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Referat 
 
Hintergrund: Der DNA-Integritäts-Index stellt das Verhältnis von einem großen zu 

einem kleineren, mittels PCR amplifizierten DNA-Fragment dar. Dabei basiert er auf 

der Annahme, dass Tumorzellen zirkulierende zellfreie DNA (cfDNA) durch Nekrose 

sowie Apoptose freisetzen und gesunde Zellen hauptsächlich durch Apoptose. In 

einigen Studien konnte mittlerweile bei Lungentumoren, sowie auch bei anderen 

Tumoren, ein signifikanter Unterschied des Index zwischen erkrankten Patienten 

und gesunden Probanden gezeigt werden. Es konnte jedoch bisher nicht geklärt 

werden, ob der Index auch zwischen Patienten mit Lungenkrebs und Patienten mit 

ähnlicher Symptomatik unterscheiden kann (benigne Lungenerkrankungen, andere 

Neoplasien etc.). 

Material und Methoden: Für die Studie wurden Plasmaproben von Patienten aus der 

Berliner Charité von 2004-2005 sowie 2008 gesammelt und verwendet. Die 

Patienten wurden gemäß ihrer Histologie in folgende Gruppen eingeteilt: Patienten 

mit bisher unbehandelten Lungentumoren, Lungentumoren unter/nach Therapie, 

Patienten mit benignen Lungenerkrankungen sowie Patienten mit diversen anderen 

Neoplasien. Aus den Plasmaproben wurde DNA extrahiert und die DNA-Integritäts-

Indices anhand der Zielsequenz K-ras (K-ras 300/ K-ras 60) mittels qPCR bestimmt. 

Ergebnisse: Im Kruskal-Wallis-Test zeigte sich kein signifikanter Unterschied 

bezüglich der DNA-Integritäts-Indices zwischen Patienten mit unbehandelten 

Lungentumoren, Lungentumoren unter Therapie sowie Patienten mit benignen 

Lungenerkrankungen oder Patienten mit anderen Neoplasien (p > 0,05). Die 

entsprechende ROC-Kurve deutete stark auf einen Zufallsprozess hin. 

Schlussfolgerungen: Der hier verwendete DNA-Integritäts-Index zeigte sich als zu 

unspezifisch, um diesen allein genommen für diagnostische Zwecke bei 

Lungenkrebspatienten einzusetzen. Ob andere Zielsequenzen von Genen bzw. 

andere Fragmentlängen oder die Kombination von weiteren Biomarkern zu einem 

verbesserten Ergebnis geführt hätten, muss erst durch weitere Studien evaluiert 

werden. In Anbetracht der Datenlage und Ergebnisse dieser Studie ist der DNA-

Integritäts-Index für diagnostische Zwecke jedoch wenig zielführend. 
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1. Einleitung 
 
1.1. Lungenkrebs 
 
1.1.1 Epidemiologie und Ätiologie von Lungenkrebs 
 
In Deutschland lag im Jahre 2013 die altersstandardisierte Sterberate für 

Lungenkrebs bei Männern bei 48,8 pro 100.000 Einwohner  und bei Frauen bei 21,7 

pro 100.000 Einwohner (Robert Koch-Institut 2016). Während die 

altersstandardisierten Erkrankungs- und Sterberaten bei Männern trendmäßig 

rückläufig waren, stiegen sie bei den Frauen, bedingt durch veränderte 

Rauchgewohnheiten, deutlich an (Robert Koch-Institut 2016).  

Nach den Angaben des Zentrums für Krebsregisterdaten des Robert-Koch-Institutes 

erkrankten so im Jahre 2013 18.810 Frauen und 34.690 Männer an bösartigen 

Lungentumoren. 15.140 Frauen und 29.708 Männer verstarben in dem gleichen 

Jahr an Lungenkrebs. 

Lungenkrebs zählt u.a. wie Bauchspeicheldrüsenkrebs oder Mesotheliome zu den 

prognostisch ungünstigen Tumoren und hat eine 5-Jahres-Überlebensrate von 

gerade einmal 21% bei Frauen und 16% bei Männern (Stand 2013) (Robert Koch-

Institut 2016). Lungenkrebs wird durch die späte Symptomatik häufig erst in 

fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert, sodass die Diagnosestellung in den Jahren 

2011 bis 2012 in 32% der Fälle (bei Männern sowie bei Frauen in Deutschland) erst 

im Tumorstadium T4 erfolgte (Robert-Koch-Institut und Gesellschaft der 

epidemiologischen Krebsregister in Deutschland 2015). 

 

Schon in den 1950er Jahren wurde das Tabakrauchen als eine Hauptursache für 

die Entstehung von Lungentumoren diskutiert (Wynder E. L. and Graham E. A 

1950). Mittlerweile konnte in weiteren Studien die Wirkung von Tabakrauchen auf 

die Entstehung von Lungenkrebs belegt werden (Peto et al. 2000; Hecht 1999; 

Tonini et al. 2013), sodass inzwischen das Tabakrauchen als ein Hauptrisikofaktor 

für Lungentumoren gilt (Robert-Koch-Institut und Gesellschaft der 

epidemiologischen Krebsregister in Deutschland 2015). In einigen (Meta-)-Analysen 

konnte gezeigt werden, dass auch Passivrauchen das Krebsrisiko wesentlich erhöht 

(Taylor et al. 2007; Brennan et al. 2004; Hackshaw et al. 1997).  

Weitere Risikofaktoren für Lungenkrebs sind kanzerogene Stoffe, die vor allem im 

beruflichem Umfeld zu einer erheblichen Belastung führen können. Hierunter zählen 
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Stoffe wie Asbest, polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe, Quarz- und 

Nickelstäube, aber auch ionisierende Strahlung am Arbeitsplatz kann das Risiko für 

Krebs erhöhen (Butz 2012). Untergeordnet spielen weiterhin allgemeine 

Luftverschmutzungen (Raaschou-Nielsen et al. 2013) oder Radonbelastungen 

(Darby et al. 2005; Darby et al. 2006) in den unteren Stockwerken von 

Wohnhäusern eine Rolle. 

 
1.1.2 Diagnostik und Früherkennung 
 
Neben ausführlicher Anamnese und Laboruntersuchungen wird nach der aktuellen 

S3-Leitlinie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF 

(Leitlinienprogramm Onkologie) 2018) das Röntgen Thorax in zwei Ebenen als 

initiales bildgebendes Verfahren zur Diagnostik von Lungenkarzinomen empfohlen. 

Weiterhin ist vor jeder Bronchoskopie oder Mediastinoskopie ein CT-Thorax 

durchzuführen, um die oben genannten Untersuchungsmethoden zeitsparender 

durchführen zu können und um deren Erfolgsaussichten zu steigern.  

Nach den Empfehlungen der S3-Leitlinie ist die Bronchoskopie das wichtigste 

Verfahren zur Diagnosesicherung und Materialbeschaffung für die morphologische 

Beurteilung und eignet sich vor allem bei der Diagnostik von zentral gelegenen 

Lungentumoren (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF 

(Leitlinienprogramm Onkologie) 2018) (Goeckenjanetal.É . Bei peripheren Befunden 

werden entweder die transthorakale Nadelaspiration (TTNA) oder transbronchiale 

Biopsieverfahren empfohlen.  

Bislang gibt es jedoch noch immer keine adäquaten Früherkennungsmaßnahmen 

(Robert-Koch-Institut und Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in 

Deutschland 2015). Zwar wurden schon in früheren Jahren Untersuchungen über 

den Nutzen von Vorsorgeuntersuchungen bei Hochrisikopatienten in verschiedenen 

Studien (Fontana et al. 1986; Melamed et al. 1984; Kubík and Polak 1986; Wilde 

1989) durchgeführt, allerdings konnte weder für das Röntgen Thorax noch für 

Sputumzytologien (Manser et al. 2003) eine Mortalitätsreduktion gezeigt werden.  
Mit der Einführung der Computertomographie (CT) kam eine weitere 

Früherkennungsmethode in Betracht, sodass begonnen wurde, die Eignung der 

Spiralcomputertomographie als Screeningmethode bei Lungenkrebs zu erforschen 

(Henschke et al. 1999; Sone et al. 1998). In einer großen Kohortenstudie, der 

National Lung Screening Trial (NLST), wurde das Low-Dose CT mit konventionellem 

Röntgen als Screeningsmethode verglichen (Aberle et al. 2011). Dabei konnte zwar 
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eine Mortalitätsreduktion durch das Screening mittels Low-dose CT gegenüber dem 

Röntgen-Thorax von 20% gezeigt werden, allerdings lag die Rate der falsch-

positiven Fälle beim Low-dose CT bei 96,4% und beim konventionellen Röntgen bei 

94,5%. Die Number needed to Screen betrug  320 (Aberle et al. 2011). Zusätzlich 

wurden kleinzellige Bronchialkarzinome weder vom Low-dose CT noch vom 

Röntgen-Thorax in frühen Stadien erfasst. Aberle et al. kamen  zu dem Entschluss, 

dass die Ergebnisse der NLST allein nicht ausreichen, um zu entscheiden, ob sich 

das low-dose CT wirklich als Screeningmethode eignet (Aberle et al. 2011). In der 

US-Leitlinie von 2013 empfiehlt das American College of Chest Physicians (ACCP) 

zumindest bei Hochrisikogruppen das Low-dose CT als Screening auf Lungenkrebs. 

Zu den Hochrisikogruppen werden dabei Raucher und ehemalige Raucher zwischen 

55 und 75 Jahren, welche mindestens insgesamt 30 Packungsjahre (engl. pack-

years) geraucht haben und wo die ehemaligen Raucher erst in den letzten 15 

Jahren aufgehört haben, gezählt (Detterbeck et al. 2013). Zum Teil wird dieses 

Verfahren auch von den Krankenkassen bezahlt.  

Ein Screening mittels Tumormarker wird aufgrund der derzeitigen Studienlage nicht 

für den Routineeinsatz empfohlen. (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche 

Krebshilfe, AWMF (Leitlinienprogramm Onkologie) 2018).  

 

1.2 Biomarker 
 
1.2.1 Definition und Verwendungszweck 
 

2001 definierte das amerikanische National Institute of Health (NIH) gemeinsam in 

Koordination mit einem Programm der WHO (International Programme on Chemical 

Safety) Biomarker als charakteristische und messbare biologische Merkmale, die 

auf einen normalen oder krankhaften Prozess im Körper hindeuten bzw. Aufschluss 

über das Ansprechen einer Therapie geben (WHO International Programme on 

Chemical Safety 2001). 

Eingeteilt werden Biomarker in der Medizin nach ihrem Verwendungszweck. 

Prognostische Biomarker werden eingesetzt, um Aussagen über Heilungschancen 

und/oder den Krankheitsverlauf zu machen. Prädiktive Biomarker erlauben es, 

Aussagen über ein mögliches Therapieansprechen zu machen (Ludwig 2012). Zu 

guter Letzt gibt es noch Biomarker für das Staging einer Erkrankung und 

diagnostische Biomarker. Letztere identifizieren Patienten mit einer ganz 

bestimmten Erkrankung unter Patienten mit ähnlichen Krankheiten oder 

Symptomen. Ein Beispiel dafür sind erhöhte Glukosespiegel im Blut des Patienten 
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als Hinweis auf einen Diabetes mellitus (Jr Atkinson A.J., W. A. Colburn, V. G. 

DeGruttola, D. L. DeMets, G. J. Downing, D. F. Hoth, J. A. Oates, C. C. Peck, R. T. 

Schooley, B. A. Spilker, J. Woodcock, S. L. Zeger 2001).  

 

1.2.2 Tumormarker als Biomarker in der Onkologie 
 

Tumormarker sind Substanzen, die im Gewebe, Blut oder anderen Körperflüssig-

keiten nachgewiesen werden können und auf Krebserkrankungen oder andere 

benigne Erkrankungen hinweisen können. Die meisten Tumormarker werden dabei 

sowohl von gesunden Zellen als auch von Tumorzellen freigegeben. Von Letzteren 

jedoch in einem höherem Maße (NCI Dictionary of Cancer Terms).  

Sie sind somit Biomarker von Tumorerkrankungen und können wie diese als 

prädiktive, prognostische oder diagnostische Marker genutzt werden (NCI Dictionary 

of Cancer Terms).  

 

1.2.3 Anforderungen an diagnostische Tumormarker 
 

Ziel eines diagnostischen Tumormarker ist es, aus einem Kollektiv von Personen 

genau die herauszufiltern, die an einem Tumor erkrankt sind, und vor allem 

möglichst in einem frühen Stadium der Erkrankung. Dies erfordert hohe 

Anforderungen an diagnostische Tumormarker, da diese gleichzeitig sensitiv, aber 

auch spezifisch sein müssen. Ideal wären eine Sensitivität und Spezifität von 100%. 

Da alle bisherigen etablierten Tumormarker auch in geringer Menge von gesunden 

Zellen abgegeben werden (Löffler et al. 2007, S. 1159), eignen sich die wenigsten 

von ihnen zum Screening oder zur Diagnostik von Krebserkrankungen (Dörner 

2009, S. 372). Ein zu hoher positiver prädiktiver Wert würde viel zu häufig  einen 
später unbegründeten Tumorverdacht auslösen (Deutsche Krebsgesellschaft, 

Deutsche Krebshilfe, AWMF (Leitlinienprogramm Onkologie) 2018). Andererseits 

sollten durch falsch negative Ergebnisse nicht zu viele Patienten übersehen werden. 

Weitere Anforderungen an einen idealen Tumormarker wären außerdem eine 

leichte Zugänglichkeit des Probenmaterials (zum Beispiel Blut), eine geringe 

Abweichung zwischen Ergebnissen verschiedener Labore, eine einfache 

Durchführung und möglichst geringe Kosten des Nachweisverfahrens 

(Fleischhacker und Schmidt 2010).  
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1.3 Zirkulierende zellfreie DNA (cfDNA) als Biomarker 
 
1.3.1 Definition und Eigenschaften zirkulierender zellfreier DNA 
 

Extrazelluläre Nukleinsäuren (engl. circulating nucleic acids in plasma and serum = 

CNAPS) lassen sich unter anderem frei zirkulierend im Blut finden. Dazu gehören 

RNA, mitochondriale DNA oder genomische DNA. Letztere wird in der Literatur 

häufig als zirkulierende zellfreie DNA (engl. circulating cell-free DNA = cfDNA) 

angegeben (Jung et al. 2010). Ausgangsmaterial für die Messung von cfDNA kann 

sowohl Plasma als auch Serum sein, aber auch andere Körperflüssigkeiten wie 

Urin, Sputum etc. sind möglich (Fleischhacker und Schmidt 2007). 1948 wurde von 

Mandel und Metais zum ersten Mal cfDNA im Plasma des Menschen nachgewiesen 

(MANDEL und METAIS 1948). Leon et al. wiesen einige Jahrzehnte später cfDNA 

im Serum von Patienten mit Krebserkrankungen nach und konnten bei ca. 40% der 

Patienten nach Radiotherapie ein Absinken der cfDNA-Menge beobachten. Obwohl 

dies verschiedene Ursachen haben könnte, schlussfolgerten Leon et al., dass 

umgekehrt ein fehlendes Absinken der Menge an cfDNA auf ein vermindertes 

Ansprechen auf die Therapie hinweisen könnte (Leon et al. 1977).  

