Aus dem Institut fir Cytopathologie
der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf
Direktor: Univ.-Prof. Dr. med Alfred Bécking

INK4a
Aberrante Methylierung des p716 -Promotors als

Tumormarker
fur die molekularzytologische Diagnostik des

Lungenkarzinoms an Bronchialaspiraten

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der
Zahnmedizin
Der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf

vorgelegt von

Anne Kricken

2008



Als Inauguraldissertation gedruckt mit
Genehmigung der Medizinischen Fakultat der

Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

gez.:
Univ.-Prof. Dr. med. Joachim Windolf
Dekan

Referent:
Univ.-Prof. Dr. med. Alfred Bdcking

Korreferent:

Univ.-Prof. Dr. med. Royer-Pokora



Inhaltsverzeichnis 1

Inhaltsverzeichnis
INNAISVEIZEICNNIS ... 1
LIPS =11 1= 0 g Vo PSPPSR 4
1.1 Das LuNGeNKarZiNOM .........iiiiiiieee et e e e e e e e e eaa e aeees 4
1.1.1 Bedeutung und HAUfigKeit .........ccooiiiiii e 4
1.1.2 Ursachen und KanzZerogenese. .......c.coovvuuiiiiiiiiieeeeeeeeee e 4
1.1.3 Tumorarten und deren Einteilung ...........uueeiiiiiiiiiiiicce e 6
1.1.4 Entwicklung UNd PrognoSe ..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeseeseeeeenssnennnnennnees 7
1.1.5 Lungenkarzinom-Diagnostik und deren Problematik ................cccccevvveeenneee. 8
1.2 Biomarker zur Diagnose von Lungenkarzinomen.................eeeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeee. 12
1.2.1 Mutationen als Biomarker..............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeee e 12
1.2.2 Aberrante Promotor-Methylierungen als Biomarker................cccccvveveenen. 13

1.3 Nachweis von epigenetischer DNA-Alterationen durch Hypermethylierung.... 16

1.3.1 BiSUIfITKONVEISION......ciiiiiiiiiiiieiee e eeeeee 16
1.3.2 Konventionelle PCR ........oo it 17
1.3.3 Quantitative methylierungs-spezifische PCR (QMSP)..........ccooiiiiiiieeneen. 18
T DTB e 20
1.5 Ziel der Arbeit.........uueiiiiiiiiiii e 21
2. Material und Methoden ... 23
2.1 D@8 KOHEKLIV ...t 23
2.2. Humane Zellkulturlinie T24 und ihre Kultivierung...............ceeevvieiiiiiiiiiiennnnnnn. 25
2.3 Gerate und ApParaturen .........oooovuiiiiiie e 26
2.4 Farbungen, Lésungen und PUffer................uiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 27
2.4 FArDUNGEN ..ottt e e 27
P W o 1 ¥ ] o [o =] o [P PPPPPPPPPPPPP 27

2. B P U O e, 28



Inhaltsverzeichnis 2

2.5 MolekularbiologisChe KitS...........oi i 28
2.6 OlGONUKIEOLIAE .....covviiiieie e 29
2.7 Sonstige ChemiKalien ...........cooooiiiiiiiii e 29
2.8 Zytologische DIagnOSTIK .......ccoeviuiiiiiiieeee e 30
2.8.1 Vorbehandlung und Aufarbeitung...........ooovviiiiiiiiiie e, 30
2.8.2 Einteilung in zytologische Diagnosegruppen ..........ccccevveveeviinieveeiiineeneennnn. 30
2.9 Molekularbiologische DiagnostiK............ccooviiiiiiiiiiieiceee e 32
2.9.1 DNA-EXIraKLON .....uiiii et e e 32
2.9.2 Quantitats- und Qualitdtskontrolle der Nukleinsaureldésung...................... 32
2.9.3 Durchfuhrung der Bisulfitkonversion..............ccceevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 33
2.9.4 Aufreinigung und Ethanolfallung..............oooeviieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 34
2.9.5 Durchfuhrung der QMSP .........oooiiiiiieeeeeeeeeee e 35
2.9.6 Auswertung der QMSP ... .. 36
2.10 Statistische AUSWEIUNG .......ccooiiiiiii e 37
B T o =T o] 1] USRS 38
3.1 Quantifizierung der Tumorzellen ... 38
3.2 Methylierungsfrequenz in Bronchialaspiraten ............ccccccvviiiieiiiiiiiiiieiinn. 39
3.3 Methylierungslevel in Bronchialaspiraten.............ccccoooiviiiiiiiin e, 41
3.4 Diskriminierung zwischen benigner und maligner Lungenerkrankung ............ 43
3.5 Kilinisch-pathologische Korrelation ...............ooiiiiiiiiii e, 46
4. DISKUSSION ... 51

4.1 Pravalenz der aberranten Hypermethylierung des p16INK4a-Promotors im
LUNGENKAIZINOM ... s 52

4.1.1 Klinisch-pathologische Korrelation....................ueuiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeee 54

4.2 Aberrante Hypermethylierung des p16lNK4a-Promotors in der Exfoliativzytologie



Inhaltsverzeichnis 3

4.3 Einsatz der p16INK4a—Promotor—HypermethyIierung als molekularer Biomarker

fur die Diagnostik das LungenkarzinOms .................euueuuuuiiemunmninniieeieeeseeeeeeeeeeeeeee 58
4.4 Problematik der Vergleichbarkeit der Messwerte................oooviiiiiiiiiiiiiiieeennnn. 60
4.4.1. Einfluss der Primerwahl ...t 61
4.4.2 Einfluss der PCR-TECNNIK ...........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 63
4.4.3 Einfluss des Untersuchungsmaterials...............coooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 66
4.4 .4 Einfluss der ethnischen Herkunft des Patientenkollektives....................... 68

4.5 Zytologie und Biomarker in Hinblick auf Krebsfriiherkennung und Invasivitat. 69

5. ZUSammMENFaSSUNG ...ccoeeiiiei e 73
6. LIteraturverzeiChnis ..o 74
A Y o (8 74 U o =Y o PP 85

8. LEDENSIAUT . ..o 87
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1. Einleitung

1.1 Das Lungenkarzinom

1.1.1 Bedeutung und Haufigkeit

Mehr als 1,2 Millionen neue Félle von Lungenkrebs werden weltweit jedes Jahr diag-
nostiziert (Parkin et al. 2001). Die Inzidenz hat einen Altersgipfel zwischen dem 55.
und 70. Lebensjahr. Derzeit stellen Lungentumoren in Deutschland die haufigste ma-
ligne Tumorerkrankung des Mannes dar (Konietzko und Fabel 2000). Wéahrend die
Mortalitat bdsartiger Lungentumoren bei Mannern leicht riicklaufig ist, steigt sie bei
Frauen seit langerem kontinuierlich um 3,2% jahrlich an und steht bei ihnen inzwi-
schen an dritter Stelle der Malingnom-Mortalitat (siehe Abbildung 1.1.1) (Arbeitsge-
meinschaft Bevélkerungsbezogener Krebsregister in Deutschland 2004). Sollte sich
dieser Trend fortsetzen, wird das Lungenkarzinom bis 2020 das Mammakarzinom als

haufigste Krebstodesursache der Frau abldsen.

1.1.2 Ursachen und Kanzerogenese

Die Hauptursache bésartiger Lungentumoren ist mit rund 90% das inhalative Ziga-
rettenrauchen (Parkin et al. 2001). 85 - 90% der Lungentumorpatienten sind Raucher
und ca. 20% aller Raucher erkranken an bdésartigen Lungentumoren. Diese entwi-
ckeln sich aus préamalignen L&sionen, die an verschiedenen Stellen innerhalb des
broncho-alveolaren Epithels entstehen kénnen. Dieser sogenannte Feldkanzerisie-
rungs-Prozess ist auf eine wiederholte Exposition der Lunge gegeniber Karzinoge-
nen zurickzufuhren (Kreuzer et al.1998, Kreuzer et al. 1999, Mannino et al. 1998).
Die Latenzzeit, die von der ersten Einwirkung der karzinogenen Noxe (erste Ziga-

rette) bis zum Auftreten des Tumors vergeht, betragt etwa 20-40 Jahre (Bécking
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1998). Von den multiplen in Tabakrauch enthaltenen Komponenten konnten bislang
20 Karzinogene in direkten Zusammenhang mit der Induktion b&sartiger Lungentu-
moren gebracht werden (Hecht 1999). Wie viele andere chemische Karzinogene wir-
ken die im Tabakrauch enthaltenen polyzyklischen Kohlenwasserstoffe und Nitrosa-
mine Uber metabolische Zwischenstufen. Weitere Ursachen fir die Entstehung von
bdsartigen Lungentumoren sind die beruflich bedingte Exposition gegeniber ionisie-
render Strahlung und kanzerogenen Schadstoffen sowie Umwelteinflisse (Konietzko

und Fabel 2000).
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Abbildung 1.1.1: Verlauf der standardisierten Mortalitdtsrate der verschiedenen malignen Erkrankungen
im Zeitraum von 1950 bis 2005. Vor 1990 beziehen sich die Daten ausschlie3lich auf Westdeutschland,
nach 1990 auf Deutschland (Deutscher Krebsatlas, Deutsches Krebsforschungszentrum Heidelberg).
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1.1.3 Tumorarten und deren Einteilung

Die histologische Klassifikation der Lungentumore wurde zuletzt 2004 von der Welt-
gesundheitsoranisation (WHO) revidiert (Travis et al. 2004).

Diese WHO-KIlassifikation unterscheidet bei den bésartigen epithelialen Neubildun-
gen neben kleinzelligen Karzinomen unter anderem folgende Hauptgruppen nicht-
kleinzelliger Karzinome: Plattenepithelkarzinome, Adenokarzinome, grof3zellige Kar-
zinome und adenosquamdse Karzinome.

Karzinome des bronchioalveolaren Epithels gehen von unreifen Progenitorzellen des
bronchioalvoldren Epithels aus. Das Plattenepithelkarzinom entsteht auf dem Boden
eines chronischen Schleimhautreizes durch inhalative oder infektiose Noxen. Bei an-
haltender Schadigung entwickelt sich eine Plattenepithelmetaplasie der Bronchial-
schleimhaut, welche Uber weitere dysplastische Veré&nderungen in einem invasiven
Karzinom resultiert. Das Plattenepithelkarzinom entsteht meist in der Schleimhaut an
den Verzweigungen der Segment- und Subsegmentbronchien. Charakteristisch ist
sein langsames Wachstum und seine friihe Metastasierung in die regionalen Lymph-
knoten.

Das Adenokarzinom entsteht aus Schleim produzierenden Bronchialepithel und ent-
wickelt sich bevorzugt in Narbengewebe (z.B. alter Tuberkulose). Der Tumor liegt
meist in der peripheren Lunge. Auch ist eine friihe Metastasierung typisch, die so-
wohl Uber die Lymphbahnen, als auch Uber die Blutbahn bevorzugt in das Gehirn, die
Leber und die Nebennierenrinde geschieht. Eine besondere Rolle spielt das bronchi-
oloalveoldre Karzinom. Diese Sonderform, die ungefahr 1 bis 9% der untersuchten
Lungenkarzinome ausmacht, wachst langsam und innerhalb der anatomischen
Strukturen. Das bronchioloalveoldre Karzinom entsteht im Bereich der terminalen
Bronchien und in Alveolen als solitdrer, multizentrischer oder diffuser Tumor, der eine

Pneumonie imitieren kann. Diese Karzinome leiten sich von Pneumozyten Typ 2
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und/oder von Clara-Zellen ab. Im Gegensatz zu anderen Lungenkarzinomen besteht
anscheinend kein Zusammenhang zu inhalativen Noxen.
Wie die nicht-kleinzelligen Tumore gehen auch die kleinzelligen Lungenkarzinome
von unreifen Vorlauferzellen des bronchioalvoldren Epithels aus und siedeln sich
meist zentral im Bronchialsystem an. Frihe lymphogene und hamatogene Metasta-
sierung fuhrt dazu, dass sich in der Regel schon vor seiner Entdeckung Metastasen,
vorzugsweise im Gehirn, Knochen, Leber und Nebennierenrinde, gebildet haben.
Aufgrund ihrer neuroendokrinen Differenzierung kénnen die Zellen des kleinzelligen
Lungenkarzinoms Hormone bilden, die sich auf den Gesamtorganismus auswirken
(sogenanntes endokrines paraneoplastisches Syndrom). Das kleinzellige Lungenkar-
zinom hat eine sehr schlechte Prognose und ist meist inoperabel. Die palliative The-
rapie der Wahl ist die Chemotherapie.
Die stadienhafte Ausdehnung eines Lungenkarzinoms ist in der TNM- Klassifikation
festgelegt (Solbin und Wittekind 1997). Diese Ausdehnung wird nach folgenden Kri-
terien beurteilt:

1. Gréle und Ausdehnung des Primartumors (T)

2. Befall der regionalen Lymphknoten (N= nodi lymphatici)

3. Nachweis von Fernmetastasen (M).
Die Einteilung des kleinzelligen Lungenkarzinoms erfolgt in der Regel nicht nach der
TNM-Klassifikation. Man unterscheidet stattdessen zwischen extensive und limited

disease.

1.1.4 Entwicklung und Prognose
Seit einigen Jahren ist eine Verlagerung der Tumorentwicklung in die Lungenmantel-
region jenseits der Segmentbronchien mit einer gleichzeitigen Zunahme der Inzidenz

von Adenokarzinomen zu beobachten (Kreuzer et al. 1999).
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Diese Entwicklung wird als Folge der Einfihrung von Filterzigaretten, sowie von Ta-
bakmischungen mit niedrigem Nikotin- und Teergehalt und dem dadurch resultieren-
den veranderten Rauchverhalten begriindet. Einerseits wird der Zigarettenkonsum
gesteigert und zusétzlich erlauben diese ,leichten® Zigaretten eine vertiefte Inhalation
des Zigarettenrauchs, sodass es vermehrt zu einer chronischen Schadigung der
Oberflachenepithelien des bronchiolo-alveoldren Bereichs kommt (Thun et al.1997,
Osann 1998, Muller 1999).

Die Prognose bosartiger Lungentumoren ist bisher unverandert schlecht. Lungenkar-
zinome sind im frihen Stadium meist symptomlos und zeigen auch im weiteren Ver-
lauf oftmals keine spezifischen Symptome. Erstes, aber bereits sehr spates Sym-
ptom, ist der Husten (in 20-80% der Falle). Weiterhin findet man Brustschmerz,
Dyspnoe, Hdmoptoe und Pneumonien. Die ebenfalls erst im fortgeschrittenen Sta-
dium festzustellende sogenannte B-Symptomatik bei Malignomen bezeichnet Ge-
wichtsverlust, Ermidungserscheinungen und nachtliches Schwitzen. Die Diagnose
erfolgt somit zumeist erst im fortgeschrittenem Stadium, sodass die Gesamtiberle-
bensrate unter 11% liegt (Parkin et al. 2001). Erschwerend kommt hinzu, dass die
zunehmend peripher liegenden Tumoren mit den haufig angewandten diagnosti-

schen Mitteln wie beispielsweise der Bronchoskopie schwer erreichbar sind.

1.1.5 Lungenkarzinom-Diagnostik und deren Problematik

Die beschriebenen Entwicklungen verdeutlichen die gesellschaftliche und gesund-
heitspolitische Relevanz der Lungenkarzinom-Diagnostik und stellen die konventio-
nellen bildgebenden, histologischen und zytologischen Verfahren vor grof3e Heraus-
forderungen.

Die Rdéntgen-Thoraxaufnahme in zwei Ebenen ist die Grundlage der Diagnostik. Sie

erhartet den Tumorverdacht oder |6st weiterfihrende Malinahmen aus. Periphere
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Rundherde sind in bis zu 80% der Falle maligne. Ein normaler Réntgenbefund
schliel3t aber einen zentralen Lungentumor nicht aus, da dieser sich initial als ge-
ringfligige Hilusdeformitat manifestieren kann. Schlecht zu erkennen sind vor allem
Tumore der parakardialen und retrokardialen Region sowie zwerchfellnah gelegene
Raumforderungen. Darlber hinaus lassen sich im konventionellen Thorax-Réntgen-
bild Knoten erst ab einer GréRe von ca. 1,5 cm nachweisen (siehe Abbildung
1.1.5.1). Zumeist befindet sich der Tumor dann bereits in einem fortgeschrittenen

Stadium und ist nicht mehr kurativ zu behandeln.

Abbildung 1.1.5.1: Konventionelles Réntgenbild des
Thorax mit rundlicher Verdichtung in der linken
Lunge

Im konventionellen CT werden Schichtdicken um 1cm gewahlt. Kleinere Strukturen
kénnen Ubersehen werden und die Mittelung der Information fihrt zur Unschéarfe. Es
spielt bei der Beurteilung kleiner Tumore keine Rolle. Durch die 1992 eingefiihrte
ebenfalls auf Réntgenstrahlen basierende Spiral Computer Tomographie wird eine
bessere Auflésung erreicht und Knoten sind bereits ab einer Gréfle von 1-5mm
nachweisbar. Nachteilig bei diesem Diagnoseverfahren ist, dass bei einer hohen Zahl
von Hochrisikopatienten verdachtige Knoten festgestellt werden, die sich im weiteren

Verlauf als nicht maligne herausstellen (Swensen et al. 2003, Henschke et al. 1999).
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Besteht der Verdacht auf ein Lungenkarzinom, so werden zur histologischen Siche-
rung Biopsien und zur zytologischen Sicherung Bronchialaspirate und Birstungen
unter Anwendung der Bronchoskopie gewonnen. Eine bronchoskopische Ansicht

eines Lungenkarzinoms ist in Abbildung 1.1.5.2 dargestellt.

Abbildung 1.1.5.2: Bronchoskopische Ansicht eines
Lungenkarzinoms im linken Oberlappenbronchus

Man unterscheidet eine flexible und eine starre Bronchoskopie. In der Regel wird zur
Tumordiagnostik die flexible Technik angewendet, da sie fir den Patienten weniger
belastend ist und dartiber hinaus Einblicke bis in den Subsegmentbronchus méglich
sind. Dies ist wichtig, da Biopsien und Bronchialblrstungen nur von Gewebe ge-
nommen werden kénnen, welche mit dem Bronchoskop erreichbar sind, wohingegen
das durch eine Spilung der Bronchien (Bronchiallavage) gewonnene Bronchialaspi-
rat abgeschilferte Zellen aus verschiedensten Bereichen der Lunge enthalt. Somit ist
grundsatzlich mit Hilfe des Bronchialaspirats eine zytologische Sicherung auch von
peripher liegenden Lungentumoren prinzipiell mdglich.

