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Prolog 

 

Unabdingbare  Voraussetzung  für  den  Gewinn  neuer  wissenschaftlicher  Erkennt‐

nisse  ist  die  logische,  konsequente,  stringente  und methodische  sowie  unvoreinge‐

nommene  Anwendung  des  menschlichen  Verstandes.  Erheblich  an  Bedeutung  ge‐

winnen die frisch erworbenen Ansichten und Kenntnisse aber erst durch eine verant‐

wortungsvolle Einbindung in einen ethischen Kontext.  

Sogar die Wissenschaft wird aber heute auch  immer deutlicher durch  steigenden 

Kostendruck und konkurrierendes Wirtschaftsdenken beeinflusst. Diese Bewegung hat 

letztlich nicht vor der Medizin Halt gemacht und wurde durch die Einführung der diag‐

nosebezogenen Fallgruppen, der sogenannten DRGs auch dem letzten bewusst.  

Ein Kriterium für die Qualität, nicht nur der Arzt‐Patienten‐Beziehung, sondern auch 

des wissenschaftlichen und darüber hinaus jeglichen menschlichen Handelns, ist heute 

damit mehr und mehr die Übernahme einer ethischen Verantwortung. Damit verbun‐

den ist unweigerlich selbstkritisches und autarkes Denken sowie Aufrichtigkeit im Um‐

gang mit den Mitmenschen.  

Ein  Verständnis  für  ethische  Verantwortung  sollte  folglich  einen  unentbehrlichen 

Teil der Forschung,  schließlich des gesamten menschlichen Handelns darstellen. Dies 

wurde bereits 1939  von Max Planck, einem bedeutenden deutschen Wissenschaftler 

und Physiker in einer Beschreibung wissenschaftlicher Arbeit ersucht und beweist heu‐

te erneut seine Aktualität und Relevanz. 

 

Max Planck 1939 über wissenschaftliche Arbeit: 

,,Wenn  in der heutigen Zeit ein  jeder, der  sein Vaterland  liebt, die Verpflich‐

tung fühlt, alle seine Kräfte für die Behauptung der Stellung unseres Volkes in der 
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Welt einzusetzen, so erhebt sich auch für den Gelehrten die grundsätzliche Frage 

nach dem Wert und nach dem Sinn seiner wissenschaftlichen Arbeit. 

Daß die Wissenschaft in letzter Linie dem Leben dient, wird gegenwärtig wohI 

kaum von jemandem bestritten werden. Aber eine andere Frage ist die nach der 

Richtung des Weges, auf dem sie ihr Ziel erreichen kann. Und hier kann man sehr 

wohl die gewissermaßen entgegengesetzte Behauptung aufstellen und vertreten, 

daß die Aufgabe der Wissenschaft nicht  in der Nutzanwendung  liegt, sondern  in 

der Gewinnung reiner Erkenntnis. Und diese Behauptung läßt sich schlagend be‐

gründen durch den Hinweis auf große,  lebenswichtige wissenschaftliche Leistun‐

gen, wie  die  Erfindung  des  Augenspiegels  oder  die Herstellung  der  drahtlosen 

Wellen oder die Entdeckung der Röntgenstrahlen: alles Leistungen, welche ohne 

jede  Rücksicht  auf  Nutzanwendung  nur  im  Interesse  der  reinen  Forschung 

zustandegekommen sind. 

Ich glaube, daß zwischen diesen beiden Auffassungen gar kein wirklicher Ge‐

gensatz besteht, denn die Erkenntnis  ist eben das sicherste Mittel, um einen be‐

stimmten Zweck zu erreichen. Nur darf man in der wissenschaftlichen Forschung 

nicht immer den Zweck voranstellen und im Hinblick auf ihn nach den Mitteln su‐

chen, die zu seiner Erreichung führen; sondern man muß stets von dem Gegebe‐

nen  ausgehen,  sodann  neues  Material  sammeln  und  nach  allen  Richtungen 

durcharbeiten, um es unter einen einheitlichen Gesichtspunkt  zu bringen. Dann 

führt die Erweiterung der Kenntnisse häufig auch zu praktisch wertvollen Resulta‐

ten, und zwar oft in einer ganz unvorhergesehenen Richtung, wie die angeführten 

speziellen Beispiele zeigen. 

Freilich  läßt sich der Erfolg sehr häufig nicht voraussehen, denn nicht jede Er‐

kenntnis ist gleich wertvoll. Vielmehr ist der Wert einer Erkenntnis wesentlich da‐

von abhängig, ob  ihr eine allgemeine Bedeutung  innewohnt. Wenn man genau 

ermittelt hat, wie viele Körner irgend ein Sandhaufen enthält, so ist das eine un‐

geheure Leistung; aber man kann mit dieser Zahl nichts weiter anfangen, weil sie 

nur eine ganz spezielle Bedeutung besitzt. Um bedeutungsvolle Zusammenhänge 

aufzufinden, muss man  in einer passenden Richtung  suchen, und es gehört der 



FRIETSCH JOCHEN    PROLOG 

 

Blick des gottbegnadeten (d. h. ethisch verantwortlichen) Forschers dazu, um die 

Probleme  zu  erkennen,  durch  deren  Lösung  ein  neues,  fruchtbares  Gebiet  er‐

schlossen werden kann." 

 

Aus Max Planck über wissenschaftliche Arbeiten; F. Herneck, Humboldt‐Universität 

Berlin, Die Naturwissenschaften. 1976, 63(11):530. 
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1 Einleitung 

 

Brustkrebs ist gegenwärtig die häufigste bösartige Neubildung der Frau weltweit mit 

einer  Inzidenz  von  1.301.867 Betroffenen  pro  Jahr,  und  belegt  mit  jährlich 

464.854 verstorbenen Frauen den ersten Platz der Krebstodesursachen. Obwohl welt‐

weit die Inzidenz während der letzten 25 Jahre stetig anstieg, sind die Mortalitätsraten 

konstant und  in manchen  Ländern  sogar  regressiv  verlaufen.  In der westlichen Welt 

beträgt  der  Anteil  an  der  Krebsmortalität  15 %  (USA:  40.480 ♀,  lediglich  2.030 ♂). 

Brustkrebs  allein  soll  für  26 %  (USA:  182.460 ♀,  480 ♂)  aller  Krebsneuerkrankungen 

unter Frauen in der westlichen Welt verantwortlich sein. 89 % der betroffenen Ameri‐

kanerinnen, 76,1 % der betroffenen Europäerinnen und nur 32 % der Betroffenen  in 

Teilen Afrikas werden fünf Jahre überleben. Das Lebenszeitrisiko an Brustkrebs zu er‐

kranken beträgt für Frauen westlicher Industrienationen 12,28 %, das heißt, dass etwa 

jede neunte Frau  im Laufe  ihres Lebens damit konfrontiert werden wird. Das mittlere 

Erkrankungsalter  liegt  in  Deutschland  bei  62 Jahren.  Mit  einer  Inzidenz  von  unter 

1/100.000  und  einem  mittleren  Erkrankungsalter  zwischen  60  und  70  Jahren  tritt 

Brustkrebs beim Mann hingegen nur sehr selten auf [24, 26, 41, 47, 50, 69]. 

Bei  den  Risikofaktoren  sind  allgemeine  sowie  determinierende  zu  unterschieden. 

Als allgemeine Risikofaktoren werden beispielsweise Körpergröße, Körpergewicht und 

eine  westliche  Lebensweise  betrachtet.  Eine  erste  Schwangerschaft  vor  dem 

20. Lebensjahr  kann  das  Risiko,  verglichen  zu  Schwangerschaften  über  dem 

30. Lebensjahr, um 60 % senken an Brustkrebs zu erkranken. Eine frühe Menarche und 

ein später Eintritt  in die Menopause scheinen das Risiko zu erhöhen [45, 80]. Der Ein‐

fluss der  Ernährung wird  gegenwärtig  kontrovers diskutiert.  So  soll  ein hoher Anteil 

von Obst und Gemüse zwar positive Effekte auf arterielle Hypertension, Übergewicht 

und KHK haben, eine protektive Wirkung auf die Entwicklung von Brustkrebs konnte 

jedoch nicht gezeigt werden. Ebenso besteht kein Zusammenhang zwischen dem Fa‐

ser‐ und Fettgehalt – ob tierisch oder pflanzlich, gesättigt oder ungesättigt – der Nah‐
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rung  und  Brustkrebs.  Ein  ausgewogenes  Verhältnis  von  Ω‐3‐  und  Ω‐6‐ungesättigten 

Fettsäuren soll sich jedoch positiv auswirken. Der Konsum roten und weißen Fleisches 

erscheint ebenso unbedeutend wie eine strikte vegetarische Diät. Grillen und starkes 

Braten  ließ  sich  aber  als Risikofaktor dennoch nicht eindeutig  ausschließen. Viel be‐

deutsamer sei aber der Einfluss lebenslang praktizierter Ernährungsgewohnheiten. Vor 

allem während Kindheit und Pubertät  ist das Gewebe der Brust nicht nur hoch emp‐

findlich für Karzinogene sondern auch für Salutogene. Folglich verhält sich eine Ände‐

rung  der  Ernährungsgewohnheiten  im  Erwachsenenalter  hinsichtlich  einer  Verände‐

rung des Brustkrebsrisikos womöglich auswirkungslos. Der Genuss von Alkohol  führt, 

gemäß vieler Studien, zu einem gesteigerten Brustkrebs‐Risiko, das aber gegen positi‐

ve,  kardioprotektive  „Nebenwirkungen“  des  Alkohols  abgewogen werden  kann [36]. 

Übergewicht soll das Brustkrebsrisiko ausschließlich postmenopausaler Frauen, je nach 

BMI, mehr oder minder stark erhöhen [80]. Das Brustkrebsrisiko wird hingegen günstig 

durch körperliche Aktivität, einen niedrigeren sozio‐ökonomischen Status, geringerem 

Nikotingenuss und einer gesünderen Lebensweise beeinflusst [25, 61]. Insgesamt sollte 

somit generell eine gesunde Lebensweise mit einem gesundem Körpergewicht sowie 

einem Verzicht auf viele Genussgifte auch hinsichtlich der Brustkrebsmortalität emp‐

fohlen werden.  

Zu den determinierenden Risikofaktoren werden  Strahlenexposition, Hormonsub‐

stitution und genetische Prädisposition gezählt. Durch die Auswertung zahlreicher epi‐

demiologischer Studien mit therapeutisch oder diagnostisch bestrahlten Patienten, ge‐

lang  es  einen  Zusammenhang  zwischen  Röntgenstrahlung  und  der  Entstehung  von 

Brustkrebs nachzuweisen [72]. Bei der postmenopausalen Hormonsubstitution wirken 

sich  vor  allem  Östrogen‐Progesteron‐Kombinationspräparate  auf  die  Tumorgenese 

aus. Hierbei kommt es zu einem Anstieg des relativen Risikos auf 1,33, das sich nach 

Absetzen der Therapie jedoch innerhalb von fünf Jahren wieder normalisieren soll. Für 

Östrogen‐  oder  Progesteron‐Monopräparate  konnte  kein  Effekt  gezeigt  wer‐

den [13, 66]. Orale Kontrazeptiva scheinen Brustkrebs nicht zu initiieren, wohl aber das 

Wachstum präexistenter Tumoren zu bedingen. Für Frauen zwischen 20 und 29 Jahren 

konnte  eine  leichte  Erhöhung  der  Inzidenz  gezeigt  werden,  was  bei  Frauen  über 
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35 Jahren nicht nachzuweisen war.  Insgesamt  ist das Lebenszeitrisiko für die Entwick‐

lung von Brustkrebs aber nicht erhöht [7, 46].  

Außerdem sind genetische Alterationen und Dysregulationen für die Karzinogenese 

verantwortlich und  zentraler Bestandteil der Krebsforschung.  LI S ET AL.  zeigten 2000, 

dass mehr als 30 % des Genoms solider Tumoren aneuploide Karyotypen mit komple‐

xen Chromosomenveränderungen aufweisen. Zusätzlich kann die Anzahl genomischer 

Mutationen  pro  Tumor  bis  zu  103 ‐ 105  betragen [8, 53, 58, 59].  Hereditärere  Brust‐

krebserkrankungen werden  für etwa 5 ‐ 10 % aller Brustkrebsfälle verantwortlich ge‐

macht. Eine Mutation,  in den Genen BRCA1 oder BRCA2 kann  in annähernd 50 % der 

familiär gehäuft auftretenden Mammakarzinome nachgewiesen werden. Das Lebens‐

zeitrisiko  für heterozygote Mutationsträgerinnen an Brustkrebs  zu erkranken beträgt 

annähernd 40 ‐ 80 %, die Penetranz fast 80 %, weil der notwendige Verlust des zweiten 

Allels in der Regel zumeist erst zufällig im Erwachsenenalter auftritt. Diese Mutationen 

werden  autosomal‐dominant  an  die Hälfte  der Nachkommen  vererbt. BRCA1  ist  zu‐

sammen mit anderen Proteinen an der DNA‐Reparatur durch homologe Rekombinati‐

on beteiligt und damit  für die  Integrität des Genoms  verantwortlich. BRCA2  initiiert 

gemeinsam mit RAD51 die homologe Rekombination nach Doppelstrangbrüchen und 

ist somit ebenso an der DNA‐Reparatur beteiligt [20, 76]. 

 

Trotz bedeutender Verbesserungen, sowohl der diagnostischen als auch der thera‐

peutischen Methoden  in der Behandlung von Krebspatienten,  ist Metastasierung die 

Haupttodesursache der Krebserkrankten.  Insgesamt  sind über 90 % aller Krebstodes‐

fälle darauf zurückzuführen [35]. Maligne Erkrankungen in metastasierten Stadien gel‐

ten generell als unheilbar mit einem medianen Überleben von lediglich ein paar weni‐

gen Jahren. So konnte zum Beispiel durch die Einführung der endokrinen Therapie und 

der Behandlung mit Trastuzumab  (Herceptin®) das Behandlungsergebnis metastasier‐

ten Brustkrebses zwar verbessert, die substanzielle Eigenheit dieser fortgeschrittenen 

Erkrankung aber nicht grundlegend geändert werden. Die Behandlung einer metasta‐

sierten Erkrankung bleibt palliativ [30, 57, 68, 95]. 
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Die Eigenschaften, die eine Neoplasie erwirbt, um erfolgreich wachsen und an ent‐

fernte Körperregionen metastasieren zu können, setzt eine Reihe bestimmter Mecha‐

nismen in Gang, welche die Formierung von Sekundärtumoren, das heißt von Metasta‐

sen, zur Folge haben. Diese sind ihrerseits wiederum für klinische Komplikationen und 

Mortalität verantwortlich [57].  

Die  Beweglichkeit  von  Krebszellen  setzt  im  Detail  ein  funktionsfähiges  Integrin‐

Zusammenspiel, das heißt die Bildung von Fokalkontakten, die Aktomyosin‐abhängige 

Kontraktilität und die Rekrutierung von Oberflächenproteasen  zu Extrazellulärmatrix‐

Kontakten  für  lokalisierte  Proteolyse  voraus [23].  Krebsmetastasen  selbst,  benötigen 

eine Abfolge komplexer Interaktionen zwischen Tumorzellen und dem sie umgebenden 

Mikroumfeld,  die  seine  biologische  Effektivität  beeinflussen  und  die  Anhaftung  von 

Tumorzellen an entfernte Organe vermitteln [22].  

Vielleicht könnten neue, effektivere therapeutische Behandlungsmodalitäten etab‐

liert werden, wenn alle Gene und  Signalwege aufgeklärt würden, die  für die Entste‐

hung von Metastasen verantwortlich sind. Vielversprechende Ziele für neue therapeu‐

tisch wirksame Substanzen sind in Tumorzellen überexprimierte Gene [60].  

 

Der Protagonist meiner Dissertationsarbeit, LASP‐1, dessen Charakteristika  im Fol‐

genden erläutert werden sollen, wird genau diesen Anforderung gerecht. Ursprünglich 

wurde  das  Gen  des  LIM‐  und  SH3‐Domänen  Proteins  LASP‐1  mit  Hilfe  einer 

cDNA‐Datenbank axillärer Lymphknoten‐Metastasen von Brustkrebs beschrieben. Ihm 

scheint eine bedeutende Rolle in der Tumorentwicklung und speziell bei der Metasta‐

sierung von Brustkrebs  zuzukommen. Das  zugehörige Gen befindet  sich  in der Chro‐

mosomenregion  17q11 ‐ q21.3,  dem  Bereich,  der  auch  das  c‐erbB‐2‐  und 

BRCA1‐Onkogen enthält und in 20 ‐ 30 % aller Mammakarzinome mutiert ist [85, 86]. 

Das humane  LASP‐1‐Gen kodiert  für ein aus 261 Aminosäuren aufgebautes Mem‐

bran‐assoziiertes Protein, das aus einer N‐terminalen  LIM‐Domäne, gefolgt  von  zwei 

Aktin‐Bindungsstellen,  einer  Linker‐Region  und  einer  C‐terminalen  SH3‐Domäne 
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(src homology 3) besteht. Die Aktin‐Bindungsstellen  im Kern des LASP‐1‐Proteins ver‐

mitteln die  Interaktion zwischen LASP‐1 und Aktin  in Zellausläufern [5, 10, 44, 64, 77]. 

Über die Bindung der C‐terminalen SH3‐Domäne an Prolin‐reiche Sequenzen, vermit‐

telt  LASP‐1  besonders  mit  Zyxin,  Palladin,  lipoma  preferred  partner  (LPP)  oder 

vasodilator stimulated phosphoprotein  (VASP), Protein‐Protein‐Interaktionen. Mutati‐

onsanalysen  mit  LASP‐1  führten  zur  Schlussfolgerung,  dass  die  SH3‐Domäne  für 

Pseudopodien‐Fortsätze  und  die  Invasion  von  Zellen  unerlässlich  sein 

muss [44, 51, 71, 81]. Ganz  allgemein handelt es  sich bei der  LIM‐Domäne um einen 

spezialisierten doppelten Zinkfinger, der mit verschiedenen Proteinen des Zytoskeletts 

interagiert [1, 15, 31, 75, 85].  

Obwohl vorausgegangene Arbeiten zeigen konnten, dass LASP‐1 an vielen verschie‐

denen Orten des dynamischen Aktin‐Zusammenspiels, wie Fokalkontakten, Adhäsions‐

punkten,  Lamellipodien,  Pseudopodien  und  an  sogenannten  „membrane‐ruffles“ –

 Lamellipodien, die nicht durch Adhäsion der Zelle  stabilisiert werden – lokalisiert,  ist 

die  exakte  zelluläre  Funktion  von  LASP‐1  bis  heute  nur  ungenügend  beschrie‐

ben [10, 11, 12, 55, 85]. 

In allen benignen humanen Geweben wird LASP‐1 mRNA auf einem basalen Niveau 

ubiquitär exprimiert. Eine erhöhte Expression von LASP‐1 findet sich ferner im ZNS, in 

gestreiften Muskelzellen,  in  sekretorischem Gewebe wie den  epithelialen  Zellen der 

Niere,  den  duktalen  Zellen  des  exokrinen  Pankreas  und  den  Parietalzellen  des Ma‐

gens [12, 52, 70]. Es wurde jedoch berichtet, dass der mRNA‐Gehalt in metastasiertem 

humanen  Brustkrebs  erhöht  ist, was  eine  Funktion  im Migrationsprozess  der  Zellen 

vermuten  lässt [85]. Die Überexpression der  LASP‐1 mRNA  ist nicht mit dem Tumor‐

grad, dem c‐erbB‐2‐, der Estrogen‐ oder Progesteronexpression verbunden, korreliert 

aber signifikant mit der Tumorgröße und nodaler Positivität. Interessanter Weise führt 

der  Knockdown  von  LASP‐1 mittels  RNA‐Interferenz  in  den metastasierenden  Brust‐

krebszelllinien BT‐20 und MCF‐7, ebenso wie in der Eierstockkrebszelllinien SK‐OV‐3 zu 

einer starken Hemmung der Migration und der Proliferation mit einem Arrest  in der 

G2‐Phase  des  Zellzyklus.  Umgekehrt  resultiert  eine  artifizielle  Überexpression  von 
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LASP‐1 in nicht neoplastischen PtK2‐Zellen in einer deutlichen Zunahme der Migration. 

Erstaunlicher Weise,  ist das Protein LASP‐1 nicht ausschließlich  im Zytoplasma  lokali‐

siert, sondern auch innerhalb des Zellkerns zu finden [31, 32, 33, 34]. 

Darüber hinaus  ist eine veränderte LASP‐1‐Expression mit dem MLL‐Gene der Aku‐

ten myeloischen  Leukämie  verbunden.  In Hochrisiko‐Patienten wird  auf diese Weise 

durch Translokation ein LASP‐1‐MLL‐Gen gebildet [83]. Ebenso wird LASP‐1 als Antwort 

auf das Morphogen Sonic Hedgehog transkriptionell hochreguliert. Dieses Signalmole‐

kül spielt eine entscheidende Rolle  in einer Vielzahl humaner Krebsentitäten und die 

Störung  seiner  Signalkaskade  ist  mit  einer  Reihe  von  Entwicklungsstörungen  ver‐

knüpft [40, 94]. Weiterhin  ist LASP‐1 Substrat der Abelson Tyrosin‐Kinase. Nachhaltig 

soll diese Kinase  an der Karzinogenese hämatopoetischer Tumoren, wie dem B‐Zell‐

Lymphom beteiligt sein [42]. Daraus lässt sich schließen, dass LASP‐1 funktionell an der 

Tumorgenese beteiligt ist [31]. 

 

In einem Bericht von TOMASETTO und Kollegen von 1995, wurde ein erhöhter Gehalt 

von LASP‐1 mRNA in metastasiertem Brustkrebs (2 von 5 Proben, 40 %) und in Primär‐

tumoren  (5 von 61  Proben,  8 %)  gefunden.  Es  wurde  vermutet,  dass  die  Überex‐

pression  von  LASP‐1 möglicher Weise  am Migrationsprozess  dieser  Zellen  beteiligt 

ist [85, 86].  In einer  späteren  Studie wurde  sogar eine  signifikant hochregulierte Ex‐

pression des  LASP‐1 Proteins  in über 55 %  (46 von 83 Proben) der Brustkrebsproben 

gezeigt [32]. 

Nach einem Vergleich mit dem humanen Brustkrebs‐Proto‐Onkogen HER‐2/neu, er‐

schien es interessant zu ergründen, ob LASP‐1 nur auf genomischer Ebene amplifiziert, 

nur auf Proteinebene hochreguliert oder  sowohl amplifiziert als auch überexprimiert 

ist. Im Fall von HER‐2/neu lässt sich nicht nur eine Genamplifikation sondern auch eine 

Proteinüberexpression zeigen. Die Amplifikation von HER‐2/neu  ist beispielsweise mit 

der Zeit zum Rezidiv, dem Gesamtüberleben, der mitotischen Aktivität und einem ne‐

gativen  Estrogen‐  und  Progesteronstatus  verbunden.  Die  Überexpression  hingegen 

korreliert  unter  anderem mit  dem  Lymphknoten‐Status,  dem  Tumorgrad  von  Brust‐
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krebs,  dem  Ansprechen  auf  eine  zytotoxische  Chemotherapie  und  dem  gesamten 

Krankheits‐Outcome [73]. Wenn es sich wirklich um eine transkriptionelle Hochregulie‐

rung des  LASP‐1 Proteins – verstanden  als  aktiver Prozess  in der Tumorentstehung –

 nur  in einer bestimmte Gruppe an Brustkrebsentitäten handeln sollte, was  ist die Ur‐

sache dafür?  Ist die Transkription oder die Translation beschleunigt, die Stabilität der 

mRNA oder der Turnover des Proteins verändert? Diese Fragen sollten in einer Studie 

geklärt werden. 

Weiterhin  lag mein  Interesse  in  der  Ergründung  des Unterschiedes  zwischen  den 

Auswirkungen der nukleären und der zytosolischen LASP‐1‐Lokalisation auf das Über‐

leben der Patienten. Dafür standen mir statistische Daten einer Patientenstudie über 

einen Beobachtungszeitraum von Januar 1985 bis Dezember 2007 zur Verfügung.  

TURNER ET AL.  identifizierten uPA, uPAR, LASP‐1 und VASP als vermeintliche Zielgene 

von PDEF, dem prostate derived Ets factor. Die Transkriptionsfaktoren der ETS‐Familie 

sind an einer Vielzahl biologischer Prozesse, darunter Zellproliferation, Apoptose, An‐

giogenese, Transformation, Migration und Invasion beteiligt. Eine abnormale Expressi‐

on  der  ETS‐Transkriptionsfaktoren  scheint  mit  einem  Erkrankungsfortschreiten  bei 

Leukämien und soliden Tumoren der Mamma, der Prostata, des Kolon, der Lunge, des 

Pankreas und der Schilddrüse assoziiert zu sein [89]. Veränderungen der Organisation 

des Aktin‐Zytoskeletts und der Lokalisation von Fokal‐Kontakten, ausgelöst durch eine 

Expression von PDEF in verschiedenen invasiven Brustkrebszelllinien, führen zu einem 

Verlust  der  gerichteten morphologischen  Polarität, was  das metastatische  Potential 

der Zellen verringert und damit Migration und  Invasion verhindert. Außerdem beein‐

flusst die Expression von PDEF Fokalkontakte, Adhärenskontakte, Zelladhäsionsmole‐

küle  und  die  Regulation  des  Aktin‐Zytoskeletts [88].  Darüber  hinaus  konnte  gezeigt 

werden, dass ein Knockdown des PDEF‐Proteins zu einer gesteigerten Expression von 

uPA und LASP‐1 führt und in MCF‐7‐Zellen außerdem zu einem Anstieg der Zellmigrati‐

on  und  zur  Tumorentstehung  in  vivo [27, 89].  Analog  dazu,  führen  hohe 

PDEF‐Proteinspiegel  zu  entgegengesetzten  Effekten.  Die  Autoren  schlussfolgerten, 

dass Zellen, die PDEF exprimieren, nicht mehr in der Lage sind, die morphologische Po‐
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larität aufzubauen, die  für eine effiziente gerichtete Zellmigration notwendig  ist [89]. 

In der Dissertationsarbeit sollten daher die Zellkulturexperimente mit PDEF‐gefärbten 

Schnittpräparaten,  bei  denen  die  LASP‐Expression  bekannt  war,  überprüft  wer‐

den [27, 88, 89]. 

