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1 Einleitung

1.1 Das Ovarialkarzinom

Der Begriff Ovarialkarzinom beschreibt eine maligne Entartung der Eierstécke und
wird sowohl in den vereinigten Staaten (Cannistra, 1993), als auch in Europa (Black
et al., 1997) als fihrende Todesursache gynakologischen Malignome angesehen. In
Deutschland erkranken jahrlich etwa 9000 Frauen mit einem Durchschnittsalter von
65 Jahren an dieser Tumorentitat. Das Ovarialkarzinom wird postoperativ mit Hilfe
histopathologischer sowie pathologisch-anatomischer Kriterien durch die FIGO-
Klassifikation eingeteilt (Tabelle 1-1). Bleibt der Tumor auf die Ovarien begrenzt, so
wird er dem Stadium FIGO | zugeordnet. Wird zusatzlich ein Befall des Beckens
festgestellt, handelt es sich um eine Erkrankung des Stadiums FIGO II. Bei einem
zusatzlichen Befall des Peritoneums wird FIGO Il diagnostiziert und bei der Inzidenz
von Fernmetastasen (ausgenommen Peritonealmetastasen) liegt eine Erkrankung
des Stadiums FIGO IV vor. In frihen Stadien ist diese Krankheit asymptomatisch, so
dass im Schnitt mehr als 70% der Primardiagnosen erst in einem fortgeschrittenen
Stadium (FIGO Il und 1V) gestellt werden kénnen. Die Fiinfjahres-Uberlebensrate im
Stadium FIGO Il betragt 25 — 40%, im Stadium FIGO IV jedoch nur noch 11%. Das
Konzept Ovarialkarzinom umfasst eine sehr gro3e und heterogene Gruppe von Tu-

moren mit unterschiedlichem Ursprung und unterschiedlicher Biologie.

Tabelle 1-1: FIGO-Klassifikation

FIGO 1 der Tumor beféllt ein oder beide Eierstdocke
FIGO II der Tumor breitet sich in das Becken aus
FIGO III der Tumor breitet sich in der Bauchhéhle aus (peritoneale

Metastasierung) oder beféllt die Lymphknoten

der Tumor breitet sich Uber die Bauchhdhle hinaus aus

FIGO IV (Fernmetastasierung)

10



Die Mehrzahl der Ovarialkarzinome ist epithelialen Ursprungs (85 - 90%), wohinge-
gen Keimzelltumoren, Stromatumoren oder Sarkome eine eher untergeordnete Pra-
valenz aufweisen (Chan et al., 2006). Innerhalb der Gruppe der epithelialen Ovarial-
karzinome kann auf Grund der histomorphologischen Differenzierung eine weitere
Unterteilung in serdse, muzindse, endometrioide sowie klarzellige Karzinome vorge-
nommen werden (Seidman and Kurman, 2003). Das Standard Therapiekonzept ei-
nes Ovarialkarzinoms umfasst zunachst eine radikale Operation, die auf eine makro-
skopische Komplettresektion abzielt, gefolgt von Platin- bzw. Paclitaxel-haltiger sys-
temischer Chemotherapie (Neijt et al., 1997; du Bois et al., 1999; du Bois et al.,
2005). Der postoperative Rest wird bislang als wichtigster Prognosefaktor des Ovari-
alkarzinoms angesehen (du Bois et al., 2009). Sowohl eine gesteigerte Radikalitat
des Primareingriffes, als auch eine Platin- bzw. Paclitaxel-haltige Kombinationsche-
motherapie konnten bisher bei einem Teil der Patientinnen die Prognose verbessern
(du Bois et al., 1999). Ebenso konnten neben diesem Standardkonzept der Behand-
lung innovative und multimodale Ansétze im Sinne einer individualisierten zielgerich-
teten Therapie entwickelt werden. So gilt die erganzende Verwendung von Antikor-
pern, die therapeutische Antigene ovarieller Tumoren abzielen, als weitere Option fur
eine Therapieoptimierung (Tabelle 1-2). Trotz fortgeschrittener Behandlung betragt
die Rezidivrate etwa 50% (Martin and Schilder, 2009), wobei generell 15 - 20% der
Patientinnen platinresistent sind (Bookman, 1999), was bisher jedoch nur retrospek-
tiv erkannt wird. Somit ist dem Ovarialkarzinom eine sehr schlechte Prognose zuzu-
ordnen und die Etablierung neuer Biomarkerkonzepte ware auf3erst winschenswert.
Daher ist es von grol3em Interesse, innovative primartumor- bzw. blutbasierte Bio-
markerkonzepte zu entwickeln, die uns Aufschluss Uber Prognose, Rezidiventwick-
lung bzw. Therapieansprechen liefern oder im Sinne eines Therapiemonitoring ge-

nutzt werden kénnen.
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Tabelle 1-2: Antikorpertherapien fur das Ovarialkarzinom

Antikorper Zielantigen Spezifitat Referenz
Bevacizumab VEGF monospezifisch (Bursg;;)t al.
(Noujaim et al.,
Oregomovab CA-125 monospezifisch 2001; Ehlen et al.,
2005; Berek et al.,
2009)
CA-125 _
Abagovomab Surrogat- | Monospezifisch (Pf'sg‘ggt al.
Antigen
HEA125 EpCAMXCD3 |  bispezifisch (Marzn(;zze)t al,
bispezifisch, (Burges et al.,
Catumaxumab EpCAMXCD3 . . 2007; Wimberger
trifunktional et al., 2009)

1.2 Tumorzelldisseminierung

Abbildung 1-1 zeigt das allgemeine Konzept der Metastasierung epithelialer Tumoren
(Pantel et al., 2009). Gemal3 diesem Modell verlassen Tumorzellen schon in frihen
Stadien die Primartumorlasion und gelangen tber die Blutbahn in sekundare Organe,
bevorzugt z.B. in das Knochenmark (KM). Hier organisieren sich diese entweder in
Form einzelner disseminierter Tumorzellen (DTZ), oder in Form von Zellclustern, den
Mikrometastasen. Es wird vermutet, dass DTZ meist in einer Art Ruhezustand, der
sogenannten ,Dormancy” persistieren. Auf der Ebene der einzelnen DTZ beschreibt
die Dormancy einen ruhenden, nicht proliferativen Zustand (Tumorzell-Dormancy),
wohingegen Dormancy auf der Ebene der Mikrometastase als ein Gleichgewichtszu-
stand zwischen Proliferation und Apoptose verstanden wird (Tumor-Mass-
Dormancy). Fur die Entstehung einer Dormancy gibt es bislang verschiedene maogli-
che Erklarungsmodelle: 1. DTZ invasiver Karzinome antworten mit Stresssignalen
auf die Disseminierung bzw. auf einen wachstumsinhibierenden Einfluss des extra-
zellularen Milieu im Zielorgan und induzieren Dormancy, 2. Stressfaktoren im Tumor
(z.B. Hypoxie) wirken auf primare Tumorzellen und programmieren neuerlich disse-

minierende Tumorzellen schon im Vorfeld auf den Zustand der Dormancy, 3. eine
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frihe Tumorzelldisseminierung bedingt eine DTZ-Population, die noch unféahig fur ein
metastatisches Wachstum ist und somit in einem ,Arrestzustand“ verharrt und erst
weitere genetische Veranderungen fur eine klonale Expansion erwerben muss
(Bragado et al., 2012). Aus dem Zustand der Dormancy kdnnen jederzeit wieder Zel-
len in die Zirkulation eintreten und eine Metastase bzw. ein Lokalrezidiv induzieren.
Die unterschiedliche Farbkennzeichnung in der schematischen Abbildung soll ver-
deutlichen, dass die DTZ-Population sehr heterogen ist und das nur DTZ mit stamm-
zellahnlichen Eigenschaften die Fahigkeit besitzen, eine Metastase zu formieren
(Abraham et al., 2005; Aguirre-Ghiso, 2007; Reuben et al., 2011) (rote Kennzeich-
nung). Es bleibt jedoch weitestgehend ungeklart, welche Faktoren dazu beitragen,
dass DTZ von der Dormancy wieder in einen proliferativen Zustand tbergehen und
ein progressives Tumorwachstum (Escape) bedingen. So werden Faktoren aus der
extrazellularen Matrix, wie etwa Fibronektin diskutiert, welche ruhende DTZ bei-
spielsweise Uber einen Integrin-B1 vermittelten Signalweg wieder zur Proliferation an-

regen konnen (Barkan et al., 2008).

1.2.1 Disseminierte Tumorzellen im Knochenmark

Bei einer Vielzahl von Ovarialkarzinompatientinnen entwickelt sich trotz makroskopi-
scher Komplettresektion ein Rezidiv. Dies geschieht meist im Sinne einer peritonea-
len Karzinose, aber im weiteren Verlauf auch in Form einer hamatogenen Metasta-
sierung. Die Rezidiventwicklung ist moglicherweise auf eine fruhzeitige bzw. uner-
kannte hamatogene Streuung und die Pradsenz von DTZ im KM zurtckzufuhren. Eine
Skelettmetastasierung ist bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom sehr selten, dennoch
kobnnen DTZ bei etwa 30 —47% der Patientinnen detektiert werden (Ross et al.,
1995; Braun et al., 2001; Fehm et al., 2006), was darauf hinweist, dass DTZ im KM
maoglicherweise nur temporar verweilen. DTZ im KM gelten fir das Mammakarzinom
als prognostisch signifikant, mittlerweile konnte die prognostische Relevanz der DTZ
auch fur das Ovarialkarzinom gezeigt werden (Braun et al., 2001; Schindlbeck et al.,
2007; Wimberger et al., 2007; Banys et al., 2009). Da es sich bei der Detektion von
DTZ jedoch um eine invasive Prozedur handelt, die oftmals von Patientinnen nicht
erwinscht ist, ware es erstrebenswert, die KM-Aspiration durch eine Blutanalyse zu

ersetzen.
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Abbildung 1-1: Konzept der Tumorzellmetastasierung nach Pantel et al., 2009
(Nat. Rev. Clin. Oncol. 6(6):339-51, modifiziert)
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1.2.2 Zirkulierende Tumorzellen im Blut

Bislang ist wenig Uber die Biologie und die prognostische Bedeutung zirkulierender
Tumorzellen (ZTZ) im Blut von Ovarialkarzinompatientinnen bekannt. Im Gegensatz
zur Detektion von DTZ im KM gibt es hier noch keine ,,Goldstandardmethode®, was
eine Vergleichbarkeit unterschiedlicher Studien erschwert. Bisherige Anséatze zur An-
reichung dieser Zellen beruhen auf physikalischen (GroRRe, Deformierbarkeit, elektri-
sche Ladung) oder biologischen Eigenschaften der ZTZ, wie beispielsweise der Ex-
pression von Oberflachenantigenen (Lianidou and Markou, 2012). In einer aktuellen
Studie konnten zum Zeitpunkt der Primardiagnose ZTZ bei 19% untersuchter Ovari-
alkarzinompatientinnen nachgewiesen werden, wohingegen die Positivitdtsrate nach
Chemotherapie 27% betrug. Ferner konnte gezeigt werden, dass die Prasenz von
ZTZ in der Blutbahn von Ovarialkarzinompatientinnen einen préadiktiven Faktor fur ein
verkirztes Gesamtiuberleben (overall survival, OS) darstellt (Aktas et al., 2011). Eine
Veranderung epithelialer Tumorzellen hin zu einem mesenchymalen Phanotyp, auch
Epithelial-Mesenchymale-Transition (EMT) genannt, gilt als eine der mdglichen Vo-
raussetzungen fir die Metastasierung (Kalluri and Weinberg, 2009). In diesem Zu-
sammenhang konnte bereits fur das Mammakarzinom gezeigt werden, dass eine
Subgruppe von Patientinnen ZTZ im Blut aufweisen, in denen EMT-assoziierte Tran-
skripte, wie etwa Twist 1, Akt-2 oder PI3Ka detektierbar sind (Kasimir-Bauer et al.,
2012). Des Weiteren wird vermutet, dass Rezidiventwicklung und Therapieversagen
im Allgemeinen auf Tumorzellen mit Stammzellcharakteristika zurtickzufuhren sein
konnte. In diesem Kontext wurde beobachtet, dass ZTZ von Mammakarzinompatien-
tinnen ALDHL1, einen Marker fir Stammzelleigenschaft, exprimieren kénnen (Mani et
al., 2008; Aktas et al., 2009; Kasimir-Bauer et al., 2012; Sampieri and Fodde, 2012).
Fur das Ovarialkarzinom gibt es bisher jedoch keine Daten in Bezug auf die Inzidenz
von EMT- bzw. stammzellassoziierten ZTZ und deren klinische Relevanz.
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1.3 “Loss of Heterozygosity* (LOH)
1.3.1 LOH und das Ovarialkarzinom

Der menschliche Korper ist ein diploider Organismus, d.h., jedes einzelne Gen liegt
in Form von zwei Kopien bzw. Allelen vor. Im Normalfall sollte die Kopienzahl pater-
naler sowie maternaler Transkripte eines jeden exprimierten Gens im Gleichgewicht
sein (1:1 Verhaltnis). In malignen Zellen kommt es jedoch nicht selten vor, dass die-
ses Verhaltnis gestort ist. Der Begriff ,Loss of Heterozygosity“ (LOH) wird allgemein
als ein vollstandiger Verlust eines von zwei Allelen in Bezug auf einen definierten
chromosomalen Lokus verstanden und gilt als wichtiger Mechanismus zur Inaktivie-
rung von Tumorsuppressorgenen (Abbildung 1-2). Das Auftreten von LOH an unter-
schiedlichen chromosomalen Loki konnte bislang in einer Vielzahl von epithelialen
Tumoren beobachtet werden. So konnte kirzlich gezeigt werden, dass ein primartu-
morassoziiertes Auftreten von LOH beim Kolonkarzinom (Wang et al., 2010), beim
Zervixkarzinom (Kozlowski et al., 2006) sowie beim nicht kleinzelligen Lungenkarzi-
nom (Carpagnano et al., 2009) prognostisch signifikant ist. Auch fur das Ovarialkar-
zinom konnte experimentell belegt werden, dass z.B. LOH im Bereich der chromo-
somalen Bande 9p22-31 ein sehr frihes Ereignis der ovariellen Tumorgenese dar-
stellt (Byrom et al., 2004), wohingegen LOH im Bereich des Chromosoms 17 gehé&uft
in hochgradigen bzw. fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen detektiert wurde (Foulkes
et al., 1993). Weitere Untersuchen in diesem Kontext zeigten, dass Ovarialkarzinom-
patientinnen mit LOH am X-Chromosom ein verkiirztes Uberleben aufweisen
(Hogdall et al., 2004).
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Abbildung 1-2: Prinzip eines Heterozygotieverlustes (LOH)
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1.3.2 Mikrosatellitenmarker und Tumorsuppressorgen-Loki

Grundlage bzw. ,Werkzeug“ der experimentellen LOH-Detektion ist die Amplifikation
spezifischer genomischer DNA-Sequenzen, den sogenannten ,Mikrosatelliten®. Hier-
bei handelt es sich um kurze, ca. 2-6 bp lange DNA-Sequenzen, die in repetitiver
Form im menschlichen Genom vorliegen und 10-100 Mal nacheinander wiederholt
werden. In humanen Zellen setzen sich Mikrosatelliten meist aus einer Dinukleotid-
wiederholung von Cytosin und Adenin (CA), zusammen. Fur die LOH-Analyse nutzt
man das Auftreten eines Sequenzlangenpolymorphismus: Unterscheiden sich vater-
liches und mutterliches Allel eines Mikrosatellitenmarkers in Bezug auf die Sequenz-
lange, d.h. die Anzahl der Dinukleotidwiederholungen, liegt Heterozygotie vor und
man spricht von einem informativen genetischen Mikrosatellitenmarker. Der Ver-
gleich von Allelen in Tumor-DNA und normaler genomischer DNA des gleichen Pati-
enten erlaubt somit die Detektion von LOH an einem ausgewahlten chromosomalen
Lokus. Nachfolgend sind Mikrosatellitenmarker aufgefuhrt, die fur das Ovarialkarzi-

nom bereits als tumorbiologisch relevant beschrieben werden konnten.

Der Mikrosatellitenmarker D10S1765 ist 10g23.3 lokalisiert und mit dem Gen Phos-
phatase and Tensin Homologue (PTEN) assoziiert (Tabelle 1-3). Das PTEN-Protein
umfasst 403 Aminosauren und beinhaltet zwei funktionelle Doméanen (Phosphatase-
Doméane und C2-Doméne) sowie drei weitere, strukturassoziierte Domanen (Lee et
al., 1999). Es ist bekannt, dass PTEN durch seine in diesem Zusammenhang nicht
redundante Phosphataseaktivitat, zur Antangonisierung eines der wichtigsten tumor-
promovierenden Signalwege, dem Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/Akt Signal-
weg beitragt (Zhang and Yu, 2010). LOH am PTEN-Lokus konnte in zahlreichen spo-
radischen Tumoren, wie etwa dem Glioblastom oder dem Prostatakarzinom, als hau-
figes Ereignis beobachtet werden (Li et al., 1997). Die Tumorsuppressoraktivitat von
PTEN kann durch die Prasenz von zwei somatischen Mutationen in der Phosphata-
se-Doméane unterbrochen werden: einer C124S Mutation, sowie einer G129E Mutati-
on (Liaw et al., 1997). Des Weiteren konnte in aktuellen Studien gezeigt werden,
dass PTEN in einer Vielfalt zellularer Funktionen, wie etwa der Regulation genomi-
scher Stabilitét, der Stammzellerneuerung sowie der Metastasierung involviert ist
(Zhang and Yu, 2010). Auch fur das Ovarialkarzinom ist PTEN von essentieller Be-
deutung. In diesem Zusammenhang konnte beschrieben werden, dass PTEN an der

Modulation von Platinresistenz beteiligt ist (Yang et al., 2008).
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Die Mikrosatellitenmarker D13S218 und D17S855 sind 13912-13 bzw. 17921 lokali-
siert und mit den Genen ,Breast Cancer Gene, Early Onset 1 bzw. 2" (BRCA1 bzw.
BRCAZ2) assoziiert (Tabelle 1-3). Die BRCA-Gene werden zur Klasse der Tumorsup-
pressorgene gezdhlt und als Mammakarzinom- bzw. Ovarialkarzinom-
Suszeptibilitditsgene verstanden, da die Mehrzahl der Patientinnen mit hereditaren
Mamma- bzw. Ovarialkarzinom Keimbahnmutationen im BRCA1- oder BRCA2-Gen
aufweisen (Hall et al., 1990; Hofmann and Schlag, 2000; Paakkonen et al., 2001).
Die BRCA-Proteine stellen wichtige Komponenten molekularer Signalwege dar und
sind in DNA-Reparaturmechanismen, wie etwa die homologe Rekombination im
Rahmen der Reparatur von DNA-Doppelstrangbrichen involviert (Powell and
Kachnic, 2003). Ein Funktionsverlust von BRCA1 bedingt einen Defekt des S-Phase
Checkpoints sowie der G,/M Transition, was zusatzlich auf eine Zellzyklus-
regulatorische Funktion dieser Proteine hinweist (Powell and Kachnic, 2003). Tumor-
biologisch relevante Inaktivierung der BRCA-Loki, wie etwa durch Mutation, LOH o-
der Hypermethylierung, konnte nicht nur bei hereditaren sondern auch bei sporadi-
schen Ovarialkarzinomen beschrieben werden (Weberpals et al., 2008). Des Weite-
ren gilt BRCAL bei sporadischen Ovarialkarzinomen als Modulator therapeutischer
Sensitivitat (Husain et al., 1998).

Tabelle 1-3: Mikrosatellitenmarker fur die LOH-Analyse

Mikrosatellitenmarker | Lokalisation Gen Funktion
M6P/IGE2R Inhibition von Tumor-
D6S1581 6025.1 wachstum und
(proximal) Angiogenese,
Platinresistenz
D10S1765 10923.3 PTEN Zellzyklus, Platinresistenz
DNA-Reparatur,
D13S218 13g12-13 BRCA2
Zellzyklus
DNA-Reparatur,
D17S855 17921 BRCA1
Zellzyklus
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Der Mikrosatellitenmarker D6S1581 ist auf Chromosom 6q, Bande 25.1 lokalisiert
und liegt etwa 25kb proximal zu dem Mannose-6-Phosphat/Insulin-Like-
Wachstumsfaktor Il Rezeptor (M6P/IGF2R) (Makhija et al., 2003) (Tabelle 1-3). Die-
ser Rezeptor tragt zur Antagonisierung des IGF-Signalweges bei, indem er das po-
tente Mitogen IGF2 internalisiert und dessen Degradation vermittelt (Brown et al.,
2008). Im Rahmen von Untersuchungen zum Mammakarzinom wurde dieser Rezep-
tor als Tumorsuppressor beschrieben (Lee et al., 1998; Oates et al., 1998; Wood et
al., 2000), da er einen negativ regulatorischen Einfluss auf Invasivitat und Metasta-
sierungspotential von Tumorzellen zeigte. Des Weiteren konnte LOH am
M6P/IGF2R-Lokus bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom als haufiges Ereignis be-
schrieben werden (Rey et al., 2000). Eine geringe D6S1581 Kopienzahl in ovariellen
Primartumoren assoziierte mit der Platinresistenz der entsprechenden Patientinnen
(Makhija et al., 2003).

1.4 Zirkulierende DNA
1.4.1 Grundlage

Im Jahre 1948 konnte erstmalig gezeigt werden, dass DNA nicht nur im Zellkern vor-
kommt, sondern auch zellfrei im peripheren Blut zirkuliert. Zirkulierende DNA (zirD-
NA) ist mit einer mittleren Groé3e von etwa 70 - 200 bp in der Regel stark fragmen-
tiert, jedoch konnten auch groR3ere Fragmente bis zu einer GroRe von etwa 21 kb
beobachtet werden (Mandel and Metais, 1948; Jahr et al., 2001; Schwarzenbach et
al., 2011). Basierend auf weiteren Erkenntnissen, z.B. dass Tumorpatienten hohere
Konzentrationen an zirDNA im Blut aufweisen als Normalspender (Leon et al., 1977),
wurde bereits in den 80er Jahren angenommen, dass zirDNA im Blut von Tumorpati-
enten zu einem gewissen Anteil auch aus malignen Zellen stammt (Stroun et al.,
1987; Stroun et al., 1989). Jedoch beschrénkt sich ein Anstieg des Gehaltes an zir-
DNA im Blut nicht nur auf die Inzidenz eines malignen Tumors, sondern wurde auch
im Zuge gutartiger L&sionen, inflammatorischer Erkrankungen sowie Gewebe-
Traumata beschrieben (Fleischhacker and Schmidt, 2007). Bis zum heutigen Zeit-
punkt konnte in zirDNA eine Vielzahl tumorassoziierter genetischer Alterationen wie
z.B. zirkulierende B-RAF V600E Mutationen (Shinozaki et al., 2007) oder Tumorsup-
pressorgen Hypermethylierungen (Sharma et al., 2010) nachgewiesen werden (Ab-
bildung 1-3). Des Weiteren ist bekannt, dass zirDNA nicht nur frei, sondern auch in
Form von Nukleosomen im Blut zirkuliert (Roth et al., 2011). Bislang gibt es ver-
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schiedene funktionelle Erklarungsmodelle fur die Inzidenz von zirDNA im Blut von
Tumorpatienten. Zum einen wird vermutet, dass apoptotische bzw. nekrotische Tu-
morzellen eine wesentliche Quelle fur zirDNA darstellen (Abbildung 1-3)
(Schwarzenbach et al., 2011). Diese Tumorzellen werden in der Regel von Makro-
phagen phagozytiert, die in Folge dessen Tumor-DNA aufnehmen und sie in verdau-
ter bzw. fragmentierter Form wieder in den extrazellularen Raum abgeben (Choi et
al., 2005). Zum anderen gibt es Anhaltspunkte, dass aktive Mechanismen zur DNA-
Abgabe in das Blut beitragen, die aber bislang nur unvollstandig verstanden sind
(Stroun et al., 2000; Gahan and Swaminathan, 2008). Eine interessante Schatzung
in diesem Zusammenhang ergab, dass ein 100 g schwerer Tumor, entsprechend ei-
ner zellularen Masse von 3 x 10%° Zellen, taglich etwa 3,3% seiner Tumor-DNA in die
Zirkulation abgibt (Diehl et al., 2005).

Abbildung 1-3: Ursprung und maogliche Alterationen zirkulierender DNA nach Schwarzenbach et al.,
2011 (Nat. Rev. Cancer (6):426-37, modifiziert)

Die funktionelle Relevanz der zirDNA im Blut ist noch grof3tenteils ungekléart. Eine
Hypothese in diesem Kontext postuliert einen horizontalen Transfer zellfreier Tumor-
DNA. Es konnte in diesem Zusammenhang belegt werden, dass eine Fibroblasten-
zelllinie (NIH-3T3) durch Plasma-DNA von Patienten mit kolorektalem Karzinom

transformiert werden kann, so dass diese Zelllinie befahigt wird, nach Transplantati-

20



on in eine immundefiziente Maus ein invasives Karzinom zu bilden (Garcia-Olmo et
al., 2010).

1.4.2 Mikrosatellitenanalyse und zirkulierende DNA

LOH an tumorbiologisch relevanten chromosomalen Loki ist nicht nur im Rahmen ei-
ner Primartumoranalyse méglich, sondern kann auch in zirDNA im Blut von Tumor-
patienten detektiert werden (Silva et al., 2002; Schwarzenbach et al., 2009; Sunami
et al.,, 2009). Trotz einheitlicher PCR-basierter Methodik wurde jedoch eine grol3e
Variabilitdt in Bezug auf die LOH-Detektionsrate im Blut beobachtet und nicht selten
zeigten sich Diskrepanzen beziglich des LOH-Status in Primartumor und Blut eines
Patienten (Chen et al.,, 1996; Anker et al., 1997; Anker et al., 1999; Coulet et al.,
2000; Wang et al.,, 2003; Bremnes et al., 2005; Schwarzenbach et al., 2007;
Schwarzenbach et al., 2009). Dieses Phanomen wird auf die Prdsenz von Normal-
DNA in der Zirkulation zurliickgefuhrt, welche tumorspezifisches LOH maskiert
(Kopreski et al., 1997; Hibi et al., 1998; Muller et al., 2008). In einer Pilotstudie konn-
te jedoch gezeigt werden, dass nach Fraktionierung der zirDNA in hochmolekulare
Fraktion (HMF) und niedermolekulare Fraktion (NMF), die Allelverluste zu einem
uberwiegenden Teil in der NMF nachweisbar sind und somit durch Fraktionierung die
Sensitivitat der LOH-Detektion verbessert werden kann. In diesem Zusammenhang
wurde eine praliminare Hypothese formuliert, dass Tumor-DNA in der Zirkulation
Uberwiegend einen fragmentierten niedermolekularen Charakter aufweist (Muller et
al., 2008). Fur das Ovarialkarzinom gibt es bislang jedoch keine Daten in Bezug auf
die Inzidenz von LOH in zirDNA.

1.5 microRNA
1.5.1 Funktion und Biogenese

MicroRNA (miRNA) sind endogene, einzelstrangige Ribonukleinsduremolekile mit
einer Lange von etwa 19-25 nt (Boren et al., 2009). Die erste miRNA, lin-4, wurde im
Nematoden Caenorhabditis elegans (C. elegans) entdeckt und im Zusammenhang
mit der Genregulation beschrieben (Lee et al., 1993). Heute ist bekannt, dass miRNA
in zahlreichen Organismen, einschlie3lich mancher Viren und Pflanzen exprimiert
sind (Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al.,, 2001; Reinhart et al., 2002). MiRNA
Sequenzen kodieren nicht proteinogen und sind als negative Genregulatoren an ei-

ner Vielzahl von biologischen Prozessen beteiligt. Hierzu zahlen neben embryonalen
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Entwicklungsprozessen (Visvanathan et al., 2007) auch weitere komplexe Mecha-
nismen, wie Zelldifferenzierung, Proliferation oder Apoptose (Ambros et al., 2003).
Abbildung 1-4 zeigt eine schematische Darstellung der zellularen miRNA Prozessie-
rung (Esquela-Kerscher and Slack, 2006; Kuhlmann et al., 2012). Die Biogenese ei-

ner miRNA ist ein komplexer und mehrstufiger Vorgang:

Initiales Ereignis findet im Nukleus statt. Hier vermittelt die RNA-Polymerase Il die
Transkription eines Vorlaufermolekils, der sogenannten ,primary-miRNA* (pri-
mMiRNA). Die pri-miRNA weist eine charakteristische Lange > 1 kb auf und verfigt
analog zur gewodhnlichen messengerRNA (MRNA) Uber einen 5’ 7-Methyl-Guanosin-
Cap und einen 3’ poly(A)-Schwanz (Zeng, 2006). Die Sequenzbeschaffenheit einer

miRNA-Gen .~
P v |
W IS4
POL Il
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/

ribosome

franslationale Repressior mRNA-Degradation

Abbildung 1-4: Prozessierung und Wirkungsweise von microRNA nach Kuhlmann et al., 2012.
(Clin. Chem. Lab. Med. (4):601-15, modifiziert)

pri-miRNA erlaubt die Ausbildung intramolekularer Wechselwirkungen, so dass eine
charakteristische ,Haarnadelstruktur® mit einem terminalen Loop, einem doppel-
strangigen Stamm und flankierenden einzelstrangigen Bereichen entstehen kann
(Abbildung 1-4). Die weiterfUhrende Prozessierung erfolgt durch das Protein
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DROSHA und seiner regulatorischen Untereinheit PASHA. Diese Endonuklease des
Typus RNAse Il spaltet flankierende RNA-Sequenzen der pri-miRNA und es entsteht
ein weiteres, nun wesentlich kirzeres Vorlaufermolekul, die ,precursor-miRNA® (pre-
mMiRNA). Alle folgenden Reifungsschritte finden erst nach einer Translokation der
pre-miRNA in das Zytoplasma statt. Hier kommt die Endonuklease DICER zum Ein-
satz und katalysiert die Entfernung der Loop-Sequenz aus der Haarnadelstruktur
(Billy et al., 2001). Es entsteht eine etwa 22 nt lange doppelstrangige RNA. Ein
Strang dieses Molekils wird im Zuge der Biogenese als mature miRNA-Sequenz
ausgewahlt und geht eine stabilisierende Interaktion mit einem Ribonukleoprotein-
komplex, dem RNA-induced-silencing-complex (RISC-Komplex) ein. Der entspre-
chende Gegenstrang, die sogenannte ,passenger-Sequenz® wird degradiert. Es
konnte gezeigt werden, dass eine asymmetrische thermodynamische Stabilitat an
den Enden des vorliegenden miRNA-Duplex einen mal3geblichen Faktor fur die Ent-
scheidung darstellt, welcher Strang des Duplex eine Interaktion mit dem RISC-

Komplex eingeht (Ding et al., 2007).

