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Allgemeine Einleitung

Anatomie und Physiologie von Lunge und Pleura

Die Lunge ist ein Organ, das dem Gasaustausch zwischen Atemluft und Blut
dient. Beim ausgewachsenen Menschen hat sie im Zustand starker Ausatmung
eine Oberflache von ca. 40 m2 Bei ruhiger Einatmung erweitert sich die
Oberflache auf 55-80 m2. Die Haut des Menschen hat zum Vergleich nur ca.
1,6 m* Oberflache. Die Lunge besitzt keine ,eigenen“ Muskeln, die sie
expandieren oder zusammendricken. Sie wird durch die Bewegungen des
Zwerchfells und des Brustkorbes mit aufgespannt und zusammengedruckt. Die
einzelnen Lungenfligel sind jedoch nicht direkt mit Zwerchfell und Brustkorb
verwachsen. Stattdessen haften sie jeweils an einer glatten dinnen serdsen
Haut, der Pleura visceralis. Die Innenseite des Brustkorbs und die craniale
Seite des Zwerchfells haften ebenfalls an einer solchen Haut, der Pleura
parietalis. Die Pleura visceralis und die Pleura parietalis gehen an ihren
Randern ineinander Uber. Im restlichen Bereich sind sie durch einen kleinen,
flussigkeitsgeflllten Spalt (Pleuraspalt) voneinander getrennt. (Frick et al.,
1987) Der Pleuraspalt ist beim gesunden Erwachsenen mit wenigen Millilitern
(5-20 ml) (Feichter und Dalquen, 2000) serdser Flussigkeit geflllt, die haufig
ausgetauscht wird. Da Flussigkeiten weder dehnbar noch kompressibel sind,
werden die Pleura visceralis und die Pleura parietalis durch die Pleuraflissigkeit
verschiebbar aneinander geheftet. Somit dient die Pleura der gleitend
gelagerten Ubertragung der Atembewegungen von Brustkorb und Zwerchfell
auf die Lunge. (Frick et al., 1987)

Wird der Pleuraspalt von auflen oder innen so verletzt, dass Luft
einstromen kann, zieht sich die Lunge auf etwa ein Drittel ihrer urspriinglichen
GroRe zusammen und kann den Atembewegungen von Zwerchfell und
Brustkorb nicht mehr folgen (Pneumothorax). (Frick et al., 1987) Die Atmung
wird ebenfalls beeintrachtigt, wenn sich groRere Mengen serdser Flussigkeit im

Pleuraraum ansammeln. Je mehr FlUssigkeit sich bei einem solchen
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Allgemeine Einleitung

Pleuraerguss (Hydrothorax) ansammelt, desto weniger Raum bleibt zur
Expansion der Lunge. Die Ansammlung der Flussigkeit kann unterschiedliche
Ursachen haben. So werden in einer Studie an Patienten in den USA, die
mithilfe einer Pleurapunktion untersucht wurden, die drei haufigsten Ursachen

von Pleuraergussen wie folgt angegeben (Light, 2002):

- Herzinsuffizienz mit 36,8 % (500.000/1.360.000)
- Pneumonien mit 22,1 % (300.000/1.360.000)
- Krebs mit 14,7 % (200 000/1.360.000)

Andere Studien geben die Haufigkeit eines malignen Pleuraergusses mit
25 % (Bedrossian, 1994) bis 45 % (Motherby et al., 1999) an. In unserer Studie
an Pleuraergussen war in 37 % der Falle ein maligner Tumor die Ursache des
Pleuraergusses (llse et al., 2013). Klinisch koénnen Pleuraerglisse in
Abhangigkeit von den konkreten Beschwerden des Patienten durch Punktion
oder Drainage abgezogen werden, um dem Patienten die Atmung wieder zu
erleichtern. In anderen Fallen kann die Punktion auch rein diagnostischer Natur
sein. Zur ursachlichen Abklarung wird empfohlen, die so erhaltene Flissigkeit
zur mikrobiologischen, laborchemischen und zytologischen Untersuchung zu
schicken. (Kasper et al., 2005; Light, 2002; Riede et al., 2004)

Maligne und benigne Tumore

Ein Tumor ist im weiteren Sinne zunachst nur die Umschreibung der
Volumenzunahme eines Gewebes, gleichgultig wie sie zustande gekommen ist.
Im engeren Sinne hingegen bezeichnet der Begriff des Tumors eine abnorme
Gewebemasse, die auf eine fortschreitende und UbermaRige zellulare
Proliferation zurtickgeht und sich weder strukturell noch funktionell in das
Normalgewebe eingliedert. Tumor, Geschwulst und Neoplasie (= Neubildung)
kénnen synonym verwendet werden, sagen allerdings nichts uber das
biologische Verhalten (Dignitat) aus. Diesbeziglich unterscheidet man
zwischen benignen (gutartigen) Tumoren und malignen (bdsartigen) Tumoren.
(Riede et al., 2004)
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Ein benigner Tumor ist gekennzeichnet durch langsames, verdrangendes
Wachstum, welches das benachbarte Gewebe allmahlich komprimiert.
Histologisch bestehen benigne Tumore aus einem meist abgekapselten, gut
differenzierten Gewebe mit hoher Ahnlichkeit zum Ursprungsgewebe. Die
Tumorzellen bilden eine monomorphe Zellpopulation mit ahnlicher Zell- und
ZellkerngroRe. Nekrosen (Abgestorbene Zellen und Zellverbande) innerhalb
des Tumors sind sehr selten. (Riede et al., 2004)

Maligne Tumore (haufig auch unter dem Begriff ,Krebs"
zusammengefasst) wachsen charakteristischer Weise in die unmittelbare
Tumorumgebung ein (Infiltration) und zerstoren sowohl deren histologische als
auch makroskopische Ordnung (Destruktion). Des Weiteren kdnnen sie in
Lymph- und/oder Blutgefale eindringen, in andere Organe gelangen und
gegebenenfalls auch dort anwachsen (Metastasierung). Manche
Tumorentitaten neigen aullerdem dazu, sich entlang histologischer
Leitstrukturen auszubreiten (z.B. Nervenscheiden). Histologisch bestehen
maligne Tumore aus einem Gewebe, das je nach Differenzierungsgrad mehr
oder weniger dem Ursprungsgewebe gleicht. Die Zellen des Tumorgewebes
sind gerade bei geringerer Differenzierung polymorph. Sie weisen haufig
unterschiedliche Zell- und ZellkerngroRen auf. Die Kern-Plasma-Relation ist
haufig zu Gunsten des Kerns verschoben. Das Chromatin erscheint
unregelmalig (Heterochromasie). Es sind Mitosen zu beobachten. Dartber
hinaus konnen die Kernkorperchen (Nukleolen) plump vergrofRert erscheinen.
Nicht selten weisen maligne Tumore zum Teil flachige Nekrosen auf. (Riede et
al., 2004)

Die intensive Erforschung von malignen Tumoren geht bereits auf das
Ende des vorletzten Jahrhunderts zurick. So fragte der englische Chirurg
Stephen Paget bereits 1889 nach der Ursache fur die Ausbreitung einer
Krebserkrankung. Seine Theorie, dass es sich mit Krebs ahnlich verhalt wie mit
Pflanzen, deren Samen sich in alle Richtungen verbreiten und dort anwachsen,
hat bis heute Bestand und wird als Metastasierung bezeichnet. (Paget, 1889)
Im Jahr 2006 verdffentlichte die Nature Publishing Group eine
Zusammenfassung uber die Meilensteine der Krebsforschung. Dort wurde
Pagets Metastasierungstheorie als der erste von 24 Meilensteinen der
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modernen Krebsforschung bezeichnet. (Dell, 2006) Heutzutage sprechen einige
Beobachtungen an menschlichen Tumoren und an Mausmodellen dafur, die
Entstehung und die Weiterentwicklung eines malignen Tumors als einen
Evolutionsprozess zu betrachten, der sich analog zur Evolution nach Darwin
verhalt. Beim Fortschreiten dieses Evolutionsprozesses wandeln sich normale
menschliche Zellen mit fortschreitender Zahl genetischer Veranderungen in
Krebszellen um. (Hanahan wund Weinberg, 2000) Im Laufe dieser
Veranderungen erwerben die Krebszellen auf unterschiedliche Weise
bestimmte, sie kennzeichnende Eigenschaften. Im Jahr 2000 grenzten
Hanahan und Weinberg diese noch auf sechs essentielle Eigenschaften ein.
Diese Eigenschaften sind das Aufrechterhalten von Proliferationssignalen, das
Vermeiden von wachstumsunterdrickenden Signalen, der Widerstand gegen
den Zelltod, die Befahigung zu replikativer Unsterblichkeit, die Induzierung von
Angiogenese und die Kombination von der Fahigkeit zum Eindringen in andere
Gewebe (Invasion) mit der Fahigkeit dort anzuwachsen (Metastasierung).
(Hanahan und Weinberg, 2000) Im Jahr 2011 erweiterten Hanahan und
Weinberg diese im Jahr 2000 von ihnen postulierten kennzeichnenden
Eigenschaften um zwei weitere Eigenschaften. Diese Eigenschaften sind die
Umprogrammierung des Energiemetabolismuses und die Vermeidung der
Zerstorung durch die Immunabwehr. (Hanahan und Weinberg, 2011) Darlber
hinaus stellten sie erneut klar, dass ein maligner Tumor mehr sei als eine
Masse proliferierender Krebszellen. Es handele sich viel eher um ein
komplexes Gewebe, in dem auch normale Zellen fur die Ausbildung des

entstehenden Tumors rekrutiert werden. (Hanahan und Weinberg, 2011)

Maligne Tumore der Lunge

Nach den aktuellen Vorgaben der WHO von 2015 werden zwar Uber 70
verschiedene lungeneigene Tumore unterschieden (Travis et al., 2015), aus
epidemiologischer Sicht spielen von ihrer Inzidenz und Pravalenz her aber nur
die malignen epithelialen Tumore, d.h. die Karzinome, eine wirkliche Rolle in

der klinischen Medizin. Sie werden unter dem Oberbegriff des
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Bronchialkarzinoms  bzw. synonym unter dem  Oberbegriff des
Lungenkarzinoms zusammengefasst. (Riede et al., 2004) Entsprechend den
Hauptdifferenzierungen des Bronchialepithels kdnnen Bronchialkarzinome
plattenepithelialen, adenomatdsen oder neuroendokrinen Ursprungs sein.
Teilweise koénnen auch verschiedene Abschnitte eines Tumors den
unterschiedlichen Differenzierungen zugeordnet werden. In einigen Fallen
werden sogar alle fur die Differenzierung betrachteten Marker innerhalb einer
Tumorzelle koexprimiert. (Feichter und Dalquen, 2000)

Bei der Erstdiagnostik werden kleine Gewebe- oder Zellproben meist im
Rahmen einer Lungenspiegelung entnommen und mikroskopisch untersucht.
Die Artdiagnose eines Tumors bis ins letzte Detail ist hierbei oft, aber nicht
immer moglich. Daher erfolgt die Klassifikation so weit wie mdéglich. Es wird
jedoch versucht, mindestens die therapeutisch relevanten Gruppen des
kleinzelligen Bronchialkarzinoms (SCLC) und des nicht kleinzelligen
Bronchialkarzinoms (NSCLC) zu unterschieden, wobei letztere, wenn mdglich,
weiter in Adenokarzinome und Plattenepithelkarzinome klassifiziert werden
sollten. (Feichter und Dalquen, 2000; Goeckenjan et al., 2011)

Weltweit sind Bronchialkarzinome seit einigen Jahrzehnten die
haufigsten malignen Tumore des Menschen. Fur das Jahr 2008 wird der Anteil
der Bronchialkarzinome an den gesamten Neuerkrankungen durch maligne
Tumore auf 12,7 % (1.608.000/12.677.000) geschatzt. Manner (1.095.000)
erkrankten dabei etwa doppelt so haufig an einem Bronchialkarzinom wie
Frauen (513.000). Mit einem Anteil von 18,2 % (1.378.000/7.571.000) ist das
Bronchialkarzinom auch fir die meisten Tode durch maligne Tumore
verantwortlich. In besser entwickelten Landern (Nach Definition der zitierten
Studie sind dies: Nordamerika, Europa, Russland, Japan, Australien und
Neuseeland.) ist das Bronchialkarzinom mit 13,0 % (724.300/5.570.300) nur
noch der am zweithaufigsten diagnostizierte Tumor, direkt nach dem
Kolonkarzinom 13,1 % (727.400/5.570.300). Dennoch ist das Bronchial-
karzinom auch in dieser Region der tddlichste Tumor mit einem Anteil von
21,8 % (600.400/2.751.400) an allen durch Krebs verursachten Toden. (Ferlay
et al., 2010) In Deutschland ist Lungenkrebs mit 11,0 % (52.520/477.950) sogar

nur der am vierthaufigsten diagnostizierte maligne Tumor im Jahr 2012. Im
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Gegensatz zu den in Deutschland haufiger diagnostizierten Brustdrisenkrebs
14,7 % (70.170/477.950),  Prostatakrebs 13,3 % (63.710/477.950)  und
Darmkrebs 13,0 % (62.230/477.950) existiert fur das Lungenkarzinom derzeit
keine etablierte Vorsorgeuntersuchung. Das Lungenkarzinom wird somit
meistens erst in weiter fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert. Da die
Heilungschance eines malignen Tumors mit dem Fortschreiten der Erkrankung
sinkt, ist es nicht verwunderlich, dass Lungenkrebs mit 20,1 % (44.465/220.923)
auch in Deutschland den gréf3ten Anteil an den durch Krebs verursachten
Toden hat. Der am haufigsten diagnostizierte Brustdrisenkrebs hat hingegen
nur einen Anteil von 8,1 % (17.898/220.923) an den durch Krebs verursachten
Toden. Mit einer relativen 5-Jahres-Uberlebensrate von 16 % bei Mannern und
21 % bei Frauen ist die Prognose von Lungenkrebs somit deutlich schlechter
als die von Prostatakrebs (93 %), Brustdrusenkrebs (78 % bei Mannern und
88 % bei Frauen) und Darmkrebs (58 % bei Mannern und 61 % bei Frauen).
(Kaatsch et al., 2015)

Zu den aus der Lunge stammenden Tumoren kommen noch die
Lungenmetastasen von Tumoren aus anderen Regionen des Korpers hinzu.
Nahezu die Halfte aller bdsartigen Tumore metastasiert in fortgeschrittenen
Stadien in die Lunge. Besonders haufig finden sich Lungenmetastasen bei
Mammakarzinomen, kolorektalen Karzinomen und Nierenzellkarzinomen.
Moglich sind sie auch bei Lungenkarzinomen, wobei die Unterscheidung
zwischen einem zweiten Primartumor und einer Lungenmetastase des bereits
bekannten Primartumors klinisch-bildgebend nicht immer maoglich ist und auch
im Vergleich der Histologie nicht immer gelingt. (Riede et al., 2004) Aus den
Daten von Abrams et al., Kaatsch et al. und Seo et al. Iasst sich ableiten, dass
auf einen Primartumor der Lunge in etwa 1,5 Lungenmetastasen kommen.
(Abrams et al., 1950; Kaatsch et al., 2015; Seo et al., 2001)

Maligne Tumore der Pleura

Fur die Klassifikation von Tumoren der Pleura nennt die WHO aktuell rund 20

verschiedene pleuraeigene Tumore (Travis et al., 2015), darunter auch maligne
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Entitaten. Aus epidemiologischer Sicht ist von diesen ausschliellich das
maligne Mesotheliom von Belang, eine Tumorentitat, die auf die maligne
Entartung der die Pleurahohle auskleidenden Mesothelien zurickgeht. Klinisch
manifestieren sich maligne Tumore der Pleura in erster Linie durch die Bildung
eines Pleuraergusses. Der Erguss entsteht dabei sowohl durch die Blockade
des Lymphabflusses und die perifokale Entzindung, als auch durch
Sekretionsleistungen der Tumorzellen. (Feichter und Dalquen, 2000)

Der Primartumor der Pleura, das maligne Mesotheliom, wird vom Robert
Koch Institut nicht nach Lokalitat getrennt aufgelistet. Allerdings wird dort
angegeben, dass die haufigste Lokalitat des malignen Mesothelioms mit ca.
90 % die Pleura ist. Maligne Mesotheliome stehen in aller Regel mit einem
langjahrigen beruflichen Kontakt mit dem inzwischen in Deutschland
verbotenen Werkstoff Asbest in Zusammenhang. So werden etwa 900 neue
Erkrankungsfalle jahrlich von den Berufsgenossenschaften, die als gesetzliche
Unfallversicherung Berufskrankheiten und Arbeitsunfalle entschadigen,
anerkannt. Im Jahr 2012 belief sich die Zahl der Neuerkrankungen des
malignen Mesothelioms auf 1560 Falle. Mit 0,3 % (1.560/477.950) der
gesamten Krebsneuerkrankungen ist das maligne Mesotheliom eine deutlich
seltenere Krebserkrankung als der Lungenkrebs (11 %). Allerdings ist die
relative 5-Jahres-Uberlebensrate mit 9 % bei Mannern und 17 % bei Frauen
noch schlechter als die Prognose bei Lungenkrebs. (Kaatsch et al., 2015)

In der Pleura gefundene Tumore sind nur in Ausnahmefallen
Primartumore der Pleura. Auf einen Primartumor der Pleura kommen etwa 50
Pleurametastasen. (Scherpereel, 2007) Dies spiegelt sich auch in unserer
Studie an Pleuraerglissen wider, bei der flr jedes Mesotheliom rund 42 nicht
Mesotheliome identifiziert wurden (11/472). (llse et al., 2013) Die meisten dieser
sekundaren Tumore stammen von einem Primartumor der Lunge oder der Brust
(Mamma). (Scherpereel, 2007) In unserer Studie sind im Weiteren Tumore des
Gastrointestinaltraktes, Lymphome und Leukadmien als Ursachen der
Pleurametastase identifiziert worden. (llse et al., 2013)
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DNA-Methylierung

Wie bei allen Vertebraten wird die DNA des Menschen nur am Cytosinrest
methyliert. Durch die Methylierung eines Cytosinrestes wird quasi eine funfte
Base, das 5-Methylcytosin, gebildet. Bei Wirbeltieren werden nur Cytosinreste
methyliert, wenn auf das Cytidin in 5° - 3° Richtung ein Guanosin folgt.
Vereinfachend wird von einem ,,CpG-Dinukleotid“ gesprochen. Sowohl Cytosin
als auch 5-Methylcytosin konnen in der Zelle durch Hydrolysierung spontan
desaminieren. Cytosin wird hierdurch in den RNA-typischen Rest Uracil
umgewandelt. Eine solche Umwandlung wird vom DNA-Korrekturmechanismus
erkannt und repariert. 5-Methylcytosin hingegen wird in Thymin umgewandelt
und ist, da Thymin eine DNA-typische Base ist, fir den DNA-Reparatur-
mechanismus nicht mehr als Fehler zu erkennen. Da Cytosine nur innerhalb
einer CpG-Folge methyliert werden und nur methylierte Cytosine durch
spontane Desaminierung verloren gehen kénnen, enthalten die Genome von
Mensch und Maus nur etwa 20 % der CpG-Folgen, die statistisch zu erwarten
waren. Es gibt DNA-Regionen, die vor diesem Hintergrund eine starke Haufung
von CpG-Folgen aufweisen. Sie werden als CpG-Inseln bezeichnet und kdnnen
zwischen einigen Dutzend und einigen hundert Basenpaaren lang sein.
CpG-Inseln treten stromaufwarts von mehr als 50 % aller menschlichen Gene
auf. Die Cytosine in diesen Inseln sind bei aktiv transkribierten Genen oder bei
Genen, die zur Expression bereit sind, nicht methyliert. Die Methylierung der
DNA wirkt sich negativ auf die Expression eines folgenden Genes aus. Zum
einen fuhrt die Methylgruppe selbst durch sterische Hinderung zu einer
schlechteren Bindung von Transkriptionsfaktoren. Im Weiteren fordert sie die
Bindung von Proteinen mit einer Affinitat fur methylierte DNA. Letztere fuhren
den Kontakt zu weiteren Proteinen herbei, welche eine Verdichtung des
Chromatins vermitteln. (Knippers, 2006)

Dass zwischen menschlichem Tumorgewebe und Nicht-Tumorgewebe
unterschiedliche Methylierungsmuster bestehen, wurde schon im Jahr 1983 von
Feinberg und Vogelstein berichtet. (Feinberg und Vogelstein, 1983) Seitdem ist
die Erforschung von aberranter DNA-Methylierung in verschiedenen komplexen

Krankheiten explosionsartig angewachsen. (Paska und Hudler, 2015)
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Nomenklatur der Gennamen

In der vorliegenden Arbeit findet die im Folgenden beschriebene Nomenklatur
Verwendung: Entsprechend der Richtlinien des ,Human Genome Organisation
(HUGO) Gene Nomenclature Committee” (HGNC) werden Gensymbole eines
menschlichen Gens durchgehend in Gro3buchstaben geschrieben. (Wain et al.,
2002) Im Gegensatz dazu werden bei Gensymbolen, die Gene der Maus
betreffen, nur die jeweils ersten Buchstaben groldgeschrieben. Alle
darauffolgenden  Buchstaben werden kleingeschrieben. Dies erfolgt
entsprechend der Richtlinien fir die Nomenklatur von Genen der Maus, welche
durch das MGI (Mouse Genome Informatics) verodffentlicht wurden. (Eppig et
al.,, 2015) Gensymbole von anderen Lebewesen werden entsprechend der
Nomenklatur fur die Maus geschrieben. Sofern die Spezies nicht direkt aus dem
Zusammenhang ersichtlich ist und es sich nicht um das Mausgen handelt, wird
das Gensymbol um den in Klammern gesetzten Namen der Spezies erganzt.
Der Empfehlung des HGNC folgend werden Gensymbole kursiv geschrieben,
wenn sich das Symbol auf eine DNA-Sequenz bezieht. Bezieht sich das Symbol
auf ein Protein, wird das Symbol nicht kursiv geschrieben. (Gray et al., 2015) In
den im Rahmen dieser Arbeit erstellten Publikationen wurde fiur das Gen
cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A) alias p16 und p16™¢* eine
Ausnahme von dieser Nomenklatur gemacht. Um den direkten Bezug zu der
vorher gehenden Studie aus unserem Institut von Schramm et al. von 2011
(Schramm et al., 2011) zu erhalten, wurde in der Publikation das Synonym

p 16 * verwendet.

