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1. Einleitung 
 

Die absolute Zahl der Brustkrebserkrankungen in Deutschland hat sich seit 1970 mehr 

als verdoppelt und ist nach wie vor die häufigste krebsbedingte Todesursache bei 

Frauen (RKI, 2016). So erkrankten 2013 etwa 72.000 Frauen an Brustkrebs (RKI, 

2016). Nur ein kleiner Teil der Erkrankungen ist dabei auf vererbte genetische Defekte 

zurückzuführen (RKI, 2016). Als Risikofaktoren gelten hauptsächlich exogene Fakto-

ren wie zum Beispiel Übergewicht, hoher Alkoholkonsum oder länger andauernde Hor-

monersatztherapie (RKI, 2016). Dabei spielt zum Beispiel durch Übergewicht oder Al-

koholkonsum induzierter oxidativer Stress eine wichtige Rolle bei der Induktion von 

Mutationen, welcher somit prokarzinogen sein kann (zusammengefasst in Mena et al., 

2009).  

1.1. Random Mutation Capture Assay 
Somatische Mutationen, die auf DNA-Schäden durch Exposition gegenüber Umwelt-

Mutagenen oder durch spontane Fehler bei der DNA-Replikation zurückzuführen sind, 

spielen bei der Krebsentwicklung eine wichtige Rolle (zusammengefasst in Ning et al., 

2014). Dabei spielt, neben nukleärer DNA (nDNA), die mitochondriale DNA (mtDNA) 

ebenso eine wichtige Rolle. So wurde in tumorigenen kultivierten humanen Brustge-

webeszellen, im Vergleich zu immortalisierten nicht tumorigenen kultivierten Brustge-

webszellen, bereits eine signifikant höhere mitochondriale Spontanmutationsfrequenz 

(SMF) beschrieben (Ahn et al., 2016). SMF sind in gesundem Gewebe allerdings so-

wohl in mtNDA, als auch in nDNA äußerst niedrig und damit schwer zu quantifizieren. 

So liegt die SMF in mtDNA zwischen 8*10-7 und 2*10-4*bp-1 und in nDNA zwischen 

1*10-8 und 4*10-7*bp-1 (Tabelle 1). Eine Methode die sensitiv genug ist, um eben jene 

SMF abzubilden, ist der von Bielas und Loeb (2005) entwickelte Random Mutation 

Capture Assay (RMCA). So gelang es bereits Schmalbach (2014) mittels RMCA die 

nukleäre SMF von gesundem humanem Brustdrüsengewebe im Intron des Tumorsu-

pressor-Gens P53 (TP53) zu bestimmen. 

Da für die Anwendung des RMCA auf nDNA ein vorhergehender Restriktionsenzym-

Verdau und eine Hybridisierung der Zielsequenz mit einer komplementären biotinylier-

ten Sonde notwendig ist, erwies sich die Methode jedoch als zu zeitaufwendig und 

unwirtschaftlich. Wird der RMCA auf mtDNA angewendet, entfallen diese beiden 
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Schritte aufgrund der geringeren Größe des mitochondrialen Genoms (16 kbp im Ver-

gleich zu 3 Mio kbp bei nDNA). 

Tabelle 1: Übersicht über bereits publizierte SMF in gesundem humanem Gewebe (in und ex vivo) 
aufsteigend nach SMF. CDGE: constant denaturing gel electrophoresis, NGS: Next Gene-
ration Sequencing, PPKS: PCR-Produkt Klonierung und Sequenzierung. 

nukleäre SMF (*bp-1) Gewebe Methodik Studie 

1*10-8 Fibroblasten RMCA Bielas und Loeb (2005) 

7*10-8 – 4*10-7 Brustdrüsengewebe RMCA Schmalbach (2014) 

3*10-7 Lungengewebe RMCA Zheng et al. (2007) 

    

mitochondriale SMF (*bp-1)   

8*10-7 – 1,6*10-5 Kolon Mukosa RMCA Greaves et al. (2009) 

3*10-6 Lungengewebe CDGE Coller et al. (1998) 

3*10-6 – 2*10-5 Hirngewebe Duplex-NGS Kennedy et al. (2013) 

3*10-5 – 1*10-4 Kolon Mukosa RMCA Ericson et al. (2012) 

1*10-5 
Stammzellen aus 
Brustgewebe 

Duplex-NGS Ahn et al. (2015) 

5*10-5 – 4*10-4 Synovialmembran RMCA Biniecka et al. (2011) 

5*10-6 – 7*10-5 Synovialmembran RMCA Harty et al. (2012) 

2*10-4 Hirngewebe PPKS Lin et al. (2002) 
 

Im Wesentlichen besteht der mitochondriale RMCA analog zu Vermulst et al. (2008) 

nach erfolgreicher DNA Isolation aus drei Schritten:  

1. TaqI-Verdau: 

Zunächst wird mit der mtDNA ein Restriktionsverdau mit TaqI durchgeführt. Dabei wird 

der Wildtyp geschnitten, mtDNA, auf der sich in der TaqI-Schnittstelle eine Mutation 

befindet, jedoch nicht (Abbildung 1). TaqI wird verwendet, da es nicht durch DNA-

Schäden wie DNA-Ethylierung (Bielas und Loeb, 2005) oder DNA-Oxidation beein-

flusst wird (Vermulst et al., 2007). Des Weiteren befinden sich in der TaqI-Schnittstelle 

alle vier DNA-Basen. So können alle zwölf möglichen Einzelbasenpaarsubstitutionen 

erfasst werden. 

2. Gesamtkopienzahlbestimmung und 3. Mutantenzahlbestimmung: 

Nach dem TaqI-Verdau wird die Gesamtkopienzahl mit Primern abseits der TaqI-

Schnittstelle mittels quantitativer PCR und mit TaqI-Schnittstellen-flankierenden Pri-

mern die Mutantenzahl in einer separaten PCR ermittelt (Abbildung 1). Die Mutanten 
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werden am Ende nach Gelextraktion mittels Sanger-Sequenzierung verifiziert. Die 

SMF ergibt sich durch Division der detektierten Mutanten durch die Gesamtzahl der 

erfassten Basen, in diesem Fall vier, multipliziert mit der bei der Mutantenzahl einge-

setzten Gesamtkopienzahl. 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung des mitochondrialen Random Mutation Capture Assays modifi-
ziert nach Vermulst et al. (2008). 

Prinzipiell kann der mitochondriale RMCA bei einer Vielzahl von Geweben und Ver-

suchsansätzen verwendet werden (Vermulst et al., 2008). So ermittelten Greaves et 

al. (2009), Gorman et al. (2010) und Ericson et al. (2012) bereits mitochondriale SMF 

mittels RMCA in gesunder humaner Kolon-Mukosa und Biniecka et al. (2011) und 

Harty et al. (2012) in gesunder humaner Synovialmembran (Tabelle 1). Jedoch gibt es 

bei der Primerwahl Unterschiede zum nukleären RMCA. Aufgrund sogenannter nu-

clear DNA sequences of mitochondrial origin (NUMTs), mitochondriale Genabschnitte, 

die in der nDNA vorkommen, gibt es nach Ramos et al. (2009) und Ramos et al. (2011) 

zwei kritische Bereiche auf dem humanen mitochondrialen Genom beim Primer-De-

sign (Abbildung 2). Der Bereich von bp 3.914-9.755 weist eine 98%ige und der Bereich 

von bp 9.582-14.479 eine 88%ige Sequenz-Homologie zur nDNA auf. Um nicht fälsch-

licherweise nDNA mit zu erfassen, müssen Primer für den mitochondrialen RMCA so-

mit im Bereich zwischen bp 14.479 und 3.914 platziert werden, welcher im Wesentli-

chen die Gene, die für Cytochrom B (CytB), 12S rRNA und 16S rRNA kodieren, und 

die nicht kodierende d-Loop-Region umfasst (Abbildung 2). 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des humanen mitochondrialen Genoms (NCBI GenBank® Ac-
cession no.: NC_012920). CYT B: Cytochrom B, ND1-6: Untereinheiten der NADH-
Dehydrogenase, COI-III: Untereinheiten der Cytochrom C-Oxidase. ATPase 6/8: Unterein-
heiten der ATP-Synthase. Grau hinterlegt: für tRNA kodierende Abschnitte. 

1.1.1. Funktion und Aufbau von Mitochondrien 

Mitochondrien sind Zellorganellen, die von einer Doppelmembran umgeben sind. Die 

Lebensdauer eines Mitochondriums beträgt etwa 10 bis 20 Tage. Typischerweise kom-

men je nach Energiebedarf der Zelle bis zu 2000 Mitochondrien in einer Zelle vor. Auf 

der Innenmembran sitzen vier Enzymkomplexe der Atmungskette. Mittels einer Serie 

von Redoxreaktionen wird in den Mitochondrien ATP synthetisiert. Neben Teilen des 

Citratzyklus finden in der mitochondrialen Matrix noch weitere Stoffwechselvorgänge 

wie die β-Oxidation, Ketonkörpersynthese und ein Teil des Harnstoffzyklus statt. Mito-

chondrien teilen sich unabhängig vom Zellzyklus (zusammengefasst in Falkenberg et 

al., 2007). Ihre ringförmige DNA wird dabei ständig repliziert und abgebaut (zusam-

mengefasst in Falkenberg et al., 2007). In Säugerzellen befinden sich etwa 1000 bis 

10.000 mtDNA Kopien (zusammengefasst in Falkenberg et al., 2007). Wie die mtDNA-

Kopienzahl bzw. mtDNA-Synthese und -Abbau reguliert werden ist dabei größtenteils 

unklar (zusammengefasst in Clay Montier et al., 2009). Ein Signalweg zur Regulation 

der mitochondrialen Biogenese wird über das weibliche Sexualhormon 17β-Estradiol 
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(E2) gesteuert. E2 erhöhte im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe in Ratten-

brust, in humanen MCF-7-Brustkrebszellen und humanen H1793-Lungenadenokarzi-

nomzellen die Nuclear Respiratory Factor (NRF)-1-Transkription und eine darüber ver-

mittelte mitochondriale mRNA-Transkription und Biogenese (Ivanova et al., 2013, 

Mattingly et al., 2008 und Chen et al., 2004). Indikativ für eine Biogenese ist das Ver-

hältnis an mtDNA zu nDNA (Ivanova et al., 2013 und Mattingly et al., 2008). 

1.1.2. Mitochondriale Transkription und Replikation 

Das mitochondriale Genom besteht aus zwei Genen, die für rRNA kodieren, 13 Genen, 

die für mRNA für Proteine der oxidativen Phoshorylierung kodieren, 22 Genen, die für 

tRNA kodieren und dem nicht-kodierenden d-Loop (Abbildung 2). Introns existieren 

keine innerhalb der mtDNA. Verstärkt transkribiert wird mtDNA bei einem ATP-Mangel 

(zusammengefasst in Falkenberg et al., 2007). Initial findet bei der Transkription eine 

Bindung des mitochondrialen Transkriptionsfaktor A (mtTFA) an die Promotorregion 

statt und anschließend beginnt die mitochondriale RNA-Polymerase mit der Transkrip-

tion (zusammengefasst in Clayton, 2000). Der Transkriptionsursprung (Promotorre-

gion) aller mitochondrialen Gene liegt dabei innerhalb des d-Loops (zusammengefasst 

in Clayton, 2000). Im Gegensatz zu nDNA, bei der zwischen sense- und antisense-

Strang unterschieden wird, wird bei mtDNA zwischen dem H-Strang (heavy strand) 

und dem L-Strang (light strand) differenziert. Dabei ist jedoch nicht klar, unter welcher 

Bedinung mtTFA an den H- oder den L-Strang bindet (zusammengefasst in Clayton, 

2000). Die Transkription des H-Strangs startet am H-Strang-Promotor und verläuft be-

zogen auf Abbildung 2 gegen den Uhrzeigersinn (zusammengefasst in Clayton, 2000). 

Die 12S und 16S rRNAs, zwölf mRNAs der oxidativen Phosphorylierung und 14 der 

22 mitochondrialen tRNAs werden auf dem H-Strang transkribiert (zusammengefasst 

in Clayton, 2000). Die Transkription des L-Stranges startet entsprechend am L-Strang-

Promotor, verläuft allerdings im Uhrzeigersinn und transkribiert eine mRNA der Un-

tereinheit 6 der NADH-Dehydrogenase (ND6) und die restlichen acht der 22 mito-

chondrialen tRNAs (zusammengefasst in Clayton, 2000).  

Die Replikation der mtDNA startet am d-Loop durch Bindung der mitochondrialen To-

poisomerase (Zhang und Pommier, 2008); anschließend wird der d-Loop abgelöst und 

formt so eine Schleife (zusammengefasst in Clayton, 2000). Danach bindet ein RNA-

Primer an den Replikationsursprung auf dem L-Strang und die mitochondriale DNA-
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Polymerase γ beginnt mit der Replikation des H-Strangs im Uhrzeigersinn (zusam-

mengefasst in Clayton, 2000). Der Replikationsursprung des L-Stranges befindet sich 

zwischen den Genen, die für ND2 und Untereinheit I der Cytochrom C-Oxidase (COI) 

kodieren (zusammengefasst in Clayton, 2000). Sobald zwei Drittel der Replikation des 

H-Strangs abgeschlossen sind, beginnt die Replikation des L-Strangs gegen den Uhr-

zeigersinn (zusammengefasst in Clayton, 2000). Die Replikation verläuft dabei im Ge-

gensatz zur nDNA Replikation kontinuierlich (zusammengefasst in Clayton, 2000). Am 

Ende wird die neue doppelsträngige mtDNA durch Entfernen der Primer, Lückenfül-

lung und Ringschließung geformt (zusammengefasst in Clayton, 2000). 

Bei Säugern werden sowohl die mitochondriale RNA-Polymerase, mtTFA, als auch 

alle für die Replikation zuständigen Proteine vom Zellkern kodiert (zusammengefasst 

in Clayton, 2000). Fehler bei der mtDNA-Replikation können daher sowohl von Muta-

tionen in mitochondrialen regulatorischen Sequenzen als auch von nDNA-Defekten 

herrühren (zusammengefasst in Clayton, 2000). 

1.1.3. Mitochondriale DNA-Reparatur 

In nDNA gibt es in Säugern im Gegensatz zu mtDNA mehrere DNA-

Reparatursysteme. Zum einen gibt es ein post-replikatives Reparatursystem, auch un-

ter dem Begriff mismatch repair (MMR) zu finden (zusammengefasst in Larsen et al., 

2005). Des Weiteren gibt es ein nucleotide excision repair (NER)-System, welches 

durch Läsionen entstandene strukturelle DNA-Deformationen beseitigt, ein direct re-

versal (DR)-System, welches die ursprüngliche Basenstruktur nach kleinen Schäden 

wiederherstellt, ohne die Base zu entfernen, und ein recombinational repair (RER)-

System, welches Doppelstrangbrüche wieder zusammenfügt (zusammengefasst in 

Larsen et al., 2005). In Säuger-Mitochondrien gibt es dagegen nur das base excision 

repair (BER)-System, welches ebenso bei nDNA vorkommt (zusammengefasst in 

Mandavilli et al., 2002). BER funktioniert in Mitochondrien ähnlich wie im Zellkern. Bei 

kleineren Schäden an der DNA, wie z.B. Methylierung, Depurinierung oder Desami-

nierung, wird die beschädigte Base herausgeschnitten und ersetzt (zusammengefasst 

in Larsen et al., 2005). Insbesondere bei oxidativen Schäden, welche durch Atmungs-

ketten induzierte reaktive Sauerstoff Spezies (ROS) entstehen können (Wu et al., 

2004), spielt BER eine wichtige Rolle. Das durch ROS entstandene 8-Oxoguanin wird 

dabei durch die 8-Oxoguanin DNA-Glykosylase 1 (OGG1) entfernt (zusammengefasst 
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in Mandavilli et al., 2002). Irreparabel beschädigte Mitochondrien werden durch Lyso-

somen abgebaut (Chen und Chan, 2009). 

1.1.4. Generierung von Rho0-Zellen durch Inhibition der mtDNA-Replikation 

Neben dem Abbau von irreparabel beschädigten Mitochondrien, wird die mtDNA kon-

tinuierlich repliziert und abgebaut (Kap. 1.1.1). Dies kann in Verbindung mit der Inhibi-

tion der mitochondrialen Replikation genutzt werden, um Rho0-Zellen zu generieren. 

Per Definition sind Rho0-Zellen Zellen ohne jegliches mitochondriales Genom (King 

und Attardi, 1989). Mitochondrien mit deformierten Cristae und verringertem mito-

chondrialem Membranpotential sind dabei noch in der Zelle vorhanden (Kukat et al., 

2008 und Yu et al., 2007). Die mitochondriale Replikation kann dafür z.B. durch Ethi-

diumbromid (EtBr) inhibiert werden. EtBr akkumuliert in der mitochondrialen Matrix, 

interkaliert in mtDNA, inhibiert die Topoisomerase und die DNA-Synthese und führt so 

bei aktiver mitochondrialer Teilung zu einer mitochondrialen DNA-Depletion (Nass, 

1970; Gentry et al., 2011 und Dakubo, 2010). Ohne intakte Mitochondrien sind Rho0-

Zellen auf Glykolyse angewiesen und benötigen daher Pyruvat zur Energiegewinnung 

(Kukat et al., 2008). Aufgrund des Verlustes von Atmungsketten-Elektronentransfer 

benötigen sie außerdem Uridin zur Pyrimidinsynthese (Kukat et al., 2008). Vorwiegend 

wurden Rho0-Zellen durch Inkubation von Zellen mit 50 ng/ml EtBr über 14-20 Ver-

doppelungen mit anschließender Klonierung generiert (Garcıá et al., 2000, Armand et 

al., 2004, Felty et al., 2005 und Yu et al., 2007). Die Klonierung wurde hierbei verwen-

det, um mtDNA defiziente Einzelzell-Klone aus der entsprechenden Kultur zu isolieren. 

Aber auch eine Inkubation mit EtBr über einen längeren Zeitraum von 120 Tagen ohne 

Klonierung ist möglich (Binder et al., 2005 und Swerdlow et al., 1997). Generell reicht 

der zur Generierung von Rho0-Zellen verwendete EtBr Inkubationsbereich von 

25-200 ng/ml (King und Attardi, 1989 und Naito et al., 2008). 

Neben EtBr gibt es weitere Substanzen, die in der Lage sind, die mitochondriale Rep-

likation zu inhibieren oder Mitochondrien generell zu schädigen. So zeigten Mansouri 

et al. (2003), dass Tacrin in Mitochondrien akkumuliert und einem Bereich von 

6-23 µg/ml eine dosisabhängige Inhibition auf die DNA-Polymerase γ in mitochondri-

enhaltigen Extrakten induziert. Dinitrophenol (DNP) ist durch entkoppeln der Atmungs-

kette imstande ein Anschwellen und eine Fission der Mitochondrien auszulösen 

(Lyamzaev et al., 2004). Tacrin und DNP wurden bisher noch nicht zur Generierung 

von Rho0-Zellen verwendet. 
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Prinzipiell gibt es neben der Inkubation mit chemischen Agenzien, wie z.B. EtBr, noch 

eine weitere Möglichkeit zur Generierung von Rho0-Zellen. Nach einer Transfektion 

der mtDNA mit einem für das Restriktionsenzym EcoRI kodierenden Gen führt die Ex-

pression von EcoRI zu einer Fragmentierung der mtDNA und einem anschließenden 

Abbau durch endogene Nukleasen (Kukat et al., 2008 und Heller et al., 2013). 

1.1.5. Einflussfaktoren auf mitochondrialen genotoxischen Stress 

Die mitochondriale Funktion ist bei verschiedenen Krebsarten inklusive Brustkrebs 

stark beeinträchtigt (zusammengefasst in Yadav und Chandra, 2013). Beteiligte Me-

chanismen und Einflussfaktoren sind dagegen weitestgehend unerforscht. Des Weite-

ren gibt es zahlreiche Einflussfaktoren auf eine initiale Schädigung der Mitochondrien 

durch Initiierung von mitochondrialen DNA Schäden wie z.B. Alter, Rauchen, ein er-

höhter BMI oder oxidativer Stress. 

Alter 

Die mitochondriale SMF stieg in humanen Gehirnen signifikant mit dem Alter (Lin et 

al., 2002). Ebenso war die SMF in gesunden humanen Gehirnen bei Menschen, die 

älter als 75 Jahre waren, im Vergleich zu Menschen, die jünger als ein Jahr waren, um 

den Faktor fünf signifikant erhöht (Kennedy et al., 2013). Im gesunden Rattengehirn 

war die SMF bei 24 Monate alten Ratten im Vergleich zu 6 Monate alten Ratten um 

66% erhöht (Khaidakov et al., 2005). In Nichtstammzellen war die mitochondriale SMF 

im Vergleich zu Stammzellen aus gesundem humanem Brustgewebe etwa um 20% 

bei zwei von drei untersuchten Proben signifikant erhöht (Ahn et al., 2015) und bei der 

Kultivierung von humanen B-Zellen (TK6-Zellen) stieg die SMF nach 300 Verdoppe-

lungen etwa um den Faktor fünf (Khrapko et al., 1997). 

Rauchen 

In Zigarettenrauch sind zahlreiche Mutagene enthalten (zusammengefasst in 

DeMarini, 2004 und in Talhout et al., 2011), von denen viele lipophil sind und somit in 

Brustfett eingelagert werden können (zusammengefasst in Mukherjee et al., 2006). 

Jedoch unterschied sich das mitochondriale Mutationsspektrum in Lungenbiopsien 

von Raucher/Nichtraucher-Zwillingen im Vergleich nicht (Coller et al., 1998). Des Wei-

teren induzierte Benzo(a)pyren, ein potentes im Zigarettenrauch enthaltenes Mutagen, 

bei der humanen Lymphoblastoid Zelllinie MT1 einen nDNA-Mutantenanteil von 9*10-4 
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und im Gegensatz dazu in mtDNA keine Mutanten bzw. einen Anteil geringer als 5*10-6 

(Marcelino et al., 1998). 

BMI 

Ein hoher BMI führt zu einer Erhöhung proinflammatorischer Mediatoren bei überge-

wichtigen Frauen (zusammengefasst in Crujeiras et al., 2013). Inflammation führt zur 

vermehrten ROS-Produktion (zusammengefasst in Crujeiras et al., 2013). Wasser-

stoffperoxid schädigte die mtDNA humaner kultivierter Fibroblasten um den Faktor drei 

stärker als nDNA (Yakes und Van Houten, 1997). 

Oxidativer Stress 

ROS bzw. oxidativer Stress spielen potentiell eine wichtige Rolle bei der Schädigung 

von mtDNA. Indikativ für oxidativen Stress ist die γ-Glutamyl-Cystein Ligase (GCLC), 

das Schlüsselenzym bei der Glutathion (GSH)-Synthese (Richman und Meister, 1975). 

So bestand in apoptotischem Rattenbrust-Drüsengewebe und in Rattenfibroblasten 

nach induzierter Apoptose ein direkter Zusammenhang zwischen dem mtDNA-Scha-

den und dem GSSG/GSH Verhältnis, einem Marker für den GSH-Verbrauch (Esteve 

et al., 1999). Des Weiteren wird bei oxidativem Stress die Transkription von NADPH-

Chinon Oxidoreduktase 1 (NQO1) und Glutathion-S-Transferasen (GSTs), Phase II 

Enzyme, die bei der Entgiftung von reaktiven Phase-I-Metaboliten eine wichtige Rolle 

spielen, über eine Bindung des nuclear factors (erythroid-derived 2)-like 2 (NFE2L2) 

an die Promotorregion der entsprechenden Gene induziert (zusammengefasst in Xu 

et al., 2005). 

Ein weiterer Indikator für oxidativen Stress sind Cholesterol-Oxidationsprodukte (zu-

sammengefasst in Micheletta und Iuliano, 2006). Sie können durch Autoxidation unter 

Einfluss von ROS entstehen. Dabei entstehen hauptsächlich das 7α- und 7β-HO-

Cholesterol, das α- und β-Epoxy-Cholesterol und das 7-Keto-Cholesterol (zusammen-

gefasst in Otaegui-Arrazola et al., 2010, Murphy und Johnson, 2008 und in Niki et al., 

2005). 

17β-Estradiol und Ethinylestradiol 

Ein mutagenes Potential von E2 und Ethinylestradiol (EE) bei mtDNA ist in der Literatur 

nicht beschrieben. Des Weiteren zeigten weder E2, noch EE, in vitro im HPRT-, Ames- 

und SOS-Chromosomentest in V79 Rattenleberzellen, Salmonellen, Syrischen Hams-

ter Emybryos und E.coli Bakterien mutagenes Potential für nDNA bzw. bakterielle DNA 
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(Drevon et al., 1981, Lang und Reimann, 1993, Hundal et al., 1997, Tsutsui et al., 2000 

und Zaleska-Radziwill et al., 2016). In Mitochondrien aus Rattenlebern, in Ratten He-

patozyten und in HepG2 Zellen dagegen erhöhten E2 und EE mitochondriale Super-

oxid- (Chen et al., 1998 und Chen et al., 1999), GSH- und GSSG-Spiegel (Chen et al., 

2003), also Marker für oxidativen Stress. Somit kommen E2 und EE als Auslöser von 

oxidativem Stress für eine Schädigung der mtDNA in Frage. 

Estrogenchinone 

Chinone können ebenfalls über sogenanntes Redox-Cycling zu oxidativem Stress füh-

ren (Sies, 1997). Des Weiteren können sie DNA-Schäden und damit verbundene Mu-

tationen bei der Replikation induzieren. Die Cytrochrom P450-abhängige Mono-

xygenasen (CYP)1A1 und CYP1B1 können E2 und Estron (E1) zu Katecholen hydro-

xylieren und anschließend weiter zu reaktiven Chinonen oxidieren (zusammengefasst 

in Blair, 2010). Estrogenchinone können mit isolierter mtDNA Addukte bilden (Roy und 

Abul-Hajj, 1997). Diethylstilestronchinone formten in vivo in der Rattenleber und -niere 

mit mtDNA siebenmal mehr Addukte als mit nDNA (Thomas und Roy, 2001) und in der 

Hamsterleber und -niere fünf- bis sechsmal mehr Addukte (Thomas und Roy, 2001). 

Benzol-Hydrochinon bildeten in vitro bei Mitoplasten, Mitochondrien ohne äußere 

Membran, mtDNA-Addukte (Rushmore et al., 1984). 

1.2. Metabolische Netzwerkmodellierung 
Ein wichtiger in der weiblichen Brust genotoxischen Stress initiierender Faktor ist das 

weibliche Sexualhormon E2. Es kann einerseits eine estrogenrezeptorvermittelte, 

proliferationsinduzierte Erhöhung der Replikationsfehler bei der DNA-Synthese bewir-

ken (zusammengefasst in Yue et al., 2013), andererseits über eine Katecholstruktur 

zum Chinon metabolisiert werden und so direkt zu DNA-Addukten führen (zusammen-

gefasst in Yager, 2015). Estrogenkatechole wiederum können über Redox-Cycling zu 

genotoxischen Stress durch ROS führen (Tsuchiya et al., 2005). Der Estrogenmeta-

bolismus ist ein komplexes System zahlreicher enzymatischer Reaktionen (Abbildung 

3). So kann z.B. E1 zu E2 und E2 zu E1 durch Hydroxysteroid-Dehydrogenasen (HSD) 

umgewandelt werden (Gaudet et al., 2008). CYPs können E1 und E2 zum Katechol 

hydroxylieren und die Katecholestrogene anschließend zum Chinon oxidieren (zusam-

mengefasst in Cavalieri und Rogan, 2011). Das Estrogenchinon kann mittels GST kon-

jugiert und so entgiftet werden (Dawling et al., 2004) oder mittels NQO1 zum Katechol 

reduziert werden (zusammengefasst in Chandrasena et al., 2008). Die Katechol-O-
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Methyltransferase (COMT) katalysiert die Methylierung von Katecholestrogenen 

(Zimarina et al., 2004). 

 

Abbildung 3: Vereinfachte Darstellung des Estrogenmetabolismus modifiziert nach Blair (2010) und Yue 
et al. (2013). Ch: Chinon, G: Glucoronid, MeO: Methoxy, S: Sulfat, SG: Glutathion-Addukt, 
STS: Steroidsulfatase. Gezeigt sind jeweils nur die Enzymklassen ohne Familien und Un-
ter-Familien. 

Eine indirekte Methode zur Abbildung des Estrogenmetabolismus stellt ein bereits am 

Lehrstuhl in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Dandekar am Lehrstuhl 

für Bioinformatik in Würzburg, errechnetes bioinformatisches Estrogenmetabolismus-

Netzwerkmodel dar. Die bioinformatische Netzwerkmodellierung wird zur Untersu-

chung komplexer zellulärer Metabolisierungswege innerhalb biologischer Systeme an-

gewendet, um Vorhersagen über bisher unbeobachtete potentielle Reaktionswege zu 

treffen (zusammengefasst in Rezola et al., 2014). Innerhalb eines metabolischen Netz-

werks werden Enzymsubstrate als Netzwerk-Knoten und die Verbindungen dazwi-

schen als enzymkatalysierte Reaktion dargestellt (zusammengefasst in Barabasi und 

Oltvai, 2004). Die Verbindungen sind dabei entsprechend der jeweiligen Reaktion zum 

einen gerichtet und zum anderen in ihrer Ausprägung abhängig von der Aktivität des 

jeweiligen Enzyms (zusammengefasst in Barabasi und Oltvai, 2004). Das am Lehr-

stuhl errechnete Estrogen-Netzwerkmodell wurde auf einer stöchiometrischen Matrix 

fußend mittels constraint-based Netzwerkmodellierung errechnet. Dabei wird inner-

halb des Netzwerks zwischen internen und externen Metaboliten unterschieden (zu-

sammengefasst in Ruckerbauer et al., 2015): Interne Metabolite unterliegen innerhalb 

des Netzwerks einem Fließgleichgewicht (Cecil et al., 2011). Als Fluss-Beschränkung 

(engl.: constraint) akkumulieren interne Metabolite nicht und gehen nicht verloren 
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(Cecil et al., 2011). Externe Metabolite sind Flüsse in das Netzwerk hinein oder heraus 

(zusammengefasst in Rezola et al., 2014). Sowohl interne, als auch externe Flüsse 

nehmen bedingt durch ihre generelle thermodynamische Umsetzbarkeit aufgrund ihrer 

Gibbs-Energie nie einen negativen Wert an (zusammengefasst in Rezola et al., 2014). 

Als Startwerte für das Estrogen-Netzwerkmodell wurden E1- und E2-Drüsengewe-

bespegel und als Fluss-Beschränkung mRNA-Spiegel von 159 Reaktionen des Estro-

genmetabolismus und 66 Reaktionen des Energiemetabolismus verwendet. Flüsse zu 

Estrogen-DNA-Addukten können als externer Metabolit genutzt werden um, den Est-

rogenmetabolismus mit allen beteiligten Enzymen innerhalb des Netzwerks abzubil-

den. Die DNA-Adduktflüsse berücksichtigen dabei nur genotoxischen Stress, der 

durch direkte Interaktion von Katecholen aus dem Estrogenmetabolismus mit der DNA 

entsteht, abgebildet wird. ROS, welche durch Redox-Cycling der Estrogenkatechole 

entstehen können, werden durch die Flüsse zu DNA-Addukten nicht direkt erfasst. Des 

Weiteren wird die Enzymaktivität innerhalb des Netzwerks nur indirekt über Transkript-

spiegel abgebildet. Da die Enzymaktivität unter anderem allosterisch moduliert werden 

kann und die Genexpression weiteren Faktoren, die keinen Einfluss auf die Enzymak-

tivität nehmen, wie mRNA-Stabilität und translationaler Regulation unterliegt, ist die 

Verwendung von mRNA-Spiegeln als Surrogat für die Enzymaktivität eine Vereinfa-

chung. Jedoch werden laut Cecil et al. (2011), welche den Metabolismus in S. aureus 

und S. epidermidis mit 197 bzw. 198 Reaktionen modellierten, die kombinierten Fehler, 

die durch die Verwendung von mRNA-Spiegeln als Surrogat für Enzymaktivitäten ent-

stehen, durch die große Anzahl an Genexpressionsdaten als Fluss-Beschränkung 

stark minimiert. Dennoch gibt es in mehreren Genen, die für Enzyme des Estrogen-

metabolismus kodieren Polymorphismen, die einen Einfluss auf die Enzymaktivität 

nehmen und somit positiv oder negativ zur DNA Adduktbildung beitragen könnten. 

1.2.1. Polymorphismen 

Ein single nucleotide polymorphism (SNP) innerhalb des Gens, das für NQO1 kodiert 

(Pro187Ser, Tabelle 2) führt zu einer verringerten Estrogenchinon-Reduzierung zu Ka-

techolen (Singh et al., 2009). Das homozygote Ser/Ser-Enzym besitzt nur noch 2% 

der Aktivität des Pro/Pro-Enzyms (Traver et al., 1997). Die Aktivitätsverminderung 

rührt von einer verringerten Enzym-Halbwertszeit des Ser/Ser-Enzyms (1,2 h) im Ver-

gleich zum Pro/Pro-Enzym (18 h, Siegel et al., 2001). 
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Ein SNP innerhalb des Gens, das für COMT kodiert (Val158Met, Tabelle 2) führt zu 

einer etwa um den Faktor zwei reduzierten E2-Katechol Umsetzung (Dawling et al., 

2001 und Chen et al., 2004). Die verringerte Umsetzung des Met/Met-Allels fußt auf 

einer verringerten Thermostabilität (Syvanen et al., 1997). Der mRNA-Spiegel wurde 

dagegen in Hirngewebe nicht beeinflusst (Chen et al., 2004). Eine simultaner 

Pro187Ser NQO1-Polymorphismus, und eine COMT-Inhibition führten in humanen 

Drüsenepithel-Zellen zu einer um den Faktor drei erhöhten DNA-Adduktbildung im 

Vergleich zu Zellen ohne COMT-Inhibition mit einem Pro187Ser NQO1-

Polymorphismus (Singh et al., 2009). Somit könnte die Kombination des niedrig-akti-

ven NQO1-Allels mit dem niedrig-aktiven COMT-Allel einen direkten Einfluss auf die 

DNA-Adduktbildung nehmen. 

Ein SNP innerhalb des Gens, das für CYP1B1 kodiert (Leu432Val, Tabelle 2) führt zu 

einer um den Faktor drei erhöhten E2-Umsetzung zu 4-HO-E2 (Li et al., 2000). Die 

Aktivitätsänderung fußt auf einer Änderung der katalytischen Aktivität des Enzyms (zu-

sammengefasst in Trubicka et al., 2010 und in Shimada et al., 1999). Der Polymor-

phismus hatte in keinen Einfluss auf die entsprechenden mRNA-Spiegel in Zellen aus 

Vollblut (Helmig et al., 2010). 

Ein SNP innerhalb des Gens, das für GSTP1 kodiert (Ile105Val, Tabelle 2) führt zu 

einer drei bis vierfach niedrigeren Enzymaktivität (Ali-Osman et al., 1997 und Watson 

et al., 1998) und somit potentiell zu einer verringerten Estrogenchinon-Konjugation. 

Die Änderung der Enzymaktivität rührt dabei nicht von einer Änderung der katalyti-

schen Aktivität her, sondern von einer erhöhten sterischen Restriktion (Ali-Osman et 

al., 1997) und dadurch resultierenden geringeren Konjugationsfähigkeit (Salazar 

2009). Des Weiteren führte der homozygote Ile/Ile-Genotyp im Vergleich zum hetero-

zygoten Ile/Val- und zum homozygoten Val/Val-Genotyp zu einer signifikanten Reduk-

tion der Proteinexpression in Brustgewebe (Bhat et al., 2017). 

GSTM1- und GSTT1-copy number polymorphisms (CNPs, Tabelle 2) führen zu einer 

Deletion und somit zu einem kompletten Verlust des Gens bei Nullizygotie oder dem 

Verlust eines der beiden Allele bei Hemizygotie. Sowohl der nullizygote GSTM1-, als 

auch der nullizygote GSTT1-Genotyp führen zu einem Verlust der Enzymaktivität 

(Kawai et al., 2005). Ebenso führte Nullizygotie bei beiden Genen zu einem Verlust 

der mRNA-Expression in Lungengewebe (GSTT1 und GSTM1, Butler et al., 2011) und 
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in B-Lymphozyten (GSTT1, Moyer et al., 2007). Hemizygotie führte zu einer Verringe-

rung der mRNA-Expression im Vergleich zu Homozygotie in Lungengewebe (Butler et 

al., 2011). 

Ein SNP innerhalb des Gens das für HSD17B1 kodiert (C150A, Tabelle 2) führt zu 

einem Basenaustausch von Cytosin zu Adenin. Der Polymorphismus liegt im Intron 4 

des HSD17B1-Gens (Lee et al., 2012), also im nicht kodierenden Bereich und führt 

somit auch zu keiner Aminosäureveränderung. Bisher ist nicht klar welchen Einfluss 

der Polymorphismus auf das entsprechende Enzym nimmt. Allerdings ist der homozy-

gote C/C-Genotyp im Vergleich zum homozygoten A/A-Genotyp mit einem 5% höhe-

ren Brustkrebsrisiko assoziiert (Zhang et al., 2011), und könnte somit zur DNA-

Adduktbildung beitragen. Ebenso sind die SNPs in Genen, die für NQO1, CYP1B1, 

HSD17B1, GSTP1 und die CNPs die für GSTT1 und GSTM1 kodieren, mit einem er-

höhten Brustkrebsrisiko assoziiert (Zhang et al., 2011, Tabelle 2). 

Tabelle 2: Zusammenfassung der in dieser Arbeit untersuchten Polymorphismen. rs#: Reference SNP 
cluster ID. Die Angabe Aktivitätsänderung bezieht sich auf die aus dem jeweiligen Polymor-
phismus resultierende Aktivitätsanderung der enzymatischen Umsetzung des jeweiligen Pro-
teins im Vergleich zum Wildtyp. Das Brustkrebsrisiko ist jeweils auf den aus dem Polymor-
phismus resultierenden homozygoten Genotyp im Vergleich zum jeweiligen homozygoten 
Wildtyp bezogen. 1: Dawling et al. (2001) und Chen et al. (2004), 2: Li et al. (2000), 3: Kawai 
et al. (2005), 4: Ali-Osman et al. (1997), und Watson et al. (1998), 5: Traver et al. (1997). 

Gen/Enzym rs# 
Basenaus-

tausch 
Aminosäu-
reaustauch 

Aktivitäts-
änderung 

Brustkrebsrisiko 
(Zhang et al., 2011) 

COMT 4680 G>A Val158Met 50%1 - 

CYP1B1 1056836 C>G Leu432Val 300%2 -7% 

GSTM1 - Deletion - 0%3 +11% 

GSTP1 1695 A>G Ile105Val 25-33%4 +7% 

GSTT1 - Deletion - 0%3 +11% 

HSD17B1 676387 C>A - - +5% 

NQO1 1800566 C>T Pro187Ser 2%5 +27% 
 

1.2.1.1. Bestimmung von single nucleotide polymorphisms 

Eine Möglichkeit zu Bestimmung von SNPs ist, neben z.B. Next Generation Sequen-

cing (NGS, Kumar et al., 2012) allelischer Diskriminierung (Livak, 1999), und allelspe-

zifischer Primer-PCR (Kawai et al., 2005) die Restriktionsfragmentlängen-Polymor-

phismus (RFLP)-PCR (Wilson et al., 2000).  
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Bei der RFLP-PCR wird zunächst der betreffende Genabschnitt amplifiziert. Das Amp-

lifikat wird anschließend mittels Restriktionsenzym geschnitten, dessen Erkennungs-

sequenz den Polymorphismus einschließt, und somit nur bei einer der beiden Allelva-

rianten schneidet (Abbildung 4). Nach einer gelelektrophoretischen Auftrennung kann 

den Proben je nach Bandenlänge ein Genotyp zugeordnet werden. 

Bei der allelspezifischen Primer-PCR wird mit einer Multiplex-PCR mit zwei Primersät-

zen gearbeitet. Ein Primersatz besteht hierbei aus einem forward-Primer abseits des 

Polymorphismus und einem reverse-Primer, dessen 3‘-Ende eine der beiden allelspe-

zifischen Basen trägt und somit nur bindet sofern die betreffende Base vorhanden ist 

(Abbildung 4). Der zweite Primersatz besteht aus einem forward-Primer, dessen 3‘-

Ende die jeweils allelspezifische Base des polymorphen Allels trägt und einem re-

verse-Primer abseits des Polymorphismus. Der forward-Primer des ersten Primerpaa-

res ist dabei in einer unterschiedlichen, im Vergleich zum reverse-Primer des zweiten 

Primerpaares, Basenlängenentfernung vom Polymorphismus platziert. Je nach ho-

mozygotem Genotyp entsteht so ein nach gelelektrophoretischer Auftrennung anhand 

der Länge dem Genotyp zuordbares PCR-Produkt. Bei heterozygoten Proben entste-

hen entsprechend beide PCR-Produkte. Der forward-Primer des ersten und der re-

verse-Primer des zweiten Primerpaares ergeben unabhängig vom Genotyp immer ein 

gleich langes PCR-Produkt, welches als Reaktionskontrolle dienen kann. 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung der allelspezifischen Primer-PCR (ASSP, unten) und schema-
tische Darstellung der Restriktionsfragmentlängen-PCR (oben). 
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Die allelische Diskriminierung basiert auf einer Multiplex-TaqMan®-Sonden basierten 

realtime-PCR. Dabei wird die Zielsequenz mit einem passenden Primerpaar amplifi-

ziert. Zusätzlich sind im Reaktionsansatz zwei TaqMan®-Sonden, die jeweils an einen 

unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoff gebunden sind. Jede der beiden TaqMan®-

Sonden besteht dabei aus einer der Zielsequenz komplementären Basenabfolge, mit 

Ausnahme einer jeweils allelspezifischen Base, die etwa in der Mitte der TaqMan®-

Sonde platziert ist. So wird je nach homozygotem Genotyp ein Signal bei der entspre-

chenden Wellenlänge des jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffs detektiert (Abbildung 5). 

Bei heterozygoten Proben dementsprechend bei beiden Wellenlängen.  

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung der allelischen Diskriminierung. VIC und FAM: An die 
TaqMan®-Sonde gebundene Fluoreszenzfarbstoffe. Die Sonne steht indikativ für ein ent-
stehendes Fluoreszenz-Signal bei Abbau der TaqMan®-Sonde.  

1.2.2. Weitere Einflussfaktoren auf die DNA-Adduktbildung 

Neben Polymorphismen in Genen, die für Enzyme kodieren, die am Estrogenmetabo-

lismus beteiligt sind und potentiell einen Einfluss auf die Estrogen-DNA-Adduktbildung 

einnehmen können (Kap. 1.2), könnte die Einnahme von E2-freisetzenden Medika-

menten zur Linderung postmenopausaler Beschwerden potentiell zur Bildung von est-

rogenassoziierten DNA-Addukten beitragen. Des Weiteren gibt es noch andere Fakto-

ren wie die Einnahme von oralen Kontrazeptiva, der Konsum von isoflavonhaltigen 

Produkten und das Rauchverhalten, die in Zusammenhang mit jeweils substanzspezi-

fisch induzierter DNA-Adduktbildung diskutiert werden: 

17β-Estradiol und Ethinylestradiol 

Bei mit 2 mg E2/kg/Tag über 14 Tage behandelten Ratten waren im Gegensatz zur 

Kontrollgruppe in der Leber mittels 32P-Postlabeling substanzspezifische DNA-

Addukte detektierbar (Feser et al., 1996). Dagegen waren in mit 5 µg/ml E2 und in mit 

1 und 5 µg/ml EE über sechs Stunden inkubierten primären Humanleberzellen ebenso 

wie in der Kontrollgruppe mittels 32P-Postlabeling keine substanzspezifischen DNA-

Addukte detektierbar (Feser et al., 1998). In Lebern von Ratten, die mit 0,2 mg 
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EE/kg/Tag über 14 Tage behandelt wurden, waren ebenso wie bei der unbehandelten 

Kontrollgruppe mittels 32P-Postlabeling keine substanzspezifischen DNA-Addukte de-

tektierbar (Feser et al., 1996). Die DNA-Addukt Nachweisgrenze von 32P-Postlabeling 

beträgt etwa 1 Addukt pro 109-1010 Basen (zusammengefasst in Randerath und 

Randerath, 1994). Substanzspezifisch bedeutet im Zusammenhang mit 32P-Postla-

beling jedoch nicht zwangsweise E2- oder EE-DNA-Addukte, sondern nur spezifisch 

durch die Substanz induzierte DNA-Addukte. 32P-Postlabeling ist keine selektive Me-

thode (Gu et al., 2012) und kann eine Vielzahl an verschiedenen DNA-Addukten er-

fassen (zusammengefasst in Randerath und Randerath, 1994). 

Isoflavone 

Eine Supplementierung mit 1 g Daidzein und Genistein pro kg Diät zeigte in der Rat-

tenbrustdrüse und in Lymphozyten aus der Rattenmilz nach 16 bis 20 Wochen eine 

signifikant protektive Wirkung gegenüber durch eine einmalige Gabe von 80 mg/kg 

1,3-Dimethylbutylamin zu Beginn der Supplementierung induzierten Mutationen 

(Manjanatha et al., 2006). Dagegen erhöhte Genistein in V79-Zellen die Mutationsfre-

quenz im HPRT-Lokus (Kulling und Metzler, 1997). 

BMI und Rauchen 

Mittels 32P-Postlabeling gemessene aromatische DNA-Addukt-Spiegel in peripheren 

humanen Lymphozyten korrelierten signifikant negativ mit dem BMI und signifikant po-

sitiv mit der Anzahl an Zigaretten/Tag (Godschalk et al., 2002). Des Weiteren wurde 

CYP1A1 bei Rauchern in verschiedenen Geweben erhöht exprimiert (zusammenge-

fasst in Pelkonen et al., 1998) und könnte so über die vermehrte Bildung von Katecho-

len und Chinonen ebenso zur Entstehung von DNA-Addukten beitragen. 

Der Zusammenhang zwischen Rauchverhalten, einem erhöhtem BMI, dem Konsum 

von Isoflavonen, der Einnahme von EE und E2-freisetzenden Medikamenten mit der 

DNA-Adduktbildung in der humanen Brust ist dagegen nicht bekannt. Jedoch werden 

alle diese Faktoren, abgesehen von Isoflavon-Konsum, neben anderen wie der Meno-

pause, Nulliparität und dem Alter im Zusammenhang mit Brustkrebs diskutiert. Estro-

gene könnten dabei eine wichtige Rolle spielen. Die Assoziation zwischen Serum-Est-

rogenspiegeln und Brustkrebsrisko ist bei premenopausalen Frauen allerdings kontro-

vers diskutiert. So zeigten mehrere Studien eine signifikante Assoziation zwischen Se-

rum E2-Spiegeln und dem Brustkrebsrisiko, mehrere Studien jedoch beobachteten 

keine signifikante Assoziation (zusammengefasst in Samavat und Kurzer, 2015). Bei 
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postmenopausalen Frauen dagegen gab es eine klare Assoziation zwischen E1-, E2- 

und E1-S-Serumspiegeln und dem Brustkrebskrisiko (zusammengefasst in Samavat 

und Kurzer, 2015). Ebenso waren Estrogen-Urinspiegel bei Frauen zwischen 40 und 

74 stark mit dem Brustkrebsrisiko assoziiert (Moore et al., 2016). 

Orale Kontrazeptiva und Hormonersatztherapie 

Orale Kontrazeptiva werden im Zusammenhang mit dem Brustkrebsrisiko kontrovers 

diskutiert. Die Einnahme von oralen Kontrazeptiva ohne Differenzierung zwischen den 

einzelnen Formulierungen war bei mehreren Studien mit einem erhöhten Bruskrebsri-

siko assoziiert (zusammengefasst Evans und Sutton, 2015). Ebenso führte Hormon-

ersatztherapie mit konjugierten equinen Estrogenen, Progesteronen und EE zu einem 

erhöhten relativen Risiko von 1,2 bis 2,5 (zusammengefasst in Yager, 2015). Langzeit-

Hormonersatztherapie über einen Zeitraum von 5,6 Jahren ohne Berücksichtigung der 

Wirkstoffe der Präparate führte zu einem erhöhten Brustkrebsrisiko; bei einer reinen 

Estrogen-Hormonersatztherapie wurde dagegen bei einer Langzeit-Einnahme kein er-

höhtes Brustkrebsriko beobachtet (zusammengefasst in Marjoribanks et al., 2012). Bei 

multivariater Analyse wurde bei der Einnahme von oralen Kontrazeptiva kein erhöhtes 

Brustkrebsrisiko beobachtet (zusammengefasst in Kamińska et al., 2015). 

Isoflavone 

Alternativ zu einer Hormonersatztherapie zur Linderung postmenopausaler Beschwer-

den werden Phytoestrogene, zu denen unter anderem Isoflavone gehören, eingenom-

men (Limer und Speirs, 2004). Isoflavon-Supplementierung ist bei westlichen post-

menopausalen Frauen wahrscheinlich nicht mit einem erhöhten Brustkrebsrisiko as-

soziiert (EFSA-Panel, 2015). 

BMI 

Bei einem erhöhten BMI hatten besonders postmenopausale Frauen ein erhöhtes 

Brustkrebsrisiko (zusammengefasst in Kamińska et al., 2015). Übergewicht führt bei 

postmenopausalen Frauen möglicherweise aufgrund höherer zirkulierender Estrogen-

spiegel, welche im Fettgewebe synthetisiert werden, zu einem erhöhten Brustkrebsri-

siko (zusammengefasst in Samavat und Kurzer, 2015).  

Menopause 

Die Menopause führt zu Veränderungen der Insulin- und Leptin-Sensitivität und des 

Glukose- und Lipid-Metabolismus (zusammengefasst in Shapira, 2017). Der daraus 
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resultierende reduzierte Energieverbrauch kann zu Übergewicht und damit potentiell 

zu Brustkrebs beitragen (zusammengefasst in Shapira, 2017). 

Rauchen 

Rauchen war laut einer Meta-Analyse mit etwa 32.000 Brustkrebsfällen bei etwa 1 Mio 

Frauen bei aktuellen Rauchern mit einem um 12% und bei ehemaligen Rauchern mit 

einem 9% erhöhten erhöhten Brustkrebsrisiko assoziiert (Gaudet et al., 2013). Ein 

möglicher Mechanismus sind erhöhte Estrogen- und Androgen-Plasmaspiegel bei 

postmenopausalen Raucherinnen im Vergleich zu Nichtraucherinnen (Key et al., 

2011).  

Alter 

Neben Risikofaktoren, die potentiell in Zusammenhang mit E2 stehen, ist ein erhöhtes 

Alter der größte Risikofaktor für die Entwicklung von Brustkrebs (zusammengefasst in 

Samavat und Kurzer, 2015). So sind 80% der Frauen, bei denen Brustkrebs diagnos-

tiziert wird, älter als 50 und 50% aller Brustkrebsfälle bei Frauen treten im Alter zwi-

schen 50 und 69 Jahren auf (zusammengefasst in Kamińska et al., 2015). 

Nulliparität 

Des Weiteren führte Nulliparität laut einer Meta-Analyse von etwa 27.000 Brustkrebs-

fällen unter etwa 1,2 Mio. Frauen zu einem 8-12% erhöhten Brustkrebsrisiko (Reeves 

et al., 2009). In Verbindung mit Parität und dem Brustgewebe steht der lobule type. 

Der histologisch bestimmte lobule type stellt ein Maß für die laktationsinduzierte Aus-

differenzierung des Gewebes dar. Bei nulliparen Frauen liegt lobule type 1 nullipar 

(Lob1np) vor (Russo und Russo, 2004). Während der Schwangerschaft steigt er über 

Typ 2/3 bis Typ 4 während der Laktation (Russo und Russo, 2004). Nach dem Abstillen 

findet direkt eine Regression zu Lob2/3 statt; die anschließende Involution bis hin zu 

Lobule type 1 par (Lob1p) kann dagegen bis zur Menopause dauern (Russo und 

Russo, 2004). Die Gewebe-Ausdifferenzierung könnte somit ein weiterer Faktor in Zu-

sammenhang mit Brustkrebs sein. 
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1.3. Oxidativer Stress 
Oxidativer Stress steht ebenso wie z.B. ein erhöhter BMI oder Rauchen und zahlreiche 

andere Faktoren (Kap. 1.2.2) in Verbindung mit Brustkrebs (zusammengefasst in 

Reuter et al., 2010). Oxidativer Stress kann zu DNA-Schäden führen (zusammenge-

fasst in Kang, 2002) und ist somit potentiell ein weiterer wichtiger Faktor im Zusam-

menhang mit DNA-Schädigung im Brustgewebe. Oxidativer Stress kann die Transkrip-

tion einer Vielzahl von Transkriptionsfaktoren wie z.B. Aryl-Hydrocarbon Rezeptor 

(AHR) und NFE2L2 induzieren (Park et al., 2009 und zusammengefasst in Reuter et 

al., 2010). AHR und NFE2L2 wiederum können über Bindung an ein responsives Ele-

ment in der Promotorregion von Genen, die für die GCLC (NEFE2L2, Lu, 2009), ein 

Schlüsselenzym bei der Glutathionsynthese (Kap. 1.1.5), und die NQO1 (AHR und 

NFE2L2, Xu et al., 2005) kodieren, binden und somit die NQO1- und GCLC-

Genexpression, beides somit Marker für oxidativen Stress, induzieren (Abbildung 6). 

Oxidativer Stress kann zu Zellzyklusarrest führen (zusammengefasst in Migliore und 

Coppedè, 2002). So sind humane mit Wasserstoffperoxid behandelte Fibroblasten 

apoptotisch oder zeigen einen G1- oder G2/M-Zellzyklusarrest (Juping und Merret, 

2000). Indikativ für einen Zellzyklusarrest sind z.B. die Cyklin-abhängigen Kinaseinhi-

bitoren (CDKN) 1A und CDKN1B, welche für den Cyklin-abhängigen Kinaseinhibitor 

p21 und p27 kodieren. p21 moduliert den Zellzyklus negativ (zusammengefasst in 

Gartel und Radhakrishnan, 2005). CDKN1B-Induktion führt zu G1-Zellzyklusarrest (zu-

sammengefasst in Burhans und Heintz, 2009). Des Weiteren sind proliferationsasso-

zierte Ki-67 Antigen (MKI67)-Transkriptspiegel ein Marker für proliferierende Epithel-

zellen in Brustdrüsengewebe (Eigeliene et al., 2008). Cyklin D1 (CCND1) reguliert die 

Zellzyklus-Progression in der G1-Phase (Baldin et al., 1993). CCND1-Transkription 

kann dabei über E2-Bindung an den Estrogenrezeptor α (ESR1) induziert werden 

(Eigeliene et al., 2008). 
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Zu möglichen Einflussfaktoren auf oxidativen Stress und somit potentiell die Transkrip-

tion von GCLC, NQO1 und NFE2L2 in der weiblichen Brust induzierenden Faktoren 

gehören neben dem Lebensstil wie Alkoholkonsum, dem BMI, Rauchverhalten und der 

Einnahme von estrogenaktiven Medikamenten, auch das Alter, die Menopause und 

der Konsum von Isoflavonen. Für einige dieser potentiellen Einflussfaktoren wurde in 

der Literatur bereits neben einem direkten Einfluss auf GCLC-, NQO1- und NFE2L2-

Protein- oder Transkriptspiegel ein Einfluss auf andere Marker für oxidativen Stress in 

humanem Blut, Gewebe, Zellen oder im Tiermodell beschrieben: 

Alkoholkonsum 

Akuter und chronischer Alkoholkonsum erhöhte die Produktion von ROS und steigerte 

somit oxidativen Stress in vielen tierischen und humanen Geweben (zusammenge-

fasst in Albano, 2006). Ein Einfluss des Alkoholkonsums auf oxidativen Stress in hu-

manem Brustgewebe wurde bisher in der Literatur nicht beschrieben, allerdings wurde 

ein Einfluss auf Marker für oxidativen Stress im Tierversuch und auf verschiedene Zell-

linien beschrieben: 

Nach täglicher Ethanolgabe (8-13 g/kg Körpergewicht) über neun Wochen verdoppelte 

sich in der Leber von Wistar-Ratten im Vergleich zur Kontrollgruppe die mRNA-Ex-

pression der katalytischen GCLC heavy subunit (GCLC-HS), die Expression der regu-

latorischen light subunit (LS) dagegen blieb unverändert (Lu et al., 1999). Dagegen 

führte 20%iger Ethanol-Trinkwasserzusatz über acht Wochen bei Mäusen zu einer sig-

nifikant um 80% niedrigeren NFE2L2-mRNA-Expression im Vergleich zur Kontroll-

gruppe (Sueblinvong et al., 2014). NQO1-mRNA-Spiegel waren um den Faktor zwei 

nach Gabe von 9-16 g Ethanol/kg Körpergewicht über neun Wochen in Kupfferzellen 

von Wistar-Ratten und nach Inkubation mit 100 mM über acht Stunden in primären 

THP1-Zellen von Wistar-Ratten um den Faktor vier erhöht (Yeligar et al., 2010). Etha-

nolkonsum förderte die Bildung von 1-Hydroxyethyl-Radikalen und Superoxid-Anionen 

in humanen Leukozyten und Endothelzellen (zusammengefasst in Albano, 2006). Des 

Weiteren war die GCLC-mRNA-Expression in der primären Hepatozyten von ICR-

Mäusen nach 24-stündiger Inkubation mit 100 mM Ethanol im Vergleich zu unbehan-

delten Zellen erhöht (Kimura et al., 2009). Bei primären Maus-Lungenfibroblasten 

führte die Inkubation mit 60 mM Ethanol zu signifikant halbierten NFE2L2-mRNA-

Spiegeln im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Sueblinvong et al., 2014). 
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BMI 

Ein hoher BMI führt zu einer Erhöhung proinflammatorischer Mediatoren bei überge-

wichtigen Frauen und Inflammation führt zur vermehrten ROS-Produktion (Kap. 1.1.5). 

Ein Einfluss des BMI auf oxidativen Stress in humanem Brustgewebe wurde bisher 

nicht beschrieben. Dagegen wurde ein Einfluss auf Marker für oxidativen Stress im 

humanen Plasma und im Tierversuch bereits beschrieben: 

Peroxid-Plasmaspiegel waren bei übergewichtigen Menschen im Vergleich zu Normal-

gewichtigen erhöht (Wonisch et al., 2012). Plasmaspiegel von thiobarbitursäurereakti-

ven Substanzen, Marker für oxidativen Schaden, korrellierten im Menschen signifikant 

mit dem BMI und dem Hüftumfang; in übergewichtigen KKay-Mäusen waren Spiegel 

von eben jenen Markern im Vergleich zur Kontrollgruppe (C57BL/6J-Mäuse) signifikant 

erhöht (Furukawa et al., 2004). GCLC-mRNA-Spiegel waren im Fettgewebe von über-

gewichtigen C57BL/6J- und ob/ob-Mäusen im Vergleich zu normalgewichtigen signifi-

kant erhöht (Kobayashi et al., 2009). Ebenso waren NFE2L2-mRNA-Spiegel in 

C57BL/6J-Mäusen, die über zwölf Wochen fettreich ernährt wurden, im Vergleich zur 

Kontrollgruppe signifikant um den Faktor drei erhöht (Kim et al., 2004). 

Rauchen 

Zigarettenrauch enthält viele in humanem Brustfett lösliche lipophile Bestandteile (Kap. 

1.1.5). Ein Einfluss von Rauchen auf oxidativen Stress in humanem Brustgewebe 

wurde bisher nicht beschrieben. Dagegen wurde ein Einfluss von Rauchen und Ziga-

rettenrauch auf Marker für oxidativen Stress im humanen Plasma, in der Lunge, im 

Pankreas, in der retinalen Pigment-Epithelschicht, im Tierversuch und auf humane 

Zelllinien bereits gezeigt: 

Rauchen erhöhte den Malon-Dialdehyd-Spiegel, einem Marker für oxidativen Stress, 

im Humanplasma und –urin (Agarwal, 2005). In Lavagen von humanen Raucherlungen 

war ein etwa um den Faktor vier erniedrigter GCLC-LS-Transkriptspiegel im Vergleich 

zu Lavagen aus Nichtraucherlungen zu finden (Neurohr et al., 2003). GCLC-HS-

Transkriptspiegel unterschieden sind in Lavagen von Raucherlungen im Vergleich zu 

Lavagen von Nichtraucherlungen nicht signifikant (Neurohr et al., 2003). NQO1-

Transkriptspiegel waren in Kleine-Atemwege-Zellen von Rauchern im Vergleich zu 

Nichtrauchern um den Faktor 2,4 signifikant erhöht (Hübner et al., 2009) und im 

Pakreas von Rauchern um den Faktor fünf im Vergleich zu Nichtrauchern erhöht (Lyn-

Cook et al., 2006). Des Weiteren erhöhte Rauchen und Zigarettenrauch Marker für 
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oxidativen Stress in der retinalen Pigment-Epithelschicht in Mensch, Maus und Ratte 

(zusammengefasst in Cano et al., 2010). Sprague-Dawley-Ratten, die über zwei Wo-

chen für zwei Stunden pro Tag Zigarrettenrauch ausgesetzt waren, zeigten in ihrer 

Bauchschlagader eine signifikante NQO1-mRNA-Spiegel Abnahme im Vergleich zur 

Kontrollgruppe (Wang et al., 2016). 

