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Überblick

• Epigenetik: DNA-Methylierung

• DNA-Methylierungsanalysen

• DNA–Methylierung beim Mammakarzinom



DNA-Methylierung



Methyl-Cytosin

Der fünfte Baustein der DNA
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GSTP1 CpG Island



Cytosin Methylierung

De Novo Methylierung: DNMT 3A, DNMT 3B
Erhaltungs-Methylierung: DNMT 1



Epigenetik
Regulation der Gen Expression



Aktives Tumorsuppressorgen

Epigenetisch inaktiviertes Gen

Tumorsuppressor
Protein

kein
Tumorsuppressor

Protein

CpG IslandCpG Island

Tumor

Epigenetik und Karzinogenese

Promoter-Region

55´́ 33´́

55´́ 33´́



DNA Methylierung
Rolle im Zuge der Karzinogenese



Veränderungen in der DNA 
Sequenz

AGCGTACGT

AGCGAACGT AG...AGT AGCGTACGT
Mutation Deletion AGCGTACGT

AGCGTACGT
Amplifikation

Zufällig verteilt

Nicht reversibel durch Einsatz von 
Medikamenten

Keine Veränderung in der DNA 
Sequenz

AGCGTACGT 
DNA-Methylierung

AGCGTACGT

In 5`Region von Genen

Reversibel durch Einsatz von 
Medikamenten

GENETIK EPIGENETIK



DNA-Methylierungsanalysen



DNA Methylierungsanalysen



Methylierungs-sensitive Restriktionsenzyme 
Bsp.: HpaII und MspI (CCGG Erkennungssequenz)

zunächst in Kombination mit anschl. Southern Blot Analyse
danach in Kombination mit PCR

Problem: 
nur Methylierungsunterschiede an Enzymerkennungsstellen erkannt 

DNA Methylierungsanalysen
Erste Schritte



DNA Methylierungsanalysen
Innovation in Down Under - Bisulfit-Sequenzierung
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DNA Methylierungsanalysen
Methylierungs-spezifische PCR MSP

Weniger DNA benötigt
sensitiver
Lokus spezifisch



5'-• • • • • • • •TCAGTTCCT • • • CACGTACG • • • -3'

Bisulfit Modifikation

5'-• • • • • • • •TUAGTTUUT • • • UAUGTACG • • • -3'

Antisens Strang Synthese

5'-• • • • • • • •TUAGTTUUT • • • UAUGTACG • • • -3'
3'-• • • • • • • •AATCAAAAA• • • ATACATGC • • • -5'

Sens Strang Synthese

5'-• • • • • • • •TTAGTTTTT • • • TATGTACG • • • -3'
3'-• • • • • • • •AATCAAAAA• • • ATACATGC • • • -5'

•

•

•

•

MSP



DNA Methylierungsanalysen
MethyLight



Threshold

MethyLight



PMR Berechnung

MethyLight

Patienten DNA SssI behandelte DNA (methyliert)

Bisulfit-
Modifikation

PCR Reaktion: 
specifisch für 
methyliertes
Tumorsuppressor-
oder Referenz-Gen

CGTCGUA
CGTUGUA
UGTUGUA

UAUATGU
UAUATGU
UAUATGU

CGTCGTA
CGTCGTA

TATATGT
TATATGT
TATATGT
TATATGT
TATATGT
TATATGT

Quantifizierung (real 
time PCR)

2 6 6 6

Percentage of Methylated Reference (PMR) =
2
6
6
6

x 100 = 33

Tumorsuppressor Gen   Referenz Gen
CGTCGCA
CGTCGCA
CGTCGCA

CACATGC
CACATGC
CACATGC

Tumorsuppressor Gen   Referenz Gen
CGTCGCA
CGTCGCA
CGTCGCA

CACATGC
CACATGC
CACATGC

CGTCGUA
CGTCGUA
CGTCGUA

UAUATGU
UAUATGU
UAUATGU

CGTCGTA
CGTCGTA
CGTCGTA
CGTCGTA
CGTCGTA
CGTCGTA

TATATGT
TATATGT
TATATGT
TATATGT
TATATGT
TATATGT

MethyLight

Patienten DNA SssI behandelte DNA (methyliert)

Bisulfit-
Modifikation

PCR Reaktion: 
specifisch für 
methyliertes
Tumorsuppressor-
oder Referenz-Gen

CGTCGUA
CGTUGUA
UGTUGUA

UAUATGU
UAUATGU
UAUATGU

CGTCGTA
CGTCGTA

TATATGT
TATATGT
TATATGT
TATATGT
TATATGT
TATATGT

Quantifizierung (real 
time PCR)