Biomarker auf der Basis von DNA-Methylierung in der

Tumordiagnostik

Seit den letzten zwei Dekaden wurde das Potential veranderter
DNA-Methylierungsmerkmale als Biomarker fur die Krebsdiagnostik untersucht.
Obwohl aus diesen Untersuchungen eine grof3e Anzahl potentieller Marker
hervorgegangen sind, mussen viele noch bezuglich ihrer Sensitivitat und
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Spezifitat bewertet werden. Um diese Forschung voranzutreiben existieren drei
Mdglichkeiten (Delpu et al., 2013):

- Die Verbesserung bestehender Tests mit bereits erforschten Biomarkern.
- Das Entdecken neuer Marker mit hoher Sensitivitat und Spezifitat.
- Die Verbindung mehrerer sich komplementierender Marker, um die

schlechte Performance einzelner auszugleichen.

Bisher wird die Untersuchung von DNA-Methylierungsmarkern (insbesondere
fur Screening-Untersuchungen) in verschiedenen Leitlinien zur Diagnostik und
Behandlung von Tumoren, zum Teil sogar mit Nachdruck, nicht empfohlen.
(Baur et al., 2011; Goeckenjan et al., 2011; Pox et al., 2013; Travis et al., 2015)

In unseren Studien an Pleuraergussen und Bronchialaspiraten (lise et al.,
2013; llse et al., 2014) haben wir uns hauptsachlich auf die Erforschung der
Anwendbarkeit der SHOX2-Methylierung an den genannten Materialien
fokussiert. Entsprechend wird das SHOX2-Gen im Folgenden ausfuhrlich
besprochen. Im Weiteren haben wir in unserer Studie an Bronchialaspiraten die
modgliche Kombination des SHOX2-Methylierungsmarkers mit den zuvor in
unserem Institut erforschten DNA-Methylierungsmarkern APC, RASSF1A und
p16™N4  (CDNK2A) (Schramm et al, 2011) auf ihre Eignung zur
Tumordiagnostik untersucht. Unsere Studie an Bronchialaspiraten haben wir mit
dem verbliebenen Material aus der Studie von Schramm et al. durchgefihrt.
Durch die Verwendung desselben Untersuchungsmaterials war es moglich die
Kombination von SHOX2-Methylierung mit diesen Biomarkern zu untersuchen
ohne letztere erneut testen zu missen. Da ausschliel3lich die Daten der
Biomarker in unserer Studie (llse et al., 2014) verwendet wurden und letztere
nicht erneut untersucht wurden, werden die Biomarker im Folgenden lediglich

stark verkurzt vorgestellt.

SHOX?2

Das short stature homeobox gene two (SHOXZ2) wurde in Anlehnung an seine
hohe Homologie zum short stature homeobox gene (SHOX) SHOX2 genannt.

Laut HGNC ist SHOX2 im Bereich der finfundzwanzigsten Bande auf dem
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langen Arm des Chromosoms drei lokalisiert (Position 3g25.32). SHOX2 gehort
zu der Familie der paired class homeoboxes and pseudogenes (PRD). (Gray et
al., 2015; Holland et al., 2007) SHOX2 weist zwei funktionelle Einheiten auf,
eine Homeodomane und eine OAR-Domane. Eine Homeodomane vermittelt
dem Protein die Fahigkeit, an eine spezifische DNA-Sequenz zu binden.
(Blaschke et al., 1998; Semina et al., 1998) Viele Proteine, die eine
Homeodomane beinhalten, sind Transkriptionsfaktoren und spielen eine
wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung und der Zelldifferenzierung.
(Holland et al., 2007) Auch SHOX2 wird diese Eigenschaft zugeschrieben.
(Blaschke et al., 1998; Semina et al., 1998) Die OAR-Domane ist nach den
Anfangsbuchstaben der Gene orthopedia homeobox (OTP), aristaless related
homeobox (ARX) und retina and anterior neural fold homeobox (RAX) benannt.
(Furukawa et al, 1997) Der OAR-Domane wird eine Funktion als
intra-molekularer Schalter zugeschrieben. Als solcher reguliert sie die Aktivitat
des Transkriptionsfaktors, auf dem sie liegt. Es sind zwei verschiedene
Splicevarianten von SHOX2 bekannt. SHOX?2a ist 1948 Basenpaare (bp) lang
und kodiert flr ein Protein mit 331 Aminosauren (AS). SHOX2b umfasst 1541
bp und kodiert fir ein Protein von 190 AS Lange. (Blaschke et al., 1998)
SHOX2a und SHOX2b kdénnen sowohl Homo- als auch Heterodimere bilden.
Die Dimerisierung funktioniert aber nur dann, wenn sowohl die OAR-Doméane
als auch die Homeodomane intakt sind. (Aza-Carmona et al., 2014) Beide
Splicevarianten kdnnen vom Zelltyp abhangig als Transkriptionsaktivator oder
-repressor fungieren. (Yu et al., 2007) Die von den erstbeschreibenden
Arbeitsgruppen vorgeschlagenen Bezeichnungen SHOT (Blaschke et al., 1998)
und OG12X (Semina et al., 1998) werden von HGNC weiter als Synonyme fur
SHOX2 gefuhrt. (Gray et al., 2015) Als 1997 SHOX und 1998 SHOX2
beschrieben wurden, hie® das einzige (van Schaick et al., 1997) Mausgen,
welches zu SHOX und SHOX2 homolog ist, noch OG72 und spater Og12x.
Beide erstbeschreibenden Arbeitsgruppen von SHOX2 stellten fest, dass
Og12x eine hohere Homologie zu SHOX2 als zu SHOX aufweist. Semina et al.
berichteten, dass die vorhergesagte Proteinsequenz von SHOX2 zu 100 %
identisch mit der Proteinsequenz von Og12x ist. Auch bei der Maus heif3t
Og12x heute Shox2. (Gray et al., 2015)
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Sowohl die beiden erstbeschreibenden Publikationen von SHOX2 als auch viele
weitere der im Folgenden erwahnten Untersuchungen zur Funktionsweise von
SHOX2 haben ihre Untersuchungen im Modellorganismus Maus durchgeflhrt.
Da in der Maus, wie bereits genannt, nur ein zu SHOX2 und SHOX
aquivalentes Gen (Shox2) existiert (van Schaick et al., 1997), lassen diese
Untersuchungen nicht ohne Weiteres den Rlckschluss zu, dass SHOX, SHOX2
oder beide Gene beim Menschen die entsprechende Funktion erfullen.
Allerdings ist die Homeodomane beider Gene identisch, was auf identische
Bindestellen in der DNA hindeutet. (Blaschke et al., 1998) Die Zellkultur-
experimente von Aza-Carmona et al. im Jahr 2014 zeigten in vitro, dass SHOX2
und auch SHOX mit denselben Bindestellen der Regulatorregion der Gene
NPPB und ACAN interagieren konnen. Daraus folgerten und formulierten die
Autoren die Hypothese, dass SHOX und SHOX2 zeit- und gewebespezifisch
redundante Funktionen erfillen kdnnen. (Aza-Carmona et al., 2014)

Eine erste Einschatzung, ob SHOX oder SHOXZ2 beim Menschen die
Funktionen von Shox2 erfullt, kann die Studie von Clement-Jones et al. aus
dem Jahr 2000 liefern. Die Abhandlung vergleicht die Expression von SHOX,
SHOX2 und Shox2 wahrend der Embryonalentwicklung des Menschen und der
Maus. Sie zeigt, dass SHOX2 beim Menschen und Shox2 bei der Maus in den

folgenden Regionen exprimiert werden (Clement-Jones et al., 2000):

Erster Pharyngealbogen und daraus hervorgehende Strukturen
- Zweiter Pharyngealbogen und daraus hervorgehende Strukturen
- Dritter Pharyngealbogen und daraus hervorgehende Strukturen
- Nasalentwicklungszone

- Basalplatte des Zentralen Nervensystems

- Dorsales Wurzelganglion

- Einstromtrakt des Herzens

- Knochen

- Muskeln

- Bindegewebe

- Genitalknotchen
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Die Expression von SHOX war deutlich begrenzter. So wurde SHOX beim
Menschen nur in den folgenden Regionen exprimiert (Clement-dJones et al.,
2000):

- Erster Pharyngealbogen und daraus hervorgehende Strukturen
- Zweiter Pharyngealbogen und daraus hervorgehende Strukturen
- Knochen

- Bindegewebe

Sowohl Blaschke et al. als auch Semina et al. stellten die These auf, dass das
SHOX2-Gen ein mdglicher Kandidat fur die Ursache des Cornelia de Lange
Syndroms (CdLS) ist. (Blaschke et al., 1998; Semina et al., 1998) Das CdLS ist
eine dominant vererbte Krankheit, deren Merkmale mangelhaft ausgebildete
Gliedmalien, zurickgebliebenes Wachstum, beschrankte geistige Fahigkeiten
und fur die Krankheit charakteristische Gesichtsziige sind. (Krantz et al., 2004)
Beide Arbeitsgruppen stutzten ihre These darauf, dass Shox2 bei der
Embryonalentwicklung der Maus an den gleichen Orten exprimiert wird, an
denen beim Menschen die Merkmale des CdLS auftreten. Als weiteres
Argument fur ihre These erachteten sie die Publikation einer Fallstudie von
Ireland et al. aus dem Jahr 1991. Ireland et al. schlossen anhand der
Bruchstellen einer Chromosomentranslokation, im von ihnen vorgestellten
CdLS-Fall, auf die Lokalisation der Ursache des CdLS an Position 3q26.3.
(Ireland et al., 1991) Somit lag die vermutete Ursache des CdLS in der Region,
in der sich nach Semina et al. und Blaschke et al. auch SHOX2 befand
(39g22-26 respektive 3925-26). (Blaschke et al., 1998; Semina et al., 1998)
SHOX2 wird heute allerdings nicht mehr mit dem CdLS assoziiert. Als
Hauptursache des CdLS werden laut einem zuletzt im Januar 2016
aktualisierten Uberblick zum CdLS Mutationen des Drosophila melanogaster
homologe ,Nipped-B* (NIPBL) betrachtet (ca. 60 % der Falle). In diesem Bericht
werden noch vier weitere Gene mit dem CdLS assoziiert. SHOX2 gehdrt nicht
zu den aufgeflhrten Genen. (Deardorff et al., 1993-2016) Die Grinde dafr,
dass SHOX2 bis heute nicht in diese Liste aufgenommen wurde, kdnnten
folgende sein: Die heute genau bekannte Position von SHOX2 (3925.32) ist

uber 15 Millionen Basenpaare von der Region 3q26.3 entfernt, der Ireland et al.
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die Ursache vom CdLS zuordneten. (Gray et al., 2015; Ireland et al., 1991) Im
Weiteren wird das CdLS, wie bereits beschrieben, autosomal dominant vererbt.
Bei Mausen allerdings konnte bei einer hemizygoten Deletion von Shox2 kein
besonderer Phanotyp festgestellt werden. Eine homozygote Deletion von Shox2
war vermutlich aufgrund der fehlerhaft ausgebildeten Herzregion pranatal letal.
(Blaschke et al., 2007) Es lasst sich daher spekulieren, dass auch
SHOX2-Mutationen beim Menschen keinen sichtbaren Phanotyp ausbilden.
Zwar existiert mit SHOX beim Menschen ein homologes Gen, welches ahnliche
Funktionen Ubernehmen kénnte (Aza-Carmona et al., 2014), jedoch wird SHOX
nur sehr restriktiv und nicht im Bereich des Herzens exprimiert. SHOX2
hingegen wird Uberall dort exprimiert, wo bei der Maus auch Shox2 exprimiert
wird (Clement-Jones et al., 2000).

Im Folgenden werden verschiedene Untersuchungen zu Shox2
vorgestellt, um einen bisher in diesem Umfang nicht existierenden Uberblick
uber die Interaktionen und Funktionen von Shox2 darzulegen und dabei
mogliche Interaktionspartner zu benennen. Die Interaktionspartner und die
vermutete oder auch nachgewiesene Interaktion sind in Abbildung 1 dargestellt.
Ein Unterschied zwischen den beiden Splicevarianten von Shox2 ist bei den
meisten Abhandlungen nicht untersucht oder entdeckt worden. Im Folgenden
wird daher nur dann auf die Splicevarianten eingegangen, wenn in der
vorgestellten Untersuchung von einem unterschiedlichen Verhalten von Shox2a
und Shox2b berichtet wurde. Da homozygote Deletionen von Shox2 embryonal
letal sind (Blaschke et al., 2007), erfolgten die vorgestellten Studien in den
meisten Fallen mit Hilfe einer raumlich oder temporal eingegrenzten

Ausschaltung von Shox2.
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Abbildung 1: Bekannte und vermutete Interaktionen von Shox2 in verschiedenen Geweben.
(Abdo et al., 2011; Blaschke et al., 2007; Colasante et al., 2008; Espinoza-Lewis et al., 2009;
Fulp et al., 2008; Ganga et al., 2003; Gross et al., 2012; Gu et al., 2008a; Gu et al., 2008b;
Hashem und Claycomb, 2013; Hashem et al., 2013; Hoffmann et al., 2013; Hoogaars et al.,
2004; Kiefer et al., 2008; Lee et al., 2013; Liu et al., 2014; Polidori et al., 2012; Puskaric et al.,
2010; Rosin et al., 2015; Scott et al., 2011; Wang et al., 2010; Yoshida et al., 2004; Yu et al.,
2005; Yu et al., 2007)

Expression und Interaktion von SHOX2 in Gehirn und Neuronen

Rosin et al. berichteten 2015, dass Shox2 fur die Expression von sonic
hedgehog (Shh) durch dorsale Purkinje-Zellen (eine Neuronenart) bendtigt wird.
Ist Shox2 im Gehirn der Mause ausgeschaltet, so sezernieren die
Purkinje-Zellen kein Shh, was zu einem Ungleichgewicht zwischen Shh und

bone morphogenic protein 4 (Bmp4) fuhrt. Die Mause, in deren Gehirnregion
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Shox2 ausgeschaltet wurde, zeigen eine Beeintrachtigung des Kleinhirns und
damit einhergehend eine Stérung der Bewegungskoordination. (Rosin et al.,
2015)

Mutationen des Gens aristaless related homeobox (ARX) beim
Menschen werden als Ursache verschiedener neurologischer Stérungen
betrachtet. In einer genomweiten Studie wurde gezeigt, dass Arx direkt die
Transkriptionsfaktoren Shox2, LIM domain only 1 (Lmo1) und early B-cell factor
3 (Ebf3) reprimiert. (Fulp et al., 2008) Arx ist laut Colasante et al. ein direktes
Ziel von distal-less homeobox 2 (DIx2), DIx2 wiederum sehr wahrscheinlich ein
Ziel von achaete-scute family bHLH transcription factor 1 (Ascl1) ist. (Colasante
et al., 2008)

Dougherty et al. berichteten 2013 daruber, dass es eine Subgruppe an
Interneuronen gibt, deren besonderes Kennzeichen die Expression von Shox2
ist. Die meisten dieser Shox2-Interneuronen sind wahrend der Fortbewegung
rhythmisch aktiv. Ein Ausschalten dieser Neuronen flhrt zu einer Stérung des
Fortbewegungsrhythmus. (Dougherty et al., 2013)

Die Expression von Shox2 beeinflusst die Mechanismen zur
Diversifikation der TrkB- und TrkC-positiven mechanorezeptiven Neuronen.
Diese Neuronen werden durch die Expression der Gene neurotrophic tyrosine
kinase, receptor, type 2 (Ntrk2) (ehemals TrkB (Gray et al., 2015)) und
neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 3 (Ntrk3) (ehemals TrkC (Gray et
al., 2015)) charakterisiert. (Abdo et al., 2011) Ein Ausschalten von Shox2 in den
Vorlauferzellen des dorsalen Wurzelganglions fuhrte zu einer Reduktion von
TrkB-Neuronen und einem Anstieg von TrkC-Neuronen. Die Expression von
Shox2 ist dabei eine essentielle, aber nicht ausreichende Komponente fur die
Spezifikation der TrkB-Subgruppe. (Scott et al., 2011) Eine Untersuchung an
Mausen mit einer konditionellen Deletion von Shox2 an Mausen mit einer
homozygoten Deletion von runt related transcription factor 3 (Runx3) zeigte,
dass Runx3 die Expression von Shox2 unterdruckt, die Expression von Shox2
aber essentiell fur die Expression von Nitrk2 (TrkB) ist. (Abdo et al., 2011)
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Expression und Interaktion von SHOX2 bei der Entwicklung der Zéhne

Lin et al. (2007) fanden Indizien fir die partielle Ubertragbarkeit vom
Shox2-Expressionmuster im Mausmodell auf die Expressionsmuster von
SHOX2 beim Menschen. Die Untersuchungen zeigten, dass BMP4, fibroblast
growth factor 8 (FGF8), msh homeobox 1 (MSX1), paired box 9 (PAX9), paired
like homeodomain 2 (PITX2) und SHOX2 die gleichen grundlegenden
Expressionsmuster in der menschlichen Zahnanlage zeigen wie in der
Zahnanlage der Maus. (Lin et al., 2007)

Expression und Interaktion von SHOX2 bei der Entwicklung des Gaumens

Shox2 wird wahrend der Ausbildung des Gaumens, begrenzt auf die anteriore
Domane, exprimiert. Mause, bei denen das Shox2-Gen deletiert ist, bilden eine
auf den anterioren Gaumen begrenzte Gaumenspalte aus. Weiter zeigen diese
Mause eine ektopische Expression von fibroblast growth factor 10 (Fgf10) und
fibroblast growth factor receptor 2 ¢ (Fgfr2c). Dies legt eine, wenn auch nicht
unbedingt direkte, Repression dieser beiden Gene durch Shox2 nahe. Wahrend
das Einbringen einzelner Proteine (Bmp2, Bmp4, Bmp5 und Bmp7) aus der
Familie der bone morphogenetic proteins (Bmp) die Expression von Shox2 nicht
induzieren konnte, fUhrte das Einbringen des Bmp-Antagonisten Noggin zu
einer reduzierten Shox2-Expression. Daraus wurde auf eine notwendige, aber
nicht ausreichende Rolle von Bmp bei der Induktion der Shox2-Expression
geschlossen. (Yu et al., 2005) Mause mit einer konditionellen Inaktivierung von
Shox2 im Mesenchym des Gaumens kdnnen die embryonale und die neonatale
Phase Uberleben. Auch diese Mause bilden eine auf den anterioren Bereich des
Gaumens begrenzte Gaumenspalte und entwickeln ein Schwindsuchtsyndrom.
Dieses konnte seine Ursache in der Gaumenspalte haben, da die Mause
hierdurch vermutlich Probleme beim Einsaugen der Muttermilch haben. Die
Shox2-Inaktivierung verursacht eine deutlich reduzierte Knochenbildung im
Vordergaumen. Als Ursache wird die Herabregulation von runt related
transcription factor 2 (Runx2) und Sp7 transcription factor (Sp7) (ehemals
Osterix (Gray et al., 2015)) vermutet. Allerdings Uberlappt sich die Expression
von Shox2 zeitlich nicht mit der Expression der Gene Runx2 und Sp7. Die
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Inaktivierung von Shox2 fuhrt zu einer deutlich erhéhten Expression von Bmp?2.
Die Applikation von Bmp2 wiederum konnte die Expression von Runx2 und Sp7
unterdricken. (Gu et al., 2008b) Es ware daher denkbar, dass Shox2 die

Expression von Runx2 indirekt durch die Repression von Bmp2 vermittelt.