Ahnlich verhélt es sich mit der in der Krebsvorsorge angewandten Sputumdiagnostik.
Dieses weist ebenfalls ein vergleichbar grof3es Spektrum an Zellen aus der Lunge
wie das Bronchialaspirat auf und kann nicht-invasiv gewonnen werden. Jedoch sind
28% aller Proben technisch unzureichend, da sie keine Zellen aus den tieferen Atem-

wegen enthalten. Somit hangt die Sensitivitat fur die sputumzytologische Diagnose
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eines Lungenkarzinoms auch von der Zahl der untersuchten Proben ab. Sie betragt
bei drei zureichenden Sputen 85% bei einer Spezifitdt von 99,5%,was bedeutet, dass
mit 0,5% falsch positiven Diagnosen zu rechnen ist. Zentrale und fortgeschrittene
Lungenkarzinome sind mit dieser Methode besser diagnostizierbar als periphere und
frhe (Bocking et al. 1992).

Falls sich der verdachtige Bereich aul3erhalb der Reichweite des Bronchoskops be-
findet und durch die zytologische Begutachtung der Bronchiallavage keine eindeutige
Diagnose mdglich ist, kann perkutan der Lungenmantelregion eine Feinnadelbiopsie
durchgefuhrt werden. Diese diagnostische Méglichkeit zeichnet sich durch eine hohe
Sensitivitdt und Spezifitat (99% bzw. 94%) aus (Bbdcking et al. 1995).

Von entscheidender Bedeutung ist jedoch nicht nur die Diagnose der Krebserkran-
kung, ihrer Art und Ausbreitung, sondern insbesondere auch der Zeitpunkt der Diag-
nosestellung.

Wie bereits eingangs erlautert, werden Raumforderungen aufgrund der langen sym-
ptomlosen Phase der Erkrankung haufig erst in einem sehr fortgeschrittenen Stadium
entdeckt und untersucht. Auch bei Patienten mit bereits bestehendem klinischen
Verdacht auf ein Lungenkarzinom ist die morphologische Tumorsicherung oft schwie-
rig. Vor allem bei den kleinen und zunehmend haufiger werdenden peripheren Her-
den weisen die bislang zur Verfligung stehenden konventionellen zytologischen
Techniken eine unbefriedigende Sensitivitat auf (Schreiber et al. 2003). Infolgedes-
sen wird bei mehr als 30% der Patienten mit einem Lungenkarzinom die Tumordiag-
nose erst nach mehrfacher Bronchoskopie und / oder zusatzlicher Punktion gestellt.
Bei jedem 10. Lungenkarzinom muss sogar ohne vorherige morphologische Tumor-
sicherung operiert werden.

Die Entwicklung neuer Verfahren fir eine treffsichere Lungenkarzinomdiagnostik mit

mdglichst friihzeitiger Diagnosestellung ist somit dringend erforderlich.
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1.2 Biomarker zur Diagnose von Lungenkarzinomen

Ein molekularer Biomarker ist als eine (epi-)genetische Verdnderung zu verstehen,
deren Nachweis fir die Krebsdiagnostik genutzt werden kann. Die Grundlage fiir die
Entwicklung solcher Biomarker bilden die inzwischen immer umfangreicheren Kennt-
nisse der molekularen Genetik und Epigenetik bésartiger Lungentumore.

Im Idealfall sollte ein Biomarker in nicht- bzw. minimal-invasiv gewonnenem Untersu-
chungsmaterial nachweisbar sein und méglichst keine die Ublichen Routineablaufe
stérenden Anforderungen stellen. Fir das Lungenkarzinom eignen sich daher insbe-
sondere Sputen, Bronchialsekrete und Bronchialbirstungen als Untersuchungsmate-
rial, welches bei Verdacht auf einen bdsartigen Lungentumor mit der routinemallig
angewendeten Bronchoskopie gewonnen werden kann. Die Bearbeitung und Aus-
wertung der molekularbiologischen Analysen sollte kostenginstig und schnell erfol-
gen kdnnen. Der Biomarker sollte sowohl kleinzellige als auch nicht-kleinzellige Lun-
genkarzinome detektieren, idealerweise mit einer den Tumortyp kennzeichnenden
Signatur. Um eine hohe Sensitivitat und Spezifitdt zu gewahrleisten, sollten die als
Biomarker verwendeten genetischen Alterationen bei Tumorpatienten eine hohe Pra-
valenz aufweisen, bereits im Frihstadium der Tumorerkrankung nachweisbar sein

und bei Patienten ohne Tumorerkrankung nicht auftreten.

1.2.1 Mutationen als Biomarker

In den 90er Jahren wurde mit dem Einsatz der Molekulargenetik versucht, geeignete
Tumormarker zu entwickeln. Dabei richtete sich das Augenmerk auf Verdnderungen
der Gensequenz, sogenannte Mutationen. Die Verfahren verwendeten in der Regel
mehrere hintereinander geschaltete PCR-Schritte und waren dadurch hochsensitiv,
allerdings in der Durchfiihrung auch sehr aufwendig (Behn et al. 2000, Clayton et al.

2000, Mills et al. 1995, Somers et al. 1999, Yakubowskaya et al. 1995). Hinzu
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kommt, dass bei diesen Verfahren bekannte Mutationen in sogenannten Hot-Spot
Regionen nachgewiesen werden, sodass ein Gen nur punktuell untersucht werden
kann. Haufig handelt es sich jedoch um unbekannte Mutationen im kodierenden Be-
reich. Krebs ist eine Erkrankung, die zwar durch dynamische Veranderungen im Ge-
nom gekennzeichnet ist, aber die Progression der Alterationen verlauft nicht unbe-
dingt linear (Hanahan und Weinberg 2000, Barrett et al. 1999). Ein erweitertes
Screening nach Mutationen ist mit einem unangemessenem Zeit-, Arbeits- und Kos-
tenaufwand verbunden. Fir die molekulargenetische Tumordiagnostik bedeutet dies,
dass einzelne genetische Alterationen nicht beweisend fir Krebs sein missen, und
dass die Bandbreite der Alterationen sowohl in Abhangigkeit vom Tumortyp als auch
von Patient zu Patient sehr variabel sein kann. Um bésartige Lungentumoren mit hin-
reichender Spezifitdt und Sensitivitdt zu diagnostizieren, ist somit unter Umstadnden
eine Kombination einer Vielzahl verschiedener molekulargenetischer Biomarker not-

wendig.

1.2.2 Aberrante Promotor-Methylierungen als Biomarker

1.2.2.1 Grundlagen der Epigenetik und DNA-Hypermethylierung

Eine Mdglichkeit aufwendige Verfahren zum Nachweis unbekannter Mutationen zu
umgehen, besteht in der Nutzung der immer mehr ins Interesse gerickten Epigenetik
als Quelle fur die Biomarkerentwicklung. Der Begriff Epigenetik umschreibt die Un-
tersuchung von vererbbaren Anderungen des Expressionspotentials von Genen, die
nicht durch die Anderungen der DNA-Sequenz verursacht werden.

Ein epigenetisches Phanomen ist die DNA-Methylierung. Vorraussetzung fir eine
DNA-Methylierung ist ein auf das Cytosin in der Basensequenz folgendes Guanin

(CpG-Dinukleotid).
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Im menschlichen Genom sind physiologischerweise ca. 80% der CpG-Dinukleotide
stark methyliert. Es handelt sich hierbei um repetitive Sequenzen wohingegen einige
CpG-reiche Bereiche, typischerweise in Genpromotoren, unmethyliert bleiben (Bird et
al.1986). Nahezu die Hélfte der bekannten Gene haben unmethylierte CpG-reiche
Bereiche in Promotor-Regionen und im ersten Exon (Jones and Laird 1999, Bird
2002).

Epigenetische Alterationen bewirken eine erbliche, d.h. auf Tochterzellen Ubertrag-
bare Anderung der Genexpression, wobei anders als bei genetischen Verénderun-
gen die Nucleotid-Sequenz erhalten bleibt (Holliday 1989).

Eine bekannte epigenetische Alteration ist die DNA-Hypermethylierung (Jones und
Baylin 2002, Zéchbauer-Muller et al. 2002). 5-Methylcytosin entsteht durch eine en-
zymatische Reaktion, bei der eine Methylgruppe (CHs3) auf das finfte Kohlenstoff-
atom eines Cytosins Ubertragen wird (Szyf 1996). Wesentlich fur diese Reaktion sind
die DNA-Methyltranferasen (DNMT) 1,3a und 3b (Attwood et al. 2002). Eine detail-

lierte Darstellung der Reaktion findet sich in Abbildung 1.2.2.1.

?H's’ﬂ'zmﬂ" C-HgNHzCOOH
CshgHy CsNgHy
H H
OH OH OH OH
N Abbildung 1.2.2.1: Methylierung
|"‘ ‘ ’ "I"l von Cytosin: Durch die DNA-Me-
—— H3C thyltranferase wird eine Methyl-
[ oNA-Methyttransterase > N gruppe von dem Methyl-Donor, S-
Adenosyl-Methionin (SAM) auf
o o Cytosin Ubertragen und es entsteht
i i 5-Methylcytosin und S-Adenosyl-
Cytosin 5-Methylcytosin hohocystin (SAH) (Bastian et al.

2004).
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1.2.2.2 Funktion der DNA-Methylierung und deren Nutzung als Biomarker

Beim epigenetischen Phanomen der DNA-Methylierung besteht fir viele Gene eine
negative Korrelation zwischen Methylierung und Genexpression. Somit ist bei einer
Methylierung von CpG-Dinukleotiden der Promotorregion mit einer Inaktivierung des
nachgeschalteten Gens zu rechnen, was mit einer Transkriptionshemmung assoziiert
ist (Dorfler 1983).

Das epigenetische Phanomen der DNA-Methylierung spielt als physiologischer Vor-
gang beispielweise bei der Inaktivierung eines der beiden X-Chromosomen in der
weiblichen Zelle zur Gen- Dosis Regulierung (Pfeifer et al. 1989, Riggs und Pfeifer
1992) , oder beim genomischen Imprinting (,elterliche Pragung®) eine Rolle (Li et
al.1993, Tremblay et al. 1995). Die Methylierung von DNA wirkt sich auRerdem auf
die zeitliche Regulierung der DNA-Replikation und der Chromatinstruktur aus (Ante-
quera et al. 1990, Keshet et al. 1986).

Neben der physiologisch vorkommenden Hypermethylierung ist im Zuge der Krebs-
forschung die Promotor-Methylierung von Tumorsupressorgenen ins Zentrum des
Interesses gertckt. So wurde entdeckt, dass beim Vorliegen einer Krebserkrankung
aberrante Promotor-Methylierungen an sonst unmethylierten Promotoren von Tumor-
supressorgenen haufig sind und einen Hauptmechanismus der Inaktivierung von die-
sen darstellen (Esteller et al. 2001, Grote et al. 2003 a), Virmani et al. 2002, Zéch-
bauer-Mdiller et al. 2002).

Viele zellulare Ablaufe wie DNA-Reparatur-Mechanismen, Zellzyklus, Apoptose,
Zelladhérenz oder Detoxifikation kdnnen von der Inaktivierung durch aberrante Pro-
motor-Methylierung betroffen sein (Esteller 2002).

Die Identifizierung von krankheitsspezifischen Methylierungsmustern kénnte die

Grundlage fir diagnostische Biomarker liefern. Da es sich dabei um eine epigeneti-
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sche Veranderung handelt, bleibt die DNA-Sequenz unverandert. Darlber hinaus
sind epigenetische Verdnderungen lokostationdr und ermdéglichen dadurch einen
Nachweis mit hoher Sensitivitat. Eine hohe Sensitivitét ist eine Grundvoraussetzung
fur die Anwendbarkeit dieser Methode, da bei der Gewinnung des Untersuchungs-
materials in Form von Sputen, Bronchialsekreten und Blrstungen meist nur eine ge-
ringe Anzahl von Tumorzellen bei gleichzeitig groBem Uberschuss von Nicht-tumor-
zellen vorliegt.

In der pulmonalen Zytologie finden Ublicherweise alkoholhaltige Fixativa, wie das
Saccomanno-Fixativ, Verwendung. Dies bedeutet fir molekulargenetische Untersu-
chungen auf genomischer DNA-Ebene gegenlber der in der Histopathologie meist
verwendeten Formalinfixierung einen erheblichen Vorteil. Formalin zeigt eine vielfal-
tige chemische Interaktion mit der DNA (Grote et al. 2003 b, Srinivasan et al. 2002),
wohingegen die Alkoholfixierung lediglich zu einer bei Rehydrierung reversiblen Kol-
labierung der DNA fuhrt. Nach ihrer Extraktion bleibt sie in ihrem hochmolekularen,

chemisch unmodifizierten Zustand erhalten.

1.3 Nachweis von epigenetischer DNA-Alterationen durch Hypermethylierung

1.3.1 Bisulfitkonversion

Epigenetische Veranderungen bewirken keine Anderung der DNA-Sequenz, sodass
zu ihrem Nachweis die DNA chemisch modifiziert werden muss. Dies geschieht bei
der sogenannten Bisulfitkonversion. Dabei werden unmethylierte Cytosin-Reste zu
Uracil desaminiert, wohingegen 5-Methyl-Cytosin chemisch unmodifiziert bleibt
(Frommer et al. 1992). Uracil wird in der nachgeschalteten PCR als Thymin abgele-
sen. Auf diese Weise kommt es zu einer vom Methylierungs-Status abhangigen Se-

quenzanderung, die im PCR-Endprodukt abgelesen werden kann (Herman et al.
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1996)(siehe Abbildung 1.3.1). Die Bisulfitkonversion schafft somit die Vorraussetzung

fur die anschlieRende methylierungs-spezifische PCR (Polymerase Chain Reaction).

a)
Cmethy"eIrt Bisulfidkonversion (;methyIiert PCR > Cytosin
>
Cytosin Bisulfidkonversion> U, aci PCR »  Thymin
b)
v vy vV ov oy

C,GCT G AAGT CGGGGCCCGCCCT
CGTTGAAGTCGGGGTTCGT TTT

Abbildung 1.3.1: (a) Schematische Darstellung der Umwandlung von unmethyliertem Cytosin (Ciosin)
tber Uracil zu Thymin. 5-Methylcytosin (Chemyiiert) liegt nach Bisulfitkonversion und PCR chemisch
unmodifiziert als Cytosin vor. (b) Ausschnitt aus einer Primersequenz (oben). Die untere Sequenz
stellt das Ergebnis der Sequenzanalyse nach Bisulfitkonversion und Klonierung der DNA dar. Die mit
den Pfeilen gekennzeichneten unmethylierten Cytosine der Primersequenz wurden desaminiert und
als Thymin abgelesen. Somit kommt es zu einer vom Methylierungs-Status abh&ngigen Sequenzén-
derung.

1.3.2 Konventionelle PCR

Die PCR ist ein Verfahren, das die Amplifikation von DNA - Abschnitten im Erbmate-
rial ermdglicht. Die DNA liegt normalerweise doppelstrangig vor und wird zu Beginn
des Prozesses durch Erhitzen in Einzelstrange getrennt (Denaturierung). Am Anfang
und am Ende des zu amplifizierenden Abschnitts werden Primer gesetzt, welche eine
zur DNA komplementéare Sequenz besitzen und auf Grund dessen an die vorbe-

stimmten Stellen binden kénnen (Annealing). Der dazwischen liegende DNA Ab-
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schnitt wird mit Hilfe der DNA-Polymerase der jeweils komplimentdare DNA Strang
synthetisiert (Elongation). Dieser derart gebildete Doppelstrang wird durch Erhéhung
der Temperatur wieder getrennt (Denaturierung). Damit sind die Bindungsstellen fir
die Primer erneut frei und der Vorgang kann nach dem Absinken der Temperatur er-
neut starten. Nun liegt die doppelte Anzahl der DNA Abschnitte vor. Durch haufiges
Wiederholen dieses Vorganges wird eine exponentielle Vervielfaltigung (Amplifizie-
rung) dieses DNA Abschnitts erreicht. Die entstandenen DNA Abschnitte (Amplifi-
kate) kdnnen durch verschiedene weitere Methoden sichtbar gemacht und ausge-

wertet werden.

1.3.3 Quantitative methylierungs-spezifische PCR (QMSP)

Die QMSP-Technologie erlaubt eine quantitative Echtzeitanalyse der PCR. Das be-
deutet, dass der exponentielle Anstieg der Amplifikate wéhrend der PCR-Reaktion
Jlive“ Uber die Messung von laserinduzierten Fluoreszenzsignalen verfolgt und quan-
tifiziert werden kann. Zum PCR-Ansatz wird neben den spezifischen Primern auch
eine sequenzspezifische Hybridisierungssonde zugegeben (Holland et al. 1991).
Damit die Sonde nicht als Primer fungieren kann, ist sie am 3’-Ende durch eine
Phosphatgruppe blockiert. Dartiber hinaus ist sie am 3-Ende mit einem Quencher-
farbstoff und am 5'-Ende mit einem fluoreszierenden Reporterfarbstoff markiert.
Wenn die intakte Sonde durch Licht einer bestimmten Wellenldnge angeregt wird,
wird die Fluoreszenz-Emission des Reporterfarbstoffs durch die raumliche Néhe zu
dem Quencherfarbstoff unterdrickt (sog. Fluoreszenz-Energietransfer, FRET). Wah-
rend der PCR-Reaktion wird die hybridisierte DNA-Sonde durch die lange Zeit unbe-
achtete Eigenschaft der 5'-3'-Exonuklease-Aktivitdt der Polymerase zerschnitten.
Durch die Hydrolyse der Sonde wird die rdumliche Nahe zwischen Reporter und

Quencher unterbrochen und der Reporterfarbstoff kann das Fluoreszenzlicht emittie-
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ren. Eine schematische Darstellung dieses Vorgangs ist in Abbildung 1.3.3 a darge-
stellt. Eine Hydrolyse der Sonde durch die 5'-3'-Exonuklease-Aktivitat kann nur dann
erfolgen, wenn es zu einer sequenzspezifischen Hybridisierung zwischen Sonde und
Zielsequenz kommt. Entsprechend der Amplifikation des spezifischen PCR-Frag-
mentes steigt das Fluoreszenzsignal an. Dabei ist die Fluoreszenzzunahme dem

Zuwachs an PCR-Amplifikat direkt proportional (Busch et al. 2007). Die Abbildung

1.3.3 b zeigt einen Ausdruck eines QMSP-Laufes von p16INK4a. Nach etwa 30 Zyklen

weisen die Proben von Tumorpatienten eine exponentielle Signalvermehrung auf.

