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Zusammenfassung: Die diesjdhrige 12. Jahrestagung der
Sektion Molekulare Diagnostik der Deutschen Vereinten
Gesellschaft fiir Klinische Chemie und Laboratoriums-
medizin (DGKL) stand unter dem Leitthema ,,Molekulare
Signaturen® und fand vom 06.-07.06.2013 in Tutzing statt.
Molekulare Signaturen ergeben sich aus der Bewertung
mehrerer gleichzeitig bestimmter Biomarker mit dem
Ziel einer verbesserten Pravention und gezielteren Thera-
pie von Erkrankungen. Mit diesem zentralen Aspekt der
personalisierten Medizin befassten sich die vier Arbeits-
gruppen der Sektion Molekulare Diagnostik aus ihren
jeweiligen Blickwinkeln: Der Fokus der einfithrenden
Sitzung der Arbeitsgruppe Genomics aus der Sichtweise
der Pathologie und Laboratoriumsmedizin lag auf onkolo-
gischen Fragestellungen. In der darauf folgenden Sitzung
widmet sich die Arbeitsgruppe Biobanken der Erhebung
molekularer Signaturen aus archivierten Geweben und
Korperfliissigkeiten. Die Arbeitsgruppe Bioinformatik ging
der Frage nach, wie viele Biomarker man konkret fiir eine
aussagekriftige Signatur benoétigt. In der abschliefien-
den Sitzung der Arbeitsgruppe Proteomics/Metabolomics
wurden diese Erkenntnisse auf der Metabolitenebene am
Beispiel endokrinologischer und maligner Erkrankungen
in die Praxis iibersetzt.

Im Rahmen der Jahrestagung fand eine Ubergabe des
Vorsitzes von Michael Neumeier (Heidelberg-Mannheim),
der die Sektion seit ihrer Griindung geleitet hatte, an
Daniel Teupser (Miinchen) statt. An dieser Stelle mdchten
die Autoren Herrn Professor Neumeier ihren tiefemp-
fundenen Dank fiir den Aufbau und die sehr erfolgrei-
che Leitung der Sektion in den zuriickliegenden Jahren
aussprechen. Thm ist es gelungen, die Molekulare Dia-
gnostik als Zukunftsgebiet weit {iber die Grenzen der

Fachgesellschaft hinaus bekannt zu machen. Dies wird
auch aus dem fachiibergreifenden Rednerspektrum der
diesjahrigen Tagung evident.
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Arbeitsgruppe Genomics

Die Sitzung der Arbeitsgruppe Genomics wurde von
Barbara Dockhorn-Dworniczak mit Beitrdgen aus der
Pathologie organisiert. In einer kurzen Einfiihrung berich-
tete Frau Dockhorn-Dworniczak iiber die Anzahl der jahr-
lichen Neuerkrankungen bei Krebs, die weltweit derzeit
auf 13 Mio. und im Jahr 2030 auf 21 Mio. geschatzt wird.
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Das Thema ,,Personalisierte Medizin-Fortschritt oder fal-
sches Versprechen “wurde im Zusammenhang mit indi-
vidualisierten Therapieansatzen bei der Behandlung von
Krebsleiden vom Deutschen Arzteblatt 2011 auf die Titel-
seite gebracht und mit einem kritischen Artikel gewiirdigt.
Umso wichtiger sei es, sich kontinuierlich mit den neuen
Entwicklungen zu befassen und den eigenen Standort
immer wieder zu iiberpriifen. Zweifelsohne wurden in
den vergangenen Jahren wichtige Inhibitoren des Tumor-
wachstums entwickelt und auf den Markt gebracht, deren
Einsatz hdufig von einer exakten molekularen Diagnose
abhéngt. Als Beispiele seien genannt: MEKi (AZD6244),
PI3Ki (LY294002), EGFRIi (Gefitinib), EGFi (Cetuximab und
Panitumumab), BRAFi (Vemurafenib, RG7204 or PLX4032)
sowie der kombinierte BRAFi und CRAFi (Sorafenib).