Expression und Interaktion von SHOX2 bei der Entwicklung der Gliedmal3en

Gliedmalen der Vertebraten werden von proximal nach distal in drei distinkte
Bereiche, Stylopodium, Zygopodium und Autopodium, eingeteilt. Beim
Menschen besteht das Stylopodium aus dem Oberarm und dem Oberschenkel,
das Zygopodium aus Unterarm und Unterschenkel und das Autopodium aus
den Handen bzw. den FlRen. Bei der Entwicklung der Gliedmalien wird Shox2,
wie auch bei der Entwicklung des Gaumens, regional begrenzt exprimiert. Eine
homozygote Deletion des Shox2-Gens fuhrt zu einer virtuellen Eliminierung des
Stylopodiums. Zygopodium und Autopodium hingegen entwickeln sich relativ
normal. Die Initiierung des Stylopodium erfolgt normal, aber das anschlieRende
Wachstum des Elementes und die endochondrale Ossifikation bleiben aus. (Yu
et al., 2007) Unter normalen Umstanden wurden die fruihen Chondrozyten zum
Wachstum eines Knorpelvorlaufers des Knochens beitragen und anschliel3end
in hypertrophe (angeschwollene) Chondrozyten ausdifferenzieren. Letztere
wlrden im Prozess der endochondralen Ossifikation apoptotisch abgebaut,
wahrend der aus Knorpel bestehende Knochenvorlaufer durch Kalzifizierung
(Kalkablagerung) von innen nach auf’en in Knochen umgewandelt wird.
(Severmann und Vortkamp, 2015) Durch das Ausbleiben dieser Prozesse
verbleibt das Stylopodium deutlich zu kurz gewachsen und komplett
unverknochert. Die Gene Runx2, Runx3 und indian hedgehog (lhh) sind
herabreguliert, wahrend die Expression von Bmp4 verstarkt und ektopisch
stattfindet. Die Expressionen von Runx2 und /hh Uberlappen sich zeitlich nicht
mit der Expression von Shox2. Dies legt nahe, dass Shox2 keinen direkten
Einfluss auf die Expression von Runx2 oder /hh hat. (Yu et al., 2007) Runx2
kann direkt mit dem Promoter von Ihh interagieren und fordert dessen
Expression. (Yoshida et al., 2004) Shox2 wirkt reprimierend auf die Expression
von Bmp4. (Yu et al., 2007) Die Fahigkeit von Shox2, an den Promoter von
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Bmp4 zu binden, wurde sowohl in vitro, als auch in vivo nachgewiesen.
(Puskaric et al., 2010) Bmp4 wirkt seinerseits reprimierend auf die Expression
von Runx2, vermutlich aber nicht direkt, da die Promoterregion von Runx2
keine Bindestellen fur Bmp4 aufweist. (Yu et al., 2007) Shox2 ist ein wichtiger
Repressor der Chondrogenese in zwei verschiedenen Stadien, und zwar bei
der initialen Differenzierung von Chondroprogenitorzellen in frihe Chondrozyten
sowie bei der Reifung von frihen Chondrozyten in hypertrophische
Chondrozyten. (Bobick und Cobb, 2012) Runx2 aktiviert die Expression von
Shox2 in frthen Chondrozyten. Shox2 wiederum induziert indirekt die
Expression von Runx2 und reguliert so die hypertrophische Differenzierung. Die
Gene homeobox A11 (Hoxa11) und homeobox D11 (Hoxd11) agieren oberhalb
(upstream) von Runx2 und Shox2 und fordern deren Expression. (Gross et al.,
2012) Schon 2004 wurde von Yoshida et al. publiziert, dass Runx2 wiederum
das GliedmalRenwachstum durch die Organisation von Chondrozytenreifung
und -proliferation reguliert, indem es die Expression von /hh induziert. (Yoshida
et al., 2004)

Aza-Carmona et al. haben 2014 dartber berichtet, dass SHOX?2 in vitro
in der Lage ist, mit den gleichen Interaktionspartnern zu kooperieren wie SHOX.
Sie zeigten, dass SHOX2, wie auch SHOX, die Expression von natriuretic
peptide B (NPPB) positiv beeinflussen kann. NPPB ist ein wichtiger Bestandteil
der Signalgebung zur endochondralen Ossifikation, einem Prozess, bei dem
bestehendes Knorpelgewebe von innen nach auf’en in Knochen umgewandelt
wird. Aza-Carmona et al. zeigten weiter, dass SHOX2 mithilfe der
SHOX-Interaktionspartner SRY-box 5 (SOX5), SRY-box 6 (SOX6) und
SRY-box 9 (SOX9) in der Lage ist, die Expression von aggrecan (ACAN) zu
initiieren. ACAN ist ein wichtiger Bestandteil der extrazellularen Matrix des
Knorpels. Die Proteine SHOX2a und SHOX2b sind, solange die OAR-Domane
intakt ist, in der Lage, sowohl Homo- als auch Heterodimere zu bilden. Auch
SHOX und SHOX2 konnen Dimere bilden. Zusammengefasst legen diese
Untersuchungen nahe, dass SHOX2 und SHOX zeit- und gewebespezifisch
redundante Funktionen erfullen kdnnen. (Aza-Carmona et al., 2014)
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Expression und Interaktion von SHOX2 im Fettgewebe

Neben einigen anderen, an der Entwicklung beteiligten Genen wird auch Shox2
bei Nagern in subkutanem Fett deutlich starker exprimiert als in visceralem Fett.
(Gesta et al., 2006) Shox2 wird daher sogar als Marker fur subkutanes Fett
bezeichnet. (Lee et al., 2013) Das Expressionsmuster der verschiedenen
Entwicklungsgene ist unterschiedlich und abhangig von der Position des
Fettdepots, aber gréfitenteils unabhangig vom Ernahrungszustand. (Yamamoto
et al., 2010) Im Zellkulturexperiment flhrte die Applikation der langkettigen
Fettsaure Palmitat zu einer erhdhten Expression von Shox2. (Polidori et al.,
2012) Das Ausschalten der Shox2-Expression in mannlichen Mausen fihrte
dazu, dass diese Mause trotz einer sehr fettreichen Ernahrung nicht fettleibig
wurden. Die Expression von adrenoceptor beta 3 (Adrb3) und, daraus folgend,
auch die Lipolyserate waren bei diesen Mausen erhéht. Die Uberexpression
von Shox2 flhrte zur Repression von Adrb3 und somit zu einer geringeren
Lipolyserate. Shox2 bindet dabei direkt an den Promotor von Adrb3. (Lee et al.,
2013)

Expression und Interaktion von SHOX2 bei der Entwicklung des Herzens

Wahrend der embryonalen Entwicklung des Herzens entsteht die
Regelmaligkeit des Herzschlages mit der Reifung des natirlichen
Schrittmachers des Herzens. Dieser befindet sich zu Beginn in der caudalen
Region des linearen Herzschlauches, dem Sinus venosus. Letzterer entwickelt
sich schliellich zu der als Sinusknoten (SAN) bekannten Struktur.
(Espinoza-Lewis et al., 2009) Shox2 spielt eine entscheidende Rolle bei der
Entwicklung des SAN (Blaschke et al., 2007) und wird dabei stark begrenzt auf
den Sinus venosus exprimiert. In Abwesenheit einer Shox2-Expression sterben
die Mausfeten in der Mitte der Trachtigkeit und weisen morphologische
Abnormalitaten auf. Die frlhe Sterblichkeit kann auf kardiovaskulare Effekte
zurlckgefuhrt werden, welche sich in Herz- und Gefalkédemen zeigen. Weiter
zeigt die SAN-Region ein reduziertes Wachstum und auch eine um 50 %
verringerte Herzschlagrate gegenuber dem Wildtyp. (Espinoza-Lewis et al.,
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2009) In vitro fuhrt die Uberexpression von Shox2 in embryonalen Kérperchen
(einer Aggregation von embryonalen Stammzellen) zu einer Anreicherung von
Schrittmacherzellen des Herzens. (lonta et al., 2015) Pitx2 (paired like
homeodomain 2) und Nkx2.5 (NK2 homeobox 5) sind die altesten bekannten
transkriptionellen Marker der Herzentwicklung. Pitx2c und Nkx2.5 wirken
zusammen bei der Aktivierung des Promoters des natriuretic peptide precursor
A (Nppa), ehemals ANF (Gray et al., 2015) genannt. (Ganga et al., 2003) Shox2
interagiert mit Nkx2.5, gap junction protein alpha 5 (Gja5) (ehemals Cx40 (Gray
et al., 2015)) und gap junction protein alpha 1 (Gja1) (ehemals Cx43 (Gray et
al., 2015)). (Blaschke et al., 2007) Mause, denen Shox2 fehlt, zeigen eine
ektopische Expression von Nppa, Gja5 und Nkx2.5 bei gleichzeitigem Wegfall
der Expression von T-box 3 (Tbx3) und hyperpolarization activated cyclic
nucleotide gated potassium channel (Hcn4). (Espinoza-Lewis et al., 2009) Tbx3
unterdrickt die Promoteraktivitat von Nppa und Gjab. (Hoogaars et al., 2004) In
Xenopus laevis-Embryonen filhrte die Uberexpression von Shox2 zu einer
weitreichenden Unterdrickung der Nkx2.5-Expression. (Espinoza-Lewis et al.,
2009) Die Unterdrickung der Nkx2.5-Expression ist essentiell fur die
ordnungsgemale Entwicklung des SAN. (Espinoza-Lewis et al., 2011) Shox2
ist allerdings nur dann in der Lage, die Expression von Nkx2.5 zu unterdrucken,
wenn eine zweifach phosphorylierte Version von Shox2a vorliegt. Ein mdglicher
Interaktionspartner, der die Phosphorylierung vermitteln kdnnte, ist die protein
phosphatase 2 A (PP2A). (Liu et al., 2011) Pitx2c bindet direkt an den Promoter
von Shox2 (Wang et al., 2010) und unterdriickt die Expression von Shox2.
(Espinoza-Lewis et al., 2009) Neben der direkten Unterdrickung der
Shox2-Expression fordert Pitx2 die Generierung der micro RNAs miR-17-92
und miR-106b-25. Diese miR unterdriicken ihrerseits die Expression von Shox2
und Tbx3. (Wang et al., 2014) Die Expression von Shox2 wird durch die
Interaktion von Nkx2.5 und T-box &6 (Tbx5) gefdrdert. (Puskaric et al., 2010)
Tbx5 und Nkx2.5 wirken auch bei der Aktivierung des Nppa-Promoters
zusammen. Diese Aktivierung wird allerdings in Anwesenheit von Tbx3
unterdrickt. (Hoogaars et al., 2004) Genomweit Uberlappen sich die
Bindestellen von Nkx2.5 und Shox2 sehr haufig. Ein groRBer Teil dieser

Bindestellen weist zusatzlich eine Bindestelle von Tbx5 auf, was fur einen sich
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gegenseitig regulierenden Mechanismus dieser drei Gene spricht. (Ye et al.,
2015) Shox2 hat zwei Bindestellen im Intron 2 von ISL LIM homeobox 1 (IsI1).
Die Deletion von Shox2 fuhrt zu einer Herabregulierung der /s/1-Expression.
(Hoffmann et al., 2013) Im Gegensatz zur Entwicklung der Gliedmalen, bei der
Shox2 die Expression von Bmp4 unterdrickt (Yu et al.,, 2007), fordert die
direkte Bindung von Shox2 an den Bmp4- Promoter bei der Entwicklung des
Herzens die Expression von Bmp4 (Puskaric et al., 2010). In der Signalkette
oberhalb (upstream) von Shox2 kdonnte das Gen spalt-like transcription factor 1
(Sall1) agieren. Mause mit einer Mutation von Sall1, die das Protein stark
verkurzt, wiesen wahrend der Entwicklung des Herzens und der Gliedmalen
ein deutlich erhdhtes Expressionsniveau von Shox2 und Nppa auf. (Kiefer et al.,
2008) In embryonalen Korperchen flhrte die Deletion von Shox2 zur
Herabregulierung von Hcn4, gap junction protein gamma 1 (Gjc1), T-box 2
(Tbx2), Tbx3 und Bmp4. Im Weiteren fihrte sie zu einer Steigerung der
Expression von Gja5, Gja1, Nkx2.5 und Tbx5. (Hashem et al., 2013)

SHOX2 als Onkogen

In der 2014 erschienenen Publikation von Hong et al. wurden die Auswirkungen
der Mikro-RNA 375 (MiR-375) auf das SHOX2-Gen und die Funktion des
SHOX2-Gens in verschiedenen Brustkrebstumorzelllinien untersucht. Die
Autoren kamen zu dem Schluss, dass der Transkriptionsfaktor SHOX2 in
Brustkrebstumorzelllinien direkt den transforming growth factor beta receptor |
(TGFBR1) hochreguliert und so zum Verlust der Differenzierung beitragt. Weiter
berichteten sie, dass dieser Effekt durch die MiR-375 aufgehoben werden kann.
Sie berichteten darliber hinaus von einer hohen Korrelation zwischen niedriger
SHOX2-Expression mit einer hohen Uberlebensrate von Patienten. Daraus
schlussfolgerten sie, dass ihr in vitro gezeigter Pathway mdglicherweise auch
in vivo gultig ist. (Hong et al., 2014) Die Mdglichkeit, dass SHOX2 onkogene
Eigenschaften besitzt, wird durch die Ergebnisse der Arbeit von Yang et al.
2013 unterstitzt: Sie untersuchten die SHOX2-Expression in Tumor-
gewebeproben von 60 Patienten nach Resektion eines hepatozellularen

Karzinoms. 30 Patienten wiesen innerhalb von funf Jahren nach der Resektion
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ein Rezidiv auf, wahrend die anderen 30 Patienten weiter Rezidiv frei waren.
Eine erhbhte SHOX2-Expression korrelierte signifikant mit der Abwesenheit
einer Tumorverkapselung, dem Vorhandensein von Tumortromben und einem
fortgeschrittenem TNM-Stadium. Dartber hinaus wiesen sie in einer
HCC-Zelllinie nach, dass die durch RNAi vermittelte Stillegung der
SHOX2-Expression zu einer Reduktion von sowohl der Proliferation als auch
der Invasion dieser Zelllinie fuhrt. (Yang et al., 2013) Weitere Indizien liefern die
Arbeiten von Zhao et al. 2014 und Gu et al. 2008. Zhao et al. untersuchten am
Mausmodell die durch Helicobacter pylori vermittelte STAT3-Aktivierung.
Letztere ist fur ihr Mitwirken bei der Initierung und dem Fortschreiten von
Magenkrebs bekannt. Sie identifizierten sechs Gene, deren Expression durch
die STAT3-Aktivierung hochreguliert wurde. Zu diesen sechs Genen gehdrte
auch SHOX2. (Zhao et al., 2014) Gu et al. berichteten, dass Mausmutanten mit
einem Shox2-Mangel eine deutlich verringerte Proliferationsrate im Bereich der

Kiefergelenksentwicklung aufweisen. (Gu et al., 2008a)

SHOX2-Test auf DNA-Methylierung

Der Test auf DNA-Methylierung des SHOX2-Gens (SHOX2-Test) wurde von
der Firma Epigenomics AG Berlin als Hilfe fur die Diagnose von Lungenkrebs
an Bronchialaspiraten entwickelt. Die Methylierung des SHOX2-Gens wurde
dabei nicht auf Grund der Eigenschaft von SHOX2 als Tumorsuppressorgen
oder als Onkogen gewahlt, sondern auf Grund der empirisch ermittelten
haufigen Methylierung des SHOX2-Gens in verschiedenen Lungentumor-
zelllinien. (Schmidt et al., 2010) Diese wurde von Lewin et al. 2007 mit Hilfe der
differentialen Methylierungs-Hybridisierung (DMH) ermittelt. Die DMH-Methode
basiert auf einer Microarray-Untersuchung von Uber 50.000 CpG-reichen
DNA-Fragmenten. (Lewin et al., 2007) Wie bereits beschrieben, fuhrt die
Methylierung eines Gens haufig zur Unterdrickung der Expression desselben
Gens. (Knippers, 2006) Das legt die Annahme nahe, dass auch die Expression
von SHOX2 in Lungentumoren haufig durch Methylierung abgeschaltet sein
konnte, und ware somit ein Indiz flur eine Wirkung von SHOX2 als

Tumorsuppressorgen.
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Im Jahr 2011 haben Schneider et al. das Expressionsniveau von SHOX2 im
Tumorgewebe und im benachbarten Nicht-Tumorgewebe von 55 operierten
Lungenkarzinom-Patienten verglichen. Eine Herabregulierung des
Expressionsniveaus aufgrund der Hypermethylierung von SHOX2 konnte dabei
nicht beobachtet werden. Allerdings wurde in der Diskussion eingeraumt, dass
ein potentieller Effekt durch die Durchmischung von Tumorzellen und
Nicht-Tumorzellen innerhalb des Tumorgewebes maskiert worden sein konnte.
(Schneider et al., 2011) Unter Ausschluss der Maskierung konnte dies aber
auch ein Indiz daflir sein, dass die Methylierung des SHOX2-Gens keinen
Einfluss auf dessen Expression hat.

Wie Yu et al. 2007 berichteten, kann SHOX2 abhangig von der zellularen
Umgebung sowohl aktivierend als auch reprimierend auf die Expression des
gleichen Gens wirken. (Yu et al., 2007) Es ist daher vorstellbar, dass SHOX2 in
der einen Umgebung als Tumorsuppressorgen und in anderer Umgebung als
Onkogen fungieren kann. Dies betont die Wichtigkeit, den SHOX2-Test fur
unterschiedliche Untersuchungsmaterialen jeweils neu einzustellen und zu

validieren.

APC

Das Gen ,adenomatous polyposis coli“ (APC) ist in der Region g22.2 des
Chromosoms 5 lokalisiert. (Gray et al., 2015) Das friiher DP2.5 genannte Gen
wurde 1991 von Groden et al. als Ursache der adenomatésen Polyposis coli
identifiziert. (Groden et al., 1991) APC weist Tumor unterdrickende
Eigenschaften auf (Hoshino et al., 1991) und ist mit alpha-catenin und
beta-catenin assoziiert, was indirekt eine Funktion in der Zelladhasion nahelegt,
da diese Proteine mit dem Zelladhasionsmolekul E-cadherin binden (Rubinfeld
et al., 1993; Su et al., 1993). Dartber hinaus ist APC wahrend der Mitose am
Ende der Mikrotubuli und eingebettet in den Kinetochoren lokalisiert. Zellen mit
einem verklrztem APC- Gen weisen Defekte in der Chromosomensegregation
auf. Gemeinsam legt dies eine Funktion in der Verbindung von Mikrotubuli mit

dem Kinetochor nahe und bei defektem APC kobnnte es so zur
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Chromosomeninstabilitat in Krebszellen beitragen. (Kaplan et al., 2001) Die
Mutation des APC-Gens ist ein haufiges und frihes Ereignis in der
Tumorgenese des kolorektalen Karzinoms. (Powell et al., 1992) Die familiare
adenomatdse Polyposis (FAP) ist eine autosomal dominant vererbte Krankheit,
die durch Mutationen in dem Tumorsuppressorgen APC verursacht wird. Der
genaue Ort der Mutation kann dabei die Geschwindigkeit des
Krankheitsverlaufes beeinflussen. (Ficari et al., 2000) Die Leitlinie zum
kolorektalen Karzinom empfiehlt Verwandten eines FAP-Patienten eine
APC-Keimbahnmutationsanalyse. Eine Untersuchung einer abberanten
APC-Promotermethylierung wird in der Leitlinie hingegen nicht besprochen.
(Pox et al., 2013) Eine aberrante Methylierung des APC-Promotors ist ein
haufiges Ereignis in Lungentumoren. (Grote et al., 2004) In unserer Studie an
Bronchialaspiraten erreichte der APC- Methylierungsmarker eine Sensitivitat
von 24 % (18/75) bei einer Spezifitdt von 98 % (42/43). (llse et al., 2014)

RASSF1A

Das Gen ,ras association domain family member 1“ (RASSF1A) befindet sich
auf Chromosom 3 in der Region p21.3. Damit liegt RASSF1A in einer Region,
deren genetische Instabilitat haufig bei Lungenkrebs beschrieben worden ist.
Die  RASSF-Proteinfamilie ist nach der Ras-Assoziations-Domane
(RA-Domane) ihrer zugehorenden Proteine benannt worden. Die RA-Domane
vermittelt den Proteinen das Potential mit Proteinen der Ras-Familie zu
interagieren. Die Ras-Familie ist eine Subfamilie der kleinen GTPasen. Sie
kontrolliert verschiedene zellulare Prozesse inklusive Membrantransport,
Apoptose und Proliferation. RASSF1A ist an den Mikrotubuli lokalisiert und an
der Regulation von Wachstum und Migration beteiligt. Der Verlust der
RASSF1A Lokalisation an den Mikrotubuli, fihrt sowohl zur Unterdriickung der
Tumor suppremierenden Eigenschaften, zur Tubulin-Instabilitdt, zur Inhibition
des Todesrezeptor abhangigen Zelltodes als auch zur Férderung genomischer
Instabilitdt durch den Verlust von Zentrosom und Mikrotubuli abhangigen
Spindelkdérper Strukturen. (Volodko et al., 2014) Die Methylierung des

