In der  HpyCH4IV-COBRA ist

ACHN zu 0%, A498 zu 96%, 786-O zu 36%, RCC-GS zu 59%, RCC-HS zu 0%,

RCC-MF zu 42% und QM zu 100% methyliert. Alle anderen Proben zeigten

weder in der TaqαI- noch in der HpyCH4IV-COBRA messbare Methylierung.

 3.1.3  Ergebnisse der CDH3-CGI-Restriktionsanalyse an RCC-
Gewebeproben 

Insgesamt wurden 237 Gewebeproben untersucht (TK 350-590). Zwei Ausfälle

waren zu verzeichnen, sodass die COBRA blind an 235 Patientenproben

durchgeführt worden ist. Klinisch auswertbar waren davon 201 Gewebeproben,

wovon 134 klarzellige, 35 papilläre, 7 unklassifizierte, 5 gemischt

papillär/klarzellige, 4 chromophobe, 11 keine und 5 andere Nierenzelltumore

waren. Die TK-Nummern 350-401 sind sowohl mit TaqαI also auch mit

HpyCH4IV verdaut worden. Aufgrund der vermutlich effizienteren Methylie-

rungsnachweise mit der TaqαI-COBRA wurde auf die weitere Durchführung der

HpyCH4IV-COBRA verzichtet. Die TK-Nummern 402-590 wurden ausschließ-

lich mit TaqαI gespalten. Die Fotodokumentation erfolgte identisch zu der, der

Zelllinien. Es erfolgte keine geldensiometrische Auswertung der Tumorlinien, da

zu diesem Zeitpunkt die Pyrosequenzierung erfolgreich begonnen wurde.

Dennoch erfolgte die visuelle Auswertung aller Gewebeproben unter

Klassifikation in partiell methyliert (pm) und nicht methyliert (n). Die Einteilung

ist hier exemplarisch an vier Patientenproben aufgeführt (Abb. 20).
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 3.1.3 Ergebnisse der CDH3-CGI-Restriktionsanalyse an RCC-Gewebeproben 

Von 237 Proben waren nach der Gelelektrophorese und Videodokumentation

223 visuell auswertbar. Von 214 Proben lagen auswertbare COBRA- als auch

Pyrosequenzierungs-Daten vor. Gute Übereinstimmungen im Methylierungs-

grad wurden für 180 (84,1%) Gewebeproben beobachtet. Die späteren

Auswertungen beschränken sich ausschließlich auf die Pyrosequenzierung. 

 3.2  Pyrosequenzierung

Die Methode der Pyrosequenzierung wurde über mehrere CpG-Stellen hinweg

in einer CDH3-CGI angewandt, um eine detailliertere Methylierungsanalyse der

Untersuchungskohorte erreichen zu können. Durch die hohe Sensitivität dieser

Analysetechnik erlaubt sie weiterhin, exakte Aussagen zu sehr niedrig methy-

lierten Proben zu machen, die mit der COBRA unter Umständen nur schwer

oder gar nicht auszumachen sind. Die Sequence to Analyse für das CDH3

beinhaltet insgesamt acht CpG-Stellen mit möglicher variabler Methylierung. 
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Abbildung 20: Patientenproben (TK) mit (v) und ohne (•) Restriktionsenzym TaqαI; 3% Agarosegel in 1x
TBE-Puffer. TK418 und TK434 wurden als partiell methyliert (pm) und TK426 und TK411 als nicht
methyliert (n) deklariert. (Cave: Der Pfeil in TK434 gilt nicht der Bande, die auch in der Kontrolle sichtbar
ist, sondern dem 55 bp-Fragment knapp darüber; vergleiche TK418).  



 3.2.1 Experimentelle Ermittlung der PCR-Bedingungen

 3.2.1  Experimentelle Ermittlung der PCR-Bedingungen

Für die Pyrosequenzierung in dieser Arbeit wurden mehrere Amplikons

überprüft (2.2.9). Dabei erwies sich die Durchführung der „nested-PCR“ als

effizient. Das optimierte Protokoll ist im Folgenden dargestellt.

Die erste PCR verlief identisch zur COBRA mit CBR055F3 und CBR055R (Abb.

21), die zweite mit CBR055F und PS055Runiv (Abb. 22) und die dritte Runde

mit CBR055F und  Bio-Uni02_2008 (Abb. 23). Der Mastermix war identisch zu

dem der COBRA (Abb. 14). Als Template wurden 10ng der 18 Zelllinien sowie

20ng des Patientenmaterials genommen. Die Zyklenanzahl betrug 45.

Der Mastermix der zweiten PCR entsprach in den Konzentrationen dem der

ersten PCR mit einem Endvolumen von 10µl. Die Primer waren CBR055F und

PS055Runiv. Als Template diente hier 1µl unverdünnt aus dem Produkt der

ersten PCR. Die Zyklenanzahl wurde auf 30 reduziert (Abb. 22).
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Abbildung 21: Protokoll der 1. PCR 

Gerät: Primus 96 Plus

Primer: CBR055F3/CBR055R

1. Aktivierung und Denaturierung  95°C für 15 Min

2. Annealing  61,5°C für 45 Sek

3. Elongation 72°C für 45 Sek

4. Erneute Denaturierung 95°C für 45 Sek

Wiederholung der Schritte ab Punkt 2 für 45 Zyklen

5.  Finale Elongation 72°C für 5 Min



 3.2.1 Experimentelle Ermittlung der PCR-Bedingungen

Für die dritte PCR wurde lediglich das Endvolumen auf 25µl erhöht. Die

Konzentrationen der einzelnen Bestandteile im Mastermix blieben identisch zu

den vorherigen PCR. Als Primerpaar wurde CBR055F und Bio-Uni02_2008

verwendet. 1µl unverdünnt aus der zweiten PCR diente als Template. Die

Zyklenanzahl betrug erneut 30 (Abb. 23).
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Abbildung 22: Protokoll der 2. PCR

