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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie, Pathologie und Diagnostik des Lu ngenkarzinoms

Epidemiologie

Jedes Jahr erfolgt in Deutschland in etwa 45.000 Patienten die Erstdiagnose eines Lungenkrebses (1).
Manner und Frauen sind etwa im Verhaltnis 3:1 beftroffen. Mit einem prozentualen Anteil von 14,3 %
respektive 6,4 % bei Mannern und Frauen ist das Lungenkarzinom in beiden Geschlechtern das
dritthaufigste unter den jahrlich neu diagnostizierten Krebserkrankungen in Deutschland (1).
Betrachtet man die krebsbedingte Mortalitat, so liegt das Lungenkarzinom bei Mannern mit 26,0 % an
erster Stelle und bei Frauen mit 11,2 % auf dem dritten Rang (1). Lungenkrebspatienten besitzen in
Deutschland eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 15-18 % (1). Weltweit und fiir beide Geschlechter

betrachtet ist das Lungenkarzinom die haufigste krebsbedingte Todesursache (2).

MaBgeblichen Anteil an der hohen Mortalitat des Lungenkarzinoms hat die Taftsache, dass
Lungenkarzinome bei etwa 80 % der beftroffenen Patienten in einem fortgeschrittenen und inoperablen
Stadium diagnostiziert werden. Der Zeitpunkt der Diagnosestellung besitzt eine enfscheidende
Bedeutung. Bei Diagnose eines Lungenkarzinoms in dem Frihstadium |A befragt die 5-Jahres-
Uberlebens-Rate immerhin 67 % (3). Dagegen haben Patienten mit einem himatogen metastasierten
Tumorleiden bei Erstdiagnose eine 2-Jahres-Uberlebens-Rate von 5 % und eine 5-Jahres-Uberlebens-

Rate von 1 % (3).

In Deutschland sind bei den Mannern etwa 90 % und bei den Frauen etwa 60 % der Lungenkarzinome
auf die chronische Exposition mit Tabakrauch zuriickzufiihren (1). Daneben besitzen berufsbedingte
Schadstoffexposition und/oder Strahlenbelastung, sowie die Lufftverschmutzung eine kausale

Bedeutung (4).

Pathologie

Das Lungenkarzinom wird histomorphologisch gemaB Weltgesundheitsorganisation (WHO) unterteilt in
die Gruppen der Nichtkleinzelligen (NSCLC) und Kleinzelligen (SCLC) Lungenkarzinome. Die NSCLCs
umfassen etwa 85 % der Lungenkarzinome (m: 87 %, w: 82 %), die der SCLCs entsprechend 15 %. Das
NSCLC wird weiterhin unterteilt in (5):

- Adenokarzinome (AC) (m: 37 %, w: 47 %)
- Plattenepithelkarzinome (SCC) (m: 32 %, w: 25 %)

- GroBRzellige Karzinome (LCC) (m: 18 %, w: 10 %)



Dariiber hinaus werden noch weitere hisftologische Subgruppen unterschieden, die bezlglich der
Haufigkeit aber eine untergeordnete Rolle spielen. Zu den seltenen pulmonalen Tumoren gehort auch
das adenoidzystische Karzinom, welches nur in 0,1 -0,2 % aller primaren Lungenfumoren diagnostiziert

wird (6).

Diagnostik

Die flexible Bronchoskopie steht im Zenftrum des diagnostischen Algorithmus bei Verdacht auf ein
Lungenkarzinom. Sie ermoglicht die visuelle Inspektion der zenfralen Atemwege, sowie die Gewinnung

von zytologischem und histologischem Material.

Ist das suspekte Areal endoskopisch darstellbar, so erbringt die Bronchoskopie via Gewebebiopsie in
etwa 90 % der Falle eine sichere Diagnose (7). Fir peripher respektive extrabronchial lokalisierte
Tumoren wurden Techniken, wie die Gewinnung von Bronchiallavage (BL), der endobronchiale
Birstenabstrich, sowie die transbronchiale Katheteraspiration, Nadelaspiration und Lungenbiopsie
entwickelt. Trotz dieser Verfahren variiert die diagnostische Sensitivitat in diesen Fallen zwischen 27
% und 87 % in Abhangigkeit von der Grofe und der Lokalisation des Tumors. Fir die BL liegt die

diagnostische Sensitivitat im Falle eines nicht sichtbaren Tumors zwischen 36 % und 52 % (8).

In den Fallen, in denen eine radiologisch malignitatssuspekte Lasion via Bronchoskopie nicht eindeutig
diagnostiziert werden kann, ist die fransthorakale Punktion mit Lokalisation durch ein bildgebendes
Verfahren die Methode der Wahl. Die Technik besitzt ein hoheres Komplikationsrisiko (Pneumothorax,

Blutung) und wird durch den Patienten in der Regel schlechter toleriert.

1.2 Grundlagen der Kanzerogenese des Lungenkarzinom s

Allgemeine Grundlagen der Kanzerogenese

Kriterien der Malignitat

Maligne Tumorerkrankungen sind genefische Erkrankungen, deren Zellen die unften genannten,

charakteristischen Eigenschaffen aufweisen.
(1 Klonale Proliferation

(2) Autonomes Wachstum - das Wachstum der Tumorzellverbdnde entzieht sich den

physiologischen Konfroll- und Regulationsmechanismen
(3) Infiltration und Destruktion angrenzender Gewebe

(&) Fahigkeit zur Metastasierung



Neoplastische Transformation und klonales Wachstum

Die Entstehung eines malignen Tumors ist auf eine einzelne Vorlauferzelle zuriickzufiihren (9). Die

Umwandlung einer Zelle in eine Tumorzelle wird als neoplastische Transformation bezeichnef und

beruht auf der Akkumulation genetischer und epigenetischer Alterationen, die die Regulation von

Zellwachstum, -differenzierung und -tod beeinflussen.

Die nachfolgende Tumorzellpopulation besteht grundsafzlich aus Klonen der gemeinsamen
Vorlauferzelle, erkennbar an identischen genetischen Alferationen. Die Klonalitat respektfive das

klonale Wachstum ist ein Charakteristikum der Tumorzellen.

Im Verlauf der Tumorprogression akkumulieren in den Tumorzellen zusatzliche, genefische
Alterationen. Entsprechend resulfiert eine genetische Heferogenitat mit einzelnen Tumorsubklonen.
Frihzeitig im Rahmen der Karzinogenese akquirierte, genetische Alterationen sind daher in allen

Tumorzellen nachweisbar, spatere hingegen nur in einzelnen Subklonen.

Genetische und epigenetische Alterationen

Die schrittweise Akkumulation der genetischen Alferationen ist namensgebend fiir den Prozess der
Tumorentstehung, die Mehrschritt-Karzinogenese (engl. multistep carcinogenesis). Die Zahl der
erforderlichen, genetischen Alferationen wurde anhand eines mathematischen Modells, unter
Einbeziehung der altersabhadngigen Inzidenz, sowie des stochastischen Auftretens somatischer
Mutationen, auf 4-8 Ereignisse geschatzt (10). Die genetischen und epigenetischen Alterationen
betreffen vorwiegend Gene, die requlatorische Funktionen hinsichtlich Zellwachstum, Zellproliferation
und -—differenzierung respektive Zellfod ausiiben. Dabei werden nach Kumar et al. die nachfolgend

genannten, vier Gruppen von Genen unterschieden (5).
(1) die Wachstums-stimulierenden Protoonkogene
(2) die Wachstums-inhibierenden Tumorsuppressorgene
(3) die DNA-Reparatur-Gene

(4) Gene, die den programmierten Zelltod (Apoptose) regulieren

Als Protoonkogene werden die Vorlaufer zellularer Onkogene bezeichnet. Es handelt sich um Gene,
deren Funkfion im Bereich der Stimulation von zellularen Wachstums- und Differenzierungsprozessen
liegf. Das Onkogen entsteht aus dem Protoonkogen durch Aktivierung mittels genetischer

Alterationen, darunter Punktmutationen, Amplifikationen oder Translokationen. Tumorsuppressorgene

(TSG) sind Gene, die gemeinsam mit den Protoonkogenen ein Gleichgewicht in der Wachstumsregulation

_ 8-



der Zelle bilden. |hnen wohnt eine inhibierende Funktion inne. Enfsprechend ist der Verlust der
Funktion des TSG kanzerogen (,loss of function-Mutation”). Die Wirkungsweise ist rezessiv. Nach der
Hypothese von Knudson ef al. fihrt erst die Inaktivierung beider Allele durch hereditare und/oder
somatische Mutationen zu dem entscheidenden Funktionsverlust des jeweiligen TSG (11). Genetische

Alterationen der DNA-Reparatur-Gene bewirken nicht direkt die Transformation einer Zelle, da sie

keine regulatorische Funktion beziiglich Wachstum, Differenzierung oder Zelltod besitzen. Hingegen
wird die Entstehung genetischer Alferationen in Profoonkogenen, Tumorsuppressorgenen und

Apoptosegenen durch den Verlust der Reparaturfunktion begiinstigt. Die Apoptose oder auch der

programmierte Zelltod ist ein physiologischer, zelleigener Prozess, im Rahmen dessen sich eine Zelle

aktiv zerstort. Initiierend konnen sowohl inferne als auch externe Signale wirken, beispielsweise
irreparable Alterationen des Zellgenoms. Die Umgehung der Apoptose ist dementsprechend eine
wichtige Grundlage fir die Akkumulation genetischer Alterationen innerhalb einer Zelle. Gene, die an
der Regulation der Apoptose beteiligt sind, konnen ihrem Verhalten nach den Profoonkogenen oder

den Tumorsuppressorgenen zugeordnet werden.

Genetische Alterationen beschreiben Veranderungen in der primaren DNA-Sequenz. Zu den genetischen
Alterationen gehoren die Punktmutation, sowie die Insertion, die Delefion, die Amplifikation und die
Translokation genetischen Materials. Die epigenetischen Alterationen beschreiben Verdnderungen in
der Genexpression, die nicht in der DNA-Sequenz selbst kodiert sind. Der zentrale Mechanismus
epigenetischer Alterationen besteht in der Genexpressionsregulation durch Methylierung im Bereich

der Genpromoforen.

Kanzerogenese des Lungenkarzinoms - relevante Fakten

Das Lungenkarzinom gehort zu den nicht-hereditaren Tumorerkrankungen. Die Entstehung ist

maf3geblich auf die chronische Exposition mit inhalativen Karzinogenen zurickzufihren.

Inhalative  Karzinogene generieren histomorphologische und genetische Veranderungen des
respiratorischen Epithels. Drei histomorphologische Alterationen werden als praneoplastische
Veranderungen angesehen, die Epitheldysplasien (drei Schweregrade), die atypische adenomatdse
Hyperplasie (AAH) und die diffuse idiopathische pulmonale neuroendokrine Zellhyperplasie (DIPNECH)
(12).

Die im Rahmen der molekularen Pathogenese der Lungenkarzinome relevanten, genetischen
Alterationen betreffen besonders die Aktivierung von Profoonkogenen und Tumorsuppressorgenen,
schlieBen aber auch Veranderungen der Telomerase-Aktivitat (Zellalterung), der zelleigenen
Regulationsmechanismen der Angiogenese und der Apoptose, sowie Mikrosatelliteninstabilitaten (MIN)

mit ein (Zusammenfassung unter (13;14)). Die epigenetischen Alterationen beeinflussen die Expression
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multipler Gene durch die Hypermethylierung der Genpromoforen. In den Tumorzellen der
Lungenkarzinome zeigten sich die Protoonkogene c-MY(C, K-RAS, EGFR, c¢-MET und c-KIT haufig
aktiviert. Oftmals deletierte beziehungsweise inaktivierte Tumorsuppressorgene (TSGs) umfassen p53,

RB1, p16(INK4a) und multiple Loci auf dem kurzen Arm von Chromosom 3.

Fir das Verstandnis der vorliegenden Arbeit sind insbesondere Kenntnisse iber den Verlust
genetischen Materials (Abschnitt 1.4.1 Allelotypisierung) und Mikrosatelliteninstabililtaten (Abschnitt

1.4.1 MIN) in den Tumorzellen des Lungenkarzinoms erforderlich.

1.3 Mikrosatellitensequenzen, Mikrosatellitenaltera  tionen und deren Analyse

Das humane Genom besteht zu einem substantiellen Teil aus repetitiven DNA-Sequenzen. Im Hinblick
auf den Aufbau dieser Sequenzen, werden zwei Gruppen unterschieden. Einerseits repetitive DNA-
Abschnitte, die an verschiedenen Positionen des Genoms wiederholt vorkommen und andererseits DNA-
Sequenzen, die aus, sich fandemartig wiederholenden, Basenabschnitten bestehen. Leftztere machen

etwa 20 % eukaryofischer DNA aus und werden auch als Safelliten-DNA bezeichnet.

Anhand der GesamfgroBe und der GroBe der repetitiven Einheit werden nach Koreth et al. Satelliten-,
Minisatelliten- und Mikrosatellitensequenzen differenziert (Tabelle 1) (15). Es existieren mehrere
Synonyme fiir diese Mikrosatelliten (Short tandem repeats (STR), simple sequence repeat (SSR),

variable number of tandem repeat (VNTR)).

Gesamtgrofe GroBe der repetitiven Einheit
Satelliten > 30 kb 5-100 bp
Minisatelliten 05 - 30 kb 15 - 70 bp
Mikrosatelliten @ 100 bp 2-6bp
Tabelle 1 Unterteilung der sich tandemartige wiederholenden DNA-Sequenzen nach Koreth et al.
(15)

Die Mikrosatellitensequenzen werden weiter nach der Grofe der sich wiederholenden Einheit in Di-,

Tri-, Tefra-, Penta- und Hexanukleotidwiederholungen eingeteilt.

Die exakfte Zahl der existierenden Mikrosaftellitensequenzen innerhalb des menschlichen Genoms ist
unbekannt. Betrachtet man jedoch allein Dinukleotidrepeat-Mikrosatelliten geht man derzeit von etwa
140.000 Loci aus (16). Die Uberwiegende Zahl der Mikrosatelliten befindet sich in nichtkodierenden
DNA-Abschnitten (17).
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Mikrosatelliten besitzen ein hohes MaB an Variabilitat in Bezug auf die Zahl der Wiederholungen,

bezeichnet als Langenpolymorphismus. Die Variabilitdt drickt sich sowohl in einer interindividuellen als

auch in einer intraindividuellen Variabilitat der beiden Allele aus. Die Existenz zweier unterschiedlich

grofBer Allele innerhalb eines Individuums wird als Heferozygotie bezeichnet. Bei vorhandener
Hefterozygotie wird der Mikrosatellitenmarker als informativ bezeichnet. Die Informativitat eines
Mikrosatelliten ist abhangig von der in der Bevolkerung existierenden Zahl der Allele und deren
Verteilung. Die Vererbung der beiden Allele erfolgt kodominant nach der Mendel schen

Vererbungslehre (15).

Mikrosatellitensequenzen eignen sich infolge der hohen Informativitat, des ubiquitaren Vorkommens
innerhalb des Genoms und der Analysefahigkeit mittels Polymerasekeftenreaktion fiir verschiedenste
Anwendungen, darunter das positionelle Klonieren, der genetische Fingerabdruck und genetische

Bevélkerungs- und Stammbaumanalysen (15).

In der vorliegenden Arbeit dient die Mikrosatellitenanalyse dem Nachweis tfumorassoziierter,

genetischer Alterationen innerhalb zellfreier und zellularer DNA aus der BL.

1.3.1 Formen der Mikrosatellitenalteration und Nome nklatur

Der Begriff Mikrosatellitenalteration umfasst zwei differente Alterationen der Mikrosatellitensequenz,

den Verlust der Heterozygotie (LOH) und die Mikrosatelliteninstabilitat (MIN).

Prinzip der Mikrosatellitenanalyse

Die Mikrosatellitenanalyse ist eine PCR-basierfe Methode. Mikrosatelliten lassen sich in Kenntnis der
umgebenden DNA-Sequenzen mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) gut amplifizieren und sind daher
der molekularbiologischen Analyse zugangig. Bei vorhandener Heterozygotie konnen die beiden Allele
durch eine hochauflosende Polyacrylamidgelelektrophorese separiert und im Vergleich mit DNA aus
normalen, somatischen Zellen in Bezug auf Allelverluste (Verlust der Heterozygotie) oder
Langenpolymorphismen (Mikrosatelliteninstabilitat) untersucht werden. Der Nachweis sowohl einer MIN
als auch eines LOH sefzt die Existenz einer Zellpopulation mit einer identischen Alteration voraus,

charakteristisch fiir das klonale Wachstum.

Verlust der Heterozygotie (LOH)

Das Genom einer somafischen Zelle besitzt einen diploiden Chromosomensatz, bestehend aus einem

paternalen und einem maternalen Chromosomensatz. Einander entsprechende Gene werden als Allele
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bezeichnet. Die Existenz zweier, idenfischer Allelsequenzen wird als Reinerbigkeit oder Homozygotie,

die zweier nicht identischer Allele wird als Mischerbigkeit oder Heterozygotie bezeichnef.

Ein Verlust der Heterozygotie (LOH) resultiert aus der Deletion eines der beiden Allele. Die LOH-

Analyse wird auch als Allelotypisierung bezeichnef.

Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI)

Synonyme MSI, MIN, RER (replication error+), USM (ubiquitous somatic mutations), MMP

(microsatellite mutator phenotype)

Als Mikrosatelliteninstabilitat wird die Langenalteration der Mikrosatellitensequenzen innerhalb eines
Tumorgewebes im Vergleich mit konstitutioneller DNA bezeichnet. Die Langenalteration resultiert aus
der Expansion oder Kontraktion der Mikrosatellitensequenz durch Anderung der Zahl der

tandemartigen Wiederholungen.

Die Langenalteration sowohl eines als auch beider Allele ist prinzipiell moglich. Im Rahmen der
vorangehend skizzierten Mikrosatellitenanalyse resultieren im Vergleich mit der konstifutionellen DNA
zusatzliche Banden (engl. band shifts). Die Langenalteration des einzelnen Mikrosatelliten wird in der

vorliegenden Arbeit als Bandenshift bezeichnet.

Eine prazise Definition des Begriffes Mikrosatelliteninstabilitat existiert in der aktuellen Literatur
ausschlieBlich fir das hereditare, nichtpolypdse, kolorektale Karzinom (18). Fir andere Tumorentitaten
besteht weder Einigkeit beziglich der zu analysierenden Mikrosatellitenmarker, noch uber die
geforderte  Zahl an  alfterierfen  Mikrosatellitenmarkern, in  deren  Abhangigkeit  eine
Mikrosatelliteninstabilitat angenommen wird. In der vorliegenden Arbeit wird in Anlehnung an
Arzimanoglu et al. (19) bereits ab dem Nachweis eines singuldren Bandenshifts von einer

Mikrosatelliteninstabilitat gesprochen.

In der Literatur existieren die oben angegebenen Synonyme fir die Mikrosatelliteninstabilitat. Als

Abkirzung wird in der vorliegenden Arbeit MIN verwendet.

1.3.2 MIN und Tumoren

Die MIN wurde erstmalig in den Tumoren des hereditaren, nichtpolyposen Kolorektalkarzinoms (HNPCC)

nachgewiesen.

Das hereditdre, nonpolypdse Kolorektalkarzinom (HNPCC) ist fir 0,3-3,0 % der kolorektalen Karzinome

verantwortlich und damit die haufigste Form unter den hereditaren, kolorektalen Karzinomen (20). Die
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genetische Grundlage des HNPCC-Syndrom gilt heute als weitestgehend identifiziert (Zusammenfassung

in (21)).

Bei den befroffenen Patienten besteht ein genetischer Defekt des DNA Mismatch Reparatur Systems
(MMR), der einerseits eine Langeninstabilitdt der Mikrosatellitensequenzen bewirkt und andererseits zu
einer genetischen Instabilitat auf der Ebene der Nukleotide fiihrt. Man nimmt an, dass die genefische
Instabilitat indirekt durch eine erhohte Rate an genetischen Alterationen an der Karzinogenese des
HNPCC beteiligt ist. Im Bereich der vier Hauptgene des MMR MLH1 (~ 50%), MSH2 (~ 40%), MSH6 (~
10%) und PMS2 (< 5%) konnten mittlerweile mehr als 400 verschiedene Mutationen identifiziert

werden. Der Defekt wird in den HNPCC-Familien durch eine Keimbahnmutation vererbt.

Die Aufgabe des MMR, eines postreplikativen Reparaturmechanismus, besteht in der Korrektur von
Einzelbasen-Misspaarungen und Insertions-Deletions-Schleifen, die im Rahmen der Replikation
entstehen konnen. Die resultierende MIN in diesen Tumoren weist die folgenden Charakteristiken auf.
Betroffen sind Mikrosatellitensequenzen im Bereich des gesamten Genoms in hoher Frequenz mit
Betonung der Mono- und Dinukleotidwiederholungen. Die Mikrosatellitenanalyse zeigt das typische
RER+ laddering (multiple, additive Banden) (19). Genotypisch zeigen diese Tumoren nur ein geringes MaR

an Aneuploidie und LOHs kommen in diesen MIN-positiven Tumoren seltener vor (19).

Neben dem HNPCC konnten in einzelnen Endometrium-, Magen- und Ovarialkarzinomen gleichartige MIN

nachgewiesen werden. Diese Tumoren werden dem HNPCC-Spektrum zugeordnet (21). In einer Vielzahl

dieser Tumoren konnte gehduft eine fehlende Expression einzelner MMR Profeine nachgewiesen

werden, die oftmals auf Hypermethylierungen des Genpromotors basierte (21).

MIN konnten auBerdem in NON-HNPCC Tumoren respektive Tumoren ohne Bezug zum HNPCC-Spektrum

nachgewiesen werden (22;23), darunter auch Lungenkarzinome.

Die molekularpathogenetischen Grundlagen dieser Form der MIN sind bisher nicht bekannt. Weber et al.
schatzten die Basisrate der Entstehung einzelner Langeninstabilitaten von Mikrosatellitenmarkern auf
0,1 % beziiglich der Dinukleotidmarker und auf 1 % - 3 % beziiglich der Tri- und Tefranukleotidmarker
(24). Die Mikrosatellitenanalyse in verschiedenen Tumorentitaten (22;23) legte eine hohere Rate nahe,
von Boland ef al. auf 0,67 % fir Dinukleotidwiederholungen und 3 % - 5 % fir Tri- und
Tetranukleotidwiederholungen geschatzt (18), prinzipiell hinweisend auf einen Zusammenhang mit der

molekularen Pathogenese der betroffenen Tumoren.

Insbesondere fiir maligne Tumoren der Lunge, der Blase und des Kopf-Hals-Bereiches konnte ein
abweichendes Muster der MIN gezeigt werden (18). In diesen Tumoren sind im Vergleich mit den
Tumoren des HNPCC deutlich weniger Mikrosatellitenmarker alteriert und es imponieren singulare,

additive Banden im Gegensatz zu dem oben genannten ,RER+ laddering” (14). Des Weiteren handelt es
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sich bei den befroffenen Mikrosatellitenmarkern vorwiegend um Tri- und Tetranukleotidmarker und
nicht um Mono- und Dinukleotidmarker (18). Insbesondere Tetfranukleotidwiederholungen der Sequenz
(AAAG)n schienen empfanglich fiir Langenalterationen bei bestimmten NON-HNPCC-Tumoren zu sein

(25). Mutationen im Bereich der MMR Gene konnten nicht gefunden werden (13).

Um diese Form der MIN abzugrenzen, wurde der Begriff EMAST (elevated microsatellite alterations at

selected tetranucleotidrepeats) gepragt (18).

1.4 Untersuchungen zur Mikrosatellitenalteration
1.4.1 Lungenkarzinome und Mikrosatellitenalteration  en

Allelotypisierung

Anhand zytogenetischer Analysen und der Allelotypisierung des Zellgenoms von Tumorzellinien, sowie
von Zellen aus nichtkleinzelligen und kleinzelligen Lungenkarzinomen konnfte eine Vielzahl an haufig

hemizygot deletierten, chromosomalen Regionen identifiziert werden.