RASSF1A-Promoters ist ein haufiges und frihes Ereignis der Tumorgenese,
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was RASSF1A zu einem nitzlichen diagnostischen Marker machen kdénnte.
(Richter et al., 2009) In einer Studie an primaren Lungentumoren war der
RASSF1A- Promoter in 40 % (24/60) der Falle hypermethyliert. (Dammann et
al, 2000) In wunserer Studie an Bronchialaspiraten erreichte der
RASSF1A-Methylierungsmarker eine Sensitivitdt von 29 % (22/75) bei einer
Spezifitat von 100 % (43/43). (lise et al., 2014)

CDKN2A (p16™%**)

Das Gen ,cyclin-dependent kinase inhibitor 2A* (CDKNZ2A) ist auch unter den
Synonymen p16, INK4A und p16™“* bekannt. (Gray et al., 2015) Es ist in der

chromosomalen Region 9p21 lokalisiert. Das p716™**

ist ein multipler
Tumorsuppressor, der an der Regulation des Zellzykluses beteiligt ist. (Rocco
und Sidransky, 2001) Es kann dabei einen Zellzyklus- Arrest sowohl in der
G1-Phase als auch in der G2/M-Phase vermitteln. (Stott et al., 1998) In
Zelllinien, die von Tumoren der Lunge, der Brust, des Gehirns, der Knochen,
der Haut, der Blase, der Nieren, der Eierstocke sowie von Lymphozyten
stammen, ist das Gen sehr haufig homozygot deletiert. (Kamb et al., 1994) Eine
aberrante Methylierung von p16™** ist ein friihes Ereignis bei der Entstehung
von Lungenkrebs. (Belinsky et al., 1998) Dariiber hinaus ist p76™“* in einer
Vielzahl an Tumoren hypermethyliert. (Belinsky et al., 1998; Shim et al., 2000)
In unserer Studie an Bronchialaspiraten erreichte der p16™**-Methylierungs-
marker eine Sensitivitat von 13 % (10/75) bei einer Spezifitat von

100 % (43/43). (llse et al., 2014)
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Morphologische  Tumordiagnostik an Gewebe- und

Zellproben

Morphologische Methoden

Wurde im Korper eines Menschen eine Raumforderung entdeckt, z.B. mit der
Hilfe eines bildgebenden Verfahrens wie der Magnetresonanztomographie
(MRT) oder der Computertomographie (CT), oder zeigt ein Patient Symptome,
die auf einen Tumor hindeuten, bedarf es einer morphologisch-pathologischen
(mikroskopischen) Untersuchung, um den Tumorverdacht abzusichern und den
Tumortyp genauer zu Klassifizieren. Dies ist notwendig, da verschiedene
Tumore im menschlichen Korper ganz unterschiedliche therapeutische
Verfahren bendtigen. Diagnostik und Therapie geschehen zunehmend nach
den Empfehlungen von nationalen und internationalen Leitlinien (Baur et al.,
2011; Goeckenjan et al., 2011; Pox et al., 2013; Travis et al., 2015), die in
Deutschland federfuhrend von der AWMF, der ,Arbeitsgemeinschaft der
Wissenschaftlichen-Medizinischen Fachgesellschaften e.V.%, verwaltet und
herausgegeben werden.

Bei der histopathologischen Untersuchung erfolgen nach der
makroskopischen Beurteilung des Untersuchungsmaterials die Fixation und die
Einbettung des gesamten Materials bzw. einer reprasentativen Gewebeprobe in
einen oder mehrere Paraffinblécke. Im Anschluss werden etwa 5 ym dicke
Schnitte des Paraffinblocks mit Hamatoxylin und Eosin (HE-Farbung),
gegebenenfalls auch mit weiteren Farbungen, gefarbt. Die so erstellten
histologischen Praparate werden mikroskopisch von Facharzten flr Pathologie
untersucht und beurteilt.

Materialien, bei denen die Zellen meist nicht mehr in einem
Gewebeverbund zusammenliegen, wie bei Korperflussigkeiten,
Spulflissigkeiten und Bulrstenabstrichen, werden zytopathologisch untersucht.
Dazu werden die enthommenen Materialien direkt oder nach Konzentration
durch Zentrifugierung auf Objekttrager aufgebracht. Je nach Herkunft des

Untersuchungsmaterials werden die Objekttrager zunachst nach der
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Papanicolaou- (Pap) oder der May-Grunwald-Giemsa (MGG)-Methode gefarbt.
Bei einigen Materialien, wie zum Beispiel Pleuraergussen, werden auch beide
Farbemethoden angewandt. Die so erhaltenen zytologischen Praparate werden
unter dem Lichtmikroskop vollstandig meanderférmig durchgemustert und durch
Facharzte fur Pathologie beurteilt.

Da die hier prasentierten Studien auf zytologische Untersuchungen
zurtckgehen, soll auf die Nomenklatur der zytologischen Diagnostik an dieser
Stelle praziser eingegangen werden. In Deutschland werden zytologische
Diagnosen gemald der Empfehlung der Deutschen Gesellschaft fur Pathologie
und der Deutschen Gesellschaft fur Zytologie in folgende Kategorien eingeteilt
(Bocking, 1998):

- positiv — Im Praparat liegen Tumorzellen vor.

- dringend verdachtig (oder dringender Verdacht) — Im Praparat liegen
verdachtige Zellen vor, die mit hoher Wahrscheinlichkeit maligne sind.

- zweifelhaft — Im Praparat liegen verdachtige Zellen vor, bei denen die
Wahrscheinlichkeit von Malignitat eher gering ist.

- negativ — Im Praparat liegen keine Tumorzellen vor.

- unzureichendes Material — Im Praparat liegen keine, zu schlecht

erhaltene oder zu wenige Zellen fur eine Beurteilung vor.

Die Angabe der zutreffenden Kategorie wird um einen Klartext erganzt, in
welchem die vorgefundenen Veranderungen im Kontext der klinischen Angaben
erlautert und interpretiert werden. Finden sich beispielsweise in einem
Bronchialsekret Tumorzellen eines Adenokarzinoms, so lautet ein typischer
Befund:

- Mit Nachweis maligner Tumorzellen (= positiv). Das Zellbild entspricht
einem entzundlichen Bronchialsekret mit Zellen eines gering

differenzierten Adenokarzinoms.

Zweifelhafte oder dringend verdachtige Befunde werden in der internationalen
Literatur, abweichend von den oben genannten, in Deutschland Ublichen
Kategorien, haufig auch unter der Kategorie ,unklar® bzw. ,verdachtig®

zusammengefasst. Wahrend sicher tumorpositive oder -negative Diagnosen
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unmittelbar die Einleitung therapeutischer Schritte ermdglichen, besteht bei
einer unklaren Diagnose weiterer Abklarungsbedarf. Die Abklarung kann an
zusatzlich gewonnenen Proben erfolgen oder zum Teil auch durch die
Anwendung adjuvanter Methoden. Letzteres erspart dem Patienten eine
unnotige zusatzliche Belastung durch eine erneute Probengewinnung. Manche
der adjuvanten Methoden, insbesondere die Immunzytochemie, dienen auch
der Tumortypisierung, also der Zuordnung eines bereits zuvor gesicherten
Tumors zu einer bestimmten Organherkunft. (Bocking, 1998) Grundzlige der

adjuvanten Diagnostik sind im Folgenden wiedergegeben.

Adjuvante Methoden

Als adjuvante Methoden (Hilfsmethoden) werden in der Zytopathologie
Methoden bezeichnet, die dazu verwendet werden, nach einer unklaren
morphologischen Diagnose den Tumorverdacht abzusichern oder genauere
Informationen Uber die Organzuordnung von Tumorzellen zu erhalten. (Feichter
und Dalquen, 2000) Im Folgenden werden die im Funktionsbereich
Cytopathologie des Universitatsklinikum Dusseldorf (UKD) aktuell zur Diagnose

verwendeten adjuvanten Methoden kurz skizziert.

Immunzytochemie

Bei der immunzytochemischen Untersuchung werden vorwiegend monoklonale
Antikdrper dazu verwendet, bestimmte membranare, zytoplasmatische oder
nukleare Strukturen der Zellen anzufarben. Die Farbung liefert, je nach
verwendeter Antikérperkombination, Informationen Uber die zytogenetische
Herkunft einer Zellpopulation und/oder Uber den Grad der Differenzierung.
(Feichter und Dalquen, 2000) So kann mithilfe dieser Methode z.B. die
Differenzierung zwischen einem Adenokarzinom der Lunge und einem
malignen Mesotheliom gelingen. Ein Adenokarzinom der Lunge kann typischer
Weise positiv auf die folgenden Marker getestet werden: TTF-1, CEA, B72.3,
Ber-EP4 und MOC-31. Zellen eines malignen Mesothelioms hingegen werden

meist positiv auf die nun folgenden Marker getestet: Calretinin, Wt-1, CK5/6,
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D2-40, BMA 120. Ein weiteres Beispiel ist die Differenzierung zwischen einem
Adenokarzinom der Lunge und einer Adenokarzinom-Metastase. Ein
Adenokarzinom der Lunge wird meist auf die folgenden Marker positiv getestet:
TTF-1, CK7 Auf die nun folgenden Marker ist der Test allerdings meist negativ:
CK20, Thyreoglobulin und CDX2. Bei einer Adenokarzinom-Metastase ist das

genaue Gegenteil der Fall. (Goeckenjan et al., 2011)

AgNOR-Analyse

Die Nukleolus-organisierenden Regionen (NOR) werden durch eine
Silber (Ag)-Farbung hervorgehoben. Im Anschluss werden NOR pro Zellkern
gezahlt. Die Zahl der NOR korreliert mit dem Wachstumsverhalten der Zelle
und ist daher in Tumorzellen gegenuber dem Ausgangsgewebe erhoht.
(Feichter und Dalquen, 2000) Die Untersuchung wird bei der friihen Diagnostik
von Mesotheliomen in serdsen Erglssen eingesetzt. Sie erlaubt durch die
Anwendung von experimentell ermittelten Schwellenwerten die Unterscheidung
zwischen reaktiven (benignen) und neoplastischen (malignen) Mesothelzellen.
(Pomjanski et al., 2001)

FISH

Mit Hilfe der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) werden tumorverdachtige
Zellen auf Chromosomenaberrationen und bestimmte Genamplifikationen/
-deletionen untersucht. (Feichter und Dalquen, 2000) Die FISH-Untersuchung
an serosen Ergussen kann bei der Unterscheidung zwischen malignen und
reaktiven Mesothelzellen helfen. Dazu erfolgt eine Untersuchung auf die
Deletion der 9p21-Region in der auch das p76"***-Gen liegt. Bei einer (iber
dem experimentell bestimmten Schwellenwert liegenden Haufung von
homozygoten und oder heterozygoten 9p21-Deletionen wird vom Vorliegen von
malignen Zellen ausgegangen. Differentialdiagnostisch kommt neben dem
malignen Mesotheliom auch ein metastasierendes Karzinom in Frage. (Onofre
et al., 2008) Durch die Verwendung von Chromosomenzahlungs-Sonden (CEP)

kann die haufig in malignen Tumoren vorkommende Aneuploidie durch
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FISH-Untersuchungen nachgewiesen werden. (Brown et al., 1994) Auch die
Amplifikation des HER-2/neu-Gens, welche die Therapie beeinflusst, kann in
zytologischem Untersuchungsmaterial von Mammakarzinomen mit Hilfe einer

FISH-Untersuchung nachgewiesen werden. (Bozzetti et al., 2002)

DNA-Bildzytometrie

Die zellgebundene DNA wird am zytologischen Praparat nach der
Feulgen-Methode gefarbt. Die Farbung nach Papanicolaou und die
Hamatoxylin-Farbung als Routinefarbungen der Zytopathologie sind flir die
DNA-Bildzytometrie ungeeignet. (Biesterfeld et al., 2011) Im Anschluss an die
Feulgen-Farbung wird die Lichtabsorption von tumorverdachtigen Zellen und,
zwecks Eichung, auch von normalen Gewebezellen gemessen. Weicht der
DNA-Gehalt von Werten einer unauffalligen proliferierenden, regenerierenden
oder auch entzundlich veranderten Zellpopulation ab (zweifacher DNA-Gehalt
oder ganzzahlige Vielfache hiervon, was einem doppelten Chromosomensatz
inklusive ganzzahliger Verdopplungen hiervon entspricht), wird dies als
DNA-Aneuploidie bezeichnet wie sie typischerweise in malignen Tumoren
auftritt. (Schramm et al.,, 2011) Die Untersuchung ist international durch die
,European Society for Analytical and Cellular Pathology“ (ESACP) weitgehend
standardisiert. (Haroske et al., 1998) Die Maoglichkeit zur Unterscheidung
zwischen maligner und benigner Ursache einer Lasion durch die
DNA-Bildzytometrie ist flr eine Vielzahl unterschiedlicher Lokalisationen belegt.
(Biesterfeld und Deacu, 2009)

Exkurs zur Statistik

Bei der Beschreibung und Bewertung eines diagnostischen Tests kommen
verschiedene Bereiche aus der Statistik zur Anwendung. Die Haufigkeit einer
Erkrankung, die Pravalenz, wird durch ein einfaches Verhaltnis angegeben. Die
Pravalenz entspricht der Anzahl der Erkrankten in einer Bevolkerung geteilt
durch die Gesamtheit der Bevdlkerung. Die Qualitat und die Aussagekraft eines

Tests werden mit Hilfe bedingter Wahrscheinlichkeiten angegeben. Diese
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bedingten Wahrscheinlichkeiten sind die Sensitivitat, die Spezifitat, der positive
Vorhersagewert (PPV) und der negative Vorhersagewert (NPV). (Hilgers et al.,
2007)

Die Sensitivitat ist definiert als die Zahl der Erkrankten mit positivem
Testergebnis geteilt durch die Gesamtzahl der Erkrankten. Somit gibt die
Sensitivitat die Wahrscheinlichkeit fur ein positives Testergebnis an unter der
Bedingung, dass die getestete Person krank ist. Es handelt sich somit um ein
Mal fur die Empfindlichkeit eines Tests. (Hilgers et al., 2007)

Auch die Spezifitat ist eine Aussage zur Qualitat eines Tests. Sie ist
definiert als die Zahl der Gesunden mit einem negativen Testergebnis geteilt
durch die Gesamtzahl der Gesunden. Sie gibt somit die Wahrscheinlichkeit flr
ein negatives Testergebnis an unter der Bedingung, dass die getestete Person
gesund ist. Sie ist ein Mal fur die Treffsicherheit des Tests (Hilgers et al., 2007)

Auch wenn es intuitiv zunachst so erscheinen mag, ist die Umkehrung
der Aussagen von Sensitivitat und Spezifitat nicht zulassig, da es sich um
bedingte Wahrscheinlichkeiten handelt. Die Sensitivitdt sagt somit nichts
darUber aus, wie hoch die Wahrscheinlichkeit ist, die Krankheit zu haben unter
der Bedingung eines positiven Testergebnisses. Letzteres ist die Definition des
positiven pradiktiven Wertes (PPV). Im Gegensatz zur Sensitivitat wird der PPV
von der Haufigkeit der Krankheit in der zu untersuchenden Gruppe (Pravalenz)
beeinflusst. Bei steigender Pravalenz steigt auch der PPV. Sind die Sensitivitat
eines Tests, die Spezifitat eines Tests und die Pravalenz einer Krankheit
bekannt, lasst sich der PPV mit der folgenden Formel berechnen (Hilgers et al.,
2007):

Sensitivitat x Pravalenz
PPV

~ Sensitivitat x Pravalenz + (1 — Spezifitat) x (1 — Pravalenz)

Ahnlich wie sich Sensitivitat und PPV zueinander verhalten, verhalten sich auch
der NPV und die Spezifitat zueinander. Der NPV ist definiert als die
Wahrscheinlichkeit, gesund zu sein, wenn ein negatives Testergebnis vorliegt.
Anders als beim PPV bewirkt eine hohere Pravalenz einen niedrigeren NPV.
Der NPV lasst sich bei gegebener Pravalenz, Sensitivitat und Spezifitat mit Hilfe

der folgenden Formel berechnen (Hilgers et al., 2007):
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Spezifiat x (1 — Pravalenz)

NPV'= Spezifitat x (1 — Pravalenz) + (1 — Sensitivitat) x Pravalenz

Die oben angegebenen Definitionen beziehen sich jeweils auf die
Grundgesamtheit. Das bedeutet, dass die genaue Berechnung nur méglich ist,
wenn die gesamte Bevolkerung getestet werden wuirde. In der Praxis ist das
Testen der gesamten Bevolkerung nicht umsetzbar. Daher werden diese Werte
mit Hilfe einer Stichprobe (des untersuchten Patientenkollektivs) abgeschatzt.
Dabei gilt, je groRRer eine Stichprobe ist, desto wahrscheinlicher stimmt die
Schatzung mit dem tatsachlichen Wert Uberein. Alternativ ist es ebenfalls
moglich, statt den Wert selbst zu schatzen, ein Intervall einzugrenzen, in dem
der tatsachliche Wert mit einer 95 %-Wahrscheinlichkeit liegt. Dieses Intervall
wird als 95 %-Konfidenzintervall (Cl) bezeichnet. Fur das CI gilt, je groRer die
Stichprobe und je kleiner die Varianz, desto kleiner ist auch das Intervall.
(Hilgers et al., 2007)

Die Konstruktion eines diagnostischen Tests ist haufig abhangig von
einer Testvariablen. Fur diese Testvariable gilt es, den geeigneten
Schwellenwert zu finden. Der Schwellenwert legt dabei fest, welche Werte der
Testvariable fur ein positives Testergebnis und welche Werte fur ein negatives
Testergebnis stehen. Bei einer Veranderung des Schwellenwertes wirken die
Sensitivitat und die Spezifitat als Antagonisten. So sinkt die Sensitivitat bei
steigender Spezifitat und umgekehrt. Um dies zu veranschaulichen, gibt es die
so genannte (receiver-operating characteristic) ROC-Kurve. Dabei wird in
einem Koordinatensystem auf der x-Achse die Falschpositiv-Rate
(=1-Spezifitdt) und auf der y-Achse die Richtigpositiv-Rate (Sensitivitat)
abgetragen. Daruber hinaus hat sich die Flache unter der ROC-Kurve (AUC) als
Malzahl fur die Qualitat eines Tests etabliert. (Hilgers et al., 2007)

Der AUC-Wert ist identisch mit der Wahrscheinlichkeit dafur, dass ein
zufallig aus der Gruppe der tatsachlich Positiven ausgewahltes Individuum ein
positiveres Testergebnis aufweist, als ein zufallig aus der Kontrollgruppe
ausgewabhltes Individuum. Wirde man beispielsweise einen Test beurteilen, bei
dem ein kleiner Wert der Testvariablen einem positiven Testergebnis entspricht
und ein groBer Wert einem negativen Testergebnis, so gibt der AUC die
Wahrscheinlichkeit an, dass ein zufallig ausgewahltes, tatsachlich positives
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Individuum einen kleineren Wert der Testvariablen aufweist als ein zufallig
ausgewabhltes, tatsachlich negatives Individuum. Der AUC kann Werte zwischen
0 und 1 annehmen. Ein zufalliges Ereignis wirde eine ROC-Kurve aufweisen,
die der Winkelhalbierenden entspricht, und somit einen AUC von 0,5 aufweisen.
Ein perfekter Test wirde einen AUC-Wert von 1 aufweisen. Ein ebenfalls
hervorragendes Testergebnis wirde der AUC-Wert 0 bedeuten, allerdings mit
der Einschrankung, dass die Aussage des Tests ins Gegenteil verkehrt ist.
(Abel, 1993)

Mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests auf Unabhangigkeit kann gepruft
werden, ob bestimmte Merkmale voneinander abhangig sind. Dabei wird die
Ausgangshypothese (Nullhypothese), dass die Merkmale unabhangig sind, zu
Gunsten der Alternativhypothese (die Merkmale sind voneinander abhangig)
abgelehnt, sobald das zuvor festgelegte Signifikanzniveau erreicht wird. (Ronz
und Eckstein, 1994) Ublicherweise wird ein Signifikanzniveau von 95 %
gewahlt, welches mit einer Wahrscheinlichkeit von 5 % korreliert, die
Nullhypothese irrtimlich abzulehnen (p = 0,05). (Hilgers et al., 2007)

Werden anhand der gleichen Stichprobe mehrere Merkmale untersucht,
so ergibt sich die Problematik einer multiplen Testung. Wiurde man
beispielsweise zwei unabhangige statistische Tests mit einem jeweiligen
Signifikanzniveau von 95 % durchfiihren, so sinkt das Signifikanzniveau der
multiplen Testung auf 0,95 x 0,95 = 0,9025 ab. Eine falschliche Annahme der
Alternativhypothese ist somit nicht mehr nur zu 5% sondern zu 9,75 %
wahrscheinlich. (Hilgers et al., 2007) Als Ausweg bietet sich hier die
Bonferroni-Korrektur an.