Diese intrigierenden Fragen bildeten die Grundlage für meine Dissertationsarbeit, in 

der  ich  anhand  von  DNA‐Proben  mikrodissektierter  histologischer  Schnittpräparate 

mittels PCR zeige, dass die Überexpression von LASP‐1  in humanem Brustkrebs nicht 

auf Genamplifikation zurückzuführen ist. Es war mir nicht möglich den in Zellkulturex‐

perimenten  beobachteten  Zusammenhang  zwischen  LASP‐1  und  PDEF mit  histologi‐

schen Schnittpräparaten zu bestätigen. Die Auswertung der Patientendaten in Korrela‐

tion zur nukleären und zytosolischen LASP‐1 Verteilung ergab ein signifikant reduzier‐

tes Langzeitüberleben bei nukleärer LASP‐1 Lokalisation. 
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2 Material und Methoden 

 

2.1  Material 

2.1.1    Kulturzellen 

humane Brustkrebszelllinie:  Hersteller: 
BT‐20  Line Services, Heidelberg, Deutschland 
 
 
2.1.2  Lösungen, Medien und Seren für die Zellkultur 

Name:   Hersteller:  
Fetal Bovine Serum (FBS)   PAA, Linz, Österreich  
Antbiotic/Antimycotic  Solution  (100 x) 

A5955  
Sigma, Deisenhofen, Deutschland  

Trypsin‐EDTA Solution (1 x) T3924   Sigma, Deisenhofen, Deutschland  
RPMI 1640  PAA, Linz, Österreich  
 

Steriles 10 x PBS (phosphate buffered saline): 
  80 g   NaCl  
  2 g   KCl  
  26,8 g   Na2HPO4 · 7 H20  
  2,4 g   KH2PO4  
  auf pH 7,4 titrieren 
  auf 1 l mit ddH2O auffüllen 
  autoklavieren 
 
 
2.1.3  Chemikalien, Reagenzien und Puffer 

Name:   Hersteller:  

Agarose 
BMA, BioWittaker Molecular Applications, 

Maine, USA 
antibody diluent   DAKO, Hamburg, Deutschland  
Antikörper Färbekit (LSAB2‐Kit K0675)   DAKO, Hamburg, Deutschland  
APES (3‐Aminopropyltri‐Ethoxysilan)   Sigma, Taufkirchen, Deutschland  

Beriglobin  
Aventis‐Behring  GmbH,  Marburg, 

Deutschland  
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Name:   Hersteller:  
Borsäure  Roth, Karlsruhe, Deutschland 

DCS ChromoLine Puffer und Konzentrat 
DCS  Innovative  Diagnostik‐Systeme, 

Hamburg, Deutschland 
Dimethylsulfoxid (DMSO)   Sigma, Deisenhofen, Deutschland  
Dinatriumhydrogenphosphat‐

Heptahydrat 
Roth, Karlsruhe, Deutschland 

EDTA (Titriplex)  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Eosin  Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Ethanol, 100 %  klinikumseigene Apotheke 
Ethanol, 96 %  klinikumseigene Apotheke 
Ethanol, 70 %  klinikumseigene Apotheke 
Ethidiumbromid  Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
DNA‐Größenmarker  100 bp, BioLabs, New England 
Hämatoxylin  Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Kaliumchlorid  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Kaliumdihydrogenphosphat  Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Mastermix PCR 
Taq  PCR Master Mix  Kit, Qiagen, Hilden, 

Deutschland 

Mastermix qRT‐PCR 
iQTM  Supermix,  iQTM  SYBR®  Green 

Supermix, Bio‐Rad, München, Deutsch‐
land 

Natriumchlorid  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Proteinase K  Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Tris‐(hydroxymethyl)‐aminomethan  Merck, Darmstadt, Deutschland 

Tween 20 
Serva  GmbH & Co.,  Heidelberg,  Deutsch‐

land 

Vitro‐Clud  
Langenbrinck,  Emmendingen,  Deutsch‐

land  
Wasserstoffperoxyd   Merck, Darmstadt, Deutschland  
Xylol   Merck, Darmstadt, Deutschland 
Zitronensäure‐Monohydrat   Merck, Darmstadt, Deutschland  
 

5 x TBE (Tris‐Borate‐EDTA): 
  54 g (0,45 M)  Tris‐(hydroxymethyl)‐aminomethan 
  27,5 g (0,45 M)  Borsäure 
  20 ml (0,5 M)  EDTA  
  auf pH 8,0 titrieren 
  auf 1 l mit ddH2O auffüllen 
 

0,01 M Zitronensäure‐Puffer: 
  0,6 g (0,01 M)  Zitronensäuremonohydrat 
  auf pH 6,0 titrieren 
  auf 300 ml mit ddH2O auffüllen 
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10 x PBS (phospate buffered saline): 
  80 g (1,37 M)  NaCl 
  2 g (0,027 M)  KCl 
  26,8 g (0,1 M)  Na2HPO4 · 7 H20  
  2,4 g (0,018 M)  KH2PO4 
  auf pH 7,4 titrieren 
  auf 1 l mit ddH2O auffüllen 
  autoklavieren 
 

Proteinase K Lyse‐Puffer: 
  1,6 g (50 mM)   Tris HCl 
  0,744 g (1 mM)   EDTA 
  0,5 %    Tween 20 
  auf pH 8,0 titrieren 
  auf 200 ml mit ddH2O auffüllen 
 

5 x DNA‐Ladepuffer: 
  20 g (20 %) (w/v)   Polysucrose (Ficoll 400®) 
  1,86 g (50 mM)    EDTA 
  0,05 g (0,05 %) (w/v)   Bromphenolblau 
  0,05 g (0,05 %) (w/v)   Xylencyanol 
  auf 100 ml mit ddH2O auffüllen 
 
 
2.1.4  Antikörper 

2.1.4.1  Primärantikörper 

Bezeichnung und Hersteller:   Antigen:  Typ:  Verdünnung: 
LASP‐1;  immunoGlobe,  Himmelstadt, 

Deutschland 
LASP‐1 

polyklonal; 
Kaninchen 

1:1.000 

Rabbit  anti‐PDEF;  Invitrogen  GmbH, 
Karlsruhe, Deutschland 

PDEF 
polyklonal; 

Kaninchen 
1:200 

 
 
2.1.4.2  Sekundärantikörper 

Bezeichnung und Hersteller:   Markierung: 
EnVisionTM  detection  system  Rabbit;  DAKO,  Ham‐

burg, Deutschland 
Meerrettich‐Peroxidase (HRP) 
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2.1.5  Primer und Sonden 

Primer:  Sequenz:  Hersteller: 

LASP‐1‐
Primer 

Forward: 5‘‐TGT CTC CTG ACT GGT TGC GT‐3‘ 
Reverse: 5‘‐TGA TCT GGT CCT GGG TCT TC‐3‘ 

Operon  Biotechnolo‐
gie  GmbH,  Köln, 
Deutschland 

GAPDH‐ 
Primer 

Forward: 5‘‐ATC AAG AAG GTG GTG AAG CAG‐3‘ 
Reverse: 5‘‐TAC TCC TTG GAG GCC ATG TG‐3‘ 

Operon  Biotechnolo‐
gie  GmbH,  Köln, 
Deutschland 

LASP‐1‐
Sonde 

5‘‐ACA CGC CCG AGC TCC AGA GA‐3‘ 
5‘‐6‐FAM‐ und 3‘‐BHQ‐1‐markiert 

Biomers.net  GmbH, 
Ulm, Deutschland 

GAPDH‐
Sonde 

5‘‐AAA AGT GCA GGG TCT GGC GC‐3‘ 
5’‐Texas Red‐X‐ und 3’‐BHQ‐2‐markiert 

Biomers.net  GmbH, 
Ulm, Deutschland 

 
 
2.1.6  Verbrauchsmaterialien 

Art:   Bezeichnung, Hersteller bzw. Versandhaus:  
24 mm Deckgläschen   Hartenstein, Würzburg, Deutschland  
96‐well Klebefolien  Bio‐Rad, München, Deutschland 
96‐well Platten   Bio‐Rad, München, Deutschland 
Desinfektionsmittel  Teralind liquid, Schülke & Mayr, Norderstedt, Deutschland 

DNA Extraktions‐Kit  
peqGOLD MicroSpin Tissue DNA Kit und peqGOLD Tissue 

DNA Mini Kit; peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, 
Deutschland 

Kryoröhrchen  Hartenstein, Würzburg, Deutschland 
Membrane Slides  PEN Membrane, Leica, Wetzlar, Deutschland 

Objektträger  
Hartenstein, Würzburg, Deutschland; 
Menzel Gläser GmbH, Braunschweig, Deutschland  

Parafilm M   American National Can, Greenwich CT, USA  
Filter‐Pipettenspitzen   Filter‐Tips, Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland  
Pippettenaufsätze   2, 10, 25 ml costar stripette, Corning, New York, USA  

Reaktionsgefäße  
1,5 ml und 2 ml; Eppendorf, Hamburg, Deutschland;  
0,5 ml; Hartenstein, Würzburg, Deutschland; 
15 ml und 50 ml; Greiner, Frickenhausen, Deutschland 

Sicherheitshandschuhe   SafeSKIN PFE, Kimberly‐Clark, Zavantem, Belgien  
Zellkulturflaschen  Hartenstein, Würzburg, Deutschland 
 
 
 
 
 
 
 



FRIETSCH JOCHEN    MATERIAL 

    13 

2.1.7  Geräte und Software 

Gerät:   Bezeichnung und Hersteller:  
Brutschrank  Model 3336, Labotect, Göttingen, Deutschland 

Elektrophoresekammer  
Noras, Würzburg, Deutschland; 
Agagel Standard, Biometra, Göttingen, Deutschland 

Feinwaagen  
Universal  und  Type 1801,  Sartorius,  Göttingen,  Deutsch‐

land  

Geldokumentation 
Gel Jet Imager, INTAS, Science Imaging Instruments GmbH, 

Göttingen, Deutschland 
Hood, sterilGard  The Baker Company, Stanford, Maine, USA 
Kryotom   CM 1900, Leica, Bensheim, Deutschland  
Linearschüttler   Duomax 1030, Heidolph, Düsseldorf, Deutschland  
Magnetrührer   Variomag‐U.S.A., Daytona Beach, USA  

Mikroskope  
Lichtmikroskop: Axiovert 25, ZEISS, Jena, Deutschland; 
Laser Mikrodissektion Mikroskop:  Leica  LMD 6000,  Leica 

Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany 

Mikrowelle 
Samsung Classic Collection M8134, Samsung, Schwalbach, 

Deutschland 

PCR 
Thermocycler, Biometra, biomedizinische Analytik GmbH, 

Göttingen, Deutschland 

pH‐Meter  
PHM 82  Standard  pH  Meter,  Radiometer,  Kopenhagen, 

Dänemark  

Photometer  
Ultrospec 2000,  Amersham  Pharmacia  Biotech,  Freiburg, 

Deutschland  
Pipette (elektrisch)   accu‐jet pro, Brand, Wertheim, Deutschland  

Pipetten (manuell)  
2, 100, 1000 µl Eppendorf‐Reference, Hamburg, Deutsch‐

land  
qRT‐PCR  iCycler Thermal Cycler, Bio‐Rad 
Reaktionsgefäßständer   Brand GmbH, Wertheim, Deutschland  

Software  

Primer3:   http://frodo.wi.mit.edu/ 
Ensemble:   http://www.ensembl.org/ 
Graph Pad Prism 4.0a 
Microsoft® WindowsTM XP und Vista 
Microsoft® Office 2003 und 2007 

Spannungsgeräte  
Electrophoresis  Power  Supply,  EPS 601,  GE Healthcare, 

Germany 
Thermomixer   Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Vortex Genie 2   Bender & Hobein AG, Zürich, Schweiz  
Wasserbad   Julabo MB, Seelbach, Deutschland  
Zellzähler   Coulter counter Z2, Beckman, Fullerton CA, USA 

Zentrifugen  
Tischzentrifuge  5415 C,  Eppendorf,  Hamburg,  Deutsch‐

land;  
Rotanta/S und Rotixa/K, Hettich, Tuttlingen, Deutschland  
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2.2  Methoden 

2.2.1  Übersicht der verwendeten Methoden 

Asservation archivierter, eingefrorener Tumorproben und Resektaten aus dem OP 

   Ethikantrag 67/04 

  Anfertigung Histologischer Schnittpräparate   

     

Patientenstudie      LMD 

Immunhistochemische Färbung        Histochemische Färbung 

LASP‐1‐IRS        Mikrodissektion 

Recherche der Patientendaten         

Statistische Auswertung        PCR 

      Verdau, DNA‐Isolation 

Anti‐PDEF‐Färbung        PCR 

PDEF ↑ / ↓ → LASP‐1 ↓ / ↑ ?        Auftrennung mittels Gelelektro‐
phorese 

         

        qRT‐PCR 

        Analyse der Genamplifikation 

 

 

2.2.2  BT‐20, Zellkulturbedingungen 

Die  aus  humanem  Brustkrebs  stammenden  BT‐20‐Zellen  dienten  uns  als  interne 

Kontrolle sowie als „Versuchsgewebe“.  In T25‐Zellkulturflaschen wurden die Zellen bis 
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zu  einer  Dichte  von  1 x 105 Zellen/ml  kultiviert.  Die  Zellen  wurden  in 

RPMI 1640‐Medium mit  10 % hitzeaktiviertem  Kälberserum  und  1 %  einer  antibioti‐

schen  Streptomycin/Ampicillin‐Mischung,  unter  einer mit  5 % CO2  gesättigten Atmo‐

sphäre bei 37°C herangezüchtet. Nach mikrobieller Verunreinigung wurden die Zellen 

mit den zugehörigen Kulturflaschen entfernt.  

Zum Splitten, d. h. zum Separieren der adhärenten Zellen, wurde das Medium ab‐

gesaugt und die Zellen mit 2 ml PBS (phosphate buffered saline) gewaschen. Zum Ab‐

lösen vom Schalenboden wurden die Zellen bei Raumtemperatur mit einigen Millilitern 

Trypsin‐EDTA versetzt. Die Behandlung mit Trypsin, einer Protease, bewirkt das Degra‐

dieren  der  Proteine,  die  den  Zellverband  aufrecht  erhalten.  Den  abgelösten  Zellen 

wurde  dann  das  doppelte  Volumen  an Medium  zugefügt. Nach Überführung  in  ein 

Reaktionsgefäß wurde  für  4 Minuten  bei  100 g  zentrifugiert. Der  entstandene Über‐

stand wurde verworfen, das Zellpellet  in 1 ml Medium  resuspendiert. Gemäß der er‐

reichten Zellmenge wurde eine Verdünnung der Zellsuspension in eine neue Kulturfla‐

sche zur weiteren Kultivierung passagiert. 

Zum Einfrieren der Zellen wurde, wie beim  Splitten, ebenfalls das Medium abge‐

saugt und die Zellen mit 2 ml PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen zum Ablösen 

bei Raumtemperatur mit einigen Millilitern Trypsin‐EDTA versetzt. Die nun losen Zellen 

wurden  anschließend  in  0,5 ml Medium  resuspendiert.  Dazu  wurde  dann 

0,5 ml Medium bei ‐ 4°C mit 24 % DMSO hinzupipettiert. Das gesamte Gemisch wurde 

schließlich  in einem Kryoröhrchen für 24 Stunden bei ‐ 80°C eingefroren und  in flüssi‐

gem Stickstoff bis zur Wiederverwendung aufbewahrt.  

Um die Zellen aufzutauen, wurde das Kryoröhrchen dem Stickstoff entnommen und 

direkt in ein Wasserbad bei 37°C zum Antauen gelegt. Die noch gefrorenen Zellen wur‐

den  in  einem  Stück  in  eine mit Medium  befüllte  Kulturflasche  gegeben  und  in  den 

Brutschrank bei 37°C gestellt. Das DMSO und die abgestorbenen Zellen wurden nach 

dem Anwachsen der Zellen durch einen Mediumwechsel entfernt. 

Um die BT‐20‐Zell‐DNA in den Versuchen als Test‐ beziehungsweise Referenzgewe‐

be verwenden zu können, mussten sie von den  restlichen Zellbestandteilen getrennt 
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werden. Dafür wurde  jeweils eine T25‐Zellkulturflasche mit Hilfe des peqGOLD Tissue 

DNA Mini Kits aufbereitet (siehe auch Kapitel 2.2.10 Gewebeaufreinigung). 

 

 

2.2.3  Gewebeproben und personenbezogene Daten 

Nach Erteilung der Genehmigung des Ethikantrages 67/04 durch die Ethikkommissi‐

on der Universität Würzburg wurde uns archiviertes, in Formalin fixiertes und in Paraf‐

fin eingebettetes Tumorgewebe aus dem Institut für Pathologie der Universität Würz‐

burg für immunhistochemische und genetische Analysen bereitgestellt.  

In Zusammenarbeit mit der Universitäts‐Frauenklinik konnten so für die genetischen 

und statistischen Untersuchungen Tumorresektate von insgesamt 135 invasiv‐duktalen 

Karzinomata, von 15 invasiv‐duktalen mit low oder high grade duktalen Karzinomata in 

situ (DCIS), von zehn invasiv‐tubulären Mammakarzinomata, von zwölf invasiven sowie 

von  fünf intraduktalen Karzinomata über einen Zeitraum von  Januar 1985 bis Dezem‐

ber 2007 analysiert werden. Als Kontrollgewebe konnten insgesamt zehn Gewebepro‐

ben, darunter fibröse, fibro‐adenomatöse, fibro‐lipomatöse und fibrozystische Masto‐

pathien  sowie  benignes  Gewebe  aus  Brustgewebsreduktionen  zwischen 

1992 und 2007 gesichert werden.  

Die Gewebeproben wurden dabei stets in Formalin fixiert, anschließend in Paraffin‐

blöcken konserviert und bei ‐ 80°C aufbewahrt.  

Alle Tumorproben wurden nach WHO‐Kriterien klassifiziert. Die Kriterien der NOT‐

TINGHAM CITY HOSPITAL PATHOLOGISTS dienten zum Grading der invasiven Karzinomata und 

einiger DCIS, die gültigen TNM‐Parameter  zum Staging [14, 79]. Bei der Aufarbeitung 

der Gewebeproben wurden alle Diagnosen aus den archivierten, pathologischen Be‐

funden durch Kontrolle eines Pathologen (Prof. Dr. med. Matthias Eck, Pathologisches 

Institut, Universität Würzburg) nochmals verifiziert.  
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Für alle  im Rahmen der Dissertationsarbeit anfallenden Auswertungen und  statis‐

tischen Aufarbeitungen wurden die  zu  jeder Gewebeprobe notwendigen Daten, wie 

die histologische  Tumorentität,  Staging und Grading, Geburtsdatum  sowie  Zeitpunkt 

der Operation aus den entsprechenden Patientenakten, den  jeweiligen Berichten und 

pathologischen  Befunden  in  den Archiven  der Universitäts‐Frauenklinik  gesucht  und 

dokumentiert (siehe Appendix, 6.2 Rohdaten der Patientenstudie). Außerdem wurden 

alle Patientinnen dahingehend überprüft, ob diese  zum Ende des Beobachtungszeit‐

raumes, Dezember 2007, noch lebten oder bereits verstorben waren. Dazu wurden die 

entsprechenden Einwohnermeldeämter mit einem Formular, das zusammen mit dem 

Tumorzentrum der Universitätsklinik Würzburg erstellt wurde, um Hilfe gebeten (siehe 

Appendix, 6.1 Anschreiben an die Einwohnermeldeämter). 

Bei  allen  Arbeiten  sowie  dem  Umgang mit  personenspezifischem  Datenmaterial 

wurde, ebenso wie bei den Formulierungen in den Anschreiben, stets und konsequent 

auf strenge Einhaltung des Datenschutzes sowie aller vorgegebenen ethischen Richtli‐

nien geachtet.  

 

 

2.2.4  Immunhisto‐ und Histochemie 

Zusätzlich  zu den HE‐gefärbten  Schnittpräparaten, die bei der pathologischen Be‐

gutachtung angefertigt wurden, wurde ein gegen LASP‐1 gefärbter Schnitt für die Pati‐

entenstudie hergestellt. Des Weiteren wurde von einer Patientenuntergruppe zusätz‐

lich ein HE‐gefärbter Schnitt  für die  Laser Mikrodissektion  (LMD) mit anschließender 

genetischer  Analyse  und  von  einer  weiteren  Patientensubgruppe  ein  Anti‐PDEF‐

gefärbter Gewebeschnitt angefertigt. 

Von  allen  Gewebeproben  wurden  mit  dem  Kryotom  für  die  Immunhistochemie 

2 μm‐,  beziehungsweise  für  die  LMD  4 μm‐dicke  Gewebeschnitte  angefertigt.  Diese 

wurden  nach Überführung  in  ein  56°C warmes Wasserbad  zum Glätten,  im  Fall  der 

Immunhistochemie  auf  einen  mit  3‐Aminopropyltri‐Ethoxysilan  (APES)  aufgebracht. 
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Gewebeschnitte, die im Anschluss der Mikrodissektion zugeführt werden sollten, wur‐

den auf einen mit einer PEN‐Membran beschichteten Objektträger überführt.  

Nachdem die Schnitte für die anstehende Färbung über Nacht trockneten, wurden 

sie in einem mehrstufigen Prozess bei Raumtemperatur (RT) entparaffiniert. Dafür er‐

folgte in einem ersten Schritt die Inkubation in Xylol für zehn Minuten, daraufhin eine 

erneute  Inkubation mit  frischem Xylol  für weitere zehn Minuten. Danach wurden die 

Gewebeproben  durch  Tauchen  für  jeweils  eine Minute  in  100 % Ethanol,  erneut  in 

100 % Ethanol, in 96 % Ethanol, wiederholt in 96 % Ethanol, in 70 % Ethanol und in Aq‐

ua destillata hydratisiert. 

Die Präparate, die immunhistochemisch gegen LASP‐1 gefärbt werden sollten, wur‐

den  im  Anschluss  an  die  Hydratisierung  zweimal,  jeweils  in  frisch  hergestellter 

0,01 M Zitronensäure‐Pufferlösung  (siehe 2.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Puffer) 

für fünf Minuten bei 800 Watt in der Mikrowelle gekocht. Nachdem die Gewebeschnit‐

te 20 Minuten abkühlten, wurden sie gründlich in PBS gewaschen. Zur Blockierung der 

endogenen  Gewebeperoxidase  wurden  die  Schnitte  danach  zehn  Minuten  3 %iger 

H2O2‐Lösung  in Methanol ausgesetzt. Erneut erfolgte ein gründlicher Waschschritt  in 

PBS. Eine 15‐minütige Inkubation in humanem Immunglobulin (Beriglobin) 1:10 in PBS 

bei Raumtemperatur  sollte unspezifische Bindungskapazitäten blockieren. Wiederum 

wurden die Schnittpräparate in PBS gewaschen. Nun konnten die Gewebeschnitte mit 

dem  polyklonalen  LASP‐1‐Antikörper  in  einer  Verdünnung  von  1:1.000  in 

DAKO antibody diluent bei 4°C über Nacht  inkubiert werden. Abermals erfolgte eine 

Wäsche mit PBS. LASP‐1 konnte nun unter Verwendung des HRP  (Meerrettichperoxi‐

dase)‐markierten  EnVisionTM  Detektionssystems  Rabbit  (DAKO)  für  30 Minuten  bei 

Raumtemperatur  und  dem  Chromogen  3,3‘‐Diaminobenzidin  (DAB, DAKO)  für 

fünf Minuten bei Raumtemperatur dargestellt werden. Dazwischen und danach muss‐

ten die Schnitte gründlich einem PBS‐Waschvorgang unterzogen werden. Nun wurden 

die Präparate noch zur besseren Darstellbarkeit der Kerne für zwei Minuten mit Häma‐

laun gefärbt. Schließlich wurden die Schnitte gründlich mit Leitungswasser und Aqua 

destillata gespült. 
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Ebenso wie die Anti‐LASP‐1‐gefärbten Schnittpräparate, wurden die Gewebepräpa‐

rate, die  für die Anti‐PDEF‐Färbung bestimmt waren, zweimal  in  jeweils  frisch herge‐

stellter 0,01 M Zitronensäure‐Pufferlösung  für  fünf Minuten bei 800 Watt  in der Mik‐

rowelle  gekocht.  In  gleicher Weise wurden  sie nach dem Abkühlen  gründlich  in PBS 

gewaschen. Im Anschluss wurden diese Präparate zur Blockierung der endogenen Ge‐

webeperoxidase  zehn Minuten  ebenfalls  3 %iger H2O2‐Lösung  in Methanol  getaucht. 

Danach wurde  gründlich mit  Aqua  destillata  und  PBS  gewaschen. Um  unspezifische 

Bindungskapazitäten zu blockieren, wurden die Schnitte 15 Minuten Beriglobin 1:50 in 

PBS bei RT ausgesetzt. Diesmal wurden die Schnitte nicht gewaschen, sondern lediglich 

der  Überstand  abgekippt.  Zur  nachfolgenden  Färbung wurden  die  Schnittpräparate 

dann über Nacht  in Rabbit Anti‐PDEF‐Antikörper 1:200  in DAKO antibody diluent bei 

4°C  inkubiert. Am nächsten Morgen wurden die Gewebeschnitte gründlich  in PBS ge‐

waschen. Nun wurden sie  für  je 15 Minuten ausreichend mit dem biotinylierten Brü‐

ckenantikörper sowie nach erfolgtem Waschen mit Streptavidin‐HRP in PBS des LSAB2‐

HRP‐Kits von DAKO bedeckt. Nach einem erneuten Waschschritt mit PBS, wurden die 

Schnitte mit dem Chromogen DAB für fünf Minuten behandelt und nochmals mit PBS 

gewaschen. 

Die Gewebepräparate, die  im Anschluss mikrodissektiert werden  sollten, wurden 

nach der Hydratisierung  für 1,5 Minuten  in Hämalaun getaucht. Danach wurde  für  je 

2,5 Minuten  zweimal mit  frischem  Leitungswasser  sowie mit Aqua destillata gespült. 

Nun wurden die Schnitte für eine Minute in Eosin gestellt. Wiederholt wurde gründlich 

mit Leitungswasser, dann mit Aqua destillata gespült.  

Schließlich  wurden  sowohl  die  immunhistochemisch,  als  auch  die  HE‐gefärbten 

Schnittpräparate  in  einer  aufsteigenden  Alkoholreihe  für  je  eine  Minute  in 

70 % Ethanol,  96 % Ethanol,  96 % Ethanol,  100 % Ethanol,  und  für  zwei Minuten  in 

100 % Ethanol entwässert.  

Letztlich  wurden  die  HE‐gefärbten  Schnitte  für  die  Mikrodissektion  für  etwa 

30 Minuten  bei  Raumtemperatur  getrocknet.  Die  Anti‐LASP‐1‐  und  Anti‐PDEF‐
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gefärbten  Gewebeschnitte  wurden  über  Xylol  als  Intermedium  mit  Vitro‐Clud  ver‐

schlossen. 

 

 

2.2.5  Histopathologische Befundung der LASP‐1‐Expression 

Die  histopathologische  Befundung  der  LASP‐1‐Expression  aller  angefertigten 

LASP‐1‐gefärbten  Gewebeschnitte  erfolgte  im  Anschluss  gemäß  GRUNE‐

WALD ET AL. 2007 [32]. Die  gesamte  Schnittserie wurde  teilweise  von  vier,  namentlich 

Frau  Prof. Dr. rer. hum. biol. Ulrike Kämmerer  (Universitäts‐Frauenklinik,  Würzburg), 

Frau  Prof. Dr. rer. nat. Elke  Butt‐Dörje  (Institut  für  Klinische  Biochemie  und 

Pathobiochemie und Zentrallabor, Universität Würzburg), Herrn Dr. med. Thomas Grü‐

newald  (Klinik und Poliklinik  für Kinder‐ und  Jugendmedizin, Klinikum rechts der  Isar, 

Technische Universität München) und mir (Institut für Klinische Biochemie und Patho‐

biochemie und Zentrallabor, Universität Würzburg) und teilweise nur von zwei, Herrn 

Dr. med. Thomas Grünewald und mir, unabhängig von einander befundet.  

Dabei  wurden  die  von  GRUNEWALD ET AL.  geforderten  10 high‐powerfields  in 

40 x Vergrößerung begutachtet. Den Schnitten wurde gemäß der Färbeintensität der 

Tumorzellen  ein  Punktwert,  der  sogenannte  LASP‐1‐Score  zugeordnet. Dabei wurde 

keiner  visuell nachweisbaren  LASP‐1‐Expression der Punktwert 0, bis  zu  sehr  starker 

LASP‐1‐Expression, entsprechend der Punktwert 3 zugeordnet. Aus den beobachteten 

Färbeintensitäten der Tumorzellen eines Schnittes war dabei der Mittelwert zu bilden. 

