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cfDNA    zirkulierende-freie DNA (engl. circulating free DNA)  

ctDNA   zirkulierende Tumor DNA 

CPM   Chip Prep Module 

CTC   Zirkulierende Tumorzellen (engl. circulating tumor cells)  

ddH2O   doppelt destilliertes Wasser (engl. double distilled water)  
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MALDI-TOF  Matrix-assistierte Laser-Desorption/Ionisierung - Time-of-Flight 

N/A   Ungültig (engl. not applicable) 

NTC   Negativkontrolle (Abk. von engl. no template control)  

PCR   Polymerase-Ketten-Reaktion (engl. polymerase-chain-reaction) 

Rpm   Umdrehungen pro Minute (engl. rounds per minute) 

SAP   Shrimp-Alkaline-Phosphatase  

UKE   Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf 

UNG    Uracil-DNA-Glycosylase 

WT    Wildtyp 
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1   Zusammenfassung  

 

Krebs ist die zweithäufigste Todesursache auf der Welt. Bei jeder dritten Frau mit Krebsdiagno-

se handelt es sich um Brustkrebs. Gestellt wird die Diagnose durch eine Mammographie, ein 

Diagnoseverfahren, welches Brustkrebs erst in einem fortgeschrittenen Stadium erkennt. Durch 

eine frühzeitige Detektion von Brustkrebs können sich die Überlebenschancen deutlich erhöhen.  

 

Um Brustkrebs frühzeitig zu erkennen, wird bei der Firma Agena Bioscience eine minimal in-

vasive, bisulfid-freie Methode entwickelt, welche die Methylierung Brustkrebs-spezifischer 

Biomarker in zirkulierender tumor-DNA bestimmt. Die Methode trägt den Namen iPlex Breast 

Methylation Panel. Die Sensitivität dieser Anwendung für die Detektion von Methylierung ist 

hierfür wesentlich. Um dies zu gewährleisten, wird im Rahmen dieser Arbeit eine zentrale 

Komponente der Methode optimiert und validiert. Weiterhin soll die Funktionalität der Anwen-

dung an klinischen Proben gezeigt werden. Die Studien hierzu werden im Rahmen des von der 

Europäischen Union geförderten Projekts „Liquid biopsies and IMAging for improved cancer 

care“ (LIMA) durchgeführt. 

 

Die zu optimierende Komponente ist der PCR-Primer Mix des Breast Methylation Panels. Das 

Ziel ist die mengenmäßige Justierung der einzelnen PCR-Primer für eine möglichst effiziente 

Amplifizierung aller Biomarker in einer einzigen Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR). Für die 

Validierung an klinischen Proben wird zunächst eine Voranalyse mit dem Liquid IQ Panel der 

Firma Agena Bioscience durchgeführt. Hierbei werden die Proben auf ihre Qualität sowie 

Quantität geprüft. Als letztes erfolgt die Messung der klinischen Proben mit dem iPlex Breast 

Methylation Panel. Bei den klinischen Proben handelt es sich um DNA von triple-negativen 

Burstkrebspatientinnen und von gesunden Probanden, die vom Institut für Tumorbiologie des 

Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE) zur Verfügung gestellt wurden.  

 

Es wurde die erfolgreiche Justierung sowie die Validierung eines PCR Primer Mixes zum Ein-

satz im iPlex Breast Methylation Panel dokumentiert. Außerdem wurden weitere Optimie-

rungsmöglichkeiten der Methode aufgezeigt. Weiterhin wurde gezeigt, dass das iPlex Breast 

Methylation Panel in der Lage ist, einen signifikanten Unterschied des Methylierungsgrads zwi-

schen Proben Gesunder und Brustkrebspatientinnen zu detektieren. Dadurch wurde ein Zusam-

menhang zwischen hochmethylierten Biomarkern und Brustkrebs hergestellt, wodurch eine 

klinische Diagnose möglich wäre. 
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2   Einleitung 

 

2.1 Brustkrebs  

 

Weltweit starben im Jahr 2018 rund 9,6 Millionen Menschen an Krebs. Damit ist Krebs nach 

Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweit häufigste Todesursache und ist für jeden sechsten To-

desfall weltweit verantwortlich. Krebs ist das unkontrollierte Wachstum von Zellen, deren Erb-

gut durch externe oder genetische Faktoren verändert worden ist. Während Männer vor allem an 

Lungen-, Prostata-, Darm- und Leberkrebs erkranken, betrifft Frauen vor allem Brustkrebs. 

Jedes Jahr werden immer mehr Krebsfälle diagnostiziert, wobei jedoch die Mortalitätsrate sinkt. 

Dies liegt an einer besseren Infrastruktur, sowie an immer besseren Verfahren zur frühzeitigen 

Erkennung von Krebs, durch die die Behandlungsmethoden angepasst werden können. (World 

Health Organization 2021)  

 

Brustkrebs ist mit einem Anteil von 30% (2017) der am häufigsten auftretende Tumor bei Frau-

en und war für weltweit rund 570.000 Todesfälle im Jahr 2015 verantwortlich. Insgesamt erhal-

ten pro Jahr etwa 1,5 Millionen Frauen weltweit die Diagnose Brustkrebs. Metastasenbildung in 

einem fortgeschrittenem Stadium in Organen wie Leber, Lunge oder Gehirn erschweren die 

Heilung. Wichtige Faktoren bei der Entstehung von Brustkrebs sind vor allem das Alter, der 

Konsum von Alkohol, die Ernährung, das Östrogenlevel und Fortpflanzungsfaktoren 

(Muhammad Naeem et al 2019). Zur Detektion wird die Mammographie oder seltener die Mag-

netresonanztomographie genutzt (s. Abb. 1). Brustkrebs tritt circa 100-mal häufiger bei Frauen 

als bei Männern auf. Zurückzuführen ist dies auf das vermehrte Vorhandensein von Brustgewe-

be und den höheren Anteil des Hormons Östrogen. (Sun et al. 2017)  

 

Die Erkennung, die Behandlung und die Überlebensrate variieren weltweit stark. Während in 

entwickelten Ländern die Überlebensrate in den ersten fünf Jahren nach der Detektion bei 80% 

liegt, liegt sie in Entwicklungsländern bei 40%. Eine frühzeitige Erkennung von Brustkrebs, 

welche eine maßgebliche Rolle für die Behandlung und die Überlebensrate spielt, ist in Ent-

wicklungsländern durch schlechtere Infrastruktur eingeschränkt. (Akram et al. 2017) 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung von Risikofaktoren und Prävention von Brustkrebs. Als Risi-

kofaktoren gelten hauptsächlich das Alter sowie genetische Faktoren, Fortpflanzungsfaktoren und das 

Östrogenlevel. Zur Früherkennung von Brustkrebs ist die Mammographie weit verbreitet. Die Behand-

lung erfolgt durch Medikamente in der Chemotherapie. Hierbei werden Östrogenrezeptormodulatoren 

(SERMs) oder Aromatasehemmer (AIs) eingesetzt. Biologische Prävention durch monoklonale Anti-

körper wie Herceptin werden erforscht.  (Sun et al. 2017) 

 

Je nach Größe und Typ des Tumors und wie viele Tumorzellen im Brustgewebe vorliegen wird 

ein Tumor in eine der fünf definierte Stadien eingeteilt. Im Stadium 0 wird von einem nicht-

invasiven Stadium gesprochen, in dem krebsartige und nicht krebsartige Zellen innerhalb des 

Brustgewebes vorliegen. Hierbei liegt kein Indiz für eine Streuung in umliegendes Gewebe vor. 

