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Referat

Die vorliegende Dissertation untersucht den molekularen Marker mSHOX2 in Bezug
auf dessen Eignung als Tumormarker fir das Lungenkarzinom. Dies mit besonderem
Augenmerk auf dessen Verhalten vor und nach operativer Tumortherapie.

Untersucht wurde der Methylierungsgrad des SHOX2-Gens bei 28 Patienten mit
Lungenkarzinom im Stadium I-llIA, welche sich zur operativen Tumortherapie im
Studienzentrum vorstellten.

Es wurden préa-/postoperative Plasmaproben, sowie Bronchiallavage und intraoperativ
Tumorgewebe gewonnen und auf ihnren Gehalt an mSHOX2 untersucht. Dartiberhinaus
wurden die Patienten, soweit méglich, postoperativ weiter verfolgt und bei diesen im
Rahmen der Nachsorgeuntersuchungen in weiteren follow-up Blutplasmaproben
erneut der Methylierungsgrad des SHOX2-Gens gemessen.

Die Ergebnisse zeigen, dass bei Patienten, die préoperativ einen hohen
Methylierungsgrad aufwiesen, es postoperativ zu einem deutlichen Abfall von
mMmSHOX2 kam. Ebenso weisen einige Patienten in den follow-up Untersuchungen nach
initial unauffalligem mSHOX2 Nachweis im Verlauf ansteigende Werte auf. Schlief3lich
zeigte sich, dass mSHOX2 sowohl in Blutplasma als auch in Lavage und
Tumorgewebe nachweisbar ist und einige wichtige Charakteristika eines
Tumormarkers aufweist.

Die durch diese Pilotstudie gewonnenen Erkenntnisse sind vielversprechend. Einzelne
Aspekte bediirfen jedoch der Uberprifung in einem groReren MafRstab im Rahmen
einer multizentrischen Studie.

Fuhrmann, Christian Georg: Quantitativer Nachweis zellfreier methylierter short stature
homeobox 2 DNA von Lungentumorpatienten vor und nach operativer Therapie,
Halle/Saale, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, Medizinische Fakultat,
Dissertation, 50 Seiten, 2017
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1 Einleitung

11 Das Lungenkarzinom

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Das Lungenkarzinom ist weltweit das am haufigsten zum Tode flhrende Karzinom
beim Mann und das 4. haufigste bei der Frau und insgesamt verantwortlich fiir 18%
aller karzinombedingten Todesfélle.*?

Wahrend sich bei den anderen haufigen Karzinomarten wie Mamma- oder
Kolonkarzinom die Uberlebenswahrscheinlichkeit in den letzten Jahren verbessert hat,
liegt das 5-Jahres-Uberleben beim Lungenkarzinom immer noch bei unter 20%.°

Dies liegt vor allem daran, dass Patienten mit einem Lungenkarzinom nur in 16% der
Félle zu einem Zeitpunkt diagnostiziert werden, in dem der Tumor noch lokal begrenzt
und damit eine kurative Therapie méglich ist.*

Die Hauptursache fir das Entstehen eines Lungenkarzinoms ist inhalativer
Tabakkonsum.® 80% aller Patienten mit Lungenkarzinom sind Raucher und bis zu 20%
aller Raucher entwickeln im Laufe ihres Lebens ein Lungenkarzinom.? Es ist davon
auszugehen, dass Langzeitraucher ein 10-30fach hoheres Risiko haben, an einem
Lungenkarzinom zu erkranken als Nichtraucher.®

So steigt das Risiko proportional zu der Menge an taglich gerauchten Zigaretten, der
Dauer und dem Alter bei Beginn des Konsums, der Menge an in den Zigaretten
enthaltenem Teer und Nikotin, sowie Dauer und Tiefe der Inhalation.”® Hierbei muss
die Zigarette noch nicht einmal selbst konsumiert werden, denn auch Passivrauchen
erhéht nachweislich das Karzinomrisiko.®

Weitere wichtige Karzinogene sind eine berufsbedingte Arsenexposition
(Metallverarbeitung, Bergbau) und der Umgang mit Asbest (Zementherstellung,
Baugewerbe). Besonders gefahrlich ist hierbei die parallele Exposition von Asbest und
Zigarettenkonsum. Man schatzt, dass sich durch diese Kombination das relative Risiko
an einem Lungenkarzinom zu erkranken gegentuber einem Nicht-Exponierten um bis
zu 60-fach erhont.



1.1.2 Histologische Einteilung

Die WHO unterteilt das Lungenkarzinom in Kleinzellige- (SCLC) und Nichtkleinzellige
Karzinome (NSCLC). Letztere beinhalten das Plattenepithel-, Adeno- sowie das
Grol3zellige Karzinom.

Weitere seltenere Karzinome sind adenosgamdse Mischtumoren, das sarkomatoide

Karzinom sowie das neuroendokrine Karzinom (NEC).

1.1.3 Diagnostik

Ergibt sich bei der Klinischen Untersuchung und Anamnese oder einer
Rontgenaufnahme des Thorax (Strahlengang p.a. und seitlich) des Patienten der
Verdacht auf ein Lungenkarzinom empfiehlt die aktuelle S3-Leitlinie die initiale
Durchfuhrung einer weitergehenden Diagnostik mit kontrastmittelverstarkter CT-
Untersuchung des Thorax und eine Bronchoskopie. Bei verdachtigen
Lasionen/Lymphknoten schlief3t sich eine Biopsie an, welche lageabhéngig entweder
endobronchial im Rahmen der Bronchoskopie oder transthorakal, ggf. jeweils unter
Zuhilfenahme von Ultraschall zur besseren Lokalisation, durchgefiihrt wird.’® Die
gewonnenen Biopsien werden anschliefend vom Pathologen zytologisch  bzw.
histologisch untersucht.

Bei Bestatigung des Karzinoms folgen weitere Staginguntersuchungen. Hierzu zahlen
Sonographie und Computertomographie des Abdomens sowie des Schadels. Ergéanzt
werden diese durch nuklearmedizinische Untersuchungen wie Szintigraphie oder
Positronenemissionstomographie (PET) zur Metastasensuche und

Lymphknotenbeurteilung.

1.1.4 Stadieneinteilung

Nach erfolgtem Staging wird das Karzinom nach der TNM-Klassifikation der WHO
(Tab.1) eingeteilt und einem UICC-Stadium (Tab.2) zugeteilt. Hierbei sind maf3geblich
die TumorgréfRe sowie -Lokalisation (T), der Lymphknotenstatus (N) und die

Fernmetastasierung (M).



Tab. 1 - TNM Kilassifikation nach UICC (7. Auflage)

Tla | Tumor < 2cm in grofter Ausdehnung

T1b | Tumor > 2cm, aber < 3cm in gréfdter Ausdehnung

T2 Tumor > 3cm, aber < 7cm oder Tumor mit Invasion des Hauptbronchus, > 2cm
distal der Hauptcarina, Invasion der viszeralen Pleura, oder
Atelektase/obstruktive Pneumonitis von weniger als einer ganzen Lunge

T2a | Tumor > 3cm, aber < 5cm in groter Ausdehnung

T2b | Tumor > 5cm, aber < 7cm in groter Ausdehnung

T3 Tumor > 7cm oder direkte Invasion von Brustwand, Diaphragma, N. phrenicus,
mediastinaler Pleura, parietalem Perikard, oder Tumor im Hauptbronchus < 2cm
von der Hauptcarina entfernt oder Atelektase/obstruktive Pneumonitis einer
ganzen Lunge oder separate/r Tumorknoten im gleichen Lungenlappen

T4 Tumor jeder Grof3e mit Invasion von Mediastinum, Herz, groRen Gefal3en,
Trachea, N. laryngeus linksseitig, Osophagus, Wirbelkorper, Hauptcarina oder
separater Tumorknoten in einem ipsilateralen separaten Lungenlappen

M Fernmetastasen

Mla | Separate/r Tumorknoten in einem kontralateralen Lungenlappen; Tumor mit
Pleuraknoten oder maligner Pleura- / Perikarderguss

M1b | Fernmetastasen

N Regionale Lymphknoten

N1 | Metastasen in ipsilateralen peribronchialen und/oder hilaren Lymphknoten

N2 Metastasen in ipsilateralen mediastinalen Lymphknoten und/oder ipsilateralen
subcarinalen Lymphknoten

N3 Metastasen in kontralateralen mediastinalen Lymphknoten von paratracheal bis

Lig. subpulmonale oder in kontralateralen hilaren Lymphknoten oder in ipsi- /

kontralateralen Skalenus- oder subklavikuldren Lymphknoten




Tab. 2 - UICC — Stadien (7.Auflage)

Stadium TumorgroRRe Lymphknoten- | Fernmetastasen
status
Okkultes Karzinom | Tx NO MO
Stadium O Tis NO MO
Stadium 1A Tla NO MO
T1lb NO MO
Stadium 1B T2a NO MO
Stadium IIA Tla N1 MO
T1lb N1 MO
T2a N1 MO
T2b NO MO
Stadium 11B T2b N1 MO
T3 NO MO
T3 (gleicher Lappen) | NO MO
Stadium IlIA T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
T3 (gleicher Lappen) | N1 MO
T3 (gleicher Lappen) | N2 MO
T4 Ausdehnung NO MO
T4 Ausdehnung N1 MO
T4 Herd ipsilateral NO MO
T4 Herd ipsilateral N1 MO
Stadium I1IB T4 Ausdehnung N2 MO
T4 Herd ipsilateral N2 MO
Jedes T4 N3 MO
Stadium IV Jedes T Jedes N Mla (mal. Pleura-
/Perikarderguss od.
kontralat. Metastase)
Jedes T Jedes N M1b (Fernmetastase)




1.1.5 Symptome

Etwa 90% der Patienten mit Lungenkarzinom zeigen — oft unspezifische - Kklinische
Symptome wie Husten, Dyspnoe, Brustschmerzen, sowie die klassischen B-Symptome
Gewichtsverlust, Nachtschweil und Fieber. Ebenso sind paraneoplastische Symptome
oder das komplette Ausbleiben von Symptomen zu beobachten.'! Insgesamt ist die
Auspragung der Symptome stark von der Lage, der Gro3e und dem Stadium des

Tumors bzw. dessen Metastasen abhéngig.*?

1.1.6 Screeningmethoden

In einer grof3angelegten Studie in den Vereinigten Staaten, in die mehr als 50.000
Patienten eingeschlossen wurden, konnte gezeigt werden, dass ein Screening mittels
Low-Dose Computertomographie im Vergleich zur herkémmlichen Réntgendiagnostik
die relative Mortalitat in der Testgruppe (d.h. LDCT Patienten) um 20% reduzierte.*® In
diese Untersuchungen wurden Hochrisikopatienten im Alter von 55 bis 74 Jahren
eingeschlossen, die ein Tabakkonsum von mindestens 30 pack-years aufwiesen bzw.
mit dem Rauchen innerhalb der letzten 15 Jahre aufgehdrt hatten.

Diese Methode ist zwar in den USA als Screeningverfahren zugelassen, jedoch stehen
die hohen Kosten einer breiten Implementierung in die tagliche Routine entgegen.*
Ein weiteres Problem ist die grof3e Anzahl (>95%) an Falsch-Positiven Ergebnissen im
Screening mit Low-Dose CT, welche weitere teure und invasive Folgeuntersuchungen
wie Bronchoskopie und Biopsie notwendig machen.*®

Ein weiterer aktueller Forschungsansatz zur Friherkennung des Lungenkarzinoms
sind molekulare Biomarker.* Per Definition ist ein Biomarker ,eine Eigenschaft, welche
in vitro gemessen oder identifiziert werden kann und hilfreich bei der Préavention,
Diagnose, Prognose, Behandlung und Nachsorge von Krankheiten, sowie deren
Verstéandnis ist*."’

Unter diese Definition fallen verschiedenste Marker wie Blutparameter, Proteine,
Hormone, Lipide, sowie genetische- und epigenetische DNA-Merkmale.*®

Trotz verschiedener Anstrengungen in den letzten Jahren gibt es bisher keinen

zufriedenstellenden Tumormarker zur Friherkennung des Lungenkarzinoms.



1.2 Therapie des Nicht-Kleinzelligen-Bronchialkarzinoms (NSCLC)

Bei der Therapie des Lungenkarzinoms wird zwischen den Nicht-Kleinzelligen-
Bronchial-Karzinomen (NSCLC) und den Kleinzelligen Bronchialkarzinomen (SCLC)
unterschieden. Des Weiteren erfolgt die Therapie Stadien bezogen und ist vom Alter
und der Verfassung des Patienten abhéngig.

Das therapeutische Arsenal zur Behandlung von Patienten mit einem Lungentumor
beinhaltet eine operative Tumor-/Metastasenresektion, Radiotherapie, Chemotherapie
sowie die Kombination einzelner Verfahren. Die folgenden Abschnitte beruhen auf der
aktuellen S3-Leitlinie zur Therapie des Lungenkarzinoms.*

Daruberhinaus etablieren sich in den letzten Jahren zunehmend sog. targeted
therapies, welche zielgerichtet in das Tumorwachstum eingreifen.