Sie ist eine einfache, aber auch konservative Methode (konservativ sind
Methoden welche die Ausgangshypothese favorisieren), dem abnehmenden
Signifikanzniveau bei einer multiplen Testung zu begegnen. Dabei wird die
akzeptierte Fehlerwahrscheinlichkeit o zu gleichen Teilen auf die
durchgefuhrten Tests aufgeteilt. Dadurch wird gewahrleistet, dass das
Signifikanzniveau des gesamten multiplen Tests nicht unter das beabsichtigte
MalRl sinkt. Um zum Beispiel bei funf unabhangigen einzelnen Tests ein
gesamtes Signifikanzniveau von 95 % zu halten, wird die akzeptierte

Fehlerwahrscheinlichkeit (hier a = 5 %) durch die Anzahl der Tests (5) geteilt.
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Daraus folgt, dass alle funf Tests ein Signifikanzniveau von 99 % (a = 1 %)
erreichen mussen, damit der multiple Test ein Signifikanzniveau von 95 %
halten kann. (Bland und Altman, 1995)

Vermeidung von Fehlern in der Datenverarbeitung

Je groler eine Datenbank ist, desto wichtiger ist es, einige Grundsatze der
Datenverarbeitung zu beachten, um madgliche Fehlerquellen auszuschlieRen.
Beim Erstellen einer gro3en Patientendatenbank aus verschiedenen Akten wird
haufig ein ausgedruckter Fragebogen zur Hilfe genommen. Der Nachteil eines
Papierfragebogens ist, dass die Mdglichkeit von Ubertragungsfehlern
verdoppelt wird. Die Fehler kénnen nicht nur bei der Ubertragung der Daten auf
den Fragebogen geschehen, sondern auch bei der Ubertragung der Daten auf
die Datenbank im PC. Um mit der Datenbank arbeiten zu kbnnen, ist es dartber
hinaus wichtig, dass die erhobenen Daten einheitlich eingegeben werden.
Wenn ein Mammakarzinom zum Beispiel in verschiedenen mdglichen Formen,
wie z.B. Mamma Ca, Mamma-Ca., Mammakarzinom und Brustkrebs, in einer
Datenbank vorliegt, so erschwert dies die spatere Auswertung und macht sie
anfalliger fur Fehler. Auf der anderen Seite hilft die Verwendung eines
Fragebogens bei der Standardisierung der erhobenen Merkmale.

Die zu erhebenden Daten der Studie (llse et al, 2014) an
Bronchialaspiraten wurden mit Hilfe eines standardisierten Papierfragebogens
festgelegt. Um die Ubertragungsfehlerrate méglichst niedrig zu halten, wurden
die Daten direkt von der Patientenakte auf den PC Ubertragen. Bei der deutlich
groReren Kohorte der Studie (llse et al., 2013) an Pleuraergissen wurde
ebenfalls ein Fragebogen verwendet. Letzterer wurde allerdings als
Eingabemaske auf dem PC programmiert, um so die Ubertragungsfehlerrate
noch weiter zu senken. Der Fragebogen war dabei so entworfen worden, dass
einmal verwendete Begriffe, wie z.B. Mammakarzinom, in einem
Drop-down-Menu angeboten wurden. Gleichzeitig wurde jeder verwendete
Begriff in einer gesonderten Liste gespeichert. Somit wurde ein hohes Mal} an
Standardisierung bereits durch das Drop-down-Menu gewahrleistet. Die
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zusatzlich entstandenen Listen wurden auf die unterschiedliche Bezeichnung
gleicher Merkmale uberpruft, um die Standardisierung weiter voranzutreiben.
Die Kontrolle der Dateneingaben erfolgte, soweit moglich, durch einen
automatisierten Abgleich der Daten, die in der Cytopathologie mit den Daten die
in der neu erstellten Datei gespeichert wurden. Gefundene Abweichungen
wurden durch eine erneute manuelle Sichtung der Ursprungsdaten geklart.
Eine stichprobenartige Uberpriifung der klinischen Daten erfolgte an

einer Teilmenge der Falle, die aus der Uniklinik Disseldorf stammten.

Ausblick auf zukunftige Entwicklungen

Pleuraergusse als Modellsystem zum Testen von Tumormarkern

Pleuraerglsse fur das Testen von Tumormarkern zu verwenden hat einige
Vorteile. Dadurch, dass die allermeisten malignen Tumore in der Pleurahdhle
Metastasen sind (Scherpereel, 2007), kommt in der Pleura ein breites Spektrum
an Tumorentitaten vor. Fast alle malignen Tumore konnen die Pleura beteiligen.
(Loddenkemper, 2005) Allerdings ist zu berlcksichtigen, dass einige
Tumorentitaten haufiger vorkommen als andere. Auch wenn je nach Quelle die
Verteilung stark schwanken kann, so sind Lungenkrebs und Brustkrebs die
haufigsten Primartumore der Pleurametastasen. (Loddenkemper, 2005;
Scherpereel, 2007) Loddenkemper gibt die Quelle des Primartumors in seiner
Zusammenfassung von Zytologie-Ubersichten wie folgt an: Lungenkrebs mit
25 %-52 %, Brustkrebs mit 3 %-27 %, Lymphom mit 12 %-22 % und andere
Tumore mit 29 %-46 %. (Loddenkemper, 2005) In unserer Studie an prospektiv
gesammelten Pleuraergissen waren die Tumorentitaten wie folgt verteilt:
46 % (111/241) Lungenkarzinome, 12 % (29/241) Mammakarzinome,
10 % (23/241) Lymphome und Leukamien, 12 % (30/241) Karzinome des
Gastrointestinaltraktes sowie 17 % (42/241) andere Tumore (llse et al., 2013).
Fasst man wie bei Loddenkemper die Tumore des Gastrointestinaltraktes mit
der Kategorie andere Tumore zusammen, dann liegen unsere Zahlen alle

innerhalb der von Loddenkemper angegebenen Intervalle.
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Im Gegensatz zur Untersuchung von reinen Tumorzelllinien wird durch die
Verwendung von Pleuraergissen eine breite Vielfalt an Tumoren
unterschiedlicher genetischer Ausstattung innerhalb der gleichen Tumorentitat
abgedeckt. Wie bereits zuvor erwahnt, wird die Entstehung eines malignen
Tumors mit einem Evolutionsprozess verglichen, an dessen Ende ein maligner
Tumor mit bestimmten Eigenschaften steht. Dabei konnen diese Eigenschaften
auf unterschiedliche Art und Weise erlangt werden. Bei Tumorzelllinien werden
aber nur Klone jeweils eines bestimmten Tumors untersucht. Bei der
Untersuchung an Pleuraergussen kommen analog dazu mehrere individuelle
Typen des gleichen Tumors zur Untersuchung.

Pleuraergiisse kommen in der Praxis relativ haufig vor. Die zu
untersuchende Flissigkeit fallt bei der Behandlung der Symptome als
Restprodukt an und erfordert somit keine zusatzliche, rein auf die Forschung
bezogene, investigative Materialentnahme. DartUber hinaus werden die
Pleuraerglsse haufig auch direkt von malignen Tumoren verursacht, deren
Zellen dann im Pleuraerguss zu finden sind. Um einen solchen maligen
Pleuraerguss (MPE) in der Diagnostik zu identifizieren, ist eine zytologische
Untersuchung unumganglich. Somit liegt die Fragestellung nach einem MPE im
Untersuchungsmaterial in der Pathologie relativ haufig vor. (Feichter und
Dalquen, 2000) Diesen Sachverhalt konnten wir mit unserer Untersuchung an
Pleuraergussen untermauern. In einem Zeitraum von 20 Monaten konnten 1270
untersuchbare Pleuraergusse von unterschiedlichen Patienten gesammelt
werden. Von diesen 1270 Proben konnten 472 anhand der klinischen Daten als
maligner Pleuraerguss identifiziert werden (llse et al., 2013).

In einem MPE liegen nicht nur Tumorzellen, sondern auch
Nicht-Tumorzellen, wie Entzindungszellen (Granulozyten, Lymphozyten,
Makrophagen) oder Zellen der anatomischen Auskleidung der serésen Hohle
(Mesothelien), vor. Diese Durchmischung gilt allerdings auch fur
Untersuchungen an Tumorgeweben, da ein maligner Tumor auch
Nicht-Tumorzellen zur Bildung des Tumorgewebes rekrutiert (z.B.
Angiogenese). (Hanahan und Weinberg, 2011) Fur die isolierte Betrachtung von
einzelnen Tumorzellen, wie es bei der Untersuchung an Tumorzelllinien moglich

ist, ware somit bei Pleuraergissen zusatzlicher Untersuchungsaufwand, wie
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z.B. eine Laser-Mikrodissektion, notig, um die Krebszellen zu separieren.
(Schneider et al., 2011)

Die Zusammensetzung von Pleuraergussen variiert stark. Pleuraergusse
konnen sowohl proteinreich als auch proteinarm sein und dartUber hinaus
Schleim, Lipide oder Blut enthalten. Diese Variabilitat ist sowohl ein Vorteil als
auch ein Nachteil, denn dies fuhrt dazu, dass das System, mit dem der
Biomarker verwendet wird, ebenfalls auf die Probe gestellt wird.

Maligne Pleuraerglisse stellen fast immer ein fortgeschrittenes
Tumorstadium dar, schon weil die meisten in der Pleura manifestierten Tumore
Metastasen sind. (Scherpereel, 2007) Entsprechend kann ein Tumormarker an
Pleuraerglssen auf seine allgemeine Funktionalitat hin geprift werden, nicht
aber auf die Fahigkeit, Tumore in frihen Stadien zu erkennen. Im Weiteren sind
Pleuraergusse durch ihr Auftreten in spaten Tumorstadien nicht als Testmaterial
fur eine Screening-Untersuchung geeignet. FlUr eine Screening-Untersuchung
eignen sich eher Testmaterialien, die auch bei gesunden oder vermeintlich
gesunden Personen entnommen werden konnen, wie zum Beispiel Blutplasma.

Bei Ergebnissen aus Untersuchungen an Pleuraergussen ist zu
bertcksichtigen, dass Pleuraerglsse bei gesunden Personen nicht vorkommen.
Entsprechend kdnnen Negativkontrollen nur am Material von Patienten mit
einer anderen, einen Pleuraerguss verursachenden Erkrankung gebildet
werden. Dass eine solche andere Erkrankung einen Einfluss auf das
Testergebnis haben kdnnte, ist somit nicht sicher auszuschlieRen. Allerdings ist
auch bei Kollektiven mit gesunden Personen ein Einfluss durch unbekannte

Faktoren nicht sicher auszuschliel3en.

Entwicklung einer Vorsorgeuntersuchung fur maligne Tumore unter
Einbeziehung des SHOX2-Methylierungs-Markers.

Der SHOX2-Test auf Methylierung kénnte unter Umstanden zu einem Test
weiterentwickelt werden, der der Friherkennung von malignen Tumoren auf der
Basis einer Blutplasmauntersuchung dient. Im Jahr 2011 zeigten Kneip et al.,

dass der Test auch an freier, im Blutplasma zirkulierender DNA angewandt
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werden kann, und berichteten Uber eine Sensitivitat von 60 % bei 90 %
Spezifitat. Das Patientenkollektiv dieser Studie bestand hauptsachlich aus
Patienten mit  Lungenkarzinomen und Patienten mit  benignen
Lungenerkrankungen. Nicht-Lungentumore sind in dieser Studie zwar den
Kontrollen zugeordnet worden, um die Spezifitat fir Lungenkrebs zu bestatigen,
allerdings  waren  Nicht-Lungentumore in dieser Studie deutlich
unterreprasentiert und wiesen keine hohe Variabilitdt der Tumorentitaten auf.
Nur vier der 343 untersuchten Patienten wiesen einen Nicht-Lungentumor auf,
alle vier waren Prostatakarzinome. Allerdings bestatigen die Kombination von
60 % Sensitivitat mit 90 % Spezifitdt sowie der in der Studie angegebene AUC-
Wert von 0,91 die hohe Qualitat des SHOX2-Tests auch fur die Anwendung an
Blutplasma. (Kneip et al., 2011)

In unserer Studie an Pleuraerglissen haben wir die Lokalisation des
Primartumors Uberprift, dessen Metastase den Pleuraerguss verursachte. Der
SHOX2-Test detektierte hierbei 40 % (44/111) der von einem Lungentumor
stammenden Metastasen. Darlber hinaus wurden aber auch 38,5 % (50/130)
der Metastasen, die nicht von einem Lungentumor stammten, detektiert. Die
nicht aus der Lunge stammenden Tumore sind in Tabelle Il unserer Studie an
Pleuraergussen aufgelistet. Der Unterschied der Erkennungsraten war nicht
signifikant (p = 0,85). Daraus folgt, dass der SHOX2-Test in der Lage ist, neben
Lungentumoren, auch Tumore anderer Herkunft zu detektieren. (llse et al.,
2013) Es ware interessant zu wissen, ob sich diese Eigenschaft auch bei der
Verwendung von Blutplasma als Untersuchungsmaterial bestatigen liel3e.

Bei einer Anwendung als Vorsorgeuntersuchung sind die Anspriche an
das Testsystem bezlglich der Sensitivitdt und Spezifitdt besonders hoch. Dies
liegt darin begrindet, dass Sensitivitat und Spezifitdt zwar eine Aussage Uber
die Qualitat eines Tests liefern, aber keine Aussage Uber die Relevanz des
Testergebnisses fur den Patienten treffen. Aus Sicht des Patienten sind die
Werte flr den PPV und den NPV interessanter. Diese Werte kbnnen mit denen
im Exkurs zur Statistik angegebenen Formeln berechnet werden. Wie diese
Formeln zeigen, werden sowohl PPV als auch NPV sehr stark von der
Pravalenz beeinflusst, welche bei Vorsorgeuntersuchungen naturgemal® sehr

niedrig ist. Betrachtet man die Formel fur den PPV genauer, fallt auf, dass sich
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der PPV proportional zur Spezifitat und zur Pravalenz verhalt, wahrend sich der
NPV proportional zur Sensitivitat, aber antiproportional zur Pravalenz verhailt.
Da bei einer Vorsorgeuntersuchung der Anteil der nicht erkrankten Patienten
sehr hoch ist, ist die Pravalenz entsprechend niedrig. Daraus folgt, dass der
PPV durch die niedrige Pravalenz negativ beeinflusst wird, wahrend der NPV
positiv beeinflusst wird. Damit PPV und NPV bei einer Vorsorgeuntersuchung
mdglichst grole Werte annehmen, ist flir einen hohen PPV eine besonders
hohe Spezifitat wichtig. Der NPV wird durch die niedrige Pravalenz bereits sehr
stark positiv beeinflusst. Entsprechend kdnnte man argumentieren, dass eine
hohe Sensitivitat nicht so wichtig sei. Allerdings beeinflusst eine niedrige
Sensitivitat die Kosten-Nutzen-Rechnung des Tests negativ.

Wir konnten in unserer Untersuchung an Pleuraergussen zeigen, dass
der SHOX2-Test durch eine Modifikation des Schwellenwertes so umgestellt
werden kann, dass er bei Pleuraergussen eine Spezifitat von 100 % (443/443)
(95 % Cl = 99,2 %—-100 %) bei einer Sensitivitat von 17,8 % (49/276) (95 %CI =
13,4 %-22,8 %) aufweist. Der SHOX2-Test erreichte bei Pleuraergissen einen
AUC-Wert von 0,72. (llse et al, 2013) In der Blutplasma-Studie des
SHOX2-Tests wurde ein AUC-Wert von 0,91 berichtet. (Kneip et al., 2011)
Entsprechend kann man erwarten, dass der Test an Blutplasma bei einer
aquivalenten Umstellung des Schwellenwertes die von uns an Pleuraergissen
ermittelte Sensitivitat von 17,8 % ubertreffen wirde.

In unserer Studie an Bronchialaspiraten konnten wir zeigen, dass der
SHOX2-Marker durch die Anwendung weiterer Tumormarker komplementiert
werden kann. Weiter zeigten wir, dass ein Tumormarkerpanel bestehend aus
Methylierung quantifizierenden Tests der Gene SHOX2, RASSF1A, APC und
p 16" * mit der Bedingung, dass zwei der Tests positiv ausfallen miissen, eine
Spezifitat von 100 % (43/43) (95 % CI: 92 %-100 %) und eine Sensitivitat von
47 % (35/75) (95 % CI: 35 %-59 %) liefert. (llse et al., 2014) Sollten diese Werte
an einer grolReren Patientenkohorte bestatigt werden, kdénnte dieses
Tumormarkerpanel auch eine interessante Alternative zu einer alleinigen
SHOX2-Testung bieten.
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Zwar mogen Werte wie 17,8 % oder 47 % Sensitivitat nicht besonders hoch
klingen, aber durch die Kombination mit 100 % Spezifitat wirden sie bedeuten,
dass bei einem Screening zwar nur jeder 5te, respektive jeder 2te Fall entdeckt
wurde, aber dass diejenigen, die ein positives Testergebnis erhalten, auch mit
Sicherheit einen malignen Tumor haben. Dies liegt daran, dass eine Spezifitat
von 100 % unabhangig von der Pravalenz automatisch zu einem PPV von
100 % fuhrt (siehe die im Exkurs zur Statistik genannte Formeln).

Es ware daher besonders interessant zu sehen, wie der SHOX2-Test bei
einer grol} angelegten Studie an Blutplasma abschneidet, nachdem der Test
durch eine Veranderung des Schwellenwertes auf eine aulRerst hohe Spezifitat
eingestellt wurde. Daruber hinaus bleibt zu klaren, ob der SHOX2-Test an
Blutplasma ebenfalls in der Lage ist Tumore anderer Herkunft, wie zum Beispiel
Mammakarzinome, zu detektieren, und ob andere Tumormarker auch bei
Blutplasmaproben als Testmaterial dazu in der Lage sind, den Test zu

komplementieren.
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Thesen

- Die Quantifizierung von SHOX2-Methylierung (SHOX2-Test) st
grundsatzlich dazu geeignet, die zytologische Untersuchung an
Pleuraergussen und an Bronchialaspiraten zu erganzen.

- Der SHOX2-Test ist neben der Detektion von Lungenkarzinomen auch in
der Lage, Tumore anderen Ursprungs zu detektieren.

- Im Weiteren ist der SHOX2-Test dazu in der Lage, andere auf der
Quantifizierung von  Methylierung  basierende  Biomarker zu
komplementieren.

- Unsere Ergebnisse konnten dariber hinaus dazu beitragen, die
Untersuchung an Pleuraerglssen als Modellsystem fir die Untersuchung
von haufig pleural metastasierenden malignen Tumoren (z.B. Lungen-
und Brusttumore) zu etablieren.

- Auch haben unsere Ergebnisse Erkenntnisse erbracht, die die
Entwicklung einer auf dem SHOX2-Test basierenden

Krebsvorsorgeuntersuchung beeinflussen kdnnten.

42




SHOX2 DNA Methylation |Is a Tumour Marker in Pleural Effusions

Publication |

SHOX2 DNA Methylation Is a Tumour Marker in Pleural

Effusions

Authors: Peter llse, Stefan Biesterfeld, Natalia Pomjanski,

Christian Fink and Martin Schramm

Institute: Department of Cytopathology, Institute of Pathology,

Heinrich Heine University, Disseldorf, Germany

Published: Cancer Genomics & Proteomics
September-October 2013 vol. 10 no. 5 217-223

Online available: http://cgp.iiarjournals.org/content/10/5/217 .long

[43 1




Publication |

Abstract

Background: The published sensitivity of cytological examination for malignant
pleural effusions (MPE) ranges between 50 % and 71 %. The Epi proLung® BL
Reflex Assay (Epigenomics AG, Berlin, Germany) has been reported as being
highly sensitive and specific for lung cancer using bronchial aspirates. We
hypothesize the assay to be of use in the detection of MPE. Materials and
Methods: To test our hypothesis, we performed a retrospective cohort study on
pleural effusion specimens of 1,270 patients (472 cases and 798 controls). The
assay is based on quantification of methylated Short Stature Homeobox gene
two (SHOX2) DNA in the specimen measured via multiplex real-time
Polymerase Chain Reaction (PCR) on bisulfite-converted DNA. Results:
Surprisingly, the assay detects metastases of lung cancer, as well as
metastases of other malignant tumours. With a re-defined cut-off criterion, the
test achieved a sensitivity of 39.5 % with a specificity of 96.2 %. Conclusion:
This assay is able to detect MPE while not limited to the detection of lung

cancer.