2 6 6 6

Percentage of Methylated Reference (PMR) =
2
6
6
6

x 100 = 33

Tumorsuppressor Gen   Referenz Gen
CGTCGCA
CGTCGCA
CGTCGCA

CACATGC
CACATGC
CACATGC

Tumorsuppressor Gen   Referenz Gen
CGTCGCA
CGTCGCA
CGTCGCA

CACATGC
CACATGC
CACATGC

CGTCGUA
CGTCGUA
CGTCGUA

UAUATGU
UAUATGU
UAUATGU

CGTCGTA
CGTCGTA
CGTCGTA
CGTCGTA
CGTCGTA
CGTCGTA

TATATGT
TATATGT
TATATGT
TATATGT
TATATGT
TATATGT



DNA Methylierungsanalysen
Illumina Infinium Human Methylation27 BeadChip



Illumina Infinium Human Methylation27 BeadChip
Prinzip

Hybridization

Allele specific single-base extension



DNA Methylierungsanalysen
Goldengate Methylation Assay

• High Multiplex Array Platform: Simultaneously analyze up to 1,536 CpG 
sites 



Goldengate Methylation Assay
Prinzip

96-sample Universal Array Matrix (SAM) 
contains universal sequences or addresses that 
hybridize to complementary sequences in the prepared 
sample.



DNA-Methylierung: 
prognostische und prädiktive Möglichkeiten 

beim Mammakarzinom



DNA Methylierung
Marker um minimale Tumorerkrankung im Serum festzustellen?





148 Patienten

Prä- und posttherapeutische Seren
Bei Diagnose keine Metastasen

Tamoxifenbehandlung für 5 Jahre 
Kein Rezidiv nach 1 Jahr

Studiendesign



RASSF1A DNA Methylierung
Stammt sie vom Tumorepithel?

RASSF1A methylation 

Pat.ID Tumor 
Epithelium

Tumor        
Stroma

Non-neoplastic 
Epithelium

Non-neoplastic 
Stroma

3167 + – – –
2914 + n.d. – –
217 + – n.d. n.d.

2668 + – – n.d.
1724 + – n.d. n.d.
3161 + – + –
673 + – – –

3248 + – n.d. –
3527 + n.d. – –
3591 + – + –
202 + n.d. – n.d.

3610 + – – –
1649 + + – –

TUMOR NORMAL
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Characteristic Pos  Neg Finally Pos Fishers´ Exact
Test

 no. of patients  
Size of tumor   0.78
   T1 11 19  
   T2/3/4 10 14  
Tumor grade   0.07
   I 3 13  
   II/III 17 20  
Lymph node metastases   1.00
   Negative 10 18  
   Positive 8 13  
Menopausal status   1.00
   Premenopausal 1 3  
   Postmenopausal 20 30  
Hormone-receptor status   0.39
   Positive 20 33  
   Negative 1 0  
Adjuvant radiation therapy   0.76
   No 7 13  
   Yes 14 20  
Additional chemotherapy   0.26
   No 15 18  
   Yes 6 15  
Type of surgery   0.59
   BE 9 17  
   ME 12 16  

DNA Methylierung
Überwachung adjuvanter endokriner Therapie



DNA Methylierung
Überwachung adjuvanter endokriner Therapie

+ Tamoxifen > 6 Monate

gute Prognose schlechte Prognose





FNA & RASSF1A, APC u. CCND2 DNA Methylierungsanalysen
Diagnose

211 Patientinnen mit Veränderungen der Brust

178 maligne Veränderungen
33 benigne Veränderungen



FNA und RASSF1A DNA Methylierungsanalysen
Prognose

Multivariate Analyse:
unabhängige Assoziation mit schlechtem 
Disease-free survival 

p = 0.004



Vorteile von DNA Methylierungsanalysen

hohe Sensitivität (Amplifikation mittels PCR)

biologische und chemische Stabilität

spezifische Regionen im Genbereich

tumorspezifisch



Vielen Dank für Ihre Aufmerksamkeit!


	Überblick
	Studiendesign
	RASSF1A DNA Methylierung�Stammt sie vom Tumorepithel?
	Vorteile von DNA Methylierungsanalysen
	Vielen Dank für Ihre Aufmerksamkeit!

