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Zusammenfassung

Maligne Lungentumoren zeigen seit Jahren weltweit die hochste Inzidenz und Mortalitit unter
allen Krebserkrankungen. Die Erstdiagnose wird meist in einem bereits nicht mehr lokalen und damit
spaten Stadium gestellt. Auch die bisher gebrauchlichen diagnostischen Methoden (bronchoskopisch
gewonnene Spiilung, Biirstenbiopsie, transbronchiale Nadelaspirationsbiopsie oder Zangenbiopsie)
haben eine steigerungsfihige Sensitivitit (48 — 74 %) oder sind in groBerem MaBe invasiv
(transthorakale Biopsie). Molekulare Biomarker konnen an bereits gewonnenem Material
vielversprechend zur Friihdiagnose von Lungenkarzinomen beitragen. Die Hypermethylierung von
Genpromotoren stellt einen wichtigen epigenetischen Mechanismus zur Unterdriickung der Expression
von Tumorsuppressorgenen dar und tragt damit zur Kanzerogenese des Lungenkarzinoms bei.

Gegenstand dieser Arbeit war die Analyse von Promotormethylierungen der Tumorsupressorgene
APC, pl16™** RASSFIA und 3-OST-2 mittels Quantitativer Methylierungsspezifischer real-time
PCR (QMSP) mit dem Ziel der Etablierung eines Biomarkerpanels mit hoher Sensitivitdt und
Spezifitat zur frithen Detektion maligner Lungentumoren an wenig invasiv gewonnenem Material
(Bronchialaspirate). Methylierungen im Genom finden sich an Cytosinbasen, welche wiederum
gehduft in Promotorregionen als CpG-Nukleotide vorliegen. Eine Behandlung der DNA mit
Natriumbisulfit (Bisulfitkonversion) fiihrt zu einer Desaminierung von Cytosin zu Uracil, methyliertes
Cytosin bleibt dabei unbeeinflusst. Dies bedingt eine Sequenzidnderung der DNA und ermdglicht
durch das Design spezifischer Primer eine Methylierungsspezifische PCR (MSP). Eine fluoreszierende
Gensonde, platziert zwischen den beiden Primern, ermdglicht durch Messung der
Fluoreszenzinderung wihrend der PCR einen quantitativen Nachweis.

Es wurden 210 Patienten (70 je zytologischer Diagnosegruppe: Positiv, negativ und unklar
beziiglich des Nachweises maligner Tumorzellen) in einer klinischen Diagnosestudie mit
prospektivem Einschluss und verblindeter, retrospektiver Evaluation untersucht. 178 Bronchialaspirate
von 178 Patienten (108 Patienten mit primdrem malignen Lungentumor, 9 Patienten mit Tumor
anderer Genese, 61 Nicht-Tumorpatienten) konnten mittels QMSP ausgewertet werden. Das 3-
Marker-Genpanel aus APC, p16™*** und RASSF1A erreichte eine Sensitivitit von 51 % (55/108) und
zeigte sich mit 98 % (60/61) hoch spezifisch in der Detektion maligner Lungentumoren. Als alleiniger
diagnostischer Test wére die Sensitivitdt des Panels nicht ausreichend, es bietet sich aber als
anschlieBender Test nach zytologischer Diagnostik (Reflextest) an. Die Kombination von
Routinezytologie und QMSP erreichte eine Sensitivitdt von 71 % (77/108) in der Detektion maligner
Lungentumoren bei extrem hoher, 98 %iger Spezifitidt (60/61). V. a. in der Gruppe der unklaren
zytologischen Diagnosen zeigte die QMSP (51 % Sensitivitét, 18/35) ihren Mehrwert. An dieser Stelle
wire eine Anwendung in der klinischen Routinediagnostik gut mdglich. Diese Ergebnisse bestitigten
frithere, retrospektive Studien zur Etablierung des 3-Marker-Genpanels dieses Instituts.

Die Sensitivitiat des Genpanels sollte durch die Erweiterung um den Marker 3-OST-2 gesteigert
werden, welcher sich zuvor in der Literatur als vielversprechend darstellte. Die Analyse des 3-OST-2-
Promotors mittels QMSP zeigte auch unter den Nicht-Tumorpatienten eine Hypermethylierung in 58
von 61 Féllen, womit die Definition eines cut-off-Levels nétig war. Unter Wahrung einer akzeptablen
Spezifitit von 95 % (58/61) zeigte der 3-OST-2-Genmarker eine Sensitivitit von 16 % (17/108)
hinsichtlich der Detektion maligner Lungentumoren. Die vielversprechenden Erwartungen der
Literatur hinsichtlich 3-OST-2 konnten in dieser Studie also nicht bestétigt werden. Die Erweiterung
des Genpanels um 3-OST-2 steigerte dessen Sensitivitdt von 51 % auf 56 % (61/108), dies jedoch auf
Kosten der Sensitivitit (Senkung auf 95 %, 58/61), was als Folge mehr falsch positive Diagnosen
bedeuten wiirde. Nach Einschédtzung dieser Arbeit eignet sich die Hypermethylierungsanalyse des 3-
OST-2-Promotors mittels QMSP und dem hier verwandten Primer-Sonden-Set somit nicht zur
Erweiterung des etablierten 3-Marker-Genpanels zur Detektion maligner Lungentumoren.
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1. Einleitung
1.1 Epidemiologie maligner Lungentumoren

Maligne Lungentumoren haben seit vielen Jahren weltweit die hochste Inzidenz (23,1/100.000) und
Mortalitdt (19,7/100.000) unter allen Krebserkrankungen. 2012 gab es weltweit 1,82 Millionen
Neuerkrankungen (13,0 % aller Krebsneuerkrankungen) und 1,59 Millionen Menschen starben 2012
an einem Malignom der Lunge (19,4 % aller Todesfille an Krebs) [1].

In Deutschland erkrankten 2010 ca. 52.000 Menschen an einem malignen Lungentumor (10,9 % aller
Krebsneuerkrankungen), 42.346 Menschen starben 2010 aufgrund dieser Erkrankung (15,5 % aller
Sterbefélle an Krebs). 35.040 der Neuerkrankten 2010 waren ménnlich (Inzidenzrate: 87,4/100.000),
17.030 weiblich (Inzidenzrate: 40,9/100.000). Mit ca. 36.000 ménnlichen und 19.600 weiblichen
prognostizierten Neuerkrankten in 2014 wird ein Trend hinsichtlich vermehrter Inzidenz bei Frauen
deutlich [2]. Bei Mannern war das Lungenmalignom 2010 in Deutschland die zweithdufigste, bei
Frauen die dritthdufigste Krebserkrankung (13,9 bzw. 7,6 % aller Krebserkrankungen). Bei Mannern
ist es mit 24,9 % aber die mit Abstand héufigste Todesursache unter den Krebserkrankungen. Bei
Frauen machen maligne Lungentumoren 13,6 % aller Krebssterbefille aus. 2010 starben 29.381
Minner (Mortalitdt: 73,3/100.000) und 13.627 Frauen (Mortalitdt: 32,7/100.000) an dieser
Krebserkrankung. Minner erkrankten im Mittel mit 70 und Frauen mit 68 Jahren. Die relative 5-
Jahres-Uberlebensrate liegt bei Ménnern mit 16 % und bei Frauen mit 21 % im Vergleich zu malignen

Tumoren anderer Entitdt sehr niedrig [2].

1.2 Atiologie maligner Lungentumoren

Der mit Abstand wichtigste Faktor in der Atiologie der meisten malignen Lungentumoren, v. a.
hinsichtlich Karzinomen der Lunge, ist der inhalative Tabakkonsum. Dies ist in vielen Studien und
Metaanalysen bewiesen worden [3]-[5]. Es wurde zudem gezeigt, dass die Haufigkeit des Auftretens
maligner Tumoren der Lunge sowohl mit der kumulativen Menge an gerauchten Zigaretten, als auch
mit den kumulativen Jahren des Rauchens korreliert. Das Risiko an einem Lungentumor zu erkranken
ist bei Rauchern 20 — 30fach erhdht [6]. Ca. 80 % der Lungenmalignome bei Mannern und ca. 50 %
der Fille bei Frauen gehen zuriick auf das Tabakrauchen [7], dabei ist das Risiko von Frauen und
Mainnern an einem Malignom der Lunge zu erkranken anndhernd gleich [8]. Auch Passivrauchen
erthoht das Erkrankungsrisiko. Das Risiko ein Malignom der Lunge zu entwickeln ist bei

Nichtrauchern, die dauerhaft passiv Tabakrauch ausgesetzt sind, 30 — 50 % erhoht [3], [9].

Weitere Risikofaktoren zeigen sich hinsichtlich einer berufsbedingten Exposition (Asbest, Nickel,



Chrom, Silicate, polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe), ebenso hinsichtlich der

Luftverschmutzung (Feinstaub, Dieselabgase) sowie ionisierender Strahlung (Radon) [10].

Eine genetische Pradisposition fiir die Entwicklung von Lungenmalignomen ist anzunehmen. Eine
umfassende Metaanalyse aus dem Jahr 2005 zeigte deutliche Hinweise auf eine genetische
Pradisposition [11], mit der Einschrankung, dass die o. g. Risikofaktoren in den untersuchten Familien
gehauft vorkamen. Im Gegensatz hierzu zeigte eine grofle Zwillingsstudie (eineiige vs. zweieiige

Zwillinge) keinen Hinweis auf eine genetische Pradisposition von Malignomen der Lunge [12].

1.3 Histologie und Klassifikation des Lungenkarzinoms

Lungenkarzinome stellen die gro3e Mehrzahl der malignen Lungentumoren dar. Daher und aufgrund
dessen, dass auch die meisten Patienten der vorliegenden Arbeit an einem Lungenkarzinom erkrankt
waren, soll der Fokus im Folgenden auf Karzinome der Lunge gelegt werden. Die deutlich
vereinfachte Einteilung in nicht-kleinzellige und kleinzellige Karzinome der Lunge ist weiterhin
gebrauchlich. Zu den nicht-kleinzelligen Karzinomen werden Plattenepithelkarzinome,
Adenokarzinome, adenosquamdse Karzinome und grof3zellige Karzinome gezdhlt. Sie machen etwa
80 % aller Lungenkarzinome aus. In diesem Kapitel sollen die Charakteristika der hiufigsten
Lungenkarzinome ndher betrachtet werden. Tabelle 1.1 zeigt deren aktuelle histologische

Klassifikation der WHO (2015).

1.3.1 Plattenepithelkarzinome

Plattenepithelkarzinome haben einen Anteil von 20 — 30 % an allen Lungenkarzinomen [13]. Sie
treten hiufiger bei Ménnern auf und korrelieren stdrker mit inhalativem Tabakkonsum als andere
Subtypen [14]. Plattenepithelkarzinome manifestieren sich in zwei Drittel der Félle zentral in groferen
Bronchien, konnen diese verlegen, zu Atelektasen der Lunge fiihren sowie zentral nekrotisieren und
Hohlen mit Anschluss an das Bronchialsystem bilden [15], [16]. Eine Metastasierung ist hiufig in
hildren Lymphknoten zu finden, Fernmetastasen treten eher spét auf. Das Plattenepithelkarzinom weist
als einziger histologischer Subtyp eine klar definierte prédinvasive Phase in Form der
Plattenepitheldysplasie bzw. des Carcinoma in situ auf. Histologisch zeigen diese Karzinome je nach
Differenzierungsgrad unterschiedlich ausgeprigte interzelluldre Verbindungen, Hornperlen und

intrazelluldre Keratinbildung [13], [16].



Adenokarzinome

GroBzellige Lungenkarzinome

1. Lepidisches Adenokarzinom
2.  Azinidres Adenokarzinom Adenosquamose Lungenkarzinome
3. Papillares Adenokarzinom
4. Mikropapilldres Adenokarzinom Pleomorphe Lungenkarzinome
5. Solides Adenokarzinom
6. Invasiv muzindses Adenokarzinom Spindelzellige Lungenkarzinome
a.  Gemischt invasiv muzindses und nicht-
muzindses Adenokarzinom Riesenzellige Lungenkarzinome
7. Kolloidales Adenokarzinom
8.  Fetales Adenokarzinom Karzinosarkome
9. Enterisches Adenokarzinom
10. Minimal invasive Adenokarzinome Pulmonale Blastome

11.

a. Muzinds
b. Nicht-muzinos
Prédinvasive Lisionen
a. Atypische adenomatdse Hyperplasie
b. Adenokarzinom in situ
i. Nicht-muzinos
ii.  Muzin0s

Plattenepithelkarzinome

1.

Keratinisierendes Plattenepithelkarzinom

Andere und nicht-klassifizierbare Lungenkarzinome
1. Lymphoepitheliomartiges Karzinom
2. NUT Karzinome

Karzinome des Speicheldriisentyps
1.  Adenoid-zystisches Karzinom
2. Mukoepidermoidkarzinom
3.  Epithelial-myoepithliales Karzinom
4. Pleomorphes Adenom

2. Nicht-keratinisierendes Plattenepithelkarzinom
3. Basaloides Plattenepithelkarzinom Papillome
4. Préinvasive Lasionen 1. Plattenepithelpapillom
a. Plattenepithelkarzinom in situ a. Exophytisch
b. Invertiert
Neuroendokrine Lungentumoren 2. Glanduléres Papillom
1. Kleinzelliges Lungenkarzinom 3. Gemischt

a. Kombiniertes kleinzelliges Lungenkarzinom

2. Grofzellig-neuroendokrines Lungenkarzinom Adenome
a. Kombiniertes grofzelliges neuroendokrines 1. Sklerosierendes Pneumozytom
Lungenkarzinom 2. Alveoldres Adenom
3. Karzinoid 3. Papilléres Adenom
a. Typisches Karzinoid 4.  Muzinoses Zystadenom
b. Atypisches Karzinoid
4. Préinvasive Lasionen

a. Diffuse idiopathische pulmonale
neuroendokrine Zellhyperplasie

Tabelle 1.1: Histologische Klassifikation der Lungenkarzinome nach WHO 2015 [13]

1.3.2 Adenokarzinome

Der Anteil der Adenokarzinome unter den Karzinomen der Lunge liegt bei 30 — 40 % [13]. Damit hat
das Adenokarzinom in den letzten Jahren das Plattenepithelkarzinom der Lunge von Platz eins der
Statistik verdrangt [13], [17]. Dies griindet sich auf ein verdndertes Design der Zigaretten: Filter und
reizarmer Tabak, verleiten zu einer tieferen Inhalation der Schadstoffe bis in die Lungenperipherie,
was zu einer vermehrten Exposition des bronchoalveoldren Epithels (Ausgangspunkt der
Adenokarzinome) fiihrt. [6], [17], [18]. Adenokarzinome sind mit Abstand die hdufigsten Karzinome

bei Nichtrauchern. Unter den Nichtrauchern sind vor allem Frauen von einem Lungenkarzinom
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betroffen; hormonelle und verschiedene Umwelteinfliisse werden ursédchlich diskutiert [19], [20].
Adenokarzinome treten auch insgesamt haufiger bei Frauen als bei Mannern auf [21].

Sie manifestieren sich meist peripher, konnen aber auch zentral lokalisiert sein [16]. Fernmetastasen
finden sich friih und gehduft in Knochen, Gehirn, Leber und Nebennieren [22] bei einem eher
langsamen Wachstum des Primarius mit geringer Tumormasse [16].

Die in den Jahren 2004 und 2015 erneuerte WHO-Klassifikation enthielt vor allem in der Gruppe der
Adenokarzinome Anderungen [13]: Die atypische adenomatése Hyperplasie, eine Ansammlung von
atypischen proliferierenden Pneumozyten in der Alveolenwand von ca. 5 mm Durchmesser, sowie das
Adenokarzinom in situ, mit einem Durchmesser von weniger als 3 cm und histologisch
proliferierenden Pneumozyten Typ II oder Clara-Zellen, bei denen nur extrem selten eine
Muzinproduktion auftritt, gehdren zu den préinvasiven Lisionen. Bei den invasiven Lisionen wird
zusitzlich ein minimalinvasives Adenokarzinom aufgefiihrt, welches liber einen Durchmesser von
maximal 3 cm, eine Invasionstiefe von weniger als 5 mm und einem lepidischen nur extrem selten
muzindsen Wachstum definiert ist. Sowohl Patienten mit einer priainvasiven Vorstufe als auch mit
einem minimalinvasiven Adenokarzinom zeigen eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 100 %. Bei den
invasiven Adenokarzinomen wird histologisch zwischen lepidischem, azindrem, papillirem,
mikropapillirem und solidem Wachstum differenziert. Das lepidische Wachstum zeichnet sich durch
eine tapetenartige Auskleidung der Alveolen durch Tumorzellen aus, die von Typ 2 Pneumozyten und
Clara-Zellen abstammen und keine Muzinproduktion zeigen (frither als bronchoalveolidres Karzinom
bezeichnet). Das azinidre, also driisenartige Wachstum ist charakteristisch fiir das Adenokarzinom.
Zusétzlich kann eine papillire Komponente, d. h. eine Ausbildung von zotten- oder papillenartigen
Strukturen hinzukommen. Die Zellen zeigen reihenartige Verbédnde, oft mit apikalem intrazelluldrem
Muzin und kleinen basal liegenden Kernen. Karzinome des soliden Typs zeigen eine ausgeprigte
Muzinproduktion und driisenartige Strukturen fehlen. Die Grenzen zwischen den einzelnen

Wachstumsarten sind hiufig flieBend.

1.3.3 Grofizellige Lungenkarzinome

GroBzellige Lungenkarzinome machen 5 — 10 % aller malignen Lungentumoren aus [13]. Hiufig
manifestieren sie sich in der Lungenperipherie und zeigen in vielen Féllen ausgeprigte nekrotische
Anteile [13]. Sie stellen undifferenzierte epitheliale maligne Lungentumoren dar, die sich
lichtmikroskopisch weder den Plattenepithel- noch den Adenokarzinomen zuordnen lassen. lhre
Zellen sind groB und polygonal mit einem groBen Kern und einem prominenten Nucleolus [13], [16].

Eine weitere Entitdt ist das grof3zellig-neuroendokrine Lungenkarzinom, welches durch sein
neuroendokrines Wachstumsmuster (organoide Nester sowie trabekulére, rosetten- und palisadenartige
Muster, ein variables Chromatinmuster und eine hohe Mitoserate) histologisch auffillt und mittels
neuroendokrinen Markern (Chromogranin A, neuronenspezifische Enolase, Synaptophysion,

Somatostatin) bestétigt werden kann. Es wird zu den neuroendokrinen Lungenkarzinomen gezéhlt und
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macht hier ca. 3 % aus [13], [23].

1.3.4 Kleinzellige Lungenkarzinome

Der Anteil kleinzelliger Lungenkarzinome an den malignen Lungentumoren betriagt 15 — 20 % [13].
Sie zeigen ebenfalls eine hohe Korrelation mit dem inhalativen Tabakkonsum [24]. Zwei Drittel der
Félle kleinzelliger Karzinome zeigen sich als zentrale Lédsion mit einer hohen Rate an hildren
Lymphknotenmetastasen, haufig auch mit einer erheblichen Tumormasse und groflen nekrotischen
Anteilen [24], [25]. Sie zeigen auBlerdem eine frithe Fernmetastasierung in Knochen, Gehirn, Leber
und Nebenniere [24].

Die kleinzelligen Lungenkarzinome gehoren ebenfalls zur Gruppe der neuroendokrinen
Lungentumoren und gehen aus dem DNES hervor [26]. Aufgrund dieser Zugehdrigkeit zeigen sie
hdufig paraneoplastische Syndrome [16], [24].

Histologisch stellen sich kleinzellige Karzinome als Nester von kleinen polygonalen Zellen mit wenig
Zytoplasma sowie salz- und pfefferkornartigem Chromatin dar. Die Mitoserate ist hoch und
nekrotische Anteile sind vermehrt auszumachen [13], [16], [27]. Zusédtzlich konnen Anteile eines
nicht-kleinzelligen Karzinoms vorliegen, was dann als kombiniertes kleinzelliges Karzinom

bezeichnet wird [13].

1.3.5 Karzinoidtumoren

Karzinoide der Lunge machen ca. 1 — 2 % aller Lungentumoren aus [13]. Auch die Karzinoide
gehoren zu der Gruppe der neuroendokrinen Tumoren und kdnnen mit paraneoplastischen Syndromen
einhergehen [24].

Karzinoide treten zu 60 % zentral auf und zeigen ein endobronchiales Wachstum mit entsprechenden
pulmonalen Symptomen in ca. 50 % der Fille. Periphere Karzinoide sind oft ein radiologischer
Zufallsbefund oder manifestieren sich durch paraneoplastische Syndrome [28].

Karzinoide zeigen ein solides histologisches Wachstumsmuster mit einer weiten Brandbreite an
lichtmikroskopischen Merkmalen: spindelférmige Zellen; palisadenartige, trabekuldre, adenoide,
papillire und rosettenférmige Wachstumsmuster; Sklerose und Verkalkung [13], [28]. Das
Zytoplasma férbt sich eosinophil und das Chromatin stellte sich feingranulér dar [28].

Der Unterschied zwischen dem typischen Karzinoid und dem atypischen Karzinoid besteht
definitorisch in der erhohten Mitoserate und/oder Auftreten von nekrotischen Anteilen des letzteren

[28].

Die Lunge ist aufgrund ihrer Lage im Blutkreislauf und ihrer Feinstruktur hdufiges Ziel fiir Metastasen



von malignen Tumoren andere Genese. Ca. 30 % aller Metastasefdlle manifestieren sich in der Lunge.
Die haufigsten Entitdten mit Absiedlungen in der Lunge sind maligne Tumoren der Niere, des Colons,

der Mamma, der Blase und der Prostata [13].

Auf weitere maligne Lungentumoren soll aufgrund ihrer Seltenheit hier nicht eingegangen werden.

1.4 Tumorbiologie und Karzinogenese

Hanahan & Weinberg zeigten in ihren Artikel Hallmarks of cancer aus dem Jahr 2000 sechs
wesentliche Eigenschaften fiir einen Katalog der Krebs-Charakteristika auf [29]: Unabhingigkeit von
Wachstumssignalen, Immunitdt gegen wachstumshemmende und Apoptose fordernde Signale,
unbegrenztes Replikationspotential, Apoptosechemmung, Forderung der Angiogenese sowie
gesteigerte Fahigkeit zur Gewebeinvasion und Metastasierung. Hiermit zeigten sie ein Konstrukt zur
Erklarung und zum besseren Verstindnis der Komplexitdt und Diversitiat von Krebserkrankungen auf.
Im Sinne einer klonalen, ,,Darwinistischen Evolution auf zelluldrer Ebene fiihrt die Aufeinanderfolge
mehrerer genetischer Verdnderungen mit Selektionsvorteil von normalem Epithel zum Karzinom. Im
Jahr 2011 bestétigten Hanahan & Weinberg ihren Katalog und erweiterten diesen im Zuge neuer
wissenschaftlicher Erkenntnisse [30]: Neuprogrammierung des Energiemetabolismus und Entgehen
der Immunabwehr. AuBlerdem zeigten sie auf, dass das peritumorale Gewebe wie die extrazelluldre
Matrix, Fibroblasten und Makrophagen oder andere Zellen der Immunabwehr eine wichtige Rolle in
der Tumorprogression spielt. Im Folgenden sollen hinsichtlich der malignen Lungentumoren relevante

genetische Alterationen aufgezeigt werden.

Spontane DNA-Mutationen spielen eine grundlegende Rolle in der Karzinogenese von
Lungentumoren. Hierunter fallen Mechanismen wie Punktmutationen, Deletionen, Translokationen
und Verlust der Heterozygotie [29], [30]. Es sind etliche Loci auf fast allen Chromosomen

beschrieben, die Bedeutung fiir die Karzinogenese von Lungentumoren haben.

1.4.1 Ausgewiihlte Tumorsuppressorgene

Bei 96 % aller malignen Lungentumoren und 78 % aller prikanzerdsen Lasionen der Lunge kann ein
Verlust der Heterozygotie des Chromosomenarms 3p (kurzer Arm) nachgewiesen werden [31]. Auf
diesem Chromosomenabschnitt befinden sich mehrere Tumorsuppressorgene. Fiir FHIT (3p14.2)
wurden Apoptose induzierende Eigenschaften nachgewiesen [32]. RASSF1A (3p21.3) hat ebenso
Apoptose fordernde Eigenschaften sowie Einfluss auf die Zellzyklusregulation und stabilisiert dariiber

hinaus Mikrotubuli [33]. TUSC2 (3p21.3) wird eine inhibierende Funktion hinsichtlich einiger



Thyrosinkinasen (EGFR, PDGFR, c-Abl, c¢-Kit und AKT) sowie Einfluss auf p53 zugeschrieben [34],
[35]. Tumorsuppressorgene der Semaphorin-Familie, SEMA3B und SEMA3F (3p21.3) konnen
Apoptose induzieren, inhibieren Zellproliferation, Angiogenese, Zelladhdsion und haben damit

Einfluss auf die Zellmigration [36]-[39].

TP53 ist ein Protein, welches eine essentielle Rolle in der Zellzyklusregulation spielt. Es ist in der
Lage CDKs (Cyclin abhingige Kinasen) zu induzieren, welche die Zelle in die G1-Phase versetzen
konnen und damit DNA-Reparaturen ermoglichen oder direkt die Apoptose der beschidigten Zelle
hervorrufen [40], [41]. Mutationen im TP53-Gen (17p13) werden sehr hdufig in malignen
Lungentumoren gefunden, bis zu 50 % in nicht-kleinzelligen und bis zu 70 % in kleinzelligen
Lungenkarzinomen [42]. Der Mechanismus der Mutation wurde friih erkannt und ist gut untersucht.
Die TP53-Mutation korreliert stark mit dem inhalativen Tabakkonsum, wobei der polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoff Benzo[a]pyren, nach Stoffwechselaktivierung zum Epoxid, eine

Bindung zu Guanosin eingeht und somit Transversionen zu Thymin hervorrufen kann [43].

Weitere Mutationen von Tumorsuppressorgenen in Lungenkarzinomen finden sich haufig im
CDKN2A-RBI1-Signalweg. Alterationen im RB1-Gen (13ql) zeigen sich bei bis zu 90 % der
kleinzelligen im Vergleich zu 10 — 15 % der nicht-kleinzelligen Lungenkarzinome [44].
Bemerkenswert ist, dass sich Mutationen im CDKN2A-Gen in bis zu 70 % der nicht-kleinzelligen
Karzinome zeigen [44]. Das RB1-Gen kodiert das Retinoblastom-Protein, das CDKN2A-Gen kodiert
einen CDK-Inhibitor (p16™**). Beide fungieren in einem Kontrollmechanismus beim Ubergang der

G1- zur S-Phase im Zellzyklus [45].

Die beschriebenen Alterationen in Tumorsuppressorgenen ereignen sich zundchst nur auf einem
Chromosom. Wird danach auch das zweite, noch funktionstiichtige Allel geschadigt — hier sind
chromosomale Verluste (Aneuploidie, siche Abschnitt 1.4.5), DNA-Mutationen oder aber
epigenetische Mechanismen (siche Abschnitt 1.5) vorstellbar - kommt es zu einer Forderung der

Tumorgenese. Knudson et al. beschrieb dies als second-hit-Hypothese [46].

1.4.2 Ausgewiihlte Onkogene

Mutationen konnen zur Aktivierung von Onkogenen fiithren, welche durch die Stimulation oder
Hochregulation von Mitose induzierenden Signalen das Wachstum und die Replikation der Zellen
fordern. Fiir Tumorzellen sind diese Signale eine essentielle Uberlebensgrundlage [47] und bieten
somit auch die Mdoglichkeit zur gezielten Tumortherapie [48]. Diese Verdnderungen werden auch als

,Ireibermutationen® in der Tumorentstehung- und progression bezeichnet.

Der EGFR (7pl11) ist ein Tyrosinkinase-Rezeptor in der Zellmembran, welcher in 40 — 80 % der nicht-
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kleinzelligen Lungenkarzinome iiberexprimiert oder iiberaktiv ist [49]. Der EGFR gehort zur ErbB-
Familie, welche aus eng verwandten Tyrosinkinase-Rezeptoren besteht: EGFR (ErbB-1), HER2/c-neu
(ErbB-2), HER3 (ErbB-3) und HER4 (ErbB-4). Mutationen in dieser Rezeptorfamilie sind haufig an
der Karzinogenese verschiedenster Tumoren beteiligt [50]. Die Aktivierung des EGFR setzt mehrere
intrazelluldre Signaltransduktionskaskaden in Gang, die wiederum zur DNA-und RNA-Synthese
fiihren und damit Zellproliferation, -adhdsion und -migration beeinflusst [51]. Unter den
Lungenkarzinomen gibt es gewisse Gruppen, die hinsichtlich einer hohen Rate an EGFR-Mutationen
hervorstechen: Adenokarzinome, Frauen, Personen die niemals geraucht haben und Ostasiaten [52]—

[54].

Ein weiteres Onkogen, welches haufig aktiviert in Lungenkarzinomen vorliegt, ist KRAS (12p12). Es
ist als Protein Teil der intrazelluldren Signaltransduktionskaskade RAS/RAF/MEK/MAPK, welche
regulatorische Aufgaben hinsichtlich der Embryogenese, Differenzierung und Wachstum der Zelle
sowie der Apoptose iibernimmt [55]. Eine KRAS-Mutation wird vor allem in Adenokarzinomen
gefunden, hier bis zu 30 % [56]. In ca. 4 % der nicht-kleinzelligen Lungenkarzinome, hier
vornehmlich Adenokarzinome, kann als Folge einer Translokation ein EML4-ALK-Fusionsprotein
(2p) gefunden werden. Durch die Verschmelzung wird der Tyrosinkinaseanteil (ALK) permanent
aktiv, was zu einer dauerhaften mitotischen Aktivitit der Zelle fiihrt [57], [58]. Weitere Onkogene mit
gewisser Relevanz hinsichtlich maligner Lungentumoren sind SOX2, MYC, PI3K und andere [59].

Die Ergebnisse der Untersuchungen von Tumorsuppressor- und Onkogenen bei einzelnen
Tumorpatienten bieten nicht nur Mdoglichkeiten einer gezielten Therapie des Lungenkarzinoms
(Stichwort: individualisierte Tumortherapie), sondern koénnen ggf. auch Aussagen {iber

Differenzierung und Prognose individueller Tumoren treffen [48], [59].

1.4.3 Tumorstroma

Die direkte, bindegewebige Umgebung, das Stroma des Tumors, spielt ebenfalls eine wichtige Rolle
hinsichtlich Wachstum, Invasion und Metastasierung. Es findet eine komplexe und verflochtene
Interaktion zwischen Tumorzellen, Stromazellen (z. B. Fibroblasten, Makrophagen), Zellen des
Immunsystems, Endothelzellen und der extrazelluldren Matrix statt [60]. Die Angiogenese ist hier ein
zentraler Aspekt, da ohne BlutgefaBe keine Nahrstoffversorgung und somit auch kein Wachstum des
Tumors moglich ist. Einer der wichtigsten Mediatoren der Angiogenese ist VEGF (vascular
endothelial growth factor). VEGF stimuliert in erster Linie Endothelzellen zur Proliferation und
Migration und damit zur Bildung neuer Gefdfle, reguliert aber auch die Permeabilitit des Endothels,
hemmt die Apoptose und fiihrt auch zur Migration von Monozyten und Makrophagen. Die Produktion
und Freisetzung von VEGF wird wiederum durch Hypoxie, weitere Mediatoren und auch der

Aktivierung verschiedener Onkogene bewirkt [61]-[63]. Hinsichtlich der Lungenkarzinome lisst sich
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sowohl in nicht-kleinzelligen als auch in kleinzelligen Karzinomen eine erhohte VEGF-Expression
finden [64]. Auch VEGEF bietet hinsichtlich der Prognosebestimmung und gezielten Therapie einige
Ansatzpunkte [59].

1.4.4 Tumorstammzellen

Das Modell der Tumorstammzellen besagt, dass alle Zellen eines Tumors von nur einigen wenigen
Zellen abstammen. Diese Tumorstammzellen seien im Erbgut verdnderte Abkommlinge von
korpereigenen pluripotenten Zellen. Sie besdflen die Moglichkeit, sich in eine oder mehrere
histologische Richtungen zu differenzieren [65]. Die aberrante Expression von Genen in
Tumorstammzellen zeigt auffillige Parallelen zu Vorlauferzellen in der physiologischen
Organogenese der Lunge [66], [67]. Alterationen im Hedgehog-, Wnt- oder Notch-Signalweg spielen
hier und ebenfalls hinsichtlich der Karzinogenese von Lungentumoren eine bedeutende Rolle [68].
Auch diese Signalwege liefern interessante Ansédtze im Sinne einer gezielten Tumortherapie oder der

Prognoseermittlung [59].

1.4.5 Aneuploidie in Tumorzellen

Aneuploidie ist definiert als aberrante Anzahl von Chromosomen, welche nicht einem Vielfachen des
haploiden Satzes entspricht (Polyploidie). Aneuploidie in Embryonen fiihrt hdufig zum Tod des
Organismus. Bestimmte Aneuploidien bei Embryonen oder Feten sind mit schweren Erkrankungen
oder Syndromen sowie Infertilitdt assoziiert, wohingegen fokale Aneuploidien zu Krebs fiihren
konnen. Die bekanntesten humanen Aneuploidien sind die Trisomien 21 (Down Syndrom), 18
(Edward Syndrom) und 13 (Pitau Syndrom), alle anderen autosomalen Trisomien sind schon im
Embryonalstadium letal, wie auch alle autosomalen Monosomien [69].

In jedem malignen tumordsen Gewebe konnen aneuploide Zellen gefunden werden. Das Auftreten der
Aneuploidie wird sowohl als Folge, aber auch als Ursache der Tumorgenese aufgefasst. Letzteres wird
u. a. von Duesberg et al. und Torres et al. beschrieben [69], [70]: Fehler in der Mitose mit Folge einer
Aneuploidie ist ein Ereignis mit regelméfBiger Héufigkeit (schdtzungsweise in 1 zu 100.000
Zellteilungen). Die meisten Zellen sind aufgrund der entweder fehlenden oder iiberméBigen
Erbinformation nicht (iiber)lebensfdhig. Sehr wenige Zellen konnen dennoch existieren und
proliferieren. Destruierende Imbalancen in der Proteinsynthese konnen dann auch DNA-
Reparaturmechanismen oder den mitotischen Spindelapparat beeinflussen, wodurch die Zelle weitere
Schéden in der Erbinformation sammelt. Einige dieser Zellen erwerben somit z. B. die Féahigkeit zur
Hyperproliferation, Apoptosehemmung, Invasion oder andere, welche zur Tumorentstehung beitragen.
Auf dieser Grundlage konnten aneuploide Verdnderungen des Erbguts auch zur Friihdiangose eines

malignen Tumors beitragen. Verfahren wie die Fluoreszenz In Situ Hybridisierung (FISH) oder die



DNA-Bildzytometrie stellen Mdglichkeiten zur Detektion dieser dar und stiitzen die o. g. Theorie mit

ihren Ergebnissen in der klinisch-diagnostischen Routine [71].
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1.5 Epigenetik

Die Epigenetik spielt eine wesentliche Rolle in der Biologie und Genese von Lungenkarzinomen und

wird hier separat behandelt, da sich die vorliegende Arbeit mit DNA-Methylierungen befasst.