Auch wurde  von  allen Gutachtern  versucht,  die  Zahl  der  tumorösen  Zellen  eines 

Gewebepräparates, die überhaupt ein Färbeverhalten für LASP‐1 zeigten, in einer Pro‐

zentzahl zu quantifizieren. Je nach erreichtem Prozentwert, wurde den Gewebeschnit‐

ten ein weiterer Punktwert semiquantitativ zugeordnet. Schnitten, die etwa 0 bis 19 % 

LASP‐1‐positiv  gefärbte  Zellen  enthielten,  wurde – ungeachtet  der  Färbeintensität –

 der  Punktwert 0  zugeordnet. Waren  20 bis 39 %  gefärbt, wurde  das  Schnittpräparat 

mit dem Punktwert 1, bei 40 bis 59 % mit dem Punktwert 2, bei 60 bis 79 % mit dem 
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Punktwert 3  und  bei  80 bis 100 % mit  dem  Punktwert 4  bewertet.  Jedem  histologi‐

schen  Schnittpräparat wurde    also  ein  Punktwert  für  seine  Färbeintensität  und  ein 

Punktwert für den prozentualen Anteil der gefärbten Zellen zugeordnet. 

Bei später  festgestellten Divergenzen der Begutachter hinsichtlich der vergebenen 

Punktwerte, wurde das  jeweilige Gewebepräparat von allen Untersuchern erneut be‐

wertet und ein Konsens gefunden. Dies war  jedoch nur  in weniger als 7 % aller ange‐

fertigten Schnitte notwendig. 

GRUNEWALD ET AL. multiplizierten die erreichten Punktwerte in Anlehnung an die Leit‐

linien für die Bewertung des Hormonrezeptor Immunreaktiven‐Scores [2]. Das Ergebnis 

ist  der  LASP‐1‐Immunreaktive‐Score  (LASP‐1‐IRS),  der  von  0 bis maximal 12  variieren 

kann. Die Zahlenwerte 5, 7, 10 und 11 sind dabei rein rechnerisch aber nicht zu erzie‐

len.  

Abb. 1: Histologie Anti‐LASP‐1‐gefärbter Schnittpräparate 

 

LASP‐1‐Score  (a) = 0;  (b) = 1;  (c) = 2;  (d) = 3;  (d)  positive  nukleäre  LASP‐1‐Lokalisation, 
Kernfärbung hebt sich deutlich von Hintergrundfärbung ab, mehr als 10 % der Kerne zeigen 
positives Färbeverhalten; 20‐fache Vergrößerung  
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GRUNEWALD ET AL.  stuften  die  Schnitte  mit  Werten  des  LASP‐1‐IRS  bis 5  als 

LASP‐1‐negativ,  alle  darüber  als  LASP‐1‐positiv  ein.  Negativ  bedeutet  in  diesem  Zu‐

sammenhang ein  geringes Expressionsniveau, positiv hingegen  spricht  für eine hohe 

Expression  von  LASP‐1. Der  „cut off“‐Wert 5 wurde  hierbei  als  Ergebnis  statistischer 

Überlegungen gewählt. 

Daneben richtet sich der nukleäre Status eines Gewebeschnittes nach dem prozen‐

tualen Anteil an Zellkernen des Präparates, die ein spezifisches Färbeverhalten gegen 

LASP‐1 zeigen. Dabei ist es unbedeutend wie intensiv die Kerne gefärbt sind, sie sollten 

sich dennoch deutlich von der Hintergrundfärbung abheben. Sind mehr als 10 % aller 

Kerne LASP‐positiv gefärbt, so wurde der Gewebeschnitt als Nukleus‐positiv bewertet. 

Auch bei dieser Beurteilung war aus der Anzahl der gefärbten Kerne auf dem gesamten 

Schnitt der Mittelwert  zu bilden. Die Klassifikation der nukleären LASP‐1‐Färbung er‐

folgte analog der Stratifikation gegen den Proliferationsmarker Ki67 gefärbter Gewe‐

beschnitte [84].  

 

 

2.2.6  Histopathologische Befundung der PDEF‐Expression 

TURNER ET AL. gelang es 2008 unter anderem LASP‐1 als vermeintliches Zielgen von 

PDEF zu identifizieren. Sie konnten in vitro an MCF‐7 Brustkrebszellen zeigen, dass ein 

Knockdown des PDEF‐Proteins  zu einer gesteigerten Expression von uPA und  LASP‐1 

sowie  zu  einer  Verringerung  von  VASP mRNA  führt.  Analog  dazu  zeigten MDA‐MB 

Brustkrebszellen mit einem hohen PDEF‐Proteinspiegel eine niedrige LASP‐1 Expressi‐

on [88].  

Für histologische Präparate von Mammakarzinomata sollte dies theoretisch bedeu‐

ten, dass Gewebeproben, die viel LASP‐1 exprimieren, also mit einem hohen LASP‐1‐

IRS klassifiziert wurden, wenig PDEF exprimieren und vice versa. Um die Übertragbar‐

keit der Zellkulturexperimente auf Gewebeschnitte zu untersuchen, wurden zusätzlich 

histologische Präparate  von  zuvor  als  LASP‐1‐IRS 0 bis 2  sowie als  LASP‐1‐IRS 9 bis 12 
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klassifizierten Patienten angefertigt und diese mit einem Antikörper gegen PDEF ge‐

färbt.  

 

 

2.2.7.  Statistische Analysen und Berechnungen 

Die  Assoziationen  zwischen  der  nukleären  oder  zytosolischen  LASP‐1‐Lokalisation 

wurden mittels multivariater  und  nicht‐parametrischer  Berechnungen  ausgewertet. 

Dies  gelang  unter  Zuhilfenahme  des  Fisher’s exact (F)‐  und  des 

Mann‐Whitney (M)‐Tests, basierend auf einer Computersoftware, Graph Pad Prism für 

Microsoft® WindowsTM  (GraphPad Software,  Inc., La Jolla, USA). P‐Werte kleiner 0,05 

wurden dabei als statistisch signifikant betrachtet. 

 

 

2.2.8  Laser Mikrodissektion 

Histomorphologisch sind Tumore äußerst heterogene Gewebe. Proliferierende und 

nicht proliferierende Tumorzellen  liegen zusammen  im Verbund mit nicht tumorösen 

Stroma‐  und  Entzündungszellen  sowie  nekrotischem  Gewebe.  TOMASSETTO ET AL. 

verwandten für ihre Untersuchungen das gesamte histologisch aufgearbeitete Gewebe 

von  Operationsresektaten  ohne  Separation [85].  Zunehmende  Mengen  nicht‐

tumoröser und daher kontaminierender Zellen führen aber zu einer signifikanten Ab‐

nahme  der  Detektionsempfindlichkeit  an  Genkopien.  Man  kann  sagen,  dass  nicht 

tumoröse  Zellen  die  Tumor‐DNA  „verdünnen“.  Zusätzlich  enthalten  nekrotisches 

Gewebe  und  inflammatorische  Zellen  degradierte DNA. Um  hinreichend  verlässliche 

Ergebnisse zu erhalten, ist es deshalb notwendig, mehr als 50 % Tumorzellen zu isolie‐

ren [43].  
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Die  Laser Mikrodissektion  (LMD)  ist  eine  la‐

sergestützte  Mikrodissektionstechnik,  mit  der 

bestimmte  Zellen  oder  ganze  Areale  eines  Ge‐

webeschnittes selektiv entnommen werden kön‐

nen, ohne dabei das umliegende Gewebe zu zer‐

stören.  Erstmals wurde  diese  Technik  1996  von 

EMMERT‐BUCK ET AL.  beschrieben  und  in  Zusam‐

menarbeit  mit  dem  NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH 

(Washington, USA) entwickelt [19].  

Dabei  sind  prinzipiell  zwei  verschiedene Ver‐

fahren  zu unterscheiden. Bei der  Laser Capture 

Microdissection  (LCM)  „brennt“  ein  Infrarot‐

Laser mit  einer  Temperatur  von  etwa 70°C  die 

ausgewählten Zellen oder Gewebeareale  in eine 

thermolabile  Ethyl‐Vinyl‐Acetat (EVA)‐Membran, 

die über das histologische Schnittpräparat gelegt 

wird. Wird  die  Folie  abgehoben,  so  bleiben  die 

„eingebrannten“  Zellen  daran  anhaften.  Diese 

werden in einem weiteren Schritt dann abgelöst. 

Das umgebende Gewebe auf dem Schnitt bleibt 

davon  unberührt.  Die  Laser  Microbeam 

Microdissection (LMM) hingegen nutzt einen Infrarot‐ oder UV‐A‐Laser um eine Poly‐

ethylennaphthalat (PEN)‐Membran auf dem Objektträger (aber unter dem Gewebe) zu 

zerschneiden.  Im Gegensatz  zur  LCM wird das ausgeschnittene Gewebe beim  LMPC‐

System (Laser Microdissection and Pressure Catapulting) von Zeiss gegen die Gravitati‐

on  in  ein  Reaktionsgefäß  katapultiert  oder  fällt  durch  die  Schwerkraft  beim  Leica‐

System in ein solches. Das sich auf den beschichteten Objektträgern befindliche Gewe‐

be wird nicht mit Deckgläschen verschlossen. Nach ELLSWORTH ET AL. 2002 scheinen die 

beschichteten Objektträger von Leica klar den unbeschichteten überlegen zu sein. Es 

Abb. 2: Ablauf der LMD 

 

(a) Beschneiden  des  histologi‐
schen  Schnittpräparates  in  umge‐
kehrter Lage; (b) Ausschnitt fällt in 
Deckel  des  Reaktionsgefäßes; 
(c) Übersicht 
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gelang  ihnen mit Hilfe der beschichteten Objektträger, effizienter zu arbeiten und na‐

hezu alle ausgewählten Zellen mit dem ersten Versuch auszuschneiden [18]. 

Die Möglichkeit, bei geringer Ausgangsmenge an Zellmaterial, spezifisch bestimmte 

Zellen  in hoher „Reinheit“ zu asservieren und während des Dissektionsvorganges das 

Ursprungsgewebe nach histologischen Kriterien zu beurteilen, machte die Anwendung 

dieser Mikrodissektionstechnik für uns zur essentiellen Kondition.  

Ich  verwendete  bei  den Untersuchungen  ein  LMD‐Gerät  von  Leica  und  folgte  im 

Weiteren den Ausführungen  von  LEHMANN ET AL. 2001 [49]. Das Gerät besteht  aus  ei‐

nem aufrechten Leica Untersuchungsmikroskop, einer Lasereinheit, einer analogen Hi‐

tachi 3 CCD‐Kamera und einem Computer, zur Dokumentation und Steuerung der Dis‐

sektion. Für das Mikroskop sind Objektive von 1,25 x bis 150 x Vergrößerung erhältlich. 

Unter dem Objekttisch des Mikroskops befindet sich eine Vorrichtung zum Einspannen 

der Reaktionsgefäße. Dies geschieht so, dass der Deckel des Reaktionsgefäßes horizon‐

Abb. 3: Laser Mikrodissektion 

(a) Auswahl  des  gewünschten  Zellareals  unter  Zuhilfenahme  der  Computersoftware; 
(b) nach  dem  Dissektionsvorgang  verbleibendes  histologisches  Schnittpräparat;  20‐fache 
Vergrößerung 
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tal  ausgerichtet unter dem Objektträger einrastet. Nachdem der Objektträger  inver‐

tiert auf dem Objekttisch arretiert wurde,  kann mittels einer  Steuereinheit aus  zwei 

Radschrauben  für die  zweidimensionale Positionierung des Präparates  in  einer hori‐

zontal  gelegten  Ebene,  und  unter  Sichtkontrolle  über  den  Computerbildschirm  das 

Gewebeareal von Interesse eingestellt werden. Mit der Computermouse wird dann, vi‐

sualisiert durch den Cursor, das Gewebe umrandet, das sogleich von einem gepulsten 

355 nm Diodenlaser umfahren wird. Danach fällt das Gewebestück durch sein eigenes 

Gewicht  in  den  darunter  befindlichen  Deckel  des  Reaktionsgefäßes.  Die  Computer‐

software gestattet es dabei, die Pulsfrequenz und die Leistung des Lasers  je nach An‐

forderung  zu variieren und das beschnittene Gewebe auszumessen  (siehe Abbildun‐

gen 2 und 3). 

Beim Dissektionsvorgang wurde durch die Benutzung von Handschuhen auf die Mi‐

nimierung möglicher Kontaminationen der Proben geachtet. Es wurde  stets versucht 

ausreichend  tumoröses  Gewebe  auszuschneiden.  Bei  einer  Ausbeute  unter 

200.000 ‐ 250.000 μm², wurde  der  entsprechende Gewebeschnitt  erneut  angefertigt 

und mikrodissektiert. 

 

 

2.2.9  Gewebeverdau mit Proteinase K 

In  den  Reaktionsgefäßen,  in  die  das  ausgeschnittene  Tumorgewebe  fallen  sollte, 

wurden  29 μl  eines  Lysepuffers  vorgelegt.  Dieser  Lysepuffer  bestand  aus 

50 mM Tris‐HCl, 1 mM EDTA, sowie 0,5 % Tween 20 und wurde auf pH 8,1 titriert (sie‐

he Appendix, 6.5 Verwendete Protokolle). Tween 20 wurde anstatt SDS gewählt, da es 

PCR‐kompatibel  ist und den Verlust an DNA minimiert [49]. Nachdem hinreichend tu‐

moröses Gewebe ausgeschnitten werden konnte, wurde dem Puffer 1 μl Proteinase K 

[3 mU/ml Lösung] zugefügt, und das Reaktionsgefäß  für circa 60 Stunden bei 37°C  im 

Brutschrank  in  inverser Position  inkubiert. Diese Werte  für Temperatur und  Inkubati‐

onsdauer  konnten  in  verschiedenen  Vorversuchen  ermittelt werden  und  führten  zu 
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den  besten  Ergebnissen.  Im  Anschluss  daran  wurden  die  Reaktionsgefäße  für 

drei Minuten  bei  14.000 g  zentrifugiert. Durch  8‐minütiges  Erhitzen  auf  95°C wurde 

dann die Proteinase K  inaktiviert. Nach erneuerter Zentrifugation wurden die Proben 

im Eisfach bei  ‐ 20°C bis zu weiteren Untersuchungen aufbewahrt. Dort kann man sie 

über Monate aufbewahren [49]. Um Kontaminationen zu minimieren, wurde auch hier 

strengstens auf saubere Bedingungen und die Benutzung von Handschuhen geachtet. 

 

 

2.2.10  Gewebeaufreinigung 

Um die mittels Mikrodissektion und  anschließendem Proteinase K‐Verdau  gewon‐

nene  DNA  aufzureinigen,  wurden  von  der  peqlab Biotechnologie GmbH  zwei 

DNA‐Isolations‐Kits, peqGOLD Tissue DNA Mini Kit und peqGOLD MicroSpin Tissue DNA 

Kit verwendet. Die Aufreinigung der DNA aus den Proben erfolgte, um interferierende 

oder gar inhibitorische Effekte restlicher Zellbestandteile oder Färbereagenzien zu mi‐

nimieren. Das peqGOLD Tissue DNA Mini Kit erlaubt die Aufreinigung großer DNA Mo‐

leküle  bis  60 kbp, maximal  30 μg  genomischer DNA, was  etwa  30 mg Gewebe  oder 

1 · 107 Zellen entspricht. Mit dem peqGOLD MicroSpin Tissue DNA Kit lassen sich DNA‐

Fragmente bis 40 kbp, maximal 10 μg genomischer DNA oder 10 mg Gewebe, d.h. etwa 

5 · 106 Zellen reinigen. Die Aufreinigung der verwendeten Gewebe‐ und Zellproben er‐

folgte  gemäß den Herstellerangaben. Beide Kits  enthalten  spezielle Hi‐Bind®‐Säulen, 

auf  die  die Gewebeproben,  nach  Verdau mit  einer  eigenen  Protease OBTM,  geladen 

werden. Weiter sind gesonderte Puffer enthalten, die in bestimmter Abfolge durch die 

Säulen zentrifugiert werden. Ein Elutionspuffer erlaubt dann letztlich das Auslösen der 

in der Säule spezifisch gebundenen DNA. 

Dadurch ist es möglich die mit dem Gewebeschnitt ausgeschnittene PEN‐Membran, 

sowie im Schnitt enthaltene Färbebestandteile, Zellmembranreste und dergleichen ab‐

zutrennen.  
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2.2.11  Spektralphotometrische Bestimmung der DNA‐Konzentration 

Nukleinsäuren haben, ebenso wie Aminosäuren, die Eigenschaft ultraviolettes Licht 

zu absorbieren. Das Absorptionsmaximum für Nukleinsäuren  liegt bei λ = 260 nm, bei 

Proteinen aufgrund der Reste aromatischer Aminosäuren bei 280 nm. 

Für eine DNA‐Probe  in hoher Reinheit beträgt das Verhältnis der optischen Dichte 

bei λ = 260 nm zu λ = 280 nm, OD260/OD280 etwa 1,8. Dabei sprechen niedrigere Werte 

des Quotienten für größere Verunreinigungen durch Proteine und umgekehrt. 

Eine Probe wird dabei in einer bestimmten Verdünnung (10‐ bis 50‐fach) in eine Kü‐

vette pipettiert, durch die Licht definierter Wellenlänge fällt. Beim Durchtritt durch die 

Probe wird ein bestimmtes Spektrum der Lichtstrahlen absorbiert. Aus dem Verhältnis 

von ein‐ und ausfallendem Licht  lässt sich dann auf die DNA‐Konzentration der Probe 

rückschließen. Die Konzentration berechnet sich dann gemäß folgender Formel: 

[DNA] (μg/ml) = Absorption260 · 50 · Verdünnungsfaktor  (1)
 

Optische Messungen von Verdünnungsreihen reiner DNA bei bekannten Konzentra‐

tionen ergaben, dass eine OD260 = 1 für doppelsträngige DNA einer Konzentration von 

etwa 50 μg/ml,  für einzelsträngige DNA von etwa 40 μg/ml und bei Oligonukleotiden 

von etwa 20 μg/ml entspricht [74]. 

Bei einem durchschnittlichen  Zellvolumen  von 0,211 fm3, bei einem  angenomme‐

nen  Zelldurchmesser  von  7,5 μm,  einer  mikrodissektierten  Gewebefläche  von 

200.000 ‐ 250.000 μm2 und einer Schichtdicke von 4 μm gefrorenem Gewebe, was et‐

wa 8 μm aufgetaut entspricht, sowie einem durchschnittlichen DNA‐Gewicht von 6 pg 

pro Zelle, ergibt sich  für die pro mikrodissektierten Schnitt zu erwartende Menge an 

DNA mindestens:  

  Fläche LMD · Dicke Schnitt  · m Zell‐DNA  =  m DNA  (2)
  Volumen Zelle 
         

  2,0 · 10‐7m2 · 8 · 10‐6 m 
· 6 · 10‐12 g  =  43,5 ng 

  0,221 · 10‐15 m3 
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Da die Gewebeprobe in 29 μl Lysepuffer und 1 μl Proteinase K lysiert wurde, ergibt 

sich eine etwaige zu erwartende DNA‐Konzentration von 43,5 ng/30 μl = 1,45ng/ μl. 

 

 

2.2.12  Polymerase‐Ketten‐Reaktion 

Die Polymerase‐Ketten‐Reaktion (PCR)  ist ein Verfahren, das aus sich wiederholen‐

den Temperaturabfolgen besteht und zur Vervielfältigung von DNA dient. Durch diese 

Methode werden die ursprünglichen DNA‐Matrizen, die  sogenannten Templates,  se‐

quenzspezifisch  amplifiziert.  Nachdem  die  doppelsträngige Matrize  in  einem  ersten 

Schritt  durch  hohe  Temperaturen  denaturiert,  d. h.  in  zwei  Einzelstränge  getrennt 

wurde, erfolgt in einem zweiten Schritt das Annealing oder Anlagern der Oligonukleo‐

tidprimer an  ihre komplementären Sequenzen auf der nun einzelsträngigen Matrize. 

Die Primer werden dabei so gewählt, dass sie den DNA‐Bereich, der vervielfältigt wer‐

den soll,  flankieren. Darauf  folgt  in einem dritten Schritt die Elongation, die Neusyn‐

these der DNA  in 5’ → 3’‐Richtung durch eine DNA‐Polymerase. Diese Abfolge aus Er‐

hitzen, Annealing und Elongation wird periodisch wiederholt. Mit jeder Schleife dieser 

Wiederholung  verdoppelt  sich  theoretisch  die  ursprünglich  vorhandene  Template‐

Menge. Dieses Verfahren wurde anfangs der 1980er Jahre von KARY BANKS MULLIS ent‐

wickelt [63]. Die für das Denaturieren benötigte Zeit  ist von der Länge des Templates 

abhängig. Je kürzer das Template, desto effizienter die Denaturierung und desto effizi‐

enter die Amplifikation. Ausgehend von einer Extensionsrate von 30 bis 70 Basen pro 

Sekunde, sind für die Elongation, je nach Polymerase und Templatelänge, durchschnitt‐

lich 15 Sekunden ausreichend [4]. 

Für  die  PCR wurde  ein  von Qiagen  vorgefertigten Mastermix  verwandt,  der  laut 

Hersteller bereits Taq DNA Polymerase, PCR Puffer, 3 mM MgCl2  sowie 400 μM  jedes 

Desoxyribonukleosidtriphosphats  enthält. Dabei wurde  1/25 Volumen  der mikrodes‐

sektierten und lysierten Gewebeproben, je 1/25 Volumen eines 5 μM 1:1 forward und 

reverse Primergemisches, 5/25 Volumen H2O  zusammen mit 17/25 Volumen Master‐
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mix pipettiert. Als Kontrolle wurde einen Negativansatz ohne DNA und eine Positivkon‐

trolle mit 1/25 Volumen aufgereinigter BT‐20‐Kulturzellen‐DNA gebraucht. Die Reakti‐

onsansätze wurden auf ein Gesamtvolumen von 25 μl pipettiert. Die PCR wurde durch 

einen  Denaturierungsschritt  bei  95°C  für  fünf Minuten  eingeleitet.  Darauf  folgten 

35 Wiederholungen einer Abfolge, bestehend  aus  je 30 Sekunden Denaturierung bei 

95°C, Annealing bei 57°C und Elongation bei 72°C. 

In  Vorversuchen wurde  durch  Verwendung  verschiedener  Primerkonzentrationen 

anhand der in der anschließenden Gelelektrophorese detektierten Banden die optima‐

le Primermenge bestimmt. Außerdem wurde mittels eines Temperaturgradienten die 

Annealingtemperatur optimiert.  

Mit allen mikrodissektierten und  lysierten Proben wurde zunächst eine PCR durch‐

geführt. Zur Analyse wurden alle PCR‐Produkte gelelektrophoretisch aufgetrennt.  

 

 

2.2.13  Oligonukleotidprimer 

Um mittels der PCR einen bestimmten Bereich genomischer DNA zu vervielfältigen, 

wurden Oligonukleotidprimer benötigt. Diese Primer bestehen aus den komplementä‐

ren  Sequenzen  zu  den  Basenfolgen,  die  den  gewünschten,  zu  amplifizierenden 

DNA‐Bereich flankieren. 

Mit  Hilfe  des  Genom‐Browsers  ENSEMBL  (http://www.ensembl.org/)  konnte  die 

LASP‐1‐zugehörige Gensequenz ermittelt werden. Für die Erstellung der LASP‐1‐Primer 

wurden drei Exons, eines  im Bereich der LIM‐, eines  im Bereich der SH3‐Domäne und 

eines  in  der  Mitte  des  Gens  ausgewählt.  Als  internen  Standard  wählten  wir  das 

„housekeeping“ Gen GAPDH, für das bekannt ist, dass es in fester Anzahl an Genkopien 

vorliegt. 

Generell  ist  zu beachten, dass die optimale  Länge eines Primers  zwischen 15 und 

20 Basen und das Verhältnis Guanin/Cytosin zwischen 0,2 ‐ 0,7 liegen sollte. Außerdem 
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sollten  Aufeinanderfolgen  einzelner  Nukleotide,  besonders  von  Guanin‐  und 

Cytosinbasen, vermieden werden. Die Schmelztemperatur zweier zusammengehöriger 

Primer sollte sich um nicht mehr als 1 ‐ 2°C unterscheiden. Primer sollten in einer End‐

konzentration von 50 ‐ 200 nM verwendet werden. Des Weiteren wurde stets darauf 

geachtet, keine Bereiche auszuwählen, die nicht‐kodierende Sequenzen oder Polymor‐

phismen enthalten [4, 54].  

Das Programm PRIMER3 (http://frodo.wi.mit.edu/) wurde schließlich benutzt, um die 

Primer  zu  designen. Nach  einigen Optimierungsversuchen  zeigte  das  zweite  Primer‐

paar, das einen Bereich  in der Mitte des  LASP‐1‐Gens amplifizierte, das  für den ver‐

wendeten Versuchsaufbau optimale Verhalten.  Ich entschloss mich daher, die weite‐

ren Untersuchungen ausschließlich mit diesem Primerpaar durchzuführen. Alle im Wei‐

teren  als  LASP‐1  bezeichneten  Primer  beziehen  sich  auf  den  hier  genannten  Primer 

LASP‐1‐2. 

Das Design des GAPDH‐Primerpaares verlief analog. 

Alle Primerpaare wurden von der Operon Biotechnologie GmbH bezogen. 

 

 

2.2.14  Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA 

Die Gelelektrophorese  ist eine molekularbiologische Methode um DNA oder RNA 

ihrer Größe nach, mittels angelegter Spannung aufzutrennen. Dabei wird mit Hilfe von 

Agarose eine Trägermatrix geschaffen, die je nach Konzentration „dichter“ ist, und die 

Nukleinsäurestränge mehr oder minder stark zurückhält.  Insgesamt gilt, dass kleinere 

Fragmente  schneller  durch  gleich  konzentrierte  Agarose wandern  als  größere. Man 

benötigt  also  höher‐prozentige  Agarosegele  um  kleinere  Fragmente  aufzutrennen, 

während größere Fragmente in einem niedrig‐prozentigen Agarosegel am besten „lau‐

fen“. 
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Bei der gelelektrophoretischen Auftrennung der Fragmen‐

te aus der PCR mit LASP‐1‐ beziehungsweise GAPDH‐Primern 

wurden ein etwa 180 bp großes Fragment für LASP‐1 und ein 

320 bp  großes  Fragment  für  GAPDH  erwartet,  so  dass 

1,2 bis 1,5 %ige Agarosegele  mit  40 nl/ml  Ethidiumbromid 

Anwendung fanden. Ethidiumbromid  ist ein Fluoreszenzfarb‐

stoff  und  interkaliert  in,  das  heißt  es  lagert  sich  zwischen, 

doppelsträngige  DNA.  Durch  die  Interkalation wird  das  Ab‐

sorptionsspektrum verändert, die  Intensität der Fluoreszenz‐

emission  aber  etwa  um  den  Faktor  50 ‐ 100  gesteigert.  Als 

Elektrophoresepuffer  diente  ein  1 x TBE‐Puffer.  5 μl  des 

PCR‐Ansatzes wurden  zusammen mit 3/5 Volumen H2O und 

1/5 Volumen 1 x DNA‐Ladepuffer, insgesamt also 25 μl, in die 

Geltaschen aufgetragen und bei angelegten 120 V und 95 mA 

für  1 h  elektrophoretisch  aufgetrennt. Die  Zugabe  eines  La‐

depuffers dient der Erhöhung des spezifischen Gewichts der 

Probe und ermöglicht den Fortschritt der Elektrophorese an‐

hand einer sichtbaren Lauffront zu verfolgen. 