Zu diesen gehoren einerseits die monoklonalen Antikérper wie Bevacizumab, die
gegen den VEGF-Rezeptor (Vascular Endothelial Groth Factor) gerichtet sind und so
die  Bildung von TumorgefalRen unterbinden und damit das Tumorwachstum
einschranken.

Auf der anderen Seite sind die spezifischen Tyrosinkinase Inhibitoren wie Gefitinib,
Erlotinib und Nintedanib zu nennen, die ebenfalls zielgerichtet die Signallbertragung
von Wachstumssignalen Uber die Tyrosinkinase des EGF (Epidermal Growth Factor)
Rezeptors hemmen und auf diese Weise das Tumorwachstum beeinflussen. Eine
weitere zielgerichtete Therapie ist fur Lungenkarzinome mit einer spezifischen
Translokation (EML4/ALK oder ROS) zugelassen.

Diese neuen Therapieansatze gewinnen zunehmend, vor allem auf Grund ihres
Uberlebensvorteils und des geringeren Nebenwirkungsspektrums, an Bedeutung fur
die Therapie des fortgeschrittenen Lungenkarzinoms.®

Ein weiterer aktueller Forschungsschwerpunkt sind Wirkstoffe auf dem Gebiet der
Immuntherapie, welche ebenfalls vielversprechende neue Ansatze zur Therapie des

Lungenkarzinoms liefern (s. 1.2.4).



1.2.1 Operation

Fur Patienten mit ausreichender Lungenfunktion und ohne limitierende Komorbiditaten,
stellt die Resektion des Tumors die préaferierte Therapie dar. Fir eine Operation
kommen nach derzeitigen Empfehlungen der S3-Leitlinie nur Patienten bis
einschlieflich Stadium IlIA in Frage. Hierbei stellen die Lobektomie bzw. bei
eingeschrankter Lungenfunktion eine parenchymsparende Lungenlappenteilresektion
mit anschlieBender radikaler Lymphknotendissektion das Verfahren der Wahl dar.*
Das Ziel ist die vollstdndige Entfernung des Tumors im gesunden Gewebe.

Bei Vorliegen einer R1-Situation, d.h. einer unvollstandigen Tumorentfernung, ist eine
Nachresektion Zu empfehlen. Bei Vorliegen solitarer Hirn- oder
Nebennierenmetastasen wird deren Resektion empfohlen, sofern es sich um einen
operablen Primartumor und einen Patienten in gutem Allgemeinzustand handelt.?**#
Bei diesen Patienten mit einem Karzinom im Stadium IV bleibt eine chirurgische

Therapie eine Einzelfallentscheidung.

1.2.2 Radiatio

Auch die Empfehlungen zur Strahlentherapie beim Lungenkarzinom sind Stadien
abhéngig. So werden auf Grund von Komorbiditdten oder aus sonstigen Grinde
inoperable Patienten alternativ zur sonst angestrebten Operation (bis einschlief3lich
Stadium [IIA) mit einer fraktionierten Bestrahlung von >60 Gy z.B. nach dem CHART-
Schema (hyperfraktionierte, akzelerierte Radiotherapie) therapiert.

Daruiberhinaus kommt die Radiatio bei Patienten in hoheren Tumorstadien, Stadium
IlIB oder Stadium IV, entweder als alleinige Therapieoption oder in Kombination mit
einer Chemotherapie zur Anwendung.

Eine neoadjuvante Bestrahlung wird in den aktuellen Therapieleitlinien mit Ausnahme

zur Behandlung eines Pancoast-Tumors nicht empfohlen.?*?*

1.2.3 Chemotherapie

Die Chemotherapie ist ein weiterer wichtiger Baustein in der Therapie des
Lungenkarzinoms. Wahrend die Operation vornehmlich bei Patienten mit niedrigeren
Stadien Anwendung findet, wird die Chemotherapie heutzutage vor allem in hdéheren
Tumorstadien bzw. postoperativ als adjuvante Therapie angewendet. Hierbei kommen
verschiedene Therapieschemata zur Anwendung.

Als Grundmedikament werden haufig Platin-haltige Chemotherapeutika eingesetzt,
diese kdnnen ggf. mit einem weiteren Chemotherapeutikum wie Pemetrexed oder auch

mit Antikdrpern wie Bevacizumab kombiniert werden.



1.2.4 Immuntherapie

Ein weiterer Meilenstein in der Behandlung des Lungenkarzinoms zeichnet sich aktuell
im Bereich der Immuntherapie ab.

So konnte gezeigt werden, dass Tumorzellen, mittels programmiertem Zelltod, T-Zellen
in ihrer Umgebung inhibieren und so das Immunsystem im Bereich des Tumors
hemmen konnen. Diesen Effekt erreicht die Tumorzelle Uber den PD-L1 und PD-L2
(PD- Programmed Death) Liganden der T-Zellen.

Neuartige Checkpoint-Inhibitoren inhibieren diesen Mechanismus und ermdglichen so
dem kdrpereigenen Immunsystem effektiver gegen den Tumor vorzugehen.

So zeigte eine aktuelle Vergleichsstudie zwischen dem neuen PD-L1 Checkpoint
Inhibitor Nivolumab und der klassischen Platin-basierten Chemotherapie bei Patienten
mit metastasiertem NSCLC einen signifikanten Uberlebensvorteil von 3,2 Monaten bei
Plattenepithelkarzinomen (HR: 0,59; KI: 0,44-0,79; p: .00025) und bei Nicht-
Plattenepithelkarzinomen von 2,8 Monaten (HR: 0,73; Kl: 0,59-0,89; p: .0015).>%
Diese und weitere Substanzen wie Pembrolizumab sind aktuell in der Erforschung und

teilweise fiir einzelne Subgruppen bereits zur Therapie zugelassen.?’

1.3  Therapie des Kleinzelligen-Bronchialkarzinoms (SCLC)

Die Therapieoptionen beim kleinzelligen Bronchialkarzinom sind denen beim Nicht-
Kleinzelligen Karzinom sehr ahnlich. Der Hauptunterschied besteht in der Tatsache,
dass bei ca. 70% der Patienten kleinzellige Bronchialkarzinome erst im Extensive-
Disease-Stadium diagnostiziert werden und daher auf Grund der Inoperabiliat palliativ
mittels Polychemotherapie und Radiatio behandelt werden. Bei Patienten im Limited-
Disease Stadium besteht die Moglichkeit der kurativen operativen Tumortherapie mit

anschliel3ender adjuvanter Polychemotherapie bzw. Radiatio.



1.4 Genetische Alterationen von Lungentumoren

1.4.1 Epigenetik

Die Epigenetik bezeichnet verschiedene DNA-Modifikationen, welche Einfluss auf die
Genexpression haben, ohne die DNA-Sequenz selbst zu verandern.” Diese fiihren zu
einer Beeinflussung des Phanotyps, nicht jedoch des Genotyps.”® Zu diesen
Modifikationen z&hlen die DNA-Methylierung, Histonveranderungen und eine
epigenetisch-basierte Modifikation der Expression kleiner nichtcodierender Mikro-RNA.
Diese DNA-Modifikationen entstehen wahrend der Zelldifferenzierung und kénnen tber
mehrere Zellzyklen bestehen bleiben. Ebenso fuhrt das Altern der Zelle und die
Tumorgenese zu epigenetischen Veranderungen. Auf diese Weise ermdglichen diese
Modifikationen den Zellen trotz des gleichen Erbgutes unterschiedlichen Eigenschaften

zu entwickeln.*®

1.4.2 Punktmutationen

Bei der Punktmutation kommt es zu Veranderungen eines einzelnen Nukleotids. Diese
Veranderungen konnen sich entweder durch den Ersatz einer Base durch eine andere
(Substitution) oder durch das Hinzufiigen (Insertion) bzw. Entfernen (Deletion) einer
Base aul3ern.

Wird eine Base durch eine andere ersetzt, bleibt das urspriingliche Leseraster zwar
erhalten, aber die codierende Sequenz wird verandert.

Ein Beispiel, bei dem Punktmutationen zur Tumorgenese beitragen, ist die
Veranderung der ras-Gene. Hierbei kommt es durch Punktmutationen an den Codons
12, 13 und 61 zu einem veranderten ras-Protein, das die Fahigkeit zur Inaktivierung
verloren hat und so autonom das Zellwachstum und ihre Differenzierung férdert.®*

Bei der Substitution werden vier verschiedene Arten unterschieden:

Erstens die sog. Nonsense-Mutation, bei der das neu entstandene Triplet als Stopp-
Codon fungiert oder in ein Stopp-Codon umgewandelt wird.

Zweitens die sog. Read-Through-Mutation, bei der aus einem urspringlichen Stopp-
Codon eine kodierende Sequenz entsteht.

Als dritte Mdglichkeit kann es zu einer Missense-Mutation kommen, wodurch eine
andere Aminosaure codiert wird und so ein fehlerhaftes Protein entsteht.

Als vierte und letzte Mdglichkeit kann es zu einer sog. silenten, also stummen
Mutation kommen, bei der die ersetzte Base fur die gleiche Aminoséure codiert und es

dadurch zu keiner Veranderung kommt.



Bei der Insertion bzw. der Deletion kommt es durch das Hinzufligen/Loschen einer
einzelnen Base zu einer Verschiebung des nachfolgenden Leserasters, dem sog.
Frameshift. Dies fuhrt dazu, dass samtliche im DNA-Strang folgenden Basentripletts in
dem betroffenen Gen verandert werden. Durch Insertionen bzw. Deletionen kommt es

somit meist zu einem vollstdndigen Funktionsverlust des zu codierenden Proteins.

1.4.3 Numerische Chromosomenaberrationen

Zu den wichtigsten numerischen Chromosomenaberrationen oder auch
Genommutationen beim Menschen werden die Polyploidie und die Aneuploidie
gezahilt.

Polyploidie beschreibt einen Zustand, bei dem der gesamte Chromosomensatz nicht
wie normal diploid sondern triploid oder noch haufiger vorkommt. Meist beruht diese
Veranderung auf einer fehlenden Ausbildung des Spindelapparats wahrend der
Zellteilung. Beim Menschen ist die Polyploidie in der Regel letal.

Ausgeldst durch non-disjunction wahrend der Meiose kommt es bei der Aneuploidie zu
einer Vermehrung bzw. Verminderung einzelner Chromosomen, es entstehen

Monosomien oder Trisomien. Bekanntestes Beispiel hierfir ist die Trisomie 21.

1.4.4 DNA-Methylierung

Die Methylierung von DNA wurde in den 1960er Jahren urspringlich in
prokaryontischen Zellen entdeckt und 1977 von Razin und Cedar als 5-Methylcytosin
in eukaryontischen Zellen nachgewiesen.*

Seitdem ist die DNA-Methylierung eine der am besten erforschten epigenetischen
Veranderungen. Im Rahmen dieser Forschung zeigte sich, dass die DNA-Methylierung
vor allem eine wichtige Rolle in der zellularen Differenzierung, der X-Chromosom
Inaktivierung und der DNA-Reparatur spielt.*°

Enzyme aus der Familie der DNA-Methyltransferasen (DNMT) methylieren
Cytosinbasen durch Ubertragung einer Methylgruppe von einem S-Adenosylmethionin
an die C5-Stelle des Cytosins zu Methylcytosin.*® Es werden jedoch fast ausschlieRlich
Cytosine methyliert, die innerhalb eines Cytosin-Guanosin-Komplexes (5’-CpG-3’)
vorliegen.*®*

CpG-Dinukleotide finden sich vermehrt in bestimmten Regionen des DNA-Stranges,
z.B. in Promotorregionen. Diese Ansammlungen von CpG-Dinukleotiden werden dann
als sogenannte CpG-Inseln bezeichnet. In einer gesunden Zelle sind diese CpG-Inseln
in der Regel unmethyliert und ermdglichen so die Transkription beispielsweise der

Housekeeping Gene.*®
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Kommt es jedoch zu einer Hypermethylierung dieser CpG-Inseln, koénnen
Transkriptionsfaktoren nicht mehr binden und es kommt zusatzlich zu einer Anlagerung
sog. Methylierter-CpG-Binding Proteine, welche ihrerseits zu einer Veranderung der
Histone fihren. Letztlich kommt es dadurch zu einer Unterdriickung der
Genexpression.