Die Inkubation von humanen A549-Epithelzellen mit 50 µg/ml Zigarettenrauchkonden-

sat über 24 h führte zu vierfach erhöhten GCLC-mRNA-Spiegeln im Vergleich zu un-

behandelten Zellen (Kaushik et al., 2008). Des Weiteren führte die Behandlung der 

humanen Makrophagen Zelllinie THP1 mit 0,1 und 10 µg/ml Zigarettenrauchkondens-

atlösung nach 6, 24 und 48 h im Vergleich zu unbehandelten Zellen zu signifikant er-

höhten und nach 72 h signifikant erniedrigten NFE2L2-mRNA-Spiegeln (Goven et al., 

2009). Primäre bronchiale und tracheale humane Epithelzellen zeigten nach Inkuba-

tion mit elf verschiedenen Zigarettenrauchkondensaten (jeweils 4 µg/ml) über 18 Stun-

den bei neun der Zigarettenrauchkondensate einen um Faktor zwei bis fünf erhöhten 

NQO1-mRNA-Spiegel (Pickett et al., 2010). NFE2L2-Proteinspiegel in primären huma-

nen alveolaren Epithelzellen waren nach 24-stündiger Exposition mit 1,5 und 10%igem 

Zigarettenrauchkondensat signifikant erhöht (Kosmider et al., 2011). In der humanen 

Makrophagen Zelllinie THP1 führte eine Exposition mit 0,1 und 10 µg/ml Zigaretten-

rauchkondensatlösung nach 48 und 72 Stunden zu einer signifikant niedrigeren 

NFE2L2-Proteinexpression im Vergleich zur Behandlung nach null Stunden (Goven et 

al., 2009). NFE2L2-Transkriptspiegel waren in 24 Stunden mit dem Kondensat einer 

Zigarette behandelten primären alveolaren Makrophagen von C57BL/6J-Mäusen sig-

nifikant im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe erhöht (Vecchio et al., 2010).  

Estrogenaktive Medikamente 

EE inhibiert die CYP1A1- und CYP1B1-Aktivität (Chang et al., 2009) und könnte so 

indirekt zur Reduzierung von reaktiven oxidativen Stress-induzierenden Estrogen-Me-

taboliten beitragen. Ein Einfluss estrogenaktiver Medikamente auf oxidativen Stress in 

humanem Brustgewebe wurde in der Literatur bisher nicht beschrieben. Dagegen 

wurde ein Einfluss auf Marker für oxidativen Stress im humanen Plasma, im Tierver-

such und auf humane Zelllinien bereits beschrieben: 

EE als orales Kontrazeptivum eingenommen erhöhte in weiblichen Probandinnen die 

Spiegel an oxidiertem LDL und Lipid-Peroxiden im Blut signifikant (De Groote et al., 

2009). ACI-Ratten, die über acht Monate ein Pellet mit 3 mg E2 in sich trugen, zeigten 
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eine signifikant erniedrigte NFE2L2-mRNA-Expression im Brustgewebe im Vergleich 

zur Kontrollgruppe (Singh et al., 2014). 

Eine 24-stündige Exposition von, mit einem Gen für ESR2 transfizierten, humanen 

MCF-7-Zellen mit 6 nM E2 führte zu einer um den Faktor drei erniedrigten GCLC-

mRNA-Transkription im Vergleich zu unbehandelten Zellen (NURSA Datenbank: 

Chang et al., 2008). Bei ESR1 negativen humanen Brust-Adenokarzinom MDA-MB-

231-Zellen führte eine Inkubation mit 10 nM E2 über 2-8 h zu einer zwei bis vierfach 

erhöhten GCLC-mRNA-Expression im Vergleich zu unbehandelten Zellen (NURSA 

Datenbank: Stender et al., 2010). Des Weiteren führte eine Exposition von MCF-7-

Zellen mit 100 nM E2 für 10, 40 und 160 min zu einer neunfachen Erhöhung der 

NFE2L2-mRNA-Expression (NURSA Datenbank: Hah et al., 2011). Über 12 h mit 

100 nM E2 inkubierte und mit siRNA des Retionid-Rezeptor α-transfizierte MCF-7-

Zellen zeigten eine signifikante Abnahme des NFE2L2-Transkriptspiegels im Vergleich 

zur unbehandelten Kontrollgruppe (NURSA Datenbank: Ross-Innes et al., 2010). 

Ebenso waren bei humanen MCF-10A-Brustkrebszellen bei einer Inkubation mit 10 nM 

E2 für 48 h NFE2L2-Proteinspiegel signifikant erniedrigt (Singh et al., 2014). Eine In-

kubation von MCF-7-Zellen mit 10 nM E2 für 24 h und mit 60 pM für 48 h verringerte 

die NQO1-mRNA-Transkription um Faktor zwei bis drei (NURSA Datenbank: Coser et 

al., 2003, Creighton et al., 2006 und Wardell et al., 2012). 

Menopause 

Ein Einfluss der Menopause auf oxidativen Stress in humanem Brustgewebe wurde 

bisher nicht beschrieben. Dagegen waren Plasmaspiegel an Konformationsepitopen 

im apoB-100 Teil von LDL, einem Marker für oxidiertes LDL, in postmenopausalen 

Frauen signifikant höher als in prämenopausalen Frauen (Santo Signorelli et al., 2006). 

Alter 

Ein Einfluss des Alters auf oxidativen Stress in humanem Brustgewebe wurde bisher 

nicht beschrieben. Dagegen wurde ein Einfluss auf Marker für oxidativen Stress im 

humanen Frontal-Cortex, in Endothelzellen der Oberarmarterie, in der Leber und im 

Tierversuch bereits gezeigt: 

Das Alter war im humanen Frontal-Cortex mit der Überexpression von Genen, die als 

Antwort auf zellulären Stress exprimiert werden, assoziiert (Lu et al., 2004). Nitrotyro-

sin, eine durch oxidativen Stress modifizierte Aminosäure, war bei alten Männern 



1.3 Oxidativer Stress 
 

26 
 

(63±1 Jahre) im Vergleich zu jungen (23±1 Jahre) in Endothelzellen aus der Oberarm-

Arterie und antekubitalen Venen signifikant erhöht (Donato et al., 2007). Die NQO1-

Proteinexpression in der humanen Leber korrelierte negativ mit dem Alter (Rougee et 

al., 2016). 

NQO1-mRNA-Spiegel von 15 bis 27 Monate alten C57BL/6J-Mäusen waren in der Le-

ber, Lunge, Kleinhirn und im retinalen Pigmentepithelium im Vergleich mit drei bis neun 

Monate alten Mäusen um den Faktor zwei bis zehn höher (Fu et al., 2012, Sachdeva 

et al., 2014 und Zhang et al., 2012). NQO1-Transkriptspiegel waren in der Leber von 

eineinhalb bis zweijährigen Sprague-Dawley-Ratten im Vergleich zu zwei Monate alten 

Ratten um 62% niedriger (Shih und Yen, 2007). In der Leber, Lunge und Niere von 

zwölf und 24 Monate alten Ratten war signifikant um 20-62% weniger GCLC-mRNA 

zu finden als bei drei Monate alten Ratten (Liu und Choi, 2000). Des Weiteren war die 

GCLC-HS-Proteinexpression bei 17-Monate alten Ratten im Vergleich zu vier Monate 

alten Ratten in unterschiedlichen Gehirnregionen statistisch nicht verändert, die 

GCLC-LS-Proteinexpression dagegen signifikant erniedrigt (Zhu et al., 2006). 

NFE2L2-Proteinspiegel waren in der Leber von 24 bis 28 Monate alten Fisher-344-

Ratten im Vergleich zu zwei bis fünf Monate alten Ratten etwa um 50% erniedrigt (Suh 

et al., 2004). Des Weiteren war die NFE2L2-Proteinexpression im Herz von C57BL/6J-

Mäusen die älter als 23 Monate waren im Vergleich zu zwei Monate alten signifikant 

verringert (Gounder et al., 2012). In primären kultivierten Hepatozyten von 24-28 Mo-

nate alten Fisher-344-Ratten waren im Vergleich zu Hepatozyten von 6-8 Monate alten 

Ratten NFE2L2-Proteinspiegel signifikant um etwa 50% erniedrigt (Shih und Yen, 

2007). 

Isoflavone 

Ein Einfluss von Isolavonen auf oxidativen Stress in humanem Brustgewebe wurde in 

der Literatur bisher nicht beschrieben. Dagegen wurde ein Einfluss auf Marker für oxi-

dativen Stress in humanem Blut und im Tierversuch bereits gezeigt: 

Die tägliche Supplementierung von 50 mg Isoflavonen über drei Wochen führte bei 

gesunden Frauen im Vergleich zu nicht-supplementierten Frauen zu einer Reduktion 

an 5-Hydroxymethyl-2-Deoxyuridin, ein Marker für oxidativen Stress, in DNA aus nuk-

leären Blutzellen um 47% (Djuric et al., 2001). Dagegen zeigten postmenopausale 

Frauen nach einer sechswöchen Supplementierung mit 40 g Sojaprotein/Tag keine 

signifikante Reduktion an Stressmarkern (Protein-Carbonyle, oxidiertes LDL und 8-
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Isoprostaglandin-F2α) im Blut (Engelman et al., 2005). Die Supplementierung mit 

50 mg Novasoy-Isoflavon-Mix über drei Wochen führte bei gesunden Männern zu ei-

ner signifikanten Abnahme von 5-Hydroxymethyl-2′-Deoxyuridin, einem Marker für oxi-

dativen DNA-Schaden, in periphären Blut-Lymphozyten (Davis et al., 2001). 

Über 8-24 Wochen mit Soja-Isoflavon-Extrakten (150-334 ppm Isoflavonsumme) 

supplementierte Sprague-Dawley-Ratten zeigten eine signifikante Abnahme an Super-

oxid-Dismutase- und Katalase-Aktivität in verschiedenen Organen (Liu et al., 2005). In 

humanen EA.hy926-Endothelzellen führte eine Inkubation mit 50 µM Genistein über 

24 h zu einer NFE2L2-Translokation und so zu einer erhöhten GCLC-Transkription 

(Hernandez-Montes et al., 2006).
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2. Problemstellung 

Brustkrebs ist bei Frauen in Deutschland nach wie vor die häufigste Krebserkrankung. 

Nur ein kleiner Teil der Brustkrebs-Erkrankungen ist auf vererbte genetische Defekte 

zurückzuführen. Der überwiegende Anteil der Erkrankungen fußt auf spontan im Laufe 

des Lebens erworbenen Mutationen. Daher ist es wichtig, Einflussfaktoren auf die Mu-

tationsrate in gesundem Brustgewebe zu kennen. Sowohl nukleäre, als auch mito-

chondriale DNA könnte dabei eine Rolle spielen. 

Ein Zusammenhang zwischen mitochondrialen DNA-Schäden und Krebsrisiko wird ge-

genwärtig kontrovers diskutiert. So wurde in der Literatur bereits eine signifikant hö-

here mitochondriale Spontanmutationsfrequenz in tumorigenen kultivierten humanen 

Brustgewebeszellen, im Vergleich zu immortalisierten, nicht tumorigenen, kultivierten 

Brustgewebszellen, beschrieben. Infolgedessen war das Ziel dieser Arbeit zunächst 

Einflusskaktoren auf mitochondriale DNA-Schäden in gesundem weiblichem Brustge-

webe zu identifizieren. Dafür sollten Gewebeproben von gesunden Frauen, die sich 

aus kosmetischen Gründen einer Mammareduktion unterziehen, akquiriert und zusätz-

lich Informationen zu Variablen, die Einfluss auf die mitochondriale Spontanmutations-

frequenz haben könnten, gesammelt werden. Am Lehrstuhl sollten zudem weitere po-

tentiell wichtige Variablen bestimmt werden. Dazu gehört zum einen der lobule type 

der Gewebeproben, ein Maß für schwangerschaftsabhängige Gewebeausdifferenzie-

rung, zum anderen gehören dazu Estrogen- und Estrogenmetabolitspiegel und Tran-

skriptspiegel von Genen, die für am Estrogen-Metabolismus beteiligte Enzyme, Tran-

skriptonsfaktoren und Rezeptoren kodieren. Als weitere potentiell wichtige Variablen 

sollten am Lehrstuhl Oxycholesterolspiegel und am Max-Rubner-Institut in Karlsruhe 

Isoflavonspiegel im Gewebe der Probandinnen bestimmt werden. 

Anschließend sollte die mitochondriale Spontanmutationsrate ermittelt werden. Da bei 

gesundem humanem Gewebe in mitochondrialer DNA eine äußerst niedrige Spontan-

mutationsfrequenz erwartet wird (8*10-7 - 4*10-4*bp-1), ist es notwendig, mit einer Me-

thode zu arbeiten, die sensitiv genug ist, um diese niedrige Spontanmutationsfrequenz 

abzubilden. Der Random Mutation Capture Assay stellt in dieser Hinsicht eine geeig-

nete Methode dar. Er besteht, nach erfolgreicher DNA-Isolation und TaqI-Verdau, im 

Wesentlichen aus zwei Schritten: der Kopienzahlbestimmung und der Mutantenzahl-

bestimmung. Eine möglichst hohe Sensitivität der beiden Schritte ist dabei essentiell, 
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um niedrige Kopienzahlen und einzelne Mutanten erfassen zu können. Des Weiteren 

wird eine möglichst hohe Richtigkeit und Reproduzierbarkeit der Kopienzahlbestim-

mung angestrebt. Deshalb sollten zunächst, nach entsprechender Primer-Entwick-

lung, die einzelnen PCR-Schritte für eine möglichst hohe Sensitivität optimiert werden 

und hinsichtlich ihrer Leistungsstärke charakterisiert werden. Anschließend sollte die 

mitochondriale Spontanmutationsfrequenz aller geeigneten Gewebespenden be-

stimmt und Einflussfaktoren darauf mittels multipler linearer Regressionsanalyse iden-

tifiziert werden. 

In Bezug auf nukleäre DNA gelang es am Lehrstuhl bereits mittels Random Mutation 

Capture Assay die Spontanmutationsfrequenz von gesundem humanem Brustdrüsen-

gewebe im Intron des Tumorsupressor-Gens P53 zu bestimmen. Da für die Anwen-

dung des Random Mutation Capture Assays auf nukleäre DNA ein vorhergehender 

Restriktionsenzym-Verdau und eine Hybridisierung der Zielsequenz mit einer komple-

mentären biotinylierten Sonde notwendig ist, erwies sich die Methode jedoch als zu 

zeitaufwendig und unwirtschaftlich für eine Spontanmutionsfrequenz-Bestimmung ei-

ner größeren Anzahl an Proben. Mutationen können aufgrund von DNA-Adduktbildung 

entstehen. Bei der Entstehung von reaktiven Verbindungen, die in der weiblichen 

Brustdrüse in der Lage sind DNA-Addukte zu bilden, wird derzeit von einer Rolle des 

Estrogenmetabolismus ausgegangen. In Kooperation mit Professor Dandekar vom 

Lehrstuhl für Bioinformatik der Universität Würzburg wurden am Lehrstuhl bereits 

DNA-Adduktflüsse in weiblichem Brustdrüsengewebe mittels bioinformatischer cons-

traint-based Netzwerkmodellierung errechnet. In dieser Arbeit sollten daher Einfluss-

faktoren auf diese DNA-Adduktflüsse untersucht werden. Für das Netzwerk-Modell 

wurden Transkriptspiegel als Surrogat für die Enzymaktivität verwendet. Dies stellt al-

lerdings eine Vereinfachung der Enzymaktivität dar. Daher sollten zunächst relevante 

Polymorphismen in Genen, die für am Estrogenmetabolismus beteiligte Enzyme ko-

dieren, identifiziert werden. Daraufhin sollte eine geeignete Methode zur Genotypisie-

rung ausgewählt, geeignete Positivkontrollen identifiziert und diese mit einer zweiten 

Methode verifiziert werden. Anschließend sollten alle vorhandenen Proben genotypi-

siert und die ermittelten Allelfrequenzen auf ihre Plausibilität hin überprüft werden. Um 

zu ermitteln, ob die Polymorphismen zur besseren Erklärung der jeweils abhängigen 

Variablen bei bereits am Lehrstuhl gerechneten multiplen linearen Regressionsmodel-

len zur Identifizierung von Einflussfaktoren auf Estrogen-Gewebespiegel im Brustge-

webe beitragen, sollten die bereits am Lehrstuhl gerechneten Modelle erneut unter 
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zusätzlicher Berücksichtigung der jeweiligen Polymorphismen gerechnet werden. Um 

die relative Aktivität der Allele im Netzwerkmodell zu korrigieren, sollten anschließend 

in Kooperation mit dem Lehrstuhl für Bioinformatik der Universität Würzburg zusätzli-

che DNA-Adduktflüsse unter Berücksichtigung der Genotypen gerechnet werden. Da-

raufhin sollten beide Modelle durch Vergleich mit real gemessenen Daten validiert wer-

den. Danach sollten mittels multipler linearer Regression Einflussfaktoren auf die er-

rechneten DNA-Adduktflüsse ermittelt werden. 

Die DNA-Adduktflüsse bilden genotoxischen Stress, der durch direkte Interaktion von 

Katecholen aus dem Estrogenmetabolismus mit der DNA entsteht, ab. Reaktive Sau-

erstoff-Spezies, die durch Redox-Cycling der Estrogenkatechole entstehen können, 

werden dabei nicht abgebildet. Zur Identifizierung von Einflussfaktoren auf oxidativen 

Stress in der weiblichen Brust eignen sich Spiegel von Transkripten, deren Expression 

bei oxidativem Stress induziert wird, wie die der NADPH-Chinon-Oxidoreduktase 1, 

der γ-Glutamyl-Cystein-Ligase und des Transkriptionsfaktors nuclear factor (erythroid-

derived 2)-like 2. Da eine Vielzahl an potentiellen Einflussfaktoren auf oxidativen 

Stress im weiblichen Brustdrüsen- und Brustfettgewebe in Frage kommt, sollten eben 

jene Einflussfaktoren mittels multipler linearer Regressionsanalyse ermittelt werden. 

Zusammengefasst sollte die mitochondriale Spontanmutationsfrequenz erstmals in 

gesundem humanem Brustgewebe bestimmt und in Kombination mit bioinformatischer 

Netzwerkmodellierung und multipler linearer Regressionsanalyse ein umfassendes 

Bild der verschiedenen Einflussfaktoren auf mitochondrialen und estrogeninduzierten 

genotoxischen Stress in der gesunden weiblichen Brust dargestellt werden.
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3. Material und Methoden 
 

3.1. Material 
3.1.1. Geräte 

Analysenwaage Mettler Analytical Balance AE 240 Dual Range Balance (Met-

tler-Toledo GmbH, Gießen) 

Biofreezer Typ 6483 (GFL – Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burgwe-

del) 

Brutschrank CO2 Inkubator CB 150 (Binder GmbH, Tuttlingen) 

Digital-Kamera Digital Sight DS-U3 (Nikon GmbH, Düsseldorf) 

Dounce Tissue Grinder 15 ml Dounce Tissue Grinder (Wheaton, Millville NJ-USA) 

Durchflusszytometer Partec CyFlow Space (Partec GmbH, Münster) 

Elektrophoresekammern Modell 40-0911, PerfectBlue Gelsystem Mini M (Peqlab Bio-

technologie GmbH, Erlangen) 

 Modell 40-1410, PerfectBlue Gelsystem Breitformat-Gelsystem 

Mini ExM (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen) 

 Modell 40-2314, PerfectBlue Gelsystem Breitformat-Gelsystem 

Mini ExW (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen) 

 Modell 41-1325, PerfectBlue Gelsystem Maxi S (Peqlab Bio-

technologie GmbH, Erlangen) 

 VG-SYS UNIT COMPLETE, (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) 

Feinwaage AT21 Comparator (Mettler-Toledo GmbH, Gießen) 

Geldokumentationssystem Molecular Imager®, ChemiDocTM XRS+ (Bio-Rad Laboratories 

GmbH, München) 

Heizplatte mit Magnetrührer IKA® RCT basic (IKA®-Werke GmbH, Staufen) 

Hybridisierungsofen Perfect Blot (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen) 

Inverses Phasenkontrast- 

mikroskop 

Axio Observer D1 (Carl Zeiss GmbH, Göttingen) 

Nikon Eclipse TS100 10x/0,25 Ph1 (Nikon GmbH, Düsseldorf) 

 Wilovert S, Objektiv: A Ph 10/0,25 Ph I (Helmut Hund GmbH, 

Wetzlar) 

Millipore-Anlage Millipak® Millipore 0,22 μm (Millipore GmbH, Schwalbach) 

Mörser für stickstoffgekühltes 

Gewebe 

Eigenbau Werkstatt Institut für Pharmazie und Lebensmittelche-

mie Universität Würzburg 

Lochplatte für das TECAN-

Plattenlesegerät 

NanoQuant Plate ™, (Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim) 

Neubauer Zählkammer 0,100 mm Tiefe, 0,0025 mm2 (Laboroptik Ltd., Lancing, UK) 

pH-Elektrode SenTix-81 (WTW GmbH, Weilheim) 

pH-Meter inoLab pH 720 (WTW GmbH, Weilheim) 

Photometer UV-Vis Spectrophotometer UV-mini-1240 (Shimadzu Deutsch-

land GmbH, Duisburg) 
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Pipetten 0,5-10 μl Discovery Comfort DV10, (Abimed GmbH, Langen-

feld) 

 5-50 μl Discovery Comfort DV 50C (Abimed GmbH, Langenfeld) 

 10-100 μl Discovery Comfort DV100, (Abimed GmbH, Langen-

feld) 

 20-200 μl, Discovery Comfort DV 200C (Abimed GmbH, 

Langenfeld) 

 100-1000 μl Discovery Comfort DV 1000, (Abimed GmbH, 

Langenfeld) 

 1000-5000 μl Discovery Comfort DV 5000C (Abimed GmbH, 

Langenfeld) 

 8-Kanalpipette, Discovery+ Comfort 20-200 μl und 50-300 μl 

(Abimed GmbH, Langenfeld) 

 Multipette® plus (Eppendorf AG, Hamburg) 

 10-100 μl Pipet lite RAININ, L100 (Mettler-Toledo GmbH, Gie-

ßen) 

 100-1000 μl Pipet lite RAININ L1000 (Mettler-Toledo GmbH, 

Gießen) 

Pipettierhelfer Accu-jet® pro (Brand GmbH + CO KG, Wertheim) 

Plattenlesegerät infinite F200 (Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim) 

Präzisionswaage SI-2002 (Denver Instrument GmbH, Göttingen) 

Rotationsmixer Multi Bio RS-24 (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen) 

Spannungsgeber für Elektro-

phoreseapparatur 

POWER PAC 1000, 200/240 V (Bio-Rad Laboratories GmbH, 

München) 

Thermocycler Primus 96 Thermal Cycler (MWG Biotech, Ebersberg) 

 Primus 25 advanced (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen) 

 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, 

Darmstadt) 

Sterile Werkbank NU-480-600 (IBS Integra Biosciences, Fernwald) 

Thermomixer Thermomixer compact (Eppendorf AG, Hamburg) 

Trockenschrank zur  

Heißsterilisation 

FD 115 (Binder GmbH, Tuttlingen) 

Ultraschallbad Sonorex TK52 (Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin) 

UV-Tisch Modell PHER01 (Biotec-Fischer GmbH, Reiskirchen) 

Vakuumpumpe PC 2002 VARIO/ PC 2004 VARIO (Vacuubrand GmbH & Co 

KG, Wertheim) 

Wasserbad NGW Lauda MS Gerätenummer: J16030 (Dr. R. Woboser KG, 

Königshofen) 

 WNB 10 (Memmert, Schwabach) 

Workstation Ultraviolet Sterilizing PCR Workstation (Peqlab Biotechnologie 

GmbH, Erlangen) 



3.1 Material 
 

35 
 

Zentrifugen Tischzentrifuge: Combi-Spin mit Vortex (Peqlab Biotechnologie 

GmbH, Erlangen) 

 Kleinzentrifuge: EBA 12 (Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tutt-

lingen) 

 Zentrifuge für 96-well-Platten: Hereaus Multifuge 3SR+ 

(Thermo Scientific, Langenselbold) 

 Cellspin I (THARMAC GmbH, Waldsolms) 

 

3.1.2. Verbrauchsmaterialien 

Adhesiv-Folie für realtime-PCR 

96- und 384-well-Platten 

MicroAmp® Optical Adhesive Film, Art.-Nr.: 4313663 (Applied 

Biosystems, Darmstadt) 

CellTrics® CellTrics® 50 μm, Art.-Nr.: 04-0042-2317 (Partec GmbH, 

Münster) 

Einmal-Injektionskanülen 100 Sterican® Ø 0,90 x 40 mm Gr. 1, Art.-Nr.: 4657519 

(B. Braun Melsungen AG, Melsungen) 

Fusselfreie Tücher: KIMCARE® 76 x 144, Art.-Nr.: 3020 (Kimberly-Clark Europe 

Limited/Professional Sector, Surrey, UK) 

Glashaken Eine Glaspasteurpipette wird in der Flamme eines Bunsen-

brenners zu einem Haken geformt 

Halb-Mikroküvette Material: PS, Schichtdicke: 10 mm, Volumen: 1,6 ml, 

Art.-Nr.: 67746 (Sarstedt AG & Co., Nümbrecht) 

Kryogefäß Cryp_Pure Gefäß, 2,0 ml, weiß, Art.-Nr.: 72.379 (Sarstedt AG 

& Co., Nümbrecht) 

Laborflaschen Borosilikatglas 100 ml SCHOTT DURAN®, 

Art.-Nr.: 218012458 (Duran Group, Mainz) 

 Borosilikatglas 250 ml SCHOTT DURAN®, 

Art.-Nr.: 218013651 (Duran Group, Mainz) 

 Borosilikatglas 500 ml SCHOTT DURAN®, 

Art.-Nr.: 218014459 (Duran Group, Mainz) 

 Borosilikatglas 1000 ml SCHOTT DURAN®, 

Art.-Nr.: 218015455 (Duran Group, Mainz) 

Lochplatte für die Gelelektro-

phorese und Fluorimetrie 

Microtest Plate 96-Well, Flat Bottom, Art.-Nr.: 82.1581 

(Sarstedt AG & Co., Nümbrecht) 

Lochplatten für die realtime-

PCR  

MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate, 

Art.-Nr.: 4346906 (Applied Biosystems, Darmstadt) 

 96 Well Multiply® Fast PCR-Platte, Art.-Nr.: 72.1981.202 

(Sarstedt AG & Co., Nümbrecht) 

 384-well PCR-Platte für qPCR, Art.-Nr.: 78155 (Brand GmbH + 

CO KG, Wertheim) 
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 384 Well Multiply® PCR-Platte, Art.-Nr.: 72.1984.202 (Sarstedt 

AG & Co., Nümbrecht) 

Lochplatte für die Zellkultur NunclonTM ∆ Surface, Art.-Nr.: 734-0992 (Nunc A/S, Roskilde, 

Dänemark) 

Mikroküvette Uvette® 220-1600 nm (Eppendorf AG, Hamburg) 

Pipettenspitzen Pipettenspitze mit Filter, 0,1-10 µl, Art.-Nr:: 70.1131.210 

(Sarstedt AG & Co., Nümbrecht) 

 Pipettenspitze mit Filter, 0,1-20 µl, Art.-Nr:: 70.1116.210 

(Sarstedt AG & Co., Nümbrecht) 

 Pipettenspitze mit Filter, 2-100 µl, Art.-Nr:: 70.760.212 

(Sarstedt AG & Co., Nümbrecht) 

 Pipettenspitze mit Filter, 2-200 µl, Art.-Nr:: 70.760.211 

(Sarstedt AG & Co., Nümbrecht) 

 Pipettenspitze mit Filter, 50-1250 µl, Art.-Nr:: 70.1186.410 

(Sarstedt AG & Co., Nümbrecht) 

 Pipettenspitzen, 10 μl farblos, Art.-Nr.: 70.1130  

(Sarstedt AG & Co., Nümbrecht) 

 Pipettenspitzen, 20 μl farblos, Art.-Nr.: 70.1114  

(Sarstedt AG & Co., Nümbrecht) 

 Pipettenspitzen, 200 μl gelb, Art.-Nr.: 70.760.002  

(Sarstedt AG & Co., Nümbrecht) 

 Pipettenspitzen, 1000 μl farblos, Art.-Nr.: 70.762  

(Sarstedt AG & Co., Nümbrecht) 

 DISCOVERY Comfort DV 50C 5-50 μl, Art.-Nr.: 70.1114 

(Abimed GmbH, Langenfeld)  

 DISCOVERY Comfort DV 200C 20-200 μl, Art.-Nr.: 70.760.002 

(Abimed GmbH, Langenfeld) 

 DISCOVERY Comfort DV 1000C 100-1000 μl, Art.-Nr.: 70.762 

(Abimed GmbH, Langenfeld) 

 DISCOVERY Comfort DV 5000C 1000-5000 μl, 

Art.-Nr.: 0030000978 (Abimed GmbH, Langenfeld) 

 RAININ Pipet Lite XLS 200 μl, Art.-Nr.: 17005864  

(Mettler-Toledo GmbH, Gießen) 

 RAININ Pipet Lite XLS 1000 μl, Art.-Nr.: 17007083  

(Mettler-Toledo GmbH, Gießen) 

 Combitips plus 0,1 ml, Art.-Nr.: 0030 069.200  

(Eppendorf AG, Hamburg) 

 Combitips plus 5,0 ml, Art.-Nr.: 0030 069.250  

(Eppendorf AG, Hamburg) 

Pasteurpipetten Chemikalienausgabe, Fakultät für Chemie, Universität Würz-

burg 
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Petrischalen Cellstar® 35x10 mm, Art.-Nr.: 627840 (Greiner Bio-One 

GmbH, Frickenhausen) 

 Cellstar® 100x20 mm, Art.-Nr.: 664160 (Greiner Bio-One 

GmbH, Frickenhausen) 

Plastik Pasteur-Pipetten Transferpipette, Art.-Nr.: 861171.001 (Sarstedt AG & Co., 

Nümbrecht) 

Reaktionsgefäße Multiply®-pro Gefäß 0,2 ml, PP, Art.-Nr.: 72.737.002 (Sarstedt 

AG & Co., Nümbrecht) 

 Safe Seal Micro Tube 1,5 ml, PP, Art.-Nr.: 72.690.001 

(Sarstedt AG & Co., Nümbrecht) 

 Micro Tube 2 ml, PP, Art.-Nr.: 72.695 (Sarstedt AG & Co., 

Nümbrecht) 

Sterilfilter Nalgene® Bottle Top Filter 500 ml, Porengröße 0,45 μm, Art.-

Nr.: 595-3320 (Thermo Scientific, Langenselbold) 

 Nalgene® Bottle Top Filter 500 ml, Porengröße 0,45 μm, Art.-

Nr.: 295-3345 (Thermo Scientific, Langenselbold) 

 Pyrogenfreie, Sterile-R, 20 μm, Art.-Nr.: 83.1828.001 (Sarstedt 

AG & Co., Nümbrecht) 

Zellkulturflaschen Cellstar®, 75 cm², PS, red standard cap, sterile, Art.-

Nr.: 658175 (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen) 

 Cellstar®, 175 cm², PS, red standard cap, sterile, Art.-

Nr.: 660175 (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen) 

Zentrifugenröhrchen Röhre 15 ml mit Deckel, Art.-Nr. 62.554.502 (Sarstedt AG & 

Co., Nümbrecht) 

 Röhre 50 ml mit Deckel, Art.-Nr. 62.547.254 (Sarstedt AG & 

Co., Nümbrecht) 

 

3.1.3. Chemikalien 

AhdI AhdI, recombinant, Art.-Nr.: R0584S (New England Biolabs 

GmbH, Frankfurt am Main) 

Agarose peqGOLD Universal, Art.-Nr.: 35-1020 (Peqlab Biotechno-

logie GmbH, Erlangen) 

 Art.-Nr.: A9539-500G, (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Steinheim) 

Bromphenolblau Art.-Nr.: B0126 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) 

BsmAI recombinant 5000 units/ml, Art.-Nr.: R0529L (New England 

Biolabs® GmbH, Frankfurt am Main) 

CaCl2 Calciumchlorid dihydrat, Art.-Nr.: 22,350-6 (Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH, Steinheim) 
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Chloroform p.A. Trichlormethan, ISO, stabilisiert mit Ethanol, Art.-

Nr.: 2445.2500 (Merck, Darmstadt) 

Cut Smart™-Puffer (10x) Art.-Nr.: B72045 (New England Biolabs® GmbH, Frankfurt 

am Main) 

CyStain DNA 2 step High Resolu-

tion DNA Staining Kit 

Art.-Nr.: 05-5005 (Partec GmbH, Münster) 

Destilliertes Wasser Hauseigene Versorgung 

Dimethylsulfoxid Reinheit ≥ 99,9%, Art.-Nr.: 154938 (Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim) 

2,4-Dinitrophenol Reinheit ≥97,0%, moistened with water, Art.-Nr.: D198501 

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) 

DNA-Aufreinigungs-Kit illustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit, 

Art.-Nr.: 28-9034-70 (GE Healthcare, Buckinghamshire, 

UK) 

DNA-Leitern 50 bp DNA Ladder, Art.-Nr.: N3236L (New England Biolabs 

GmbH, Frankfurt am Main) 

 100 bp DNA Ladder Art.-Nr.: N3231L (New England Bi-

olabs GmbH, Frankfurt am Main) 

 1 kb DNA Ladder, Art.-Nr.: N3232L (New England Biolabs 

GmbH, Frankfurt am Main) 

 GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, Art.-Nr.: SM0311 (Fermen-

tas Life Sciences, Waltham MA) 

dNTPs Art.-Nr.: DNTP10-1KT (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Steinheim) 

Eco57I 5000 units/ml, Art.-Nr.: ER0341 (Thermo Scientific, Langen-

selbold) 

EDTA Ethylendiamin-tetraessigsäure Dinatriumsalz Dihydrat, Art.-

Nr.: 8043.2 (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) 

 Ethylendiamintetraessigsäure, geeignet für Zellkultur, Art.-

Nr.: E6758 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) 

Ethanol Ethanol absolute molecular biology grade, Art.-Nr.: A3678 

(Applichem GmbH, Darmstadt) 

Ethidiumbromid Reinheit ≥98%, Art.-Nr.: 7870.1 (Carl Roth GmbH, Karls-

ruhe) 

Fetales Kälberserum Art.-Nr.: 10270-106 (GIBCO invitrogen, Darmstadt) 

Flüssiger Stickstoff Hauseigene Versorgung 

Glukose D-(+)-Glukose, Art.-Nr.: HN06.3 (Carl Roth GmbH, Karls-

ruhe) 

Glycerin Rotipuran® >99,5%, p.a., Art.-Nr.: 3783 (Carl Roth GmbH, 

Karlsruhe) 
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Glykogen Typ IX; Art.-Nr.: G2885-1G (Sigma Aldrich Chemie GmbH, 

Steinheim) 

HCl 1 N Salzsäure 1 N, Art.-Nr.: K025.1 (Carl Roth GmbH Karls-

ruhe) 

HinfI, recombinant 5000 units/ml, Art.-Nr.: R0155S (New England 

Biolabs® GmbH, Frankfurt am Main) 

Isopropanol mind. 99,7%, Art.-Nr.: 07029.4000 (Bernd Kraft GmbH, Du-

isburg) 

Kalbsthymus DNA Deoxyribonucleic acid sodium salt, from calf thymus, Art.-

Nr.: D1501-100MG (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim) 

KCl Kaliumchlorid, Reinheit ≥99%, geeignet für Zellkultur, Art.-

Nr.: P5405 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) 

KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat, Reinheit ≥99,0%, geeignet für 

Zellkultur, Art.-Nr.: P5655 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Steinheim) 

NaCl Sodium Chloride, Art.-Nr.: S5886-1KG (Sigma-Aldrich Che-

mie GmbH, Steinheim) 

NaHCO3 Natriumhydrogencarbonat, geeignet für Zellkultur, Reinheit 

≥99,5%, Art.-Nr.: S5761, (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Steinheim) 

Na2HPO4 Natriumhydrogenphosphat, geeignet für Zellkultur, Art.-Nr.: 

S5136 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) 

NaOH 1 N 1 N Maßlösung, Art.-Nr.: K021.1 (Carl Roth GmbH, Karls-

ruhe) 

Natriumacetat ≥ 98,5%, Art.-Nr.: X891.1 (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) 

Natrium-Pyruvat 100 mM Lösung, geeignet für Zellkultur, Art.-Nr.: S8636 

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) 

NEB Puffer 3 Art.-Nr.: B7203S (New England Biolabs® GmbH, Frankfurt 

am Main) 

NEB Puffer 4 Art.-Nr.: B7004S (New England Biolabs® GmbH, Frankfurt 

am Main) 

Nuklease freies (nf) Wasser Water molecular biology grade, Art.-Nr.: W4502-1L (Sigma-

Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) 

MgCl2-Lösung 25 mM, Art.-Nr.: M8787 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Steinheim) 

PCR Master-Mix GTXpress™ Master Mix, 2X, Art.-Nr.: 4403089 (Applied Bi-

osystems, Darmstadt) 

PCR-Puffer 10x PCR Buffer without MgCl2, Art.-Nr.: P23170 (Sigma-

Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) 
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 TEMPase Hotstart DNA Polymerase Buffer I, Art.-Nr.: 

A225107 (Genaxxon bioscience GmbH, Ulm) 

 OneTaq® Standard Reaction Buffer (5x), Art.-Nr.: M0480 S 

(New England Biolabs® GmbH, Frankfurt am Main) 

 Phusion® HF Reaction Buffer, Art.-Nr.: B0518S (New Eng-

land Biolabs® GmbH, Frankfurt am Main) 

Penizillin/Streptomycin stabilisierte Lösung, geeignet für Zellkultur, Art.-Nr.: P4458, 

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) 

Polymerasen 2 U/μl Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase, Art.-Nr.: 

M0530S (New England Biolabs® GmbH, Frankfurt am 

Main) 

 OneTaq® DNA Polymerase, 5 U/μl, Art.-Nr.: M0480 S (New 

England Biolabs® GmbH, Frankfurt am Main) 

 Taq DNA Polymerase 5 U/μL von Thermus aquaticus, Art.-

Nr. D4545-250UN (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim) 

 Tempase Hotstart DNA Polymerase, Art.-Nr.: A225107 

(Genaxxon bioscience GmbH, Ulm) 

Primer Kundenspezifische Anfertigung; entsalzt; gelöst in nf Was-

ser (100 mM) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) 

Proteinase K Proteinase, Tritirachium album serine, Art.-Nr.: A3830, 

0500, (AppliChem GmbH, Darmstadt) 

Realtime-Referenzfarbstoff Reference Dye for Quantitative PCR, Art.-Nr. 4526-3ML 

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) 

Rinderserum Albumin 10 mg/ml Purified BSA 100x, Art.-Nr.: B9001S, (New Eng-

land Biolabs® GmbH, Frankfurt am Main) 

RNase A 20 mg/ml, Art.-Nr.: 732-3152 (Peqlab Biotechnologie 

GmbH, Erlangen) 

Saccharose ≥ 99,5%, Art.-Nr.: S7903-1UG (Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim) 

SDS Sodiumdodecylsulfate Ultra pure, Art.-Nr.: 2326.1 (Carl 

Roth GmbH, Karlsruhe) 

Sheath Fluid for Flow Systems Art.-Nr.: 04-4007 (Partec GmbH, Münster) 

SYBR-Green® SYBR® Green I nucleic acid gel stain 10.000x konzentriert 

in DMSO, Art.-Nr.: S-7563 (Molecular Probes, Darmstadt) 

Tacrin 9-Amino-1,2,3,4-tetrahydroacridinhydrochlorid Hydrat, 

Reinheit ≥99,0%, geeignet für Zellkultur, Art.-Nr.: A79922 

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) 

Tango Buffer 10x Art.-Nr.: BY5 (Thermo Scientific, Langenselbold) 

TaqI 20.000 U/ml TaqI, recombinant, Art.-Nr.: R0149L (New 

England Biolabs® GmbH, Frankfurt am Main) 
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 100.000 U/ml TaqI, recombinant, Art.-Nr.: R0149M (New 

England Biolabs® GmbH, Frankfurt am Main) 

TaqMan®, Drug Metabolism Geno-

typing Assays Dye 

COMT, rs4680, Assay ID: C__25746809_50, Art.-Nr.: 

4362691 (Applied Biosystems, Darmstadt) 

 CYP1B1, rs1056836 Assay ID: C___3099976_30, Art.-Nr.: 

4362691 (Applied Biosystems, Darmstadt) 

 GSTP1, rs1695 Assay ID: C___3237198_20, Art.-Nr.: 

4362691 (Applied Biosystems, Darmstadt) 

 HSD17B1, rs676387 Assay ID: C___2769181_1_, Art.-Nr.: 

4351379 (Applied Biosystems, Darmstadt) 

 NQO1, rs1800566 Assay ID: C___2091255_30, Art.-Nr.: 

4362691 (Applied Biosystems, Darmstadt) 

TaqMan®-Sonde Kundenspezifische Anfertigung, gelöst in nf Wasser 

(100 mM), HPLC aufgereinigt (Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim) 

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Art.-Nr.: 154563-1KG 

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) 

Trypsin 10x Lösung, steril filtirert, Art.-Nr.: T4549 (Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH, Steinheim) 

Uridin geeignet für Zellkultur, Art.-Nr.: U3003 (Sigma-Aldrich Che-

mie GmbH, Steinheim) 

Zellkulturmedium Dulbecco´s modified Eagle´s medium – high glucose, ge-

eignet für Zellkultur, Art.-Nr.: D5648 (Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim) 

 

3.1.4. Puffer und Lösungen 

Agarose-Gel 1,5/3%ig (w/w) 1,5 bzw. 3 g Agarose werden mit 1x TAE-Puffer in einem 

300 ml Erlenmeyerkolben auf 100 g aufgefüllt und in der Mikro-

welle erhitzt. 

0,5 M EDTA 186,12 g EDTA werden in 800 ml dest. Wasser gelöst, mit 

NaOH auf pH 8,0 eingestellt und mit dest. Wasser auf 1 l auf-

gefüllt. 

Hitzeinaktiviertes fetales Käl-

berserum (hiFKS) 

Fetales Kalberserum wird 30 Minuten bei 56°C im Wasserbad 

erhitzt. 

Homogenisationspuffer 109,5 g Saccharose, 3,7 g EDTA, 1,2 g Tris-HCl werden in 

800 ml dest. Wasser gelöst, mit HCl auf pH 7,4 eingestellt, mit 

dest. Wasser auf 1 l aufgefüllt und steril filtriert. 

Krebs-Henseleitpuffer 2 g Glukose, 0,14 g MgSO4, 0,16 g KH2PO4, 0,35 g KCl und 

6,9 g NaCl werden in 800 ml dest. Wasser gelöst, 0,37 g CaCl2 
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hinzugefügt und gelöst, 2,1 g NaHCO3 hinzugefügt und gelöst, 

mit HCl auf pH 7,2 eingestellt und mit dest. Wasser auf 1 l auf-

gefüllt. 

Loading Dye 10-20 mg Bromphenolblau 4 g Saccharose werden in 2 ml 

0,5 M EDTA-Lösung und 0,5 ml 10%igem SDS (0,5 ml) gelöst 

und mit 50 mM Tris auf 10 ml aufgefüllt. 

Lysepuffer 8,8 g NaCl, 18,6 g EDTA, 1,2 g Tris-HCl und werden in 750 ml 

dest. Wasser gelöst, 50 ml 10%iges SDS hinzugefügt, mit HCl 

auf pH 8,0 eingestellt und mit dest. Wasser auf 1 l aufgefüllt. 

6 M NaCl-Lösung 350,4 g NaCl werden in 1 l dest. Wasser gelöst. 

3M Natrium-Acetat-Lösung 24,6 g Na2-Acetat werden in 100 ml dest. Wasser gelöst und 

mit HCl auf pH 5,2 eingestellt. 

Passagemedium DMEM-Pulver wird mit 800 ml Millipore-Wasser gelöst, 2,25 g 

NaHCO3 und 10 ml 100 mM Natrium-Pyruvatlösung zugege-

ben, mit HCl auf pH 7,1 eingestellt, mit Millipore-Wasser auf 1 l 

aufgefüllt, sterilfiltriert (0,2 μm) und 20 ml Penizillin/Streptomy-

cin und 50 ml hiFKS zugegeben. 

PBS-Puffer 80 g NaCl, 2 g KCl, 26,8 g Na2HPO4 und 2 g KH2PO4 werden 

in 800 ml dest. Wasser gelöst, mit HCl auf pH 8 eingestellt und 

auf 1 l mit dest. Wasser aufgefüllt; anschließend wird je nach 

Bedarf mit dest. Wasser 1:10 verdünnt. 

SDS 10%ig 100 g SDS werden in 800 ml dest. Wasser bei 68°C gelöst, mit 

HCl auf pH 7,2 eingestellt und mit dest. Wasser auf 1 l aufge-

füllt. 

SYBR-Green Verdünnungen  

V I 1:100 in 1x TAE-Puffer verdünnt. 

V II V I 1:10 in 50% Glycerin/TAE-Puffer verdünnt. 

V III V I 1:100 in 1x TAE-Puffer verdünnt. 

Tris-Acetat-EDTA (TAE) Puffer 242 g Tris werden in 500 ml dest. Wasser gelöst, 100 ml 0,5 M 

Na2EDTA (pH 8,0) und 57,1 ml Eisessig zugegeben und mit 

dest. Wasser auf 1 l aufgefüllt; anschließend wird je nach Be-

darf mit dest. Wasser 1/50 verdünnt. 

Tris-EDTA (TE)-Puffer 5 ml 1 M Tris-HCl und 0,1 ml 0,5 M EDTA werden mit dest. 

Wasser auf 400 ml aufgefüllt, mit HCl auf pH 8 eingestellt und 

mit dest. Wasser auf 500 ml aufgefüllt. 

1 M Tris-HCl 121 g Tris werden in 800 ml dest. Wasser gelöst, mit HCl auf 

pH 8 eingestellt und mit dest. Wasser auf 1 l aufgefüllt. 

Trypsin-EDTA-Lösung 200 mg EDTA werden in 800 ml dest. Wasser und 100 ml 

10x PBS gelöst, mit HCl auf pH 7,4 eingestellt, autoklaviert 

und unter der sterilen Werkbank 100 ml Trypsin-Lösung (10x) 

zugegeben. 
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3.1.5. Programme 

A plasmid Editor (ApE) Version 2.0.47, M. Wayne Davis 

ChemBioDraw Ultra Version 12.0, PerkinElmer 

GraphPad Prism Version 6.04, GraphPad Software Inc. 

HG-PUBL Cariello et al. (1994) 

Quanitity One® Version 4.6.8, Bio-Rad 

i-control Version 1.10, Tecan 

LinRegPCR Version 2013.0, Ruijter et al. (2009) und Tuomi et al. (2010) 

OriginPro® Version 9.3.2.303, OriginLab Corporation 

R Version 3.2.2, R Foundation 

RStudio Version 1.0.143, RStudio, Inc. 

SDS sequence detection system Version 2.4, Life Technologies 

 

3.2. Methoden 
3.2.1. Akquirierung des Gewebes 

Das Brustdrüsen- und Fettgewebe wurde von 44 Frauen gespendet, die sich aus kos-

metischen Gründen einer Mamma-Reduktion unterzogen. Zusätzlich füllte jede Spen-

derin einen Fragebogen zu ihrem Alter, BMI, Anzahl der Schwangerschaften, Ein-

nahme von estrogenaktiven Medikamenten und Nahrungsergänzungsmitteln, Rauch-

verhalten sowie Alkoholkonsum aus. Des Weiteren erklärte sich ein Teil der Spende-

rinnen bereit an einer Interventionsstudie teilzunehmen, bei der in den sieben Tagen 

vor der OP täglich ein Isoflavon-Präparat (Dosis: 1-1,3 mg/kg Körpergewicht*Tag-1) 

eingenommen wurde. Jede Teilnehmerin gab eine schriftliche Einwilligung ab. Die Stu-

die wurde vom Ethik-Komitee der medizinischen Fakultät der Universität genehmigt. 

3.2.2. Präparation des Gewebes 

Das Gewebe wird direkt nach der Entnahme im OP in eisgekühltem Krebs-Henseleit 

Puffer portioniert. Dabei wird das Fettgewebe vom Drüsengewebe separiert, optisch 

nach Fettgehalt eingeteilt, getrennt in flüssigen Stickstoff gegeben und später 

bei -80°C im Biofreezer aufbewahrt. Für Drüsengewebsaufarbeitungen wird nach op-

tischer Beurteilung nur Gewebe mit einem maximalen Fettanteil von ca. 25% verwen-

det, für Fettgewebsaufarbeitungen nur Gewebe mit einem Fettgehalt von 100%. 
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3.2.3. DNA-Isolation aus Zellen und Gewebe 

Ziel der DNA-Isolation ist es eine möglichst reine mtDNA für den RMCA zu generieren. 

Die nDNA wird ebenfalls aufgearbeitet und für die Polymorphismenbestimmung ver-

wendet. Die Isolation wird modifiziert nach Vermulst et al. (2008) durchgeführt: 

Mörsern des Gewebes 

Das bei -80°C aufbewahrte Brustdrüsen- oder Fettgewebe wird dem Biofreezer ent-

nommen und in flüssigem Stickstoff zwischengelagert. Anschließend werden ca. 6 g 

unter flüssigem Stickstoff mit Hammer und Mörser zerkleinert und zur Zwischenlage-

rung im Biofreezer in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt. Um eine Degradierung 

der DNA zu vermeiden, wird darauf geachtet, dass das Gewebe sich dabei stets in 

einem gefrorenen Zustand befindet. Ebenso werden alle weiteren Schritte im Kühlhaus 

durchgeführt. 

Aufschluss des Gewebes 

Das homogenisierte Gewebe wird in einen 15 ml Wheaton Dounce Tissue Grinder 

überführt und mit 4 ml eisgekühltem Homogenisationspuffer versetzt. Anschließend 

werden jeweils zunächst mit einem loose-Stößel und danach mit einem tight-Stößel so 

lange Auf- und Abbewegungen durchgeführt, bis sich ein gleichbleibender Widerstand 

einstellt und das Gewebe homogen ist. Im Anschluss wird die Suspension in ein 15 ml 

Zentrifugenröhrchen überführt und 5 min bei 1000 x g und 4°C zentrifugiert. Im Über-

stand befinden sich die Mitochondrien und im Pellet die Zellkerne. Der Überstand wird 

vorsichtig mit einer Transferpipette abgenommen, auf 2 ml Reaktionsgefäße aufgeteilt 

und anschließend 10 min bei 13.000 x g und 4°C zentrifugiert. Im Präzipitat befinden 

sich die Mitochondrien. Der Überstand wird erneut vorsichtig mit einer Pipette abge-

nommen und verworfen. 

Lyse und RNAse A Verdau 

Die auf 2 ml Reaktionsgefäße aufgeteilten mitochondrialen Zellpellets werden mit ins-

gesamt 1 ml auf 55°C vortemperiertem Lysepuffer (Proteinase K-Konzentration: 

0,2 mg/ml) versetzt und dabei vereinigt. Ebenso wird das nukleäre Präzipitat mit 10 ml 

Lysepuffer versetzt und beide Lösungen über Nacht bei 55°C im Hybridisierungsofen 

lysiert. Anschließend wird die Proteinase K 20 min bei 65°C im Wasserbad inaktiviert. 
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Die Lysate werden mit 20 µg RNAse A versetzt und 60 min bei 37°C im Hybridisie-

rungsofen inkubiert.  

Aufreinigung und Fällung der DNA 

Die Zelllysate werden mit 0,4 ml 6 M NaCl Lösung pro ml Lysepuffer versetzt, durch-

mischt, anschließend mit 1,4 ml Chloroform pro ml Lysepuffer 30 s ausgeschüttelt und 

5 min bei 1800 x g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wird in ein neues Zentrifugen-

röhrchen bzw. Reagiergefäß überführt. Das Ausschütteln mit Chloroform wird so oft 

wiederholt, bis das Lysat klar ist. 

Zur Fällung der DNA wird das Lysat nach Zugabe von 20 ng Glykogen langsam 1 ml 

Isopropanol pro ml Isolatlösung versetzt und gemischt. Sofern DNA ausfällt, wird diese 

mit einem Glashaken abgenommen, auf Pergaminpapier vorsichtig getrocknet und in 

200 µl TE-Puffer gelöst. Wenn keine ausgefallene DNA sichtbar ist, wird die Lösung 

mehrere Tage bei 4°C in den Kühlschrank gestellt und am Ende 5 min bei 1800 x g 

und 4°C zentrifugiert. Das DNA-Pellet wird in 70%igem Ethanol resuspendiert, eine 

halbe Stunde im Kühlschrank aufbewahrt, erneut zentrifugiert und in 200 µl TE-Puffer 

gelöst. Die Konzentration der Lösung wird nach mehreren Tagen im Rotationsmixer 

photometrisch bestimmt (Kap. 3.2.5). 

Bei der Isolation von DNA aus Zellinien wird analog verfahren, nur werden die Zellen 

direkt ohne Mörsern in den Wheaton Dounce Tissue Grinder gegeben. 

Zur Isolation von Gesamt-DNA aus MCF-7-Zellen fällt zusätzlich das Aufschließen im 

Tissue Grinder mit anschließender Zentrifugation weg. Die Zellen werden direkt mit 

Lysepuffer versetzt und inkubiert. 

Die DNA-Isolation aus Brustdrüsengewebe wurde überwiegend von Manuela Rot-

hacker im Rahmen ihrer wissenschaftlichen Abschlussarbeit und die DNA-Isolation 

aus Fettgewebe hauptsächlich von Harald Schuchardt im Rahmen seiner Masterarbeit 

durchgeführt. 

3.2.4. Random Mutatin Capture Assay 

Der RMCA besteht im Wesentlichen aus vier Teilen: TaqI-Verdau, Kopienzahlbestim-

mung, Mutantenzahlbestimmung und Verifizierung der Mutantenzahl. 
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3.2.4.1. Primerdesign 

Die Primersuche erfolgt mittels des online frei verfügbaren Programms „Primer3Plus“ 

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi, Stand: 29.04.2013). 

Anschließend werden eventuelle Primer-Sekundärstrukturen mit dem Programm „Pri-

merExpress3.0“ ermittelt. Ferner wird ein sogenannter „Primer-Blast“, das Identifizie-

ren von potentiell möglichen unspezifischen Primer-Bindungsstellen auf der DNA des 

Zielorganismus, in diesem Fall der Mensch, durchgeführt. Dies geschieht über das frei 

verfügbare Online-Tool „Primer-Blast“ (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/; Stand 29.04.2013). 

Die Primer für den mitochondrialen RMCA und die zugehörige TaqMan®-Sonde wur-

den von Johanna Loos im Rahmen ihrer wissenschaftlichen Tätigkeit am Lehrstuhl 

designt. 

3.2.4.2. TaqI-Verdau 

50 ng mtDNA werden mit 10 µg BSA und 1x NEB Puffer 4 auf 195 µl eingestellt. An-

schließend wird 1 µl TaqI (100 U) zugegeben und für 60 min bei 65°C im Thermomixer 

inkubiert. Die TaqI-Zugabe mit Inkubation wird viermal wiederholt. Anschließend wird 

der TaqI-Verdau á 10-15 µl aliquotiert und bis zur Verwendung bei -20°C im Gefrier-

schrank aufbewahrt. 

3.2.4.3. Kopienzahlbestimmung 

Die Kopienzahlbestimmung wird mittels TaqMan®-Sonden basierter realtime-PCR 

nach Tabelle 3 und Tabelle 4 durchgeführt. Dabei wird ein Primer-Paar (forward: 

5‘-CGATCCGTCCCTAACAAACT-3‘, reverse: 5‘-TCTGCGGCTAGGAGTCAATA-3‘) 

mit entsprechender TaqMan®-Sonde 

(5‘-6FAM-AGGCGTCCTTGCCCTATTACTATCC-BHQ1/OQA-3‘) verwendet, welches 

ein 149 bp langes Segment innerhalb der Zielsequenz (CytB) amplifiziert. 
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Tabelle 3: Pipettierschema für die Kopienzahlbestimmung mittels TaqMan®-Sonden-basierter realtime-
PCR. Templat: Kopienzahl-Standard, nf Wasser (Blindwert) und Probe. 

Reagenz Konzentration Endkonzentration Volumen (µl) 

Primer-Mix 5 µM 0,5 µM 2 

Taq-PCR-Puffer 10x 1x 2 

MgCl2 25 mM 2,5 mM 2 

TaqMan®-Sonde 2 µM 0,05 µM 0,5 

dNTPs Mix 10 mM 0,25 mM 0,5 

Referenzfarbstoff 100x 1x 0,2 

Taq-Polymerase 5 U/µl 0,025 U/µl 0,1 

Templat 0,06-144 fg/µl 0,015-36 fg/µl 5 

nf Wasser   7,7 
 

Tabelle 4: Temperaturprogramm für die Kopienzahlbestimmung mittels TaqMan®-Sonden-basierter re-
altime-PCR. 

Zyklen Schritt Temperatur (°C) Zeit 

1 Denaturierung 95 2 min 

40 
Denaturierung 95 15 s 

Annealing/Elonga-
tion 

58 1 min 

 

Für die Kopienzahlbestimmung von nDNA (Primer für das PIK3CA-Gen, forward: 5‘-

TCAGCCCCTCTCTCCTCTGA-3‘, reverse: 5‘-CCAGAAAAACCAAGGCAAGATTA-3‘) 

wird analog verfahren. Dabei wird TaqMan®-Sonde (5‘-

6FAM-TCAGCCCCTCTCTCCTCTGA-BHQ1-3‘) mit einer Endkonzentration von 

0,1 µM (1 µl pro Ansatz) eingesetzt, die Denaturierungszeit beträgt 30 s und die An-

nealing-Temperatur 56°C. 

Die Primer für die PIK3CA-Kopienzahlbestimmung und die zugehörige TaqMan®-

Sonde wurden von Gesche Spielmann im Rahmen ihrer wissenschaftlichen Ab-

schlussarbeit am Lehrstuhl designt. 

Die Kopienzahlbestimmungen von mitochondrialer DNA wurden hauptsächlich von 

Lisa-Marie Orth im Rahmen ihrer Masterarbeit und die Kopienzahlbestimmungen von 

nDNA vor allem von Vanessa Eisert im Rahmen ihrer Bachelorarbeit durchgeführt. 
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3.2.4.4. Mutantenzahlbestimmung 

Die Mutantenzahl wird nach dem TaqI-Verdau (Kap. 3.2.4.2) mit Primern (forward: 

5‘-TGATCCTCCAAATCACCACA-3‘, reverse: 5‘-CAGGAGGATAATGCCGATGT-3‘) 

ermittelt, die die TaqI-Schnittstelle der Zielsequenz flankieren. Dabei wird mittels 

SYBR-Green® basierter realtime-PCR (Tabelle 5 und Tabelle 6) mit anschließender 

Schmelzkurven-PCR-Produktverifikation ein 239 bp langes Fragment amplifiziert. Das 

Probentemplat wird dabei mit Master-Mix in einem Reservoir gemischt und mittels Ok-

tapette auf 80 wells einer 384-well-Platte aufgeteilt. Um falsch positive Mutanten-Pro-

dukte auszuschließen, werden alle Schmelzkurven-positiven Reaktionsansätze mit 

TaqI nachverdaut (Kap. 3.2.4.5), mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und 

mittels Geldokumentationsgerät detektiert. Falsch positive Mutanten (keine 239 bp 

lange Bande detektierbar) werden bei der Berechnung der SMF ausgeschlossen. Bei 

15 Mutanten in 80 Reaktionen ist via Poisson-Verteilung sichergestellt, dass sich bei 

einer Wahrscheinlichkeit von 98% nicht mehr als eine Mutante in einem beliebigen well 

befindet. Entstehen mehr als 15 Mutanten, wird die PCR mit weniger Templat wieder-

holt. Um Zufallsverteilungen bei wenigen einzelnen Mutanten auszuschließen, wird die 

PCR ebenso bei weniger als 5 Mutanten wiederholt, bis in der Summe 5 oder mehr 

Mutanten detektiert wurden. Zusätzlich werden zur Verifikation der Mutanten bei jeder 

Probe zufällig drei Mutanten ausgewählt, gelaufgereinigt und mittels Kettenabbruch-

Methode nach Sanger sequenziert (LGC Genomics, Berlin). 

Tabelle 5: Pipettierschema für die Mutantenzahlbestimmung mittes SYBR-Green® basierter realtime-
PCR. Templat: Mutantenstandard (Positivkontrolle), nf Wasser (Blindwert), Probe. 

Reagenz Konzentration Endkonzentration Volumen (µl) 

Primer-Mix 5 µM 0,4 µM 0,8 

Tempase-PCR-Puffer 
mit MgCl2 

10x /7,5 mM 1x/1,5 mM 2 

MgCl2 25 mM 1 mM 0,4 

dNTPs Mix 10 mM 0,2 mM 0,2 

Tempase-Polymerase 5 U/µl 0,05 U/µl 0,1 

SYBR-Green ® V I 100x 0,1x 0,01 

Templat 3,3 pg/µl 0,17 pg/µl 0,5 

nf Wasser   6,99 
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Tabelle 6: Temperaturprogramm für die Mutantenzahlbestimmung mittes SYBR-Green® basierter real-
time-PCR. 

Zyklen Schritt Temperatur 
(°C) 

Zeit 

1 Denaturierung/Aktivierung Polymerase 95 15 min 

47 

Denaturierung 95 30 s 

Annealing 65 30 s 

Elongation 72 1 min 

1 Elongation 72 5 min 

1 Schmelzkurve 60-95  
 

3.2.4.5. TaqI-Nachverdau von Mutantenbanden 

Im Anschluss an die Mutations-PCR (Kap. 3.2.4.4) werden alle PCR-Produkte, deren 

Schmelztemperatur sich innerhalb einer Spannweite von ±2°C (Kap. 4.2.3.7) der Po-

sitivkontrolle befindet, inklusive der Positivkontrolle und des Blindwertes, erneut TaqI-

verdaut. Dazu werden die betreffenden Reaktionsansätze in eine 96-well-Platte über-

führt, 2 µl TaqI-Master-Mix (Tabelle 7) hinzugegeben und 60 min bei 65°C im PCR-

cycler verdaut. Nach der anschließenden Gelelektrophorese (Kap. 3.2.6) werden alle 

Mutanten unter der UV-Bank aus dem Gel ausgeschnitten, drei zufällig ausgewählte 

sequenziert (Kap. 3.2.8) und die restlichen Mutanten bei -20°C im Gefrierschrank für 

spätere Untersuchungen gelagert. 