Stroun et al. waren schließlich die ersten, die zeigen konnten, dass cfDNA im 

Plasma nicht nur doppelsträngig und größtenteils einem geringen molekularen 

Gewicht vorliegt, sondern dass diese weder durch RNase oder Pronase, aber durch 

DNase I abgebaut wird (Stroun et al. 1987). Gemessene Werte des molekularen 

Gewichts von cfDNA variierten in Studien zwischen 0,18kB (Jahr et al. 2001) und 

maximal 21kB (Stroun et al. 1987). 1997 konnten Anker et al. zum ersten Mal 

tumorassoziierte genetische Alterationen, nämlich K-ras Mutationen in der cfDNA 

aus dem Plasma von Patienten mit kolorektalen Karzinomen nachweisen (Anker et 

al. 1997). 

Holdenrieder et al. zeigten in einer Studie, dass cfDNA als nukleosomale Komplexe 

aus DNA und Histonen im Blut vorliegt (Holdenrieder et al. 2005). Suzuki et al. 

konnten diese Aussage bestätigen, zeigten aber auch, dass der größte Teil an 

cfDNA in gesunden Individuen an der Oberfläche von roten Blutkörperchen 

gebunden war (Suzuki et al. 2008). Laktionov et al. kamen zuvor, ähnlich wie Susuki 

et al., in ihrer Studie zu dem Ergebnis, dass der größte Teil an cfDNA bei gesunden 

Probanden an Blutzellen gebunden vorlag (Laktionov et al. 2004).  

Welche Mechanismen bei der Eliminierung von cfDNA eine Rolle spielen, konnte 

bisher nicht ausreichend geklärt werden. Es wird jedoch vermutet, dass die Leber 

und untergeordnet die Nieren Einfluss auf die Eliminierung von cfDNA haben 
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(Minchin et al. 2001; Korabecna et al. 2008). Wie oben schon erwähnt, hat die 

DNase-Aktivität Einfluss auf die Menge an cfDNA. So konnte im Plasma von 

Patienten mit gewissen Tumorerkrankungen (Kolonkarzinom, Magenkarzinom, 

Prostatakarzinom) eine verringerte DNase-Aktivität nachgewiesen werden, welche 

wiederum zu einem Anstieg der Konzentration von cfDNA führte (Tamkovich et al. 

2006; Cherepanova et al. 2008).  

 

1.3.2 Ursprung zirkulierender zellfreier DNA  
 
CfDNA ist sowohl in Plasma-/Serumproben von Patienten mit Tumoren als auch 

Patienten mit benignen Erkrankungen oder gesunden Individuen nachweisbar. 
Dabei konnten die Mechanismen zur Freisetzung von cfDNA in den Blutkreislauf 

aus gesunden und erkrankten Zellen noch nicht umfassend geklärt werden. In der 

Literatur werden vor allem zwei mögliche Freisetzungsmechanismen, die zu 

quantitativen und qualitativen Veränderungen der cfDNA bei Tumorpatienten oder 

gesunden Individuen führen, diskutiert: Apoptose und Nekrose. Es wird 

angenommen, dass in gesunden Individuen cfDNA hauptsächlich durch Apoptose 

aus den Zellen freigegeben wird (Stroun et al. 2001a; Suzuki et al. 2008). Lui et al. 

vermuten sogar, dass die cfDNA im Blut von gesunden Individuen dabei 

hauptsächlich von hämatopoetischen Zellen stammen (Lui et al. 2002).  

Dagegen scheint in Patienten mit neoplastischen Erkrankungen cfDNA sowohl 

durch Apoptose als auch Nekrose freigesetzt zu werden (Giacona et al. 1998; Jahr 

et al. 2001).  

Während bei der Apoptose relativ kleine Fragmente von cfDNA mit einer Größe um 

die 180 kB freigegeben werden, entstehen bei nekrotischen Prozessen wesentlich 

größere Fragmentlängen (Suzuki et al. 2008; Jahr et al. 2001). Neuere Studien wie 

diejenigen von Mouliere et al. konnten allerdings noch kleinere Fragmente als 180 

kB Länge bei Patienten mit Tumorerkrankungen und gesunden Kontrollen 

nachweisen und schlussfolgerten, dass cfDNA nach apoptotischer Freisetzung aus 

den Zellen im Blutstrom durch Nukleasen, durch ein mononukleosomales 

Breakdown oder Phagozytose weiter fragmentiert werden könnte (Mouliere et al. 

2014). Auch andere Arbeitsgruppen teilen die Ansichten von Mouliere und seiner 

Arbeitsgruppe (Jahr et al. 2001; Choi et al. 2005). Zum Beispiel die Arbeitsgruppe 

von Choi et al., die die Phagozytose durch Makrophagen als einen unterstützenden 

Prozess bei der Freisetzung von cfDNA sieht (Choi et al. 2005).  

Aber nicht nur Apoptose und Nekrose allein werden als mögliche Ursache für 

Auftreten von cfDNA im Serum oder Plasma von Menschen diskutiert.  Weitere 
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Hypothesen schließen die Freisetzung von cfDNA durch Zelllyse von fragilen 

Tumorzellen  (Stroun et al. 2000) oder sogar durch aktive Freisetzungs-

mechanismen von den Zellen in die Blutbahn nicht aus (Stroun et al. 2001b; Stroun 

et al. 2001a; Anker et al. 1999). Bronkhorst et al. konnten in ihrer in-vitro Studie 

zeigen, dass in der Zellkultur von 143B (humane Osteosarkom Zelllinie) nach ca. 24 

Stunden Inkubation ein 2000 bp langes cfDNA-Fragment am häufigsten in das 

umliegende Medium freigesetzt wurde. Da diese Länge weder für apoptotische noch 

nekrotische Prozesse spricht, halten die Autoren es für sehr wahrscheinlich, dass 

auch aktive Freisetzungsmechanismen eine Rolle spielen könnten (Bronkhorst et al. 

2016b).  

Jiang et al. untersuchten mittels massiv paralleler Sequenzierung das Größenprofil 

von DNA im Plasma von Patienten mit HCC, chronischer Hepatitis B, Hepatitis B 

assoziierter Leberzirrhose und gesunden Kontrollen. Dabei konnten sie zeigen, dass 

je höher der Anteil an vom Tumor stammenden DNA im Plasma von HCC-Patienten 

war, desto mehr kleinere Fragmente insgesamt in demselben Plasma gemessen 

wurden (Jiang et al. 2015). Interessant war jedoch, dass bei Patienten mit HCC, bei 

denen ein geringerer Anteil an vom Tumor stammenden DNA im Plasma vorlag, 

insgesamt größere Fragmentlängen gemessen wurden als bei den gesunden 

Kontrollen. Jiang et al. vermuten, dass dieser Teil der DNA vom nicht 

neoplastischen Lebergewebe, welches den Tumor umgibt, stammte und somit 

nekrotischen Ursprungs sein könnte. 

 
1.3.3 Quantitative Veränderungen von cfDNA bei Patienten mit 
Tumorerkrankungen  
 

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass im Plasma oder Serum von 

Patienten mit Tumorerkrankungen höhere Mengen an cfDNA messbar waren als bei 

gesunden Kontrollgruppen (Hauser et al. 2010; Leon et al. 1977; Yoon et al. 2009; 

Shi et al. 2012). Dabei führen wahrscheinlich die vermehrte Freisetzung von cfDNA 

aus Tumorzellen sowie die zusätzliche Freisetzung aus gesunden Zellen zu einem 

generellen Anstieg der totalen cfDNA-Menge (Jung et al. 2010). In einer Studie von 

Stroun et al. konnte gezeigt werden, dass der größte Anteil an cfDNA im Plasma 

von Tumorpatienten von den Tumorzellen selbst stammt (Stroun et al. 1989).   

Allerdings konnte bislang kein sicherer Nutzen der totalen cfDNA-Menge als 

Tumormarker bewiesen werden. Grund dafür sind unter anderem die 

unterschiedlich gemessenen cfDNA-Mengen in den Studien selbst, wahrscheinlich 

bedingt durch nicht standardisierte präanalytische Faktoren (Schmidt et al. 2008). 
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Diese machen es praktisch unmöglich, geeignete Cut-off Werte zu setzen, um 

zwischen Tumorpatienten und gesunden Individuen zu unterscheiden. So gibt es 

auch Studien, die zwar höhere Mengen an cfDNA bei Tumorpatienten und Patienten 

mit benignen Erkrankungen gemessen haben, jedoch keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen fanden (Holdenrieder et al. 2008b; 

Herrera et al. 2005). 

Grund dafür sind die Überschneidungen der Werte bei Tumorpatienten, Patienten 

mit korrespondierenden benignen Erkrankungen und gesunden Kontrollen (Zaher et 

al. 2013). Ein niedrig gesetzter Cut-off Wert würde hinsichtlich dieses Problems die 

Sensitivität des Tests zwar steigern, aber gleichzeitig die Spezifität verringern (Jung 

et al. 2010). Der diagnostische Wert der totalen Menge an cfDNA, um zwischen 

Tumorpatienten und gesunden Kontrollen zu unterscheiden, ist somit relativ gering. 

Es konnte außerdem in weiteren Studien gezeigt werden, dass auch körperliche 

Betätigungen, Traumata, Verbrennungen oder andere Erkrankungen wie Sepsis, 

Sichelzellanämie, Myokardinfarkt, SLE die Menge an totaler cfDNA im Plasma oder 

Serum von Patienten beeinflussen (Atamaniuk et al. 2004; Lo et al. 2000; Chiu et al. 

2006; MARTINS et al. 2000; Vasavda et al. 2007; Chang et al. 2003; Tan et al. 

1966).  

 
1.3.4 Qualitative Veränderungen von cfDNA bei Patienten mit 
Tumorerkrankungen: DNA-Integritäts-Index 
 

Zu den qualitativen Veränderungen der cfDNA werden unter anderem Mutationen, 

Mikrosatelliten-Veränderungen, Abweichungen im Methylierungsstatus oder der 

DNA-Integritäts-Index gezählt. Da diese wesentlich spezifischer sind, wird deren 

diagnostische Kapazität bei Tumorerkrankungen höher als die reine Messung der 

Gesamtmenge an cfDNA prognostiziert. Der DNA-Integritäts-Index beruht dabei auf 

der Hypothese, dass gesunde Zellen DNA hauptsächlich durch Apoptose in die 

Blutbahn freisetzen und Tumorzellen eher durch Nekrose (siehe Kapitel 1.3.2) (Jahr 

et al. 2001; Suzuki et al. 2008). Wang et al. wiesen bei Tumorpatienten eine höhere 

Menge eines β-Aktin-Fragmentes mit einer Länge von 400bp als jenes mit einer 

Länge von 100bp im Vergleich zu Patienten mit nicht neoplastischen Erkrankungen 

nach (Wang et al. 2003). Aus dieser Beobachtung wurde schließlich der DNA-

Integritäts-Index, als das Verhältnis von einem großen DNA-Fragment zu einem 

kleinen, konstruiert. Dazu wurde eine komplexe Formel, basierend auf den 

gemessenen Ct-Werten der qualitativen PCR, erstellt (Wang et al. 2003). Umetani 

et al. verwendeten dagegen einen vereinfachten Index, bestehend aus dem 
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Verhältnis der Konzentration eines großen DNA-Fragmentes zu der Konzentration 

eines kleineren DNA-Fragmentes (Umetani et al. 2006c; Umetani et al. 2006b).  

Es gibt jedoch auch Studien, die wiederum das umgekehrte Verhältnis, also das 

kleine DNA-Fragment im Verhältnis zu einem großem Fragment, gemessen haben 

(Tomita et al. 2007). Dieser umgekehrte DNA-Integritäts-Index wird in wenigen 

Studien auch als apoptotischer Index bezeichnet (Ellinger et al. 2008a; Ellinger et al. 

2008b). 

 

Mittlerweile wurden in einigen Studien der Integritäts-Index und dessen Eignung als 

diagnostischer oder prognostischer Biomarker untersucht. Wang et al. waren die 

ersten, die die diagnostische Sensitivität des DNA-Integritäts-Index im Plasma von 

Patienten mit Neoplasien und Patienten ohne neoplastische Erkrankungen 

analysierten (Wang et al. 2003). Der mittlere DNA-Integritäts-Index bei den 

Tumorpatienten lag dabei bei 0,66, während er bei der Kontrollgruppe bei 0,14 lag. 

Mit einer AUC der ROC-Kurve von 0,911 für den DNA-Integritäts-Index, im 

Gegensatz zu 0,71 für die totale Menge an cfDNA, prognostizierten sie den DNA-

Integritäts-Index als einen vielversprechenden Tumormarker (Wang et al. 2003). 

Andere Studien folgten mit ähnlichen Ergebnissen bei der Untersuchung von 

Patienten mit Brusttumoren, Kolonkarzinomen, HCC, Rektumkarzinomen, Gliomen, 

akuten Leukämien, Kopf- und Halstumoren, Nierenzellkarzinomen, 

Ösophaguskarzinomen oder Prostatakarzinomen versus gesunder Kontrollgruppen 

(Umetani et al. 2006c; Agostini et al. 2011; Shi et al. 2012; Jiang et al. 2006; Gang 

et al. 2010; Umetani et al. 2006b; Tomita et al. 2007; Hanley et al. 2006; Gao et al. 

2010; Huang et al. 2016). Der DNA-Integritäts-Index war insgesamt bei den 

Tumorpatienten deutlich höher als bei den gesunden Kontrollen. Trotzdem gibt es 

auch einige wenige Studien, die ein umgekehrtes Verhältnis von großen zu kleinen 

DNA-Fragmenten fanden: Der DNA-Integritäts-Index bei gesunden Kontrollen war 

hier größer als bei den Tumorpatienten (Ellinger et al. 2008b; Mouliere et al. 2011).  