Nach  Beendigung  der  Laufzeit  wurde  das  Gel  auf  einen  Transluminator 

(Gel Jet Imager) gelegt, um die DNA‐Banden mit kurzwelligem UV‐Licht der Wellenlän‐

ge  λ = 254 nm  sichtbar zu machen. Dies geschah  zeitnah und  zügig, um die Diffusion 

der  Probe  im  Gel  geringzuhalten.  Ein  mitgeführter  Längenstandard,  ein 

100 bp DNA‐Leiter  (siehe  Abbildung 4),  ermöglicht  die  Identifikation  der  jeweiligen 

Banden. Mit Hilfe einer in das Gerät integrierten schwarz‐weiss‐CCD Kamera, die an ei‐

nen Computer mit Dokumentationssoftware angeschlossen  ist, wurde die elektropho‐

retische Auftrennung aufgezeichnet, ein Thermoprint angefertigt und die  zugehörige 

Bilddatei gespeichert.  

Dies diente der Überprüfung des regelrechten Ablaufs der PCR,  letztlich aber auch 

ob Mikrodissektion und Lyse erfolgreich verlaufen waren. 

Abb.  4:  DNA‐Größen‐
marker 
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2.2.15  Quantitative Real‐Time‐PCR 

Die  Funktionsprinzipien  der  quantitativen  Real‐Time‐PCR  (qRT‐PCR)  basieren  im 

Wesentlichen auf denen der  konventionellen PCR.  Im Gegensatz  zur herkömmlichen 

PCR, bei der man nur  theoretisch  abschätzen  kann, wie  viel Produkt nach einer be‐

stimmten  Anzahl  an  Zyklen  entstanden  ist,  erlaubt  es  die  qRT‐PCR  den  Verlauf  der 

Wiederholungsschleifen und des Produktanstiegs in Echtzeit zu verfolgen und das syn‐

thetisierte Produkt  zu quantifizieren. Natürlich besteht  auch bei der herkömmlichen 

PCR die Möglichkeit, den Anstieg des Produkts nahezu in Echtzeit zu beobachten. Dazu 

kann man das Programm der herkömmlichen PCR nach einer bestimmten Anzahl an 

Schleifen anhalten, ein Aliquot entnehmen und es elektrophoretisch auftrennen. Dies 

wäre aber zu aufwändig, zu umständlich und viel zu ungenau. 

Die  Entwicklung  von  der  herkömmlichen  zur  quantitativen  Real‐Time‐PCR  vollzog 

sich  folgender  Maßen.  Im  Zuge 

neuer wissenschaftlicher  Erkennt‐

nisse,  halfen  weiterentwickelte 

PCR‐Geräte,  die  mit  einer 

UV‐Lampe  und  einer CCD‐Kamera 

ausgestattet  waren,  HIGU‐

CHI ET AL. 1992, 1993, dem Problem 

der  mangelnden  Genauigkeit  der 

Quantifizierung  zu  entgeg‐

nen [37, 38].  Dazu  fügten  sie  den 

Reaktionsansätzen  zusätzlich  Ethi‐

diumbromid  hinzu  und  registrier‐

ten  die  Veränderung  des  Absorp‐

tionsspektrums  sowie der  Intensi‐

tät der Fluoreszenzemission durch 

die Interkalation des Farbstoffes in 

die  Nukleinsäuren  (siehe  Abbil‐

Abb. 5: Prinzip von SYBR® Green I [gemäß 62] 

 

(a) Taq Polymerase  synthetisiert  komplementä‐
ren Strang, SYBR® Green I  in Lösung  (hellgrüne Ku‐
geln);  (b) SYBR® Green I hat sich zwischen die DNA 
gelagert und fluoresziert (dunkelgrüne Kugeln) 
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dung 5)! Mit  jeder  zusätzlichen  Kopie  der  ursprünglichen DNA‐Matrize,  bindet  auch 

mehr  Ethidiumbromid. Damit  kann mit  steigender Menge des  Produkts  ein  Fluores‐

zenzanstieg mit der CCD‐Kamera detektiert werden. Leider ist diese Methode sehr un‐

spezifisch, da sich Ethidiumbromid nicht ausschließlich an bestimmte Strukturen anla‐

gert. Folglich muss ausgeschlossen werden, dass das Amplikon, nicht dem gewünsch‐

ten  Produkt  entspricht.  Ein  großer  Vorteil  des  Ethidiumbromids  ist  seine  universale 

Verwendbarkeit und die große resultierende Signalstärke. Heute werden allerdings an‐

dere Farbstoffe, wie SYBR® Green I verwendet. 

Beim Fluoreszenz‐Resonanz‐Energie‐Transfer (FRET) wird ein Fluorochrom mit Licht 

einer bestimmten Wellenlänge λA1 bestrahlt, wodurch es angeregt wird  (siehe Abbil‐

dung 6). Die  dabei  aufgenommene  Energie wird  aber  gleich wieder  abgegeben  und 

Licht  einer  bestimmten  veränderten  Wellen‐

länge λE1  emittiert.  Absorptions‐  und  Emissi‐

onsspektrum  sind  dabei  spezifisch  für  das  je‐

weilige  Fluorochrom.  Bringt  man  nun  in  die 

Nähe  des  ersten  ein  zweites  Fluorochrom,  so 

kann dies, sofern beide Fluorochrome entspre‐

chend  gewählt  werden  (λE1 = λA2)  durch  das 

emittierte  Licht λE1  des  ersten  Fluorchromes 

angeregt  werden.  Das  zweite  Fluorochrom 

emittiert dann Licht einer bestimmten Wellen‐

länge λE2.  Je nach detektierter Wellenlänge λE1 

oder λE2,  kann  auf  die  räumliche  Entfernung 

der  Fluorochrome  zueinander  geschlossen 

werden. Dies ist die noch heute gültige Grund‐

lage [6]. 

Zusammen mit den Erkenntnissen von HOL‐

LAND ET AL. 1991  und  den  gewonnenen  Erfah‐

rungen  mit  der  FRET  mündete  der  wissen‐

Abb. 6: Fluoreszenz‐Resonanz‐
Energie‐Transfer  

(a) Absorptions‐  und  Emissions‐
spektrum  des  Reporters R  sowie 
(b) des  Quenchers Q;  (c) gegenseitige 
Stimulation, wenn Emissionsspektrum 
E1 des Reporters R mit dem Absorpti‐
onsspektrum  A2  des  Quenchers Q 
übereinstimmt 
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schaftliche Fortschritt  in der Entwicklung dreier ähnlicher Nachweismethoden [6, 39]. 

LIVAK ET AL.  entwickelten  1995  das  TaqMan®‐Prinzip  (auch  als Hydrolysis  Probes  be‐

zeichnet; siehe Abbildung 7), bei dem anstatt einer radioaktiven Markierung eines En‐

des, ein Fluoreszenzmolekül am Anfang und eines am Ende desselben Oligonukleotids 

sitzt. Solange das Oligonukleotid intakt ist, ist die messbare Emission bei λE1 gering, da 

sie durch das zweite Fluorochrom absorbiert wird. Durch die 5‘ → 3‘‐Exonuklease‐Akti‐

vität  der  DNA‐Polymerase wird  das Oligonukleotid  abgebaut  und  die  Fluorochrome 

räumlich voneinander getrennt, so dass die Fluorochrome sich nicht mehr gegenseitig 

stimulieren. Dies wird durch einen Anstieg der Emission bei λE1 messbar. Will man die 

Emission λE1 messen, so bezeichnet man dieses Fluorochrom als Reporter (engl. to re‐

port, berichten) und das  zweite als Quencher  (engl.  to quench,  löschen). Die Benut‐

zung  der  TaqMan®‐Oligonukleotide  sowie  von  SYBR® Green I  habe  ich  meinen 

qRT‐PCR‐Versuchen  zu‐

grundegelegt [56].  

Aus Gründen der Vollstän‐

digkeit  sollen  die  beiden  an‐

deren  Nachweismethoden 

noch kurz Erwähnung finden. 

Molecular beacons  sind eine 

Weiterentwicklung  der 

TaqMan‐Sonden [90].  Das 

Oligonukleotid  enthält  zu‐

sätzlich  an  seinen  Enden  zu‐

einander komplementäre Se‐

quenzen,  wodurch  es  zur 

Ausbildung  einer  Haarnadel‐

struktur kommt. Auch hierbei 

ist  gewährleistet,  dass  sich 

die  Fluorochrome  nahe  ge‐

nug kommen, um sich gegen‐

Abb. 7: Prinzip fluoreszenzmarkierter Oligonukleotide 
[gemäß 62] 

(a) Taq Polymerase  synthetisiert  komplementären 
Strang,  Oligonukleotid  hat  hybridisiert,  keine messbare 
Emission  des  Reporters R;  (b)  Oligonukleotid  durch 
5‘ → 3‘‐Exonuklease‐Aktivität  der  DNA‐Polymerase  hyd‐
rolysiert,  Reporter R  und  Quencher Q  dissoziieren, 
detektierbare Emission des Reporters 
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seitig  zu  anzuregen. Hybridization Probes, die bei der  letzten Methode Anwendung 

finden, bestehen aus  zwei Oligonukleotiden, die  jeweils nur ein Fluorochrom  tragen. 

Diese  hybridisieren  in  einem  Abstand  von  eins  bis  fünf Nukleotiden  zueinander  auf 

dem gleichen DNA‐Strang. In diesem Fall wird Licht der Emission λE2 gemessen. Dies ist 

nur so  lange möglich, wie die räumliche Distanz zwischen beiden Fluorochromen mi‐

nimal ist.  

Das  iCycler iQTM System  von  Bio‐Rad  besteht  aus  einem  gewöhnlichen  PCR‐Gerät 

mit einem Anregungs‐ und einem Detektionssystem. Das Anregungssystem setzt sich 

zusammen  aus  einer  Lichtquelle,  einer Wolfram‐Halogenlampe,  einem  Infrarotfilter, 

einem Rad mit sechs verschiedenen optischen Filtern, darunter ein  lichtdichter Filter 

sowie zwei Spiegel, die so angeordnet sind, dass eine 96‐Well‐Platte simultan belichtet 

werden kann. Das Detektionssystem besteht aus einem identischen Rad von sechs ver‐

schiedenen Emissionsfiltern, einem Bildverstärker und einem CCD‐Detektor. Der  von 

der  Lichtquelle  ausgehende  Lichtstrahl  durchläuft  den  IR‐Filter,  den  ausgewählten 

Farbfilter und  trifft  schließlich auf die 96‐Well‐Platte. Das eintreffende  Licht  regt die 

Fluoreszenzfarbstoffe in den Wells zur Emission an. Die emittierten Lichtstrahlen wer‐

den weiter durch den ausgewählten Farbfilter geleitet. Nachdem das Fluoreszenzsignal 

durch  den  Verstärker  intensiviert  wurde,  wird  es  durch  den  350.000 Pixel CCD‐

Detektor  sehr  diskret  quantifiziert. Mit  Hilfe  eines  Computers  und  der  zugehörigen 

Software lässt sich der iCycler steuern und die Versuchsergebnisse auswerten. 

Für die qRT‐PCR mit den fluoreszenzmarkierten Sonden fand ein von Bio‐Rad vorge‐

fertigter  2 x konzentrierter  iQTM Supermix  Verwendung,  der  laut  Hersteller 

100 mM KCl,  40 mM Tris‐HCI,  1,6 mM dNTPs,  50 units/ml iTaqTM  DNA Polymerase, 

6 mM MgCl2  sowie  Stabilisatoren  bei  pH 8,4  enthält.  Dabei  wurden  12,5 μl  des 

Supermix, 1 μl des jeweiligen 5 μM Primergemisches, der entsprechenden 5 μM Sonde 

sowie 1 μl der  lysierten mikrodessektierten Proben aliquotiert und mit H2O auf 25 μl 

aufgefüllt.  

Für  die  Versuche  mit  SYBR® Green I  wurde  der  iQTM SYBR® Green Supermix  von 

Bio‐Rad  angewandt.  Dieser  ist  ebenfalls  2 x  konzentriert  und  enthält 
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Desoxyribonukleosidtriphosphate,  iTaqTM DNA Polymerase,  6 mM MgCl2, 

SYBR® Green I, Fluoreszein und Stabilisatoren. Diese Versuche wurden analog  zu den 

Versuchen mit dem  iQTM Supermix pipettiert. Aus Gründen der mangelnden Spezifität 

von SYBR® Green I müssen hierbei die beiden Gene getrennt untersucht werden.  Im 

Fall der  fluoreszenzmarkierten Sonden, können sie simultan  in einem Cap untersucht 

werden.  

Die  qRT‐PCR  begann mit  einem Denaturierungsschritt  bei  95°C  für  fünf Minuten. 

Darauf folgten 40 Wiederholungen einer Abfolge, bestehend aus je 30 Sekunden Dena‐

turierung bei 95°C, Annealing bei 57°C und Elongation bei 72°C. An  jede qRT‐PCR mit 

SYBR® Green I schloss sich die Erstellung einer Schmelzkurve an, die Rückschlüsse auf 

das  entstandene  Produkt  ermöglicht. Wird  DNA  erhitzt,  so  dissoziiert  sie  in  Einzel‐

stränge  bei  Temperaturen  proportional  zu  ihrem Gewicht, was  in  einer Dissoziation 

von SYBR® Green I und damit einer Abnahme des messbaren Fluoreszenzsignals resul‐

tiert.  Die  Analyse  der  Schmelzkurve  bestätigte  die  Vervielfältigung  des  jeweilig  ge‐

wünschten DNA‐Abschnittes. Die  Versuche wurden  in  96‐Well‐Platten  durchgeführt, 

wobei die äußeren Wells stets frei gelassen wurden. 

Der Anstieg der Fluoreszenzemission korreliert während der exponentiellen Phase 

der  PCR mit  der  Zunahme  des  PCR‐Produktes. Die  computergestützte  Software  des 

iCyclers  ermittelt  nach  Beendigung  sämtlicher Wiederholungsschleifen  einen Wert, 

den sogenannten Ct‐Wert (engl. threshold cycle, Schwellenwert‐Zyklus), der den Zyklus 

angibt, ab dem  sich die gemessene  Fluoreszenz  von der Hintergrundfluoreszenz, die 

durch die Grundfluoreszenz der eingesetzten Farbstoffe entsteht, statistisch signifikant 

abhebt. Dieser Wert  liegt  immer  in der exponentiellen Phase, so dass die Quantifizie‐

rung nie von mangelnden Edukten während der Plateauphase beeinträchtigt wird.  Je 

größer die Anzahl an Templatekopien zu Beginn der qRT‐PCR, desto weniger Widerho‐

lungsschleifen  sind  zum Erreichen des Schwellenwertes nötig und umso kleiner wird 

also  der  Ct‐Wert.  Der  Ct‐Wert  ist  direkt  proportional  zur  anfänglichen 

Templatemenge [4, 28].  
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Abb. 8: Übersicht über die Abfolge der Versuche 

(a) Mikrodissektion, (b) Gewebeverdau in inverser Stellung, (c) PCR und Gelelektrophorese, 
(d) qRT‐PCR, genetische Analyse 

2.2.16  Fluoreszenzmarkierte Oligonukleotidsonden 

Genau wie bei Erstellung der Primer, wurde mit den Sonden verfahren. Mit Hilfe des 

Genom‐Browsers ENSEMBL wurden die  zugehörigen Gensequenzen erneut dargestellt. 

Das Programm PRIMER3 wurde 2002 von GINZINGER ET AL. dazu verwendet und bietet zu‐

sätzlich die Möglichkeit Sondensequenzen zu ermitteln [28].  

Die Oligonukleotidsonden wurden so berechnet, dass die Schmelztemperatur etwa 

10°C über der des zugehörigen Primerpaares lag. Dadurch wird gewährleistet, dass die 

Oligonukleotidsonden zeitlich vor den Primern an die komplementären Sequenzen auf 

der Template‐DNA hybridisieren und durch die synthetisierende DNA‐Polymerase wie‐

der hydrolysiert werden. Ferner gelten  für  ihre Erstellung dieselben Voraussetzungen 

wie bei den Oligonukleotidprimern (siehe auch 2.2.13 Oligonukleotidprimer). 

Die  LASP‐1‐Sonde  wurde  am  5‘‐Ende  mit  dem  Reporter 6‐FAM  (6‐Carboxy‐

fluorescein)  und  am  3‘‐Ende mit  dem  Quencher BHQ‐1  (3'‐terminaler  Black  HoleTM 

Dark Quencher) markiert.  Die  GAPDH‐Sonde  trägt  am  5‘‐Ende  Texas Red‐X  und  am 

3‘‐Ende BHQ‐2 als Quencher. Die Verwendung von Sonden, die mit unterschiedlichen 

Fluoreszenzfarbstoffen markiert wurden, erlaubt die gleichzeitige Amplifikationsunter‐

suchung mehrerer Gene in einem Reaktionsgefäß. 

Auch  die  fluoreszenzmarkierten  Oligonukleotidsonden  wurden  von  der 

biomers.net GmbH synthetisiert. 



FRIETSCH JOCHEN    METHODEN 

39 

2.2.17  Quantifizierung der Ergebnisse der qRT‐PCR 

Zur Quantifizierung  der Ausgangsmenge  an Nukleinsäuren wird  der während  der 

qRT‐PCR  ermittelte  Ct‐Wert  benutzt.  Prinzipiell  kann  die  relative  von  der  absoluten 

Quantifizierung unterscheiden werden. Der Begriff der absoluten Quantifizierung ist ir‐

reführend gewählt. Besser wäre es, von „Quantifizierung mit Hilfe der Standardkurve“ 

zu sprechen.  

Führt man eine Ct‐Wert‐Messung mit einer Verdünnungsreihe von DNA bestimmter 

Konzentrationen durch, so erhält man eine Standardkurve, mit deren Hilfe eine „abso‐

lute“ Quantifizierung möglich wird. Dies war aber für den hier angewandten Versuchs‐

aufbau nicht nötig, da mit GAPDH als internem Referenzgen gearbeitet wurde. Norma‐

lerweise wird  bei  der  relativen  Quantifizierung  der  Ct‐Wert  des  Referenzgens  vom 

Ct‐Wert  des Gens  von  Interesse  subtrahiert. Der  relative Unterschied  zwischen  den 

Ausgangsmengen beider Gene wird durch das Ergebnis der Basis 2, potenziert mit der 

Differenz der Ct‐Werte beider Gene  ΔCt (2
ΔCt), beschrieben. Eine weitere Möglichkeit 

den  relativen  Unterschied  der  Ausgangsmengen  zu  beschreiben,  ist  das  Ergebnis 

aus 2‐ΔΔC. Dabei steht  ‐ΔΔCt  für die Differenz der Ct‐Werte von Referenz‐ und Zielgen 

einer Kontrolle, subtrahiert von der Differenz der Ct‐Werte von Referenz‐ und Zielgen 

einer Probe [28, 49]. 

Für die  Interpretation der Ergebnisse bin  ich von der oben beschriebenen Berech‐

nung  abgewichen  und  kalkulierte  für  jede  Gewebeprobe  das  Verhältnis  aus 

Ct[GAPDH] / Ct[LASP‐1].  Aus  den  Ct‐Werten  des  Kontrollgewebes wurden  die Mittel‐

werte  MCt[LASP‐1]  sowie  MCt[GAPDH]  und  das  mittlere  Verhältnis,  um  das  die 

Ct[GAPDH] / Ct[LASP‐1]‐Verhältnisse  der  einzelnen  Tumorproben  innerhalb  der  Stan‐

dardabweichung streuen sollten, ermittelt. Auf diese Weise konnte ein Erwartungsin‐

tervall errechnet werden, das den Bezug zu den „realeren“ Gegebenheiten des Brust‐

gewebes ermöglichte. Die Ct[GAPDH] / Ct[LASP‐1]‐Verhältnisse der Tumorproben soll‐

ten  sich,  sofern  LASP‐1  nicht  amplifiziert  wäre,  wie  die 

Ct[GAPDH] / Ct[LASP‐1]‐Verhältnisse  der  Kontrollgewebe  verhalten.  Für  den  Mittel‐

wert μ und die Standardabweichung s der Kontrollgewebe ermittelte ich: 
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μ = 0,96990462 
 

s = 0,07431306 

 

Damit ergibt sich für die Ct[GAPDH] / Ct[LASP‐1]‐Verhältnisse der Tumorproben fol‐

gendes Erwartungsintervall μ ± 2 ∙ s: 

0,96990462 ± 2 ∙ 0,07431306 = [0,821278502; 1,118530727] 

 

Unter der Annahme, dass GAPDH als „housekeeping“ Gen  in konstanter Anzahl an 

Genkopien auf dem Genom vorliegt, kann man folgern, dass die Ct‐Werte von GAPDH 

relativ konstant sind. Für LASP‐1  ist dieser Schluss nicht gültig.  Ist LASP‐1 amplifiziert, 

so  ist  die  Anzahl  an  Genkopien  vermehrt,  was  bedeutet,  dass  weniger  qRT‐PCR‐

Schleifen notwendig  sind, damit  sich das  Fluoreszenzsignal  von der Hintergrundfluo‐

reszenz  abhebt. Der Ct‐Wert  von  LASP‐1 wird  also  kleiner. Das  führt dazu,  dass  das 

Ct[GAPDH] / Ct[LASP‐1]‐Verhältnis  größer  wird.  Umgekehrt,  wird  das 

Ct[GAPDH] / Ct[LASP‐1]‐Verhältnis größer, wenn LASP‐1  in kleinerer Anzahl an Genko‐

pien vorliegt.  

Ct[GAPDH] 
>  1.118530727 → 

Ct[GAPDH] 
(3)

Ct[LASP‐1]  Ct[LASP‐1 ↑] ↓ 

Ct[GAPDH] 
<  1.118530727 → 

Ct[GAPDH] 
(4)

Ct[LASP‐1]  Ct[LASP‐1 ↓] ↑ 
 

Ich  legte  fest,  dass  Proben,  deren  Ct[GAPDH] / Ct[LASP‐1]‐Verhältnis größer  als 

μ + 2 · s = 1,118530727 ist, wahrscheinlich Amplifikation für LASP‐1 zeigen.  
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2.2.18  Patientenstudie 

Die bemerkenswerte Entdeckung, dass das Protein  LASP‐1 nicht  ausschließlich  im 

Zytoplasma sondern auch innerhalb des Zellkerns zu finden ist, veranlasste mich zu un‐

tersuchen, ob die unterschiedliche Lokalisation eine Auswirkung auf das Überleben der 

Patienten hat [32]. 

Alle  für die statistische Auswertung notwendigen Daten, wie die histologische Tu‐

morentität, Staging und Grading, Geburtsdatum  sowie Zeitpunkt der OP wurden aus 

den entsprechenden Patientenakten, den jeweiligen Berichten und pathologischen Be‐

funden in den Archiven der Universitäts‐Frauenklinik gesucht und dokumentiert (siehe 

Appendix,  6.2 Rohdaten der Patientenstudie). Außerdem wurde  versucht  zu  ermit‐

teln, ob die Patientinnen am Ende des Beobachtungszeitraumes, Dezember 2007, noch 

lebten  oder  schon  verstorben waren. War  dies  aus  den  Patientenakten  nicht  zu  er‐

schließen, wurden  die  entsprechenden  Einwohnermeldeämter mit  einem  Formular, 

das zusammen mit dem Tumorzentrum der Universitätsklinik Würzburg erstellt wurde, 

um Hilfe gebeten (siehe Appendix, 6.1 Anschreiben an die Einwohnermeldeämter).  

 

 



FRIETSCH JOCHEN    ERGEBNISSE 

42 

3 Ergebnisse 

 

3.1  Design der LASP‐ und GAPDH‐Primer 

Für die Erstellung der LASP‐1‐Primer wurde zunächst mittels ENSEMBL die komplette 

Gensequenz ermittelt. Ausgewählt wurden drei verschiedene Exons, anhand derer mit 

Hilfe des Programmes PRIMER3, die Primer später designt wurden. Das erste Exon wird 

von den Basen 601 ‐ 745, das vierte von den Basen 28.897 ‐ 29.006 und das siebente 

von den Basen 49.192 ‐ 52.248  repräsentiert. Es wurde versucht ausschließlich Exons 

auszuwählen und Sequenzen mit genetisch vorhandenen Polymorphismen zu vermei‐

den. Das erste Primerpaar bindet  im Bereich der LIM‐Domäne, das zweite  im Bereich 

der Nebulin‐like‐Repeats und das letzte im Bereich der SH3‐Domäne.  

Ebenso sind wir mit der Erstellung der GAPDH‐Primer verfahren, wobei wir nur ein 

Primerpaar designten. Die GAPDH Primer umschließen die Basen 3.986 ‐ 4.326  (siehe 

auch Tabelle 1). 

Bereits die ersten orientierenden Versuche, die jeweiligen Sequenzen mittels PCR zu 

vervielfältigen, ließen klar erkennen, dass das Primerpaar LASP‐1‐2 am besten funktio‐

nierte. Auch  in weiteren Versuchen, die der Ermittlung der optimalen Primermenge, 

des  besten  Primerverhältnisses  und  der  günstigsten  Annealingtemperatur  dienten, 

Tab. 1: Sequenzen der Primerpaare 
 

Oligo‐
nukleotid 

Länge 
[Basen] 

Produkt‐
größe  
[Basen] 

Schmelz‐
temperatur

[°C] 

Sequenz 
von 5‘ nach 3‘ 

LASP‐1‐1 for.  20    59,95  TCC CCG CTG TGT TTA TTA GG 
LASP‐1‐1 rev.  20  221  59,95  CTC CGT GGG ATA CAC GAT CT 
LASP‐1‐2 for.  20    60,02  TGT CTC CTG ACT GGT TGC TG 
LASP‐1‐2 rev.  20  197  60,05  TGA TCT GGT CCT GGG TCT TC 
LASP‐1‐3 for.  20    60,07  CCT GGC CTC ACT TGA TTC AT 
LASP‐1‐3 rev.  20  287  60,30  AAG GAA AAG GGA TGG GTC AG 
GAPDH for.  20    59,34  ATC AAG AAG GTG GTG AAG CAG 
GAPDH rev.  20  340  61,05  TAC TCC TTG GAG GCC ATG TG 
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Abb. 9: Vergleich der Primer LASP‐1‐1, ‐2 und ‐3 

 

Gelektrophoretisch  aufgetrennte  PCR‐Produkte,  1,2%iges  Agarosegel,  bei  120 V  und 
95 mA für 1 h; aufgetragen sind ein Größenmarker, eine Negativ‐ und eine Positivkontrolle, 
sowie BT‐20‐Zell‐DNA, die mit den Primerpaaren LASP‐1‐1, ‐2 und ‐3 amplifiziert wurde; bei 
der Positivkontrolle wurde ein bereits (außerhalb meiner Versuche) optimiertes Primerpaar 
(LMNA) verwandt; deutlichste Bande bei Primer LASP‐1‐2 

konnte LASP‐1‐2 überzeugen (siehe auch Abbildung 9). Deshalb wurde beschlossen, al‐

le weiteren Versuche mit dem Primerpaar LASP‐1‐2 durchzuführen. Alle,  im Weiteren 

als  LASP‐1  bezeichneten  Primer,  beziehen  sich  auf  den  hier  genannten  Primer 

LASP‐1‐2. 