Die umfangreichste Allelotypisierung an Tumorzelllinien fihrten Girard et al. durch (26). Insgesamt
wurden 14 SCLC-Zelllinien und 22 NSCLC-Zelllinien mit 399 Mikrosatellitenmarkern, die sich iber das
gesamte Genom verteilten, analysiert. Durchschnittlich ergab die Allelotypisierung in 34 % respektive
36 % der Marker einen LOH-Nachweis in den SCLC- und NSCLC-Tumorzellinien. 22 chromosomale
Regionen, die in mehr als 60 % der Tumoren einen LOH aufwiesen, konnten identifiziert werden,
darunter 13 Regionen, die bevorzugt SCLCs und sieben Regionen, die bevorzugt NSCLCs befrafen. Die

verbleibenden zwei chromosomalen Regionen befrafen SCLC und NSCLC gleichermal3en.

Die  Allelotypisierung von Tumorgeweben wurde in multiplen Publikationen durchgefiihrt
(Zusammenfassung der Publikationen in Tabelle 31 des Anhangs). Der Vergleich der Ergebnisse der
einzelnen Publikationen ist nur sehr eingeschrankt moglich. Sowohl die Zahl und Lokalisation der
Mikrosatellitenmarker als auch die Methodik variierten. Zusammenfassend zeigten sich in den hier
zitierten Arbeifen LOH-Nachweise in 13 % bis 875 % der jeweils unftersuchten SCLC-Tumorgewebe.
Analog lieBen sich in den einzelnen Arbeiten an NSCLC-Tumorgeweben ein oder mehrere LOHs in 15 %

bis 81,2 % der analysierten Tumoren nachweisen.

Zu den am Haufigsten hemizygot respektive homozygot deletierten Regionen gehoren die

chromosomalen Loci 3p14-23 und 9p21.

Deletionen im Bereich des kurzen Arms von Chromosom 3 gehoren zu den haufigsten Ereignissen in

der molekularen Pathogenese des Lungenkarzinoms. Erstmalig wurden diese durch zytogenetische
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Analysen nachgewiesen und spater durch CGH und Allelotypisierung bestatigt (27). Sie konnen in
nahezu 100 % der SCLCs und etwa 75 % der NSCLCs nachgewiesen werden (13). Dariiber hinaus
gehoren die 3p-Deletionen zu den frihesten Ereignissen im Rahmen der Mehrschritt-Karzinogenese
(13). Hibi et al. konnten mit Hilfe des Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus drei Regionen im
Bereich 3p identifizieren, die besonders haufig an den Deletionen beteiligt waren, namlich 3p25, 3p21.3
und 3p14 (28). Im Bereich 3p14 befindet sich das FHIT-Gen, ein Tumorsuppressorkandidatengen.
Innerhalb des FHIT-Lokus befinden sich die Mikrosatellitenmarker D3S1243 und D3S1300, die in der

vorliegenden Arbeit verwendet wurden.

Deletionen im Bereich des kurzen Armes von Chromosom 9 gehoren gleichermaen zu den haufigen
Ereignissen in der molekularen Pathogenese des Lungenkarzinoms. Die kritische Region, die durch die
von uns verwendeten Mikrosatellitenmarker D9S1#1 und D9S942 flankiert wird, beinhaltet das CDKN2-
Gen, welches das p16-Protfein kodiert und ein bedeutendes Tumorsuppressorgen darstellt. Kishimofo ef
al. konnten durch Unfersuchungen an praneoplastischen Lasionen zeigen, das LOHs im Bereich 9p

frihzeitig im Rahmen der Mehrschritt-Karzinogenese des Lungenkarzinoms vorkommen (29).

Mikrosatelliteninstabilititen (MIN)

Die Existenz von MIN bei Lungenkarzinomen wurde in einer Vielzahl von Publikationen untersucht. Die

Ergebnisse sind in den Tabellen 32 und 33 des Anhangs zusammengefasst.

Fasst man samfliche Untersuchungen zusammen, erhalt man ein oder mehrere MIN in 19,2 % der
NSCLC-Tumoren und in 28,2 % der SCLC-Tumoren. Die Vergleichbarkeit dieser Arbeiten ist sehr
eingeschrankt, da die Autoren auch hier jeweils unterschiedliche Markerpanels (Zahl und Lokalisation
der Mikrosatellitenmarker) eingesetzt haben. Entsprechend ausgepragt schwankten auch die

prozentualen Anfeile der Tumoren mit MIN-Nachweis.

In den 11 Arbeiten zur MIN bei den NSCLC-Tumoren imponierten MIN in 2,3 % bis 64 % der analysierten
Tumoren. In den finf Arbeiten bei den SCLC-Tumoren imponierten MIN in 0 %6 bis 51 % der Tumoren. In
allen Publikationen wurden eine MIN innerhalb eines Tumorgewebes angenommen, wenn ein oder mehr
Mikrosatellitenmarker eine MIN aufwiesen. Bei genauer Betfrachtung zeigte sich aber, dass nur in 1-10

% der Falle MIN in multiplen Loci nachweisbar sind (13).

Beziglich des bereits in Abschnitt 13 beschriebenen EMAST-Phanomen existieren mehreren Arbeiten.
Die erhohte Frequenz von MIN in Tri- und Tefranukleotidwiederholungen im Gewebe von malignen
Tumoren der Lunge, der Harnblase und des Kopf-Hals-Bereiches wurde erstmalig von Mao ef al.
beschrieben (22). Die umfassendsten Untersuchungen beziiglich EMAST bei Lungenkarzinomen fihrten
Xu et al. durch (25). 61 Mikrosatellitenmarker, ausschlieBlich Tetranukleotidwiederholungen, wurden in

47 NSCLC-Tumorgeweben analysiert. Insgesamt konnte in 30 der 47 Tumoren (64 %) mindestens eine
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MIN nachgewiesen werden. In den Untersuchungen imponierten 12 Mikrosatellitenmarker, in denen sich
gehauft MIN nachweisen lieBen. Die 12 Marker zeigten in 24 der 47 NSCLCs (51 %) mindestens eine
Langeninstabilitat. 11 dieser Marker wiesen die Wiederholungssequenz AAAG(n) auf, so dass die
Autoren auf eine Pradisposition speziell dieser Tefranukleotidmarker fir MIN im Rahmen des EMAST-
Phanomens schlossen. Untersuchungen hinsichflich EMAST bei SCLC-Tumoren wurden bisher nicht

durchgefihrt.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Mikrosafellitenmarker ACTBP-2, L17#686, UT5320 und
D20S82 sind Tetranukleotidwiederholungen mit der Wiederholungssequenz AAAG(n). Sie wurden in den

Arbeiten zu dem EMAST-Phanomen verwendet und daher in unsere Untersuchungen eingeschlossen.

1.4.2 Mikrosatellitenalterationen bei Rauchern und ehemaligen Rauchern

Zwei Arbeitsgruppen fiihrten nahezu zeitgleich Allelotypisierungen an bronchoskopisch gewonnenem
Bronchialepithel bei chronischen Rauchern ohne Nachweis eines malignen Tumorleidens durch. Die DNA

wurde jeweils mittels Mikrodissektion direkt aus dem Epithelgewebe gewonnen.

Mao et al. fihrten die Allelotypisierung bei insgesamt 54 Langzeitrauchern und neun Nichtrauchern
(NR) in den chromosomalen Regionen 3p14, 9p21 und 17p13 durch (30). Wistuba et al. untersuchten 42
Raucher und 21 NR in acht chromosomalen Regionen, darunter auch 3p und 9p (31). In beiden Arbeiten
zeigten sich MA in hohen Frequenzen. Mao et al. fanden in 76 % der Pafienten in mindestens einem
der analysierfen Loci mindestens eine MA. Wistuba et al. fanden sogar in 86 % der Patfienten in ein
oder mehreren Biopsien mindestens eine MA. Demgegeniber konnfen Mao ef al. bei den neun

Nichtrauchern lediglich einen LOH nachweisen, wdhrend Wistuba et al. keine MA detektierten.

Die Ergebnisse der beiden Arbeiten inklusive der verwendeten Mikrosatellitenmarker sind in der

Tabelle 34 im Anhang zusammengefasst.

1.4.3 Mikrosatellitenalterationen bei benignen Lung  enerkrankungen

Die Existenz von Mikrosatellitenalterationen wurde auch in benignen Lungenerkrankungen untersucht,

darunter chronisch-obstruktive Bronchitis (COPD) (32), Asthma bronchiale (33), Sarkoidose (34) und

idiopathische Lungenfibrose (35). Als Untersuchungsgut wurde in diesen Studien zelluldare DNA aus

induziertem Sputum verwendet. In allen Arbeiten wurden parallel Untersuchungen an induziertem
Sputum von gesunden, nach Alfer, Geschlecht und Rauchgewohnheiten abgestimmten Konfrollpatienten

durchgefihrt. In keiner der vier Publikationen fanden sich in diesen Patienten MA.
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In dem induzierten Spufum von 59 Pafienfen mit schwergradiger COPD konnten Siafakas ef al. in 14
Patienten (24 %) ein oder mehrere MIN nachweisen (32). Angaben zum Nachweis von
Heterozygofieverlusten wurden keine gemacht. Parasakis et al. unfersuchten 22 Patienten mit

moderatem Asthma bronchiale und fanden in 16 der Patienten mindestens eine MA (LOH/MIN) (33).

Vasillakis et al. untersuchten 30 Patienten mit pulmonaler Sarkoidose (34). In 14 der 30 Patienten mit

pulmonaler Sarkoidose (47 %) zeigte sich mindestens eine MA (MIN resp. LOH). Die Gruppe um
Vasillakis et al. fihrte eine weitere Mikrosatellitenanalyse in Analogie zu den vorangehend genannten

bei Patienten mit idiopathischer Lungenfibrose (IPF) durch (35). Es wurden 26 Patienten mit IPF. 50 %

der IPF-Patienten zeigten ein oder mehrere MA.

Die Ergebnisse der vier Publikationen inklusive der verwendeten Mikrosatellitenmarker sind in der

Tabelle 35 im Anhang zusammengefasst.

1.5 Zirkulierende und extrazelluldare Desoxyribonukl einsauren

Sowohl im Plasma respektive Serum als auch in einer Vielzahl anderer Korperflissigkeiten konnten in
der Vergangenheit extrazellulére Nukleinsauren nachgewiesen werden (Zusammenfassung in (17)).
Ursprung, Mechanismus der Freisetzung und Bedeutung sind noch weitestgehend unklar, obgleich der
erstmalige Nachweis bereits 1948 durch Mandel und Metais erfolgte (36). Auch die Frage, ob es sich
bei den zellfreien Nukleinsduren im Plasma/Serum im Vergleich mit zellfreien Nukleinsauren in anderen
Korperflissigkeifen um Nukleinsduren mit  3hnlichem Freisetzungsmechanismus und ahnlichen
Eigenschaften handelt, ist bisher noch unklar. Fleischhacker et al. empfahlen die Verwendung des
Begriffes zirkulierende Nukleinsduren (CNA) fir extrazelluldre DNA in zirkulierenden Flissigkeiten, wie
Plasma/Serum oder der Lymphe, wohingegen die Nukleinsduren nicht zirkulierender Flissigkeiten, wie
beispielsweise Liquor, Aszites, Urin, Sputum oder BL als zellfreie oder extrazellulare Nukleinsauren

bezeichnet werden sollten (17).

Die umfassendsten Untersuchungen erfolgten an zirkulierenden Nukleinsduren (CNA) aus dem Plasma
und Serum. Insbesondere interessant an den CNA ist die Tafsache, dass sie potentiell aus dem
gesamten Korper stammen und enftsprechende Informationen beinhalten konnen, sowie mittels einer

einfachen, durch den Patienfen gut folerablen Blutentnahme zu akquirieren sind.

Erste Hinweise auf einen anteiligen Ursprung der CNA aus malignen Zellen bei Tumorpatienten ergaben
die Untersuchungen von Leon et al. (37), welche hohere DNA-Konzentrationen bei Tumorpatienten im
Vergleich mit ftumorfreien Probanden fanden. Stroun et al. konnten eine reduzierte Stabilitat der
DNA-Einzelstrénge zeigen, ein Charakteristikum der Tumor-DNA (38). Sorenson et al. und Vasioukhin

und Kollegen beschrieben erstmalig tumorassoziierte RAS-Mutationen im Plasma von Patienten mit
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maligner Grunderkrankung (39;40). Andere ftumorassoziierte, genetische Alterationen in verschiedenen
Tumorentitaten folgten, so dass die anfeilige Existenz von Tumor-DNA innerhalb der zirkulierenden
Nukleinsduren aus dem Plasma/Serum bei Tumorpatienten als bewiesen gilt (Zusammenfassung in (17)).
Jahr et al. unfternahmen den Versuch den Anteil an Tumor-DNA wunfter den CNA durch eine
quantitative, methylierungsspezifische PCR im Bereich der Promotorregion des CDKN2A-Gens zu

quantifizieren. Der Anteil an Tumor-DNA variierte stark und befrug zwischen 3% und 93 % der CNA.

Beziglich der Freisetzung werden drei mogliche Mechanismen diskutiert, Apopftose, Nekrose oder eine
aktive Freisetzung der DNA aus der Zelle (Zusammenfassung der modglichen Mechanismen und der

befiirwortenden Argumente unter (17)).

Ebenso wie fir Patienfen mit anderen Tumorerkrankungen konnfen auch fir Patienten mit
Lungenkarzinomen erhohte DNA-Konzentrationen im Plasma/Serum detektiert werden, wenngleich die
DNA-Konzentrationen sehr schwankten. Bei den Tumorpaftienten wurden 3.7 ng/ml bis 594 ng/ml
gefunden, bei den Kontrollpatienten 1.8 ng/ml bis 78 ng/ml (Zusammenfassung in (41)). Im Vergleich mit
einer Konfrollgruppe konnten Sozzi et al. erhohte DNA-Konzentrationen fiir NSCLC-Patienten mit
operablen Friihstadien (42;43), Sirena et al. fiir Patienten mit fortgeschrittenen NSCLCs (44) und Chen
et al. fiir Patienten mit SCLCs (45) zeigen.

Die Nachweisbarkeit von tumorspezifischen, genetischen und epigenefischen Veranderungen wurde in
einer Vielzahl von Publikationen berichtet. Im Tumor nachweisbare, (epi-) genetische Alterationen
konnten in 40 - 90 % der Félle auch in der zirkulierenden DNA nachgewiesen werden (41). Beispielhaft
seien die Untersuchungen von An et al. (p16-Methylierungen, (46)), Andriani et al. (p53-Mutationen/3p
Deletionen/FHIT-Inaktivierungen, (47)) und Usadel et al. (APC-Methylierung, (48)) genannt.

MIN und LOH konnten ebenfalls in der zirkulierenden DNA aus Plasma/Serum nachgewiesen werden.
Zusammenfassend lieBen sich MIN und LOHs, die im Tumorgewebe identifiziert wurden, in 48 % - 94 %

der Patienten auch im Plasma/Serum wieder finden. (41).

Zellfreie DNA aus Spuftum bei Patienten mit Lungenkarzinomen wurde bisher ausschlieBlich durch die
Arbeitsgruppe von Van der Drift isoliert (49). In ihren Untersuchungen an dem Sputum von 28
Lungenkarzinompatienten und 68 Konfrollpatienten konnten sie nachweisen, dass die DNA-
Konzenfration abhangig von dem Grad an Inflammation, nicht aber von der Existenz eines Tumorleidens
abhangig ist. Als Hinweis auf die Existenz tumorassoziierfer DNA konnten Hypermethylierungen im

Bereich des Tumorsuppressorgens RASSF1A nachgewiesen werden.

Zellfreie DNA aus der BL wurde bisher ausschlieBlich durch unsere Arbeitsgruppe isoliert und

analysiert.
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1.6 Untersuchungen zur Frihdiagnostik des Lungenkar zinoms mit

molekularen Tumormarkern in Sputum und Bronchiallav age

Die bisher durchgefiihrten Untersuchungen zur Frihdiagnostik des Lungenkarzinoms mit molekularen
Tumormarkern in Sputum und BL beschrankten sich bisher weitgehend auf die DNA, die aus Sputum-
und BL-Zellen gewonnen werden kann. Einzig van der Drift et al. untersuchten zellfreie DNA aus

induziertem Sputum (49).

Molekulare Tumormarker - Sputum

Verschiedene, tumorassoziierte, genefische Alterationen wurden in ihrer Eignung als molekulare
Tumormarker in der zellularen DNA aus dem Sputum analysiert, darunter K-ras-Mutationen,

Hypermethylierungen von Genpromoforen, p53-Mutationen und MA.

In drei verschiedenen Studien erfolgte die simultane Unfersuchung von K-ras-Mutationen im

Tumorgewebe von Adenokarzinomen respektive im Sputum der Patienten (50-52). Mao und Somers ef
al. gelang der Nachweis identischer K-ras-Mutation in Sputum und Tumorgewebe in 80% respektive 45
% (50;51). Dabei konnten die Mutationen einen Monat bis vier Jahre vor der Diagnosestellung in den
bereits vorher akquirierten Sputumproben identifiziert werden. In beiden Arbeiten zeigten sich im
Sputum  ausschlieBlich  K-ras-Mutationen, die auch im Tumorgewebe existierten. Analoge

Untersuchungen fiihrten Zhang et al. in Plattenepithelkarzinomen durch (52).

Die Hypermethylierung eines Genpromotors ist ein Mechanismus der zur Inaktivierung des zugehorigen

Gens fihrt, beispielsweise also zur Inaktivierung eines TSGs. In multiplen Studien wurde die Detektion
dieser Hypermethylierungen im Bereich der Promoforen von TSGs auch in Sputumproben untersucht.
Zwischen 55 % und 100 % der Sputumproben von Lungenkarzinom-Patienten wiesen diesbeziiglich
Positivitat auf, in den tumorfreien Kontrollpatienten variierten die positiven Befunde zwischen 3 %
und 35 % (53). Sensitivitat und Spezifitdt sind u. a. abhdngig von den untersuchten Genen.
Vielversprechende Ergebnisse ergaben sich bei Untersuchungen des p16INK&4oa-Genpromotors respekfive

Kombinationen mehrerer Genpromotoren.

Kersting et al. untersuchten als exfoliativ bezeichnetes Material (Sputum, bronchiale Lavage,
bronchiale Biirstenzytologie) von 51 Patienten mit Nachweis eines Lungenkarzinoms, sowie von 25
chronischen Rauchern auf die Existenz von p53-Mutationen. In beiden Patientengruppen (7/51 vs. 3/25)
konnten diese nachgewiesen werden, ein statistisch signifikanter Unterschied bestand allerdings nicht.
Dariber hinaus lieBen sich 60 % der p53-Mutationen nicht im korrespondierenden Tumorgewebe
nachweisen. Dementsprechend zweifelten die Autoren daran, dass die p53-Mutationen auf den Tumor
zurlckzufihren sind, zumal Franklin et al. ebenfalls diese Mutationen bei tumorfreien, chronischen

Rauchern detektieren konnten (54).
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In Anbetracht des geringen Anteils an tfumoroser DNA im Sputum fiihrten nur zwei Arbeitsgruppen die

Mikrosatellitenanalyse im  Sputum  durch. Miozzo et al. zeigten in finf Patienten

Mikrosatellitenalterationen in Tumorgewebe respektive Bronchialschleimhaut (55). In drei der finf
Patienten konnte die idenfische Alferation auch im Sputum detektiert werden. In den beiden

verbleibenden Patienten gelang die Mikrosatellitenanalyse aufgrund geringer Materialmengen nichft.

Molekulare Tumormarker - Bronchiallavage

Auch in der zellularen DNA aus der BL wurden verschiedene genefische und epigenefische
Alterationen in ihrer Eignung als molekulare Tumormarker untersucht. Simultane Analysen im
Tumorgewebe respektive in der zellularen DNA erfolgten beziiglich K-ras-Mutationen, p53-Mutationen,

Hypermethylierungen der p16-Promotorregion, Telomerase-Aktivitat und MA (Zusammenfassung in (56)).

MA wurden durch vier Arbeitsgruppen im in der BL unftersucht. Ahrendt et al. fiihrten simultane
Untersuchungen an Tumorgewebe und BL von 50 Patienten mit resezierbarem NSCLC durch (57). Ihre
Untersuchungen schlossen neben den MA auch p53-Mutationen, K-ras-Mutationen und p16-
Methylierungen mit ein. Die Kombination der vier verschiedenen, molekularen Assays ergab eine
Sensifivitat  von 53 %. Eine Kontrollgruppe wurde nicht wunftersucht. Die Ergebnisse der
Mikrosatellitenanalyse beinhalteten ausschlieBlich MIN, Aussagen iber den Nachweis von LOHs wurden
nicht gemacht. Von den 23 Patienten, deren Primartumor ein oder mehrere MIN aufwies, lieBen sich

allerdings nur in 14 % identische MIN in der BL nachweisen.

Field et al. untersuchten die zellulare DNA aus der BL von 90 Patienten mit Verdacht auf ein
Lungenkarzinom (58). In 15 der 43 der Patienten (35 %), bei denen sich die Diagnose bestatigte, gelang
der Nachweis von ein oder mehreren MA. Bei den 47 tumorfreien Patienten fanden sich MA in 11 von

L7 Patienten (23 %).

Powell et al. schlossen in ihre Untersuchungen 55 Patienfen ein, die eine diagnostische Bronchoskopie
erhielten, darunter 38 Patienten mit einem Lungenkarzinom (59). Sie fanden unter Verwendung von 22
Mikrosatellitenmarkern in 79 % der Tumorpatienten, aber auch in 59 % der tumorfreien Patienten
Hefterozygotieverluste in mindestens einem Mikrosatellitenmarker. Die Autoren unfernahmen den
Versuch, durch die Verwendung eines Score-Systems, dem LOH-Score, die Zahl der gefundenen
Alterationen bezogen auf die Gesamtmenge der verwendeten, informativen Mikrosatellitenmarker (FAL)
und den prozentualen Anteil der von dem jeweiligen LOH betroffenen Zellen in der Probe mit
einzuschlieBen. Leftzteres konnte durch die Verwendung der fluoreszenzbasierten Detektionsmethode
erreicht werden. Fir einen LOH-Score > 10 zeigten die Untersuchungen eine Sensitivitat von 58 % bei

einer 100-prozentigen Spezifitat im Hinblick auf die Differenzierung zwischen den beiden Kollektiven.

- 20 -



Liloglou et al. fihrten eine Mikrosatellitenanalyse an 46 Patfienten mit  Nachweis eines
Lungenkarzinoms und an 34 tumorfreien Patienten durch (60). Bei Verwendung der acht
Mikrosatellitenmarker konnten sie in 86,9 % der Tumorpatienfen mindestens eine MA nachweisen,
allerdings auch in 76,5 % der tumorfreien Patienten. Es zeigte sich, dass die Marker hinsichflich der
Differenzierung der beiden Kollektive sehr unterschiedlich geeignet waren. Unter Verwendung von vier
der acht Mikrosatellitenmarker (D3S1289, D3S1300, D13S171, D17S2179) konnte eine Sensitivitat von
13,9 % bei einer Spezifitat von immerhin 76,5 % erreichen. Die Auforen empfahlen die Verwendung des
Begriffes Krebs-spezifische, genomische Instabilitat (CSGI) fir diejenigen Mikrosatellitenmarker, die

besonders ginstige Eigenschaften fir die Frihdiagnostik aufwiesen.

Die Ergebnisse der vier Publikationen inklusive der verwendeten Mikrosatellitenmarker sind in der

Tabelle 36 im Anhang zusammengefasst.
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2 Aufgabenstellung

Die Bronchoskopie ist ein fester Bestandteil der Diagnostik bei Verdacht auf ein Lungenkarzinom. Ist
der tumorsuspekte Befund bronchoskopisch darstellbar, wird in Uber 90 % der Falle durch Biopsie
eine Gewebediagnose erreicht (7), in allen anderen Fé&llen ist die Situation komplizierter. Neben den
bronchoskopisch-bioptischen Verfahren erfolgt in der Regel eine Bronchiallavage mit nachfolgender
zytologischer Analyse der zellularen Bestandteile. Die Bronchiallavage ist besonders bedeutsam, wenn
die Biopsie nicht erfolgt oder nicht diagnostisch ist. Im Falle eines nicht sichtbaren Tumors erbringt

sie jedoch nur in 36-52 % der Falle eine zytologische Diagnose (8).