Das Stadium 1 beschreibt den invasiven Brustkrebs, welcher in die zwei Unterkategorien 1A 

und 1B unterteilt wird. Die Kategorie 1A umfasst Tumore bis zu einer Größe von 2 cm, welche 

noch keine Lymphknoten befallen haben. Tumore der Kategorie 1B sind hingegen im Lymph-

knoten mit einer Größe von 0,2 mm vorzufinden. Ebenso wird das Stadium 2 in zwei Unterka-

tegorien unterteilt. Während Tumore, welche kleiner als 5 cm sind und die Lymphknoten der 

Achselhöhle erreicht haben, in die Kategorie 2A eingeteilt werden, werden Tumore welche grö-

ßer als 5 cm sind und nicht die axillären Lymphknoten erreicht haben in die Kategorie 2B ein-

gestuft. Tumore der Kategorie 3 werden je nachdem wie viele Lymphknoten sie erreicht haben 

in drei Unterkategorien unterteilt. Zuletzt erreicht der Brustkrebs das Stadium 4. In diesem Sta-

dium haben sich Metastasen in anderen Organe wie Lunge, Knochen oder Leber gebildet. 

(Akram et al. 2017)        

 

Durch frühzeitige Erkennung von Brustkrebs sinkt die Intensität der Behandlung und die Über-

lebensrate steigt auf bis zu 98%. Wird die Diagnose erst nach der Bildung von Metastasen, also 

dem Erreichen des vierten Stadium, gestellt, sinkt die Überlebensrate auf 27%. Sensitive und 

frühzeitige Brustkrebsdetektion ist deshalb zur Behandlung von Brustkrebs notwendig. 

(Radpour et al. 2011)  
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Wie verschiedene Studien von z.B. Radpour, R. (2011) oder Yang, X. (2001) zeigten, spielt die 

Epigenetik in der Entstehung von Krebs (Karzinogenese) eine wichtige Rolle. Veränderte Pro-

motor-Methylierungsmuster von Tumorsuppressorgenen treten häufig in einem frühen Stadium 

während der Karzinogenese auf. Durch Zellnekrose und Apoptose gelangen signifikante Men-

gen an DNA in den Blutkreislauf. Das Vorhandensein sowie die quantitative Veränderung die-

ser zirkulierenden-zellfreien DNA wurde bei verschiedenen Krebsarten bereits nachgewiesen 

(Radpour et al. 2011). Der Nachweis von genetischen Veränderungen in zirkulierender-freien 

DNA in einer frühen Phase der Karzinogenese dient als Grundlage für die Anwendungen der 

Firma Agena Bioscience. 

 

2.2 Zirkulierende Tumor-DNA 

 

DNA, welche außerhalb von Zellen in Flüssigkeiten des Körpers wie z.B. Blut oder Speichel 

vorkommt, wird als zirkulierende-freie DNA (cfDNA) bezeichnet (s. Abb. 2). Zuerst nachge-

wiesen wurde cfDNA in Blutplasma bereits 1948 (Campos-Carrillo et al. 2020). Bei Krebspati-

enten kann zirkulierende Tumor-DNA (ctDNA) einen Teil der gesamten cfDNA ausmachen. 

Die ctDNA beschreibt DNA-Fragmente, welche durch Zellnekrose, Apoptose oder Sekretion 

von Krebszellen z.B. in den Blutkreislauf gelangt sind. Von der gesamten Menge an cfDNA 

stammen 0,01% - 90% von ctDNA. Während bei gesunden Probanden die Gesamtmenge an 

cfDNA in Blutplasma bei etwa 30 ng/mL liegt, kann die cfDNA-Menge bei Krebspatienten bei 

bis zu 1000 ng/mL liegen. Die Länge der ctDNA-Fragmente hängt von der Art ab, wie die ctD-

NA in das Blut gelangt ist. cfDNA-Fragmente, welche durch Apoptose in den Blutkreislauf 

geraten, sind um Nukleosomen gewickelt und weisen eine Länge von circa 166 bp auf. Größere 

Fragmente von 320 bp bis zu 1000 bp stammen aus der Phagozytose von nekrotischen Zellen. 

cfDNA, welches durch aktive Sekretion die Zelle verlässt, weist eine Länge von 150 – 250 bp 

auf. (Elazezy und Joosse 2018)    

 

Der Nachweis von Mutationen in ctDNA ermöglicht die frühe Detektion von Krebs. Zudem 

kann der Nachweis bereits erfolgen, wenn die Krebszellen noch sehr klein sind, nicht komplex 

und keine Metastasen gebildet haben. Eine frühzeitige Detektion kann die Behandlung beein-

flussen. Da der Anteil der zirkulierender Tumor-DNA bis hinab zu 0,01% der gesamten cfDNA 

betragen kann, spielt die Sensitivität des Nachweisverfahrens eine wichtige Rolle. (Elazezy und 

Joosse 2018)      
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Abbildung 2: Graphische Darstellung einer Blutbahn, in die durch verschiedene Prozesse cfDNA und 

ctDNA gelangt sind. In Grün sind Tumorzellen dargestellt, welche durch Apoptose, Nekrose oder Sek-

retion ctDNA (Doppelhelix-DNA mit blauem Punkt) in die Blutbahn abgeben. Weiterhin wird durch 

gesunde Zellen (blau) cfDNA in die Blutbahn abgegeben. Phagozyten (lila) und Rote Blutkörper (rot) 

sind ebenfalls schematisch dargestellt. Eine durch eine Flüssigbiopsie gewonnen Probe kann durch 

z.B. Zentrifugation getrennt werden. In dem Blutplasma ist dann die cfDNA und auch ctDNA vorzu-

finden. (Galladium 2021) 

 

Zur Gewinnung von ctDNA aus dem Körper des Patienten wird eine Flüssigbiopsie durchge-

führt (engl. Liquid Biopsy). Die Flüssigbiospie beschreibt die blutbasierte Untersuchung zur 

Detektion von genetischen Veränderungen. Im Gegensatz zur oft angewendeten Gewebebiopsie 

ist die Flüssigbiopsie minimal invasiv und kann nahezu jederzeit durch eine Blutentnahme wie-

derholt werden. Weiterhin kann das gesamte Mutationsspektrum eines Tumors analysiert wer-

den und ist nicht wie bei der Gewebebiopsie auf enge Bereiche begrenzt. (Banys-Paluchowski et 

al. 2020)  

 

2.3 Verwendete neue Anwendungen als Grundlage der Arbeit 

 

Die Ergebnisse dieser Ausarbeitung basieren auf den neuartigen Anwendungen (Panels) der 

Firma Agena Bioscience. Bei den Anwendungen handelt es sich um das Liquid IQ Panel und 

das Breast Methylation Panel.  
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Das Liquid IQ Panel analysiert neben der Quantität an vorhandener cfDNA auch deren Qualität. 

