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1 Einleitung

1.1 Lungenkarzinom

1.1.1 Epidemiologie des Lungenkarzinoms

Lungenkarzinome zahlen zu den haufigsten malignemcofen. Im Jahr 2004 wurden in
Deutschland mehr als 46000 neudiagnostizierte Lnkeyzinome und knapp 40000 Sterbefalle
aufgrund von Lungenkarzinomen gemeldet (Gesellsaef epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V./ Tabellen 1-1a, 1-1b). Die 5-Jahres-Uberlebendiatdianner und Frauen
liegt in Deutschland bei 15 bzw. 18 % (Gesellscludt epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V.). Patienten mit lokal begrenztemzihomen der Lunge haben eine signifikant
hohere Uberlebensrate als Patienten mit metadsieKarzinomen. Haufig liegt zum
Diagnosezeitpunkt ein fortgeschrittenes Tumorstaduor. Diese Zusammenhange bestatigen u.
a. die Daten des SEER-Programnsir¢eillance, Epidemiology, andEnd Results) der USA,
welches maligne Tumoren von ca. 26% der US-amagkhan Bevolkerung seit 1975 erfasst.
Die erfassten Daten zeigen aul3erdem, dass die eftithzmetastasierenden Kkleinzelligen
Lungenkarzinome eine schlechtere Prognose alskiegmtellige Karzinome aufweisen (Ries et
al. 2007,” Tabelle 1-2). Fur Gesamtdeutschland finden sidhekgergleichbaren Statistiken,
allerdings bestéatigen regionale Tumorregister wieBz das Munchener Tumorregister die
Abhangigkeit Uberlebensrate

der vom Diagnosezekpun(http://www.tumorregister-

muenchen.de).

Manner (n=230500) Frauen (n=206000) Ménner (n=110745) Frauen (n=98079)
Prostata 25,4 % Mamma 27,8 % Lunge 26,0 % Mamma 17,9 %
Darm 16,2 % Darm 17,5 % Darm 12,4 % Darm 14,3 %
Lunge 14,3 % Lunge 6,4 % Prostata 10,1 % Lunge 112 %

Tabelle 1-1a Neuerkrankungen Tabelle 1-1b Steltbefa

Anteil der Lungenkarzinome an der geschatzten dahKrebsneuerkrankungen (Tabelle 1-1a)
und Krebssterbefalle (Tabelle 1-1b) in Deutschlaff4 (Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V.)

NS(?]';? 482189%')3 NSCLC (n=122900) SCLC (n=21296)
Tumor- 5-Jahres- Tumor- 5-Jahres- Tumor- 5-Jahres-
stadium | Uberlebensrate | stadiun | Uberlebensrate | stadiun | Uberlebensrate
[%] [%] [%] [%] [%] [%]
alle Stadien 100 15,3 100 17 100 5,8
lokal begrenzt, nicht metastasiert 16 49,9 18 51,7 6 19,2
Ausbreitung in benachbarte
Gewebe, regiondre Lymphknotgn- 37 15,5 38 16,7 34 9,9
metastasen
Fernmetastasen 39 2,0 36 2,0 55 1,8
ohne Angabe 8 7,7 9 7,9 5 6,3

Tabelle 1-2 SEER-ProgramnSyrveillance, Epidemiology, andEnd Results) der USA -

Lungenkarzi

nome:

Tumorstadien

zum  Diagnosezeitpunihd

relative

Uberlebensraten der kaukasischen Bevolkerung 1998-@Ries et al. 2007)

5-Jahres-



1.1.2 Atiologie

Etwa 80 bis 90 % der Lungenkarzinome sind mit Teadath assoziiert, der zahlreiche
kanzerogene Verbindungen enthalt, u. a. polyzykésaromatische Kohlenwasserstoffe, N-
Nitrosamine und aromatische Amine. Da nur etwa 19 1 % der Raucher an einem
Lungenkarzinom erkranken (Mattson et al. 1987),dweine individuell unterschiedliche,
genetisch bedingte Suszeptibilitdit angenommen.d&ufSuche nach den entsprechenden Genen
wurden u. a. Polymorphismen von Enzymen der Bisfamation untersucht, welche die oben
genannten kanzerogenen Verbindungen des Tabaksauok&bolisieren, v. a. das Phase-I-
Enzym CYP1Al (Genotypen lle462Val und Mspl) und dalase-ll-Enzym Glutathion-S-
Transferase (GSTM1-null-Genofyp Die kombinierte Betrachtung von Polymorphismen
verschiedener Gene erscheint hier vielversprech€hdonische Entziindungen stellen ebenfalls
einen Risikofaktor fur das spatere Entstehen einesgenkarzinoms dar. Zu den
entzindungsassoziierten Genen gehort beispielswagsé -13-Gen, in dessen Promotorregion in
ersten Untersuchungen fir zwei Polymorphismen, @-3und C-511T, ein erhdhtes
Lungenkarzinomrisiko festgestellt wurde (Schwattale2007). Ein Dinukleotidpolymorphismus
des Tyrosinkinaserezeptors EGFR mit einer untegsiiichen Anzahl CA-Repeats in Intron 1 hat
Einfluss auf die Transkriptionsaktivitat des Gemsbei langere Allele mit einer niedrigeren
Transkriptionsrate assoziiert sind (Araujo et 807).

endogen exogen
/ M DNA—SChadigung [ Karzinogene des Tabakrauchs
utation, epigenetische
Veranderung Lunaen- Asbest, Arsen, Chromverbindungen, Zinn, Nickel
— g radioaktive Substanzen (Uran, Radon)
Suszeptibilitét karzinom

1. familiare Haufung (High-
penetrance, low-frequency genes)
z. B. Region 6g23-25 mit mdglichen [

Tumorsupressorgenen (SASH1,
LATS1, IGF2R, PARK2)

2. Polymorphismen(Low-
penetrance, high-frequency genes)
-Enzyme der Biotransformation:
Phase-I-Enzyme (Cyp-P450: \4
CYP1Al, CYP2D6), Phase-II-
Enzyme (Glutatthion-S-Transferase EntzUndung
M1)

-DNA-Reparatur (XPB) XRCC1...)

-Zellzyklus (p53, p73, MDM2, FAS,
FASL...) Immunreaktion
-Enziindung: Zytokine (IL-113, -6, -8),

Matrixmetalloproteinasen (MMP-1, -
2,-3,-12)

QGFR / Abb. 1-1 Atiologie von Lungenkarzinomen

Mikroorganismen (Viren, Bakterie ]

z. B. COPD, Pneumonie, Tuberkulose




Die sehr seltene familiare Haufung von Lungenkamian betrifft ca. 1 % der Patienten. Unter
Annahme autosomal-dominanter Erbgange mit Geneartfeénetranz (10 % bei Alleltragern, 1%
bei negativen) wurden parametrische Kopplungsaealgkirchgefiihrt. Eine Studie identifizierte
die Region 6g23-25 als einen wahrscheinlichen Gémoeich. Bei rauchenden Alleltragern war
hier das Lungenkarzinomrisiko dreifach erhoht (BaiWilson et al. 20047 Abbildung 1-1).

1.1.3 Metastasierung

Die Metastasierung von Karzinomen erfolgt durch Bissemination von Tumorzellen des
Primartumors dber Lymph- und BlutgefaRe. Die Datekt dieser Zellen oder deren
tumorassoziierter mRNA ist Gegenstand molekuladgigicher Untersuchungen, um Aussagen
Uber Prognose und Therapieerfolg von Karzinomerffetre zu kdénnen. Disseminierte
zirkulierende Tumorzellen in peripherem Blut wurdéver die Expression von Cytokeratin-19-
MRNA bei 12/15 (80%) NSCLC-Patienten vor und 8/18%) NSCLC-Patienten nach
Radiotherapie nachgewiesen (Ge et al. 2005). Bel §9%) Patienten, welchen zuvor TNM-
Stadium | bzw. Il zugeordnet wurde, und 12/26 (#&%atienten (zuvor Stadium 1ll) detektierten
Cote et al. NSCLC-Knochenmarkmikrometastasen. Dachieis von Mikrometastasen war
signifikant assoziiert mit einem schnelleren Wieddireten von Karzinomen (Cote et al. 1995).
Eine weitere Arbeit detektierte MAGE-A2 in 8/50 ¢4 Knochenmarkaspiraten von NSCLC-
Patienten, wobei eine mMRNA-Expression verschied®&GE-A-Subtypen signifikant mit guter

Differenzierung assoziiert war (Sienel et al. 2007)

1.2 Extrazellulare Nukleinsauren

1.2.1 Herkunft extrazellularer Nukleinsauren und Quantifizierung extrazellularer RNA
Nukleinsduren werden intrazellular synthetisiemdsaber auch extrazellular in verschiedenen
Korperflissigkeiten und Sekreten nachweisbar. Nokeiren koénnen durch Zellnekrose,
Apoptose und aktive Freisetzung aus den Zelleremeaktrazellularen Raum gelangen (Rainer et
al. 2004, Wieczorek et al. 1987, Stroun et al. 19a8r et al. 200X} Abb 1-2).

Mandel und Metais beschrieben bereits 1948 das oronken extrazellularer Nukleinsauren in
menschlichem Blutplasma und quantifizierten diesebei der Anteil der RNA am gesamten
extrazellularen Nukleinsauregehalt mit 90 % bestimurde (Mandel & Metais 1948). Tabelle 1-
3 gibt einen Uberblick tber bisherige Arbeiten zura@iifizierung extrazellularer Gesamt-RNA.
Es fallt auf, dass die ermittelten RNA-Konzentragn in Serum und Plasma in den frihen
Studien bis 1975 signifikant hoher sind als in epgit Arbeiten. Dies lasst sich durch die



Anwendung unterschiedlicher Quantifizierungsmetimoeiklaren. Die beiden Arbeitsgruppen um

Laktionov und Sueoka zeigten im Plasma von Patrent# Lungenkarzinom eine im Vergleich

zu gesunden Probanden erhéhte Gesamt-RNA-Konzent(aaktionov et al. 2004, Sueoka et al.

2005).
Mdglichkeiten der freie Nukleinséurer Anwendungspotential
/ \ Freisetzung von
Nukleinsauren . . - .
Zelle zirkulierende Noninvasive
Nukleinsaure Untersuchung bei:
PETR Nekrose Plasma/Serum
y > Lymphe Karzinomen
/ DNA
i leus ] Apoptose sonstige extrazellulare/ J\ nichtmalignen
T zellfreie Nukleinséuren Erkrankungen
k MRNA Liquor “/ z.B. Diabetes, Traum
\ 7 aktive Qs_lclaes Myokardinfarkt,
Saooc’ ; > lic rheumatologische
Freisetzung Urin Erkrankungen,
Stuhl o Virusinfektionen
Amnionflissigkeit
\ / Bronchiallavage?
Zellkulturiiberstand Schwangerschaft

Abb. 1-2 Vorkommen und Mechanismen der Freisetzextgazellularer Nukleinsauren (Abb.

modifiziert nach Fleischhacker & Schmidt 2007)

Population RNA-Konzentration Material Methode Referenz
31500 - 46800 ng/ml Schmidt-
gesunde Probanden (n=10) (entspricht Anteil von 90 % am Plasma Thannhauser Mandel & Metais 1948
gesamten Nukleinséauregehalt) Verfahren
gesunde Probanden (n=30) 59700 + 15000 ng/ml Serum Spektrofotomettie Shutack. 1968
gesunde Probanden (n=186) 142000 + 22000 ng/ml milas Fluorometrie Kamm & Smith 1972
gesunde Probanden (n=51) 144000 ng/ml Plasma Fhetrie Guin et al. 1975
gesunde Probanden (n=9) 250 ng/ml (6x nicht deteidr)
benigne Lungenerkrankungen (n=16 694 ng/ml (Lkinietektierbar)
Lungenkarzinom (n=10) 1197 ng/ml 2-Schritt-
Mammakarzinom (n=11) keine RNA detektierbar Plasma Fluoreszenzassa Laktionov et al. 2004
- \
multiple Frakturen (n=4) 988 ng/ml
Trauma | Einzelfraktur (n=4) 136 ng/ml
Weichgewebstrauma (n=6 43,5 ng/ml
20000 - 70000 ng/ml . Spektrofotometrie,
n=4 (RNA Uberwieger?egloo bp) Milch P PAGE Semenov et al. 2004
primére Lungenkarzinome (n=44) 860 ng/ml
solide Tumoren (n=7) 660 ng/ml )
benigne Lungenerkrankungen(n=24) 780 ng/mi Plasma Spektrofotometrig Sueoka et al. 2005
gesunde Probanden (n=25) 710 ng/ml

Tabelle 1-3 Arbeiten zur Quantifizierung zellfre@esamt-RNA

1.2.2 Schutz der extrazellularen Nukleinsauren

Die Existenz extrazellularer RNA in einer RNasetigah Umgebung wie Serum und Plasma

wirft die Frage nach dem Schutz der RNA vor Hydselydurch Ribonukleasen auf (Reddi &

Holland 1976). Untersuchungen zeigten, dass beifRamperatur nach Zugabe aufgereinigter, d.
h. nackter RNA in Plasma bereits nach 15 Sekundemach 1% der anfanglichen GAPDH-

MRNA-Konzentration detektierbar ist (Tsui et al.02p In verschiedenen Untersuchungen

wurden extrazellulare Komplexe aus RNA und Lipoenun,

10

Nukleoproteinen oder



Apoptosekdrperchen beschrieben (Wieczorek et @519Vieczorek et al. 1987, Stroun et al.
1978, Hasselmann et al. 2001). Halicka et al. vieR&A und DNA jeweils in separaten
Apoptosekdrperchen nach und schlossen daraus raifSgiezialisierung der Phagosomen fur die
Degradierung entweder von RNA oder DNA (Halickaakt2000). Ng et al. detektierten nach
Filtration und Ultrazentrifugation signifikant gagere GAPDH-mRNA-Konzentrationen als in
unbehandeltem Plasma und bewiesen auf diese Weistadikelassoziation eines grof3en Anteils
der RNA in Plasma (Ng et al. 2002). Larrabee etzaligten mittels Filtration die RNA-

Partikelassoziation in Amnionfliissigkeit (Larraketeal. 2005).

1.2.3 Haben extrazellulare Nukleinsauren eine biopsche Bedeutung?

Der Nachweis intakter extrazellularer RNA und DN#fte zur Uberlegung, ob diese Molekiile
im extrazellularen Raum Funktionen haben. Die Adgeuppe um Garcia-Olmo entwickelte nach
eigenen Experimenten und den Ergebnissen andeu@pé&n die Hypothese der Genometastasen.
Diese besagt, dass hamatogene (Fern-)Metastasen digr Transfektion von gesunden Zellen
mit im Plasma zirkulierender Tumor-DNA entstehennkén. Diese dominanten Onkogene
stammen aus Zellen des Primartumors (Garcia-Olm@agcia-Olmo 2001). In Saugetierzellen
wurdein vitro die Phagozytose von Apoptosekdrperchen mit tunearSpcher DNA beobachtet.
Die DNA der Aptoptosekorperchen stammte aus Tunlibrien bzw. aus mit Tumor-DNA
transfektionierten Zellen. Eine Replikation diepéragozytierten DNA war jedoch nur in p53-
oder p2l-negativen Zellen feststellbar. Dies fuhzie der Annahme, dass p53 ulber die
Aktivierung durch p21 in normalen Zellen die Replibn phagozytierter, tumorassoziierter DNA
inhibiert (Bergsmedh et al. 2001, Bergsmedh et2802). Guadalajara et al. quantifizierten
extrazellulare DNA aus dem Plasma von Patientenpmih&rem kolorektalem Karzinom und
fanden eine signifikante Korrelation zwischen dé&tAdKonzentration und dem Vorkommen von
Metastasen (Guadalajara et al. 2008).

Benner stellte die Hypothese der extrazellulareammunicator RNA* auf. Die Ergebnisse
einiger Arbeiten deuten darauf hin, dass die Komidm von RNasen, RNaseinhibitoren und
extrazellularer RNA als Substrat der RNasen dieviektung von Geweben hdherer Organismen
beeinflusst und auch Anteil an der fir die Tumanigge wichtige Angionese hat (Benner 1988).
In Exosomen verschiedener Zelllinien wurdenvitro mRNAs von nahezu 1300 Genen und
microRNAs nachgewiesen, von denen viele im Zytapkasler Donorzelle nicht detektierbar
waren. Diese RNA wurde nach Aufnahme in andereeddh vitro translatiert. Aus diesen
Ergebnissen wurde geschlossen, dass die Exosomé&nzRNZellkommunikation beitragt und

die Proteinexpression von Zielzellen modulierenrk@aladi et al. 2007).
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1.2.4 Detektion tumorassoziierter extrazellularer fRNA

Seitdem tumorassoziierte mMRNA in Serum und Plaseiaverschiedenen malignen Tumoren
nachgewiesen wurde, existiert die Idee, diese Sattiungsmethode zur Diagnose, Prognose und
Therapieverlaufskontrolle bei Tumoren zu nutzere Bisherigen Untersuchungen extrazellulérer
MRNA aus Serum oder Plasma von Patienten mit Lukegeimom sind in Tabelle 1-4 aufgefihrt.
Bisher existieren keine Arbeiten zum Nachweis vortrazellularer mRNA in zellfreier
Bronchiallavage. Tabelle 1-5 gibt einen Uberblidbeti Arbeiten zu extrazellularer mRNA bei
verschiedenen Karzinomen, welche die Expression iderder vorliegenden Dissertation

verwendeten Gene untersuchen.

Gen Material Referenz
HER2/neu Serum Fleischhacker et al. 2001
Serum Fleischhacker et al. 2001
hnRNP-B1 Plasma Sueoka et al. 2005
MAGE-2 Serum Fleischhacker et al. 2001
PGP 9.5 Serum Fleischhacker et al. 2001
TTF-1 Serum Fleischhacker et al. 2001
Serum Miura et al. 2006
hTERT Plasma Pelosi et al. 2006

Tabelle 1-4 Bisherige Untersuchungen zellfreier éviatien der in dieser Arbeit untersuchten
Gene bei Patienten mit Lungenkarzinomen (bishdrtnintersucht: hTR, Pericentrin, Aurora)
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Karzinom mRNA-Expression Material Methode Referenz
Mammakarzinom (n=18) -Tumorpatienten: hTR 5/18 (28%), hTERT 4/16 (25%),
benigne Mammaerkrankungen (n=2) | Serum von Patienten mit benignen Mammaer- Serum qualitative | Chen et al.
gesunde Probanden (n=21) krankungen & gesunden Probanden negativ fiir beide RT-PCR 2000
Gene
follikulares Lymphom (n=9) hTERT detektierbar in allen Gruppen, héhere quantitative
kolorektales Karzinom (n=9) Expression in Tumorproben als bei gesunden Plasma | Real-Time | Dasi et al. 2001
gesunde Probanden (n=10) Probanden, aber keine signifikanten Unterschiede RT-PCR
Mammakarzinom (n=5) 2/5 (40%) seminested ’
Lungenkarzinom (n=14) 5T4 6/14 (43%) Serum | qualitative Kop;ecz)%lzl*et al.
gesunde Probanden (n=46) 3/25 (12%) RT-PCR
. _ HER2/neu 8/18 (44%), hnRNP-B1 14/18 (78%), PGP s .
Lungenkarzinom (n=18) 9.5 1/18 (6%), TTF-1 & MAGE-2 negativ Serum q;?'_'g’t:“‘ée F':t'zclhggg';er
gesunde Probanden (n=12) 1 Patient mit Pneumank fgositiv fir hnRNP-B1 )
hepatozelluldres Karzinom (n=78) 70/78 (90%) ualitative | Miura et al
Leberzirrhose (n=10) hTERT 7110 (70%) Serum qRT-pCR 2003
chronische Hepatitis (n=12) 5/12 (42%)
Mammakarzinom (n=25) hTR 23/25 (92%), hTER 12/25 (48%) seminested
malignes Melanom (n=29) hTR 24/29 (83WERT  17/29 (59%) Plasma | qualitative Novakovic et
Schilddriisenkarzinom (n=4) hTR 4/4 (10PPFERT 4/4 (100%) RT-PCR al. 2004
gesunde Probanden (n=7) hTR 3/7 (43%)ERT 0/7 (0%)
. _ hTERT: Genexpression signifikant (p < 0,001) hdbein quantitative .
IéglsodﬁIétllsrsolgg:]zc;r;(:‘n(wn@g;O) kolrektalem Karzinom (Median 11,62 ng) als bei Plasma | Real-Time Lleggo(zt al.
gesunden Probanden (0,29 ng) RT-PCR
hepatozellulares Karzinom (n=64) hTERT bei HCC mRNA-Expression signifikant hthe quantitative Miura et al.
Leberzirrhose (n=20) als bei Leberzirrhose & chronischer Hepatitis, Serum Real-Time 2005,
chronische Hepatitis (n=20) Korrelation mit Differentierungsgrad der Karzinoipe RT-PCR Miura et al.
gesunde Probanden (n=50) < 0.001) 2007b
Lungenkarzinom (n=44) 0,99 + 0,26 pg/pg RNA
Plattenepithelkarzinom (n=14) 0,99 + 0,33 pg/pg RNA
Adenokarzinom (n=19) 0,85 + 0,42 pg/ng RNA
grof3zelliges Karzinom (n=4) 0,67 £ 0,07 pg/pg RNA quantitative
kIelnzeI_Ilges Karzinom (n=7) hnRNP-B1 1,51 +1 ,04 pg/pg RNA Plasma | Real-Time Sueoka et al.
andere Karzinome (Lymphome, RT-PCR 2005
metastatische Lungenkarzinome u.a. 1,09 + 0,43 pg/png RNA
[n=7])
benigne Lungenerkrankungen (n=24) 0,30 + 0,11 p&RNA
gesunde Probanden (n=25) 0,23 + 0,07 pg/pg RNA
unabhangige Korrelation der hnTERT-mRNA-Kopien
Lungentumor (n=112, NSCLC: 98, mit Tumorgréfe und -anzahl, Metastasen und quantitative| Miura et al
SCLC: 5, LCLC: 1, benigne Tumoren:8Raucherstatus (alle p < 0,05); signifikante Abnaliee] Serum Real-Time 2006 ’
gesunde Probanden (n=80) hTERT-mRNA-Kopienanzahl nach chirurgischer RT-PCR
Behandlung
Lungenkarzinom NSCLC Stadium |- | hTERT-mRNA-Expression im Plasma 4/34 (12%) quantitative Pelosi et al
lIB (n=34: 21 AdenoCa, 13 PE-Ca) | Tumorpatienten, kein Nachweis bei gesunden Plasma | Real-Time 2006 '
gesunde Probanden (n=10) Kontrollen RT-PCR
Patienten mit erh6hten Werten fur PSA
(prostataspezifisches Antigen) (n=68: | Medianwerte fur hnTERT-Genexpression bei PCa- quantitative
Prostatakarzinom PCa [n=26], ProstatjtRatienten (0,72 ng [range 0,01-12,86]) signifikiadiher Plasma | Real-Time | Dasi et al. 2006
[n=35], andere nichtmaligne (p < 0,001) als bei Kontrollgruppe (0,13 ng [0,028]) RT-PCR '
Prostataerkrankungen [n=7]) und Patienten mit Prostatitis (0,29 ng [0,01-66),07]
gesunde Probanden (n=44)
Cholangiokarzinom (n=33) ?:‘LE:?T—mENA_detektigrbar bi s?ﬁ‘?’(z(gg?)dder titati
: olangiokarzinompatienten 6) der quantitative|
?ﬁ:ﬁ?e Erkrankungen der Ga”enwegePatienten mit benignen Erkrankungen, keine Koti@iat Serum Real-Time Leelaz\(/)vgéet al.
_ hTERT-mRNA-Werten & pathologischem Staging der RT-PCR
gesunde Probanden (n=10) -
Karzinome.
maligne, gynékologische Tumoren
(n=112: 47 Ovar, 63 Uterus, 2 mit quantitative
anderen malignen gynakologischen | hTERT mRNA hohere Werte bei Patienten mit TumcrenSerum Real-Time Miura et al.
Lasionen) als bei benignen Erkrankungen und gesunden Probandé RT-PCR 2007a
benigne Lasionen (n=62)
gesunde Probanden (n=20)
Magenkarzinom (n=52; 40 préaoperatiy/ u . . . quantitative
12 postoperativ) R;EEVL?SM&F;Z%?E;:’; lolbzaﬁgztrc])peratlv, kein Plasma | Real-Time | Tani et al. 2007
gesunde Probanden (n=20) RT-PCR

Tabelle 1-5 Auswahl von Arbeiten zu tumorassozierizellfreier mRNA bei verschiedenen

KaI’Zinomel’I*erste Untersuchung zellfreier mRNA bei Patiem@hLungenkarzinom, RT = reverse Transkriptase)
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1.2.5 Methodische Voraussetzungen fir die Untersuahg extrazellularer mRNA

RNA ist aufgrund einer Hydroxylgruppe an @es Ribosemolekils und ihres einzelstrangigen
Vorkommens instabiler und hydrolysegefahrdeter BINA. Die enzymatisch katalysierte
Hydrolyse erfolgt durch die extrem stabilen, ubiguvorkommenden Ribonukleasen (RNasen),
die selbst nach dem Autoklavieren wieder renateniekdnnen. Es gibt verschiedene Methoden,
RNasen zu hemmen und die RNA zu schitzen. Beigmede werden die RNasen A, B und C
durch RNasin (Promefj nicht-kompetitiv gehemmt (Blackburn et al. 19Bhapiro & Vallee
1987, Shultz et al. 2001). Diethylpyrocarbonat tha&rt RNasen Uber die Carboxymethylierung
von Adenylresten (Sambrook & Russell 2001).

Die Entwicklung der PCR als Methode Zarvitro-Amplifizierung von DNA und cDNA mit der
hitzestabilen DNA-Polymerase vdrhermus aquaticusvar eine wesentliche Voraussetzung fur
den Nachweis geringster Nukleinsauremengen, wig. @ bei der Untersuchung extrazellularer
Nukleinséduren der Fall ist (Mullis et al. 1986, I3at al. 1988). Die Real-Time PCR mit dem
Prinzip des in der vorliegenden Arbeit angewandiEsegMan-Assays nutzt die 53'-

Exonuklease-Aktivitat der Tag-Polymerase (Hollahdle1991).

1.3 Referenzgene

In der Molekularbiologie werden [-Aktin und Glysaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) haufig als Amplifikationskontrolle nach deiNA-Isolation und cDNA-Synthese sowie

als Referenzgene fir die Real-Time PCR verwendetrul§ et al. analysierten 452 Studien
beziglich der gewéhlten Referenzgene. GAPDH wund&3i % der Studien verwendet, [3-Aktin

in 32 % (Suzuki et al. 2000).

3-Aktin

Aktine sind Zytoskelettproteine, die fur Motilitékontraktion, Adhasion und Form von Zellen
Bedeutung haben. Bei Vertebraten unterscheidet an@ktine (drei Isoformen), 3-Aktin (eine
Isoform) undy-Aktine (zwei Isoformen). R3-Aktin kommt im Zytoplas von Nichtmuskelzellen
vor (Garrels & Gibson 1976, Vandekerckhove & Web&r8).

GAPDH

GAPDH wurde in den letzten Jahren als multifunkdies Protein mit sehr unterschiedlichen
Wirkungsbereichen identifiziert. Das Enzym ist nelsziner Funktion als Glykolyseenzym an
zahlreichen nichtglykolytischen Prozessen in ddieZeeteiligt: bei der Endozytose, der DNA-
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Replikation, dem nuklearem tRNA-Export, der DNA-Regtion, der Mikrotubuliaggregation, der

Histongenexpression, der nuklearen Membranfunktiater Telomerenstruktur und als
Phosphotransferase. Eine GAPDH-Uberexpressionndghi u. a. die Telomerenverkiirzung und
induziert die Apoptosdn vitro wurde eine Hemmung des DNA-Reparaturenzyms UE€i-

Glykosylase gezeigt. Entsprechend der jeweiligenkkon bildet GAPDH mit verschiedenen
Proteinen Komplexe und hat unterschiedliche Lok#tmen: im Nukleus, im Zytosol oder

membranassoziiert (Sirover 1999, Sirover 2005).

Tabelle 1-6 gibt einen Uberblick Giber Arbeiten, el die mRNA-Expression von R-Aktin und

GAPDH in normalem Lungengewebe und im Gewebe verdeher Karzinome untersuchten.