Viele der oben genannten Studien analysierten außerdem nur den Unterschied 

zwischen Tumorpatienten und gesunden Probanden. Bisher gibt es nur wenige 

Studien, die den DNA-Integritäts-Index zwischen Patienten mit Tumorerkrankungen 

und Patienten mit korrespondierenden benignen Erkrankungen verglichen haben 

(Schmidt et al. 2008; Holdenrieder et al. 2008b; Stötzer et al. 2014; Hao et al. 2014; 

Bedin et al. 2016; El-Gayar et al. 2016; Huang et al. 2016; Szpechcinski et al. 2016). 

In der Studie von Holdenrieder et al. gab es zwischen den Patienten mit 

Tumorerkrankungen (u.a. Kolorektale Karzinome, Brustkrebs, Ovarialkarzinome 

etc.) und den Patienten mit korrespondierenden benignen Erkrankungen keinen 
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signifikanten Unterschied bezüglich des DNA-Integritäts-Index (Holdenrieder et al. 

2008b). Auch Schmidt et  al. konnten diesbezüglich keinen Unterschied zwischen 

Patienten mit Lungenkrebs und Patienten mit benignen Lungenerkrankungen sehen 

(Schmidt et al. 2008). Stötzer et al. fanden dagegen einen signifikanten Unterschied 

zwischen Patienten mit Brusttumoren, einer kleinen Gruppe von Patienten mit 

benignen Erkrankungen und gesunden Kontrollen. Sie kamen allerdings zu dem 

Schluss, dass aufgrund von vermehrt auftretenden Streuwerten bei den gesunden 

Kontrollgruppen die Verwendbarkeit des DNA-Integritäts-Index als diagnostischer 

Biomarker im Einzelfall eher limitiert sei (Stötzer et al. 2014).  

Andere Studien konnten wie Stötzer et al. einen signifikanten Unterschied des DNA-

Integritäts-Index zwischen Patienten mit kolorektalen Karzinomen, Patienten mit 

benignen Polypen oder Adenomen sowie gesunden Kontrollen feststellen und 

prognostizierten diesen als geeigneten diagnostischen Biomarker bei der Erkennung 

von Kolonkarzinomen (Bedin et al. 2016; El-Gayar et al. 2016; Hao et al. 2014).  

Szpechcinski et al. fanden im Gegensatz zu Schmidt et al. einen Unterschied  mit 

Tendenz zur Signifikanz zwischen Patienten mit NSCLC und Patienten, bei denen 

radiologisch ein benigner Rundherd aufgefallen war (Szpechcinski et al. 2016).  
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2. Zielstellung 
 

Da es bislang noch kaum geeignete Biomarker für die Erkennung von Lungenkrebs 

gibt und dieser häufig erst spät entdeckt wird, sollte der Nutzen des DNA-Integritäts-

Index K-ras 300 / 60 als eventueller diagnostischer Biomarker bei Lungentumoren 

untersucht werden. In einer früheren Arbeit von Schmidt et al. konnte bisher kein 

sicherer Nutzen dieses Index festgestellt werden (Schmidt et al. 2008). Da die 

Stichprobe in der früheren Arbeit jedoch relativ klein war, sollten in dieser Arbeit die 

bisherigen Ergebnisse überprüft werden. Das Augenmerk lag dabei auf der 

Unterscheidungsfähigkeit zwischen Patienten mit Lungentumoren und Patienten mit 

benignen Lungenerkrankungen, da genau letztere ähnliche Symptome wie beim 

Lungenkrebs zeigen können. Darüber hinaus sollte dieser DNA-Integritäts-Index bei 

anderen neoplastischen Erkrankungen sowie bei Patienten mit Lungentumoren, die 

bereits unter Therapie stehen/standen, zum Vergleich gemessen werden. 

Schließlich stellen auch Lungenmetastasen eine wichtige Differentialdiagnose zum 

Lungenkarzinom dar.  

Weiterhin sollte ein möglicher Einfluss der Aufbewahrungszeit von Plasmaproben 

sowie DNA-Proben auf den DNA-Integritätsindex überprüft werden. 
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3. Material und Methoden 
 
3.1 Material 
 

In den nachfolgenden Tabellen sind die Chemikalien, Geräte und Primer aufgelistet, 

welche für diese Studie in den einzelnen Messungen bzw. Versuchen genutzt 

wurden.  Der hier verwendete Primer waren HPSF aufgereinigt und stammten von 

der Firma Eurofins Genomics GmbH (siehe Tabelle 1).  

 
3.1.1 Primer 
 
Tabelle 1: Verwendete Primer. HPSF aufgereinigt, Hersteller: Eurofins Genomics 
GmbH, Ebersberg. 

Primer Sequenz Tm (°C) Länge des Primers 

K-ras 60 Hf 

(forward primer) 

5'   GCC TGT GAC CTA 

CAG TGA AAA   3' 

57.9 21 

K-ras 300 Hf 

(forward primer) 

5'   GGT CCT TTT CCG 

TGT GTA GG   3' 

59.45 20 

K-ras 145-300 re 

(reverse primer) 

5'   TGA CCA AGC AAA 

ACA GAC CA   3' 

55,3 20 

 

3.1.2 Chemikalien und Reagenzien 
 
Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und Reagenzien. 

Produkte Hersteller 

QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit Qiagen N.V., Hilden 

Ethanol (100%) Sigma, St. Louis, Mo. USA 

Ethanol (96%) Sigma, St. Louis, Mo. USA 

Ethanol (70%) Sigma, St. Louis, Mo. USA 

PBS PAA Laboratories GmbH, Pasching, 

Linz Österreich 

iQ Universal SYBR Green Supermix BioRad Laboratories GmbH, 

Hercules, Kalifornien USA 

Isopropanolol (100%) Sigma, St. Louis, Mo. USA 
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3.1.3 Geräte 
 
Tabelle 3: Verwendete Geräte. 

Produkte Hersteller 

QIAvac 24 Plus Qiagen N.V., Hilden 

VacSafe 15 LaboGene, Lynge Dänemark 

NanoDrop 1000 Spectrophotometer Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA 

USA 

7500 Real-Time PCR System Applied Biosystems, Waltham, MA USA 

Rollenmischer SRT6 Bibby Scientific / Stuart, Staffordshire, 

UK 

 
3.2 Methoden 
 
3.2.1 Probengewinnung 
 
Für diese Studie wurden in der Berliner Charité zwischen 2004 und 2005 von 

insgesamt 191 Patienten Blutproben in EDTA-Röhrchen gesammelt. Das 

Forschungsvorhaben wurde von der ortsständigen Ethik-Kommission am 10. 

12.2001 bewilligt. Gemäß ihrer klinischen Diagnosen wurden die Patienten 

retrospektiv in drei Gruppen eingeteilt: Patienten mit einem Lungentumor, Patienten 

mit einer benignen Lungenerkrankung (Bronchitis, Pneumonie, Sarkoidose etc.) und 

Patienten mit diversen anderen Neoplasien (z.B. Kolonkarzinom, Melanom, 

Magenkarzinom etc.). Die Gruppe der Patienten mit Lungentumoren wurde in dieser 

Studie dabei folgendermaßen definiert: alle Patienten, bei denen zu dem Zeitpunkt 

der Blutabnahme ein klinisch bzw. histologisch oder zytologisch gesichertes NSCLC 

oder SCLC vorlag, wurden dieser Gruppe 1 zugeteilt. Da viele der Patienten dieser 

Gruppe bereits eine Therapie erhalten haben oder zumindest zu dem Zeitpunkt der 

Blutentnahme unter Therapie standen, wurde in einem zweiten Teil die Gruppe noch 

einmal unterteilt in Patienten, die noch unbehandelt waren und Patienten, die bereits 

unter Therapie (Chemotherapie, Radiatio oder Operation) standen bzw. behandelt 

wurden. Alle Patienten dagegen mit histologisch oder zytologisch gesicherten 

benignen Lungenerkrankungen wurden in Gruppe 2 eingeordnet. Gruppe 3 bestand 

dagegen aus Patienten, bei denen histologisch bzw. zytologisch eine andere 

Neoplasie als Ursache für die in der Lunge auftretende Raumforderung gefunden 

wurde. 
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Da die Proben aus der Berliner Charité teilweise schon 10 Jahre bei -80°C im 

Kühlschrank gelagert wurden, wurde zum Vergleich eine zweite Stichprobe von 

insgesamt 40 weiteren Blutproben aus dem Jahr 2008 von Patienten aus der 

Berliner Charité. Diese Proben dienten zum Vergleich, ob die Aufbewahrungszeit 

der Plasmaproben einen Einfluss auf den DNA-Integritäts-Index bzw. auf seine 

diagnostische Kapazität hat. 

 

Weiterhin wurden von einem gesunden Blutspender aus dem Universitätsklinikum 

Halle Saale 10 ml Blut in einem EDTA-Rörchen abgenommen, um aus den weißen 

Blutkörperchen DNA zu extrahieren. Diese WBC-DNA diente in der Studie zur 

Generierung von Standardkurven und als Standardprobe. Auch hier lag die 

Einwilligung des Probanden vor und das Forschungshaben wurde von der 

ortsständigen Ethik-Kommission bewilligt (Bearbeitungs-Nummer: 201 3-59; Titel 

der Studie: Aufbau einer Biobank im Rahmen des interdisziplinären 

Forschungsvorhaben zur molekularbiologischen Charakterisierung maligner 

Lungenerkrankungen). 

 

3.2.2 (Puffer-)Lösungen 
 
Lysepuffer für Lyse der Roten Blutkörperchen: 

         

1,55 M NH4Cl            41,45g / 500 ml DDW  

100 mM KHCO3                   5g / 500 ml DDW 

0,5 mM EDTA              29,2g / 200 ml DDW pH=8,0 

 

NH4Cl und KHCO3 1:10 mit DDW verdünnen (jeweils 50ml NH4Cl-Lösung und 50 ml 

KHCO3-Lösung für insgesamt 500 ml Endvolumen) und 0,2 ml EDTA pro 100 ml 

Lysepuffer (0,1 mM nach der Mischung) hinzufügen. Das Endvolumen mit DDW 

auffüllen und bei 4°C aufbewahren.  

Die Aufbewahrungszeit lag bei maximal einer Woche.  

 

1x SE: 

          300 ml 

75 mM NaCl         1,3 g  

24 mM EDTA        2,7 g  

   

pH 8,0 mit NaOH einstellen und autoklavieren! 
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20% SDS (Dodecylsulfat Natriumsalz): 

          50 ml 

SDS         10 g 

DDW         40 ml 

 
TE-Puffer: 

          100ml    

2 M TrisHCL (pH=8,0)      0,5ml 

0,5 M EDTA (pH=8,0)       0,2ml 
 

Zunächst mit DDW erst auf 80ml auffüllen und den pH-Wert bestimmen. Dann auf  

100ml auffüllen. 

 

3.2.3 Isolation von Plasma 

 
Für die Gewinnung von Plasma aus den 191 Blutproben, den 40 neueren 

Blutproben  sowie für die der einen Standardprobe, wurden die EDTA-Röhrchen 

zunächst für 10 Minuten bei 500 xg (4°C) zentrifugiert. Danach wurde das 

überstehende Plasma in ein neues 15 ml Röhrchen transferiert. Dieses Röhrchen 

wurde für 15 Minuten bei 3000 xg erneut bei 4°C zentrifugiert, das Plasma vorsichtig 

abgenommen, aliquotiert und anschließend bei -80°C eingefroren. Die Proben aus 

Stichprobe 1 stammen dabei aus den Jahren 2004-2005 und wurden bis 2013-2014 

gelagert, während die Proben aus Stichprobe 2 aus den Jahr 2008 abgenommen 

wurden und bis 2015 gelagert wurden.  

 

3.2.4 Lyse der Roten Blutkörperchen 

 
Nachdem das überstehende Plasma der Standardprobe abgenommen wurde, 

wurden für die Zelllyse 25ml Lysepuffer in ein 50 ml Röhrchen gegeben. Das 

Zellsediment der Standardprobe wurde dann mit Lysepuffer aufgefüllt und sorgfältig 

mit diesem vermischt, um anschließend in das vorbereitete 50 ml Röhrchen 

gegeben zu werden. Das Röhrchen wurde nun für 3-10 Minuten auf Eis gestellt, bis 

sich eine komplette Lyse aller Erythrozyten eingestellt hatte. Danach wurde die 

Probe für 10 Minuten bei 500 xg (4°C) zentrifugiert und der Überstand 

abgenommen. Das restliche Zellpellet wurde nochmals mit 20 ml Lysepuffer 

versehen und ein weiteres Mal für 10 Minuten bei 500 xg zentrifugiert. Der 

Überstand wurde abgenommen, und die verbliebenen Zellen wurden in 800 µl PBS 
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resuspendiert, um dann in ein 1,5 ml Tube gegeben zu werden. Das Tube wurde für 

3 Minuten bei ca. 900xg rpm zentrifugiert. Auch hier wurde wieder der Überstand 

abgenommen und das Zellpellet anschließend bei -80°C eingefroren.  

 

3.2.5 Phenolfreie DNA-Extraktion aus Zellsediment  
 

Für die Lyse des Zellpellets wurde dieses zunächst in 5 ml 1x SE-Puffer vollständig 

resuspendiert. Danach wurden der Probe 100 µl Proteinase K (20 mg/ml) und 125 µl 

20% SDS beigemengt und das ganze gut vermischt über Nacht bei 

Raumtemperatur inkubiert.  

Die bei Raumtemperatur inkubierte Probe wurde mit 1,5 ml gesättigter, steriler 

NaCl-Lösung (6 M) versehen und für 15 Sekunden mit Hilfe eines Vortexers 

durchmischt. Im Anschluss wurde die Probe für 15 Minuten bei 5,250 xg 

(Raumtemperatur) zentrifugiert und der Überstand abgenommen. Nach Zugabe von 

2 Volumina Ethanol (100%) zu dem Überstand und langsamen Schwenken der 

Probe kam es zum Ausfällen der DNA. Diese wurde mit einem Glashaken 

herausgenommen, mit 70% Ethanol kurz gewaschen, um dann in einem Tube zum 

Trocknen ausgelegt zu werden. Die DNA wurde in 500 µl sterilem Bidest gelöst und 

über Nacht bei 4°C auf einem Rollenmischer zum Rollen ausgelegt. Zum Schluss 

wurden 500 µl TE-Puffer zugegeben und die Konzentration und Reinheit der DNA 

photometrisch bestimmt. Die WBC-DNA wurde danach bei -20°C eingefroren.  

 
3.2.6 DNA-Isolation aus den Plasmaproben der Patienten 

 
Die Isolierung von DNA aus insgesamt 2 ml Plasmavolumen erfolgte mittels des 

QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen N.V., Hilden).  

Dazu wurden den auf Raumtemperatur aufgewärmten Plasmaproben zunächst 

jeweils 200 µl QIAGEN Proteinase K und dann 1,6 ml ACL-Puffer beigemengt. Nach 

kurzem Vortexen wurden die Proben in einem Wasserbad bei 60°C für 30 Minuten 

inkubiert.  