 

 

3.2  MicroSpin Tissue DNA Kit zeigt bessere Ergebnisse als peqGOLD Tissue DNA 

Mini Kit 

In Vorversuchen sollte die Extrahierbarkeit genomischer DNA mit dem Tissue DNA 

Mini Kit und MicroSpin Tissue DNA Kit von peqLab verglichen werden.  

Dazu wurden BT‐20‐Kulturzellen, die  in einer T25‐Kulturflasche gewachsen sind, ge‐

mäß der Anleitung der Kits zuerst  lysiert und homogenisiert sowie schließlich  in meh‐

reren Schritten aufgereinigt. 
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Laut Herstellerangaben ist der Tissue DNA Mini Kit für maximal 30 μg, entsprechend 

1 · 107 Zellen,  und  der MicroSpin  Tissue  DNA  Kit  für maximal  10 μg,  entsprechend 

5 · 106 Zellen, genomischer DNA konzipiert.  

Dies  ließ  sich  durch  eine  anschließende  spektralphotometrische  Bestimmung  der 

DNA‐Konzentration  sowie  einer  anschließenden  gelelektrophoretischen  Auftrennung 

nach einer PCR bestätigen (siehe Tabelle 2). 

Tab. 2: Mit Extraktionskits erzielte DNA‐Konzentrationen 
 

  MicroSpin Tissue DNA Kit  Tissue DNA Mini Kit 

  Eluat 1  Eluat 2  Eluat 1  Eluat 2 

OD260  0,019  0,011  0,039  0,018 

OD280  0,011  0,006  0,034  0,012 

OD260/OD280  1,727  1,833  1,147  1,500 

[DNA] (ng/μl)  19  11  39  18 

Von einer Säule wurde zweimal eluiert, Eluat 1 und 2 

 

Bei einer Schichtdicke von etwa 8 μm der angefertigten histologischen Schnitte (et‐

wa  200.000 mikrodissektierten  Quadratzentimetern),  sowie  einem  angenommenen 

Zelldurchmesser  von  7,5 μm,  erwarteten  wir  etwa  7,3 · 103 Zellen  (vergleiche  auch 

2.2.11  Spektralphotometrische  Bestimmung  der  DNA‐Konzentration).  Die  Extrak‐

tionskapazität der Kits wurde demnach bei Weitem unterschritten. Es war zu erwarten, 

dass der MicroSpin Tissue DNA Kit für lysierte, mikrodissektierte Proben besser Ergeb‐

nisse  zeigen  sollte,  was  in  gelelektrophoretischen  Auftrennungen  bestätigt  werden 

konnte (nicht abgebildet). 

 

 

3.3  Einfache „in cap“‐Preparation ist dem MicroSpin Tissue DNA Kit überlegen 

Im Jahr 2000 publizierten LEHMANN ET AL. ein Protokoll, das speziell für die Isolierung 

von DNA aus mikrodissektierten Gewebeproben entwickelt wurde. Dabei lysierten die 
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Abb. 10: Vergleich des Extraktionskits mit der „in cap“ Präparation 

Gelelekrophoretisch aufgetrennte PCR‐Produkte, 1,2%iges Agarosegel, bei 120 V und 95 mA 
für 1 h; aufgetragen sind ein Größenmarker, eine Positivkontrolle, BT‐20‐Zellen „in cap“ präpa‐
riert, BT‐20‐Zellen mit dem MicroSpin Tissue DNA Kit in zwei Eluaten aufgearbeitet. Verwendet 
wurde ein  (außerhalb meiner Versuche) optimiertes Primerpaar  (LMNA). Die  „in cap“‐Präpa‐
ration ist dem MicroSpin Tissue DNA Kit deutlich überlegen 

Wissenschaftler das Gewebe durch einen simplen Proteinase K‐Verdau und benutzten 

es auch ohne anschließende Aufreinigung weiter [48].  

Ich kontrollierte dies mit den hier verwendeten mikrodissektierten Proben und ver‐

glich diese mit dem MicroSpin  Tissue DNA Kit. Nach einer Amplifikation der Proben 

mittels  PCR  und  anschließender  gelelektrophoretischen  Auftrennung  zeigte  sich  die 

Überlegenheit der einfachen „in cap“‐Preparation mit Proteinase K‐Verdau gegenüber 

dem DNA‐Extraktions‐Kit  (vergleiche Abbildung 10). Alle weiteren Aufarbeitungen er‐

folgten mit Proteinase K „in cap“. 

 

 

3.4  Optimierung des Proteinase K‐Verdaus 

LEHMANN ET AL.  inkubierten 2001  ihre mit Methylenblau gefärbten und mikrodissek‐

tierten Gewebeproben bei 40°C über Nacht mit 0,1 mg/ml Proteinase K [49]. Ich  inku‐

bierte  die  Proben  mit  einer  3 mU/ml Lösung  der  Proteinase K  und  verglich  die 
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Abb. 11: Vergleich verschieden langer Proteolysezeiten 

 

Gelelektrophoretisch  aufgetrennte  PCR‐Produkte,  1,2%iges  Agarosegel,  bei  120 V  und 
95 mA für 1 h; aufgetragen sind ein Größenmarker, eine Negativ‐ und eine Positivkontrolle 
sowie vier verschiedene LMD‐Proben A – D, verwandt wurde  jeweils dasselbe Primerpaar; 
nach 24‐stündiger Inkubation (oben) und nach 48‐stündiger Inkubation (unten) 

Extrahierbarkeit  der DNA  nach  unterschiedlichen  Inkubationszeiten. Diese  variierten 

zwischen 18 und 60 Stunden. Die besten Ergebnisse erzielte  ich nach 50 ‐ 60 Stunden 

Inkubation bei 37°C (siehe Abbildung 11).  

 

 

3.5  PCR und Gelelektrophorese der lasermikrodissektierten Gewebeproben 

Alle  lasermikrodissektierten und  lysierten Gewebeproben wurden  von mir mittels 

PCR  amplifiziert und  anschließend mit Hilfe einer Gelelektrophorese  im elektrischen 

Feld aufgetrennt.  

Einerseits wollte ich hierdurch überprüfen, ob der Mikrodissektionsvorgang mit an‐
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schließendem  Proteinase K‐Verdau  erfolgreich  verlaufen  ist.  Andererseits wollte  ich 

aber auch sicherstellen, dass das amplifizierte Produkt, auch jeweils den gewünschten 

DNA‐Sequenzen von LASP‐1 oder GAPDH entsprach.  

Von 73 mikrodissektierten und  lysierten Gewebeschnitten zeigten schließlich 63 ei‐

ne positive Amplifizierbarkeit, erkennbar an den Banden mit einer Länge von 197 bp in 

der Gelelektrophorese.  

Die  hohe  Reinheit  der DNA‐Proben war  für  die  spätere Nutzung  des  Farbstoffes 

SYBR® Green I wichtig, aufgrund seines unspezifischen Bindungsverhaltens. Im Gegen‐

satz zu den fluoreszenzmarkierten Sonden bindet SYBR® Green I nicht an komplemen‐

täre Sequenzen,  sondern  interkaliert unspezifisch  in doppelsträngige DNA. Es war  si‐

cherzustellen, dass das Amplikon, welches  für das  gemessene  Fluoreszenzsignal  ver‐

antwortlich war, auch dem gewünschten Produkt entsprach. 

 

 

3.6  Erstellung fluoreszenzmarkierter Sonden 

Für  die  Erstellung  der  jeweiligen  Hybridisierungsoligonukleotide  wurde  zunächst 

mittels des Genom‐Browsers ENSEMBL die komplette Sequenz des Gens ermittelt. Der 

Berechnung  der  Hybridisierungsoligonukleotide  mit  Hilfe  des  Programmes  PRIMER3 

wurden die Sequenzen der jeweiligen Primer zugrunde gelegt. Wie auch schon bei der 

Erstellung der Primer, wurden Sequenzen mit genetisch vorhandenen Polymorphismen 

vermieden.  

Die Sonden habe ich so berechnet, dass die Schmelztemperatur etwa 10°C über der 

des zugehörigen Primerpaares  lag. Die LASP‐1‐Sonde wurde am 5‘‐Ende mit dem Re‐

porter 6‐FAM und am 3‘‐Ende mit dem Quencher BHQ‐1 markiert. Die GAPDH‐Sonde 

trägt am 5‘‐Ende Texas Red‐X und am 3‘‐Ende den BHQ‐2 als Quencher (siehe auch Ta‐

belle 3). 
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Tab. 3: Sequenzen und Eigenschaften der fluoreszenzmarkierten Oligonukleotide 
 

Oligo‐
nukl. 

Länge 
[Basen] 

Reporter/ 
Quencher 

Schmelztem‐
peratur [°C] 

Sequenz 
von 5‘ nach 3‘ 

LASP‐1  20  6‐FAM/BHQ‐1  68,00  ACA CGC CCG AGC TCC AGA GA 

GAPDH  20 
Texas 

Red‐X/BHQ‐2 
66,99  AAA AGT GCA GGG TCT GGC GC 

 

 

3.7  Quantitative Real‐Time‐PCR 

Die  ersten  Versuche mit  den  fluoreszenzmarkierten  Sonden  sind wider  Erwarten 

nicht  verwertbar  verlaufen  (siehe  Abbildung 12).  Die  aufgezeichneten  Signalintensi‐

tätskurven  verliefen  nicht  annähernd – wie  theoretisch  zu  erwarten war – sigmoidal. 

Außerdem wurden Signalintensitäten  lediglich zwischen 5 und 200 Einheiten erreicht. 

Hier wären etwa 2.000 Einheiten zu erwarten gewesen. Optimierungsversuche für die 

richtige Annealingtemperatur, die  richtigen  Sonden‐ und Primerkonzentrationen,  so‐

wie verschiedene Wells und den  jeweiligen Verschlussfolien erbrachten nicht die er‐

wünschte  Verbesserung.  Anschließende  gelelektrophoretische  Auftrennungen  ließen 

aber erkennen, dass die Amplifikation der DNA‐Matrizen regelrecht ablief.  

Es wurde schnell klar, dass der Fehler bei den fluoreszenzmarkierten Sonden zu su‐

chen war. Zusammen mit der Firma biomers.net GmbH wurden mögliche Fehlerquel‐

len analysiert (siehe 4.3 Fluoreszenzmarkierte Hybridisierungsoligonukleotide).  

Erste  Probeversuche mit  Hilfe  von  SYBR® Green I  verliefen  so  erfolgsverheißend, 

dass entschlossen wurde, die Experimente mit SYBR® Green I  fortzusetzen  (siehe Ab‐

bildung 13). 

Alle mikrodissektierten  und  lysierten  Gewebeproben wurden  einer  quantitativen 

Real‐Time‐PCR‐Untersuchung  zugeführt.  Auch  die  Proben,  aus  negativen  Vorversu‐

chen, wurden erneut überprüft. Zusätzlich  zur Registrierung der Signalintensitätskur‐

ven, wurden  jetzt Schmelzkurven aufgezeichnet. Der Verlauf der Schmelzkurven war 

jeweils  eingipfelig,  was  bedeutete,  dass  spezifisch  ein  Produkt  amplifiziert  wurde. 
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Abb. 12: Fluoreszenzkurven von 6‐FAM und Texas Red‐X 

qRT‐PCR,  Fluoreszenzkurven mit  (a) 6‐FAM‐  und  (b) Texas Red‐X‐markiertem Oligonuk‐
leotid; verwendet wurden unterschiedliche Konzentrationen an BT‐20‐Zell‐DNA  (repräsen‐
tiert durch verschieden farbige Kurven); Kurvenverlauf nicht sigmoidal, bei zu geringen Sig‐
nalintensitäten 

Hierin bestand eine Kontrolle, die nötige Spezifität zu gewährleisten. 

Insgesamt  zeigte nur eine von 63 (1,6 %) qRT‐PCR‐analysierten Tumorproben eine 

Amplifikation des Gens LASP‐1. Letztlich kann damit geschlussfolgert werden, dass die 

erzeilten  Ergebnisse,  die mit mikrodissektierten  Proben  gewonnen wurden,  die  Re‐
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sultate von TOMASSETTO und Kollegen bekräftigen, obwohl sie Homogenisate ganzer his‐

tologischer Schnitte benutzten [85, 86]. 

 

 

 

Abb. 13: Fluoreszenz‐ und Schmelzkurve von SYBR® Green I 

 

(a) qRT‐PCR,  Fluoreszenzkurve mit  SYBR® Green  I;  verwendet wurden unterschiedliche 
Konzentrationen  von BT‐20‐Zell‐DNA mit  LASP‐1‐  (Peak bei höherer Temperatur) und mit 
GAPDH‐Primern (Peak bei niedrigerer Temperatur); (b) zugehörige Schmelzkurve; sigmoida‐
ler und jeweils eingipfeliger Verlauf 
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3.8  Übersicht der Ergebnisse aus PCR und qRT‐PCR 

Asservation archivierter, eingefrorener Tumorproben und Resektaten aus dem OP 

Ethikantrag 67/04 

  Anfertigung Histologische Schnittpräparate   

     
63 Tumorgewebeschnitte        10 Kontrollgewebsschnitte 

     

 

HE‐Färbung 

 Laser Mikrodissektion 

Proteinase K‐Verdau 

       

Kontroll‐PCR, Gelelektrophorese     

   

55 PCR‐positive 
Tumorgewebs‐

schnitte 

8 PCR‐positive 
Kontrollgewebs‐

schnitte 
 

Quantitative Real‐Time‐PCR 

 

     
63 qRT‐PCR ana‐
lysierte Tumor‐

proben 

10 qRT‐PCR analy‐
sierte Kontrollge‐
webeproben 

 

 

 

3.9  Die nukleäre Lokalisation von LASP‐1  ist mit einem kürzerem Langzeitüber‐

leben verknüpft 

Ich klassifizierte den LASP‐1‐IRS von 177 Patienten mit Hilfe Anti‐LASP‐1‐gefärbter 

histologischer  Schnittpräparate.  Anschließend  wurde  eine mögliche  Korrelation  der 
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nukleären oder  zytosolischen  LASP‐1‐Lokalisation  jeweils mit der Überlebenszeit der 

Patienten untersucht (siehe Abbildung 14).  

Die Analyse der  zytoplasmatischen  LASP‐1‐Expression erbrachte keinen  signifikan‐

ten  (p = 0,4042)  Effekt  auf  das  Patientenüberleben.  Die  zytoplasmatisch 

LASP‐1‐positiven Patientinnen  (114 aus 177)  erkrankten  im Alter  zwischen  33 und 85 

(Mittel 55,04 ± 12,46)  Jahren und überlebten  im Durchschnitt 9,13 ± 6,98  Jahre. Pati‐

entinnen  hingegen,  die  zytoplasmatisch  als  LASP‐1‐negativ  eingestuft  wurden 

Abb. 14: Überlebenskurven 

 

(a) Patientenüberleben mit  zytosolischer  LASP‐1‐Lokalisation  (rot) und ohne  (schwarz), 
P‐Wert = 0,4042;  (b) Patientenüberleben mit nukleärer  LASP‐1‐Lokalisation  (rot) und ohne 
(schwarz), P‐Wert = 0,0250 
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(63 von 177) erhielten die Diagnose im Alter zwischen 32 und 79 (Mittel 55,63 ± 10,91) 

Jahren und überlebten durchschnittlich weitere 6,25 ± 6,29 Jahre. 

Im Kontrast dazu, zeigten die Patientinnen mit nukleärer LASP‐1‐Lokalisation, vergli‐

chen mit  den  nukleär‐negativen  Patientinnen,  ein  signifikant  (p = 0,0250)  um  etwa 

50 % reduziertes  Langzeitüberleben, bezogen  auf den Beobachtungszeitraum  von  Ja‐

nuar 1985  bis  Dezember 2007.  Als  nukleär  LASP‐1‐positiv  eingestufte  Patientinnen 

(56 von 177), wurden im Alter zwischen 33 und 85 (Mittel 54,29 ± 12,78) diagnostiziert 

 
Tab.  4:  Korrelation  der  LASP‐1‐Lokalisation  und  ‐Expression  zu  klinisch‐pathologischen 

und biologischen Parametern 
 

   
zytosolische Loka‐

lisation  P‐Wert
nukleäre Loka‐

lisation  P‐Wert
⊕  %  ⊕  % 

Nodalstatus  
(n = 177) 

N ⊕   (n = 83)  59  24  71,1  0,1571
(FET) 

31  52  37,3  0,1953 
(FET) N     (n = 94)  55  39  58,5  25  69  26,6 

Tumorgröße  
(n = 177) 

Tis   (n = 3)  3  0  100,0

0,5433
(MWT)

0  3  0,0 

0,6853
(MWT)

T1   (n = 108)  65  43  60,2  37  71  34,3 
T2   (n = 51)  37  14  72,5  15  36  29,4 
T3   (n = 5)  3  2  60,0  2  3  40,0 
T4   (n = 10)  6  4  60,0  2  8  20,0 

Metastasierung  
(n = 177) 

M ⊕  (n = 6)  5  1  83,3  0,4240
(FET) 

1  5  16,7  0,6663
(FET) M   (n = 171)  109 62  63,7  55  116  32,2 

Gefäßeinbruch  
(n = 177) 

L ⊕  (n = 21)  11  10  52,4  0,2331
(FET) 

5  16  23,8  0,4657 
(FET) L    (n = 156)  103 53  66,0  51  105  32,7 

Grading  
(n = 121) 

G1   (n = 7)  4  3  57,1 
0,2607
(MWT)

4  3  57,1 
0,0254
(MWT)

G2   (n = 69)  47  22  68,1  27  42  39,1 
G3   (n = 45)  24  21  53,3  9  36  20,0 

Rezidiv  
(n = 87) 

Ja   (n = 26)  23  13  63,9  0,6908
(FET) 

8  28  22,2  0,3845
(FET) Nein   (n = 87)  52  35  59,8  27  60  31,0 

E‐Rezeptor  
(n = 160) 

ER ⊕  (n = 98)  60  38  61,2  0,8685
(FET) 

28  70  28,6  0,2977
(FET) ER    (n = 62)  39  23  62,9  23  39  37,1 

P‐Rezeptor  
(n = 157) 

PR ⊕  (n = 86)  53  33  61,6  1,0000
(FET) 

22  64  25,6  0,1195
(FET) PR    (n = 71)  43  28  60,6  27  44  38,0 

c‐erB‐2  
(n = 75) 

Her ⊕ (n = 27)  11  7  61,1  0,5951
(FET) 

6  12  33,3  0,7708
(FET) Her   (n = 47)  33  31  51,6  18  46  28,1 

⊕ = positiv;   = negativ;  FET = Fisher’s  Exact  Test;  MWT = Mann‐Whitney‐Test; 

n = Anzahl;  N ⊕/  = nodal  positiv/negativ;  Tis = Carcinoma  in  situ;  M ⊕/  = metasta‐

siert/nicht metastasiert; L ⊕/  = Einbruch  ins Gefäßsystem/kein Einbruch  ins Gefäßsystem; 

G1‐3 = gut,  mäßig,  wenig  differenziert;  ER ⊕/  = Estrogenrezeptor  positiv/negativ; 

PR ⊕/  = Progesteronrezeptor positiv/negativ; Her ⊕/  = c‐erB‐2 positiv/negativ 
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und  verlebten  im  Schnitt  weitere  7,41 ± 7,19  Jahre.  Die  Patientinnen,  die  als 

LASP‐1‐negativ  (121 von 177)  bewertet  wurden,  erkrankten  im  Alter  zwischen 

32 und 84 (Mittel 55,70 ± 11,50) Jahren und hatten im Mittel noch 8,43 ± 6,72 Jahre zu 

leben. 

Schließlich wurden weitere klinisch‐pathologische und biologische Parameter, wie 

der Nodalstatus N, die Tumorgröße T, eine eventuelle Metastasierung M und ein mög‐

licher Gefäßeinbruch L, sowie das Grading G, das eventuelle Auftreten eines Rezidivs R 

und das Expressionsniveau relevanter Rezeptoren in Korrelation zur nukleären oder zy‐

tosolischen LASP‐1‐Lokalisation untersucht. Dabei wurde nur ein möglicher, statistisch 

signifanter  Zusammenhang  zwischen  dem  Grading G  und  der  nukleären  LASP‐1‐

Lokalisation gefunden (siehe auch Tabelle 4). 

 

 

3.10  Postulierter Zusammenhang zwischen PDEF und LASP‐1 nicht übertragbar 

FELDMAN  ET  AL.  fanden  PDEF  hauptsächlich  in  Nuklei  von  Epithelien  in  normalem 

Brustgewebe, Epithel  in  invasiven Karzinomen zeigte hingegen einen reduzierten nuk‐

leären Gehalt an PDEF sowie eine ehr zytosolische Lokalisation des Proteins. Ihrer Auf‐

fassung nach kommt es möglicherweise bei der Transition von benignem zu malignem 

Gewebe zu seiner Herabregulation [21].  

TURNER ET AL. gelang es 2008 zu zeigen, dass ein Knockdown des PDEF‐Proteins zu ei‐

ner gesteigerten Expression von LASP‐1 führt. Um zu überprüfen, ob dies auf Mamma‐

karzinomata zu übertragen ist, wurden 35 histologische Präparate von Gewebeproben, 

die mit einem LASP‐1‐IRS ≤ 2 und ≥ 9 klassifiziert wurden, angefertigt. Es war zu erwar‐

ten, dass die Schnitte mit niedrigen LASP‐1‐IRS eine hohe Färbeintensität und Schnitte 

mit einem hohen LASP‐1‐IRS eine niedrige Färbeintensität für PDEF zeigen sollten [88]. 

Sowohl die Schnitte, die als LASP‐1‐positiv (LASP‐1‐IRS ≥ 9), als auch die Präparate, 

die  als  LASP‐1‐negativ  (LASP‐1‐IRS ≤ 2)  klassifiziert  wurden,  zeigen  ein  nahezu 
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einheitliches  zytosolisches  Anfärbeverhalten  für  PDEF.  Außerdem  scheint  es  keinen 

Einfluss auf die Expression von PDEF zu haben, ob in einem Gewebepräparat eine hohe 

beziehungsweise niedrige nukleäre LASP‐1‐Lokalisation gefunden wurde. Eine  schwa‐

che Farbreaktion ist bei diesen Schnittpräparaten jedoch immer nachweisbar gewesen 

(siehe auch Abbildung 15). Insgesamt sind bei allen betrachteten Präparaten nur ver‐

einzelt Zellkerne augenfällig positiv gefärbt. Somit gelang es mir nicht, den von TURNER 

Abb. 15: Histologie Anti‐PDEF‐gefärbter Schnittpräparate 

 

(a) und (b)  benignes  Brustgewebe  aus  Reduktionsplastiken,  deutliche,  überwiegende 
nukleäre  PDEF‐Färbereaktion;  (c), (d) und (e)  malignes  Brustgewebe,  LASP‐IRS ≥ 9, 
(d) und (e) nukleäre LASP‐1‐Expression negativ, (e) positiv, keine nukleäre, aber zytosolische 
PDEF‐Verteilung; 20‐fache Vergrößerung  
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ET AL. in der Zellkultur beobachteten Zusammenhang zwischen niedriger PDEF‐Protein‐

Expression und hohen LASP‐1‐Leveln in Brustgewebeschnitten zu bestätigen [88]. 

Verglichen mit  der  Anti‐LASP‐1‐Färbung,  zeigen  Anti‐PDEF‐gefärbte  Präparate  ein 

engeres  Spektrum  an  Färbereaktionen.  Die  maximal  zu  beobachtende  Anti‐PDEF‐

Anfärbbarkeit entspricht  in etwa dem LASP‐Score 2. Damit präsentierte sich ein völlig 

unerwartetes  PDEF‐Färbeverhalten  der  histologischen  Schnittpräparate  im  Vergleich 

zu den Zellkulturexperimenten. 
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4 Diskussion 

 

4.1  Immun‐ und Histochemie 

Die  Anfertigung  eines  histologischen  Schnittpräparates  mit  nachfolgender 

immunhisto‐ oder histochemischer Färbung erfordert einen Fixationsvorgang sowie die 

Behandlung mit einigen chemischen Farbstoffen, die die Gewebeproteine und andere 

Bestandteile  modifizieren.  Dies  ist  aber  zugleich  ein  notwendiger  Schritt,  um  den 

übermäßigen Verlust  eben  dieser  Proteine  und  Bestandteile  zu  verhindern  und  den 

Gewebeschnitt  dadurch  haltbarer  zu  machen.  Dennoch  handelt  es  sich  bei  einem 

Schnittpräparat lediglich um eine statische Momentaufnahme; eine Situation, die nicht 

mit dem tatsächlichen Zustand lebender Zellen vergleichbar ist.  

Viele Effekte, die den Gehalt an DNA und RNA reduzieren, sind beschrieben worden. 

Gewebe wird während der operativen Entnahme von der Blutversorgung abgeklemmt, 

was zu einer Minderperfusion und damit zu Hypoxie führt. Die Hypoxie  induziert eine 

pH‐Verschiebung und ein saurer pH‐Wert führt zu einer Reduktion der Konzentration 

an Nukleinsäuren. Ebenso sollte die Zeitspanne, zwischen Entnahme und Fixation mög‐

lichst kurz gehalten werden. Die Konzentration und Art des Fixiermittels, die Inkubati‐

onsdauer und die Inkubationstemperatur spielen eine Rolle für den Verlust an Nuklein‐

säuren. Auch die Größe der  inkubierten Gewebestücke, die unterschiedliche Penetra‐

tionsdauern  bedingt,  ist  von  Bedeutung.  Je  kleiner  die  Gewebestücke  sind,  desto 

schneller und gleichmäßiger, werden sie vom Fixiermittel durchdrungen, wodurch sich 

der Verlust ebenfalls reduzieren lässt [82]. Nach Langzeitaufbewahrung über Jahrzehn‐

te scheint der extrahierbare RNA‐Gehalt jedoch nicht notwendiger Weise von der Auf‐

bewahrungszeit abzuhängen [91]. 

Es  ist anzunehmen, dass nach dem Verlust an Nukleinsäuren durch Hypoxie wäh‐

rend  der Gewebeentnahme,  Fixation  und  dergleichen,  der Gehalt  an Nukleinsäuren 

über  Jahre  konstant erhalten bleibt. Erst dann durchzuführende Entparaffinierungen 
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und  histologische  Färbungen  werden  den  Anteil  an  Nukleotiden  weiter  reduzieren 

(siehe auch 4.4 Die HE‐Färbung reduziert den Gehalt extrahierbarer DNA und hemmt 

PCR und Proteinase K). 

 

 

4.2  Laser Mikrodissektion 

Die  Laser Mikrodissektion bietet die Möglichkeit,  spezifisch nur bestimmte  Zellen 

eines  histologischen  Schnittpräparates  in  hoher  „Reinheit“  zu  separieren. Man  kann 

mit  ihrer Hilfe,  den Anteil  an  kontaminierender  nicht‐tumoröser DNA  so  gering wie 

möglich halten.  