Material | Ergebnisse [ Methode |  Referenz
GAPDH
normales Lungengewebe, Gewebe von NSC|L.GAPDH-mRNA-Expression in Zelllinien signifikant héh Northern | Tokunaga et al.
(n=6) & SCLC-Zelllinien (n=2) als in normalem Lungengwebe Blot 1987
Rattenprostatakarzinomzelllinien (hohes [n=8kignifikant hhere GAPDH-Expression in Zelllinieritm Northern Epner et al. 199
niedriges metastatisches Potential [n=7]) hohem als Zellinien mit niedrigem metastatischereRtal Blot )
normales & zirrhotisches Lebergewebe GAPDH-mRNA in Karzinomgewebe 14-16x hoher als in Northern Gong et al. 1998
hepatozellulares Karzinom (HCC) zirrhotischem & normalem Lebergewebe exprimiert Blot )
verschiedene adulte & fetale Gewebe, u.a. | fetale Gewebe relativ hthere GAPDH-mRNA-Expressitsn
Lungengewebe adulte Gewebe Northern | Rondinelli et al.
Prostatakarzinom (n=24) Gewebe aus Stadium B niedrigere GAPDH-mRNA- Blot 1997
Expression als fortgeschrittene Stadien C & D
. . _ Plasma-GAPDH-Konzentration in HCC-Patienten sigaifit | quantitative|
zellireies PIasTa. HCC (n=16), gesunde héher als in gesunden Probanden, unabhéngig vivatigih qReaI—Time Ng et al. 2002
Probanden (n=27)
des Plasmas RT-PCR
normales Lungengewebe (n=10) -GAPDH in Zellinien signifikant héher exprimiert
NSCLC-Gewebe (n=18) -von 7 Referenzgenen GAPDH geringste Varianz deNmR| quantitative)
NSCLC-Zelllinien (n=6) Expression zwischen normalem & Tumorgewebe Real-Time| Liu et al. 2005
Pool aus Lungentumor- und normalem Gewgbe GAPDH besonders geeignet als interne qualitative & RT-PCR
(n=28) quantitative Kontrolle fur Untersuchung von NSCL@&#en
[3-Aktin & GAPDH
3-Aktin-mRNA in neoplastischem & benignen Geweben
Prostatakarzinom (n=2) nahezu gleich hoch exprimiert, Expression von GAPDH Northern Sharief et al.
MRNA in Karzinomgwebe héher als in normalem Blot 1994
Prostatagewebe
signifikant h6here Expression von GAPDH- & R-Aktin- Northern Chang et al
N1S1-Rattenhepatom-Modell mRNA in Karzinomgewebe als in angrenzendem ’
Blot 1998
Lebergewebe
Neuroblastom-Zelllinien (n=43), RNA aus -Untersuchung 10 verschiedener Referenzgene [1A&tin | quantitative|
gepoolten normalen humanen Geweben, u.a. - Vandescompelg
Lunge, Leukozyten (n=13), Knochenmark & GAPDH . . Real-Time et al. 2002
(n=9) - Referenzgene nicht konstant exprimiert RT-PCR
) -GAPDH in Lungengewebe nach L13 hdchste Expression quantitative| ,
:i)_(grfgs\g?s\éﬂ%dlg nieggvevgég;f; (I&_u nge aller Referenzgene, Expression von B-Aktin & GAP@ch | Real-Time Radgggft al.
mitogene Stimulation beeinflusst RT-PCR
normales Lebergewebe, keine konstante RNA-Expression in praneoplastisckem Mlchﬁrr?y, W 2
praneoplastische Stadien (Zirrhose, Dysplas|efarzinomgewebe, R-Aktin & GAPDH ungeeignet als qé’:;_'.r?n'q\ge Wurri)k(ggﬁ 2007
HCV-induziertes HCC Referenz bei Expressionsuntersuchungen an HCC-G@Geweb RT-PCR

Tabelle 1-6 Ausgewéahlte Untersuchungen zur mRNAr&sgion von GAPDH und 3-Aktin im
Gewebe verschiedener Karzinome und der Lunge
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1.4 Tumorassoziierte Gene
Die in dieser Arbeit untersuchten tumorassoziier@ene, die Funktion der entsprechenden
Genprodukte und bisherige Untersuchungen von Lutegemomen werden in diesem Abschnitt

vorgestellt.

1.4.1 HER2/neu (c-erbB-2)

Das Onkogen HER2/neu liegt auf Chromosom 17g2lcaaliert fir den Tyrosinkinase-Rezeptor
p185™, ein Transmembranprotein mit einem Molekulargewizhn 185000 (Schechter et al.
1984, Coussens et al. 1985). Neben HER2 gehorerRHBER1, erbB-1), HER3 (erbB-3) und
HER4 (erbB-4) zur Familie der EGFR-Rezeptor-Tyrksgiasen. HER2 bildet mit den anderen
Mitgliedern der ErbB-Familie Heterodimere. Die Lmgken binden extrazellular an den
Partnerrezeptor und aktivieren dadurch die inttalzgk Tyrosinkinasedoméane von HER2. Bisher
wurden keine direkten Liganden flr den HER2-Rezegébunden, so dass HER2 die Rolle eines
Co-Rezeptors zugeschrieben wird (Aradjo et al. 200ber die Heterodimerisierung werden
intrazellulare Signalwege amplifiziert und diveizigrt. Die Uberexpression des HER2-Rezeptors
fuhrt zur Transformation von Zellen (Di Fiore et 8987).

In Tabelle 1-7 sind bisherige Arbeiten zur HER2AneRNA-Expression in Tumorzelllinien,
normalem Lungengewebe und Tumorgewebe von Patieniiebungenkarzinom aufgefuhrt. Die

Untersuchungen extrazellularer Materialien findieh én den Tabellen 1-4 und 1-5.

Material Ergebnisse Methode Referenz
SCLC—ZeIIIln}e_n (n:A:) HER2-mRNA-Expression in NSCLC-Zelllinien 4 - 32fakbiher als in RNA Dot-Blot- | Schneider et
NSCLC-Zellinien (n=7, 1 SCLC-Zelllinien, héchste Expressionslevel in Adesaknom-Zelllinien Analyse al. 1989
LCC, 2 PeCa, 4 AdenoCa) ' P Y :
normale fetale & adulte -niedrige HER2/neu-mRNA-Expression in normalentegitlen adulten

und fetalen Geweben (u.a. Respirationstrakt) diefddetr Press et al.
Gewebe (u.a. : . e . Northern Blot
o -Expressionslevel vergleichbar mit niedrig expriraieden 1990
Respirationstrakt) ; e i
Mammakarzinomzelllinien ohne Genamplifikation
NSCLC-Zelllinien (n=14) Uberexpression von HER2-mRN 7/14 NSCLC-Zelllinien Northern Blot Ke;gg; al.
-in allen Zelllinien signifikante Korrelation zwiken IC50-Werten von
R . _ allen 6 angewendeten Medikamenten (u. a. Cispl&tidphe der .
NSCLC-Zellinien (n—ZQ) HER2/neu-mRNA-Expression (alle p<0,0085)Eignung der HER2/neu- | Northern Blot Tsai et al.
von unbehandelten Patiente 1993

rUberexpression als Marker fur intrinsische Multiplrig Resistance von
NSCLC-Zelllinien

NSCLC-Patienten (n=83):

-HER2/neu- & EGFR-mRNA-Expression in allen Probetedtierbar

quantitative

normales Lungendewebe & -29/83 (34,9%) erhohte HER2-mRNA-Expression, sigaiite Korrelation| Real-Time RT- | Brabender et
Tumor ewebeg 9 mit niedrigerer Uberlebensrate, VerschlechterungPdegnose bei PCR, interne al. 2001
9 gleichzeitiger EGFR-Uberexpression Referenz R-Aktin
NSCLC-Gewebe (n=115) | -HER2/neu-mRNA-Expression in 100% der NSCLC- & Langewebe quantitative Pellearini et
normales Lungengewebe -54/115 (47%) NSCLC-Patienten hohere HER2/neu-mHNAression als Real-Time RT- al 2003
(n=22) normales Lungengewebe PCR ’
-hohe HER2/neu Expression in 62/90 (68.9%) Patirentedrige quantitative

) _ HER2/neu Genexpression bei 28/90 (31.1%) Patienten Real-Time RT- | Vallb6hmer et

NSCLC-Gewebe (n=90) -bei Frauen signifikante Assoziation zwischen hdtER2/neu-mRNA- PCR, interne al. 2006

Expression & niedrigerer Uberlebensrate

Referenz R-Aktin

Tabelle 1-7 Arbeiten zur HER2/neu-mRNA-ExpressiorZelllinien, normalem Lungengewebe

und Tumorgewebe von Patienten mit Lungenkarzinom
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1.4.2 hnRNP-B1 (heterogenous nuclear ribonucleoprein B1)

Tockman et al. beschrieben 1988 den Nachweis vamofzellen im Sputum von Patienten friher
klinischer NSCLC-Stadien mit dem monoklonalen Adtiper 703D4 (Tockman et al. 1988). Das
Antigen wurde spater als das RNA-bindende hetemgaukledre Ribonukleoprotein A2/B1l
identifiziert, welches im Nukleus von Sdaugetierzelleine Hauptkomponente des hnRNP-
Komplexes darstellt (Zhou et al. 1996). hnRNP A2iBtlam mRNA-Splicing und am mRNA-
Transport vom Nukleus ins Cytoplasma beteiligt. ¥fkiin ist eine Bindung von hnRNP A2/B1
an humane Telomeren-DNA nachgewiesen, so dasswaigere Funktionen vermutet werden
(Ishikawa et al. 1993, Ford et al 2002). hnRNP-Bhdét u. a. an die DNA-abhangige
Proteinkinase (DNA-PK), die DNA-Doppelstrangbrichepariert und hnRNP-Proteine
phosphoryliert. Iwanaga et al. untersuchten die kian von hnRNP-B1 in der
Lungenkarzinomzelllinie A549: Nach Bindung von hnRiB1 an die DNA-PK war die Funktion
des Enzyms gehemmt. Eine Hemmung der hnRNP-B1-¥pexssion durch siRNA fiihrte bei
normalen Bronchialepithelzellen zu einer schnelidReparatur von DNA-Doppelstrangbriichen
nach radioaktiver Bestrahlung (Ilwanaga et al. 2005)

hnRNP-B1 wurde als Tumormarker zur frihen Detekttom Lungenkarzinomen beschrieben,
nachdem eine Uberexpression von hnRNP-B1-spezéfistiRNA in Lungenkarzinomgewebe im
Vergleich zu normalen Lungengewebe festgestellde{Sueoka et al. 1999). In Tabelle 1-8 sind
bisherige Arbeiten zur mRNA-Expression von hnRNP-i1 Zelllinien, Tumorgewebe von
NSCLC-Patienten und normalem Lungengewebe aufgefDie Untersuchungen extrazellularer

Materialien finden sich in den Tabellen 1-4 und.1-5

Material Ergebnisse Methode Referenz
NSCLC-Patienten (n=6): normales | hnRNP-B1-mRNA in Tumor-& Nichttumorgewebe exprintjer ualitative RT-PCR Sueoka et al.
Gewebe & Tumorgewebe héhere Expression in Tumorgewebe d 1999
NSCLC-Zelllinien (n=8) mRNA-Expression diverser hnRNP-Geré¢inRNP-B1 in allen — ) .
SCLC-Zelllinien (n=8) Zellinien exprimiert, Expression in SCLC-Zellen ilvieegend q#_?nrlgt;tll\_/_epcR:eRal P'g%g; al.
NSCLC-Gewebe (n=30) hoéher als in NSCLC-Zellen
gzmﬁémﬁéﬁ:ﬁg EEISI?S) hnRNP-B1-mRNA in HSAE 87 % Expression im Vergleith qllj\fr:it::trir\]/eBE;al— Satoh et al.

0, i - 0, i
Lungenkarzinomzelllinie (TKB-13) HeLa (100 % Expression) & TKB-13 (239 % Expression) Time RT-PCR 2004
NSCLC (n=69): Vollblut & Gewebe | hnRNP-B1-mRNA 17,4% Sensitivitat & 93 % Spezifitat semiquantitative Sheu et al.
gesunde Probanden (n=100): Vollb|lut> ungeeignet als diagnostischer Marker RT-PCR 2006

Tabelle 1-8 Untersuchung der Expression von hnRNIBiezifischer mRNA in verschiedenen
Geweben

1.4.3 Melanomantigen 2 (MAGE-2, MAGE-A2)

Die mRNA-Expression der Melanomantigene wurde zuarsMelanomzelllinien untersucht
(MAGE-1, van der Bruggen et al. 1991). MAGE-2 z&hit Subfamilie A der MAGE-Gene, die
in Region 28 auf Chromosom X lokalisiert wurde (Blaen et al. 1994, De Smet et al. 1994).
Die Genprodukte der MAGE-A-Familie sind AntigeneepBde des MAGE-2-Genprodukts
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werden von verschiedenen HLA-Klasse-I-Molekulerrudger das sehr verbreitete HLA-A24, auf
Tumorzellen prasentiert und von zytotoxischen Tlefelerkannt (Tahara et al. 1999). Diese
Erkenntnisse werden fir die Entwicklung von Immenépien fir Karzinome genutzt (Groeper et
al. 2008). De Smet et al. detektierten MAGE-2-sfimdie mMRNA im Gewebe verschiedener
Tumoren, z. B. Mamma-, Kolon- und Lungenkarzinomém, normalem adultem Gewebe

allerdings lediglich in Testisgewebe (De Smet et 1894). Fur einige MAGE-Angehorige,

darunter die Subfamilie D, wurde eine ubiquitare ARBXpression auch in normalen Zellen

nachgewiesen (Chomez et al. 2001).

Tabelle 1-9 gibt einen Uberblick ber Studien zuAGE-2-Expression in Lungenkarzinomen.

Die Untersuchungen extrazellularer Materialien @ndaich in den Tabellen 1-4 und 1-5.

untersuchte 8 MAGE-2-mRNA-Expression
MAGE-Gene MBS Tumorpatienten Kontrollen Methode Referenz
fetales & adultes o
MAGE-1, -2 Lungengewebe, 9/19 (47,4%) fetales & normales adultes| qualitative RT- | De Smet et al.
Lungengewebe negativ PCR 1994
Lungentumorgewebg
NSCLC-Patienten: ) o o .
MAGE-1, -2 -3 normales & Tumorgewebe: .16/46 (35%) nicht untersucht qualitative RT- | Weynants et al.
Lungengewebe: 0/8 PCR 1994
Tumorgewebe
15 ) . qualitative RT- | Ferlazzo et al.
MAGE-1, -2 -3 NSCLC-Gewebe 2/5 (40%) nicht untersucht PCR 1996
MAGE-1,-2 -3 | Lungentumorgewebd 13/43 (30,2%) nicht untgrsue | dualitative RT- | Yoshimatsu et al
PCR 1998
nested-
X‘QSE_'QL_%'Z' Knochenmark 4133 (12%) 0/30 Multimarker-RT-| Kufer et al. 2002
’ ' PCR
MAGE-A1, -A2, - . o BAL: 2x positiv bei nested-
A3, A4, -AB, - | MERNA BUS SPULUM & Sﬁlﬂt-uﬂ'/zlel,l(iéeéz/o/)o) Aktinomykose (MAGE-2) | Multimarker-RT- Me‘;'f'%%“;g et
Al2 T ) ' & Bronchitis (MAGE-1) PCR )
) 46/52 (88,5%):
32aMQiE§2ne’ NSCLC-Gewebe AdenoCa 34/38 (89,5%), nicht untersucht Membranarra Tsai et al. 2007
o PE-Ca 12/14 (85,7%)
MAGE-A1, -A2, nested-
MAGE-A3/6, A4, E"Soét‘g”g?{:n‘{gg 8/50 (16%) 0/30 Multimarker-RT-| Sienel et al. 2007
-Al2 PCR
MAGE-AL, -A2, - 9/33 (27,3%) guantitative Groever et al
A3, -A4, -A10, - Lungentumorgewebe (4/17 SCC, 3/12 AC, 2/4 nicht untersucht nested-Real- 2807 ’
Al2 LCC) Time PCR

Tabelle 1-9 Untersuchung der Expression von MAGEpEzifischer mRNA in verschiedenen
Geweben von Patienten mit Lungenkarzinom

1.4.4 Proteingenprodukt 9.5 (PGP 9.5)

Die Ubiquitin-Carboxyl-terminale Hydrolase PGP @&rde zunéchst als spezifisches Peptid im
Zytoplasma von Neuronen und neuroendokrinen Zddesthrieben (Doran et al. 1983, Day et al.
1987, Thompson et al. 1983). Ubiquitin-C-terminidigrolasen spalten die Peptidbindung am C-
terminalen Glycin des Ubiquitins ubiquitiniertero®ine und verhindern auf diese Weise deren
al. 91.98Der
Stoffwechselweg beeinflusst die Regulation von Zddlus und Genexpression (Spataro et al.

Proteolyse in den Proteasomen (Wilkinson et Ubiquitin-Proteasom-

1998). Die Uberexpression von PGP 9.5 auf Proteinelvurde erst in neuroendokrinen (Rode et

al. 1985), spater auch in mesenchymalen TumoremBall et al. 2003) nachgewiesen.
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1.4.5 Thyroid transcription factor-1 (TTF-1), Synonyme: NKX2-1, NKX2A

Das Gen fir das nukleare 38-kDa-Protein TTF-1 legft Chromosom 14913 und wird in der
Schilddruse, im Bronchialepithel und wéhrend derbBmgenese im Dienzephalon exprimiert
(Berghmans et al. 2006). TTF-1 aktiviem vitro Promotoren von Schilddrisen- und
lungenspezifischen Genen: In Lungenepithelzellep Myes Bronchialepithels bindet TTF-1 an
Genpromotoren fur das lungenepithelzellspezifisBbegactant-Protein B und reguliert so dessen
Expression (Bohinski et al. 1994). Minoo et al.gten an embryonalen Mauselungenvitro,
dass die Hemmung der TTF-1-mRNA-Transkription npeafischer Oligonukleotid-DNA zu
einer gestorten Lungenentwicklung fihrt. Daraus deumgeschlossen, dass TTF-1 weitere
Funktionen bei der Morphogenese von Lungenepitmel der Differenzierung spezialisierter
Lungenzelltypen hat (Minoo et al. 1995). Es wirdgamommen, dass TTF-1 bei der
Kanzerogenese durch die Regulation der Aktivitalifarierender Zellen und der Ausbildung
neuer BlutgefalRe eine Rolle spielt (Berghmans. &0416).

1.4.6 Telomerase (Telomer-spezifische Transferasehumane Telomerase Reverse
Transkriptase)

Telomerase ist ein Ribonukleoproteinkomplex, dechsiaus zwei Hauptkomponenten
zusammensetzt: einer RNA-Untereinheit, der humamelomerase RNA (hTR), und einer
Proteinkomponente, der humanen Telomerase Revérsarskriptase (hTERT). 1989 wurde
hTERT erstmals in der Zervixkarzinomzelllinie Heth@schrieben (Morin 1989). hTR hat eine zur
humanen Telomer-DNA komplementare Basenfolge vbiNekleotiden (5'-CUAACCCUAAC-
3’) und dient hTERT als Matrize fur die DNA-Syntleean den Telomeren (Shippen-Lentz et al.
1990, Feng et al. 1995). Telomere sind eine sieliadgh wiederholende Nukleotidsequenz an den
Enden der Chromosomen mit der Basenfolge 5-TTAG&GDurch Telomerase werden die
DNA-Verluste kompensiert, welche bei jeder DNA-Rkalion auftreten. Somatische Zellen
ohne Telomeraseaktivitat teilen sich nicht mehr,nnvedie Telomere zumindest einiger
Chromosomen auf eine kritische Lange gekirzt wurddastie et al. 1990). Neben der
Telomerenelongation hat Telomerase weitere FunétiorEine hTERT-Uberexpression fordert
nach neueren Untersuchungen die Mobilisierung emidier Stammzellen, das Haarwachstum
und die Stammzellproliferation ohne Veranderung Belomerenlange. Weitere Funktionen von
hTERT wurden bei der Proliferation epidermaler, htopoetischer und embryonaler
Stammzellen ohne Anderung der Telomerenlange nadbgen, die zudem hTR-unabhangig
waren (Calado & Chen 2006). Das Gen fur hTERT laegtChromsom 5p15.33. Im Bereich der
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Chromosomenregion 5pl5 wurden DNA-Amplifikationenir f verschiedenste Tumoren
nachgewiesen, u. a. NSCLC (Bryce et al. 2003s hTR-Gen wurde auf Chromosom 3g26.3
lokalisiert. Auch fur diesen DNA-Abschnitt waren Afifikationen in Zellen eines
Lungenkarzinoms detektierbar (Soder et al. 1997¢ Bntwicklung des sogenannten TRAP-
Assay (TRAP: Telomeric repeat amplification protpcermdglichte die Bestimmung der
Telomeraseaktivitat. Eine Telomeraseaktivitat wunté dieser Methode in verschiedenen
Karzinomen (speziell in Lungenkarzinomen) nachgeeie nicht aber in normalen somatischen
Zellen und benignen Tumoren (Kim et al. 1994, Higagh al. 1995). Telomerase wurde und wird

als universeller Marker zur Detektion von Tumorefgafasst.
In Tabelle 1-10 sind bisherige Arbeiten zur mRNApEession von Telomerase in Zelllinien,

Tumorgewebe und normalem Lungengewebe aufgeflihg. Uhtersuchungen extrazellularer

Materialien finden sich in den Tabellen 1-4 und.1-5
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[

Material | Ergebnisse | Methode | Referenz
hTERT
Rggggl gtiz?:ﬁgz f/lzvrﬁg;(gioll_gr?g:v)vebe keine hTERT-mRNA-Expression in normalem adultemdemgewebe RNA ISH KOIq]l_J;‘;SEt al.
Tumorgewebe (u.a. Lungenkarzinom [n=5|])}gesundes Lungengewebe niedrige hTERT-mRNA-Expessi q;zglt_':ié:ﬂ\ée de Kok et al.
nichtmalighe Gewebe (u.a. Lunge [n=3]) | -Expression in 4/5 Tumorgeweben 5x héher RT-PCR 2000
normales Bronchialepithel/Bronchitis (n=24) 891408 quantitativel
metaplastisches Gewebe (n=15) 1936 + 1704 . . Shibuya et al.
dysplastisches Gewebe (n=20) 3010 % 2607 NTERT-Kopien/ug Gesamt-RNA Realime 2001
Plattenepithelkarzinome der Lunge (n=17 12965 @0B3
51/153 (33,3 %) hTERT-positiv Wang et al.
NSCLC-Gewebe (n=153) S Jahes herhanarate bet hTERT+ 42,7%, bei hTERD% RNA ISH 2002
. -hTERT-Detektion in 146/146 Gewebeproben "
Ei%;?éffy:;:ng‘elw;]eesF(’r?g(ljé'leg;’ndes —statistisch signifikan;e Unterschiec_ie: 5-Jahreslébgnsrate bei RNA ISH Fullztgo(zt al.
hoher hTERT-Expression 46,9%, bei moderater Eximess,9%
Feinnadelaspirate mediastinaler - hTERT-mRNA nicht in den 14 Lymphknoten von Kottipatienten qualitative | Wallace et al
Lymphknoten (LK) von NSCLC-Patienten | « hTERT in 10/16 (63%) pathologisch positiven & 1B{32%) RT-PCR 2003 ’
(n=39) & Kontrollpatienten (n=12) pathologisch negativen (p < 0.05) LK von NSCLC-Batten
normale/hyperplastische Lunge (n=21) signifikanter Anstieg der hTERT-Kopienanzahl vommalem uber Lantuejoul et
preinvasive Lasionen (n=106) metaplastisches, dysplastisches Gewebe zu CISk&msite Expression RNA ISH al. 2005
invasive Lungenkarzinome (n=27) bei Karzinomen )
Uberexpression von hTERT-mRNA in 94/130 (74%) Tuenor titati
-NSCLC: Gewebeproben von 130 Patienteraufiger in PeCas als in Adenokarzinomen (87 vs,§896.03), qugp'tﬁn'ée Zhu et al. 2006
-nichtneoplastische Lungengewebe (n=30) Assoziation mit fortgeschrittenem Tumorstadium SERIT- RT-PCR ’
Genamplifikation
122. B|op§|eproben von 81 rauchendgn mediane normalisierte hTERWerte: 6,67 normalequantitative
Patienten: normale Mukosa/Bronchitis e S . . Capkova et al.
(n=67), Metaplasie (n=12), Dysplasie Muk(_)sa/Bronchltls,_ 18,:_’,8 _ _Metapl:ism, 13,31 Dyspasi75,46| Real-time 2007
(n=28). Lungenkarzinom (n=15) Karzinome, Ergebnisse signifikant (p=0,0036) RT-PCR
Eltjyr%zc-h,i:ge(gzrgg)tfﬁr};?\lgﬁgﬁ/‘zg&ier hTERT-mRNA-Expression von AAH (23/35 [66%]) im Vésgch zu RNA ISH Kawai et al.
Karzinome - BAC (n=37) BAC (36/37 [97%]) signifikant erhoht (p = 0.02) 2007
mRNA-Expression von 4 hTERT-Splicingvarianten:
NSCLC hTERT-
hTERT-Kopien/pg hTERT- Expression N
NSCLC-Gewebe & angrenzendes Gesamt-RNA Expression Lungengewebe q;anltlt_atlve Mavrogiannou
nichtmalignes Lungengewebe (n=28) at+p- 75 82% (23/28) 29% (8/28) Refl_"’fl;én;e et al. 2007
a+B+ 119 7% (2/28)
a-p- 17 54% (15/28 . .
a_ng 3 29%( (8/28)) keine Expression
hTR
- -hTR-Expression in Tumorzelllien & normalen somettisn Zellen RT-PCR,
Tumorzellinien, u.a. H23 (NSCLC) —mRNA—IEonzentration in Tumorzellen 2- bis 7fach kolls in Northern Feng et al.
normales Gewebe, u.a. Lunge - 1995
somatischen Zellen Blot
Lungentumor & korrespondierende hohe hTR-mRNA-Level in Lungentumor & Metastase MR- RNA ISH Soder et al.
Lymphknotenmetastase (n=2) Genamplifikation 1997
Gewebeproben (n=205 normal, Telomerase positiv (Enzymaktivitat und/oder hTR-Eegsion) in 7/27
preneoplastisch, maligne) von 40 Patientgn(26 %) normalen Geweben, in 20/28 (71 %) hyperjsicisén RNA ISH Yashima et al.
mit invasivem Lungenkarzinom (n=34), CISGeweben, in 4/5 (80 %) Metaplasien, in 9/11 (823¥gplasien, in 1997
(n=5), nichtmaligne Erkrankung (n=1) 11/11 (100 %) CIS, in 32/34 (94 %) Lungentumoren
PeCa (n=32) 13/32 (41%) hTR . , Soder et al.
NSCLC ﬁ]dzesr;oCa (n=18), LCC 2125 (8%) hTR hTR-Expression 15/57 (26 %) RNA ISH 1998
neuroendokrine | SCLC (n=62) 61/62 (98%) hTR— Karzinoide geringere Aggressivitat & RNA ISH Sarvesvaran e
Tumore(n=91) Karzinoidtumore (n=29 17/29 (59%) hTR niedrigere hTR-Expression al. 1999
hTERT & hTR
primares Lungenkarzinom (n=92) & -in Tumorgewebe hTERT-mRNA-Expression in 82/92 (398 R in qualitative | Arinaga et al
angrenzendes nichtmalignes Lungengeweb@2/92 (100%); in nichtneoplastischem LungengewdHeRT - RT-PCR 2000 '
(n=32) Expression in 1/32 (3%), hTR in 30/32 (94%)
Gewebe von Patienten mit LungenkarzinonhTR-mRNA-Expression in allen Tumorgeweben, hTERT08/115 Kumaki et al
(n=115): Tumorgewebe & angrenzendes | (94%) Tumorgeweben, hTR & hTERT in nichtneoplastest Geweben RNA ISH 2001 '
nichtneoplastisches Gewebe nur in aktivierten Lymphozyten detektierbar
RNA-ISH RT-PCR
primare neuroendokrine Tumoren (n=70) hTR hTERT hTR| hTERT
-typisches Carcinoid, TC (n=34) TC 11/19 (58%) 25/34 (74%) 1/1 01
-atypisches Carcinoid, AC (n=10) AC 10/10 11/11 n.u. n.u. RNA ISH
-grof3zelliges neuroendokrines Ca, LCNECLCNEC 9/9 16/16 3/3 2/3 ualitativé Nishio et al.
(n=16) SCLC 5/5 10/10 n.u.| n.u. qRT-PCR 2007
-SCLC (n=10) NSCLC n.u. n.u. 717 2/7
NSCLC (n=7) LG Alveolar-Typ-IIl-Zellen, serése 3/3 0/3
normales Lungengewebe (LG) (n=3) Zellen, Lymphoidfollikel &
nichtzillidre Bronchiolenzellen
Tabelle 1-10 Untersuchung der mRNA-Expression VORERT und hTR in Zelllinien,

Tumorgewebe und normalem Lungengewe$el...In-situ-Hybridisierung, n.u. ... nicht untacht
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1.4.7 Zentrosomenassoziierte Proteine
Das Zentrosom besteht aus dem perizentriolarenrida(ECM) und einem Paar Zentriolen.