Es konnte nachgewiesen werden, dass es durch Hypermethylierung in nahezu allen
Tumortypen zum Abschalten diverser Gene kommt. Beispiele hierfir sind DNA-
Reparaturgene, Zellzyklus-regulierende Gene, sowie diverse Gene, die einen Einfluss
auf die Signalwege, die Transkription und die Apoptose der Zelle haben.*

Ein Beispiel fur ein solches Gen, ist das in dieser Studie untersuchte SHOX2 Gen:

Das Short Stature Homeobox-Gen 2 (SHOX2) gehért zur Familie der Homdobox-Gene
und ist auf dem langen Arm von Chromosom 3 lokalisiert (3925.32).%

Der Namen der SHOX Familie rihrt daher, dass Mutationen innerhalb der SHOX Gene
zu verschiedenen Krankheiten fuhren kénnen, bei denen Wachstumsretardierungen
eine wesentliche Rolle spielen, wie z.B. beim Turner-Syndrom.* Das SHOX2-Gen
spielt im Speziellen in der Entwicklung von Skelett und Herz eine Rolle. ™

In den letzten Jahren sind von verschiedenen Arbeitsgruppen Veranderungen in der
Methylierung im SHOX2-Gen bei mehreren Tumore wie z.B. dem hepatozellularem-
und Mammakarzinom nachgewiesen worden.”>*® Insbesondere konnte methylierte
SHOX2 (mSHOX2) DNA bei Patienten mit Lungenkarzinomen nachgewiesen werden
und hier besonders bei Plattenepithelkarzinomen.*’

Bei genaueren Untersuchungen stellte sich heraus, dass sich mSHOX2 als Biomarker
fur die Diagnose von Lungenkarzinomen eignen koénnte.***° So konnten Schmidt et al.
2010 zeigen, dass Lungenkarzinome Uber den quantitativen Nachweis von mSHOX2 in
der Bronchiallavage mit einer Sensitivitdit von 68% und einer Spezifitit von 95%
detektiert werden kénnen.* In einer Folgestudie von Kneip et al. 2011, in der der
Nachweis von mSHOX2 im Blutplasma untersucht wurde, zeigte der Test eine
Sensitivitdt von 60% und eine Spezifitit von 90% bei der Identifizierung von
Lungenkarzinomen.” In weiteren Studien wurde untersucht, welchen Benefit die
Kombination einer Messung von mSHOX2 mit Standardmethoden der Tumordiagnostik
bietet. So zeigte sich z.B. durch die zusétzliche Messung von mSHOX2 eine
Verbesserung der Genauigkeit und Verlasslichkeit der Untersuchung mittels EBUS
gewonnener Lymphknotenbiopsien. Ebenso konnte hierdurch die Qualitdt der

zytologischen Untersuchung von Bronchiallavage gesteigert werden.>***
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15 Freie zirkulierende Nucleinsduren (CNA)

Circulating Nucleic Acids (CNA) also freie (= extrazellulare) zirkulierende
Nukleinsduren beschreiben DNA, RNA oder Mikro-RNA, welche frei im Plasma/Serum
zirkulieren. Entdeckt wurden die CNAs 1948 von Mandel und Métais, die nachwiesen,
dass CNAs sowohl bei gesunden als auch bei kranken Menschen vorkommen. >
Zirkulierende Nukleinsauren gerieten nach ihrer frihen Entdeckung zunéchst schnell in
Vergessenheit, und wurden erst in den 1960er Jahren im Zusammenhang mit
Forschungen zu Lupus Erythematodes wieder neu entdeckt.>

1989 zeigte eine Arbeitsgruppe um Stroun et al., dass Veranderungen in den CNAs bei
vielen Tumorerkrankungen nachgewiesen werden kénnen.>* Die Herkunft der
zirkulierenden DNA aus den Tumorzellen konnte schlieBlich mit dem Nachweis von
Tumor-assoziierten Veranderungen des N-ras Genes bei Patienten mit AML oder
Myelodysplastischem Syndrom durch Vasioukhin et al. bewiesen werden.*®

Mit der Mdoglichkeit des Nachweises von Tumor-assoziierten Alterationen im
Plasma/Serum rickten CNAs 1996 durch die Arbeiten von Chen et al. sowie Nawroz et
al. zur Detektion und Charakterisierung von Tumoren ins Interesse der Forschung.®**’
Heute kennt man diverse Tumor-assoziierte Veranderungen der CNAs wie z.B.
Mutationen im Bereich von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen (Kras, p53).°%%
Daruberhinaus konnten CNAs bei vielen Karzinomen wie Mamma-, Lungen- und
Kolonkarzinom im Plasma/Serum nachgewiesen werden.® %

Diese Untersuchungen von CNAs werden heutzutage zusammen mit den
zirkulierenden Tumorzellen unter dem Begriff der ,Liquid Biopsy* zusammengefasst.
Diese neue Entwicklung ist aktuell Gegenstand intensiver Forschung und soll in
Zukunft eine genauere Diagnostik und ein besseres Monitoring von Tumoren
ermdglichen.®*®

In den letzten Jahren konnte auch gezeigt werden, dass im Plasma/Serum freie Virus
DNA zirkuliert und deren Menge mit Remission und Rezidiven korreliert. Beispiele
hierfiir sind der quantitative Nachweis der Ebstein-Barr-Virus DNA (EBV-DNA) beim
Larynx-/Pharynxkarzinom und des Humanen-Papilloma-Virus (HPV-DNA) beim

Zervixkarzinom. ¢’
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2 Zielstellung

Ziel der vorliegenden Studie war es, den Methylierungsmarker mSHOX2 im Hinblick
auf seine Eignung als Tumor- bzw. Verlaufsmarker bei Patienten mit einem
Lungenkarzinom im frihen Stadium genauer zu untersuchen. Dies geschah mit
besonderem Augenmerk auf die Veradnderung der Werte nach operativer
Tumortherapie. Weiter sollte geklart werden, ob sich mSHOX2 in verschiedenen
Probenarten nachweisen lasst und inwieweit die erhaltenen Werte zwischen den
einzelnen Probenarten korrelieren.

Diese Untersuchung ist von besonderem Interesse, da der Marker mSHOX2 bereits in
einer Pilotstudie seine Qualitat als Verlaufsparameter im Therapiemonitoring bei
Radiochemotherapie des fortgeschrittenen Lungenkarzinoms bewiesen hat.®®
Prospektiv soll diese Untersuchung ihren Beitrag zur Erweiterung der
Friherkennungsmethoden und Verlaufsbeurteilung des Lungenkarzinoms leisten, vor
dem Hintergrund, dass trotz intensiver Forschung diesbeziglich bisher noch kein
signifikanter Fortschritt gelungen ist.

Um dies zu erreichen wurden Uber einen Zeitraum von 2 Jahren bei 28 Patienten

Daten erhoben mit dem Ziel folgende Fragen zu beantworten:

1.) Wie verhalt sich der Methylierungsmarker mSHOX2 pra-/postoperativ?

2.) Wie verhalt sich die Menge an mSHOX2 in den unterschiedlichen Probenarten
(Blut/Lavage/Gewebe) eines Patienten?

3.) Eignet sich mSHOX2 als mdglicher Tumor-/Rezidivmarker bei Patienten mit

einem Lungenkarzinom?

13



3 Material und Methoden

3.1 Patienten

In die Untersuchungen wurden 28 Patienten mit einem nachgewiesenen
Lungenkarzinom im Tumorstadium I-IlIA%® einbezogen, die sich zur Therapie im
Krankenhaus Maria-Martha in Halle-Dolau (Chefarzt: Prof. Dr. W. Schutte) vorstellten.
Die Volljahrigkeit wurde Uberpruft und eine schriftliche Einwilligungserklarung
eingeholt.

Die Aufklarung der Patienten und die Vorstellung der Studie wurden bei stationéarer
Aufnahme durch den behandelnden Arzt durchgefuhrt.

Das Studienprotokoll wurde der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat der
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg vorgelegt, es bestanden keine Einwénde
gegen die Durchfiihrung des Projektes (Votum-Nummer: 2012-72 vom 20.08.2012).

3.2 Probengewinnnung

3.2.1 Blutproben

Im Rahmen der standardmafRiig durchgefiihrten Blutentnahmen vor der Tumorresektion
wurden zuséatzlich jeweils 2 x 10 mL EDTA Blut zur Plasmagewinnung entnommen.
Weitere Blutentnahmen fanden vor Entlassung und bei den follow-up Untersuchung
statt, die postoperativ in der Regel alle 6 Monate durchgefiihrt werden sollen.

Die Proben wurden am Tag der Abnahme aufgearbeitet. Dazu wurden die
Abnahmeréhrchen fur 10 min bei 4°C und 350 xg zentrifugiert. Anschlieend wurde der
Plasmaduiberstand vorsichtig abgenommen und in einem neuen Probenrdhrchen erneut
bei 2900 xg fur weitere 15 min zentrifugiert. Die zellfreien Plasmen wurden in Aliquots

von ca. 3 mL aufgeteilt und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

3.2.2 Bronchiallavage

Im Rahmen der diagnostischen Abklarung wurde bei Aufnahme der Patienten in der
Regel eine Bronchoskopie durchgefiihrt. Von der gewonnenen Bronchiallavage wurde
uns ein Aliquot fur die molekularen Untersuchungen zur Verflgung gestellt. Die
Bronchiallavage wurde fiir 15 min bei 2900 xg zentrifugiert und der Uberstand durch
Zusatz von Saccomanno Reagenz fixiert. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

Das gewonnene Zellpellet wurde bei -80 °C gelagert.
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3.2.3 Tumorgewebe

Von denen im Rahmen der Operation gewonnenen Tumorgewebeproben wurden,
sofern genigend Material fur weitergehende klinische Fragen vorhanden war, durch
den bearbeitenden Pathologen 1-3 Schnitte (abh&ngig von deren Zellularitét) zu je 10
pm angefertigt. In diesen wurde dann zur Erhdéhung der Tumorzellzahl in der
untersuchten Probe mikroskopisch die vorhandenen Tumorareale markiert,
anschliel3end makroskopisch ausgeschnitten und in 2 mL ReaktionsgefalR3en gelagert.
Alle Proben wurden nach Entnahme durch die behandelnden Arzte im Krankenhaus
Martha-Maria durch fortlaufende Nummern pseudonymisiert, sodass die Zuordnung

von Proben mit Patientendaten nur den behandelnden Arzten méglich ist.

3.3 DNA Isolation

Samtliche gewonnenen Untersuchungsproben wurden nach den unten erlauterten
Verfahren aufgearbeitet. Hierzu zéhlen die DNA-Extraktion aus den unterschiedlichen
Ausgangsmaterialien, die Bisulfitumwandlung und das abschlieRende Messen des
Methylierungsgrades mittels Real-Time PCR.

Der Zwischenschritt der Bisulfitbehandlung ist notwendig, da sich Methylcytosin und
unmethyliertes Cytosin auf Grund gleicher Basenpaarungseigenschaften, bei
Verfahren, die auf Hybridisierung basieren, nicht voneinander unterscheiden.

Im Rahmen der Bisulfitkonversion der DNA werden unmethylierte Cytosine zu Uracil
desaminiert, wahrend Methyl- und Hydroxymethylcytosin unveréandert bleiben.

Auf diese Weise werden die durch das spezifische Methylierungsmuster vermittelten
epigenetischen Informationen in eine DNA-Sequenzinformation umgewandelt und so

durch Standardmethoden wie eine PCR messbar gemacht.

3.3.1 DNA Isolation aus Blutplasma

Die eingefrorenen Plasmaproben wurden bei 37°C fir 45 min im Brutschrank aufgetaut
und anschlieBend mit 3,5 mL des Silane Lysis/Binding Puffers versetzt (Life
Technologies, viral NA). AnschlielBend wurden die Proben bei Raumtemperatur fir 10
min inkubiert. Plasmaproben mit einem kleineren Volumen wurden vor Zugabe des
Lyse/Bindungspuffers mit destilliertem Wasser auf 3,5 mL aufgefullt.

Zu der lysierten (s.0.) Losung wurden anschlieBend 75 ul frisch resuspendierte
Dynabeads® Silane (Life Technologies, Art-Nr. 37005D) sowie 2,5 mL absoluter
Ethanol zugegeben und fir 45 min bei 20 rpm bei Raumtemperatur auf einem Rotator
(Winkel ca. 45°) gemischt.
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Das Zentrifugationsrohrchen wurde fir 5 min in den DynaMag™-15 Magneten (Life
Technologies, Art-Nr. 123-01D) gestellt und der Uberstand vorsichtig mit einer 15,5 cm
Transferpipette abpipettiert und verworfen. Darauf folgte eine Waschung der Partikel
mit 1,5 mL Waschpuffer 1 (50% (v/v) Silane Lysis/Binding Puffer, 50% (v/v) Ethanol.
Die L6sung mit den resuspendierten Magnetpartikeln wurde in ein 2 mL
Reaktionsgefal® dberfihrt. Unter Benutzung des DynaMag™-2 Magneten (Life
Technologies, Art-Nr. 123-21D) und einer 1 mL Pipette wurde mdoglichst viel vom
Uberstand abpipettiert. Nach kurzem Zentrifugieren wurde dieser Schritt wiederholt.
Zur Elution der DNA wurden 100 ul Elutionspuffer (1% (v/v) 1 M Tris, pH 8,0, 99% (v/v)
dest. Wasser) hinzugegeben und die Suspension bei 85°C und 1000 rpm fir 10 min im
Thermomixer inkubiert. Nach kurzem Abzentrifugieren wurde nun der gesamte
Uberstand mit der darin enthaltenen DNA in ein neues Reaktionsgefal uberfiihrt und
das Reaktionsgefal? mit den Magnetpartikeln verworfen.

Die extrahierte DNA ist max. 24 h bei 8°C im Kuhlschrank lagerbar.

3.3.2 DNA Isolation aus Bronchiallavagezellen

Die Bronchiallavageproben wurden mit dem InnuCONVERT Bisulfit Conversion All in
One-Kit der Firma Analytik Jena AG entsprechend mitgeliefertem Protokoll
aufgearbeitet.