Der Begriff Epigenetik beschreibt einen stabilen, erblichen Phéanotyp, der auf Alterationen der
Chromosomen beruht, die keine Anderungen in der DNA-Basensequenz sind. Diese Anderungen sind
zudem reversibel [72]. Im Wesentlichen sind es DNA-Methylierungen, Histonmodifikationen und
nicht-codierende micro-RNAs, die epigenetisch eine Rolle spielen. Fehler in diesen Vorgingen, die
vorwiegend die Differenzierung der Zellen regulieren, konnen zu Krebserkrankungen fithren [73].
Auch hier gilt, dass erst mehrere, epigenectische und genetische Alterationen zusammen zu einer

Krebserkrankung fiihren kénnen [74], [75].

1.5.1 DNA-Methylierung

Eine Methylierung der DNA findet sich im menschlichen Genom vor allem an der Base Cytosin in
CpG-Dinukleotiden (Cytosin-Phosphordiesterbindung-Guanin), es entsteht 5-Methylcytosin (siche
Abb. 1.1).

Desoxycytidin 5-Methyl-Desoxycytidin

Abb. 1.1: Methylierung der Base Cytosin zu 5-Methylcytosin

Cytosin und 5-Methylcytosin sind hier in ihrer Nukleosidform, gebunden an
Desoxyribose, dargestellt, wie sie im DNA-Strang vorliegen. Die Reaktion wird durch
DNMTs (DNA-Methyltrasferasen) katalysiert. Die Methylgruppe (rot) liefert ein Co-
Enzym: SAM = S-Adenosylmethionin, SAH = S-Adenosylmethionin.

Diese Reaktion wir durch verschiedene DNA-Methyltransferasen (DNMTs) katalysiert. DNMT3A
und DNMT3B sind fiir die de-novo Methylierung der humanen DNA verantwortlich, DNMT]1 ist bei
der DNA-Replikation aktiv und sorgt fiir die Instandhaltung der physiologisch korrekten DNA-
Methylierung [76], [77].

Insgesamt sind ca. 70 — 80 % aller CpG-Dinukleotide methyliert, womit 5-Methylcytosin ca. 1 % aller
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Basen der humanen DNA ausmacht [78]. CpG-Dinukleotide sind im menschlichen Genom nicht
gleichméBig verteilt. Man findet sie u. a. in langen repetitiven Sequenzen (z. B. Retrotransposons,
rDNA, centromerische Repeats, und weiteren) [79]. In diesen repetitiven Sequenzen liegen die CpG-
Dinukleotide hochgradig methyliert vor, was zur Stabilitit der DNA beitrdgt [80]. Eine DNA-
Hypomethylierung in diesen Bereichen fithrt zu einer Instabilitit der DNA, was wiederum zur
Karzinogenese beitragen kann (siche Abschnitt 1.6.3.2).

Ca. 10 — 20 % der CpG-Dinukleotide findet man in sogenannten CpG-Inseln. CpG-Inseln sind kurze
Sequenzen (ca. 500 - 1000 bp) mit einem Gehalt von 55 % oder mehr an CpG-Dinukleotiden, die sich
in der 5’-Region (Promotorregion, Exon 1) von ca. 60 % aller kodierenden humanen Gene finden [81],
[82]. CpG-Dinukleotide in der Genpromotorregion bleiben auch nach Entwicklung und
Differenzierung der Zelle in den meisten Fillen unmethyliert [80]. Hiervon gibt es aber auch
Ausnahmen, wie z. B. die Inaktivierung eines X-Chromosoms bei Frauen [79] oder das genomische
Imprinting [83].

Hypermethylierte CpG-Inseln werden in vielen Promotorregionen fast aller malignen Tumoren
gefunden [84]. In vielen Studien konnte eine Hypermethylierung der Promotorregion von
Tumorsuppressorgenen bewiesen werden, welche zu einer verminderten oder fehlenden Expression
(silencing) dieser Gene fiihrt: Wie z. B. APC, RASSF1A, CDKN2A (p16™**) oder DAPK [85]-[87].
Es scheint mehrere Mechanismen zu geben, welche von einer Methylierung eines Genpromotors zur
Inaktivierung des entsprechenden Gens fithren. Letztendlich wird die Bildung des DNA-
Transkriptions-Komplexes verhindert. Dies kann einerseits {iber eine direkte Inhibierung der Bindung
von Transkriptionsfaktoren durch die Methylierung selbst geschehen [88], oder durch methyl-CpG
binding proteins (MBPs), einer Proteinfamilie, die speziell an hypermethylierte Bereiche bindet [89].
Hier gibt es wiederum zwei Untergruppen, einerseits Proteine mit einer methyl-CpG binding domain
(MBD), andererseits Proteine die iiber eine Zinkfingerdomédne an hypermethylierte DNA binden.
Beide Gruppen inhibieren die Transkription iiber ihre spezielle Proteindoméne [90], [91]. Diese
Domainen katalysieren z. B. die Deacetylierung oder Methylierung von Histonen und damit eine
Veranderung in der Chromatinstruktur der DNA, was die Bildung des DNA-Transkriptions-
Komplexes verhindert und damit die Expression des jeweiligen Gens stilllegt [92], [93].

Tabelle 1.2 gibt einen Uberblick iiber einige Gene in Lungenkarzinomen, die in verschiedenen Studien
eine hohe Rate aberranter Methylierung ihres Promotors zeigten. Dabei erhebt die Tabelle keinen
Anspruch auf Vollstindigkeit. Wie Tabelle 1.2 verdeutlicht, ist das Interesse hier vornehmlich auf
Tumorsuppressorgene gerichtet, die durch ihr Abschalten (silencing) im Sinne des Modells nach

Hanahan & Weinberg eine Tumorgenese fordern [29], [30].
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Gen Locus Funktion Grad der Methylierung Referenzen

NSCLC SCLC

3-OST-2 16p12 Heparasulfat-Modifikation 70 % [94]
APC 5q21-q22  Zellzyklus-Regulation 42 -48% 58 % [95]-[97]
CDH1 16q22.1 Zelladhasion 34-87% 42 % [98]-[100]
CDHI13 16q24.2 Zelladhésion 29-32% 15 % [95], [98], [99]
CDKN2A 9p21 Zellzyklus-Regulation 22 - 64 % 9 % [96], [99], [101]-[104]
(p16/INK4a)
DAPK 9q34.1 Apoptose 34-44% [105], [106]
FHIT 3pl4.2 Purinmetabolismus 34-52% 64 % [96], [101], [107]
MGMT 10936.1 DNA-Reparatur 3864 % 13% [99], [108], [109]
RARP2 3p24 Zellzyklus-Regulation 26 -29 % 47- 62 % [95], [97], [99], [110]
RASSFI1A 3p21.3 Signaltransduktion 34-45% 70 -79 % [94], [96], [99], [107],

[111],[112]
RUNX3 1p36.1 Zellproliferation, Apoptose 25-46 % 5% [107], [113], [114]

Tabelle 1.2: Auswahl einiger Gene mit Promotorhypermethylierung in Lungenkarzinomen.
Das Untersuchungsmaterial der zugrunde liegenden Studien war ausschlielich reseziertes Tumorgewebe der Lunge.

1.5.2 Histonmodifikationen

Ein Histonoktamer (2 x H2A, H2B, H3 und H4) bildet zusammen mit einem, ihn umwickelnden, 146
bp langen DNA-Strang ein Nukleosom [115]. Nukleosome sind iiber 20 — 50 bp lange /linker-DNA
miteinander verkniipft und bilden in ihrer makromolekularen Struktur das Chromatin [116]. Je dichter
die Nukleosome gepackt sind, desto weniger steht der DNA-Strang fiir Replikation, Transkription oder
DNA-Reparatur zur Verfiigung [115]. Reguliert wird die Dichte der Nukleosomen, damit auch die
Genexpression, iiber lysinreiche Enden der Histone, welche reversibel z. B. durch Acetylierung oder
Methylierung modifiziert werden konnen [117], [118]. Histon-Acetylierung fithrt zu einer
Auflockerung des Chromatins und damit zur Genexpression, Deacetylierung der Histone hingegen
fiihrt zum Gegenteil [119]. Sowohl eine Methylierung der lysinreichen Histonenden als auch eine
Demethylierung konnen je nach Stelle der Modifikation zu einer Genexpression oder einem -silencing
fiihren [117].

Auch hinsichtlich der Karzinogenese von Lungentumoren konnten aberrante Hinstonmodifikationen
aufgezeigt werden. Z. B. konnten Kim et al. eine gesteigerte Aktivitdt von DOTIL, einer Histon-
Methyltransferase, in Lungenkarzinomen nachweisen [120]. Diese Uberaktivitit fiihrt zu einer
Methylierung von H3K79, die wiederum eine gestorte Expression regulatorischer Zellzyklus-Gene

und Tumorsuppressorgene wie HOXA9 und RASSF1A zur Folge hat.
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1.5.3 MicroRNAs

MicroRNAs (miRNAs) sind ca. 22 bp lange, nicht-codierende, regulatorische RNA-Fragmente, die an
die 3’-Region von Messenger-RNA (mRNA) binden und somit zum Abbau dieser fiilhren und die
Translation verhindern [121]. In den letzten Jahren ist die Bedeutung der miRNAs fiir Prozesse wie
Regulation der Genexpression, Zelldifferenzierung, Zellproliferation, Apoptose und weitere deutlich
geworden [121]. Aberrante Expression von miRNAs spielt somit auch eine wichtige Rolle in der
Genese von Karzinomen [122].

Auch in der Karzinogenese von Lungentumoren konnte eine aberrante Expression von miRNAs
nachgewiesen werden. Ein Beispiel fiir die Uberexpression von miRNAs in Lungenkarzinomen ist das
miR-17-92 Cluster, welches aus 7 miRNAs besteht mit teils noch unklaren Zielen (mRNA). Es konnte
gezeigt werden, dass die Uberexpression zur Zellproliferation fithrt und zur Karzinogenese von
Lungentumoren beitrdgt [123]. Ein gut untersuchtes Beispiel einer Unterexpression von miRNAs in
Lungenkarzinomen ist die let-7 miRNA Familie, welche zu einer verminderten Expression von KRAS
fiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass let-7 miRNA in Gewebe aus Lungenkarzinomen weniger
exprimiert wird als in gesundem Lungengewebe, und dies invers mit dem Vorhandensein des RAS-

Proteins korreliert [124].
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1.6 Diagnostik maligner Lungentumoren

1.6.1 Bildgebende Verfahren

Die Rontgenthoraxiibersichtsaufnahme kann in der Frithdiagnostik maligner Lungentumoren als
obsolet angesehen werden und wird in den aktuellen AWMF-Leitlinien (Giiltigkeit 2010-2015) nicht
empfohlen [125]. In einigen groBen, randomisierten, multizentrischen Studien konnte keine
Mortalitdtsreduktion durch eine frilhere Erkennung von malignen Lungentumoren mittels
Rontgeniibersichtsaufnahme des Thorax nachgewiesen werden [126]-[129]. Zudem konnte eine
Studie in der retrospektiven Auswertung von Lungenkarzinompatienten zeigen, dass bis zu 3 cm grof3e

Tumoren in der Rontgenthoraxiibersichtsaufnahme nicht erkannt wurden [130].

Im National Lung Screening Trail der USA konnte u. a. eine 20 %ige Reduktion der Mortalitdt des
Lungenkarzinoms durch die low-dose Computertomographie (CT) im Vergleich zur herkdmmlichen
Rontgendiagnostik aufgezeigt werden [131]. Die low-dose CT zeigte sich extrem sensitiv (Erkennung
von Rundherden ab 1 mm) was zu insgesamt 24 % positiven Resultaten aller durchgefiihrten CTs
fiihrte. Hiervon waren mehr als 96 % falsch positiv [134]. Demnach scheint die low-dose CT nur eine
bedingt geeignete Screeningmethode fiir Lungenmalignome zu sein, da positive Befunde einer zu
haufigen weiteren Abklarung bediirfen.

Bei einem harten klinischen Verdacht auf ein Malignom der Lunge (Thoraxschmerz, Husten,
Gewichtsverlust,  Luftnot, = Hamopthysen, etc.) sollte nach  AWMF-Leitlinien ein
kontrastmittelverstirktes CT des Thorax und Oberbauchs angefertigt werden [125]. Dieses gibt
Hinweise auf die Dignitit des Befundes, zeigt GroBe und Lage des Tumors verldsslich an und
ermdglicht eine erste Einschitzung des N- und M-Status (TNM-Klassifikation, siche Anhang) [132]-
[134]. Die Magnetresonanztomographie (MRT) des Thorax und Oberbauchs ist in Sensitivitit und
Spezifitit mit der CT vergleichbar und sollte im Einzelfall erwogen werden [135]. Die
Diagnosesicherung des Befundes erfolgt mikroskopisch-morphologisch, wobei die Bronchoskopie

inklusive Probengewinnung die wichtigste Methode darstellt [125].

1.6.2 Bronchoskopie und pathomorphologische Diagnostik

Die flexible Bronchoskopie ermdglicht einen direkten Einblick in das Bronchialsystem bis zur Ebene
der Subsegmentbronchien. Sie ermdglicht nur bei groferen malignen Befunden der Lunge mit
zentraler Lokalisation einen direkten Nachweis. Dieser kann mittels Autofluoreszenz, stark
vergroflernder Bronchoskopie oder dem Narrow-Band-Imaging verbessert werden [136]. Auch bei
einem direkten Tumornachweis ist die Diagnosesicherung durch eine Biopsieentnahme, welche dann

bronchoskopisch erfolgt, erforderlich. Zudem ist es bronchoskopisch moglich, bronchoepitheliale
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Zellen durch eine Biirstung oder Sekretabsaugung zu gewinnen. Bei weiter peripheren Befunden, die
bronchoskopisch nicht direkt erreichbar sind, ist es moglich abgeschilferte Zellen des
Bronchialepithels und ggf. eines malignen Befundes mittels bronchialer oder bronchoalveolérer
Lavage zu gewinnen. Bei diesen Methoden wird ein Teil des Bronchialsystems bronchoskopisch
gespiilt (meist 0,9 %iges NaCl) und die Fliissigkeit wieder abgesaugt, wobei sich die bronchoalveolire
Lavage durch ihr tieferes Vordringen bis in die Lungenalveolen von der Bronchiallavage
unterschiedet. Die gewonnen Zellen werden isoliert und danach mikroskopisch untersucht. Des
Weiteren sind die Gewinnung transbronchialer Stanzbiopsien und Feinnadelaspirationsbiopsien
iiblich.

Die Ergebnisse der bronchoskopischen Diagnostik zeigen sich sehr variabel. Eine grole Metaanalyse
zeigte hierbei, dass zentrale Tumoren besser detektiert werden als periphere. Die gepoolte Sensitivitat
fiir Lavage, Biirstung, Nadelaspirationsbiopsie und Stanzbiopsie betrug 48 %, 49 %, 56 % und 74 %
fiir zentrale sowie 43 %, 52 %, 67 % und 46 % fiir periphere Tumoren [137]. Insgesamt wurden
mittels der vorgenannten endobronchialen Methoden 88 % der zentralen und 69 % der peripheren
Tumoren erkannt. Allerdings werden Malignome mit einer Grof3e iiber 2 cm deutlich besser biopsiert.
Die Sensitivitit insbesondere der transbronchialen Feinnadelaspirationsbiopsie kann mittels
endosonographisch gezielter Punktion, wie sie mittlerweile {iblich ist, noch gesteigert werden [138].
Liegt ein verdédchtiger peripherer Lungenbefund vor, kann dieser zuverldssig mittels einer perkutanen
Feinnadelaspiration (unter sonographischer oder CT-gesteuerter Kontrolle) abgeklart werden, wobei
der Vorteil gegeniiber bronchoskopischer Methoden insbesondere bei Lésionen < 3 cm zum Tragen
kommt. Allerdings hat die transthorakale Punktion ein ernst zu nehmendes Risiko eines iatrogenen

Pneumothorax [139]-[141].

Eine weitere Moglichkeit der zytologischen Diagnostik einer malignen Lungenerkrankung ist die
Sputumzytologie, deren Vorteil es ist, dass das Untersuchungsmaterial nicht-invasiv gewonnen
werden kann. Eine Metaanalyse groBer Studien aus den 1970er und 1980er Jahren mit insgesamt iiber
240.000 Patienten zeigte keine Senkung der Mortalitit durch das Screening fiir Lungenkarzinome
mittels Sputumzytologie [142]. Die aktuellen AWMF-Leitlinien empfehlen die Anwendung der
Sputumzytologie daher nicht in der Fritherkennung maligner Lungenerkrankungen. Falls andere
Verfahren aufgrund der Morbiditdt des Patienten nicht zur Verfiigung stehen, stellt die

Sputumzytologie jedoch die Methode der Wahl dar [125].

Eine befriedigende Fritherkennung maligner Lungenerkrankungen mit hinreichender Sensitivitét ist,
wie oben geschildert, somit derzeit nicht realisierbar. Viele maligne Lungenerkrankungen werden erst
nach mehrfach wiederholter Bronchoskopie gesichert und dann in einem spédten Stadium
diagnostiziert, welches erfolgreiche Therapiemalnahmen stark einschriankt. Somit ist eine
Verbesserung der Fritherkennung des Lungenkarzinoms dringend notwendig, wobei molekulare

Biomarker eine entscheidende Rolle spielen konnten.
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1.6.3 Molekulare Biomarker

Biomarker sind von der WHO definiert als: ,,JJede Substanz, Struktur oder jeder Prozess, die im
menschlichen Korper oder in seinen Produkten gemessen werden konnen und die Inzidenz einer
Erkrankung oder das Outcome einer Behandlung vorhersagen oder beeinflussen konnen* [143]. Ein
molekularer Biomarker fiir Karzinome wire demnach ein aus Korperfliissigkeiten, Zellen oder
Gewebe gewonnener Indikator zur Frithdiagnose, Prognosestellung oder Vorhersage eines
Therapieerfolgs [144], [145]. Ein ,,idealer Tumorbiomarker” fiir die Diagnostik eines Malignoms
sollte eine hohe Spezifitit und Sensitivitdt haben und das am Besten bereits im Frithstadium der
Erkrankung. Das Untersuchungsmaterial sollte einfach und kostengiinstig gewonnen werden und
moglichst lang und dabei ohne Informationsverlust aufbewahrt werden konnen. Hinsichtlich der
Lungenmalignome bieten sich hier Sputen und Bronchialaspirate (Bronchiallavagen, bronchoalveolare
Lavagen), die in Saccomannos-Losung (siche Tabelle 2.4) fixiert wurden sowie auf Objekttrager
ausgestrichene  und  alkoholisch  fixierte  bronchiale Biirstungen und transbronchiale
Feinnadelaspirationsbiopsien an. Der Vorteil gegeniiber einem in Formalin fixierten Gewebestlick ist,
dass DNA in einer alkoholischen Fixierung in hochmolekularer und chemisch unmodifizierter Form

erhalten bleibt [146].

In Kapitel 1.4 wurden verschiedene Alterationen der DNA-Sequenz besprochen, die eine Rolle in der
Karzinogenese von Lungenmalignomen spielen. Es wurde aufgezeigt, dass diese Erkenntnisse
Potential fiir die Entwicklung von Biomarkern hinsichtlich der Lungenkarzinome bieten. Auch in
Kapitel 1.5 wurde aufgezeigt, dass neben der DNA-Methylierung auch andere epigenetische
Mechanismen Potential als Biomarker beinhalten. Da sich diese Arbeit mit der DNA-
Hypermethylierung von Genpromotoren befasst, sollen im Folgenden vornehmlich Erkenntnisse iiber

diesen epigenetischen Mechanismus besprochen werden.

1.6.3.1 DNA-Hypermethylierung als Biomarker

DNA-Methylierungen bieten als Biomarker einige entscheidende Vorteile. 5-Methylcytosin-Basen
sind eine kovalente Modifikation der DNA, somit stabil hinsichtlich Zeit, Temperatur und sonstigen
Umwelteinfliissen [147]. Genspezifische DNA-Mutationen treten an verschiedenen Positionen des
Genoms auf im Gegensatz zur DNA-Hypermethylierung, die reproduzierbar in iiberschaubaren
Bereichen von Genpromotoren auftritt [81], [82]. AuBerdem besteht eine DNA-
Promotorhypermethylierung gleich an mehreren Cytosinbasen, was sie im Vergleich zu einzelnen
Punktmutationen der DNA einfacher und kostengiinstiger in der Detektierung macht [82]. DNA-

Hypermethylierungen verschiedenster Gene zeigen bei Lungenkarzinomen eine hohe Privalenz und
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teilweise ein frilhes Auftreten, was viele verschiedene Studien zeigten (Tabelle 1.2 sowie 5.1a — c).

Somit kann in der Diagnostik eine hohe Sensitivitét erreicht werden.

Ein weiterer Vorteil liegt in den Methoden zur Detektierung der DNA-Methylierung. Diese liefern
valide und reproduzierbare Ergebnisse und sind dabei im Vergleich zu anderen molekularen
Biomarkern auch kostengiinstig [148]. Eine dieser Methoden zur Detektierung von DNA-
Methylierungen ist die Quantitative Methylierungsspezifische PCR (QMSP), welche auch in dieser
Arbeit Anwendung findet. Die QMSP griindet sich auf Arbeiten von Eads et al. [149] und ist eine
Weiterentwicklung der Methylierungsspezifischen PCR (MSP) aus den Arbeiten von Herman et al.
[150]. Im Gegensatz zur konventionellen MSP kommt bei der QMSP zusitzlich eine
Methylierungsspezifische TagMan®-Sonde zum Einsatz, welche zum einen die Spezifitdt des
Verfahrens erhoht und zum anderen eine Quantifizierung des Methylierungsstatus erlaubt [97]. Eine
wesentliche Voraussetzung fiir jede Methylierungsspezifische PCR war die Entwicklung der DNA-
Bisulfitkonversion, bei welcher unmethylierte Cytosinbasen zu Uracil desaminiert werden [151].
Frommer et al. verbesserten diese zu einem in der Praxis anwendbaren Verfahren [152]. Weitere

Einzelheiten zur Methodik finden sich in Kapitel 2.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Promotorregionen von APC, p16™*, RASSF1A und 3-OST-2
auf aberrante Methylierungen an Bronchialaspiraten von Patienten mit Verdacht auf einen malignen
Lungentumor untersucht. Das 3-Marker-Genpanel aus APC, p16™**, RASSF1A wurde durch friihere
Arbeiten des Instituts fiir Cytopathologie der Universititsklinik Diisseldorf etabliert [153]-[156]. Zur
Steigerung der Sensitivitit sollte mit dieser Arbeit das Panel um 3-OST-2 erweitert werden. Im
Folgenden soll auf diese 4 Gene, die Methylierung ihrer Promotorregion und ihr Bezug zu

Lungenkarzinomen niher eingegangen werden.

APC

Das APC-Gen (adenomatous polyposis coli) kodiert fiir ein Protein welches als Untereinheit eines
Degradationskomplexes (zusammen mit der Proteinkinase GSK-3f und Axin) intrazelluldres -
Catenin deaktiviert und zum Abbau durch Proteasomen zwingt. B-Catenin kann somit nicht in den
Nukleus eindringen und den Wnt-Signalweg aktivieren. Eine Unterexpression des APC-Gens fiihrt
somit zu einer Aktivierung des Wnt-Signalwegs und dies wiederum zu einer erhdhten Proliferation,
verdnderten Adhdsion und Migration der Zelle [157]. Somit kann APC als Tumorsuppressorgen
gelten. Alterationen im APC-Gen sind vor allem in der Genese von kolorektalen Tumoren bekannt
(familidre adenomatdse Polyposis, spontane kolorektale Karzinome, Gardner-Syndrom, etc.), wurden
aber auch bei anderen Tumorentitdten beobachtet [158], [159]. In verschiedenen Studien konnte ein
Verlust der Heterozygotie des APC-Gens (5q21) von ca. 40 % bei nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinomen nachgewiesen werden. Punktmutationen, die zu einer Inaktivierung des Gens

fihren, fanden sich jedoch nicht [160], [161]. Andererseits konnte aber eine gehiufte
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Hypermethylierung des APC-Genpromotors in Lungenkarzinomen in vorausgegangenen Studien
gezeigt werden [162]-[164]. Eine Hypermethylierung fiihrt zu einer stark verminderten Expression
des Gens durch eine Anderung der Chromatinstruktur und der damit verbundenen Verhinderung der
Bindung von Transkriptionsfaktoren an die CCAAT-Box [165]. Dies konnte auch fiir

Lungenkarzinome und den APC-Genpromotor 1A nachgewiesen werden [162].

p16MH
pl6™** auch bekannt als CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 24), ist ein intrazellulires
Protein, das CDK4 und CDK6 (cyclin-dependent kinase) inhibiert und ist auf Chromosom 9p21.3
kodiert [166]. Der pl16/CyclinD1/CDK4/RB-Signalweg (RB = retinoblastoma protein) spielt eine
essentielle Rolle im Zellzyklus durch Inhibition des Ubergangs von der Gl- zur S-Phase.
Normalerweise liegt RB hypophosphoryliert im Zytoplasma vor und kann in diesem Zustand den
Transkriptionsfaktor E2F1 binden. RB kann durch den CyclinD1/CDK4-Komplex phosphoryliert
werden, gibt dann den Faktor E2F1 frei, welcher wiederum in den Nukleus iibertritt und die
Transkription anst6Bt und somit die Zelle von der G1- in die S-Phase iiberfithrt [167], [168]. Da

pl16™* (CDKN2A) CDK4 inhibiert, kommt es bei verringerter Expression oder Inaktivierung von

16Ink4A

p - z. B. durch Mutation, Deletion oder Hypermethylierung — zu einer gesteigerten

Zellproliferation und ggf. zur Entstehung eines malignen Tumors [168]. Die Inaktivierung von p16™**
spielt eine wesentliche Rolle bei einigen Malignomen [169]. Dies konnte fiir hereditire Melanome
[170], das Adenokarzinom des Pankreas [171], Karzinome des Magen-Darm-Traktes [172] und auch
Lungenkarzinome nachgewiesen werden. Bei letzteren stellt die Hypermethylierung den
Ink4A

hauptsichlichen Grund der p16 ™" -Inaktivierung dar [173].

RASSF14

Die ras-association domain family (RASSF) beinhaltet 10 verschiedene Proteine (RASSF1 —
RASSF10), welche sich durch die Gemeinsamkeit von speziellen Proteindoménen auszeichnen. Das
Gen fiir RASSF1 (ras-association domain family member 1) liegt auf dem kurzen Arm von
Chromosom 3 (3p21.3) und kodiert fiir 7 verschiedene Isoformen RASSF1A — RASSFI1G durch
alternatives Splicing [174]. Der Promotor der RASSF1A-Isoform liegt innerhalb einer CpG-Insel und
ist in vielen Tumorentitdten nachgewiesen hypermethyliert [175]. RASSF1A zahlt mit seiner ras-
association domain zu den Ras-Effektorproteinen, welche Ras binden und inaktivieren kénnen [176].
Ras selbst ist eine membranstindige GTPase, welche iiber den RassMAPK-Weg ein regulatorisches
Element der Zellproliferation ist [177]. RASSF1A bindet zudem an Tubulin, stabilisiert des
Mikrotubulinetzwerk der Zelle und ist damit auch regulatorisches Element der Mitose [178], [179].
AuBlerdem ist RASSF1A durch die Komplexbildung mit MOAP-1 (modulator of apoptosis 1) und
Aktivierung von BAX [180], durch direkten Einfluss auf den death receptor sowie weiteren
intrazelluldren Regulationswegen massiv in die Apoptose der Zelle involviert [181]. Unter anderem

durch die Interaktion mit Cyclin D1 hat RASSF1A zudem inhibitorischen Einfluss auf den Zellzyklus
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[182]. Die Vielzahl an Interaktionen in den regulatorischen Signalwegen der Zelle macht deutlich,
dass eine Inaktivierung von RASSF1A — z. B. durch eine Promotorhypermethylierung — zu einer
Entartung dieser beitragen kann. Diese Inaktivierung von RASSF1A ist zuerst durch Dammann et al.
fiir Lungen- und Mammakarzinome nachgewiesen worden [183]. Seitdem wurde die
Hypermethylierung des RASSF1A-Genpromotors in einer Vielzahl von Karzinomentititen
nachgewiesen, mit dem hédufigsten Auftreten in hepatozelluldren, kleinzelligen Lungen- und

Prostatakarzinomen [184].

3-OS8T1-2

Das 3-OST-2-Gen kodiert auf Chromosom 16p12 fiir eine O-Sulfotransferase, welche den letzten
Schritt in der Modifikation von Glykosaminoglykanketten (GAG) katalysiert, welche wiederum
Bestandteil von Heparansulfat-Proteoglykanen (HSPG) sind [185]. HSPGs kommen ubiquitér in der
extrazelluldaren Matrix sowie in der Membran von Saugetierzellen vor, und sind durch ihre Funktion
als Co-Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren (u. a. FGF = fibroblast growth factor, VEGF = vascular
endothelial growth factor, HGF = hepatocyte growth factor), Zytokine und durch Bindung an die
extrazellulare Matrix (u. a. Kollagen, Laminin, Fibronektin) an Zellproliferation, -adhdsion und -
migration entscheidend regulatorisch beteiligt [186], [187]. Ein Ausfall des letzten Schrittes in der
Biosynthese von HSPGs, u. a. Sulfonierung an der 3-O-Position durch die 3-O-Sulfotransferase 2,
bedeutet einen einschneidenden Funktionsverlust [187]. Eine Hypermethylierung des 3-OST-2-
Genpromotors konnte diesen Funktionsverlust bewirken und wurde in verschiedenen malignen
Erkrankungen beobachtet: Mammakarzinome [188], kolorektale Karzinome [188], [189],
Magenkarzinome [190], Lungenkarzinome [94], [188], [191], Pankreaskarzinome [188],

Prostatakarzinome [192] und Vorstufen (Dysplasien) von Zervixkarzinomen [193].

1.6.3.2 DNA-Hypomethylierung als Biomarker

In Abschnitt 1.5.1 wurde die physiologische Hypermethylierung von repetitiven Sequenzen sowie
SINEs (short interspersed nuclear elements) und LINEs (long interspersed nuclear elements) des
Genoms und ihrer Stabilisierung der DNA angesprochen [78]-[80]. Ehrlich et al. konnten zeigen, dass
diese DNA-Abschnitte in Tumorzellen oft hypomethyliert sind [194]. Hypomethylierungen der DNA
tragen iliber zwei Mechanismen zur Karzinogenese bei. Erstens fiihrt eine Hypomethylierung zu einer
erhohten Transkription der DNA, was die Expression von Onkogenen bewirken kann. Zweitens fiihrt
sie zu einer Instabilitdt der DNA [195]. Chromosom 3 trigt wie in Abschnitt 1.4.1 erwéhnt einige
Tumorsuppressorgene (z. B. RASSF1A, FHIT, SEMA3B, SEMA3F und weitere). Eine
Hypomethylierung, die zu einer Instabilitit des Chromosoms fiihrt, kann damit auch einen Verlust
dieser Tumorsuppressorgene zur Folge haben. In Lungenkarzinomen zeigt sich eine
Hypomethylierung vor allem in repetitiven Sequenzen (SINEs, LINEs, LTR elements, segmental

duplications und subtelomeric regions), wihrend nicht-repetitive Sequenzen weiterhin
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hypermethyliert vorliegen [196].

1.6.3.3 DNMTs als Biomarker

DNA-Methyltransferasen und ihre Bedeutung fiir die DNA-Methylierung wurden in Abschnitt 1.5.1
schon angesprochen. Einige Studien haben gezeigt, dass die Aktivitit der DNMTs in
Lungenkarzinomzellen erhoht ist und dies mit einer erhohten Tumoraggressivitit und einer schlechten
Prognose korreliert [197]-[199]. Eine Arbeit von Kim et al. zeigte, dass eine erhdhte Expression von
DNMTI1 Hinweise auf die Prognose von nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen geben konnte [197].
Lin et al. konnten zeigen, dass eine aberrant hohe Expression von DNMTs in Lungenkarzinomen mit
einer Vielzahl hypermethylierter Genpromotoren und zudem auch mit einer erhohten

Tumorprogression und schlechten Prognose korreliert [199].
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Das Lungenkarzinom ist eine haufige Todesursache, seine Fritherkennung ist aktuell unzureichend.
Die 5-Jahres-Uberlebensrate betriigt insgesamt ca. 16 %, wobei diese stark vom Tumorstadium zum
Zeitpunkt der Diagnose abhingt [10]. Die meisten malignen Lungenerkrankungen werden in einem
Tumorstadium > [ diagnostiziert (TNM-Klassifikation, sieche Anhang), wobei die 5-Jahres-
Uberlebensrate im Stadium 1 bei 88 % liegt [13]. Der Friiherkennung des Lungenkarzinoms kommt

somit eine bedeutende Rolle zu.

In einer Arbeit dieses Instituts von Schmiemann et al. mit retrospektiven Design konnte ein 3-Marker-
QMSP-Genpanel (APC, pl6™** RASSFIA) zur Diagnostik von Lungenkarzinomen an
Bronchialaspiraten von Patienten mit Verdacht auf eine maligne Lungenerkrankung etabliert werden
[153]. Mit einer Sensitivitdt von 53 % und einer Spezifitit von > 99 % stellte sich dieses QMSP-
Genpanel als potentieller Biomarker in der Fritherkennung von malignen Lungentumoren dar, der vor
allem in Kombination mit der zytopathologischen und histopathologischen Diagnostik seinen

Mehrwert zeigen konnte.

Ziel dieser Arbeit war es zum einen, das 3-Marker-Genpanel in einer weiteren Studie mit
prospektivem Studieneinschluss und verblindeter retrospektiver Evaluation zu bestitigen und damit
dessen Anwendung in der klinischen Routine in Verbindung mit der zytologischen Diagnostik
aufzuzeigen. Zum anderen sollte das Panel um ein Gen (3-OST-2) erweitert werden, um dessen
Sensitivitdt zu steigern. Ziel war es also ein Biomarkerpanel mit hoher Sensitivitdt und Spezifitit zu
etablieren, welches an wenig invasiv gewonnenem Untersuchungsmaterial (Bronchialaspiraten)
Anwendung findet und damit zu einer besseren (fritheren) und dennoch praktikablen Diagnostik des

Lungenkarzinoms beitragt.

Die Vorliegende Untersuchung bildete hierbei einen Arm der Studie von Schramm et al. [71].
Zusitzlich wurden hier weitere in der Cytopathologie etablierte Methoden (FISH und DNA-
Bildzytometrie) parallel auf ihren diagnostischen Zugewinn hin untersucht (was aber nicht Gegenstand
der hier vorgelegten Arbeit ist). Die Ergebnisse dieser dreiarmigen Studie wurden bereits international

publiziert [71].
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2. Patienten und Materialien

2.1 Untersuchungsmaterial

Im Zeitraum von Mai 2008 bis Februar 2009 wurde fortlaufend von 843 Patienten mit Verdacht auf
einen malignen Lungentumor im Rahmen der klinischen Routinediagnostik Untersuchungsmaterial
aus der Abteilung fiir Pneumologie des Florence-Nightingale-Krankenhauses Diisseldorf gesammelt.
Das Untersuchsuchungsmaterial bestand aus Bronchialaspiraten, Biirstenabstrichen der Bronchuswand

und transbronchialen Feinnadelaspirationsbiopsien aus peribronchialen Lasionen und Lymphknoten.