®kIQ:k. ﬁ@ ||||||E

Taq DNA @ TagMan © > R
P°'Vme’ase.ﬁ> T s g LTHTHTETTTTLT L, .
rnmen
: ——* &[T *
M
b
::,_‘ e ——— Positiv-
so-| _, e Kontrolle
45-
40 -

3.5-1 / ~__—— Tumor 1

. :g W Tumor 2
o B ( Negativ_

00 -/
05 ) Kontrolle

0 2 4 6 B 10 12 14 18 18 20 2 24 B B 0 R 34 3B 3B 4 4 M 48 48 50 52 54 5 5 60

Fluoreszenz (F1/F2)

Zykluszahl

Abbildung 1.3.3 (a) Schematische Darstellung der Elongation in einem QMSP- Zyklus. Die Tag-DNA
Polymerase synthetisiert in 3'-5" Richtung einen komplementaren DNA-Strang. Gleichzeitig trennt sie
durch lhre 5°-3" Exonnuklease-Aktivitat die Sonde und unterbricht damit die rdumliche Nahe zwischen
Reporter und Quencher. Daraufhin wird ein Fluoreszenzsignal emittiert. (b) Ausdruck eines QMSP-
Laufes von p76™* . Neben der Positiv- und Negativ-Kontrolle sind Fluoreszenzverlaufe mit DNA von 2
verschiedenen Tumorpatienten (Tumor1/Tumor2) dargestellt. Aufgetragen wurde die Zykluszahl ge-
gen die Floureszenz der Sonde
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Diese von Eads und Mitarbeitern entwickelte quantitative methylierungs-spezifische
PCR hat sowohl die Sensitivitat, als auch im besonderen die Spezifitdt gegenlber
der konventionellen PCR verbessert (Eads et al. 2000). Diese Verbesserung gelingt
durch die Verwendung von 2 Primern und einer zusatzlichen Sonde. Dariiber hinaus
ist mit der QMSP eine Quantifizierung des Methylierungsnachweises mdglich, sodass

theoretisch ,falls nétig, ein Schwellenwert in der Auswertung verwendet werden kann.

INK4a

1.4 p16

Die mittels QMSP feststellbaren aberranten Methylierungen in Promotor-Regionen
wurden bei einer Reihe von Tumorsupressor-Genen beim Vorliegen eines bdsartigen
Lungentumors nachgewiesen. Erstmalig wurde der Zusammenhang zwischen aber-

ranter Promotormethylierung und Inaktivierung von Tumorsupressorgenen in der

Krebsentstehung 1995 bei p16'NK4a erkannt (Merlo et al.1995, Herman et al. 1995,
Gonzalez-Zulueta et al. 1995).

Bei dem von der INK4a-Region auf Chromosom 9p21 kodierten Tumorsupressorgen

handelt es ich um einen Regulator des Zellzyklus. Das p16lNK4a -Genprodukt ist ein
Inhibitor der Cyclin-abhangigen Kinase 4 (CDK4), welches die Serin bzw. Threonin-
Reste des Retinoblastoma-Proteins phosphoryliert (Sherr 1994, Weinberg 1995).

Durch Erhaltung des Retinoblastoma-Proteins in einem unphosphorylierten Zustand

verhindert p16INK4a den Ubergang in die S-Phase und somit die Proliferation der

Zelle.

Ist die Transkription des p16lNK4a—Gen durch aberrante Promotormethylierung inakti-
viert, kbnnte dies zu einer Stérung der Zellzyklus-Regulation fihren und daraus ab-
normales Wachstum resultieren. Wére der Zusammenhang zwischen dem Vorliegen

von einer Lungenkrebserkrankung und dieser Methylierung nachzuweisen, ergébe
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sich daraus die Mdglichkeit, p16INK4a als molekularen Biomarker in der Lungenkrebs-

diagnostik zu nutzen.

1.5 Ziel der Arbeit

Die niedrige Gesamt-Uberlebensrate von weniger als 11% macht das Lungenkarzi-
nom zum fiuhrenden Grund krebsbedingter Todesfélle in den Industrienationen.
Weltweit erkranken jedes Jahr mehr als 1,2 Millionen Menschen an bdsartigen Lun-
gentumoren (Parkin et al. 2001). Die Diagnose erfolgt aufgrund der spaten Sympto-
matik zumeist erst im fortgeschrittenem Stadium. Nicht selten sind bis zur endguilti-
gen Diagnose eines Lungenkarzinoms mehrere invasive Untersuchungen erforder-
lich, die fir den Patienten belastend sind. Vor allem bei den zunehmend haufiger
werdenden peripheren Lungenkarzinomen ist die Sensitivitat der bisher angewand-
ten histo- und zytomorphologischen Untersuchung bislang unbefriedigend (Schreiber
und McCrory 2003).

Aus den immer weiter reichenden Erkenntnissen der Epigenetik und der Entdeckung
des Zusammenhangs zwischen Hypermethylierung von Promotorregionen bestimm-
ter Gene und dem Vorliegen einer bdsartigen Entartung, ergibt sich die Mdglichkeit
Methylierung als einen lokostationdren und in Alkohol stabilen Biomarker zu nutzen.
In Kombination mit hochspezifischen und sensitiven Nachweis-Verfahren wie z.B. der
quantitativen methylierungs-spezifischen PCR erhofft man sich die Méglichkeit, eine
Krebsdiagnose zu einem sehr frihen Zeitpunkt stellen zu kédnnen und gleichzeitig
eine molekulare Klassifizierung des Tumors. Die Entwicklung eines molekularbiologi-
schen Tests wirde nicht nur eine ideale Erganzung zur Diagnostik darstellen, son-
dern kénnte sowohl die Zahl der Wiederholungsbronchoskopien als auch die Not-

wendigkeit weiterer invasiver Untersuchungen senken. Darliber hinaus wirden, auf-
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grund der Méglichkeit, den Test an zytologischem Restmaterial durchzufiihren, keine
zuséatzlichen Untersuchungen notwendig und der Ubliche Routineablauf nicht gestort.

Vor diesem Hintergrund beschaftigt sich die vorliegende Arbeit mit dem epigeneti-

schen Phé&nomen der aberranten Hypermethylierung der p16INK4a—Promotorregion.
Das Ziel der Arbeit war, die Pravalenz dieser epigenetischen Alterationen in Bronchi-
alaspiraten mittels QMSP zu bestimmen und ihre Eignung als Tumormarker zur Ver-

besserung der Diagnose von Lungenkarzinomen zu Uberprifen. Die Sensitiviat und

Spezifitdt der Methylierung der p16INK4a-Promotorregion in Bronchialaspiraten zum
Nachweis von Tumorzellen wurde unter Bertcksichtigung der zytologischen Diagno-
segruppen und histologischen Subtypen in einem Fall-Kontroll-Studiendesign unter-

sucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Das Kollektiv

Im Fall-Kontroll-Studien Design wurden Bronchialsekrete, Bronchiallavagen und
bronchoalveoldre Lavagen, im folgenden zusammenfassend als Bronchialaspirate
bezeichnet, von insgesamt 168 Patienten mit primaren Lungenkrebs und 59 Patien-
ten mit benignen Lungenkrankheiten retrospektiv betrachtet.

Alle Patienten hatten sich zum Ausschluss oder Nachweis einer malignen Erkran-
kung einer Bronchoskopie zwischen dem 02.07.2001 und dem 23.06.2003 unterzo-
gen. Die Gruppe mit malignen Tumoren bestand aus 48 weiblichen und 120 mannli-
chen Patienten im Alter zwischen 41 und 89 Jahren und einem Durchschnittsalter
von 65 Jahren. In Abbildung 2.1 ist die Geschlechterverteilung bei Tumorpatienten

gegenuber Nicht-Tumorpatienten graphisch dargestellt.

Nicht- Tumorpatienten Tumorpatienten

@ mannlich
56% m w eiblich

Diagramm 2.1: Geschlechterverteilung bei Nicht-Tumorpatienten und Tumorpatienten in %

Die Tumortypisierung erfolgte gemafl® den Richtlinien der internationalen histologi-
schen Kilassifikation der WHO bezlglich Lungentumoren (Travis et al. 2004) unter
Verwendung von zytologischen und histologischen Untersuchungsergebnissen. Die

histologischen Subtypen beinhalteten 53 Adenokarzinome, 52 Plattenepithelkarzi-
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nome, 25 andere nicht-kleinzellige Karzinome (NSCLCuhers, 0ther non-small cell lung
cancers), 37 kleinzellige Karzinome (SCLC, small cell lung cancer) und ein kombi-
niertes kleinzelliges Karzinom. 11 Patienten hatten ein Tumorrezidiv.

Die Kontrollgruppe umfasste 59 Nicht-Tumorpatienten, wobei von 2 Patienten zu-
satzlich ein zweites Bronchialaspirat mit in die Studie einbezogen wurde. Sie um-
fasste 33 Manner und 26 Frauen im Alter zwischen 24 und 80 Jahren. Das Durch-
schnittsalter betrug 60 Jahre. In der Kontrollgruppe wurden folgende Erkrankungen
diagnostiziert: Akute oder chronische Bronchitis (n = 37), Pneumonie (n = 12), inter-
stitielle Lungenerkrankung (n = 5), Lungenembolie (n = 5), Asthma bronchiale (n = 4)
und Tuberkulose (n = 1).

Die Informationen zu Alter, Geschlecht, Nikotinabusus und klinisch-pathologischem
Staging gemal UICC TNM Classification of Malignant Tumors wurden aus Patien-
tenakten der Klinik fur Pulmologie, Florence-Nightingale-Krankenhaus, Dusseldorf,
sowie den Datenbanken des Instituts fir Cytopathologie, Universitats-Klinikum Dus-
seldorf und dem Instituts flir Pathologie, Ev. Krankenhaus Bethesda, Duisburg, ent-

nommen (siehe Tabelle 2.1).
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Tabelle 2.1: Klinisch-Pathologische Daten des Untersuchungskollektivs

NT-Pat. Tu-Pat.
(n=159) (n=168)
Alter ® 60 (24-80) 65 (41-89)
Geschlecht
weiblich 26 48
mannlich 33 120
Pack-years " 40,3 +/- 32,9 50,7 +/- 28
Raucher Status °©
Nicht-Raucher 15 8
Ex-Raucher 18 40
Raucher 21 106
Nie-Raucher 5 2
Nicht spezifiziert - 12
Tumorlokalisation
Zentral 45
Peripher 22
Nicht spezifiziert 101
Stadium
I 20
I 2
111 39
v 45
Limited disease 8
Extensive disease 28
Nicht spezifiziert 26
Histologie
Adenokarzinom 53
Plattenepithelkarzinom 52
Sonstiges nicht-kleinzelliges Karzinom 25
Kleinzelliges Karzinom 37
Kombiniertes kleinzelliges Karzinom 1

aMedian (Spannweite)
b Mittel +/- SD
¢ Angaben zu Nikotinkonsum und Staging fehlen bei 12 bzw. 26 Patienten

2.2. Humane Zellkulturlinie T24 und ihre Kultivierung

Die fur die Positivkontrolle verwendete Zelllinie T24 entstammt aus Zellen eines
Urothelkarzinoms der Harnblase. Sie wurde von der American Type Cell Culture
(ATCC) unter der ATCC Nr.: HTB-4 bezogen und nach Herstellerangaben wie nach-

folgend beschrieben kultiviert.
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Die Zelllinie wurde in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit stabilisiertem
Glutamin, 15% hitze-inaktiviertem fétalem Kalberserum (FCS, fetal calf serum), 100
U/ml Penicillin sowie 100 ug/ml Streptomycin bei 37°C in einer wasser-dampfgesat-
tigten Atmosphéare mit 5% CO; kultiviert. Die Zellen wuchsen adhérent in 175 cm’
Kulturflaschen mit je 15 ml Medium. Sie wurden alle 2-5 Tage geteilt und mit frischen
Medium versorgt. Dazu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen kurz mit Phosphat
gepufferter Kochsalzlésung (PBS, phosphate buffered saline) gewaschen und mit 3
ml Trypsin / EDTA (0,02% / 0,05%) fur 2 min bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden
vom Flaschenboden abgelést und die Wirkung des Trypsins wurde durch Zugabe
von 12 ml frischem Medium inaktiviert. Je 3 ml Zellsuspension wurden in neue Kul-
turflaschen tUberfihrt und mit Medium auf 15 ml aufgefuillt.

Zum Anlegen von Gefrierkulturen wurden die Zellen nach der Behandlung mit
Trypsin in 1 ml eiskalten FCS und 10% Dimethylsulfoxid suspendiert und in 2 ml Kry-
orbéhrchen Uberfuhrt. Die Zellen wurden bei -80°C eingefroren und fur die Versuche
gelagert. Die Stocklésungen wurden nach 24 Stunden bei -80°C in Stickstoff Gber-
fuhrt. Um die Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurde diese méglichst kurz aufge-

taut und direkt in 10 ml Medium aufgenommen.

2.3 Gerate und Apparaturen

Tischzentrifuge 4515D Eppendorf, Hamburg
Bio-Photometer® Eppendorf, Hamburg

Light Cycler Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Light Cycler Capillaries Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Vortex Janke & Kunkel GmbH, Staufen
Perfect Blue Mini M PEQLAB GmbH, Erlangen

Labor-pH-Meter 765 Knick, Berlin
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UV-Leuchttisch TFX Vilber Lourmat, Frankreich

Thermomixer Comfort Eppendorf, Hamburg

2.4 Farbungen, Lésungen und Puffer

2.4.1 Farbungen

Saccomanno-Fixativ

50% Ethanol
2% Polyethylenglycol 1500

60 mg/l Rifampicin

Papanicolaou Farbung:

Hamatoxylin nach Harris

Orange G,

Polychromlésung EA 65,

0,5%ige HCI Lésung,

Lithiumcarbonatlésung (3 Tropfen geséttigte Li,CO3-Lésung auf 100 ml Aqua dest.)

Fixierldsung (50 ml 95% EtOH und 50 ml 95% Diethylether mischen)

2.4.2 Lésungen

L6sung fir die Bisulfitkonversion nach Herman et al.

10 N NaOH — 4 g in 10 ml Aqua dest.
10 mM Hydrochinon — 0,055 g in 50ml Aqua dest.
3 M Nartiumbisulfid pH 5,0 — 6,2 g in 20 ml Aqua dest.

pH-Wert mit 10 N NaOH auf pH 5.0 einstellen
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Losung fur die QMSP (Mastermix)

Je 1,2 pyl 10 pmol Primer Lésung (600 nM Endkonzentration)

1 pl 4 pmol TagMan®-Sonde (200 nM Endkonzentration)

2 pl 3,5 mM MgCl,

2 ul Light Cycler-Fast Start DNA Master Hybridization Probes

10,6 pl steriles Aqua dest.

2.4.3 Puffer

Laufpuffer fir Agarose-Gele (TBE-Puffer)

8,9 mM Tris-(Hydroxymethyl)aminomethan

8,9 mM Borat

2mM EDTA

5 x DNA Ladepuffer

2,5 mM Tris-HCI pH 8,0
50 mM EDTA pH 8,0
90% Glycerin

0,01% Bromphenolblau

0,01% Xylencyanol

2.5 Molekularbiologische Kits
Purgene DNA-Isolierungskit®
Wizard DNA Purification Kit

Light Cycler-Fast Start DNA Master
Hybridization Probes

Gentra Systems, Minneapolis, MN.

Promega, WI, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
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2.6 Oligonukleotide

Die fur den Methylierungsnachweis benétigten Oligonukleotide und TagMan®-Son-
den wurden von der Firma MWG-Biotech, Ebersberg bezogen. Die Stocklésungen
wiesen eine Konzentration von 100 pmol/pl auf und wurden bei -20°C gelagert. Die
bendtigten Lésungskonzentationen flir den Mastermix (siehe 2.4.2 Lésung fur die
QMSP) wurden durch Verdinnung mit sterilem Aqua dest. erreicht.

10 pmol Primer Lésung — 20 ul 100 pmol Primer-Stocklsg. in 180ul Aqua dest.

4 pmol Sonde Lésung —3 pl 100 pmol Sonden-Stocklsg. in 72ul Aqua dest.

Detaillierte Angaben zu den Primern, TagMan®-Sonde, Hybridisierungstemperaturen,

Anzahl der CpGs und PCR-Fragmentlange fir p16INK4a finden sich in Tabelle 2.6.

® INK4a
Tabelle 2.6: Primersequenzen und TagMan -Sonden fir p16 und Myogenic Differenciation Anti-
gen1 (MYOD1). Fur den Nachweis von Methylierung in Promotorenregionen verschiedener Gene
wurden methylierungsspezifische Oligonukleotide und TagMan®-Sonden konstruiert.

Gen- Primer-Sequenz’ Annealing Anzahl | GréRe
Promotor Temp. Cst2 [bp]3
p16 " | F15-TGG AGT ITT CGG ITG ATT GGT T-3' 58°C 7 70

R: 5-AAC AAC GCC CGC ACC TCC T-3°

TaqMan®: 5-6FAM-ACC CGA CCC CGA ACC GCG-

TAMRA-3’
MYoD | F:5-CCAACT CCAAAT CCC CTCTCT ITAT-3 58°C 0 161
1 R: 5-TGA TTA ATT TAG ATT GGG TTT AGA GAA

GGA-3’

TaqMan®: 5-6FAM-TCC CTT CCT ATT CCT AAATCC
AAC CTA AAT ACC TCC-TAMRA-3’

1. F = forward, R = reverse, unterstrichen sind durch die Bisulfitkonversion modifizierte Basen
2. Anzahl der durch die drei Oligonukleotide abgedeckten CpG-Dinukleotide
3. Fragmentgrofie des zu erzeugenden PCR-Produktes, bp = Basenpaare.