Um die Lavageproben fir die weitere Untersuchung vorzubereiten, mussten die
Proben aufgereinigt werden. Hierzu wurden zur Reduzierung der vorhandenen Muzine
10 mL Bronchiallavage in einem 15 mL Falconréhrchen abgefillt und mit 50 yL DTT
(Dithiothreitol) mittels Vortexen vermischt.

Nach 30 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Lavage bei 3500 rpm fir 15
min zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgenommen.

Das gewonnene Zellpellet wurde in 5 mL PBS gel6ést und erneut bei 3500 rpm
zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde mit 1 mL PBS wiederholt und das gewonnene
Pellet anschlieBend mit 190 pL Lysepuffer und 15uL Proteinase K vermischt.
SchlieB3lich wurde die Lésung bei 60° C und 800 rpm fur 3 Stunden im Thermomixer

inkubiert.
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3.3.3 DNA Isolation aus Tumorgewebe

Die Tumorgewebsproben wurden mit dem InnuCONVERT Bisulfit Conversion All in
One-Kit der Firma Analytik Jena AG entsprechend beiliegendem Protokoll
aufgearbeitet.

Die in 2 mL Reaktionsgefal3en gelagerten Schnitte wurden bei maximaler
Geschwindigkeit fir 1 min herunterzentrifugiert und mit 190 pL Lysepuffer und 15 pL
Proteinase K vermischt. Die Proben wurden anschlieRend bei 60° C und 800 rpm fir 3
Stunden im Thermomixer inkubiert.

AnschlieRend erfolgte die u.g. Bisulfitbehandlung.

3.4 Bisulfitbehandlung

3.4.1 Bisulfitbehandlung und Aufreinigung der Blutplasmaproben

Fur die notwendige Bisulfitumwandlung wurden zu der DNA im 2 mL Reaktionsgefaf3
150 ul Bisulfitreagenz und 25 yL Denaturierungspuffer hinzugegeben. Nach gutem
Mischen und kurzer Zentrifugation zur Vermeidung von Tropfchenbildung am Deckel
wurde das Reaktionsgemisch fur 45 min bei 85°C im Wasserbad inkubiert. Bei diesem
Schritt ist die genaue Zeit- und Temperatureinhaltung wichtig. Im Anschluss erfolgte
die sofortige Aufreinigung der Proben.

Hierzu wurden in das Reaktionsgefall 1000 uL Waschpuffer 1 (50% (v/v) Silane
Lysis/Binding Puffer, 50% (v/v) Ethanol, und 15 pL frisch resuspendierte Dynabeads®
Silane hinzugegeben und bei 23° C und 1000 rpm fir 45 min im Thermomixer
gemischt.

Unter Zuhilfenahme eines DynaMag™-2 Magneten und einer 1 mL Pipette wurde der
Uberstand entfernt und die Magnetpartikel anschlieBend erneut mit 800 uL
Waschpuffer (50% (v/v) Silane Lysis/Binding Puffer, 50% (v/v) Ethanol) gewaschen.
AnschlieRend erfolgte dreimaliges Waschen der DNA mit jeweils 800 ul, 900 ul und
1000 pl Waschpuffer 2 (15% (v/v), 85% (v/v) Ethanol) und jeweils Entfernen des
Uberstandes mittels DynaMag™-2 Magneten und 100-1000 ul Pipette. Dabei war
darauf zu achten, keine Magnetpartikel zu verwerfen.

Nach kurzer Zentrifugation wurde der restliche Uberstand mit dem DynaMag™-2
Magneten und einer 2,5-10 yL Pipette entfernt und die Magnetpartikel im offenen
Reaktionsgefal} fur 10 min bei 60°C im Thermomixer ohne Schutteln getrocknet.

Zur Elution der DNA wurden 68 pL Elutionspuffer (1% (v/v) 1M Tris, pH 8,0, 99% (v/v)
dest. Wasser) hinzugegeben und nach griindlichem Mischen bei 85°C und 1000 rpm
fir 10 min inkubiert.AbschlieRend wurde der Uberstand mit der enthaltenen gereinigten
DNA mit Hilfe des DynaMag™-2 Magneten und einer Pipette in neues Reaktionsgefafr

transferiert und war nach diesem Schritt bereit fir die PCR-Messung.
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3.4.2 Bisulfitbehandlung und Aufreinigung der Bronchiallavage- und
Gewebeproben

Die Bisulfitbehandlung der Lavage- und Tumorgewebeproben erfolgte nach dem
gleichen Protokoll.

Hierzu wurde ein Reaktionsansatz aus 50 uL der oben beschriebenen extrahierten
DNA 70 pL Konversionsreagenz und 30 yL Konversionspuffer hergestellt. Dieser
Ansatz wurde dann bei 85°C fuir 45 min inkubiert.

In diesem Schritt war darauf zu achten, dass eventuelle Tropfchen am Deckel des
Reaktionsgefalles vor Beginn der Inkubation herunterzentrifugiert wurden. Fir die
Inkubation war die Einhaltung der Zeit und der genauen Temperatur essentiell.

Es folgte die zeithahe Desulfonierung und Aufreinigung.

Hierzu wurde die konvertierte DNA in ein 1,5 mL Reaktionsgefafld Gberfuhrt und mit
700 pL Bindepuffer vermischt. AnschlieRend wurde das Gemisch auf die in einem
Receiver Tube platzierte Spinnsaule geladen (im Kit enthalten) und fir 3 min bei 14000
xg zentrifugiert. Nach Wechseln des Receiver Tubes wurden 200 ul Waschlésung auf
die Spinnséaule gegeben und erneut fir 1min bei 14000 xg zentrifugiert.

Fur die Desulfonierung wurden 700 pL Desulfonation Buffer auf die Spinnséaule
gegeben, fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und abschlieBend flr 1min bei
14000 xg zentrifugiert. Nach erneutem Wechsel des Receiver Tubes wurde die DNA
zweimalig mit je 400 yL Washing Solution und Zentrifugation fur je 1min bei 14000 xg
gewaschen. Um eventuellen Restalkohol im Filter zu entfernen wurde das
Reaktionsgefal3 vor der Elution nochmals fir 3 min bei 14000 xg zentrifugiert.

Sodann wurde die Spinnsaule in ein Elution Tube platziert, wobei das Ubertragen von
Waschpufferesten unbedingt zu vermeiden war. Die Saulen wurden fir 10 min bei
60°C im Thermomixer getrocknet.

Zur Elution der DNA wurde 50 pL Elution Buffer auf die Mitte der Membran gegeben, 1
min inkubiert und abschliel3end bei 8000 xg fur 1 min zentrifugiert. Dieser letzte Schritt
kann zur Erhéhung der Gesamtausbeute ggf. mit 50 uL Elution Buffer wiederholt

werden. Die gewonnen DNA war nun bereit fir die PCR-Untersuchung.
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3.5 PCR-Untersuchung

Fur die PCR-Untersuchung wurde ein Methylierungs-spezifischer Heavy-Methyl Assay
fur die quantitative Bestimmung von methyliertem SHOX2 in einem Duplexformat-
verwendet. Dabei werden die Menge an mSHOX2 und beta-Actin DNA (letzteres als
Referenzgen) parallel gemessen. Verwendet wurde hierzu das Protokoll nach Dietrich
etal.”

Jeweils 10 pL der vorbereiteten DNA-Proben sowie 10 uL des Mastermixes bestehend
aus jeweils 6 mM MgCI2, 35 mM Tris (aus 1 M Tris pH 8,4), 50 mM KCI, 5% Glycerol,
0,006 ul ROX wurden in einem Reaktionsgefal’ vermischt.

Dieser Mischung wurden 0,5 uL dNTP/dUTP-Mix (10 mM dATP,10 mM dCTP, 10 mM
dGTP, 20 mM dUTP) der Firma Bioline (Best-Nr.: BIO-39041; Bioline USA Inc,
Taunton, MA, USA), 0,4 ul FastStart™ Taq Polymerase der Firma Roche (Best-Nr.:
4738420001; Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim, Deutschland) und
1,6 pL gereinigtes Wasser der Firma Sigma-Aldrich (Best-Nr.: W4502-6X1L; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) zugegeben. Jede Probe wurde in vier Replikaten
gemessen, um eine hohe Validitat der Messung zu gewabhrleisten. Von der Kontroll-
DNA (= Kalibrator) und Negativkontrollen (Wasser oder NTC _ no template control)
wurden jeweils Triplikate gemessen.

Die Kalibratorprobe wurde ebenfalls nach dem Protokoll von Dietrich et al. hergestellt:
Hierzu wurde 80 pL methylierte DNA (100 ng/mL, CpGenome Universal Methylated
DNA, Millipore, Billerica, MA) mit 80 pL Bisulfit- [65% ammonium bisulfite, pH 5.3 (TIB
Chemicals, Mannheim, Germany)] und 40 ul Denaturierungsreagenz [0.07 g/mL Trolox
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO) in THFA (VWR International, Darmstadt, Germany)]
vermischt und anschlieBend fur 45min bei 85°C und 1000rpm im Thermomixer
inkubiert.”

Durchgefuhrt wurden die Messungen an einem Applied Biosystem™ 7500 Real-Time
PCR System der Firma Life Technologies (Life Techologies™, Forster City, CA, USA),
mit folgendem Temperaturprofil:

Nach initialer Denaturierung bei 95°C fir 20 min folgten 50 Zyklen mit jeweils 2 sec bei
62°C, 45 sec bei 56°C und 15 sec bei 95°C. Fir die quantitative Bestimmung des
methylierten SHOX2 verwendeten wir die AACT-Methode.”

Hierzu wurde ermittelt wie viele PCR-Zyklen benétigt werden, um ein signifikant
erhohtes Fluoreszenzsignal des methylierungsspezifischen Assays dber dem

Hintergrundsignal zu erhalten.
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Der Punkt, an dem erstmals ein Signal tber dem Hintergrundsignal detektiert wird, wird
als Cycle-Threshold (Ct) bezeichnet und gilt als MalR fir die Anzahl der Zielmolekile zu
Beginn der Reaktion. AnschlieRend wird eine Differenz (ACt) aus den CT-Werten der
methylierungsspezifischen SHOX2-PCR und der methylierungsunspezifischen
Referenz-PCR, hier Beta-Actin, aus dem Duplex-Assay der gleichen Probe
berechnet. Die erhaltene Zahl stellt einen quantitativen Wert der Methylierung des
SHOX2 Genlocus dar. Abschlie3end erfolgte die Kalibrierung.

Die aus dieser Kalibrator-DNA gewonnenen ACt-Werte wurden zur Kalibrierung der

ACt-Werte der Patientenproben verwendet. Als Ergebnis erhélt man den kalibrierten

AACt-Wert der Patientenprobe, der auch als PMR-Wert (=percent methylation ratio)
bezeichnet wird und ein MaR flr die relative Menge an mSHOX2-Gen im Vergleich

zum Referenzgen Beta-Actin darstellt.

3.7 Bestimmung der Vaskularisierung im Tumorgewebe

Fur den Nachweis eines mdglichen Zusammenhangs zwischen einer erhdhten
Tumorvaskularisierung und hohen PMR-Werten im Blutplasma wurde der Grad der
Vaskularisierung fiir jeden Tumor durch einen erfahrenen Pathologen bestimmit.

Hierfur wurden die Tumorschnitte mit einem Monoklonalen Maus Anti-Human

CD31 Antikorper (Dako, High Wycombie, UK) inkubiert, der Endothelzellen markiert
und damit Untersuchungen zur GefalRversorgung in normalem und Tumorgewebe
ermdglicht. Dabei wurde die Zahl der Gefal3e in je 10 high power field Gesichtsfeldern
gezahlt. ™

3.8 Statistische Berechnungen

Die Statistischen Berechnungen wurden mit SPSS 21 der Firma IBM (Armonk, NY)
durchgefuhrt. Als Signifikanzniveau fir die Berechnung der Korrelationen wurde ein
Standardfehler von 0,05 angesetzt.

Fur die Untersuchung der Korrelation unter den verschiedenen Probenarten wurde der
Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho errechnet. Bei der weiteren genaueren
Analyse hinsichtlich der einzelnen Histologie-Subtypen, sowie der Tumorstadien
wurden die nicht-parametrischen Tests nach Kruskal-Wallis und Mann-Whitney
verwendet. Des Weiteren erfolgte eine deskriptive Statistik der erhobenen

Patientendaten, der untersuchten Tumore sowie der gemessenen PMR-Werte.
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4 Ergebnisse

4.1 Demographische und klinische Daten

Die 28 Patienten, die nach den oben genannten Kriterien in die Studie eingeschlossen

wurden (s. 3.1), wiesen folgende Charakteristika auf

4.1.1 Geschlechtsverteilung

Die Geschlechterverteilung zeigte mit 78,6% eine deutliche Mehrheit der mannlichen

Probanden im Vergleich zu den weiblichen Probanden mit 21,4% (s. Tab. 3).