Das Liquid IQ Panel war während der Experimente für die vorliegende Arbeit noch kein offizi-

elles kommerzielles Produkt. Insgesamt nutzt das Panel 36 Biomarker zur Untersuchung der 

cfDNA. Wichtige Parameter sind Kopienanzahl der DNA (amplifiable copies), die Bestimmung 

der Fragmentlängen und eine mögliche Kontamination durch z.B. gDNA von weißen Blutzel-

len. 

 

Weiterhin wird das Breast Methylation Panel der Firma Agena eingesetzt. Bei dieser Anwen-

dung handelt es sich um einen Prototyp zur Analyse von cfDNA-Proben auf Methylierung bei 

insgesamt 19 Brustkrebs-spezifischen Biomarkern. Die Anwendung wurde im Rahmen eines 

Forschungsprojektes, welches von der Europäischen Union gefördert und von der Firma Philips 

koordiniert wird, entwickelt. 

 

2.4 Ziel der Ausarbeitung  

 

Brustkrebs ist für Frauen eine der am häufigsten auftretenden Krankheiten weltweit. Die Detek-

tion von Brustkrebs in einem frühen Stadium ist notwendig, um die Überlebensrate zu steigern. 

Während der Karzinogenese spielen Methylierungsmuster in Promotorregionen von Tumorsup-

pressorgenen eine wichtige Rolle. Mit Fortschreiten der Tumorgröße gelangt immer mehr zirku-

lierende Tumor-DNA in den Blutkreislauf durch z.B. Apoptose. Diese cfDNA kann analysiert 

werden, um frühzeitig Tumore zu entdecken oder die Effizienz einer Therapie zu überwachen.    

 

Das Ziel dieser Arbeit ist die Optimierung und Validierung des iPlex Breast Methylati-

on Panels v1.0. Hierbei werden die verschiedenen PCR-Primer mengenmäßig justiert, so dass 

ein möglichst hoher Umsatz in der Multiplex-PCR stattfindet. Dies bedeutet, dass alle Primer in 

einer PCR-Reaktion gemeinsam vorliegen und effizient am entsprechenden Genabschnitt bin-

den können. Im Folgenden wird dies als Bindungsrate bezeichnet. Anschließend soll eine Pro-

benkohorte von klinischen Proben mit diesem Panel gemessen werden. Die Probenkohorte 

stammt aus dem Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE) und beninhaltet neben 57 

Proben von gesunden Probanden, 46 Proben von triple-negativen Brustkrebspatientinnen. Beim 

triple-negativen Brustkrebs befinden sich weder Östrogen- noch Progesteron- sowie HER2/neu 

Rezeptoren auf der Oberfläche der Tumorzellen. Vor der eigentlichen Mehtylierungsanalyse 

erfolgt eine quantitative und qualitative Bestimmung der cfDNA in den Proben mit dem Liquid 

IQ Panel.  
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3   Ergebnisse  

 

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Versuche dargestellt. Dies umfasst das Einstellen 

der PCR-Primer, die Vorquantifizierung mit dem Liquid IQ Panel und die Messung der klini-

schen Proben mit dem iPlex Breast Methylation Panel. Die mengenmäßige Adjustierung der 

PCR-Primer ist aufgrund der Multiplex-Reaktion schwierig. Eine hohe und ausgeglichene Bin-

dungsrate jedes PCR-Primer während der PCR ist wichtig, ohne dass diese sich untereinander 

stören durch z.B. Bildung von Primer-Dimeren. Je mehr Primer während der PCR binden, desto 

mehr cfDNA kann amplifiziert werden. Die Sensitivität der Anwendung zur Detektion von Mu-

tationen wird damit gesteigert. Zur Verifizierung wurden Methylierungsstandards und HapMap 

Proben (Wildtyp) gemessen. Weiterhin wurde eine quantitative Bestimmung der cfDNA in kli-

nischen Blutproben aus dem Institut für Tumorbiologire des UKE mit dem Liquid IQ Panel 

durchgeführt und die Proben wurden mit dem Breast Methylation Panel auf Methylierung in den 

relevanten Genabschnitten untersucht. 

 

3.1 PCR Primer Adjustierung 

 

Zunächst werden die Ergebnisse des PCR-Primer Adjustments vorgestellt. Das Ziel des Ad-

justments ist eine möglichst hohe Bindungsrate der Primer während der PCR. Bei Vorversuchen 

hatten sich einige Primer als besonders aussagekräftig, bezogen auf das Methylierungsmuster 

bei Gesunden und Krebspatienten, erwiesen. Folgende sieben Primer wurden deshalb aufgrund 

ihrer größeren klinischen Relevanz bei der Optimierung vorrangig behandelt: AKR1B1, BRCA1, 

GPX, HIST1H3C, SCGB3A1, TM6SF1 und TMEFF2. Weiterhin sind die Primer zur Quantifi-

zierung (ALB_TotalDNA, APOE_TotalDNA und RNaseP_TotalDNA) sowie die Primer zur Be-

wertung des enzymatischen Verdaus (LDHA_DigestQC und POP5_DigestQC) beim Adjust-

ment verstärkt berücksichtigt worden. Bei den klinisch nicht relevanten Primern wurde die 

Konzentration vorerst angepasst.    

 

Tabelle 1 zeigt die prozentuale Bindungsrate aller Biomarker während der Reaktion. Nach dem 

ersten Adjustment wurden die Konzentrationen klinisch relevanter Primer weiter erhöht, um die 

Bindungsrate zu steigern (s. Anlage A).  
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Die Tabelle zeigt, dass die Bindungsrate der wichtigsten Primer gesteigert werden konnte. Eini-

ge Primer wie GPX, HIST1H3C oder BRCA1 weisen dabei einen kontinuierlichen Anstieg auf. 

Bei Primer wie AKR1B1, SCGB3A1 oder TM6SF1 veränderte sich die Bindungsrate im ersten 

Adjustment trotz Zugabe nicht wesentlich. Sie weisen erst nach dem zweiten Adjustment eine 

höhere Bindungsrate auf. 

Bei den klinisch nicht relevanten Primern wie FOXA1 oder RASGFR2 sinkt die Bindungsrate 

über den Verlauf des Adjustments. Auffällig hierbei ist ein geringer Anstieg der Bindungsrate 

im zweiten Adjustment bei den Markern FOXA1 und APC, obwohl keine vermehrte Zugabe 

stattgefunden hat. 

Der Primer ALB_TotalDNA zur Bestimmung der DNA-Menge weist eine Bindungsrate von 

100% auf. Am schwächsten bindet der Primer RASSF1 mit einer Bindungsrate von 45,7%. Der 

Mittelwert aller Primer bezogen auf ihre Bindungsrate steigt im Verlauf des Adjustments konti-

nuierlich an. Der Mittelwert aller Primer erreicht so im Mix einen Wert von über 80%. Dies 

bedeutet, dass 80% der vorhanden Primer während der PCR Reaktion genutzt werden.  