Pericentrin (PCNT2, Pericentrin B, Kendrin)

Pericentrin wurde von Doxsey et al. nach der Untgrang einer Maus-cDNA-Bibliothek mit
Antiserum im PCM und in mikrotubuliorganisierendentren (MTOC) zentriolenloser Zellen,
z.B. Mausoozyten, lokalisiert und beschrieben ([2gxst al. 1994). Flory et al. veroffentlichten
im Jahr 2000 die Erstbeschreibung des humaneneraiits (Flory et al. 2000). Das humane
Pericentrin-codierende GerPCNT2 liegt auf Chromosom 21g22.3. Die experimentelle
Blockierung von Pericentrin mit entsprechenden Kirppern fuahrt zur Stérung der
Mikrotubiliorganisation wéahrend Mitose und MeiosBoksey et al. 1994). Aul3erdem ist
Pericentrin fir die Verankerung degTubulinkomplexes am Zentrosom verantwortlich
(Dictenberg et al. 1998piese Verankerung kontrolliert wahrend der Mitoge @rganisation der
Mitosespindel (Zimmerman et al. 2004). Da in ZeNegler maligner Tumoren Abnormitaten der
Zentrosomen in GroRe, Form und Anzahl gefunden &ufd Tabelle 1-11), erschien es sinnvoll,
im Rahmen dieser Arbeit die Expression von Perigezu untersuchen. Pihan et al. stellten nach
Untersuchungen an preinvasiven Karzinomen von €&eiMamma und Prostata die Hypothese
auf, dass Zentrosomendefekte friihe Ereignisse derilbgenese darstellen und ihr Nachweis flr

die Diagnose, Prognose und Therapie von Tumorer\utren sein kann (Pihan et al. 2003).

Aurora 2 (Aurora A, STK15: Serin-Threonin-Kinase 15, BTAK: Breast tumor amplified
kinase)

Aurora 2 st eine zentrosomenassoziierte SerindrireKinase, welche durch die
Phosphorylierung zentrosomaler Proteine die Mikvatunukleation wahrend der Mitose reguliert
(Sen et al. 1997, Kimura et al. 1997). Die fur Aarc&odierende DNA befindet sich in der
Chromosomenregion 20q13(3en et al. 1997). Die mRNA-Expression von Aurotaalshangig
vom Zellzyklus und erreicht in der G2/M-Phase ihkaximalwert (Kimura et al. 1997, Bischoff
et al. 1998). Die Kinaseaktivitat von Aurora isthwénd der Mitose am hdchsten (Kimura et al.
1997). Uber die Phosphorylierung vaeBb aktiviert Aurora 2 den Transkriptionsfaktor NB-
(Briassouli et al. 2007), welcher in aktivierter rifo bei chemotherapieresistenten Tumoren
nachgewiesen wurde.

Aurora-mRNA wird in vielen Tumorzelllinien und Tumenm Uberexprimiert (Bischoff et al. 1998,
Zhou et al. 1998). Eine Aurora-mRNA-Uberexpressiande u. a. in Lungenkarzinomen (Xu et

al. 2006), kolorektalen Karzinomen (Gerlach e286), und Mammakarzinomen (Miyoshi et al.
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2001) detektiert. Fur das Magenkarzinom wurde Bioeelation zwischen Auroratberexpression
und Aneuploidie nachgewiesen (Sakakura et al. 200T)abelle 1-11 sind bisherige Arbeiten zur

MRNA-Expression von Aurora in Zelllinien, Tumorgdyee und normalem Lungengewebe

aufgefuhrt.
Material | Ergebnisse |  Methode | Referenz
Pericentrin
Gewebe primérer maligner Tumoren |&entrosomen in nahezu allen Tumoren/ Tumorzelltiragpisch in (Protein: Pihan et al
metastatischer Tumoren, u.a. LungEprm, GroRe & Zusammensetzuhighaufig erhbhte Pericentrin-AK, 1098 |
Tumorzelllinien Zentrosomenzahl FISH)
?ﬁ:;g) myeloische  Leukemie (AML)RNA: 21 Gene zur Klassifikatior>nach Vergleich Ploidiestatus &
RNA: cDNA-Microarrays (2800 Gene| Zentrosqmene}ber_raﬂonen 18 Gene in bglde_n Slgrlamr@anden . RNA: cDNA-
L . - u.a. Pericentrinhbhere mRNA-Expression in aneuploiden als in.—*

quantitative PCR euploider (n=6) & . Microarray,

; = . euploiden Proben o Neben et
aneuploider (n=6) Proben mit 12 Geng - « . . quantitative PCR

. . rotein:mehr Zentrosomenverénderungen in Proben mit e al. 2004
u.a. Pericentrin \umerisch loid: 8/ h b . (Protein:
(Protein:zentrosomenspezifischer humerschen [aneu_p oid: 8/29] C romosomenaberration Pericentrin-AK)

r—— - [48,3+9,8%)] als bei normalem [euploid: 21/29] Chemmensatz
Pericentrin-AK zur Detektion von [32+8,4%])
Zentrosomen-veranderungen) =070
Mantelzelllymphom-Gewebe (McL) Miccero,\;?r-a
(n=33) RNA: Pericentrin (4,6fach, p=0,003) signifikant hoher i uantitativeyI’?T— Neben et
RNA: cDNA-Microarray, —quantitative tetraploiden als in diploiden MCL-Proben exprimiertkeine q PCR al. 2007
RT-PCR Uberexpression von Housekeeping Genen (PGK1, LMNH1A) (Protein: ’
(Protein:Antikdrper gegen Pericentrin) Pericentrin-AK)
Aurora-2
schnell proliferiende, normale Gewebe:
fetale Gewebe, adultes Testis- & Expression von Aurora-2-mRNA
Thymusgewebe Bischoff et
endotheliale Zellen, u.a. Lunge niedrige Expressimm Aurora-2-mRNA Northern Blot al. 1998
normale adulte Gewebe, u.a. Lunge keine Aurora-NAHEXpression
Tumorzelllinien, u.a. Lunge signifikant erhéhte Ata-2-mRNA-Expression
Patienten mit Lungenkarzinom (n=40): | Auroraiiberexpression in 25/40 (62,5%) TG; Expressiol G ualitative RT- | Xu et al
Tumorgewebe (TG), normales signifikant hoher als in LG, aber Aurora-2-mRNA gefingem q '
b - ) f PCR 2006

Lungengewebe (LG) Level auch in LG von Patienten mit Lungenkarzinom

Tabelle 1-11 Arbeiten zur Protein- und mRNA-Expressvon Aurora-2 & Pericentrin in
Zelllinien, normalem Lungengewebe und Tumorgewdle,.Antikdrper
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1.5 Forschungsprojekt und Aufgabenstellung

Die Uberlebenszeit von Patienten mit Lungenkarzingsh vom klinischen Stadium der
Erkrankung zum Diagnosezeitpunkt abhangig, wobei sch von TNM-Stadium | bis IV
zunehmend verringert. Screeningverfahren zur Fk@msmung von Lungenkarzinomen mit
bildgebenden Verfahren und Zytologie existierenj&izt nicht. Verdnderungen auf DNA-, RNA-
und Proteinebene lassen sich haufig vor dem zytphodogischen Tumornachweis detektieren.

In der Diagnostik werden bisher die durch Zentidign aus der Bronchiallavage gewonnenen
Zellen untersucht. Das Projekt ,Friihdiagnostik desgenkarzinoms - Molekulare Tumormarker
in der Bronchiallavage (BL)“ beschaftigte sich ndiér Untersuchung der sonst verworfenen
zellfreien BL, speziell die extrazellulare DNA (Mdsatelliten, p53, Methylierung) und mRNA.
Dabei ist hervorzuheben, dass extrazellulare Nog&&iren in zellfreier BL zuvor noch nicht
detektiert wurden.

Die vorliegende Dissertation umfasst qualitativel guantitative Expressionsuntersuchungen der
MRNA in zellfreier BL, Serum, BL-Zellen und Tumorgebe.

Aufgabenstellung der vorliegenden Dissertation

1. Lasst sich extrazellulare mRNA in zellfreier Betektieren?

2. Ist bei Vorhandensein von RNA deren Qualitat u@dantitat ausreichend fur weitere
Untersuchungen?

3. Kann mit qualitativen und/oder quantitativen afysen zwischen Tumor- und
Nichttumorpatienten unterschieden werden? Dabé¢ids®lmRNA-Expression verschiedener
tumorassoziierter Gene in der BL untersucht werden.

4. Ist zellfreie BL als Untersuchungsmaterial fURNA-Expressionsanalysen geeignet? Die
Ergebnisse der mRNA-Expression in der BL werdendait Expression in zellfreiem Serum

und BL-Zellen verglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

2.1.1 Gerate (bis auf Zentrifugen)

| Geréat

Hersteller

ICycler, AbiPrism 7700

IApplied Biosystems

ICycler, MJR, PTC-100TM Programmable Thermo Corgroll

MJR-MJ Research, Inc.

IDigitalkamera DC 120 Zoom

KODAK

Elektrophoresis Documentation and Analysis Systath 1
-Kamerahalterung und 13 x 17 cm Blende

KODAK

[Elektrophorese-Geltrager, -kamm, -kammer

Carl Roth GmbH Karlsruhe

[Heizblock Techne DRI-BLOCR: DB-2A

thermo-DUX Gesellschaft fur Laborgerate mbH

[Mikrowelle "Micromat"

IAEG

[Pipetten, 1000 pl, 200 pl, 100 pl, 10 pl Eppendorf AG
QIAvac 24-Vacuum manifold + QlAvac 24 Base, Lid drilCaps QIAGEN
Sicherheitswerkbank HERAsafe HERAEUS

Stromgerat, Phero-stab. 500 -Electrophoresis Poywphg

Biotec Fischer

Stromgerat, Elektrophorese, Consort E521

JAngewandte Gentechnologie Systeme GmbH

Taumel Rollenmischer TRM 56

IDL

JUltrospec 2100 pro

lamersham pharmacia

Juv-Transilluminator

Hoefer Scientific Instruments

Vakuumabsauggeréat

BIOMETRA

\Vortexgerat UNIMAG ZX Vortex Mixer

UNIEQUIP Laborgerate & Vertrieb GmbH

\Waage Analytic AC 210 P

Sartorius

\Wasserbad UNITHERM 1225 PC

UNIEQUIP Laborgerate & Vertrieb GmbH

Tabelle 2-1 Gerate (bis auf Zentrifugen)

2.1.2 Zentrifugen

Bezeichnung Maximaler Zentrifugenradius [mm] Verwendung Hersteller

SorvalP RC 28 S F-28/5( 114,7 14-ml-Round-Bottom-Tubes BONT

SorvalP RMC 14 66 Eppendorf-Tubes DU PONT

IBIOFUGE fresco HERAEUS

IUNIVERSAL 30 F 110 Sarstedt Monovette Hettich

IRotanta S 140 50-/ 14-ml-Blue-Caps, Sarstedt Metidt{Hettich
IVarifuge RF 160 50-/ 14-ml-Blue-Caps HERAEUS SEFLH
IMinifuge RF 150 96-Well-Platten HERAEUS SEPATECH

Tabelle 2-2 Zentrifugen

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

I Bezeichnung Hersteller
IDrei-Wege-Hahn Smiths Medical Deutschland GmbH
IPipetten, LIQUPETTE'-Einwegpasteurpipetten ELKAY—Roth

|Pipetten, Polystyren (25 ml, 10 ml, 5 ml) FalcorP-Becton Dickinson Labware
QlAamp® MinElute™ Virus Vacuum Kit (50) QIAGEN

Sarstedt Monovetfe EDTA KE/9 ml Sarstedt

Tubes, Blue Caps, 15 ml, Cellstar, PP Greiner Labortechnik

Tubes, Blue Caps, 50 ml, Polypropylen Falcorf-Becton Dickinson Labware
Tubes, Cryo~, 1,8 ml nunc"

Tubes, Round-Bottom~ ,Falcon Nr. 2059, 14 ml, Robpylen Falcofi-Becton Dickinson Labware
Tabelle 2-3 Verbrauchsmaterialien

Weitere Verbrauchsmaterialien, u. a. PipettenspjtEppendorf-GefalRe, Reaktionsgefal3e fir
die PCR, wurden von folgenden Firmen bezogen: Abg8&mzym Scientific GmbH, Corning
Incorporated, Eppendorf AG, GeneAfGreiner Labortechnik.
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2.2 Reagenzien

2.2.1 Reagenzien

Bezeichnung

Hersteller

Agarosegel, 2 % Agarose, 0,5 x TBE

Herstellung? 2.6.2.5.1

Agarose MP (Mehrzweck Agarose), analytical gradé®, &

Boehringer Mannheim Biochemica

IAgua destillata, Aqua ad injectibilia-Braun

Braun-Melsungen AG

IAgua destillata, deionisiert

Reinstwasser-System IMB

/Aqua destillata, DEPCdest.

Herstellung? 2.2.7.1

|3-Mercaptoethanol = 2-MercaptoethanalHgDS

Sigma

IBorséure

Carl Roth GmbH

IChIoroform, Trichlormethan (99 %, BP 93)

Carl Roth GmbH

IChIoroform—lsoamylalkohol 24:1

Merck KG

IDEPC(DiethyIpyrocarbonat) > 97 %

Sigma Chemical Company

IDNA—Ponmerase AmpliTag Gold

Applied Biosystems

|DNase, RNase-frei

Boehringer Mannheim Biochemica

IDNase, RNase-frei

QIAGEN

IdNTP—MiX (je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

Herstellung aus Ultrapure dNTP Set

Ultrapure dNTP Set 2'-Deoxynucleoside 5'-Triphoseha
dATP 100 mM (pH 7.5), dCTP 100 mM (pH 7.5)
dGTP 100 mM (pH 7.5), dTTP 100 mM (pH 7.5)

amersham pharmacia biotech

IotToiwm

Invitrogen™ Life Technologies

|EDTA 0,5 M pH 8.0 bei 25 °C

GIBCO BRL Life Technologies

|EDTA 2 Nae 2 H,O

Carl Roth GmbH

IEthanoI 100 %, Ethanol absolut

Merck KG

IEthanoI 75 %, 75 vol % Ethanol (100 %) + 25 vol ®BALT dest.

Merck KG

IEthidiumbromid 1 % (10 mg/ml), Stammlésung

Carl Roth GmbH

|5 x first strand buffer

Invitrogen™ Life Technologies

IGcherol

Serva

IGuanidinthiocyanat, FHeNLS Roth
IGoIdbuffer (10 x PCR-Puffer, ohne Mg{l Applied Biosystems
IIsopropanoI, 2-Propanol pro analysi Merck KG

ILadepuffer MBI Fermentas
ILﬁsung D Herstellung? 2.2.7.2
IL(‘jsung D* Herstellung? 2.2.7.2

|Magnesiumchlorid, MgGI1 M

IMagnesiumchIorid, MgGls 6 H,0, reinst

Merck KG

IMagnesiumchIorid\/IgCIz 25 mM

Applied Biosystems

INatriumacetat, 2M,pH4

INatriumacetat, 3M,pH5

INatriumacetat fur die Molekularbiologie, wasse!

Merck KG

INatriumchlorid, (,9 %, Natriumchlorid-Infusionslésung 154, 500 ml

riBeChemie AG

INatriumcitrat 0,75MpH 7.

|Natriumcitra

GIBCO BRL Life Technologies

INatriumsarkosyl 10¢

IPhenoI (redestilliert, fD-geséttigt, pH 4,5-5,0) Aqua-R8tPhenol Roth

|pUC Mix Marker 8, ready-to-use MBI Fermentas

QlAamp® MinElute™ Virus Vacuum Kit (50) QIAGEN

QIAquick® PCR Purification Kit (250) QIAGEN

JRandom Hexamer Primer Invitrogen™ Life Technologies
IRecombinant RNasin, Ribonuclease-Inhibitor fir RNa&$ Promega

|rox TIB MOLBIOL

SuperScript™ Il RNase HReverse Transcriptase, 200 U/ul

Invitrogen™ LiéeAhologies

10 x TBE-Puffer

Herstellung? 2.2.7.3

0,5 x TBE-Puffer

Herstellung? 2.2.7.3

TOPO TA Clonin§ Kloning Kit-Version N (mit Klonierungsvektor pCR.1-TOP® & E.col
IGenotyp DH&-T1%)

Invitrogen™ Life Technologies

ITris Base [Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan]

Carl Roth GmbH

Tabelle 2-4 Reagenzien
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2.2.2 PCR-Primer
Alle verwendeten Primer und Sonden wurden von TIBLBIOL synthetisiert.

Gen

Sequenzen der Primer und Sonden 5’ - 3’

Produktgrofe

Qualitative PCR

B-Aktin

forward ACG GCT CCG GCA TGT GCA AG
reverse  TGA CGA TGC CGT GCT GCA TG

196 bp

hnRNP

forward TGT TCC TTT GGA GAG GAA AAA G
reverse  TTGATC TTT TGC TTG CAG GA

hnRNP-B1 = 164 bp
hnRNP-A2 = 441 bp

PGP 9.5

forward CTG TGG CAC AAT CGG ACT TA
reverse  TGT CAT CTA CCC GAC ATT GG

203 bp

TTF-1

forward CCA GGA CAC CAT GAG GAA CA
reverse  GTC GCT CCA GCT CGT ACAC

236 bp

MAGE-2

forward AAG TAG GAC CCG AGG CAC TG
reverse  GAA GAG GAA GAAGCG GTC TG

MAGE-A2 = 217 bp

MAGE-2

=316 bp

HER2/neu

forward AGC CGC GAG CAC CCA AGT
reverse  TTG GTG GGC AGG TAG GTGAGT T

147 bp

Aurora

forward GCT GGA GAG CTT AAAATT GCAG
reverse  TTT TGT AGG TCT CTT GGT ATG TG

219 bp

Pericentrin

forward AGC GTG GGA TCT TCACAATC
reverse  GCA TGT TGC TCA GAC TCA GG

192 bp

hTR

forward GAA GGG CGT AGG CGC CGT GCT TTT GC
reverse GTT TGC TCT AGA ATG AAC GGT GGA AGG

111 bp

Telomerase

hTERT

forward TGA CAC CTC ACC TCACCC AC
reverse  CAC TGT CTT CCG CAA GTT CAC

95 bp

Real-Time PCR

GAPDH

Primersequenz 5’ - 3’
forward GAA GGT GAA GGT CGG AGT C

reverse GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC
Sondensequenz 5’ - 3’
5'-6FAM-CAA GCT TCC CGT TCT CAG CC XT-PH

226 bp

hnRNP-B1

Primersequenz 5’ - 3'
forward GTAAGC TCTTTATTG GTG GCT TAA

reverse GAT CCC TCATTA CCA CAC AGT
Sondensequenz 5’ - 3’
5-6FAM-TTT CCC CAT TGT TCG TAG TAG TTC CT XT-PH

104 bp

MAGE-2

Primersequenz 5’ - 3'
forward TTC AGC AAA GCC TCC GA

reverse TTC CTG GGA TGT GCG AA
Sondensequenz 5’ - 3’
5'-6FAM-CCT CAA ACA CCT CCA ACA TAC TCA GCT XT-PH

280 bp

hTR

Primersequenz 5’ - 3’
forward CTT CCA CCG TTC ATT CTA GAG CAA

reverse  GCT GAC AGAGCC CAACTCTT
Sondensequenz 5’ - 3’
5'- 6FAM-AGC TGC TGG CCC GTT CGC XT-PH

175 bp

Tabelle 2-5 Gene, Primersequenzen, Produktgro3en
bp...Basenpaare, 6FAM...6-Carboxyfluorescein, XT-PHEm8le mit LAN (Linker Arm Nukleotide) und
Quencher-Farbstoff TAMRA (6-Carboxy-tetramethylruméh)

2.2.3 Random Primers (Invitrogen™ Life Technologies

0.09 @punits/ul bzw. 3 pg/ul
ODyeo...Optische Dichte bei 260 nm
3 UM Tris-HCI (pH 7.0), 0.2 mM EDTA

-Ausgangskonzentration:

-Lagerpuffer:

Die Random Primer Oligonukleotide wurden bei — @0gelagert und vor ihrer Verwendung mit
Aqua destillata 1:10 auf 300 pdAverdinnt.
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2.2.4 Tumorzelllinien

Zelllinie Tumor/Zelltyp Gewebe
A427
NCI-H23
NCI-H520 NSCLC
NCI-H522 Lunge
NCI-H596
NCI-H146 SCLC
NCI-H209 SCLC (Knochenmarkmetastase)
NCI-H441 humane Lungenzelllinie mit Eigenschaftem Typ-l-Pneumocyten und Clara-Zellep
MCF-7 . . .
SKBR3 Mammakarzinom-Zelllinie, Adenokarzinom Mamma
BV173 Zellkulturiberstand| Chronisch myeloische Lémie (CML)/ humane maligne Préa-B-Zelllinie Blut/Lymphozyten
CCRF-CEM-C1 Akute lymphoblastische Leukamie (ALh)fmane T-Lymphoblasten-Zelllinie
DBTRG 05 MG humane Glioblastom-Zelllinie
U 87 MG Glioblastom (humane Astrozytom-Zelllinie) Gehim
U 373 MG

Tabelle 2-6 Als Referenz verwendete Zelllinien adleden Herkunft
NCI...National Cancer Institute, MCF...Michigan Cané®undation

2.2.5 pUC Mix Marker 8, ready-to-use (MBI Fermenta$

-DNA-Fragmente: 1116 bp, 883 bp, 692 bp, 501 B9, dp, 404 bp, 331 bp, 242 bp, 190 bp,
147 bp, 111 bp, 110 bp, 67 bp, 34 bp, 34 bp, 2a98p

-DNA-Konzentration: 0,1 mg DNA/mI

-Lagerpuffer: 10 mM Tris-HCI (pH 7.6), 1 mM EDTA

-10 % Glycerol

-Farbstoffe: 0,015 % Bromphenolblau, 0,015 % Xylemol FF

2.2.6 Ladepuffer (MBI Fermentas)
Inhaltsstoffe: 60 % Glycerol, 60 mM EDTA, 0,09 %oBrphenolblau, 0,09 % Xylencyanol FF

2.2.7 Herstellung ausgewahlter Lésungen und Puffer

DEPC-behandeltes Wasser

500 ml deionisiertes Reinstwasser und 0,5 ml DEB@nfja Chemical Company) wurden
grundlich vermischt, acht Stunden bei Raumtempeiatwubiert und anschliel3end zweimal 30
Minuten bei 2 bar und 121°C autoklaviert.

LOsung D
e 100 g Guanidinthiocyanat,8sN4S
« 117,2 ml Aqua distillata, DEPQlest.
e 7,0ml 0,75 M Natriumcitrat pH 7,0
e 10,6 ml 10% Natriumsarkosyl

Die Reagenzien wurden bei 65 °C im Wasserbad gefitbtvahrenddessen griindlich gemischt.
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L6sung D*: Die Herstellung von Lésung D* erfolgte unmittelbaor deren Verwendung

durch Zugabe von 7,2 |BFMercaptoethanol pro ml Losung D.

Herstellung von 10 x TBE-Puffer und 0,5 x TBE-Puffe
540 g Tris Base, 37 g EDTA und 275 g Borsaure wuride4,148 | erhitztem Aqua destillata
vollstandig gelost (ergibt 5 Liter 10 x TBE-Pufferber TBE-Puffer wurde gefiltert, in
autoklavierte Glasflaschen gefillt und 30 Minuteai & bar und 121°C autoklaviert. Die
Herstellung von 0,5 x TBE-Puffer erfolgte durch ®é@nnung von 10 x TBE-Puffer mit
deionisiertem Wasser nach folgender Berechnung:

Volumen 10 x TBE-Puffer: V1o x 18e-pufier = V0,5 x TBE-Puffer: 20

VolumenH,0: V20 = Vo 5 x TBE-Puffer- V10 x TBE-Puffer

2.3 Patienten

2.3.1 Patienteneinschluss

Das Studienprotokoll des Projektes ,Frihdiagnogtiés Lungenkarzinoms - Molekulare
Tumormarker in der Bronchiallavage* wurde der Btloikamission vorgelegt und von dieser
genehmigt. Im Rahmen dieser Studie wurden die Yatéiungen der vorliegenden Dissertation
durchgeflhrt.

In die Studie eingeschlossen wurden Patienten, adifgrund einer klinischen Indikation
bronchoskopiert wurden, wobei folgende Gruppenrgnteeden wurden:

1. Patienten mit Verdacht auf ein Lungenkarzinohmigch oder radiomorphologisch),

2. Patienten mit gesichertem Lungenkarzinom, dien zZBtaging vor oder nach Therapie
untersucht wurden,

3. Patienten der Kontrollgruppe, die wegen anddreachen bronchoskopiert wurden.

In die letztgenannte Patientengruppe wurden nuetah eingeordnet, bei welchen im weiteren
Verlauf auch durch andere Untersuchungsverfahreng@nérer Lungentumor oder pulmonale
Metastasen festgestellt wurden.

Patienten mit Kontraindikationen fir eine Bronchmsike (z. B. hochgradige Obstruktion [FEV
< 1 Liter]), Blutgerinnungsstérungen [Quick-Wert50 %, PTT > 50s, Thrombozytenzahl <
50/nl]), fehlender Indikation fur eine Bronchoske@iul3erhalb der Studie sowie nicht orientierte
oder nicht kooperative Patienten wurden nicht eSliudie eingeschlossen.

Bei den in die Studie eingeschlossenen Patientendamu samtliche routineméRigen
Untersuchungen (Mikrobiologie, Mykologie, Tuberksdy Zytologie) durchgefiihrt, es ergaben
sich keine therapeutischen Konsequenzen aus derekuatatbiologischen Befunden der
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vorliegenden Studie. Die Entscheidung hinsichtleher tumorspezifischen Therapie wurde

nach konventionellen Kriterien getroffen.

2.3.2 Vorbereitung

In Vorbereitung auf die bronchoskopische Untersagharfolgte eine ausfihrliche Anamnese
(speziell Tumor- und Raucheranamnese), die Anfamtigeiner Rontgen-Thorax-Aufnahme

(maximal vier Wochen alt), eine Lungenfunktionsustiehung (nicht alter als eine Woche) und
die Erhebung aktueller Laborwerte (Blutbild, Getng, Blutgruppe). Die Patienten wurden vor
der Bronchoskopie sowohl tber den Eingriff (StadeBronchoskopie-Aufklarung) als auch

Uber die wissenschatftliche Nutzung eines TeilsUi@ersuchungsmaterials aufgeklart. Von den
eingeschlossenen Patienten wurde vor der Broncpaskeine Einverstandniserklarung zur

Teilnahme an der Studie unterschrieben.

2.3.3 Tumorpatienten

Gruppe A — RNA-Isolation mit heil3em Phenol

Es wurden Serum und Bronchiallavage von 15 Tum@pi@n (11 NSCLC, 4 SCLC; 3
weiblich, 12 mannlich) in einem Alter zwischen 4/hdu 72 Jahren untersucht. Eine
Tumortherapie in Form einer Chemotherapie (4 Pem@rbzw. Radiatio war zum Zeitpunkt der
Probenentnahme bei sieben Patienten durchgefliindewo

Gruppe B — RNA-Isolation mit QlAamp® MinElute ™ Virus Vacuum Kit

Es wurde Material von 36 Patienten (31 NSCLC, 5 GCLE weiblich, 29 mannlich) in einem
Alter zwischen 45 und 75 Jahren untersucht. SiebBatienten hatten zum
Untersuchungszeitpunkt eine Tumortherapie (OP nShemotherapie n=4, Radiatio n=4;
Mehrfachnennungen maglich) erhalten. Von allen 88eaten der Gruppe B wurden Serum und
Bronchiallavage untersucht, von 22 der Patientdtesiem Bronchiallavage-Zellen sowie von
acht Patienten Tumorgewebe.