In der Fachliteratur herrscht prinzipiell Einigkeit dariber, dass die Tumorigenese auf einer
schrittweisen Akkumulation von genefischen und epigenetischen Alterationen basiert. Diese
genetischen Alferationen lassen sich als molekulare Tumormarker innerhalb verschiedener, klinischer
Spezimina verwenden. Im Falle des Lungenkarzinoms erfolgten bisher Untersuchungen zu molekularen
Tumormarkern in Nukleinsdure-Isolaten aus den Zellen des Sputums und der Bronchiallavage, sowie in

zellfreien Nukleinsduren im Plasma und Serum.

Zellfreie Nukleinsduren in Plasma bzw. Serum konnten bereits 1948 nachgewiesen werden (36),
Hinweise fir die Existenz von Tumor-DNA gelang dagegen erstmalig 1989 Stroun und Kollegen (38).
Mittlerweile gilt die anteilige Existenz von Tumor-DNA infolge der simultanen Detektion multipler,
genetischer Alterationen in Tumor und zugehorigem Plasma/Serum als bewiesen. Zellfreie DNA wurde
neben dem Plasma auch in anderen Korperfliissigkeiten nachgewiesen, u.a. dem Sputum (49), jedoch

nicht in der BL.

Die Mikrosatellitenanalyse dient dem Nachweis von zwei unterschiedlichen, tumorassoziierten,
genetischen Alterationen, dem Verlust der Heterozygotie (LOH) und der Mikrosatelliteninstabilitat
(MIN). Der Nachweis einer dieser Mikrosatellitenalterationen (MA) in einem klinischen Spezimen bedeutet
die Existenz einer sich klonal vermehrenden Zellpopulation mit identischen, genetischen Alterationen,

charakteristisch fiir maligne Zellen.
Die vorliegende Arbeit dient der Untersuchung der folgenden Fragen:
(1) Ist in der bronchialen Lavage zellfreie DNA berhaupt und regelhaft nachweisbar?

(2) Ist eine ausreichende Quantitat an zellfreier DNA fir eine molekularbiologische Diagnostik

vorhanden?

(3) Sind MA in der zellfreien DNA als Hinweis auf die Existenz von Tumor-DNA bei Patienten mit

Lungenkarzinom nachweisbar?
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(4) Ist eine Differenzierung zwischen Tumor- und Kontrollpatienten durch die verwendeten

Mikrosatellitenmarker moglich?

(5) Wie stellen sich die Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse im Vergleich zwischen zellfreier und

zellularer DNA dar?
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3  Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv

Insgesamt wurden in die Unfersuchungen 59 Patienten eingeschlossen, darunter 30 Patienten mit
histologisch gesichertem Lungenkarzinom und 29 Patienten mit Indikation fir eine bronchoskopische
Untersuchung, jedoch ohne Nachweis einer malignen Grunderkrankung. Die Auswahl der Patienten
erfolgte chronologisch fortlaufend. Es wurden nur Patienten mit definitiver Diagnose, d.h. mit einem

histologisch gesicherten Lungenkarzinom respektive dessen Ausschluss, eingeschlossen.

Bei samflichen Patienten wurde eine ausfihrliche Anamnese erhoben. Besonders eingegangen wurde
auf die Rauchgewohnheiten und die Tumoranamnese der Patienten. Es wurden weiferhin eine Rontgen-
Thorax-Aufnahme, nicht alter als vier Wochen, Lungenfunktionswerte, nicht alter als 1 Woche und
aktuelle Laborwerte (Blutbild, Gerinnung und Blutgruppe) gefordert. Lagen die
Untersuchungsergebnisse nicht vor, wurden die fehlenden Untersuchungen vor Durchfiihrung der

Bronchoskopie erganzt.

Alle Patienten erhielfen eine ausfiihrliche Aufklarung. Diese umfasste eine standardisierte Aufklarung
fur die Durchfiihrung einer Bronchoskopie und dariber hinaus eine Aufklarung beziglich unserer
Studie und der fir den Patienten relevanten Aspekte. Alle Teilnehmer erteilten im Anschluss
schriftlich ihr Einverstdndnis Uber die Teilnahme an der Studie. Das Studienprotokoll wurde von der

lokalen Ethikkommission der Charité bewilligt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie hatten keinen Einfluss auf die Behandlung der Patienten,

welche gemal3 dem derzeitigen Behandlungsstandard erfolgte.

3.1.1 Patienten mit histologisch gesichertem Lunge  nkarzinom

Unter den 30 Tumorpatienten befanden sich sechs Frauen und 24 Manner. Das Durchschnittsalter
betrug 63 Jahre bei einer Standardabweichung von 7 Jahren. Bei sechs der Patienten wurde ein SCLC,
bei 22 Patienten ein NSCLC und bei zwei Patienten ein adenoidzystisches Karzinom diagnostiziert. Wie
bereits erwahnt, gehort das adenoidzystische Karzinom zu den seltenen primar pulmonalen
Karzinomen, differenzierte Kennfnisse iber die molekulargenetische Pathogenese des primar

pulmonalen, adenoidzystischen Karzinoms sind in der Literatur bisher nicht vorhanden.

Lediglich ein NR ist unter den Patienten zu finden. Die 29 ehemals oder aktuell rauchenden Patienten
weisen ein Rauchverhalten von durchschnittlich 46 Packungsjahren (py) auf. Ein Packungsjahr umfasst

den taglichen Konsum von 20 Zigaretten iber den Zeitraum eines Jahres.
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In Tabelle 2 erfolgt die Auflistung der einzelnen Tumorpatienten und der relevanten, klinischen

Charakteristiken.

Patient | Geschlecht | Alter | Raucherstatus | Diagnose Zytologie | Histologie | Stadium | Endoskopischer
[py] Befund
1 M 10 20 NSCLC Negativ PE IA S
2 M 10 15 NSCLC Negativ LCC 1B S
3 M 67 50 NSCLC Positiv PE v NS
A W 68 15 NSCLC Negativ AC 1B S
5 M 19 75 SCLC Negativ SCLC k.A. NS
6 M 10 20 NSCLC Negativ k.A. k.A. NS
7 M 59 20 NSCLC Negativ AC v NS
8 W 66 60 NSCLC Negativ PE v S
9 W 62 80 NSCLC Negativ k.A. A S
10 M 16 40 NSCLC Negativ AC 1% NS
" M 69 30 NSCLC Negativ AC v NS
12 M 76 30 NSCLC Negativ PE 1% NS
13 W 70 k.A. AzCa Negativ AzCa 1B S
14 M 56 40 NSCLC Negativ PE A S
15 M 13 40 NSCLC Positiv AC A NS
16 M 51 50 SCLC Positiv SCLC 1% S
17 W [ 50 NSCLC Negativ PE 1% S
18 M 10 50 NSCLC Negativ k.A. v S
19 M 66 40 NSCLC Negativ AC 1% NS
20 M 63 40 NSCLC Negativ LCC 1B NS
21 M 63 40 NSCLC Negativ AC 1% S
22 M 65 80 AzCa Negativ Az(a v S
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Patient | Geschlecht | Alter | Raucherstatus | Diagnose Zytologie | Histologie | Stadium | Endoskopischer
[py] Befund
23 M 49 40 NSCLC Negativ AC 1A NS
24 M 13 NR NSCLC Positiv AC 1% S
25 M 75 40 SCLC Negativ SCLC 1% S
26 M 13 40 NSCLC Negativ PE 1A NS
21 M 61 100 NSCLC Positiv PE A S
28 M 6k 60 SCLC Positiv SCLC 1% S
29 W 62 40 SCLC Positiv SCLC 1% S
30 M M 40 SCLC Negativ SCLC k.A. S
Tabelle 2 Patienten mit histologisch gesichertem Lungenkarzinom (AC = Adenokarzinom, PE =

Plattenepithelkarzinom, AzCa = adenoidzystisches Karzinom, k.A. = keine Angabe, S = sichtbarer

Tumor, NS = nicht sichtbarer Tumor)

3.1.2 Vergleichsgruppe

Die Vergleichsgruppe bestand aus 7 Frauen und 22 Mannern. Das Durchschnittsalter lag bei 55 Jahren
mit einer Standardabweichung von 14 Jahren. Neun Patienten waren Nichtraucher. Der Nikotinabusus
der 20 Raucher betrug im Durchschnitt 24 Packungsjahre. Die Indikationen fir die Durchfiihrung einer
Bronchoskopie umfassten die klassischen Indikationen, darunter die Abklarung einer pulmonalen
Symptomatik (z.B. Husten, Hamoptysen) oder eines unklaren, bildgebenden Befundes, Materialgewinnung
zur mikrobiologischen Diagnostik und Akquise einer bronchoalveolaren Lavage bei Verdacht auf
interstitielle Lungenerkrankungen oder Sarkoidose. Dariber hinaus wurden einige Patienten mit
benigner  Trachealstenose eingeschlossen, die eine bronchoskopische Erstdiagnostik oder

Kontrolluntersuchung erhielten. Die definitive Diagnose, sowie weitere klinische Daften sind in Tabelle 3

aufgefihrt.
Patient Geschlecht Alter Raucherstatus [pyl Diagnose
31 m 59 20 Ausschluss Tumor
32 m 68 75 V.a. ILD
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Patient Geschlecht Alter Raucherstatus [pyl Diagnose

33 m 63 20 V.a. Sarkoidose

34 m 41 20 Ausschluss Tumor

35 m 33 15 Tuberkulose

36 m 69 25 Chronischer Husten
37 m 63 NR Sarkoidose

38 m 62 8 Atypische Pneumonie
39 w 51 NR Sarkoidose

40 w 33 10 Unklares Fieber

A W 68 20 Bronchialzyste

42 m 50 30 Opportunistische Infektion

(Aspergillus, ATM)

43 W 51 NR ILD, ATM

L W 59 20 ILD bei SS

45 m 62 L Ausschluss Tumor

L6 m H NR Aspergillen, COPD

41 m 68 20 ILD

48 m 38 NR Sarkoidose

49 W 5 NR Purulente Tracheobronchitis
50 m T 53 Ausschluss Tumor/TBC
51 m 79 26 Ausschluss TM, COPD
52 m 80 NR Sarkoidose

53 W 49 28 Lofgren-Syndrom bei Sarkoidose
54 m 70 20 Benigne Trachealstenose
55 m 12 NR Ausschluss Tumor

56 m 39 18 Benigne Trachealstenose
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Patient Geschlecht Alter Raucherstatus [pyl Diagnose
57 m 6k 10 Chronischer Husten
58 m 30 6 Tracheale Papillomatose
59 m 68 NR Ausschluss Tumor
Tabelle 3 Vergleichsgruppe
3.1.3 Fiberoptische Bronchoskopie inklusive Bronchi allavage (BL)

Die Bronchoskopie wurde in der Abteilung fir Pneumologie des Universitatsklinikums Charité-Berlin,

Campus Charité Mitte, durchgefihrt,

Vor Untersuchungsbeginn erfolgte eine Pramedikation. StandardmaBig wurde nach Ausschluss von
Kontraindikationen Midazolam i.v. (1-10 mg), Atropin i.v. (0,5 mg) und Dicodid s.c. (15 mg) verwendet. Bei
Zeichen einer obstruktiven Ventilationsstorung wurde auBerdem Solu-Decortin iv. (100 mg)
verabreicht. Die intravenos verabreichten Medikamente wurden iber eine periphere Venenverweilkaniile

appliziert.

Fir die Bronchoskopie wurde der Zugang iber den Mundraum gewahlt. Es wurde ein flexibles
Bronchoskop der Firma Penftax verwendet. Initial wurde der Oropharynx mit Lokalandsthefikum
vorbehandelt. Die fieferen Aftemwege wurden via Bronchoskop anasthesiert. Im Rahmen der
Untersuchung wurde das gesamte Tracheobronchialsystem inspiziert. Bei allen Patienten wurde eine BL
durchgefiihrt. Die Bronchiallavage beinhaltet Sekret aus dem Bereich der Trachea und der
Hauptbronchien. Nach Aspiration des vorhandenen Sekrets wurde zusatzlich sterile, physiologische
Kochsalzlosung eingebracht und moglichst komplett zuriickgewonnen. Es wurden interindividuell
variierende Mengen an Kochsalzlosung in der GréBenordnung von 10 ml bis 20 ml appliziert. Das

Material wurde sofort nach Abnahme bei +4°C gelagert.

3.1.4 Blutentnahme

Allen Patienten wurde vor der endoskopischen Untersuchung eine periphere Venenverweilkanile
angelegt. Es wurden pro Patient zwei Blutproben entnommen (1x EDTA-Rdhrchen, 1x Serum-Rdhrchen).

Das entnommene Blut wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei +4°C gelagert.
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Extraktion der Desoxyribonukleinsauren

DNA wurde aus Lymphozyten, sowie aus der zellfreien und zellularen Komponente der Bronchiallavage
gemaf3 den nachfolgenden Protokollen isoliert. Die Separation der zellfreien und zellularen
Komponente erfolgte durch eine Zentrifugation (10 min, RT, 350 x g, Zentrifuge Rotanta/S der Fa.
Hettich). Die suffiziente Trennung wurde mikroskopisch in einzelnen Stichproben kontrolliert. Der
Anteil der BL, der die zellfreie DNA enthalt wird aufgrund der Separation durch Zentrifugation als
Uberstand bezeichnet. Jede DNA-Extraktion wurde anschlieBend mittels einer qualitativen PCR auf die

Amplifizierbarkeit konfrolliert.

Extraktion der lymphozytaren DNA

Die Extraktion lymphozytarer DNA erfolgte in zwei Schritten, der Gewinnung mononukledrer Blutzellen

(Monozyten/Lymphozyten) aus der Blutprobe und der eigentlichen DNA-Isolation aus diesen Zellen.

Separation der mononukledren Blutzellen mittels Dichtegradientenzentrifugation

Die Dichtegradientenzentfrifugation beruht auf der unterschiedlichen Dichte der einzelnen Blutzellen.
Ficoll Pague® besitzt eine hohere Dichte (1,077 g/l) als Lymphozyten und Monozyten und eine
geringere Dichte als Erythrozyten und Granulozyten. Bei Zentrifugation des Gemisches reichern sich

die einzelnen Zellen gemaf3 ihrer Dichte in verschiedenen Schichten an.

Die Aufarbeitung der EDTA-Blutprobe begann mit einem Zentrifugationsschritt (10 min, 350 x g,
Zentrifuge Rotanta/S der Fa. Hettich). Der Uberstand der Probe, das Blutplasma, wurde mit einer
Pasteurpipette aspiriert, die verbliebene Zellsuspension in 5,0 ml physiologischer Kochsalzlosung
aufgenommen. Im Anschluss erfolgte die Dichtegradientenzentrifugation. Die Zellsuspension wurde
behutsam auf eine 3,0 ml Ficoll-Paque-Losung aufgeschichtet und zentrifugiert (30 min, 400 x g, RT,
Zentrifuge Rotanta/S, Fa. Hettich). Die resultierende Schicht aus Lymphozyten und Monozyten wurde
in eine Pasteurpipette aufgenommen, in ein neues Rohrchen uUberfihrt, mit NaCl 0,9% verdinnt und
erneut zentrifugiert (8 min, RT und 200 x g, Zentrifuge Rotanta/S der Fa. Hettich). Der Uberstand
wurde verworfen und die sedimentierten, mononukledren Blutzellen wurden bis zur weiteren

Verwendung bei -80°C eingefroren.

Extraktion der DNA

Die Lymphozyften wurden einer Verdauung mit Profeinase K und dem Zelllyse-Puffer nach Fritsch et

al. unterzogen (61).
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(1) Aufnahme der Zellen in 500 pl der in Tabelle & dargestellten Proteinase K/Lysepuffer-

Losung
(2) Inkubation unter Rotation bei 50°C ber Nacht

(3) Addition von 500 pl DEPC-Wasser

Zell-Lysepuffer nach Fritsch et al. (61)

Volumen Endkonzentration
DEPC-aqua dest 420 pl
NaCl,, 5 M 10 pl 0,1 M NaCl
Tris 1 M, pH8 5 pl 0,01 M Tris, pH 8,0
EDTA 05 M 25 pl 25 mM EDTA
SDS 10% 25 pl 0,5% SDS
Proteolytisches Enzym

Proteinase K (20mg/ml) 15 pl 600 pg/ml

Tabelle &

Im Anschluss an den Zell- und Profeinverdau erfolgte die Phenol-Chloroform-Extraktion und
Ethanolprazipitation. Die Phenol-Chloroform-Extraktion wurde in der Regel in drei Extraktionsschritten
durchgefiihrt. Zu Beginn wurde mit reinem Phenol, dann mit Phenol-Chloroform-Isoamyl (25:24:1) und
zuletzt mit Chloroform-Isoamyl (24:1) extrahiert. Es wurde auf pH #5-8,0 &quilibriertes Phenol
verwendet. Ublicherweise war bereits nach dem zweiten Extraktionsschritt in der Interphase keine
Proteinschicht mehr erkennbar, so dass zusatzliche Extraktionsschritte mit Phenol nicht mehr

erforderlich waren. Die einzelnen Schritte wurden folgendermaf3en durchgefihrt.
(1) Addition des jeweiligen organischen Losungsmittelgemisches im Verhaltnis 1:1
(2) Inkubation fir 40 Minuten bei Raumtemperatur unter Rotation
(3) Zentrifugation (4°C, 5 min, 12.000 x g, Biofuge fresco der Fa. Heraeus)

(4) Uberfiihrung der wissrigen Phase in ein neues Probenréhrchen
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Die Ethanolprazipitation wurde mit Natriumchlorid 5M und reinem Ethanol durchgefiihrt.
(1) Addition von 0,1 Probenvolumina an Natriumchlorid 5M und 3,0 Probenvolumina an Ethanol 100%
(2) Gewinnung hochmolekularer DNA und Uberfiihrung in neues Probenrdhrchen
(3) Préazipitation der verbleibenden DNA iber Nacht bei -20°C
(4) Waschen der beiden DNA-Isolate mit 1000 pl Ethanol 75 %

(5) Aufnahme in 100 pl Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan-hydrochlorid-Losung (10 mM)

Extraktion der DNA aus der Bronchiallavage (BL)

Initial erfolgte die Auftrennung in zelluldare und zellfreie Phase der BL. Fir die Extraktion von DNA

aus der zellfreien Phase wurden zwei alternative Methoden verwendet.
- Extraktion mit heiBem Phenol und Isopropanol (hPIP-Extraktion)

- Extraktion mit dem QiaAMP® DNA Blood Mini Kit der Firma Qiagen (QiaAMP)

Separation von zellfreier und zelluldrer Phase der BL

Die Separation erfolgte durch eine Zentrifugation (10 min, RT, 350 x g, Zentrifuge Rotanta/S der Fa.
Hettich) in 50 ml Probenrdhrchen. Der Uberstand wurde mittels Pasteurpipetten iiberfiihrt und in ein
neues Probenrchrchen iberfiihrt. Das Volumen des Uberstandes wurde dokumentiert. Fiir die DNA-
Extraktion wurden Probenvolumina von 3,0 bis 6,0 Milliliter eingesetzt. Die vollstandige Trennung
zellularer und zellfreier Bestandteile der BL wurde durch exemplarische, mikroskopische

Untersuchungen kontrolliert.

DONA-Extraktion aus den Zellen der BL

Die DNA-Extraktion aus den Zellen der BL erfolgte analog zu der Extraktion der lymphozytdren DNA.
Die Methodik wurde bereits im Abschnitt 2.2.3. dargestellt.

DNA-Extraktion aus der zellfreien Phase der BL - Extraktion mit heiRem Phenol und Isopropanol

Die Inkubaftion der =zellfreien Phase der BL erfolgte umgehend nach der bronchoskopischen
Untersuchung. Die Extraktionsmethode beinhaltet einen Extraktionsschritt mit heiBem Phenol und zwei

Prazipitationsschritte mit 5M NaCl/lsopropanol respektive Losung D nach Chomczynski et al. (62).

Die zellfreie Phase der BL wurde 30 Minuten bei 65°C im Verhaltnis 1.1 mit ebenfalls auf 65°C
vorgewarmtem Phenol (pH 7,5-8,0) behandelt und in regelmaBigen Abstanden behutsam gemischt. Dann
wurde das Gemisch bei +4°C fiir 15 Minuten gekihlt und anschlieBend zentrifugiert (20 min, 4°C, 6000

x g, Varifuge RF, Fa. Heraeus Sepatech). Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen.
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AnschlieBend wurden 0,1 Probenvolumina NaCl 5M und 1,0 Probenvolumina Isopropanol hinzugefiigt. Das
Gemisch wurde bei -80°C iiber Nacht geféllt und am Folgetag erneut zentrifugiert (30 min, +4°C, 7000
x g, Sorvall RC 28s der Fa. Dupont mit Rotor F28/50). Der Uberstand wurde verworfen, das
verbleibende Salz/DNA-Gemisch in 500 pl Losung D aufgenommen und in ein neues Probenrohrchen

uberfiihrt. Es wurden 550 pl Isopropanol hinzugefiigt und bei -80°C erneut ber Nacht prazipitiert.

Am Folgetag wurde zentrifugiert (30 min, +4°C, 12.000 x g, Biofuge fresco der Fa. Heraeus), der
Uberstand verworfen und das verbleibende Salz/DNA-Gemisch mit Ethanol 75% gewaschen und erneut
zentrifugiert (20 min, +4°C, 12.000 x g, Biofuge fresco der Fa. Heraeus). Die verbleibende DNA wurde
in 30 pl Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan-hydrochlorid-Losung (10 mM) aufgenommen und bei -80°C

konserviert.

DNA-Extraktion aus der zellfreien Phase der BL - QiaAMP® DNA Blood Mini Kit

Die DNA-Extraktion mit dem QiaAMP® DNA Blood Mini Kit basiert auf der Passage des Zelllysats
durch eine Membran aus Silicagel, enfthalten in einer Saule. Silicagel ist eine amorphe Kieselsaure, die
besonders gute DNA-Bindungseigenschaften aufweist. Die verbleibenden Bestandteile der Probe
passieren die Membran. Im Anschluss an die Probenapplikation erfolgen mehrere Waschschritte der
gebundenen DNA. Zuletzt erfolgt das Losen der DNA von der Membran anhand des mitgelieferten
Puffers. Die Ausfihrung der DNA-Extraktion erfolgte gemdB3 den Anweisungen des

Herstellerprofokolls, mit Ausnahme der wenigen, nachfolgend genannten Modifikationen.

(1) Aufarbeitung von insgesamt 1000 pl der BL pro QiaAMP Saule und Inkubation mit Proteinase K
und Puffer AL bei 50°C fir 60 Minuten (Vorteil: komplettere Zelllyse, héhere DNA-Ausbeute)

(2) Applikation der gesamten Probe mittels einer 10 ml Einmalspritze mit Luer-Lock-System
(Probenvolumen 21 ml, positiver Druck durch Spritzenstempel)

(Vorteil: einzeitige Applikation von 1000 pl)
(3) dreimalige Wiederholung des zweiten Reinigungsschrittes (Puffer AW 2)
Die DNA wurde durch eine zweimalige Elution mit jeweils 75 pl des Puffers AE von der Silicagel-

Membran gelost.

Kontrolle der DNA-Extraktion

Die Kontrolle erfolgte mittels einer qualitativen PCR. Auf diesem Wege konnte die Existenz von DNA,
sowie die erforderliche Reinheit fir eine PCR-Amplifikation nachgewiesen werden. Als Zielsequenz
wurde der Mikrosatellit D9S171 verwendet. Die Primersequenzen, die PCR-Bedingungen, sowie die
Bestandteile des PCR-Ansaftzes sind im Abschnitt Mikrosatellitenanalyse aufgefiihrt. Es wurde jeweils

ein Mikroliter der jeweiligen DNA-Extraktionslosung eingesetzt.
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Im Anschluss erfolgte eine Agarosegelelektrophorese (Endkonz.. 2%) in einer Minigelkammer. Die
Darstellung der DNA erfolgte mittels Ethidiumbromid und UV-Licht. Als DNA-Marker wurde der pUC
Mix Marker 8 eingesetzt (17 Fragmente, 19 - 1118 bp).

3.2.2 Prinzip der Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekeftenreaktion ermoglicht die exponentielle Vervielfaltigung genau definierter DNA-

Sequenzen in vitro. Die Erstbeschreibung der Methode erfolgte 1985 durch Saiki et al. (63).