Tabelle 7: Pipettierschema für den TaqI-Nachverdau von, bei der Mutations-PCR (Kap. 3.2.4.4) detek-
tierten, potentiellen Mutanten. 

Reagenz Konzentration Endkonzentration Volumen (µl) 

TaqI 20 U/µl 1 U/µl 0,1 

BSA 10 µg/µl 0,5 µg/µl 0,1 

NEB4-/Cut-Smart-Puffer 10x 1x 0,2 

nf Wasser   1,6 
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3.2.4.6. Berechnung der Mutationsfrequenz 

Die Mutationsfrequenz berechnet sich wie folgt: 

ܨܯ ൌ
M

ሺK ∗ bሻ
 

MF: Mutationsfrequenz 
M: Anzahl Mutanten 
K: Gesamtkopienzahltemplat in Mutantenzahlbestimmung 
b: Anzahl Basen in der TaqI-Schnittstelle (b=4) 

3.2.5. Photometrische Quantifizierung von DNA 

Die Konzentration von DNA wird photometrisch mittels TECAN NanoQuant Plate™ 

ermittelt. Dazu wird mit 2 µl des jeweiligen Lösemittels (z.B. TE-Puffer) ein individuelles 

Blanking für jedes well der NanoQuant-Platte durchgeführt. Danach werden zur Mes-

sung der Extinktion bei 260 und 280 nm 2 µl der jeweiligen zu messenden Lösung in 

das entsprechende well pipettiert. Zur Reinheitsbestimmung wird das Verhältnis der 

Extinktion bei 260 nm/280 nm gebildet. Eine hohe Reinheit zeigt sich bei einem Wert 

zwischen 1,8 und 2,0. Die Konzentration der DNA errechnet sich nach folgender For-

mel: 

ܿ ൌ
ܧ

ሺߝ ∗ ݀ሻ
 

c: Konzentration der DNA (ng/µl) 
E: Extinktion bei 260 nm 
d: Schichtdicke der Lösung (0,2 cm bei der NanoQuant Plate™, 1 cm bei 50 µl Küvetten) 
ε: Extinktionskoeffizient von doppelsträngiger DNA (50 ng/µl) 

Bei DNA-Konzentrationen kleiner 40 ng/µl (ausgeschlossen gelaufgereinigte PCR-

Produkte, da zu wenig Lösung vorhanden) wird die Quantifizierung in einem Standard-

Photometer mit 50 µl Küvetten vorgenommen. Dazu wird als Blindwert ebenso das 

entsprechende Lösemittel verwendet und ebenso eine Reinheitsbestimmung vorge-

nommen. Die Konzentration errechnet sich identisch nach obiger Formel. 

3.2.5.1. Flourimetrische Quantifizierung von DNA Standards 

Die Quantifizierung von PCR-Produkten als Standard für die Kopienzahlbestimmung 

und der Mutantenzahlbestimmung erfolgt flourimetrisch gegen einen Kalbsthymus-

DNA Standard. Der Kalbsthymus-DNA-Standard wird zuvor nach Kap. 3.2.5 quantifi-

ziert und auf eine Konzentration von 10 pg DNA/µl TE-Puffer eingestellt. Diese Lösung 

dient als Stammlösung. Von ihr ausgehend wird eine Verdünnungsreihe von 0,4 bis 
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2,0 pg/µl erstellt. Anschließend werden jeweils 100 µl der Kalbsthymus-DNA-

Standardlösungen und der zu messenden Lösungen im Triplikat in ein well einer 96-

well-Platte pipettiert. Mittels Multipette werden 100 µl SYBR-Green® (1x; V III Kap. 

3.1.4) hinzugefügt. Zur Qualitätssicherung wird einem Teil der zu messenden Lösung 

Kalbsthymus-DNA-Standard im Verhältnis 1:1 hinzugefügt und am Ende daraus eine 

interne Wiederfindungsrate errechnet. Die fluorimetrische Messung im TECAN findet 

nach 1 min linearer Schüttelzeit bei einer Amplitude von 173,9 U/min und 4 min War-

tezeit bei 535 nm (Anregungswellenlänge: 485 nm) statt. Der DNA-Gehalt wird an-

schließend über eine Kalibriergerade errechnet. 

3.2.6. Agarose-Gelelektrophorese 

Die Agarose-Gelelektrophorese wird verwendet, um PCR-Produkte entsprechend ih-

rer Länge aufzutrennen. Dafür werden zunächst jeweils 2 µl SYBR-Green® und Lade-

puffer zusammen mit 10 µl PCR-Produkt in einer 96-well-Platte gemischt. Für die DNA 

Leiter werden 4 µl SYBR-Green® (V II Kap. 3.1.4), 2 µl loading dye, 1 µl DNA-Leiter 

und 10 µl nf Wasser verwendet. Anschließend werden 10 µl der jeweiligen Lösung in 

eine Tasche des Agarose-Gels pipettiert und der angeschlossene Spannungsgeber 

entsprechend der jeweiligen Anwendung eingestellt (Tabelle 8). 

Nach der Gelelektrophorese wird das Gel mittels Geldokumentationsgerät unter ultra-

violettem Licht fotografiert. Die Belichtungszeit wird dabei automatisch vom Gerät be-

stimmt. 

Tabelle 8: Gelelektrophorese-Bedingungen und Spannungsgeber-Einstellungen. 

Anwendung DNA-
Leiter 

Agarose 
(%) 

Feldstärke 
(V/cm) 

Laufzeit 
(h) 

Mutantenzahlbestimmung 50 bp 3 5 1 

Standard-Aufreinigung 100 bp 1,5 5 1 

Rho0-Statusbestimmung MWM XV 0,4 7 2 

GSTM1/GSTT1-Genotypisierung 1 kbp 1,5 7 1 

SNP Positivkontrollen-Verifizie-
rung 

50 bp 3 5 1 

 

3.2.7. Gelbanden- und PCR-Produkt-Aufreinigung 

PCR-Produkte und Gelbanden werden mittels Gel-Extraktionskit (Kap. 3.1.2) nach 

Herstellerangaben aufgereinigt. 



3.2 Methoden 
 

52 
 

3.2.8. Sanger-Sequenzierung 

10 µl PCR-Produkt wird zusammen mit 4 µl des entsprechenden Primers (5 µM) von 

LGC Genomics (Berlin) nach Sanger sequenziert. Die Elektropherogramme werden 

mittels A plasmid Editor (ApE) ausgewertet. 

Der TaqI-Verdau (Kap. 3.2.4.2), TaqI-Nachverdau (Kap. 3.2.4.5), die anschließende 

Gelelektrophorese (Kap. 3.2.7), Aufreinigung und Sequenzierung der Mutanten wur-

den hauptsächlich von Verena Titze-Schmitt und Lisa-Marie Orth im Rahmen ihrer 

Masterarbeiten durchgeführt. Die Sequenzierung von Mutanten wurde teilweise von 

Vanessa Eisert im Rahmen ihrer Bachelorarbeit durchgeführt. 

3.2.9. Zellkultur 

Zur Generierung von Rho0-Zellen, Zellen die keine mtDNA mehr enthalten, werden 

MCF-7-Zellen (Kap. 3.2.10.1) verwendet. Nach einer Anwachsphase von etwa 24 h 

beträgt die Verdoppelungszeit von MCF-7-Zellen etwa 24 h. Die Zellen werden in Dul-

becco´s modified Eagle´s medium (DMEM) high glucose (Kap. 3.1.4) bei 37°C, 5% 

CO2 und einer mit Wasser gesättigten Atmosphäre im Brutschrank in Zellkulturfla-

schen (Fläche 75 cm²) kultiviert. Da mtDNA defiziente Zellen auf anerobe Glykolyse 

angewiesen sind, werden dem Medium analog zu Felty et al. (2005) zusätzlich 

50 µg/ml Uridin hinzugefügt. Alle Arbeiten in der Zellkultur erfolgen unter steriler Ar-

beitsatmosphäre. 

3.2.9.1. Auftauen der Zellen 

Etwa 3 Mio. Zellen werden jeweils in 1,5 ml Einfriermedium in Kryoröhrchen bei -196°C 

in flüssigem Stickstoff gelagert. Dabei dient Zellkulturmedium unter Zusatz von 10% 

DMSO als Einfriermedium. Des Weiteren ist im Einfriermedium weder Penizilin/Strep-

tomycin noch hitzeinaktiviertes fetales Kälberserum enthalten. 

Zum Auftauen wird zunächst das Kryoröhrchen vorsichtig im 37°C warmen Wasserbad 

angetaut. Anschließend werden in einem 15 ml Zentrifugenröhrchen 10 ml Passage-

medium vorgelegt und die angetaute Zellsuspension in das Zentrifugenröhrchen über-

führt. Nach fünfminütiger Zentrifugation bei 272 x g wird der Überstand verworfen, das 

Zellpellet mit 2 ml Zellkulturmedium aufgeschlämmt, in eine Zellkulturflasche (Fläche 

75 cm²)  überführt und im Brutschrank bei 37°C kultiviert. 



3.2 Methoden 
 

53 
 

3.2.9.2. Mediumwechsel und Passage 

Ein Mediumwechsel erfolgt sowohl bei der Kontrolle (Dimethylsulfoxid, DMSO), als 

auch bei allen Inkubationsansätzen (EtBr, Tacrin und DNP), alle 2-3 Tage. Sobald die 

Zellen nach 3-4 Tagen eine 70-80%ige Konfluenz erreicht haben, erfolgt eine Subkul-

tivierung der Zellen. Dazu wird das Kulturmedium zunächst abgesaugt, anschließend 

wird der Zellrasen mit 20 ml 37°C warmem PBS gewaschen und mit etwa 10 ml 

Trypsin bedeckt. Nach 3 min Einwirkzeit wird das Trypsin unter Zugabe von 10 ml Kul-

turmedium inaktiviert und die Zellen vereinzelt. Die Zellzahl wird daraufhin mittels Neu-

bauer-Kammerzählung bestimmt und anschließend eine Million Zellen in eine neue 

Zellkulturflasche mit 10 ml Kulturmedium-Vorlage weitergesetzt. 

3.2.9.3. Inkubation mit Ethidiumbromid, Tacrin und 2,4-Dinitrophenol 

Um einer eventuell vorhandenen mikrobiellen Kontamination der Inkubationssubstan-

zen (EtBr, Tacrin und DNP) vorzubeugen, werden eben jene zur Sterilisation in 100% 

DMSO gelöst. Um den Einfluss des Lösemittels der Inkubationssubstanzen (DMSO) 

möglichst gering zu halten, soll die Konzentration an DMSO in der Zellkulturflasche 

nicht größer 0,1% sein. Dazu werden Lösungen mit einer 1000fach höheren Konzent-

ration, im Vergleich zur tatsächlichen Konzentration mit der inkubiert werden soll, prä-

pariert. Die Zugabe von 10 µl der in 100% DMSO gelösten Inkubationssubstanz (bzw. 

reines DMSO als Kontrolle) erfolgt direkt in das Kulturmedium nach der Passage bzw. 

dem Mediumwechsel (Kap. 3.2.9.2). 

3.2.9.4. Überprüfung der Stabilität der Inkubationslösungen 

Die Stabilität der Inkubationslösungen wird mittels Aufnahme von Extinktionsspektren 

am Cary-Win UV Photometer überprüft (Tabelle 9). Dazu werden die Stammlösungen 

der Inkubationssubstanzen (Kap. 3.2.9.3) in 100% DMSO im Dunklen bei 4°C im Kühl-

schrank gelagert. Zur Messung in Kunststoff-Halbmikroküvetten (EtBr und DNP) und 

Halbmikro-Quarzglasküvetten (Tacrin) werden vor jeder Messung frisch Verdünnun-

gen mit DMSO hergestellt. 
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Tabelle 9: Einstellungen am Cary-Win UV Photometer zur Aufnahme von Extinktionsspektren zur Über-
prüfung der Stabilität der Inkubationslösungen zur Generierung von Rho0-Zellen. 

Instrument controls Scan controls 

X-Mode Start: 800 nm Ave time (s) 0,100 Beam mode Dual beam 

 Stop: 200 nm Data intervall (nm) 1,000 Baseline correction Off 

Y-Mode Y-Min: -0,05 Scan rate (nm/min) Medium Cycle mode Off 

 Y-Max: 2,00  600,000 Accessory Cell changer 

    Cell 1 
 

3.2.9.5. Mikroskopie der Zellen 

Zur Dokumentation der Morphologie der Zellen werden vor jeder Subkultivierung Fotos 

der Zellen am Lichtmikroskop gemacht (Tabelle 10). Dabei wird ein Übersichtsbild mit 

dem 10er-Objektiv und ein Bild für Detailaufnahmen mit dem 40er-Objektiv aufgenom-

men. Die Inkubationsansätze mit 25 ng/ml und 50 ng/ml EtBr werden zusätzlich unter 

dem Fluoreszenzmikroskop fotografiert. 

Tabelle 10: Einstellungen am Phasenkontrastmikroskop zur Dokumentation der mit DMSO (Kontrolle), 
EtBr, Tacrin und DNP inkubierten MCF-7-Zellen. 

Licht Objektiv Phase Belichtungszeit Hintergrund 

Durchlicht 10x Hellfeld 20 ms Auto white 

Durchlicht 40x Phase 2 40 ms Auto white 

Fluoreszenzanregung 40x Phase 2 6 s  
 

3.2.9.6. Zellzyklusbestimmung 

Bei der Passage mit Zellzahlbestimmung der Inkubationsansätze und der DMSO-

Kontrolle (Kap. 3.2.9.2) werden der gründlich vereinzelten Zellsuspension 1,5 Millionen 

Zellen entnommen, in ein 15 ml Zentrifugenröhrchen überführt und 5 min bei 272 x g 

zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen, und das Zellpellet mit 450 µl Lysepuffer 

resuspendiert. Nach fünfminütiger Lyse der Zellwände bei Raumtemperatur erfolgt die 

Färbung der Zellkerne durch Zugabe von 2,25 ml CyStain-Lösung. Darin enthalten ist 

der Fluoreszenzfarbstoff 4‘,6-Diamin-2-Phenylindol (DAPI). Nach 10 min bei Raum-

temperatur im Dunkeln wird die Lösung über einen 50 µm-Filter in ein 1,5 ml Reakti-

onsgefäß gegeben. Anschließend werden 800 µl der filtrierten Lösung zur Analyse mit-

tels Durchflusszytometer eingesetzt (Tabelle 11). 
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Tabelle 11: Einstellungen am Durchflusszytometer zur Bestimmung der Zellzyklusverteilung der Inku-
bationsansätze und der DMSO-Kontrolle. 

Detektor FL4 

Filter Band Pass Filter 455 C 

Spiegel Long Pass Dichroic Mirror 560 A 

UV-Anregungswellenlänge 365 nm 

Emissionswellenlänge 455 nm 

Verstärkungsmodus Linear 

Gain 485 

Durchflussgeschwindigkeit 3,8 µl/s 
 

3.2.9.7. Bestimmung der Plating Efficiency 

Zur Bestimmung der Plating Efficiency (PE), ein Maß für die Fähigkeit der Zellen aus 

Einzelzellen neue Kolonien zu bilden, werden der gründlich vereinzelten Zellsuspen-

sion der Lösemittelkontrolle nach der Passage und Zellzählung (Kap. 3.2.9.2) 

1750 Zellen entnommen, in ein Becherglas mit 35 ml Kulturmedium gegeben und er-

neut gründlich durchmischt. Jeweils 10 ml der Lösung (500 Zellen) werden in drei Pet-

rischalen gegeben und 14 Tage bei 37°C im Brutschrank kultiviert. Anschließend wird 

das Medium abgegossen, der Zellrasen mit 0,9%iger NaCl Lösung gewaschen und 

15 min mit 99%igem Ethanol überdeckt und dadurch fixiert. Die Färbung der Zellen 

erfolgt durch eine 30-minütige Inkubation mittels Überschichtung mit einer methanoli-

schen Methylenblau-Lösung. Nach Abgießen der Färbelösung und Waschen unter flie-

ßendem Wasser werden die Kolonien gezählt. Die PE errechnet sich nach folgender 

Formel: 

ሺ%ሻܧܲ ൌ
݊݁݅݊݋݈݋ܭ	݈݄ܽݖ݊ܣ

݈݈ܼ݊݁݁	ݎ݁ݐݑ݁ݎݐݏ݁݃ݏݑܽ	݈݄ܽݖ݊ܣ
∗ 100 

 

3.2.9.8. Klonierung von Einzelzellen 

Zur Klonierung von Einzelzellen in einer 96-well-Platte werden der Zellsuspension bei 

der Passage mit Zellzahlbestimmung eine Million Zellen entnommen und in Kulturme-

dium auf 1,27 Zellen/ml (0,25 Zellen/200 µl) verdünnt. Die Zellen werden dabei bei 

allen Verdünnungsschritten durch Auf- und Abziehen der Pipette gründlich vereinzelt. 

Anschließend werden mittels Multipette jeweils 200 µl in alle Löcher einer 96-well-

Platte gegeben und fünf bis sieben Tage im Brutschrank kultiviert. Danach werden die 
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Zellen analog zur Passage (Kap. 3.2.9.2) nach Absaugen des Mediums mit 200 µl 

PBS-Puffer gewaschen, 3 min mit 25 µl Trypsin vom Plattenboden gelöst und mit 

275 µl Medium vereinzelt. Das Wachstum der Zellen wird anschließend in regelmäßi-

gen Abständen unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Sobald etwa 75% des Bodens 

eines Platten-wells bewachsen sind, werden die Zellen vereinzelt und zur Selektion 

(Kap. 3.2.9.9) weitergesetzt. 

3.2.9.9. Selektion von Rho0-Zellen 

Zur Selektion von Rho0-Zellen werden zunächst die Einzelzellklone (Kap. 3.2.9.8), wie 

in Kap. 3.2.9.2 beschrieben, abtrypsiniert, vereinzelt und jeweils 23 µl der Zellsuspen-

sion in zwei verschiedene 96-well-Platten mit einer 200 µl Kulturmediumsvorlage über-

führt. Nach einer Anwachsphase von 48 h im Brutschrank wird das Medium abgesaugt 

und mit PBS-Puffer gewaschen. Anschließend werden einem well 200 µl Kulturme-

dium und einem well mit dem identischen Klon 200 µl Selektionsmedium hinzugege-

ben. Das Selektionsmedium setzt sich aus den gleichen Bestandteilen wie das Kultur-

medium zusammen (Kap. 3.2.9), nur dass es dialysiertes fetales Kälberserum enthält 

und kein Natriumpyruvat. Rho0-Zellen sind ohne Pyruvat nicht lebensfähig, da sie auf 

anaerobe Glykolyse angewiesen sind. Unter dem Lichtmikroskop wird über 14 Tage 

hinweg kontrolliert, ob die Klone in Selektionsmedium anwachsen. Ist dies nicht der 

Fall, werden die Zellen des betreffenden gespiegelten Klons in Kulturmedium zunächst 

in einer 8,7 cm² Petrischale und anschließend in einer 75 cm² Zellkulturflasche kulti-

viert, bis etwa 10 Mio. Zellen vorhanden sind. Daraufhin wird die Gesamt-DNA nach 

Kap. 3.2.3 isoliert und zur Nachweis-PCR eingesetzt (Kap. 3.2.9.10). 

Die Arbeiten in der Zellkultur (Kap. 3.2.9.1-3.2.9.9) sowie die Literaturrecherche zu 

Rho0-Zellen wurde von Silvia Frey im Rahmen ihrer wissenschaftlichen Abschlussar-

beit durchgeführt. 

3.2.9.10. Überprüfung des Rho0-Status mittels PCR mit anschließender Gelelekt-

rophorese 

Der Rho0-Status wird nach Tengan und Moraes (1996) mittels PCR mit anschließen-

der Gelelektrophorese mit veränderter Denaturierungszeit (30s) Annealing-Tempera-

tur (65°C) und und veränderter Elongationszeit (7 min) durchgeführt. Des Weiteren 

wird Phusion® High-Fidelity Polymerase verwendet. Das Primer-Paar (forward: 

5-’CGATCCGTCCCTAACAAACT-3‘; reverse: 5’-CAGGAGGATAATGCCGATGT-3) 
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amplifiziert dabei ein 16,2 kbp langes Produkt, welches beinahe dem kompletten mito-

chondrialen Genom (16,6 kbp) entspricht. Anschließend wird eine Gelelektrophorese 

nach Kap. 3.2.6 durchgeführt. 

3.2.10. Polymorphismen 

Als Polymorphismus bezeichnet man das Auftreten einer Sequenzvariation im Genom, 

von der mindestens 1% einer entsprechenden Population betroffen ist. Dazu gehören 

unter anderem sogenannte SNPs, bei denen der Austausch einer Base zu einer Ver-

änderung der Erbinformation führt, und CNPs, bei denen durch Insertion oder Deletion 

Teile der Erbinformation gar nicht oder in größerer Zahl vorhanden sind. SNPs werden 

mittels allelischer Diskriminierung und RFLP-PCR und CNPs mittels Multiplex-PCR er-

mittelt. Als Templat wird dabei nach Kap. 3.2.3 isolierte nDNA eingesetzt. 

3.2.10.1. Verwendete Zelllinien als Positivkontrolle 

Gesamt-DNA aus verschiedenen humanen Zelllinien wurde bereits am Lehrstuhl iso-

liert und in TE-Puffer im Kühlschrank bei 4°C gelagert. Die Konzentration wird photo-

metrisch bestimmt (Kap. 3.2.5) und mit TE-Puffer auf 50 ng/µl eingestellt. Dabei sind 

im Arbeitskreis folgende humane Zelllinien vorhanden: 

i. MCF-7-Zellen; Brust-Adenokarzinom-Zellen; freundlicherweise von Ana Soto (Tufts 
University, Boston, MA, USA) zur Verfügung gestellt 

ii. Ishikawa-Zellen; endometriale Adenokarzinom-Zellen, freundlicherweise von Ken Ko-
rach (National Institute of Environmental Health Sciences, NC, USA) zur Verfügung 
gestellt 

iii. HelaS3-Zellen; cervikale Adenokarzinom-Zellen 
iv. MDA-Zellen; Brust-Adenokarzinom-Zellen; bei DMSZ, der Deutschen Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen (Braunschweig) erworben 
v. HT-29-Zellen; kolorekrale Adenokarzinom-Zellen; beim DMSZ erworben 
vi. HCV (human chorion villi)-Zellen; im Arbeitskreis selbst isoliert 
vii. AG01522C-Zellen; Fibroblasten 

3.2.10.2. GSTT1- und GSTM1- copy number polymorphism-Bestimmung 

Die GSTT1- und GSTM1-CNP-Bestimmung wird analog zu Buchard et al. (2007) 

durchgeführt. Abweichend wird, da mit OneTaq®-DNA-Polymerase gearbeitet wird, 

die Endkonzentration der GSTT1-Deletionsprimer (Tabelle 12) von 0,04 µM auf 0,3 µM 

und die Elongationszeit von 90 s auf 5 min erhöht. 
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Tabelle 12: Primer der GSTT1- und GSTM1-CNP Bestimmung nach Buchard et al. (2007). 

Bezeichnung des Primers Sequenz in 5‘3‘ Richtung 

GSTT1 Gen forward TCTTTTGCATAGAGACCATGACCAG 

GSTT1 Gen reverse CTCCCTACTCCAGTAACTCCCGACT 

GSTT1 Deletion forward GAAGCCCAAGAATGGGTGTGTGTG 

GSTT1 Deletion reverse TGTCCCCATGGCCTCCAACATT 

GSTM1 Gen forward CAAATTCTGGATTGTAGCAGATCATGC 

GSTM1 Gen reverse CACAGCTCCTGATTATGACAGAAGCC 

GSTM1 Deletion forward AAGACAGAGGAAGGGTGCATTTGATA 

GSTM1 Deletion reverse ACAGACATTCATTCCCAAAGCGACCA 
 

3.2.10.3. Allelische Diskriminierung 

Die SNPs COMT Val158Met (rs4680), NQO1 Pro187Ser (rs1800566), CYP1B1 

Leu432Val (rs1056836), GSTP1 Ile105Val (rs1695) und HSB17B1 C150A (rs676387) 

werden mittels kommerziell erhältlichem allelische Diskriminierungs-Multiplex-Assay 

(Kap. 3.1.3) ermittelt. Das Assay enthält einen Primer-Satz (forward und reverse) und 

zwei TaqMan® Sonden. Eine Sonde ist mit dem Fluoreszenzfarbstoff VIC, die andere 

mit FAM ausgestattet. Jede der beiden Sonden ist jeweils zu einem der beiden Allele 

komplementär und erzeugt dementsprechend nur ein Fluoreszenzsignal bei Vorhan-

densein des jeweiligen Allels. 

1 µl einer auf 50 ng/µl eingestellten nDNA-Lösung werden zusammen mit 0,25 µl As-

say, 2,5 µl TaqMan®GTXpress™ Mastermix und 1,25 µl nf Wasser in einer 364-well-

Platte für die Reaktion eingesetzt. Dabei wird vor der Bestimmung ein „pre-read“ der 

Ursprungs-Fluoreszenzintensität am Kontrollprogramm des Cyclers durchgeführt. 

Nach der PCR (Tabelle 13) wird die Fluoreszenzintensität der betreffenden wells er-

neut gemessen und die Signale manuell über mitgeführte Positivkontrollen dem Ge-

notyp zugeordnet. 

Tabelle 13: Temperaturprogramm für die Allelische Diskriminierung mittels Multiplex-TaqMan®-Son-
den-basierter realtime-PCR zur Ermittlung von SNPs. 

Zyklen Schritt Temperatur (°C) Zeit 

1 Denaturierung 95 30 s 

40 
Denaturierung 95 15 s 

Annealing/Elonga-
tion 

58 1 min 
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Die CNP- und SNP-Bestimmungen wurden teilweise von Sarah Hauenschild im Rah-

men ihrer wissenschaftlichen Abschlussarbeit durchgeführt. 

3.2.10.4. Restriktionsfragmentlängen-Polymorphismus-PCR 

Die Verifikation der Positivkontrollen erfolgt mittels RFLP-PCR. Die GSTP1-

Bestimmung erfolgt analog zu Wilson et al. (2000), die NQO1-Bestimmung wird nach 

Sameer et al. (2010) und die CYP1B1-Bestimmung nach Zimarina et al. (2004) durch-

geführt (Tabelle 14). Dabei wird abweichend mit Taq-Polymerase gearbeitet und dem 

Restriktionsverdau zusätzlich BSA hinzugefügt. 

Tabelle 14: Primer für die RFLP-PCR zur Verifizierung der Positivkontrollen für die Allelische Diskrimi-
nierung. 

Primerbezeichnung Sequenz in 5‘3‘ Richtung 

GSTP1 Wilson forward ACCCCAGGGCTCTATGGGAA 

GSTP1 Wilson reverse TGAGGGCACAAGAAGCCCCT 

NQO1 Sameer forward TCCTCAGAGTGGCATTCTGA 

NQO1 Sameer reverse TCTCCTCATCCTGTACCTCT 

CYP1B1 Zamarina forward CCAGCCCAACCTGCCCTATG 

CYP1B1 Zamarina reverse CCAGGATGGAGATGAAGA 
 

3.2.10.5. Berechnung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts 

Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht besagt, dass in einer großen Population, die Paa-

rung ohne Selektion, Mutationen und Migration, unterläuft, die Allel- und Genotyp-Fre-

quenz von Generation zu Generation konstant bleiben und dass diese durch eine ein-

fache Abhängigkeit beschrieben werden kann (Guo und Thompson, 1992). Es wird 

herangezogen, um z.B. Fehler bei der Genotypisierung auszuschließen und um zu 

verifizieren, dass eine homogene Population vorliegt (zusammengefasst in Minelli et 

al., 2008). Das Gleichgewicht wird unter der Bedingung, dass nur zwei Allele mit einer 

jeweiligen Frequenz ݍ und ݌ und der folglichen Abhängigkeit ݍ ൌ 1 െ  zueinander ݌

vorkommen, mit folgender Formel beschrieben: 

ଶ݌ ൅ ݍ݌2 ൅ ଶݍ ൌ 1 

Durch Umstellen der Gleichgewichts-Formel lässt sich über die analytisch ermittelte 

Genotyp-Verteilung die Allel-Frequenz berechnen mit 

ݍ ൌ ଶ݌ ൅ 0,5 ∗  ݍ݌2
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und davon ausgehend: 

ݍ ൌ 1 െ  ݌

Anschließend werden daraus die Genotyp-Häufigkeiten (݌ଶ;  errechnet und (²ݍ und ݍ݌2

mit der Gesamtprobenanzahl multipliziert. Per χ²-Test wird die Anzahl der beobachte-

ten mit den erwarteten Individuen verglichen: 

߯ଶ ൌ ∑
ሺܾ݁ݐ݁ݐ݄ܾܿܽ݋ െ ሻ²ݐ݁ݐݎܽݓݎ݁

ݐ݁ݐݎܽݓݎ݁
 

Der χ²-Grenzwert liegt in diesem Fall (zwei Freiheitsgrade, Signifikanzniveau 0,05) bei 

5,991. Wenn der berechnete Wert größer als der Grenzwert ist, wird die Nullhypothese 

abgelehnt und die ermittelte Genotyp-Frequenz liegt folglich nicht im Hardy-Weinberg-

Gleichgewicht. 

Die Positivkontrollenverifizierung (Kap. 3.2.10.4) sowie die Berechungen zum Hardy-

Weinberg-Gleichgeweicht wurden von Sarah Hauenschild im Rahmen ihrer Masterar-

beit durchgeführt. 

3.2.11. Statistik 

Die Normalverteilung wird anhand eines Boxplots der entsprechenden Daten beurteilt. 

Beim Vergleich von zwei Stichproben wird bei gepaarten Stichproben und gleichzeitig 

normalverteilten Daten ein gepaarter t-Test und bei nicht-normalverteilten Daten ein 

Wilcoxon-Vorzeichenrangtest durchgeführt. Bei ungepaarten Stichproben wird bei 

nicht-normalverteilten Daten ein Mann-Whitney-U-Test angewendet. Bei ungepaarten, 

normalverteilten Daten wird bei varianzenhomogenen ein t-Test und bei nicht-vari-

anzenhomogenen Daten ein t-Test mit Welch-Korrektur durchgeführt. Bei n<30 wurde 

ein t-Test verwendet, da dieser bei einer kleinen Anzahl an Beobachtungen robust 

gegenüber nicht-normalverteilten Daten ist. 

Um die Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer zufälligen Signifikanz durch multiple 

Vergleiche zu minimieren, werden bei multiplen Vergleichen zweier Proben innerhalb 

einer Fragestellung die einzelnen p-Werte mittels Bonferoni-Holm-Korrektur adjustiert, 

sofern eine Signifikanz vorliegt (p<0,05). Sofern keine Signifikanz vorliegt, wird nicht 

adjustiert. Adjustierte p-Werte sind im Fließtext bzw. den Abbildungen als solche ge-

kennzeichnet. 
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Beim Vergleich von mehr als zwei Proben wird bei normalverteilten Daten die ANOVA 

und bei nicht-normalverteilten Daten der Kruskal-Wallis Test angewendet. 

SMF errechnen sich aus einer gewissen Mutanten-Häufigkeit innerhalb einer definier-

ten Kopienzahl und müssten insofern mittels Signifikanztestung auf der Grundlage von 

Kontingenztafeln (z.B. Fisher’s-exact-Test) statistisch beurteilt werden. Jedoch wurde 

in anderen Studien die humane mtDNA mittels RMCA untersuchten (Greaves et al., 

2009, Ericson et al., 2012, Biniecka et al., 2011 und Harty et al., 2012) die statistische 

Auswertung mittels parametrischer/nicht-parametrischer Verfahren vorgenommen. 

Daher wird, um eine gewisse Vergleichbarkeit in der statistischen Beurteilung zu ge-

währleisten, ebenfalls bei SMF betreffenden Beurteilungen nicht mit Signifikanztestun-

gen auf Basis von Kontingenztafeln gearbeitet. 

3.2.12. Metabolische Netzwerkmodellierung 

Die metabolischen Netzwerkberechnungen wurden von Karin Tschiggfrei im Rahmen 

ihrer wissenschaftlichen Abschlussarbeit unter Betreuung von Dr. Katja Schmalbach 

und Prof. Dr. Thomas Dandekar am Lehrstuhl für Bioinformatik Würzburg mithilfe von 

RStudio (Version 0.97.551), YANAsquare (Version 0.9.9) und METATOOL (Version 

4.9.1) durchgeführt (beschrieben in Cecil et al., 2011). 

3.2.13. Multiple lineare Regression und Hauptkomponentenanalyse 

Die R-Skripte zur vorwärtsselektierenden multiplen linearen Regressionsanalyse und 

Hauptkomponentenanalyse wurden mit Hilfe von Helene König (Dipl. Statistikerin) und 

Claudia Köllmann (Dipl. Statistikerin) kompiliert. Die Skripte sind auf der beiligenden 

Daten-CD zu finden. 

Die multiplen linearen Regressionsmodelle zum Thema Transkriptspiegel als Marker 

für oxidativen Stress (GCLC, NQO1 NFE2L2) sowie die zugehörige Literatur- und Da-

tenbankrecherche wurden größtenteils von Fabian Sandgruber im Rahmen seiner 

Masterarbeit errechnet und durchgeführt. 

3.2.14. Genexpression, lobule type, Estrogen-, Cholesterol- und Isoflavonge-

websspiegelbestimmung 

Relative Genexpressionslevel verschiedener Enzyme (Tabelle 15) wurden im Arbeits-

kreis Lehmann von René Hauptstein und Dr. Katja Schmalbach in Fett und in Drüsen-

gewebe mittels TaqMan® low density array (TLDA) und kommerziell erhältlicher 
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TaqMan®-Assays bestimmt. Die anfängliche Kopienzahl wurde dabei unter der An-

nahme, dass am jeweiligen cycle threshold (ct) 1*1012 Kopien vorhanden sind und die 

Effizienz der Reaktion 100% bzw. 2,0 beträgt, mit der folgenden Formel errechnet: 

݊଴ ൌ
௄௢௣௜௘௡௭௔௛௟೎೟

ா௙௙௜௭௜௘௡௭೎೟
ൌ ଵ∗ଵ଴భమ

ଶ೎೟
  

Anschließend wurde n0 in Verhältnis mit n0 des housekeeping-Gens Hypoxanthin-Gu-

anin-Phosphoribosyl-Transferase (HPRT) gesetzt. 

Tabelle 15: Übersicht über die am Arbeitskreis von René Hauptstein und Katja Schmalbach bestimmten 
mRNA-Spiegel mit der jeweils verwendeten Methode (Kopfzeile). AHR: Aryl-Hydrogen-Re-
zeptor; AREG: Amphiregulin, ARNT: Aryl-hydrogen-Rezeptor nuclear translocator; BAX: 
BCL2-associated X Protein, BMF: proapoptotic BH3-only Protein, CCND1: Cyclin D1, 
CDKN: Cyclinabhängiger Kinase Inhibitor, COMT: Katechol-O-Methyltransferase, CYP: Cy-
tochrom P450-abhängige Monooxygenase, ESR: Estrogen-Rezeptor, GATA3: GATA bin-
ding Protein 3, GCLC: γ-Glutamyl-Cystein Ligase, GST: Glutathion-S-Transferase, GUSB: 
Glucuronidase β, HSD: Hydroxysteroid-Dehydrogenase, MKI67: Proliferations-assoziiertes 
Ki-67-Antigen, NFE2L2: nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2, NQO1: NADPH-Chinon 
Oxidoreduktase, NR1I: nuclear receptor-sub family 1-group I-member, PGR: Progesteron-
Rezeptor, SNF: 14-3-3σ, STS: Steroidsulfatase, SULT: Sulfotransferase, TBP: TATA-Box 
binding Protein, TFF1: trefoil factor 1, TGFB1: transforming growth factor β; TP53: Tumor-
suppressor Protein 53, UGT: Uridin 5‘-Diphospho-Glucuronosyltransferase, WNT: wingless-
related MMTV integration site. 

TaqMan® low density array TaqMan®-Assay 
AHR GATA3 SULT1A2 GSTM1 

AREG GCLC SULT1E1 GSTP1 
ARNT GSTT1 SULT2A1 NQO1 
BAX GUSB SULT1A3/4 UGT1A1 
BMF HSD17B1 TBP UGT1A6 

CCND1 HSD17B2 TFF1 UGT1A7 
CDKN1A MKI67 TGFB1 UGT1A9 
CDKN1B NFE2L2 TP53 UGT1A10 
COMT NR1I2 UGT1A3/4  

CYP1A1 NR1I3 UGT1A8  
CYP19A1 PGR UGT2B7  
CYP1B1 SFN WNT4  

ESR1 STS WNT5A  
ESR2 SULT1A1   

 

Der lobule type wurde ebenfalls von René Hauptstein und Dr. Katja Schmalbach im 

Arbeitskreis Lehmann histologisch bestimmt. 
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E2-, E1- und 2/4-MeO-E1/2-Gewebespiegel wurden im Arbeitskreis Lehmann mittels 

GC-MS/MS von Daniela Pemp und E1-Sulfat (E1-S)- und E1-Glucuronid (E1-G)-Ge-

webespiegel mittels UHPLC-MS/MS von Dr. Carolin Kleider quantifiziert. 

Der prozentuale Fett-Anteil des Drüsen- und Fettgewebes wurde von Daniela Pemp 

im Arbeitskreis Lehmann nach Chloroform-Extraktion gravimetrisch bestimmt. 

Cholesterol, 7α- und 7β-HO-Cholesterol, α- und β-Epoxy-Cholesterol und 7-Keto-Cho-

lesterol wurden von Maryam Mahdiani im Arbeitskreis Lehmann mittels GC-FID und 

GC-MS/MS quantifiziert. 

Isoflavonspiegel (Daidzein- und Genistein-Agylcons, deren Konjugate und mikrobielle 

Metabolite) im Drüsengewebe wurden von Sebastian Soukup am Max Rubner Institut 

Karlsruhe mittels UHPLC-MS/MS nach Soukup et al. (2014) bestimmt. Messwerten 

unterhalb des limit of detection (LOD) wurde dabei ein Zahlenwert von 0,0, Messwer-

ten zwischen dem LOD und dem limit of quantification (LOQ) ein Zahlenwert von 0,5 

und Messwerten über dem LOQ ein Zahlenwert von 1 zugeordnet. 

Eine Tabelle mit allen Messdaten befindet sich auf der beigelegten Daten-CD. 
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4. Ergebnisse und Diskussion 

Um Einflussfaktoren auf DNA-Schäden in weiblichem Brustgewebe zu identifizieren, 

sollten zunächst humane Brustgewebsproben akquiriert werden (Kap. 4.1). Anschlie-

ßend sollte der Umfang an genotoxischem Stress auf mitochondrialer Ebene ermittelt 

werden. Dafür sollte der RMCA als genotypselektive Methode zur Bestimmung der 

mitochondrialen SMF in humanem Brustgewebe etabliert (Kap. 4.2), die mitochondri-

ale SMF in DNA aus allen geeigneten bisher am Lehrstuhl akquirierten Brustgewebs-

proben bestimmt (Kap. 4.2.4) und anschließend Einflussfaktoren auf die mitochondri-

ale SMF mittels multipler linearer Regression identifiziert werden (Kap. 4.2.5). Des 

Weiteren sollten Einflussfaktoren auf bereits am Lehrstuhl mittels eines auf Brustdrü-

sengewebs-Transkript- und Estrogenspiegel der akquirierten Gewebeproben basie-

rendem metabolischen Netzwerk-Modells errechnete DNA-Adduktflüsse mittels mul-

tipler linearer Regression ermittelt werden (Kap. 4.3). Oxidativer Stress kann ebenfalls 

zu DNA-Addukten führen, wird allerdings nicht durch das verwendete metabolische 

Netzwerk abgebildet. Daher sollten mittels multipler linearer Regression Einflussfakto-

ren auf bereits am Lehrstuhl bestimmte Transkriptspiegel in Brustgewebe der akqui-

rierten Probandinnen von Genen, die bei oxidativem Stress exprimiert werden, ermit-

telt werden (Kap. 4.4). 

4.1. Charakterisierung der Studienkohorte 
Insgesamt wurden am Lehrstuhl 50 Brustgewebsproben von gesunden Frauen, die 

sich aus kosmetischen Gründen einer Mamma-Reduktion unterzogen hatten, akqui-

riert und optisch in Fett- und Drüsengewebe separiert (Kap. 3.2.2). In einem Fragebo-

gen wurde das Alter, der BMI, der Alkoholkonsum, der Zigarettenkonsum, die Ein-

nahme von estrogenaktiven Medikamenten und die Anzahl der bisherigen Schwanger-

schaften abgefragt. Das Alter der Probandinnen reichte von 18 bis 66 Jahren (Median: 

44). Ein Großteil war zwischen 40 und 59 Jahren alt (Tabelle 16). In einer Studie mit 

27.000 deutschen Frauen war keine postmenopausale Frau jünger als 45 und keine 

prämenopausale Frau älter als 53 Jahre (Tsilidis et al., 2011). Daher wurde der meno-

pausale Status altersabhängig in ≤45 Jahre prä (54% der Probandinnen), ≥53 Jahre 

post (20% der Probandinnen) und die Spannweite dazwischen in peri (27% der Pro-

bandinnen) eingeteilt. Der Alkoholkonsum der Probandinnen reichte von null bis 

233 g Ethanol/Woche (Median 10 g Ethanol/Woche); darunter waren 16 Probandin-
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nen (32%) die angaben, keinen Alkohol zu konsumieren (Tabelle 16). 28% der Pro-

bandinnen waren Raucher mit einem Zigarettenkonsum von 2-25 Zigaretten pro Tag. 

Insgesamt acht Probandinnen (16%) nahmen an einer Intervention mit Isoflavon-Supp-

lementierung (Kap. 3.2.1) teil und acht weitere nahmen estrogenaktive Medikamente 

(Tabelle 16). Der BMI der Probandinnen lag zwischen 22 und 46 (Median: 26). Nach 

WHO BMI-Einteilung hatten dabei 34% Normalgewicht, 52% Präadipositas und 14% 

Adipositas. 58% der Probandinnen waren nullipar und 38% par (Tabelle 16).  

Tabelle 16: Verteilung der 50 akquirierten Brustgewebsproben hinsichtlich Alter, Menopausalstatus, Alk-
holkonsum, Rauchen, Einnahme von estrogenaktiven Medikamenten, BMI und Schwanger-
schaften. ERD: E2 releasing drug, k.A.: keine Angabe. 

 Kategorie 
Probandinnen-
Anzahl (-Anteil)  

 18-29 10 (20%) 

 30-39 9 (18%) 

Alter 40-49 14 (28%) 

 50-59 14 (28%) 

 >60 3 (6%) 

 prä 27 (54%) 

Menopausalstatus peri 13 (26%) 

 post 10 (20%) 

 0 g/Woche 16 (32%) 

Alkoholkonsum 
1-20 g/Woche 19 (38%) 

>20 g/Woche 11 (22%) 

 k.A. 4 (8%) 

Rauchen 
ja 14 (28%) 

nein 36 (72%) 

Einnahme von    
estrogenaktiven  
Medikamenten 

EE 6 (12%) 

ERD 2 (4%) 

nein 40 (80%) 

k.A. 2 (4%) 

 Normalgewicht 17 (34%) 

BMI Präadipositas 26 (52%) 

 Adipositas 7 (14%) 

 par 29 (58%) 

Schwangerschaften nullipar 19 (38%) 

 k.A. 2 (4%) 
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Ein Faktor der, in Zusammenhang mit Schwangerschaften steht, ist der lobule type 

(Kap. 1.2.2), welcher bereits bei 47 Drüsengewebsproben am Lehrstuhl bestimmt 

wurde. Des Weiteren wurden am Lehrstuhl bereits Estrogen- und Estrogenmetabolit-

spiegel, Transkriptspiegel von Genen die für am Estrogen-Metabolismus beteiligte En-

zyme, Transkriptonsfaktoren und Rezeptoren kodieren im Drüsen- und Fettgewebe 

der Probandinnen bestimmt (Kap. 3.2.14). Oxycholesterolspiegel wurden am Lehrstuhl 

im Fettgewebe und Isoflavonspiegel im Drüsengewebe der Probandinnen am Max-

Rubner-Institut in Karlsruhe bestimmt (Kap. 3.2.14). 

4.2. Random Mutation Capture Assay 
Mutationen sind die Manifestierung von genotoxischem Stress. Da bei gesundem 

humanem Gewebe in mtDNA eine äußerst niedrige SMF erwartet wurde 

(8*10-7 - 4*10-4*bp-1,  Kap. 1.1: Tabelle 1), war es notwendig mit einer Methode zu 

arbeiten, die sensitiv genug ist, um jene niedrige SMF abzubilden. Der RMCA stellte 

in dieser Hinsicht eine geeignete Methode dar (Kap. 1.1) und wurde deshalb zur 

mitochondrialen SMF-Bestimmung in weiblichem humanem Brustgewebe verwendet, 

um anschließend Einflussfaktoren auf die SMF zu ermitteln. Dabei besteht der 

mitochondriale RMCA, nach erfolgreicher DNA-Isolation und TaqI-Verdau, im 

Wesentlichen aus zwei Schritten: der Kopienzahlbestimmung und der 

Mutantenzahlbestimmung mittels PCR (Kap. 1.1). Eine möglichst hohe Sensitivität der 

beiden Schritte ist dabei essentiell, um sowohl niedrige Kopienzahlen und einzelne 

Mutanten, als auch um akkurat Unterschiede innerhalb verschiedener Gewebe und 

Individuen erfassen zu können. Deshalb sollte zunächst, nach der Auswahl einer 

Zielsequenz mit entsprechender Primer-Platzierung (Kap. 4.2.1), die 

Kopienzahlbestimmungs-PCR für eine möglichst hohe Sensitivität optimiert (Kap. 

4.2.2), die Mutantenzahlbestimmung-PCR auf ihre Eignung zur Amplifikation einer 

einzelnen Kopie für die Detektion von einzelnen Mutanten getestet (Kap. 4.2.3), und 

anschließend die mitochondriale SMF der akquirierten Gewebespenden bestimmt 

(Kap. 4.2.4) und Einflussfaktoren darauf mittels multipler linearer Regressionsanalyse 

identifiziert werden (Kap. 4.2.5). 

4.2.1. Primerdesign 

Der RMCA besteht, nach erfolgreicher DNA-Isolierung und TaqI-Verdau, im Wesentli-

chen aus zwei PCRs für die jeweils spezifische Primer benötigt werden: Eine PCR zur 
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Ermittlung der Gesamtanzahl der eingesetzten mtDNA-Kopien (Kopienzahlbestim-

mungs-PCR) mit einem Primersatz, der abseits der TaqI-Schnittstelle platziert wurde 

(Kopienzahlprimer) und einer PCR zur Ermittlung der Mutantenzahl (Mutations-PCR) 

mit Mutantenprimern, welche die TaqI-Schnittstelle flankieren (Kap. 1.1: Abbildung 1). 

Zum Zeitpunkt des Beginns dieser Arbeit war der RMCA bereits erfolgreich auf mtDNA 

aus humaner Synovialmembran (Biniecka et al., 2011) und mtDNA aus humanen A-

denokarzinom-Zellen mit Kopienzahlprimern innerhalb des Gens, das für tRNAPhe ko-

diert und mit Mutationsprimern innerhalb der 12S rRNA (Gorman et al., 2010) und auf 

mtDNA aus Kolon-Mukosa Biopsien mit Kopienzahlprimern innerhalb des ND5- und 

Mutatationsprimer innerhalb des CO-Gens (Greaves et al., 2009; ND5-

Primersequenzen unveröffentlicht) angewendet worden. Der NCBI-Blast der bereits 

publizierten Primersätze von Gorman et al. (2010), Greaves et al. (2009) und Biniecka 

et al. (2011) zeigte jedoch, dass je nach Primersatz, ein bis fünf Nebenprodukte mit 

nDNA möglich sind und diese Primersätze somit potentiell unspezifisch für mtDNA 

sind. Daher wurden neue Primersätze entwickelt. Nach Ausschluss von mtDNA-Berei-

chen, auf denen NUMTs vorhanden sind (Kap. 1.1), liegen im übrigen mitochondrialen 

Genom fünf TaqI-Schnittstellen. Drei im Bereich der 12S und 16S rRNA und zwei im 

Bereich der für CytB kodiert. Aufgrund vorangegangener schlechter Erfahrungen im 

Arbeitskreis mit rRNA-Primer-/TaqMan®-Sondenplatzierungen wurde der Bereich, der 

für CytB kodiert, als Zielsequenz der Primerplatzierung ausgewählt. Vermulst et al. 

(2008) bestimmten die Kopienzahl mittels schrittweiser Endpunkt-Verdünnung, welche 

nur die Quantifizierung einer Probe pro PCR-Ansatz ermöglicht. Um einen höheren 

Probendurchsatz zu gewährleisten, sollte die Kopienzahlbestimmung mittels 

TaqMan®-Sonden-basierter realtime-PCR mit externer Kalibrierung durchgeführt wer-

den, bei der mehrere Proben gleichzeitig quantifiziert werden können. Generell sollten 

beim Primer-Design Sekundärstrukturen, Polypurin- und Pyrimidinbereiche vermieden 

werden (Mitsuhashi, 1996). Um zum einen eine angemessene Annealing-Temperatur 

zu ermöglichen und zum anderen das Risiko einer unspezifischen Primerbindung zu 

minimieren, sollten die Primer der qualitativen Mutantenzahlbestimmung zwischen 18 

und 25 bp lang sein (Theophilus und Rapley, 2002). Die errechnete Schmelztempera-

tur des forward- und des reverse-Primers sollte möglichst nahe aneinander liegen, da 

am PCR-Cycler nur eine Temperatur während des Annealing-Schrittes eingestellt wer-

den kann. Für die quantitative TaqMan®-Sonden basierte Kopienzahlbstimmung soll-



4.2 Random Mutation Capture Assay 
 

69 
 

ten die Primer um eine passende Primer/Sonden-Kombination zu ermöglichen dage-

gen 9-40 bp lang sein. Die Kopienzahlprimer-Produktlänge sollte innerhalb der übli-

chen TaqMan®-Sonden basierten realtime-PCR Amplikon-Länge von 60 bis 150 bp 

(Dorak, 2006) liegen. Des Weiteren sollte die TaqMan®-Sonde möglichst nahe am 

zugehörigen forward-Primer liegen ohne mit dessen Sequenz zu überlappen (Dorak, 

2006) und 13-25 bp lang sein. Um die Pimer-/TaqMan®-Sonden Templatbindung zu 

stabilisieren, sollte die Annealing-Temperatur der TaqMan®-Sonde 5-10°C höher als 

die der Primer sein (Dietmaier et al., 2013). Die TaqMan®-Sonde sollte kein Guanosin 

am 5‘-Ende enthalten, da dies die Fluoreszenintensität um 25% reduziert (Crockett 

und Wittwer, 2001). Zusätzlich sollten sowohl die Kopienzahl-, als auch die Mutanten-

zahlprimer möglichst wenig unspezifische Nebenprodukte mit nDNA ergeben und so-

mit spezifisch an mtDNA binden. 

Unter Einhaltung aller Kriterien wurden mittels des Open-Source-Programms Pri-

mer3Plus Primer innerhalb der Zielsequenz (CytB) designt (Abbildung 7). 

5‘ATGACCCCAATACGCAAAACTAACCCCCTAATAAAATTAATTAACCACTCATTCATCGA
CCTCCCCACCCCATCCAACATCTCCGCATGATGAAACTTCGGCTCACTCCTTGGCGCCT
GCCTGATCCTCCAAATCACCACAGGACTATTCCTAGCCATGCACTACTCACCAGACGCC
TCAACCGCCTTTTCATCAATCGCCCACATCACTCGAGACGTAAATTATGGCTGAATCATC
CGCTACCTTCACGCCAATGGCGCCTCAATATTCTTTATCTGCCTCTTCCTACACATCGGG
CGAGGCCTATATTACGGATCATTTCTCTACTCAGAAACCTGAAACATCGGCATTATCCTC
CTGCTTGCAACTATAGCAACAGCCTTCATAGGCTATGTCCTCCCGTGAGGCCAAATATC
ATTCTGAGGGGCCACAGTAATTACAAACTTACTATCCGCCATCCCATACATTGGGACAG
ACCTAGTTCAATGAATCTGAGGAGGCTACTCAGTAGACAGTCCCACCCTCACACGATTC
TTTACCTTTCACTTCATCTTGCCCTTCATTATTGCAGCCCTAGCAACACTCCACCTCCTAT
TCTTGCACGAAACGGGATCAAACAACCCCCTAGGAATCACCTCCCATTCCGATAAAATC
ACCTTCCACCCTTACTACACAATCAAAGACGCCCTCGGCTTACTTCTCTTCCTTCTCTCC
TTAATGACATTAACACTATTCTCACCAGACCTCCTAGGCGACCCAGACAATTATACCCTA
GCCAACCCCTTAAACACCCCTCCCCACATCAAGCCCGAATGATATTTCCTATTCGCCTA
CACAATTCTCCGATCCGTCCCTAACAAACTAGGAGGCGTCCTTGCCCTATTACTATCCA
TCCTCATCCTAGCAATAATCCCCATCCTCCATATATCCAAACAACAAAGCATAATATTTCG
CCCACTAAGCCAATCACTTTATTGACTCCTAGCCGCAGACCTCCTCATTCTAACCTGAAT
CGGAGGACAACCAGTAAGCTACCCTTTTACCATCATTGGACAAGTAGCATCCGTACTAT
ACTTCACAACAATCCTAATCCTAATACCAACTATCTCCCTAATTGAAAACAAAATACTCAA
ATGGGCCT-3‘ 

Abbildung 7: Sequenz des humanen mitochondrialen Cytochrom B-Gens (bp: 14.747-15.887; NCBI 
GenBank® Accession no.: NC_012920) und die für den mitochondrialen RMCA nach Kap. 
3.2.4.1 entwickelten Primer. Fett: TaqI-Schnittstelle, grau hinterlegt: Mutantenzahlprimer, 

umrahmt: Kopienzahlprimer, unterstrichen: TaqMan®-Sonde. 

4.2.2. Kopienzahlbestimmung 

Für die Kopienzahlbestimmung sollten die für CytB entwickelten Kopienzahlprimer 

(Kap. 4.2.1) in einer PCR mit anschließender Gelelektrophorese zunächst getestet 
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(Kap. 4.2.2.1), das Kopienzahlprimer-PCR-Produkt als Standard für die realtime-PCR 

zur Kopienzahlbestimmung fluorimetrisch quantifiziert (Kap. 4.2.2.2), die realtime-PCR 

zur Kopienzahlbestimmung zur Erhöhung der Sensitivität optimiert (Kap. 4.2.2.3), ein 

geeigneter Kalibrierbereich festgelegt (Kap. 4.2.2.4) und abschließend Kopienzahlbe-

stimmungs-Qualitätskriterien festgelegt werden (Kap. 4.2.2.5). 

4.2.2.1. Test der Primer für die Kopienzahlbestimmung 

Die für die Kopienzahlbestimmung entwickelten Primer (Kap. 4.2.1) führten laut Pri-

mer-Blast zu keinerlei unspezifischen Nebenprodukten. Nach einer Gradienten-PCR 

mit anschließender Gelelektrophorese und Gel-Aufreinigung wurde bei allen zwölf ge-

testen Annealing-Temperaturen zwischen 50 und 65°C ausschließlich das erwartete 

Produkt mit einer Länge von 149 bp detektiert (Abbildung 8). 

 
Abbildung 8: Gelelektrophoretische Auftrennung (Kap. 3.2.6) der PCR-Produkte der Gradienten-PCR 

nach Kap. 3.2.4.3 zur Überprüfung der Kopienzahlprimer auf eventuelle unerwünschte 
Nebenprodukte. NTC: Blindwert (nf Wasser). Templat: 50 ng mtDNA pro 25 µl PCR-
Ansatz, isoliert nach Kap. 3.2.3 aus Probe Nr. 1. 3%iges Agarose-Gel. Laufzeit: 1 h bei 
5 V/cm. DNA-Leiter: 50 bp. 

Die Sanger-Sequenzierung zeigte ebenso eine 100%ige Übereinstimmung mit dem 

erwarteten Produkt (Abbildung 9), was die Ergebnisse des Primer-BLASTs bestätigt. 
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Abbildung 9: Vergleich des erwarteten Kopienzahlprimer-Produktes (oberste Zeile) mit den Ergebnissen 
aus der Sequenzierung mit dem reverse-Primer (mittlere Zeile) und dem forward-Primer 
(unter Zeile) nach Sanger-Sequenzierung (Kap. 3.2.8). 

4.2.2.2. Quantifizierung des Standards für die Kopienzahlbestimmung 

Das Kopienzahlprodukt (149 bp) aus Kap. 4.2.2.1 sollte als Standard für die externe 

Kalibrierung mittels realtime-PCR zur Kopienzahlbestimmung dienen. Der Standard 

wurde hierfür nach Gel-Aufreinigung fluorimetrisch mittels externer Kalbsthymus-DNA 

Kalibrierung dreimal unabhängig quantifiziert (Anhang: Abbildung 48). 

Der DNA-Gehalt betrug 3,63±0,20 pg/µl (±5,42%). Dies entspricht einer Kopienzahl 

von 1,9*107 Kopien/µl (errechnet über das Molekulargewicht der Produkt-Sequenz mit-

tels http://bioinformatics.org/sms2/dna_mw.html). Die mittlere Wiederfindungsrate 

nach Standardzugabe (interne Wiederfindung) der drei Bestimmungen von 104±4% 

bestätigte die Richtigkeit der Quantifizierung (am Lehrstuhl generierte Daten: 84-112% 

Wiederfindung; Standardabweichung ≤10%; n=31). Insgesamt wurden 37,5 ml, bzw. 

136 ng Standard hergestellt, à 50 µl aliquotiert und bei -20°C im Gefrierschrank aufbe-

wahrt. Somit wurde genug Standard für 750 Bestimmungen hergestellt und die Stan-

dardmenge war ausreichend für die Kopienzahlbestimmung von insgesamt 50 vorhan-

dene Proben plus Vorversuche (Kap. 4.2.4, 4.2.2.3 und 4.2.2.4). 

4.2.2.3. Vergleich 2- und 3-step-Temperaturprogramm 

Die Kopienzahlprimer wurden ohne TaqMan®-Sonde mit einem 3-step Temperatur-

programm getestet (Kap. 4.2.2.1). Um eine ordnungsgemäße Funktion der TaqMan®-

Sonde zu gewährleisten, wird bei der TaqMan®-Sonden basierten realtime-PCR übli-

cherweise ein 2-step-Temperaturprogramm, bei dem Annealing und Elongation in ei-

nem Schritt zusammengefasst werden, verwendet (zusammengefasst in Kubista et al., 

2006). Daher sollte das 3-step Temperaturprogramm mit einem 2-step-Temperatur-

programm verglichen werden und hinsichtlich der Effizienz, als Qualitätskriterium, eva-

luiert werden. Der Gold-Standard für die Bestimmung der Effizienz ist das Errechnen 
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aus der Steigung einer Verdünnungsreihe (Rutledge und Stewart, 2008). Jedoch wer-

den dafür bei einer Verdünnungsreihe bestehend aus n Verdünnungen pro Bestim-

mung n-mal so viele Reaktionen benötigt, wie bei der Bestimmung der Effizienz aus 

der Steigung der Amplifikationskurven mittels LinRegPCR. Deshalb wurde aus Grün-

den der Wirtschaftlichkeit jeweils dreifach unabhängig die Effizienz für beide Tempe-

raturprogramme (2-step und 3-step) mittels LinRegPCR bestimmt (Amplifikationskur-

ven: Anhang Abbildung 49) und gemittelt (Abbildung 10 und Anhang: Tabelle 29). Da 

kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen dem 2-step- (1,93±4,97%) und dem 

3-step-Temperaturprogramm (1,86±3,12%) besteht (einfacher t-Test, p=0,28) und bei 

der TaqMan®-Sonden basierten realtime-PCR ein 2-step-Temperaturprogramm erfor-

derlich ist (Kubista et al., 2006), wurde bei allen weiteren Bestimmungen mit einem 2-

step Temperaturprogramm gearbeitet. 
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Abbildung 10: Vergleich der mittels LinRegPCR ermittelten Effizienz der Kopienzahlbestimmung bei 
verschiedenen Temperaturprogrammen (Annealing-Temperatur jeweils 65°C). Gezeigt 
ist jeweils der Mittelwert±Standardabweichung aus drei unabhängigen Bestimmungen. 
Statistisch besteht kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen (einfacher t-Test, 
p=0,08). 

Zur weiteren Optimierung sollte darauf die optimale Annealing-Temperatur bestimmt 

werden. 

4.2.2.3.1. Optimierung der Annealing-Temperatur 

Um auch Proben mit einer geringen Kopienzahl zu quantifizieren, wurde für die real-

time-PCR zur Kopienzahlbestimmung eine möglichst hohe Sensitivität angestrebt. 