Raucherstatus, Tumorhistologie und TumorstadiumMiWassifikation) der Tumorpatienten

sind in Tabelle 2-7 aufgefluhrt.
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Pat.-Nr. | Geschlecht| Alter Raucherstatus Diagnose, Histologie, Tumorstadium (soweit bekannt)
[Jahre] | pack-years (py)
Tumorpatienten Gruppe A
1 m 66 eR seit 5 Jahren >20 py NSCLC, Plattendgihg#nom
2 m 66 R 75 py NSCLC, Plattenepithelkarzinom
3 m 63 R >50 py NSCLC, Plattenepithelkarzinom
4 w 64 eR seit 1 Jahr 15 py NSCLC,AdenokarzinoniNaMO0
5 m 66 eR seit 15 Jahren >20 py NSCLC, Rezidiv
6 w 62 R 60 py NSCLC, T4
7 m 72 R 30 py NSCLC, Plattenepithelkarzinom, efgttadig diff. (1)
8 m 72 R 40 py NSCLC, Adenokarzinom, TAN2M1
9 m 52 R >40 py NSCLC, Plattenepithelkarzinom, TRINI2
10 m 69 R >40 py NSCLC, Adenokarzinom
11 m 47 R >50 py SCLC
12 m 72 R >40 py SCLC
13 m 67 R >40 py SCLC
14 m 60 R 42 py SCLC, neuroendokrines Karzinom
15 w 58 R >80 py NSCLC, T3N2MO
n=15 3w,12m| O 63,73 12 R, 3eR 11 NSCLC, 4 SCLC
Tumorpatienten Gruppe B
16 m 75 eR seit 3 Jahren 75 py SCLC
17 m 55 R 20 py NSCLC, T4N3M1
18 m 65 R >50py NSCLC, T3N1MO
19 m 72 eR seit 7 Jahren 30 py NSCLC, TAN2MO
20 w 66 Ohne Angabe NSCLC, Adenoidzystisches Karmin
21 w 70 R >50 py NSCLC, Plattenepithelkarzinom
22 m 66 R >50 py NSCLC, TAN2M1
23 m 62 R 40 py NSCLC, Px
24 m 60 R >40 py NSCLC, gro3zelliges Karzinom
25 m 59 R >40 py NSCLC, Adenokarzinom
26 m 61 R >80 py NSCLC, adenoidzystisch
27 m 45 R >40 py NSCLC, T3N2MO
28 m 70 eR seit 0,5 Jahren 40 py NSCLC, Plattehelirzinom, T2-3N2MO
29 m 57 R >100 py NSCLC, Plattenepithelkarzinon\NZB8I10
30 w 59 R >40 py SCLC
31 m 69 eR seit 5 Wochen 30 py NSCLC, T3, Px
32 m 68 R 45 py NSCLC, T4AM1
33 m 52 R 50 py NSCLC, Plattenepithelkarzinom, BigziT”AN3MO
34 m 66 R >40 py NSCLC, T4,M1
35 m 65 NR - NSCLC
36 m 60 R >20 py NSCLC, Adenokarzinom
37 w 61 NR - NSCLC
38 m 65 eR seit 39 Jahren 5 py NSCLC, Plattendgéhg#nom
39 m 75 eR seit 10 Jahren 40 py NSCLC, Adenokamnzino
40 m 61 R 120 py NSCLC
41 m 49 R >20 py NSCLC, Plattenepithelkarzinom
42 m 53 eR seit 1 Jahr >20 py SCLC
43 w 70 R 150 py NSCLC, Adeno- & Plattenepithelikaom
44 m 70 R >40 py NSCLC, Plattenepithelkarzinom
45 m 47 R >60 py NSCLC, Adenokarzinom
46 w 66 R 40 py NSCLC, Adenokarzinom
47 w 55 R 70 py SCLC
48 m 67 R 50 py NSCLC, Adenokarzinom
49 m 76 eR seit 1 Jahr >20 py NSCLC
50 m 61 R >50 py NSCLC
51 m 60 R >25 py SCLC
n =36 7w,29m| 062,72 25 R, 8 eR, 2 NR, 1 ohne Angabe 31 NSCLC, 5 SCLC

Tabelle 2-7 Tumorpatienten der Gruppen A und (B...weiblidi, m...méannlich, R...Rauch
eR...ehemalige Raucher, NR...Nichtraucher)

py...Pack-Years, Einheit fir die geschéatzte Anzahlgggauchten Zigaretten eines Patienten bei
der Annahme von 20 Zigaretten je Packung, 1 py Zig@retten pro Tag tber ein Jahr (= 7300
Zigaretten pro Jahr)
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2.3.4 Nichttumorpatienten

74 eR seit 20 JahrerB7 py

Raumforderungen in der Lunge. Alter und}Z _
65 eR seit 10 Jahrer20 py

74

In die Gruppe der 35 Nichttumorpatienten (11}Pat" Gesciecht [ﬁﬁre] RELENREEILE
: Py
weiblich, 24 mannlich) wurden Patienten] 52 m 55 R >20 p}
) 53 m 64 eR seit 2 Jahregn  >75]py
aufgenommen, bei  welchen  weder  zumj| 54 m 38 R 20 py
. . . 55 m 66 eR seit 30 Jahrer25 py
Untersuchungszeitpunkt noch durch weiterfihrendg se m 60 NR -
. . 57 m 59 eR seit 30 Jahren8 py
Diagnostik Tumoren der Lunge und anderer Organgss w 47 NR )
. .. . o 59 w 30 R 10 py
diagnostiziert wurden. Die Indikation zur [&o W 64 R >20 p
. . . . 61 m 46 R >30 p|
Bronchoskopie waren bei diesen Patienterfs, m 27 NR -
. . . 63 w 47 NR -
verschiedene nichtmaligne Lungenerkrankunger}s; ” 3 = 15 py
. . 65 W 55 R 20 p\y
z.B. Pneumonie, Sarkoidose, unklarer Hustery—¢ - =5 R 24 py
. : 67 m 67 NR -
Stentkontrolle  bei  benigner  Trachealstenosej— - 65 | oR seit 17 Janrn 20 p
Verdacht auf Tuberkulose, COPD, Hamoptysenf-2s4+—-o = T .
Lungenfibrose, radiologisch diagnostizierte |- m 71 | eRseit5Jahren 53 py
72 m 58 R 40 py
m
m
m
m
W
m
m
m
W
m
W
m
W
m

Raucherstatus dieser Patientengruppe sind in Eabel "> 65 R >50 p
76 64 eR seit 25 Jahrer20 py
2-8 dargestellt. 7 39 NR -
78 58 eR seit 2 Jahren 40 py
Von den 35 Nichttumorpatienten der Kontrollgruppe] 79 68 NR -
80 64 eR seit 28 Jahrer20 py
wurden Serum und Bronchiallavage aufgearbeitef, 81 33 NR -
) ) 82 70 eR seit 11 Jahrer82 py
von 15 Patienten wurde RNA aus Bronchiallavage} s3 48 NR -
. . . . 84 67 eR seit 3 Jahren 20 py
Zellen isoliert. Die Isolation der RNA aus Serundun | ss 74 R 40 py
) ) ) ) 86 66 R 50 py
zellfreier Bronchiallavage von Nichttumorpatienten|n=ss 11w, 14 m| 0 57.17| 12 R, 12 eR, 11 NR
erfolgte mit dem QlAamP MinElute™ Virus Tabelle 28  Nichttumorpatiente
(w...weiblich, m... mannlic

Vacuum Kit, bei den Patienten 52 bis 71 auch mit R...Raucher, eR...ehemalige Rauc

i NR...Nicht h
heilRem Phenol. ichtraucher)

2.4 Bronchoskopie, Probenaufbereitung und —lagerung

2.4.1 Bronchoskopie, Materialgewinnung und Dokumerattion

Vor der Pramedikation und der Bronchoskopie wurdat Bnittels Sarstedt Monovett&n
entnommen. Nach dem Legen einer peripheren Venerikanile erfolgte die Pramedikation
mit Midazolam i. v. (1 - 10 mg), Atropin i. v. (0/mg) nach Ausschluss von Herzrhythmus-
stérungen und Augeninnendruckerhéhungen, Dicodd €15 mg), Solu-Decortin i.v. (100 mg)
bei Zeichen einer obstruktiven VentilationsstorgRBV; < 75 %/Soll, R > 125 %/Soll, RV/TLC

> 125 %/Soll) sowie die Lokalanésthesie der Raattdasmhaut (Xylone§tPumpspray). Durch
Spulung mit maximal 20 ml 0,9 %iger Natriumchlo@siing und Absaugen von Bronchialsekret

aus dem Trachea- und Hauptbronchusbereich wurd@rdiechiallavage gewonnen. Bei einer
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Indikation fir eine Schleimhautbiopsie wurde dieseh der Bronchiallavage durchgefihrt, um
eine Kontamination der Bronchiallavage mit intrédéren Nukleinsduren zu vermeiden. Die
Patienten wurden nach Abschluss der Bronchoskogiekimischer Notwendigkeit Uberwacht
und blieben zwei Stunden niichtern.

Die klinischen Befunde wurden mit digitalen Befuiddern und auf entsprechenden
Studiendokumentationsbogen dokumentiert. Die Prokerden sofort nach der Entnahme bei

4°C gelagert und innerhalb von maximal drei Stunaigibereitet.

2.4.2 Untersuchungsmaterial
Es wurden zellfreies Serum und zellfreie Bronchidige von insgesamt 86 Patienten,

Bronchiallavage-Zellen von 37 Patienten und Tumwedee von acht Patienten untersucht.

Serum

Das Serum wurde 10 Minuten mit 280 x g bei Raumtmadpr zentrifugiert (Berechnung
Relative Centrifugal Force [RCF]: RCF = 1,118 ¢°10r’ « r ; n...Umdrehungen pro Minute,
r...Zentrifugenradius [mm]) . Nach der Uberfiihrumgs Uberstandes in Round-Bottom-Tubes
erfolgte fur 10 Minuten ein weiterer Zentrifugateschritt bei 4°C und 2050 x g. Der nun
zellfreie Uberstand wurde abgenommen und in Aliguoit Volumina zwischen 0,5 und 1,8 ml
bei —80°C aufbewahrt.

Bronchiallavage (BL) und Bronchiallavage-Zellen (Bl-Zellen)

Nach zehnminttiger Zentrifugation mit ausgeschailtBremse bei Raumtemperatur und 350 x g
wurde der zellfreie Uberstand in 1,0-ml-Aligots b80°C gelagert.

Das Zellpellet wurde in 0,9%iger Natriumchloridléaguaufgenommen, in ein Eppendorf-Gefald
gegeben und drei Minuten bei 540 x g und 4°C Zegfiert. Nach Absaugen des Uberstandes
erfolgte die Aufbewahrung der gewaschenen BL-Zdbein-80°C.

Tumorgewebe

Das Tumorgewebe wurde bei —80°C gelagert.
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2.5 RNA-Isolation, DNase-Behandlung und cDNA-Synttse
Abbildung 2-1 veranschaulicht die angewendeten btith der RNA-Isolation.

RNA-Isolation
Extrazellulare RNA Zellulare RNA

BL-Zellen, Tumorgewebe und Zellen der
Tumorzelllinien
HeilRes, wassergeséttigtes Phen |  QIAamp® MinElute™ Virus Vacuum Kit Single-Step-Methode nach Chomczynski §

Sacchi 1987

DNase-Behandlung

Serum und zellfreie Bronchiallavage

v

cDNA-Synthese

Abb. 2-1 Arbeitsschritte von der RNA-Isolation kisr cDNA-Synthese

2.5.1 RNA-Isolation
2.5.1.1 RNA-Isolation aus Serum und BL mit heil3em assergesattigtem Phenol

Tag 1 - Phenolextraktion und 1. Prézipitation

Das Material wurde nach der Bestimmung der Probenvioa im Eis aufgetaut und in das

gleiche Volumen wassergesattigten Phenols pH 4@5+#bit einer Temperatur von 65°C

Uberfuhrt. Nach grindlichem Mischen wurden die Brob30 Minuten bei 65°C unter

zwischenzeitlichem Vortexen im Wasserbad inkubiéf, Minuten im Eis gekihlt und 30

Minuten bei 3620 x g und 4°C zentrifugiert. Die @ilease wurde in Round-Bottom-Tubes
,Falcon Nr. 2059“uberfiihrt, mit*/1, Volumen 3 M Natriumacetat pH 5.2 und dem gleichen
Volumen Isopropanol versetzt, gemischt und beiE@findestens zwolf Stunden prazipitiert.

Tag 2 - 2. Prazipitation

Nach Zentrifugation fiir 30 Minuten bei 8210 x g u#tC wurden der Isopropanol-Uberstand
entfernt, die RNA in zweimal je 250 pl Losung D gerfiommen und in Eppendorf-Gefale
Uberfuhrt. Mit 550 pl Isopropanol versetzt erfolgiber zwolf Stunden die Prazipitation der
RNA bei -80°C.
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2.5.1.2 RNA-Isolation aus Serum und BL mit dem QIAep® MinElute™ Virus Vacuum
Kit

Das Material war bei -80°C gelagert. Die Proben dear gewogen und auf Eis vollstandig
aufgetaut. Die RNA-Isolation erfolgte nach den \aygn des QIAamp MinElute Virus Vacuum
Protokolls unter Verwendung des vom Hersteller &lie Isolation viraler Nukleinsauren
konzipierten QlAamP MinElute™ Virus Vacuum Kits (QIAGEN), des QIAvac 24 vacuum
manifold (QIAGEN, 7~ Abb. 2-2) und einer Vakuumpumpe (BIOMETRA). Di®lisrte RNA
wurde zweimal mit je 75 pl Puffer AVE eluiert. D&roben wurderf/1o Volumenanteil 3 M
Natriumacetat pH 5.2 und ein dreifaches Volumen ¥W(Ethanol zugesetzt. Es folgte die
Préazipitation bei -80°C fur mindestens zwolf Stumde

Abb. 2-2 Aufbau des QIlAvac 24
vacuum manifold (aus:
“QlAamp®  MinElute™ Virus
Vacuum Handbook®, S. 17)

1. QlAvac 24 Basis

2. QlAvac 24 lid

3. Luer extension

4. Luer extension mit VerschlulRkappe
5. Drei-Wege-Hahn

6. VacConnector

7.QlAamp MinElute Saule

8. Extensionstube

2.5.1.3 Single-Step-Methode nach Chomczynski & Sduc 987
Tag 1 - Lyse und 1. Prazipitation

BL-Zellen und Tumorgewebe waren bei -80°C gelagBrbben mit Gber 300 pl Volumen
wurden auf Eis aufgetaut. Das gefrorene bzw. aatgetPellet wurde in Losung D* gel6st und
in Round-Bottom-Tubes ,Falcon Nr.2059* UberfuhrterDProben wurden nacheinander 2 M
Natriumacetat, pH 4.0, wassergesattigtes Phenoldfb.0 und Chloroform-lsoamylalkohol
(24:1) zugesetzt1 Tabelle 2-9), wobei die Tubes nach Zugabe jedagBez gevortext wurden.
Nach 15 Minuten Inkubation auf Eis wurden die AmedB0 Minuten bei 8210 x g und 4°C
zentrifugiert. Die wéassrige Oberphase mit der geldsRNA wurde in ein weiteres Round-
Bottom-Tube ,Falcon Nr. 2059* tiberfuhrt und nachyZhbe des gleichen Volumens Isopropanol

mindestens zwolf Stunden bei -80°C prazipitiert.
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VZellpellet Lbsung D* V2 M NaAc pH4.0 VPhenolwassergesattigtv PH 4.5-5.( VCHCI3+IsoamyIaIkohoI
[ul] [m] (1] [ml] [ml]
bis 300 3 300 3 0,9
> 300 5 500 5 1,3

Tabelle 2-9 Volumina der bei der Single-Step-Methotlentdtigten Reagenzien in
Abhangigkeit vom Volumen des Zellpell€ig...\Volumen, NaAc...Natriumacetat)

Tag 2 — 2. Prézipitation

Am Folgetag wurden die Proben 30 Minuten bei 8210und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand

wurde abgegossen, das Pellet in zweimal je 25@palihg D aufgenommen, in Eppendorf-Tubes
Uberfuhrt und nach Zugabe des gleichen Volumensrdg@nol (ca. 550 pl) mindestens zwolf

Stunden bei -80°C prazipitiert.

2.5.2 DNase-Behandlung

Die isolierte RNA wurde 30 Minuten bei 12470 x gdu#°C zentrifugiert und mit 75 %igem
Ethanol gewaschen. Die in DERBehandeltem Wasser geloste RNA wurde zehn Minatén

Eis gekuhlt. Die Proben wurden mit 2 M Natriumatetd 4.0, 1 M Magnesiumchlorid, RNasin,
DNase versetzt { Tabelle 2-10), gemischt, kurz anzentrifugiert ua8 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert.

Reagenz Ausgang_s- ' Volumen

konzentration DNase Boehringer DNase QIAGEN
DEPC-behandeltes Wasser - 200 pl 192 pl
Natriumacetat, pH 4.0 2M 20 pl
Magnesiumchlorid 1M 2 pl
RNasin (Promega) 40 U/l 1pl
DNase (Boehringer/ QIAGEN) 1500 Kunitz units 2 ul [ [ov]

225 pl

Tabelle 2-10 Zur DNase-Behandlung verwendete Reagen
Kunitz units: Einheit der DNase |

Zur Deproteinisierung (DNase, RNasin) wurde einerfliChloroform-Extraktion durchgefuhrt:
Die Ansatze wurden mit je 250 ul Phenol- Chlorofdsmamylalkohol im Verhaltnis 1:1 (125 pl
wassergesattigtes Phenol pH 4.5-5.0 und 125 plr@fiolon-Isoamylalkohol 24:1) versetzt,
gemixt und 5 Minuten bei 12470 x g und 4°C zentjidut. Die wassrige Oberphase mit der
darin gelésten RNA wurde in ein neues Eppendorfi@eiberfithrt. Den Proben wurdéig
Volumenanteil 3 M Natriumacetat pH 5.2 und ein férehies Volumen 100 % Ethanol zugesetzt.

Es folgte die Préazipitation bei -80°C fur mindestewdlf Stunden.

2.5.3 cDNA-Synthese

Bei der cDNA-Synthese wird die mRNA mittels Reverdgankriptase in cDNA umge-
schrieben. Die RNA wurde 30 Minuten bei 12470 xrgl #°C zentrifugiert, mit 75 %igem
Ethanol gewaschen und in 24 pl DEPC-behandeltetokiaviertem Wasser aufgelost. Jede
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Probe wurde mit 1 pl Random Hexamer Primer versgahischt, zur Auflésung vorhandener
Sekundarstrukturen der RNA und zur Primeranlageamgliie mMRNA zehn Minuten bei einer
Temperatur 70°C inkubiert und dann auf Eis gekihlis 5x Reaktionspuffer, Dithiothreitol
(DTT), dNTP-Mix und RNasin wurde ein Mastermix hestgllt. Die entsprechenden Volumina,
Ausgangs- und Endkonzentrationen sind in Tabellel Zaufgefiihrt. Zu jeder Probe wurden
15 pl Mastermix pipettiert. Jeder Reaktionsansatzatte ein Endvolumen von 40 pul. Die
gemischten Ansatze wurden zehn Minuten bei Raungeaiyr inkubiert und in ein Wasserbad
mit einer Temperatur von 42 °C Uberfuhrt. Die Zugalmn 1 pl Reverser Transkriptase
(SuperScript” II RNase H Reverse Trancriptase [Invitrog@l)) mit einer Aktivitat n der
Stammldsung von 200 U/ul erfolgte nach zwei Minu@re Proben wurden zur cDNA-Synthese
60 Minuten bei 42 °C inkubiert, zur Denaturieruram\SuperScript! Il zehn Minuten in einem
Heizblock auf 70°C erwarmt und dann auf Eis gekiliie Lagerung der cDNA erfolgte bei
-20°C.

Reagenz Ausgangskonzentratior [ Endkonzentration Volumen pro Ansatz [pl]
RNA in DEPC-behandeltem Wasser - - 24
Random Hexamer Primer (Invitrogéh 300 ng/ul 7,5 ng/ul 1
first strand buffer (Invitroge') 5 X 1x 8
Mastermix DTT (Invitroger™) 0,1M 0,01 M 4
(15 pl pro Ansatz)| dNTP-Mix 10 mM 50 uM 2
RNasin (Promega) 40 U/l 1 U/l 1
40 pl

Tabelle 2-11 Fur die cDNA-Synthese verwendete Redge

2.6 PCR

2.6.1 Primer-Etablierung und Sequenzierung

Die Amplifikationsbedingungen der qualitativen P@Rrden fur hnRNP-B1, Aurora (Miyoshi
et al. 2001), Pericentrin und Telomerase (hTR um@RiT, Chen et al. 2000) etabliert. Die
Amplifikation von B-Aktin, PGP 9.5, TTF-1, MAGE-2 und HER2/neu wurdeuinserem Labor
mit zellularer RNA bereits erfolgreich durchgefulffleischhacker et al. 2001) und fur die
Verwendung von extrazellularer mRNA optimiert. Chgablierung der Bedingungen fur die
Real-Time PCR erfolgte mit Ausnahme von GAPDH (Rad¢l@t al. 2004) in unserem Labor.
Die PCR-Produkte wurden mit dem QIAqUiclPCR Purification Kit (Qiagen) nach dem
vorgegebenen Protokoll aufgereinigt und von Dr.JBndrig (MDC Berlin Buch) sequenziert
(Methode nach Sanger, Sanger et al. 1977). Die rib@tder Produktsequenzen erfolgte mit
dem NCBI Sequence Viewer (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAB
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2.6.2 Template

FUr jeden PCR-Ansatz wurden 3 pl der aus SerunmBlinslynthetisierten cDNA eingesetzt. Das
entspricht einem Ausgangsprobenvolumen zwischearg296 pl Serum bzw. BL pro Ansatz.
Von der aus der mRNA der BL-Zellen und des Tumorge®g synthetisierten cDNA wurden pro
PCR-Ansatz 2 pl eingesetzt.

2.6.3 Qualitative PCR
2.6.3.1 Tumorzelllinien
Die als Positivkontrollen verwendeten Tumorzeltimi sind in Tabelle2-6 aufgefiihrt, die

Genexpression in TabelBel. Es wurden je Ansatz 2 ul Template eingesetzt.

2.6.3.2 Amplifikationsbedingungen
Die qualitativen PCRs wurden im PTC-100TM Programi@d hermo Controller (MJ Research,
Inc.) durchgefiuihrt. Die PCR-Bedingungen sind in @abellen 2-12 und 2-13 zusammengefasst.

Gen PCR-Ansatz Cycler-Bedingungen
M VAnsatz' 50 “I 5 min 95°C,
B-Aktin ¢ dNTP 10 mM90,25 pl=50 uM 45x45 s61°C,30 s 72°C, 30 s 95°C,
« forward/reversePrimer100 uM:je 0,2 ul=0,4 uM | 5 min 72°C0 4°C
M VAnsatz' 50 “I 5 min 95°C,
hnRNP ¢ dNTP 10 mM90,4 ul =80 uM 45x30 s62°C,30 s 72°C, 30 s 95°C,
« forward/reversePrimer100 uM:je 0,3 ul=0,6 uM |5 min 72°C0 4°
*  Vansaz 50 Hl 5 min 95°C,
PGP 9.5 ¢ dNTP 10 mM90,4 ul =80 uM 45x 30 s60°C,30 s 72°C, 30s 95°C,
« forward/reversePrimer100 uM:je 0,3 pul = 0,6 uyM | 5 min 72°Cg0 4°
*  Vansaz 50 Hl 5 min 95°C,
TTF-1 e dNTP 10 mM90,25 pl=50 uM 45x30 s57°C,30 s 72°C, 30 s 95°C,
« forward/reversePrimer100 uM:je 0,2 pl = 0,4 uM | 5 min 72°Co 4°
M VAnsatz' 50 “I 5 min 95°C,
MAGE-2 e dNTP 10 mM0,25 pl =50 pM 45x1 min55°C, 1 min 72°C, 45 s 95°C,
« forward/reversePrimer100 uM: je 0,25 pl = 0,5 uM| 7 min 72°C0 4°
*  Vansaz 25 Lll 5 min 95°C,
HER2/neu ¢« dNTP 10 mM0,125 pl =50 uM 45x30 s62°C,30 s 72°C, 30 s 95°C,

forward/reversePrimer100 uM:je 0,25 pul = 1 yM

5min 72 °Cwo 4°

Aurora (STK-15)

Vansazz 50 pl
dNTP 10 mM0,2 pl =40 pM
forward/reversePrimer100 pM:je 0,125 ul=0,25 pM|

5 min 95°C,
45x30 s62°C,30 s 72°C, 30 s 95°C,
5 min 72 °Cpo 4°

VAnsatz' 50 Pl I

5 min 95°C,

Pericentrin e dNTP 10 mM0,2 pl =40 uM 45x30 s60°C,30 s 72°C, 30 s 95°C,

« forward/reversePrimer100 uM:e 0,14 ul = 0,28 uM 5 min 72°C0 4°

[0} . VAnsatz' 25 Lll

g hTR e dNTP 10 mM0,125 pl =50 pM 5 min 95°C

g « forward/reversePrimer100 pM:je 0,05 pl =0,2 uM 45x 30 s 94°C, 30 83°C, 30 s 72C,

S * Vansaz 25l 5 min 72°C 0 4°

s hTERT ¢« dNTP 10 mM0,125 pl =50 uM
« forward/reversePrimer100 pM:je 0,75 pul = 0,3 uM

Tabelle 2-12 Ubersicht tiber die PCR-Bedingungergdatitativen PCR
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End-

V[pl[/Ansatz

Reagenzien Ausgangskonzentratior .
konzentration 25-pl-Ansatz | 50-pl-Ansat
Agqua ad injectibilia (Braun) - - ad 25 pl ad 50 pl
Goldbuffer (Applied Biosystems) 10 x 1x 2,5 5
MgCl, (Applied Biosystems) 25 mM 1,5 mM 1,5 3
dNTP-Mix 10 mM 40-80 pM 0,1-0,p 02-04
) forward 100 uM L
Primer (TIB MOLBIOL) Teverse 100 M 0,2-1,0 uM 0,05-0,2b 0,1-0,5
Serum & BL 3
Template BL-Zellen, Gewebe 2
DNA-Polymerase AmpliTaq Gold (Applied Biosystems) 5 U/ul 1 U/Ansatz 0,2
25 pl [ 50 pl

Tabelle 2-13 Ausgangs- und Endkonzentrationen @&t-Reagenzien fur die qualitative PCR

2.6.3.3 Post-PCR-Processing
Herstellung von Agarosegelen (2%) fir die DNA-GelkétophoreseDie Agarose wurde mit 0,5

x TBE-Puffer (M5 x tee-puffer[MI] = Magarose[d] ¢ 50) angesetzt. Zu 30 ml in der Mikrowelle

erhitzter, verflissigter Agarose wurden Q|ZEthidiumbromid (10 mg/ml) pipettiert.

0,5 x TBE-Ruffe
(Laufpuffer) gefillt, so dass das Agarosegel betieek. 10 pl PCR-Produkt wurden mit je 3 pl

Agarose-GelelektrophoreseDie Elektrophoresekammer wurde mit

Ladepuffer vermischt. Als Elektrophoresemarker veupgUC Mix Marker 8 (MBI Fermetas)
verwendet. Die PCR-Produkte wurden eine Stunde eb@r Spannung von 95 V in der

Elektrophoresekammer aufgetrennt.

Gelfotografie: Die PCR-Produkte wurden durch das in die DNA kdaéerte Ethidiumbromid
auf einem UV-Transilluminator (Hoefer Scientificsiruments) visualisiert und die Gele mit
einer Digitalkamera (DC 120 Zoom [KODAK]) fotograft.

Auswertung:Die Gelfotografien wurden mit dem Progran@orel DRAW 10ausgewertet und
archiviert. Ein Beispiel zeigt Abbildung 2-3. Dierdebnisse wurden mittel&xcel 2000

tabellarisch und grafisch dargestellt.

Abb. 2-3 Elektrophorese von PGP9.5-PCR-
Produkten: Auf beiden Seiten der Proben wurde pUC
Mix Marker 8 aufgetragen. Die Produktgrof3e der
Proben aus der BL der Patienten 44, 50, 51 und 52
liegt bei 203 bp.