Introduction

Although epidemiological studies are not available, the annual incidence of
pleural effusion in the 27 European Union Member States (EU27) is estimated
to be more than 1,600,000, based on the observed incidence in a well-defined
region in central Bohemia and EU27 demographic data (European Commission,
2013; Marel et al., 1993). Each year, more than 1,360,000 patients are
subjected to thoracocentesis in the United States, even, if only the leading
causes of pleural effusion are included (Light, 2002). The reported share of
patients with a malignant pleural effusion (MPE) is 25 % to 45 % (Bedrossian,
1994; Motherby et al., 1999), highly depending on the observed population and
study design, but nevertheless representing a common problem. 15 % of
patients with a malignant tumour in a post-mortem series presented pleural
effusion (Rodriguez-Panadero et al., 1989). The high probability of a malignant
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cause of pleural effusion necessitates thoracocentesis and detailed cytological
analysis in every case. Non-malignant aetiologies of pleural effusion include
congestive heart failure, infection, pulmonary embolus or infarction, cirrhosis
and collagen disease (Bedrossian, 1994). Malignant tumours presenting with
MPE include cancer of the lung (approximately one third of the MPE), breast,
ovary, gastrointestinal tract, mesothelioma and lymphoma (Antony et al., 2001;
Bedrossian, 1994). In the vast majority of cases, MPE is a sign of metastasized
cancer, meaning that a curative therapy is no longer reasonable. This
necessitates the accurate diagnosis of MPE and avoidance of invasive
diagnostic procedures in order to prevent further stress for the patient.

Pleural fluid cytology for the diagnosis of MPE is the standard procedure,
with a high specificity (97 % to 100 %) but limited sensitivity (50 % to 71 %)
(Motherby et al., 1999). In addition, some pleural fluid specimens cannot be
diagnosed cytologically as being definite tumour-positive or -negative
(Bedrossian, 1998), leading to an equivocal result in 5.8 % of cases in a
previous study from our Department (Motherby et al., 1999). Thus, there is a
need for additional methods, preferentially on the same pleural fluid, again to
prevent repeated diagnostic efforts and harm of the patient. There are
numerous different strategies to enhance the diagnostic yield of cytology
(Mohanty and Dey, 2003; Sriram et al., 2011). These strategies include
morphological, DNA, RNA, methylation and protein analyses (including
immunocytochemistry), electron microscopy, analysis of the argyrophilic
nucleolar organizer regions (AgNOR), flow cytometry, image cytometry,
fluorescence in situ hybridization (FISH) and polymerase chain reaction
(PCR)-based assays.

Aberrant DNA methylation plays an important role in carcinogenesis
(Ting et al., 2006) and is purported to be a valuable cancer biomarker (Esteller,
2007; Laird, 2003). Epigenetic cancer biomarkers are independent of classical
morphology and thus exhibit great potential to overcome the limitations of
cytology. The usefulness of epigenetic cancer biomarkers has been shown for
body fluids, such as bronchial aspirate (Schmiemann et al., 2005), sputum
(Belinsky et al., 2006; Palmisano et al., 2000), plasma (Hsu et al., 2007) and
serum (Benlloch et al., 2006). Short Stature Homeobox gene two (SHOX2) DNA
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methylation in particular has been shown to occur at a high prevalence (96 %)
in carcinomas of the lung, especially in squamous cell carcinomas and small
cell carcinomas, compared to matched morphologically normal adjacent tissues
from the same patients (Schneider et al., 2011). In addition, SHOX2 DNA
methylation has been proven to be a useful biomarker in bronchial aspirates to
detect lung cancer, even subsequent to tumour-negative or equivocal cytology.
The ability of SHOX2 methylation was successfully tested and validated in two
case-control studies, including 523 and 250 patient samples, respectively, with
high sensitivity (78 %) and specificity (96 %) (Dietrich et al., 2012; Schmidt et
al., 2010). This led to the development of the Epi proLung® BL Reflex Assay
(Epigenomics AG, Berlin, Germany), an in vitro diagnostic test kit to aid
pathologists in the diagnosis of lung cancer. SHOX2 encodes for a
homeo-domain-transcription factor and has been identified as highly
homologous to the short stature homeobox gene SHOX. Both genes are
involved in skeletogenesis and heart development (Blaschke et al., 2007;
Blaschke et al., 1998; Clement-Jones et al., 2000).

The objective of our current study was to analyze the diagnostic value of
testing SHOX2 DNA methylation in a retrospective cohort of pleural effusions
sent to the Department of cytopathology. Furthermore, we wanted to confirm if
aberrant SHOX2 DNA methylation is specific to lung carcinoma, as suspected
in recent studies (Dietrich et al., 2012; Kneip et al., 2011; Schmidt et al., 2010;
Schneider et al., 2011), or if the SHOX2 DNA methylation marker may also be

of use to identify other tumour entities.

Materials and Methods

Study design. The study was a retrospective cohort study, and the pleural
effusions were collected before the examination started. The specimens were
examined blinded for the reference standard, and the reference standard was
obtained blinded for the examination data. The study was approved by the
Local Ethics Committee (#3383).
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Study inclusion criteria. First-time pleural effusion samples of 1,617 patients
were submitted to the Department of Cytopathology between January 2010 and
August 2011. Only specimens from hospitals submitting more than 20

specimens during the mentioned period were included.

Cytological diagnosis. The submitted native pleural effusion fluid (usually about
50 ml) was processed according to standard laboratory protocols. In brief, the
specimens were centrifuged at 670 xg for 5 min. The supernatant was
transferred to a new container. Eight smears were prepared with aliquots of the
resuspended pellet. Three of them were stained according with
May-Grinwald-Giemsa. The other five smears were fixated by the Delaunay
method and stained according to Papanicolaou. A final cytological diagnosis
was made by experienced cytopathologists, including diagnostic
immunocytochemistry, DNA image cytometry or AgNOR analysis, when

necessary.

Sample preparation. Remaining material from the pellet was preserved in
Saccomanos fixative [50 % (v/v) ethanol, 2 % (w/v) polyethylene glycol 1,500,
and 60 mg/l rifampicin] and stored at 4°C until further use. DNA extraction and
bisulfite conversion were performed with 80 pl of the fixed sample using the Epi
proLung® BL DNA Preparation Kit (Epigenomics AG). The samples were
prepared in groups of 22 samples, together with positive and negative controls

from the Epi proLung® BL Work Flow Control Kit (Epigenomics AG).

Real-time PCR. The real-time PCR was performed using the Epi proLung® BL
real-time PCR Kit (Epigenomics AG), and a Applied Biosystems® 7500 Fast
real-time PCR instrument (Life Technologies Corporation, Carlsbad, USA). The
Epi proLung® BL real-time PCR Kit was designed to detect lung cancer in
bronchial lavage specimens. The PCR is a multiplex real-time PCR with two
targets. The first target is a methylation-sensitive sequence of SHOX2. The
second target is a methylation independent sequence of the beta-actin gene
(ACTB). According to the PCRkit manual, the PCR was performed in triplets of
each sample, positive control, negative control and calibrator provided by the
work flow kit. A PCR run was valid if the following criteria were met: two out of

three replicates of the negative control with a cycle threshold (Ct) value
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Ct(SHOX2)=38 and a Ct(ACTB) of between 28 and 37; all replicates of the
positive control with a Ct(SHOX2)<37 and a Ct(ACTB)<31; two or more of the
calibrator replicates with Ct(ACTB)<32 and a ACt(Cal) [=Ct(SHOX2)-Ct(ACTB)]
in the range of -2.6 and -0.6. The measurement of a sample was valid if the
PCR run was valid and if more than one of the three replicates had a Ct(ACTB)

of 29 or less.

Data and statistical analysis. For each valid sample, a relative methylation value
was determined using the AACt method (Livak and Schmittgen, 2001) in which
the frequency of methylation is inversely proportional to the AACt value and can
be approximated using the formula: Methylation (%) = 100 %/2AACt. According
to the Epi proLung® BL kit manual, a AACt equal or below 9.5 would define the
sample as being SHOX2 methylation-positive and therefore as lung
cancer-positive. The cut-off had been determined for bronchial lavage samples
(Dietrich et al., 2012). Examining pleural effusions, we reviewed this cut-off and
used the receiver operating characteristic (ROC) to determine an optimal cut-off
for pleural effusions. Invalid measured samples and samples with indistinct
reference standard were excluded from this analysis. All statistical data were
calculated using R (version 3.0.1) (R Core Team, 2013). If not otherwise stated,
significance was calculated using the “Pearson’s Chi-square Test for count
data” without the Yates’ continuity correction. The level of significance was set
at p = 0.05. In cases of multiple testing, the individual level of significance for
each test was adjusted using the Bonferroni correction. The calculation of the
ROC, the 95 % confidence interval (CI) for the ROC and the area under the
ROC curve (AUC) was carried out using the R package “pROC” (version 1.5.4)
(Robin et al., 2011). Contingency tables were used to analyse the categorical
data provided by both index tests and reference standard to determine the
sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV) and negative predictive
value (NPV) of cytology and SHOX2 methylation. 95 % Confidence intervals
(Cl) are given, using the R package “bdpv” (version 1.0) (Schaarschmidt, 2012).

Reference standard. Clinical follow-up was obtained by review of the patients’
medical files. A reference standard (malignant pleural tumour present/absent)
was compiled for each patient. Special emphasis was placed on the final clinical
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decision regarding the underlying cause of the pleural effusion, existence of a
malignant tumour from the patients’ history (confirmed by histology or adequate

tumour therapy) and tumour exclusion by medical imaging.

Results

The flow of the patients through the study is presented in a Standards for
Reporting of Diagnostic Accuracy (STARD) diagram (Figure 2) (Bossuyt et al.,
2003). Pleural effusion samples of 1,617 patients were collected. Out of these,
172 specimens were excluded from the study either because the material was
not sufficient for DNA extraction (no visible pellet after centrifugation), or
because the follow-up data were inaccessible due to missing patient’s medical
files or rejection of the hospital’s participation in the study. In the case of 175
patients with tumours, the reference standard could not be definitively
determined because of comorbidity. Therefore, the follow-up reference standard
was evaluated regarding 1,270 out of the total of 1,445 patients. The clinical

characteristics of the 1,270 patients are presented in Table I.
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Figure 2: The figure presents the data of our study on pleural effusion (PE) in a flow chart

according to the STARD initiative (Bossuyt et al., 2003).
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All 1,445 pleural effusions were analysed using the Epi proLung® BL Reflex
Assay. A valid measurement (according to the assay’s manual) was achieved
for 802 specimens (55.5 %), leaving 643 specimens (44.5 %) with invalid
measurements. The Ct(ACTB) criterion was the most frequent reason for invalid
measurements. The reference standard was evaluable for 719 out of the 802
specimens with valid measurements, and for 551 out of the 643 of those with
invalid measurements. Of the 1,270 specimens with an evaluable reference
standard, the 719 patients with valid test results were compared to the 551 with
invalid test results for the parameters gender, follow-up result, cytological
examination result and age. Both groups were not significantly different in their
distribution between the sexes (p = 0.80), their follow-up result (p = 0.30),
cytological examination result (p = 0.63), or in the distribution of their age (p =
0.02) (acceptable level of significance, p<0.0125 according to Bonferroni

correction).

The next step was comparing the 719 valid SHOX2 methylation measurements
with the corresponding follow-up diagnoses. The reference standard defined
276 of these as positive and 443 as negative. With the cut-off criterion of
AACt<9.5 as stated by the assay, 138 of the 276 positive samples had a correct
positive test result (sensitivity = 50.0 %, 95 % Cl = 43.9 %-56.1 %). Out of the
443 negative samples, there were 373 with a correct negative test result
(specificity = 84.2 %, 95 % Cl = 80.5 %-87.5 %). The cut-off criterion of the
assay had been determined for bronchial aspirates (Dietrich et al., 2012;
Schmidt et al., 2010). In order to adjust the cut-off for use with pleural effusions,
the cut-off criterion was optimized by analyzing the test with its receiver
operating characteristic (ROC) curve. The area under the ROC curve (AUC)
was 0.72 (95 % Cl = 0.68-0.76) and the new cut-off determined as an
optimization between sensitivity and specificity was therefore AACt<7.5. With
this cut-off, the test achieved a sensitivity of 39.5 % (109/276) (95 % CI
33.7 %-45.5 %) and a specificity of 96.2 % (426/443) (95 % CI

93.9 %-97.7 %).
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Table I: Clinical characteristics of the patient population. The table presents the data of 1,270
patients with evaluable reference standard.

Benign pleural effusion®

Malignant pleural effusion®

(n=798) (n=472)

Female Male Female Male
Frequency 333 465 240 232
Age
Average 73.4 70.0 67.3 67.7
Standard deviation 15.6 14.4 13.1 11.7
Median 77 73 69 70
Range 4 -97 2-96 20 -96 3-90
Frequency 333 465 240 232
Benign conditions”
Infectious disease® 171 255 19 33
Congestive heart failure 260 301 26 17
Gastrointestinal disease® 14 35 4 5
Trauma/hemothorax 18 21
Renal failure 99 147 21 26
Post-surgery 31 31
Collagen vascular disease® 8 8
Others' 113 143 39 61
Malignant conditions®
Lung cancer 1 4 71 125
Breast cancer 14 101
Gastrointestinal cancer” 6 10 30 49
Lymphoma/leukaemiai 10 21 21
Mesothelioma 2 9
Others’ 13 31 44 67
Cancer therapy
Surgery 29 34 114 81
Radiotherapy 11 7 80 66
Chemotherapy 17 16 160 150
Pleurodesis 48 44
Stem cell therapy 1 1 8
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Unless otherwise stated, the data are presented as frequency.

a. According to reference standard criteria.

b. Comorbidities are frequent.

c. Pneumonia (331); empyema (38); mediastinitis (1); pleuritis (35); sepsis (60); tuberculosis
(13).

d. Liver cirrhosis (46); pancreatitis (12).

e. Lupus erythematosus (7); rheumatoid arthritis (13).

f. Amyloidosis (1); sarcoidosis (6); chronic obstructive pulmonary disease (199); emphysema
(24); myocardial infarction (22); cardiac arrhythmias (104).

g. Some patients developed more than one tumour.

h. Cholangiocarcinoma (4); colorectal carcinoma (38); gastric carcinoma (20); pancreatic
carcinoma (21); esophageal carcinoma (12).

i. Acute myeloid leukaemia (4); chronic myelogenous leukaemia (7); Hodgkin lymphoma (3);
myelodysplastic syndrome (6); precursor and mature B- and T-cell neoplasms (35);
unclassified lymphoma (1).

j- Carcinoma (6) and melanoma (2) of the skin; carcinoma of the oropharynx (6), larynx (6),
salivary gland (2), thyroid (4), vulva (2), uterine cervix (2), endometrium (1), ovary (23),
prostate (28), urinary system (23), kidney (17); hepatocellular carcinoma (7); primary
peritoneal carcinoma (1); Kaposi sarcoma (2); rhabdomyosarcoma (1); synovial sarcoma (1);
extraskeletal Ewing’s sarcoma (1); uterine sarcoma NOS (1); medulloblastoma (1);
paraganglioma (1); cancer of unknown primary (17).

k. Repeated therapies are only mentioned once.

The cytological examination of these specimens achieved 52.5 % (145/276)
(95 % Cl = 46.5 %-58.6 %) sensitivity and 99.8 % (442/443) (95 % CIl =
98.7 %-100.0 %) specificity. A combined evaluation of the cytological
examination and the SHOX2 assay was carried out as follows: All cytological
tumour-positive diagnoses were counted as positive, and no additional SHOX2
assay was performed. All tumour-negative and tumour-suspicious cytological
diagnoses were followed by an additional SHOX2 assay. This led to
58.0 % (160/276) (95 % Cl = 51.9 %-63.9 %) sensitivity and 96.2 % (426/443)
(95 % CI = 93.9 %-97.7 %) specificity. These data are presented in Table I
together with the positive and negative predictive value (PPV, NPV) of these
tests. With a cut-off of AACt<3.5, the sensitivity was 17.8 % (49/276) (95 % CI =
13.4 %-22.8 %) without any false-positive results (specificity = 100 % (443/443)
(95 % Cl =99.2 %-100.0 %).
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Table II: Sensitivity and specificity of the short stature homeobox gene-two (SHOX2)
methylation assay and the cytological examination. The table shows the sensitivity, specificity,
positive predictive value (PPV) and negative predictive value (NPV) for the examination of 719
valid measured specimens using SHOX2 methylation assay, cytological examination and a
combination of cytological examination and the SHOX2 assay. The data are presented as the
percentage (frequency) [95 % CI].

SHOX2 assay

Siovgea, gy + SHOX2
assay (AACt<7.5)

(AACt=9.5) (AACH<7.5)
Sensitivity 50.0 % (138/276)  39.5 % (109/276) 52.5 % (145/276) 58.0 % (160/276)
[44.1 %-55.9 %] [33.7 %-45.3 %] [46.6 %-58.4 %] [52.1 %-63.8 %]
Specificity 84.2 % (373/443)  96.2 % (426/443)  99.8 % (442/443) 96.2 % (426/443)
[80.8 %-87.6 %] [94.4 %-98.0 %] [99.3 %-100 %] [94.4 %-98.0 %]
PPV 66.3 % (138/208) 86.5 % (109/126) 99.3 % (145/146)  90.4 % (160/177)
[59.9 %-72.8 %] [80.5 %-92.5 %] [98.0 %-100 %] [86.1 %-94.7 %]
NPV 73.0 % (373/511)  71.8 % (426/593)  77.1 % (442/573) 78.6 % (426/542)

[69.1 %-76.8 %]

[68.2 %-75.5 %]

[73.7 %-80.6 %]

[75.1 %-82.1 %]

In addition to lung carcinomas which were identified as positive, the SHOX2
assay also detected cancer of other origins, no matter which of the presented
cut-off values were used. Table Il presents the sensitivity to different malignant
tumour entities as related to the cut-off of AACt<7.5. Some patients (n = 35) had
more than one malignant tumour, possibly metastasized to the pleural cavity,
hence they were excluded from subsequent evaluation.

The frequency of detected lung cancer was not significantly different from

the frequency of detected malignant tumours of other origin (p = 0.85).
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Table llI: Performance of the short stature homeobox gene-two (SHOX2) methylation assay for
different types of malignant tumours. The frequency and percentage of SHOX2-positive and
-negative results for different tumour types, with a cut-off of AACt <7.5, and the frequency of
these tumour types are shown. Only patients with positive reference standards and only one
known cancer origin were evaluated.

SHOX2 Frequency
Positive Negative

Lung cancer 44 (40 %) 67 (60 %) 111
Breast cancer 16 (55 %) 13 (45 %) 29
Mesothelioma 4 (67 %) 2 (33 %) 6
Lymphoma/leukaemia 6 (26 %) 17 (74 %) 23
Gastrointestinal cancer 11 (37 %) 19 (63 %) 30
Others 13 (31 %) 29 (69 %) 42
Total 94 (39 %) 147 (61 %) 241

Of the 17 patients with a false-positive SHOX2 result, three had a malignant
tumour (Hodgkin lymphoma, basalioma and salivary gland carcinoma) in their
history besides benign pleural effusion according to the follow-up. All three of
them died within 15 days after we received their specimens. Two more of the 17
patients died within 18 days after we received their specimens. The remaining
12 patients did not exhibit development of a malignant tumour during the
follow-up period which differs between 2 and 18 months. The 17 patients had
the following spectrum of relevant benign diseases (sorted by frequency):
congestive heart failure (n = 7), cardiac congestion (n = 7), advanced renal
disease (n = 3), pneumonia (n = 3), sepsis (n = 3) and post myocardial
infarction (n = 2). These diseases were also present in the group of the patients

who were SHOX2-negative.

Discussion

The performance of the SHOX2 methylation assay when used for its intended
use on bronchial aspirates was 81 % (95 % Cl = 71 %-89 %) sensitivity and
95 % (95 % CI = 88 %-99 %) specificity (Dietrich et al., 2012). As expected, the
test performance on pleural effusions with the same cut-off criterion was
different: its sensitivity was 50.0 % (95 % CI = 43.9 %-56.1 %) and its specificity

was 84.2% (95% Cl = 80.5%-87.5%). For both studies, only the valid
55




Publication |

measured specimens were evaluated. The most probable reason for these
highly different results is the difference in the tested materials themselves:
pleural effusion fluid is a very different source of analyte from bronchial lavage,
especially in regard to its composition. Pleural effusion is a serous fluid, seldom
mucoid, in most cases sterile, frequently with a haemorrhagic component and
usually contains mesothelial cells. In contrast, bronchial aspirates are aspirated
mucoid fluids, often mixed with rinsing fluids (lavage), frequently with bacterial
and macrophagial background, rarely with a haemorrhagic component and
usually contain epithelial cells. In contrast to the recommendations of the
user's-manual for the Epi proLung® test, the Sacomannos-fixed material used
in this study was stored at 4°C for a maximum of two years. However, this
should not be of great influence as the Saccomannos-fixed material used for the
previous studies with this test on bronchial lavage was stored at room
temperature for 12 years (Dietrich et al., 2012). The AUC regarding this study
was 0.72 and as such between the value of 0.94 achieved by the SHOX2
methylation assay on bronchial aspirates (Dietrich et al., 2012) and that of 0.63
evaluated with methylation-sensitive high resolution melting analysis of 97
non-small cell lung cancer samples and corresponding normal lung tissue
(Heller et al., 2013).