Tab. 3 - Geschlechtsverteilung

Haufigkeit Prozent Glltige Prozente [Kumulierte Prozente
Mannlich 22 78,6 78,6 78,6
Weiblich 6 21,4 21,4 100,0
Gesamt 28 100,0 100,0
4.1.2 Alter

Das Durchschnittsalter der Patienten betrug 72 Jahre. Dabei war der jingste Patient

53 Jahre und der alteste Patient 84 Jahre alt.

Die Altersverteilung zeigt, dass 2/3 der eingeschlossenen Patienten zwischen 65 und

79 Jahre alt waren (s. Tab. 4+5).

Tab. 4 - Altersstatistik

N

Minimum

Mittelwert
Standardabweichung

Maximum

Perzentile

Gultig
Fehlend

20
40
60
80

28

72,32
7,124
53

84

66,60
72,60
76,00
78,00
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Tab. 5 - Altersverteilung

Haufigkeit Prozent Gultige Prozente | Kumulierte
Prozente
53 1 3,6 3,6 3,6
59 1 3,6 3,6 7,1
60 1 3,6 3,6 10,7
63 1 3,6 3,6 14,3
65 1 3,6 3,6 17,9
67 1 3,6 3,6 21,4
68 1 3,6 3,6 25,0
70 2 7,1 7,1 32,1
71 1 3,6 3,6 35,7
- 72 1 3,6 3,6 39,3
Gultig 73 1 3,6 3,6 42,9
74 2 7,1 7,1 50,0
75 2 7,1 7,1 57,1
76 4 14,3 14,3 71,4
77 2 7,1 7,1 78,6
78 2 7,1 7,1 85,7
79 2 7,1 7,1 92,9
80 1 3,6 3,6 96,4
84 1 3,6 3,6 100,0
Gesamt 28 100,0 100,0

4.1.3 Raucherstatus

Bei 71,4% der Patienten konnte im Rahmen der Anamnese ein Tabakkonsum erhoben
werden. Insgesamt gaben 39,3% der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung an
Ex-Raucher zu sein, wahrend 32,1% der Patienten nach eigenen Angaben nie

geraucht haben (s. Tab. 6).

Tab. 6 - Raucherstatus

Haufigkeit | Prozent Glltige Prozente [Kumulierte Prozente
Nicht Raucher |8 28,6 28,6 28,6
Ex-Raucher 11 39,3 39,3 67,9
Raucher 9 32,1 32,1 100,0
Gesamt 28 100,0 100,0
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4.2 Tumore

4.2.1 Tumorhistologie

Die histologische Untersuchung zeigte, dass alle Patienten an einem Nicht-
Kleinzelligen Bronchialkarzinom (NSCLC) erkrankt waren. Dabei handelte es sich bei
53,6% der untersuchten Karzinome um Plattenepithelkarzinome, 32,1% der Patienten
hatten ein Adenokarzinom. Bei 3 Patienten wurden die Karzinome als undifferenzierte-

und bei einem Patienten als ein adenosquaméses Bronchialkarzinom klassifiziert (s.

Abb. 1/ Tab. 7).

Hinsichtlich des Einflusses der Tumorhistologie auf die Hohe der gemessenen PMR-

Werte in den unterschiedlichen Probenarten konnte keine statistische Korrelation nach

Kruskal-Wallis nachgewiesen werden.

Tab. 7 - Tumorhistologie

|Haufigkeit Prozent [Kumulierte Prozente
Adenokarzinom 9 32,1 32,1
Plattenepithelkarzinom 15 53,6 85,7
Adenosquamdoses Karzinom 1 3,6 89,3
Undifferenziertes Karzinom 3 10,7 100,0
Gesamt 28 100,0

Histologie

B Adenokarzinom

[ rlattenepithelkarzinom

o Adenosquamadses
Karzinom

] Undifferenziertes
Karzinam

Abb. 1 - Verteilung Tumorhistologie
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4.2.2 TumorgroRRe

Etwa die Halfte der untersuchten Tumore war zum Diagnosezeitpunkt kleiner als 3 cm
und wurde daher als pT1 klassifiziert. Bei diesen insgesamt 13 Patienten mit pT1-
Tumoren wurden in 7 Fallen Tumore der GrolRe pTla und in 6 Féllen Tumore der
GroRRe pT1lb festgestellt. Die mit insgesamt 8 Patienten (28,6%) groldte Einzelgruppe
wies Tumore der Grol3e pT2a auf.

Bei drei Patienten wurden Tumore >7 cm nachgewiesen und diese daher einem pT3
Stadium zugeordnet. Bei weiteren 4 Patienten wurden Tumore der Klasse pT4
diagnostiziert (s. Tab. 9).

Es zeigt sich eine signifikante Korrelation zwischen TumorgréfRe (T-Stadium TNM) und
den PMR-Werten in Lavage und Blutplasma (Korrelationskoeffizient Lavage: 0,528 p:
0,004; Plasma: 0,501 p: 0,007). Bei den PMR-Werten im Gewebe ist ebenfalls eine
Korrelation zur TumorgrofRe erkennbar, die jedoch beim angewandten Standardfehler
nicht signifikant ist (s. Tab. 8 sowie Abb. 2+3).

24



Tab. 8 — Korrelation T-Stadium / PMR-Werte Gewebe, Lavage, Plasma

Geweb [Lavage |Plasma _
.. N T-Stadium
e Pra-OP |Pra-OP
Korrelations |1 h00 | 466 | 362 |.365
koeffizient
Gewebe  Sig. 016 |,069 |,067
(2-seitig)
N 26 26 26 26
Korrelations
. ,466 1,000 247 ,528
koeffizient
Lavage .
. Sig.
Pra-opP . ,016 ,205 ,004
(2-seitig)
Spearman- N 26 28 28 28
Rho Korrelations
. ,362 247 1,000 ,501
koeffizient
Plasma )
) Sig.
Pra-OP . ,069 ,205 ,007
(2-seitig)
N 26 28 28 28
Korrelations
o ,365 528 ,501 1,000
koeffizient
T-Stadium  Sig.
. ,067 ,004 ,007
(2-seitig)
N 26 28 28 28

Deutliche Korrelation zwischen den PMR-Werten von Lavage und Blutplasma
mit der TumorgréRe (T-Stadium) (Lavage: 0,53 p=0,004; Plasma: 0,5 p=0,007).

Tab. 9 — TumorgrofZe (T)

Haufigkeit Prozent Glltige Prozente | Kumulierte
Prozente

pTla (<2 cm) 7 25,0 25,0 25,0

pT1b (2-3 cm) 6 21,4 21,4 46,4

pT2a (3-5 cm) 8 28,6 28,6 75,0

pT3 (>7 cm) 3 10,7 10,7 85,7

pT4 4 14,3 14,3 100,0
Gesamt 28 100,0 100,0
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Abb. 2 — Verteilung PMR-Werte im Plasma Pra-OP / T-Stadium
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Abb. 3 — Verteilung PMR-Werte in Bronchiallavage Pra-OP / T-Stadium
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4.2.3 Lymphknotenstatus

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung konnte bei 18 der 28 Patienten (=64,3%) kein
Befall der regionalen Lymphknoten nachgewiesen werden (NO). Bei 6 Patienten
(=21,4%) wurde ein ipsilateraler peribronchialer und/oder hilarer Lymphknotenbefall
diagnostiziert (N1).Bei 4 Patienten (=14,3%) fand sich Befall ipsilateraler subcarinaler-
oder mediastinaler Lymphknoten (N2) (s. Tab. 10).

Bei

Lymphknotenmetastasierung und der Hohe der PMR-Werte, zeigte sich in den

der Untersuchung des Zusammenhanges zwischen einer

Lavageproben ein messbarer Zusammenhang. Der durchgefiihrte Mann-Whitney-Test
ergab hier einen durchschnittlich hdheren Rang fur Patienten mit N1-/N2-Status als fir
solche mit NO (NO: 12,44; N1/N2: 18,20; p: 0,076).

Tab. 10 - Lymphknotenstatus (N)

Haufigkeit Prozent Gultige Prozente | Kumulierte
Prozente
NO 18 64,3 64,3 64,3
Giiltig N1 6 214 214 85,7
N2 14,3 14,3 100,0
Gesamt |28 100,0 100,0

35,7% zeigten bei Diagnosestellung einen positiven Lymphknotenbefall.

4.2.4 Fernmetastasen

Im Rahmen der préoperativen Diagnostik wurden bei 89,3% der Patienten keine

Fernmetastasen nachgewiesen.

Drei Patienten zeigten zu diesem Zeitpunkt bereits Fernmetastasen (M1), und zwar in

einem Fall ossare- und in zwei Fallen cerebrale Metastasen.

In unserer Untersuchung konnten wir keinen Einfluss der Fernmetastasen auf die Hohe

der PMR Werte nachweisen.

Tab. 11 — Fernmetastasen (M)

Haufigkeit Prozent Gultige Prozente | Kumulierte
Prozente
MO 25 89,3 89,3 89,3
) Cerebral 7,1 7,1 96,4
Gultig
Ossér 3,6 3,6 100,0
Gesamt 28 100,0 100,0
Bei drei Patienten wurden im Rahmen der Untersuchungen Fernmetastasen

festgestellt und diese als Stadium IV klassifiziert.
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4.2.5 Tumorstadium
Bei der Untersuchung zur Verteilung der Tumorstadien zeigte sich, dass 50% der

Karzinome dem UICC Stadium | zuzuordnen waren. Von diesen 14 Patienten waren 10
im Stadium la und 4 im Stadium Ib. Auf das Stadium Il entfielen 5 Patienten (=17,9%).
Von den 6 Patienten mit einem Stadium Ill Tumor wiesen 5 Patienten (=17,9%) einen
Stadium Illa Tumor und ein Patient (=3,6%) einen Stadium lllb Tumor auf. Bei
weiteren drei Patienten (=10,7%) wurden Tumore im UICC Stadium IV diagnostiziert
(s. Tab. 12). Wir konnten keinen Zusammenhang zwischen Tumorstadium und der
Hohe der PMR Werte in Blutplasma oder Bronchiallavage finden.

Tab. 12 - Tumorstadium

Haufigkeit Prozent Gliltige Prozente | Kumulierte
Prozente

Stadium la 10 35,7 35,7 35,7
Stadium Ib 4 14,3 14,3 50,0
Stadium lla 4 14,3 14,3 64,3
Stadium llb 1 3,6 3,6 67,9
Stadium llla 5 17,9 17,9 85,7
Stadium llib 1 3,6 3,6 89,3
Stadium IV 3 10,7 10,7 100,0
Gesamt 28 100,0 100,0

4.3 PMR — Werte
Im Folgenden werden die gemessenen PMR-Werte der unterschiedlichen Probenarten

unter verschiedenen Fragestellungen ausgewertet.

4.3.1 Vergleich préa- / postoperative PMR-Werte im Blutplasma

Von den 28 Patienten, die die Einschlusskriterien erfullten und von denen eine
praoperative Blutplasmaprobe vorhanden war, erhielten wir in 21 Fallen ebenfalls eine
postoperative Probe.

Wie in Tabelle 13 dargestellt, konnte bei 16 Patientenproben praoperativ keine
Methylierung im SHOX2-Gen nachgewiesen werden wahrend wir bei den Ubrigen 12
Patienten PMR-Werte bis maximal 23,22% messen konnten.

Bei der Untersuchung der 21 postoperativen Plasmaproben ergab sich, dass nach der
Operation noch in vier Fallen eine Methylierung messbar (Pat. 13;14;16;21) war.

In den Uubrigen Proben war die prozentuale Methylierung entweder auf 0,00%

abgefallen oder auf diesem Wert konstant geblieben.
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Die genauere Betrachtung der Differenz zwischen pra- und postoperativen Werten

zeigte,

dass 9 Patienten einen Abfall der

prozentualen Methylierung um

durchschnittlich 93,88% aufwiesen wahrend bei 11 Patienten der Ausgangswert von
0,00% konstant blieb.
Ein Patient (Pat. 14) zeigte postoperativ einen Anstieg von 0,00% auf 0,24% (s. Tab.

13).

Tab. 13 — Vergleich %-Methylierung pré- / postoperativ im Blutplasma

Pat. Préoperativer PMR | Postoperativer PMR Differenz abs. | Differenz %
1 0,00 0,00 0,00 0,00%

2 0,00 0,00 0,00 0,00%

4 0,00 0,00 0,00 0,00%

5 1,19 0,00 -1,19 -99,99%
7 0,00 0,00 0,00 0,00%

8 0,00 0,00 0,00 0,00%

9 0,00 0,00 0,00 0,00%
11 0,00 0,00 0,00 0,00%
12 0,05 0,00 -0,05 -100,00%
13 17,27 3,23 -14,04 -81,30%
14 0,00 0,24 0,24 100,00%
15 0,00 0,00 0,00 0,00%
16 0,57 0,04 -0,53 -93,88%
17 0,00 0,00 0,00 0,00%
19 0,00 0,00 0,00 0,00%
20 0,00 n.d.

21 1,04 0,21 -0,83 -80,26%
22 0,00 0,00 0,00 0,00%
23 0,00 n.d.

24 0,08 0,00 -0,08 -100,00%
25 0,00 n.d.