2.7 Sonstige Chemikalien
Agarose SeaKem LE Biorad, Minchen
Bromphenolblau (BPB) Pharmacia Biotech, Schweden

DNA- GréRenmarker Invitrogen, Karlsruhe
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Fetales Kalberserum Seomed Biochrom, Deisenhofen
Penicillin/Streptomycin Biochrom, Berlin

Trypsin Biochrom, Berlin

Xylencyanol (XC) USB, Ohio, USA
Zellkulturmedium Invitrogen, Karlsruhe

2.8 Zytologische Diagnostik

2.8.1 Vorbehandlung und Aufarbeitung

Das bronchiale Material wurde unmittelbar nach der Bronchoskopie in 50 ml Réhr-
chen eingebracht und mit 20 ml Saccomanno-Fixativ versetzt (Saccomanno et al.
1963). Nach Ankunft im Labor des Institutes fiir Cytopathologie, Heinrich-Heine-Uni-
versitat DUsseldorf, wurden die Réhrchen 5 Minuten bei 670 x g zentrifugiert. An-
schlielend wurde mit einer Pasteurpipette das Sediment aufgenommen und je einen
Tropfen auf insgesamt 4 Objekttrager gegeben. Durch einen weiteren flach aufge-
legten Objekttrager wurde das Material durch Ausstreichen in verschiedene Richtun-
gen gleichmaRig verteilt. Die so praparierten Objekttrdger wurden gut getrocknet und
nach Papanicolaou-Farbung mikroskopisch befundet.

Das Ubrige Material wurde fur die anschlieRende molekularbiologische Diagnostik
(siehe Kapitel 2.10) in 1,5 ml Réhrchen gegeben, in Saccomanno-Fixativ resuspen-

diert und bei 4°C aufbewahrt.

2.8.2 Einteilung in zytologische Diagnosegruppen
Die konventionelle zytologische Begutachtung, einschlie8lich der semiquantitativen
Bestimmung der Tumorzellzahl, erfolgte an vier zytologischen Ausstrichpréparaten.

Die Untersuchung erfolgte mittels eines Lichtmikroskops in verschiedenen VergréQ3e-
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rungsstufen. Der zytologische Befund wurde auf der Grundlage der Tumorzellzahl in
verschiedene Untergruppen unterteilt:
1. ,negativ’ — keine abnormen oder verdachtigen Zellen
2. ,zweifelhaft* — wenige abnorme Zellen
3. .dringend verdachtig“ — zahlreiche abnorme oder wenige atypische Zellen
4. ,positiv — Tumorzellen nachweisbar
Ein zytologisch Tumorzell- positives Ergebnis wurde in zwei weitere Untergruppen
unterteilt.:
4a) ,Tu+“ — wenige Tumorzellen oder kleine Tumorzellgruppen in bis zu drei ver-
schiedenen Regionen
4b) ,Tu++* — groRe Tumorzellgruppen oder multiple Tumorzellen als einzelne
Tumorzellen oder Tumorzellgruppen in mehr als 3 Regionen
Nach Abgleich der zytologischen Befundung der Bronchialaspirate mit dem jeweils
korrespondierenden histologischen Untersuchungsergebnis konnte die Einteilung
noch um folgende zytologische Diagnosegruppen erweitert werden:
5. ,richtig negativ® — negative Zytologie bei im klinischen Verlauf negative
Histologie
6. ,falsch negativ‘ — negative Zytologie bei im klinischen Verlauf positiver Histolo-

gie
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2.9 Molekularbiologische Diagnostik

2.9.1 DNA-Extraktion

Bei der DNA-Extraktion wurde durch Aussalzen der Proteine eine Reinigung der DNA
erreicht. Die Isolierung der Nukleinsauren erfolgte mit dem Gentra Systems Purgene
DNA-Isolierungskit® (Gentra Systems, Minneapolis, MN).

Die Proben wurden bei 3000 U/min fiinf Minuten zentrifugiert und der Uberstand ver-
worfen. Anschliellend wurden 50 ul des resuspendierten Materials nochmals finf
Minuten bei 8000 U/min zentrifugiert. Nach Zugabe von 250 pl Lysepuffer (Cell Lysis
Solution®) und 2 pl Proteinkinase K (20 mg/ml) wurden sie bei 65°C 30 Minuten im
Brutschrank inkubiert.

Die auf Zimmertemperatur abgekihlten Proben wurden mit 100 pl Protein Precitipa-
tion Solution® versetzt und 20 Sekunden gut vermischt. Nach erneuter 5 minutiger
Inkubation bei 5 °C wurden die ausgesalzten Proteine 3 Minuten bei 16000 U/min
abzentrifugiert und verworfen. Der Uberstand wurde in ein 1,5 ml Réhrchen einge-
bracht und 300 pl 100%igen Isopropanol hinzu gegeben. Durch mehrmaliges Wen-
den der Probe wurden die Komponenten vermischt, 5 Minuten bei Raumtemperatur
ruhen gelassen und anschlieRend 5 Minuten bei 16000 U/min zentrifugiert.

Das DNA Pellet wurde nach Verwerfen des Uberstands mit 70%igen EtOH abgewa-
schen und getrocknet. Das getrocknete Pellet wurde in 50 yl DNA-Hydration solution
entweder eine Stunde bei 65°C oder Gber Nacht im Kihlschrank rehydriert. Die DNA-

Ausbeute wurde anschlieRend photometrisch bestimmt (siehe Kapitel 2.9.2).

2.9.2 Quantitats- und Qualitatskontrolle der Nukleinsaurelésung
Die DNA-Ausbeute bronchialer Sekrete ist sehr variabel. Dieses ist hauptsachlich der

unterschiedlichen Zellularitat der Einzelproben zuzuschreiben (Grote et al. 2003). Die
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Konzentration und Reinheit der isolierten DNA wurde mittels Photometer (Eppendorf
Bio-Photometer®) bei 260nm und 280nm ermittelt. Eine Extinktion von 1,0 bei 260
nm entspricht der optischen Dichte (OD) einer Konzentration von 50 pg/ml dop-
pelstrangiger DNA (Sambrook and Russel 2001). Der DNA-Gehalt pro Teilprobe
wurde durch Multiplizieren der DNA-Konzentration mit der endgtltigen Menge des
DNA-Extraktes ermittelt.

Der DNA-Reinheitsgrad wurde als Quotient von OD 260/ OD 280 geschétzt. Bei

Werten zwischen 1,8 — 2,0 hat die Probe den nétigen Reinheitswert.

2.9.3 Durchfuhrung der Bisulfitkonversion

Die Bisulfitkonversion diente dem Nachweis epigenetischer DNA-Alterationen durch
aberrante Methylierung von Cytosinen in CpG-Dinukleotiden. Da aberrante DNA-
Methylierungen keine Alteration der DNA-Sequenz bewirken, musste zu ihrem
Nachweis die DNA zunachst mit Bisulfit behandelt werden (Herman et al.1996). In
Kapitel 1.3.1 wurde das Prinzip dieses Verfahrens detailliert beschrieben.

Zur praktischen Durchflihrung der Bisulfitkonversion wurde 1ug der DNA-Probe mit
48,5 ul Aqua dest. und 1,5ul 10 N NaOH Lésung (0,3 M Endkonzentration) fir 15
Minuten bei 37°C denaturiert. Dem 50 pl Reaktionsansatz wurden 30ul 10mM Hydro-
chinon und 520 pl 3 M Natriumbisulfittésung zugesetzt. Das Ganze wurde kurz ver-
mischt und anschlieRend 16 Stunden bei 50°C inkubiert. In Abbildung 2.9.3 ist die

chemische Umwandlung von unmethyliertem Cytosin zu Uracil dargestellt.
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Cytosin Cytosin Uracil
Sulfonat

Abbildung 2.9.3: Bisulfitkonversion der DNA: Zunachst findet bei niedrigem pH-Wert und niedriger
Temperatur eine reversible Sulfonierung von Cytosin zu Cytosin-6-sulfonat statt. Es kommt zu einer
irreversiblen hydrolytischen Desaminierung von Cytosin-6-Sulfonat zu Uracil-6-sulfonat. Fir diese
Reaktionen sind hdéhere Konzentrationen an Natriumbisulfit glinstig. Das pH-Optimum liegt zwischen
pH 5 und pH 6. AnschlieRend erfolgt die reversible Desulfonierung von Uracil-6-sulfonat zu Uracil bei
hohem pH-Wert. Letzteres wird bei der PCR als Thymin abgelesen (Hajkova et al. 2002).

2.9.4 Aufreinigung und Ethanolféllung

Die Aufreinigung der DNA erfolgte mit dem Wizard DNA Purification Kit nach Her-
stellerangaben. Die DNA wurde mit 1ml Bindepuffer versetzt und auf die Saulen ge-
geben. Danach wurden die Filter fur eine Minute bei 14000 rpm zentrifugiert und der
Durchfluss verworfen. Mit 2 ml 80%igen Isopropanol wurde die DNA gewaschen, in
50 pl sterilem Aqua dest. eluiert und nach Zugabe von 1,5 ul 10 N NaOH Lésung fur
5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Die anschliefende Ethanolfallung diente dazu, DNA in weniger Lésung aufzunehmen
(von 50 pl — 20 pl). Dazu wurde die Probe zun&chst mit 30ul sterilem Aqua dest,

8ul 3M mit einem pH von 5,2 und 200 ul 100%igen EtOH versetzt und gut vermischt.
Anschliellend wurden die Proben bei —25°C fur mindestens 2 Stunden inkubiert und
danach 30 Minuten bei héchster Geschwindigkeit in einer Tischzentrifuge zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde verworfen, die DNA getrocknet und in 20 pl sterilem Aqua

dest. resuspendiert.
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2.9.5 Durchfiihrung der QMSP

Zur Bestimmung der Methylierung des Promotors von p1 6" wurde die quantitative
methylierungs-spezifische PCR verwendet (siehe Kapitel 1.3.3). Bei dem fur diese
Versuchsreihe genutzten Gerat handelt es sich um einen LightCycler der Firma Ro-

che Diagnostics (Abbildung 2.9.5).

Abbildung 2.9.5: LightCycler

Fur die PCR wurde zunéchst ein sogenannter Mastermix (siehe Kapitel 2.4.2 Lésung
fur die QMSP) vorbereitet. 2ul (entspricht 50ng) Bisulfit-konvertierte DNA wurde mit
18ul Mastermix in LightCycler Kapillaren gegeben, bei 3000rpm in einer Tischzentri-
fuge fur ca. 10 Sekunden zentrifugiert und anschlieBend im LightCycler® repliziert.
Die QMSP-Reaktion lief in verschiedenen Zyklensequenzen ab. Zunéchst wurde eine
primare Denaturierung bei 95°C fur 10 Minuten durchgefuhrt. Anschlief3end folgten
60 Zyklen mit dem flr p16INK4a optimierten Temperaturen und Zeiten (Denaturierung

95°C/10sek; Hybridisierung 58°C/8sek; Elongation 72°C/10 sek). Das finale Abkuh-

len erfolgte bei 40°C fiur 30 Sekunden.
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2.9.6 Auswertung der QMSP

Jede PCR wurde mit einer Negativ- und zwei Positivkontrollen durchgefiihrt. Als Ne-
gativkontrolle wurde eine Probe ohne DNA verwendet, bestehend aus Master Mix
und sterilem Aqua dest.. DNA der Zelllinie T24 diente als Positivkontrolle. Als interne
Referenz wurde das Myogenic Differenciation Antigen 1 (MYOD1) amplifiziert (Bra-
bender et al. 2001). Die MYOD1-Primer binden in einer Region des MYOD1-Gens
ohne CpG-Dinukleotide, das hei3t an Sequenzen mit unmethyliertem Cytosin. Das
bedeutet, dass durch ein MYOD1-positives PCR- Produkt der Erfolg der Bisulfitkon-
version nachgewiesen werden konnte. Detaillierte Angaben zu Primern, TagMan®-
Sonden, Hybridisierungstemperaturen, Anzahl der CpGs und PCR-Fragmentldngen
finden sich in Tabelle 2.6.

Die Auswertung der QMSP erfolgte sowohl qualitativ als auch quantitativ. Fir die
qualitative Auswertung wurden je 10 pyl des PCR-Produktes mit 2 ul DNA Ladepuffer
versetzt und auf einem 1,8%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Durch
Zugabe von Ethidiumbromid, kann das Gel auf einem UV-Tisch ausgewertet werden.
Die Einlagerung von Ethidiumbromid-Molekiilen in die DNA bewirkte eine Anderung
des Anregungsspektrums, sodass die Fluoreszenz der Substanz bei Anregung mit
ultraviolettem Licht stark erhéht wurde. Auf diese Weise leuchteten im Agarosegel
Nukleinsauren hell auf. Durch den Vergleich mit einer DNA-Leiter konnte die Grolke

des PCR-Produkts Uberprift werden. Das PCR-Produkt sollte fiir MYOD1 161 bp und

far p16INK4a 70 bp betragen. Letzteres ist aufgrund seiner geringen Gréfe im konven-
tionellen Agarosegel nicht differenzierbar, jedoch ermdglicht es den Nachweis von

gegebenenfalls vorhandenen unspezifischer Banden.
Die Pravalenz einer p16INK4a-HypermethyIierung wurde mittels Kreuzpunktanalyse

bestimmt. Hierbei wurden alle Werte > 0 als positiv bewertet und im Folgenden als
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Methylierungslevel definiert. Bei der sogenannten Methylierungsfrequenz wurde der
prozentuale Anteil der Falle, die auf den Marker positiv waren in Bezug zu der Ge-

samtzahl der Félle bestimmt.

2.10 Statistische Auswertung

Fur den Vergleich der zentralen Tendenz zweier unabhangiger Stichproben wurde
als verteilungsfreier Test der Mann-Whitney-U-Test durchgefihrt. Fir den Vergleich
einer beobachteten Haufigkeitsverteilung mit der theoretischen Haufigkeitsverteilung
wurde der Chi-Quadrat Test herangezogen. Beide statistischen Tests wurden zwei-

seitig durchgefuhrt. Das Signifikanzlevel wurde auf p < 0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1 Quantifizierung der Tumorzellen

Von 168 Patienten mit einer malignen Erkrankung der Lunge wurden 176 bron-
choskopisch gewonnene Bronchialaspirate (Bronchialsekrete, Bronchiallavagen und
bronchoalveoldre Lavagen) zytologisch aufbereitet und unter dem Lichtmikroskop
untersucht. Der zytologische Befund wurde auf der Grundlage der Tumorzellzahl und
in Korrelation zum abschlielenden histologischen Ergebnis im Verlauf in verschie-
dene Untergruppen unterteilt. Positiver Befund mit hoher Anzahl von Tumorzellen (Tu
++) und positiver Befund mit wenigen Tumorzellen (Tu +) im Bronchialaspirat, ,drin-
gender Verdacht” (d.V.) und ,zweifelhaft® (zw.). Dartber hinaus wurden die Falle mit
falsch-negativer Zytologie einbezogen.

Bei der Analyse der Tumorzellzahl der Praparate in der diagnostischen Routine
konnten in 25 von 176 Bronchialaspiraten von Tumorpatienten keine Tumorzellen
oder Nester gefunden werden. Eine zytologisch falsch-negative Diagnose kann da-
durch bedingt sein, dass keine Tumorzellen im Praparat vorhanden sind. Dieser so-
genannte ,Sampling Error* machte mit 96% (24 / 25) den Hauptteil der falsch-negati-
ven Félle aus. Nach erneuter Durchsicht unter wissenschaftlichen Bedingungen
konnten in einem der 25 Bronchialaspirate wenige Tumorzellen nachgewiesen wer-
den. Dieser als ,Screening Error® bezeichnete diagnostische Fehler machte mit 4%
(1 / 25) den restlichen Anteil der falsch negativen Félle aus. Die betroffene Patientin
wurde flr die weitere Auswertung in die Diagnosegruppe ,dringender Verdacht* um-
gruppiert.

In 86 Fallen wurde eine positive Zytologie mit wenigen Tumorzellen diagnostiziert

oder es bestand zytologisch ein dringender Tumorverdacht. In 42 Préaparaten konnte
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eine multiple Anzahl von Tumorzellen gefunden werden, sodass diese Praparate als

eindeutig positive Zytologie eingestuft werden konnten.

Nach Evaluierung der p16INK4a'MethyIierungsfrequenz durch die am Bronchialaspirat
durchgefiihrte QMSP, wurden die molekularbiologischen Ergebnisse mit dem jeweili-
gen zytologischen Befund korreliert.

Der Vergleich der Methylierungsfrequenzen von Tu++ Fallen (26,2 %) und Fallen mit

falsch-negativer Zytologie (4,2 %) zeigte eine signifikant héhere Frequenz in der

2
Gruppe der Falle mit reichlich Tumorzellen (y = 4,98 ; p = 0,026). Die Untersu-

chungsergebnisse sind in Abbildung 3.1 graphisch dargestellt.
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Abbildung 3.1: Haufigkeit der aberranten Promotor-Methylierung in Bronchialaspiraten von
Tumorpatienten in Abhangigkeit von der zytologischen Diagnosegruppe (Tu++ = multiple Tumorzellen,
Tu+ = wenige Tumorzellen, d.V. = dringender Verdacht, zw. = zweifelhaft, falsch-neg. = falsch-
negativ).

3.2 Methylierungsfrequenz in Bronchialaspiraten

Analysiert man die p16INK4a—MethyIierungsfrequenz der 176 Bronchialaspirate in Ab-

hangigkeit vom korrespondierenden histologischen Subtyp (Adenokarzinom, Platte-
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nepithelkarzinom, NSCLChers, SCLC) war vornehmlich beim Plattenepithelkarzinom
eine Methylierung der p16INK4a Promotorregion nachzuweisen. Sie fand sich hier bei
40,4% (21 / 52) der Félle. Beim Adenokarzinom und NSCLCihers lag sie bei 10,7% (6
/ 56) bzw. 13,8% (4 / 29) und bei den SCLC lediglich bei 2,6% (1 / 38). Die Untersu-
chung der p16INK4a Promotorregion in Bronchialaspiraten der Kontrollgruppe zeigte in
keinem der Félle eine aberrante Methylierung (0 / 61). Des Weiteren wurden die ein-
zelnen Tumorgruppen auf Grundlage der Tumorzellzahl (Tu++, Tu+, d.V., zw. und
falsch-negativ) stratifiziert. Eine graphische Darstellung der Methylierungsfrequenzen
in den Subgruppen findet sich in Abbildung 3.2.