Fiir die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit (Quantitative Methylierungsspezifische PCR, QMSP)
wurden lediglich Bronchialaspirate verwandt. Die im Folgenden beschriebene Aufarbeitung fiir die
Krankenversorgung wurde von Mitarbeitern des Instituts fiir Cytopathologie des
Universitdtsklinikums Diisseldorf durchgefiihrt. Die Bronchialaspirate wurden direkt nach ihrer
Gewinnung mit Saccomannos-Fixativ im Verhiltnis 1:5 versetzt und ins Institut fiir Cytopathologie
geschickt. Hier wurde das Material fiir 15 Minuten bei 500 x g zentrifugiert und das Sediment fiir 4
zytologisch-diagnostische Ausstriche verwandt. Die Ausstriche wurden gemill Standardprotokollen
fiir die Routinezytologie nach Papanicolaou gefarbt. AnschlieBend wurden die Ausstriche im Rahmen
der Krankenversorgung von Pathologen des Instituts befundet. Hierbei erfolgte neben einer
Klartextdiagnose (z. B. ,,das Zellbild entspricht einem mittelgradig differenzierten Adenokarzinom*)
die Einteilung der Bronchialaspirate in diagnostische Kategorien gemill des Vorliegens von

zytologisch atypischen Zellen [200].

Es wurden folgende Diagnosekategorien unterschieden:

* Diagnostisch unzureichend: Das Untersuchungsmaterial erlaubt keine belastbare Diagnose, z.
B. aufgrund falscher oder fehlender Fixierung oder starker Blutbeimengung mit Koagulation.

*  Negativ: Das Untersuchungsmaterial enthédlt keine neoplastischen Zellen.

*  Zweifelhaft: Das Untersuchungsmaterial enthélt abnorme Zellen, ein maligner Tumor ist nicht
auszuschlieBen. Diese Kategorie wird z. B. bei geringen oder mittleren
Plattenepitheldysplasien gewdhlt, welche in der Nachbarschaft eines maligen Tumors
vorkommen kdnnen.

* Dringender Verdacht. Das Untersuchungsmaterial enthilt atypische Zellen, ein maligner
Tumor ist wahrscheinlich. Meist liegen hier zu wenig atypische Zellen fiir eine sichere
Tumordiagnose vor.

*  Positiv: Sichere Diagnose eines meist malignen Tumors.
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Das iibrige Sediment wurde in Saccomannos-Fixativ resuspendiert und zunéchst bei 4° C fiir die

weiteren molekularbiologischen Untersuchungen dieser Arbeit aufbewahrt.

2.2 Studiendesign und eigener Anteil

Studieneinschluss:

Diese Studie wurde als klinische Diagnosestudie mit prospektivem Einschluss und retrospektiver
Evaluation (mit Teilaspekten einer Fall-Kontroll- sowie Kohortenstudie) angelegt und durchgefiihrt.
Sie wurde durch die ortliche Ethikkommission gepriift und genehmigt (Votum Nr. 3059 vom
19.05.2008).

Es wurden nur Patienten in die Studie eingeschlossen, bei denen zum ersten Mal ein Verdacht auf ein
Lungenkarzinom vorlag. Patienten in der Tumornachsorge wurden aus der Studie ausgeschlossen.

Ebenso wurden diagnostisch unzureichende Proben nicht verwandt.

Insgesamt wurden 210 Patienten, entsprechend 210 Untersuchungsmaterialien, in die Studie
eingeschlossen, und zwar jeweils 70 zeitlich aufeinanderfolgende Untersuchungsmaterialien der
Diagnosegruppen zytologisch positiv, negativ und diagnostisch unklar (dringend verddichtige und
zweifelhafte Diagnosen zusammengefasst). Im Falle der Einsendung mehrerer endobronchialer
Untersuchungsmaterialien pro Patient wurde das diagnostisch relevante ( = hochstgradig verdachtige
oder positive) Untersuchungsmaterial eingeschlossen. Eine weitere Auswahl wurde nicht
vorgenommen. (Flussdiagramm der Studie siche Abb. 4.3).

Jedes Untersuchungsmaterial wurde im Rahmen der Studie mittels Fluoreszenz In Situ Hybridisierung
(FISH), DNA-Bildzytometrie und Quantitativer Methylierungsspezifischer PCR (QMSP) untersucht.
Die Untersuchungen mittels FISH und DNA-Bildzytometrie waren nicht Teil der vorliegenden Arbeit
und sollen daher hier auch nicht ndher beschrieben werden. Eine Publikation dieser Ergebnisse, aus
der auch das methodische Vorgehen ersichtlich wird, ist aber zusammen mit den Ergebnissen der
Promotorhypermethylierung der hier vorgelegten Untersuchungen bereits erfolgt, Schramm et al. [71].
Die Analyse der Promotorhypermethylierung der Gene APC, p16]“k4A, RASSF1A und 3-OST-2 mittels
QMSP wurde ausschlieBlich vom Autor dieser Arbeit durchgefiihrt und erfolgte verblindet.

24



Follow-up, Referenzstandard:
Zur Erhebung des uollow-up erfolgte 6 Monate nach der zytologischen Diagnostik Einsicht in die
Patientenakten aus dem Archiv des Florence-Nightingale-Krankenhauses Diisseldorf um den

jeweiligen Referenzstandard zum Vergleich mit den o. g. Untersuchungen zu ermitteln:

1. Positiver Referenzstandard
a. Histologische Diagnose an Biopsie oder reseziertem Gewebe positiv, oder
b. Zytologische Diagnose der Kategorie positiv und zusitzlich dazu passende klinische
Befunde (Bildgebung und Bronchoskopie) und Schlussfolgerung (z. B. ecingeleitete
tumorspezifische Therapie).
2. Negativer Referenzstandard
a. Histologische Diagnose an Biopsie oder reseziertem Material negativ, oder
zytologische Diagnose der Kategorie Negativ und zusitzlich dazu Ubereinstimmung
mit dem klinischen Gesamtbild.

b. Kein Nachweis eines malignen Tumors innerhalb des follow-up-Zeitraums.

11 Monate nach zytologischer Diagnostik erfolgte eine zweite Einsicht in die Patientenakten um den
Verlauf bis dahin unklarer, eventuell primaligner Lasionen zu erfassen. Patienten, die bis zu diesem

Zeitpunkt hinsichtlich des Referenzstandards nicht genau definiert werden konnten, wurden von der

Studie ausgeschlossen (Flussdiagramm der Studie sieche Abbildung 4.3).

2.3 Chemikalien

Bezeichnung Reinheitsgrad Hersteller Bestellnummer
2-Propanol (Isopropylalkohol) >99.,8 % Merk KGaA, Darmstadt 109634
Agarose, Biozym LE Keine Angabe Biozym GmbH, Oldendorf 840004
Borsidure >99,5% Merk KGaA, Darmstadt 100165
Bromphenolblau Keine Angabe Merk KGaA, Darmstadt 108122
Ethidiumbromid s.a. 2.4 Losungen Carl Roth GmbH, Karlsruhe 2218
Glycerin >99 % Merk KGaA, Darmstadt 818709
EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) >99 % Carl Roth GmbH, Karlsruhe  8040.2
Ethanol absolut >99.9 % Merk KGaA, Darmstadt 100983

Rifa 150 Dragees (Rifampicin) Keine Angabe Griinenthal GmbH, Aachen  Keine Angabe
Tris(hydroxymethyl)-aminoethan >99,1 % Merk KGaA, Darmstadt 108382
Xylencyanol Keine Angabe Merk KGaA, Darmstadt 110590

Tabelle 2.1: Ubersicht der verwandten Chemikalien.
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2.4 Enzyme

Bezeichnung Hersteller

Proteinase K (solution), RNA Grade (20 mg/ml) invitrogen™, Karlsruhe

Tabelle 2.2: Ubersicht der verwandten Enzyme.

2.5 Losungen, Puffer und Sonstiges

Bezeichnung Zusammensetzung
DNA-Ladepufter fiir 30 % v/v Glycerin
Gelelektrophorese 0,25 % w/v Bromphenolblau
0,25 % wiv Xylencyanol
Ethidiumbromid-Losung 1 % v/v (10 mg/ml) Ethidiumbromid
Saccomannos-Fixativ 50 % v/v Ethanol
2 % wiv Polyethylenglykol
60 mg/1 Rifampicin-Losung (Rifa 150 Dragees
zermdrsern und mit 200 ml 50% Ethanol aus
dem Morser l6sen
TBE-Puffer (1 x) 89 mM Tris
89 mM Borsdure
2 mM EDTA

Tabelle 2.3: Ubersicht der verwandten Losungen und Puffer.

2.6 Molekularbiologische Kits

Bezeichnung Hersteller
EZ DNA Methylation-Gold™ Kit ZYMO RESEARCH,
Orange, USA
LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

PUREGENE™ DNA Purification System Cell & Tissue Kit Gentra Systems, MN, USA

(jetzt: Quiagen, Hilden)

Tabelle 2.4: Ubersicht der verwandten molekularbiologischen Kits.

Bestellnummer

25530-049

Hersteller

Einzelheiten siehe 2.2

Chemikalien

Carl Roth GmbH,

Karlsruhe

Einzelheiten siehe 2.2
Chemikalien

Griinenthal

Einzelheiten siche 2.2

Chemikalien

Bestellnummer

D5006

12 239272 001

D-5000A
(jetzt: 158767)
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2.7 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Elektrophorese-Netzteil: Electrophoresis Power Supply
EPS 301

Gelkammer: PerfectBlue™ Gelsystem Mini L
PCR-Arbeitshaube: CleneCab plus®

PCR-Gerit: LightCycler® 1.5

PCR-Reaktionsgefalie: LightCycler® Capillaries (20 pl)

Photometer: Eppendorf BioPhotometer
Pipette: Reference® (variable) 0,5 — 10 pl
Pipette: Reference® (variable) 10 — 100 ul

Pipette: Reference® (variable) 100 — 1.000 pl

Pipettenspitzen: TipOne 0,1 — 10 pl XL Filter Tips (sterile)

Pipettenspitzen: TipOne 10 — 100 pl Bevelled Filter Tips

(sterile)

Pipettenspitzen: TipOne 101 — 1.000 pl XL Filter Tips (sterile)

Reaktionsgefilie: Safe-Lock Tubes 1,5 ml
ReaktionsgefdBe: Safe-Lock Tubes 2,0 ml
Thermomixer: Thermomixer comfort

UV-Tisch: TFX-20.M, 254 /312 nm

UVette® (Photometerkiivetten), 220 — 1.600 nm, 50 — 2.200 pl

Vortex: Minishaker Vibro-Fix VF2

Zentrifuge: Centrifuge 5415D

Hersteller

Amersham pharmacia
biotech AB, Uppsala,

Schweden
peQLab GmbH, Erlangen
Herolab GmbH, Wiesloch

Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim

Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Starlab GMBH, Ahrensburg
Starlab GMBH, Ahrensburg

Starlab GMBH, Ahrensburg
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
VILBER LOURMAT,

Marne-la-Vallée, Frankreich
Eppendorf AG, Hamburg
IKA-Labortechnik, Staufen
Eppendorf AG, Hamburg

Tabelle 2.5: Ubersicht der verwandten Geriite und Verbrauchsmaterialien.

Bestellnummer

Nicht mehr verfiigbar

40-1214
30 00 200

Nicht mehr verfiigbar

04 929 292 001

6132 000.008
4910 000.018
4910 000.042
4910 000.069
S1120-3810
S1120-1840

S1122-1830

0030 120.086
0030 120.094
5355 000.011

Nicht vorhanden

0030 106.300
Nicht mehr verfiigbar

Nicht mehr verfiigbar
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2.8 Nukleinsiduren

2.8.1 Oligonukleotide: Primer und Sonden

Gen Sequenzen

MYOD1 V:5'-CCA ACT CCA AAT CCC CTC TCT AT-3'

Accession No.

(Gen-Bank)

AF027148

R: 5-TGA TTA ATT TAG ATT GGG TTT AGA GAA GGA-3'

S: 5'-6FAM-TCC CTT CCT ATT CCT AAA TCC AAC CTA AAT ACC T-

TAMRA-3'
APC V:5'-GAA CCA AAA CGC TCC CCA T-3'
R: 5-TTA TAT GTC GGT TAC GTG CGT TTA TAT-3'

U02509

S: 5'-6FAM-CCC GTC GAA AAC CCG CCG ATT A-TAMRA-3'

P16 V:5'-TGG AGT TTT CGG TTG ATT GGT T-3'
R: 5-AAC AAC GCC CGC ACC TCC T-3'
S: 5'-6FAM-ACC CGA CCC CGA ACC GCG-TAMRA-3'
RASSF1A V:5'-GGT TTT GCG AGA GCG CGT-3'

R: 5-GCT AAC AAA CGC GAA CCG AAC-3'

U12818

AC002481

S: 5'-6FAM-GGA GGC GTT GAA GTC GGG GTT C-TAMRA-3'

30ST2 V:5'-TCG GCG TAC GTA AGA GTT TGG-3'

R: 5-ATC TCC CGA TCC TAA ACG ATA AAA-3'

AF105375

S: 5'-6FAM-AGC GTT CGA GTC GTT CGG TTG TTC G-TAMRA-3'

Tabelle 2.6: Ubersicht der verwandten Oligonukleotide: Primer und Sonden.
V = Vorwirtsprimer, R = Riickwértsprimer, S = TagMan®-Sonde.

2.8.2 DNA

Bezeichnung
100 bp DNA Ladder (1pg/ul)
CpGenome Universal Methylated DNA (10 pg)

Nicht-methylierte DNA

Tabelle 2.7: Ubersicht der verwandten DNA.

Hersteller
invitrogenTM, Karlsruhe

CHEMICON International,
Phillipsburg, USA

Position Annealing Lénge des
Temp. Produktes
[°C] [bp]
4860 - 58 161
5021
761 - 58 74
834
129 - 58 70
199
17883 - 61 169
18052
(-)226 - 63 74
(-)153
Bestellnummer
15628
S7821
S7821)

(jetzt: Millipore, Billerica, USA)  (jetzt:

Mundschleimhaut gesunder

Probanden
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3. Methoden

3.1 Extraktion von DNA aus nach Saccomanno fixierten Bronchialaspiraten

Die Isolierung der DNA aus dem Zellmaterial der Bronchialaspirate erfolgte mit dem ,,PUREGENE™
DNA Purification System Cell & Tissue Kit“ der Firma Gentra Systems nach den Angaben des
Herstellers. Das Verfahren beruht auf einer Lyse der Zellen mit anschlieBender Reinigung der DNA

durch Aussalzen der Proteine.

Vorbereitung des Zellmaterials

Das Zellmaterial, aufbewahrt in Saccomannos-Fixativ in 2,0 ml Reaktionsgefaflen bei 4° C, wurde mit
3.000 x g fiir 5 Minuten (Eppendorf Tischzentrifuge) zentrifugiert, und der GroBteil des Uberstands
vorsichtig abgekippt. Das verbliebene Zellmaterial wurde durch den Vortex im verbliebenen Rest des

Saccomannos-Fixativ resuspendiert und 50 pl in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} pipettiert.

Zelllyse

Die 50 pl Zellsuspension wurde mit 250 pl ,,Cell Lysis Solution® versetzt. Aullerdem wurden 1,5 pl
Proteinase K (20 mg/ml) hinzu pipettiert. Proteinase K ist eine unspezifische Serinprotease, die bei der
DNA-Extraktion Schutz vor endogenen Nukleasen (DNase, RNase) bietet, da sie diese zersetzt. Diese
Losung wurde bei 65° C (Temperaturoptimum der Proteinase K), 20 — 30 Minuten lang gemischt und

inkubiert (Eppendorf Thermomixer).

Aussalzen der Proteine
Durch Hinzufiigen von 100 pul ,,Protein Precipitation Solution®, Inkubation fiir 10 — 20 Minuten bei 5°
C und anschlieBendem Zentrifugieren mit 16.000 x g fiir 3 Minuten (Eppendorf Tischzentrifuge),

konnten die Proteine als festes Pellet am Boden des Reaktionsgefdes ausgefallt werden.

Ausfillung und Waschen der DNA

Der Uberstand des Reaktionsgefies aus Schritt 3 enthielt die zu isolierende DNA. Er wurde in ein
neues 1,5 ml Reaktionsgefd3, das bereits 300 ul Isopropanol (100 % Vol.) enthielt, pipettiert und bei
Raumtemperatur 5 Minuten lang inkubiert. Durch Zentrifugieren mit 16.000 x g fiir 5 Minuten
(Eppendorf Tischzentrifuge) konnten die Nukleinsdureketten am Boden des Reaktionsgefdfies
ausgefillt werden, der Uberstand wurde verworfen. Durch Hinzufiigen von 300 pl Ethanol (70 %
Vol.) und einminiitiges Zentrifugieren bei 16.000 x g (Eppendorf Tischzentrifuge) wurde der Ansatz
gereinigt. Der Uberstand wurde erneut verworfen und das Pellet bei Raumtemperatur im

Reaktionsgefdl} getrocknet.
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Losen der DNA
Durch Zugabe von 50 pl sterilem Aqua dest. wurde die DNA im Reaktionsgefa3 {iber Nacht bei 4° C

erneut in Losung gebracht.

Lagerung der DNA-Losung
Die DNA-L6sung wurde bei -20° C aufbewahrt.

3.2 Quantitiits- und Qualitiitskontrolle der Nukleinsiurelosung
Die Konzentration der DNA in der Losung wurde photometrisch (Eppendorf BioPhotometer) bei 260

nm folgendermallen bestimmt:

x Vx F

260

c[#€1= op
ml

¢ = Konzentration der Ausgangslosung

OD,4p = Absorption bei 260 nm

V = Verdiinnungsfaktor (entspricht in diesem Fall 1)

F = Multiplikationsfaktor (entspricht fiir dsSDNA 50 pg/ml)

Proteine absorbieren elektromagnetische Strahlung bei 280 nm. Daher kann einer Verunreinigung der

DNA-Lo6sung durch Proteine durch Bildung eines Quotienten aus OD,50/OD,go detektiert werden. Fiir

Werte zwischen 1,8 und 2,0 gilt die Probe als proteinfrei.

3.3 Bisulfit-Konversion

Sulfonierung Desaminierung Desulfonierung
NH, NH, o] 0
HN’/ . HN'/ HN Z - HN Z
| HSO, H.0 OH |
—— ; —
OH NH. J\ HSO, J\
|
0] o} 0 9}
T N S0, N S0, N
] ] ] I
] ] ] I
Cytosin Cytosinsulfonat Uracilsulfonat Uracil

Abb. 3.1: Darstellung der Bisulfit-Konversion von Cytosin zu Uracil als Reaktionsgleichung in Strukturformeln
Der entscheidende Reaktionsschritt ist die hydrolytische Desaminierung an Position 4 des Pyrimidinrings (rot).

Die Behandlung der DNA mit Natriumbisulfit katalysiert eine Desaminierung von Cytosinbasen zu
Uracilbasen [151]. Dies zeigt Abb. 3.1 schematisch als Reaktionsgleichung. Cytosinbasen, welche am
5. Kohlenstoffatom eine Methylgruppe binden, d. h. methyliert sind, sind von der Umwandlung nicht
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betroffen, wodurch sich methylierte und nicht-methylierte Cytosinbasen nach Konversion
unterscheiden lassen [201]. Durch das richtige Design Methylierungsspezifischer Oligonukleotide
(Primer und Sonden) ldsst sich der Methylierungsstatus einzelner Genabschnitte nach erfolgter
Bisulfit-Konversion mittels PCR untersuchen. Die Methylierungsspezifische PCR wurde, im

Folgenden als MSP bezeichnet, methodisch von Herman et al. etabliert [150].

Die Bisulfit-Konversion wurde mittels ,,EZ DNA Methylation—GoldTM Kit“ der Firma ZYMO
RESEARCH, nach Herstellerangaben und ohne Modifikationen, durchgefiihrt. Das Kit vereinigt die
Bisulfit-Konversion mit anschlieBender Aufreinigung der DNA. Die Effizienz der Bisulfit-Konversion

liegt bei > 99,9 % (Herstellerangaben EZ DNA Methylation-Gold™ Kit*, ZYMO RESEARCH).

Das Protokoll soll im Folgenden zur Erlduterung kurz skizziert werden. Ndhere Angaben zu den
Losungen und Puffer des ,,EZ DNA Methylation-Gold™ Kit sind nicht moglich, da diese dem

Patentschutz unterliegen.

Berechnung der DNA-Einsatzmenge
Es wurde jeweils 1 pg DNA eingesetzt. Durch die zuvor photometrisch bestimmt DNA-Konzentration
(c, siche Abschnitt 3.2) konnte das bendtigte Volumen (V) errechnet werden:

1000 ng

ng
C[,ul]

Viall=

Dieses Volumen wurde in ein 1,5 ml Reagenzgefal3 pipettiert und mit sterilem Aqua dest. auf 20 pl

aufgefiillt.

Vorbereitung des Materials
Zu der 20 pl DNA-L6sung wurde 130 pl ,,CT Conversion Reagent™ hinzugefiigt. Das ,,CT Conversion

Reagent musste vorher nach Herstellerangaben prapariert werden.

Denaturierung der DNA
Die Bisulfit-Konversion kann nur an denaturierter DNA erfolgen. Die Denaturierung der DNA

erfolgte durch Erhitzen auf 98° C und Mischen fiir 10 Minuten (Eppendorf Thermomixer).

Inkubation mit Natriumbisulfit
Die Inkubation mit Natriumbisulfit (enthalten im ,,CT Conversion Reagent™ aus Schritt 1) erfolgte in
zwei Phasen:

1. Erhitzen auf 64° C und Mischen fiir 2,5 Stunden (Eppendorf Thermomixer).

2. Abkiihlen auf 4° C fiir 20 Stunden (Kiihlschrank), hierbei renaturiert die DNA.

31



Aufreinigen der DNA
Durch Zusatz verschiedener im Kit erhaltener Puffer und wiederholtem Filtern der Lésung durch ein
Sdulensystem (,,Zymo-Spin" " IC Column®) wurde die DNA aufgereinigt. Im letzten Schritt wurde die

DNA mit 20 pl sterilem Aqua dest. aus dem Filter des ,,Zymo-Spin'" IC Column® in ein 1,5 ml
Reagenzgefal3 eluiert.

Lagerung der DNA-Losung
Die Losung der bisulfitkonvertierten DNA wurde bei -20° C aufbewahrt.
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3.4 Quantitative Methylierungsspezifische PCR (QMSP)

3.4.1 Theoretische Grundlagen

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR = polymerase chain reaction) stellt ein etabliertes Verfahren
zur Amplifikation von bestimmten DNA-Sequenzen dar [202]. Der PCR-Reaktionsansatz besteht
grundlegend aus einer thermostabilen DNA-Polymerase (meist Tag-Polymerase [203]), der Ausgangs-
DNA (Template-DNA), zwei passenden Oligonukleotid-Primern, welche die zu amplifizierende
DNA-Sequenz flankieren und als Ausgangspunkte der Elongation durch die DNA-Polymerase dienen,
Mononukleotiden von Purin- und Pyrimidinbasen und einem Magnesiumchlorid haltigem Puffer, in
welchem die Reaktion ablauft.

Die PCR lauft in mehreren Zyklen ab (ca. 20 — 60, je nach Zweck der PCR). Ein Zyklus besteht aus
drei Teilen: Denaturierung, Hybridisierung und Elongation. Um eine Denaturierung, d. h. eine
Entwindung und Auftrennung der doppelstringigen DNA in Einzelstrdnge, zu erreichen, wird der
PCR-Ansatz auf ca. 95° C erhitzt. Nach einer Abkiihlung auf ca. 55 — 65° C (Temperaturoptimum der
Primer, abhéngig von ihren thermodynamischen Eigenschaften) hybridisieren die Primer mit der zu
amplifizierenden denaturierten DNA. Erhitzt man den Ansatz dann auf ca. 72° C (Temperaturoptimum
der Tag-Polymerase) beginnt die Elongation, die DNA-Polymerase beginnt am 3’-Ende des Primer in
5’—3’-Richtung einen DNA-Strang komplementir zum Ausgangsstrang zu synthetisieren.

Um eine bestimmte, vielleicht nur wenige hundert Basenpaare lange, DNA-Sequenz zu amplifizieren,
benétigt man zwei verschiedene Oligonukleotid-Primer, einen komplementér zum codogenen Strang
und einen komplementir zum nicht-codogenen Strang. Amplifiziert wird im Laufe der PCR diejenige
DNA-Sequenz, welche zwischen den beiden Primern liegt. Die Primer werden dabei nach
thermodynamischen Gesichtspunkten erstellt (Lédnge, Lage auf der Quell-DNA, Nukleotidsequenz und
Hybridisierungs-Temperatur), um z. B. Haarnadelbildungen oder ein Binden der Primer untereinander

zu reduzieren.

Die Methylierungsspezifische PCR (MSP) bietet eine Moglichkeit zum Nachweis differentiell-
hypermethylierter DNA-Sequenzen [150], [152]. Eine Methylierung erfolgt durch DNA-
Methyltransferasen gezielt an Cytosin in CpG-Dinukleotiden. CpG-Dinukleotide sind im gesamten
humanen Genom statistisch unterrepréasentiert, kommen aber in den Promotorregionen von etwa 60 %
der menschlichen Gene vermehrt vor. Die Methylierung geschieht sowohl physiologisch, z. B. im
Rahmen von Alterung, als auch bei der malignen Transformation von Zellen. Im letzteren Fall liegt oft
ein sehr dichtes Methylierungsmuster vor, d. h. fast alle CpG-Dinukleotide eines bestimmten
untersuchten Gens sind methyliert. Durch Promotorhypermethylierung kann die Genexpression
herunterreguliert werden (z. B. bei Tumorsuppressorgenen). Die Bisulfit-Konversion (sieche Abschnitt

3.3) schafft durch Umwandlung der Cytosin- in Uracilbasen eine Sequenzidnderung der DNA. Sind die
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Cytosinbasen der CpG-Dinukleotide methyliert, werden diese nicht von der Bisulfit-Konversion
erfasst. Speziell entwickelte Primer kdnnen somit Methylierungs-spezifisch binden und die DNA-
Sequenz wird durch die PCR nur bei hohem Methylierungsstatus amplifiziert. Abb. 3.2 zeigt dies

schematisch.

Hypermethylierte Promotorregion Nicht-methylierte Promotorregion

[
DNA  5%-e-CGr--CGuer--CG---3" 5'eee-CG--CG-----C G-=-3"

<L Bisulfit-Konversion < b

e
DNA  5‘eeesCGo-CGmmr--C G-=-3" 5'-e-UGo-eU G omo-lU G =--3"

<_L  Methylierungsspezifische PCR  J_L

CH, CH, CH,
| I |

DNA  5'5:5:CGirriC Grine-C Gn-3" 5'ee-UG---UG-----UG---3"
Primer 3*====GC---GC--— 2 P
O\
Amplifikation

Abb. 3.2: Schematische Darstellung der Methylierungsspezifischen PCR

5-Methylcytosin bleibt bei der Behandlung mit Natrium-Bisulfit unverdndert (links), wihrend unmethylierte
Cytosinbasen in Uracilbasen umgewandelt werden (rechts). Im Zuge der MSP binden die Methylierungsspezifischen
Primer nur an methylierte (links), jedoch nicht an unmethylierte, nun in der DNA-Sequenz verénderte Promotorregionen
(rechts). Eine Amplifikation des gewliinschten DNA-Abschnitts findet somit nur im Falle seiner Hypermethylierung
statt. C = Cytidin, U = Uridin, G = Guanosin, CH; = Methylgruppe.

Bei der QMSP kommt eine sog. TagMan®-Sonde zum Einsatz, welche ebenfalls Methylierungs-
spezifisch im Bereich zwischen den beiden Primern bindet. Diese Methode wurde im Jahr 2000 von
Eads et al. etabliert [149]. Die TagMan®-Sonde ist ein Oligonukleotid, welches am 5’-Ende einen sog.
Reporter und am 3’-Ende einen sog. Quencher besitzt. Das 3’-Ende ist mit einer Phosphatgruppe
versehen, damit die Sonde nicht als Primer fungieren kann und eine Elongation durch die DNA-
Polymerase verhindert wird. Der Reporter (z. B. FAM) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, dessen
Fluoreszenz in Anwesenheit vom Quencher (z. B. TAMRA) unterdriickt wird. Hierbei dient nach dem
Prinzip des Fluoreszenz-Resonanzenergietransfers (FRET) die emittierte Strahlung des Reporters bei
rdumlich enger Lagebeziehung zum Quencher zur Anregung desselben und wird damit absorbiert. Im
Verlauf der PCR hybridisieren Primer und Sonde an die Template-DNA und die DNA-Polymerase
beginnt die Neusynthese des komplementdren DNA-Stranges am 3’-Ende des Primers. Trifft die
DNA-Polymerase im Verlauf auf die Sonde, wird diese durch die 5°—3’- Exonuklease-Aktivitdt der
DNA-Polymerase zerschnitten; Reporter und Quencher werden somit rdumlich getrennt, das

Fluoreszenzsignal des Reporters wird nicht mehr unterdriickt und somit messbar (siche Abb. 3.3). Eine

34



Quantifizierung des Methylierungsnachweises eines Zielgens wird durch die proportionale Zunahme
der Fluoreszenz wihrend der exponentiellen Phase der Reaktion mit der Bildung des PCR-Produktes
moglich oder weniger genau durch Endpunktanalyse der Fluoreszenz und Vergleich mit einem

konstitutionell exprimierten nicht-methylierten Genpromotorabschnitt (z. B. von MYOD1).

CH, CH, CH, CH, (|JH3
| | | |
DNA 50 CGriiCGrrr (o R T S T SO— 3
primer 3acelloe! pol el gtz gl
/ TagMan-Sonde \
@~ "
FRET
Emission einer R
langeren Wellenlange Absorption
& DNA-Replikation
CH, CH, CH, CH, CH,
| | | | |
5-=:CG:-CG CG-:CGmr-CGrrmnnnnnae -3
j
ST T ST Q11 QT I py
5 Emission der
Reporter-typischen )
@ Wellenlange R \Ps)rpllon
,//
o '/
o

Abb. 3.3: Schematische Darstellung der Funktionsweise der TagMan®-Sonde

Die TagMan®-Sonde bindet spezifisch an hypermethylierte Promotorregionen und zwar zwischen Vorwérts- und
Riickwérts-Primer. In diesem Stadium wird die Fluoreszenz des Reporters (5’-Ende der Sonde) durch die enge
rdumliche Beziehung des Quenchers (3’-Ende der Sonde) unterdriickt, genauer in eine lingere Wellenldnge iiberfiihrt
(oben). Beginnt die Tag-Polymerase nun die DNA-Replikation wird die Sonde durch deren 5°-3’-Exonuklease-Aktivitit
zerstort, Quencher und Reporter freigesetzt und somit rdumlich getrennt. Der Reporter fluoresziert nun in seiner
typischen Wellenldnge (unten). C = Cytidin, G = Guanosin, CH; = Methylgruppe, Pol = Taq-Polymerase, Q =
Quencher, R = Reporter, FRET = Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer.

3.4.2 Anwendung in der vorliegenden Studie

Der Methylierungsstatus wurde mittels QMSP nach Bisulfit-Konversion der DNA an den
Promotorregionen folgender Gene untersucht: APC, pl6™**, RASSF1A und 3-OST-2 (siche
Abschnitt 1.6.3.1). Die Durchfilhrung der QMSP wurde mit dem ,LightCycler® 1.5 (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim), dem PCR-Ansatz-Kit ,LightCycler” FastStart DNA Master
HybProbe“ (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) und den PCR-ReaktionsgefiBen ,,LightCycler”
Capillaries (20 pl)* (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) realisiert. Ndheres zu den DNA-

Sequenzen der Primer und Sonden siche Tabelle 2.6.

Von jeder Probe wurde eine DNA-Sequenz (161 bp) aus dem Promotorbereich des MYOD1-Gens
(myogenic differenciation antigen 1) amplifiziert. Dieser Bereich enthélt keine CpG-Dinukleotide und
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diente damit als interne Qualitéitskontrolle der Bisulfit-Konversion. AuBerdem galt MYODI1 als
Referenzgen fiir die Endpunktanalyse der Gene APC und 3-OST-2 (siche Abschnitt 3.4.5).

Jeder QMSP-Lauf enthielt zur Validierung eine Positivkontrolle, eine Negativkontolle und einen
Leerwert. Bei der Positivkontrolle handelte es sich um enzymatisch vollstindig methylierte DNA
(CpGenome™  Universal Methylated DNA, CHEMICON® INTERNATIONAL). Bei der
Negativkontrolle handelte es sich um nicht-methylierte DNA (Mundschleimhautzellen). Beim
Leerwert handelte es sich um einen PCR-Ansatz ohne DNA zur Uberpriifung der Reinheit der

verwendeten Reagenzien sowie der technisch sauberen Durchfiihrung.

3.4.3 PCR-Ansatz

Alle notigen Gerdte, Materialien und Reagenzien (z. B. Pipetten, 1,5 ml Reaktionsgefafle,
Pipettenspitzen, etc.) wurden vor jeder Herstellung des PCR-Ansatzes mit UV-Strahlung (CleneCab
plus® PCR-Arbeitshaube, Herolab) fir 30 Minuten (entspricht 12,6 Joule) sterilisiert, um
Verunreinigungen des PCR-Ansatzes zu vermeiden. Der PCR-Ansatz wurde danach unter der PCR-

Arbeitshaube pipettiert.

Die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes gestaltete sich folgendermallen (die Volumenangaben

beziehen sich auf eine Probe):

Komponente Spezifikationen Volumen 1 [pl]  Volumen 2 [pl]
Wasser Bestandteil des PCR-Kits, PCR-Reinheitsgrad 10,6 9.4
bisulfitkonvertierte DNA 2 ul der DNA-Losung nach Bisulfit-Konversion 2,0 2,0

entsprechen ca. 50 ng DNA

Vorwirts-Primer Konzentration: 0,01 mM 1,2 1,2
Riickwiérts-Primer Konzentration: 0,01 mM 1,2 1,2
TaqMan(@-Sonde Konzentration: 0,004 mM 1,0 1,0
MgCl, Bestandteil des PCR-Kits, Konzentration: 25 mM 2,0 32
LightCycler® FastStart Bestandteil des PCR-Kits, enthilt u.a. DNA- 2,0 2,0

DNA Master HybProbe Polymerase, Nukleotide

Gesamt 20,0 20,0

Tabelle 3.1: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes.
Volumen 1: MYODI1, APC, p161”k4A, RASSF1A. Volumen 2: 3-OST-2 (hier wurden stringentere Reaktionsbedingungen
durch Erhohung der MgCl,-Konzentration geschaffen).
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3.4.4 PCR-Bedingungen

1. Denaturierung der DNA
Der PCR-Ansatz wurde fiir 10 Minuten auf 95° C erhitzt.

2. Amplifizierung
In jeweils 60 Zyklen wurde die DNA amplifiziert. Ein Zyklus bestand aus Denaturierung,
Hybridisierung von Primern und Sonde sowie Elongation durch die DNA-Polymerase. Die

genauen PCR-Bedingungen fiir die einzelnen Gene zeigt folgende Tabelle:

MYODI1, APC, p16™4 RASSF1A 3-OST-2
Denaturierung 95°C, 10 Sekunden 95°C, 10 Sekunden 95°C, 10 Sekunden
Hybridisierung 58°C, 5 Sekunden 61°C, 5 Sekunden 63°C, 5 Sekunden
Elongation 72°C, 8 Sekunden 72°C, 12 Sekunden 72°C, 8 Sekunden

Tabelle 3.2: PCR-Bedingungen fiir die untersuchten Gene MYOD1, APC, p16'"k4A, RASSF1A und 3-OST-2.