26 23,22 0,00 -23,22 -100,00%
27 0,00 0,00 0,00 0,00%
28 0,39 n.d.

29 0,00 n.d.

30 0,68 0,00 -0,68 -100,00%
31 7,74 n.d.

32 0,01 n.d.

33 0,83 0,00 -0,83 -100,00%

Bei 9 Patienten war postoperativ ein Abfall in den PMR-Werten von durchschnittlich
95% zu messen.
n.d. — not determined
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4.3.2 Follow-up Blutplasmawerte

Sechs Patienten stellten sich zur regelm&Rigen Nachuntersuchung im Studienzentrum
Krankenhaus Maria-Martha in Halle-Délau vor, sodass von diesen follow-up Proben
abgenommen werden konnten (siehe Tab. 14 / Abb. 4).

Von drei Patienten (Pat. 5; 14; 26) erhielten wir jeweils eine follow-up Probe, von drei
Patienten jeweils 3 follow-up Proben (Pat. 11; 16; 24) und von Patient Nr. 17 konnten
wir vier follow-up Werte untersuchen.

Die Ergebnisse der Untersuchung dieser Proben lassen sich in drei Gruppen aufteilen:

1.) Bei den Patienten 5 und 26 blieb der PMR-Wert nach einem Abfall der Methylierung

auf 0,00% nach der Operation in der ersten follow-up Untersuchung konstant.

2.) Die Patienten 11 und 24 zeigten postoperativ einen kurzzeitigen Anstieg der PMR-
Werte. In den jeweils letzten untersuchten follow-up Proben dieser Patienten war in
beiden Fallen der PMR-Wert wieder auf 0,00% abgefallen.

3.) Die dritte Gruppe schlie3t jene Patienten ein, bei denen es zu einem Anstieg der
prozentualen Methylierung im Verlauf der postoperativen Untersuchungen kam. Hierzu
zéhlen die Patienten 14, 16 und 17.

Wahrend bei Patient 14 praoperativ kein mSHOX2 nachgewiesen werden konnte, kam
es postoperativ zu einem leichten Anstieg und einem weiteren fast linearen Anstieg in
der ersten follow-up Probe.

Patient 16 zeigt nach einem kurzzeitigen Abfall in der post-operativen Probe einen
kontinuierlichen Anstieg in den darauf folgenden drei Nachsorgeuntersuchungen bis
auf einen Maximalwert von 3,8%.

Eine Sonderstellung nimmt Patient 17 ein, bei dem es nach komplett unauffalligen pra-
/postoperativen Untersuchungen sowie den gleichfalls unauffélligen ersten drei follow-
up Proben erst in der 4. Nachsorgeuntersuchung zu einem Anstieg der Methylierung

kam. In der 5. follow-up Untersuchung fiel der Wert jedoch wieder auf 0,00% ab.
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Abb. 4 - Verlauf follow-up PMR-Werte (Pat. 5; 11; 14; 16; 17; 24) im Plasma

Es zeigte sich bei Patient 14, 16 und 17 im Verlauf ein Anstieg der PMR-Werte,
teilweise eine Erh6hung auf das 7-fache des praoperativen Wertes (Pat. 16).

Tab. 14 - Follow-up PMR-Werte im Blutplasma

Pat. | Pra- |Post- |follow- |follow- |follow- follow- | follow-
ID |OP OP up 1 up 2 up 3 up 4 up 5
5 1,19 |0,00 |0,00 n.d. n.d. n.d. n.d.
11 |0,00 |0,00 |0,09 0,14 0,00 n.d. n.d.
14 (0,00 |nd. |0,24 0,59 n.d. n.d. n.d.
16 |0,57 |0,04 |0,30 1,25 3,80 n.d. n.d.
17 (0,00 |0,00 |0,00 0,00 0,00 0,25 0,00
24 10,08 |[0,00 |0,00 0,05 0,00 n.d. n.d.
26 |23,22|0,00 |0,00 n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d. — not determined

4.3.3 Vergleich PMR-Werte in Gewebe / Bronchiallavage / Blutplasma

Im Rahmen der Studie konnte von allen 28 eingeschlossenen Patienten eine pra-
operative Lavage- sowie Plasmaprobe gewonnen werden. Bei zwei Patienten

(Pat.: 13;14) stand kein Tumorgewebe zur Verfigung, da bei der Operation nicht
genugend Tumorgewebe zur weiteren Untersuchung gewonnen werden konnte.

Es konnte in allen gewonnenen Gewebeproben mSHOX2 mit einem medianen PMR-
Wert von 55,55% mit einer Standardabweichung von 85,55% nachgewiesen werden.
Die praoperativen Lavageproben zeigten eine mediane Shox2-Methylierung von 0,42%

bei einer Standardabweichung von 4,47%.
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Bei der Untersuchung der praoperativ gewonnenen Plasmaproben wurde bei mehr als
der Halfte der Patienten (53,6%) keine Methylierung gemessen.

Bei der Analyse der Daten konnte eine statistisch signifikante Korrelation zwischen den
PMR-Werten im Gewebe und den Lavageproben nachgewiesen werden (Tab. 17, -
Korrelation nach Spearman: 0,47; p: 0,02).

Wir konnten aber keine Korrelation zwischen der Menge an mSHOX2 in den
unterschiedlichen Probenarten nachweisen. So zeigten etwa Patienten mit einem
hohen mSHOX2 Anteil in der Blutplasmaprobe nicht automatisch einen hohen PMR-
Wert in der Bronchiallavage.

Ebenso zeigte sich keine Korrelation zwischen der Hohe der PMR-Werte im
Blutplasma und dem Grad der Vaskularisierung der Gewebe.

Dies gilt in gleicher Weise fur den Vergleich der PMR-Werte mit der Anzahl an

neutrophilen Granulozyten im Blutplasma., welche eine wichtige Rolle im Rahmen

einer Tumorerkrankung spielen. So werden sie u.a. mit einer erhdhten
Thromboseneigung bei Tumorpatienten in Verbindung gebracht.”
Tab. 15 — Verteilung PMR-Werte Gewebe / Lavage / Plasma
Plasma Pra-OP |Lavage Pra-OP Gewebe

N Gultig |28 28 26

Fehlend | O 0 2
Median 0 0,42 55,55
Standardabweichung | 5,45 4,47 83,55
Minimum 0,00 0,00 0,00
Maximum 23,22 23,20 238,64

Es zeigten sich deutliche Unterschiede in der medianen Methylierung, absteigend von

den Gewebe- (55,55%) Uber die Lavage- (4,47%) bis zu den Plasmaproben (0%).
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Tab. 16 — Ubersicht PMR Werte in einzelnen Subgruppen (Median + SD)

N [Gewebe Bronchiallavage [Blutplasma
Adenokarzinom 9 |24,29+39,70 [0,12+0,19 0,00 £ 0,25
Plattenepithelkarzinom 15 [58,35+ 85,15 |1,23 +5,85 0,05 + 4,68
IAdenosquamadses Karzinom |1 [238,64 1,04 0,01
Undifferenziertes Karzinom |3 10,67 + 118,87 10,24 £ 0,30 0,00 + 13,40
Tla (<2cm) 7 4,63 52,69 0,19 + 0,2 0,00
T1b (2-3cm) 6 [71,4+81,15 0,19 + 0,38 0,01+ 0,33
T2a (3-5cm) 8 [/7,43+76,78 |1,11+1,62 0,04 + 2,68
T3 (>7cm) 3 1,32+ 13,37 0,33 £ 0,48 0,39 + 9,86
T4 4 [197,43+97,01 [1,72+ 11,01 0,88 + 11,33
NO 18 [46,54 +69,71 10,31 +5,20 0+ 4,34
N1 6 (183,06 + 105,83 |2,96 + 8,56 0+ 0,58
N2 4 149,48+91,09 [0,28+0,19 0,61+11,41

Wir konnten keine Korrelation der unterschiedlichen Histologien und den PMR-Werten
der einzelnen Probenarten nachweisen. Es zeigten sich jedoch signifikante
Zusammenhange zwischen der Tumorgrof3e (T-Stadium) und den PMR-Werten von
Lavage und Plasma.

Tab. 17 — Korrelationen Gewebe / Lavage / Plasma nach Spearman

Gewebe |Lavage |Plasma
Pra-OP |Pra-oOpP
Korrelationskoeffizient 1,00 47 .36
Gewebe Sig. (2-seitig) ,02 ,07
N 26 26 26
Korrelationskoeffizient 47 1,00 .25
Spearman- Lavage . .
- Sig. (2-seitig) ,02 21
Rho Pra-Op
26 28 28
Korrelationskoeffizient .36 .25 1,00
Plasma ) .
- Sig. (2-seitig) ,07 21
Pra-Op
26 28 28

Die errechneten Korrelationen zeigen bis auf eine leichte Korrelation zwischen

Gewebe und Bronchiallavage (0,47 p=0,02) keinen statistisch signifikanten
Zusammenhang zwischen den gemessenen PMR-Werte der verschiedenen
Probenarten.
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Tab. 18 — PMR-Werte Gewebe / Lavage / Plasma

Lavage |Plasma Neutrophile

Pat. Gewebe |Pra-OP |[Pra-OP |Vaskularisierung | Granulozyten
1 10,03 0,07 0,00 30 0,87
2 133,21 |0,12 0,00 73 0,72
4 232 23,2 0,00 65 0,56
5 188,58 1,23 1,19 24 0,63
7 172,86 0,77 0,00 44 0,73
8 5,75 0,25 0,00 23 0,61
9 2,62 0,2 0,00 38 0,6
11 10,31 0,00 0,00 42 0,77
12 145,64 0,14 0,05 43 n.d.
13 n.d. 0,94 17,27 n.d. 0,72
14 n.d. 0,67 0,00 n.d. 0,56
15 0,09 0,19 0,00 76 0,73
16 18,31 2,21 0,57 49 0,39
17 56,09 0,10 0,00 65 0,64
19 68,11 0,25 0,00 28 0,59
20 42,19 0,38 0,00 11 0,51
21 210,59 |3,51 1,04 60 n.d.
22 3,51 0,01 0,00 61 0,68
23 177,53 6,74 0,00 40 0,72
24 50,88 4,84 0,08 36 0,71
26 206,27 (0,24 23,22 44 0,67
27 24,29 0,33 0,00 23 0,59
28 1,32 0,00 0,39 n.d. 0,92
29 0,37 2,42 0,00 42 0,71
30 54,75 0,57 0,68 28 0,69
31 100,11 |1,44 7,74 2 n.d.
32 238,64 1,04 0,01 7 n.d.
33 74,68 0,45 0,83 14 0,74

n.d. — not determined
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Tab. 19 — Korrelation Plasma / Lavage / Vaskularisierung

Plasma | Lavage | Vaskularisierung
Pra-oOP Pra-oOP
Korrelationsk
. 1,000 247 -,278
oeffizient
Plasma .
. Sig.
Pra-OP " ,205 , 178
(2-seitig)
N 28 28 25
Korrelationsk
© .e.alo S 247 1,000 -,197
oeffizient
Spearman- Lavage Si
Rho Pra-OP & ,205 ;345
(2-seitig)
N 28 28 25
Korrelationsk
. -,278 -,197 1,000
oeffizient
Vaskula- _
- Sig.
risierung . ,178 ,345
(2-seitig)
N 25 25 25
Zwischen den PMR-Werten im Plasma bzw. Lavage und dem Grad der
Vaskularisierung im untersuchten Tumorgewebe ist keine statistisch signifikante
Korrelation nachweisbar.
Tab. 20 — Korrelation Plasma / Neutrophile Granulozyten
Plasma Neutrophile
Pra-OP Granulozyten
Korrelations
. 1,000 ,202
koeffizient
Plasma .
. Sig.
Pra-OP . 344
(2-seitig)
N 28 24
Spearman-Rho _
Korrelations
- ,202 1,000
koeffizient
Neutrophile _
Sig.
Granulozyten . 344
(2-seitig)
N 24 24

Es zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen der SHOX2-Werten im Plasma
und der Anzahl an neutrophilen Granulozyten.
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5 Diskussion

51 Diskussion der Methoden

5.1.1 Das Patientenkollektiv

Bei unserem Studiendesign handelt es sich um eine prospektive Beobachtungsstudie,
bei der alle Patienten eingeschlossen wurden, die sich im Studienzentrum mit der
Fragestellung der operablen Tumorversorgung vorstellten und dem Studienprotokoll
zustimmten. Es erfolgte keine Randomisierung nach Alter, Geschlecht oder
Tumorstadium.

Die Geschlechterverteilung unserer Patienten zeigte im Vergleich zum weltweiten
Durchschnitt eine leichte Verschiebung zu den Mannern (weltweit: 3 60%, 9: 40% im
Vergleich zu & 78%, 9: 22% in unserem Patientenkollektiv).7s

Das mediane Alter der Patienten bei Diagnosestellung eines Lungenkarzinoms
entspricht mit 72 Jahren in unserer Studie nahezu dem weltweiten Durchschnitt von ca.
70 Jahren.”