Hierbei gilt, je höher die Effizienz einer PCR, desto sensitiver ist die Reaktion. Generell 
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kann eine zu hohe oder zu niedrige MgCl2-, dNTP- oder Primerkonzentration einen 

inhibitorischen Einfluss auf eine PCR nehmen. Jedoch lohnt eine Optimierung dieser 

Komponenten meist nur, wenn die Reaktion gar nicht erfolgreich ist oder eine zu ge-

ringe Produktausbeute erreicht wird (Mülhardt, 2009). Da bei einer TaqMan®-Sonden 

basierten realtime-PCR das Endprodukt nicht weiter benötigt wird, spielt die Ausbeute 

keine Rolle. Somit wurde darauf verzichtet Bestandteile des Reaktionsmixes zu opti-

mieren. Die Zyklenzahl kann ebenso einen Einfluss auf die Ausbeute nehmen oder zu 

unspezifischem „Schmier“ führen. Unspezifische Produkte werden in der TaqMan®-

Sonden basierten realtime-PCR nicht detektiert. Daher wurde auf eine Optimierung 

der Zyklenzahl ebenso verzichtet. Des Weiteren kann die Annealing-Temperatur zu 

Optimierung einer PCR verändert werden. Eine optimale Annealing-Temperatur kann 

zwar errechnet werden, muss aber immer empirisch bestimmt werden. Daher sollte 

um eine möglichst hohe Effizienz zu erreichen, die realtime-PCR zur Kopienzahlbe-

stimmung hinsichtlich ihrer Annealing-Temperatur optimiert werden. Eine geeignete 

Annealing-Temperatur für eine realtime-PCR liegt zwischen 55 und 60°C (Dorak, 

2006). Falls Primer-Dimere oder unspezifische Nebenprodukte ein Problem sind, sollte 

die Temperatur in 2°C-Schritten erhöht werden (Dorak, 2006). Da bereits gezeigt 

wurde, dass bei einer Annealing-Temperatur zwischen 55 und 65°C weder Nebenpro-

dukte noch Primer-Dimere entstehen (Kap. 4.2.2), wurde, um die optimale Annealing-

Temperatur für die TaqMan®-Sonden basierte realtime-PCR zu ermitteln, die Effizienz 

bei einer Annealing-Temperatur von 56, 58, 60 und 62°C jeweils dreifach unabhängig 

bestimmt (Amplifikationskurven: Anhang Abbildung 49) und gemittelt (Abbildung 11 

und Anhang: Tabelle 29). Bei einem Signifikanz-Niveau von 0,05 (einfache ANOVA, 

p=0,01; Tukey-Test) unterschieden sich die Effizienzen bei 56 (2,18±5,10%), 58 

(2,19±2,20%) und 60°C (2,02±4,37%) untereinander nicht signifikant (p-Werte: 0,09-

1,00). Die Effizienz bei 56°C und 58°C war im Vergleich zur Effizienz bei 62°C 

(1,96±0,82%) signifikant erhöht (p=0,03 bzw. 0,02). Statistisch war somit keine klare 

Tendenz zu erkennen. 
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Abbildung 11: Vergleich der mittels LinRegPCR ermittelten Effizienz der Kopienzahlbestimmungs-PCR 
bei verschiedenen Annealing-Temperaturen. Gezeigt ist jeweils der Mittelwert±Stan-
dardabweichung aus drei unabhängigen Bestimmungen. Gleiche Buchstaben zeigen die 
statistisch gleiche Datengruppe (einfache ANOVA, Tukey-Test, Signifikanzniveau: 
<0,05). 

Da die Effizienz bei 58°C mit 2,19±2,20% am höchsten war, wurde 58°C als optimale 

Annealing-Temperatur festgelegt. Für alle weiteren Bestimmungen wurde folglich mit 

einer Annealing-Temperatur von 58°C gearbeitet. Eine hier ermittelte Effizienz >2 

würde zwar bedeuten, dass sich die Kopienzahl in jedem Zyklus mehr als verdoppelt, 

ist allerdings nicht ungewöhnlich und wurde schon in anderen Studien beobachtet 

(Skillman et al., 2006). Gleichwohl deutet eine Effizienz >2 auf eine Überschätzung der 

Effizienz hin (Dorak, 2006). Daher sollte die Effizienz später aus der Steigung einer 

Verdünnungsreihe errechnet werden (Kap. 4.2.2.4.2). Dafür sollte zunächst ein Kalib-

rierbereich festgelegt werden. 

4.2.2.4. Festlegung des Kalibrierbereiches 

Für humane mtDNA wurde eine SMF von 8*10-7 bis 4*10-4*bp-1  erwartet (Kap. 1.1: 

Tabelle 1). Da jeweils vier Basen pro Kopie untersucht werden, ist demnach für die 

Detektion einer Mutante eine Gesamtkopienzahl von 2*107 bis 1*104 Kopien notwen-

dig. Da die Mutantenzahl später aus 10 µl-Aliqouten bestimmt werden sollte (Kap. 

3.2.4.2), reicht somit eine Kopienzahlkonzentration von 2*106 bis 1*103 Kopien/µl aus. 
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Dafür sollte zunächst ein möglichst weit gefasster, 2*106 und 1*103 Kopien einschlie-

ßender, varianzenhomogener, linearer Kalibrier-Bereich ohne Ausreißer ermittelt wer-

den. Die Konzentration des höchsten Kalibrierpunktes war dabei nur durch die Kon-

zentration des in Kap. 4.2.2.2 quantifizierten Standards limitiert. Es wurde dreimal un-

abhängig eine realtime-PCR mit einer Verdünnungsreihe von 9,5*107-9,5*100 Kopien 

im well durchgeführt. Anschließend wurde die Anfangskopienzahl im well gegen die 

gemittelten ct-Werte aufgetragen (Abbildung 12) und mit Valoo 2.5 die Linearität, Va-

rianzenhomogenität und Ausreißer bestimmt. Nach Yang et al. (2009) wird zwischen 

Zyklus 3 und 15 die Basislinie gesetzt, so dass nur ct-Werte oberhalb von 15 bewertet 

wurden. Der gesamte bewertete Bereich von 9,5*105-9,5*100 Kopien war bei einem 

Signifikanzniveau von 0,01 linear, varianzenhomogen und enthielt keinen Ausreißer. 
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Abbildung 12: Festlegung des Kalibrierbereiches für die Kopienzahlbestimmung (Kap. 3.2.4.3). Loga-
rithmische Auftragung der Anfangskopienzahlen gegen den ct-Wert. Da die Basislinie 
zwischen ct 3 und 15 gesetzt wird, wurden nur ct-Werte >15 (durchgezogene Linie) ge-
wertet. Gezeigt sind jeweils die Werte aus drei unabhängigen Bestimmungen±Stan-
dardabweichung. Geradengleichung: y=-3,48x+39,22. R²: 0,999. 

Da ein Bereich von 2*106 bis 1*103 Kopien angestrebt wurde, eignete sich der Bereich 

jedoch unter Umständen nicht zur Bestimmung von Kopienzahlen. Daher sollte der 

Bereich zum einen nach oben hin erweitert werden und zum anderen die Richtigkeit 
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und Präzision der Methode mittels Standard-Wiederfindung ohne Matrix ermittelt wer-

den. 

4.2.2.4.1. Richtigkeit und Präzision der Kopienzahlbestimmung 

Zur Ermittlung der Richtigkeit und Präzision der Kopienzahlbestimmung sollte zu-

nächst die Wiederfindungsrate von Kopienzahlstandard ohne Matrix ermittelt werden. 

Später sollte die Wiederfindungsrate von Kopienzahlstandard in Realproben (interne 

Wiederfindung) ermittelt werden (Kap. 4.2.2.5). Um näher an der angestrebten Kopien-

zahl von 2*106 bis 1*103 Kopien (Kap. 4.2.2.4) zu liegen, sollte dabei der Bereich der 

Kalibriergeraden zum einen im Vergleich zum vorigen Kapitel (4.2.2.4) nach oben hin 

erweitert werden, ohne den kleinstmöglichen ct-Wert von 15 (Kap. 4.2.2.4) zu unter-

schreiten. Zum anderen sollte der Kalibrierbereich nach unten hin eingeengt werden. 

Als Grenze für eine akzeptierbare Wiederfindung wurde dabei 95-105% festgelegt. 

Zunächst wurde viermal unabhängig eine Wiederfindung einer Lösung bekannter Ko-

pienzahl im oberen (4,7*105 Kopien), mittleren (4,7*104 Kopien) und im unteren Be-

reich (4,7*103 Kopien) einer Kalibriergerade von 4,7*106-4,7*102 Kopien durchgeführt. 

Alle vier Kalibriergeraden waren linear und enthielten keine Ausreißer (Signifikanzni-

veau: 0,01, Anhang: Abbildung 50). Drei der vier Geraden waren varianzenhomogen. 

Bei einer der vier Geraden waren keine Daten für einen Varianzenhomogenitätstest 

vorhanden, da bei beiden äußeren Punkten nur jeweils zwei auswertbare Messwerte 

vorhanden waren. Somit wurde das obere Maximum des Kalibrierbereiches bis 

4,7*106 Kopien erweitert. Die Wiederfindungsraten von 111±10% im oberen, 113±11% 

im mittleren und 103±14% unterschieden sich zwar statistisch nicht signifikant vom 

Idealwert 100% (einfacher t-Test, p=0,10-0,67) lagen, aber alle über der vorher fest-

gelegten Grenze von 95-105% (Abbildung 13). 
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Abbildung 13: Wiederfindungen einer bekannten Standardlösung im oberen (4,7*105 Kopien), mittleren 
(4,7*104 Kopien) und unteren Bereich (4,7*103 Kopien) des weitgefassten Kalibrierberei-
ches (4,7*106-4,7*102 Kopien). Gezeigt ist jeweils der Mittelwert±Standardabweichung 
aus vier unabhängigen Bestimmungen. Zwischen den einzelnen Datengruppen besteht 
kein statistisch signifikanter Unterschied (einfache ANOVA,  p=0,49) und sie unterschei-
den sich jeweils statistisch nicht signifikant von 100% (einfacher t-Test, p=0,10-0,67). 
Durchgezogene Linie: Idealwert 100%. 

Daher sollte im Folgenden überprüft werden, ob ein enger gefasster Kalibrierbereich 

Ergebnisse innerhalb der vorher definierten Grenzen liefert. Da Proben mit einer hö-

heren SMF auch verdünnt werden können, sollte der Kalibrierbereich dabei nach unten 

hin eingeengt werden. 

Zur methodischen Charakterisierung eines enger gefassten Kalibrierbereiches 

(4,7*106-1,8*104 Kopien) wurde jeweils dreimal unabhängig eine Wiederfindung einer 

Lösung mit bekannter Kopienzahl jeweils im oberen (1,2*106 Kopien), mittleren 

(2,9*105 Kopien) und unteren (7,3*104 Kopien) durchgeführt (Anhang: Abbildung 51). 

Die Wiederfindungsraten von 99±2% im oberen, 99±6% im mittleren und 102±10% im 

unteren Bereich des enggefassten Kalibrierbereiches unterschieden sich im Vergleich 

zum weitgefassten Kalibrierbereich bei einem Signifikanzniveau von 0,05 statistisch 

nicht signifikant (gepaarter t-Test, p-Wert: 0,14), lagen allerdings alle innerhalb der 

akzeptierten Grenze von 95-105% (Abbildung 14). Des Weiteren waren die Stan-

dardabweichungen der Wiederfindungsrate innerhalb des enggefassten Kalibrierbe-

reiches signifikant kleiner (oberer Bereich: 7,73%, mittlerer: 5,40%, unterer: 4,57%) als 

im weit gefassten Kalibrierbereich (gepaarter t-Test, p=0,02). 
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Abbildung 14: Wiederfindungen einer bekannten Standardlösung im oberen (1,2*106 Kopien), mittleren 
(2,9*105 Kopien) und unteren Bereich (7,3*104 Kopien) des weitgefassten Kalibrierberei-
ches (4,7*106-1,8*104 Kopien). Gezeigt ist jeweils der Mittelwert±Standardabweichung 
aus drei unabhängigen Bestimmungen. Zwischen den einzelnen Datengruppen besteht 
kein statistisch signifikanter Unterschied (einfache ANOVA, p=0,85). Durchgezogene Li-
nie: Idealwert 100%. 

Deshalb wurde für alle weiteren Versuche mit einem enggefasstem Kalibrierbereich 

gearbeitet. Dabei war mit einer methodisch bedingten Richtigkeit (Wiederfindung des 

Standards) zwischen 99 und 102% und einer Schwankung zwischen 2 und 10% zu 

rechnen. Aus der zur Charakterisierung der methodischen Schwankung verwendeten 

Kalibriergerade kann die Effizienz der PCR abgeitet werden. 

4.2.2.4.2. Ermittlung der Effizienz der Kopienzahlbestimmungs-PCR 

Da die in Kapitel 4.2.2.3.1 mittels LinReg ermittelte Effizienz (2,19±2,20%) vermutlich 

eine Überschätzung der realen Situation darstellte, sollte die Effizienz mit Hilfe der 

Kalibriergeraden zur Festlegung eines varianzenhomogenen Bereichs (Kap. 4.2.2.4) 

neu berechnet werden. Aus der Steigung der Geraden lässt sich die Effizienz der Re-

aktion mit folgender Formel errechnen (Dorak, 2006): 

ݖ݊݁݅ݖ݂݂݅ܧ ൌ 10
ିଵ

ௌ௧௘௜௚௨௡௚ െ 1 

Mit der hier ermittelten Steigung von -3,48 ergab sich eine Effizienz von 94±1,13%. 

Die mit dieser Methode bestimmte Effizienz liegt üblicherweise zwischen 60 und 
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>100% (Souaze et al., 1996). 90-100% sollten idealerweise erreicht werden (Dorak, 

2006). Die hier ermittelte Effizienz von 94±0,56% lag somit im idealen Bereich. 

4.2.2.5. Festlegung akzeptierter Schwankungen bei Realproben 

Um den Einfluss der Matrix der Realproben auf die Richtigkeit der Kopienzahl zu er-

mitteln, wurde bei jeder Probe eine dreifach abhängige interne Wiederfindung mitge-

führt, bei der jeder Probe in einer separaten Reaktion Kopienzahlstandard hinzugefügt 

wurde. Bei der internen Wiederfindung spielt die Menge des zugefügten Standards 

eine nicht unerhebliche Rolle. Ist das Verhältnis zwischen Probe und Standard zu groß, 

überdeckt die Standardzugabe unter Umständen die Kopienzahl der Probe. Ist das 

Verhältnis zu gering, geht die Probenschwankung eventuell überproportional in die 

Wiederfindungsrate und die Schwankung der Wiederfindung ein. Daher wurden Pro-

ben ausgeschlossen, deren Verhältnis zwischen Standardzugabe- und Probenkopien-

zahl (VSP) unter 30% oder über 300% lag. Zur Ermittlung von Ausreißern, der proben-

bedingten Schwankung der Kopienzahlbestimmung bei Realproben und daraus abge-

leiteten Akzeptanzgrenzen von Werten der Kopienzahlbestimmung, wurde die Wieder-

findungsrate von internem Standard von dreifach abhängig ermittelter Kopienzahl von 

TaqI-verdauter humaner mtDNA aus 21 Probenmessungen von Fett-Drüsen-Mischen-

gewebe aus Vorversuchen und 10 Bestimmungen von Drüsen- und Fettgewebe von 

Probe Nr. 8 ausgewertet. Die Standardabweichung der Proben und die der Wiederfin-

dung wurden ebenfalls ausgewertet. Um maximal 20% der Messungen gegebenenfalls 

wiederholen zu müssen, wurde als Akzeptanzkriterium jeweils das 90. bzw. zusätzlich 

das 10. Perzentil bei der internen Wiederfindung gewählt. Dabei ergaben sich folgende 

Grenzen: Standard-Wiederfindungsrate von 56 bis 124% (Abbildung 15 links), Stan-

dardabweichung Probe: ≤11% und Standardabweichung Standard-Wiederfindungs-

rate: ≤32 (Abbildung 15 rechts). 
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Abbildung 15: Verteilung der ermittelten Werte der Wiederfindungsrate des internen Standards (links) 
und der relativen Standardabweichung der Kopienzahl und der Wiederfindungsrate des 
internen Standards (rechts). Vertikale Linie: 10.-90. Perzentil. Horizontale Linie: Median; 
□: Mittelwert. 

Bei allen folgenden Kopienzahlbestimmungen wurde die Bestimmung wiederholt, so-

bald einer der Werte (Standardabweichung Probe und Wiederfindungsrate und Wie-

derfindungsrate selbst) nicht innerhalb der festgelegten Grenzen lag. Des Weiteren 

sollte nach Abschluss der Probenmessungen die Kopienzahlbestimmung neu evaluiert 

und die angelegten Qualitätskriterien bewertet werden (Kap. 4.2.4.2.1). 

4.2.3. Mutantenzahlbestimmung 

Vermulst et al. (2008) ermittelten die Mutantenzahl mittels PCR mit anschließender 

Gelelektrophorese. Um kostensparender zu arbeiten, sollte die Mutantenzahlbestim-

mung (Mutations-PCR) als SYBR®-Green basierte realtime-PCR analog zu 

Schmalbach (2014) durchgeführt werden. Bei der Mutations-PCR ist für die Amplifika-

tion von einzelnen Mutanten sowohl eine hohe Spezifität, als auch eine hohe Sensiti-

vität notwendig. Daher sollten dafür zunächst überprüft werden, ob die in Kap. 4.2.1 

designten Primer in der Theorie nach Primer-Blast zu unspezifischen Nebenprodukten 

mit nDNA führen können (Kap. 4.2.3.1), transformierte MCF-7-Zellen auf ihre Eignung 

für einen empirischen Primerspezifitäts-Nachweis getestet (Kap. 4.2.3.2), die Notwen-

digkeit einer spezifischen Primerbindung anhand der nDNA-Verunreinigung von TaqI-

verdauten Proben evaluiert (4.2.3.3), Standard für Optimierungsversuche und den 

Nachweis einer Kopie quantifiziert (4.2.3.4), die Primer in Kombination mit quantifizier-

tem Standard auf Eignung zur Übertragung der Mutations-PCR auf ein SYBR-Green® 
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basiertes realtime-PCR System getestet (Kap. 4.2.3.5), die Mutations-PCR zur Erhö-

hung der Sensitivität optimiert (Kap. 4.2.3.6), die Reaktion auf Eignung zur Amplifika-

tion einer einzelnen Kopie überprüft (Kap. 4.2.3.7), zur Plausibilitätsprüfung exempla-

risch die SMF einer Realprobe bestimmt (Kap. 4.2.3.8), und die methodische Schwan-

kung des kompletten RMCA-Testsystems bei Realproben ermittelt werden (Kap. 

4.2.3.9). 

4.2.3.1. Test der Primer für die Mutations-PCR 

Die für die Mutations-PCR entwickelten Primer (Kap. 4.2.1) führten laut Primer-Blast 

potentiell zu einem gleich langem Nebenprodukt mit nDNA (Abbildung 16). Allerdings 

sind die Primersequenzen in insgesamt vier Basen nicht deckungsgleich mit der 

nDNA. Beim Vergleich der Sequenz die potentiell mit nDNA amplifiziert wird, fiel auf, 

dass sich an der Stelle, an der sich auf der mtDNA die TaqI-Schnittstelle befindet, 

anstatt eines Thymins, ein Cytosin befindet, was bedeuten würde, dass bei einer even-

tuellen Fehl-Amplifikation TaqI dort nicht schneiden würde. Allerdings existiert inner-

halb der Sequenz an anderer Stelle eine TaqI-Schnittstelle, da sich dort anstatt eines 

Adenosins (in der mtDNA) ein Guanin in der nDNA befindet. Somit würde ein eventu-

elles unerwünschtes Amplifikationsprodukt, sofern sich dort keine Mutation befindet, 

dennoch durch TaqI geschnitten werden und zu einem 73 und einem 166 bp langen 

Produkt führen (90 und 149 bp bei mtDNA im Vergleich). Insgesamt waren 16 Basen 

des potentiellen unspezifischen nDNA Nebenproduktes nicht deckungsgleich mit dem 

mtDNA Mutationsprimer-Produkt. Somit ist bei einer Mutante eine eindeutige Differen-

zierung zwischen nDNA und mtDNA nach Sanger-Sequenzierung, der in der Mutati-

ons-PCR detektierten Mutanten, mittels Sequenzvergleich möglich. 
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Abbildung 16: Vergleich der Sequenzen des Mutationsprimer-PCR-Produktes mit mtDNA als Templat 

(obere Zeile jeweils) mit dem potentiell möglichen, unerwünschten Nebenprodukt mit 
nDNA als Templat nach Primer-Blast (unten). Gestrichelt umrahmt: Mutationsprimer-
Paar, oval umrahmt: TaqI-Schnittstelle auf der nDNA (links) und auf der mtDNA (rechts), 
grau hinterlegt: nicht übereinstimmende Basen. 

Nach Test der Primer mittels einer Gradienten-PCR zur Bestimmung der optimalen 

Annealing-Temperatur, wurde bei jeder der getesteten Annealing-Temperaturen von 

50-65°C nur das erwartete Produkt mit einer Länge von 239 bp detektiert und keine 

Nebenprodukte (Abbildung 17). Da zu niedrige Annealing-Temperatuen unspezifische 

Primer-Bindungen hervorrufen können (Rychlik et al., 1990), wurde 65°C als optimale 

Annealing-Temperatur festgelegt. 

 
Abbildung 17: Gelelektrophoretische Auftrennung (Kap. 3.2.6) der PCR-Produkte der Gradienten-PCR 

zur Bestimmung der optimalen Annealing-Temperatur der Mutationsprimer (Kap. 
3.2.4.4). Laufzeit: 1 h bei 5 V/cm. 3%iges Agarosegel. DNA-Leiter: 50 bp. NTC: Blindwert 
(nf Wasser). Als Templat wurden jeweils 50 ng mtDNA nach Kap. 3.2.3 von Probe Nr. 1 
eingesetzt. 

Nach anschließender Sequenzierung bestätigte sich, dass mit den Mutationsprimern 

kein unerwünschtes Nebenprodukt entstand (Anhang: Abbildung 52). Da als Templat 
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jedoch aufgereinigte mtDNA verwendet wurde, also mtDNA im Vergleich zu nDNA 

Überschuss vorlag, wurde um mit absoluter Sicherheit ausschließen zu können, dass 

durch den Primersatz keine Amplifikation von nDNA möglich ist, 100% reine nDNA 

benötigt. Dies ist insbesondere wichtig, da bei der PCR zur Bestimmung der Mutan-

tenzahl das Templat soweit verdünnt wird, dass eine einzelne Kopie eines amplifizier-

fähigen DNA-Fragments als Templat präsent ist (Kap. 3.2.4.4) und somit bei einer 

nDNA Mutante keine mtDNA vorläge, um die nDNA Mutante zu überdecken. Eine Mög-

lichkeit zur Gewinnung von zumindest annähernd, jedoch nicht 100% reiner nDNA, ist 

neben zahlreichen kommerziell erhältlichen DNA-Aufreinigungs-Kits z.B. die Dichte-

gradientenzentrifugation (Flamm et al., 1966). Zur Gewinnung von absolut reiner 

nDNA eignet sich dagegen die Generierung von Rho0-Zellen. Per Definition sind 

Rho0-Zellen Zellen ohne jegliches mitochondriales Genom (King und Attardi, 1989). 

4.2.3.2. Generierung von Rho0-Zellen 

Zur Generierung von Rho0-Zellen gibt es prinzipiell zwei unterschiedliche Herange-

hensweisen: Zum einen durch eine Verringerung des mtDNA-Gehaltes durch chemi-

sche Agenzien wie EtBr; zum anderen über eine Transfektion der mtDNA mit einem 

für das Restriktionsenzym EcoRI kodierenden Gens (Kap. 1.1.4). MtDNA-Transfektion 

ist im Vergleich zur Inkubation mit chemischen Agenzien kostenintensiver. Um mög-

lichst kostengünstig zu arbeiten, sollten deshalb humane Brustkrebs-MCF-7-BUS-

Zellen mit chemischen Agenzien, die in der Lage sind die mitochondriale DNA-

Replikation zu inhibieren (Tacrin und EtBr) oder durch Atmungskettenentkopplung Mi-

tochondrien zu schädigen (DNP, Kap. 1.1.4), inkubiert werden. Da Tacrin und DNP 

bisher noch nicht zur Generierung von Rho0-Zellen verwendet wurden, sollte dafür 

zunächst ein geeigneter Konzentrationsbereich der jeweiligen Inkubationssubstanz 

ausgewählt werden (Kap. 4.2.3.2.1), die Zellen inkubiert (Kap. 4.2.3.2.2) und der viel-

versprechendste Inkubationsanatz durch Einzelzell-Klonierung (Kap. 4.2.3.2.3) auf die 

Eignung von MCF-7-Zellen zur Rho0-Zellen Generierung überprüft werden (Kap. 

4.2.3.2.4). 

4.2.3.2.1. Auswahl des Konzentrationsbereiches der Inkubationssubstanz 

Der in der Literatur beschriebene Bereich zur Gewinnung von Rho0-Zellen mittels 

EtBr-Inkubation reicht von 20-200 ng EtBr/ml (Kap. 1.1.4). Um eventuelle Unter-

schiede in der Empfindlichkeit der in dieser Arbeit verwendeten MCF-7-BUS-Zellen 
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abzudecken, sollte der Bereich nach oben und unten hin erweitert und MCF-7-BUS-

Zellen mit EtBr-Konzentrationen zwischen 10 und 250 ng/ml inkubiert werden. 

Tacrin inhibiert in einem Bereich von 6-23 µg/ml die mitochondriale DNA-Polymerase γ 

in mitochondrienhaltigen Extrakten (Kap. 1.1.4). Da Tacrin bisher nicht zur Generie-

rung von Rho0-Zellen verwendet wurden, sollten diese Konzentrationen als Anhalts-

punkt dienen und der Konzentrationsbereich zur Inkubation der MCF-7-Zellen weitläu-

fig nach oben und unten erweitert werden (0,01 µg/ml-100 µg/ml). 

DNP wurde bisher weder zur Gewinnung von Rho0-Zellen verwendet, noch überhaupt 

verwendet, um den mtDNA Gehalt von kultivierten Zellen zu senken. Da für die Gene-

rierung von Rho0-Zellen eine aktive Zellteilung notwendig ist (Desjardins et al., 1985) 

und DNP in humanen pulmunaren Adenokarzinoma Calu-6 Zellen bereits ab einer 

Konzentration von 92 mg/ml Apoptose induzierte (Han et al., 2008), wurden 

92 mg DNP/ml als Anhaltspunkt für eine obere Grenze genommen. Um eventuelle Un-

terschiede in der Empfindlichkeit der in dieser Arbeit verwendeten MCF-7-Zellen ab-

zudecken, sollte der Bereich dabei etwas nach oben (184 mg/ml) und großzügig nach 

unten hin (0,02 mg/ml) erweitert werden. 

4.2.3.2.2. Inkubation der MCF-7-Zellen mit Ethidiumbromid, Tacrin und Dinitro-

phenol 

Bereits zu Beginn der Inkubation zeigte sich aufgrund des fehlenden adhärenten Zell-

rasens, dass die Zellen mit der höchsten getesteten Tacrin- (100 µg/ml) und der höchs-

ten getesteten DNP-Konzentration (184 mg/ml) nach der ersten Passage nicht wieder 

anwuchsen. Aufgrund der zytotoxischen Wirkung von 100 µg Tacrin/ml und 

184 mg DNP/ml eigneten sich diese Konzentrationen nicht zur Gewinnung von Rho0-

Zellen. Die Zellen aller übrigen getesteten Inkubationsansätze zeigten über einen Zeit-

raum von 88 (respektive 40) Tagen ein kontinuierliches, wenn auch teilweise im Ver-

gleich zur Kontrolle vermindertem, Wachstum (Abbildung 18). Da Inkubationsansätze 

mit höheren Konzentrationen potentiell am ehesten den gewünschten Effekt induzie-

ren, wurden die Ansätze mit den beiden geringsten Konzentration (jeweils 0,02 und 

0,2 mg/ml DNP und 0,01 und 0,1 µg/ml Tacrin) nach 40 Tagen aus Kostengründen 

verworfen (Daten nicht gezeigt). 

Im Inkubationsansatz mit der höchsten getesteten EtBr-Konzentration (250 ng/ml) war 

nach 27 Tagen ein Rückgang der Zellzahl um 66% zu beobachten (Abbildung 18). Da 
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eine aktive Zellteilung notwendig ist, um Rho0-Zellen zu generieren (Kap. 1.1.4), 

wurde dieser Ansatz (250 ng EtBr/ml) verworfen. Bei beiden anderen Inkubationsan-

sätzen mit EtBr (10 und 50 ng/µl) war ein kontinuierliches, wenn auch im Vergleich zur 

Kontrolle (0,1% DMSO; im Folgenden als Kontrolle bezeichnet) verringertes Wachs-

tum zu beobachten (Abbildung 18). 
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Abbildung 18: Logarithmische Auftragung der absoluten Zellzahl der mit Tacrin, DNP und EtBr inkubier-
ten MCF-7-Zellen zur Generierung von Rho0-Zellen über die Inkubationsdauer von 88 
Tagen. Kontrolle: 0,1% DMSO. 

Da die Kulturen, die mit 10 µg/ml Tacrin, 18 mg/ml DNP und 50 ng/µl EtBr inkubiert 

wurden (im Folgenden nur noch Tacrin, DNP und EtBr bezeichnet), die Kulturen mit 

der jeweils höchsten getesteten Konzentration, bei der kein Rückgang der Zellzahl zu 

verzeichnen war, repräsentieren und somit potentiell den größten Einfluss auf die 

mtDNA nehmen, ohne die Lebensfähigkeit der Zellen auszumerzen, wurden diese Kul-

turen als vielversprechendste Ansätze erachtet und für weitere Untersuchungen ver-

wendet. Da für eine Generierung von Rho0-Zellen eine aktive Teilung der Zellen not-

wendig ist (Kap. 1.1.4), wurde die Zellzyklusverteilung (ZZV) der betreffenden Ansätze 

(Kontrolle, DNP, Tacrin und EtBr) bestimmt. 64,1±3,5% der Zellen der Kontrolle befan-

den sich in der G0/G1-, 23,9±3,2% in der S- und 12,6±1,4% in der G2-/M-Phase 

(Abbildung 19). Die Ergebnisse unterschieden sich statistisch nicht signifikant (einfa-

cher t-Test, adjustierte p-Werte=0,09-0,30) von bereits von Hammiche et al. (2005) 
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publizierten Daten von MCF-7-Zellen in unbehandeltem Kulturmedium. Das Ergebnis 

entsprach somit der Erwartung. Des Weiteren bestand kein statistisch signifikanter Un-

terschied zwischen der Kontrolle und den drei Inkubationsansätzen (einfache ANOVA, 

p=0,12-0,52). Somit verursachte keine der getesteten Substanzen in der entsprechen-

den Konzentration einen Zellzyklusarrest und die Voraussetzungen zur Züchtung von 

Rho0-Zellen waren erfüllt. 
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Abbildung 19: Zellzyklusverteilung (Kap. 3.2.9.6) der mit 50 ng/ml EtBr, 18 mg/ml DNP und 10 µg/ml 
Tacrin inkubierten MCF-7-Zellen. Gezeigt ist der Mittelwert±Standardabweichung einer 
dreifach unabhängig ermittelten Zellzyklusverteilung nach 89, 93 und 97 Tagen Inkuba-
tion der jeweiligen Kultur (Kap. 3.2.9.3). Statistisch besteht jeweils kein Unterschied zwi-
schen den einzelnen Gruppen in der jeweiligen Zellzyklusphase (einfache ANOVA, p-
Werte 0,12-0,53). Kontrolle: 0,1% DMSO. 

Um zu ermitteln, ob in den Inkubationsansätzen eine vollständige mtDNA-Depletion 

stattgefunden hatte, oder ob, bei nicht vollständiger mtDNA-Depletion innerhalb der 

gesammten Kultur, eine Einzelzellklonierung notwendig war, wurde nach 80 (DNP und 

Tacrin) bzw. 58 Tagen (EtBr) Inkubation Gesamt-DNA isoliert und mittels realtime-

PCR der Gehalt an mtDNA und nDNA der einzelnen Kulturen im Vergleich zur Kon-

trolle ermittelt (Abbildung 20). Der Unterschied in der Anzahl der Inkubationszeiträume 



4.2 Random Mutation Capture Assay 
 

87 
 

rührte von einem anfänglichen Fehler bei der Kultivierung der mit EtBr inkubierten Zel-

len und einem daraus resultierenden Neubeginn der Inkubation. Bei keinem der Inku-

bationsansätze war ein Rückgang der mtDNA-Kopienzahlen im Vergleich zur Kontrolle 

festzustellen. Im Gegenteil zeigte sich im EtBr Ansatz eine Zunahme, welche möglich-

erweise durch die Kopienzahl-Methodenschwankung (Kap.4.2.2.5) verursacht wurde.  
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Abbildung 20: Links: nDNA und mtDNA Kopienzahlen aus DNA (isoliert nach Kap. 3.2.3) der einzelnen 
Inkubationsansätze zur Generierung von Rho0-Zellen und der Kontrolle nach 80 Tagen 
Inkubation (DNP und Tacrin) und 58 Tagen (EtBr). Angegeben ist die Kopien-
zahl/µl±Standardabweichung aus einer dreifach abhängigen Bestimmung nach 
Kap. 3.2.4.3. Rechts: Vergleich der mtDNA/nDNA-Kopienzahlverhältnisse der Inkubati-
onsansätze zur Generierung von Rho0-Zellen mit der Kontrolle nach 80 Tagen Inkubation 
(DNP und Tacrin; links) und 58 Tagen (EtBr; rechts). Dargestellt ist das Verhältnis der 
Kopienzahl der mtDNA zu der nDNA Kopienzahl (Tabelle links). Um einen Rückschluss 
auf die Anzahl der pro Zelle vorhandenen Mitochondrien zu ziehen, wurde die ermittelte 
nDNA aufgrund der Tetraploidie der MCF-7-Zellen (Soule et al., 1973) durch vier geteilt 
und als Surrogat für einen Nukleus bzw. eine Zelle genommen. Links und rechts Inkuba-
tionssubstanz-Konzentrationen jeweils: DNP: 18 mg/ml, Tacrin: 10 µg/ml und EtBr: 
50 ng/ml. Kontrolle jeweils 0,1% DMSO. 

Da keine vollständige mtDNA-Depletion innerhalb der Kulturen stattgefunden hatte, 

war somit eine Einzelzell-Klonierung notwendig. 

4.2.3.2.3. Klonierung der inkubierten Zellen 

Bei Zellkulturen handelt es sich meist um polyklonale Kulturen. Durch Einzelzell-Klo-

nierung können einzelne Zellen mit definierten gewünschten Eigenschaften aus der 

betreffenden Zellkultur isoliert werden. So gelang es Delsite et al. (2002) Rho0-Zellen 

zu generieren, indem sie die humane Brustkrebszellinie MDA-MB-435 nach 30 Tagen 

Inkubation mit 50 ng/ml EtBr klonierten. 
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Um Kosten zu sparen, sollte für die Einzelzellklonierung ein Inkubationsansatz ausge-

wählt werden. Im Inkubationsansatz mit 50 ng/ml EtBr war im Vergleich zur Kontrolle 

der stärkste Effekt auf das Wachstum (1,0 Verdoppelungen/24 h im Vergleich zu 2,5 

Verdoppelungen/24 h) und auf die Morphologie der Zellen (Anhang: Abbildung 53), 

ohne die Teilungsfähigkeit zu beeinträchtigen (Kap. 4.2.3.2.2), zu sehen. Da des Wei-

teren die Generierung von Rho0-Zellen durch Inkubation mit EtBr, im Gegensatz zu 

Tacrin und DNP, bereits hinreichend beschrieben ist (u.a. Swerdlow et al., 1997, 

Chandel et al., 2000 und Arbini et al., 2013), wurde die mit 50 ng/ml EtBr inkubierte 

Kultur für eine Einzelzell-Klonierung ausgewählt. Da allerdings die Generierung von 

Rho0-Zellen mit MCF-7-BUS-Zellen im Speziellen noch nicht beschrieben wurde, 

wurde die Inkubation im Gegensatz zum in der Literatur beschriebenen Zeitraum für 

die Generierung von Rho0-Zellen großzügig auf insgesamt 84 Tage erweitert und die 

Zellen anschließend kloniert. 

Insgesamt wurden in 40 96-well-Patten (insgesamt 3840 wells) 536 Klone ausgestreut. 

Dadurch war nach Poisson-Verteilung sichergestellt, dass sich mit einer Wahrschein-

lichkeit von 99,4% eine oder weniger Zellen in einem well befanden. 132 Klone wiesen 

ein deutlich verlangsamtes Wachstum auf. Da die Selektion auf einer zweiwöchigen 

Wachstumskontrolle beruht (Kap. 3.2.9.9), wurden diese Klone bereits vor der Selek-

tion verworfen. Rho0-Zellen sterben aufgrund ihrer Pyruvat- und Uridinauxotrophie 

ohne einen Pyruvat- und Uridin-Mediumzusatz ab (Kukat et al., 2008). Daher wurden 

die Klone zur Selektion nach Wachstum zur Konfluenz jeweils in zwei separate Kultur-

flaschen weitergesetzt, jeweils eine mit Kulturmedium zur Weiterkultuvierung und eine 

mit Selektionsmedium ohne Uridin und Pyruvat (Abbildung 21). Von den konfluenten 

404 Klonen starben 71 Kulturen im Selektionsmedium ab und wurden somit als poten-

tielle Rho0-Zellen identifiziert. 
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Abbildung 21: Selektion der Zellklone (Kap. 3.2.9.9) mit Kulturmedium ohne Pyruvat und Uridin zur Ge-

nerierung von Rho0-Zellen. Gezeigt ist jeweils ein Beispiel für einen selektions-negativen 
Zellklon (oben) und einen selektions-positiven Zellklon (unten). Aufgenommen am Pha-
senkontrastmikroskop mit 10er Hellfeld Objektiv (Kap. 3.2.9.5) nach 14-tägiger Selektion 
(Kap. 3.2.9.9). 

4.2.3.2.4. Verifizierung des Rho0-Status 

Zur Verifizierung des Rho0-Status der 71 selektions-positiven Klonkulturen sollte der 

Rho0-Status der selektions-positiven Klone mittels einer PCR-basierten Methode be-

stätigt werden. Dabei sollte um kostensparender zu arbeiten als bei der ersten mtDNA-

Depletions-Screening-PCR (PCR 4.2.3.2.2), eine PCR mit anschließender gelelektro-

phoretischer Auftrennung ohne Verwendung einer TaqMan®-Sonde angewandt wer-

den. Um das Abhandensein intakter mtDNA zweifelsfrei zu bestätigen, sollte dafür eine 

Methode angewandt werden, bei der nahezu das gesamte (16.185 bp), sofern vorhan-

dene, mitochondriale Genom der Klon-Kulturen amplifiziert wird. Dafür wurde zunächst 

die Gesamt-DNA der Klone amplifiziert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Bei 66 

der 71 selektions-positiven Klone wurde das mtDNA Amplifikat (16 kbp) detektiert 

(Abbildung 22, Anhang: Abbildung 54 und Abbildung 55) und somit bestand bei eben 

jenen kein Rho0-Status. 
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Abbildung 22: Aufnahme der gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte der PCR zur Veri-
fizierung des Rho0-Status (Kap. 3.2.9.10) von nach Kap. 3.2.3 isolierter DNA der mit EtBr 
inkubierten Zellklone (Kap. 3.2.9.3 und 3.2.9.9). PK: Positivkontrolle, Templat: MCF-7 
Gesamt-DNA aus der Kontrollgruppe; NTC: Blindwert (nf Wasser); 0,4% Agarosegel, 
Laufzeit: 2 h bei 7 V/cm; Leiter: DNA molecular weight marker XV. Gezeigt ist jeweils eine 
Doppelbestimmung der Klone 1-5. 

Da bei der DNA-Isolation eine Fragmentierung der DNA auftreten kann, wurde die DNA 

der sechs Klone bei denen kein 16 kbp langes mitochondriales Amplifikat detektiert 

wurde, in einer realtime-PCR mit den RMCA-Kopienzahlprimern für CytB als Templat 

eingesetzt. Bei allen 6 Klonen wurde dabei ein Signal detektiert (Anhang: Abbildung 

56). Somit bestand bei keinem der 404 getesteten Klone ein Rho0-Status, bzw. lag der 

Anteil der durch Inkubation mit EtBr generierten Rho0-Zellen unter der Nachweis-

grenze von 2,5%. Der hohe Anteil der Selektionsmedium-positiven Zellklone von 18% 

lässt sich durch das mutagene Potential von EtBr (King und Attardi, 1996) erklären. 

Da eine Generierung von Rho0-Zellen mit der humanen Brustkrebszelllinie MCF-7 

BUS nicht möglich war, sollte der Einfluss einer potentiellen nDNA-Mutanten-Erfas-

sung durch die Mutationsprimer auf die Mutantenzahlbestimmung ermittelt werden. 

Dafür sollte zunächst mittels Kopienzahl-PCR für das mitochondriale CytbB-Gen und 

das nukleäre PIK3CA-Gen der Grad der Verunreinigung von TaqI verdauten mtDNA-

Isolate bestimmt werden und darauf aufbauend der Einfluss von potentiell unspezifisch 

an nDNA bindenden Mutationsprimern evaluiert werden (Kap. 4.2.3.3). 

4.2.3.3. Ermittlung der nDNA-Verunreinigung der mtDNA-Isolate 

Um den Grad des Einflusses von potentiell unspezifischen Mutationsprimern zu ermit-

teln und um den Grad der Störung des mtDNA-TaqI-Verdaus durch nDNA zu ermitteln, 

sollte die nDNA Verunreinigung von RMCA-Proben bestimmt werden. Dafür wurde die 
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mt- und nDNA Kopienzahl von TaqI-verdauten mtDNA-Proben-mittels Kopienzahlbe-

stimmungs-PCR von jeweils vier zufällig ausgewählten Fett- und Drüsenproben ermit-

telt (Anhang: Abbildung 57) und anschließend sowohl aus den Kopienzahlen, als auch 

aus der daraus errechneten Masse ein Verhältnis gebildet (Abbildung 23). Bezogen 

auf den mtDNA-Gehalt der jeweiligen Proben ergab sich im Median eine Verunreini-

gung von 1 Kopie nDNA auf 83 (Spannweite: 35-223) und 32,5 (Spannweite: 9-60) 

Kopien mtDNA für Fett und Drüse (Anhang: Tabelle 30). Umgerechnet auf die Masse 

der n- und mtDNA befand sich in den Fettgewebsproben im Median 0,04% (Spann-

weite 0,02-0,11%) mtDNA und in Drüsengewebsproben 0,02% (Spannweite: 0,01-

0,03%) mtDNA (Anhang: Tabelle 30). 
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Abbildung 23: Verunreinigung des TaqI-Verdaus von mtDNA (Kap. 3.2.4.2) mit nDNA bezogen auf die 
Kopienzahlen (links) und die Masse (rechts). Dargestellt ist jeweils das Verhältnis von 3 
abhängig bestimmten und gemittelten Kopienzahlen (Kap. 3.2.4.3) von jeweils 4 Proben. 
Weder das Kopienzahlverhältnis, noch das Massenverhältnis von Fettgewebsproben un-
terscheidet sich signifikant von Drüsengewebsproben (gepaarter t-Test, p=0,20 und 
0,21). □: Mittelwert, Horizontale Linie: Median, vertikale Linie: Standardabweichung. 

Somit ergab sich keine Notwendigkeit weitere Untersuchungen zur Spezifität der Mu-

tantenprimer durchzuführen, da ein eventuell vorhandenes unspezifisches Binden der 

Primer nur zu einem vernachlässigbaren Fehler führen würde. In der humanen nDNA 

sind basierend auf Wahrscheinlichkeitsrechnung etwa 3,2 Mio. TaqI-Schnittstellen zu 

finden (Rechnung: Anhang). Die humane mtDNA dagegen besitzt 29 TaqI-Schnittstel-

len (NCBI GenBank® Accession no.: NC_012920). Somit kamen im Median etwa 1300 

nDNA Schnittstellen auf eine mtDNA-Schnittstelle im Fettgewebe und 3400 im Drü-

sengewebe. Jedoch werden für den TaqI-Verdau etwa 50 ng DNA mit 100 U verdaut 

(Kap. 3.2.4.2). 1 U ist definiert als die Menge Enzym, die innerhalb einer Stunde 1 µg 
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DNA schneidet. Somit konnte eine Störung des TaqI-Verdaus durch nDNA sehr wahr-

scheinlich ausgeschlossen werden und mit der weiteren Etablierung der Mutations-

PCR fortgefahren werden. 

4.2.3.4. Standardquantifizierung für die Mutations-PCR 

Als Standard zu einem ersten Test der Primer in einer SYBR-Green® basierten real-

time-PCR und gleichzeitigen Ermittlung der produktspezifischen Schmelztemperatur 

des Mutationsprimer-Produktes (Kap. 4.2.3.5), für Optimierungen der Mutations-PCR 

(Kap. 4.2.3.6) und zur Ermittlung der Sensitivität der Reaktion (Kap. 4.2.3.7) wurde 

Mutationsprimer-Produkt als Standard für die Mutations-PCR hergestellt (Kap. 4.2.3.1: 

Abbildung 17) und fluorimetrisch mittels externer Kalbsthymus-DNA-Kalibrierung 

quantifiziert (Anhang: Abbildung 58). Dabei wurde ein Gehalt von 3,3 pg/µl ermittelt, 

was einer Kopienzahl von 1,4*107 Kopien/µl (errechnet über das Molekulargewicht der 

Produkt-Sequenz mittels http://bioinformatics.org/sms2/dna_mw.html) entspricht. Ins-

gesamt wurden abzüglich des zur Quantifizierung eingesetzten Standards 2 ml, bzw 

6,6 ng Standard hergestellt und á 40 µl aliquotiert und bei -20°C im Gefrierschrank 

gelagert. Somit wurde genug Standard für 50 Bestimmungen hergestellt und die Stan-

dardmenge ausreichend für einen ersten Test der Mutationsprimer in einer SYBR-

Green® basierten realtime-PCR (Kap. 4.2.3.5), die Optimierung der Reaktion (Kap. 

4.2.3.6) und Sensitivitätsprüfung (Kap. 4.2.3.7). 

4.2.3.5. Ermittlung der produktspezifischen Schmelztemperatur 

Da bei einer SYBR-Green® basierten realtime-PCR auch unspezifische Nebenpro-

dukte und Primer-Dimere zu Amplifikationskurven führen können, erfolgt im Anschluss 

zur Identifizierung und Verifizierung der Amplifikationskurven eine Schmelzkurven-

Analyse. Dabei besitzt jedes Amplifikat je nach GC-Gehalt und Länge eine individuelle 

Schmelztemperatur.  

Die Schmelztemperatur (Tm) für das Mutationsprodukt lässt sich dabei mit folgender 

Formel errechnen: 

ܵ ൌ ܿ௄శ ൅ 4 ∗ ሺܿெ௚మశሻ
଴,ହ 

௠ܶሺ°ܥሻ ൌ 81,5 ൅ 16,6 log
ܵ

1,0 ൅ 0,7 ∗ ܵ
൅ 0,41 ∗ ሺ%ܥܩሻ െ ൬

500
ܮ
൰ሿ 

L = Anzahl aller Nukleotide der Sequenz, %GC: GC-Gehalt in %. 
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Die errechnete Schmelztemperatur des Mutationsproduktes betrug 86,5°C. 

Zur experimentellen Verifizierung der der produktspezifischen Schmelztemperatur 

wurde eine realtime-PCR mit anschließender gelelektrophoretischer Auftrennung mit 

6,5*105 Kopien Mutations-PCR-Standard als Templat durchgeführt. Dabei wurde am 

realtime cycler eine Schmelzkurve mit einer, von der realtime cycler Software SDS 2.4 

automatisch ermittelten, Schmelztemperatur von 86,3°C detektiert. Bei der anschlie-

ßenden gelelektrophoretischen Auftrennung wurde ein Produkt mit der erwarteten 

Länge von 239 bp detektiert. Somit wurde eine spezifische Schmelzkurve eindeutig 

dem Mutationsprodukt zugeordnet (Abbildung 24). 

 

Abbildung 24: Links: Schmelzkurve der Positivkontrolle (Primerkonzentration: 0,4 µM; Templatmenge: 
6,5*105 Kopien) der Mutations-PCR (Kap. 3.2.4.4) zur Ermittlung der optimalen Primer-
konzentration: Auftragung der Temperatur gegen die Ableitung des Fluoreszenzsignals. 
Schmelztemperatur: 86,3°C. Rechts: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-
Produkte der zugehörigen realtime-Mutations-PCR (Kap. 3.2.6). Agarosegel: 3%ig. Lauf-
zeit: 1 h, 5 V/cm. DNA-Leiter: 50 bp, Mutantenprimer-Produkt: 5,6*106 Kopien (Kap. 
4.2.3.4), NTC: Blindwert (nf Wasser). 

Die empirisch ermittelte Schmelztemperatur liegt normalerweise innerhalb einer 

Spanne von ±2°C von der errechneten (Wittwer et al., 2001). Die hier experimentell 

ermittelte Schmelztemperatur (86,3°C) lag 0,2°C unter der errechneten Schmelztem-

peratur und lag somit innerhalb dieser Spannweite. Für zukünftige Versuche wurden 
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Produkte mit einer Schmelztemperatur von 86,5 ±2°C als Mutationsprimer-Produkt ge-

wertet. 

4.2.3.6. Optimierung der Primerkonzentration 

Um einzelne Kopien bzw. Mutanten zu amplifizieren, wurde für die realtime-PCR zur 

Mutantenzahlbestimmung eine möglichst hohe Sensitivität angestrebt. Die Annealing-

Temperatur wurde bereits beim Test der Primer optimiert (Kap. 4.2.3.1). 

Zur weiteren Optimierung kann die Zyklenzahl angepasst werden. Sie kann, sofern zu 

niedrig, Einfluss auf die Ausbeute nehmen oder, sofern zu hoch, zu unspezifischem 

„Schmier“ führen. Allerdings ist eine Kopie etwa bei ct-Wert 34 detektierbar (Vermulst 

et al., 2008). Für eine ausreichende Ausbeute für den TaqI-Nachverdau und die an-

schließende Sequenzierung muss genügend Produkt vorhanden sein. Des Weiteren 

war in den ersten beiden Versuchen kein „Schmier“ zu sehen (Kap. 4.2.3.1 und 

4.2.3.5). Daher sollten die von Schmalbach (2014) angewendeten 47 Zyklen zur SMF 

Bestimmung in nDNA aus humanem Brustgewebe übernommen und nicht weiter opti-

miert werden. Ebenso sollte die von Schmalbach (2014) optimierte SYBR-Green®-

Konzentration von 0,2 µM übernommen und nicht weiter optimiert werden. Zu hohe 

oder zu niedrige MgCl2-, dNTP- oder Primerkonzentrationen können einen inhibitori-

schen Einfluss auf die PCR nehmen. Eine Optimierung der MgCl2- und dNTP-Konzent-

ration ist allerdings nur notwendig, falls die Reaktion gar nicht stattfindet (Mülhardt, 

2009). Die üblicherweise verwendete Primerkonzentration in einer PCR liegt bei 

0,2 µM. Bei zu geringer Ausbeute kann sie jedoch auf bis zu 4 µM erhöht werden. 

Vermulst et al. (2007) verwendeten in ihrer ursprünglichen Publikation zum mitochond-

rialen RMCA eine Konzentration von 0,8 µM. Davon ausgehend sollte eine Primerkon-

zentration von 0,4 µM, 0,8 µM und 1,2 µM getestet werden. Aus Gründen der Wirt-

schaftlichkeit sollten nur bei Nichtgelingen des Nachweises einer Kopie, weitere Opti-

mierungen vorgenommen werden. Später sollte zwar eine Kopie amplifiziert werden, 

da allerdings einzelne Kopien einer Poisson-Zufallsverteilung unterworfen sind und so-

mit eventuell nur durch Zufall nicht in der entsprechenden PCR präsent sind, wurde 

zur Optimierung der Primerkonzentration als unterste Templat-Kopienzahl 6,5 Kopien 

gewählt. Zur Ermittlung der optimalen Primerkonzentration und zur erneuten Verifizie-

rung der experimentell detektierten produktspezifischen Schmelztemperatur mit der 

errechneten mit einer größeren Anzahl an Schmelzkurven wurden mit einer Verdün-
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nungsreihe von 6,5*105-6,5*100 Kopien Mutations-PCR-Standard mit einer Primerkon-

zentration von 0,4, 0,8 und 1,2 µM jeweils drei PCRs mit anschließender gelelektro-

phoretischer Auftrennung durchgeführt (Abbildung 25). Dabei wurde bei einem Ansatz 

mit einer Primerkonzentration von 0,8 µM und einer Kopienzahl von 6,5*101 eine 

Schmelzkurve von 76,0°C und ein unspezifisches Nebenprodukt mit einer Länge von 

etwa 50 bp detektiert. Bei allen anderen Ansätzen wurde eine Schmelzkurve mit einer 

Schmelztemperatur zwischen 85,2 und 88,5°C und nach der gelelektrophoretischen 

Auftrennung ein Produkt mit der erwarteten Länge von 239 bp detektiert. Somit lagen 

alle Schmelztemperaturen der Mutationsprodukte innerhalb der erwarteten Spann-

weite von 84,5-88,5°C (Kap. 4.2.3.5). 

 

Abbildung 25: Gelelektrophoretische Auftrennung (Kap. 3.2.6) der PCR-Produkte der Mutations-PCR 
(Kap. 3.2.4.4) zur Ermittlung der optimalen Primerkonzentration (erwartete Länge jeweils: 
239 bp). Agarosegel: 3%ig. Laufzeit: 1 h, 5 V/cm. Die Zahlen unterhalb der Abildung ge-
ben die jeweils eingesetzte Kopienzahl an Mutations-PCR-Standard (Kap. 4.2.3.4) an. 
DNA-Leiter: 50 bp, Templat: 5,6*106 Kopien Mutantenprimer-PCR-Produkt (Kap. 
4.2.3.4), NTC: Blindwert (nf Wasser). 
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Da bei einer Primerkonzentration von 0,4 µM ebenso wie bei einer Konzentration von 

1,2 µM bei allen Ansätzen ein Produkt entstanden ist, wurde aus wirtschaftlichen Grün-

den 0,4 µM als optimale Primerkonzentration festgelegt. 

4.2.3.7. Nachweis einer Kopie 

Für die Bestimmung der Anzahl an Mutanten (Mutations-PCR) war es notwendig eine 

Kopie zu amplifizieren. Um zu ermitteln, ob die Mutations-PCR sensitiv genug war, 

wurde dreimal unabhängig eine Mutations-PCR mit anschließender gelelektrophoreti-

scher Auftrennung mit 13,6 Kopien Mutationsstandard als Templat durchgeführt. Da-

bei wurden 13,6 Kopien des Mutationsstandards jeweils auf etwa 85 Reaktionen auf-

geteilt. So waren laut Poisson-Verteilung bei einer Wahrscheinlichkeit von 0,01% zwei 

oder mehr Kopien in einer Reaktion enthalten. Und somit war sichergestellt, dass je-

weils maximal eine Kopie pro Reaktion als Templatmenge vorhanden war. Des Weite-

ren sollte in späteren Versuchen die Mutations-PCR ebenfalls mit etwa einer Mutan-

tenanzahl von 5-15 in etwa 80 Reaktionen durchgeführt werden. Nach der Mutations-

PCR zum Nachweis einer Kopie wurden im ersten Versuch neun Schmelzkurven mit 

einer Schmelztemperatur zwischen 86,3 und 86,6°C, im zweiten zwölf (Tm: 85,9-

86,2°C) und im dritten ebenfalls zwölf (Tm: 86,0-86,4°C) detektiert. Um sowohl das 

Produkt zu verifizieren, als auch um zu überprüfen, ob ein TaqI-Nachverdau mit falsch 

positivem unmutiertem PCR-Produkt, also mtDNA, die im ursprünglichen TaqI-Verdau 

nicht verdaut wurde, bei späteren Proben möglich war, wurde mit den Mutationspro-

dukten ein TaqI-Nachverdau mit anschließender gelelektrophoretischer Auftrennung 

durchgeführt. Dabei wurden bei allen Reaktionen (insgesamt 32) die erwarteten TaqI 

verdauten Produkte mit einer Länge von 90 und 149 bp detektiert (Anhang: Abbildung 

59). 

Somit wurden alle 32 Produkte als unmutiertes Mutationsprimer-Produkt verifiziert. 

Des Weiteren war ein TaqI-Nachverdau mit falsch positivem unmutiertem Mutations-

primer-Produkt möglich. Mittels Poisson-Verteilung wurde ermittelt, dass beim ersten 

Versuch (neun Produkte in 93 Reaktionen) mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,04%, 

beim zweiten Versuch (zwölf Produkte in 95 Reaktionen) mit einer Wahrscheinlichkeit 

von 0,07% und beim dritten Versuch (zwölf Produkte in 91 Reaktionen) mit einer Wahr-

scheinlichkeit von 0,08% zwei oder mehr Kopien in einer Reaktion enthalten waren. 

Im Mittel wurden somit 11,0 (±1,7; 15,7%) anstatt der erwarteten 13,6 Kopien wieder-

gefunden. Die Anzahl der Wiedergefundenen Kopien wich dabei nicht vom Sollwert ab 
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(einfacher t-Test, p=0,12). Somit war sichergestellt dass mit dieser Methode eine Ko-

pie amplifiziert werden kann. Des Weiteren war somit keine zusätzliche Optimierung 

der PCR notwendig. Daher wurde mit der mitochondrialen SMF Bestimmung einer 

exemplarischen Humanprobe zur Plausibilitätsprüfung der Spontanmutationsbestim-

mung begonnen. 

4.2.3.8. Exemplarische Bestimmung der Spontanmutationsfrequenz in huma-

nem Brustdrüsengewebe 

Mit der in den vorigen Kapiteln (4.2.1-4.2.3.7) entwickelten und optimierten Methode 

zur Bestimmung der SMF aus humaner mtDNA sollte vor weiterer Probenmessung 

zunächst exemplarisch die SMF einer zufällig ausgewählten Probe (DNA aus Brust-

drüsengewebe von Probe Nr. 1) ermittelt und auf Plausibilität hin überprüft werden. 

Dafür wurde zunächst mtDNA isoliert und mit TaqI verdaut. Anschließend wurde die 

Kopienzahl der Probe bestimmt (Anhang: Abbildung 60). Dabei wurde ein Gehalt von 

2,5*104±3,4% Kopien/µl und eine interne Wiederfindung von 95,86±12,65% ermittelt. 

Die Werte lagen innerhalb der festgelegten Akzeptanzbereiche (Kap. 4.2.2.5) und wa-

ren somit nicht als Ausreißer und damit als richtig zu erachten. 

Anschließend wurden 5 µl des TaqI-Verdaus für eine Mutations-PCR eingesetzt und 

dabei auf 84 Reaktionen aufgeteilt. Dabei wurden 43 Schmelzkurven mit einer 

Schmelztemperatur zwischen 85,5 und 86,4°C detektiert. Bei dem nachfolgenden 

TaqI-Nachverdau mit anschließender gelelektrophoretischer Auftrennung wurden 13 

unverdaute Mutationsprimer-Produkte mit der erwarteten Länge von 239 bp detektiert 

(Anhang: Abbildung 61). 

Die insgesamt 13 Mutationsprimer-Produkte wurden gelaufgereinigt und nach Sanger 

sequenziert. Die Sequenzen wurden mit der erwarteten unmutierten Sequenz des Mu-

tationsprimer-Produktes verglichen (Anhang: Abbildung 62). Bei elf Mutanten wurde 

eine G>A und bei zwei eine T>C Transition detektiert. Somit wurden alle 13 Mutations-

primer-Produkte eindeutig als Mutant verifiziert. 

Damit ergab sich für Probe Nr. 1 eine SMF von 2,6*10-5*bp-1. 

Die mitochondriale SMF in gesundem humanem Gewebe liegt zwischen 8*10-7 und 

4*10-4*bp-1 (Kap. 1.1: Tabelle 1). Die hier ermittelte SMF von 2,6*10-5*bp-1 lag innerhalb 
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dieses Rahmens und wurde somit als plausibel angenommen. Somit konnte mit der 

weiteren Probenmessung fortgefahren werden. 

4.2.3.9. Methodische Schwankung der Spontanmutationsbestimmung 

Um zu ermitteln, ob eine Einfach-SMF-Bestimmung ausreichend ist, sollte die metho-

dische Schwankung der SMF-Bestimmung bestimmt werden. Dafür wurde die mtDNA 

eines Drüsengewebsaliquots nach der Homogenisierung in drei separaten Aufarbei-

tungen isoliert und anschließend daraus jeweils eine SMF von 1, 2 und 6*10-5 bp-1 

ermittelt. Aufgrund des seltenen Auftretens von Mutanten und der Tatsache, dass die 

Anzahl an Mutanten logischerweise immer eine ganze unteilbare Zahl ist, muss von 

einer gewissen Zufallsschwankung der Mutantenanzahl ausgegangen werden. Da zu-

sätzlich zur Bestimmung der Anzahl an Mutanten noch die Bestimmung der Kopien-

zahl als fehlerbehafteter Wert in die SMF eingeht, wurde die Verteilung der ermittelten 

Werte innerhalb weniger als einer Spannweite von 1-6 (*10-5) als akzeptabel angese-

hen und im Folgenden auf eine Mehrfachbestimmung der SMF von einzelnen Proben 

aus Kostengründen verzichtet. 

4.2.4. Ermittlung von Spontanmutationsfrequenzen 

Da nur acht Proben aus reinem Drüsengewebe im Vergleich zu 44 reinen Fettgewebs-

proben von insgesamt 50 akquirierten Proben zur Verfügung standen (Anhang: Ta-

belle 31), sollten mit der entwickelten Methode zur Bestimmung der SMF in mtDNA 

aus humanem Brustgewebe zunächst die SMF von Fett- und Drüsengewebe vergli-

chen werden, um zu ermitteln, ob Fettgewebe ebensogut die SMF in Brustgewebe 

abbildet (Kap. 4.2.4.1). Anschließend sollte die SMF von allen vom Lehrstuhl gesam-

melten geeigneten Proben bestimmt werden, die dabei ermittelten Kopienzahlen ree-

valuiert werden (Kap. 4.2.4.2.1), die ebenfalls dabei erhobenen Sequenzierungsergeb-

nisse reevaluiert (Kap. 4.2.4.2.2) und auf ihre Plausibilität hin betrachtet (Kap. 