Die Erhohung der Hybridisierungstemperatur (annealing temperature) bei RASSF1A und 3-
OST-2 hatte den Zweck, dass Primer und Sonde abhingig vom Methylierungsstatus
spezifischer an die Template-DNA binden.

3. Abkiihlung
Der PCR-Ansatz wurde auf 40° C heruntergekiihlt.

3.4.5 Auswertung

Die Ergebnisse der QMSP wurden fiir die Untersuchung des Methylierungsstatus des APC Promotors
mittels Endpunkt-Analyse unter Verwendung eines in unserer Arbeitsgruppe bereits vorab bestimmten
Schwellenwertes (cut-off-Level) ermittelt [154]. Das Methylierungslevel wurde definiert als Verhéltnis

der absoluten Werte des Endpunktes des Zielgens zum Endpunkt des Referenzgens:

Endpunkt Zielgen APC

x 100
Endpunkt Referenzgen MYODI

Methylierungslevel [%] =

Das cut-off-Level fiir das Zielgen APC wurde auf Basis der Publikation von Grote et al. auf 35 %
festgelegt [154]. Alle Werte > 35 % wurden als positiv gewertet. Die Ergebnisse der QMSP fiir die
Untersuchung des Methylierungsstatus der Promotoren der Zielgene p16™** und RASSF1A wurden
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mittels Kreuzpunkt-Analyse (Crossing Point) bestimmt. Alle Werte > 0 wurden als positiv gewertet.
Sobald einer der drei Methylierungsmarker (APC, p16™**, RASSF1A) nach den o. g. Kriterien positiv

gewertet wurde, galt das untersuchte Bronchialaspirat als Test-positiv.

Ob die Methylierunganalyse des 3-OST-2 Promotors nach der Kreuzungspunkt- oder Endpunktanalyse

erfolgen musste, wurde - ggf. unter Etablierung eines optimalen cut-off-Levels - in dieser Arbeit

untersucht (siche Abschnitt 4.4).

Abb. 3.4 zeigt beispielhaft Graphen entsprechender QMSP-Léaufe, die zur Auswertung dienten.

2 ! POS
' MYOD1 » RASSF1A
‘ » d PK
POS
NK NEGNK, LW
W i
: PK
.| APC 3-05T-2

POS
uc
NK
Lw

p16inkaA PK PCR-Zykluszahl

Fluoreszenz F1/F2

NK, Lw

POS
POS
POS
NEG, NK, LW

PCR-Zykluszahl

Abb. 3.4: Beispielhafte Darstellung von QMSP-Liufen der untersuchten Genpromotoren (APC, p16'"k4A,
RASSF1A und 3-OST-2) und des Referenzgens MYOD1.

Ordinate = Fluoreszenz der Sonde, Abszisse = PCR-Zykluszahl. PK = Positivkontrolle, NK = Negativ-kontrolle, LW =
Leerwert (PCR-Ansatz ohne DNA), P = Probe, POS = Positive Probe, NEG = negative Probe.
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3.5 Qualitiitskontrolle der QMSP

3.5.1 Gelelektrophorese des PCR-Produkts

Die Gelelektrophorese ist eine Methode zur Auftrennung verschieden grofBer und verschieden
geladener Molekiile nach Anlegen einer Spannung durch ein Poren enthaltendes Gel, welches in einer
ionischen Pufferlosung liegt. Negativ geladene Molekiile (DNA ist durch enthaltene Phosphatgruppen
insgesamt negativ geladen) wandern durch die Poren des Gels zur Anode, positiv geladene Molekiile

zur Kathode. Kleinere Molekiile wandern schneller als groflere Molekiile.

Die Auftrennung des PCR-Produktes durch Gelelektrophorese diente der Uberpriifung der Anzahl
verschiedener, amplifizierter DNA-Sequenzen pro QMSP-Ansatz iiber die Anzahl der sichtbaren
Banden (gewiinscht war nur eine amplifizierte DNA-Sequenz, ndmlich die durch Einsatz der
spezifischen Primer erwartete), sowie der Lange der amplifizierten DNA-Sequenz durch Vergleich mit

einem bekannten Langenstandard (100 bp DNA-Leiter).

Die Gelelektrophorese erfolgte mittels Agarose-Gel (3 % Vol. Agarose) in einem TBE-Puffer (1 x).
Der Agarose-Anteil von 3 % wurde so hoch gewéhlt, um eine moglichst scharfe Auftrennung der
PCR-Produkte auch im Bereich von < 100 bp zu erhalten. Das PCR-Produkt wurde mit 1/5 Volumen
DNA-Ladepuffer (2 ul Ladepuffer auf 10 ul PCR-Produkt) versetzt und 10 pl hiervon in eine
Gelkammer hinein pipettiert. Die Elektrophoresebedingungen waren wie folgt: 100 V, 100 mA fiir 90
Minuten (Elektrophorese-Netzteil, amersham pharmacia biotech; Gelkammer, peQLab Biotechnologie

GmbH).

Das Agarose-Gel enthielt Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0,5 png/ml (Zugabe nach
Aufkochen der Agarose-TBE-Losung in der Mikrowelle, und vor dem Gieflen des Gels), um die
DNA-Sequenzen sichtbar zu machen. Ethidiumbromid interkaliert in doppelstringige DNA und
fluoresziert danach durch Anregung mit UV-Licht (UV-Tisch TFX-20.M, 254 / 312 nm, VILBER
LOURMAT). Nach Beendigung der elektrophoretischen  Auftrennung erfolgte eine

Fotodokumentation unter UV-Licht.
Die Gelelektrophorese erfolgte aus jedem QMSP-Lauf. In keinem Fall zeigte sich ein von seiner

erwarteten Linge abweichendes PCR-Produkt oder mehrere Banden in der Elektrophorese. Abb. 3.3

zeigt exemplarisch eine Gelelektrophorese aus einem QMSP-Lauf fiir den APC-Genpromotor.
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300 bp
200 bp

100 bp
74 bp

Abbildung 3.5: Gelelektrophorese eines QMSP-Laufs des APC-Genpromotors.

Von links: DNA-Leiter (100bp), 21 Patientenproben, Positivkontrolle (PK), Negativkontrolle (NK), Leerwert (LW =
reiner PCR-Ansatz ohne DNA). Die untere Bande beinhaltet Primer und Sonden des PCR-Ansatzes (siche LW). Die
obere Bande stellt das PCR-Produkt dar, in diesem Fall APC mit einer Lange von 74 bp. POS = positiver Fall, UC = Fall
unterhalb des QMSP-Cut-Off-Levels.

3.5.2 Sequenzierung des PCR-Produktes

Zur Kontrolle der amplifizierten Basensequenz wurde das QMSP-Produkt stichprobenartig zur
Sequenzierung an das BMFZ der Universitit Diisseldorf gegeben (Biologisch-Medizinisches
Forschungszentrum, Universititsstrale 1, 40225 Diisseldorf). Die Sequenzierungsanalyse zeigte in
jeder Stichprobe des QMSP-Produktes der einzelnen Genpromotoren (APC, p16™*, RASSF1A, 3-

OST-2) die erwartete Basensequenz.

3.6 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der Hypermethylierung der einzelnen Genpromotoren (APC, p16™*,

RASSF1A) wurden diese in nicht-methyliert (benigne) und methyliert (maligne) dichotomisiert.
Unterschiede in unverbundenen Gruppen wurden mittels Fishers exaktem Test (Fisher’s Exact Test),
einer Abwandlung des Chi-Quadrat-Tests fiir kleine Stichproben, auf Signifikanz untersucht.
Unterschiede in verbundenen Gruppen wurden mittels McNemar-Test untersucht. Die Bedingungen

fiir beide Tests waren die Folgenden: Irrtumswahrscheinlichkeit o = 0,05 und Power = 0,80.
Die Ergebnisse des 3-OST-2-Genpromotors wurden mittel ROC-Analyse (receiver operating

characteristic) untersucht, um ein cut-off-Level definieren zu konnen. Erlduterungen hierzu siche

Abschnitt 4.4.
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4. Ergebnisse

4.1 Auswertung und Darstellung des Patientenkollektivs (follow-up)

Tabelle 4.1 gibt einen Uberblick iiber das Patientenkollektiv und beschreibt dessen Verteilung

hinsichtlich Alter, Geschlecht, Raucher-Status, Tumorstadium, Tumorlokalisation und histo- bzw.

zytogenetischer Klassifikation.

Benigne Lungenerkrankungen  Primére maligne Andere
(n=63) Lungentumoren (n=23)
(n=124)
Alter 65 (26-88) 66 (34-88) 66 (26-83)
Geschlecht
Weiblich 30 (48) 48 (39) 7 (30)
Minnlich 33 (52) 76 (61) 16 (70)
Raucher-Status
Raucher 34 (54) 100 (81) 8 (35)
Packyears 40 (6-150) 40 (10-150) 40 (30-60)
Niemals geraucht 10 (16) 10 (8) 5(22)
Keine Daten 19 (30) 14 (11) 10 (43)
Tumorstadium *
0 1(1)
1A 4(4)
1B 14 (13,5)
1B 5(5)
1A 13 (12,5)
1B 27 (26)
v 37 (36)
Nicht eindeutig ° 2(2)
Limited disease 7 (35)
Extensive disease 13 (65)
Tumorlokalisation
Zentral 84 (68)
Peripher 38 (30,5)
Sonstige® 2 (1,5)
Histologie / Cytologie d
SCC 31 (25) 0(0)
AC 52 (42) 5(22)
oNSCLC 17 (14) 2 (8,5)
SCLC 20 (16) 0(0)
c¢SCLC 3(2) 0(0)
Sonstige ¢ 1(1) 16 (69,5)

Tabelle 4.1: Ubersicht des Patientenkollektivs (verindert iibernommen aus Schramm et al. [74]).

Die Daten stellen den jeweiligen Median (Grenzen) oder n (%) dar. SCC = Plattenepithelkarzinom; AC = Adenokarzinom;
SCLC = Kleinzelliges Lungenkarzinom; oNSCLC = nicht-subklassifizierbares / nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom; ¢cSCLC
= kombiniertes kleinzelliges / nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom.

# Tumorstadium nach UICC-Klassifikation (siche Anhang); das Tumorstadium ist hier ausschlieBlich fiir Patienten mit einem
priméren Lungenkarzinom angegeben. ® Tumorstadium nicht eindeutig: Ein Patient verstarb, ein anderer verlieB das
Krankenhaus vor Abschluss des Stagings. © Tumorlokalisation nicht eindeutig: Bei einem Patienten wurde ein diffus
metastasiertes SCLC festgestellt, ein anderer Patient zeigte ein nodal metastasiertes histogenetisch pulmonales AC ohne
bekannten Primirherd. ¢ Die Tumorklassifikation wurde in 9 Fillen ausschlieBlich auf der Grundlage der zytologischen
Diagnostik festgelegt. © Primdres pulmonales Sarkom (in Kategorie der priméren malignen Lungentumoren). Andere: Siehe
Erlduterungen im Text.
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Zu den Patienten mit benignen Lungenerkrankungen (n = 63) zihlten solche mit akuter oder
chronischer Bronchitis (35), Pneumonie (9), interstitiellen Lungenerkrankungen (7), Vernarbungen
(3), pulmonaler Embolie (3), Pleuritis (1), Hamoptysen (1), Atelektasen (1), gastrodsophagealem

Reflux (1), Hamartom (1) oder mediastinalem Neurinom (1).

Die zweite Gruppe beinhaltete ausschlieBlich Patienten mit primdren malignen Tumoren der Lunge (n
= 124). Die Verteilung der einzelnen Tumorentitdten ist in Abb. 4.1 dargestellt. Das exakte
Tumorstadium (UICC-Klassifikation, siche Anhang) konnte bei 2 Patienten nicht genau ermittelt
werden. Ein Patient verstarb, ein anderer verlie das Krankenhaus bevor das Staging abgeschlossen
werden konnte. Bei weiteren zwei Patienten war die Tumorlokalisation nicht eindeutig. Einer dieser
Patienten war an einem diffus metastasierten, kleinzelligen Lungenkarzinom erkrankt, ein anderer an
einem histogenetisch pulmonalen Adenokarzinom mit mediastinalen und zervikalen Metastasen,
jedoch ohne bekannten pulmonalen Priméarherd. Ein Patient zeigte eine seltene Histologie, die eines

primédren Lungensarkoms.

scc I -1
Ac I 2
oNscLc NN 17
sc.c N 0
cscLc M 3
Sonstige 11
Metastasen I 10

Abb. 4.1: Verteilung maligner Lungentumoren im Patientenkollektiv.

SCC = Plattenepithelkarzinom; AC = Adenokarzinom; SCLC = kleinzelliges
Lungenkarzinom; oNSCLC = nicht-subklassifizierbares / nicht-kleinzelliges
Lungenkarzinom; ¢SCLC = kombiniertes kleinzelliges / nicht-kleinzelliges
Lungenkarzinom. Sonstige: priméires Lungensarkom. Metastasen: Patienten
dieser Gruppe sind in Tabelle 4.1 sowie im Text aufgeschliisselt.

Die Gruppe Andere (n = 23) umfasst u. a. Patienten mit pulmonal metastasierten extrapulmonalen
Karzinomen. Zu diesen zéhlten kolorektale Karzinome (n = 3), ein Magen-, ein Mamma-, ein Vulva-
und ein Zervix-Karzinom. Aullerdem sind hier eine Lungenbeteiligung bei Non-Hodgkin-Lymphom
(n = 2), ein atypisches Karzinoid, ein metastasiertes malignes Melanom sowie Patienten ohne giiltigen
Referenzstandard (n = 12) klassifiziert. Bei 5 Patienten aus der Gruppe derer ohne Referenzstandard
fehlte die Patientenakte, 2 Patienten starben wiahrend der Diagnoseerhebung, bei 2 weiteren Patienten
zeigte das follow-up keine Erstdiagnose eines Lungenkarzinoms (Studienausschlusskriterium),

wiederum 2 Patienten lehnten weitere Schritte zur Ermittlung einer Diagnose ab und ein Patient wurde
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aufgrund einer lediglich tumorverdichtigen, zytologischen Diagnose therapiert. Die definierten

Kriterien eines positiven Referenzstandards wurden im letzten Fall somit nicht erreicht.

4.1.1 Mittels QMSP auswertbare Fille des Patientenkollektivs

In insgesamt 9 Fillen entsprach der Abnahmeort des fiir die spateren Untersuchungen mittels QMSP
vorliegenden Materials nicht dem Abnahmeort des Untersuchungsmaterials zur Ermittlung der
Malignitit des Befundes. Diese Falle wurden in der folgenden Auswertung nicht beriicksichtigt. In 14
weiteren Fallen war der DNA-Gehalt des Untersuchungsmaterials nach Extraktion (siche Abschnitt
3.1) zu gering. Auch diese 14 Patienten wurden von der weiteren Auswertung ausgeschlossen.

Insgesamt verblieb fiir die Auswertung mittels QMSP (APC, p16™**, RASSFIA, 3-OST-2) ein
Kollektiv mit 178 Patienten. Von diesen 178 Patienten wiesen 117 einen malignen Lungentumor (108
einen priméren, 9 einen malignen Lungentumor andere Genese) auf, 61 Patienten zeigten eine benigne
Lungenerkrankung. Abbildung 4.2 gibt einen Uberblick iiber die Verteilung der Tumorentititen in der

Gruppe der malignen Lungentumoren.

scc I :0
Ac I 50
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scL.c N 6
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Sonstige 1l 3

Abb. 4.2: Verteilung der Tumorentititen in der Gruppe der malignen
Lungentumoren (mittels QMSP auswertbare Fille).

SCC = Plattenepithelkarzinom; AC = Adenokarzinom; SCLC = kleinzelliges
Lungenkarzinom; oNSCLC = nicht-subklassifizierbares / nicht-kleinzelliges
Lungenkarzinom; ¢SCLC = kombiniertes kleinzelliges / nicht-kleinzelliges
Lungen-karzinom. Sonstige: 2 Non-Hodgkin-Lymphome. 1 Sarkom.

Tabelle 4.2 gibt einen Uberblick iiber die klinischen Daten der 117 Patienten mit malignen
Lungentumoren und 61 Patienten mit benigner Lungenerkrankung, die mittels QMSP auswertbar

waren.
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Benigne Lungenerkrankungen  Primére maligne Andere

(n=61) Lungentumoren n=9)
(n=108)
Alter
< 65 Jahre 31(51) 51 (47) 4 (44)
> 65 Jahre 30 (49) 57 (53) 5 (56)
Geschlecht
Weiblich 30 (49) 43 (40) 6 (67)
Miénnlich 31(51) 65 (60) 3 (33)
Raucherstatus
Raucher 33 (54) 90 (83) 2(22)
Niemals geraucht 10 (16) 6 (6) 4 (44)
Keine Daten 18 (30) 12 (11) 3(33)
Tumorstadium *
0 1(1)
IA 303)
1B 12 (11)
B 5(5)
1A 11 (10)
1B 24 (22)
v 33 (31)
Sonstige ° 303)
Limited disease 50
Extensive disease 11 (10)
Tumorlokalisation
Zentral 73 (68)
Peripher 34 (31)
Sonstige ¢ 1(1)
Histologie / Zytologie d
SCC 30 (28)
AC 45 (42) 5 (56)
NSCLC 14 (13) 2 (22)
SCLC 16 (15)
c¢SCLC 2(2)
Sonstige © 1(1) 2(22)

Tabelle 4.2: Ubersicht des Patientenkollektivs (mittels QMSP auswertbare Fiille).

Die Daten stellen n (%) dar. SCC = Plattenepithelkarzinom; AC = Adenokarzinom; SCLC = kleinzelliges Lungenkarzinom;
oNSCLC = nicht-subklassifizierbares / nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom; ¢SCLC = kombiniertes kleinzelliges / nicht-
kleinzelliges Lungenkarzinom.

? Tumorstadium nach UICC-Klassifikation (siche Anhang); das Tumorstadium ist hier ausschlieBlich fiir Patienten mit einem
priméren Lungenkarzinom angegeben. ® Tumorstadium nicht eindeutig: Ein Patient verstarb, ein anderer verlieB das
Krankenhaus vor Abschluss des Stagings; ein Patient mit einem pulmonalen Sarkom. ¢ Tumorlokalisation nicht eindeutig:
Bei einem Patienten wurde ein diffus metastasiertes SCLC festgestellt. 4 Die Tumorklassifikation wurde in 9 Fillen
ausschlieBlich auf der Grundlage der zytologischen Diagnostik festgelegt. © Ein Patient mit einem pulmonalen Sarkom
(primédre maligne Lungentumoren), 2 Patienten mit einem Non-Hodgkin-Lymphom (andere).

Der Median der Altersverteilung aller auswertbaren 178 Personen lag bei 65 Jahren. 86 (48 %) dieser
Personen hatten zum Zeitpunkt der Probenentnahme das 65. Lebensjahr noch nicht erreicht, 92
Personen (52 %) hatten das 65. Lebensjahr erreicht oder iiberschritten. Aus der Gruppe der Personen
mit primédren malignen Lungentumoren (n = 108) hatten 51 (47 %) das 65. Lebensjahr noch nicht
erreicht, 57 Personen (53 %) waren 65 Jahre oder alter.

Von den auswertbaren 178 Personen waren 99 ménnlich (56 %) und 79 weiblich (44 %). In der
Gruppe der Personen mit primiren malignen Lungentumoren (n = 108) fanden sich 65 Manner (60 %)
und 43 Frauen (40 %).

Hinsichtlich des Rauchens konnte in der Studie nur zwischen Rauchern und Nichtrauchern (niemals

geraucht) unterschieden werden. Eine weitergehende Differenzierung, z. B. nach Anzahl der
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Packyears, war aufgrund der Daten des follow-up nicht sicher moglich. Unter den 178 auswertbaren
Fillen war von 145 Personen der Raucherstatus bekannt. 125 (86 %) davon waren Raucher, 20 (14 %)
Nichtraucher. In der Gruppe der Personen mit primér malignem Lungentumor gab es 96 auswertbare
Fille mit 90 (94 %) Rauchern und 6 (6 %) Nichtrauchern. Von den Nicht-Tumorpatienten (n = 43)
waren 33 (77 %) Raucher und 10 (23 %) Nichtraucher.

Aus der Gruppe der Personen mit primédr malignem Lungentumor zeigten 73 Personen (69 %) einen
zentralen und 34 Personen (31 %) einen peripheren Befund, bei einer Person mit einem diffus
metastasierenden, kleinzelligen Lungenkarzinom war hinsichtlich der Tumorlokalisation keine
Zuordnung moglich.

In der Gruppe der auswertbaren Patienten mit primiarem malignen Lungentumor zeigten 91 Personen
ein  nicht-kleinzelliges Karzinom (Adenokarzinome, Plattenepithelkarzinome oder nicht-
subklassifizierbare / nicht-kleinzellige Lungenkarzinome). Eine Auswertung hinsichtlich des
Tumorstagings nach UICC (siche Anhang) konnte hier bei 88 Fallen erfolgen. Eine Person zeigte ein
Stadium 0, bei zwei Personen war das Karzinomstadium nicht bekannt. 15 Patienten (17 %) zeigten
ein Stadium IA — IB, 5 Patienten (6 %) ein Stadium IIA — IIB, 35 Patienten (40 %) ein Stadium IIIA —
IIIB und 33 Patienten (37 %) ein Stadium IV.

Eine weitere Gruppe machten 16 Personen mit kleinzelligem Lungenkarzinom aus. Die Aufteilung
erfolgte klinisch in die Karzinomstadien limited disease (n = 5, 31 %) und extensive disease (n = 11,
69 %); die Gruppe der Personen mit dem Karzinomstadium der very limited disease wurde hier mit der
Untergruppe limited disease zusammengefasst. Bei zwei weiteren Patienten wurde ein kombiniertes
kleinzelliges / nicht-kleinzelliges Karzinom diagnostiziert. Klinisch ist der kleinzellige Tumoranteil
prognostisch entscheidend.

Daten des Tumorgradings lagen bei 87 Personen mit einem priméren malignen Lungentumor vor. Die
Mehrheit der Personen zeigten ein Grad 3 (n = 46, 53 %), 24 Personen (28 %) ein Tumorgrad 2, 16
(18 %) einen Grad 4 und eine Person (1 %) einen Grad 1. Kleinzellige Karzinome sind per

definitionem entdifferenziert (Grad 4).
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4.2 Ergebnisse der Zytologischen Diagnostik

Wie im Abschnitt 2.1 erldutert, wurden die Patienten anhand der mikroskopischen Diagnose in drei
Gruppen eingeteilt: Positiv, negativ und diagnostisch unklar (dringend verddchtige und zweifelhafte
Diagnosegruppen) [200]. Je Gruppe wurden 70 konsekutive, zytologische Proben eingeschlossen. Wie
im Abschnitt 4.1 angefiihrt, konnten 12 Patienten anhand der vorliegenden Daten nicht dem vorab
definierten Referenzstandard zugeordnet werden. So blieben nach dem follow-up in der Gruppe mit
positiver Zytologie 68 Patienten, in der Gruppe mit negativer Zytologie 66 Patienten und in der Gruppe
mit diagnostisch unklarer Zytologie 64 Patienten; insgesamt 198 Patienten.

Nach positiver Zytologie ergab das follow-up aller 68 Patienten eine maligne Lungenerkrankung. 22
von 66 Patienten hatten in der Gruppe mit negativer Zytologie eine maligne Lungenerkrankung. In der
Patientengruppe mit unklarer Zytologie zeigten 45 von 64 Patienten eine maligne Lungenerkrankung.

Abb. 4.3 zeigt ein Flussdiagramm des Studiendesigns.

Bei 9 Patienten basierte der positive Referenzstandard auf zytologischer Diagnostik in
Zusammenschau mit den klinischen Befunden. Eine histologische Diagnose lag nicht vor. Hiervon
zeigten 5 Patienten ein Plattenepithelkarzinom, 2 Patienten ein Adenokarzinom, ein Patient ein

kleinzelliges und ein weiterer ein nicht-kleinzelliges Karzinom.

Einige Patienten mussten von der Auswertung der QMSP-Daten ausgeschlossen werden (siche
Abschnitt 4.1), aulerdem sollen hier nur die primédren malignen Lungentumoren betrachtet werden.
Von den 68 als zytologisch positiv gewerteten Untersuchungsmaterialien verblieben so 56 (56
Patienten mit Malignom). Von den 64 als zyfologisch negativ eingestuften Patienten konnten 59
hinsichtlich der QMSP ausgewertet werden. Bei 17 dieser Patienten ergab das follow-up einen
malignen Lungentumor. Von 64 Patienten mit zytologisch unklarer Diagnose (zweifelhaft: n = 25;
dringender Verdacht: n = 39), konnten 54 (zweifelhaft: n = 24; dringender Verdacht: n = 30) Fille mit
der QMSP ausgewertet werden. Im follow-up zeigten 35 Patienten einen malignen Lungentumor

(zweifelhaft: n = 10; dringender Verdacht: n = 25).

Unter den Patienten, die nach den o. g. Kriterien fiir beide diagnostischen Methoden (Zytologie und
QMSP) auswertbar waren, ergab sich fiir die Zytologie eine Sensitivitit von 52 % (56/108 Patienten
mit primdrem malignem Lungentumor) bei einer Spezifitit von 100 % (61/61 Patienten mit benigner
Lungenerkrankung). Dies ist eine sehr konservative Sichtweise der zytologischen Ergebnisse, denn sie
vernachldssigt die Félle mit unklarer zytologischer Diagnose und wertet diese als Test-negativ. Wertet
man diese als Test-positiv fiir eine maligne Lungenerkrankung steigt die Sensitivitdt der Zytologie auf
84 % (91/108), die Spezifitit wiirde jedoch auf 72 % (44/61) fallen, was fiir die klinische Routine

inakzeptabel wére. Dennoch haben die Félle mit unklarer zytologischer Diagnose grolen Wert, denn
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hier muss weitere Diagnostik Anwendung finden um ein Malignom auszuschlieBen bzw. zu

bestétigen.

Unter 73 Patienten mit zentral gelegenem, primdrem Lungentumor zeigte die Zytologie eine
Sensitivitdt von 60 % (zytologisch positiv: n = 44). Weitere 34 Patienten zeigten einen peripheren
priméren Lungentumor, welcher mit einer Sensitivitit von 32 % (zytologisch positiv: n = 11) erkannt
wurde. Dieser Unterschied zeigt sich statistisch signifikant (p = 0,01). Wertet man die zytologisch
unklaren Félle hingegen als statistisch positiv, zeigt sich wiederum keine statistische Signifikanz (p =
0,162) der Zytologie mit Sensitivitit von 88 % (64/73) bei zentralen und 76 % (26/34) bei peripheren

primdren Lungentumoren.

Die Ergebnisse der QMSP in den einzelnen zytologisch-diagnostischen Untergruppen werden in den

Folgekapiteln dargestellt.

Patienten mit Verdacht auf ein Lungenkarzinom

n=2I0

h

Zytologische Diagnose

¥

Negativ Diggnostisch unklar Fasiniv Gesamt
n="Ti n=70 n=70 n=210
¥ h 4 v
QMSP QMSP MSP
[APC, PI6. RASSFIA; 30572 [APC, PI6. RASSFIA; 30572 (APC, P16, RASSFIA: 308T2)
r r A 4
Follow-Up (= 11 Monate) | ‘ Follow-Up (= 11 Monate) | ‘ Follow-Up (= 11 Monate)
Bein Referenzstandard Eein Referenzstandard Kein Referenzstandard Giesamt
n=4 n=o n=12 n=12
h J ¥ r
Referenzstandard Referenzstandard Referenzstandard Gesamt
n= i n=id n =68 n=19%
Maligner Kein Maligner Kein Maligner Kein Giesamt
Tumaor maligner Tumor maligner Tumor Maligner 1y,
n=22 Tumor n=43 Tumor n=68§ Tumor Tl cim maligmer Tumer = 03
n=44 n=1% n=10

Abb. 4.3: Flussdiagramm Zytologie und Studiendesign.
Flussdiagramm der zytologischen Diagnostik im verwendeten Studiendesign, siche auch Kapitel 4.2.
Diese Abbildung basiert der Veroffentlichung von Schramm et al. 2011 [71].




4.3 Promotorhypermethylierung von APC, p16"™*** und RASSF1A

Plattenepithelkarzinom Adenokarzinom Nicht-subklassifizierbares nicht-
kleinzelliges Karzinom
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Abb. 4.4: Darstellung aller Fille eines malignen Lungentumors, aufgeschliisselt nach Tumorentitit.

Gezeigt ist ob eine Hypermethylierung eines der drei Gene APC, p16'"k4A und RASSF1A vorlag (schwarzes Feld) oder
nicht (weifles Feld), auBerdem in welcher Lokalisation der Tumor vorlag (Markierung durch ein schwarzes Feld).
Lungenmetastasen eines extrapulmonalen Tumors sind unter der entsprechenden Histologie angegeben (z. B.
Adenokarzinom des Colons).
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Abb. 4.4 fiihrt jeden einzelnen Fall eines malignen Lungentumors sortiert nach Tumorentitédt auf, der
mittels QMSP auswertbar war. Dargestellt ist ob eine Hypermethylierung eines Promotors der Gene

APC, p16™** und RASSF1A, sowie in welcher Lokalisation der Tumor vorlag (peripher oder zentral).

Im folgenden Abschnitt werden die QMSP-Ergebnisse der Promotorhypermethylierung von APC,

p16™* und RASSF1A zunichst einzeln und spiter in Kombination dargestellt.

4.3.1 Promotorhypermethylierung des APC-Gens

Bei Personen mit primiarem malignem Lungentumor zeigte die APC-Promotorregion in 21 von 108
Fillen eine Hypermethylierung, was einer Sensitivitidt von 19 % entspricht. In einem von 61 Féllen
war der APC-Promotor auch bei Personen ohne malignen Lungentumor methyliert (ménnlich, 68
Jahre, Raucher, bestehende Diagnose eines kolorektalen Adenokarzinoms und Zustand nach Resektion
2 Monate vor Bronchoskopie und Probengewinnung, rontgenmorphologisch Beherdung der Lingula,
zytologisch zweifelhaft). Dies entspricht einer Spezifitit von 98 %. Die Héaufigkeit der
Hypermethylierung der APC-Promotorregion war bei den primdren malignen Lungentumoren

statistisch signifikant hoher gegeniiber den benignen Lungenerkrankungen (p < 0,001).

scc I 530 ¢
Ac I, 1445 ¢
oNscLc NN /14
SCLC | 0/16
cSCLC | 0/2
Benigne LE [l 1/61

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35%
Relative Haufigkeit der Hypermethylierung

Abb. 4.5: Relative Hiufigkeit der Hypermethylierung des APC-
Genpromotors. SCC = Plattenepithelkarzinom; AC = Adenokarzinom; SCLC
= kleinzelliges Lungenkarzinom; oNSCLC = nicht-subklassifizierbares / nicht-
kleinzelliges Lungenkarzinom; ¢cSCLC = kombiniertes kleinzelliges / nicht-
kleinzelliges Lungenkarzinom. * = statistische Signifikanz gegeniiber der
Gruppe benigner Lungenerkrankung.
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Tumorentitdten:

Die Promotorhypermethylierung des APC-Gens zeigte die hochste relative Héufigkeit von 31 %
(14/45) bei Personen mit einem Adenokarzinom der Lunge. Bei Plattenepithelkarzinomen, nicht-
subklassifizierbaren / nicht-kleinzelligem Karzinom und kleinzelligem Karzinom der Lunge lag die
Haufigkeit mit 17 % (5/30), 14 % (2/14) und 0 % (0/16) darunter (siche Abb. 4.5).

Eine statistisch signifikant h&ufigere APC-Hypermethylierung gegeniiber den benignen
Lungenerkrankungen zeigte sich bei Adenokarzinomen (p < 0,001) und Plattenepithelkarzinomen (p =
0,014). Bei nicht-subklassifizierbaren / nicht-kleinzelligen Karzinomen gab es keine statistisch
signifikanten Unterschiede zu den benignen Lungenerkrankungen (p = 0,108).

Beim Vergleich zwischen einzelnen Tumorentitdten zeigte sich eine statistisch signifikant haufigere

Methylierung bei Adenokarzinomen gegeniiber den kleinzelligen Lungenkarzinomen (p = 0,013).

Alter, Geschlecht, Rauchverhalten:

Im Folgenden wurde die Gruppe der mittels QMSP auswertbaren Patienten mit primiarem malignem
Lungentumor (n = 108) hinsichtlich Alter, Geschlecht und Rauchverhalten untersucht. Von 51
Patienten jiinger als 65 Jahre zeigten 12 (24 %), von 57 Patienten mit einem Lebensalter von 65 Jahren
oder élter 9 (16 %) eine Hypermethylierung des APC-Genpromotors. 12 (18 %) der 65 minnlichen
Patienten und 9 (21 %) der 43 weiblichen Patienten zeigten eine APC-Hypermethylierung. 18 von 90
Rauchern (20 %) sowie einer von 6 Nichtrauchern (17 %) zeigte eine APC-Hypermethylierung. Weder
hinsichtlich des Alters (p = 0,339), noch des Geschlechts (p = 0,806) oder des Raucherstatus (p = 1)
gab es signifikante Unterschiede in der Hypermethylierung des APC-Genpromotors zwischen den

jeweils betrachteten Gruppen.

Lokalisation:
Hinsichtlich der Tumorlokalisation (zentral: n = 73, peripher: n = 34; bei einem Patienten Lokalisation
nicht ermittelbar) zeigten 16 Patienten (22 %) mit zentralem und 5 Patienten (15 %) mit peripherem

Lungentumor eine Hypermethylierung der APC-Promotorregion (p = 0,444, nicht signifikant).

Staging:

91 der 108 auswertbaren Patienten mit primdrem malignem Lungentumor wiesen ein nicht-
kleinzelliges Karzinom der Lunge auf. Bei 88 Patienten lie§ sich das Tumorstadium nach UICC-
Klassifikation (siche Anhang) ermitteln (I: n = 15; II: n = 5; IIl: n = 35, IV: n = 33). Eine
Hypermethylierung der APC-Promotorregion zeigte sich bei je einem Fall im Stadium I (7 %) sowie
im Stadium II (20 %), in 9 Fillen (26 %) im Stadium III und in 10 Féllen (30 %) im Stadium IV. Die
Unterschiede zwischen den vier Stadien sowie zwischen Stadium I und der Kombination der Stadien II
- IV zeigten keine statistische Signifikanz (p = 0,106). Keiner der 16 Patienten mit einem kleinzelligen
Karzinom (limited disease: n = 5, extensive disease: n = 11) zeigte eine Hypermethylierung der APC-

Promotorregion.
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Grading:

Bei 87 der 108 primdren malignen Lungentumoren war eine histologische oder zytologische
Bestimmung des Differenzierungsgrades moglich (Grad 1: n =1, Grad 2: n = 24, Grad 3: n = 46, Grad
4: n = 16). Bei 13 schlecht differenzierten Tumoren (Grad 3, 28 %) und einem mittelgradig
differenzierten Tumor (Grad 2, 4 %) lie sich eine Hypermethylierung des APC-Genpromotors
nachweisen. Gut differenzierte oder entdifferenzierte Tumoren (Grad 1 oder 4) zeigten keine APC-

Hypermethylierung.