Die Vervielfaltigung lauft in einzelnen Zyklen ab, welche aus jeweils drei Schritten bestehen, der
Denaturierung, dem Annealing und der Extension. Wahrend der Denaturierung wird die DNA durch hohe
Temperaturen in die beiden Einzelstrange aufgetrennt. Als nachster Schritt folgt bei einer niedrigeren
Temperatur die Hybridisierung der Sequenz-spezifischen Primer mit dem DNA-Template, was als
Annealing bezeichnet wird. Es wird fir jeden der beiden Einzelstrange ein Oligonukleotid-Primer
hinzugefigt. Die Primer dienen der DNA-Polymerase als Starfsequenz. Beginnend an den Primern
synthetisiert die DNA-Polymerase aus den vier Nukleofiden jeweils einen neuen komplementaren
Strang. Dabei gilt, dass der neue Strang nur in einer Richtung (5’-3’-Richfung) neu synthefisiert
wird. Die Primer missen so hergestellt werden, dass die jeweils neuen Einzelstrange sich Uberlappen.
In den weiteren Zyklen werden dann nur noch die sich Gberlappenden Abschnifte vervielfaltigt. Nach
dem Annealing folgt ein weiterer Schritt, die Extension. Diese wird bei 72°C durchgefihrt und dient

der vollstandigen Synthese bereits durch die DNA-Polymerase begonnener Abschnitte.

Durch diese Methode wird ein kurzer definierter Abschnitt der DNA exponentiell vervielfaltigt. Die
Zunahme an Produkt stfellt im Idealfall eine Verdoppelung der vorhandenen DNA-Sequenzen in jedem
Zyklus dar. Nach 30 Zyklen konnte also unfter optimierten Bedingungen eine Vermehrung der
Zielsequenz um den Fakftor 2* erreicht werden. Dadurch werden kurze DNA-Abschnitte der

molekularbiologischen Analyse zuganglich gemacht.

Fir die Durchfihrung der PCR werden verschiedene Komponenten benotigt. Die Hauptbestandteile eines
PCR-Ansatzes sind die DNA-Probe (DNA-Template), die DNA-Polymerase, die Primer, Nukleotide und
eine Puffer-Losung. Die Primer und die Nukleotide CTP, ATP, GTP und TTP werden in empirisch

ermittelten Konzentrationen (im Uberschuss) hinzugegeben.

Als DNA-Polymerase wurde in unseren Experimenten die Amplitag Gold® DNA-Polymerase verwendef.
Sie wird in inaktivem Zustand hinzugefiigt und erst durch starkes Erhitzen wahrend der ersten
Denaturierung akftiviert. Durch dieses Prinzip werden unspezifische Amplifikationen auf ein Minimum

reduziert.
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3.2.3 Quantifizierung von DNA anhand der quantitati  ven real-time PCR (rt-gPCR)

Die rt-gPCR ermoglicht die Quantifizierung einer definierten DNA-Zielsequenz durch Etablierung einer
Standardkurve und Inferpolation. Als Zielsequenz wurde eine 135 Basenpaare umfassende Sequenz im
Bereich des endogenen Refrovirus ERV-3 gewahlf, welche innerhalb eines diploiden Chromosomensatzes
zwei Kopien aufweist und in Kenntnis dessen eine Quantifizierung der genomischen Zellaquivalente
beziehungsweise des DNA-Gehaltes einer Probe ermoglicht. Die Methode wurde von Yuan et al

beschrieben und etabliert (64).

Uberblick: rt-gPCR

Die Grundlage der rt-gqPCR ist ein kontinuierliches Messen eines dem Zuwachs an PCR-Produkt
proportional erzeugten Fluoreszenz-Signals wahrend der gesamfen PCR. Auf diese Weise kann die
PCR-Kinetik eines jeden Ansatzes mit Startphase, exponentieller Phase und Plateauphase verfolgt
werden. Der Beginn der exponentiellen Phase ist direkt abhangig von der Ausgangszahl an Kopien

einer Probe und kann mit dieser in Beziehung gesetzt werden.

Die absolute Quantifizierung, d.h. die Bestimmung der Kopiezahl der Zielsequenz, wird erreicht durch
den Vergleich eines charaktferistischen Punktes wahrend der exponentiellen Phase der PCR-Kinetik
(C.-Wert) zwischen Proben unbekannter Kopiezahl und einer Standardkurve aus Proben bekannter
Kopiezahl. Der C -Wert (engl. threshold cycle) definiert den Zyklus bei dem die Fluoreszenz signifikant
ansteigt beziehungsweise den Schwellenwert tberschreitet. Der Fluoreszenz-Schwellenwert hangt von
den Basisemissionen einer Probe in den Zyklen 3 - 15 ab wund befragt die zehnfache

Standardabweichung dieser Emissionen.
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Fluoreszenz-Intensitat

Fluoreszenz-Schwellenwert

v

Zykluszanl

Abbildung 1 Graphik dreier typischer PCR-Kinetika mit unterschiedlichen DNA- Kopiezahlen. (C -
Wert gekennzeichnet durch =)

Mit einer Verdinnungsreihe aus Proben bekannter Kopiezahlen der Zielsequenz der PCR wird eine
Standardkurve erstellt. Fir die Efablierung der Standardkurve wurde die Zielsequenz mittels eines
Vektors kloniert und vervielfaltigt. Im Anschluss wurde die DNA-Konzentraftion miftels UV-
Spektroskopie quantifiziert, eine Verdinnungsreihe mit bekannten Konzentrationen pipettiert und

mittels der rf-gPCR quanftifiziert.

Durchfiihrung der rt-gPCR

Die PCR wurde mit den nachfolgend spezifizierten Bedingungen und Reagenzien durchgefiihrt. Es wurde
jeweils ein Mikroliter an DNA-Template eingesetzt. Alle Proben inklusive die der Verdinnungsreihe
wurden dreifach analysiert. Fir die Durchfihrung wurde das ABI Prism™ 7700 Sequence Detection
System der Fa. Applied Biosystems verwendet. Die Fluoreszenzanregung erfolgt durch einen
Argonlaser mit einer Wellenlange von 488 nm. Die resultierende Fluoreszenz wird mit einer CCD-

Kamera gemessen.

Zielsequenz und Primersequenz

Als Zielsequenz der rt-gPCR wird ein Abschnitt aus dem endogenen Refrovirus ERV-3 benutzt. ERV-3
ist auf Chromosom 7 lokalisiert und existiert im humanen Genom nur an einem einzigen Genlocus (64).

Das Retrovirus kodiert fir drei Gene, gag (group associated gene), pol (reverse transkriptase) und
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env (envelope). Aus dem Bereich des Envelope-Gens kann mit den Restriktionsenzymen Hind Il und
PST | ein 1,7 kb langes Fragment herausgeschnitten werden, welches die 135 bp umfassende

Zielsequenz beinhaltet.
Die Primersequenzen wurden aus der Arbeit von Yuan et al. ibernommen (64).
pHP10-Forward: 5’-CAnggAAgEAAgggAAETAATg

pHP10-Reverse: 5’-CEEAgEgAgCAATACAgAATTT

PCR-Bedingungen

Reagenzien Endkonzentration
Aqua destillata ad 25 pl
10 x PCR buffer 1x
25 mM MgCl 3,0 mM
10 mM dNTP 96 pM
PHP10-Forward Spmol/tube
PHP10-Reverse Spmol/tube

SYBR GREEN

Verdinnung:  1:40.000

DNA-Template

1 pl

Amplitag Gold 0,75 Einheiten
Viptl] 25 l
Tabelle 5 Bestandteile des PCR-Ansatzes der rt-qPCR

rt-qPCR-Bedingungen

3 min 94 °C
30 sec 60°C, 30 sec 94°C

45 Zyklen

Ta

belle 6 Zwei-Schritt PCR
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Fluoreszenz-Farbstoff

Das Fluoreszenz-Signal wurde durch den Farbstoff SYBR® Green der Firma Applied Biosystems
generiert. SYBR® Green interkaliert unspezifisch in doppelstrangige DNA. Nach Interkalierung wird ein
deutlich verstarktes Fluoreszenz-Signal messbar. SYBR® Green besitzt, verglichen mit anderen

interkalierenden Farbstoffen ein besonders giinstiges Signal-Hintergrund-Verhaltnis.

Die Etablierung der PCR beinhaltete auch die Identifikation der opftimalen SYBR® Konzenfration. Bei

einer Verdiunnung von 1:40.000 zeigten sich die besten Ergebnisse.

Herstellung eines Standards fiir die rt-gPCR

Fir die Herstellung einer Verdinnungsreihe wurde die Zielsequenz mittels PCR mit den o.g. PCR-
Bedingungen amplifiziert und in einen Plasmidvektor kloniert. Als DNA-Template wurde DNA aus
humanen Lymphozyten verwendet. AnschlieBend erfolgte die Transformation eines Bakferienstammes,
die Selektion fransformierter Bakterien und deren Anzucht. Zuletzt isolierten wir die Plasmid-DNA
und stfellten durch Messung mittels UV-Spekfroskopie eine Stammlosung definierfer DNA-

Konzentfration her. Aus dieser Stammlésung wurden die Verdinnungsreihen erstellt.

Klonierung der Zielsequenz, Transformation eines Bakterienstammes und Selektion der

transformierten Bakterien

Die Klonierung der Zielsequenz in einen Plasmidvektor erfolgte mit dem TOPO TA Cloning® Kit der
Firma Invitrogen. Das Prinzip des TOPO TA Cloning® Kits basiert auf einer Mefthode die Shuman et al
etablierten (65). Nach Durchfiihrung der Klonierung erhalt man einen zyklischen Plasmidvektor fiir die

Transformation eines Bakterienstammes.

Der Plasmidvektor wird in linearisierter Form synthetisiert. Beide 3"-Enden des Vektors besitzen die
gleiche Sequenz 5_CCCTT. Das jeweils endstindige Desoxythymidin stellt einen Uberhang dar und ist
zusatzlich in Form einer energiereichen, kovalenten Bindung mit dem Enzym DNA Topoisomerase des
Vaccinia-Virus verbunden. Diese energiereiche DNA/Profein-Bindung katalysiert durch Aufspaltung und
konsekutive Energiefreisetzung die Ligation mit einem DNA-Doppelstrang. Vorraussetzung sind eine
5’-Hydr0xyl-Gruppe sowie ein Adenosin-Uberhang. Diese Methode ist besonders fiir die Klonierung von
PCR-Produkten  geeignet, da die Tag-Polymerase 3’-Adenosin-Uberhénge generiert.  Die
Wahrscheinlichkeit des Auftretens dieser 3'—Adenosin—Uberhénge wird durch einen verlangerten,

finalen Extensionsschritt deutlich vergrof3ert.

Die Klonierung der PCR-Produkte erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers Invitrogen. Als Vektor
wurde der in dem Kit enthaltene 3,9 kb grosse Vektor p(R®2.1-TOPO® verwendet (Spezifikation:
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siehe Herstellerprotokoll). Der Vektor pCR®2.1-TOPO® beinhaltet ua. ein Gen fir die
Ampicillinresistenz (bp 2108-2968) und das LacZx-Fragment (bp 1-571).

Fir die Transformation wurde der im Kit enthaltene Bakterienstamm (DH5x-T1 One Shot® Chemically

Competent E. coli) verwendet.

Die Selektion der fransformierten Bakterien erfolgte iber die Vorbehandlung der zur Anzucht
verwendeten Agarplatten mit Ampicillin (Endkonzentration: 50 pg/l) und X-gal (Endkonzentration: 40
mg/ml). Ersteres dient der Elimination aller Bakterien, die keine Plasmidvektoren inklusive der
Ampicillinresistenz aufgenommen haben. Letzteres dient der Selektion derjenigen Bakterien, die
Plasmidvektoren mit der klonierten Zielsequenz aufgenommen haben. Das LacZx-Fragment des
Plasmidvektors befahigt das Bakterium zur Spaltung galaktosidischer Bindungen (Blaufarbung der
Kolonie). Die Insertion des PCR-Produktes findet innerhalb des LacZa-Gens statt und fiihrt zu dessen
Inaktivierung (WeiBfarbung der Kolonie). Dementsprechend kann der Erfolg der Klonierung des

aufgenommenen Vektors identifiziert werden.

Die definitive Selektion eines Bakterienklons erfolgte nach direkter PCR-Amplifikation verschiedener
Kolonien. Es wurde ein Klon mit einer glnstigen und frih einsetzenden Amplifikationskinetik
ausgewahlt und von diesem erneut ein Anteil der Kultur in 3 ml selektivem (50 pg/l Ampicillin) LB

Medium aufgenommen.

Isolation der Plasmid-DNA

Die Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des QlAprep® Spin Plasmid Kit nach dem Protokoll des Herstellers
Qiagen isoliert. Zur Konfrolle der erfolgreichen Klonierung erfolgte eine Sequenzierung der Plasmid-

DNA in der AG Dr. B. Jandrig, Max-Delbriick-Zentrum fir Molekulare Medizin, Berlin-Buch.

Quantifizierung der Plasmid-ONA anhand der UV-Spektroskopie

DNA-Mengen in Losungen mit hohem DNA-Gehalt konnen durch die UV-Spektroskopie zuverldssig
guantifiziert werden. Enfscheidend fir die Quantifizierung ist die Absorption bei 260 nm. Eine
Nukleinsaurelosung mit einer optischen Dichte von 1,0 in einer Kivefte mit einer Schichtdicke von 10
mm entspricht einer DNA-Menge von 50 pg/ml. Zusatzlich kann die Absorption bei 280 nm bestimmt
und die 260/280-Ratio berechnet werden, um eine Aussage iber die Verunreinigung durch Proteine zu

erhalten.

Um die Quantifizierung moglichst prazise zu gestalten, wurden die Messungen in zwei Verdinnungen

durchgefihrt. Verwendet wurde das Spektrophotometer Ultrospec 2100 pro (Firma Amersham).
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Herstellung der Verdiinnungsreihe

Die Plasmid-DNA wurde nach der Quantifizierung in einer Stammlosung mit 10 Kopien/ml bei -20°C
eingefroren. Fir die Hersfellung einer Standardkurve wurde jeweils ein frisches Aliguot entnommen
und erneut durch die UV-Spekfroskopie quantifiziert. AnschlieBend erfolgte die Herstellung einer
fortlaufenden Verdinnungsreihe in den Verdinnungen 10° - 10" Kopien pro Mikroliter. Drei
reprasentative Verdinnungsreihen wurden fir die Quanftifizierung als Standard ausgewahlt

(Standardkurve I-1l).

3.2.4 Mikrosatellitenanalyse

Uberblick: Mikrosatellitenanalyse

Die Grundlage der Mikrosatellitenanalyse besteht in der Vervielfaltigung eines Mikrosatellitenmarkers
mittels PCR wund anschlieBender Separation der beiden Allele durch eine hochauflosende,
denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE). Fir die Beurteilung ist die gleiche Prozedur in
Wildtyp-DNA aus Blutlymphozyten erforderlich. Im Anschluss erfolgt die Auswertung durch Vergleich
der Gelbanden. Voraussetzung ist die Heterozygotie eines Mikrosatellitenmarkers, auch bezeichnet als

Informativitat, d.h. die unterschiedliche Lange der beiden Allele.

Die Darstellung der Ergebnisse der PAGE erfolgte durch eine radioaktive Markierung der PCR-
Produkte (Markierungsreaktion) und die Exposition eines Rdntgenfilms mit dem gewaschenen und

getrockneten Polyacrylamidgel (Autoradiographie).

Die Mikrosatellitenanalyse umfasst mehrere Schritte, die in Tabelle 7 abgebildet sind und nachfolgend

erlautert werden.
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Polymerasekettenreaktion

Markierungsreaktion
Mikrosatellitenmarker und PCR-Bedingungen

Lyophilisation der PCR-Produkte

Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Gelpraparation
Elektrophorese
Waschen und Trocknen des Polyacrylamidgels

Autoradiographie

Auswertung

Tabelle 7 Arbeitsschritte der Mikrosatellitenanalyse

Polymerasekettenreaktion (PCR)

Markierungsreaktion

Die Markierung der PCR-Produkte erfolgte durch Bindung eines [a®PJATP (3000 Ci/mmol) an den 5-
Hydroxyl-Terminus eines Primers, katalysiert durch die T4-Polynukleotid-Kinase (Firma New England
Biolabs® Inc.) in entsprechendem Puffer. Die Markierungsreaktion wurde unmittelbar vor dem Ansetzen
der PCR durchgefiihrt und es wurde prinzipiell der Sense-Primer eingesetzt. Die Bestandfeile und

deren Endkonzenfrationen werden in der Tabelle 8 genannft.

Menge
Aqua destillata ad 20 pl
10xT4 PNK Puffer 2 pl
Sense primer Variabel (s. Tabelle X)
Y-ATP Variabel
T -Polynukleotidkinase 2 pl = 20 IE.
Tabelle 8
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Die Menge an [a?PJATP  wurde abhangig von der Zahl der PCR-Ansdtze, der Halbwertzeit des

radioaktiven Phosphors und dem zeitlichen Abstand des Synthesezeitpunktes ausgewahlt.

Der Markierungsansatz wurde nun in einem auf 37°C erhitzten Wasserbad fir 60 Minuten inkubiert
und anschlieBend zur Inaktivierung der T -Polynukleotidkinase fir 5 Minuten bei 65°C erhitzt. Es
folgte die Zugabe zu der PCR-Stammlosung.

Mikrosatellitenmarker und PCR-Bedingungen

Alle PCR-Reaktionen im Rahmen der Mikrosafellitenanalyse erfolgten als 3-Schritf-PCR mit den in
Tabelle 9 abgebildeten Reaktionszeiten und -temperaturen. Einzige Ausnahme bestand in der
Annealing-Temperatur, die fir jeden Mikrosatellitenmarker spezifisch etabliert wurde und in Tabelle 10

angegeben ist.

Fir die Mikrosatellitenanalyse wurde der Thermozykler GeneAmp® PCR-Sytem 9700 der Firma Applied
Biosystems verwendet. Die Mikrosaftelliten ACTBP-2, D3S1300, D3S1234, D9S1#1 und D9S942 wurden
von der Firma BioTeZ Berlin-Buch GmbH, die Mikrosatelliten L17686, UT5320 und D20S82 von der Firma
TIB MOLBIOL, Berlin syntheftisiert.

5 min 95 °C

Zyklus 1 - 45
30 sec [Annealing-Temperatur]
30 sec 72 °C
30 sec 95 °C

5 min 72 °C

Tabelle 9
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Marker Primersequenz Produkt | Annealing Reagenzien
groBe | Temperatur lin 25 pl
Reaktionsvollumen]
Dinukleotidrepeatmarker

D3S1300 | [s! CAC ATT CTA gTC AgC CTg AgA CA 132 bp 60°C 1xXPCR buffer | 96pM dNTP
las] AAA ATT gCA CCC CTA CCA CA 15mM MgClL, | 0,8pM primer

D3S1234 | [s] CCT gTg AgA CAA AgC AAg AC 99_121 60°C 1xXPCR buffer | 96pM dNTP
[as] gAC ATT Agg CAC Agg gCT AA bp 1,5mM MgCl, 0,8uM primer

D9S171 | [s] AAg TgA ACC TCA TCT CTg TCT g 156 bp 66°C 1xPCR buffer | 60pM dNTP
[as] CAA CCC TAg CAC TgA Tgg TA 1,5mM MgCl, 0,8uM primer

D9S942 | [sI gCA AgA TTC CAA ACA gTA 98 bp 52°C 1XPCR buffer | 96pM dNTP
[as] CTC ATC CTg Cgg AAA CCA TT 1,5mM MgCl, 0,8uM primer

Tetranukleotidrepeatmarker

ACTBP-2 [s] AAT CTg ggC gAC AAg AgT gA 291 bp 59°(C 1xPCR buffer 96pM dNTP
las] ACT TCT CCC CTA CCg CTA TA 1,5mM MgClL, | 0,8yM primer

L17686 [s] TCA TAT TAT CTg AgT gTg ATT TgT 295 bp 53°C 1xPCR buffer | 96pM dNTP
Aag 2,0mM MgCl, 0,4pM primer

las] TgC ACA ACA CAT ACA CgT TCT C

UT5320 | [s] g9gA Agg AAg gAA ggA AAg gA 206 bp 58°C 1xPCR buffer | 50pM dNTP
[as] ggA gCT TgA gAT gAC CCT gA 1,5mM MgCl, 0,4pM primer

D20S82 | sl Tgg gCA ACA gAg TgA gAC C 240 bp 50°C 1xPCR buffer | 50uM dNTP
[as] gCC AgT gAC CTA ACA gAA ATC A 1,5mM MgCl, 0,4pM primer

Tabelle 10

Lyophilisation der PCR-Produkte

Die Lyophilisation ist ein Verfahren zur schonenden Entfernung wasserhaltiger Bestandteile einer

Losung. Dabei

Zentrifugation entzogen. Die Lyophilisation war erforderlich, um die Konzentration der PCR-Produkte

zu erhohen. Auf diesem Wege konnten die notwendigen PCR-Produkt-Mengen in die 6-7 pl fassenden

wird das Wasser

Geltaschen des Polyacrylamidgels appliziert werden.

Die Zentrifugation erfolgte bei 37°C in der Zentrifuge Univapo 150 H (Fa. UniEquip GmbH), das Vakuum
wurde durch die Vakuumpumpe Unijet Il Refridgerated Aspirator (Fa. UniEquip GmbH) erzeugt. Eine

_ L2 -

in Form von Wasserdampf iber ein Vakuum bei

gleichzeitiger



vollstandige Lyophilisation eines 25 pl PCR-Ansatzes wurde in der Regel bereits nach 60 Minuten
erreicht. AnschlieBend wurden die PCR-Produkte in 6pl Ladepuffer (Formamid, Xylenecyanol und

Bromphenolblau) aufgenommen und zur vollsténdigen Losung dber Nacht bei +4°C gelagert.

Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Zur Separation der PCR-Produkte wurde eine denaturierende PAGE etabliert. Die denaturierende PAGE
ermoglicht die Trennung von DNA-Fragmenten, die sich in ihrer GréBe nur in einem Basenpaar
unterscheiden. Die denaturierende PAGE ist besonders glinstig, wenn vorrangig nach GroBe und nicht

nach Sequenz separiert werden soll.

Gelpraparation

Die Zusammensetzung der Polyacrylamidgele erfolgte in Anlehnung an Vorarbeiten von Litt et al. (66)

in der nachfolgenden Zusammensetzung (Tabelle 11).

Polyacrylamidgele entstehen durch radikalische Polymerisation der Acrylamide. Die Polymerisation
wurde durch Ammoniumperoxodisulfat (APS) initiiert und durch Tetramethylethylendiamin (TEMED)
katalysiert. Es bilden sich lineare Polyacrylamidfaden. Das N,N'-Methylenbisacrylamid ermoglicht eine

Quervernetzung zu einem dreidimensionalen Maschenwerk.

Es wurden Gele mit zwei unterschiedlichen Acrylamid/Bisacrylamid-Konzenfrationen verwendet um der
abweichenden  ProduktgroBe  Rechnung zu  tragen. Fir die groBeren  PCR-Produkte
(Mikrosatellitenmarker ACTBP-2/L17686/UT5320/D20582, 206-295 bp) wurden Polyacrylamidgele mit
einer Endkonzentration des Acrylamid-Bisacrylamid von 6 % verwendet. Fir die kleineren PCR-
Produkte (98-156 bp) wurde eine Endkonzentration von # % gewahlt. Um eine vollstéandige

Polymerisation zu gewahrleisten, wurden die Polyacrylamidgele iber Nacht gelagert.
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Substanz Menge Endkonzentration

Harnstoff (CHN,0) 26,9 g 5,6 mol/l
Formamid (HCONH2) 25,6 ml 32%
10 X TBE - Puffer 8,0 ml 1X

(Trisborat [0,9 mol/l])

(EDTA [0,02 mol/L])

Acrylamid-/Bisacrylamid-Lsg. 14 ml 1%
(40%, 19:1) 12 ml 6%
Tetramethylethylendiamin 99 % (TEMED) 80 pl 0,1 %
(CHN)
Ammoniumperoxodisulfat (APS) 25 % 200 pl 0,25 %
(INH,),5,0)
Aqua destillata Ad 80 ml
Tabelle 11

(Polyacrylamidgel-) Elektrophorese

Die PAGE wurde bei einer Leistung von 70 Waftt fir 3,5-5 Stunden durchgefiihrt, abhangig von der
GroBe der jeweiligen Produkte. Sie wurde in einer vertikalen Gelkammer der Fa. BRL Life Technologies
(Sequencing Gel Electrophoresis Apparatus) durchgefiihrt. Vorangehend erfolgte ein Vorlauf von 60

Minuten (70 Watt).
Ladepuffer: Formamid, Bromphenolblau, Xylenecyanol

Laufpuffer: TBE (1x)

Waschen und Trocknen des Polyacrylamidgels

Im Anschluss an die Elektrophorese wurde das Polyacrylamidgel in einer Losung bestehend aus 200 ml
Essigsaure (100 %), 600 ml Methanol (100 %) und 3200 ml deionisiertem Wasser fir 10 Minuten
gewaschen und fixiert. AbschlieBend wurde es in einem Geltrockner (Model 583, Fa. Bio-Rad) fir etwa

2 Stunden getrocknet.
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Autoradiographie

Die Auforadiographie beschreibt die Exposition eines Rontgenfilmes mit dem gefrockneten
Polyacrylamidgel nach PAGE. Durch die radioaktive Markierung erfolgt die Schwarzung des

Rontgenfilms.