Abbildung 23: Protokoll der 3. PCR

Gerät: Primus 96 Plus

Primer: CBR055F/Bio-Uni02_2008

1. Aktivierung und Denaturierung  95°C für 15 Min

2. Annealing  61,5°C für 45 Sek

3. Elongation 72°C für 45 Sek

4. Erneute Denaturierung 95°C für 45 Sek

Wiederholung der Schritte ab Punkt 2 für 30 Zyklen

5.  Finale Elongation 72°C für 5 Min

Gerät: Primus 96 Plus

Primer: CBR055F/PS055Runiv

1. Aktivierung und Denaturierung  95°C für 15 Min

2. Annealing  61,5°C für 45 Sek

3. Elongation 72°C für 45 Sek

4. Erneute Denaturierung 95°C für 45 Sek

Wiederholung der Schritte ab Punkt 2 für 30 Zyklen

5. Finale Elongation  72°C für 5 Min



 3.2.2 Ergebnisse der CDH3-CGI Methylierungsanalyse an Zelllinien

 3.2.2  Ergebnisse der CDH3-CGI Methylierungsanalyse an
Zelllinien

Für die Durchführung der Pyrosequenzierung wurden oben genannte durch

Optimierung erhaltene Bedingungen verwendet. Identisch zur COBRA wurde

auch hier der relative Methylierungsgrad der CDH3-CGI in den 18 genannten

Zelllinien des Urogenitaltrakts untersucht. Die Experimente wurden ebenfalls als

Replikate durchgeführt. Nachfolgende Abbildungen (Abb. 24 und 25) zeigen die

PyrogrammeTM der Sequenzierung der untersuchten CDH3-CGI am Beispiel der

als Negativkontrolle eingesetzten Primärzelle RPTEC und einer Nieren-

karzinomzelllinie A-498.

Die relative Höhe der Peaks ist dabei proportional zur Anzahl der eingebauten

dNTPs. Zusätzlich ist jede einzelne CpG-Stelle blau hinterlegt und ihr

Methylierungsgrad in Prozent ausgewiesen. Das nicht-methylierte Kontroll-

Cytosin ist orange hervorgehoben und gelb hinterlegt. 
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Abbildung 24: Pyrogramm von RPTEC (durchschnittlich 1% Methylierung)



 3.2.2 Ergebnisse der CDH3-CGI Methylierungsanalyse an Zelllinien

Das Ergebnis der Auswertung aller Pyrogramme der Zelllinien ist in folgender

Grafik aufgeführt (Abb. 26). Dabei ist zu beachten, dass die der Grafik zu ent-

nehmenden Prozente den Mittelwert der Methylierung über alle acht CpG-

Stellen darstellen, mit zusätzlicher Angabe der Standardabweichung.
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Abbildung 25: Pyrogramm von A-498 (durchschnittlich 91% Methylierung)



 3.2.2 Ergebnisse der CDH3-CGI Methylierungsanalyse an Zelllinien

Es zeigt sich, dass fünf der sechs Nierenkarzinomzelllinien, im Einzelnen A-498,

786-O, RCC-GS, RCC-HS und RCC-MF, eine signifikante Methylierung von 50-

90% aufweisen. Die Nierenkarzinomzelllinie ACHN zeigte lediglich eine

Methylierung von 2-7%. 

Von den drei Prostatakarzinomzelllinien wurde nur in LNCaP eine deutliche

Methylierung detektiert, für die allerdings eine relativ hohe Variabilität mit

bislang unbekannter Ursache festgestellt wurde. 

In den sieben Harnblasenkarzinomlinien (RT-112 bis HB-CLS-1) wurde in RT-

112, CLS-439, HB-CLS-1 eine Hintergrundmethylierung von 1-3% registriert.

Hingegen zeigten HB-CLS-2 (7,8%), EJ-28 (14,4%), 5687 (6,0%) und T24 8,7%

leicht erhöhte Methylierungsgrade. Die Negativkontrollen, die Primärzellen
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Abbildung 26: relative Methylierung der Zelllinien in der Pyrosequenzierung und
Standardabweichung
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 3.2.2 Ergebnisse der CDH3-CGI Methylierungsanalyse an Zelllinien

RPTEC und PrEC zeigten eine Methylierung von um 1% und QM war zu 50%

methyliert. Aufgrund der vergleichsweise hohen Frequenzen und Intensitäten

der Methylierung in den Nierenkarzinomzelllinien sowie der COBRA-Daten der

Patienten wurde die Pyrosequenzierung nachfolgend auch am gesamten

Patientenkollektiv durchgeführt.