Ink4A

4.3.2 Promotorhypermethylierung des p16 -Gens

I4A_Promotorregion zeigte eine Hypermethylierung in

Die Analyse des Methylierungsstatus der p16
20 von 108 Patienten mit einem primédren malignen Lungentumor, einer Sensitivitdt von 18 %
entsprechend. In keinem Fall gab es eine Promotorhypermethylierung unter den Personen mit benigner
Lungenerkrankung (n = 61), entsprechend einer Spezifitit von 100 %. Die héufigere

Ink4A

Hypermethylierung des p16 ™" -Promotors bei primér malignen Lungentumoren gegeniiber benignen

Lungenerkrankungen war statistisch signifikant (p < 0,001).

scc I ©/30
Ac I 5/45
onscLc N /14 *

SCLC | 0/16

cscLC I 12

Benigne LE | 0/61

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%
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Abb. 4.6: Relative Hiufigkeit der Hypermethylierung des p16'"k4A-
Genpromotors. SCC = Plattenepithelkarzinom; AC = Adenokarzinom; SCLC
= kleinzelliges Lungenkarzinom; oNSCLC = nicht-subklassifizierbares / nicht-
kleinzelliges Lungenkarzinom; ¢SCLC = kombiniertes kleinzelliges / nicht-
kleinzelliges Lungenkarzinom. * = statistische Signifikanz gegeniiber der
Gruppe benigner Lungenerkrankung.

Tumorentitdten:
Das pl6™*-Gen zeigte bei Patienten mit Plattenepithelkarzinom der Lunge mit 30 % (9/30) die

hochste relative Haufigkeit der Promotorhypermethylierung. Bei Féallen mit nicht-subklassifizierbaren
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/ nicht-kleinzelligem, Adeno- oder kleinzelligem Karzinom der Lunge war diese mit 21 % (3/14), 11
% (5/45) und 0 % (0/16) geringer. AuBerdem zeigte sich eine Promotorhyhypermethylierung des

16™**_Gens bei Personen mit kombiniertem kleinzelligem / nicht-kleinzelligem Karzinom (relative

p
Haufigkeit von 50 %) und bei einem Patienten mit einem primaren Lungensarkom (Abb. 4.6).

Bei Plattenepithel- (p < 0,001), Adeno- (p = 0,011) und nicht-subklassifizierbaren / nicht-kleinzelligen
Karzinomen der Lunge (p = 0,005) =zeigte sich eine statistisch signifikant héaufigere

Ink4A

Hypermethylierung des pl16 ™" -Genpromotors gegeniiber den benignen Lungenerkrankungen. Dies

war auch bei Patienten mit kombiniertem kleinzelligem / nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom der Fall

Ink4A

(p = 0,032). Hinsichtlich der Hypermethylierung des pl16 " "-Gens zeigte sich im Vergleich der
einzelnen Tumorentititen zwischen Plattenepithelkarzinomen und kleinzelligen Karzinomen eine

statistische Signifikanz (p = 0,018).

Alter, Geschlecht, Rauchverhalten:

Im Folgenden wurde die Gruppe der mittels QMSP auswertbaren Patienten mit primdrem malignen
Lungentumor (n = 108) hinsichtlich Alter, Geschlecht und Rauchverhalten untersucht. Von 51
Patienten jiinger als 65 Jahre zeigten 6 (12 %), von 57 Patienten mit einem Lebensalter von 65 Jahren
oder ilter 13 (23 %) eine Hypermethylierung des pl6™*-Genpromotors. 12 (18 %) der 65
miénnlichen Patienten und 7 (16 %) der 43 weiblichen Patienten zeigten eine pl6™*-
Hypermethylierung. 17 von 90 Rauchern (19 %) sowie einer von 6 Nichtrauchern (17 %) zeigte eine
pl6™**_ Hypermethylierung. Weder hinsichtlich des Alters (p = 0,205), noch des Geschlechts (p = 1)
oder des Raucherstatus (p = 1) gab es signifikante Unterschiede in der Hypermethylierung des

p16™**-Genpromotors zwischen den jeweils betrachteten Gruppen.

Lokalisation:
Hinsichtlich der Tumorlokalisation (zentral: n = 73, peripher: n = 34; bei einem Patienten Lokalisation
nicht ermittelbar) zeigten 14 Patienten (19 %) mit zentralem und 5 Patienten (15 %) mit peripherem

Lungentumor eine Hypermethylierung der p16™**

-Promotorregion (p = 0,790, nicht signifikant).
Staging:

91 der 108 auswertbaren Patienten mit primidrem malignem Lungentumor wiesen ein nicht-
kleinzelliges Karzinom der Lunge auf. Bei 88 Patienten liel sich ein Tumorstadium nuch UICC-
Klassifikation (sieche Anhang) ermitteln (I: n = 15; II: n = 5; III: n = 35, IV: n = 33). Eine
Ink4A

Hypermethylierung der pl16
sowie im Stadium II (20 %), in 10 Féllen (29 %) im Stadium III und in 5 Féllen (15 %) im Stadium

-Promotorregion zeigte sich bei je einem Fall im Stadium I (7 %)

IV. Die Unterschiede zwischen den vier Stadien sowie zwischen Stadium I und der Kombination der
Stadien II - IV zeigten keine statistische Signifikanz (p = 0,285). Keiner der 16 Patienten mit einem
kleinzelligen Karzinom (limited disease: n = 5, extensive disease: n = 11) zeigte eine

Ink4A

Hypermethylierung der p16 ™ “-Promotorregion.
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Grading:

Bei 87 der 108 Personen mit primidrem malignem Lungentumor war eine histologische oder
zytologische Bestimmung des Differenzierungsgrades moglich (Grad 1: n = 1, Grad 2: n = 24, Grad 3:
n = 46, Grad 4: n = 16). Bei 9 schlecht differenzierten Tumoren (Grad 3, 20 %) und 6 mittelgradig

Ink4A

differenzierten Tumoren (Grad 2, 25 %) lie sich eine Hypermethylierung des pl16 ™ “-Genpromotors

nachweisen. Gut differenzierte oder entdifferenzierte Tumoren (Grad 1 oder 4) zeigten keine p16™**-

Hypermethylierung.

4.3.3 Promotorhypermethylierung des RASSF1A-Gens

Der RASSF1A-Promotor zeigte sich in 31 von 108 Patienten mit einem primédren malignen
Lungentumor hypermethyliert, einer Sensitivitit von 29 % entsprechend. Es zeigte sich keine
Hypermethylierung unter den 61 Patienten ohne malignen Tumor der Lunge. Dies entspricht einer
Spezifitit von 100 %. Die Hypermethylierung der RASSF1A-Promotorregion war bei den priméren
malignen Lungenertumoren statistisch signifikant haufiger als bei den benignen Lungenerkrankungen

(p <0,001).

scc I 5/30 *
Ac N 11/45 *
oNscLc N //14 *
scLc I, 1116 *
cSCLC | 0/2
Benigne LE | 0/61

0% 20% 40% 60% 80%
Relative Haufigkeit der Hypermethylierung

Abb. 4.7: Relative Haufigkeit der Hypermethylierung des RASSF1A-Gen-
promotors. SCC = Plattenepithelkarzinom; AC = Adenokarzinom; SCLC =
kleinzelliges Lungenkarzinom; oNSCLC = nicht-subklassifizierbares nicht-
kleinzelliges Lungenkarzinom; ¢cSCLC = kombiniertes kleinzelliges / nicht-
kleinzelliges Lungenkarzinom. * = statistische Signifikanz gegeniiber der
Gruppe benigner Lungenerkrankung.
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Tumorentitdten:

Das RASSF1A-Gen zeigte bei Patienten mit kleinzelligem Karzinom der Lunge mit 69 % (11/16) die
hochste relative Haufigkeit der Promotorhypermethylierung. Bei Fallen mit nicht-subklassifizierbaren
/ nicht-kleinzelligen, Adeno- oder Plattenepithelkarzinom der Lunge war diese mit 29 % (4/14), 24 %
(11/45) und 17 % (5/30) geringer (Abb. 4.7).

Bei kleinzelligen (p < 0,001), nicht-klassifizierbaren / nicht-kleinzelligen (p < 0,001), Adeno- (p <
0,001) und Plattenepithelkarzinomen der Lunge (p = 0,003) zeigte sich eine statistisch signifikant
hdufigere  Hypermethylierung des RASSF1A-Genpromotors gegeniiber den  benignen
Lungenerkrankungen. Im Vergleich der einzelnen Tumorentitidten trat die Hypermethylierung des
RASSF1A-Genpromotors bei kleinzelligen Karzinomen statistisch signifikant hiufiger auf als bei

Adenokarzinomen (p = 0,002), und Plattenepithelkarzinomen (p < 0,001).

Alter, Geschlecht, Rauchverhalten:

Im Folgenden wurde die Gruppe der mittels QMSP auswertbaren Patienten mit primiarem malignem
Lungentumor (n = 108) hinsichtlich Alter, Geschlecht und Rauchverhalten untersucht. Von 51
Patienten jiinger als 65 Jahre zeigten 14 (27 %), von 57 Patienten mit einem Lebensalter von 65 Jahren
oder élter 17 (30 %) eine Hypermethylierung des RASSF1A-Genpromotors. 17 (26 %) der 65
minnlichen Patienten und 14 (33 %) der 43 weiblichen Patienten sowie 21 von 90 Rauchern (23 %)
und 3 von 6 Nichtrauchern (50 %) zeigte eine RASSF1A-Hypermethylierung. Weder hinsichtlich des
Alters (p = 0,834), noch des Geschlechts (p = 0,519) oder des Raucherstatus (p = 0,163) gab es
signifikante Unterschiede in der Hypermethylierung des RASSF1A-Genpromotors zwischen den

jeweils betrachteten Gruppen.

Lokalisation:

Hinsichtlich der Tumorlokalisation (zentral: n = 73, peripher: n = 34; bei einem Patienten Lokalisation
nicht ermittelbar) zeigten 22 Patienten (30 %) mit zentralem und 8 Patienten (24 %) mit peripherem
primdrem malignem Lungentumor eine Hypermethylierung der RASSF1A-Promotorregion (p = 0,645,

nicht signifikant).

Staging:

91 der 108 auswertbaren Patienten mit primdrem malignem Lungentumor wiesen ein nicht-
kleinzelliges Karzinom der Lunge auf. Bei 88 Patienten lieB sich ein Tumorstadium nach UICC-
Klassifikation (siche Anhang) ermitteln (I: n = 15; II: n = 5; Il: n = 35, IV: n = 33). Eine
Hypermethylierung der RASSF1A-Promotorregion zeigte sich bei zwei Fillen im Stadium I (13 %)
sowie einem Fall im Stadium II (20 %), in 8 Fillen (23 %) im Stadium III und in 8 Fillen (24 %) im
Stadium IV. Die Unterschiede zwischen den vier Stadien sowie zwischen Stadium I und der

Kombination der Stadien II - IV zeigten keine statistische Signifikanz (p = 0,285).
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16 der 108 auswertbaren Patienten mit primidrem malignen Lungentumor wiesen ein kleinzelliges
Karzinom der Lunge auf (limited disease: n = 5, extensive disease: n = 11). Unter den Patienten mit
dem Tumorstadium /imited disease zeigten 2 Fille (40 %), mit dem Stadium extensive disease 9 Félle
(82 %) eine Hypermethylierung der RASSF1A-Promotorregion. Zwischen diesen beiden Gruppen gab
es keinen statistisch signifikanten Unterschied (p = 0,245).

Grading:

Bei 87 der 108 Personen mit primdrem malignem Lungentumor war eine histologische oder
zytologische Bestimmung des Differenzierungsgrades moglich (Grad 1: n =1, Grad 2: n = 24, Grad 3:
n =46, Grad 4: n = 16). Bei je 11 schlecht (Grad 3, 24 %) sowie entdifferenzierten Tumoren (Grad 4,
69 %) und 2 mittelgradig differenzierten Tumoren (Grad 2, 8 %) lieB sich eine Hypermethylierung des
RASSF1A-Genpromotors nachweisen. Gut differenzierte Tumoren (Grad 1) zeigten hier keine
Hypermethylierung. An dieser Stelle sei nochmals erwahnt, dass kleinzellige Lungenkarzinome per

definitionem entdifferenziert (Grad 4) sind.
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Tabelle 4.3 listet die Ergebnisse der Hypermethylierung der 3 untersuchten Genpromotoren (APC,
p16™** und RASSF1A) und des 3-Marker-Genpanels in Kombination iibersichtlich auf.

Anzahl Patienten APC plerA RASSF1A Kombination ©

Alter

< 65 Jahre 51 12 (24) 6 (12) 14 (27) 25 (49)

> 65 Jahre 57 9 (16) 13 (23) 17 (30) 30 (53)
Geschlecht

Weiblich 43 9(21) 7 (16) 14 (33) 23 (53)

Minnlich 65 12 (18) 12 (18) 17 (26) 32 (49)
Raucherstatus

Raucher 90 18 (20) 17 (19) 21(23) 45 (50)

Niemals geraucht 6 1(17) 1(17) 3 (50) 3 (50)
Zytologische Diagnose

positiv 56 15 (27) 9(19) 22 (39) 34 (61)

negativ 17 0(0) 0(0) 3(18) 3(18)

unklar 35 6 (17) 10 (29) 6 (17) 18 (51)
Tumorstadium *

IA - 1B 15 1(7) 1(7) 2 (13) 3 (20)

IIA - 1IB 5 1 (20) 1 (20) 1 (20) 3 (60)

IIIA - I11B 35 9 (26) 10 (29) 8 (23) 20 (57)

v 33 10 (30) 5(15) 8(24) 16 (48)

Limited disease 5 0(0) 0(0) 2 (40) 2 (40)

Extensive disease 11 0(0) 0(0) 9(82) 9(82)
Tumorlokalisation °

Zentral 73 16 (22) 14 (19) 22 (30) 40 (55)

Peripher 34 5(15) 5(15) 8 (24) 14 (41)
Tumorgrading

I 1 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

I 24 1(4) 6 (25) 2 (8) 7(29)

1 46 13 (28) 9 (20) 11(24) 24 (52)

v 16 0(0) 0(0) 11 (69) 11 (69)
Histologie / Zytologie °

SCC 30 5@17) 9 (30) 5@17) 14 (47)

AC 45 15 (30) 6 (12) 12 (24) 23 (46)

NSCLC 14 2 (13) 3(19) 4 (25) 7 (44)

SCLC 16 0(0) 0(0) 11 (69) 11 (69)

c¢SCLC 2 0(0) 1 (50) 0(0) 1 (50)

Sonstige ¢ 1 0(0) 1(33) 0(0) 1(33)

Tabelle 4.3: Ergebnisse der Promotorhypermethylierung im Uberblick.

Die Daten stellen n (%) dar. Sie beziehen sich auf die Gruppe der Patienten mit einem priméren malignen Lungentumor, die
mittels QMSP auswertbar waren (n = 108). SCC = Plattenepithelkarzinom; AC = Adenokarzinom; SCLC = kleinzelliges
Lungenkarzinom; oNSCLC = nicht-subklassifizierbares / nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom; c¢SCLC = kombiniertes
kleinzelliges / nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom.

? Tumorstadium nach UICC-Klassifikation (siche Anhang); bei zwei Patienten war das Tumorstadium nicht eindeutig: Ein
Patient verstarb, ein anderer verlie3 das Krankenhaus vor Abschluss des Stagings. ® Bei einem Patienten war aufgrund eines
diffus metastasierenden SCLC die Tumorlokalisation nicht eindeutig. © Die Tumorklassifikation wurde in 9 Féllen
ausschlieBlich auf der Grundlage der zytologischen Diagnostik festgelegt. 4 Patient mit einem priméren Sarkom der Lunge. °
Das Markerpanel wurde bei Methylierung mindestens eines Gens als positiv gewertet.
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4.3.4 Kombination der Promotorhypermethylierung (Genpanel)

Die Kombination der drei untersuchten Genpromotoren (APC, p16™** und RASSF1A, im weiteren
Text als Genpanel bezeichnet) ergab eine Sensitivitidt von 51 %. In 55 von 108 Féllen der Patienten
mit einem primdren malignen Lungentumor war eine Hypermethylierung von mindestens einer der
drei untersuchten Promotorregionen festzustellen (Abb. 4.8). Die Spezifitit entsprach in Kombination
der Ergebnisse 98 9%. Ein Nicht-Tumor Patient zeigte eine Hypermethylierung der APC-
Promotorregion (1/61). Hypermethylierungen zeigten sich statistisch signifikant haufiger (p < 0,001)
bei Patienten mit einem primédren malignen Lungentumor im Vergleich zu Personen mit benigner

Lungenerkrankung.

60% 1
BAPC 55/108 *

50% -
BP16
40% 1| sRASSF1A

31/108 *

30% 1| OGenpanel

21/108* 19/108

7

20% -

10%

Relative Haufigkeit der Hypermethylierung

0% -

Primare maligne Lungentumoren

Abb. 4.8: Relative Hiiufigkeit der Hypermethylierung bei primiren
malignen Lungentumoren (n = 108). * = statistische Signifikanz gegeniiber
der Gruppe benigner Lungenerkrankung.

Tumorentitdten:

In der Kombination der drei untersuchten Genpromotoren und Wertung als Test-positiv bei
Methylierung mindestens eines Promotors zeigte sich die hochste relative Haufigkeit der
Hypermethylierung von 69 % (11/16) bei den kleinzelligen Karzinomen. Allerdings kommt hier
ausschlielich eine Hypermethylierung des RASSF1A-Genpromotors zum Tragen. Plattenepithel-
sowie Adenokarzinome zeigten Promotorhypermethylierungen in der Haufigkeit von 47 % (14/30
bzw. 21/45), nicht-subklassifizierbare / nicht-kleinzellige Karzinome von 50 % (7/14). Abb. 4.9 stellt

diese Ergebnisse im Uberblick dar. Zudem zeigte der pl6™**

-Genpromotor eine aberrante
Methylierung im Fall von einem kombinierten kleinzelligen / nicht-kleinzelligen Karzinom (1 / 2)

sowie einem priméren Sarkom der Lunge.
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Sowohl kleinzellige Lungenkarzinome (p < 0,001), Plattenepithelkarzinome (p < 0,001),
Adenokarzinome (p < 0,001) als auch nicht-subklassifizierbare / nicht-kleinzellige Karzinome (p <
0,001) zeigten gegeniiber den benignen Lungenerkrankungen statistisch signifikant haufiger
Hypermethlierungen der untersuchten Genpromotoren in ihrer Kombination.

Ein Vergleich zwischen den einzelnen Tumorentititen zeigte keine statistische Signifikanz hinsichtlich
des Genpanels. Im Vergleich zwischen den untersuchten Genpromotoren zeigte sich eine statistisch

Ink4A

signifikant haufigerer Hypermethylierung bei RASSF1A gegeniiber APC (p = 0,002) und p16 p=

0,002) in der Gruppe der Patienten mit kleinzelligem Karzinom.

scc . 14/30 *
Ac I /45
oNscLc NN /14
scLc I 1 1/16*
Sfellomy Wi
Benigne LE | 1/61
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Relative Haufigkeit der Hypermethylierung

Abb. 4.9: Relative Haufigkeit der Hypermethylierung des Genpanels.

SCC = Plattenepithelkarzinom; AC = Adenokarzinom; SCLC = kleinzelliges
Lungenkarzinom; oNSCLC = nicht-subklassifizierbares / nicht-kleinzelliges
Lungenkarzinom; ¢SCLC = kombiniertes kleinzelliges / nicht-kleinzelliges
Lungenkarzinom. * = statistische Signifikanz gegeniiber der Gruppe benigner
Lungenerkrankung.

Zytologie gesamt:

Die Zytologie konnte in der Gruppe der Patienten mit einem primiren Malignom der Lunge (n = 108)
56 Patienten richtig positiv diagnostizieren, was einer Sensitivitit von 52 % entspricht (Wertung
zytologisch unklarer Diagnosen als Test-negativ). Zytologisch wurde kein Fall aus der Gruppe der
Patienten mit benigner Lungenerkrankung (n = 61) als falsch positiv diagnostiziert, was einer
Spezifitit von 100 % entspricht. In der Kombination der Zytologie mit dem hier verwandten QMSP-
Genpanel (APC, p16™* und RASSF1A) konnte eine deutliche Steigerung der Sensitivitit auf 71 %
(77/108) erreicht werden. Die Spezifitit der Kombination der beiden Methoden lag bei 98 % (60/61).
Die Abb. 4.10 zeigt dies im Uberblick.

58



B Zytologie

56/108 QMSP-Genpanel

" D

I Zytologie + QMSP

0/61

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Abb. 4.10: Sensitivitit und Spezifitit von zytologischer Diagnostik und
QMSP-Genpanel im Vergleich und in Kombination der beiden Methoden.
Wertung unklarer zytologischer Diagnosen als Test-negativ.

Positive Zytologie:

Unter den 56 als zytologisch positiv gewerteten Patienten (Fille mittels QMSP auswertbar) zeigten alle
einen malignen Lungentumor (positiver pradiktiver Wert = 100 %). 34 dieser Fille zeigten eine
Hypermethylierung mindestens eines der drei Gene des Panels. Dies entspricht einer relativen
Haufigkeit von 61 %. Die einzelnen Gene zeigten folgende Methylierungshiufigkeiten: APC: n = 15,
27 %; p16™**: n =9, 16 %; RASSF1A: n =22, 39 %.

Negative Zytologie:

59 Patienten wurden der Diagnosegruppe zytologisch negativ zugeordnet. Aus dieser Gruppe zeigten
17 Patienten ein Malignom der Lunge und sind damit hinsichtlich der zytologischen Diagnose als
falsch negativ anzusehen (negativer pradiktiver Wert = 54 %, bei Bewertung aller unklaren
zytologischen Diagnosen als Test-negativ). In 3 Fillen zeigte sich eine Hypermethylierung des
RASSF1A-Genpromotors (relative Héaufigkeit 15 %). Bei diesen 3 Fillen handelte es sich
ausschlieBlich um Adenokarzinome der Lunge, 2 in peripherer und eines in zentraler Lokalisation. Ein
Patient hatte ein Stadium IA, der zweite 1IB und der dritte Fall IIIA nach UICC-Klassifikation (siche
Anhang). Unter diesen Patienten gab es 2 Méanner und eine Frau, das Alter lag zwischen 49 und 70
Jahren. Die 42 Patienten mit benigner Lungenerkrankung zeigten in der Untersuchung mittels QMSP

keine Hypermethylierung eines Promotors der drei genannten Gene.

Unklare Zytologie:
Weitere 54 Patienten, bei denen ecine Untersuchung mittels QMSP moglich war, wurden als
zytologisch unklar eingestuft (zweifelhaft: n = 24; dringender Verdacht: n = 30). Unter diesen 54

Fillen zeigten 35 Patienten ein Malignom. Hypermethylierungen der Promotorregion mindestens eines
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der drei genannten Gene wurden in 18 Fillen festgestellt (APC: n = 6, 17 %; p16™**: n = 10, 29 %;
RASSF1A: n =6, 17 %), was einer relativen Haufigkeit von 51 % entspricht. Unter diesen 18 Fillen
waren 12 mit der zytologischen Diagnose dringender Verdacht (APC: n = 4; pl6™**: n = 8;
RASSFIA: n = 3) und 6 mit der Diagnose zytologisch zweifelhaft (APC: n = 2; pl6™*: n = 2;
RASSF1A: n = 3). Unter den Patienten gab es keine signifikanten Abweichungen im Vergleich zum
gesamten  Patientenkollektiv  hinsichtlich ~ der  Tumorentitit (6  Adenokarzinome, 7
Plattenepithelkarzinome, 2 nicht-subklassifizierbare nicht-kleinzellige Karzinome, 3 kleinzellige
Karzinome), der Lokalisation (6 peripher, 12 zentral), des Stadiums (2 IA — IIB, 8 IIIA —IIIB, 4 IV; 3
extensive disease; 1 unbekannt), des Geschlechtes (12 ménnlich, 6 weiblich), des Alters (48 — 77
Jahre) oder des Rauchverhaltens (16 Raucher, 2 unbekannt). Unter den 19 Patienten mit benigner
Lungenerkrankung zeigte sich in einem Fall eine Hypermethylierung des APC-Genpromotors (siche

auch Abschnitt 4.3.1).

Abb. 4.11 stellt die Ergebnisse des 3-Marker-Genpanels und der Einzelmarker in den verschiedenen

zytologischen Diagnosegruppen zusammengefasst dar.
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Abb. 4.11: Relative Hiufigkeit der einzelnen Genpromotoren und des 3-Marker-Genpanels in den
verschiedenen zvtologischen Diagnosegruppen.
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Alter, Geschlecht, Rauchverhalten:

Im Folgenden wurde die Gruppe der mittels QMSP auswertbaren Patienten mit primdrem malignem
Lungentumor (n = 108) hinsichtlich Alter, Geschlecht und Rauchverhalten untersucht. Von 51
Patienten jlinger als 65 Jahre zeigten 25 (49 %), von 57 Patienten mit einem Lebensalter von 65 Jahren
oder élter 30 (53 %) eine Hypermethylierung eines der drei Gene des Panels. 32 (49 %) der 65
minnlichen Patienten und 23 (53 %) der 43 weiblichen Patienten zeigten eine Hypermethylierung
mindestens eines Genpromotors. Bei 45 von 90 Rauchern (50 %) sowie 3 von 6 Nichtrauchern (50 %)
waren Genpromotoren im Panel hypermethyliert. Weder hinsichtlich des Alters (p = 0,847), noch des
Geschlechts (p = 0,698) oder des Raucherstatus (p = 1) gab es signifikante Unterschiede in der
Hypermethylierung des Genpanels zwischen den jeweils betrachteten Gruppen. Abb. 4.12 zeigt diese
Ergebnisse in der Ubersicht.
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Abb. 4.12: Relative Hiufigkeit der einzelnen Genpromotoren und des 3-Marker-Genpanels in
Abhingigkeit von Alter, Geschlecht und Raucherstatus. Hier zeigte sich keine statistische Signifikanz im
Vergleich der einzelnen Gruppen.

Lokalisation:

Hinsichtlich der Tumorlokalisation (zentral: n = 73, peripher: n = 34; bei einem Patienten Lokalisation
nicht ermittelbar) zeigten 40 Patienten (55 %) mit zentralem und 14 Patienten (40 %) mit peripherem
malignem Lungentumor eine Hypermethylierung eines der drei untersuchten Genpromotoren (p =

0,217, nicht signifikant). Dies stellt die Abb. 4.13 graphisch dar.
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Abb. 4.13: Relative Héufigkeit der einzelnen Genpromotoren und des
3-Marker-Genpanels hinsichtlich der Lokalisation der priméren
malignen Lungentumoren. Es zeigte sich keine statistische Signifikanz im
Vergleich zwischen zentralen und peripheren malignen Tumoren.

Staging:

91 der 108 auswertbaren Patienten mit primidrem malignem Lungentumor wiesen ein nicht-
kleinzelliges Karzinom der Lunge auf. Bei 88 Patienten lie sich ein Tumorstadium nach UICC-
Klassifikation (siche Anhang) ermitteln (I n = 15; II: n = 5; Ill: n = 35, IV: n = 33).
Hypermethylierungen mindestens eines der drei untersuchten Genpromotoren traten je bei 3 Fillen im
Stadium I (20 %) sowie im Stadium II (60 %), in 20 Fallen (57 %) im Stadium III und in 16 Féllen (48
%) im Stadium IV auf (Abb. 4.14).
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Abb. 4.14: Relative Hiufigkeit der einzelnen Genpromotoren und des 3-Marker-
Genpanels hinsichtlich des Stadiums des primdren malignen Lungentumors. Signifikant
zeigt sich hier der Unterschied zwischen Stadium I und III sowie I und der Kombination aus II
— IV (p = 0,029 und 0,023) im Genpanel.

62



Im Vergleich der einzelnen Stadien =zeigten sich im Stadium III signifikant héaufiger
Hypermethylierungen im Genpanel als Stadium I (p = 0,029). Im Stadium I zeigten sich weiterhin
signifikant seltener Hypermethylierungen als in der Kombination der Stadien II-IV (p = 0,023).

Kleinzellige Karzinome wurden bei 16 der 108 auswertbaren Patienten mit primidrem malignem
Lungentumor gefunden. 5 Patienten zeigten das Stadium einer limited disease, 11 Patienten das
Stadium einer extensive disease. Hypermethylierungen zeigten sich hier nur beim RASSF1A-

Genpromotor (siche Abschnitt 4.3.3).

Grading:

Bei 87 der 108 Personen mit primdrem malignem Lungentumor war eine histologische oder
zytologische Bestimmung des Differenzierungsgrades moglich (Grad 1: n =1, Grad 2: n = 24, Grad 3:
n =46, Grad 4: n = 16). Bei 24 Fillen eines schlecht differenzierten (Grad 3, 52 %), in 11 Fillen eines
entdifferenzierten (Grad 4, 69 %) und bei 2 mittelgradig differenzierten Tumoren (Grad 2, 8 %) liel3
sich eine Hypermethylierung eines Genpromotors im Genpanel nachweisen. Gut differenzierte
Tumoren (Grad 1) zeigten keine Hypermethylierung. Diese Ergebnisse zeigt Abb. 4.15 in der
Ubersicht. An dieser Stelle sei nochmals erwihnt, dass kleinzellige Lungenkarzinome per
definitionem  entdifferenziert (Grad 4) sind. Bei diesen 11 Fillen ging der
Hypermethylierungsnachweis ausschlielich auf den RASSF1A-Promotor zuriick.

Dichotomisiert man die Einteilung der Tumorgrade in Grad 1 — 2 (7/25, 28 %) und Grad 3 — 4 (35/62,
56 %), zeigt sich der Unterschied in der Hypermethylierung des 3-Marker-Genpanels statistisch
signifikant (p = 0,019).
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Abb. 4.15: Relative Hiufigkeit der einzelnen Genpromotoren und des 3-
Marker-Genpanels hinsichtlich des Differenzierungsgrades der priméren
malignen Lungentumoren. Statistisch signifikant war der Unterschied
zwischen der Zusammenfassung der Grade 1 —2 und 3— 4 (p =0,019).
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4.4 Hypermethylierung des 3-OST-2-Genpromotors

Zusitzlich zum 3-Marker-Genpanel aus APC, p16™* und RASSF1A wurde das Patientenkollektiv
dieser Arbeit auch auf Hypermethylierungen des 3-OST-2-Genpromotors untersucht. In den hier
vorliegenden Bronchialaspiraten, welche mittels QMSP auswertbar waren (n = 178) zeigte sich in
allen bis auf 3 Féllen eine Methylierung des 3-OST-2-Genpromotors, unabhingig von der Dignitét der

Lungenerkrankung, was die Definition eines cut-off-Levels notig machte.

4.4.1 Ermittlung eines cut-off-Levels

Zur Ermittlung eines cut-off-Levels, fiir die Diskrimination zwischen benigner und maligner
Lungenerkrankung, erfolgte die Analyse der 3-OST-2-QMSP-Daten mittels Endpunktanalyse, wie sie
auch schon beim APC-Genpromotor angewandt wurde (siche Abschnitt 3.4.5). Die Intensitit des
Fluoreszenzsignals des amplifizierten, methylierten 3-OST-2-Promotors am PCR-Endpunkt wurde im
Verhiltnis zum Referenzpromotor MYOD1 betrachtet (Fluoreszenz 3-OST-2 / Fluoreszenz MYOD1 x
100), und als Methylierungslevel definiert. Das Methylierungslevel (Abb. 4.16) schwankte bei
Patienten mit maligner Lungenerkrankung zwischen 0 — 1.418,8 (Mittelwert 163,6) und bei Féllen mit
benigner Lungenerkrankung zwischen 0 — 507,9 (Mittelwert 94,3).

Anhand einer ROC-Kurven-Analyse (receiver operating characteristic) sollte ein cut-off-Level fiir die
Hypermethylierung des 3-OST-2-Genpromotors etabliert werden (Abb. 4.17). Anhand der Flache
unter der ROC-Kurve (AUC = area under the curve) und deren 95 % Konfidenzintervall (CI) konnte
zundchst ermittelt werden, ob anhand des Methylierungslevels des 3-OST-2-Promotors signifikant
zwischen maligner und benigner Lungenerkrankung unterschieden werden konnte. Die AUC
unterschied sich mit 0,659 (95 % CI: 0,580 - 0,737) signifikant (p < 0,001) von der Diagonalen (0,5),
womit eine Diskrimination zwischen maligner und benigner Lungenerkrankung mittels Analyse der

Methylierung des 3-OST-2-Genpromotors moglich war.
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Abb. 4.16: Methylierungslevel des 3-OST-2-Genpromotors.
Methylierungslevel (3-OST-2 / MYOD1 x 100) bei maligner
Lungenerkrankung (n = 117) und benigner Lungenerkrankung
(n=61). LE = Lungenerkrankung.
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Abb. 4.17: ROC-Kurve zur Diskrimination zwischen
maligner und benigner Lungenerkrankung anhand der
Hypermethylierung des 3- OST-2-Genpromotors.

AUC (95 % CI): 0,659 (0,580 — 0,737).
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Eine gingige Methode zur Ermittlung eines cut-off-Levels ist die Bestimmung des hochsten Youden’s
Index der ROC-Kurve (Summe der Sensitivitat und Spezifitit eines Punktes der Kurve minus eins).
Hier liegt dieser bei einem Methylierunglevel von 110,4. Bei diesem Cut-Off-Level ergibt sich eine
Sensitivitdt von 57 % bei einer Spezifitit von 72 %. Da eine Spezifitit von 72 % im Umkehrschluss
eine Rate falsch positiver Patienten von 28 % bedeutet, ist dieser cut-off-Wert fiir einen klinischen
Test zu Ermittlung einer malignen Lungenerkrankung inakzeptabel. Die wichtigste Eigenschaft eines
solchen Testes ist eine moglichst geringe Rate falsch positiver Patienten. Bei einer Spezifitit von 95 %
hinsichtlich der Hypermethylierung des 3-OST-2-Genpromotors verbleibt eine Sensitivitdt von 18 %
bei einem entsprechenden Methylierungslevel von 264,6 als cut-off~Wert. In der weiteren Analyse

wurde dieses cut-off-Level verwandt.

4.4.2 Anwendung des gewihlten cut-off-Levels

Bei dem unter Abschnitt 4.4.1 beschriebenen cut-off-Level zeigte sich die QMSP hinsichtlich der
Hypermethylierung des 3-OST-2-Genpromotors bei 17 von 108 Patienten mit einem priméren
malignen Lungentumor positiv (Sensitivitit 16 %). In der Gruppe der Patienten mit benigner
Lungenerkrankung (n = 61) zeigten sich drei Patienten falsch positiv (Spezifitit 95 %). Die
Diskrimination zwischen maligner und benigner Lungenerkrankung anhand der Hypermethylierung

des 3-OST-2-Genpromotors war knapp statistisch signifikant (p = 0,046).