Im ersten Vortrag berichtete Reinhold Schdifer (Institut
fiir Pathologie, Charité Berlin) iiber die Entwicklung rati-
onaler Krebstherapien auf der Grundlage komplexer
Genomdaten. Der Anfang der rationalen Krebstherapie
sei der speziell gegen das BCR-ABL Genprodukt entwi-
ckelte ABL-Kinaseinhibitor STI571 (Gleevec) gewesen.
Derzeit versuche man, neue drugtargets (Kinasen, aber
auch andere Proteine) durch die Modellierung von Sig-
naltransduktionswegen, die Charakterisierung der
Netzwerk-Topologie und die Identifizierung geschwindig-
keitsbestimmender Schritte zu finden. Dieser systembio-
logische Ansatz erfordere zwingend eine bioinformatische
Herangehensweise, da aufgrund der Komplexitdt keine
intuitive Betrachtung mehr moglich sei. In der mathema-
tischen Netzwerkmodellierung gdbe es zwei verschiedene
Schulen: Zum einen die semi-empirische Modellierung
Kkleiner, experimentell bereits gut parametrisierter Modelle
(Beispiel der EGF-RAS Signaltransduktionsweg), die
eine Modellierung der Fliisse und Raten durch Differen-
tialgleichungen anstrebt. Zum anderen die ungenauere
Modellierung grofer Netzwerke mit Komponenten aus
vielen Signaltransduktionswegen, die lediglich mit Wahr-
scheinlichkeiten (z. B. Monte Carlo Simulation) arbeitet.
Als empirische Ausgangsdaten derartiger Modelle wiirden
sowohl mRNA als auch Protein-Expressionsdaten Ver-
wendung finden. Ein erstes Ergebnis derartiger Studien
sei die Identifizierung von BRAF als wesentliche Kinase
bei verschiedenen Krebsformen. Dabei habe insbesondere
die Identifizierung der in Tumoren haufigen, konstitutiv
aktiven Mutante BRAF-p.V60OE (sog. Driver-Mutation)
starke Beachtung gefunden. Die Entwicklung des muta-
tionsspezifischen BRAF-Inhibitors Vemurafenib (RG7204
oder PLX4032), der nur die p.V60OE-mutierte Form des
BRAF Proteins inhibiert, nicht aber wildtyp-BRAF [1], stellt
das vielbeachtete proof-of principle dieses Ansatzes dar.
Die Bedeutung protein- und sogar mutationsspezifischer
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Inhibitoren der Signaltransduktion fiir die Krebsthera-
pie unterstreicht die aktuelle Bedeutung dieses neuen
Ansatzes.

Im zweiten Vortrag berichtete Christine Sers (eben-
falls vom Institut fiir Pathologie der Charité Berlin) iiber
die Integration neuer Technologien in die molekular-
pathologische Diagnostik. Ein wichtiges Beispiel sei
auf dem Gebiet des kolorektalen Karzinoms (CRCA) die
Transition von KRAS, das in ca. 40% der Tumoren mutiert
sei, von einem diagnostischen zu einem therapeutischen
Marker. Ein KRAS Wildtyp CRCA werde aktuell mit einer
konventionellen Chemotherapie plus EGFi (Cetuximab
oder Panitumumab)-Gabe behandelt. Ein CRCA mit
aktivierender KRAS Mutation werde dagegen nur mit
Chemotherapie ohne einen EGFi behandelt, da KRAS
in der Signaltransduktion downstream von EGF ist, was
infolge einen EGFi wirkungslos macht. KRAS und BRAF
Mutationen kommen nur selten zeitgleich in einem CRCA
vor, was ebenfalls nach spezifischen Therapieschemata
verlangt. NRAS-Mutationen sind dagegen eher selten.
Mittlerweile existieren mehrere Informationsquellen,
die somatische Mutationen von Tumoren auflisten wie z.
B. das cBioCancer Portal vom Sloan Kettering Memorial
Institut, das derzeit 226 haufig auftretende genomische
Veranderungen umfasst, dabei neben Verdnderungen
der Basensequenz auch transkriptionelle, Methylom-,
miRNA, CNV und zytogenetische Varianten verzeichnet
und regelmaflig aus den neuesten Studien upgedatet
wird Biotechnologische Firmen sind auf diesem Gebiet
sehr aktiv, sodass Produkte entwickelt werden, die ein-
zelne Signalwege in ihrer Ganze zuganglich machen
(z. B. retrogrades RAS-Profiling von Tumoren). Alle diese
neuen diagnostischen Methoden taugen eher nicht zur
Verdrangung etablierter Methoden, sondern ganz iiber-
wiegend zur Integration und Erweiterung bestehender
diagnostischer und pradiktiver Schemata der molekular-
pathologischen Diagnostik.