 3.2.3  Ergebnisse der CDH3-CGI Methylierungsanalyse an RCC-
Gewebeproben

237 Gewebeproben wurden einer Methylierungsanalyse der CDH3-CGI unter

Verwendung der Pyrosequenzierung unterzogen. Diese Untersuchung wurde

ebenfalls blind durchgeführt. Exemplarisch für die Methylierungsergebnisse sind

hier zwei Pyrogramme der Proben TK551 und TK567 aufgeführt (Abb. 27 und

28). Insgesamt standen zu 201 Gewebeproben sowohl die Methylierungsdaten

aus der Pyrosequenzierung als auch klinische bzw. histopathologische Daten

zur Verfügung.
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 3.2.3 Ergebnisse der CDH3-CGI Methylierungsanalyse an RCC-Gewebeproben
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Abbildung 28: Pyrogramm von TK567 (durchschnittlich 1% Methylierung)

Abbildung 27: Pyrogramm von TK551 (durchschnittlich 29% Methylierung)



 3.2.3 Ergebnisse der CDH3-CGI Methylierungsanalyse an RCC-Gewebeproben

Im Nachfolgenden sind die klinischen Daten (TNM-Klassifikation, Differenzie-

rungsgrad, Geschlecht, Status, Alter, Follow-ups und gepaarte Gewebeproben)

für die Gruppe aller RCC sowie der Subgruppe der ccRCC dargestellt (Tab. 7).

Die untersuchte Tumorgruppe umfasst insgesamt 74 klarzellige, 21 papilläre, 4

unklassifizierte und 2 gemischt klarzellig-papilläre RCC.

Die mittels der Pyrosequenzierung bestimmte durchschnittliche relative

Methylierung wurde anschließend mit den klinisch-pathologischen Daten der

Patienten auf mögliche statistische Zusammenhänge hin überprüft.

63

Tabelle 7: Klinische Daten für die Subgruppe der klarzelligen Nierenzelltumore 

Alle RCC* ccRCC
Fälle N 101 74

TNM-Klassifikation I 56 39
II 7 5
III 36 30
IV 1 0
Tx 1 0
N0 91 68
N1 10 6
M0 80 56
M1 21 18

Gepaarte Gewebeproben** N 65 50

Differenzierungsgrad G1 19 16
G2 67 45
G3 15 13

Geschlecht Männlich 64 43
Weiblich 37 31

Status*** lokalisierter Tumor 58 38
fortgeschrittener Tumor 43 36

Alter (Jahre) Min 35 35
Mittelwert 63,4 62,1
Max 91 90

Follow-up-Fälle N 59 42
mittleres Alter (Jahre) 64,6 n.a.
Männlich 36 n.a.
Weiblich 23 n.a.

* Einschließlich gemischte und unklassifizierte RCC-Histopathologien
** Tumor (TU); Tumorbenachbartes normales Gewebeareal (TbA)

 fortgeschrittene Tumoren als pT≥3 und/oder N+/M+ und G2-3 und/oder N+/M+ und G2-3
n.a.: keine Angaben (data not available)

***Lokalisiert wurde definiert als pT≤2, N0,M0 und G1-2; 



 3.2.3 Ergebnisse der CDH3-CGI Methylierungsanalyse an RCC-Gewebeproben

Bei dem Vergleich der gepaarten Gewebeproben (TU versus TbA) zeigte sich

im gepaarten t-Test für die Gruppe aller Nierenzellkarzinome (alle RCC) ein

höchst signifikanter Unterschied mit p=0,0002 (Tab. 8 und Abb. 29). 

A) B)

C)
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Tabelle 8: Vergleich der gepaarten Gewebeproben

Abbildung 29: Methylierung in gepaarten Gewebeproben von tumorbenachbarten normalen
Gewebearealen (TbA) und Tumoren (TU) aller RCC. A) sortierter Differenzplot B) Liniengrafik C)
Scatterplot

Gepaarte Gewebeproben TbA/TU*
mittlere rel. Methylierung in % P-Wert**

TbA TU (P)
-alle RCC 2,32 3,87 0,0002
-cc RCC 2,33 4,21 0,0002
-pap RCC - - 0,5738

* Tumorbenachbartes normales Gewebeareal (TbA); Tumor (TU) 
** gepaarter t-Test



 3.2.3 Ergebnisse der CDH3-CGI Methylierungsanalyse an RCC-Gewebeproben

Für die Subgruppe der ccRCC wurde ebenfalls ein Unterschied der relativen

Methylierung festgestellt (p=0,0002) (Tab. 8 und Abb. 30). 

A) B)

C)

65

Abbildung 30: Methylierung in gepaarten Gewebeproben von tumorbenachbarten normalen
Gewebearealen (TbA) und Tumoren (TU) aller ccRCC. A) sortierter Differenzplot B) Liniengrafik C)
Scatterplot



 3.2.3 Ergebnisse der CDH3-CGI Methylierungsanalyse an RCC-Gewebeproben

Hingegen konnte in der statistischen Auswertung kein Unterschied der

Methylierung in der Subgruppe der papRCC registriert werden (p=0,5738) (Tab.

8 und Abb. 31).

A) B)

C)

In Bezug auf die Histologie wurde festgestellt, dass eine relative Hyper-

methylierung in ccRCC im Vergleich zu den papRCC vorliegt (p=0,0041,

OR=11,6, CI=2,5-72,3) (Tab. 9 und Abb. 32).
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Abbildung 31: Methylierung in gepaarten Gewebeproben von tumorbenachbarten normalen
Gewebearealen (TbA) und Tumoren (TU) aller papRCC. A) sortierter Differenzplot B) Liniengrafik C)
Scatterplot



 3.2.3 Ergebnisse der CDH3-CGI Methylierungsanalyse an RCC-Gewebeproben

Für den Vergleich "lokalisierte versus fortgeschrittene RCC" wurde insgesamt

eine höhere durchschnittliche Methylierung für alle fortgeschrittenen Tumore für

die Gruppe aller RCC (p=0,0013, OR=6,9, CI=2,3-24,4)) sowie für fortge-

schrittene ccRCC (p=0,032, OR=4,3, CI=1,2-17,9) festgestellt (Tab. 9).