  

Zudem wurden auch Kastendiagramme herangezogen, um die Verteilung der Bindungsraten zu 

bewerten. Exemplarisch wird in Abbildung 3 für die beiden Biomarker AKR1B1 und BRCA1 die 

Streuung der Messwerte gezeigt. Weitere Kastengrafiken sind dem Anhang (Anlage B) zu ent-

nehmen. Die Abbildung zeigt die statistische Verteilung der Messwerte je eines Primerpaars. 

Insgesamt basiert das Verteilungsdiagramm auf 44 Messwerten für jeden Biomarker. Die Bin-

dungsraten und die daraus resultierenden Kastengrafiken stammen von der dritten Messung (2. 

Adjustment).   

 

Eine Kastengrafik, oder auch Boxplot genannt, gibt mehrere wichtige statistische Werte wieder. 

Zunächst gibt sie den Mittelwert aus allen Werten in Form eines Kreuzes wieder. Weiterhin 

werden das erste und dritte Quartil (blaue Box) angegeben. In diesem Intervall der Box liegen 

50% der Messwerte vor. Der Median teilt diese Box durch eine waagerechte Linie. Außerdem 

werden der Minimal- und Maximalwert angezeigt. Hierbei handelt es sich um den niedrigsten 

bzw. höchsten Messwerte der Messreihe. Zusätzlich werden Ausreißer in Form von Punkten 

dargestellt.  
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Abbildung 3: Graphische Darstellung des Mittelwertes mit der Abweichung am Beispiel der Marker 

AKR1B1 und BRCA durch ein Kastengrafikdiagramm. Aufgetragen werden alle Bindungsraten der 

Biomarker in %. Hierbei wird in der Grafik selbst der Mittelwert (blaues X), der Median (blaue hori-

zontale Linie), das erste und dritte Quartil (untere bzw. obere Kante des blauen Kastens) sowie der 

Minimal- bzw. Maximalwert angezeigt. Zudem werden Ausreißer als Punkte dargestellt (siehe 

AKR1B1).       

Die durchschnittliche Bindungsrate des Biomarkers AKR1B1 liegt knapp unter 90%. Der Medi-

an, also der Zentralwert, des Markers liegt bei knapp über 90%. Das erste und dritte Quartil 

liegen sehr nahe beieinander. Der Minimalwert liegt bei 85%. Der Maximalwert liegt bei knapp 

97%. Insgesamt weist die Messung drei Ausreißer auf, welche alle im Intervall von 70% - 80% 

vorliegen. 

Der Marker BRCA1 weist einen Mittelwert von 71% auf. Der Median erreicht eine leicht höhere 

Bindungsrate als der Mittelwert. Das erste und dritte Quartil liegen deutlich weiter auseinander. 

Der Minimalwert liegt bei nur knapp über 40%. Der Maximalwert erreicht eine Bindungsrate 

von über 85%. Es sind keine Ausreißer vorzufinden.  
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obachten. Weiterhin steigt die Signalhöhe des Kompetitors stetig an. In dem 

0%-Methylierungsstandard ist nur der Kompetitor zu erkennen. Die Signalhöhe des Kompe-

titors, welcher mit einer 100 Kopien eine bekannte Konzentration besitzt, entspricht in der The-

orie bei einem DNA-Input von 5 ng einer Signalhöhe zwischen dem 5% und 10% Methylie-

rungsstandard. Bei einem DNA-Input von 5 ng (≙1500 amplifiable copies) liegen bei dem 5%-

Methylierungsstandard 75 und bei dem 10%-Methylierungsstandard 150 amplifiable copies vor. 

Die Analyse aller Clusterplots ergab, dass bei dem Biomarker BRCA1 der Kompetitor nicht 

funktionierte (s. Abb. 6). Hier zeigte sich kein Mutationspeak bei zwei von drei 

0%-Methylierungsstandards. Eine neue Justierung des Kompetitors ist für die Funktionalität des 

Biomarker wichtig und wurde deshalb außerhalb dieser Arbeit vorgenommen.  

 

Abbildung 6: Clusterplot des Methylierungsstandards BRCA1. Aufgetragen wurden die Methylierungs-

standards von 100%-0%. Aufgetragen ist der Signalhöhe des Methylierungssignals auf der Y-Achse 

gegen die Peakhöhe des Mutationssignals, welches vom Kompetitor stammt.   

 

3.2 Liquid IQ Panel zur Analyse klinischer Proben  

 

Die Probenentnahme erfolgte am Institut für Tumorbiologie des UKE. Hierbei wurden jeweils 

7,5 mL Blut in EDTA-Blutabnahmeröhrchen entnommen. Aus dem Blutplasma wurde die cfD-

NA mithilfe magnetischer beads-Technologie isoliert (Invitek). Die Rohdaten des zur Analyse 

genutzten Liquid IQ Panels sind im Anhang zu finden (Anlage C & Anlage D). In Anlage C 

sind die Ergebnisse der gesunden Kohorte abgebildet. In Anlage D die Ergebnisse der trip-

le-negativen Brutkrebspatientinnen. 
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Bei der gesunden Kohorte sind bei fast allen Proben 20 oder 21 Genabschnitte der Anwendung 

detektiert worden, was auf eine hohe Qualität der Analyse hinweist (maximal 21). Die Konzent-

ration, welche sich aus der amplifiable copies-Zahl berechnet (303 amplifiable copies entspre-

chen 1 ng DNA), liegt bei den Proben zwischen 0,10 ng/µL und 0,57 ng/µL. Der Durchschnitt 

liegt bei einer Konzentration von 0,24 ng/µL. Die Kontamination durch genomische DNA wei-

ßer Blutkörper (WBC) liegt bei 21 der 57 Proben bei 0%. Weiterhin zeigen 24 Proben eine ma-

ximale Kontamination von 25%. Insgesamt 11 Proben weisen eine Kontamination von über 

25% auf, vier Proben zu 100%. Bei einer Kontaminierung einer Probe von über 50% wird die 

Probe verworfen und nicht gemessen. 54 Proben stammen von weiblichen Probanden, eine Pro-

be von einem männlichem Patient und zwei Proben konnten keinem Geschlecht zugeordnet 

werden. Die Probe 23 wurde bei der Messung nicht detektiert, weshalb keine Daten vorliegen. 

 

Die zweite Kohorte der Brustkrebspatientinnen (Anlage D) weist eine im Schnitt niedrigere 

Wiederfindungsrate der Genabschnitte auf. In den meisten Proben werden 16 bzw. 17 der 21 

Genabschnitte der Anwendung detektiert. In einigen Proben sind nur 11 Genabschnitte wieder-

zufinden. Die Konzentration beträgt minimal 0,18 ng/µL, maximal 3,38 ng/µL und im Schnitt 

0,67 ng/µL. Die WBC-Kontamination liegt bei fast allen Proben unter 25%, mit Ausnahme der 

Proben 10 und 24. Maximal liegt die Kontamination bei 37% bei Probe 10. Bei 47 von 48 Pro-

ben wurde durch die Voranalyse das weibliche Geschlecht der Probanden bestätigt. Nur bei 

Probe 37 war das Ergebnis nicht eindeutig.   