1.5.2 Konzept der negativen Genregulation

Grundlage fir das Konzept der negativen Genregulation ist eine Interaktion der
miRNA mit der 3’UTR-Sequenz der mRNA eines spezifischen Zielgenes nach dem
Gesetz der komplementéren Basenpaarung. Funktionell betrachtet verfligt der RISC-
Komplex Uber drei verschiedene Moglichkeiten, die Translation der mRNA in ein Pro-
tein zu inhibieren. Der Grad an Komplementaritat zwischen miRNA und dem 3’'UTR
der Ziel mRNA hat einen entscheidenden Einfluss auf die Inhibitionsmodalitat. Je ho-
her die Komplementaritat, desto hoher die Wahrscheinlichkeit, dass der RISC-
Komplex die Ziel mRNA degradiert. Bei einer unvollkommenen Komplementaritat
kommt es ohne ein direktes Degradationsereignis zur negativen Genregulation, in-
dem der RISC Komplex an der mRNA gebunden bleibt und sterisch die Translation
des Zielproteins supprimiert (Esquela-Kerscher and Slack, 2006). Im Falle einer un-
vollkommenen Komplementaritdt kann es alternativ auch zu einer Deadenylierung
der mRNA kommen, die sich ebenfalls negativ auf die Expression des Zielproteins
auswirkt (Wu et al., 2006). Durch die Toleranz einer unvollkommenen komplementa-
ren Interaktion zwischen einer maturen miRNA Sequenz und dem 3’UTR der Ziel
MRNA ist eine einzige miRNA befahigt, ein ganzes Kollektiv von Zielgenen negativ

zu regulieren, was die Komplexitat dieses Systems enorm erhéht.
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1.5.3 microRNA und das Ovarialkarzinom

Es konnte gezeigt werden, dass miRNA funktionell als Onkogene oder Tumorsupp-
ressorgene fungieren kénnen und eine tumorbiologische Relevanz fir das Ovarial-
karzinom aufweisen (Esquela-Kerscher and Slack, 2006; Kuhlmann et al., 2012). Ei-
ne Untersuchung primarer Ovarialkarzinomen zeigte, dass miR-200a, miR-141, miR-
200c und miR-200b im Vergleich zu gesundem Ovargewebe signifikant Gberexpri-
miert werden, wohingegen miR-199a, miR-140, miR-145 und miR-125b1 herunter
reguliert sind (lorio et al., 2007). Des Weiteren konnte belegt werden, dass das Ex-
pressionsprofil von miRNA im Primé&rtumor des Ovarialkarzinoms prognostisch rele-
vant ist. So wurde bei Patientinnen mit einem fortgeschrittenen Ovarialkarzinom eine
dysregulierte let-7i Expression mit einem verkiirzten progressionsfreien Uberleben
und Platinresistenz assoziiert (Yang et al., 2008). MiR-200a, miR-200b und miR-429
konnten ferner als pradiktiv fir die Rezidiventwicklung sowie fur ein verkurztes OS

identifiziert werden (Hu et al., 2009). Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass

LH-Hormon Signalwege Platinresistenz

let-7i

miR-7g

miR-23

miR-27a
A miR-30c
| miR-125b
/ miR-199a
/" miR-200
miR-214
miR-378
miR-625

miR-9 miR-100 miR-200c miR-204
miR-206 miR-223

miR-200a miR-200b  miR-200c
miR-145  miR-429

Abbildung 1-5: microRNA und die Pathogenese des Ovarialkarzinoms nach Kuhlmann et al., 2012.
(Clin. Chem. Lab. Med. (4):601-15, modifiziert) LH: Luteinisierendes Hormon, EMT: Epithelial-

Mesenchymale Transition
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MiRNA noch weitere, ovarialkarzinomrelevante Prozesse modulieren, wie etwa Hy-
poxie-Signalwege, EMT sowie die Regulation eines Stammzellcharakters (Abbildung
1-5) (Kuhlmann et al., 2012).

1.5.4 Zirkulierende microRNA

Nicht nur im Gewebe solider ovarieller Tumoren, sondern auch im Serum von Ovari-
alkarzinompatientinnen — d.h. in einem zellfreien Kontext — konnten miRNA nachge-
wiesen werden. Trotz hoher endogener RNAse Aktivitat im Humanserum liegen zir-
kulierende miRNA in stabiler Form vor (Tsui et al., 2002; Mitchell et al., 2008) und
werden als blutbasierte Biomarker diskutiert (Qu et al.,, 2011). Die hohe endogene
Stabilitdit der miRNA in der Zirkulation wird auf eine Assoziation mit RISC-
assoziierten Proteinen (z.B. Argonaut-2) oder auf eine Inklusion in protektive vesiku-
lare Strukturen, wie z.B. Exosomen zuriickgefuhrt (Arroyo et al., 2011). In Bezug auf
das Ovarialkarzinom gibt es bisher nur wenige Ansatze, die sich auf zirkulierende
MiRNA dieser Patientinnen fokussieren. In einer Pilotstudie wurden EpCAM-positive
Exosomen aus dem Serum von Ovarialkarzinompatientinnen immunomagnetisch
aufgereinigt und anschlieend auf ihr miRNA-Expressionsprofil hin untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass die miRNA-Expression im exosomalen Kompartiment
tendenziell das Expressionsprofil des Primartumors widerspiegelt (Taylor and Gercel-
Taylor, 2008). In einer weiteren Studie wurde zirkulierende miRNA direkt aus dem
Serum von Ovarialkarzinompatientinnen isoliert und mit dem miRNA Profil aus Nor-
malspenderseren verglichen. Hier konnten miR-21, miR-29a, miR-92, miR-93 und
miR-126 in der Zirkulation als hochreguliert bzw. miR-127, miR-155 sowie miR-99b
als herunterreguliert identifiziert werden (Resnick et al., 2009). Interessanterweise
wurde die Uberexpression der genannten miRNA-Kandidaten auch im Serum von
Patientinnen beobachtet, die unauffallige CA 125 Tumormarkerwerte aufwiesen, was
in diesem pralimindren Kontext die mégliche klinische Relevanz von zirkulierenden

MiRNA fur das Ovarialkarzinom impliziert.
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1.6 Zielsetzung

Trotz Fortschritten in der Behandlung des Ovarialkarzinoms erleiden derzeit mehr als
50% der Patientinnen mit Ovarialkarzinom ein Rezidiv, wobei generell 15 - 20% Falle
platinresistent sind, was bisher jedoch nur retrospektiv erkannt wird. In diesem Sinne
ist die Etablierung neuer Biomarkerkonzepte aul3erst wiinschenswert, um eine Risi-
kostratifizierung der Patientinnen zu ermdglichen und ihre Prognose zu verbessern.
In der vorliegenden Dissertation sollen daher folgende Zielsetzungen bearbeitet wer-

den:

1) Durchfuhrung einer primartumorbasierten LOH-Analyse an tumorbiologisch re-
levanten chromosomalen Regionen zur ldentifizierung eines pradiktiven Biomar-

kers im Hinblick auf Platinresistenz und Prognose.

2) Da der Primartumor ausschlief3lich zum Zeitpunkt der Primardiagnose zur Ver-
fligung steht, sollen nachfolgend experimentelle Strategien zur Biomarkeridentifi-
kation auf ein blutbasiertes System Ubertragen werden. Durch folgende Untersu-
chungen soll geprift werden, inwieweit das Blut der Patientinnen im Sinne einer
,Real-Time-Liquid-Biopsy“, z.B. fur ein Therapiemonitoring, genutzt werden kénn-

te:

2a) Ubertragung der primartumorbasierten LOH-Analyse auf zellfreie zirDNA
im peripheren Blut und Validierung einer DNA-Fraktionierungsmethodik zur
Optimierung der LOH-Detektion, bzw. zur gezielten Analyse tumorassoziierter
DNA in der Zirkulation.

2b) Untersuchung der Expression zirkulierender miRNA im peripheren Blut
von Patientinnen im Hinblick auf die ldentifikation eines weiteren diagnosti-

schen Biomarkers fiir das Ovarialkarzinom.

2¢) Immunomagnetische Anreicherung von ZTZ aus dem Blut und molekulare
Charakterisierung dieser Zellen im Hinblick auf deren Expression platinresis-
tenzassoziierter, epithelspezifischer, bzw. stammzellassoziierter Gentranskrip-

te.
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2 Patientinnen, Material und Methoden

2.1 Patientinnen

Die vorliegende Studie wurde in der Klinik fir Gynakologie und Geburtshilfe des Uni-
versitatsklinikums Essen durchgefuihrt. Insgesamt wurden 201 Patientinnen mit pri-
marem Ovarialkarzinom untersucht. Die Erstdiagnose dieser Patientinnen ereignete
sich in einem Zeitfenster von Mai 1999 bis November 2010. Die Mehrzahl der Patien-

tinnen wies zum Zeitpunkt der Priméardiagnose bereits ein fortgeschrittenes Stadium

Tabelle 2-1: Klinische Daten der Ovarialkarzinompatientinnen

Anzahl Patientinnen: 201
mittleres Alter: 59 Jahre
(Range: 18 - 89 Jahre)

FIGO-Stadium
FIGO I-II 47 (23%)
FIGO llI 109 (54%)
FIGO VI 45 (22%)
Lymphknotenstatus
No 72 (36%)
N, 70 (35%)
Ny 59 (29%)
Grading
1-2 97 (48%)
3-4 101 (50%)
Histologie
seros-papillar 146 (73%)
muazinds 16 (8%)
andere 39 (19%)
Tumorrest
positiv 90 (45%)
negativ 108 (54%)

DTZ vor Operation

positiv 64 (42%)
negativ 88 (58%)
DTZ nach Chemotherapie
positiv 31 (37%)
negativ 53 (63%)

(FIGOIII-IV) mit serds-papillarer Histologie auf. Fur die geplanten Untersuchungen
am Patientinnenmaterial lag ein positives Gutachten der lokalen Ethikkommission vor
(05/2856). Alle Eingriffe erfolgten nach vorausgegangener schriftlicher Einwilligung

der Patientinnen. Tabelle 2-1 zeigt eine Zusammenfassung der klinischen Daten un-
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tersuchter Ovarialkarzinompatientinnen. Patientinnen mit einem therapiefreien Inter-

vall < 5 Monate galten als platinresistent.

2.2 Material

2.2.1 Reagenzien und Losungen
2-Mercaptoethanol

AmpliTaqg Gold® (5U / pl)

Chloroform

Deoxynucleoside Triphosphate Set
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)
Ethanol (100%)

Ficoll-Paque™ PLUS

GeneScan™-500 ROX™ Standard
Guanidinthiocyanat

Heparin-Natrium-250000

Hi-Di"™ Formamide

Kaisers Glyceringelatine

Performance Optimized Polymer 4 (POP-4™)
Proteinase K

Recombinant RNAsin (Ribonuclease Inhibitor)
RNAse freies Wasser

TMAC

Tris-EDTA Puffer

Tarks Lésung

Xylol

Roth

Applied Biosystems
Roth

Roche Applied Science
Invitrogen

Roth

Sigma Aldrich
Applied Biosystems
Roth

Ratiopharm
Applied Biosystems
Merck

Applied Biosystems
Qiagen

Promega

Qiagen

Roth

Sigma Aldrich
Merck

Sigma Aldrich
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2.2.2 Kits

Adna Test, EMT1-StemCell Select Kit
Adna Test, EMT1-StemCell Detect Kit
Adna Test, OvarianCancer Select Kit

Adna Test, OvarianCancer Select Kit
DNA 1000 Kit (Bioanalyzer)
EPIMET® Epithelial Cell Detection Kit
HotStar Taq Master Mix Kit

mMiRNA Complete Labeling and Hyb Kit
miRNeasy Mini Kit

miRNeasy FFPE Kit

miRVana Paris Kit

miScript Il RT Kit

miScript SYBR Green PCR Kit
QlAamp DNA Mini Kit

RNA 6000 Kit (Bioanalyzer)

SensiScript Reverse Transcription Kit

Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System

2.2.3 Gerate

ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
Agilent 2100 Bioanalyzer

Ariol SL-50

Heiz-Thermo-Mixer, HTMR-133
IKA Vortex Mixer

Magna Lyser System

AdnaGen
AdnaGen
AdnaGen
AdnaGen

Agilent
AS Diagnostik
Qiagen
Agilent
Qiagen
Qiagen
Ambion
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Agilent
Qiagen

Promega

Applied Biosystems
Agilent

Leica

HLC BioTech
Agilent

Roche
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Mastercycler Gradient

Microarray Scanner (G2505B)

Nanodrop

Vakuum-Pumpsystem MD 4C (Speedvac-System)
UNIVAPO 100H (Rotortyp 72-11) (Speedvac-System)
Vortexer, REAX 2000

Zentrifuge, Biofuge fresco

2.2.4 Software

310 GeneScan Software Version 3.1.2.

ABI Sequence Detection Software Version 1.2.3.
Extraction Image Analysis Software Version A.10.7.3.1
GenSpring GX Software Package Version 11.5.1
Graph Pad Prism Version 5.03

SPSS fur Windows Version 13.0

2.2.5 PCR-Primer

Eppendorf

Agilent

PegLab

Vacuubrand GmbH & Co KG

LTF Labortechnik GmbH & Co KG
Heidolph Instruments GmbH

Heraeus

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Agilent

Agilent

GraphPad Software, Inc.

SPSS Inc.

D10S1765 forward: FAM-5’ACA CTT ACATAG TGC TTT CTG CG-3 | Genosys
reverse: 5CAG CCT CCC AAAGTT GC-3 Genosys

D13S218 forward: HEX-5'GAT TTG AAA ATG AGC AGT CC-3 Genosys
5GTC GGG CAC TAC GTT TAT CT-3’ Genosys

D17S855 forward: FAM-5GGA TGG CCT TTT AGA AAG TGG-3’ Genosys
reverse: 5’-ACA CAG ACT TGT CCT ACT GCC-3 Genosys

D6S1581 forward: TMARA-5-AGG CTC ATC CAT GTT TCTG-3’ Genosys
reverse: 5-TGC ATT CCC ACATTT ACTG-3 Genosys

hsféTéR' kommerzieller miScript Primer Assay: MS00014224 Qiagen
prigzéR' kommerzieller miScript Primer Assay: MP00000399 Qiagen
hsa-miR-16 kommerzieller miScript Primer Assay: MS00006517 Qiagen
cel-miR-54 kommerzieller miScript Primer Assay: MS00019894 Qiagen
SNOR-44 kommerzieller miScript Primer Assay: MS00007518 Qiagen
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2.3 Methoden

2.3.1 Minidissektion von paraffiniertem Tumorgewebe

Fur die vorliegenden Experimente wurde priméares Ovarialkarzinomgewebe, welches

im Rahmen einer Operation gewonnen wurde, verwendet. Dieses wurde direkt nach

Exzision am Institut fur Pathologie aufbereitet, d.h. in Formalin fixiert und anschlie-

Rend in Paraffin eingebettet. Fur die LOH-Analysen wurden Hamatoxilin-Eosin (HE)
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Schnitte angefertigt und durch einen Pathologen des Uniklini-
kums Essen wurden Gewebeareale mit maximal méglichem
Tumoranteil abgrenzend gekennzeichnet. Es folgte die Anfer-
tigung einer 3 mm Stanze aus dem markierten Bereich. In den
meisten Fallen betrug der Anteil an Tumorzellen in dem ge-
stanzten Areal in Relation zu kontaminierendem Tumorstroma
etwa 60% oder mehr. Die Tumorstanzen wurden ein weiteres
Mal in Paraffin eingebettet. AnschlieRend wurden fir die Isola-
tion von Tumor-DNA sechs konsekutive Schnitte mit einer
Schichtdicke von je 10-20 um angefertigt. Als Quelle fur ge-
nomische Referenz-DNA stand Paraffinmaterial aus Lymph-
knoten zur Verfugung. Die Herstellung von 3 mm Stanzen aus
diesem Material sowie das Anfertigen konsekutiver Schnitte
fur die DNA-Isolation erfolgten analog zu dem oben beschrie-
benen Verfahren. Durch Mitarbeit eines Pathologen konnte
bestétigt werden, dass alle verwendeten Lymphknoten tumor-

frei waren.

2.3.2 DNA-Isolation aus Gewebe und Serum

2.3.2.1 Isolation genomischer DNA aus Paraffingewebe

Aus dem minidissektioniertem Paraffin-Tumorgewebe, sowie
dem Referenzmaterial aus tumorfreien Lymphknoten, wurde
im Folgenden genomische DNA isoliert. Voraussetzung hierfir
war die Entparaffinierung der Proben, die durch Zugaben von
1000 pl Xylol und kréftiger Durchmischung realisiert wurde.
Anschlie3end wurden die Proben fir 5 min bei 56 °C und 650

31



rpm auf einem Heiz-Thermo-Mixer inkubiert und danach fir 5 min bei Raumtempera-
tur (RT) und 20000xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde vollstandig abgesaugt und
das Pellet in 1000 ul Ethanol resuspendiert. Es folgte eine weitere Zentrifugation
(20000xg, RT) und der Uberstand wurde erneut abgesaugt. AnschlieRend wurden
die Proben fir mindestens 5 min mit offenem Deckel bei 56 °C auf einem Heiz-
Thermo-Mixer inkubiert, um residuellen Alkohol zu entfernen. Die Isolation genomi-
scher DNA aus den angefertigten Tumorstanzen wurde mit Hilfe des QlAamp DNA
Mini Kit der Firma Qiagen realisiert (Abbildung 2-1). Das Verfahren erfolgte mit leich-
ter Modifikation des Werksprotokolls. Zunachst wurde das Pellet in 200 pl ATL-
Lysepuffer und 20 pl Proteinase K aufgenommen und kraftig durchmischt, um die
Zellen aus ihrem Gewebeverband zu l6sen und aufzuschlieRen. Dieser Vorgang
wurde durch Inkubation bei 70 °C fur 10 min beschleunigt. Nach Zugabe von 200 pl
Ethanol wurde das Reaktionsgemisch auf eine QlAamp Mini Spin Saule geladen und
fur 1 min bei 6000xg zentrifugiert. In diesem Schritt bindet genomische DNA selektiv
an den Filter der Saule, wahrend alle anderen Komponenten des Lysats ungebunden
passieren konnen. Durch anschlieBendes zweimaliges Waschen (je 500 pl Puffer
AW1 bzw. AW2 und je 1 min Zentrifugation bei 6000xg) wurde die an den Saulenfil-
ter gebundene DNA gereinigt. Eine nachfolgende Trockenzentrifugation bei 20000xg
fur 1 min garantierte die vollstandige Entfernung von Waschpufferresten. Danach
wurde die genomische DNA, je nach gewlnschter Konzentration, in 100 bis 200 pl
AE-Puffer eluiert.

2.3.2.2 Fraktionierte Isolation zirkulierender DNA aus Serum

23221 Isolation der hochmolekularen DNA-Fraktion

Die Isolation hochmolekularer DNA aus Patientinnenserum erfolgte mit Hilfe des
QlAamp DNA Mini Kit von Qiagen mit einigen Modifikationen des Werksprotokolls.
Zu Beginn erfolgte eine Zentrifugation des Patientinnenserums fur 5 min bei
2600 rpm, um mogliche Kontamination mit Zellbestandteilen bzw. Schwebepartikeln
zu beseitigen. FUr die fraktionierte Aufreinigung der zirDNA wurden nach der Zentri-
fugation 500 -1000 pl Serum in ein neues Tube Uberfihrt und mit 1/10 Volumen Pro-
teinase K und 1 Volumen Lysepuffer AL vermischt. Nach einer Inkubation von 15 min
bei 56 °C, erfolgte die Zugabe von 1 Volumen 100% Ethanol. Nach einem kréftigen
Durchmischen des Ansatzes wurde das Gemisch (in Einzelportionen bis max. 620 ul)

auf eine QIAamp Mini Spin Saule geladen und fur 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert.
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In diesem ersten Schritt wurde bewirkt, dass die hochmolekulare zirDNA-Fraktion
aus dem Serum an den Filter der S&ule binden kann, wohingegen die niedermoleku-
lare Fraktion ungehindert passiert und sich noch im Durchfluss befindet. Der Durch-
fluss wurde aufgefangen, bei 4 °C gelagert und diente im Zuge eines separaten An-
satzes der Aufreinigung niedermolekularer DNA (vgl. 2.3.2.2.2). Anschliel3end erfolg-
te (analog zur Aufreinigung von DNA aus Gewebe) ein mehrschrittiger Waschvor-
gang (je 700 ul Puffer AW1 und AW2, Zentrifugation 13.000 rpm fir 1 min) und eine
Trockenzentrifugation (13000 rpm, 3 min) zum vollstandigen Trocknen der Saulen-
membran. Schliel3lich wurde die hochmolekularen DNA-Fraktion durch Zugabe von
100 pl Elutionspuffer AE eluiert (5 min Inkubation nach Zugabe AE, dann Zentrifuga-
tion 8000 rpm, 1 min).

2.3.2.2.2 Isolation der niedermolekularen DNA-Fraktion

Die Isolation der niedermolekularen DNA Fraktion erfolgte aus dem zuvor gewonnen
Saulendurchfluss mit Hilfe des Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification System
(Promega). Das Werksprotokoll wurde modifiziert. Zu Beginn des Verfahrens wurden
1000 pl Durchfluss verwendet, mit 2 Volumen Guanidinthiocyanat versetzt, kraftig
durchmischt und anschief3end 10 min bei RT inkubiert. Das Gemisch wurde (in Ein-
zelportionen bis max. 750 ul) auf eine Promega-MiniColumn geladen und fir 1 min
bei 13000 rpm zentrifugiert. Die im Durchfluss befindliche niedermolekulare DNA
konnte dadurch an die Filtermembran der Wizard Plus S&ule binden. Es folgte ein
zweimaliges Waschen der Séule mit je 750 pl Waschpuffer (13000 rpm, 1 min) und
eine Trockenzentrifugation (13000 rpm, 3 min). SchlieB3lich wurde die niedermoleku-
lare DNA-Fraktion durch Zugabe von 50 pl Nuklease-freiem Wasser eluiert (5 min In-
kubation nach Zugabe des Wassers, dann Zentrifugation 13000 rpm, 1 min). In die-
sem Zusammenhang konnte die Aufreinigungseffizienz durch wiederholtes Beladen
der Saulen mit dem Eluat bzw. wiederholter Zentrifugation (,Reload“) gesteigert wer-

den.
2.3.2.3 Spektrophotometrische Beurteilung isolierter DNA

Nukleinsauren weisen auf Grund der Purin- bzw. Pyrimidinbasen, welche aromati-
sche Ringsysteme enthalten, ein Absorptionsmaximum von 260 nm auf. Diese Ei-
genschaft nutzt man fur die spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung dop-

pelstrangiger DNA. In diesem Zusammenhang verwendet man folgende Formel:
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DNA- Konzentration (ug/ml) = Ayso X Konversionsfaktor (pg/ml) x Verdinnungsfaktor

Azso = gemessene Absorption bei 260 nm

Diese besagt, dass eine Nukleinsédurelésung mit einer optischen Dichte von 1 eine
Konzentration von 50 pug/ml besitzt. Die spektrophotometrische Beurteilung der iso-
lierten DNA aus Paraffingewebe bzw. Patientinnenserum erfolgte mittels Nano Drop
Photometer von PeqLab in einem Volumen von 1-2 pl unverdinnter DNA-LGsung.
Die Reinheit der isolierten DNA konnte mit Hilfe des 260/280 Verhaltnisses (Quotient
der Absorptionswerte bei 260 und 280 nm) ermittelt werden. Diese Werte sollten in
einem Bereich von 1,8 bis 2 liegen. Proteine weisen ein Absorptionsmaximum bei
280 nm auf, somit gilt die 260/280 Ratio als Mal} fur eine potentielle Verunreinigung
mit Proteinen. Das 260/230 Verhaltnis stellt den Quotienten der Absorptionswerte bei
260 und 230 nm dar, sollte im Bereich 2,0 bis 2,2 liegen und gibt Aufschluss Uber ei-
ne Kontaminationen mit Komponenten, die ein Absorptionsmaximum bei 230 nm

aufweisen. Dies kdnnen z.B. Salze aus den verwendeten Waschpufferlosungen sein.

2.3.3 Bestimmung des LOH-Status in Gewebe und Serum

Die LOH-Detektion wurde durch ein mehrschrittiges Verfahren realisiert, welches in
Abbildung 2-2 zusammenfassend dargestellt ist. Nach der Aufreinigung genomischer
DNA aus Primartumorgewebe und Serum wurde eine fluoreszenzbasierte Mikrosatel-
liten-PCR durchgefihrt, gefolgt von einer kapillarelektrophoretischen Fragmentanaly-
se. AnschlieRend wurde das Verhdaltnis der beiden Allele in der Tumorprobe be-
stimmt und durch das Verhéltnis der beiden Allele in der entsprechenden Referenz-
DNA korrigiert (Tabelle 2-2). Im Rahmen der Berechnung dieses Allelverhaltnisses

wurde festgestellt, ob in der entsprechenden Patientinnenprobe ein LOH vorliegt.
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Abbildung 2-2: Workflow zur LOH-Analyse
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2.3.3.1 Fluoreszenzbasierte Mikrosatelliten-PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) beschreibt ein molekularbiologisches Verfah-
ren, dass die selektive Amplifikation gewlnschter DNA-Abschnitte erlaubt. Fir die
LOH-Analyse in Primartumor und Serum sollten ausgewahlte polymorphe Mikrosatel-
litenmarker (Tabelle 1-3) amplifiziert und kapillarelektrophoretisch analysiert werden.
Hierfir wurde eine fluoreszenzbasierte Mikrosatelliten PCR verwendet. Besonderheit
dieses Systems ist, dass die eingesetzten forward-Primer eine Fluoreszenzmarkie-
rung am 5’ Ende aufweisen, welche die Detektion der entstandenen PCR-Produkte
ermoglicht. Hierzu wurde jeweils ein Reaktionsansatz in einem Gesamtvolumen von
10 pl hergestellt, der sich aus 10x PCR-Puffer (1 pl), 25 mM MgCl, (1 pl), 2 mM
dNTP (1 pl), 20 yM 5’-forward-Fluoreszenzprimer (0,1 pl), 20 yM 3’-reverse-Primer
(0,1 pl), AmpliTagGold DNA-Polymerase (5 U/ul) (0,1 ul), nukelasefreiem H,O (ad 10
pl) und 10 ng gDNA-Template zusammensetzte. Die Reaktion beginnt mit einer In-
kubation von 95 °C fur 10 min. Dieser Schritt dient der Aktivierung der DNA-
Polymerase. Der folgende PCR-Zyklus besteht aus Denaturierung der DNA (25 sec,
95 °C), Anlagerung der Primer bei Primer-spezifischer Annealingtemperatur (30 sec)
und der Synthese der PCR-Produkte (Elongation, 30 sec, 72°C). Der PCR-Zyklus
wird 40 Mal wiederholt. Zum Schluss der PCR erfolgt eine Inkubation bei 72 °C fir
7 min, um die Elongation zu vervollstandigen und das Verfahren zu beenden. Die
Annealingtemperaturen fur die verwendeten Primer betrugen 57°C (D10S1765),
56°C (D13S218), 54°C (D17S855) sowie 60°C (D6S1581). Fur die Verbesserung der
Amplifikationsbedingung niedermolekularer DNA aus dem Serum wurde Tetrame-
thylammoniumchlorid (TMAC) in einer Konzentration von 0,1 mM dem PCR-

Reaktionsansatz zugegeben.
2.3.3.2 Kapillarelektrophorese

Die Analyse der fluoreszenzbasierten Mikrosatelliten-PCR erfolgte mittels 310 Ge-
netic Analyzer von Applied Biosystems (Abbildung 2-2). Durch den Einsatz von
5’ fluoreszenzmarkierten forward Primern (Fluoreszenzfarbstoffe: TAMRA, FAM oder
HEX) konnen die entstandenen Fragmente nach einer kapillarelektrophoretischen
Auftrennung durch die Intensitat des entsprechenden Fluoreszenzsignals quantifiziert
werden. Das hohe Auflosungsvermégen des Genetic Analyzer Detektionssystems

ermoglicht es, Allele zu diskriminieren, die sich nur um wenige Basenpaare in ihrer

36



Lange unterscheiden. Fir die Analyse der PCR-Produkte, die DNA im einzelstrangi-
gen Zustand erfordert, wurde die DNA zunachst denaturiert. Hierzu wurden 0,5 pl
PCR-Produkt mit 40 pl HiDi™ Formamid und 0,2 pl internem GréRenstandard (500-
ROX, Applied Biosystems) vermischt. Es erfolgte eine Inkubation bei 94 °C fir 2 min.
Die kapillarelektrophoretische Auftrennung der Proben im Genetic Analyzer erfolgte
bei 15 kV, 0,9 mA und 60 °C.