In Bezug auf den Differenzierungsgrad besteht ein Unterschied (p=0,017,

OR=5,6, CI=1,4-24,9) in der relativen durchschnittlichen Methylierung aller

RCC. G3-Tumore zeigen dabei eine höhere Methylierung an als G1-Tumore. In

der Subgruppe der ccRCC ist ein Trend zu verzeichnen (p=0,059, OR=4,7,

CI=0,98-25,7); auch hier zeigen die G3-Tumore eine durchschnittlich höhere

Methylierung als die G1-Tumore.

Im Vergleich des Staging aller RCC wurde eine höhere relative durch-

schnittliche Methylierung in T3-Tumoren verzeichnet (p=0,00255, OR=6,2,

CI=1,99-21,6). In der Subgruppe der ccRCC ist dagegen nur ein Trend

(p=0,061, OR=3,5, CI=0,98-13,9) festzustellen.

Keinen signifikanten Unterschied von durchschnittlicher Methylierung und

Metastasierungsstadium bzw. Lymphknotenbefall konnte weder für alle RCC
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Abbildung 32: Vergleich der relativen Methylierung ccRCC
versus papRCC im Scatterplot.



 3.2.3 Ergebnisse der CDH3-CGI Methylierungsanalyse an RCC-Gewebeproben

noch für ccRCC festgehalten werden. Tabelle 9 fasst die Ergebnisse

zusammen.

Aus den Daten der Pyrosequenzierung ist weiterhin die Rezidivierung der

Probanden mittels einer univariaten Cox-Regression ermittelt worden (Tab. 10).
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Tabelle 10: univariate Cox-Regression (M+ eingeschlossen in Rezidiv/Survival)
(1) statistisch optimaler Cutpoint (zur Berechnung siehe Kapitel 2.3)

alle RCC (59)
Progressionsfreies Überleben HR P-Wert

Metastasierung 6,72 0,00033***

T1vsT3 3,69 0,099(*)
Lymphknotenbefall 3,05 0,14

2,62 0,1(*)
Methylierung cutpoint median 3,3% 0,95 0,92
Differenzierungsgrad 10,06

Methylierung cutpoint 8,4%  (1)

2,8e-05***

Tabelle 9: Statistische Vergleiche unabhängiger Gewebegruppen mittels logistischer Regression

mittlere rel. Methylierung P-Wert Odds ratio 95% Konfidenzintervall
in % (P) (OR) (CI)

ccRCC/papRCC 2,10 4,11 0,0041** 11,64 2,47 – 72,30

Lokalisiert/Fortgeschritten*
-alle RCC 2,81 5,2 0,0013** 6,94 2,26 – 24,41
-ccRCC 3,30 5,17 0,032* 4,31 1,20 – 17,94

Differenzierungsgrad niedrig/hoch**
-alle RCC 3,32 6,25 0,017* 5,59 1,41 – 24,86
-ccRCC 3,75 6,34 0,059(*) 4,67 0,98 – 25,68

Staging niedrig/hoch
-alle RCC 2,89 5,22 0,00255** 6,16 1,99 – 21,60
-ccRCC 3,5 5,21 0,061(*) 3,49 0,98 – 13,90

Metastasierung M0/M1
-alle RCC 3,48 4,38 0,297 1,90 0,56 – 6,43
-ccRCC 4,11 4,12 0,995 1,004 0,24 – 4,04

Lymphknotenbefall N0/N1;2
-alle RCC 3,63 3,78 0,893 1,12 0,19 – 5,60
-ccRCC 4,11 4,08 0,983 0,98 0,09 – 8,14

 fortgeschrittener Tumor ist: pT≥3 und/oder N+/M+ und G2-3 und/oder N+/M+ und G2-3
** niedriggradiger/hochdifferenzierter Tumor (G1-2)
Hochgradiger/entdifferenzierter Tumor (G2-3)

* Lokalisierter Tumor ist: pT≤ 2, N0, M0 und G1-2; 
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 3.3  Immunhistochemischer Nachweis von CDH3 in
Nierengeweben 

Innerhalb der in der Arbeitsgruppe jeweils 20 angefärbten TU und TbA, zeigte

sich eine CDH3-Expression in den TbA, deren stärkste Intensität den distalen

Tubuli zugeordnet wurde. In den TU wurde in sieben von 20 Fällen ein

weitgehender bis vollständiger Immunpositivitätsverlust beobachtet. Durch die

Darstellung der Invasionszone (Übergang von TbA zu TU) wird dieser Verlust

verdeutlicht. Exemplarisch ist dies in der nachfolgenden Darstellung der

Immunpositivität gezeigt (Abb. 33):

Auf Proteinebene stehen auf der Internetseite www.proteinatlas.org weitere

Expressionsanalysen von CDH3 in der Niere zur Verfügung. Drei makros-

kopisch normale Nieren und 12 Nierentumore wurden dort mit zwei unter-

schiedlichen Antikörpern (HPA001767 und CAB002487) angefärbt. Berück-

sichtigt wurde hier die Anfärbung mit CAB002487.