Ein Vergleich der beiden Kohorten zeigt, dass die Konzentration im Schnitt in der triple-

negativen Kohorte deutlich höher liegt als die Konzentration der gesunden Kohorte. Weiterhin 

ist die Kontamination durch gDNA geringer. Proben wurden von der weiteren Analyse ausge-

schlossen, wenn sie bei der Messung gar keine Ergebnisse zeigten, zu stark mit gDNA kontami-

niert waren oder insgesamt eine zu geringe DNA-Konzentration aufwiesen. Es wurden 10 Pro-

ben der gesunden Kohorte und vier Proben der triple-negativen Kohorte von der Analyse mit 

dem iPlex Breast Methylation Panel ausgeschlossen.  

 

3.3 iPlex Breast Methylation Panel v1.0 zur Untersuchung von klinischen Proben 

 

Ausgewertet wurden die Ergebnisse in Form von Boxplots (Abb. 7). Aufgetragen wurde dabei 

der Methylierungs-Score eines Markers getrennt für beide Kohorten (Gesunde und trip-

le-negativer Brustkrebs). Der Methylierungs-Score wird dabei über die Höhe der Peaks berech-

net und gibt an, wie stark die Probe methyliert ist. Damit das Ergebnis unter allen Proben ver-
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gleichbar ist, wird der Methylierungs-Score über den Kompetitor (Q-Mix) auf eine 

DNA-Menge von 10 ng normalisiert. 

 

Abbildung 7: Boxplot des Methylierungs-Scores der beiden Kohorten. Insgesamt wurde der Methylierungs-Score 

von 47 gesunden Probanden (normal, blau) gegen 42 triple-negative Patienten (Patient, orange) aufgetragen. 

Betrachtet werden sechs Maker, bei denen der Unterschied des Methylierungsscore zu erkennen ist und als signi-

fikant angesehen werden kann.  

 

Die Abbildung zeigt sechs Marker der Anwendung, bei denen ein signifikanter Unterschied 

zwischen dem Methylierungsscore der gesunden Proben und der Brustkrebspatienten besteht. 

Zu erkennen ist, dass der Methylierungsscore bei den gesunden Proben im Durchschnitt nahe 

Null liegt. Bei dem Marker GPX beträgt der Methylierungsscore der gesunden Proben nahe 50. 

Bei den seltenen Ausreißern der gesunden Kohorte handelt es sich um Proben mit geringer 

DNA-Konzentration. Durch die Normalisierung der DNA-Menge auf 10 ng über den Kompe-

titor wird der Methylierungs-Score, durch das Multiplizieren des Messfehlers, stark verfälscht.   

Der Unterscheid im Methylierungs-Score wird vor allem bei den Biomarkern GPX, HIST1H3C 

und TMEFF2 deutlich, hier beträgt der Methylierungsscore der triple-negativen Kohorte im 

Durchschnitt über 100. Bei den Biomarkern AKR1B1, SCGB3A1 und TM6SF1_v2 liegt trotz 

einer leichten Überschneidung des Boxplots im unteren Bereich ein signifikanter Unterschied 

im Methylierungs-Score vor. Bei den Ausreißern handelt es sich um Proben mit teils 10-fach 

höherer Methylierung gemessen am Mittelwert (z.B. TM6SF1_v2).   
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Die Ergebnisse der restlichen acht Marker sind in Abb. 8 dargestellt.  

 

 

Abbildung 8: Boxplot des Methylierungsscores der beiden Kohorten. Insgesamt wurde der Methylie-

rungsscore von 47 gesunden Proben (normal, blau) gegen 42 triple-negativen Patienten (Patient, 

orange) aufgetragen. Betrachtet werden acht Marker, bei denen kein signifikanter Unterschied zwi-

schen den Methylierungsscores von Proben Gesunder zu triple-negativen Patientinnen besteht.     

 

Die Methylierungsscores dieser acht Biomarker lassen sich nicht signifikant unterscheiden, da 

keine klare Trennung der Boxplots vorliegt. Bei allen Biomarkern, bis auf COL6A2, ist zu er-

kennen, dass der mittlere Methylierungsscore niedriger ist bei der gesunden Kohorte. Weiterhin 

ist zu erkennen, dass der Methylierungsscore aller Biomarker deutlich höher liegt als bei der 

ersten Abbildung, in der sich die Kohorten signifikant unterscheiden. Der Biomarker APC zeigt 

eine leichte Überschneidung der Boxplots auf. Der Minimumwert der triple-negativen Kohorte 

liegt unter dem Minimumwert der gesunden Kohorte. ARHGEF7 weist mit einem mittlerem 

Methylierungsscore von über 3000, sowohl bei der gesunden als auch bei der triple-negativen 

Kohorte, die höchsten Werte auf. Auch bei diesem Biomarker liegt das Intervall der gesunden 

Kohorte innerhalb des Intervalls der triple-negativen Kohorte. Die Marker FOXA1, MDGI-

FABP3, BRCA1 und RASGFR2 weisen alle denselben Zusammenhang auf. Die Kohorten über-

schneiden sich deutlich in Bezug auf den Methylierungsscore. Im Intervall der gesunden Kohor-

te, bezüglich des Methylierungsscores, liegt die triple-negative Kohorte des Biomarkers 

COL6A2. Damit ist kein Unterschied zwischen Gesunden und triple-negativen Probanden zu 

erkennen. Beim Marker RASSF1 ist eine Trennung der Kohorten zu erkennen. Die Proben der 

gesunden Kohorte sind nahezu nicht methyliert, während die Proben der zweiten Kohorte im 

Durschnitt 500 Methylierungen enthalten. 
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Gesunde Kohorte  triple-negative Kohorte 

Durch den nicht vorhandenen signifikanten Unterschied werden die acht Marker nicht in fol-

gender Analyse des gesamten Methylierungs-Scores berücksichtigt. Abbildung 9 zeigt die ge-

samt DNA-Menge für die beiden Kohorten, welche über die drei Marker zur Quantifizierung 

bestimmt wurde, und den durchschnittlichen Methylierungs-Score der sechs klinisch relevanten 

Biomarker, bei denen ein signifikanter Unterschied im Methylierungs-Score vorliegt. 

 

 

 

Zu erkennen ist, dass die DNA-Menge der triple-negativen Kohorte einen höheren Durch-

schnittswert aufweist und stärker variiert. Beim Methylierungs-Score ist eine deutliche Diffe-

renz zu erkennen. Während der Methylierungs-Score der gesunden Kohorte im Schnitt rund 59 

beträgt, weisen die Proben der triple-negativen Kohorte im Schnitt eine Methylierung von 694 

auf.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 9: Wiedergegeben wird die totale DNA-Menge in amplifiable copies (303 amplifiable copies 

entsprechen 1 ng DNA) und der Methylierungs-Score der sechs klinisch relevanten Biomarker. Um die 

Ergebnisse des Methylierungsgrades vergleichbar zu machen, wird der DNA-Input jeder Probe auf. 
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4   Diskussion 

 

4.1 PCR Primer Adjustierung und Validierung 

 

Für eine effiziente Amplifizierung zirkulierender Tumor-DNA ist eine hohe Bindungsrate der 

PCR-Primer essenziell. Durch Nebenwirkungen, wie Adsorption oder das Bilden von Dimeren, 

stellt die mengenmäßige Justierung der einzelnen PCR-Primer in einem Multiplex eine beson-

ders schwierige Aufgabe dar. Die Ergebnisse zeigen, dass kontinuierlich die Bindungsrate der 

PCR-Primer gesteigert werden konnte. Hierbei wurden bei Vorversuchen mehrere klinisch sig-

nifikante Primer festgestellt, auf die der Fokus bei der Optimierung lag. Weiterhin konnte die 

Streuweite der Messwerte reduziert werden, wodurch die Verlässlichkeit einzelner Primer ver-

bessert wurde. Der optimierte PCR-Primer Mix kann zur Amplifizierung von zirkulierender 

Tumor-DNA in der iPlex Breast Methylation Anwendung genutzt werden. 