Dem Lysat wurden nun 3,6 ml ACB-Puffer hinzugefügt und nach weiterem kurzem 

Vortexen wurden die Proben für 5 Minuten auf Eis inkubiert.  

Gemäß dem Handbuch von Qiagen N.V erfolgte in weiteren Schritten mittels 

QIAvac 24 Plus (Qiagen N.V., Hilden) und der Vakuum Pumpe VacSafe 15 

(LaboGene, Lynge Dänemark) zuerst die Bindung der DNA an der Säule, dann die 

Waschung mittels ACW1- und ACW2-Puffer bzw. 96% Ethanol. Um Rückstände der 

Waschlösungen bzw. des Ethanols zu entfernen, wurden die Proben für 3 Minuten 
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bei 25.000 xg zentrifugiert. Die Filtermembran der QIAamp Mini Column (=Säule) 

wurde bei 56°C für 10 Minuten zum Trocknen inkubiert. Dann wurde die gebundene 

DNA in 2 Schritten à 30 µl AVE-Puffer für 1 Minute bei 25.000 xg aus der Membran 

eluiert. Die fertig isolierte DNA wurde für das weitere Verfahren bei -20°C 

eingefroren. In Stichprobe 1 wurden die DNA-Proben erst nach einem Jahr zur 

weiteren PCR-Messung verwendet und in Stichprobe 2 direkt im Anschluss an die 

DNA-Isolation. 

 
3.2.7 Standardkurven 
 

Zur Erstellung von Standardkurven (siehe Abbildung 1 und Abbildung 2) für das 

Wildtyp K-ras Amplicon mit 60 bp und 300 bp Länge, sowie für alle anderen 

Messungen, wurde die Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System Software 

(Applied Biosystems, Waltham, MA USA) verwendet. Die Zielsequenz beider 

Primerpaare (K-ras 60 und K-ras 300) war das Intron 2 auf dem humanen Gen K-

ras.   

  

 
Abbildung 1: Standardkurve der Primerpaare K-ras (für 60bp Amplikon). 
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Abbildung 2: Standardkurve der Primerpaare K-ras (für 300bp Amplikon). 
 
WBC-DNA wurde als Standard in einer Verdünnungsreihe von 1:10 (10er Schritte: 

1, 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000) verwendet. Die Konzentration an DNA in der 

Anfangsprobe der Verdünnungsreihe wurde mit Hilfe des NanoDrop 1000 

Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) bestimmt und 

betrug 70 ng/µl. 

 

Die qPCR der Verdünnungsreihe erfolgte nach den MIQE-Richtinien (Bustin et al. 

2009) und wurde mittels 7500 Real-Time-PCR Systems (Applied Biosystems, 

Waltham, MA USA) durchgeführt. Die Proben von je 15 µl Reaktionsvolumen 

wurden  in Duplikaten gemessen. Jeder qPCR-Ansatz bestand dabei aus 7,5 μl 

PCR Mix (Universal SYBR Green Supermix von BioRad), 1,5 μl Sense Primer (0,3 

pmol / μl), 1,5 µl Antisense Primer (0,3 pmol / μl), 1,5 μl destilliertem Wasser und 3 

μl der DNA der Verdünnungsreihe (siehe Tabelle 4). 

Die Temperaturzyklen bestanden aus mehreren sich wiederholenden Schritten: ein 

10 Minuten andauernder Aktivations-Denaturations-Schritt bei 95°C, gefolgt von 

einem sich in insgesamt 40 Zyklen wiederholenden Schritt für zunächst 10 

Sekunden bei 95°C und dann 30 Sekunden bei 56°C. 
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Um das amplifizierte Fragment sicher von anderen unspezifischen Nebenprodukten 

unterscheiden zu können, wurden zusätzlich Schmelzkurven erstellt, indem die 

Temperatur, mit einem zeitlichen Anstieg von insgesamt 1%, von 55°C auf 95°C 

erhöht wurde. Jedes Amplikon besaß dabei eine eigene spezifische 

Schmelztemperatur: Bei dem K-ras 60 Primerpaar lag der Höchstwert bei ca. 73°C, 

während er bei dem K-ras 300 Primerpaar bei ca. 81°C lag (siehe Abbildung 3 und 

Abbildung 4). 

 

 
Abbildung 3: Schmelzkurve für K-ras 60. Amplifikationssignale am Beispiel von 
WBC-DNA. rot = Signal des 60bp Amplikon, grau = NTC 
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Abbildung 4: Schmelzkurve für K-ras 300. Amplifikationssignale am Beispiel von 
WBC-DNA. rot = Signal des 300bp Amplikon, grau = NTC 
 

3.2.8 Konzentrationsbestimmung von cfDNA mittels Real Time PCR 

 

Die qPCR der isolierten DNA aus den Plasmaproben erfolgte nach dem gleichen 

Programm wie die qPCR der Standardkurven (inklusive Schmelzkurven). Auch hier 

wurden die Proben in Duplikaten gemessen. Außerdem wurde auf jeder PCR-Platte 

noch WBC-DNA als Standard aufgetragen.  

Mit Hilfe der Standardkurven konnten im Anschluss an die Messung die jeweiligen 

Konzentrationen an DNA ermittelt werden. 

 

Tabelle 4: qPCR-Ansätze 
Reagenz Menge 

Universal SYBR Green Supermix 7,5 µl 

Sense Primer  1,5 µl 

Antisense Primer 1,5 µl 

Dest. Wasser  1,5 µl 

DNA  3 µl 

Gesamt 15 µl 
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3.2.9 Integritäts-Index Analysen 
 
Der Integritäts-Index stellt das Verhältnis von einem längeren DNA-Fragment zu 

einem kürzeren DNA-Fragment dar. Insgesamt gibt es zwei verschiedene 

Berechnungsformeln: die Formel nach Umetani et al. (Integritäts-Index I) und die 

Formel nach Wang et al. (Integritäts-Index II) (Umetani et al. 2006c; Umetani et al. 

2006b; Wang et al. 2003). 

In dieser Arbeit wurden beide Formeln verwendet. Der Integritäts-Index I lässt sich 

als das Verhältnis der Konzentration von K-ras 300 zu der Konzentration von K-ras 

60 berechnen. Da sich das 300 bp lange Amplikon im kürzeren 60 bp langen 

Amplikon wiederfindet, variiert dieser Index theoretisch nur zwischen 0 und 1.  

Der Integritäts-Index II berechnet sich durch eine andere Formel, die im Gegensatz 

zum Integritäts-Index I auf den gemessenen Ct-Werten beruht: 

 

Integrity-Index II = e (−ΔΔCt × ln (2)), 

 

wobei ΔΔCt der Differenz von ΔCt60 zu ΔCt300 entspricht, und ΔCt60 bzw. ΔCt300 

die Differenz zwischen dem Ct-Wert des Standards und dem Ct-Wert von K-ras 60 

bzw. K-ras 300 darstellen. 

 

3.2.10 Statistische Programme 

 
Alle Ct-Werte, aus denen später die entsprechenden Konzentrationen an cfDNA in 

den Plasmaproben bestimmt wurden, wurden als Medianwerte angegeben.  

Mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests bzw. Man-Whitney-U-Tests wurden die drei 

Gruppen auf signifikante Unterschiede untersucht. Diese Tests gehören zu den 

parameterfreien statistischen Tests und eignen sich für unabhängige Messreihen, 

wie sie auch hier vorgelegen haben. 

Die Integritäts-Indices I und II wurden innerhalb der drei Gruppen miteinander 

verglichen. Ein besonderes Augenmerk lag dabei auf dem Vergleich der Integritäts-

Indices zwischen der Gruppe Lungentumoren und der Gruppe benigne 

Lungenerkrankungen. 

Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet, und alle Berechnungen 

wurden mittels der IBM SPSS Statistics Software (Version 22, International 

Business Machines Corporation, Armonk, N.C., USA)  durchgeführt. 

 



22 
 

4. Ergebnisse 

 

4.1. Deskriptive Statistik  
 
Von den insgesamt 191 Plasmaproben aus den Jahren 2004 bis 2005 konnten bei 

183 der Proben (96%) in der qPCR Ct-Werte gemessen und somit die Quantität an 

cfDNA bestimmt werden. Bei acht Proben (4%) gelang dies nicht, sodass diese für 

die weitere statistische Auswertung nicht berücksichtigt werden konnten. In 

Stichprobe 1 gehörten damit 92 Proben zur Gruppe 1 (Patienten mit 

Lungentumoren, davon 40 ohne bisherige Therapie und 52 mit Therapie), 56 

Proben zur Gruppe 2 (Patienten mit benignen Lungenerkrankungen) und 35 Proben 

zur Gruppe 3 (Patienten mit anderen Neoplasien).  

Bei den 40 jüngeren Proben, die im Jahr 2008 gesammelt wurden, konnten bei allen 

Proben Ct-Werte bestimmt werden. Stichprobe 2 bestand aus 21 Proben der 

Gruppe 1 (davon 16 ohne bisherige Therapie und 5 mit Therapie), 13 Proben der 

Gruppe 2 und 6 Proben der Gruppe 3.  

 

Tabelle 5: Zusammensetzung der drei Gruppen in Stichprobe 1. 
Stichprobe 1 Häufigkeit  

Gruppe 1: Patienten mit 

Lungentumoren 
92 (50,3%) 

Gruppe 2: Patienten mit benignen 

Lungenerkrankunngen 
56 (30,6%) 

Gruppe 3: Patienten mit anderen 

Neoplasien 
35 (19,1%) 

Gesamt  183 

 

Tabelle 6: Zusammensetzung der drei Gruppen in Stichprobe 2. 
Stichprobe 2 Häufigkeit  

Gruppe 1: Patienten mit 

Lungentumoren 
21 (52,5 %) 

Gruppe 2: Patienten mit benignen 

Lungenerkrankunngen 
13 (32,5%) 

Gruppe 3: Patienten mit anderen 

Neoplasien 
6 (15,0%) 

Gesamt  40 
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4.1.1 Altersverteilung 
 
Das mittlere Lebensalter der Patienten aus der ersten Stichprobe lag bei ca. 61 

Jahren, wobei der jüngste Patient dieser Stichprobe 23 Jahre alt war und der Älteste 

80 Jahre (siehe Abbildung 5). Die Altersverteilung innerhalb der drei Gruppen 

verhielt sich ähnlich zu der gesamten Stichprobe: Auch hier lag das mittlere 

Lebensalter um die 60 Jahre (siehe Tabelle 7). 

Die Altersverteilung der Patienten aus der zweiten Stichprobe war ähnlich der ersten 

Stichprobe. Auch hier lag das mittlere Lebensalter der Patienten bei ca. 61 Jahren. 

Der jüngste Patient war dabei 31 Jahre alt und der Älteste 82 Jahre (siehe Tabelle 

8). 

 
Tabelle 7: Altersverteilung der Patienten aus Stichprobe 1 (Proben aus der Berliner 
Charité 2004-2005). Gruppe 1: Patienten mit Lungentumoren, Gruppe 2: Patienten 
mit benignen Lungenerkrankungen, Gruppe 3: Patienten mit anderen Neoplasien 
und insgesamt 

 Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gesamt 

Mittelwert ± SD 61,7±9,5 57,5±12,6 62,5±10,7 60,6±10,9 

Median 63,5 60 64 62 

Minimum 40 23 33 23 

Maximum 80 80 78 80 

N 92 56 35 183 

 

 
Abbildung 5: Altersverteilung der gesamten Stichprobe 1. (Berliner Charité 2004-
2005). 
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Tabelle 8: Altersverteilung der Patienten aus Stichprobe 2 (Proben aus der Berliner 
Charité von 2008). Gruppe 1: Patienten mit Lungentumoren, Gruppe 2: Patienten 
mit benignen Lungenerkrankungen, Gruppe 3: Patienten mit anderen Neoplasien 
und insgesamt 

 Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gesamt 

Mittelwert ± SD 64,2±11.8 56,9±12,0 60,0±18,5 61,2±13,1 

Median 69 56 64,5 65,5 

Minimum 36 33 31 31 

Maximum 80 77 82 82 

N 21 13 6 40 

 
4.1.2 Geschlecht 
 
Unter Ausschluss der oben genannten acht Proben bestand Stichprobe 1 aus  

Blutproben von insgesamt 116 männlichen und  67  weiblichen Patienten (siehe 

Tabelle 9). 

 
Tabelle 9: Geschlecht der Patienten aus Stichprobe 1 

 Häufigkeit (relativ) 

M 116 (63%) 

W 67 (37%) 

N 183 

 
Die zweite Stichprobe bestand aus 21 männlichen und 19 weiblichen Patienten 

(siehe Tabelle 10). 

 

Tabelle 10: Geschlecht der Patienten aus Stichprobe 2 
 Häufigkeit  

M 21 (52,5%) 

W 19 (47,5%) 

N 40 

 

4.1.3 Raucherstatus 
 

Von den 183 Patienten aus Stichprobe 1 waren 72 (39%) Raucher, 55 (30%) 

ehemalige Raucher und 56 (31%) Nichtraucher.  In Gruppe 1 war die Anzahl an 

Rauchern und Ex-Rauchern höher als in Gruppe 2 (siehe Tabelle 11). 
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Tabelle 11: Raucherstatus der Patienten in Stichprobe 1. Gruppe 1: Patienten mit 
Lungentumoren; Gruppe 2: Patienten mit benignen Lungenerkrankungen, Gruppe 3: 
Patienten mit anderen Neoplasien und insgesamt 

 Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gesamt 

Raucher 44 (48%) 13 (23%) 15 (43%) 72 (39%) 

Ex-Raucher 32 (35%) 13 (23%) 10 (29%) 55 (30%) 

Nichtraucher 16 (17%) 30 (54%) 10 (29%) 56 (31%) 

N 92 56 35 183 

  
Tabelle 12: Raucherstatus der Patienten in Stichprobe 2. Gruppe 1: Patienten mit 
Lungentumoren; Gruppe 2: Patienten mit benignen Lungenerkrankungen, Gruppe 3: 
Patienten mit anderen Neoplasien und insgesamt 

 Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gesamt 

Raucher 10 (47,6%)  2 (15,4%) 3 (50%) 15 (37,5%) 

Ex-Raucher 9 (42,9) 4 (30,8%) 1 (16,7%) 14 (30%) 

Nichtraucher 2 (9,5%) 7 (53,8%) 2 (33,3%) 11 (31%) 

N 21 13 6 40 

  

In Stichprobe 2 waren insgesamt 15 (37,5%) Raucher, 14 (35%) ehemalige Raucher 

und 11 (27,5%) Nichtraucher. Auch hier war die Anzahl an Rauchern und Ex-

Rauchern in Gruppe 1 größer als in Gruppe 2 (siehe Tabelle 12: Raucher: 47,6% in 

Gruppe 1 vs. 15,4% in Gruppe 2, Ex-Raucher: 42,9% in Gruppe 1 vs. 30,8% in 

Gruppe 2). 