Die drei normalen Nierengewebe weisen alle eine zytoplasmatische und

membranöse Expression von CDH3 in Epithelzellen von Tubulus- und

Sammelrohre und nicht im Glomerulum auf. Bei genauerer Durchsicht der

Präparate wurde die Anfärbung in den distalen Tubuli stärker als die in den

proximalen Tubuli eingeschätzt. Exemplarisch sind hier zwei der drei Nieren

abgebildet (Abb. 34):

69

Abbildung 33: Exemplarische Dartstellung einer (1) normalen Niere, (2) Invasionszone, (3) eines Tumors 



 3.3 Immunhistochemischer Nachweis von CDH3 inNierengeweben 

Von den 12 untersuchten Tumoren zeigte sich in 10 Tumoren keine CDH3-

Immunpositivität (Abb. 35).

Unter Zusammenfassung der publizierten und selbst durchgeführten Färbungen

sind in 53,1% Immunpositivitätsverluste von CDH3 zu beobachten.
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Abbildung 35: links: Probe eines Nierenzellkarzinoms einer 76-jährigen Frau; rechts: Probe eines
Nierenzellkarzinoms eines 57-jährigen Mannes (beide Proteinatlas.org)

Abbildung 34: links: CDH3-immunpositive Probe einer 56-jährigen Frau; rechts: CDH3-immunpositive Probe
eines 28-jährigen Mannes (beide Proteinatlas.org)
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 4  Diskussion

Die Untersuchungen des Methylierungsstatus der CDH3-CGI ergaben für die

überwiegende Anzahl der untersuchten Zelllinien des Urogenitaltraktes (15 von

18) gute Übereinstimmungen für die eingesetzten COBRA (TaqαI-COBRA,

HpyCH4IV-COBRA) sowie der Pyrosequenzierung. In den sechs

Nierenzelllinien (ACHN, A-498, 786-O, RCC-GS, RCC-HS und RCC-MF)

wurden für COBRA und Pyrosequenzierung übereinstimmende vergleichsweise

hohe Methylierungsgrade in der Mehrzahl der Nierenzelllinien beobachtet.

Zugleich wurden sämtliche Negativ- (RPTEC und PrEC) und Positivkontrollen

(QM) durch die Analyseverfahren richtig detektiert.

Die hier erstmals, in der Literatur bislang nicht beschriebene, beobachtete

starke Hypermethylierung der Nierenzellkarzinomlinien führte zur Hypothese,

dass CDH3 an der Pathogenese des ccRCC beteiligt sein könnte, was anhand

der Charakterisierung des Patientenkollektivs untersucht werden sollte.

Für die Niere sind bisher mindestens 134 verschiedene Gen-CGI in Tumoren

als methyliert bzw. hypermethyliert beschrieben (Tab. 1). Von diesen Genen

wurden bislang 20 Gene in klinisch-pathologischen Analysen im Zusammen-

hang mit dem RCC untersucht (Tab. 2), wobei keines dieser Gene derzeit

funktionell in Zusammenhang mit der Zelladhäsion gebracht wird

(genecards.org). Entsprechend liegen, auch unter Berücksichtigung des

bekannten Zelladhäsionsgens CDH1, bislang keine klinisch-pathologischen

Untersuchungen über den Zusammenhang einer CGI-Methylierung eines

Zelladhäsionsgens und der Entstehung bzw. des Verlaufs des RCC vor. Somit

ist diese Studie die erste, die sich mit der CGI-Methylierung im Zelladhäsions-

gen CDH3 und dem RCC auf klinisch-pathologischer Ebene beschäftigt. 

Bisher ist CDH3 physiologisch in der Basalzellschicht von Epidermis,

Ösophagus, myoepithelialen Zellen der Mamma, Bronchien, Harnblase und
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Prostata nachgewiesen (Riener et al., 2010, reviewed in Bryan et al., 2010,

Okegawa et al., 2002). Die Rolle von CDH3 in Harnblasenkarzinomen ist noch

nicht eindeutig geklärt (Thykjaer et al., 2001, reviewed in Bryan et al., 2005 und

2008, Mandeville et al., 2008). Für die Prostata ist eine Herunterregulierung bis

Fehlen der Expression bei neoplastischen Ereignissen beschrieben (reviewed

in Okegawa et al., 2002, Jarrard et al., 1997). Für gynäkologisch-onkologische

Karzinome (Zervix-, Ovarial- und ductales Mammakarzinom) ist eine vermehrte

Expression beschrieben (Riener et al., 2010). Ebenso konnte eine CDH3-

Expression in dysplastischem Gewebe von extrahepatischen Gallengängen

festgestellt werden, welche im Gesunden kein CDH3 exprimieren (ebenda).

CDH3-Expressionsstudien zu Nierenzellkarzinomen zeigen, dass keine oder

nur eine sehr geringe Anzahl der untersuchten Tumore CDH3 exprimieren

(Shimazui et al., 1996). 

Methylierungsanalysen von CDH3 sind bislang rar. CDH3-CGI-Hypome-

thylierung wurde für das invasive Mammakarzinom (Paredes et al., 2005) sowie

Magen- und kolorektales Karzinom (Hibi et al., 2009) beschrieben. Eine

Hypermethylierung wurde hingegen für eine Subgruppe der Pankreaskarzinome

beobachtet (Sato et al., 2003). Daten über eine CDH3-Hypermethylierung, die

das RCC einschließen, sind bisher noch nicht veröffentlicht. 