2.3.3.3 Evaluation des LOH-Status

Die Analyse der Fragmentlange sowie die Fluoreszenzintentsitat der untersuchten
PCR-Produkte erfolgte mit Hilfe der GeneScan™ Software (Applied Biosystems). Fiir
die Bestimmung des LOH-Status einer Patientinnenprobe wurde ein Verhéaltnis aus
den Signalintensitaten der beiden Allele im Tumor bzw. im Serum gebildet und durch
das entsprechende Verhaltnis der Allele in der Normalreferenz (DNA aus tumorfreien
Lymphknoten) korrigiert. Eine entsprechende Patientinnenprobe wurde als ,LOH-
positiv gewertet, sobald der finale Quotient einen Wert < 0,6 oder > 1,67 anzeigte
(Tabelle 2-2).

Tabelle 2-2: Berechnung des Allel-Verhéaltnisses

Fluoreszenzintensitat ,rechter Peak® (Referenz-DNA)

Fluoreszenzintensitat ,linker Peak” (Referenz-DNA)
Allel-Verhaltnis =

Fluoreszenzintensitat ,rechter Peak” (Tumor-DNA)

Fluoreszenzintensitat linker Peak” (Tumor-DNA)

Homozygote Proben (d.h. Proben mit nicht polymorpher Mikrosatellitensequenz),

sowie Proben mit nicht analysierbaren Peaks wurden als ,nicht informativ* gewertet.
2.3.3.4 Statistische Auswertung der LOH Analyse

Die statistische Auswertung der LOH-Analyse im Primartumor sowie im Serum der
Ovarialkarzinompatientinnen erfolgte mit dem SPSS Software Paket (Version 18.0,
SPSS Inc. Chicago, IL). Der Chi-Quadrat, der Two-Tailed Fischer’s Exact Test und
der Test auf univariate binére logistische Regression wurden genutzt, um Assoziatio-

nen zwischen der LOH-Inzidenz im Primartumor bzw. in zirDNA und den klinischen
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Parametern der Patientinnen zu identifizieren. Zusétzlich wurde der Mann-Whitney-U
Test und der Wilcoxon-W Test fiir den nicht parametrischen Vergleich von zwei un-
abhangigen bzw. zwei abhangigen Variablen genutzt. Die Analyse einer prognosti-
schen Signifikanz von LOH wurde mit Hilfe einer Kaplan-Meier Analyse realisiert. Der
Log-Rank (Mantel-Cox) Test wurde fir die statistische Analyse verwendet. Ein p-

Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

2.3.4 Detektion disseminierter Tumorzellen

Die Detektion von DTZ im KM der Ovarialkarzinompatientinnen erfolgte routinemallig
durch Mitarbeiter des wissenschaftlichen Laboratoriums der Unifrauenklinik Essen.
Die gewonnen Daten wurden fir diese Dissertation verwendet. Das Verfahren ist in
Abbildung 2-3 schematisch dargestellt und besteht aus einer Dichtegradientenzentri-
fugation, einer Isolation der mononuklearen Zellen (MNZ) und dem immunzytoche-
mischen Nachweis Zytokeratin-positiver Zellen innerhalb der MNZ-Fraktion (Micro-
met Kit). Hierzu wurden zum Zeitpunkt der Priméardiagnose bzw. nach Chemothera-
pie je 5—10 ml KM aus beiden Beckenkdmmen aspiriert und heparinisiert (5000
U/ml KM). Diese Prozedur erfolgte unter Lokalanasthesie mittels Mepivacain und das
gewonnene KM wurde innerhalb der nachsten 24 h weiter prozessiert. Das Verfahren
zur Isolation und Detektion von DTZ wurde, gemafld den Richtlinien der ,German
Consensus Group of Senology®, durchgefiihrt (Fehm et al., 2006). Insgesamt wurden
8 x 10° MNZ pro Patientin analysiert. Die Farbung Zytokeratin-positiver Zellen erfolg-
te mit Hilfe des murinen monoklonalen Antikérpers A45-B/B3, der ein gemeinsames
Epitop einer Vielzahl von Zytokeratin-Polypeptiden, inklusive der Zytokeratin Hete-
rodimere 8/18 und 8/19, erkennt (Borgen et al., 1999; Fehm et al., 2006). Die mikro-
skopische Analyse der Zytospin-Praparate wurde mit Hilfe eines ARIOL-Systems der
Firma Leica gemal der Evaluationskriterien der ,International Society of He-
matotherapy and Graft Engineering (ISHAGE)" und dem DTZ-Konsensus durchge-
fuhrt (Borgen et al., 1999; Fehm et al., 2006). Das ARIOL-System ist eine Auswer-
tereinheit und besteht aus einem Slide-Loader, einer Kamera und einem Computer.
Mit Hilfe dieser Apparatur ist ein automatisiertes Scannen der angefertigten Objekt-
trdger moglich. Die aufgenommenen Einzelbilder wurden durch die interne Software
gemald der Parameter Farbe, Farbungsintensitat, GroRe, Farbungsmuster und Ge-

stalt analysiert.
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Abbildung 2-3: Detektion disseminierter Tumorzellen im Knochenmark

2.3.5 microRNA-Analyse

2.3.5.1 Isolation zirkulierender microRNA aus Serum

Fur die miRNA Untersuchung im Rahmen der Microarrayanalyse, sowie der Einzel-
bestimmung im Serum der Ovarialkarzinompatientinnen, wurde zirkulierende RNA
(inklusive miRNA-Fraktion) mit Hilfe des miRVana Kit (Ambion) isoliert. Alle Schritte
wurden gemal Werksprotokoll durchgefuhrt. Das Serum wurde auf Eis aufgetaut und
es folgte eine Denaturierung der Serumprobe mit 1 Volumen Denaturierungslésung
und einer kréaftigen Durchmischung des Ansatzes fur 15 Sekunden. Im Folgenden
wurde in den denaturierten Serumansatz 5 ul einer 5 fmol/ul syn-cel-miR-54 Spike-In
Losung / 400 pl Serum hinzugegeben und die Probe fir 5 min auf Eis inkubiert. Im
Rahmen der organischen Extraktion wurden im Folgenden 1 Volumen saure Phenol-
Chloroform Lo6sung hinzugegeben, die Probe kraftig durchmischt und fur 15 min bei
13000xg und RT zentrifugiert, um eine Phasentrennung zu begunstigen. Danach

wurde die obere aquatische Phase abgenommen, mit 1,25 Volumen 100% Ethanol
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versetzt und gemischt, so dass ein homogenes Lysat-Ethanol-Gemisch entstand,
welches anschlieBend auf die Membran einer Filtersdule gegeben wurde. Durch
Zentrifugation bei 12000xg fur 1 min konnte das Lysat den Filter passieren, wobei die
in der Losung befindliche RNA (inklusive miRNA-Fraktion) an die Filtermembran bin-
det. Anschlieend wurde die Saule mit 700 ul Waschlosung 1 bzw. 2 x 500 pl
Waschlosung 2 gereinigt und trockenzentrifugiert (10000xg, 1 min, RT). Zum Schluss
wurde die RNA in 100 pl RNAse freiem Wasser eluiert und bei -80°C bis zur nachfol-

genden Analyse aufbewabhrt.
2.3.5.2 microRNA-Isolation aus FFT

Fir die miRNA Bestimmung im primaren Ovarialkarzinomgewebe wurde Gesamt-
RNA (inkl. miRNA-Fraktion) aus kryokonserviertem Frischgewebe (fresh frozen
tissue, FFT) sowie aus Paraffin eingebettetem, formalinfixiertem Gewebe (formalin
fixed paraffin embedded tissue, FFPET) isoliert, welche im Rahmen einer operativen
Intervention gewonnen wurde. Die miRNA Isolierung aus Frischgewebe erfolgte mit
Hilfe des miRNeasy Mini Kit von Qiagen. Alle Schritte wurden gemaR Werksprotokoll
durchgefiihrt. Etwa 30 mg Frischgewebe wurden noch im gefrorenen Zustand in
700 pl phenolhaltiges Qiazol-Lysereagenz uberfihrt und durch ein Magna-Lyser Sys-
tem vollstandig aufgeschlossen bzw. homogenisiert und fir 5 min bei RT inkubiert.
AnschlieRend wurden 140 pl Chloroform hinzugegeben und der Ansatz fur 15 sec
kraftig durchmischt, bzw. fir 2-3 min bei RT inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation
(15 min, 12000xg, 4 °C), um eine Phasentrennung zu erleichtern. Die obere aquati-
sche Phase wurde in ein separates Tube Uberfiihrt, mit 1,5 Volumen 100% Ethanol
versetzt, kraftig durchmischt, auf die Membran einer Filtersdule pipettiert und zentri-
fugiert (8000xg, 15 sec, RT). Der Durchfluss wurde verworfen. Ferner wurde die Fil-
tersaule 1 x mit Puffer RWT (700 ul) und 2 x mit Puffer RPE (500 ul) gewaschen
(8000xg, 15 sec, RT) und fur 1 min bei 12000xg trockenzentrifugiert. Anschlie3end
wurde die RNA in 40 pl RNAse-freiem Wasser eluiert (8000xg, 1min, RT).

2.3.5.3 microRNA-Isolation aus FFPET

Die Isolation von miRNA aus Paraffingewebe wurde mit Hilfe des miRNeasy FFPE
Kit von Qiagen realisiert. Auch hier erfolgten alle Schritte gemaf Herstellerprotokoll.
Fir die vorliegenden Experimente wurde primares Ovarialkarzinomgewebe bzw. ge-

sundes Ovargewebe, welches im Rahmen einer operativen Intervention gewonnen
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wurde, verwendet. Dieses wurde direkt nach Exzision am Institut fir Pathologie auf-
bereitet, d.h. in Formalin fixiert und anschlieend in Paraffin eingebettet. Fur die
mMiRNA Analysen wurden HE-Schnitte angefertigt und es wurden durch einen Patho-
logen des Uniklinikums Essen Gewebeareale mit maximal moglichem Tumoranteil
bzw. Gewebeareale aus gesunden Ovarien abgrenzend gekennzeichnet. In den
meisten Fallen betrug der Anteil an Tumorzellen im gekennzeichneten Tumorgewe-
be, in Relation zu kontaminierendem Tumorstroma etwa 60% oder mehr. Es folgte
die Anfertigung von drei 0,6 mm Stanzen aus den markierten Bereichen. Fur die Ent-
paraffinierung wurden je drei Stanzen pro Ansatz unter kraftigem Schutteln (650 rpm)
in einer Xylol-Ldsung inkubiert (5 min, 56 °C). Es folgte eine Zentrifugation (12000xg,
2 min) und das Pellet wurde einmal in 100% Ethanol gewaschen (1 ml, 12000xg,
2 min). AnschlieBend wurde das Pellet getrocknet (Inkubation 10 min, 56 °C) und fur
einen proteolytischen Verdau mit 240 pl Puffer PKD bzw. 20 pl Proteinase K versetzt.
Es folgte eine Inkubation des Ansatzes auf dem Thermoschuttler bei 56 °C und
200 rpm Uber Nacht. Nach den ersten zwei Stunden Inkubation sowie am Folgetag
wurden noch einmal je 20 ul Proteinase K hinzugegeben, um einen vollstandigen
Aufschluss des Gewebes zu gewahrleisten. Anschliel3end erfolgte eine Inkubation fir
15 min bei 80 °C bzw. 3 min auf Eis und eine Zentrifugation bei 20000xg fur 15 min.
Der Uberstand wurde in ein separates Tube tberfiihrt und DNase | verdaut (Zugabe
von 25 ul DNase-I-Booster-Puffer und 10 ml DNase |, Inkubation 15 min bei RT), um
eine mogliche Kontamination mit genomischer DNA auszuschlie3en. Im Folgenden
wurde 500 ml RBC-Puffer und 1750 pl 100% Ethanol hinzugegeben und der Ansatz
kraftig durchmischt. Der Ansatz wurde nun analog zu der Aufarbeitung von Frisch-
gewebe, durch eine Filtersaule zentrifugiert (2 min, 20000xg) und die Filtermembran
zweimal mit RPE-Puffer gewaschen (500 pl, 2 min, 10000xg). AnschlieBend wurde
der Ansatz Trockenzentrifugiert (12000xg, 5 min) und RNA in 20 pl RNAse-freiem
Wasser eluiert.

2.3.5.4 Array-basiertes microRNA-Profiling

Die Identifikation differentiell exprimierter miRNA im Serum von Ovarialkarzinompati-
entinnen im Vergleich zu Normalspenderseren erfolgte mit Hilfe eines miRNA
Microarrays (G4471A Human, Amadid 29297, Sanger 14, Agilent), welcher die glo-
bale Analyse der miRNA-Expression erlaubte. Fir die Microarrayanalyse wurde Ge-

samt-RNA (inkl. miRNA-Fraktion) aus je 600 pl Serum aufgereinigt und in 100 pl
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RNAse-freiem Wasser eluiert. Anschlie3end wurde der Ansatz mit Hilfe eines Speed-
Vac Systems vollstandig lyophylisiert und in 2 yl RNAse-freiem Wasser resuspen-
diert. Alle weiteren Schritte wurden gemafR Werksprotokoll durchgefuhrt (Abbildung
2-4).
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microRNA aus Serum Labeling / Hybridisierung  Array-Scan

Abbildung 2-4: Workflow zur miRNA-Microarrayanalyse

23541 Dephosporylierung und Labeling

Fur die Detektion im Rahmen des Arraysystems wurde die isolierte Gesamt-RNA
Fraktion (inkl. miRNA-Fraktion) zunachst dephosphoryliert und mit Cyanine3-pCP,
einem Fluoreszenzfarbstoff, gelabelt. Hierzu wurde jeweils ein Dephosphorylierungs-
ansatz in einem Gesamtvolumen von 4 pl hergestellt (auf Eis), der sich aus 10x Calf-
Intestine-Phosphatase-Puffer (0,4 pl), Labeling-Spike-In (1,1 pl), Calf Intestine Phos-
phatase (0,5 pl) und Template-RNA (2 ul) zusammensetzte. AnschlieRend wurde das
Reaktionsgemisch fur 30 min bei 37 °C inkubiert und es erfolgte eine Denaturierung
der RNA, um mogliche Sekundarstrukturen aufzulésen. Hierzu wurden 2,8 pl 100%
Dimethylsulfoxid (DMSO) hinzugegeben, der Ansatz fir 6 min bei 100 °C inkubiert
und danach sofort auf Eis gestellt. Es folgte das Labeling der RNA mit Cyanine3-
pCP. Das Reaktionsgemisch wurde fur 2 h bei 16 °C inkubiert und anschlieRend mit
einem SpeedVac System bei 45 - 55 °C vollstandig lyophylisiert. Anschliel3en wurde
fur das Cyanine3-pCP-Labeling ein Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von
15,8 ul hergestellt, der sich aus 10x T4-RNA-Ligase-Puffer (1 ul), Cyanine3-pCP
(3,0 ub), T4-RNA-Ligase (0,5 pl) und dephosphorylierter Template-RNA (11,3 ul) zu-

sammensetzte. Die Labeling-Reaktion wurde unter Verwendung einer Labeling Spi-
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ke-In-Oligonukleotidsequenz durchgefiihrt, so dass im weiteren Verlauf des Verfah-
rens eine Uberpriifung der Labeling-Effizienz mdglich war.

2.3.5.4.2 Hybridisierung und Scanning

Nachdem die zu analysierende RNA dephosphoryliert, denaturiert und Cyanine3-
pCP gelabelt wurde, erfolgte die Hybridisierung auf dem Microarray. Es wurde je-
weils ein Reaktionsansatz in einem Gesamtvolumen von 45 ul hergestellt, der sich
aus RNAse-freiem H,O (17 pl), Hybridisierungs-Spike-In (1 ul), 10x GE-Blocking-
Agent (4,5 ul) und 2x Hi-RPM-Hybridisierungspuffer (22,5 ul) zusammensetzte. Auch
hier wurde eine Spike-In Oligonukleotidsequenz definierter Menge verwendet, um die
Hybridisierungseffizienz im Nachhinein tUberprifen zu kénnen. Der Ansatz wurde an-
schlieend vorsichtig durchmischt, fir 5 min bei 100 °C inkubiert und danach direkt
auf Eis gestellt. Ein Array-Slide enthalt vier bis acht individuelle Microarray-Felder.
Auf den Arrayfeldern sind jeweils synthetische Oligonukleotide gespottet, die kom-
plementéar zu spezifischen microRNA Sequenzen sind. Bei der Hybridisierung binden
die miRNA aus dem Serum an komplementare Oligonukleotide auf dem Array, nicht
gebundene Sequenzen werden durch nachfolgende Waschschritte entfernt. Die Ap-
plikation der Hybridisierungsansatze auf die Array-Felder wurde mit Hilfe eines Gas-
ket-Slides realisiert (Abbildung 2-4). Dieses ist mit acht Dichtungsringen ausgestattet,
welche eine exakte Platzierung der Hybridisierungslésung auf die Array-Felder er-
moglicht. Array-Slide und Gasket-Slide bilden eine feste Einheit fir den Hybridisie-
rungsvorgang, der fir 20 h bei 55°C und 20 rpm inkubiert wird. Nach der Inkubation
wurde der Hybridisierungsansatz in eine Kivette mit Puffer GE1 getaucht, und das
Gasket-Slide wurde entfernt, so dass restliche, nicht an den Array gebundene RNA
in die umgebene Pufferldsung entweichen konnte. Es folgte ein Waschen des Array-
Slides fur 5 min in Pufferlosung GE1, fir 5 min in Pufferldosung GE2 (zuvor auf 37 °C
temperiert) und fur 30 sec in Acetonitril. Durch diesen mehrschrittigen Waschvorgang
wurde sichergestellt, dass alle ungebundenen RNA-Molekile aus dem Hybridisie-
rungsansatz von dem Microarray entfernt werden. Zum Schluss erfolgte eine Fluo-

reszenzmessung mit Hilfe des Agilent Array Scanners.
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2.3.5.5 Elektrophoretische ,,On-Chip“-Analyse von Nukleinséuren

Die Fragmentanalyse im Rahmen der molekularen Charakterisierung von ZTZ sowie
die qualitative Analyse zirkulierender RNA aus dem Serum wurde mit Hilfe des 2100
Bioanalyzer (Agilent) realisiert. Dieses System ermdglicht durch einen interkalieren-
den Fluoreszenzfarbstoff die kapillarelektrophoretische Auftrennung von Nukleins&au-
ren auf einer Chip-Apparatur (Abbildung 2-5). Fur die Analyse der PCR-Produkte aus
ZTZ-Lysaten (vgl. 2.3.6) wurde das DNA 1000 Kit der Firma Agilent verwendet, wo-
hingegen fir die Qualitatsbeurteilung zirkulierender RNA (vgl. 2.3.5) das RNA 6000
Nano Kit zur Verfigung stand. Alle Messungen wurden gemald Werksprotokoll
durchgefuhrt. In der ,,Chip-Priming-Station“ erfolgte zunachst die Beladung des Chips
mit 3 x 9 ul Gel-Farbstoff-Gemisch. Die Verteilung des Gemisches im Kapillarsystem
erfolgte Uber eine Applikationsspritze. Im Folgenden wurden je 5 pul RNA 6000 bzw.
DNA 1000 Marker sowie je 1 pl RNA-GrolRenstandard auf den Chip geladen. Danach
erfolgte die Applikation der zu analysierenden Proben (je 1 pl) und eine Durchmi-
schung der Ansatze auf dem IKA Vortex Mixer fir 60 sec und 2400 rpm. Direkt im

Anschluss erfolgte die automatische Analyse auf dem 2100 Bioanalyzer.

Abbildung 2-5: Darstellung des Agilent Bioanalyzer 2100

2.3.5.6 gRT-PCR basierter Nachweis zirkulierender microRNA

Die relativen Quantifizierung zirkulierender miRNA aus Serum bzw. Gewebe (FFT,
FFPET) erfolgte durch quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR). Hierbei handelt es
sich um ein Verfahren, bei dem die Entstehung von PCR-Produkten in ,Echtzeit* ver-
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folgt werden kann. Dies ermdglicht einen quantitativen Ruckschluss auf die Aus-
gangsmenge des Templates. Ein haufiges Anwendungsgebiet der gRT-PCR ist die
Quantifizierung der Genexpression, z.B. im Rahmen von Zellkulturexperimenten oder
Gewebebiopsien. Hierflr wird zunédchst RNA isoliert und durch reverse Transkription
in cDNA umgeschrieben, welche als Template fur die qRT-PCR genutzt wird. Die
Entstehung von PCR-Produkten wird anschlieRend durch ein fluoreszenzbasiertes
Verfahren verfolgt. Die Amplifikation von maturen miRNA Sequenzen, die nur eine
Lange von ca. 21 - 23 nt umfassen, bedarf jedoch einer Modifikation des konventio-
nellen PCR-Verfahrens, da mit herkdbmmlichen Primern (ca. 20 nt) ein solch kurzes
Molekdl nicht amplifiziert werden konnte. Fir den Blut-, bzw. gewebeassoziierten
Nachweis von miRNA wurde daher das miScript Kit von Qiagen gemal Herstelleran-
gaben verwendet. Dieses System weicht vom Prinzip der konventionellen PCR ab

und ist auf die Amplifikation kurzer miRNA Sequenzen spezialisiert (Abbildung 2-6).

2.3.5.6.1 Universelle reverse Transkription

Zu Beginn der Analyse erfolgt eine universelle reverse Transkription. Entscheidend
bei diesem Vorgang ist, dass hier in einem Schritt, d.h. ,universell, sdmtliche mature
MIiRNA Sequenzen in eine cDNA umgeschrieben werden. Dies steht im Gegensatz
zu anderen kommerziellen Systemen, bei denen die Umschreibung in eine cDNA se-
quenzspezifisch ablauft. Durch eine RNA-Ribose-Polymerase Reaktion wird in einem
ersten Schritt eine Poly-A-Sequenz an alle, in dem Ansatz vorhandenen RNA-
Molekile, angefugt (Polyadenylierung, Abbildung 2-6). Anschlie3end dockt ein Oligo-
dT-Primer an die zuvor generierte Poly-A-Sequenz an und vermittelt die Synthese
eines komplementaren cDNA Gegenstranges, der als DNA-Template fur die nachfol-
gende PCR-Amplifikation genutzt werden kann. Fur die reverse Transkription wurde
jeweils ein Reaktionsansatz in einem Gesamtvolumen von 20 pl hergestellt, der sich
aus 5x miScript HiFlex-Puffer (4 pl), RNAse-freiem H,O (11 pl), 10x miScript Nucleics
Mix (2 ul), Reverse Transcriptase Mix (1 pl) und RNA-Template (2 pl fir die Serum-

analyse, 10 ng fir die Gewebeanalyse) zusammensetzte.

2.3.5.6.2 Quantitative Real-Time-PCR

Die synthetisierte cDNA diente als Template fir die nachfolgende mMIRNA-
Amplifikation. Diese wurde durch folgendes Prinzip realisiert: Der im Rahmen einer
reversen Transkription verwendete Oligo-dT Primer enthélt zusatzlich eine artifizielle

Sequenz, den sogenannten ,Universal Tag“. Dieser stellt ein zentrales Element fur
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die nachfolgende Amplifikation dar. In dem Reaktionsgemisch ist ein forward und ein
reverse Primer enthalten. Der forward Primer bindet spezifisch auf der zu amplifizie-
renden miRNA Sequenz, der reverse Primer (Universal Primer) bindet auf dem Uni-
versal Tag (Abbildung 2-6). So wird die Amplifikation einer spezifischen miRNA reali-
siert, alle restlichen Schritte verlaufen nach dem Prinzip des konventionellen PCR
Verfahrens. Fir die miScript gRT-PCR wurde jeweils ein Reaktionsansatz in einem
Gesamtvolumen von 20 ul hergestellt, der sich aus 2x QuantiTect-SYBR-Green-
PCR-Mastermix (10 ul), 10x miScript Universal Primer (2 pl), 10x miScript Specific
Primer (2 ul), RNAse-freiem H,O (1 pl) und cDNA-Template (5 pl) zusammensetzte.
Die Konzentration der einzusetzenden cDNA wurde so gewdahlt, dass beobachtete
Signale in der gRT-PCR stets in einem optimalen Messbereich von Ct 15-30 lagen.
Im Rahmen der Gewebeanalyse wurde daher eine cDNA Verdinnung von 1:160
(FFT) und 1:60 (FFPET) verwendet, wohingegen die Serumanalyse mit einer cDNA
Verdinnung von 1:12,5 durchgefiihrt wurde. Abbildung 2-7 zeigt den Temperaturzyk-
lus des miScript-System. Die Quantifizierung der entstehenden PCR-Produkte wird
Uber ein optisches System, bzw. eine Fluoreszenzmessung in Echtzeit verfolgt. Im
Reaktionsgemisch der qRT-PCR ist SYBR Green, ein Cyanin-Farbstoff asymmetri-
scher Struktur enthalten, der eine DNA-interkalierende Eigenschaft aufweist. Dieser
Farbstoff wird zum fluoreszenzbasierten Nachweis entstehender PCR-Produkte (d.h.
doppelstrangiger DNA) genutzt. Bei Bindung an doppelstrangige DNA weist SYBR
Green ein Absorptionsmaximum bei 498 nm (blau) auf und bei entsprechender Anre-
gung in diesem Wellenlangenbereich erfolgt eine Emission bei etwa 522 nm. Es liegt
eine lineare Beziehung zwischen der Menge entstehender Amplikons und der ge-
messenen Fluoreszenzintensitat vor. Das Auslesen der Fluoreszenz erfolgt immer
wahrend der Phase der Extension, so entsteht im Rahmen der sich wiederholenden
Temperaturzyklen der charakteristische Verlauf einer Fluoreszenzkurve, mit expo-
nentiellem Anstieg und entsprechender Plateauphase (Abbildung 2-7). Mit Hilfe die-
ser Kurve wird ein entsprechender Cycle-Threshold Wert (Ct) ermittelt, der als Mal3
fur Quantifizierung der Template-cDNA gilt. Der Ct Wert beschreibt die Anzahl beno-
tigter PCR-Zyklen, bis die gemessene Fluoreszenz einen Schwellenwert, den soge-
nannten ,threshold-value“ schneidet. Dieser Schwellenwert sollte immer im linearen
Anstieg der Fluoreszenzkurve liegen und tber alle zu vergleichenden Proben hinweg

konstant gewahlt sein.
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Abbildung 2-6: Prinzip des miScript-Assays (Bildquelle: Qiagen)
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Abbildung 2-7: Temperaturzyklus und Amplifikationskurven der qRT-PCR

2.3.5.7 Serum-Proteaseverdau

Fur die Untersuchung der Proteasesensitivitat zirkulierender miRNA-Kandidaten im
humanen Serum wurde ein Serum-Proteaseverdau nach Arroyo durchgefthrt (Arroyo
et al., 2011). Hierzu wurde Serum einer gesunden Spenderin in 12 Aliquots mit je
200 pl Serum aufgeteilt. Die ersten 6 dieser Proben wurden mit 50 pl Proteinase K
versetzt, so dass im jeweiligen Ansatz eine Endkonzentration von 5 mg Protease / ml
Serum erzielt wurde. Proben 6 bis 9 stellten Kontrollansétze dar und wurden jeweils
mit 50 pl PBS versetzt (Tabelle 2-3). Alle 12 Ansatze wurden bei 55 °C auf einem
Thermoblock inkubiert. Gemal der Versuchsvorschrift wurde in einem Zeitraum von
60 min exakt alle 10 min je eine proteaseverdaute Probe und eine Kontrollprobe aus
dem Heizblock entfernt und unmittelbar einer miRNA-Isolation mit syn-cel-miR-54
Spike-In unterzogen (vgl. 3.3.4).
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Tabelle 2-3: Versuchsvorschrift fiir den Proteaseverdau

Probe Behandlung Inkubation 55°C
1 5 mg/ml Protease 10 min
2 5 mg/ml Protease 20 min
3 5 mg/ml Protease 30 min
4 5 mg/ml Protease 40 min
5 5 mg/ml Protease 50 min
6 PBS 0 min
7 PBS 10 min
8 PBS 20 min
9 PBS 30 min
10 PBS 40 min
11 PBS 50 min

2.3.5.8 Statistische Auswertung

Erster Schritt fur die Analyse der Microarraydaten war ein gruppenweiser Vergleich
der miRNA Level im Serum der Ovarialkarzinompatientinnen, bzw. der Normalspen-
der. Mit Hilfe der GenSpring GX Software (Version 11.5.1.) wurde der Zwei-
Stichproben-Proben-t-Test unter der Annahme gleicher Varianzen durchgefihrt. Fer-
ner wurden miRNA mit einer differentiellen Expression = 2,0 im Rahmen der
Microarrayanalyse als tauglich fur weitere Untersuchungen angesehen. Die statisti-
sche Analyse zur Bestimmung klinischer Relevanz der RNU2-1f wurde mit Hilfe des
ABI Graph Pad Prism Programms (Version 5.03) realisiert. ROC-Kurven und der
AUC-Wert wurden berechnet, um abzuschétzen, inwieweit die RNU2-1f Konzentrati-
on in der Zirkulation als diagnostisches Werkzeug fir das Ovarialkarzinom verwendet
werden kann, bzw. welcher Schwellenwert am besten geeignet ist, um zwischen Pa-
tientinnen und Normalspendern zu diskriminieren. Zusatzlich wurde der ungepaarte-
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t-Test im Rahmen eines gruppenweisen Vergleiches genutzt, um die differenzielle
Expression von RNU2-1f sowie die Korrelation mit klinischen Parametern zu unter-
suchen. SchlieRlich wurden Kaplan-Meier-Kurven fiir die Uberlebensanalyse erstellt.
Der Log-Rank (Mantel-Cox) Test wurde fur die statistische Analyse verwendet. Ein p-
Wert < 0.05 galt als signifikant.