Die Expositionszeiten befrugen in der Regel 12 bis 24 Stunden, in Einzelfdllen auch langer.
Materialien:

Medizinischer Rontgenfilm, Format 35 x 43 cm (x-ray Retina, Fotochemischen Werke-Berlin Képenick)

Expositionskassetten 38 X 46 cm (Kodak)

Auswertung

Die Auswertung erfolgte visuell durch zwei unabhangige Untersucher.

- Ein LOH lag vor, wenn ein Allelsignal auf weniger als 50 % reduziert oder vollstandig

verloren gegangen war.

- MIN lag vor, wenn eine zusafzliche Bande bzw. Banden im Bereich der spezifischen Allele

auftraten oder wenn ein Verschieben (shift) eines Allelsignals nachweisbar war

Fir den Nachweis wurden konkordante Ergebnisse in Screening- und Bestatigungsanalyse gefordert,

mindestens aber in zwei unterschiedlichen PCR-Reaktionen.

3.3 Statistische Auswertung

Fir die Berechnung statistischer Signifikanzen wurden drei statistische Methoden verwendet, der U-
Test nach Mann und Whitney (Rangsummen-Test), der exakte Test nach Fisher und der Chi’-Test. Die
jeweiligen Gegenstande der Berechnung respektive das ggf. verwendete Statistik-Programm sind in

Tabelle 12 dargestellt.

A



Test-Methode

Gegenstand der Berechnung

Statistik-Programm

U-Test nach Mann und Whitney

Vergleich der Extraktionsmethoden

Vergleich  DNA-Gehalt in  Tumor- und

Kontrollpatienten

Vergleich NSCLC- und SCLC-Patienten bzgl.

des Nachweises von MA in zellfreier (3.4.2) StatXact - Version 6
, und zellularer (3.7) DNA aus der BL
Fisher s exakter Test
Zusammenhang des endoskopischen
Wachstumsmuster mit dem Nachweis von MA StatXact - Version 6
in zellfreier und zellularer DNA aus der BL
. Vergleich der MA in der zellfreien DNA bei .
Chi>-Test StatXact - Version 6

Tumor- und Kontrollpatienten

Tabelle 12
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4  Ergebnisse

4.1 Untersuchungsmaterial BL

Die Exfraktion der zellfreien DNA erfolgte nach Separation der zellularen Bestandfeile durch
Zentrifugation. Die vollstandige Elimination der zellularen Bestandteile wurde exemplarisch durch
mikroskopische Unftersuchungen kontrolliert. Fir die Extraktion der zellfreien DNA wurden
untersuchungsabhdngig variierende Mengen zwischen 3,0 ml und 6,0 ml an BL eingesetzt. Unterschiede

des Volumens an akquirierter BL zwischen Tumor- und Kontrollpatienten bestanden nichf.

4.2 Nachweis zellfreier DNA in der BL

In allen 59 Patienten konnte DNA aus dem zellfreien Uberstand der BL isoliert werden. Der Nachweis

erfolgte qualitativ und quantitativ mittels PCR-basierter Mefthoden.

Nach jeder DNA-Extraktion erfolgte eine Erfolgskontrolle durch eine qualitative PCR gemaB3 dem unter
Material und Methoden aufgefiihrten Protokoll. Beispielhaft ist in Abbildung 2 eine Agarosegel-
Elektrophorese einer Konfroll-PCR abgebildet.

- - -

Abbildung 2 Darstellung einer Agarosegelelektrophorese einer Kontroll-PCR (Linie 1: pUC Mix
Marker 8, Linie 2-5: DNA-Extraktionen, Linie 6: Negativkontrolle)

A



4.3 Quantifizierung der extrahierten, zellfreien DN A aus der BL

Die Bestimmung des DNA-Gehaltes erfolgte in dem Eluat nach Isolation aus dem zellfreien Uberstand
der BL. Fir die DNA-Isolation wurden zwei Verfahren etabliert, die Extraktion mit heiBem Phenol und

Isopropanol (hPIP) und die Extraktion mit dem QiaAMP® DNA Blood Mini Kit.

Die DNA-Konzentration ist primar abhangig von dem verwendeften Isolationsverfahren. Die
Einflussfaktoren sind in Tabelle 13 dargestellt. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt in Abhangigkeif

des verwendeten Isolationsverfahrens.

hPIP-Extraktion Extraktion mit dem QiaAMP® DNA
Blood Mini Kit
Volumen der eingesetzten BL Variabel, 3,0 - 6,0 ml 1,0 ml

(siehe Abschnitt 3.1)

Volumen des Eluats 30 pl 150 pl

Tabelle 13 Unterschiede in Bezug auf die beiden Extraktionsverfahren

Fir die Bestimmung der DNA-Konzentration ist die Etablierung einer Standardkurve erforderlich
anhand derer durch |Interpolation die Berechnung der Konzentrationen in den einzelnen

Patientenproben erfolgt.

4.3.1 Etablierung der Standardkurve

Die Standardkurve wurde aus drei Verdinnungsreihen errechnet, die parallel zu den Patientenproben
amplifiziert wurden. Die C -Werte der einzelnen Proben der Verdunnungsreihe werden in Tabelle 14

dargestellt. In der letzten Spalte werden die Mittelwerte der C -Werte gebildet.
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Standardkurve | | Standardkurve Il | Standardkurve Il | Mittelwert der
Standardkurven
Kopiezahl C,-Werte
10° 16,1 16,6 - -
10¢ 19,9 19,9 19,6 19,8
o 10° 20,3 20,8 20,9 20,7
£
e
4 10¢ 24,5 25,7 24,3 24,8
2
S 10° 214 28,2 28,3 28,0
o
@
= 102 32,7 32,2 32,8 32,6
10 36,0 35,3 36,3 35,9
Effizienz 96,9% 102,7% 97,6%
Tabelle 14 Ergebnisse der Amplifikation der Verdiinnungsreihen und Berechnung des Mittelwertes

der jeweiligen CT-Werte

In Abbildung 3 erfolgt die Darstellung der C -Werte in Bezug auf die Kopiezahlen der jeweiligen
Proben der Verdinnungsreihe. Die dargestellte Trendlinie respektive ihre Funktion stellt die
Grundlage fiir die Berechnung der Kopiezahlen in den Proben mit unbekanntem DNA-Gehalt dar. Die

Funktion der Trendlinie wird in Formel 1 dargestellt.

1,00E+07
1,00E+06 {f
1,00E+05
1,00E+04 DK
. 14 Reihel
Kopiezahl . .
Exponentiell (Reihel)
1,00E+03 X}
y = 2E+11e70%0%
1,00E+02 X R? = 0,979
1,00E+01 X]
1,00E+00 T T
0 10 20 30 40 50
CT-Wert
Abbildung 3
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4.3.2 Konzentration der DNA in den einzelnen Patien  tenproben

Die Berechnung des DNA-Gehalfes erfolgt in mehreren Schritten, die nachfolgend erlautert werden.

Berechnung der Kopiezahl

In Formel 1 wird die Funktion der oben erlauterten Trendlinie dargestellt. Mit dieser Funktion ldsst
sich durch Verwendung des probenspezifischen C-Wertes die Kopiezahl der jeweiligen Probe

berechnen.

Y = 2 X 10(11) X e[70,663x>()

Formel 1

Berechnung des DNA-Gehaltes

Die Kenntnis der Kopiezahl ermoglicht eine Aussage iber die Zahl der enthaltenen genomischen
Zellaquivalente. Da das Molekulargewicht eines humanen Genoms bekannt ist, kann die DNA-

Konzentfration aus der Kopiezahl gemal3 Formel 2 errechnet werden.

Molekulargewicht des humanen Genoms (haploid): MG = 3,3 pg DNA
Kopiezahl ERV-3 / humanes Genom (haploid): 1 Kopie
DNA-Konzentration in der Extraktionslosung:

[DNA] ng/pl = Kopiezahl X/pl x 3,3 pg x 0,001

Formel 2 Berechnung der DNA-Konzentration aus der Kopiezahl

hPIP-Extraktion

Fir diese Methode wurden die oben angegebenen Mengen an zellfreiem Uberstand eines Patienten (x =
3,9 ml) aus der BL verwendet. Die DNA wurde nach Extraktion in 30 pl Losungspuffer aufgenommen.
Die Methode wurde fir die Extraktion der DNA von 28 Patienten genutzt, darunter 17 Tumorpatienten

und 11 Kontrollpatienten. Die resultierenden DNA-Konzentrationen werden in Tabelle 15 dargestellt.
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Patienten- Mittelwert Median Min-Max
zahlen [ng/pll [ng/pl] [ng/pl]
hPIP-Extraktion 28 55,4 5,1 0,01 - 476,5
Tumorpatienten 17 42,6 6,5 0,01 - 373,6
Kontrollpatienten " 75,3 28 013 - 476,5
Tabelle 15 Berechnete DNA-Konzentrationen in Tumor- und Kontrollpatienten nach DNA-Isolation

mit der hPIP-Extraktion

Die gefundenen DNA-Konzentrationen weisen eine ausgeprdgte Streuung auf. In Anbetracht der
deutlich voneinander abweichenden Werte des Mittelwertes und des Medians ist von einer

asymmetrischen Verteilung des DNA-Gehaltes auszugehen.

Extraktion mit dem QiaAMP DNA Blood Mini Kit®

Fir diese Methode wurde jeweils 1,0 ml der BL verwendet. Die extrahierte DNA verblieb in 150 pl eines
Elutionspuffers. Die Methode wurde fir die Isolation der DNA von 13 Tumorpatienten und 18

Kontrollpatienten angewendet.

Es zeigte sich gleichermaf3en eine groBe Streubreite der DNA-Konzentration, Mittelwert und Median

weichen ebenfalls deutlich voneinander ab (Darstellung in Tabelle 16).

Patienten- Mittelwert Median Min-Max
zahlen [ng/pll [ng/pl] [ng/pl]
Extraktion mit dem 31 13,1 1,0 0,01 - 261,2
QiaAMP DNA Blood Mini Kit®
Tumorpatienten 13 22,5 1.2 0,07 - 261,2
Kontrollpatienten 18 6,3 0.9 0,01 - 39,9
Tabelle 16 Berechnete DNA-Konzentration in Tumor- und Kontrollpatienten nach DNA-Isolation

mit dem QiaAMP DNA Blood Mini Kit®
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4.3.3 Verwendete Mengen an DNA-Template im Rahmend er

Mikrosatellitenanalyse

Im Rahmen der Mikrosatellitenanalyse wurde zunachst eine Screeninganalyse (s. auch Punkt 3.2.4.)
durchgefihrt. Hier wurden standardmaBig drei Mikroliter des DNA-Isolates eingesetzt. Entsprechend
wiesen die eingesetzten DNA-Template-Mengen eine grof3e Spannbreite auf und lagen zwischen 0,03

ng/ml und 1429,5 ng/ml pro PCR-Ansafz.

4.3.4 Vergleich der Extraktionsmethoden

Eine Vergleichbarkeit der beiden Methoden wird erreicht durch die Berechnung des DNA-Gehaltes eines
definierten Volumens BL. Die DNA-Isolation in den einzelnen Methoden erfolgte entweder mit der einen
oder der anderen Methode, ein Vergleich der beiden Mefhoden innerhalb einer Patientenprobe wurde

nicht durchgefihrt.

hPIP-Extraktion
X [ng/ml] = Y [ng/pl]l x 30 pl x (17 Z [ml])
Extraktion mit dem QiaAMP DNA Blood Mini Kit®

X [ng/ml] = Y [ng/pll x 150 pl x (1/Z [ml])

Formel 3 Berechnung der DNA-Konzentration X pro Milliliter BL (Y = DNA-Konzentration in der

Extraktionslosung, Z = Volumen der eingesetzten BL in Milliliter)

Die Ergebnisse der Berechnung sind in Tabelle 17 dargestellt. Die DNA-Extraktion mittels des
QiaAMP® DNA Blood Mini Kit ermoglicht eine groBere Ausbeute pro Milliliter BL, wobei der Unterschied
statistisch nicht signifikant ist (p > 0,05).

Eine Aussage uber die Effizienz der beiden Extraktionsverfahren beziglich der Extraktion aus der BL

ist anhand unserer Untersuchungen nicht moglich.
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Maximum Q.75% | Median | 0.25% Minimum Mittelwert

hPIP-Extraktion
7146,9 300,3 38,7 14,3 0,1 481
(n = 24)

QiaAMP® DNA Blood Mini Kit
39181,5 Eak; 154.,5 30,0 1,5 1964
(h =31

Tabelle 17 DNA-Gehalt bezogen auf einen Milliliter BL [ng/ml BL]

4.3.5 Vergleich der Tumorpatienten und der Kontroll ~ patienten hinsichtlich des
DNA-Gehaltes in der BL

Fir den Vergleich der beiden Patientengruppen ist die DNA-Konzenfration pro Volumeneinheit BL
erforderlich. Die Ergebnisse sind in Tabelle 18 aufgefihrf. Ein statistisch signifikanter Unterschied

zwischen den Tumor- und Kontrollpatienten konnte nicht festgestellt werden (p > 0,05).

hPIP-Extraktion QiaAMP® DNA Mini Kit
[ng/ml BL] [ng/ml BL]

Tumorpatienten

Median 66,3 184,5

Mittelwert 174,0 3372,6

Quantile (75 %/25 %) 2910 / 24,6 684,0 / 40,5
Kontrollpatienten

Median 23,1 1215

Mittelwert 91,3 946,3

Quantile (75 %/25 %) 2438 / 85 975,8 / 19,9

Tabelle 18
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4.4 Mikrosatellitenalterationen in der zellfreien D NA aus der BL von

Patienten mit histologisch gesichertem Lungenkarzin om

In der zellfreien DNA aus der BL bei den Pafienten mit diagnostiziertem Lungenkarzinom konnten
insgesamt 13 Mikrosafellitenalterationen nachgewiesen werden. Die Mikrosatellitenalterationen

verteilten sich auf acht der 30 Patienten, einem prozentualen Anfeil von 26,7 % entsprechend.

In 11 der 13 gefundenen Alterationen konnte ein Verlust der Heterozygotie (LOH) nachgewiesen
werden, wahrend die verbleibenden zwei Alterationen das Bild einer MIN zeigten. In den Patienten mit
der Diagnose NSCLC lieBen sich keine, in der Gruppe der Patienten mit der Diagnose SCLC hingegen

zwei Mikrosatelliteninstabilitaten nachweisen.

Die ausfihrliche Darstellung der Ergebnisse inklusive der nachgewiesenen Mikrosatellitenalterationen

in der zellularen DNA aus der BL erfolgt in der Tabelle 19.
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5 “ NSCLC

1 NSCLC

18 NSCLC

1 NSCLC

20 NSCLC

2 NSCLC

23 NSCLC

24 “ NSCLC

26 NSCLC

21 ¥ NSCLC

5 SCLC

16 4} SCLC

25 SCLC L L L | L L M

28 ] SCLC L M

29 4} SCLC M L

30 SCLC L LM M|L

13 ADC L

22 ADC
Tabelle 19 Ausfihrliche Darstellung der Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse bei den

Tumorpatienten (zellfreie UND zelluldre DNA aus der BL, L: LOH, M: MIN)
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4.4.1 Darstellung der Mikrosatellitenanalyse und au  sgewahlter

Mikrosatellitenalterationen in der zellfreien DNA a us der BL

Beispiel einer Mikrosatellitenanalyse

Die nachfolgenden Abbildungen stellen beispielhaft die Mikrosatellitenanalyse im Bereich des
Mikrosatellitenmarker D9S1#1 des Patienten 20 aus zellfreier und zellularer DNA aus der BL, sowie
aus zellfreier DNA aus dem Serum dar. Die Abfolge der einzelnen Untersuchungen ist schematisch in

Tabelle 20 dargestellt.

Screeninganalyse

Einmalige Analyse samtlicher Materialien eines Patienfen
[Durchfiihrung: alle Patienten]
Polyacrylamidgelelektrophorese [Autoradiographie 1. Lauf]
Polyacrylamidgelelektrophorese [Autoradiographie 2. Lauf]

Bestatigungsanalyse

Analyse mit unterschiedlichen Template-Mengen
[Durchfiihrung: bei Ausfallen/vermuteten Alterationen/Alterationen in der
Screeninganalyse]

Polyacrylamidgelelektrophorese [Autoradiographie 1. Lauf]

Polyacrylamidgelelektrophorese [Autoradiographie 2. Lauf]

Tabelle 20 Schema der Mikrosatellitenanalyse in unserem Labor. Darstellung der einzelnen

Arbeitsschritte.

In Abbildung &4 erfolgt die Darstellung des ersten Laufes der PAGE der Screeninganalyse. Die
Hauptbanden sind durch die beiden Pfeile markiert. Die aufgetragene DNA-Menge der zellfreien DNA
aus der BL ist deutlich hoher. Eine Vergleichbarkeit ist in dieser Darstellung nur eingeschrankt

gegeben.
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e —

S BL L BIc

Abbildung & Darstellung 1. Lauf der PAGE der Screeninganalyse des Patienten 20 im Bereich des
Mikrosatellitenmarker D9S171 (+ = Markierung der beiden Allele, S = Serum, BL = zellfreie DNA aus
der BL, BLc = zelluldre DNA aus der BL, L = lymphozytdre DNA)

m

S BL LBlc

Abbildung 5 Darstellung 2. Lauf der PAGE der Screeninganalyse des Patienten 20 im Bereich des
Mikrosatellitenmarker D9S17#1 (S = Serum, BL = zellfreie DNA aus der BL, BLc = zelluldre DNA aus der
BL, L = lymphozytédre DNA)

In Abbildung 5 wird der 2. Lauf der PAGE der Screeninganalyse mit angepassten Volumina der
aufgetragenen DNA-Mengen dargestellt. Die einzelnen PCR-Ergebnisse konnen visuell besser
miteinander verglichen werden. In der vorliegenden Darstellung erscheint das leichte Allel der

zellfreien DNA aus der BL unterreprasentiert, so dass eine gezielte Bestatigungsanalyse dieser DNA
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durchgefihrt wurde. In Abbildung 6 wird der erste Lauf der PAGE der Bestatigungsanalyse
dargestellt. Bei gegebener Vergleichbarkeit kann sowohl ein Verlust der Heterozygotie als auch eine

Mikrosatelliteninstabilitat sicher ausgeschlossen werden.

L BI.BI,

Abbildung 6 Wiederholung der PCR und PAGE, Patient 20, DS91#1 mit differierenden Mengen an
eingesetztem DNA-Template (BL=4 pl DNA-Template, BL,=5pl DNA-Template)

Beispiele tumorassoziierter Veranderungen der Mikrosatellitenmarker - Verlust der Heterozygotie

Patient: 25

Mikrosatellitenmarker: D351300

Material: zellfreie DNA aus der BL

Erkrankung: SCLC, extensive disease bei hepatischer Metastasierung, Z.n. 1. Zyklus einer
Polychemotherapie, endobronchial sichtbares Tumorwachstum

In Abbildung 7 erfolgt die Darsfellung des zweiten Laufes der Bestatigungsanalyse. Im Vergleich mit
der PCR-Analyse der lymphozytaren DNA imponiert eindeutig ein LOH des schweren Allels des
Mikrosatellitenmarkers D351300.
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Abbildung 7 Darstellung zweiter Lauf der PAGE der Bestatigungsanalyse (= = Markierung des
deletierten Allels, BL = zellfreie DNA aus der BL, unterschiedliche Template-Mengen [& pl, 5 pll)

Beispiele tumorassoziierter Verdnderungen - Mikrosatelliteninstabilitdt (MIN)

Patient: 30

Mikrosatellitenmarker: L17686

Material: zellfreie DNA aus der BL

Erkrankung: SCLC, extensive disease, klinisches Restaging nach sechs Zyklen einer

Polychemotherapie
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|l BL| BLBLL

Abbildung 8  Darstellung von Screening- (links) und Best&tigungsanalyse (rechts) (BL = zellfreie

DNA aus der BL, in der Best&tigungsanalyse zwei differierende Template-Mengen [& pl, 5 pll)

In Abbildung 8 erfolgt die Darstellung des zweiten Laufes von Screening- und Bestafigungsanalyse. Im
Vergleich mit der PCR-Analyse der lymphozytaren DNA imponiert in den drei Proben aus Screening-

(DNA-Template: 3 pl) und Bestatigungsanalyse (DNA-Template: & pl und 5 pl) eine zusatzliche Bande.

4.4.2 Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse in Bezu g auf die histologischen

Subgruppen

Unter den 30 Tumorpafienten befanden sich 22 Patienten mit einem Nichtkleinzelligen Lungenkarzinom
(NSCLC), sechs Patienten mit einem Kleinzelligen Lungenkarzinom (SCLC) und zwei Patienten mit einem

Adenoidzystischen Karzinom (ADC).

Bei Betrachtung der histologischen Subgruppen im Hinblick auf den Nachweis von MA zeigte sich, dass
signifikant mehr Patienfen mit Nachweis eines SCLC ein oder mehrere Mikrosatellitenalterationen
aufwiesen als Patienten mit einem NSCLC (p=0,02). Im Falle der Patienten mit SCLC konnten in vier der
sechs Patienten sieben Verluste der Heterozygotie (LOH) und zwei Mikrosatelliteninstabilitaten
nachgewiesen werden. Demgegeniiber zeigten sich in den 22 Patienten mit NSCLC drei Patienten mit
jeweils einem LOH. Die vollstandige Verteilung der nachgewiesenen Mikrosafellitenalterationen auf die

histologischen Untergruppen ist in Tabelle 21 dargestellt.
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Mikrosatellitenalterationen | Anteil der Patienten mit

Patienten mit einem Nachweis = 1 MA
NSCLC (n=22) 3 3/22
Adenokarzinome (n=9) 1 179
Plattenepithelkarzinome (n=8) 1 1/8
GroRzelliges Karzinom (n=2) 1 1/2

k.A. (n=3) 0

SCLC (n=6) 9 L/6
Adenoidzystischen Karzinom (n=2) 1 1/2

Tabelle 21 Verteilung der gefundenen Mikrosatellitenalterationen auf die histologischen

Untergruppen

4.4.3 Zusammenhang zwischen endoskopisch imponieren dem
Wachstumsmuster des Tumors und den Ergebnissen der

Mikrosatellitenanalyse

Bei bronchoskopisch sichtbarem, endobronchialen Tumorwachstum konnte in 38,9% der Patienten
mindestens eine Mikrosatellitenalteration in der zellfreien DNA nachgewiesen werden, demgegeniber
nur in 8,3 % der Patienten, bei denen sich kein endobronchiales Tumorwachstum darstellen lie3. Ein

signifikanter Zusammenhang wird mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % nicht erreicht (p=0,065).