Im letzten Vortrag der Sitzung der Arbeitsgruppe
Genomics berichtete Frank Holtrup (Inostics GmbH aus
dem Hamburger Centrum fiir Innovative Medizin) iiber
komplexe molekulare Signaturen aus frei zirkulieren-
den Nukleinsduren. Nach der Apoptose bzw. auch der
Nekrose neoplastischer Zellen sich typischerweise Nukle-
insdurefragmente in einer Konzentration zwischen 1 und
50.000 Molekiilen pro ml und einer typischen Lange zwi-
schen 120 und 180 Basenpaaren (entsprechend einer nuc-
leosomalen Windung der DNA) im Blut. Die Forschungen
haben ergeben, dass die Grof3e des Tumors sowie die Apo-
ptose- bzw. Nekroserate mit der Menge der zirkulieren-
den Plasma-DNA korreliert, wobei aber manche Tumore
in Bezug auf Nukleinsdurefreisetzung "dichter" sind als
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andere. Erschwerend sei fiir deren Nachweis auch, dass
sie oft nur <0,01% der gesamten frei im Plasma vorkom-
menden DNA (fDNA) ausmachen und der 99,99%-ige
Hintergrund anderer Sequenzen eine hochdurchsatzfa-
hige Sequenziertechnologie, wie z. B. NGS erfordert. Im
Zentrum des Vortrags stand der Nachweis dieser zirku-
lierenden tumorspezifischen DNA-Molekiile zu diagnos-
tischen Zwecken. Als ein sehr vielversprechender Ansatz
hat sich dabei die im Labor von Bert Vogelstein in Balti-
more entwickelte BEAMing-Technologie erwiesen. Dabei
ermoglicht die Next-Generation Sequencing Technologie
(NGS) eine sog. digitale (d. h. klonale) PCR zur Amplifika-
tion von duflerst gering konzentrierten Nukleinsauremo-
lekiilen aus dem menschlichen Blut. Das Kernstiick der
Technik besteht in einer ,,Beadin Bubble Amplifikation“
an typischerweise ca. 10 Mio. Beads in ca. 100 pL Volumen.
BEAMing inkorporiert auch die Safe Sequenzierungstech-
nologie mit barkodierten Primern, die beim Vorliegen
identischer Sequenzen die Entscheidung erleichtern, ob
diese als unabhdngige Ergebnisse zu werten sind. Neben
der Identifikation und Quantifizierung der tumorspezifi-
schen Nukleinsdaurefragmente sei auch die Bestimmung
von Punktmutationen, kleinen InDels sowie Methylie-
rungsmustern erfolgreich durchgefiihrt worden. Die
Bestimmung tumorassoziierter CNVs und chromosoma-
ler Translokationen sei im Prinzip machbar. Eine Aus-
wertungsstrategie sei dabei das Filtern von im humanen
Genom nicht vorkommenden Fusionsnukleinsduren (z. B.
aus Translokationen) sowie der Vergleich freier Plasma-
DNA vs. lymphozytarer DNA desselben Patienten. Die
Methode eignet sich besonders zum Rezidiv-Monitoring,
insbesondere wenn ein mutantes Gen aus dem Tumor im
Blut zirkuliert.

Arbeitsgruppe Biobanken

Die Sitzung der Arbeitsgruppe Biobanken stand unter
dem Leitthema ,Biobanking-Projekte in Deutschland“
und wurde von Michael Kiehntopf organisiert. In einer
kurzen Einfiihrung berichtete Herr Kiehntopf iiber die
zunehmende Wichtigkeit von Biobanken im Rahmen
einer modernen evidenzbasierten Medizin.

Im ersten Vortrag der Sitzung mit dem Thema ,,Bio-
banken und Kohorten-Studien als Werkzeuge zur
Identifizierung Molekularer Signaturen“ berichtete
Annette Peters vom Institut fiir Epidemiologie II am
Helmholtz Zentrum Miinchen {iiber die Bedeutung regio-
naler und nationaler Biobanken. Am Helmholtz Zentrum
Miinchen seien in iiber 20 Jahren wichtige Erfahrungen
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auf diesem Gebiet mit der in Augsburg durchgefiihrten
KORA-Studie gesammelt worden. Nach einer initialen
Fokussierung auf kardiovaskuldre Risikofaktoren im
Rahmen des WHO-MONICA-Programmes (1976 und 2002)
sei KORA mittlerweile eine umfassende prospektive bevol-
kerungsbezogene Studie zu breitgefacherten gesund-
heits6konomischen Themen mit einer grof3en Datenbank
einschliefllich pharmakologischer Daten und einer Bio-
materialsammlung. Die Forschung mit Biomaterialien
nehme mittlerweile bei KORA einen besonderen Schwer-
punkt zur Identifizierung und Validierung neuer Biomar-
ker ein. Weitere Schwerpunkte seien die Genotypisierung
haufiger Genvarianten (genetische Epidemiologie, GWAS)
sowie seltener Mutationen (mit NGS) und die prospektive
Beobachtung der Probanden fiir erkrankungsbezogene
Outcomes und klinische Endpunkte im Rahmen der regel-
mafig durchgefiihrten Gesundheits-Follow-Ups. Dariiber
hinaus sei eine starke internationale Vernetzung und Har-
monisierung der Daten und der projektbezogenen Daten-
auswertung aufgrund der oftmals notwendigen hohen
Fallzahlen ein wesentlicher Schliissel zum Erfolg derarti-
ger Studien.