 

Zur Kalibrierung des Systems wurden Methylierungsstandards gemessen. Hierfür wird ein 

Kompetitor in bekannter Konzentration genutzt, der während der PCR in die Reaktion einge-

bracht wird. Bei fast allen Markern konnte ein Zusammenhang zwischen Signalintensität und 

Methylierungsgrad der Probe hergestellt werden. Bei dem Marker BRCA1 wurde festgestellt, 

dass der Kompetitor nicht korrekt funktionierte. Der Kompetitor der Anwendung war vor der 

Optimierung des Primer-Mixes an die Anwendung angepasst worden. Während der Versuche 

wurde die Bindungsrate des BRCA1-Assays stark verbessert, wodurch nun der Kompetitor 

ebenfalls angepasst werden muss. Erste Versuch hierzu wurden außerhalb dieser Arbeit bereits 

durchgeführt.   

 

Als nächsten Schritt zur Optimierung des Panels sollten auch die bisher nicht signifikanten Pri-

mer adjustiert werden. Hierbei spielt vor allem BRCA1, aufgrund seiner klinischen Relevanz bei 

Brustkrebs, eine wichtige Rolle. Erste Versuche hierzu zeigten, dass das Optimieren aller 

PCR-Primer zeitgleich zu einem Kipppunkt führten, an dem die Bindungsrate einzelner Primer 

stark sinkt. Durch das mehrfache hinzugeben weiterer Primer-Mengen, steigt die Konzentration. 

Ein Problem dabei ist, dass bei steigender Konzentration das Bilden von Primer-Dimeren und 

die Adsorption an der Gefäßwand wahrscheinlicher werden.  
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4.2 Voranalyse mit dem Liquid IQ  

 

Vor der Messung klinischer Proben des UKEs mit dem iPlex Breast Methylation Panel, erfolgte 

eine Voranalyse der Proben mit dem Liquid IQ Panel. Wichtige Parameter, die dabei erfasst 

werden sollten, waren die DNA-Konzentration, eine mögliche Kontamination durch gDNA von 

weißen Blutkörpern und der Fragmentierungsgrad der Proben.  

 

Bis auf eine Probe konnten alle Proben erfolgreich mit der Anwendung analysiert werden. Es ist 

ein klarer Unterschied in der Konzentration der beiden Kohorten zu erkennen. Während die 

Konzentration der gesunden Kohorte im Schnitt 0,24 ng und maximal 0,57 ng betrug, wurde in 

der triple-negativen Kohorte im Schnitt 0,67 ng cfDNA detektiert. Dies bestätigt den Anstieg an 

cfDNA im Blut bei Patienten mit Brustkrebs (s. Elazezy und Joosse 2018). Bis auf eine Probe, 

welche männlich war, und vier Proben bei der die Analysen nicht eindeutig waren, waren alle 

Proben weiblichen Ursprungs. Durch mehr Brustgewebe und das Hormon Östrogen tritt Brust-

krebs deutlich häufiger bei Frauen auf (Sun et al. 2017). Eine Kontamination durch weiße Blut-

körper (Leukozyten) ist durch die Aufreinigungsmethode und deren Geschwindigkeit beein-

flusst. Wie in Abbildung 2 (Galladium 2021) dargestellt, befinden sich die Leukozyten in der 

Grenzschicht zwischen Blutplasma, in welcher die cfDNA/ctDNA vorliegt und dem restlichen 

Bestandteil des Blutes. Eine falsch durchgeführte Zentrifugation bei der Aufreinigung, könnte 

zu einem Vermischen der beiden Schichten, und damit zum Vermischen der gDNA und der 

cfDNA, führen. Weiterhin spielt die Geschwindigkeit der Aufreinigung eine Rolle. Kontamina-

tionen entstehen dann vor allem, wenn EDTA-Blut nicht schnell prozessiert wird und die wei-

ßen Blutkörper in Lyse gehen. 

 

Die Voranalyse von cfDNA-Proben ist ein wichtiger Schritt vor der Untersuchung der Proben 

auf Methylierungen oder andere Parameter wie somatische Mutationen. Bei einer Flüssigbiopsie 

sind das Volumen und die Konzentration der aufgereinigten cfDNA üblicherweise der limitie-

rende Faktor. Das benötigte Volumen für eine Analyse mit dem Liquid IQ Panel von nur 1,5 µL 

ist daher optimal, um cfDNA-Proben qualitativ und quantitativ zu untersuchen und dennoch den 

Großteil der Probe für die anschließende Hauptanalyse verfügbar zu haben. Insgesamt wurden 

mit der Anwendung 14 cfDNA-Proben detektiert, bei denen durch verschiedene Faktoren keine 

weitere Analyse sinnvoll ist.  
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4.3 Untersuchung von klinischen Proben auf Methylierungen  

 

In frühen Stadien der Brustkrebserkrankung weisen wenige Biomarker einen hohen Methylie-

rungsgrad auf. Durch einen minimal invasiven Eingriff ist es möglich, zirkulierende tumor-

DNA, welche die methylierten DNA-Fragmente enthält, zu isolieren und zu untersuchen. Die 

Detektion dieser Methylierungen erfolgte durch das iPlex Breast Methylation Panel.  

 

Insgesamt lagen 14 Brustkrebs-spezifische Biomarker vor, welche in der Literatur einen Zu-

sammenhang zwischen dem Methylierungsgrad und einer Krebserkrankung aufwiesen. In die-

sen Biomarkern liegt die cfDNA bei Brustkrebspatientinnen verstärkt methyliert vor (Radpour 

et al. 2011; Fackler et al. 2014; Nunes et al. 2018). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen insge-

samt sechs Biomarker, bei denen ein signifikanter Unterschied im Methylierungsgrad zwischen 

Gesunden und Brustkrebspatienten messbar ist. Bei den Markern handelt es sich um AKR1B1, 

GPX7, HIST1H3C, SCGB3A1_v2, TM6SF1_v2 und TMEFF2. Der Methylierungsgrad dieser 

sechs Biomarker liegt im Schnitt rund 12-mal höher bei den Burstkrebspatientinnen. Acht wei-

tere Biomarker wiesen keinen signifikanten Unterschied im Methylierungsgrad auf. Biomarker 

wie APC, FOXA1, FASGFR2 und RASSF1 weisen nur einen kleinen Überschneidungsbereich 

zwischen gesunder Kohorte und der Kohorte von Brustkrebspatienten auf. Bei vier Biomarkern 

(ARHGEF7, BRCA1, COL6A2, MDGI-FABG3) wurde nachgewiesen, dass der durchschnittliche 

Methylierungsgrad höher ist bei der Kohorte der Brustkrebspatienten. Aus den Ergebnissen 

konnte aber kein klinisch relevanter Nutzen abgeleitet werden, da die Methylierungsgrade der 

beiden Kohorten sich zu stark überschnitten.  