Der Nachweis von Mikrosafellitenalterationen in der zellularen DNA stellte sich unabhangig von dem

endoskopisch imponierenden Wachstumsmuster dar (p>0,05) (Tabelle 22).
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Endobronchiales

Tumorwachstum (n=18)

Extrabronchiales

Tumorwachstum (n=12)

Anteil der Patienten 38,9 % 83 %

Zellfreie DNA - BL .
mit = 1 MA (7/18) (1/12)
Anteil der Patienten 222 % 250 %

Zellulare DNA - BL .
mit = 1 MA (4/18) (3/12)

Tabelle 22 Darstellung der Ergebnisse in Abhangigkeit des endoskopisch imponierenden

Tumorwachstums (Untersuchungen in der zellfreien als auch zelluldren DNA aus der BL)

4.4.4 Zusammenhang zwischen zytologischen Befunden und den Ergebnissen

der Mikrosatellitenanalyse

In sieben der 30 Tumorpatienten ergab die zytologische Analyse der BL durch die Kollegen der

Pathologie maligne Zellen. Die restlichen 23 Tumorpatienfen zeigten keine malignen oder

malignitatssuspekten Zellen in der zytologischen Analyse. Die Haufigkeit des Nachweises von MA in
zellfreier und zellularer DNA stellte sich unabhdngig von den zytologischen Befunden dar. Sowohl in
der Gruppe der Zytologie-positiven als auch in der der Zytologie-negativen Tumorpatienten weisen

etwa 30% (28,6 respektive 34,8%) der Patienten ein oder mehrere MAs auf (Tabelle 23).

Tumorpatienten 2 1 MA Kein Nachweis einer MA
8/23 15/23
Zytologie-negativ
(34,8%] [65,2%]
2/1 5/1
Zytologie-positiv
[28,6%] [71,4%]
Tabelle 23
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4.5 Mikrosatellitenalterationen in der zellfreien D NA aus der BL von

Patienten ohne Nachweis einer malignen Grunderkrank  ung

In der zellfreien DNA aus der BL bei Patientfen ohne Nachweis einer malignen Grunderkrankung
konnten insgesamt sechs MA nachgewiesen werden (Tabelle 24). Die Mikrosatellitenalterationen
verteilten sich auf finf der 29 Patienten, einem prozentualen Anteil von 17,2 % enfsprechend. Die
Mikrosatellitenalterationen bestanden in 5 der 6 gefundenen Alterationen in einem Verlust der
Heterozygotie (LOH). Die verbleibende Alteration zeigte das Bild einer Mikrosatelliteninstabilitat (MIN).
In den Mikrosatellitenmarkern D3S1300, D20S82 und D9S1#1 konnten keine Mikrosatellitenalterationen

nachgewiesen werden.

Dariiber hinaus zeigte der Patient 50 eine MA (LOH) im Bereich des Markers L17686, allerdings

ausschlieBlich in der zellularen DNA aus der BL.

> o o
S| 8| & 203 88| &
2 ~ @ 2 w wn bl 2
o = S o S ] = N
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9| b L
52 L
54 L
50 L
Tabelle 24 Patienten aus der Kontrollgruppe mit Nachweis einer Mikrosatellitenalteration in der

zellfreien oder zellularen DNA aus der BL. Patient 50 zeigt ausschlieBlich einen Verlust der

Heterozygotie in der zelluldren DNA.

Das Durchschnittsalter der finf Patienten betrug 69,4 Jahre. Unter den finf Patienten mit
nachgewiesenen Mikrosatellitenalterationen befanden sich drei der neun Nichtraucher (Pat 37, 49, 52)

und zwei der sieben Frauen aus der Konfrollgruppe. Infolge der drei Nichtraucher liegt der
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durchschnittliche Zigarettenkonsum dieser finf Patienten bei acht Packungsjahren, wahrend die beiden

Raucher jeweils 20 Packungsjahre aufweisen. Die Grunderkrankungen der finf Patienfen sind in

Tabelle 25 aufgefiihrt.

Patient Zahl Grunderkrankung Packungsjahre (py)
der MA

37 Sarkoidose, atyp Mykobakteriose NR

[N Sklerodermie 20 py

49 Schwere, purulente Bronchitis NR

52 Sarkoidose NR

54 Benigne Trachealstenose 20 py, ex 1992

Tabelle 25 Grunderkrankungen der Patienten aus der Kontrollgruppe mit Nachweis von = 1 MA

(unter Zahl der Mikrosatellitenmarker sind nur die Alterationen in der zellfreien DNA aus der BL

aufgefiihrt)

Beispiel eines Verlustes der Heterozygotie bei einem Patienten der Kontrollgruppe

Patient:
Mikrosatellitenmarker:
Material:

Erkrankung:

S5k

D9S942

zellfreie DNA aus der BL

Benigne Trachealstenose, bronchoskopische Verlaufskonfrolle bei Zustand

nach endotrachealer Stentimplantation, tumorfrei

_ 6k -



=
oy =2

BLL BLL

Abbildung 9 Deletion des groBeren Allels des Mikrosatellitenmarker D95S942, dargestellt in der
Screening- (links) und Bestatigungsanalyse (rechts) mit unterschiedlichen DNA-Template-Mengen (3 pl,
5 pl). In der Bestatigungsanalyse wurde aus Mangel an Material nur eine PCR durchgefiihrt (BL =

zellfreie DNA aus der BL, L = lymphozytdre DNA)

4.6 Vergleich der Ergebnisse der Mikrosatellitenana  lyse in der zellfreien

DNA aus der BL in den Tumor- und Kontrollpatienten

Insgesamt konnten in der Gruppe der Tumorpatienten nahezu doppelt so viele MA defektiert werden
wie in der Konfrollgruppe. Die Sensitivitat fir den Nachweis eines Lungenkarzinoms betragt lediglich

26,7 %. Die Spezifitat betragt 83 % (siehe auch Tabelle 16).

Befrachtet man die Zahl der Patienten mit = 1 MA in den Tumorpatienten und der Kontrollgruppe ist

kein signifikanter Unterschied festzustellen (p=0,38) (Tabelle 26).

Tumorpatienten Kontrollgruppe
Yy MA 13 6
z 1 MA [%] 26,7 % (8/30) 17,2 % (5/29)

Tabelle 26 Vergleich der Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse (Y, MA: Summe der gefundenen
Mikrosatellitenalterationen, = 1 MA [%]: Prozentualer Anteil der Patienten mit Nachweis von

mindestens einer Mikrosatellitenalteration)
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Die einzelnen Mikrosatellitenmarker variieren in ihrer Diskriminationsfahigkeit (Abbildung 10). In
unseren Untersuchungen erscheinen die Marker D3S1300 und D20S82 mit zwei MA in der Gruppe der

Tumorpatienten und fehlenden MA in der Kontrollgruppe als geeignet.

ACTBP-2 I '
D3s1234 I '
0351300 . :

L17686 — '

Tumorpaienten
UTH320 I !
. n Kontrollpstienten

020582 |

D9S171 i '

095942 —

3 2 1 0 1 2 3 4
ZAH. DER MEROSATELLITEHALTERATIONBI

Abbildung 10  Zahlen der gefundenen Mikrosatellitenalterationen in den Tumor- und

Kontrollpatienten in den einzelnen Mikrosatellitenmarkern

4.7 Vergleich der Ergebnisse der Mikrosatellitenana  lyse in der zellfreien und

zellularen DNA aus der BL in Tumor- und Kontrollpat  ienten

Samtliche detektierten MA in der zelluléren DNA aus der BL sind in Tabelle 19 (Tumorpatienten) und
Tabelle 24 (Kontrollgruppe) dargestellt und in Tabelle 27 zusammengefasst. Im Vergleich der beiden

Kompartimente zellfreie vs. zellulare DNA aus der BL ist das Folgende festzustellen.

Die Untersuchungen in der zellularen DNA besitzen eine hohere Spezifitat bei diskret geringerer
Sensitivitat im Hinblick auf die Unterscheidung zwischen Tumor- und Kontrollpatienten (Tabelle 16). Ein
signifikanter Unterschied in Bezug auf die Patientenzahlen mit ein oder mehreren MA bestand

ebenfalls nicht (p=0,066).
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Tumorpatienten Kontrollgruppe
Zellfreie DNA Yy MA 13 6
z 1 MA [%] 26,7 % (8/30) 17,2 % (5/29)
Sensitivitat 26,7 %
Spezifitat 82,8 %
Zelluldre DNA Yy MA " 2
z 1 MA [%] 23,3 % (71/30) 6,9 % (2/29)
Sensitivitat 233 %
Spezifitat 931 %
Tabelle 27 Vergleich der Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse in den beiden Kompartimenten

In der Gruppe der Tumorpatienten konnte in fiinf Fallen eine tbereinstimmende MA in zellfreier und
zellularer DNA der BL detektiert werden. Die verbleibenden Mikrosatellitenalterationen stellten sich
jeweils nur in einem der beiden Kompartimente dar. In der Kontrollgruppe zeigte sich eine
Ubereinstimmung (Tabelle 28). Eine Ubereinstimmung wurde nur als solche dokumentiert, wenn
reproduzierbar das gleiche Allel delefiert war. Bei nicht ibereinstimmender Alleldeletion wurde ein

Artefakt angenommen.

Auch in der zelluliren DNA zeigte sich ein Ubergewicht an detektierten MA in den SCLC-Patienten
(gegeniiber den NSCLC-Patienten. Ein statistisch signifikanter Unterschied bestand aber nicht (p=0,12).

Im Gegensatz zu den Unfersuchungen in der zellfreien DNA zeigten die Ergebnisse der zellularen DNA

keine Abhangigkeit von dem endoskopisch imponierenden Tumorwachstum (Tabelle 10).

Der Nachweis von MA zeigte sich in beiden Kompartimenten unabhangig von den zytologischen

Ergebnissen in den jeweiligen Patienten.

In der zellularen DNA zeigten sich insgesamf drei MIN, alle im Bereich des Tetranukleotidrepeat-

markers L17686 und ausschlieBlich bei Patienten mit einem SCLC.

In Patient 50, einem Patienten aus der Kontrollgruppe, lieB sich ausschlieBlich eine MA (LOH) in der
zellularen DNA finden. Bei dem Patienten wurde bei einmaligen Hamoptysen der Ausschluss eines

Lungenkarzinoms anhand einer CT-Untersuchung des Thorax, sowie einer Bronchoskopie durchgefiihrt.
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Tabelle 28 Darstellung der gleichermaflen in zellfreier und zellularer DNA aus der BL gefundenen

Mikrosatellitenalterationen (Patienten 12, 25, 30 und 49)

4.8 Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse in der ze  llfreien DNA aus der BL

und Zigarettenkonsum

Der Nachweis von Mikrosafellitenalterationen stellt sich in unseren Untersuchungen unabhangig von
dem Nikotinabusus der Patienten dar. In Abbildung 11 wurden jeweils die Kollektive der Patienten mit
respektive ohne Nachweis von MA in der zellfreien DNA aus der BL (Trennung von Tumorpatienten
und Kontrollgruppe) beziiglich ihres Nikotinkonsums verglichen. Bei den Tumorpatienten zeigt sich ein
nahezu identischer Nikofinabusus in den beiden Gruppen. In der Konfrollgruppe finden sich unter den
funf Pafienten, bei denen ein oder zwei MA nachgewiesen wurden, sogar drei der insgesamf neun

Nichtraucher aus der Kontrollgruppe.
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m Patienten ohne Nachw eis von MA

= Patienten mit Nachw eis von = 1 MA

Packungsjahre

\

Nikotinabusus der Nikotinabusus der
Tumorpatienten Kontrollgruppe

Abbildung 11 Nikotinabusus in Abhangigkeit von dem Nachweis von MA in der zellfreien DNA aus der
BL getrennt nach Tumorpatienten und Kontrollgruppe (Angaben oberhalb der Saulen: durchschnittlicher

Nikotinabusus in Packungsjahren, Patientenzahl)

4.9 Fehlende Analysen und nichtinformative Mikrosat  ellitenmarker

In den folgenden Tabellen sind die prozentualen Anteile nichfinformativer Mikrosatellitenmarker
(Tabelle 29) und die aufgrund von einem Mangel an Untersuchungsmaterial nicht durchgefihrten
Mikrosatellitenanalysen (Tabelle 30) aufgefiihrt. Beziiglich Ersterem fallt insbesondere auf, dass die

beiden Marker des kurzen Arms von Chromosom 3 in etwa einem Drittel der Patienten nicht informativ

waren.
ACTBP-2 | D3S1234 D3S1300 L17686 UT5320 D20S82 D9STH D9S942
Informativ
89,8 % 66,1 % 6L,k % 915 % 89,8 % 94,5 % 2 % 81,6 %
(%]
Nicht-
Informativ 10,2 % 339 % 356 % 85 % 10,2 % 55 % 288 % 18,4
(%]

Tabelle 29 Prozentualer Anteil der hetero- und homozygoten Auspragung der einzelnen

Mikrosatellitenmarker in dem untersuchten Patientenkollektiv
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Zellfreie DNA aus der BL

Fehlende Analysen insgesamt 59/472 (12.5%)
Tumorpatienten 437240 (17.9%)
Kontrollpatienten 16/232 (6.9%)

Zellulare DNA aus der BL

Fehlende Analysen insgesamt L3/472 (10.0%)
Tumorpatienten 33/240 (13.8%)
Kontrollpatienten 14/232 (6.0%)

Tabelle 30 Nicht durchgefiihrte Mikrosatellitenanalysen in den einzelnen Gruppen und

Kompartimenten (59 eingeschlossene Patienten, acht Mikrosatellitenmarker, 472

Mikrosatellitenanalysen jeweils in zelluldrer und zellfreier Phase der BL)
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5 Diskussion

Der diagnostische Algorithmus bei Verdacht auf ein Lungenkarzinom beinhaltet grundsatzlich eine
Bronchoskopie inklusive der Gewinnung von Bronchialsekret in Form einer Bronchiallavage. In diesem
Kontext wird die Bronchiallavage derzeit ausschlieBlich fir die zytologische Analyse beziglich des

Nachweises von malignen Zellen verwendet.

Die diagnostische Bedeutung der Bronchiallavage bei Verdacht auf eine pulmonale Neoplasie ist
gegenwartig verhaltnismaBig gering. Im Falle eines endoskopisch nicht sichtbaren Lungentumors ist die

BL nur in 36-52 % der Falle diagnostisch (8).

Basierend auf den Kenntnissen zu zellfreien Nukleinsauren in Serum und Plasma und anderen
Korperflissigkeiten bei Tumorpatienten sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht werden,
ob (i) zellfreie DNA in der BL regelhaft nachweisbar ist, (i) in welcher Quantitat sich diese
extrahieren lasst und (i) ob sich ein Hinweis fiir die Existenz von Tumor-DNA bei Patienten mit

Lungenkarzinomen ergibf.

Zellfreie DNA aus der BL konnte ein neues Kompartiment fir die auf molekularen Tumormarkern

basierende Frihdiagnostik sein.

5.1 Nachweis zellfreier DNA in der bronchialen Lava ge

In der vorliegenden Arbeit wurde, gema3 der aktuellen Literatur erstmalig, zellfreie DNA aus der
bronchialen Lavage von 59 Patienten isoliert und durch molekularbiologische Untersuchungen weiter

charakterisiert.

Der Nachweis zellfreier DNA gelang ausnahmslos bei allen Patienten. Die Extraktion der zellfreien
DNA aus der BL erfolgte durch zwei verschiedene Methoden, die nacheinander etabliert wurden, die
DNA-Extraktion mit heiBem Phenol und Isopropanol (hPIP) und die Extraktion mit dem QiaAMP® DNA
Blood Mini Kit (QiaAMP) in einer modifizierten Form.

Eine Vergleichbarkeit der beiden Extraktionsverfahren in Bezug auf die DNA-Ausbeute ist durch die
Berechnung des DNA-Gehaltes pro Volumeneinheit der bronchialen Lavage mdglich (Tabelle 17). In
Kenntnis der jeweils in die Extraktion eingesetzten Volumina an Bronchiallavage konnte eine
glnstigere Ausbeute fir die Verwendung des QiaAMP® DNA Blood Mini Kit gezeigt werden, wenngleich
die Mengenunterschiede keine statistische Signifikanz erreichten (p>0,05). Einschrénkend ist zu sagen,
dass kein direkter Vergleich der Extraktionsmethoden mit dem gleichen Ausgangsmaterial durchgefihrt
wurde. Neben der geringeren Ausbeute besitzt die hPIP-Extraktion weitere Nachteile. Sie erfordert
einen hoheren, logistischen Aufwand, da die ersten Extraktionsschritte umgehend nach Materialakquise
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erfolgen missen und ist insgesamt arbeits- und zeitintensiver. Aus diesen Grinden erfolgten nach
Etablierung der QiaAMP-Exfrakfion sdmfliche DNA-Isolationen aus der zellfreien BL mit diesem

Verfahren.

Nach der Extraktion wurde die zellfreie DNA mit drei PCR-basierten Methoden analysiert, darunter
eine quantitative Methode (rt-gPCR) und zwei qualitative Methoden (Erfolgskontrolle nach Extraktion,
Mikrosatellitenanalyse), eine ausreichende Quantitat und Qualitat der isolierten, zellfreien DNA fir

PCR-Analysen kann dementsprechend angenommen werden.

5.2 Quantifizierung der extrahierten, zellfreien DN A aus der bronchialen

Lavage

5.2.1 Interpretation der Ergebnisse

Die BL setzt sich aus steriler Kochsalzlosung und endobronchialem Sekret zusammen. Makroskopisch
imponieren ausgepragte Variationen des Bronchialsekretes hinsichtlich Menge, Charakter (putride,
sergs, blutig tfingiert) und Viskositat. Entsprechend war bereits prdanalytisch eine hohe Variabilitat

der Menge an zellfreier DNA zwischen den Proben sehr wahrscheinlich.

Die Quantifizierung der zellfreien DNA in der BL ergab Konzenfrationen zwischen 0,1 ng/ml und 3,9
pg/ml, einer Streuung Uber finf dekadische Potenzen enftsprechend. Der Mittelwert betrug in
Abhangigkeit von der verwendeten Extraktionsmethode 481 ng/ml BL (hPIP) respektive 1964 ng/ml BL
(QiaAMP), der Median lag bei 38,7 (hPIP) respektive 154,5 ng/ml BL (QiaAMP).

Vergleichswerte beziglich der Konzentration zellfreier DNA in der BL sind in der aktuellen Literatur
lediglich in einer Publikation aus unserer Arbeitsgruppe zu finden, deren Unfersuchungen der
vorliegenden Arbeit nachfolgten (67). Unter Verwendung gleicher Methoden fiir DNA-Extraktion
(QiaAMP) und -Quantifizierung zeigte sich bei Schmidt et al. ein etwas niedrigerer DNA-Gehalt. Bei den
Patienten mit Lungenkarzinom wurde ein Mittelwert von 85 ng/ml BL (n=9) und bei den
Kontrollpatienten von 93 ng/ml BL nachgewiesen. Die potentielle Bedeutung der zellfreien DNA aus
der BL fir die Diagnostik wurde in der Arbeit von Schmidt et al. insbesondere durch den direkten
Vergleich von Plasma und BL hervorgehoben. Die simultane Extraktion und Quantifizierung innerhalb

eines Individuums ergab signifikant hohere Konzentrationen an zellfreier DNA in der BL.

Vergleiche mit Quantifizierungen zellfreier DNA aus Serum und Plasma anderer Publikationen besitzen
aufgrund der Verwendung unferschiedlicher Extraktions- aber auch Quantifizierungsmethoden nur

eingeschrankte Aussagekraft. Die durchschnittlichen DNA-Konzentrationen in den Untersuchungen im
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Serum und Plasma lagen zwischen 3,7 und 594 ng/ml bei Tumorpatienten und zwischen 1,8 und 78

ng/ml bei Kontrollpatienten (41).

Zellfreie DNA im Sputum wurde erst in einer einzigen Publikation beschrieben. Van der Drift et al.
fanden DNA-Konzentrationen von 312 + 61 ng/ml Sputum (Mittelwert + SD) bei Tumorpatienten und
1033 + 227 ng/ml bei Kontrollpatienten (rt-qPCR, humanes B-Globin) (49).

Nachdem zellfreie DNA im Plasma und Serum nachgewiesen wurde und die anteilige Existenz von
Tumor-DNA als bewiesen galt, wurde in einer Vielzahl von Publikationen untersucht, ob sich Tumor-
und Nichttumorpatienten allein durch die DNA-Konzentration unterscheiden lieBen. Die Antwort auf
diese Frage ist bis heute nicht eindeutig beantwortet. Zusammenfassend konnten in den meisten
Studien hohere DNA-Konzentrationen bei den Patienten mit Lungenkarzinom detektiert werden,
wenngleich nicht immer eine statistische Signifikanz erreicht wurde. Zudem bestanden in der Regel
unzureichende, diagnostische Sensitivitaten und Spezifitaten im Hinblick auf die Differenzierung von

Tumor- und Konfrollpatienten.

Fir die zellfreie DNA in der BL konnfe in unseren Untersuchungen kein signifikanter Unterschied im
DNA-Gehalt pro Volumeneinheit BL zwischen Tumor- und Kontrollpatienten identifiziert werden (p >
0,05, Tabelle [Abschnitt Ergebnis 3.3.5]). Die Aussagekraft unserer Untersuchungen ist aufgrund der
geringen Patientenzahl und der hohen Varianz der DNA-Konzentrationen allerdings limitiert. Die
Ergebnisse stimmen Uberein mit denen von Van der Drift, welcher in den DNA-Konzentrationen an
zellfreier DNA im Spuftum ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen Tumor- wund

Kontrollpatienten nachweisen konnte (49).

5.2.2 Methodenkritik

Fir die Quanftifizierung der extrazellularen DNA aus der BL wurde eine quantitative real-time PCR
(rt-gPCR) etabliert. Fir den Nachweis sehr geringer DNA-Konzentrationen ist die Methode der rt-
gPCR aufgrund der hohen Sensitivitat, Akkuratesse, Reproduzierbarkeit und Zeiteffektivitat am

Besten geeignef.

Die Methode wurde von Yuan et al. (64) beschrieben und fir die vorliegende Verwendung modifiziert.
Im Unterschied zu Yuan ef al. wurde ein interkalierender Farbstoff (SYBR® Green) und keine FRET-
Sonde (fluorescence resonance energy transfer) verwendet. Der Vorteil in der Verwendung einer
FRET-Sonde liegt in der Steigerung der Spezifitat. Um eine vergleichbare Spezifitat zu gewahrleisten,
erfolgte einmalig die Verwendung einer FRET-Sonde im Rahmen der Etablierung der rt-gPCR. Dariber
hinaus wurde eine Sequenzierung der PCR-Produkte der rt-gPCR und des klonierten Plasmides

durchgefihrt.
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Die Prazision der Methode ist direkt abhangig von der Qualitat der Standardkurve. Nach Etablierung
des rt-gPCR-Assays wurden drei Verdinnungsreihen mit vorangehender, UV-spekfroskopischer
Quantifizierung der Stammlosung hergestellt und analysiert. Die Amplifikation erfolgfe jeweils in drei
PCR-Ansafzen. Relevante Intra- und Inter-Assay-Variationen konnten auf diese Weise ausgeschlossen
werden. Die lineare Beziehung zwischen den gemittelten C -Werten der Standardkurven und der
jeweiligen Kopiezahl, in halblogarithmischer Auftragung (senkrecht), ist im Ergebnisteil dargestellt
(Abbildung 2 im Ergebnisteil). Die anhand der Standardkurve berechneten Effizienzen der rt-gPCR
(96,9 %- 102,7 %) gleichen denen, die von Yuan et al. publiziert wurden. Eine Effizienz der rt-gPCR
iber 100 % , wie errechnet fir die Standardkurve Il (102,7 %), ist naturgemaB nicht mdglich, eine

Effizienz nahe 100 % ist anzunehmen.

5.3 Mikrosatellitenanalyse

5.3.1 Interpretation der Ergebnisse

Uber den Nachweis zellfreier DNA in der BL hinaus, sollte die Frage nach der Existenz von Tumor-

DNA bei Patienten mit diagnostiziertem Lungenkarzinom beantwortet werden.

Unter diesem Gesichtspunkt erschienen MA besonders geeignet. Fir beide Formen der
Mikrosatellitenalteration konnte in der Vergangenheit ein Vorkommen im Tumorgewebe von
Lungenkarzinomen nachgewiesen werden (siehe Kapitel 1.4). Dariiber hinaus weist die Identifikation
einer MA in zellfreier DNA aus einem klinischen Spezimen wie der BL darauf hin, das ein klonales
Wachstum einer Zellpopulation mit einer tumorassoziierten, genefischen Alteration existiert. Diese
Annahme gqilt sowohl fiir den LOH als auch fiir die MIN. Die Kombination aus klonalem Wachstum und
tumortypischer, genetischer Alferation wurde in der Vergangenheit als weitgehend tumorspezifisch
angesehen (68). Diesbeziiglich wurden sowohl Arbeiten zu dem LOH als auch der MIN respektive beiden

in verschiedenen Tumorentitaten publiziert.