Da CDH3 in enger chromosomaler Nachbarschaft zu CDH1 liegt (Abb. 3), beide

den klassischen/Typ-1-Cadherinen zugeordnet werden und ihre Funktion als

Ca2+-abhängige Zelladhäsionsmoleküle ähnlich sind, scheint die Diskussion von

Ergebnissen aus CDH1-Studien im RCC an dieser Stelle sinnvoll. CDH1 ist als

Tumor- bzw. Invasions-Suppressor in vielen anderen Karzinomen bekannt. Für

das RCC wurde bereits 1995 von Katagiri et al. eine erste CDH1-

Expressionsstudie veröffentlicht. CDH1 wird dort, identisch zu CDH3 in dieser

Studie (s.u.), im distalen Tubulus und Sammelrohr in normalem Nierengewebe

exprimiert. Gleichzeitig werden CDH1-Expressionsverluste bei zunehmender

Gewebeentartung und fortschreitender Erkrankung (Staging und Differen-
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zierungsgrad) beobachtet, was zudem mit einer Krankheitsprogression und

schlechterem Überleben korreliert. Diese Daten wurden 2001 von Nojima et al.

bestätigt und durch Methylierungsanalysen erweitert. Eine höhere CDH1-

Methylierung konnte dabei mit starken CDH1-Immunpositivitätsverlusten im

RCC assoziiert werden. Costa et al. (2007) erbrachten die genauere Zuordnung

der CDH1-Hypermethylierung mit dem ccRCC. Obwohl bislang keine klinisch-

pathologischen Studien zur CDH1-Hypermethylierung veröffentlicht sind, ist

CDH1 bereits in die Gruppe der biomolekularen Marker für die Prognose des

RCC aufgenommen, wenngleich es in der klinischen Bedeutung bisher keine

gute Evidenz als unabhängiger Prognosefaktor aufweist (Zantl et al., 2008).

Dennoch zeigt diese Darstellung, dass große Übereinstimmungen generell in

der Funktion von CDH3 und CDH1 existieren.

Die vorliegende Untersuchung der RCC-Patientenkohorte auf Methylierung der

CDH3-CGI mittels der COBRA und der Pyrosequenzierung ergab in technischer

Hinsicht sehr gut auswertbare Ergebnisse bei einer Übereinstimmung von

84,1%. Dabei zeigte sich die CDH3-CGI in den untersuchten Tumoren selten

aber tumorspezifisch methyliert. Es ist momentan unklar, ob dieses Ergebnis

tatsächlich auf eine selten vorliegende Methylierung oder auf die noch nicht

ausreichend bekannte Methylierungsverteilung in der CGI, wie van Vlodrop et

al. 2010/2011 an GREM1 zeigten, zurückzuführen ist. Für GREM1 wurde

gezeigt, dass die heterogene Methylierung innerhalb einer CGI abhängig von

der in der Analyse erfassten CpG-Stellen nicht nur in unterschiedlichen

Methylierungswerten sondern auch in verschieden ausgeprägten statistischen

Assoziationen mit klinisch-pathologischen sowie Überlebensparametern der

Patienten resultieren kann. Da die meisten bisherigen Untersuchungsverfahren

nicht die Erfassung der Methylierung über eine gesamte CGI in effizienter

Weise ermöglichen, sind weitere ergänzende Untersuchungen notwendig, um

etwaige Unsicherheiten ausschließen zu können. Zur Erklärung der hohen

Frequenz von CDH3-Expressionsverlusten müssen abgesehen von der DNA-
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Methylierung auch andere epigenetische Veränderungen, wie z.B.

Veränderungen der Histonacetylierung und -methylierung sowie der MicroRNA-

Expression, die Einfluss auf die Transkription und Translation üben, prinzipiell in

Betracht gezogen werden. Solche Untersuchungen wurden allerdings in dieser

Arbeit nicht durchgeführt und sollten daher Gegenstand weiterführender

Analysen sein.

Es wurde hingegen in dieser Arbeit gezeigt, dass CDH3 eine hochsignifikante

tumorspezifische Hypermethylierung in ccRCC aufweist. So konnten im

gepaarten t-Test TU gegenüber TbA für ccRCC signifikante Methylierungs-

unterschiede (p=0,0002) verzeichnet werden. Weiter zeigten ccRCC im

Vergleich zu papRCC bezogen auf die Gruppenmittelwerte eine um 100%

erhöhte Methylierung (p=0,0041, OR=11,64). Insgesamt bestätigen die

Gewebeuntersuchungen die Vorergebnisse, die anhand der Nierenzelllinien

(z.B. A-498) erhalten wurden. 

Die Annahme, dass epigenetische Alterationen im CDH3 in der Progression von

ccRCC eine Rolle spielen könnten, wird durch weitere Ergebnisse untermauert.

So zeigte der Vergleich der untersuchten lokalisierten und fortgeschrittenen

Tumore eine signifikante Hypermethylierung der CDH3-CGI für die fortge-

schrittenen Tumore (p=0,032, OR=4,31). 

Die zu verzeichnenden Trends in Hinsicht auf eine statistische Assoziation mit

Differenzierungsgrad und Staging (p=0,059, OR=4,67; p=0,06, OR=3,49)

wiesen dieselbe Tendenz auf, nämlich ansteigende Methylierung mit

zunehmender Entdifferenzierung. Werden hierbei die kleine Gruppengröße und

die niedrige Methylierungsfrequenz von CDH3 berücksichtigt, ist zu vermuten,

dass in einer entsprechend vergrößerten Untersuchungskohorte, Effekte mit

einer besseren statistischen Signifikanz erhalten werden können.