 

Für die sechs Marker, welche bei der Optimierung des PCR-Primer-Mixes bevorzugt wurden, 

ist der Unterschied der Methylierung zwischen den Kohorten signifikant (s. Abb. 6). Eine wei-

tere Optimierung der Biomarker, welche nur einen geringen Überschneidungsbereich der beiden 

Kohorten aufweisen, könnte weitere klinisch relevante Ergebnisse liefern. Vor allem der Bio-

marker BRCA1, welchem eine große klinische Relevanz zuzuordnen ist, kann durch weitere 

Justierung zur Auswertung von klinischen Proben genutzt werden. Erste Ergebnisse des Kom-

petitor-Adjustments weisen darauf hin, dass der Marker in der Zukunft ebenfalls verwendet 

werden kann.  

 

Ein Zusammenhang zwischen einer Brustkrebserkrankung und dem Methylierungsgrad von 

Biomarkern wurde nachgewiesen. Diese minimal invasive Methode könnte in Zukunft zur früh-

zeitigen Erkennung und der Überwachung der Therapie von Brustkrebspatienten eingesetzt 
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werden. Die Methode arbeitet weiterhin Bisulfit-frei, was einen sehr geringen DNA-Einsatz in 

die Reaktion ermöglicht. Der erfolgreiche Nachweis von Methylierungen in zirkulierender Tu-

mor-DNA und die sensitive Detektion dieser bietet außerdem Ansatzmöglichkeiten weiterer 

Anwendungen zur frühzeitigen Erkennung anderer Krebsarten.     
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5   Material und Methoden 

 

In diesem Kapitel werden die Eigenschaften und der Ablauf der iPlex Pro Biochemie, auf der 

die meisten Anwendungen der Firma Agena Bioscience basieren, erläutert. Weiterhin wird auf 

das zur Messung genutzte Massenspektrometer und auf die beiden genutzten Anwendungen 

genauer eingegangen. Bei den Anwendungen handelt es sich um das Liquid IQ Panel zur Vor-

analyse von cfDNA und das Breast Methylation Panel zur Detektion auf Brustkrebs-Biomarker. 

  

5.1 iPlex Pro Biochemie 

 

Die iPlex Pro Biochemie beschreibt das Verfahren zur Detektion von verschiedenen Genotypen 

in einer DNA-Probe. Am Ende des Verfahrens können die unterschiedlichen Genotypen auf-

grund der Massenunterschiede der betreffenden Nukleotide nachgewiesen werden. Die beiden 

verwendeten Panel (Liquid IQ & Breast Methylation Panel) der Firma Agena basieren auf die-

ser Chemie.  

 

Abbildung 10: iPlex Pro Verfahren zur Detektion verschiedener Genotypen durch ihre Massen. Die 

Chemie umfasst die Amplifikation der genomischen DNA durch eine PCR gefolgt von einem Verdau-

schritt durch Shrimp-Alkaline-Phosphatase. In der Extension Reaktion wird das Amplifikationspro-

dukt um eine Base verlängert. Je nachdem welcher Genotyp vorliegt, variiert die Masse der Extension-

Produktes.  
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Das Verfahren (Abb. 10) enthält zwei wesentliche Schritte: Die PCR-Reaktion und die an-

schließende single-base-Extension (iPlex Extension Reaktion). Zwischen diesen Schritten er-

folgt ein Verdauschritt mit Shrimp-Alkaline-Phosphatase (SAP). Abschließend findet die Mes-

sung und Analyse mit dem MALDI-TOF Massenspektrometer statt.  

 

Durch eine Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wird die vorhandene DNA (z.B. genomische 

DNA oder cfDNA) in der Probe doppelsträngig amplifiziert. Hierbei werden nur Genabschnitte 

amplifiziert, welche zur Detektion des Genotyps von Bedeutung sind. Amplifiziert werden alle 

Alleltypen des entsprechenden Genabschnittes der genomischen DNA. Nach der PCR werden 

vorhandene dNTPs durch Shrimp-Alkaline-Phosphatase dephosphoryliert. Notwendig ist dieser 

Schritt, da die in der PCR nicht genutzten Nukleotide zu Interferenzen während der Extension-

Reaktion führen würde.  

 

In der single-base-extension Reaktion wird durch Zugabe von allelspezifischen Primern und 

modifizierten Nukleotiden (ddNTPs) die amplifizierte genomische DNA verlängert. Dabei la-

gert sich der Extension Primer bis eine Base vor der Mutationsstelle an die genomische DNA 

an. An der Mutationsstelle wird die entsprechende Base durch die modifizierten Nukleotide 

eingebaut. Modifizierte Nukleotide sind am 3‘-Ende desoxidiert, sodass kein weiteres Nukleotid 

angehängt werden kann. Die Nukleotide werden dann auch als Stopp-Nukleotide oder Termina-

toren bezeichnet. Entsprechend dem codierenden Strang werden unterschiedliche Stopp-

Nukleotide an der Mutationsstelle eingebaut. Die Masse des Reaktionsproduktes variiert je nach 

eingebauten Stopp-Nukleotid.  

 

Vor der Messung wird die Probe im Chip-Prep-Module automatisch entsalzt und auf den Chip 

transferiert. Das Massenspektrometer detektiert die verschiedenen Allele anhand ihrer unter-

schiedlichen Massen und stellt diese in einem Massenspektrum dar. Über die Höhe des Peaks 

und einen Kompetitor (Q-Mix), welcher in bekannter Kopienzahl vorhanden ist, wird der Allel-

typ quantifiziert. Zusätzlich wird durch einen 3-Punkt-Kalibrant, welcher drei Peaks in bekann-

ter Masse besitzt, die Lage der Peaks im Spektrum korrigiert.  
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fall von -3 kV auf 17 kV am Gitter, wird der geladene Analyt in Richtung des Gitters 

beschleunigt. Hierbei werden Analyten mit geringerer Masse schneller beschleunigt als 

Analyten mit höherer Masse.  

4. Direkt nach dem Gitter folgt eine Erdung (ground plate), durch die die Spannung auf 

0 kV gesetzt wird. Die positiv geladenen Moleküle geraten in ein Feld-freie Drift Regi-

on (field free drift region), in der sie nicht mehr beschleunigt werden. 

5. Mit ihrer erlangten Geschwindigkeit werden sie über die Wegstrecke bis zum Detektor 

getrennt. Gelenkt werden sie dabei durch eine Linse (lens).  