Fir die vorliegenden Unfersuchungen wurde die Mikrosatellitenanalyse zum Nachweis von MA fir acht
Mikrosatellitenmarker in sechs unterschiedlichen, chromosomalen Regionen etabliert. Die Auswahl der
in dieser Arbeit verwendefen Mikrosatellifenmarker erfolgte gemdf3 eigener Vorarbeiten und nach

Auswertung der aktuellen Literatur.

Die Allelotypisierung von Tumorgewebe aus den verschiedenen, histologischen Subfypen des
Lungenkarzinoms hat multiple Regionen ergeben, in denen regelmaBig Allelverluste nachweisbar sind
(26). Im Vergleich der NSCLC und SCLC-Tumoren sind einzelne Regionen in ahnlicher Frequenz

betroffen, wahrend andere Regionen bevorzugt in einzelnen Subtypen auftreten (69;70). Die
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Mikrosatellitenmarker im Bereich des kurzen Arms von Chromosom 3 (D3S1243, D3S1300) und
Chromosom 9 (D9S11, D9S942) stellen regelmaBig deletierte Areale in beiden Subtypen dar.
Insbesondere die Deletion im Bereich Chromosom 3p gehort zu den frihesten und haufigsten

Ereignissen in der Karzinogenese des Lungenkarzinoms (71).

Bei den Mikrosatellitenmarkern ACTBP-2, L17686, D20S82 wund UT5320 handelt es sich um
Tetranukleotidrepeatmarker mit der Wiederholungssequenz AAAG , die gemaB der akfuellen Literatur
eine erhohte Frequenz fir MIN bei Lungenkarzinomen aufweisen, was als EMAST bezeichnet wurde

(25;72). Allelverluste konnten fiir diese Marker gleichermaBBen gezeigt werden.

Diskussion der Befunde bei den Tumorpatienten

Durch die Mikrosatellitenanalyse konnte gezeigt werden, dass MA in der zellfreien DNA prinzipiell
nachweisbar sind. Dariber hinaus lassen sich die Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse in Tumor- und
Kontrollpatienten durch die nachfolgenden Argumente als Indiz fir die Existenz von Tumor-DNA

interpretieren.
(1) Mehr Patienten mit = einer MA in der Gruppe der Tumorpatienten (8 vs. 5)
(2) Mehr als doppelt so viele MA in der Gruppe der Tumorpatienten (13 vs. 6)

Ein drittes Argument ware der Nachweis identischer MA in dem zugehorigen Tumorgewebe. Infolge
eines Mangels an korrespondierenden Tumorgeweben konnten entsprechende Unfersuchungen jedoch

nur exemplarisch durchgefiihrt werden (Daten nicht dargestellt).

Auffallig an den Ergebnissen der Mikrosatellitenanalyse in den Tumorpatienten ist, dass nur in acht
der 30 Tumorpatienten MA in der zellfreien DNA identifiziert werden konnten. In den zugehorigen
Tumorgeweben ware eine deutlich hohere Zahl an MA zu erwarten gewesen. Enfsprechend muss davon
ausgegangen werden, dass die MA nur partiell in der zellfreien DNA detektiert werden konnten. Die
Ursache hierfir ist am Ehesten in der gleichzeitigen Existenz von nicht-alterierter Wildtyp-DNA zu
sehen, welche die MA ab einem bestimmten Mengenverhaltnis (Sensitivitat s. unten) maskiert. Mit
dieser Interpretation lasst sich auch der Nachweis mehrerer MA in einigen wenigen Tumorpatienften
gut vereinbaren. In diesen Patienten ist ein, im Sinne der Mikrosatellitenanalyse, giinstiges Verhaltnis

von Tumor-DNA und normaler, nicht-alterierter Wildtyp-DNA anzunehmen.

Die Frage nach dem Anteil an Tumor-DNA stellte sich auch fir die zellfreie DNA in Serum und Plasma.
Jahr et al. fihrten diesbeziiglich Untersuchungen durch und fanden prozentuale Anteile zwischen 3 %
und 93 % an Tumor-DNA (73). Ahnliche Verhiltnisse sind im Falle der zellfreien DNA aus der BL

anzunehmen, Analysen gemaR Jahr et al. konnten hieriber Aufschluss erbringen.
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Die Untersuchungen dienten dem Nachweis eines grundsatzlichen Prinzips, namlich der Existenz von
Tumor-DNA in der zellfreien DNA aus der BL. Daher ist die Spezifitat der Methode fir den Nachweis
einer MA von groBerer Bedeutung als deren Sensitivitat. Dementsprechend wurden ausschlieBlich
eindeutige und reproduzierbare MA dokumentiert, was ebenfalls zu einer falsch-niedrigen Rate an

gefundenen MA gefiihrt haben konnte.

Histologische Subgruppen im Vergleich beziiglich des Nachweises von MA

Die Mikrosatellitenanalyse ergab eine signifikant hohere Zahl an Patienten mit Nachweis von MA in der
Gruppe der SCLC-Patienten im Vergleich mit den NSCLC-Patienten (p=0,02). Die Tendenz ist auch in der
zellularen DNA aus der BL zu erkennen, eine statistische Signifikanz hingegen nicht (p=0,12). Eine

Befrachtung der NSCLC-Subgruppen ist angesichts der niedrigen Zahlen an MA nicht sinnvoll.

In vier Publikationen erfolgten simultane Mikrosatellitenanalysen im Tumorgewebe von NSCLCs und
SCLCs. In den Arbeiten von Allan (74) und Pylkkanen et al. (75) konnten gleichermaBen héhere
Frequenzen an MA in den SCLC-Tumoren identifiziert werden. Beau-Faller et al. und Bruhn et al.

hingegen fanden in beiden Subgruppen &hnliche Verhaltnisse (76;#7).

Der Grund fir den vermehrten Nachweis von MA bei Patienten mit SCLC verbleibt unklar. Fir die

Interpretation misste man zunachst die exakten Verhaltnisse im Tumorgewebe der Patienten kennen.

Endoskopisches Wachstumsmuster der Tumoren und MA

In unseren Unfersuchungen zeigte sich erwartungsgemafl3 eine hohere Pravalenz von MA in der
zellfreien DNA von Tumorpatienten, deren Tumor sich endoskopisch darstellen lie3. Wenngleich der
Unterschied keine statistische Signifikanz erreichte, so erhohte dieses Ergebnis dennoch die
Plausibilitat der Untersuchungen und unterstiifzt die Hypothese, dass die MA auf DNA aus dem

Tumorgewebe zuriickzufiihren sind.

Interessanfterweise zeigte sich dieser Zusammenhang nicht bei Beftrachtung der MA in der zellularen
DNA aus der BL. Die Bedeutung dieses Unterschiedes ist unklar. Fir das Sputum ist bekannf, dass
sich maligne Zellen bei zentraler Lokalisation des Tumors zytologisch haufiger nachweisen lassen.
Entsprechend ware der o.g. Zusammenhang auch fiir die Ergebnisse in der zellularen DNA aus der BL

Zu erwarten gewesen.

MA und Zytologie

Die zytologischen Befunde hatten keinen statistisch relevanten Einfluss auf die Haufigkeit des

Nachweises von MA in der zellfreien und der zelluldren DNA aus der BL (Tabelle 23).

_ 76 -



Liloglou (60) und Field (58) et al. konnten in ihren Untersuchungen an zelluldrer DNA aus der BL
ebenfalls keinen Zusammenhang feststellen. Die Gruppe um Powell et al. unfernahmen den Versuch die
Spezifitat der MA in der zellularen DNA fir Tumorpatienten zu erhohen, indem sie fir jeden Patienten
einen LOH-Score errechneten (59). Dieser schloss die Zahl der alterierten Marker und den
proportionalen Anteil an Zellen mit dem jeweiligen LOH (Berechnung nur mit der fluoreszenzbasierten
Detektionsmethode mdglich) mit ein. Der LOH-Score wiederum zeigte eine Korrelation mit den

zytologischen Ergebnissen.

Diskussion der Befunde bei den Kontrollpatienten

Finf der 29 tumorfreien Patienften, einem prozentualen Anfeil von 11,2 % entsprechend, wiesen sechs
MA in der zellfreien DNA auf. Wenngleich nur im Falle des Patienten 44 zwei MA nachweisbar waren
und es sich ansonsten nur um einzelne MA handelte, erscheint die Zahl der betroffenen Patienten
verhaltnismafig hoch. Bei der Beurteilung dieser Ergebnisse muss beriicksichtigt werden, dass es sich
nicht um eine gesunde Konfrollgruppe handelt. Das Einschlusskriterium bestand in der Indikation zur
Bronchoskopie, sowie dem sicheren Ausschluss eines Lungenkarzinoms. Samtliche Patienten besaf3en
daher entweder eine pulmonale Symptomatik oder eine Lungenerkrankung, die die Indikation zur

Bronchoskopie nach sich zog.

Interessanfterweise fanden sich unter den finf Kontrollpatienten mit Nachweis von MA drei der neun
Nichtraucher aus der Kontrollgruppe. Bei zwei dieser Patienten (Pat. 37/52) wurde eine Sarkoidose
diagnostiziert. Die Existenz von MA bei Patienten mit pulmonaler Sarkoidose in zellularer DNA aus
induziertem Sputum wurde durch Vasillakis et al. untersucht und bestatigt (34), was die MA in diesen
beiden Nichtrauchern erklaren kénnte. Bei dem dritten Nichtraucher (Pat. 49) handelte es sich um eine
altere Patientin (75 Jahre) mit einer schwergradigen, purulenten Tracheobronchitis. Die MA bei dieser
Patienftin zeigte sich als einzige der MA bei den Kontrollpatienten konkordant in zellfreier und

zellularer DNA. Die Ursache verbleibt unklar.

Bei den Pafienfen 44 und 54 wurde ein relevanter Nikofinabusus dokumentiert. Einerseits konnte
sowohl in unseren als auch in den Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen kein eindeutiger
Zusammenhang beziiglich MA in zellfreier respektive zellularer DNA aus Lavage und den
Rauchgewohnheiten identifiziert werden (58;60). Andererseits konnten zwei Arbeitsgruppen MA in
normalem und praneoplastischem Bronchialepithel in hoher Zahl bei aktiven und ehemaligen Rauchern
ohne Tumorerkrankung nachweisen (30;31). In beiden Arbeiten wurden insbesondere auch die

chromosomalen Regionen 3p14.2 und 9p21 analysiert.

Die Patientin 44 litt auBerdem an einer systemischen Sklerodermie. Die Assoziation von MA mit

chronisch inflammatorischen Prozessen und autoimmunen Erkrankungen wurde vermutef, basierend auf
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Mikrosatellitenanalysen in Patienten mit COPD (32), idiopathisch pulmonaler Fibrose (35) und
rheumatoider Arthritis (78).

Die finf Konfrollpatienten mit Nachweis von MA zeigten im Durchschnitt ein hoheres Alter als die
Kontrollpatienten insgesamt (69 vs. 55 Jahre). Frauen waren in der Gruppe der Kontrollpatienten mit

Nachweis von MA iberreprasentiert (2/5 vs. 5/22).

Vergleich der MA in der zellfreien DNA in Tumor- und Kontrollpatienten

Eine Differenzierung zwischen  Tumor- und  Kontrollpatienten lasst  sich  durch die
Mikrosatellitenanalyse in zellfreier DNA mit den von uns verwendeten, acht unfersuchten
Mikrosatellitenmarkern nicht erreichen. Befrachtet man die Untersuchungen als diagnostischen Test
und unterscheidet Patienten mit respektive ohne Nachweis von ein oder mehreren MA, ist sowohl die

Sensitivitat mit 26,7 % als auch die Spezifitat mit 82,8 % fiir eine Differenzierung unzureichend.

Die Kombination der Mikrosatellitenanalyse mit den zytologischen Ergebnissen ergibt immerhin eine
Sensitivitat von 43 % (13/30) bei gleich bleibender Spezifitat. Kombiniert man die Ergebnisse aus
zellfreier und zellularer DNA, sowie der Zytologie, so erhalt man eine Sensitivitat von 53 % (16/30)

bei einer Spezifitat von 79 %.

Es ist anzunehmen, dass sich die Sensifivitat durch die Verwendung zusatzlicher
Mikrosatellitenmarker, sowie durch den Einsatz der fluoreszenzbasierten Detektionsmethode weiter

steigern lasst. Demgegeniber steht jedoch die verhaltnismaBig hohe Zahl an Kontrollpatienten mit MA.

Wenngleich wenig verwendbar in der Unterscheidung der beiden Kollektive, so sollte die Tatsache,
dass in der Gruppe der Tumorpatienten mehr als doppelt so viele MA wie bei den Kontrollpatienten

(13 vs. 6) detektiert wurden, nicht unerwahnt bleiben.

Die Bezeichnung Krebs-spezifische, genomische Instabilitat (CSGl = cancer specific genomic instability)
wurde durch Liloglou et al. gepragt (60). In ihren Untersuchungen zur MA in zellularer DNA aus der
BL konnten sie zeigen, dass die einzelnen Mikrosatellitenmarker eine sehr untferschiedliche
Diskriminationsfahigkeit besafBen. Daher sprachen sie von CSGI in den Markern, die bevorzugt bei den

Tumorpatienten MA aufwiesen, nicht aber bei den Kontrollpatienten.

In unseren Untersuchungen zeigten sich zwei Marker, deren Analyse jeweils zwei MA in den
Tumorpatienten und keine bei den Kontrollpatienten (D9S171, D20S82) ergab. Angesichts der geringen
Zahlen an MA und auch an eingeschlossenen Patienten ist die Herausstellung dieser beiden Marker

jedoch mit Zurickhaltung zu betfrachten.
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MA in der zellfreien und zellularen DNA im Vergleich

Bei dem Vergleich der Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse in der zellfreien und zellularen DNA

ergaben sich mehrere, interessanfe Aspekfe.

Grundsatzlich unterschieden sich die Ergebnisse hinsichtlich der Frequenz an MA respektive der
betroffenen Patienten nur geringfiigig. Die Mikrosatellitenanalyse in der zellfreien DNA zeigte eine
efwas hohere Sensitivitat fiir den Nachweis von MA in der Gruppe der Tumorpatienten, wahrend die

Mikrosatellitenanalyse in der zellularen DNA eine hohere Spezifitat fir Tumorpatienten aufwies.

Interessanfterweise zeigten sich aber nur in sechs Fallen konkordante MA, die verbleibenden 20 MA
dagegen verteilten sich auf die beiden Kompartimente (zellfreie und zelluldre DNA). Aus diesen
Ergebnissen lasst sich folgern, dass die Zusammensetzung der DNA in den beiden Kompartimenten
differieren muss. Dabei ist prinzipiell vorstellbar, dass der Anteil an alterierter Tumor-DNA in einigen
Fallen in der zellfreien und in anderen in der zellularen DNA hoher ist und sich entsprechend MA nur,
respektive vermehrt in einem der beiden Kompartimente nachweisen lassen. Unfer den 10
Tumorpatienten, die eine MA in zellfreier oder zellularer DNA besaf3en, befanden sich sechs Patienten,

die ausschlieBlich
- MA in der zellfreien DNA (n = 3)
- MA in der zelluldren DNA (n = 2)
- konkordante MA (n = 1)

aufwiesen. Dariber hinaus zeigten sich aber auch drei Tumorpatienten, bei denen sich in einem
Mikrosatellitenmarker in der zellfreien DNA und in einem anderen Mikrosatellifenmarker in der
zellularen DNA eine MA nachweisen lie. Eine potentielle Erklarung konnte darin bestehen, dass
zellfreie und zellulare DNA eine unterschiedliche Herkunft aufweisen, beispielsweise genetisch

verschiedene Subpopulationen des Tumors.

Der Vollstandigkeit halber sei noch der 10. Pafient erwahnt, bei dem zwei Mikrosatellitenmarker
konkordante MA aufwiesen und ein dritter Mikrosatellifenmarker eine weitere MA isoliert in der

zellfreien DNA zeigte.

Untersuchungen zu MA in den Zellen aus der BL wurden in der Vergangenheit in vier Arbeiten
publiziert (57-60). Dabei fokussierten Ahrendt et al. ihre Untersuchungen ausschlieBlich auf die MIN,
Angaben iber LOHs wurden nicht gemacht (57). Entsprechend sind die Ergebnisse dieser Arbeit nur
bedingt vergleichbar. Field et al. fanden in 15 von 43 Tumorpatienten (35 %) ein oder mehrere MA
(58). Als Detektionsmethode wurde die Silberfarbung verwendet, eine Methode die der

fluoreszenzbasierten Methode gleichermaBBen unterlegen ist. Die Ergebnisse stimmen mit den Unsrigen
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verhaltnismaBig gut iberein, die etwas hohere Sensitivitat (35 % vs. 23 %) lasst sich gut durch die
Verwendung von 15 anstelle von acht Mikrosatellitenmarkern erklaren. In ihrer Kontrollgruppe, die aus
Patienfen mit nicht bestatigtem Verdacht eines Lungenkarzinoms bestand, fanden sich sogar in 23 %
der Patienten ein oder mehrere MA. Liloglou und Powell et al. verwendefen in ihren Unfersuchungen
die Uberlegene, fluoreszenzbasierte Deftektionsmethode und fanden in 73,9 % respektive 79 % der
Tumorpatienten ein oder mehrere MA (59;60). Besonders eindrucksvoll an den Untersuchungen von
Liloglou et al. erscheint, dass die Ergebnisse mit nur vier Mikrosatellitenmarkern erreicht wurden,
darunter auch der von uns verwendete Marker D3S1300 (60). In beiden Arbeiten wurden aber auch MA
in 23 - 29 % der Konfrollpatienten nachgewiesen. Zusammenfassend lassen sich unsere Ergebnisse

beziiglich MA in der zellularen DNA aus der BL gut in die bereits publizierten Ergebnisse einordnen.

EMAST in zellfreier und zelluldrer DNA aus der BL

MIN zeigten sich unfter den detektierten MA deuflich unterreprasentiert. Unter den 19 MA in der
zellfreien DNA respektive 13 MA in der zellularen DNA befanden sich jeweils nur drei MIN. Die
Auswahl der verwendeten Mikrosatellifenmarker orientierfe sich unfter anderem an den Arbeiten zu
den EMAST-Tumoren (25;#2). In diesen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass selektierte
Tetranukleotidrepeatmarker mit der Wiederholungseinheit AAAG(n) im Falle der Lungenkarzinome

vermehrt MIN aufweisen. In der vorliegenden Arbeit wurden vier dieser Marker eingesetzt.

In beiden Kompartimenten wurden jeweils drei MIN nachgewiesen. Diese verhaltnismaBig niedrige Zahl
an MIN stimmt gut mit den Resultaten von Ahrendt et al. dberein (57). Ahrendt et al. fanden MIN in
hoher Frequenz im Tumorgewebe. Aber nur in 14 % dieser Falle konnte die MIN gleichermaBBen in der
zellularen DNA aus der BL nachgewiesen werden. Dabei zeigten die von uns verwendeften fiinf EMAST-

Marker eine MIN im Tumorgewebe in jeweils 2 - 14 % der untersuchten Patienten.

Erwahnenswert ist, dass finf der nachgewiesenen MIN den EMAST-Marker L17686 betfrafen, die
sechste MIN imponierte im Dinukleotid-Mikrosatellitenmarker D9S1#1. Zwei der finf MIN konnfen in der
zellfreien DNA detektiert werden, allerdings jeweils einer in der Gruppe der Tumor- und der
Kontrollpatienten. Die verbleibenden drei MIN wurden in der zellularen DNA bei Tumorpatienten
nachgewiesen. Demzufolge ware eine Anwendung des Markers L17686 in der Diagnostik nur in der

zelluldren DNA sinnvoll.

EMAST wurde fir die Lungenkarzinome bisher nur in NSCLC-Tumoren untersucht. Umso interessanter
erscheint, dass der Mikrosatellitenmarker L17686, der in beiden Publikationen zu EMAST bei NSCLC-
Tumoren verwendet wurde (25;72), in unseren Untersuchungen ausschlieBlich in SCLC-Tumoren MA
aufwies. Analoge Unfersuchungen im Tumorgewebe von SCLC-Tumoren konnten hier weitere

Erkenntnisse bringen.
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MA und Nikotinabusus

In unseren Unfersuchungen stellte sich der Nachweis von MA in der zellfreien DNA unabhangig von
dem Nikofinabusus der jeweiligen Patienten dar. Dabei ist zu beachfen, dass nur zehn Nichfraucher in
die Untersuchungen eingeschlossen wurden und dass die Einschdtzung der Quantitat des Nikotinabusus
bei den aktiven und ehemaligen Rauchern einer gewissen Ungenauigkeit unferliegt. Dementsprechend

ist nicht zu erwarten, mit den vorliegenden Daten differenziertere Zusammenhange aufzudecken.

In Abbildung 11 konnte gezeigt werden, dass sich die Kollekfive mit respektive ohne Nachweis von MA
in Bezug auf den Nikotinabusus nicht stafistisch relevant unterschieden. Field, Lilogou und Powell et
al. konnten in ihren Untersuchungen zur MA in der zellularen DNA aus der BL ebenfalls keine

Korrelation zwischen MA und Nikotinabusus aufzeigen (58-60).

In Kenntnis der Arbeiten von Wistuba (31) und Mao et al. (30) dberrascht der fehlende Zusammenhang
zundchst. In beiden Arbeitsgruppen erfolgte der Nachweis multipler MA in normalen und abnormalen,
endobronchialen Epithelien bei aktiven und ehemaligen Rauchern, wahrend die Konfrollpopulation aus
Nichtrauchern keine MA aufwies. Dazu muss allerdings gesagt werden, dass die verwendete DNA durch
Mikrodissektion gewonnen wurde. Entsprechend handelte es sich dabei ausschlieSlich um epitheliale
DNA aus einem umschriebenen Areal mit allenfalls minimaler Kontamination durch DNA aus umgebenden
Zellen. Zellfreie und zellulare DNA hingegen stellen ein Gemisch dar, so dass MA, die nur in einem

geringen Anfeil der DNA vorhanden sind, maskiert werden.

5.3.2 Methodenkritik

Gemal unserer Erwartungen stellt die zellfreie DNA aus der BL ein Gemisch aus Tumor- und Wildtyp-
DNA dar. Fiir die Identifikation eines LOHs im Vergleich mit der MIN ist ein hoherer Anteil an Tumor-
DNA erforderlich.

Die Auswertung der Mikrosatellitenanalyse erfolgte in der vorliegenden Arbeit visuell durch zwei

unabhangige Untersucher.

Fir die Detektion eines LOHs wurde festgelegt, dass die Reduktion eines der beiden Allele um
mindestens 50 % im Vergleich mit der unveranderten Wildtyp-DNA betragen muss. Theoretisch muss
also die isolierte, zellfreie DNA aus der BL zu mindestens 50 % aus, im Sinne des jeweiligen LOHs,

gleichartig veranderter DNA bestehen.

Fir den Nachweis einer MIN mittels eines vergleichbaren Mikrosafellitenanalyse-Assays fihrten Mao
et al. Verdinnungsreihen durch. Sie konnten zeigen, dass sich der Bandenshift auch bei einem

prozentualen Anteil an Tumor-DNA zwischen 0,1 % und 0,5 % Tumor-DNA noch nachweisen lie (22).
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Ubertragen auf Zelldquivalente ist also ein Tumorzelldquivalent auf 200 bis 1000 normale Zellen fiir

den Nachweis erforderlich.

Eine hohe Spezifitat wurde als besonders wichtig erachtet, da es sich um eine Studie zum Nachweis
eines grundsatzlichen Prinzips handelte. Nach Etablierung der PCR fir die jeweiligen
Mikrosatellitenmarker wurden die PCR-Produkfe grundsatzlich einmal sequenziert, um ein Mispriming
oder Primer-Dimere auszuschlieBen. Die Auswertung erfolgte zweimalig durch zwei unabhangige
Untersucher, bei divergenter Beurteilung wurde im Konsens enfschieden. Einer Konftaminaftion der PCR
wurde durch Einhaltfung der gangigen Sorgfaltspflichfen bei Durchfiihrung molekularbiologischer

Analysen, sowie durch Wiederholungsanalysen vorgebeugt.