Im zweiten Vortrag referierte der Bayerische Lan-
desdatenschutzbeauftragte Thomas Petri {iber geplante
Anderungen im EU-Datenschutzrecht und deren
Bedeutung fiir die Forschung mit Biomaterialien. Die
in Deutschland einschldgigen Gesetze sind das BDSG
(fiir 6ffentliche Stellen des Bundes und private Einrich-
tungen), das BayDSG (fiir 6ffentliche Stellen Bayerns
und private Einrichtungen) sowie das BayKrG, das SGB
V) und das StGB (§203), sowie das GenDG, wobei das
letztere die Forschung ausdriicklich ausgeklammert. Die
Rechtslage in Deutschland sei insoweit noch nicht har-
monisiert, als es Sachverhalte gebe, die laut BDSG erlaubt
aber durch das StGB ausgeschlossen seien. Hier bestehe
weiterer Handlungsbedarf von Seiten des Gesetzgebers.
Europaweit sei derzeit die EU-Datenschutzrichtlinie von
1995 das wesentliche rechtliche Instrument zu Daten
und Biobanken. Es gebe mittlerweile erste erfolgreiche
Ansitze zur Harmonisierung, wie zum ersten das Grund-
recht, dass jede Datenverarbeitung einer Legitimation
bedarf (durch ein Gesetz oder eine individuelle Einwil-
ligung), zum zweiten, dass jede Einwilligung auf einen
konkreten Zweck bezogen sein muss, welcher dann einer
Rechtsgiiterabwigung (Zweck vs. Sensibilitit der Daten),
z. B. durch eine Ethikkommission, unterzogen werden
miisse. Zum dritten sei auch das Prinzip der Transpa-
renz weitgehend akzeptiert, wonach jeder Betroffene
Zugang zu dem Wissen erlangen miisse, wer seine Daten
wo und zu welchen Zwecken verarbeite. Die Betroffenen-
rechte seien in Deutschland durch das Grundrecht auf
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informationelle Selbstbestimmung dariiber hinausge-
hend erweitert, dass den Betroffenen ein weitgehendes
Recht auf Mitsteuerung seiner Daten eingerdumt werde.
Dieses schliefle die Auskunft, die Korrektur fehlerhafter
Daten sowie das Loschen unter bestimmten Vorausset-
zungen ein. Verfassungsrechtlich sei ebenfalls geboten,
dass ein Betroffener von den Betreibern einer Biobank
iiber Rechtsdnderungen informiert wird. Wichtige Ver-
fahrensprinzipien zur technischen Umsetzung dieser
Vorgaben seien der Datenschutz durch technische
Vorrichtungen (z. B. durch Passworter und Zugriffs-
rechtsbeschriankungen), eine eindeutige Trennung von
Forschungsdatenbanken und Behandlungsdatenbanken
und die Einrichtung behoérdlicher Datenschutzbeauftrag-
ter. Eine umfassende Anonymisierung sei wiinschens-
wert, aber im Biobankenbereich nicht immer umsetzbar,
z. B. bei Studien, die ein Follow-up der Teilnehmer erfor-
dern. Eine wichtige Quelle zu dem Thema sei der 22.
Tatigkeitsbericht des Bayerischen Landesbeauftragten
fiir den Datenschutz 2006, der sich ausfiihrlich mit dem
Thema befasste. Derzeit aktuelle Entwicklungen seien
die Forderung des Deutschen Ethikrates nach einem
Biobankengesetz, in dem u. a. ein Biobankengeheimnis
eingefiihrt werden soll. Die beiden eingebrachten Geset-
zesantrdge dazu sind jedoch im Frithjahr 2013 in dem
zustandigen Ausschuss ablehnend beschieden worden.
Auf europdischer Ebene gebe es aktuell den Entwurf der
EU-Datenschutz Grundverordnung (EU-GVO, 290 Seiten),
die sich sehr an der deutschen Rechtslage orientiere und
im Internet abrufbar ist.