4.2.4.2.3) und anschließend Einflussfaktoren auf die SMF ermittelt werden (Kap. 

4.2.5). 

4.2.4.1. Vergleich Spontanmutationsfrequenzen Fett- und Drüsengewebe 

Die weibliche Brust besteht hauptsächlich aus Drüsen- und Fettgewebe (Ramsay et 

al., 2005). Reines Drüsengewebe ist allerdings selten. So stand nach Akquirierung von 

50 Gewebespenden, Separation und optischer Einteilung nach Fettgehalt nur von acht 

Proben Drüsengewebe in ausreichender Menge (6 g, Kap. 3.2.3) zur Verfügung. Bei 
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insgesamt 29 Proben war genügend Drüsengewebe mit bis zu 25% anhaftendem Fett 

vorhanden. Dagegen stand von 44 Proben reines Fett zur Verfügung (Anhang: Tabelle 

31). Über mitochondriale Spontanmutationsunterschiede innerhalb desselben Or-

gans/Gewebe ist wenig bekannt. Aufgrund der größeren zur Verfügung stehenden An-

zahl an Fettproben sollte untersucht werden, ob an Drüsengewebe anhaftendes Fett 

einen Einfluss auf die SMF nimmt und ob eventuell reines Fettgewebe für die Unter-

suchung von SMF in Brustgewebsproben herangezogen werden kann. Dafür wurde 

die SMF jeweils in drei nach optischer Einteilung reinen Fett- und jeweils drei reinen 

Drüsengewebs-Aliquoten von insgesamt vier Proben (Probe Nr. 8, 11, 13 und 38) er-

mittelt und zunächst die Mutationspektren der Mutantenverifizierung verglichen. Se-

quenzierungsergebnisse von einem Probenaliquot von Probe Nr. 1 wurden dabei zu-

sätzlich berücksichtigt, da die SMF von Probe Nr. 1 ebenfalls von Fett- und Drüsenge-

webe bestimmt worden war. Vom Fettgewebe von Probe Nr. 1 standen nur fünf aus-

wertbare Elektropherogramme zur Verfügung, da von sieben detektierten Mutanten 

zwei Elektropherogramme nicht auswertbar waren. Zum Vergleich der Mutationsspek-

tren wurden die Ergebnisse von jeweils sieben (bzw. fünf) zufällig ausgewählten Se-

quenzierungsergebnissen der fünf Proben jeweils für Fett- und Drüsengewebe zusam-

mengefasst (Abbildung 26). Statistisch unterschieden sich die Mutationsspektren von 

Fett- und Drüsengewebe nicht signifikant (multiple Fisher’s-exact-Tests, p=0,23). 
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Abbildung 26: Art und absulute Häufigkeit von Mutationen in Fettgewebe (insgesamt 33 Mutanten de-
tektiert in Gewebe von fünf Frauen) und und Drüsengewebe (insgesamt 35 Mutanten 
detektiert in Gewebe von fünf Frauen) innerhalb der TaqI-Schnittstelle (Wildtyp: TCGA) 
des mitochondrialen CytB-Gens. Dargestellt sind die zusammengefassten Ergebnisse 
von jeweils 7 (bzw. 5) zufällig ausgewählten Sequenzierungsergebnissen (Kap. 3.2.8) 
von fünf Proben. Statistisch unterscheiden sich die Mutationsspektren von Fett- und Drü-
sengewebe nicht signifikant (p=0,23, Intervall: 0,22-0,25, multiple Fisher’s excact test 
Iterationen nach Cariello et al., 1994). 

Anschließend wurde die SMF von Fett- und Drüsengewebe von vier Proben sowohl 

individuell für jede Probe, als auch interindividuell die aufaddierte SMF aller Proben 

mittels t-Test verglichen (Abbildung 27). Beim individuellen Vergleich wurde Probe 

Nr. 38 ausgeschlossen, da die drei Messergebnisse einen Ausreißer (Drüsengewebe: 

25*10-5*bp-1, Grubbs-Test, p=0,09) enthielten. Alle anderen Ergebnisse enthielten 

keinen Ausreißer (p<0,05). Zum interindividuellen Vergleich wurden die gescreenten 

Basenpaare und Mutanten der einzelnen Proben aufaddiert und daraus eine neue 

SMF errechnet. Dabei bestand weder einzeln betrachtet, noch auf die Gesamtheit der 

Proben bezogen ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der SMF in Fett- 

und Drüsengewebe (t-Test, p=0,13-0,60). Bei Betrachtung der individuellen Spannwei-

ten der einzelnen SMF lagen die SMF von zwei Proben (Probe Nr. 11 Fett- und Probe 

Nr. 38 Drüsengewebe) mit einer Spannweite von 4-78 und 0,3-25*10-5*bp-1 nicht in-

nerhalb der Spannweite der Messunsicherheit des RMCAs (Faktor 6, Kap. 4.2.3.9). 

Eine mögliche Erklärung für diese Abweichung ist die klonale Expansion von somati-

schen mtDNA Mutationen, welche zumindest intrazellulär ein häufig auftretendes Er-

eignis ist (Nekhaeva et al., 2002), zusammen mit der Proliferation des Gewebes. Alle 
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restlichen Proben lagen jeweils individuell und separat für Fett- und Drüsengewebe 

betrachtet innerhalb der Spannweite der Messunsicherheit des RMCAs. 
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Abbildung 27: Mitochondriale SMF (Kap. 3.2.4) von 4 Brustgewebsproben zur Ermittlung eventuell vor-
handener Unterschiede hinsichtlich der SMF in Fett und Drüsengewebe. Zahlen oberhalb 
des Diagramms geben den jeweiligen mittels t-Test ermittelten p-Wert an. *:Welch-Kor-
rektur aufgrund nicht vorhandener Varianzenhomogenität; **: gepaarter t-Test. Horizon-
tale Linie: Median. 

Da mehr Fettgewebsproben als Drüsengewebsproben (44 im Vergleich zu acht reinen 

bzw. 29 mit maximal 25% anhaftendem Fett) zur Verfügung standen, bezüglich der 

SMF der beiden Gewebearten kein statistisch signifikanter Unterschied besteht 

(Abbildung 27) und das Fettgewebe eine höhere mtDNA-Reinheit als das Drüsenge-

webe aufweist (Kap. 4.2.3.3) und somit weniger Störungen des TaqI-Verdaus zu er-

warten sind, wurde im Folgenden aus Kostengründen darauf verzichtet die SMF in 

Drüsengewebe zu bestimmen. Anstatt dessen sollte die SMF in 44 Fettgewebsproben 

ermittelt (Kap. 4.2.4.2) und Einflüsse darauf bestimmt werden (Kap. 4.2.5). 

4.2.4.2. Bestimmung der mitochondrialen Spontanmutationsfrequenz in huma-

nem Brustfettgewebe 

Zur Identifizierung der Einflussfaktoren auf die SMF in mtDNA aus humanen Brust-

Fettgewebsproben wurde zunächst die SMF von insgesamt 44 Proben ermittelt. Nach 
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optischer Beurteilung lag bei den Daten eine leicht rechtschiefe Verteilung vor, den-

noch werden die Daten als normalverteilt angesehen (Abbildung 28). Deshalb wurde 

die Datenauswertung mittels parametrischer Verfahren vorgenommen. Anschließend 

sollten zunächst die bei der SMF-Bestimmung erhobenen Teil-Daten (Kopienzahlen, 

Mutantenverifizierung und Mutationsspektren) einzeln evaluiert werden (Kap. 

4.2.4.2.1, 4.2.4.2.2 und 4.2.4.2.3), bevor Einflussfaktoren auf die mitochondriale SMF 

bestimmt werden sollten (Kap. 4.2.5).  
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Abbildung 28: Verteilung der in mtDNA aus 44 humanen Brustfettgewebsproben ermittelten SMF 
(Kap. 3.2.4). □: Mittelwert, Horizontale Linie: Median, vertikale Linie: Standardabwei-
chung. 

4.2.4.2.1. Reevaluierung der Schwankung der Kopienzahlbestimmung und Stan-

dard-Wiederfindungsrate bei Realproben 

Nach der abgeschlossenen Probenmessung (Kap. 4.2.4) sollten die erhobenen Ko-

pienzahlen reevaluiert werden. Dabei sollte betrachtet werden, ob die in Kap. 4.2.2.5 

auf Grundlage von 31 Messungen festgelegten Grenzen zur Identifizierung von Aus-

reißern mit nun 129 Messdaten aussagekräftig waren. Zusätzlich sollte, da bei der 

Standard-Wiederfindung in Realproben die Menge des zugefügten Standards eine 

nicht unerhebliche Rolle spielt (Kap. 4.2.2.5), ermittelt werden, ob die gewählte untere 

Grenze des Verhältnisses zwischen Standardzugabe- und der Probenkopienzahl 

(VSP) von 30% sinnvoll war. Dafür wurden sowohl alle ermittelten Kopienzahl-Stan-

dardabweichungen, als auch alle zugehörigen Standard-Wiederfindungsraten mit 
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Standardabweichungen grafisch bei verschiedenen VSP aufgetragen und jeweils das 

90. bzw. zusätzlich das 10. Perzentil der Wiederfindungsrate ermittelt (Abbildung 29). 

Das VSP nahm nur einen marginalen Einfluss auf die Wiederfindungsrate (62%-116% 

bei 50% im Vergleich zu 59%-118% bei 10%), dagegen streute bei einem VSP von 

10% die Standardabweichung der Wiederfindung um absolut 8% mehr im Vergleich 

zu 30% (41% zu 33%). Bei einem VSP von 50% war die Streuung vergleichbar zur 

Streuung bei 30% (32% zu 33%). Daher wird die in Kap. 4.2.2.5 festgelegte untere 

Grenze des VSP von 30% für zukünftige Probenmessungen empfohlen. 
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Abbildung 29: Verteilung der ermittelten Werte der relativen Standardabweichung (rel. sd) der Kopien-
zahl (links), der Wiederfindungsrate des internen Standards (mitte) und der relativen 
Standardabweichung der Wiederfindungsrate des internen Standards (rechts) bei ver-
schiedenen VSP (Kopienzahlbestimmung nach Kap. 3.2.4.3). Vertikale Linie: 10.-
90. Perzentil. Bei der rel. sd der Kopienzahl ist nur ein Verhältnis aufgetragen, da dort 
das Standard/Probenverhältnis keine Rolle spielt. Horizontale Linie innerhalb der Box: 
Median; □: Mittelwert. 

Beim Vergleich mit den in Kap. 4.2.2.5 ermittelten Grenzen zur Identifizierung von Aus-

reißern fiel auf, dass das 90. Perzentil der Messwerte von 119 Proben (Ausschluss 

von 9 Proben VSP<30%), sowohl bei der Standardabweichung der Proben, als auch 

bei der Standardabweichung der Standard-Wiederfindungsrate um absolut 1% höher 

lagen (12 im Vergleich zu 11% und 33 im Vergleich zu 32%) und somit bereits die 
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Werte von 31 Proben genug Aussagekraft besessen hatten. Bei Betrachtung der Stan-

dard-Wiederfindungsrate dagegen, lag sowohl das 90., als auch 10. Perzentil der 119 

Messwerte absolut um 6 bzw. 7% näher an 100% im Vergleich zu 31 Messwerten (62-

117% im Vergleich zu 56-124%). Dies zeigte, dass die Wiederfindungsraten bei 31 

Messwerten noch nicht repräsentativ für eine größere Anzahl an Proben gewesen wa-

ren.  

Zusammengefasst lag das reevaluierte 90. Perzentil der Proben-Standardabweichung 

bei ≤12%, das 10.-90. Perzentil der Wiederfindungsrate bei 62%-117% und das 90. 

Perzentil der sd der Wiederfindung bei ≤33% (Tabelle 17). Bei der Wiederfindung nach 

Standardaddition wird derselben Menge Probe, die zur Kopienzahlbestimmung ver-

wendet wurde, zusätzlich Standard hinzugefügt. Daher war die Standardabweichung 

der Wiederfindung größer als die Standardabweichung der Proben, da hier die Metho-

denschwankung überproportional einging. 

Tabelle 17: 90. Perzentile der Messwertverteilungen der reevaluierten Kopienzahlbestimmungen bei 
einem VSP von 30-300%. Rel. sd: Relative Standardabweichung. 

 90. Perzentil der Messwert-Verteilung 

Rel. sd Probe ≤12% 

Interne Wiederfindungsrate 62-117% 

Rel. sd Interne Wiederfindungsrate ≤33% 
 

Insgesamt betrachtet waren mit den in Kap. 4.2.2.5 festgesetzten Grenzen 34 und mit 

den reevaluierten Grenzen 39 von 119 Messwerten, also jeweils etwa jede dritte Mes-

sung, zu wiederholen (detaillierte Auflistung in Tabelle 18). 

Tabelle 18: Anzahl an jeweils zu wiederholenden Kopienzahlmessungen anhand der in Kapitel 4.2.2.5 
ursprünglich festgelegten Qualitätskriterien und anhand der neu evaluierten Qualitätskrite-
rien (Tabelle 17) von insgesamt 119 Messungen. Rel. sd: Relative Standardabweichung. 

 Anzahl zu wiederholender Proben bei 

 Anfänglichen Grenzen Re-evaluierten Grenzen 

Rel. sd Probe 11 9 

Interne Wiederfindungsrate 13 22 

Rel. sd interne Wiederfindungsrate 13 11 

Gesamtprobenanzahl 34 39 
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Insgesamt wurde die Kopienzahlbestimmung bei 17 Proben, die später zur SMF Be-

stimmung verwendet wurden, aufgrund der in Kap. 4.2.2.5 festgelegten Akzeptanzkri-

terien ein- oder mehrmals wiederholt. Darunter waren elf Proben deren Wiederfindung 

nach Standardzugabe oder deren zugehörige Standardabweichung nicht innerhalb der 

festgelegten Grenzen lag. Im Mittel wich die erneut gemessene Kopienzahl im Ver-

gleich zur ursprünglichen Messung um 25% (Spannweite: 3-64%, Median: 15%) ab 

(Abbildung 30). 
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Abbildung 30: Abweichung von Kopienzahlen einer ersten Kopienzahlbestimmung (Kap. 3.2.4.3) von 
Proben deren Kopienzahlbestimmung  aufgrund der in Kap. 4.1.2.5 festgelegten Akzep-
tanzkriterien ein- oder mehrmals wiederholt wurden vom letzendlich akzeptierten Wert 
innerhalb der Akzeptanzkriterien. □: Mittelwert, horizontale Linie: Median, vertikale Linie: 
Standardabweichung. Gezeigt sind die Abweichungen von elf Proben. 

Über alle Proben, inklusive Proben deren Kopienzahlbestimmung nicht wiederholt 

wurde und deren Abweichung 0% gesetzt wurde, betrachtet, ergab sich im Mittel eine 

Abweichung der Kopienzahl von 4% im Vergleich zur ursprünglichen wiederholten 

Messung. Je nach Anforderung hinsichtlich zu erwartender Unterschiede zwischen 

den Proben und der erwarteten Effektgröße kann bei zukünftigen SMF Bestimmung 

anhand der hier ermittelten Kennzahl entschieden werden, ob eine Wiederfindung 

nach Standardaddition notwendig ist oder nicht. Ohne Wiederfindung nach Stan-

dardaddition wäre jede 13. anstatt jede 3. Probenmessung zu wiederholen. 

Die Kopienzahl kann hierbei direkt als Surrogat der SMF dienen, da ein linearer Zu-

sammenhang zwischen der Kopienzahl und dem sich daraus ergebenden Mutations-

frequenz besteht. Die SMF besteht im Wesentlichen aus zwei analytisch ermittelten 
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Größen: der Kopienzahl und der Mutantenzahl. Die Mutationsfrequenz errechnet sich 

dabei durch folgende Formeln (abgeändert nach Bielas und Loeb, 2005): 

ݖ݊݁ݑݍ݁ݎ݂݊݁ݐ݊ܽݐݑܯ ൌ
݊݁ݐ݊ܽݐݑܯ

݈݄ܽݖ݊݁݅݌݋݇ݐ݉ܽݏ݁ܩ
 

ݖ݊݁ݑݍ݁ݎ݂ݏ݊݋݅ݐܽݐݑܯ ൌ
ݖ݊݁ݑݍ݁ݎ݂݊݁ݐ݊ܽݐݑܯ
݊݁ݏܽܤ	݈݄ܽݖ݊ܣ

ൌ ሺ
݊݁ݐ݊ܽݐݑܯ

݈݄ܽݖ݊݁݅݌݋݇ݐ݉ܽݏ݁ܩ
ሻ/4 

Daraus lässt sich unter der Annahme einer gleichbleibenden Mutantenzahl (8 Mutan-

ten im folgenden Beispiel), eine asymptotische Funktion ݕ ൌ ሺ8 ൗݔ ሻ/4 ൌ 2 ൗݔ  ableiten. 

Aus jener Funktion ergibt sich z.B. bei einer Verdoppelung der Kopienzahl eine Hal-

bierung der Mutationsfrequenz. Dabei ist die absolute Anzahl der Mutanten unerheb-

lich, solange sie als konstant angesehen wird. Nach der Kopienzahl sollten nun die 

Sequenzierungsergebnisse evaluiert werden. 

4.2.4.2.2. Verifizierung der Mutanten 

Um den Anteil an falsch positiven Mutanten, also Wildtyp-PCR-Produkte die im TaqI-

Nachverdau nicht geschnitten wurden, zu identifizieren und so die detektierten Mutan-

ten zu verifizieren und um Gelbanden die nicht zweifelsfrei als Mutant identifiziert wer-

den konnten ebenso eindeutig zuordnen zu können, wurden pro Probe exemplarisch 

jeweils zufällig drei Mutanten nach Sanger sequenziert. Nicht zweifelsfrei als Mutant 

identifizierbare Banden waren hierbei Banden mit einer extrem schwachen Intensität 

oder Banden die maximal 50 bp unterhalb der erwarteten Position lagen bzw. maximal 

50 bp länger waren als erwartet. Diese Banden wurden dabei, im Gegensatz zum Rest 

der insgesamt drei jeweils sequenzierten Mutanten, gezielt ausgewählt. 

Insgesamt wurden elf Banden gezielt ausgewählt. Zwei davon waren Banden unter-

halb der erwarteten Position. Davon wurde eine Bande als Mutant verifiziert, bei einer 

Bande war kein auswertbares Elektropherogramm vorhanden. Neun gezielt ausge-

wählte Banden waren Banden mit einer extrem schwachen Intensität. Davon wurden 

fünf als Mutant verifiziert, drei waren ein unspezifsiches Nebenprodukt, dessen Se-

quenz nicht mit dem Mutationsprodukt übereinstimmte und eine Mutante hatte kein 

auswertbares Elektropherogramm. Gezielt ausgewählte Mutanten die nicht als Mutant 

verifiziert werden konnten, wurden aus der Berechnung der SMF ausgeschlossen, da 

drei von fünf eindeutig keine Mutante waren. Daher wird für zukünftige Messungen 

empfohlen, weiterhin Banden etwas unterhalb der erwarteten Position und Banden mit 
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sehr schwacher Intensität gezielt zu sequenzieren und eben jene nicht als Mutante zu 

werten, sofern das Seuqenzierungsergebnis nicht darauf hindeutet. 

Von den 185 zufällig ausgewählten Banden waren sechs ohne auswertbares Elekt-

ropherogramm. Das Sequenzierungsergebnis deutete auf degradierte DNA hin, wel-

che z.B. durch zu lange UV-Licht-Bestrahlung während des Ausschneidens der Mu-

tanten aus dem Agarosegel unter der UV-Bank oder durch zu lange Lagerung z.B. 

beim Versenden der DNA zum Sequenzieren entstehen kann. Diese sechs Mutanten 

wurden zur Berechnung der SMF mit herangezogen, da sowohl ihre Schmelzkurve, 

als auch ihre Bande bei der gelelelktrophoretischen Auftrennung dem Mutationspro-

dukt eindeutig zugeordnet werden konnte. Alle Mutanten ohne auswertbares Elekt-

ropherogramm wurden nicht erneut sequenziert, da jeweils die komplette gelextra-

hierte DNA zur Sequenzierung eingesetzt wurde. Von allen 179 nicht gezielt ausge-

wählten Banden mit auswertbarem Elektropherogramm war kein PCR-Produkt ein un-

spezifisches Nebenprodukt. Somit wurde bei 96,6% der eindeutig der Mutations-PCR-

Produktbande zuordenbaren Mutanten eine Mutation nachgewiesen und lediglich über 

3,2% (sechs nicht erfolgreiche Sequenzierungen von 185) war keine zweifelsfreie Aus-

sage möglich. Da bei keiner zufällig ausgewählten Bande zweifelsfrei der TaqI-Schnitt-

stellen Wildtyp detektiert wurde, wird für zukünftige Messungen empfohlen, keine ein-

deutig zuordenbaren Banden mehr zu sequenzieren. 

Insgesamt hatten 14 von 193 Sequenzierungen (Fettgewebe: 144 und Drüsengewebe 

35) bzw. 7,3% kein auswertbares Elektropherogramm oder eine unspezifische Se-

quenz, die nicht mit dem Mutationsprodukt übereinstimmte. 

Zusätzlich zum reinen Vorhandensein einer Mutation sollten die Sequenzierungser-

gebnisse nach Art der Mutation evaluiert werden. 

4.2.4.2.3. Mutationsspektrum der Fettgewebsproben 

Zur Plausibilitätsprüfung der erhobenen Sequenzierungsergebnisse sollten die Muta-

tionsspektren mit anderen Studien verglichen werden. Aufgrund einzelner nicht-aus-

wertbarer Eletktropherogramme (Kap. 4.2.4.2.2) standen von einzelnen Proben nur 

zwei auswertbare Elektropherogramme zur Verfügung. Um einen gleichen Einfluss je-

der einzelnen Probe auf das Ergebnis zu gewährleisten, wurden pro Probe zwei Mu-

tanten zufällig ausgewählt und anschließend alle 88 Mutanten der 44 Fettgewebspro-

ben zusammengefasst (Abbildung 31). 
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Überwiegend, mit einem Anteil von 72%, wurde eine G>A Transition detektiert. Als 

zweithäufigste Substitution wurde ein T>C Transition (20%) detektiert. Insgesamt lag 

der gerundete Anteil an Transitionen bei 92%, Transversionen bei 6% und Insertionen 

bei 2%. 

TCGTA (2%)

 Transition (92%)
 Transversion (6%)
 Insertion (2%)

G>A (72%)

T>C (20%)

G>C (2%)

T>A (2%)
G>T (1%)

 
Abbildung 31: Sequenzierungsergebnisse der TaqI-Schnittstelle (Wildtyp: TCGA) der Mutantenverifizie-

rung (Kap. 3.2.8). Dargestellt sind die Ergebnisse von 88 Sequenzierungen aus 44 Fett-
gewebsproben. In Klammern dargestellt ist jeweils der gerundete Anteil der jeweiligen 
Mutationsart. Rot: Insertion. 

Der Anteil an C:G>T:A (72%) und der Anteil an T:A>C:G Transitionen (20%) lag inner-

halb der Spannweite von Sequenzierungsergebnissen von Spontanmutanten aus hu-

maner mtDNA anderer Studien (42-75% und 15-48%, Tabelle 19). Der Anteil an Trans-

versionen (6%) und der Anteil an Insertionen (2%) lag ebenso innerhalb der Spann-

weite von Sequenzierungsergebnissen anderer Studien (4-21% und 2-16%). 
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Tabelle 19: Prozentuale Verteilung der ermittelten Mutationen nach Sequenzierung von Proben aus 
humaner mtDNA aus weiblichem Brustgewebe im Vergleich zu Sequenzierungsergebnis-
sen aus humanen mtDNA-Proben anderer Studien. PKS: PCR-Produkt Klonierungs/Se-
quenzierungsstrategie, dNGS: duplex NGS. 

Gewebe Methodik Mutationsart  

  C:G>T:A T:A>C:G Transversion Insertion  

weibliche Brust RMCA 72% 20% 6% 2%  

Synovialmembran RMCA ~48% ~48% ~4% - Biniecka et al. (2011) 

kolorektal RMCA 60% 24% ~16% Greaves et al. (2014) 

kolorektal RMCA ~75% ~15% ~4% ~6% Ericson et al. (2012) 

Gehirn PKS 88% 10% 2% Lin et al. (2002) 

Gehirn dNGS ~43% ~29% ~12% ~16% Kennedy et al. (2013) 

weibliche Brust dNGS ~42% ~37% ~21% - Ahn et al. (2015) 
 

C:G>T:A ist unabhängig von der Spezies die häufigste mtDNA Mutation (zusammen-

gefasst in Kauppila und Stewart, 2015). Für die Entstehung dieser Mutation gibt es 

mehrere Mechanismen: 

 Über eine hydrolytische oder oxidative Desaminierung von Cystein, welche zu 

Uracil bzw. 5-Hydroxy-Uracil führt, das als Templat für Adenin bei der Replika-

tion dienen kann (Lindahl, 1993 und Thiviyanathan et al., 2008). 

 Über eine oxidative Desaminierung von Guanin auf dem komplementären 

Strang, weche zu Xanthin oder Oxanin führt, welches als Templat für Thymin 

dienen kann (Xia et al., 2014). 

 Durch Einbau-Fehler der mitochondrialen Polymerase γ bei der Replikation 

(Zheng et al., 2006). 

Eine G>A Transition kann zwar bei Läsionen, die Konformationsänderungen induzie-

ren, vorkommen, z.B. bei der Oxidation von Guanin zu 8-Hydroxy-deoxy-Guanosin (8-

OH-dG, Cooke et al., 2003). Jedoch werden G>A Transitionen hauptsächlich auf spon-

taninduzierte Entstehung zurückgeführt (zusammengefasst in Kauppila und Stewart, 

2015). 

Durch freie Radikale induzierte 8-OH-dG DNA-Läsionen führen überwiegend zu einer 

G:C>T:A Transversion (Wu et al., 2004). 

Eine T:A>C:G Transversion kann durch spontane Desaminierung von Adenin entste-

hen. Dabei entsteht Inosin, welches als Templat für Guanin dienen kann (Nordmann 
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et al., 1988). Ebenso kann eine T:A>C:G Transversion durch eine T-dGTP-Misspaa-

rung bei der Replikation durch ineffizientes proofreading der Polymerase entstehen 

(Song et al., 2005). 

Alle anderen Mutationen (C:G>G:C und T:A>A:T) können über Basenfehlpaarungen 

und eine daraus entstehende Mutation bei der Replikation erklärt werden (Topal und 

Fresco, 1976 und Danilov et al., 2005). 

Insertionen können durch „Verrutschen“ der Polymerase bei der Replikation, soge-

nanntes strand slippage, entstehen (Banavali, 2013). Ebenso können sie bei der Inter-

kalation von exogenen Molekülen mit DNA und anschließender Replikation entstehen. 

4.2.5. Einflussfaktoren auf die mitochondriale Spontanmutationsfrequenz 

Um Einflussfaktoren auf die mitochondriale SMF in humanem Brustfettgewebe zu un-

tersuchen, wurde eine Methode benötigt, die mehr als eine Variable berücksichtigt. 

Dafür wurde die multiple lineare Regression gewählt. Für eine multiple lineare Regres-

sion können nur komplette Datensätze verwendet werden. Des Weiteren müssen mehr 

Beobachtungen als erklärende Variablen (explanatory variables, exVars) vorhanden 

sein. Als Qualitätskriterium dienen der adjustierte Variationskoeffizient R² und das Ver-

hältnis aus Beobachtungen und selektierten exVars (O/ExVar-Verhältnis). Das R² be-

schreibt wieviel Prozent der Varianz der abhängigen Variable durch die exVars erklärt 

werden. So bedeutet zum Beispiel, dass ein R² von 0,7 70% der Varianz der abhängi-

gen Variable erklärt. Das O/ExVar-Verhältnis beschreibt wieviele Beobachtungen ei-

ner erklärenden Variable gegenüberstehen und sollte möglichst größer fünf sein 

(Bryant und Yarnold, 1995, Everitt, 1975, Garson, 2008 und Gorsuch, 1983). Als ab-

hängige Variable wurde die mitochondriale SMF verwendet. 

Als erklärende Variablen wurden aufgrund der in der Literatur bereits beschriebenen 

Altersabhängigkeit der mitochondrialen SMF in humanen Gehirnen und im Tierversuch 

(Kap. 1.1.5) das Alter verwendet. GCLC, NQO1 und GSTs sind Marker für oxidativen 

Stress (Kap. 1.1.5). Deswegen wurden die Transkriptspiegel der Gene die für GCLC, 

NQO1, GSTP1, GSTM1 und GSTT1 kodieren als erklärende Variablen berücksichtigt. 

Als Marker für die durch einen entsprechenden Polymorphismus veränderte Enzym-

aktivität von Enzymen, die oxidativen Stress verursachende Verbindungen konjugie-

ren, wurden die Genotypen der GSTP1, GSTM1 und GSTT1 als erklärende Variablen 

berücksichtigt. Ein erhöhter BMI steht in Zusammenhang mit proinflammatorischen 
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Mediatioren im Fettgewebe (Kap. 1.1.5). Daher wurde der BMI und der gravimetrisch 

ermittelte Fettgehalt des Gewebes ebenso berücksichtigt. Oxycholesterolverbindun-

gen entstehen bei oxidativem Stress spontan (Kap. 1.1.5). Die Fettgewebespiegel der 

Oxycholesterole 7α-HO-, 7β-HO-, 7Keto-, 5,6-α-Epoxy- und 5,6-β-Epoxy-Cholesterol 

der Brustgewebsproben korrelierten alle jeweils miteinander (Spearman, jeweils 

p<0,0001). Dies kann dazu führen, dass einzelne Oxycholesterole aufgrund der Kolli-

nearität nicht in das spätere Modell selektiert werden. Daher wurden die Oxycho-

lesterole in einer Hauptkomponentenanalyse zu zwei Hauptkomponenten zusammen-

gefasst (Anhang: Tabelle 34). Hauptkomponente 1 war hauptsächlich negativ durch 

7α-HO-, 7β-HO-, 7Keto- und 5,6-α-Epoxy-Cholesterol und Hauptkomponente 2 haupt-

sächlich negativ durch 5,6-α- und 5,6-β-Epoxy-Cholesterol charakterisiert (Abbildung 

32). Die Oxycholesterolgewebespiegel Hauptkomponenten wurden als exVars berück-

sichtigt.  
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Abbildung 32: Beschreibung der zwei aus Oxycholesterol-Gewebespiegeln errechneten Hauptkompo-
nenten. Die Richtung der Pfeile gibt den Einfluss der jeweiligen Verbindung auf die 
Hauptkomponenten an. 

7α-HO- und 7Keto-Cholesterol können im Gegensatz zu 7β-HO-, 5,6-α-Epoxy- und 

5,6-β-Epoxycholesterol auch enzymatisch gebildet werden (zusammengefasst in Niki 

et al., 2005). Deswegen wurde eine aus 7β-HO-, 5,6-α- und 5,6-β-Epoxycholesterol-

spiegeln gebildete Summe als Oxycholesterolsummen-Marker für oxidativen Stress 

ebenfalls als exVar berücksichtigt. Zusätzlich wurde ein Verhältnis der 7β-HO-, 5,6-α- 

und 5,6-β-Oxycholesterolspiegelsumme mit dem Cholesterolgewebespiegel als Maß 
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für den Anteil an nicht enzymatischer, oxidativer Umsetzung des Cholesterols gebildet 

und ebenfalls als exVar berücksichtigt. 

Eine Induktion von oxidativem Stress im Tierversuch in Mitochondrien durch EE und 

E2 wurde in der Literatur bereits beschrieben (Kap. 1.1.5). E2 kann des Weiteren über 

einen NFE2L2-vermittelten Signalweg zu einer erhöhten Biogenese von Mitochondrien 

und somit potentiell zu einer erhöhten spontaninduzierten mtDNA-Mutationsrate füh-

ren (Kap. 1.1.1). Als Proliferationsmarker diente das Verhältnis zwischen n- und 

mtDNA (Kap. 1.1.1). CYP1A1 und 1B1 können über die Bildung von Estrogenchinonen 

zu DNA Addukten auf der mtDNA und über Redox-Cycling der Chinone zu oxidativem 

Stress beitragen (Kap. 1.1.5). Daher wurden E1- und E2-Gewebespiegel, die Tran-

skriptspiegel von CYP1A1 und 1B1 und der CYP1B1-Genotyp als kategoriale Variable, 

die NFE2L2-Transkriptspiegel und der mitochondriale Proliferationsmarker (Kopien-

zahl nDNA/Kopienzahl mtDNA) berücksichtigt (Tabelle 20). Zigarettenrauch enthält 

zahlreiche Mutagene, die in Fettgewebe löslich sind, auf mitochondriale DNA hatte das 

Rauchverhalten zumindest in humanem Lungengewebe jedoch keinen Einfluss (Kap. 

1.1.5). Daher wurde Rauchen eingeteilt in Raucher/Nichtraucher ebenfalls als exVar 

berücksichtigt. GSTT1- und CYP1A1-Transkriptspiegel mehrerer Proben lagen unter-

halb des LOD und deren Messwerte wurden durch eben jenen LOD ersetzt. Um den 

Einfluss der Ersetzungen auf das Ergebnis der Regressionsanalyse zu ermitteln wurde 

eine kategoriale ≤LOD/>LOD-Ersetzungsvariable der beiden Transkripte mit >LOD als 

Bezugsgruppe ebenfalls berücksichtigt (Tabelle 20). 
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Tabelle 20: Berücksichtigte exVars für die multiple lineare Regression mit Vorwärtsselektion zur Identi-
fizierung von Einflussfaktoren auf die humane mitochondriale Spontanmutationsfrequenz in 
Brustfettgewebe. Enzymnamen stehen jeweils für die entsprechenden Transkriptspiegel 
bzw. den entsprechenden Polymorphismus (Polym.). In Klammern ist der Anteil an Werten 
unterhalb des LODs dargestellt. q: Ersetzungsspalte der jeweiligen exVar zur Ermittlung des 
Einflusses von Werten die unterhalb des LOD lagen, HK: Hauptkomponente. 

Lebensstil- und physi-
ologische Faktoren 

Oxidativer Stress 
Chinonbildung und mito-

chondriale Biogenese 

Alter GCLC E2-Spiegel 

Rauchen GSTP1 E1-Spiegel 

EE GSTT1 (8%) CYP1A1 (5%) 

BMI GSTT1q CYP1A1q 

Gewebe-Fettgehalt NQO1 CYP1B1 

 Polym. GSTM1 Polym. CYP1B1 

 Polym. GSTP1 Kopienzahl nDNA/mtDNA 

 Polym. NQO1 NFE2L2 

 HK Oxycholesterolspiegel 1  

 HK Oxycholesterolspiegel 2  

 
Summe Oxycholesterolspie-
gel 

 

 
Summe Oxycholesterolspie-
gel/Cholesterolspiegel 

 

 

Das Alter beeinflusste die SMF signifikant positiv (p=0,0001, Tabelle 21). Dies wurde 

in der Literatur für mtDNA aus humanen Gehirnen und Gehirnen von Ratten beschrie-

ben (Kap. 1.1.5), wurde jedoch noch nicht in humanem Brustfettgewebe gezeigt. Tran-

skriptspiegel von NQO1 beeinflussten die SMF signifikant positiv (p=0,0002, Tabelle 

21). NQO1-Transkriptspiegel sind Marker für oxidativen Stress (Kap. 1.1.5). Ein Ein-

fluss von oxidativem Stress auf mitochondrialen DNA-Schaden in der humanen Brust 

wurde in der Literatur bisher noch nicht beschrieben. Der homozygote GSTP1 Val/Val-

Genotyp beeinflusste die SMF im Vergleich zum homozygoten Ile/Ile-Genotyp negativ 

(p=0,0070). Der homozygote Val/Val-Genotyp war sowohl mit einer erhöhten Genex-

pression, als auch mit einer erhöhten Enzymaktivität im Vergleich zum Ile/Ile-Genotyp 

assoziiert (Kap. 1.2.1). GSTP1 konjugiert reaktive Chinone und führt so zu verminder-

tem oxidativem Stress (Kap. 1.2.1). Dagegen wurden die Transkriptspiegel der 

GSTP1, GSTT1, GSTM1 und die GSTT1- und GSTM1-Genoytpen, welche in direktem 

Zusammenhang mit den entsprechenden Transkriptspiegeln stehen (Kap. 1.2.1), nicht 
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in das Modell selektiert. Die Oxycholesterol Hauptkomponente 2, welche hauptsäch-

lich durch 5,6α- und 5,6β-Epoxy-Cholesterolspiegel in negativer Richtung charaktieri-

siert war, beeinflusste die SMF signifikant negativ (p=0,0002). 5,6α- und 5,6β-Epoxy-

Cholesterol sind Marker für oxidativen Stress (Kap. 1.1.5). Oxycholesterol Hauptkom-

ponente 1, welche durch 7α-HO-, 7β-HO-, 7Keto- und 5,6-α-Epoxy-Cholesterolspiegel 

charakterisiert war, wurde nicht selektiert. 7α-HO- und 7Keto-Cholesterol können auch 

enzymatisch gebildet werden (zusammengefasst in Niki et al., 2005) und somit sind 

deren Gewebespiegel sehr wahrscheinlich nicht ausschließlich auf oxidativen Stress 

zurückzuführen. Die 7β-HO-, 5,6-α- und 5,6-β-Oxycholesterolspiegelsumme beein-

flusste die SMF signifikant positiv (p=0,0386, Tabelle 21). Das 7β-HO-, 5,6-α- und 5,6-

β-Oxycholesterolspiegel/Cholesterolspiegel-Verhältnis wurde nicht selektiert. Da dies 

durch die potentiell vorhandene Kollinearität zwischen dem 7β-HO-, 5,6-α- und 5,6-β-

Oxycholesterol/Cholesterol Verhältnis und sowohl der selektierten Oxycholesterol 

Hauptkomponente 2, als auch der ebenfalls selektierten 7β-HO-, 5,6-α- und 5,6-β-Oxy-

cholesterolsumme, hervorgerufen worden sein kann (Spearman-Korrelation, p jeweils 

<0,0001), wurde das Modell erneut ohne Oxycholesterol Hauptkomponente 2 und die 

Oxycholeserolsumme gerechnet (Tabelle 21). Dabei beeinflusste das 7β-HO-, 5,6-α- 

und 5,6-β-Oxycholesterol/Cholesterol Verhältnis signifikant positiv die SMF 

(p=0,0006). Das Alter, NQO1-Transkriptspiegel und der GSTP1 Val/Val-Genotyp be-

einflussten ebenso wie in der ersten Modell-Variante jeweils in derselben Richtung 

signifikant die SMF. Zusätzlich beeinflusste der GSTP1 Ile/Val-Genotyp boarderline 

signifikant positiv die SMF (p=0,0942). Variablen, die in Zusammenhang mit der mito-

chondrialen Proliferation stehen (Kopienzahl nDNA/mtDNA, E2- und NFE2L2-

Spiegel), wurden in keiner der beiden Modell-Varianten selektiert. Ebenso wurden Fak-

toren, die mit der Bildung von reaktiven Chinonen (E1- und E2-Gewebespiegel, 

CYP1A1- und 1B1-Transkriptspiegel und CYP1B1-Genotypen) in Verbindung stehen, 

nicht selektiert. Ein Einfluss von Estrogenchinonen auf mtDNA-Schädigung wurde in 

anderen Studien bisher nur für isolierte mtDNA und in mtDNA der Ratten- und Hams-

terniere und –Leber beschrieben (Kap. 1.1.5). Für humanes Gewebe wurde bisher 

nichts beschrieben. Rauchen wurde ebenso bei beiden Modellvarianten nicht selek-

tiert. In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass sich das mitochondriale Mutati-

onsspektrum von Raucher- und Nichtraucherzwillingen nicht unterschied. Der Fettgeh-

alt des Gewebes wurde bei beiden Varianten nicht selektiert. Der BMI, der ebenso wie 

der Fettgehalt des Gewebes in Verbindung mit proinflammatorischen Mediatioren steht 
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(Kap. 1.1.5), wurde nur in der zweiten Variante ohne Oxycholesterol Hauptkompo-

nente 2 und die 7β-HO-, 5,6-α- und 5,6-β-Oxycholesterolsumme mit einem p-Wert von 

0,1981 selektiert (Tabelle 21).  

Tabelle 21: Ergebnisse der vorwärtsselektierenden multiplen linearen Regression (Kap. 3.2.13) zur 
Identifizierung von Einflussfaktoren auf die humane mitochondriale SMF in Brustfettge-
webe. Enzymnamen stehen jeweils für die entsprechenden Transkriptspiegel bzw. den ent-
sprechenden Genotyp sofern angegeben. AB: auffällige Beobachtungen, HK: Hauptkom-
ponente. Als Bezugsgruppe für den nach Genotyp eingeteilten GSTP1-Polymorphismus 
wurde der hochaktive Val/Val-Genotyp (Kap. 1.2.1) verwendet. 

 
  ohne Oxycholesterol-

summe und HK als 
exVar 

ExVars im selektierten Modell 
AB=0; n=40; 

O/exVars=6,7; 
R²=0,60 

p-Wert AB=0; n=40; 
O/exVars=6,7; 

R²=0,57 

p-Wert 

Alter + 0,0001 + 0,0002 

NQO1 + 0,0002 + 0,0022 

GSTP1 Ile/Val - 0,4368 - 0,0942 

GSTP1 Val/Val - 0,0070 - 0,0071 

Oxycholesterol HK 21 - 0,0163   

Summe 7β-HO-, 5,6-α- und 5,6-β-
Oxycholesterole2 

+ 0,0386 
  

Summe 7β-HO-, 5,6-α- und 5,6-β-
Oxycholesterole/Cholesterol1,2 

  + 0,0006 

BMI   + 0,1981 
1Korrelation zwischen Oxycholesterol HK 2 und Summe Summe 7β-HO-, 5,6-α- und 5,6-β-Oxycho-
lesterole/Cholesterol (R=-0,70, p<0,0001). 
2Korrelation zwischen Summe 7β-HO-, 5,6-α- und 5,6-β-Oxycholesterole und Summe 7β-HO-, 5,6-α- 
und 5,6-β-Oxycholesterole/Cholesterol (R=0,94, p<0,0001). 

Die mitochondriale SMF in humanem Brustfettgewebe wurde somit hauptsächlich 

spontaninduziert über altersbedingte Mutagenese und über oxidativen Stress, jedoch 

nicht über chinoninduzierte DNA-Adduktbildung, Rauchen, den BMI, EE und Mitoge-

nese beeinflusst. Berücksichtigt werden muss allerdings, dass die erklärenden Variab-

len mit einem R² von 0,60 bzw. 0,57 nur 60% bzw. 57% der Varianz der SMF erklärten 

und somit weitere Einflussfaktoren eine Rolle spielen könnten. Das O/ExVar-Verhältnis 

von betrug 6,7, also standen einer erklärenden Variable 6,7 Beobachtungen gegen-

über, und lag damit im angestrebten Bereich >5.  
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4.3. Bioinformatische Netzwerkmodellierung 
Der Estrogenmetabolismus in der weiblichen Brustdrüse spielt eine wichtige Rolle bei 

der Entstehung von reaktiven Verbindungen, die in der Lage sind DNA-Addukte zu 

bilden. In Kooperation mit Prof. Dandekar vom Lehrstuhl für Bioinformatik der Univer-

sität Würzburg wurden am Lehrstuhl bereits DNA-Adduktflüsse in weiblichem Brust-

drüsengewebe mittels bioinformatischer constraint-based Netzwerkmodellierung er-

rechnet (Kap. 1.2). In dieser Arbeit sollten Einflussfaktoren auf diese DNA-

Adduktflüsse untersucht werden. Für das Netzwerk-Modell wurden Transkriptspiegel 

als Surrogat für die Enzymaktivität verwendet (Kap. 1.2). Dies stellt allerdings nur eine 

Vereinfachung der Enzymaktivität dar. Daher sollten zunächst relevante Polymorphis-

men in Genen, die für am Estrogenmetabolismus beteiligte Enzyme kodieren, identifi-

ziert und alle vorhandenen Proben genotypisiert werden (Kap. 4.3.1). Anschließend 

sollten um die relative Aktivität der Allele im Netzwerk-Modell zu korrigieren in Koope-

ration mit dem Lehrstuhl für Bioinformatik der Universität Würzburg zusätzliche 

Adduktflüsse unter Berücksichtigung von auf den Genotyp angepassten Transkript-

spiegeln errechnet werden und daraufhin beide Modelle durch Vergleich mit real ge-

messenen Daten validiert werden (Kap. 4.3.2). Daraufhin sollten mittels multipler line-

arer Regression Einflussfaktoren auf die errechneten DNA-Addukte ermittelt werden 

(Kap. 4.3.3). 

4.3.1. Polymorphismen 

Zur Untersuchung, ob die Berücksichtigung von polymorphismusabhängiger enzyma-

tischer Umsetzung zu einer Verbesserung des Estrogenmetabolismus-Netzwerkmo-

dells beiträgt, wurden Polymorphismen in Genen, die für Enzyme kodieren, welche am 

Estrogenmetabolismus beteiligt sind und mit einem erhöhten Krebsrisiko assoziiert 

sind und so potentiell zur DNA-Adduktbildung beitragen, ausgewählt. Dazu gehören 

die SNPs in Genen, die für NQO1 (rs1800566), CYP1B1 (rs1056836), HSD17B1 

(rs676387) und GSTP1 (rs1695) sowie CNPs in Genen die für GSTT1 und GSTM1 

kodieren (Kap. 1.2.1). Ein SNP innerhalb des COMT-Gens (rs4680) ist zwar nicht mit 

einem erhöhten Brustkrebsrisiko assoziiert, allerdings könnte die Kombination des 

niedrig-aktiven NQO-Allels mit dem niedrig-aktiven COMT-Allel ebenso einen Einfluss 

auf die DNA-Adduktbildung nehmen (Kap. 1.2.1). 
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Die CNPs (GSTT1 und GSTM1) sollten nach Buchard et al. (2007) ermittelt werden 

(Kap. 4.3.1.1). Eine Möglichkeit zur Bestimmung von SNPs ist, neben z.B. NGS, allel-

spezifischer Primer-PCR und RFLP-PCR, die allelische Diskriminierung (Kap. 1.2.1.1). 

Um einen hohen Probendurchsatz gewährleisten zu können und gleichzeitig ein ange-

messenes Kosten-Nutzen-Verhältnis zu wahren, sollten alle vorhandenen Proben mit-

tels allelischer Diskriminierung genotypisiert werden (Kap. 4.3.1.2). RFLP-PCR sollte 

lediglich als alternative Bestimmungs-Methode zur Verifizierung der in der allelischen 

Diskriminierung verwendeten Positivkontrollen verwendet werden (Kap. 4.3.1.2.1). Die 

ermittelten Genotyp-Frequenzen sollten anschließend über Errechnung des Hardy-

Weinberg-Gleichgewichts und über einen Vergleich mit bereits publizierten Allel-Fre-

quenzen von, sofern verfügbar, gesunden deutschen Frauen, oder sofern nicht verfüg-

bar, gesunden hellhäutigen Menschen1 auf Plausibilität überprüft werden (Kap. 

4.3.1.3). 

Für einige der Polymorphismen ist in der Literatur bereits ein Einfluss auf mRNA-Spie-

gel in anderen Geweben beschrieben (Kap. 1.2.1). Um zu ermitteln, ob sich die betref-

fenden Polymorphismen auch im Brustgewebe auf die jeweils assoziierten mRNA-

Spiegel auswirken, sollten die ermittelten Genotypen mit dem mRNA-Spiegel des be-

treffenden Enzyms verglichen werden (Kap. 4.3.1.4). Anschließend sollte ermittelt wer-

den, inwieweit bei bereits am Lehrstuhl errechneten multiplen linearen Regressions-

modellen zur Identifizierung von Einflussfaktoren auf Estrogen-Spiegel, die zusätzliche 

Berücksichtigung von Polymorphismen im Vergleich zu den bereits berechneten Mo-

dellen ohne Berücksichtigung von Polymorphismen, zu einer Verbesserung der Mo-

delle beiträgt (Kap. 4.3.1.5). 

4.3.1.1. Copy number polymorphism-Genotypisierung 

Die GSTM1- und GSTT1-CNP-Bestimmung sollte analog zu Buchard et al. (2007) 

durchgeführt werden. Dabei entsteht bei einer Multiplex-PCR mit zwei Primersätzen 

jeweils bei einem homozygoten Genotyp ein 625 bp (GSTM1) bzw. ein 969 bp langes 

PCR-Produkt (GSTT1). Bei einem nullizygoten Genotyp entsteht ein 4748 bp (GSTM1) 

                                                 
1„Hellhäutige Menschen“ wird hier gleichgesetzt mit dem im englischen Sprachraum geläufigen 
„caucasian“. Die wort-wörtliche Übersetzung „Kaukasier“ ist im Deutschen ein Begriff aus der Rassen-
theorie (Vetsch, 2001), welcher eine Mitschuld am aufkommenden Antisemitismus Anfang des 20. Jahr-
hunderts zugeschrieben wird (Benz, 2004). 
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bzw. ein 3106 bp langes PCR-Produkt (GSTT1). Bei einem hemizygoten Genotyp ent-

stehen jeweils beide Banden (Abbildung 33). 

 

Abbildung 33: Prinzip der GSTM1-/GSTT1-Deletionsbestimmung nach Buchard et al. (2007). Bei Vor-
handensein des GSTM1-/GSTT1-Gens entsteht durch Primer die außerhalb der Se-
quenz des Gens platziert sind kein Produkt, da sie zu weit voneinander entfernt sind. Bei 
einer Deletion liegen die Primer nah genug beieinander und es wird ein Produkt amplifi-
ziert. Zusätzlich wird ein Primerpaar, das innerhalb des GSTM1-/GSTT1-Gens platziert 
ist, verwendet. Bei Vorhandensein des Gens entsteht entstprechend ein PCR-Produkt, 
bei einer Deletion verfügen die Primer über keine Bindungsstelle. 

Die Primer für die GSTT1-Bestimmung wurden bereits von Schmalbach (2014) erfolg-

reich getestet. Folglich wurden zunächst nur die Primer der GSTM1-Genotypisierung 

getestet. 

Bei Nullizygotie liegt der betreffende Genabschnitt nicht vor und somit findet auch 

keine Genexpression statt. Bei Hemi- oder Homozygotie liegt der betreffende Genab-

schnitt vor und es kann Genexpression stattfinden. Deswegen wurde zum Test der 

Primer DNA einer Humanprobe deren GSTM1-mRNA-Spiegel unterhalb der Detekti-

onsgrenze lag (Probe Nr. 16) und einer Humanprobe, bei der der GSTM1-mRNA-

Spiegel im Gewebe detektierbar war (Probe Nr. 17), als Templat für eine PCR mit 

anschließender Gelelektrophorese eingesetzt. Um die Primersätze einzeln und in 

Kombination zu testen, wurden in jeweils drei Ansätzen pro Probe, jeweils einmal der 

Primersatz innerhalb des GSTM1-Gens (im Folgenden als Gen-Primer bezeichnet), 

der Primersatz außerhalb des GSTM1-Gens (im Folgenden als Deletionsprimer be-

zeichnet) und einmal beide in Kombination verwendet. 

Mit DNA von Probe Nr. 16 als Templat wurde mit GSTM1-Gen-Primern alleine wie 

erwartet keine Bande detektiert (Abbildung 34, A). Sowohl im Ansatz mit Deletionspri-

mern, als auch im Ansatz mit beiden Primersätzen (Gen und Deletion) wurde wie er-

wartet eine Bande mit einer Länge von 4748 bp detektiert. Mit DNA aus Probe Nr. 17 
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als Templat wurde mit Gen-Primern alleine wie erwartet eine Bande mit einer Länge 

von 625 bp und im Ansatz mit Deletionsprimern alleine zusätzlich eine Bande mit einer 

Länge von 4748 bp detektiert (Abbildung 34, A). Im Ansatz mit beiden Primersätzen 

(Gen und Deletion) wurde wie erwartet eine Bande mit einer Länge von 625 bp und 

zusätzlich eine Bande mit einer Länge von 4748 bp detektiert. Die 625 bp lange Bande 

(Probe Nr. 17) des GSTM1-Gens wurde gelaufgereinigt und sequenziert. Das Sequen-

zierungsergebnis bestätigte das Vorliegen des GSTM1-Gens (Anhang: Abbildung 65). 

Somit wurde die generelle Eignung der Methode bestätigt. 

Um eine geeignete Positivkontrolle auszuwählen, wurden alle am Lehrstuhl vorhande-

nen Humanzelllinien (Kap. 3.2.10.1) genotypisiert (Abbildung 34, B). Zusammenge-

nommen mit den Ergebnissen von Schmalbach (2014) wiesen Ag0-Zellen als einzige 

der vorhandenen Zelllinien, sowohl im GSTT1- als auch im GSTM1-Genotyp, Hemizy-

gotie auf (Kap. 4.3.1.2: Tabelle 22). Da bei Hemizygotie jeweils beide PCR-Produkte 

entstehen (Gen- und Deletionsbande), eignet sich DNA aus Ag0-Zellen bei einer Zu-

sammenführung der beiden Genotypisierungen in einem Multiplex-PCR-Ansatz mit 

vier Primersätzen (GSTT1-Gen und Deletion und GSTM1-Gen und Deletion) als ein-

zelne Positivkontrolle für beide CNPs. 

 

Abbildung 34: A: Gelelektrophoretische Auftrennung (Kap. 3.2.6) der Produkte der PCR zum Test der 
GSTM1 Genotypisierungsprimer nach Kap. 3.2.10.2. G: Gen-Primer, D: Deletionsprimer, 
GD: Gen- und Deletionsprimer. Templat: DNA aus Humanproben. B: Gelelektrophoreti-
sche Auftrennung (Kap. 3.2.6) der PCR zur GSTM1 Positivkontrollenidentifizierung nach 
Kap. 3.2.10.2. Templat: DNA aus Humanzelllinien (Kap. 3.2.10.1). A und B: DNA-Leiter: 
1 kb (Fermentas), NTC: Blindwert (nf Wasser). Laufzeit: 1 h bei 7 V/cm. Agarosegel: 
1,5%. 
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Die ersten 30, der in dieser Arbeit verwendeten Proben, wurden bereits von 

Schmalbach (2014), den GSTT1 CNP betreffend, genotypisiert. Daher wurde von eben 

diesen Proben der GSTM1-Genotyp einzeln bestimmt (Anhang: Abbildung 66). Da-

nach wurden beide Genotypisierungen analog zu Buchard et al. (2007) in einer ge-

meinsamen Multiplex-PCR mit vier Primersätzen (GSTT1-Gen und Deletion und 

GSTM1-Gen und Deletion) mit anschließender Gelelektrophorese zusammengeführt 

und alle weiteren vorhandenen Proben genotypisiert (Anhang: Abbildung 68 und Ab-

bildung 69). Anschließend sollte mit der SNP-Genotypisierung fortgefahren werden. 

4.3.1.2. Single nucleotide polymorphism-Genotypisierung 

Für die SNP-Genotypisierung wurden zunächst Positivkontrollen für jeden Genotyp 

benötigt. DNA aus kultivierten humanen Zelllinien hat hierbei den Vorteil, dass sie 

Dank der Kultivierbarkeit der Zellen quasi unbegrenzt verfügbar ist. Deshalb wurden 

die SNPs in Genen, die für COMT (rs4680), NQO1 (rs1800566), CYP1B1 (rs1056836), 

HSD17B1 (rs676387) und GSTP1 (rs1695) kodieren, von sieben verschiedenen hu-

manen Zelllinien (Kap. 3.2.10.1) und mehreren Humanproben bestimmt. Bei einem 

Teil der humanen Zelllinien konnten die Fluoreszenzintensitäten nicht eindeutig einem 

Genotyp zugeordnet werden (Abbildung 35 und Anhang: Abbildung 75). Diese Proben 

wurden dementsprechend nicht als Positivkontrolle herangezogen. Erklärt werden 

kann dies über Polyploidie der verwendeten Zelllinien. So können z.B. bei Triploidie 

des betreffenden Chromosoms ein Chromosom Genotyp a und zwei Chromosome da-

gegen Genotyp b besitzen. Dadurch liegen die betreffenden Proben bei Auftragung 

der Fluoreszenzintensitäten der beiden Allele gegeneinander bei der allelischen Dis-

kriminierung zwischen homo- und heterozygoten Proben. So konnte der NQO1-

Genotyp MCF-7-Zellen nicht eindeutig zugeordnet werden (Abbildung 15 in 

Schmalbach, 2014). Das humane NQO1-Gen liegt auf Chromosom 16 (NCBI Gen-

Bank® Accession no.: NC_000016.10). Chromosom 16 wurde von Whang-Peng et al. 

(1983) bei MCF-7-Zellen je nach Subpopulation bereits als tri-, tetra und pentaploid 

beschrieben. Des Weiteren konnte HeLaS3-Zellen kein GSTP1-Genotyp und HT-29-

Zellen kein GSTP1-, CYP1B1-, COMT- und HSD17B2-Genotyp zugeordnet werden 

(Abbildung 35, Anhang: Abbildung 75 und Abbildung 14 in Schmalbach, 2014). Das 

GSTP1- und das HSD17B2-Gen liegen auf Chromosom 11 (NCBI GenBank® Acces-

sion no.: NC_000011.10), das CYP1B1-Gen auf Chromosom 2 (NCBI GenBank® Ac-
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cession no.: NC_000002.12) und das COMT-Gen auf Chromosom 22 (NCBI Gen-

Bank® Accession no.: NC_000022.11). Chromosom 11 wurde von Landry et al. (2013) 

bei HelaS3-Zellen bereits als triploid beschrieben. Bei HT-29-Zellen wurden von Kawai 

et al. (2002) bereits Chromosom 11 als tetraploid und Chromosom 2 und 22 jeweils 

als triploid beschrieben. 
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Abbildung 35: GSTP1-Genotypisierung (rs1695) der potentiellen Positivkontrollen mittels allelischer Dis-
kriminierung (Kap. 3.2.10.3). Aufgetragen ist die auf die heterozygote Positivkontrolle 
(DNA aus MCF-7-Zellen) normierte Fluoreszenzintensität (FI) der beiden Allele gegenei-
nander. Umkreist sind Proben, die nicht eindeutig einem Genotyp zugeordnet werden 
konnten. NTC: Blindwert (nf Wasser). 

Anschließend wurde für jedes Allel jeweils, wenn möglich, eine Zelllinie als Positivkon-

trolle ausgewählt. Stand keine Zelllinie für ein betreffendes Allel zur Verfügung, wurde 

eine entsprechende Brustgewebs-Probe ausgewählt (Tabelle 22). 
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Tabelle 22: Ergebnisse der Genotypisierung von verschiedenen Human-Zelllinien und Brustgewebspro-
ben zur Identifizierung von Positivkontrollen für die Allelische Diskriminierung und CNP Be-
stimmung. Fett markiert: Jeweils ausgewählte Positivkontrollen. 

     Schmalbach (2014) 

Probe GSTP1 CYP1B1 HSD17B1 GSTM1 COMT NQO1 GSTT1 

MCF-7 Ile/Val Leu/Leu C/C +/(-) Met/Met Pro/Ser/Ser +/- 

MDA Ile/Val/Val Leu/Leu C/C +/- Val/Val Ser/Ser -/- 

HCV Ile/Val Leu/Leu C/C -/- Val/Met Pro/Pro +/- 

HT-29 Ile/Val/Val Leu/Leu/Val C/A/A +/- Val/Met/Met Pro/Pro +/+ 

Ag0 Ile/Val Val/Val C/C +/- Val/Val Pro/Pro +/- 

Ishikawa Ile/Val Leu/Leu C/C -/- Val/Met Pro/Pro +/- 

HeLaS3 Ile/Val/Val Val/Val C/C +/+ Val/Val Pro/Pro +/- 

Nr. 6 Ile/Ile Leu/Leu A/A -/- Met/Met Pro/Pro +/+ 

Nr. 8 Val/Val Leu/Val C/A +/- Val/Val Pro/Pro +/+ 

Nr. 15 Ile/Ile Val/Val C/C -/- Met/Met Pro/Ser +/- 
 

Die für die allelische Diskriminierung ausgewählten Positivkontrollen sollten anschlie-

ßend mit einer zweiten bereits publizierten Methode erneut genotypisiert und somit 

verifiziert werden (Kap. 4.3.1.2.1) und daraufhin alle vorhandenen Humanproben ge-

notypisiert werden (Kap. 4.3.1.2.2). 

4.3.1.2.1. Verifizierung der Positivkontrollen 

Für den HSD17B1-Polymorphismus war keine weitere publizierte Methode zur Geno-

typisierung verfügbar. Daher wurden die HSD17B1-Positivkontrollen nicht mit einer 

zweiten Methode genotypisiert. In einer vorangegangen Arbeit (Schmalbach, 2014) 

wurden bereits die Positivkontrollen der COMT-Genotypisierung mittels RFLP-PCR 

(Kap. 1.2.1.1) verifiziert. Daher sollten nun die Positivkontrollen der anderen SNPs 

(GSTP1, CYP1B1 und NQO1) ebenfalls mittels RFLP-PCR verifiziert werden. 

Die NQO1-Positivkontrollenverifizierung mittels RFLP-PCR wurde angelehnt an 

Sameer et al. (2010), die GSTP1-Positivkontrollenverifizierung angelehnt an Wilson et 

al. (2000) und die CYP1B1-Positivkontrollenverifizierung angelehnt an Zimarina et al. 

(2004) durchgeführt. 

Bei der GSTP1-Positivkontrollenverifizierung wurden bei der anfänglichen PCR mit ge-

lelektrophoretischer Auftrennung neben dem erwarteten PCR-Produkt mit einer Länge 

von 176 bp noch weitere unspezifische Produkte detektiert (Anhang: Abbildung 70). 