Die statistische Analyse belegte eine signifikant héhere Methylierungsfrequenz des

p16INK4a Promotors bei Plattenepithelkarzinomen im Vergleich zu Adenokarzinomen
(4 = 12,66 ; p = 0,0004) NSCLCotmers (x = 6,17 : p = 0,013) , SCLC (5 = 16,94 ; p <
0,0001) und der Nicht-Tumorgruppe (X2= 30,26 ; p < 0,0001).

Statistisch signifikant héhere Methylierungsfrequenzen als bei Bronchialaspiraten der

2
Nicht-Tumorpatienten konnten bei der Gruppe der Adenokarzinome (y =6,889 ; p =

2
0,009) und NSCLCothers ( x = 8,8 ; p = 0,003) bestimmt werden. Dagegen zeigte die

Methylierungsfrequenz von Adenokarzinomen gegeniber NSCLCothers und den SCLC
2 2
(x =0,174 ; p=0,677 / y =2,146 ; p = 0,143), der Nicht-Tumorgruppe gegentber den

2 2
SCLC (x =1,622 ; p = 0,2) und der NSCLCothers versus der SCLC (y = 2,967 ; p =

0,085) keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 3.2: Methylierungsfrequenz von p76™“? in Bronchialaspiraten von Tumorpatienten in Ab-

hangigkeit der verschiedenen Tumorarten (AC = Adenokarzinom, SCC = Plattenepithelkarzinom,
NSCLChers = Sonstiges nicht-kleinzelliges Karzinom, SCLC = Kleinzelliges Karzinom) und stratifiziert
nach den histologischen Diagnosegruppen (Tu++ = multiple Tumorzellen, Tu+ = wenige Tumorzellen,
d.V. = dringender Verdacht, zw. = zweifelhaft, falsch-neg. = falsch-negativ).

3.3 Methylierungslevel in Bronchialaspiraten

Die quantitativen Messergebnisse der QMSP wurden unter Berlcksichtigung vom
histologischen Subtyp und der zytologischen Diagnosegruppe stratifiziert (siehe Ab-
bildung 3.3.1 und 3.3.2.). Bei der statistischen Auswertung wurden nur Messwerte
gréfler 0 beriicksichtigt, um eine artifizielle Absenkung des durchschnittlichen Methy-

lierungslevels in Abhangigkeit vom Anteil negativer QMISP-Befunde zu vermeiden.
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Abbildung 3.3.1: p16INK4a —Promotor-Methylierungslevel in Bronchialaspiraten von Tumorpatienten in
Abhéangigkeit vom histologischen Subtyp (AC = Adenokarzinom, SCC = Plattenepithelkarzinom,
NSCLCqhers = Sonstiges nicht-kleinzelliges Karzinom, SCLC = Kleinzelliges Karzinom). Es sind nur
Messwerte > 0 dargestellt.

Das mediane Methylierungslevel der Bronchialaspirate mit nachgewiesener p16lNK4a—

Methylierung bei allen Tumorpatienten betrug 29,8 (Spannweite 24,65-34,28, n = 33).
Bezogen auf die histologischen Subtypen konnte ein medianes Methylierungslevel
von 30,5 bei Adenokarzinomen (Spannweite 28,5-32,8 ; n = 6), 29,6 bei Plattene-

pithelkarzinomen (Spannweite 24,7-34,3 ; n = 22) und 29,1 bei NSCLChers (Spann-

weite 28-34,3 ; n = 4) ermittelt werden. Lediglich ein SCLC war p16INK4a methyliert.
Das Methylierungslevel lag bei 30,9.

Bei der Bestimmung des medianen Methylierungslevels, der Spannweiten (Spw.) und

der Anzahl (n) der Bronchialaspirate mit nachgewiesener p16INK4a-MethyIierung in
Abhangigkeit von der histologischen Diagnosegruppe fanden sich folgende Ergeb-
nisse: ,Tu++“ 29,3 / Spw. 24,65-31,38 / n = 11; ,Tu+*: 29,9 / Spw 28,53-31,49 as/ n
=12; ,d.V.*: 30,5/ Spw. 27,87-34,25 / n = 6; ,zw.”: 30,15 / Spw. 27,95-32,81 /n = 3

und ,falsch-neg.“ 34,3 /n = 1.
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Abbildung 3.3.2: p16INK4a —Promotor-Methylierungslevel in Bronchialaspiraten von Tumorpatienten in
Abhéangigkeit der zytologischen Diagnosegruppe (Tu++ = Multiple Tumorzellen, Tu+ = Wenige Tumor-
zellen, d.V. = dringender Verdacht, zw. = zweifelhaft, falsch-neg. = falsch-negativ). Es sind nur Mess-
werte > 0 dargestellt.

N . INK4a . _
Mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests wurde das Level der p716 Methylierung in
Abhéangigkeit vom histologischen Subtyp untersucht. Dabei wurde auf eine weitere
Unterteilung der histologischen Subtypen in die verschiedenen zytologischen Diag-
nosegruppen verzichtet, da die zu analysierenden Gruppen fir eine statistische Un-
tersuchung zu klein gewesen waren.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede des Methylierungslevels zwischen den

einzelnen histologischen Subtypen ermittelt werden (U < 1,4; p > 0,16).

3.4 Diskriminierung zwischen benigner und maligner Lungenerkrankung

Die Analyse des Methylierungsstatus von p16INK4a erlaubte eine komplette Diskrimi-

nierung zwischen Tumor- und Nicht-Tumorféllen. Bei keinem der Bronchialaspirate
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von Patienten ohne Lungenkarzinom war eine Methylierung der p16INK4a Promotorre-
gion nachzuweisen (0 / 61), was einer Spezifitdt von 100% entspricht.

Infolge dessen war das Methylierungslevel der Bronchialaspirate von Patienten mit

2
einer malignen Lungenerkrankung deutlich héher als in der Kontrollgruppe (x = 12,82
; p =0,0003). Die Positiv- und Negativkontrollen zeigten in jeder Analyse die erwar-

teten Ergebnisse.
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Abbildung 3.4: p16'NK4a -Promotor-Methylierungsfrequenz in Bronchialaspiraten von Risikopatienten
ohne Lungenkarzinom (NT) und Tumorpatienten in Abhangigkeit vom histologischen Subtyp (AC =
Adenokarzinom, SCC = Plattenepithelkarzinom, NSCLCers = Sonstiges nicht-kleinzelliges Karzinom,
SCLC = Kleinzelliges Karzinom).

. INK4a . . . .
Die Untersuchung des p76 Methylierungsstatus ermdglichte vornehmlich bei Pa-

tienten mit einem Plattenepithelkarzinom die Tumordiagnose. Von den insgesamt 52

an einem Plattenepithelkarzinom Erkrankten wiesen 21 Falle eine im Bronchialaspirat
nachweisbare Methylierung der p16INK4a Promotorregionen auf. Dies entspricht einer

Sensitivitat von 40,4%. Bezlglich der anderen Tumorarten war p16INK4a deutlich we-
niger sensitiv. Die Sensitivitat betrug bei den Adenokarzinomen und den NSCLCthers
10,7% (6 / 56) bzw. 13,8% (4 / 29) , und bei den SCLC 2,6% (1 / 38) (siehe Abbil-

dung 3.4).
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Insgesamt war bei 32 der 176 Bronchialaspirate von Tumorpatienten eine p16'NK4a-

Promotor-Methylierung nachweisbar. Dies entspricht einer Gesamtsensitivitdt von
18,2%.

Tabelle 3.4: Methylierungshaufigkeiten einer aberranten Promotor-Methylierung von p76™*? in Bron-
chialaspiraten von Tumorpatienten und der Kontrollgruppe in Abhangigkeit vom histologischen Sub-
typ, der zytologischen Diagnosegruppe, der Tumor-Lokalisation und bei Tumor-Rezidiven.

p16 methyliert Total Prozent
Histologischer Subtyp
SCC 21 52 40,38%
AC 6 56 10,71%
NSCLCothers 4 29 13,79%
SCLC 1 38 2,63%
c¢SCLC 0 1 0%
Zytologische
Diagnosegruppe
Tu++ 11 42 26,19%
Tu+ 11 53 20,75%
d.V. 6 33 18,18%
zZw. 3 24 12,50%
f.-neg. 1 24 4.17%
r.-neg. 0 61 0%
f.-pos. 0 0 0%
Lokale Rezidive 2 11 18,18%
Tumor-Lokalisation
zentral 8 45 17,78%
peripher 3 23 13,04%
zentral und peripher 0 2 0%

AC = Adenokarzinom, SCC = Plattenepithelkarzinom, NSCLC s = Sonstiges nicht-kleinzelliges Kar-
zinom, SCLC = Kleinzelliges Karzinom, cSCLC= kombiniertes kleinzelliges Karzinom, Tu++ = Multiple
Tumorzellen, Tu+ = Wenige Tumorzellen, d.V. = dringender Verdacht, zw. = zweifelhaft, f.-neg. =
falsch-negativ, r.-neg = richtig-negativ

Die Sensitivitdt nahm abhangig von der Tumorzellzahl kontinuierlich ab. Dies ist in
Abbildung 3.1. graphisch dargestellt. Eine zusammenfassende und detaillierte Dar-

stellung der Untersuchungsergebnisse beziglich Histologie, Zytologie, Tumorrezidive

und Tumorlokalisation ist Tabelle 3.4. zu enthehmen.
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3.5 Klinisch-pathologische Korrelation

Das Auftreten einer aberranten p16INK4a Methylierung wurde mit klinisch-pathologi-
schen Parametern wie Alter, Geschlecht, Raucherverhalten und klinisches Staging
korreliert. Da in keinem der Bronchialaspirate der Kontrollgruppe eine Methylierung
zu detektieren war, beschrénkt sich die statistische Auswertung auf Bronchialaspirate
der Patienten mit einer malignen Lungenerkrankung.

In Bronchialaspiraten von weiblichen und mannlichen Tumorpatienten konnte in 12%
(6 / 50) bzw. 20,6% (26 /126) eine aberrante p16INK4a Methylierung nachgewiesen
werden. Die Methylierungsfrequenz der Proben von Patienten, welche zum Zeitpunkt
der Bronchoskopie junger oder exakt 65 Jahre alt waren lag bei 21,7% (20 / 92) und

bei Patienten, die alter als 65 Jahre alt waren, bei 14,3% (12 / 84) (siehe Abbildung

3.5.1).
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Abbildung 3.5.1: Prozentuale Haufigkeit der p16™ **-Promotor-Hypermethylierung in Bronchialaspiraten
von Tumorpatienten in Abhangigkeit vom Geschlecht und Alter.

Die Methylierungsfrequenz der p16INK4a-Promotorregion in Bronchialaspiraten von
Tumorpatienten zeigte weder bei der Analyse verschiedener Altersgruppen (< 65

Jahre versus > 65 Jahre) noch beim Geschlecht statistisch signifikante Unterschiede

2 2
( =1,67;:p=02/% =1,794; p=0,18).



3. Ergebnisse 47

Angaben zum Nikotinkonsum waren bei insgesamt 224 der 237 Bonchialaspirate
verfugbar. Die Kontrollgruppe umfasste 22 Praparate von Rauchern (36,1%), 18 von
Ex-Rauchern (29,5%), 15 von Nichtrauchern (24,6%) und 6 von Nie-Rauchern
(9,8%). Dem Untersuchungsmaterial der Patienten mit malignen Lungentumoren
konnten 111 dem Status des Rauchers (63,1%), 41 des Ex-Rauchers (23,3%), 9 des
Nichtrauchers (5,1%) und 2 des Nie-Raucher (1,1%) zugeordnet werden. Zu 13 Pro-
ben (7,4%) gab es keine Angaben beziglich des Raucherverhaltens (Abbildung

3.5.2).

Nicht-Tumorpatienten Tumorpatienten

10% 1% 7%
5%

25% 64%

23%

@ Raucher
| Exraucher
0O Nichtraucher

0O Nieraucher

30% B Keine Angabe

Abbildung 3.5.2: Prozentuale Verteilung der verschiedenen Rauchergewohnheiten der Kontrollgruppe
und der Patienten mit einem Lungenkarzinom.

Aberrante Methylierung des p16INK4a-Promotors konnte in Bronchialaspiraten von
Tumorpatienten bei Rauchern und Ex-Rauchern in 17,1% (19/ 111) bzw. 24,4% (10 /
41) sowie in 22,2% (2 / 9) der Nichtraucher detektiert werden. Beide Proben der

Gruppe der Nie-Raucher lagen unmethyliert vor (siehe Abbildung 3.5.3).
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Abbildung 3.5.3: Prozentuale Haufigkeit der p16'NK4a- Promotor-Hypermethylierung in Bronchialaspi-
raten von Tumorpatienten in Abhangigkeit von der Raucheranamnese.

Bei der statistischen Auswertung der verschiedenen Raucheranamnesen (Raucher,

Ex-Raucher, Nichtraucher, Nie-Raucher) gegeneinander konnten keine signifikanten

Unterschiede der Methylierungsfrequenz ermittelt werden ( X2 =0,2; p=1,6). Es ist
jedoch zu bericksichtigen, dass es eine gewisse Unschérfe in der Klassifizierung der
Raucheranamnese gibt. So kdnnen beispielsweise Patienten mit der Angabe ,Nicht-
raucher” auch Ex-Raucher oder sogar Nie-Raucher sein.

Ein komplettes klinisch-pathologisches Tumor-Staging war bei 113 der 137 NSCLC
und bei 37 der 38 der SCLC vorhanden. Haufigkeit der Tumorstadien in Korrelation
mit den histologischen Subtypen der NSCLC sind in der Tabelle 3.5 zu entnehmen.
Aufgrund der geringen Anzahl der Félle in einigen Tumorstadien wurden diese fur die
statistische Auswertung zusammengefasst (Stadium I|A+IB+IIB = I/ll; Stadium
HIA+IIIB = Ill) und auf die Unterteilung der NSCLC in histologische Subtypen ver-

zichtet. Bei den Tumorstadien I+l konnte in 29,2% (7 / 24) der Félle eine aberrante

p16lNK4a-MethyIierung im Bronchialaspirat nachgewiesen werden. Im Stadium Il und

IV lag die Methylierungsfrequenz bei 16,6% (7 / 42) bzw. 21,3% (10 / 47).
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Tabelle 3.5: Haufigkeit der Tumorstadien (IA-1V) bei den nicht-kleinzelligen Karzinomen unterteilt in die
verschiedenen histologischen Subtypen und den Fallen ohne Angabe zum Tumorstadium.

Tu-Stadium SCC AC NSCLC others

1A 1 2 1

1B 7 11 0

B 1 0 1
1A 9 5 8
B 9 6 5

v 11 24 12
k.A. 14 8 2

SCC = Plattenepithelkarzinom; AC = Adenokarzinom; NSCLCothers = Sonstiges nicht-kleinzelliges
Karzinom; k.A.= keine Angabe

Bei der Untersuchung des Tumorgrades konnten bei 40% (2 / 5) der gut differen-
zierten (G1) und jeweils bei 18,2% (6 /27) der mittelgradigen (G2) und gering diffe-
renzierten (G3) Tumoren ein positiver QMSP-Befund gefunden werden (siehe Abbil-
dung 3.5.4).

Allerdings waren die beobachteten Unterschiede der Methylierungsfrequenzen weder

zwischen den Tumorstadien (I/Il, Ill, IV), noch zwischen den Tumorgraden (G1, G2,

2 2
G3) statistisch signifikant (y <1,43; p>0,23/y <1,25; p>0,26).
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Abbildung 3.5.4: Prozentuale Haufigkeit der p16'NK4a-HypermethyIierung in Bronchialaspiraten von
nicht-kleinzelligen Karzinomen in Abhangigkeit vom Tumorstadium und vom Tumorgrad.
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Bei den SCLC konnten 29 Bronchialaspirate einer ,extensive disease“ und 8 einer
Jlimited disease” zugeordnet werden. In zwei Fallen waren keine Angaben bezliglich
des klinischen Stagings erhaltlich. Bei der Gegenulberstellung der Methylierungsfre-

quenzen von limited disease” (12,5 % ; 1/ 7) und ,extensive disease“ (0 % ; 0 / 29)

2
verfehlten die Unterschiede knapp eine statistische Signifikanz (y = 3,726 ; p =

0,0536).
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4. Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde der Methylierungsstatus des p16INK4a -Promotors in
insgesamt 237 Bronchialaspiraten von 168 Tumorpatienten und 59 Patienten mit ei-

ner benignen Lungenerkrankung untersucht. Das Ziel dieser Studie bestand darin,

die aberrante p16INK4a-Promotor-HypermethyIierung auf ihre Eignung als molekular-
biologischer Tumormarker fir die Lungenkarzinom- Diagnostik zu prufen.

Zum Nachweis der Methylierung wurde die QMSP verwendet. Die Ergebnisse fir den
Promotor von p16lNK4a wurden mittels Kreuzpunktanalyse bestimmt. Hierbei wurden

alle PCR- Laufe, die ein p16lNK4a-positiveS PCR- Produkt zeigten als positiv bewertet.
Die vorliegende Studie hat zeigen kdnnen, dass insbesondere die Diagnosestellung
von Plattenepithelkarzinomen mdglich zu sein scheint. Bei 40,4% der Bronchialaspi-

rate von Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom wurde eine aberrante Promotor-
Methylierung von p16lNK4a nachgewiesen. Alle Bronchialaspirate der Nicht-Tumorpa-
tienten zeigten hingegen keine Methylierung von p16lNK4a. Damit ist die Spezifitat des
Nachweises der p16INK4a —Promotormethylierung prinzipiell hinreichend, um sicher

. . ; INK4a . .
eine Tumordiagnose stellen zu kénnen und p16 als spezifischen Tumormarker in

der Lungenkarzinom-Diagnostik zu nutzen.
Das Tumorsuppressorgen p16INK4a nimmt in der Geschichte der Biomarker eine Son-

derstellung ein. p16|NK4a war das erste Gen an dem der Zusammenhang zwischen
aberranter Promotormethylierung und Inaktivierung von Tumorsupressorgenen in der
Krebsentstehung bewiesen wurde (Merlo et al.1995, Herman et al. 1995, Gonzalez-
Zulueta et al. 1995). Seitdem ist Promotormethylierung als Hauptmechanismus der
Inaktivierung von Tumorsupressorgenen identifiziert.