Im dritten Vortrag mit dem Titel ,Biobanken-
Management am Beispiel der IBDW: ethische, orga-
nisatorische und logistische Hiirden“ berichtete
Roland Jahns, Leiter der Interdisziplindren Biomaterial-
und Datenbank Wiirzburg, iiber die Struktur und die
Workflows der am Universitdtsklinikum in Wiirzburg
implementierten Daten- und Biobank IBDW. Vorlaufer
dieser Daten- und Biobank seien u. a. die Biobank zu
Morbus Fabry des Deutschen Zentrums fiir Herzinsuf-
fizienz (CHFC) und dermatologische und onkologische
Banken am Standort Wiirzburg gewesen. Die aufgrund
der Erfahrungen und fakultdtsweiter Abstimmung fiir
die IBDW gewahlte Organisationsform bestehe aus
einem Vorstand, einem Exekutivausschuss, der opera-
tiven Geschiftsfiihrung, einem internen sowie einem
externen wissenschaftlichen Beirat. Wichtige rechtli-
che und organisatorische Regeln seien dabei die Defi-
nition von Zugangsregeln fiir die Daten und Bioproben
und eine Implementation, in der der Leiter der Biobank
gegeniiber anderen Beteiligten nicht weisungsgebunden
ist. Entscheidend seien weiterhin einheitliche Regeln
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(SOPs) fiir Labelling, Storage und ein LIMS mit integrier-
tem QM-System. Die derzeit geschatzten Betriebskosten
beliefen sich auf ca. 2 Mio. € pro Jahr. Die universitdre
Ethikkommission habe der IBDW keine Einschrankung
des Forschungsthemas auferlegt, weder in Bezug auf
den Phanotyp noch auf den Genotyp oder andere Labor-
parameter, habe aber in zwei Jahren einen erneuten
Diskussionstermin um die IBDW anberaumt. Ein Vor-
schlag der Kommission war die Limitierung der Einwil-
ligung fiir fiinf Jahre mit anschlielendem Re-Consent.
Wichtig sei aus Sicht der IBDW die aktuelle Diskussion
zu einheitlichen Richtlinien zum Einwilligungsmanage-
ment im Arbeitskreis der Bundes-Ethikkommissionen
in Abstimmung mit Landes- und universitaren Ethik-
kommissionen und Vertretern des Datenschutzes, die
in 2013 verabschiedet werden. Wichtig sei dabei aus
Sicht der IBDW u. a. eine rechtsgiiltige Regelung zum
Umgang mit den Altproben mittlerweile Verstorbener.
Ein wesentlicher Schritt zu Beginn der Implementierung
der IBDW sei ein eindeutiges Festlegen des Workflows
gewesen, die Moglichkeit der Gewinnung von Biopro-
ben im Rahmen der Routinepatientenversorgung, dif-
ferenzierte Workflows in feste und fliissige Proben und
die fakultdtsweite Abstimmung der Logistik auch bei
dezentralen Standorten. Bei der IBDW stehen z. B. das
Logistiksystem des Zentrallabors sowie ein Fahrdienst
klinikumsweit zur Verfiigung. Vorhanden seien mittler-
weile zwei Grof3kiihllager (—-80°C, mit <40% Luftfeuch-
tigkeit und mit S2-Status), ein manuelles Lager (-140°C)
und ein Gewebe-Schnellschnittlabor im OP-Trakt. Ein in
Auftrag gegebenes Rechtsgutachten habe ergeben, dass
die IBDW die Biobankaufklarung und Patienteneinwil-
ligung nicht gleichzeitig mit dem Krankenhausaufnah-
mevertrag vornehmen diirfe und dass nur ein Arzt das
Aufklarungsgespréch fiihren diirfe, was erst am Abend
des Aufnahmetages gemacht werden wiirde, und beides
zu einem erhohten logistischen Aufwand im Patienten-
kontakt und damit zu hdheren Kosten fiihre. Ein vier-
seitiger Informations- und Aufklarungsbogen werde
dabei verwendet. Zusatzlich gebe es einen zweiseiti-
gen Informationsflyer mit den Kernpunkten der IBDW,
der im gesamten Klinikum ausliege. Bei jedem einge-
willigten Patienten werde im Krankenhausinformati-
onssystem (KIS) dann eine zuvor rote Ampel auf griin
gesetzt, sodass fiir alle an der Routinepatientenversor-
gung Beteiligten sichtbar ware, dass dieser Patient seine
Zustimmung gegeben habe. Es gebe ein 3-faches Pseudo-
nymisierungsschema verbunden mit der Reduktion der
Daten in der Kerndatenbank, in der nur wenige Kernda-
ten gespeichert werden (Alter, Geschlecht, Ethnizitat,
ICD Hauptcode).
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Arbeitsgruppe Bioinformatik

Der zweite Tag der Jahrestagung begann mit der Sitzung
der Arbeitsgruppe Bioinformatik zum Thema Konstruk-
tion multivariater Klassifikatoren in der Onkologie. In
seiner Einfiihrung zum Thema wies Georg Hoffimann
(Trillium, Grafrath) auf ein fortbestehendes Dilemma der
Fritherkennung hin: die niedrige Pravalenz von Kranken
im Kollektiv der offensichtlich Gesunden. Dies fiihre auch
bei einem pradiktiven Test mit grundsatzlich guten Eigen-
schaften zu einer inakzeptabel hohen Anzahl falsch posi-
tiver Ergebnisse.