4.3 Bioinformatische Netzwerkmodellierung 
 

123 
 

Nach Änderung der Annealing-Temperatur von 60 auf 64°C (Anhang: Abbildung 70) 

und einer Verkürzung der Annealing- und Elongations-Zeit von 1 min auf jeweils 30 s 

wurde ausschließlich das erwartete Produkt (176 bp) detektiert (Anhang: Abbildung 

71). Bei der NQO1- und der CYP1B1-Positivkontrollenverifizierung wurde bei der an-

fänglichen PCR mit gelelektrophoretischer Auftrennung jeweils das erwartete PCR-

Produkt mit einer Länge von 230 bp bzw. 340 bp detektiert (Anhang: Abbildung 72 und 

Abbildung 73). 

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung des CYP1B1-Restriktionsverdaus wur-

den bei den beiden homozygoten Proben jeweils die erwarteten Fragmente detektiert 

(Abbildung 36 und Tabelle 23). Bei der hemizygoten Probe wurde wie erwartet ein 

Fragment der Länge 340 bp und eines mit einer Länge von 177 bp detektiert. Das zu-

sätzlich erwartete Fragment der Länge 163 bp wurde nicht detektiert. Da neben der 

unverdauten Bande (340 bp) zumindest eine der beiden erwarteten Verdaubanden de-

tektierbar war (177 bp), konnte die Probe somit dennoch eindeutig dem heterozygoten 

Genotyp zugeordnet werden kann. 

 
Abbildung 36: Gelelektrophoretische Auftrennung (Kap. 3.2.6) des Eco57I-Restriktionsverdaus der Po-

sitivkontrollenverifizierung des CYP1B1-Polymorphismus mittels RFLP-PCR nach Kap. 
3.2.10.4. Agarosegel: 3%. Laufzeit: 1 h bei 5 V/cm. DNA-Leiter: 50 bp. NTC: Blindwert 
(nf Wasser). Templat: DNA aus HeLaS3- und MCF-7-Zellen (Kap. 3.2.10.1) und Human-
gewebe (Probe Nr. 8). 

Bei der NQO1- und der GSTP1-Positivkontrollenverifizierung wurden nach der gel-

elektrophoretischen Auftrennung des jeweiligen Restriktionsverdaus jeweils die erwar-

teten Fragmente detektiert (Tabelle 23 und Anhang: Abbildung 74). 
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Tabelle 23: Ergebnisse der GSTP1-, NQO1- und CYP1B1-Positivkontrollenverifizierung der allelischen 
Diskriminierung mittels RFLP-PCR (Kap. 3.2.10.4). Bei der GSTP1-
Positivkontrollenverifizierung wurde sehr wahrscheinlich aufgrund der zu geringen Trenn-
leistung der hier angewandten Gelelektrophorese anstatt der erwarteten 85 und 91 bp lan-
gen Fragmente eine einzelne etwa 90 bp lange und, im Vergleich zum 176 bp langen Frag-
ment, breitere Bande detektiert. 

Polymor-
phismus 

Gentotyp Probe 
erwartete Frag-
mentlängen (bp) 

detektierte Frag-
mentlängen (bp) 

 Ser/Ser MDA 151 151 

NQO1 Pro/Ser Nr. 15 151, 191 151, 191 

 Pro/Pro Ishikawa 191 191 

 Val/Val Nr. 8 85, 91 ~90 

GSTP1 Ile/Val MCF-7 85, 91, 176 ~90, 176 

 Ile/Ile Nr. 6 176 176 

 Leu/Leu MCF-7 163, 177 163, 177 

CYP1B1 Leu/Val Nr. 8 163, 177, 340 177, 340 

 Val/Val HeLaS3 340 340 
 

Somit wurden die Positivkontrollen der NQO1-, GSTP1- und CYP1B1-Genotypisierung 

verifiziert. Anschließend sollten die vorhandenen Humanproben mittels allelischer Dis-

kriminierung genotypisiert werden. 

4.3.1.2.2. Genotypisierung der vorhandenen Proben 

Bei der Genotypsierung der vorhandenen Humanproben mittels allelischer Diskrimi-

nierung wurden jeweils entsprechenden Positivkontrollen bei jedem Lauf mitgeführt 

und um eine Vergleichbarkeit der Messungen zu gewährleisten, die Fluoreszenzinten-

sitäten der beiden Allele auf die jeweils heterozygote Positivkontrolle normiert und ge-

geneinander aufgetragen (Abbildung 37 und Anhang: Abbildung 64). Die ersten 30 

Proben wurden bereits von Schmalbach (2014) hinsichtlich des COMT- und NQO1-

Polymorphismus genotypisiert und sind in den gezeigten Daten enthalten. 
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Abbildung 37: Genotypisierung aller Brustgewebsproben mittels allelischer Diskrimierung (Kap. 
3.2.10.3). Aufgetragen ist jeweils die auf die heterozygote Positivkontrolle normierte 
Fluoreszenzintensität (FI) der beiden Allele gegeneinander. NTC: Blindwert (nf Was-
ser). 

Anschließend sollten die Allelfrequenzen auf ihre Plausibilität hin überprüft werden. 

4.3.1.3. Plausibilitätsprüfung der Allel-Frequenzen 

Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht besagt, dass in einer großen Population in der 

Paarung ohne Selektion, Mutationen und Migration unterläuft, die Allel- und Genotyp-

Frequenz durch eine einfache Abhängigkeit beschrieben werden kann (Guo und 

Thompson, 1992). Es wird herangezogen, um z.B. Fehler bei der Genotypisierung 

auszuschließen und um zu verifizieren, dass eine homogene Population vorliegt (zu-

sammengefasst in Minelli et al., 2008). Deshalb wurden zur Plausibilitätsprüfung der 
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Allel-Frequenzen mittels Hardy-Weinberg-Gleichgewicht erwartete Allel-Frequenzen 

errechnet (Anhang: Tabelle 36) und anschließend mittels χ²-Test mit den beobachte-

ten verglichen. Das errechnete χ² lag bei allen Allel-Frequenzen der untersuchten Ge-

nomvariationen zwischen 0,3 und 3,6 (Tabelle 24). Bei einem Signifikanzniveau von 

0,05 liegt der χ²-Grenzwert bei 5,9 (zwei Freiheitsgrade). Da alle errechneten χ²-Werte 

kleiner waren, wurde die Nullhypothese bei allen untersuchten Genomvariationen an-

genommen und die ermittelten Genotyp-Frequenzen liegen innerhalb des Hardy-Wein-

berg Gleichgewichts. Somit unterlag die untersuchte Population einer Zufallsvertei-

lung. 

Zur weiteren Plausibilitätsprüfung wurden die ermittelten Allel-Frequenzen mit bereits 

publizierten Daten, sofern verfügbar, gesunder deutscher Frauen, verglichen (zusam-

mengefasst in Anhang: Tabelle 37). Für Genotyp-Frequenzen der HSD17B1 standen 

keine Daten gesunder deutscher Frauen zur Verfügung. Bei der HSD17B1 wurden 

anstattdessen Daten englischer, polnischer (Gaudet et al., 2008) und überwiegend 

hellhäutiger Amerikaner europäischen Typs (Feigelson et al., 2006) herangezogen. 

Die betrachteten COMT-, NQO1-, CYP1B1-, GSTP1- und HSD17B1-SNP- und 

GSTM1- und GSTT1-CNP-Studien bestanden in der Summe aus 3621, 744, 3279, 

2320, 12605, 3509 und respektive 3508 Individuen und bildeten somit zuverlässig die 

Allel-Frequenzen der deutschen, respektive hellhäutigen europäischen, Bevölkerung 

ab. 

Die homozygoten COMT-Val/Val- und NQO1-Pro/Pro-, CYP1B1-Leu/Leu- und 

CYP1B1-Val/Val-Genotypen lagen innerhalb der Frequenzen anderer Studien 

(Tabelle 24). Die COMT-Val/Met-, COMT-Met/Met-, NQO1-Ser/Ser-, NQO1-Pro/Ser-

und CYP1B1-Val/Leu-Genotypen wichen von anderen Studien um etwa 5-7% ab. Des 

Weiteren wichen alle GSTP1-Genotypen (Ile/Ile, Ile/Val und Val/Val) und alle GSTM1- 

und GSTT1-Genotypen (homozygot, hemizygot und nullizygot) von anderen Studien 

um ca. 1-8% ab. Die Abweichungen können durch eine im Vergleich zu anderen Stu-

dien niedrige Populationsgröße erklärt werden. Die HSD17B1-Genotypen (C/C, C/A 

und A/A) wichen um etwa 5-15% von anderen Studien ab. Dies kann zum einen 

ebenso über eine vergleichsweise niedrige Populationsgröße erklärt werden. Des Wei-

teren wichen bei einer Meta-Studie mit insgesamt 12.500 Probanden, in der Allelfre-

quenzen innerhalb 13 europäischer Länder plus USA und Kanada von hellhäutigen 

Menschen untersucht wurden, die jeweils vier untersuchten Allelfrequenzen von vier 
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Polymorphismen zwischen den einzelnen Ländern um 6-15% voneinander ab (Garte 

et al., 2001). Da für die HSD17B1-Genotyp-Frequenzen keine Daten von deutschen 

Frauen oder Männern zur Verfügung standen und stattdessen Studien mit hellhäutigen 

Europäern zum Vergleich herangezogen wurden, lässt sich die Abweichung der ge-

messenen Genotyp-Frequenzen zu denen anderer Studien auch durch Genotyp-Fre-

quenz Unterschiede innerhalb Europas erklären. 

 

 

Tabelle 24: Vergleich der nach Kap. 3.2.10.3 und 3.2.10.2 ermittelten Ergebnisse der Genotypisierung 
(COMT rs680 Val158Met, NQO1 rs1800566 Pro187Ser, CYP1B1 rs1056836 Leu432Val, 
GSTP1 rs1695 Ile105Val, HSD17B1 rs676387 C>A, GSTM1 Deletion und GSTT1 Deletion; 
jeweils obere Zeile) mit bereits publizierten Daten gesunder deutscher Frauen bzw. hell-
häutiger Menschen (HSD17B1, jeweils untere Zeile). HWG-χ²: Vergleich des errechneten 
Hardy-Weinberg-Gleichgewichts mit den gemessenen Allelfrequenzen mittels χ²-Test, 
Grenzwert bei einem Signifikanzniveau von 0,05: 5,9. 

COMT Val/Val Val/Met Met/Met Referenz HWG-χ²  
13 (26,0%) 20 (40,0%) 17 (34,0%) 

 
1,6  

22,0-28,0% 47,4-54,9% 24,0-29,6% 

Schmahl et al. (2012), 
Rudolph et al. (2012), 
Reuter et al. (2006), 
Majic et al. (2011), 
Jawinski et al., 2016 

 

NQO1 Pro/Pro Pro/Ser Ser/Ser   
34 (68,0%) 16 (32,0%) 0 (0,0%) 

 
1,7  

67,7-73,4% 25,0-27,0% 1,6-5,3% 
Zhang et al. (2003), 
Steinbrecher et al. (2010) 

 

CYP1B1 Leu/Leu Val/Leu Val/Val   
15 (30,0%) 27 (54,0%) 8 (16,0%) 

 
0,3  

29,9-52,7% 34,8-49,2% 12,5-20,9% 

Justenhoven et al. (2008), 
Sasaki et al. (2003), 
Timofeeva et al. (2010), 
Justenhoven et al. (2008), 
Jaremko et al. (2005) 

 

GSTP1 Ile/Ile Ile/Val Val/Val   
25 (50,0%) 18 (36,0%) 7 (14,0%) 

 
1,7  

43,0-47,9% 41,7-46,3% 9,8-11,5% 

Zirbs et al. (2013), 
Timofeeva et al. (2010), 
Eichholzer et al. (2012), 
Zirbs et al. (2013) 

 

HSD17B1  C/C C/A A/A 
 

  
18 (36,0%) 26 (52,0%) 6 (12,0%) 

 
0,4  

51,3-60,8% 34,0-40,2% 5,2-8,5% 
Feigelson et al. (2006), 
Gaudet et al. (2008) 
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GSTM1 +/+ +/- -/- 
 

  
0 (0,0%) 22 (44,0%) 28 (56,0%) 

 
3,6  

7,0-9,6% 35,4-41,5% 51,5-55,0% 
Rudolph et al. (2012), 
Timofeeva et al. (2010), 
Steinbrecher et al. (2010) 

 

GSTT1 +/+ +/- -/- 
 

  
18 (36,0%) 28 (56,0%) 4 (8,0%) 

 
2,6  

32,6-33,5% 49,4-51,2% 15,7-17,4% 
Rudolph et al. (2012), 
Timofeeva et al. (2010), 
Steinbrecher et al. (2010) 

 

 

Im Anschluss sollte ermittelt werden, ob die einzelnen Polymorphismen Einfluss auf 

den jeweiligen assoziierten mRNA-Spiegel nehmen. 

4.3.1.4. Einfluss des Genotyps auf den mRNA-Spiegel 

Die COMT-, NQO1- und CYP1B1-Polymorphismen hatten keinen Einfluss auf die je-

weils assoziierten mRNA-Spiegel in Hirngewebe, HT-29-Zellen bzw. Zellen aus Voll-

blut (Kap. 1.2.1). Weder für humanes Brustdrüsen-, noch für Brustfettgewebe waren 

bisher Ergebnisse publiziert. Für den HSD17B1-Polymorphismus war bisher weder ein 

Einfluss auf den mRNA-Spiegel, noch auf die Enzymaktivität publiziert. Der GSTP1-

Polymorphismus dagegen beeinflusste den GSTP1-Proteinspiegel in Brustgewebe 

(Kap. 1.2.1). Ein Einfluss auf den mRNA-Spiegel war bisher nicht publiziert, allerdings 

wahrscheinlich, da ein direkter Zusammenhang zwischen mRNA- und Proteinmenge 

plausibel ist. Die GSTT1- und GSTM1-Polymorphismen beeinflussten den mRNA-

Spiegel in humanen B-Lymphozyten und Lungengewebe (Kap. 1.2.1); für humanes 

Brustgewebe dagegen war bisher nichts publiziert. 

Um einen Einfluss des jeweiligen Genotyps auf den mRNA-Spiegel des entsprechen-

den Enzyms sowohl in Brustdrüsen-, als auch in Brustfettgewebe zu untersuchen, wur-

den die Brustdrüsen- und Brustfettgewebs-mRNA-Spiegel von Proben mit den einzel-

nen Genotypen verglichen (Abbildung 38). Um den Einfluss von Ausreißern gering zu 

halten und um vergleichbar zu arbeiten, wurden bei allen Vergleichen nicht-parametri-

schen Testverfahren angewendet. Bei zwei vorhandenen Genotypen wurde dabei der 

Mann-Whitney-U-Test und bei drei vorhandenen Genotypen die Kruskal-Wallis-

ANOVA mit Dunn’s Post-hoc-Test angewendet. Ein Unterschied zwischen Drüsen- 

und Fettgewebe und Unterschiede zu den Ergebnissen anderer Studien in anderen 

Geweben war zwar nicht auszuschließen, allerdings unwahrscheinlich, da die jeweili-

gen Polymorphismen nicht auf einzelne Gewebe oder Organe beschränkt sind. 
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Der mRNA-Spiegel des heterozygoten Val/Met-COMT-Genotyps war im Fettgewebe 

entgegen der Erwartung im Vergleich zum Val/Val-Genotyp signifikant erhöht (Dunn’s 

Test, p=0,04), im Vergleich zum Met/Met-Genotyp jedoch nicht (p=0,66, Abbildung 38). 

Im Drüsengewebe bestand wie erwartet kein signifikanter Unterschied zwischen den 

mRNA-Spiegeln der COMT-Genotypen (p=0,12). Chen et al. (2004) zeigten, dass der 

COMT-Val158Met-Polymorphismus in Hirngewebe keinen Einfluss auf den COMT-

mRNA-Spiegel nahm. Der COMT-Polymorphismus könnte somit im Brustfettgewebe 

zwar einen Einfluss auf den assoziierten mRNA-Spiegel nehmen, jedoch ist es sehr 

unwahrscheinlich, dass dies nur beim heterozygoten Genotyp und nur in Fettgewebe 

auftrat. 

Sowohl im Drüsengewebe, als auch im Fettgewebe nahm wie erwartet weder der 

CYP1B1-, noch der NQO1-Genotyp einen Einfluss auf den mRNA-Spiegel (Drüsenge-

webe p=0,28 und 0,30 und Fettgewebe p=0,97 und 0,58). 

Der HSD17B1-Genotyp nahm weder im Drüsen-, noch im Fettgewebe einen Einfluss 

auf den mRNA-Spiegel (p=0,97 und 0,34, Abbildung 38). 

Der GSTP1-Polymorphismus nahm sowohl im Drüsen-, als auch im Fettgewebe einen 

signifikanten Einfluss auf den mRNA-Spiegel (p jeweils <0,01, Abbildung 38). Dabei 

war der mRNA-Spiegel des Ile/Ile-Genotyps mit der höheren Enzymaktivität im Drü-

sengewebe sowohl im Vergleich zum Ile/Val-, als auch im Vergleich zum Val/Val-Ge-

notyp signifikant erhöht (p=0,01 jeweils). Der Ile/Val-Genotyp war im Vergleich zum 

Val/Val-Genotyp nicht signifikant erhöht (p=0,86). Im Fettgewebe war der Ile/Ile-

GSTP1-Genotyp im Vergleich zum Ile/Val- und im Vergleich zum Ile/Ile-Genotyp eben-

falls signifikant erhöht (p<0,01 jeweils). Der Ile/Val-Genotyp war im Vergleich zum 

Val/Val-Genotyp dagegen ebenso wie im Drüsengewebe nicht signifikant erhöht 

(p=0,93). Ein Einfluss des GSTP1-Ile105Val-Polymorphismus auf mRNA-Spiegel war 

bisher nicht publiziert, allerdings zeigten Bhat et al. (2017), dass der GSTP1-Val/Val-

Genotyp mit GSTP1-Proteinverlust assoziiert war. Dies lässt auf einen direkten Zu-

sammenhang zwischen mRNA- und Proteinspiegel schließen und somit war das Er-

gebnis plausibel. 

Der mRNA-Spiegel von homozygoten GSTT1-Proben war im Drüsengewebe im Ge-

gensatz zum Fettgewebe bei homozygoten Proben im Vergleich zu hemizygoten Pro-

ben erhöht (p=0,01 und 0,24, Abbildung 38). Nullizygote Proben wurden nicht mit in 



4.3 Bioinformatische Netzwerkmodellierung 
 

130 
 

die Auswertung einbezogen, da deren mRNA-Spiegel alle unter dem LOD lagen. Die 

mRNA-Spiegel aller homo- und hemizygoten Proben lagen dagegen sowohl im Drü-

sen-, als auch im Fettgewebe Proben über dem LOD. Das Ergebnis entsprach somit 

der Erwartung. 

GSTM1-mRNA-Spiegel wurden nicht untersucht, da nur zwei Proben-Gruppen (hemi- 

und nullizygot) zur Verfügung standen und der mRNA-Spiegel aller nullizygoten Pro-

ben kleiner als das LOD war. Allerdings lag der mRNA-Spiegel von insgesamt sieben 

von 19 hemizygoten Proben über dem LOD (Anhang: Abbildung 76). Dieses Ergebnis 

entsprach somit der Erwartung. 
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Abbildung 38: mRNA-Spiegel von COMT, CYP1B1, GSTP1, GSTT1, HSD17B1 und NQO1 im Drüsen-
gewebe (jeweils links) von 45 Probandinnen und im Fettgewebe (jeweils rechts) von 46 
Probandinnen nach Genotyp eingeteilt. Gleiche Signifikanzniveaus sind durch gleiche 
Buchstaben dargestellt (Dunn’s test, p<0,05). Nullizygote GSTT1-Proben wurden nicht 
mit in die Auswertung einbezogen, da deren mRNA-Spiegel alle <LOQ waren. COMT-, 
CYP1B1-, GSTP1- und HSD17B1-mRNA-Spiegel wurden jeweils mittels Kruskal-Wallis-
ANOVA und GSTT1- und NQO1-mRNA-Spiegel jeweils mittels Mann-Whitney-U-Test 
verglichen. Da eine Kruskal-Wallis-ANOVA einen adjustierten p-Wert errechnet, wurden 
die gezeigten p-Werte nicht adjustiert. Horizontale Linie: Median, □: Mittelwert, vertikale 
Linie: Standardabweichung. 
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4.3.1.5. Optimierung von linearen Regressionsmodellen zur Identifizierung von 

Einflussfaktoren auf Estrogen-Spiegel 

Zur Indentifizierung von Einflussfaktoren auf Estrogen-Gewebespiegel im Brustdrü-

sen- und im Brustfettgewebe wurden am Lehrstuhl bereits multiple lineare Regressi-

onsmodelle mit E1-, E2-, E1-S- und 2-MeO-E1- Gewebespiegel und den Verhältnissen 

der E2- zu E1-Gewebespiegel und der E1-S- zu E1-Gewebespiegel als abhängige Va-

riable und den folgenden exVars gerechnet: Lebensstil- und physiologische Faktoren, 

Gewebespiegel der Vorläuferestrogene, Transformationsprodukte und Transkriptspie-

gel von Genen, die für metabolisierende und bildende Enzymen kodieren (Abbildung 

39). Der menopausale Status wurde altersabhängig in ≤45 Jahre prä, ≥53 Jahre post 

und die Spannweite dazwischen in peri eingeteilt (Kap. 4.1) und prä als Bezugsgruppe 

verwendet. Um den Einfluss von Ersetzungen bei Variablen, bei denen mehr als ein 

Messwert unterhalb des LOD lag und durch den LOD ersetzt wurde, auf das Ergebnis 

zu ermitteln, wurden jeweils kategoriale ≤LOD/>LOD-Ersetzungsvariablen mit >LOD 

als Bezugsgruppe berücksichtigt. Dabei beeinflussten Vorläuferestrogene und Trans-

formationsprodukte die E2-, E1- und 2-MeO-E1-Gewebespiegel signifikant positiv 

(Abbildung 39). Des Weiteren wurden die Gewebespiegel sowohl von Lebenstil und 

physiologischen Faktoren, als auch von Transkriptspiegeln beeinflusst. Dabei unter-

schieden sich die jeweils assoziierten Einflussfaktoren je nach Gewebe und erklären-

der Variable. Mit einem R² von jeweils 0,36-0,82 konnten jeweils 36% bis 82% der 

Varianz der entsprechenden abhängigen Variable erklärt werden. 

Um zu ermitteln, ob die in dieser Arbeit ermittelten Polymorphismen zur besseren Er-

klärung der abhängigen Variablen beitragen, wurden die bereits am Lehrstuhl gerech-

neten Modelle erneut unter zusätzlicher Berücksichtugung der jeweiligen Polymorphis-

men gerechnet, sofern das entsprechende Transkript des Gens, in dem der Polymor-

phismus ermittelt wurde, bei den Modellen ohne Polymorphismen berücksichtigt wor-

den war. Die Polymorphismen wurden dabei als kategoriale Genotyp-Variable mit dem 

jeweils hochaktiven bzw. dem Genotyp mit dem geringeren Brustkrebsrisiko (Kap. 

1.2.1: Tabelle 2) als Bezugsgruppe verwendet. 

Im folgenden Fließtext sind nur p-Werte von Modellen, bei denen Polymorphismen als 

exVar berücksichtigt wurden, angegeben, (boarderline) signifikante Assoziationen der 

bereits am Lehrstuhl gerechneten Modelle ohne Berücksichtigung von Polymorphis-

men sind in Abbildung 39 dargestellt. 
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Bei den Modellen mit E2-Spiegeln im Brustdrüsen und im Brustfettgewebe, mit E1-

Brustdrüsengewebsspiegeln, 2-MeO-E1 Brustfettgewebsspiegeln und mit dem E2/E1-

Brustfettgewebsspiegel-Verhältnis als abhängige Variable, wurden keine Genotypen 

in das Modell selektiert und somit trugen Polymorphismen nicht zu einer Verbesserung 

dieser Modelle bei. 

Im Modell mit E1-Brustfettgewebsspiegeln als abhängige Variable wurde der CYP1B1-

Leu/Leu-Genotyp im Vergleich mit dem niedrigaktivitäts Val/Val-Genotyp in negativer 

Richtung in das Modell selektiert (p=0,1173, Abbildung 39 und Anhang: Tabelle 38). 

Der BMI, E2- und E1-S-Spiegel beeinflussten ebenso wie im Modell ohne Berücksich-

tigung der Polymorphismen als exVars den E1-Spiegel signifikant positiv (p=0,0088, 

<0,0001 und 0,0105). Ebenso beeinflussten sowohl im Modell mit, als auch im Modell 

ohne Berücksichtigung von Polymorphismen als exVars, CYP19A1- und HSD17B2-

Transkriptspiegel die E1-Spiegel (boarderline) signifikant positiv (p=0,0003 und 

0,0414). Unter Berücksichtigung von Polymorphismen als exVars wurde die Meno-

pause nicht wie im Modell ohne Berücksichtigung der Polymorphismen in das Modell 

selektiert. Dagegen beeinflusste das Alter unter Berücksichtigung von Polymorphis-

men als exVars E1-Spiegel signifikant negativ (p=0,0129), Rauchen beeinflusste E1-

Spiegel boarderline signifikant positiv (p=0,0593) und die E1-S-Ersetzungsvariable be-

einflusste den E1-Spiegel signifikant positiv (p=0,0498). Dies kann entweder auf einen 

Effekt aufgrund der Ersetzungen hindeuten, andererseits ist die Ersetzungsvariable 

ebenso eine kategoriale E1-S-Spiegel-Variable. Unter Berücksichtigung von Polymor-

phismen war die CYP1A1-Transkriptspiegel-Ersetzungsvariable signifikant positiv mit 

E1-Spiegeln assoziiert (p=0,0241); CYP1B1- und SULT1A2-Transkriptspiegel beein-

flussten die E1-Spiegel boarderline signifikant negativ (p=0,0546 und 0,0679, Abbil-

dung 39 und Anhang: Tabelle 38). Das R² lag unter Berücksichtigung von Polymor-

phismen als exVars bei 0,83 bei und das O/ExVar Verhältnis bei 2,4 und somit unter-

halb des angestrebten Bereichs >5 (Kap. 4.2.5). 

Im linearen Regressionsmodell mit dem E2/E1-Drüsengewebespiegel-Verhältnis als 

abhängige Variable unter Berücksichtigung von Polymorphismen beeinflusste der 

HSD17B1-A/A-Genotyp, welcher im Vergleich mit dem C/C-Genotyp mit einem niedri-

geren Krebsrisiko assoziiert ist (Kap. 1.2.1), im Vergleich mit dem C/C-Genotyp das 

E2/E1-Verhältnis signifikant negativ (p=0,0294, Abbildung 39 und Anhang: Tabelle 

39). Ein Einfluss des HSD17B1-Polymorphismus auf die Enzymaktivität wurde bisher 
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noch nicht beschrieben. CYP19A1-Transkriptspiegel beeinflussten sowohl ohne Be-

rücksichtigung von Polymorphismen als exVars, als auch unter Berücksichtigung, das 

E2/E1-Verhältnis signifikant negativ (p=0,0073); SULT1A1-Transkriptspiegel waren 

signifikant positiv und UGT1A9-Transkriptspiegel signifikant negativ mit dem E2/E1-

Verhältnis assoziiert (p=0,0222 und 0,0073). Lob1np beeinflusste ohne Berüchsichti-

gung von Polymorphismen als exVars signifikant positiv das E2/E1-Verhältnis. Im Ge-

gensatz dazu beeinflusste Lob1np unter Berücksichtigung von Polymorphismen, das 

E2/E1-Verhältnis, wenn auch boarderline, signifikant negativ (p=0,0605). Insgesamt 

verbesserte die Berücksichtigung von Polymorphismen das R² von 0,36 auf 0,41 und 

das O/ExVar-Verhältnis verschlechterte sich von 8,6 auf 5,4, lag aber immer noch im 

angestrebten Bereich von >5 (Kap. 4.2.5). 

Im Modell mit dem E1-S/E1-Drüsengewebsspiegel-Verhältnis als abhängige Variable 

war der CYP1B1-Leu/Leu-Genotyp im Vergleich zum niedrigaktivitäts Val/Val Genotyp 

signifikant negativ mit dem E1-S/E1-Verhältnis assoziiert (p=0,0039, Abbildung 39 und 

Anhang: Tabelle 39). Der Fettanteil des Gewebes beeinflusste sowohl unter Berück-

sichtigung von Polymorphismen als exVars, als auch ohne signifikant negativ das E1-

S/E1-Verhältnis (p=0,0002). Ohne Berücksichtigung von Polymorphismen als exVars 

beeinflussten STS- und CYP1A1-Transkriptspiegel das E1-S/E1-Verhältnis (boarder-

line) signifikant negativ und SULTA3/4-Transkriptspiegel das E1-S/E1-Verhältnis sig-

nifikant positiv. Unter Berücksichtigung von Polymorphismen als exVars wurden 

CYP1A1-Transkriptspiegel zwar in negativer Richtung und SULT1A3/4-

Transkriptspiegel in positiver Richtung ins Modell selektiert, jedoch nicht signifikant 

(p=0,1268 und 0,1010). Unter Berücksichtigung von Polymorphismen als exVars wa-

ren SULT1E1-Transkriptspiegel signifikant negativ mit dem E1-S/E1-Verhältnis asso-

ziiert (p=0,0447). Das R² lag unter Berücksichtigung von Polymorphismen bei 0,60 und 

das O/ExVar Verhältnis bei 6,0 und somit im angestrebten Bereich von >5 (Kap. 4.2.5). 

Im Modell mit dem E1-S/E1-Fettgewebsspiegel-Verhältnis wurden beide CYP1B1-

Genotypen (Leu/Leu und Leu/Val) im Vergleich zum Val/Val-Genotyp in positiver bzw. 

negativer Richtung selektiert, jedoch nicht signifikant (p=0,2424 und 0,2451, Abbildung 

39 und Anhang: Tabelle 39). Sowohl mit, als auch ohne Berücksichtigung von Poly-

morphismen als exVars beeinflusste der Fettgehalt des Gewebes signifikant negativ 

das E1-S/E1-Verhältnis (p=0,0009); die Einnahme von EE war (boarderline) signifikant 

negativ und die Einnahme von E2-freisetzenden Medikamenten war signifikant positiv 
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mit dem E1-S/E1-Verhältnis assoziiert (p=0,0302 und 0,0002, Anhang: Tabelle 39). 

Die CYP1A1- und die UGT1A10-Transkriptspiegel-Ersetzungsvariable war sowohl un-

ter Berücksichtigung von Polymorphismen als exVars, als auch ohne, signifikant ne-

gativ mit dem E1-S/E1-Verhältnis assoziiert (p=0,0014 und 0,0148), CYP1B1-

Transkriptspiegel und die UGT1A9-Transkriptspiegelersetzungsvariable beeinflussten 

das E1-S/E1-Verhältnis boarderline signifikant positiv (p=0,0767 und 0,0487) und 

CYP19A1-Transkriptspiegel beeinflussten das E1-S/E1-Verhältnis signifikant negativ 

(p<0,0001). Insgesamt verbesserte sich das R² unter Berücksichtigung von Polymor-

phismen von 0,67 auf 0,71 und das O/ExVar Verhältnis verschlechterte sich von 4,0 

auf 3,4, und lag somit in beiden Fällen unter dem angestrebten Bereich von >5 (Kap. 

4.2.5). 

In den Modellen waren mehrere Variablen (boarderline) signifikant in einer Richtung 

mit der abhängigen Variable assoziiert, die nicht durch die enzymatische Umsetzung 

erklärt werden kann. Eine mögliche Erklärung ist ein bisher noch unbekannter Regu-

lationsmechanismus. 

Insgesamt wurden bei vier von neun Modellen Genotypen selektiert. In den Modellen 

unter Berücksichtigung von Polymorphismen wurden teilweise andere Variablen als in 

den Modellen ohne Berücksichtung von Polymorphismen selektiert, jedoch nie signifi-

kant in einer gegenläufigen Richtung. 

4.3.2. Netzwerk Validierung 

Nach Abschluss der Genotypisierung wurden am Lehrstuhl in Kooperation mit dem 

Lehrstuhl für Bioinformatik der Universität Würzburg, zusätzlich zu den bereits errech-

neten Estrogen-DNA-Adduktflüssen (Kap. 1.2), Estrogen-DNA-Adduktflüsse unter Be-

rücksichtigung der durch entsprechende Genotypen veränderten enzymatischen Um-

setzungsrate des entsprechenden Enzyms errechnet. Dabei wurden die Transkript-

spiegel je nach Genotyp mit der assoziierten Veränderung der enzymatischen Umset-

zung multipliziert (Tabelle 25). Als Bezugsgruppe wurde dabei jeweils der Wild-Geno-

typ gewählt. Die GSTM1- und GSTT1-Polymorphismen wurden nicht mit in die Berech-

nung einbezogen, da der Genotyp einen direkten Einfluss auf den Transkriptspiegel 

und nicht auf die Enzymaktivität nimmt (Kap. 1.2.1 und 4.3.1.4). Ebenso wurde der 

HSD17B1-Polymorphismus nicht berücksichtigt, da er nicht im kodierenden Bereich 

liegt und nicht klar ist, welchen Einfluss er auf die Enzymaktivität nimmt (Kap. 1.2.1). 
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Tabelle 25: Polymorphismen, die zur Berechnung des metabolischen Netzwerks verwendet wurden. In 
Klammern gegeben ist der jeweilige auf der entsprechenden enzymatischen Umsetzungs-
rate (Kap. 1.2.1) fußende Multiplikationsfaktor, der bei der Netzwerkberechnung bei den 
entsprechenden Transkriptspiegeln verrechnet wurde. 

Polymorphismus Niedrigaktivitäts-

Genotyp 

Heterozygoter 

Genotyp 

Hochaktivitäts-

Genotyp 

COMT (rs4680) Met/Met (0,50) Val/Met (0,75) Val/Val (1,00) 

CYP1B1 (rs1056836) Leu/Leu (1,00) Leu/Val (2,00) Val/Val (3,00) 

GSTP1 (rs1695) Val/Val (0,33) Ile/Val (0,67) Val/Val (1,00) 

NQO1 (rs1800566) Ser/Ser (0,02) Pro/Ser (0,49) Pro/Pro (1,00) 

 

Die Berücksichtigung polymorphismusabhängiger enzymatischer Umsetzung führte 

sowohl bei Flüssen zu E1- und E2-Addukten, als auch bei der Summe beider im Ver-

gleich zu Flüssen, die ohne die Berücksichtigung von Polymorphismen errechnet wor-

den waren, zu einer signifikanten Erhöhung der Flüsse (gepaarter t-Test, adjustierte 

p-Werte jeweils <0,0001, Abbildung 40). 
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Abbildung 40: Vergleich der metabolischen Flüsse zu E1-, E2- und der Summe aus E1- und E2-DNA-
Addukten unter Berücksichtigung von polymorphismusabhängiger enzymatischer Um-
setzung und ohne (gepaarter t-Test, gezeigt sind die adjustierten p-Werte). Adjustiert 
mittels Holm-Korrektur wurde hierbei, um die Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer 
zufälligen Signifikanz durch die multiplen Vergleiche zu minimieren. Horizontale Linie: 
Median, □: Mittelwert, vertikale Linie: Standardabweichung. 



4.3 Bioinformatische Netzwerkmodellierung 
 

137 
 

Zur Validierung der Netzwerkmodelle wurden einzelne Flüsse zu Metaboliten innerhalb 

des Netzwerks mit real bestimmten Metabolitspiegeln verglichen (Abbildung 41). Dabei 

waren Flüsse zu E1-G von Proben, deren real gemessener E1-G-Drüsengewebespie-

gel überhalb des LOD lag, im Vergleich zu Proben, deren real gemessener E1-G-Drü-

sengewebepiegel unterhalb des LOD lag, sowohl mit, als auch ohne Berücksichtigung 

von Polymorphismen signifikant erhöht (Mann-Whitney-U-Test, adjustierte p-

Werte=0,0017 und 0,0046). Flüsse zu 2-MeO-E1 von Proben, deren real gemessener 

2-MeO-E1-Drüsengewebespiegel überhalb des LOD lag, waren im Vergleich zu Pro-

ben, deren real gemessener 2-MeO-E1-Drüsengewebepiegel unterhalb des LOD lag, 

sowohl mit, als auch ohne Berücksichtigung von Polymorphismen (boarderline) signi-

fikant erhöht (Mann-Whitney-U-Test, adjustierte p-Werte=0,0900 und 0,0170). 

Der 2-MeO-E1-Drüsengewebespiegel von sieben von 45 Proben lag überhalb des 

LOD, der Drüsengewebespiegel von 4-MeO-E1, 2-MeO-E2 und 4-MeO-E2 bei allen 

Proben unterhalb des LOD. Ebenso waren die metabolischen Flüsse zu 2-MeO-E1 im 

Vergleich zu Flüssen zu 4-MeO-E1, 2-MeO-E2 und 4-MeO-E2 ohne Berücksichtigung 

von Polymorphismen signifikant (gepaarter t-Test, adjustierte p-Werte: 0,005, 0,0386 

und 0,0046) und mit Berücksichtigung von Polymorphismen (boarderline) signifikant 

erhöht (gepaarter t-Test, adjustierte p-Werte: 0,0074, 0,0900 und 0,0177). 
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Abbildung 41: Vergleich von Drüsengewebespiegeln und Adduktflüssen (Kap. 3.2.12) zur Validierung 
der metabolischen Netzwerkmodellierung ohne und mit Berücksichtigung von polymor-
phismus (PM)-abhängiger enzymatischer Umsetzung (Kap. 3.2.12). Dargestellt sind die 
jeweils innerhalb der Vergleiche mit und innerhalb der Vergleiche ohne Polymorphismus-
Berücksichtigung adjustierten p-Werte. Adjustiert mittels Holm-Korrektur wurde hierbei, 
um die Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer zufälligen Signifikanz durch die multiplen 
Vergleiche (jeweils sieben) zu minimieren. Horizontale Linie: Median, □: Mittelwert, ver-
tikale Linie: Standardabweichung. 

Somit spiegelten die Adduktflüsse sowohl unter Berücksichtigung von polymorphis-

musabhängiger enzymatischer Umsetzung, als auch ohne, sehr wahrscheinlich die re-

alen im E1-G- und MeO-Estrogenspiegelverhältnisse im Brustdrüsengewebe wider. 

Anschließend sollten Einflussfaktoren auf die DNA-Adduktflüsse ermittelt werden. 

4.3.3. Identifizierung von Einflussfaktoren auf DNA-Adduktflüsse 

Zur Identifizierung von Einflussfaktoren auf Estrogen-DNA-Adduktflüsse sollte ebenso 

wie zur Identifizierung von Einflussfaktoren auf die mitochondriale SMF und auf Estro-

gen-Gewebespiegel die multiple lineare Regression mit schrittweiser Vorwärtsselek-

tion (Kap. 4.2.5) angewendet werden. Die Validierungsergebnisse beider errechneter 
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DNA-Adduktflüss-Varianten, mit und ohne Berücksichtigung von Polymorphismus-ab-

hängiger enzymatischer Umsetzung, waren ähnlich (Kap. 4.3.2). Daher wurden als 

abhängige Variable jeweils Flüsse zu E1-, E2- und zur Summe aus E1- und E2-DNA-

Adduktflüssen jeweils mit und ohne Berücksichtigung polymorphismusabhängiger en-

zymatischer Umsetzung verwendet. Transkriptspiegel von Estrogen-metabolisieren-

den Enzymen und E1- und E2-Brustdrüsengewebsspiegel wurden nicht als exVar be-

rücksichtigt, da diese bereits zu Errechnung der DNA-Adduktflüsse verwendet wurden 

(Kap. 1.2). Einflussfaktoren auf die Estrogen-DNA-Adduktbildung im Brustgewebe 

wurden in der Literatur bisher nicht beschrieben. Allerdings können Estrogen-DNA-

Addukte zu Mutationen führen und damit potentiell zur Initiation von Brustkrebs beitra-

gen (zusammengefasst in Cavalieri et al., 2006). Daher wurden als exVar hauptsäch-

lich Faktoren die mit einem Brustkrebsrisiko in Verbindung gebracht werden wie Über-

gewicht bzw. ein erhöhter BMI, Rauchen in Raucher/Nichtraucher eingeteilt, der me-

nopausale Status, das Alter und die Einnahme von estrogenaktiven Medikamenten 

(Kap. 1.2.2). Der menopausale Status wurde altersabhängig in ≤45 Jahre prä, ≥53 

Jahre post und die Spannweite dazwischen in peri eingeteilt (Kap. 4.1). Isoflavon-

Supplementierung ist zwar nicht mit einem erhöhten Brustkrebsrisiko assoziiert, aller-

dings wurde im Tierversuch bereits eine protektive Wirkung gegenüber 1,3-Dimethyl-

butylamin induzierten Mutationen und in vitro eine Erhöhung der Mutationsfrequenz im 

HPRT-Lokus beobachtet (Kap. 1.2.2). Für humanes Gewebe wurde in der Literatur 

bisher nichts beschrieben. Deshalb wurden zum einen Isoflavongewebespiegel und 

die Einnahme von isoflavonhaltigen Sojaextrakten sieben Tage vor der OP (Kap. 3.2.1) 

ebenso als exVar berücksichtigt. Alle Isoflavongewebespiegel (Genistein- und Daidz-

ein-Aglycons, deren Konjugate und mikrobielle Metabolite) waren untereinander kolli-

near (Spearman-Korrelation, p<0,001). Aufgrund dessen wurden die Isoflavonspiegel 

im Arbeitskreis bereits in einer Hauptkomponentenanalyse zusammengefasst 

(Abbildung 42) und als exVar berücksichtigt. Der lobule type (Kap. 1.2.2) wurde zu-

sätzlich als Marker für die Gewebeausdifferenzierung berücksichtigt. 
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Abbildung 42: Beschreibung der zwei aus Isoflavon-Gewebespiegeln errechneten Hauptkomponenten. 
Die Richtung der Pfeile gibt den Einfluss der jeweiligen Verbindung auf die Hauptkompo-
nenten an. MM: Mikrobielle Metabolite. 

Der BMI beeinflusste alle DNA-Adduktvarianten (E1, E2 und Summe) ohne Berück-

sichtigung der polymorphismusabhängigen enzymatischen Umsetzung (boarderline) 

signifikant positiv (p=0,0070-0,0547, Abbildung 43 und Anhang: Tabelle 41). Unter Be-

rücksichtigung der polymorphismusabhängigen enzymatischen Umsetzung beein-

flusste der BMI dagegen nur E2-DNA-Adduktflüsse boarderline signifikant positiv 

(p=0,0726). Übergewicht führt bei postmenopausalen Frauen wahrscheinlich aufgrund 

höherer zirkulierender Estrogen-Spiegel, zu einem erhöhten Brustkrebsrisiko (Kap. 

1.2.2). Dies könnte sich auf die estrogenassoziierte DNA-Adduktbildung in der huma-

nen Brustdrüse ebenso auswirken. 

Lob1p beeinflusste im Vergleich zu Lob2/3 bei beiden Summen und E2-Addukt Vari-

anten (mit und ohne Polymorphismus Berücksichtigung) die jeweiligen Adduktflüsse 

signifikant negativ (p=0,0011-0,0338). E1-Adduktflüsse wurden nur ohne Berücksich-

tigung der polymorphismusabhängigen enzymatischen Umsetzung boarderline signifi-

kant negativ von Lob1p im Vergleich zu Lob2/3 beeinflusst (p=0,0652). Der post-

menopausale Status beeinflusste im Vergleich zum prämenopausalen Status nur die 

Summe und die E1-Adduktflüsse ohne Berücksichtigung der polymorphismusabhän-

gigen enzymatischen Umsetzung (boarderline) signifikant negativ (p=0,0783 und 

0,0411). Obwohl alle Frauen mit Lob2/3 premenopausal waren, war eine Kollinearität 
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zwischen Menopausalstatus und lobule type nicht sehr wahrscheinlich, da pare Frauen 

nach der altersbedingten Regression (Lob1p) und nullipare Frauen (Lob1np) pre-, peri 

und postmenopausal waren (Kap. 4.1: Tabelle 16). Dennoch ist Lob1p meist bei post-

menopausalen Frauen, bzw. bei Frauen, die älter als 51 Jahre sind, vorzufinden 

(Russo und Russo, 2004). Daher sind Lob1p und der postmenopausale Status zumin-

dest annähernd vergleichbar. Das Ende der Estrogen-Produktion in den Ovarien in der 

Menopause verringert Estrogen-Plasmaspiegel (Key et al., 2011) was sich ebenso auf 

das Brustgewebe auswirken könnte und zu einer verringerten Estrogen-DNA-

Adduktbildung im Brustgewebe führen könnte. Das Alter dagegen beeinflusste keine 

der abhängigen Variablen signifikant. 

Die Isoflavon-Hauptkomponenten beeinflussten keine der drei abhängigen Addukt-

fluss-Variablen ohne Berücksichtigung der polymorphismusabhängigen enzymati-

schen Umsetzung (boarderline) signifikant. Dagegen beeinflusste Isoflavon Haupt-

komponente 1, welche hauptsächlich negativ durch Konjugat- und mikrobielle Meta-

bolitspiegel charakterisiert war (Abbildung 42), alle drei abhängigen Adduktfluss-Vari-

ablen unter Berücksichtigung der polymorphismusabhängigen enzymatischen Umset-

zung signifikant negativ (p=0,0186-0,0364). Ein Einfluss von Isoflavonen auf DNA-

Adduktbildung in humanem Gewebe wurde in der Literatur bisher noch nicht beschrie-

ben. 

Isoflavon Hauptkomponenten-1-Werte von Proben mit Intervention waren signifikant 

niedriger als Werte von Proben ohne Intervention (Mann-Whitney-U-Test, p=0,0003). 

Da die Interventions-exVar somit potentiell durch eine Kollinearität nicht selektiert wor-

den sein könnte, wurden die linearen Regressionsmodelle mit Adduktflüssen unter Be-

rücksichtigung der polymorphismusabhängigen enzymatischen Umsetzung als abhän-

gige Variable erneut ohne die beiden Isoflavon Hauptkomponenten als exVar gerech-

net. Dabei beeinflusste die Intervention die Adduktflussvariablen (E1, E2 und Summe) 

jeweils signifikant positiv (p=0,0165-0,0496, Abbildung 43 und Anhang: Tabelle 41). 

Im Modell mit der Adduktflusssumme als abhängige Variable ohne Berücksichtigung 

der Isoflavon-Hauptkomponenten als exVar beeinflusste Lob1p die Adduktflüsse nicht 

mehr. Im Modell mit E2-Adduktflüssen als abhängige Variable ohne Berücksichtigung 

der Isoflavon Hauptkomponenten als exVar beeinflusste Lob1p im Vergleich mit 

Lob2/3 die E2-Adduktflüsse signifikant negativ (p=0,0266). Rauchen beeinflusste bei 

keiner der Modellvarianten die jeweils abhängige Variable (boarderline) signifikant. 
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Rauchen führte in vielen humanen Geweben bereits zu einer erhöhten CYP1A1- und 

CYP1B1-Expression (Kap. 1.2.2), und könnte so potentiell zu mehr reaktiven Estro-

genchinonen und damit auch DNA-Adduktbildung führen. Ein direkter Einfluss von 

Rauchen auf DNA-Adduktbildung wurde in der Literatur allerdings noch nicht beschrie-

ben. Des Weiteren beeinflusste weder EE, noch ERD bei einer der Modellvarianten 

die jeweils abhängige Variable (boarderline) signifikant. Ein Einfluss von EE und ERD 

auf die Estrogen-DNA-Adduktbildung wurde in der Literatur bisher nicht beschrieben. 

Das O/ExVar-Verhältnis lag bei allen Modellen im angestrebten Bereich >5 (Kap. 

4.2.5). 

 

Abbildung 43: Lineare Regressionsmodelle zur Identifizierung von Einflussfaktoren auf DNA-
Adduktflüsse (Kap. 3.2.12 und 3.2.13) mit und ohne Berücksichtigung von Polymorphis-
mus (PM)-abhängiger Enzymaktivität. MP: Menopausalstatus. Der menopausale Status 
wurde altersabhängig in ≤45 Jahre prä, ≥53 Jahre post und die Spannweite dazwischen 
in peri eingeteilt (Kap. 4.1) und prä als Bezugsgruppe verwendet. Beim lobule type wurde 
Lob2/3 als Bezugsgruppe verwendet. 

Bezogen auf den lobule type deckten sich die Ergebnisse der beiden Adduktfluss-Va-

rianten (mit und ohne Berücksichtigung von polymorphismusabhängiger enzymati-

scher Umsetzung), waren jedoch nicht identisch, widersprachen sich allerdings auch 

nicht. Da die Validierungsergebnisse der beiden Adduktflussvarianten ähnlich waren, 

aber dennoch ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden errechneten Addukt-

fluss-Varianten bestand (Kap. 4.3.2), besitzen die Ergebnisse beider Varianten sehr 
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0.1001-0.2500
0.0500-0.1000
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wahrscheinlich eine gleichberechtigte Aussagekraft. Berücksichtigt werden muss da-

bei, dass die Modelle mit einem R² zwischen 0,09 und 0,33 nur 9-33% der Varianz der 

jeweiligen abhängigen Variable erklärten und vermutlich weitere Parameter zur voll-

ständigen Erklärung benötigt werden. 

 

4.4. Transkriptspiegel als Marker für oxidativen Stress 
Die DNA-Adduktflüsse (Kap. 4.3) bilden nur genotoxischen Stress, der durch direkte 

Interaktion von Katecholen aus dem Estrogenmetabolismus mit der DNA entsteht, ab. 

ROS, die durch Redox-Cycling der Estrogenkatechole entstehen, werden dabei nicht 

abgebildet (Kap. 1.2). Zur Identifizierung von Einflussfaktoren auf oxidativen Stress in 

der weiblichen Brust eigenen sich Spiegel von Transkripten, deren Expression bei oxi-

dativem Stress induziert wird, wie die der NQO1, der GCLC und des NFE2L2 (Kap. 

1.3). Da eine Vielzahl an potentiellen Einflussfaktoren auf oxidativen Stress im weibli-

chen Brustdrüsen- und Brustfettgewebe in Frage kommt (Kap. 1.3), sollten eben jene 

Einflussfaktoren mittels multipler linearer Regressionsanalyse (Kap. 4.2.5) ermittelt 

werden. Dazu sollten jeweils NQO1-, GCLC- und NFE2L2-Transkriptspiegel im Brust-

drüsen- und im Brustfettgewebe als abhängige Variable verwendet werden. 

In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass der Alkoholkonsum ebenso wie ein 

hoher BMI die Entstehung von ROS in verschiedenen Geweben förderte (Kap. 1.3). 

Im Brustgewebe ist die Situtation dagegen unerforscht. Daher wurden der Alkoholkon-

sum und der BMI als exVars berücksichtigt (Tabelle 27). Rauchen, die Einnahme von 

oralen Kontrazeptiva sowie die Menopause erhöhten Spiegel an Markern für oxidati-

vem Stress im humanen Plasma (Kap. 1.3). Daher wurde Rauchen in Raucher/Nicht-

raucher eingeteilt, die Einnahme von oralen Kontrazeptiva und der menopausale Sta-

tus eingeteilt in prä-, peri- und postmenopausal (Kap. 4.1) als exVars berücksichtigt. 

Isoflavon-Supplementierung führte teilweise in Studien zu einer Erhöhung von Markern 

für oxidativem Stress in humanem Plasma (Kap. 1.3). Daher wurde eine Teilnahme an 

der Isoflavon-Intervention (Kap. 3.2.1) als exVar berücksichtigt. Des Weiteren sollten 

Isoflavon-Gewebespiegel als exVar berücksichtigt werden. Aufgrund der Kollinearität 

der einzelnen Gewebespiegel von Isoflavon-Metaboliten (Kap. 4.3.1.5) wurden statt-

dessen zwei aus den einzelnen Isoflavon-Gewebespiegeln errechnete Hauptkompo-

nenten (Kap. 4.3.3: Abbildung 42) als exVar im Drüsengewebe berücksichtigt. Im Fett-

gewebe dagegen standen keine Isoflavongewebespiegel zur Verfügung. 
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In anderen Studien wurde bereits beschrieben, dass die Expression von Genen, die 

als Antwort auf oxidativen Stress exprimiert werden, im humanen Gehirn im Alter stieg, 

Marker für oxidativen Stress in humanen Venen und Arterien im Alter erhöht und im 

Plasma von postmenopausalen Frauen Marker für oxidativen Stress höher als in prä-

menopausalen Frauen waren (Kap. 1.3). Im Brustgewebe ist die Situtation dagegen 

unerforscht. Daher wurde das Alter und der menopausale Status ebenso als exVar 

berücksichtigt (Tabelle 27).  

Aus Estrogenen können reaktive Katechole gebildet werden, die über Redox-Cycling 

zu oxidativem Stress führen können (Kap. 1.2). Diese Katechole können durch CYPs 

und NQO1 gebildet werden und durch die COMT methyliert oder durch SULTs und 

UGTs konjugiert und somit entgiftet werden (Kap. 1.2). GSTs konjugieren aus Kate-

cholestrogenen gebildetete Chinone und tragen somit ebenfalls zur Entgiftung bei 

(Kap. 1.2). Daher wurden die CYP1B1-, NQO1- und GSTP1-Polymorphismen und die 

Transkriptspiegel von COMT, CYP1A1 und 1B1, NQO1, GSTT1, GSTP1, SULT1A1, 

1A2, 1A3/4, 1E1, UGT1A1, 1A3/4, 1A9 und 1A10 als exVar berücksichtigt. Die Wahl 

der Isoenzyme begründete sich dabei darauf, dass eben jene Isoenzyme jeweils E1, 

E2, Estrogenkatechole oder -chinone umsetzen können (Hachey et al., 2003, zusam-

mengefasst in Adjei und Weinshilboum, 2002, Blair, 2010 und Lepine et al., 2004). Des 

Weiteren sollten Gewebespiegel von Vorläufern der Estrogenkatechole, also E2, E1 

und E1-S berücksichtigt werden. Aufgrund der Kollinearität der E1-, E2- und E1-S-

Gewebespiegel (Spearman-Korrelation, p jeweils <0,0001 in Fett- und Drüsenge-

webe), wurden diese in einer Hauptkomponente zusammengefasst (Tabelle 26). 

Tabelle 26: Beschreibung der aus E1-, E2- und E1-S-Gewebespiegeln errechneten Hauptkomponente 
für die linearen Regressionsmodelle zur Identifizierung von Einflussfaktoren auf oxidativen 
Stress. Je höher der Betrag, desto höher der Einfluss (maximal möglicher Betrag: 1,00). 
Das Plus oder Minus gibt die Richtung des Einflusses auf die jeweilige Hauptkomponente 
an. 

 
Drüsen- 
gewebe 

Fett- 
gewebe 

E1 +0,61 +0,62 
E2 +0,62 +0,63 
E1-S +0,49 +0,48 

 

Oxidativer Stress kann zu Zellzyklusarrest führen (Kap. 1.3). CDKN1A und CDKN1B 

können zur negativen Modulierung des Zellzyklus beitragen und sind daher indikativ 
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für einen Zellzyklusarrest (Kap. 1.3). Daher wurden CDKN1A- und CDKN1B-

Transkriptspiegel als exVar berücksichtigt. Während der Schwangerschaft proliferiert 

und differenziert das weibliche Brustdrüsengewebe, bzw. verändert sich von Lob1np 

über Lob2/3 zu Lob4 und wieder zurück zu Lob1p (Kap. 1.2.2). Oxidativer Stress 

könnte in unterschiedlich differenziertem Gewebe unterschiedlich reguliert sein. Daher 

wurde der lobule type als exVar berücksichtigt und des Weiteren Transkriptspiegel der 

Proliferationsmarker MKI67 und CCND1 (Tabelle 27). 

7β-HO-, 5,6-α-Epoxy- und 5,6-β-Epoxycholesterol werden durch ROS (Kap. 1.1.5) ge-

bildet und können im Gegensatz zu 7α-HO- und 7Keto-Cholesterol nicht enzymatisch 

gebildet werden (Kap. 4.2.5). Deswegen wurde eine aus 7β-HO-, 5,6-α- und 5,6-β-

Epoxycholesterolspiegeln gebildete Summe als Marker für im Gewebe durch ROS-

induzierten oxidativen Stress im Fettgewebe als exVar berücksichtigt (Tabelle 27). Im 

Drüsengewebe standen dagegen keine Oxycholesterolspiegel zur Verfügung. 

Die GCLC- und die NQO1-Transkription kann durch NFE2L2- und die NQO1-

Transkription zusätzlich durch die Transkriptionsfaktoren AHR und ARNT induziert 

werden (Kap. 1.3). Daher wurden in den Modellen mit GCLC-Transkriptspiegeln als 

abhängige Variable NFE2L2-Transkriptspiegel als exVar und im Modell mit NQO1-

Transkriptspiegeln als abhängige Variable AHR-, ARNT- und NFE2L2-

Transkriptspiegel als exVars berücksichtigt (Tabelle 27). 

GSTT1- und CYP1A1-Transkriptspiegel zweier Proben lagen im Fettgewebe unterhalb 

des LOD und deren Messwerte wurden durch das LOD der entsprechenden Tran-

skript-Bestimmung ersetzt. Die Kalkulation eines potentiellen Effekts ist extrem emp-

findlich gegenüber Ersetzungen von Werten, die unterhalb des LOD liegen (Arunajadai 

und Rauh, 2012), und kann zu Fehlern führen (Dinse et al., 2014). Um einen möglichen 

Einfluss der Ersetzungen auf das Ergebnis der Regressionsanalyse zu ermitteln, 

wurde eine kategoriale ≤LOD/>LOD-Ersetzungsvariable der beiden Transkriptspiegel 

mit >LOD als Bezugsgruppe bei den Modellen mit Fettgewebs-Transkriptspiegeln als 

abhängige Variable ebenfalls berücksichtigt (Tabelle 27). Da im Drüsengewebe jeweils 

mehr als ein Drittel der UGT1A1- und 1A3/4-Transkriptspiegel unterhalb des LOD la-

gen, wurden diese bei den Modellen mit Drüsengewebstranskriptspiegeln nicht be-

rücksichtigt. 
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Tabelle 27: Berücksichtigte exVars für die multiple lineare Regression mit Vorwärtsselektion zur Identi-
fizierung von Einflussfaktoren auf Marker für oxidativen Stress in Brustgewebe. Enzyme und 
Proteine stehen jeweils für die entsprechenden Transkriptspiegel. q: Ersetzungsvariable der 
jeweiligen exVar zur Ermittlung des Einflusses von Werten die unterhalb LOD lagen. In 
Klammern ist der Anteil an Werten unterhalb des LODs im Fettgewebe dargestellt. 1: Nur im 
Drüsengewebe berücksichtigt, da nur im Drüsengewebsspiegel verfügbar waren, 2: nur im 
Fettgewebe berücksichtigt, da nur Fettgewebsspiegel verfügbar waren, 3: nur bei den Mo-
dellen mit NQO1-Transkriptspiegeln als abhängige Variable berücksichtigt, 4: nur bei den 
Modellen mit GCLC-Transkriptspiegeln als abhängige Variable berücksichtigt, PM: zusätzlich 
zum Transkriptspiegel wurde der entsprechende Polymorphismus als kategoriale Genotyp-
Variable berücksichtigt. EAM: Einnahme von estrogenaktiven Medikamenten (EE und E2-
freisetzende Medikamente), HK: Hauptkomponente. 

Lebensstil- und physi-
ologische Faktoren 

Estrogenkatechol/-chinon 
Bildung und Entgiftung 

Zellzyklus, Transkriptionsfak-
toren und Sonstiges 

Alter Estrogenspiegel HK CDKN1A 

BMI COMTPM CDKN1B 

Menopause CYP1A1 (5%) CCND1 

Lobule type CYP1A1q² MKI67 

EAM CYP1B1PM AHR3 

Alkoholkonsum GSTP1PM ARNT3 

Rauchen GSTT1 (5%) NFE2L23,4 

Isoflavon HK 1 und 21 GSTT1q2 Isoflavon Intervention 

 NQO1PM Summe Oxycholesterole2 

 SULT1A1  

 SULT1A2  

 SULT1A3/4  

 SULT1E1  

 UGT1A12  

 UGT1A3/42  

 UGT1A9  

 UGT1A10  
 

Bei der multiplen linearen Regression können zum einen nur vollständige Datensätze 

verwendet werden und zum anderen sollte die Anzahl an Beobachtungen immer höher 

sein als die Anzahl an exVars. Unter Berücksichtigung aller Variablen standen im Drü-

sengewebe 40 Beobachtungen 37 (NFE2L2-Transkriptspiegel als abhängige Variable) 

und 38 (NQO1- und GCLC-Transkriptspiegel als abhängige Variable) exVars gegen-

über. Im Fettgewebe standen 39 Beobachtungen 41 (NFE2L2-Transkriptspiegel als 

abhängige Variable) und 42 (NQO1- und GCLC-Transkriptspiegel als abhängige Vari-



4.4 Transkriptspiegel als Marker für oxidativen Stress 
 

147 
 

able) exVars gegenüber. Da auffällige Beobachtungen aus der Berechnung ausge-

schlossen werden, kann die Anzahl an Beobachtungen in den letztendlichen Modellen 

sogar noch geringer sein als 40 bzw. 39. Daher sollten sowohl für die Modelle mit 

Drüsengewebs-, als auch mit Fettgewebs-Transkriptspiegeln als abhängige Variable, 

zur Reduktion der Anzahl der exVars, mehrere exVars in Hauptkomponenten zusam-

mengefasst werden. 