 
4.2. DNA-Konzentrationen  
 

In Stichprobe 1 zeigten sich Schwankungen bezüglich der Konzentration der 

Fragmente K-ras 60 und K-ras 300. So variierte die Konzentration des 

Fragmentes K-ras 60 insgesamt zwischen Werten von 0,10 ng/μl bis 14,20 

ng/μl (Median: 0,53 ng/μl), während die Werte bei K-ras 300 zwischen 0,01 

ng/μl und 3,21 ng/μl (Median: 0,10 ng/μl) lagen (siehe Tabelle 13, Abbildung 

6 und Abbildung 7). Der Median und die Perzentilen 25 sowie 75 liegen im 

Vergleich dazu aber wieder sehr dicht beieinander. 
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Tabelle 13: Stichprobe 1. Median, Minimum, Maximum sowie Perzentile 25 und 75 
für die Konzentrationen von K-ras 60 und K-ras 300 innerhalb der drei Gruppen. A) 
Gruppe 1: Patienten mit Lungentumoren. B) Gruppe 2: Patienten mit benignen 
Lungenerkrankungen. C) Gruppe 3: Patienten mit anderen Neoplasien 
 
A) 

Gruppe 1 Konzentration K-ras 60 bp 

in ng/µl 

Konzentration K-ras 300 bp 

in ng/µl 

Median 0,52 0,11 

Minimum 0,17 0,02 

Maximum 14,2 2,5 

Perzentile 25 0,35 0,06 

Perzentile 75 1,7 0,18 

     
B) 

Gruppe 2 Konzentration K-ras 60 bp 

in ng/µl 

Konzentration K-ras 300 bp 

in ng/µl 

Median 0,59 0,09 

Minimum 0,15 0,01 

Maximum 4,37 3,21 

Perzentile 25 0,31 0,06 

Perzentile 75 0,86 0,13 

 
C) 

Gruppe 3 Konzentration K-ras 60 bp 

in ng/µl 

Konzentration K-ras 300 bp 

in ng/µl 

Median 0,5 0,1 

Minimum 0,1 0,03 

Maximum 3,59 3,21 

Perzentile 25 0,35 0,05 

Perzentile 75 1,65 0,14 
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Abbildung 6: Konzentration von K-ras 60 in ng/µl im Plasma von Patienten mit 
Lungentumoren, benignen Lungenerkrankungen oder anderen Neoplasien aus 
Stichprobe 1 
 

 
Abbildung 7: Konzentration von K-ras 300 in ng/µl im Plasma von Patienten mit 
Lungentumoren, benignen Lungenerkrankungen oder anderen Neoplasien aus 
Stichprobe 1 
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In der zweiten Stichprobe verhielten sich die Werte für die Konzentrationen ähnlich 

wie die aus Stichprobe 1, nur dass der Bereich der Schwankung etwas geringer 

war. Die Konzentration des Fragmentes K-ras 60 schwankte zwischen Werten von 

0,13 ng/µl und 3,34 ng/µl (Median 0,35 ng/µl), und die Werte für das Fragment K-ras 

300 lagen zwischen 0,04 ng/µl und 0,24 ng/µl (Median 0,09 ng/µl) (siehe auch 

Tabelle 14). 
 
Tabelle 14: Stichprobe 2. Median, Minimum, Maximum sowie Perzentile 25 und 75 
für die Konzentrationen von K-ras 60 und K-ras 300 innerhalb der drei Gruppen. A) 
Gruppe 1: Patienten mit Lungentumoren. B) Gruppe 2: Patienten mit benignen 
Lungenerkrankungen. C) Gruppe 3: Patienten mit anderen Neoplasien 
 
A) 

Gruppe 1 Konzentration K-ras 60 bp 

in ng/µl 

Konzentration K-ras 300 bp 

in ng/µl 

Median 0,40 0,11 

Minimum 0,20 0,04 

Maximum 1,07 0,22 

Perzentile 25 0,32 0,08 

Perzentile 75 0,59 0,15 

      
B) 

Gruppe 2 Konzentration K-ras 60 bp 

in ng/µl 

Konzentration K-ras 300 bp 

in ng/µl 

Median 0,34 0,08 

Minimum 0,13 0,04 

Maximum 3,28 0,17 

Perzentile 25 0,19 0,04 

Perzentile 75 0,84 0,11 

 
C) 

Gruppe 3 Konzentration K-ras 60 bp 

in ng/µl 

Konzentration K-ras 300 bp 

in ng/µl 

Median 0,24 0,06 

Minimum 0,17 0,04 

Maximum 3,34 0,24 

Perzentile 25 0,20 0,04 

Perzentile 75 1,03 0,12 
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4.3. DNA-Integritäts-Indices 
 

Auch bei den Integritäts-Indices zeigte sich eine große Spannbreite. Insgesamt 

variierte der Integritäts-Index I innerhalb der Stichprobe 1 zwischen Werten von 0,01 

und 1,27 (Median: 0,17) und der Integritäts-Index II von 0,01 bis 1,60 (Median: 

0,20). Im Vergleich der drei Gruppen untereinander zeigte sich eine ähnliche 

Verteilung der Integritäts-Indices (siehe Tabelle 15, Abbildung 8). 

 

In Stichprobe 2 variierte der Integritäts-Index I zwischen Werten von 0,11 und 0,52 

(Median: 0,25) und der Integritäts-Index II von 0,01 bis 0,25 (Median: 0,12). Auch 

hier zeigte sich eine ähnliche Verteilung der Integritäts-Indices innerhalb der drei 

verschiedenen Gruppen (siehe Tabelle 16, Abbildung 9). 

 
Tabelle 15: Stichprobe 1. Median, Minimum, Maximum sowie Perzentile 25 und 75 
der Integritäts-Indices I und II innerhalb der drei Gruppen. A) Gruppe 1: Patienten 
mit Lungentumoren. B) Gruppe 2: Patienten mit benignen Lungenerkrankungen. C) 
Gruppe 3: Patienten mit anderen Neoplasien 
 
A) 

Gruppe 1 Integritäts-Index I Integritäts-Index II 

Median 0,16 0,20 

Minimum 0,02 0,02 

Maximum 1,27 1,60 

Perzentile 25 0,11 0,14 

Perzentile 75 0,23 0,27 

                       
B) 

Gruppe 2 Integritäts-Index I Integritäts-Index II 

Median 0,19 0,23 

Minimum 0,00 0,01 

Maximum 0,74 1,24 

Perzentile 25 0,13 0,17 

Perzentile 75 0,24 0,26 

 
           
  
 
 



30 
 

Fortsetzung von Tab. 15 
 
C) 

Gruppe 3 Integritäts-Index I Integritäts-Index II 

Median 0,15 0,19 

Minimum 0,05 0,07 

Maximum 0,89 1,50 

Perzentile 25 0,12 0,14 

Perzentile 75 0,22 0,28 

 
 
Selbst unter nochmaliger Unterteilung von Gruppe 1 in Gruppe 1a: Patienten mit 

bisher unbehandelten Lungentumoren und Gruppe 1b: Patienten mit schon 

behandelten Lungentumoren waren die Medianwerte für die DNA-Integritäts-Indices 

in Stichprobe 1 vergleichbar (DNA-Integritäts-Index I: 012 für Gruppe 1a vs. 0,11 für 

Gruppe 1b, DNA-Integritäts-Index II: 016 für Gruppe 1a vs. 0,18 für Gruppe 1b).   

Abbildung 10 zeigt die Verteilung der Werte für die DNA-Integritäts-Indices nach 

nochmaliger Unterteilung der Gruppe 1. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



31 
 

A) 

 
B) 

 
Abbildung 8: Graphische Darstellung der Integritäts-Indices im Plasma von 
Patienten mit Lungentumoren, benignen Lungenerkrankungen oder anderen 
Neoplasien in Stichprobe 1. A) Integritäts-Index I (Umetani et al.). B) Integritäts-
Index II (Wang et al.) 
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Tabelle 16: Stichprobe 2. Median, Minimum, Maximum sowie Perzentile 25 und 75 
der Integritäts-Indices I und II innerhalb der drei Gruppen. A) Gruppe 1: Patienten 
mit Lungentumoren. B) Gruppe 2: Patienten mit benignen Lungenerkrankungen. C) 
Gruppe 3: Patienten mit anderen Neoplasien 
 
A) 

Gruppe 1 Integritäts-Index I Integritäts-Index II 

Median 0,26 0,12 

Minimum 0,14 0,06 

Maximum 0,52 0,25 

Perzentile 25 0,18 0,09 

Perzentile 75 0,33 0,16 

                       

B) 
Gruppe 2 Integritäts-Index I Integritäts-Index II 

Median 0,23 0,10 

Minimum 0,01 0,01 

Maximum 0,47 0,22 

Perzentile 25 0,12 0,06 

Perzentile 75 0,29 0,14 

 

C) 
Gruppe 3 Integritäts-Index I Integritäts-Index II 

Median 0,22 0,10 

Minimum 0,07 0,04 

Maximum 0,35 0,16 

Perzentile 25 0,16 0,07 

Perzentile 75 0,29 0,13 
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A) 

 
B) 

 
Abbildung 9: Graphische Darstellung der Integritäts-Indices im Plasma von 
Patienten mit Lungentumoren, benignen Lungenerkrankungen oder anderen 
Neoplasien in Stichprobe 2. A) Integritäts-Index I (Umetani et al.). B) Integritäts-
Index II (Wang et al.) 



34 
 

A) 

 
B) 

 
Abbildung 10: Graphische Darstellung der Integritäts-Indices im Plasma von 
Patienten mit unbehandelten Lungentumoren, Lungentumore unter Therapie, 
benignen Lungenerkrankungen oder anderen Neoplasien in Stichprobe 1. A) 
Integritäts-Index I (Umetani et al.). B) Integritäts-Index II (Wang et al.) 
 

Auch in Stichprobe 2 war eine ähnliche Verteilung der DNA-Integritäts-Indices 

erkennbar (siehe Abbildung 11). 
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A) 

 
B) 

 
Abbildung 11: Graphische Darstellung der Integritäts-Indices im Plasma von 
Patienten mit unbehandelten Lungentumoren, Lungentumore unter Therapie, 
benignen Lungenerkrankungen oder anderen Neoplasien in Stichprobe 2. A) 
Integritäts-Index I (Umetani et al.). B) Integritäts-Index II (Wang et al.) 
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4.4. Diagnostische Sensitivität der DNA-Integritäts-Indices 
 

Weder für den Integritäts-Index I noch für den Integritäts-Index II konnte in 

Stichprobe 1 im Kruskal-Wallis-Test ein signifikanter Unterschied zwischen den drei 

Gruppen festgestellt werden (p-Werte: 0,424 und 0,851). Auch nach der weiteren 

Unterteilung von Gruppe 1 zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den 

Gruppen (p-Werte 0,536 und 0,839). Im Man-Whitney-U-Test bei der 

Unterscheidung zwischen Gruppe 1a und Gruppe 2 zeigte sich ebenfalls kein 

signifikanter Unterschied der DNA-Integritäts-Indices, obwohl sich eine Tendenz in 

Richtung Signifikanz für den DNA-Integritäts-Index I abzeichnete (p-Wert: 0,181). 

Die diagnostische Kapazität der beiden DNA Integritäts-Indices, bezogen auf den 

Vergleich von Patienten mit bisher unbehandelten Lungentumoren (Gruppe 1a) und 

jenen mit korrespondierenden benignen Lungenerkrankungen (Gruppe 2), war 

jedoch gering. Die Area under the curve (AUC) der Receiver operating characteristic 

(ROC)-Kurve erreichte für den Integritäts-Index I einen Wert von 0,420 und für den 

Integritäts-Index II 0,449 (siehe Abbildung 12). 

 

 
Abbildung 12: Receiver operating characteristic (ROC)-Kurve für beide Integritäts-
Indices in Stichprobe 1 
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Die Area under the curve (AUC) der Receiver operating characteristic (ROC)-Kurve 

für Stichprobe 2 erreichte dagegen für den Integritäts-Index I einen Wert von 0,635 

und für den Integritäts-Index II 0,659 (siehe Abbildung 13). Die diagnostische 

Kapazität der beiden DNA Integritäts-Indices, bezogen auf den Vergleich von 

Patienten mit bisher unbehandelten Lungentumoren (Gruppe 1a) und mit benignen 

Lungenerkrankungen (Gruppe 2), war damit im Schnitt größer als in Stichprobe 1.  

Im Vergleich der 95%-Konfidenzintervalle zeigen sich jedoch Überschneidungen der 

AUC-Werte (siehe Tabelle 17). Der gemessene Unterschied zwischen den AUC-

Werten beider Stichproben war somit nicht signifikant.  

Letzten Endes konnte auch in Stichprobe 2 kein signifikanter Unterschied zwischen 

den drei bzw. 4 Gruppen im Kruskal-Wallis-Test für die DNA-Integritäts-Indices 

festgestellt werden (p-Werte > 0,05). 

 

 
Abbildung 13: Receiver operating characteristic (ROC)-Kurve für beide Integritäts-
Indices in Stichprobe 2 
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Tabelle 17: AUC-Werte für die ROC-Kurven mit jeweiligen 95%-Konfidenzintervall 

Stichprobe 

1 
AUC 

Standard-

fehler 

Asymp-

totische Sig. 

Asymptotische 

95%-

Untergrenze 

Asymptotische 

95%-

Obergrenze 

Integritäts-

Index I 

0,42

0 
0,061 0,181 0,300 0,539 

Integritäts-

Index II 

0,44

9 
0,062 0,397 0,327 0,571 

Stichprobe 

2 
AUC 

Standard-

fehler 

Asymp- 

totische Sig. 

Asymptotische 

95%-

Untergrenze 

Asymptotische 

95%-

Obergrenze 

Integritäts-

Index I 

0,63

5 
0,106 0,219 0,427 0,843 

Integritäts-

Index II 

0,65

9 
0,104 0,148 0,455 0,862 
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5. Diskussion 
 
Mit einer hohen Inzidenzrate und Anzahl von jährlichen Todesfällen nimmt 

Lungenkrebs national sowie international eine bedeutende Stellung unter allen 

Krebserkrankungen ein (Robert-Koch-Institut und Gesellschaft der 

epidemiologischen Krebsregister in Deutschland 2015; Robert Koch-Institut 2016; 

Siegel et al. 2015). 