Im ersten Vortrag befasste sich Frank Klawonn (Helm-
holtz-Zentrum fiir Infektionsforschung, Braunschweig)
mit der Frage ,,Wie viele Biomarker benoétigt man fiir
einen guten Klassifikator?“. Als Biomarker bezeichnet
man jede Messgrofie, die den Gesundheits- oder Krank-
heitszustand einer Person charakterisiert (also zum
Beispiel einen Laborwert, eine genetische Mutation,
Kennzahlen des EKGs usw.). Ein Klassifikator ist jede
Kennzahl, die der Unterscheidung von zwei oder mehr
Patientenklassen (zum Beispiel gesund/krank) dient.

Klawonn verfolgte einen Bottom-Up-Ansatz, indem
er schrittweise immer mehr Biomarker aufaddierte (sog.
linearer Klassifikator, Score) und jeweils eine ROC-Analyse
(Receiver Operating Characteristic) durchfiihrte. Als Maf3
fiir die Qualitdt dieser Klassifikatoren diente die Fldache
unter der ROC-Kurve (AUC =area under curve); eine AUC
von 1,0 bedeutet 100%ige Trennung der Klassen, also keine
falsch positiven oder falsch negativen Ergebnisse. Um nun
die optimale Zahl von Biomarkern fiir einen ,,guten” Klas-
sifikator zu ermitteln, simulierte er normalverteilte, unab-
héngige Biomarker, von denen jeder nur eine AUC von 0,7
hatte. Mit zehn Biomarkern erhielt er eine AUC von 0,95
und mit 20 Biomarkern eine AUC von 0,99. In klinischen
Studien werden heute meist sehr viel weniger Biomarker zu
einem Klassifikator kombiniert. In einer realen Datensatz-
Kombination von drei Biomarkern (AUC von 0,794, 0.707
und 0,636) ergab sich {ibereinstimmend mit dem vorgestell-
ten mathematischen Modell eine AUC von nur 0,878 [2].

Klawonn untersuchte auch den Einfluss von Korrela-
tionen zwischen den ausgewahlten Biomarkern: Je starker
sie untereinander positiv korrelierten, desto weniger ver-
bessert sich — erwartungsgemafl — die Aussagekraft der
Kombination. Praktisch bedeutet dies, dass man nicht
korrelierte oder negativ korrelierte Biomarker kombinie-
ren sollte, um einen guten Klassifikator zu erhalten. In der
Onkologie kénnten das z.B. Expressionsdaten von Sup-
pressor- und Promotorgenen sein.

Im zweiten Vortrag der Sitzung stellte Michael Schro-
der (Biotechnologie-Zentrum der TU Dresden) unter dem
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Titel ,,Google goes Cancer-innovativer Top-Down
Ansatz“ einen gegensatzlichen Ansatz vor: Er startete mit
Massendaten aus Genexpressionsanalysen und reduzierte
die Zahl der Biomarker schrittweise, um die optimale
Anzahl fiir einen aussagekraftigen Klassifikator zu erhal-
ten. Gesucht war ein Set von Genen, deren Expression
zwischen Krebspatienten mit kurzen und langen Uberle-
benszeiten unterscheiden sollte.

Ein bekanntes Beispiel fiir dieses in der Bioinforma-
tik gut etablierte Vorgehen ist der kommerzielle Mamma-
print-Assay, der aus insgesamt 70 Genen den Outcome
bei Brustkrebs vorhersagen soll. Zundchst hoch gefeiert,
erwies sich diese Signatur bei kritischer Nachuntersu-
chung als wenig aussagekriftig und austauschbar: Ahn-
liche Ergebnisse konnte man auch mit 70 vo6llig anderen
Genen erhalten.

Schréder wahlte deshalb einen innovativen Top-
Down-Ansatz namens NetRank, der vom PageRank-
Algorithmus der Firma Google abgeleitet ist. Google
identifiziert die informativsten Webseiten im Internet
iiber die Anzahl der Verlinkungen, Schréders Ansatz ori-
entierte sich stattdessen an biologisch relevanten Bezie-
hungen von Genen untereinander. So wie eine Website,
auf die viele andere verweisen, bei Google einen hohen
PageRank erhilt, sollten aus dem Meer moglicher Kandi-
datengene diejenigen einen hohen NetRank erhalten, die
die Expression vieler anderer Gene beeinflussen — also
beispielsweise Transkriptionsfaktoren. Ahnlich wie beim
Bottom-Up-Ansatz des vorangegangen Vortrags erwies
sich fiir einen guten Klassifikator eine Anzahl von etwa
zehn Biomarkern als optimal.