4.4.1. Hauptkomponentenanalyse zur Reduzierung der erklärenden Variablen 

Zur Reduktion der exVars zur Identifizierung von Einflussfaktoren auf oxidativen Stress 

mittels multipler linearer Regressionsanalyse sollten mehrere parametrische exVars in 

Funktionsgruppen-Hauptkomponenten zusammengefasst werden. Dafür wurden zu-

nächst Drüsen- und Fettgewebs-Transkriptspiegel von Proteinen, die am Zellzyklus 

beteiligt sind (CDKN1A und 1B, CCND1 und MKI67, Kap. 1.3), jeweils in zwei Haupt-

komponenten zusammengefasst (Abbildung 44 und Anhang Tabelle 42). 
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Abbildung 44: Beschreibung der zwei Hauptkomponenten, die aus Transkriptspiegeln von Zellzyklus-
Markern errechnet wurden. Die Richtung der Pfeile gibt den Einfluss der jeweiligen Ver-
bindung auf die Hauptkomponenten an. 

Des Weiteren wurden Transkriptspiegel von an der Entgiftung von Estrogenkatecholen 

beteiligten Phase-II-Enzymen (SULT1A1, 1A2, 1A3/4, 1E1, 1A9 und 1A10) im Fettge-

webe in drei Hauptkomponenten zusammmengefasst (Tabelle 28). Die Transkriptspie-

gel von an der Entgiftung von Estrogenkatecholen beteiligten Phase-II-Enzymen 

(SULT1A1, 1A2, 1A3/4, 1E1, UGT1A9 und 1A10) im Drüsengewebe wurden ebenfalls 

in drei Hauptkomponenten zusammmengefasst (Tabelle 28). 



4.4 Transkriptspiegel als Marker für oxidativen Stress 
 

148 
 

Tabelle 28: Beschreibung der drei aus SULT- und UGT-Transkriptspiegeln errechneten Hauptkompo-
nenten (HK) für die linearen Regressionsmodelle zur Identifizierung von Einflussfaktoren 
auf oxidativen Stress. Je höher der Betrag, desto höher der Einfluss (Fett: Werte mit dem 
höchsten Einfluss bei einer Grenze von ≥0,46, maximal möglicher Betrag: 1,00). Das Plus 
oder Minus gibt die Richtung des Einflusses auf die jeweilige Hauptkomponente an. 
UGT1A1- und UGT1A3/4-Transkriptspiegel wurden im Drüsengewebe nicht berücksichtigt, 
da mehr als ein Drittel der Werte unterhalb des LOD lagen. 

 Drüsengewebe Fettgewebe 

Transkript HK1 HK2 HK3 HK1 HK2 HK3 
SULT1A1 -0,43 +0,46 +0,10 +0,24 -0,04 +0,58 
SULT1A2 -0,34 +0,54 +0,22 +0,56 +0,02 +0,21 
SULT1A3/4 -0,07 +0,26 -0,96 +0,06 -0,20 -0,56 
SULT1E1 -0,30 -0,53 -0,14 -0,11 +0,65 +0,04 
UGT1A1    +0,55 +0,24 -0,20 
UGT1A3/4    +0,54 +0,07 -0,20 
UGT1A9 -0,60 -0,10 +0,02 -0,12 +0,67 +0,04 
UGT1A10 -0,50 -0,38 -0,04 +0,01 -0,18 +0,47 

 

Somit ergab sich eine Reduktion der exVars auf 33 bzw. 34 bei den Modellen mit Fett-

gewebs-Transkriptspiegeln als abhängige Variable und 32 bzw. 33 bei den Modellen 

mit Drüsengewebs-Transkriptspiegeln als abhängige Variable und somit zwischen 5-8 

weniger als Beobachtungen. 

Anschließend sollte mit den Hauptkomponenten anstatt der Transkriptspiegel als 

exVars, Einflussfaktoren auf Marker-Transkripte für oxidativen Stress indentifiziert wer-

den. 

4.4.2. Multiple lineare Regressionsmodelle zur Identifizierung von Einflussfakto-

ren auf Marker-Transkriptspiegel für oxidativen Stress 

Zur Identifizierung von Einflussfaktoren auf Markertranskriptspiegel für oxidativen 

Stress wurden mit den in den vorigen beiden Kapiteln (4.4 und 4.4.1) ausgewählten 

exVars und GCLC-, NQO1- und NFE2L2-Transkriptspiegeln als abhängige Variable 

jeweils multiple lineare Regressionsmodelle mit schrittweiser vorwärtsselektion ge-

rechnet (Abbildung 45, Anhang: Tabelle 46 und Tabelle 47). Die jeweils signifikant mit 

den erklärenden Variablen assoziierten exVars unterschieden sich dabei zum einen 

abhängig von der jeweils erklärenden Variable zum anderen abhängig vom Gewebe. 

Einzig COMT- bzw. GSTP1-Transkriptspiegel beeinflussten NFE2L2- bzw. NQO1-

Transkriptspiegel unabhängig vom Gewebe jeweils signifikant positiv. 
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Lifestyle-Faktoren und Gewebecharakteristika 

Der BMI beeinflusste GCLC-Transkriptspiegel im Drüsengewebe signifikant negativ 

(p=0,0009) und wurde in positiver Richtung in das Modell mit NQO1-Transkriptspiegeln 

als abhängige Variable im Fettgewebe selektiert (p=0,1506). GCLC-mRNA-Spiegel 

waren im Fettgewebe von übergewichtigen Mäusen im Vergleich zu normalgewichti-

gen signifikant erhöht (Kap. 1.3). Des Weiteren führte ein erhöhter BMI im Menschen 

zu einer Erhöhung von Peroxid-Spiegeln und Spiegeln von thiobarbitursäurereaktiven 

Substanzen, Marker für oxidativen Stress, im Plasma und ebenso zu einer Erhöhung 

von Spiegeln von thiobarbitutsäurereaktiven Substanzen im Plasma von übergewich-

tigen Mäusen (Kap. 1.3). Ein negativer Einfluss des BMIs auf GCLC-Transkriptspiegel 

im Brustdrüsengewebe war somit entgegen der Erwartung, allerdings wurde für Brust-

gewebe in der Literatur bisher nichts beschrieben. 

Der Alkoholkonsum beeinflusste NQO1-Transkriptspiegel im Fettgewebe signifikant 

positiv (p=0,0156) und wurde in negativer Richtung in das Modell mit GCLC-

Transkriptspiegeln im Drüsengewebe als abhängige Variable selektiert (p=0,1328). 

NQO1-mRNA-Spiegel waren um den Faktor zwei nach Gabe von 9-16 g Ethanol/kg 

Körpergewicht über neun Wochen in Kupfferzellen von Wistar-Ratten und nach Inku-

bation mit 100 mM über acht Stunden in primären THP1-Zellen von Wistar-Ratten um 

den Faktor vier erhöht (Kap. 1.3). Des Weiteren förderte Ethanolkonsum die Bildung 

von 1-Hydroxyethyl-Radikalen und Superoxid-Anionen in humanen Leukozyten und 

Endothelzellen und akuter und chronischer Alkoholkonsum erhöhte die Produktion von 

ROS und steigerte somit oxidativen Stress in vielen tierischen und humanen Geweben 

(Kap. 1.3). Für humanes Brustgewebe wurde bisher in der Literatur nichts beschrie-

ben. 

Rauchen beeinflusste die GCLC-Transkriptspiegel im Drüsengewebe boarderline sig-

nifikant positiv (p=0,0715) und NQO1-Transkriptspiegel im Fettgewebe boarderline 

signifikant negativ (p=0,0676). In der Literatur wurde eine Abhnahme von GCLC-

Transkriptspiegeln in Lavagen von Raucherlungen im Vergleich zu Nichtraucherlungen 

beschrieben und NQO1-Transkriptspiegel waren in Kleine-Atemwege-Zellen und im 

Pankreas von Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern signifikant erhöht (Kap. 1.3). 

Sprague-Dawley-Ratten, die über zwei Wochen für zwei Stunden pro Tag Zigarretten-

rauch ausgesetzt waren, zeigten in ihrer Bauchschlagader eine signifikante NQO1-

mRNA-Spiegel Abnahme im Vergleich zur Kontrollgruppe (Kap. 1.3). Die Inkubation 
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von humanen Epithelzellen mit Zigarettenrauchkondensat über 24 h führte zu erhöh-

ten GCLC-mRNA-Spiegeln im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Kap. 1.3). Primäre 

bronchiale und tracheale humane Epithelzellen zeigten nach Inkubation mit Zigaret-

tenrauchkondensaten über 18 Stunden bei neun der elf getesteten Zigarettenrauch-

kondensate einen um Faktor zwei bis fünf erhöhten NQO1-mRNA-Spiegel (Kap. 1.3). 

Rauchen erhöhte den Malon-Dialdehyd-Spiegel, einem Marker für oxidativen Stress, 

im Humanplasma und –urin (Kap. 1.3). Für Brustgewebe wurde bisher nichts beschrie-

ben. 

EE beeinflusste GCLC-Transkriptspiegel im Fettgewebe signifikant negativ 

(p=0,0122). Im Drüsengewebe war EE bei keinem der Modelle mit der jeweils abhän-

gigen Variable (GCLC-, NFE2L2- und NQO1-Transkriptspiegel) signifikant assoziiert. 

EE als orales Kontrazeptivum eingenommen erhöhte in weiblichen Probandinnen die 

Spiegel an oxidiertem LDL und Lipid-Peroxiden im Blut signifikant (Kap. 1.3). 

Die aus Isoflavon-Gewebespiegeln errechneten Hauptkomponenten wurden in keines 

der Modelle selektiert. Die Isoflavon-Intervention beeinflusste GCLC-Transkriptspiegel 

im Fettgewebe signifikant positiv (p=0,0360). Die tägliche Supplementierung von 

50 mg Isoflavonen über drei Wochen führte bei gesunden Frauen und Männern im 

Vergleich zu nicht-supplementierten Frauen und Männern zu einer Reduktion an 5-

Hydroxymethyl-2-Deoxyuridin, einem Marker für oxidativen Stress (Kap. 1.3). In DNA 

aus nukleären Blutzellen und postmenopausale zeigten Frauen nach einer sechswö-

chen Supplementierung mit 40 g Sojaprotein/Tag keine signifikante Reduktion an 

Stressmarkern (Protein-Carbonyle, oxidiertes LDL und 8-Isoprostaglandin-F2α) im Blut 

(Kap. 1.3). Über 8-24 Wochen mit Soja-Isoflavon-Extrakten supplementierte Ratten 

zeigten eine signifikante Abnahme an Superoxid-Dismutase- und Katalase-Aktivität in 

verschiedenen Organen (Kap. 1.3). In humanen Endothelzellen führte eine Inkubation 

mit 50 µM Genistein über 24 h zu einer NFE2L2-Translokation und so zu einer erhöh-

ten GCLC-Transkription (Kap. 1.3). 

Lob1p beeinflusste im Vergleich zu Lob2/3 GCLC-Transkriptspiegel im Drüsengewebe 

signifikant positiv (p<0,0001). Im Fettgewebe war der lobule type in keinem der Mo-

delle mit der jeweils abhängigen Variable (GCLC-, NFE2L2- und NQO1-

Transkriptspiegel) signifikant assoziiert. Lob1p steht in Zusammenhang mit altersbe-

dingter Regression des Brustgewebes (Kap. 1.2.2). 



4.4 Transkriptspiegel als Marker für oxidativen Stress 
 

152 
 

Das Alter wurde in keines der Modelle selektiert. Ein Einfluss des Alters auf oxidativen 

Stress in humanem Brustgewebe wurde bisher nicht beschrieben. Dagegen war das 

Alter im humanen Frontal-Cortex mit der Überexpression von Genen, die als Antwort 

auf zellulären Stress exprimiert werden, assoziiert (Kap. 1.3). Nitrotyrosin, eine durch 

oxidativen Stress modifizierte Aminosäure, war bei alten Männern im Vergleich zu jun-

gen in Endothelzellen aus der Oberarm-Arterie und antekubitalen Venen signifikant 

erhöht (Kap. 1.3). Der perimenopausale Status dagegen beeinflusste im Vergleich zum 

prämenopausalen Status NFE2L2-Transkriptspiegel im Fettgewebe und NQO1-

Spiegel im Drüsengewebe signifikant positiv (p=0,0428 und 0,0039). Ein post-

menopausaler Status dagegen beeinflusste im Vergleich zu einem prämenopausalen 

Status nur NQO1-Transktriptspiegel im Drüsengewebe signifikant positiv (p=0,0061). 

Ein Einfluss der Menopause auf NFE2L2- und NQO1-Transkriptspiegel wurde in der 

Literatur bisher nicht beschrieben, jedoch waren Plasmaspiegel an Konformations-

epitopen im apoB-100 Teil von LDL, einem Marker für oxidiertes LDL, im Plasma in 

postmenopausalen Frauen im Vergleich zu prämenopausalen Frauen signifikant er-

höht (Kap. 1.3). Das Ende der Estrogen-Produktion in den Ovarien in der Menopause 

verringert Estrogen-Plasmaspiegel (Key et al., 2011), was sich ebenso auf das Brust-

gewebe auswirken könnte. Somit könnte der Einfluss der Menopause auf NFE2L2- 

und NQO1-Transkriptspiegel potentiell E2-induziert sein. In der Literatur wurde sowohl 

eine Abnahme, als auch eine Zunahme an NFE2L2-Transkriptspiegeln nach E2-Be-

handlung von humanen kultivierten Brustkrebszellen beschrieben (Kap. 1.3). Für 

NQO1-Transkriptspiegel wurde bisher nur eine Abhnahme in mit E2 behandelten 

MCF-7-Zellen beschrieben (Kap. 1.3). Des Weiteren beeinflussten E2-freisetzende 

Medikamente NFE2L2-Transkriptspiegel im Fettgewebe signifikant negativ 

(p=0,0113). Im Drüsengewebe waren E2-freisetzende Medikamente in keinem der Mo-

delle mit der jeweils abhängigen Variable (GCLC-, NFE2L2- und NQO1-

Transkriptspiegel) signifikant assoziiert. Die aus Estrogen-Gewebespiegeln errech-

nete Hauptkomponente wurde dagegen in keines der Modelle selektiert. Berücksichtigt 

werden muss hierbei allerdings, dass die Estrogen-Hauptkomponente neben E2- 

ebenso durch E1- und E1-S-Gewebespiegel charakterisiert war (Kap. 4.4: Tabelle 26). 

E2, E1 und E1-S sind Vorläufer von Katecholen, welche über Redox-Cycling zu oxida-

tivem Stress führen können (Kap. 1.3). 
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Transkriptspiegel und Polymorphismen in Zusammenhang mit Katecholbildung 

Estrogenkatechole können durch CYPs und NQO1 gebildet werden (Kap. 1.2). 

CYP1A1-Transkriptspiegel beeinflussten GCLC-, NFE2L2-, und NQO1-

Transkriptspiegel im Fettgewebe (boarderline) signifikant positiv (p=0,0053, 0,0988 

und 0,0871). Die CYP1A1 ≥LOD/<LOD-Ersetzungsvariable (mit <LOD als Bezugs-

gruppe) beeinflusste NFE2L2-Transkriptspiegel im Fettgewebe boarderline signifikant 

positiv (p=0,0763). Dies kann zum einen auf einen Einfluss der Ersetzungen hindeu-

ten, zum anderen ist die Ersetzungsvariable auch eine kategoriale CYP1A1-

Transkriptspiegelvariable. Im Drüsengewebe waren CYP1A1-Transkriptspiegel in kei-

nem der Modelle mit der jeweils abhängigen Variable (GCLC-, NFE2L2- und NQO1-

Transkriptspiegel) signifikant assoziiert. 

CYP1B1-Transkriptspiegel beeinflussten NFE2L2- und NQO1-Transkriptspiegel im 

Drüsengewebe signifikant positiv (p=0,0002 und 0,0075). Im Fettgewebe waren 

CYP1B1-Transkriptspiegel in keinem der Modelle mit der jeweils abhängigen Variable 

(GCLC-, NFE2L2- und NQO1-Transkriptspiegel) signifikant assoziiert. Sowohl der he-

terozygote CYP1B1 Leu/Val-Genotyp, als auch der homozygote Val/Val-Genotyp be-

einflussten im Fettgewebe im Vergleich zum hochaktivitäts-Leu/Leu-Genotyp GCLC-

Transkriptspiegel boarderline signifikant positiv (p=0,0547 und 0,0982). Im Drüsenge-

webe beeinflusste der CYP1B1-Polymorphismus in keinem der Modelle die jeweils ab-

hängigen Variable (GCLC-, NFE2L2- und NQO1-Transkriptspiegel) signifikant. 

NQO1-Transkriptspiegel beeinflussten NFE2L2-Transkriptspiegel im Fettgewebe sig-

nifikant positiv (p=0,0045). Der heterozygote NQO1 Pro/Ser-Genotyp war im Fettge-

webe im Vergleich zum hochaktivitäts-Pro/Pro-Genotyp GCLC-Transkriptspiegel sig-

nifikant positiv (p=0,0029). Im Drüsengewebe beeinflusste der NQO1-Polymorphismus 

in keinem der Modelle die jeweils abhängige Variable (GCLC- und NFE2L2-

Transkriptspiegel) signifikant. 

Transkriptspiegel und Polymorphismen in Zusammenhang mit Katecholentgiftung 

Mehrere Transkriptspiegel von Genen, die für Enzyme kodieren, die durch Konjugation 

(GSTs, SULTs und UGTs) oder Methylierung (COMT) von Estrogenkatecholen zur 

Entgiftung von Estrogenkatecholen beitragen und Polymorphismen in eben jenen Ge-
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nen, die mit einer Veränderung der enzymatischen Umsetzung assoziiert sind, beein-

flussten GCLC-, NQO1- und NFE2L2-Transkriptspiegel sowohl im Drüsen-, als auch 

im Fettgewebe signifikant: 

GSTT1-Transkriptspiegel beeinflussten GCLC- und NQO1-Transkriptspiegel im Drü-

sengewebe signifikant positiv (p=0,0016 und 0,0237) und im Fettgewebe GCLC-

Transkriptspiegel borderline signifikant positiv (p=0,0977). GSTP1-Transkriptspiegel 

beeinflussten im Drüsengewebe NQO1-Transkriptspiegel signifikant positiv 

(p=0,0237) und im Fettgewebe GCLC- und NQO1-Transkriptspiegel signifikant positiv 

(p=0,0060 und <0,0001). Der niedrigaktive GSTP1 Val/Val-Genotyp beeinflusste im 

Vergleich zum Ile/Ile-Genotyp GCLC- und NQO1-Transkriptspiegel im Fettgewebe 

(boarderline) signifikant positiv (p=0,0893 und 0,0045). Der GSTP1-Polymorphismus 

war im Drüsengewebe mit keiner der jeweils abhängigen Variablen (GCLC-, NFE2L2- 

und NQO1-Transkriptspiegel) signifikant assoziiert. 

Im Drüsengewebe beeinflusste die SULT/UGT-Hauptkomponente 1, welche haupt-

sächlich in negativer Richtung durch UGT1A9- und 1A10-Transkriptspiegel charakte-

risiert war (Kap. 4.4.1: Tabelle 28), GCLC-Transkriptspiegel signifikant positiv 

(p<0,0001). Im Fettgewebe war SULT/UGT Hauptkomponente 1, welche hauptsäch-

lich in positiver Richtung durch SULT1A2, UGT1A1 und 1A3/4 charakterisiert war 

(Kap. 4.4.1: Tabelle 28), mit keiner der abhängigen Variablen (GCLC-, NFE2L2-, und 

NQO1-Transkriptspiegel) signifikant assoziiert. 

Im Drüsengewebe beeinflusste SULT/UGT Hauptkomponente 2, welche hauptsäch-

lich in positiver Richtung durch SULT1A1- und 1A2- und in negativer Richtung durch 

SULT1E1-Transkriptspiegel charakterisiert war (Kap. 4.4.1: Tabelle 28), GCLC-

Transkriptspiegel signifikant positiv (p<0,0001, Anhang: Tabelle 46). Im Fettgewebe 

beeinflusste SULT/UGT Hauptkomponente 2, welche hauptsächlich in positiver Rich-

tung durch SULT1E1- und UGT1A9-Transkriptspiegel charakterisiert war (Kap. 4.4.1: 

Tabelle 28), NQO1-Transkriptspiegel signifikant positiv (p=0,0001). 

Im Drüsengewebe beeinflusste SULT/UGT Hauptkomponente 3, welche hauptsäch-

lich in negativer Richtung durch SULT1A3/4-Transkriptspiegel charakterisiert war 

(Kap. 4.4.1: Tabelle 28), GCLC-Transkriptspiegel signifikant positiv (p<0,0358) und 

NFE2L2-Transkriptspiegel signifikant negativ (p=0,0015). Im Fettgewebe beeinflusste 

SULT/UGT Hauptkomponente 3, welche im Fettgewebe hauptsächlich in positiver 
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Richtung durch SULT1A1- und UGT1A10- und in negativer Richtung durch 

SULT1A3/4-Transkriptspiegel charakterisiert war (Kap. 4.4.1: Tabelle 28), NQO1-

Transkriptspiegel signifikant boarderline positiv (p=0,0744). 

COMT-Transkriptspiegel beeinflussten im Drüsengewebe GCLC- und NFE2L2-

Transkriptspiegel signifikant positiv (p=0,0170 und <0,0001) und NFE2L2-

Transkriptspiegel im Fettgewebe signifikant positiv (p=0,0091) und NQO1-

Transkriptspiegel boarderline signifikant negativ (p=0,0588). Der heterozygote COMT 

Val/Met-Genotyp beeinflusste im Drüsengewebe GCLC-Transkriptspiegel im Ver-

gleich zum hochaktiven Val/Val-Genotyp signifikant negativ (p=0,0098, Anhang: Ta-

belle 46), der niedrigaktive Met/Met-Genotyp war dagegen im Vergleich zum Val/Val-

Genotyp nicht signifikant mit den GCLC-Transkriptspiegeln assoziiert (p=0,2635). Im 

Fettgewebe beeeinflusste der niedrigaktive Met/Met-Genotyp NQO1-Transkriptspiegel 

im Vergleich zum Val/Val-Genotyp boarderline signifikant positiv (p=0,0522). 

Estrogenkatechole können über Redox-Cycling zu oxidativem Stress führen (Kap. 

1.2). Die Entgiftung von Katecholen ist daher ein wichtiger Mechanismus, um z.B. Zel-

lorganellen und Proteine innerhalb der Zelle vor oxidativem Schaden zu schützen. 

Oxycholesterolspiegel 

Die 7β-HO-, 5,6-α-Epoxy- und 5,6-β-Epoxycholesterolspiegelsumme, als Marker für 

durch ROS induzierten oxidativen Stress, beeinflusste im Fettgewebe NQO1-

Transkriptspiegel entgegen der Erwartung boarderline signifikant negativ (p=0,0635) 

und wurde in negativer Richtung in die Modelle mit GCLC- und NFE2L2-

Transkriptspiegeln als abhängige Variable selektiert (p=0,2339 und 0,1479). 

Zellzyklus-Marker 

Oxidativer Stress kann zu einem Zellzyklus-Arrest führen (Kap. 1.3). Die beiden aus 

MKI67- und CCND1-Transkriptspiegeln als Proliferationsmarker und CDKN1A- und 

CDKN1B-Transkriptspiegelnals Indikator für einen Zellzyklusarrest (Kap. 1.3) errech-

neten Hauptkomponenten beeinflussten NFE2L2-Transkripspiegel im Brustdrüsenge-

webe und GCLC-, NQO1-Tranksriptspiegel im Brustfettgewebe signifikant: 

Im Drüsengewebe beeinflusste Zellzyklus-Hauptkomponente 1, welche hauptsächlich 

positiv durch CDKN1B- und CCND1- und in negativer Richtung durch MKI67-

Transkriptspiegel charakterisiert war (Kap. 4.4.1: Abbildung 44), NFE2L2-
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Transkriptspiegel signifikant positiv (p=0,0017). Zellzyklus-Hauptkomponente 2, wel-

che im Drüsengewebe hauptsächlich in positiver Richtung durch CDKN1A- und in ne-

gativer Richtung durch CCND1-Transkriptspiegel charakterisiert war (Kap. 4.4.1: Ab-

bildung 44), beeinflusste NFE2L2-Transkriptspiegel signifikant positiv (p=0,0409). Oxi-

dativer Stress kann zu einem Zellzyklus-Arrest führen (Kap. 1.3). Ein positiver Einfluss 

von CCND1-Transkriptspiegeln in Hauptkomponente 1 auf NFE2L2-Transkriptspiegel 

war somit entgegen der Erwartung. Allerdings charakterisierten CCND1-

Transkriptspiegel ebenso stark die mit NFE2L2-Transkriptspiegeln assoziierte Zellzyk-

lus-Hauptkomponente 2 in negativer Richtung. 

Im Fettgewebe beeinflusste Zellzyklus-Hauptkomponente 1, welche hauptsächtlich in 

positiver Richtung durch CDKN1B-Transkriptspiegel charakterisiert war (Kap. 4.4.1: 

Abbildung 44), NQO1-Transkriptspiegel signifikant negativ (p=0,0073). Zellzyklus-

Hauptkomponente 2, welche im Fettgewebe hauptsächlich in negativer Richtung durch 

CDKN1A- und MKI67- und in positiver Richtung durch CCND1-Transkriptspiegel cha-

rakterisiert war (Kap. 4.4.1: Abbildung 44), beeinflusste GCLC-Transkriptspiegel signi-

fikant positiv (p=0,0004). Somit entsprach im Fettgewebe lediglich der negative Ein-

fluss von MKI67-Transkriptspiegeln auf GCLC-Transkriptspiegel den Erwartungen. 

Transkriptionsfaktoren 

NFE2L2 kann die Transkription von GCLC und NQO1 induzieren (Kap. 1.3). NFE2L2-

Transktriptspiegel beeinflussten entsprechend der Erwartung im Fettgewebe GCLC- 

und NQO1-Transkriptspiegel signifikant positiv (p=0,0114 und 0,0156). In den Model-

len im Drüsengewebe mit GCLC- und NQO1-Transkriptspiegeln als abhängige Vari-

able wurden NFE2L2-Transkriptspiegel nicht selektiert. 

AHR und ARNT binden laut Prädiktionsmodell in der Promotorregion von NQO1 und 

könnten so potentiell die NQO1-Transktiption initieren (Kap. 1.3). AHR-

Transkriptspiegel beeinflussten NQO1-Transkriptspiegel im Fettgewebe boarderline 

signifikant positiv (p=0,0984) und ARNT-Transkriptspiegel beeinflussten NQO1-

Transkriptspiegel im Fettgewebe boarderline signifikant negativ (p=0,0679). Die Rich-

tung des Einflusses von ARNT-Transkriptspiegeln widersprach somit der Erwartung. 

AHR- und ARNT-Transkriptspiegel wurden im Modell mit NQO1-Transkriptspiegeln als 

abghängige Variable im Drüsengewebe nicht in das Modell selektiert.  
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Im Drüsengewebe besteht wahrscheinlich jeweils zwischen COMT- und CYP1B1-, und 

zwischen GSTT1- und NFE2L2-Transkriptspiegeln eine Kollinearität (Spearman-Kor-

relation, p=0,0007 und 0,0001). Bei einer Kollinearität kann es vorkommen, dass nur 

eine der beiden entsprechenden exVars bei der schrittweisen Vorwärtselektion in das 

Modell selektiert wird, da beide die abhängige Variable annähernd equivalent erklären. 

Daher wurde das Modell mit GCLC-Transkriptspiegeln als abhängige Variable erneut 

ohne COMT- und GSTT1-Transktriptspiegel als exVar und das Modell mit NQO1-

Transkriptspiegeln als abhängige Variable erneut ohne CYP1B1- und GSTT1-

Transkriptspiegel als exVar gerechnet (Abbildung 47, Anhang: Tabelle 46 und Tabelle 

47). 

Im Modell mit GCLC-Transkriptspiegeln als abhängige Variable beeinflussten 

CYP1B1-Transkriptspiegel GCLC-Transkriptspiegel signifikant positiv (p=0,0012), 

NFE2L2-Transkriptspiegel dagegen wurden nicht selektiert und es bestand somit 

wahrscheinlich keine Kollinearität zwischen NFE2L2- und GSTT1-Transkriptspiegeln. 

Im Modell mit NQO1-Transkriptspiegeln als abhängige Variable wurden weder COMT-, 

noch NFE2L2-Transkriptspiegel selektiert. 

Im Modell mit NFE2L2-Transkriptspiegeln als abhängige Variable war im Drüsenge-

webe Zellzyklus-Hauptkomponente 2 wahrscheinlich kollinear mit dem Alter (Spe-

arman-Korrelation, p=0,0002). In ein erneut gerechnetes Modell mit NFE2L2-

Transkriptspiegeln als abhängige Variable ohne Berücksichtigung der Zellzyklus-

Hauptkomponente 2 als exVar wurde das Alter nicht in das Modell selektiert. 

Das O/ExVar-Verhältnis lag bei beiden Modell-Varianten mit NQO1-Transkriptspiegeln 

als abhängige Variable im Drüsengewebe mit 8,0 und 13,3 im angestrebten Bereich 

>5 (Kap. 4.2.5). Bei allen anderen Modellen lag das O/ExVar-Verhältnis mit 2,1-5,0 

dagegen nicht im angestrebten Bereich >5 (Kap. 4.2.5). 

Insgesamt spielen sehr wahrscheinlich Lebensstil-Faktoren wie der BMI, Alkoholkon-

sum und Rauchen ebenso wie der menopausale Status, die Gewebedifferenzierung 

und Prozesse, die zur Katecholbildung und -entgiftung führen, eine Rolle im weiblichen 

Brustgewebe in Zusammenhang mit oxidativem Stress. Berücksichtigt werden muss 

dabei, dass die Modelle mit einem R² zwischen 0,36 und 0,80 nur 36-80% der Varianz 

der jeweiligen abhängigen Variable erklärten und vermutlich weitere Parameter zur 

vollständigen Erklärung benötigt werden. 
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5. Zusammenfassung 

Spontanmutationen spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Brustkrebs. 

Daher war das Ziel dieser Arbeit, Einflussfaktoren auf Mutationen in weiblichem Brust-

gewebe zu identifizieren. 

Dafür wurden zunächst von 50 gesunden Frauen, die sich aus kosmetischen Gründen 

einer Mammareduktion unterzogen hatten, Brustgewebsproben akquiriert. Ein Teil der 

Spenderinnen nahm im Vorfeld der Operation an einer Isoflavon-Intervention teil. Das 

Gewebe wurde optisch in Fett- und Drüsengewebe separiert. Als potentielle Variablen, 

die die Mutationsfrequenz beeinflussen könnten, wurden am Lehrstuhl der lobule type, 

Estrogen- und Estrogenmetabolitspiegel und Transkriptspiegel von Genen, die für am 

Estrogen-Metabolismus beteiligte Enzyme, Transkriptonsfaktoren und Rezeptoren ko-

dieren, im Gewebe der Probandinnen bestimmt. Des Weiteren wurden am Lehrstuhl 

Oxycholesterolspiegel im Fettgewebe und am Max-Rubner-Institut in Karlsruhe Isof-

lavonspiegel im Drüsengewebe der Probandinnen bestimmt. 

Zunächst wurde der Umfang an genotoxischem Stress auf mitochondrialer Ebene er-

mittelt. Dafür wurde der Random Mutation Capture Assay als genotypselektive Me-

thode, die sensitiv genug zur Bestimmung der mitochondrialen Spontanmutationsfre-

quenz ist, ausgewählt. Die erforderlichen Primer wurden für das Cytochrom-B-Gen de-

signt. Nach Optimierung der Reaktion zur Kopienzahlbestimmung wurde ein linearer 

und varianzenhomogener Kalibrierbereich festgelegt. Die Standard-Wiederfindungs-

rate lag, je nach Bereich der Kalibrierung, bei 99 bis 102% mit einer Schwankung von 

2 bis 10%. Bei Realproben lag das 10.-90. Perzentil der Standardaddition-Wiederfin-

dungsrate zwischen 62 und 117%. Das 90. Perzentil der Standardabweichung der 

Wiederfindungsrate lag bei 33% und das der Standardabweichung der Kopienzahl der 

Proben bei 12%. Um eine möglichst hohe Sensitivität der Mutantenzahlbestimmungs-

PCR zu erreichen, wurde die Reaktion ebenfalls optimiert. Bei Mutationsstandard-Wie-

derfindungsexperimenten wurden in 91 bis 95 Reaktionen im Mittel 11,0±1,7 PCR-

Produkte detektiert, wobei kein statistisch signifikanter Unterschied zu den 13,6 erwar-

teten PCR-Produkten bestand. Die Spontanmutationsfrequenz in mitochondrialer DNA 

eines vor der DNA-Isolation aufgeteilten Brustdrüsengewebsaliqouts lag bei 1, 2 und 

6*10-5 bp-1. Zwischen den Spontanmutationsfrequenzen im Fett- und im Drüsenge-

webe bestand sowohl individuell bei allen getesten Proben, als auch interindividuell, 
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statistisch kein signifikanter Unterschied. Ebenso unterschieden sich die mittels San-

ger-Sequenzierung der Amplifikationsprodukte der Mutantenzahlbestimmungs-PCR 

ermittelten Mutationsspektren im Fett- und Drüsengewebe statistisch nicht signifikant. 

Da mehr Fettgewebsproben als Drüsengewebsproben zur Verfügung standen, wurde 

die Spontanmutationsfrequenz anschließend in allen geeigneten Fettgewebsproben 

bestimmt. 

Aufgrund der großen Anzahl an potentiellen Einflussfaktoren auf die mitochondriale 

Spontanmutationsfrequenz, wurden diese im Brustfettgewebe mittels multipler linearer 

Regressionsanalyse ermittelt. Die mitochondriale Spontanmutationsfrequenz in huma-

nem Brustfettgewebe wurde dabei signifikant positiv durch das Alter beeinflusst. Dies 

wurde in der Literatur bereits für humane Gehirne und Gehirne von Ratten beschrie-

ben, jedoch nicht für Brustgewebe. Variablen, die in Zusammenhang mit der mito-

chondrialen Proliferation stehen, beeinflussten die mitochondriale Spontanmutations-

frequenz dagegen nicht. Zudem wurde die mitochondriale Spontanmutationsfrequenz 

von Oxycholesterolspiegeln, als Marker für durch reaktive Sauerstoff-Spezies induzier-

tem oxidativen Stress, und Transkriptspiegeln und Genotypen von Genen, die für En-

zyme, die im Zusammenhang mit oxidativem Stress stehen, kodieren, beeinflusst. Ein 

Einfluss von oxidativem Stress auf die Spontanmutationsfrequenz in humanem Brust-

gewebe wurde in der Literatur noch nicht beschrieben. Im Gegensatz dazu beeinfluss-

ten Variablen, die mit der Bildung von reaktiven Estrogenchinonen in Verbindung ste-

hen, die mitochondriale Spontanmutationsfrequenz nicht signifikant. Auch Rauchen 

beeinflusste die mitochondriale Spontanmutationsfrequenz nicht. In der Literatur 

wurde beschrieben, dass sich auch das mitochondriale Mutationsspektrum in Lungen 

von Raucher- und Nichtraucherzwillingen nicht unterschied. Ebenso beeinflussten der 

Fettgehalt des Gewebes und der BMI, welche in Verbindung mit proinflammatorischen 

Mediatioren gebracht werden, die Spontanmutationsfrequenz nicht signifikant. Berück-

sichtigt werden muss allerdings, dass mit einem Variationskoeffizienten von 0,60 nur 

60% der Varianz der Spontanmutationsfrequenz erklärten werden konnte und somit 

weitere Einflussfaktoren eine Rolle spielen könnten. 

In Bezug auf nukleäre DNA erwies sich der Random Mutation Capture Assay in einer 

vorangegangenen Arbeit als zu zeitaufwendig und unwirtschaftlich. Mutationen kön-

nen aufgrund von DNA-Adduktbildung entstehen. Bei der Entstehung von reaktiven 

Verbindungen, die in der weiblichen Brustdrüse in der Lage sind, DNA-Addukte zu 
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bilden, wird derzeit von einer Rolle des Estrogenmetabolismus ausgegangen. Am 

Lehrstuhl wurden bereits DNA-Adduktflüsse in weiblichem Brustdrüsengewebe mittels 

bioinformatischer constraint-based Netzwerkmodellierung errechnet. Da die für das 

Netzwerk-Modell als Surrogat für die Enzymaktivität verwendeten Transkriptspiegel 

eine Vereinfachung der Enzymaktivität darstellen, wurden zunächst Polymorphismen, 

die Einfluss auf die Bildung und Entgiftung reaktiver Estrogen-Metabolite nehmen kön-

nen, identifiziert. Mittels allelischer Diskriminierung wurden für die Genotypisierung der 

Proben geeignete Positivkontrollen ausgewählt und mittels Restriktionsfragmentlän-

gen-Polymorphismus-PCR verifiziert. Die Allelfrequenzen der genotypisierten Brust-

gewebsproben lagen innerhalb des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts und auch inner-

halb bereits publizierter Frequenzen gesunder deutscher bzw. hellhäutiger Frauen. 

Ebenso entsprach der Einfluss der Polymorphismen auf den jeweils assoziierten 

mRNA-Spiegel den Ergebnissen anderer Studien. Für den Polymorphismus innerhalb 

des Gens der Hydroxysteroid-Dehydrogenase 17β2 waren bisher keine Ergebnisse 

publiziert. In Brustgewebe nahm dieser Polymorphismus keinen signifikanten Einfluss 

auf den assoziierten mRNA-Spiegel. 

Zur Identifizierung von Einflussfaktoren auf Estrogen-Gewebespiegel im Brustdrüsen- 

und im Brustfettgewebe wurden am Lehrstuhl bereits multiple lineare Regressionsmo-

delle mit Estrogen-Gewebespiegeln und daraus errechneten Verhältnissen als abhän-

gige Variablen gerechnet. Bei erneut gerechneten Modellen unter zusätzlicher Berück-

sichtung von Polymorphismen, in Genen, die für am Estrogenmetabolismus beteiligte 

Enzyme kodieren, wurden bei vier von neun Modellen Genotypen in die Modelle se-

lektiert. Anschließend wurde in Kooperation mit dem Lehrstuhl für Bioinformatik der 

Universität Würzburg ein zusätzliches Netzwerkmodell erstellt, das die Transkriptspie-

gel um die relative Aktivität des entsprechenden Genotyps korrigierte. Die Validie-

rungsergebnisse deuteten darauf hin, dass beide Addukt-Modelle (mit und ohne Poly-

morphismus-Berücksichtigung) äquivalent die reale Situation der jeweils evaluierten 

Estrogenmetabolitspiegel im Gewebe widerspiegelten. 

Daraufhin wurden mittels multipler linearer Regression Einflussfaktoren auf die mit und 

ohne Genotypen errechneten DNA-Adduktflüsse ermittelt. Die Adduktflüsse wurden 

dabei vom BMI signifikant positiv beeinflusst. In der Literatur wurde beschrieben, dass 

Übergewicht, wahrscheinlich aufgrund erhöhter Plasma-Estrogenspiegel, mit dem 

Brustkrebsrisiko assoziiert ist. Dies könnte sich ebenso auf die DNA-Adduktbildung im 
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Brustgewebe auswirken. Des Weiteren wurden die Adduktflüsse, welche unter Berück-

sichtigung von polymorphismusabhängiger enzymatischer Umsetzung errechnet wor-

den waren, positiv von einer Isoflavon-Intervention und Isoflavon-Gewebespiegeln be-

einflusst. Ein Einfluss von Isoflavonen auf estrogenassoziierte DNA-Adduktbildung 

wurde in der Literatur bisher noch nicht beschrieben. Des Weiteren beeinflusste lobule 

type 1 nach altersbedingter Regression im Vergleich zu lobule type 2/3 die DNA-

Adduktflüsse signifikant negativ. Der postmenopausale Status beeinflusste im Ver-

gleich zum prämenopausalen Status nur die Estron-DNA-Adduktflüsse ohne Berück-

sichtigung der polymorphismusabhängigen enzymatischen Umsetzung signifikant ne-

gativ. Lobule type 1 nach altersbedingter Regression ist meist bei postmenopausalen 

Frauen vorzufinden. Daher sind lobule type 1 nach altersbedingter Regression und der 

postmenopausale Status zumindest annähernd vergleichbar. Das Ende der Estrogen-

Produktion in den Ovarien in der Menopause verringert Estrogen-Plasmaspiegel, was 

sich ebenso auf das Brustgewebe auswirken und zu einer verringerten Estrogen-DNA-

Adduktbildung im Brustgewebe führen könnte. Das Alter dagegen beeinflusste keine 

der abhängigen Variablen signifikant. Obwohl bei Rauchern in vielen humanen Gewe-

ben bereits eine erhöhte Cytochrom P450-abhängige Monoxygenase 1A1- und 1B1-

Expression nachgewiesen wurde, die potentiell zu mehr reaktiven Estrogenchinonen 

und damit auch DNA-Adduktbildung führen könnte, beeinflusste Rauchen bei keiner 

der Modellvarianten die jeweils abhängige Variable signifikant. Des Weiteren beein-

flussten weder Ethinylestradiol, noch 17β-estradiol-freisetzende Medikamente bei ei-

ner der Modellvarianten die jeweils abhängige Variable signifikant. 

Die Ergebnisse der multiplen linearen Regressionsanalyse der beiden Adduktfluss-

Varianten (mit und ohne Berücksichtigung von polymorphismusabhängiger enzymati-

scher Umsetzung) waren nicht identisch, widersprachen sich allerdings auch nicht. 

Berücksichtigt werden muss dabei, dass die Modelle mit einem Variationskoeffizienten 

zwischen 0,09 und 0,33 nur 9-33% der Varianz der jeweiligen abhängigen Variable 

erklärten und vermutlich weitere Parameter zur vollständigen Erklärung benötigt wer-

den. 

Oxidativer Stress kann ebenfalls zu DNA-Addukten führen, wird allerdings nicht durch 

das verwendete metabolische Netzwerk abgebildet. Daher wurden mittels multipler li-

nearer Regression Einflussfaktoren auf Brustgewebs-Transkriptspiegel von der 
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NADPH-Chinon Oxidoreduktase 1, der γ-Glutamyl-Cystein Ligase und des Transkrip-

tionsfaktors nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2, Transkripten, deren Expression 

bei oxidativem Stress induziert wird, ermittelt. Die jeweils signifikant mit den abhängi-

gen Variablen assoziierten erklärenden Variablen unterschieden sich dabei zum einen 

bezogen auf jeweils abhängigen Variable, zum anderen bezogen auf das Gewebe. Die 

Marker-Transkriptspiegel wurden vom BMI, Alkoholkonsum, Rauchen und vom meno-

pausalen Status signifikant beeinflusst. Für diese Variablen wurde in der Literatur be-

reits ein Einfluss auf Marker für oxidativen Stress in humanem Blut oder Plasma und 

anderen Geweben, jedoch nicht in Brustgewebe beschrieben. Zellzyklus-Marker und 

Marker der Gewebedifferenzierung beeinflussten die abhängigen Variablen ebenso 

signifikant. Des Weiteren beeinflussten Transkriptspiegel und Genotypen von Genen, 

die für Enzyme kodieren, die zur Katecholbildung und -entgiftung führen konnen, die 

abhängigen Variablen signifikant. Estrogenspiegel selbst beeinflussten dagegen keine 

der abhängigen Variablen signifikant. Des Weiteren beeinflussten Oxycholesterolspie-

gel, als Marker für durch reaktive Sauerstoffspezies induzierten, oxidativen Stress, ent-

gegen der Erwartung keine der abhängigen Variablen signifikant. Obwohl in der Lite-

ratur bereits ein Einfluss des Alters auf Marker für oxidativen Stress im humanen Fron-

tal-Cortex, Endothelzellen der Oberarmarterie und in der humanen Leber beschrieben 

wurde, beeinflusste es keinen der Transkriptspiegel im Brustgewebe signifikant. 

Zusammengefasst wurde zum ersten Mal die mitochondriale Spontanmutationsfre-

quenz in gesundem humanem Brustgewebe bestimmt und in Kombination mit bioin-

formatischer Netzwerkmodellierung und multipler linearer Regressionsanalyse ein um-

fassendes Bild der verschiedenen Einflussfaktoren auf mitochondrialen und estrogen-

induzierten genotoxischen Stress in der gesunden weiblichen Brust dargestellt. 
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6. Summary 

Spontaneous mutations play a major role in the development of breast cancer. There-

fore, aim of the present work was to determine factors influencing mutations in female 

breast tissue. 

For this purpose, breast tissue specimen of 50 healthy women who underwent mam-

mary reduction surgery for cosmetical reasons were initially collected. A share of the 

women underwent isoflavone-intervention seven days prior to surgery. The tissue was 

separated optically into adipose and glandular tissue. As potential variables possibly 

affecting the mutation frequency, lobule type and estrogen- and estrogen-metabolite 

tissue levels were determined in mammary and adipose tissue at the chair. Also, tran-

script tissue levels of genes coding for enzymes involved in estrogen metabolism, tran-

script levels of transcription factors and of receptors were determined in mammary and 

adipose tissue at the chair. Furthermore, oxycholesterole levels were determined in 

adipose tissue and isovlavone levels were determined in glandular tissue at Max Rub-

ner Institute in Karlsruhe. 

At first, the extent of mitochondrial genotoxic stress was assessed via Random Muta-

tion Capture Assay, a genotype selective method suitable to determine rare mutations. 

After DNA isolation, the Random Mutation Capture Assay mainly consists of two PCR-

steps: copy number and mutant number determination. Requisite primers were de-

signed for the cytochrome B gene. Following an optimized PCR regarding the maxi-

mum efficiency for the copy number determination, a linear calibration range of ho-

mogenous variances was established. Standard recovery rate was 99-102% with a 

variation of 2-10%, depending on the calibration section. The 10th-90th percentile of 

standard addition recovery in real specimen was between 62% and 117%. The 90th 

percentile of the recovery rate’s standard deviation was 33% and the 90th percentile 

of the specimen copy number standard deviation was 12%. The PCR for the mutant 

number determination was also optimized and in subsequent mutant standard recov-

ery experiments 11,0±1,7 PCR products were detected in 91-95 reactions with no sta-

tistical difference to 13,6 expected products. Spontaneous mutation frequencies of a 

prior to DNA isolation apportioned glandular tissue aliquot were 1, 2 and 6*10-5 bp-1. 

There was no statistically significant difference between spontaneous mutation fre-

quencies in glandular and adipose tissue; neither individually in every tested specimen, 
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nor interindividually. Moreover, there was no statistically significant difference in muta-

tional spectra in glandular and adipose tissue of mutants obtained by sanger-sequen-

cing of mutant number determination PCR products. Since there were more adipose 

tissue samples than glandular tissue samples available, spontaneous mutation fre-

quencies were determined in all suitable adipose tissue samples. 

Due to the great number of variables potentially influencing mitochondrial spontaneous 

mutation frequency, multiple linear regression analysis was applied. Mitochondrial 

spontaneous mutation frequency in human breast adipose tissue was significantly pos-

itively influenced by age. Similar oberservations concerning mitochondrial spontane-

ous mutations in human and rat brains have been reported in other studies, nonethe-

less, the present study is the first of its kind conducted in human breast tissue samples. 

On the other hand, variables associated with mitochondrial proliferation had no influ-

ence on mitochondrial spontaneous mutation frequency. Mitochondrial spontaneous 

mutation frequency was influenced by oxycholesterole levels, markers for oxidative 

stress, and transcript levels and genotypes of genes associated with oxidative stress. 

Such an influence of oxidative stress on mitochondrial spontaneous mutation fre-

quency in human breast tissue has not been described in literature so far. In contrast 

to that, variables associated with formation of reactive estrogen quinones, for example 

transcript levels of cytochrome P450-dependenent monooxygenases, did not influence 

mitochondrial mutation frequency significantly. Also, smoking had no significant influ-

ence on mitochondrial mutation frequency. Another study has already reported no dif-

ference of mutational spectra in lungs of smoker and non-smoker twins. Furthermore, 

fat content of the tissue and BMI both associated with proinflammatory mediators did 

not significantly influence spontaneous mutation frequency. However, it must be con-

sidered that a variation coefficient of 0.60 only explained 60% of the variance of the 

spontaneous mutation frequency; thus suggesting other influencing factors might play 

a role. 

Concerning nuclear DNA, in a previous work Random Mutation Capture Assay was 

found to be time consuming and uneconomic. Mutations can arise from DNA adduct 

formation. Estrogen metabolism is currently considered to play a role in the formation 

of reactive compounds able to form DNA adducts in the female mammary gland. At 

the chair, estrogen-related DNA adduct fluxes in female mammary gland had already 

been determined by computerized bioinformatical contraint-based network modeling. 
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Because in the network model transcript levels were used as surrogates for enzyme 

activity, representing a simplification, polymorphisms possibly influencing the formation 

and/or detoxification of reactive estrogen metabolites by altering enzymatic conversion 

rates were identified. By means of allelic discrimination suitable positive controls for 

the genotyping of the specimen were chosen and verified via restriction fragment 

length polymorphism PCR. Allel frequencies of genotyped specimen were within 

Hardy-Weinberg equilibrium and also in accordance with previously published frequen-

cies of healthy german or caucasian women respectively. Moreover, influence of poly-

morphisms on their associated mRNA levels met the results of relevant studies in the 

past. No results for the polymorphism within the gene coding for hydroxysteroid dehy-

drogenase 17β2 have been published up to today. This polymorphism was found to 

have no significant influence on its associated mRNA levels in breast tissue. To identify 

factors influencing estrogen tissue levels in breast adipose and glandular tissue, mul-

tiple linear regression models had been calculated previously at the chair. In four out 

of nine re-calculated models in consideration of polymorphisms in genes coding for 

enzymes involved in estrogen metabolism, specific genotypes were selected into the 

respective models.  

An additional network model in consideration of transcript levels adjusted to the relative 

genotype activity was compiled in cooperation with the chair of bioinformatics of the 

University of Würzburg. Validation results indicated that both adduct models (with and 

without consideration for polymorphisms) were reflecting the actual situation of the par-

ticular evaluated estrogen metabolite levels equivalently. 

Thereupon, factors influencing calculated DNA adduct fluxes with and without consid-

eration for polymorphisms were identified by means of multiple linear regression model 

analysis. Adduct fluxes were significantly positively influenced by BMI. In literature it 

has already been described that obesity is associated with breast cancer risk, possibly 

due to increased estrogen levels in plasma. Furthermore, adduct fluxes calculated in 

consideration of polymorphism-dependent enzymatic conversion were significantly in-

fluenced positively by isoflavone intervention and isoflavone levels in tissue. An influ-

ence of isoflavones on DNA adduct formation associated with estrogens in this manner 

has never been described in literature. Lobule type 1 after age-related regression in 

comparison to lobule type 2/3, influenced DNA adduct fluxes significantly negatively. 

In contrast, postmenopausal status in comparision to premenopausal status influenced 
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only estrone DNA adduct fluxes, calculated in consideration of polymorphism-depend-

ent enzymatic conversion, significantly negatively. Lobule type 1 after age-related re-

gression is predominantly found in postmenopausal women. Hence, lobule type 1 after 

age-related regression and postmenopause are roughly comparable. Cessation of 

ovarial estrogen production decreases estrogen levels in plasma, which might also 

affect breast tissue, thus leading to decreased estrogen DNA adduct formation in me-

nopause. Neither dependent adduct flux variables were significantly influenced by age. 

Though increased expression of cytochrome P450-dependent monoxygenases 1A1 

and 1B1, was already observed in a variety of human tissues due to smoking, which 

in turn might lead to an increased estrogen quinone and subsequent estrogen DNA 

adduct formation, smoking affected neither dependent variable. In addition, neither 

ethinylestradiol, nor 17β-estradiol-releasing drugs significantly influenced the respec-

tive dependent variable in any of the models. 

The results of the multiple linear regression analysis of two adduct flux variants (with 

and without consideration for polymorphism dependent enzymatic conversion) were 

not identical, but also not contradictory. However, it must be considered that a variation 

coefficients of 0.09-0.33 only explained 9-33% of the variances of the DNA adduct 

fluxes; thus suggesting that other influencing factors might play a role. 

Oxidative stress is also capable of inducing DNA adduct formation, which is not repre-

sented in the metabolic network model. Therefore multiple linear regression models 

were used to identify factors influencing transcript levels of NADPH quinone oxidore-

ductase 1, γ-glutamyl cysteine ligase and nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2, 

the expression of which is induced by oxidative stress. The respective explanatory 

variables significantly associated with the dependent variables (marker transcript le-

vels for oxidative stress), differed concerning the respective dependent variable and 

concerning the tissue type. Marker transcript levels were significantly influenced by 

BMI, alcohol consumption, smoking and menopausal status. An influence on markers 

for oxidative stress has already been observed in human blood, plasma and other tis-

sues for these variables, but not in human breast tissue so far. Also cell cycle markers 

and markers for tissue differentiation influenced the dependent variables significantly. 

Furthermore, transcript levels and genotypes of genes coding for enzymes involved in 

catechol-formation and -detoxification had a significant influence on the dependent 

variables. In contrast to that, estrogen levels themselves had no significant influence 
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on the dependent variables. Different than expected, oxycholesterole levels, also had 

no significant influence on neither dependent variable. Although other studies have 

reported an influence of age on markers for oxidative stress in human frontal cortex, 

endothelial cells of brachial artery and in human liver, in the present study age was not 

found to influence any dependent variable. 

In conclusion, in the present work determining mitochondrial spontaneous mutation 

frequencies in healthy human breast tissue was achieved for the first time and, in com-

bination with bioinformatic network modeling and multiple linear regression model ana-

lysis, a broad impression of different factors influencing mitochondrial and estrogen-

induced genotoxic stress in the healthy human breast was portrayed.
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Abbildung 48: Fluorimetrische Quantifizierung des Standards (Kopienzahlprodukt) für die Kopienzahl-
bestimmung mittels externer Kalbsthymus DNA-Kalibrierung nach Kap. 3.2.5.1. Gezeigt 
sind drei unabhängigen Bestimmungen. Auftragung der doppelsträngigen (ds)DNA-
Konzentration gegen die Fluoreszenzintensität. Gezeigt sind jeweils die Werte aus drei 
abhängigen Bestimmungen±Standardabweichung. Links: Geradengleichung: 
y=7532x+916. R²: 0,999. Mitte: y=8260x+1155. R²: 0,997. Rechts: y=7469x+1208. R²: 
0,996. Links: Unverdünnte Probenlösung, Mitte und rechts Verdünnungsfaktor 1:1,5. 
Blindwert: dest. Wasser. 
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Abbildung 49: Amplifikationskurven PCR zur Optimierung der Kopienzahlbestimmung (Kap. 3.2.4.3). 
Auftragung der Zyklen gegen die normalisierte Fluoreszenzintensität (∆ Rn, SDS 2.4). 
Gezeigt sind jeweils drei abhängige Bestimmungen aus drei unabhängigen Bestimmun-
gen. NTC: Blindwert (nf Wasser). 
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Abbildung 50: Realtime-PCR nach Kap. 3.2.4.3 zur Bestimmung der Richtigkeit und Präzision der 
RMCA-Kopienzahlbestimmung in einem weit gefasstem Kalibrierbereich (4,7*106-
4,7*102 Kopien). Gezeigt sind jeweils Mittelwert±Standardabweichung aus jeweils drei 
abhängigen Bestimmungen. Links oben: Bestimmung 1 (y=-3,65x+39,80, R²=0,999), 
rechts oben: Bestimmung 2 (y=-3,57x+39,84, R²=0,999), links unten: Bestimmung 3 (y=-
3,75x+40,52, R²=0,998), rechts unten: Bestimmung 4 (y=-3,54x + 39,40, R²=0,999). 
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Abbildung 51: Realtime-PCR nach Kap. 3.2.4.3 zur Bestimmung der Richtigkeit und Präzision der 
RMCA-Kopienzahlbestimmung in einem eng gefasstem Kalibrierbereich (4,7*106-
1,8*104 Kopien). Gezeigt sind jeweils Mittelwert±Standardabweichung aus jeweils drei 
abhängigen Bestimmungen. Links oben: Bestimmung 1 (y=-3,36x+38,36, R²=0,999), 
rechts oben: Bestimmung 2 (y=-3,37x+38,35, R²=0,999), links unten: Bestimmung 3 (y=-
3,61x+39,05, R²=0,999). 
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Tabelle 29: Mittels LinReg PCR ermittelte Effizienzen der PCR zur Optimierung der Kopienzahlbestim-
mung. Ein Großteil der Werte wurde manuell basislinienkorrigiert. 

Versuch 
Effizienz 
Versuch 1 

Effizienz 
Versuch 2 

Effizienz 
Versuch 3 

Effizienz 
Versuch 4 

Mittelwert 
(±Std.-Abw.) 

3-step- 
Temperaturprogramm 

1,88 1,93 1,79 1,84 
1,86 
(±3,1%) 

2-step- 
Temperaturprogramm 

1,91 1,84 2,03  
1,93 
(±5,0%) 

Annealing- 
Temperatur 56°C 

2,07 2,29 2,18  
2,18 
(±5,1%) 

Annealing- 
Temperatur 58°C 

2,17 2,16 2,24  
2,19 
(±2,0%) 

Annealing- 
Temperatur 60°C 

2,06 2,08 1,92  
2,02 
(±4,4%) 

Annealing- 
Temperatur 62°C 

1,95 1,98 1,95  
1,96 
(±0,8%) 

 

 

Abbildung 52: Vergleich des erwarteten Mutationsprimer-Produktes (oberste Zeile) mit den Ergebnissen 
aus der Sequenzierung mit dem forward-Primer (mittlere Zeile) und dem reverse-Primer 
(untere Zeile) nach Sanger-Sequenzierung (Kap. 3.2.8). 
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Abbildung 53: Aufnahmen der mit Tacrin, 2,4-Dinitrophenol (DNP) und Ethdium-Bromid (EtBr) nach 
Kap. 3.2.9.3 inkubierten Zellen zur Generierung von Rho0-Zellen aus MCF-7-Zellen. Ge-
zeigt ist jeweils eine Beispielaufnahme von Zellen, die mit der jeweiligen Substanz in der 
jeweiligen Konzentration inkubiert wurden. Obere Reihe jeweils: 10er Hellfeld Objektiv. 
Untere Reihe jeweils: 40er Phase 2 Objektiv (Kap. 3.2.9.5). Kontrolle: 0,1% DMSO. Kon-
trolle, Tacrin 10 µg/ml, DNP 18 mg/ml und EtBr 10 ng/ml: Aufnahme nach 152 Tagen 
Inkubation. Tacrin 1 µg/ml und DNP 1,8 mg/ml: Aufnahme nach 113 Tagen Inkubation. 
EtBr 25 und 50 ng/ml: Aufnahme nach 40 Tagen Inkubation. 

 

Abbildung 54: Aufnahme der gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte der PCR zur Veri-
fizierung des Rho0-Statusses (Kap. 3.2.9.10) von nach Kap. 3.2.3 isolierter DNA der mit 
Ethidium-Bromid inkubierten selektions-positiven Zellklone (Kap. 3.2.9.3 und 3.2.9.9). 
PK: Positivkontrolle, Templat: MCF-7 Gesamt-DNA aus der Kontrollgruppe; NTC: Blind-
wert (nf Wasser); 0,4% Agarosegel, Laufzeit: 2 h bei 7 V/cm; Leiter: DNA molecular 
weight marker XV. Gezeigt ist jeweils eine Einfachbestimmung der Klone 6-53. Erwartete 
PCR-Produktlänge: 16,2 kbp. 
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Abbildung 55: Aufnahme der gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte der PCR zur Veri-
fizierung des Rho0-Status (Kap. 3.2.9.10) von nach Kap. 3.2.3 isolierter DNA der mit 
Ethidium-Bromid inkubierten selektions-positiven Zellklone (Kap. 3.2.9.3 und 3.2.9.9). 
PK: Positivkontrolle, Templat: MCF-7 Gesamt-DNA aus der Kontrollgruppe; NTC: Blind-
wert (nf Wasser); 0,4% Agarosegel, Laufzeit: 2 h bei 7 V/cm; Leiter: DNA molecular 
weight marker XV. Gezeigt ist jeweils eine Einfachbestimmung der Klone 54-71 und der 
Wiederholungs Rho0-Status-Verifizierungs-PCR von DNA aus Klonen, ohne detektierba-
res PCR-Produkt (Klon 14, 16, 24, 28, 29, 62, 63 und 65). Erwartete PCR-Produktlänge: 
16,2 kbp. 
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Abbildung 56: Amplifikationskurven PCR zur Verifizierung des Rho0-Status von nach Gesamt-DNA aus 
nach Kap. 3.2.9.9 selektions-positiven Zellklonen. Auftragung der Zyklen gegen die nor-
malisierte Fluoreszenzintensität (∆ Rn, SDS 2.4). Gezeigt sind jeweils zwei abhängige 
Bestimmungen aus einer PCR. NTC: Blindwert (nf Wasser). 
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Abbildung 57: Realtime-PCR nach Kap. 3.2.4.3 zur Quantifizierung der nDNA Verunreinigung von 
RMCA-Proben. Gezeigt sind jeweils Mittelwert±Standardabweichung aus jeweils drei 
abhängigen Bestimmungen. Links oben: y=-3,17x+41,01, R²=0,998, rechts oben: y=-
3,48x+43,57, R²=0,999, links unten: y=-3,44x+42,73, R²=0,999, rechts unten: y=-
3,63x+44,17, R²=0,999. 

 

Tabelle 30: Ermittelte Kopienzahlen der PCR zu Quantifizierung von nDNA Verunreinigungen nach Kap. 
3.2.4.3. Gezeigt sind jeweils Mittelwert Kopienzahl±Standardabweichung aus jeweils drei 
abhängigen Bestimmungen. 