Tumorentitdten:

Unter den 17 richtig positiven Féllen zeigten 8 Patienten ein Adenokarzinom der Lunge (18 %, 8/45).
Unter den verschiedenen Karzinomentitidten war das Adenokarzinom das einzige, welches hinsichtlich
der Hypermethylierung des 3-OST-2-Genpromotors gegeniiber den Patienten mit benigner
Lungenerkrankung statistische Signifikanz zeigte (p < 0,05). Weiterhin zeigten sich 4 Félle mit einer
Hypermethylierung des 3-OST-2-Genpromotors unter den Patienten mit Plattenepithelkarzinom (13
%, 4/30), 3 Félle unter den anderen nicht-subklassifizierbaren / nicht-kleinzelligen Karzinomen (21 %,

3/14) und 2 Fille unter den kleinzelligen Lungenkarzinomen (13 %, 2/16).

Alter, Geschlecht, Rauchverhalten:

Unter den 17 Patienten mit einer Hypermethylierung des 3-OST-2-Genpromotors und priméirem
malignem Lungentumor waren 8 jlinger als 65 Jahre (16 %, 8/51) und 9 Patienten > 65 Jahre (16 %,
3/57), 12 Patienten waren ménnlich (18 %, 12/65) und 5 Patienten weiblich (12 %, 5/43). Unter den 90
Rauchern zeigten 14 Patienten (16 %) und unter den 6 Nichtrauchern ein Patient (17 %) eine

Hypermethylierung des 3-OST-2-Genpromotors. Weder hinsichtlich des Alters (p = 1), des
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Geschlechtes (p = 0,424) noch hinsichtlich des Raucherstatus (p = 1) zeigte sich ein statistisch

signifikanter Unterschied.

Lokalisation:

Hinsichtlich der Tumorlokalisation (zentral: n = 73, peripher: n = 34; bei einem Patienten Lokalisation
nicht ermittelbar) zeigten 11 Patienten (15 %) mit zentralem und 6 Patienten (18 %) mit peripherem
primdrem malignem Lungentumor eine Hypermethylierung des 3-OST-2-Genpromotors (p = 0,780,

nicht signifikant).

Zytologie:
Bei Patienten mit primdrem malignem Lungentumor wurde nach 12 positiven, 3 unklaren (3 dringend
verddchtigen, keiner zweifelhaften) und 2 negativer Diagnosen eine Hypermethylierung des 3-OST-2-

Genpromotors nachgewiesen (n = 17).

Falsch positive Patienten

Insgesamt zeigten 3 Patienten mit einer benignen Lungenerkrankung (n = 61) eine Hypermethylierung
des 3-OST-2-Genpromotors iiber dem festgelegten cuz-off-Wert. Eine Patientin (71 Jahre, Raucher)
zeigte rontgenmorphologisch einen Rundherd im linken Oberlappen der Lunge, welcher operativ
saniert wurde und histogenetisch am ehesten einer tuberkulésen Verdnderung entsprach, jedoch ohne
Nachweis sédurefester Stibchen. Zytologisch wurde die Patientin in die Kategorie zweifelhaft
eingeordnet. Ein weiterer Patient (ménnlich, 83 Jahre, Nichtraucher) zeigte eine Lungenembolie mit
Koagelbildung im rechten Lungenoberlappen. Die Erhebung des Referenzstandards erfolgte hier auf
klinischer Grundlage, zytologisch stellte sich der Patient negativ dar. Der dritte Patient zeigte ebenfalls

eine Hypermethylierung des APC-Genpromotors und wurde in Abschnitt 4.3.1 bereits aufgefiihrt.

4.4.3 Erweiterung des QMSP-Panels um den 3-OST-2-Genpromotor

Erweitert man das 3-Marker-QMSP-Genpanel aus APC, p16I“k4A und RASSF1A um den 3-OST-2-
Genpromotor, zeigten 61 von 108 tumorpositiven Patienten dieses Patientenkollektivs eine
Hypermethylierung mindestens eines der 4 Genpromotoren. In der Gruppe der Patienten mit benigner
Lungenerkrankung (n = 61) zeigten 3 Patienten eine Hypermethylierung des 3-OST-2-, einer dieser
Patienten zusitzlich des APC-Genpromotors. Somit zeigte das 4-Marker-QMSP-Genpanel aus APC,
pl6™** RASSF1A und 3-OST-2 in diesem Patientenkollektiv eine Sensitivitit von 56 % und eine
Spezifitit von 95 %. Auch das 4-Marker-Genpanel konnte signifikant zwischen beiden Gruppen
unterscheiden (p < 0,001).
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5. Diskussion

Die Promotorhypermethylierung verschiedener Tumorsuppressorgene und der damit verbundene
Verlust der Genexpression ist ein hdufiges Ereignis in der Genese des Lungenkarzinoms. Ein
quantitativer Methylierungsnachweis kann sowohl an Tumorresektaten als auch an bioptischem
zytologischem oder histologischem Untersuchungsmaterial erfolgen und ist hochspezifisch fiir eine
maligne  Transformation (Referenzen sieche Tabelle 5.l1a-c). Besonders zytologisches
Untersuchungsmaterial ist wenig invasiv entnommen und ermoglicht daher zusatzlich zur
morphologischen Tumordiagnose eine parallele quantitative Methylierungsanalyse an gleichem
Untersuchungsmaterial. Diese kann gerade bei morphologisch-diagnostisch nicht sicherem
Tumornachweis die zytologische Diagnose stiitzen. Die vorliegende Arbeit untersucht erneut die
diagnostische Anwendbarkeit des im Institut fiir Cytopathologie der Heinrich-Heine-Universitat
Diisseldorf bereits etablierten Genpanels aus APC, pl6™** und RASSFIA und prift die

Erweiterbarkeit des Panels durch Hinzunahme von 3-OST-2.

In dem hier vorliegenden Patientenkollektiv konnte in 21, 19 bzw. 31 Féllen von 108 Patienten mit
einem priméren malignen Lungentumor eine Hypermethylierung des APC-, p16™**- bzw. RASSF1A-
Genpromotors nachgewiesen werden. 55 von 108 Patienten mit einem malignen Tumor der Lunge
zeigte in der kombinierten Auswertung die Hypermethylierung mindestens eines Promotors des
Genpanels, was einer Sensitivitit von 51 % entspricht. Unter den 61 Patienten mit benigner
Lungenerkrankung zeigte sich 1 Patient mit einer Hypermethylierung des APC-Genpromotors, einer
Spezifitit des Genpanels von 98 % entsprechend. Diese Ergebnisse bestitigen eine frithere Studie des
Instituts fiir Cytopathologie mit gleichem Genpanel aus APC, p16™** und RASSF1A, welche eine

Sensitivitdt von 53 % und eine Spezifitit von > 99 % zeigte [153].

Unter den zum Vergleich herangezogenen Studien (Referenzen siehe Tabelle 5.1) zeigten sich teils
extreme Unterschiede in den Ergebnissen. Dies ist auf Unterschiede im verwendeten Studiendesign,
PCR-Protokoll, in den untersuchten Materialien sowie im Einzelfall auch auf andere Faktoren wie
gravierende Unterschiede im Patientenkollektiv zuriickzufiihren. Zum Vergleich und zur Einordnung

der eigenen Ergebnisse werden diese im Folgenden differenzierter diskutiert.
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5.1 Quantitative und konventionelle MSP im Vergleich

Herman et al. entwickelten aufbauend auf der Bisulfitkonversion (siche Abschnitt 3.3) die
Methylierungsspezifische PCR (MSP, siche Abschnitt 3.4) [150]. Selbst diese anfangliche Methode
zeigte schon hohe Sensitivitdten mit einer Detektion von einem methylierten Allel unter 1.000 nicht-
methylierten Allelen [150]. Palmisano et al. entwickelten diese Methode zu einer 2-Schritt-MSP
weiter (nested-PCR) [204]. Bei dieser Methode kommt vor der Methylierungsspezifischen eine
weitere nicht-Methylierungsspezifische PCR zum Einsatz, deren Primer die zu untersuchende Region
des entsprechenden Genpromotors flankieren, womit DNA-Fragmente < 1.000 bp amplifiziert werden
[204]. Dies steigerte die Sensitivitdt deutlich auf ein detektierbares, methyliertes Allel unter 10.000
nicht-methylierten [205]. Andererseits senkte die 2-Schritt-MSP damit jedoch erheblich die Spezifitit,
was in der klinischen Anwendung zu falsch positiven Befunden fithren wiirde. Zudem fiihrten beide
genannten Methoden schon ab einem Methylierungslevel von 10 % zu positiven Ergebnissen [150],
[204]. Eine zu haufige Amplifikation des Untersuchungsmaterials hebt das regelhafte vorkommen von
methylierten CpG-Dinukleotide im untersuchten DNA-Abschnitt {iber die detektierbare Schwelle,

fiihrt zu falsch positiven Ergebnissen und wird somit klinisch unbrauchbar.

Eads et al. entwickelten die MSP zu einem quantitativen Methylierungsnachweis weiter (QMSP)
[149]. Durch eine Fluoreszenz-markierte DNA-Sonde, welche zwischen den beiden Primern
hybridisiert, wird eine Quantifizierung der Methylierung mdglich (siehe Abschnitt 3.4). Zudem erhoht
sich durch die Sonde die Spezifitit der Methode [149]. Verschiedene Methylierungslevel kdnnen
durch die Quantifizierung in eine relative Beziehung zu Referenzgenen (hier MYODI, siehe Abschnitt
3.4) gesetzt werden. Somit lassen sich Schwellenwerte (cut-off-Level) fiir die Diskrimination zwischen
einer positiven und einer negativen Probe definieren.

Im Folgenden wird die QMSP (quantitative MSP) mit der CMSP (konventionelle MSP) verglichen,
wobei aufgrund sekundéirer Bedeutung fiir die vorliegende Arbeit unter CMSP Studien hier 1-Schritt-
und 2-Schritt-MSP subsummiert werden. Bei der Auswahl der hier angefiihrten Studien (Referenzen
siche Tabelle 5.1a-c) wurde darauf geachtet, die Anzahl der unterschiedlichen, in den Studien

verwendeten PCR-Protokolle (Primer, Sonden) klein zu halten, um Vergleichbarkeit zu gewihrleisten.

Betrachtet man ausschlieBlich die Studien unter den hier angefiihrten, welche die QMSP zur Analyse
der Genpromotorhypermethylierung verwandten, zeigten sich diese durchweg spezifischer im
Vergleich zu den CMSP-Studien. Dies bedingt eine wesentlich geringere Rate an falsch positiven
Féllen und stellt den entscheidenden Vorteil der QMSP als Methode hinsichtlich der Diagnostik von
malignen Lungentumoren dar.

QMSP-Studien zur Hypermethylierung des APC-Genpromotors wiesen Spezifititen von 94 — 100 %
(Mittelwert = 95 %) auf [94], [100], [153], [154], [163], [164], [206], [207], worin sich die Ergebnisse

dieser Arbeit mit einer Spezifitit von 98 % sehr gut einordnen. Im Vergleich dazu lagen CMSP-
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Studien mit Spezifititen von 69 — 100 % (Mittelwert = 85 %) deutlich darunter [95], [99], [162],
[208], [209]. Ausgenommen ist hier die Studie von Jin et al. [210], welche trotz QMSP-Protokoll nur
eine Spezifitit von 65 % aufwies. Der Grund fiir diese starke Abweichung wird am zu niedrig
gewihlten cut-off-Level fir die Methylierung des APC-Gens liegen, was auch die hochste Sensitivitat
(38 %) unter den aufgefiihrten QMSP-Studien erklart.

Ahnliches zeigte sich hinsichtlich des p16™**-Genpromotors mit Spezifititen von 83 — 100 %
(Mittelwert = 97 %) in der Literatur [94], [153], [155], [210]-[215], was gegeniiber den CMSP-
Studien mit Raten von 56 — 100 % (Mittelwert = 87 %) deutlich hoher war [95], [99], [205], [208],
[209], [216]-[226]. Studien mit QMSP-Protokoll zeigten hinsichtlich der Hypermethylierung des
RASSF1A-Promotors mit 96 — 100 % (Mittelwert = 99 %) die hdchsten Spezifititen der untersuchten
drei Gene [94], [153], [156], [206], [207], [210]-[213], [227]-[229]. Allerdings war hier der
Unterschied zu CMSP-Studien mit Werten von 92 — 100 % (Mittelwert = 96 %) weniger deutlich [95],
[99], [107], [205], [208], [209], [216], [218], [222], [224], [226], [230]. Sowohl fiir den Nachweis

k44 als auch von RASSFIA zeigte die vorliegende

einer Hypermethylierung des Promotors von p16
Arbeit eine Spezifitit von 100 %, was zu dem aufgezeigten Ergebnissen der verschiedenen QMSP-

Studien passt.

Die Hohere Spezifitit der QMSP bedingt meist jedoch geringere Detektierungsraten der
Hypermethylierung der untersuchten Genpromotoren (Sensitivitit) bei Patienten mit einem priméren
malignen Lungentumor. Diese Tatsache ist bei einem Werkzeug in der Diagnostik fiir maligne
Erkrankungen viel eher in Kauf zu nehmen, als falsch positive Befunde (geringere Spezifititen).

QMSP-Studien wiesen im Falle des APC-Genpromotors bei Lungentumorpatienten relative Raten der
Hypermethylierung (Sensitivititen) von 16 — 31 % (Mittelwert = 24 %) auf [94], [100], [153], [154],
[163], [164], [206], [207], CMSP-Studien im Vergleich dazu 23 — 45 % (Mittelwert = 40 %) [95],
[99], [162], [208], [209]. Hinsichtlich der Hypermethylierung des p16™**-Genpromotors betrug der
Unterschied zwischen QMSP- und CMSP-Studien 12 — 45 % (Mittelwert = 22 %) [94], [153], [155],
[210]-[215] zu 6 — 64 % (Mittelwert = 34 %) [95], [99], [205], [208], [209], [216]-[226]. Bei der
Analyse des RASSF1A-Promotors waren Studien mit QMSP-Protokoll mit Werten von 27 — 73 %
(Mittelwert = 44 %) [94], [100], [153], [156], [206], [207], [210]-[213], [227]-[229] gegeniiber
Studien mit CMSP-Protokoll mit Werten von 6 — 51 % (Mittelwert = 33 %) [95], [99], [107], [205],
[208], [209], [216], [218], [222], [224], [226], [230] hinsichtlich der Sensitivitit sogar iiberlegen. Die
eigenen Ergebnisse des Hypermethylierungsnachweises des APC, p16™** und RASSF1A-Promotors
mit Sensitivititen von 19, 18 und 29 % harmonieren auch in dieser Hinsicht mit den Ergebnissen der

aufgefiihrten QMSP-Studien.
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5.2 Bedeutung der Verwendung von zytologischem Untersuchungsmaterial

In der vorliegenden Arbeit wurden Bronchialaspirate von Patienten mit malignen und benignen
Lungenerkrankungen untersucht. Das Untersuchungsmaterial wurde zuvor in Saccomannos-Losung
fixiert. Die hier aufgefiihrten Studien mit QMSP-Protokoll und zytologischem Untersuchungsmaterial
(Sputum, Bronchialaspirate; Referenzen siche Tabelle 5.1a-c) verwendeten ebenfalls Saccomannos-
Fixativ bis auf eine Studie von Topaloglu et al., in welcher die zentrifugierten Zellpellets bei -80° C
konserviert wurden [100]. In den {ibrigen Studien (Referenzen siche Tabelle 5.1a-c) wurde das
Material (zytologisch oder Gewebe) meist mittels fliissigem Stickstoff gefroren und bei -80° C bis -
140° C konserviert. Bei einigen Studien stammte das Material fiir die PCR aus Paraffinblocken von
reseziertem Tumorgewebe [95], [209], [215], [216], [223], [228], [229]. Das Gewebe aus
Paraffinblocken wurde mittels Formalin fixiert, welches DNA stark degradiert und damit die
Bisulfitkonversion beeintrachtigt, demgegeniiber bleibt DNA in Saccomannos-Fixativ oder < -80 °C

gefrorenem Untersuchungsmaterial in einem chemisch unmodifizierten Zustand konserviert [146].

Zwischen den Studien mit zytologischem oder histologischem Untersuchungsmaterial gab es deutliche
Unterschiede in den Ergebnissen der Promotorhypermethylierung. Die hier verwandten
Bronchialaspirate implizieren einen geringeren Gehalt an Tumorzellen und einen héheren Gehalt an
gesunden Zellen im Vergleich zu reseziertem Tumorgewebe, was hohe Anforderungen hinsichtlich der
Sensitivitdt an die verwandte Methode stellt. Studien mit QMSP-Protokoll und zytologischem
Untersuchungsmaterial (Sputum, Bronchialaspirate, bronchiale Biirstungen) zeigten Sensitivititen von
16 — 31 % (Mittelwert = 22 %) und Spezifitidten von 94 — 100 % (Mittelwert = 98 %) hinsichtlich der
Hypermethylierung des APC-Genpromotors [94], [100], [153], [154], [206], [207]. Fiir den p16™**-
bzw. RASSF1A-Genpromotor zeigten sich relative Raten der Hypermethylierung von 12 — 24 %
(Mittelwert = 19 %) bzw. 38 — 44 % (Mittelwert = 42 %) bei Patienten mit einem malignen
Lungentumor (Sensitivitit) und Werte von 100 % bzw. 96 — 100 % (Mittelwert = 98 %) in den
tumorfreien Kontrollgruppen (Spezifitdt) [94], [153], [155], [156], [206], [207], [211], [212], [227].
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit (Sensitivitdt bzw. Spezifitit fir APC 19 % bzw. 98 %, fiir
p16™4 18 % bzw. 100 % und RASSF1A 29 % bzw. 100 %) bestitigen im Wesentlichen die Werte
aus der Literatur. Die geringere relative Rate der Hypermethylierung des RASSF1A-Genpromotors
von 29 % bleibt teilweise unklar, konnte jedoch im geringen Anteil an kleinzelligen Karzinomen
dieses Patientenkollektivs (16 von 108 primédren malignen Lungentumoren, 15 %) begriindet sein.
Grote et al. zeigten der Literatur entsprechende Sensitivitdten in der Detektierung einer RASSF1A-
Promotorhypermethylierung von 44 % [156]. Hier war der Anteil der kleinzelligen Lungenkarzinome
mit 29 % (46 von 157 malignen Lungentumoren) wesentlich hoher. Andererseits zeigten Schmiemann
et al. dhnlich haufig Hypermethylierungen des RASSF1A-Genpromotors (41 %) bei einem wesentlich
geringeren Anteil an kleinzelligen Karzinomen (19 %, 17 von 89 malignen Lungentumoren) [153].

Beide Studien verwandten das gleiche QMSP-Protokoll mit gleichen Primern und Sonden wie die
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vorliegende Arbeit.

Im Vergleich dazu zeigten QMSP-Studien an reseziertem Tumorgewebe fiir alle drei Genpromotoren
hohere relative Raten der Hypermethylierung (APC: 25 — 30 % (Mittelwert = 27 %) [94], [163], [164],
pl6™*: 14 — 45 9% (Mittelwert = 25 %) [94], [210], [213]-[215], RASSF1A: 27 — 73 % (Mittelwert =
48 %) [94], [210], [213], [228], [229]). Dies ist wohl in der deutlich héheren Anzahl von
Karzinomzellen im Resektat begriindet, wodurch der Schwellenwert der Detektion héaufiger
iiberschritten wird. In den meisten der genannten Studien wurde benachbartes, histologisch-
karzinomfreies Gewebe des Resektats als Negativkontrolle der QMSP verwandt. Das 100 % bzw. im
Mittel 96 % korrekt als karzinomfrei erkannte Material fiir den APC- und RASSF1A-Promotor bzw.
den pl6™**-Genpromotor bestitigt die hohe Spezifitit der QMSP und zeigt ihre schr gute
Diskriminationsfahigkeit zwischen benigne und maligne. Die Resultate der QMSP an zytologischem
und reseziertem Untersuchungsmaterial sind demnach vereinbar, was darauf hinweist, dass maligne
Tumoren der Lunge anhand der QMSP an zytologischem Untersuchungsmaterial in hohen Raten

nachgewiesen werden konnen.

Zwei der hier angefiihrten Studien mit QMSP-Protokoll machten den direkten Vergleich zwischen
zytologischem und reseziertem Untersuchungsmaterial. Topaloglu et al. untersuchten in Threr Studie
die Hypermethylierung von acht Genpromotoren (u. a. APC, p16™** und RASSF1A) an 31 Patienten
mit einem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom [100]. Von diesen Patienten stand sowohl das
Resektat als auch eine direkt vor der Operation gewonnene bronchoalveoldre Lavage (BAL) zur
Verfligung. Hier zeigte die QMSP eine wesentlich geringere relative Rate der Hypermethylierung aller
drei Gene an der BAL gegeniiber dem Resektat: APC 16 vs. 55 %, p16™* 3 vs. 23 % und RASSFIA
12 vs. 45 %. Eine karzinomnegative Kontrollgruppe lag nur fiir die BAL vor und zeigte bei allen drei
Genpromotoren eine Spezifitdt von 100 %. Die Studie von Shivarpurkar et al. machte den direkten
Vergleich an Sputum und reseziertem Tumorgewebe der selben Patienten mit einem QMSP-Genpanel,
welches auch APC, p16™** und RASSF1A enthielt [94]. Die Spezifitit zeigte sich hier in allen Fillen
(definitionsgemaB) mit 100 % stabil. Die Sensitivitdt hinsichtlich der Detektion einer
Hypermethylierung der Genpromotoren iiberstieg bei allen drei Genen an reseziertem Tumorgewebe
(APC 30 %, p16™** 45 %, RASSF1A 45 %) die Sensitivitit an Sputen (APC 23 %, p16™** 23 %,
RASSF1A 39 %). Dies bestitigt den oben beschriebenen Trend einer geringeren Sensitivitdt der
QMSP an zytologischem Untersuchungsmaterial bei gleichbleibender Spezifitit, was in der geringeren
Tumorzellzahl im zytologischen Material begriindet ist. Wichtiger ist jedoch, dass es in beiden Studien
keinen Fall einer Hypermethylierung im zytologischen Material gab, wenn diese nicht auch
gleichzeitig im Resektat vorlag [94], [100]. Dies zeigt, dass diec QMSP im Falle der drei
Genpromotoren APC, p16™* und RASSFI1A an zytologischem Material ein reliables und bei ggf.
erforderlicher Etablierung von diagnostischen Schwellenwerten ein tumorspezifisches Verfahren zur
Detektion von Lungenkarzinomen ist.

Weitere Studien zeigen die Reliabilitdt der Detektierung einer Genpromotorhypermethylierung an
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zytologischem gegeniiber reseziertem Untersuchungsmaterial mit einem CMSP-Protokoll fiir die drei
hier untersuchten Gene APC, p16™** und RASSF1A [216]-[218], [220], [222]. Auch hier zeigte sich
die Sensitivitdit der Methode an zytologischem Material geringer. In diesen Studien gab es
zusammengenommen nur einen Fall in dem eine Hypermethylierung eines Genpromotors (p16™**) in
Ink4A

zytologischem Material, jedoch nicht im Resektat auftrat [216]. Es ist bekannt, dass eine pl16

Methylierung bei Rauchern ohne Nachweis eines malignen Lungentumors vorliegen kann [221].

Unter den zytologischen Materialien gibt es zwei wesentliche Gruppen, Sputum und bronchoskopisch
gewonnenes Material (bronchiale Biirstungen, Bronchiallavagen und bronchoalveoldre Lavagen). Der
Vorteil von bronchoskopischem Material ist die standardisierte Methode der selektiven
Probenentnahme z. B. aus in der Bildgebung verdachtigen Lungenabschnitten. Der Nachteil ist, dass
die Methode zeit- und kostenaufwiéndig ist und der Patient meist sediert oder anisthesiert werden
muss. Sputum hingegen kann durch den Patienten selbst gesammelt werden. Dies erfordert jedoch eine
recht hohe Compliance des Patienten, denn um verwertbare Proben zu erhalten sollte mehrfach
morgendlich gesammeltes, und ggf. durch einen NaCl-Vernebler induziertes Sputum gepoolt werden.
Eine Studie von Cirincione et al., welche nicht-induziertes, einmalig morgens gewonnenes Sputum
von Patienten mit maligner Lungenerkrankung untersuchte, zeigte mit nur 6 %iger Sensitivitét fiir die

Hypermethylierung des p16™**

- und RASSF1A-Genpromotors auffillig niedrige Werte (Spezifitit 86
bzw. 99 %). Das resezierte Tumorgewebe derselben Patienten hingegen wies relative Raten der
Hypermethylierung von 41 bzw. 52 % auf [224]. Zudem ist Sputum durch Zellen aus dem gesamten
oberen Aerodigestivtrakt verunreinigt, was zu mehr falsch positiven Ergebnissen fithren kann [221],
[231]. Unter den hier vorliegenden Studien mit QMSP-Protokoll zeigten sich jedoch durchaus
vergleichbare Ergebnisse fiir Sputen und bronchoskopisch gewonnenes Untersuchungsmaterial. Im
Mittel zeigten sich Spezifititen von > 99 % fiir bronchoskopisch gewonnene Materialien und 97 %,
100 % bzw. 97 % fiir Sputen fiir den APC-, p16™**- bzw. RASSF1A-Genpromotor. Die mittleren
Sensitivitdten lagen bei 21 %, 15 % und 37 % bei bronchoskopisch gewonnenem Material gegeniiber
24 %, 23 % und 40 % bei Sputen (Referenzen siehe Tabelle 5.1a-c). In wie weit die leicht niedrigeren
Spezifititen und leicht hoheren Sensitivititen der (Q)MSP an Sputen auf einen Feldeffekt der

Karzinogenese zuriickzufiihren sind wird in Abschnitt 5.6 diskutiert.
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Tabelle 5.1a: Ausgewiihlte Studien zur Hypermethylierung des APC-Genpromotors

Autor / Referenz

Grote et al., 2004 [154]

Schmiemann et al., 2005 [153]

Vorliegende Arbeit
Topaloglu et al., 2004 [100]
Shivapurkar et al., 2007 [94]
Hubers et al., 2014 [207]
Hubers et al., 2012 [206]
Shivapurkar et al., 2007 [94]
Jin et al., 2009 [210]
Brabender et al., 2001 [163]
Usadel et al., 2002 [164]
Toyooka et al., 2001 [99]
Zhang et al., 2011 [208]
Safar et al., 2005 [209]
Toyooka et al., 2003 [95]
Virmani et al., 2001 [162]

Tabelle 5.1b: Ausgewiihlte Studien zur Hypermethylierung des p16

Autor / Referenz

Schmiemann et al., 2005 [153]

Grote et al., 2005 [155]
Vorliegende Arbeit
Nikolaidis et al., 2012 [211]
Topaloglu et al., 2004 [100]
De Jong et al., 2009 [212]

Probe

BA, BB
BA, BB
BA, BB
BA

Sputum
Sputum
Sputum
Gewebe
Gewebe
Gewebe
Gewebe
Gewebe
Gewebe
Gewebe
Gewebe

Gewebe

Probe

BA, BB
BA, BB
BA, BB
BA
BA
BB

Methode

QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP

Methode

QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
QMSP

Spezifitit
99 % (1/67)
99 % (1/102)
98 % (1/61)
100 % (0/10)
100 % (0/25)
94 % (5/90)
96 % (2/47)
100 % (0/40) ®
65 % (22/63)®
100 % (0/10)
entfillt ©
entfillt ©
87 % (10/78) °
69 % (10/32)®
86 % (12/84) °
100 % (0/18) ®

Spezifitit
100 % (0/102)
100 % (0/54)
100 % (0/61)
100 % (1/322)
100 % (0/10)
100 % (0/18)

Ink4A

Sensitivitit
29 % (45/155)
16 % (14/85)
19 % (22/117)
16 % (5/31)
23 % (3/13)

31 % (30/98)
17 % (9/35)
30 % (12/40)
38 % (27/72)
25 % (23/91)
25 % (23/93)
34 % (54/158)
56 % (44/78)
23 % (24/105)
41 % (211/514)
46 % (22/48)

-Genpromotors

Sensitivitit
12 % (10/85)
24 % (18/75)
17 % (20/117)
16 % (54/333)
3 % (1/31)
20 % (2/10)

AC*®
34 % (14/41)
24 % (8/33)
30 % (15/50)
k. A.
k. A.
k. A.
k. A.
k. A.
42 % (18/43)
k. A.
k. A.
53 % (41/77)
k. A.
k. A.
54 % (161/299)
k. A.

AC*®
6% (2/33)
12 % (3/25)
12 % (6/50)
k. A.
k. A.
k. A.

scc?
26 % (12/47)
19 % (3/16)
17 % (5/30)
k. A.
k. A.
k. A.
k. A.
k. A.
30 % (7/23)
k. A.
k. A.
16 % (6/38)
k. A.
k. A.
22 % (43/194)
k. A.

scc?
38 % (6/16)
56 % (14/25)
30 % (9/30)
k. A.
k. A.
k. A.

oNSCLC*
57 % (12/21)
17 % (3/18)
13 % (2/16)

F 8 FE FlE PR FIE
4 Bd Bl Bd

A.
53 % (11/21)
k. A.

oNSCLC*
57 % (12/21)
k. M.
19 % (3/16)
k. A.
k. A.
k. A.

SCLC®
13 % (5/40)
0% (0/17)
0% (0/16)
k. M.

S R
= 2 22> > £

M.
16 % (7/43)
k. M.
k. A.
k. M.
k. M.

SCLC®
6% (1/17)
4% (1/25)
0% (0/16)
k. A.
k. M.
k. M.
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Autor / Referenz
Shivapurkar et al., 2007 [94]
Shivapurkar et al., 2007 [94]
Jin et al., 2009 [210]

Gu et al., 2006 [213]
Hong et al., 2007 [214]
Ota et al., 2006 [215]

Kim et al., 2004 [216]
Ahrendt et al., 1999 [217]
Guo et al., 2004 [218]
Chan et al., 2002 [219]
Kersting et al., 2000 [220]
Belinsky et al., 2002 [221]
Belinsky et al., 2006 [205]
Belinsky et al., 2007 [222]
Destro et al., 2004 [223]
Cirincione et al., 2006 [224]
Kersting et al., 2000 [220]
Belinsky et al., 2007 [222]
Kim et al., 2004 [216]
Ahrendt et al., 1999 [217]
Chan et al., 2002 [219]
Toyooka et al., 2001 [99]
Zhang et al., 2011 [208]
Safar et al., 2005 [209]
Toyooka et al., 2003 [95]
Xie et al., 2006 [225]

Probe
Sputum
Gewebe
Gewebe
Gewebe
Gewebe
Gewebe
BA
BA
BA
BA
BA, BB
BB
Sputum
Sputum
Sputum
Sputum
Gewebe
Gewebe
Gewebe
Gewebe
Gewebe
Gewebe
Gewebe
Gewebe
Gewebe

Gewebe

Methode
QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP

Spezifitit
100 % (0/25)
100 % (0/40) ®
98 % (1/63) °
entfillt ©
89 % (9/81)
entfillt ©
94 % (8/127)
entfillt ©
100 % (0/20)
entfillt ©
88 % (3/25)
56 % (18/41)
73 % (25/92)
entfillt ©
96 % (4/100)
82 % (20/112)
84 % (5/25)
entfillt ©
entfillt ©
entfillt ©
entfillt ©
entfillt ©
94 % (5/78) °
75 % (8/32) °
95 % (4/84) °
75 % (9/36)

Sensitivitit
23 % (3/13)
45 % (18/40)
14 % (10/72)
22 % (34/155)
27 % (22/81)
18 % (43/244)
16 % (14/85)
24 % (12/50)
20 % (4/20)
26 % (11/43)
22 % (11/51)
44 % (23/52)
40 % (39/98)
40 % (29/72)
32 % (16/50)
6 % (1/18)

35 % (18/51)
47 % (34/72)
28 % (24/85)
38 % (19/50)
64 % (48/75)
25 % (40/158)
26 % (20/78)
40 % (42/105)
25 % (129/514)
64 % (43/67)

AC*®
k. A.
k. A.
9 % (4/43)
23 % (18/77)
15 % (5/34)
k. A.
k. A.
37 % (7/19)
k. A.
k. A.

~

FIE B FIE B
Bd Bd Bd Bs

>

47 % (9/19)
55 % (24/44)
26 % (20/77)
k. A.

k. A.

18 % (55/299)
60 % (9/15)

scc?
k. A.
k. A.
22 % (5/23)
25 % (13/52)
35 % (14/40)
k. A.
k. A.
22 % (5/23)
A.

FIF &8 FIEF 7B FIEF
Bd Bd Bd BdE

A.
39 % (9/23)
68 % (21/31)
42 % (16/38)
k. A.

k. A.

35 % (67/194)
73 % (19/26)

oNSCLC*
k. A.
k. A.
k. A.
12 % (3/25)
43 % (3/7)
k. A.
k. A.
0 % (0/8)
k. A.

FIE AR FIE OFIRE OFE
> > 2 £/ & > & 7K

A.
13 % (1/8)
k. M.

k. M.

k. A.

k. A.

33 % (7/21)
40 % (4/10)

SCLC*

=S £ X2 > £ 22X EgECE

~
S

9 % (4/43)
k. M.
k. A.
k. M.
67 % (11/16)



Autor / Referenz
Destro et al., 2004 [223]
Cirincione et al., 2006 [224]
Wang et al., 2004 [226]

Probe

Gewebe
Gewebe

Gewebe

Methode

CMSP
CMSP
CMSP

Spezifitit
entfillt ©
entfillt ©

91 % (11/119)

Sensitivitit
48 % (24/50)
41 % (12/29)
51 % (61/119)

AC*®
45 % (15/33)
60 % (3/5)
43 % (26/60)

Tabelle 5.1c: Ausgewiihlte Studien zur Hypermethylierung des RASSF1A-Genpromotors

Autor / Referenz

Grote et al., 2006 [156]

Schmiemann et al., 2005 [153]

van der Drift et al., 2012 [227]
Vorliegende Arbeit
Topaloglu et al., 2004 [100]
Nikolaidis et al., 2012 [211]
De Jong et al., 2009 [212]
Shivapurkar et al., 2007 [94]
Hubers et al., 2012 [206]
Hubers et al., 2014 [207]
Shivapurkar et al., 2007 [94]
Jin et al., 2009 [210]

Gu et al., 2006 [213]

Hoque et al., 2010 [228]
Jietal., 2011 [229]

Kim et al., 2004 [216]

Guo et al., 2004 [218]
Belinsky et al., 2006 [205]
Belinsky et al., 2007 [222]
Cirincione et al., 2006 [224]

Probe

BA, BB
BA, BB
BA
BA, BB
BA
BA
BA
Sputum
Sputum
Sputum
Gewebe
Gewebe
Gewebe
Gewebe
Gewebe
BA
BA
Sputum
Sputum

Sputum

Methode

QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
QMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP

Spezifitit
100 % (0/46)
100 % (0/102)
96 % (1/28)
100 % (0/61)
100 % (0/10)
98 % (2/322)
100 % (0/18)
100 % (0/25)
96 % (2/47)
96 % (4/90)
100 % (0/40) ®
100 % (0/63) ®
entfillt ©
entfillt ©
100 % (0/15)
94 % (5/127)
100 % (0/20)
93 % (6/92)
entfillt ©

99 % (1/112)

Sensitivitit
44 % (66/151)
41 % (35/85)
43 % (55/129)
29 % (32/117)
13 % (4/31)
44 % (146/333)
40 % (4/10)
39 % (5/13)
42 % (22/53)
41 % (40/91)
45 % (18/40)
49 % (35/72)
27 % (42/155)
48 % (50/104)
73 % (70/96)
18 % (15/85)
30 % (6/20)
12 % (12/98)
26 % (19/72)
6 % (1/18)

AC*®
26 % (11/42)
33 % (11/33)
k. A.
24 % (12/50)
A.