Konkret startete das Experiment mit Microarray-
Daten von 30 Patienten, die wegen eines Pankreaskarzi-
noms operiert worden waren. Der NetRank-Algorithmus
isolierte aus iiber 20.000 Genen sieben Transkriptions-
faktoren, deren Expression mit der Uberlebenszeit kor-
reliert (STAT3, FOS, JUN, SP1, CDX2, CEBPA und BRCAI).
Ein Vergleich des Verfahrens mit anderen in der Literatur
beschriebenen (t-Test, Pearson Korrelationstest, SAM etc.)
ergab eine klare Uberlegenheit des NetRank-Algorithmus.

Den dritten Vortrag in der Sitzung hielt Alexander
Leichtle (Universititsinstitut fiir Klinische Chemie am
Inselspital Bern) zum Thema ,,Added value durch Kombi-
nation von traditionellen mit neuen Tumormarkern®.
Bei der Auswahl der Biomarker zur Generierung klinisch
niitzlicher "Meta-Marker" mit optimierten Sensitivititen
und Spezifititen komme h&ufig die Hauptkomponenten-
analyse zum Einsatz, die sich aber als explorative Technik
fiir praxistaugliche klinische Pradiktoren nicht gut eigne.
Besser geeignet sei z.B. ein binominales logistisches
Regressionsmodell: in einer Case-Control-Neoplasiestudie
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mit drei Biomarkern (CEA, Glycin, Tyrosin) erzielte er eine
AUC von 0,794. Damit war der kombinierte Klassifikator
dem etablierten Tumormarker CEA allein klar iiberlegen.
Fiir Modelle mit drei Klassen kann man laut Leichtle
anstelle der traditionellen AUC das VolumeundertheSur-
face (VUS) berechnen. Wihrend bei der AUC ein Wert von
0,5 dem Zufall entspricht (Trefferwahrscheinlichkeit eines
Miinzwurfs), gilt fiir die VUS ein Grenzwert von 0,1667.
Fiir einen neuen Klassifikator muss die geforderte Verbes-
serung hinsichtlich seiner diagnostischen Aussagekraft
vorab klinisch festgelegt werden, fiir die AUC wird der
Schwellenwert (8) z.B. haufig bei 5% gesetzt.

Arbeitsgruppe Proteomics/
Metabolomics

Die Sitzung der Arbeitsgruppe Proteomics/Metabolo-
mics zum Thema ,,Endokrinologische Profiling-Ansatze*
wurde von Peter Findeisen (Mannheim) erdffnet. Im ersten
Vortrag beschiftigte sich Rainer Lehmann (Medizinische
Klinik IV des Universitidtsklinikum Tiibingen) mit dem
Thema ,,Metabolomics in der Diabetesforschung — von
der Studienplanung zum metabolischen Fingerab-
druck®. Das Ziel der Diabetes-Forschung ist nicht nur die
Identifikation neuer Marker zur Klassifikation und Pradik-
tion des Krankheitsverlaufs, sondern auch ein tieferes pat-
hobiochemisches Verstindnis, mit der Hoffnung, neue,
therapierelevante Targets zu entdecken. Insbesondere der
Typ2 Diabetes mellitus (T2DM) ist aufgrund seiner drama-
tisch steigenden Pravalenz im Fokus. Es wurden Ergeb-
nisse von gerichteten als auch ungerichteten Ansatzen zur
Marker-Identifikation und Validierung gegeniibergestellt.
Bei Gesunden konnten nach oGTT durch non-targeted
Metabolomics Palmitat, Gallensduren und Lysophospha-
tidylcholin als regulierte Targets identifiziert und an pra-
diabetischen Patienten validiert werden; insbesondere
gelang eine Differenzierung von Insulinresistenten und
-sensitiven Patienten mit einer Signatur von 5 Metaboli-
ten (beta-Hydroxybutyrat, Isoleucin, Lactat, Orotat, Pyri-
doxat). Auch das Risiko, einen T2DM zu entwickeln, 1dsst
sich an einem metabolischen Profil aus 5 Aminosdauren
ablesen (Framingham Offspring Study). Von groflem Inte-
resse sei auch die Identifikation von pradiabetischen Sub-
typen, welche progressiv in einer Insulinresistenz enden
und nicht von Didt oder gesteigerter korperlicher Aktivitat
profitieren. Neben der Leberverfettung als starker Pradik-
tor wurde ein metabolisches Profil aus 7 Markern validiert
[3]. Abschlieend wurde auf die Bedeutung der Praanaly-
tik fiir das hoch volatile Metabolom-Profiling eingegangen
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und die Messung von Hypoxanthin als Qualitdtsmarker
vorgestellt [4].