2.3.6 Isolation und Charakterisierung zirkulierender Tumorzellen

Der AdnaTest OvarianCancer ist eine Methode zur Isolation und molekularen Cha-
rakterisierung von ZTZ aus dem peripheren Blut. Dieses Verfahren besteht aus zwei
Schritten und wurde durch die Firma Adnagen etabliert. Zun&chst werden ZTZ durch
eine immunomagnetische Anreicherung aus dem Blut aufgereinigt (OvarianCancer-
Select). Hierfur werden Magnetpartikel genutzt, die mit Antikdrpern gegen die epithe-
lialen Oberflachenantigene GA 73.3 (EpCAM) und MUC-1 beschichtet sind. Die auf
diesem Wege isolierten ZTZ werden anschlieRend lysiert. Inre mRNA wird stabilisiert,
immunomagnetisch aus dem Lysat aufgereinigt und durch Oligo-dT-Priming in kom-
plementare DNA (cDNA) revers transkribiert. Es folgt ein semiquantitatives Multiplex-
PCR Verfahren (OvarianCancerDetect) zum Nachweis tumorassoziierter Gentran-
skripte (GA733-2 (EpCAM), MUC-1 bzw. CA 125, Abbildung 2-8).

Magnetbead
Antikorper mRNA

Tumorzelle

Tumorzelle

RT-PCR

A

Abbildung 2-8: Prinzip zur Aufreinigung und Charakterisierung von ZTZ
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2.3.6.1

Fur die immunomagnetische Anreicherung der ZTZ (OvarianCancerSelect, Ausfih-
rung gemall Werksprotokoll, Abbildung 2-9), wurden je 5 ml EDTA-Blut mit 100 pl
magnetischen Beads (Verhaltnis: 1 Mio. Beads / 1 ml Blut) versetzt und fur 30 min
auf einem Rotator bei RT inkubiert. Wahrend dieser Inkubation wurde die Bindung,
der im Blut befindlichen ZTZ, an die magnetischen Beads ermdglicht. Im Weiteren
wurden die Bead-ZTZ-Komplexe magnetisch aufgereinigt und gewaschen (3 x 5 ml
PBS, 1 x 1 ml PBS), um alle nichtgebundenen Blutbestandteile restlos zu entfernen.
Anschlie3end erfolgte eine Resuspendierung der Beads in 200 pl Lysis/Binding-
Puffer. Dieser Schritt dient der vollstandigen Lyse der ZTZ. Nach magnetischer Se-

paration wurde das gewonnene Lysat abgenommen, umgehend bei -80 °C eingefro-
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Abbildung 2-9: Workflow zur Anreicherung und Detektion von ZTZ (Bildquelle: Adnagen)
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2.3.6.2 Reverse Transkription

Fur die Detektion der ZTZ (OvarianCancerDetect, Ausfihrung gemafld Werksproto-
koll) wurden zunachst Gentranskripte aus dem gewonnenen Lysat aufgereinigt. Hier-
zu wurden Oligo-(dT),s-Beads verwendet. Diese sind mit einem Poly-dT-
Oligonukleotid behaftet, welches eine poly-A-Sequenz vermittelte Aufreinigung von
MRNA ermdglicht. Dazu wurden je 20 pl Oligo-(dT),s-Beads in das zuvor gewonnene
Lysat gegeben und der Ansatz fur 10 min auf einem Rotator bei RT inkubiert. An-
schlieBend wurden die Proben zweimal mit je 100 pl Waschpuffer A, bzw. Waschpuf-
fer B und einmal mit Tris-HCI Losung (4 °C) gewaschen und anschlie3end in 14,25 pl
RNAse freiem Wasser resuspendiert. Der Ansatz wurde fur 5 min bei 50 °C und
650 rpm auf einem Thermomixer inkubiert und danach sofort fir mindestens 2 min
auf Eis gestellt. Der resuspendierte mMRNA/Bead-Komplex wurde anschlielend in
cDNA umgeschrieben (SensiScript Kit, Qiagen). Hierzu wurde jeweils ein Reaktions-
ansatz in einem Gesamtvolumen von 20 pl hergestellt, der sich aus 5x RT-Puffer
(4 ub), dNTPs (1 ul), Bioline Reverse Transkriptase (0,5 pl), RNase Inhibitor (0,25 pl)
und mRNA/Bead-Komplex (14,25 pl) zusammensetzte.

2.3.6.3 Multiplex-PCR AdnaTestOvar

Die gewonnene cDNA wurde im Folgenden durch ein Multiplex-PCR Verfahren auf
die Expression der tumorassoziierten Gentranskripte GA733-2 (EpCAM), MUC-1
bzw. CA 125 hin analysiert. Als endogene Kontrolle der cDNA wurde in jeder Probe
zusatzlich die R-Aktin Expression ermittelt. Das PCR-Verfahren wurde mit Hilfe des
HotStarTaq Kit (Qiagen) durchgefihrt. Hierzu wurde jeweils ein Reaktionsansatz in
einem Gesamtvolumen von 25 pl hergestellt, der sich aus HotStarTaqg-Mix (12,5 pl),
Nuclease-free-H,O (4,5 pl), Primermix OvarianDetect (4 ul) und Template-cDNA
(4 pl) zusammensetzte. Folgende PCR-Fragmente sollten durch den PCR-
Multiplexassay generiert werden: GA733-2 (EpCAM, 383 bp), MUC1 (293 bp),
CA 125 (432 bp). Darstellung und Analyse der PCR-Produkte erfolgte mit Hilfe des
2100 Bioanalyzer. Eine Blutprobe galt als ZTZ-positiv, sobald endogene 3-Aktin Ex-
pression (> 1 ng/ul) sowie die Expression mindestens einer der genannten tumoras-

soziierten Transkripte (> 0,15 ng/ul) nachgewiesen werden konnte.
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2.3.6.4 Analyse von ERCC1-Gentranskripten

Im Rahmen einer weiterfihrenden molekularen Charakterisierung der ZTZ wurde zu-

satzlich zu dem AdnaTest OvarianCancer die Expression von Excision Repair Cross-

Complementing Rodent Repair Deficiency, Complementation Group 1 (ERCC1) best-

Tabelle 2-4: Reaktionsansatz fiir die ERCC1-Analyse

Komponente eingesetzte Menge
HotStarTag-Mix 25 pl
Nuclease-free H,O 13 ul
Primer ERCC1 4 pl
cDNA 8 ul
Gesamt 50 pl

immt. Selektion und cDNA-Synthese fir dieses Verfahren wurden analog mit Hilfe

des OvarianCancerSelect bzw. OvarianCancerDetect Kit realisiert. Der PCR-Ansatz

jedoch wurde unter Verwendung anderer Volumenverhaltnisse bzw. Temperaturbe-

dingungen durchgefihrt und ist in Tabelle 2-4, bzw. 2-5 dargestellt. Im Rahmen die-

ser Amplifikation sollte ein ERCC1 PCR-Fragment mit einer Grol3e von 366 bp ent-

stehen.

Tabelle 2-5: Temperaturzyklus fir die ERCC1-Analyse

Schritt | Temperatur Dauer | Zyklenzahl Ereignis
1 95 °C 15 min 1 Aktivierung der Tag-Polymerase
2 94 °C 30 sec DNA-Denaturierung
3 60 °C 30 sec 35 Primer-Annealing
4 72 °C 60 sec Polymerisation
5 72 °C 10 min 1 Elongation
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2.3.6.5 Nachweis von EMT- und Stammzellmarkern

Zusatzlich zu den bereits genannten tumorassoziierten Gentranskripten erfolgte eine
separate Multiplex-Analyse zur Detektion von EMT- bzw. Stammzellmarkern der
ZTZ. Selektion und reverse Transkription erfolgten hier prinzipiell analog gemafn
Werksprotokoll, jedoch unter Verwendung des EMT-1/StemCellSelect bzw. EMT-
1/StemCellDetect Kit, welches leichte Modifikationen, wie z.B. die Verwendung eines
speziellen Waschpuffers bei der Selektion zur Reduktion des Hintergrundsignals,
bzw. ein gréReres Reaktionsvolumen der reversen Transkription beinhaltete. Im
Rahmen dieser Untersuchungen wurden die EMT-Marker PI3Ka (595 bp,
> 0,25 ng/ul), Akt-2 (306 bp, > 0,20 ng/ul), und Twist 1 (203 bp, > 0,15 ng/ul) unter-
sucht. Ferner wurde ALDH1 (165 bp, > 0,15 ng/ul) als Marker fir Stammzelleigen-

schaft bestimmt.
2.3.6.6 Statistische Auswertung

ROC-Analysen wurden durchgefuihrt um einen geeigneten diagnostischen Schwel-
lenwert fir ERCC1-Positivitat zu ermitteln. Ferner wurden Kaplan-Meier Kurven er-
stellt, um die prognostische Relevanz der ZTZ-Prasenz sowie der ERCCI1-
Expression zu ermitteln. Der Log-rank (Mantel-Cox) Test wurde zur Ermittlung von
statistischer Signifikanz genutzt. Ein p-Wert < 0.05 galt als signifikant.
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3 Ergebnisse

3.1 LOH-Analyse im Primartumorgewebe
3.1.1 LOH-Inzidenz im Primé&rtumor

Aus dem Gesamtkollektiv der vorliegenden Dissertation (Tabelle 2-1) war die LOH-
Analyse im Primartumorgewebe fir 88 Patientinnen mdglich. Das Profil klinischer Pa-
rameter dieser Patientinnengruppe war vergleichbar mit dem des Gesamtkollektivs
(Tabelle 3-1). Primares Tumorgewebe (FFPE) dieser 88 Ovarialkarzinompatientinnen

Tabelle 3-1: Patientinnenkollektiv fir die LOH-Analyse im Primartumor

Anzahl Patientinnen: 88
mittleres Alter: 59 Jahre
(Range: 21 - 81 Jahre)
FIGO-Stadium
FIGO I-II 21 (24%)
FIGO Il 46 (52%)
FIGO VI 21 (24%)
Lymphknotenstatus
Ng 30 (35%)
N, 25 (28%)
Ny 33 (38%)
Grading
1-2 45 (51%)
3-4 43 (49%)
Histologie
serds-papillar 68 (77%)
muizin6s 5 (6%)
andere 15 (17%)
Tumorrest
positiv 45 (52%)
negativ 41 (48%)
DTZ vor Operation
positiv 26 (49%)
negativ 27 (51%)
DTZ nach Chemotherapie
positiv 20 (50%)
negativ 20 (50%)
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wurde auf die Inzidenz von LOH an vier Ovarialkarzinom-relevanten chromosomalen
Regionen hin untersucht (Tabelle 1-3). Abbildung 3-1 zeigt die Resultate der LOH-
Detektion am Beispiel des Mikrosatellitenmarkers D17S855 fir zwei reprasentative
Falle aus dem vorliegenden Patientinnenkollektiv. Patient X ist heterozygot in Bezug
auf diesen Marker, d.h. das Allelverhéltnis liegt aul3erhalb des LOH-
Definitionsbereiches von < 0,6 bzw. > 1,67. Bei Patient Y liegt ein LOH vor, hier er-
kennt man eine deutliche Erniedrigung des langeren Allels in der Tumorprobe im
Vergleich zu der Normalreferenz, entsprechend wurde ein Peak-Verhaltnis > 1,67 er-

rechnet.

In dem untersuchten Patientinnenkollektiv konnte bei 56/88 Patientinnen (64%) min-
destens ein LOH-Ereignis detektiert werden, wohingegen bei 30/88 Patientinnen
(34%) Allelverluste an mindestens zwei der untersuchten chromosomalen Loki beo-
bachtet wurden. Bei 8/88 Patientinnen (9%) zeigte sich ein LOH an mindestens drei
Markern und 3/88 Patientinnen (3%) wiesen LOH an allen vier Markern D10S1765,
D13S218, D6S1581 und D17S855 auf. Abbildung 3-2 zeigt das Profil der LOH-
Inzidenz in den untersuchten Primartumoren. Die allgemeine Verteilung der Allelver-
luste prasentierte sich heterogen. Der Mikrosatellitenmarker D10S1765 wies in 19%
der untersuchten Falle einen Allelverlust auf, wohingegen bei 50% der Patientinnen
ein LOH des Markers D13S218 und D6S1581 detektiert werden konnte. Die hoéchste
LOH-Frequenz konnte fur den Marker D17S855 gezeigt werden (67%).

Marker D175855, BRCA2 Lokus T Marker D175855, BRCA2 Lokus
Tumor DNA = Tumor DNA l
5 £
= ‘»
5 5
= c
N S
S 5]
N
N [723
3 o
S E
i = ;
Fragmentgrofe [bp] . FragmentgroRe [bp] ——»
Patient X: LOH negativ Patient Y: LOH positiv
(beide Allele vorhanden, Heterozygotie) (Verlust genetischen Materials)
RATIO: > 0,6 und < 1,67 RATIO: < 0.6 oder > 1.67

Abbildung 3-1: Prinzip der LOH-Detektion
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Abbildung 3-2: LOH-Inzidenz im primaren Ovarialkarzinomgewebe

3.1.2 Klinische Relevanz der LOH im Priméartumor

Im Weiteren wurde die klinische Relevanz der LOH-Ereignisse im Primartumor der
Ovarialkarzinompatientinnen untersucht. Dazu wurde die Prasenz von LOH an den
vier untersuchten chromosomalen Regionen mit den klinischen Parametern der Pati-
entinnen korreliert. Insgesamt 67/88 Patientinnen (76%) des untersuchten Kollektivs
konnten dem FIGO-Stadium IIl und IV zugeordnet werden. Der Medianwert des DFS
betrug 9 Monate (Range: 1 — 34 Monate) und der Medianwert des OS betrug 34 Mo-
nate (Range: 1 — 85 Monate). Die Korrelation der LOH-Inzidenz mit klinischen Para-
meter des Patientinnenkollektivs sowie den Uberlebensdaten ist in Tabelle 3-2 zu-
sammengefasst. Das OS korrelierte signifikant mit dem FIGO-Stadium (p = 0,003),
dem Nodalstatus (p = 0,051), der Inzidenz von Fernmetastasen (p = 0,0001), dem
postoperativen Tumorrest (p = 0,0001). Ferner korrelierte die LOH-Inzidenz des ge-
samten Marker-Panels signifikant mit dem Tumorgrading (p = 0,0001) und dem histo-
logischen Subtyp (p =0,004). Ein Allelverlust des Markers D10S1765 assoziierte
signifikant mit einem fortgeschrittenen FIGO-Stadium (p = 0,046) und dem Tumor-
grading (p = 0,050), wohin Marker D17S1855 mit Tumorgrading und dem histologi-
schen Subtyp korrelierte (p = 0,023, bzw. p = 0,012). Es ergab sich jedoch kein signi-
fikanter Zusammenhang zwischen den Allelverlusten der evaluierten Mikrosatelliten-
markern und dem DFS sowie dem OS. Eine platinresistente Situation zeigte sich in
16/88 (18%) der untersuchten Patientinnen. Die Platinresistenz korrelierte signifikant
mit dem OS (p = 0,0001), jedoch zeigte sich auch hier kein statistisch signifikanter

Zusammenhang zwischen der LOH-Inzidenz und einer Platinresistenz.
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Tabelle 3-2: Klinische Relevanz der LOH im Primartumor

DTZ nach
LOH LOH LOH LOHSs DTZ vor
n.s.: nicht signifikant | Total LOH _ Chemo- DFS 0N
D10S1765 | D13S218 | D17S855 | D6S1581 Operation _
therapie
Tumorstadium n.s. p = 0,046 n.s. n.s. n.s. p =0,022 n.s. n.s. |p=0,003
(FIGO)
Nodalstatus n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. - p = 0,051
0,014

Metastasierung n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. b=
(FIGO IV) 0,0001

Tumorgrading |p =0,0001| p =0,050 n.s. p =0,023 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s

p =

Tumorrest n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

0,0001

Histologie p = 0,004 n.s. n.s. p =0,012 n.s. p = 0,053 n.s. n.s. no

Platinresistenz n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. -
0,0001

DFS n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
0N n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
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3.1.3 LOH und Tumorzelldisseminierung in das Knochenmark

Seit dem Jahre 2004 wurden in der Klinik fur Frauenheilkunde und Geburtshilfe des
Universitatsklinikums Essen auch Analysen zu DTZ im KM bei Patientinnen mit pri-
marem Ovarialkarzinom durchgefuhrt. Daher existierten zu den Patientinnen mit ei-
ner Primardiagnose vor 2004 noch keine Daten beziglich Tumorzelldisseminierung
in das KM. Somit waren im Rahmen dieser Dissertation bei 53/88 Patientinnen vor
Operation bzw. bei 40/88 Patientinnen nach Chemotherapie Daten tber die Tumor-

zelldisseminierung verfugbar. Vor Therapie wiesen 26/53 Patientinnen (49%) DTZ im

@mDTZ pos. vor

LOH-Inzidenz und disseminierte Tumorzellen Operation

im Knochenmark BDTZ pos. nach
Chemotherapie
70
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(gesamt)

Abbildung 3-3: Korrelation der LOH-Inzidenz mit DTZ im Knochenmark

KM mit einem Medianwert von 6 Zellen / 8 x 10° MNZ (Range: 1 - 38 Zellen) auf.
Nach Chemotherapie konnten bei 20/40 Patientinnen (50%) DTZ mit einem Median-
wert von 10 Zellen / 8 x 10° MNZ (Range: 1 -35 Zellen) detektiert werden. Die Korre-
lation der DTZ-Inzidenz mit klinischen Parametern der Patientinnen ist in Tabelle 3-2
aufgefuhrt. Es ergab sich eine signifikante Korrelation der DTZ-Préasenz vor Operati-
on mit dem FIGO-Stadium (p = 0,022) sowie dem histologischen Subtyp (p = 0,053).
Abbildung 3-3 zeigt ferner die Assoziation der LOH-Ereignisse mit der Tumorzelldis-
seminierung in das KM. Die blauen Balken demonstrieren die LOH-Frequenzen der
Patientinnen, die vor Operation disseminierte Tumorzellen im KM aufwiesen. Die
grinen Balken zeigen die LOH-HAaufigkeit der Patientinnen, die nach Chemotherapie

noch DTZ im KM aufwiesen. In Bezug auf die gesamt LOH-Inzidenz konnte in diesen
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beiden Patientinnengruppen kein Unterschied festgestellt werden. Erfolgte jedoch ei-
ne Aufschlisselung in Bezug auf die vier unterschiedlichen chromosomalen Regio-
nen, so zeigten DTZ-positive Patientinnen mit einem Allelverlust am PTEN-Lokus
sowie proximal zum M6P/IGF2R-Lokus vor Operation eine héhere LOH-Frequenz als
nach Chemotherapie. Fur die BRCA1/2 Loki zeigte sich ein umgekehrter Sachver-
halt. Diese Beobachtungen ergaben jedoch keine statistische Signifikanz. Betrachtet
man jedoch die LOH-Inzidenz der Patientinnen mit DTZ-Positivitat vor Operation
bzw. nach Chemotherapie unabhangig voneinander, so ergab die statistische Analy-
se, dass ein LOH-Ereignis proximal zum M6P/IGF2R Lokus (D6S1581) signifikant
mit der Inzidenz von DTZ vor Operation, sowie nach Chemotherapie, korrelierte
(p = 0,05 bzw. p = 0,02).

3.2 LOH-Analyse im Blut
3.2.1 Fraktionierung und Quantifizierung zirkulierender DNA

Im Weiteren sollte die LOH-Analyse im Rahmen der vier Mikrosatellitenmarker
D10S1765, D13S218, D17S855 und D6S1581 vom Primartumor der Patientinnen auf
zellfreie zirDNA im Blut Ubertragen werden. Aus dem Gesamtkollektiv der vorliegen-
den Dissertation (Tabelle 2-1) war die blutbasierte LOH-Analyse fir 63 Patientinnen
maoglich. Das Profil klinischer Parameter dieser Patientinnengruppe war vergleichbar
mit dem des Gesamtkollektivs (Tabelle 3-3). Von diesen 63 Ovarialkarzinompatien-
tinnen stand Serum von 63 Patientinnen vor Operation, sowie zusatzlich von 58 Pati-
entinnen nach Chemotherapie, zur Verfugung. Aus dem Serum wurde zirDNA iso-
liert, fraktioniert und anschliel3end spektrophotometrisch quantifiziert. Der Gehalt an
zirDNA in der HMF veranderte sich im Zuge der Chemotherapie nur marginal. In
praoperativen Seren wurde hier eine mittlere DNA-Konzentration von 640 ng/ml Se-
rum (Range 30 — 2460 ng/ml) ermittelt, wohingegen nach Chemotherapie ein DNA-
Gehalt von 660 ng/ml Serum gemessen wurde, der allerdings eine etwas gréf3ere
Streubreite aufwies (Range 60 — 2820 ng/ml, Abbildung 3-4). Interessanterweise
zeigte sich jedoch in der NMF ein hoch signifikanter Abfall des Gehaltes an zirDNA
nach Chemotherapie (p = 0,0001). Vor Operation wurde eine mittlere Konzentration
von 810 ng/ml Serum (Range 40 — 2060 ng/ml) gemessen, wohingegen nach Che-
motherapie nur noch 380 ng/ml Serum (Range 40 — 1790 ng/ml) detektiert werden
konnten. Mit Hilfe des Mann-Whitney-U Verfahrens konnte im Weiteren gezeigt wer-
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den, dass eine signifikante Assoziation zwischen der zirDNA-Konzentration vor Ope-

ration und dem verbleibenden Tumorrest nach Operation bestand (p = 0,017).

Tabelle 3-3: Patientinnenkollektiv fur die LOH-Analyse im Blut

Anzahl Patientinnen: 63

mittleres Alter: 58 Jahre
(Range: 21 - 81 Jahre)

FIGO-Stadium
FIGO I-II 13 (21%)
FIGO Il 35 (56%)
FIGO VI 15 (24%)
Lymphknotenstatus
No 22 (35%)
N, 20 (32%)
Ny 21 (33%)
Grading
1-2 31 (49%)
3-4 32 (51%)
Histologie
serds-papilléar 50 (79%)
muzinds 3 (5%)
andere 10 (16%)
Tumorrest
positiv 33 (52%)
negativ 30 (48%)

DTZ vor Operation

positiv 27 (51%)
negativ 26 (49%)
DTZ nach Chemotherapie
positiv 20 (50%)
negativ 20 (50%)
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Abbildung 3-4: Quantifizierung zirkulierender DNA im Serum

3.2.2 LOH-Inzidenz im Serum von Ovarialkarzinompatientinnen

Vor Therapie konnte bei 31/63 Patientinnen (49%) mindestens ein LOH-Ereignis in
einer der beiden Fraktionen (HMF bzw. NMF) nachgewiesen werden, wohingegen
nach Chemotherapie bei 24/58 Patientinnen (41%) mindestens ein LOH detektiert
wurde. Die Verteilung der LOH-Ereignisse der Ovarialkarzinom-relevanten Mikrosa-
tellitenmarker ist in Abbildung 3-5 graphisch dargestellt. LOH in der HMF stellte mit
einer globalen Inzidenz von 13% vor Operation und 21% nach Chemotherapie ein
verhaltnismaRig seltenes Ereignis dar. Anders in der NMF, hier konnte LOH mit einer
globalen Frequenz von 67% vor Operation bzw. 45% nach Chemotherapie recht hau-
fig nachgewiesen werden. Allelverluste am Marker D6S1581 in der NMF wurden ins-
gesamt sowohl vor Operation als auch nach Chemotherapie am héaufigsten beobach-
tet. Interessanterweise fiel in diesem Zusammenhang auf, dass sich die LOH-
Inzidenz auch nach vollendeter systemischer Chemotherapie nur moderat verringer-
te. Ferner lag bei einer Subgruppe (19/63 Patientinnen, 30%) zum Zeitpunkt der Pri-
mardiagnose kein Allelverlust an den untersuchten Mikrosatellitenmarkern vor, wo-
hingegen nach Therapie bei diesen Patientinnen ein neuerlich erworbener Allelver-

lust an mindestens einem der Marker detektiert werden konnte (,de novo“ LOH).
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Abbildung 3-5: LOH-Inzidenz in fraktionierter zirkulierender DNA

3.2.3 Korrelation der LOH-Inzidenz mit disseminierten Tumorzellen

Insgesamt konnten bei 53/63 Patientinnen vor Operation und bei 40/58 Patientinnen
nach Chemotherapie DTZ im KM bestimmt werden. Vor Operation erwiesen sich
26/53 Patientinnen (49%) positiv fur die Prasenz von DTZ im KM mit einem Median-
wert von 6 Zellen / 8 x 10° MNZ (Range 1 — 38 Zellen). Nach Chemotherapie konnten
bei 20/40 Patientinnen (50%) DTZ mit einem Medianwert von 10 Zellen / 8 x 10° MNZ
(Range 1 - 35 Zellen) nachgewiesen werden. Die statistische Auswertung ergab fer-
ner, dass nach Chemotherapie LOH in der NMF am Marker D10S1765 (PTEN-
Lokus) signifikant mit der Prasenz von DTZ nach Chemotherapie korrelierte
(p =0.017).

63



Tabelle 3-4: Klinische Signifikanz zirkulierender LOH

n.s.:

nicht signifikant

DNA Konzentration
HMF

vor Operation

LOH D10S1765
kombinierte
Fraktion

vor Operation

LOH D10S1765
HMF

vor Operation

LOH D10S1765
NMF

vor Operation

LOH D10S1765
NMF
nach

Chemotherapie

LOH
D13S218
NMF

vor Operation

LOH
D13S218
kombinierte
Fraktion

vor Operation

LOH
D6S1581
kombinierte
Fraktion

vor Operation

Tumorstadium

Chemotherapie

n.s. n.s. p =0.035 n.s. n.s. p =0.033 p =0.012 n.s.
(FIGO)
Nodalstatus n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Metastasierung n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
(FIGO IV)

Tumorgrading n.s. p =0.012 n.s. p = 0.004 n.s. n.s. n.s. n.s.
Tumorrest p =0.017 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Histologie n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Platinresistenz n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

PFS n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
oS n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. p =0.030
DTZ nach
n.s. n.s. n.s. n.s. p =0.017 n.s. n.s. n.s.
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3.2.4 Klinische Relevanz der LOH im Serum

Im Folgenden wurde die LOH-Inzidenz im Serum mit den klinischen Parametern der
Ovarialkarzinompatientinnen korreliert (Tabelle 3-4). Vor Therapie ergab sich eine
signifikante Korrelation zwischen LOH am Marker D10S1765 (HMF) und D13S218
(NMF und kombinierte Fraktion) und dem FIGO-Stadium (p =0,035, p =0,033,
p = 0,012). Des Weiteren assoziierte ein Allelverlust am Marker D10S1765 in der
NMF alleine sowie in beiden Fraktionen kombiniert mit dem Tumorgrading
(p = 0,004, bzw. p = 0,012). In der vorliegenden Analyse ergab sich statistisch kein
signifikanter Zusammenhang zwischen LOH in zirDNA und dem Auftreten einer Pla-

tinresistenz. Mit Hilfe eine Kaplan-Meier Analyse wurde ferner die prognostische Sig-
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Abbildung 3-6: LOH proximal zum M6P/IGF2R und das OS

nifikanz der LOH im Serum untersucht. LOH am Marker D6S1581 in beiden Fraktio-
nen zusammen (kombinierte Fraktion), konnte vor Therapie als pradiktiv fir ein ver-
kirztes OS ermittelt werden (p = 0,028, Abbildung 3-6). Keiner der untersuchten Mik-

rosatellitenmarker korrelierte mit dem DFS der Patientinnen.
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3.3 microRNA-Analyse im Blut
3.3.1 Etablierung einer Microarrayanalyse aus Humanserum

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand darin, das Profil zirkulierender miRNA im Se-
rum von Ovarialkarzinompatientinnen, im Hinblick auf die Identifikation neuer blutba-
sierter Biomarker, zu untersuchen. In diesem Zusammenhang sollten differentiell ex-
primierte miRNA-Kandidaten identifiziert und deren Tauglichkeit als Biomarker fur
das Ovarialkarzinom validiert werden. Erster Schritt dieses Konzeptes sollte im Rah-
men eines ,unbiased approach® d. h. durch eine Microarrayanalyse realisiert werden,
mit der das globale miRNA Profil im Patientinnenserum untersucht werden kann. Aus
experimenteller Sicht erforderte dieses Vorhaben zunéchst eine umfassende Charak-
terisierung zirkulierender RNA im Serum unter qualitativen bzw. quantitativen Ge-

sichtspunkten.
3.3.1.1 Qualitative Beurteilung zirkulierender RNA

Zur qualitativen Charakterisierung wurde RNA (inkl. miRNA-Fraktion) aus Serum von
Ovarialkarzinompatientinnen und Normalspendern (je 600 pl) bzw. aus frischen ova-
riellen Epithelzellen gesunder Ovarien (OSE-Zellen, im Rahmen einer Adnexektomie
zur Verfugung gestellt) aufgereinigt und mittels Bioanalyzer elektrophoretisch unter-
sucht. Abbildung 3-7 zeigt reprasentative Elektropherogramme. Auf der x-Achse ist
die Zeit in Sekunden aufgetragen, auf der y-Achse die Fluoreszenzintensitat. Je gro-
Ber ein RNA-Fragment ist, desto mehr Zeit braucht es, um im Spannungsfeld durch
die Kapillaren zu wandern, bis es im Detektionsfenster durch einen Lasersystem er-
kannt wird. Das Profil der RNA aus OSE-Zellen weist charakteristische 18S und 28S
ribosomale Banden auf, die als Mal} fur die Integritat einer RNA-Probe genutzt wer-
den kdnnen. Beide Peaks sind gut ausgepragt und stehen in einem regelgerechten
Verhaltnis zueinander, was auf hohe Integritat der vorliegenden RNA hinwies. Das
RNA-Profil der zirkulierenden RNA aus dem Serum jedoch zeigte ein vollig anderes
Erscheinungsbild. Die RNA war mit 113 pg/ul recht niedrig konzentriert und nahezu
vollstandig fragmentiert. Dies wird durch einen sehr ,stumpf‘ erscheinenden Peak im
Sekundenbereich < 30 angezeigt. Es kann somit gefolgert werden, dass zirkulieren-

de RNA im Blut in einer sehr fragmentierten und niedrig konzentrierten Form vorliegt.
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Abbildung 3-7: Elektropherogramm zirkulierender RNA

3.3.1.2 RNA-Einkonzentrierung und Inhibition enzymatischer Prozesse

Eine Microarrayanalyse bendtigt den Einsatz konzentrierter RNA in einem sehr ge-
ringen Volumen (ca. 2 pl). Da Serum jedoch als zellfreies System nur eine sehr ge-
ringe Konzentration an zirkulierender RNA beinhaltet, war die Etablierung eines
RNA-Einkonzentrierungsverfahrens erforderlich. Hier gilt es zu beachten, dass hu-
manes Serum eine komplexe makromolekulare Komposition besitzt und Proteine,
Elektrolyte oder Metabolite enzymatische Prozesse, wie z.B. das Labeling der

Microarray-Analyse oder die reverse Transkription im Rahmen der gRT-PCR inhibie-
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ren kbnnen. Besonders im Rahmen der RNA-Einkonzentrierung besteht somit die
Gefahr, dass inhibitorisch wirkende Komponenten angereichert werden und Messver-
fahren storen. Da das Anfertigen von ,Test-Microarrays® fur diese Untersuchung fi-
nanziell nicht zu realisieren war, wurde die gRT-PCR repréasentativ fir ein sensitives

enzymatisches Verfahren ausgewabhilt.