Ich habe dabei stets versucht, einen möglichst großen Anteil tumoröser Zellen aus 

dem Schnittpräparat zu mikrodissektieren. KALLIONIEMI ET AL. 1994 proklamierten, dass 

größere Mengen an kontaminierenden nicht‐tumorösen Zellen zu einem signifikanten 

Verlust der Detektionssensitivität  führen. Der Anteil tumoröser Zellen an dem mikro‐

dissektierten Gewebe solle mindestens 50 % betragen [43].  

Ein großer Nachteil bei der Verwendung der Laser Microbeam Microdissection be‐

stand für mich in der Tatsache, dass die histologischen Schnitte nicht mit einem Deck‐

gläschen oder Vitro‐Clud  verschlossen werden. Dies  verleiht den Präparaten  im Ver‐

gleich zu den verschlossenen ein verschwommenes Erscheinen, als ob sie nicht scharf 

zu fokussieren wären (vergleiche Abbildung 3 mit Abbildung 15). Man kann die einzel‐

nen Strukturen so nicht genau erkennen und teilweise nur vermuten, was gerade be‐

trachtet wird. Damit  ist es für mich nicht möglich mit Sicherheit auszuschließen, dass 

ausschließlich tumoröse Zellareale dissektiert wurden. 

Darüber hinaus muss ein Paraffinblock eines heterogen beschaffenen Tumors nicht 

zwangsläufig nur aus malignem Gewebe bestehen. Es ist denkbar, dass die tumorösen 

Anteile bereits weggeschnitten wurden und der übrige Block nur noch aus benignem 

Gewebe besteht.  
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Diesen Problemen wurde versucht zu entgegen, durch Betrachtung eines vorher zu‐

sätzlich  HE‐gefärbten  Schnittpräparates  derselben  Patientin  mit  einem  normalen 

Lichtmikroskop, das neben dem  LMM‐Mikroskop aufgestellt wurde. Der direkte Ver‐

gleich der Schnitte und die vom Pathologen klassifizierten Areale halfen dabei, tumo‐

röse Zellen sicherer zu identifizieren.  

Des Weiteren wurden allgemeine Malignitätskriterien bei der Auswahl  tumoröser 

Zellen und Gewebeareale während der Mikrodissektion zu Rate gezogen. Mit abneh‐

mender Differenzierung steigt die Malignität eines Tumors. Histologisch bedeutet ab‐

nehmende Differenzierung beispielsweise eine Abnahme der  „Ordnung“, ein Verlust 

der Zellpolarität sowie ein Verschwinden der Ähnlichkeit zu normalem, differenziertem 

Gewebe. Dafür nehmen als Zeichen der Malignität Mitosen, Kernpolymorphie,  irregu‐

läre  luminale Räume, deutlich  sichtbare Chromatinstrukturen  sowie nekrotische Foci 

deutlich  an Häufigkeit und die Kernanfärbbarkeit  an  Intensität  zu. Außerdem  ist die 

Kern‐Plasma‐Relation zu Ungunsten des Plasmas verschoben.  

Letztlich kann aufgrund der „Unschärfe“ der Schnittpräparate aber nicht mit end‐

gültiger  Sicherheit  gesagt  werden,  dass  ausschließlich  Tumorzellen  ausgeschnitten 

wurden. 

 

 

4.3  Fluoreszenzmarkierte Hydrolysierungsoligonukleotide 

Die  ersten Versuche mit  den  fluoreszenzmarkierten  Sonden  erbrachten wider  Er‐

warten keine verwertbaren Ergebnisse. Die Signalintensitätskurven verliefen nicht sig‐

moidal und erreichten  lediglich Signalintensitäten zwischen 5 und 200 Einheiten, also 

weit unter den  zu erwartenden 2.000 Einheiten  (siehe auch Abbildung 12). Als dann 

sämtliche Optimierungsgesuche scheiterten, aber anschließende gelelektrophoretische 

Auftrennungen erkennen ließen, dass die Amplifikation der DNA‐Matrizen funktionier‐

te, wurde klar, dass der Fehler nicht am Versuchsaufbau oder den Primern,  sondern 
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bei  den  fluoreszenzmarkierten  Sonden  zu  suchen  war.  Zusammen  mit  der  Firma 

biomers.net GmbH wurden mögliche Fehlerquellen analysiert.  

Eine Möglichkeit warum die Sonden nicht hydrolysiert wurden, besteht  in der  fal‐

schen  Lagerung  oder  Handhabung  der  Sonden.  Die  Sonden  wurden  von  uns  vor‐

schriftsgemäß, zusätzlich sogar in lichtdichten Reaktionsgefäßen, aufbewahrt und sorg‐

fältig behandelt. Auch der geforderte pH‐Bereich zwischen 7,5 ‐ 8,0 für eine sichere La‐

gerung war gewährleistet. 

Es war  ebenso  auszuschließen,  dass  histologische  Färbeverfahren  oder  Fixations‐

prozesse  ihren  inhibitorischen  Einfluss  geltend  machten  (siehe  auch  4.4  Die 

HE‐Färbung reduziert den Gehalt extrahierbarer DNA und hemmt PCR und Proteina‐

se K),  da  für  die  orientierenden  Versuche  kultivierte  und  damit  unbehandelte 

BT‐20‐Zell‐DNA verwandt wurde. 

Auch  die  Synthesedaten  und  eine  Reportdatei  der  Produktionsfirma 

biomers.net GmbH waren in Ordnung und schlossen eine fehlerhafte oder unvollstän‐

dige Herstellung der Sonden aus.  

Durch die Zusammensetzung des Puffers und durch Verunreinigungen der Templa‐

te‐DNA kann schließlich das Verhältnis zwischen Hydrolyse und Displacement der Son‐

den beeinflusst werden.  Ich habe die hier zu untersuchenden mikrodissektierten und 

lysierten Proben nicht eigens  aufgereinigt, was eine mögliche Verunreinigungsquelle 

und damit eine mögliche Fehlerquelle darstellen könnte. 

Schließlich wurden die Sonden von der biomers.net GmbH überprüft und erneut be‐

rechnet. In die Berechnungen gingen sowohl Temperatur als auch mögliche Sekundär‐

struktur‐ und Dimer‐Bildungen ein. Bei den Berechnungen fiel auf, dass möglicher Wei‐

se bei der Erstellung der Olignukleotidsonden eine andere thermodynamische Matrix 

als  üblich  verwandt  wurde  und  wodurch  Berechnungen  der  Schmelztemperaturen 

stark variierten. Hierin lag vermutlich der Fehler. 

Ich habe daher als kostengünstigste Variante von der biomers.net GmbH passend zu 

den Sonden neue Primerpaare für GAPDH und LASP‐1 bestimmen  lassen. Ob die Son‐
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den zusammen mit den neuen Primerpaaren funktionieren werden, konnte aus zeitli‐

chen Gründen nicht mehr durchgeführt werden. 

 

 

4.4  Die HE‐Färbung  reduziert den Gehalt extrahierbarer DNA und hemmt PCR 

und Proteinase K 

Für die ersten histologischen Schnitte wurde zur HE‐Färbung ein Standard‐Protokoll 

benutzt. Die Versuche, amplifizierbare DNA aus den daraus gewonnenen mikrodissek‐

tierten und anschließend lysierten Proben mit Hilfe der Gelelektrophorese nachzuwei‐

sen misslangen anfangs nahezu in allen Fällen.  

Laut SERTH ET AL. 2000  führt eine Formalin‐Fixation  sowie die anschließende Häma‐

toxylin‐Färbung gefrorener Gewebeschnitte mit Delafields oder Mayers Alaun ebenso 

wie mit Weigerts  Eisenhämatoxylin  zu  einer  signifikanten  Reduktion  der  extrahier‐

baren  DNA  [78].  Die  Färbung mit  Hämatoxylin  und  Eosin  gestattet  aber  eine  gute 

Unterscheidbarkeit von Zytoplasma sowie Kernen und scheint keinen Einfluss auf den 

Transfer mit der EVA‐Membran zu haben. Darüber hinaus soll die Varianz der nötigen 

Inkubationszeiten,  um mit  Proteinase K Gewebe  zu  lysieren,  auf  den  Einfluss  unter‐

schiedlicher Fixationsprozeduren zurückzuführen sein [78].  

EHRIG ET AL.  bestätigten  2001,  dass  die  Amplifizierbarkeit  extrahierter  DNA  aus 

HE‐gefärbten Gewebeschnitten  signifikant abnimmt,  sofern diese  zuvor gefroren wa‐

ren. Zudem scheint die Hämatoxylin‐Färbung einen inhibitorischen Einfluss auf die PCR 

und den Proteinase K‐Abbau auszuüben [17]. Trotzdem scheint die HE‐Färbung mit der 

qRT‐PCR kompatibel zu sein. Nach Mikrodissektion seien die beschriebenen hemmen‐

den Effekte  jedoch nicht zu beobachten.  In mikrodissektiertem Gewebe wäre eine so 

geringe Färbe‐ und Fixationssubstanzmenge enthalten, dass daraus keine Inhibition re‐

sultiere [17].  
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Erst kürzlich wurde von Ruff entdeckt, dass geringe Mengen an Proteinase K eine 

Hitzeinaktivierung  überstehen  können.  Daher  ist  also  eine  Inaktivierung  der 

PCR‐Enzyme durch die Proteinase möglich [29].  

Aufgrund  all  dieser  beschriebenen  inhibitorischen Wirkungen  habe  ich  die Dauer 

der  Inkubation  in Hämatoxylin und Eosin wesentlich reduziert. Dadurch gelang es mir 

den Anteil an amplifizierbaren DNA‐Proben, im Vergleich zum Beginn der Versuchsrei‐

hen, erheblich zu erhöhen und die erzielten Ergebnisse im Rahmen der Messungenau‐

igkeit zu reproduzieren.  

 

 

4.5  Die Überexpression von LASP‐1  ist nicht auf Genamplifikation zurückzufüh‐

ren 

Vor mehr als zehn Jahren, wurde die Hypothese aufgestellt, dass das LASP‐1‐Protein 

bei Brustkrebs auf Grund von Genamplifikation überexprimiert würde. TOMASETTO ET AL. 

fanden  1995  nur  in  einer von acht  (12,5 %)  Brustkrebszelllinien  nicht  repräsentative 

Hinweise, aber in fünf von 61 (8,20 %) primären Brustkrebsproben Anzeichen der Pro‐

teinüberexpression [85, 86]. BIÈCHE ET AL. untersuchten 95 Brustkrebsproben und wie‐

sen dort  in 12,24 % der Proben Genamplifikation nach. Für sie erschien hingegen das 

Gen  LASP‐1  nicht  zwangsläufig,  sondern  nur  inzidenziell  amplifiziert [3].  Beide, 

TOMASETTO sowie BIÈCHE und Kollegen, verwandten humane Brustkrebs‐Homogenisate, 

ohne  vorher  die  Tumorzellen  von  den  nicht‐tumorösen  kontaminierenden  Zellen  zu 

separieren. GRUNEWALD ET AL.  konnten  2007  das  Protein  LASP‐1  in  46 von 83  (55,4 %) 

Brustkrebsproben nachweisen [32].  

Diese inkonsistenten Ergebnisse vergangener Arbeiten, veranlassten mich mit neue‐

ren Methoden zu überprüfen, ob LASP‐1 nur auf genomischer Ebene amplifiziert, nur 

auf Proteinebene hochreguliert oder  sowohl amplifiziert als auch überexprimiert  ist. 

Um dies zu beurteilen, untersuchte ich 63 der 177 Brustkrebsproben, die ich von zufäl‐
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lig ausgewählten Patientinnen erhielt, die  zwischen  Januar 2000 und Dezember 2007 

operiert wurden.  

In dieser Arbeit konnte  ich Genamplifikation nur  in einer von 63  (1,6 %) mikrodis‐

sektierten Tumorproben nachweisen. Es scheint, dass die LASP‐1 Proteinüberexpressi‐

on als aktiver Prozess  in der Tumorgenese aufgefasst werden muss und  in der Mehr‐

heit der  Fälle  von Brustkrebs eher durch  transkriptionelle Regulation als durch Gen‐

amplifikation hervorgerufen wird. 

 

 

4.6  Die Nukleäre LASP‐1‐Lokalisation reduziert das Langzeitüberleben 

Vorangegangene Arbeiten  verknüpften  die Überexpression  der  LASP‐1 mRNA mit 

gesteigerter  Tumorgröße und  fortgeschrittenerer Metastasierung bei Brustkrebspati‐

entinnen. Weiterhin wurde gezeigt, dass der Verlust des LASP‐1‐Proteins zu einer star‐

ken Inhibition der Migration und der Zellproliferation führt. Umgekehrt führt eine arti‐

fizielle Überexpression von LASP‐1 in nicht neoplastischen Zellen zu einem Anstieg der 

Migration. Zusätzlich wurde beobachtet, dass es sich bei LASP‐1 nicht nur um ein ex‐

klusiv zytosolisches Protein handelt, sondern dass es ebenso im Zellkern nachzuweisen 

ist. Damit  liegt die Vermutung nahe, dass LASP‐1 Teil eines bedeutenden Signalweges 

sein könnte [32, 33, 34]. 

Wie sich die nukleäre oder zytosolische Lokalisation von LASP‐1 auf das Überleben 

der Patientinnen auswirkt, überprüfte  ich durch die statistische Auswertung entspre‐

chender  Patientendaten,  die  über  einen  Beobachtungszeitraum  von  Januar 1985  bis 

Dezember 2007 gesammelt wurden.  

Dazu berechnete ich das Überleben der Patientinnen und das mittlere Erkrankungs‐

alter in jeder für die statistische Auswertung gebildeten Patientengruppe. Ein Vergleich 

der mittleren Erkrankungsalter in den Subgruppen ergab, dass sich dieses maximal um 

weniger als zwei Jahre unterschied (siehe 3.9 Die nukleäre Lokalisation von LASP‐1 ist 
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mit einem schlechten Langzeitüberleben verknüpft). Damit kann ausgeschlossen wer‐

den, dass das Überleben in einer Subgruppe aufgrund eines höheren Erkrankungsalters 

reduziert werden würde. Es wäre beispielsweise denkbar, dass Patientinnen, die mit 

80 Jahren erkranken, den Kurvenverlauf deutlich negativ beeinflussen würden, da sie 

aufgrund der  ihnen noch verbleibenden Lebenszeit ein deutlich geringeres Überleben 

zeigen  sollten,  als  Patientinnen,  die  im  Alter  von  65 Jahren  erkranken.  Effekte  und 

Tendenzen auf Grund des Erkrankungsalters sollten sich folglich ausgleichen, die Grup‐

pen damit vergleichbar sein. 

Bisherigen  Arbeiten  ist  es  gelungen,  die  zytosolische  LASP‐1‐Lokalisation mit  der 

Tumorgröße und nodaler Positivität, nicht aber mit der c‐erbB‐2‐, der Estrogen‐ oder 

Progesteronexpression zu korrelieren [32]. Mit dieser Arbeit konnte ich den Beweis er‐

bringen, dass die nukleäre LASP‐1‐Lokalisation für das Langzeitüberleben bedeutender 

ist als sein Vorhandensein im Zytosol (siehe auch Abbildung 14). Eine vermehrte Loka‐

lisation von LASP‐1  im Zellkern  führt zu einem signifikant reduzierten Langzeitüberle‐

ben. Dieser Befund impliziert, dass der Transit von LASP‐1 in den Zellkern, seine nukle‐

äre Anwesenheit oder einige seiner Downstream‐Funktionen mit bislang unbekannten 

Signalen verbunden sind, die das Überleben des Patienten verkürzen. 

Tab. 5: Nukleäre LASP‐1‐Lokalisation verglichen mit dem Patientenüberleben 
 

Nukleäre  
Lokalisation 

Anzahl  ∑ verstorbener  
Patienten 

∑ überlebender 
Patienten 

Überleben 
[%] 

Negativ  121  21  100  82,6 
Positiv  56  17  39  69,6 

 

Damit wird es zukünftig wichtig, nicht nur das LASP‐1‐Expressionsniveau zu untersu‐

chen sondern auch die nukleäre LASP‐1‐Lokalisation zu bestimmen, um eine Prognose 

für den einzelnen Patienten treffen zu können. 
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4.7  PDEF‐Expression als Ausdruck der Metastasierungsinitiation 

TURNER ET AL. gelang es 2008 unter anderem LASP‐1 als vermeintliches Zielgen von 

PDEF  zu  identifizieren.  Außerdem  konnte  gezeigt werden,  dass  ein  Knockdown  des 

PDEF‐Proteins  in  einer  gesteigerten  Expression  von  LASP‐1  resultiert.  Analog  dazu 

ergaben  hohe  PDEF‐Proteinspiegel  genau  entgegengesetzte  Effekte.  In  der  MCF‐7‐

Zellkultur führte der Knockdown der PDEF‐Expression außerdem zu einem Anstieg der 

Zellmigration, sowie zur Tumorentstehung in vivo [87, 88]. Ich versuchte dies auf histo‐

logische Schnittpräparate von Brustkrebsproben zu übertragen. 

Die Befunde der Anti‐PDEF‐gefärbten Schnittpräparate waren jedoch nicht mit den 

von Turner erzielten Ergebnissen an Zelllinien vereinbar. Bei Schnitten, die mit einem 

LASP‐1‐IRS ≥ 9 bewertet wurden, handelt es sich um hochmaligne Tumoren, überwie‐

gend mit Differenzierungsgrad G3, die sich hoch aktiv bezüglich Migration und Prolife‐

ration  verhalten. Alle  Schnittpräparate, denen ein  LASP‐1‐IRS ≤ 2  zugeordnet wurde, 

sind  dagegen mehrheitlich  differenzierte  Tumoren mit  geringer Metastasierungsten‐

denz. Alle  Schnittpräparate  zeigen  jedoch ein nahezu einheitliches Anfärbeverhalten 

für PDEF. Außerdem scheint es keinen Einfluss auf die Expression von PDEF zu haben, 

ob  in  einem Gewebepräparat  eine  hohe  beziehungsweise  niedrige nukleäre  LASP‐1‐

Lokalisation gefunden wurde. Somit konnte ich nicht, den von TURNER ET AL. beobachte‐

ten  Zusammenhang  zwischen  niedriger  PDEF‐Protein‐Expression  und  hohen  LASP‐1‐

Leveln bestätigen [88]. 

Bei den Anti‐PDEF‐Färbungen wurden verschiedene PDEF‐Antikörper verwandt. Lei‐

der waren die  Ergebnisse,  die mit dem Antikörper  PDEF  (N‐14):  sc‐46446  der  Santa 

Cruz Biotechnology,  Inc. erzielt wurden, zu uneinheitlich und nur unzureichend zu re‐

produzieren, so dass wir unsere Färbungen mit dem Rabbit anti‐PDEF‐Antikörper von 

Invitrogen durchführten. Hiermit waren viel verlässlichere Ergebnisse zu erzielen, die 

durch Kontrollfärbungen ohne Antikörper und Färbungen gegen Ki67 verifiziert werden 

konnten. Außerdem wurde versucht Zugang  zu dem PDEF‐Antikörper  zu bekommen, 

der in den Watson‐Labors [88, 89] verwendet, uns aber letztlich verweigert wurde. In‐

wieweit unsere Ergebnisse Ausdruck eines mangelhaften PDEF‐Antikörpers  sind oder 
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ob das Watson‐Labor mit einem bekanntermaßen schlechten LASP‐1‐Antikörper gear‐

beitet hat, müssen weitere Untersuchungen zeigen. 

FELDMAN ET AL. [21] konnten das Protein PDEF  in normalen epithelialen Zellen sowie 

in  gut differenzierten MCF‐7‐Krebszellen mit  geringem Metastasierungspotential  fin‐

den. Für diese Zellen  ist der Verlust des PDEF‐Proteins möglicherweise mit einer ge‐

steigerten Metastasierungstendenz verbunden. Epithelzellen  invasiver duktaler Mam‐

makarzinomata zeigten hingegen eine reduzierte PDEF‐Expression. FELDMAN und Kolle‐

gen  interpretierten die  verringerte PDEF‐Expression als Ausdruck der Transition nor‐

maler Zellen in invasive Krebszellen, während TURCOTTE ET AL. [87] den Verlust der PDEF‐ 

bei gleichzeitig erhaltenen hohen PDEF‐mRNA‐Expression  in  fortgeschrittenen Tumo‐

ren  als  Marker  für  die  Vorbereitung  auf  Metastasierung  deuten.  Die 

PDEF‐Überexpression  in  geringgradigeren Tumoren und dem normalen Brustgewebe 

könnte daher an der Initiation oder dem Progress von frühen Brustkrebsstadien betei‐

ligt sein, hat aber keinerlei direkten Einfluss, zum Beispiel als Tumorsuppressor, auf die 

Expression von LASP‐1.  

 

 

4.8  Patientenstudie 

Die Ergebnisse klinischer Studien sind bedeutsam für die Entwicklung neuer und ef‐

fektiverer Behandlungsmodalitäten. Um die Wirkung verschiedener Therapien zu beur‐

teilen und zu vergleichen sind standardisierte Bewertungskriterien nötig. So kann mit 

einer Behandlung eine komplette oder eine partielle Remission, ein stabiler oder ein 

fortschreitender Erkrankungsverlauf erzielt werden. Außerdem sind Endpunkte wie das 

Overall Survial, das Progression‐Free Survival  (PFS), das Event‐Free Survival, die Time 

to Progression  (TTP), das Disease‐Free Survival  (DFS) oder die Response Duration  zu 

definieren. Eine Verlaufskontrolluntersuchung erfordert gutes klinisches Urteilsvermö‐

gen  und  gute  körperliche  sowie  Laboruntersuchungen  in  bestimmten  regelmäßigen 

Abständen [9]. 
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In meinem Fall war es  leider nach teilweise mehr als 25 Jahren nicht mehr absolut 

exakt nachzuvollziehen, wie die einzelnen Patientinnen behandelt wurden. Zudem ha‐

ben  sich während  der  letzten  25 Jahre  die Behandlungsstrategien  des Mammakarzi‐

noms deutlich verändert. Man kann wohl kaum davon sprechen, dass die Patientinnen 

unter den gleichen Bedingungen behandelt wurden. Von einigen Betroffenen  ist be‐

kannt, dass sie sicher Rezidive erlitten, aber nicht die genauen Umstände.  

Sofern die Patientinnen verstarben, war die Todesursache nicht immer letztendlich 

zu  klären. Dies  gestaltete  sich besonders  schwierig,  sofern mit Hilfe der  Einwohner‐

meldeämter nach den betroffenen Patientinnen gesucht wurde. Verstarb eine Patien‐

tin  im Alter von 80 Jahren,  so kann es  sich ursächlich um eine Folge des Alters aber 

auch um eine Embolie  im Rahmen eines  rezidivierenden Tumorgeschehens handeln. 

Um mit  Sicherheit die Todesursache  zu  klären,  ist eine Obduktion post mortem  von 

Nöten. Bei der statistischen Auswertung bin  ich so verfahren, dass am Ende des Beo‐

bachtungszeitraumes alle noch lebenden Patientinnen als „lebend“ und alle verstorbe‐

nen als „verstorben“ gewertet wurden. Selbst wenn eine Patientin nur einen Tag nach 

dem Ende des Beobachtungsintervalls, also am 01. Januar 2008, verstarb, so ging sie in 

die Berechnungen trotzdem als lebend ein. 

Somit  bin  ich  nicht  in  der  Lage  weder  das  Overall  Survival,  noch  das  PFS,  das 

Event‐Free  Survival,  die  TTP,  das DFS  oder  die  Response Duration  anzugeben.  Beim 

Overall Survival wird vom Eintritt  in die Studie bis zum Tod egal welcher Ursache ge‐

messen. Am ehesten kann  in diesem Fall von einem Overall Survival die Rede sein.  In 

dieser Ungenauigkeit liegt einer der Schwachpunkte meiner Dissertationsarbeit. 

 

 

4.9  LASP‐1 wird transkriptionell durch p53 reguliert 

Nach heutigem Verständnis  ist Krebs  im Wesentlichen eine genetische Erkrankung, 

die durch die Akquisition  genetischer Mutationen entsteht. Ein  fortgeschrittenes  Le‐

bensalter, geographische und genetische Faktoren sowie andere Risikofaktoren dispo‐
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nieren dabei für die Entstehung eines Malignoms. Besonders die Aktivierung von On‐

kogenen  sowie die  Inaktivierung  von  Tumorsuppressorgenen  können  zu einer  trans‐

formierten Zelle und damit im Weiteren zu neoplastischem Wachstum führen.  

Eines der bekanntesten und am besten untersuchtesten Tumorsuppressorgene  ist 

p53. Die wichtigste Aufgabe von p53  ist die  Induktion des apoptotischen Zelltodes  in 

Folge von onkogenem Stress. Darüber hinaus vermittelt p53 den Arrest des Zellzyklus, 

Seneszenz sowie Differenzierung und  ist an der Reparatur genotoxischer Schäden be‐

teiligt. Seine Bedeutung für die Karzinogenese wird besonders durch die Bezeichnung 

als „Wächter des Genoms“ noch unterstrichen. In über 50 % der menschlichen Tumo‐

ren  ist eine  funktionelle  Inaktivierung des Proteins nachweisbar  [35, 92, 93]. Neuere 

Ergebnisse lassen aber vermuten, dass p53 nicht nur in den frühen Schritten der Karzi‐

nogenese, sondern auch an der Regulation der Zellmigration und –invasion sowie den 

an Mechanismen der Metastasierung beteiligt ist [52]. 

LASP‐1 reguliert die Zellmigration und –proliferation und ist an Fokalkontakten, ent‐

lang von Stressfasern sowie an Lamellipodien, Filopodien und Pseudopodien lokalisiert. 

Der Knockdown von LASP‐1 führt dabei in metastasierenden Brustkrebszellen zu einer 

starken Hemmung der Migration und Proliferation mit einem Arrest  in der G2‐Phase 

des Zellzyklus. Umgekehrt resultiert eine artifizielle Überexpression von LASP‐1 in nicht 

neoplastischen Zellen in einer deutlichen Zunahme der Migration [31, 32, 33, 34]. 

WANG ET AL. erforschten 2009 einen Zusammenhang zwischen p53 und LASP‐1. Bin‐

det das funktionsfähige p53 direkt an das p53 consensus response‐Element im LASP‐1‐

Promoter, so wird die Expression von LASP‐1 unterdrückt. Umgekehrt führt ein Verlust 

der p53‐Funktion zu einem Anstieg des LASP‐Expressionslevels sowie der Proliferation 

und Motilität [93]. 

Die Ergebnisse von WANG ET AL.  stellen damit eine mögliche Erklärung da, wie p53 

Motilität, Wachstum und Proliferation der Zellen und damit auch die Ausbreitung  im 

Gewebe beeinflusst. Vielleicht ist es zukünftig möglich aus diesem Zusammenhang, po‐

tentielle  therapeutische Modalitäten  gegen Wachstum  und Metastasierung maligne 

entarteter Zellen zu entwickeln.  
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5 Zusammenfassung 

 

Brustkrebs ist gegenwärtig die häufigste bösartige Erkrankung bei Frauen weltweit, 

jede neunte Frau wird davon  im Laufe  ihres Lebens betroffen sein. Das Mammakarzi‐

nom  ist verantwortlich  für 15 % der Krebstodesursachen  in der westlichen Welt. Ma‐

ligne Erkrankungen im metastasierten Stadien gelten generell als unheilbar mit einem 

medianen Überleben von wenigen Jahren. 

Das LIM‐ und SH3‐Domänen Protein ist ein spezielles fokales Adhäsionsprotein, das 

an den Vorgängen der Zellproliferation und ‐migration beteiligt  ist. Seine Überexpres‐

sion ist in einer bestimmten Gruppe von humanem Brust‐ und Eierstockkrebsentitäten 

mit einer fortgeschrittenen Tumorgröße und Lymphknoten‐Metastasierung assoziiert. 