Beziiglich der Mikrosatellitenanalyse wurde die Generierung von artefiziellen MA, sowohl von LOHs als
auch  MiNs, in Abhangigkeit von der DNA-Template-Menge in der Literatur beschrieben.
Primerdimerisation oder Mispriming fihrten dabei zu der Entstehung neuer Banden im Sinne einer MIN,
wahrend die Uberproportionale Vervielfaltigung eines der beiden Allele und damit Ausfall des anderen
Allels (engl. allelic dropout) die Entstehung artefizieller LOHs bewirkte. Sieben et al. fihrten
Mikrosatellitenanalysen mit unterschiedlichen Template-Mengen durch und konnten eine enge
Korrelation mit der Artefaktentstehung nachweisen (79). Unterhalb von 5 ng DNA-Template zeigte
sich eine exponentielle Steigerung. Ein Artefakt wurde durch Diskrepanzen des PCR-Musters im
Rahmen der Wiederholungsanalysen definiert. Die quanfitative Analyse unserer DNA-Isolate ergab,
dass die Grenze von 5 ng DNA-Template in der vorliegenden Arbeit, z.T. sogar deuflich,
unterschritten wurde. Um die Dokumentation artefizieller MA sicher auszuschlieBen, wurden nur MA
als solche anerkannt, wenn sie sich in mehrfachen Mikrosatellitenanalysen (Screening- und
Bestatigungsanalysen) und mit unterschiedlichen DNA-Template-Mengen reproduzieren lieBen. Nicht
reproduzierbare Ergebnisse wurden entsprechend nicht dokumentiert. Aus diesem Handlungsalgorithmus

geht hervor, dass eine hohe Spezifitat angestrebt wurde, pofentiell auch auf Kosten der Sensitivitat.

Die Mikrosatellitenanalyse erfolgte als PCR-basierte Methode mit anschlieBender PAGE und
Autoradiographie. Die verwendete Methodik ist aufgrund ihres hohen Arbeits- und Zeitaufwands
mittlerweile obsolet. Beide Faktoren wurden durch die Etablierung einer fluoreszenzbasierten
Detektionsmethode im Rahmen der PCR-basierten Mikrosatellitenanalyse positiv beeinflusst (80). Die
fluoreszenzbasierte Defektion ermoglicht aufBBerdem die Reduktion der Untersucherabhangigkeit, sowie
die Verbesserung der Sensitivitat der Methode. Liloglou ef al. konnten in ihren Untersuchungen
zeigen, dass mit der fluoreszenzbasierten Detektion ab einer Infensitatsreduktion einer Bande um 23
% im Vergleich mit nicht-alterierter DNA aus Blutlymphozyten ein LOH sicher identifiziert werden
konnte (80). Des Weiteren erbrachte die Etablierung von Multiplex-PCR-Assays und damit der

simultfanen Analyse von multiplen Mikrosatellifenmarkern eine weitere Zeitersparnis. Letzteres ist
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auch unter dem Aspekt des reduzierten DNA-Gehaltes und der Einsparung an Untersuchungsmaterial

ein wesentlicher Vorteil.

5.4 Fazit

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass extfrazellulare DNA regelhaft und in suffizienter
Qualitat und Quantitat fir PCR-basierte, molekularbiologische Untersuchungen aus der BL isoliert

werden kann, sowohl bei Tumor- als auch bei Kontrollpatienten.

Der Ursprung der zellfreien DNA ist nicht bekannf. In Anbetracht der Tatsache, dass sich
extrazellulare DNA auch bei ftumorfreien Patienten nachweisen lasst, ist anzunehmen, dass die
extrazellulare DNA mehrere Urspriinge hat und die Tumor-DNA nur einen Anteil ausmacht. Neben den
Zellen des Tumorgewebes und des Respirationstraktes, konnte auch DNA aus Entzindungszellen
enthalten sein. Van der Drift et al. konnten eine Korrelation zwischen der extrazellularen DNA, die
sie aus dem Sputum extrahieren konnten, und dem Grad an Inflammation in der Sputumprobe zeigen
(49). Ob sich diese Befunde aber auf die zellfreie DNA aus der BL Ubertragen lassen, ist nicht

bekannt.

Die Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse deuten eindeutig auf die Existenz von Tumor-DNA hin.
Simultane Untersuchungen an Tumorgewebe und extrazellularer DNA aus der BL, sowie grof3ere

Patientenkollektive konnten dieses bestatigen.

Dariber hinaus ist eine Erweiterung des Panels an verwendeften, geneftischen Markern zu erwdgen.
Einerseifts konnten im Rahmen von Multiplex-PCRs eine groBere Zahl von Mikrosatellitenmarkern
untersucht werden, andererseits konnten andere, tumorassoziierte, genefische Alterationen, wie
beispielsweise Promotormethylierungen und Mutationen von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen in

das zu untersuchende Markerpanel aufgenommen werden.

Die extfrazellulare DNA in der BL stfellt ein neues Kompartiment fir die Unfersuchung molekularer
Tumormarker bei Paftienten mit dem Verdacht auf ein Lungenkarzinom dar. Weitere Untersuchungen

sind allerdings vonndten.
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6 Zusammenfassung

Die frihzeitige Diagnosestellung ist der enfscheidende, prognostische Fakfor bei einem
Lungenkrebsleiden. Folglich sind neue Erkennftnisse in der Lungenkarzinomdiagnostik von grof3ter

Relevanz.

Die Bronchoskopie ist ein zentraler Bestandteil dieser Diagnostik. Die Gewinnung von Bronchiallavage
als Teil der bronchoskopischen Untersuchung ist ein supplementares Verfahren, welches insbesondere
bei nicht einsehbaren, extrabronchialen oder peripheren Lungenbefunden von Bedeutung ist und bisher

ausschlielich der Akguise von zytfologischem Material dient.

In der Vergangenheit konnte zellfreie DNA aus dem Serum und Plasma isoliert werden. Es gilt
mittlerweile als bewiesen, dass diese zellfreie DNA bei Tumorpatienten zumindest anteilig auch aus
dem Tumorgewebe stammt. Basierend auf diesen Kennfnissen sollte in der vorliegenden Arbeit
untersucht werden, ob (i) und (i) in welcher Quantitdt sich extrazellulare DNA aus der BL isolieren
lasst und (iii) ob sich tumorassoziierte, genetische Alterationen, namlich die Mikrosatellitenalterationen

(MA) in diesem neuen, diagnostischen Kompartiment detektieren lassen.

In die Untersuchungen wurden insgesamt 59 Patienten eingeschlossen, darunfer 30 Patienten mit einem
histologisch gesicherten Lungenkarzinom (24 NSCLC, 6 SCLC) und 29 tumorfreie Patienten mit Indikation

zur Bronchoskopie.

Fir die Isolation der extrazellularen DNA aus der BL wurden zwei Extraktionsmethoden etabliert, eine
DNA-Extraktion mit heiBem Phenol und Isopropanol und die DNA-Exfraktion mit dem QiaAMP DNA Blood
Mini Kit®. Die Extraktion exftrazellularer DNA gelang ausnahmslos in allen Patienten. Dabei zeigte sich
die Extraktion mittels des QiaAMP DNA Blood Mini Kit® in Bezug auf Menge, Arbeits- und Zeitaufwand
uberlegen. Die extrazellulare DNA wurde mit drei PCR-basierten Methoden erfolgreich analysiert
(qualititative Extraktionskontrolle, quantitative real time-PCR und Mikrosatellitenanalyse), so dass von

einer ausreichenden Qualitat fir molekularbiologische Untersuchungen ausgegangen werden kann.

Fir die Quantifikation der extrahierfen DNA wurde eine quanfitafive real time-PCR nach Yuan et al.
etabliert (64). Die DNA-Konzentrationen variierten in hohem MaBe zwischen den einzelnen Patienten.
Bezogen auf einen Milliliter BL lagen die DNA-Konzentrationen zwischen 0,1 ng/ml und 3,9 pg,
entsprechend einer Streuung iber finf dekadische Potenzen. Signifikante Unferschiede zwischen den

Tumor- und Konfrollpatienten bestanden nicht.

Die Analyse zum Nachweis von Mikrosatellitenalterationen (MA) ergab insgesamt 19 MA in der
zellfreien DNA aus der BL, darunter 13 MA in der Gruppe der Tumorpatienten und sechs MA in der

Gruppe der tumorfreien Patienten. Dabei zeigten die Patienten mit einem SCLC signifikant mehr MA als
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die Patienfen mit einem NSCLC. Die Ergebnisse der Mikrosatellitenanalyse lassen auf die anteilige
Existenz von Tumor-DNA in der zellfreien DNA aus der BL schlieBen, da einerseits deutlich mehr MA
in der Gruppe der Tumorpatienten nachweisbar waren und andererseits mehr Tumorpatienten als
Kontrollpatienten MA aufwiesen. Eine Diskrimination zwischen den beiden Patientengruppen konnte mit

den vorliegenden Untersuchungen allerdings nicht erreicht werden.

Die Mikrosatellitenanalyse wurde parallel auch an DNA aus BL-Zellen durchgefihrt. Die
Untersuchungen ergaben einerseits eine geringere Zahl an Tumorpatienfen mit Nachweis von MA
andererseifs aber auch weniger MA in den ftumorfreien Patienten. Dariber hinaus konnten nur sechs
konkordante MA in der zellfreien und zellularen DNA detektiert werden, was auf eine unterschiedliche

Herkunft der DNA in den beiden Kompartimenten hinweist.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die zellfreie DNA aus der BL ein neues Kompartiment fiir

die Lungenkarzinomdiagnostik mit molekularen Markern darstellt.
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8 Anhang

8.1 Untersuchungen zur Mikrosatellitenalteration - Tabellen
Allelotypisierung bei NSCLC und SCLC
Autoren / Jahr | Histologie / | Probe MIN LOH MIN+LOH Marker
Fallzahl [n] [%] [%] [%] (Lokalisation)
Allan et al. (#4) | NSCLC [22] | Tumor k.A. 32 % k.A. GPX1 (3p21)
D3$1259 (3p25)
2001 SCLC [8] 5 %
D135227 (13q14.3)
P53 (17p13.1)
Beau-Faller et NSCLC [16] | Tumor 0/16 81,2 % 81,2 % | D351293/D353700 (3p21)
D351283 (3p24)
al. (77) SCLC [8] 25 % 815 % 815 % P
D5S346 (5q)
2003
D9SIH (9p)
D9S179 (9q)
RB (13q)
TPS3 (17p)
D1751818/D175800 (17q)
D205108/D20S170 (20q)
Bruhn et al. (#6) | NSCLC [27] | Tumor 15 % 15 % 26 % uT762 (21)
ACTBP-2 (5)
2000 SCLC [16] 6 % 13 % 19 %
AR (Xq11-12)
Sozzi et al. (42) | NSCLC (33) | Tumor k.A. k.A. 61 % 0351300 (3p1h.2)
D351289 (3p21)
2001 (20/33)
D3S1266 (3p23)
D352338 (3p24.2)
D3S1304 (3p25-26)
Andriani et al. NSCLC [6&4] | Tumor k.A. 625 % 62,5 % | D3S1300 (3p14.2)
(47) 0351289 (3p21)
D3S1266 (3p23)
2004
D352338 (3p24.2)
D3S1304 (3p25-26)
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Autoren / Jahr | Histologie / | Probe MIN LOH MIN+LOH Marker
Fallzahl [n] [%] [%] [%] (Lokalisation)
Sanchez-Espedes | NSCLC (22) | Tumor 0/22 54% 54 % 0351038 (3p)
et al. (81) D3S1611 (3p)
D351067 (3p)
1998
D351284 (3p)
Sozzi et al. (82) | NSCLC (87) Tumor | D21S1245 | D21S1245 56 % D2151245
FHIT-Lokus:
1999 5% 34 %
D351234
FHIT- FHIT-
0351300
Lokus Lokus
D354103
2% Lt % verwendet wurde jeweils
nur ein Marker des FHIT-
Locus
Chen et al. (83) SCLC (21) Tumor 51 % 29 % 16 % UT?62 (21)
ACTBP-2 (5)
1996
AR (Xq11-12)
Gonzalez et al. SCLC (35) Tumor 25 % 38 % 63 % uT?62 (21)
(84) ACTBP-2 (5)
AR (Xg1-12)
2000
Pylkkanen et al. | NSCLC (87) | Tumor 0/93 28 % 28 % 16 Marker
(#5) SCLC (6) 67 % 67 %
Tabelle 31
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Mikrosatelliteninstabilitdten beim NSCLC

Fallzahl
Autoren / Jahr " Probenart MIN LOH Marker (Lokalisation)
n
Peltomaki et al. | 85 Tumor 23 % | kA | D126 (o) D351266 (3p)
D5S404 (5q) D8S255 (8p)
(83) (2/87)
D10S197 (10p) D115904 (11p)
1993
D17S787 (13q)
Mao et al. (22) 23 Tumor 9 % kA | ARAIX) AR (X)
D14S50 (14) MD (19)
1994 (2/23)
SAT (6) DRPLA (12)
ACTBP2 (6) FGA (4)
uT?62 (21)
Shridhar et al. 38 Tumor 34 % | 29 % | D3S1038 (3p75) D3s647 (3p23)
D3S1076 (3p21.3-p23)  D3S966 (3p2l.3)
(86} (13/38) | (11/38)
Not?3 (3p21.1) D351289 (3p2L.l)
1994
D3S659 (3p13) D351284 (3p13-p12)
D351251 (3cen-p12) D3S1215 (3q13)
D135131 (13g14.1) HPRT (Xq26)
AR (Xq11-q12) RTT235 (11p)
MEN1 (11q) D3S1312 (3pl4.1-p14.2)
Ryberg et al. 137 Tumor 21 % k.A. D3S647 (3p23) D3S966 (3p21.3)
D351286 (3p24.2) D3S1289 (3p21.1)
(&% (29/137)
AR (Xq12)
(1995)
Fong et al. (88) 108 Tumor 6,5 % k.A. | D25123 (2p) 095126 (9p)
IFNA (9p) DCC (18q)
(1995) (7/108)
LPL (8p) MYCL (1p)
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Fallzahl
Autoren / Jahr i Probenart MIN LOH Marker (Lokalisation)
n
Adachi et al. 55 Tumor 29 % k.A. | 0351284 (3p) D6S254 (6p]
LPL (8p) D8S167 (8q)
(89) (16/55) P !
1995 D9S162 (9p) D10S197 (10p)
D12583 (12p) D14S65 (14q)
D14S78 (14q) TP53 (17p)
DCC (18q)
Miozzo et al. 51 Tumor 32 % k.A. D3S1339 (3p21) D3SI340 (3p24)
D3S135 (3p25) AR (Xq11-12)
(55) (17/53) i i
(1996)
Bruhn et al. 27 Tumor 15 % 15 % | ACTBP-2 (5q1k.1)
uT762 (21)
(7] w/2n | w2
AR (Xq11-12)
2000
Ahrendt et al. 88 Tumor 35 % kA, | L17686 (7931-32) D8s321 (@)
117835 (7) D20S85 (20)
(%0) (31/88)
D20S82 (20p12.3) UT5320 (8pter-gter)
2000
UT5307 (8) D9S242 (9p21)
G29028 (19p13.11) D11S488 (11)
ACTBP-2 (5q14.1) G08L460 (5)
CSFIR1 (5g33.4-34)
Xu et al. (25) 47 Tumor 64 % k.A. 61 Marker, u.a.
ACTBP2 (5q14.1) D9S242 (9g32-33)
2001 (30/47)
UT5320 (8pter-gter) D20S82 (20p12.3)
L17686 (#q31-32)
Ninomiya et al. 52 Tumor 58 % | 46 % | D1S80 (1p35-36) ApoB (zp24)
D1#S30 (17p13)
51 (3/52) | (24/52) g
2006
Tabelle 32
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Mikrosatelliteninstabilitdten beim SCLC

Fallzahl
Autoren / Jahr [0l Probenart MIN LOH Marker (Lokalisation)
n
Mao et al. (22) 10 Tumor 50 % k.A. ARA (X) AR (X)
D14550 (14) MD (19)
1994 (5/10)
SAT (6) DRPLA (12)
ACTBP2 (6) FGA (4)
uT762 (21)
Merlo et al. 33 Tumor 45 % k.A. 22,5 £ 1,5 Marker pro Tumor
(1p, 2p, 3p. 5a, 6p, 6q, 9p, 9q, 13q, 17p)
(92) (15/33) P. 2p, 3p, 5q, 6p, 69, 9p, 9q, 13q, 17p
1994
Adachi et al. 37 Tumor 0/37 k.A. 1 Marker
(89) (3p. 6p, 8p, 8q, 9p, 10p, 12p, 14q, 17p, 18q)
1995
Chen et al. (83) 21 Tumor 51 % 29 % | ACTBP-2 (5q14.1)
uT762 (21)
1996 (12/21) (6/21)
AR (Xg11-12)
Bruhn et al. 16 Tumor 6 % 13 % | ACTBP-2 (5q14.1)
uT62 (21)
(76} (1716) | (2/%)
AR (Xg11-12)
2000
Tabelle 33
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Mikrosatellitenalterationen bei aktiven und ehemaligen Rauchern

Autoren / Fallzahl
Probenart LOH MIN Marker (Lokalisation)
Jahr [n]
Mao et al. (30) | 51R Bronchialepithel 76 % k.A. D351285 (3p14)
o D9S1H (9p21)
1997 5 NR (6 Biopsien) 20 % k.A.
P53 (17p13)
Wistuba et al. | 42 R Multiple Biopsien 86 % 64 % FHIT, D354103 (3p14.2)
D3S1766 (3p14.3-213)
(31 21 NR 0/21 P
D3S1477, D3S1478, D351029 (3p21)
1997
0352432, D3S1351, D3S1537 (3p22-
24.2)
L5.F1CA (5g22)
D9STH, IFNA (9p21)
RB (Intron 2&20) (13q14)
TP53, Pentarepeat (17g31.1)
Tabelle 34
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Mikrosatellitenalterationen bei benignen Lungenerkrankungen

Autoren / Erkrankung &
Probenart LOH MIN Marker (Lokalisation)
Jahr Fallzahl [n]
Siafakas | 59 COPD Sputum k.A. 2L % ANK1
0351210 D6S3k4
et al. 32 | ¢y Non-copD (Zellen) k.A. 0/60
D13SH D175250
1999
HRM THRA1
Paraskakis 22 Asthma Sputum 15/22 L/22 D55207 D55376
et al. (33) bronchiale (Zellen) (68%) (18 %) 05582 D651002
0652223 D6S429
2003 6 Kontroll- 0/6 0/6
, 065259 065263
patienten
01152072 D11S480
01151253 D1151383
D11S1876 D145258
D14S251 DILS72
D145292 D14S588
Vassilakis | 30 Pat. mit pulm. | Sputum 9/30 6/30 THRA1 D13S579
et al. (34) Sarkoidose (Zellen) (30%) (20%) D175855 D175250
ANK1 09559
1999 30 Kontroll- 0/30 0/30
, 095290 HXB
patienten
085133 D8S137
Vassilakis 26 Pat. mit IPF Sputum 9 5 THRA1 D17557%9
et al. (35) (Zellen) (39%) (19%) D175855 D175250
ANK1 09559
2000 26 Kontroll- 0/26 0/26
, 095290 HXB
patienten
085133 D8S137
Tabelle 35
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Mikrosatellitenalterationen in zelluldrer DNA aus der BL

Autoren / Fallzahl
Probenart LOH MIN MIN + LOH Marker (Lokalisation)
Jahr [n]
Ahrendt et al. 50 Tumor k.A. L6 % k.A. L17686 (7931-32) D8s321 (8)
L17835 (7) D20585 (20)
(57 (NSCLC) (23/50)
1999 D20582 (20p12.3) UT5320 (8)
BL k.A. b % k.A.
UT5307 (8) D9S242 (9p21)
(3/22) G29028 (19p13.11) D11S488 (1)
ACTBP-2 (5q14.1) G08460 (5)
CSFIR1 (5q33.4-34)  D3S1340 (3)
D351351 (3)
Field et al. 43 Tumorpatienten ACTBP-2 (5q1a.1) D1LS194 (1)
(58) D3S1215 (3) D351339 (3)
BL 67 % 14 % 35 %
1999 D351351 (3) DLS194 (4)
L7 Nicht-
D4S392 (4) FGA (4)
Tumorpatienten
D6S271 (6) D95286 (9)
BL k.A. k.A. 23 % TCRD TPS3 (17p)
Powell et al. 38 Tumorpatienten 0352387 (3p) 0352409 (3p21)
D351300 (3p1t) D351285 (3p1t)
(59] BL 19 % 0/38 19 %
1999 D351233 (3p13) D352406 (3p12)
17 Nicht-
GATA62FO3 (9p) 095925 (9p22)
Tumorpatienten
D9S169 (9p21) D9ST41 (9p21)
BL 59 % 0/1% 59 % D9S1118 (9p13) D11S2371 (11g13)
D1152002 (11g21) D1152000 (11g22)
D1151986 (11g22) D1151998 (11g23)
D115925 (11g23) D17S513 (19p12)
D175969 (17p12) D1751303 (19p12)
DD175520 (17p12) D17S122 (17p11)
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Autoren / Fallzahl
Probenart LOH MIN MIN + LOH Marker (Lokalisation)

Jahr [n]
Liloglou et al. L6 Tumorpatienten D351289 (3)
(60) BL 674 % 65 % 13,9 % D3S1300 (3)
2001 34 Nicht— D13S171 (13)
) D17S21%9 (17)

Tumorpatienten 29 %
BL 20,6 % 235 % (nur CSGI-Marker)
Tabelle 36
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8.2

pg

AAH
AC
APS
AzCa
bp

BL
BLc
CGH
CNA
COPD
cIs
csal
DIPNECH
DNA
EDTA
EMAST
ERV

FAL

HNPCC
hPIP
IPF

kb

Abkurzungsverzeichnis

Mikrogramm

atypische adenomatose Hyperplasie

Adenokarzinom

Ammoniumperoxodisulfat

Adenoidzystisches Karzinom

Basenpaare

Bronchiallavage

zellulare DNA aus der BL

comparative genomic hybridisation

Zirkulierende Nukleinsduren (engl. circulating nucleic acids)
chronisch-obstruktive Bronchitis

Carcinoma-in-situ

cancer specific genomic instability

Diffuse idiopathische pulmonale neuroendokrine Zellhyperplasie
Desoxyribonukleinsaure

Ethylendiamintetraessigsaure

Elevated microsatellite alteratfions in selected tefranucleotides
endogenes Retrovirus

LOH-Zahl/Gesamtmenge der verwendeten, informativen Marker
(engl. fractional allele loss)

Gravitationskraft 9.81 m/s?

Hereditdres nichtpolyposes Kolorektalkarzinom
DNA-Extraktion mit heiBem Phenol und Isopropanol
Idiopathische Lungenfibrose

Kilobasen
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Lcc
LOH
MA
MIN
MMP
MMR
MS|
NER
ng
NSCLC
NR

py
PAGE
PCR
Pg
QiaAMP
025%
Q75%
RER
RT

rt-gPCR

SCC
SCLC
STR
SSR

TBE

large cell carcinoma, Grof3zelliges Karzinom

loss of heterozygosity, Verlust der Heterozygotie
Mikrosatellitenalteration

Mikrosatelliteninstabilitat

microsatellite mutator phenotype

DNA Mismatch Reparaftur System

microsatellite instability
Nukleotid-Exzisions-Reparatur-System

Nanogramm

non small cell lung carcinoma, Nichtkleinzelliges Lungenkarzinom
Nichtraucher

pack years, Packungsjahre
Polyacrylamidgelelektrophorese
Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
Pikogramm

QiaAMP® DNA Blood Mini Kit

25% iges Quantil

75% iges Quanftil

replication error phenotype

Raumtemperatur

real-time, quantitative PCR

zellfreie DNA aus dem Serum

sqamous cell carcinoma, Platftenepithelkarzinom

small cell lung carcinoma, Kleinzelliges Lungenkarzinom
short tandem repeat

simple sequence repeat

Trisborat-EDTA-Puffer
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TEMED

TSG

USM
VNTR
WHO

Tetramethylethylendiamin
Tumorsuppressorgen

ubiquitous somatic mutations
variable number of tandem repeats

Weltgesundheitsorganisation
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