2.6.4 Real-Time PCR (Quantitative PCR)

2.6.4.1 Amplifikationsbedingungen

Die Real-Time PCRs wurden im AbiPrism 7700 (ApplBidsystems) durchgeflhrt. Zusétzlich
zu den Reagenzien fur die qualitative PCR wurderdig Real-Time PCR ROX (6-Carboxy-X-

rhodamin) alspassiver Referenzfarbstoff und eine jeweils gernifipeie TagMan-Sonde

39



verwendet {Tabellen 2-14, 2-15). Die Sonde, ein Oligonukleatnit einer Basensequenz
zwischen Forward- und Reverse-Primer, besitzt aemh5’-Ende einen hochenergetischen
Farbstoff, den Reporter (hier: FAM = 6-Carboxyflescein), und an ihrem 3’-Ende einen
Farbstoff mit einem niedrigeren Energieniveau, d@mencher (hier: TAMRA = 6-Carboxy-
tetramethylrhodamin). Durch einen Energietransfes dReporters zum Quencher wird die
Fluoreszenz im intakten Sondenzustand unterdrididses Prinzip wird als Fluoreszenz-
Resonanzenergietransfer (FRET) bezeichnet. WahdendGynthetisierung des PCR-Produktes
durch die AmpliTag-Gold-Polymerase wird bei voltedégger Hybridisierung der Sonde mit dem
zu synthetisierenden Strang auch die 5’-Exonukldddgiwitat der Tag-Polymerase aktiviert und
dadurch die Sonde hydrolisiert (Holland et al. 199urch die Trennung von Reporter- und
Quenchermolekil ist kein FRET mehr moglich; das drpmolekil fluoresziert. Das
Fluoreszenzsignal korreliert mit der Anzahl von DiNiblekilen des PCR-Produktes. Im
PCR werden Dbei PCR

Magnesiumkonzentrationen verwendet. Die positivelurg der Magnesium-lonen fihrt zur

Unterschied zur qualitativen der |Heme héhere

Ausbildung einer Sekundarstruktur der Sonde, wddweime Annaherung von Reporter und
Quencher und dieVerstarkung des FRET bei intakbexd® erfolgen (Livak et al. 1995, Gibson
1996).
Dreifachbestimmungen (Serum, BL) durchgefuhrt urarads ein @Mittelwert gebildet

et al. Es wurden von jeder Probe Doppel- -ZBlen, Tumorgewebe) bzw.
(Threshold cycle: Anzahl der PCR-Zyklen, bei welthdie Fluoreszenz des Reporters den
Schwellenwert Ubersteigt). Stark abweichendéNerte (um >1 Abweichung) wurden nicht in
die Berechnung einbezogen.

Reagenzien Ausgangskonzentratior [ Endkonzentration V[ul)/25-pl-Ansatz
Agua ad injectibilia (Braun) - - ad 25 pl
Goldbuffer (Applied Biosystems) 10x 1x 2,5
MgCl, (Applied Biosystems) 25 mM 2,0-4,5 mM 2,0-4,5
dNTP-Mix 10 mM 50 uM 0,125
) forward 100 uM
Primer (TIB MOLBIOL) Toverse 100 M 0,4 uM 0,1
Sonde (TIB MOLBIOL) 10 uM 0,132 yM 0,3
100 pM 0,25(100 uM
ROX (TIB MOLBIOL) 150 UM 1uM 0.17 (50 uM)
Serum & BL 3
Template BL-Zellen, Gewebe 2
DNA-Polymerase AmpliTag Gold (Applied Biosystems Ukl 0,75 U/Ansatz 0,15
25 pl

Tabelle 2-14 Ausgangs- und Endkonzentrationen @&-Reagenzien fur die Real-Time PCR

Gen Magnesiumkonzentrationen Cycler-Bedingungen
10 min 95 °C,
CAPDH Mg?* 25 mM:4,5 il 4,5 mM 45x 15595 °C, 6085 °C
hnRNP-B1 10 min 95 °C,
MAGE-2 45x 15 s 95 °C, 6060 °C
hTR Mg®* 25 mM:2,0 pl 2,0 mM 10 min 95 °C,
45x 15s 95°C, 6060°C,15s 72 °C

Tabelle 2-15 Ubersicht (iber die Magnesiumkonzeiotnah und Cyclerbedingungen
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2.6.4.2 Absolute Quantifizierung von GAPDH

Bei der absoluten Quantifizierung wurde die Stgpt&nanzahl des Housekeeping-Gens GAPDH
bestimmt. Nach der Klonierung des PCR-ProduktesnrPlasmid diente eine Verdinnungsreihe
des Plasmids sowohl der Erstellung einer Standavdkals auch als externer Standard bei der
Amplifizierung der Patientenproben.

Plasmid: Die Klonierung des Plasmids erfolgte mittels TOF@ Cloning® Kit Version N
(Invitrogen™ Life Technologies) unter Verwendung des Klonieswektors pCR2.1-TOPC,
E.coli-Genotyp DHB-T1®. Die Messung der GAPDH-Plasmid-DNA-Konzentratiomdu
Reinheitsbestimmung der DNA erfolgte iditrospe¢’ 2100 pro(Amersham Pharmacia). Die
Plasmid-DNA wurde vor der Messung Plasmid-DNA 1:M@ddunnt. Die Kopienanzahl pro

Mikroliter wurde aus der gemessenen DNA-Konzerdraberechnet.

« Klonierungsvektor pCR2.1-TOPC': 3908 bp

e PCR-Produkt (GAPDH): 226 bp (-1 bp durch Restrikiites Plasmids)
* Plasmid-GroRe: 4133 bp

e gemessene DNA-Konzentration: pisGmig-ona= 169,4 ngp plt

« AVOGADRO-Konstante: N=6,022¢10% mol*

Molare Masse pro DNA-Basenpaar (Mittelwert)sMnpaa= 660 Da/bp

4133 bpe 660 ge mol* « bp* 2727780 g mol™
2727780 10° nge mol™
X 169.4  ngul®
6,022+ 107 Plasmide mol™ 272778010° nge mol*
X = 3,739769336 10 Plasmide/ul
= Verdiinnung auf 10Plasmide / 2 pl:1:708 0,534+ 10° Plasmide / pl

= Plasmide in 2 pl: 1,0610° Plasmide

Standardkurve: Zur Erstellung einer Standardkurve wurden in Matinbestimmungen

Verdiinnungen des Plasmids von' bis 1¢ Kopien amplifiziert und aus denr@littelwerten

nach linearer Regression die Geradengleichungtded&rdkurve { Abb. 2-4) errechnet.

40
35 @—
- 30
s 2 Y =-3,4387x + 39,5
%) 15 R =0,9993
10 A
5 |
0 T T
10 100 1000 10000 100000 1000000
—@— C;-Mittelwerte mit Standardabweichung Plasmid-Kopien
Lineare Regression der Mittelwerte

Abb. 2-4 Standardkurve der absoluten Quantificigrvon GAPDH-mRNA,
R...Korrelationskoeffizient
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Berechnung der Kopienanzaturch die logarithmische Auftragung deg-@erte und lineare
Regression ergab sich eine GeradeApb. 2-4) der Gleichung = -3,4387x + 39,55Zl0og0
X...Kopienanzahl, y...eWert). Nach Umstellen der Gleichung nach x erildie Berechnung

der Kopienanzahl. Dieser Wert gab die Anzahl GAPRdpien im fur die PCR eingesetzten
Template an. Mit dem bekannten Ausgangsprobenvoiumarde die Kopienanzahl pro

Milliliter Serum bzw. BL berechnet.

2.6.4.3 Relative Quantifizierung

Untersucht wurde die Expression der Gene hnRNRVXIGE-2 und hTR relativ zur Expression
von GAPDH. Der ACr wurde aus der Differenz aust Gappn Und G des Gens der
entsprechenden Patientenprob&{ = Cr garon — Cr cen) berechnet, wobei beACy > 0 die
Expression des untersuchten Gens relativ hohedial€xpression des Referenzgens GAPDH
war. Ergebnisse mit einemyG 45 fir GAPDH oder das jeweilige untersuchte @emden in

die Auswertung nicht mit einbezogen.

2.6.4.4 Auswertung

Die statistische und grafische Auswertung erfolgti Unterstlitzung von Frau Dipl.-Math.
Gerda Siebert (Institut fir Medizinische Biometr@harité -Universitdtsmedizin Berlin) und
unter Verwendung des Programr8®SS 11Die Daten wurden deskriptiv ausgewertet und
mittels Boxplot-Diagrammen grafisch dargestellt.

Fur die statistische Auswertung wurden beim Veojleiweier unabhangiger Gruppen der U-
Test nach Mann and Whitney, bei zwei verbundenerth@bben der Wilcoxon-Test
angewendet. Wurden mehr als zwei verbundene Stibkpriberprift, wurde der Friedman-Test
angewendet. Ergab sich dort ein signifikantes Emgebwvurde fur die folgenden paarweisen
Teste der Wilcoxon-Test gewdahlt. Dabei wurden det cerhaltenen Ergebnisse mit dem
Bonferroni-Test bewertet, einem multiplen t-Test Wipha-Korrektur. Das Signifikanzniveau
wurde mita = 0,05 festgelegt, d. h. Ergebnisse mit p-Werte.85 wurden als statistisch
signifikant gewertet. Wegen der teilweise geringeallzahl konnten keine multivariaten

statistischen Analysemethoden angewandt werden.
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3 Ergebnisse
3.1 Qualitative PCR

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden in Zedtslehriften [, 1I') publiziert und auf

verschiedenen Kongressen {III, X ) vorgestellt ¢ 11 Publikationsliste).

3.1.1 Tumorzelllinien
Tabelle 3-1 gibt einen Uberblick Uber die mRNA-Eegsion in den als Positivkontrollen

verwendeten Tumorzelllinien.

hnRNP MAGE-2 Telomeras p
Gene _ - " 10 _ § o E
= ()] ; | £ R c
Sld|d|s|L|d|25E|5|8 ek
.. % E E a — 2 2 = L < o} '_E l,'I_J
Zelllinien S| £ S &S| T a <
A 427 ® | X | — | 8 | % 3
I?Vl?3 Zellkultur- ® % | — | — — | " " "
Uberstand
CEM X | X | - == X X — %X %
DBTRG 05 MG 4 X | X | x| X
H 23 ® 3
H 146 X | X | — | X | X
H 209 ® | 8 | — | X | K| — | X — | X X
H 441 | | = == K| K| -
H 520 X | X | — | X [ X X X — X 2
H 522 ® 3
H 596 ® t
MCF-7 X | X | — | X = = XX X X Xx x
SKBR3 ® 3
U 87 MG ®
U 373 MG ® | X | — | X | — | X | X X t R
Tabelle 3-1 Genexpression der als Positivkontrollens | Genexpression
verwendeten ZelllinienpEAktin als Amplifikationskontrolle) | — | kein Expressionsnachweis
nicht untersucht

3.1.2 Ergebnisse der Tumorpatienten der Gruppe A

Die RNA-Isolation aus zellfreiem Serum und zelreiBL wurde zunachst mit heil3em
wassergesattigtem Phenol etablieft Z.5.1.1). Das Material dieser Patienten reichteeiie
erneute RNA-Isolation mit dem spéter etablierteAdhp® MinElute™ Virus Vacuum Kit nicht
aus. Daher werden diese Ergebnisse gesondert aarsgeviDie mRNA der 15 Tumorpatienten
der Gruppe A (Nr. 1 bis 15) wurde auf die Expression acht Genen untersucht: 3-Aktin,
MAGE-2, Pericentrin, hnRNP-B1, PGP 9.5, Aurora, TI,FHER2/neu. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 3-2 dargestellt.
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Genel R-aktin HIRAP PGP 9.5 TTF-1 |MAGE-2| HER2/neu| Aurora |Pericentrir
Pat.- hnRNP-B hnRNP-AZ
Nr. S |BL] S |BL S|BL] S(BL] S|BL] S |(BL S BL S BL S |BL
1 X | = = | =% =] == == =] =] =] = _ | = = | =
2 x | x| — | — | x| x| —|=1—=—|=[1—=1x] — [ = — | = | = [ =
3| %x [ x [ = = x| x| =] =[==1=/=|=1=1=1=01=1=
7 | % [ x| =] = x | == x| = =] %x | x| =] == =1[1-=1-=
5 x | x| — | — | x| — === =[Ix|=01-=1= x | — | — | —
6 | x | x| — | x| x| =] === =1=]=| =1 =01=1=1=1%«
7 x | x| — | — | —| x| === =[x| x| — | = — | = | = | =
8 | x | x| = = x| = | = x[==1%x =] = | =1 = =1—=1-=
9 x | x| — | — | % | x| —|=1—=—|=[%x| x| — | — — | = | — | =
W x| x| =] =% ==|=]==1%x|=1==01=1=101=1=
1L x| x| = =[x | == =[I=1=01x =01 =1 = — | = | = [ =
x| x| =] x| x| == =[=]=[=1=1=]1=01=1=01=]x
B x| x| — | x| x| x| === =[1%x | =01 =1 = — | = | — | =
4| x| x| =] =[x | ===[==1%x|=1==01=1=101=1=
B x| x| =] =% ==|=|=|=[%x|x] = =1=1=101-=1=
15/15|14/15] 0/15| 3/15 | 14/15| 5/15] 0/15| 2/15 | 0/15| 0/15 | 10/15] 5/15| 0/15 | 0/15 | 1/15 | 0/15 | 0/15 | 4/15
98SaMY 1 009493,394 0% | 209% 193,3%433,394 0% (13,394 0% | 0% l66,79433,34 0% | 0% | 6,7%| 0% | 0% [26,79
Tabelle 3-2 Expression von neun Genen in Serum uig) _
zellfreier BL bei 15 Tumorpatienten der Gruppe fAAKtin als | ¥ | Genexpression .
— kein Expressionsnachweis

Amplifikationskontrolle)

3.1.2.1 Expression von hnRNP-A2

Bei der Auswertung der PCR-Produkte von hnRNP-BfLAgarosegelen zeigte sich bei 14/15
(93%) der Seren und bei 5/15 (33%) der Bronchiallgn eine zuséatzliche Bande zwischen den
Banden des pUC Mix Markers 8 mit einer Grof3e vod #9 und 489/501 bp. Die Banden
wurden aus dem Gel ausgeschnitten, die DNA eluseduenziert (Dr. B. Jandrig, MDC Berlin
Buch) und als hnRNP-A2 identifiziert”( Tabelle 3-2, Abb. 3-1). Die Grof3e dieser PCR-
Produkte betragt 441 bp.

Abb. 3-1 Expression von hnRNP-B1 und
NK hnRNP-A2 in der BL am Beispiel von flnf
Tumorpatienten
jgi’ggl i H520...Zelllinie als Positivkontrolle

pUC 8...pUC Mix Marker 8 (Fermentas)
NK...Negativkontrolle (kD)
Expression von hnRNP-B1: Nr. 6, 12, 13
Expression von hnRNP-A2: Nr. 7, 13

Pat-Nrl 4 6 712 1E
i 3

o)
<
O
o

3.1.3 Ergebnisse der Untersuchungen der mit dem QBnp® MinElute ™ Virus Vacuum
Kit isolierten mMRNA

3.1.3.1 Genexpression in Serum und BL

Untersucht wurde zunachst die Expression von elieBan Serum und zellfreier BL von 25

Tumorpatienten der Gruppe B (Nr. 16 bis 40) und\&httumorpatienten (Nr. 52 bis 76). Die

Ergebnisse sind in den Tabellen 3-3 und 3-4 sowighbildung 3-2 dargestellt. Abbildung 3-3

zeigt ein Beispiel eines Agarosegels nach Visualisig.

44



Patienten mit nachgewiesener
Genexpression (Rax = 25)
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hTR
hTERT H

]
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o
=
>
<

hnRNP-
A2

R-Aktin
PGP 9.5
TTF-1
MAGE-2
Pericentrin =

HER2/neu —==
hnRNP-B1

hnRNP Telomerase
Untersuchte Gene

B Serum-Tumorpatienten
B BL-Tumorpatienten

1 Serum-Nichttumorpatienten
[ BL-Nichttumorpatienten

Abb. 3-2 Ergebnisse von 25 Tumorpatienten der Geupp (Patienten 16 bis 40) und 25
Nichttumorpatienten (Patienten 52 bis 76)

Patient 73 Patient 74 Patient 75
ey

Patient 33 Patient 34 Patient35

e a— € o e —— R-Aktin
[196 bp]

S S - 2 hTR
[111 bp]

M...pUC Mix Marker 8 (Fermentas)
P1...Positivkontrolle (Zelllinie H 209)
P2...Positivkontrolle (Zelllinie U 373)
N...Negativkontrolle (Wasse¢

Abb. 3-3 Nachweis von [3-Aktin-mRNA (Nichttumorpatien 73 bis 75) und hTRIRNA
(Tumorpatienten 33 bis 35) in zellfreiem SerumyBy BL
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3.1.3.2 Splicevarianten
hnRNP-B1 und hnRNP-A2

Wie bei den Tumorpatienten Gruppe A wurde auch eru@, BL und BL-Zellen der

Tumorpatienten Gruppe B und den NichttumorpatienteRNP-A2 nach der Sequenzierung
entsprechender PCR-Produkte nachgewiesen. Die @esssion in Serum und BL ist unter
Kapitel 3.1.3.4 sowie in den Tabellen 3-3, 3-4 uAbbildung 3-4 dargestellt. Bei zwei

Tumorpatienten (Nr. 36 und 40) wurde die Expressiwom hnRNP-A2 in den BL-Zellen

detektiert.

MAGE-2

Die Sequenzierung der PCR-Produkte ergab fir MAGEv2i Splicing-Varianten: MAGE-2
mit 316 bp und MAGE-A2 mit 217 bp (Dr. B. JandriigDC Berlin Buch). Die Expression von
MAGE-A2 war in funf Fallen detektierbar: im Serunme&s Tumorpatienten (Nr. 2@, Abb. 3-
4), der BL von zwei Tumorpatienten (Nr. 31 und 3d)den BL-Zellen (Nr. 74) und der BL (Nr.
75) von zwei Nichttumorpatienten. Aul3erdem wurde Bxpression von MAGE-A2 in einigen
der als Positivkontrollen verwendeten Zelllinientedktiert: CEM, H209, H520, MCF-7, U373
und BV173-Zellkulturiberstand”(Tabelle 3-1).

Patienten-Nr. Abb. 3-4 Expressionsnachweis von MAGE-2 und
27 7 MAGE-A2 in der Zelllinie U373 und in
b zellfreiem Serum (S) und Blvon zwei
Patienten
M...pUC Mix Marker 8 (Fermentas)
P...Positivkontrolle (Zelllinie U 373)
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Tabelle 3-3 Genexpression in Serum (S), BL und Bllen (BLZ) von 36 Tumorpatienten der Gruppe

(B-Aktin als Amplifikationskontrolle)
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3.1.4 Expression von PGP 9.5, Pericentrin und Aur@rin Serum, BL und BL-Zellen

Die Expression der Gene PGP 9.5, Pericentrin undrauvurde in Serum, BL und BL-Zellen
von 22 Tumorpatienten (Nr. 17, 20, 28, 33 bis 51d a5 Nichttumorpatienten (Nr. 72 bis 86)
untersucht. Die Amplifikationskontrolle mit 3-Aktiwar mit Ausnahme von RNA aus der BL
zweier Nichttumorpatienten und der BL-Zellen eil@snorpatienten positiv.

PGP 9.5 wurde in BL-Zellen von 17/22 (77%) der Twemand 10/15 (67%) der

Nichttumorpatienten detektiert. Pericentrin-spazifie mRNA wurde in den BL-Zellen von
17/22 (77%) der Tumor- und 11/15 (73%) der Nichtbupatienten nachgewiesen. Die mMRNA-
Expression von Aurora wurde in den BL-Zellen voB24(18%) der Tumor- und 2/15 (13%) der
Nichttumorpatienten nachgewiesen. Die Ergebnisse isi Abbildung 3-5 sowie in den Tabellen
3-3 und 3-4 dargestellt.

Abb. 3-5 Darstellung der
c Ergebnisse aus der Unter-
S 80 — — suchung von Serum, BL,
T3 1. w BL-Zellen von 22
L 60l Tgmorpatlentgn und 15
=2 Nichttumorpatienten
o © 50
c©
kS & 40
£ 30
g% 2
38
g5
< 8 0 ‘ :
PGP 9.5 Pericentrin Aurora
Untersuchte Gene
B Serum-Tumorpatienten Serum-Nichttumorpatienten
B BL-Tumorpatienten BL-Nichttumorpatienten
OBL-Zellen-Tumorpatienten O BL-Zellen-Nichttumorpatienten
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3.2 Real-Time PCR

3.2.1 Absolute Quantifizierung von GAPDH-mRNA aus ellfreiem Serum und BL

Die Ergebnisse der Quantifizierung GAPDH-spezifscmRNA wurden in Fachzeitschriften
(IV) und auf KongresseiX() vorgestellt ¢ 11 Publikationsliste).

3.2.1.1 Tumorpatienten der Gruppe A

Es wurde GAPDH-spezifische mRNA aus Serum und Bh ¥4 Tumorpatienten (Gruppe A)
quantifiziert, deren mRNA mit heiRem Phenol isdlieturde ¢ Tabelle 3-5). Da es sich um
verbundene Stichproben handelte, erfolgte die ssisthe Auswertung A Tabelle 3-6) der
Ergebnisse mittels Wilcoxon-Test (nichtparametrschiest). Es ergab sich kein signifikanter
Unterschied (p > 0.05) zwischen der Anzahl GAPDHpi¢€o pro Milliliter Serum und BL.

Pat. Serum BL
Ausgangs- Cq- GAPDH-Kopien/ml Ausgangs- Cr- :

- vqurT?eng[]ul] MitteIwert Serung vqungen g[lul] MitteTwert e
1 101( 34,9¢ 65(keine Untersuchung aufgrund von Materialmangel
2 1060 31,63 570( 450( 32,84 580
3 1010 32,60 310( 110d 33,47 1600
4 980 34,72 780 4004 28,44 12400
5 920 33,35 210( 920 40,34 19
6 990 36,94 170 107( 26,19 216000
7 1110 35,53 400 600( 39,3( 6
8 1110 44,57 1 104 45 0
9 1060 45 0 100 34,13 1100
10 125( 42,04 5 550( 45 0
11 960 35,71 39 99( 45 0
12 109( 36,8( 170 1110 33,57 1500
13 1010 32,55 320( 840 34,37 1100
14 1100 34,05 110( 113 36,54 190
15 970 30,28 1540( 108( 45 0

Tabelle 3-5 Ergebnisse der GAPDH-mRNAmntifizierung in Serum und BL v
Tumorpatienten (Gruppe A)

I:l nicht in der statistischen Auswertung nicht berichgt, da von diesem Patienten keine BL untersweinte

Chs2lilpien ] Tabelle 36 Deskriptive Statistik un
Serum BL tatistische A t Wil
Minimum [GAPDH-Kopien/ml] 0 statustische US\IN“GI’ ung ( | COX_On
Maximum [GAPDH-Kopien/ml] 1540 21600p Test) der Quantifierungsergebniss
Perzentile o 1281 237 von Patientengruppe A
[GAPDH-Kopien/ml]
75 3124 152
Z -0,847
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0,397
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3.2.1.2 Tumorpatienten der Gruppe B und Nichttumorgtienten

Es wurde die mit dem QlAamigMiinElute™ Virus Vacuum Kit ¢2.5.1.2) isolierte mRNA von
36 Tumorpatienten (Gruppe B) und 35 Nichttumorpaée ¢(* Tabellen 3-7 und 3-8, Abb. 3-6)

untersucht. Die €Mittelwerte dieser Quantifizierung wurden zur Bsgreung derACr-Werte
fur die Untersuchungen von hnRNP-B1 und MAGE-2 \@rdet, da diese Messungen mit der
MRNA einer RNA-Isolation durchgefuhrt wurden. Zwelativen Quantifizierung von hTR-
spezifischer mRNA wurde von den untersuchten Patierrneut RNA isoliert und auch diese
Proben GAPDH-quantifiziert{ Kapitel 3.2.2.3).
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Serum Bronchiallavage
N | mer]  Cr-cAPDHKopienim| AS30S] o | GaPDH
] Mittelwert Serum [l Mittelwert | Kopien/ml BL
16 970 38,98 20 99( 30,28 670(
17 970 32,33 170( 95( 29,46 1210(
18 900 30,93 480( 116( 27,99 2600(
19 1140 30,71 430( 97( 25,96 12300(
20 1030 31,78 240( 112( 26,10 9700(
21 1140 33,3( 770 101( 29,51 11004
22 960 32,65 140( 102( 29,28 13004
23 1020 32,21 180( 93¢ 35,97 160
24 1090 30,53 510( 112( 26,26 8700(
25 1070 33,26 840 106( 25,8b 12200(
26 1070 34,67 330 110( 32,84 110(
27 940 32,58 150( 118( 31,6[ 2300
28 1070 30,63 490( 98¢ 25,70 14600(
29 1080 29,64 940( 83( 23,59 70300(
30 950 32,68 140( 95( 25,01 23800(
31 1050 30,15 690( 91@ 27,34 5210(
32 1120 29,39 1070( 107( 31,90 210¢
33 1090 29,62 950( 106( 29,96 770(
34 1050 32,84 110( 108( 31,18 340¢
35 1070 33,372 810 110( 32,08 1900
36 112( 30,84 410( 110( 31,8p 2100
37 1020 32,56 140( 110( 4% 0
38 1090 31,76 230( 112( 27,88 3060(
39 1090 35,75 160 110( 27,61 3600(
40 1120 35,072 250 104 30,60 5200
41 1000 30,95 420( 100( 29,58 1095(
42 1050 29,66 960( 107( 27,77 3330(
43 1100 34,03 49( 106( 25,48 16050¢
44 1080 29,60 970( 128( 27,3p 3650(
45 1280 30,39 480( 128( 27,54 3250(
46 1160 30,21 600( 128( 26,16 8170(
47 1170 31,49 250( 128( 31,74 1900
48 128( 29,10 1140( 128( 28,0 2270(
49 1170 32,07 170( 128( 29,47 890(¢
50 1280 32,65 110( 128( 24,16 31100(
51 1060 31,51 270( 100(d 31,98 220(

Tabelle 3-7 Ergebnisse der GAPDH-Quantifizierungserum und BL vor86 Tumorpatiente

der Gruppe B
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Pat. Serum Bronchiallavage
N, A\,ﬁgﬂégns' C-  |GAPDHKopien/m @%ﬁg;ﬁs' Cr- GAPDH-
] Mittelwert Serum ] Mittelwert| Kopien/ml BL
52 1230 30,65 420( 1110 26,3P 8100(
53 135( 31,95 160( 104( 27,2p 4810(
54 1100 31,53 260( 103( 41,66 3|
55 1010 38,67 24 102( 29,7P 950(
56 1160 33,88 510 113( 28,3p 2120(
57 940 34,24 500 100( 34,34 440
58 1100 33,66 640 98¢ 34,36 440
59 117(Q 38,3( 26 95( 29,15 1490(
60 102 37,38 56 95( 30,88 480(
61 830 32,18 220( 100( 24,3b 35100¢
62 910 35,67 200 860 28,58 2480(
63 840 37,04 85 107( 24,58 28200¢
64 830 31,81 290( 99( 32,82 120(
65 870 34,63 420 90(¢ 31,34 3600
66 950 30,18 740( 92( 25,32 20000¢
67 980 30,17 730( 95( 28,46 2360(
68 970 39,06 19 880 33,97 639
69 115(Q 31,17 320( 98¢ 38,59 26
70 1140 32,19 160( 125( 34,20 390
71 1130 31,21 310( 1110 32,18 170d
72 115( 30,21 600( 110( 29,20 1240(
73 105( 31,06 380 106( 35,28 230
74 1070 32,25 1700 110( 31,5 250(
75 108( 31,56 260( 106( 29,111 1370(
76 116(Q 32,14 160( 115( 29,9p 730(
77 128( 31,61 210( 128( 4% 0
78 128( 30,50 450( 128( 34,16 390
79 128( 30,45 460( 114( 27,58 3670(
80 850 33,45 94 107( 30,4P 540(
81 1200 32,53 120( 128( 4% 0
82 128( 35,10 205 128( 31,38 250(
83 117(Q 31,69 220( 99( 36,71 90
84 1060 31,90 210( 102( 27,7P 3430(
85 1130 32,21 160( 128( 26,2) 76210(
86 1200 38,58 21 97¢ 32,49 1560
Tabelle 3-8 Ergebnisse der GAPOBuantifizierung in Serum und BL von

Nichttumorpatienten
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Abb. 3-6 Boxplot-Darstellung: Ergebnisse der abssilQuantifizierung von GAPDH in Serum
und BL von 36 Tumorpatienten (Gruppe B) und 35 Mighorpatienten (k“, ,O" =
Ausreiler)

Vergleich von Tumor- und Nichttumorpatienten

Die Auswertung mithilfe nichtparametrischer TestaRren (Mann-Whitney-U, Wilcoxon-W)
ergab eine signifikant hohere GADPH-Konzentratipr=(0.026) in der BL von Tumorpatienten
als in der BL von Nichttumorpatienten. Zwischen deperen von Tumor- und
Nichttumorpatienten fand sich kein signifikantertehschied (p = 0.062)/( Tabelle 3-9 und
Abb. 3-6).