Der Knockdown des LASP‐1‐Proteins in metastatischen Brust‐ und Eierstockkrebszellli‐

nien führt zu einer starken Hemmung der Zellmigration und ‐proliferation. Umgekehrt 

resultiert eine artifizielle Überexpression von LASP‐1  in nicht neoplastischen Zellen  in 

einer dramatischen Beschleunigung der Migration. 

Die genetische Analyse von 63 mikrodissektierten histologischen Schnittpräparaten 

mit anschließender qRT‐PCR ergab, eine Amplifikation des Gens LASP‐1  in nur einem 

Fall  (1 von 63;  1,6 %).  Es  scheint,  dass  die  LASP‐1  Proteinüberexpression  als  aktiver 

Prozess in der Tumorgenese aufgefasst werden kann und in der Mehrheit der Fälle von 

Brustkrebs  bevorzugt  durch  transkriptionelle  Regulation  als  durch  Genamplifikation 

hervorgerufen wird. 

LASP‐1  ist nicht ausschließlich ein zytosolisch  lokalisiertes Protein, sondern außer‐

dem  im Zellkern nachweisbar. Mit Hilfe Anti‐LASP‐1 gefärbter histologischer  Schnitt‐

präparate  gelang  es  die  Bedeutung  der  unterschiedlichen  LASP‐1‐Lokalisationen  für 

das Überleben der Patienten  zu untersuchen. Dabei wurde der  LASP‐1‐IRS bestimmt 

und mit dem Überleben der Patienten korreliert. Patientinnen mit nukleärer LASP‐1‐

Lokalisation zeigen, verglichen mit den nukleär‐negativen Patientinnen, ein signifikant 
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(p = 0,0250) um etwa 50 % reduziertes Langzeitüberleben, bezogen auf den Beobach‐

tungszeitraum von Januar 1985 bis Dezember 2007.  

Um zukünftig Aussagen über die Auswirkungen der LASP‐1‐Expression für den ein‐

zelnen Patienten zu treffen,  ist es wichtig, nicht nur das LASP‐1‐Expressionsniveau zu 

bestimmen, sondern auch die nukleäre LASP‐1‐Lokalisation zu untersuchen. 

Obwohl  in mehreren Studien ein  indirekter Zusammenhang zwischen der Expressi‐

on von LASP‐1 und der von PDEF nachgewiesen wurde, war es mir nicht möglich, diese 

Ergebnisse  in meinen Brustkrebspräparaten  zu  verifizieren.  In den untersuchten Ge‐

webeproben  korreliert eine hohe beziehungsweise niedrige  LASP‐1‐Expression  sowie 

die nukleäre Lokalisation mit einer nahezu einheitlichen PDEF‐Konzentration.  

Zukünftig  sollte weiterhin Augenmerk  auf  die Untersuchung  von  LASP‐1  und  den 

ihm voran‐ sowie nachgeschalteten Signalwegen gelegt werden, um vielleicht neue, ef‐

fektivere therapeutische Behandlungsmodalitäten etablieren zu können. Wenn es sich 

wirklich  um  eine  transkriptionelle Hochregulierung  des  LASP‐1‐Proteins  nur  in  einer 

bestimmten Subgruppe von Brustkrebsentitäten handeln sollte, was ist die Ursache da‐

für? Die Beantwortung der Fragen, ob die Transkription oder die Translation beschleu‐

nigt, die Stabilität der mRNA verbessert oder der Umsatz des Proteins vermindert sind, 

sollten Bestandteil noch bevorstehender Arbeiten sein. 
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6 Appendix 

 

6.1  Anschreiben an die Einwohnermeldeämter 
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6.2  Rohdaten der Patientenstudie 

   

Tumor‐Patientinnen 

Nr. 
OP‐
Jahr 

Alter bei 
Diagnose‐
stellung 

Gra‐
ding 

Staging  Diagnose 
LASP‐
1‐IRS 

Kern‐
Status 

Ver‐
storben 
[J/N] 

postop. 
Überleben
[Jahre] 

1  2006  51  G3  pT1c pN0 Mx L0 V0 Invasiv‐duktales CA 4 ⊕ N  1
2  2006  67  G2  pT2 pN1c Mx  Invasiv‐duktales CA  8  ⊕ N  1 
3  2006  59  G2  pT2 pN3 pMx L1 Invasiv‐duktales CA 8  N  1
4  2006  54  G3  pT4 pN2a Mx  Invasiv‐duktales CA 8 ⊕ J  1
5  2006  36  G2  pT1c pN0i Mx L1 V0 Invasiv‐duktales CA 8 ⊕ N  1
6  2006  66  G3  pT1c pN1 Mx  Invasiv‐duktales CA  8  ⊕ N  1 
7  2006  49  G3  pT2 pN1 Mx L0 V0 Invasiv‐duktales CA 8  N  1
8  2006  53  G2  pT1c pN0 Mx L0 V0 Invasiv‐duktales CA 3  N  1
9  2006  85  G2  pT1c pN0 Mx L0 V0 Invasiv‐duktales CA 8 ⊕ N  1
10  2006  48  G3  pT2 pNo Mx L0 V0 Invasiv‐duktales CA 3  N  1
11  2006  70  G2  pT1c pN0 Mx  Invasiv‐duktales CA 8 ⊕ N  1
12  2006  75  G3  pT2 pN3a Mx  Invasiv‐duktales CA 8 ⊕ J  0
13  2006  59  G3  pT1c pN2a Mx  Invasiv‐duktales CA 8 ⊕ N  1

14  2005  48  G3  pT1b N0 (sn) pMx 
Invasiv‐duktales CA + high 
grade DCIS 

0   N  2 

15  2005  56  G2  pT1c pN1 pMx  Invasiv‐duktales CA 0  N  2
16  2005  66  G3  pT1c (m) pN1a pMx Invasiv‐duktales CA 4  N  2

17  2005  65  G1 
pT1c pN0 (sn) pMx pL0 
pV0 

Invasiv‐duktales CA  2   N  2 

18  2005  63  G3  pT2 pN1mi (sn) pMx Invasiv‐duktales CA 8  N  2
19  2005  78  G1  pT1c pN0 (sn) pMx Invasiv‐duktales CA 2  N  2
20  2005  75  G3  pT2 pN1a pMx  Invasiv‐duktales CA 3  N  2

21  2005  44  G3  pT2 pN0 (i+) (sn) pMx 
Invasiv‐duktales CA + high 
grade DCIS 

1   N  2 

22  2005  45  G3  pT1c pN0 (sn) pMx Invasiv‐duktales CA 0  N  2

23  2005  58  G3  pT2 pN0 (sn) pMx 
invasiv‐duktales CA + high 
grade DCIS 

0   N  2 

24  2005  56  G3  ypT4d pN1 pMx 
Invasiv‐duktales
CA + Inflammation 

1   N  2 

25  2005  46  G1  pT1b N0 (sn) pMx 
Invasiv‐tubuläres 
CA + DCIS Grad 1 

0   N  2 

26  2005  64  G2  pT1b N0 (sn) pMx 
Invasiv‐duktales CA + low 
grade DCIS 

1   N  2 

27  2005  71  G2  pT1c pN1a pMx  Invasiv‐duktales CA  6  ⊕ N  2 
28  2005  70  G2  pT2 pN0 (sn) pMx Invasiv‐duktales CA 12  J  2
29  2005  62  G3  pT2 pN0 (sn) pMx Invasiv‐duktales CA 1  N  2

30  2005  62  G2  pT3 pN3a pMx L1 V0 
Invasiv‐duktales CA + high 
grade DCIS 

1   N  2 

31  2005  65  G3  pT1c pN1a pMx 
Invasiv‐duktales CA + high 
grade DCIS 

4   N  2 

32  2005  55  G2  pT2 pN3b pMx 
Invasiv‐duktales CA + DCIS 
Grad 2 

12  ⊕ N  2 

33  2005  42  G3  pT1c (m) pN2a pMx 
Invasiv‐duktales CA + high 
grade DCIS 

2   N  2 

34  2005  50  G3 
pT1c pN0 (sn) pMx pL0 
pV0 

Invasiv‐duktales CA + non 
high grade DCIS 

0   N  2 

35  2005  73  G3  pT1c pN1 pMx pL1 PV0 
Invasiv‐duktales CA + high 
grade DCIS 

2   N  2 

36  2005  48  G2  mpT1c pN0 (sn) pMx 
Invasiv‐tubuläres 
CA + DCIS 

0   N  2 

37  2005  79  G3  pT4b pN2a pMx Invasiv‐duktales CA 3  N  2
38  2005  57  G3  pT2 pN2a pMx  Invasiv‐duktales CA 3  N  2

39  2005  63  G2  pT2 pN1 (sn) pMx 
Invasiv‐tubuläres 
CA + DCIS 

0   N  2 

40  2005  73  G3  pT4b pN1a pMx 
Invasiv‐duktales CA + high 
grade DCIS 

4   N  2 

41  2005  62  G2  pT1c pN1a Mx  Invasiv‐duktales CA 8 ⊕ N  2
42  2005  62  G2  pT2 pN0 Mx L1 V0 Invasiv‐duktales CA 8  N  2
43  2005  64  G2  pT1c pN0 Mx  Invasiv‐duktales CA 8 ⊕ N  2
44  2005  74  G2  pT1b pN0 Mx  Invasiv‐duktales CA 4  N  2
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Nr. 
OP‐
Jahr 

Alter bei 
Diagnose‐
stellung 

Gra‐
ding 

Staging  Diagnose 
LASP‐
1‐IRS 

Kern‐
Status 

Ver‐
storben 
[J/N] 

postop. 
Überleben
[Jahre] 

45  2005  55  G3  pT2 pN2a Mx L1 V0 Invasiv‐duktales CA 8  N  2
46  2005  54  G3  pT1b pN0 Mx  Invasiv‐duktales CA 4  N  2
47  2005  36  G2  pT1a pN1 Mx L1 V0 Invasiv‐duktales CA 3  N  2
48  2005  45  G2  pT2a pN1a Mx  Invasiv‐duktales CA 1  N  2
49  2005  49  G2  pT1c pN0 Mx  Invasiv‐duktales CA 2  N  2
50  2005  66  G2  pT1b pN1 Mx L1 V0 Invasiv‐duktales CA 1  N  2
51  2005  68  G3  pT1c pN1 Mx  Invasiv‐duktales CA 8 ⊕ N  2
52  2005  34  G2  pT1c pN2 Mx  Invasiv‐duktales CA 8 ⊕ N  2
53  2005  74  G3  pT4 pN2aiii Mx L1 V1 Invasiv‐duktales CA 8  N  2
54  2005  57  G3  pT2 pN0 Mx L0 V0 Invasiv‐duktales CA 6 ⊕ N  2
55  2005  70  G2  pT2 pN1 Mx L1 V0  Invasiv‐duktales CA  6  ⊕ N  2 
56  2005  55  G3  pT2a pN1mi Mx Invasiv‐duktales CA 8  N  2
57  2005  61  G2  pT2 pN1 pM1  Invasiv‐duktales CA 8 ⊕ N  2
58  2005  56  G2  pT4b pN1a pMx L1 V1 Invasiv‐duktales CA 12 ⊕ N  2
59  2005  65  G2  pT3 pN2a Mx  Invasiv‐duktales CA  4  ⊕ N  2 
60  2005  37  G2  pT1c pN0 Mx L1 Invasiv‐duktales CA 4 ⊕ N  2
61  2005  80  G2  pT3 pN3 pM0  Invasiv‐duktales CA 8 ⊕ J  2
62  2005  78  G2  pT1b pN0 Mx  Invasiv‐duktales CA  4  ⊕ N  2 
63  2005  48  G3  pT1c pN0 Mx  Invasiv‐duktales CA 3  N  2
66  2004  69  G2  pT1c pN0 pM0  Invasiv‐duktales CA 12  N  3
67  2004  54  G3  mpT4d pN3 pM1 Invasiv‐duktales CA 4  N  3

68  2004  84  G2  pT1c pN1a pM1 
Invasiv‐duktales CA + high 
grade DCIS 

8   J  0 

69  2004  57  G2  pT1cm pN0 pMx 
Multifokal invasiv‐
duktales CA 

4   J  3 

70  2004  55  G2  pT2 pN0 pMx 
Invasiv‐duktales CA + high 
grade DCIS 

8   N  3 

71  2004  51  G3  pT2(m) pN2a pMx 
Multifokales invasiv‐
duktales CA + high grade 
DCIS + M. Paget 

12   N  3 

72  2004  81  G3  pT4b pN2a pMx Invasiv‐duktales CA 12  J  2
73  2004  78  G3  pT2 pN2a(sn) pMx Invasiv‐duktales CA 8  J  1
74  2001  36  G3  pT1c pN1biii pM0 Invasiv‐duktales CA 8  N  6

75  2001  41  G3  pT3 pN1bi pM0 
Invasiv‐duktales CA + high 
grade DCIS 

8   N  6 

76  2000  49  G2  pT2 pN1biii pM0 Invasiv‐duktales CA 8  N  7
77  2000  67  G3  pT2 pN0 pM0  Invasiv‐duktales CA 8  N  7
78  2000  69  G3  pT3 pN1biii pMx Invasiv‐duktales CA 6  J  5

79  2000  76  G3  pT4d pN1biv pM1 
Invasiv‐duktales
CA + Inflammation 

8   J  1 

80  2000  69  G2  pT2 pN1biii pM1 Invasiv‐duktales CA 12  N  7
81  2000  53  G2  pT2 pN1biii pM0 Invasiv‐duktales CA 8  N  7
82  2000  65  G3  pT4b pN1biv pM0 Invasiv‐duktales CA 12  J  2
83  1995  73  /  pT1b pN0 M0  Invasiv‐papilläres CA 8  N  12
84  1995  46  /  pT1c pN0 M0  Invasiv‐duktales CA 8  N  12
85  1995  53  G2  pT2 pN1b M0 L1 Invasiv‐duktales CA 8  N  12

86  1995  49  /  pT1c N0 M0 L1 
Invasiv‐duktales CA mit 
intraduktalen Ausläufern 

3   N  12 

87  1995  71  /  pTis N0 M0  Intraduktales CA 8  N  12
88  1995  75  /  pT1c N0 M0  Invasiv‐duktales CA 3  N  12
89  1995  50  /  pTis N0 M0  Intraduktales CA 8  N  12
90  1995  47  /  pT1c N21b M0  Invasiv‐duktales CA 8 ⊕ N  12
91  1995  57  /  pT1c pN0 M0  Invasiv‐duktales CA 8 ⊕ N  12
92  1995  43  /  pT1b N0 M0 L1 Invasiv‐duktales CA 3  N  12
93  1995  51  /  pT1s N0 M0  Intraduktales CA 6  N  12
94  1995  67  pT2 N0 M0  Invasiv‐duktales CA 8 ⊕ N  12

95  1995  55  /  T1 N0 M0 
Invasiv‐duktales, vorwie‐
gend tubuläres CA 

3   N  12 

96  1995  50  /  pT1a N0 M0 
Intraduktales CA (Subtyp 
apokrines Clinching) 

8  ⊕ N  12 

97  1995  50  /  pT2 N1a M0 L1 
Invasiv‐duktales, teilweise 
muzinöses CA 

4   N  12 
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Nr. 
OP‐
Jahr 

Alter bei 
Diagnose‐
stellung 

Gra‐
ding 

Staging  Diagnose 
LASP‐
1‐IRS 

Kern‐
Status 

Ver‐
storben 
[J/N] 

postop. 
Überleben
[Jahre] 

98  1994  35  / pT2 N1biii M0 L1 Invasiv‐duktales CA 8 ⊕ N  13

99  1994  42  /  T1 N1 M0 
Invasiv‐duktales CA mit 
invasiver Komponente 

6  ⊕ N  13 

100  1994  54  / pT1 N0 M0  Invasiv‐duktales CA 0  N  13
101  1994  63  / pT2 N0 M0  Invasiv‐duktales CA 8  N  13
102  1994  59  / pT1c N1 M0  Invasiv‐duktales CA 9  J  13
103  1993  42  / pT1c N0 M0  Invasiv‐duktales CA 8  N  14
104  1993  56  / pT1c N1biii Mo Invasiv‐duktales CA 6  N  11

105  1993  64  /  Tis N0 M0 
Intraduktales CA, 
Comedo‐CA 

8   N  14 

106  1993  44  G2  pT2 N0 M0  Invasiv‐duktales CA 8  N  14
107  1993  63  G2  pT1 N0 M0  Invasiv‐duktales CA 12 ⊕ N  15
108  1993  67  / pT1b N0 M0  Invasiv‐duktales CA 8  J  14
109  1993  41  G2  pT2 N1 M0 L1  Invasiv‐duktales CA 4  J  12
110  1992  55  / T2 N1bI M0  Invasiv‐medullärs CA 2  N  15
111  1992  45  G2  pT1 N0 M0  Invasiv‐duktales CA 8  N  15
112  1992  63  / pT1c N0 M0  Invasiv‐duktales CA 2  N  15
113  1992  56  / pT2 pN1bIV M0 Invasiv‐duktales CA 4  J  2
114  1992  56  / pT1 N1 M0  Invasiv‐tubuläres CA 6  N  15
115  1992  71  / T1 N0 M0  Invasiv‐duktales CA 8  N  15
116  1992  42  / T1 N1 M0  Invasiv‐duktales CA 8  N  15
117  1992  53  /  pT1c N2 M0  Invasiv‐duktales CA  8  ⊕ J  2 
118  1992  59  / pT1c N0 M0  Invasiv‐duktales CA 6  N  15
119  1992  36  /  pT2 N1bIV M0  Invasiv‐duktales CA  8  ⊕ J  6 
120  1991  48  / T1 N0 M0  Invasives/intraduktales CA 8  N  16

121  1991  44 
G2/
3 

pT1 N0 M0  Invasiv‐duktales CA  8   N  16 

122  1991  41  / T1 N0 M0  Invasiv‐duktales CA 6  N  16
123  1991  41  / T1 N0 M0  Invasiv‐duktales CA 6 ⊕ J  3
124  1991  46  / pT1b N0 M0  Invasiv‐duktales CA 4  N  16
125  1991  59  / pT2 N0 M0  Invasiv‐duktales CA 8  J  16
126  1991  51  / pT1c N0 M0  Invasiv‐muzinöses CA 2  N  16
127  1991  60  / pT1 N0 M0 L1  Invasiv‐duktales CA 2  N  16
128  1991  52  / pT2 N0 M0  Invasiv‐duktales CA 0  N  16
129  1990  52  G1  pT1c N0 M0  Invasiv‐duktales CA 8 ⊕ N  17
130  1990  61  /  T1 N0 M0  tubuläres CA  6  ⊕ N  17 
131  1990  49  G2  pT1 N0 M0  Invasiv‐duktales CA 6 ⊕ J  6
132  1990  34  G2  T1 N0 M0 L1  Invasiv‐duktales CA 8  J  6
133  1990  42  / T1 N0 M0  Adeno‐szirrhöses CA 8  N  18
134  1990  56  / T1 N0 M0  Invasiv‐duktales CA 3  N  17
135  1990  45  G1  pT2 N0 M0  Invasiv‐duktales CA  8  ⊕ N  17 
136  1990  54  G2  pT1 N0 M0  Invasiv‐duktales CA 4  N  17
137  1990  40  G2  pT2 N0 M0  Invasiv‐duktales CA 8  N  17
138  1989  68  / T1 N0 M0  Invasiv‐muzinöses CA 4  J  7

139  1989  52  G2  T1 N1 M0  Invasiv‐duktales CA  3   N  18 

140  1989  42  G3  pT1 N0 M0  Invasiv‐duktales CA  6   N  18 

141  1989  59  G2  pT1 N1 M0 
Invasives, solides duktales
CA 

4   J  6 

142  1988  65  G3  T1 N0 M0 
Undifferenziertes, invasi‐
ves teils medulläres CA 

8   J  4 

143  1988  41  G2  pT1 N0 M0  Invasiv‐duktales CA  8   N  19 

144  1988  53  G2  pT1 pN1 M0  Invasiv‐duktales CA  8  ⊕ J  18 

145  1988  48  /  pT2 N0 M0 
Invasiv‐tubuläres/duktales
CA 

12  ⊕ N  19 

146  1988  51  G2  T2 N2 M0 
Invasives, solides duktales
CA 

8   N  3 

147  1988  57  G2  T1 N1 MX 
Invasives, teils tubuläres,
teils solides duktales CA 

6  ⊕ J  2 

148  1988  66  G2  T1 N0 M0 
Invasives, solides duktales
CA 

8  ⊕ J  1 
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Nr. 
OP‐
Jahr 

Alter bei 
Diagnose‐
stellung 

Gra‐
ding 

Staging  Diagnose 
LASP‐
1‐IRS 

Kern‐
Status 

Ver‐
storben 
[J/N] 

postop. 
Überleben
[Jahre] 

149  1988  56  G1  T2 N2 M0 
Invasives, solides duktales
CA 

8  ⊕ J  12 

150  1988  54  G2  pT1 N0 M0  Invasiv‐duktales CA 4  J  11

151  1988  43  G2  pT1 N0 M0 
Invasives, solides duktales
CA 

4   N  16 

152  1988  44  G2  pT1 N1 M0 
Invasives, solides duktales
CA 

8  ⊕ J  17 

153  1988  35  G1  pT1 N2 M0 
Invasives, solides duktales
CA 

8  ⊕ N  3 

154  1988  48  /  pT1 N0 M0 
Invasives, soli‐
des/tubuläres CA 

8   N  19 

155  1987  33  G2  T1 N1 M0  Invasiv‐solides CA  6  ⊕ J  10 
156  1987  62  G2  T1 N2a M0  Invasiv‐duktales CA 8  J  8
157  1987  44  G2  T1 N0 M0  Invasiv‐duktales CA 8  N  20
158  1987  52  /  T2 N1b M0  Invasiv‐duktales CA  8  ⊕ N  20 
159  1987  49  G2  T1 N0 M0  Invasiv‐duktales CA 8 ⊕ J  3
160  1987  35  G2  pT1a N0 M0  Invasiv‐duktales CA 8  N  20
161  1987  49  G2  T1 N0 M0  Invasiv‐duktales CA 6  N  20
162  1987  57  G2  pT2 N2 M0  Invasiv‐duktales CA 8  N  20

163  1987  50  G2  pT1 N0 M0 
Invasives, soli‐
des/tubuläres CA 

8  ⊕ N  20 

164  1987  52  G2  T1 N0 M0  Invasiv‐duktales CA 8  N  20

165  1987  38  G2  pT1 N0 M0 
Invasives, solides duktales
CA 

6  ⊕ N  16 

166  1986  53  / T2 N0 M0  Invasiv‐duktales CA 2  N  21

167  1986  57  G2  pT1a N2 M0 
Invasives, solides tubulä‐
res CA 

12   N  22 

168  1986  71  / T2 N0 M0  Invasiv‐duktales CA 6  N  9
169  1986  44  G3  T1 N0 M0  medulläres CA 4 ⊕ N  21
170  1986  32  / pT1 N1 M0  invasives duktales CA 2  J  2
171  1986  50  G2  pT1 N0 M0  medulläres CA  2  ⊕ J  2 

172  1986  44  /  pT2 N0 M0 
Invasiv‐duktales und 
Comedo‐CA 

6  ⊕ J  5 

173  1986  48  / T1 N1 M0  Invasiv‐duktales CA 8 ⊕ N  21

174  1986  44  /  pT1 N1 M0 
Comedo‐ und invasive
duktales CA 

8  ⊕ J  8 

175  1985  41  / T1 N1 M0  Invasiv‐duktales CA 6 ⊕ N  22
176  1985  41  / T1 N1 M1  Invasiv‐duktales CA 6  J  10
177  1985  38  / T1 N1 M0 L1  Drüsig‐solides CA 6  N  22
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Kontroll‐Patientinnen 

Nr. 
OP‐
Jahr 

Alter bei 
Operation 

Diagnose 
LASP‐
1‐IRS 

Kern‐
Status

201  2007  33  fibrolipomatöse Makromastie 0   

202  2007  44  Makromastie mit perilobulär akzentuierter Fibrose 2   

203  1994  45  Brustdrüsengewebe, Fibroadenom 0   

204  1993  42 
Fibrozystische Mastopathie mit fokaler, leichter Epitheliose und sklerosierender 
Adenose 

0   

205  1993  36  Leichte, chronische, unspezifische Mastitis 0   

206  1993  21  Leichtes, sklerosiertes Mammagewebe 0   

207  1993  34  Geringe herdförmige Fibrosierung, fokale Adenose 4   

208  1993  22  Juveniles fibroadenomatöse Makromastie 0   

209  1993  22  Teils fibröse, teils lipomatöse Makromastie 0   

210  1992  30  Fibroadenom, fibröse Mastopathie 4   
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6.3  Rohdaten  der Genetischen Untersuchung  zur  Amplifikation  von  LASP‐1  in 

Kontroll‐Brustgewebe 

Kontroll‐Brustgewebe   
Probe  Sample  Primer  Ct‐Wert  MCt  MCt [GAPDH] / MCt [LASP‐1]   
201  1  LASP‐1  30,6 

30,8 
   

2  LASP‐1  30,9 
1,03089431 

 
3  GAPDH  30,5 

31,7 
 

4  GAPDH  32,9     
202  1  LASP‐1  28,6 

28,7 
   

2  LASP‐1  28,7 
1,04363002 

 
3  GAPDH  30,2 

29,9 
 

4  GAPDH  29,6     
203  1  LASP‐1  29,5 

29,6  

   
2  LASP‐1  29,9     
3  LASP‐1  29,6   
4  LASP‐1  29,3 

1,00507185 
 

5  GAPDH  29,7 

29,7  

 
6  GAPDH  29,5   
7  GAPDH  29,9     
8  GAPDH  29,8     

204  1  LASP‐1  29,8 

29,9 

   
2  LASP‐1  29,8     
3  LASP‐1  29,9     
4  LASP‐1  30,0 

0,9916318 
 

5  GAPDH  29,4 

29,6 

 
6  GAPDH  29,4     
7  GAPDH  30,1     
8  GAPDH  29,6     

205  1  LASP‐1  30,0 

29,5 

   
2  LASP‐1  29,3    
3  LASP‐1  29,0    
4  LASP‐1  29,6

0,97370653 
 

5  GAPDH  29,5

28,7 

 
6  GAPDH  28,2    
7  GAPDH  28,3    
8  GAPDH  28,8    

206  1  LASP‐1  29,5 

29,5 

   
2  LASP‐1  28,9    
3  LASP‐1  29,9    
4  LASP‐1  29,6

1,0610687 
 

5  GAPDH  30,9

31,3 

 
6  GAPDH  29,9    
7  GAPDH  30,8    
8  GAPDH  33,5    
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Kontroll‐Brustgewebe   
Probe  Sample  Primer  Ct‐Wert  MCt  MCt [GAPDH] / MCt [LASP‐1]   
207  1  LASP‐1  27,2 