Zur Diagnosesicherung von Lungentumoren werden heutzutage v.a. bioptische 

Methoden verwendet (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF 

(Leitlinienprogramm Onkologie) 2018). Allerdings handelt es sich dabei um mehr 

oder weniger invasive Verfahren, deren Erfolgsaussichten zwar sehr gut, aber 

häufig von der Größe und Lokalisation des Tumors abhängig sind (Deutsche 

Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF (Leitlinienprogramm Onkologie) 

2018). 

Herkömmliche Biomarker wie CYFRA 21-1, CEA, NSE etc. sind einzeln genommen 

weder sehr sensitiv noch organ- oder tumorspezifisch. Daher eignen sie sich nicht 

für Screeningzwecke bei Lungentumoren. Ein viel versprechender Marker könnte 

jedoch ProGRP sein, welcher sich in Studien zusammen mit NSE als ein guter 

Tumormarker für SCLC und als einer der sensitivsten Marker bei der 

Unterscheidung zwischen SCLC und NSCLC bzw. SCLC und benignen 

Lungenerkrankungen zeigte (Molina et al. 2005; Molina et al. 2004; Shibayama et al. 

2001; Oh et al. 2016). Dennoch kann die diagnostische Wertigkeit dieses Markers 

durch äußere Einflüsse wie die Nierenfunktion beeinträchtigt werden: Es zeigten 

sich die meisten falsch-positiven Ergebnisse bei ProGRP bei gleichzeitigem 

Vorliegen von Nierenversagen (Molina et al. 2004). In einer weiteren Studie von 

Molina et al. war ProGRP immerhin bei 13% der Patienten mit benignen 

Erkrankungen erhöht (Molina et al. 2005).  

Das Problem der meisten der oben genannten Marker liegt schließlich darin, dass 

sie auch bei anderen Tumorerkrankungen oder benignen Lungenerkrankungen 

erhöht sein können (Molina et al. 2005; Oremek et al. 2007; Okamura et al. 2013; 

Barak et al. 2004). Außerdem gibt es nicht immer einen klaren Zusammenhang 

zwischen einigen dieser Marker und einem bestimmten histologischen Tumortyp 

(Adenokarzinom, Plattenepithelkarzinom SCLC etc.) (Molina et al. 2005). Die 

Untersuchung von mehreren verschiedenen Biomarkern könnte hierbei bei der 

Unterscheidung zwischen den histologischen Tumortypen bzw. Subtypen  eine 

nützliche Hilfe sein (Yang et al. 2016).  Einige Studien konnten ebenfalls zeigen, 
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dass eine Kombination der oben genannten Biomarker die Sensitivität und 

diagnostische Wertigkeit erhöht (Molina et al. 2003; Gruber et al. 2008; Okamura et 

al. 2013). Seemann et al. dagegen fanden bei einer Kombination von CEA, CYFRA 

21-1 und NSE zwar eine erhöhte Sensitivität in Bezug auf die Unterscheidung 

zwischen malignen und benignen Lungenrundherden, allerdings wurde dadurch die 

Spezifität im Vergleich zu den Biomarkern einzeln vermindert. (Seemann et al. 

1999). Auch Nukleosomen sind nach Holdenrieder et al. keine geeignete 

Alternative, da sie auch bei benignen Erkrankungen erhöht sein können 

(Holdenrieder et al. 2008a) Ob sich die oben genannten Marker jemals für die 

Diagnostik von Lungentumoren eignen, bleibt offen und muss durch weitere, v.a. 

prospektive, Studien erst erforscht werden.   

Die Bestimmung von cfDNA oder des DNA-Integritäts-Index in so genannten "liquid 

biopsies", könnte somit eine weniger invasive, schnelle und einfache Alternative im 

Vergleich zu bioptischen Verfahren oder zumindest ein zusätzliches Mittel bei der 

Diagnostik von Lungentumoren sein.  

In der Literatur wurde die Messung der Gesamtmenge an cfDNA bei 

Tumorerkrankungen als diagnostischer Biomarker bislang kontrovers diskutiert.   

In einer Meta-Analyse über die quantitative Analyse von cfDNA bei NSCLC kamen 

die Autoren zu dem Schluss, dass die Gesamtmenge an cfDNA ein 

vielversprechender Biomarker bei der Unterscheidung von Patienten mit NSCLC 

und gesunden Personen sei, vor allem wenn dieser mit anderen Biomarkern 

kombiniert würde (Jiang et al. 2016).  Zhang et al. sind dagegen der Meinung, dass 

die Messung der Gesamtmenge an cfDNA zwar nicht schlechter als konventionelle 

diagnostische Biomarker sei, aber die Fähigkeit zur Unterscheidung zwischen 

Patienten mit Lungentumoren und gesunden Individuen zu gering wäre, um diesen 

als einzigen Marker einzusetzen (Zhang et al. 2010). Jung et al. halten es ebenfalls 

für ungewiss, ob die Messung der Gesamtmenge an cfDNA im Plasma oder Serum 

von Tumorpatienten jemals als alleiniger diagnostischer Biomarker eingesetzt 

werden oder ob dieser lediglich als zusätzlicher Marker dienen kann (Jung et al. 

2010).  

In einem Paper von Gao et al. äußerten die Autoren die Vermutung, dass der DNA-

Integritäts-Index einen größeren Nutzen haben könnte als die reine gemessene 

Menge an cfDNA bei Patienen mit akuter Leukämie (Gao et al. 2010). Fleischhacker 

und Schmidt kamen ebenfalls zu dem Entschluss, dass die reine Messung an 

cfDNA zu unspezifisch sei, um definierte Erkrankungen voneinander zu 

unterscheiden (Fleischhacker und Schmidt 2007).  
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Das Augenmerk dieser Arbeit lag daher auf qualitativen Veränderungen der cfDNA 

in Form von DNA-Integritäts-Indices nach Wang et al. und Umetani et al. (Wang et 

al. 2003; Umetani et al. 2006c; Umetani et al. 2006b) zur Unterscheidung zwischen 

Patienten mit Lungenkrebs (unbehandelt sowie unter/nach Therapie) und Patienten 

mit benignen Lungenerkrankungen wie Bronchitis, Sarkoidose, Asthma etc.  

Zum Vergleich wurden zusätzlich Patienten mit anderen Neoplasien untersucht.  

 

5.1 Präanalytische Faktoren und Limitationen 
 
In der Literatur finden sich bezüglich des DNA-Integritäts-Index und seiner 

diagnostischen Kapazität bei Tumorerkrankungen widersprechende Ergebnisse. So 

vermuten Schmidt et al. sowie Holdenrieder et al., dass präanalytische und 

analytische Faktoren einer der Gründe für die unterschiedlichen Resultate der 

Studien sein könnten (Schmidt et al. 2008; Holdenrieder et al. 2008b). Es liegt nahe, 

dass Aspekte wie die Wahl des Ausgangsmaterials (Serum, Plasma etc.), die 

Vorauswahl der Patienten oder die Behandlung und Aufbewahrung von Proben 

einen erheblichen Einfluss auf die Ergebnisse einer Studie haben können.  

Somit konnte auch in dieser Studie nicht ausgeschlossen werden, dass durch die 

Auswahl der Patienten eine Verzerrung der Ergebnisse provoziert wurde. Um 

diesen Effekt zu mindern, wurden die Patienten aus der Datenbank zufällig 

ausgewählt und erst nachträglich in die entsprechenden drei bzw. vier Gruppen 

einkategorisiert.   

Weiterhin ist die Größe der Stichprobe eine mögliche Limitation der Studie. Diese ist 

mit 183 Patienten in Stichprobe 1 und 40 Patienten in Stichprobe 2 relativ klein, um 

unbedingt auf die Grundgesamtheit schließen zu können, sodass die Ergebnisse 

dieser Studie erst durch weitere Studien, v.a. auch durch multizentrische Studien, 

validiert werden müssen. Im Gegensatz zu dieser Studie sollten diese auch 

prospektiv sein, um überhaupt eine Aussage über den generellen Wert dieser 

Marker für die Klinik fällen zu können. Verglichen mit anderen Studien ist der 

Umfang von 183 Patienten in Stichprobe 1 jedoch ähnlich groß oder teilweise sogar 

größer (vgl. Bedin et al. 2016: insg. 192 Patienten, Szpechcinski et al. 2016: insg. 

109 Patienten, El-Gayar et al. 2016: insg. 80 Patienten). Das inhaltliche Problem, 

dass der DNA-Integritäts-Index als diagnostischer Marker bei Lungentumoren wenig 

geeignet ist, würde wahrscheinlich bleiben. 

Des Weiteren wurde bei den Patienten mit Lungentumoren keine weitere 

Unterscheidung zwischen NSCLC oder SCLC vorgenommen. Möglicherweise 

verhalten sich diese beiden Tumortypen jedoch unterschiedlich bezüglich der 
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Freisetzung von bestimmten DNA-Fragmenten und verfälschen folglich das 

Ergebnis der Studie. Die histologischen Typen bzw. Subtypen unterscheiden sich 

scheinbar zumindest bei der Freisetzung von bestimmten Proteinen (Yang et al. 

2016).  

Des Weiteren wurde auch keine weitere Differenzierung in Chemotherapie, 

Radiotherapie, Radio-Chemotherapie oder OP bei den Patienten mit 

Lungentumoren, welche unter Therapie standen, durchgeführt.  

Die Wahl des Ausgangsmaterials ist zusätzlich ein wichtiger Faktor, der 

berücksichtigt werden sollte. Da der DNA-Integritäts-Index in Blutproben von 

Patienten untersucht werden sollte, gab es nur die zwei Möglichkeiten: Plasma oder 

Serum. Auch hier gibt es in der Literatur widersprüchliche Meinungen. Umetani et al. 

sind zum Beispiel der Auffassung, dass Serum ein besseres Ausgangsmaterial als 

Plasma sei, da die in ihrer Studie gemessene Menge an cfDNA sechsmal so hoch 

war wie im vergleichbaren Plasma (Umetani et al. 2006a). Generell konnte auch in 

anderen Studien eine insgesamt höhere Konzentration von cfDNA im Serum als im 

Plasma gemessen werden (Thijssen et al. 2002; Lui et al. 2002; Lee et al. 2001).  

Viele Autoren halten dennoch Plasma für wesentlich geeigneter, denn sie konnten 

zum Teil zeigen, dass die Konzentrationsunterschiede zwischen Plasma und Serum 

hauptsächlich Folge einer in-vitro Lyse von Leukozyten durch Koagulations-

Prozesse sind und dass am Ende nicht nur reine cfDNA im Serum gemessen wurde 

(Lee et al. 2001; Lui et al. 2002; Thijssen et al. 2002). In einer anderen Studie 

konnte zusätzlich gezeigt werden, dass der Gehalt an der von Tumorzellen 

stammenden cfDNA wesentlich höher im Plasma als im Serum von Patienten war 

(Thierry et al. 2010).  

Aufgrund dieser Studienlage wurde in dieser Studie Plasma als Ausgangsmaterial 

gewählt, um eine mögliche Verfälschung der Ergebnisse durch genomische DNA 

aus degenerierten, also zugrunde gegangenen Leukozyten reduzieren zu können. 

Die Blutproben wurden dazu in EDTA-Röhrchen gesammelt, da EDTA als 

zuverlässiges Antikoagulanz für DNA-Analysen von Plasma gilt (Lam et al. 2004).  

Der Einsatz von Assays mit verschiedenen Zielsequenzen wie K-ras oder ALU-

Sequenzen stellt ein weiteres Problem dar und mindert die Vergleichbarkeit aller 

bisherigen Studien. So könnte die Art des Tumors bei der Messung von ganz 

bestimmten cfDNA-Fragmenten in Plasma- oder Serumproben von Tumorpatienten 

eine entscheidende Rolle spielen. Damit wäre die Auswahl idealer Sequenzen für 

eine ganz bestimmte Tumorerkrankung von größter Wichtigkeit für die Ergebnisse 

der Studien. Bronkhorst et al. äußern in einer ihrer Studien ebenfalls die Vermutung, 

dass cfDNA selektiv freigesetzt werden könnte (Bronkhorst et al. 2016c). Sie 
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konnten zeigen, dass die Zellkulturen 143B, RD, ZANLP zwar die Haushaltsgene 

(engl. house keeping genes) SDHA, ATP5B sowie CYC1 exprimierten, jedoch nicht 

als cfDNA in ihre Umgebung freisetzten. Puszyk et al. konnten weiterhin eine 

ungleiche Repräsentation verschiedener genomischer DNA Sequenzen in gesunden 

Probanden nachweisen (Puszyk et al. 2009). Ob dieser beobachtete Effekt Folge 

einer selektiven Freisetzung von DNA-Sequenzen (Bronkhorst et al. 2016c), einer 

nichtzufälligen Spaltung bei der Produktion von cfDNA und / oder einer selektiven 

Elimination bestimmter DNA-Sequenzen ist (Puszyk et al. 2009) bleibt offen. 

Eventuell spielen auch mehrere Faktoren eine Rolle.  

Doch nicht nur die Auswahl der Ziel-Sequenzen, sondern auch der Fragmentlängen 

hat wahrscheinlich einen Einfluss auf den Integritäts-Index und letzten Endes auch 

auf die Ergebnisse einer Studie. So untersuchten Mouliere et al. mehrere 

verschiedene Fragmentlängen des Zielgens K-ras und bestimmten deren 

Konzentration und die Integritäts-Indices im Plasma von Patienten mit 

metastasierten Kolonkarzinomen und gesunden Individuen (Mouliere et al. 2011). 

Interessanterweise fanden sie, genauso wie Ellinger et al., einen niedrigeren DNA-

Integritäts-Index bei den Tumorpatienten als bei den gesunden Kontrollen (Ellinger 

et al. 2008b). Die Differenz zwischen den DNA-Integritäts-Indices bei Patienten mit 

Kolonkarzinom versus denen bei gesunden Individuen war dabei abhängig von den 

gemessenen Fragmenten zueinander. Die höchste Differenz erzielte der DNA-

Integritäts-Index K-ras 300 / K-ras 60.  Mouliere et al. schlussfolgerten, dass die 

Diskrepanz zwischen den Studien u.a. auch durch die Wahl der zu messenden 

Fragmentlängen entstehe und dass der größte Teil an cfDNA aus Tumorzellen 

womöglich als Fragmente <100bp vorliegen könnte (Mouliere et al. 2011).  

Underhill et al. kamen in ihrer Studie ebenfalls zu der Erkenntnis, dass die 

Untersuchung von ganz bestimmten Fragmentlängen die Chance der Detektion von 

cfDNA, welche vor allem von Tumorzellen stammt, erhöht (Underhill et al. 2016).  