Der statistische Vergleich einer möglichen Methylierung in der CDH3-CGI der

ccRCC im Zusammenhang mit Metastasierung und Lymphknotenbefall zeigte

für die univariate logistische Regression keinerlei Einfluss (p=0,995, OR=1,00;
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p=0,98, OR=0,98). Fraglich ist, wie repräsentativ diese Ergebnisse sind. Es

muss davon ausgegangen werden, dass die untersuchten sechs Lymphknoten

der ccRCC vermutlich eine zu kleine Anzahl aufwiesen, um valide Aussagen

treffen zu können. Ein statistisch starker Zusammenhang hätte allerdings bei

dem Vergleich von den 18 Patienten (M+) zu den 56 Patienten (M0) erkannt

werden müssen. Daher wird ein möglicher Zusammenhang als eher

unwahrscheinlich angesehen. 

In der Überlebenszeitanalyse, die mit einer univariaten Cox-Regression

durchgeführt wurde, konnte lediglich ein Trend (HR=2,62, p=0,1) für einen

möglichen Zusammenhang der Hypermethylierung (optimaler statistischer

Schwellenwert: 8,4%) und dem rezidivfreien Überleben festgehalten werden.

Grund hierfür könnte sein, dass erstens bei wenigen Patienten ein Tumorrezidiv

diagnostiziert wurde und zweitens generell die Hypermethylierung in der

Kohorte niedrigfrequentiert war. Dies ließe sich mit einer Vergrößerung der

Kohorte bzw. unter Einbeziehung weiterer Methylierungsloki in der CDH3-CGI

weiter klären.

Erwartete Effekte zeigten der Metastasierungsstatus und Differenzierungsgrad

auf das rezidivfreie Überleben. Für diese beiden Parameter wurde ein

signifikant kürzeres rezidivfreies Überleben beobachtet (HR=6,72; p=0,00033

und HR=10,06; p=2,8e-05).

Anhand des statistischen Vergleichs der 10 gepaarten Gewebeproben der

papRCC konnte kein signifikanter Unterschied für die Mittelwerte beider

Gruppen gefunden werden (p=0,57). Andererseits deuten zwei stärker

methylierte TU-Proben daraufhin, dass eine Subgruppe höher methylierter

papRCC existieren könnte, was allerdings in nachfolgenden Untersuchungen

anhand eines angepassten, geeigneten Untersuchungskollektivs nachzuweisen

wäre.

Untersuchungen über die Proteinexpression von CDH3 im Nierenkarzinomge-

webe ergaben einen Expressionsverlust in vielen der Tumore. Sowohl die 20 in
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dieser Studie untersuchten Tumore, die durch proteinatlas.org publizierten 12

Nierentumore als auch die 20 untersuchten RCC von Shimazui et al. (1996)

zeigen übereinstimmend Immunpositivitätsverluste von CDH3 in RCC. Darüber

hinaus zeigen die tumorbenachbarten Areale dieser Studie und die

Gewebeproben normaler Nieren von proteinatlas.org eine deutliche

Antikörperfärbung. Die Darstellung der Invasionszone in dieser Studie lässt

keinen Zweifel daran, dass die CDH3-Immunpositivität mit zunehmender

Gewebeentartung abnimmt (Abb. 33).

Auffällig ist die tubuläre Zuordnung der Immunpositivität in Epithelzellen der

Nierentubuli. Sowohl die hier als auch die von proteinatlas.org erhobenen

Daten, lassen aufgrund morphologischer Betrachtung auf eine Lokalisation von

CDH3 im distalen Tubulus bis Sammelrohr schließen. Diese Beobachtung in

Kombination mit den klinisch-pathologischen Daten dieser Studie führt zu der

Annahme, dass ein Zusammenhang von CDH3-CGI-Hypermethylierung und

CDH3-Expressionsverlusten in ccRCC in Form eines gensilencing bestehen

könnte, was aber in geeigneten Untersuchungen überprüft werden müsste.

Sollte ein solcher Nachweis geführt werden können, würde dies auch

Untersuchungen stützen, die die bisherige Annahme der Entstehung des

ccRCC aus Epithelzellen des proximalen Tubulus in Frage stellen (Mandriota et

al., 2002, Motzer et al., 1996) und eine Tumorentstehung aus den distalen

Anteilen der Niere nicht ausschließen. Beide Forschungsgruppen erachten eine

derart konkrete Zuordnung der unterschiedlichen Nierenzellkarzinome zu

Nephronabschnitten als wenig sinnvoll.

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass die Expressionsverluste auf

epigenetisches silencing zurückzuführen sein könnten, was aber in Reexpres-

sionsexperimenten unter Verwendung des Methylaseinhibitors 5'-Aza-2'-

Desoxy-Cytidin in Zellkulturmodellen zu klären wäre.

Nichtsdestotrotz stellt diese Arbeit den ersten Anhaltspunkt einer tumor-

spezifischen Hypermethylierung und die Identifizierung von CDH3 als ein Gen,

76



 4 Diskussion

welches mitverantwortlich für die Pathogenese des ccRCC sein könnte, dar.