6. Beim Auftreffen des Analyten auf den Detektor werden digitale Signale erzeugt, welche 

durch die Software als Massenspektren dargestellt werden. Aufgetragen wird die Masse 

in Dalton gegen die Signalintensitäten. Die Masse verhält sich proportional zur Flug-

dauer. Durch die Breite des Spektrums von 4000 Da bis 9000 Da können mehrere Ana-

lyten gleichzeitig gemessen werden. (Crescence 2020)           

 

5.3 Voranalyse von cfDNA   

 

Vor der eigentlichen Analyse wird die cfDNA aus der Flüssigbiopsie hinsichtlich verschiedener 

Parameter mit dem Liquid IQ Panel der Firma Agena Bioscience untersucht. Wichtige Parame-

ter sind dabei die Länge der Fragmente, die Konzentration und der Anteil möglicher 

gDNA-Kontamination.   

 

Die Bestimmung der Konzentration erfolgt dabei über die Anzahl an amplifizierten Kopien der 

DNA (amplifiable copies), wobei 303 amplifiable copies einer cfDNA-Menge von 1 ng entspre-

chen (Crescence). Neben der Messung der Quantität wird mit der Anwendung ebenfalls die 

cfDNA auf ihre Qualität untersucht. cfDNA-Fragmente weisen eine Länge von 120-220 bp auf 

(Alcaide et al. 2020). Längere DNA-Fragmente werden ebenfalls durch das Panel detektiert, 

wodurch Kontamination durch z.B. DNA von weißen Blutkörpern angezeigt wird. Das Panel 

benötigt zur Messung mit 1,5 µL nur ein kleines Probenvolumen, um möglichst viel der übli-

cherweise geringen Menge an cfDNA in die eigentliche Analyse (iPlex Breast Methylation) 

einsetzen zu können. (Lamy et al. 2020) 

 

Wichtig ist die Konzentrationsbestimmung für das iPlex Breast Methylation Panel. Damit die 

Anwendung optimal funktioniert, wird eine DNA-Menge von etwa 10 ng empfohlen. Ist die 

DNA-Konzentration zu niedrig, verliert das Panel an Sensitivität. Wird zu viel cfDNA in die 
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Reaktion eingebracht, ist die PCR überladen und der Quantifizierungsbereich der Kalibratoren 

wird überschritten. 

 

Der Ablauf folgt der iPlex Pro Chemie wie in Kapitel 5.1 beschrieben. Nach der PCR-Reaktion 

und der SAP-Reaktion folgt die single-base-extension Reaktion. Anschließend wird die Probe 

mit dem MassArray System gemessen.   

 

5.4 Breast Methylation Panel v1.0 

 

Das iPlex Breast Methylation Panel ist eine neuartige Anwendung zur Erkennung von methyl-

ierten Brustkrebs-Biomarkern. Entwickelt wurde die Anwendung im Rahmen des Forschungs-

projektes „Liquid biopsies and IMAging for improved cancer care“ (LIMA) in Zusammenarbeit 

mit der europäischen Union. Das Ziel dieses Projektes ist die Entwicklung und Validierung 

eines Verfahrens, welches die Flüssigbiopsie nutzt, um dynamische Tumore effizient zu charak-

terisieren. (Agena Bioscience 2021) 

 

Das Breast Methylation Panel basiert auf dem Prinzip iPlex Pro Biochemie mit der Abwand-

lung, dass vor der PCR-Reaktion unmethylierte DNA mithilfe von Restriktionsenzymen zer-

schnitten wird. Durch diesen Schritt wird gewährleistet, dass nur methylierte DNA amplifiziert 

wird. Weiterhin folgt nach der PCR ein Verdauschritt von allen Enzymen in der Probe durch 

Protease.  

 

Ausgewählt wurden die Marker nach ihren Eigenschaften im Methylierungsgrad. Die Marker 

weisen bei gesunden Patienten einen niedrigen Methylierungsgrad auf, der sich bei Patienten 

mit Brustkrebs stark erhöht. Bei den Markern handelt es sich um AKR1B1, ARHGEF7, 

COL6A2, GPX7, HIST1H3C, RASGRF2, RASSF1, TM6SF1 und TMEFF2. (Fackler et al. 2014) 

Neben den neun Markern wurden weiterhin APC, FOXA1 und SCGB3A1 (Nunes et al. 2018), 

BRCA1 (Radpour et al. 2011) und MDG1-FAB3 (Cassinotti et al. 2012) zu dem Panel hinzuge-

fügt, welche ebenfalls geringe Methylierung in Proben gesunder Probanden aufweisen und 

hochmethyliert in Proben von Brustkrebspatienten sind. Insgesamt umfasst das Panel 14 ver-

schiedene Brustkrebs-Biomarker. Weiterhin sind drei Marker zur Quantifizierung der DNA-

Menge vorhanden (ALB, APOE und RNaseP) und zwei Marker (LDHA und POP5), durch die 

der Erfolg des Verdauschrittes (Digestion) kontrolliert wird. 
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5.4.1. Adjustierung der PCR-Primer 

 

Zur Optimierung der Anwendung werden die PCR Primer des iPlex Breast Methylation Panels 

adjustiert. Die PCR-Primer werden in der Polymerase-Ketten-Reaktion gebraucht, um die 

Amplifizierung der cfDNA zu starten. Hierbei binden sie an die cfDNA und geben einen Start-

punkt für die DNA-Polymerase, welcher weitere Nukleotide verknüpft. Sie zu justieren bedeu-

tet, dass sie eine möglichst hohe Bindungsrate erreichen. Je mehr Primer während einer PCR 

binden, desto effizienter kann die Amplifizierung ablaufen. Bindet ein Primer nur selten, wird 

der entsprechende Genabschnitt geringer amplifiziert, wodurch dieser in der Messung nicht 

sensitiv erfasst werden kann. Vor allem bezogen auf tumor-DNA, welche sehr gering kon-

zentriert ist, ist eine hohe Bindungsrate des PCR-Primers wichtig, damit die Anwendung mög-

lichst sensitiv ist.  

 

Ausgelegt wurde der neue PCR-Primer Mix auf ein Gesamtvolumen von 25 mL in einer Kon-

zentration von 0,2 µmol. Gelöst wurden die PCR Primer in ddH2O. Von den Primern 

(c = 500 µmol) wurde immer gleichermaßen vom forward-Primer als auch vom reverse-Primer 

hinzugegeben. Weiterhin wurde Lachssperma-DNA im Überschuss (c = 1 ng/µL) hinzugefügt, 

um das Bilden von Primer-Dimeren zu verhindern. Validiert wurde der neue PCR Primer Mix 

mit HapMap Proben und Methylierungsstandards. Bei Methylierungsstandards sind definierte 

Prozentanteile der DNA methyliert.  

 

Folgender Versuchsansatz wurde zur Optimierung und Validierung des PCR-Primer Mixes vor-

genommen. Gemessen wurden insgesamt 44 HapMap (HM) Proben sowie vier Negativkontrol-

len (NTC). Bei HapMap Proben handelt es sich um unterschiedliche genomische DNA, die als 

Wildtyp dienen. Eingesetzt wurden jeweils 10 ng DNA. Hierdurch wird die Effizienz der PCR 

für jeden Marker an die DNA getestet. Weiterhin werden Methylierungsstandards von 100% bis 

0% gemessen. Bei allen Methylierungsstandards werden 5 ng in die Reaktion eingebracht. 
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Anhang 

Anlage A: 
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Anlage B:  
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