 
5.2 Interpretation der Ergebnisse  
 

Mit dieser Studie sollte überprüft werden, inwieweit es möglich ist, mit Hilfe des 

DNA-Integritäts-Index (Index I nach Umetani et al. und Index II nach Wang et al.), 

zwischen Patienten mit Lungentumoren und solchen mit benignen 

Lungenerkrankungen, wie z.B. Bronchitis, Pneumonie oder Sarkoidose, zu 

differenzieren. Weiterhin wurde untersucht, ob es zusätzlich möglich ist, mit Hilfe 

dieses Index sogar zwischen Patienten mit Lungentumoren und Patienten mit 

anderen Neoplasien unterscheiden zu können.  
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Dazu wurden die Konzentrationen von einem 60bp und einem 300bp langem 

Fragment des Gens K-ras gemessen und der Integritäts-Index I nach Umetani et al. 

sowie der Integritäts-Index II nach Wang et al. bestimmt. Die Primer wurden dabei 

aus einer Arbeit von Mouliere et al. übernommen (Mouliere et al. 2011). 

Von den gesamten 191 Proben aus Stichprobe 1 konnten 183 Proben für die Studie 

verwendet werden, denn bei acht Proben ergab die qPCR kein valides Ergebnis von 

Ct-Werten. Dies könnte an einer möglicherweise zu geringer Menge an DNA in den 

Proben selbst gelegen haben. Schließlich wurden die Proben aus Stichprobe 1 ein 

Jahr aufbewahrt, bevor sie weiterverwendet wurden. Zwar konnte gezeigt werden, 

dass eine längere Aufbewahrung von DNA-Proben zu einer Abnahme des Gehalts 

an DNA in den Proben führt (El Messaoudi et al. 2013; Sozzi et al. 2005),  allerdings 

wird der Verlust an DNA doch häufig höher, mit bis zu 30% pro Jahr durch die 

Aufbewahrung bei -20°C, angegeben (Sozzi et al. 2005). In dieser Studie war der 

Verlust aber mit gerade einmal 4% deutlich geringer. Eine Studie von Daniotti et al. 

konnte dagegen bei der quantitativen Bestimmung von cfDNA aus DNA-Proben, 

welche bei -20 °C für mindestens zwölf Monate aufbewahrt wurden, ähnliche 

Resultate erzielen als wäre die quantitative Bestimmung direkt im Anschluss an die 

DNA-Extraktion erfolgt (Daniotti et al. 2007). Bei der Aufbewahrung von 

Plasmaproben bei -80°C für mindestens zwölf Monate zeigte sich allerdings ein 

Absinken der Menge an DNA (Daniotti et al. 2007). Ähnliche Effekte konnten in 

einer Studie von Pinzani et al. beobachtet werden. Sie konnten insgesamt eine 

Reduktion der Menge an DNA um 38% nachweisen, wenn die Plasmaproben 

zunächst bei -80°C für fünf bis einundzwanzig Monate aufbewahrt wurden (Pinzani 

et al. 2014).  

Im Vergleich zu Stichprobe 1 dieser Studie konnten in Stichprobe 2, wo die PCR-

Messung relativ zeitnah nach der DNA-Isolation durchgeführt wurde, bei allen 40 

DNA-Proben Ct-Werte ermittelt werden. Insgesamt betrachtet konnten aber auch für 

den größten Teil (ca. 96%) der ca. ein Jahr aufbewahrten DNA-Proben aus 

Stichprobe 1 Ct-Werte gemessen werden und daraus dann die entsprechenden 

DNA-Integritäts-Indices bestimmt werden.  

Wie in Kapitel 3.2.8 schon erwähnt, kann der DNA-Integritäts-Index theoretisch nur 

zwischen 0 und 1 variieren. Bei vier Proben aus Stichprobe 1, davon zwei Proben 

aus der Gruppe mit anderen Neoplasien und jeweils einer aus der Gruppe mit 

Lungentumoren sowie aus der Gruppe mit benignen Lungenerkrankungen, ergaben 

die errechneten Integritäts-Indices II allerdings Werte über 1. Der entsprechende 

DNA-Integritäts-Index I war dagegen nur bei einer Probe aus der Gruppe mit 

anderen Neoplasien über 1. Dies könnte an technischen Gründen wie einem 
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unvollständigen Pipettieren der DNA-Probe, einer inkonsistenten Abnahme von 

Plasma oder eben wieder an dem Alter der DNA-Proben selbst gelegen haben. Im 

Unterschied zu Stichprobe 1 kamen bei Stichprobe 2 keine Werte für die DNA-

Integritäts-Indices  über 1 vor.  

Letzten Endes konnte jedoch sowohl in Stichprobe 1 als auch in Stichprobe 2 weder 

für den Integritäts-Index I noch für den Integritäts-Index II ein signifikanter 

Unterschied zwischen den drei Gruppen festgestellt werden (Kruskal-Wallis-Test). 

Da einige der Patienten aus Gruppe 1 bereits behandelt oder zumindest 

anbehandelt waren und es bislang nicht sicher ist, welchen Einfluss eine Therapie 

wie Chemotherapie, Radiotherapie etc. auf diesen DNA-Integritäts-Index bei 

Patienten mit Lungentumoren hat, wurde die Gruppe 1 noch einmal aufgeteilt in 

Patienten mit Erstdiagnose, also unbehandelten Lungentumoren (Gruppe 1a) und 

Patienten mit Lungentumoren unter/nach Therapie (Gruppe 1b). Ein möglicher 

Einfluss einer Therapie auf den DNA-Integritäts-Index, welcher zumindest schon bei 

anderen Tumorerkrankungen (Kolorektales Karzinom, klarzelliges Nierenzell-

karzinom, Nasopharyngeales Karzinom) und DNA-Integritäts-Indices gezeigt 

werden konnte (Agostini et al. 2011; Chan et al. 2008; Gang et al. 2010; Hao et al. 

2014; ), sollte somit ausgeschlossen werden. Allerdings konnte in jenen Studien 

nicht bei allen Patienten ein Absinken des DNA-Integritäts-Index beobachtet 

werden, was als ein unzureichendes Ansprechen auf die Therapie gedeutet wurde 

und nur in einer der Studien histologisch verifiziert wurde (Agostini et al. 2011). Von 

einer kompletten Remission war jedoch bei den wenigsten Patienten die Rede. 

Somit zeigte sich auch nach einer weiteren Unterteilung kein signifikanter 

Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen. Im Man-Whitney-U-Test zeigte sich 

zwar eine leichte Tendenz in Richtung Signifikanz bei der Unterscheidung zwischen 

Patienten mit unbehandelten Lungentumoren und Patienten mit benignen 

Lungenerkrankungen (p=0,181 für den DNA-Integritäts-Index I in Stichprobe 1), 

doch zeigte sich in der entsprechende ROC-Kurve eine relativ geringe 

diagnostische Kapazität des Index (s.u.).  

Insgesamt gesehen hatten das Alter der Plasmaproben und deren 

Aufbewahrungszeit im Tiefkühlschrank bei -80°C sowie die Aufbewahrungszeit der 

DNA-Proben bei -20°C einen vernachlässigbaren Einfluss auf die DNA-Integritäts-

Indices und deren diagnostische Kapazität bei der Unterscheidung Lungentumor 

versus benigne Lungenerkrankung. So erreichte die AUC in Stichprobe 1 bei der 

Differenzierung zwischen bisher unbehandelten Lungentumoren und benignen 

Lungenerkrankungen für den Integritäts-Index I einen Wert von 0,420 und bei dem 

Integritäts-Index II 0,449. In Stichprobe 2 lag die AUC für den Vergleich von 
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Patienten mit unbehandelten Lungentumoren und Patienten mit benignen 

Lungenerkrankungen für den Integritäts-Index I bei 0,635 und für den Integritäts-

Index II bei 0,659. In Stichprobe 1 lagen dabei die AUC-Werte für den DNA-

Integritäts-Index I mit einer 95% Wahrscheinlichkeit zwischen 0,300 und 0,539. In 

Stichprobe 2 dagegen zwischen 0,427 und 0,843. Der DNA-Integritäts-Index II 

verhielt sich in beiden Stichproben ähnlich wie der DNA-Integritäts-Index I (siehe 

Tabelle 17). Die 95%-Konfidenzintervalle der AUC-Werte beider Stichproben sowie 

beider Indices beinhalteten somit den Wert 0,5. Ein Ergebnis, welches auf einen 

Zufallsprozess hindeutet. Folglich war es auch reiner Zufall, dass in Stichprobe 1 ein 

größerer Wert der DNA-Integritäts-Indices tendenziell eher für Patienten mit 

benignen Lungenerkarkungen sprach, während es sich in Stichprobe 2 genau 

andersherum verhielt.  

In Stichprobe 2 zeigte sich zusammengefasst eine geringere Spannbreite der 

Konzentrationen für K-ras 60 sowie K-ras 300 (z.B. 0,13 - 3,34 ng/µl für die 

Konzentration von K-ras 60 vs. 0,10 - 14,20 ng/µl in Stichprobe 1). Auch die DNA-

Integritäts-Indices zeigten in Stichprobe 2 weniger Schwankungen (vgl. Kapitel 4.3). 

Allerdings lagen der Median und die Perzentilen 25 und 75 der Konzentrationen für 

K-ras 60, K-ras 300 sowie der DNA-Integritäts-Indices beider Stichproben innerhalb 

der Gruppen wieder relativ dicht beieinander (vgl. Tabelle 12 mit Tabelle 13 und 

Tabelle 14 mit Tabelle 15). Im Vergleich zu Stichprobe 2 kamen also in Stichprobe 1 

zusammengefasst mehr Ausreißer vor. Diese Schwankungen könnten 

möglicherweise bedingt sein durch die längere Aufbewahrungszeit der 

Plasmaproben und/oder der DNA-Proben in Stichprobe 1. Abgesehen von diesen 

Ausreißern jedoch hatte die längere Aufbewahrung der Plasmaproben sowie die 

längere Aufbewahrung der DNA-Proben in Stichprobe 1 insgesamt gesehen einen 

geringen Einfluss auf die Menge der DNA-Fragmente K-ras 60, K-ras 300 und somit 

auch auf die DNA-Integritäts-Indices. 

In Stichprobe 2 zeigte sich außerdem ein leicht besserer AUC-Wert für die 

jeweiligen Integritäts-Indices als in Stichprobe 1. Dabei lag z.B. das 95%-

Konfidenzintervall der AUC für den Integritäts-Index I in Stichprobe 1 zwischen 

0,300 und 0,539, während es für den gleichen Index in Stichprobe 2 zwischen 0,427 

und 0,843 lag (siehe Tabelle 17). Da sich allerdings diese beiden Konfidenz-

intervalle in ihren Werten überschneiden, ist davon auszugehen, dass der 

vermeintlich bessere AUC-Wert (0,635 vs. 0,427 für den DNA-Integritäts-Index I) in 

Stichprobe 2 insgesamt jedoch nicht signifikant war. Dieser Trend zeigte sich 

ebenfalls für den DNA-Integritäts-Index II. Der im Mittel bessere AUC-Wert in 

Stichprobe 2 für beide DNA-Integritäts-Indices ist möglicherweise auch durch die 
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kleinere Stichprobenzahl bedingt. Um eine genauere Aussage tätigen zu können, 

müsste dieser Versuch mit nur einer Stichprobe zu unterschiedlichen Zeitpunkten 

durchgeführt werden. 

Zunächst betrachtet stehen die Ergebnisse dieser Studie im Widerspruch zu den 

Ergebnissen von Szpechcinski et al., welche einen Unterschied des DNA-Integritäts-

Index zwischen Patienten mit NSCLC sowie Patienten mit benignen radiologischen 

Rundherden sowie gesunden Kontrollen festgestellt haben (Szpechcinski et al. 

2016).  

Tatsächlich war allerdings in jener Studie nur zwischen den Patienten mit NSCLC 

und den gesunden Kontrollen ein signifikanter Unterschied zu sehen. Die Autoren 

betrachteten lediglich die ROC-Kurve zwischen Patienten mit NSCLC versus 

Patienten mit benignen Rundherden plus den gesunden Kontrollen. Sie verglichen 

diese Diskriminationsfähigkeit des DNA-Integritäts-Index mit herkömmlichen 

diagnostischen Mitteln wie Kontrastmittel-CT, 18F-FDG PET oder Spiral-CT und 

kamen zu der Schlussfolgerung, dass die Unterscheidungsfähigkeit des Integritäts-

Index vergleichbar mit den bisherigen diagnostischen Verfahren sei. Der AUC-Wert 

von 0,80 könnte aber auch lediglich Folge der Miteinbeziehung der gesunden 

Kontrollen sein, da sich dort zumindest ein signifikanter Unterschied zwischen den 

beiden Gruppen zeigte.  

Wichtiger wäre jedoch, gesondert die AUC für die Diskrimination zwischen Patienten 

mit NSCLC und den Patienten mit benignen Rundherden allein zu betrachten. Denn 

schließlich muss der DNA-Integritäts-Index, wenn er für diagnostische Zwecke 

eingesetzt werden soll, nicht zwischen Patienten mit Lungentumoren und gesunden 

Personen, sondern v.a. jene Patienten unterscheiden können, die ähnliche 

Symptome wie die Patienten mit Lungenkrebs zeigen oder Rundherde in der 

Radiologie aufweisen, letzten Endes jedoch nicht an Lungenkrebs erkrankt sind. 

Daher wurden in dieser Studie auch keine weiteren gesunden Kontrollen 

miteinbezogen. Da Szpechcinski et al. zudem eine andere Zielsequenz (Aktin) und 

somit auch einen anderen Index verwendeten, ist die Vergleichbarkeit dieser Arbeit 

mit jener Studie schwierig.  

Andere Studien konnten ebenfalls einen signifikanten Unterschied zwischen 

Krebspatienten und den korrenspondierenden benignen Erkrankungen zeigen (Hao 

et al. 2014; Bedin et al. 2016; El-Gayar et al. 2016; Huang et al. 2016; Stötzer et al. 

2014). Allerdings fällt auf, dass in diesen häufig nur wenige Patienten (häufig 

deutlich unter 56 Patienten wie in dieser Studie in Stichprobe 1) mit benignen 

Erkrankungen in die Studien mit einbezogen wurden, sodass deren Aussagekraft 

eingeschränkt bleibt. Zudem untersuchten jene Studien, abgesehen von der Studie 
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von Szpechcinski et al., keine Lungentumore sondern andere Tumorentitäten 

(Kolorekatle Karzinome, Brusttumoren etc.). 

Letzten Endes bestätigen die Ergebnisse dieser Studie frühere Ergebnisse mit einer 

kleineren Stichprobe (Schmidt et al. 2008). In einer Studie von Holdenrieder et al. 

konnten die Autoren ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten 

mit Tumorerkrankung und Patienten mit korrespondierenden benignen 

Erkrankungen erkennen (Holdenrieder et al. 2008b).  