Probe Nr. 
nDNA- 
Kopienzahl 

mtDNA Ko-
pien-zahl 

Kopien 
mtDNA/
Kopien 
nDNA 

nDNA 
Masse 
(ng) 

mtDNA 
Masse 
(ng) 

Masse 
mtDNA/ 
nDNA (%) 

8 b II Fett 561±14,1% 5,2*104±11,4% 93 2,00 0,09 0,05 

8 j Drüse 3871±2,9% 2,3*105±10,6% 59 13,82 0,41 0,03 

11 Fett <178 1,3*104±3,9% 73 0,64 0,02 0,04 

11 li d Drüse 1381±24,7% 6,8*104±5,5% 49 4,93 0,12 0,02 

13 Fett 307±27,3% 6,9*104±1,5% 225 1,10 0,12 0,11 

13 li c Drüse <178 2,8*103±6,0% 16 0,64 0,05 0,01 

38 Fett II 835±25,0% 2,9*104±3,8% 35 2,98 0,05 0,02 

38 Drüse II 1107±11,8% 1,0*104±6,9% 9 3.95 0,02 0,005 
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Rechenweg zum Abschätzen wieviele TaqI-Schnittstellen im Humangenom vorhanden sind: 

Wahrscheinlichkeit, dass T an einer beliebigen Stelle vorkommt = ¼. Wahrscheinlichkeit, 
dass T dann C dann G dann A an einer beliebigen Stelle vorkommt = ¼ * ¼ * ¼ * ¼ = 4-4 

Länge Humangenom: 3,3 Mrd. Basen. Betrachtet werden 4er Basenfolgen, also insgesamt 
3,3 Mrd./4= 825 Mio. 4er Basenfolgen. Wahrscheinlichkeit für das auftreten von TaqI-Schnitt-
stellen = 825 Mio*4-4=3222656. 

0,0 0,2 0,4 0,6
0

2000

4000

6000

F
lu

o
re

sz
en

zi
n

te
ns

itä
t

Konzentration dsDNA (ng/100 µl im well)

Blindwert

Mutantenzahlstandard

Wiederfindung nach Standardzugabe

 
Abbildung 58: Fluorimetrische Quantifizierung des Standards (Mutationsprodukt) mittels externer 

Kalbsthymus-DNA-Kalibrierung nach Kap. 3.2.5.1 für die Optimierung der Mutations-
PCR. Auftragung der doppelsträniger (ds)DNA-Konzentration gegen die Fluoreszenzin-
tensität. Gezeigt sind jeweils die Werte aus drei abhängigen Bestimmungen±Stan-
dardabweichung. Geradengleichung: y=8990x+896. R²: 0,991. Blindwert: dest. Wasser. 

 

 

Abbildung 59: Gelelektrophoretische Auftrennung (Kap. 3.2.6) der PCR-Produkte des TaqI-Nachver-
daus (Kap. 3.2.4.5) der realtime-Mutations-PCR (Kap. 3.2.4.4) zum Nachweis einer Ko-
pie (erwartete Länge jeweils 90 und 149 bp). Erwartet waren jeweils 13,6 Produkte. Aga-
rosegel: 3%ig. Laufzeit: 1 h, 5 V/cm. Templat: 1 Kopie Mutantenprimer-Produkt (Kap. 
4.2.3.4), DNA-Leiter: 50 bp, PK: Positivkontrolle (5,6*106 Kopien Mutantenprimer-Pro-
dukt, Kap. 4.2.3.4), NTC: Blindwert (nf Wasser). Erwartete verdaute PCR-Produktlängen: 
90 und 149 bp. 
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Abbildung 60: Kalibriergerade zur Ermittlung der Kopienzahl der TaqI verdauten mtDNA Frau 1 nach 
Kap. 3.2.4.3. Auftragung der gemittelten ct-Werte des Standards (■, Kopienzahlprimer 
Produkt) und der ct-Werte der Probe und der zugehörigen internen Wiederfindung (Wie-
derfindung von Standardzugabe, ●) gegen die logarithmisch aufgetragene Anzahl der 
Kopien. Gezeigt ist jeweils der Mittelwert aus drei abhängigen Bestimmungen±Stan-
dardabweichung. Geradengleichung: y=-3,5x+39,6. R²: =0,998. 

 

Abbildung 61: Gelelektrophoretische Auftrennung (Kap. 3.2.6) des TaqI-Nachverdaus der PCR-
Produkte der realtime-Mutations-PCR (Kap. 3.2.4.4) zur Mutantenzahl-Bestimmung der 
Probe Nr. 1 (erwartete Länge jeweils 239 bp). Agarosegel: 3%ig. Laufzeit: 1 h, 5 V/cm. 
Weißgrau eingekreist: Mutanten. Ansätze, bei denen kein Mutationsprodukt entstanden 
ist oder falsch positive Mutanten (TaqI-nachverdaute Produkte) sind nicht beschriftet. 
PK: Positivkontrolle (5,6*106 Kopien Mutantenprimer-Produkt, Kap. 4.2.3.4), DNA-
Leiter: 50 bp, NTC: Blindwert (nf Wasser). Erwartete Mutanten-PCR-Produktlänge: 
239 bp. 
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Abbildung 62: Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung (Kap. 3.2.8) von Mutanten der SMF Bestimmung 

von mtDNA von Frau 1. Vergleich des im Elektropherogramm auswertbaren Bereichs der 
Mutationsprodukte der Probe Nr. 1 (jeweils Zeile 2-14) mit der Mutationsproduktsequenz 
des Sense-Stranges (oberste Zeile). Darstellung in 5‘3‘ Richtung. Zahlen zeigen die 
bp-Position innerhalb der Sequenz an. Schwarz markiert: keine Übereinstimmung der 
Sequenzen. Eingerahmt ist die TaqI-Schnittstelle. 

 

Tabelle 31: Einordnung der Brustgewebsproben nach Fettgehalt. Das Gewebe wurde nach der Ent-
nahme in Fett und Drüsengewebe separiert und dabei nach Fettgehalt in Kategorien ein-
geordnet (Kap. 3.2.1 und 3.2.2). Gezeigt ist jeweils die Kategorie des jeweiligen Aliquots 
mit dem niedrigsten Fettgehalt (Drüsengwebe) und dem höchsten Fettgehalt (Fettgewebe) 
in ausreichender Menge für eine DNA-Isolation (6 g, Kap. 3.2.3). Kategorien: A: 0-1%, B: 
2-10%, C: 11-25%, D: 26-50%, E: 51-99%, F: 100% Fett. 

Probennr. Kategorie Drüsengewebe Kategorie Fettgewebe 
0 D D 
1 A F 
2 D F 
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Probennr. Kategorie Drüsengewebe Kategorie Fettgewebe 
3 B F 
4 B F 
5 B F 
6 B F 
7 E F 
8 A F 
10 B F 
11 A F 
12 D F 
13 A F 
14 D F 
15 B F 
16 C F 
17 B F 
18 A F 
19 A F 
20 C F 
21 D F 
22 E E 
24 D F 
25 D F 
26 B F 
27 B F 
28 B F 
29 A F 
30 B F 
31 E F 
32 E F 
33 B F 
34 E F 
35 E E 
36 B F 
37 D E 
38 A F 
39 D E 
40 E F 
41 E F 
42 E F 
43 E F 
44 C F 
45 B F 
46 B F 
47 B F 
48 D F 
49 C F 
50 E E 
51 C F 
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Tabelle 32: Übersicht über alle ermittelten Kopienzahlen (KoZa), interne Wiederfindungsraten nach 
Standardzugabe (IWF) jeweils ± relative Standardabweichung (rel. sd) aus einer dreifach 
abhängigen Bestimmung, des Verhältnisses der Standard-Zugabe- zu Probenzahl-Kopien-
zahl (VSP), der Gesamtanzahl an jeweils detektierten Mutanten und der Spontanmutati-
onsfrequenz (SMF). 

Probennr. 
und Gewebe 

Mittelwert 
KoZa±rel. sd 

Mittelwert 
IWF±rel. sd VSP Mutanten SMF 

1 Fett 101575±8,1% 116,4±2,9% 133 7 2,09*10-5 
2 Fett 75690±8,5% 105,8±4,2% 178 7 7,00*10-5 
3 Fett  27323±2,6% 93,2±5,2% 123 11 1,83*10-5 
4 Fett 29031±3,6% 95,4±4,3% 116 15 1,02*10-5 
5 Fett  6790±1,6% 91,7±5,5% 198 8 6,69*10-5 
6 Fett  19964±4,2% 82,3±27,3% 68 6 3,41*10-5 
7 Fett 150239±1,1% 83,9±14,3% 90 13 1,97*10-5 
8-I Fett 56890±4,4% 99,3±8,1% 237 7 1,40*10-5 
8-II Fett 108892±7% 85,4±23,9% 124 9 3,75*10-5 
8-III Fett 49041±11,4% 63,5±7,4% 275 7 3,24*10-5 
8-I Drüse 152178±2% 67,0±20,7% 89 7 1,04*10-5 
8-II Drüse 215941±10,6% 111,8±7,0% 62 15 1,58*10-5 
8-IIIa Drüse 189817±2,7% 77,3±24,1% 71 22 1,05*10-5 
8-IIIb Drüse 29220±4,3% 78,8±12,7% 115 15 5,83*10-5 
8-IIIc Drüse 222247±2,8% 98,2±4,3% 61 15 1,53*10-5 
10 Fett  23984±4,8% 87,2±7,0% 56 7 3,31*10-5 
11-I Fett 12777±3,9% 97,7±5,2% 105 11 3,91*10-5 
11-II Fett 5564±5,5% 66,8±14,8% 242 7 7,14*10-5 
11-III Fett 8730±0,9% 112,6±16,4% 154 6 7,81*10-4 
11-I Drüse 134865±9,1% 67,4±9,3% 100 12 2,02*10-5 
11-II Drüse 64315±5,5% 83,8±8,4% 210 6 2,12*10-5 
11-III Drüse 355786±1,9% 103,0±15,0% 152 14 1,79*10-5 
12 Fett 57341±6,6% 109,2±18,4% 235 9 3,56*10-5 
13-I Fett 65349±1,5% 79,3±9,8% 206 11 1,27*10-5 
13-II Fett 7691±3,9% 83,2±6% 175 10 1,48*10-5 
13-III Fett 10803±9,3% 84,7±25,6% 125 8 2,10*10-5 
13-I Drüse 113623±6,8% 83,3±7,3% 119 5 2,00*10-5 
13-II Drüse 2665±6,0% 85,1±32,8% 126 13 2,67*10-5 
13-III Drüse 190905±9,3% 92,7±7,3% 71 9 1,07*10-5 
14 Fett 78816±7,3% 85,2±5,6% 171 8 2,31*10-5 
15 Fett 17155±8,8% 64,2±6,2% 196 6 5,30*10-5 
16 Fett  121314±6,7% 112±27,7% 111 10 2,88*10-6 
17 Fett 46586±2,4% 91,8±2,9% 289 10 7,50*10-6 
18 Fett 7790±6,7% 68,5±6,1% 173 12 3,50*10-5 
19 Fett 38853±10,3% 82,9±10,1% 87 6 2,34*10-5 
20 Fett 100493±5,1% 109,4±23,8% 134 8 1,21*10-5 
21 Fett 147975±10% 115,2±12,5% 91 8 2,05*10-5 
24 Fett 129854±11,2% 77,3±14,1% 104 8 2,80*10-5 
25 Fett 20648±8,3% 94,8±13,0% 163 11 4,84*10-5 
26 Fett 62131±1,0% 109,0±10,7% 54 7 1,71*10-5 
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Probennr. 
und Gewebe 

Mittelwert 
KoZa±rel. sd 

Mittelwert 
IWF±rel. sd VSP Mutanten SMF 

27 Fett 22226±5,4% 82,2±1,7% 152 7 2,86*10-5 
28 Fett 60214±3,3% 76,4±1,9% 224 11 4,15*10-5 
29 Fett  17811±6,9% 81,4±13,5% 189 6 3,06*10-5 
30 Fett 14747±4,0% 90,2±18,8% 91 5 9,63*10-6 
31 Fett 50544±6,8% 98,2±21,4% 267 10 1,50*10-5 
32 Fett 53686±2,8% 74,6±11,6% 251 12 1,69*10-5 
33 Fett 69350±6,9% 84,3±3,4% 194 7 1,15*10-5 
34 Fett  23439±2,8% 80,9±3,9% 144 11 3,55*10-5 
36 Fett  59800±0,2% 80,5±8,2% 225 5 1,90*10-5 
38 Fett I 26609±6,3% 89,3±10,2% 203 5 2,13*10-5 
38 Fett II 28012±3,8% 78,3±32,4% 192 10 1,35*10-5 
38 Fett III 52287±1,8% 90,3±8,8% 103 5 8,69*10-6 
38 Drüse I 3125±7,9% 88,0±5,0% 108 7 2,54*10-4 
38 Drüse II 9668±6,9% 87,3±6,7% 139 7 6,33*10-6 
38 Drüse III 4079±3,7% 89,7±16,7% 83 7 2,81*10-6 
40 Fett 305173±0,9% 76,4±22,4% 44 7 2,60*10-5 
41 Fett 67147±3,9% 76,4±28,5% 201 9 1,52*10-5 
42 Fett 47328±1,0% 78,2±29,1% 285 5 2,40*10-5 
43 Fett 172440±6,7% 75±11,7% 78 10 2,63*10-5 
44 Fett 30829±8,9% 93,4±8,8% 109 13 3,83*10-5 
45 Fett 48147±3,7% 90,5±2,2% 280 6 1,42*10-5 
46 Fett  141437±0,8% 71,8±6,7% 95 7 2,25*10-5 
47 Fett  48471±1,3% 79,7±10,3% 70 9 2,81*10-5 
48 Fett 12936±6,3% 78,7±13,4% 104 9 1,58*10-5 
49 Fett 9120±5,2% 75,3±6,6% 148 6 2,30*10-5 
51 Fett 48321±3,3% 99,6±12,3% 279 9 7,05*10-6 

 

 

Tabelle 33: Links: Standard-Abweichung (Std.-Abw.) und Varianzenanteil der einzelnen Oxycholesterol-
spiegel-Hauptkomponenten. Rechts: Scree-Plot der Hauptkomponentenanalyse. 

Hauptkomponente 
Std.-
Abw. 

Anteil 
Varianz 

Kumulativer 
Anteil 

 

1 1,88 0,71 0,71 

2 1,06 0,23 0,93 

3 0,46 0,04 0,98 

4 0,30 0,02 0,99 

5 0,17 0,01 1,00 
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Tabelle 34: Beschreibung der zwei Oxy-Cholesterol-Hauptkomponenten (HK). Je höher der Betrag, 
desto höher der Einfluss (Fett: Werte mit dem höchsten Einfluss bei einer Grenze von 
≥0,44, maximal möglicher Betrag: 1,00). Das Plus oder Minus gibt die Richtung des Ein-
flusses auf die jeweilige Hauptkomponente an. 

 HK1 HK2 

7-Keto-Cholesterin -0,46 +0,35 

7α-HO-Cholesterin -0,50 +0,27 

7β-HO-Cholesterin -0,50 +0,23 

5,6α-Epoxy-Cholesterin -0,44 -0,44 

5,6β-Epoxy-Cholesterin -0,29 -0,75 
 

 

Abbildung 63: Darstellung der Residuen der linearen Regressions-Modelle zur Ermittlung von Einfluss-
faktoren auf die mitochondriale SMF. 
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Bioinformatische Netzwerkmodellierung 
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Abbildung 64: HSD17B1-Genotypisierung aller Brustgewebsproben mittels allelischer Diskrimierung. 
Aufgetragen ist jeweils die auf die heterozygote Positivkontrolle normierte Fluoreszenzin-
tensität (FI) der beiden Allele gegeneinander. NTC: Blindwert (nf Wasser). 

 

 

Abbildung 65: Vergleich der erwarteten Produktsequenz (NCBI-GenBank®, oben) mit dem Sequenzie-
rungsergebnis (nach Kap. 3.2.8) der GSTM1-Gen Gelbande. 
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Abbildung 66: Gelelektrophoretische Auftrennung (Kap. 3.2.6) der PCR-Produkte der PCR zur GSTM1-
Genotypisierung von Humanproben nach Kap. 3.2.10.2. Templat: DNA aus Humanpro-
ben. Positivkontrolle: DNA aus Ag0-Zellen (Kap. 3.2.10.1). DNA-Leiter: 1 kb (Fermentas), 
NTC: Blindwert (nf Wasser). Laufzeit: 1 h bei 7 V/cm. Agarosegel: 1,5%. Erwartete PCR-
Produktlänge bei vorhandensein des GSTM1-Gens: 625 bp. Erwartete PCR-
Produktlänge bei einer GSTM1-Deletion: 4748 bp. 

 

 

Abbildung 67: Gelelektrophoretische Auftrennung (Kap. 3.2.6) der PCR-Produkte der PCR zur GSTT1-
Genotypisierung von Humanproben nach Kap. 3.2.10.2. Templat: DNA aus Humanpro-
ben. Positivkontrolle: DNA aus Ag0-Zellen (Kap. 3.2.10.1). DNA-Leiter: 1 kb (Fermentas), 
NTC: Blindwert (nf Wasser). Laufzeit: 1 h bei 7 V/cm. Agarosegel: 1,5%. Erwartete PCR-
Produktlänge bei vorhandensein des GSTT1-Gens: 969 bp. Erwartete PCR-
Produktlänge bei einer GSTT1-Deletion: 3106 bp. 
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Abbildung 68: Gelelektrophoretische Auftrennung (Kap. 3.2.6) der PCR-Produkte der PCR zur Zusam-
menführung der GSTM1- und GSTT1-Genotypisierung nach Kap. 3.2.10.2. Templat: 
DNA aus Humanproben und Humanzellinien (Kap. 3.2.10.1). DNA-Leiter: 1 kb (Fermen-
tas), NTC: Blindwert (nf Wasser). Laufzeit: 1 h bei 7 V/cm. Agarosegel: 1,5%. Erwartete 
PCR-Produktlänge bei Vorhandensein des GSTM1-Gens: 625 bp. Erwartete PCR-
Produktlänge bei einer GSTM1-Deletion: 4748 bp. Erwartete PCR-Produktlänge bei ei-
ner GSTT1-Deletion: 3106 bp. 

 

 

Abbildung 69: Gelelektrophoretische Auftrennung (Kap. 3.2.6) der PCR-Produkte der PCR zur GSTM1- 
und GSTT1-Genotypisierung von Humanproben nach Kap. 3.2.10.2. Templat: DNA aus 
Humanproben. Positivkontrolle: DNA aus Ag0-Zellen (Kap. 3.2.10.1). DNA-Leiter: 1 kb 
(Fermentas), NTC: Blindwert (nf Wasser). Laufzeit: 1 h bei 7 V/cm. Agarosegel: 1,5%. 
Links und Mitte: GSTM1-Genotypisierung. Da bei Positivkontrolle die GSTM1-
Deletionsbande nicht zu sehen war, wurde die GSTM1-Bestimmung alleine wiederholt 
(rechts). Erwartete PCR-Produktlänge bei vorhandensein des GSTM1-Gens: 625 bp. Er-
wartete PCR-Produktlänge bei einer GSTM1-Deletion: 4748 bp. Erwartete PCR-
Produktlänge bei einer GSTT1-Deletion: 3106 bp. 
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Abbildung 70: Gelelektrophoretische Auftrennung (Kap. 3.2.6) der PCR-Produkte der PCR der Positiv-
kontrollenverifizierung des GSTP1-Polymorphismus mittels RFLP-PCR nach Kap. 
3.2.10.4. Jeweils Agarosegel: 3%. Laufzeit: 1 h bei 5 V/cm. DNA-Leiter: 50 bp. NTC: 
Blindwert (nf Wasser). Templat: DNA aus MCF-7-Zellen (Kap. 3.2.10.1). Links: Erster 
Primer-Test. Rechts: Temperaturgradient zur Optimierung der Annealing-Temperatur. 
Beschriftet sind die Ansätze mit der niedrigsten (56°C) und der höchsten (66°C) geteste-
ten Annealing-Temperatur. Dazwischen befinden sich Ansätze in aufsteigender Anneal-
ing-Temperatur Reihenfolge in äquidistanten Abständen. Erwartete PCR-Produktlänge: 
176 bp. 

 

 

Abbildung 71: Gelelektrophoretische Auftrennung (Kap. 3.2.6) der PCR-Produkte der PCR zur Positiv-
kontrollenverifizierung des GSTP1-Polymorphismus mittels RFLP-PCR nach Kap. 
3.2.10.4. Agarosegel: 3%. Laufzeit: 1 h bei 5 V/cm. DNA-Leiter: 50 bp. NTC: Blindwert 
(nf Wasser). Templat: DNA aus Human-Zellen (Kap. 3.2.10.1) und Humangewebe (Frau 
6, 8 und 15). Erwartete PCR-Produktlänge: 230 bp. Erwartete PCR-Produktlänge: 
176 bp. 



Anhang 
 

XXVI 
 

 

Abbildung 72: Gelelektrophoretische Auftrennung (Kap. 3.2.6) der PCR-Produkte der PCR zur Positiv-
kontrollenverifizierung des NQO1-Polymorphismus mittels RFLP-PCR nach Kap. 
3.2.10.4. Agarosegel: 3%. Laufzeit: 1 h bei 5 V/cm. DNA-Leiter: 50 bp. NTC: Blindwert 
(nf Wasser). Templat: DNA aus Human-Zellen (Kap. 3.2.10.1) und Humangewebe (Frau 
6, 8 und 15). Erwartete PCR-Produktlänge: 230 bp. 

 

 

Abbildung 73: Gelelektrophoretische Auftrennung (Kap. 3.2.6) der PCR-Produkte der PCR zur Positiv-
kontrollenverifizierung des CYP1B1-Polymorphismus mittels RFLP-PCR nach Kap. 
3.2.10.4. Agarosegel: 3%. Laufzeit: 1 h bei 5 V/cm. DNA-Leiter: 50 bp. NTC: Blindwert 
(nf Wasser). Templat: DNA aus Human-Zellen (Kap. 3.2.10.1) und Humangewebe (Frau 
6 und 8). Erwartete PCR-Produktlänge: 340 bp. 
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Abbildung 74: Gelelektrophoretische Auftrennung (Kap. 3.2.6) des HinfI-Restriktionsverdaus der Posi-
tivkontrollenverifizierung des NQO1-Polymorphismus und des BsmAI-Restriktionsver-
daus der Positivkontrollenverifizierung des GSTP1-Polymorphismus mittels RFLP-PCR 
nach Kap. 3.2.10.4. Agarosegel: 3%. Laufzeit: 1 h bei 5 V/cm. DNA-Leiter: 50 bp. NTC: 
Blindwert (nf Wasser). Templat: DNA aus MCF-7, MDA- und Ishikawazellen (Kap. 
3.2.10.1) und Humangewebe (Probe Nr. 6, 8 und 15). 
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Abbildung 75: CYP1B1-(rs1056836, links) und HSD17B1-Genotypisierung (rs676387, rechts) der po-
tentiellen Positivkontrollen mittels allelischer Diskriminierung (Kap. 3.2.10.3). Aufgetra-
gen ist die auf die heterozygote Positivkontrolle (DNA aus Probe Nr. 8 jeweils) nor-
mierte Fluoreszenzintensität (FI) der beiden Allele gegeneinander. Umkreist sind Pro-
ben, die nicht eindeutig einem Genotyp zugeordnet werden konnten. NTC: Blindwert (nf 
Wasser). 
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Tabelle 35: Ergebnisse der Genotypisierung aller Humanproben nach Kap. 3.2.10.3 und Kap. 3.2.10.2. 

Probennr. COMT GSTT1 NQO1 CYP1B1 GSTP1 HSD17B1 GSTM1 
0 Val/Met +/+ Pro/Pro Leu/Val Val/Val C/C -/-  
1 Met/Met +/- Pro/Pro Val/Val Ile/Val C/C -/-  
2 Val/Val +/+ Pro/Pro Leu/Val Ile/Ile C/A +/- 
3 Val/Met +/+ Pro/Pro Leu/Leu Ile/Ile C/C +/- 
4 Met/Met +/- Pro/Pro Leu/Val Ile/Val C/A -/-  
5 Met/Met +/- Pro/Pro Leu/Val Ile/Ile C/A +/- 
6 Met/Met +/+ Pro/Pro Leu/Leu Ile/Ile A/A -/-  
7 Val/Val +/- Pro/Pro Leu/Leu Ile/Ile C/C -/-  
8 Val/Val +/+ Pro/Pro Leu/Val Val/Val C/A +/- 
10 Val/Val +/- Pro/Pro Leu/Leu Ile/Val C/C +/- 
11 Met/Met +/- Pro/Pro Val/Val Ile/Ile C/A -/-  
12 Val/Val +/- Pro/Ser Leu/Leu Val/Val C/A +/- 
13 Met/Met +/- Pro/Ser Leu/Leu Ile/Ile C/C +/- 
14 Val/Met +/- Pro/Ser Leu/Val Ile/Val C/A -/-  
15 Met/Met +/- Pro/Ser Val/Val Ile/Ile C/C -/-  
16 Met/Met +/+ Pro/Pro Leu/Val Ile/Ile C/A -/-  
17 Val/Met -/- Pro/Ser Leu/Leu Val/Val C/A +/- 
18 Met/Met +/- Pro/Pro Leu/Val Ile/Val C/C -/-  
19 Val/Val +/- Pro/Pro Leu/Val Val/Val C/C +/- 
20 Val/Val -/- Pro/Pro Leu/Leu Ile/Val C/A +/- 
21 Met/Met +/- Pro/Ser Leu/Leu Ile/Ile C/A -/-  
22 Val/Met +/- Pro/Pro Leu/Val Ile/Val A/A +/- 
24 Met/Met +/+ Pro/Ser Leu/Val Ile/Val C/A +/- 
25 Met/Met +/- Pro/Pro Leu/Leu Ile/Ile C/C +/- 
26 Met/Met +/- Pro/Pro Val/Val Ile/Ile C/A +/- 
27 Val/Met +/+ Pro/Ser Leu/Val Ile/Val C/A +/- 
28 Met/Met +/+ Pro/Pro Val/Val Ile/Ile C/C -/-  
29 Val/Met +/+ Pro/Pro Leu/Val Ile/Ile C/A -/-  
30 Val/Met +/- Pro/Pro Leu/Val Ile/Val C/A -/-  
31 Val/Met +/- Pro/Pro Leu/Leu Ile/Ile C/A -/-  
32 Val/Met +/- Pro/Pro Leu/Leu Ile/Val C/C -/-  
33 Val/Met +/- Pro/Ser Leu/Val Ile/Ile C/A +/- 
34 Val/Met -/- Pro/Pro Leu/Val Ile/Ile C/A -/-  
35 Met/Met +/+ Pro/Pro Leu/Val Ile/Val C/C -/-  
36 Val/Met +/- Pro/Ser Leu/Val Ile/Ile A/A -/-  
37 Val/Val +/- Pro/Pro Leu/Val Ile/Ile A/A +/- 
38 Met/Met -/- Pro/Ser Leu/Val Ile/Val C/A -/-  
39 Val/Met +/- Pro/Pro Leu/Val Ile/Val C/A +/- 
40 Val/Met +/- Pro/Ser Leu/Leu Val/Val C/A -/-  
41 Val/Met +/+ Pro/Ser Leu/Leu Ile/Ile A/A -/-  
42 Val/Val +/+ Pro/Pro Leu/Val Ile/Ile C/C +/- 
43 Val/Met +/+ Pro/Pro Leu/Leu Ile/Val C/A -/-  
44 Val/Val +/+ Pro/Ser Leu/Val Ile/Ile C/C +/- 
45 Met/Met +/+ Pro/Pro Val/Val Ile/Val C/C -/-  
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Probennr. COMT GSTT1 NQO1 CYP1B1 GSTP1 HSD17B1 GSTM1 
46 Val/Val +/+ Pro/Pro Leu/Val Ile/Ile C/A -/-  
47 Val/Met +/+ Pro/Pro Leu/Val Ile/Val C/A -/-  
48 Val/Met +/- Pro/Pro Leu/Val Val/Val C/A +/- 
49 Val/Val +/- Pro/Ser Leu/Val Ile/Val C/C -/-  
50 Val/Val +/- Pro/Ser Val/Val Ile/Ile C/C +/- 
51 Val/Met +/- Pro/Pro Val/Val Ile/Ile A/A -/-  

 

Mit dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (beschrieben in Kap. 3.2.10.5) wurden die Allel-Fre-
quenzen berechnet (Beispielhaft für COMT gezeigt): 

݈ܸܽ	݊݋ݒ	ݖ݊݁ݑݍ݁ݎܨ ൌ ଶ݌ ൅ 0,5 ∗ ݍ݌2 ൌ 0,26 ൅ 0,5 ∗ 0,4 ൌ 0,46 

ݐ݁ܯ	݊݋ݒ	ݖ݊݁ݑݍ݁ݎܨ ൌ ݍ ൌ 1 െ ݌ ൌ 1 െ 0,46 ൌ 0,54 

Mit den Allel-Frequenzen wurde die erwartete Genotyp-Häufigkeit berechnet: 

ܸ݈ܽ/ܸ݈ܽ ൌ ଶ݌ ൌ 0,46ଶ ൌ  ݊݁ݑ݀݅ݒ݅݀݊ܫ	11	ݎ݁݀݋	0,21

ݐ݁ܯ/݈ܸܽ ൌ ݍ݌2 ൌ 2 ∗ 0,46 ∗ 0,54 ൌ  ݊݁ݑ݀݅ݒ݅݀݊ܫ	25	ݎ݁݀݋	0,50

ݐ݁ܯ/ݐ݁ܯ ൌ ଶݍ ൌ 0,54ଶ ൌ  ݊݁ݑ݀݅ݒ݅݀݊ܫ	15	ݎ݁݀݋	0,29
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Tabelle 36: Ergebnisse der Berechnung der erwarteten Allel-Frequenzen mittels Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht (Kap. 3.2.10.5) und beobachtete Allel-Frequenzen der COMT Val158Met-, 
NQO1 Pro187Ser-, CYP1B1 Leu462Val-, GSTP1 Ile105Val-, HSD17B1 C150A-, GSTT1- 
und GSTM1-Genotypen 

 Genotyp erwartet beobachtet 

COMT Val158Met Val/Val 11 13 

 Val/Met 25 20 

 Met/Met 15 17 

NQO1 Pro187Ser Pro/Pro 35 34 

 Pro/Ser 13 16 

 Ser/Ser 1 0 

CYP1B1 Leu462Val Leu/Leu 16 15 

 Leu/Val 25 27 

 Val/Val 9 8 

GSTP1 Ile105Val Ile/Ile 23 25 

 Ile/Val 22 18 

 Val/Val 5 7 

HSD17B1 C150A C/C 19 18 

 C/A 24 26 

 A/A 7 6 

GSTT1 +/+ 20 18 

 +/- 23 28 

 -/- 7 4 

GSTM1 +/+ 2 0 

 +/- 17 22 

 -/- 30 28 
 

 

Mit den beobachteten und erwarteten Individuen wird nun χ² berechnet (beispielhaft für 
COMT gezeigt): 

߯ଶ ൌ෍
ሺܾ݁ݐ݁ݐ݄ܾܿܽ݋ െ ሻ²ݐ݁ݐݎܽݓݎ݁

ݐ݁ݐݎܽݓݎ݁
ൌ
ሺ13 െ 11ሻ²

11
൅
ሺ20 െ 25ሻ²

25
൅
ሺ17 െ 15ሻ²

15
ൌ 1,63 
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Tabelle 37: Detaillierte Auflistung von bereits publizierten Genotypisierungen deutscher Probanden der 
COMT- (rs680 Val158Met), NQO1- (rs1800566 Pro187Ser), CYP1B1- (rs1056836 
Leu432Val), GSTP1- (rs1695 Ile105Val) und HSD17B1-SNPs (rs676387 C>A) und GSTM1- 
und GSTT1-CNPs. Eine Ausnahme bildet die HSD17B1, da keine Daten deutscher Proban-
den publiziert waren: Gaudet et al., 2008 PCBS (Polish Breast Cancer Study) repräsentiert 
eine polnische, Gaudet et al., 2008 SEARCH (Studies of Epidemiology and Risk Factors in 
Cancer Heredity) eine englische und Feigelson et al., 2006 eine überwiegend aus hellhäu-
tigen Europäern bestehende Englische und US-Amerikanische Population. Die Zahl gibt 
jeweils die Anzahl an Probanden mit dem entsprechenden Allel und die Zahl in Klammer 
den prozentualen Anteil an. 

COMT Val/Val (G/G) Val/Met (G/A) Met/Met (A/A) 
 

 
171 (25,3%) 343 (50,7%) 162 (24,0%) Rudolph et al. (2012)  
12 (24%) 26 (52,0%) 12 (24,0%) Schmahl et al. (2012)  
45 (22,0%) 99 (49,0%) 59 (29,0%) Reuter et al. (2006)  
79 (28,0%) 155 (54,9%) 79 (28,0%) Majic et al. (2011) 

 547 (23,0%) 1127 (47,4%) 705 (29,6%) Jawinski et al. (2016) 
NQO1 Pro/Pro (C/C) Pro/Ser (C/T) Ser/Ser (T/T)  

333 (67,7%) 133 (27,0%) 26 (5,3%) Steinbrecher et al. (2010)  
185 (73,4%) 63 (25,0%) 4 (1,6%) Zhang et al. (2003) 

CYP1B1  Leu/Leu (C/C) Val/Leu (G/C) Val/Val (G/G)  
59 (52,7%) 39 (34,8%) 14 (12,5%) Sasaki et al. (2003)  
424 (33,6%) 604 (47,8%) 234 (18,5%) Timofeeva et al. (2009)  
314 (31,0%) 496 (49,0%) 203 (20,0%) Justenhoven et al. (2008)  
94 (34,8%) 124 (45,9%) 52 (19,3%) Jaremko et al. (2005)  
186 (29,9%) 306 (49,2%) 130 (20,9%) Justenhoven et al. (2008) 

GSTP1 Ile/Ile (A/A) Ile/Val (A/G) Val/Val (G/G)  
540 (43,0%) 581 (46,2%) 136 (10,8%) Timofeeva et al. (2010)  
69 (47,9%) 60 (41,7%) 15 (10,4%) Zirbs et al. (2013)  
216 (43,9%) 228 (46,3%) 48 (9,8%) Steinbrecher et al. (2010)  
196 (45,9%) 182 (42,6%) 49 (11,5%) Eichholzer et al. (2012) 

HSD17B1  C/C C/A A/A 
 

 
1442 (60,8%) 805 (34,0%) 123 (5,2%) Gaudet et al. (2008) PCBS  
2407 (52,9%) 1787 (39,3%) 352 (7,7%) Gaudet et al. (2008) SEARCH  
3740 (51,3%) 2931 (40,2%) 618 (8,5%) Feigelson et al. (2006) 

GSTM1 +/+ +/- -/- 
 

 
88 (7,0%) 519 (41,5%) 644 (51,5%) Timofeeva et al. (2010)  
47 (9,6%) 174 (35,4%) 270 (55,0%) Steinbrecher et al. (2010)  
157 (8,9%) 687 (38,9%) 923 (52,2%) Rudolph et al. (2012) 

GSTT1 +/+ +/- -/- 
 

 
163 (33,1%) 252 (51,2%) 77 (15,7%) Steinbrecher et al. (2010)  
576 (32,6%) 883 (50,0%) 308 (17,4%) Rudolph et al. (2012)  
418 (33,5%) 617 (49,4%) 214 (17,1%) Timofeeva et al. (2010) 
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Abbildung 76: Boxplots der GSTM1-mRNA-Spiegel (Kap. 3.2.14) eingeteilt nach Genotyp (Kap. 
3.2.10.2) der entsprechenden Probandinnen. □: Mittelwert, horizontale Linie: Median, 
vertikale Linie: Standardabweichung. 

 



Anhang 
 

XXXIII 
 

Tabelle 38: Ergebnisse der multiplen linearen Regressionsmodelle zur Identifizierung von Einflussfak-
toren auf Estrogen-Spiegel unter Berücksichtigung von Polymorphismen. Der menopausale 
Status (MP) wurde altersabhängig in ≤45 Jahre prä, ≥53 Jahre post und die Spannweite 
dazwischen in peri eingeteilt (Kap. 4.1) und prä als Bezugsgruppe verwendet. Die oberste 
Zeile zeigt jeweils die abhängige Variable. Beim lobule type wurde Lob2/3 als Bezugs-
gruppe verwendet. AB: Auffällige Beobachtungen, q: ≥LOD/<LOD-Ersetzungsvariable mit 
<LOD als Bezugsgruppe. 

E2 Drüsengewebe E2 Fettgewebe E1 Drüsengewebe E1 Fettgewebe 2Meo-E1 Fettgewebe 

ExVARs 
(%<LOQ) 

 p-Wert ExVARs (%<LOQ) p-Wert 
ExVARs 
(%<LOQ) 

 p-Wert ExVARs (%<LOQ) p-Wert 
ExVARs 
(%<LOQ) 

 p-Wert 

AB=0; n=43; O/exVARs=14.3; 
R²=0.65 

AB=0; n=44; O/exVARs=6,3; 
R²=0,81 

AB=0; n=43; O/exVARs=3,0; 
R²=0,82 

AB=1; n=43; O/exVARs=2,4; 
R²=0,83 

AB=0; n=20; O/exVARs=6,7; 
R²=0,42 

E1 + <0,0001 E1 + <0,0001 E2 (7%) + <0,0001 E2 + <0,0001 E1 + 0,0307 

Alter   Alter   E2q   E1S (21%) + 0,0105 Alter   

PeriMP   PeriMP   E1S + 0,0173 E1Sq + 0,0498 Lob1np   

PostMP   PostMP    Alter    Alter - 0,0129 Lob1p   

Lob1np    Lob1np - 0,0487 PeriMP - 0,0873 PeriMP   %Öl   
Lob1p    Lob1p - 0,0008 PostMP - 0,0019 PostMP    PeriMP   

%Öl    %Öl   Lob1np + 0,1642 Lob1np   PostMP   

BMI + 0,0906 BMI + 0,1456 Lob1p + 0,8356 Lob1p   Rauchen   
Rauchen   Rauchen   %Öl + 0,0001 %Öl + 0,2241 EE   
EE   EE   BMI + 0,0223 BMI + 0,0088 ERD   
ERD   ERD   Rauchen + 0,1055 Rauchen + 0,0593 SULT1A1 - 0,1276 

CYP1A1   CYP1A1 (5%) - 0,1970 EE - 0,0462 EE   SULT1E1 
(30%) 

  

CYP1B1   CYP1A1q   ERD + 0,2950 ERD   SULT1E1q   

CYP19A1    CYP1B1   CYP1A1   CYP1A1 (5%)   UGT1A9 
(10%) 

  

HSD17B1    CYP19A1 - 0,0534 CYP1B1   CYP1A1q + 0,0241 UGT1A9q - 0,0521 

HSD17B2   HSD17B1   CYP19A1   CYP1B1 - 0,0546 
COMT 
Met/Met 

  

STS    HSD17B2   HSD17B1   CYP19A1 + 0,0003 COMT Val/Met   

SULT1A1    STS   HSD17B2    HSD17B1 + 0,1364 NQO1 Pro/Ser   

SULT1A2    SULT1A1   STS   HSD17B2 + 0,0414 CYP Leu/Leu   

SULT1A3/4    SULT1A2   SULT1A1   STS   CYP Leu/Val   

SULT1E1    SULT1A3/4   SULT1A2 - 0,2270 SULT1A1      

UGT1A10 (14%) - 0,1736 SULT1E1 (32%) - 0,0681 SULT1A3/4   SULT1A2 - 0,0679     

UGT1A10q   SULT1E1q    SULT1E1 + 0,2232 SULT1A3/4        

HSD A/A   UGT1A1 (14%)   UGT1A9 (16%)   SULT1E1 (33%)        

HSD C/A   UGT1A1q   UGT1A9q - 0,0184 SULT1E1q        

CYP Leu/Leu    UGT1A10 (20%)   UGT1A10 (14%)   UGT1A1 (12%)        

CYP Leu/Val   UGT1A10q    UGT1A10q   UGT1A1q        
   HSD A/A    HSD A/A   UGT1A9 (21%)        
   HSD C/A    HSD C/A    UGT1A9q - 0,1251     

    CYP Leu/Leu    CYP Leu/Leu    UGT1A10 (21%) + 0,1557     
    CYP Leu/Val    CYP Leu/Val    UGT1A10q + 0,1347     

              UGT1A3/4        
              HSD A/A        
              HSD C/A        
              CYP Leu/Leu - 0,1173     

                  CYP Leu/Val + 0,7884       
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Tabelle 39: Ergebnisse der multiplen linearen Regressionsmodelle zur Identifizierung von Einflussfak-
toren auf Estrogen-Spiegel unter Berücksichtigung von Polymorphismen. Der menopausale 
Status (MP) wurde altersabhängig in ≤45 Jahre prä, ≥53 Jahre post und die Spannweite 
dazwischen in peri eingeteilt (Kap. 4.1) und prä als Bezugsgruppe verwendet. Die oberste 
Zeile zeigt jeweils die abhängige Variable. Beim lobule type wurde Lob2/3 als Bezugs-
gruppe verwendet. AB: Auffällige Beobachtungen, q: ≥LOD/<LOD-Ersetzungsvariable mit 
<LOD als Bezugsgruppe. 

E2/E1 Drüsengewebe E2/E1 Fettgewebe E1S/E1 Drüsengewebe E1S/E1 Fettgewebe 
ExVARs 
(%<LOQ) 

 p-Wert ExVARs (%<LOQ) p-Wert 
ExVARs 
(%<LOQ) 

 p-Wert ExVARs (%<LOQ) p-Wert 

CO=0; n=43; O/exVARs=5.4; 
R²=0.41 

AB=0; n=44; O/exVARs=6,3; 
R²=0,47 

AB=1; n=42; O/exVARs=6,0; 
R²=0,60 

AB=0; n=44; O/exVARs=3,4; R²=0,71 

Alter   Alter   Alter   Alter   

PeriMP   PeriMP   PeriMP   PeriMP   

PostMP    PostMP    PostMP    PostMP   

Lob1np - 0,0605 Lob1np - 0,0012 Lob1np   Lob1np   

Lob1p + 0,6762 Lob1p - <0.0001 Lob1p    Lob1p   

%Öl   %Öl   %Öl - 0,0002 %Öl - 0,0009 

BMI   BMI   BMI   BMI - 0,2021 

Rauchen   Rauchen - 0,0351 Rauchen   Rauchen   

EE   EE   EE   EE - 0,0302 

ERD   ERD    ERD    ERD + 0,0002 

CYP1A1   CYP1A1 (5%)    CYP1A1 - 0,1268 CYP1A1 (5%)   

CYP1B1 + 0,1752 CYP1A1q - 0,1742 CYP1B1    CYP1A1q - 0,0014 

CYP19A1 - 0,0073 CYP1B1    CYP19A1    CYP1B1 + 0,0767 

HSD17B1    CYP19A1 - 0,0045 HSD17B1    CYP19A1 - <0,0001 

HSD17B2    HSD17B1    HSD17B2    HSD17B1   

STS   HSD17B2    STS    HSD17B2   

SULT1A1 + 0,0222 STS    SULT1A1    STS + 0,5494 

SULT1A2    SULT1A1    SULT1A2    SULT1A1 - 0,1504 

SULT1A3/4   SULT1A2    SULT1A3/4 + 0,1010 SULT1A2   

SULT1E1   SULT1A3/4    SULT1E1 - 0,0447 SULT1A3/4   

UGT1A9 (16%) - 0,0006 SULT1E1 (32%)    UGT1A9 (17%) + 0,1464 SULT1E1 (32%)   

UGT1A9q    SULT1E1q - 0,0021 UGT1A9q    SULT1E1q   

UGT1A10 (14%)   UGT1A1 (14%)    UGT1A10 (14%)    UGT1A1 (14%)   

UGT1A10q   UGT1A1q    UGT1A10q    UGT1A1q   

UGT1A3/4   UGT1A9 (20%) + 0,0705 HSD A/A    UGT1A9 (20%)   

HSD A/A - 0,0294 UGT1A9q    HSD C/A    UGT1A9q + 0,0487 
HSD C/A - 0,9508 UGT1A10 (20%)    CYP Leu/Leu - 0,0039 UGT1A10 (20%)   
CYP Leu/Leu    UGT1A10q    CYP Leu/Val - 0,2074 UGT1A10q - 0,0148 

CYP Leu/Val    UGT1A3/4         UGT1A3/4   
    HSD A/A         HSD A/A   

    HSD C/A         HSD C/A   
    CYP Leu/Leu         CYP Leu/Leu + 0,2424 

      CYP Leu/Val           CYP Leu/Val - 0,2451 
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Tabelle 40: Validierung der metabolischen Netzwerkmodellierung ohne und mit Berücksichtigung von 
polymorphismus (PM)-abhängiger enzymatischer Umsetzung. Dargestellt sind jeweils die 
adjustierten p-Werte. 

 ohne PM mit PM Test 

E1-G Flüsse mit E1-G Gewe-
bespiegeln < und > LOD 

0,0046 0,0017 Mann Whitney U 

2-MeO-E1 Flüsse mit Gewebe-
spiegeln < und > LOD 

0,0170 0,0900 Mann Whitney U 

2-MeO-E1 mit 4-MeO-E1 Flüs-
sen 

0,0005 0,0074 gepaarter t-Test 

2-MeO-E1 mit 2-MeO-E2 Flüs-
sen 

0,0386 0,0900 gepaarter t-Test 

2-MeO-E1 mit 4-MeO-E2 Flüs-
sen 

0,0046 0,0177 gepaarter t-Test 
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Tabelle 41: Lineare Regressionsmodelle zur Identifizierung von Einflussfaktoren auf DNA Adduktflüsse ohne Berücksichtigung von Polymorphismen. AB: Auffällige 
Beobachtung, PM: Polymorphismus abhängige Veränderung der enzymatischen Umsetzung. Der menopausale Status (MP) wurde altersabhängig in 
≤45 Jahre prä, ≥53 Jahre post und die Spannweite dazwischen in peri eingeteilt (Kap. 4.1) und prä als Bezugsgruppe verwendet. Beim lobule type 
wurde Lob2/3 als Bezugsgruppe verwendet. 

Abhängige Vari-
able 

Summe Addukt-
flüsse 

E2-Adduktflüsse E1-Adduktflüsse Summe Adduktflüsse mit PM E2-Adduktflüsse mit PM 
 

E1-Adduktflüsse mit PM 

                    ohne HK   ohne HK    ohne HK 

  
AB=0; n=42; 
O/exVars=8,4; 
R²=0,33 

AB=0; n=42; 
O/exVars=13,0; 
R2=0,29 

AB=0; n=42; 
O/exVars=6,0; 
R²=0,33 

AB=0; n=43; 
O/exVars=10,5; 
R²=0,18 

AB=0; n=43; 
O/exVars=43,0; 
R²=0,09 

AB=0; n=43; 
O/exVars=10,8; 
R²=0,22 

AB=1; n=42; 
O/exVars=14,0; 
R²=0,19 

AB=0; n=43; 
O/exVars=43,0; 
R²=0,08 

AB=0; n=43; 
O/exVars=43,0; 
R²=0,07 

ExVars   p-Wert   p-Wert   p-Wert   p-Wert   p-Wert   p-Wert   p-Wert   p-Wert   p-Wert 

Isoflavon HK 11             - 0,0293    - 0,0186      - 0,0364     

Isoflavon HK 2                                    

Alter                                    

BMI + 0,0086 + 0,0070 + 0,0547 + 0,0921    + 0,0726             

Lob1np - 0,2119 - 0,0475 - 0,3963 - 0,2866    - 0,2237 - 0,1354        

Lob1p - 0,0338 - 0,0011 - 0,0652 - 0,0370    - 0,0319 - 0,0266        

Intervention1                + 0,0282     + 0,0165    + 0,0496 

Raucherin                                     

PeriMP - 0,8093     - 0,3810                         

PostMP - 0,0783     - 0,0411                         

EE         - 0,2852                         

ERD         + 0,1277                         
1Kollinearität zwischen Isoflavon HK1 und Intervention. Intervention: ja HK Werte sind signifikant niedriger als Intervention: nein HK 

Werte (Mann-Whitney-U-Test, p=0,0003). 
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Oxidativer Stress 
Tabelle 42: Beschreibung der zwei Zellzyklus-Marker-Transkriptspiegel Hauptkomponenten (HK) für die 

linearen Regressionsmodelle zur Identifizierung von Einflussfaktoren auf oxidativen Stress. 
Je höher der Betrag, desto höher der Einfluss (Fett: Werte mit dem höchsten Einfluss bei 
einer Grenze von ≥0,44, maximal möglicher Betrag: 1,00). Das Plus oder Minus gibt die 
Richtung des Einflusses auf die jeweilige Hauptkomponente an. 

 Drüsengewebe Fettgewebe 

Transkript HK1 HK2 HK1 HK2 
CDKN1A +0,38 +0,79 +0,36 -0,44 
CDKN1B +0,63 -0,08 +0,71 +0,04 
CCND1 +0,52 -0,59 +0,14 +0,75 
MKI67 -0,44 -0,13 -0,29 -0,48 

 

Tabelle 43: Links: Standard-Abweichung (Std.-Abw.) und Varianzenanteil der einzelnen SULT/UGT-
Transkriptspiegel Hauptkomponenten. Rechts: Scree-Plot der Hauptkomponentenanalyse. 

Hauptkomponente 
Std.-
Abw. 

Anteil 
Varianz 

Kumulativer 
Anteil 

 

Drüsengewebe    

 

1 1,59 0,41 0,42 

2 1,31 0,28 0,70 

3 0,97 0,16 0,86 

4 0,68 0,08 0,94 

5 0,52 0,05 0,99 

6 0,30 0,01 1,00 

Fettgewebe     

 

1 1,50 0,28 0,28 

2 1,26 0,20 0,48 

3 1,12 0,16 0,64 

4 0,97 0,12 0,75 

5 0,93 0,11 0,86 

6 0,79 0,08 0,94 

7 0,55 0,04 0,98 

8 0,44 0,02 1,00 
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Tabelle 44: Links: Standard-Abweichung (Std.-Abw.) und Varianzenanteil der einzelnen Zellzyklus-Mar-
ker-Transkriptspiegel Hauptkomponenten. Rechts: Scree-Plot der Hauptkomponentenana-
lyse. 

Hauptkomponente 
Std.-
Abw. 

Anteil 
Varianz 

Kumulativer 
Anteil 

 

Drüsengewebe    

 

1 1,38 0,48 0,48 

2 0,98 0,24 0,71 

3 0,89 0,20 0,91 

4 0,60 0,09 1,00 

Fettgewebe    

 

1 1,25 0,39 0,39 

2 1,06 0,28 0,68 

3 0,95 0,23 0,90 

4 0,63 0,10 1,00 
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Tabelle 45: Links: Standard-Abweichung (Std.-Abw.) und Varianzenanteil der einzelnen Estrogenspie-
gel (E2, E1 und E1-S)-Hauptkomponenten. Rechts: Scree-Plot der Hauptkomponen-
tenanalyse. 

Hauptkomponente 
Std.-
Abw. 

Anteil 
Varianz 

Kumulativer 
Anteil 

 

Drüsengewebe    

 

1 1,47 0,72 0,72 

2 0,80 0,21 0,94 

3 0,44 0,06 1,00 

Fettgewebe    

 

1 1,51 0,76 0,76 

2 0,79 0,21 0,97 

3 0,32 0,03 1,00 

 

 



Anhang 
 

XL 
 

Tabelle 46: Ergebnisse der multiplen linearen Regressionsmodelle zur Identifizierung von Einflussfak-
toren auf Marker-Transkriptspiegel für oxidativen Stress. Enzymnamen stehen jeweils für 
die entsprechenden Transkriptspiegel bzw. den entsprechenden Polymorphismus In Klam-
mern ist der Anteil an Werten unterhalb des LODs dargestellt. AB: Auffällige Beobachtun-
gen, q: ≥LOD/<LOD-Ersetzungsvariable mit <LOD als Bezugsgruppe. Als Polymorphismus-
Bezugsgruppe wurde jeweils der hochaktive Genotyp nach gewählt. Beim lobule type wurde 
Lob2/3 als Bezugsgruppe verwendet und beim menopausalen Status (MP) peri. 

Abhängige Va-
riable 

  p-Wert 

 

  p-Wert Abhängige Va-
riable 

  p-Wert Abhängige Va-
riable 

  p-Wert 

 

  p-Wert 

GCLC Drüsengewebe  GCLC Fettgewebe  NFE2L2 Drüsengewebe 

ExVARs 
(%<LOQ) 

AB=1; n=39; 
O/exVars=3,
0; R²=0,75 

ExVARs 
(%<LOQ) 

AB=0; n=40; 
O/exVars=5,
0; R²=0,57 

ExVARs 
(%<LOQ) 

AB=0; n=39; 
O/exVars=2,6
; R²=0,65 

ExVARs 
(%<LOQ) 

AB=6; n=34; 
O/exVars=4,9
; R²=0,80 

ExVARs 
(%<LOQ) 

AB=5; n=35; 
O/exVars=5,0
; R²=0,77 

Alter     Alter - 0,0880 Alter     Alter     Alter     

BMI - 0,0009 BMI     BMI     BMI     BMI     

PostMP     PostMP     PostMP     PostMP     PostMP     

PeriMP     PeriMP     PeriMP     PeriMP     PeriMP     

Lob1np + 0,3591 Lob1np     Lob1np     Lob1np     Lob1np     

Lob1p + <0,0001 Lob1p     Lob1p     Lob1p     Lob1p     

EE     EE     EE - 0,0122 EE     EE     

ERD     ERD     ERD + 0,7026 ERD     ERD     

Intervention     Intervention     Intervention + 0,0360 Intervention     Intervention + 0,0076 

Alkohol - 0,1328 Alkohol     Alkohol     Alkohol     Alkohol     

Rauchen + 0,0715 Rauchen     Rauchen    Rauchen     Rauchen     

COMT + 0,0170       COMT     COMT + <0,0001 COMT + <0,0001 

CYP1A1     CYP1A1     CYP1A1 (5%) + 0,0053 CYP1A1     CYP1A1     

            CYP1A1q               

CYP1B1     CYP1B1 + 0,0012 CYP1B1 - 0,1307 CYP1B1 + 0,0002 CYP1B1 + 0,0014 

GSTP1     GSTP1     GSTP1 + 0,0060 GSTP1     GSTP1     

GSTT1 + 0,0016       GSTT1 (5%) + 0,0977 GSTT1 + 0,1204 GSTT1 + 0,0605 

            GSTT1q               

NQO1     NQO1 + 0,0045 NQO1     NQO1     NQO1     
COMT 
Met/Met 

- 0,2635 
COMT 
Met/Met 

- 0,0018 
COMT 
Met/Met 

    
COMT 
Met/Met 

    
COMT 
Met/Met 

    

COMT Val/Met - 0,0098 COMT Val/Met - 0,0056 COMT Val/Met     COMT Val/Met     COMT Val/Met     
CYP1B1 
Leu/Leu 

    
CYP1B1 
Leu/Leu 

    
CYP1B1 
Leu/Leu 

+ 0,0982 
CYP1B1 
Leu/Leu 

    
CYP1B1 
Leu/Leu 

    

CYP1B1 
Leu/Val 

    
CYP1B1 
Leu/Val 

    
CYP1B1 
Leu/Val 

+ 0,0547 
CYP1B1 
Leu/Val 

   CYP1B1 
Leu/Val 

   

GSTP1 Val/Val     GSTP1 Val/Val     GSTP1 Val/Val + 0,0893 GSTP1 Val/Val    GSTP1 Val/Val    

GSTP1 Ile/Val     GSTP1 Ile/Val     GSTP1 Ile/Val - 0,3310 GSTP1 Ile/Val    GSTP1 Ile/Val    

NQO1 Pro/Ser     NQO1 Pro/Ser     NQO1 Pro/Ser + 0,0029 NQO1 Pro/Ser     NQO1 Pro/Ser     

Isoflavon HK 1     Isoflavon HK 1          Isoflavon HK 1    Isoflavon HK 1 + 0,0449 

Isoflavon HK 2     Isoflavon HK 2 + 0,1059      Isoflavon HK 2    Isoflavon HK 2    

Estrogen HK     Estrogen HK     Estrogen HK     Estrogen HK     Estrogen HK     
SULT/UGT HK 
1 

+ <0,0001 
SULT/UGT HK 
1 

    
SULT/UGT HK 
1 

    
SULT/UGT HK 
1 

    
SULT/UGT HK 
1 

- 0,0338 

SULT/UGT HK 
2 

+ <0,0001 
SULT/UGT HK 
2 

    
SULT/UGT HK 
2 

    
SULT/UGT HK 
2 

- 0,1294 
SULT/UGT HK 
2 

    

SULT/UGT HK 
3 

+ 0,0358 
SULT/UGT HK 
3 

    
SULT/UGT HK 
3 

    
SULT/UGT HK 
3 

- 0,0015 
SULT/UGT HK 
3 

- 0,0028 

Zellzyklus HK 
1 

    
Zellzyklus HK 
1 

+ 0,0013 
Zellzyklus HK 
1 

    
Zellzyklus HK 
1 

+ 0,0017       

Zellzyklus HK 
2 

+ 0,1174 
Zellzyklus HK 
2 

+ 0,0044 
Zellzyklus HK 
2 

+ 0,0004 
Zellzyklus HK 
2 

+ 0,0409       

            
Oxycho-
lesterol-
Summe 

- 0,2339             

                           

                           

NFE2L2     NFE2L2     NFE2L2 + 0,0114             
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Tabelle 47: Ergebnisse der multiplen linearen Regressionsmodelle zur Identifizierung von Einflussfak-
toren auf Marker-Transkriptspiegel für oxidativen Stress. Enzymnamen stehen jeweils für 
die entsprechenden Transkriptspiegel bzw. den entsprechenden Polymorphismus In Klam-
mern ist der Anteil an Werten unterhalb des LODs dargestellt. AB: Auffällige Beobachtun-
gen, q: ≥LOD/<LOD-Ersetzungsvariable mit <LOD als Bezugsgruppe. Als Polymorphismus-
Bezugsgruppe wurde jeweils der hochaktive Genotyp nach gewählt. Beim lobule type wurde 
Lob2/3 als Bezugsgruppe verwendet und beim menopausalen Status (MP) peri. 

Abhängige Vari-
able 

  p-Wert Abhängige Vari-
able 

  p-Wert 

Abhängige Variable 

  p-Wert 

Abhängige Variable 

  p-Wert 

NFE2L2 Fett  NQO1 Drüse  NQO1 Fett 

ExVARs 
(%<LOQ) 

AB=0; n=39; 
O/exVars=3,3; 
R²=0,56 

ExVARs 
(%<LOQ) 

AB=0; n=40; 
O/exVars=8,0; 
R²=0,50 

ExVARs (%<LOQ) 
AB=0; n=40; 
O/exVars=13,3; 
R²=0,36 

ExVARs (%<LOQ) 
AB=0; n=39; 
O/exVars=2,1; 
R²=0,79 

Alter     Alter     Alter     Alter     

BMI     BMI     BMI     BMI + 0,1506 

PostMP + 0,8834 PostMP + 0,0061 PostMP + 0,0067 PostMP     

PeriMP + 0,0428 PeriMP + 0,0039 PeriMP + 0,0043 PeriMP     

Lob1np     Lob1np     Lob1np     Lob1np     

Lob1p     Lob1p     Lob1p     Lob1p     

EE + 0,7006 EE     EE     EE     

ERD - 0,0113 ERD     ERD     ERD     

Intervention     Intervention     Intervention     Intervention     

Alkohol     Alkohol     Alkohol     Alkohol + 0,0156 

Rauchen     Rauchen     Rauchen     Rauchen - 0,0676 

COMT + 0,0091 COMT     COMT     COMT - 0,0588 

CYP1A1 (5%) + 0,0988 CYP1A1     CYP1A1     CYP1A1 (5%) - 0,0871 

CYP1A1q + 0,0763           CYP1A1q     

CYP1B1     CYP1B1 - 0,0075      CYP1B1 + 0,2298 

GSTP1     GSTP1 + 0,0014 GSTP1 + 0,0067 GSTP1 + <0,0001 

GSTT1 (5%)     GSTT1 + 0,0237      GSTT1 (5%)     

GSTT1q               GSTT1q - 0,1936 

NQO1 + 0,0045                

COMT Met/Met     COMT Met/Met     COMT Met/Met     COMT Met/Met + 0,0522 

COMT Val/Met     COMT Val/Met     COMT Val/Met     COMT Val/Met + 0,6813 

CYP1B1 Leu/Leu    CYP1B1 Leu/Leu     CYP1B1 Leu/Leu     CYP1B1 Leu/Leu     

CYP1B1 Leu/Val     CYP1B1 Leu/Val     CYP1B1 Leu/Val     CYP1B1 Leu/Val     

GSTP1 Val/Val     GSTP1 Val/Val     GSTP1 Val/Val     GSTP1 Val/Val + 0,0045 

GSTP1 Ile/Val    GSTP1 Ile/Val     GSTP1 Ile/Val     GSTP1 Ile/Val + 0,0474 

NQO1 Pro/Ser                       

      Isoflavon HK 1     Isoflavon HK 1           

      Isoflavon HK 2     Isoflavon HK 2           

Estrogen HK     Estrogen HK     Estrogen HK     Estrogen HK     

SULT/UGT HK 1 + 0,2484 SULT/UGT HK 1     SULT/UGT HK 1     SULT/UGT HK 1     

SULT/UGT HK 2     SULT/UGT HK 2     SULT/UGT HK 2     SULT/UGT HK 2 + 0,0001 

SULT/UGT HK 3 + 0,1465 SULT/UGT HK 3     SULT/UGT HK 3     SULT/UGT HK 3 + 0,0744 

Zellzyklus HK 1 + 0,9332 Zellzyklus HK 1     Zellzyklus HK 1     Zellzyklus HK 1 - 0,0073 

Zellzyklus HK 2     Zellzyklus HK 2     Zellzyklus HK 2     Zellzyklus HK 2     
Oxycholesterol-
Summe 

- 0,1479             
Oxycholesterol-
Summe 

- 0,0635 

     AHR     AHR     AHR + 0,0984 
     ARNT     ARNT     ARNT - 0,0679 

      NFE2L2     NFE2L2     NFE2L2 + 0,0156 

 

Weitere Ergänzungsdaten finden sich auf der beigelegten Daten-CD 