Weiteren Aufschluss dazu müssen geeignete funktionelle Analysen erbringen,

die z.B. den Einfluss von CDH3 auf die zelluläre Adhärens, das Migrations- und

Invasionspotential erfassen können.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass hier erstmals eine tumorspezifische

Hypermethylierung in der CDH3-CGI in RCC beobachtet worden ist und

Zusammenhänge von Hypermethylierung und der Pathogenese des Nieren-

zellkarzinoms bestehen. Somit kann CDH3 zu der Gruppe der epigenetisch

alterierten Gene im RCC zugeordnet werden. Die mögliche Relevanz der

CDH3-Alteration für den klinischen Verlauf von RCC-Patienten unterstreicht die

Notwendigkeit zukünftiger funktioneller Analysen dieser Epialteration.
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 5  Zusammenfassung

Das Nierenzellkarzinom (RCC) ist mit 3% aller Tumore im Erwachsenenalter die

dritthäufigste maligne Veränderung im Urogenitaltrakt. Da die Behandlungs-

optionen des RCC gleich welchen Stadiums immer noch beschränkt sind, wird

der molekularen Aufklärung der RCC-Pathogenese eine hohe Relevanz

zugesprochen. Erhebliche Fortschritte wurden hierzu in der Aufklärung

epigenetischer Vorgänge in der Tumorentwicklung in jüngerer Zeit erzielt. So

wurden für eine Reihe von Genen epigenetische Modifikationen wie

Promotermethylierung und ein damit verbundenes genesilencing für das RCC

beschrieben.

Eine entscheidende regulatorische Rolle in der Proliferation und Architektur von

Zellen epithelialen Ursprungs spielt das Adhäsionsmolekül CDH3, welches

physiologisch u.a. in humanem Gewebe von Epidermis, Ösophagus, Harnblase

und Prostata nachgewiesen wurde. Gerade aber im Zusammenhang mit dem

RCC ist über das CDH3, bis auf qualitative Expressionsdaten einer Pilotgruppe,

bis zu diesem Zeitpunkt wenig bekannt. Über seine Rolle in der renalen

malignen Entartung ist bisher nichts beschrieben. 

Bei internetbasierten Datenbankrecherchen wurde ein CDH3-Expressions-

verlust für das RCC sowie die Anwesenheit von zwei CGI im CDH3-Gen

festgestellt. Daher wurde die Arbeitshypothese formuliert, dass dieser

Expressionsverlust möglicherweise auf eine DNA-Hypermethylierung in

Bereichen der CGI zurückzuführen sein könnte. Gegenstand dieser Arbeit ist

die DNA-Methylierungsanalyse einer CGI-Region im kodierenden Bereich des

humanen CDH3-Gens in zwei Primärzelllinien der Niere und Prostata, in 16

Karzinomzelllinien der Niere, Prostata und Harnblase sowie in 235 humanen,

renalen Gewebeproben. Die Analysedaten wurden anschließend im

Zusammenhang mit klinisch-pathologischen Verlaufsdaten und Follow-up-
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Fällen statistisch ausgewertet. Zusätzlich wurde die CDH3-Proteinexpression

mittels Immunhistochemie von jeweils 20 Proben von Tumoren und

tumorbenachbarten normalen Gewebearealen untersucht.

Die durch Bisulfit konvertierte aus dem Probenmaterial extrahierte DNA wurde

mit der Combined Bisulfite Restriction Analysis (COBRA) und zusätzlich mittels

der Pyrosequenzierung analysiert. Es konnte dabei nach unserem Kenntnis-

stand zum ersten Mal gezeigt werden, dass die untersuchte Region in der

CDH3-CGI eine tumorspezifische Hypermethylierung für das klarzellige

Nierenzellkarzinom (ccRCC) aufweist. Die Gegenüberstellung gepaarter Tumor-

und tumorbenachbarter normaler Gewebeproben zeigt für die ccRCC-Gruppe

im Durchschnitt eine um 100% höhere Methylierung an (p=0,0002). Die

univariate statistische Analyse über einen möglichen Zusammenhang mit den

klinisch-pathologischen Parametern Differenzierungsgrad und Staging deutet

auf einen Trend hin, dass ein zunehmender Methylierungsgrad der CDH3-CGI

mit einer Entdifferenzierung (G3) bzw. für die Subgruppe der ccRCC einem

höheren Stadium (T3) assoziiert sein könnte (OR=4,67, p=0,06; OR=3,49,

p=0,06). Der statistische Vergleich lokalisierter versus fortgeschrittener Tumore

weist eine signifikante Hypermethylierung für die Subgruppe der klarzelligen

Tumore nach (OR=4,31, p=0,032).

In einer univariaten statistischen Analyse mittels Cox-Regression konnte ein

Trend einer CDH3-CGI-Hypermethylierung mit dem rezidivfreien Überleben

(HR=2,62 und p=0,1) festgehalten werden. Der Metastasierungsstatus und der

Differenzierungsgrad in der Gruppe aller RCC waren mit einem kürzeren

Überleben assoziiert (HR=6,72; p=0,0003 und HR=10,06, p=2,8e-05).

Auf Proteinexpressionsebene wurden in einer Pilotgruppe von 20 Nieren-

tumoren die CDH3-Expression in Tumoren und tumorbenachbarten Gewebe-

arealen verglichen und in 20 von 20 (100%) normalen Bereichen eine

vorhandene CDH3-Immunpositivität und in 7 von 20 (35%) Tumorproben ein

CDH3-Immunpositivitätsverlust detektiert.
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 5 Zusammenfassung

Die vorliegende Studie weist auf eine möglich Beteiligung der CDH3-

Hypermethylierung an der Pathogenese des ccRCC hin. Ferner unterstreichen

die Ergebnisse dieser Arbeit die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen zur

Charakterisierung epigenetischer Veränderungen von CDH3 im RCC und ihrer

funktionellen bzw. klinischen Konsequenzen für das humane Nierenzell-

karzinom.
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