 

5.3 Schlussfolgerung 

 

Insgesamt ist eine Vergleichbarkeit der Studien über den DNA-Integritäts-Index sehr 

schwierig, da präanalytische Faktoren sicherlich einen Einfluss auf die Ergebnisse 

der Studien haben und es bislang kein standardisiertes Verfahren für DNA-

Integritäts-Index-Assays gibt (Schmidt et al. 2008; Holdenrieder et al. 2008b). Ein 

wichtiger Schritt wäre deshalb die Erstellung von standardisierten Methoden für die 

Aufbereitung, Behandlung und Messung von Proben, so wie es Jung et al. 

vorschlagen (Jung et al. 2010). In einem Paper von El Messaoudi et al. analysierten 

die Autoren so zum Beispiel mit Hilfe den Ergebnissen aus anderen Studien 

präanalytische Faktoren, welche einen Einfluss auf quantitative Messungen von 

cfDNA haben, um somit eine Art Leitstruktur finden zu können, anhand derer sich 

andere Wissenschaftler orientieren können (El Messaoudi et al. 2013). Drei Jahre 

später veröffentlichten Bronkhorst et al. ebenfalls ein Paper, in dem sie Vorschläge 

zu dem Umgang, der Aufbereitung von cfDNA etc. geben, um damit eine  

Standardvorgehensweise zu erstellen (Bronkhorst et al. 2016a). 

Zusätzlich müssten mittels Grundlagenforschung die Mechanismen zur Freisetzung 

von cfDNA aus gesunden, entzündeten und malignen Zellen zunächst ausreichend 

geklärt werden. Denn der DNA-Integritäts-Index beruht auf der Hypothese, dass 

Tumorzellen cfDNA auch durch nekrotische Prozesse freisetzen (Jahr et al. 2001). 

Die Ergebnisse dieser Studie zeigten jedoch, dass in Patienten mit Lungentumoren 

nicht nur größere Fragmente über 100bp freigesetzt wurden (K-ras 60bp langes 

Fragment). Wie auch in anderen Studien schon erwähnt, lässt dies vermuten, dass 

noch weitere Mechanismen wie Apoptose etc. eine Rolle spielen könnten (Stroun et 

al. 2001a; Suzuki et al. 2008; Stroun et al. 2001b).   

Eine Analyse von Fragmentlängen und der daraus ermittelten DNA-Integritäts-

Indices, wie sie Mouliere et al. durchgeführt haben, könnte wertvolle Erkenntnisse 

für die Erstellung der bestmöglichsten Fragmentkonstellation geben. Denn 

möglicherweise ist die Differenzierungsfähigkeit des DNA-Integritäts-Index zwischen 
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Tumorerkrankung oder gesunden Kontrollen abhängig von den verwendeten 

Fragmentlängen (Mouliere et al. 2011). Underhill et al. schlagen vor, eine 

"experimentell oder bioinformatische Isolation von ganz bestimmten 

Fragmentlängen" durchzuführen, um gerade cfDNA, welche v.a. von Tumorzellen 

stammt, zu identifizieren (Underhill et al. 2016). In Tiermodellen von GBM und 

Hepatozellulären Karzinomen fanden sie heraus, dass der größte Anteil an cfDNA, 

welcher vom Tumor stammt (ctDNA = circulating tumor DNA) 134 und 144 bp lang 

war, während normale cfDNA dagegen im Mittel 167 bp lang war. Sie 

schlussfolgerten, dass ctDNA im Vergleich zu normaler cfDNA durch bestimmte 

Prozesse mehr fragmentiert werden könnte, wobei die genauen Mechanismen noch 

unklar bleiben (Underhill et al. 2016). Jiang et al. untersuchten das Größenprofil von 

cfDNA bei Patienten mit Hepatozellulärem Karzinomen, chronischer Hepatitis, 

Hepatitis assoziierter Zirrhose und gesunden Kontrollen und fanden eine positive 

Korrelation zwischen kurzen cfDNA Molekülen und der Konzentration an vom Tumor 

stammenden DNA. Das heißt, je höher der Anteil der Konzentration an vom Tumor 

stammenden DNA war, desto kürzere cfDNA Fragmente wurden im Mittel 

gemessen (Jiang et al. 2015).  

Erkenntnisse aus solchen Studien könnten zur Verbesserung von DNA-Integritäts-

Index-Assays herangezogen werden. Es könnte ermittelt werden, ob sich ein 

anderer DNA-Integritäts-Index besser für die Diagnostik von Lungentumoren, als der 

in dieser Studie verwendete Index mit den Fragmenten K-ras 300 und K-ras 60, 

eignet. Eventuell ist jedoch auch die Auswahl der Zielsequenz bzw. des Gens K-ras 

zu unspezifisch für die Verwendung bei Patienten mit Lungentumoren.  

Aus den Ergebnissen dieser Studie lässt sich schließlich folgern, dass der Einsatz 

von den Fragmenten K-ras 60 und K-ras 300 sowie die daraus errechneten DNA-

Integritäts-Indices (DNA-Integritäts-Index I und DNA-Integritäts-Index II) ungeeignet 

waren, um zwischen Patienten mit bisher unbehandelten Lungentumoren, mit an- 

oder behandelten Lungentumoren, mit benignen Lungenerkrankungen oder sogar 

mit anderen Neoplasien zu unterscheiden. Diese Ergebnisse bestätigen vorherige  

Versuche mit einer kleineren Stichprobe (Schmidt et al. 2008).  

Damit scheidet dieser gemessene DNA-Integritäts-Index alleine als diagnostischer 

Biomarker bei Lungentumoren aus. Inwieweit die Untersuchung einer anderen DNA-

Sequenz oder die Verwendung von anderen Fragmenten einen Unterschied 

gemacht hätten, lässt sich nur schwer einschätzen und muss erst durch weitere 

Studien ermittelt werden. Ggf. kann, wie es z.B. auch andere Autoren vorschlagen 

(Yu et al. 2014; Zaher et al. 2013; Holdenrieder et al. 2008b), durch die Verknüpfung 
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von weiteren Biomarkern wie der Gesamtmenge an cfDNA etc. eine höhere 

Sensitivität erreicht werden.  

Außerdem ist zu bedenken, dass in dieser Studie vereinfachend retrospektiv alle 

Lungentumoren betrachtet wurden und keine weitere Unterscheidung zwischen 

NSCLC oder SCLC vorgenommen wurde. Möglichweise verhalten sich diese 

Tumoren jedoch unterschiedlich bezüglich des verwendeten DNA-Integritäts-Index. 

Auch dies muss in weiteren Studien noch geklärt werden. 

Ohne weitere Grundlagenforschung über cfDNA und deren Freisetzung aus den 

Zellen wird es jedoch erst einmal schwierig, diesen oder andere DNA-Integritäts-

Indices für diagnostische Zwecke bei Lungentumoren zu etablieren, da zu viele 

Dinge nur spekulativ bleiben.  
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6. Zusammenfassung 

In einer Arbeit von Wang et al. wurde zum ersten Mal die diagnostische Sensitivität 

des DNA-Integritäts-Index untersucht (Wang et al. 2003). Dazu wurden im Plasma 

von Patienten mit  gynäkologischen Tumoren und Patienten ohne neoplastische Er-

krankungen die Konzentrationen von einem 400bp und einem 100bp langem PCR-

Produkt des β-Aktin Gens gemessen und der Integritäts-Index entsprechend be-

rechnet. Der DNA-Integritäts-Index basiert auf der Annahme, dass Tumorzellen 

cfDNA durch Nekrose sowie Apoptose freisetzen und gesunde Zellen nur durch 

Apoptose. Er stellt das Verhältnis von einem großen DNA-Fragment (Entstehung bei 

nekrotischen Prozesse) zu einem kleinen DNA-Fragment (Entstehung eher bei 

Apoptose) dar. Tatsächlich kamen Wang et al. zu dem Ergebnis, dass der Index ein 

geeigneter Biomarker bei der Diagnostik von Tumorerkrankungen sein könnte 

(Wang et al. 2003). Viele weitere Studien folgten und konnten ebenso signifikante 

Unterschiede zwischen gesunden Probanden und Patienten mit 

Tumorerkrankungen wie z.B. Brust-, Hals- und Kopftumoren, Rektumkarzinom, 

Prostatakarzinom, Nierenzellkarzinom, Ösophaguskarzinom oder NSCLC finden 

(Umetani et al. 2006c; Jiang et al. 2006; Agostini et al. 2011; Hanley et al. 2006; 

Tomita et al. 2007; Gang et al. 2010; Tomita et al. 2007; Szpechcinski et al. 2016). 

Dennoch gibt es bislang nur wenige Studien, die den DNA-Integritäts-Index auch 

zwischen Tumorerkrankungen und benignen Erkrankungen untersuchten 

(Holdenrieder et al. 2008b; Schmidt et al. 2008; Stötzer et al. 2014; Szpechcinski et 

al. 2016; Huang et al. 2016; Hao et al. 2014; El-Gayar et al. 2016; Bedin et al. 

2016). Aus diesen Gründen wurde in dieser Arbeit untersucht, ob der DNA-

Integritäts-Index auch zwischen Patienten mit Lungentumoren, unbehandelt sowie 

bereits unter oder nach Therapie, und Patienten mit benignen Lungenerkrankungen 

unterscheiden kann und sich folglich als diagnostischer Biomarker bei 

Lungentumoren eignen könnte. Zusätzlich wurden zum Vergleich die DNA-

Integritäts-Indices bei Patienten mit anderen neoplastischen Erkrankungen 

analysiert. Gemessen wurde ein 60 bp und ein 300 bp langes DNA-Fragment des 

Gens K-ras im Plasma von 191 Patienten in Stichprobe 1 und 40 Patienten in 

Stichprobe 2. Letztere diente als Kontrolle, da die Proben aus Stichprobe 1 bereits 

über 10 Jahre alt waren und ein möglicher Einfluss des Alters der Plasmaproben auf 

den DNA-Integritäts-Index mitberücksichtigt werden sollte.              

Unter Berücksichtigung von Erkenntnissen aus dieser und anderen Studien, sollte 

im zweiten Teil die Eignung des DNA-Integritäts-Index als Biomarker bei der 

Diagnostik von Tumorerkrankung kritisch hinterleuchtet werden.            
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Letzten Endes konnte gezeigt werden, dass der hier zusammengesetzte DNA-

Integritäts-Index (K-ras 300 / K-ras 60) nicht geeignet war, zwischen bisher 

unbehandelten Lungentumoren, Lungentumoren unter bzw. nach Therapie, 

benignen Lungenerkrankungen (Bronchitis, Pneumonie, Sarkoidose etc.) und 

anderen Neoplasien zu unterscheiden. Auch wenn die Stichprobe insgesamt  

gesehen zu klein war, um auf die Grundgesamtheit schließen zu können und durch 

die Einordnung der Patienten in die drei bzw. vier Kategorien: Lungentumor: 

behandelt sowie unbehandelt, benigne Lungenerkrankungen und andere 

Neoplasien schon ein gewisser Bias entstanden sein könnte, so ist dieser Index 

allein ungeeignet, um als diagnostischer Biomarker bei Lungenkrebspatienten 

eingesetzt zu werden. Da es bisher kein einheitliches Verfahren für die DNA-

Isolation und die Bestimmung des DNA-Integritäts-Index gibt und die Studien auch 

häufig verschiedene Zielsequenzen verwendeten, ist es schwer einzuschätzen, ob 

z.B. die Untersuchung von anderen Sequenzen und Fragmentlängen einen 

Unterschied gemacht hätte. Um diese Frage klären zu können, könnte es nützlich 

sein, durch Untersuchungen von mehreren Fragmenten und unterschiedlichen 

Zielsequenzen das Verhalten des daraus ermittelten DNA-Integritäts-Index bei 

Tumorpatienten, Patienten mit benignen Erkrankungen und gesunden Kontrollen zu 

analysieren. Angesichts der Datenlage und Ergebnisse dieser Studie wird es 

allerdings mit Sicherheit schwierig, den DNA-Integritäts-Index als diagnostischen 

Biomarker bei Lungentumoren und vermutlich auch bei anderen 

Tumorerkrankungen zu etablieren.  
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8. Thesen 

1. Der  hier verwendete DNA-Integritäts-Index I nach Umtani et al., bestehend 

 aus den Fragmenten K-ras 300bp / K-ras 60bp, sowie der DNA-Integritäts-

 Index II nach Wang et al., berechnet aus den Ct-Werten für die beiden Frag-

 mente, ließen keine signifikante Unterscheidung zwischen Patienten mit 

 Lungentumoren (sowohl behandelt als auch bisher unbehandelt), Patienten  

 mit korrespondierenden benignen Lungenerkrankungen oder Patienten mit 

 anderen Neoplasien zu. 

2. Die verwendete qPCR-Messung war sensitiv genug, um auch bei DNA-
 Proben, die ein Jahr bei -20°C gelagert wurden, DNA-Fragmente zu 

 messen, sogar wenn diese Fragmente unter 100bp groß waren (K-ras 60 bp 

 langes Fragment).  

3. Selbst bei fast zehn Jahre gelagerten Plasmaproben konnte DNA in ca. 96% 

 der Fälle erfolgreich isoliert werden bzw. konnten weitere Messungen vorge-

 nommen werden. 

4. Weder die Aufbewahrungszeit der Plasmaproben noch die Aufbewahrungs-

 zeit der DNA-Proben hatte einen großen Einfluss auf die diagnostische 

 Kapazität der Integritäts-Indices.  

5. Deskriptive Analysen konnten zeigen, dass prozentual mehr Raucher bzw. 

 Ex-Raucher unter den Patienten mit Lungentumoren waren, als unter den 

 Patienten mit benignen Lungenerkrankungen. 

6. Der hier verwendete DNA-Integritäts-Index, mit einer AUC von 0,420 bzw. 
 0,449 in Stichprobe 1 und 0,635 bzw. 0,659 in Stichprobe 2 bezogen auf die 

 Unterscheidung zwischen Patienten mit unbehandelten Lungentumoren  und 

 Patienten mit benignen Lungenerkrankungen, ist zumindest allein 

 gesehen ungeeignet bei der Diagnostik von Lungenkrebs.  

7.  Der hier verwendete DNA-Integritäts-Index war nicht in der Lage, zwischen 
 verschiedenen Tumorerkrankungen zu unterschieden (Vergleich Gruppe 1 

 und Gruppe 3 in den Tests). Ein Ergebnis, welches dafürspricht, dass der 

 DNA-Integritäts-Index nicht spezifisch für eine ganz bestimmte 

 Tumorerkrankung ist.  
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