In der Literatur finden sich zahlreiche Studien, die die aberrante Methylierung von

p16INK4a untersuchten. In der folgenden Diskussion wird zunadchst die in verschiede-
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nen Studien untersuchte Prévalenz der aberranter p16lNK4a—MethyIierung im Lungen-
karzinom dargestellt und in Korrelation mit klinisch-pathologischen Parametern wie
Alter, Geschlecht und Raucherverhalten gesetzt. Anschlielend werden die eigenen

Ergebnisse und Ergebnisse der Methylierungsfrequenzen von Untersuchungen der

p16INK4a-MethyIierung im Untersuchungsmaterial der pulmonalen Exfoliativzytologie

dargestellt. Nach der Diskussion der Eignung von p16lNK4a als molekularer Tumor-
marker wird die Problematik der Vergleichbarkeit der verschiedenen Studien auf-
grund der unterschiedlichen Methodik (PCR-Technik, Primer, Untersuchungsmaterial
und ethnischer Herkunft) beleuchtet. Abschlieend wird unter 4.5 ein Ausblick Uber
die Mdéglichkeiten des Einsatzes von Hypermethylierungen in der Krebsfrihdiagnostik

gegeben.

4.1 Pravalenz der aberranten Hypermethylierung des p16INK4a-Promotors im

Lungenkarzinom

In der Literatur finden sich zahlreiche Studien, die die p16INK4a-PromotormethyIierung
im Lungenkarzinomgewebe untersucht haben (siehe Tabelle 4.1). Im Mittel lag die
Methylierungsfrequenz fir NSCLC bei 34% (Spw. 17%-37%)(Ahrendt et al. 1999,
Kim et al. 2001, Zéchbauer-Muller et al. 2001, Sanchez et al. 2001, Toyooka et al.
2001, Jarmalaite et al. 2003, Toyooka et al. 2003, Kim et al. 2006, Belinsky et al.
2007, Kashiwabara et al. 1998, Kurakawa et al. 2001, Yanagawa et al. 2003, Harden
et al. 2003, Topaloglu et al. 2004, Shivapurkar et al. 2007).

Auffallig ist, dass Studien, die eine weitere Unterteilung in die verschiedenen histolo-
gischen Subtypen der NSCLC durchfihrten, bei Plattenepithelkarzinomen eine deut-
lich héhere Methylierungsfrequenz als bei Adenokarzinomen belegen konnten. In

diese Gruppe gehdren die Arbeiten von Kim et al. 2001, Toyooka et al. 2001, Toy-
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ooka et al. 2003, Yanagawa et al. 2003 und Harden et al. 2003. Im Mittel betrug die
Methylierungsfrequenz 37% fur Plattenepithelkarzinome und 18% fir Adenokarzi-
nome. Andere Autoren fanden keinen wesentlichen Unterschied zwischen den bei-
den histologischen Subtypen (Chan et al. 2002, Jarmalaite et al. 2003, Xie et al.

2006, Chen et al. 2002, Liu et al. 2003).

Tabelle 4.1: Literaturiibersicht: Aberrante p16lNK4a—Promotor Methylierung bei Lungenkarzinomen und
nicht-malignen Lungengewebe sortiert nach PCR-Technik, Untersuchungsmaterial und Primerwahl. a)
Auflistung der Arbeiten basierend auf Primern von Herman et al. 1996 b) Auflistung der Arbeiten unter
Verwendung anderer, oder nicht weiter spezifizierten Primerpaare.

a)

Autor PCR-Technik Material NT NSCLC AC SCC SCLC
Ahrent et al. 1999 MSP Gewebe 38% 47% 39%

Kim et al. 2001 MSP Gewebe 28% 22% 41%
Zochbauer- Mller et al. 2001 MSP Gewebe 0% 25%

Sanchez et al. 2001 MSP Gewebe 26%

Toyooka et al. 2001 MSP Gewebe 32% 25% 47% 6%
Chan et al. 2002 MSP Gewebe 64% 55% 68%
Jarmalaite et al. 2003 MSP Gewebe 9% 41% 36% 33% 0%
Toyooka et al. 2003 MSP Gewebe 5% 25% 18% 33%

Kim et al. 2006 MSP Gewebe 35%

Belinsky et al. 2007 2-Schritt MSP Gewebe 47%

b)

Autor PCR-Technik Material NT NSCLC AC SCC SCLC
Kashiwabara et al. 1998 MSP Gewebe 34%

Kurakawa et al. 2001 MSP Gewebe 38%

Yanagawa et al. 2003 MSP Gewebe 31% 16% 48%

Waki et al. 2003 MSP Gewebe 5%

Xie et al. 2006 MSP Gewebe 25% 63% 60% 73% 69%
Chen et al. 2002 MSP nach Smal- Verdau Gewebe 57% 54% 60%

Liu et al. 2003 2-Schritt MSP Gewebe 79% 75% 81%

Harden et al. 2003 QMSP Gewebe 17% 8% 18%
Topaloglu et al. 2004 QMSP Gewebe 23% 19% 14%

Ota et al. 2006 QMSP Gewebe 100%

Shivapurkar et al. 2007 QMSP Gewebe 0% 45%

NT= Nicht-Tumor, NSCLC= Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom, AC= Adenokarzinom, SCC= Platte-
nepithelkarzinom, SCLC= Kleinzelliges Lungenkarzinom, MSP= Methylierungs-spezifische PCR,
QMSP= Quantitative methylierungs-spezifische PCR

In der Literatur finden sich nur wenige Arbeiten, welche die Pravalenz der p16INK4a-

Methylierung in SCLC untersucht haben. Im Allgemeinen wurden sehr niedrige Me-
thylierungsfrequenzen von 0%-6% ermittelt (Toyooka et al. 2001, Jarmalaite et al.
2003). Eine Ausnahmestellung nehmen die Arbeiten von Chan et al. 2002, Xie et al.

2006, Chen et al. 2002, Liu et al.2003, und Ota et al. 2006 ein. Sie ermittelten unab-
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hangig der Tumorart deutlich héhere Methylierungsfrequenzen. Ursachen hierflr

werden unter 4.4.4 diskutiert.

4.1.1 Klinisch-pathologische Korrelation

Die Pravalenz einer aberranten p16lNK4a—MethyIierung wurde in verschiedenen Stu-
dien mit klinisch-pathologischen Parametern wie Alter, Geschlecht und Raucherver-
halten korreliert.

In der Literatur finden sich nur wenig Information Gber einen mdglichen Zusammen-

hang zwischen p16lNK4a-MethyIierung und Alter. Kashiwabara et al. (1998) fanden
diesbeziglich keinen Zusammenhang. In einer Studie von Jarmalaite et al. 2003
wurde eine signifikant héhere Methylierungsfrequenz bei Uber 65 jahrigen Patienten
im Gegensatz zu jungeren Patienten festgestellt. Kim et al. (2001) kam zu ahnlichen
Ergebnissen, jedoch verpassten die Ergebnisse knapp eine statistische Signifikanz.

Aufgrund der widerspriichlichen Ergebnisse ist eine eindeutige Aussage Uber den

Zusammenhang zwischen p16INK4a-MethyIierung und dem Alter zur Zeit nicht mog-

lich.

Ahnlich verhélt es sich mit dem Zusammenhang zwischen p16lNK4a—MethyIierung und
dem Geschlecht der untersuchten Patienten. Ein Teil der Studien fand keinen Zu-
sammenhang zwischen den beiden Parametern (Toyooka et al. 2003, Kashiwabara
et al. 1998, Kim et al. 2006), wohingegen andere Arbeiten eine statistisch signifikant
héhere Methylierungsfrequenz bei Mannern beschreiben (Zéchbauer- Miller et al.
2001, Belinsky et al. 2007, Ota et al. 2006). Eine Ausnahmestellung nimmt eine Ar-

beit von Chan und Mitarbeitern aus dem Jahr 2002 ein. Chan et al. detektierten eine

signifikant héhere Methylierungsfrequenz von p16|NK4a bei Adenokarzinomen weibli-

cher Patienten als bei ménnlichen. Beim Vorliegen eines Plattenepithelkarzinoms
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fanden sich dagegen keine geschlechtsabhéngigen Unterschiede, was mit der gerin-
gen Anzahl der weiblichen Patienten zu begriinden sein kénnte. Bei gemeinsamer

statistischer Analyse beider histologischer Subgruppen blieb der Befund einer signifi-

kant hdheren p16INK4a-MethyIierungsfrequenz bei Frauen erhalten. Als eine Ursache
fur dieses von westlichen Arbeiten abweichendes Ergebnis ziehen Chan und Mitar-
beiter den mdéglichen Einfluss der ethnischen Differenzen in Betracht (siehe auch
4.4.4).

Eine Reihe von Arbeiten befassten sich mit dem mdglichen Zusammenhang von

aberranter p16INK4a-Promotor-Methylierung und Tabakkonsum. Bei diesen Studien ist
jedoch zu bericksichtigen, dass es eine gewisse Unschérfe in der Klassifizierung der
Raucheranamnese gibt. So kénnen beispielsweise Nichtraucher auch Exraucher mit
nicht unerheblicher Nikotinvorgeschichte sein. Toyooka und Mitarbeiter (2003) unter-
suchten in ihrer Arbeit Lungengewebe mittels MSP. Sie fanden bei Patienten, die

jemals geraucht hatten oder aktuell rauchten, signifikant haufiger eine aberrante

p16INK4a-MethyIierung als bei Patienten, welche niemals Tabak konsumiert hatten. Zu

diesem Ergebnis kam auch die methodisch vergleichbare Studie von Kim et al. 2006,

die darlber hinaus feststellten, dass die p16INK4a-MethyIierungsfrequenz bei Rau-
chern héher als bei Ex-Rauchern lag. Auch bei der Analyse der Methylierungsfre-
quenz von Rauchern gegenuber Nichtrauchern belegte Yanagawa et al. 2003 eine

statistisch signifikant héhere Methylierungsfrequenz bei Rauchern.

4.2 Aberrante Hypermethylierung des p16INK4a-Promotors in der Exfoliativzyto-
logie
In der vorliegenden Arbeit wurde die p76INK4a-MethyIierungsfrequenz in 176 Bronchi-

alaspiraten von Tumorpatienten mittels QMSP in Abhangigkeit vom korrespondieren-
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den histologischen Subtyp untersucht. Bei den NSCLC lag die Methylierungsfre-
quenz bei 23%. Bei weiterer Differenzierung war vornehmlich bei Patienten mit einem

Plattenepithelkarzinom eine Methylierung nachzuweisen (40,4%). Weniger sensitiv

war p16INK4a fur die Detektion von Adenokarzinomen, wo in nur 11% der Falle ein
positives Ergebnis nachzuweisen war. Dies entspricht nahezu den Ergebnissen von
einer friheren Arbeit des eigenen Institutes, in der Grote und Mitarbeiter unter An-
wendung gleicher Methodik Methylierungsfrequenzen von 12% bei Adenokarzino-

men und 56% bei Plattenepithelkarzinomen detektierten (Grote et al. 2005). Nur sehr

wenige Arbeiten zur Promotor-Methylierung von p16INK4a wurden mittels QMSP an
Bronchialaspiraten durchgefiihrt (siehe Tabelle 4.2). Die vorliegenden Arbeit, mit ih-
rem experimentellen Teil aus dem Jahre 2004 und die Arbeit von Grote et al. 2005
waren mit die ersten Untersuchungen, die mittels QMSP Bronchialaspirate unter-
sucht haben. Lediglich eine Arbeit hatte bereits friher diese Methodik angewendet

(Topaloglu et al. 2004). Topaloglu und Mitarbeiter ermittelten jedoch eine ungewéhn-

lich niedrige p16INK4a-MethyIierungsfrequenz von lediglich 3% an Bronchialaspiraten
von amerikanischen NSCLC-Patienten. Das von ihnen sehr klein gewahlte Kollektiv
von nur 31 Patienten lasst keinen aussagekraftigen Vergleich der Ergebnisse zu.

Andere Arbeiten fanden bei Untersuchung von Bronchialaspiraten von Patienten mit
einem NSCLC Methylierungsfrequenzen im Mittel von 29% (Grote et al.2005, Kura-
kawa et al. 2001). Eine Ausnahmestellung nimmt eine sehr friihe Arbeit von Ahrendt
und Mitarbeitern aus dem Jahr 1999 ein. Sie detektierten an Bronchialaspiraten von
Patienten mit einem NSCLC eine Methylierungsfrequenz von 63% und entgegen der
Ergebnisse anderer Autoren eine deutlich héhere Methylierungsfrequenz bei Adeno-

karzinomen (78%) im Gegensatz zu Plattenepithelkarzinomen (56%).



4. Diskussion 57

Tabelle 4.2: Literaturtibersicht- Aberrante p16lNK4a-Promotor Methylierung in der Exfolliativzytologie bei
Patienten ohne und mit einem Lungenkarzinomen sortiert nach PCR-Technik, Untersuchungsmaterial
und Primerwahl. a) Auflistung der Arbeiten basierend auf Primern von Herman et al. 1996 b) Auflis-
tung der Arbeiten unter Verwendung anderer, oder nicht weiter spezifizierten Primerpaare.

a)

Autor PCR-Technik Material NT NSCLC AC ScC SCLC
Ahrent et al. 1999 MSP BA 63% 78% 56%

Kersting et al. 2000 2-Schritt MSP BA 20%  37%** 37%**
Palmisano et al. 2000 2-Schritt MSP Sputum 15% 90%

Kersting et al. 2000 2-Schritt MSP Sputum 16%  35%* 35%**
Gilliland et al. 2002 2-Schritt MSP Sputum 14%

Belinsky et al. 2002 2-Schritt MSP Sputum 35%

Belinsky et al. 2006 2-Schritt MSP Sputum 25% 39%*

Belinsky et al. 2007 2-Schritt MSP Sputum 40%

b)

Autor PCR-Technik Material NT NSCLC AC SCcC SCLC
Kurakawa et al. 2001 MSP BA 24%

Soria et al. 2002 MSP BA 17%

Chen et al. 2002 MSP nach Smal- Verdau Sputum 62%

Liu et al. 2003 2-Schritt MSP Sputum 76% 68% 81%
Topaloglu et al. 2004 QMSP BA 0% 3%

Grote et al. 2005 QMSP BA 0% 34% 12% 56% 4%
Vorliegende Arbeit QMSP BA 0% 23% 1% 40% 3%
Shivapurkar et al. 2007 QMSP Sputum 10% 23% 20% 25%

*Studienpopulation enthalt zu 92 % NSCLC

** Studienpopulation enthélt zu 60,8 % NSCLC und zu 39,2% SCLC

NT= Nicht-Tumor, NSCLC= Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom, AC= Adenokarzinom, SCC= Platte-
nepithelkarzinom, SCLC= Kleinzelliges Lungenkarzinom, MSP= Methylierungs-spezifische PCR,
QMSP= Quantitative methylierungs-spezifische PCR

In der Literatur finden sich nur wenige Arbeiten, die die Promotor-Methylierung von

p16INK4a am Bronchialaspirat von Patienten mit einem SCLC untersucht haben.

Grote et al. detektierte eine Methylierungsfrequenz von 4%, &ahnlich der vorliegenden

Arbeit, wo in 3% der SCLC eine aberrante p16 . --Methylierung nachgewiesen
wurde.

In Sputen lag die Methylierungsfrequenz bei NSCLC im Mittel bei 32% (Belinsky et
al. 2006, Shivapurkar et al. 2007). Ausnahmestellung nahmen hier Arbeiten von
Chen et al. 2002 und Liu et al. 2003 ein, die im Sputum erhdhte Methylierungsfre-
quenzen von 62% bzw. 76% detektierten.

In Korrelation mit klinisch-pathologischen Parametern wie Alter , Geschlecht und

Rauchergewohnheiten konnten in der vorliegenden Studie keine statistisch signifi-
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kanten Zusammenhange gezeigt werden. Auch in Sputen konnten andere Autoren

keinen Zusammenhang zwischen Rauchergewohnheiten und Methylierung der

p16lNK4a—Promotorregion aufzeigen (Belinsky et al. 2002, Gilliland et al. 2002, Palmi-
sano et al. 2000). Eine Besonderheit der Patientenkollektive von Gilliland et al.
(2002) und Palmisano et al. (2000) bestand darin, dass sie sich aus ehemaligen
Uran-Mienenarbeitern zusammensetzten, welche durch die beruflich bedingte Expo-
sition mit ionisierender Strahlung einen zusatzlichen Risikofaktor zur Krebsentste-
hung ausgesetzt waren. In keiner der beiden Studien an Radon exponierten Indivi-
duen konnte jedoch ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Rauchern und

Nichtrauchern hinsichtlich der Methylierungsfrequenz festgestellt werden.

4.3 Einsatz der p16|NK4a-Promotor-Hypermethylierung als molekularer Biomar-
ker fur die Diagnostik das Lungenkarzinoms

Fur die sichere Diagnose eines Lungenkarzinoms missen moglichst viele der Pati-

enten mit einem Lungenkarzinom eine aberrante p16INK4a-HypermethyIierung im Tu-
morgewebe bzw., in Hinblick auf den Einsatz der Exfoliativzytologie fur die Lungen-
karzinomdiagnostik, auch in Bronchialaspiraten oder Sputen von Tumorpatienten
aufweisen. Die schlechtesten Ergebnisse erzielten diesbeziglich die in der Literatur
wenig untersuchten SCLC. Die Methylierungsfrequenzen lagen entsprechend den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit in anderen Studien sowohl im Gewebe, als

auch in Bronchialaspiraten bei maximal 6%. Eine héhere wenngleich auch nicht fur

eine zuverlassige Diagnosestellung ausreichend hohe Sensitivitat zeigte p16INK4al bei
der Untersuchung von Geweben und Bronchialaspiraten bzw. Sputen von Patienten
mit einem NSCLC. Bemerkenswert ist jedoch, dass die Methylierungsfrequenzen in

der Exfoliativzytologie an die festgestellten Préavalenzen heran reichen und somit
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eine grundsatzliche Eignung der Exfoliativzytologie in der Lungenkarzinomdiagnostik
belegt. (vergl. Tabelle 4.1 und 4.2). Sowohl bei der Untersuchung von Lungenge-

webe, als auch in Bronchialaspiraten zeichnete sich bei weiterer Differenzierung der

Gruppe der NSCLC eine deutlich héhere Sensitivitat von p16lNK4a bei Plattenepithel-

karzinomen ab. Somit scheint insbesondere die Diagnosestellung von Plattenepithel-
: . INK4a . .
karzinomen mit p716 als Biomarker méglich.