Wahrend im Durchschnitt bei M&nnern bis zu 90% und bei Frauen bis zu 65% der
Lungenkarzinome einen Bezug zu Tabakkonsum haben, zeigten in unserer Studie nur
2/3 der Patienten eine positive Raucheranamnese.”® Ebenso konnten wir keinen
Zusammenhang zwischen Raucherstatus und Hohe der PMR-Werte nachweisen.

Die genannten Abweichungen lassen sich sowohl durch regionale Unterschiede, als
auch durch die geringe Fallzahl von 28 Patienten und die damit verbundene

statistische Abweichung erklaren.

5.1.2 Probengewinnung

Die Gewinnung der pra- und postoperativen Plasmaproben, sowie der Bronchiallavage
konnte im Rahmen der Aufnahme- bzw. Entlassungsuntersuchung problemlos
durchgefuhrt werden. Die Tatsache, dass das Krankenhaus Maria-Martha in
Halle/Délau ein Uberregionales Zentrum in der operativen Tumorversorgung bei
Lungenkarzinomen ist, erschwerte jedoch die Nachbeobachtung der Patienten und die
Gewinnung von follow-up Proben. Viele Patienten wurden in ihren regionalen
Krankenh&usern priméar diagnostiziert und befanden sich dann lediglich zur operativen
Versorgung und dem postoperativen Aufenthalt in unserem Studienzentrum.

Die weiteren Kontrolluntersuchungen fanden in der Regel wieder in den
Heimatkrankenhausern statt. Dies erklart den Umstand, dass lediglich von einem

Viertel der eingeschlossenen Patienten follow-up Werte erhoben werden konnten.
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5.1.3 Tumorstadien

Voraussetzung fur den Einschluss in die Studie war ein Lungenkarzinom im operablen
Stadium, also UICC-Stadium I-llIA. Auf Grund dieser Einschlusskriterien entspricht
unsere Stadienverteilung nicht dem Ublichen Durchschnitt, bei dem nur 15% aller
diagnostizierten Karzinome im lokalen Stadium diagnostiziert werden.

Von den eingeschlossenen 28 Patienten zeigten vier Patienten einen dem Stadium I11B
oder Stadium IV entsprechenden Tumor. Dies ist wahrscheinlich darauf zuriick zu
fuhren, dass diese Patienten bei Diagnosestellung als operabel eingestuft wurden,
wahrend des Klinikaufenthaltes jedoch bis zu diesem Zeitpunkt unbekannte Fern-
/Lymphknotenmetastasen diagnostiziert wurden, sodass die Tumorformel bei
Entlassung daher ein Stadium IlIB/IV-Tumor auswies.

Darluber hinaus kdnnte es sich um Einzelfallentscheidungen gehandelt haben, welche
z.B. bei paralleler Therapie solitarer cerebraler oder adrenaler Metastasen eine
chirurgische Tumortherapie auch im Stadium IV rechtfertigt.

Wir konnten in unserer Untersuchung keine Korrelation zwischen dem Tumorstadium
und der Héhe der PMR Werte in Bronchiallavage und Blutplasma nachweisen. Dies
fuhren wir auf die vornehmlich frithen Tumorstadien in unserer Studie zurtck.

Sowohl Kneip et al. als auch Schmidt et al. konnten zeigen, dass die
Methylierungsrate mit h6herem Tumorstadium ansteigt.*®*

Die gefundene Korrelation zwischen einem positiven Lymphknotenstatus (N1+N2) und
einer erhohten Methylierung des SHOX2-Gens spricht fir eine hohere
Wahrscheinlichkeit des  Nachweises von mSHOX bei Patienten  mit
Lymphknotenmetastasen.

Grunde hierfir sind moglicherweise eine grol3ere Tumormasse, aggressivere
Eigenschaften des individuellen Tumortyps oder vermehrter Anschluss an das Gefai-
und Bronchialsystem durch die Metastasen. Hierbei muss jedoch beachtet werden,
dass ein p-Wert von 0,076 nicht signifikant im Rahmen unseres angesetzten
Standardfehlers von 0,05 ist. Wir halten den gefundenen Zusammenhang aber
dennoch fiir einen deutlichen Trend und sehen die fehlende statistische Signifikanz der
geringen Fallzahl geschuldet. Daher wird eine grof3ere Nachfolgestudie bendtigt, um
den gefundenen Zusammenhang zu verifizieren.

Die nachgewiesene signifikante Korrelation zwischen der Tumorgrof3e und der Héhe
der PMR-Werte in Bronchiallavage (Korrelationskoeffizient: 0,528; p=0,004) und
Blutplasma (Korrelationskoeffizient: 0,501; p=0,007) ist ein weiterer interessanter
Befund (siehe Tab.8).

Unter Berlicksichtigung der sehr groben Einteilung der TumorgréRe in der TNM-

Klassifikation zeigt diese Korrelation, dass es einen Zusammenhang zwischen der

37



Groke von Tumoren und der HOhe an methylierter SHOX2 DNA gibt. Diese
Beobachtung sollte ebenfalls in einer weiteren Nachfolgestudie mittels genauerer
Messung der TumorgrofR3e z.B. durch Volumenmessung im CT-Bild verifiziert werden.

5.1.4 Angewandte analytische Methoden

Die von uns verwendeten Methoden zur Aufarbeitung und Messung der Probe mittels
HeavyMethyl (HM) PCR-Assay fiir die quantitative Bestimmung von methyliertem
SHOX2-Gen wurde bereits erfolgreich in Blutplasma und Lavage angewandt.*®*°
Dieser Test erhielt zudem die CE-Zertifizierung und ist daher fur die Anwendung am
Patienten zugelassen.”” Die CE-Zertifizierung garantiert ein hohes Maf an Sensitivitat
und Spezifitat, sowie eine zuverlassige Reproduzierbarkeit der gewonnenen
Ergebnisse.

Um die Konzentration an Tumorzellen in den untersuchten Gewebeproben zu erhéhen,
wurden die angefertigten Tumorschnitte von einem Facharzt fir Pathologie
begutachtet und tumorzellreiche Areale unter dem Mikroskop markiert.

Anschlieend konnten diese markierten Areale makroskopisch ausgeschnitten und im
weiteren Prozess untersucht werden. Auf diese Weise erreichten wir eine
hochstmdogliche Menge an Tumorzellen in unserer Messprobe.

Mit der guantitativen Bestimmung von mSHOX2 in mehreren
Untersuchungsmaterialien (Blutplasma, Lavage, Tumorgewebe) des gleichen
Patienten konnten wir erstmals einen Eindruck von der Verteilung und dem
Vorkommen von methylierter SHOX2-DNA in den verschiedenen Probenarten
gewinnen. Dies wird eine Rolle bei der Auswahl der Probenart fur zukinftige

Untersuchungen des mSHOX2-Gens spielen.

5.2 Diskussion der PMR-Werte

5.2.1 Vergleich pra-/ postoperativer Plasmawerte

Bei der Suche nach neuen Tumormarkern steht haufig auch die Frage nach deren
Verhalten unter Therapie im Mittelpunkt. In Bezug auf mSHOX2 konnte in einer
aktuellen Pilotstudie bereits gezeigt werden, dass sich dieser Marker sehr gut dazu
eignet, das Ansprechen auf eine Radio-Chemotherapie bei Patienten mit
fortgeschrittenem Lungenkarzinom festzustellen.®®

Ziel unserer Studie war es, die quantitative Messung von mMSHOX2 bei
Lungentumorpatienten durchzufihren, die zu einem Zeitpunkt diagnostiziert wurden,
zu dem eine operative Tumortherapie moglich war. Dabei handelte es sich um

Patienten, die ein frihes Tumorstadium (I bis ll1A) zeigten.
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Diese friihen Tumorstadien bedingen auch die verhaltnismaRig niedrigen gemessenen
PMR-Werte fur SHOX2 im Blutplasma. Wir konnten damit die von Kneip et. al.
publizierten Ergebnisse replizieren und zeigen, dass es eine Korrelation zwischen
Tumorstadium und der Menge an methylierter SHOX2-DNA im Blutplasma gibt.*°

Wir konnten auch nachweisen, dass sich bei den 9 Patienten, bei denen praoperativ
eine Methylierung gemessen wurde, die Werte postoperativ um durchschnittlich knapp
95% verringerten. Dieser Abfall spricht flir einen deutlichen Zusammenhang von
methyliertem SHOX2 und dem Tumor, da sich mit Entfernung des Tumors auch der
gemessene PMR-Wert stark verringerte. Die postoperativen Proben wurden in der
Regel am Tag der Entlassung des Patienten abgenommen, sodass sich der gezeigte
PMR-Abfall innerhalb eines relativ kurzen Zeitraums von nur wenigen Tagen vollzog.
Dieses Ergebnis bestétigt damit die Messungen einer Pilotstudie an Patienten mit
einem fortgeschrittenen Lungentumor, die zeigten, dass eine systemische
Chemotherapie innerhalb von 7 bis 10 Tagen zu einer starken Reduktion der Plasma
mSHOX2 Werte fiihrt.®* "

Mit diesem schnellen Abfall der Werte nach Beginn einer Therapie erfullt mSHOX2
eine wichtige und wesentliche Voraussetzung zur Eignung als Tumormarker fir ein
Therapiemonitoring.

Durch die mehrfache Bestimmung von mSHOX2 im Verlauf der Diagnostik und
Therapie eines Patienten erhalt man ein kinetisches Profil und Abbild des Tumors zum
jeweiligen Zeitpunkt.

Fiur diese Art der Tumoruntersuchung wurde in den letzten Jahren der Begriff der

t.64

,Liquid Biopsy“ geprégt.” Er beschreibt die Untersuchung von genetischem Material
des Tumors, welches entweder als ganze Tumorzellen (circulating tumor cells) oder in
Form von extrazellularen Nukleinsauren im Blut oder anderen Korperflussigkeiten wie
Aszitis oder Urin nachweisbar sind. Im Vergleich zur herkbmmlichen histologischen
Biopsie bietet die ,Liquid Biopsy* entscheidende Vorteile:

So handelt es sich bei dieser Art der Probenentnahme um eine einfache
Blutentnahme, welche bei minimaler Invasivitat eine hohe diagnostische Aussagekraft
besitzt.

Mittels eines Nachweises von genetischem Material des Tumors aus dem Blut kénnen
auch solche Tumore untersucht werden, welche einer herkdmmlichen Biopsie nicht
zuganglich sind. Dies betrifft vor allem schwierige Tumorlokalisationen oder Patienten

mit schlechtem Allgemeinzustand.
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Dartber hinaus werden bei herkbmmlichen Biopsien nur maximal einige wenige
Lokalisationen biopsiert. Ein Analyse von circulating tumor cells (CTC) bzw.
extrazellularen Nukleinsduren reprasentiert jedoch womdglich eine Abbild aller
Tumorlokalisationen bzw. erlaubt es sich ein genaueres Bild im Hinblick auf eine
eventuelle genetische Heterogenitdt des Tumors zu verschaffen, was mit einer
einzelnen herkdmmlichen histologischen Biopsie nur selten gelingt.”

Da sich die Entnahme der Proben unter Therapie oft wiederholen lasst, erhdlt man
damit mdglicherweise einen genaueren Einblick in die Kinetik der Erkrankung.

Weitere Studien mussen zeigen, ob sich damit ein Therapieerfolg oder eine mdgliche
Resistenzentwicklung des Tumors gegentber der angewendeten Therapie friihzeitig
feststellen lasst und der Patient damit von einer Anpassung der Therapie profitieren
kann. &

Dies ist ein entscheidender Vorteil gegentiber der herkbmmlichen Biopsie, bei der eine
Re-Biopsie nach begonnener Therapie haufig nicht mehr mdglich ist.

Insgesamt ist das Konzept der Liquid Biopsy aktuell Gegenstand vieler Studien und
Untersuchungen und sicherlich eine der erfolgversprechendsten Innovationen der
aktuellen Krebsforschung. So gibt es z.B. aktuell Arbeitsgruppen welche dieses

Konzept im Zusammenhang mit Lungenkarzinomen®-, Colo-rektalen Karzinomen®*®*,

887 sowie malignem Melanom® untersuchen. Die Ergebnisse

Mammakarzinomen
dieser Forschungen werden in Zukunft zunehmend Einfluss auf die Diagnostik und

Therapie maligner Erkrankungen haben.

5.2.2 Follow-up Blutplasmawerte

Das in Abschnitt 5.1.3 angesprochene Problem der Nachverfolgung der
Studienpatienten und der Gewinnung von follow-up Proben hat die Anzahl der
Patienten mit follow-up Proben deutlich reduziert.