Es wurde Gesamt-RNA (inkl. miRNA-Fraktion) aus einem Ausgangsvolumen von
400 pl bzw. 600 pl Humanserum isoliert. Das RNA-Eluat (Ausbeute 62 pl fir An-
satz 1 bzw. 72 ul fuir Ansatz 2, Tabelle 3-5) wurde anschlielend mit Hilfe eines
Speed Vac Systems vollstandig lyophylisiert und anschlieRend in einem Volumen
von 2 ul RNAse freiem Wasser resuspendiert. Daraus ergab sich fur Ansatz 1 ein
Einkonzentrierungsfaktor von 31 und fur Ansatz 2 ein Faktor von 36 (Abbildung 3-8).
Das Eluatvolumen unterschied sich hier leicht, da die RNA in beiden Ansétzen sepa-
rat isoliert wurde und die Eluatausbeute auf Grund des Totvolumens der Filtersédulen
einer gewissen Schwankungsbreite unterliegt. Vor und nach dem Einkonzentrie-
rungsverfahren wurde miR-16 als Reprasentant endogener miRNA mittels gqRT-PCR
gemessen, um auf eine mdgliche Inhibition des PCR-Systems hin zu untersuchen.
Die Abbildung zeigt das ermittelte miR-16 Signal vor und nach Einkonzentrierung der
gesamten RNA aus 400 pl (Ansatz 1) bzw. 600 pl (Ansatz 2) Serum-
Ausgangsvolumen. In Ansatz 1 zeigte sich eine Signalverstarkung um den Faktor
5,41, wohingegen in Ansatz 2, in dem eine héhere Ausgangsmenge an Serum verar-
beitet wurde, eine Signalverstarkung um den Faktor 1,79 verzeichnet wurde. Zu-
sammenfassend konnte in diesem Zusammenhang keine direkte Proportionalitat
zwischen Einkonzentrierung bzw. Serum-Ausgangsvolumen und Signalverstarkung

endogener miR-16 Expression gezeigt werden.

Tabelle 3-5: Schema zur Einkonzentrierung von RNA aus Serum

Serum Volumen Eluat Aufkonzentrierung
Ansatz 1 400 pl 62 pul Faktor 31
Ansatz 2 600 pl 72 pl Faktor 36
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miR-16 Signal und RNA-Aufkonzentrierung
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Abbildung 3-8: miR-16 Signal in Abhangigkeit zur RNA-Aufkonzentrierung

3.3.2 Microarrayanalyse zirkulierender microRNA

Die bisherigen Untersuchungen konnten zeigen, dass zirkulierende RNA aus Hu-
manserum verhaltnismafig gering konzentriert ist und einen fragmentierten kurz-
strangigen Charakter aufweist. Gemalf3 den Daten der Voruntersuchungen wurde die
Microarrayanalyse zirkulierender miRNA gemaf der folgenden experimentellen Pa-

rameter vorbereitet:

Ausgangsmenge Serum: 600 pl
Aufreinigung der Gesamt-RNA (inkl. miRNA-Fraktion)
vollstandige Lyophylisierung des Eluates

Resuspension in 2 yul RNAse freiem Wasser

A N

Microarrayanalyse

Das Verfahren wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. S. A. Hahn
am Zentrum fur klinische Forschung der Ruhr-Universitat Bochum durchgeftihrt und
erfolgte in 5 Seren von Ovarialkarzinompatientinnen und 5 Normalspenderseren
postmenopausaler Frauen. Nach dem Filtern, der Normalisierung und einem paar-
weisen Vergleich der Daten (Fold Change = 2) konnten insgesamt 23 miRNA identifi-

ziert werden, die im Serum der Ovarialkarzinompatientinnen im Vergleich zu Normal-
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spenderseren eine differentielle Expression aufwiesen (7 hochreguliert, 16 herunter-

reguliert, Tabelle 3-6). Aus dieser Kandidatengruppe wurden potentielle Bio-

markerkandidaten gemal der folgenden Kriterien selektiert:

1. Hochregulation in der malignen Situation
2. ausreichend starke Expression im Blut

(mittleres normalisiertes gTotalProbeSignal >7)

Tabelle 3-6: Differentiell exprimierte miRNA-Kandidaten im Serum

gTotalProbeSignal

gTotalProbeSignal

Name Fold Change | Regulation (Patientinnen) (Normalspender)
1 hsa-miR-595 3,46 ™ 1,81 0,02
2 hsa-miR-18b* 3,53 ™ 2,44 0,63
3 hsa-miR-625* 4,47 T 2,53 0,37
4 hsa-miR-1183 2,37 ™ 6,03 4,79
5 hsa-miR-1290 2,29 ™ 8,40 7,20
6 hsa-miR-320c 2,06 ™ 9,72 8,68
7 hsa-miR-1246 2,00 ™ 10,69 9,69
8 hsa-miR-10b* 8,33 J 0,01 3,07
9 hsa-miR-194 3,53 J 0,01 1,83
10 hsa-miR-1469 3,89 J 0,01 1,97
11| hsa-miR-193a-5p 4,84 J 1,21 3,48
12 | hsa-miR-1979 v15.0 3,19 J 1,41 3,09
13 hsa-miR-497 5,23 J 1,48 3,87
14 hsa-miR-18b 2,76 J 1,97 3,44
15 hsa-miR-513b 4,17 J 2,30 4,36
16 hsa-miR-193b* 2,32 J 2,69 3,91
17 hsa-miR-30a 2,33 J 4,25 5,47
18 hsa-miR-150 2,36 J 4,31 5,55
19 hsa-miR-663 2,28 J 4,37 5,56
20| hsa-miR-513a-5p 2,58 J 6,22 7,59
21 hsa-miR-940 2,41 N 6,46 7,73
22 hsa-miR-106b 2,40 N 7,38 8,64
23 hsa-miR-144 3,91 J 9,11 11,08

GemalR dieser Kriterien wurden miR-1290, miR-320c und miR-1246 fir eine weiter-

fuhrende Analyse ausgewahlt (Tabelle 3-6, griine Markierung).
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3.3.3 Uberpriufung der Assay-Validitat der Biomarkerkandidaten

Im Folgenden sollte Uberprift werden, inwieweit die im Rahmen der Microarray-
Analyse ermittelten miRNA-Kandidaten auf der Ebene eines gRT-PCR Assays quan-
tifizierbar sind. Die Amplifikation von miRNA ist auf Grund der Kiirze einer maturen
Sequenz technisch komplex und wird in dieser Arbeit durch ein kommerzielles Pri-
mersystem realisiert (miScript-System, Qiagen). Kommerzielle Primerassays sind ab
Werk ausschlie3lich informatisch getestet und die experimentelle Validitat eines je-

den Assays sollte somit im Vorfeld Uberprift werden.

; / / miR-320c

60 65 70 75 80 85 90 95

miR-1246

Abbildung 3-9: Reprasentative Dissoziationskurven der miRNA-Kandidaten

Als Grundlage fur die Bestatigung einer experimentellen Primervaliditat sollten alle
folgenden Parameter zutreffen: 1.) Das gqRT-PCR Signal sollte ausreichend stark
sein, d.h. einen Ct Wert < 30 aufweisen. 2.) Die Dissoziationskurve sollte nur einen
.Spezifischen Peak zeigen. 3.) In der Agarosegelelektrophorese sollte nur ein Ampli-
kon mit einer Gréf3e von etwa 89 bp erkennbar sein (Werksinformation der Firma Qi-
agen fur den miScript-Assay). Daher wurden, im Rahmen eines Testversuches, miR-
1290, miR-320c und miR-1246 im Serum von Ovarialkarzinompatientinnen mittels
gRT-PCR Assay amplifiziert. MiR-1290 und miR-320c zeigten ein Ct-Signal > 35 und
die miR-320c Amplifikation wies zuséatzlich eine abnormale Dissoziationskurve mit

zahlreichen ,unspezifischen® Peaks sowie Mehrfachbanden in der Gelelektrophorese
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auf (Abbildung 3-9, 3-10). Daher konnten diese miRNA-Kandidaten nicht weiterftih-
rend charakterisiert werden. MiR-1246 jedoch war in einem Bereich von Ct < 25 de-
tektierbar und die Dissoziationskurve zeigte sich regelgerecht mit nur einem deutlich
ausgepragten Peak. Analog wies die Gelelektrophorese, korrespondierend zu den
Kontrollamplikons von miR-16 und cel-miR-54, eine Bande im erwarteten GréRenbe-

reich von 89 bp auf.

3% Agarose

miR-1246

8] <t
S W
o o
x E
= ©

(&)

Abbildung 3-10: Fragmentanalyse nach Amplifikation
von Biomarkerkandidaten

Folglich wurde miR-1246 als Biomarkerkandidat fir weiterfihrende Untersuchung

ausgewabhlt.

3.3.4 Etablierung einer Spike-In Normalisierung

Weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die differentielle Regulation der miR-1246 in ei-
nem klinisch dokumentierten Kollektiv von Ovarialkarzinompatientinnen mittels qRT-
PCR zu validieren und ihre Eignung, im Hinblick auf einen blutbasierten Biomarker zu
evaluieren. Die Aufreinigung zirkulierender miRNA sowie eine gqRT-PCR basierte
Quantifizierung sind komplexe Prozesse, die auch bei Verarbeitung exakt gleicher
Serumvolumina entschiedene Storvariablen, wie etwa Schwankung im Rahmen der
Aufreinigungseffizienz oder der cDNA-Synthese, beinhalten. In diesem Zusammen-
hang sollte zunachst ein Spike-In basiertes Normalisierungsverfahren etabliert wer-
den, welches durch Applikation einer exogenen Spike-In Sequenz die genannten
Storvariablen kontrolliert und somit eine relative Quantifizierung der zu untersuchen-
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den Proben ermdglicht. Die Etablierung dieses Verfahrens wurde in Anlehnung an
die Publikation von Mitchell et al., 2008 durchgefuhrt.

3.3.4.1 Selektion einer Spike-In Oligonukleotidsequenz

Fur die Etablierung einer Spike-In Normalisierung wurde zunachst cel-miR-54 aus-
gewahlt. Diese miRNA-Sequenz ist hoch spezifisch fur den Nematoden C. elegans
und im humanen Genom nicht vertreten. Des Weiteren konnte durch LNA-basierte
Microarrayanalyse im Vorfeld gezeigt werden, dass die cel-miR-54 Sequenz keine
Kreuzhybridisierung mit humanen miRNA-Sequenzen aufweist (Mitchell et al., 2008)
und somit optimale Voraussetzungen fur eine Spike-In Normalisierung liefert. Im Fol-
genden sollte die Eignung von cel-miR-54 fir das geplante Spike-In Verfahren weiter
Uberprift werden. Gemald der miRNA-Datenbank (www.mirbase.org) ist die mature

Sequenz der cel-miR-54 im Folgenden dargestellt:

cel-miR-54-3p (MIMATO0000025)
Sequenz:

5’-UACCCGUAAUCUUCAUAAUCCGAG-3

Fur das Spike-In Verfahren wurde die cel-miR-54 in Form eines synthetischen RNA-
Oligonukleotids (syn-cel-miR-54) verwendet (Qiagen, MSY0000025).

3.3.4.2 Bestimmung des Hintergrundsignals der syn-cel-miR-54

Zur experimentellen Uberprifung einer moglichen Hintergrundexpression bzw. einer
Kreuzreaktivitat zwischen dem syn-cel-miR-54-Assay und humanen miRNA-
Sequenzen im Serum wurde in nativen (nicht gespikten) Humanseren auf syn-cel-
miR-54 Signal hin Gberprift. Dazu wurde Gesamt-RNA (inkl. miRNA-Fraktion) aus
400 ul Serum einer Ovarialkarzinompatientin sowie einer postmenopausalen Nor-
malspenderin aufgereinigt und anschliel3end das cel-miR-54 Signal quantifiziert. Als
endogene Positivkontrolle wurde die miR-16 Expression ermittelt. Beide Serumpro-
ben erwiesen sich positiv in Bezug auf endogene miR-16 Expression. In dem Serum
der Ovarialkarzinompatientin befand sich die cel-miR-54 Expression jedoch unterhalb
der Nachweisgrenze und es konnte kein Ct-Wert ermittelt werden. Ferner wurde im

Normalspenderserum ein Ct-Wert von > 38 gemessen, was dem Rauschbereich des
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Systems entspricht (Daten nicht gezeigt). Zusammenfassend wurde gezeigt, dass
cel-miR-54 in den untersuchten Humanseren keine nennenswerte basale Expression

aufwies.
3.3.4.3 Thermostabilitat des Spike-In Oligonukleotides

Eine Reproduzierbarkeit des Spike-In Signals im Rahmen der Normalisierung ist nur

dann gegeben, wenn das synthetische RNA-Oligonukleotid unter gegebenen Assay-

Tabelle 3-7: Ansatz zur Uberpriifung der Thermostabilitét

syn-cel-miR-54 Spike-In Verdinnung (5 fmol / pl)

Inkubationsvolumen: 1000 pl

Ansatz 1 15h -80°C (1 x freeze-thaw)
Ansatz 2 15h +4°C
Ansatz 3 15h RT

Ansatz 4 | 15h +80°C (Kontrolle fir RNA Degradation)

bedingungen eine ausreichende Thermostabilitat aufweist. In diesem Zusammen-
hang wurde das syn-cel-miR-54 Signal im Rahmen fiinf verschiedener Inkubations-
bedingungen getestet (Tabelle 3-7). Hierzu wurde eine Spike-In Arbeitsverdiinnung
von 5 fmol/ul angesetzt und mit einem Volumen von je 1000 ul in Duplikaten unter
den entsprechenden Bedingungen inkubiert. In Abbildung 3-11 ist das gemessene
syn-cel-miR-54 Signalniveau nach Inkubation unter verschiedenen Versuchsbedin-
gungen dargestellt. Die y-Achse zeigt den jeweils ermittelten Ct-Rohwert. Nach Inku-
bation von syn-cel-miR-54 bei -80°C, +4°C und RT konnte ein stabiler Ct-Wert von
ca. 15,5 ermittelt werden, wohingegen nach 15 h Inkubation bei +80°C (Kontrolle fur
RNA-Degradation) ein Anstieg des Ct-Wertes auf 28,35, d.h. ein rapider syncel-miR-

54 Signalverlust, beobachtet wurde.
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Thermostabilitat syn-cel-miR-54

35

28,35

28

21

15,43 15,41 15,52

C(t)-Rohwert

15h -80°C 15h +4°C 15h RT 15h +80°C
(1x freeze-thaw)

Abbildung 3-11: Thermostabilitdt syn-cel-miR-54

3.3.4.4 ,Proof-of-Principle” fir das Spike-In Konzept

Im Folgenden sollte Gberpruft werden, ob das Spike-In Signal auf technisch bedingte
Schwankungen im Versuchsablauf reagierte und diese dem Experimentator anzeigt.
Wie bereits erwahnt, ist die miRNA Aufreinigungseffizienz aus Patientinnenserum ei-
ne malfgebliche Storvariable, auch wenn exakt gleiche Serum-Ausgangsvolumina
verwendet werden. Im Folgenden sollte die Modulation des Spike-In Signals im Hin-
blick auf den Storparameter Aufreinigungseffizienz evaluiert werden. Dazu wurden
vier Serumaliquots einer Ovarialkarzinompatientin (je 400 pl) jeweils mit 5 pl einer
5 fmol/ml syn-cel-miR-54 Ldésung gespikt. Des Weiteren wurden bei diesen vier Se-
rumproben jeweils eine unterschiedliche Aufreinigungseffizienz durch kontrollierte
Veranderung des ,Recovery-Volumen® der aquatischen Phase im Kontext der orga-
nischen Extraktion simuliert (vgl. 2.3.5.1). Ausgehend von einer Verarbeitung von
500 pl aquatischer Phase in Ansatz 1 (100%), wurde die Abnahme der aquatischen
Phase in den Folgeanséatzen kontrolliert verringert (90%, 50%, 25%, siehe Tabelle 3-
8) und anschlieend in allen Proben das relative cel-miR-54 Signal verglichen (Abbil-
dung 3-12).
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Tabelle 3-8: Simulation unterschiedlicher RNA-Aufreinigungseffizienz

Aufreinigungseffizienz | »Recovery” der aquatischen
Phase
Ansatz 1 100% 500 pl
Ansatz 2 90% 450 pl
Ansatz 3 50% 250 pl
Ansatz 4 25% 125 pl

Parallel zu syn-cel-miR-54 wurde miR-16 reprasentativ fir ein endogenes miRNA-
Signal gemessen. Die X-Achse zeigt die unterschiedlichen Stufen der modulierten
Aufreinigungseffizienz, die Y-Achse stellt die relative Expression der jeweiligen
mMiRNA dar. Eine 100%ige relative Expression entsprach jeweils dem gemessenen
Signalniveau fir miR-16 bzw. syn-cel-miR-54 bei 100% Recovery der aquatischen
Phase (Ansatz 1, 500 ul). Die Daten zeigten, dass das syn-cel-miR-54 Signal nahezu
linear auf eine verminderte Aufreinigungseffizienz reagierte. Lediglich bei 50% Auf-
reinigungseffizienz zeigte sich nur etwa 36% des Spike-In Ausgangssignals. Das
gemessene Expressionsniveau flir miR-16 als endogene Kontrolle stand in guter
Ubereinstimmung mit dem syn-cel-mir-54 Signal, auch wenn sich bei 90% Aufreini-

gungseffizienz eine leichte Abweichung ergab.

Aufreinigungseffizienz und das Spike-In Signal 2™

OmiR-16
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Abbildung 3-12: ,Proof-of-Principle” fir das Spike-In Konzept
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3.3.5 Nomenklatur und Assay-Kreuzreaktivitat der microRNA-1246

Wahrend der experimentellen Phase dieser Arbeit konnte durch die Kooperations-
gruppe in Bochum ein relevanter ,post-hoc* Befund beschrieben werden. Die folgen-
den Daten sind extern, d.h. zum gré3ten Teil nicht im Rahmen dieser Dissertation
erhoben worden, sollten aber trotzdem an dieser Stelle erwahnt werden, da sie zent-
rale Bedeutung fur Interpretation und Verstandnis dieser Arbeit aufweisen. Die Ampli-
fikation der miR-1246 Sequenz aus Serum von Kolon- bzw. Pankreaskarzinompati-
enten durch das miScript System (Qiagen) erzeugte PCR-Fragmente, welche in ihrer
Lange die erwartete FragmentgrofRe von ca. 89 Basenpaaren aufwiesen. Bei der
Amplifikation der miR-1246 Sequenz im zellularen Kontext (RNA aus Lysaten von
Pankreaskarzinom-, bzw. Kolonkarzinomzelllinien) hingegen, wurde in Untersuchun-
gen der AG Prof. Dr. Hahn ein viel gréReres PCR-Produkt mit einer Grol3e von etwa

mature miR-1246

o kok ko ke o' | YRR AR R R e i

* oKk x *
Pre-miR-1246: 5‘- TGTATCCTTGAATGGATTTTTGGAGCAGGAGTGGACACCTGACCCAAAGGAAATCAATCCATAGGCTAGCAAT -3¢

RNU2-1: 5 \-..CAATATATTAARTGGATTTTTGGAGCAGGGAGATGGAATAGGAGCTTGCTCCGTCCACTCCACGCATCGACCT...-3 Y
Sm site

AATGGATTTTTGGAGCA 1x -
AATGGATTTTTGGAGCAG 1x } 24%
AATGGATTTTTGGAGCAGG 29x
AATGGATTTTTGGAGCAGGG S4x Sequenzen der
AATGGATTTTTGGAGCAGGGA 8x : .
AATGGATTTTTGGAGCAGGGAG 31x | 26e B miScript PCR-
AATGGATTTTTGGAGCAGGGAGA 2x Produkte
AATGGATTTTTGGAGCAGGGAGAT 1x
AATGGATTTTTGGAGCAGGGACATGE  2x ]

129

Abbildung 3-13: Sequenzanalyse des miR-1246 Amplikons nach Baraniskin et al., 2012 (Int. J.
Cancer, Epub ahead of Print)

180 bp beobachtet. Klonierung und Sequenzanalyse dieses PCR-Fragments durch
die Kooperationspartner ergab eine 100% Sequenzibereinstimmung mit der U2
small nuclear RNA (snRNA, RNU2-1, NCBI Datenbank Reference Sequenz:
NR_002716.3). Des Weiteren wurde festgestellt, dass die gesamte mature Sequenz
der miR-1246 in der humanen RNU2-1 Sequenz enthalten ist (Abbildung 3-13). Im
Weiteren wurden PCR-Fragmente, die aus der miR-1246 Amplifikation im Humanse-
rum generiert wurden, kloniert und ebenfalls einer Sequenzanalyse unterzogen. Die
Mehrzahl der klonierten PCR Fragmente (98/129 Fragmente, 76%) wiesen am 3‘ En-
de eine Verlangerung von 1 —7 Basenpaaren auf, welche sich in allen Fallen als
Ubereinstimmend zur RNU2-1 Sequenz, jedoch nicht zur pre-miR-1246-Sequenz er-
wiesen. In einem Folgeversuch wurde ein relevanter Bereiche der Sequenz des pri-
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miR-1246 Vorlaufermolekils in einen lentiviralen Expressionsvektor kloniert und
stabil in eine pankreatische Tumorzellline transduziert. Obwohl hier ein priméares
Transkript detektiert wurde, konnte auf funktioneller Ebene keine mature miR-1246
nachgewiesen werden. Ferner wurden in Zelllinien keine pre-miR-1246 Vorlaufermo-
lekile nachgewiesen. Dies deutet darauf hin, dass in humanen Zellen keine Prozes-

sierung der pri-miR-1246 zur maturen miR-1246 initiiert wird (Baraniskin et al., 2012).

Untersuchungen zum primaren Ovarialkarzinom im Rahmen dieser Dissertation
ergaben analoge Befunde im Hinblick auf die Daten der Kooperationsgruppe. Die
miR-1246 Amplifikation im Serum zeigte ein PCR-Produkt mit einer erwarteten Grof3e
von etwa 89 bp, wohingegen die miR-1246 Amplifikation im primaren Ovarialkarzi-
nomgewebe, d.h. im zellularen Kontext, analog ein ca. 180 bp grof3es Amplikon
ergab (Abbildung 3-14). Des Weiteren konnten weder im primaren Ovarialkarzinom-
gewebe, noch im Serum der Tumorpatientinnen pre-miR-1246 Vorlaufermolekiile,
durch den miScript- S0 Neiatome
Assay, nachgewiesen
werden (Daten nicht
gezeigt). Diese Be-
obachtungen, gestitzt
durch die Erkenntnisse

der Kooperationsgrup-
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terpretation der Ergeb-

nisse dieser Dissertati-

on. Es wurde zusam-  appiidung 3-14: Fragmentanalyse nach miR-1246 Amplifikation
menfassend davon

ausgegangen, dass es sich bei miR-1246 mit groRer Wahrscheinlichkeit um eine
,Pseudo-miRNA* handelt, die weder im Gewebe, noch im Serum exprimiert ist. Folg-
lich ist das in dieser Arbeit detektierte ,miR-1246“ Signal im Serum der Ovarialkarzi-
nompatientinnen sowohl im Rahmen der Microarrayanalyse, als auch im Rahmen der
miScript-Assay Detektion mit grol3er Wahrscheinlichkeit und mdoglicherweise aus-
schlieBlich auf RNU2-1 Fragmente (RNU2-1-f) und nicht auf zirkulierende mature
miR-1246 zurickzufihren. Folglich wurde ab diesem Zeitpunkt die Nomenklatur ent-
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sprechend angepasst und die Bezeichnung ,miR-1246* durch die Bezeichnung
»,RNU2-1f* fortgefuhrt.

3.3.6 Validierung differentieller RNU2-1f Expression im Serum

Im Weiteren sollte die differentielle Expression von RNU2-1f im Serum validiert wer-
den. Aus dem Gesamtkollektiv der vorliegenden Dissertation (Tabelle 2-1) war die
blutbasierte RNU2-1f Analyse fur 70 Patientinnen moglich. Das Profil klinischer Pa-

rameter dieser Patientinnengruppe war vergleichbar mit dem des Gesamtkollektivs

Tabelle 3-9: Patientinnenkollektiv fur die RNU2-1f Analyse

Anzahl Patientinnen: 70
mittleres Alter: 56 Jahre
(Range: 18 — 81 Jahre)

FIGO-Stadium
FIGO I-lI 20 (29%)
FIGO I 38 (54%)
FIGO VI 12 (17%)
Lymphknotenstatus
Ng 14 (20%)
N, 24 (34%)
N, 20 (29%)
Grading
1-2 35 (50%)
3-4 33 (47%)
Histologie
serds-papillar 47(67%)
muzinds 5 (7%)
andere 18 (26%)
Tumorrest
positiv 32 (46%)
negativ 38 (54%)

DTZ vor Operation

positiv 31 (44%)
negativ 39 (56%)
DTZ nach Chemotherapie
positiv 23 (40%)
negativ 35 (60%)

(Tabelle 3-9). Von diesen 70 Ovarialkarzinompatientinnen stand Serum von 64 Pati-
entinnen vor Operation sowie zusatzlich von 58 Patientinnen nach Chemotherapie
zur Verfugung. Als Kontrollgruppe wurden Seren von 35 Normalspendern (post-
menopausal, anonymisiert) verwendet. Aus je 400 ul Serum wurde Gesamt-RNA
(inkl. miRNA-Fraktion) isoliert und anschlielend mittels gRT-PCR (miScript-System,

Qiagen) auf RNU2-1f Expression hin untersucht. Die zuvor etablierte Spike-In Me-
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thodik (vgl. 3.3.4) wurde zur Normalisierung der Daten genutzt. Abbildung 3-15 zeigt
die normalisierte RNU2-1f Expression. Die Kontrollseren der Normalspender wiesen
einen mittleren normalisierten Ct Wert von -2,46 auf (Range -3,57 bis -1,32). Vor
Operation wurde im Serum der Patientinnen mit einem Ct von -1,32 (Range -4,21 bis
+2,67) eine signifikant hdhere RNU2-1f Expression ermittelt als in den Kontrollseren
(p < 0,0001). Auch nach Chemotherapie zeigte sich im Serum der Patientinnen noch
eine signifikant hohere RNU2-1f Expression (Ct -1,70 (Range -3,42 bis +2,23)) als
bei den gesunden Probandinnen (p = 0,0003).