Um p16INK4a-Promotor-HypermethyIierungen als molekularen Biomarker fur die Dia-
gnostik des Lungenkarzinoms erfolgreich einsetzten zu kénnen, ist neben einer aus-

reichenden Sensitivitdt auch das korrekte AusschlieRen einer Erkrankung bei Pati-

enten ohne Lungenkarzinom entscheidend. Die Prévalenz der p16lNK4a—MethyIierung
im nicht-malignem Lungengewebe unter Anwendung der MSP lag bei 0-9% (Z&ch-
bauer-Muller et al. 2001, Jamalaite et al. 2003, Toyooka et al. 2003). In der vorlie-

genden Arbeit konnte mittels QMSP sogar bei keinem der Bronchialaspirate von

Nicht-Tumorpatienten eine p16INK4a-MethyIierung nachgewiesen werden. Diese hohe
Spezifitdt konnte auch schon in anderen, welche mit der vorliegenden Arbeit in Un-
tersuchungsmaterial und PCR-Technik Ubereinstimmen, gezeigt werden (Topaloglu
et al. 2004, Grote et al. 2005). Dabei ist hervorzuheben, dass es sich bei den Nicht-
Tumorpatienten nicht um gesunde Probanden handelte, sondern die Patienten zu
einer Risikogruppe gehdérten und mit dem Verdacht auf ein Lungenkarzinom bron-
choskopiert wurden. Andere Arbeiten, welche Bronchialaspirate von Nicht-Tumorpa-
tienten mit anderen PCR Techniken untersucht haben, ermittelten héhere Methylie-
rungsfrequenzen von 17% bzw. 20% (Soria et al. 2002, Kersting et al. 2000). Eben-
falls deutlich héhere Methylierungsfrequenzen von 15-25% (Mittelwert: 21%) fanden
sich bei Studien, die mittels 2-Schritt-MSP Sputen von Patienten mit einer benignen

Lungenerkrankung untersuchten (Palmisano et al. 2000, Kersting et al. 2000, Gilli-
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land et al. 2002, Belinsky et al. 2002, Belinsky et al. 2006). Die hohe Sensitivitat der
2-Schritt-MSP (siehe auch Kapitel 4.4.2.2) bietet eine mdgliche Erklarung fir die er-
héhten Messwerte.

Bei der Untersuchung von gesundem, reseziertem Lungengewebe unter Verwen-

dung der QMSP konnten Shivapurkar und Mitarbeiter (2007) ebenfalls keine Methy-
lierung der p16INK4a—Promotorregion detektieren. In der gleichen Studie untersuchten

sie auch Sputen, bei der in 10% der Proben von Nicht-Tumorpatienten eine p16INK4a-
Promotor-Methylierung ermittelt werden konnte (Shivapurkar et al. 2007). Eine mdgli-
che Erklarung hierfir kénnte sein, dass Sputen neben Zellen aus der Lungenregion

auch Zellen aus dem Nasen-Mund-Halsbereich enthalten kdnnen und diese die

Quelle der nachgewiesenen aberranten p76INK4a-Promotor-MethyIierung sein kénnen.
Bei der Analyse der Ergebnisse scheint insbesondere unter Verwendung der QMSP

am histologischen Praparat aber auch an Bronchialaspiraten die Spezifitdt von

p16lNK4a ausreichend um grundsétzlich eine Tumordiagnose fir Plattenepithelkarzi-

nome stellen zu kénnen und p716™"

als spezifischen Tumormarker fir die Lungen-
karzinom-Diagnostik zu nutzen.

Jedoch muss beriicksichtigt werden, dass die Vergleichbarkeit der Studien nur ein-
geschrankt mdéglich ist, da sie sich haufig in der PCR-Methodik, Primerwahl, Unter-

suchungsmaterial und hinsichtlich der Kollektive unterscheiden. Der mdgliche Ein-

fluss dieser Faktoren auf die Ergebnisse wird in Kapitel 4.4 ndher beleuchtet.

4.4 Problematik der Vergleichbarkeit der Messwerte

In der Literatur findet sich in den Studien, die p16INK4a—HypermethyIierung unter-
suchten, eine gro3e Spannweite der Messwerte. Es ist zu bericksichtigen, dass sich

die einzelnen Studien bezlglich ihrer Methodik teilweise stark unterscheiden. Im Fol-
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genden werden die Studien hinsichtlich ihrer Primerwahl, der verwendeten PCR-
Technik, dem Untersuchungsmaterial und der ethnischen Herkunft der Patientenkol-
lektive betrachtet und der jeweilige mégliche Einfluss auf die Untersuchungsergeb-

nisse diskutiert.

4.4.1. Einfluss der Primerwahl

Bei der Entstehung eines Lungentumors spielt die aberrante Methylierung der Pro-
motor-Regionen von Tumorsupressorgenen eine wichtige Rolle. Die in methylie-
rungs-spezifischen PCRs verwendeten Primerpaare decken nur Teile des Promotor-
Bereiches ab. Untersuchungen von Zheng und Mitarbeitern ergaben, dass die Me-
thylierungsmuster der CpG-Dinuleotide nicht uniform sind (Zheng et al. 2000). Auf-
grund dessen konnte auch die Position der bei der methylierungs-spezifischer PCR
verwendeten Primer Einfluss auf die erzielten Untersuchungsergebnisse und damit

die nachgewiesene Methylierungspravalenz haben.

Zur Prufung dieser Hypothese wurden Publikationen zum p16lNK4a-MethyIie-

rungsstatus in Hinblick auf die PCR-Technik, Untersuchungsmaterial und Primerpo-

sition im p16lNK4a-Promotor analysiert (siehe Tabelle 4.1 und Tabelle 4.2).

Eine Gruppe umfasst Arbeiten, die eine konventionelle methylierungs-spezifische
PCR (MSP), sowie die 1996 von Herman und Mitarbeitern publizierten Primer ver-
wendeten. Eine weitere Gruppe von Arbeiten greift auf das Protokoll von Palmisano
und Mitarbeitern aus den Jahre 2000 zurlck, das im Anschluss an eine vom Methy-
lierungsstatus unabhangige Praamplifikation im zweiten PCR-Schritt die 1996 von
Herman et al. publizierten Primer verwendet (Tabelle 4.1a u Tabelle 4.2a). Diese Ar-
beiten wurden den Ergebnissen anderer Arbeiten, die andere Primer verwendeten
gegenubergestellt (Tabelle 4.1 b u Tabelle 4.2 b). Im Folgenden beschrankt sich die

Analyse auf Studien, welche histologisches Material mittels MSP untersuchten, da
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das zytologische Material zu heterogen ist, um Rickschlisse auf den Einfluss der
Primerposition auf die Methylierungsfrequenz erlauben zu kénnen.

Bei den Nicht-Tumorpatienten lag die Methylierungsfrequenz bei Studien mit Primern
von Herman et al. zwischen 0-9% (Z&chbauer-Mdiller et al. 2001, Jamalaite et al.
2003, Toyooka et al. 2003 siehe Tabelle 4.1a). Zu einem solchen Ergebnis kommen
mit einem anderen Primerset auch Waki und Mitarbeiter im Jahre 2003 (Tabelle
4.1b).

Bei Patienten mit einem NSCLC zeigten die Studien unabhangig von der Primerwahl
ahnliche Methylierungsfrequenzen. Die Methylierungsfrequenz lag bei den Arbeiten
mit Primern von Herman et al. (1996) bei 25-41% (Mittelwert: 31%) und bei Studien
mit anderen Primern zwischen 31-38% (Mittelwert: 34%) Eine Ausnahmestellung
nehmen die Arbeiten von Chan et al. 2002, Xie et al. 2006 und Chen et al. 2002 ein.
Diese Arbeiten fanden unabhangig von der Primerwahl insgesamt deutlich héhere

Methylierungsfrequenzen (NSCLC: 57-64%, Mittelwert: 61%). Xie und Mitarbeiter

detektierten bei 25% der Lungengewebe von Nicht-Tumorpatienten eine p16INK4a-
Hypermethylierung. Bei der Arbeit von Chen und Mitarbeitern (2002) muss jedoch
berticksichtigt werden, dass diese keine konventionelle MSP verwendet haben, son-
dern eine MSP nach einem Restriktionsenzym-Verdau (siehe 4.4.2.1). Auffallend ist,
dass es sich bei allen drei Arbeiten um Kollektive asiatische Patienten handelt (siehe
auch 4.4.4).

Zusammenfassend zeigt der Vergleich von Studien die methodisch vergleichbar auf-

gebaut sind, dass sie unabhangig von der Primerwahl zu &hnlichen Ergebnissen

kommen. Somit scheint die Wahl der Primer bei der Untersuchung von p16INK4a eine
eher untergeordnete Rolle zu spielen. Um diese Aussage untermauern zu kénnen,
missten Studien gemacht werden, die in einem Versuchsaufbau bei gleicher Metho-

dik verschiedene Primerpositionen untersuchen.
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4.4.2 Einfluss der PCR-Technik

Die Tabellen 4.1 und 4.2 zeigen, dass die Studien, in denen die Haufigkeit der aber-

ranten p16lNK4a—MethyIierung untersucht wurde, hinsichtlich des PCR-Verfahrens va-
riieren. Insgesamt zeigt sich in den Studien auch eine deutliche Variation der Ergeb-
nisse, allerdings unterscheiden sich die Studien haufig auch hinsichtlich des Unter-

suchungsmaterials, was die Vergleichbarkeit der Arbeiten erschwert.

4.4.2.1 Methylierungs-spezifische PCR (MSP)

Aufbauend auf der Bisulfit-Konversion entwickelten Herman und Mitarbeiter 1996
eine MSP, bei der jeweils ein Primer-Paar so konzipiert wird, dass es entweder me-
thylierte oder unmethylierte Promotor-Sequenzen bindet. Die konventionelle MSP hat
inzwischen weite Verbreitung fir den Methylierungsnachweis in Formalin fixierten,
Paraffin eingebetteten Geweben gefunden. Bei den untersuchten Gewebeproben
von NSCLC waren die nachgewiesenen Methylierungsfrequenzen Uberwiegend sehr
ahnlich (25% - 41%, Mittelwert: 32%) (Ahrendt et al. 1999, Kim et al. 2001, Z&ch-
bauer-Miiller et al. 2001, Sanchez et al. 2001, Toyooka et al. 2002, Jarmalaite et al.
2003, Toyooka et al. 2003, Kim et al. 2006, Kashiwabara et al. 1998, Kurakawa et al.
2001, Yanagawa et al. 2003). Zu abweichenden Ergebnissen kommen wiederum drei
chinesische Studien, in denen deutlich héhere Methylierungsfrequenzen in NSCLC-
Gewebe nachwiesen wurden (Xie et al. 2006 - 63%, Chen et al. - 57%, Chan et al.
2002 - 64%) (siehe auch Kapitel 4.4.4). Chen und Mitarbeiter verwendeten eine be-
sondere Methode: eine MSP nach Restriktionsenzym-Verdau. Diese Untersu-

chungsmethode wurde bislang von anderen Autoren hinsichtlich des Methylierungs-

. INK4a . . .
nachweises von p716 am Lungenkarzinom nicht reproduziert.
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4.4.2.2 Methylierungs-spezifische 2-Schritt-PCR (2-Schritt-MSP)

Mit der Entwicklung einer neuartigen 2-Schritt-MSP erzielten Palmisano und Mitar-
beiter im Jahre 2000 eine deutliche Steigerung der Sensitivitdt des Methylierungs-
nachweises. Die von ihnen verwendete PCR-Technik amplifiziert zunachst unabhéan-
gig vom Methylierungsstatus des betreffenden Zielgens einen Promotor-Abschnitt,
der CpG-Inseln enthalt. Im zweiten Amplifikationsschritt werden Primer verwendet,
die wie bei einer konventionellen MSP jeweils spezifisch fur methylierte und un-
methylierte DNA sind. Da in einem zytologischen Préparat immer auch normale Zel-
len mit einer genspezifisch unmethylierten Promotorregion enthalten sind, ist die
PCR mit dem ,unmethylierten Primerset stets positiv. Mit dieser 2-Schritt-MSP ist es
mdglich, eine aberrante Promotor-Methylierung in Sputen, mit einer Nachweisrate
von einem methylierten Allel in 10000 unmethylierten Allelen nachzuweisen. Bei
zweifacher Durchfihrung des Assays sinkt die Nachweisgrenze auf 1:20000, bei
dreifacher Durchfihrung sogar auf 1:50000 (Belinsky et al. 2006).

Ein zentrales Problem der 2-Schritt-MSP ist allerdings der hohe Anteil positiver Be-

funde bei Patienten ohne klinischen Tumornachweis. In verschiedenen Studien mit 2-

Schritt-MSP wiesen bei Untersuchungen von Sputen mit dem Markergen p16INK4a
14% bis 35% (Mittelwert: 21%) der Nicht-Tumorpatienten aberrante Promotor-Methy-
lierungen auf (Palmisano et al. 2000, Kersting et al. 2000, Gilliland et al. 2002, Be-
linsky et al. 2002, Belinsky et al. 2006, Belinsky et al. 2007). Ursachlich hierfir ist,
dass die 2-Schritt MSP ebenso wie die konventionelle MSP ein Verfahren ist, das die
Methylierung ausschliefdlich qualitativ nachweist. Eine lediglich wenige CpG-Dinukle-
otide betreffende, d.h. partielle und funktionell unbedeutende ,low level“-Methylierung
kann mit dieser Untersuchungsmethode nicht von einer dichten ,high level“-Promo-
tor-Methylierung unterschieden werden, wie sie oft bei der Inaktivierung von Genen

zu beobachten ist. Gerade bei der hochsensitiven 2-Schritt-MSP kommen diese
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Nachteile einer allein qualitativen Untersuchungsmethode in besonderer Weise zum
Tragen und schranken den Nutzen fir die Lungenkarzinom-Diagnostik ein.

Aberrante Promotor-Hypermethylierungen finden sich regelmafig in exfoliativ-zytolo-
gischem Material von Rauchern und Ex-Rauchern (Zéchbauer-Mdiller et al. 2003).
Auch der Versuch die gemeinsame Methylierung von mehreren Genen als Kriterium
fur ein positives Testergebnis zu verwenden, konnte die Treffsicherheit des qualitati-
ven Methylierungsnachweises nicht wesentlich steigern: In einer Studie an Sputen
von 190 Patienten zeigte eine als Multiplex-PCR konzipierte 2-Schritt-MSP eine Sen-
sitivitdt und Spezifitdt von jeweils 64% (Belinsky et al. 2006). In dieser Studie
stammten 52% der getesteten Sputen von Tumorpatienten. Ubertragt man die Stu-
dienergebnisse unter Verwendung des Bayes-Theorems auf eine reale Hoch-Risiko-
Population von Patienten mit langfristigem Nikotinabusus und einer Tumorprévalenz
von 2%, hatten lediglich 3,5% der Patienten mit positivem Testergebnis tatsachlich
einen Tumor (Grote et al. 2007).

Belinsky und Mitarbeiter untersuchten in einer jlingst publizierten Studie neben Spu-
ten auch Tumorgewebe von NSCLC mittels 2-Schritt-MSP (Belinsky et al. 2007). Mit
47% lag die Methylierungsfrequenz héher als in den Studien, die entsprechende Tu-

moren mittels konventioneller MSP untersucht hatten (siehe Tabelle 4.1).

4.4.2.3 QMSP

Die in dieser Arbeit verwendete QMSP zeichnet sich im Vergleich zu der konventio-
nellen MSP durch eine deutliche Steigerung der Sensitivitdt und Spezifitat aus. Die
Sensitivitat der QMSP liegt im Allgemeinen 10fach hdher als die der konventionellen

MSP (Eads et al. 2000). Die Erh6hung von Sensitivitdt und Spezifitat wird durch die
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zusatzlich zu den konventionellen methylierungs-spezifischen Primern verwendete
TagMan-Sonde erreicht (siehe Kapitel 1.3.3).

DarUber hinaus ermdglichte die Verwendung der real-time PCR-Technologie erst-
mals den quantitativen Methylierungsnachweis. Die Einfihrung von internen Refe-
renzgenen erlaubte zum einen Ruckschlisse auf den Erfolg der Bisulfitkonversion,
und zum anderen ermdglichte sie die Festlegung von Schwellenwerten, sogenannten
Cut-off-Werten (Virmani et al. 2002). Bei dem untersuchten Gen der vorliegenden

Arbeit war die Einfihrung eines Schwellenwertes nicht notwendig, da in keinem

Bronchialaspirat der Kontrollgruppe eine aberrante Methylierung des p16lNK4a -Pro-
motors nachzuweisen war. Auch in anderen Studien wurde unter Verwendung der

QMSP keine aberrante Methylierung in Geweben oder Bronchialaspiraten der

p16INK4a-Promotorregion bei Patienten mit einer benignen Lungenerkrankung gefun-

den (Shivapurkar et al. 2007, Topaloglu et al. 2004, Grote et al. 2005).

Durch Shivapurkar und Mitarbeiter wurde jlingst eine grundséatzliche Eignung der
QMSP fir die Lungenkarzinom-Diagnostik an Sputen belegt (Shivapurkar et al.
2007). Anzumerken ist, dass in dieser Studie in den Sputen der Nicht-Tumorpatien-
ten eine 10%ige Methylierungsfrequenz festgestellt wurde. Jedoch findet sich eine
Uberraschend grof3e Spannweite der Ergebnisse unter Anwendung der QMSP bei
der Untersuchung von formalinfixierten in Paraffin eingebetteten NSCLCs (17-100%

siehe Tabelle 4.1 b).