Bl BE

k.
k.
k.
k.
k.
k.
k. A.
58 % (25/43)
38 % (29/77)
56 % (25/45)
k. A.

k. A.

k. A.

k. A.

k. A.
k. A.

scc?
52 % (9/17)
41 % (9/22)
53 % (26/49)

scc?
27 % (13/48)
25 % (4/16)
k. A.
17 % (5/30)
A.

. 8 ~|68 B K
> > > > P

A.
39 % (9/23)
21 % (11/52)
54 % (25/46)
k. A.

k. A.

k. A.

k. A.

k. A.

k. A.

oNSCLC*
k. M.
k. M.
60 % (6/10)

oNSCLC *

33 % (7/21)
28 % (5/18)
k. A.

25 % (4/16)
k. A.

k. A.

k. A.

k. A.

k. A.

k. A.

k. A.

k. M.

8 % (2/25)
54 % (7/13)
k. A.

k. A.

k. A.

k. A.

k. A.

k. M.

SCLC*
k. M.
k. M.
k. M.

SCLC®
88 % (35/40)
82 % (14/17)
k. A.
69 % (11/16)
M.

SRR SR o S
= £*» 2 =< =x?»7?>» 5 7
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Autor / Referenz
Toyooka et al., 2001 [99]
Zhang et al., 2011 [208]
Safar et al., 2005 [209]
Toyooka et al., 2003 [95]
Kim et al., 2004 [216]
Belinsky et al., 2007 [222]
Cirincione et al., 2006 [224]
Wang et al., 2004 [226]
Liu et al., 2007 [230]
Yanagawa et al., 2007 [107]

Probe
Gewebe
Gewebe
Gewebe
Gewebe
Gewebe
Gewebe
Gewebe
Gewebe
Gewebe

Gewebe

Methode
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP
CMSP

Spezifitit
entfillt ©
92 % (6/78) °
94 % (2/32) °
94 % (5/84) °
entfillt ©
entfillt ©
entfillt ©
97 % (3/119)
entfillt ©

97 % (3/101)

Sensitivitit
49 % (77/158)
40 % (31/78)
15 % (16/105)
37 % (190/514)
38 % (32/85)
43 % (31/70)
52 % (15/29)
39 % (46/119)
47 % (57/122)
42 % (42/101)

AC*®
38 % (29/77)
k. A.
k. A.
36 % (108/299)
k. A.
k. A.
60 % (3/5)
33 % (20/60)
k. A.
44 % (27/62)

scc?

34 % (13/38)
k. A.

k. A.

36 % (70/194)
k. A.

k. A.

55 % (12/22)
45 % (22/49)
k. A.

38 % (15/39)

oNSCLC*

k. M.

k. A.

k. A.

57 % (12/21)
k. A.

k. A.

k. M.

40 % (4/10)
k. A.

k. M.

SCLC *
81 % (35/43)
M.

R
£ > £ £ £ £ £ 7

Tabelle 5.1: Studien zur Hypermethylierung des APC- (5.1a), p16'"k4A- (5.1b) und RASS1A-Genpromotors (5.1c) und deren Sensitivititen bzw. Spezifititen, falls moglich mit Angaben zu

einzelnen Tumorentitidten. Abkiirzungen: BA = Bronchialaspirat; BB = bronchialer Biirstenabstrich; QMSP = Quantitative Methylierungsspezifische PCR; CMSP = Konventionelle

Methylierungsspezifische PCR; SCC = Plattenepithelkarzinom; AC = Adenokarzinom; oNSCLC = nicht-subklassifizierbare / nicht-kleinzellige Lungenkarzinome; SCLC = kleinzelliges

Lungenkarzinom; k. A.: Zu den einzelnen Tumorentitidten wurden keine genauen Angaben gemacht; k. M.: Es lag kein Material dieser Tumorentitdt vor. Anmerkungen: a: Angegeben ist die

relative Rate der Hypermethylierung des Genpromotors in %, Angaben in Klammern = (Npositiv/Ngesame)- b: Als negative Kontrolle diente hier dem Tumor benachbartes Lungengewebe. ¢: Es

wurde keine entsprechende negative Kontrolle durchgefiihrt.
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5.3 Unterschiede der Hypermethylierung bei verschiedenen Tumorentititen

5.3.1 Der APC-Genpromotor

In der vorliegenden Studie zeigte sich eine statistisch signifikant haufigere Hypermethylierung (p =
0,014) des APC-Genpromotors von Adenokarzinomen (14/45, 31 %) gegeniiber kleinzelligen
Karzinomen (0/16, 0 %). Auch Plattenepithelkarzinome (5/30, 17 %) und nicht-subklassifizierbare /
nicht-kleinzellige Karzinome (2/14, 14%) zeigten sich gegeniiber kleinzelligen Karzinomen haufiger
hypermethyliert, jedoch ohne statistische Signifikanz. Es sind nur wenige Studien vorhanden, welche
ebenfalls die Methylierung des APC-Genpromotors in kleinzelligen Karzinomen untersuchten.
Vorangegangene Studien des Instituts fiir Cytopathologie der Heinrich-Heine-Universitidt Diisseldorf
an Bronchialaspiraten zeigten dhnliche Ergebnisse. So berichten Schmiemann et al. ebenfalls eine
erhohte Methylierung des APC-Genpromotors bei Adeno-, Plattenepithel- und nicht-
subklassifizierbaren / nicht-kleinzelligen Karzinomen (24 %, 19 % und 17 %), wohingegen eine
aberrante Methylierung bei kleinzelligen Lungenkarzinomen nicht nachgewiesen werden konnte
[153]. In der Arbeit von Grote et al. zeigte sich ebenfalls der Trend einer Hypermethylierung bei
nicht-kleinzelligen Karzinomen (Adenokarzinome 34 %, Plattenepithelkarzinome 26 %) gegeniiber
den kleinzelligen Lungenkarzinomen (13 %) [154].

Auch Toyooka et al. konnten eine signifikant hohere Methylierungsrate des APC-Genpromotors bei
Adenokarzinomen (53 %) gegeniiber den kleinzelligen Karzinomen (16 %) feststellen [99]. Dies
konnte die Arbeitsgruppe in einer weiteren Studie 2003 bestitigen (Adenokarzinome 54 %,
kleinzellige Karzinome 22 %) [95]. Beide Studien wurden mit einem CMSP-Protokoll an reseziertem
Tumorgewebe durchgefiihrt, woraus im Vergleich zur QMSP hohere Methylierungsraten resultierten.
Dennoch ist auch hier ein Trend hinsichtlich einer hoheren Methylierungsrate bei Adeno- und
Plattenepithelkarzinomen gegeniiber kleinzelligen Lungenkarzinomen offensichtlich. AuBerdem
zeigten die beiden aufgefiihrten Studien eine signifikant hohere Methylierungsrate von
Adenokarzinomen gegeniiber Plattenepithelkarzinomen [95], [99]. Dies konnte durch keine andere

hier angefiihrte Studie bestétigt werden (Referenzen siehe Tabelle 5.1a).

5.3.2 Der p16"“**-Genpromotor

Der pl6™**-Genpromotor zeigte sich im vorliegenden Patientenkollektiv ausschlieBlich in nicht-
kleinzelligen Karzinomen der Lunge hypermethyliert; in keinem Fall (0/16) konnte eine
Hypermethylierung in einem kleinzelligen Lungenkarzinom nachgewiesen werden. In der Literatur

Ink4A :
"*_Genpromotors in

gibt es wiederum &duflerst wenige Daten zur Hypermethylierung des pl6
kleinzelligen Lungenkarzinomen. Zwei vergleichbare Studien aus dem Institut fiir Cytopathologie an

zytologischem Untersuchungsmaterial zeigten hier Sensitivititen der QMSP von 4 und 6 % [153],
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[155]. Diese Ergebnisse bestdtigen eine Tendenz aus der Studie von Toyooka et al., die eine
Sensitivitét fiir kleinzellige Lungenkarzinome von 9 % zeigte; hier wurde eine CMSP an reseziertem
Tumorgewebe durchgefiihrt [99]. Eine andere Tendenz mit einer Sensitivitit der CMSP fiir
kleinzellige Karzinome von 67 % zeigte eine Studie von Xie et al. [225]. Jedoch war dieses PCR-

Ink4A

Protokoll mit einer pl16 " "-Promotorhypermethylierung von 25 % der Patienten mit benigner

Lungenerkrankung wenig spezifisch, womit diese Resultate kritisch gesehen werden miissen.

Ik4A_Genpromotorhypermethylierung von 30 %

Im vorliegenden Patientenkollektiv war eine pl6
(9/30) bei Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom héaufig. Dies erreichte im Vergleich zu
Patienten mit einem Adenokarzinom der Lunge anndhernd statistische Signifikanz (p = 0,07), was
Ergebnisse fritherer Studien aus dem Institut fiir Cytopathologie der Heinrich-Heine-Universitat
Diisseldorf an Bronchialaspiraten bestitigen, welche mittels QMSP-Protokoll in 38 % bzw. 56 % der

Ink4A—Genpromotors detektierten [153], [155].

Plattenepithelkarzinome eine Hypermethylierung des p16
In beiden Studien zeigte sich eine statistische Signifikanz gegeniiber Adenokarzinomen (relative
Haufigkeit von 6 bzw. 12 %). Die meisten Studien (QMSP und CMSP), welche unterschiedliche
Typen nicht-kleinzelliger =~ Lungenkarzinome untersuchten, =zeigten eine Préferenz fiir
Plattenepithelkarzinome [95], [99], [210], [213], [214], [219], [223], [225], [226]. Statistische
Signifikanz gegeniiber der Hypermethylierung in Adenokarzinomen konnte jedoch nur die Studie von
Toyooka et al. aufzeigen [99]. Dennoch bleibt festzuhalten, dass die Hypermethylierung des p16™*A-
Promotors  in  nicht-kleinzelligen = Karzinomen der Lunge, hier priferenziell in
Plattenepithelkarzinomen, ein hiufiges Ereignis ist und dieser Marker somit obligater Bestandteil

eines Genpanels zur Detektierung von primédren malignen Lungentumoren mittels QMSP sein sollte.

5.3.3 Der RASSF1A-Genpromotor

Der RASSF1A-Genpromotor zeigte im vorliegenden Kollektiv von Patienten mit einem priméren
malignen Lungentumor mit einer relativen Rate der Hypermethylierung (Sensitivitit) von 69 %
(11/16) eine deutliche Préferenz fiir kleinzellige Karzinome. Diese Priaferenz zeigte sich gegeniiber
Adenokarzinomen (p = 0,002) und Plattenepithelkarzinomen (p < 0,001) statistisch signifikant. Auch
dies bestitigt die Ergebnisse aus fritheren Studien des Instituts fiir Ctopathologie an zytologischem
Untersuchungsmaterial mit einer Privalenz von 82 % bzw. 88 % bei kleinzelligen Karzinomen [153],
[156]. Der Unterschied zu nicht-kleinzelligen Karzinomen war auch hier statistisch signifikant. Auch
Hubers et al. zeigten an Sputen von Patienten mit einem Lungenkarzinom eine signifikant hohere
Hypermethylierungsrate des RASSF1A-Genpromotors (QMSP-Protokoll) in kleinzelligen gegeniiber
nicht-kleinzelligen Karzinomen [207]. Die Studie von Toyooka et al. (CMSP-Protokoll), wies mit
einer Prévalenz der Hypermethylierung des RASSF1A-Genpromotors von 81 % ebenfalls eine
signifikante Praferenz fiir kleinzellige Karzinome auf. Diese Tendenz wurde auch von Dammann et al.
beobachtet [112], [183].

Im vorliegenden Patientenkollektiv zeigte sich auch eine Hypermethylierung des RASSFI1A-
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Genpromotors in nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen, welche gegeniiber der Kontrollgruppe
statistisch  signifikant war. Der Unterschied von Adenokarzinomen (24 %) gegeniiber
Plattenepithelkarzinomen (17 %) erreichte keine statistische Signifikanz (p = 0,567). Diese Tendenz
wiesen auch einige der hier angefiihrten Studien auf (Referenzen sieche Tabelle 5.1¢). Vier der hier
aufgefithrten Studien zeigten eine signifikant hédufigere Hypermethylierung des RASSF1A-
Genpromotors bei Adeno- im Vergleich zu Plattenepithelkarzinomen [210], [213], [229], [230].

Der RASSF1A-Genpromotor sollte aufgrund seiner hohen Rate an Hypermethylierungen in
kleinzelligen Lungenkarzinomen und bei Untersuchung mit QMSP-Protokoll extrem hohen Spezifitat

obligater Bestandteil eines Genpanels zur Detektierung von primiren malignen Lungentumoren sein.

5.4 Klinisch-pathologische Korrelation

Im vorliegenden Patientenkollektiv lieBen sich keine statistisch signifikanten Zusammenhinge
zwischen der Hypermethylierung eines der drei untersuchten Genpromotoren oder des gesamten 3-
Marker-Genpanel und den Faktoren Alter, Geschlecht, Rauchverhalten und Tumorlokalisation
feststellen. Auch die Daten aus der Literatur zeigen iiberwiegend diese Resultate (Referenzen siche
Tabelle 5.1a-c), einzelne der hier angefiihrten Studien zeigten hinsichtlich der genannten Faktoren
jedoch statistisch signifikante Unterschiede. Speziell das inhalative Rauchen von Zigaretten und das
Alter sind Faktoren, die oft kontroverse Ergebnisse zwischen den einzelnen Studien zeigten und dort
ebenso diskutiert wurden. Auch hier sollen diese Kontroversen im Folgenden aufgegriffen und
diskutiert werden.

Hinsichtlich der Faktoren Tumorstadium und Tumorgrad zeigten sich statistisch signifikante

Unterschiede im vorliegenden Patientenkollektiv, die im Folgenden diskutiert werden.

5.4.1 Promotorhypermethylierung und Alter

Grote et al. zeigten eine statistisch signifikant zunehmende Methylierung (QMSP) des APC-
Genpromotors mit steigendem Alter, sowohl bei Patienten mit einem malignen Lungentumor (n =
155), als auch bei Patienten ohne Tumor (n = 67) [154]. Zu &hnlichen Ergebnissen kamen auch
Brabender et al. die eine erheblich geringere Methylierungshéufigkeit des APC-Genpromotors an
einem jlingeren Patientenkollektiv von 10 gesunden Patienten nachweisen konnten [163]. Ein
Zusammenhang zwischen Alter und Methylierung des APC-Genpromotors konnte bei verschiedensten
Tumor- und Nicht-Tumorgeweben nachgewiesen werden [232]-[236]. Werden die Ergebnisse nach
QMSP-Analyse aber in positiv bzw. negativ flir eine maligne Lungenerkrankung dichotomisiert, ergibt
sich in der Literatur (Referenzen sieche Tabelle 5.1a) wie auch in dieser Arbeit, kein statistisch

signifikanter Unterschied < 65 Jahren und > 65 Jahren.
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Es gibt Hinweise, dass de-novo-DNA-Methyltransferasen (DNMT, sieche Abschnitt 1.5.1) in
iiberalterten Zellen eine wesentlich hohere Aktivitit zeigen, was Lopatina et al. an immortalisierten
Fibroblasten zeigen konnten [237]. Dies konnte eine Erkldrung einer altersabhidngigen erhéhten
Promotorhypermethylierung auf molekularer Ebene sein. Weiterhin gibt es Hinweise auf einige
Genelemente (z. B. Spl = specificity protein 1) in der Region vor entsprechenden Promotoren, die vor
einer Hypermethylierung durch DNMTs schiitzen [238], sowie Genelemente (short interspersed
nuclear elements wie Alu und B1) die zu ungewoéhnlichen Chromatinstrukturen fithren, welche
wiederum ein Ansatzpunkt fiir de-novo-DNA-Methyltransferasen sind [239], [240]. Dies konnte auf
molekularer Ebene erkldaren, warum einige Genpromotoren in der alternden Zelle zunehmend
methyliert vorliegen, andere hingegen davor geschiitzt sind. In der Literatur sind derartige
Verdnderungen fiir die in dieser Arbeit untersuchten Promotoren bislang nicht beschrieben.

I4A_ oder RASSF1A-Genpromotors zeigte sich nur in

Hinsichtlich der Hypermethylierung des p16
einer der hier aufgefiihrten Studien eine Auffalligkeit hinsichtlich des Alters. Jin et al. zeigte einen
Trend eines hoheren Methylierungslevels im Alter bei Patienten ohne maligne Lungenerkrankung fiir
den RASSF1A-Genpromotor mit knapp verfehlter statistischer Signifikanz (p = 0,067) [210]. Ein
Alterszusammenhang hinsichtlich der Hypermethylierung des p16™**- und RASSF1A-Genpromotors

lasst sich somit nicht belegen.

5.4.2 Promotorhypermethylierung und Geschlecht

In einer Studies des Instituts fiir Cytopathologie der Heinrich-Heine-Universitidt Diisseldorf von Grote
et al. zeigte sich eine statistisch signifikant hédufigere Hypermethylierung des RASSF1A-
Genpromotors bei Ménnern (38 %, n = 106) gegeniiber Frauen (14 %, n = 45) mit einem nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinom [156]. In einer Studie von Belinsky et al. zeigte sich eine erhohte

I“MA—Genpromotor in Sputen von Ménnern (n = 49)

relative Rate an Hypermethylierungen fiir den p16
im Gegensatz zu Frauen (n = 23) mit einem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom [222]. Da nur zwei
der in Tabelle 5.1a-c aufgefiihrten Studien Unterschiede zeigten, ist ein Einfluss des Geschlechts auf
die Hypermethylierung der hier untersuchten Genpromotoren zu wenig belegt. Zudem zeigte sich in
beiden Studien ein hoherer Anteil von Rauchern unter den ménnlichen Patienten, sodass die

Unterschiede zumindest zum Teil auf diesen Faktor zuriick zu fiihren sein diirften.

5.4.3 Promotorhypermethylierung und Raucherstatus

Im hier vorliegenden Patientenkollektiv zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied in der

Hypermethylierung der 3 untersuchten Genpromotoren, einzeln und in ihrer Kombination, zwischen
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Rauchern (n = 90) und Patienten mit primdrem malignen Lungentumor, die niemals rauchten (n = 6).

Allerdings ist die Zahl der Nichtraucher unter den Tumorpatienten gering.

Die meisten hier aufgefiihrten Studien zeigten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in der
Hypermethylierung des APC-Genpromotors hinsichtlich des inhalativen Zigarettenrauchens
(Referenzen siche Tabelle 5.1a). Die Studie von Toyooka et al. stellt eine Ausnahme dar. Hier wurde
ein signifikanter Unterschied in der Haufigkeit der Promotormethylierung des APC-Gens zwischen
Rauchern und Nichtrauchern aufgezeigt [95]. Diese Ergebnisse sind mit den vorliegenden Daten
aufgrund des Studiendesigns nur bedingt vergleichbar, denn dort wurde eine CMSP an reseziertem
Tumorgewebe von 158 Patienten mit einem Malignom der Lunge angewandt. Zudem bezieht sich der
Unterschied nur auf Patienten mit einem Adenokarzinom. Eine dhnliche Auswertung der vorliegenden
Daten ist aufgrund der zu geringen Anzahl an entsprechenden Patienten statistisch nicht
aussagekriftig. Ein Zusammenhang zwischen Rauchen und Hypermethylierung des APC-
Genpromotors in malignen Lungentumoren scheint nach aktueller Studienlage eher unwahrscheinlich,

bleibt aber nicht abschlieBend beantwortet.

Unter den hier aufgefiihrten Studien zeigten nur wenige, in speziellen Untergruppen statistisch
signifikante Unterschiede hinsichtlich des inhalativen Rauchens von Zigaretten und der

Ink4A

Hypermethylierung des pl6 " “-Genpromotors. Im untersuchten Patientenkollektiv (81 nicht-

kleinzellige Lungenkarzinome) von Hong et al. zeigte sich eine statistisch signifikant haufigere
p16™**_Promotorhypermethylierung (QMSP) bei starken Rauchern (> 40 PY) im Vergleich zu
Patienten, die niemals rauchten [214]. In der Studie von Jin et al. zeigte sich statistisch signifikant

haufiger eine pl6™**

-Hypermethylierung (QMSP) in nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen von
Rauchern im Vergleich zu Lungenkarzinomen von Nichtrauchern [210]. Toyooka et al. zeigten in ihrer
Studie, dass in der Gruppe der Patienten mit einem Adenokarzinom der Lunge die Hypermethylierung
des p16™**-Genpromotors (CMSP) statistisch signifikant hiufiger bei starken Raucher (> 50 PY)
gegeniiber Nichtrauchern auftrat [95].

Eine Metaanalyse von Zhang et al. schloss 19 verschiedene Studien (mit Uberschneidungen zu den
hier aufgefiihrten Studien, siehe Tabelle 5.1b) ein und konnte zeigen, dass die Hypermethylierung des
p16™**-Genpromotors bei nicht-kleinzelligen Karzinomen der Lunge bei Rauchern 2,25fach hiufiger
auftrat als bei Nichtrauchern [241]. Diese Korrelation konnte in gesundem Lungengewebe von
Karzinompatienten und bei Patienten (Rauchern) mit benigner Lungenerkrankung nicht aufgezeigt
werden. Diese Ergebnisse bestitigen, dass die Analyse der Hypermethylierung des pl6™**-
Genpromotors mittels QMSP/CMPS ein sinnvolles diagnostisches Werkzeug in der Fritherkennung
von Lungenkarzinomen, vor allem bei Rauchern, sein kann. Dariiber deutet sich ein Zusammenhang

Ink4A .
M _Promotors in der

Tabakrauch-bedingter Karzinogenexposition und Hypermethylierung des p16
Karzinogenese des Lungenkarzinoms an, moglicherweise liber den Mechanismus einer gesteigerten

Expression von DNA-Methyltransferasen (siche unten).

83



Schmiemann et al. berichteten eine signifikant hohere Rate der Hypermethylierung des RASSF1A-
Genpromotors bei Rauchern gegeniiber Nichtrauchern [153]. Keine weitere der in Tabelle 5.1c
angefiihrten Studien konnte diesen Trend bestétigen. Eine aktuelle Metaanalyse von Wu et al. konnte
jedoch einen signifikanten Zusammenhang zwischen der Hypermethylierung des RASSF1A-
Genpromotors und dem inhalativen Tabakrauchen feststellen [242]. Diese Metaanalyse beinhaltete 19
Studien (mit Uberschneidungen zu den hier aufgefiihrten Studien, siche Tabelle 5.1c) und konnte
zeigen, dass bei Rauchern mit einem Lungenkarzinom 1,3fach hiufiger eine Hypermethylierung
vorliegt als bei Nichtrauchern mit Karzinom. Dies erscheint sehr gering und es bleibt festzuhalten,
dass die Hypermethylierung des RASSF1A-Genpromotors auch in Lungenkarzinomen von
Nichtrauchern ein hdufiges Ereignis ist und dem Rauchen hier vermutlich nur eine geringe ursiachliche

Wirkung zuzuschreiben bleibt.

Wie unter Abschnitt 1.5.1 bereits angefiihrt, katalysieren verschiedene DNA-Methyltransferasen
(DNMTs) die Methylierung von Cytosin. In einigen Studien konnte eine Uberexpression von DNMT1
in Rauchern mit einem Karzinom, u. a. auch Patienten mit Lungenkarzinom, festgestellt werden [199],
[243]-[245]. In einer Studie von Lin et al. konnte im Mausmodell die DMNT1-Expression in
Lungengewebe mittels Applikation von NNK (Nikotin-Nitrosaminketon), einem wesentlichen im
Tabakrauch enthaltenen Karzinogen, deutlich gesteigert werden [245]. Diese Studie zeigte auch im
Tumorgewebe von Lungenkarzinompatienten einen deutlichen Zusammenhang zwischen Rauchen und
gesteigerter DNMT1-Expression [245], was einen mdglichen Mechanismus fiir den Zusammenhang

zwischen inhalativem Rauchen und der Hypermethylierung verschiedener Genpromotoren aufzeigt.

Einige Studien zeigten eine Hypermethylierung einzelner Genpromotoren im Untersuchungsmaterial
von Rauchern ohne malignen Lungentumor. Dies begriindeten die Autoren mit einem durch das
Rauchen verursachten Feldeffekt oder einer Feldkanzerogenese. Da die Begrifflichkeiten verwandt,
jedoch klar zu trennen sind, und immer wieder teils falsch in den angefiihrten Studien gebraucht

wurden, wird dies weiter unten in Abschnitt 5.5 ausfiihrlicher diskutiert.

5.4.4 Lokalisation

Eine Schwiche der aktuellen diagnostisch-zytologischen Routine stellen periphere Malignome der
Lunge dar. Diese sind mittels Bronchoskopie nur schwer zu erreichen und die Diagnostik an dem
gewonnenen Untersuchungsmaterial weist gegeniiber zentral liegenden Tumoren ein geringere
Sensitivitdt auf [137]. In der Literatur zeigten sich je nach Entnahmemethode differierende
Detektierungsraten fiir zentrale maligne Lésionen, vorwiegend Plattenepithel- und kleinzellige
Karzinome, von 48 %, 59 % und 56 % fiir Bronchiallavagen, bronchiale Biirstenabstriche und blind

ausgefiihrte, transbronchiale Feinnadelaspirate. Detektionsraten bis 94 % sind eher optimistisch.
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Periphere maligne Tumoren hingegen, vorwiegend Adenokarzinome, zeigten Raten von 43 %, 52 %
und 67 % fiir Bronchiallavagen, bronchiale Biirstenabstriche und blind ausgefiihrte transbronchiale
Feinnadelaspirate [137], [246], [247]. Die schlechtere Erfassung peripherer Tumoren, insbesondere
der Lavagen zeigte sich auch am vorliegenden Patientenkollektiv, was unter Abschnitt 5.6 ausfiihrlich
diskutiert wird. Endosonographisch gesteuerte transbronchiale Feinnadelaspirate zeigen eine hohere
Sensitivitdt, sollen aber hier nicht weiter betrachtet werden, da fiir die QMSP-Untersuchungen der
vorliegenden Studie Bronchialaspirate verwandt wurden [138].

Das hier angewandte QMSP-Panel zeigte einen zwar vorhandenen aber statistisch nicht signifikanten
Unterschied (p = 0,217) zwischen der Detektierung primédr maligner Lungentumoren in zentraler
(Sensitivitdit 55 %) und peripherer (Sensitivitdit 41 %) Lage. Wahrscheinlich enthilt das
Bronchialaspirat peripherer Ladsionen weniger, stark degenerativ verdnderte, abgeschilferte oder
lysierte Zellen mit noch (partiell) erhaltener DNA, die durch die zytologische Diagnostik nicht zu
erkennen sind. Sie besitzen aber bereits genetische und epigenctische Alterationen - wie z. B.
Hypermethylierungen von Genpromotoren.

Auch in der Einzelanalyse der 3 verschiedenen Genpromotoren konnte keine statistische Signifikanz
hinsichtlich der Tumorlokalisation ermittelt werden. Andere Studien an zytologischem
Untersuchungsmaterial mit QMSP-Protokoll konnten ebenfalls zeigen, dass periphere maligne
Lungentumoren in gleichem Malle wie zentrale Lasionen detektiert werden und die Lokalisation des
Malignoms nur eine untergeordnete Rolle spielt [153], [211]. Van der Drift et al. stellten eine
signifikant héufigere Hypermethylierung des RASSF1A-Genpromotors in zentralen gegeniiber
peripheren Lungenmalignomen fest [227]. Wie bereits unter Abschnitt 5.3 diskutiert zeigt die
Hypermethylierung des RASSF1A-Genpromotors eine Praferenz fiir kleinzellige Karzinome, welche
oft zentral in der Lunge auftreten. Zudem konnte diese Tendenz durch keine weitere Studie gezeigt

werden.

5.4.5 Tumorstadium

In der Einzelanalyse der Genpromotorhypermethylierung von APC, p16Ink4A und RASSF1A zeigten
sich keine Unterschiede zwischen den vier Tumorstadien (Klassifikation nach UICC, siche Anhang)
sowie zwischen Stadium I und der Kombination der Stadien II — IV hinsichtlich nicht-kleinzelliger
Lungenkarzinome dieses Patientenkollektivs. Zudem zeigte sich in dieser Arbeit auch kein
Unterschied bei kleinzelligen Lungenkarzinomen der Stadien /imited und extensive disease (Einteilung
nach UICC, siche Anhang). Somit konnte also kein Unterschied in friihen gegeniiber spateren
Tumorstadien festgestellt werden was wiederum die Anwendung der QMSP in der Fritherkennung von
Lungenkarzinomen erlaubt. Die Sicherheit dieser Aussage ist in der vorliegenden Arbeit aber aufgrund
relativ geringer Zahl von Tumoren im Stadium I oder limited disease (20 von 108) eingeschréankt. In
der Kombination (APC, p16™** und RASSF1A) zeigte das 3-Marker-Genpanel signifikant weniger

aberrante Methylierungen im Tumorstadium I gegeniiber der Kombination der Stadien II — IV (p =
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0,023). Unter den angefiihrten Studien mit QMSP-Protokoll an zytologischem Untersuchungsmaterial
(Referenzen siehe Tabelle 5.1a-c) zeigten ausschlielich 2 Studien signifikante Unterschiede der
Hypermethylierung des RASSF1A-Genpromotors im Tumorstadium I gegeniiber der Kombination der
Stadien II — IV [94], [211]. Destro et al. konnten gleiches in einer Studie mit CMSP-Protokoll an

Sputen fiir den p16™**

-Genpromotor zeigen [223]. Eine signifikant geringere Hypermethylierung der
Genpromotoren in frilheren Tumorstadien ist durch die geringere Tumorgrole mit seltenerem
Bronchuseinbruch und die daraus wahrscheinlich resultierende geringere Anzahl maligner Zellen im
Untersuchungsmaterial erklarbar, wiirde aber gegen einen Vorteil in der Fritherkennung des
Lungenkarzinoms durch diese Methode sprechen. Eine frithere Studie dieses Instituts von Schmiemann
et al., welche das gleiche 3-Marker-Genpanel wie die vorliegende Arbeit verwandte, zeigte ebenso
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Tumorstadien wie die meisten anderen hier
aufgefiihrten Studien (Referenzen siehe Tabelle 5.1a-c). Zusammenfassend zeichnet sich somit ab,

dass die QMSP iiberwiegend Tumorstadium-unabhingig ist und sich somit zur Detektion frither

Stadien von Malignomen der Lunge eignet.

5.4.6 Differenzierungsgrad

Fiir keinen Genpromotor der Gene APC, p16™**

oder RASSF1A konnte in der Einzelbetrachtung ein
Unterschied in der Hypermethylierung zwischen unterschiedlichen Differenzierungsgraden (Grad 1 —
Grad 4) festgestellt werden. In der Kombination der 3 Marker zeigte sich jedoch eine signifikant
haufigere Hypermethylierung in den Tumorgraden 3 + 4 gegeniiber der Tumorgrade 1 + 2 (p = 0,019).
Der Differenzierungsgrad eines Tumors gibt an, wie sehr dieser sich von seinem Ausgangsgewebe
unterscheidet, wobei Grad 1 (gut differenziert) geringe Unterschiede, Grad 4 (entdifferenziert)
massive Unterschiede klassifiziert. Da der Verlust der Differenzierungsfahigkeit einer Tumorzelle auf
Alterationen der DNA (siche Kapitel 1.4) griindet, wire eine haufigere Hypermethylierung in hoheren
Tumorgraden zu erwarten, wie in dieser Arbeit gesehen.

Nur wenige der hier aufgefiihrten Studien (Referenzen siehe Tabelle 5.1a-c) untersuchten einen

Zusammenhang zwischen Hypermethylierung von Genpromotoren und dem Tumorgrad. Keine dieser

Studien zeigte einen statistisch signifikanten Zusammenhang [100], [154], [163], [164], [223].

5.5 Feldkanzerogenese, Feldeffekt und Promotorhypermethylierung in Vorlauferlisionen

In fast allen hier zitierten Studien wird immer wieder der Begriff der Feldkanzerogenese und ein
Zusammenhang mit der Hypermethylierung einzelner Genpromotoren diskutiert. Dieser Begriff wurde
von Slaughter et al. gepriagt und beschrieb urspriinglich das Auftreten molekularer Verdnderungen in

peritumoralem, histologisch normal erscheinendem Gewebe, die denen im Karzinom entsprechen
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[248]. Auerbach et al. fithrten einen verwandten aber klar zu trennenden Begriff ein, den Feldeffekt
[249]. Dieser beschreibt das ubiquitdre, flichenhafte Auftreten von epithelialen Verdnderungen im
Respirationstrakt, verursacht durch Noxen wie z. B. das inhalative Rauchen von Tabak. Die aktuell
beste Definition der Begrifflichkeiten und Erlduterung fiir den Respirationstrakt auf molekularer
Ebene lieferten Steiling et al. in ihrem Review [250]. Hier wird von drei hauptsidchlichen
Mechanismen ausgegangen, durch welche Zellen im gesamten Respirationstrakt genetische oder
epigenetische Alterationen entwickeln: 1. Klonale Expansion: Klone einer Karzinomstammzelle
konnen sich durch Migration iiber das gesamte respiratorische Epithel ausbreiten. 2. Effekt des Tumors
auf seine direkte Umgebung: Tumorzellen entlassen proinflammatorische Mediatoren in Thre direkte
Umgebung, welche eine chronische Entziindung unterhalten, die wiederum zu molekularen
Alterationen fiihrt. 3. Individuelle expositionsbedingte Reaktion des Epithels: Durch die Exposition
spezifischer Noxen (z. B. inhalativer Tabakkonsum) treten interindividuelle aber {iber das
respiratorische Epithel verteilt ahnliche molekulare Alterationen auf.

Bezogen auf epigenetische Verdnderungen bedeutet dies, dass z. B. Hypermethylierungen einzelner
Genpromotoren im gesund erscheinenden respiratorischen Epithel auch weit entfernt vom, oder sogar
vor Auftreten eines Karzinoms nachgewiesen werden konnten. Fiir die Etablierung eines
Hypermethylierungsmarkers in der Diagnostik von Lungenkarzinomen ist dies zunichst ein Problem,
denn dieser sollte gut zwischen benignem und malignem Untersuchungsmaterial unterscheiden
konnen. Das Auftreten einer Hypermethylierung des APC-Genpromotors bei Patienten ohne
Lungenkarzinom wurde obenstehend schon diskutiert und scheint eine Assoziation mit dem Alter zu

Ink4A
AL und

haben. Einige Studien zeigten eine erhohte Rate an Hypermethylierungen des pl6
RASSF1A-Genpromotors bei Rauchern ohne Nachweis eines Lungenkarzinoms. Kersting et al.
untersuchten eine Gruppe von 25 chronischen Rauchern ohne Nachweis eines Lungenkarzinoms auf

Ink4A

die Hypermethylierung des p16 ™ "“-Genpromotors. Sowohl in der BAL als auch im Sputum dieser

Patienten konnte eine Hypermethylierung in 12 bzw. 16 % der Patienten festgestellt werden [220].