Expression zirkulierender RNU2-1f

4 p = < 0,0001

p = 0,0003

Ct(cel-54)-Ct{RNU2-1f)

&

T T T
nach

vor Operation Chemotherapie

Normalspender

Abbildung 3-15: Expression zirkulierender RNU2-1f im Serum

3.3.7 Klinische Relevanz zirkulierender RNU2-1f

Basierend auf einer Receiver Operating Characteristic Analyse (ROC-Analyse) wur-
de ein diagnostischer Schwellenwert zur Diskriminierung zwischen ,erkrankt* und
~.gesund” festgelegt. Demnach wurde ein normalisierter Ct Wert > -1,55 als ,diagnos-
tisch-positiv und ein Ct Wert < -1,55 als ,diagnostisch-negativ® definiert. Dieser
Schwellenwert ermoéglichte geméafll ROC-Analyse eine Diskriminierung von Ovarial-
karzinompatientinnen und Normalspendern mit einer Sensitivitdt von 91,43% (CI =

76,94% bis 98,20%) und einer Spezifitdt von 51,56% (Cl = 38,73% bis 64,25%). Der
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area under the curve-Wert (AUC-Wert) betrug 0,74 (Abbildung 3-16). Im Folgenden
wurden die RNU2-1f Expressionsdaten mit den klinischen Parametern der Patientin-
nen korreliert. Vor Operation zeigten Patientinnen mit einem fortgeschrittenen Ovari-
alkarzinom (FIGO Il oder V) mit einem mittleren Ct Wert von -0,94 eine signifikant
héhere RNU2-1f Expression als Patientinnen mit dem Tumorstadium FIGO | oder I

(mittlerer Ct Wert -2,22, p = 0,015). Ferner korrelierte die Expression zirkulierender

ROC-Analyse: RNU2-1f vor Operation

100- sesese

80+

60+

Sensitivitit [%]

20- AUC = 0,74

(95% CI = 0,643-0,835)

G D L T T T

1
° P ® & S &

Abbildung 3-16: ROC-Analyse (RNU2-1f) zum Zeit-
punkt der Primardiagnose

RNU2-1f nach Chemotherapie signifikant mit der residuellen Tumorlast nach Opera-
tion (p = 0,010). Es konnte kein statistischer Zusammenhang zwischen der RNU2-1f
Expression und der Platinresistenz beobachtet werden. Ferner wurde die Verande-
rung der RNU2-1f Expression im Zuge der Chemotherapie untersucht. Von insge-
samt 52 Patientinnen war Serum jeweils vor Operation und nach Chemotherapie ver-
fugbar. Bei 8/52 Patientinnen (15%) wurde durchweg eine RNU2-1f-Positivitat beo-
bachtet (pos-pos), wohingegen 12/52 Patientinnen (23%) zum Zeitpunkt der Primar-
diagnose negativ waren und nach Therapie neuerlich positiv wurden (neg-pos). Bei
18/52 (35%) Patientinnen wurde RNUZ2-1f-Positivitdt vor Operation festgestellt, je-
doch nicht mehr nach Chemotherapie (pos-neg), wohingegen sich 14/52 Patientin-

nen (27%) als durchweg diagnostisch-negativ erwiesen (neg-neg) (Abbildung 3-17).
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RNU2-1f Expressionsdynamik
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Abbildung 3-17: Subgruppenanalyse zur RNU2-1f-Expressionsdynamik
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Abbildung 3-18: RNU2-1f Expressionsdynamik und das OS

Eine Kaplan-Meier Analyse ergab, dass Patientinnen mit persistierender bzw. nach
Therapie neuerlich erworbener RNU2-1f-Positivitat, tendenziell ein kirzeres OS auf-
wiesen, als Patientinnen, die sich als durchweg negativ erwiesen oder im Zuge der
Therapie negativ wurden (Abbildung 3-18). Dieser Unterschied befand sich jedoch an
der Grenze zur statistischen Signifikanz (Log-rank (Mantel-Cox) Test: p = 0,056; Ge-
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han-Breslow-Wilcoxon Test: p = 0,042). Ferner zeigte sich kein Zusammenhang zwi-
schen der RNU2-1f Expressionsveranderung und dem DFS (p = 0,56, Abbildung 3-
19).
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Abbildung 3-19: RNU2-1f Expressionsdynamik und das DFS

3.3.8 Weiterfuhrende Charakterisierung von RNU2-1f

3.3.8.1 Proteasesensitivitat zirkulierender RNU2-1f im Serum

Erster Ansatz fur eine weiterfiUhrende Analyse der RNU2-1f Stabilitat in der Zirkulati-
on sollte durch Untersuchung auf Proteasesensitivitat realisiert werden. In diesem
Zusammenhang wurde Serum einer Normalspenderin einem Proteinase K Verdau
nach Arroyo unterzogen (vgl. 2.3.5.7) (Arroyo et al., 2011). Das Serum wurde mit
50 pl Proteinase K (5 mg Proteinase K / ml Serum) bzw. 50 ul PBS (Kontrolle) ver-
setzt und bei 55 °C inkubiert. Die Stabilitat des RNU2f Signals wurde Uber einen Zeit-
raum von insgesamt 50 min durch gRT-PCR verfolgt. Die Messdaten wurden durch
das zuvor etablierte Spike-In Verfahren (vgl. 3.3.4) normalisiert. MiR-16 wurde zu-
satzlich als Sensitivitatskontrolle gemessen. Diese miRNA, so konnte es kurzlich ge-
zeigt werden, ist im Humanserum Uberwiegend an Proteinkomplexe gebunden und
gilt somit als proteasesensitiv (Arroyo et al., 2011). Die miRNA let-7a wurde als Re-

sistenzkontrolle verwendet, da diese im Sinne einer ,vesicle-type-RNA® Uberwiegend
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mit zirkulierenden Vesikeln bzw. Exosomen assoziiert ist (Arroyo et al., 2011). Abbil-

dung 3-20 zeigt das Signal der untersuchten miRNA-Kandidaten unter Proteinase K

Einwirkung. MiR-16 erwies sich auch in diesem Versuch als auflerst Protease-

sensitiv. Das ermittel-
te Signal im Proteina-
se K verdauten An-
satz betrug nach
10 min nur noch 14%
des Ausgangssignals,
wohingegen der kor-
respondierende Wert
in der PBS-Kontrolle
bei etwa 79% lag. Ab
einer Inkubationszeit
von 20 min betrug
das miR-16 Signal
weniger als 10% des
Ausgangslevels. Fur
let-7a zeigte sich im
PBS-

Kontrolle keine Resis-

Vergleich zur

tenz, sondern eben-
falls ein rapider Sig-
nalverlust, der sich in
seiner Dynamik nur
marginal von den Be-
obachtungen zur
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Abbildung 3-20: RNU2-1f Proteasesensitivitatstest

Zusammenhang liel3 sich im Vergleich zur PBS-Kontrolle ein Signalverlust unter Pro-

teinase K Einwirkung feststellen, der sich jedoch nicht so drastisch wie im Falle der
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Sensitivkontrolle miR-16 prasentierte. Erst nach 40 min Inkubation reduzierte sich

hier die Signalstarke unter auf einen Wert < 10%
3.3.8.2 RNU2-1 Expression im primaren Tumorgewebe (FFT)

Fur die RNU2-1 Analyse im kryokonservierten Ovarialkarzinomgewebe stand ein ,Pi-
lotkollektiv® von 10 Ovarialkarzinompatientinnen zur Verfigung. Es wurde im Rah-
men der Operation Tumorgewebe und entsprechendes Normalgewebe aus dem Pe-
ritonealbereich der jeweils gleichen Patientin zur Verfugung gestellt. AnschlielRend

RNU2-1 Expression im primaren Ovarialkarzinom

(FFT)
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Abbildung 3-21: RNU2-1 Expression im primaren Ovarialkarzinomgewebe (FFT)

wurde Gesamt-RNA (inkl. miRNA-Fraktion) aufgereinigt, in 100 pl eluiert und an-
schlieBend spektrophotometrisch quantifiziert. Je 100 ng der entsprechenden RNA
wurden in cDNA umgeschrieben. Als ,Normalizer-Sequenz“ wurde SNORR-44 aus-
gewahlt. Eine cDNA Verdlinnung von 1 zu 320 erwies sich als optimal fur ein ada-
guates RNU2-1 bzw. Normalizer-Rohsignal, welches ungeféhr im Bereich von Ct 16-
30 liegen sollte (Daten nicht gezeigt). Abbildung 3-21 zeigt die relative normalisierte
RNU2-1 Expression im ovariellen Tumorgewebe im Vergleich zum Normalgewebe. In
den Karzinomproben konnte eine mittlere relative Expression von 3,77 (Range 0,84 —
13,40) verzeichnet werden, wohingegen im Normalgewebe eine mittlere Expression
von 2,08 (Range 1,53 — 4,48) beobachtet wurde. Diese Hochregulation im Tumorge-

webe erreichte mit einem p-Wert von 0,160, jedoch keine statistische Signifikanz.
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3.3.8.3 RNU2-1 Expression im primaren Tumorgewebe (FFPET)

Analog sollte die RNU2-1 Expression auch im FFPET analysiert werden, da hier Re-
ferenzgewebe aus tumorfreien Ovarien zur Verfugung stand. Es wurden 3 mm Tu-
morstanzen aus FFPET von 20 primaren Ovarialkarzinomen sowie von 20 tumor-

freien Ovarien angefertigt. Anschlie3end wurde aus diesem Material Gesamt-RNA

RNU2-1 Expression im primaren Ovarialkarzinom
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Abbildung 3-22: RNU2-1 im primaren Ovarialkarzinomgewebe (FFPE)

(inkl. miRNA) aufgereinigt, in einem Volumen von 100 pl eluiert und spektrophoto-
metrisch quantifiziert. Je 100 ng der entsprechenden RNA wurden in cDNA umge-
schrieben. Eine cDNA Verdinnung von 1:60 erwies sich als optimal fur ein adaqua-
tes RNU2-1 bzw. Normalizer Roh-Signal (Daten nicht gezeigt). Abbildung 3-22 zeigt
die relative normalisierte RNU2-1 Expression im ovariellen Tumorgewebe vs. Nor-
malgewebe (FFPET). Fiur die Expression im Tumor ergab sich eine mittlere relative
Expression von 3,27 (Range 0,23 — 13,58), wohingegen im Normalgewebe eine mitt-
lere Expression von 1,22 (Range 0,42 — 2,84) beobachtet wurde. Die beobachtete
Hochregulation im Tumorgewebe erwies sich als statistisch signifikant (p = 0,003).
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3.4 Molekulare Charakterisierung zirkulierender Tumorzellen
3.4.1 ERCCI1-Expression in zirkulierenden Tumorzellen

Durch Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die Prasenz von
ZTZ im Blut von Ovarialkarzinompatientinnen vor Operation sowie nach Chemothe-
rapie pradiktiv fur ein verkirztes OS ist (Aktas et al., 2011). Im Folgenden sollte die
Hypothese gepruft werden, inwieweit dieser negativ prognostische Einfluss der ZTZ
maoglicherweise mit einem platinresistenzassoziiertem Phanotyp dieser Zellen in Ver-
bindung steht. In diesem Sinne sollte die Expression von ERCC1, einer Nuklease,
die funktionell in die DNA-Reparatur involviert ist und bereits mit Platinresistenz ova-
rieller Tumoren in Verbindung gebracht werden konnte, in ZTZ untersucht werden
(Dabholkar et al., 1994; Scheil-Bertram et al., 2010).

3.4.1.1 Inzidenz und Verteilung der ERCC1-Expression

Aus dem Gesamtkollektiv der vorlie- o o
Tabelle 3-10: Patientinnenkollektiv fir die ERCC1-Analyse

genden Dissertation (Tabelle 2-1) Anzahl Patientnnen: 128

war die ERCC1-Analyse fir 128 Pa- mittleres Alter: 59 Jahre
(Range: 21 - 89 Jahre)
tientinnen moglich. Das Profil Klini- FIGO-Stadium
FIGO I-Il 26 (20%)
scher Parameter dieser Patientin- FIGO Ill 74 (58%)
_ _ FIGO VI 28 (22%)
nengruppe war vergleichbar mit dem Lymphknotenstatus
. N 46 (36%)
des Gesamtkollektivs (Tabelle 3-10). NS 54 (42%)
. N Ny 28 (22%
Von diesen 128 Patientinnen stand Grading (22%)
L 1-2 66 (52%
cDNA von 107 Patientinnen vor 34 61 §480/f3
. . 1 Histologie
Operation sowie zusatzlich von 60 seros-papillar 93 (73%)
Patientinnen nach Chemotherapie MUzinos 11 (9%)
. ) e andere 24 (19%)
zur Verfugung. Die Positivitatsrate
.. . . T
fur ZTZ in dieser Gruppe lag vor umorrest
positiv 54 (42%)
Operation bei 15% (16/106 Patien- negativ 74 (58%)
tinnen) und nach Chemotherapie bei D12 7617 R
N . ti 39 (36%
23% (10/43 Patientinnen, Abbildung r?;;;t',\(, 70 E64°/:;
DTZ nach Chemotherapie
3-23). positiv 15 (31%)
negativ 33 (69%)
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Abbildung 3-23: Prasenz von ZTZ gemal AdnaTest OvarianCancer

Nachfolgend wurde die cDNA aller Patientinnen zusatzlich auf ERCC1-Expression
hin untersucht. Nach Durchfihrung aller Messungen wurde zunachst eine ROC-
Analyse zur Bestimmung eines diagnostischen Schwellenwertes, im Hinblick auf
ERCC1-Positivitat, durchgefihrt (Abbildung 3-24). Dazu wurden Daten zur ERCC1-
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Abbildung 3-24: ROC-Analyse zur ERCC1-Expression
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Expression von 21 Normalspendern herangezogen, die im Vorfeld durch die Firma
Adnagen erhoben worden waren. Gemal3 der ROC-Analyse wurde ein Amplikon-
Schwellenwert >0,20 ng/pl fur ERCC1-Positivitat festgelegt. Dieser Schwellenwert

ermdglichte eine Diskriminierung zwischen Ovarialkarzinompatientinnen und Normal-

ERCC1-Positivitat
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vor Operation nach Chemotherapie

Abbildung 3-25: Darstellung der ERCC1-Posivitat

spendern mit einer Spezifitat von 100% und einer Sensitivitat von 41,4%. Der AUC-
Wert betrug 0,74. Vor Operation zeigte sich gemal dieses Schwellenwertes bei
39/107 Patientinnen (36%) ERCC1-Positivitat, wohingegen sich nach Chemotherapie
21/60 Patientinnen (35%) als ERCC1-positiv erwiesen (Abbildung 3-25). Ferner wur-
de die ERCC1-Expression mit der Prasenz von ZTZ im Blut (gemafl AdnaTest Ovari-
anCancer) verglichen. Aus dem vorliegenden Kollektiv stand ein kompletter Daten-
satz in Bezug auf diese beiden Parameter bei 103 Patientinnen vor Operation sowie
bei 36 Patientinnen nach Chemotherapie zur Verfigung. In der ZTZ-positiven Gruppe
erwiesen sich vor Operation 10/15 der Patientinnen (67%) positiv fir ERCC1, wohin-
gegen in der ZTZ-negativen Gruppe 26/88 (30%) ERCC1-positiv waren. Nach Che-
motherapie zeigten sich in der ZTZ-positiven Gruppe 3/8 der Patientinnen (38%) po-
sitiv fur ERCC1, wohingegen in der ZTZ-negativen Gruppe 8/28 (29%) ERCC1-
positiv waren (Abbildung 3-26). Zuséatzlich wurde die Veranderung der ERCC1-
Expression im Zuge der Chemotherapie aufgeschliisselt (Abbildung 3-27). Von ins-
gesamt 39 Patientinnen des untersuchten Kollektivs war eine Blutprobe jeweils vor
Operation sowie korrespondierend nach Chemotherapie verfligbar. Bei 18/39 dieser
Patientinnen (46%) konnten weder vor Operation, noch nach Chemotherapie

ERCC1-Transkripte nachgewiesen werden (neg-neg), wohingegen bei 11/39 Patien-
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tinnen (28%) dieser Marker zum Zeitpunkt der Primardiagnose gemessen wurde und
ERCC1-Positivitat auch noch nach Therapie persistierte (pos-pos). In 5/39 Fallen
(13%) waren ERCC1-Transkripte zum Zeitpunkt der Primardiagnose detektierbar, je-
doch nicht mehr nach vollendeter Chemotherapie (pos-neg). Anders bei 5/39 Patien-
tinnen (13%), diese Subgruppe wies anfangs keine ERCC1-Expression auf, wurde
jedoch nach Chemotherapie neuerlich positiv (neg-pos).

ERCC1-Expression und der Bvor Operation
ZTZ-Status anach
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Abbildung 3-26: ERCC1-Positivitat und der ZTZ-Status
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Abbildung 3-27:Subgruppenanalyse zur ERCC1-Expresionsdynamik
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3.4.1.2 Klinische Relevanz der ZTZ und der ERCC1-Expression

Die Prasenz der ZTZ vor Operation korrelierte signifikant mit einem verkirzten OS
(p = 0,0086, Abbildung 3-28) und nach Chemotherapie mit einem verkirzten DFS
p =0,0111, Abbildung 3-29) und OS (p = 0,0016, Abbildung 3-30).
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Abbildung 3-28: ZTZ-Présenz vor Operation und das OS
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Abbildung 3-29: ZTZ-Préasenz nach Chemotherapie und das DFS
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Abbildung 3-30: ZTZ-Présenz nach Chemotherapie und das OS

Nachfolgend sollte die klinische Relevanz der ERCC1-Expression evaluiert werden.
Es wurde untersucht, inwieweit die ERCC1-Expression in ZTZ mit der Platinresistenz
korrelierte. Im Rahmen dieser Analyse wurde die ERCC1-Positivitat in Bezug auf den
klinischen Parameter ,Platinresistenz® aufgeschlisselt (Tabelle 3-11). Bei 107 Pati-
entinnen des untersuchten Kollektivs waren die Informationen beziglich Platinresis-
tenz und ERCC1-Expression verfugbar. Eine klinisch definierte Platinresistenz wurde
bei 14/107 Patientinnen (13%) beobachtet, 5/14 dieser resistenten Falle (36%) waren
positiv fir ERCC1, wohingegen 34/93 der Patientinnen (37%) mit platinsensiblen Tu-

Tabelle 3-11: ERCC1 und Platinresistenz

ERCC1-positiv | ERCC1-negativ n

platinresistent 5 9 14
[%)] 36 64

platinsensitiv 34 59 93
[%)] 37 63

moren ERCC1-Positivitdt aufwiesen. Somit zeigte sich in dieser Analyse eine in etwa
gleiche Verteilung der ERCC1-Positivitat in Bezug auf die resistente, bzw. die sensi-
tive Patientinnengruppe. Nachfolgend wurde die prognostische Signifikanz der

ERCC1-Expression in ZTZ untersucht. ERCC1-Positivitat vor Operation, bzw. nach
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Chemotherapie alleine zeigte keine prognostische Signifikanz in Bezug auf das DFS

bzw. OS. Ferner wurden die bereits beschriebenen Subgruppen (neg-neg, pos-pos,

pos-neg, neg-pos, Abbildung 3-27) mit dem DFS sowie dem OS korreliert.
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Abbildung 3-31: ERCC1-Expressionsdynamik und das DFS
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Abbildung 3-32: ERCC1-Expressionsdynamik und das OS
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Interessanterweise ergab die Kaplan-Meier-Analyse, dass Patientinnen mit persistie-
render ERCC1-Positivitat (pos-pos), im Vergleich zu allen anderen Subgruppen zu-
sammen (neg-neg, pos-neg, neg-pos), ein signifikant kirzeres DFS aufwiesen
(p = 0,021, Abbildung 3-31). Dies galt ebenso fir das OS, hier erreichte jedoch aus-
schlie3lich der Gehan-Breslow-Wilcoxon Test statistische Signifikanz (p = 0,039, Ab-
bildung 3-32).

3.4.2 EMT-und Stammzellmarker in zirkulierenden Tumorzellen

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe beschéftigten sich mit dem Nachweis von ZTZ bei
Ovarialkarzinompatientinnen durch Verwendung des AdnaTest BreastCancer, bei
dem die tumorassoziierten Transkripte GA733-2 (EpCAM), MUC-1, bzw. Her-2 im
Multiplex-Verfahren analysiert wurden. Ergdnzend wurde die CA 125-Expression in
einem separaten Ansatz bestimmt. In diesem Zusammenhang konnte die Prasenz
von ZTZ im Blut vor Operation sowie nach Chemotherapie als pradiktiv fur ein ver-
kirztes OS beschrieben werden (Aktas et al., 2011). Im Rahmen der Entwicklung ei-
nes AdnaTest OvarianCancer wurde nachfolgend ein Multiplex-Assay, mit der Detek-
tion von CA 125 (an Stelle von Her-2), etabliert.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde das Blut von 37 Ovarialkarzinompatientinnen
durch AdnaTest OvarianCancer aufgearbeitet, parallel wurde die Prasenz stamm-
zellahnlicher Zellen sowie der KM-Status der Patientinnen bestimmt. Die Prasenz
von ZTZ galt als bestatigt, sobald sich die Expression von mindestens einem der
Marker EpCAM, MUC-1, bzw. CA 125 als positiv herausstellte. Bei 7/37 dieser Pati-
entinnen (19%) wurden ZTZ im Blut detektiert, wohingegen bei 13/36 Patientinnen
(36%) DTZ im KM beobachtet werden konnten. In der ZTZ-positiven Patientinnen-
gruppe waren 4/7 Patientinnen (57%) positiv fir DTZ, wohingegen in der ZTZ-
negativen Patientinnengruppe 9/29 Patientinnen (31%) DTZ im KM aufwiesen. Eine
Aufschlisselung dieser Untersuchung ist ergdnzend in Tabelle 3-12 dargestellt.

Tabelle 3-12: ZTZ-Status und DTZ-Préasenz

n DTZ neg | DTZ pos
ZTZ neg 29 20 9
[%] 69 31
ZTZ pos 7 3 4
[%] 43 57
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Ferner zeigten 24/36 Patientinnen (67%) eine Ubereinstimmung des DTZ bzw. ZTZ-
Status. Im Weiteren wurden alle Blutproben im Hinblick auf die Expression von EMT-
bzw. stammzellassoziierten Transkripten hin untersucht und diese Daten im An-
schluss mit der Prasenz von ZTZ korreliert. Bei 29/37 Patientinnen stand ein voll-
standiger Datensatz in Bezug auf die Inzidenz von ZTZ im Blut und der Expression
von EMT- bzw. Stammzellmarkern zur Verfugung. ALDH1-Positivitdt im Rahmen ei-
nes Stammzellcharakters wurde bei 2/29 Patientinnen (7%) verzeichnet (Abbildung
3-33). Ferner waren 4/29 Patientinnen (14%) positiv in Bezug auf mindestens einen
der EMT-Marker Akt-2, PI3K oder Twist (davon: Akt-2 50%; PI3K 50%; Twist 0%).
In der ZTZ-positiven Patientinnengruppe war keine Patientin positiv fur EMT-Marker,
jedoch 1/6 Patientinnen (17%) exprimierte ALDH1. In der ZTZ-negativen Patientin-
nengruppe hingegen waren interessanterweise 4/23 (17%) Patientinnen EMT-positiv
bzw. 1/23 Patientinnen (4%) ALDH1-positiv (Abbildung 3-34). Eine genaue Auf-
schliisselung dieser Untersuchung ist erganzend in Tabelle 3-13 dargestelit.
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Abbildung 3-33: Expression von EMT- bzw. Stammzellmarkern

95



EMT- und Stammzellmarker im Bezug auf den

30

ZTZ-Status

25

EMT

ALDH1

20

15

17

10

Expression [%]

0

ZTZ +

ZTZ -

17

ZTZ +

ZTZ -

Abbildung 3-34: ZTZ-Status und Expression von EMT- bzw. Stammzellmarkern

Tabelle 3-13: ZTZ-Status und Expression von EMT- bzw. Stammzellmarkern

n EMT AKT-2 PI3K TWIST | ALDH1
ZTZ neg 23 4 2 2 0 1
[%] 17 9 9 0 4
ZTZ pos 6 0 0 0 0 1
[%0] 0 0 0 0 17
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4 Diskussion

Ziel dieser Dissertation war die Identifikation neuer Biomarkerkonzepte fir das Ova-
rialkarzinom. Dies geschah zunéchst auf der Ebene des Primartumors. In einem
zweiten Schritt wurden experimentelle Strategien auf ein blutbasiertes System uber-
tragen und es wurde Uberprift, inwieweit das Blut von Ovarialkarzinompatientinnen,

im Sinne einer ,Real-Time-Liquid-Biopsy“, genutzt werden kénnte.

4.1 LOH-Analyse im Primartumorgewebe

In der vorliegenden Untersuchung wurde die LOH-Inzidenz an vier Ovarialkarzinom-
relevanten chromosomalen Loki in Primartumoren analysiert. Mit Hilfe der angewand-
ten Minidissektion von Gewebearealen sollten Stéreinflisse durch nicht tumordse
Zellkompartimente minimiert werden. Die Mehrzahl der Patientinnen zeigte mindes-
tens ein LOH-Ereignis im Primé&rtumor und bei der Halfte aller Patientinnen waren vor
Operation sowie nach Chemotherapie DTZ im KM prasent. Interessanterweise konn-
te gezeigt werden, dass die LOH-Inzidenz proximal zum M6P/IGF2R-Lokus einen
pradiktiven Marker fur die Prasenz von DTZ vor Operation sowie nach Chemothera-

pie darstellt.

4.1.1 Klinische Relevanz der LOH im Priméartumor

Fir die untersuchten Mikrosatellitenmarker D13S218, D17S855 und D6S1581 erwies
sich LOH mit einer Inzidenz > 50% als sehr haufiges Ereignis. Dieser Befund steht in
Ubereinstimmung zu vorausgegangenen Studien mit kleineren Patientinnenkol-
lektiven. LOH am Chromosom 17 und 13q wurde in hereditaren sowie sporadischen
Ovarialkarzinomen als haufiges Phanomen beschrieben (Brozek et al., 2009). In ei-
ner weiteren Untersuchung von 20 Ovarialkarzinompatientinnen wurde ein LOH-
Ereignis am Marker D17S855 mit einer Frequenz von 63% beschrieben, was sich mit
den Ergebnissen dieser Arbeit deckt (Hickey et al., 1999). Ferner wurde LOH am
chromosomalen Arm 6q als haufiges Ereignis beobachtet (Zheng et al., 1991). Der
mit dem PTEN Lokus assoziierte Marker D10S1765, der in der vorliegenden Analyse
eine moderate LOH-Frequenz von 18,5% aufwies, wurde schon einmal in einem Kol-
lektiv von 13 Patientinnen mit serdsem Adenokarzinom des Ovars untersucht. Mit ei-
ner ermittelten Frequenz von 31% erwies sich ein Allelverlust an diesem Marker je-
doch als recht haufiges Ereignis (Ho et al., 2009). Im Weiteren konnte in dieser Arbeit

gezeigt werden, dass LOH am analysierten Marker-Panel signifikante Korrelationen
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mit der Histologie (D17S855), dem FIGO-Stadium (D10S1765) sowie dem Tumor-
grading (D17S855) aufwies. Die Assoziation von LOH an definierten Regionen auf
dem Chromosom 17 mit klinischen Parametern konnte auch in anderen Studien be-
richtet werden. In diesem Zusammenhang zeigte sich ein signifikanter Unterschied
zwischen dem Profil der Allelverluste in serésen versus endometrioiden histologi-

schen Subtypen priméarer Ovarialkarzinome (Eccles et al., 1992).

In dem vorliegenden Patientinnenkollektiv ergab sich jedoch keine Korrelation der
untersuchten LOH mit dem DFS bzw. dem OS, was damit zusammen hangen kénn-
te, dass nur eine limitierte Anzahl méglicher Mikrosatellitenmarker untersucht wurde.
Das Auftreten definierter Allelverluste in ovariellen Primartumoren ist als sehr kom-
plexes und vielschichtiges Ph&dnomen zu verstehen, welches genetische Aberratio-
nen an einer Vielzahl von Chromosomen umfasst (Gallion et al., 1995; Brown et al.,
1999). Daher ist nicht zu erwarten, dass jeder Allelverlust im Primartumor auch mit
einer prognostischen Signifikanz einhergeht. In diesem Zusammenhang konnte kiirz-
lich bei Patientinnen mit ovariellen Klarzelltumoren in 30% der untersuchten Falle ei-
ne verminderte PTEN-Expression gezeigt werden. Bemerkenswerter Weise standen
beobachtete LOH am PTEN-Lokus bei 33% der Patientinnen weder im Zusammen-
hang mit der PTEN Inaktivierung, noch zeigten sie prognostische Signifikanz (Ho et
al., 2009). Das Auftreten von Allelverlusten kdnnte ebenso als sogenannter ,Tritt-
brettfahrer” im Zuge einer progressiven genetischen Instabilitdt im Tumorgenom ent-
stehen und muss somit nicht zwingend im kausalen Zusammenhang mit einer malig-

nen Progression stehen.

4.1.2 LOH und Tumorzelldisseminierung in das Knochenmark

Die vorliegende Untersuchung zeigte erstmalig einen Zusammenhang zwischen der
Prasenz von LOH proximal zu IGF2R im ovariellen Primartumor und der Tumorzell-
disseminierung in das KM. Eine derartige Analyse ist bisher nur in wenigen Studien
durchgeftuhrt worden. In einer Arbeit zum Mammakarzinom wurden sechs Mikrosatel-
litenmarker, darunter auch D10S1765, D13S218 und D17S855, untersucht. LOH im
Primartumor und in zellfreier zirDNA im Serum konnte in diesem Zusammenhang
nicht als pradiktiv fir die Tumorzelldisseminierung in das KM beschrieben werden
(Schwarzenbach et al., 2009). Ferner wurde jedoch im Kontext des primaren Prosta-

takarzinoms berichtet, dass LOH in zellfreier zirDNA am Marker D8S137 (Demantin-
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Lokus), D9S171 (CDKN2/p16-Lokus) und D17S855 mit der Prasenz von ZTZ im Blut

korrelierte (Schwarzenbach et al., 2009).