4.4.3 Einfluss des Untersuchungsmaterials
Das Spektrum der fur molekularbiologische Untersuchungen verwendeten Untersu-
chungsmaterialien reicht von in Formalin fixierten Gewebeproben bis hin zu ethanol-

fixierten Exfoliativzytologien, die im Laufe der klinischen Diagnostik gewonnen wur-



4. Diskussion 67

den. Dazu gehoren die besonders fir die Krebsfriherkennung interessanten Sputen
und die im Rahmen einer Bronchoskopie entnommenen Bronchialsekrete, Bronchi-
allavagen und bronchoalveolére Lavagen.

Die molekularbiologische Untersuchung der DNA wird bei Gewebeproben durch die
mit einer Formalinfixierung einhergehende zum Teil starke Degradierung und chemi-
sche Modifikation der DNA erschwert (Srinivasan et al. 2002). Im Gegensatz dazu
wird bei der fur die Exfoliativzytologie genutzten Fixierung mit Saccomanno-Fixativ
die DNA in einem hochmolekularen und chemisch unmodifizierten Zustand erhalten.
So ist eine problemlose molekulare Analyse mdéglich (Grote et al. 2003 b).

Im Jahr 2000 zeigte die Arbeitsgruppe von Palmisano erstmals, dass sich der Nach-
weis aberranter Methylierungen von Gen-Promotoren fur die Tumordiagnostik in der
Exfoliativzytologie nutzen lasst. In dieser Arbeit und in darauf folgenden Studien fand
sich bei der Untersuchung von Patienten mit einer benignen Lungenerkrankung mit-
tels 2-Schritt-MSP in Sputen mit 14-35% eine héhere Methylierungsfrequenz als sie
in Lungengewebe mit konventioneller MSP nachgewiesen wurde ( Tabelle 4.1 und
4.2). Ursachlich hierfir kénnte die Kontamination des Sputums mit Zellen aus dem

Nasen-Rachenraum sein, da auch diese dem Tabakrauch exponiert sind und haufig

aberrante p16INK4a-MethyIierungen aufweisen. Allerdings finden sich in einer Studie
von Kersting und Mitarbeitern aus dem Jahre 2000 in der Kontrollgruppe ahnlich
hohe Werte, obwohl hier Bronchialaspirate untersucht wurden, d.h. zytologische Pra-
parate ohne wesentliche Kontamination durch Zellen der Mund- und Nasenregion. Es
ist daher wahrscheinlicher, dass der relativ hohe Prozentsatz positiver Befunde auf
die 2-Schritt-MSP-Technik zurtickzufihren ist.

Insgesamt zeigt sich bei Sputen, die mittels 2-Schritt-MSP untersucht wurden, eine
grélere Streuung der Ergebnisse als bei Untersuchungen am formalinfixierten in Pa-

raffin eingebetteten Gewebe mittels konventioneller MSP. Bei Patienten mit einem
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NSCLC liegt die Haufigkeit des Nachweises einer aberranten p16'NK4a—MethyIierung
in Sputen mittels 2-Schritt-MSP und in Geweben mittels konventioneller MSP in einer
ahnlichen GréRenordnung (Mittelwert ca. 40%). Eine Ausnahmestellung nimmt eine

frine Arbeit von Ahrendt et al. (1999) ein. Unter Verwendung der weniger sensitiven

konventionellen MSP detektierten sie eine Methylierungsfrequenz von 63% in Bron-

chialaspiraten von Patienten mit einem NSCLC.

4.4 .4 Einfluss der ethnischen Herkunft des Patientenkollektives

Die meisten Studien, die den Methylierungsstatus des p16lNK4a -Promotors untersu-
chen, wurden in westlichen Landern durchgefihrt, sodass sich die Patientenpopula-
tionen Uberwiegend aus Kaukasiern zusammen setzten. Es ist bekannt, das geneti-
sche Polymorphismen ethnische Einflussfaktoren aufweisen. Es ist daher nahelie-
gend zu untersuchen, ob auch bei epigenetischen Alterationen die Ethnie von Be-
deutung ist. So ist denkbar, dass auch die Methylierungsfrequenz des p16INK4a-Pro-
motors eine Abhangigkeit von der ethnischen Herkunft der Patienten aufweist.

Die Literaturanalyse zur Methylierungsfrequenz von p16INK4a zeigt in chinesischen
Studien eine auffallend grof3e Anzahl von Patienten mit positivem Methylierungs-
nachweis. In diesen Studien betragt die p16INK4a-MethyIierungsfrequenz bei NSCLC
im Mittel ca. 65% (Chan et al. 2002, Chen et al. 2002, Liu et al. 2003, Xie et al.
2006). Sie liegt somit deutlich Uber den Ergebnissen von Studien an Patienten mit
Uberwiegend kaukasischer Bevoélkerung (siehe Tabelle 4.4.4). Xie und Mitarbeiter
detektierten mittels konventioneller MSP sogar bei 25% der Nicht-Tumorpatienten
eine p16INK4a-MethyIierung.

Der Uberwiegende Teil von Studien aus den USA, Australien und Europa fand in

NSCLC p16INK4a-MethyIierungsfrequenzen von im Mittel bis maximal 41% (siehe Ta-
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belle 4.4.4). Auch in Arbeiten aus Korea und Japan, das heif3t mit asiatischer Popu-
lation, wurden ahnlich niedrige Methylierungsfrequenzen wie die westlichen Studien

ermittelt (siehe Tabelle 4.4.4).

INK4a
Tabelle 4.4.4: p16  -Methylierungsfrequenzen von NSCLC in Studien mit Patienten verschiedener
ethnischer Herkunft.

Herkunft Mittelwert?/Spw. |Quellen

China 66% (57-79%) Chan et al. 2002 , Chen et al. 2002, Liu et al. 2003, Xie et al. 2006

Japan 34% (31-38%) |Kurakawa et al. 2001,Yanagawa et al. 2003 Yanagawa et al. 2003, Kashiwabara et al. 1998

Korea 32% (28-35%) |Kim et al. 2001, Kim et al. 2006

Europa 41% Jarmalaite et al. 2003

Australien 25% Zochbauer- Miiller et al. 2001

USA 33% (17-47%) |Harden et al. 2003, Sanchez et al. 2001, Shivapurkar et al. 2007, Toyooka et al. 2001, Belinsky
et al. 2007, Topaloglu et al. 2004, Ahrendt et al. 1999

'Herkunft der Patienten im untersuchten Kollektiv
*Mittelwert der Methylierungsfrequenzen von NSCLC im Gewebe in den unter ® aufgelisteten Studien
Spw.= Spannweite

Chan und Mitarbeiter erklarten sich die im Vergleich zu Ubrigen Literaturangaben

hohe p16INK4a—MethyIierungsfrequenz von /016INK4a in Arbeiten mit chinesischen Pati-
entenkollektiven mit den zugrunde liegenden ethnischen Differenzen. Dies steht im
Widerspruch zu einer multinationalen Studie von Toyooka und Mitarbeitern aus dem
Jahre 2003. Sie untersuchten mittels konventioneller MSP Lungengewebe von Pati-

enten aus den USA, Australien, Japan und auch Taiwan und stellten keinen Einfluss

der geographischen Unterschiede auf die Methylierungsh&ufigkeit von p16INK4a fest.

4.5 Zytologie und Biomarker in Hinblick auf Krebsfritherkennung und Invasivi-
tat

Die lange symptomlose Phase des Lungenkarzinoms und der daraus resultierende
spate Zeitpunkt der Diagnosestellung stellt eine der Hauptproblematiken in der Be-
kéampfung dieser Tumorerkrankung dar. Die histologische Sicherung eines Tumors

erfolgt im klinischen Verlauf erst sehr spat, sodass die Entwicklung einfacher zuver-
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lassiger und fir den Patienten weniger belastender Verfahren insbesondere im Hin-
blick auf die Krebsfriiherkennung erstrebenswert ist.

Die zytologische Untersuchung der in der Bronchoskopie gewonnenen Bronchia-
laspirate stellt eine minimal-invasive Diagnostik dar. Jedoch steht hier eine geringe
Anzahl von Tumorzellen einer gro3en Anzahl Nicht-Tumorzellen gegeniber, da die
Bronchialaspirate aus allen Bereichen der Lunge abgeschilferte Zellen enthalten. Es
kann zu einem sogenannten ,Sampling Error* kommen, wobei trotz Vorliegens eines
Lungentumors keine Tumorzellen im Bronchialaspirat vorhanden sind. Dartber hin-
aus besteht die Gefahr eines sogenannten ,Screening Errors®, bei dem im Ausstrich-
préparat vorhandene Tumorzellen bei der zytologischen Untersuchung mittels Licht-
mikroskops Ubersehen wurden. In der vorliegenden Studie waren bei 25 der 176
Bronchialaspirate von Tumorpatienten eine zytologisch falsch-negative Diagnose
gestellt worden, wobei 96% der Falle auf einen ,Sampling Error® und nur 4% auf ei-
nen ,Screening Error” zurlickzufiihren waren.

Im Verlauf der Karzinogenese missen Epithelzellen multiple genetische Alterationen
akkumulieren, um einen malignen Phanotyp zu erwerben. Das bedeutet, dass Zellen,
die bereits Mutationen oder epigenetische Veranderungen erworben haben, phano-
typisch unauffallig sein kénnen und mit rein morphologischer Diagnostik nicht detek-
tierbar sind.

Die Entwicklung mdglichst sensitiver Verfahren zur Erganzung der konventionellen
zytologischen und histologischen Tumor-Diagnostik ist insbesondere in Hinblick auf
die Krebsfrihdiagnostik entscheidend. Bereits 1998 postulierte eine Arbeitsgruppe
um Belinsky, dass epigenetische Biomarker geeignet sein kénnten Veranderungen
zu detektieren, die schon frih in der Kanzerogenese auftreten (Belinsky et al. 1998).

In der Literatur finden sich Arbeiten, die die potentielle Eignung einer aberranten

Methylierung des p16INK4a-Promotors als Biomarker zur Krebsfriherkennung im Ver-
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gleich zur konventionellen Zytologie untersuchten. Palmisano und Mitarbeiter unter-
suchten im Jahr 2000 mittels 2-Schritt-MSP unter anderem Sputen von Patienten,
welche teilweise weit vor der Diagnose eines Plattenepithelkarzinoms gewonnen
wurden. Interessanterweise konnte in allen Sputen der 11 Patienten, die in einem

Zeitraum zwischen 5 und 35 Monaten vor der Diagnosestellung eines Lungenkarzi-

noms gewonnen wurden, der Nachweis einer p16INK4a—HypermethyIierung erbracht
werden. Die zeitgleich durchgefiihrte zytologische Untersuchung war nur in einem

Fall eindeutig positiv. In einer anderen Studie wurde die Methylierungshaufigkeit ei-

a

nes Marker-Panels bestehend aus p16INK4, RARB2, DAP-Kinase und MGMT in
Bronchialaspiraten untersucht (Chan et al. 2002). Bei zeitgleich negativer zytologi-
scher Untersuchung wurde in 41 Proben eine Methylierung mindestens eines der
Markergene nachgewiesen. Bei 35 dieser Félle wurde in einem Zeitraum von zwei
Tagen bis zu drei Monaten nach der Untersuchung eine maligne Entartung der
Lunge diagnostiziert.

Es ist jedoch zu beriicksichtigen, dass fir eine Anwendbarkeit eines Untersuchungs-
verfahrens nicht nur eine ausreichende Sensitivitdt, sondern auch eine ausreichende

Spezifitdt gewahrleistet sein muss. Bei Palmisano et al. (2000) wurde in 15% der

Nicht-Tumorpatienten eine p16lNK4a-MethyIierung nachgewiesen und auch in der Ar-
beit von Chan et al. wurden Methylierungen detektiert, obwohl es sich um Bronchia-
laspirate von Patienten handelte, die zumindest zu diesem Zeitpunkt keine maligne
Erntartung der Lunge aufwiesen. Jedoch handelte es sich in beiden Studien um Pati-

enten, die zu einer Hochrisikogruppe fur Lungenkrebs gehorten.

Diese Studien verdeutlichen, dass p16INK4a trotz gewisser Einschréankungen, eine
potentielle Eignung als Biomarker fir die Krebsfriherkennung besitzt. Aufgrund der

zumeist langen symptomlosen Phase der Lungenkarzinome bietet sich so die
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Chance, Tumore zu diagnostizieren, bevor sie ein fortgeschrittenes Stadium erreicht

haben.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Methylierungsstatus des p16lNK4a—Promotors an
Material der pulmonalen Exfoliativzytologie untersucht und seine Eignung als Tu-

mormarker fir die molekularzytologische Diagnostik des Lungenkarzinoms tberprift.

Der Nachweis der p16INK4a-Promotor-MethyIierung erfolgte an DNA aus Bronchialas-
piraten (Bronchialsekrete, Bronchiallavagen, bronchoalveoldre Lavagen ) nach Bisul-
fitkonversion mittels quantitativer methylierungs-spezifischer PCR (QMSP). Dabei
wurde Restmaterial der konventionellen zytologischen Diagnostik verwendet, sodass
keine zusétzlichen, fur den Patienten belastenden, Untersuchungen notwendig wa-
ren. Es wurden 237 Bronchialaspirate (176 Lungenkarzinom- und 61 Nicht-Tumor-
Falle) in die Untersuchung einbezogen.

Eine aberrante Promotor-Methylierung wurde insgesamt bei 18,2% der Bronchia-

laspirate von Tumorpatienten und in keinem der Bronchialaspirate der Nicht-Tumor-

patienten nachgewiesen. Damit ist die Spezifitdt des Nachweises in p1 6INK4a-Promo-

tormethylierung prinzipiell hinreichend, um sicher eine Tumordiagnose stellen zu

kénnen und p16INK4a als spezifischen Tumormarker fir die Lungenkarzinom-Dia-
gnostik zu nutzen. Insbesondere die Diagnosestellung von Plattenepithelkarzinomen

scheint mdglich. Bei 40,4% der Bronchialaspiraten von Patienten mit einem Plattene-
pithelkarzinom wurde eine aberrante Promotor-Methylierung von p16INK4a gefunden.
Ob p16INK4a auch in der Krebsfriiherkennung nutzbar ist, muss noch in weiteren Stu-

dien untersucht werden. Aber schon jetzt zeichnet sich p16INK4a als vielversprechen-

der molekularer Biomarker in der Lungenkrebsdiagnostik ab.
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A

AC

Aqua dest.
arithm. Mittel

bp

CT

d.v.
DAP-kinase
DNA
EDTA
EtOH
FCS

G

HCI
MgCl2
MGMT
MSP
MYOD1

NaOH

Adenin

Adenokarzinom

Aqua destillata

arithmetisches Mittel

Basenpaare

Cytosin

Kohlenstoffdioxid
Cytosin-Phosphodiesterbindung-Guanin (Dinukleotid)
Cytosin-Phosphodiesterbindung-Guanin (Dinukleotid)
kombiniertes kleinzelliges Karzinom
Comutertomographie

dringender Verdacht
Dihydroxyacetonphosphat- kinase
Desoxyribonukleinséure
Ethylendiamintetraessigséaure

Ethanol

Fetales Kalber Serum

Guanin

Salzséure

Magnesiumchlorid
Methyl-Guanine-DNA Methyltransferase
Methylierungs-spezifische PCR
Myogenic Differenciation Antigen 1

Natriumhydroxid
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NSCLC
NSCLC
NT-Pat.
oD
PCR
QMSP
RARB2
rpm
SCC
SCLC
SD

Spw.

TBE
Tu+
Tu++
Tu-Pat.
zZw.

Tris

nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom
Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom
Nicht-Tumorpatient

Optische Dichte

Polymerase-Kettenreaktion

Quantitative methylierungs-spezifische PCR
Retinoic Acid Receptor Beta 2

rotation per minute

Plattenepithelkarzinom

Kleinzelliges Lungenkarzinom
Standardabweichung

Spannweite

Thymin

Tris-Borat-EDTA-Puffer

Bronchialaspirat mit wenigen Tumorzellen
Bronchialaspirat mit zahlreichen Tumorzellen
Tumorpatient

zweifelhaft

Tris-(Hydroxymethyl)aminomethan
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Anne Kricken

INK4a
Aberrante Methylierung des p176 -Promotors als Tumormarker fiir die

molekularzytologische Diagnostik des Lungenkarzinoms an Bronchialaspiraten

In der vorliegenden Arbeit wurde der Methylierungsstatus des p16INK4a—Promotors an
Material der pulmonalen Exfoliativzytologie untersucht und seine Eignung als Tu-

mormarker fir die molekularzytologische Diagnostik des Lungenkarzinoms Uberprift.

Der Nachweis der p16'NK4a-Promotor-MethyIierung erfolgte an DNA aus Bronchialas-
piraten (Bronchialsekrete, Bronchiallavagen, bronchoalveoldre Lavagen ) nach Bisul-
fitkonversion mittels quantitativer methylierungs-spezifischer PCR (QMSP). Dabei
wurde Restmaterial der konventionellen zytologischen Diagnostik verwendet, sodass
keine zuséatzlichen, fur den Patienten belastenden, Untersuchungen notwendig wa-
ren. Es wurden 237 Bronchialaspirate (176 Lungenkarzinom- und 61 Nicht-Tumor-
Félle) in die Untersuchung einbezogen.

Eine aberrante Promotor-Methylierung wurde insgesamt bei 18,2% der Bronchia-

laspirate von Tumorpatienten und in keinem der Bronchialaspirate der Nicht-Tumor-

patienten nachgewiesen. Damit ist die Spezifitdt des Nachweises in p1 6INK4a-Promo-

tormethylierung prinzipiell hinreichend, um sicher eine Tumordiagnose stellen zu

kénnen und p16INK4a als spezifischen Tumormarker fir die Lungenkarzinom-Dia-
gnostik zu nutzen. Insbesondere die Diagnosestellung von Plattenepithelkarzinomen

scheint mdglich. Bei 40,4% der Bronchialaspiraten von Patienten mit einem Plattene-
pithelkarzinom wurde eine aberrante Promotor-Methylierung von p16lNK4a gefunden.
Ob p16INK4a auch in der Krebsfriherkennung nutzbar ist, muss noch in weiteren Stu-

dien untersucht werden. Aber schon jetzt zeichnet sich p16lNK4a als vielversprechen-

der molekularer Biomarker in der Lungenkrebsdiagnostik ab.