GAPDH-Kopien/ml Tabelle 3-9 Vergleich der Quantifizierungs-
: Serum BL ergebnisse von Tumor-  unc
frann-ihiey- 2 231 Nichttumorpatienten. Statistische Auswertt
z -1,864 2231 Mann-Whitney-U-Test, Wilcoxon-W-Test.
IAsymptotische Signifikanz (2-seitig_;i 0,067 0,02
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Tumorpatienten

Quantifiziert wurde GAPDH-spezifische mRNA in Serwumd BL von 36 Tumorpatienten
(Gruppe B). Der Wilcoxon-Test ergab einen signffitean Unterschied (p<0.05) zwischen Serum
und BL. Die GAPDH-Konzentration war dabei in der Bignifikant héher als im Serum?*(
Tabelle 3-10 und Abb. 3-6).

Tumorpatienten Nichttumorpatienten Tabelle 310 Deskriptiw
Serum BL Serum BL .. ..
= = = T = Statistk  und statistiscl
N g ] . X
Fehlend 106 106 107 1of Auswertung (WilcoxonFest
Minimum [GAPDE-Kopien/m] 2 9 1¢ 4 der Quantifizieungsergebnis:
Maximum [GAPDH-Kopien/ml] 11400 70300 7400 351040
Perzentle 25 110 257¢ 42 azp von Tumor' unc
[GAPDH-Kopien/ml] 50 235 1785( 160p 48 Nichttumorpatienten
75 505 8567} 310D 2480
pa -4,478 -3,341
p: asymptotische Signifikanz (2-seiti9i 0,000 0,001

Nichttumorpatienten

Nach Quantifizierung der GAPDH-Kopien in Serum WBidvon 35 Nichttumorpatienten ergab
der durchgefiuihrte Wilcoxon-Test wie bei den Tumtgrden eine signifikant hthere GAPDH-
Konzentration in der BL (p<0.05)(Tabelle 3-10 und Abb. 3-6).

Auswertung der Ergebnisse unter Berticksichtung defumorhistologie

Die Quantifizierungsergebnisse der Tumorpatientem @ruppe B wurden entsprechend ihrem
histologischen Tumortyp untersucht Abb. 3-7). Bei der Einschatzung dieser Ergebnisisdie
geringe Anzahl der SCLC-Patienten (n = 5) zu beachDie statistische Untersuchung zeigte
keine signifikanten Unterschiede zwischen Serum.®wvon NSCLC- und SCLC-Patienten
(~ Tabelle 3-9). Der Wilcoxon-Test ergab eine sidgaifit hbhere GAPDH-Konzentration in der
BL der NSCLC-Patienten als im Serum (p=0.000). Z£msn Serum und BL von SCLC-
Patienten gab es keinen signifikanten Unterschiedgbelle 3-12).

GAPDH-Kopien/ml Tabelle 311 Untersuchung d
Serum = Quantifizierungsergebnisse von Tumor-
[viann-whitney-u 72,00 065% patienten der Gruppe B mit NSC
;V"COXOH-W 8;2: 83;’3; (n=31) und SCLC (n=5): Mann-Whitney-
Jo: asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0,801 oetp U-Test und Wilcoxon-W-Test
[o: exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] 0,824 0,62
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i ERE —ERE Tabelle 312 Deskriptive Statist
Serum BL Serum BL ..
i = - - 41 und statistische Auswertu
N g 3 ] .
Fehlend 4 41 6 6] (Wilcoxon-Test) de
Maximum [GAPDH-Kopien/ml] 11409 70300 960D 2380¢0 )
Perzentile 25 1104 3400 71 20sp Tumorpatienten der Gruppe B |
[GAPDH- 50 2300 2270 250D 67 NSCLC (n=31) und SCLC (n=!
Kopien/ml] 75 5100 8700 615p 135640 :
> 2157 W Vergleich Serum-BL NSCLC-
Ip: asymptotische Signifikanz (2-seifg) 0,000 0,225 bzw. SCLC-Patienten
750000}~
700000}~ *
650000}
600000}
E 550000~
S 500000
a
o 450000
X
II 400000 |-
)
o 350000}~
< o
O] 300000}~
250000} *
200000}~
150000}~
100000}~
50000}
o ¢ b3 ——
NSCLC SCLC NSCLC SCLC
Serum Bronchiallavage

Abb. 3-7 Boxplot-Darstellung: Ergebnisse der abwriuQuantifizierung von GAPDH in Serum
und BL von 36 Tumorpatienten (Gruppe B) - Untersaineg nach histologischem Tumortyp (31
NSCLC, 5 SCLC) (**, , O" = Ausreil3er)
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3.2.2 Relative Quantifizierung tumorassoziierter mRIA

Die Gene hnRNP-B1, MAGE-2 und hTR wurden fur ditree Quantifizierung ausgewahlt,
weil sie mittels qualitativer PCR im Material einé®hen Prozentsatzes der untersuchten
Patienten nachgewiesen wurden. Bei der Etablierdelg Reaktionsbedingungen wurde die
Amplifikation von Splicingvarianten durch Auftrageder PCR-Produkte auf Agarosegele
ausgeschlossen. Neben RNA aus Serum und BL wurolerewmigen Patienten BL-Zellen und -
bei Tumorpatienten - Tumorgewebe untersucht. Aufdruon Materialmangel war die Anzahl

der Patienten bei diesen Untersuchungen geringdrealder Quantifizierung von GAPDH.

3.2.2.1 hnRNP-B1
Die Ergebnisse der relativen Quantifizierung hnRINgpezifischer mRNA sind in den Tabellen
3-13, 3-15, 3-16 sowie in Abbildung 3-8 beschrieben

8 Material
o B Serum
o B BL
6— © o [ BL-Zellen
[ Gewebe
4._
—
m
. T i
Z
T o T
o
9}
|
5 0
<
: I
@) o
I ) L
'_
(@)
<
| -
o)
o
-6
(o]
*
8 o
-10— *
Tumorpatienten Nichttumorpatienten

Abb. 3-8 Boxplot-Darstellung: Ergebnisse der rekati Quantifizierung von hnRNP-B1-
spezifischer mRNA in Serum, BL, BL-Zellen und Tumewebe (x*, , O = AusreiRer)
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Tumorpatienten Nichttumorpatienten
Serum BL BL-Zellen Gewebe Serum BL BL-Zellen
N Giltig 36 34 17 7 33 3( 1
Fehlend 0 0 q 0 [0 [ (
Minimum -9,97 -4,61 -2,2b -5,7 -8,04 -2,06 -1,78
Maximum -0,14 3,37 6,17 2,14 -0,52 7,2p X
25 -2,675 -1,7075 -0,27%0 -2,9904 -3,6150 -0,8000 -0,74P0
Perzentile 50 -2,015p -0,5200 0,55p0 0,8704 -2,6400 0,30%0 0,590
75 -1,5250 0,5650 1,70p0 1,760(] -1,9450 2,0675 2,445

Tabelle 3-13 Deskriptive Statistik fur die relati@eantifizierung von hnRNP-B1

Nach statistischer Auswertung fand sich ein sigaifter Unterschied (p = 0.011) deCt-Werte
in der BL von Tumor- und Nichttumorpatienten. Zwisa Serum bzw. BL-Zellen von Tumor-

und Nichttumorpatienten war kein signifikanter Ustdied (p > 0.05) festzustelled Tabelle

BL-Zellen ITabe”e

3-14).
| Serum BL
|Mann-Whitney-U 440,50 322,040 82,00
\Wilcoxon-W 1001,500 917,000 235,00
Z -1,844 -2,52p -0,15]
: asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0,064 0,011 0,88(
ﬁ: exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] 0,903
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Serum BL BL-Zellen Tumorgewebe
PNat.- GAPDH-Quantifizierung hnRNP-B1 GAPDH-Quantifizierung hnRNP-B1 GAPDH hnRNP-B1 GAPDH hnRNP-B1
I Ausgangs- Co-Mittelwert Cr- ACr= Ausgangs- Cr- Cr- ACr= Cr- Cr- ACr= Cr- Cr- ACr=
volumen [l.ll] i Mittelwert CT(EAPDH'CThnRNP volumen [l.ll] Mittelwert | Mittelwert CT(EAPDH'CThaRNP Mittelwert|Mittelwert] CT(EAPDH'CThnRNF Mittelwert|Mittelwert|Creaporr Crhnrnd
16 970 38,98 39,44 -0,44 99 30,2
17 970 32,33 39,37 -6,99 95 29,46 29,51 -0,p5 27|41 25,82
18 900 30,93 34,29 -3,36 1160 27,99 29,08 —lJ
19 114Q 30,71 33,10 -2,39 970 25,96 28,31 -2,
20 1030 31,78 35,09 -3,31 1120 26,10 25,12 0,B8 18(41 17,86
21 114Q 33,30 35,71 -2,4] 1010 29,91 28,93 0,
22 960 32,65 34,37 -1,73 1020 29,28 28,58 0,
23 102Q 32,21 32,83 -0,63 930 35,97 32,60
24 1090 30,53 33,17 -2,64 1120 26,26 28,15
25 107Q 33,26 34,71 -1,5] 1060 25,85 26,93
26 107Q 34,67 39,44 -4,79 1100 32,84 32,18
27 940 32,58 34,24 -1,64 1180 31,41 29,41
28 107Q 30,63 35,17 -4,49 98 25,70 29,01 34|11 33,30
29 108Q 29,64 33,21 -3,5% 830 23,59 26,715
30 950 32,68 35,27 -2,59 950 25,01 26,26
31 1050 30,15 31,94 -1,81 91 27,34 28,41
32 112Q 29,39 30,48 -1,09 1070 31,90 32,88
33 109Q 29,62 32,27 -2,64 1060 29,96 30,23 22|03 23,01 -
34 1050 32,86 35,17 -2,24 1080 31,18 29,04 28}20 25,19
35 107Q 33,32 43,29 -9,97 1100 32,03 31,45 25(22 24,38
36 112Q 30,84 33,52 -2,69 1100 31,85 31,13 28|
37 1020 32,56 32,74 -0,14 1100 4 23,4
38 1090 31,76 33,20 -1,44 1120 27,93 30,12 P9 26
39 1099 35,75 36,04 -0,29 1100 27,61 29,17 6 22
40 112Q 35,02 36,38 -1,34 1040 30,60 31,16 6 26
41 1000 30,95 33,10 -2,15 1000 29,593 29,73 0 2463 26,88 -
42 1050 29,66 32,32 -2,64 1070 27,717 28,02 5 23|41 23,37
43 110Q 34,03 35,91 -1,89 1060 25,43 27,02 9 25|16 24,19
44 1080 29,60 31,19 -1,59 1280 27,36 29,81 5 26(26 2,19 ,07
45 1280 30,38 34,84 -4,47 1280 27,94 26,25 9 29|53 28,51 ,02 24,47 3,60 0,87
46 116Q 30,21 31,78 -1,5% 1280 26,16 25,60 6 31}87 33,15 -9,28 24,56 7,55 99-2,
47 117Q 31,49 33,24 -1,7% 1280 31,74 31,60 4 41{84 35,67 17 29,08 26,94 2,14
48 1280 29,10 31,34 -2,24 1280 28,07 29,77 0 23|57 23,84 -
49 117Q 32,07 33,37 -1,3(@ 1280 29,47 31,20 3 25|66 28,15 51 28,35 26,59 of 1,7
50 1284 32,69 34,44 1,79 1280 24,16 28,17 1 25l04 2467 63 1839 24,08 5.8
15,54 18,2 -2,
51 1060 31,51 33,33 -1,8 1000 31,93 32,66 —0}3 2609 23,71 ,38 22,14 0,94 1,2
Tabelle 3-15 Relative Quantifizierung hnRNP-B1: Tupatienten [ ] nicht untersucht Cr-Wert=45 nicht statistisch auswertbar
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Serum BL BL-Zellen
F”\lat.- GAPDH-Quantifizierung hnRNP-B1 GAPDH-Quantifizierung hnRNP-B1 GAPDH hnRNP-B1
r.
Ausgangs- v v ACr= Ausgangs- v v ACr= v v AC=
volumen [ul] Cr-Mittelwert Cr-Mittelwert CTGAPDH'CThaRNP volumen [ul] Cr-Mittelwert Cr-Mittelwert CTGAPDH'CThaRNP Cr-Mittelwert Cr-Mittelwert CrenromCrnnpne
52 1230 30,65 34,26 -3,61 111d 26,3
53 1350 31,95 33,91 -1,94 1044( 27,2
54 1100 31,53 35,99 -4,44 103( 41,6p 43,47 -1,81
55 1010 38,67 39,47 -0,80 102( 29,7R 28,45 1,04
56 1160 33,89 41,92 -8,04 113( 28,3p 28,40 -0,24
57 940 34,24 34,87 -0,63 100( 34,3 34,51 -0,17
58 1100 33,66 40,28 -6,64 980 34,36 0
59 1170 38,30 42 .61 -4,31 95( 29,15 2
60 1020 37,39 40,51 -3,13 95( 30,8
61 830 32,18 33,36 -1,14 100( 24,3b 25,98
62 910 35,67 39,12 -3,44 86( 28,58 25,93
63 840 37,04 40,45 -3,41 107( 24,58 26,31 -1,73
64 830) 31,81 34,40 -2,59 99( 32,8p 32,66 0,14
65 870 34,63 37,88 -3,24 900 31,34 29,88 1,44
66 950) 30,18 32,92 -2,74 92( 25,3
67 980 30,17 32,81 -2,64 95( 28,46 4
68 970 39,087 88( 33,97 4
69 1150 31,17 35,33 -4,14 98(@ 38,59 9
70 1140 32,19 34,03 -1,84 125( 34,20 8
71 1130 31,21 33,57 -2,34 111( 32,18 55
72 1150 30,21 32,02 -1,81 110( 29,20 7 31,3
73 1050 31,06 31,58 -0,54 106( 35,28 9 19,2
74 1070 32,25 34,29 -2,04 110( 31,5 6 25,8
75 1080 31,56 32,67 -1,11 106( 29,11 2 29,0
76 1160 32,14 34,21 -2,01% 115( 29,9p 5 30,8
77 1280 31,61 34,65 -3,04 128( 4 5% C 15,47 16,7p -1,24
78 1280 30,50 32,93 -2,43 128( 34,1 6 1,30 15,79 16,41 -0,64
79 1280 30,45 34,01 -3,54 1144( 27,5 5 0,24 24,70 22,31 2,39
80 850) 33,45 37,90 -4,44 107( 30,4 9 1,30 23,79 23,90 0,29
81 1200 32,53 36,37 -3,84 128( 4% B 5,87% 21,28 22,38 -1,10
82 1280 35,10 37,13 -2,03 128( 31,38 92 -1,54 27,75 27,27 0,44
83 1170 31,69 34,32 -2,63 99( 36,71 5 3,74 29,3y 27,49 1,89
84 1060 31,90 35,52 -3,64 102( 27,7P 26,43 1,14 34,01 30,47 3,34
85 1130 32,21 34,14 -1,93 128( 26,2 28,33 -2,06 24,4p 23,712 0,70
86 1200 38,59 44 970 32,49 30,60 1,89 35,44 32,842 2,6

Tabelle 3-16 Relative Quantifizierung hnRNP-B1: iNtamorpatienten [ | nicht untersucht

Cr-Wert=45 nicht statistisch auswertbar



3.2.2.2 MAGE-2

Die Ergebnisse der relativen Quantifizierung MAGEgezifischer mRNA sind in den Tabellen
3-17, 3-19, 3-20 sowie in Abbildung 3-9 dargestdllie statistische Auswertung ergab einen
signifikanten Unterschied (p = 0.035) zwischen dBh-ACr-Werten von Tumor- und
Nichttumorpatienten. DiIACr-Werte der Tumorpatienten waren signifikant nieelrigls die der
Nichttumorpatienten. Es gab keinen signifikantertddsthied bei Serum bzw. BL-Zellen (p >
0.05) ¢~ Tabelle 3-18).

Material
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HE BL
2+ O BL-Zellen
[ Gewebe
0 T
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14— J
_16._

-18—

Tumorpatienten Nichttumorptienten

Abb. 3-9 Boxplot-Darstellung: Ergebnisse der rekti Quantifizierung von MAGE-2-
spezifischer mMRNA in Serum, BL, BL-Zellen und Tumgewebe
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Tumorpatienten Nichttumorpatienten
Serum BL BL-Zellen Gewebe Serum BL BL-Zellen

N Gltig 14 1(Q g 7| 9 1§ 7
Fehlend D 4 g 7 9 0 11

Minimum -4,87 -9,71 -17,98 -11,08 -4,8D 9,89 -16,14
Maximum -0,74 0,53 -4,31 -1,94 -0,20 2,44 -3,171

Perzentile 25 -3,4274 -7,635 -13,9400 -8,800 -3,9650 3,392 -14,540

50 -3,175 -4,730 -9,5900 -7,000 -3,0300 0,820 -8,880

75 -2,170 -0,3174 -6,2700 -4,750 -1,7350 1,845 -6,840

Tabelle 3-17 Deskriptive Statistik fur die relat@eantifizierung von MAGE-2

I Seum |_BL__| Bi-zelen] Tabelle 3-18 MAGE-2: Mann-Whitney-
Mann-Whitney-U 63,00 46,00 28,00p :

\Wilcoxon-W 108,00p 101,00 56,00D U und Wilcoxon-W

Z 0,00( -2,11( 0,00

p: asymptotische Signifikanz (2-seitig 1,00( 0,034 1,00

p: exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.) 1,00( 0,034 1,00
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Serum BL BL-Zellen Tumorgewebe
Pat.| GAPDH-Quantifizierung MAGE-2 GAPDH-Quantifizierung MAGE-2 GAPDH MAGE-2 GAPDH MAGE-2
AlE Ausgangs- Cr- Cr- ACr= Ausgangs- Cr- Cr- ACr= Cr- Cr- ACr= Cr- Cr- ACr=
volumen [l.ll] Mittelwert Mittelwert Creappi-Crmace-2 volumen [Hl] Mittelwert Mittelwert Crearor-Crmace-2 Mittelwert|Mittelwert| Crearor-Crmace-2 IMittelwert|Mittelwert| Creappi-Crmace-2

16 970 38,99 99( 30,2

17 970 32,33 95( 29,4 27,41 41,41 -14,4

18 900 30,93 116( 27,9

19 1149 30,71 97( 25,9

20 1030 31,79 112 26,1 18,41 24,2 -5,

21 1140 33,30 101 29,5

22 960 32,65 102 29,2

23 1020 32,21 930 35,9

24 1099 30,53 112 26,2

25 1079 33,26 106( 25,8

26 1079 34,67 1104 32,8

27 940 32,59 118( 31,6

28 1079 30,63 98( 25,7 34,11 41,8p -7,

29 1080 29,64 83( 23,5

30 950 32,68 95( 25,0

31 1050 30,15 33,47 -3,21% 91 27,3 45 17,64

32 1120 29,39 31,50 2,11 1079 31,40 41,61 -9,

33 1090 29,62 32,89 -3,2% 1069 29,96 31,82 -1,B6 2203 33,03 -1

34 1050 32,86 34,42 -1,54 1089 31,18 31,01 o7 28 45 16,8

35 1070 33,32 45 169 110! 32,0 49 12,97 25,23 49 2974

36 1120 30,84 110 31,8 28,3

37 1029 32,56 1104 4 23,4

38 1099 31,76 1124 27,8 26,63

39 1099 35,75 110 27,6 22,01

40 1129 35,02 104 30,6 26,8

41 1009 30,95 34,64 -3,64 1000 29,5 45 4541 24,63 38,3p -13,1

42 1050 29,66 34,49 -4,8% 1079 27,17 35,51 74 23 49 2154

43 1100 34,03 34,81 -0,79 1069 25,43 25,91 -0,)8 25| 44 19,84

44 1080 29,60 31,79 -2,19 1289 27,36 33,02 -5,p6 26|26 30,57 -4,31 44 0

45 1280 30,39 4% 463 128 27,54 27,92 0,42 29 45 A54] 24,41 32,2p 7,8

46 1160 30,21 32,6 -2,39 1289 26,16 29,96 -3,p0 31 45 A3 24,54 29,3[L -4,

47 1179 31,49 34,79 -3,24 1289 31,7 45 ‘1372 41,84 45 2314 29,08 34,28 -5,

48 1280 29,10 32,19 -3,04 1280 28,9 49 169 23,51 49 214

49 1179 32,07 34,69 -2,64 1280 29,47 35,24 57 25|66 43,59 -1§,93 48,35 80,33 1,94

50 1280 32,69 35,99 -3,34 1280 24,16 31,76 -7jo 2504 33,22 g 183 27,1p ek o
15,54 26,68 -11,48

51 1060 31,51 36,10 -4,59 1000 31,9 49 213,01 26,0 44,48 -18, % 22,14 29)14 -7400

Tabelle 3-19 Relative Quantifizierung MAGE-2: Turpatienten

I:l nicht untersucht

Cr-Wert=45 nicht statistisch auswertbar
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Serum BL BL-Zellen
F”\lat.- GAPDH-Quantifizierung MAGE-2 GAPDH-Quantifizierung MAGE-2 GAPDH MAGE-2
r.
Ausgangs- v v ACr= Ausgangs- v v ACr= v v AC=
volumen [ul] Cr-Mittelwert Cr-Mittelwert CT(EAPDH'CTWE;Z’ volumen [ul] Cr-Mittelwert Cr-Mittelwert CTgAprCTwE-z Cr-Mittelwert Cr-Mittelwert CT(EAPDH'CTMAGE-Z
52 1230 30,65 45 1114 26,3
53 1350 31,95 45 104( 27,2
54 1100 31,53 35,08 103( 41,6
55 1010 38,67 A5 102( 29,7
56 1160 33,89 113( 28,3
57 940 34,24 100( 34,3
58 1100 33,66 98( 34,3
59 1170 38,30 95( 29,1
60 1020 37,38 95( 30,8
61 830) 100( 24,3
62 910 86( 28,5
63 840 1070 24,5
64 830 99( 32,8
65 870 900 31,3
66 950) 920 25,3
67 980 95( 28,4
68 970 88( 33,9
69 1150 980 38,5
70 1140 125( 34,2
71 1130 1114 32,1
72 1150 110( 29,2 31,31
73 1050 106( 35,2 19,21
74 1070 110( 31,5 25,84
75 1080 106( 29,1 29,06
76 1160 115( 29,9 30,8(
77 1280 128( 4 15,47 31,68 -16,14
78 1280 128( 34,1 15,74 28,78 -12,94
79 1280 114( 27,5 24,70
80 850) 1070 30,4 23,74 45 :
81 1200 128( 4 C 21,24 35,8P -14,54
82 1280 128( 31,38 33,32 -1,94 27,7
83 1170 99( 36,71 35,86 0,84 29,3y 36,21 -6,84
84 1060 102( 27,7p 25,99 1,80 34,01 37,18 -3,17%
85 1130 128( 26,2 29,21 -2,94 24,4p 32,16 -7,74
86 1200 2 970 32,49 31,147 1,34

Tabelle 3-20 Relative Quantifizierung MAGE-2: Nithrhorpatienten

nicht untersucht




3.2.2.3hTR
Aufgrund der wenigen verwendbaren Werté Tabelle 3-21) konnten die Ergebnisse der

Untersuchungen mit hTR-spezifischer RNA nicht stetch ausgewertet werden.

Serum BL BL-Zellen Gewebe
Untersuch Giiltig Untersucht Giiltig Untersuch Giiltig Untersucht Giiltig
Tumorpatienten 11 0 11 3 17 0 8 5
Nichttumorpatiente 10 1 10 1 10 0

Tab. 3-21 Gultige Falle der Untersuchungen mit lsplezifischer mRNA

3.3 Methodenvergleich

Die mRNA-Isolation erfolgte zunachst mit heillem seagesattigten Phenol. Mit dieser Methode
konnte amplifizierbare mMRNA aus Serum und BL vonTlBnorpatienten - hier als Gruppe A
bezeichnet - isoliert werden. Eine zuverlassige Rbation aus BL von Nichttumorpatienten
konnte mit dieser Methode nicht etabliert werdens Aliesem Grund wurde fur nachfolgende
Isolationen das QlAanfpMinElute™ Virus Vacuum Kit (QIAGEN) mit leicht modifiziertem
Protokoll etabliert. In diesem Abschnitt werden #igebnisse im Hinblick auf die verwendete
Methode der RNA-Isolation gegeniibergestelit.

3.3.1 Qualitative PCR

Die mRNA-Isolation aus der BL von zwo6lf Nichttumartpenten erfolgte sowohl mit heil3em
Phenol als auch mit dem QlAafipinElute™ Virus Vacuum Kit (QIAGEN). Danach wurde
die Expression tumorassoziierter Gene mittels tpataler PCR untersucht”( Abb. 3-10).
Deutliche Unterschiede zeigen sich in der nachgssmen Expression von MAGE-2 und
hnRNP-A2: MAGE-2 wurde in 100 % der mit dem QIAdmiginElute™ Virus Vacuum Kit
isolierten mRNA und in 50 % der phenolisolierterolfan detektiert. Eine Expression von
hnRNP-A2 wurde in 10/12 (83%) der QIAGENisoliertemd in 4/12 (33%) der phenolisolierten

MRNA nachgewiesen.
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Abb. 310 Genexpression in mit zwei Methoden isolierter NMRaus der BL von zwo
Nichttumorpatienten

3.3.2 Absolute GAPDH-mRNA-Quantifizierung bei Tumoipatienten der Gruppen A und B

Die Auswertung der Quantifizierungsergebnisse demdrpatienten der Gruppen A (MRNA-
Isolation mit heil3em Phenol) und B (QIAGEN) mitteishtparametrischer Testverfahren ergab
einen signifikanten Unterschied zwischen Serum @euppen A und B (p = 0.027) sowie
zwischen BL der Gruppen A und B (p = 0.000). Dabigis das Material von Gruppe B jeweils
eine hohere Anzahl GAPDH-Kopien pro Milliliter a{# Abb. 3-11, Tabellen 3-22 und 3-23).

Gruppe A Gruppe B Tabelle 322 Deskriptive Statistik d
Serum BL Serum BL ifizi bni
N Giiltig 12 T4 36 3k Quantl |2|§rungserge nisse \%
Fehlend 84 84 64 6} Tumorpatienten der Gruppen A und B
Minimum [GAPDH-Kopien/ml] 0 0 2(]

Maximum [GAPDH-Kopien/ml] 15400 21600p 11400 7030p0
Perzentile 25 128,75 0,00 1100,p0 2575]00
[GAPDH- 50 590,00 385,40 2350,00 1785(J00
Kopien/ml] 75 3125,0p 1525,40 5050{00 8567400

GAPDH/Kopien ml Tabelle 3-23 Vergleich der Quantifizierungs-
S BL ergebnisse von Tumorpatienten der Grupp:
[Mann-Whitney-U 150,00 90® uynd B mittels Mann-Whitney-U-est uni
[Wilcoxon-W 255,00 174,000 WiIcoxon-W-Test.
Z -2,204 -3,95f
IAsymptotische Signifikanz (2-seitig] 0,027 0,00p

66



75000Q¢—
700000 *
650000¢—
60000¢—
55000¢—
500004~
450004
4000004
350000~

3000004~

GAPDH-Kopien/ml

250004~ o
200004~

15000¢-

10000¢- T
50004

of —= === =

Gruppe A Gruppe B Gruppe A Gruppe B
Serum Bronchiallavage

Abb. 3-11 Boxplot-Darstellung - Vergleich der Ism@smethoden: Quantifizierung von
GAPDH-mRNA in Serum und BL von 14 Tumorpatientem Geuppe A (MRNA-Isolation mit
heilBem Phenol) und 36 Tumorpatienten der Grupp@IBGEN) (,*x“, ,, O“ = Ausreil3er)

67



4 Diskussion

In den letzten Jahren hat sich die 5-Jahres-Ubmmkrhate von Patienten mit Lungenkarzinomen
nicht wesentlich erhdht. Dies lasst sich u. a. dam haufig spaten Zeitpunkt der Diagnose
begriinden (Ries et al. 2007). Entscheidend fur kisteere Uberlebensrate ist eine moglichst
frihzeitige Diagnose. Die vorliegende Arbeit untetste die Eignung zellfreier Bronchiallavage

(BL) und Serum als Untersuchungsmaterial zur Diagn@mn Lungenkarzinomen.