The cut-off criterion of the SHOX2 methylation assay established for the
diagnosis of bronchial lavage is not directly transferable to the diagnosis of
pleural effusions as shown above. Therefore, two new cut-off criteria were
considered. These criteria were the AACt<7.5 criterion, which provides an
optimum balance of sensitivity and specificity, and the AACt<3.5 criterion, with a
very high specificity at the expense of sensitivity.

The SHOX2 methylation assay was able to achieve a valid measurement
in 719 cases out of 1,270 specimens with evaluable reference standard.
Consequently, 43.4 % (551/1,270) measurements were declared invalid. This
matches the validation study by Dietrich and co-workers on bronchial aspirates,
who had 38.4 % (96/250) invalid results, most probably due to DNA degradation
of the archival specimens, applying the validity criteria provided by the assay
(Dietrich et al., 2012). The valid and invalid results in the presented study are

not significantly different in the distribution of the follow-up result, cytological
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diagnosis, sex and age of the patients. Accordingly, we conclude that the
above-mentioned crucial parameters do not influence the consideration of
measurement of a specimen as being valid or invalid.

Schmidt and co-workers measured SHOX2 DNA methylation on 523
bronchial aspirates from 281 lung cancer patients and 242 controls, and stated
that increased SHOX2 methylation is highly specific for the detection of lung
cancer, and that this specificity is increased by the origin of their material
(Schmidt et al., 2010). Kneip and co-workers investigated SHOX2 DNA
methylation as a biomarker for the detection of malignant lung disease in
plasma of patients with lung cancer (Kneip et al., 2011). Using the same assay,
they achieved a sensitivity of 60 % (95 % CIl = 53 %-67 %) and a specificity of
90 % (95 % CI = 84 %-94 %). Their collective consisted of 188 lung tumour
cases and 155 controls. Of the controls, 151 were samples from healthy
individuals or patients with a benign lung disease, and the remaining four
samples were from patients who had carcinoma of the prostate. In contrast to
our study on pleural effusions, patients with other types of malignant tumours
were not included. Our results on pleural effusions demonstrate that the SHOX2
methylation marker is able to detect lung cancer and other tumour types.
Furthermore, the detection rates regarding lung cancer and tumours of other
origin do not significantly differ. Therefore, we conclude that the ability of the
SHOX2 methylation marker when used on pleural effusions is not limited to the
detection of lung cancer.

Comparing the results of the cytological examination to the results of the
SHOX2 methylation assay, the cytological examination provides higher
sensitivity and higher specificity. Therefore, the SHOX2 methylation assay is not
suitable for replacing the cytological examination. The evaluated combination of
both methods is also not advisable since it has an increased sensitivity at the
cost of reduced specificity. Using the stricter cut-off (AACt<3.5) for the
combination of both methods would not lead to any increase in sensitivity nor in
specificity. Nevertheless, the assay could be of use. The cytological
examination requires a network of very well-trained pathologists. This
infrastructure may not be established in every region. The SHOX2 methylation

assay is a PCR-based method, and can as such be up-scaled to a

57 L




Publication |

high-throughput method. As a high-throughput method, its use could be
centralized until a network of pathologists is established.

Further applicability of the SHOXZ2 methylation assay for pleural
effusions, using the AACt<3.5 criterion to provide a sensitivity of 17.8 % with a
specificity of 100 %, could be the combination with other methylation-based
tumour markers to enhance the sensitivitiy of detecting MPE. Admittedly 17.8 %
sensitivity is very low, but in order to maintain high specificity, it is crucial that all
of the combined methods provide high specificity. These other markers could,
for example, be some of those examined by Brock et al. (Brock et al., 2005).
They achieved 67 % sensitivity (100 % specificity) on a prospective cohort of 31
patients with pleural effusions applying methylation-specific PCR with a marker
panel of eight different genes [retinoic acid receptor-beta (RARB), adenomatous
polyposis coli (APC), breast cancer 1 early onset (BRCA1), methylguanine-DNA
methyltransferase (MGMT), cellular retinol-binding protein 1 (CRBP1), fragile
histidine triad (FHIT), ras association domain family member 1 (RASSF1A) and
cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (p16™#4)].

Conclusion

The SHOX2 DNA methylation assay is a promising method for the detection of
a malignant cause of pleural effusion. The lung cancer specificity reported for

bronchial aspirates, however, is not confirmed for pleural effusions.
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Abstract

Background/Aim: The Epi proLung® BL Reflex Assay [short stature homeobox
gene two methylation assay (SHOX2 assay)] (Epigenomics AG, Berlin,
Germany) utilizes quantitative methylation-sensitive real-time polymerase chain
reaction (QMSP) for the quantification of methylated short stature homeobox
gene two (SHOX2) DNA. In the present study, the diagnostic utility of the
SHOX2 assay was tested with regard to cytology for different cytological
diagnostic categories to assess whether it can complement the cytological
examination and the DNA methylation marker panel targeting the gene
promoters of adenomatous polyposis coli 1A (APC), cyclin-dependent kinase
inhibitor-2A (p716™“**) and Ras association domain family protein 1 (RASSF1A)
regarding lung cancer detection in bronchial aspirates. Materials and Methods:
Prospectively collected DNA from 169 patients (cytological diagnosis: 47
tumour-positive, 56 equivocal and 66 tumour-negative) was analyzed for
SHOX2 DNA methylation utilizing QMSP. Patients were followed-up for a period
of 11 months maximum. Results: When equivocal diagnoses were categorized
as tumour-positive, cytology and SHOX2 DNA methylation achieved 72 % and
64 % sensitivity and 63 % and 98 % specificity, respectively. SHOX2 DNA
methylation identified 66 % of the patients with cancer subsequent to a
cytological equivocal diagnosis. SHOX2 complements the cytological diagnosis
and the methylation marker panel. Conclusion: The assay could be of use for
the improvement of diagnostic accuracy if applied subsequent to equivocal or
negative cytology (sensitivity = 69 %, specificity = 98 %). Furthermore, the
SHOX2 assay can complement a methylation-based marker panel.

Introduction

Worldwide, lung cancer has been the most common type of cancer for several
decades. It is the most common cancer in men, and the fourth most common in
women. Lung cancer was also the most common cause of death from cancer in
2008, with 1.38 million deaths (18.2 % of the total number of fatalities caused by
cancer) (Ferlay et al., 2010). In Germany in 2010, lung cancer was the fourth
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most commonly diagnosed type of cancer (52,070 cases), behind breast,
prostate, and colorectal cancer (70,950; 65,830; and 62,430 cases,
respectively). Nevertheless, lung cancer was the most frequent cause of death
(42,008 cases) by cancer (Kaatsch et al., 2013). In contrast to breast, prostate
and colorectal cancer, there is no established screening for lung cancer, which
is probably one reason for the high mortality rate. The cytological examination
of bronchial aspirates, brush biopsies and fine-needle aspiration biopsies, is a
widely used method in the diagnostic work-up of suspected lung cancer,
recommended by medical guidelines (Goeckenjan et al., 2011). Bronchial
aspiration cytology is known for moderate sensitivity (48 % and 43 % for central
and peripheral tumours, respectively) (Schreiber and McCrory, 2003). Adjuvant
methods are used in order to enhance the diagnostic accuracy of the
morphological cytological examination. Both at our Institute and other
specialized centres, for example, fluorescence in situ hybridization (FISH) and
DNA image cytometry are used in daily diagnostic routine for that purpose. A
promising method for the enhancement of diagnostic accuracy is the analysis of
DNA methylation (Laird, 2003). Since cytological specimens provide high quality
of extracted DNA, as shown on bronchial aspirates (Grote et al., 2003), the
analysis of DNA methylation should be possible with all kinds of the
aforementioned bronchial specimens (Schramm et al., 2011).

The Epi proLung® BL Reflex Assay [short stature homeobox gene two
methylation assay (SHOXZ2 assay)] (Epigenomics AG, Berlin, Germany) was
introduced as an aid for the diagnosis of lung cancer via bronchial aspirates.
The test uses quantitative methylation-sensitive real-time polymerase chain
reaction (QMSP) to determine levels of methylation of the short stature
homeobox gene two (SHOX2) in specimens. In its validation study on 204 valid
measured bronchial lavage specimens, the test achieved a sensitivity of 78 %
and a specificity of 96 % (Dietrich et al., 2012). In malignant pleural effusions
(MPE), the SHOX2 assay displayed a sensitivity of 40 % and a specificity of
96 %, and was not specific for lung cancer (llse et al., 2013).

After gaining experience in handling the SHOX2 assay on pleural
effusions, the aim of our present study was to clarify if the SHOX2 test could

complement the morphological cytological examination and the methylation
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assay used in a previous study on bronchial aspirates (Schramm et al., 2011).
Furthermore, the performance of the SHOX2 assay was separately tested for
different tumour types and localizations, as well as for different cytological

diagnostic groups (tumour-positive, equivocal and tumour-negative).

Materials and Methods

Study design. The collection of 210 specimens, the extraction of DNA from
bronchial aspirates and the collection of the follow-up has previously been
published by Schramm et al. (Schramm et al., 2011). In short, samples had
been collected prospectively in 2008 and early 2009 until 70 cytological
samples which tested as cancer-positive, 70 which tested as suspicious and 70
which tested as cancer-negative were gathered. Cytological results were
compared to a reference standard, defined in advance, by review of the
patients’ charts. The patients were followed-up for 11 months. The SHOX?2
assay and the morphological cytological diagnosis of the specimens were both
performed blinded to the reference standard and vice versa. The study was

approved by the local Ethics Committee (#3059).

Study inclusion criteria. All specimens included in the previously mentioned
study (Schramm et al., 2011) were accepted on the condition that there was
more than 800 upg of DNA for performing the Epi proLung® BL Reflex Test
(Epigenomics AG, Berlin, Germany).

Cytological diagnosis. The morphological cytological diagnoses on bronchial
aspirates were divided into three groups: cancer-positive, equivocal and
cancer-negative. These initial cytological diagnoses rely on microscopy of
smears which are stained according to Papanicolaou. In contrast to routine
cytology, several additional specimens (bronchial aspirates from different
locations, bronchial brushings or fine-needle aspiration biopsies from regional
lymph nodes) and adjuvant methods (DNA image cytometry or FISH) were not

included for the cytological diagnosis in this study.
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Sample preparation. The DNA extraction from the bronchial aspirates was
performed in a previous study (Schramm et al., 2011) utilizing the Puregene
DNA Isolation Kit (Gentra Systems, Minneapolis, MN, USA). The DNA was
solvated in water and stored at -20°C for up to six years. After thawing the
samples at room temperature, the DNA concentration was determined using a
NanoDrop 100 Spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham,
MA, USA). An 80 pl aliquot was created for each sample containing 800 ug to
1000 ug of DNA. Bisulphite conversion was performed using the Epi proLung®
BL Preparation Kit (Epigenomics AG). The samples were prepared in sets of 22
samples. A positive and a negative control from the Epi proLung® BL Work

Flow Control Kit (Epigenomics AG) were also included in each set.

Real-time PCR. Real-time polymerase chain reaction (PCR) was performed
using an Applied Biosystems® 7500 Fast real-time PCR instrument (Life
Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA) and the Epi proLung® BL
real-time PCR Kit (Epigenomics AG). The assay was designed to detect lung
cancer in bronchial aspirates. All samples were measured in ftriplicates. A
sample was declared test-positive if the validity criteria of the SHOX2 test kit
were met and if the methylation level was higher than or equal to the cut-off as
predefined by the assay (AACt<9.5). The methylation level was calculated using
the AACt method (Livak and Schmittgen, 2001; Winer et al., 1999).

Data and statistical analysis. To enable a comparison between the two possible
assay results and the three possible results of the morphological cytological
diagnoses, an artificial construction was used. The equivocal results were
counted as positive for the calculation of the sensitivity and the specificity,
similar to the previous study (Schramm et al., 2011). Therefore, the diagnostic
accuracy of cytology in the presented study is not directly comparable with
previously quoted literature (Schreiber and McCrory, 2003). All statistical results
were calculated using the R-Project for Statistical Computing (Version 3.0.1)
and the R packages bdpv (Version 1.0) (Steinberg et al., 2009) and pROC
(Version 1.5.4) (Robin et al., 2011). Confidence intervals (Cl) were calculated at
95 %.
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Results

The DNA concentration of the leftover material was determined. A total of 169
specimens had enough DNA for the performance of the SHOX2 assay. These
samples had the following morphological cytological diagnoses on bronchial
aspirates: 47 tumour-positive, 56 equivocal and 66 tumour-negative. All 169
samples were measured using the SHOX2 assay. No valid results could be

achieved for 51 samples. The patients’ characteristics are displayed in

Table IV and Table V. The Standards for Reporting of Diagnostic Accuracy
(STARD) diagram presents the flow of patients through the study Figure 3
(Bossuyt et al., 2003).

Table IV: Patient data

Cases (n=111) Controls (n = 58)

No. (%) or median [range] No. (%) or median [range]

Age, years 66 [27-89] 65 [27-88]

Gender

Female 44 (40 %) 28 (48 %)

Male 67 (60 %) 30 (52 %)
Smoking status

Smoker 87 (78 %) 31 (53 %)

Pack years 40 [10-150] 42,5 [6-150]

Never smoker 10 (9 %) 10 (17 %)

No data 14 (13 %) 17 (29 %)
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Patients with suspected
lung cancer
n=210
Patients excluded
* Not enough leftover
material
. No reference standard
v n=41
Quantitative heavy methyl
real-time PCR
n=169
Y Y Y
SHOX2 DNA methylation SHOX2 DNA methylation Invalid SHOX2 DNA
present (AACT=9.5) absent (AACT>9.5) methylation results
n=49 n=69 n=51

Y l y l Y l

Case Control Case Control Case Control

n=48 n=1 n=27 n=42 n=36 n=15

Figure 3: Flow of the patients through the study according to recommendations of the Standards
for Reporting of Diagnostic Accuracy (STARD) initiative (Bossuyt et al., 2003). SHOX2: short
stature homeobox gene two.

67 L




Publication I

Table V: Localization and histogenetic classification of tumours represented in the patient
collective and numbers of valid Epi proLung® BL Reflex Assay (SHOXZ2 assay) measurements.

Cases (n=111) Valid SHOX2
Measurement (n = 75)
No. (%) No. (%)

Tumour Location
Peripheral only 30 (27 %) 18 (24 %)
Central 68 (61 %) 47 (63 %)
Unknown 13 (12 %) 10 (13 %)

Tumour type

Lung cancer 99 (89 %) 65 (87 %)
SCLC 18 (16 %) 11 (15 %)
NSCLC - squamous cell carcinoma 25 (23 %) 16 (21 %)
NSCLC - adenocarcinoma 39 (35 %) 26 (35 %)
NSCLC — (NOS) 17 (15 %) 12 (16 %)
Other tumours 12 (11 %) 10 (13 %)
Breast carcinoma 1(1 %) 1(1 %)
T-Cell lymphoma 1(1 %) 1(1 %)
B-Cell lymphoma 1(1 %) 0 (0 %)
Sarcoma (NOS) 1(1%) 1(1 %)
Colorectal cancer 22 %) 2 (3 %)
Carcinoma of the uterine cervix 1(1%) 0 (0 %)
Cancer of unknown primary 55 %) 5(7 %)

NOS: Not otherwise specified
NSCLC: non-small cell lung cancer

SCLC: small cell lung cancer.

Valid and invalid measured specimens were inspected for significant
differences. Age was tested using the unpaired t-test; the other characteristics
were compared using the Chi-square test. The level of significance (p<0.05)
was adjusted top<0.0083 using the Bonferroni correction. Neither the cytological
diagnosis (p = 0.33), nor the follow-up result (p = 0.38), gender (p = 0.82), age
(p = 0.80), histological tumour type (p = 0.94) or tumour localization (p = 0.38)
(exclusively peripheral versus otherwise localized) presented significant

differences between the valid and invalid measured specimens.
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Out of the 118 valid SHOX2 assay results, 49 were classified positive and 69
were classified negative. With 48 positive cases out of the 75 cases, the test
achieved a sensitivity of 64 % (95 % CI = 52 %-75 %). With 42 true-negative
results out of 43 controls, a specificity of 98 % (95 % Cl = 88 %-100 %) was
attained. The area under (AUC) the receiver operating characteristic (ROC)
curve was calculated on a non-smooth curve (Figure 4). The AUC value was
0.92 (95 % CI = 0.88-0.97).

1.0

0.8

0.6

Sensitivity

0.4

0.2

0.0

| | | | | |
1.0 08 06 04 0.2 0.0

Specificity

Figure 4: Receiver operating characteristic curve of the Epi proLung® BL Reflex Assay.

Furthermore, the sensitivity for the detection of different primary lung

carcinomas was examined. At a sensitivity of 82 % (9/11) (95 % CI =
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48 %-98 %), small cell lung cancer (SCLC) was identified best, followed by
squamous cell carcinoma at 81 % (13/16) (95% ClI = 54 %-96 %),
adenocarcinoma at 65 % (17/26) (95 % Cl = 44 %-83 %) and non-small cell
lung cancer (NSCLC), not otherwise specified, at 50 % (6/12) (95 % CI =
21 %-79 %). Other lung tumours and metastases were identified at a rate of
30 % (3/10) (95 % CI = 7 %-65 %), including sarcoma and two out of the five
cancer of unknown primary (CUP) syndromes with pulmonary manifestation.
Both CUP syndrome tumours may have originated from the lung. While the
different identification rates for SCLC and NSCLC were not significantly different
(p = 0.28), SHOX2 DNA methylation was significantly different between these
groups (SCLC and NSCLCs) and other lung tumours and metastases (p =
0.03).

The SHOX2 assay detected centrally localized tumours at a rate of
68 % (32/47) (95 % CI = 53 %-81 %), and peripheral ones at 56 % (10/18)
(95 % CI = 31 %-78 %). Nonetheless, this difference was not statistically
significant (p = 0.34).

Table VI presents how the SHOX2 assay performed for the different
morphological cytological diagnostic groups. SHOXZ2 identified 66 % (14/21)
(95 % CIl = 43 %-85 %) of cancers subsequent to an equivocal cytological
diagnosis. The sensitivity and specificity of the morphological cytology
(evaluated only on SHOX2-valid specimens) and the combination of cytology
with subsequent SHOX2 test on equivocal and negative specimens are

presented in Table VII.

70




Analysis of SHOX2 Methylation as an Aid to Cytology in Lung Cancer Diagnosis

Table VI: The short stature homeobox gene two (SHOX2) methylation results for each of the
cytological diagnostic groups. The values are presented as percentage, numbers and 95 %
confidence intervals, respectively.

Cytological result

Positive (n = 33) Equivocal (n = 37) Negative (n = 48)

Sensitivi 88 % (29/33) 66 % (14/21) 24 % (5/21)
y (72 %-97 %) (43 %-85 %) (8 %-47 %)
Soecifici . 100 % (16/16) 96 % (26/27)
P y (79 %-100 %) (81 %-100 %)

* As there was no false positive cytological result, the positive group was not including any
control cases which rendered a calculation of the specificity impossible.

Table VII: Results of cytological examination (Cyto), the measurement of short stature
homeobox gene two (SHOX2) methylation and a combination of both methods. The values are
presented as percentage, numbers and 95 % confidence intervals, respectively.

Cyto (equivocal counted SHOX2 methylation Cyto + SHOX2 on

as positive) negative and equivocal

specimens

Sensitivit 72 % (54/75) 64 % (48/75) 69 % (52/75)
y (60 %-82 %) (52 %-75 %) (58 %-79 %)
Specificit 63 % (27/43) 98 % (42/43) 98 % (42/43)
P y (47 %-77 %) (88 %-100 %) (88 %-100 %)

The cytological examination achieved a sensitivity of 72 % (54/75) (95 % CI =
60 %-82 %) and a specificity of 63 % (27/43) (95 % CI = 47 %-77 %), on valid
SHOX2 measured specimens. The cytology identified squamous cell carcinoma
best, with a detection rate of 88 % (14/16) (95 % CIl = 62 %-98 %), followed by
NSCLC (NOS) with 75 % (9/12) (95 % CIl = 43 %-95 %), adenocarcinoma with
73 % (19/26) (95 % CIl = 52 %-88 %), and SCLC with 64 % (7/11) (95 % CI =
31 %-89 %) detection rate. Other lung tumours and metastases were identified
at a rate of 50 % (5/10) (95 % CI = 19 %-81 %), including breast carcinoma,
sarcoma and three out of the five lung manifestations in CUP syndrome. The
cytological examination was able to detect 67 % (12/18) (95 % Cl = 41 %-87 %)

of the peripheral tumours, and 74 % (35/47) (95 % CI = 60 %-86 %) of those
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tumours localized centrally. The difference in sensitivity was significant neither
for tumour type (p = 0.13) nor for localization (p = 0.55).