Belinsky et al. zeigten fiir den p16™**

-Genpromotor eine relative Rate der Hypermethylierung von 44
% in der Gruppe der Raucher ohne Nachweis eines Lungenkarzinoms (bronchiale Biirstungen), eine
Hypermethylierung des RASSF1A-Promotors trat hingegen in keinem Fall auf [221]. Im Gegensatz zu
dieser Studie konnte die Studie von Kersting et al. signifikant zwischen Karzinom- und
Kontrollgruppe unterscheiden. Belinsky et al. und Cirincione et al. zeigten an Sputen von Rauchern

Ink4A

ohne Nachweis eines Karzinoms der Lunge eine Hypermethylierung des p16 ™ "-Genpromotors in 27

bzw. 18 %, des RASSF1A-Genpromotors hingegen nur in 7 bzw. 1 % der Fille [205], [224]. Das

I"k44_Genpromotors deuteten die Autoren der

haufige Auftreten einer Hypermethylierung des pl6
genannten Studien einerseits als ein frithes Ereignis in der Genese des Lungenkarzinoms und zudem
als ein durch inhalativen Konsum von Tabak erzeugten Feldeffekt. Fiir den RASSF1A-Genpromotor
konnte dies nicht beobachtet werden, woraus die Autoren der Studien schlossen, dass dies ein spéter
Schritt in der Genese des Lungenkarzinoms sei. Die genannten Studien verwandten das gleiche

CMSP-Protokoll fiir die genannten Genpromotoren.
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In der vorliegenden, sowie in drei weiteren Studien des Instituts fiir Cytopathologie der Heinrich-
Heine-Universitit Diisseldorf konnte keine Hypermethylierung der pl16™**- und RASSFI1A-
Genpromotoren in der Kontrollgruppe festgestellt werden [153], [155], [156]. Der Grund hierfiir liegt
im verwandten QMSP-Protokoll und der schon ausfiihrlich diskutierten hoheren Spezifitdt der
Methode im Vergleich zu CMSP-Protokollen. Die in diesen Studien herangezogenen Kontrollgruppen
stellten ebenfalls eine Population mit hohem Risiko fiir ein Lungenkarzinom dar, denn sie beinhalteten
einen hohen Anteil an Rauchern, zudem war der Verdacht auf ein Lungenkarzinom ein
Studieneinschlusskriterium. In einigen Studien an zytologischem Untersuchungsmaterial mit QMSP-
Protokoll zeigten sich dennoch hypermethylierte Genpromotoren (p16™** und RASSFIA) bei
Patienten ohne nachgewiesene maligne Lungenerkrankung. Durch die Moglichkeit der
Quantifizierung der PCR konnte im Gegensatz zur CMSP ein cut-off-Level (siche Abschnitt 3.4.5 und
5.1) definiert, sowie zwischen maligne und benigne differenziert werden [94], [100], [211], [212]. Fiir
den p16™**- bzw. RASSF1A-Genpromotor zeigten sich bei QMSP-Studien keine bzw. im Mittel 2 %
falsch positive Befunde an zytologischem Untersuchungsmaterial [94], [100], [153], [155], [156],
[206], [207], [211], [212], [227]. Somit kann festgehalten werden, dass ein moglicher Feldeffekt die
QMSP nicht oder nur gering beeinflusst, was es wiederum ermoglicht, sicher zwischen maligner und

benigner Lungenerkrankung zu unterscheiden.

5.6 Verwendung des Genpanels als Biomarker in der Lungenkarzinomdiagnostik

Das Genpanel bestehend aus APC, p16™** und RASSFI1A zeigte keine Priferenz fiir eine spezielle
Tumorentitit. Die gehdufte Hypermethylierung der einzelnen Genpromotoren fiir eine Tumorentitét
(APC bei Adenokarzinomen, pl16™** bei Plattenepithelkarzinomen und RASSF1A bei kleinzelligen
Karzinomen) gleicht sich in der Kombination aus, womit eine Detektion im gesamten Spektrum der
Lungenkarzinome gewéhrleistet ist. Hierbei wird bereits die Hypermethylierung eines Genpromotors
als positiver Ausfall des Panels gewertet. Das hier verwandte 3-Marker-Genpanel zeigte sich
hinsichtlich der Detektierung von  Adenokarzinomen, Plattenepithelkarzinomen, nicht-
subklassifizierbaren / nicht-kleinzelligen Karzinomen und kleinzelligen Karzinomen mit Sensitivititen
von 47 %, 47 %, 50 % und 69 % gegeniiber der Kontrollgruppe statistisch signifikant (p < 0,001). Hier
sei nochmals erwihnt, dass die hochste relative Rate der Hypermethylierung (69 % bei kleinzelligen

Karzinomen) ausschlieBlich auf dem RASSF1A-Genpromotor basierte.

Sowohl mit der CMSP als auch der QMSP zeigten die meisten Studien eine Hypermethylierung des
APC-Genpromotors im Untersuchungsmaterial von Personen ohne maligne Lungenerkrankung oder
dem Tumor benachbartem, benignem Lungengewebe [94], [95], [100], [153], [154], [163], [206]-
[209]. Es wurde bereits diskutiert, dass die Hypermethylierung des APC-Genpromotors eine

Altersassoziation aufweist, und diese sowohl in malignem als auch benignem Lungengewebe
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nachweisbar ist. Die aberrante APC-Promotormethylierung kdnnte aber auch einen frithen Schritt in
der Karzinogenese von Lungentumoren darstellen, was fiir Vorlauferldsionen von Dickdarm- und
Osophaguskarzinomen belegt ist [251], [252]. Dies konnte APC eine Rolle als Risikomarker in der
Diagnostik fiir Lungenkarzinome zukommen lassen. Zudem ist zu beachten, dass die Patienten aus
dem vorliegenden Kollektiv mit dem Verdacht auf ein Lungenkarzinom untersucht wurden.

Das gleichzeitige Auftreten der aberranten Methylierung des APC-Promotors, sowohl in malignem als
auch in benignem Lungengewebe, spricht zunichst gegen seine Verwendung als Biomarker zur
Diskrimination zwischen benignen und malignen Prozessen der Lunge. Unter Verwendung einer
Quantitativen MSP (QMSP) ist die Definition eines cut-off-Levels moglich, was zwar die Sensitivitat
senkt, aber wiederum die Verwendung des APC-Methylierungsstatus als Tumormarker in der
klinischen Routine erlaubt.

Unter den 61 Patienten mit benigner Lungenerkrankung der vorliegenden Studie zeigte sich die
Hypermethylierung des APC-Genpromotors bei einem Patienten von 68 Jahren. Bei diesem Patienten
bestand zum Untersuchungszeitpunkt seit 3 Monaten die Diagnose eines kolorektalen Karzinoms. In
der Rontgenthoraxiibersichtsaufnahme des Patienten wurden zundchst Filiae des kolorektalen
Karzinoms vermutet, welche sich jedoch nach Resektion als inflammatorischer Pseudotumor der
Lunge herausstellten. Das Methylierungslevel des APC-Promotors lag hier mit 90 % im Verhiltnis zu
MYOD1 deutlich iiber dem cut-off-Level von 35 % (siche Abschnitt 3.4.5 und 5.1). Eine
altersassoziierte APC-Methylierung ist im vorliegenden Fall eher unwahrscheinlich, da das
Lebensalter des Patienten mit 68 Jahren nur unwesentlich iiber dem Durchschnittsalter der Nicht-
Tumorpatienten von 65 Jahren liegt. Eine weitere Beobachtung des Patienten war leider nicht mdglich,
da er nicht mehr im Krankenhaus vorstellig wurde. Hypermethylierungen des APC-Genpromotors sind
bei kolorektalen Karzinomen nachgewiesen [236], [253]. Zudem ist bekannt, dass bei diesen
Malignomen freie Tumor-DNA im Serum nachweisbar ist [254]. Eine Kontamination der Lavage bei
vorangehender transbronchialer Biopsientnahme, bei der es oftmals leicht blutet, ist moglich.

Sowohl in dieser Studie, als auch in vorangegangenen Studien des Institutes fiir Cytopathologie des
Universitatsklinikums Diisseldorf konnte gezeigt werden, dass sich Sensitivitdt und Spezifitdt der
QMSP  hinsichtlich der Hypermethylierung des APC-Genpromotors an zytologischem
Untersuchungsmaterial nicht erheblich von den Ergebnissen an reseziertem Tumormaterial
unterscheiden. Zudem konnte bestitigt werden, dass die Hypermethylierung gehéduft bei nicht-
kleinzelligen Karzinomen, vor allem Adenokarzinomen, auftritt. Zusammenfassend eignet sich der
Nachweis einer Hypermethylierung des APC-Genpromotors mittels QMSP an zytologischem
Untersuchungsmaterial als Biomarker fiir die Diagnostik von nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen,
allerdings nur mit der Definition eines geeigneten cut-off-Levels, um eine ausreichende Spezifitit zu
erreichen.

Ink4A

Der Nachweis einer aberranten Methylierung des p16™ - und des RASSF1A-Genpromotors mittels

QMSP zeigte sich im vorliegenden Patientenkollektiv hochspezifisch (keine falsch positiven
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Befunde), womit dieser sich fiir die Anwendung als Biomarker zur Diskrimination zwischen maligner

Ink4A

und benigner Lungenerkrankung eignet. Sowohl die Hypermethylierung des p16 als auch des

RASSF1A-Genpromotors korreliert in Bronchialaspiraten und Tumorresektat (sieche Abschnitt 5.3.2

Ink4A . . . .
"% Genpromotors zeigte sich in der vorliegenden

und 5.3.3). Die aberrante Methylierung des p16
Arbeit gehduft in Plattenepithelkarzinomen der Lunge. Reine kleinzellige Lungenkarzinome zeigten
hingegen ausschlieBlich eine Hypermethylierung des RASSF1A-Genpromotors. Zusammen mit dem
APC-Gen deckt das hier verwandte 3-Marker-Genpanel somit die wesentlichen Karzinomtypen der
Lunge ab. Es konnte auBlerdem gezeigt werden, dass Faktoren wie Alter, Geschlecht,
Tumorlokalisation, Tumorstadium und Differenzierungsgrad wenig bis keinen Einfluss auf das
QMSP-Genpanel haben, was vorteilhaft fiir eine Anwendung in der klinischen Routine ist. In zwei
umfangreichen Metaanalysen hinsichtlich der Hypermethylierung des p16™**- und des RASSF1A-
Genpromotors konnte das inhalative Rauchen von Zigaretten als Einflussfaktor aufgezeigt werden,
wobei der Einfluss auf die Hypermethylierung des RASSF1A-Genpromotors sehr gering war [241],
[242]. Ein durch das Rauchen induzierter Feldeffekt im respiratorischen Epithel hatte hingegen im

vorliegenden Patientenkollektiv keinen Einfluss auf das QMSP-Genpanel, was einerseits der hohen

Spezifitit, andererseits der Moglichkeit einer Quantifizierung der Methode zuzuschreiben sein diirfte.

Somit bleibt festzuhalten, dass sich das angewandte QMSP-Protokoll zur Detektierung einer
Promotorhypermethylierung von APC, pl16™** und RASSFIA als hochspezifischer Test zur
Diskrimination zwischen maligner und benigner Lungenerkrankung anhand von Bronchialaspiraten
eignet. Die Sensitivitit des Panels war jedoch mit 51 % nicht ausreichend, um als alleiniger Test in der
klinischen Diagnostik Anwendung zu finden. In der Kombination mit der routineméBigen
zytologischen Diagnostik jedoch erdffnen sich vielversprechende Anwendungsbereiche, was im

nichsten Abschnitt ausfiihrlich diskutiert wird.

5.7 QMSP-Hypermethylierungsanalyse zur Verbesserung der zytologischen Diagnostik

Beim Verdacht auf eine maligne Lungenerkrankung ist die Gewinnung von zytologischem
Untersuchungsmaterial (Bronchialaspirat, bronchiale Biirstung, transbronchiale Nadelaspirations-
biopsie) und anschlieende zytologisch-mikroskopische Beurteilung durch einen Pathologen immer
noch ein wesentlicher Pfeiler in der diagnostischen Routine. Es werden jedoch bis zu 50 % der

malignen Lungenerkrankungen nicht erfasst [137], [246], [247].

In dem hier vorliegenden Kollektiv von Patienten mit einem primiren malignen Lungentumor zeigte
die zytologische Diagnostik eine Sensitivitit von 52 % (56 von 108 Patienten mit maligner
Lungenerkrankung) bei einer Sperzifitit von 100 % (61 von 61 Patienten mit benigner

Lungenerkrankung). In Kombination mit dem hier angewandten QMSP-Genpanel lie sich die
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Sensitivitdt auf 71 % steigern (77 von 108 Patienten mit maligner Lungenerkrankung). Die Spezifitét
dieser Kombination wire mit 98 % (60 von 61 Patienten mit benigner Lungenerkrankung) immer noch
sehr hoch. Eine deutliche Anhebung der Sensitivitidt der zytologischen Diagnostik konnte auch in
einigen Studien mit QMSP-Protokoll und zytologischem Untersuchungsmaterial erreicht werden.
Schmiemann et al. zeigten eine Verbesserung der Sensitivitdt der Zytologie durch zuséitzliche
Anwendung des gleichen QMSP-Genpanels (APC, p16™** und RASSF1A) von 44 auf 68 % an
Bronchialaspiraten von 85 Patienten mit maligner Lungenerkrankung [153]. Nikolaidis et al. konnten
mit einem QMSP-Genpanel (p16™*, RASSFIA, WTI, TERT) an Bronchialspiraten von 139
Lungenkarzinompatienten die Sensitivitidt der zytologischen Diagnostik von 45 auf 82 % steigern
[211]. Hubers et al. zeigten an Sputen von 158 Patienten mit einer malignen Lungenerkrankung eine
Steigerung der Sensitivitdt der Zytologie von 22 auf 52 % durch die Anwendung einer QMSP zur
Detektierung einer Hypermethylierung des RASSF1A-Genpromotors [207]. Diese Tendenz
bestitigten auch Studien von Grote et al., Shivapurkar et al. sowie van der Drift et al. [94], [155],
[156], [227]. Die genannten Studien zeigten mit 92 — 100 % durchweg eine hohe Spezifitit, womit
sich die Kombination von Zytologie und QMSP in den genannten Fallen in der klinischen

Routinediagnostik geeignet hitte.

Das hier verwandte QMSP-Panel (APC, p16™** und RASSF1A) zeigte mit 61 % (34 von 56 Patienten
mit einer malignen Lungenerkrankung) in der Gruppe der als zytologisch positiv diagnostizierten
Patienten die hochste Sensitivitdt. In der Gruppe der Patienten die als zytologisch negativ
diagnostiziert wurden (n = 59) zeigten sich im follow-up 17 Patienten mit einer malignen
Lungenerkrankung. Von diesen 17 zytologisch falsch negativ diagnostizierten Fallen konnten 3 mittels
QMSP-Genpanel diagnostiziert werden (Sensitivitdt 18 %), wobei zu erwéhnen ist, dass in diesen
Féllen ausschlieBlich der RASSF1A-Genpromotor hypermethyliert war. Schmiemann et al. zeigten in
dieser Untergruppe dhnliche Ergebnisse (10 von 27 Fallen) [153]. Eine Verwendung des 3-Marker-
QMSP-Genpanels erscheint in dieser Patientengruppe aufgrund seiner geringen Detektierungsrate

positiver Befunde nicht sinvoll.

Die interessanteste Gruppe ist die der als zyfologisch unklar diagnostizierten Patienten (n = 54), denn
hier miissen in der klinischen Routine weitere diagnostische Maflnahmen zur Abklarung erfolgen. In
dieser Gruppe zeigten 35 Patienten im follow-up eine maligne Lungenerkrankung, die mit einer
Sensitivitdt von 51 % (18/35) durch die QMSP als positiv bestitigt werden konnten. Das QSMP-
Genpanel aus APC, p16™* und RASSFIA war also auch in dieser Untergruppe in der Lage
signifikant (p < 0,001) zwischen benigner und maligner Lungenerkrankung zu unterscheiden und iiber
die Halfte der zytologisch unklaren Patienten mit einer malignen Lungenerkrankung als richtig positiv
zu verifizieren. Auch die frilheren Studien des Instituts fiir Cytopathologie der Heinrich-Heine-
Universitdt Diisseldorf legten eine Anwendung der QMSP als Reflextest im Anschluss nach unklarer

(zweifelhafter oder dringend verddchtiger) Zytologie nahe [153]-[156]. Schmiemann et al. zeigte 29
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(57 %) durch das QMSP-Genpanel (APC, p16™** und RASSF1A) richtig positiv erkannte Fille in der
Gruppe der Patienten mit unklarer zytologischer Diagnose und malignem Lungentumor (n = 51).
Somit besteht der Mehrwert der QMSP in der klinischen Anwendung insbesondere in der Gruppe der

Patienten mit unklarer (zweifelhafter oder dringend verddchtiger) Zytologie.

llse et al., Institut fiir Cytopathologie des Universitdtsklinikums Diisseldorf, zeigten kiirzlich in einer
Studie zur Hypermethylierung des SHOX2 (stature homebox gene 2) Genpromotors (QMSP an
Bronchialaspiraten) ein weiteres Gen mit groBlem Potential fiir den Einsatz in einem Biomarker-
Genpanel zu Detektion von malignen Lungentumoren [255]. Sie erzielten hier eine Sensitivitdt von 64
% (48/75 Patienten mit einem Malignom der Lunge) und eine Spezifitdt von 98 % (42/43 Nicht-
Tumor Patienten). Die zytologische Diagnostik in Kombination mit der SHOX2-
Hypermethylierungsanalyse bei Patienten mit der zytologischen Diagnose unklar oder negativ zeigte
eine Sensitivitit von 69 % (52/75 Patienten mit einem Malignom der Lunge) und eine Spezifitit von
98 % (42/43 Nicht-Tumor Patienten). Dies verdeutlicht nochmals den Nutzen der

Hypermethylierungsanalyse als Reflextest der Zytologie.

5.8 Implementierung des 3-OST-2-Genpromotors in das QMSP-Panel

Das 3-Marker-Genpanel aus APC, p16™** und RASSF1A sollte in dieser Arbeit um ein zusitzliches
Gen erweitert werden. In der Studie von Shivapurkar et al zeigte sich die Analyse der
Hypermethylierung des 3-OST-2-Genpromotors mittels QMSP als vielversprechender Marker zur
Detektion maligner Lungenerkrankungen [94]. An 40 Patienten mit einem kleinzelligen
Lungenkarzinom konnte nach Definition eines cut-off-Levels in 28 Tumorresektaten eine
Hypermethylierung des 3-OST-2-Genpromotors (Sensitivitit 70 %), in der Kontrollgruppe
(peritumorales gesundes Gewebe) hingegen jedoch in keinem Fall, nachgewiesen werden. In derselben
Studie wurden auch 13 Sputen von Patienten mit einem Lungenkarzinom und 25 Sputen von Patienten
mit einer benignen Lungenerkrankung untersucht, mit dem Ergebnis einer Sensitivitit von 31 % (4/13)

und einer Spezifitit von 100 % (0/25) dieses Tests.

In der vorliegenden Arbeit wurde das gleiche 3-OST-2-Primer-Sonden-Set fiir die QMSP angewandt
wie in der o. g. Studie von Shivapurkar et al. [94]. Die Ergebnisse in der Hypermethylierung des 3-
OST-2 Genpromotors wichen jedoch deutlich von denen der genannten Studie ab. Shivapurkar et al.
definierten das hochste Methylierungslevel in der Kontrollgruppe (benachbartes Karzinomgewebe) als
cut-off-Wert. Wiirde man im vorliegenden Patientenkollektiv (Bronchialaspirate) das cut-off-Level fiir
die Hypermethylierung des 3-OST-2-Genpromotors so definieren, ergébe sich eine Sensitivitit von
nur 2 % (2/117). Auch die ROC-Kurvenanalyse und Ermittlung von Youden’s Indices resultierten in

fiir diagnostische Anwendungen inakzeptabel schlechter Spezifitit. Daher wurde in dieser Arbeit eine
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Spezifitat von 95 % (3/61) festgelegt, wodurch sich eine Sensitivitdt von 16 % (17/108) hinsichtlich
der Diskrimination zwischen primédr maligner und benigner Lungenerkrankung im vorliegenden
Patientenkollektiv ergab. Unter den 11 getesteten Genmarkern in der Studie von Shivapurkar et al.
war die 3-OST-2-Methylierung in der Karzinomgruppe (n = 40, nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom)
am héufigsten und in der Kontrollgruppe (n = 40, peritumorales gesundes Gewebe) am niedrigsten.
Deren Analyse konnte am besten zwischen maligne und benigne diskriminieren (ROC-Analyse: AUC
0,909 [95 % CI = 0,843 — 0,974]) [94]. Die Bronchialaspirate des Patientenkollektivs dieser Arbeit
zeigten sowohl in der Gruppe der Patienten mit maligner als auch mit benigner Lungenerkrankung
hohe Methylierungslevel des 3-OST-2-Genpromotors. Hier konnte zwar signifikant, aber fiir eine
diagnostische Anwendung nicht auseichend zwischen den beiden Gruppen unterschieden werden
(ROC-Analyse: AUC 0,659 [95 % CI = 0,580 - 0,737]). AbschlieBend bleiben an zytologischem
Untersuchungsmaterial die extremen Unterschiede in der Spezifitdt der 3-OST-2-QMSP dieser Arbeit
und der Studie von Shivapurkar et al. ungeklart. Beide Studien verwandten das gleiche QMSP-Primer-
Sonden-Set. Zudem konnte gezeigt werden, dass die (Q)MSP (APC, p16™** und RASSF1A) im
Regelfall an Bronchialaspiraten spezifischer ist als an Sputen (siche auch Abschnitt 5.2).

Hubers et al. untersuchten ebenfalls die Hypermethylierung des 3-OST-2-Genpromotors an Patienten
mit einem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom [256]. Von 20 Patienten mit einer malignen
Lungenerkrankung zeigten 10 (Sensitivitit 50 %), in der Kontrollgruppe (Patienten mit benigner
Lungenerkrankung, n = 31) zeigten 4 Patienten eine Hypermethylierung (Spezifitit 87 %) in der
genannten Studie. Diese Studie definierte das cut-off-Level anhand des hochsten Youden’s Index der
ROC-Analyse [256]. In der vorliegenden Arbeit ergibe sich bei dem so definierten cut-off-Level eine
Sensitivitdt von 57 % bei einer Spezifitit von 72 %. Somit sind die Ergebnisse der Studie von Hubers
et al. wesentlich ndher an den hier vorliegenden als die der Studie von Shivapurkar et al. [94], [207].
Dennoch bleibt auch hier der deutliche Unterschied in der Spezifitdt unklar, denn auch in der Studie

von Hubers et al. wurde das gleiche QMSP-Primer-Sonden-Set verwandt.

Eine weitere Studie von Hwang et al. untersuchte die Hypermethylierung des 3-OST-2-Genpromotors
mittels CMSP-Protokoll an 289 Patienten mit einem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (reseziertes,
in Paraffin konserviertes Karzinomgewebe). Hier zeigte sich eine relative Rate von 31 % (95/289)
hinsichtlich der Hypermethylierung des 3-OST-2-Genpromotors, eine Kontrollgruppe gab es nicht
[191]. AuBerdem konnten Hwang et al. in ihrer Arbeit an verschiedenen bronchoepithelialen
Zellkulturen zeigen, dass ein Abschalten der 3-OST-2-Expression (siRNA-Assay) die Zellmigration
und —proliferation steigert. Die Transfektion von Lungenkarzinom-Zelllinien mit 3-OST-2-cDNA
(liposomaler Gentransfer) und der damit verbundenen Expression von 3-OST-2 konnte den
gegenteiligen Effekt erzeugen [191]. Zudem konnten Hwang et al. an 26 Tumorresektaten (diesmal
kryokonserviert bei -80° C) eine signifikante negative Korrelation zwischen 3-OST-2-

Promotorhypermethylierung (Nachweis mittels QMSP) und der Genexpression (mRNA-Nachweis
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mittels quantitativer RT-PCR) aufzeigen [191]. Die 289 Patienten mit maligner Lungenerkrankung
wurden auch hinsichtlich klinisch-pathologischer Gesichtspunkte untersucht. Wie auch bei der
vorliegenden Arbeit zeigten sich bei Alter, Geschlecht, Tumorentitit und Tumorstadium keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Hypermethylierung des 3-OST-2-Genpromotors. Raucher
zeigten jedoch eine signifikant haufigere Hypermethylierung gegeniiber Nichtrauchern. In der

vorliegenden Arbeit zeigte sich dieser Unterschied hingegen nicht signifikant (p = 0,214).

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob sich der Nachweis einer Hypermethylierung des 3-OST-
2-Genpromotors mittels QMSP eignet um das bestehende 3-Marker-Genpanel aus APC, p16™** und
RASSF1A hinsichtlich der Diagnose eines Lungenkarzinoms an Bronchialspiraten zu verbessern. Die
vielversprechenden Ergebnisse des 3-OST2-Genmarkers aus der Studie von Shivapurkar et al.
konnten jedoch nicht bestétigt werden [94]. Obwohl mittels QMSP-Analyse der Hypermethylierung
des 3-OST-2-Genpromotors signifikant zwischen primér maligner und benigner Lungenerkrankung im
vorliegenden Patientenkollektiv unterschieden werden konnte, musste das cut-off-Level fiir eine
akzeptable Spezifitit des Tests von 95 % extrem hoch angesetzt werden, wodurch die Sensitivitit des
Tests auf 16 % sank. Eine Erweiterung des 3-Marker-Genpanels um 3-OST-2 fiihrte zwar zu einer
geringen Verbesserung der Sensitivitdt des Genpanels (51 vs. 56 %), dies jedoch auf Kosten der
Testspezifitit (98 vs. 95 %). Da in der Gruppe der Patienten mit benigner Lungenerkrankung in 58 von
61 Fillen eine Hypermethylierung des 3-OST-2-Genpromotors mittels QMSP nachgewiesen wurde,
ist davon auszugehen, dass falsch positive Ergebnisse auch in einer zukiinftigen Anwendung auftreten
werden. Damit ist der Nachweis einer Hypermethylierung des 3-OST-2-Genpromotors mittels QMSP
und hier verwandtem Primer-Sonden-Set zu Diskrimination zwischen maligner und benigner
Lungenerkrankung an Bronchialaspiraten zunichst ungeeignet. Hwang et al. konnten jedoch in ihrer
umfangreichen  Arbeit einen  eindeutigen = Zusammenhang  zwischen der  3-OST-2-
Promotorhypermethylierung, der Unterexpression des Genproduktes und zellphysiologischen
Verianderungen in Adhésion, Migration und Proliferation des Bronchialepithels herstellen [191].
Zudem konnte die Studie eine Hypermethylierung des 3-OST-2-Genpromotors in 95 von 298 nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinomen mittels MSP nachweisen. Demnach bleibt die Hypermethylierung
des 3-OST-2-Genpromotors ein interessanter Biomarkerkandidat in der Diagnostik von primér
malignen Lungentumoren und sollte weiter verfolgt werden. Der ndchste Schritt wére z. B. die
Entwicklung neuer Primer fiir die QMSP, welche spezifischer zwischen unmethyliertem und

methyliertem 3-OST-2-Genpromotor unterscheiden.
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6. Schlussfolgerungen

Gegenstand dieser Arbeit war die Bestdtigung eines 3-Biomarker-Genpanels bestehend aus APC,
pl6™* und RASSFIA zur Detektion maligner Lungentumoren anhand der Analyse von
Genpromotorhypermethylierungen, welches zuvor durch das Institut fiir Cytopathologie des
Universitdtsklinikums Diisseldorf etabliert wurde. Zudem wurde untersucht, ob sich die Rate der

Detektion des Panels durch ein weiteres Gen - 3-OST-2 - verbessert 1ésst.

Die Hypermethylierung der genannten 3 Genpromotoren wurde mittels Quantitativer
Methylierungsspezifischer real-time PCR (QMSP) in einer Diagnosestudie mit prospektivem
Studieneinschluss und verblindeter retrospektiver Evaluation an 178 Bronchialaspiraten von 178
Patienten (108 Patienten mit primdrem malignem Lungentumor, 9 Patienten mit Tumor andere
Genese, 61 Nicht-Tumor Patienten) untersucht. Das 3-Biomarker-Genpanel erreichte hier eine
Sensitivitdit von 51 % bei einer Spezifitit von 98 % und konnte somit als hochspezifischer
Biomarkertest zur Detektion von malignen Lungentumoren bestitigt werden. Der Mehrwert dieses
diagnostischen Tests konnte v. a. in der Kombination mit der Routinezytologie gezeigt werden,
wodurch eine Sensitivitdt von 71 % bei einer Spezifitit von 98 % erreicht wurde. Es konnte wiederum
gezeigt werden, dass sich bei Patienten in der zytologischen Diagnosegruppe unklar eine Verwendung

des 3-Biomarker-Genpanels als Reflextest in der klinischen Routinediagnostik besonders anbietet.

Am o. g. Patientenkollektiv wurde in dieser Arbeit auch die Hypermethylierung des 3-OST-2-
Genpromotors mittels QMSP untersucht. Hierzu wurden der Literatur d4quivalente Primer und Sonden
gewihlt, welche dort vielversprechende Ergebnisse erzielten. Bis auf 3 Proben zeigte sonst jede Probe
eine Hypermethylierung des 3-OST-2-Genpromotors, was die Definition eines cuf-off-Levels notig
machte. Die Wahrung einer akzeptablen Spezifitidt von 95 % fiihrte zu einer geringen Sensitivitdt von
16 % hinsichtlich der Detektion von malignen Lungentumoren. Das 4-Biomarker-Genpanel (APC,
p16I"k4A, RASSF1A und 3-OST-2) erreichte eine Sensitivitdt von 56 % bei einer Spezifitdt von 95 %.
Nach Einschitzung dieser Arbeit liefert die Hypermethylierungsanalyse des 3-OST-2-Genpromotors
mit dem hier verwandten QMSP-Protokoll keinen Mehrwert fiir das etablierte Biomarker-Genpanel
zur Detektion maligner Lungentumoren, denn die Steigerung der Sensitivitdt war gering und ging auf
Kosten der Spezifitit, was in der klinischen Routinediagnostik zu viele falsch positive Fille bedingen

wiirde.
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8. Anhang

8.1 TNM-Klassifikation und Stadieneinteilung maligner Lungentumoren nach UICC

Die folgenden Angaben stammen aus: L. Sobin, M. Gospodarowicz, and C. Wittekind, “Lung and

Pleural Tumours,” in TNM Classification of Malignant Tumours, 7th ed., Chichester, West Sussex,
UK ; Hoboken, NJ: Wiley-Blackwell, 2009, pp. 136—146.

/M NO N1 N2 N3
Tla (<2 cm) IA A 1A 11IB
Tib (>2-3cm) IA A A 111B
T2a(>3-5cm) IB A 1A 11IB
T2b (>5-7cm) IIA 1B A 111B
T3 1B A A 11IB
T4 A A 111B 111B
Mla v v v v
M1b v I\ v v

Tabelle 8.1: Stadieneinteilung (staging) maligner Lungentumoren nach UICC

Erlduterungen zu Tabelle 8.1 (TNM-Klassifikation):

T — Primértumor

TX:

TO:
T1:

T2:

T3:

Primdrtumor kann nicht beurteilt werden oder Tumor wurde anhand von malignen Zellen im
Sputum oder Bronchialaspiraten nachgewiesen, jedoch nicht durch eine Bildgebung oder
Bronchoskopie visualisiert.
Kein Nachweis eines Primartumors.
Primartumor kleines als 3 c¢cm in der groffiten Ausdehnung, von Lungengewebe oder Pleura
umgeben, ohne Nachweis einer Invasion proximaler als der Lappenbronchus
Tla: Primértumor kleiner als 2 ¢cm in der groBten Ausdehnung *
T1b: Priméartumor groBer als 2 cm aber nicht mehr als 3 cm in der groBten Ausdehnung
Primirtumor grofer als 3 cm aber nicht mehr als 7 cm in der gréfiten Ausdehnung oder
Primértumor mit mindestens einer der folgenden Eigenschaften ®:
- Bezieht einen Hauptbronchus mit mehr als 2 cm Abstand zur Carina mit ein
- Infiltriert die viscerale Pleura
- Ist mit einer Atelektase oder obstruktiver Pneumonie assoziiert, welche sich auf hilére
Region ausdehnen jedoch nicht die ganze Lunge betreffen
T2a: Primértumor groBer als 3 cm aber nicht mehr als 5 cm in der groBten Ausdehnung
T2b: Primértumor groBer als 5 cm aber nicht mehr als 7 cm in der groften Ausdehnung
Primdrtumor grofler als 7 cm in der groften Ausdehnung oder Primértumor mit mindestens
einer der folgenden Eigenschaften:
- Infiltration von Brustwand, Diaphragma, N. phrenicus, Pleura mediastinalis oder
parietalem Pericard
- Bezieht einen Hauptbronchus mit weniger als 2 cm Abstand zur Carina * mit ein, jedoch
nicht die Carina selbst
- Ist mit einer Atelektase oder obstruktiver Pneumonie assoziiert, welche die ganze Lunge
betreffen
- Absiedlung(en) des Tumors im selben Lobus der Lunge
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T4:

Tumor jeder GroBe der mindestens einer der folgenden Strukturen infiltriert: Mediastinum,
Herz, groBe ThoraxgefiBe, Trachea, Osophagus, N. laryngeus recurrens, Wirbelsdule, Carina;
sowie Tumoren jeder Grofie, die Absiedlung(en) in mindestens einem anderen ipsilateralen
Lobus der Lunge aufweisen.

N — Regionale Lymphknoten

NO:
N1:

N2:
N3:

Kein Nachweis einer regionalen Lymphknotenmetastase.

Metastasen in ipsilateralen peribronchialen und/oder ipsilateralen hiliren Lymphknoten sowie
intrapulmonalen Lymphknoten.

Metastasen in ipsilateralen mediastinalen oder subcarinalen Lyphknoten.

Metastasen in kontralateralen mediastinalen, kontralateralen hilidren, ipsilateralen oder
kontralateralen skalendren oder supraclavikuldren Lymphknoten.

M — Fernmetastasen

MO:
Mi1:

Kein Nachweis von Fernmetastasen.

Fernmetastasen

Mila: Kontralaterale Absiedlung(en) des Tumors, pleurale Absiedlung(en) oder maligne Pleura-
oder Perikardergiisse.

M1b: Fernmetastasen

* Der seltene oberfldchlich spreitende Tumor jeder GroBe, dessen invasive Komponente auf die
Bronchuswand beschrinkt ist, wird auch als T1a klassifiziert.

® T2 Tumoren mit diesen Eigenschaften werden als T2a klassifiziert, wenn sie kleiner als 5 cm, als
T2b, wenn sie grofer als 5 cm aber nicht mehr 7 cm in der grofSiten Ausdehnung sind.

¢ Die meisten Pleura- oder Perikardergiisse sind tumorbedingt. In seltenen Fillen sind auch mehrere
mikroskopische Untersuchungen dieser Ergiisse negativ fiir maligne Zellen, dar Erguss unblutig und
ein Exsudat. Ist dies der Fall, und spricht auch das klinische Bild gegen einen tumorbedingten Erguss,
sollte der Patient als MO klassifiziert werden.
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