Von 7 Patienten, die sich regelméaRig zur Nachkontrolle im Studienzentrum vorstellten,
ist besonders Pat. Nr. 16 interessant. Bei diesem Patienten kam es nach initialem
postoperativem Abfall der Menge an extrazellularer Plasma mSHOX2 DNA im weiteren
Verlauf zu einem deutlichen Anstieg auf das 7-fache des praoperativen Wertes. Bis
jetzt (Stand Mai 2015) war in den standardmafRigen radiologischen
Kontrolluntersuchungen jedoch kein Rezidiv darstellbar. Hier ist eine weitere
Verfolgung des Werdegangs des Patienten besonders unter dem Gesichtspunkt der
frihzeitigen Rezidiverkennung durch die Bestimmung von mSHOX2 interessant.
Besonders beachtenswert ist auch der Verlauf von Pat. Nr. 17, bei dem es nach
unauffalligen drei follow-up Untersuchungen in der 4. Nachuntersuchung zu einem

leichten Anstieg von mSHOX2 im Plasma kam.
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Beim Abgleich mit den klinischen Daten des Patienten wurde festgestellt, dass
zwischen den beiden Untersuchungszeitpunkten ein Rezidiv in Form einer solitéaren
Colon-Metastase des primar diagnostizierten Adenokarzinoms der Lunge
diagnostiziert wurde. Nach erfolgter Resektion der Metastase war in der
anschlieRenden 5. follow-up Untersuchung die gemessene Methylierung wieder auf
0,00% abgefallen.

Patient Nr. 14 ist ein Sonderfall: Bei ihm wurde keine operative Therapie des
Primartumors der Lunge durchgefuhrt, da zuerst die solitire cerebrale Metastase
entfernt wurde. Er erhielt daraufhin eine Chemotherapie sowie eine Radiatio. Die
urspriinglich geplante operative Therapie des Lungenkarzinoms wurde bei
zusatzlichem Auftreten von Lebermetastasen nicht mehr durchgeftihrt. Da der Patient
jedoch initial in die Studie aufgenommen wurde, wurden weiterhin im Rahmen der
Kontrolluntersuchungen Plasmaproben zur mSHOX Bestimmung abgenommen. Diese
zeigten in der initialen Messung keine Methylierung des SHOX2-Gens.

In follow-up Untersuchungen stiegen die PMR-Werte jedoch unter Chemotherapie und
Radiatio an. Der Patient verstarb 7 Monate nach der Erstdiagnose. Dies spricht fur
einen Tumorprogress trotz intensiver Chemo- und Bestrahlungstherapie.

5.2.3 Vergleich PMR-Werte im Gewebe / Bronchiallavage / Blutplasma

Da neben Lavage- und Plasmaproben bei 26/28 Patienten die dazugehdrigen
Gewebeproben vorhanden waren, konnten wir die Methylierungswerte von SHOX2 im
Tumorgewebe, Bronchiallavage und Blutplasma der einzelnen Patienten miteinander
vergleichen. Dies vor allem im Hinblick auf die Frage, welches Material sich am
ehesten fir Bestimmung von mSHOX2 eignet.

Beim Vergleich der medianen Methylierungswerte der unterschiedlichen Probenarten
zeigten sich im Tumorgewebe mit 55,55% (SD: £83,55) die héchsten medianen Werte.
Teilweise wurden Werte von tber 200% gemessen. Die Prozentzahlen >100% erklaren
sich dadurch, dass die PMR-Werte das Verhaltnis von mSHOX2 zu Beta-Aktin
darstellen, also mehr mSHOX2 DNA als Beta-Aktin DNA in diesen Proben vorhanden
ist. Dartber hinaus ist der SHOX2 Genlocus bei vielen Lungentumorpatienten
amplifiziert, was ebenfalls zu héheren PMR Werten fihrt.

Bemerkenswert ist hier, dass wir im Gegensatz zu den anderen Probenarten in allen
zur Verfigung stehenden Gewebeproben mSHOX nachweisen konnten.

Im Vergleich zu den sehr hohen PMR-Werten im Gewebe (Median Gewebe PMR:

55,55%, SD: +83,55) waren die gemessenen medianen Werte in der Bronchiallavage

mit 0,42% (SD: +4,47) und im Blutplasma mit 0,00% (SD: £5,45) deutlich geringer.
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Fur diese Differenz der PMR-Werte vom Gewebe Uber die Lavage bis zum Plasma
sehen wir verschiedene Ursachen:

So werden bei den einzelnen Proben die PMR-Werte in sehr unterschiedlich grof3en
Kompartimenten gemessen. Das Verteilungsvolumen der Menge an mSHOX2-DNA ist
in der Lavage und vor allem im Blutplasma deutlich groRer als im zellreichen
Tumorgewebe. Ebenso wéare es mdglich, dass diejenigen Nukleinséduren, die vom
Tumor in Blut- bzw. Bronchialsystem abgegeben werden nur eine geringe Methylierung
im SHOX2-Gen aufweisen. Generell ist Gber die Mechanismen bei der Freisetzung von
Nukleinsauren ins Blut bisher wenig bekannt.

Diaz et al. konnten zeigen, dass ein Zusammenhang zwischen der H6he an
neutrophilen Granulozyten und der Menge an zellfreier DNA im Blutplasma bei
Patienten mit tiefer Beinvenenthrombose besteht.”* Dariiber hinaus konnten andere
Arbeitsgruppen nachweisen, dass erhohte Neutrophilenwerte im Rahmen eines
Tumorgeschehens von signifikanter Bedeutung sind und dort ebenfalls mit der Menge
an freigesetzten zellfreien Nukleinséuren korrelieren.®**° Die in diesen Arbeiten
beobachtet Korrelation konnten wir in unserem Patientenkollektiv nicht nachweisen.
Einen Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen hohen Methylierungswerten im
Blutplasma und einer erhdhten Vaskularisierung des Tumors konnten wir ebenfalls
nicht bestatigen. Dieser Befund deutet darauf hin, dass fur die Freisetzung
extrazellularer DNA moglicherweise mehrere Mechanismen verantwortlich sind, die wir
bisher nur ungentgend kennen. Schor et al. konnten jedoch zeigen, dass
Lungenkarzinome eine sehr heterogene Vaskularisierung, sowohl innerhalb eines
Tumors, als auch zwischen den untersuchten Tumoren, aufweisen.”® Es hangt daher
sehr wahrscheinlich von den individuellen Eigenschaften des Tumors ab, ob und in
welchem Umfang Nukleinsauren bzw. Zellbestandteile an das Blutsystem abgegeben
werden. Das gilt ebenso flr den Zugang des Tumors zum Bronchialsystem. Es ist
bisher nicht bekannt ob ein Anschluss des Tumors an das Bronchialsystem die
Methylierungswerte in der Bronchiallavage beeinflusst.

Die Tatsache, dass wir bis auf eine mittelgradige Korrelation zwischen Gewebe- und
Lavageproben keine weitere Korrelation unter den verschiedenen Probenarten
nachweisen konnten, fihren wir ebenfalls auf die individuell unterschiedlichen
Eigenschaften der einzelnen Tumore zurick.

Insgesamt scheint die Untersuchung von mSHOX2 in der Bronchiallavage bei
Patienten mit frihen Tumorstadien und niedriger Tumorlast eher Erfolg versprechend
zu sein als die Bestimmung im Blutplasma. Dies erklart sich durch den héheren

Verdinnungsgrad im Blutplasma.
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Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass die mSHOX2 Bestimmung in frihen
Tumorstadien beim Lungenkarzinom eine Methode darstellt, die interessante
Ergebnisse liefert. Allerdings konnten wir keine signifikante Korrelation zwischen der
Menge an mSHOX2 im Gewebe und extrazellularer mSHOX2 DNA nachweisen.

Dennoch zeigten sich einige vielversprechende Ansétze in Bezug auf die
Verlaufsbeurteilung einer Antitumortherapie und die Mdoglichkeit einer frihzeitigen
Rezidiverkennung, welche jedoch im Rahmen einer multizentrischen Studie mit einer

groReren Anzahl von Patienten verifiziert werden muss.

5.3 Limitationen

Die Limitation unserer Pilotstudie ergibt sich vor allem vor allem aus der geringen
Fallzahl, die der Untersuchung zugrunde liegt. Diese lasst bei der Interpretation der
Daten nur erste Ansatze und Tendenzen zu. Viele Ergebnisse bedirfen Bestatigung im

Rahmen groRerer Kontrollstudien.

Daruberhinaus zeigen die durch die Studie gewonnenen Daten, dass sich mSHOX2
bisher nur im Gewebe hinreichend sicher nachweisen lasst. Dies schrankt die
Praktikabilitat fur einen Einsatz als Tumormarker im klinischen Alltag ein.

Die Eignung als Marker zur Tumordiagnostik bzw. als Screeningparameter ist vor dem

Hintergrund der niedrigen Nachweisrate in friihen Tumorstadien eingeschrankt.

Hier konnte der Fokus in Zukunft auf dem Therapiemonitoring liegen, wo mSHOX2
bereits seine Eignung im Rahmen des Monitorings von Chemotherapien beim

Lungenkarzinom bewiesen hat.®®

Der mogliche Einsatz als Rezidivmarker muss ebenfalls in gréReren Follow-up Studien

weiter untersucht werden.
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6 Zusammenfassung

Noch immer ist die 5-Jahres Uberlebensrate von Patienten mit einem Lungenkarzinom
mit 10 bis 15% sehr niedrig. Das liegt vor allem daran, dass viele Tumore erst in einem
fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert werden. Die rechtzeitige Diagnose und
Verlaufskontrolle von Lungenkarzinomen in Verbindung mit der Entwicklung neuer
Medikamente und die Verbesserung bestehender Therapieregime ist daher von
zunehmender Wichtigkeit. Es ist bekannt, dass Lungentumore schon in einem frihen
Stadium eine Vielzahl verschiedener genetischer sowie epigenetischer Veranderungen
aufweisen. Dazu gehort u.a. die Methylierung des SHOX2-Gens, von dem bekannt ist,
dass diese bereits in Stadium | der Lungenkarzinome nachweisbar ist.

Ziel unserer Untersuchungen war es, den diagnostischen Wert von mSHOX2 im Bezug
auf die Verlaufsbeobachtung bei Patienten mit frhen Lungenkarzinomstadien zu
evaluieren. Dies beinhaltet vor allem Therapiemonitoring und mogliche frihzeitige
Rezidiverkennung.

Hierzu wurde bei 28 Patienten mit Lungenkarzinom im Stadium I-IlIA, die sich zur
operativen Tumortherapie vorstellten, der Methylierungsgrad des SHOX2-Gens
bestimmt. Es wurden préa- und postoperative Plasmaproben, sowie Bronchiallavage
und Tumorgewebe auf ihren Gehalt an methylierter SHOX2 DNA untersucht. Hinzu
kamen, sofern  moglich, follow-up  Plasmaproben im Rahmen  der
Nachsorgeuntersuchungen.

Es zeigte sich, dass Patienten mit einem praoperativ erhéhten Methylierungsgrad,
post-operativ einen deutlichen Abfall in der Methylierung des SHOX2-Gens aufwiesen.
Aus dieser Beobachtung schlussfolgern wir, dass die extrazellulare mSHOX2 DNA aus
den Tumorzellen stammit.

Ebenso zeigten einige Patienten in den follow-up Untersuchungen nach initial
unauffalligen mMSHOX2 Werten im Verlauf ansteigende Werte, welche vor allem bei
Pat. 17 stark mit dem klinischen Verlauf der Tumorerkrankung korrelierten. Schlie3lich
konnte auch der Beweis erbracht werden, dass mSHOX2 sowohl in Blutplasma als
auch in Lavage und vor allem im Tumorgewebe vorhanden und nachweisbar ist,
jedoch die Werte im Vergleich untereinander, mit der Ausnahme von Gewebe und
Bronchiallavage, nicht korrelieren.

Dies sind vielversprechende Ergebnisse, welche Grundlage und Anstol3 fir weitere
Untersuchungen im grofReren Mal3stab sein sollten, insbesondere im Hinblick auf die

Frihdetektion mdglicher Rezidive.
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10.

Thesen

Das Lungenkarzinom ist das haufigste zum Tode flihrende Karzinom beim Mann
und das 4. Haufigste bei der Frau.

Nur bei jedem 8. Patienten wird der Tumor in einem kurativ zu therapierendem
Stadium diagnostiziert.

Bisher ist kein verlasslicher Tumormarker (flir Diagnose bzw. Screening) fir das
Lungenkarzinom im klinischen Alltag implementiert.

Die Hyper-Methylierung fihrt in zahlreichen Tumorentitaten zur Veranderung
vieler fur den Zellzyklus wichtiger Gene (z.B. SHOX2).

Die vorliegende Arbeit soll die Eignung von mSHOX2 als Tumor- / Rezidivmarker
bei Patienten mit Lungenkarzinom untersuchen, mit speziellem Augenmerk auf
die Veranderung der Werte nach operativer Tumortherapie.

Wir konnten keinen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen
Lymphknoten bzw. Fernmetastasen und der H6he der Methylierungswerte
nachweisen.

MmSHOX2 konnte in allen vorhandenen Gewebeproben nachgewiesen werden,
wahrend die Nachweisquote lUber die Lavage bis zu den Plasmaproben stark
abnahm.

Unter Therapie (Operation) konnten wir bei 9 Patienten einen Abfall der
MSHOX2 Werte im Vergleich pra- zu post-operativ im Blutplasma nachweisen.
Das Konzept der ,Liquid Biopsy* ermdglicht Aussagen Uber die Kinetik der
Erkrankung, die histologische Heterogenitét des Tumors sowie Uber das
Therapieansprechen.

Eine Eignung des quantitativen mSHOX2 Nachweises im Plasma zur

Rezidiverkennung muss in grof3eren Studien bestatigt werden.
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