Die hier gezeigten Befunde in Bezug auf den Mikrosatellitenmarker D6S1581 sind
komplementér zu bereits publizierten Daten. Ein Allelverlust am M6P/IGF2R-Lokus
stellt bei Ovarialkarzinomen grundsatzlich ein haufiges Ereignis dar (Rey et al., 2000)
und eine niedrige Kopienzahl des Markers D6S1581 wird als préadiktiver Faktor fur
eine Platinresistenz dieser Tumoren angesehen (Makhija et al., 2003). Der Mikrosa-
tellitenmarker D6S1581 ist 6g25.1 lokalisiert und etwa 25 kb von dem M6P/IGF2R-
Rezeptor-Lokus entfernt (Makhija et al., 2003). Dieser Rezeptor konnte bei Untersu-
chungen zum Mammakarzinom als funktionell relevant beschrieben werden und es
wurde die Hypothese postuliert, dass dieser Rezeptor im Rahmen eines Tumorsupp-
ressors Zelliberleben, Tumorinvasion und Metastasierung negativ reguliert (De
Souza et al., 1997; Lee et al., 1998; Oates et al., 1998; Wood et al., 2000). In diesem
Sinne kdnnte ein maoglicher funktioneller Zusammenhang zwischen dem Verlust von
M6P/IGF2R und einem ,persistierenden® mikrometastatischen Phanotyp bei Ovarial-
karzinompatientinnen vermutet werden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass ein
Funktionsverlust des M6P/IGF2R das Gleichgewicht zwischen IGF2 und seinem Re-
zeptor verhinderte und somit zu einer verstarkten IGF2-vermittelten IGF1R Signalak-
tivierung fuhrte. Dies wiederum kann Uberleben und Proliferation von Tumorzellen
beglnstigen (Makhija et al., 2003). Da das Auftreten von DTZ im KM sowie deren
Persistenz nach Chemotherapie im Zusammenhang mit einer schlechten Prognose
steht, konnte LOH am Marker D6S1581 zum Zeitpunkt der Primérdiagnose sowie
nach vollendeter Chemotherapie wertvolle Information tber verbleibende Tumorzell-
disseminierung in das KM liefern (Braun et al., 2001; Banys et al., 2009; Wimberger
et al., 2011).

4.1.3 Fazit der gewebebasierten LOH-Analyse

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die klinische Relevanz von Allelverlusten im Priméar-
tumor gezeigt werden. In diesem Zusammenhang wurde LOH proximal zum
M6P/IGF2R als neuer Biomarkerkandidat identifiziert, mit dem man durch Primartu-

mormaterial Information Uber die Tumorzellstreuung ins KM gewinnen kénnte.
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4.2 LOH-Analyse im Blut

In der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass die Fraktionierung
der zirDNA eine essentielle Voraussetzung fur die LOH-Analyse im Blut von Ovarial-
karzinompatientinnen darstellt. Ferner wurden neue blutbasierte Biomarker fir die

Tumorzelldisseminierung in das KM und die Prognose identifiziert.

4.2.1 Tumorbiologische Relevanz niedermolekularer DNA im Blut

Die Mehrzahl detektierter LOH-Ereignisse wurde in der NMF gefunden. Ferner zeigte
die NMF einen signifikanten Abfall des DNA-Gehaltes nach Chemotherapie. Diese
Befunde implizieren, dass Tumor-DNA in der Zirkulation primar einen niedermoleku-
laren Charakter aufweisen mag. Aus vorausgegangenen Untersuchungen wurde be-
reits die Hypothese abgeleitet, dass freie tumorassoziierte DNA in der Zirkulation
primar einen niedermolekularen Charakter aufwies (Wang et al., 2004). Dies, so die
Annahme, stehe im Zusammenhang mit den biologischen Eigenschaften der Tumor-
zellen. Diese proliferieren in der Regel mit abnormer Geschwindigkeit und induzieren
haufig den programmierten Zelltod, die Apoptose, was eine zunehmende DNA-
Fragmentierung und in Folge dessen eine kumulative Abgabe kurzstrangiger DNA in
die Zirkulation bedingen konnte (Nakamura et al., 1995; Schulte-Hermann et al.,
1995; Arai et al., 1999; Wang et al., 2004). In diesem Zusammenhang lasst sich der
signifikante Abfall des Gehaltes niedermolekularer DNA im Blut nach Chemotherapie
durch die systematische Vernichtung platinsensibler Tumorzellen erklaren. Der Ge-
halt hochmolekularer DNA erwies sich jedoch vor Operation und nach Chemothera-
pie als stabil, wenn auch nach Therapie eine etwas grof3ere Streubreite auffiel. Als
Quelle fur hochmolekulare zirDNA werden ,normale“ Blutlymphozyten sowie nekroti-
sche und inflammatorische Zellen des Tumorstroma diskutiert (Anker et al., 1999).
Betrachtet man den stabilen HMF-DNA-Gehalt im Serum der Patientinnen vor Opera-
tion und nach Chemotherapie und berlcksichtigt, dass die post-therapeutischen Se-
ren bis zu sechs Monate nach Abschluss der Chemotherapie gewonnen wurden, so
lasst sich folgern, dass eine systemische Chemotherapie offensichtlich keine langfris-
tige Auswirkung auf den Gehalt der HMF im Blut von Ovarialkarzinompatientinnen
hat. Ob nun unmittelbar nach Applikation bzw. wahrend der platinbasierten Chemo-
therapie eine Verdnderung der HMF-DNA induziert wird, kann in dieser Studie nicht
beurteilt werden, da in diesem Zusammenhang keine entsprechenden Messpunkte

zur Verfigung standen.
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4.2.2 Vorteile der DNA-Fraktionierung

Die Mehrzahl detektierter Allelverluste sowie die Mehrzahl der Korrelationen mit klini-
schen Parametern beruhte auf der NMF, wohingegen LOH in der HMF ein verhalt-
nismafig seltenes Ereignis darstellte. Nahezu alle bisherigen Studien unterschied-
lichster Tumorentitaten, die sich mit LOH-Analyse in zirDNA beschaftigten, unter-
suchten Allelverluste, ausschlief3lich in nicht fraktionierter DNA. In diesem Zusam-
menhang zeigten vorausgegangene Studien, z.B. im Rahmen des Lungen-, des
Kopf-Hals- oder des Mammakarzinoms, eine grof3e Variabilitdt beobachteter LOH-
Detektionsraten mit teilweise widersprichlichen Ergebnissen (Chen et al., 1996;
Anker et al., 1999; Coulet et al., 2000; Wang et al., 2003). Diese Arbeit fokussierte
sich, in Kooperation mit dem Labor von Frau PD Dr. Schwarzenbach, auf die Validie-
rung einer neuen Fraktionierungsmethodik, die eine Separation von zirDNA aus Se-
rum oder Plasma in HMF und NMF ermoglichen sollte (Muller et al., 2008). In einer
Pilotstudie zum Prostatakarzinom wurde die Mehrzahl der Allelverluste in der LMF
detektiert, was sich mit den Erkenntnissen dieser Arbeit deckte (Muller et al., 2008).
In einer weiteren Untersuchung von Wang et al. konnte mit Hilfe einer saulenbasier-
ten ,Guanidin-Promega-Resin-Methode" gezeigt werden, dass die spezifische Isola-
tion kurzstrangiger DNA die Detektionssensitivitat zirkulierender K-RAS-Sequenz im
Blut von Kolonkarzinompatienten erheblich verbesserte. Mit Hilfe dieser praliminéren
Daten wurde die Hypothese postuliert, dass man fir den sensitiven Nachweis soma-
tischer tumorassoziierter Alterationen im Blut eine Isolationsmethodik wahlen sollte,

mit der man selektiv kurzstrangige DNA anreichern kann (Wang et al., 2004).

4.2.3 Klinische Relevanz der LOH im Serum

LOH am Marker D10S1765 in der NMF erwies sich als pradiktiv fur die Tumor-
zellstreuung in das KM nach Chemotherapie, fir das FIGO-Stadium sowie fur das
Tumorgrading. Assoziationen zwischen diesen Mikrosatellitenmarkern und dem FlI-
GO-Stadium bzw. dem Tumorgrading standen in Ubereinstimmung mit den voraus-
gegangenen primartumorbasierten Untersuchungen dieser Arbeit (Kuhlmann et al.,
2011). Die Lokalisation von D10S1765 ist 10923.3. Diese genomische Region kodiert
fur PTEN, eine Proteinphosphatase mit dualer Spezifitat, die den PI3K-Akt Signalweg
antagonisiert und wichtige Prozesse wie Proliferation, DNA-Reparatur, Stammzeller-
neuerung, genomische Stabilitdt und Metastasierung reguliert (Zhang and Yu, 2010).

Eine PTEN-Herunterregulation in ovariellen Tumoren, so eine aktuelle Untersuchung,
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ist funktionell in den Mechanismus der Platinresistenz involviert (Yang et al., 2008).
In diesem Zusammenhang erscheint es logisch, dass fortgeschrittene Tumoren viel
starker von der Akkumulation genetischer Alterationen abhangig sind, als frihe ma-
ligne Lasionen. Ebenfalls kdnnte man vermuten, dass eine PTEN-Lokus Deletion
durch LOH, in Kooperation mit z.B. epigenetischen Ereignissen, im funktionellen Zu-
sammenhang mit der Tumorprogression, der Persistenz von Tumorzellen nach Che-

motherapie sowie der Tumorzelldisseminierung in das KM steht (Goel et al., 2004).

Des Weiteren ergab die statistische Auswertung dieser Arbeit, dass LOH am Marker
D6S1581 zum Zeitpunkt der Primardiagnose pradiktiv fir ein verkirztes OS war. Wie
im Vorfeld beschrieben, konnte eine niedrige Kopienzahl des Markers D6S1581 als
pradiktiver Faktor fur die Platinresistenz von ovariellen Primartumoren beschrieben
werden (Makhija et al., 2003). In dem hier untersuchten Patientinnenkollektiv jedoch,
ergab sich keine signifikante Assoziation mit der Platinresistenz. Allgemein handelt
es sich beim Ovarialkarzinom um eine sehr platinsensible Tumorentitat mit einer all-
gemeinen Ansprechrate von 70 — 80% (Bookman, 1999). Daher war die Anzahl der
platinresistenten Patientinnen in unserem Kollektiv zu gering (n = 15), um hier eine
statistisch fundierte Aussage zu treffen. Die beobachtete prognostische Signifikanz
des Markers D6S1581 in der zirDNA von Ovarialkarzinompatientinnen ist jedoch von
besonderem Interesse, da der Marker im Rahmen dieser Arbeit bereits im Primartu-
mor als pradiktiv fur die Tumorzellstreuung in das KM beschrieben wurde (Kuhlmann
et al., 2011). Man kénnte vermuten, dass die genomische Region proximal zu
M6P/IGF2R eine funktionelle Relevanz fir die ovarielle Tumorgenese besitzt. Eben-
falls unterstitzen die gewonnenen Ergebnisse das Konzept zirDNA, im Sinne einer
,Real-Time-Liquid-Biopsy*, flr das Ovarialkarzinom zu nutzen und ein nicht invasives
Therapiemonitoring zu etablieren. Ferner wurden die meisten signifikanten Korrelati-
onen in Bezug auf die klinischen Parameter der Patientinnen zum Zeitpunkt der Pri-
mardiagnose gefunden. Somit scheint das praoperative Serum fur Patientinnen mit

einem Ovarialkarzinom der am meisten informative Messpunkt zu sein.

4.2.4 LOH-Profile in der ,,Follow-Up“ Situation

Auch nach vollendeter Chemotherapie verringerte sich die LOH-Frequenz der Patien-
tinnen nur marginal. Die Verfolgung genetischer Alterationen in Verlaufsseren von
Patienten wurde bereits in einigen friheren Studien durchgefiihrt (Hamana et al.,

2005; Rawnaq et al., 2011). In einer entsprechenden Untersuchung zum Mammakar-
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zinom konnte gezeigt werden, dass das LOH-Profil von seriell enthommenen Blut-
proben weitestgehend stabil blieb, wobei es nicht vollstandig geklart werden konnte,
inwieweit einzelne, nicht Ubereinstimmende Ergebnisse auf die Veranderung klini-
scher Parameter zurtckzufiihren waren (Schwarzenbach et al., 2007). In einer weite-
ren Studie zum Mammakarzinom deutete eine Persistenz von Allelverlusten in der
zirDNA nach Mastektomie auf prognostisch ungunstige histologische Parameter so-
wie auf die Prasenz von Mikrometastasen hin (Silva et al., 2002). Die Detektion von
Allelverlusten nach einer vollendeten Chemotherapie, wie es in dieser Arbeit beo-
bachtet wurde, konnte mit der Prdsenz von residuellen Tumorzellen oder okkulten
mikrometastatischen Zellen, wie DTZ oder ZTZ, erklart werden, die eine Resistenz
gegenuber der zytotoxischen Therapie aufweisen.

4.2.5 ,,De Novo“ LOH und deren moglicher Ursprung

Abgesehen von Patientinnen, deren LOH nach Chemotherapie nicht mehr detektier-
bar war, fiel in der Untersuchung eine Subgruppe von Patientinnen auf (30 %), bei
denen entsprechende(r) Allelverlust(e) nach Chemotherapie, aber nicht zum Zeit-
punkt der Primardiagnose detektierbar waren. Ein vergleichbares Phanomen wurde
bei Patienten mit kleinzelligem Lungenkarzinom berichtet. Im Falle einer erfolgrei-
chen Therapie verschwanden genetische Aberrationen der zirDNA, wohingegen
neuerlich auftretendes LOH nach Chemotherapie mit dem Auftreten eines Rezidivs
korrelierte (Gonzalez et al., 2000). Auf Grund der limitierten Anzahl an Patientinnen
in unserer Studie mit neuerlich erworbenem LOH, war eine statistisch fundierte Aus-
sage, Uber die prognostische Signifikanz dieses Phdnomens, noch nicht moglich. Es
lasst sich aber vermuten, dass eine gewisse Subpopulation ovarieller Tumorzellen
mit stammzellahnlichen Eigenschaften nicht durch die Chemotherapie beeintrachtigt
wird, sich durch klonale Selektion weiter entwickelt und systematisch neue geneti-
sche Alterationen akquiriert. Es bleibt Gegenstand der Spekulation, ob es genau die-
se Art der Zellpopulation ist, die zur Initiierung eines Rezidivs fuhrt. In diesem Zu-
sammenhang konnte bereits gezeigt werden, dass eine Subpopulation von Tumor-
zellen mit Stamzelleigenschaften ABC-Transporter Uberexprimiert, dadurch das
Wachstum therapieresistenter Ovarialtumoren beginstigt und letztendlich die Ent-
wicklung eines Rezidivs bedingt (Rizzo et al., 2011).
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4.2.6 Anmerkung zu methodischen Schwachpunkten

4.2.6.1 Amplifikation niedermolekularer DNA

Das Auftreten von sogenannten ,Pseudo-LOH®, also einem zuféllig angezeigten Al-
lelverlust auf Grund schlechter DNA-Integritat bzw. zu niedriger DNA-Konzentration,
stellt einen moglichen Schwachpunkt der angewandten Methodik dar. Ein wichtiges
Kennzeichen von Pseudo-LOH ist ein tendenziell haufiger auftretender Verlust des
langeren Allels. Dies ist dadurch bedingt, dass es im Falle einer stark fragmentierten
DNA bei dem langeren Allel statistisch gesehen eher zu einem Ausfall der Amplifika-
tion kommt, als bei dem kirzeren Allel. Ein moégliches Auftreten von Pseudo-LOH im
Zuge der Mikrosatellitenanalysen sollte somit auch hier kritisch beurteilt werden.
Durch die Zugabe des PCR-Additivums TMAC, welches in dieser Arbeit ebenfalls
verwendet wurde, konnte eine Verbesserung der Amplifikationsbedingung niedermo-
lekularer DNA gezeigt werden (Muller et al., 2008). Zuséatzlich wurden alle PCR-
Ergebnisse mit geringstem Verdacht auf Amplifikationsauffalligkeiten als ,nicht infor-
mativ‘ gewertet. Ferner kann fir die vorliegende Untersuchung bestétigt werden,
dass das Verhaltnis der Verlusthaufigkeit des langeren bzw. kirzeren Allels an allen
vier Mikrosatellitenmarkern, und Uber alle untersuchten Proben hinweg tendenziell
ausgeglichen ist. Unter Berucksichtigung dieser Sachverhalte ist es unwahrschein-
lich, dass sich unter den beobachteten LOH in der NMF eine nennenswerte Anzahl
zufallsbedingter ,Pseudo-LOH" befindet.

4.2.6.2 DNA-Fraktionierung und Fragmentgrof3en

In einer vorausgegangenen Studie wurde bereits versucht, die Fragmentgré3enver-
teilung in der HMF und LMF zu bestimmen (Muller et al., 2008), jedoch war es bisher
nicht moéglich einen exakten Schwellenwert, in Bezug auf die FragmentgrofRe zu defi-
nieren. Dies lasst sich auf die unterschiedliche DNA-Bindekapazitat der verwendeten
Filtersysteme zurlckfuhren, die bezuglich der Fragmentgrol3enseparation Uberlap-
pende Eigenschaften zeigen. In diesem Zusammenhang sollten weitere Untersu-
chungen geplant werden, um die Fragmentgrof3enverteilung von HMF und NMF der

zirDNA naher zu charakterisieren.
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4.2.7 Fazit der blutbasierten LOH-Analyse

In dieser Arbeit konnten Notwendigkeit und Anwendungspotential einer DNA-
Fraktionierung verdeutlicht werden. Die Fraktionierungsmethodik kénnte die selektive
Analyse tumorassoziierter Mikrosatellitenalterationen im Blutserum von Ovarialkarzi-
nompatientinnen ermdoglichen. Obwohl die meisten signifikanten Korrelationen mit
klinischen Parametern in der NMF gefunden wurden und in dieser Fraktion auch der
grofte Anteil frei zirkulierender Tumor-DNA vermutet wird, kbnnte der LOH-Status in
der HMF noch zusatzlich prognostisch relevante Informationen fir Patientinnen mit
einem Ovarialkarzinom liefern. Ferner wurden in dieser Arbeit LOH am Marker
D10S1765 und D6S1581 als neue blutbasierte Biomarker fur die Tumorzelldissemi-
nierung in das KM sowie die Prognose der Patientinnen beschrieben, was als rele-
vanter Beitrag fur die Entwicklung eines nicht invasiven Therapiemonitoring verstan-
den werden konnte. Die genomische Region proximal zu M6P/IGF2R kdnnte ein inte-
ressantes therapeutisches Ziel darstellen und sollte in Zukunft weiterfihrend charak-

terisiert werden.

4.3 microRNA-Analyse im Blut
4.3.1 Etablierung einer Microarrayanalyse aus Humanserum

Repréasentative Elektropherogramme lieferten Erkenntnisse tber die Beschaffenheit
von RNA im peripheren Blut. RNA aus zellularen Systemen, wie etwa frisch isolierte
OSE-Zellen, wies charakteristische ribosomale 18S bzw. 28S Banden auf und zeigte
in der Regel eine hohe RNA-Integritat. Zirkulierende RNA aus dem Serum ist jedoch
sehr schwach konzentriert und fragmentiert. Dies erscheint plausibel wenn man be-
denkt, dass RNA eine geringe intrinsische Stabilitat aufweist und das natives Hu-
manserum eine hohe endogene RNAse-Aktivitat besitzt (Tsui et al., 2002). An dieser
Stelle ist jedoch zu beachten, dass in der vorliegenden Analyse Gesamt-RNA unter-
sucht wurde und der miRNA Anteil in diesen Proben nur eine gewisse Subfraktion
umfasste. Zirkulierende miRNA sind in ihrer funktionellen maturen Form nur etwa 21-
23 Nukleotide lang, besitzen eine hohe endogene Stabilitdt in der Zirkulation und
kénnen akkurat detektiert werden (Mitchell et al., 2008; Brase et al., 2010). Somit ist
der hier beobachtete fragmentierte Charakter zirkulierender RNA nicht obligatorisch
mit verminderter Integritat der miRNA-Fraktion gleichzusetzen. Obwohl der Nachweis
zirkulierender mRNA prinzipiell deutlich kritischer ist, konnte gezeigt werden, dass

z.B. Tyrosinase-mRNA, ein essentielles Transkript zur Synthese von Melanin, im Se-
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rum amplifizierbar ist und trotz einer Lange von > 200 bp als potentieller Bio-
markerkandidat fur Melanompatienten gilt (Fryer et al., 2001; Hasselmann et al.,
2001).

Eine Microarrayanalyse bedarf einer bestimmten Ausgangsmenge an RNA, die in der
Regel etwa 100 ng betragt. Jedoch ist es auf Grund der geringen Konzentration nicht
maoglich, RNA aus dem Serum spektrophotometrisch exakt zu quantifizieren. Ziel der
Etablierungsarbeit war es somit, ein Serum-Ausgangsvolumen fir das Mikroarrayver-
fahren zu wahlen, aus der eine ausreichende Menge an RNA fur das Verfahren iso-
liert und einkonzentriert werden kann. Humanes Serum jedoch hat eine komplexe
makromolekulare Komposition und es ist nicht zu verhindern, dass ,Fremdkompo-
nenten“ aus dem Serum in das RNA-Eluat gelangen. Somit gilt es bei einem Einkon-
zentrierungsverfahren zu prifen, ob eine mogliche parallele Anreicherung von Kon-
taminanten aus dem Serum inhibitorisch auf enzymbasierte Detektionsassays, wie
z.B. auf die Microarrayanalyse oder die gqRT-PCR, wirkt. Da das Anfertigen einer Se-
rie von ,Test-Microarrays® aus finanziellen Aspekten nicht mdglich war, wurde die
gRT-PCR basierte miR-16 Detektion als reprasentatives enzymatisches Verfahren
ausgewahlt. Durch Einkonzentrierung konnte ein Zugewinn an miR-16 Signal gezeigt
werden, jedoch war der beobachtete Faktor an Signalzugewinn nach Aufkonzentrie-
rung weitaus geringer, als der korrespondierende Einkonzentrierungsfaktor. Diese
Diskrepanz war bei einer Serumausgangsmenge von 600 pl noch etwas starker aus-
gepragt als bei einer Ausgangsmenge von 400 pl. Grundsatzlich kénnte dies ein
Hinweis sein, dass schon bei einer Einkonzentrierung von 400 pl Serum eine Kriti-
sche Konzentration von PCR inhibierenden molekularen Komponenten erreicht wird,
die bei einer Einkonzentrierung von 600 ul noch einmal Ubertroffen wird. Jedoch
konnte anhand dieses Pilotversuches nicht eingeschatzt werden, inwieweit es im
Rahmen der vollstandigen Einkonzentrierung des Eluates und der nachfolgenden
Resuspendierung im Minimalvolumen von 2 pl zu RNA Verlusten gekommen ist, was
wiederum eine verminderte Amplifikationseffizienz vortduschen koénnte. Angesichts
dieser argumentativen Basis und angesichts der ansonsten technisch einwandfrei
verlaufenen PCR-Reaktionen aus einkonzentriertem Eluat, wurde ein Serum-

Ausgangsvolumen von 600 pl fir die Microarrayanalyse gewahilt.
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4.3.2 Etablierung einer Spike-In Normalisierung

Fur das Spike-In basierte Normalisierungsverfahren wurde die C. elegans spezifische
syn-cel-miR-54 Sequenz ausgewahlt, da diese im humanen Genom nicht vertreten
ist und gemaf Literatur auch keine Kreuzhybridisierung mit humanen miRNA Se-
guenzen zeigen sollte (Mitchell et al., 2008). Dieser Sachverhalt konnte experimentell
verifiziert werden. In den getesteten nativen Humanseren wurde keine messbare Ex-
pression bzw. lediglich ein marginales Hintergrundsignal im Assay-bedingten
»,Rauschbereich“ beobachtet. Im Versuch zur Thermostabilitat konnte gezeigt wer-
den, dass eine syn-cel-miR-54 LOosung bei verwendeter molarer Konzentration von
5 fmol/pl bei RT Uber einen getesteten Zeitraum von 15 h keinen nennenswerten
Signalverlust aufweist. Dies stellte eine sehr wichtige Erkenntnis flr das Spike-In
Konzept dar. Die gleichféormige Applikation einer stabilen Spike-In Sequenz tber alle
zu analysierenden Proben hinweg, ist die wichtigste Grundvoraussetzung fur ein
adaquates Normalisierungsverfahren, da schon kleinste Schwankungen im ,Spike-

Input” einen Storfaktor darstellen.

Zirkulierende RNA aus dem Serum ist sehr niedrig konzentriert, so dass eine akkura-
te spektrophotometrische Quantifizierung nicht méglich ist. In diesem Sinne ist die
Aufreinigung von RNA aus konstanten Serum-Inputvolumina ein erster Schritt fur
vergleichbare Versuchsbedingungen. Jedoch auch bei Verarbeitung gleicher Serum-
volumina unterliegt die miRNA-Quantifizierung einer Vielzahl technischer Stdérvariab-
len, die z.B. im Rahmen der Aufreinigung oder der gqRT-PCR auftreten. Die Aufreini-
gungseffizienz stellt in diesem Zusammenhang eine mal3gebliche Storvariable dar
und kann sowohl durch den Experimentator, als auch durch die individuelle makro-
molekulare Komposition im Serum sowie durch weitere unbekannte Parameter nega-
tiv beeinflusst werden. Dieses Problem sollte durch die zu etablierende Spike-In
Normalisierung geldst werden. Eine der wichtigsten Voraussetzungen fur dieses Ver-
fahren war jedoch, dass die Spike-In Sequenz eine vergleichbare Aufreinigungsdy-
namik zu endogenen miRNA aufwies und dass das Spike-In Signal sensitiv auf
Schwankungen der Aufreinigungseffizienz reagierte. Folglich wurde ein Experiment
konzipiert, in dem RNA-Préparationen mit simulierten Aufreinigungseffizienz-
Schwankungen durchgefuhrt wurden. Die Ergebnisse zeigten deutlich, dass das syn-
cel-miR-54 Signal nahezu exakt mit der Aufreinigungseffizienz korrelierte. Lediglich
bei einer Aufreinigungseffizienz von 50% wurde eine leichte Diskrepanz beobachtet.
Beachtete man die miR-16 Expression als endogene Kontrolle, so fiel auf, dass hier
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bei 50% Aufreinigungseffizienz auch nur etwa 36% Signal gemessen wurde. Dies
konnte sich dadurch erklaren, dass wir in unserem Modellsystem durch die kontrol-
lierte Abnahme der aquatischen Phase nur einen einzigen Parameter veréanderten
und die Aufreinigungseffizienz noch von weiteren unbekannten Parametern abhan-
gen kann, die aber durch das Spike-In Signal kontrolliert werden sollten. Bei 90%
Aufreinigungseffizienz zeigte sich eine leichte Diskrepanz zwischen syn-cel-miR-54
Signal und miR-16 Signal. Dies wird auf eine Assay bedingte Messschwankung zu-

rickzufihren sein.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass syn-cel-miR-54 keine nennenswerte
Basalexpression im Humanserum aufweist und ausreichende Thermostabilitat unter
Assaybedingungen besitzt. Ferner zeigte syn-cel-miR-54 vergleichbare Aufreini-
gungsdynamik mit endogenen miRNA und reagierte sensitiv auf Schwankungen in
der Aufreinigungseffizienz von nur 10%. Erganzend zu diesen Beobachtungen konn-
te durch die Kooperationsgruppe von Prof. Dr. Hahn parallel gezeigt werden, dass
sich das syn-cel-miR-54 Signal bei verwendeter molarer Konzentration des Spike-In
stets im linearen Amplifikationsbereich des Detektionsassays befand (Baraniskin et
al., 2012). Gemal diesen Befunden wurde syn-cel-miR-54 als tauglich fur das ge-

plante Normalisierungsverfahren erachtet.

4.3.3 Nomenklatur und Assay-Kreuzreaktivitat der microRNA-1246

Im Gegensatz zu bisherigen Studien, die miR-1246 im Kontext des Mamakarzinoms
sowie im Kontext weiterer gastrointestinaler Malignome untersuchten (Pigati et al.,
2010; Bansal et al., 2011; Piepoli et al., 2012), konnte im Rahmen einer Analyse
durch Prof. Dr. Hahn, die wahrend der experimentellen Phase dieser Dissertation ini-
tiiert wurde, eine starke Kreuzreaktivitat des miR-1246 Detektionsassays mit RNU2-1
Fragmenten in der Zirkulation gezeigt werden. Es wurde festgestellt, dass es sich bei
miR-1246 mit grol3er Wahrscheinlichkeit um eine Pseudo-miRNA handelt, die nicht in
humanen Zellen exprimiert wird (Baraniskin et al., 2012). Dies ist in Ubereinstimmung
mit einer aktuellen Untersuchung, die sich mit Sequenziberschneidungen zwischen
snRNA und pre-miRNA bzw. entsprechend fehlgeleiteter Nomenklatur beschéftigt. Im
Rahmen dieser Analyse wurde bereits postuliert, dass die mature miR-1246 Sequenz
vollstandig in der RNU2-1 Sequenz enthalten ist (Guo et al., 2011). Auf Grund analo-
ger gelelektrophoretischer Befunde im Rahmen von Gewebe- und Serumanalysen

der hier untersuchten Ovarialkarzinompatientinnen war diese Erkenntnis auf die ak-
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tuelle Untersuchung zum Ovarialkarzinom ubertragbar und die Nomenklatur wurde

entsprechend angepasst.