In a previous study (Schramm et al., 2011), a QMSP-based marker panel
was applied to the same group of patients as in the present study. The marker
panel focused on three different methylation sites. The studied sites were gene
promoters of adenomatous polyposis coli 1A (APC), cyclin-dependent kinase
inhibitor-2A (p16™%**) and Ras association domain family protein 1 (RASSF1A).
The sensitivity and the specificity for 160 possible combinations of these
biomarkers with the SHOX2 assay and the cytological examination were
calculated in order to test the combinations for complementarity. The
performance values were calculated on the 118 valid SHOX2-measured
specimens. A selection of these combinations and their sensitivity and
specificity values are presented in Table VIIl. The SHOX2 biomarker had by far
the best sensitivity as a single biomarker. While RASSF1A (52 %) and a
combination of RASSF1A and p16™*! (59 %) enhanced the sensitivity of the
cytological examination without reducing the specificity (100 %); the
enhancement of sensitivity by SHOX2 in addition to the cytological examination
was larger (69 %) but at a small cost of specificity (98 %). The combination of
cytological examination and SHOX2 was complemented by the RASSF1A
biomarker to a sensitivity of 72 % without a decrease in specificity. A further
addition of the p76™“* biomarker did not complement this combination any
further. The application of APC instead of p76™* to this combination enhanced
the sensitivity by only 1 % but reduced the specificity by 3 %. The marker panel
of the previous study achieved a sensitivity of 51 % (38/75) (95 % CI =
39 %-62 %) and a specificity of 98 % (42/43) (95 % Cl = 88 %-100 %).
Evaluating the SHOX2 results in combination with this QMSP marker panel on
valid SHOX2-measured specimens, a sensitivity of 71 % (53/75) (95 %CI =
59 %-81 %) and a specificity of 95 % (41/43) (95 % CI = 84 %-99 %) were
achieved. Up to this point, a combination was considered test-positive if at least
one of the markers gave a positive test result. If a stricter criterion is applied and
a panel is only considered test-positive if at least two of the markers gave a

INK4A
6

positive result, the p1 marker is more useful, as it complements a panel of

SHOX2, RASSF1A and APC [sensitivity of 39 % (29/75), 95 % Cl = 28 %-51 %]
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to give a sensitivity of 47 % (35/75) (95 % Cl = 35 %-59 %) without reducing the
specificity [100 % (43/43), 95 % Cl = 92 %-100 %].

Table VIII: Sensitivity and specificity of different biomarkers and biomarker panels in
combination with cytological examination are presented. Except for the last two presented
panels, a panel was considered positive if at least one of the included examinations gave a
positive test result. All data were calculated on specimens with a valid measurement of short
stature homeobox gene two (SHOX2) methylation. Values are presented as percentage,
numbers and 95 % confidence intervals, respectively.

Sensitivity Specificity
Single biomarker
SHOX2 64% (48/75) (52%-75%)  98% (42/43) (88%-100%)
RASSF1A 29% (22/75) (19%-41%)  100% (43/43) (92%-100%)
APC 24% (18/75) (15%-35%)  98% (42/43) (88%-100%)
p16™A 13% (10/75) (7%-23%)  100% (43/43) (92%-100%)
Cytology with'
RASSF1A 52% (39/75) (40%-64%)  100% (43/43) (92%-100%)
RASSF1A + p16™<#A 59% (44/75) (49%-70%)  100% (43/43) (92%-100%)
SHOX2 69% (39/75) (58%-79%)  98% (42/43) (88%-100%)
SHOX2 + RASSF1A 72% (54/75) (60%-82%)  98% (42/43) (88%-100%)
SHOX2 + RASSF1A + p16"™** 72% (54/75) (60%-82%)  98% (42/43) (88%-100%)
SHOX2 + RASSF1A + APC 73% (55/75) (62%-83%) 95% (41/43) (84%-99%)

Biomarker panels
Single-positive'
RASSF1A+APC+ p16™* 51% (38/75) (39%-62%)  98% (42/43) (88%-100%)
SHOX2+RASSF1A+ APC 71% (53/75) (59%-81%) 95% (41/43) (84%-99%)
SHOX2+RASSF1A+APC+ p16™“**  71% (53/75) (59%-81%) 95% (41/43) (84%-99%)
Double-positive2
SHOX2+RASSF1A+APC 39% (29/75) (28%-51%)  100% (43/43) (92%-100%)
SHOX2+RASSF1A+APC+ p16™**  47% (35/75) (35%-59%)  100% (43/43) (92%-100%)

Con3|dered positive if:

at least one biomarker gives a positive result.

2 at least two biomarkers give a positive result.
RASSF1A: Ras association domain family protein 1
APC: adenomatous polyposis coli 1A
p16'NK : cyclin-dependent kinase inhibitor-2A
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Discussion

SHOX2 methylation was introduced in 2010 as a biomarker with the ability to
distinguish between malignant and benign lung disease with a sensitivity of
68 % and a specificity of 95 % in a case-control study with 523 valid measured
samples (Schmidt et al., 2010). In 2011, the performance of the SHOX2
biomarker on blood plasma was reported to have a sensitivity of 60 % and a
specificity of 90 % in a case-control study with 343 valid measured specimens
(Kneip et al., 2011). In 2012, the SHOX2 assay was evaluated on bronchial
aspirates, with a sensitivity of 78 % and a specificity of 96 % in a case-control
study with 250 patients (Dietrich et al., 2012). In 2013, the assay’s performance
on MPE was reported, with 40 % sensitivity and 96 % specificity, evaluated on
802 valid measurements with a modified cut-off criterion (llse et al., 2013). In
contrast to case-control studies on bronchial aspirates, our patient collective
was accrued prospectively. Furthermore, our patient collective was also
examined using other biomarkers. Therefore, it is possible to estimate the
performance of combinations of these biomarkers with the SHOX2 biomarker.

According to the validation study of the SHOX2 assay (Dietrich et al.,
2012), the test validity is strongly inversely proportional to the age of the
sample. The material they had stored for up to 12 years resulted in
62 % (154/250) valid results. With 70 % (118/169) valid results from our
material, which had been stored for up to six years, our result meets all
expectations. Furthermore, we tested if the cytological diagnosis, the follow-up
result, gender, age, tumour type or tumour localization influence the validity of
the measurement, but none of these factors displayed a significant influence.
We hence assume the 30 % invalid measurements to be a result of the
materials’ storage.

Comparing the sensitivity values of the SHOX2 assay between the
presented study (64 %, 95 % CI = 52 %-75 %) and the SHOX2 assay validation
study (78 %, 95 % Cl = 69 %-86 %) (Dietrich et al., 2012), the sensitivity result
of the validation study could not be reproduced. However, with a specificity of
98 % (95 % CIl = 88 %-100 %) and an AUC of 0.92 (95 % CI = 0.88-0.97), the
presented results are very similar to the specificity value (96 %, 95 % CI =

90 %-99 %) and the AUC value (0.94, 95 % CI = 0.91-0.98) of the validation
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study (Dietrich et al., 2012). We consider the tumour type to influence the
difference between studies. SCLC was detected best in both studies, but in our
study, the proportion of SCLC in the valid measured cases was only 15 %
compared to 30 % in the validation study. However, as the detection rate for
each of the lung tumour types (SCLC and NSCLC) was lower in our study than
in the validation study, this is not the only reason for the lower overall sensitivity.
As cigarette smoke is a very powerful environmental modifier of DNA
methylation (Breitling et al., 2011), the different smoker ratio could also have
been of influence. The cases in our study consisted of at least 78 % smokers
(known smokers) and 91 % smokers at maximum (smokers plus unknown
smoking status), while in the validation study, 98 % of the cases were smokers.
Furthermore, the 95 % Cls for the sensitivity values of both studies overlap, so it
is plausible to assume the real sensitivity value to be somewhere in between
these. This assumption is further supported by the fact that the first examination
of SHOX2 methylation as a biomarker on bronchial aspirates achieved a
sensitivity of 68 % (Schmidt et al., 2010).

Lung cancer was identified with a significantly higher detection rate than
other tumour types (69 % vs. 30 %). Therefore, it may be concluded that the
SHOX2 assay has a tendency to detect primary lung carcinomas more
frequently than other malignant neoplasms of the lung; on the other hand,
however, it is not specific for lung cancer. This is consistent with the fact that
use of the SHOX2 methylation biomarker is primarily focused on the diagnosis
of lung carcinomas on bronchial aspirates (Schmidt et al., 2010). However, this
effect of lung cancer specificity seems to depend on the origin of the specimen.
SHOX2 methylation was able to detect breast cancer (55 %) at an even higher
detection rate than primary lung carcinomas (44 %) in MPE. Furthermore, there
was no significant proof (p = 0.85) that there is a difference in the detection rate
between lung cancer and other types of tumour including breast cancer,
mesothelioma, lymphoma/leukaemia and gastrointestinal cancer on MPE (llse
et al., 2013).

Cytological examination and the SHOX2 assay are not directly comparable. The
SHOX2 assay dichotomizes the results. The cytological examination has
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tumour-positive, equivocal and tumour-negative results and delivers information
about composition, condition and histogenetical origin of the cells. In order to
compare the results, we also had to dichotomize the results of the cytological
examination. Therefore, we counted the equivocal results as test-positive. An
effect of this construct is an increased sensitivity and a reduced specificity. In
Table VII, this construct displayed a specificity for cytology of only 63 %. But in
fact there was no false-positive cytological tumour diagnosis in the group of
patients (compare Table VI). The false-positive cases in this construct originate
from equivocal results. The alternative for the dichotomization, namely to count
the equivocal results as negative, would not consider the equivocal result to be
a strong indication that the patient must be examined further. In a nutshell, data
for cytological examination as shown in Table VIl and data for sensitivities
regarding different tumour types or tumour localizations can be used for a first
impression of the ability of the cytological examination, but it should be kept in
mind that these values are influenced by the artificial construct used.

Table VI shows that the SHOX2 assay complements the equivocal
cytological diagnosis group best. Although the SHOX2 results are best in the
group of specimens diagnosed as cytologically positive, it provides no additional
information on the cytological examination. Therefore, its application is not
necessary in the diagnostic routine if tumour cells are identified cytologically.
Negative cytological results could also benefit from complementation by the
SHOX2 assay, but it seems to be less effective and at the expense of
specificity. With us, the detection rate in specimens which were diagnosed as
negative for cytological tumour was only 24 %, whereas the validation study of
the SHOX2 assay achieved a tumour detection rate of 63 % of the cases in the
same group (Dietrich et al., 2012). As the SHOX2 assay is expensive, the
usage of the SHOX2 assay on all specimens which were diagnosed as negative
for cytological tumours is questionable with regard to cost effectiveness, based
on our data. The SHOX2 reflex assay competes with the FISH analysis and the
DNA image cytometry, which our Institute and other specialized centres
currently use as reflex test for equivocal cytological test results. The FISH
analysis has been reported to have a sensitivity of 76 % (95 % Cl = 66 %-84 %)
and a specificity of 98 % (95 % Cl = 94 %-100 %) (Schramm et al., 2011). The
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DNA image cytometry had a sensitivity of 77 % (95 % CIl = 68 %-85 %) and a
specificity of 98 % (95 % CI = 94 %-100 %) (Schramm et al., 2011). From the
SHOX2 assay values displayed in Table VII, the SHOX2 assay seems to be
inferior. However, the major difference between the SHOX2 assay and these
two methods is that the latter require a large amount (DNA image cytometry) or
a small amount (FISH) of suspicious cells recognized during the cytological
examination. In contrast, the SHOX2 assay is applicable even if there are no
recognizable suspicious cells.

Schmiemann and co-workers developed a methylation assay for the
diagnosis of lung cancer on bronchial aspirates in 2005 (Schmiemann et al.,
2005). They examined a marker panel of three different methylation sites (APC,
p16™M“ and RASSF1A) utilizing QMSP. Their QUSP marker panel achieved a
sensitivity of 63 % (22/35) for central tumours and of 44 % (21/48) for peripheral
tumours. The SHOX2 assay in the present study detected centrally localized
tumours at a rate of 68 % (32/47) (95 % CIl = 53 %-81 %) and tumours localized
in the periphery at a rate of 56 % (10/18) (95 % CI = 31 %-78 %). Although in
both studies the difference in the detection rate was not significant [p = 0.09
(own calculation) and p = 0.34, respectively], the methylation-based assays
seem to detect peripheral tumours less effectively than central ones. This might
be attributed to the fact that bronchial aspirates contain more cells from central
than peripheral regions of the lung due to the washing of primarily central
airways.

Schmiemann and co-workers suggested that their assay could be
enhanced by addition of complementary markers. Their marker panel (APC,
p16™“4 and RASSF1A) was applied to our patient collective in a previous study
(Schramm et al., 2011) and achieved a sensitivity of 50 % and a specificity of
98 %. In a direct comparison, the SHOX2 assay was superior to this QMSP
marker panel of the previous study as it had 14 % higher sensitivity and the
same specificity. The combination of the marker panel with the SHOX2 assay
resulted in a further increase of sensitivity (71 %) and a slight decrease of
specificity (95 %). Therefore, we conclude that the QMSP marker panel can
complement the SHOX2 assay. The combination of the cytological examination,
the SHOXZ2 assay and the RASSF1A biomarker was more useful. Further
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application of the p716™*** or the APC biomarker was not useful. The p16™¢#
biomarker did not complement this combination, and the APC biomarker
reduced the specificity in that context and merely increased the sensitivity. If a
marker panel is only considered positive when at least two of the markers give a
positive result, the application of APC and p16"*** increases the accuracy of

the panel and is therefore useful in this regard.

Conclusion

Although we were not able to reproduce the high sensitivity of the validation
study, the SHOX2 assay could complement the cytological diagnosis well. If
applied subsequently to equivocal or negative cytology (sensitivity = 69 %,
specificity = 98 %), the combined diagnostic accuracy is enhanced. Additional
application of the RASSF1A biomarker could lead to further enhancement.
Moreover, the SHOXZ2 assay has the tendency to detect primary lung

carcinomas in bronchial aspirates better than other tumour types.
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Zusammenfassung

Weltweit ist Lungenkrebs seit vielen Dekaden der am meisten diagnostizierte
Tumortyp. Er ist der haufigste Tumortyp bei Mannern und der vierthaufigste
Tumortyp bei Frauen. Obwohl Lungenkrebs in den besser entwickelten Landern
nicht mehr der am haufigsten diagnostizierte Krebs ist, ist er immer noch der
Krebstyp, der die meisten Todesfalle verursacht. (Ferlay et al., 2010) Dieser
Umstand wird u.a. darauf zurickgefuhrt, dass fur die haufiger diagnostizierten
Tumore (Mamma-, Gastrointestinal- und Prostatakarzinome) Vorsorge-
untersuchungen zur Verfligung stehen. So werden diese Tumore nicht nur
haufiger diagnostiziert, sie fuhren aufgrund der besseren Heilungschancen bei
frihzeitigerer Erkennung auch nicht mehr so oft zum Tode. (Goeckenjan et al.,
2011) Angesichts dessen ware eine effektive Vorsorgeuntersuchung im Hinblick
auf Lungentumore aul3erst wertvoll.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein umfassender Uberblick
uber die Interaktionen von Shox2 in verschiedenen Geweben vorgestellt sowie
die moglichen Eigenschaften von Shox2 als Tumorsuppressorgen oder
Onkogen diskutiert.

Die Epigenomics AG (Berlin) hat im Jahr 2010 den quantifizierenden
Test auf SHOX2-Methylierung (SHOX2-Test) als einen potentiellen Biomarker
fur die Diagnostik von Lungentumoren an Bronchialaspiraten vorgestellt. Es
wurde schon friher gezeigt, dass die Methylierung verschiedener Gene mit
dem Auftreten von malignen Tumoren korreliert. Der SHOX2-Test wurde als
lungentumorspezifisch fir die Anwendung an Bronchialaspiraten und
Blutplasma beschrieben. (Dietrich et al., 2012; Kneip et al., 2011; Schmidt et al.,
2010) Ziel unserer Untersuchungen war es, zu prifen, ob der SHOX2-Test
ebenfalls zur Anwendung an Pleuraergissen geeignet ist. Da neben
metastasierenden Lungentumoren auch Metastasen von Tumoren anderer
Herkunft in der Pleura nicht ungewohnlich sind, konnten wir zeigen, dass der
SHOX2-Test nicht ausschlieBlich Lungenkarzinome detektiert. Im Weiteren

konnten wir zeigen, dass der Schwellenwert des SHOX2-Tests fur die Diagnose
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von Tumoren an Pleuraergissen angepasst werden muss, da die Sensitivitat
und Spezifitat stark von den Werten zur Diagnose an Bronchialaspiraten
abweichen. (llse et al., 2013) Der SHOX2-Test ist mit einem AUC-Wert von
0,72 (llse et al., 2013) etwas schlechter dazu geeignet, Tumore in
Pleuraergussen zu identifizieren, als Lungenkarzinome in Bronchialaspiraten
(AUC = 0,86) (Schmidt et al., 2010). Um die hdhere Qualitat des Tests an
Bronchialaspiraten zu verifizieren und um die mdgliche Komplementation des
SHOX2-Tests mit anderen Biomarkern zu Uberprufen, haben wir ebenfalls eine
Studie an Bronchialaspiraten durchgefihrt. (llse et al., 2014) Das
Untersuchungsmaterial stammte aus einer vorhergehenden Studie unseres
Institutes, die das Ziel hatte, die Methylierung von bekannten
Tumorsuppressorgenen (APC, p16™“ RASSF1A) als Tumormarker fiir die
Diagnose von Tumoren an Bronchialaspiraten zu untersuchen. (Schramm et al.,
2011) Die Testqualitat hinsichtlich Bronchialaspiraten konnten wir mit einem
AUC-Wert von 0,92 verifizieren. Im Weiteren konnten wir zeigen, dass die
SHOX2-Testergebnisse durch die parallele Anwendung der zuvor getesteten

Tumormarker komplementiert werden kénnen (llse et al., 2014).
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Summary

Summary

Lung cancer is the most frequently diagnosed tumour type worldwide since
several decades. It is the most frequent tumour type in men and the fourth most
frequent tumour type in women. Although lung cancer is not the most frequent
diagnosed cancer in highly developed countries anymore, it is still the tumour
type which causes most of the deaths. (Ferlay et al., 2010) This circumstance is
due to the availability of screening for the more frequent diagnosed tumours
(breast, gastrointestinal and prostate carcinoma). Therefore these tumours are
not only diagnosed more frequent, they are also less deadly due to the better
chances of recovery through earlier detection. (Goeckenjan et al., 2011)

As a part of this work a wide spread review of the interactions of Shox2
was compiled and presented. Furthermore the possible features of Shox2 as a
tumour supressor gene or oncogene were discussed.

The Epigenomics AG (Berlin) presented the quantifying test on SHOX2
DNA methylation (SHOX2 test) as a potential biomarker for the diagnosis of
lung cancer on bronchial aspirates in 2010. Previously it was shown that
methylation of several genes correlates with the occurrence of malignant
tumours. The SHOX2 test was presented as specific for lung cancer executed
on bronchial aspirates and blood plasma. (Dietrich et al., 2012; Kneip et al.,
2011; Schmidt et al., 2010) The aim of our investigations on pleural effusions
was to examine if the SHOX2 test is suitable for the application on pleural
effusions. Apart from metastasizing lung cancer, metastases of other origin are
common in the pleura. Therefore we were able to show that the SHOX2 test is
also able to detect tumours other than lung cancer. Furthermore we showed
that the cut-off criterion of the SHOX2 test has to be adjusted for the application
on pleural effusions, as sensitivity and specificity differ greatly from those of
bronchial aspirates. (llse et al., 2013) The SHOX2 test is somewhat less
suitable to identify tumours in pleural effusions (AUC = 0,72) (llse et al., 2013)
than to identify lung tumours in bronchial aspirates (AUC = 0,86) (Schmidt et al.,
2010). To verify the higher quality of the SHOX2 test on bronchial aspirates and
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to examine the possible complementation with other biomarkers we conducted
a study on bronchial aspirates as well. (llse et al., 2014) The specimens
originates from a previous study of our institute which was aimed at the
examination of the methylation of known tumour suppressor genes (APC,
p16™K* RASSF1A) as a tumour marker for the diagnosis of tumours on
bronchial aspirates. (Schramm et al., 2011) We were able to verify the high test
quality on bronchial aspirates with an AUC of 0.92. Furthermore we were able
to show that the SHOX2 test can be complemented by the parallel application of

the previously tested tumour markers. (llse et al., 2014)
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