4.1 Nachweis tumorassoziierter mRNA in zellfreier B, Serum und BL-Zellen
Bisher existieren keine Untersuchungen zur Expoesgimorspezifischer mRNA in zellfreiem
Uberstand der BL. Kopreski et al. untersuchtenneatst zellfreie tumorspezifische mRNA im
Serum und detektierten extrazellulare Tyrosinasé&N®RIin 4/6 (67%) Seren von
Melanompatienten, nicht aber im Serum gesunder ndthpatienten (Kopreski et al. 1999). Die
erste Arbeit zur Expression tumorspezifischer editalarer mRNA bei Lungenkarzinomen
stammt ebenfalls von Kopreski et al. Hier wurde dipression von 5T4, einem
trophoblastischen, in epithelialen Malignitaten n@x@rimierten Glykoprotein, im Serum
untersucht und bei 6/14 (43%) Tumorpatienten urzb 3Jesunden Probanden nachgewiesen
(Kopreski et al. 20014 Tab. 1-5). Fleischhacker et al. untersuchten drNm-Expression im
Serum von 18 Patienten mit Lungenkarzinom. Die Afikagkionskontrolle mit 3-Aktin war bei
18/18 Patienten positiv. HER2/neu-spezifische mRiNArde in 8/18 (44 %), hnRNP-B1-
spezifische mRNA in 14/18 (78%) der Patienten dedetk Bei einem Patienten wurde die
Expression von PGP 9.5 nachgewiesen. Eine Expres&gin MAGE-2 und TTF-1 war nicht
nachweisbar. Die Kombination von hnRNP-B1 und HERA/ ermdglichte die Detektion
tumorspezifischer mRNA in allen 18 Lungenkarzinonfeleischhacker et al. 200%, Tabellen
1-4, 1-5).

HER2/neu

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Expression HHER2/neu bei den Tumorpatienten, deren
RNA mit heiRem Phenol isoliert wurde (Gruppe A),deein Serum- noch in BL nachgewiesen
werden ¢ Tabelle 3-2). Bei Tumorpatienten, deren RNA mimd®IAGEN-Kit isoliert wurde
(Gruppe B), wurde eine HER2/neu-Expression in 4(26%) Seren und in 6/25 (24%) BL
detektiert ¢ Tabelle 3-3). Von 25 Nichttumorpatienten war HERR( in 7/25 (28%) BL
nachweisbar, nicht aber in den entsprechenden fér@rabelle 3-4). Je 3/5 (60%) BL-Zellen
von Tumor- und Nichttumorpatienten wiesen eine HERPression auf. Eine Unterscheidung

zwischen Tumor- und Nichttumorpatienten war mitsdie Ergebnissen nicht moglich.
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Von als Positivkontrollen verwendeten Zellliniennde eine HER2/neu-Expression u a. in MCF-
7 und SKBR3 detektiert. HER2/neu war bei MCF-7 iraryleich zu SKBR3 nur sehr gering
exprimiert; dies wurde schon von Faltus et al.gestellt. Versuche zur Apoptoseinduktion mit
HER2-neu-mRNA-komplementarer siRNA bei diesen beidelammakarzinom-Zelllinien
zeigten fur SKBR3-Zellen eine hohere Apoptoserdia MCF-7-Zellen (Faltus et. al. 2004).
Die Detektion von HER2/neu-spezifischer mRNA in &hd BL-Zellen von Nichttumorpatienten
lasst sich dadurch erklaren, dass in normalen @pten adulten und fetalen Geweben - auch des
Respirationstraktes - eine niedrige HER2/neu-mRNf¥Ession detektierbar ist. Dies wurde mit
den Funktionen von HER2 bei Zellwachstum und Z##denzierung in normalen Zellen
begriindet. Press et al. zeigten mittels Northeot-Berfahren, dass in fetalen Geweben die
HER2/neu-mRNA-Expression hoher ist als in den eetdpenden normalen adulten Geweben. In
den normalen adulten Geweben entsprach die HERARNA-Expression etwa der von
Mammakarzinomgewebe ohne HER2/neu-mRNA-Uberexmes§iress et al. 1990).

Eine Differenzierung zwischen Tumorgewebe und ntemalLungengewebe wurde von zwei
Arbeitsgruppen mittels Quantifizierung von HER2/meRNA beschrieben: Das Tumorgewebe
von 54/115 (47%) NSCLC-Patienten wies in der Realel RT-PCR eine hohere HER2/neu-
MRNA-Expression auf als die 22 untersuchten nidyfestischen Lungengewebeproben
(Pellegrini et al. 2003). Brabender et al. quantfiten HER2/neu-mRNA in Tumorgewebe von
NSCLC-Patienten und fanden bei hoher Expressioa gémingere Uberlebensrate (Brabender et
al. 2001). In der vorliegenden Arbeit wurde aufeeiQuantifizierung von HER2-mRNA in
zellfreiem Serum und BL verzichtet, da HER2/neu-mRNur in einigen Patientenproben
gualitativ detektierbar war.

Untersuchungen der HER2-mRNA-Expression in ZeBimiergaben eine relativ geringere
MRNA-Expression in SCLC-Zellen als in NSCLC-Zel&thneider et al. 1989). Die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit wurde aufgrund der gerindeatientenzahl nicht hinsichtlich der
Tumorhistologie ausgewertet.

In der Untersuchung von Fleischhacker et al. wimd&/18 (44%) zellfreien Seren von Patienten
mit Lungenkarzinom HER2/neu-spezifische mRNA deezkt wobei die Reaktionbedingungen
hinsichtlich Primer, Produktgrof3e und Annealingtenapur mit den in der Arbeit angewandten
identisch waren. Die RNA wurde mit heil3em Phenoliest (Fleischhacker et al. 2001). Die mit
der gleichen Isolationsmethode behandelten Prolem vdrliegenden Arbeit wiesen keine
detektierbare HER2/neu-Expression auf, der AnteilldER2/neu-exprimierenden Proben in den
mit dem QIAGEN-Kit isolierten Materialien war nieger als in Fleischhackers Arbeit. Weitere
Veroffentlichungen zur HER2/neu-Expression in zeln Materialien existieren nicht.
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hnRNP-B1

In der vorliegenden Arbeit wurde hnRNP-B1 in 3/13%) der BL von Tumorpatienten
detektiert, deren RNA mit heilRem Phenol isoliertraeu(Gruppe A), aber in keinem der Seren.
Im Serum wurde hnRNP-B1 bei je 11/25 (44%) Tum@ruppe B) und Nichttumorpatienten, in
der BL von 18/25 (72%) Tumor- und 11/25 (44%) Nightorpatienten detektiert, deren RNA
mit dem QIAGEN-KIit isoliert wurde. In BL-Zellen wde hnRNP-B1 bei 4/5 Tumor- bzw. 5/5
Nichttumorpatienten nachgewiesen. Neben den Expresmterschieden in der BL von Tumor-
und Nichttumorpatienten fallt auch der Untersclaedschen den Tumorpatienten der Gruppen A
und B in der BL mit 20 bzw. 72 % Genexpression auf.

Die relative Quantifizierung hnRNP-Bl-spezifischenRNA ergab einen signifikanten
Unterschied in der BL zwischen Tumor- und Nichttupasienten (p=0,011), nicht aber in Serum
(p=0,65) und BL-Zellen (p=0,880). DieCr-Werte der BL-Quantifizierung von Tumorpatienten
waren signifikant niedriger als die der Nichttumatipnten, was einer signifikant hdheren
hnRNP-B1-Kopienanzahl in der BL von Tumorpatiendatspricht.

Eine hnRNP-B1-Expression wurde in dieser Arbeglien untersuchten Zelllinien nachgewiesen
(#~ Tabelle 3-1). Fur H441 zeigten bereits Pino eteale hnRNP-B1-Expression (Pino et al.
2003).

Eine frihzeitige mRNA-Uberexpression von hnRNP-Blrde fiir Lungenkarzinome von
Sueoka et al. beschrieben. Die Gruppe zeigte eiRNR-B1-Uberexpression in Tumorgewebe
im Vergleich zu tumorfreiem Gewebe von sechs Padremit Lungenkarzinom (Suoeka et al.
1999). Eine weitere Arbeit untersuchte Vollblut vl CLC- und gesunden Kontrollpatienten.
hnRNP-B1-mRNA erwies sich mit einer Sensitivitahvii7,4% und einer Spezifitat von 93 % als
nicht geeignet als diagnostischer Marker (Shel 086).

Es existieren zwei Veroffentlichungen, welche digiession zellfreier mRNA bei Patienten mit
Lungenkarzinomen untersuchen: Die Gruppe von Fleiscker wies im Serum von 14/18 (78%)
Patienten eine Expression hnRNP-B1-spezifischer mRBich - also signifikant haufiger als in
der vorliegenden Arbeit (Fleischhacker et al. 20@ie Untersuchung zellfreier hnRNP-B1-
MRNA im Plasma von Sueoka et al. mittels quantatReal-time PCR detektierte bei Patienten
mit Lungenkarzinomen und anderen Karzinomen eigaiftkant hohere Expression als bei
gesunden Probanden und Patienten mit benignen herigankungen. Aus der hohen
Konzentration von hnRNP-B1-mRNA in anderen Karzieomwurde geschlossen, dass die
Untersuchung zellfreier Plasma-mRNA auch fur andeaéigne Erkrankungen aussagekréaftig ist
(Sueoka et al. 200%; Tabellen 1-4, 1-5).
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Ein Nebenbefund der Untersuchungen von Fleischinaekeal. war der schwach positive
Nachweis von hnRNP-B1-mRNA im zellfreien Serum seinPatienten mit Pneumonie
(Fleischhacker et al. 200%; Tabelle 1-5). Satoh et al. quantifizierten hnRNRBRNA mit
GAPDH als Referenzgen und fanden dabei in humarnesoharzellen (HSAE) 87% hnRNP-B1-
Expression im Vergleich zur ZervixkarzinomzelllinietHeLa mit 100% und zur
Lungenkarzinomzelllinie TKB-13 mit 239% Expressi@atoh et al. 2004; Tabelle 1-8).

hnRNP-A2

In der vorliegenden Arbeit wurde im Serum von 14(23%) und in BL von 5/15 (33%) der
Tumorpatienten, deren RNA mit heiRem Phenol isoleurde (Gruppe A), hnRNP-A2
detektiert. Auch bei den Patienten, deren RNA namdQIAGEN-Kit isoliert wurde, war
hnRNP-A2 in Serum und BL von 15/25 (60%) bzw. 17(@8%) der Tumorpatienten und 10/25
(40%) bzw. 19/25 (76%) der Nichttumorpatienten memkbar. Im Serum findet sich hier ein
deutlicher Unterschied in der Haufigkeit der hnRARDetektion zwischen Tumor- und
Nichttumorpatienten. In BL-Zellen von zwei Tumoreaten wurde ebenfalls eine Expression
gezeigt. Fur weitere Aussagen der Expression VORNMA2 in Serum und BL sind
Quantifizierungen erforderlich:  Satoh et al. qufamérten zelluldre hnRNP-A2-mRNA
(Referenzgen GAPDH) und fanden dabei in humaneedrzellen (HSAE) 70,1 % Expression
im Vergleich zur Zervixkarzinomzelllinie HeLa mit0Q% und der Lungenkarzinomzelllinie
TKB-13 mit 200,6 % Expression (Satoh et al. 2004).

MAGE-2

Eine Expression von MAGE-2 wurde in der vorliegamdebeit bei den Tumorpatienten, deren
RNA mit heiRem Phenol isoliert wurde (Gruppe A),li&/15 (66,7%) Seren und 5/15 (33,3%)
BL detektiert. Bei den Patienten, deren RNA mit d@MAGEN-Kit isoliert wurde, war MAGE-
2-spezifische mRNA im Serum von 22/25 (88%) Tumaord 17/25 (68%) Nichttumorpatienten,
in der BL von 20/25 (80%) Tumor- und 21/25 (84%) dkchttumorpatienten detektierbar. In
BL-Zellen wurde MAGE-2 in je 2/5 (40%) Tumor- bzNichttumorpatienten nachgewiesen. Da
eine MAGE-2-Expression mittels qualitativer PCR lzahlreichen Patienten aller Gruppen
nachweisbar, aber dadurch keine Differenzierungsawen Tumor- und Nichttumorpatienten
maoglich war, wurde ein Assay zur relativen Quanigfiiung mit Real-Time RT-PCR etabliert.
Dabei waren didCr-Werte der BL-Quantifizierung von Tumorpatientegrsiikant niedriger als
die der Nichttumorpatienten, was einer hoheren MAX&opienanzahl in der BL von

Tumorpatienten entspricht.
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Eine MAGE-2-mRNA-Expression wurde in den Zelllini€@EM, H441, H520 und U373MG
detektiert, nicht aber in BV173-Zellkulturiiberstamti 209 und MCF-7. Kufer et al detektierten
in der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 ebenfalls keMAGE-2-Expression (Kufer et al. 2002).
Die MAGE-2-mRNA-Expression bei Patienten mit Lungarzinom wurde vielfach untersucht.
Dabei handelt es sich mit Ausnahme der Arbeit viassEnhacker et al. um zellulare RNA aus
Tumorgewebe, Sputum, BAL und Knochenmark (Tabelle 1-9). In der Arbeit von
Fleischhacker et al. war in keinem der 18 zellftegeren von Patienten mit Lungenkarzinom
eine MAGE-2-Expression nachzuweisen Tabelle 1-5, Fleischhacker et al. 2001), obwohl
Primer, Isolations- und Reaktionsbedingungendenen \brliegenden Arbeit entsprachen.
Weitere Arbeiten zur MAGE-2-Expression in zellfreilaterialien existieren nicht. Die Gruppe
von Mecklenburg et al. detektierte MAGE-2 im Sput@rt5 (6,7%) Patienten und in der BAL
von 11/23 (47,8%) Patienten (Mecklenburg et al. 400Sechs Studien untersuchten
Lungentumorgewebe und detektierten eine mRNA-Exwasvon MAGE-2 in 27,3 bis 88,5%
der PatientenA Tabelle 1-9). Weynants et al. untersuchten Tumnd normales Lungengewebe
von NSCLC-Patienten und detektierten MAGE-2 im Tuogewebe bei 35% (16/46) der
Patienten, nicht aber in normalem Lungengewebe (\feg et al. 1994). Zwei Arbeiten, welche
Knochenmark von Lungenkarzinompatienten verwendetetektierten MAGE-2 bei 12% (4/33)
bzw. 16% (8/50) Patienten (Kufer et al. 2002, Sienal. 2007).

Von den ausgewahlten Studien zur MAGE-2-Expressidrungenkarzinomen in verschiedenen
Materialien untersuchten 50% (5/10) keine Kontmatignten. In vier der funf Arbeiten mit
Nichttumorpatienten wurde keine MAGE-ExpressiofiKontrollen detektiert{ Tabellen 1-5, 1-
9). Die Untersuchung von Patienten mit benignengemerkrankungen von Mecklenburg et al.
ergab eine MAGE-Expression in der BAL bei einemidtaén mit Aktinomykose (MAGE-2)
und einem Patienten mit einer schweren BronchMAGE-1) (Mecklenburg et al. 2004). Fur
MAGE-1 ist eine mRNA-Expression in Hautzellen wéaildeder Wundheilung festgestellt
worden, welche mit einer Genaktivierung wahrendzindung und friher Gewebereparation
begriindet wurde (Becker et al. 1994). Chomez etedditen eine ubiquitdre RNA-Expression in
normalen Zellen fur einige Angehdrige der MAGE-Feen{Chomez et al. 2001). Bis auf die
Arbeit von Fleischhacker et al. wurden in den ausgdten Studien neben MAGE-2 auch andere
Mitglieder der MAGE-Familie untersucht”( Tabelle 1-9). Es ware bei weiterfiihrenden
Untersuchungen mit zellfreier BL sinnvoll, die Egpsion mehrerer MAGE-Gene zu

untersuchen.
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PGP 9.5

Eine Expression von PGP 9.5 wurde in der vorliegendrbeit bei den Tumorpatienten, deren
RNA mit heiRem Phenol isoliert wurde (Gruppe A)2i15 (13%) BL nachgewiesen. In der BL
der Patienten, deren RNA mit dem QIAGEN-Kit isdliarurde, war PGP 9.5-mRNA bei 8/25
(32%) der Tumor- und 7/25 (28%) Nichttumorpatiendeektiert. Weiterhin wurde PGP 9.5 in
BL-Zellen bei 17/22 (77%) Tumorpatienten und bei/180 (67%) Nichttumorpatienten
nachgewiesen. Im Serum wurde PGP 9.5 in keinendegdktiert.

Eine PGP-9.5-mRNA-Expression wurde in der vorlietgmArbeit u. a. in den Zelllinien H146
und H520 detektiert. Auch Hibi et al. wiesen eir@F?9.5-mRNA-Expression in diesen beiden
nach (Hibi et al. 1999).

Der Expression von PGP-9.5-Protein wird eine emisidnde Rolle in der onkogenen
Transformation normaler humaner Lungenepithelzellemgeschrieben, da 1. PGP 9.5
konservierte Doméanen mit anderen Mitgliedern deiquiinhydrolase-Familie teilt, die z. T. als
potentielle Onkogene gelten, 2. eine PGP-9.5-Rrdéfgpression nicht in normalem
Lungenepithel, aber z. T. bei neoplastischen Zetanhzuweisen ist und 3. eine PGP-9.5-
Expression mit fortgeschrittenen Stadien von NSCisSoziiert ist (Hibi et al. 1999). Eine
MRNA-Expression von PGP-9.5 wurde von Hibi et a. 22/23 (96%) Lungenkarzinom-
Zelllinien und 10/18 (56%) primaren Lungenkarzinoméetektiert, nicht aber in normalem
Lungenepithel (Hibi et al. 1998). Mattano et altaten die Expression PGP 9.5-spezifischer
MRNA fur den Nachweis disseminierter Neuroblastdiemebei 8/18 (44 %) Patienten in
peripherem Blut (Mattano et al. 1992). Die einzZiggherige Arbeit zur Expression von PGP-9.5-
spezifischer mRNA in zellfreiem Material stammt vBteischhacker et al. Es wurde in 1/18
zellfreien  Seren von Lungenkarzinompatienten einegGP.5-Expression detektiert
(Fleischhacker et al. 2001).

Telomerase: hTR und hTERT

HTR wurde in der vorliegenden Arbeit mit Ausnahmenv Serum und BL eines
Nichttumorpatienten in allen untersuchten SerergnBhiallavagen und BL-Zellen detektiert.
HTERT war im Serum eines Nichtumorpatienten, in Bervon 3/25 (12%) Tumor- und 2/25
(8%) Nichttumorpatienten sowie 4/5 (80%) BL-Zellen Tumorpatienten nachweisbar.
Telomerase wird bereits in praneoplastischen Stadite Karzinogenese exprimiert. So wurde an
Mamma- und Kolonkarzinom eine zunehmende hTERT-mHIXAression von Dysplasien tber
Carcinoma in situ (CIS) und schlie8lich invasiverarkinomen gezeigt. Kolquist et al.
detektierten eine Expression von hTERT-mRNA in ifgakerenden, basalen Epithelbereichen
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verschiedener Gewebe, Testiszellen und h&matopbetisStammzellen des Knochenmarks,
nicht aber in normalem Gewebe von z. B. Skelettrali$¥iere, Lunge und Leber (Kolquist et al.
1998). Die Untersuchung der hTERT-mRNA-Expression mormalem Lungengewebe, Gewebe
preinvasiver Lasionen und invasiven Lungenkarzinométels in situ Hybridisierung ergab eine
ansteigende Expression von normalem Uber metegihse8, dysplastisches Gewebe zu CIS und
eine wieder geringere Expression bei Karzinomemtfigjoul et al. 2005). Shibuya et al.
quantifizierten hTERT-mRNA aus Lungengewebe mitggsntitativer Real-time RT-PCR und
fanden einen signifikanten Anstieg der hTERT-Kopigzahl im Verhaltnis zur Gesamt-mRNA
von normalem Bronchialepithel Uber metaplastisch@&sd dysplastisches Gewebe zu
Tumorgewebe von Plattenepithelkarzinomen (Shibtigh €001).

Arinaga et al. detektierten eine hTERT-mRNA-Expi@ssn 82/92 (89%), hTR in 92/92 (100%)
Tumorgewebeproben. Im angrenzenden nichtneoplastis¢.ungengewebe wurde eine hTERT-
Expression in 1/32 (3%), hTR in 30/32 (94%) Progereigt (Arinaga et al. 2000).

HTR-mRNA wird sowohl in normalen somatischen alghain Tumorzellen exprimiert. Die
MRNA-Konzentration in Tumorzellen ist dabei zweis lsiebenmal hdher als in somatischen
Zellen (Feng et al. 1995). Die Gruppe um Novakaletektierte im zellfreien Plasma gesunder
Probanden hTR in 3/7 (43%) der untersuchten FAIERT konnte nicht nachgewiesen werden
(Novakovic et al. 2004).

Mit der Expression extrazellularer telomerasespehitr mRNA beschaftigte sich eine gréRere
Anzahl von Arbeiten: Die erste Untersuchung deradlluléaren Telomerase-mRNA-Expression
in zellfreiem Serum von Chen et al. detektierte himB/18 (28%), hTERT in 4/16 (25%) der
untersuchten Patienten mit Mammakarzinom. Im Seruan Patienten mit benignen
Mammaerkrankungen und gesunden Probanden war dagege mRNA-Expression von hTR
und hTERT nachweisbar (Chen et al. 2000). Es firgigm zwei Studien, welche zellfreies Serum
bzw. Plasma bei Patienten mit Lungenkarzinom nsitRgal-Time RT-PCR untersuchten: Miura
et al. verwendeten zellfreies Serum, wobei die Ahzder hTERT-mRNA-Kopien mit
TumorgroRe und -anzahl, Metastasen und Rauchesstatabhangig korrelierte und nach
chirurgischer Behandlung signifikant abnahm (Miatal. 2006). Pelosi et al. wiesen im Plasma
von 4/34 (12%) der Tumorpatienten eine hTERT-mRN#guEssion nach. Bei gesunden
Kontrollpatienten war hingegen keine Expressioreklstrbar (Pelosi et al. 2006).

Die eigenen Ergebnisse der hTERT-mRNA-ExpressioGarum und BL unterscheiden sich von
den Arbeiten von Chen et al., Miura et al. undoBiett al. (Chen et al. 2000, Miura et al. 20086,
Pelosi et al. 2006). Die Expression von hTERT ilifreeem Serum und zellfreier BL erscheint

nach diesen Ergebnissen ungeeignet zur Differamzmewvon Tumor- und Nichttumorpatienten.
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Die fehlende hTERT-Expression in BL-Zellen von Ntamorpatienten und die Detektion von
hTERT in 4/5 (80%) BL-Zellen von Tumorpatienten dadiert mit den Untersuchungen zu
zellularer hnTERT-mRNA von Arinaga et al. Die ubitfuie Detektion in BL-Zellen von Tumor-
und Nichttumorpatienten stimmt ebenfalls mit degdbnissen von Arinaga Uberein (Arinaga et
al. 2000). Die eigenen Ergebnisse zur hTR-Expragsiaellfreiem Serum und BL unterscheiden
sich von den Ergebnissen von Chen et al., welch8amim von Patienten mit Mammakarzinom
lediglich bei 28% eine hTR-Expression und bei gdsunProbanden keine hTR-Expression
detektierten (Chen et al. 2000).

TTF-1

Im zellfreien Serum wurde in der vorliegenden Atbeveder bei Tumor- noch bei
Nichttumorpatienten eine TTF-1 Expression nachgeene In den BL-Zellen von zwei
Tumorpatienten der Gruppe, deren RNA mit dem QIAGE&Nisoliert wurde, wurde TTF-1
spezifische mMRNA detektiert. Bei beiden Patientag histologisch ein NSCLC vor. Eine
Expression in zellfreier BL fand sich bei drei Nitthmorpatienten.

Von den als Positivkontrollen verwendeten Zelllmigvar in der vorliegenden Arbeit eine
MRNA-Expression von TTF-1 bei A427, H146, H209, #W4dnd H520 nachweisbar. Die
Funktion des TTF-1-Proteins in Lungenepithelzellarde von Bohinski et al. in der humanen
Adenokarzinomzelllinie H441 untersucht (Bohinskael994).

Fleischhacker et al. verwendeten fur ihre Untersagen zellfreies Serum von Patienten mit
Lungenkarzinom unter Reaktionsbedingungen wie invaeliegenden Dissertation hinsichtlich
Primersequenz, ProduktgréRe und Annealingtempeuaidikonnten in keinem der 18 Seren eine
TTF-1 Expression feststellen (Fleischhacker et 24101). Somit sind die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit und von Fleischhacker et al.dieser Hinsicht vergleichbar. Weitere
Arbeiten zur Expression von TTF-1-spezifischer mRiNAellfreien Materialien existieren nicht.
Aufgrund der geringen Expression in zellfreien Miateen ist die Eignung von TTF-1 als

Markergen fur die Untersuchung zellfreier Mategalin Frage zu stellen.

Pericentrin

Von den Tumorpatienten, deren RNA mit heilem Phesudiert wurde (Gruppe A), war in der
vorliegenden Arbeit Pericentrin in 4/15 (27%) ddr d@etektierbar, aber in keinem der Seren. In
der BL der mit dem QIAGEN-Kit isolierten Proben warPericentrin in beiden Patientengruppen
nahezu gleich haufig detektiert: in 12/25 (48%) déumor- und 11/25 (44%) der
Nichttumorpatienten. Bei der Untersuchung von SerBimund BL-Zellen von 22 Tumor- und
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15 Nichttumorpatienten wurde ebenfalls kein sidpaifiter Unterschied festgestellt: In der BL
wurde Pericentrin bei 55% (12/22) der Tumor- un&4(#/15) der Nichttumorpatienten, in den
BL-Zellen von 77% (17/22) der Tumor- und 73% (13/d&r Nichttumorpatienten nachgewiesen.
Auffallig war, dass die 4/25 (16%) Tumorpatientear Gruppe B (RNA-Isolation mit QIAGEN)
mit Pericentrin-mRNA-Expression im Serum auch ddsgicentrinexpression in BL und/oder in
BL-Zellen aufwiesen. Bisher gibt es keine weitefabeiten zum extrazellularen Vorkommen
von Pericentrin-spezifischer mRNA.

Neben et al. untersuchten 2004 die Expression ebuldrer Pericentrin-mRNA in AML-Proben
und 2007 in Mantelzelllymphomen mittels cDNA-Microay-Technik und quantitativer Real-
Time PCR und fanden in Zellen mit aneuploidem bimtraploidem Chromosomensatz eine
hohere Pericntrin-mRNA-Expression als bei diploid@mromosomensatz (Neben et al. 2004,
Neben et al. 2007).

Doxsey et al. quantifizierten die intrazellulareerientrin-mRNA-Mengen in verschiedenen
Organen gesunder Mause. In dieser Untersuchungwi@ghirn, Lunge, Muskel und Herz mit
einem relativen Wert von n=1 geringe RNA-Mengen atfeblich hohere relative RNA-Mengen
fanden sich in Milz (n=20), Leber (n=60), Thymus=90) und Niere (n=300) (Doxsey et al.
1994).

Anhand der qualitativen extrazellularen Periceettpression der untersuchten Patienten ist
keine Differenzierung zwischen Tumor- und Nichttupaiienten mdglich. Die Untersuchung
zellfreier BL auf Pericentrin-spezifische mRNA reld qualitativer PCR ist nach den
vorliegenden Ergebnissen nicht fur die frihe Detektvon Lungenkarzinomen geeignet. Es
besteht die Mdoglichkeit, dass sich durch eine geritransmembrandse Transportrate oder
aufgrund einer niedrigen Halbwertszeit dieser mR{iAra- und extrazellularer Abbau durch
RNasen) trotz einer Uberexpression von Pericemi®NA in  Tumorzellen von
Lungenkarzinomen zu wenig RNA im extrazellularemuRabefindet, um bei den durchgefihrten

Untersuchungen detektiert zu werden.