4.3.4 Klinische Relevanz zirkulierender RNU2-1f

Im Rahmen der hier prasentierten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
RNUZ2-1f in der Zirkulation von Ovarialkarzinompatientinnen signifikant hochreguliert
war. Im weiteren Verlauf konnte die klinische Relevanz der RNU2-1f Expression be-
statigt werden. In diesem Zusammenhang wurde eine Assoziation mit dem FIGO-
Stadium und der residuellen Tumorlast beschrieben. Ferner erwies sich die RNU2-1f
Expressionsveranderung im Zuge der Therapie als prognostisch signifikant. Interes-
santerweise konnte die Kooperationsgruppe um Prof. Dr. Hahn im Vorfeld zeigen,
dass RNU2-1f auch als Tumormarker fur gastrointestinale Malignome fungieren
kann. RNU2-1f wurde im Serum von Kolon- und Pankreaskarzinompatienten eben-
falls als signifikant hochreguliert identifiziert und ermdglichte eine Diskriminierung von
Tumorpatienten und Normalspendern mit einer Sensitivitat von 97,7% und einer
Spezifitat von 90,6% (Baraniskin et al., 2012). In der vorliegenden Untersuchung zum
Ovarialkarzinom jedoch zeigte RNU2-1f zum Zeitpunkt der Primardiagnose eine limi-
tierte diagnostische Kapazitat, was prinzipiell nicht fir die Eignung von RNU2-1f als

Screeningmarker fur das Ovarialkarzinom spricht.

RNU2-1f-Werte im Serum der Patientinnen mit fortgeschrittener Tumorerkrankung
waren gegeniber Patientinnen mit lokal begrenzter Erkrankung signifikant erhoht.
Diese Beobachtung ist vergleichbar mit den vorausgegangenen Untersuchungen im
Rahmen gastrointestinaler Tumoren (Baraniskin et al., 2012) und lasst vermuten,
dass eine Korrelation zwischen der RNU2-1f Konzentration im Serum und dem Tu-
morstadium wohlmdglich ein generelles Charakteristikum dieser zirkulierenden RNA-
Fragmente sein mag. Komplementar zu dieser Beobachtung zeigte sich auch im ova-
riellen Primartumor ein tendenziell hdheres RNU2-1 Signal als im gesunden Gewebe,
was jedoch auf Grund der geringen Patientinnenzahl noch keine statistisch fundierte
Aussage erlaubte. Insgesamt deuten diese Befunde aber darauf hin, dass der Zuge-
winn an RNU2-1f Signal im Blut der Ovarialkarzinompatientinnen, zumindest zu ei-
nem gewissen Anteil, auf die Tumormasse zurlckzufihren sein mag. Diese Hypo-
these wird ebenfalls durch die Beobachtung unterstitzt, dass Patientinnen mit ver-
bleibendem Tumorrest nach Operation haufiger einen positiven RNU2-1f Score nach

Chemotherapie aufwiesen als Patientinnen mit einer RO-Resektion. Jedoch sind die-
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se beiden Parameter nicht direkt vergleichbar. Man wirde in diesem Kontext einen
RNU2-1f Messpunkt direkt nach Operation des Tumors bendétigen um zu beurteilen,
inwieweit das RNU2-1f Signal ein direktes Korrelat zur chirurgischen Entfernung bzw.
Verminderung der Tumormasse darstellt. Ebenfalls sollte angemerkt werden, dass
reaktives Tumorstroma in der Tumorumgebung oder Blutzellen als erganzender mog-

licher Ursprung aktuell nicht ausgeschlossen werden kdnnen.

Abgesehen von Patientinnen, die durchgehend RNU2-1f negativ waren, oder Patien-
tinnen, die nach vollendeter Chemotherapie diagnostisch-negativ wurden, konnte in
dieser Arbeit eine Subgruppe identifiziert werden, die entweder persistierende RNU2-
1f Positivitat aufwies, oder nach Chemotherapie ,neuerlich® RNU2-1f Positivitat er-
warb. Interessanterweise zeichnete sich diese Patientinnengruppe tendenziell durch
ein verkirztes OS aus. Diese Beobachtung befand sich jedoch an der Grenze zur
statistischen Signifikanz (Log-rank (Mantel-Cox) Test: p = 0,056; Gehan-Breslow-
Wilcoxon Test: p = 0,042). Somit wird an dieser Stelle eine weitere prospektive Ak-
quisition und Evaluierung von Serumproben in Bezug auf die RNU2-1f Expressions-
veranderung notwendig sein, um eine statistisch fundierte Aussage zu treffen. Trotz
anfanglich gut ausgepragter Sensitivitdt gegeniber platinbasierter Chemotherapie,
wird jedoch bei mehr als der Halfte der Ovarialkarzinompatientinnen die Entwicklung
eines Rezidivs erwartet (Bookman, 1999; Martin and Schilder, 2009). Angesichts die-
ser klinischen Situation und der hier beobachteten Tendenz kdnnte die Beurteilung
der RNU2-1f Expression zum Zeitpunkt der Primardiagnose sowie korrespondierend
nach Chemotherapie einen entscheidenden Beitrag im Sinne eines Therapiemonito-
ring, liefern. Die Messung des RNU2-1f Score kdnnte bei einer Stratifizierung von Pa-
tientinnen helfen eine Subgruppe mit hohem Rezidivrisiko und schlechter Prognose
zu identifizieren. Moglicherweise sind es genau diese Patientinnen, die von einem
zusatzlichen therapeutischen Konzept, wie z.B. einer Erhaltungstherapie direkt nach
Chemotherapie, profitieren konnten. Persistierende oder ,neuerlich® erworbene
RNU2-1f Positivitat nach vollendeter Chemotherapie kdnnte durch Zellen aus residu-
ellem reaktivem Tumorstroma oder okkulten mikrometastatischen Tumorzellen, wie
etwa ZTZ, verursacht werden. Mdglicherweise sind dies platinresistente Zellen, die
im Zuge der zytotoxischen Therapie persistieren bzw. sich unter Therapie neu entwi-
ckeln. Anhand der vorliegenden Pilotdaten kann jedoch noch nicht beurteilt werden,

inwieweit RNU2-1f ein Korrelat zur Platinresistenz geman klinischer Definition dar-
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stellt, da die Anzahl resistenter Patientinnen (9/91, 10%) zu gering war, um eine sta-

tistisch fundierte Aussage zu treffen.

4.3.5 Weiterfuhrende Charakterisierung zirkulierender RNU2-1f

Zirkulierende miRNA, bislang die am meisten beschriebene Subgruppe der nicht ko-
dierenden RNA-Sequenzen, liegt in der Zirkulation in einer sehr stabilen Form vor
und ist aul3erst resistent gegenuber endogener RNAse Aktivitat im Blut (Mitchell et
al., 2008). Fur einen Grol3teil der miRNA wurde diese Stabilitat auf eine direkte As-
soziation mit Argonaute2 Proteinen in der Zirkulation zurtickgefuhrt (Arroyo et al.,
2011). RNU2-1f gehort ebenfalls zur Gruppe der nicht kodierenden RNA-Molekile
und ist Teil des sogenannten ,Spliceosom®, einem markomolekularen Komplex aus
RNA und Proteinen. Dieser Komplex ist aus funf kleinen nukleéren Ribonukleoprotei-
nen (small nuclear ribonuclear proteins, ShRNP) zusammengesetzt (U1, U2, U4, U5
und U6) und katalysiert den Splicing-Prozess von pra-mRNA (Will and Luhrmann,
2001). Im Rahmen friherer Untersuchungen der Kooperationsgruppe konnte gezeigt
werden, dass RNU2-1f ebenfalls hohe allgemeine Stabilitdt im Serum aufweist, ver-
gleichbar mit der einer miRNA und sich zusatzlich noch resistent gegeniber einem
Proteaseverdau verhielt (Mitchell et al., 2008; Baraniskin et al., 2012). Diese Daten
konnten jedoch nur tendenziell in der vorliegenden Untersuchung bestatigt werden.
Das RNU2-1f Signal verringerte sich unter Proteinase K Einwirkung, jedoch in einem
wesentlich geringeren Malie als das Signal der miR-16, die in der Literatur als Argo-
naute2-assoziiert beschrieben wird und somit als ,Sensitivkontrolle® galt (Arroyo et
al., 2011). Als ,Resistenzkontrolle” wurde let-7a ausgewahlt, die in der Literatur als
,vesicle-Type-miRNA* diskutiert wird und mit protektiven vesikularen Strukturen, wie
z.B. Exosomen assoziiert sein soll (Arroyo et al., 2011). In den untersuchten Normal-
spenderseren zeigte zirkulierende let-7a jedoch nur eine sehr schwache endogene
Expression mit einem Ct-Wert >30 und es wurde keine Proteaseresistenz beobach-
tet. Dies kdnnte mit dem niedrigen basalen Expressionsniveau und daraus resultie-
renden Messungenauigkeiten erklart werden. Eine hohe endogene Thermostabilitat
von RNU2-1f im Humanserum konnte bereits im Rahmen der Kooperationsgruppe
gezeigt werden (Baraniskin et al., 2012). Dieses Charakteristikum ist prinzipiell vor-
teilhaft fur die Anwendung dieser snRNA, im Sinne eines blutbasierten Biomarkers.
Die zusatzliche Resistenz gegentber einem Proteinase K Verdau jedoch spricht ge-

gen die Assoziation mit Argonaute2 Proteinen im Serum und impliziert eher eine In-
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klusion von RNU2-1f in eine schitzende vesikeldhnliche Struktur in der Zirkulation.
Ausgehend von der Tatsache, dass ovarielle Karzinome generell eine hohe Apopto-
seinzidenz aufweisen und dass RNU2-1f ausschlie3lich in fragmentierter Form im
Serum detektiert wurde, konnte man vermuten, dass RNU2-1f im Zuge der apoptoti-
schen zellularen Degradation von U2 snRNP in das Blut gelangt (Liu et al., 2002). In
diesem Zusammenhang erscheint eine Inklusion von RNU2-1f in sogenannte
»=apoptotic bodies* als mogliche Erklarung, da diese Strukturen nachgewiesen U2
SnRNA enthalten und im Tumorgewebe durch ein verandertes kapillares Netzwerk in
das Blut gelangen (Biggiogera et al., 1997; Halicka et al., 2000). Ferner wurde auf
Zellkulturebene gezeigt, dass eine Apoptoseinduktion zu einer vermehrten Abgabe
von RNU2-1f in das Kulturmedium fuhrt (Baraniskin et al., 2012). An dieser Stelle
sind jedoch weitere Untersuchungen erforderlich, um den molekularen Mechanismus
der zellularen Prozessierung von RNU2-1 und dessen Ubergang in die Zirkulation im

Detail zu verstehen.

4.3.6 Fazit der blutbasierten microRNA-Analyse

Nach unserem Wissen ist dies die erste Beschreibung einer nicht kodierenden RNA,
die als blutbasierter Biomarker fur das Ovarialkarzinom fungieren kdnnte. Die vorlie-
gende Pilotuntersuchung bildet Grundlage fur die weitere Evaluierung von RNU2-1f
im Rahmen der Konzeption prospektiver Studien in grof3en Patientinnenkollektiven.
In diesem Zusammenhang wird es von gro3em Interesse sein, ob Patientinnen mit
persistierender oder ,neuerlich® erworbener RNU2-1f Positivitat nach Chemotherapie
von einem zusatzlichen Therapiekonzept bzw. einer Erhaltungstherapie profitieren
kénnen und somit ihre Prognose optimiert werden kann. Im Weiteren ist geplant, die
Expressionsdynamik von RNU2-1f im direkten Verlauf der Chemotherapie sowie im
Zuge eines zeitlich hoch aufldsenden Verlaufs zu charakterisieren. Diese Ansatze
konnten helfen zu verstehen, ob RNU2-1f pradiktiv fur die Platinresistenz des Ovari-
alkarzinoms ist. Ebenfalls wird es von grofiem Interesse sein, den Ursprung zirkulie-
render RNU2-1f zu erkunden und zu untersuchen, ob die kumulative Abgabe von
RNU2-1f in die Zirkulation von Tumorpatientinnen einen unspezifischen Effekt im Zu-
ge apoptotischer Degradation darstellt, oder ob dieses Phanomen funktionell mit ei-
nem tumorbiologisch relevanten Signalweg assoziiert ist, welcher Grundlage fur die

Etablierung einer neuen zielgerichteten Therapie darstellen konnte.
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4.4 Nachweis und Charakterisierung zirkulierender Tumorzellen
4.4.1 Charakterisierung der ERCC1-Expression in zirkulierenden Tumorzellen

Die ERCC1-Analysen erfolgten mit der Intention die Hypothese zu Uberprifen, in-
wieweit der bereits beschriebene prognostisch-negative Einfluss von ZTZ im Blut der
Ovarialkarzinompatientinnen maoglicherweise mit einem platinresistenzassoziierten
Phanotyp dieser Zellen in Verbindung stand. ERCC1-Transkripte wurden bei 30%
der Patientinnen beobachtet, die keine ZTZ im Blut zeigten. Ferner erwies sich die
ERCC1-Positivitat nicht als pradiktiv fir das Vorliegen einer klinisch definierten Pla-
tinresistenz, jedoch identifizierte das Auftreten persistierender ERCC1-Posititvat vor
Operation bzw. nach Chemotherapie eine Patientinnengruppe mit einem signifikant
verkirzten DFS und OS.

Durch vorausgegangene Untersuchungen zum Ovarialkarzinom konnte durch die
Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass die Prasenz von ZTZ im Blut, gemaf? AdnaTest
BreastCancer, inklusive separater Analyse von CA 125, vor Operation sowie nach
Chemotherapie pradiktiv fur ein verkurztes OS war (Aktas et al., 2011). Dieser Zu-
sammenhang konnte auch im vorliegenden Kollektiv bestatigt werden. Erganzend
wurde gezeigt, dass die Prasenz von ZTZ nach Chemotherapie zusatzlich mit einem
verkirzten DFS assoziiert war, was den potentiellen klinischen Nutzen der ZTZ-
Detektion im Sinne eines nicht invasiven Therapiemonitoring fur das Ovarialkarzinom
verdeutlicht. Interessanterweise wurde bei 30% der ZTZ-negativen Patientengruppe
ERCC1-Positivitat beobachtet. Dieser Befund unterstitzt die bereits postulierte Hypo-
these, dass ZTZ im Blut allgemein eine sehr heterogene Gruppe darstellen
(Sieuwerts et al., 2009; Konigsberg et al., 2011). In diesem Sinne kdnnte eine imple-
mentierte Analyse von ERCC1 in ZTZ eine sinnvolle Erganzung zu dem bisherigen
Marker-Panel von AdnaTest OvarianCancer darstellen, mit der Option, noch eine zu-

séatzliche ERCC1-exprimierende ZTZ-Subpopulation zu detektieren.

In der vorliegenden Untersuchung konnte ferner keine Assoziation zwischen der
ERCC1-Positivitdt und einer Platinresistenz gemal klinischer Definition beobachtet
werden. Resistenz gegeniber platinbasierter Chemotherapie kann durch eine erhéh-
te Toleranz von Platinaddukten oder einer gesteigerten DNA-Reparatur Kapazitat
beglnstigt werden (Johnson et al., 1980). Die Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER)

gilt in diesem Zusammenhang als zentraler Mechanismus zur Entfernung von DNA-
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Platinaddukten. ERCCL1 kodiert fir eine Endonuklease, die ein obligates Heterodimer
mit dem Protein Xeroderma pigmentosum group A (XPF) ausbildet und durch 5'-
Inzision beschadigter DNA-Bereiche einen essentiellen Faktor fur die NER darstellt
(Sijbers et al., 1996; Bessho et al., 1997; Houtsmuller et al., 1999). Gewebebasierte
Untersuchungen konnten bereits die klinische Relevanz der ERCC1-Expression zei-
gen. Im Rahmen des Ovarialkarzinoms sowie im Falle des Kolon- oder Lungenkarzi-
noms konnte ein hohes Level an ERCC1-mRNA im Prim&rtumor mit einer Resistenz
gegenuber platinhaltiger Chemotherapie assoziiert werden (Dabholkar et al., 1994;
Shirota et al., 2001; Lord et al., 2002). Auch auf Proteinebene wurde die ERCC1-
Expression in ovariellen Tumoren mit der Platinresistenz in Verbindung gebracht
(Arora et al., 2010; Scheil-Bertram et al., 2010; Avraam et al., 2011; Milovic-
Kovacevic et al., 2011; Xie et al., 2011). Entgegen dieser vorausgegangenen Befun-
de im ovariellen Tumorgewebe konnte ERCC1 in der vorliegenden Dissertation auf
der Ebene der ZTZ nicht als pradiktiver Faktor fur klinisch definierte Platinresistenz
beschrieben werden. Dieser Befund kdnnte mit der klinischen Definition eines platin-
resistenten Tumors zusammenhangen. Diese Definition beschreibt Patientinnen, bei
denen die Gesamtheit der diagnostisch erfassbaren Tumormasse, unter platinhaltiger
Chemotherapie, progrediert (platinrefraktar), oder bei denen es innerhalb von
5 Monaten nach Behandlung zu dem Auftreten eines Rezidives kommt (platinresis-
tent). Somit beurteilt diese Definition ausschlie3lich das Ansprechen der diagnostisch
erfassbaren Tumormasse und erlaubt keine Aussage Uber die Platinsensibilitat auf
der Ebene einzelner ZTZ im Blut. Ferner ist die Biologie eines fortgeschrittenen Ova-
rialkarzinoms sehr komplex bzw. phanotypische Diskordanzen zwischen Primartumor
und korrespondierenden ZTZ, wie bereits fur das Mammakarzinom und den HER-2
Status gezeigt, sind nicht auszuschlieBen (Fehm et al., 2010). Interessanterweise
wurde in dieser Arbeit eine persistierende ERCC1-Positivitdt vor Operation sowie
nach Chemotherapie als pradiktiv fur ein verkirztes DFS bzw. OS identifiziert.
ERCC1 wurde bisher im Kontext des Ovarialkarzinoms ausschlie3lich im Priméartu-
mor, jedoch noch nicht auf der Ebene von ZTZ im Blut, untersucht. Lediglich im
Rahmen des kleinzelligen Lungenkarzinoms wurde in einem Pilotkollektiv von 17 Pa-
tientinnen die ERCC1-Expression in ZTZ untersucht und als préadiktiv fir ein verkirz-
tes progressionsfreies Uberleben beschrieben (Das et al., 2012). Ausgehend von
diesen Befunden konnte die Persistenz von ERCC1-positiven ZTZ mit moglicher-

weise platinresistentem Charakter ein Indikator fur schlechte Prognose der Ovarial-
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karzinompatientinnen darstellen, als Biomarker im Rahmen eines Therapiemonitoring

genutzt werden oder die Notwendigkeit eines Therapiewechsels implizieren.

4.4.2 Nachweis von EMT- bzw. Stammzellmarkern

Die Prasenz von DTZ im KM wurde haufiger beobachtet (36%) als die Inzidenz von
ZTZ im Blut (19%) und die Ubereinstimmung zwischen DTZ- und ZTZ-Status stellte
sich in der vorliegenden Untersuchung mit 67% als limitiert heraus. Dies kénnte prin-
zipiell darauf hinweisen, dass die Detektion von DTZ im KM ein etwas sensitiveres
Verfahren darstellt. Jedoch angesichts der Tatsache, dass die prognostische Rele-
vanz von ZTZ fur den Krankheitsverlauf eines Ovarialkarzinoms bereits gezeigt wur-
de und dass ZTZ im Vergleich zu DTZ eine vollig unterschiedliche Biologie aufweisen
mogen, konnte die ZTZ-Detektion relevante erganzende Information zur KM-
Untersuchung liefern (Fehm et al., 2009; Aktas et al., 2011). Ferner wurde erstmalig
die Expression von EMT- und Stammzellmarkern in ZTZ von Ovarialkarzinompatien-
tinnen beschrieben. Interessanterweise zeigten, analog zur ERCC1-Untersuchung,
Patientinnen, die gem&al AdnaTest OvarianCancer als ZTZ-negativ galten, zu 17%
Positivitat fur EMT-, bzw. zu 4% Positivitat fur stammzellassoziierte Transkripte. Dies
wurde zuvor schon im Rahmen des Mammakarzinoms beobachtet (Aktas et al.,
2009; Mego et al., 2011; Kasimir-Bauer et al., 2012). In dieser Untersuchung wiesen
18% bzw. 5% der ZTZ-negativen Falle EMT- bzw. ALDH1-Expression auf. Auch die-
se Resultate sprechen allgemein fur die phanotypische Heterogenitat von ZTZ im
Blut und implizieren, dass die ergdnzende Analyse von EMT- bzw. stammzellassozi-
ierten Transkripten aus klinischer Sicht von essentieller Bedeutung sein mag, da ge-
rade ZTZ mit EMT- oder Stammzellcharakter fur Tumorzelldisseminierung, Rezidi-
ventwicklung und Therapieresistenz verantwortlich sein kdnnten (Mani et al., 2008;
Aktas et al., 2009; Sieuwerts et al., 2009; Konigsberg et al., 2011; Raimondi et al.,
2011; Reuben et al., 2011; Kasimir-Bauer et al., 2012; Sampieri and Fodde, 2012).
An dieser Stelle sollte man jedoch anmerken, dass die beobachteten ETM- bzw.
stammzellassoziierten Transkripte der Ovarialkarzinompatientinnen nicht aus ZTZ
stammen konnen, die den vollstandigen Prozess EMT bereits vollzogen haben, son-
dern eher aus Zellen, die sich in einem intermediaren Zustand auf dem Wege dorthin
befinden. Diese Subpopulation der ZTZ besitzen demnach noch ein epithelialassozi-
iertes Profil von Oberflachenantigenen, was sie der immunomagnetischen Anreiche-

rung dber EpCAM bzw. MUC-1 zugénglich macht, wahrend sie schon beginnen,
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EMT- oder stammzellassoziierte Gene zu exprimieren. In diesem Zusammenhang ist
eine weiterfuhrende Entwicklung des hier zugrunde liegenden Assays geplant, der
die Erfassung und molekulare Charakterisierung von EpCAM bzw. MUC-1 negativen

ZTZ mit ,vollstandig® mesenchymalem Charakter erlauben soll.

4.4.3 Fazit der Untersuchung zirkulierender Tumorzellen im Blut

Angesichts der phanotypischen Heterogenitat von ZTZ kdnnte durch implementierte
Analyse von ERCCI1-Transkripten eine zusatzliche Population von ZTZ detektiert
werden. Ferner handelt es sich bei ERCC1-positiven ZTZ um potentiell platinresis-
tente Zellen, deren Persistenz im Rahmen eines Therapiemonitoring eine schlechte
Prognose der entsprechenden Ovarialkarzinompatientinnen anzeigen kénnte. Analog
kénnte der ergdnzende Nachweis von ovariellen ZTZ, die auf dem Wege sind EMT
zu vollziehen bzw. stammzellassoziierte Marker exprimieren, das Spektrum der ZTZ-
Detektion nochmals erweitern. Ferner kbnnten ZTZ mit Stammzellcharakter, die fur
Rezidiventwicklung und Therapieversagen verantwortlich sein mégen, eine Option fur
neue zielgerichtete Therapien eréffnen (Mani et al., 2008; Aktas et al., 2009; Kasimir-
Bauer et al., 2012; Sampieri and Fodde, 2012). In diesem Zusammenhang ware es
maoglich, z.B. mit Hilfe von RADO01, dem Inhibitor einer stammzellassoziierten Sig-
nalwegkomponente (MTOR), gezielt gegen stammzellahnliche ZTZ vorzugehen
(Mabuchi et al., 2007; Campone et al., 2009).
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5 Zusammenfassung

Trotz Fortschritten in der Behandlung erleiden mehr als 50% der Patientinnen mit
Ovarialkarzinom ein Rezidiv, wobei 15 % der Félle platinresistent sind, was meist je-
doch nur retrospektiv erkannt wird. In diesem Zusammenhang war Ziel dieser Disser-
tation, neue primartumor- sowie blutbasierte Biomarkerkonzepte im Hinblick auf Pla-
tinresistenz und Prognose zu etablieren. Dies wurde zunachst im Rahmen einer pri-
martumorbasierten LOH-Analyse an vier tumorbiologisch relevanten chromosomalen
Regionen realisiert. In diesem Zusammenhang erwies sich LOH proximal zum
M6P/IGF2R-Lokus als neuer Biomarkerkandidat fir die Tumorzelldisseminierung in
das KM. Da Tumorgewebe jedoch nur einmal zum Zeitpunkt der Primardiagnose zur
Verfiigung steht und sich nicht flr ein Therapiemonitoring eignet, wurden nachfol-
gend experimentelle Strategien zur Biomarkeridentifikation auf ein blutbasiertes Sys-
tem transferiert. In diesem Sinne wurde die Methodik der primartumorbasierten LOH-
Detektion auf zirDNA im Blutserum der Patientinnen Ubertragen. Im Rahmen einer
zusatzlichen Fraktionierung der zirDNA in HMF bzw. NMF, konnte die Sensitivitéat der
LOH-Detektion deutlich verbessert werden. Des Weiteren zeigte sich nach Chemo-
therapie eine signifikante Reduktion des zirDNA Gehaltes in der NMF, jedoch nicht in
der HMF. Diese Befunde implizierten, dass tumorassoziierte DNA in der Zirkulation
vermutlich niedermolekularen Charakter aufweist. Somit konnte die Fraktionierungs-
methodik eine selektive Untersuchung tumorassoziierter DNA im Blut erlauben. Fer-
ner wurde LOH am PTEN-Lokus bzw. proximal zum M6P/IGF2R-Lokus als neuer
blutbasierte Biomarker flr die Tumorzelldisseminierung in das KM sowie fir ein ver-
kurztes OS beschrieben. Erganzend wurde das Profil zirkulierender miRNA im Serum
von Ovarialkarzinompatientinnen analysiert. In diesem Zusammenhang konnte miR-
1246 im Vergleich zu Normalspenderinnen als signifikant hochreguliert identifiziert
werden. Interessanterweise wurde wahrend der experimentellen Phase dieser Dis-
sertation durch eine Kooperationsgruppe gezeigt, dass der miR-1246 Detektionsas-
say eine starke Kreuzreaktivitat mit RNU2-1f im Serum aufweist. Somit war das beo-
bachtete miR-1246 Signal mit groRer Wahrscheinlichkeit auf RNU2-1f und nicht auf
miR-1246 zurlckzufuhren. Im Weiteren konnte ein signifikanter Zusammenhang zwi-
schen der RNU2-1f Expression im Serum und dem FIGO-Stadium bzw. dem verblei-
benden Tumorrest nach Operation beschrieben werden. Ferner identifizierte eine

persistierende bzw. neu erworbene RNU2-1f Positivitdit nach Chemotherapie eine
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Patientinnengruppe mit tendenziell verkirztem OS. Dies ist die erste Beschreibung
einer nicht kodierenden RNA, die als blutbasierter Biomarker fir das Ovarialkarzinom
fungieren konnte. Abschlielend wurde auf die immunomagnetische Isolation bzw.
molekulare Charakterisierung intakter ZTZ aus dem Blut fokussiert. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass die Prasenz von ZTZ im Blut vor Operation bzw. nach Chemo-
therapie mit einem verklirzten OS korrelierte. Weiterfuhrend sollte die Hypothese
Uberprift werden, inwieweit der beobachtete prognostisch-negative Einfluss der ZTZ
im Blut auf einen platinresistenzassoziierten Phéanotyp dieser Zellen zurtickzufihren
sein mag. Daher wurde die Expression der DNA-Reparatur Endonuklease ERCC1,
die bereits mit Platinsensitivitdt ovarieller Tumoren in Verbindung gebracht werden
konnte, in ZTZ untersucht. ERCC1-Positivitat wurde mit einer Inzidenz von 36 % vor
Operation und 35% nach Chemotherapie beobachtet, interessanterweise auch in
30% der Patientinnen, die gemal AdnaTest OvarianCancer, als ZTZ-negativ galten.
Ein statistischer Zusammenhang zwischen der ERCC1-Expression und klinisch defi-
nierter Platinsensitivitat ergab sich nicht, jedoch zeigte sich bei Patientinnen mit per-
sistierend ERCC1-positiven ZTZ ein signifikant verkirztes DFS bzw. OS. Diese Be-
funde sprechen fiir eine Implementierung von ERCC1 in die ZTZ-Analyse und be-
schreiben ERCC1 als maoglichen klinisch relevanten Biomarker, der Patientinnen mit
besonders schlechter Prognose identifizieren konnte bzw. die Notwendigkeit einer
Therapiednderung voraussagen mag. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
ZTZ von Ovarialkarzinompatientinnen zu etwa 14% EMT- bzw. stammzellassoziierte
Marker exprimieren. Dies wurde auch bei Patientinnen beobachtet, die gemafld Adna-
Test OvarianCancer ZTZ-negativ galten, was fir die Heterogenitat der ZTZ im Blut
spricht. Die Detektion sowie das zielgerichtete Vorgehen gegen stammzellahnliche
ZTZ konnte von groRRer Klinischer Relevanz sein, da diese ZTZ-Subgruppe bereits mit

Therapieversagen und Rezidiventwicklung in Verbindung gebracht wurde.

Zusammenfassend konnte die vorliegende Dissertation einen relevanten Beitrag zur
Etablierung neuer primartumorbasierter Biomarkerkonzepte fur das Ovarialkarzinom
liefern und die Hypothese unterstiitzen, dass Patientinnenblut im Sinne einer ,Real-

Time-Liquid-Biopsy“ genutzt werden kénnte.
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