In einem weiteren Vortrag sprach Manfred Rauh (Kli-
nisches Labor der Kinder- und Jugendklinik der Universitat
Erlangen) iiber ,,Steroid-Profiling mittels Massenspek-
trometrie - Beispiele aus Klinik und Forschung*.
Er stellte in seinem praxisnahen Vortrag Beispiele des
Steroid-Profiling mittels Massenspektrometrie aus Klinik
und Forschung dar. Die Massenspektrometrie verdrangt
aufgrund ihrer Leistungsfihigkeit dabei zunehmend
die Immunoassays. Mittlerweile gibt es kommerzielle
Steroid-kits fiir die MS-basierte Multiplex-Quantifizie-
rung von bis zu 19 Analyten. Einsatzbereiche sind dann
Erkrankungen wie die Congenitale Adrenale Hyperplasie
(CAH) mit einem 21c-Hydroxylase (CYP21A2) (90%) bzw.
11B-Hydroxylase (CYP11B1) (5%) Defekt der Steroid-Bio-
synthese. Die Enzymopathie fiihrt dabei zu Substratstau
(z.B. 17-OH Progesteron) bzw. Produktmangel (Cortisol)
mit entsprechend charakteristischer Verschiebung im Ste-
roidprofil. Metabolomische Alterationen konnten unter
strikt natriumarmer Didt im Rahmen des Mars 500 Projek-
tes (,metabolischer Kéfig*) analysiert werden [5]. Dabei
fand sich ein rhythmisches Na(+) Exkretionsmuster, das
unabhédngig von Blutdruck und Salzaufnahme war. Die
renale Exkretion von Aldosteron- und Cortisol weist dabei
auf eine ebenfalls rhythmische, hormonale Kontrolle hin.
Bei der Differenzierung von adrenocorticalen Tumoren
und -Adenomen ist das endokrinologische Profiling der
Mineralo- und Glukokortikoide aus Urinproben heute
unentbehrlich [6]. Zunehmend besteht auch die Moglich-
keit, Speichelproben fiir ein endokrinologisches Profiling
einzusetzen.

Julia Dittrich (Universitit Leipzig) berichtete iiber die
Quantifizierung von Apolipoproteinen in humanen Seren
mittels LC-QTrap Massenspektrometrie. Fiir die Untersu-
chungen wurden Proben der LIFE Heart Study verwendet,
welche unter strikter prdanalytischer Standardisierung
gewonnen wurden. Nach tryptischem Verdau wurden
proteotypische Peptide von insgesamt 7 Apolipopro-
teinen (Apo A-I, Apo A-II, Apo A-IV, Apo B-100, Apo C-I,
Apo C-III, Apo E) mittels isotopengelabelter Standards
absolut quantifiziert. Die verschiedenen Teilschritte des
Protokolls wurden im Einzelnen optimiert. Dabei zeigten
sich auffdllige Unterschiede in der Kinetik des trypti-
schen Verdaus der je nach Protein nur einige Minuten
aber auch bis zu 16 Stunden dauern kann; entsprechende
Untersuchungen des Verdauverhaltens sind daher bei
jeder Methodenentwicklung notwendig. Das optimierte
Protokoll zeigte schliefilich eine Intra- und Inter-Assay-
Variabilitdat von <13%. Die Korrelation der MS-Methode zu
Immunoassays war ausreichend. Durch Optimierung der
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Probenvorbereitung konnte die manuelle Arbeitszeit um
20% und die Kosten pro Analyse um 80% gesenkt werden,
so dass wesentliche Voraussetzungen fiir die Anwendung
der Methode in groflen epidemiologischen/klinischen
Studien gegeben sind.

Jan Budzies (Berlin), stellte Ergebnisse fiir das
Hormonrezeptor-abhangige Metabolitenprofil des
Mamma-Karzinoms vor. Die Entwicklung von optimier-
ten Behandlungsstrategien ist wesentlich abhdngig von
der Klassifikation der Tumoren anhand von Biomar-
kern. Heute schon etablierte und therapieentscheidende
Klassifikatoren des Mamma Ca sind etwa Her2neu, der
Progesteron- und Ostrogenrezeptorstatus oder der K67
Proliferationsindex. Hier soll das Metabolomic Profiling
zusdtzliche Informationen liefern. So konnten etwa mit
GC-TOF MS Untersuchungen Verdnderungen der mem-
bran-Phospholipid-Synthese charakterisiert —werden.
Mittels NMR-basiertem Metabolomic Profiling konnten
weiterhin ductale und lobuldre Karzinome differenziert
und molekulare Subtypen abgegrenzt werden [7]. Neueste
Ergebnisse riicken eine Transferase in den Fokus des Inte-
resses, welche im Tumorgewebe nicht nur hochreguliert
ist, sondern sich auch medikamentos inhibieren l&sst.
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