Aurora 2

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte erstmalsofa-kodierende mRNA in zellfreiem
Untersuchungsmaterial nachgewiesen werden. In Tpatienten, deren RNA mit heil3em Phenol
isoliert wurde, war eine Auroraexpression im Sereimes Patienten nachweisbar. In den
Patientengruppen, deren mRNA mit dem QIAGEN-Kities wurde, konnte Aurora-mRNA im
Serum bei 1/24 (4%) Tumor- und 4/24 (16%) Nichttupadienten, in der BL von 4/24 (16%)
Tumor- und 5/24 (20%) Nichttumorpatienten detektigerden. In BL-Zellen war Aurora bei
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4/22 (18%) Tumor- bzw. 2/15 (13%) Nichttumorpateantnachweisbar. Ein signifikanter
Unterschied zwischen Tumor- und Nichtumorpatientear in keinem der Materialien
festzustellen. Ein Vergleich der eigenen Ergebnmsgeden nachfolgend besprochenen Arbeiten
ist erschwert, da es sich dabei um Untersuchungiuider Aurora-mRNA handelt.
Untersuchungen anderer Gruppen ergaben, dass Anspazifische mRNA in schnell
proliferierenden Geweben exprimiert wird: In noreral Gewebe wird Aurora-2-mRNA v. a. in
fetalem Gewebe (z. B. fetalem Lebergewebe), adulestis- und Thymusgewebe exprimiert, in
geringem Mal3 auch in Knochenmark, Lymphknoten- Mildgewebe. Auch in epithelialen und
endothelialen Zellen, u. a. der Lunge, ist einednge Auroraexpression nachzuweisen. In
normalem, adultem Gewebe von Kolon, Lunge, LebemkReas und Niere konnte keine
Expression nachgewiesen werden. Eine signifikamtolde mRNA-Expression wurde flr
Tumorzelllinien von Lunge (H23), Kolon, Niere, Matam und Mamma gezeigt. Bei Patienten
mit priméaren Kolonkarzinomen war bei 22/41 (54%j) Batienten in Tumorgewebe eine 4- bis
28-fache mRNA-Uberexpression im Vergleich zu noemaKolongewebe detektierbar (Bischoff
et al. 1998). Die Expression von Aurora-2-mRNA irst Vergleich zu normalen epithelialen
Zellen bei dysplastischen Zellen bereits &hnlichhneguliert wie bei invasiven Karzinomzellen
von Patienten mit kolorektalem Karzinom (Gerlach @&t 2006). Bei Patienten mit
Magenkarzinom war bei 18/35 (51%) der Falle eineerdkpression Aurora-2-spezifischer
MRNA in Tumorgewebe verglichen mit unverandertergblanukosa detektierbar (Sakakura et
al. 2001). Eine Aurora-mRNA-Uberexpression war Batienten mit Plattenepithelkarzinomen
im Kopf-Hals-Bereich signifikant assoziiert mit em fortgeschrittenen Tumorstadium und
Metastasen in regionalen Lymphknoten und Fernnesast (Reiter et al. 2006). Eine Aurora-
Uberexpression in Tumorgewebe von 137/224 (61%eRan mit hepatozellularem Karzinom
korrelierte mit einem fortgeschrittenen TumorstadiyStadium llIb-1V); in nichttumorésem
Leberparenchym dieser Patienten wurde eine Ubezesjom in 5% der Proben detektiert (Jeng et
al. 2004). Beim Osophaguskarzinom war eine Aurora-2r&M@ession in 30% (10/33) der
Gewebe ebenfalls signifikant assoziiert mit demtAaién von Fernmetastasen (Tanaka et al.
2005).

Die Untersuchung der RNA-Expression bei Patientah Llmungenkarzinom mittels RT-PCR
zeigte eine Auroraiberexpression in 25/40 (62,5é6)Tdimorgewebeproben und eine signifikant
hohere Expression in Tumor- gegentber normalem énggwebe. Xu et al. detektierten Aurora-
2-mRNA auf geringem Level auch in normalem Lungevejee von Patienten mit

Lungenkarzinom (Xu et al. 2006).
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Eine Quantifizierung Aurora-spezifischer mRNA kdmmdine Differenzierung von Tumor- und
Nichttumorpatienten ermdglichen: Miyoshi et al.edditerten mittels quantitativer Real-Time RT-
PCR in Mammakarzinomgewebe (n=47) eine signifikéwihere Auroraexpression als in

normalem Mammagewebe (n=9) (Miyoshi et al. 2001).

4.1.1 Expression tumorassoziierter mMRNA bei Nichttmorpatienten

Mit dem von uns verwendeten Genpanel war mittelaligaiver PCR keine Differenzierung
zwischen Tumor- und Nichttumorpatienten moglich. der vorliegenden Arbeit wurde
tumorassoziierte mRNA auch in der Gruppe der Nichtirpatienten detektiert. Daflr gibt es
verschiedene Erklarungsmoéglichkeiten: 1. Es wurdan Patienten in die Untersuchung mit
einbezogen, bei welchen eine Bronchoskopie indiziear. Die Gruppe der Tumorpatienten
wurde demzufolge nicht mit pulmologisch gesundenobBnden verglichen. Die
Nichttumorpatienten hatten zwar keine Karzinome denge oder anderer Organe, aber
verschiedene nichtmaligne pulmologische Erkrankonge B. Pneumonie und COPD” (
Abbildung 1-1). 2. Die Majoritat der Nichttumorpatiten rauchte. Diese Gegebenheiten spiegeln
die diagnostische Realitat wieder, dass Tumorpiaienicht friihzeitig von Patienten mit anderen
pulmologischen Erkrankungen und/oder langjahrigandRern zu unterscheiden sind.

In der Literatur finden sich einige Beispiele fiinee Expression hier untersuchter sogenannter
tumorassoziierter Gene bei gesunden Probanden desienten mit nichtmalignen
Lungenerkrankungen. Dabei ist zu bemerken dass rezetid Expressionsstudien zu
tumorspezifischer mRNA auf Kontrollgruppen und -gbe verzichten, also die Tumorspezifitat

dieser Genexpression voraussetzen.

4.1.2 Quantifizierung von hnRNP-B1 und MAGE-2

Die Quantifizierung von hnRNP-B1- und MAGE-2-spesther mRNA in der vorliegenden
Studie ergab signifikante Unterschiede zwischen dmunmund Nichtumorpatienten in der
zellfreien BL, nicht aber in zellfreiem Serum undl-Bellen (Ergebnisse™ 3.2.2.1 & 3.2.2.2).
Die signifikant niedrigerel\Cr-Werte sowohl fir hnRNP-B1 als auch fir MAGE-2 ih Bon
Tumorpatienten im Vergleich zu BL Nichttumorpatemtentsprechen einer signifikant héheren
hnRNP-B1- bzw. MAGE-2-mRNA-Kopienanzahl in BL voruforpatienten im Vergleich zu
Nichttumorpatienten. Zellfreie BL erscheint als@ &aJntersuchungsmaterial zur quantitativen
Expressionsanalyse tumorspezifischer Gene beiratienit Lungenkarzinom geeignet. Durch
die Verwendung von GAPDH als Referenzgen mussesediggebnisse unter Bertcksichtigung
der vorhandenden, widersprichlichen Literatur norsicht gewertet werden. Zudem sollte die
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MRNA-Expression von Referenz- und untersuchtem &ema gleich hoch sein. GAPDH ist im
Vergleich zu anderen Referenzgenen in vielen Gewebarunter auch Lungengewebe, sehr
hoch exprimiert (Radodgiet al. 2004). GAPDH-mRNA ist aufgrund ihrer hoHexpression in
zellfreien Materialien fur die Quantifizierung daiedrig exprimierten Gene MAGE-2 und
hnRNP-B1 nicht optimal.

Eine Losung des Quantifizierungproblems kdnnteMievendung mehrerer Housekeeping Gene
als Referenz sein: Waxman & Wurmbach schlugen diash Expressionsstudien von
Lebergewebe und Geweben hepatozellularer Karzineare(Waxman & Wurmbach 2007).
Auch Vandesompele et al. kamen nach der Untersgchon zehn Housekeeping Genen in
zahlreichen Geweben, darunter auch Lungengewebéiezem Ergebnis (Vandescompele et al.
2002). Allerdings ist die Vergleichbarkeit von Ursiechungsergebnissen schwierig, wenn fur
jede Studie unterschiedliche Referenzgene, verdehe Gewebe oder Tumorentitaten genutzt
werden.

Eine zweite Moglichkeit der mRNA-Quantifizierungdbeht darin, auf Referenzgene ganzlich zu
verzichten: Sueoka et al. quantifizierten mit eifdasmid-DNA-Standardkurve hnRNP-B1-
spezifische mRNA absolut (Sueoka et al. 2005) amdién in zellfreiem Plasma von Patienten
mit Lungenkarzinom signifikant mehr hnRNP-B1l-Kopieals in Plasma von gesunden
Probanden. Ein Nachteil dieser Methode ist derl@ehéarbeitstechnische Aufwand, da fur jedes

Gen eine separate Standardkurve zu erstellen ist.

4.2 Referenzgene fur die Quantifizierung tumorassaerter mRNA

Zur Untersuchung von Veranderungen der Genexpressianalignen Tumorzellen gegeniber
normalen Zellen werden Housekeeping Gene als Refegenutzt. Die Anforderungen an ein
ideales Referenzgen fur RNA-Transkriptionsanalyséitels quantitativer RT-PCR sind: 1. eine
konstante Transkription in allen Zelltypen und Gbem 2. keine Beeinflussung der RNA-
Transkription durch interne oder externe Einfliussel 3. eine dem zu quantifizierenden Gen
ahnliche Transkriptionsrate (Radénet al. 2004). Ein ideales Referenzgen wurde bisher
allerdings nicht gefunden (Vandescompele et al2P(Bin Referenzgen muss individuell fur das
zu untersuchende tumorspezifische Gen und das reatgmde Gewebe, Organsystem bzw.
Tumor ausgewahlt werden. GAPDH und 3-Aktin gehdzenden fir Quantifizierungen am
haufigsten verwendeten Referenzgenen: Eine Arlositde@m Jahr 2000 untersuchte 452 Studien
hinsichtlich der zur mRNA-Quantifizierung verwenelet Referenzgene und fand bei 33%
GAPDH und bei 32% 3-Aktin als Referenz (Suzukile2@00).
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[3-Aktin

In der vorliegenden Arbeit wurde 3-Aktin-spezifiscmRNA als Amplifikationskontrolle nach
MRNA-Isolation und cDNA-Synthese verwendet und reeds in zellfreier Bronchiallavage
detektiert. Bei mitogener Stimulation wurde eindwvgankende mRNA-Transkription von R3-
Aktin gezeigt (Selvey et al. 2001, Radoet al. 2004, Ruan & Lai 2007). Chang et al. wieisen
vergleichenden Northern-Blot-Analysen in Rattenlepeen nach Transplantation von Zellen der
Rattenhepatom-Zelllinie N1S1 eine vier- bis zehhfaedhere [3-Aktin-mRNA-Expression
gegenldber normalem Lebergewebe nach, welche mit derinderten Zytoskelett von

Tumorzellen begriindet wurde (Chang et al. 1998).

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)

Northern-Blot-Untersuchungen adulter und fetalerw@ge, darunter u. a. Lungengewebe,
ergaben in fetalen Geweben eine signifikant hohelative GAPDH-mRNA-Expression als in
adulten Geweben (Rondinelli et al. 1997).

Eine erhohte GAPDH-mRNA-Transkription wurde fir kalthe humane und tierische
Karzinome und Zelllinien nachgewiesen. In Gewehe Roostatakarzinomen in fortgeschrittenen
Stadien war die relative Expression von GAPDH djsetier mRNA signifikant héher als in
Anfangsstadien oder Gewebe benigner Prostatahgseepl (Rondinelli et al. 1997, Sharief et al.
1994). An Rattenprostatakarzinom-Zelllinien wurdezggt, dass Zelllinien mit hohem
Metastasierungspotential eine signifikant hohelativee GAPDH-mRNA-EXxpression aufweisen
als solche mit niedrigem (Epner et al. 1993).

In Rattenhepatomen wurde eine vier- bis neunfaclhei® GAPDH-mRNA-Expression
gegenuber normalem Lebergewebe detektiert (Chang. €1998). Gewebe von Hepatitis-C-
Virus-induzierten hepatozellularen Karzinomen (HG€)schiedener Stadien sowie zirrhotisches
und normales Lebergewebe zeigte bei Quantifiziemowohl mittels RT-PCR eine signifikante
Hochregulation von GAPDH-spezifischer mRNA in fasghrittenen Stadien des HCC
(Waxman & Wurmbach 2007). Northern-Blot-AnalysennvelCC-Gewebe, normalem und
zirrhotischem Lebergewebe kamen zu dem gleichealifig (Gong et al. 1996).

Die Quantifizierung zellfreier Plasma-RNA ergab rsidkant héhere GAPDH-mRNA-

Konzentrationen bei HCC-Patienten als bei gesurdmbanden. Bei HCC-Patienten waren
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sowohl die freie als auch die partikelassoziierePGH-mRNA-Konzentration erhoht (Ng et al.
2002).

Expression von GAPDH-mRNA in normalem und malignenLungengewebe

Bei Radoné et al. ergaben die Untersuchungen flir GAPDH dieeithiichste RNA-
Transkriptionsrate von 13 potentiellen ReferenzgeimeLungengewebe (Radd@net al. 2004).
Eine mRNA-Uberexpression von GAPDH in Lungentumerglee gegeniiber normalem
Lungengewebe wurde von Tokunaga et al. mittels iéont Blot nachgewiesen (Tokunaga et al.
1987). Liu et al. untersuchten in normalem Lungevee, Gewebe von Lungenkarzinomen
(NSCLC) und NSCLC-Zelllinien die mRNA-Expression nvasieben potentiellen endogenen
Kontrollgenen fur die Real-Time PCR, darunter at®APDH. Die G-Werte von GAPDH
zeigten die geringste Varianz der untersuchten Gaemeésesamtbetrachtung deg-@erte von
Lungen- und Tumorgewebe. GAPDH wurde fur die Unteinsing der Genexpression von
Lungengewebe mittels RT-PCR als die geeignetsteogam® Kontrolle unter den sieben
untersuchten Genen hervorgehoben (Liu et al. 2005).

Die vorliegenden Untersuchungen ergaben eine gignif hbhere GADPH-Konzentration in der
BL von Tumorpatienten als in der BL von Nichttumatipnten (p = 0.026). Zwischen den Seren
von Tumor- und Nichttumorpatienten fand sich kegmsikanter Unterschied (p = 0.062).

4.3 Eignung der einzelnen Gene zur Untersuchung dewerschiedenen

Materialien nach Auswertung der vorliegenden Ergebrsse

Die Expressionsuntersuchungen der Gene Aurora, HER2hNnRNP-B1, MAGE-2, Pericentrin,
PGP9.5, hTERT, hTR und TTF-1 mittels qualitiver P@Rzellfreier BL zeigten, dass eine
Differenzierung von Tumor- und Nichttumorpatienteicht moglich ist. Die Anwendung der
quantitativen Real Time RT-PCR fur GAPDH, MAGE-2duhnRNP-B1 ermdglichte in der
vorliegenden Arbeit eine Differenzierung der Pagagruppen. Tabelle 4-1 fasst die Ergebnisse
der Untersuchungen unter dem Aspekt der Eignungeieielnen Gene in Serum, BL und BL-

Zellen zusammen.
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Serum BL BL-Zellen

[3-Aktin Amplifikationskontrolle Amplifikationskontrolle Amplifikationskontrolle

GAPDH + bei Quantifizierung -

Aurora evtl. + bei Quantifizierung
HER2/neu evtl. + bei Quantifizierung
hnRNP-B1 + bei Quantifizierung -

) + bei Quantifizierung )
MAGE-2 (evtl. andereliwitglieder der MAGE- M(Z\(/‘;tllliifmhiﬁer]?ifrrec;iwelt?/g?g;geer; o (evtl. andere Mitglieder der
amilie) Aussagekraft) MAGE-Familie)
Pericentrin evtl. + bei Quantifizierung evtl. + bei Quantifimung
PGP 9.5 evtl. + bei Quantifizierung evtl. + bei Quantifimung
o hTR evtl. + bei Quantifizierung evtl. + bei Quantifizierung evtl. + bei Quantifizierung
elomeras i i i

hTERT hier nurd té?é I;I;liJeTlgéfanemen

TTE-1

Tabelle 4-1 Eignung der einzelnen Gene zur Unteidamg von Tumor- und

Nichttumorpatienten nach Auswertung der vorliegenBliegebnisse geordnet nach Materialien
. ...ungeeignet

L+...geeignet

.evtl. + bei Quantifizierung“...Gene, die hier numittels qualitativer PCR untersucht wurden, nacha@ifizierung aber ebenfalls eine
Differenzierung von Tumor- und Nichttumorpatienéemdglichen kdnnten

4.4 Existenz extrazellularer mRNA in zellfreier BLtrotz RNasen?

Der Nachweis von mRNA in zellfreier BL legt die Vientung nahe, dass auch hier - ahnlich wie
fur Serum und Plasma bereits beschrieben - eint8dar RNA vor den ubiquitér vorhandenen
Ribonukleasen vorliegt. Die aus BL isolierte mRNAirde nicht dahingehend untersucht, ob
auch sie partikelassoziiert ist und dadurch eindesn Stabilitat als freie RNA besitzt. Fur die
Serumribonuklease sind bei Tumorpatienten, u. a.t rhungenkarzinom, erhohte
Serumkonzentrationen im Vergleich zu gesunden mPadra beschrieben worden (Reddi &
Holland 1976). Im Serum von Patienten mit versolnesh malignen Tumoren wurde ein RNA-
Lipoprotein-Komplex gefunden, der von Tumorzelleezexniert wurde. Dabei wurde eine
Korrelation zwischen Tumormasse und Komplexkonzadian im Serum festgestellt. Der RNA-
Komplex war nicht im Serum gesunder Probanden, ®ehwangeren und bei benignen
Erkrankungen nachweisbar (Wieczorek et al. 198%cbtrek et al. 1987). Hasselmann et al.
amplifizierten extrazellulare Tyrosinase-mRNA, dat Apoptosekérperchen assoziiert war,
noch nach 30 Minuten Inkubationszeit in Serum B&C3 nichtassoziierte Tyrosinase-mRNA
war hingegen schon nach einer Minute Inkubatiortnioehr detektierbar (Hasselmann et al.
2001). Andere Untersuchungen zeigten, dass zellfemdogene) GAPDH-mRNA in Serum und
Plasma auch Einfrieren und Auftauen ohne signitikarkKonzentrationsverlust tbersteht (Tsui et

al. 2002).

82



Der Mechanismus der RNA-Freisetzung in die BL iberdalls nicht untersucht. In Frage
kommen dabei Apoptose, Nekrose oder aktive Tramspgénge. Beispielsweise wurde die
aktive Freisetzung von RNA aus humanen Lymphozytewitro beschrieben (Stroun et al.
1978).

4.5 Fehlerbetrachtung Methodik

4.5.1 Patientenanzahl

Die Untersuchungen der vorliegenden Dissertatiorewals Pilotprojekt angelegt und wurden
daher an einer relativ geringen Anzahl von Patierdarchgefiuhrt: 15 Tumorpatienten, deren
RNA mit heiRem wassergesattigtem Phenol isoliertrd&usowie 36 Tumor- und 35
Nichttumorpatienten, deren RNA mit dem QIAGEN-Ksbliert wurde. In dieser Arbeit sollte
lediglich die Eignung von BL und Serum als Matefial derartige Untersuchungen festgestellt
werden. Die Ergebnisse wurden statistisch ausgetyéei der Wertung dieser Ergebnisse ist die

zugrundeliegende Datenmenge zu beachten.

4.5.2 Materialmangel und mRNA-Isolation

Einen weiteren limitierenden Faktor stellte das Yerfigung stehende Untersuchungsmaterial
dar. Deshalb konnten nicht alle Versuche an jedatieiten durchgefihrt werden. Z. B. genligte
das Material der Tumorpatienten der Gruppe A nur die RNA-Isolation mit hei3em
wassergesattigtem Phenol sowie fir die absoluten@izeerung mit GAPDH, aber nicht mehr
fir eine erneute RNA-Isolation mit dem QlAamp® Min&e™ Virus Vacuum Kit. Das
vorhandene Material war z. T. nur fur eine RNA-&mn mit nachfolgender cDNA-Synthese mit
40 pul cDNA ausreichend, was ungefahr 10-12 PCR-#&esdaentspricht. Dabei waren bei der
quantitativen Real-Time PCR allein drei Ansatze pP&CR erforderlich, so dass bei
Quantifizierungen neben der GAPDH-Messung maximmal deitere Gene pro RNA-Isolation
untersucht werden konnten.

Zur lIsolation zellfreier mRNA aus Serum und BL wemdzwei Verfahren angewendet: 1. die
mRNA-Isolation mittels heiRem Phenol, 2. die RNAHgion mit dem QlAamp MinElute™
Virus Vacuum Kit. Die Isolation mit heiliem wasses@itigtem Phenol erstreckte sich tGber zwel
Tage und erforderte ein zweimaliges Auftauen der-8©°C gelagerten Proben wahrend die
Proben fiir die die RNA-Isolation mit dem QlAafhMinElute™ Virus Vacuum Kit nur einmal
aufgetaut wurden. Entscheidende Unterschiede b&d&tionsmethoden sind die zusatzlichen
Zentrifugations- und Waschschritte bei der Isolatiit heil3em Phenol. Dadurch wird die RNA
bei Isolation erheblich mehr beansprucht als beilstdation mit dem QIAamp MinElute Virus

Vacuum Kit. Betrachtet man die Ergebnisse der &gdnden Arbeit hinsichtlich der
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angewendeten Isolationsmethoden, finden sich breqdalitativen PCR deutliche Unterschiede
hinsichtlich der Haufigkeit der detektierbaren Ggiression: Pericentrin wurde beispielsweise
mittels qualitativer PCR in 4/15 (26,7%) BL von Tarpatienten der Gruppe A (RNA-Isolation
mit heil3em Phenol) und 17/36 (47,2%) BL von Tumbemgen der Gruppe B (RNA-Isolation
mit dem QIAamf MinElute™ Virus Vacuum Kit) detektiert. Weitere Differenzéinden sich
bei der Detektion von PGP-9.5-mRNA in 2/15 (13,38k)der Gruppe A und 11/36 (30,6%) BL
der Gruppe B sowie fur die HER2/neu-Expression/ibBL der Gruppe A und 6/25 (24%) BL
der Gruppe B. Die absolute Quantitifizierung von FBDH-mRNA mittels Real-Time PCR
detektierte sowohl in Serum als auch BL von Tumbepéen der Gruppe B signifikant mehr
GAPDH-Kopien als im Material von Tumorpatienten @&muppe A ¢ 3.3.2 Absolute GAPDH-
MRNA-Quantifizierung bei Tumorpatienten der Grupp®rund B). Ein weiterer, wenn auch
nicht quantifizierbarer Hinweis auf das QIAGEN-kils RNA-schonenderes Isolationsverfahren
ist die Tatsache, dass eine RNA-Isolation aus Bh Machttumorpatienten mit heiRem Phenol
nicht zuverlassig gelang. Aus diesem Grund wurdenddas QlAamp MinElute Virus Vacuum

Kit etabliert und als die geeignetere Isolationgmade definiert.

4.5.3 Relative Quantifizierung

Die Ergebnisse der relativen Quantifizierung von A2 und hnRNP-B1 sind mit Vorsicht zu
betrachten { 4.1.2): Zum einen aufgrund der Verwendung von GAPd)s Referenzgen, zum
anderen aufgrund des Materialmangels und der fae etatistische Erhebung geringen
Patientenanzahl. Die absolute Quantifizierung voAGQ&-2 und hnRNP-B1 mittels Plasmid-
DNA mit einer groReren Patientzahl ware weiterfaldrezur Verifizierung der Ergebnisse

sinnvoll.
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5 Zusammenfassung

Bisher existieren keine Arbeiten zur mRNA-Expressio zellfreier Bronchiallavage (BL). Die

vorliegende Dissertation umfasst qualitative undardiative Untersuchungen der mRNA-

Expression in zellfreier BL, zellfreiem Serum und-Bellen.

Die Untersuchungen ergaben folgende Ergebnisse:
1. Extrazellulare mRNA I&sst sich in zellfreier Bletektieren. Es konnte mit verschiedenen
Isolationsmethoden intakte, amplifizierbare mMRNA aallfreier BL isoliert werden.
2. Die Qualitat und Quantitat der mRNA aus BL, $emund BL-Zellen sind ausreichend fir
weitere Untersuchungen. Neben (-Aktin als Amplifiksaskontrolle wurde mittels
qualitativer PCR eine mRNA-Expression von HER2/neaRNP-B1, MAGE-2, PGP 9.5,
TTF-1, Telomerase (hTR und hTERT), Pericentrin éndora 2 in BL, Serum und BL-
Zellen von Tumor- und Nichttumorpatienten detekti€ie Expression einiger Gene wurde
vermehrt in jeweils einem der untersuchten Matemahachgewiesen. Beispielsweise wurde
PGP 9.5 nur in der BL und BL-Zellen, aber nicht 8srum detektiert. Zusétzlich zu den
erwarteten Produkten traten bei den Genen hnRNR+BIL MAGE-2 Splicevarianten auf.
Eine Unterscheidung der Tumor- von den Nichttumtepéen war mit qualitativen
Expressionsanalysen nicht méglich.
3. Mit quantitativen Analysen von mRNA aus BL igte Unterscheidung zwischen Tumor-
und Nichttumorpatienten maoglich. Die absolute Qifimrdrung der GAPDH-spezifischen
MRNA mittels Real-Time PCR zeigte signifikant hth&@APDH-Konzentrationen in der BL
von Tumorpatienten als in der BL von Nichttumorpaten. Die relative Quantifizierung der
Gene hnRNP-B1 und MAGE-2 mit GAPDH als Referenzgdmrachte signifikant hohere
hnRNP-B1- bzw. MAGE-2-Kopienzahlen in zellfreier Bon Tumorpatienten im Vergleich
zu Nichttumorpatienten. Die Ergebnisse der relativ@uantifizierung sind aufgrund der
umstrittenen Eignung von GAPDH als Referenzgen dexdgeringen Patientenzahl kritisch
zu betrachten. Die quantitativen Analysen der mR& Serum und BL-Zellen zeigten keine
signifikanten Unterschiede zwischen Tumor- und Nighorpatienten.
4. Die Untersuchungen dieser Arbeit zeigen, dalifeie BL ebenso wie andere zellfreie
Materialien, z. B. Serum, fir mRNA-Expressionsasatygeeignet ist.
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7 Abklrzungen

Abb. Abbildung

ALL Akute lymphoblastische Leukamie

AML Akute myeloische Leukamie

BL Bronchiallavage

BLZ, BL-Zellen Bronchiallavage-Zellen

bp Basenpaare

BTAK Breast tumor amplified kinase

c-erbB-2 cellular avian erythroblastosis homolog B

CIN Chromosomeninstabilitat

CML Chronisch-myeloische Leukamie

Cr Threshold cycle

DEPC Diethylpyrocarbonat, RNase-Inhibitor

DNase Desoxyribonuklease (Enzymklasse der Hydmo|ageeziell: Esterase)

DTT Dithiothreitol

EGFR epidermal growth factor receptor

et al. et alii (Maskulinum), et aliae (Femininunteo et alia (Neutrum), lat.: ,und
andere”

FAM 6-Carboxyfluorescein

FEV, forciertes expiratorisches Volumen in 1 Sekundé&uSdenkapazitat

FRET Fluorescent Resonance Energy Transfer

Gy Gray die Einheit der Dosis radioaktiver Strahlung

HLA human lymphocyte antigen

HCC hepatozellulares Karzinom

HCV Hepatitis C Virus

HER human epidermal growth factor receptor

Hrsg. Herausgeber

I V. intravenos

Konz. Konzentration

m mannlich

MCF Michigan Cancer Foundation

MCL Mantelzelllymphom

MDCK-Zelllinie Madin-Darby canine kidney

MTOC microtubule-organizing center
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NaAc
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N1S1-Zellen
NSCLC
PAGE
PCM
PTT

9%

R

RV
RV/TLC
RNase
ROX
S.C.
SiIRNA
SCLC
STK15
TAMRA
Tab.
TLC
TPA
TRAP
u. a.
u/ul

Mikroliter

Natriumacetat

National Cancer Institute

Rattenhepatom-Zelllinie

Non-small cell lung cancer, Nichtkleinzelsgeungenkarzinom
Polyacrylamidgelelektrophorese

perizentriolares Material

Partielle Thromboplastinzeit

pack year

Resistance, Atemwegswiderstand
Residualvolumen
Residualvolumen/Totalkapazitat

Ribonuklease, (Enzymklasse der Hydrolaseajedp Esterase)
6-Carboxy-X-rhodamin

subkutan

small interfering RNA

Small cell lung cancer, Kleinzelliges Lungenzikaom
Serin/threonine protein kinase 15
6-Carboxy-tetramethylrhodamin

Tabelle

Totalkapazitat
12-0-Tetra-decanoylphorbol-13-acetat

Telomeric repeat amplification protocol

unter anderem

Units pro Mikroliter

Unit

Uracil-DNA-Glykosylase

Volumen

vor allem

weiblich

zum Beispiel
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