27,4 

   
2  LASP‐1  26,4    
3  LASP‐1  28,0    
4  LASP‐1  28,1

0,83773929 
 

5  GAPDH  22,6

23,0 

 
6  GAPDH  21,5    
7  GAPDH  24,7    
8  GAPDH  23,1    

208  1  LASP‐1  27,0 

27,1 

   
2  LASP‐1  27,3    
3  LASP‐1  27,2    
4  LASP‐1  27,0

0,86082949 
 

5  GAPDH  23,9

23,4 

 
6  GAPDH  22,4    
7  GAPDH  23,3    
8  GAPDH  23,8    

209  1  LASP‐1  30 

29,8 

   
2  LASP‐1  29,8    
3  LASP‐1  29,6    
4  LASP‐1  29,6

0,9394958 
 

5  GAPDH  27,9

28,0 

 
6  GAPDH  27,8    
7  GAPDH  27,9    
8  GAPDH  28,2    

210  1  LASP‐1  30,0 

28,9 

   
2  LASP‐1  28,8    
3  LASP‐1  28,0    
4  LASP‐1  28,7

0,95497835 
 

5  GAPDH  27,3

27,6 

 
6  GAPDH  28,3    
7  GAPDH  26,9    
8  GAPDH  27,8    

 
 
 

Mittelwert μ    Standardabweichung s    Erwartungswerte μ ± 2 · s 

0,96990462    0,074313056    [0,821278502; 1,118530727]
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6.4  Rohdaten  der Genetischen Untersuchung  zur  Amplifikation  von  LASP‐1  in 

Tumorgewebe 

Brustkrebsgewebe
Proben‐Nr. Sample  Primer Ct‐Wert MCt MCt [GAPDH] / MCt [LASP‐1]

18  1  LASP‐1 28,7

29,0  

  
2  LASP‐1 29,0
3  LASP‐1 28,1
4  LASP‐1 28,5

 

5  LASP‐1 29,0
6  LASP‐1 29,9
7  LASP‐1 29,4
8  LASP‐1 29,4

0,87586207 
9  GAPDH 23,8

25,4  

10  GAPDH 25,1   
11  GAPDH 25,0   
12  GAPDH 24,9   
13  GAPDH 25,1   
14  GAPDH 26,4   
15  GAPDH 26,6   
16  GAPDH 26,3   

9  1  LASP‐1 28,2

27,9 

  
2  LASP‐1 28,0
3  LASP‐1 27,8
4  LASP‐1 27,6

0,77419355 
5  GAPDH 21,7

21,6 
6  GAPDH 21,7   
7  GAPDH 21,1   
8  GAPDH 21,9   

17  1  LASP‐1 27,7

27,5 

  
2  LASP‐1 27,1
3  LASP‐1 27,7
4  LASP‐1 27,4

0,8944495 
5  GAPDH 24,2

24,6 
6  GAPDH 24,8   
7  GAPDH 24,7   
8  GAPDH 24,6   

53  1  LASP‐1 27,3

28,0 

  
2  LASP‐1 28,9
3  LASP‐1 27,7
4  LASP‐1 28,0

0,81411975 
5  GAPDH 22,2

22,8 
6  GAPDH 22,1   
7  GAPDH 23,1   
8  GAPDH 23,7   
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Brustkrebsgewebe
Proben‐Nr. Sample  Primer Ct‐Wert MCt MCt [GAPDH] / MCt [LASP‐1]

15  1  LASP‐1 28,5

28,1 

  
2  LASP‐1 27,8
3  LASP‐1 28,4
4  LASP‐1 27,5

0,81639929 
5  GAPDH 23,7

22,9 
6  GAPDH 21,5   
7  GAPDH 23,3   
8  GAPDH 23,1   

14  1  LASP‐1 27,8

27,5 

  
2  LASP‐1 27,0
3  LASP‐1 27,8
4  LASP‐1 27,3

0,88808007 
5  GAPDH 24,5

24,4 
6  GAPDH 23,8   
7  GAPDH 24,7   
8  GAPDH 24,6   

40  1  LASP‐1 27,8

28,4 

  
2  LASP‐1 28,4
3  LASP‐1 28,1
4  LASP‐1 29,4

0,86191733 
5  GAPDH 25,0

24,5 
6  GAPDH 24,1   
7  GAPDH 24,3   
8  GAPDH 24,6   

7  1  LASP‐1 26,6

27,0 

  
2  LASP‐1 27,2
3  LASP‐1 27,0
4  LASP‐1 27,2

0,83148148 
5  GAPDH 22,2

22,5 
6  GAPDH 22,3   
7  GAPDH 22,8   
8  GAPDH 22,5   

48  1  LASP‐1 27,6

27,9 

  
2  LASP‐1 28,0
3  LASP‐1 27,6
4  LASP‐1 28,2

0,84021544 
5  GAPDH 23,3

23,4 
6  GAPDH 23,9   
7  GAPDH 24,5   
8  GAPDH 22,8   

64  1  LASP‐1 23,9

22,6 

  
2  LASP‐1 23,2
3  LASP‐1 21,7
4  LASP‐1 21,7

1,0320442 
5  GAPDH 24,3

23,4 
6  GAPDH 23,2   
7  GAPDH 22,8   
8  GAPDH 23,1   
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Brustkrebsgewebe
Proben‐Nr. Sample  Primer Ct‐Wert MCt MCt [GAPDH] / MCt [LASP‐1]

71  1  LASP‐1 25,2

25,7 

  
2  LASP‐1 24,9
3  LASP‐1 26,1
4  LASP‐1 26,7

1,01166181 
5  GAPDH 25,3

26,0 
6  GAPDH 25,1   
7  GAPDH 26,7   
8  GAPDH 27,0   

36  1  LASP‐1 30,2

29,3 

  
2  LASP‐1 29,2
3  LASP‐1 29,8
4  LASP‐1 27,8

0,87350427 
5  GAPDH 25,9

25,6 
6  GAPDH 26,0   
7  GAPDH 25,5   
8  GAPDH 24,8   

42  1  LASP‐1 26,4

26,9 

  
2  LASP‐1 27,3
3  LASP‐1 25,3
4  LASP‐1 25,0

0,86153846 
5  GAPDH 22,8

22,7 
6  GAPDH 22,6   
7  GAPDH 22,2   
8  GAPDH 22,0   

70  1  LASP‐1 26,7

27,1 

  
2  LASP‐1 26,8
3  LASP‐1 27,4
4  LASP‐1 27,5

0,91236162 
5  GAPDH 24,9

24,7 
6  GAPDH 24,3   
7  GAPDH 25,5   
8  GAPDH 24,7   

34  1  LASP‐1 18,8

18,9 

  
2  LASP‐1 18,8
3  LASP‐1 19,0
4  LASP‐1 18,8

1,27984085  ↑5  GAPDH  23,8 

24,1 
6  GAPDH 24,0   
7  GAPDH 24,8   
8  GAPDH 23,9   

29  1  LASP‐1 29,2

29,5 

  
2  LASP‐1 29,5
3  LASP‐1 29,7
4  LASP‐1 29,6

0,88898305 
5  GAPDH 26,1

26,2 
6  GAPDH 26,6   
7  GAPDH 25,8   
8  GAPDH 26,4   
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Brustkrebsgewebe
Proben‐Nr. Sample  Primer Ct‐Wert MCt MCt [GAPDH] / MCt [LASP‐1]

6  1  LASP‐1 28,4

28,3 

  
2  LASP‐1 28,0
3  LASP‐1 28,8
4  LASP‐1 28,1

0,84289497 
5  GAPDH 23,4

23,9 
6  GAPDH 24,2   
7  GAPDH 23,8   
8  GAPDH 24,1   

25  1  LASP‐1 29,5

29,7 

  
2  LASP‐1 29,6
3  LASP‐1 29,6
4  LASP‐1 30,1

0,88131313 
5  GAPDH 26,5

26,2 
6  GAPDH 25,8   
7  GAPDH 26,1   
8  GAPDH 26,3   

41  1  LASP‐1 27,8

27,7 

  
2  LASP‐1 27,6
3  LASP‐1 27,2
4  LASP‐1 28,1

0,88527552 
5  GAPDH 24,2

24,5 
6  GAPDH 24,3   
7  GAPDH 24,8   
8  GAPDH 24,7   

1  1  LASP‐1 27,8

28,0 

  
2  LASP‐1 27,5
3  LASP‐1 28,6
4  LASP‐1 27,9

0,86493739 
5  GAPDH 23,9

24,2 
6  GAPDH 23,5   
7  GAPDH 24,3   
8  GAPDH 25,0   

21  1  LASP‐1 29,0

28,9 

  
2  LASP‐1 29,4
3  LASP‐1 28,7
4  LASP‐1 28,4

0,84502165 
5  GAPDH 24,6

24,4 
6  GAPDH 24,5   
7  GAPDH 24,1   
8  GAPDH 24,4   

20  1  LASP‐1 29,8

29,5 

  
2  LASP‐1 29,1
3  LASP‐1 29,8
4  LASP‐1 29,4

0,98052498 
5  GAPDH 28,0

29,0 
6  GAPDH 30,1   
7  GAPDH 28,5   
8  GAPDH 29,2   
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Brustkrebsgewebe
Proben‐Nr. Sample  Primer Ct‐Wert MCt MCt [GAPDH] / MCt [LASP‐1]

31  1  LASP‐1 27,7

28,0 

  
2  LASP‐1 28,1
3  LASP‐1 28,2
4  LASP‐1 27,9

0,87310098 
5  GAPDH 24,6

24,4 
6  GAPDH 24,4   
7  GAPDH 24,2   
8  GAPDH 24,5   

23  1  LASP‐1 28,7

28,6 

  
2  LASP‐1 28,6
3  LASP‐1 28,7
4  LASP‐1 28,4

0,83304196 
5  GAPDH 23,9

23,8 
6  GAPDH 24,2   
7  GAPDH 23,3   
8  GAPDH 23,9   

19  1  LASP‐1 29,9
29,8 

  
2  LASP‐1 29,6

0,98991597 
3  GAPDH 28,6

29,5 
4  GAPDH 30,3   

45  1  LASP‐1 28,0
27,7 

  
2  LASP‐1 27,4

0,87364621 
3  GAPDH 24,3

24,2 
4  GAPDH 24,1   

69  1  LASP‐1 30,0
29,8 

  
2  LASP‐1 29,6

0,87751678 
3  GAPDH 26,8

26,2 
4  GAPDH 25,5   

30  1  LASP‐1 28,6
28,9 

  
2  LASP‐1 29,1

0,68457539 
3  GAPDH 9,8

19,8 
4  GAPDH 29,7   

68  1  LASP‐1 28,3
28,1 

  
2  LASP‐1 27,9

0,907473310 
3  GAPDH 24,9

25,5 
4  GAPDH 26,1   

81  1  LASP‐1 28,6
29,2 

  
2  LASP‐1 29,7

1,001715266 
3  GAPDH 29,3

29,2 
4  GAPDH 29,1   

59  1  LASP‐1 30,3
30,2 

  
2  LASP‐1 30,0

0,968490879 
3  GAPDH 29,6

29,2 
4  GAPDH 28,8   

79  1  LASP‐1 29,4
29,7 

  
2  LASP‐1 30,0

1,099326599 
3  GAPDH 32,2

32,7 
4  GAPDH 33,1   
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Brustkrebsgewebe
Proben‐Nr. Sample  Primer Ct‐Wert MCt MCt [GAPDH] / MCt [LASP‐1]

35  1  LASP‐1 29,6
29,5 

  
2  LASP‐1 29,4

0,930508475 
3  GAPDH 27,8

27,5 
4  GAPDH 27,1   

38  1  LASP‐1 30,6
30,3 

  
2  LASP‐1 30,0

0,905940594 
3  GAPDH 27,7

27,5 
4  GAPDH 27,2   

52  1  LASP‐1 28,2
27,6 

  
2  LASP‐1 26,9

0,849364791 
3  GAPDH 24,3

23,4 
4  GAPDH 22,5   

33  1  LASP‐1 30,1
30,0 

  
2  LASP‐1 29,9

0,820000000 
3  GAPDH 25,3

24,6 
4  GAPDH 23,9   

72  1  LASP‐1 27,5
27,9 

  
2  LASP‐1 28,2

0,88509874 
3  GAPDH 24,7

24,7 
4  GAPDH 24,6   

65  1  LASP‐1 27,6
27,9 

  
2  LASP‐1 28,1

0,86894075 
3  GAPDH 24,5

24,2 
4  GAPDH 23,9   

75  1  LASP‐1 31,4
31,7 

  
2  LASP‐1 31,9

0,96208531 
3  GAPDH 30,3

30,5 
4  GAPDH 30,6   

50  1  LASP‐1 30,7
29,8 

  
2  LASP‐1 28,8

0,89243698 
3  GAPDH 26,9

26,6 
4  GAPDH 26,2   

49  1  LASP‐1 27,2
27,4 

  
2  LASP‐1 27,5

0,8464351 
3  GAPDH 23,1

23,2 
4  GAPDH 23,2   

12  1  LASP‐1 27,7
27,1 

  
2  LASP‐1 26,5

0,90221402 
3  GAPDH 24,8

24,5 
4  GAPDH 24,1   

54  1  LASP‐1 28,3
28,1 

  
2  LASP‐1 27,9

0,91459075 
3  GAPDH 26,0

25,7 
4  GAPDH 25,4   

57  1  LASP‐1 29,0
28,8 

  
2  LASP‐1 28,5

0,84869565 
3  GAPDH 24,0

24,4 
4  GAPDH 24,8   
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Brustkrebsgewebe
Proben‐Nr. Sample  Primer Ct‐Wert MCt MCt [GAPDH] / MCt [LASP‐1]

55  1  LASP‐1 27,8
27,6 

  
2  LASP‐1 27,4

0,84782609 
3  GAPDH 23,8

23,4 
4  GAPDH 23,0   

32  1  LASP‐1 27,1
27,6 

  
2  LASP‐1 28,0

0,88384755 
3  GAPDH 24,6

24,4 
4  GAPDH 24,1   

74  1  LASP‐1 30,4
31,1 

  
2  LASP‐1 31,7

0,96618358 
3  GAPDH 30,1

30,0 
4  GAPDH 29,9   

51  1  LASP‐1 26,7
26,4 

  
2  LASP‐1 26,0

0,94686907 
3  GAPDH 25,2

25,0 
4  GAPDH 24,7   

3  1  LASP‐1 29,0
28,9 

  
2  LASP‐1 28,8

0,85121107 
3  GAPDH 24,7

24,6 
4  GAPDH 24,5   

11  1  LASP‐1 28,3
28,4 

  
2  LASP‐1 28,4

0,8377425 
3  GAPDH 23,7

23,8 
4  GAPDH 23,8   

66  1  LASP‐1 30,9
30,5 

  
2  LASP‐1 30,0

0,89326765 
3  GAPDH 27,2

27,2 
4  GAPDH 27,2   

10  1  LASP‐1 29,0
28,1 

  
2  LASP‐1 27,2

0,91814947 
3  GAPDH 25,6

25,8 
4  GAPDH 26,0   

58  1  LASP‐1 28,3
28,1 

  
2  LASP‐1 27,9

0,89857651 
3  GAPDH 25,2

25,3 
4  GAPDH 25,3   

56  1  LASP‐1 29,5
29,4 

  
2  LASP‐1 29,3

0,8537415 
3  GAPDH 24,7

25,1 
4  GAPDH 25,5   

4  1  LASP‐1 28,2
28,3 

  
2  LASP‐1 28,3

0,87256637 
3  GAPDH 24,4

24,7 
4  GAPDH 24,9   

67  1  LASP‐1 29,0
29,1 

  
2  LASP‐1 29,1

0,87091222 
3  GAPDH 25,5

25,3 
4  GAPDH 25,1   
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Brustkrebsgewebe
Proben‐Nr. Sample  Primer Ct‐Wert MCt MCt [GAPDH] / MCt [LASP‐1]

46  1  LASP‐1 27,3
27,4 

  
2  LASP‐1 27,5

0,84124088 
3  GAPDH 22,8

23,1 
4  GAPDH 23,3   

78  1  LASP‐1 32,7
31,8 

  
2  LASP‐1 30,8

0,94488189 
3  GAPDH 30,2

30,0 
4  GAPDH 29,8

24  1  LASP‐1 30,9
30,1 

  
2  LASP‐1 29,3

0,91694352 
3  GAPDH 27,3

27,6 
4  GAPDH 27,9   

82  1  LASP‐1 28,7
29,2 

  
2  LASP‐1 29,6

0,89365352 
3  GAPDH 26,2

26,1 
4  GAPDH 25,9   

39  1  LASP‐1 29,6
28,7 

  
2  LASP‐1 27,8

0,86062718 
3  GAPDH 24,7

24,7 
4  GAPDH 24,7   

2  1  LASP‐1 26,8
27,1 

  
2  LASP‐1 27,3

0,87245841 
3  GAPDH 23,4

23,6 
4  GAPDH 23,8   

28  1  LASP‐1 30,4
30,6 

  
2  LASP‐1 30,7

0,88707038 
3  GAPDH 26,8

27,1 
4  GAPDH 27,4   

 

Feld „Proben‐Nr.“ entspricht dem Feld „Nr.“ in 6.2 Rohdaten der Patientenstudie. 
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6.5  Verwendete Protokolle 

Hämatoxylin‐Eosin (HE) Färbung: 
Gewebeschnitte für … inkubieren in… 
Entparaffinieren: 
  10 Minuten     Xylol 1 
  10 Minuten     Xylol 2 
Hydratisieren: 
  1 Minute     100 % Ethanol 
  1 Minute     100 % Ethanol 
  1 Minute     96 % Ethanol 
  1 Minute     96 % Ethanol 
  1 Minute     70 % Ethanol 
  1 Minute    Aqua destillata 
Färben: 
  1,5 Minuten    Hämalaun 
  2,5 Minuten    Leitungswasser 1, danach erneuern 
  2,5 Minuten    Leitungswasser 2, danach erneuern 
  Gut mit Aqua destillata spülen 
  1 Minute    Eosin 
  2,5 Minuten    Leitungswasser 1, danach erneuern 
  2,5 Minuten    Leitungswasser 2 
Entwässern: 
  1 Minute     70 % Ethanol 
  1 Minute     96 % Ethanol 
  1 Minute     96% Ethanol 
  1 Minute     100 % Ethanol 
  2 Minuten     100 % Ethanol 
  an Luft trocknen lassen 

 
 

Anti‐LASP‐1‐Färbung: 
Gewebeschnitte für … inkubieren in… 
Entparaffinieren: 
  10 Minuten       Xylol 1 
  10 Minuten       Xylol 2 
Hydratisieren: 
  1 Minute       100 % Ethanol 
  1 Minute       100 % Ethanol 
  1 Minute       96 % Ethanol 
  1 Minute       96 % Ethanol 
  1 Minute       70 % Ethanol 
  1 Minute      Aqua destillata 
Kochen, 800 W Mikrowelle: 
  5 Minuten      0,01 M Zitronensäurepuffer 
  5 Minuten      0,01 M  Zitronensäurepuffer 
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Fortsetzung Anti‐LASP‐1‐Färbung: 
Abkühlen: 
  20 Minuten 
  Gründlich Waschen     PBS 
Blockade der endogenen Gewebeperoxidase: 
  10 Minuten      3 % H2O2 in Methanol 
  Gründlich Waschen    PBS 
Blockade unspezifischer Bindungskapazitäten: 
  15 Minuten      Beriglobin 1:10 in PBS      RT
  Gründlich Waschen    PBS 
Färbung: 

 
Über Nacht      Anti‐LASP‐1‐AK 1:1000 in DAKO anti‐
        body diluent        4°C 

  Gründlich Waschen    PBS 

 
30 Minuten      HRP‐markiertes EnVision/rabbit  
        detection system         RT

  Gründlich Waschen    PBS 
  5 Minuten      Chromogen DAB         RT
  Gründlich Waschen    PBS 
  2 Minuten      Hämalaun 
  2,5 Minuten      Leitungswasser 1, danach erneuern 
  2,5 Minuten      Leitungswasser 2 
  Gut mit Aqua destillata spülen 
Entwässern: 
  1 Minute       70 % Ethanol 
  1 Minute       96 % Ethanol 
  1 Minute       96 % Ethanol 
  1 Minute       100 % Ethanol 
  2 Minuten       100 % Ethanol 
  1 Minute      Xylol 
Versiegelung mit Vitro‐Clud 

 
 

Anti‐PDEF‐Färbung: 
Gewebeschnitte für … inkubieren in… 
Entparaffinieren: 
  10 Minuten       Xylol 1 
  10 Minuten       Xylol 2 
Hydratisieren: 
  1 Minute       100 % Ethanol 
  1 Minute       100 % Ethanol 
  1 Minute       96 % Ethanol 
  1 Minute       96 % Ethanol 
  1 Minute       70 % Ethanol 

   



FRIETSCH JOCHEN    APPENDIX 

89 

Fortsetzung Anti‐PDEF‐Färbung: 
  1 Minute      Aqua destillata 
Kochen, 800 W Mikrowelle: 
  5 Minuten      0,01 M Zitronensäurepuffer 
  5 Minuten      0,01 M Zitronensäurepuffer 
Abkühlen: 
  20 Minuten 
  Gründlich Waschen     PBS 
Blockade der endogenen Gewebeperoxidase: 
  10 Minuten      3 % H2O2 in Methanol 
  Gründlich Waschen    Aqua destillata 
  Gründlich Waschen    PBS 
Blockade unspezifischer Bindungskapazitäten: 
  15 Minuten      Beriglobin 1:50 in PBS      RT
  Abkippen, nicht Waschen 
Färbung: 

 
Über Nacht      Rabbit Anti‐PDEF‐Antikörper 1:200 in 
        DAKO antibody diluent    4°C 

  Gründlich Waschen    PBS 

 
15 Minuten      DAKO Biotinylierter Brückenantikörper
        (LSAB2 System‐HRP)        RT

  Gründlich Waschen    PBS 

 
15 Minuten      DAKO Streptavidin‐HRP (LSAB2 System‐
        HRP)            RT

  Gründlich Waschen    PBS 
  5 Minuten      Chromogen DAB         RT
  Gründlich Waschen    PBS 
Entwässern: 
  1 Minute       70 % Ethanol 
  1 Minute       96 % Ethanol 
  1 Minute       96 % Ethanol 
  1 Minute       100 % Ethanol 
  2 Minuten       100 % Ethanol 
  1 Minute      Xylol 
Versiegelung mit Vitro‐Clud 
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PCR und qRT‐PCR 
1 x  Erhitzen 
    5 Minuten                    95°C 
     

35/40 x  Denaturierung 
    30 Sekunden                    95°C 
  Annealing 
    30 Sekunden                    58°C 
  Elongation 
    30 Sekunden                    72°C 
     

Bei qRT‐PCR, zusätzlich: 
  Schmelzkurve 

 
 

Mikrodissektion, DNA‐Isolation von mikrodissektierten Gewebeschnitten 

 
29 μl des Proteinase K‐Lyse‐Puffers in den Deckel eines Reaktionsge‐

fäßes vorlegen 
  Reaktionsgefäß in Halterung einspannen 
  Mikrodissektion; ≥ 200.000 ‐ 250.000 μm² ausschneiden 
  Mikrodissektiertes Gewebe fällt in das Cap 
  1 μl Proteinase K [3 mU/ml  Lösung] zum Puffer hinzufügen 
  Reaktionsgefäße verschließen und auf dem Kopf stellen 
  Über 48 ‐ 60 h bei 37°C im Brutschrank inkubieren 
  3 Minuten bei 14.000 g zentrifugieren 
  8 Minuten bei 95°C Proteinase K blocken 
  3 Minuten bei 14.000 g zentrifugieren 
  Aufbewahrung bei ‐ 20°C; über Monate möglich 
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10 Abkürzungen 

 

°C    Grad Celsius 

6‐FAM   6‐Carboxyfluorescein 

Abb.    Abbildung 

APES    3‐Aminopropyltri‐Ethoxysilan 

BHQ    3'‐terminaler Black HoleTM Dark Quencher 

bp    Basenpaar(e), engl. base pair 

BRCA1/2  Breast Cancer 1/2, early onset 

BT‐20   invasive, epitheliale, metastatische Brustkrebszelllinie 

CA    Karzinom 

CCD    Charge‐coupled Device 

cDNA    komplementäre DNA, engl. complementary 

c‐erbB‐2  siehe HER‐2/neu, human epidermal growth receptor 2 

Ct  qRT‐PCR‐Wiederholungsschleife bei Überschreiten des Schwellenwerts, 

engl. threshold cycle 

d. h.    das heißt 

DAB    3,3‘‐Diaminobenzidin 

DCIS    Duktales Karzinom in situ 

DFS    Krankheitsfreies Überleben, engl. disease free survival 

DMSO    Dimethylsulfoxid 

DNA    Desoxyribonukleinsäure 

dNTP    Desoxyribonukleosidtriphosphate 
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EDTA    Ethylendiamintetraacetat 

EtBr    Ethidiumbromid 

EVA    Ethyl‐Vinyl‐Acetat 

FBS    Fetal Bovine Serum 

FRET    Fluorescence Resonance Energy Transfer 

G    Grading, Einteilung des Differenzierungsgrades eines Tumors 

GAPDH  Glycerinaldehyd‐3‐Phosphat‐Dehydrogenase 

h    Stunde(n)  

HE    Hämatoxylin‐Eosin 

HER‐2/neu  human epidermal growth receptor 2, siehe c‐erbB‐2 

HRP    Meerrettich‐Peroxidase, engl. horseradish peroxidase 

IR    Infrarot 

IRS    Immunreaktiver‐Score 

Ki67    Antigen, Proliferationsmarker 

Krp1    kelch related protein 1 

LASP‐1  Lim‐ und SH3‐Domänen Protein 1 

LCM    Laser Capture Microdissection 

LIM    Proteinmotiv, benannt nach den ersten drei Genen Lin 11, IsI 1, mec 3 

LK    Lymphknoten 

LMD    Laser Microdissection 

LMM    Laser Microbeam Microdissection 

LMPC    Laser Microdissection and Pressure Catapulting 
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MCF‐7  epitheliale, metastatische Brustkrebszelllinie 

mRNA    Boten‐Ribonukleinsäure, engl. messenger 

OD    Optische Dichte 

PBS    Phosphate buffered saline 

PCR  Polymerase‐Ketten‐Reaktion, engl. polymerase chain reaction 

PDEF    Prostate derived Ets factor 

PEN    Polyethylennaphthalat 

PFS    Progressionsfreies Überleben, engl. progression free survival  

PtK2    Protoroo Nierenzellen, engl. Potorous tridactylis kidney 

qRT‐PCR  quantitative Real‐Time‐PCR 

RAD51  RAD51 homolog (RecA homolog, E. coli) (S. cerevisiae) 

RNA    Ribonukleinsäure 

RNAi    RNA‐Interferenz 

RPMI 1640   Zellkulturmedium, entwickelt am Roswell Park Memorial Institute 

RT    Raumtemperatur 

SDS    Sodium‐Dodezyl‐Sulfat 

SH3    Proteindomäne, src homology 3 

SK‐OV‐3  epitheliale, metastatische Eierstockkrebszelllinie 

SYBR    Fluoreszenzfarbstoff, von Synergy Brands, Inc. 

Taq    DNA‐Polymerase aus Thermus acquaticus 

TBE    Tris‐Borat‐EDTA 
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TNM   Klassifikation  zur  Stadieneinteilung maligner  Erkrankungen,  T = Tumor, 

N = Lymphknoten, M = Metastase 

Tris    Tris‐(hydroxymethyl)‐aminomethan 

TTP    Zeit bis zum Fortschreiten der Erkrankung, engl. time to progression 

U   Unit; diejenige Enzymmenge, die unter Standardbedingungen je Minute 

ein Mikromol Substrat umsetzt 

WHO   World Health Organization 
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